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1. Zusammenfassung

Um die Konformationsanderungen des Spleifosoms bei der Ausbildung des
katalytischen Zentrums aufzukléren, sind detaillierte dreidimensionale Strukturen notwendig.
Die 3D Struktur des SpleiRosoms hilft zu verstehen, wie die eukaryotische Genexpression auf
der Ebene der RNA reguliert wird. Das Spleilosom wird an den Splei3stellen der pra&-mRNA
jeweils neu aus den finf snRNPs (,small nuclear ribonulceoprotein particles”) und weiteren
Faktoren aufgebaut. Der spleifosomale Komplex A, bestehend aus Ul und U2 snRNP,
verbindet sich mit dem U4/U6.U5 tri-snRNP, einem Komplex der U4, U5, U6 snRNPs, um
den pré-katalytischen Komplex B zu bilden. Nach der Dissoziation von Ul snRNP und
U4 snRNP entsteht ein Netzwerk von Basenpaar-Interaktionen zwischen der U2 snRNA und
den U5 und U6 snRNAs, welches das katalytische Zentrum des SpleiRosoms bildet. Der
katalytisch aktivierte Komplex B* katalysiert dann den ersten Schritt der Spleil3reaktion.
Durch eine Immunaffinitatsaufreinigung kann aus menschlichen Zellen der pra-katalytische
Komplex BAUL1 isoliert werden, in dem U1 schon dissoziiert ist, das katalytische Zentrum
aber noch nicht ausgebildet wurde.

In dieser Arbeit wurde die Struktur des Komplexes BAU1 mittels Einzelmolekul-
Elektronenmikroskopie bestimmt. Die dreidimensionale Struktur des Komplexes BAU1 misst
370 x 270 x 170 A und kann in zwei Doménen unterteilt werden. Eine groRere dreieckige
Doméne ist flexibel mit einer kleineren Kopfdomane verbunden. Die Flexibilitat beschrénkt
die Auflosung der Gesamtstruktur auf 40 A. Die dreieckige Doméane mit einer maximalen
Ausdehnung von 300 A kann dem tri-snRNP zugeordnet werden, da sie in Form und GroRe
dem isolierten tri-snRNP &hnlich ist. Sie besteht aus einer zentralen Dichte, welche von drei
Dichtearmen umgeben ist. Die Ansichten verschiedener Konformere des Komplexes BAU1
zeigen eine Bewegung der Kopfdoméane von mindestens 60 A um einen Dichtearm. Einerseits
deuten die unterschiedlichen Konformere auf mehrere Reaktionswege bei der Ausbildung des
RNA-Netzwerkes in menschlichen Spleilosomen hin. Andererseits kdnnte die Flexibilitat der
Kopfdomane die Bindung des Prp19 Proteinkomplexes ermdglichen, der fiir die katalytische
Aktivierung notwendig ist. Die Struktur des Komplexes BAUL wird als Basis fur weitere
Strukturuntersuchungen an Komplex A und C dienen und so helfen, die Strukturdnderungen
bei der SpleilRreaktion zu verstehen.
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Abstract

In order to elucidate the conformational changes of the spliceosome that occur during
its catalytic activation it is necessary to obtain high resolution 3D structures. The 3D structure
of the spliceosome helps to understand how eukaryotic gene expression is regulated at the
RNA level. The spliceosome builds up de novo on each pre-mRNA by a stepwise assembly of
the five snRNPs (small nuclear ribonucleoprotein particles) and additional proteins. First,
Complex A, which is composed of Ul and U2 snRNP, is joined by the tri-snRNP, consisting
of U4, U5 and U6 snRNP, and additional proteins to form the pre-catalytic complex B. After
Ul snRNP and U4 snRNP leave the complex, a complex network of basepair interactions
between the U2 snRNA and the U5 and U6 snRNA is assembled, which forms the catalytic
center of the spliceosome. This catalytically activated complex B* performs the first step of
splicing. By using an immunoaffinity purification strategy the human pre-catalytic complex
BAUL could be isolated at a stage after U1 dissociation but before catalytic activation.

Here, the three-dimensional structure of the complex BAU1 was determined by single
particle electron microscopy. Average images of the complex BAU1 show rhombic structures
with a maximum dimension of 300-370 A. The three dimensional structure has an overall size
of 370 x 270 x 170 A. A larger triangular domain is linked flexibly to a smaller head domain.
The flexibility of this domain limited the resolution of the structure to 40 A. The triangular
domain, with a maximum dimension of 300 A, can be assigned to the tri-snRNP by its
similarity in size and shape to the isolated tri-snRNP. This domain features a central density
surrounded by three peripheral density elements. Views of complex BAUL in different
conformations show a movement of the head domain of 60 A, with one of the peripheral
density elements being the pivot point. On the one hand, the different conformations suggest
different pathways for assembly of the RNA-network of the human spliceosome. On the other
hand, the flexibility of the head domain could be of functional importance for the integration
of the Prpl19 protein complex, that is essential for catalytic activation. The structure of the
complex BAUL will be the starting point for further studies of the structures of complex A
and complex C and will thus help to understand the rearrangements during the reaction

sequence of splicing.
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2.  Einleitung

Die Gene hoherer Eukaryoten enthalten neben kodierenden Sequenzbereichen
(Exons) Abschnitte, die keine Aminosauresequenz kodieren (Introns). Beide Bereiche werden
zunachst von der DNA in ein Primartranskript (pra-RNA) transkribiert. Die pra-mRNA wird
im Zellkern modifiziert. An das 5’ Ende wird ein methyliertes Guanosintriphosphat angefugt
(m’G-Kappe) und das 3’ Ende wird um 100-200 Adenosin-Nucleotide verlangert (Poly(A)-
Schwanz). Die nicht kodierenden Introns werden entfernt und die kodierenden Exons
zusammen gefligt. Dieser Prozess wird als nukledres pra-mRNA-SpleiRen bezeichnet. Die
pra&-mRNA wird dann in das Zytoplasma transportiert, wo die Translation der mRNA Sequenz
in Proteine erfolgt. Werden unterschiedliche Kombinationen von Exons zusammengefigt
(alternatives Spleillen), kénnen so von einem Gen ausgehend unterschiedliche Proteine
entstehen. Das SpleiRen erfordert die genaue Einhaltung des Leserasters auf der mMRNA und
damit eine hohe Genauigkeit bei der Erkennung der Grenzen von Intron und Exon, den
Spleilstellen (engl. ,splice sites’). Diese Aufgabe wird von einem mehrere Megadalton
groRen Ribonukleoprotein-Komplex, dem SpleiBosom, geleistet. Das SpleiBosom wird auf
jeder pr&-mRNA neu aus kleinen kernlokalisierten Ribonucleopartikeln (,uridin rich small
nuclear ribonucleoprotein particels”, U snRNPs) und zusatzlichen Proteinen assembliert. Die
U snRNPs bestehen jeweils aus einer RNA Komponente (snRNA), die reich an
Uridinnucleotiden ist, und zuséatzlichen Proteinen. Die Sequenzen der snRNAs sowie eine
Vielzahl von Proteinen sind in Organismen hoch konserviert, die evolutionsgeschichtlich weit

auseinander liegen, so auch zwischen Spleifosomen aus Mensch und Hefe.”
2.1 Der Spleilimechanismus

2.1.1 Die Splei3reaktion

Das Spleifosom ist ein dynamischer makromolekularer Komplex, der die Bindung
und Freisetzung einer Vielzahl von U snRNPs und Proteinen koordiniert und dazu die
Hydrolyse von ATP bendétigt (Burge et al., 1999; Moore et al., 1993). Das SpleiRosom
katalysiert zwei nacheinander ablaufende Transesterifizierungsreaktionen (Abbildung 2.1). Im
ersten Schritt wird die 5° Exon-Intron Verbindung durch den nukleophilen Angriff der 2’0OH
Gruppe eines konservierten Adenosins des Introns, der sogenanten Verzweigungsstelle (engl.
»branch site*) auf die Phosphodiesterbindung getrennt. Dabei entsteht am 5° Exon Ende eine
freie 3’OH Gruppe, wahrend das Intron eine zuséatzliche intramolekulare Bindung eingeht und
somit das 3’ Intron-Exon Molekil in Form eines Lassos vorliegt. Im zweiten Schritt wird die
3’ Intron-Exon Verbindung von der freien 3’OH Gruppe des 5” Exons angegriffen. Die beiden
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Exons werden miteinander in dieser zweiten Transesterifizierungsreaktion verkniipft und das
Intron freigesetzt. Der Reaktionsmechanismus ist &hnlich der Reaktion von ,group 2 self-
splicing” Introns (Wise, 1993). Die Gesamtzahl der Phosphodiesterbindungen bleibt in der
Spleilireaktion erhalten. Die Spleiireaktionen bendtigen deshalb nicht zwingend Energie in
Form von Nukleosidtriphosphathydrolyse (Padgett et al., 1986). Jedoch ist die ATP

Hydrolyse fur die Konformationsédnderungen des SpleiRosoms notwendig (Burge et al., 1999).

5 Spleilstelle 3’ Spleilstelle
[Eon1 ] A ——p[Bxonz |
\};e_r—z-weigungspunkt

Schritt1l
A P Exon2 |
Schrittzl

| Exon1 |p[ Exon2 |

+
a
A

Die SpleiRreaktion lauft in zwei Schritten ab. Im ersten Schritt greift die 2° Hydroxylgruppe des

OH

Abbildung 2.1 Die Splei3reaktion

Verzweigungsadenosins die Phosphodiesterbindung der 5’ Spleifstelle an. Im zweiten Schritt erfolgt der
nukleophile Angriff der im ersten Schritt erzeugten 3’-OH Gruppe des Exons 1 auf die Phosphodiesterbindung
der 3’ SpleiBstelle.

2.1.2 Erkennung der Spleil3stellen

Die SpleiBstellen miissen mit hoher Prazision erkannt werden, damit das Leseraster
der mRNA erhalten bleibt. Die SpleiRstellen zeichnen sich durch eine konservierte
Basensequenz aus (Abbildung 2.2). Sie werden in den meisten Fallen von den snRNPs U1,
U2, U4/U6 und U5 sowie einer Vielzahl weiterer Proteine erkannt, die sich zum sogenannten
majoren SpleiBosom zusammensetzen. Eine geringe Zahl von Introns hoherer Eukaryoten
wird allerdings von einem anderen Komplex erkannt, dem minoren SpleiBosom, der die
SnRNPs U11, U12 Udatac und U6atac beinhaltet (Hall and Padgett, 1994; Patel and Steitz,
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2003). Die Komponenten des minoren SpleiBosoms sind denen des majoren SpleiRosoms
funktional analog, besitzen aber nur geringe Sequenzhomologie zu U1, U2, U4 und U6. Es
wird deshalb zwischen U2- und U12-abhéngigen Introns unterschieden. Die U2-abhangigen
Introns beginnen in der Regel mit dem Dinukleotid GT und enden mit dem Dinukleotid AG,
wahrend am Anfang von U12-Typ Introns meistens das Dinukleotid AT und am Ende das
Dinukleotid AC gefunden wird (Burge et al., 1998). Im Folgenden wird, falls nicht
ausdrucklich erwahnt, die Spleiireaktion flr das wesentlich haufigere (ca. 99,8%) (Burge et
al., 1998) U2-abhéngige Intron beschrieben.

Wéhrend die Dinukleotide an den Splei3stellen hoch konserviert sind, zeigen die
Sequenzen, welche die Spleilistellen flankieren, nur eine geringe Préferenz fiir bestimmte
Nukleotide. Zusétzliche Elemente auf der RNA sind deshalb notwendig, um die Splei3stellen
zu markieren (Burge et al., 1998). Dazu gehort die Sequenzumgebung des
Verzweigungspunktes, der sich meistens 20-40 Nukleotide vor der 3’-Spleil3stelle befindet.
Innerhalb dieses Abschnitts befindet sich eine Polypyrimidin-reiche Sequenz variabler L&nge,
der Polypyrimidintrakt, der auch der Erkennung der Spleil3stellen dient. Der
Polypyrimidintrakt ist in Hefen schwéacher ausgeprégt als in hoheren Eukaryonten, wéhrend

die Sequenzumgebung des Verzweigungspunktes in Hefen starker konserviert ist.

5’ Spleilstelle Verzweigungspunkt 3’ Spleilstelle
| AG|GURAGU ——/——YNYURAC YAG[G |
Exon 1 >10° Nt 20-40 Nt Exon 2

Abbildung 2.2 Konsensussequenz des Introns

Dargestellt ist die Konsensussequenz des U2-abhé&ngigen Introns von Metazoen. Exons sind als Boxen, das
Intron als Linie dargestellt. Die Sequenz der konservierten Nukleotide ist angegeben: Das Verzweigungs-
adenosin ist hervorgehoben, Y und R kennzeichnen Pyrimidine und Purine, N steht fiir ein beliebiges Nukleotid.
Die durchschnittliche Lange des Introns ist in Nukleotiden (Nt) angegeben (nach Burge et al., 1999)

2.2 Bestandteile des Spleifl3osoms

Das SpleilRosom setzt sich aus den U snRNPs und zusétzlichen Proteinen zusammen.
Die U snRNPs bestehen aus einer U1, U2 und U5 bzw. zwei assoziierten U4/U6 snRNAs, die
an gemeinsame und U snRNP spezifische Proteine gebunden sind. Die RNA Komponente

macht nur einen geringen Teil der Masse eines U snRNPs aus (Will and Lihrmann, 1997b).
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SL2 SL3
SL4 SU
ok SL3 SL2a
sS4
SL2b

17S U2
U2A' i
oo assoziierte

SF3a120

SF3a66 hPRP43

SF3a60 SPF45

SF3b155 SPF30
17S U2 psteepn U2AF65

U2AF35
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Abbildung 2.3 Zusammensetzung der U snRNPs

Die Sekundérstruktur der U snRNPs ist schematisch dargestellt: blau U1 snRNA, griin U2 snRNA, gelb U5
SnRNA, orange U4 snRNA, rot U6 snRNA. Haarnadelschleifen der snRNAs sind mit SL bezeichnet. Die
intermolekularen Helices des U4/U6 di-snRNPs sind durch schwarze Balken hervorgehoben und mit ST1 und
ST2 bezeichnet. Die Proteinzusammensetzung der U snRNPs ist in farblich markierten Boxen angeben. U5 und
U4/U6 bilden zusammen mit den rot markierten tri-snRNP Proteinen den U4/U6.U5 tri-snRNP (nach Will and
Lihrmann, 1997b).
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2.2.1 Die UsnRNAs

Die RNA Komponente der humanen U snRNPs ist mit einer Lange von 106-187
Nukleotiden vergleichsweise klein. Die snRNAs werden mit Ausnahme der U6 snRNA von
der RNA Polymerase Il transkribiert und posttranskriptional modifiziert. Nach dem Export in
das Zytoplasma werden die 5° Enden zu einem 2,2,7-Trimethylguanosin umgewandelt
(5” m3G-Kappe) und die 3° Enden verkirzt (Reddy and Busch, 1988). Die Priméarsequenzen
weisen eine Uridin-reiche Sequenz, eine sogenannte Sm-Stelle auf, an die spezifisch Sm-
Proteine binden (Branlant et al., 1982). Die U6 snRNA wird von RNA Polymerase Il
transkribiert und wird nicht in das Zytoplasma exportiert, sondern verbleibt im Kern (Baserga
and Steitz, 1993). Dort erhdlt die U6 snRNA eine ungewdhnliche y-Monomethyl-
phosphatkappe. Eine Sm-Stelle fehlt, U6 snRNA interagiert aber mit homologen LSm
Proteinen (Singh and Reddy, 1989). Die snRNAs weisen posttranskriptionell modifizierte
Nukleotide auf, wie Pseudouridine und 6-Methyladenosine, die fur die Funktion der sSnRNAs
essentiell sind (Donmez et al., 2004; Yu et al., 1998). Phylogenetische Analysen sowie
chemische und enzymatische ,footprinting”-Analysen haben zur Vorhersage der
Sekundarstruktur der snRNAs gedient (Baserga and Steitz, 1993; Burge et al.,
1999)(Abbildung 2.3). Die in Abbildung 1.3 gezeigten Konformationen sind aber abhangig
vom funktionellen Zustand des SpleiBosoms. Insbesondere U2, U4, U6 liegen in
unterschiedlichen intermolekularen Basenpaarungen und intramolekularen Sekundar-
strukturen vor (Nilsen, 1994). Die Primar- und Sekundarstruktur der snRNAs ist hoch
konserviert (Guthrie and Patterson, 1988). Zwar kann die Lange der U snRNA deutlich
variieren, so ist S.cerevisiae U2 snRNA um 1000 Nucelotide langer als die humane
U2 snRNA. Die Unterschiede sind aber meistens auf wenige Insertionssequenzen beschrénkt
(Guthrie and Patterson, 1988).

2.2.2 Gemeinsame Proteine der U sSnRNPs

Die Hauptmasse der U snRNPs wird von Proteinen gebildet. Die Proteine sind
phylogenetisch hoch konserviert und homologe Proteine lassen sich vom Menschen bis zur
Hefe finden (Burge et al., 1999) Neben den Sm bzw. LSm Proteinen, die allen U snRNPs
gemein sind, besitzen alle U snRNPs neben den unterschiedlichen snRNAs auch jeweils
U snRNP spezifische Proteine.

Die Sm Proteine B/B’, D1, D2 ,D3, E, F und G sind mit den U snRNPs U1, U2, U5
und U4 snRNA des U4/U6 snRNPs assoziiert. Sequenzanalysen identifizierten zusatzlich
homologe LSm Proteine, die unter anderem U6 snRNA binden. B und B’ sind jedoch
alternativ gespleite Formen desselben Gens und unterscheiden sich nur in 11 C-terminalen
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Aminosauren (Raker et al., 1999). Oligomere Komplexe aller sieben Sm Proteine binden an
die Sm-Stellen der U snRNAs von U1, U2, U4 und U5, wo sie einen heptameren Ring bilden
(Achsel et al., 2001; Collins et al., 2001; Kambach et al., 1999b; Raker et al., 1999). Die
Bindung erfolgt wahrscheinlich durch basische Aminosduren an der Innenkante des Rings
(Kambach et al., 1999b; Urlaub et al., 2001). Die Sm Proteine bleiben auch bei hoherer
lonenstérke mit den U snRNAs assoziiert und werden deshalb auch als Kern (engl. ,core”)
snRNP Struktur bezeichnet. In manchen Fallen binden die Sm Proteine partikelspezifische
Proteine (Nelissen et al., 1994). Die molekulare Funktion der Sm Proteine in der
SpleiBreaktion ist aber wenig verstanden. Die Bedeutung der Sm Proteine flr die Biogenese
der U snRNPs ist hingegen gut belegt. Die Hypermethylierung der 5’ Kappe der U sSnRNAs
ist von der Anlagerung der Sm Proteine abhédngig (Mattaj, 1986), ebenso wie die
Prozessierung der 3’ Enden (Seipelt et al., 1999). Auch stellt der Sm-Kern einen Teil der
Erkennungssequenz fir den Ricktransport der reifen U snRNPs in den Kern dar (Fischer et
al., 1993).

2.2.3 Partikelspezifische Proteine und Struktur der U snRNPs

Die U snRNPs enthalten neben der fiir jeden U snRNP spezifischen U snRNA
partikelspezifische Proteine, die essentiell fir die Assemblierung und Katalyse des
SpleiBosoms sind (Will and Lihrmann, 1997b). Bei in vitro Spleiireaktion, unter
physiologischen Bedingungen (150 mM Salz), liegen drei funktionelle U snRNPs vor: Ul
snRNP, U2 snRNP, und U4/U6.U5 tri-snRNP (Kastner and Liuhrmann, 1999). Im Lauf der
Spleilireaktion und dem Recycling der beteiligten Faktoren liegen alle U snRNAs aber auch
isoliert in U snRNPs vor. Die Zusammensetzung von aufgereinigten U snRNPs hangt stark
von der lonenstarke der Isolierungspuffer ab. Mit zunehmender Salzkonzentration,
gebréuchlich sind 150 mM bis 500 mM KCI, kénnen U snRNPs mit abnehmendem
Sedimentationskoeffizienten erhalten werden (Kastner, 1998). Der definierte Verlust von
Proteinen und die Analyse mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gibt dabei einen ersten
Einblick in die grobe strukturelle Organisation der U snRNPs.

Der U1 snRNP

Der U1 snRNP enthélt neben dem Sm-Kern drei U1 spezifische Proteine 70K, A und
C (Will and Lihrmann, 1997b) (Abbildung 2.3). Es handelt sich um den U snRNP mit dem
Kleinsten Sedimentationskoeffizienten (12S) und dem geringsten Molekulargewicht
(240 kDa). Das 70K Protein bindet an die Haarnadelschleife 1 der U1 snRNA (Query et al.,

1989). Das Protein A interagiert tiber das N-terminale Ribonucleoproteinmotiv (RNP) mit der
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SNRNA (Scherly et al., 1989). Das Protein C interagiert nicht direkt mit der U1 snRNA,
sondern ist Uber das 70K Protein an den Partikel gebunden (Nelissen et al., 1994). Erste
Einblicke in die Gesamtstruktur des U1 snRNP wurden durch die Elektronenmikroskopie von
antikorpermakierten U1 snRNPs moglich (Hoet et al., 1993; Kastner et al., 1992; Kastner and
Lihrmann, 1989). Die dreidimensionale Struktur des U1l snRNPs wurde durch
Elektronenkryomikroskopie bestimmt (Stark et al., 2001) (Abbildung 2.4). Zentrales Element
der Struktur ist eine ringférmige Dichte, die dem heptameren Sm-Kern zugeordnet wurde.
Zwei groliere Dichten zweigen von diesem Ring ab, die vom 70K und A Protein, sowie den
von ihnen gebunden U snRNA Haarnadelstrukturen, ausgefullt werden. Die ShRNA wurde als
eine ,four-way helical junction” (Vier RNA Helices; in Kreuzform verbunden) modelliert,
welche die beiden Haarnadelstrukturen verbindet. Von den beiden verbleibenden Helices der
,four-way junction” weist eine in die Loésung, wahrend die andere zur Innenkante des
Sm-Kerns zeigt. Auf diese Helix folgt die Sm-Stelle, die an der Innenkannte des ringférmigen
Sm-Kerns gebunden ist.

stem |

Sm protein
7-ring

Abbildung 2.4 Dreidimensionale Struktur des U1 snRNP

Die Struktur des U1 snRNP wurde elektronenmikroskopisch bestimmt. Links ist eine Oberflachendarstellung
abgebildet, rechts ist ein Modell der Anordnung von bekannten Kristallstrukturen der snRNA dargestellt. Die
Position der Proteine U1-A, U1-B, U1-C sowie eines Modells des Sm-Kerns ist angegeben. Die

Haarnadelschleifen der U1 snRNA sind bezeichnet mit stem I-1V. ( entnommen Stark et al., 2001)
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Der U2 snRNP

Die Zusammensetzung des U2 snRNPs ist wesentlich komplexer als die des
U1 nRNPs. Bei physiologischen Salzkonzentrationen (150 mM KCI) liegt die U2 snRNA in
einem Komplex mit 12 U2 snRNP spezifischen Proteinen und einem Sedimentations-

koeffizienten von 17S vor, der flr die Assemblierung des Spleilosoms und die Erkennung des
Verzweigungspunktes auf der pra-mRNA notwendig ist (Will and Lihrmann, 1997a; Will et
al., 2002) (Abbildung 2.3). Der 17S U2 snRNP dissoziiert bei erhdhten Salzkonzentrationen
(>250 mM KCL) in einen 12S U2 snRNP und zwei heteromere Komplexe, den
Spleil¥faktoren (SF) SF3a und SF3b (Behrens et al., 1993; Brosi et al., 1993b).

