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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die dreidimensionale Struktur des Ul snRNP aus S. cerevisiae mittels
der Einzelmolekiil-Transmissionselektronenmikroskopie untersucht. Die gewahlte Technik bie-
tet dabei eine Moglichkeit die verschiedenen Strukturen eines bestimmten makromolekularen
dynamischen Komplexes in seinen unterschiedlichen Konformationen zu ermitteln.

Das Ul snRNP ist der erste der fiinf spleifosomalen Hauptkomponenten, die sich konsekutiv
unter Beteiligung weiterer Faktoren auf der pr&-mRNA zum Spleifsosom formieren. Das kata-
lytisch aktivierte Spleiffosom, an dem das Ul snRNP nicht mehr beteiligt ist, schneidet ein
Intron heraus und ligiert die Exone miteinander. Dieser Vorgang erfordert héchste Préazision
und vorherige eindeutige Festlegung der Spleifistellen, um keine fehlerhaften mRNAs in den
weiteren Prozess der eukaryotischen Genexpression zu entlassen. Das Ul snRNP {ibernimmt
bei der Assemblierung des Spleifosoms die Erkennung der 5 Spleifstelle. Ein vollstindiges
Verstéindis fiir die molekularen Vorgéange bei diesem Erkennungsprozess erfordert strukturelle
Informationen iiber den Ul snRNP.

Das Ul snRNP, bestehend aus der Ul RNA, dem Sm-Ring und 10 weiteren spezifischen
Proteinen wurde mit einem Affinitdtstag am Snu71 Protein iiber die Tandem-Affinitats- Auf-
reinigungsmethode aus totalem Hefeextrakt isoliert, wobei das Aufreinigungsprotokoll verschie-
dentlich modifiziert wurde, um die in den EM-Bildern des Partikels ersichtliche strukturelle
Heterogenitéit des Komplexes einzuddmmen. Aufgrund dieser anfinglich beobachteten Hetero-
genitdt wurden fiir die folgende 3D Strukturdetermintation Algorithmen und Verfahrensweisen
gewahlt, mit denen es moglich ist, funktional unterschiedliche Konformationen und/oder Kon-
figurationen einer Struktur in einem Datensatz zu trennen. Als Ergebnis wurden tatséchlich
mehrere 3D Rekonstruktionen aus den Ul snRNP Proben erhalten.

Die fiinf kalkulierten 3D Strukturen des Ul snRNP wiesen grofie Unterschiede auf und spie-
gelten doch nur einen kleinen Teil der strukturellen Heterogenitit wieder, wie anhand einiger
einzelner Strukturmerkmale aufgezeigt werden konnte. Die geschétzten Massen der gezeigten
Strukturen sind in Relation zueinander zu unterschiedlich, als dass sie Strukturen gleicher
Konfiguration repréasentieren kénnten. Daher wurde der Fehler, der durch eine nicht vollstan-
dig erfasste Heterogenitdt im Datensatz in den 3D Rekonstruktionen entsteht, mittels einer

Modelltestreihe, die den Wegfall einer Doméne simulierte, abgeschétzt.
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Die unterschiedlichen Ul snRNP Strukturen legen die Vermutung nahe, dass die Assemblie-
rungsstadien des Ul snRNP biochemisch nicht ausreichend getrennt werden koénnen, da das
Ul snRNP in §. cerevisiae in mehreren fortgeschrittenen Assemblierungsstadien vorliegt, als
beipielsweise im humanen Organismus. Die nur in silico trennbaren Assemblierungsstadienen
des Ul snRNP in S. cerevisiae spiegeln daher die Dynamik wieder, mit der das Partikel in
vivo assembliert, um kotranskriptionell das Substrat, die pr&-mRNA, dem Spleifprozess zu
iibergeben. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass mitunter weitere Proteine, die an der
Assemblierung vom Ul snRNP zum Commitment Komplex oder an der Expression bestimmter

Gene beteiligt sind, zur Heterogenitéat beitragen.

Schlagworte: Ul snRNP, Saccharomyces cerevisiae, Einzelmolekiil-Elektronenmikroskopie



Abstract

Three-dimensional structure determination of the Ul snRNP in S. cerevisiae has been done
using single-particle transmission electron microscopy. This technique allows the study of hete-
rogenous particle datasets and has therefore the potential to capture and analyse the structures
of macromolecular complexes in their diverse conformational states.

The Ul snRNP is one of in total five main small nuclear ribonucleoprotein complexes which as-
semble on the eukaryotic pre-mRNA substrate consecutively in order to build the pre-catalytic
spliceosome. In this process several other splicing factors are also involved. Before the spliceo-
some becomes catalytically active, Ul snRNP actually leaves the complex. The catalytically
active spliceosome then cuts the intron and ligates the exons for correct gene expression later.
As no erroneous mRNAs should be released for consequent gene expression this procedure needs
to be highly accurate. The splice sites need to be defined precisely beforehand. The Ul snRNP
is in charge of defining the 5’ splice site cotranscriptionally. Furthermore it bears a crucial role
in the early spliceosomal complexes, in which the intron is spanned to overcome the distance
of 5 and 3’ splice sites. A full mechanistic understanding of these processes requires structural
information of the Ul snRNP complex.

The Ul snRNP consists of the Ul RNA, the 7 proteins of the Sm-core and 10 proteins spe-
cific to Ul. It was purified via an established tandem-affinity-purification protocol from total
yeast extract. This purification protocol was modified at different stages to reduce the obser-
ved heterogeneity of the Ul snRNP structure. The subsequent 3D structures were determined
with computational algorithms with which it is, in general, possible to separate different con-
figurations and/or conformations of a heterogeneous complex. As a result, indeed several 3D
reconstructions of the Ul snRNP were obtained.

The five calculated 3D models of the Ul snRNP showed significant structural differences. Al-
so, the estimated masses of these 3D structures when compared with each other were quite
different to indicate a common structural configuration. Moreover, it could be shown that the
five 3D models only reflected a small representation of the structural variety of the isolated
sample. This representation could be shown on the basis of some structural details. Therefore,
the inaccuracy of structure determination emerging from a high level of heterogeniety in the

dataset was estimated. A 3D model set, which simulated loss of a structural domain, was used
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for this purpose.

In summary these structures show that the states of assembly cannot be accurately separated,
probably because the Ul snRNP in yeast exists in more various different states of assembly
when compared to the human one. The computationally separable states of the yeast Ul snRNP
may thus reflect the dynamic state in which the Ul snRNP assembles in vivo to commit the
pre-mRNA to the splicing pathway cotranscriptionally. In addition or alternatively other pro-
teins, which are involved in assembly of the Ul snRNP in a sub-stoichiometric manner, might

also contribute to the particle’s heterogeniety.

Keywords: Ul snRNP, Saccharomyces cerevisiae, Single-particle electron microscopy
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 pra-mRNA Prozessierung

Genexpression umfasst alle Schritte, die der Konvertierung der in der DNA enthal-
tenen Informationen in primére Aminosauresequenzen dient, und zwar Transkription,
RNA-Prozessierung und Translation. In eukaryontischen Zellen ist ein Teil der Gene mit
nicht-kodierenden DNA-Abschnitten, den Introns, unterbrochen. Wéhrend nur die ko-
dierenden Sequenzabschnitte, die Exons, die zu translatierende Information enthalten,
werden die Introns dafiir nicht bendtigt. Der Anteil der Gene im Genom, die mit Introns
unterbrochen sind, ist abhingig von der Spezies. In Sdugetierzellen tragen die meisten
Gene wenigstens ein Intron, dass an einer beliebigen Stelle in die kodierende Sequenz
integriert sein kann. In Saccaromyces cerevisiae (S. cerevisiae) gibt es nur wenige Gene,
die von Introns unterbrochen sind, und diese sind zumeist kurz und liegen nahe dem
5" Ende des Gens [135]. In Zahlen konnten im Hefe Genom nur 353 Introns in 248 von
insgesamt 6000 Hefegenen identifiziert werden [246]. Das heikt, dass nur 3,8 % der Gene
in Hefe ein Intron tragen. Da allerdings 27 % der Transkripte in Hefe gespleifit werden,
deutet dies auf eine hohe Expressionsrate der Gene mit Intron hin. Wahrend die huma-
nen Introns bis zu 100000 Nukleotide lang sein kdnnen, zeigten sich in einer Analyse der
durchschnittlichen Lénge der Introns in Hefe zwei Maxima bei 100 und 400 Nukleotiden.
Im Nukleus wird ein Gen von der RNA Polymerase II komplett, bestehend aus Introns
und Exons, in ein Primértranskript, die so genannte pr&-mRNA oder hnRNA (engl.
heterogeneous nuclear RNA), transkribiert. Die pra-mRNA wird zum einen durch den
Spleifiprozess verandert, und zum anderen werden beide Enden, 3’ und 5 Ende der
pra-mRNA, chemisch modifiziert. Letzteres geschieht unter anderem mit der Funkti-
on, das Transkript vor Degradation durch hydrolysierende Enzyme zu schiitzen. Am
5" Triphosphat-Ende vollzieht sich die Modifikation am entstehenden Transkript noch
bevor es grofer als 20 — 25 bp ist.
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In einer dreistufigen Reaktion wird das 5" Triphosphat-Ende verdndert, indem dort mit-
tels einer spezifischen Guanosyl-Transferase ein Guanosintriphosphat in umgekehrter
Orientierung unter Bildung einer 5'-5'-Triphosphat-Briicke angefiigt wird [233|. In S&u-
getierzellen weist die Guanosyl-Transferase Bifunktionalitdt auf, da sie mit ihrer Phos-
phataseaktivitiat zuvor das 5 Triphosphat-Ende um eine Phosphatgruppe dephosphory-
liert. In S. cerevisiae wird fiir die Dephosphorylierung eine unabhéngig kodierte RNA-5'-
Triphosphatase benétigt [234]. Diese Kappen-Struktur (engl. cap-structure) wird durch
Methylierung editiert. Die Methylierung an Position 7 des terminalen Guanins mit Hilfe
der Guanin-7-Methyltransferase wird m’G-Kappe (engl. Cap 0) genannt. Diese Me-
thylierungsreaktion wird in allen Eukaryonten vorgenommen und ist in eukaryontischen
Einzellern die einzige Veranderung. In den meisten anderen Eukaryonten wird allerdings
zusétzlich an der vorherigen Base, der letzten Base des urspriinglichen Transkripts, an
der 2’-O Position methyliert (engl. Cap 1).

Die Enzyme, die fiir die Bildung der 5" Kappenstruktur benotigt werden, binden an die
phosphorylierte Form der Carboxyl-terminalen Doméne (CTD) der grofsten Untereinheit
der RNA-Polymerase II, die fiir diese Polymerase einzigartig ist und die eine {iber Spe-
ziesgrenzen stark konservierte Hepta-Peptid-Konsensussequenz aufweist [161]. Diese Be-
obachtung erklirt sowohl die Spezifitit der m”G-Kappenstruktur fiir RNA-Polymerase
IT Transkripte, als auch ihre Synthese am naszierenden Transkript. Die 5’ Kappenstruk-
tur dient neben dem Schutz vor Degradation dem Spleifprozess (Abschn. 1.3.1), dem
mRNA-Export [38] vom Nukleus ins Cytoplasma, und der Regulation und Initiation
der Translation [243], [71]. Diese vielfdltigen Funktionen werden vermittelt tiber nu-
kleire und cytosolische Proteine, die an die m’G-Kappenstruktur binden. Im Nukleus
bindet der sogenannte 'Kappen-bindende Komplex’, CBC!. Der CBC besteht aus einem
Heterodimer, und zwar in humanen Zellen aus den Proteinen CBP20 und CBP80 und
in S. cerevisiae aus den Proteinen Cbc2/Mud13 und Cbel/Stol (Abschn. 1.4.2).

Am 3’ Exon der pra-mRNA werden in einem zweistufigen Prozess bis zu 250 Adeno-
sinphosphate addiert. Nachdem das wachsende Transkript an einer spezifischen Stelle
geschnitten worden ist, wird die Polyadenylierung an der freien 3" OH Gruppe von der
Poly(A)-Polymerase katalysiert [41].

Gleichfalls kotranskriptional werden die Introns mit Hilfe des Spleiffosoms [26], [68], [86],
einer komplexen dynamischen makromolekularen Maschine, die auf jeder pra-mRNA
stets neu assembliert, herausgeschnitten und die Exons werden zusammengefiigt. Dieser
Vorgang wird Spleifen genannt. Durch unterschiedliche Kombinationen von Exons koén-
nen, ausgehend vom selben Gen durch alternatives Spleifien [18], verschiedene Proteine

gebildet werden.

Lengl.cap-binding complex, Kappen-bindender Komplex
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Das Spleifiprodukt, die mRNA, verlasst durch die Poren des Nukleus den Zellkern, wobei
der Poly(A)Schwanz eine regulatorische Rolle spielt [284], und wird anschliefsend an den
Ribosomen translatiert. Obwohl die Enden der reifen mRNA von Exons kodiert sind,
tragen sie Informationen, die nicht in Aminosduresequenz translatiert werden. Diese
Segmente werden auch UTRs (engl. untranslated regions) genannt und beinhalten Se-

quenzen, die die Stabilitdt und die translationale Aktivitdt der mRNA regulieren.

1.2 Der Spleifimechanismus

1.2.1 Die 2-stufige Spleifireaktion

Die Spleifsreaktion, um ein Intron herauszuschneiden und die Enden der Exons zu ligie-
ren, umfasst zwei aufeinanderfolgende Umesterungen [164], (Abb 1.1). Im ersten Schritt
wird eine 2',5-Phosphodiesterbindung gebildet, und zwar zwischen der 2" Hydroxyl-
gruppe eines internen Adenosins im Intron, am sogenannten Verzweigungspunkt (engl.
branchpoint), und der 5’ terminalen Phosphatgruppe desselben Introns. Dadurch wird
das 5" Exon abgetrennt, und das Intron nimmt eine Lasso-Struktur ein. Das Adeno-
sin des Verzweigungspunkts befindet sich innerhalb einer konservierten Sequenz aus
20 — 50 bp stromaufwirts der 3’ Spleifsstelle (3 Ss) im Intron. Am 5 Exon liegt nach
der ersten Reaktion die 3 OH-Gruppe frei, die im zweiten Reaktionsschritt nukleophil
die 3’ Intron/Exon Verbindung angreift. Dabei wird eine Phosphodiesterbindung mit
der 5 terminalen Phosphatgruppe des 3’ Exons gekniipft, so dass die Exons ligiert wer-
den und das Intron in Lasso-Form freigesetzt wird. In vivo wird das freie Intron schnell
linearisiert und abgebaut [267]. Die zweistufige Spleifsreaktion verlauft ohne Energiezu-
fuhr. Da fiir jede gespaltene Phosphodiesterbindung eine neue gebildet wird, bleibt die
Anzahl an Phosphodiesterbindungen gleich und die freie Energie wird auf diese Wei-
se konserviert. Fiir die Spleifreaktionen scheint die Anwesenheit eines Metallions im
katalytischen Zentrum notwendig [281], [251], was fiir die erste Spleifreaktion experi-
mentell nachgewiesen werden konnte [244|. Zu beachten ist, dass fiir die Assemblierung
des katalytisch aktiven Spleiffosoms (Abschn. 1.3.1) sehr wohl Energiezufuhr durch die
Hydrolyse von mehreren ATPs notwendig ist [28].

1.2.2 Die Definition der Spleifistellen

Um ein Intron korrekt und unter Beibehaltung des Leserasters aus der pra-mRNA zu
spleiffen, miissen die Spleifistellen zweifelsfrei definiert sein. Nur dann kann das Spleifso-

som an der richtigen Stelle auf der pra-mRNA assemblieren. Die Spleifsstellen sind daher
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Abbildung 1.1: Die Spleifsreaktion. In zwei aufeinander folgenden Reaktionsschritten wird
das Intron entfernt und die Exone ligiert. Schritt 1: Die 2" OH-Gruppe des Adenosins (A)
am Verzweigungspunkt des Introns kniipft eine Phosphodiesterbindung mit dem Phosphat
der Phospatgruppe an der 5 Spleifistelle (5" Ss). Schritt 2: Die im ersten Schritt erzeugte
3’ OH-Gruppe am Exon 1 bildet eine neue Phosphodiesterbindung mit dem Phosphat der
Phosphatgruppe des Exons 2 an der 3’ Ss. (P) symbolisiert die beteiligten 5’ Phosphatgruppen
(PO3)?~, wobei zur Unterscheidung die Phosphatgruppe des Introns griin und die des 3’ Exons
gelb unterlegt ist.
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stark konservierte Basensequenzen an den 3’ und 5 Enden des Introns, und auch am
Verzweigungspunkt im Intron gibt es eine nétige Konsensussequenz [204].

Die Anforderungen an die Konsensusabschnitte sind in Hefe und Mensch allerdings un-
terschiedlich und spiegeln die verschiedene Art und Weise der Organisation der Gene
und deren Expression wieder (Abb. 1.2). Im humanen System tragen viele Gene meist
mehrere Introns und durch alternatives Spleiffen wird die Vielfalt zusétzlich erhoht.
Dies erfordert eine komplexe Regulation durch verschiedene Faktoren. Eine geringere
Sequenzkonservierung an den Spleifsstellen [171] konnte dieser Vielfalt Rechnung tra-
gen. Mehr als 98 % der Introns im humanen Genom tragen am 5 Exon das Dinukleotid

5'Ss 3'Ss

Verzweigungs-

l punkt
| I

S. cerevisiae 5'|Exon 1 AGIGUAUGU—IF—-UACUAAC———— (Y), YAG|Exon 2 |3’

l

Metazoa 5'Exon 1 AG|GURAGU———— YURAY—(Y),,,YAG|Exon 2 |3'

1 ]
18-40nt

Abbildung 1.2: Vergleich der Konsensussequenzen der Introns in S. cerevisiae und
Metazoa. Nukleotide, die zu mehr als 90 % konserviert sind, sind fett gedruckt. Das Ade-
nosin am Verzweigungspunkt ist unterstrichen; Purine sind mit 'R’ und Pyrimidine mit 'Y’
bezeichnet.

GU und am 3’ Exon AG [180]. Eine geringe Zahl Introns (< 1 %) trdgt am 5 Exon
als Variante das Dinukleotid GC. Damit qualifizieren sie sich fiir die Erkennung vom
majoren Spleifosom (Abschn. 1.3). Eine sehr geringere Anzahl Introns (0,1 %), an den
Enden mit den Dinukleotiden AU (5 Exon) und AC (3’ Exon) markiert, werden vom
minoren Spleifosom erkannt, dass dem majoren Spleifsosom zwar funktional und im
prinzipiellen Aufbau analog ist, jedoch bei den einzelnen snRNP-Komponenten (engl.
small nuclear ribonucleoprotein particles, Abschn. 1.3) eine geringe Sequenzhomologie
aufweist [259], [182]. Die evolutionsgeschichtliche Beziechung der beiden Spleifisysteme
ist noch unklar. Die Introns werden zur Unterscheidung U2-Typ- und U12-Typ-Introns
genannt, wobei erstere vom majoren und letzterere vom minoren Spleifosom prozessiert
werden. In S. cerevisiae ist die 5’ Ss durch den langeren Sequenzabschnitt R/ GUAUGU
( /markiert die Exon/Intron Grenze, R ist ein Purin) definiert, wobei die Nukleotide
zu 90 % und mehr konserviert sind [151]. Der Verzweigungspunkt im Intron mit dem

konservierten Adenosin (hervorgehoben) liegt in Hefe in der Sequenzbox UACUAAC
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[151]. In hoheren Eukaryonten ist dieser Bereich nicht so stark konserviert, liegt aber in
einem pyrimidinreichen Sequenzabschnitt Y8oNYsoYs7R75AY9s(Y= Pyrimidinbase, tief-
gestellte Zahlen geben die statistische Héaufigkeit dieser Base an der Stelle wieder). Da
der Verzweigungspunkt stets 18 — 40 Nukleotide stromaufwérts von der 3’ Ss liegt, ist
er auch wichtig, um eben genau diese, dem Verzweigungspunkt néchst gelegene 3’ Ss,
als Substrat fiir die Ligation mit dem 5 Exon zu identifizieren. Zusétzlich ist der Ab-
schnitt zwischen Verzweigungspunkt und 3’ Ss héufig reich an Pyrimidin Basen (U und
C; engl. poly-pyrimidine tract). Dieser pyrimidinreiche Abschnitt ist 8 — 12 Nukleotide
lang und endet ein Nukleotid stromaufwérts vor der 3’ Ss. Die Sequenz am 3’ Ende des
Introns lautet YAG. Der Polypyrimidinabschnitt scheint im humanen Genom aufgrund
des weniger stark konservierten Verzweigungspunkts eine wichtigere Rolle zu spielen als

in Hefe.

1.3 Komponenten und Assemblierung des Spleifsosoms

Das gesamte Spleiffosom wird gebildet aus fiinf Subkomplexen, den sogenannten 'Uridine-
rich small nuclear ribonucleoparticles’, kurz U snRNP oder nur snRNP, und verschiede-
nen weiteren Spleifs-Faktoren (engl. non-small ribonucleoproteins). Den Ul-, U2-, U4-
Ub- und U6- snRNP Komplexen ist ein prinzipieller Aufbau aus RNA und Proteinen
(Abschn. 1.3.2) gemein. Sie sind die spleiffosomalen Hauptkomponenten, die in allen
eukaryontischen Spezies universal auftreten, im prinzipiellen Aufbau stark {iber die Spe-
ziesgrenzen konserviert sind, und die die groffe Mehrheit aller pra-mRNA Introns in der
Zelle spleifen [28], [288]. Da dieses Spleifsystem in S. cerevisiae als einziges vorhanden
ist, beziehen sich im Folgenden alle Beschreibungen auf das Spleifsosom, das Introns des

U2-Typs spleifst.

1.3.1 Der Spleifszyklus

Das Modell der sequenziellen Assemblierung des Spleifosoms beschreibt den Spleifszy-
klus iiber die sukzessive Zusammenlagerung der spleifsosomalen snRNP Komplexe auf
der pr&-mRNA zu Intermediaten und schliefslich zum aktiven Spleiffosom und den Zerfall
in die Einzelkomponenten nach der Katalyse (Abb. 1.3). Die snRNP Subkomplexe, die
wahrend der Assemblierung entstehen, und die Reihenfolge ihres Auftretens im Spleifs-
zyklus wurden aus humanen Zellextraken mit nativer Gelelektrophorese [123], [124] und
Affinitatschromatographie [85] bestimmt und vergleichbare Ergebnisse wurden auch in
S. cerevisiae mit Hilfe der Gelelektrophorese gefunden [190], [39]. Im Folgenden wird

die mehr gebréuchliche Nomenklatur der humanen Subkomplexe angegeben und die Be-
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zeichnungen der Komplexe in S. cerevisiae hinzugefiigt.

Die Assemblierung des Spleifsosoms beginnt mit der ATP-unabhéngigen Bindung des
Ul snRNP an die 5" Ss auf der pra&-mRNA [206], [209], wobei die Ul snRNA in S. cere-
visiae typischerweise 5 — 7 komplementéire Basenpaare mit der pri-mRNA an der 5’ Ss
ausbildet [206]. Diese Ul snRNA:5 Ss Basenpaarung ist allerdings nicht ausreichend,
um die 5" Ss zu definieren [231]. Vielmehr konnte gezeigt werden, dass das Ul snRNP
auch ohne komplementéire Basenpaarung an die 5 Ss der pra-mRNA bindet [53]. Of-
fenbar assistiert das Ul snRNP spezifische Protein Yhel (U1C) bei der Selektion der
5" Ss, indem es Sequenz-spezifisch die 5’ Ss noch vor der snRNA-mRNA Basenpaarung er-
kennt [54]. Da die nun vorliegende pra&-mRNA | verglichen mit freier RNA, bevorzugt den
Spleifprozess unterlauft, wird dieser Zustand als CC fiir engl. Commitment Complex?
(human: E-Komplex) [28] bezeichnet, wobei in S. cerevisiae zwei CC unterschieden wer-
den, die sich in ihrer Komposition aus weiteren non-snRNP Spleififaktoren unterscheiden
(Abschn. 1.4.2). In diesem Stadium ist das humane U2 snRNP wohl schon schwach, aber
noch unabhéngig von der Sequenz am Verzweigungspunkt mit der pr&-mRNA assoziiert
[46]. Die stabile Bindung von U2 snRNP fiihrt zur Bildung des A Komplexes (engl.
Pre-Spliceosome; S. cerevisiae: B Komplex), in dem Watson-Crick Basenpaare zwischen
der U2 snRNA mit einer Sequenz am Verzweigungspunkt bestehen. Das fiir den nukleo-
philen Angriff der ersten Spleiftreaktion erforderliche Adenosin bleibt aber ungepaart
[191]. Der Prozess dorthin ist ATP-abhéngig [135] und erfordert mehrere non-snRNP
Spleiffaktoren, u.a. das heterodimere SR Protein U2AF (U2AF35/U2AF65) und den
Proteinfaktor SF1, sowie den U2 RNA assoziierten Komplex SF3 [127]. Anschliefend
bindet der zuvor assemblierte Tri-snRNP-Komplex U4/U6.U5 ebenfalls an und es ent-
steht der B-Komplex (S. cerevisiae: A2-1-Komplex). Im Tri-snRNP-Komplex sind die
RNAs von U4 und U6 iiber eine Basenpaarung miteinander verbunden, wiahrend U5
iiber Protein-Protein-Interaktion bindet.

In Two-Hybrid-Assays wurden Interaktionen des Tri-snRNP mit Ul snRNP Proteinen
gefunden, die moglicherweise die Bindung des Tri-snRNP an die 5" Ss stabilisieren [27].
Snplp interagiert mit den U5 Proteinen Prp44 und Prp8 (9], [69], [277] und auch mit ei-
nem Spleifsfaktor, Exo84. Letzerer wiederum wechselwirkt mit Prp8 und den Ul snRNP
Proteinen Prp39p und Prp40. Tatsachlich ist in Hefezellextrakten ein - allerdings um
einige U5 snRNP Proteine reduzierter - Ul/U5 bi-snRNP gefunden worden [208], [82].
Das mit dem Zugang des Tri-snRNP entstandene komplette Spleiffosom ist katalytisch
noch inaktiv. Zunéchst destabilisiert das U5 snRNP Protein Prp28, eine DExD /H-box
Helikase, die Ul RNA:5 Ss Bindung, so dass das Ul snRNP schlieklich dissoziiert. Bei
einer verdnderten Ul RNA oder eines mutierten YHC1 Gens [36], ist Prp28 nicht mehr

2CC: engl. Commitment Complex, Commitment-Komplex
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Abbildung 1.3: Der Spleifsizyklus. Der generelle Zyklus der Assemblierung des Spleifsosoms

ist in niedrigen und hoéheren Eukaryonten

hoch konserviert. Die aufgefiihrten Funktionszu-

stdnde, die vom Spleiffosom durchlaufen werden, sind dementsprechend iiber Speziesgrenzen
allgemein giiltig. Die Bezeichungen der Komplexe unterscheiden sich jedoch in S. cerevisiae
von denen im humanen System. Die mehr gebrduchlichen Namen der humanen Komplexe sind

fett gedruckt hervorgehoben, darunter folgt
nach [39], [210], [60].

die Bezeichung fiir den Komplex in S. cerevisiae
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essentiell, eine Bestitigung, dass Yhelp der Stabilisierung der Ul RNA:5" Ss - Basen-
paarung dient [99].

Der verbleibende Komplex (BAUI1-Komplex) unterliegt weiteren strukturellen Ande-
rungen, die in die Dissoziation der U4-U6 RNA-Helices, der Freisetzung von U4 und
schlieklich der Basenpaarung der U6 RNA mit der 5’ Ss miinden. An der Trennung
der U4/U6 RNAs ist das DExD/H-box Protein Prp44/Brr2) beteiligt [120], [134], [199].
Das U6 snRNP assoziierte Protein Prp24 wirkt moglicherweise bei diesem Prozess unter-
stlitzend, wie Studien mit Mutationen in U4 und U6 RNA vermuten lassen [232], [279].
Ebenso iibernehmen die Tri-snRNP assoziierten Proteine Prp38p [293|) und Spp381
[157] wahrscheinlich eine Funktion bei der U4/U6 Trennung. Die U6 RNA bindet dann
das Intron zwei Basen neben dem 5" GU Dipeptid. Die Region der U6 RNA, die mit der
U4 RNA gepaart war, bildet mehrere kurze Helices, die mit U2 wechselwirken, um so
den Verzweigungspunkt mit der 5’ Ss einander néher zu bringen. Die zentrale Region der
U6 RNA faltet sich in eine intramolekulare Stamm-und-loop Struktur (U6-ILS), die eine
Bindungstasche fiir ein divalentes Metallion bildet, das fiir den ersten Katalyseschritt
benotigt wird [219], [294].

Wihrend die Ul und U4 snRNP den Komplex verlassen, bindet eine Gruppe Protei-
ne, die in Hefe iiberwiegend im Prpl19-Komplex organisiert sind. In humanen Zellen ist
Prp19 mit wenigstens sechs anderen Proteinen in einem Komplex assembliert [3], ohne
den der Spleifsprozess in nuklearen Hela-Zellextrakten nach der Tri-snRNP Assoziati-
on unterbrochen wird [159]. Der Prp19p Komplex iibernimmt bei der Aktivierung des
Spleifosoms offensichtlich eine wichtige Funktion [32]. Im katalytisch aktivierten Spleif-
osom B* (S. cerevisiae: Al), in dem schlieklich die U6 RNA mit der U2 RNA gepaart
vorliegt, erfolgt die erste Spleifireaktion. Dies miindet in den C-Komplex (S. cerevisiae:
A2-2-Komplex), der den zweiten Schritt der Spleifsreaktion katalysiert. Ist die Reaktion
abgeschlossen, wird das mRNA-Produkt freigesetzt. Es verbleibt ein post-spleifsosomaler
Komplex, der das Intron in Lasso-Struktur und die snRNA U2,U5 und U6 beinhaltet
und der alsbald aufgelost wird.

Das Holospleifsosom-Modell beschreibt die weitgehende Assemblierung der U snRNP zu
einem Holoenzym vor Bindung an die pra-mRNA moglicherweise als penta-snRNP [253]
oder als tetra-snRNP, nachdem das nur schwach assoziierte Ul snRNP zuvor gebunden
hat. Die Interaktionen der verschiedenen U snRNP untereinander und mit der pra-
mRNA sind jedoch in beiden Modellen hoch dynamisch und das Spleiffosom unterliegt
wahrend des gesamten Spleifizyklus sowohl Anderungen in seiner Proteinkomposition,
als auch in seiner Konformation. Da die spleifosomalen Subkomplexe im Gegensatz
zum penta-snRNP bei relativ stringenten Bedingungen erhalten worden sind, stellen sie

bestimmte stabilisierte Kernzustéinde des Spleifsosoms dar. Die Vorstellung der schritt-
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weisen Assemblierung des Spleifsosoms bleibt ein adequates Modell, um die Vorgiange

beim Spleifen auf molekularer Ebene zu erforschen [289).

1.3.2 U snRNP und weitere Spleififaktoren

Die Subkomplexe des Spleifsosoms, die U snRNP, bestehen aus einer an Uridinnukleoti-
den reichen snRNA (engl. small nuclear RNA) und einem gemeinsamen Set aus sieben
Sm Proteinen [254]. Nur U6 RNA tritt assoziiert mit sieben Sm-&hnlichen, sog. Lsm
Proteinen (engl. like-Sm) auf [160].

Neben der snRNA und dem Sm Komplex enthélt jeder snRNP weitere spezifische Pro-
teine, die in S. cerevisiae hdufig mit 'Prp’ (engl. precursor mRNA processing) bezeich-
net werden, um auf ihre Funktion in der pra&-mRNA Prozessierung hinzuweisen [210]
(Abb. 1.4).

Neben den snRNP gibt es weitere Proteine, die als Spleiftfaktoren zum Aufbau des
Spleifsosoms beitragen, aber nicht Bestandteil eines der snRNP sind. Sie werden zusam-
menfassend engl. non-snRNP proteins genannt. Viele dieser Spleifsfaktoren sind an den
strukturellen Umbildungen des Spleiffosoms beteiligt, sowohl vor, als auch nach den zwei
katalytischen Reaktionen, oder tragen zur Regulation der Assemblierung bei. Auch in
dieser Gruppe treten Proteine mit der Bezeichnung 'Prp’ auf.

Zusammenfassend konnten in massenspektroskopischen Analysen von spleifsosomalen
Subkomplexen (Review [109]), die mit affinitatschromatographischen Methoden aufge-
reinigt worden waren, insgesamt ungefahr 200 Proteine identifiziert werden, die, abhéan-
gig vom Funktionszustand, mit dem Spleifsosom assoziierten [48], [96], [110], [158], [203],
[299]. Neben den bereits bekannten snRNP und Spleifsfaktoren konnten auch Protei-
ne identifiziert werden, die an anderen Vorgéngen der (i) Genexpression, vor allem der
Transkription, beteiligt sind und (ii) Proteine mit noch unbekannter Funktion. Inwie-
weit die Mitglieder der zuletzt genannten beiden Gruppen spezifisch zum Spleifsprozess

beitragen, muss im einzelnen gezeigt werden.

snRNA
Die RNA Komponente ist je nach snRNP verschieden, in der Regel jedoch 60 bis 300
Nukleotide lang. Die Nummerierung der RNAs erfolgte in der Reihenfolge ihrer Ent-
deckung, und sie gaben dem entsprechenden U snRNP auch ihren Namen: Ul, U2,
U4, U5 und U6 [179] (U3 snRNA ist an der ribosomalen RNA Prozessierung betei-
ligt). Die U1, U2, U4 und U5 snRNA werden von der RNA Polymerase II transkribiert
und erhalten an ihrem 5 Exon eine ungewohnliche sogenannte m*G-Kappe, ein 2,2,7-

hypermethyliertes Trimethylguanosin [29]. U6 snRNA hingegen wird von der RNA Po-
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S.cerevisiae  snRNPs humane snRNPs
Proteine U1|U2(U4(U5|U6|U4/U6| U4/U6.US Proteine U1|U2| U5(U4/U6| U4/U6.U5
SmB o|lo|o| @ @ (Ol ) SmB/B' O|l0| @ @ (Ol )
SmD1 o|lo|o|@ @ e SmD1 0|l0| @ @ ON )
SmD2 O|0|0®| @ @ (ON ] SmD2 O|l0| @ (€ (ON )
SmD3 oO|lo|O|@ @ (N ) SmD3 0|0]| @ @ (Ol )
SmE O|0|0®| @ @ (ON ] SmE O|lO0| @ (©) (ON )
SmF O|0|0®| @ @ (ON ] SmF O|l0| @ (©) (ON )
SmG Olo|o| @ @ o0 SmG 0l0] @ @ o0
Lsm2 @) @) @) Lsm2 [3) 3
Lsm3 @) @) @) Lsm3 (@) @)
Lsm4 @) @) @) Lsm4 @) @)
Lsm5 @) 0) @) Lsm5 @) @)
Lsm6 @) @) ©) Lsm6 (@) @)
Lsm7 o @) O Lsm7 (@) @)
Lsm8 @) ©) @) Lsm8 @) @)
Snp1 @) U1-70k @)
Mud1 O U1-A @
Yhc1 O U1-C @)
Luc7 @) LUC7-B1
Nam8 O TIA1/TIAR
Prp39 O
Prp40 @) FBP11
Prp42 O
Snu56 @)
Snu71 O S164
Lea1 @] U2A @)
Msl1 @) uzB" @)
Prp21 @) SF3a120 @)
Prp11 o SF3a66 O
Prp9 o SF3a60 @)
Hsh155 (@) SF3b155 @)
Cus1 (@) SF3b145 @)
Rse1 o SF3b130 @)
Hsh49 (@) SF3b49 @)
Snu17 SF3b14a @)
Rds3 (@) SF3b14b @)
Ysf3 O SF3b10 ©)
Prp3 (O] @ (©) 90k (©) O}
Prp4 (©) @ ©) 60k @ @
Snu13 @ @ Q@ 15.5k (&) O
Prp8 ) @ 220k ) )
Brr2 C) @ 200k @ (]
Snu114 C) @ 116k @ @
Prp6 @ ) 102k ] O
Prp28 (] @ 100k o )
Lin1 C) @ 52k ()
40k @ @
Dib1 @ @ 15k @ @
Prp24 @)
Prp31 0 5) 61k 0 %)
Prp38 @) hPrp38
Snu23 @) hSnu23
Snu66 @) 110k @)
Spp381 @) TFIP11
20k O @)
Sad1 O 65k @)
27k @)

Abbildung 1.4: Die Proteinzusammensetzung der humanen und S. cerevisiae
snRINP. In einer Reihe sind die jeweils homologen Proteine aus humanen und S. cerevisiae
Zellen gegeniibergestellt und es ist jeweils angegeben, von welchem snRNP diese Bestandteil
sind. Der Farbcode dient der Unterscheidung der Proteine im U4/U6 und U4/U6.U5 Komplex;

die zusétzlichen Proteine in diesen Komplexen sind grau dargestellt.
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lymerase III synthetisiert und das 5 Exon ist mit einem y-Monomethylguanosin, dass
am letzten () Phosphat eine Methylgruppe tragt, modifiziert [241|. Ein monoklonaler
Antikorper, H-20, erkennt die m3G-Kappe als Epitop [20], so dass mit diesem Anti-
korper eine Methode etabliert werden konnte, iiber Immunoaffinitdtschromathographie
snRNP aufzureinigen [117] und zu charakterisieren. Die snRNA U4 und U6 zeigen ho-
he Sequenz-Komplementaritiat und bilden leicht Basenpaare aus, so dass U4 und U6 in
der Zelle hauptséchlich als di-snRNP Komplex assembliert auftreten [25], [97]. In der
Hefe werden die snRNA snR19 (Ul snRNP), snR20 (U2 snRNP), snR14 (U4 snRNP),
snR7 (U5 snRNP) und snR6 (U6 snRNP) genannt [39]. Die Strukturen der snRNA
in Hefe unterscheiden sich zwar von den humanen, jedoch in bioinformatischen Se-
quenzvergleichsstudien der snRNA konnte gezeigt werden, dass es in phylogenetisch
weit auseinanderliegenden Spezies kurze primére Sequenzabschnitte gibt, die stark iiber

Speziesgrenzen konserviert sind [91], (Abb. 1.5). Diese Sequenzabschnitte sind héufig

! Juilm_ﬁ/\:o
K

@

U6 S

S <

Abbildung 1.5: Konservierte Regionen in den snRNA. Schematisierte Sekundarstruk-
turen der humanen snRNA Ul, U2, U5 und U4/U6 mit farblich hervorgehobenen Regio-
nen, die {iber Speziesgrenzen konserviert sind. Orange: Konservierte Sequenzabschnitte, die
in RNA-RNA Interaktionen involviert sind. Blau: Bindungsstelle fiir den Sm Ring. Recht-
eck griin: 5 Kappenstruktur 2,2,7-Trimethylguanosin. Rechteck pink: 5 Kappenstruktur ~-
Monomethylguanosin.

bei Protein-RNA oder RNA-RNA Interaktionen beteiligt. Auch bestimmte Sekundér-
strukturelemente (loops und stems) sind homolog, so dass die Analogien der snRNA als

zweifelsfrei gelten kénnen [91], und im Folgenden werden daher die humanen Bezeich-
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nungen auch als Synonyme fiir die snRNA in S. cerevisiae verwendet.

Sm Proteine

Auf den snRNA, mit Ausnahme von U6, binden an die konservierte Sequenz RAU3-6GR
(R: beliebiges Nukleotid) sieben homologe Sm-Proteine, SmG, SmF, SmE, SmD1, SmD2,
SmD3 und SmB/B’ [91], wobei SmB und SmB’ zwei alternativ gespleiffte Produkte
desselben Gens sind [201]. Humanes SmB und SmB’ unterscheiden sich in 11 Amino-
saureresten am Carboxyterminus [269]. Die Sm Proteine sind weit tiber Speziesgrenzen
konserviert. Anti-Sm Antikorper, die in Sera von Patienten mit der Autoimmunerkran-
kung SLE (systemischer Lupus erythematodes) diagnostiziert wurden, wurden benutzt,
um spleifosomale snRNP von verschiedenen Spezies, darunter Invertebraten (Droso-
phila), Hefe und Pflanzen zu prézipitieren, wenn auch in manchen Féllen ineffizient
[228]. Gemeinsame Eigenschaften auf Sekundérstrukturebene in einer als Sm Doméne
bezeichneten Region konnte die Kreuzreaktivitiat der Sm-Antikorper begriinden [228|.
Auf Primérstrukturebene teilen die Sm Proteine zwei evolutiv hoch konservierte Se-
quenzabschnitte, 32 und 14 Aminosduren lang, die Sm-Motiv 1 und 2 genannt werden
[101]. Die Sm-Motive scheinen bei Sm Protein-Protein Interaktionen untereinander wich-
tig zu sein [101]. Drei der Sm Proteine, SmD1, B und D3, haben lange positiv geladene
C-Termini, die vermutlich bei der Bindung von Ul snRNP an das pra-mRNA Substrat
im CC (Abschn. 1.3.1 & 1.4.2) mit der pra-mRNA interagieren und so zur Stabilitét des
Komplexes beitragen [297]. Die Sm Proteine bilden gemeinsam eine heptamere ringfor-
mige Struktur, wobei die RNA am oder durch das zentrale Loch gefiihrt wird und die
Sm Proteine in der Reihenfolge G-E-F-D2-D1-B-D3 angeordnet sind [112], [288].

Auf der U6 snRNA hingegen binden sieben Sm-dhnliche (engl. Like-Sm) Lsm Proteine
(Lsm 2-8) an eine uridinreiche Sequenz am 3’ Exon der RNA [278] und bilden analog zu
den Sm-Proteinen heteromere Komplexe [160], wahrscheinlich gleichfalls in Form einer
Ringstruktur, wie EM und kristallographische Daten zeigten [2|, [166]. Homologe der
Sm und Lsm Proteine treten in allen Spezies auf, die Spleifosom-vermittelt pri-mRNA
prozessieren. Die Sm/Lsm Proteine, die auch bei hoherer lonenstédrke mit der snRNA
assoziiert bleiben [201], [105], [107], bilden mit der snRNA den Kern der U snRNP (engl.

core structure).

Prp19 Komplex
Eine Gruppe von Spleiffaktoren bilden die Proteine, die in S. cerevisiae mit dem Spleifs-
faktor Prp19p assoziieren. Dieser Komplex wurde erstmalig in S. cerevisiae beschrie-

ben [262] und wird in diesem eukaryontischen Einzeller auch als NTC? bezeichnet. Der

3engl. Nineteen Complex
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Komplex besteht in S. cerevisiae neben Prpl9p aus zumindest 10 weiteren Proteinen
[175], von denen 9 bereits identifiziert worden sind: Ntc90 (Syflp), Ntc85 (Ceflp), Ntc77
(Clflp), Ntch0 (Prp46p), Ntc40 (Cwe2p), Ntedl (Syf2p), Nte30 (Isylp), Ntc25 (Snt309p)
und Ntc20p [35], [33], [266], [51], [34]. In S. pombe konnte ebenfalls ein Multiprotein
Komplex isoliert werden, der in der Proteinkomposition mit dem NTC aus S. cerevisiae
vergleichbar ist [175]. Fiir Prp19p, das in vitro und in vivo zu einem Tetramer oligome-
risiert [176], konnte gezeigt werden, dass es kein Bestandteil eines der snRNP ist [40].
Es assoziiert mit dem Spleifosom, nachdem U2 snRNP gebunden hat, wahrscheinlich
gleichzeitig oder kurz nach der Dissoziation von U4 snRNP und bevor das Spleifsosom die
erste Katalysereaktion vollzieht [260], [261]. Aus humanen Zellextrakten konnte auch ein
Proteinkomplex isoliert werden, der ein dem Prp19p aus S. cerevisiae homologes Protein
enthélt [159], [3]. Unter den ungefdhr 30 koprézipitierten Proteinen bleiben jedoch die
meisten vorerst uncharakterisiert. Bisher konnten neben CDC5 (Ceflp) nur vier humane

Proteine identifiziert werden, die im S. pombe NTC Komplex Homologe haben [175].

DExH /D-box Proteine
Eine weitere wichtige Gruppe von non-snRNP bilden die DExH /D-box RNA Helikasen,
eine vom Bakterium zum Menschen hoch konservierte Proteinsuperfamilie. Sie teilen
sieben bis acht charakteristische Sequenzmotive [257], nach denen sie in Untergruppen
klassifiziert werden. Das charakteristische Motiv II nimmt meistens in Unilettercode
die Aminosaurepriméarsquenz DEAD, DEAH oder DExH an, wonach sie zunéchst in
drei Subgruppen untergliedert werden. Die DExH/D-box Proteine sind an allen mog-
lichen Prozessen, in denen RNA Molekiile benotigt werden, beteiligt, unter anderem
auch Transkription, RNA Editierung und Translation. Im Spleifszyklus (Abschn. 1.3.1)
werden sie fiir die zahlreichen Restrukturierungen der snRNA vor und nach den zwei
katalytischen Reaktionen gebraucht [247|. Wenige dieser DExH/D-box Proteinfaktoren
sind Bestandteile eines snRNP. Fiir diesen Fall sind Brr2p und Prp28p Beispiele. Einige
der DExH/D-box Proteine zeigen RNA-abhéngige NTPase Aktivitéit und/oder entwin-
den doppelstriangige RNA in vitro [147|, [227|, [282], [286], wie beispielsweise das zu
Brr2p homologe humane Protein U5-200kD [134]. Da jedoch die zellulire RNA selten
als nackte doppelstrangige Helix vorliegt, sondern meistens im Komplex mit Proteinen,
stiitzen andere Ergebnisse die Vorstellung, dass DExH /D-box Proteine Bindungen lésen,
indem sie tertidre Strukturelemente, die fiir RNA-Protein Bindungen nétig sind, desta-
bilisieren. Ein moglicher Mechanismus fiir die Zerschlagung der strukturellen Umgebung
konnte die ATP-abhéngige RNA induzierte Konformationsinderung des DExH/D-box
Proteins sein, so wie es fiir das DEAD-box Protein und Translations-Initiationsfaktor,

elF4A, beschrieben wurde [152]. Allgemeiner formuliert kénnte ein Protein, das kritisch
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fiir die Stabilitét eines grofseren Teils eines Komplexes ist, Substrat fiir ein DExH /D-box
Protein sein, und dann durch DExH /D-box-Protein-vermittelte Konfomationsénderung
die Integritat dieses gesamten Teils zerfallen lassen [104]. So 16st wahrscheinlich Prp28p
das Ul snRNP von der pr&-mRNA iiber die Destabilisierung der Interaktion von U1-C
mit der 5" Ss [36].