Der 12S U2 snRNP enthélt neben der U2 snRNA die Sm Poteine sowie die
U2 spezfischen Proteine U2A’ und U2B*. Die elektronenmikroskopische Analyse der 12S
U2 nRNP Komplexe zeigt eine Ringstruktur mit einer Protuberanz (Behrens et al., 1993;
Kastner et al., 1990). Die Dimensionen der Ringstruktur, welche den Sm Proteinen
zugeordnet wurde, ahneln der Struktur im U1 snRNP. Die Protuberanz kann den U2A’/U2B*

Proteinen zugeordnet werden.

U11/U12 di-snRNP

two holes

o
=
o

c

0
e
=
o™
-
=,
—
=—
=
=

part of the SF3b155
; HEAT repeat

Abbildung 2.5 Dreidimensionale Struktur des U11/U12 di-snRNP und des Speifl3faktors SF3b

Die Struktur des U11/U12 di-snRNP ist im Vergleich zum Spleil3faktor SF3b dargestellt. Ein Teil der HEAT-
Repeats des Sf3b 155 Proteins ist farblich gelb und rot hervorgehoben. Das SF3b49 Protein ist griin dargestellt

(entnommen Golas et al., 2005)

Die SF3b Komponente des 17S U2 snRNPs besteht aus sieben Proteinen (Abbildung
1.3) (Das et al.,, 1999; Will et al., 2002). Der SF3b Komplex ist auch bei hohen
Salzkonzentrationen (600 mM KCL) stabil. Die Struktur des isolierten SF3b Komplex wurde
mittels Elektronenkryomikroskopie bestimmt und zeigte zwei schalenférmige Dichten, die ein
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zentrales Dichteelement umschlielen (Abbildung 2.5) (Golas et al., 2003). Ein wesentliches
Element der Dichtehille ist das SF3b 155 Protein, das mit seinen 22 ,HEAT-Repeats”, einer
leiterférmigen Struktur von o Helix Bundeln, den Innenraum des SF3b S-formig umschlieft.
Die Dichte im Innern der Hulle wurde als Protein p14 identifiziert, das mit dem Adenosin des
Verzweigunspunkts quervernetzt werden kann (Query et al, 1996). Elektronen-
mikroskopische Aufnahmen eines Komplexes des 12S U2snRNP und SF3b zeigen zwei
verbundene globuldre Strukturen (Kramer et al., 1999). Die Bindung von SF3b an die 5’
terminale Sequenz der U2 snRNA ist Voraussetzung fir die Bindung von SF3a, das aus drei
Proteinen besteht, und weiteren sieben Faktoren (Tabelle 1)(Brosi et al., 1993a).

SF3b ist ebenfalls Bestandteil des U11/U12 di-snRNPs, der die Spleilireaktion der
U12 abhéngigen Introns katalysiert. Die dreidimensionale Struktur des U11/U12 di-snRNP
wurde vor kurzem bestimmt (Golas et al., 2005) (Abbildung 2.5). In dieser Struktur ist die
schalenformige Struktur von SF3b getffnet und pl4 befindet sich an Oberflache des
Komplexes.

Der U4/U6.U5 tri-snRNP
Der U4/U6.U5 tri-snRNP ist der U snRNP mit der komplexesten Zusammensetzung.

Neben den drei snRNAs und den gemeinsamen Sm/Lsm Proteinen enthalt der U4/U6.U5
tri-snRNP 16 spezifische Proteine, die phylogenetisch hoch konserviert sind (Will and
Lihrmann, 1997b). Der U4/U6.U5 tri-snRNP dissoziiert bei hoher Salzkonzentration (350-
400 mM KCI) in einen 20S U5 snRNP sowie den U4/U6 di-snRNP (Black and Pinto, 1989).
Der 20S U5 snRNP besteht neben dem Sm-Kern (Kastner et al., 1990) aus 7 U5
spezifischen Proteinen 220K, 200K, 116K, 102K, 100K, 40K und 15K (Abbildung 2.3)(Bach
et al., 1989). Im Kernextrakt assoziiert mit diesem Komplex noch das 52K Protein, das aber
nicht im U4/U6.U5 tri-snRNP enthalten ist (Bach et al., 1989; Laggerbauer et al., 2005). Das
U5 220K Protein, homolog zum Protein Prp8 (engl. ,Precursor of RNA Processing”) in
S. cerevisiae, kann mit dem Verzweigungspunkt und den endstandigen Nukleotiden des 3’
und 5’ Exons quervernetzt werden (Teigelkamp et al., 1995) und ist als Kernstruktur des U5
beschrieben worden (Collins and Guthrie, 2000). Es bildet eine Bindungsplattform fiur das U5
116K Protein, das homolog zu EF2 ist (Fabrizio et al., 1997) und U5 200K, einer
DExH/D-Box Protein (Achsel et al., 1998; Laggerbauer et al., 1998; Lauber et al., 1996).
Zusammen mit den U5 100K Protein, einem weiteren DExH/D-Box Protein, sind diese
Proteine mit der Umordnung der Basenpaarung der U snRNPs in der Spleifireaktion in
Verbindung gebracht worden (Laggerbauer et al., 1998; Liu et al., 1997). Einige U5 Proteine
besitzen RS Doménen (Birney et al., 1993), die sich durch einen hohen Anteil an SR
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Dipeptiden definieren und hdufig Protein-Protein Interaktionen vermitteln (Graveley, 2000).
Die U5snRNA st fast vollstandig gegen Nukleasespaltung geschitzt und verschiedene
Proteine konnten mit beiden U5 Haarnadelschleifen quervernetzt werden (Bach and
Ldhrmann, 1991; Black and Pinto, 1989). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 20S U5

snRNPs zeigen kompakte langliche Partikel mit einer maximalen Dimension von 250-300 A
(Kastner et al., 1990) (Abbildung 2.6). Mit Antikérpermarkierungen wurde die 5> m;G-Kappe
der U5 snRNA und der Schleife der Haarnadel 1 an einem Ende an der Langsseite des
Partikels lokalisiert (Kastner, 1998; Kastner et al., 1990).

tri-snRNP U5

Abbildung 2.6 Elektronenmikroskopische Aufnahmen von U5 snRNP und tri-snRNP

Abbildungen von reprasentativen, negativ kontrastierten, U5 snRNP und tri-snRNP Einzelpartikeln. Die
Markierung hat eine Lange von 100 A. (entnommen Fabrizio et al., 1994; Kastner et al., 1990)

Der U4/U6 di-snRNP besteht aus den gemeinsamen Sm bzw. LSm Proteinen sowie
fiinf U4/U6 spezifischen Proteinen mit den Molekulargewichten 90, 61, 60, 20, 15,5 kDa. Bei
hohen Salzkonzentrationen dissoziieren die spezifischen Proteinfaktoren und die LSm
Proteine. Elektronenmikroskopische Aufnahmen dieses Komplexes zeigen die typische
Struktur des Sm-Kerns gebunden an ein Y-formiges Filament (Kastner et al., 1991). Der
isolierte Lsm-Kern weist eine dem Sm-Kern dhnliche elektronenmikroskopische Struktur auf
(Achsel et al., 1999). Das 15,5K Protein bindet direkt an die 5° Haarnadelschleife der
U4 snRNA (Nottrott et al., 1999). Die Bindung des 15,5K Proteins ist die VVoraussetzung fiir
die Bindung eines trimeren Komplexes bestehend aus dem 20K, dem 60K und dem 90K
Protein (Nottrott et al., 2002; Teigelkamp et al., 1998). Das 61K Protein bindet wie das 15,5K
Protein die 5’ Haarnadelschleife der U4 snRNA. AuRerdem interagiert das 61K Protein mit
dem U5 102K Protein (Makarova et al., 2002). Dies ist die einzige bisher bekannte Interaktion
des U4/U6 di-snRNP mit dem 20S U5 snRNP. In Ubereinstimmung mit dieser Funktion kann
gezeigt werden, dass das 61K Protein flr die Stabilitat des tri-snRNP essentiell ist (Makarova
etal., 2002).
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Der tri-snRNP enthélt neben den bereits beschriebenen Proteinen noch drei weitere
Proteine mit den Molekulargewichten 27kDa, 110kDa und 65kDa (Fetzer et al., 1997,
Makarova et al., 2001). Der Vergleich von massenspektrometrischen Untersuchungen an
Spleilosomen aus HelLa Zellkernextrakten (Makarova et al., 2004) mit der tri-snRNP
Zusammensetzung in S. cerevisiae (Gottschalk et al., 1999; Stevens et al., 2001) l&sst
vermuten, dass die Proteine hSnu23 (engl. ,human snurp associated” Protein) und hPrp38 mit
dem HeLa tri-nRNP assoziiert sind. Die Proteine 27K, 110K und 65K besitzen alle eine RS
Doméne, die wahrscheinlich fir die Ausbildung von Protein-Protein Interaktionen von
Bedeutung ist (Makarova et al., 2001; Roscigno and Garcia-Blanco, 1995). Die Proteine 110K
und 65K sind fur die Assemblierung des spleiBosomalen B-Komplexes essentiell, aber nicht
fiir die Stabilitat des tri-snRNP notwendig (Makarova et al., 2001). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen des tri-snRNPs zeigen dreieckige Partikelansichten mit einer maximalen
Dimension von ~300 A (Abbildung 2.6) (Fabrizio et al., 1994; Kastner, 1998).
Wahrscheinlich macht der U5 snRNP in diesen dreieckigen Ansichten eine L&ngsseite aus,
wéhrend der U4/U6 snRNP eine Spitze des Dreiecks bildet (Kambach et al., 1999a; Kastner,
1998).

Nach der SpleiRreaktion liegen die U snRNPs zunédchst in Komplexen mit verénderter
Proteinzusammensetzung vor. So wurde ein 35S U5 Komplex isoliert, der nur vier der
beschriebenen U5 spezifischen Proteine, dazu aber 25 weitere Faktoren enthielt (Makarova et
al., 2002). Die U snRNPs werden fir weitere Spleilireaktionen wieder aus den snRNAs und

snRNP Proteinen assembliert.

2.2.4 Nicht snRNP assoziierte Spleif3faktoren

Die pr&-mRNA liegt nie frei vor, sondern wird bei oder unmittelbar nach der
Transkription von Proteinen gebunden, die zum Teil in SpleiRosomen identifiziert wurden. Im
Verlauf der Spleifireaktion assoziieren weitere Proteine, die vorher nicht mit einer U sSnRNA
assoziiert waren, mit dem SpleiBosom. Die Massenspektrometrie von spleilosomalen
Komplexen in definierten Funktionszustanden hat einen Uberblick tber die beteiligten
Proteine gegeben (Hartmuth et al., 2002; Jurica et al., 2002; Makarova et al., 2002; Makarova
et al., 2001).

Der CBC Komplex (engl. ,cap binding complex”), bestehend aus dem CBP80 (engl.
,cap binding protein”) und dem CBP20 Protein, bindet die m’G-Kappe der pra-mRNA
(Izaurralde et al., 1994). Die Bindung erfolgt schon wéhrend der Transkription der RNA und
ist fur eine effiziente Spleillreaktion notwendig. Eine weitere Gruppe von Proteinen, die
pra-mRNA unmittelbar und relativ sequenzabhangig binden, bilden die A, B und C Gruppe
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der hnRNP Proteine (Krecic and Swanson, 1999). Stabile Komplexe mit einem
Sedimentationskoeffizienten von 40S und einer durch elektronenmikroskopische Analysen
bestétigten globuldren Gestalt, kdnnen in vitro und in vivo nachgewiesen werden (Huang et
al., 1994). Die hnRNP Proteine konnen im Prozess des alternativen SpleiRens die Rolle von
Aktivatoren oder Repressoren bestimmter Spleil3-Stellen ibernehmen (Krecic and Swanson,
1999).

Fur die Assoziation der U snRNPs mit der pr&-mRNA sind SR Proteine notwendig.
Diese Proteine setzen sich aus ein oder zwei RNA bindenden RRM Domadanen am N-Terminus
und einer RS Doméane am C-Terminus zusammen (Graveley, 2000). Uber Protein-Protein
Wechselwirkungen der RS Domane bringen sie die 5’ und 3’ Spleifstellen auf der pra-mRNA
in radumliche Nahe (Kohtz et al., 1994).

Fur die SpleiRreaktion essentiell ist ein Proteinkomplex, der das Protein Prpl9
beinhaltet und deshalb als Prp19 Komplex oder NTC (engl. ,Nineteen complex”) bezeichnet
wird (Cheng et al., 1993; Tarn et al.,, 1994). Der Komplex wurde zun&chst in Hefe
identifiziert, wo er sich aus mindestens acht Proteinen zusammensetzt (Chen et al., 2002). In
humanen Zellkernextrakten wurden homologe NTC Komplexe von unterschiedlicher
Zusammensetzung isoliert, den Kernbestandteil scheinen jedoch die Proteine CDC5L, PRL1
und SPF27 zu bilden (Ajuh et al., 2000; Makarova et al., 2004). Mit diesen Proteinen sind
wahrscheinlich bis zu 15 weitere Faktoren assoziiert. Komplexe, die das Prpl9 Protein
beinhalten, werden unmittelbar vor dem ersten Katalyseschritt in das SpleiBosom integriert
und bleiben mit diesem wéhrend der SpleiRreaktion assoziiert (Chan et al., 2003; Makarov et
al., 2002; Makarova et al., 2004).

Zu den beschriebenen Proteingruppen kommen noch weitere Proteine, die zum Teil
nur mit spleiBosomalen Komplexen eines Funktionszustands assoziiert sind. Diese Proteine
bilden wahrscheinlich keine festen Komplexe und sind in Struktur und Funktion sehr
heterogen. Von besonderer Bedeutung sind insbesondere einige DExD/H-box Proteine,
hPrp2, hPrpl6 und hPrp22, wie Mutationsstudien in S. cerevisiae gezeigt haben (Staley and
Guthrie, 1998). Sie sind wahrscheinlich fir die Umlagerung der RNA-RNA und RNA-Protein

Interaktionen notwendig.
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2.3 Assemblierung des Splei3osoms

Auf der pra-mRNA setzt sich das SpleiBosom jeweils neu aus den U snRNPs und
weiteren Proteinfaktoren zusammen. Schrittweise wird dabei ein komplexes RNA Netzwerk
aufgebaut, das fir die SpleiBreaktion essentiell ist. Die Assemblierung des Spleillosoms
erfordert die Energie in Form von ATP Hydrolyse, wahrend die eigentliche Spleil3reaktion
keine Energiezufuhr erfordert. Die verschiedenen Stadien der Assemblierung des
SpleiBosoms wurden zundchst durch das sequentielle Auftreten von Komplexen in der nativen
Gelelektrophorese von SpleiRreaktionen bestimmt (Michaud and Reed, 1991). Auf die
Bildung des E Komplexes folgen A, B und C Komplex (Reed and Palandjian, 1997)
(Abbildung 2.7). Wie auch bei der Zusammensetzung der U snRNPs st die
Zusammensetzung der spleiBosomalen Komplexe abhdngig von der Isolierungsmethode. So
haben neue auf  Affinitdtschromatographie  basierende  Aufreinigungen  und
Kompetitionsexperimente zusatzliche Faktoren der spleiBosomalen Komplexe identifiziert
(Das et al., 2000; Maroney et al., 2000). Die Proteinzusammensetzung dieser spleiRosomalen
Komplexe wurde massenspektrometrisch untersucht (Hartmuth et al., 2002; Jurica et al.,
2002; Makarova et al., 2002; Makarova et al., 2001) (Abbildung 2.8).

pra-mRNA
EXON | | (S| e 2\ e (| EON2 |

Komplex A / A*'\.. Q Intronlariat
MA‘:@ . exon] | exon2|

7 e & mRNA
U6l u4 . “«
X U5
Komplex B tri-snRNP
'U4£ Ué | i !
exonl 5 U5 ‘ exon?| exonl [ S\Uégexom
L 4 . Komplex C

x

oo /_’\ — “’ " 4

. exonl | U5 - exon2
Komplex B*

Abbildung 2.7 Schematische Darstellung des SpleiBosomalen Zyklus

Die snRNPs sind als Kreise, die beiden Exons als Boxen und das Intron als Linie dargestellt (siehe Text).
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2.3.1 Frihe Stadien der Assemblierung

Ausgangspunkt der Assemblierung des SpleiBosoms ist die von hnRNP Proteinen
gebunden pra-mRNA. Dieser Komplex wird auch als H-Komplex bezeichnet. In einem ersten
ATP unabhéangigen Schritt werden die pra&-mRNAs, die eine 3’ und 5’ Spleif3stelle tragen, im
Komplex E gebunden. Der Komplex E wird auch als ,commitment” Komplex bezeichnet, da
pra-mRNAs in diesem Komplex gegenuber Kompetitor-RNA préferentiell gespleil3t werden.
In diesem Stadium der Assemblierung des Spleifosoms wird durch synergistische
Wechselwirkung vieler Faktoren die Wahl der Splei3stellen festgelegt und reguliert. Die
5’ Spleilstelle wird sowohl vom U1l snRNP durch Basenpaarung mit dem 5’ Endes der
U1 snRNA, als auch durch Wechselwirkung der U1 Proteine 70K und C gebunden (Du and
Rosbash, 2002; Heinrichs et al., 1990). Zusétzlich wird die Interaktion von U1 snRNP mit der
pra-mRNA durch das SR-Protein SF2/ASF verstérkt (Kohtz et al., 1994).

Der Polypyrimidintrakt wird durch das SR Protein U2AF65 (engl. ,U2 auxiliary
factor’) gebunden (Ruskin et al., 1988). Die Verzweigungsstelle interagiert mit SF1/mBBP
(engl. branchpoint binding protein) (Abovich and Rosbash, 1997). Zusammen mit weiteren
SR-Proteine werden durch Protein-Protein Interaktionen die 5 und 3’ Spleifstellen
miteinander verbunden. Der U2 snRNP ist unter in vitro Spleilireaktions-Bedingungen
wahrscheinlich im Komplex E enthalten, interagiert aber nicht direkt mit der pr&-mRNA.

Aus dem Komplex E wird in einem schnellen ATP-abhdngigen ProzeR Komplex A
gebildet. Die U2 snRNA wird durch Basenpaarung an den Verzweigungspunkt gebunden. Das
Adenosin des Verzweigungspunkts bleibt dabei ungepaart und wird so fiir die Spleil3reaktion
positioniert (Query et al., 1994; Zhuang and Weiner, 1989). Zusatzlich wird die
Verzweigungsstelle vom SF3b Protein p14 gebunden (Query et al., 1996). Das zuvor am
Verzweigungspunkt gebundene Protein SF1/mBBP dissoziiert (Hartmuth et al., 2002).
Weitere Proteine der SF3b Komponente des U2 snRNP kontaktieren die Umgebung der
Verzweigungsstelle (Gozani et al., 1996). Zusatzlich wird der Komplex durch
Wechselwirkungen der SR-Proteine stabilisiert (Fu and Maniatis, 1992). Eine Reihe von
weiteren Proteinen ist spezifisch mit dem Komplex A, aber nicht mit den darauf folgenden
Funktionszustdnden des Spleilosoms assoziiert (Hartmuth et al., 2002). Wahrscheinlich
interagiert unter in vitro SpleilRreaktionsbedingungen der tri-snRNP mit der 5 Spleilstelle
(Hartmuth et al., 2002; Maroney et al., 2000). Die Komplexbildung des tri-snRNP mit der

pra-mRNA ist in der nativen Gelelektrophorese aber nicht nachweisbar.
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Abbildung 2.8 Proteinzusammenssetzung des Spleil3osoms

Die Proteinzusammensetzung der spleiBosomalen Komplexe A, BAU1, B* und C wurde massenspektroskopisch

bestimmt (Hartmuth et al., 2002; Jurica et al., 2002; Makarova et al., 2002; Makarova et al., 2001). Die
Komplexe sind von links nach rechts entsprechend aufeinanderfolgender Stadien der Assemblierung des

SpleiBosoms angeordnet. Gezeigt sind Proteingruppen, die Ubereinstimmend in mehreren Aufreinigungen

identifiziert wurden und charakteristisch fur die spleiBosomalen Komplexe sind. Die Namen der Proteingruppen

sind nur beim ersten Erscheinen der Gruppe angegeben. Die Proteine des U1 snRNP und U2 snRNP sind zur

Vereinfachung nicht einzeln aufgefiihrt (siehe Abbildung 2.6).
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2.3.2 Integration des tri-snRNPs - Assemblierung des Komplexes B

Im nédchsten Schritt, der Bildung des Komplexes B, wird der tri-snRNP fest
gebunden, so dass er in der nativen Gelelektrophorese einen Komplex mit der pra-mRNA
bildet. In diesem pra-katalytischen Komplex liegt die U4/U6 snRNA noch basengepaart vor
und das katalytische Zentrum der Spleif3reaktion hat sich noch nicht gebildet (Nilsen, 1998)
(Abbildung 2.9). Der Ul snRNP dissoziiert aus dem Komplex, wahrscheinlich vermittelt
durch die DExH/D-Box Helikase U5 100K (Chen et al., 2001; Staley and Guthrie, 1999).
Dieser Komplex ist als BAUl Komplex bezeichnet und biochemisch und
massenspektrometrisch charakterisiert worden (Makarova et al., 2004). Durch die
Dissoziation von Ul wird die Intron Sequenz der 5° SpleiR3stelle frei fir Wechselwirkungen
mit der U6 snRNA (Wassarman and Steitz, 1992). Die Zahl der im Komplex B identifizierten
SR Proteine ist wesentlich geringer als im A Komplex (Abbildung 2.8). Im Komplex B
wurden eine Reihe von Proteinen identifiziert, die bis jetzt nur in diesem Funktionszustand
nachgewiesen werden konnten (Makarova et al., 2004). Bei der Integration des tri-snRNPs
kdnnte der hPrp4 Kinase eine besondere Bedeutung zukommen, die in vivo essentiell fir die
Spleilreaktion ist (Schwelnus et al., 2001). AuRerdem wurde das SPF30 (engl ,splicing factor
30 kDa") Protein mit der Integration des tri-snRNP in den Komplex B in Verbindung
gebracht, da es sowohl mit dem U2 snRNP als auch mit dem tri-snRNP interagiert (Meister et
al., 2001; Rappsilber et al., 2001).

2.3.3 Katalytische Aktivierung - Bildung des Komplexes B*

Die Bildung des aktiven Zentrums im aktivierten Komplex B* bedingt eine
bedeutende Anderung der Basenpaarung der snRNAs und eine Anderung der
Zusammensetzung des Spleiflosoms (Abbildung 2.8, 2.9). Der U4/U6 snRNA Duplex wird
entwunden und die U6 snRNA kann mit der U2 snRNA eine Basenpaarung eingehen. Die
U4 snRNA ist fur die weiteren Schritte des SpleiBens nicht notwendig und dissoziiert
wahrscheinlich aus dem Komplex B (Yean and Lin, 1991). Der U4 snRNP ubernimmt damit
die Rolle eines RNA-Chaperons indem es erst im assemblierten Spleiosom die U6 snRNA
fiir die Ausbildung des katalytischen Zentrums frei gibt. Die Sekundérstruktur der U6 sSnRNA
andert sich grundlegend (Abbildung 1.9). Der U4/U6 snRNA Duplex 1 ist basengepaart mit
U2 snRNA, wéhrend die U6 Sequenzen des U4/U6 snRNA Duplex 2 eine intramolekulare
U6 snRNA Haarnadelschleife ausbilden (Madhani and Guthrie, 1992). Das im U4/U6 Duplex
ungepaarte 5 Ende der U6 snRNA bildet den U2/U6 Duplex 2 (Sun and Manley, 1995).
Zudem interagiert die U6 snRNA mit der hoch konservierten ACAGAG Sequenz mit der
5’Spleilstelle (Lesser and Guthrie, 1993).
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Abbildung 2.9 Umordnung des RNA-Netzwerks bei der katalytischen Aktivierung des Spleifiosoms

Die Sekundérstruktur der snRNPs ist schematisch dargestellt: blau U1 snRNA, grin U2 snRNA, gelb U5
snRNA, orange U4 snRNA, rot U6 snRNA. Die pra-mRNA ist schwarz dargestellt: 5’SS - 5° Spleil3stelle, 3’SS -
3’ Spleilstelle, Vz —Verzweigungsstelle. Sekundarstrukturelemente, die bei der katalytischen Aktivierung neue
Basenpaarwechselwirkungen eingehen sind grau unterlegt und die neu gebildeten RNA-Sekundarstrukturen sind
mit a-d bezeichnet. Intermolekulare Basenpaare sind durch schwarze Balken hervorgehoben. Wechselwirkungen
der U5 snRNA mit den Splei3stellen sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet (nach Staley and Guthrie,
1998; Wise, 1993).

An der Entwindung des U4/U6 Duplex sind das DExH/D-Box Protein U5 200K und
die GTPase U5 116K beteiligt. Diese Proteine sind direkt oder indirekt an der Entwindung der
RNA Helices oder Destabilisierung von Protein-RNA Wechselwirkungen beteiligt (Bartels et
al., 2002; Laggerbauer et al., 1998). Die genaue Funktion der U5 DExH/D-Box Proteine ist
aber noch nicht bekannt. Die genaue Abfolge der einzelnen Umlagerungen ist unklar und
eventuell bestehen auch mehrere Reaktionswege (Frilander and Steitz, 2001; Nilsen, 1998).
Das U5 220K Protein interagiert sowohl mit der DExH/D-Box Helikasen U5 200K und der
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GTPase U5 116K (Achsel et al., 1998) als auch mit der U5 und U6 snRNA, wie in
S. cerevisiae U snRNPs gezeigt wurde (Dix et al., 1998; Vidal et al., 1999). AuRerdem
interagiert es mit der 5° SpleiBstelle (Reyes et al., 1996). Ferner haben genetische Studien in
S. cerevisisae gezeigt, dass U5 220K an der Entwindung des U4/U6 Duplex und der
Dissoziation des U1l snRNA beteiligt ist (Kuhn et al., 1999; Staley and Guthrie, 1999). Das
U5 220K Protein ist somit bei der Ausbildung des katalytischen Zentrums ein zentrales
Element und ist wahrscheinlich fur die Koordination der einzelnen Faktoren notwendig
(Collins and Guthrie, 2000; Kuhn et al., 2002). Die Schleifen Region der Haarnadelschleife 1
der U5 snRNA interagiert sowohl mit dem U5 220K Protein als auch mit der 5 Splei3stelle
(Sontheimer and Steitz, 1993; Wyatt et al., 1992). Diese Interaktion ist jedoch nicht essentiell
fir die SpleiBreaktion. Die DExD/H Box Helikase hPrp2 vermittelt wahrscheinlich eine
weitere konformationelle Umlagerung nach der Dissoziation von U4 snRNP, wie in
S. cerevisiae gezeigt werden konnte (Kim and Abelson, 1996; Yean and Lin, 1991).

Die Proteinzusammensetzung des Komplex B* wurde massenspektrometrisch
untersucht (Abbildung 2.8) (Makarov et al., 2002). Die Gruppe der U4/U6 Proteine ist nicht
mehr nachweisbar und dissoziiert wahrscheinlich mit der U4 snRNA aus dem Komplex. Der
fiir die Spleilireaktion essentielle Prp19 Komplex und assoziierte Proteine werden hingegen in
das SpleiBosom integriert (Makarov et al., 2002).

Quervernetzungsexperimente und NMR Strukturen haben einen ersten Einblick in die
tertiaren Wechselwirkungen der snRNAs gegeben. Die NMR Struktur der intramolekularen
Haarnadelschleife der S. cerevisisae U6 SnRNA ist in isolierter Form und im Kontext des
U2/U6 Duplexes untersucht worden (Huppler et al., 2002; Sashital et al., 2004). Die
Haarnadelschleife bildet einen Arm einer ,four-way junction”, der wahrscheinlich auf einem
weiteren Arm, dem U2/Verzweigungsstellen-Duplex, gepackt ist. Ebenfalls weisen
Quervernetzungsdaten auf eine solche Anordnung von der U6 und U2 snRNA hin (Madhani
and Guthrie, 1994; Sawa and Shimura, 1992). Ferner ist in S. cerevisiae eine Interaktion des
3’ Endes des Introns mit der U6 snRNA beobachtet worden (Ryan et al., 2004). Eine solche
Anordnung der snRNAs wirde auch das im 1. Schritt der Splei3reaktion katalytisch aktive, an
U6 snRNA gebundene Metallion, in rdumliche Nahe zur Verzweigungsstelle bringen (Yean et
al., 2000). Quervernetzungsexperimente an humanen U2/U6 Duplexe weisen auf eine
ahnliche Anordnung der snRNAs in humanen Systemen hin (Valadkhan and Manley, 2000).
Nachdem sich das katalytische Zentrum gebildet hat, katalysiert das Spleifosom die erste
Transesterifizierungsreaktion. Die katalytisch aktiven Bestandteile sind dabei wahrscheinlich
die snRNAs (Valadkhan and Manley, 2001).
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2.3.4 Zweiter Schritt der SpleiRreaktion - Bildung des Komplexes C

Im Komplex C liegt das Intron in der Lariat-Form vor. Die 5” und 3 Spleifistelle
treten im Komplex C in eine enge Wechselwirkung. Das erste und letzte G Nukleotid des
Introns interagieren Uber Nicht-Watson-Crick Wechselwirkungen (Parker and Siliciano,
1993). Diese Interaktion wird wahrscheinlich durch Wechselwirkung der 3’ Slei3stelle mit
der Schleifenregion der Haarnadelschleife 1 der U5 snRNA verstarkt (Newman, 1997). Die
U5 snRNA Schleife wechselwirkt somit mit beiden Speifistellen und dient damit der
Ausrichtung der aktiven Gruppen der zweiten Transesterifizierungsreaktion. Diese Interaktion
ist essentiell fir den zweiten Reaktionsschritt. Die Sequenzanforderungen an die U2 und
U6 snRNA sind flr den zweiten Reaktionsschritt wesentlich strikter als fur den ersten
Reaktionsschritt (Nilsen, 1998). Fir die zweite Transesterifizierungsreaktion findet
wahrscheinlich eine weitere konformationelle Umlagerung des U2/U6 Duplex statt (Staley
and Guthrie, 1998). Die Proteinzusammensetzung des Komplex C wurde
massenspektroskopisch  bestimmt (Jurica et al.,, 2002)(Abbildung 2.8). An den
Konformationséanderungen, die zur Ausbildung des Komplex C fiihren, ist die DExH/D-Box
Helikase hPrpl6 beteiligt (Staley and Guthrie, 1998). Mutationen in S. cerevisiae Prpl6
fihren zu einer verringerten Sensitivitdt gegentiber Mutationen an der Verzweigungsstelle,
deshalb wurde dem Prpl6 Protein eine Kontrollfunktion fir die korrekte Ausbildung des
aktiven Zentrums vor Beginn des zweiten Reaktionsschritts zugeschrieben (Burgess and
Guthrie, 1993).

2.3.5 Produkte der Spleil3reaktion

Nach der Katalyse des zweiten Reaktionsschritts wird die reife mRNA, vermittelt
durch die DExD/H-Box Helikase Hrh1, freigesetzt und in das Zytoplasma transportiert (Burge
et al., 1999). Die Exon-Exon-Ubergédnge sind dabei von dem sogenannten ,exon-junction-
complex” (EJC) besetzt (Le Hir et al., 2000). Das Intron-Lariat liegt zundchst noch in einem
Komplex mit der U2, U5 und U6 snRNA vor. Weitere Faktoren sind an der Dissoziation des
Komplexes und am Abbau des Intron-Lariats beteiligt. Dabei treten Zwischenprodukte wie
der 35S U5 snRNP auf, in dem die U5 snRNA einen Komplex mit den kanonischen U5
Proteinen, dem Prp19 Komplex und weiteren Faktoren bildet (Makarov et al., 2002). Die
SnRNAs und die Proteinfaktoren der U snRNPs werden wieder zu den beschriebenen

U snRNPs assembliert und einem weiteren SpleiRzyklus zugefuhrt.
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2.4  Strukturuntersuchungen an vollstandig assemblierten Spleiliosomen

Aus den massenspektroskopischen Untersuchungen lasst sich die Masse eines
spleilosomalen Komplexes B mit 3-5 MDa abschétzen (Makarov et al., 2002; Makarova et
al., 2004). Komplexe dieser Grofienordnung lassen sich nicht mehr mittels Kernspinresonanz
untersuchen (Fernandez and Wider, 2003). Die dreidimensionale Strukturaufklarung mittels
Rontgenkristallographie kann zwar zur Analyse makromolekularer Komplexe verwendet
werden, wie die kristallographische Strukturbestimmung des Ribosoms zeigt (Yusupov et al.,
2001), es ist aber hdaufig schwierig, Kristalle in ausreichender Qualitdt zu erhalten.
Insbesondere kodnnen die groRen Probenmengen und hohen Probenkonzentrationen, die
bendtigt werden, nicht in allen Fallen hergestellt werden. Elektronenmikroskopische
Verfahren bieten den Vorteil, auch bei heterogenen Proben von geringer Konzentration
(~ 20 nM) angewendet werden zu kénnen (Crowther and Prasad, 2004).

Ausgehend von in vitro Spleillreaktionen wurden durch GrélRenausschluss-
chromatographie spleifosomale Komplexe isoliert und elektronenmikroskopisch untersucht
(Clark et al, 1988; Furman and Glitz, 1995; Reed et al., 1988). Glycerin-
Gradientenzentrifugation von Kernextrakten wurde verwendet, um multimere spleiosomale
Komplexe zu isolieren. Die dreidimensionale Struktur eines Monomers dieser Komplexe
wurde kdrzlich verdffentlicht (Azubel et al., 2004). Eine spezifische Aufreinigung von
Komplexen ist tber das Anbringen von Affinitdtsmarkierungen an die RNA zu erreichen.
Dazu wurde eine pra&-mRNA mit RNA-Sequenzen, die das MS2 Protein binden, hergestellt.
Ein Fusionsprotein aus dem MS2 Protein und dem Maltosebindenden Protein wurde
verwendet, um die pra-mRNA Komplexe zu markieren und (ber einer Maltosematrix
aufzureinigen (Das et al., 2000). Die erhaltenen Komplexe wurden durch Rotations-
Metallbedampfung elektronenmikroskopisch untersucht (Zhou et al., 2002). Uber die
Verwendung einer pr&-mRNA mit einer Mutation am Verzweigungspunkt, die den zweiten
Reaktionsschritt der SpleilRreaktion verhindert, konnte der Komplex C isoliert werden (Jurica
et al.,, 2002). Eine dreidimensionale Struktur wurde fir einen minimalen Kernkomplex
erhalten (Jurica et al., 2004).

2.5 Einzelmolekul-Elektronenmikroskopie

Mit der Einzelmolekil-Elektronenmikroskopie kann die Struktur asymmetrischer
makromolekularer Komplexe von einer Grof3e von 200 kDa bis zu mehreren MDa bei einer
Auflésung von bis zu ~7 A bestimmt werden (Frank and Agrawal, 2000; Orlova and Saibil,
2004; van Heel et al., 2000).
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Die Probenpraparation fiir die Einzelmolekdl-Elektronenmikroskopie stellt verglichen
mit Kristallographie weniger Anforderungen. Wenige Mikroliter einer verdiunnten Lésung
(~ 40 pg/ml) werden auf einen Kohlefilm adsorbiert und eingebettet in einen dinnen
Flissigkeitsfilm schockgefroren (Adrian et al., 1984). Dies dient dazu, den nativen,
hydrierten, Zustand des Partikels zu erhalten. Die alternative Einbettung der Partikel in
Schwermetallsalze, negative Kontrastierung, hat den Vorteil eines htheren Kontrasts in den
Partikelbildern (Adrian et al., 1998). Neuere Untersuchungen an makromolekularen
Komplexen haben gezeigt, dass mit negativer Kontrastierung ebenso hohe Auflésungen wie
mit der Einbettung in Eisfilmen zu erzielen sind (Golas et al., 2003).

Bei der Abbildung der Komplexe im Mikroskop werden Projektionsbilder der
Partikel durch die Streuung der hochenergetischen Elektronen am Objektpotential erhalten.
Die durch die elastische Streuung der Elektronen abgebildete Dichte entspricht weitgehend
der Elektronendichte in der Rontgenkristallographie. Die im Vergleich zur Probendicke hohe
Brennweite des Mikroskops fiihrt dazu, dass alle Bereiche einer dinnen biologischen Probe
ohne perspektivische Verzerrungen abgebildet werden. Die Abbildungen der Komplexe
entsprechen deshalb nahezu idealen zweidimensionalen Projektionen der dreidimensionalen
Dichte. Diese Art der Abbildung kann anschaulich mit einer medizinischen
Rontgenaufnahmen verglichen werden. Allerdings verhalten sich dinne Praparate als
schwache Phasenobjekte. Der Streu-Amplitudenkontrast, den die biologischen Proben
erzeugen, ist relativ schwach. Der gebeugte Elektronenstrahl erfahrt durch das Objektpotential
hauptsachlich eine Phasenverschiebung, aber keine Amplitudendnderung gegeniiber dem
nicht gebeugten Nullstrahl. Phasenunterschiede koénnen jedoch vom Photomaterial nicht
detektiert werden. Die Phasenunterschiede konnen sichtbar gemacht werden, wenn der
Nullstrahl und der gebeugte Strahl zur Interferenz gebracht werden. Im Elektronenmikroskop
geschieht dies durch die spharische Abberation der Linse und die Fokuslage. Wenn die Probe
aus der Fokuseben gebracht wird (Defokus), kann so ein Phasenkontrast erzeugt werden. Die
hochenergetischen Elektronen fuhren jedoch auch zur inelastischen Streuung und damit zur
langsamen Schéadigung des biologischen Materials. Deshalb muss die Strahlendosis moglichst
gering gehalten werden. Diese Bedingung fihrt allerdings zu Bildern mit einem niedrigen
Signal-Rausch-Verhéltnis. Fir die strukturelle Untersuchung von makromolekularen
Komplexen ist es deshalb notwendig, die Einzelpartikelbilder von Komplexen, die in der
gleichen Orientierung abgebildet wurden, zu mitteln.

Fur die dreidimensionale Rekonstruktion von makromolekularen Komplexen werden

hauptsachlich zwei Techniken verwendet. Die Technik des ,angular reconstitution” geht von
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mehreren gemittelten Projektionsbildern der Partikel aus (van Heel, 1987). Die relative
Orientierung des Partikels in diesen Projektionsbildern ist zundchst nicht bekannt. Es ist
jedoch mdoglich, die Projektionsrichtungen ausgehend von den Projektionsbildern zu
berechnen. Die Technik des ,random conical tilt" geht von Paaren von Einzelpartikelbildern
aus (Radermacher et al., 1987). Durch das Kippen der Probe im Mikroskop werden zwei
Ansichten eines Molekils erhalten. So koénnen die Projektionsrichtungen von mehreren
Ansichten bestimmt und zur Berechnung einer dreidimensionalen Struktur verwendet werden.
Beide Techniken unterscheiden sich grundlegend von der Elektronentomographie, bei der von
einem einzigen Objekt viele Ansichten in festgelegten Winkelabstdnden erhalten werden. Die
mit der Elektronentomographie maximal zu erzielende Auflésung liegt zurzeit jedoch bei
50 A -80 A (Beck et al., 2004; Plitzko et al., 2002).

2.6  Aufgabenstellung

In der hier vorgelegten Studie soll der Komplex BAU1 untersucht werden (Makarova
et al., 2004). Der Komplex wurde (ber einen gegen das U4/U6 Protein 61K gerichteten
Antikdrper aufgereinigt. Das 61K Protein wird in den aktivierten spleifosomalen Komplexen
nicht mehr von den Antikérpern gebunden. So ist eine spezifische Aufreinigung eines
Komplexes maoglich, der einen Zustand unmittelbar nach der Integration des tri-snRNP, aber
noch vor der katalytischen Aktivierung darstellt. Die dreidimensionale Struktur des
Komplexes soll einen ersten Einblick in die strukturelle Organisation eines spleiliosomalen
Komplexes vor der katalytischen Aktivierung geben. Die Struktur soll die Grundlage fur
weitere strukturelle Untersuchungen bilden, die zu einem besseren Verstandnis der
Wechselwirkungen der spleifosomalen Proteine und der snRNAs mit der pra-mRNA
beitragen sollen. Ferner sollen flexible Bereiche der Struktur beschrieben werden, die
potentiell fir die katalytische Funktion wichtig sind. Ein Vorbild sind hier die
kristallographischen Studien an Ribozymen, die geholfen haben, die Struktur und Funktion
verschiedener Konformationen der Ribozyme zu klaren (Doherty and Doudna, 2001). Im
Vergleich mit den Strukturen des Komplex A und des Komplex C soll es so in der Zukunft
maoglich werden, die Konformationswechsel des Spleiiosoms wahrend der Spleildreaktion zu

beschreiben.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Groligerate

Elektronenmikroskop CM200 FEG Philips / Fei
Trommelscanner Primescan D7100 Heidelberger Druckmaschinen
CCD Kamera F415A-HS2 Tietz Video and Image Processing

3.1.2 Feinchemikalien
Alle Feinchemikalien wurden von den Firmen Merk, Sigma-Aldrich oder Fluka bezogen und
besitzen den Reinheitsgrad pro analysis.

3.1.3 Filme und Entwickler
Entwickler Kodak D19 Eastman Kodak

Filme Kodak S0-163 Eastman Kodak

3.1.4 Computerprogramme

Amira 2.3 TGS Europe
CoreIDRAW 9 Corel
CorelPHOTO-PAINT Corel

Exel 2000 Microsoft
Imagic-5 Image Science
KaleidaGraph Synergy Software

3.2 Molekularbiologische Methoden
Der spleiBosomale Komplex BAUL und der 25S U4/U6.U5 tri-snRNP wurden von
Dr. Makarov zur Verfiigung gestellt (Makarova et al., 2004). Die Aufreinigung soll hier nur

kurz beschrieben werden.
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Abbildung 3.1 Isolierung des Komplexes BAU1

Y

A) Sedimentationsverhalten des Komplexes BAU1. Das Eluat der Antikdrperprazipitation wurde auf einen 10-
30% Glycerin Gradienten aufgetragen und die RNA-Zusammensetzung jeder Fraktion durch SDS-
Gelelektrophorese und Silberfarbung analysiert. Die Laufhthe der pr&-mRNA und spleiBosomalen snRNAS ist
am Rand markiert. Der Komplex B sedimentiert bei 45S und enthélt equimolare Konzentrationen an U2, U4, U5
und U6 snRNA. Autorad: Gradientenprofil der pra-mRNA. Autoradiogramm der pra&-mRNA Banden des in (A)
gezeigten Gels. Die hochste Konzentration der **P-markierten pra-mRNA enthalt Fraktion 16. B) Laufverhalten
des isolierten Komplexes BAUL in nativen Agarosegelen. 32P-markierte MINX pra-mRNA wurde unter
SpleiBreaktionshedingungen mit HelLa Kernextrakt fiir 0-30 min inkubiert. Die Assemblierung von
spleiBosomalen Komplexen wurde auf einem 2% Agarosegel zusammen mit isolierten Komplex BAU1
analysiert. Die Laufhéhe des Komplexes H, A und B sind am Rand angegeben. Der Komplex BAU1 zeigt das
gleiche Laufverhalten wie Komplex B.
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3.2.1 Aufreinigung des spleiBosomalen Komplexes BAU1

Fiir eine SpleiBreaktion wurden 2,8 nmol MINX **P-markierte pra-mRNA in 1,4 ml
40% (v/v) HelLa Kernextrakt fir 10 Minuten bei 30° C inkubiert. Heparin wurde mit einer
Endkonzentration von 0,5 mg ml™ zugesetzt und die Inkubation weitere 5min bei 30° C
fortgesetzt. Alle weiteren Arbeitschritte wurden bei 4° C durchgefiihrt. Die Spleif3reaktion
wurde zehnfach mit IP Puffer (20 nM HEPES; pH 7,9; 150 mM NaCl, 1,5 mM MgCly;
0,5 MM DTT) versetzt mit 0,05% (v/v) NP40 verdinnt. SpeiBosomale Komplexe wurden mit
einem gegen das U4/U6 Protein 61K gerichteten Antikorper an Sepharose immobilisiert. Die
immobilisierten spleiBosomalen Komplexe wurden durch eine einstiindige Inkubation mit
0,6 mg ml™* des zur Immunisierung verwendeten Peptids in 0,5 ml IP Puffer unter Zusatz von
5% (v/v) Glycerin und 0,05% (v/v) NP40 eluiert. 0,4 ml des Eluats wurden auf einem linearen
4 ml 10-30% (v/v) Glyceringradienten in IP Puffer aufgetragen und in einem TH-660 Rotor
fiir zwei Stunden bei 488.000 g zentrifugiert. Die Fraktion mit dem hochsten Gehalt an pré-
MRNA sedimentierte bei 45S und enthielt den spleilosomalen Komplex BAU1 (Abbildung
3.1).

3.2.2 Aufreinigung des 25S U4/U6.U5 tri-snRNP
Der tri-snRNP wurde mit weitgehend der selbem Aufreinigungsprozedur, wie fur den
Komplex BAUL beschrieben, isoliert. Abweichend von der oben aufgefiihrten Aufreinigung

wurde keine Inkubation mit Heparin durchgefuhrt.