SR Proteine

Zu einer Klasse regulatorischer Spleifsfaktoren gehoren die SR Proteine, die in Metazoa
in neun Familien unterteilt werden, von denen sechs Familien zwei oder mehr Mitglieder
haben [202]. In S. cerevisiae allerdings gibt es keine kanonischen SR Proteine, in S. pom-
be nur zwei, und in anderen einzelligen Organismen treten ebenfalls nur ein oder zwei
SR Gene auf [11]. Die Diversitidt der SR Proteine scheint sich mit multizelluldren Orga-
nismen entwickelt zu haben. In S. cerevisiae enthélt jedes Intron jegliche Informationen,
die fiir korrektes Spleiffen notwendig sind (engl. intron definition) [90], [75]. In Meta-
zoa hingegen sind die Introns nicht mehr ausreichend gut definiert (Abschn. 1.2.2), und
es werden auch Exon Sequenzen fiir die Definition der korrekten Spleifsstellen benotigt
(engl. exon definition). Dabei erleichtern SR Proteine die Erkennung dieser weniger gut
definierten Introns, typischerweise durch Bindung an die der Spleifistelle benachbarten
Exon Sequenzen. Vermutlich iibernehmen sie auch eine wichtige Funktion in der Regu-
lation des alternativen Spleifprozesses [202], [7]. Die SR Proteine tragen am N-Terminus
ein oder zwei RNA-bindende RRM* Doménen und am C-Terminus eine RS-Doméne, die
reich an Arginine und Serine Aminoséuren ist und die Protein-Protein Interaktionen ver-
mittelt [89]. Die RS-Doménen sind an den Serine-Aminoséureresten stark phosphoryliert
und die Verdnderung des Phosphorylierungsgrades kann die Protein-Protein Interakti-
on, und so die Funktion des SR Proteins, beeinflussen [292], [285].

In S. cerevisiae gibt es drei Proteine, Npl3, Hrbl und Gbp2, die die grundlegende Struk-
tur von SR Proteinen aufweisen [73], [94] und als engl. SR-like bezeichnet werden. Npl3
und Gbp2 kénnen von einer Serine-Kinase, Sky1, phosphoryliert werden, die hohe struk-
turelle Gemeinsamkeiten mit der SR Protein Kinase 1 (SRPK1) in Séugetieren aufweist
[73]. Npl3, Hrb1 und Gbp2 wurden urspriinglich in ihrer Funktion als RNA-Export Fak-
toren identifiziert. Fiir Npl3 konnte nun auch gezeigt werden, dass es fiir effizienteres
Spleifsen von pra-mRNAs in S. cerevisiae benttigt wird [128]. Interessanterweise konnte
Npl3p bereits frither mit dem Ul snRNP in S. cerevisiae ko-isoliert werden, wies aller-
dings nur schwache, Salz-sensitive Assoziation auf [79]. Auch wenn es in S. cerevisiae

keine kanonischen SR Proteine gibt, so konnten jedoch einige der zusétzlichen Ul snRNP

4RRM: engl. RNA recognition motif, RNA Erkennungsmotiv
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spezifischen Proteine SR-Protein-dhnliche Funktionen tragen (Abschn. 1.4).

1.4 Das Ul snRNP in S. cerevisiae

1.4.1 Komposition des Ul snRNP in S. cerevisiae

Das Ul snRNP aus S. cerevisiae besteht neben der snR19-RNA [129], [130], [239] aus
insgesamt siebzehn Proteinen (Abb. 1.6), und zwar aus den sieben konservierten Sm Pro-
teinen (Abschn. 1.3.2) sowie zehn Ul snRNP spezifischen Proteinen [169], [79], [64], [205].
Drei der spezifischen Proteine, Snpl, Mudl und Yhecl, sind den humanen Ul snRNP
spezifischen Proteinen U1-70K [242]|, U1A [144] und U1-C homolog [256]. Desweiteren
sind bisher zu vier der weiteren Proteine im Ul snRNP aus S. cerevisiae Homologe im
humanen System gefunden worden, und zwar fiir Nam8p (TIA1/TIAR), Snu7lp (S164),
Prp40p (FBP11) und Luc7p (LUC7BL1). Insgesamt hat die Proteinkomponente des Ul
snRNP in S. cerevisiae ein Molekulargewicht von 610,5 kDa im Gegensatz zum huma-
nen Ul snRNP mit 194, 3 kDa (Abb. 1.6).

Ul snRNA
Die Ul snRNA in S. cerevisiae (snR19) ist mit 567 Nukleotiden 3,5 mal ldnger als die
humane Ul snRNA mit 164 Nukleotide (Abb. 1.7). Die Sequenzhomologien zur humanen
U1l RNA beschranken sich auf funktional wichtige Sequenzabschnitte wie der 5 Ss Er-
kennungssequenz, der Bindungssequenz fiir den Sm Ring und der Loopregion des RNA
Stamms II (loop A) [91], [240], der fiir die Bindung der humanen Ul snRNP Proteine
Ul-A und U1-70k nétig ist [95], [183], [197]. Trotz der geringen Primérsequenzhomo-
logien weisen die ersten 50 Nukleotide der beiden snRNA Sekundérstrukturhomologien
auf [129]. Die snRNA-Stdmme V, VII und VIII, sowie ein kurzer Abschnitt von Stamm
VI der Ul-RNA aus S. cerevisiae scheinen konserviert in Hefe Spezies mit vergleich-
bar langen Ul snRNA zu sein, da dieser Bereich Homologien zu den Ul Molekiilen in
S. wvarum und Klyveromyces lactis aufweist [130], [145]. Die Stdmme IX, X und die
Enden der Stdmme III und VI hingegen sind auch unter diesen drei Hefe Ul RNAs
nicht konserviert und die Strukturvorhersage ist spekulativ aufgrund fehlender Daten.
Weite Bereiche der Ul snRNA in S. cerevisiae scheinen funktional nicht essentiell zu
sein. Eine Deletion der Nukleotide 192 — 507 jedenfalls hatte kaum negativen Einfluss
auf die Viabilitét der Hefezellen [240]. Erst eine Deletion von 60 % der Ul Nukleotide
zwischen den Positionen 184 und 540 fiihrte zu einer fiinffach verlangsamten Verdopp-

lungsrate verglichen mit dem Wildtyp (Abb. 1.8). Deletionen, die am 5 Ende unterhalb
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human S. cerevisiae
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Abbildung 1.6: Ubersicht der Proteine des humanen und S. cerevisiae Ul snRNP.
Die homologen Proteine sind jeweils einander gegeniibergestellt und farbig entsprechend ge-
kennzeichnet. Die Grofe der Kreise ist ins Verhéltnis zur Molekularmasse des jeweils dar-
gestellten Proteins gesetzt. Gelb: Sm Proteine; B’ bezieht sich auf die alternativ gespleifite
Variante des SmB im humanen System. '*’ am D3: LUC6. Griin, blau und rot: Die drei
homologen Ul snRNP spezifischen Proteine. Grau: Ul snRNP Proteine in S. cerevisiae, fiir
die im humanen System homologe Proteine unter den Spleififaktoren gefunden worden sind
(vgl. Abb. 1.4). Weiss: Ul snRNP Proteine in S. cerevisiae, fiir die keine homologen Proteine
im humanen System beschrieben worden sind.

Fiir die Proteine in S. cerevisiae sind weitere Proteinnamen angegeben. Die Bezeichnungen LUC
(’lethal unless CBC is produced’) und MUD ('mutant U die’) weisen auf genetische Screens hin.
In diesen wirkte die Deletion des Genlocus des entsprechenden Proteins in einem Hefestamm
ohne CBC Komplex (LUC-Screening) oder mit mutierter Ul RNA (MUD-Screening) letal.
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Abbildung 1.7: Die Pimarsequenzen und vorgeschlagenen Sekundarstrukturen der
humanen und S. cerevisiae Ul snRNA. Die Sekundarstrukturvorschlage sind [130], [240]
(S. cerevisiae) und [131] (human) entnommen. Box gelb: Bindungsstelle fiir den Sm Ring. Box
orange: An der pra-mRNA Basenpaarung beteiligte Nukleotide. Box farblos: hohe Sequenz-
konservierung. blau: In Hefespezies konservierte Region. Romische Zahlen: Nummerierung der
Sekundarstrukturstamme. m§’2’7G: 2,2, 7-Trimethylguanosin. ¥: Pseudouridin. Index m: me-
thylierte From.
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von Position 170 begannen, waren letal oder zeigten einen erheblich Wachstumsdefekt,
was mit der Zerstorung von Bindungsdoménen fiir die Proteine U1-70K und U1-A er-
klart werden kann. Die minimale essentielle U1 RNA Sequenz mit der Deletion 185 — 539
kann eine Sekundérstruktur annehmen, die der Ul RNA in héheren Eukaryonten dhn-
lich ist [240], [130].
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Abbildung 1.8: Lebensfihige Deletionsmutanten der S. cerevisiae Ul snRNA. Bei
einer Deletion der Nukleotide A192-507 der Ul snRNA ist die Verdopplungsrate der Hefezel-
len bei 30°C" kaum verringert (1,1-fach), verglichen mit dem Wildtyp. Wird die Ul snRNA
um weitere Nukleotide (rot) A185-539 verkiirzt, leben die Zellen zwar noch, zeigen aber einen
erheblichen Wachstumsdefekt gegeniiber dem Wildtyp (Verdopplungsrate 5-fach reduziert bei
30°C) [240]. Die deletierte Ul snRNA zeigt Ahnlichkeiten mit der Sekundérstruktur der hu-
manen Ul snRNA.

Snplp, Mudlp und Yhcl
Die drei Proteine, Snplp, Mudlp und Yhclp sind zwar mit den humanen Ul snRNP
Proteinen U1-70K [242], U1A [144]| und U1-C homolog [256], doch gibt es aufgrund der
evolutiv weit auseinander liegenden Spezies auch hier beachtenswerte Unterschiede.
Snplp, dessen Primérsequenz mit 300 Aminosduren (AS) deutlich kiirzer ist als die

seines humanen Homologs U1-70k mit 437 AS, ist mit letzterem zu 30 % identisch. Be-
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reiche, die sich besonders dhneln, umfassen ein RNA-Erkennungsmotiv, RRM, und eine
anschlieffende glycinreiche Sequenz. Hingegen sind die C-Termini beider Proteine sehr
unterschiedlich in Linge und Ladung. Wahrend der C-Terminus von Snplp 95 AS lang
und nur moderat geladen ist, ist jener von U1-70k 238 Aminosduren lang und tragt zwei
argininreiche Sequenzabschnitte [242]. Die Deletion des SNP1 Gens wirkt zwar nicht le-
tal [102], allerdings zeigen die ASNU1 Hefestdmme stark verlangsamtes Wachstum und
sind temperatursensitiv. Einige pra-mRNA Transkripte akkumulieren in diesen Zellen,
oder aber die Menge an reifer mRNA ist von bestimmten Transkripten reduziert [102].
Dieser Phanotyp der Deletionsmutanten konnte nur mit der Expression von kiinstlichen
Snplp Varianten ausgeglichen werden, die auch die N-terminale Doméne enthielten. Im-
munoprézipitationsexperimente zeigten, dass die N-terminale Doméne mit der Ul RNA
assoziiert [102]. Fiir die direkte und spezifische Bindung von Snplp an den Stamm II der
Ul RNA von S. cerevisiae [113], scheinen allerdings die RRM Doméne und die glycin-
reichen Sequenzen notig zu sein [102]. Da fiir das U1-70k Protein gezeigt werden konnte,
dass es an den Loop A (Stamm II in Abb. 1.7) der humanen Ul RNA bindet, und dass
die N-terminalen AS 1 — 97 mit dem Ul snRNP Kern Komplex (Ul snRNP ohne die 3
spezifischen Proteine) assoziieren [168], ist das Bindungsverhalten von Snplp mit dem
von Ul1-70k vergleichbar.

Mudlp wurde in einem genetischen Screening entdeckt, bei dem die Einfiihrung von
Mutationen in jeweils einem bestimmten Gen auf die Letalitéit eines ansonsten lebensfa-
higen Hefestamms, der allerdings ausschliefslich eine veranderte Ul snRNA exprimierte,
getestet wurde. Die verdnderte Ul RNA des verwendeten Hefestamms trug eine Deletion
in den Stdmmen V bis X und eine Punktmutation im konservierten Loop A (mud: engl.
mutant-U-die, vgl. Abb. 1.6, [144]). Mit Computer-basierten Methoden konnte die Ho-
mologie von Mudlp zu Ul-A gekliart werden [144]. Beide Proteine enthalten zwei RNA-
Bindungsdoménen (RBD), getrennt durch eine vergleichbar lange Aminosiuresequenz.
Die C-terminale RBD weist insgesamt hohere Sequenzidentitit auf als die N-terminale.
Allerdings sind in der N-terminalen RBD interessanterweise gerade jene Aminoséuren
iiber beide Organismen stark konserviert, fiir die im Falle des humanen U1-A gezeigt
werden konnte, dass sie den Kontakt zur snRNA herstellen [223], [224], [106], [178].
Die N-terminale RBD von U1-A bindet an den Loop B der humanen Ul snRNA [222],
und auch Mudlp bindet an eine organisatorisch vergleichbare Stelle, und zwar an den
proximalen Teil des Stamms IIT der Ul snRNA in S. cerevisiae [255]. Zwar ist Mudlp
in S. cerevisiae iberraschenderweise im Wildtyp nicht essentiell, es konnte aber in Re-
portergenessays gezeigt werden, dass die Spleifteffizienz von artifiziellen Intronsequenzen
mit Mudlp erheblich erhoht ist im Vergleich zum Experiment vor einem Mudlp dele-

tierten genetischen Hintergrund. Dabei iibernimmt die C-terminalen RBD von Mudlp
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wohl eine zentrale Funktion [255].

Das S. cerevisiae Protein Yhelp ist mit dem humanen U1-C in der N-terminalen Regi-
on zu ungefiahr 50 % identisch, wobei die hoch konservierte Sequenz auf die ersten 38
Aminosduren beschriankt ist [256]. In diesem Teil liegt ein Zn-Finger-dhnliches Motiv
mit den fiir dieses Motiv kritischen AS Cystein und Histidin. Der C-terminale Teil des
Proteins divergiert stark zwischen den Spezies und ist im humanen U1-C reich an Prolin
und in S. cerevisiae reich an Lysin, Serin und Arginin. Eine vollstéandige Deletion von
Yhelp wirkt letal, so dass Yhclp essentiell ist. Eine konditionelle Deletion von Yhelp
in Abhéngigkeit der Galaktosekonzentration im Medium zeigte erhebliche Beeintréch-
tigung im Spleifsen n vivo und in wvitro. In Extrakten dieses Hefestamms wurden nur
stark reduzierte Mengen an CC und Spleiffosomen detektiert [256]. Da die Assoziation
von Mud1p und Snplp mit der Ul snRNA durch die konditionelle Deletion von Yhelp in
diesem Hefestamm nicht beeintrichtigt wurde, scheint die weitgehende Assemblierung
und Stabilitiat des Ul snRNP unabhéngig von Yhelp gewéhrleistet zu sein [256]. In Ab-
wesenheit von Yhclp ist das 5" Ende der Ul snRNA mit der 5’ Ss Erkennungssequenz
hypersensitiv fiir partiellen RNase I Verdau [256]. Mittlerweile konnte auch die Funktion
von Yhelp bei der Erkennung der 5" Ss auf der pra-mRNA beschrieben werden [53], [54].

Prp39p und Prp42p
Prp39p und Prp42p gehoren zu jenen spezifischen Proteinen im S. cerevisiae Ul snRNP,
fiir die bisher kein homologes im humanen System gefunden worden ist, wodurch gewis-
se Hinweise auf die Funktion dieser beiden Proteine fehlen. Beide Proteine enthalten
mehrere Kopien eines Sequenzmotivs, das engl. tetratricopeptide repeat motif (TPR-
Motiv) genannt wird [162]. Dieses Motiv besteht aus zwei aufeinanderfolgenden 34 AS
langen Sequenzen, die ein Paar von antiparallelen a-Helices bilden in der Anordnung
Helix-Turn-Helix, wie mit der Kristallstruktur der TPR-Motiv Doméne der Phospha-
tase PP5 gezeigt werden konnte [45]. Zuerst war das TPR-Motiv in den Genen cdcl6,
cdc23 und cdc27 gefunden worden. Diese kodieren Zellzyklus-Proteine, die Bestandteil
des APC? sind (Abb. 2.6), [103], [238], [121]. Es zeigte sich, dass das Strukturmotiv in
fast allen Organismen, auch Prokaryonten, auftritt und in Proteinen, die an den ver-
schiedensten Zellprozessen beteiligt sind [44]. Die TPR-Motive sind in Proteinen meist
in Folgen von zumindest 3 bis 16 a-Helixpaaren angeordnet, konnen aber auch iiber die
gesamte Proteinsequenz verstreut liegen. Die TPR Motive vermitteln Protein-Protein
Interaktionen und Proteine, die mehrere Kopien dieses Motivs tragen, konnten als Geriist
Proteine (engl. scaffolding proteins) der Assemblierung von Komplexen mit mehreren

Untereinheiten dienen [193]. In S. cerevisiae sind beide Proteine essentiell fiir die Funk-

SAPC: engl. Anaphase Promoting Complex
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tion des Ul snRNP und den Spleifiprozess, da die jeweilige Deletion eines der Proteine
die Bildung der CC1/CC2 Komplexe unterband [162], [149]. Bei der Untersuchung von
Prp39p wurde allerdings eine Subpopulation des Ul snRNP gefunden, der kein Prp39p
enthielt [149]. Moglicherweise stellte diese Ul snRNP Subpopulation ein Intermediat bei
der Biogenese des Ul snRNP dar, da keine anderen Indizien darauf hinwiesen, dass es
funktionell unterschiedliche Ul snRNP gibt, von denen in der einen Form auf Prp39p

verzichtet werden kénnte. Letzteres kann dennoch nicht vollends ausgeschlossen werden.

Prp40p

Prp40p enthélt zwei N-terminale WW Doménen gefolgt von vier FF Doménen und ge-
hort damit zu einer Unterklasse von FF Doménen tragenden Proteinen. Eine FF Doméne
umfasst ungefidhr 50 AS und enthélt zwei konservierte namensgebende Phenylalanine.
Hingegen ist die circa 40 AS lange Sequenz der WW Domaéne, die als Sekundarstruktur
ein 3-striangiges (engl. triple-stranded) B-Faltblatt bildet, durch zwei Tryptophane in de-
finiertem Abstand charakterisiert. In der WW /FF- Proteinfamilie sind drei Mitglieder
bekannt, die die CDT Doméne der RNA-Polymerase II erkennen (vgl. Abschn. 1.1), und
zwar der humane Transkriptionselongationsfaktor CA150 [31], der humane Spleiffaktor
FBP11 [4] und sein homologes Protein in S. cerevisiae Prp40p [165], wobei fiir CA150
in [31] gezeigt werden konnte, dass die FF Doménen den Kontakt zur phosphorylierten
CDT Domaéne vermitteln. Prp40p scheint in S. cerevisiae als Ul snRNP Komponente
[114] die Funktion eines Verbindungsglieds zwischen Transkription und RNA Spleiften
zu haben und liefert eine Erklarung fiir den kotranskriptionellen Erkennungsprozess der
5" Ss durch das Ul snRNP (Abschn. 1.4.2). In einer Studie [58] konnte gezeigt werden,
dass Prp40p mit Hilfe seiner FF Doménen Protein-Protein Wechselwirkung mit Snu71p
und Luc7p vermittelt, und es wird vermutet, dass Prp40p mit Snu71p und Luc7p inner-
halb des Ul snRNP einen Subkomplex bildet. Folgende weitere Beobachtung stiitzt diese
Vorstellung: In Zellextrakten aus einem temperatursensitiven luc7 Hefestamm (luc7-1)
assoziierte das mutierte Luc7p nicht mehr mit dem Ul snRNP oder mit Ul snRNP
Proteinen unabhéangig davon, ob die Zellen zuvor bei tolerierter oder erhohter Tempera-
tur gewachsen waren. Gleichzeitig waren auch Snu71p, Prp40p und Prp42p nicht mehr
stabil an das Ul snRNP gebunden [64].

Nam8p
Das Nam8 Gen, das ein Protein von 523 Aminosduren Lénge kodiert, war urspriing-
lich entdeckt worden, weil es im Falle der Uberexpression fihig ist, die mitochondrialen
Spleifdefizite in einem Hefestamm, der Mutationen im zweiten Intron des Cytochrom b

Gens und im ersten Intron der ersten Untereinheit der Cytochrom Oxidase tréigt, zu
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supprimieren [13]. Eine Nam8p Deletion in S. cerevisiae ist nicht letal und Nam8p ist
nicht essentiell fiir das vegetative Wachstum der Zelle [57]. Es zeigte sich allerdings,
dass Nam8p essentiell wahrend der Meiose ist. Es wird dort zum effizienten Spleifsen
des Meiose-spezifischen pra-mRNA-Transkripts MER2, das keine kanonische 5" Ss ent-
hélt, benotigt [174], [167]. Moglicherweise wird Nam8p auch noch fiir weitere Meiose-
spezifische Transkripte benotigt [167].

Sequenzanalyse zeigte, dass Nam8p reich an den Aminosduren Serin und Threonin ist
und drei RNA Bindungsdomiinen (RBDS, RRM) trigt [79], [57]. Letzteres legte die Ver-
mutung nahe, dass Nam8p an die pra-mRNA bindet. Es konnte gezeigt werden, dass
Nam8p eine Komponente sowohl des CC1, also auch des CC2 ist [194]. In der gleichen
Studie wurde in Crosslink-Versuchen festgestellt, dass Nam8p mit der pra&-mRNA nahe
der 5" Ss an nicht-konservierten Intronsequenzen bindet, was in [296] bestétigt wurde. In
anderen Experimenten fiihrten uridinreiche Intronsequenzen zu einer erhéhten Spleifsak-
tivitat im Wildtyp verglichen mit einem ANam8 Stamm [194]. Diese Ergebnisse liefern
eine Unterstiitzung fiir die These, dass in Hefe nicht-konservierte Sequenzen zur Spleif-
Effizienz beitragen kénnen [189].

Auferdem sorgt Nam8p in vivo wahrscheinlich fiir das effiziente Spleiffen von CBC freien
Transkripten, wie in einem Versuch mit dem Reportergen pra-tRNA-Tyr, das von der
RNA Polymerase III transkribiert wird und somit per se CBC frei ist, gezeigt werden
konnte [194].

Das Protein Nam8p ist mit dem humanen Spleifsfaktor TTA-1, der ebenfalls drei RNA
Bindungsdoménen und eine C-terminale Q-reiche Doméne trégt, homolog. Auch ist von
TTA-1 gleichfalls bekannt, dass es an uridinreiche Sequenzen stromabwérts der 5 Ss bin-
det [49], [62], [136]. Es konnte in affinitdtschromatographischen Experimenten gezeigt
werden, dass TIA-1 mit dem Ul snRNP assoziiert und im Komplex scheinbar direkt
mit dem U1-C Protein interagiert [63]. Wahrend TTIA-1 mit den RRM 2 und 3 die pré-
mRNA zu erkennen vermag [63|, konnten die Q-reiche Doméne am C-Terminus und die
RRM 1 Domaéne, die stirker negativ geladenen Aminosaurereste trigt, das Ul snRNP

via U1-C rekrutieren. In diesem Szenario wirkt TIA-1 regulierend auf den Spleifsprozess.

Luc7p
Luc7p wurde als letztes spezifisches Protein dem Ul snRNP zugeordnet, nachdem das
U1 snRNP mit der TAP-tag Proteinpurifikationsmethode [205] aufgereinigt worden war.
Das 261 Aminosauren lange Polypeptid enthélt zwei Zn-Finger Doménen, eine vom Typ
C3H am N-Terminus und die andere vom Typ C2H2 am C-Terminus. Datenbankanaly-

sen von Proteinsequenzen ergab, dass Luc7p homologe Proteine in hoheren Eukaryonten

SRBD: engl. RNA binding domain, RNA Bindungsdomiine oder RRM: engl. RNA recognition motif
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hat. Scheinbar wurde LUCT zu einem frithen Zeitpunkt wéhrend der Evolution dupli-
ziert, was in hoheren Eukaryonten zur Bildung zweier Subfamilien Luc7A und Luc7B
fithrte. Die Aminosauresequenzen der Zn-Finger Doménen sind in der gesamten Protein-
familie besonders stark konserviert. In Metazoa tragen interessanterweise alle Mitglieder
der Luc7 Familie Extensionen am C-Terminus mit mehreren Arginin-Serin (RS) oder
Arginin-Glutamat (RE) Wiederholungen, charakteristisch fiir eine grofse Anzahl von
Spleifsfaktoren in Metazoa [170]. Im humanen System gibt es drei homologe Proteine,
hLuc7A, hLuc7B1 und hLuc7B2. Antikérper gegen hLuc7A vermogen aus humanen
HeLa Zellextrakten auch das Ul snRNP zu prézipitieren [196], was ein Indiz fir die
ebenfalls auftretende stabile Assoziation dieses Spleiftfaktors mit dem Ul snRNP in ho-
heren Eukaryonten ist.

Das Protein Luc7p ist nicht nur wichtig fiir die Integritdt des Ul snRNP, wie das Asso-
ziationsverhalten einer mutierten Luc7p Variante mit dem Ul snRNP in einem tempe-
ratursensitiven Hefestamm (luc7p-1) zeigte (siche unter Prp40p), sondern auch fiir die
Bildung der Komplexe CC1 und CC2 [64]. Urspriinglich wurde LUCT7 némlich in einem
genetischen Screen entdeckt, der nach Genen suchte, deren Mutation in Abwesenheit des
CBC zur Letalitét fithrte (LUC- lethal unless CBC is produced) [65]. Diese genetische
Interaktion konnte auf Proteinebene mit einem Reportergenessay verifiziert werden. Die-
ser Essay zeigte ndmlich, dass in Anwesenheit von Wildtyp Luc7p die CBC proximale
5 Ss bevorzugt gespleifst wurde [64]. In anderen Versuchen, Crosslink-Studien, konnte
gezeigt werden, dass Luc7p die pr&-mRNA mit dem N-terminalen Zn-finger Motiv bin-
det, wobei die C-terminale Zn-Finger Doméne zur Stabiltidt beitragen konnte [196]. In
der Hefe ist das Gen LUCT essentiell fiir das Wachstum [64], [150].

Snu71p und Snub56p

Snu71 ist ein Protein von 620 AS Lénge. Die Sequenz enthélt 19 Arginin-Serin, Arginin-
Aspartat oder Arginin-Glutamat Dipeptide, die allerdings verstreut iiber die gesamte
Sequenz auftreten [79]. Es fehlt somit das Charakteristikum einer Arginin-Serin reichen
Doméne (RS-Doméne), wie sie fiir eine Superfamilie von Spleifsfaktoren in Metazoa be-
schrieben wurde [70].

Snub6p ist ein Protein von 492 AS und tragt ebenfalls keine besonderen Sequenzmotive.
Zwischen den AS 310 und 321 treten acht Serinreste gehéuft auf [79].

Sowohl Snu71p, fiir das es ein humanes homologes Protein, S164, gibt, als auch Snub6p
sind keine Proteine, deren Sequenzmotive Schliisse auf ihre Funktion zuliefsen. Sie sind
aber beide unerlasslich fiir die Zellvitalitat, da die jeweilige Deletion der Gene SNU71
oder SNU56 letal wirken [79]. Snub6p konnte in einer Protein-pré&-mRNA Crosslink-
Studie (vgl. Abschn. 1.4.2) als eines der Proteine, die die pra-mRNA im CC1 Komplex
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banden, identifiziert werden [296]. Dabei schien Snu56p wie Nam8p Intronsequenzen
nahe der 5 Ss zu binden. In [54] konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Snub6p die
pra-mRNA bindet, wobei die Interaktion von Snu56p mit der pr&-mRNA anscheinend

abhéngig von der Interaktion mit U1-C war.

1.4.2 Die Interaktionen mit der pra-mRNA im CC1 und CC2

Das Ul snRNP ist der erste der fiinf spleifosomalen snRNP Subkomplexe, der an die
pra-mRNA bindet, und zwar an die 5 Ss in einem ATP-unabhéngigen Prozess, wobei
das Protein Yhel assistiert (Abschn. 1.3.1). Dieser Erkennungsprozess geschieht noch
wihrend der Transkription wie in S. cerevisiae gezeigt werden konnte [126], [132]. Es
konnten in S. cerevisiae zwei frithe Komplexe, CC1 und CC27, detektiert werden, die
das Ul snRNP beinhalten [229] und die fiir ihre Bildung den CBC (Abschn. 1.1) auf der
pra-mRNA benotigen [42], [142]. Beide Komplexe konnen sich bei Mutationen an der
5" Ss nicht bilden, doch nur die Formation des CC2 wird bei Mutationen des Verzwei-
gungspunkts zerstort [230]. Dieser Befund und die Tatsache, dass der CC2 auf nativen
Gelen langsamer lauft, deutete auf zusatzliche Komponenten im CC2 hin. Neben den
siebzehn U1l snRNP Proteinen (Abb. 1.6) und den zwei Proteinen des CBC, namentlich
Stol (Cbel, human CBP80) und Chc2 (human CBP20), im CC1 sind die Proteine BBP®
und Mud2p zusétzlich Komponenten im CC2 Komplex [211], [181]. BBP und Mud2p
sind mit den humanen Proteinen SF1 und U2AF65 homolog [1], [211]. BBP (human
SF1) ist das erste Protein, dass die Sequenz am Verzweigungspunkt erkennt [6], [15],
wobei dessen KH Doméne den Verzweigungspunkt und die flankierenden Nukleotide
spezifisch bindet [17], [148], [184], |[200]. Die Bindung von Mud2p ist anscheinend hoch
kooperativ mit BBP, wie im Falle von U2AF65 und SF1 gezeigt werden konnte [16].
Wihrend das humane U2AF65 die Polypyrimidinsequenz bindet und ein Heterodimer
mit U2AF35, [295], das das AG Dinukleotid an der 3’ Ss erkennt [163], [291], bildet,
gibt es in S. cerevisiae kein offensichtliches U2AF35 Homolog. Um den ersten Katalyse-
schritt auszufiihren, bedarf es allerdings in S. cerevisiae zumindest in vitro auch nicht
der Erkennung der 3’ Ss [212].

Fiir die Formation und Stabilitdt in den CC sorgen mehrere Protein-RNA und RNA-
RNA Wechselwirkungen. Der CBC scheint dabei eine wichtige Funktion zu iibernehmen.
In S. cerevisiae war die zu vermindertem Wachstum fiithrende Deletion der CBC1 und

CBC2 Gene in Kombination mit Mutationen in bestimmten Ul snRNP Proteinen letal

"CC1 & CC2: Commitment-Komplexe 1 & 2
8BBP engl. branchpoint binding protein, Verzweigungspunkt-Bindungsprotein



26 1 | Einleitung

(Abb. 1.6) [65]. Ferner konnte in einer UV-crosslink Studie gezeigt werden, dass sich
Stol (Cbcl) mit der pra-mRNA verbinden ldsst [296]. In der gleichen Studie konnten
auch mehrere Ul snRNP Proteine identifiziert werden, die an die pra-mRNA banden
und die daher in vivo wohl zur Stabilitdt der CC beitragen: Nam8p, Snu56p, Snplp,
Yhel, SmB, Smdlp und Smd2p. Aufer diesen vermag auch Luc7p die pr&-mRNA zu
binden [196].

Die volle Stabilitdt im CC erfordert die konservierten Sequenzen sowohl an der 5" Ss, als
auch am Verzweigungspunkt [139], [209], so dass méglicherweise das Ul snRNP koopera-
tiv mit BBP und Mud2p an die pr&-mRNA bindet [27]. Protein-Protein Wechselwirkun-
gen erleichtern wahrscheinlich die Uberwindung der Distanz zwischen den Proteinen, die
an der 5’ Ss und denen, die am Verzweigungspunkt gebunden haben. So interagiert BBP
mit dem Ul snRNP Protein Prp40 [1], [114], wihrend Mud2p mdoglicherweise den CBC
kontaktiert [65]. In humanen Zellen sind in diesen E Komplexen auferdem verschiedene
SR Proteine beteiligt [88]. So konnte fiir SC35 gezeigt werden, dass dieses Protein zwi-
schen U1-70k und U2AF35 den Kontakt vermittelt. SF2/ASF hingegen fordert bereits

die Formation von Pra-Spleifsosomen, indem es mit seiner SR Doméne U1-70k bindet.

1.4.3 Der E-Komplex

Fiir die stabile Assoziation von U2 snRNP, dessen snRNA mit der pr&-mRNA am Ver-
zweigungspunkt Basenpaarung eingeht, sind zwei DExD/H Box Proteine, Sub2 (human
UAP56; [298]) und Prp5, nétig. Sub2 scheint bei diesem Vorgang die Funktion zu ha-
ben, ATP-abhéngig Mud2p und/oder BBP vom Verzweigungspunkt zu entfernen [27],
um dem U2 snRNP die Bindung zu erméglichen. Das humane Homolog UAP56 wurde
durch seine Interaktionen mit U2AF65 (Mud2) gefunden und wird fiir in vitro Splei-
fen und die Assoziation von U2 snRNP mit der pra-mRNA benétigt [61]. Ahnlich wie
die genetische Interaktion von Prp28 mit Yhel (Abschn. 1.3.1), hebt die Deletion von
MUD?2 in S. cerevisiae die Letalitdt einer Deletion von SUB2 auf [122], was ebenfalls
die These einer funktionellen Interaktion unterstiitzt. Da die Inaktivierung von Sub2
in Hefezellextrakten bereits zu geringerer Formation von CC2 fiihrte [298], hat Sub2
moglicherweise auch andere Funktionen in den frithen Schritten der Assemblierung des
Spleikosoms inne [146].

Damit die U2 RNA die Region um den Verzweigungspunkt zu binden vermag, muss
sie in der geeigneten Konformation vorliegen und es bedarf der U2 snRNP assoziier-
ten Spleifsfaktoren, die unerlésslich fiir die Formation des E-Komplexes sind und die in

zwei Subkomplexen organisiert sind, SF3a und SF3b. In S. cerevisiae besteht SF3a aus
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den Proteinen Prp9, Prpll und Prp21 und SF3b aus Cusl, Hsh49, Hsh155, Rsel und
Snul7 (Abb. 1.4). Diese beiden Komplexe stabilisieren die Bindung von U2 snRNP an
die pra-mRNA durch die Bindung flankierender pra-mRNA Abschnitte [83], [84]. Im
humanen System konnen alle SF3 Proteine mit Auffnahme von SF3b130 im E-Komplex
in Crosslink-Experimenten mit einer 20 Nukleotide umfassenden Region gerade 5 vom
Verzweigungspunkt verbunden werden [88]. Das DExD/H Box Protein Prp5 scheint
dann in Verbindung mit SF3a und SF3b fiir die Konformationsdnderungen und die
Zuginglichkeit der notigen Sequenzabschnitte auf der U2 RNA zu sorgen [173], [287],
entweder indem es das U2 snRNP Protein Cus2 vollstdndig destabilisiert oder indem
es iiber Cus2 in Cus2-stabilisierten U2-RNA Abschnitten Anderungen induziert [188].
Wihrend der Assoziation des U2 snRNP wird im humanen System SF1 durch das SF3b
Protein SF3bl4a/pl4d am Verzweigungspunkt ersetzt [290]. Snul7p ist wahrscheinlich
das Homolog in S. cerevisiae [81]. Es konnte jedoch noch nicht gezeigt werden, dass es
den Verzweigungspunkt bindet.

Sind U1 und U2 snRNP gebunden, sind sowohl 5’ Ss, als auch 3’ Ss des jeweiligen Introns
definiert. Fiir die relativ kurzen Introns in einfachen Eukaryonten, die stets in derselben
Weise gespleifst werden, ist dies ein addquater Mechanismus. In héheren Eukaryonten
dagegen sind Introns meistens sehr viel langer als die Exons, und sie treten in héherer
Anzahl in einer pra&-mRNA auf (Abschn. 1.1). Dort wird die Erkennung der 3" Ss ver-
bunden mit der Bindung des Ul snRNP an die 5" Ss des folgenden Introns [14], [204].
Fiir den weiteren Spleiffprozess miissen sich diese Interaktionen iiber ein Exon wieder
zu Gunsten von Interaktion iiber ein Intron verschieben [283|. Die Definition der Exons
wird bei diesem Vorgang vor allem von SR Proteinen und hnRNP Proteinen (engl. he-
terogenous nuclear Ribonucleoproteins) reguliert. Sie binden bestimmte Sequenzen auf
der pra-mRNA | die abgekiirzt ISE und ESE (engl. Intronic or Exonic Splicing Enhan-
cers) oder ISS und ESS (engl. Intronic or Exonic Splicing Silencers) genannt werden.
Uber die Bindung der regulatorischen Proteine férdern (’Splicing Enhancer’) oder un-
terbinden (’Splicing Silencer’) diese Sequenzen den Spleifsprozess. Wéhrend ESEs hiufig
von SR Proteine gebunden werden, werden ESSs typischerweise von hnRNPs gebunden.
Dieses Konzept der Definition der Exons ist somit sehr wichtig fiir den alternativen

Spleifsprozess.
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1.5 S. cerevisiae als Modellorganismus fiir den Spleifs-

prozess

In der modernen Biologie ist Hefe aus mehreren Griinden ein wichtiger Modellorganis-
mus geworden. Zuerst ist die einfache Handhabung der Zellkulturen im Labor zu nennen.
Das Vorhandensein von haploiden und diploiden Zustanden, die relativ gute genetische
Stabilitét, die Verfiighbarkeit von einer grofen Anzahl von Selektionsmarkern und die
Effizienz sowie Prézision von homologer Rekombination, die es ermdglicht, modifizierte
Gene direkt in die chromosomale DNA zu integrieren, machen S. cerevisiae zu einem
beliebten Organismus fiir genetische und proteinbiochemische Studien. Es entféllt das
Nebeneinander von artifiziellem und endogenem Protein und die Problematik der Uber-
expression von Proteinen, die auch zu unerwiinschten Proteinaggregaten fiithren kann.

S. cerevisiae verfiigt als eukaryontischer Einzeller iber die Mechanismen, die notwendig
sind, um pra-mRNA zu spleifen. Wie festgestellt werden konnte, sind die grundlegen-
den Bestandteile und die Funktionsweise des Spleifsosoms von der Hefe bis zum Mensch
konserviert [28]. Mitte der 90er Jahre lag das Genom von S. cerevisiae als erstes ei-
nes eukaryontischen Organismus sequenziert vor |74]. Dies ermoglichte die Suche nach
homologen Proteinen mit bioinformatischen Methoden, und Erkenntnisse, die unter An-
wendung der eleganten genetischen Techniken im Hefeorganismus gewonnen werden,
konnen zum Versténdnis des Spleifprozesses im Menschen beitragen. Da in S. cerevi-
siae der Mechanismus des alternativen Spleiffens und die damit verbundene Vielzahl
an zusétzlichen regulatorischen Proteinen fehlt, ist die Komplexitéit der spleiffosomalen
Assemblierungskaskade auf ein Mindestmafs reduziert, was die Erkenntnisfindung prin-
zipiell erleichtern sollte. Unterschiede, die in den Systemen gefunden werden, tragen

desweiteren zum Verstdndnis der evolutiven Entwicklung auf molekularer Ebene bei.

1.6 Strukturuntersuchungen an spleiffosomalen Kom-

plexen

Um die mechanistischen Vorgénge wéihrend der Assemblierung des Spleiffosoms und des
Spleiftprozesses umfassend zu verstehen, sind Informationen iiber die rdumliche Anord-
nung der Komponenten im Ganzen und zueinander in den verschiedenen Funktionszu-
stdnden des Spleifsosoms unerlésslich [283]. Allerdings sind die Strukturuntersuchungen
gerade dadurch, dass es so viele unterschiedliche Konfigurationen und Konformationen
gibt, erschwert. Die Einzelmolekiil-Transmissionselektronenmikroskopie (engl. Single-

Particle-Electronmicroscopy, im folgenden gekiirzt mit EM bezeichnet) ist eine geeignete
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Technik, um von den im Spleiftzyklus auftretenden Komplexen in der Grofsenordnung
von 240 kDa bis ~ 5 M Da, Strukturen zu erhalten [248]. Diese Technik hat, vergli-
chen mit der Rontgenkristallographie, den Vorteil, dass die Notwendigkeit entfillt, von
den Komplexen gut streuende Kristalle zu erhalten. Vor allem dadurch bedingt sind die
benotigten Proteinmengen um einen Faktor 100 — 1000 geringer und der Probenprapa-
rationsmafsstab muss in der Regel nicht fiir die Strukturbestimmung angepasst werden
[248], was ein weiterer Vorteil bei den nur in geringen Mengen in der Zelle auftretenden
spleiftosomalen Komplexen ist.

Wie die zahlreichen Strukturuntersuchungen am Ribosom zeigen, konnen grundsétz-
lich auch mittels der Kryo-Elektronenmikroskopie Strukturauflssungen von 10 — 20 A
von asymmetrischen biologischen Komplexen erreicht werden. Kiirzlich erschienen vom
Ribosom EM-Strukturen bei 7 A Auflésung [226], [280]. Die dynamische Natur und
Funktionsweise des Spleifosoms fiihrt jedoch zu starker Heterogenitét der Probe, wo-
durch die erreichbare Auflésung der EM-Strukturen limitiert wird. Fiir die spleifsoso-
malen Komplexe BAU und C wurden Auflsungen um die 40 A erreicht [22], [111]. In
diesen EM-Strukturen war es nicht moglich, die relative Position der einzelnen snRNP
anzugeben.

An den spleiffosomalen Komplexen U11/U12 di-snRNP, dem Subkomplex SF3b und dem
humanen Ul snRNP konnten Auflésungen um die 10 A erreicht werden [76], [77], [249].
Im Falle von SF3b konnten einige charakteristische Sekundarstrukturelemente erkannt
werden, die es ermoglichten, 3 Proteine aufgrund ihrer strukturellen Doménen in der EM-
Struktur zu positionieren. Uber das humane Ul snRNP, der zudem neben dem Sm-Ring
eine geringe Anzahl weiterer Proteine tragt, lagen reichlich biochemische und strukturel-
le Daten vor, sowie elektronenmikroskopische 2D Aufnahmen mit Antikérper-Bindung
[116], [118], so dass die Proteine U1-70k und U1-A in der EM-Struktur lokalisiert werden
konnten. Von diesem snRNP ist mittlerweile sogar eine Rontgenkristallstruktur verof-
fentlicht worden [192].

Von dem humanen tri-snRNP konnte erst nach Etablierung des GraFix Protokolls [119],
[248] eine EM-Struktur von 20-30 Aerhalten werden [218|, wobei mit EM-Strukturen
des U5 snRNP und des U4/U6 di-snRNP der grobe Aufbau des tri-snRNP beschrieben
werden konnte.

Um die Positionen einzelner Proteine in der EM-Struktur zu lokalisieren, wurden im
Tri-snRNP und im U6 snRNP jeweils im Zellorganismus S. cerevisiae einige Proteine
genetisch mit einem 50 kDa und/oder 30 kDa Proteinlabel versehen [93], [115]. Elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen zeigten zusétzliche Dichte im Bereich des genetischen

Labels, womit die Proteine im Komplex nachgewiesen werden konnten.
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1.7 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Verwendung eines Elektronenstrahls fiir die Mikroskopie basiert auf den Erkennt-

nissen de Broglies ?, der den Welle-Teilchen-Dualismus eines Elektrons postulierte:

A= » (1.1)
wobei A die Wellenlénge, h das Plancksche Wirkumsquantum und p der Impuls aus
Masse m und Frequenz v (p = m X v) ist. Demnach konnen Elektronen als Wellen mit
Wellenldngen unter 1nm beschrieben werden. Als generelles Prinzip in der Mikrosko-
pie ist nach dem Gesetz von Abbe!? die Wellenlinge A ein limitierender Faktor in der
Punktauflosung d eines Lichtmikroskops. Gleichfalls abhéngig ist die Auflésung vom
Brechungsindex n des Mediums und dem halben Offnungswinkel der Objektivlinse o

(Aperturwinkel):
~0.61 %A

n * sin o

d (1.2)

Diese Gleichung gilt prinzipell auch fiir das Transmissionselektronenmikroskop!!, wobei
die Wellenlédnge A\ der beschleunigten Elektronen mit der Beschleunigungsspannung des
TEM U, angenéhert werden kann: A ~ 3,7 x Ub_o’ﬁ.

Mit modernen TEM, wie sie im Bereich der Materialforschung eingesetzt werden, werden
maximale Auflésungen um 0, 1 nm erreicht, so dass einzelne Atome abbgebildet werden
konnen. Die ersten Elektronenmikroskope wurden von E. Ruska!'?, M. Knoll** und B.

von Borries!* Anfang der 30er Jahre des letzten Jahrhunderts konstruiert.

1.7.1 Bildentstehung im TEM

Bei der Bildentstehung im TEM kommt es wie bei der Lichtmikroskopie auch zu grund-
satzlich zwei unterschiedlichen Interaktionen des einfallenden Strahls mit der Probe, der
elastischen und der inelastischen Streuung.

Bei der elastischen Streuung wird ein eintreffendes Elektron durch elektrostatische Wech-
selwirkung mit einem Atomkern der Probe von seiner Bahn abgelenkt. Diese Ablenkung
ist desto grofser, je starker die Coulomb-Kraft wirkt, das heifst je ndher das Elektron dem
positiv geladenen Atomkern kommt, je stirker positiv geladen der Atomkern ist (Kernla-

dungszahl Z; Kontrastierung mit Schwermetallen) und je langsamer die Geschwindigkeit

9Louis de Broglies, 1892 - 1987

OFErnst Abbe, 1840 - 1905

HTransmissionselektronenmikroskop & -mikroskopie: beides abgekiirzt mit TEM
12Ernst Ruska, 1906 - 1988

13Max Knoll, 1897 - 1969

14Bodo von Borries, 1905 - 1956
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des Strahlelektrons ist, was wiederum abhéngig von der angelegten Beschleunigungs-
spannung ist. Das Elektron erfahrt bei dieser Wechselwirkung keinen Energieverlust
(Bild rechts in Abb. 1.9).