3.3 Elektronenmikroskopische Methoden

3.3.1 Herstellung negativ kontrastierter Proben

Um den Kontrast der Komplex BAU1 Partikel zu dem sie umgebenden Medium zu
erhdhen, wurden die Probe in einer Schicht Uranylformiat mit der sogenannten Doppel-
Kohlefolie-Technik eingebettet (Tischendorf et al., 1974). Die Probenlésung wurde in eine
Teflonschale geflllt. Ein dinner Kohlefilm, auf Glimmer aufgedampft, wurde auf die
Oberflache der Probenlésung abgeschwemmt, um die Probe an die Glimmerseite des
Kohlefilms zu absorbieren. Der Kohlefilm wurde nach einer Minute von der Oberflache
abgenommen und in einer Teflonschale mit einer 2% (w/v) Uranylformiatldsung wieder
abgeschwemmt. Ein weiterer Kohlefilm wurde ebenfalls mit der Probe beschichtet und auf

Kontrastmittel abgeschwemmt. Der erste Kohlefilm wurde mit einer perforierten Kohlefolie
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an ein Kupfernetzchen gebunden, dem Probentrédger, von der Ldsungsoberflache
abgenommen. Der auf dem Probetrdger befindliche Kohlefilm wurde dann mit dem zweiten
Kohlefilm Uberdeckt, so dass die Probepartikel im Kontrastmittel zischen den beiden
Kohlefolien eingebettet werden. Uberschiissiges Kontrastmittel wurde mit Filterpapier
abgesaugt und das Praparat fir 5-10 Minuten getrocknet. Ein Teil der Proben wurde

anschieRend in flussigem Stickstoff schockgefroren (Golas et al., 2003).

3.3.2 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Komplexes BAU1

Die Komplex BAUL Préparate wurden in einem Philips CM200 FEG Mikroskop bei
160 kV Hochspannung mikroskopiert. Die elektronenmikrokopischen Bilder der Komplexe
wurden bei 27.500 facher VergroRerung auf Kodak S0-163 Film aufgenommen. Der Defokus
betrug 1-2 um, so dass sich der erste Null-Durchgang der Kontrast-Transfer Funktion (CTF)
bei ~ 1/20 A befindet. Die Negative wurden firr 12 Minuten in Kodak Entwickler entwickelt.
Das CM200 FEG Mikroskop ist mit einem elektronisch steuerbaren Probenhalter ausgestattet,
der Aufnahmen des Probentrdgers in verschiedene Kippwinkeln zul&sst. Es wurden

Aufnahmen unter 0°, 40° und 55° Kippwinkel erstellt.

3.3.3 Digitalisierung der Negative
Die Bilder wurden mit einem Trommelscanner mit einer Schrittweite von 21 pm
digitalisiert. Dies entspricht einer PixelgréRe von 7,7 A in den Bildern des Komplexes BAU1.
Die PixelgoRe P gibt die maximale Ortsfrequenz der in den digitalisierten Bildern enthaltenen
Information. Sie wird als Nyquistfrequenz f, bezeichnet.
fo=1/(2 % P)

Die maximal zu erreichende Auflésung einer dreidimensionalen Struktur liegt bei einer
PixelgroRe von 7,7 A bei ca. 23 A, da in den Berechnungsschritten der Rekonstruktion
Interpolationsfehler auftreten (Sander et al., 2003). Die Grauwertverteilung der digitalisierten

Bilder umfasste etwa zwei Standardweichungen um den mittleren Grauwert.

3.3.4 Auswahl und Bildverarbeitung der Einzelbilder

Alle folgenden Bildverarbeitungsschritte wurden mit dem Programm Imagic-5
durchgefihrt (van Heel et al., 1996). In den digitalisierten Negativen des Komplex BAU1
wurden die einzelnen Komplexe visuell lokalisiert und in einem quadratischen Rahmen von

72 Bildpunkten extrahiert. Die Einzelpartikelbilder wurden elektronisch auf eine
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BildpunktgréBe von 8,66 A pro Bildpunkt umgerechnet um die Rechenzeit der
Bildverarbeitungsschritte zu verkirzen. Insgesamt wurden ~ 500 Negative bei nicht
gekipptem Probentrager aufgenommen. Aus diesen Aufnahmen wurden 20.000
Einzelpartikelbilder selektiert. Zusatzlich wurden Negative bei 40° und 55° gekippten
Probentragern aufgenommen. Aus diesen Aufnahmen wurden je 4000 Einzelpartikelbilder
selektiert. Nachdem von einer Stelle des Probetragers Aufnahmen bei 40° gemacht wurde,
wurde dieselbe Stelle nochmals bei nicht gekippten Probentrdger abgebildet. Auf die
Einzelpartikelbilder wurde ein Hochpassfilter angewendet, um Grauwertschankungen mit
niedriger Frequenz (> 1/200 A in den Bildern zu unterdriicken, wie sie beispielsweise durch
eine unterschiedliche Dicke der Kontrastmittelschicht hervorgerufen werden kénnen. Zudem
wurden ein Tiefpassfilter benutzt, um den Anteil hoher Frequenzen (< 20 A™) an der
Bildinformation zu verringern, da in diesem Frequenzbereich lokale Dichteunterschiede der
Kohlefolie die Bildinformation bestimmen. Auf die gefilterten Bilder wird eine Kreismaske
angewendet, um die Bildinformation auf die Abbildung des Partikels zu begrenzen. Die
mittlere Dichte wird auf eine Wert von Null und eine Varianz von 100 normalisiert um

Intensitatsunterschiede der Grauwerte zwischen den Einzelbildern gering zu halten.

3.3.5 Multivariate Statistische Analyse der Einzelbilder

Das Signal der Partikel ist weit Kkleiner als das Hintergrundsignal in den
Einzelbildern. Um Details der Komplexe zu erkennen ist es daher notwendig, mehrere
identische Ansichten des Partikels zu mitteln. Bei einem Komplex unbekannter Struktur kann
diese Mittelung auch ohne eine vorhergehende Information erfolgen, was als ,reference free
alignment” bezeichnet wird (Dube et al., 1993). Dabei werden Methoden der multivariaten

statistischen Analyse (MSA) angewendet.

Methoden:
* Ausrichtung der Bilder:

Die Ausrichtung eines Bildes nach einem Referenzbild kann durch Korrelations-
berechnungen erfolgen. Dabei muf} sowohl die Translation als auch die Rotation der beiden
Bilder zueinander berucksichtigt werden. Fir die Berechnung der Translations-
Kreuzkorrelationsfunktion (CCF) gilt:

CCF(r) =Y dy(r) dy(r +1)

i=1
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Wobei di(ri) und da(r;) zwei Bilder mit N Bildpunkten darstellen. Das Maximum der
Kreuzkorrelationsfunktion ist um den selben Verschiebvektor ry verschoben wie das Bild und
die Referenz. Das Bild wird entsprechend dem Verschiebevektors verschoben. Fur die
Rotationsausrichtung werden Bild und Referenz zuvor in Kreiskoordinaten umgewandelt und
die Rotation der Bilder zueinander durch Berechnung der Rotations-Kreuzkorrelations-
funktion berechnet. Die Hohe des Maximum der Kreuzkorrelationsfunktion ist ein Mal3 fir
die Ubereinstimmung beider Bilder und kann durch den Korrelationskoeffizienten C

beschrieben werden:

i(dl(ri)_<dl>) (dz(ri) _<d2>)

C — i=1

(0,0~ (0 (A1)~ (0,))

i=1 i=1

mit

(d)) =23 d,(6)

* Eigenvektor - Eigenwert - Datenkomprimierung

Zentrierte Einzelbilder koénnen mit Hilfe einer Korrespondenzanalyse und
Klassifizierung in Gruppen &hnlicher Bilder eingeteilt werden (van Heel, 1989). Die
Bildinformation eines Bilds kann durch einen Grauwertvektor von p Pixelwerten beschrieben
werden und die Bildinformation aller Bilder n ist so in der nxp Matrix X der
Grauwertvektoren gegeben. Diese Matrix beschreibt einen p-dimensionalen Bildraum. Die
Klassifizierung von Bildern in diesem p-dimensionalen Raum erfordert einen hohen
Rechenaufwand. Um den Rechenaufwand zu reduzieren, wird der Bildraum in ein neues
Koordinatensystem transformiert, in dem die Achsen parallel zu den orthogonalen Richtungen
der Varianz zwischen den Bildern aufgespannt werden. Wird die Transformation auf Achsen
beschrankt, die die signifikante Varianz der Partikelinformation beschreiben, so wird die
Dimension des Bildraums reduziert und damit der Rechenaufwand. Diese neuen Achsen u
werden durch eine Eigenwert-Eigenvektoranalyse gefunden:

X, NXMU =UA

bei der Orthogonalisierungs Bedingung:

U,MU =1,
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Wobei I, die Einheitsmatrix darstellt. Die Eigenvektoren u besitzen p-Elemente und kénnen
deshalb als Bild wiedergegeben werden. Sie bilden die Spalten der Eigenvektormatrix U
(nach der absteigenden Hohe der Eigenwerte geordnet), wéhrend die entsprechenden
Eigenwerte in der Eigenwertmatrix A enthalten sind. Die Matrizen M und N geben die Metrik
der Eigenwert-Eigenvektoranalyse, die hier als sog. ,modulation” Distanz (&hnlich der 2

Metrik) gewahlt wurden:

] P 2 1/2
DX
i=1

Die Klassifizierung der Bilder wurde nach der Methode der ,hierachical ascendant
classification” (HAC) durchgefiihrt (Borland and van Heel, 1990; van Heel, 1984).

* Klassifizierung

Ausgangspunkt sind die Bildkoordinaten im durch Korrespondenzanalyse erhaltenen
Bildraum. Bei dieser agglomerativen Clusterung werden ausgehend von den Einzelobjekten,
hier Einzelbilder, schrittweise Einzelbilder und Gruppen von Einzelbildern zu gréReren
Clustern vereinigt. Fir die Abstandsberechnung wurde Wards-Methode verwendet. Die
Partition erfolgt so nach der geringsten Intra-Klassen-Varianz und maximiert die Inter-
Klassen-Varianz. In einem weiteren Schritt, dem ,moving-elements-refinement”, wird die
Intra-Klassen-Varianz weiter minimiert. So wird eine verbesserte Partition erhalten, die im
Sinne der Methode der Kkleinsten Quadrate optimal ist (van Heel, 1989). Der Abstand jedes
einzelnen Bilds zu den erhaltenen Klassen im Bildraum wird nochmals berechnet und das
Bild der Klasse mit dem geringsten Abstand zugeordnet. Nach einer erneuten
Abstandsaktualisierung wird die Berechnung mit dem né&chsten Bild fortgesetzt. Dieser
Prozess wird iterativ wiederholt bis sich keine Veranderung der Partition mehr ergibt.

Durchfiihrung:
Zunachst wurden die Abbildungen der Komplexe im Bildrahmen zentriert. Dazu

wurde zunéchst ein Summenbild aller Einzelpartikelbilder berechnet und radial gemittelt. Die
Translations-Kreuzkorrelation von Summenbild und Einzelbild wurde berechnet und die

Einzelbilder entsprechend auf das Korrelationsmaximum verschoben. Dieser Prozess wurde
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mit den verschobenen Bildern iterativ dreimal durchlaufen, um sukzessiv eine bessere
Zentrierung der Bilder zu erreichen.

In dieser ersten Korrespondenzanalyse wurden 25 Eigenvektoren bestimmt und 15
Eigenvektoren, die den grofiten Anteil der Gesamtvarianz beschreiben, zur Klassifizierung
verwendet. Die Klassifizierung wurde bei einer Gruppengrofle von 20-30 Bildern
abgebrochen. Die erhaltenen Gruppen Bildern wurden gemittelt, um so genannte

Klassensummen zu erhalten.

3.3.6 Verbesserung der Klassensummen

Um eine bessere Ausrichtung der Einzelpartikelbilder zu erreichen wurden die
erhaltenen Klassensummen zur Ausrichtung der Einzelpartikelbilder verwendet. In dieser
Arbeit wurden zwei Verfahren verwendet: Die Multireferenz-,direct -Ausrichtung
(Steinkilberg and Schramm, 1980; van Heel and Stoffler-Meilicke, 1985) und die
Multireferenz-Polarkoordinatenausrichtung (Joyeux and Penczek, 2002; Sander et al., 2003).

Methoden:
» Multireferenz-,direct -Ausrichtung

Die dreidimensionale Struktur wurde in alle Raumrichtungen in 15° Abstédnden
ausprojiziert. Die 180 Ruckprojektionen bilden die Referenzbilder fir die weiter Ausrichtung
der Bilder. Dazu wird die Multireferenz Ausrichtung verwendet (engl. ,multi reference
alignment”, MRA). Durch die Berechnung der Translations- und Rotations-Kreuzkorrelation
werden die Bilder zunéchst nach den ersten beiden Referenzen ausgerichtet und die
Korrelationskoeffizienten bestimmt. In einem iterativen Prozess, der zwei bis funfmal
durchlaufen wird, folgt dabei auf eine Rotations-Ausrichtung und eine Translations-
Ausrichtung und umgekehrt. Von den beiden ausgerichteten Bildern wird das Bild mit dem
hoheren Korrelationskoeffizienten auf die dritte Referenz ausgerichtet und wiederum der
Korrelationskoeffizienten berechnet. Die Prozedur wird in dieser Weise fir alle Referenzen
wiederholt und somit Korrelationskoeffizienten der Einzelpartikelbilder fir alle
Referenzbilder erhalten.
* Polarkoordinaten-Ausrichtung

Die Partikelbilder werden zunédchst fir alle moglichen Partikelzentren in
Polarkoordinaten transformiert. Die Rotations-Korrelation der transformierten Partikelbilder
mit den Referenzen wird berechnet. Das Partikelbild wird nach der Referenz mit den hochsten

Rotations-Korrelationskoeffizienten ausgerichtet. Die Zahl der Korrelationsberechnung fir
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die Polarkoordinatenausrichtung liegt um ein vielfaches hoher als fir die MRA und erfordert
deshalb sehr viel Rechenzeit. Die Genauigkeit der Ausrichtung ist aber besonders fir
Partikelbilder mit einem niedrigen Signal-Rausch-Verhéltnis besser als in der MRA (Sander
et al., 2003).

Durchfiihrung:
Ein Datensatz von Einzelbildern wurde anhand von gut definierten Klassensummen

erneut ausgerichtet. Die Zahl der ausgewahlten Klassensummen lag bei 5-10 pro tausend
Einzelbildern. In der MRA wurde die Korrelation der Einzelpartikelbilder mit den Referenzen
der so genannten ,mutual”-Korrelationsfunktion (engl. ,mutual correlation funktion”, MCF)
berechnet. Die Verwendung der MCF fiihrt gegeniiber Kreuzkorrelationsfunktion zu einer
Unterdriickung von Bildinformation niedriger Frequenz (van Heel, 1992). Auf die MRA
folgte eine weitere MSA und die Bildung von Klassensummen. Dieser Zyklus wurde
insgesamt funfmal durchlaufen. Ab dem dritten Zyklus wurde die Polarkoordinaten-
Ausrichtung anstelle der MRA verwendet.

3.3.7 Dreidimensionale Rekonstruktion

Bei der dreidimensionale Rekonstruktion von asymmetrischen Objekten erfordert die
Berechnung der ersten Struktur besondere Sorgfalt. Wenn die ersten Zuordnung von
Projektionswinkeln zu den Klassensummen zu ungenau ist, kann es zu einer Akkumulation
von Fehlern in den weiteren Berechnungsschritten kommen. Es ist deshalb notwendig
mehrere Startstrukturen zu berechnen und unterschliche Rekonstruktionsalgorithmen zu
verwenden. Die dreidimensionale Rekonstruktion einer Startstruktur wurde mit drei
unterschiedlichen Methoden, ,angular reconstitution” (van Heel, 1987), ,random conical tilt’
(RCT) (Radermacher et al., 1987) und einem iterativen Berechnungsverfahren durchgefiihrt,
um ein erstes dreidimensionales Modell des Komplexes BAU1 fir die weiter Verbesserung
der Struktur zu erhalten. Die Rekonstruktion wurde im Kontext des Euler-

Koordinatensystems des Imagic-5 Programm durchgefihrt (Abbildung 3.2)
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Abbildung 3.2 Euler Koordinatensystem der Imagic-5 Software. Die Projektionsrichtung eines Bildes kann
durch drei Winkel beschrieben werden. Um ein Bild in eine bestimmte Projektionsrichtung zu bringen missen
nacheinander drei Rotationen um diese Winkel ausgefiihrt werden. Der y-Winkel beschreibt eine Rotation der
Partikelbilder in der Bildebene um die z-Achse. Der B-Winkel beschreibt eine Rotation um die y-Achse. Der

a-Winkel beschreibt eine weitere Rotation in der Bildebene um die neue z-Achse des Bildes.

Methode:
* ,angular reconstitution”

Das Theorem der gemeinsamen Linienprojektion sagt aus, dass zwei
Projektionsbilder eines dreidimensionalen Objekts eine gemeinsame Linienprojektion
besitzen (Abbildung 3.3 A und B). Die Darstellung aller Linienprojektionen eines
Projektionsbilds (in einem Bild) wird als Sinogramm bezeichnet (Abbildung 3.3 C und D).
Die gemeinsame Linienprojektion wird durch die Berechnung der Korrelation fur alle
Linienprojektionen des ersten Projektionsbilds mit allen Linienprojektionen der zweiten
Projektionsbilds ermittelt. In einem Diagramm, der so genannten Sinogramm-Korrelations-
funktion, der Linienprojektionen werden die Korrelationskoeffizienten aufgetragen und die
Maxima der Korrelationskoeffizienten bestimmt (Abbildung 3.3 E). Die Maxima der
Korrelationskoeffizienten geben die Lage der gemeinsamen Linienprojektion in den
Projektionsbildern an. Die Richtung, in welche die Projektionen ausprojiziert wurden, liegt
orthogonal zur der gemeinsamen Linienprojektion (Abbildung 3.4 A). In einer Gruppe von
drei Projektionen konnen so fir jede Projektion die beiden mit den jeweils anderen
Projektionen gemeinsamen Linienprojektionen gefunden werden und somit die relativen

Projektionsrichtungen bestimmt werden (Abbildung 3.4 B).
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Abbildung 3.3 Theorem der gemeinsamen Linienprojektion

Dargestellt ist die Berechnung der gemeinsamen Linienprojektion der Projektionsbilder A und B, welche die
Projektionen eines Objekts (hier 50S ribosomale Untereinheit (N. Fischer, unverdffentlichte Daten) darstellen.
Die Linienprojektion der Bilder bilden untereinander abgebildet die Sinogramme C und D. Die Berechnung der
Kreuzkorrelation aller Linienprojektionen des Bildes A und des Bildes B gibt ein Diagramm der
Korrelationskoeffizienten, Sinogramm-Korrelationsfunktion genannt, die hier durch Grauwerte anschaulich
dargestellt sind (weil = hohe Korrelationskoeffizienten). Die Maxima Korrelationskoeffizienten zeigen die

gemeinsamen Linienprojektionen der Bilder A und B auf (rote Linie).
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Abbildung 3.4 Anwendung des Theorems der gemeinsamen Linienprojektion fuir die dreidimensionale

Rekonstruktion

A) Die Projektionsrichtungen, bzw. die Bildebene, der Bilder A und B (Bildrahmen gegeniiber Abbildung 3.3
um 45° in der Bildebene rotiert), liegen orthogonal zu der gemeinsamen Linienprojektion (rot). Die
Projektionsrichtungen der Bilder liegen damit auf den rot dargestellten Kreis. B) Erst wenn die gemeinsame
Linienprojektionen der Bilder A und B mit einem weiteren Bild (der gleichen Struktur) bestimmt werden
(gemeinsame Linienprojektionen sind blau und griin dargestellt), sind die Projektionswinkel aller drei Bilder

vollstandig bestimmt.

* Berechnung eines RCT- Startmodells

Den bei 40° Kippwinkel erhaltenen Einzelpartikelbildern werden jeweils die bei 0°
Kippwinkel erzeugten Einzelpartikelbilder zugeordnet und so genannte Kippwinkelpaare
gebildet (Radermacher et al., 1987). Die 0° -Einzelpartikelbildern werden in Klassen gleicher
Ansichten eingeteilt. Die zugehorigen 40°-Einzelpartikelbilder bilden dann einen Konus von
Ansichten des Partikels (Abbildung 3.5). Die relativen Projektionsrichtungen der 40°
Einzelpartikelbilder sind durch die Rotation der 0°-Einzelpartikelbilder auf dem Probentréger
bestimmt. Fir die dreidimensionale Rekonstruktion muss die Kippachse in den 40° Bildern

senkrecht zur Normalen des Konus der Ansichten ausgerichtet sein.
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40° D\

Abbildung 3.5 Schematische Darstellung der Datenaufnahme fur eine konische Kippserie fir die RCT
Rekonstruktion

Wenn ein Partikel eine bevorzugte Adsorbtionsorientierung auf dem Probentrager besitzt
(gelbe Struktur), erscheint er in den 0° Aufnahmen immer mit der gleichen Ansicht
(Schematisch dargestelltes Auge 0°). Bei gekipptem Probentrdger (schematisch dargestelltes
Auge 40°) hingegen bilden die Einzelbilder nun einen Konus von Seitenansichten des

Partikels (im Schema dargestellte Projektionen).