Die biologischen Priparate, die hauptséchlich aus Atomen niedriger Ordungszahl be-
stehen, verhalten sich wie schwache Phasenobjekte. Das gilt auch in Naherung noch
fiir die Proteinkomplexe, die mit Schwermetallsalzen negativ kontrastiert wurden. Das
bedeutet, dass der Elektronenstrahl durch das Objektpotential (entspricht dem Bre-
chungsvermogen eines Praparats in der Lichtmikroskopie) eines biologischen Préparats

durch elastische Streuung eine Phasenverschiebung unter Beibehaltung der Wellenléan-

lElektronen Elektronen
. Kohlefilm
Amorphes Eis
\
4
ed
y
1’, 1” X
N 3 Translations-
parameter
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A °
04
Y
B
3 Rotations-
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Abbildung 1.9: Entstehung von 2D Projektionsbildern im Transmissionselektro-
nenmikroskop. Ein EM Projektionsbild entsteht aufgrund der elastischen Streuung von Elek-
tronen an den Atomen des Préiparates, wodurch sie eine Phasenverschiebung erfahren (Phasen-
kontrast). Sehr stark elastisch gestreute Elektronen treffen auf die Kontrastblende und tragen
zum Amplitudenkontrast bei. Die inelastische Streuung bei Auftreffen eines Strahlelektrons auf
ein Hiillelektron der Probe fiihrt letztlich zu einer Verringerung des Kontrasts, da sich die Wel-
lenldnge des Elektrons éndert, die Kohédrenz des Elektronenstrahls insgesamt abnimmt, aber
die elastische Streuung abhéngig von der Wellenldnge ist. Betroffen von letzterem Effekt sind
insbesondere in amorphem Eis eingebettete Proteinkomplexe.

Die Proteinkomplexe der Probe haben 3 translationale Freiheitsgrade und auch 3 Freiheitsgrade
der Rotation. Bildteile freundlich zur Verfiigung gestellt von Prof. H. Stark.

ge und einer kaum merklich reduzierten Amplitude erfahrt. Der Phasenunterschied der
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gebeugten gegeniiber der einfallenden Welle ist sehr viel geringer als die Wellenldange
der Elektronen (§ << A) und betréigt unter diesen Annahmen ~ I = 2. Da Pha-
senunterschiede fiir das Auge und das Photomaterial nicht sichtbar sind, ist das Ziel,
die beiden Elektronenstrahlen, den Nullstrahl und den gebeugten Strahl, so um 7/2 zu
verschieben, dass die Amplituden beider Wellen phasengleich aufeinander fallen. Diese
konstruktive Interferenz, bei der die resultierende Amplitude gleich der Summe beider
Einzelamplituden ist, wird wahrgenommen und als Phasenkontrast bezeichnet. Wahrend
diese Transformation im Phasenkonstrastmikroskop durch eine Zernicke-Phasenplatte
(4-Plittchen) im Strahlengang des Nullstrahls leicht erreicht werden kann, wird dies im
TEM mit der Verschiebung des gebeugten Strahls durch Defokussierung der Objek-
tivlinse gelost (die Probe wird aus der Fokusebene der Objektivlinse gefahren), wobei
eine Verschiebung um nf einen positiven und um —n7 einen negativen Phasenkon-
trast ergibt. Abhéngig ist diese Phasenverschiebung im TEM auch noch von der nicht
korrigierbaren sphérischen Abberation der Objektivlinse, die mit der Konstanten C
beschrieben wird, und aufserdem von der Elektronenwellenlénge, bestimmt durch die
Beschleunigungspannung des Mikroskops. Die optimale (opt) Einstellung, bei der die
Phasenverschiebung der gebeugten Welle tiber einen weiten Beugungswinkelbereich 7
betragt und der Phasenkontrast somit maximal ist, liegt im schwachen Unterfokusbe-
reich bei Az, = (vVCs\) (Scherzer, 1949) und wird nach dem Elekronenmikroskopiker
O. Scherzer' Scherzer-Fokus genannt. Da die optimale Phasenverschiebung nicht fiir
alle Beugungswinkel erreicht werden kann, ist die Folge eine Phasenkontrastiibertra-
gungsfunktion (Abschn. 1.7.3).

Der Amplitudenkontrast entsteht durch elastisch stark gestreute Strahlelektronen, die
auf die Objektivblende (Kontrastblende) treffen, da so die Intensitdt I des Elektronen-
strahls gemindert wird. Die Absorption der Elektronen durch das Praparat selbst ist bei
den diinnen Objekten in der Einzelmolekiil-EM sehr gering, so dass der Amplituden-
kontrast, der auf diese Weise entsteht, unerheblich ist.

Inelasitische Streuung entsteht durch das Auftreffen von Strahlelektronen auf die Elek-
tronenhiille eines Atoms. Dabei findet gleichzeitig ein Energietransfer statt, der die ki-
netische Energie der Strahlelektronen verlangsamt. Die weitgehende Kohérenz des Elek-
tronenstrahls weist nach dem Objektdurchgang ein Wellenlangenspektrum auf. Da die
elastische Streuung abhéngig von der Wellenlénge ist, fithrt dies letztlich zu einer Ver-
ringerung des Kontrasts. Besonders betroffen davon sind massereiche Préaparate wie in

amorphes Eis eingebettete Proteinkomplexe.

15Frederik Zernicke, 1888 - 1966
160tto Scherzer, 1909 - 1982
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1.7.2 Das elektronenmikroskopische Bild

Das elektronenmikroskopische Bild entsteht aus einer Vielzahl von Wellen, einem soge-
nannten Wellenpaket W(z,¢). Im EM Bild bleiben die Strukturinfomationen des Objekts
in den Raumfrequenzen (Schwingungen pro Langeneinheit) erhalten, wobei die Kontrast-
ibertragung des Mikroskops die abgebildete Funktion veréndert (Abschn. 1.7.3). Das
Reziproke der Raumfrequenz, die Wellenldnge A, entspricht einer bestimmten Strecke im
realen Bild und die Amplitude der maximalen Dichteschwankung iiber diese betrachtete
Strecke A. Die Amplitude wird auch Strukturfaktor genannt. Dementsprechend und den
Erkenntnissen des Mathematikers Fourier folgend wird die Struktur des abgebildeten
Objekts im Bild aus Einzelfunktionen von periodisch harmonischen Schwingungen, also
Sinus- und Kosinusfunktionen, mit ihrem gesamten kontinuierlichem Spektrum an Fre-
quenzen v; und dazugehorigen Amplituden k; und Phasen (Phasenverschiebungen) Ayp;
prasentiert. Eine Darstellung unendlich vieler Funktionen ist nicht praktikabel. Da das
Bild digitalisiert aus einer endlichen Anzahl von Pixeln n besteht, wird das Bild mit
% verschiedenen Funktionen (% verschiedenen Raumfrequenzen) beschrieben, und zwar
hat die kleinste Frequenz % die Wellenldnge A = n und die kleinstmogliche Wellenlénge
betragt 2 Pixel, was der grofitmoglichen Frequenz entspricht, der sog. Nyquist-Frequenz.
Mit der Bedeutung von x als Strecke im Bild lautet die Funktion F(x) des abgebildeten
Objekts:

F(z) = Z[ai cos(2myx) + b; sin(2my;x)) (1.3)

mit den Gewichtungsfaktoren a; = k; sin(Ag) und b; = k; cos(Ay). sowie x als Strecke
im Bild. Mit den Methoden der Fourier-Analyse wird die Funktion F(x) in ihre Einzel-
komponenten zerlegt, und es wird eine Frequenzverteilung erhalten. Die unterschiedli-
chen Frequenzen sind durch die Berechnung der Strukturfaktoren und Phasenverschie-
bungen so zu wichten, dass die Funktionen in ihrer Summe die Dichteverteilung im Bild
wiedergeben. Wahrend niedrige Ortsfrequenzen die grobe Objektstruktur wiedergeben,
reprasentieren hohe Ortsfrequenzen feine Strukturdetails wie Sekundarstrukturelemen-
te. Fiir die Uberpriifung der Qualitéit des EM-Bildes wird die Verteilung und Gréfe der
Strukturfaktoren (Amplituden) als Funktion der Raumfrequenz genutzt, dargestellt im

sogenannten Powerspektrum eines Bildes, das die Quadrate der Amplituden enthélt.

1.7.3 Phasenkontrastiibertragungsfunktion

In der Realitdt sind magnetische ebenso wie lichtoptische Linsen nicht ideal gebaut.

Ein Fehler der auftritt, die sphérische Abberation C; der Objektivlinse, fithrt zu unter-
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schiedlich starker Beugung des Elektronenstrahls beim Passieren der Linse aufserhalb
des Zentrums der optischen Achse. Die Brennweite ist kiirzer fiir Strahlenverldufe durch
die Peripherie der Linse. Dies hat unterschiedlich lange Strahlenwege und somit Phasen-
verschiebungen zur Folge, die nicht durch Einstellung am Mikroskop korrigierbar sind.
Da die Phasenverschiebungen zu einer Anderung der Amplituden fiithren, dndert sich der
Kontrast. Die Folge ist eine Phasenkontrastiibertragungsfunktion, mit der die Funktion
der Objektstruktur gefaltet wird. Die Phasenkontrastiibertragungsfunktion ergibt sich

aus der Phasenverschiebung in Abhéngigkeit von Defokus AZ und Ortsfrequenzen k zu:

N 1~
PCTF = sinm[-AZk* + 5/@4] (1.4)

und gilt mit den Konventionen normalisierter Grofen fiir Defokus AZ (1.5) und Raum-
frequenz k (1.6) fiir alle Transmissionselektronenmikroskope unabhéngig von Hochspan-

nung und sphérischer Aberration.

Az
C )\

k= ky/C\3 (1.6)

Az =

(1.5)

1.8 Ziel dieser Arbeit

Die Experimente und Datenverarbeitung im Rahmen dieser Arbeit hatten zum Ziel, die
3D Struktur des Ul snRNP aus S. cerevisiae zu berechnen.

Um einen moglichst homogenen Ul Komplex als Probe fiir die elektronenmikroskopische
3D Struktur Bestimmung zur Verfiigung zu haben, sollte zunéchst die Aufreinigungs-
methode des Ul snRNP in Zusammenarbeit mit der Abteilung Zelluldre Biochemie
von Prof. R. Lihrmann (Max-Planck-Institut fiir Biophysikalische Chemie, Gottingen)
optimiert werden. Anschliefsend sollte unter Verwendung elektronenmikroskopischer Da-
tenverarbeitungsverfahren, die die Rekonstruktion mehrerer unterschiedlicher 3D Struk-
turen aus einem Datensatz ermdoglichen, die strukturelle Heterogenitit des Komplexes
beriicksichtigt werden, um so Einblicke in die Dynamik der strukturellen Organisation
des Ul snRNP zu gewinnen. Um ein besseres Versténdnis fiir das Gefiige der Proteine
innerhalb des Komplexes zu erhalten, sollte in weiteren Experimenten mittels Anti-
korperbindung und genetisch fusionierten Proteintags einzelne Proteine im Ul snRNP
Komplex in der EM-Struktur lokalisiert werden. Dariiber hinaus lieffen sich moglicher-
weise iiber die erhaltenen Strukturdaten Erkenntnisse iiber den Initationsprozess des

Spleifzyklus in S. cerevisiae erlangen.



Kapitel 2

Einleitung in die Methodik der

Bildverarbeitung

Die Bildverarbeitung in der Einzelpartikel-TEM dient der Rekonstruktion der 3D Struk-
tur des ausgewahlten Proteinkomplexes aus seinen im EM-Bild abgebildeten 2D Pro-
jektionen [263], [276]. Zunéchst ist es notwendig, einen Datensatz zu generieren, der
aus Einzelbildern des Proteinkomplexes besteht. Es folgen Datenprozessierungszyklen
auf 2D Ebene vor der eigentlichen Rekonstruktion der 3D Struktur. Weitere iterativ
oder zyklisch angelegte Datenprozessierungsmethoden dienen sowohl der Validierung,
als auch der Verbesserung der 3D Struktur.

Fiir die im folgenden beschriebene Datenverarbeitung standen im wesentlichen 2 grofie
Programmpakete zur Verfiigung, und zwar Imagic-5 [275] und CowHide, das im Hause

entwickelt wird.

2.1 Datensatz aus Einzelpartikelbildern

2.1.1 Aufnahmetechniken

Fir die Aufnahme der Bilder stehen grundséatzlich zwei Verfahren zur Verfiigung, und
zwar die konventionelle Aufnahmetechnik auf Film und die heutzutage vielgenutzte di-
gitale Aufnahmemoglichkeit mit einer CCD-Kamera unter Anwendung der Spot Scan
Technik [52]. Die direkte Aufnahme mit einem CCD-Detektor birgt den Vorteil, dass die
nachtrégliche fiir die weitere Datenprozessierung notwendige Digitalisierung der analo-
gen Filmaufnahmen entfallt. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass CCD-Detektoren
im mittleren Auflésungsbereich (10-25 A) eine bessere Ubertragung der Bildinformatio-
nen liefern [217], was einen Beitrag zur Qualitdt und Richtigkeit von de novo 3D Struk-
turen leistet. Da die untersuchten biologischen Proteinkomplexe sensitiv auf die Elek-

tronenstrahlung reagieren und bei Strahlexposition Schaden nehmen [100], werden die

35
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Aufnahmen mit einer geringen Elektronendosis <20 e~ /A2 gemacht [8]. Dies fithrt zu
Bildern mit einem geringen Signal zu Rausch Verhéltnis (SNR!, Signal-zu-Rausch Ver-
héltnis).

2.1.2 Selektion der Partikel

Die unprozessierten EM-Bilder enthalten viele 2D Projektionsbilder der einzelnen Protein-
komplexe, die in mehr oder weniger zufélliger Orientierung auf dem Kohlefilm liegen.
Diese Partikelansichten miissen zunéchst selektiert werden, um letztlich einen Datensatz
aus Einzelpartikelbildern zu erhalten. Eine visuell-manuelle Selektion am Computerbild-
schirm mit einem dafiir geeigneten Computerprogramm gewahrleistet, dass die Partikel-
ansichten zentriert ausgewéhlt und demzufolge zentriert extrahiert werden kénnen. Ins-
besondere fiir nicht kugelférmige Proteinkomplexe und solche, die moglicherweise struk-
turelle Heterogenitéten aufweisen, ist diese zeitintensive Methode vorzuziehen. Es stehen
allerdings auch Computerprogramme zur Verfiigung, die eine (semi-)automatische Aus-
wahl der Partikel ermoglichen (z.B. Signature [37], Boxer aus dem EMAN Programmpa-
ket [154]). In diesen Fillen gibt der Anwender dem Programm mit einer Vorauswahl von
meistens 20 — 100 Partikeln im Bild Referenzen vor. Existiert bereits eine 3D Struktur
des Proteinkomplexes, ist es auch moglich, Referenzen, abgeleitet aus dieser Struktur,
zu verwenden. Der Anwender iiberpriift bei jeder der automatischen Methoden, dass
keine Artefakte ausgewahlt wurden. Artefakte konnen beispielsweise Kontaminationen
von gefrorenem Eis oder kleine Schmutzpartikel auf dem Kohlefilm sein. Auch muss
iiberpriift werden, dass der verwendete Algorithmus sensitiv genug ist und alle Sub-
populationen des Partikels beriicksichtigt werden. Nachdem die Koordinaten bestimmt
wurden, werden diese benutzt, um den Partikel in einem kleinen Pixelrahmen zu ex-
trahieren. Fiir das 2D Alignment sollte die Grofe des Pixelrahmens so gewéhlt werden,

dass der Partikel idealerweise % der Kantenlédnge einnimmt.

2.1.3 Bandpassfilter

Hohe Ortsfrequenzen reprisentieren zwar feine Strukturdetails (Abschn. 1.7.2), miissen
aber vom Rauschen in den Bildern, das keine Feinstruktur des Objekts beschreibt, ge-
trennt werden. Andernfalls konnten sie das nachfolgende 2D Alignment fehlleiten. Sehr
niedrige Ortsfrequenzen hingegen resultieren nicht aus den Objekteigenschaften, sondern
beispielsweise aus Variationen des Kohlefilms bedingt durch Eis- und/oder Kontrastmit-

teldicke. Aus diesem Grund werden die Einzelpartikelbilder mit einem Bandpassfilter

ISNR: engl. Signal-to-Noise Ratio
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versehen, der sowohl die hohen, als auch die niedrigen Ortsfrequenzen entfernt. Im zy-
klischen Verlauf der Datenprozessierung konnen verstéarkt wieder hohere Ortsfrequenzen
zugelassen werden, um feinere Objektstrukturdetails zuriick zu gewinnen, es bleibt aber
bei der Filterung von niedrigen und hohen Ortsfrequenzen.

Um fiir das nachfolgende 2D Alignment und der damit verbundenen Suche nach den be-
sten Kreuzkorrelationskoeffizienten (Abschn. 2.2.1) das umliegende Rauschen des Par-
tikels so gering wie moglich zu halten, wird aufser der Anwendung des Bandpassfilters
eine Kreismaske um das Partikel gelegt. Die Benutzung des Bandpassfilters im Imagic-5
Softwarepaket nimmt aufferdem eine Normalisierung der Grauwerte vor. Kénnen mit
dem Datensatz hohere 3D Strukturauflésungen erreicht werden (Verbesserung einer be-
reits vorhandenen 3D Struktur), ist es notwendig, vor Anwendung des Bandpassfilters
die Bildinformationen mit der Phasenkontrasttransferfunktion (PCTF) zu korrigieren
[216].

2.2 Datenprozessierung auf 2D Ebene

Da im EM die Proteinkomplexe in zufalliger Orientierung aufgenommen werden, lie-
gen die 2D Projektionsansichten der Proteinkomplexe in den Einzelbildern ebenfalls
in zufilliger Orientierung vor. Das geringe SNR in den Bildern fiihrt zu einem hohen
Rauschsignal, so dass Details in den Partikelansichten schwer erkennbar sind. Die fiir
die 3D Rekonstruktion notwendige Zuweisung der Projektionswinkel erfolgt sinnvoller
Weise daher nicht fiir jedes einzelne Bild, sondern fiir eine Gruppe (Klasse) von Bildern
bestehend aus in der Regel 10 — 40 &hnlichen Ansichten. Summiert ergeben diese eine
Klassensumme, die ein erhohtes SNR aufweist und eine Subpopulation von Partikelan-
sichten im Datensatz représentiert. In eine Klasse fallen ndmlich alle Partikel, die un-
gefdhr mit derselben Seite an den Kohlefilm gebunden haben oder in derselben Lage im
Eis liegen, aber mit verschiedenen Winkeln o um eine Achse senkrecht zur Trégerebene
gedreht sind (Abb. 1.9). Fiir die Berechnung der Klassen/Klassensummen ist daher eine
vorherige Rotationsausrichtung der Projektionsansichten unerlasslich. Ebenfalls notwen-
dig ist eine gleichzeitige translationale Zentrierung der Einzelpartikelansichten, da die
Selektion der Koordinaten auf der EM-Aufnahme fiir die Extraktion der Einzelparti-
kelbilder nicht genau genug im Zentrum des jeweiligen Partikels erfolgen konnte. Beide
Arten der Ausrichtung der Einzelpartikelbilder werden im sog. Alignment (Abb. 2.1 &

Abschn. 2.2.1) vorgenommen.
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2.2.1 Alignment

Fiir das Alignment stehen zwei verschiedene Methoden zur Verfiigung, das direkte Ali-

gnment und das Alignment iiber Polarkoordinaten, die nachfolgend kurz beschrieben

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Awusrichtung der EM-
Einzelpartikelbilder. Um nach Selektion und Extraktion der Einzelpartikelbilder (A,
blaue Pfeile und B, gelbe Pfeile) gleiche EM-Projektionsansichten (1 — 10 und 1 — 6, in
diesem Beispiel Bild und Spiegelbild) nachfolgend in eine Klasse A und B sortieren zu
koénnen, miissen sie in einem Alignment-Prozedere durch translationale Ausrichtung zentriert
werden und durch Rotation in gleicher Weise im Pixelrahmen ausgerichtet werden. Die
Klassensummen weisen ein verbessertes SNR auf.

werden. Sie basieren beide darauf, durch Verschiebung und Rotation des Bildes, die
Ahnlichkeit des 2D Projektionsbildes zu einem Referenzbild zu maximieren. Dabei sind
sich zwei Bilder dann &hnlich, wenn sich die Grauwerte der Pixel des einen Bildes dhnlich
verdndern wie die des anderen. Um die hochste Korrelation von Bild zum Referenzbild
zu erhalten, wird die notige Operation der Kreuzkorrelation bei beiden Methoden re-

chentechnisch im Fourierraum umgesetzt, da sie sich dort einfacher berechnen lasst [265].

Direktes Alignment
Die urspriingliche Methode ist ein sogenanntes direktes Alignment [250], das separat

nach dem jeweils hochsten Wert fiir den Translations- und den Rotationskorrelationsko-
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effizienten von Bild und Referenz sucht. Die Ermittlung dieser beiden Korrelationspeaks
erfolgt abwechselnd und iterativ. Ein Algorithmus dieser Art, implementiert in das
Imagic-5 Programmpaket, wurde fiir den initialen translationalen Alignment-Schritt ver-

wendet.

Alignment iiber Polarkoordinaten
Im Gegensatz zum direkten Alignment wurde fiir das Multi-Referenz-Alignment (s. u.)
in dieser Arbeit ein Algorithmus des sogenannten engl. exhaustive alignments verwen-
det [108], [215]. Insbesondere fiir Bilder mit geringem SNR liefert dieser Algorithmus
bessere Ergebnisse, ist allerdings auch erheblich rechenintensiver. Zunéchst wird das
Bild in Polarkoordinaten transformiert, und zwar fiir jedes mogliche Zentrum des Par-
tikels im Pixelrahmen. Dieser Bereich der moglichen Zentren wird benutzerdefiniert
sinnvoll eingeschrénkt, um die notige Rechenleistung so gering wie moglich zu halten.
Anschlieflend wird fiir jede dieser translationalen Positionen der jeweils hochste Rota-
tionskorrelationskoeffizient zu einer Referenz gesucht. Der von allen ermittelte héchste
Rotationskorrelationskoeffizient liefert so neben dem Rotationswinkel als Ergebnis auch
die translationalen Parameter. Eine getrennte Berechnung der Translationsparameter

wie bel der direkten Methode ist in diesem Fall nicht mehr erforderlich.

Initiales Referenzalignment
Zu Beginn ist bei der de novo Rekonstruktion eines Proteinkomplexes weder eine 2D Re-
ferenz noch eine 3D Struktur, aus der Referenzen fiir ein 2D Alignment generiert werden
konnten, verfiigbar. Der erste Alignment-Schritt erfolgt daher gegen eine kreisférmige
Referenz, gebildet aus einer rotationsgemittelten totalen Summe der Einzelpartikelbil-
der des Datensatzes und wird auf die Ausrichtung der translationalen Parameter be-
schriankt. Diese initiale Massenzentrierung wird auch als referenzfrei (engl. reference-free
Alignment) bezeichnet [55]. Da die Einzelpartikelbilder mit einer gewissen Zentrierung
im Pixelrahmen vorliegen, befinden sich in der (Rotations-gemittelten) totalen Summe
aller Bilder die hellen Pixel in der Mitte und die dunklen am Rand (Abb. 2.2 A & B).
Diese Art der initialen Referenz birgt den Vorteil, dass sie faktisch frei von Detailinfor-
mationen ist und somit keinen Bias im ersten Alignment-Schritt verursacht. Nachfolgend
konnen Klassensummen gebildet werden (Abschn. 2.2.2); aus denen neue Referenzen fiir

das néchste Alignment gewonnen werden.
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Abbildung 2.2: Referenz fiir das initiale translationale Alignment. Gezeigt ist ein Bei-
spiel fiir die Generierung einer Referenz fiir die initiale Massenzentrierung der Einzelpartikelbil-
der. Der Datensatz bestehend aus 10932 Einzelpartikelbildern wurde aus einer mit Uranylfor-
miat negativ kontrastierten Ul snRNP Probe erhalten. Die totale Summe (A) des Datensatzes
wird rotationsgemittelt (B) und anschlieffend so maskiert (C), dass eine Ausrichtung auf den
schwarzen Kontrastmittelsaum nicht moglich ist.

Multi-Referenz- Alignment
In folgenden Alignment-Schritten werden mehrere Referenzbilder in einem Multi-Referenz-
Alignment?® verwendet [186]. Es werden jene Translations- und Rotationsparameter fiir
die Ausrichtung des Bildes angewendet, die unter Einbezichung aller Referenzen den

hochsten Korrelationskoeffizienten lieferten.

Referenzen aus einer 3D Struktur
Sobald eine 3D Struktur vorliegt, konnen aus dieser in bestimmten anzugebenen Winkel-
absténden 2D Projektionen gebildet werden. Diese werden in der Regel fiir 2D Alignments

eingesetzt, die der iterativen Verbesserung der 3D Struktur dienen (Abschn. 2.3).

2.2.2 Klassifizierung

Nachdem die 2D Projektionsbilder durch das 2D Alignment ausgerichtet worden sind,
werden von #@hnlichen Projektionsansichten Klassen gebildet [272]. Idealerweise geben
die Klassen die Ansichten des Makromolekiils unter verschiedensten Projektionswin-
keln wieder. Fiir die Bildung der Klassen existieren verschiedene Verfahren. Da es auf-
grund des Rechenaufwands nicht moglich ist, alle Einzelpartikelbilder Pixel fiir Pixel zu
vergleichen, wird zunéchst eine Dimensionsreduktion vorgenommen, wofiir leicht un-

terschiedliche Verfahren [66] [272|, wie beispielsweise die Hauptkomponentenanalyse

2MR- Alignment: Multi-Referenz- Alignment
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(PCA3, Hauptkomponentenanalyse) oder Korrespondenzanalyse (CA*) [67] eingesetzt
werden kénnen. Sowohl im Imagic-5 Softwarepaket, als auch im CowHide Softwarepaket
werden Verfahren der Hauptkomponentenanalyse genutzt [270],[156]. Hingegen ist im
SPIDER Programmpaket, das fiir EM Datenverarbeitung ebenfalls weit verbreitet ist,

ein Verfahren der Korrespondenzanalyse implementiert.

Hauptkomponentenanalyse

In einem Datensatz, bestehend aus (n) Bildern, kann ein Bild aus (p) Pixeln als p-
dimensionaler Vektor dargestellt werden, wobei die Grauwertinformationen der Bild-
punkte die Werte liefern. Alle Bilder im Datensatz werden von der Matrix X beschrie-
ben mit n x p = X. In diesem p-dimensionalen Raum liegen die Vektoren &hnli-
cher Bilder nahe beisammen. Um diese Cluster von &hnlichen Bildern in dem Raum
zu identifizieren und die Computerrechenkapazitéit nicht zu sprengen, wird nun die Di-
mensionalitdt durch Berechnung eines orthogonalen Systems von Eigenvektoren (in der
digitalen Bildverarbeitung Eigenbilder genannt) reduziert. Es wird ein neues Koordina-
tensystem bestimmt, das trotz seiner reduzierten Komplexitit dennoch die relevanten
Informationen des Datensatzes wiedergibt. Die erste, neu zu bestimmende Achse liegt
in Richtung des hochsten Informationsgehalts des Datensatzes, die zweite wird ortho-
gonal dazu aufgestellt und so fort. Auf diese Weise beschreiben die neuen Achsen die
signifikate Varianz des Datensatzes und konnen benutzt werden, um jedes Bild des Da-
tensatzes als Linearkombination dieser Eigenbilder so gut wie moglich zu beschreiben.
Die Anzahl der zu berechnenden Eigenbilder (Abb. 2.3) wird benutzerdefiniert vorgege-
ben und kann in Imagic-5 maximal 69 betragen fiir ein 69-dimensionales orthogonales
Koordinatensystem. In CowHide ist diese Anzahl nicht derart begrenzt. Die Eigenbilder
werden entsprechend ihrer Eigenwerte als Mafk fiir die jeweilige Relevanz des Eigenbildes
sortiert, so dass Eigenbilder héherer Ordung verstiarkt Rauschen reprasentieren. Die Be-
stimmung der Eigenbilder erfolgt iterativ und in Imagic-5 mit der zu Grunde liegenden
Formel Gl. 2.1 [23]:

XTNXMU = UA (2.1)

wobei X7 die transformierte Matrix von X, U die Eigenvektormatrix und A die Eigen-
wertmatrix ist. M und N sind eine p X p und eine n x n Gewichtungsmatrix, die mit
ihrer Dimensionalitat die Metrik der Eigenwert-Eigenvektoranalyse vorgeben. Die Ma-

trix U muss die Orthonormalisierungsbedingung [137] erfiillen mit UT MU = Ip wobei

3PCA: engl. Principal Component Analysis
4CA: engl. Correspondence Analysis, Korrespondenzanalyse
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Ip eine Einheitsmatrix ist.

Abbildung 2.3: Eigenbilder. Die ersten 40 Eigenbilder eines Datensatzes aus einer mit
Uranylformiat negativ kontrastierten Probe des Ul snRNP Komplexes aus S. cerevisiae.

Bildung der Klassen mit Imagic-5
Bei der anschliefsenden Klassifizierung benutzt das Imagic-5 Programmpaket ein hierar-
chisches Clusterverfahren (HAC?) mit einem anschliefenden Verbesserungsschritt, dem
sog. 'moving elements refinement’[270]. Dabei werden die Einzelpartikelbilder, die in
dem durch die Hauptkomponentenanalyse aufgespannten dimensionsreduzierten Hyper-
raum in Nachbarschaft liegen, in eine vom Benutzer definierten Anzahl von Klassen
sortiert. Fiir diese Berechnung bleiben nach visueller Begutachtung des Anwenders ge-
gebenenfalls Eigenbilder, die nur Rauschen repréasentieren, unberiicksichtigt. Die HAC-
Methode in Imagic-5 ist unter den verschiedenen hierarchischen Clustermethoden ein
Agglomerationsverfahren. So startet die Methode mit einer Anzahl von Klassen, die
der Anzahl von Bildern im Datensatz entspricht, so dass zunéchst jedes Bild eine Klas-
se bildet. Sukzessive werden benachbarte Klassen zusammengefasst bis die gewiinschte
Anzahl erreicht ist, wobei die Intra-Klassen-Varianz so gering und die Inter-Klassen-
Varianz so grofs wie moglich sein sollen. Dabei erfolgt die Berechnung des Abstands d
zweier Klassen A und B nach der "Wards’-Methode [23]. Die HAC-Methode ist rigi-
de und lisst keine nachtrigliche Anderung der Klassenzuordnung eines Bildes zu, auch
wenn dies im fortschreitenden Prozess der Klassenvereinigungen fiir die fehlerfreie Er-
filllung der beiden genannten Kriterien notwendig wére. Um die Intra-Klassen-Varianz

dennoch weiter zu minimieren und die Inter-Klassen-Varianz zu maximieren, wird daher

Sengl. HAC: Hierachical Ascendant Classification
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mit der anschliefenden Anwendung der Methode *moving elements refinement’ jedem
Klassenmitglied die Moglichkeit gegeben, die Klassenzugehorigkeit zu wechseln. Dazu
wird im Hyperraum der Abstand eines Bildes zu den erhaltenen Klassen berechnet und
darauthin der Klasse mit dem geringsten Abstand zugeordnet. Nach einer jeweiligen Ak-
tualisierung wird dies fiir jedes Bild fortgesetzt und in einem iterativen Prozess solange

wiederholt, bis keine Anderungen in der Klassenzugehérigkeit mehr getroffen werden.

Bildung der Klassen mit CowHide

Die Klassifizierungsmethode im CowHide Programmpaket unterscheidet sich von der in
Imagic-5 wesentlich, lasst sich aber ebenfalls gliedern in Klassifizierung und Verbesse-
rungsschritt [156]. Vor Beginn legt auch hier der Anwender die Anzahl der Eigenbilder
fest, die in die Berechnung einbezogen werden sollen.

Die CowHide Klassifizierungsmethode ist vergleichbar mit einem K-means-Cluster-Al-
gorithmus via Hauptkomponentenanalyse [50]. Zu Beginn der Klassifizierung werden
alle Bilder zu einer einzigen Klasse zusammengefasst, und das Klassenzentrum wird
bestimmt. Anschliefend werden die Klassenmitglieder mittels PCA in ein orthogonales
Koordinatensystem aus Eigenbildern mit Ursprung im Klassenzentrum transformiert.
Die Achse der Hauptkomponente dieses Systems aus Eigenvektoren wird zur Festlegung
der Teilung der Klasse herangezogen: Alle Einzelbilder, deren Hauptkomponente > 0
ist, werden in einer neuen Klasse zusammengefasst und die verbleibenden Bilder fal-
len entsprechend in eine zweite. Um die gewiinschte Anzahl von Klassen zu erreichen,
wird von allen bisher auf diese Weise gebildeteten Klassen stets jene mit den meisten
Mitgliedern ausgewahlt, und mit dieser wird analog wie beschrieben fortgefahren, also
zuerst mit der Bestimmung des Klassenzentrums. Sobald 4 entstanden sind oder ein
Vielfaches davon, wird zur Verbesserung der Klassifizierung ein zusétzlicher Schritt ein-
gefiigt. Das Kriterium fiir die Ahnlichkeit zweier Bilder ist in diesem Schritt nicht der
Abstand im Hyperaum, sondern der Kreuzkorrelationskoeffizient. Jedes Einzelbild wird
in die Klasse verschoben, zu deren Klassensumme es den hochsten Kreuzkorrelations-
koeffizienten aufweist. Sobald durch dieses gesamte Verfahren die durch den Anwender
vorgegebene Anzahl von Klassen erreicht ist, wird fiir die akkurate Klassenbildung ein
abschliefsender iterativer Schritt hinzugefiigt. Dazu werden die Kreuzkorrelationkoeffi-
zienten aller Einzelbilder zu allen Klassensummen gebildet, um dementsprechend neue
Zuordnungen zu treffen. Dieser Prozess wird allerdings jetzt solange wiederholt, bis es zu
keiner weiteren Anderung der Klassenzugehorigkeit kommt oder bis ein Abbruchkrite-

rium, wie im CowHide Programmpaket die feste Anzahl von Wiederholungen, erfiillt ist.
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Bildung der Klassensummen
Die Mitglieder einer Klasse werden aufsummiert und zwecks Normierung wird das Er-
gebnis dividiert durch die Gesamtzahl der Bilder in dieser Klasse. Indem &hnliche Bilder
summiert werden, wird das schwache Signal des Partikels durch die Uberlagerung ver-
starkt, wiahrend das Rauschen im Bild nicht korreliert und damit im Vergleich vermindert

wird. Die Klassensummen weisen daher ein verbessertes SNR auf.

2.2.3 Zyklische Datenprozessierung

Um stabile Ansichten von 2D Projektionen eines Proteinkomplexes zu erhalten, wird der
Zyklus, bestehend aus 2D Alignment und Klassifizierung, mehrfach mit dem gegebenen
Datensatz wiederholt (Abb. 2.4, oranger Pfeil). Aus den jeweils erhaltenen Klassen-
summen werden Referenzen fiir ein erneutes MRA ausgewéhlt. Der Anwender selektiert
dafiir charakteristische Projektionsansichten von relativ undefinierten Klassensummen
mit uneinheitlichen Klassenmitgliedern. Der Zyklus wird solange wiederholt, bis keine
Verbesserung der Klassensummen im Vergleich zu den vorherigen festgestellt werden
kann. Durch Variation der Klassenanzahl, die in der Regel so ausgewahlt wird, dass
10 — 40 Einzelbilder eine Klasse bilden, kann verhindert werden, dass seltene aber va-
lide Projektionsansichten, beispielsweise durch préferenzielle Bindung des Komplexes
an den Kohlefilm, iibersehen werden. Es empfiehlt sich daher, vor Auswahl der neuen
Referenzen Klassifizierungsergebnisse mit verschiedener Klassenanzahl miteinander zu
vergleichen.

Sobald ein erstes 3D Modell der Struktur existiert, das mit de novo Rekonstruktionsme-
thoden (Abschn. 2.3.1) erstellt worden ist, setzt sich der iterative Charakter der Struk-
turberechnung zur Verbesserung des 3D Modells im sog. Refinement fort (Abschn. 2.3
& Abb. 2.4, blauer Pfeil).

2.3 Berechnungen auf 3D Struktur Ebene

Da durch die Aufnahmen am EM 2D Projektionsbilder entstanden sind, transportieren
sie neben den 2D Ansichten auch die 3D Informationen des Objekts. Die 3D Informatio-
nen sind enthalten in den Grauwerten der Bildpixel. Diese geben die Dichte der Struktur
in Projektionsrichtung des Bildes wieder. Aus diesem Grund kénnen elektronenmikro-
skopische Bilder zur 3D Rekonstruktion herangezogen werden [47]. Sie sind vergleichbar
mit CT%-Rontgenaufnahmen in der Medizin mit dem Unterschied, dass in der Tomogra-

phie die Projektionswinkel vorher bekannt sind. In der Einzelmolekiil-TEM miissen die

6CT: Computer Tomographie
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Abbildung 2.4: Ubersicht der zyklischen EM-Datenverarbeitung. Nach Vorbereitung
eines Datensatzes aus Einzelpartikelbildern durch Selektion und Extraktion der Partikel aus
EM-Aufnahmen folgt zunéchst ein Zyklus auf 2D Ebene (oranger Pfeil, links) bestehend
aus Multi-Referenz- Alignment (Abschn. 2.2.1), PCA basierter Klassifizierung (Abschn. 2.2.2)
und Auswahl der Referenzen aus den erhaltenen Klassensummen fiir ein erneutes Alignment.
Sobald die Klassensummen durch mehrfache Wiederholung dieses Prozederes gut definiert sind,
werden ihnen ihre Eulerwinkel nach einer de novo Rekonstruktionsmethode (Abschn. 2.3.1)
zugewiesen, und es folgt die Rekonstruktion der 3D Struktur (Abschn. 2.3.4). Fir weitere
Zyklen zur Verbesserung der 3D Struktur (blauer Pfeil, rechts, Refinement) werden stets die
2D Projektionen aus dem aktuell vorhandenen 3D Modell fiir das MR-Alignment eingesetzt.
Diese konnen auch zur Klassifizierung und Winkelzuweisung verwendet werden (supervised
classification, Abschn. 2.3.3). Im anderen Fall erfolgt die Klassifizierung des Datensatzes iiber
PCA und die Winkelzuweisung iiber die angular reconstitution-Methode (Abschn. 2.3.3). Zur
Kontrolle werden 2D Projektionen mit den erhaltenen Klassensummen visuell verglichen, um
gleiche Ansichten zu erkennen. Abschliefsend wird die Auflésung der 3D Struktur angegeben.
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Projektionswinkel a posteror: zugewiesen werden. Um eine 3D Struktur aus den {iber
2D Alignment und PCA basierter Klassifizierung erhaltenen Klassensummen zu berech-
nen, miissen die Projektionsrichtungen der einzelnen Klassensummen ermittelt werden.
Sobald dies erreicht ist, kann die Projektion 3D — 2D bei Entstehung des EM-Bildes
mit Hilfe eines Riickprojektionsverfahrens umgekehrt werden (Abschn. 2.3.4), so dass
aus den 2D Projektionen die 3D Struktur rekonstruiert werden kann. Um die Projek-
tionsrichtung zu beschreiben, sind in der EM die Angabe der Eulerwinkel o, § und -~y
gebrauchlich, da mit deren Hilfe eine beliebige Projektionsrichtung eines 3D Objekts
beschrieben werden kann. Der eulerschen (z,x,z") Konvention folgend, ldsst sich damit
der a Winkel in einem initialen karthesischen Koordinatensystem (x,y,z) als Rotation
um die z-Achse, der § Winkel als eine anschliefsende Drehung um die neue x-Achse
und der v Winkel als eine Rotation um die nach den ersten beiden Rotationen erhaltene
z’-Achse beschreiben. Diese Konvention wird im CowHide Programmpaket [156] verwen-
det, mit dem die RCT-3D-Rekonstruktion (Abschn. 2.3.1) des Ul snRNPs durchgefiihrt
worden ist. Im Gegensatz dazu wird im Imagic-5 Programmpaket eine Eulerwinkelde-
finition verwendet, die den Kippwinkel # um die y-Achse dreht. In Abb. 2.5 ist eine

Eulerwinkeldefinition veranschaulicht dargestellt.

X

Abbildung 2.5: Die Definition der Eulerwinkel. Die 2D Projektionsrichtungen eines
3D Objektes werden mit den 3 Eulerwinkeln «, S und  beschrieben, die nacheinander ausge-
fiihrt werden. Der (- und «-Winkel legen den Léngen- und Breitengrad fest, womit die neue
z-Achse (rot) definiert wird. Der a-Winkel beschreibt die Rotation des Projektionsbildes in der
Bildebene um die Hauptachse (z/z’-Achse) des Partikels.



2.3 Berechnungen auf 3D Struktur Ebene 47

2.3.1 de novo Rekonstruktion der 3D Struktur

Um eine neue unbekannte asymmetrische 3D Struktur zu rekonstruieren, ist die Random
Conical Tilt” - Methode (kurz: RCT) nach [198] eine geeignete de novo Rekonstruktions-
methode. Prinzipell ist es zwar auch moglich, die angular reconstitution - Methode nach
[271] zu verwenden, wie fiir die 3D Rekonstruktion des humanen Ul snRNPs geschehen
[249]. Dies setzt allerdings eine gleichméfige Winkelverteilung der Projektionsansichten
voraus. Dariiber hinaus diirfen keine strukturellen Heterogenitdaten im Datensatz vor-
handen sein, da zweifelsfrei sein muss, dass die 2D Projektionen von einer 3D Struktur
stammen und nicht unterschiedlich konfigurierte 3D Strukturen représentieren. Auch
unter diesen Voraussetzungen erfordert die angular reconstitution - Methode mehr Er-
fahrung des Anwenders und ist daher fiir asymmetrische Komplexe fehleranfalliger. Fiir
symmetrische Proteinkomplexe bei denen die Symmetrieart leicht ermittelbar ist, bie-
tet diese Methode hingegen ein vorteilhaftes automatisches Prozedere basierend auf der
Ermittlung von Maxima in Sinogramm Korrelationsfunktionen (Abschn. 2.3.3).

Dagegen lésst die RCT-Methode (s. u.) die Rekonstruktion verschiedener 3D Modelle aus
einem heterogenen Datensatz zu, so dass mit Hilfe dieser Technik, Proteinkomplexe auf

ihre strukturellen Konformationen und auch Konfigurationen untersucht werden kénnen.

Random Conical Tilt - Methode (RCT)

Fiir diese 3D Rekonstruktionstechnik ist es notwendig, dieselben Proteinkomplexe bei
0° und unter einem festgesetzten Winkel von ~ 50° aufzunehmen. Letzeres ist durch
Kippung des Probenhalters im EM moglich, wobei der maximale Kippwinkel technisch
allerdings bei = 60° begrenzt ist. Der besondere Vorteil dieser Aufnahmetechnik ist,
dass 2 von 3 Eulerwinkeln durch die experimentellen Einstellungen wéahrend der EM-
Aufnahmen festgelegt sind und der fehlende Eulerwinkel aus der Rotation des Einzelpar-
tikelbildes im 2D Alignment erhalten wird. Die Héndigkeit der 3D Struktur ist ebenfalls
bei dieser Methode determiniert.

Die Einzelpartikelbilder aufgenommen bei 0° werden iiber das beschriebenen Prozedere
aus 2D Alignment und PCA-basierter Klassifizierung in Klassen identischer Projek-
tionswinkel gruppiert. Die Eulerwinkel werden anschliefend fiir jede einzelne Klasse
den entsprechenden Einzelbildern aus der gekippten Aufnahme zugewiesen (Abb. 2.6.
Fiir die Winkelangaben werden die Informationen von (1) Kippachse, (2) Kippwinkel
und vom (3) Rotationswinkel des letzten 2D Alignments der Einzelpartikelbilder der 0°-
Aufnahmen verwendet. Die RCT-Strukturen sind zwar erste 3D Strukturen des Objekts,
allerdings in sehr niedriger Qualitit aufgrund von 3 Problemen. (1) Da der Kippwinkel

"RCT: Random Conical Tilt
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Abbildung 2.6: Die RCT-Methode. Der Proteinkomplex, in diesem schematisierten Bei-
spiel der APC Komplex [56], wird sowohl bei 0°, als auch bei 45° geneigtem Probenhalter aufge-
nommen. Von den Einzelbildern bei 0° werden in einem zyklischen Verfahren aus 2D Alignment
und Klassifizierung Klassensummen gebildet. Von den Einzelbildern, die in eine Klasse einge-
ordnet wurden, werden die korrespondierenden 45° geneigten Einzelbilder benutzt, um die
RCT-3D-Struktur zu rekonstruieren. Bild freundlich zur Verfiigung gestellt von Prof. H. Stark.
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begrenzt ist, sind die RCT-3D-Strukturen in einem Bereich eines Konus um den euler-
schen  Winkel von &~ 90° nicht definiert, ein Phénomen, auf das in der Literatur auch
mit missing cone verwiesen wird. Desweiteren ist (2) das SNR des RCT-3D-Volumens
gering, da nur wenige Projektionen fiir die Rekonstruktion einer RCT-Struktur verwen-
det wurden, ndmlich nur jene, die zuvor in eine Klasse sortiert wurden. Ferner wurden (3)
die Proteinkomplexe fiir die gekippte Aufnahme ein zweites Mal dem Elektronenstrahl
exponiert und ein Strahlenschaden aus der ersten Aufnahme wirkt sich mindernd auf die
Bildqualitéat der zweiten Aufnahme aus. Durch ein anschliefendes Maximum Likelihood

Alignment (Abschn. 2.3.2) kénnen diese Einschriankungen ausgeglichen werden.

2.3.2 Maximum Likelihood Methode (ML)

Ziel der Anwendung der Methode des Maximum Likelihood Alignments® [237], [218] ist
die Summierung von mehreren RCT-Strukturen, die die gleiche 3D Struktur représentie-
ren, aber ihren missing cone an anderer Stelle tragen. Dadurch ldsst sich das geringe SNR
einzelner RCT-Strukturen verbessern und das missing cone - Phanomen ausgleichen. Ein
auf Kreuzkorrelation basiertes Alignment ist dafiir ungeeignet, da dadurch lediglich die
missing cones aufeinander ausgerichtet wiirden. Mit Hilfe des ML-Alignment aber lassen
sich verléssliche Strukturmodelle auch aus heterogenen Datensétzen erhalten [221]. Eine
einzelne RCT-Struktur représentiert die 3D Rekonstruktion einer bestimmten Konfigu-
ration und Konformation eines Proteinkomplexes. Angenommen der Proteinkomplex
ldge in einer einheitlichen Zusammensetzung vor und wére rigide in Bezug auf seine
Konformation, so gehorten alle berechneten RCT-Strukturen zu derselben 3D Struk-
tur und konnten aufsummiert werden, ohne dass es zu Informationsverlust und damit
verbundenen Fehlern fiihrte. Datensitze von dynamischen Proteinkomplexen représen-
tieren jedoch den Komplex in verschiedenen Assemblierungsstadien und konformatio-
nellen Funktionszustdnden, so dass die Vielzahl an errechneten RCT-Rekonstruktionen
zu einer gewissen Anzahl unterschiedlicher 3D Strukturen gehoéren. Das ML-Alignment
wird daher benutzt, um die RCT-Strukturen im 3D Volumen auszurichten, bevor sie
ahnlich dem Verfahren auf 2D Ebene in Gruppen klassifiziert und summiert werden
konnen. Zugunsten der Geschwindigkeit wurde das ML-Alignment beschréankt auf die
Rotationsausrichtung der RCT-Strukturen [214], zumal die 3D Strukturen im Volumen
aufgrund des vorherigen Prozederes (2.2) ausreichend massenzentriert sein sollten. Das
ML- Alignment basiert auf der Bestimmung eines Gewichtungsfaktors [237] fiir alle ein-
zelnen RCT-Volumina, um damit eine Referenz fiir das folgende Alignment zu bilden.

Als initiale Referenz dient ein 3D Volumen aus Rauschen, so dass kein Bias eingebracht

8ML- Alignment: Maximum-Likelihood- Alignment
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wird. In den weiteren Alignmentrunden wird dann jeweils eine Referenz verwendet, die
aus der gewichteten Summierung aller RCT-Strukturen am Ende eines Alignmentzy-
klus erhalten wird. Das auf einem Computercluster implementierte ML-Protokoll iteriert
standardmafig iiber 40 Alignmentzyklen, wobei die Ausrichtung der RCT-Strukturen
mit abnehmenden Winkelabstdnden von anfinglich 15 ° in der ersten Alignmentrun-
de bis zu 1,8 ° fiir die feine Rotationsausrichtung ausgefithrt wird. Nach Beendigung
des ML-Alignments wird eine Klassifizierung der RCT-Strukturen via Hauptkomponen-
tenanalyse (3D PCA) angefiigt. Die Anzahl der RCT-Strukturen pro Klasse betrigt
in der Regel 5 — 8. Auf diese Weise werden verschiedene Konformationen und/oder
Konfigurationen des Proteinkomplexes sortiert und durch Aufsummierung der zu einer
Gruppe gehérenden RCT-Strukturen aufgrund eines verbesserten SNR erkennbar. Die
Klassifizierung der RCT-Strukturen kann durch entsprechende Maskierung auch lokal
auf eine Region oder Doméne der Struktur beschrankt werden, um auf diese Weise die

Heterogenitéit der Probe zu untersuchen.

2.3.3 Verbesserung der 3D Struktur

Auch auf 3D Ebene setzt sich die zyklisch angelegte EM-Bildverarbeitung im sog. Refi-
nement der Struktur fort. Das Refinement beruht auf der Verbesserung der Eulerwinkel-
bestimmung der zur Rekonstruktion zu verwendeten Projektionsbilder, wofiir zwei Me-
thoden, die angular reconstitution-Methode [271] und die projection-matching-Methode
[186], zur Verfiigung stehen.

Eulerwinkelzuweisung via angular reconstitution
Die angular reconstitution-Methode [271] ist in das Imagic-5 Programmpaket implemen-
tiert und basiert auf dem Theorem der gemeisamen Linienprojektion im Fourierraum.
Grundlegend fiir diese Projektionstheorie [47], [43] ist die Tatsache, dass die mathe-
matische Operation der Fouriertransformation zu keinem Verlust oder Verzerrung der
im 3D Volumen oder Projektionsbild enthaltenen Informationen fiihrt. Daher ist die
Beschreibung eines 3D Objekts oder 2D Bildes im Fourierraum &quivalent zur jewei-
ligen Darstellung im Bildraum (Abb. 2.7). Im Fourierraum entspricht ein beliebiges
2D Projektionsbild eines 3D Objekts einer bestimmten Schnittebene durch das Zen-
trum. Folglich schneiden sich die Ebenen von 2 verschiedenen Projektionsbildern, er-
halten vom selben 3D Objekt, im Fourierraum in einer gemeinsamen Linie, der sog.
common line. Diese Erkenntnis ldasst sich auch auf den realen Bildraum iibertragen:
Zwei 2D Projektionsbilder desselben 3D Volumens teilen eine identische 1D Linienpro-

jektion. Die angular reconstitution-Methodik ermittelt die gemeinsame Linienprojektion
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Abbildung 2.7: Aquivalenz von Bild- und Fourierraum. Grundlegend der Projektions-
theorie 47|, [43], nach der es moglich ist, aus Projektionsbildern desselben 3D Objektes das
Objekt selbst zu rekonstruieren, ist die Aquivalenz von Bild- und Fourierraum. Im Fourier-
raum teilen sich 2 Projektionsansichten, dort sind es Schnittebenen durch den Ursprung, eine
gemeinsame Linie, die sog. common line (untere Abb. rote Linie).
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im Bildraum (Abb. 2.8). Zunéchst werden von einem Projektionsbild 360 1D Projekti-
onslinien berechnet. Dazu werden die Grauwerte der Bildpixel (die Dichte im 3D Raum)
in einem feststehenden Koordinatensystem in einer definierten Richtung aufsummiert,
um die Funktionswerte der ersten Linienprojektion zu erhalten. Anschlieffend wird das
Bild um 1° um eine Achse vertikal zur Bildebene gedreht, wobei das Koordinatensystem
und die damit verbundene Projektionsrichtung beibehalten wird. Die Funktionswerte
der zweiten Linienprojektion werden somit gleicherweise durch Aufsummierung berech-
net. Insgesamt werden auf diese Weise 360 Projektionslinien, einer kompletten Rotation
des Bildes entsprechend, erhalten und, aufgelistet in einem sog. Sinogramm, abgebildet
(Abb. 2.8, B & D). Das Sinogramm hat somit eine Hohe von 360 Pixeln und die entspre-
chende Breite des Projektionsbildes (Abb. 2.8, A & C), wobei die Grauwerte der Pixel
im Sinogramm den jeweiligen Funktionswert der Linienprojektion angeben. Um nun
von 2 verschiedenen Projektionsbildern die gemeinsame Projektionslinie zu ermitteln,
werden von beiden Projektionsbildern die Sinogramme gebildet. Anschliefend werden
die beiden Sinogramme verglichen, indem die jeweiligen Kreuzkorrelationskoeffizienten
samtlicher Kombinationen von 1D Projektionslinien des einen mit denen des anderen
Bildes berechnet werden. Als Ergebnis werden die Kreuzkorrelationswerte als Grauwer-
te in einem Diagramm, dem Sinogramm-Korrelationsbild (Abb. 2.8, E), ausgegeben.
Dieses Diagramm ist demnach 360 x 360 Pixel grof. Die Maxima der Kreuzkorrelations-
koeffizienten geben die Lage der gemeinsamen 1D Linienprojektion in den 2D Projekti-
onsbildern an. Wéhrend von einem asymmetrischen Objekt 2 Maxima in der Sinogramm-
Korrelationsfunktion erhalten werden, richtet sich fiir symmetrische Objekte die Anzahl
der Peaks nach der Art der Symmetrie. Da sich die Linienprojektionen jenseits von 180 °
gespiegelt wiederholen, ist die Anzahl aber immer ein Vielfaches von 2.

Sobald eine 3D Stuktur existiert, werden von dieser gleichméfig, in diskreten Eulerwin-
kelabsténden, iiber die gesamte Einheitskugel Projektionen berechnet. Diese 2D Pro-
jektionen weisen ein besseres SNR, verglichen mit den Klassensummen, auf und kénnen
auch dazu dienen, seltene Projektionsansichten zu erkennen. Diese Projektionen wer-
den in einem erneuten MR-Alignment als Referenzen eingesetzt. Der ausgerichtete Da-
tensatz wird anschliefsend iiber die PCA-Methode klassifiziert, und es werden so neue
Klassensummen erhalten. Um diesen Klassensummen mittels angular reconstitution FEu-
lerwinkel zuzuweisen, werden nun Projektionen von einem vorhandenen 3D Modell der
Struktur mit ihren bekannten Eulerwinkel als ein Winkelreferenzset, als sog. anchor set,
eingesetzt. Nachdem von Klassensummen und 2D Projektionen Sinogramme berechnet
worden sind, werden diese iiber Sinogramm-Korrelationsfunktionen miteinander vergli-
chen, um die gemeinsame Linienprojektionen zu finden. Da die Winkelbeziehungen bei

den anchor set Projektionen bekannt sind, lassen sich mit diesen Informationen die
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Abbildung 2.8: Ermittlung der gemeinsamen Linienprojektion. In (A) und (C) sind
2 verschiedene Projektionsbilder derselben Struktur vom Ul snRNP dargestellt. Die 360 Lini-
enprojektionen dieser Bilder entstanden durch eine vollstdndige Rotation des Bildes und der
jeweiligen Projektion in 1° Absténden. Untereinander gelegt ergeben die Linienprojektionen
das jeweilige Sinogramm (B) und (D) des Projektionsbildes. Der Vergleich der Linienprojektio-
nen von (B) mit (D) erfolgt iiber die Berechnung der Kreuzkorrelationskoeffizienten sdmtlicher
Kombinationen, so dass als Ergebnis eine Sinogramm-Korrelationsfunktion erhalten wird. Diese
wird in einem Diagramm (E) dargestellt, wobei die Werte der Kreuzkorrelationskoeffizienten in
den Grauwerten der Pixel wiedergegeben werden. Helle Pixel sind hohe Werte fiir den Kreuz-
korrelationskoeffizienten. Von einem asymmetrischen Objekt werden 2 Maxima erhalten, da
sich die Linienprojektionen jenseits von 180 ° gespiegelt wiederholen. Fiir symmetrische Objek-
te richtet sich die Anzahl der Peaks nach der Art der Symmetrie, ist aber immer ein Vielfaches
von 2.
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Eulerwinkel der Klassensummen bestimmen. Als Winkelreferenzset konnen auch Pro-
jektionen aus einer 3D Struktur dienen, die direkt nach dem MR-Alignment zunéchst

via projection matching rekonstruiert worden ist.

Eulerwinkelzuweisung via projection-matching
Im projection-matching-Verfahren [186] wird die PCA-basierte Klassifizierung mit an-
schliefender Winkelzuweisung umgangen. In diesem Verfahren werden die Informatio-
nen aus dem MR-Alignment genutzt, um den Datensatz zu klassifizieren. Es werden
jeweils alle jene Einzelpartikelbilder des Datensatzes summiert, welche nach Ermittlung
des hochsten Korrelationskoeffizienten entsprechend nach demselben Referenzbild aus-
gerichtet wurden. Die Anzahl der Klassen /Klassensummen ist damit kleiner oder gleich
der Anzahl der in dem MR-Alignment eingesetzten Referenzen. Da die Eulerwinkel der
verwendeten Referenzbilder mit dem Ausprojezieren aus dem 3D Modell festgelegt wor-
den waren, stehen somit auch die Eulerwinkel fiir die so kalkulierten Klassensummen
fest. Da auf diese Weise in den Klassensummen nur Partikelansichten erhalten werden
konnen, die auch in den Referenzbildern auftreten, wird diese Art der Klassifizierung
kontrolliert und dementsprechend als supervised classification bezeichnet. Dagegen wird
fiir die Klassifizierung mittels PCA keine Information iiber das Referenzbild benétigt
und die Klassifizierung ist frei von Einfliissen, die sogenannte unsupervised classifica-
tion. Aufgrund dieser Unterschiede eignet sich das Verfahren projection-matching fiir
die Verbesserung der Auflosung der 3D Struktur, sobald ein glaubwiirdiges 3D Modell
existiert. Hingegen ist die oben beschriebene Methode iiber angular reconstitution mit
Winkelreferenzset vorzuziehen, wenn die 3D Struktur noch getestet werden sollte, al-
so vornehmlich zu Beginn eines Struktur- Refinements. Im letzteren Fall kann die {iber

projection-matching kalkulierte Struktur zur Erstellung eines Referenzwinkelsets dienen.

2.3.4 Rekonstruktion der 3D Struktur via Riickprojektion

Um die 3D Struktur zu rekonstruieren, werden alle vorhandenen Projektionsbilder in
ihre jeweilige, durch die Eulerwinkelbestimmung vorgegebene, Richtung in das 3D Vo-
lumen ’ausgeschmiert’. Dies geschieht vertikal zur Bildebene unter Einbeziehung aller
Pixel. Die Grauwerte im Bild geben die Gesamtdichte des Objekts an der jeweiligen
Stelle wieder und sie wird gleichméfig in den Pixelprojektionsraum verteilt (Abb. 2.9).
Die Dichte im Gesamtvolumen wird dort hoch, wo sich 2 oder mehr dieser Pixelprojekti-
onsraume schneiden, vornehmlich im Zentrum des Kubus. Da diese Situation dquivalent
im Fourierraum ist, kreuzen sich dort die zentralen Schnitte in der Region niedriger

Ortsfrequenzen, wodurch die niedrigen Ortsfrequenzen iiberreprisentiert werden. Um
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diese niedrigen Ortsfrequenzen schwécher zu gewichten, ist im Imagic-5 Softwarepaket
ein spezieller exact filtered back projection-Algorithmus implementiert. Dieser Algorith-
mus berechnet individuell fiir jedes Projektionsbild eine Filterfunktion, und zwar unter
Beriicksichtigung sowohl der Gesamtzahl der zur 3D Rekonstruktion verwendeten Pro-
jektionen, als auch der Anordnung der im Datensatz vorhandenen Eulerwinkel zueinan-
der [273].

Von der so rekonstruierten 3D Struktur kénnen 2D Projektionsbilder in gleicher Rich-
tung berechnet werden, wie sie fiir die Riickprojektion verwendet wurden. Die Qualitat
und der Fehler der 3D Rekonstruktion kann durch Vergleich der urspriinglich verwen-
deten mit den erhaltenen 2D Projektionen via Korrelationsberechnungen abgeschétzt

werden.

1. Linienprojektion
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Abbildung 2.9: Illustration des Riickprojektionsverfahrens. (A) Rekonstruktion eines
2D Bildes aus 3 seiner Linienprojektionen. (B) Die Rekonstruktion des Bildes wird detailierter,
je mehr Projektionen zur Verfiigung stehen. Gleichzeitig wird in (A) die Limitierung des Ver-
fahrens bei geringer Anzahl an zur Verfiigung stehenden Projektionen deutlich und entspechend
die Auswirkung auf die erreichbare Auflésung des zu rekonstruierenden Objekts. Das Riickpro-
jektionsverfahren von 2D Ebene in ein 3D Volumen ist analog und im Text beschrieben. Bild
freundlich zur Verfiigung gestellt von Dr. M. Liittich.
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2.3.5 Visualisierung der 3D Struktur

Um eine 3D EM Struktur abzubilden, wird ein Schwellenwert fiir die im 3D Volumen
darzustellende Dichte angegeben. Dichten, deren Werte unterhalb dieses Schwellenwer-
tes liegen, gelten als Rauschen und werden nicht visualisiert. Gezeigt wird letztlich eine
Oberflichendarstellung der Struktur. Uber das Gesamtvolumen der Struktur und unter
Angabe der durchschnittlichen Dichte eines Proteins kann die Masse des Proteinkom-
plexes abgeschétzt werden. Auf diese Weise wird die theoretische Masse des Komplexes
bei Festlegung des Dichteschwellenwertes zumindest beriicksichtigt.

Fiir die Visualisierung der 3D EM Struktur wurde das Progamm Amira 4.1 (TGS Eu-
rope, Merignac Cedex, F) verwendet mit einem Plug-in, der das direkte Einlesen des in
Imagic-5 gebrauchlichen Dateiformats erlaubte (Dr. M. Schmeifser, im Hause). Angewen-
det wurde bei der Strukturdarstellung in der Regel in diesem Programm ein 3D Gaussfil-

ter und gegebenenfalls eine 3D Kontur, um Rauschen zu entfernen.

2.3.6 Bestimmung der Auflosung einer 3D EM Struktur

Um die Auflésung einer 3D EM Struktur zu bestimmen, sind mehrere unterschiedli-
che Kriterien vorgeschlagen worden, die auf der Bewertung der Auflésung mit Hilfe
der Fourier-Schalen-Korrelation (Fourier-shell-correlation, FSC) [273] beruhen. Um die
Fourier-Schalen-Korrelationsfunktion zu bestimmen, werden die zur 3D Rekonstruktion
verwendeten Klassensummen zuféllig in zwei gleich grofe Gruppen geteilt, und sodann
werden zwei 3D Stukturen unabhéngig voneinander errechnet. Anschlieffend wird die
Korrelation der beiden Strukturen im Fourierraum ermittelt, und zwar als Funktion
des Radius (S). Anders formuliert, es werden die beiden 3D Strukturen im Fourierraum
Schale fur Schale miteinander verglichen (Gl. 2.2). F ist die Fourier transformierte
Form der einen 3D Struktur, F5 entsprechend die der anderen, wobei F5 die konjugiert

komplexe Form von F, kennzeichnet:

> rs FI(R)F5(R)
FS5C(S) = |
(5) Vs RS g [ F2(R)]? (2.2)

mit R fiir Raumfrequenz. Da nach der Fouriertransformation die niedrigen Raumfre-
quenzen (R) im Zentrum liegen und die hohen aufen, werden feinere Strukturdetails
auf den Schalen mit grofen Radien beschrieben. Fiir die Auflésungsbestimmung wer-
den jene dufsersten Schalen betrachtet, die sich der Korrelationsberechnung zufolge bei
beiden 3D Strukturen noch signifikat dhneln. Dort ist die Auflésungsgrenze erreicht,
wobei die Auflésung dem reziproken Wert der Raumfrequenz entspricht. In einer gra-

phischen Darstellung wird der FSC-Wert {iber ansteigendem Radius (S) (entsprechend
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Raumfrequenz) aufgetragen. Nun existieren mehrere Moglichkeiten, einen Wert von der
FSC Kurve abzulesen, um einen Auflésungsgrenzwert festzulegen. Fiir asymmetrische
Objekte wird héufig ein Wert nach dem FSCy 5-Kriterium angegeben wie in [12], [24].
Dies ist jene Ortsfrequenz, bei der der Funktionswert der FSC-Kurve 0,5 betrigt. Es
handelt sich dabei um einen fixierten Wert, der auf Erfahrung beruht und so konserva-
tiv angelegt ist, dass dessen Angabe selten zur Uberschitzung der erreichten Auflésung
tithrt. Ein anderer mittlerweile eingefiihrter fixierter Wert ist das FSCy 143 Kriterium
[207]. Anspruch war, einen Wert zu haben, der realistischer ist und eine Vergleichbar-
keit zu Rontgenkristallstrukturen erlaubt. Da die FSC Kurve allerdings abhingig von
der Anzahl der Voxel einer Schale ist, wurden Schwellenwertkurven, beruhend auf dem
statistischen o Faktor, eingefithrt und das bereits fiir das 2D Aquivalent der FSC, der
FRC? [220], Review [274].

Verbreitet ist danach die Angabe der Auflosungsgrenze nach dem sogenannten 3o-
Kriterium [177|. Hierbei wird zunéchst eine Funktion bestimmt, die 30-Kurve, die einen
Schwellenwert fiir die Ahnlichkeit zweier 3D Strukturen in Abhingigkeit von der Raum-
frequenz angibt. Diese Kurve wurde so gewéhlt, dass auch statistische Einfliisse von
unkorreliertem Rauschen beriicksichtigt werden. Bei zufélligem Rauschen in 2 verschie-
denen Volumina ndmlich werden diese trotzdem eine gewisse Korrelation aufweisen.
Erst wenn der stochastisch berechenbare Erwartungswert o bei einem zufélligen Rau-
schen in beiden 3D Strukturen in einem bestimmten Frequenzbereich (Schale) um das
3-fache iiberschritten wird (3¢), liegt eine signifikante Ubereinstimmung vor, da in der
Regel (in 99% der Félle) Paare von rauschigen Volumina keine Korrelation in dieser
Grofenordung mehr aufweisen. Als Auflésungsgrenze der 3D Struktur wird daraus fol-
gend der Schnittpunkt der 3o-Kurve mit der FSC(S)-Kurve angegeben. Ebenso wird
bisweilen das analog gebildete 50-Kriterium aufgefiihrt. Neben der Ablesung der Auflo-
sungsgrenze kann die FSC(S)-Kurve bei einem untypischen Verlauf auf Probleme in der
Bildverarbeitung hindeuten.

Neben diesen Methoden einer Berechnung der Auflésung der Struktur kénnen ande-
re Kriterien hinzugezogen werden, um die Qualitdat und Richtigkeit einer 3D Struktur
einzuschétzen. So ist beispielsweise ein gutes SNR der Klassensummen bei einer durch-
schnittlichen Mitgliederzahl von 10 — 30 Einzelpartikelbildern in einer Klasse eine gute
Voraussetzung fiir eine nachfolgende moglichst prazise Eulerwinkelzuordung. Desweite-
ren sollten die fiir die Riickprojektion verwendeten Klassensummen den 2D Projektionen

aus der entstandenen 3D Struktur moglichst dhnlich sein.

9FRC: Fourier-Ring-Correlation
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Kapitel 3

Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Computer Software und spezielle Hardware

Software

Bezugsquelle

ActivePerl

AmiraDev 4.1

Boxer from Eman Suite

CowHide (3-Versionen)
ImageMagic

Imagic-5

Maximum Likelihood fiir RCT
Strukturen

PyMol 0.99

Python 2.5.1

SIGNATURE

TVIPS EM-MENU

www.activestate.com /activeperl/
(13.Juli.2009)

TGS Europe, Merignac Cedex, France
www.blake.bcm.tme.edu/eman/ (13.Juli.2009)
Abt. Stark, im Hause

www.imagemagick.org (13.Juli.2009)

Image Science, Berlin, D

Bjorn Sander, Géttingen, D

www.desci.com/rel/099/ (14.10.2009)
www.python.org/download /releases/2.5.1/
www.brandeis.edu /jzchen /signature

(Juli 2009) [37]

Tietz Video Systems, Gauting, D

Xmipp www.xmipp.cnb.csic.es (13.Juli.2009) [245]
Spezielle Hardware Beschreibung
Datenbankserver (ML-Alignment) | 22z Dual Core AMD Opteron, 2GHz,

8GB RAM, Win2003 Server,

Rechennode (ML-Alignment)

64bit-+Fiberchannel RAID
12 2 Dual Core AMD Opteron, 2GHz,
2GB RAM, Win XP

Tabelle 3.1: Verwendete Computersoftware und spezielle Hardware

29
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3.1.2 Chemikalien und Pufferlosungen

Alle Puffer wurden mit filtriertem deionisierten Wasser angesetzt und vor der Verwen-

dung steril filtriert.

Puffer Zusammensetzung

AGK Puffer 20 mM HEPES/KOH pH 7,9, 200 mM KCI, 1,5 mM
MgCl,, 10 % (w/w) Glycerol.

Puffer D 20 mM HEPES/KOH pH 7,9, 50 mM KCI, 0,2 mM ED-
TA pH 8,0, 8% (w/w) oder 20 % (w/w) Glycerol, 2 mM
Benzamidin, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF.

G200 Puffer 20 mM HEPES/KOH pH 7,9, 200 mM KCI, 0,2 mM

IPP150 Puffer

TEV Protease Puffer

Calmodulinbindungs-
puffer

Calmodulinelutions-
puffer

Gradientenpuffer
('GraFix’)

EDTA pH 8,0, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM
DTT.

10 mM Tris/HCl pH 8,8, 150 mM NaCl, 0,1 % NP-40,
5% (w/w) Glycerol.

10 mM Tris/HCl pH 8,0, 75 mM KCI, 0,1 % NP-40,
0,5mM EDTA, 5% (w/w) Glycerol, 1 mM DTT.

10 mM Tris/HCIl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 % NP-40,
1 mM Mg(OAc),, 1 mM Imidazol, 2 mM CaCl,, 10 mM
(-Mercaptoethanol.

10 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM
Mg(OAc),, 1 mM Imidazol, 2 mM EGTA, 10 mM (-
Mercaptoethanol, 0,02 % NP-40.

20 mM HEPES/KOH pH 7,9, 200 mM KCI, 0,2 mM
EDTA, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 10
oder 30 : % (w/w) Glycerol, optional 0,1 % Glutaraldehyd
in 30 % (w/w) Glycerollosung.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der verwendeten Pufferlésungen
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Chemikalie

Bezugsquelle

Acetobutyrate Zellulose (Triafol)
Aceton
Alkylbenzyldimethylammonium (0,5 %)
(Osvan Lsg.)

Calmodulin Affinitdtsmatrix
DTT (1,4-Dithiothreitol)

EDTA (Dinatrium Salz Dihydrat)
EGTA

Essigsaureethylester

Ethanol

Glutaraldehyd (25 % Losung)

Glycerol

HEPES (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-
2-ethansulfonséure)
Hydrogenfluorid

IgG-Sepharose

Imidazol

Kaliumhydroxid

Kaliumchlorid

Kalziumchlorid

(-Mercaptoethanol
Magnesiumacetat Tetrahydrat
Magnesiumchlorid

Natriumchlorid

Nonidet P-40 (NP-40)

Protein Molekulargewichtsmarker
Stickstoff (fliissig)

TMB, 1 Step Ultra TMB-Elisa
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Tris)

Uranylformiat

Sigma-Aldrich, Seelze, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Seelze, D

Statagene, USA

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Electron Microscopy Sciences, Hattfield,
PA, USA

Merck, Darmstadt, D

Calbiochem, Darmstadt, D

Fluka / Sigma-Aldrich, Seelze, D
Pharmacia (GE Healthcare), Freiburg, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Fluka (Sigma-Aldrich), Seelze, D
Bio-Rad, USA

Messer, Sulzbach, D

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA
Roth, Karlsruhe, D

Polyscience Inc., Warrington, PA, USA

Enzyme, Enzyminhibitoren, Anti-
korper

Bezugsquelle

Anti-Kaninchen Ziege polyklonal
affinitétsgereinigt, HRP-gekoppelt
Anti-TAP Antikorper "anti-CBP’
Benzamidin

PMSF (Phenylmethylsulfonylfiorid)
TEV Protease, rekombinant (10 U/ul)

Dianova, Hamburg, D
Biocat, D

Serva, Heidelberg, D

Roche, Mannheim, D
Invitrogen, NL

Tabelle 3.3: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Antikérper
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3.1.3 Labormaterialien und Gerate

Labormaterialien

Bezugsquelle

Dialysemembran ’Spectra/Por’l
8000 Da MWCO)
ELISA-Platten, vorbeschichtet mit Anti-
korper:

Ziege-anti Hase

Filterpapier 90 mm, Nr. 4 und 5
Glasobjekttrager (76 x 26 mm)

(6000-

Glimmer (75 x 25 mm)
Kohlenstoffstab, hochster Reinheitsgrad
Kupfernetze (200 Maschen)
Kupfernetze (200 Maschen)
R3.5/1 Cu

Parafilm

Pipetten

Pipetten 20 m! Kunststoff
Poly-Prep Saulen 0,8 x 4 cm
Sterilfilter (0,2 ul oder 0,45 pul)
Teflon Préparationsblock (25 und 200 pl
Volumen)

Zentrifugationsrohrchen

Quantifoil

Spectrum Laboratories Inc., CA, USA

Thermo Fisher, Rockford, IL, USA
Whatman, Dassel, D

Gerhard Menzel GmbH + Co.KG.,
Braunschweig, D

Plano, Wetzlar, D

Ringsdorftf Werke GmbH, Bonn, D
Plano, Wetzlar, D

Quantifoil Micro Tools GmbH, Jena, D

Roth, Karlsruhe, D

Eppendorf, Hamburg, D

Greiner Bio-One GmbH, Essen, D
Bio-Rad, USA

Millipore, Billerica, MA, USA
Feinmechanik, im Hause

Beckmann, CA, USA

Tabelle 3.4: Verwendete Materialien

Hefestamm Genotyp

YF-CP1 Snu71lp TAP

C-Terminus Tag-TRP1.

YF-CP1 Snub56p TAP
C-Terminus

Tag-URAS.

Mat a, trp1-Al, ura3-52, lys2-801, ade2-101, SNUT1::TAP

Mat a, trp1-Al, ura3-52, lys2-801, ade2-101, SNU56:: TAP

Tabelle 3.5: Genotypen der verwendeten Hefestamme
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Laborgerite Bezugsquelle
CCD-Kamera TemCam F415 (4K x 4K) | Tietz Video Systems, Gauting, D
Elektronenmikroskop CM200 FEG Philips, Eindhoven, NL
Glow-discharging Apparat Feinmechanik, im Hause
Gradienten Mischer Gradient Master, BioComp Instru-

Kryo-EM-Probenhalter

pH-Meter
Raumtemperatur!-EM-Probenhalter
Sorvall SLC-6000 Rotor

Sorvall T647.5 Rotor

Sorvall T865 Rotor

Sorvall SS34 Rotor

Sorvall TH660 Rotor

Sorvall Ultrazentrifuge Discovery 90
Tischzentrifuge

Vortex

Zellmiihle RM100 (elektrisch)

ments, Inc. Fredericton, NB, CAN
Gatan GmbH, Miinchen, D

Mettler Toledo, CH

Philips, Eindhoven, NL

Kendro, USA

Kendro, USA

Kendro, USA

Kendro, USA

Thermo Electron, Langenselbold, D
Thermo Electron, Langenselbold, D
Heraeus, D

Janke & Kunkel, D

Retsch, D

Tabelle 3.6: Verwendete Laborgerite

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae

Die Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Ra-
mazan Karaduman (Zellulire Biochemie, im Hause) ausgefiihrt. Fiir die Aufreinigung
des Ul snRNP aus S. cerevisiae wurde eine Tandem-Affinitéits- Aufreinigung?, kurz TAP-
(tag-)Methode, verwendet ([195], Abb. 3.1 B). Diese Strategie basiert auf der genetischen
Einfiihrung eines Fusionsproteins, bestehend aus einem nativen Protein gekoppelt mit
dem Affinitatstag, der eine zweistufige Aufreinigung ermoglicht. Der TAP-tag besteht
aus zwei [gG Bindungsdoménen, einer Verbindungssequenz und einem Calmodulin-
Bindungs-Peptid (CBP). Eine IgG Bindungsdoméne wird gebildet aus Protein A ur-
spriinglich isoliert aus Staphylococcus aureus. Die Verbindungssequenz beinhaltet eine
Schnittstelle fiir eine Protease aus dem Tabakatzmosaikvirus (engl. tobacco etch virus,
TEV Protease). Wahlweise kann der Affinitdtstag mit dem C- oder N-Terminus eines
Proteins verbunden werden wie in [195] beschrieben worden ist. Fiir die Strukturbestim-
mung des Ul snRNP wurde Snu7lp am C-Terminus mit dem TAP-tag versehen. Das
Prozedere der gesamten Aufreinigung ist in der Abb. 3.1 A schematisch dargestellt.

2TAP: engl. Tandem Affinity Purification
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A B

Herstellung des N m ProtA ProtA [9
B

Hefezellextrakts —
* o o Fusionsprotein TAP- tag
Vorfraktionierung * sonstige Zo

Proteine und
* Verunreinigungen

TAP-tag Aufreinigung

Y

Glycerolgradienten-
zentrifugation assozilerte
I Proteine

Y ¥

fixierte unfixierte ®
Gradientenfraktionen: Gradientenfraktionen:
EM - Préparation Biochemische Analyse

o Kontamination

TEV
o Protease

C

Probenlésung

Calmodulin
~ Affinitatsmatrix

Puffer ohne Fixativ

Glycerol Fixativ
Gradient  Gradient

®

|Gradientenzentrifugation

Elution

Abbildung 3.1: Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae.

A: Gesamtiibersicht des Prozederes der Ul snRNP Aufreinigung. (*) Die Vorfraktionie-
rung wurde als zusétzlicher Aufreinigungsschritt zur Verbesserung der Probenqualitéit fiir die
3D Strukturbestimmung eingefiihrt.

B: Schematische Darstellung der Tandem-Affinitdtsaufreinigung (TAP) nach [195]. Fiir
die Strukturbestimmung von Ul snRNP war das TAP-tag Fusionsprotein Snu7l. CBP:
Calmodulin-Bindungs-Peptid, TEV: Schnittstelle der TEV Protease isoliert aus dem Tabak-
mosaikatzvirus, ProtA: IgG Bindungsdoméne, Protein A.

C: Bei der Glycerolgradientenzentrifugation sedimentieren die Proteinkomplexe in ansteigende
Konzentrationen eines Fixativs [119].
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Herstellung des Hefezellextrakts

Die Priparation des Hefezellextrakts wurde wie zuvor in |[80] beschrieben durchgefiihrt.
Die Hefezellen vom entsprechenden Hefestamm (YF-CP1, Snu71lp C-Terminus TAP; s.
Tab. 3.5) mit TAP-tag am C-Terminus von Snu7lp wurden tiber Nacht bei 30 °C' bis
zu einem ODeoo -Wert von 3,0/ml kultiviert. Die Zellen wurden anschliefend in einem
SLC6000 Rotor 10 min lang bei 5000 rpm und 4 °C' pelletiert. Das Zellpellet je Zentri-
fugenréhrchen wurde mit 500 ml kaltem ddH,O gewaschen und in AGK Puffer (20 mM
HEPES/KOH pH 7,9, 200 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 10 % (w/w) Glycerol) resuspen-
diert, und zwar mit 5 ml AGK Puffer je 2 [ urspriinglicher Hefezellkultur. Nach der
Resuspension wurde die KCl Konzentration auf 200 mM angepasst und 0,5 mM DTT
sowie 0,5 mM PMSF hinzugefiigt. Die Zellsuspension wurde in fliissigen Stickstoff ge-
tropft. Die gefrorenen Hefezelltropfen wurden mit einem elektrischen Moérser (RM100,
Retsch, D) unter Zufuhr von Stickstoff 12 min zermahlen bis ein pulverisierter Zustand
entstand, der anschliefend auf Eis und bei Raumtemperatur® aufgetaut wurde. Dieses
Zelllysat wurde nun bei 25000z g (SS34 Rotor 17000 rpm) und 4 °C' 30 min zentri-
fugiert. Der erhaltene Uberstand wurde nochmals 1 A bei 4 °C' und 100000z g (T865
Rotor, 37000 rpm oder T647.5 Rotor, 42000 rpm) zentrifugiert. Nach diesem Zentrifuga-
tionsschritt lag das Zelllysat in drei Phasen vor. Im Pellet lagen Ribosomen, genomische
DNA und feine Zelltriimmer, die oberste Phase beinhaltete Lipide und Liposomen. Die
mittlere Phase, das komplette Zellextrakt, wurde zweimal fiir 1,5 h gegen 5 [ Puffer
D (20 mM HEPES/KOH pH 7,9, 50 mM KCIl, 0,2 mM EDTA pH 8,0, 8 %(w/w)
Glycerol, 2 mM Benzamidin, 0,5 mM DTT; 0,5 mM PMSF) dialysiert. Erfolgte die
Ul snRNP Aufreinigung ohne Vorfraktionierung enthielt der Puffer D anstelle der 8 %
20 % (w/w) Glycerol.

Vorfraktionierung
Bevor die Aufreinigung nach der TAP-tag Methode erfolgte wurde das dialysierte Zel-
lextrakt mit einer weiteren Gradientenzentrifugation vorfraktioniert. Dazu wurde das
Surespin-630 Zentrifugationssystem benutzt. Die Zentrifugationsrohrchen enthielten einen
kontinuierlichen 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten in G200 Puffer (20 mM HE-
PES/KOH pH 7,9, 200 mM KCl, 0,2 mM EDTA pH 8,0, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM
PMSF, 0,5 mM DTT). Pro Surespin-630 Zentrifugationsrohrchen wurden 7 ml des He-
fezellextrakts geladen. Es wurde 19 h lang bei 28800 rpm und 4 °C' zentrifugiert, und
anschliefsend wurden 24 Fraktionen von 1,5 ml Volumen abgenommen. Die Fraktionen
14 — 21 wurden verwendet, um mit der TAP-tag Methode die Aufreinigung fortzusetzen
(Abb. 3.1, B). Dazu wurden zunéchst die Pufferbedingungen des Extrakts auf 10 mM

3RT: Raumtemperatur
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Tris/HCI und 0,1 % NP-40 angepasst.

TAP-tag Aufreinigung
Das vorfraktionierte Zellextrakt wurde 2 h bei 4°C' mit IgG beads (100 ul bead Suspen-
sion fiir 4 [ Hefekultur), die zuvor mit 10 mi IPP150 Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,8,
150 mM NaCl, 0,1 % NP-40, 5 % (w/w) Glycerol) gewaschen worden waren, rotierend
inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Extrakt so auf 10 m/ BioRad Inku-
bationssdulen transferiert, dass auf jeder Sdule 100 ul beads lagen. Die Sdulen wurden
nun dreimal mit 10 ml IPP150 Puffer und anschiefend einmal mit TEV Protease Puffer
(10 mM Tris/HCl pH 8,0, 75 mM KCl, 0,1 % NP-40, 0,5 mM EDTA, 5% (w/w) Gly-
cerol, 1 mM DTT) gewaschen. Daraufthin wurde der TAP-tag geschnitten, indem die
IgG beads in 1 ml TEV Protease Puffer bei 16 °C mit TEV Protease 2 h lang rotierend
inkubiert wurden (10 U TEV Protease pro 41 Hefezellkultur). Aus diesem Prozess wurde
die Losung direkt in neue BioRad Poly-Prep Séulen eluiert, wobei jeweils die Eluate von
zwei Saulen vereinigt wurden. Auf den neuen BioRad Inkubationssdulen waren zuvor
100 pl Calmodulin beads (100 pl pro 8 [ Hefezellkultur) vorgelegt worden und mit 10 ml
Calmodulinbindungspuffer (10 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 % NP-40,
1 mM Mg(OAc),, 1 mM Imidazol, 2 mM CaCl,, 10 mM [(-Mercaptoethanol) gewa-
schen worden. Um Verluste zu minimieren, wurden die IgG-Sepharose Séulen nochmals
mit jeweils 3 ml Calmodulinbindungspuffer eluiert. Dann wurde die Probenpufferlosung
auf den BioRad Saulen mit den Calmodulin beads auf eine Konzentration von 2 mM
CaCl, justiert und dies wurde 1 h bei 4 °C' rotierend inkubiert. Danach wurden die
Calmodulinmatrix Sdulen entleert und dreimal mit 10 ml Calmodulinbindungspuffer
gewaschen. Um den Ul snRNP von der Matrix zu l6sen, wurden die Calmodulin beads
zweimal mit insgesamt 700 pl Elutionspuffer (= Calmodulinbindungspuffer mit 0,02 %
NP-40 anstelle 0,1 % und 2 mM EGTA anstelle 2 mM CaCl,) eluiert, wobei der Elu-

tionspuffer zunéchst jeweils 20 min auf der Calmodulinmatrix inkubiert wurde.

Glycerolgradientenzentrifugation
Als letzten Schritt in der Aufreinigung des Ul snRNP fiir die EM wurde eine Glyce-
rolgradientenzentrifugation im TH660 Rotor angeschlossen (Abb. 3.1, C). Dazu wurde
das Eluat der TAP-tag Aufreinigung auf einen 10 — 30 % (w/w) linearen Glycerolgra-
dienten, der gleichzeitig steigende Konzentration an Glutaraldeyd enthielt, geladen. Die
Grundzusammensetzung des Gradientenpuffers lautete 5 mM HEPES/KOH pH 7,9,
200 mM KCl, 0,2 mM EDTA, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT sowie
10% (w/w) und entsprechend 30% (w/w) Glycerol. Desweiteren wurde in die 30% (w/w)

Glycerollosung kurz vor der Vorbereitung der Gradienten Glutaraldeyhd in einer finalen
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Konzentration von 0,1 % (w/v) hinzugefiigt. Die Zugabe dieses Fixativs entfiel fiir die
biochemische Analyse des Gradientenprofils. Die Losungen wurden in einem Gradienten-
mischer (Gradient Master, BioComp Instruments) mit vorprogrammierten Parametern
(75 s, Winkel 83 °, 20 rpm) gemischt. Es wurde im Sorvall TH660 Rotor bei 4 °C' und
30000 rpm 12 h zentrifugiert. Der Gradient wurde anschliefend in 24 Fraktionen von je
175 pl von unten abtropfend gesammelt.

Die biochemischen Proteingelanalysen wurden durchgefiihrt von Dr. R. Karaduman, Zel-
luldre Biochemie, im Hause. Es wurde jede der unfixierten Glycerolgradientenfraktionen
auf ihre Proteinzusammensetzung getestet. Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE), adaptiert von Laemmli [133], unter Verwendung von 12 % Polyacrylamid
Gelen, wurden die Proteine getrennt, und anschliefend wurde das Gel mit Silber, basie-
rend auf der Methode nach Blum et al. [19], gefirbt.

3.2.2 Markierung einzelner Proteine im S. cerevisiae Ul snRNP

Am Ul snRNP wurden zwecks Lokalisation einzelner Proteine im Protein-RNA-Komplex
zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurden Markierungen mit einem Antikorper gete-
stet, zum anderen wurden Experimente zur Einfiihrung eines genetischen Labels durch-

gefiihrt.

Antikorperbindung
Fiir die Antikérperbindungsversuche war der polyklonale Anti-CBP-Antikorper (Anti-
korper abgekiirzt 'AK’), der gegen das Calmodulin-Bindungspeptid (CBP) gerichtet ist,
ausgewahlt worden. Um die Bindung des Anti-CBP-AK zu testen, wurden Ul snRNP
Aufreinigungen wie beschrieben aber ohne die Vorfraktionierung und im kleinen Mafsstab
durchgefiihrt. Mit je 0, 5 [ Hefezellkultur konnte eine Bedingung, eine AK-Konzentration,
erprobt werden. Das Eluat von der Calmodulinmatix nach dem letzten Schritt der TAP-
tag Aufreinigung wurde mit dem Anti-CBP-AK 1 h bei 4 °C' rotierend inkubiert und
anschliefend auf einen 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten geladen. Die erhaltenen
Gradientenfraktionen wurden mit der ELISA-Methode auf ihren Anti-CBP-AK-Gehalt
untersucht. Dazu wurden mit AK vorbeschichtete (AK:Ziege anti-Hase) ELISA-Platten
(Thermo Fisher Scientific, USA) wie in [93], [92] beschrieben und im wesentlichen nach
den Instruktionen des Herstellers benutzt. Das Testsystem basierte auf dem HRP?*-

konjugierten anti-Hase Sekundir-AK. Durch die konjugierte Peroxidase wurde die TMB?®

4 Horse-radish-perozidase, Meerrettich-Peroxidase
53.3’,5,5-Tetramethylbenzidine
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Losung oxidiert, was durch einen Farbwechsel der Losung sichtbar wurde. Die Absorp-
tionsmessungen wurden bei 450 nm durchgefithrt. Um die Menge an Anti-CBP-AK fiir
optimale Bindungseffizienz zu bestimmen, wurde der Anti-CBP-AK in unterschiedlich
hohem molaren Uberschuss zugegeben. Dabei wurde fiir die schwer zu bestimmende
Menge an Ul snRNP ein Wert von 0,4 pmol aus 0,5 [ Hefezellkultur angenommen,
was aus Experimenten mit Ethidiumbromid-Farbung der Ul RNA und einem Standard
abgeschéatzt worden war. Da nur das optimale relative Verhéltnis von Ul snRNP und
Anti-CBP-AK gesucht war, war dieser Wert ausreichend fiir die Beurteilung der Gradi-

entenprofile aus den ELISA-Daten, die von Dr. R. Karaduman gesammelt wurden.

Genetischer Label
Die Einfiihrung eines genetischen Labels an Proteine des Ul snRNP wurde ausgefiihrt
von Dr. R. Karaduman. In diesen Experimenten wurde der tDimer2, ein 54 kDa Pro-
tein geeignet fiir Fusionsproteindesign in S. cerevisiae [235], an den C-Terminus von
verschiedenen Ul snRNP Proteinen fusioniert. Nachdem die korrekte chromosomale In-
tegration des tDimer2 mittels PCR (Polymerase Chain Reaction) gekldrt worden war,
wurden zwei tDimer2 Fusionsproteine, Nam8 und Snpl, auf ihre korrekte Proteinex-
pression untersucht. Dazu wurde die Ul snRNP Aufreinigung aus den entsprechenden
modifizierten Hefestdmmen wie beschrieben (Abschn. 3.2.1) durchgefiihrt, jeweils ein-
mal ohne und ein wiederholtes Mal mit Vorfraktionierung. Die erhaltenden Fraktionen
der Glycerolgradienten wurden anschlieffend auf ihre Proteinzusammensetzung und das

Vorhandensein des entsprechenden Fusionsproteins untersucht.

3.3 Elektronenmikroskopie

3.3.1 Auftragen von Kohlelochfolien auf Kupfernetztrager

Die fiir die Praparation negativ kontrastierter Proben bendtigten Kupfernetztrager mit
Kohlelochfilm wurden wie folgt hergestellt: Ein zuvor mit Ethanol (abs.) gereinigter
Glasobjekttrager wurde fiir 15min senkrecht in eine wéssrige 0, 5% Osvanlosung (Alkyl-
benzyldimethylammoniumchlorid) gestellt, wodurch die Oberfliche des Objekttrégers
hydrophob wurde. Anschliefend wurde der Objekttrager langsam aus der Osvanlosung
genommen und fiir wenige Sekunden in bidestilliertes Wasser getaucht. Der Objekttra-
ger wurde daraufhin vorsichtig aus dem Wasser gezogen, ohne dass Wassertropfen auf
der hydrophoben Oberfliche haften blieben und circa 10 min an der Luft trocknen gelas-
sen. In einer humiden Atmosphére wurde der vorbehandelte Objektglastrager auf einen

—20°C" gekiihlten Alublock gelegt, so dass feine Wassertropfen auf der Objekttriger-
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oberseite kondensierten. Sofort wurde der Objekttrager vom Alublock genommen und
500 ul einer 0,5 % Triafollosung in Essigsdureethylester (Ethylacetat) wurden gleich-
méakig iiber die Oberfliche des schrig gehaltenen Objekttréagers pipettiert. Dabei legte
sich die hydrophobe Losung zwischen die feinen Wassertropfen. Nach der Evaporation
des Ethylacetats und des Wassers verblieb ein diinner Triafolfilm auf dem Objekttréger.
Dessen Lochgrofe wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Triafolfolien, die eine
addquate Lochgrofe (0,5 — 1,0 ul) aufwiesen, wurden weiterverarbeitet und auf Kup-
fernetztrager (Agar, Essex, UK) aufgebracht.