* Iterative Berechnung einer Startstruktur

Aus einem Satz von Projektionsbildern eines Objekts soll das urspringliche
dreidimensionale Objekt rekonstruiert werden. Zur Rekonstruktion mussen die
Projektionswinkel, hier die Winkel eines Eulersystems o, f, y, gewahlt werden. Durch einen
geeigneten Rekonstruktionsalgorithmus kann das Objekt rekonstruiert werden (siehe unten).
Die Gute der Rekonstruktion kann durch die Korrelationskoeffizienten C der Korrelation der
Projektion mit der Rickprojektion des Objekts bestimmte werden (Harauz and van Heel,
1984). Fur hinreichend komplexe Objekte kann angenommen werden, dass sich die richtige
dreidimensionale Struktur durch die hochste Summe der Korrelationskoeffizienten von

Projektion und Rickprojektion auszeichnet (Harauz and van Heel, 1986; van Heel et al.,
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2000). Eine zutreffende Rekonstruktion des Objekts sollte sich daher durch einen hohen
mittleren  Korrelationskoeffizienten <C> fir alle Projektions-Rickprojektionspaare
auszeichnen:

max <C(a, £, 7)>

Die dem Rekonstruktionsalgorithmus zugrunde liegende Funktion ist allerdings in
Abhéangigkeit von der Wahl der Winkel nicht linear (Harauz and van Heel, 1984; Penczek et
al., 1996). Das Auffinden des globalen Maximums der Ubereinstimmung von Projektion und
Rickprojektion kann deshalb nur mit Hilfe der nichtlinearen Optimierung erhalten werden.
Im Folgenden wurde der von Kirkpatrick vorgeschlagene stochastische Optimierungsansatz
gewahlt (Kirkpatrick et al., 1983). Der Ablauf der Berechnung kann schematisch dargestellt
werden (Abbildung 3.6). Zunédchst werden den Projektionen Zufalls-Projektionswinkel P,
zugeordnet und eine dreidimensionale Struktur D; berechnet. Danach wird zu den
Projektionswinkeln ein  Winkelinkrement addiert und mit den so erhaltenen
Projektionswinkeln P, erneut eine Struktur D, berechnet. Die Korrelationskoeffizienten der
Korrelation der Projektionen mit den Ruckprojektionen werden flr beide Strukturen
berechnet. Wenn die mit den Winkeln P, erhaltene Struktur D, einen hoheren mittleren
Korrelationskoeffizienten aufweist, so werden diese Winkel beibehalten und in einer erneuten
Berechnung eingesetzt. So kann iterativ schrittweise der mittlere Korrelationskoeffizient
maximiert werden. Wenn die mittleren Korrelationskoeffizienten flr die Struktur D; groRer
sind, werden die Winkel P, mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit abgelehnt oder
angenommen. Die Wahrscheinlichkeit nimmt exponentiell mit der Differenz der
Korrelationskoeffizienten ab. Die Wahrscheinlichkeit wird ferner von einem Parameter T
kontrolliert, der im Verlauf der Iteration immer kleinere Werte annimmt. Die
Wahrscheinlichkeit fur die Akzeptanz von Winkeln P,, die eine relativ starke Abnahme der
Korrelationskoeffizienten gegenuber P; bedeuten, verringert sich so im Verlauf der
Iterationen. Die Iterationszyklen wurden nach einer festen Anzahl von Zyklen abgebrochen.
Der Parameter T lasst dann nur noch wenige Winkelkombinationen zu und die Rechenzeit fr
eine Verbesserung der mittleren Korrelationskoeffizienten nimmt stark zu. Der Parameter T

und die Art des Dekrements muss Problem spezifisch iterativ festgelegt werden.
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Abbildung 3.6 Flussdiagramm der iterativen Berechnung einer Startstruktur

Durchfiihrung:
« ,angular reconstitution”

Fur jeweils zwei Projektionen wurden in 1° Abstanden die Linienprojektionen
berechnet und ein Sinogramm erstellt. Die erhaltenen Sinogramme wurden zur Berechnung
der Sinogramm-Kaorrelationsfunktion verwendet. Aus den Maxima der
Sinogrammkorrelationsfunktion wurde die Lage der gemeinsamen Linienprojektionen

abgelesen. Die Projektionswinkel einer Gruppe von drei Projektionen wurden so bestimmt.
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» Berechnung eines RCT- Startmodells

Die Einzelpartikel wurden in den digitalisierten 40°-Aufnahmen markiert und die
Koordinaten der Bilder auf die Position der Einzelpartikel in den 0°-Aufnahmen umgerechnet.
Dazu wurden in beiden Bildern 3 auffallige Punkte, wie Staubpartikel, visuell gesucht und die
Koordinaten der Partikel von beiden Bildern festgehalten. Diese Koordinaten wurden zur
Berechnung der Transformationsmatrix verwendet. Es wurden zwei Datensatze von 40°-
Einzelpartikelbildern und 0°-Einzelpartikelbildern erzeugt, in denen die 40°-Ansichten den
0°-Ansichten der Einzelpartikel zugeordnet sind. Insgesamt wurden so 2000 Kippwinkelpaare
erhalten. Die 0°-Einzelpartikelbilder wurden wie in Abschnitt 3.3.5-3.3.6 beschrieben
Klassifiziert und Klassensummen berechnet. Eine Partikelansicht trat in den Klassensummen
mit besonderer Haufigkeit auf. Die 100 Kippwinkelpaare dieser Ansicht wurden aus den
Datensatzen extrahiert und die 40°-Einzelpartikelbilder zur Berechung der dreidimensionalen
Struktur verwendet. Die 40°-Einzelpartikelbilder wurden zentriert, indem die 40°-
Einzelpartikelbilder auf die radial gemittelte Summe der 0°-Ansichten ausgerichtet wurden.
Die 0°-Einzelpartikelbilder wurden auf die Summe der Klassensummen ausgerichtet und so
die relativen Rotationswinkel der 0°-Ansichten in der Probentradgerebene bestimmt.
Zusammen mit dem Kippwinkel von 40° sind dann die Projektionswinkel der
40°-Einzelpartikelbilder bestimmt. In dem Euler-Winkelsystem der Imagic Software bildet
der Kippwinkel den g-Winkel und der Rotationswinkel der Ausrichtung der 0°-Ansichten den
y-Winkel (vgl. Abbildung 3.2). Der a-Winkel entspricht den von der Kipp-Achse und x-Achse
des Koordinatensystems eingeschlossenen Winkels.

Den 40°-Einzelpartikelbildern wurden so die relativen Projektionswinkel zugeordnet
und eine erste dreidimensionale Struktur berechnet. Um eine verbesserte Zentrierung der
40°-Ansichten zu erreichen, wurde die Struktur riickprojiziert und diese Rickprojektionen zur
Zentrierung der 40°-Ansichten verwendet. Aus den neu ausgerichteten 40°-Ansichten wurde
dann eine dreidimensionale Struktur mit hoherer Aufldsung berechnet.

* Iterative Berechnung einer Startstruktur

In zwei separaten Berechnungen wurden die Klassensummen von 0° gekippten und
40° gekippten Probentragern verwendet. Aus dem 20.000 Einzelbilder Datensatz wurden zwei
6000 Einzelbilder umfassende Datensédtze extrahiert. Fir beide Datensdtze wurden separat
Klassensummen berechnet und in zwei unabhdngigen Berechnungen von Startmodellen
verwendet. Aus einem Datensatz wurden 22 Klassensummen ausgewahlt. Kriterium flr die
Auswahl war: (1) eine deutlich gegenuber dem Hintergrund abgegrenzte Kontur, (2) eine
maoglichst kontraststarke Struktur der Partikelansicht und (3) die Verwendung moglichst
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unterschiedlicher Ansichten des Komplexes. Die Klassensummen wurden entlang ihrer
Kontur maskiert, sodass der Hintergrund auf3erhalb der Partikelansicht auf Null gesetzt wurde.
Die Klassensummen wurden hochpass gefiltert und die Grauwerte oberhalb eines
Schwellenwerts auf 1 und unterhalb des Schwellenwerts auf 0 gesetzt, sodass die Struktur des
Partikels mit maximalen Kontrast erscheint. Fir die iterative Berechnung wurden die
Funktionen der Imagic5 Software verwendet. Die dreidimensionale Rekonstruktion wurde mit
dem ,exact filtetered backprojection” Algorithmus durchgefiihrt (Harauz and van Heel, 1986).
Fir die Erzeugung von Zufallszahlen wurde ein Linear Kongruenter Generator verwendet
(Blobel and Lohrmann, 1998). Die iterative Berechung wurde in gleicher Weise flr den bei

40° gekippten Probenhalter aufgenommenen Datensatz durchgefihrt.

3.3.8 Verbesserung der Projektionswinkelbestimmung

Das mit der Methoden der iterativen Berechnung erstellte Startmodel wurde durch
,angular reconstitution” mittels ,anchor-set”-Winkelbestimmung verbessert. Das Startmodel
wurde in alle Raumrichtungen in 40° Abstédnden ausprojiziert, dem so genannten ,anchor-set.
Diese Projektionen dienen zu einer ,anchor-set” Winkelbestimmung der Klassensummen (van
Heel et al., 1992).

Methode
« ,angular reconstitution” mittels ,anchor-set”-Winkelbestimmung

Wird einer Gruppe von Riickprojektionen, dem ,anchor-set’, eines dreidimensionalen
Objekts eine weitere Ansicht hinzugeftgt, hier einer Klassensumme, so ergeben sich fir alle
Ruckprojektionen gemeinsame Linienprojektionen mit denen der hinzugefligten Ansicht. Fur
einen bestimmten Projektionswinkel der hinzugefugten Ansicht ist die relative Lage dieser
Linienprojektionen im ,anchor-set” bestimmt. Die Kreuzkorrelation der Linienprojektionen
des ,anchor-sets” mit den Linienprojektionen der hinzugefligten Ansicht werden berechnet.
Der hochste Korrelationskoeffizient wird fiir den Projektionswinkel der neuen Ansicht

erwartet.

Durchfiihrung
Allen Klassensummen wurden so Projektionswinkel zugeordnet und eine neue

dreidimensionale  Struktur berechnet, in der die Rickprojektionen eine hdohere
Ubereinstimmung mit den Klassensummen aufwiesen. Um die Struktur wurde eine Maske

gelegt. Die Dichte in den Randbereichen der Struktur, die Rauschen repréasentieren, wird von
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der Berechnung ausgeschlossen. Die Klassensummen wurden auf die Ruckprojektionen der
Struktur ausgerichtet, um eine bessere Zentrierung zu erreichen. Mit diesen zentrierten
Klassensummen wurde eine weitere Struktur berechnet. Diese Struktur wurde dann wiederum
zu einem neuen ,anchor-set” ausprojiziert und die Winkelbestimmung wiederholt. Diese
Prozedur wurde iterativ fortgesetzt, bis sich keine wesentliche Verbesserung der
Ubereinstimmung  von Ruckprojektionen und Klassensummen durch eine neue

Winkelbestimmung ergab.

3.3.9 Iterative Verbesserung der Struktur

In der dreidimensionalen Rekonstruktion ist die Bildinformation aller
Klassensummen vereinigt. Die Ruckprojektionen der Rekonstruktion besitzen daher ein
wesentlich hoheres Signal-Rausch-Verhéltnis als die Klassensummen. Um eine bessere
Ausrichtung der Einzelpartikelbilder zu erreichen, wird deshalb die erhaltene Struktur zur
erneuten Ausrichtung der Einzelpartikelbilder verwendet. Nach erneuter MSA werden neue
Klassensummen gebildet. Die Projektionswinkel dieser Klassensummen werden neu bestimmt
und eine neue Struktur berechnet. Diese Prozedur wird mehrfach wiederholt (Abb. 3.7). Das
Signal-Rausch-Verhaltnis der Klassensummen nimmt dabei schrittweise zu, die Ausrichtung
der Einzelpartikelbilder und die Projektionswinkelbestimmung der Klassensummen wird

sukzessive genauer.

Methode
* Beschleunigung der Ausrichtungs-Prozedur

Wenn Einzelpartikelbilder erneut anhand eines Satz von gleichen oder nur leicht
verénderten Rickprojektionen, Referenzen, derselben dreidimensionalen Struktur ausgerichtet
werden sollen, so kann die Rechenzeit deutlich verringert werden. Die flr die Ausrichtung
eines Partikelbilds berticksichtigten Ruckprojektionen, werden dabei auf die Rickprojektions-
richtungen beschrankt, die bereits in der vorhergehenden Ausrichtung hohe Korrelations-
koeffizienten aufwiesen (Sander et al., 2003). Die Korrelationskoeffizienten der ersten
Ausrichtung werden in einem Diagramm der Projektionswinkel B und y als Grauwerte
eingetragen. So wird fur jedes Einzelbild ein interpoliertes Bild der Korrelations-
wertverteilung erzeugt, ein so genanntes Corrim. Nur Referenzen der Projektionswinkel-
kombinationen, fir die die Grauwerte oberhalb einer bestimmten Standardabweichung liegen,

werden in der erneuten Ausrichtung verwendet.
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Abbildung 3.7 Schematische Darstellung der Abfolge der Berechnungsschritte bei der iterativen

MRA-Ausrichtung

Verbesserung der Struktur.

Durchfiihrung:
Die Startstruktur wurde in 15° Winkelabstanden riickprojiziert und die so erhaltenen

Rickprojektionen in einer MRA als Referenzen verwendet. Der gesamte Datensatz von
20.000 Einzelpartikelbildern des Komplex BAU1 wurde nach diesen Referenzen ausgerichtet.
Fur alle Ruckprojektionen wurden so Korrelationskoeffizienten erhalten und zur Berechnung
von Corrims verwendet. In einer anschlieRenden Polarkoordinaten Ausrichtung der Bilder
wurden nur Rickprojektionen berticksichtigt, die aus Projektionswinkebereiche stammen, die
oberhalb der 1,2 fachen Standardabweichung der Grauwerte lagen.

Die so ausgerichteten Bilder wurden mittels einer MSA in Klassen von 20-30 Bildern
eingeteilt und deren Klassensummen berechnet. Den Klassensummen wurden durch eine
,anchor set” Winkelbestimmung Projektionswinkel zugewiesen und eine neue
dreidimensionale Struktur berechnet. Die Prozedur wurde ausgehend von dieser Struktur
wiederholt. Die Auflésung der dreidimensionalen Struktur verbesserte sich dabei schrittweise.
Der Winkelabstand der Referenzbilder wurde dabei sukzessiv bis auf 10° verringert. Nach 15
Berechnungszyklen konnte keine weitere Verbesserung der Auflésung, bestimmt nach

Fourier-Schalenkorrelationsfunktion (siehe 3.3.10), erreicht werden.
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3.3.10 Auflésung der Struktur

Die Zahl der fir die Strukturberechnung verwendeten Klassensummen gibt eine
untere Grenze fiir die zu ereichende Auflosung. Die tatsdchlich erreichte Aufldsung ist
geringer als die erwartete Auflésung und kann durch den Vergleich zweier Rekonstruktionen
mittels der Fourier-Schalenkorrelation bestimmt werden (Harauz and van Heel, 1986).

Methode
* Berechnung der maximal zu ereichenden Auflésung

Die minimale Anzahl n von gleichmaRig verteilten Projektionen, die zum Erreichen
einer bestimmten Auflésung fy notwendig ist, ist durch die Uberlappung der der ,central
sections” bei der dreidimensionalen Rekonstruktion im Fourierraum bestimmt (DeRosier and

Klug, 1968). Fur eine Struktur mit dem Durchmesser D gilt:

Ko <%

Diese Formel gilt fir ideale rauschfreie Projektionen, die gleichmaRig uber aller
Projektionswinkel verteilt sind, und ergibt beispielsweise fiir ein Objekt mit 300 A

Durchmesser fiir eine Auflosung von 20 A eine Zahl von ~50 Projektionen.

Bei dreidimensionalen Rekonstruktionen von elektronenmikroskopischen Bildern ist
die Auflésung der Klassensummen limitiert durch die Genauigkeit der Ausrichtung der
Einzelbilder. Der Winkelabstand & der Referenzbilder ist damit ausschlaggebend fiir die
Genauigkeit der Ausrichtung (Frank et al., 1999):

% <sinéxD/2
d

Ein Winkelabstand der Referenzen von 15°, entsprechend 180 Referenzen, reicht aus um bei
einem Objektdurchmesser von 300 A eine Auflésung von 39 A zu erreichen.

* Berechnung der Auflésung

Zur Berechnung werden zwei Rekonstruktionen aus separaten Datensétzen
miteinander verglichen. Ein MaR fiir die Ubereinstimmung der Strukturen in Abhingigkeit
von der Raumfrequenz gibt die Fourier-Schalenkorrelation FSC (Harauz and van Heel, 1986).

2 R(R)x > F(R)
FSC(S) = ——== B¢

J[Zlﬁ(R)F xZ|F1(R)|2j
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Wobei F1 und F2 die Strukturfaktoren der beiden unabhéngigen Rekonstruktionen sind und S
den Radius der Schale angibt.

Als Auflésung wird im Allgemeinen die Raumfrequenz angegeben, bei der die FSC unterhalb
den dreifachen Wert fallt, der fur die FSC von zwei Volumen von Rauschen mit einer

Gaussverteilung erwartet wird.

Durchfiihrung:
Die zur Berechnung der Rekonstruktion verwendeten Klassensummen wurden in

zwei Gruppen geteilt und je eine Struktur berechnet. Die Strukturen wurden direkt, ohne
Anwendung einer dreidimensionalen Maske, zur Berechnung der FSC verwendet.

3.3.11 Visualisierung der dreidimensionalen Struktur

Die Visualisierung einer Struktur kann durch eine Oberflachendarstellung
vorgenommen werden, wie sie im Programm Amira implementiert ist. Dazu wird ein Dichte-
Schwellenwert definiert und den Koordinaten dieses Schwellenwerts im rekonstruierten
Volumen eine Oberflache zugewiesen. Dichten unterhalb dieses Schwellenwerts werden als

Rauschen betrachtet und nicht visualisiert.

3.3.12 Analyse struktureller Heterogenitéat

Strukturelle Heterogenitaten in Teilbereichen der Komplexe wurden mittels eines
,subdomain alignments” erfasst und Einzelpartikelbilder in Unterklassen unterschiedlicher
Konformation und Zusammensetzung eingeteilt (Walz et al., 1998). Fir die Analyse wurden
die Einzelbilder einer h&ufigen Partikelansicht in einem Datensatz von 1200 Partikeln
zusammengefasst und das Summenbild dieser Ansicht berechnet. Das strukturelle Element,
das auf Heterogenitat getestet werden soll, die Kopf Doméne, wird nun in allen Einzelbildern,
die normalisiert sind, mit einer Null-Maske verdeckt. Diese maskierten Einzelbilder wurden
auf die Summenansicht ausgerichtet. Die ausgerichteten Bilder wurden demaskiert und nach
einer MSA in 20 Unterklassen aufgespalten (Abschnit 3.3.5).
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3.3.13 Berechnung einer héher aufgelésten Sub-Struktur

Wenn die Auflésung einer Struktur durch flexible Strukturelemente in einem
Teilbereich limitiert ist, kann dieser Teilbereich durch Masken in den Berechnungen
ausgeschlossen und eine verbesserte Ausrichtung der Partikelbilder erreicht werden. In dem
Datensatz von 20.000 Einzelpartikelbildern wurde der Teilbereich der Struktur, der den
Hauptanteil der Heterogenitat zeigte, ausgeschlossen. Dazu wurde der homogene Teilbereich
in der dreidimensionalen Struktur maskiert und das Volumen dieser Kontur in
Projektionsrichtung der Referenzbilder rickprojiziert, und so zweidimensionale
Konturmasken des homogenen Bereichs bestimmt. Die Einzelpartikelbilder, die auf eine
Referenz ausgerichtet wurden, wurden mit der so erstellten zweidimensionalen Maske
maskiert. Die so maskierten Bilder wurden in einem MRA mit Referenzen des verbleibenden
Strukturteils ausgerichtet und mittels MSA klassifiziert (siehe 3.3.5). Eine neue Struktur des
homogenen Strukturteils wurde berechnet und iterativ in 3 weitern Zyklen der
dreidimensionalen Rekonstruktion verbessert (siehe 3.3.6-3.3.9)
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4. Ergebnisse

4.1 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Komplexes BAU1

Der spleilosomale Komplex BAU1 wurde durch eine Antikorperprézipitation und
anschlieRende Gradientenzentrifugation aufgereinigt (Makarova et al., 2004). Die Gradienten-
zentrifugation wies die hochste Konzentration an pra&-mRNA in den Fraktionen 16 und 17 bei
einem Sedimentationskoeffizienten von 45S auf. Die U2, U4, U5 und U6 snRNA lagen in
diesen Fraktionen in einer 1:1 Stéchiometrie vor, wie es fiir den spleifosomalen Komplex B
erwartet wird (Burge et al., 1999). Die Fraktionen 16 und 17 wurden elektronenmikroskopisch
analysiert. Die Partikel wurden auf einem Kohlefilm adsorbiert und in einer Schicht von
Uranlyformiat eingebettet.
Elektronenmikroskopische Bilder von diesen negativ kontrastierten Proben zeigen globuldre
einzeln liegende Partikel ohne groRere Aggregate (Abbildung 4.1 A). Es sind nur wenige
Kleinere Partikel vorhanden, die Bruchstiicke der groReren globuldren Partikel darstellen

kdnnten. Damit scheinen die Partikel einzelne BAU1 Komplexe darzustellen.

4.1.1 Ansichten einzelner Komplexe

In einer Galerie von Bildern einzelner Partikel wird die charakteristische
trapezformige Struktur deutlich (Abbildung 4.1 B). Die Partikel besitzen eine maximale
Ausdehnung von 300 bis 370 A. Gruppen von drei Einzelbildern, welche die gleiche Kontur
aufweisen, sind in Abbildung 4.1 dargestellt. In einigen Ansichten kann eine Linie von
Kontrastmittel beobachtet werden, die das Trapez in einen globuldren kleineren Teil und
einen dreieckigen Teil trennt. In anderen Ansichten erscheint die Kontur in Form eines
Omega. In diesen Projektionsbildern koénnen neben einer zentralen Dichte zwei

Dichtefortsdtze gefunden werden.



Ergebnisse 48

A

Abbildung 4.1 Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Komplexes BAU1

A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von negativ kontrastierten Komplex BAU1L Partikeln. Die Partikel
wurden auf einem Kohlefilm adsorbiert in einer Schicht von Uranlyformiat eingebettet. Die Aufnahmen wurden
bei 27.500facher VergréRerung aufgenommen. B) Eine Galerie von Einzelpartikelbildern des Komplexes BAU1.
In den Reihen ist jeweils eine Gruppe von Ansichten gezeigt (links), die eine gemeinsame Kontur besitzen
(rechts). In einigen Ansichten ist eine Linie von Kontrastmittelakkumulationen zu erkennen (durch gestrichelte
Linien in den Konturen angedeutet)
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4.2  Statistische Analyse der Einzelpartikelbilder

4.2.1 Berechnung von gemittelten Ansichten

Insgesamt wurden 20.000 Projektionsbilder von Einzelpartikeln erhalten.
Charakteristische zweidimensionale Ansichten mit verbessertem Signal-Rausch-Verhaltnis
wurden durch die Mittelung von ~30 Einzelpartikeln erhalten. Nach einer referenzfreien
Ausrichtung der Bilder (Dube et al., 1993), wurden die Bilder in Gruppen ahnlicher Bilder
durch multivariate statistische Analyse (van Heel and Frank, 1981) und Klassifizierung
(Borland and van Heel, 1990) eingeteilt. Die Bilder einer Gruppe werden zur so genannten
Klassensumme gemittelt. Reprasentative Klassensummen sind visuell einzelnen Partikeln der
Ubersicht zugeordnet (Abbildung 4.2 A).

Auch in den Klassensummen féllt die trapezférmige Kontur der Partikel auf. Im
Gegensatz zu den Einzelpartikelbildern wird in den Klassensummen aber auch die
Feinstruktur des Partikels deutlich (Abbildung 4.2 B). Die Klassensummen zeigen héaufig eine
zentrale Dichte, die von vier duBeren Dichten umgeben ist. Die maximale Ausdehnung der
groRten Klasse liegt bei 370 A. In manchen Ansichten sind nur drei gréRere, duBere Dichten
zu erkennen. Diese Ansichten zeigen wahrscheinlich das gleiche Partikel in einer anderen
Orientierung, in der das vierte Dichtelement von der zentralen Dichte Uberlagert wird. Die
grobe Struktur der Klassensummen zeigt eine gute Uberstimmung mit Einzelpartikelbildern,
wie es flr eine zutreffende statistische Analyse erwartet wird. Allerdings zeigt die genauere
Betrachtung aller Klassensummen (Vgl. Abbildung 4.2 B), dass die Kontur des Partikels an
bestimmten Stellen weniger scharf von der Umgebung abgegrenzt ist, als fir das restliche
Partikelbild. Insbesondere erscheint die Kontur des Partikels im oberen Bereich verwischt.
Dies deutet darauf hin, dass in der Klassensumme Partikel mit gleichem unterem Teil aber
leicht unterschiedlichen oberen Teil gemittelt wurden.
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Abbildung 4.2 Die Klassensummen des Komplexes BAU1 beschreiben eine Vielzahl von
Einzelpartikelansichten.