Um den Triafolfilm vom Glasobjekttrager leicht zu l6sen, wurde der Triafolfilm zunéchst
an den Réndern des Objekttrigers angeschnitten, und anschliefsend wurde der beschich-
tete Objekttrager 30 — 60 s in 0,1 % Flufssidure (HF) getaucht. Vorsichtig wurde der
beschichtete Objekttrager aus dem Flufisdurebad gezogen und langsam in einem flachen
Winkel von ungefdhr 35 ° in ein Wasserbad getaucht, wobei der Triafolfilm abflotier-
te. In Ethanol im Ultraschallbad (3 min) vorgereinigte Kupfernetztrager wurden mit
ihrer stumpfen Seite nach unten auf den frei auf der Wasseroberfliche schwimmenden
Triafolfilm gelegt. Um den vollsténdig mit Kupfernetztragern belegten Triafolfilm aus
dem Wasserbad zu entnehmen, wurde ein Objektglastriager auf einer Seite mit einer
Papieretikette beklebt. Der Triafolfilm mit den Kupfernetztriagern haftete an der Papier
beklebten Seite an und wurde iiber eine 180 ° Drehung im Wasser mit der Triafolsei-
te und den Kupfernetztrigern nach oben zeigend aus dem Wasser genommen. Uber-
schiissiges Wasser wurde mit Filterpapier abgesogen, und es wurde eine Weile trocknen
gelassen. Anschliefsend wurde die Triafolseite der Kufpernetztrager unter Vakuum im
Edwards E12E (BOC Edwards, Kirchheim, D) direkt mit Kohle bedampft, wobei die
Kupfernetztrager weiterhin auf dem Objekttrager lagen. Um den Triafolfilm zwischen
Kohlefilm und Kupfernetztrager zu entfernen, wurden die Kupfernetztrager einzeln in
eine Petrischale aus Glas gelegt, in der bereits mehrere stark in Ethylacetat getrinkte
Filterpapiere lagen. Die Petischale wurde verschlossen und in dieser Ethylacetat ange-
reicherten Atmosphére wurden die Kupfernetztriger bis zu einer Woche lang belassen.
Die Kupfernetztrager wurden nach Evaporation des Ethylacetat aus der Petrischale
genommen, auf Glasobjekttriger gelegt, und auf ihre Qualitéit iiberpriift. Kupfernetz-
trager, deren Kohlelochfilm zu mehr als 1/5 zerstort waren oder die sonstige Fehlstellen

aufwiesen, wurden verworfen oder gegebenenfalls noch fiir Testzwecke verwendet.

3.3.2 Herstellung kontinuierlicher Kohlefilme

Um einen kontinuierlichen Kohlefilm herzustellen, wurde ein Glimmerplédttchen (Plano

G250-1, 25 x 75 mm) langs gespalten und mit der frisch gepaltenen Oberfliche nach oben
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in einen Metallkorb (Eigenbau, Feinmechanik, im Hause) gelegt. Der Metallkorb war ge-
nau auf die Mafe eben dieser Sorte Glimmerpléattchen zugeschnitten. Sodann wurde der
Metallkorb ohne Zeitverzogerung in eine Vakuumanlage (Edwards E12E; BOC Edwards,
Kirchheim, D) gestellt, in der durch Anlegen von Hochspannung an mit Kohlestédben
(Ringsdorff Werke GmbH, Bonn, D) bestiickten Elektroden, Kohle zerstdubt wurde. Der
Metallkorb verhinderte weitgehend die direkte Bedampfung des Glimmerpléttchens mit
Kohlestaub, wodurch Kohleaggregate vermieden wurden. Durch Reflexion des feinkorni-
gen Kohlestaubs an den mit Glasobjekttragern bestiickten Innenseiten des Metallkorbs
wurde die in diesem Fall bevorzugte indirekte Kohlebedampfung erreicht. Diese Art der
Bedampfung gewihrleistete einen gleichméfigen feinen Kohlefilm, der sich durch hohe
Bruchfestigkeit im Gebrauch auszeichnete. Die Schichtdicke des Kohlefilms wurde visu-
ell nach der Kohlefdrbung eines beigelegten Filterpapiers beurteilt. Fiir die Herstellung
negativ kontrastierter Proben des Ul snRNP wurden im Vergleich zu anderen Verwen-

dungen diinne Kohlefilme bevorzugt.

3.3.3 Praparation negativ kontrastierter Proben

Um von dem Ul snRNP elektronenmikroskopische Aufnahmen machen zu kénnen, wur-
den die Partikel auf einen Kupfernetztriger prapariert. Dazu wurde die sogenannte
Doppelfolien-Technik nach [264] verwendet, nach der die Proteinkomplexe in Uranylfor-
miat [138] oder Uranylacetat eingebettet werden, wodurch der Kontrast ihrer Umgebung
erhoht wird. Die fixierte Probenlosung (Fraktionen 15 — 19 nach der Glycerolgradien-
tenzentrifugation) wurde in eine Teflonschale mit 25 — 30 pl Volumen pipettiert. Auf
diese Losung wurde ein diinner Kohlefilm, der zuvor auf Glimmer als Tragermaterial auf-
gedampft worden war, abflotiert, ohne aber vollstindig vom Trager gelost zu werden.
In diesem Zustand adsorbierten die Partikel an den Kohlefilm (Abb. 3.2, Al). Auf-
grund der geringen Probenkonzentration betrug die Inkubationzeit fiir den Ul snRNP
2,5 — 3 h. Anschliefend wurde der Kohlefilm samt Trager abgezogen und auf eine
2% (w/v) Uranylformiatlosung (200 pl Volumen) transferiert (Abb. 3.2 A2 & B1), wo-
bei der Kohlefilm vollstdndig vom Trager gelost wurde und mit der Partikel tragenden
Seite auf der Losung lag (Abb. 3.2, B1). Die Inkubationszeit in dieser Losung betrug
2 — 3 min. Mit einem Kupfernetztréger, dem bereits ein diinner Kohlelochfilm anhaf-
tete, wurde der Kohlefilm mit der adsorbierten Probe so von der Uranylformiatlosung
abgenommen (Abb. 3.2, B2 & B3), dass die beiden Kohlefilme direkt einander auflagen.
Ein weiterer Kohlefilm war ebenfalls 2 — 3 min auf einer Uranylformiatlosung gleicher
Konzentration inkubiert worden (Abb. 3.2, C1). Dieser wurde auf die Partikel gelegt,

indem er mit dem Probe tragenden Kupfernetztriger aus der Uranylformiatlosung ge-
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hoben wurde. Bei dieser Art der Praparation wurde iiberschiissige Fliissigkeit stets vor
Uberfiihrung des Trégers in eine andere Losung vorsichtig mit Filterpapier abgesogen.
Ein Teil der so praparierten Proben wurde in fliisssigem Stickstoff schockgefroren (kryo-
negativ-Kontrastierung, [76]). In einer Modifikation der Doppelkohlefolientechnik wurde
der zweite Kohlefilm, wahrend dieser auf der Uranylformiatlosung inkubierte, so zersto-
fen, dass auf dem Kupfernetztrager geniigend Bereiche ohne Deckkohlefolie erhalten
wurden. Uber diese Methode wurde eine gute Kontrastmittelverteilung in Einzelkohle-

folienbereichen erzielt.
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Abbildung 3.2: Illustration der Priparation negativ kontrastierter Proben. Sche-
matisch dargestellt ist die Praparation von negativ kontrastierten Proben mit der Doppel-
kohlefolientechnik nach [264]. Die Details sind im Text beschrieben unter Bezugnahme der
Bezeichnungen A1, A2, B1, B2, B3, C1, C2 und C3. GK: Glimmer mit aufgedampftem Koh-
lefilm, KNN: Kupfernetztrager mit anhaftendem perforierten Kohlefilm, K: Kohlefilm, blau:
Probenlosung, gelb: Uranylformiatlosung.
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3.3.4 Aufnahmen am EM

Das Ul snRNP aus §. cerevisiae wurde mit einem Philips CM200 FEG Elektronenmikro-
skop (Philips, Eindhoven, NL) bei einer angelegten Hochspannung von 160 kV und einer
88000-fachen Vergroferung mikroskopiert. Die Aufnahmen entstanden bei diesen Ein-
stellungen in Spot Scan Serien [52] mit einer 4K x4K CCD Kamera (TVIPS EM-MENU,
Tietz Video Systems, Gauting, D) bei zweifach-Binning. Fiir die RCT Rekonstruktion
wurden so Daten bei RT und 0° und 45 ° gekipptem Probenhalter aufgenommen. Unter
Stickstoffkiihlung der Probe entstanden weitere Datensétze unter einem Winkel von 0°.
Die Datensétze, die zur 3D Rekonstruktion des Ul snRNP aus S. cerevisiae verwendet

wurden, sind in der Tabelle 3.7 aufgefiihrt.

Datensatz ‘ Mikroskopie-Methode ‘ Anzahl ‘ Pixelrahmen ‘ pro Pixel
0° / 45° Partikelpaare | RT, neg. kontrastiert 10168 | 80 x 80 4,4
0° Aufnahmen RT, neg. kontrastiert 24713 | 80 x 80 4,4
0° Aufnahmen Stickstoffkiihlung, 107147 | 80 x 80 4,4
neg. kontrastiert

Tabelle 3.7: Zur 3D Rekonstruktion von Ul snRNP verwendete Datensatze

3.3.5 Bildverarbeitung

Die EM-Bilder, aufgenommen in Spot Scan Serien mit der CCD Kamera, wurden mit
Hilfe der ImageMagick Software zu grofen Bildern zusammengefiigt. Nach einer Reduk-
tion von 16 auf 8 bit in Photoshop 7.1 wurden die einzelnen Ul snRNP unter Benutzung
des Programms CowHide (Dr. M. Liittich, im Hause) in der Regel manuell oder mit Si-
gnature [37] automatisch selektiert und anschliefend mit dem jeweiligen Programm in
einem vorher angebenen Pixelrahmen in Einzelbilder extrahiert. Die Einzelbilder wurden
bei der Extraktion in einem einzigen grofsen Datensatz zusammengefasst, der in nachfol-
genden Schritten mit der Imagic-5 Software [275] und Unterprogrammen des CowHide
Softwarepakets wie in Kap. 2 beschrieben prozessiert wurde. Die Bandpassfilterung des
Datensatzes sowie das initiale referenzfreie [55] translationale Alignment wurden stets
lokal auf dem PC mit der Imagic-5 Software gerechnet. Fiir MR- Alignments stand ei-
ne parallelisierte Grid-Computing Hardware/Software Losung zur Verfiigung [225]. Die
Datenpakete wurden dabei automatisch auf alle freien Prozessoreinheiten verteilt, und
dies erlaubte eine schnelle Berechnung der Alignment-Parameter. Die Klassifizierung
der Daten wurde mit der CowHide Software [156] lokal gerechnet, ebenso wie die de no-
vo RCT-Rekonstruktion. Das anschliefende ML-Alignment [214] wurde mit Hilfe eines
Skripts auf einem Computercluster ausgefiihrt. Die Refinement-Methoden auf 3D Ebene
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(angular reconstitution, projection matching) wurden auf dem lokalen PC mit Imagic-5

gerechnet.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae

Die Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae erfolgte in Zusammenarbeit mit
Dr. R. Karaduman (Zellulire Biochemie, im Hause) und stets wie in Kap. 3, Ab-
schn. 3.2.1 detailiert beschrieben aus dem Hefezellextrakt iiber die TAP-Methode [195]
mit nachfolgender Gradientenzentrifugation in einem 10 — 30% (w/w) Glycerolgradi-
enten, dem im Allgemeinen fiir die elektronenmikroskopische Probenpraparation Glut-

araldeyd als Fixativ zugesetzt wurde (GraFix-Methode) [119].

4.1.1 Aufreinigung ohne Vorfraktionierung

Zunichst war die Aufreinigung des Ul snRNP ohne die eingefiihrte Vorfraktionierung
des Hefezellextrakts (Kap. 3, Abb. 3.1, A) durchgefiithrt worden, so dass die TAP-tag
Aufreinigung direkt aus dem Hefezellextrakt erfolgte. Der Calmodulinelutionspuffer ent-
hielt in dieser Aufreinigung 20 mM EGTA. Abschliefend wurde das isolierte Ul snRNP
auf einem 10 — 30% (w/w) Glycerolgradienten ohne Fixativzusatz zentrifugiert. Das
Ul snRNP sedimentiert mit einem Sedimentationskoeffizienten von 18 .S [59] und wird
wahrend der Zentrifugation im Glycerolgradienten von seinen Zerfallsprodukten und von
Proteinaggregaten oder von noch weiteren vorhandenen Verunreinigungen getrennt. Die
Proteinanalyse des Glycerolgradienten mittels SDS-PAGE ist in Abb. 4.1 gezeigt. In den
Fraktionen 13 — 17 sind die Banden der Proteine des Ul snRNP erkennbar, mit einem
Peak in den Fraktionen 14 — 16. Um die Proteinbanden benennen zu kénnen, waren
exemplarisch fiir einen Snu71p-TAP-tag und Gradienten aufgreinigten Ul snRNP die
Proteine nach der Trennung auf dem Polyacrylamid Gel massenspektroskopisch nach-
gewiesen worden (s. Appendix).

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung des Ul snRNP wurden die Gradien-

tenfraktionen im Bereich des Peaks, Fraktionen 14 — 20, einzeln préapariert und begut-

75
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achtet. Dazu wurde zunéchst das Ul snRNP wie unter Kap. 3 Abschn. 3.3.3 detailiert
beschrieben auf einen diinnen Kohlefilm absorbiert. Anschliefsend wurde die Probe mit

Uranylformiat negativ kontrastiert und auf einen Kupfernetztrager aufgebracht. Auf
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Abbildung 4.1: Proteinanalyse des Gradienten aufgereinigten Ul snRNP. TAP-tag
aufgereinigter Ul snRNP wurde auf einem 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten ultrazentri-
fugiert. Aus den Gradientenfraktionen (Gesamtzahl 24, oben 1, unten 24) wurden die Proteine
mit Aceton préazipitiert und danach mittels SDS-PAGE auf einem 12 % Polyacrylamid Gel
analysiert. Das Gel wurde mit Silber gefarbt. In den Fraktionen 13 — 17 sind alle Banden der
Proteine des Ul snRNP erkennbar mit einem Peak in den Fraktionen 14 — 16. M: Proteinstan-
dard zur Angabe der Molekulargewichte; die Massen in [kDal sind links daneben angegeben,
E: Eluat, Probe, die auf den Glycerolgradienten aufgetragen wurde.

diese Weise wurden sowohl Ul snRNP Proben prépariert, denen im Glycerolgradien-
ten kein Fixativ zugesetzt worden war (Abb. 4.2), als auch Ul snRNP Proben, die mit
steigenden Konzentrationen an Glutaraldehyd im Gradienten langsam fixiert wurden
(Abb. 4.3). Die Randfraktionen der Peaks der untersuchten Gradienten wiesen bei glei-
cher Absorptionszeit eine geringere Partikeldichte auf dem Kupfernetztriager auf, so daf
die Hauptfraktionen des Ul snRNP nachtriglich durch visuelle Betrachtung im Elektro-
nenmikroskop bestimmt werden konnten. Damit konnten auch leichte Verschiebungen
des Hauptpeaks, die durch die manuelle Vorbereitung und Ernte der Glycerolgradienten
entstehen, erkannt werden. Uberdies wurde der Peak bei Glutaraldehydfixierung hiufig
um eine Fraktion in Richtung hoherer Sedimentationskoeffizienten verschoben (eigene

Beobachtung und personliche Kommunikation mit Dr. M. Golas), was eine Einzelbe-
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trachtung der in Frage kommenden Fraktionen unausweichlich machte.

Um nun sowohl die stukturellen Eigenschaften des Ul snRNP, als auch die Auswirkungen
der Fixativzugabe im Glycerolgradienten auf den Komplex besser beurteilen zu kénnen,
wurden von beiden Ul snRNP Proben Datensétze aus Einzelpartikelbildern erstellt, wie
unter Kap. 2, Abschn. 2.1 beschrieben. Mit diesen Datensétzen wurden in Datenpro-
zessierungszyklen aus MR-Alignment und Klassifizierung (Kap. 2, Abschn. 2.2) jeweils
Klassensummen erhalten, die die Partikelansichten gegeniiber Einzelbildern mit einem
besseren SNR zeigen (Abb. 4.2, A & Abb. 4.3, A). Bei der Prozessierung der Datensét-
ze war auffillig, dass unter den Klassensummen der fixierten Ul snRNP Probe kaum
Ansichten gefunden wurden, die denen des unfixierten Ul snRNP offensichtlich &hnlich
waren (siche dazu auch Abschn. 4.1.2). Die Klassensummen des unfixierten Ul snRNP
zeigten einen elongierten Strukturkorper mit einer breiten Hélfte und einem schmal
zulaufenden Teil (Abb. 4.2). Uber den gesamten Datensatz #hnelten sich die Ansich-
ten sehr. Dagegen wiesen die Ansichten der ebenfalls elongierten Struktur des fixierten
Ul snRNP stérkere Variation auf (Abb. 4.3, A und nicht gezeigt). Dies wurde in meh-
reren Testdatensédtzen so beobachtet. Diese Verschiedenartigkeit der Klassensummen
zwischen unfixierter und fixierter Probe war mit anderen Komplexen wie dem Ribosom
oder dem BAU Komplex nicht beobachtet worden [119]. Von einigen Klassensummen,
sowohl des unfixierten, als auch des fixierten Ul snRNP, wurden die Konturen gezeich-
net (Abb. 4.2 A, Abb. 4.3 B). Die Umrisse der Projektionsansichten sind zunéchst nur
eine simplifizierte Darstellung der dufseren Gestalt des betrachteten Partikels. Mit ihrer
Hilfe lasst sich allerdings das Ausmaf der strukturellen Heterogenitédt der unfixierten
Ul snRNP Probe verdeutlichen. Die Klassensummen 1 — 6 und 8 in Abb. 4.2, A zei-
gen den Ul snRNP aus relativ dhnlichen Projektionsrichtungen, da sich ein Muster
der Grauwertschwankungen auf dem Hauptkorper der Struktur wiedererkennen lafit.
Dennoch weisen die Konturen Unterschiede auf, die sich grundsétzlich durch leichte
Konformititsénderungen der Struktur oder leichte Abweichungen der Projektionsrich-
tung erkliren lassen. Bei Uberlagerung der Konturen jedoch, treten 2 Abweichungen
systematisch auf (Abb. 4.2, B). Danach gibt es Strukturen des Ul snRNP, denen in
der groferen Strukturhélfe im ’Kopfbereich’ eine Dichte fehlt (Struktur mit schwarzer
Kontur in Abb. 4.2, A). Aufserdem weisen die Strukturen in der schmalen Hélfte der
Struktur im "Fufsbereich’ verstérkt Variabilitat auf, die sowohl auf konformationelle Un-
terschiede, als auch auf eine zusétzlich auftretende Dichte in einigen der Strukturen
zuriickzufiihren ist.

Unter den Ul snRNP Klassensummen der fixierten Probe fallt strukturell vor allem eine
Domaéne auf, die vom Hauptkorper der Struktur absteht. Diese wurde in den Konturen

(Abb. 4.3, B) mit einer gestrichelten Linie angedeutet. Auch wenn diese Dichte nicht als
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Abbildung 4.2: Charakteristische Klassensummen des Ul snRNP erhalten aus Gly-
cerolgradientenfraktionen ohne Fixativzugabe.

A: Die Klassensummen 1 — 8 sind typische Ansichten des mit Uranylformiat negativ
kontrastierten Ul snRNP. Die EM Probenpriparation wurde von TAP-tag aufgereinigtem
Ul snRNP Komplex vorgenommen, wobei die Aufreinigung direkt aus dem Hefezellextrakt
ohne vorherige Vorfraktionierung erfolgte und mit einer Glycerolgradientenzentrifugation ohne
Fixativzugabe abgeschlossen wurde. Die Klassensummen wurden berechnet aus 4325 Einzel-
bildern, extrahiert aus einem bei RT und 115000-facher Vergroferung aufgenommenen EM-
Bilddatensatz. Der Mafsstab entspricht 5 nm. Von den Klassensummen 2,4, 6,7 und 8 wurden
Masken gebildet, die die Kontur der jeweiligen 2D Ansicht wiedergeben. Zur Unterscheidung
sind diese mit einem Farbcode versehen, der in Abb. (B) verwendet wird.

B: Abgesehen von Klassensumme 7 zeigen die verschiedenen Klassensummen den Ul snRNP
aus vergleichbaren Projektionsrichtungen. Diese Konturen wurden daher so gut wie moglich
iibereinander gelegt. Die Pfeile zeigen auf jene Bereiche, die sich nicht zur Deckung bringen
lassen. Jene Bereiche, die sich in allen Kombinationen der Konturen nicht iiberlagern, sind allein
mit Konformationsunterschieden oder leicht unterschiedlichen Projektionsrichtungen nicht er-
klarbar und deuten vielmehr auf eine zusétzliche Dichte hin. Diese Bereiche sind grau unterlegt.
Sowohl im Kopf- als auch im Fufbereich besteht demnach Heterogenitat in der Konfiguration
des Komplexes.
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alleiniger Unterschied zwischen der fixierten und der unfixierten Probe geltend gemacht

werden kann, so scheint sie bei ndherer Betrachtung der Klassensumme 10 (Abb. 4.3, C)
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Abbildung 4.3: Charakteristische Klassensummen des Ul snRINP erhalten aus Gly-
cerolgradientenfraktionen mit Fixativzugabe.

A: Die Klassensummen 1 — 12 sind einige typische Ansichten des mit Uranylformiat nega-
tiv kontrastierten Ul snRNP. Die EM Probenpréaparation wurde von TAP-tag aufgereinigtem
Ul snRNP Komplex vorgenommen, wobei die Aufreinigung direkt aus dem Hefezellextrakt
ohne vorherige Vorfraktionierung erfolgte. Abgeschlossen wurde die TAP-tag Aufreinigung mit
einer Glycerolgradientenzentrifugation. Der Glycerolgradient enthielt zur Fixierung des Kom-
plexes Glutaraldehyd in steigenden Konzentrationen (GraFix). Die Klassensummen wurden
berechnet aus 10570 Einzelbildern, selektiert aus einem bei RT und 88000-facher Vergréferung
aufgenommenen EM-Bilddatensatz. Der Mafsstab entspricht 5nm. Bei 3 und 9 sowie 4 und 10
handelt es sich um &hnliche Projektionsansichten des Ul snRNP.

B: Von den Klassensummen 6 und 8 — 12 wurden, wie in Abb. 4.2, A veranschaulicht, Masken
gebildet, die die Kontur der jeweiligen 2D Ansicht wiedergeben. Mit einer gestrichelten Linie
abgegrenzt ist eine Doméne, die vom Hauptkorper der Struktur absteht.

C: Vergleich der Klassensumme 10 mit einer Projektionsansicht des unfixierten Ul snRNP.
Die Strukturen der Hauptkorper weisen in beiden Ansichten Ahnlichkeiten auf, auch wenn die
Feinstruktur in der unfixierten Klassensumme in diesem Beispiel deutlicher erkennbar ist. Der
fixierte Ul snRNP Komplex tragt demnach eine zusétzliche Doméne.

und Vergleich mit den Klassensummen 1 und 2 der unfixierten Probe in Abb. 4.2 ein
wesentlicher Unterschied zu sein.

Die Tatsache, dass die Ul snRNP Klassensummen von fixierter und unfixierter Probe so
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unterschiedlich sind, kann im Allgemeinen unterschiedliche Griinde haben. Zum einen
kann der unfixierte Komplex bei dem Absorptionsprozess auf den Kohlefilm teilweise
zerfallen, oder aber es besteht inhérent strukturelle Heterogenitit des Komplexes, die
bei der biochemischen Aufreinigung noch nicht beriicksichtigt werden konnten. Erstere
Moglichkeit wird durch die sanfte Fixiermethode im Glycerolgradienten vermieden, wie
mit verschiedenen Proben [98], [119] und fir den Ul snRNP in Abb. 4.3, C gezeigt
werden konnte. Aus diesem Grund sind die fixierten Proben vorzuziehen, insbesondere
dann, wenn sie wie in diesem Fall eine offensichtlich andere Struktur aufweisen, da sie
sehr wahrscheinlich den intakten Komplex darstellen. Dass durch die Fixiermethode neue
intermolekulare Verbindungen gekniipft werden, die keine biologische Relevanz haben
und natiirlicherweise nicht bestanden haben, ist aufgrund der milden und sukzessiven
Fixierung im Gradienten unwahrscheinlich und auch mit anderen Proben nicht beob-
achtet worden. Dartiber hinaus konnte die relativ grofe Gleichartigkeit der unfixierten

Klassensummen untereinander auf préaferenzielle Bindung des unfixierten Komplexes an
den Kohlefilm hindeuten.

4.1.2 Aufreinigung mit Vorfraktionierung

Da sich ein grofer Teil der Klassensummen des Ul snRNP auch von den fixierten Proben
in manchen Bereichen ihrer Kontur relativ schlecht vom Kontrastmittelsaum abgrenz-
ten, waren sie somit noch nicht gut definiert. Die Klassensummen wiesen insgesamt
betrachtet relativ schlechte SNRs auf. Dies deutete auf noch in nicht zu vernachlassi-
gem Mafe vorhandene strukturelle Heterogenitiat des Komplexes hin. Die Qualitit der
Probe sollte daher fiir die 3D Strukturbestimmung durch Modifikation der biochemi-
schen Aufreinigung des Ul snRNP verbessert werden. Da im Hefezellextrakt auch freies
und in Subkomplexen vorliegendes TAP-tag Fusionsprotein vermutet wurde, wurde fiir
die TAP-tag Aufreinigung nicht mehr der gesamte Hefezellextrakt verwendet, sondern
stattdessen wurde in einem zusétzlichen Aufreinigungsschritt (vgl. Abb. 2.1, Vorfraktio-
nierung) das Hefezellextrakt vorfraktioniert. Dazu wurde das Hefezellextrakt zunéchst in
einer Surespin-Gradientenzentrifugation, wie in Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben, auf-
getrennt. Die erhaltenen 24 Fraktionen wurden mit Standardprotokollen der Northern
Blot Methode [213] unter Verwendung entsprechender, radioaktiv markierter, RNA Son-
den auf das Vorhandensein der snRNAs U1, U4, U5L, U5S und U6 iiberpriift (Abb. 4.4,
A). Die Ul snRNA konnte in den Fraktionen 7 — 24 nachgewiesen werden.

Um zu ermitteln, welchen ungefdhren S-Wert die Komplexe aufweisen, die in eine be-
stimmte Fraktion des Surespin-Gradienten sedimentierten, wurde aus dem totalen Hefe-

zellextrakt die RNA extrahiert und unter den Gradientenbedingungen der Vorfraktionie-
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rung zentrifugiert und fraktioniert (Kap. 3, Abschn. 3.2.1). Von jeder der erhaltenen 24
Fraktionen wurde ein Aliquot abgenommen und auf einem 8 M Urea - 6 % Polyacrylamid
Gel mittels PAGE aufgetrennt. Das Gel wurde anschliefend mit Silber geférbt (Abb. 4.4,
B). Die ribosomalen RNA (rRNA), die im Extrakt reichlich vorhanden sind, lassen sich
den erhaltenen Banden zuweisen. Da von den rRNA der S-Wert bekannt ist, wurde auf
diese Art und Weise eine grobe S-Wert-Verteilung im Surespin-Gradienten ersichtlich.
Fiir die weitere Ul snRNP Aufreinigung wurden die Fraktionen 14 — 21 ausgewéhlt,
da 18 S rRNA hauptséchlich in den Fraktionen 16 — 18 nachgewiesen wurde und vom
U1 snRNP erwartet wird, dass er ebenfalls mit diesem S-Wert sedimentiert [59]. Mit den
Surespin-Fraktionen 14 — 21 wurde die Aufreinigung des Ul snRNP iiber die TAP-tag
Methode dann wie gewohnlich fortgesetzt. Abschliefend wurde der TAP-tag aufgerei-
nigte Ul snRNP auf einem 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten ultrazentrifugiert. Die
Proteinanalyse der unfixierten Gradientenfraktionen ist in Abb. 4.5 gezeigt. In den
Fraktionen 14 — 18 sind alle Banden der Proteine des Ul snRNP erkennbar einschlief-
lich der Ul snRNA.

Fiir die EM-Praparationen wurden daraufhin stets die Fraktionen 15 — 19 der Glyce-
rolgradienten, denen das Fixativ Glutaraldehyd zugesetzt worden war, verwendet. Die
U1 snRNP wurden dafiir mit Uranylformiat negativ kontrastiert (Kap. 3, Abschn. 3.3.3)
und anschlieftend unter RT Bedingungen mikroskopiert. Der Hauptpeak lag in den Frak-
tionen 16 — 18, wie visuell nach Begutachtung mehrerer Fraktionen im Elektronenmikro-
skop (Abschn. 4.1.1) beurteilt wurde. Nach Erstellung eines Datensatzes aus Einzelparti-
kelbildern, wie unter Kap. 2, Abschn. 2.1 beschrieben, wurden die Partikel anschlieffend
in Zyklen aus MR- Alignments und Klassifizierung ausgerichtet und in Gruppen &hnlicher
Ansichten sortiert (Kap. 2, Abschn. 2.2). Eine Auswahl von erhaltenen Klassensummen
ist in Abb. 4.6, A - C gezeigt. In ihrer Gesamtheit dhnelten sich diese Klassensummen
mit den Klassensummen der fixierten Probe des ohne Vorfraktionierung aber ansonsten
in gleicher Weise TAP-tag aufgereinigten Ul snRNP. In den Abbildungen 4.3, A kénnen
beispielsweise die Klassensummen 4, 9 und 10 mit den Klassensummen 2, 3 und 7 in
Abb. 4.6 verglichen werden.

Die dufseren Abmessungen der Ul snRNP Struktur sind in Abb. 4.6, B angegeben. Da-
nach hat der Komplex eine lingliche Gestalt mit 233 A in der Lénge und bis zu 163 A
in der Breite.

In Abb. 4.6, C sind von 4 Klassensummen die Umrisse gezeichnet, wobei in Klassensum-
me 2 eine vom Hauptkorper abstehende Doméne in der Kontur gestrichelt eingezeichnet
ist, wie bereits in (Abb. 4.3, B). Zwei dieser Ansichten, Klassensumme 1 und 4, weisen
auferdem eine gewisse Ahnlichkeit mit Projektionsansichten aus der unfixierten Probe

des Ul snRNP aus der Aufreinigung ohne Vorfraktionierung auf (Abb. 4.6, D).
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Abbildung 4.4: Analyse der Gradientenfraktionen der Vorfraktionierung.

A: Totales Hefeextrakt wurde unter den Gradientenbedingungen der Vorfraktionierung, wie
in Kap. 3 im Abschn. 3.2.1 beschrieben, zentrifugiert. Der Gradient wurde anschlieffend in 24
Fraktionen je 1,5 ml gesammelt. Ein Aliquot jeder Fraktion wurde in einer Northern Blot
Analyse mit entsprechenden RNA-Sonden auf die Anwesenheit von U1, U4, U5L, U5S und U6
iiberpriift. Ul RNA wird in den Fraktionen 7 — 24 mit einem Peak in den Fraktionen 17 — 20
detektiert.

B: Phenolextrahiertes Hefeextrakt wurde unter den Gradientenbedingungen der Vorfraktionie-
rung (vgl. Abb. A) zentrifugiert. Jeweils ein Aliquot der 24 erhaltenen Fraktionen wurde auf
ein 8 M Urea - 6 % Polyacrylamid Gel geladen. Das Gel wurde mit Silber gefiarbt. Deutlich
sichtbar werden die ribosomalen RNAs, von denen der S-Wert bekannt ist. Der Peak der 18 S
RNA liegt in den Fraktionen 16 — 18. Mit diesem Wert sedimentiert gleichfalls das Ul snRNP
[59].
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Abbildung 4.5: Proteinanalyse des Gradienten aufgereinigten Ul snRNP. Nach der
Vorfraktionierung wurde das Ul snRNP TAP-tag aufgereinigt und anschliefend auf einem
10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten ultrazentrifugiert (Kap. 3, Abschn. 3.2.1). Aus den Gradi-
entenfraktionen (Gesamtzahl 24, oben 1, unten 24) wurden die Proteine mit Aceton prézipitiert
und danach mittels SDS-PAGE auf einem 12 % Polyacrylamid Gel analysiert. Das Gel wurde
mit Silber gefarbt. In den Fraktionen 14 — 18 sind alle Banden der Proteine des Ul snRNP er-
kennbar einschliefflich der Ul snRNA. M: Proteinstandard zur Angabe der Molekulargewichte,
die Massen in |kDa] sind links daneben angegeben. Die zahlreichen weiteren Banden im Be-
reich von 40 — 60 kDa sind eine nachtragliche Keratinverunreinigung der Probe wahrend der
Gelanalyse [172] und keine Kontamination im Gradienten, der fiir die EM verwendet worden
war.
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Abbildung 4.6: Charakteristische Klassensummen des iiber Vorfraktionierung,
TAP-tag-Methode und fixierenden Glycerolgradienten aufgereinigten Ul snRNP.
Der, wie in Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben, aufgereinigte Ul snRNP wurde bei der EM-
Praparation der fixierten Glycerolgradientenfraktionen (16 — 18) mit Uranylformiat negativ
kontrastiert (vgl. Kap. 3, Abschn. 3.3.3). Der EM-Bilddatensatz wurde bei RT und 88000-facher
Vergrofserung aufgenommenen. Die Klassensummen in A - C wurden aus 10932 Einzelbildern
berechnet. Der Mafsstab entspricht 5 nm.

A: Die Klassensummen 1 — 9 zeigen einige 2D Projektionsansichten des Ul snRNP. Die Pfeile
deuten auf Bereiche, die sich nicht deutlich vom Kontrastmittelsaum abgrenzen und somit nicht
gut definiert sind. Klassensummen 2 und 7 weisen grofe Ahnlichkeit mit den Projektionsan-
sichten 4 und 9 in Abb. 4.3 auf.

B: Zwei Klassensummen sind mit ihren Abmessungen dargestellt. Die longitudinale Ausdeh-
nung des Ul snRNP liegt demnach bei approx. 230 A. Die Ausdehnung in der Breite variiert je
nach Projektionsansicht und Mefpunkte von 125 — 165 A. Die gezeigten Projektionsansichten
sind vergleichbar mit den Klassensummen 10 & 8 in Abb. 4.3.

C: Von weiteren 4 Klassensummen wurden Konturen der 2D Ansichten, wie in Abb. 4.2, A
vorgefiihrt, gezeichnet. Die gestrichelte Linie in der Kontur 2 deutet eine vom Hauptkorper der
Struktur weitgehend abstehende Doméne an. Die Klassensumme 3 weist grofe Ahnlichkeit mit
der Projektionsansicht 11 in Abb. 4.3, A auf. Die Konturen 1 und 4 wurden in Abb. (D) mit
angegebenem Farbcode verwendet.

D: Die Klassensummen 1 und 4 aus Abb. (C) weisen eine leichte Ahnlichkeit mit den Projekti-
onsansichten der unfixierten Ul snRNP Probe aus Abb. 4.2, A, 1 und 7 auf, auch wenn unter-
schiedliche Projektionsrichtungen, angedeutet mit Hilfe des Koordinatenkreuzes, angenommen
werden miissen. In der unteren Abb. deuten die Pfeile auf eine Stauchung der Struktur hin,
bedingt durch die stirkere Bindung der oberen Doméne an den unteren Teil der Struktur.
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Ein Problem, dass auch mit der TAP-tag Aufreinigung des Ul snRNP mit Vorfrak-
tionierung nicht vollstdndig behoben werden konnte, waren die in der Datenprozessie-
rung wiederkehrenden undeutlichen Kontrastmittelsiume in den Klassensummen, die
auf undefinierte Bereiche hindeuten (Abb. 4.6, A, Pfeile). Eine mdogliche Ursache da-
fiir sind flexible Doméanen. Da auch auf Ebene der 3D Datenprozessierung Methoden
der Trennung verschiedener 3D Substrukturen zur Verfiigung standen (ML-Alignment,
Kap. 2, Abschn. 2.3.2, supervised classification Kap. 2, Abschn. 2.3.3), wurde das bioche-
misch iiber Vorfraktionierung, TAP-tag-Aufreinigung und abschlieffender Glycerolgra-
dientenzentrifugation aufgereinigte Ul snRNP (Kap. 3, Abschn. 3.2.1) fiir die 3D EM-
Strukturbestimmung verwendet (Abschn. 4.2.1).

4.1.3 Markierung einzelner Proteine im Ul snRNP

Da es prinzipell wiinschenswert ist, in einer 3D Struktur eines Protein-RNA-Komplexes
bestimmte Proteine lokalisieren zu konnen, waren am Ul snRNP in Zusammenarbeit
mit Dr. R. Karaduman (Kap. 3) sowohl Experimente mit spezifischer Antikorper Bin-

dung, als auch mit genetischem Label durchgefiihrt worden.

mit spezifischen Antikérpern

Immunomarkierung ist in der Einzelmolekiil-EM eine gebrduchliche Methode, da Anti-
korper, wie der Komplex auch, bereits in elektronenmikroskopischen Einzelbildern sicht-
bar sein konnen. Ist der Antikérper an den Komplex gebunden, kénnen aus 2D Ansichten
des Komplexes gewonnene Informationen iiber die Lokalisation des Epitops anschliefsend
auf 3D Ebene iibertragen werden. Allerdings miissen einige Voraussetzungen gewihrlei-
stet sein, um das Zielepitop des Antikorpers zweifelsfrei in der Struktur lokalisieren zu
konnen, von denen die erste die spezifische Bindung des Antikorpers ist.

Fiir die Antkérperbindungsstudien am Ul snRNP aus S. cerevisiae war ein kommerziell
erhéltlicher polyklonaler Antikorper gegen das Calmodulinbindungspeptid, anti-CBP-
AK, ausgewéhlt worden. Dies hatte zweierlei Griinde. (1) Konventionelle proteinspezifi-
sche Antikorper, wenn sie denn fiir das gewiinschte Protein verfiigbar sind, weisen héufig
in Abhéngigkeit von den experimentellen Bedingungen unterschiedliche Sensitivitdten
und Spezifitdten auf, was in Folge intensive individuelle Tests und Optimierung der ex-
perimentellen Parameter erfordert.(2) Zudem ist nicht gewéahrleistet, dass die Epitope
auf dem ausgewéhlten Protein im Komplex fiir den Antikérper zugénglich liegen. Da das
Calmodulinbindungspeptid nach der TAP-tag Aufreinigung am Protein verbleibt und
mit dem TAP-tag vorher die Aufreinigung moéglich war, schienen dies gute Vorausset-

zungen fiir die Zugénglichkeit des Epitops und somit fiir die Bindung des Anti-CBP-AK
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an den Komplex zu sein. Desweiteren wurde der anti-CBP-AK bereits in Experimenten
mit TAP-tag aufgereinigtem Tri-snRNP (U4/U6.U5 snRNP) aus S. cerevisiae erfolg-
reich als Immunolabel eingesetzt [93].

Fiir die Bindungsstudien des Anti-CBP-AK an das Ul snRNP wurde das Ul snRNP
wie beschrieben (s. Kap. 3, Abschn. 3.2.1), aber ohne Vorfraktionierung, affinitatsauf-
gereinigt. Das isolierte Ul snRNP wurde mit unterschiedlich hohem molaren Uberschuss
an anti-CBP-AK (Kap. 3, Abschn. 3.2.2)) inkubiert. Dieses Reaktionsgemisch wurde in
einem Glycerolgradienten ultrazentrifugiert, um die Immunkomplexe von freiem Anti-
korper abzutrennen. Um anschlieftend den anti-CBP-AK in den Gradientenfraktionen zu
detektieren, wurden ELISA-Experimente ausgefiihrt (Kap. 3, Abschn. 3.2.2), und zwar
mit Antikorper vorbeschichteten (Ak:Ziege anti-Hase) ELISA-Platten (Thermo Fisher,
USA) und im wesentlichen nach den Instruktionen des Herstellers (siehe auch [92] [93]).
Die Absorptionsmessungen wurden bei 450 nm durchgefithrt. Nach Normalisierung der
Absorptionswerte wurden die Kurven in Abb. 4.7 erhalten, die eine prozentuale Ver-
teilung des anti-CBP-AK in den Gradientenfraktionen bei unterschiedlich hohem mola-
ren Antikorperiiberschuss wiedergeben. Ungebundener, freier Antikérper bleibt in den
oberen Gradientenfraktionen. Bei den Titrationsexperimenten mit Snu71p-TAP-tag auf-
gereinigten Ul snRNP traten keine signifikanten Antikérpermengen in unteren Gradi-
entenfraktionen auf (Abb. 4.7, A und nicht gezeigte Experimente). Bei Wiederholung
der Experimente mit auf gleicher Weise aufgereinigtem Ul snRNP mit TAP-tag am
Snu56 Protein, sedimentierten bei 20-fachem Uberschuss Antikorper in untere Bereiche
des Gradienten (Abb. 4.7, B). Die Ko-Migration von Anti-CBP-AK und Ul snRNP war
allerdings sehr gering und zudem bei den Titrationsexperimenten mit verschiedenen An-
tikdrperkonzentrationen nicht ausreichend reproduzierbar, was zu zuséatzlichen Schwie-
rigkeiten bei der Lokalisation der Antikérper am Komplex in elektronenmikroskopischen
Bildern fithrt (Kap. 5 Diskussion, Abschn. 5.2.1). Eine Lokalisation des anti-CBP-AK
Epitops war folglich aufgrund mangelnder Antikorperbindungseffizienz nicht praktika-
bel.
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Abbildung 4.7: Titration des anti-CBP Antik6rpers gegen TAP-tag aufgereinig-
ten Ul snRNP. TAP-tag aufgereinigter Ul snRNP (ohne Vorfraktionierung, Kap. 3, Ab-
schn. 3.2.1) wurde mit unterschiedlich hohem molaren Uberschuss an anti-CBP-AK 1 h bei 4 °C
inkubiert und dieses Reaktionsgemisch wurde auf einem 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten
ultrazentrifugiert. Die anschliefend erhaltenen 24 Gradientenfraktionen (x-Achse) wurden mit-
tels ELISA (93] auf den relativen Gehalt an anti-CBP-AK (y-Achse) getestet. Als Kontrollex-
periment wurde ein 10-facher molarer Uberschuss an anti-CBP-AK ohne Ul snRNP (schwarze
Kurve) auf einen Gradienten geladen. Das Ul snRNP wird in den Fraktionen 14 — 18 erwartet,
was mit einem schwarzen Balken gekennzeichnet wurde.

A: Snu71p-TAP-tag aufgereinigter Ul snRNP: Es trat keine signifikante Ko-Migration des
anti-CBP-AKs mit Ul snRNP auf, so dass es offensichtlich zu keiner ausreichenden Bildung des
Immunkomplexes kam. Die leichte Peakverschiebung des freien anti-CBP-AKs ohne Ul snRNP
im Kontrollexperiment ist durch die manuelle Ladung und Ernte des Glycerolgradienten be-
dingt.

B: Snub6p-TAP-tag aufgereinigter Ul snRNP: Es ist eine geringe Ko-Migration des anti-CBP-
AKs mit Ul snRNP bei 20-fachen Uberschuss des Antikorpers festzustellen.
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mit genetischem Label

Die Strategie fiir die Einfiihrung eines genetischen Labels basiert auf der Moglichkeit
ein anhédngliches Protein in der EM-Struktur als zusétzliche aufserordentliche Dichte er-
kennen zu konnen. Je nach Auflésung der Struktur kann zu diesem Zweck bereits ein
circa 25 kDa kleines Protein eingesetzt werden, im Falle des Ul snRNP war jedoch das
54 kDa Protein tDimer2 ausgewahlt worden. Es handelt sich bei tDimer2 um einen fiir
die Fluoreszenz optimierten Dimer des DsRed Proteins aus Discosoma [30]. Im tDi-
mer?2 sind die beiden DsRed Untereinheiten iiber eine kurze Peptidsequenz miteinander
verbunden und die konservierten 11-strangigen (3-Fass-Strukturen der DsRed Unterein-
heiten stehen senkrecht zueinander. Die fluoreszierende Eigenschaft des tDimer2 Labels
hat keine Bedeutung fiir die Elektronenmikroskopie, vielmehr waren die Grofe und die
leichte Verfiigbarkeit Griinde fiir die Wahl. Der tDimer2 liegt auf einem Plasmid in einer
optimierten Kassette vor, die speziell fiir genetisches Fusionsproteindesign in S. cerevi-
sia konstruiert worden ist [235]. Analog dazu ist auch das 27 kDa Fluoreszenzprotein
yECitrine in einer solchen Kassette verfiighar [235], und mit diesem Label war es be-
reits moglich gewesen, die Positionen der Lsm Proteine im U6 snRNP und verschiedene
Proteine im Tri-snRNP aus S. cerevisiae zu identifizieren (93], [115].

Die Expression des Ul snRNP aus genetisch modifizierten Hefestdmmen mit chromoso-
mal integriertem tDimer2-Fusionsprotein am C-Terminus von (1) Nam8p und (2) Snplp
wurde getestet. Die Aufreinigung des Ul snRNP erfolgte dafiir wie beschrieben (Kap. 3,
Abschn. 3.2.1) und ohne Vorfraktionierung iiber die TAP-methode. Die Isolierung eines
intakten 18.S Ul snRNP aus Hefezellen mit Nam8p-tDimer2 war nicht moglich, wie
die Proteingelanalyse mit Silberfarbung der Glycerolgradientenfraktionen zeigte (ohne
Abb.). Eine Aufreinigung des Ul snRNP mit dem tDimer2-Label am Snplp war moglich
wie die Proteinanalyse der Glycerolgradientenfraktionen zeigte (Abb. 4.8). Verglichen
mit den Proteinanalysen ohne tDimer2 Fusionsprotein in den Abbildungen 4.1, 4.5, 4, 5
wurde eine neue zuséatzliche Bande gerade oberhalb der Snu71p Bande erkenntlich, die
aufgrund der erwarteten Masse von 88 kDa dem Snpl-tDimer2-Fusionsprotein zugeord-
net wurde. Zudem waren die Peakfraktionen des Ul snRNP um zwei Fraktionen nach
oben verschoben, was auf ein verandertes Sedimentationsverhalten aufgrund der tDimer2
Integration hindeutete. Elektronenmikroskopische Begutachtung von diesen aufgereinig-
ten Ul snRNP zeigte, dass die Anzahl von Partikeln, die auf den Kohlefilm absorbiert
waren, verglichen mit der Ul snRNP Probe ohne Label, erheblich reduziert waren. Die-
ses war auch in analogen Experimenten in S. cerevisiae am APC [56] beobachtet wor-
den (pers. Kommunikation Dr. P. Dube). Aufgrund der strukturellen Heterogenitét des
Ul snRNP (Abschn. 4.3) war eine Lokalisation des tDimer2 nicht méglich.
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Abbildung 4.8: Untersuchung der Proteinexpression des tDimer2 Fusionsprote-
ins Snplp im Ul snRNP. Aus einem Hefestamm mit tDimer2 Label am C-Terminus von
Snplp wurde Ul snRNP mittels der TAP-tag-Methode ohne Vorfraktionierung (Kap. 3, Ab-
schn. 3.2.1), aufgereinigt und auf einem 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten zentrifugiert. Aus
den Glycerolgradientenfraktionen (Gesamtzahl 24, oben 1, unten 24) wurden die Proteine mit
Aceton préazipitiert, danach mittels SDS-PAGE auf einem 12 % Polyacrylamid Gel aufgetrennt
und schlieflich mit Silber geféarbt. Gezeigt sind die Fraktionen, in denen das Ul snRNP erwar-
tet wird. Das Proteinbandenmuster des Ul snRNP ist um zwei Fraktionen nach oben verlagert
und ist in den Fraktionen 12 — 15 wiederzuerkennen. Dies deutet nur auf ein verdndertes Sedi-
mentationsverhalten des Ul snRNP hin, und kann nicht pauschal auf einen leichteren Partikel
zuriickgefithrt werden. Die Snplp-tdimer2 Bande liegt gerade oberhalb der Snu71p-Bande.
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4.2 3D Strukturen des Ul snRNP

4.2.1 de novo 3D Struktur-Rekonstruktion

Um eine initiale 3D Struktur des Ul snRNP unter Beriicksichtigung der bereits in
2D Projektionsbildern beobachteten Heterogenitit der Proben (Abschn. 4.1) zu erhal-
ten, wurde die sogenannte Random Conical Tilt-Methode ([198], Kap. 2, Abschn. 2.3.1)
ausgewahlt. Dazu wurde das Ul snRNP einschliefslich der Vorfraktionierung wie in
Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben {iber den TAP-tag aufgereinigt und wéahrend der
abschliefenden Glycerolgradientenzentrifugation fixiert [119]. Der Ul snRNP der ent-
sprechenden Gradientenfraktionen wurde auf einen diinnen Kohlefilm aufgebracht und
mit Uranylformiat negativ kontrastiert (Kap. 3, Abschn.3.3.3). Die Kupfernetztriger
dieser Proben wurden bei RT aufbewahrt und mikroskopiert. Zur Aquisition der fir
die RCT-Rekonstruktion notwendigen Daten wurden elektronenmikroskopische Aufnah-
men derselben Probenbereiche bei 0° und 45° Einstellung des EM-Probenhalters direkt
nacheinander gemacht. Die 0 °-Aufnahme entstand stets zuerst. Die Bilder wurden bei
88000-facher Vergroferung in euzentrischer Hohe bei einem Defokus von —0,9 um bis
—1,4 um bezogen auf die 0°-Probenhalterstellung aufgenommen. Ein Ausschnitt eines
dieser paarweise entstandenen Aufnahmen ist in Abb. 4.9 gezeigt.

Um einen Datensatz aus Einzelpartikelbildern bei 0 ° und einen exakt korrespondieren-
den Datensatz derselben Partikel, aufgenommen unter einem 45 ° Winkel, zu erhalten,
wurden die Partikel mit Hilfe des Programms CowHide manuell selektiert. Beispiel-
haft sind Einzelpartikelpaare in Abb. 4.9 farblich hervorgehoben. Fiir die anschliefsende
RCT-Rekonstruktion stand ein Datensatz aus 10713 Einzelpartikelpaaren zur Verfii-
gung. Zunéchst wurden die Einzelpartikelbilder der 0° Aufnahmen in Klassen von durch-
schnittlich 54 Mitgliedern klassifiziert. (Kap. 2, Abschn. 2.2). Von jeder der erhaltenen
insgesamt 200 Klassen wurde eine RCT-3D-Struktur berechnet (Abb. 4.10), indem den
korrespondierenden 45 °-Projektionsansichten aller Mitglieder einer 0 © Klassensumme
die Winkel zugewiesen wurden (Kap. 2, Abschn. 2.3.1). Da nur wenige Projektionsan-
sichten fiir eine RCT-Struktur-Berechnung verwendet wurden (durchschnittl. 54) und
zudem Projektionsrichtungen fehlen (missing cone-Phénomen, Kap. 2, Abschn. 2.3.1),
weisen die Volumina der 3D RCT-Rekonstruktionen wie in Abb. 4.10, C deutlich wird,
ein geringes SNR auf.

Um das SNR zu verbessern und die Strukturen besser beurteilen zu kénnen, wurden die
RCT-3D-Strukturen im ML-Alignment rotationsausgerichtet und anschliefend mittels
der 3D-PCA (Kap. 2, Abschn. 2.3.2) so klassifiziert, dass durchschnittlich 8 RCT-3D-

Strukturen eine Klassensumme bildeten. Es wurden auf diese Weise 25 3D Strukturen



4.2 3D Strukturen des Ul snRNP 91

Abbildung 4.9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen bei 0 ° und 45 ° geneigtem
Probenhalter. Gezeigt sind Ausschnitte von elektronenmikroskopischen Aufnahmen des mit
Uranylformiat negativ kontrastierten Ul snRNP. Die EM-Bilder entstanden direkt nacheinan-
der bei RT und vom selben Probenbereich auf dem Kupfernetztrager, aber bei unterschiedlicher
Neigung des EM-Probenhalters, und zwar unter einem Winkel von 0 ° (1. Aufnahme, links)
und 45 ° (2. Aufnahme, rechts). Fiir die RCT-Rekonstruktion wurden unter Verwendung des
Programms CowHide die Partikel auf den einander entsprechenden Aufnahmen visuell einander
zugeordnet und, wie in dieser Darstellung farblich hervorgehoben, paarweise selektiert und in
Einzelbildern extrahiert. Die dargestellten Einzelpartikelbilder sind bereits gefiltert.
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Abbildung 4.10: de novo 3D Rekonstruktion des Ul snRNP mittels RCT-Methode.
Aus einer Klassensumme des Ul snRNP (A), berechnet aus einem Datensatz von 10713 Ein-
zelpartikelbildern wie unter Kap. 2, Abschn. 2.2 beschrieben, wurden die korrespondierenden
Klassenmitglieder des zugehorigen Datensatzes, der aus EM-Aufnahmen bei 45° geneigtem
Probenhalter entstand (8 Mitglieder dieser Klasse sind in B gezeigt), verwendet, um eine
3D RCT-Struktur (C) zu berechnen, wie in Kap. 2, Abschn. 2.3.1 beschrieben. In Abb. C
wird das in diesem Stadium der Datenprozessierung generell geringe SNR der ersten RCT-3D-
Strukturen ersichtlich.
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erhalten. Von diesen wurden nach visueller Begutachtung 5 Strukturen als initiale Refe-
renzen fiir ein weiteres 3D Struktur- Refinement selektiert (Abb. 4.11). Die Wahl fiel auf
Strukturen, die miteinander verglichen sehr unterschiedlich waren, um moglichst das ge-
samte Spektrum an auftretenden Konfigurationen und Konformationen des Komplexes
abzudecken. Die Struktur I in Abb. 4.11 war in dem Datensatz einzigartig, wahrend von
den iibrigen Strukturen II - IV jeweils einige déhnliche vorhanden waren, die vergleich-
bare Strukturmerkmale aufwiesen. In diesen groben 3D Strukturen wurde ersichtlich,
dass in der Ul snRNP Probe Subpopulationen unterschiedlich konfigurierter Komplexe
existierten. So ist die Struktur IV sehr viel schmaler, als die Strukturen I und II in

Abb. 4.11, was allein mit einer Konformationsumwandlung nicht erkléarbar ist.
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Abbildung 4.11: 3D Strukturen des Ul snRNP nach ML-Alignment und anschlie-
fiender 3D Klassifizierung. Aus einem Datensatz von 10713 Einzelbildern wurden, wie bei-
spielhaft in Abb. 4.10 fiir eine Klassensumme gezeigt und wie unter Kap. 2, Abschn. 2.3.1
beschrieben, 200 RCT-3D-Strukturen des Ul snRNP kalkuliert. Nach anschliefender Rotati-
onsausrichtung im ML-Alignment, wie unter Kap. 2, Abschn. 2.3.2 beschrieben, wurden die
RCT-3D-Strukturen mit einer durchschnittlichen Klassenmitgliederzahl von 8 klassifiziert. In
(A) sind 5 charakteristische RCT /ML-Strukturen des Ul snRNP abgebildet und in (B) ihre
um 90° im Uhrzeigersinn um die Léngsachse gedrehte Ansicht. Diese Strukturen wurden fiir
ein anschliefsendes Struktur- Refinement in der zyklischen Datenprozessierung auf 3D Ebene als
initiale Referenzstrukturen verwendet. Der Mafsstab in A und B entspricht 5 nm.




94 4 | Ergebnisse

4.3 Verbesserung und Validierungen der 3D Struktu-

ren

Um die initialen Strukturen (Abb. 4.11), die aus den RCT-Rekonstruktionen mit an-
schliefendem ML-Alignment und 3D Klassifizierung erhalten worden sind (Kap. 2, Ab-
schn. 2.3.1), zu verbessern, wurde ein zyklisches Struktur- Refinement-Verfahren ange-
schlossen (vgl. Kap. 2, Abschn. 2.3.3 & Abschn. 2.2, Abb. 2.4). Das Verfahren basiert
auf der genaueren Eulerwinkelbestimmung fiir die Projektionsansichten, die zur 3D Re-
konstruktion verwendet werden. Um die strukturelle Heterogenitét des Ul snRNP, die
sich in den 5 ausgewahlten Strukturen widerspiegelt, weiterhin zu beriicksichtigen, wur-
de im Refinement-Prozedere ein MR-Alignment, das in [72] beschrieben ist, verwendet.
Nach diesem Verfahren wurden als Referenzen Sets von 2D Projektionsbilder aller 5
3D Modelle gleichzeitig zur Ausrichtung der Bilder des Einzelpartikeldatensatzes be-
nutzt. Anschliefend wurden die Einzelpartikelbilder des Datensatzes danach klassifiziert,
welches 3D Modell ihrer Ausrichtung zugrunde lag. Auf diese Weise wurden Subdaten-
sitze erhalten, aus denen jeweils das entsprechende 3D Modell neu rekonstruiert werden
konnte. Dazu wurde aus den Subdatensétzen zunéchst mittels supervised classification
ein 3D Modell erstellt. Dieses wurde in den Tests zur Validierung von Strukturcharakte-
ristika (Abb. 4.12 & 4.17) jedoch lediglich dazu verwendet, um durch Ausprojizieren ein
neues Winkelreferenzset fiir die angular reconstitution-Methode zu erhalten. Um néamlich
keinen Bias einzubringen, wurden die Einzelpartikel-Subdatensétze PCA-basiert klassi-
fiziert (CowHide Programm, Kap. 2, Abschn. 2.2.2) und die erforderliche nachfolgende
Winkelbestimmung fiir die Klassensummen erfolgte mittels angular reconstitution. Das
so rekonstruierte 3D Modell wurde fiir einen erneuten Refinement-Zyklus verwendet.

Die fiir das Refinement eingesetzten Einzelpartikeldatenséitze basierten auf negativ kon-
trastierten Proben. Einer der Datenséitze enstand durch EM-Aufnahmen bei RT, 2 wei-

tere unter Probenkiihlung mit fliisssigem Stickstoff.

Validierung eines Strukturfortsatzes
Gleich zu Anbeginn des Struktur- Refinements wurde ein Strukturfortsatz in 4 der 3D Mo-
delle beobachtet (3D Modelle II - V), der bei weiteren Zyklen schnell iiberbetont wurde.
Um zu iiberpriifen, inwieweit dieser Strukturfortsatz Giiltigkeit hat, wurde der Einzel-
partikeldatensatz aufgetrennt, indem 3D Modelle mit und ohne Fortsatz fiir ein MR-
Alignment eingesetzt wurden. Der Datensatz wurde dementsprechend in 2 Subdatensét-
ze, die jeweils die 4 Modelle mit beziehungsweise ohne Strukturfortsatz représentierten,
gespalten (Abb. A & B 4.12). Fiir den Datensatz ohne Strukturfortsatz (Test A) wurden
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Referenzen mit Strukturfortsatz eingesetzt (Abb. 4.12, A, Pfeile an 3D Referenzen) und
entsprechend umgekehrt wurde mit dem Subdatensatz mit Strukturfortsatz (Abb. 4.12,
B) verfahren, indem Referenzen ohne Strukturfortsatz eingesetzt wurden (Test B).

Die Testergebnisse zeigten nur fiir die Struktur II ein einheitliches Ergebnis mit ei-
nem gut definierten Fortsatz. Danach gibt es von der Struktur II Substrukturen mit
und ohne Fortsatz. Ein angedeuteter Fortsatz trat bereits im RCT /ML 3D Modell der
Struktur auf (Abb. 4.11, IT). Auch mit einem automatischen Refinement-Prozedere, das
auf Benutzerinteraktion weitgehend verzichtet und die vorhandenen in Kap. 2 beschrie-
benen Programme tiber ein in Phython 2.5.1. programmietes Skript (Dr. Florian Hauer)
nacheinander aufruft, wurde der Fortsatz nur in der Struktur II ausgebildet (Daten
nicht gezeigt). In den 3D Modellen III und V verschwand der Fortsatz im Test A nicht
deutlich genug, um 2 Subpopulationen bestétigen zu konnen. Bei der Betrachtung der
Ergebnisse fiir das 3D Modell IV fillt auf, dass der Fortsatz im Ergebnismodell von Test
B ungewohnlich spitz zulduft und der Fortsatz nicht die gleiche Form annimmt wie im
Ausgangsmodell. Daher kann nicht abschliefend beurteilt werden, bis zu welchem Maf
der Fortsatz in der Struktur IV Giiltigkeit hat. Gleiches gilt fiir die Modelle III und V.
Uberdies wurde nach weiteren Refinement-Zyklen auch deutlich, dass der Fortsatz, der
in diesen anfinglichen Untersuchungen in 3D Modell II betrachtet wurde, nicht gleich-
zusetzen ist, mit denen in den iibrigen Modellen. In dem 3D Modell II entwickelte sich
namlich auch an anderer Stelle eine schmal zulaufende Strukturauspragung (vegl. Abb
4.13 11, Pfeile). Es ist moglich, dass an dieser Stelle auch Rauschen korreliert und die

zugrunde liegenden Daten somit kein weitergehendes Refinement zulassen.

Analyse der im Refinement erhaltenen 3D Modelle

In Abb. 4.13 sind die 3D Modelle I - V gezeigt, wie sie nach insgesamt 7 Refinement-
Zyklen erhalten worden sind. Abbgebildet sind die 3D Modelle, die nach dem letzten
MR- Alignment mit projection matching erhalten worden sind. Es lag dem Alignment ein
Datensatz von 107147 Kryo-negativ-kontrastierten Einzelpartikelbilder zugrunde. In Ta-
belle 4.1 ist aufgelistet, in welchem Verhéltnis sich der Datensatz auftrennte. Desweiteren
ist auch angegeben, welche Masse fiir die Volumina der in Abb. 4.13 gezeigten Struktu-
ren | - V geschétzt wird.

Die Fourierschalenkorrelationsfunktionen (FSC-Kurven) der 3D Strukturen, mit deren
Hilfe die Auflésungsgrenze einer 3D EM-Struktur nach verschiedenen Kriterien angeben
werden kann (Kap. 2, Abschn. 2.3.6), ist in Abb. 4.14 gezeigt. Die Strukturen II - V
wurden dazu vor der Berechnung im Frequenzbereich von unter 0,1 [1/A] gefiltert (Abb.
4.14, griine Kurven). Ohne diese Filterung wiesen diese 4 FSC-Kurven (Abb. 4.14 rote

Kurven von 3D-II bis 3D-V) einen erneuten Anstieg in dem Frequenzbereich auf. Dieser
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Abbildung 4.12: Refinement-Zyklen zur Validierung einer Ul snRNP Substruktur.
Die Einzelbilder eines Datensatzes aus negativ kontrastierten Ul snRNP Partikeln wurden
getrennt nach Vorhandensein eines Strukturfortsatzes (Pfeile), wobei die Subdatensétze in (A)
mit 11815 Einzelbildern und in (B) mit 11447 Einzelbildern 4 unterschiedliche 3D Strukturen
des Ul snRNP représentierten (farblich unterschieden). Als initiale Referenzen wurden fiir den
kompletten Datensatz ohne Fortsatz nun die jeweiligen 3D Strukturen mit Fortsatz eingesetzt.
Entsprechend umgekehrt wurde mit dem Datensatz mit Fortsatz in B verfahren, indem diesem
initiale Referenzen ohne Fortsatz zugewiesen wurden. Die jeweiligen Ergebnisse, die nach 3
Refinement-Zyklen mittels supervised classification und angular reconstitution erhalten wurden,

sind abgebildet. Lediglich Struktur II ldsst sich eindeutig in zwei Substrukturen mit und ohne
einem vertrauenswiirdigen Strukturfortsatz trennen (Pfeilspitze). Der Mafstab entspricht 5 nm.
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Abbildung 4.13: 3D Strukturen des Ul snRNP aus S. cerevisiae. Die abgebildeten
Strukturen I - V des Ul snRNP wurden nach einem zyklischen Prozedere zur Verbesserung der
3D Strukturen mittels einer Kombination aus angular reconstitution und projection matching
(s. Kap. 2 Abschn. 2.3.3) erhalten. Als initiale Referenzen dienten die RCT/ML-Strukturen
aus Abb. 4.10. Unmittelbar liegt den Strukturen ein gemeinsamer Datensatz bestehend aus
107147 Einzelpartikelbilder zugrunde. Die Ul snRNP Probe des Datensatzes war mit Ura-
nylformiat negativ kontrastiert und anschlieffend in fliissigem Stickstoff schockgefroren wor-
den (Cryo-negativ-stain-Methode nach |76]). Der Datensatz wurde unter Stickstoffkithlung der
Probe aufgenommen. Die Strukturen werden von 4 Seiten gezeigt, wobei jeweils um 90° im
Uhrzeigersinn um eine Léngsachse gedreht wurde. Die Pfeile in Abb. III deuten auf eine Do-
méne, die nur schwach mit dem Hauptkorper der Struktur assoziiert ist und nachfolgend auf
ihre Zugehorigkeit getestet wurde (Abb. 4.17). Der Mafsstab entspricht 5 nm.
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3D Struktur Anzahl der Ein- | Anteil am Ge- | ungefidhre Masse
zelbilder im Sub- | samtdatensatz in | der Strukturvolumi-
datensatz [%] na in [kDA]

Struktur I 6777 6,8 1530

Struktur II 26839 25,0 1250

Struktur III 15991 14,9 1400

Struktur IV 28981 27,0 920

Struktur V 28559 26,7 1420

Tabelle 4.1: 3D Strukturen I - V, kalkuliert aus 107147 Einzelpartikelbildern einer kryo-
negativ-kontrastierten Ul snRNP Probe.

Anstieg kann grundsétzlich verschiedenen Ursachen geschuldet sein [185]. Der einfach-
ste Grund dafiir ist die Anwendung einer Maske auf die 3D Volumina, was in diesem
Fall ausgeschlossen werden kann. Sehr wahrscheinlich liegt es hier an einer Korrelation
im Rauschen. Aufgrund der beobachteten Heterogenitét unter den Klassensummen und
den RCT/ML-Strukturen ist es wahrscheinlich, dass sich die zugrunde liegenden Subda-
tensétze aus mehreren Strukturkonformationen zusammensetzen, die nicht aufgetrennt
werden konnten. Die 3D-I Struktur ist nach den FSC-Kurven zu urteilen am besten
definiert.

Um zu ermitteln, ob die Winkelverteilung der Projektionsansichten in den Subdatensét-
zen gleichméfig ist, wurden die einzelnen Datensétze PCA-basiert mit circa 30 Mitglie-
dern pro Klasse klassifiziert (Kap. 2, Abschn. 2.2) und die Winkel der erhaltenen Klas-
sensummen wurden mittels angular reconstitution bestimmt. Die Projektionsansichten
wurden mit Hilfe eines Unterprogramms von CowHide (Dr. M. Schmeifser) auf der Eu-
lerkugel angeordnet und im Adobe Reader 9.0 visualisiert (Abb. 4.15 & 4.16). Danach
ist die Winkelverteilung in keinem der Subdatensétze unregelméfig. Alle Projektions-
richtungen sind gleichméfig vertreten, auch in dem zugrunde liegenden Datensatz der
3D-I Struktur, fiir den nur 230 Klassensummen gebildet worden sind. Dort sind die Pro-
jektionsansichten der Pole zwar leicht unterreprasentiert, was in diesem Fall zunéachst

auf einen statistischen Effekt zuriickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 4.14: Auflésung der berechneten 3D Strukturen. Die Diagramme zeigen die
Fourierschalenkorrelationsfunktionen (FSC) der 5 berechneten Ul snRNP Strukturen I - V aus
Abb. 4.12. In rot ist jeweils der Verlauf der FSC-Funktion in Abhéngigkeit der Raumfrequenz
gezeigt. Die Strukturen IT - V wurden vor der Berechnung im Bereich von unter 10 A gefiltert
und der Verlauf dieser Funktionen ist in griin dargestellt. In den meisten Frequenzbereichen
iiberlagern sich die Verlaufe von gefilterter und ungefilterter FSC-Kurve. Die schwarze Kurve
gibt den Wert des statistischen Rauschens berechnet nach dem 3¢ Kriterium bei der jeweiligen
Frequenz an. Am Schnittpunkt dieser Kurve mit der jeweiligen FSC-Kurve wird die maximale
Auflésungsgrenze nach dem 3o Kriterium als reziproker Wert der Raumfrequenz abgelesen, die
demnach fiir die Strukturen I - V zwischen 25 und 20 A liegt. Nach dem FSCq5-Kriterium
betrigt die Auflssungsgenze den blau eingezeichneten Linien folgend zwischen 25 und 30 A.
Die 3D-I Struktur ist, am Verlauf der FSC-Kurve geurteilt, am besten definiert, wiahrend die
Strukturen IT - V wahrscheinlich eine Korrelation von Rauschen aufweisen [185]|, erkennbar
am erneuten Anstieg der FSC-Kurven im hohen Frequenzbereich.
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Ansicht von vorne Ansicht von oben

Abbildung 4.15: Projektionswinkelverteilung in den Subdatensitzen I - II1. Detai-
lierte Bildbeschreibung erfolgt unter Abb. 4.16.
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Ansicht von vorne Ansicht von oben

Abbildung 4.16: Projektionswinkelverteilung in den Subdatensitzen IV und V.
Bildunterschrift gilt auch fiir Abb. 4.15.

Die Subdatensétze aus Einzelpartikelbildern, aus denen die 3D Strukturen I - V in Abb. 4.12
mittels projection matching berechnet worden waren, wurden mit CowHide-Unterprogrammen
klassifiziert, wie unter Kap. 2, Abschn. 2.2.2 beschrieben, wobei die durchschnittliche Anzahl
an Klassenmitgliedern 30 betrug. Die Anzahl der Klassensummen betrug fiir die einzelnen
Subdatensétze 230 (I), 900 (II), 530 (III) und 950 (IV & V). Den erhaltenen Klassensum-
men wurden mittels angular reconstitution Eulerwinkel zugewiesen, wobei die Projektionen
der jeweils zugehorigen 3D Strukturen I - V aus Abb. 4.12 als Referenzwinkelset dienten. Die
Klassensummen der Subdatenséitze I - V wurden anschlieffend mit ihren Eulerwinkeln auf der
Eulerkugel unter Benutzung eines Unterprogramms des Softwarepakets von CowHide platziert
(Dr. M. Schmeifer, im Hause) und mit dem AdobeReader 9.0 visualisiert. Die Eulerkugeln
der Subdatensétze I - V sind von jeweils 2 Seiten abgebildet, einer Frontalansicht und der
entsprechenden Ansicht von oben mit abstrahierten Projektionsbildern. Projektionsbilder mit
grofsem Quadrat liegen dem Betrachter zugewandt, mit kleinem Quadrat auf der Riickseite der
Kugel. Alle Subdatensétze weisen demnach eine gleichméfige Winkelverteilung auf.
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Validierung der anhanglichen grofien Doméne in 3D-III
Die 3D Struktur III wies eine grofse zusétzliche Dichte auf, die nur leicht mit dem Haupt-
korper der Struktur verbunden war (Abb. 4.13), aber im bisherigen Refinement-Prozess
nicht verloren ging. Es sollte daher iiberpriift werden, ob die Dichte noch der Struktur
angerechnet werden darf. Da die 3D Struktur V in derselben Abb. (4.13) eine Ahnlich-
keit mit dem Hauptkorper der Struktur IIT aufwies, und zwar mit der Vorstellung, dass
die eine in die andere Form durch einfache Konformationsumwandlung iiberfiihrt wer-
den kann, wurde ebenso diese 3D-V-Struktur auf ihre anhéngliche Doméne untersucht

(Abb. 4.17). Dazu wurde zunéchst ein Datensatz in Subpopulationen von Einzelparti-
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Abbildung 4.17: Refinement-Zyklen zur Validierung einer Ul snRNP D&émane. Die
Einzelbilder eines Datensatzes aus negativ kontrastierten Ul snRNP Partikeln wurden getrennt
nach Vorhandensein der Doméne (Pfeile), wobei die Subdatensétze in (A) mit 14827 Einzel-
bildern und in (B) mit 10783 Einzelbildern 2 unterschiedliche 3D Strukturen des Ul snRNP
reprasentierten (farblich unterschieden). Als initiale Referenzen wurden fiir den kompletten
Datensatz ohne Doméne nun die jeweiligen 3D Strukturen mit Doméne eingesetzt. Entspre-
chend umgekehrt wurde mit dem Datensatz mit Doméne in B verfahren, indem diesem initiale
Referenzen ohne Doméne zugewiesen wurden. Die jeweiligen Ergebnisse, die nach 3 Refine-

ment-Zyklen mittels supervised classification und angular reconstitution erhalten wurden, sind
abgebiltet. Der Mafistab entspricht 5nm.

kelbildern aufgetrennt, indem Referenzen mit und ohne Doméne beider Modelle einge-
setzt wurden. Anschliefsend wurde den Subdatensétzen, die die beiden Strukturen ohne
Doméne repréisentierten, eine Referenz mit Doméne vorgegeben (Abb. 4.17, A). Der
Subdatensatz mit Doménen erhielt Modellvorgaben ohne Doméne. Nach 3 Refinement-

Zyklen, die wie oben beschrieben ausgefiihrt wurden, verlor die Doméne in der 3D-III
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Struktur deutlich den Kontakt zum Hauptkorper und schwéchte sich auch insgesamt
in ihrer Ausdehnung ab. Es schien dort aber immer noch verstarkt Rauschen zu kor-
relieren. Allerdings spricht dieses Ergebnis stark dafiir, dass die betrachtete Doméne
kein Bestandteil des Komplexes ist. Fiir die 3D-V Struktur ergab sich ein uneinheitli-
ches Bild. Die Ergebnis-Strukturen waren insgesamt nicht mehr so gut definiert, so dass
keine Schlussfolgerungen moglich sind. Da von der Doméne vorher nicht beobachtet
worden war, dass der Kontakt zum Hauptkorper vage oder gering ist, sind dort wohl
andere Einfliilsse der Strukturheterogenitéit dafiir verantwortlich, nicht aber die unter-
suchte Doméne.

Die fiinf 3D Strukturen in Abb. 4.13 sind untereinander verglichen in ihren strukturellen
Merkmalen sehr verschiedenartig. Da die ermittelten Massen der gezeigten Strukturvo-
lumina in Relation zueinander ebenfalls sehr unterschiedlich sind, spiegelt dies Heteroge-
nitdt in der Konfiguration der Komplexe wider. Daneben zeigen die Strukturen IIT und
V, abgesehen von der zusédtzlichen Doméne in Struktur V, dhnliche Strukturmerkmale,

die mit Konformationsumwandlungen erklédrbar sind.

4.4 Fehlerabschatzung der 3D Rekonstruktion bei He-

terogenitat der Probe

4.4.1 Testdaten und Verfahren

Um die Fehler der 3D Berechnungen bei zugrunde liegenden Datenséatzen strukturell
heterogener Proteinkomplexe wie dem Ul snRNP aus S. cerevisiae besser einschétzen
zu konnen, wurde eine Fehlerberechnung mit einem Testdatensatz durchgefiihrt. Da-
zu wurde zunéchst ein Testdatensatz, der das Fehlen einer Doméne zu unterschiedlich
hohem Prozentsatz simulieren sollte, wie folgt generiert: Ein pdb-File, der kristallogra-
phische Daten in Form von Atomkoordinaten eines humanen Protein-RNA-Komplexes
beinhaltete, wurde in Imagic-5 eingelesen und in eine 3D Dichteverteilung im Imagic-5
File-Format umgewandelt. Unter den festgelegten Bedingungen beim Umwandeln in die
3D Dichte, wurde eine Masse fiir die Modellstruktur in Imagic-5 berechnet und da-
mit verbindlich festgesetzt (vgl. Tab. 4.2). Um nun einen unterschiedlich konfigurierten
Proteinkomplex mit dem Wegfall einer Doméne zu simulieren, wurde eine Doméne im
originalen pdb-File in PyMol 0.99 editiert, indem die Koordinateninformationen die-
ser Doméne in unterschiedlichem Umfang geloscht wurden. Diese editierten pdb-Files
wurden in gleicher Weise wie das Original in Imagic-5 importiert. Gleichfalls wurden je-

weils die Massen der 3D Dichten kalkuliert und prozentual verglichen mit der originalen
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3D Struktur (Tab. 4.2). Auf diese Weise entstand eine Reihe von 3D Testdaten beste-
hend aus insgesamt 10 3D Modellen (Original (Orig.) & A - I; Abb. 4.18) mit prozentual

unterschiedlich hohem Verlust einer Doméne.

3D Modell Masse in [kDA| | Masseverlust in %]
1 | Modell (original) 320,4 0,0
2 Modell A 308, 1 3,8
3 Modell B 297,8 7,1
4 Modell C 288,5 10,0
) Modell D 277,9 13,3
6 Modell E 272,0 15,1
7 Modell F 264, 8 17,4
8 Modell G 258,6 19,3
9 Modell H 249, 6 22,1
10 Modell I 2447 23,6
Tabelle 4.2: 3D Modelle des Testdatensatzes
Testdurchfiihrung

Um den Einflufs der reduzierten Masse auf die Winkelbestimmung mit der Methode des
angular reconstitution zu priifen, wurde jedes der Modelle mit einem Winkelabstand
von 10° am 'Nordpol’ (a« = 0, f = 0, v = 0) startend gleichméfig {iber der Eulerkugel
ausprojeziert. Der a-Winkel betrug dabei stets 0°. Es wurde so fiir jedes der 3D Mo-
delle ein in den Projektionsrichtungen /-winkeln gleiches Set von 406 Projektionsbildern
erhalten, die sich bis auf die reduzierte Doméne glichen. Die 2D Projektionsbilder des
Originalmodells wurden als Referenzset festgelegt. Von allen 2D Projektionsbildersets
wurden die Sinogramme erstellt (Kap. 2, Abschn. 2.3.3), um anschliefend mit dem
festgelegten Referenzset den Projektionsansichten der Modelle A - I die 3 Eulerwinkel
mittels der angular reconstitution-Methode neu zuzuweisen. Um die Ungenauigkeit der
Methode per se festzustellen und um einen Wert bei einer Massenreduktion von 0 %, zu
erhalten, wurden auch fiir die Projektionsbilder des Originalmodells, die eigentlich als
Referenzset dienten, neue Eulerwinkel bestimmt; in diesem Fall war also Stichprobe und
Referenzset identisch. Da diese Ergebnisse bei der statistischen Auswertung fiir eine Art
der Normalisierung benutzt wurden, wird im folgenden dieser Test auch mit 'Nulltest’
bezeichnet.

In einem weiteren Test wurden die Projektionsbilder der Modelle A - I vor der Winkel-
bestimmung mit der angular reconstitution-Methode in einem MR-Alignment mit allen
Projektionsbilder des Originalmodells ausgerichtet. Durch das MR-Alignment wird der

a-Winkel verandert.
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Original-Modell Modell Original & | Modell A & B

¢

Modell C & D Modell E & F Modell G & H

Abbildung 4.18: Visualisierung der 3D Modelle des Testdatensatzes. Die originale
3D Struktur des Testdatensatzes wurde aus einem pdb-File des humanen Ul snRNP durch den
Import in Imagic-5 generiert (Gelbe Struktur). Die weiteren 3D Strukturen (Modelle A - 1)
des Testdatensatzes entstanden durch Editieren des originalen pdb-Files und wurde unter den
gleichen, einmalig festgelegten, Konstanten in Imagic-5 eingelesen. Der kleinsten Struktur im
Datensatz, dem Modell T fehlt 23,6 % der Masse des Originals. Beide Modelle sind zusammen
abgebildet, wobei das Orginal als blaues Netz gezeigt ist, um so die Grofe der editierte Doméne
visuell deutlich zu machen. Diese Doméne ist in den weiteren 3D Strukturen des Testdaten-
satzes (Modelle A - F) zu jeweils unterschiedlich hohem Prozentsatz verkleinert worden.
Die Verkleinerung wurde im pdb-File im Softwareprogramm PyMol 0.99 vorgenommen. Nach
Umwandlung der 3D Koordinateninformationen in eine EM-Dichte im Imagic-5 Dateiformat
wurde der prozentuale Masseverlust der Strukturen bezogen auf die Originalstruktur kalkuliert.
In den blauen Modellabbildungen zeigen die Umrisse der jeweils einfarbig blauen Struktur die
in der Reihe folgend kleinere 3D Modellstruktur, wahrend das blaue Netz dementsprechend die
Umrisse der massereicheren 3D Modellstruktur zeigt.
3D Modelle Original & I: minus 0% und minus 23,6 %
3D Modelle A (Netz) & B (blau): minus 3,8 % & minus 7,1 %

3D Modelle C (Netz) & D (blau): minus 10,0 % & minus 13,3 %

3D Modelle E (Netz) & F (blau): minus 15,1 % & minus 17,4 %

3D Modelle G (Netz) & H (blau): minus 19,3 % & minus 22,1 %



106 4 | Ergebnisse

Testauswertung

Nach Testdurchfithrung wurden die Abweichungen bestimmt, die zwischen den neu zu-
gewiesenen Eulerwinkeln der Projektionsansichten der Modelle A - T & Orig. gegeniiber
den urspriinglichen, die auch im Referenz-Projektionsbilderset verwendet wurden, auf-
traten. Dazu wurde eine Fehlerberechnung durchgefiihrt, deren Grundlagen in Abb. 4.19
dargestellt sind. Bei dieser Fehlerberechnung wurde der a-Winkel, der eine Drehung des
Bildes in der Bildebene bedeutet und ohnehin bei Entstehen der verwendeten Projek-
tionsdatensdtze auf Null gesetzt wurde, vernachlissigt, zumal dieser Winkel bei dem
ersten Test ohne MR-Alignment auch nicht explizit verdndert wurde. Jede Projekti-
onsrichtung lief sich danach allein mit den Winkeln 4 und v im eulerschen Koordi-
natensystem beschreiben. Unter Annahme eines Radius von 100 [A], war mit diesen
Winkeln fiir jedes Projektionsbild n ein Punkt P, auf der Eulerkugel definiert (mit
n = 1 bis 406). Nach Umrechnung unter Anwendung allgemeiner trigonometrischer
Formeln wurden die Punkte mit ihren Koordinaten im kartesischen Koordinatensystem
angegeben (Abb. 4.19, A). Da die Projektionsbildersets aus jeweils 406 Projektionsan-
sichten bestanden, wurden entsprechend 406 Punkte berechnet.

Um anschliefsend die Abweichungen der Winkelzuweisung zu bestimmen, wurde fiir jedes
Projektionsbild n der Abstand Al,, der Punkte von Referenz P, r.; und betrachtetem
Modell P, pr0q berechnet (Abb: 4.19, B). Diese Strecke wurde benutzt, um den Raum-
winkel U zwischen den Vektoren, aufgespannt durch eben diese beiden Punkte (P, gef
und P, rr0d), zu berechnen. In der nachfolgenden statistischen Auswertung der Abwei-

chungen wurde der Raumwinkel W verwendet.

4.4.2 Statistische Auswertung

Mittlere Abweichung
Fir die statistische Auswertung wurde zuerst die mittlere Abweichung in Grad, ergo
der Mittelwert von W, ermittelt. Dabei war zundchst zur Bestimmung des Winkels W
das Referenzwinkelset benutzt worden, das auch als tatséchliches Referenzwinkelset im
angular reconstitution diente, und mit dem alle Modelle urspriinglich ausprojeziert wor-
den waren. Der Mittelwert von ¥ wurde anschlieftend fiir jedes der 10 Modelle (Original
& A-I) einzeln unter Einbeziehung aller seiner Projektionsbilder (Anzahl 406) berech-
net. Das Ergebnis ist in Abb. 4.20 in einem Diagramm gezeigt (griine Kurve), in dem
der Mittelwert in Grad gegen den prozentualen Masseverlust des Modells aufgetragen
wurde. Das Originalmodell weist danach eine durchschnittliche Abweichung von circa
6 ° auf. Die mittlere Abweichung erhoht sich auf {iber 10 ° mit prozentual zunehmendem

Masseverlust aufgrund der fehlenden Doméne.
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A A (Zn=r*cos Bn )
Z XY =sinpn*r
Y = XY * sin yn

B Substitution:
(Yn=r* sin pn * sin yn)

Pn X = XY * cos yn

= Substitution:
Yn (Xn = r * sin pn * cos yn)

A 7 >
Y

>
7
o
>

Abstand Aln

AZn

|Vektor, Modelle A-l |

Raumwinkel ¥n

>
Y
| Referenz-Vektor |

Abbildung 4.19: Trigonometrische Grundlagen der Fehlerberechnung. A: Da sich
die Fehlerberechnung auf die Eulerwinkelbestimmung mit der Methode angular reconstituti-
on im Imagic-5 Programmpaket bezog (Abschn. 2.3.3), liegt dieser die Eulerwinkeldefinition
des Imagic-5 Programms zugrunde (vgl. Abschn. 2.3, Abb. 2.5). Die Fehlerberechnung beriick-
sichtigte die Abweichungen der Eulerwinkel § und v, wihrend der a Winkel vernachléassigbar
war (siehe Text). Mit diesen beiden Winkeln sind der Breiten- und Langengrad der Projekti-
onsrichtung des Projektionsbildes definiert. Unter Festlegung eines Radius r von 100 nm lasst
sich aus diesen beiden Winkelangaben ein Punkt P, auf einer Kugel mit einem Durchmesser
von 200 nm bestimmen. Die Koordinaten des Punkes P, wurden mit Hilfe dieser Festlegung
des Radius in das karthesische Koordinatensystem unter Verwendung der angegebenen Formel
umgerechnet. Da fiir jedes 3D Modell 406 2D Projektionen gebildet worden waren, denen neue
Winkel zugeordnet wurden, bestand jedes Winkelset aus 406 3 & v Winkelpaaren und entspre-
chend wurden 406 Punkte P, rroq mit n = 1 bis 406 berechnet, fiir jede Projektion ein Punkt.
Analog wurde mit dem Referenzwinkelset verfahren, um die Punkte P, ger zu erhalten. B: Um
die Abweichung zu bestimmen, die bei der neuen Winkelzuweisung mittels angular reconstituti-
on entstanden ist, wurde der Abstand berechnet zwischen dem Punkt P, r.s des Referenzsets
und dem Punkt P, o4 der entsprechenden Projektion des Modells. Letztlich wurde die Ab-
weichung durch den Raumwinkel ¥, aufgespannt durch die Vektoren der Punkte P, a4 und

[A|n =_\/AXn 2+ AYn2+ AZn 2]

(¥ = 2*arcsinfal / (2*1)])

P, gef, angegeben.
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Um die Darstellung zu normalisieren, wurden in einem zweiten Schritt die Werte von

Py Mod(orig) als Referenz behandelt und der Winkel ¥ wurde wiederum zwischen Modell
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Abbildung 4.20: Mittlere Abweichung der Winkel ¥ in Grad in der Modellreihe.
Der Winkel ¥ gibt fiir jedes Projektionsbild die Abweichung in der Projektionsrichtung an,
die durch die Neuzuweisung der Eulerwinkel via angular reconstitution entstanden war. Da
fiir jedes Modell 406 Projektionen gebildet worden waren, wurden ebenso 406 Winkel ¥ fiir
jedes Modell erhalten. Zum einen diente zur Bestimmung von ¥ dasjenige Referenzwinkelset,
das auch als Referenz im angular reconstitution verwendet worden war (Mittelwert W, griine
Kurve). Danach weist das Originalmodell bereits eine mittlere Abweichung, die unter Einbe-
ziehung aller 406 Winkel als Mittelwert von ¥ berechnet worden war, von ungeféhr 6° auf.
Diese Abweichung vergrofiert sich mit Verlust an Masse des Modells, und das kleinste Modell
I weist eine mittlere Abweichung von iiber 10° auf. Da der Mittelwert von ¥ des Originalm-
odells die Limitierung des Programms zeigt, Stichprobe und Referenz waren hier die gleichen,
wurde in einem zweiten Verfahren eine Art der Normalisierung vorgenommen. Dazu wurde die
Abweichung ¥ mit dem neu berechneten Winkelset des Originalmodells als Referenz fiir alle
Modelle neu berechnet. Anschlieffend wurden wiederum die Mittelwerte von W fiir alle Modelle
bestimmt. Fiir das Originalmodell ergibt sich so eine Abweichung von 0°, da P, ref = Py 0rig-
In dieser Darstellung (Mittelwert ¥ (Orig.-Mod = Referenz, orange Kurve) wird auch deutli-
cher, dass es sehr wohl einen Unterschied der Abweichung zwischen Originalmodell und Modell
A (3,8 % Masseverlust) gibt.

und Referenz fiir alle Modelle ausgerechnet (Abb. 4.20, orange Kurve). So ergab sich
fiir das Originalmodell eine mittlere Abweichung von 0°. Dieses normalisierende Be-

rechnungsverfahren wurde auch in der weiteren Analyse verwendet und ist dann explizit
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angegeben.

Haufigkeitsverteilung der Werte
Da bei Betrachtung der Einzelwerte von ¥ aufillig war, dass ein iiberwiegender Teil
in dhnlicher Gréfsenordung lag und nur ein kleiner Teil erhebliche Abweichung in Grad
zeigte, wurde die Haufigkeit des Auftretens einer Winkelabweichung in einer bestimm-
ten Grofenordung naher untersucht. Um die Haufigkeit bestimmter Werte zu ermitteln,
wurden zweierlei Klasseneinteilungen vorgenommen. Zum einen wurden die Werte linear
in 10 ° -Schritten klassifiziert, und zum anderen wurde eine logarithmische Klassenein-
teilung gewahlt. Die Winkelabweichung von 0° bildete in diesem letzteren Fall die erste

Klasse und die weiteren Klassen umfassten folgende Winkelgrofen fiir W:

Klasse Winkelgroéfsen fiir ¥ in
Grad [°]

Klasse 0 U <Q°

Klasse 0, 1 0°<¥ <0,1°

Klasse 1,0 0,1°<¥ <1,0°

Klasse 10,0 1,0°<W¥ <10,0°

Klasse 100 10,0°<W¥ < 100,0°

Klasse 1000 100,0°<W¥ < 180,0°

Tabelle 4.3: Logarithmische Klasseneinteilung fiir die Haufigkeitsverteilung von ¥

Diese Analyse der Werte fiir ¥ wurde sowohl vorgenommen, fiir die Abweichung von Mo-
dell zu Referenz (P, proa gegen Py, ges, Abb. 4.21), als auch fir die normalisierten Werte,
die sich im Falle der Umwidmung von P, afod(orig) zum Referenzset ergaben (Abb. 4.22).
In Abb. 4.21 ist mit den schwarzen Balken die Héaufigkeitsverteilung fiir das Origi-
nalmodell aufgefithrt. Damit werden die Abweichungen in Grad, die durch die Methode
bedingt sind, widergespiegelt ("Nulltest’). Die Abweichungen liegen demnach zu 96 %
< 10°, wobei fast 20 % nur eine Abweichung unter < 1° aufweisen. Daneben gibt es im
Nulltest einige 'Ausreifter’, die Abweichungen zwischen 150° und 180° aufweisen. Da
nicht gleichzeitig der ansonsten nicht in die Bewertung eingenommene a-Winkel eben-
solche Abweichungen zeigte, sind dies echte Fehler und nicht auf die Winkelzuweisungen
fiir das Spiegelbild zuriickzufiihren.

Im Vergleich dazu ist der Anstieg der Héufigkeit fiir das Modell T fiir 10°<W¥ < 20°
aufféllig. Scheinbar ist dieser Anstieg und die Reduktion bei W-Werten < 10° der er-
heblich reduzierten Doméne geschuldet. Der Effekt der Reduktion der Doméne wird
in der normalisierten Haufigkeitsverteilung in Abb. 4.22 deutlicher. Zunéchst ist gut
erkennbar, dass ein grofser Teil der Winkelzuweisungen identisch ist mit den Winkelzu-

weisungen, wie sie im 'Nulltest’ getroffen wurden. Noch fiir 76 % der Projektionen des
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kleinsten Modells wurde die Winkelzuweisung genau so getroffen wie fiir das Originalm-

odell (Abb. 4.22), logarithm. Klasseneinteilung). Die Winkelabweichungen nehmen bei
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Abbildung 4.21: Haufigkeitsverteilung der Winkelabweichungen nach der angular
reconstitution-Methodik. Das Ausmaf der Abweichung in der Zuweisung der Projektions-
richtung mittels angular reconstitution wurde mit dem Raumwinkel ¥ bestimmt (Abschn. 4.4.1
& Abb. 4.19). Fiir die Berechnung von W in der hier dargestellten Haufigkeitsanalyse wurden
als Referenzwerte (P, rcf) diejenigen verwendet, die sich aus dem tatséchlichen Referenzwin-
kelset, das im angular reconstitution eingesetzt wurde, ergaben. Die erhaltenen Werte fiir den
Winkel ¥ wurden anschlieffend ihrer Grofe entsprechend in Gruppen eingeteilt. Die ermittelte
Anzahl an Werten, die in eine bestimmte Klasse fielen, wurde in Prozent umgerechnet und auf
der y-Achse aufgetragen. Dies ist fiir die Modelle Original (schwarz), Modell A (rot), Modell D
(gelb) und Modell T (griin) gezeigt. Zur Klassenbildung wurde zum einen eine lineare Klassen-
einteilung in 10 ° -Schritten gewé#hlt, zum anderen eine logarithmische Einteilung (eingefiigtes
Diagramm).