A) Einzelne Partikel einer elektronenmikroskopischen Aufnahme sind vergroBerten gemittelten Ansichten,
Klassenssummen, zugeordnet. B) Galerie von Einzelpartikelbildern, die zur Berechnung der Klassensummen mit
einem Bandpassfilter bearbeitet wurden (Reihe 1). Klassensummen des Komplexes BAU1 (Reihe 2). Die
Einzelpartikelbilder sind Mitglieder der in Reihe 2 gezeigten Klassensummen. (GroRenmaRstab: 200 A)
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4.2.2 Analyse von Aufnahmen mit gekipptem Probenhalter

Da der Komplex BAUL eine bevorzugte Ausrichtung auf dem Probentrager erfahrt,
erscheint in den Einzelpartikelbildern und den Klassensummen bevorzugt eine Ansicht. Flr
die weitere Analyse ist es notwendig zu ermitteln, ob die von dieser Ansicht abweichenden
Klassensummen weitere Ansichten der Hauptpopulation oder Ansichten einer Subpopulation
von Partikeln darstellen. Der Probenhalter kann im Mikroskop gekippt werden und ermdglicht
so die Abbildung des Partikels aus weiteren Projektionsrichtungen (Abbildung 4.3). Mit der
oben beschriebenen statistischen Analyse konnen Klassensummen gebildet werden. Diese
Klassensummen stellen hauptséchlich die Seitenansichten des Partikels in der praferentiellen
Orientierung, da nun die Seitenansichten des Partikels in der praferentiellen Orientierung
gegenuber den Seitenansichten des Partikels in anderen Orientierungen Uberreprésentiert sind.
Aus Aufnahmen bei 40° und 55° gekippten Probenhalter wurden je ~4000 Einzelpartikel-
bilder selektiert und statistisch ausgewertet. Es werden hauptsachlich dreieckige Ansichten
erhalten in denen wahrscheinlich eines der vier &uReren Dichteelemente vom zentralen
Dichteelement (iberlagert wird. Ahnliche Ansichten wurden auch bei den Klassensummen, die
mit nicht gekipptem Probentrager erhalten wurden beobachtet. Damit scheinen diese
Klassensummen verschiedene Ansichten einer Hauptpopulation von Partikeln darzustellen.

Wenn der Halter um 55° gekippt wird, werden einige sehr schmale Ansichten in
diesen 55°-Aufnahmen erhalten. Es wurden zwar auch léngliche Ansichten in den
55°-Aufnahmen mit nicht gekipptem Halter beobachtet (Abbildung 4.2), diese Ansichten
haben aber eine groRere Ausdehnung senkrecht zur L&ngsachse. Wahrscheinlich kommt es
bei der Probenpraparation mit der Doppelkohlefolie-Technik zu einer Abflachung der Partikel
zwischen den beiden Kohlefilmen (Abbildung 4.4) (Frank, 1996; Kellenberger et al., 1982).
Diese Abflachung der Partikel ist Uberwiegend isotrop, senkrecht zum Probentrager (M. M.
Golas, unveroffentlichte Ergebnisse). Die bei gekipptem Probenhalter erhaltenen Ansichten
stellen also gestauchte Formen der Ansichten eines Partikels in Ldsung dar. Dagegen
erscheinen solche Ansichten, die senkrecht zur Richtung der Abflachung von nicht gekippten

Probentragern aufgenommen wurden, weitgehend verzerrungsfrei.



Ergebnisse 52

000
O0S
OO0

—O —
0° 40° 55°

Abbildung 4.3 Serien von Partikelansichten unter verschiedenen Kippwinkeln

Die Klassensummen des Komplexes BAU1 wurden nach statistischer Analyse der Aufnahmen von 40° und 55°
gekipptem Probentrager erhalten und visuell Orientierungen der haufigsten Klassensumme auf 0° Aufnahmen
zugeordnet (siehe Text)

Ein erster Eindruck von der dreidimensionalen Struktur des Partikels ist bereits auf
dieser Ebene moglich. Wenn die Klassensummen der 40°-Aufnamen, die Seitenansichten des
praferentiell orientierten Partikels entsprechen, nebeneinander angeordnet werden. Man erhalt
so einen Kreis Ansichten, die den praferentiell orientierten Partikel darstellen, betrachtet aus
einem Winkel von 40° iber der Ebene des Probentragers (Abbildung 4.5).

Abbildung 4.4 Schematische Darstellung der Abflachung von Partikeln bei der Sandwich-Praparation

Die Partikel, hier dargestellt als Kugel, kénnen bei Trocknung der Kontrastmittelschicht zwischen den

Kohlefolien komprimiert werden.
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Abbildung 4.5 Serie von Ansichten des Partikels aus 40° Aufnahmen

Die Klassensummen der 40° Aufnahmen bilden einen Konus von Seitenansichten des Komplexes BAUL in der
bevorzugten Adsorbtionsorientierung (hdufigste Klassensumme in 0° Aufnahmen, in der Mitte gezeigt). Die

Klassensummen wurden visuell angeordnet. Die Geometrie der Anordnung der Klassensummen entspricht dem
unten dargestellten Schema.
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4.3  Startmodelle fur die dreidimensionale Rekonstruktion

Die dreidimensionale Rekonstruktion einer Startstruktur wurde mit drei unterschiedlichen
Methoden, ,angular reconstitution” (van Heel, 1987), ,random conical tilt" (RCT
(Radermacher et al., 1987)) und einem iterativen Berechnungsverfahren durchgefiihrt, um ein
erstes dreidimensionales Modell des Komplexes BAUL fiir die weiter Verfeinerung der

Struktur zu erhalten.

4.3.1 ,Random Conical Tilt" - Rekonstruktion

Die Methode des Random Conical Tilt erlaubt die Berechung niedrig aufgelOster
dreidimensionaler Strukturen aus Bildpaaren eines Einzelpartikels von nicht gekippten und
gekippten Probentrdgern (Radermacher et al., 1987). Die Winkel der Partikelbilder von
gekippten Teilchen sind dabei Uber die Orientierung der nicht gekippten Partikelbilder und
den Kippwinkel definiert. Um ein Startmodel fir die Strukturberechnung zu erhalten, wurden
2000 Bildpaare von nicht gekippten und 40° gekippten Probentrdgern aufgenommen. Die
Einzelpartikelbilder vom nicht gekippten Probentrager wurden klassifiziert und Bilderpaare,
die in die Klassensummen des praferentiell orientierten Partikels fielen, wurden zur
Berechnung der Struktur verwendet (Abbildung 4.6). Die erhaltene Struktur ist in vielen
Orientierungen den Klassensummen der 40°-Aufnahmen (Abbildung 4.5) &hnlich. Die
ungekippte Ansicht wird durch die Struktur in der groben Form wiedergegeben. Der obere
Teil der Struktur gibt jedoch den oberen Teil der Klassensumme nicht vollstandig wieder.
Wenn diese Struktur allerdings um 90° gedreht wird, wird deutlich, dass die Seitenansicht
wesentlich breiter ist als die schmalen Ansichten des Partikels in Klassensummen von
gekippten Proben. Die Verzerrung der Struktur in Projektionsrichtung der nicht gekippten
Klassensumme wird durch das Fehlen von Ansichten fir den Rekonstruktionsalgorithmus
verursacht (Frank, 1996).



55

Ergebnisse

"3pINM UaUIBYdSIa BunianualIosuongospy Usinzionsq Jap Uil s|axied sep Bunyousuonysfold .0 Jap ul als
aIM ‘ua)yaIsSuy usuabueBaBionlay Bunyaia ,08T YyoInp 18mz ut npinas Jap Bunjjaisiepusydeluaqo a1eyqub aulg g ayiey (y 002 :geIsgewusglo) (g Bunpligay ewsyds
ayals) 1j191sab.ep UspuBISqY L0 Ul pun .0 Jaiun usbBunyoLsuonalold UOA SNUOY WIS SNe 11 UoINASUONaY 10 a1d iz a1y “(Z ay1ey) 18upiosbnz Tnvg saxajdwio
SOp UOIYNASUOYSY 1Dy Jop USIYJISUBUBISS USP [[ANSIA PUIS UBWIINSUISSE[Y 1@ ‘G Bunpliqgqy sne UsWyeUiNY ,Op UOA USWWNSUassely alp 1619z ayiey 81sie ald

uaaeedddry] .07 pun .0 sne TNVG Saxa|dwod] S3p ANNUIS 3RUOISUSWIPIZIP 18P UOINIISUOYaY 9% Bunpliqgy




Ergebnisse 56

4.3.2 ,Angular Reconstitution” - Rekonstruktion

Um die mit der RCT Methode verbundenen Artefakte der Strukturberechnung zu
vermeiden, wurde eine weitere Moglichkeit zur Berechung eines Startmodells genutzt. Die
Methode des Angular Reconstitution basiert auf dem Theorem der gemeinsamen
Linienprojektion (van Heel, 1987). Es kdnnen so die relativen Projektionswinkel einer Gruppe
von mindestens drei relativ rauschfreien  Ansichten bestimmt werden. Die
Sinogramkorrelationsfunktionen zeigten jedoch fur die Klassensummen des Komplexes
BAUL keine eindeutigen Maxima. Aulierdem mussen die auf diese Weise erhaltenen Winkel
den Dreieckungleichungen der sphéarischen Trigonometrie gentigen. Fur den Komplex BAU1
konnten jedoch keine eindeutigen Losungen gefunden werden. Wahrscheinlich ist die
fehlerhafte Winkelbestimmung auf das relativ kleine Signal- Rausch-Verhéltnis der
Klassensummen zurtickzufiihren (Penczek et al., 1996; Serysheva et al., 1995). Weitere
Fehlerquellen sind eine ungeniigende Zentrierung der Partikel und strukturelle Heterogenitat.
Es ist daher eine erste visuelle Zuordnung von Projektionswinkeln zu den Klassensummen
notwendig oder eine andere Bestimmung einer Startstruktur. Wenn eine Startstruktur vorliegt
ist die Bestimmung der Projektionswinkel von Klassensummen Uber die Verwendung
mehrerer rauschfreier Rickprojektionen der Startstruktur durch eine ,anchor-set’-
Winkelbestimmung mdoglich. Es ist aber insbesondere notwendig mehrere unabhéngige
Startmodelle zu verwenden um eine Beeinflussung der endgiltigen Struktur durch das
Startmodell erkennen zu kdénnen (Penczek et al., 1996; Yang et al., 2003). Um diesen
Anforderungen zu erfillen, wurde versucht durch eine automatische iterative Berechnung

mehrere Startstrukturen zu erhalten.

4.3.3 Iterative Berechnung von Startmodellen

Eine erste Startstruktur kann iterativ ausgehend von einer zufalligen Verteilung der
Projektionswinkel erhalten werden. Ein Mal} fiir eine zutreffende Struktur ist eine hohe
Ubereinstimmung von Klassensummen und Riickprojektionen der Struktur, die als
Kreuzkorrelation von Klassensumme und Rickprojektion beschrieben werden kann.
Zusatzlich zu einem hohen Korrelationskoeffizienten aller Klassensummen zeichnet sich eine
zutreffende Struktur auch noch durch die Beschreibung von mdglichst vielen moglichst
unterschiedlichen Ansichten aus. Ferner sollte die erhaltene Struktur eine zusammenhéangende
Dichte bilden. Die beiden letztgenannten Eigenschaften konnen visuell Uberprift und eine

geeignete Startstruktur gewahlt werden. In der iterativen Berechnung wurde als Mal} fur die
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Gute der Struktur der mittlere Korrelationskoeffizient der Kreuzkorrelation von

Rickprojektionen und Klassensummen verwendet (Details der Berechnung: siehe Methoden).

Abbildung 4.7 lterative Berechnung einer Struktur: Modellrechnung

A) Ausgangsmodell bestehend aus fiinf kugelférmigen Dichten. B) 1. und 3. Reihe: Projektionen des Modells in
zuféllig gewdhlte Projektionsrichtungen 2. und 4. Reihe: Ruckprojektionen der nach der Iterativen Berechnung
erhaltenen Struktur in den Projektionsrichtungen der Projektionen (Reihe 1 und 3). C) 1. Reihe: Die vier
Strukturen aus der iterativen Berechung (vier Strukturen mit den hdchsten Korrelationswerten von acht
Strukturen) 2. Reihe: Ergebnis der nachtraglichen Verbesserung der Struktur durch ,anchor-set’-
Winkelbestimmung
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Die iterative Berechnung wurde zun&chst flr ein Modelobjekt bestehend aus flinf
kugelformigen Dichten durchgefiihrt (Abbildung 4.7A). Das Modelobjekt wurde in 22
zufallig gewadhlte Raumrichtungen ausprojiziert (Abbildung 4.7 B). Aus diesen
Ruckprojektionen sollte das Objekt rekonstruiert werden. Dazu wurden den Rickprojektionen
zufallig Projektionswinkel zugeordnet und zwei Startstrukturen berechnet. Die ersten beiden
mit zufélligen Projektionswinkeln erzeugten Strukturen wurden verglichen und die Struktur
mit dem Kleineren Strukturberechnungsfehler wurde beibehalten. Ausgehend von dieser
Struktur wurde nun eine weitere Struktur mit zufallig leicht veranderten Winkeln berechnet.
Dieser Prozess wurde 10.000 Runden fortgesetzt und die Struktur mit der héchsten Summe
der Kreuzkorrelationskoeffizienten wurde festgehalten (Abbildung 4.8). Die iterative
Berechnung wurde dann noch achtmal mit einem neuen Startwinkeln wiederholt. Die vier
Strukturen mit den hdchsten Korrelationskoeffizienten wurden ausgewahlt und mit der
Ausgangsstruktur verglichen. Die Dichteverteilung der iterativ berechneten Strukturen stimmt
mit dem Ausgangsmodel (berein (Abbildung 4.7 C). Die Auflosung der Strukturen kann
verbessert werden, indem die Rickprojektionen der iterativ berechneten Strukturen in einer
,anchor-set” Winkelbestimmung fiir eine verbesserte Winkelbestimmung eingesetzt werden
(Abbildung 4.9).
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Abbildung 4.8 Die iterative Berechnung fuhrt zur Struktur mit den hochsten Korrelationswerten der

Projektionen und Rickprojektionen

Diagramm der mittleren Korrelationskoeffizienten der akzeptierten Strukturen in Abhéngigkeit von der

Gesamtzahl der Iterationen einer Berechnung.
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Abbildung 4.9 Iterative Berechnung einer Struktur aus Projektionen: Vergleich der berechneten Struktur

mit der Ausgangsstruktur

Zwei um 90° versetzte Ansichten der Struktur der iterativen Berechnung vor (A) und nach der Verbesserung der

Struktur durch ,anchor-set” Winkelbestimmung (B). Zum Vergleich ist das Ausgangsmodell dargestellt (C).

Als ein Beispiel fur eine Berechnung einer elektronenmikroskopischen Struktur mit
realen Daten ist hier die Berechnung eines Startmodels fir eine 50S ribosomalen Untereinheit
(N. Fischer, unvertffentlichte Ergebnisse) gezeigt, deren dreidimensionale Struktur bekannt
ist (Abbildung 3.10). 22 Ruckprojektionen der dreidimensionalen Struktur wurden erzeugt
und zur iterativen Berechnung eines Startmodels verwendet. Die gezeigte Struktur zeigte die
hochste Korrelation von Rickprojektion und Klassensummen in sieben unabhéngigen
Berechnungen. Anhand der oben genannten Kriterien fur eine zutreffende Struktur kénnen so
visuell mehrere Startmodelle fur eine weitere Strukturberechnung gewahlt werden. Die
fortschreitende Verbesserung der Rechenleistung von PC-Systemen erlaubt die Berechung
von ~100.000 dreidimensionalen Strukturen pro Tag aus einem Satz von 20 Klassensummen
auf einem einzelnen PC-System. Es ist deshalb trotz der sehr groflen Zahl mdglicher
Kombinationen von Projektionsrichtungen der Klassensummen mdglich eine zutreffende
Struktur zu erhalten.

Die iterative Berechnung der Startmodelle hat den Vorteil, dass einzelne
Klassensummen die nicht die dreidimensionale Struktur der groRten Partikelpopulation
wiedergeben nur einen geringen Einfluss auf die Startstruktur haben. Die iterative
Berechnung fuhrt zum Maximum der Kreuzkorrelationswerte fur alle Klassensummen und

fuhrt damit zur Struktur, die die grofite mogliche Zahl an Klassensummen beschreibt.
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90°

Abbildung 4.10 Iterative Berechnung einer der Struktur der 50S Untereinheit

Die Struktur der 50S Untereinheit (rot, links) wurde in zufallige Projektionsrichtungen ausprojiziert. Aus den
Riickprojektionen wurde mittels iterativer Berechnung eine Modell neu berechnet (gelb, rechts). Beide
Strukturen gleichen sich in den Dimensionen und groben Strukturmerkmalen und zeigen damit die

Zuverlassigkeit der iterativen Berechnung fir elektronenmikroskopische Strukturen.

4.3.4 Vergleich der Startstrukturen des Komplexes BAU1

Die iterative Berechnung eines Startmodels wurde separat flr die Klassensummen aus
zwei kleineren 6000 Partikel umfassenden Datensatzen von Partikelbildern durchgefihrt. Um
den Effekt der Abflachung auf die Strukturbestimmung zu untersuchen, wurde eine iterative
Berechnung ebenfalls mit Klassensummen von Bildern von gekippten Probentragern
durchgefuhrt. Aus den 6000 Einzelbildern umfassenden Datensdtzen wurden 22
Klassensummen gebildet. Die nach der iterativen Berechnung erhaltene und visuell fir die
weitere Berechnung ausgewdhlte Startstruktur stimmt mit den Ansichten der Klassensummen
in vielen Orientierungen Uberein (Abbildung 4.11). In weiteren iterativen Berechnungen
wurden weitere Startstrukturen erhalten. Die Auflésung wurde mittels ,anchor-set -

Winkelbestimmung verbessert.
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Abbildung 4.11 Iterative Berechnung einer Startstruktur des Komplexes BAU1

Aus einem 6000 Einzelpartikel umfassenden Datensatz wurden Klassensummen berechnet und fiir die iterative
Berechnung ausgewahlt (Reihe 1). Die Riickprojektionen der berechneten Struktur sind unter den
Klassensummen dargestellt (Reihe 2); Oberflachendarstellung der Struktur betrachtet aus den
Projektionsrichtungen der Rickprojektionen (Reihe 3). Zum Vergleich ist eine vergroRerte
Oberflachendarstellung der Struktur in zwei durch 180° Drehung hervorgegangene Ansichten dargestellt.
(GréRenmaRstab: 200 A)

Aus den beiden unabhéngigen 6000 Einzelpartikel umfassenden Datensédtzen wurden
so zwei Startstrukturen erhalten, die schon eine Gbereinstimmende Doménenstruktur erkennen
lassen (Abbildung 4.12 A und B). Den grofiten Teil des Komplexes BAU1 macht eine
dreieckige Dichte aus. Auf einer Seite dieser dreieckigen Dichte befindet sich eine weitere
globuldre Dichte, die ber eine relative dinne Verbindung mit einer Ecke der dreieckigen
Dichte verbunden ist. Um den Effekt der Abflachung auf die Strukturbestimmung zu
untersuchen, wurde eine iterative Berechnung ebenfalls mit Klassensummen von Bildern
gekippter Probentrdgern durchgefiihrt (Abbildung 4.12 C).
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Abbildung 4.12 Vergleich der durch Iterative Berechnung erhalten Startmodelle

Zwei Startmodelle der iterativen Berechnung aus 0°-Aufnahmen sind darstellt (A und B). Die iterative
Berechnung wurde auch fur die 55°-Aufnahmen durchgefiihrt (C). Die Winkelzuordnung der Startstrukturen
wurde durch eine ,anchor-set” Winkelbestimmung verbessert. Die Strukturen sind aus zwei durch 180° Drehung
hervorgegangene Richtungen dargestellt. (GréRenmaRstab: 100 A)

Werden die mit verschiedenen Methoden bzw. aus unterschiedlichen Datensétzen
erhaltenen Startmodelle verglichen so ist in allen die beschriebene Grundstruktur zu erkennen
(Abbildung 4.13). Die Startmodelle nach iterativer Berechnung aus den Klassensummen bei
gekipptem Probentrager, 40°-Startstruktur (Abbildung 4.13 C), und das Startmodell aus
Klassensummen bei nicht gekipptem Probentréager, 0°-Startstruktur (Abbildung 4.13 B),
unterscheiden sich jedoch deutlich. Die 40°-Startstruktur ist senkrecht zur Projektionsrichtung
der praferentiell orientierten Klassensumme bedeutend schmaler als die 0°-Startstruktur. Das
deutet ebenfalls auf eine Abflachung der Partikel bei der Probenpréparation hin. Ferner ist
diese Struktur in der maximalen Ausdehnung etwas kleiner. Auch dieser Unterschied kann
mit der Abflachung der Struktur erklart werden. So ist bei der Abflachung senkrecht zum
Probentrédger auch mit einer leichten isotropen Ausdehnung der Struktur in der Ebene des
Probentrégers zu rechnen (Kellenberger et al., 1982; Lake, 1976). Die Struktur aus den RCT
Rekonstruktion (Abbildung 4.13 A) ist dem hingegen wesentlich breiter als die erhaltene
0°-Startstruktur. Das weist ebenfalls auf die bereits beschriebene Verzerrung der Struktur
senkrecht zur Ebene des Probentrégers hin. Die erhaltenen 0°-Startstrukturen sind damit die
Strukturen, die den Komplex BAU1 mit den geringsten Verzerrungen wiedergeben. Die in
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Abbildung 4.12B gezeigte Struktur wurde fiir die weitere Strukturberechnung verwendet, um

eine hoher aufgeldste Struktur zu erhalten.