Lineare Klasseneinteilung: (Klasse 10) ¥ < 10°, (Klasse 20) 10°<¥ < 20°, (Klasse 30)
20°<W¥ < 30°, ..... , (Klasse 170) 160°<W¥ < 170°, (Klasse 180) 170°<W¥ < 180°.
Logarithmische Klasseneinteilung: (Klasse 0) ¥ < 0°, (Klasse 0,1) 0°<¥ < 0,1°, (Klas-
se 1,0) 0,1°<¥ < 1,0°, (Klasse 10,0) 1,0°<¥ < 10,0°, (Klasse 100) 10,0°<¥ < 100,0°,
(Klasse 1000) 100,0°<W¥ < 180,0°.

Zum weitaus tiberwiegenden Teil (> 90 %) betridgt demnach die Abweichung in der Richtungs-
bestimmung fiir die Projektionsansichten < 10° fiir alle aufgezeigten Modelle, Orig. & A,D,I.
Die W-Werte fallen fiir das Modell I hoher aus (vgl. Abb. 4.20, was sich vor allem in einem
Anstieg der Haufigkeit bei Werten 10°<W¥ < 20° und bei groben Winkelabweichungen iiber
130 ° bemerkbar macht. Letzterer Effekt, der Anstieg bei groben Winkelabweichungen, ist auch
bei Modell D zu beobachten.
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Abbildung 4.22: Haufigkeitsverteilung der Winkelabweichungen nach Normalisie-
rung. Das Ausmafl der Abweichung in der Zuweisung der Projektionsrichtung mittels angular
reconstitution wurde mit dem Raumwinkel ¥ bestimmt (Abschn. 4.4.1 & Abb. 4.19). Fiir
die Berechnungen von ¥ in der hier dargestellten Haufigkeitsanalyse wurden als Referenzwer-
te (Py pes) die Werte gesetzt, die dem Originalmodell im angular reconstitution zugewiesen
worden waren (siehe Text: 'Nulltest’). Dadurch ergibt sich eine Normalisierung, die die Ab-
weichungen des Originalmodells auf 0 setzt. Die erhaltenen Werte fiir den Winkel ¥ wurden
anschlieftend ihrer Gréfse entsprechend in Gruppen eingeteilt. Die ermittelte Anzahl an Wer-
ten, die in eine bestimmte Klasse fielen, wurde in Prozent umgerechnet und auf der y-Achse
aufgetragen. Dies ist fiir die Modelle A (rot), D (gelb) und I (griin) gezeigt. Zur Klassenbildung
wurde zum einen eine lineare Klasseneinteilung in 10° -Schritten gewé&hlt, zum anderen eine
logarithmische Einteilung (eingefiigtes Diagramm).

Lineare Klasseneinteilung: (Klasse 10) ¥ < 10°, (Klasse 20) 10°<W¥ < 20°, (Klasse 30)
20°<W < 30°, ..... , (Klasse 170) 160°<¥ < 170°, (Klasse 180) 170°<W¥ < 180°.
Logarithmische Klasseneinteilung: (Klasse 0) ¥ < 0°, (Klasse 0,1) 0°<¥ < 0,1°, (Klas-
se 1,0) 0,1°<¥ < 1,0°, (Klasse 10,0) 1,0°<¥ < 10,0°, (Klasse 100) 10,0°<¥ < 100,0°,
(Klasse 1000) 100,0°<¥ < 180,0°.

Zum grofen Teil werden die Winkelzuweisungen so getroffen, wie fiir das Originalmodell (Lo-
garith. Einteilung, Klasse 0, Modell A fast 90 %, Modell I ca. 75%). Bei geringer Massere-
duktion (Modell A) liegen die entstandenen Abweichung tiberwiegend < 20°. Bei groferen
Masseverlusten nehmen auch die groben Winkelabweichungen und ’Ausreifter’ zu (Logarithm.
Klasseneinteilung Klasse 100 & 1000).
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Modell Orig Modell A Modell D Modell |

Abbildung 4.23: Rekonstruierte Modelle. Abgebildet sind das Originalmodell (Modell
Orig) und die Modelle A, D und I, und zwar in ihren urspriinglichen Formen (blaues Netz) im
Testdatensatz und als rekonstruierte Strukturen (gelb). Die Rekonstruktionen wurden mit den
2D Projektionen und ihren im angular reconstitution neu zugewiesenen Eulerwinkeln gemacht.
Im Originalmodell ist die Doméne, die in den Modellen A-I editiert worden ist, nicht mehr ganz
akurat definiert. Desweiteren féllt die Kopfdoméne in den Modellen Orig, A und D gegeniiber
den iirspriinglichen etwas zu klein aus. Auch die zweite Doméne, in den Abbildungen jeweils
links am Hauptkorper, scheint nicht mehr ganz so sauber definiert. Der Test zeigt aber ins-
gesamt, dass sich die Strukturen A-I trotz eines anders konfigurierten Modells als Referenzset
mit angular reconstitution gut rekonstruieren lassen.

Reduktion der Doméne hauptséchlich im Bereich von 1,0°<W¥ < 20,0° zu. Es kommen
allerdings weitere grobe Winkelabweichunen iiber 130° hinzu neben den ’Ausreifern’,
die schon fiir das Originalmodell gefunden wurden. Bei Modell D (13,3 % Masseverlust)
ist die hohere mittlere Abweichung ebenfalls zu einem guten Teil auf die Zunahme dieser
groben Winkelabweichungen zuriickzufiihren.

Wie sich die gefundenen Fehler bei der Eulerwinkelzuweisung fiir die einzelnen 2D Pro-
jektionsbilder auf die Rekonstruktion der 3D Struktur auswirken, ist in Abb. 4.23 gezeigt.
Dazu waren die Modelle Original, A, D und I in Imagic-5 aus den 406 zur Verfiigung
stehenden Projektionsbildern mit den im Test zugewiesenen Eulerwinkeln rekonstruiert
worden. Trotz des Referenzsets mit vollstdndiger Doméne und den grofteren Fehlern bei
der Winkelzuweisung liefsen sich auch die Modell D und I ohne grobe Fehler gut rekon-

struieren.

Fehler mit MR- Alignment
Uneinheitlicher wird der auftretende Fehler bei einer vorherigen Ausrichtung der Projek-
tionsbilder im MR-Alignment. Idealerweise hétte im Alignment der Rotationswinkel a
nicht verdndert werden diirfen, da im Referenzbilderset des MR- Alignments jeweils ein
Projektionsbild des Originalmodells in exakt gleicher Richtung ausprojeziert vorlag wie
auch in den Testmodellbildersets. Jedoch gilt dies nur fiir den Fall gleicher Referenz und

Probe, wie festgestellt werden konnte (Originalmodell, Abb. 4.24). Bei den Testmodel-
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len mit verkleinerter Doméne, wird der a-Winkel stets verdandert. Um die Abweichungen
des a-Winkels zu berechnen, wurden die Betrage der a-Winkel auf < 180 ° fiir alle 406
Projektionsbilder eines Modells umgerechnet und davon wurde der Mittelwert bestimmt
(Abb. 4.24, blaue Kurve). Die Abweichungen des a-Winkels sind uneinheitlich in Bezug
auf den Masseverlust. So zeigen die Modelle A und B und I die groften Abweichung nach
dem Alignment, wihrend Modelle C und D die geringsten Abweichungen aufweisen.

Der gleiche Kurvenverlauf ergibt sich fiir den Winkel W, fiir dessen Bestimmung die origi-
nalen Projektionswinkel als Referenz P, gr.; eingesetzt wurden. Auch wenn der a-Winkel
bei dem Test mit Alignment im Prinzip nicht unberiicksichtigt werden darf, so zeigten
die Analysen doch aufgrund des bekannten Ausgangszustands, dass ganz offensichtlich
die Projektionsrichtungsbestimmung fiir einen zunehmenden Teil an Projektionsbildern

nach einem MR-Alignment fehlerbehafteter und uneinheitlicher wird.
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Abbildung 4.24: Mittlere Abweichungen des a-Winkels und des V-Winkels nach
MR- Alignment. Um die Auswirkungen eines MR- Alignments bei heterogenen Proben zu te-
sten, wurden die Projektionsbilder der Modelle Orig. & A-I in einem MR-Alignment mit den
Projektionsbilder des Originalmodells als Referenzen ausgerichtet. Um nachfolgend die Abwei-
chungen des a-Winkels zu berechnen, wurden die a-Winkel in Bezug auf die Ausgangsposition
so umgerechnet, dass Abweichungen < 180° fiir alle 406 Projektionsbilder eines Modells er-
halten wurden. Davon wurde der Mittelwert bestimmt (blaue Kurve). Interessanterweise sind
die resultierenden Abweichungen von « fiir die Modelle A und B hoher, als fiir die Modelle C
bis H. Der Einfluss der reduzierten Doméne auf die a-Abweichung ist somit uneinheitlich und
nicht linear mit abnehmender Masse.

Den im MR-Alignment ausgerichteten Projektionsbilder wurden anschliefend im angular re-
constitution neue Eulerwinkel zugewiesen wiederum mit dem Originalmodell als Referenzwin-
kelset. Anschliefend wurde ¥ bestimmt. Der berechnete Mittelwert von W &ndert sich in der
Modellreihe in gleicher Weise wie die a-Werte.



4.4 Fehlerabschatzung der 3D Rekonstruktion bei Heterogenitdat der Probe 115

FSC-Kurven der rekonstruierten 3D Modelle
Um die Bedeutung dieser gefundenen Eulerwinkelabweichungen fiir die 3D Rekonstruk-
tionen abzuschétzen, wurden die FSC-Kurven aller berechneten 3D Strukturen be-
stimmt. Die FSC-Kurven von jeweils 3 Modellen sind fiir die Datensétze ohne und mit
vorherigem MR-Alignment in Abb. 4.25 gezeigt. Es konnte keine Wirkung auf die Auf-
l16sungsgrenze nach dem 30 oder F'SCj 5 Kriterium festgestellt werden. Die FSC-Kurven

nehmen alle einen sehr dhnlichen Verlauf. Interessanterweise tritt bei 3 der FSC-Kurven
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Abbildung 4.25: FSC-Funktionen der berechneten 3D Strukturen der Testdaten-
reihe. Nach der Berechnung der Eulerwinkel fiir die 2D Projektionsbilder der Modelle A - I
mittels angular reconstitution wurden mit diesen Projektionsbildern neue 3D Strukturen re-
konstruiert und ihre jeweilige Fourierschalenkorrelationsfunktionen bestimmt.

(A) FSC-Funktionen der Modelle A (—3,8%, rot), D (—13,3 %, gelb) und I (griin, —23,6 %).
Die Modelle

(B) FSC-Funktionen der Modelle A (—3,8 %, rot), D (—13,3 %, gelb) und I (—23,6 %, griin).
Bei diesem Testverfahren war vor der Winkelbestimmung der 2D Projektionsbilder ein MR-
Alignment erfolgt.

Die Reduktion der Doméne nimmt keinen Einflufs auf die Bestimmung der Auflésung nach
dem 30- oder F'SCy 5-Kriterium. Der Verlauf der Kurven ist insgesamt sehr dhnlich. (B) Auf-
fallend ist im hohen Frequenzbereich der Anstieg der FSC-Kurven von Modell A und D iiber
die 3o-Kurve hinaus und auch der verzogerte Abfall der FSC-Kurve des Modells I im Bereich
des Schnittpunkts mit der 3o-Kurve.

aus den Datensédtzen mit MR-Alignment ein erneuter leichter Anstieg im hohen Fre-
quenzbereich iiber die 3o-Kurve hinaus auf. Dies ist ein Effekt, der in verstérkter Form
bei den 3D Rekonstruktion II-V des Ul snRNP beobachtet worden ist (Abschn. 4.3,
Abb. 4.14).

Zusammenfassung der Testdatenauswertung

Die Genauigkeit der 3D Struktur Berechnungen bei zugrunde liegender Heterogenitét
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der Probe ist, wie die Ergebnisse mit den Testdaten zeigen, tatséachlich limitiert. Die zwei
Datenprozessierungsschritte, deren Limitierungen mit den Testdaten einzeln iiberpriift
wurden, waren zum einen die zur Rekonstruktion verwendete angular reconstitution-
Methodik und zum anderen das MR- Alignment. Die Auswertung zeigte, dass der Fehler
im angular reconstitution umso grofser wird, je grofser die Massendifferenz zwischen zu
rekonstruierender Struktur und Referenzstruktur ist. Insgesamt reagiert diese Methode
aber noch ziemlich robust trotz der Konfigrationsunterschiede.

Im Gegensatz dazu zeigte die Fehlerauswertung, dass offensichtlich das Nadelohr der
Strukturbestimmung das MR-Alignment ist. Bei der Rotationsausrichtung &hnlicher
Einzelbilder, konnten diese nicht mehr mit ihrem Strukturhauptkorper akkurat zur
Deckung gebracht werden. Dabei gab es keinen einfachen Zusammenhang zwischen Ho-
he der Abweichung und dem Massenverlust des Testdatensatzes gegeniiber dem Refe-
renzset. Letztlich bedeutet dies, dass Konfigurationsunterschiede nicht angemessen im
ML-Alignment beriicksichtigt werden kénnen. Dies wirkt sich auf die Qualitéat der rekon-
struierten 3D Strukturen aus, wie die FSC-Funktionen zeigten [185]. Es fiihrt zu einem
erneuten Anstieg der FSC-Kurven der berechneten 3D Strukturen im hohen Frequenz-

bereich, ein Effekt, der auch bei den Ul snRNP Strukturen II-IV beobachtet wurde.



Kapitel 5

Diskussion

5.1 Heterogenitat des Hefe Ul snRNP Komplexes

Das Ul snRNP aus S. cerevisiae war fiir die elektronenmikroskopische 3D Strukturbe-
stimmung aus totalem Hefeextrakt iiber die Tandem-Affinitétsaufreinung [195] mit dem
TAP-tag am Snu71 Protein aufgereinigt worden (Kap. 3, Abschn. 3.2.1). Abschlieffend
wurde der so isolierte Ul snRNP auf einem 10 — 30 % Glycerolgradienten zentrifugiert,
wobei der Partikel fiir die EM-Préaparation gleichzeitig mit der GraFix-Methode mit
Glutaraldehyd fixiert wurde [119].

Die Methode, das Ul snRNP tiber den TAP-tag aufzureinigen, wurde in [205] beschrie-
ben. In der Arbeit und in [64] konnte gezeigt werden, dass auch das Protein Luc7
eine Komponente des Ul snRNP aus S. cerevisiae ist. Mit den zuvor zur Isolierung
des Ul snRNP aus S. cerevisiae verwendeten Aufreinigungstechniken mittels Immu-
noaffinitdtschromatographie mit Antikorpern, gerichtet gegen die msG Kappe und in
Kombination entweder mit einer direkt anschliefenden Glycerolgradientenzentrifugati-
on [59], oder mit einer weiteren Affinitétschromatographie unter Verwendung eines His-
getaggten Ul snRNP Proteins [169], [79], war dieses Protein, Luc7, noch nicht entdeckt
worden. Aufgrund dessen war erwartet worden, mit der beschriebenen TAP-Methode

ein vollstandig assembliertes Ul snRNP fiir die Strukturbestimmung zu erhalten.

5.1.1 Modifikationen der Aufreinigung

Bei elektronenmikroskopischer Begutachtung des Ul snRNP fielen schon wéhrend der
Datenprozessierung auf 2D Ebene mit den Methoden, wie sie unter Kap. 2, Abschn. 2.2
beschrieben sind, Merkmale struktureller Heterogenitit auf. Indizien dieser Heteroge-
nitat waren unter anderem die unsauberen Kontrastmittelsiume und Bereiche, die nur

mit zusitzlicher Masse erklarbar waren (Abb. 4.2 und Abb. 4.3). Daher wurden ver-

117
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schiedene Modifikationen im Prozedere der Ul snRNP Aufreinigung eingefiihrt, um die
strukturelle Heterogenitéat einzuschranken. Zu bedenken ist, dass nicht von jeder dieser
Modifikationen in dieser Arbeit 2D EM-Bilder des entsprechend isolierten Ul snRNP
gezeigt wurden, sondern die Auswahl der EM-Bilder wurde auf die signifikaten Falle

beschrankt.

Herstellung des totalen Hefezellextrakts
In Aufreinigungen des S. cerevisiae Tri-snRNP aus totalem Hefezellextrakt war auf-
gefallen, dass die Snu66p Bande in der Proteingelanalyse nach erfolgter Aufreinigung
verloren geht, wenn die Zellen unter Druck mit der French-Press aufgebrochen wurden.
Wurden die Hefezellen dagegen mit der Zellmiihle (RM100, Retsch, D) zermahlen, wur-
de dieser Effekt nicht beobachtet [92]. Fiir die TAP-tag Aufreinigung des Ul snRNP
war ebenfalls fiir den Zellaufschlufs stets die French-Press, wie in [205] auch, verwendet
worden. Zwar konnte in der genannten Publikation gezeigt werden, dass sich alle 10 spe-
zifischen S. cerevisiae Proteine nach erfolgter Ul snRNP Isolierung nachweisen liefen,
doch um auszuschlieffen, dass die Probleme der beobachteten stukturellen Heterogenitét
des Ul snRNP aufgrund eines unsanften Zellaufschlusses und einer teilweisen Zerriit-
tung des Komplexes zustande kamen, wurde nachfolgend auch fiir den Zellaufschluf in
der Ul snRNP Aufreinigung ausnahmslos die Zellmiihle verwendet. In [258] wird sogar
vorgeschlagen, die Zellen fiir den Zellaufschluss nicht in fliissigem Stickstoff zu frieren,
bevor sie zermahlen werden, sondern anstelle die (Glas-)Perlenmiihle zu verwenden und
ferner auf die Dialyse zu verzichten, um durch den Pufferaustausch moglicherweise in-

duzierte Rearrangements oder Zerfall der spleiffosomalen Komplexe zu verhindern.

Glycerolgradientenzentrifugation *GraFix’
Die Glycerolgradientenzentrifugation ist mit Fixativzugabe (GraFix) eine Methode, um
die Qualitdt der nachfolgenden EM-Probenpréparation zu verbessern [119]. Wéhrend
Zerfallsprodukte des Komplexes und noch vorhandene niedermolekulare Verunreinigun-
gen oben im Gradienten verbleiben, sedimentieren moglicherweise wahrend des Aufreini-
gungsprozederes gebildete grofse Aggregate an den Boden des Zentrifugenrohrchens. Die
steigende Konzentration an Glutaraldehyd im Glycerolgradienten fixiert den Komplex
wahrend des Zentrifugenlaufes langsam in seiner vorliegenden molekularen Zusammen-
setzung und schrankt dessen Konformationsdnderungen zunehmend ein. Die Fixierung
gewahrleistet vor allem eine bessere Stabilitdt und Integritdt des Komplexes wahrend
der Absorption an den Kohlefilm bei der notwendigen EM-Probenpréaparation auf einen
Kupfernetztrager (Kap. 3, Abschn. 3.3.3). So konnte gezeigt werden, dass der fixier-

te elF3 Komplex aus S. cerevisiae im Gegensatz zum unfixierten nicht wéhrend der
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Préparation zerfiel [98]. In [119] konnte dariiber hinaus nachgewiesen werden, dass die
EM-Bilder von fixierten Proben ein besseres SNR aufweisen, was sich positiv in der
Datenprozessierung auswirkt.

Im Falle des Ul snRNP Komplexes war jedoch aufféllig, dass sich die Projektionsan-
sichten von fixierter und unfixierter Probe stark unterschieden (Kap. 4, Abb. 4.2, 4.3).
Fiir die Quervernetzungsreaktion von Glutaraldehyd mit Proteinen sind zwar mehrere
Mechanismen vorgeschlagen worden und moglich [153|, die wichtigste Reaktion unter
ihnen ist aber die Ausbildung von Schiff’schen Basen zwischen den Aldehydgruppen
des Glutaraldehyds und den primédren Amidgruppen des Proteins. Da Glutaraldehyd
zwei Aldehydgruppen besitzt, kommt es zu Quervernetzungen. Durch die langsame Fi-
xiermethode im Gradienten wiahrend der Probenseparatisierung im Zentrifugationslauf
werden aber sehr wahrscheinlich keine intermolekularen Verbindungen neu gekniipft, da
die Konzentrationen sowohl der Probe, als auch des Fixativs zu gering sind. Aufgrund
dieser Uberlegungen ist es wahrscheinlich, dass das Ul snRNP bei der zuerst verwende-
ten Préaparation der unfixierten Probe zwar nicht wie im Falle des eIlF3 Komplexes [98]
vollstédndig, aber doch teilweise zerfiel (Abb. 4.3). Inwieweit bestehende intermolekulare
Kontakte, die durch die Fixierung mit Glutaraldehyd konserviert werden, allerdings im
Falle des Ul snRNP funktionell relevant sind, oder auf unspezifischen Wechselwirkungen
beruhen, kann nicht eindeutig beantwortet werden.

Im iibrigen sahen die 2D Ansichten der unfixierten Proben (Abb. 4.2) den veroffentlich-
ten 2D Einzelbildern des iiber Immunoaffinitdtsaufreinigung isolierten Ul snRNP aus
S. cerevisiae sehr &hnlich [59]. Die EM-Priparation der Partikel erfolgte in [59] eben-
falls ohne vorherige Fixierung des Komplexes. Moglicherweise wére also auch dort ein
Unterschied der 2D Ansichten von fixierter zu unfixierter Probe aufgefallen.

Nochmals angemerkt sei, dass sich die Heterogenitit der Probe nicht nur in dem Un-
terschied von fixiertem zu unfixiertem Komplex widerspiegelte, sondern auch innerhalb
eines Datensatzes beobachtet wurde. Die Klassensummen negativ kontrastierter fixier-
ter Proben zeigten nicht selten an einigen Stellen Unschérfe am Kontrastmittelsaum.

Dies sind dann schlecht definierte Bereiche, deren Ursache flexible Doménen sein kon-
nen (Kap. 4, Abb. 4.6).

Variation der Salzkonzentration im Glycerolgradienten
Auch die Salzkonzentration wahrend einer Proteinaufreinigung hat Einfluf auf das Re-
sultat. So konnte fiir den U5 snRNP gezeigt werden, dass die Salzkonzentration die
Konformation des Komplexes verdnderte [218|. Der unter Hochsalzbedingungen aufge-
reinigte U5 snRNP wies eine elongiertere Struktur auf, aufgrund einer aufgerichteten

Doméne, die ansonsten unter herkémmlicher Salzbedingung geknickt war.
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Ebenso war das Ul snRNP unter verschiedenen Salzbedingungen bei Verwendung der
His-tag Affinitdtschromatographie aufgereinigt worden [79]. Bei 700 mM KCI im Glyce-
rolgradienten konnte Prp42p (Snu65p) nicht mehr nachgewiesen werden, ebenso wie das
Protein Npl3p, das in der dort verwendeten Ul snRNP Aufreinigung auftrat, und das
mittlerweile als SR-dhnliches Protein in Hefe charakterisiert worden ist [128]. Aufgrund
dieser Hinweise war die Salzkonzentration im finalen Schritt der Aufreinigung, im Glyce-
rolgradienten, auch bei Verwendung der TAP-tag Aufreinigungsmethode variiert worden
(Abb. 5.1). Nach der Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE, wurden die Proteine
mit Silber gefdrbt. Danach scheint eine Konzentration von 500 mM geeignet fiir die
Aufreinigung des Ul snRNP zu sein. Die Nachteile der hohen Salzkonzentration im Gly-
cerolgradienten wogen allerdings fiir die elektronenmikroskopische Probenpraparation
schwer. Fiir eine gute negativ Kontrastierung der Komplexe mussten Waschschritte ein-
gefiihrt werden, die die Konzentration des Partikels auf dem Kohlefilm wiederum stark
reduzierten. Desweiteren zeigte sich, dass eine Kombination mit der GraFix-Methode
keine Qualitdtsverbesserung der Probe brachte. Die Fixierung der Probe kann dadurch,
dass die Glycerolgradientenzentrifugation noch als Aufreinigungsschritt benétigt wird,
nur sinnvoll nach der Fraktionierung erfolgen. Unter Anbetracht dieser weitreichenden
Auswirkungen, wére eine elegantere Methode, den Komplex beispielsweise mit Hochsalz-
waschschritten schon wiahrend der Affinitdtsaufreinigung zu behandeln. Dies erfordert
eine erneute Testung der Parameter fiir die Isolierung des Ul snRNP Komplexes. Dann
jedoch konnte die Glycerolgradientenzentrifugation als Schritt der Probenvorbereitung

fiir die EM und nicht mehr als benétigter Aufreinigungsschritt der Probe dienen.

Vorfraktionierung des Hefezellextrakts
Da im totalen Hefezellextrakt auch TAP-tag versehenes Fusionsprotein (Snu71) vermu-
tet wurde, dass nicht im U1 snRNP vorliegt, sondern entweder frei oder in Subkomplexen
auftritt, wurde eine Vorfraktionierung des totalen Hefezellextraktes vorgenommen. Bei
den Vorexperimenten fiel in der Northern Blot Analyse (Abb. 4.4) auf, dass sich Ul RNA
quasi iiber den gesamten Surespin-Gradienten streute, d.h. mit verschiedenen S-Werten,
auch hoheren S-Werten, als den erwarteten 18 S, sedimentierte. Dadurch, dass nur ein
Teil der Fraktionen eingesetzt wurden, und zwar jene in denen 18 S Ul erwartet wurde,
sollte die Moglichkeit via des TAP-tags auch andere Snu71p-haltige Komplexe aufzu-
reinigen, eingeschréankt werden. Mit diesem zusétzlichen Aufreinigungsschritt wurden
U1l snRNP Proben erhalten, die schliefslich fiir die 3D Rekonstuktion der Struktur ver-
wendet wurden. Das verbliebene Ausmafl an Heterogenitét sollte mit den Mdoglichkeiten

der EM-Datenverarbeitung ermittelt werden.
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Abbildung 5.1: Abhingigkeit der Salzkonzentrationen in der Aufreinigung des
U1l snRNP. Ohne Vorfraktionierung TAP-tag aufgereinigter Ul snRNP wurde auf 4 ver-
schiedenen 10 — 30 % (w/w) Glycerolgradienten, die sich nur in ihrer Salzkonzentration unter-
schieden, ultrazentrifugiert. In (A) betrug die KCI Konzentration 100 mM, in (B) 300 mM, in
(C) 500 mM und in (D) 700 mM. Aus den Gradientenfraktionen (Gesamtzahl 24, oben 1, un-
ten 24) wurden die Proteine mit Aceton préazipitiert und danach mittels SDS-PAGE auf einem
12 % Polyacrylamid Gel analysiert. Die Gele wurden mit Silber gefiarbt. Gezeigt sind jeweils
die Ausschnitte mit den Fraktionen, in die das Ul snRNP sedimentiert ist. Mit ansteigender
Salzkonzentration ist der Ul snRNP zunehmend in hdheren Fraktionen erkennbar, was trotz
manueller Ernte der Fraktionen auf eine geringer werdende Masse hindeutet.
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5.2 3D Strukturen des Hefe Ul snRNP

Die Einzelmolekiil-TEM ist eine geeignete Methode, um die Strukturen von makromo-
lekularen spleifosomalen Komplexen in der Grofenordnung von 240 kDa bis ungeféahr
5 M Da zu bestimmen [248]. Von derart grofen Komplexen sind réntgenkristallographi-
sche Strukturbestimmungen aufgrund der Notwendigkeit, zuvor Kristalle zu ziichten,
kaum moglich. Jiingst gelang es allerdings, eine rontgenkristallographische Struktur des
humanen Ul snRNP zu erhalten [192].

Da nun fiir die Einzelmolekiil-EM das Erfordernis, starre Kristalle zu bilden, entfallt, ist
diese Methode geeignet, Strukturen unterschiedlicher Konformationen eines Komplexes
zu bestimmen [56], [218], [141]. Aufgrund der gestiegenen Computer-Prozessorleistungen
konnte dieser Mdoglichkeit in der Vergangenheit auch vermehrt Rechnung getragen wer-
den, und zwar mit der Entwicklung neuer Datenverarbeitungsstrategien und Program-
me, die die nachtrégliche Separatisierung verschiedener 3D Strukturen erlaubt [141]. Zu-
néchst ist die Kombination von RCT-3D-Rekonstruktion mit dem ML-Alignment (237,
[214], |218], (Kap. 2, Abschn. 2.3.2) zu nennen, wodurch bereits in der de novo Struktur-
determination die Erkennung unterschiedlicher Konformationen oder Konfigurationen
eines Komplexes moglich ist (Abb. 4.11). Dadurch, dass im anschliefenden Refinement
mehrere Strukturen im supervised classification 72| angeboten werden konnen, lassen
sich prinzipiell aus einem heterogenen Datensatz mehrere gut aufgeldste Strukturen eines
Komplexes erhalten, die den Komplex beispielsweise in verschiedenen Konformationen
oder mit unterschiedlicher Ligandenbesetzungen zeigen.

Da bekanntermafen haufig Flexibilitdten in spleiffosomalen Komplexen auftreten, die zu
nicht ausreichender Homogenitéat der Proben fiir hochaufgeldste 3D Strukturen fiihren
[283], sollten fiir das Ul snRNP aus S. cerevisiae mit den einleitend beschriebenen Mog-
lichkeiten der 3D EM-Strukturbestimmung die unterschiedlichen Strukturen aufgezeigt
werden. Zur Verbesserung der Homogenitéit der Probe waren mit der Einfiihrung der
Vorfraktionierung die biochemischen Modifikationen des bestehenden Aufreinigungspro-
tokolls ausgereizt. Desweiteren schien die Fixiermethode im Gradienten nach dem 'Gra-
Fix” Protokoll [119], die Integritdt des Komplexes in Bezug auf eine Doméne, wie in
Abb. 4.3, C gezeigt, zu gewihrleisten. Die beobachteten verschwommenen Kontrastmit-
telsdume (Abb. 4.6, A) deuteten bewegliche Doménen an wie sie beispielsweise auch im
humanen spleifsosomalen BAU-Komplex beobachtet wurden [22], [21]. Sie waren somit
fiir spleifsosomale Komplexe nicht ungewohnlich, sondern vielmehr von biologischem In-
teresse.

Von dem Ul snRNP aus S. cerevisiae lagen im Gegensatz zum humanen Ul snRNP

[249], [192] noch keine verdffentlichen Strukturdaten vor, abgesehen von den 2D Ansich-
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ten in der Vergleichsstudie von Tri-snRNP und Ul snRNP in S. cerevisiae und Mensch
[59]. Die letztgenannnte Vergleichsstudie deutete bereits auf erhebliche strukturelle Un-
terschiede des Ul snRNP in den beiden Organismen hin.

de novo Rekonstruktion des Ul snRNP

Die de novo Rekonstruktion der Ul snRNP 3D-Strukturen wurde mit der Random Co-
nical Tilt-Methode [198] von negativ kontrastierten Proben ausgefiihrt. Dazu wurden
Aufnahmen derselben Partikel unter einem Aufnahmewinkel von 0° und 45° benétigt
(Abb. 4.9). Die Partikel in der zweiten Aufnahme sind aufgrund der vorherigen Strahl-
exposition schon ein wenig beschadigt. Mit diesem Wissen wurde die 0° Aufnahme stets
zuerst gemacht, um einen qualitétvollen Einzelpartikel-Datensatz ohne unnotige Arte-
fakte fiir die Einteilungen in Klassen (Kap. 2, Abschn. 2.2) zur Verfiigung zu haben. Um
fiir jede Klasse eine RCT-3D-Struktur zu berechnen, wurden dann die 45° Aufnahmen
verwendet (Abb. 4.10). Zwar sind das Kontrastmittel und die Aufnahmen bei RT eine
gewisse Qualitdtseinschrinkung, diese sind aber aus folgenden Griinden unumgénglich
oder vertretbar: (1) Um das Ul snRNP wihrend der Aufreinigung intakt zu halten oder
auch Aggregationen zu vermeiden, wurde im gesamten Aufreinigungsprotokoll Glycerol
verwendet. Dieses Glycerol verringert den Kontrast im Elektronenmikroskop bei nativer
Probenbereitung fiir die EM. Kurz beschrieben, bei nativer Probenbereitung werden
die Strukturen durch schnelles Einfrieren mit fliissigem Ethan in einem diinnen amor-
phen Eisfilm konserviert [140]. Das Glycerol muss dafiir aus dem oben genannten Grund
vorher entfernt werden, was einen zusétzlichen Schritt der Umpufferung erfordert, bei
dem es zu Materialverlust und Gefdhrdung der Integritdt der Struktur kommt. (2) Die
Aufnahmen bei gekipptem Probenhalter bei der dann erforderlichen Stickstoffkiihlung
der Probe sind aufgrund der Instabilitdt des Probenhalters extrem stéranféllig. (3) Im
Falle des Ul snRNP war eine reine native Praparationsmethode, bei der der Eisfilm di-
rekt iiber der Kohlelochfolie aufliegt, aufgrund der geringen Konzentration sowieso nicht
moglich, so dass eine Absorptionszeit fiir das Ul snRNP von 3 h an einen kontinuierli-
chen Kohlefilm unumgénglich blieb.

Da die RCT-Rekonstruktionen lediglich der Erstellung initialer 3D Stukturen dienten,
die im folgenden Refinement verbessert wurden, waren die Artefakte der negativ Kon-
trastierung und der Aufnahmen bei RT tolerabel. Tatsédchlich wurden bisher aufgrund
dieser Limitierungen nur wenige spleiffosomale Komplexe tiberhaupt mit der nativen Pra-
parationstechnik untersucht [249], [218], [10]. Bei dem Tri-snRNP in [218]| wurde dazu
die Probe iiber Nacht mit Glutaraldehyd fixiert, bevor der Tri-snRNP in Glycerol-freien
Puffer iiberfiihrt wurde. Eine Fixierung iiber Nacht hatte im Falle des Ul snRNP nicht

funktioniert, da moglicherweise die Probe an den Wéanden des Geféfses absorbierte oder
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der Komplex aggregierte. Da in [76], [217] gezeigt werden konnte, dass auch mit negativ
kontrastierten Proben unter ansonsten Kryobedingungen gute bis hohe Auflésungen er-
reicht werden konnen, wurde fiir das Struktur- Refinement ebenfalls ein Datensatz aus
kryo-negativ-kontrastierten Proben verwendet. Die Aufnahmen entstanden dann unter
Stickstoftkiihlung.

Um initiale 3D Strukturen fiir ein Refinement-Prozedere zu erhalten, wurden die 200
RCT-Strukturen in einem Maximum-Likelihood-Alignment [218] ausgerichtet und an-
schliefend PCA-basiert klassifiziert mit durchschnittlich 8 Mitgliedern pro Klasse. Auf
diese Weise wurden 25 3D-Strukturen erhalten. Bei Begutachtung dieser groben initialen
Strukturen war bereits deutlich, dass der Datensatz aus mehreren sehr unterschiedlichen
Strukturen bestand. Es wurden daher 5 unterschiedliche Strukturen danach ausgewéhlt,
dass sie das Spektrum an den im Datensatz auftretenden Strukturen moglichst repra-
sentativ erfassten (Abb. 4.11).

Refinement des Ul snRNP

Im ’Refinement’ wurden die Strukturen auf verschiedene Merkmale getestet. Zum einen
fiel ein Strukturfortsatz auf (Abb.: 4.12), der in den Strukturen II-V untersucht wurde.
Danach existierte die 3D-II in der Ul snRNP Probe sowohl mit, als auch ohne Fortsatz.
Im Gegensatz dazu konnte fiir die iibrigen Strukturen keine Aussage iiber den Struktur-
fortsatz getroffen werden.

Um die erhaltenen Strukturen besser beurteilen zu kénnen, wurden zunéchst die unge-
fahren Massen in Imagic-5 bestimmt. Die Methode ist zwar ungeeignet fiir eine absolute
Massenbestimmung, sie ldsst aber Aussagen iiber die Relationen der Strukturen unter-
einander zu. Die Massen variieren demnach stark und fallen tendenziell hoher aus, als
die in der Literatur beschriebene [79]. Damit wird zum einen die angenommene 1:1 Sto-
chiometrie aller Proteine im Komplex zumindest in Frage gestellt. Es kann aber auch
nicht ausgeschlossen werden, dass noch weitere Proteine am Ul snRNP in substchio-
metrischen Mafstab haften, die ebenfalls am Prozess der 5 Ss-Erkennung mitwirken
oder an der Regulation der mRNA-Prozessierung insgesamt beteiligt sind.

In [258] beispielsweise wurde berichtet, dass mit der Snu71-TAP-tag Aufreinigung auch
Stolp, das Homolog des humanen CBP80 Proteins, das die m’G-Kappe der mRNA bin-
det und Bestandteil des CBC ist, bei der Aufreinigung des Ul snRNP aus S. cerevisiae
gefunden wurde. Ahnliche Beobachtungen wurden auch im Hause gemacht, indem die
kleine Untereinheit Cbc2/Mud13p des CBC gefunden wurde (s. Appendix, Tab. 1). Diese
Ergebnisse waren allerdings scheinbar abhéngig von der in der Aufreinigung verwende-
ten Salzkonzentration. Auch abhéngig von der Salzkonzentration war die Bestimmung

des Proteins, Ger3, in der massenspektoskopischen Analyse (s. Appendix, Tab. 1). Ger3
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wurde als Protein beschrieben, das in S. cerevisiae an der Expression von glykolytischen
Genen beteiligt ist [268].

In den fritheren Aufreinigungen iiber einen His-tag wurde auch Npl3p mit den Proteinen
des Ul snRNP isoliert [79]. Es wurde in der Literatur als ein SR-ahnliches Protein be-
schrieben, das neben anderen Funktionen in S. cerevisiae den Spleifiprozess von einem
Teil der pr&-mRNAs erleichtert und in den frithen Erkennungs- und Assemblierungspro-
zessen mitwirkt [128], [202]. Auch wenn es keine direkten Hinweise auf Npl3p in diesen
Proben gab, kann es nach der beobachteten Heterogenitit auch nicht ausgeschlossen
werden, dass es substochiometrisch an das Ul snRNP gebunden hat. Gleiches gilt fiir
Stol, Cbc2 und Ger3. Eine Massenspektroskopische Analyse genau dieser Aufreinigung
konnte Aufschluss dariiber geben, ob diese an einem Teil der Ul snRNP gebunden haben
konnten.

Fiir die an 3D Struktur III muss nach den hier vorliegenden Daten angenommen werden,
dass die nur iiber einen schmalen Steg mit dem Hauptkorper der Struktur verbundene
Doméne ein Artefakt des Refinements ist (Abb. 4.17.

Um auszuschliefen, dass ein Teil der Probleme im Struktur-Refinement préaferentieller
Bindung der Partikel an den Kohlefilm durch die verwendete Praparationsmethode mit
Uranylformiat, wie unter Kap. 3, Abschn. 3.3.3 beschrieben, geschuldet ist, wurden die
Projektionsansichten jeder 3D Struktur ihren Eulerwinkeln entsprechend auf der Euler-
kugel angeordnet. Dazu waren die Subdatensétze, die aus dem supervised classification
erhalten worden waren, PCA-basiert klassifiziert worden. Den so gebildeten Klassen-
summen waren mittels angular reconstitution die Eulerwinkel zugewiesen worden. Das
Ergebnis zeigte eine gleichméfige Projektionswinkelverteilung fiir alle 3D Strukturen.
Die Fourier-Schalen-Korrelations-Kurven der 3D Strukturen I-V wurden errechnet, um
Aussagen iiber die Qualitdt der erhaltenen 3D Strukturen treffen zu kénnen. Auch
kann die Auflésungsgrenze nach verschiedenen Kriterien mit Hilfe der Fourier-Schalen-
Korrelationsfunktionen angegeben werden (Kap. 2, Abschn. 2.3.6). Die 3D-I Struktur
zeigt einen eindeutigen Verlauf der FSC-Kurve. Nach dem 3o-Kriterium hat sie eine
Auflésung von 25 A, nach dem F SCy s-Kriterium eine Auflosung von 32 A. Da die
Kurve ansonsten keine Auffilligkeiten aufweist, und die Datenverarbeitung zeigte, dass
stets eine kleine, aber in allen verwendeten Datensétzen konstante Anzahl von Projek-
tionsbildern die 3D Struktur représentierte (6,8 % nach Tab. 4.1), scheint dies eine
valide stabile Struktur im Datensatz zu sein. Die Masse ist allerdings circa doppelt so
hoch wie erwartet [79]. Danach wére abzuklédren, ob es sich um einen Dimer oder eine
Teildimerizierung der Proteine im Ul snRNP handeln konnte. Dagegen sind die Struk-
turen II-V anders zu beurteilen, deren FSC-Kurven im hohen Frequenzbereich einen

erneuten Anstieg verzeichnen, und zwar {iber die 3o0-Kurve hinaus. Dies kann auf ver-
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schiedene Fehlerquellen hindeuten. Eine scharfe Maskierung der beiden 3D Volumina,
die jeweils fiir die Berechnung der FSC-Kurve verwendet wurden, kann ausgeschlossen
werden (eigene Beobachtung). Wahrscheinlich handelt es sich um einen Effekt, der sich
im Alignment von Rauschen begriindet [185].

Dies sei anhand der Struktur II veranschaulicht: Mit dem Test in Abb. 4.12 konnte
gezeigt werden, dass die Struktur IT sowohl mit, als auch ohne Strukturfortsatz im Da-
tensatz vorhanden sein muss. Es ist folglich anzunehmen, dass sich im Subdatensatz, der
fiir die Rekonstruktion der Struktur II in Abb. 4.13 verwendet wurde, auch eine Anzahl
an Einzelbildern mit dem Strukturfortsatz befindet, wodurch eine gewisse Korrelation
im Rauschen zustande kommen kann. Desweiteren blieb auch fraglich, wie stabil eine
Dichte, sichtbar in der 180 ° und 270 ° gedrehten Ansicht in Abb. 4.13, I an den Haupt-
korper der Struktur gebunden ist. Moglicherweise tragt diese auch zur Heterogenitét in
dem Subdatensatz bei. So konnte der Subdatensatz, bestehend aus 26839 Einzelbildern
durchaus 4 verschieden konfigurierte 3D Strukturen reprisentieren, mit durchschnitt-
lich ungefahr 6700 Partikeln. In der 3D-III Struktur kénnte der gleiche Effekt in der
anhéanglichen Doméne begriindet sein. Bei einem Test zu ihrer Validierung, verlor die
Doméne zwar eindeutig den Kontakt zum Hauptkorper (Abb. 4.17), es blieb aber eine
Dichte des Rauschens ungewohnlich kompakt in dem Bereich zuriick. Auch der spitz
zulaufende Fortsatz zahlt zu diesen Quellen, in denen wohl hauptséchlich Rauschen ku-
muliert. Welche Bereiche in den Strukturen IV und V neben dem spitz zulaufenden
Fortsatz problematisch sind, konnte nicht festgestellt werden. Nicht ausgeschlossen wer-
den kann, dass sich weitere Strukturkonfigurationen im Datensatz verbergen, die mit
den 5 Modellvorgaben noch nicht ausreichend beriicksichtigt wurden und somit ihre
Projektionsansichten in die vorhandenen Subdatensitze wéihrend des Alignments ver-
teilt wurden. Aus diesem Grund waren in die Berechnung der in Abb. 4.13 dargestellten
3D Strukturen Projektionsbilder, die mit niedrigem CCC-Wert auf ein Referenzbild aus-
gerichtet wurden, nicht in die Rekonstruktion einbezogen worden. Allerdings waren auf
diese Weise nur 1% der Bilder nicht berticksichtigt worden.

Die fiir die Strukturen II - V ablesbaren Werte fiir die Auflésung sind vor diesem Hin-
tergrund betrachtet, und der genannten Artefakte wegen, iiberschétzt. Ungewohnlich ist
auch der Verlauf der FSC-Kurven im Bereich der Schnittpunkte mit der 3o-Kurve bei

diesen Kurven, da diese dort nicht gleichméfig auf Null abfallen.

Beschreibung der Rekonstruktionsungenauigkeiten
Eine zu grofe strukturelle Heterogenitéat verursacht Ungenauigkeiten in den rekonstru-
ierten 3D Strukturen und limitiert dadurch deren Qualitat, wie bei den Beschreibungen

der 5 gefundenen Strukturen in der Ul snRNP Probe aus S. cerevisiae ersichtlich wurde.
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Um diese Ungenauigkeiten quantifizieren zu konnen, wurde ein Testdatensatz erstellt.
Die Modelle des Testdatensatzes waren zu unterschiedlich hohem Prozentsatz in ei-
ner Doméne beschnitten worden, um strukturelle Heterogenitat der Konfiguration eines
Komplexes zu simulieren. Mit den Modelldaten wurde die 3D Rekonstruktion mit der
Methode angular reconstruction wie sie im Softwarepaket Imagic-5 implementiert ist,
getestet. Die Winkelzuweisungen fiir die Projektionsansichten werden danach mit zu-
nehmendem Verlust der Doméne tatsdchlich ungenauer. Die Mittelwertabweichung der
Projektionsrichtungen in Grad nahm von ungefihr 5° auf iiber 10° zu. Bei der Haufig-
keitsverteilung der Winkelabweichungen fiel auf, dass auch mit zunehmendem Verlust
der Doméne die iberwiegende Anzahl an Projektionen die identische Projektionsrich-
tung zugewiesen bekamen wie das Originalmodell (noch 76 % bei 23 % Masseverlust).
Umgekehrt heifst dies aber auch, dass dem kleinsten Modell in circa 25 % aller seiner
Projektionen davon abweichende Projektionsrichtungen zugewiesen wurden. 60 % dieser
Abweichungen lagen zwar unter < 10°, es wurde aber deutlich, dass der Fehler der Re-
konstruktion einem Teil an Projektionsrichtungen geschuldet ist, bei dem die Zuweisung
fehlerhaft verlduft. Dass dieser Fehler nur bei einem Teil der Projektionen auftritt, mag
der Grund dafiir sein, dass die Methode dennoch, auch bei Konfigurationsunterschie-
den von Test-Struktur zu Referenzstruktur, relativ robust ist wie die Rekonstruktion
der Modelle in 4.23 zeigte. Bei den Extremabweichungen von 170 — 180 ° konnte durch
Begutachtung des o Winkels ausgeschlossen werden, dass es sich um die spiegelbildliche
Zuweisung handelte.

Desweiteren wurden die Fehler untersucht, die im MR-Alignment dadurch entstehen,
dass eine unterschiedliche Konfiguration des Komplexes nicht vollstandig beriicksich-
tigt werden kann. Auch dieser Fall konnte mit Hilfe der Testdaten simuliert werden. Es
wurde dabei nur die Rotationsabweichung im Alignment betrachtet. Die Auswertung
der a-Winkel-Abweichungen Abb. 4.24 ergab keinen einheitlichen Zusammenhang zur
Hohe des Massenverlustes. Auch geringe Massenunterschiede um 5% konnen danach
schon ahnlich hohe Fehler im Rotationsalignment hervorrufen wie die bei 20 % Mas-
senunterschied von Datensatz zu Referenzset. Da das Alignment nicht eindeutig den
mit der Referenz deckungsgleichen Teil der Struktur erkennt, kommt es zu Verschie-
bungen wihrend der Ausrichtung. Es folgen daraus Klassensummen mit verringertem
SNR, weil das Signal der Struktur nicht gut genug zur Deckung gebracht wurde. Im
Rauschen liegen damit noch Teile des Signals, die akkumulieren. Sichtbar wird dies in
den FSC-Kurven der daraus rekonstruierten 3D Strukturen in Form eines neuerlichen
Anstiegs iiber die 3o-Kurve hinaus, wie im Falle der Modelle A und D in Abb. 4.25
gezeigt werden konnte. Auch der Effekt des verzdgerten Abfalls der FSC-Kurve im Be-
reich des Schnittpunktes mit der 3o-Kurve konnte im Falle des Modells I beobachtet
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werden. Es ist leicht vorstellbar, dass sich diese Effekte mit realen Daten, die zudem
durch die Aufnahmetechnik per se verrauscht sind, verstirken. So wurden beide Ef-
fekte in den FSC-Kurven fiir die 3D Strukturen II bis V (Abb. 4.14) in ausgepragterer
Form beobachtet, sollten aber bei einer einwandfreien 3D Rekonstruktion nicht auftreten
(3D Struktur I). Zusammenfassend demonstrierte dieser Test, die direkte Abhéngigkeit
der Fourier-Schalen-Korrelation mit dem Alignment-Fehler [185] und die Limitierun-
gen des Alignments bei stark heterogenen Proben wie dem Hefe Ul snRNP, die mit

Konfigurationsunterschieden des Komplexes verbunden sind.

5.2.1 Auswirkung der Heterogenitit auf die Lokalisation mar-

kierter Proteine im Ul snRNP

Grundsétzlich ist es mit Hilfe der Einzelmolekiil-EM moglich, Untereinheiten eines Kom-
plexes tiber Antikérperbindung und/oder genetischen Fusionsprotein-Tags zu lokalisie-
ren, da das Label im EM-Bild des Komplexes als zusitzliche Dichte erscheint [155].
Um diese zusétzliche Dichte zweifelsfrei wahrnehmen zu koénnen, sind allerdings einige
Voraussetzungen notwendig. Zunéchst ist im Falle eines Immunolabels eine spezifische
Bindung des Antikorpers erforderlich, und fiir das genetische Label muss die korrekte
Expression des Fusionsproteins sichergestellt sein. Neben diesen unerlédflichen Bedin-
gungen muss fiir die verlassliche Bestimmung der Position des Labels die strukturelle
Stabilitat des Komplexes mit und ohne Label gewéahrleisten sein. Die Genauigkeit, mit
der dann die Position des Labels angegeben werden kann, ist von der Auflésung der
Struktur und der Grofe des Labels abhéngig. Ist die Auflosung der Struktur hoch, kann
ein kleineres Label verwendet werden, und die Position kann dementsprechend préziser
bestimmt werden.

Ein Label lasst sich prinzipell sowohl auf 2D Ebene, als auch in der 3D Struktur des
Komplexes nachweisen. Letzteres stellt allerdings hohere Anforderungen an die Rigi-
ditdt der Struktur des Komplexes und des Labels. Ist das Label flexibel, und das gilt
allgemein fiir Antikorper, aber auch fiir grofere genetische Tags, ist der Nachweis auf
2D Ebene die bevorzugte Methode [93] [118] [115]. In diesen Féllen werden Einzelbilder
des Komplexes und/oder die Klassensummen herangezogen, um das Label zu zeigen.
Fiir einen besseren Kontrast in den EM-Bildern, werden die Komplexe in Kontrastmit-
tel (Uranylformiat oder -acetat) eingebettet (vgl. Kap 3, Abschn. 3.3.3). Trotzdem ist
das Label in der 2D Ansicht des Komplexes nur in geeigneter Projektionsrichtung gut
erkennbar, und zwar dann, wenn sich seine Position am Rand der 2D Projektionsansicht
befindet (Abb. 5.2, A, Position 1). Dann nédmlich wird die Kontur der Ansicht an der

Position des Labels gegeniiber unbesetztem Partikel verdndert. In diesem Fall ist seine



5.2 3D Strukturen des Hefe Ul snRNP 129

Position in der x-y-Ebene lokalisiert, es bleibt jedoch eine Ungenauigkeit in Richtung der
z-Achse (der Projektionsrichtung). Liegt hingegen das Label in Projektionsrichtung auf
dem Strukturkorper (Abb. 5.2, A, Position 2) fithrt dies zwar zu einer Verédnderung der
Grauwerte im EM-Projektionsbild aufgrund der erhohten Elektronendichte; diese sind
jedoch visuell im 2D Bild kaum erkennbar, da die Grauwertschwankungen im Vergleich
zum unbesetzten Komplex relativ gering ausfallen. Somit ist in diesen Positionen eine
Lokalisation in den 2D Projektionsansichten nur selten maoglich.

Etwas schwieriger wird die prazise Lokalisation des Labels bei Flexibilitdten des Labels
oder der Struktur im markierten Bereich (Abb. 5.2, B, T & II). Da Antikorper eine bieg-
same Struktur aufweisen, ist dies ein allgemeines Problem der Immunomarkierungen.
Im Gegensatz zu einer statischen Dichte wird die bewegliche Dichte des Antikoérpers bei
der Berechung der Klassensummen durch statistische Effekte leicht unterdriickt, so daf
eine Erkennung des Antikorpers in diesen Féllen héufig nur im EM-Einzelbild m&glich
ist. Gleiches gilt, wenn sowohl Struktur, als auch Label flexibel sind. Dann ist der Un-
terschied bei vorhandenem Label zur unbesetzten Struktur noch erheblich schwieriger
zu erkennen, da die entsprechenden Klassensummen in beiden Féllen in diesem Bereich
unschart definiert sind.

Ist die Struktur des Komplexes wie im Falle des Ul snRNP aus S. cerevisiae nicht nur
in seiner Konformation dynamisch, sondern auch in seiner Konfiguration unterschied-
lich, wird die zweifelsfreie Erkennung eines Labels, unabhéngig von seiner Art, de facto
unmoglich. Es kann ndmlich in diesen Fallen nicht mehr unterschieden werden, ob die
zusétzliche Dichte vom Label oder von der Struktur herriihrt (Abb. 5.2, B, III). Diese
Verwechselbarkeit gilt nicht nur in der speziellen Situation des Auftretens des Labels in
der Nahe einer optional vorhandenen Domaéne, sondern es handelt sich vielmehr um ein
generelles Problem. Da a priori nicht bekannt ist, wo das Label positioniert sein wird,
bleibt ndmlich stets die Frage, ob die Variation der Dichte an einer bestimmten Stelle
der Dynamik des Partikels oder dem Label geschuldet ist, zumal gewohnlich die Beset-
zung des Partikels mit dem Label nicht sicher zu 100 % erfolgt. So wurden beispielsweise
bei Experimenten in S. cerevisiae mit dem tDimer2-Label an Proteinen des Tri-snRNP
Subpopulationen der betreffenden Proteine ohne tDimer2 beobachtet (in [92] Abb.3.8,
Grofe der Subpopulation approx. 20 %, pers. Kommunikation Dr. I. Hacker, Dr. M. Go-
las), was bereits aus der Proteingelanalyse ersichtlich wurde. Desweiteren besteht die
Moglichkeit, dass das Label an der optional auftretenden Doméne lokalisiert ist, was
die Besetzung des Partikels mit dem Label zusétzlich reduziert und die Interpretation
erschwert.

Summa summarum ist eine Auswertung von Labelpositionen von derart heterogenen

Komplexen wie dem Ul snRNP aus S. cerevisiae mit dieser Art Labeln nicht zuverlas-
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Abbildung 5.2: Schwierigkeiten bei der Auswertung von Positionen eines Labels.
A: Das Label ist auf 2D Ebene nur in geeigneter Projektionsrichtung gut erkennbar, und zwar
wenn er am Rand der Struktur liegt und damit die Kontur der Ansicht verédndert (Position 1).
Nicht ermittelt werden kann die Lage des Labels in Richtung der z-Achse, der Richtung des
Elektronenstrahls.

B: Bei flexiblen Strukturdoménen des Komplexes und/oder des Labels (I & II) wird die In-
terpretation dadurch erschwert, dass variierende Dichte aufgrund statistischer Effekte bei der
Datenverarbeitung minimiert wird. Der Besetzungsunterschied kann in diesen Féllen meist
nicht in Klassensummen, sondern nur in EM-Einzelbildern nachgewiesen werden. (III) Unmdg-
lich wird die Analyse von Markierungsexperimenten bei unterschiedlichen Konfigurationen des
Komplexes, da die jeweils vorhandene Dichte nicht eindeutig auf die Struktur oder auf den
Label zuriickgefiihrt werden kann.
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sig moglich.

Bei den Vorexperimenten fiir die Markierungen konnten allerdings zwei interessante Be-
obachtungen gemacht werden.

(1) Die Fusion des tDimer2-tags an das Nam8 Protein erzeugte zwar, wie erwartet [57],
einen lebensfahigen Hefestamm, aber es war nicht mdéglich, den assemblierten 17 — 18 .5
Ul snRNP zu isolieren. Mdoglicherweise hat hier der grofse genetische Tag den Auf-
bau des Komplexes zu stark beeintriachtigt. Es konnte schon vorher gezeigt werden,
dass aus einem ANam8p Hefestamm ein Ul snRNP, der aus Hefeextrakt mit 450 mM
KCl in den Puffern aufgereinigt wurde, als 13 — 14 .S Partikel im Glycerolgradienten
sedimentierte [79]. Von diesem Ul snRNP waren alle Hefe-spezifischen Proteine mit
Ausnahme von Prp42p dissoziert. Die elektronenmikroskopischen 2D Ansichten dieses
Partikels sahen denen des humanen Ul snRNP ziemlich &hnlich [78]. Aus dem Wildtyp-
Hefestamm dagegen konnte das Ul snRNP noch bei unphysiologisch hoher Salzkonzen-
tration (700mM KCI) als 17.S Partikel aufgereinigt werden. Diese und die in dieser
Arbeit gemachten Beobachtung lassen die Vermutung zu, dass Nam8p, trotzdem es de-
letiert werden kann, eine kritische Funktion fiir die Integritdt des Ul snRNP zukommt.
Da eine Deletion von Nam8p nicht letal wirkt, wurde bereits in [78] spekuliert, dass in
diesem Fall andere Ul snRNP Proteine die Position von Nam8p iibernehmen kénnten.
(2) Bei den Bindungsstudien mit dem Ul snRNP und einem Antikorper, der das Cal-
modulin-Bindungs-Peptid des TAP-tags erkennt, fiel folgendes auf: Es war nicht mog-
lich, signifikante Antikorpermengen in den Glycerolgradientenfraktionen, in denen das
U1l snRNP mit TAP-tag am Snu7lp erwartet wird, zu detektieren. Fiir die analogen
Experimente mit dem TAP-tag an Snub6p deuteten die Vorexperimente zumindest an,
dass Antikorper mit dem Ul snRNP sedimentierten, wenn auch nur in sehr geringem
Mafe. Dies ist insofern interessant, als dass mit [58] Daten vorliegen, die einen Sub-
komplex von Prp40p, Luc7p und Snu71p vermuten lassen. Beruhend darauf wurde auch
spekuliert, dass Snu71p, das nicht essentiell ist, auch nicht absolut notwendig fiir die
U1l snRNP Funktion ist. Moglicherweise ldsst daher die Bindung des Antikérpers an das
Snu71p des isolierten Ul snRNP die Integritat dieses Subkomplexes zerfallen, so dass

Snu71p dissoziiert. Dieser Fall erklarte die oben beschriebene Beobachtung.

5.3 Schlussfolgerungen

5.3.1 U1l snRNP in S. cerevisiae

In dieser Arbeit wurden erstmals dreidimensionale EM-Strukturen des Ul snRNP aus

S. cerevisiae gezeigt. Der starke Polymorphismus der Strukturmodelle des isolierten
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S. cerevisiae 18 S Ul snRNP, die mit neusten EM-Datenverarbeitungsverfahren, die die
Trennung verschiedener 3D Strukturen in einem Datensatz erlauben, ermittelt worden
waren, deutet auf zellbiologische Prozesse hin, die in der Aufreinigung des Komplexes
nicht beriicksichtigt werden konnten. So wurden sehr wahrscheinlich mehrere Assemb-
lierungsstadien des Ul snRNP gleichzeitig aufgereinigt, was bei der biochemischen Pro-
teingelanalyse nicht bemerkt werden kann, aber durch die in dieser Arbeit gewonnenen
strukturbiologischen Einblicke ersichtlich wurde.

In der Vergangenheit wurden mit verschiedenen Aufreinigungsprotokollen stets weitere
Proteine gefunden, die mit der Ul snRNA in Hefe isolierbar waren [149] [162] [79] [169]
[64], und die aus diesem Grund dem Ul snRNP als weitere Komponente zugerechnet
wurden. Umgekehrt wurden in einem Teil dieser Aufreinigungen zusétzliche Proteine
isoliert, die nicht als Bestandteil des Ul snRNP Komplexes gelten konnten, wie Npl3p
[79] und Stol [258], der grofen Untereinheit des CBC.

Der aufgrund dieser Ergebnisse definierte 18 S Ul snRNP besteht abgesehen vom CBC
und dem Substrat, der pra-mRNA, aus allen Proteinen des CC1 in S. cerevisiae. Beide
Proteine des CBC wurden allerdings auch schon nach der TAP-tag Aufreinigung als
U1 snRNP-assoziiert gefundenen, und zwar die grofse Untereinheit, Stolp, in [258] und
die kleine Untereinheit, Cbc2/Mud13 Protein, im eigenen Hause (Anhang Tab. 1), Der
CC1 scheint somit schon weitgehend vororganisiert vorzuliegen und die Tatsache, dass
diese Aufreinigungen so moglich waren, spiegelt insofern nur die Konsequenz wieder, mit
der sich das Ul snRNP in §. cerevisiae zu CC1 formiert. In Anbetracht eines effektiven
Spleifsprozesses, in dem die Einweisung einer pra-mRNA in den Spleifzyklus kotran-
skriptionell geschieht [5], bedarf es einer entsprechenden Reaktionskinetik bei Eintreffen
des Substrats, und so scheint diese Vororganisation durchaus sinnvoll, zumal im spe-
ziellen Fall des Hefe-Organismus. Dort nédmlich darf davon ausgegangen werden, dass
sich die CC, und auch die folgenden Spleiftkomplexe, viel gleichartiger assemblieren,
als im humanen System, da auf die Fiille von Spleifregulatoren und -faktoren, die im
humanen System bendtigt werden, um die geringer konservierten Sequenzen an den
Spleifsstellen zu erkennen, verzichtet werden kann. Auch entfdllt in S. cerevisiae die
komplexe Regulation des alternativen Spleifsprozesses. So war es aus Hefe auch moglich,
das insgesamt kompaktere, vororganisierte Spleifssystem unter bestimmten Bedingungen
als Penta-snRNP, bestehend aus den snRNP U1,U2,U4/U6 und U5, zu isolieren [253].
Ebenfalls war die Isolierung eines Tetra-snRNP ohne Ul moglich, was allerdings auch
schon mal in &hnlicher Weise aus humanem Zellextrakt gelang [125]. Hiermit wird mog-
licherweise die Vororganisation der makromolekularen Komplexe widergespiegelt, was
wiederum auch die Schwierigkeit zeigt, Bedingungen zu finden, um definierte Subkom-

plexe aufzureinigen.
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Das System der Assemblierung der CC ist in Hefe offensichtlich so kompakt, dass bisher
kein auf das humane Aquivalent reduzierter Ul snRNP aus S. cerevisiae isoliert worden
ist. Allerdings konnte interessanterweise aus einem ANAMS8 Hefestamm ein stabiler 14 S
U1 snRNP isoliert werden, der sich homolog dem humanen Ul snRNP zusammensetzte
und als einziges weiteres Protein Prp42 trug [79]. Die 2D Ansichen dieses Komplexes
dhnelten denen des humanen Ul snRNP sehr [78].

Bisher ist iiber die Biogenese des 18S Ul snRNP und der CC1 im Hefe-Organismus
wenig bekannt. Die hier gefundenen strukturellen Daten fiigen sich jedoch gut ein in
funktionelle Daten, die iiber das Ul snRNP vorliegen, und die Hinweise geben, dass sich
das 18 S Ul snRNP sehr viel modulartiger als bisher gemeinhin geglaubt, assembliert.

Eine Quelle der strukturellen Heterogenitdt kénnte mit dem Subkomplex, bestehend
aus Snu71p, Luc7p und Prp40p, zusammenhéngen. Dieser wird in [58] iberhaupt erst
als Subkomplex im Ul snRNP bezeichnet, wobei Prp40p scheinbar die Proteinkontakte
zu Luc7p und Snu7lp vermittelt. Der Subkomplex scheint fiir die kotranskriptionelle
Regulation des Spleifiprozesses zu sorgen, da Prp40p den Kontakt zur phosphorylier-
ten CDT Doméne der RNA-Polymerase IT herzustellen vermag [165|. Fiir Luc7p konnte
bereits gezeigt werden, dass in seiner Anwesenheit die CBP-proximale 5" Ss bevorzugt
gespleifst wird [64], und es liegt eine Interaktion mit dem CBC auf genetischer Ebene vor
[65]. Die Funktion von Snu71p bleibt unklar. Interessanterweise wurde Luc7p erst mit
der Tap-tag Aufreinigung iiber Snu71p als Ul snRNP assoziiert entdeckt. In das Bild
eines Subkomplexes bestehend aus diesen drei Proteinen passt auch die massenspek-
troskopische Analyse eines Glycerolgradienten nach erfolgter Ul snRNP Aufreinigung
(Appendix, Abb. 4 Tab. 1), wonach diese drei Proteine auch in den oberen Glycerolgra-
dientenfraktionen einen Peak haben.

Die in dieser Arbeit unterschiedlichen 3D Strukturen III und V kénnten den Prozess des
Andockens dieses Subkomplexes wiederspiegeln. Wahrend die extra Doméne in Struktur-
IIT nicht verifiziert werden konnte, scheint die 3D Struktur V nicht ohne zu existieren
(Abb. 4.17). Das Andocken des Subkomplexes kénnte die offensichtlichen Konforma-
tionsunterschiede des Riickgrats des Hauptstrukturkérpers induzieren. Die ungefihre
Masse der zusétzlichen Doméne in 3D Struktur V liegt mit 195 £ Da sehr gut im Rahmen
der erwarteten Masse von 170 kDa fiir diesen Subkomplex. Auch haben die Hauptstruk-
turkorper von III und V jeweils ohne die Doméne eine ziemlich &hnlich veranschlagte
Masse, tendenziell ist die von Struktur III etwas grofer. Diese Differenz muss keine Be-
deutung haben, aber vielleicht verlasst zeitgleich ein anderes Protein schrag gegeniiber
den Komplex, um die Brechung des Strukturriickgrats (Abb. 5.3) zuzulassen. Dies ist
zwar spekulativ, Labelexperimente konnten hier in Zukunft aber Aufschluss geben, so-

bald eine Aufreinigung eines definierten Assemblierungsstadiums des Ul snRNP moglich
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Abbildung 5.3: Modell der Biogenese des Ul snRNP. Der Subkomplex (griin), beste-
hend aus Prp40p, Snu71p und Luc7p, wie er in [58] beschrieben worden ist, konnte in einem
Modell der Biogenese des Ul snRNP leicht verzogert vollstdndig an iibrigen pré-assemblierten
Hauptkorper des 18 S Ul snRNP (blau) andocken wodurch Konformationsumwandlungen des
Riickgrats der Hauptstruktur von einer linearen zu einer doppel-S-formigen Anordung (rot in
Struktur V) induziert werden (schwarz eingezeichnet). Der Mafstab betragt 5nm.
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ist (s. Abschn. 5.3.2).

Eine weitere Ursache fiir die Heterogenitét konnen Subpopulationen des Ul snRNP ohne
Prp39p sein. Diese wurden von Lockart & Rymond in [149] beschrieben, wobei jedoch
nicht abschliefsend geklart werden konnte, ob diese auch funktionelle Bedeutung haben,
zumal Prp39p essentiell fiir die Bildung der CC ist. Daher kénnte es sich um ein natiir-
liches Zwischenprodukt bei der Biogenese des Ul snRNP gehandelt haben, was bereits
in der genannten Publikation diskutiert worden ist. Da es nun dieses Indiz auf An- und
Abwesenheit von Prp39p gibt, kommt dies als eine mdgliche Ursache der beobachteten
strukturellen Heterogenitat des 18 S Ul snRNP in Frage. Prp42p ist ebenfalls essentiell
fiir die Funktion von Ul snRNP, da es bei Deletion zu keiner Bildung der CC1/CC2
kam [162]. Dennoch wurde es in [169] noch nicht mit dem Ul snRNP isoliert. Beide
Proteine, Prp39 und Prp42, fiir die bisher keine humanen homologen Proteine gefunden
worden sind, tragen mit ihren TPR-Motiven Merkmale von Geriistproteinen. Da in der
Hefe nicht die Fiille von Spleiffaktoren existiert, beipielsweise kanonische SR Proteine,
die assistieren konnten bei der Uberwindung der Distanz von 5 Ss zu Verzweigungs-
punkt und 3’ Ss in den frithen Préispleifosom-Komplexen [202], erklart dies vielleicht die
Funktion fiir Prp39p und Prp42p. Sie konnten als Adaptorproteine helfen, ein Gertist
auszubauen, um 5 Ss und 3’ Ss fiir die Spleifreaktion einander naher zu bringen. Dies
erklarte auch die elongierte Struktur des 18 S Ul snRNP, der in dieser Arbeit beobach-

tet wurde und bereits in 2D Ansichten in [59] gefunden wurde, im Vergleich zum 14 S
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Ul snRNP [78| und zum humanen Ul snRNP [249] [192].

5.3.2 Ausblick

Fiir eine umfassende Strukturbestimmung aller beobachteten Zusténde des Ul snRNP
sollte der Prozess der Assemblierung idealerweise angehalten werden kénnen, um einen
in der Zusammensetzung definierten Komplex zu erhalten. Da keine natiirlichen Anti-
biotika wie im Falle des Ribosoms zur Verfiigung stehen, sind mehrere Optionen zu prii-
fen. Eine Moglichkeit ist, stringentere Aufreinigungsbedingungen zu wéahlen, auch wenn
diese potentiell die native Struktur des Komplexes gefahrden. Unphysiologische Salz-
konzentration um 500 mM schon frithzeitig wihrend der Aufreinigung, konnten "Konta-
minationen’ ausschliefen und dennoch eine sinnvolle Anwendung der GraFix-Methode
gewdhrleisten. Da Snu71p in einem Subkomplex mit Luc7p und Prp40p vermutet wird,
ist eine Aufreinigung {iber ein anderes TAP-tag-Fusionsprotein, das im Hauptkorper
der Struktur vermutet wird, ebenfalls eine einfache Modifikation, um die Experimente
durchzufiithren und die Ergebnisse zu vergleichen.

Da das TAP-tag Protokoll mit der Elution des Komplexes von der Calmodulinmatrix
mit dem Entzug von divalenten Ionen im Puffer verbunden ist, birgt dieser Schritt
grundséatzlich eine Gefahr fiir die strukturelle Integritit des Komplexes. Da aber bisher
unabhéngig vom Protokoll stets zwei Affinitdtsaufreinigungsschritte fiir die Isolierung
der snRNP bendétigt wurden [252], konnte eine andere Kombination im TAP-tag einge-
fiihrt werden, mit der der Calmodulinmatrix-Aufreinigungsschritt ersetzt wird und von
der erwartet wird, dass sie die Struktur weniger beeinflusst.

Im Sinne einer Strukturbestimmung unter moglichst nativen Pufferbedingungen, sind
in der Hefe jedoch aufgrund der Anwendung vielféltiger genetischen Techniken andere
Wege denkbar. Es besteht die Moglichkeit, durch Deletion einzelner Proteine arretierte
Komplexe zu isolieren, wie moglicherweise aus dem ANam8p Hefestamm bereits gesche-
hen [78]. Da viele der 18 S Ul snRNP in S. cerevisiae essentiell sind, ist die Auswahl
fiir Gendeletionen allerdings begrenzt. Vielleicht konnte mit Hefestdimmen gearbeitet
werden, die eine konditionelle Proteindeletion tragen [256].

Da ein grofter Teil der Hefe Ul snRNA deletiert werden kann, ohne dass es zu schweren
Einschriankungen des Wachstums der Hefezellen kommt [239], konnte eine Ul snRNP
Aufreinigung beispielsweise aus einer A192 — 507 Ul RNA Deletionsmutante ausge-
fiihrt werden, um festzustellen, inwieweit sich das Ul snRNP assembliert und ob es zu
geringerer Heterogenitat fiihrt, wenn ein Grofteil der RNA fehlt.

Eine fundamental andere Methode wére, gezielt Ul snRNP als Teil des CC1 zu isolieren.
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Hierzu kénnte wahrend der Aufreinigung eine kurze RNA-Sequenz mit 5 Ss angeboten
werden. Das Substrat sollte keine 3’ Ss oder Verzweigungspunktabschnitte enthalten,
um die Bildung von CC2 und nachfolgenden E-Komplexen zu vermeiden. Letzteres wird
auch weitgehend durch ATP-freie Bedingungen erreicht. Bisher galt die Arretierung der
Assemblierung im CC-Zustand als schwierig, da in vitro die CC nur beobachtet worden
waren, wenn U2 snRNP inhibiert wurde oder kein ATP zur Verfiigung stand [229] [143].
Es wurde daher angenommen, dass die Anlagerung von Ul snRNP an den Komplex
im Vergleich zur nachfolgenden Anlagerung des U2 snRNP langsam verlauft. Tardiff &
Rosbash hingegen schlagen aufgrund ihrer Ergebnisse eine frithe, schnelle Anlagerung
des Ul snRNP an die pra-mRNA in vivo vor und eine verzdgerte Assemblierung von
U2 snRNP und Tri-snRNP [258]. Die hier gefundenen strukturellen Ergebnisse iiber den
18 S Ul snRNP zeigen, dass es notwendig sein wird, in der weiteren Strukturaufkla-
rung gezielt einen Zustand zu begiinstigen. Da ein Unterschied zwischen in wvitro und
kotranskriptionellen in vivo Assemblierungsstadien diskutiert wird, wire demnach eine

Strukturbestimmung von CC1 auch unter diesem Aspekt wiinschenswert.
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Massenspektroskopische Analyse

Die massenspektroskopische Analyse der Proteinzusammensetzung des isolierten Ul snRNP
wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung 'Bioanalytische Massenspektrometrie’ unter Lei-
tung von Dr. Henning Urlaub (Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie, Gottingen)
durchgefiihrt.

Das Ul snRNP war fiir diese Analysen iiber die Tandem-Affinitdtsaufreinigung und Glycerol-
gradientenzentrifugation wie in Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben, ohne Vorfraktionierung, auf-
gereinigt worden. Desweiteren ist in der Aufreinigung ein Calmodulinelutionspuffer mit 20 m M
EGTA verwendet worden. Fiir die massenspektroskopischen Analysen wurde der Ul snRNP
zum einen unter normalen Salzbedingungen (200mM KCI im Glycerolgradienten, (Abb. 4)
und zum anderen unter Hochsalzbedingungen (400 mM KCl im Glycerolgradienten, Abb. 5)
aufgereinigt worden.

Die Proteine aller Fraktionenen wurden mittels SDS-PAGE in einem Polyacrylamidgel ge-
trennt und die Proteine wurden anschliefend mit Silber gefarbt. Von den Peakfraktionen mit
Ul snRNP wurden fiir die massenspektroskopische Analyse die Proteinbanden einer Spur wie
in den Abbildungen 4 und 5 gezeigt, ausgeschnitten, und die Proteine wurden mit der Endo-
protease Trypsin verdaut und Gel-extrahiert wie in [236] beschrieben. Die erhaltenen Peptide
wurden in einem Fliissig-Chromatographie-gekoppelten Elektrospray-lonisator, Q-Tof (quadru-
pole time of flight) (Q-ToF Ultima, Waters), analysiert. Die ausgegebenen Daten iiber die
Peptide wurden mit der nichtredundanten Peptiddatenbank des NCBI mithilfe des Mascot-
Suchalgorithmus (Matrix Science Inc., Boston) [187] verglichen, um schliefslich die in der Probe
erhaltenen Proteine zu identifizieren. In den Tabellen sind die Proteine, die mit einem Score von
> 25 identifiziert wurden und aus S. cerevisiae stammen, aufgenommen. Es entfielen demnach
Proteine, die unterhalb des methodisch bedingten Schwellenwertes von 25 fiir eine vertrau-
enswiirdige Erkennung lagen, und Proteine, die in der Datenbanksuche in anderen Spezies
gefunden wurden.
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Abbildung 4: Verwendete Proteingelbanden fiir die massenspektroskopische Ana-
lyse der Proteine des Ul snRNP, aufgereinigt bei 200mM KCI. Ul snRNP war affini-
tatsaufgereinigt worden, und zwar im wesentlichen wie in Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben,
aber ohne Vorfraktionierung. Nach der abschliefsenden Glycerolgradientenzentrifugation mit
200mM KCl im Gradienten wurden die Proteine des Ul snRNPs mittels SDS-PAGE in ei-
nem 12 % Polyacrylamidgel getrennt. Gezeigt ist ein Ausschnitt mit den Fraktionen 5 — 19.
Die Proteinbanden der Fraktionen 7 und 16 wurden fiir die massenspektroskopische Analyse
der Proteine durchnummeriert und ausgeschnitten. Die Nummern geben den Bezug fiir die
Proteingelbande in den Tabellen 1 und 2.
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Proteingel- | Protein Protein- Genbank- Anzahl | Score
bande masse in | Akzessions- | der
[kDA] nummer Peptide
Bande 1 Prp42p 65,1 gi 6320441 2 59
Bande 2 Snu71p 71,3 gi 6321450 11 364
Snplp 34,4 gi 6322128 1 50
Bande 3 Prp40p 69,0 gi 6322840 20 746
Prp39p 74,4 gi 6323596 18 563
Snu7lp 71,3 gi 6321450 8 238
Bande 4 Prp42p 65,1 gi 6320441 27 716
Nam8p 56,9 gi 4026 5 268
Snu7lp 71,3 gi 6321450 7 235
Prp40p 69,0 gi 6322840 7 218
Bande 5 Snub6p 56,5 gi 6320447 5 183
Nam8p 56,9 gi 4026 2 179
Ger3 99,5 gi 464222 4 86
Prp40p 69,0 gi 6322840 3 37
Bande 6 Nam8p 56,9 gi 4026 1 68
Snplp 34,4 gi 6322128 1 67
Prp39p 74,4 gi 6323596 2 63
Prp40p 69,0 gi 6322840 2 52
Snu7lp 71,3 gi 6321450 1 41
Bande 7 Snu7lp 71,3 gi 6321450 4 191
Nam8p 56,9 gi 4026 2 115
Prp40p 69,0 gi 6322840 3 63
Bande 8 Prp40p 69,0 gi 6322840 6 199
Snu71p 71,3 gi 6321450 5 93
Snplp 34,4 gi 6322128 1 69
Ger3 99,5 gi 464222 2 58
Bande 9 Prp40p 69,0 gi 6322840 9 287
Snplp 34,4 gi 6322128 1 48
Bande 10 Snub56p 56,5 gi 6320447 4 173
Snplp 34,4 gi 6322128 2 61
Bande 11 Snplp 34,4 gi 6322128 4 149
Snub6p 56,5 gi 6320447 4 106
Prp40p 69,0 gi 6322840 1 31
Bande 12 Mudlp 34,8 gi 476073 8 419
Snplp 34,4 gi 6322128 12 338
Snu7lp 71,3 gi 6321450 1 40
Snub6p 56,5 gi 6320447 1 32
Bande 13 Smb1b 224 gi 6320867 2 75
Prp40p 69,0 gi 6322840 1 45
Bande 14 Luc7p 30,2 gi 6320116 15 621
Prp40p 69,0 gi 6322840 5 154
Smblp 224 gi 6320867 4 135
Yhelp 27,0 gi 6323329 1 28

Tabelle 1: Teil 1,

und aus S. cerevisiae stammen.

Massenspektroskopische Analyse der Proteinbanden 1 — 14 aus Abb. 4. In
die Liste aufgenommen wurden nur Proteine, die mit einem Score von > 25 identifiziert wurden
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Proteingel- | Protein Protein- Genbank- Anzahl | Score
bande masse in | Akzessions- | der
[kDA] nummer Peptide
Bande 15 Yhelp 27,0 gi 6323329 6 236
Smblp 22,4 gi 6320867 3 109
Snplp 34,4 gi 6322128 1 48
Bande 16 Keratin - - - -
Bande 17 Cbe2p 23,8 gi 6325079 4 104
Bande 18 Smdlp 16,3 gi 6321510 3 75
Bande 19 Smd2p 12,8 gi 6323305 3 66
Bande 20 - - - - -
Bande 21 Smx3p/ SmF | 9,6 gi 6325440 2 104
Smd3p 11,2 gi 6323176 2 52
Bande 22 Smx2p/ SmG | 8,5 gi 14318502 1 58
Bande 23 Snu7lp 71,3 gi 6321450 22 661
Bande 24 Prp40p 69,0 gi 6322840 29 1016
Snu7lp 71,3 gi 6321450 9 341
Bande 25 Prp40p 69,0 gi 6322840 14 463
Snu71p 71,3 gi 6321450 8 252
Pyruvat- 60,0 gi 4109 1 29
Decarboxylase
Bande 26 Snu7lp 71,3 gi 6321450 3 80
Bande 27 LucTp 30,2 gi 6320116 9 337
Prp40p 69,0 gi 6322840 6 177
Bande 28 Luc7p 30,2 gi 6320116 5) 232
Snu7lp 71,3 gi 6321450 2 22

Tabelle 2: Teil 2, Fortsetzung der Tabelle 1: Massenspektroskopische Analyse der Proteinban-
den 15 — 28 aus Abb. 4.
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Abbildung 5: Verwendete Proteingelbanden fiir die massenspektroskopische Ana-
lyse der Proteine des Ul snRINP, aufgereinigt bei 400 mM KCI. Ul snRNP war affini-
tatsaufgereinigt worden, und zwar im wesentlichen wie in Kap. 3, Abschn. 3.2.1 beschrieben,
aber ohne Vorfraktionierung. Nach der abschliefenden Glycerolgradientenzentrifugation mit
400 mM KCI im Gradienten wurden die Proteine des Ul snRNPs mittels SDS-PAGE in ei-
nem 12 % Polyacrylamidgel getrennt. Gezeigt ist ein Ausschnitt mit den Fraktionen 13 — 17.
Die Proteinbanden der Fraktion 15 wurden fiir die folgende massenspektroskopische Analyse
der Proteine durchnummeriert und ausgeschnitten. Die Nummern geben den Bezug fiir die
Proteingelbande in den Tabellen 3, 4 und 5.
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Proteingel- | Protein Protein- Genbank- Anzahl | Score
bande masse in | Akzessions- | der
[kDA] nummer Peptide
Bande 1 - - - - -
Bande 2 - - - - -
Bande 3 Snplp 34,4 gi 6322128 1 37
Bande 4 - - - - -
Bande 5 - - - - -
Bande 6 - - - - -
Bande 7 Snu7lp 71,3 gi 6321450 3 88
Bande 8 Snu7lp 71,3 gi 6321450 32 428
Bande 9 Snu7lp 71,3 gi 6321450 8 146
Bande 10 - - - - -
Bande 11 Prp39p 4,7 gi 6323596 24 728
Prp40p 69,0 gi 6322840 17 598
Snu7lp 71,3 gi 6321450 4 161
Bande 12 Prp39p 74,7 gi 6323596 7 174
Prp40p 69,0 gi 6322840 9 135
Snu7lp 71,3 gi 6321450 6 95
Bande 13 Prp39p 4,7 gi 6323596 6 179
Snu7lp 71,3 gi 6321450 4 83
Nam8p 56,9 gi 4026 1 49
Prp40p 69,0 gi 6322840 2 31
Bande 14 Snu7lp 71,3 gi 6321450 5 73
Bande 15 Snu7lp 71,3 gi 6321450 5 73
Prp42p 65,1 gi 6320441 2 61
Bande 16 Nam8p 56,9 gi 4026 2 130
Prp42p 65,1 gi 6320441 3 73
Bande 17 Prp42p 65,1 gi 6320441 27 457
Nam8p 56,9 gi 6321878 7 230
Prp40p 69,0 gi 6322840 7 187
Snu7lp 71,3 gi 6321450 3 57
Prp39p 4,7 gi 6323596 4 47
Bande 18 Nam8p 56,9 gi 6321878 2 128
Prp42p 65,1 gi 6320441 12 124
Prp40p 69,0 gi 6322840 2 60
Prp39p 4,7 gi 6323596 1 34
Bande 19 Nam8p 56,9 gi 6321878 3 142
Prp39p 4,7 gi 6323596 4 62
Prp42p 65,1 gi 6320441 3 62
Prp40p 69,0 gi 6322840 3 53
Bande 20 Nam8p 56,9 gi 6321878 2 78
Prp40p 69,0 gi 6322840 4 72
Snplp 30,0 gi 6322128 1 30

Tabelle 3: Teil 1, Massenspektroskopische Analyse der Proteinbanden 1 — 20 aus Abb. 5. In
die Liste aufgenommen wurden nur Proteine, die mit einem Score von > 25 identifiziert wurden
und aus S. cerevisiae stammen.
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Proteingel- | Protein Protein- Genbank- Anzahl | Score
bande masse in | Akzessions- | der
[kDA| nummer Peptide
Bande 21 Snub6p 56,5 gi 6320447 11 288
Nam8p 56,9 gi 6321878 1 100
Bande 22 Snub56p gi 6320447 | 8 196
Prp40p 69,0 gi 6322840 2 53
Bande 23 Prp40p 69,0 gi 6322840 3 26
Bande 24 Keratin - - -
Bande 25 Nam8p 56,9 gi 6321878 1 79
Snplp 34,4 gi 6322128 2 68
Bande 26 Nam8p 56,9 gi 6321878 1 70
Snplp 34,4 gi 6322128 1 59
Bande 27 Snplp 34,4 gi 6322128 1 65
Nam8p 56,9 gi 4026 1 45
Bande 28 Nam8p 56,9 gi 4026 1 68
Snplp 344 gi 6322128 1 35
Bande 29 Snplp 34.4 gi 6322128 2 74
Snu7lp 71,3 gi 6321450 2 43
Prp40p 69,0 gi 6322840 2 42
Bande 30 Snplp 34,4 gi 6322128 1 31
Bande 31 Snplp 344 gi 6322128 2 85
Bande 32 Snplp 34,4 gi 6322128 2 79
Bande 33 Snplp 34,4 gi 6322128 2 100
Bande 34 Snplp 34,4 gi 6322128 2 84
Bande 35 - - - - -
Bande 36 Snplp 34.4 gi 6322128 2 88
Bande 37 Mudlp 344 gi 6319595 15 610
Snplp 34,4 gi 6322128 11 278
Smblp 224 gi 6320867 4 81
Yhelp 27,0 gi 6323329 2 51
Axllp 13,8 gi 6325379 1 27
Bande 38 Mudlp 34,4 gi 6319595 2 57
Smblp 224 gi 6320867 2 55
Bande 39 Snplp 34,4 gi 6322128 2 84
Smblp 224 gi 6320867 3 54
Mudlp 34,4 gi 6319595 1 46
Bande 40 Snplp 344 gi 6322128 3 90
Smblp 224 gi 6320867 2 51
Yhelp 27,0 gi 6323329 3 29
Bande 41 Luc7p 30,1 gi 6320116 2 91
Snplp 34,4 gi 6322128 1 55
Smblp 224 gi 6320867 3 41
Yhelp 27,0 gi 6323329 3 36

Tabelle 4: Teil 2, Fortsetzung der Tabelle 3: Massenspektroskopische Analyse der Proteinban-
den 21 — 41 aus Abb. 5.
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Proteingel- | Protein Protein- Genbank- Anzahl | Score
bande masse in | Akzessions- | der
[kDA] nummer Peptide
Bande 42 Luc7p 30,1 gi 6320116 13 433
Yhelp 27,0 gi 6323329 3 94
Smblp 22.4 gi 6320867 3 91
Snplp 34,4 gi 6322128 1 44
Bande 43 LucTp 30,1 gi 6320116 13 433
Yhclp 27,0 gi 6323329 3 72
Snplp 344 gi 6322128 1 69
Bande 44 Yhelp 27,0 gi 6323329 3 72
LucTp 30,1 gi 6320116 13 433
Snplp 344 gi 6322128 2 b4
Smblp 22,4 gi 6320867 2 34
Bande 45 - - - - -
Bande 46 - - - - -
Bande 47 - - - - -
Bande 48 - - - - -
Bande 49 - - - - -
Bande 50 Smdlp 16,3 gi 6321510 6 127
Bande 51 Smd2p 12,8 gi 6323305 10 109
Bande 52 Smelp 10,4 gi 6324733 1 43
Bande 53 Smd3p 11,2 gi 6324733 4 119
Smx3p/ SmF | 9,7 gi 6325440 2 81
Smd2p 12,8 gi 6323305 10 109
Bande 54 Smx2p/ SmG | 8,5 gi 14318502 1 35

Tabelle 5: Teil 3, Fortsetzung der Tabelle 3: Massenspektroskopische Analyse der Proteinban-

den 42 — 54 aus Abb. 5.



Erklarung

Hiermit erklére ich, dass ich die Dissertation mit dem Titel ’'Dreidimensionale elektronenmi-
kroskopische Strukturanalyse des Hefe Ul snRNP’ selbsténdig verfasst und die benutzten
Hilfsmittel und Quellen sowie die zu Hilfeleistungen herangezogenen Institutionen vollstan-
dig angegeben habe. Diese Dissertation wurde in der Vergangenheit nicht, auch nicht in
Teilen, als Master-, Diplom- oder sonstige Priifungsarbeit verwendet.

Gottingen, den 18.11.2009 Ilonka Bartoszek



170




Personliche Daten

Personliche Daten

Name: Bartoszek
Vorname: Ilonka
Geburtstag: 30. Marz 1978
Geburtsort: Liibeck

Staatsangehorigkeit:  deutsch

Publikationen
2008 Hassenklover,T., Kurtanska,S., Bartoszek,I., Junek,S., Schild,D.,

Manzini,I., (2008) Nucleotide-induced Ca?* signaling in sustentacu-
lar supporting cells of the olfactory epithelium. Glia 56(15):1614-24.

171



	Zusammenfassung
	Abstract
	Inhalt
	Abbildungsverzeichnis
	Tabellenverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Danksagung
	Einleitung
	prä-mRNA Prozessierung
	Der Spleißmechanismus
	Die 2-stufige Spleißreaktion
	Die Definition der Spleißstellen

	Komponenten und Assemblierung des Spleißosoms
	Der Spleißzyklus
	U snRNP und weitere Spleißfaktoren

	Das U1 snRNP in S. cerevisiae
	Komposition des U1 snRNP in S. cerevisiae
	Die Interaktionen mit der prä-mRNA im CC1 und CC2
	Der E-Komplex

	S. cerevisiae als Modellorganismus für den Spleißprozess
	Strukturuntersuchungen an spleißosomalen Komplexen
	Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
	Bildentstehung im TEM
	Das elektronenmikroskopische Bild
	Phasenkontrastübertragungsfunktion

	Ziel dieser Arbeit

	Einleitung in die Methodik der Bildverarbeitung
	Datensatz aus Einzelpartikelbildern
	Aufnahmetechniken
	Selektion der Partikel
	Bandpassfilter

	Datenprozessierung auf 2D Ebene
	Alignment
	Klassifizierung
	Zyklische Datenprozessierung

	Berechnungen auf 3D Struktur Ebene
	de novo Rekonstruktion der 3D Struktur
	Maximum Likelihood Methode (ML)
	Verbesserung der 3D Struktur
	Rekonstruktion der 3D Struktur via Rückprojektion
	Visualisierung der 3D Struktur
	Bestimmung der Auflösung einer 3D EM Struktur


	Materialien und Methoden
	Materialien
	Computer Software und spezielle Hardware
	Chemikalien und Pufferlösungen
	Labormaterialien und Geräte

	Biochemische Methoden
	Aufreinigung des U1 snRNP aus S. cerevisiae
	Markierung einzelner Proteine im S. cerevisiae U1 snRNP

	Elektronenmikroskopie
	Auftragen von Kohlelochfolien auf Kupfernetzträger
	Herstellung kontinuierlicher Kohlefilme
	Präparation negativ kontrastierter Proben
	Aufnahmen am EM
	Bildverarbeitung


	Ergebnisse
	Aufreinigung des U1 snRNP aus S. cerevisiae
	Aufreinigung ohne Vorfraktionierung
	Aufreinigung mit Vorfraktionierung
	Markierung einzelner Proteine im U1 snRNP

	3D Strukturen des U1 snRNP
	de novo 3D Struktur-Rekonstruktion

	Verbesserung und Validierungen der 3D Strukturen
	Fehlerabschätzung der 3D Rekonstruktion bei Heterogenität der Probe
	Testdaten und Verfahren
	Statistische Auswertung


	Diskussion
	Heterogenität des Hefe U1 snRNP Komplexes
	Modifikationen der Aufreinigung

	3D Strukturen des Hefe U1 snRNP
	Auswirkung der Heterogenität auf die Lokalisation markierter Proteine im U1 snRNP

	Schlussfolgerungen
	U1 snRNP in S. cerevisiae
	Ausblick


	Literaturverzeichnis
	I Appendix
	Massenspektroskopische Daten
	Erklärung/Affidavit
	Persönliche Daten