Abbildung 4.13 Vergleich der Startstrukturen von verschiedenen Berechnungsverfahren

Die RCT Struktur (A) ist im Vergleich zu den Startstrukturen der iterativen Berechnung aus 0° Aufnahmen (B)
und 55° Aufnahmen (C) dargestellt. Die zwei Ansichten sind durch 90° Drehung der Strukturen um die
Langsachse entstanden. (GroRenmaRstab: 100 A)

4.4  Struktur des Komplexes BAU1

4.4.1 Verbesserung der Auflosung der dreidimensionalen Struktur

Die von den Klassensummen bei nicht gekipptem Probenhalter erhaltene Startstruktur
wurde als Referenz fir die Ausrichtung der Einzelpartikelbilder des Datensatzes mit 20.000
Partikelbildern verwendet. In aufeinander folgenden Zyklen von Kilassifizierung,
Strukturberechnung und Ausrichtung der Partikel anhand der neu erstellten Struktur nahm die
Ubereinstimmung der Riickprojektionen der dreidimensionalen Struktur und den
Klassensummen schrittweise zu (Abbildung 4.14). Klassensummen, die Partikel ohne innere
Struktur oder ohne scharfe Konturen aufwiesen, wurden aus der Berechnung ausgeschlossen.
Diese Klassensummen repréasentieren wahrscheinlich Bruchstiicke oder schlecht kontrastierte
Partikelbilder, die ungenligend auf die Referenzen der dreidimensionalen Struktur

ausgerichtet wurden.
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A

Abbildung 4.14 Dreidimensionalen Struktur des Komplexes BAU1

A) Vergleich von Klassensummen mit Ansichten der dreidimensionalen Struktur des Komplexes BAU1. Eine
Galerie von Klassensummen (Reihe 1) ist im Vergleich zu Oberflachenansichten der dreidimensionalen Struktur
(Reihe 2) und Ruckprojektionen der dreidimensionalen Struktur (Reihe 3) dargestellt. Die Oberflachenansichten
und die Rickprojektionen sind aus dem Projektionswinkel gezeigt, der den Klassensummen zugeordnet wurde.
B) Oberflachendarstellung der dreidimensionalen Struktur des Komplexes BAUL. Die Struktur wurde um die
Langsachse in 36° Absténden rotiert
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Die iterative Berechung wurde nach 15 Zyklen abgebrochen, als keine weitere
Verbesserung der Auflosung der Struktur und der Ubereinstimmung von Riickprojektionen
und Klassensummen zu beobachten war. Fir die letzte Berechung der so erhaltenen Struktur
wurden 182 Klassensummen verwendet (Abbildung 4.14). Die Klassensummen decken einen
weiten Bereich der Projektionsrichtungen ab (Abbildung 4.15 A). Die Auflésung der Struktur
liegt bei 40 A, wie durch die Berechnung der Fourier-Schalenkorrelation bestimmt wurde
(Abbildung 4.15 B). Die Klassensummen stimmen gut mit den Ruckprojektionen der Struktur

bei allen Projektionsrichtungen uberein.
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Abbildung 4.15 Auflésung der Rekonstruktion des Komplexes BAU1 betragt 40 A

A) Die Projektionsrichtungen der Klassensummen sind (ber alle Projektionsrichtungen verteilt. Diagramm der
Euler-Projektionswinkel, die den 182 in der endglltigen Struktur verwendeten Klassensummen zugeordnet
wurden. Jede Klassensumme wird durch einen Punkt im B, y-Winkelkoordinatensystem dargestellt.
B) Diagramm der Fourier-Schalenkorrelationsfunktion  berechnet von zwei unabhéngig erstellten
Rekonstruktionen (durchgehende Linie) und der 3 ¢ Kurve, die die Fourier-Schalenkorrelation von Rauschen
reprasentiert. Der Schnittpunkt beider Kurven gibt eine Auflésung von 40 A.



Ergebnisse 66

4.4.2 Strukturelle Organisation des Komplexes BAU1

Die Handigkeit der durch ,angular reconstitution” mit Hilfe des Startmodels erzeugten
Struktur ist zunéchst nicht bestimmt. Die Struktur und die zu ihr spiegelverkehrte Struktur
hatten beide der Struktur in Losung entsprechen konnen. Im Gegensatz dazu, ist durch das
vorgegebene Winkelsystem in der RCT Rekonstruktion die Handigkeit der Struktur bestimmt.
Durch einen Vergleich der RCT Rekonstruktion mit der durch ,angular reconstitution
bestimmten Struktur kann der letzt genannten die richtige Handigkeit zugewiesen werden
(Abbildung 4.16). Der obere Teil erscheint in der RCT Rekonstruktion kleiner als in der
durch ,angular reconstitution” bestimmten Struktur. Schon anhand des Vergleichs mit
Klassensummen war beobachtet worden, dass der obere Teil der Struktur wahrscheinlich

nicht die gesamte Dichte des Komplexes in diesem Bereich wiedergibt.

v

%— 45°

Abbildung 4.16 Bestimmen der absoluten Handigkeit der BAU1 Struktur.

f—

Die dreidimensionale Struktur des Komplexes BAU1 wird mit der RCT Rekonstruktion verglichen. Die
Héndigkeit der BAU1 Struktur konnte von der Handigkeit der RCT Struktur abgeleitet werden.

Fur die Oberflachendarstellung des Komplexes ist es notwendig einen Grenzwert fiir
die dargestellte Dichte zu wéhlen. Dichte die unterhalb dieses Grenzwerts liegt wird als
Rauschen betrachtet und nicht visualisiert. Wenn der Grenzwert zu niedrig gewéhlt wird, ist
die resultierende Darstellung der Struktur mit zufalligen Dichtefluktuationen Uberlagert. Falls
der Grenzwert zu hoch gewahlt wird, wird ein Teil der Dichte des Komplexes selber
abgeschnitten und nicht visualisiert. In der Literatur wird der Grenzwert im Allgemeinen so

gewahlt, dass das eingeschlossene VVolumen bei gleichférmiger Ausfullung mit Protein oder
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Nukleinséure der bekannten molekularen Masse des Komplexes entspricht (van Heel et al.,
2000). Im Fall des Komplexes BAU1 ist die Masse aber nicht mit hinreichender Genauigkeit
bestimmt (Makarova et al.,, 2004). In der massenspektrometrischen Analyse der
Proteinzusammensetzung kann die Stéchiometrie der Proteine nicht direkt bestimmt werden.
Der Grenzwert fir die Visualisierung wurde deshalb visuell angepasst (Abbildung 4.17). Der
Grenzwert wurde zundchst so niedrig gewahlt, dass Rauschen dominierte. Der Grenzwert
wurde dann schrittweise angehoben bis die Konturen eines zusammenhangenden Partikels
sichtbar wurden. Bei diesem Grenzwert entsprach das scheinbare Volumen des Partikels
einem Molekulargewicht von 6,5 MDa. Der Grenzwert wurde weiter angehoben, so dass die
aulleren Regionen zunehmend als potentielles Rauschen abgeschnitten wurden. Bei einem
Grenzwert entsprechend einer molekularen Masse von 4,5 MDa bildeten die verbleibenden
Dichten kein zusammen hangendes Objekt mehr, was der Beobachtung eines globuléren
Partikels widerspricht. Flr eine reprasentative Visualisierung der Struktur wurde deshalb ein
mittlerer Grenzwert entsprechend einem eingeschlossenen Volumen von 5,5 MDa gewéhit.

Abbildung 4.17 Wahl des Dichtegrenzwerts zur Oberflachendarstellung der Struktur

Von A nach C wurden zunehmend hdhere Grenzwerte der dargestellten Dichte gewdahlt. Bei niedrigen
Grenzwerten enthdlt das dargestellte Volumen Anteile von Rauschen (links), die Struktur grenzt sich nicht von
der Umgebung ab. Bei zu hohen Grenzwerten sind die Dichten der Struktur nicht mehr miteinander verbunden
(rechts).

Die so erstellte Oberflachendarstellung des Komplexes BAUL besteht aus einer
dreieckigen Doméne mit Seitenlangen 310 x 310 x 270 A und einer maximalen Dicke von
170 A (Abbildung 4.18). Diese dreieckige Domane ist mit einem Dichtevorsatz, dem so
genannten ,Kopf’, verbunden, was der gesamten Struktur eine maximale Ausdehnung von

370 A verleiht. Die dreieckige Doméne bildet eine zentrale Dichte in einer Ebene, umgeben
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von drei weiteren Dichten, die ,foot”, ,stump” und ,neck” bezeichnet werden (Bezeichnet mit
f, sund n in Abbildung 4.18).

45°

Kopf

dreieckige
Doméne

90°

370 A

Abbildung 4.18Stereopaare der Oberflachendarstellng des Komplexes BAU1.

Stereobildpaare zeigen den Komplex in drei verschiedenen Orientierungen. Die Struktur wurde tiefpass auf eine
Auflésung von 40 A gefiltert. Die Struktur kann in eine Kopfdoméne und eine dreieckige Domane eingeteilt
werden. Die dreieckige Domdne setzt sich aus vier Dichteelementen zusammen: foot,f ; zentrale Dichte, c;
stump, s; und neck, n.
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4.4.3 Flexible Domanen des Komplexes BAU1

Die dreidimensionale Strukturberechnung mit einen Datensatz von 20.000
Einzelbildern reicht bei homogenen und strukturell einheitlichen Partikelpopulationen fiir eine
Aufldsung von weit unter 20 A, wie an vielen Beispielen von prokaryotischen und
eukaryotischen Ribosomen gezeigt werden kann (Stark, 2002). Die Klassensummen des
Komplexes BAU1 zeigen zum Teil Details von einer Auflésung von 20-30 A, die Berechnung
einer hoher aufgelosten Struktur sollte also mit dem vorhandenen Datensatz mdglich sein.
Ferner decken die zur Berechnung der Struktur verwendeten Klassensummen den gesamten
Projektionswinkelbereich ab. Die Aufldsung der Struktur ist damit wahrscheinlich nicht durch
das Fehlen von Klassensummen aus einem bestimmten Projektionswinkelbreich limitiert. Die
Auflésung der Struktur konnte jedoch durch strukturelle Heterogenitat begrenzt sein. Dabei
kann es sich sowohl um Unterschiede in der Zusammensetzung der einzelnen Partikel handeln
als auch um unterschiedliche Konformationszustdnde der Komplexe. Bei der Analyse der
Klassensummen wurde bereits auf strukturelle Heterogenitat im Bereich der Kopfdoméne
hingewiesen. AuBerdem finden sich in diesem Bereich auch die grofiten Unterschiede
zwischen den durch ,angular reconstitution” und RCT erstellten Strukturen, was ebenfalls auf
Heterogenitat der BAU1 Probe zuriickgefuhrt werden konnte.

Um eine genauere Analyse der Heterogenitat, ihres Umfangs und Art, zu bekommen,
kann ein ,subdomain alignment” verwendet werden (Walz et al., 1998). Die Ansichten einer
héaufigen Projektionsrichtung, der Klassensumme mit den meisten Mitgliedern, werden dabei
in Unterklassen aufgespalten. Fur die Analyse des Komplexes wurde die trapezférmige
Ansicht gewéhlt, die die Klassensummen mit den meisten Mitgliedern bildet. AuRerdem ist in
dieser Ansicht die Region des Komplexes in der die Heterogenitdt vermutet wird, die
Kopfdomane, nicht von der dreieckigen Domane verdeckt. Alle Einzelbilder dieser
Klassensummen wurden zu einem Datensatz von 1200 Partikeln zusammengefasst, der ein
Summenbild der trapezférmigen Ansicht ergibt (Abbildung 4.19 B). Der Bereich der
Kopfdomane, der auf Heterogenitét getestet werden soll, wird nun in allen Einzelbildern, die
normalisiert sind, mit einer Null-Maske verdeckt. Diese maskierten Einzelbilder wurden dann
auf die dreieckige Domane der Summenansicht ausgerichtet. Die ausgerichteten Bilder
wurden demaskiert und nach einer multivariaten statistischen Analyse in 20 Unterklassen
aufgespalten (Abbildung 4.19 A).
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A

Abbildung 4.19 Analyse der strukturellen Heterogenitat des Komplexes BAU1

A) Darstellung von vier représentativenKlassensummen des Komplexes in &hnlicher Orientierung, die nach der
statistischen Analyse der Flexibilitat erhalten wurden. Zum Vergleich sind die Konturen der Komplexe neben
den Klassensummen gezeigt. Der untere Teil des Komplexes ist dhnlich in allen Klassensummen, der obere Teil
ist strukturell heterogen. B) Darstellung der Summe der 1200 in der Analyse der Heterogenitat ausgewerteten
Einzelpartikelbilder. Die strukturelle Heterogenitdt fihrt zur Mittelung 0ber alle Konformationen. Die
Kopfdoméne erscheint deshalb in der Summenansicht zu klein. C) Die vier Konturen des oberen Teils der in A
dargestellten Klassensummen sind auf eine Oberflachenansicht der Komplexe gelegt. Im Bereich der
Uberschneidung der Konturen erscheint die Kopfdoméne. Die Kopfdomane wird nicht vollstandig in der
Struktur dargestellt. D) Zwei Konformere der Kopfdoméne (hellgrin) sind im Vergleich zur
dreidimensionalen Struktur des Komplexes BAU1 (dunkelgriin) dargestellt. Dir Kopfdoméne scheint eine stabile

Doméne zu bilden, die flexibel an die dreieckige Doméane gebunden ist. (GréRenmaRstab 200 A)
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Der Vergleich der Unterklassensummen zeigt, dass der untere Teil in allen Klassen
ahnlich ist wéhrend sich der obere Teil von Unterklassensumme zu Unterklassensumme
deutlich unterscheidet. Dies zeigt deutlich die strukturelle Heterogenitdt im oberen Teil der
BAUL Struktur, der Kopfdoméne (Abbildung 4.19 C). Die GroRRe und Form der Kopfdomaéne
sind in den meisten Unterklassensummen &hnlich. Die Dichte erscheint jedoch in
unterschiedlicher Position, relativ zur dreieckigen Doméne. Die Kopfdoméne scheint daher
eine stabile Einheit zu bilden, die relativ zur dreieckigen Domane flexibel gebunden ist. Aus
den Unterklassensummen kann eine minimale Distanz von 60 A bestimmt werden, die bei
einer Uberfiinrung der zwei Konformationszustande von der Kopfdoméane zuriickgelegt
werden miussten. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich auch die
Zusammensetzung der Kopfdomane in beiden Zustédnden unterscheidet.

Fur die gezeigte Oberflachendarstellung der BAUL Struktur bedeutet die Flexibilitat
der Kopfdomane, dass der Kopf vergleichsweise zu klein dargestellt ist. Wenn bei der
Strukturberechnung Uber alle Konformationen gemittelt wird, erscheint in der endgultigen
Struktur die Dichte fir den Kopf nur an der Stelle der Uberlagerung aller Strukturen. Einen
Eindruck von der Struktur des Komplexes BAU1 mit der vergroRerten Kopfdoméne in zwei
unterschiedlichen Konformationen ist in Abbildung 4.19 D gegeben. Ferner bedeutet diese
Mittelung Uber aller Konformationen auch, dass nur eine geringe Aufldsung flr die
Kopfdoméane zu erzielen ist und diese weitgehend unstrukturiert erscheint. Allerdings
begrenzt die Heterogenitat in der Kopfdoméane nicht nur die Auflésung dieser Doméne,
sondern beeinflusst auch die Auflosung der Gesamtstruktur. So werden die verschiedenen
Klassensummen unterschiedliche relative Anordnungen von Kopfdoméne und dreieckiger
Doméne wiedergeben. Werden diese Klassensummen dann fir die Berechnung einer
dreidimensionalen Struktur verwendet, wird die Zuordnung der Projektionswinkel durch die
Anordnung beider Doménen bestimmt. Es gehen dann (ber die Mittelung der

unterschiedlichen Komformationen die feinen Strukturdetails verloren.

4.4.4 Berechnung einer hoher aufgeldsten Struktur der dreieckigen Doméane

Um eine hoher aufgeloste Struktur der dreieckigen Domdne zu erhalten wurde die
Kopfdomane in allen Bildern maskiert. Die maskierten Bilder wurden in einer iterativen
Berechnung der dreidimensionalen Struktur der dreieckigen Doméane verwendet (Abbildung
4.20). Die Aufldsung erhéhte sich auf 33 A nach FSC (Abbildung 4.21). Es sind nun feinere
Details der dreieckigen Doméne zu erkennen. Insbesondere trennt sich die ,stump” Dichte nun
deutlich vom Rest des Domane ab und ist mit der zentralen Dichte Gber zwei relativ diinne

Dichtebriicken verbunden.
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Abbildung 4.20 Strukturverbesserung der dreieckigen Domane

Die verbesserte Struktur der dreieckigen Domane (blau) ist in drei Orientierungen im Vergleich zum gesamten

Komplex BAU1 (griin) dargestellt. Die Kopfdoméne wurde aus der Berechnung ausgeschlossen und die Struktur
der dreieckigen Doméne verbessert. Die Aufldsung der Struktur betragt 33 A.

72
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Abbildung 4.21 Auflésung der verbesserten Struktur der dreieckigen Doméane

Diagramm der Fourier-Schalenkorrelationsfunktion berechnet von zwei unabhéngig erstellten Rekonstruktionen
(durchgehende Linie) und der 3 o Kurve, die die Fourier-Schalenkorrelationsfunktion von Rauschen

reprasentiert. Der Schnittpunkt beider Kurven gibt eine Auflésung von 33 A.

4.5 Lokalisierung des Tri-snRNPs

Die dreieckige Kontur der unteren Doméne des Komplexes BAUL ist in Grélie und Form den
Klassensummen des U4/U6.U5 tri-snRNPs ahnlich (Fabrizio et al., 1994). Der U4/U6.U5 tri-
SNRNPs ist der groRte Bestandteil des Komplexes B. Um einen besseren Vergleich der beiden
Komplexe zu ermdglichen, wurde der U4/U6.U5 tri-snRNPs nach einem der Aufreinigung
des Komplexes BAU1 dhnlichen Protokoll aufgereinigt. Der U4/U6.U5 tri-snRNPs wurde aus
Kernextrakt mit einem gegen das 61K U4/U6 Protein gerichteten Antikorper isoliert.
Abweichend von der Isolierung des Komplexes BAU1l wurde allerdings kein Heparin
zugesetzt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des U4/U6.U5 tri-snRNPs zeigen
hauptséchlich dreieckige Partikelansichten mit einer GréBe von 310 x 280 x 230 A
(Seitenlange) (Abbildung 4.22 A). Die Ubereinstimmung in GréRe und Form der dreieckigen
Doméne des tri-snRNP und des Komplexes BAU1 lassen vermuten, dass der tri-snRNP den
Hauptbestandteil dieser Domane bildet (Abbildung 4.22 B). AulRerdem ist kein anderer Teil
des Komplexes BAU1 groR genug um den tri-snRNP aufnehmen zu kénnen.
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Abbildung 4.22 Elektronenmikroskopische Visualisierung des U4/U6.U5 tri-snRNP

A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von U4/U6.U5 tri-snRNPs die in der Sandwich-Methode mit
Uranylformiat negativ Kkontrastiert wurde. Die Aufnahme wurde bei 38.000facher VergroRerung bei
Raumtemperatur aufgenommen (GroRenmaRstab: 200 A). B) Links: Galerie von U4/U6.U5 tri-snRNPs
Einzelpartikelbildern. Der U4/U6.U5 tri-snRNPs besitzt eine dreieckige Form mit einer Kantenlange von 310 x
280 x 230 A Rechts: Uberlagerung der dreieckigen Kontur des U4/U6.U5 tri-snRNPs mit der dreieckigen
Domaéne der BAU1 Struktur (GroRenmaRstab: 200 A).
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5. Diskussion

5.1 Die Struktur des Komplexes BAU1

Die Auflosung der Struktur des Komplexes BAU1 von 40 A erlaubt einen ersten
Einblick in die strukturelle Organisation des Spleiosoms. Die dreidimensionale Struktur des
Komplexes BAUL ist gekennzeichnet durch einen dreieckigen Korper und eine Kopfdomane,
die durch eine relativ diinne Verbindung mit dem Kdérper verbunden ist. Die Domanenstruktur
ermdoglicht Rickschlisse auf die Organisation der U snRNPs im Spleifosom. Die Flexibilitét
der Kopfdoméne erlaubt erste Ruckschlisse auf die Konformationswechsel bei der

katalytischen Aktivierung des SpleilRosoms.

5.1.1 Lokalisation der U snRNPs

Die biochemische Analyse ergab, dass die tri-snRNP Komponente noch nicht die fur
die katalytische Aktivierung notwendige Umlagerung vollzogen hat (Makarova et al., 2004).
In Psoralen-Quervernetzungsstudien des Komplexes BAU1 konnte eine Quervernetzung von
U4 und U6 beobachtet werden, die charakteristisch fur den tri-snRNP ist. Dies ist auf eine
Basenpaarung von U4 und U6 snRNA zurlickzufiihren, die mit der Ausbildung der
U2/U6 Helix 1 nicht vereinbar ist. Somit hat sich das RNA-Netzwerk des Kkatalytisch
aktivierten Komplexes noch nicht ausgebildet. Die strukturelle Einheit des isolierten in
Losung vorliegenden tri-snRNP ist deshalb wahrscheinlich noch im Komplex BAU1 erhalten.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des isolierten tri-snRNP zeigen Partikel mit einer
charakteristischen dreieckigen Ansicht, deren Konturen mit der unteren dreieckigen Doméne
des Komplexes BAU1 ubereinstimmen. Dieser Teil des Komplexes BAU1 kann deshalb dem
tri-snRNP zugeordnet werden. Es ist im Moment aber noch keine Aussage mdglich, ob noch
weitere Bestandteile des Komplexes BAUL zur Struktur der dreieckigen Doméne beitragen.

Die Lokalisation des U2 snRNP ist nicht tber den Vergleich mit Ansichten des
isolierten U2 snRNP mdglich, da sich die Konformation des U2 snRNP bei der Integration in
das SpleiBosom andert. Die Interaktionen des U2 snRNP mit der pra-mRNA veréndern sich
deutlich bei der Umwandlung des Komplexes E in Komplex A, wenn die U2 snRNA mit der
pr&-mRNA am Verzweigungspunkt eine Basenpaarung eingeht (Ares and Weiser, 1995;
Perriman et al., 2003; Reed, 2000). Auch die Struktur der isolierten U2 snRNP Komponente
SF3b im isoliertem Zustand und integriert im U11/U12 di-snRNP weist auf eine dynamische
Umordnung des U2 snRNP hin (Golas et al., 2003; Golas et al., 2005). So 6ffnet sich die
schalenformige Struktur des SF3b bei der Integration in den U11/U12 di-snRNP. Diese
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Konformationsédnderung verlagert das Protein pl14, welches den Verzweigungspunkt bindet,

an die Oberflache des Komplexes.

5.1.2 Strukturelle Organisation des Komplexes BAU1

Die charakteristische Form des tri-snRNP lasst eine Zuordnung zur dreieckigen
Doméne zu. Die dreieckige Doméne ist mit 170 A relativ diinn, sodass anzunehmen ist, dass
der tri-snRNP den Hauptanteil der dreieckigen Doméne ausmacht. Es ist allerdings auf dieser
Ebene nicht moglich die genaue Orientierung des tri-snRNPs in der dreieckigen Domane zu
bestimmen. So stellt die Zuordnung der Einzelpartikelbilder in Abbildung 22 nur eine von
mehreren moglichen Orientierungen dar.

Die Kopfdomane kann nicht mit Sicherheit bestimmten Komponenten des Komplexes
BAUL zugeordnet werden. Die Kopfdomane und die dreieckige Domane bilden jeweils stabile
strukturelle Einheiten, die miteinander flexibel verbunden sind. Da bei der Bildung des
Komplexes B zwei strukturelle Einheiten in Wechselwirkung treten, der tri-snRNP und der
Komplex A, konnen die Kopfdoméne und die dreieckige Doméne spekulativ mit diesen
strukturellen Einheiten identifiziert werden. Die Ausmale der Kopfdomane, wie sie nach der
Auftrennung in unterschiedliche Konformere erscheint, betragen 250 x 100 A. Der U11/U12
di-snRNP konnte in seiner strukturellen Organisation der strukturellen Organisation von U1l
und U2 snRNP in spleiBosomalen Komplexen entsprechen (Golas et al., 2005). Der
U2 snRNP und assoziierte Proteine bilden den Hauptteil des Komplexes A, sodass der Verlust
des U1 snRNP an den Proportionen des Komplexes nur eine geringere Veranderung bewirken
sollte. Die AusmaRe des di-snRNP sind 260 x 150 A und stimmen damit in den Proportionen
mit den AusmaBen der Kopfdoméne (berein. Insofern konnte ein Hauptbestandteil der
Kopfdomane der an den Verzweigungspunkt gebundene U2 snRNP sein. Wird der Komplex
BAUL so spekulativ in einen tri-snRNP und einen U2 snRNP Teil unterteilt, so sollte der
U4/U6 di-snRNP an der Verbindung beider Doménen im oberen Teil der dreieckigen Doméne
lokalisiert sein.

Der Vergleich der unterschiedlichen Konformere der Kopfdoméane zeigt, dass die
Kopfdomaéne in allen Fallen von der Halsdichte der dreieckigen Domane Uberlagert ist. Die
Kopfdomane ist deshalb wahrscheinlich tber die Halsdichte mit der dreieckigen Doméne
verbunden. Da die Kopfdichte eine stabile strukturelle Einheit zu bilden scheint, kann die
Halsdichte als Scharnierregion beschrieben werden, die einer Bewegung der dreieckigen
Doméne und Kopfdomane zulésst.

Zwischen den Komplex A Bestandteilen, dem tri-snRNP und der pr&-mRNA sind
verschiedene RNA-RNA Interaktionen beschrieben worden. Die Quervernetzungs-
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experimente zeigen eine Basenpaarung von U2 und U6 snRNA sowie der pr&-mRNA und
U6 snRNA, zusatzlich zur Interaktion der U4 und U6 snRNA im di-snRNP (Makarova et al.,
2004). Die U2/U6 snRNA Quervernetzungen kénnen auf die Ausbildung der U2/U6 Helix 2
zurlickgefuhrt werden, die zeitgleich mit den U4/U6 Helices existieren kann (Hausner et al.,
1990). Zudem interagiert wahrscheinlich U5 snRNA mit pra&-mRNA der 5’ Spleilitelle
(Wassarman and Steitz, 1992). Die U6 snRNA verbindet also die an der 5’-SpleiRstelle
gebundene U5 snRNA mit der U2 snRNA, die mit der Verzweigungsstelle interagiert. Dies
lasst auf ein Netzwerk von Interaktionen zwischen den Komplex A Komponenten und dem
tri-snRNP schlieRen. Die Flexibilitat der Kopfdoméne und der relativ kleine Scharnierbereich
der Bewegung sind zunachst nur schwer mit einem Netzwerk von RNA-RNA Interaktionen
zu vereinen. Die basengepaarten Bereiche umfassen jedoch fiir jede Interaktion nur wenige
Nukleotide und kdnnten deshalb von nur geringer Stabilitét sein.

Dem Geflecht von RNA-RNA Interaktionen stehen nur wenige Interaktionen der
Proteinkomponenten der snRNPs gegenuber. Die meisten Mutationen von Proteinen in
S. cerevisiae, die die Assemblierung des Komplexes B blockieren, wirken Uber die
Destabilisierung des tri-snRNP und blockieren nicht spezifisch die Bindung des tri-snRNP
(Blanton et al., 1992). Die Bildung des Komplex B konnte durch Antikorper gegen das U5
220K Protein und das U4 60K Protein blockiert werden (Banroques and Abelson, 1989;
Brown and Beggs, 1992). Die tri-snRNP Proteine 110K und 65K sind fir die Assemblierung
des Komplex B essentiell (Makarova et al., 2001). Es ist aber in beiden Fallen nicht sicher,
dass es sich um eine direkte Interaktion handelt. Fir das Protein SPF30 ist in Kernextrakten
von Hela-Zellen eine essentielle Funktion bei der Integration des tri-snRNP in den
Komplex B beschrieben worden, die auf eine direkte Interaktion des Proteins mit dem
U2 snRNP und dem tri-snRNP zurtickzufiihren ist (Meister et al., 2001; Rappsilber et al.,
2001). In vivo interagiert SPF30 mit U2 snRNP und wurde somit in die Gruppe der
U2 snRNP assoziierten Proteine eingeordnet. In vitro konnten Interaktionen mit dem
tri-snRNP nachgewiesen werden, die wahrscheinlich durch das U4/U6 Protein 90K vermittelt
werden (Meister et al., 2001; Rappsilber et al., 2001). Die Abwesenheit von Daten Uber
weitere direkte Protein-Protein Interaktionen weist auf eine relativ kleine Region der stabilen
Wechselwirkung von tri-snRNP und Komplex A hin. Spekulativ kdnnte es sich deshalb bei
SPF30 um ein Protein handeln, das in der Scharnierregion des Komplexes BAUL liegt und
den U2 snRNP mit dem U4/U6 di-snRNP verbindet.
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5.1.3 Bedeutung der Flexibilitat der Kopf-Domane

Makromolekulare Komplexe besitzen in vielen Fallen eine fur ihre Funktion wichtige
Flexibilitdat (Alberts, 1998). Die zweidimensionale Analyse der Flexibilitdt des
Komplexes BAU1 ergibt eine Bewegung von mindestens 60 A fir die Bewegung der
Kopfdoméane. Die hier beschriebene Bewegung gehort zu den grofiten die an anderen
makromolekularen Komplexen mittels Elektronenmikroskopie untersucht wurden (Chacon et
al., 2003; Saibil, 2000). Die Flexibilitat beschrankt sich dabei haufig nicht auf die strukturelle
Doméne, die eine Reaktion katalysiert, sondern betrifft die strukturelle Organisation des
gesamten Komplexes. An makromolekularen Komplexen, wie dem Ribosom und der
RNA-Polymerase aus E. coli, wurde beschrieben, dass die Bewegungen ganzer Domanen von
entscheidender Bedeutung fir die katalysierten Reaktionen sind (Darst et al., 2002; Frank and
Agrawal, 2000). Es ist daher zu vermuten, dass auch die im Fall des Komplexes BAU1
beobachtete Bewegung fur die SpleiRreaktion von Bedeutung ist. Die beobachtete Flexibilitat
konnte zur Integration des Prp19 Komplexes und weiterer Proteinfaktoren notwendig sein, die
fiir die Ausbildung des katalytischen Zentrums notwendig sind (Makarova et al., 2004). Der
Prp19 Komplex und weitere Faktoren kdnnten so die relative Orientierung der U2 und der

tri-snRNP Komponenten koordinieren.

5.1.4 Strukturelle Dynamik des Komplexes BAU1

Die fir den Komplex BAU1 beobachtete strukturelle Heterogenitdt kann mit
biochemischen Daten tber die Dynamik der RNA-RNA Interaktionen in Verbindung gebracht
werden. Wie oben beschrieben existiert im Komplex BAU1 ein Netzwerk von RNA-RNA
Interaktionen. Die U6 snRNA verbindet die an der 5’-Spleifl3stelle gebundene U5 snRNA mit
der U2 snRNA, die mit der Verzweigungsstelle interagiert.

Die veroffentlichten biochemischen Untersuchungen am Komplex BAU1 schlieRen
die Bildung der U2/U6 Helix 1 sowie eine teilweise Entwindung der U4/U6 Helix nicht aus.
Studien am U12 abhangigen Spleilosom haben gezeigt, dass diese Interaktionen gleichzeitig
maoglich sind (Frilander and Steitz, 2001). Sie sind unabhéngig von den U6 pra&-mRNA
Interaktionen und somit existieren wahrscheinlich mehrere Wege zur Ausbildung des
katalytischen Zentrums. Untersuchungen in S. cerevisiae weisen darauf hin, dass verschiedene
Sequenzen der U6 snRNA mit der 5°-SpleiRstelle interagieren, bevor es zu einer stabilen
Wechselwirkung der ACAGAG-Box mit der 5’-SpleiRstelle kommt (Johnson and Abelson,
2001). Ebenfalls wurden Interaktionen der U4 RNA mit der 5’-SpleiRstelle identifiziert
(Johnson and Abelson, 2001). Es scheint deshalb wahrscheinlich, dass verschiedene Regionen
der U6 und U4 RNA unabhdngig voneinander mit der 5°-Spleistelle interagieren.
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Zusammengenommen scheint es somit mehrere Wege zur katalytischen Aktivierung des
Spleilosoms zu geben, die durch unterschiedliche Basenpaarungen der U4 und U6 snRNA
mit der U2 snRNA charakterisiert sind.

Die biochemischen Verfahren zur Isolierung spleillosomaler Komplexe,
Gradientenzentrifugation und Affinitatsaufreinigung, konnen nicht zur Auftrennung
unterschiedlicher Konformere der verschiedenen Reaktionswege dienen, wenn sich die
Konformere wenig unterscheiden oder in einem sich schnell einstellenden Gleichgewicht
befinden. In der elektronenmikroskopischen Analyse kann aber zwischen einzelnen
Molekiilen und ihren Zustdnden unterschieden werden. Diese Technik liefert daher
Informationen Uber einzelne Molekiille und deren Konformation. Einzelmolekdiltechniken
haben im Fall kleiner Ribozyme einen Einblick in die dynamischen Konformationswechsel
der RNA gegeben. Einzelmolekul- Floureszenzenergietransfer (FRET) Studien am Hairpin
Ribozym haben gezeigt, dass einzelne Molekdle eine Vielzahl von reversiblen Umlagerungen
eingehen bis es zur Katalyse der Reaktion kommt (Zhuang et al., 2002). Der hier
beschriebenen Flexibilitdt des Komplex BAU1 konnte somit ebenfalls ein Ensemble von
Zustanden zugrunde liegen. Es lasst sich aber nicht ausschlielen, dass durch die Verwendung
von Heparin stabilisierende Interaktionen im Komplex gestort wurden. Die hier beschriebene
Flexibilitat koénnte deshalb in der Abwesenheit von Heparin geringer ausfallen.

5.1.5 Stoéchiometrie der Bestandteile des BAU1 Komplexes

Zur Visualisierung der Struktur wurde ein Volumen von 5,5 MDa dargestellt. Dieser
Wert ist allerdings mit einem Fehler von mindestens 1 MDa belastet. Der Grenzwert fur die
Dichte zur Visualisierung lasst sich nicht exakt festlegen, da es kein genaues Kriterium zur
Unterscheidung der Dichte der Struktur und Dichte der Umgebung gibt (Frank, 1996). Die
Flexibilitdat der Domanen des BAU1 Komplexes lasst nur eine ungenaue Bestimmung der
molekularen Masse zu. Auf der einen Seite bedingt die Flexibilitat der Kopfdoméne, dass nur
eine kleine gemittelte Struktur der Kopfdomane in der Struktur erscheint. Die molekulare
Masse des Komplexes konnte also grofer sein, als durch das eingeschlossene Volumen
zunéchst berechnet. Auf der anderen Seite konnte die molekulare Masse auch zu hoch
berechnet sein. So erscheint die Dichteverteilung der Struktur kontinuierlich. Zu erwarten
ware allerdings, wie der Vergleich mit anderen spleiRosomalen Komplexen (Golas et al.,
2003) oder dem Ribosom nahe legt (Stark, 2002), eine schwammartige Dichteverteilung. Die
kontinuierliche Erscheinung der Dichteverteilung ist auf die relativ geringe Auflésung zuriick

zufiihren. Diese geringe Auflosung kann wiederum mit der Flexibilitdit des Komplexes
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begrundet werden. Die molekulare Masse des Komplexes kann deshalb nur mit einem relativ
grolRen Fehler von 1 MDa angegeben werden.

Aus der massenspektrometrischen Analyse des Komplexes kann eine molekulare
Masse von 4,8 MDa fir eine stochiometrische Bindung aller Proteine mit einer Kopie
berechnet werden (Makarova et al., 2004). Einige Proteine werden allerdings
substochiometrisch gebunden sein. Da die molekulare Masse nach der elektronen-
mikroskopischen Analyse héher zu sein scheint als 4,8 MDa, kdnnte der Komplex also einige
Proteine in mehreren Kopien enthalten. Die biochemische Charakterisierung der molekularen
Masse ist wegen der Komplexitat des SpleiBosomes noch nicht gelungen. Genauere Auskunft
Uber die Stochiometrie der Proteinzusammensetzung konnten quantitative massen-
spektrometrische Analysen geben, wie sie fir den U1l snRNP durchgefiihrt wurden
(Hochleitner et al., 2005).

5.1.6 Vergleich mit strukturellen Daten anderer spleiRosomaler Komplexe

Der Vergleich mit anderen strukturellen Daten spleilosomaler Komplexe ist nur auf
der Basis der allgemeinen Architektur der Komplexe mdoglich, da die Komplexe mit
unterschiedlichen Methoden isoliert und der Funktionszustand meist nur wenig charakterisiert
wurde. Aufreinigungen, die ohne eine spezifische Markierung oder AntikOrper-Prazipitation
vorgenommen wurden, ergaben eine Vielzahl von unterschiedlichen strukturellen
Grundformen.

Die dreieckige Form spleiRosomaler Komplexe wurde schon in einer friiheren Arbeit
beschrieben. In vitro SpleiRsysteme von HelLa Zellen Kernextrakt wurden benutzt um
spleiBosomale Komplexe anzureichern, bei denen der zweite Spleilschritt durch
Hitzebehandlung der Kernextrakte inhibiert wurde (Reed et al., 1988). Die Komplexe wurden
durch GroéfRenausschlusschromatographie von anderen groRen makromolekularen Komplexen
getrennt. Nach Rotationsmetallbedampfung wurden Komplexe mit einer maximalen
Ausdehnung von 400-600 A Lange und 250 A Breite visualisiert, die eine V-formige
pseudosymmetrische Struktur besalRen. Diese V-formige Grundstruktur kénnte mit der hier
beschriebenen dreieckigen Doméne Ubereinstimmen. Auch die Beschreibung von drei bis
sechs Doménen ist mit der hier beschriebenen Struktur in Einklang zu bringen, wenn die
kompositionelle Heterogenitdt der Probe in Betracht gezogen wird. So ist die
Hitzeinaktivierung in spateren Studien als wenig reproduzierbar beschrieben worden, sodass
der Funktionszustand der abgebildeten Komplexe nicht eindeutig bestimmt ist (Gozani et al.,

1994). Ferner enthielt nur der kleinere Teil der Komplexe die in vitro transkribierte definierte
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pra-mRNA, sodass die abgebildeten Komplexe auch Komplexe der endogenen pr&-mRNA
darstellen, in denen eventuell mehrere Introns enthalten sind.

Die Dimensionen der Kopfdoméne kdnnen mit den Dimensionen des Komplex A
verglichen werden. Komplex A ist aus einem in vitro Spleif3system von HelLa Kernextrakten
isoliert worden, indem die Bindung an den tri-snRNP durch ein Antisense Oligonukleotid
blockiert wurde (Furman and Glitz, 1995). Die Komplexe wurden durch GroRenausschluss-
Chromatographie aufgereinigt und zeigen in negativ kontrastierten Aufnahmen zweigeteilte
globuldre Partikel von 230 x 270 A Durchmesser. Die maximale Dimension der Partikel
stimmt mit den Dimensionen der Kopfdoméne tberein. Es bestehen aber auch hier Zweifel an
der Reinheit der Komplexe. Die Komplexe wurden als Durchflussfraktion einer
GroRenausschluss-Chromatographie erhalten und sind potentiell mit hohermolekularen
Komplexen verunreinigt (Boehringer, nicht veréffentlichte Ergebnisse)(Clark et al., 1988).

Diese strukturellen Daten und die strukturelle Organisation des Komplexes BAU1
stehen im Kontrast zu strukturellen Untersuchungen an endogenen spleiBosomalen
Komplexen aus HelLa Kernextrakten (Azubel et al., 2004). Diese spleilosomalen Komplexe
wurden durch Gradientenzentrifugation multimerer spleiBosomaler Komplexe gewonnen, die
einen Sedimentationskoeffizienten von 200 S besitzen. Diese multimeren Komplexe wurden
in einzelne spleilosomale Komplexe dissoziiert und mittels Elektronenkryomikrosopie ohne
Kontrastierung abgebildet. Die dreidimensionale Rekonstruktion der Komplexe zeigt eine
zweigeteilte globuldre Struktur von 280 A maximalem Durchmesser. Der funktionelle
Zustand der spleiBosomalen Komplexe wurde biochemisch nicht n&her charakterisiert und
wahrscheinlich reprasentieren die Komplexe alle Stadien der Spleiosomenassemblierung.
Die berechnete Struktur kann also nur zutreffend sein, wenn diesen Komplexen eine
gemeinsame Struktur zugrunde liegt. Diese Hypothese wurde durch die Beschreibung des
Penta-snRNPs in S. cerevisiae gestéarkt (Stevens et al., 2002). Die biochemischen Arbeiten
uber die Assemblierungsstadien des Spleilosoms im HelLa Kernextrakt stehen aber nicht im
Einklang mit dieser Hypothese. Die Qualitat der Klassensummen, die schlecht definierte
Konturen besitzen, weisen auf die Mittelung mehrerer unterschiedlicher Partikelansichten in
einer Klassensumme hin. Auch die Dimensionen der Untereinheiten kdnnen nicht mit den
Abmessungen der Ansichten der snRNPs in Einklang gebracht werden. Die grofRere
Untereinheit besitzt die MaBe 240 x 220 x 170 A und hat damit nicht die Dimensionen des
tri-snRNP. Die Lokalisierung des tri-snRNP bleibt damit ungeklart. Auch Ferner bleibt

ungeklart, ob durch die beschriebene Aufreinigung nichtspleiBosomale, hochmolekulare,
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Komplexe des Kernextrakts abgetrennt werden konnen (Clark et al., 1988) (Boehringer, nicht
veroffentlichte Ergebnisse).

Die Struktur des Komplex BAU1 ist ebenfalls nicht mit den verdffentlichten Daten
von S. cerevisiae spleifosomalen Komplexen vereinbar (Clark et al., 1988) obwohl die groRe
Homologie der snRNAs und spleiBosomalen Proteine eine groRe strukturelle Ahnlichkeit
vermuten lasst. Ein in vitro Spleil3system in Hefe wurde benutzt, um mit einer Kombination
von Gradienten bei hohen und niedrigen Salzkonzentrationen spleiRosomale Komplexe
aufzureinigen (Clark et al., 1988). Durch Kontrastierung der Probe mit Uranylacetat wurden
elliptische Strukturen elektronenmikroskopisch visualisiert. Die Strukturen wiesen einen von
der Salzkonzentration abhangigen Durchmesser auf, der bei 100 mM KCI bei 200-230 A lag.
Diese Strukturen sind von GroRe und Struktur nur schwer mit der hier dargestellten Struktur
in Einklang zu bringen. In spéteren Studien ist aber nachgewiesen worden, dass eine
Gradientenzentrifugation bei hohen Salzkonzentrationen (400 mM KCI) zum Verlust vieler
Proteine des SpleiBosoms fiihrt (Kastner and Lihrmann, 1999), was einem Kollaps der
Struktur bedingen koénnte.

Die Isolierung spleifosomaler Komplexe auf definierten pra&-mRNASs ist durch die
Verwendung von RNA ,Tags™ (zusétzlichen Sequenzen der pr&-mRNA, die zur Bindung an
eine Matrix dienen) moglich geworden. Die Homogenitét der Probe l&sst sich so verbessern
und die Kontaminationsgefahr der Probe verringern. Die strukturelle Organisation des
Komplexes BAUL ist vereinbar mit strukturellen Daten, die durch Aufreinigungen durch die
MS2-Protein Markierungen der pra&-mRNA erhalten wurden (Zhou et al., 2002). Diese Proben
spleilosomaler Komplexe, die nicht in unterschiedliche Funktionszustande aufgetrennt
wurden, wurden rotationsmetallbedampft um einzelne Komplexe zu visualisieren. Die
einzelnen Komplexe zeigen globulére Partikel von 400-600 A Durchmesser, in denen héufig
drei oder vier Dichtefortsétze zu erkennen sind. Dabei treten dreieckige und trapezférmige
Ansichten auf, die Ansichten des Komplexes BAU1 ahnlich sind. Allerdings wurden keine
elektronenmikroskopischen Aufnahmen von negativ kontrastierten Proben gezeigt und keine
statistische Auswertung vorgenommen.

Die Klassensummen und die Struktur des Komplexes BAUL1 koénnen mit den
Klassensummen und der Struktur des Komplexes C verglichen werden, der aus dem
Komplex B nach der katalytischen Aktivierung hervor geht (Jurica et al., 2002; Jurica et al.,
2004). Mit der MS2-Protein Aufreinigung wurden Proben des spleiBosomalen Komplexes C
erhalten. Diese Komplexe weisen eine Sedimentationskoeffizienten von 40S auf. VVon diesen
Proben wurden negativ kontrastierte elektronenmikroskopische Aufnahmen erhalten und eine
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statistische Bildanalyse angefertigt (Jurica et al., 2002). Die Ausmale der Komplexe in den

nach statistischer Analyse erhaltenen Klassensummen sind mit 270 x 240 A angegeben
(Abbildung 5.1 C und D).

Abbildung 5.1 Vergleich der Struktur des Komplexes BAU1 mit der Struktur des Komplex C (Jurica et
al., 2004)

A) Elektronenmikroskopische Aufnahme des Komplexes BAUL, negativ kontrastiert mit Uranylformiat. B)
haufige Klassensumme des Komplexes BAU1 (GroRenmaBstab 100 A). C) Elektronenmikroskopische
Aufnahme des Komplexes C, negativ kontrastiert mit Uranylacetat. D) haufige Klassensumme des Komplexes C
(GréRenmaRstab 100 A) E) Vergleich der Oberflichendarstellung der dreidimensionalen Rekonstruktionen des
Komplexes BAU1 (grin) und des Komplexes C (rot) in zwei Orientierungen. Die dreidimensionale
Rekonstruktion des Komplexes C konnte in den unteren Teil der Struktur des Komplexes BAU1 eingepasst
werden.

Mit Hilfe der RCT-Methode wurde eine dreidimensionale Struktur berechnet
(Abbildung 5.1 E)(Jurica et al., 2004). Die Struktur zeigt einen langlichen Partikel mit einem
kleineren Dichtefortsatz an der L&ngsachse. Die Struktur hat damit MaRe, die vergleichbar
mit denen des tri-snRNPs sind. Diese relativ kleinen Male sind nur schwer mit den

massenspektrometrischen Daten zur Zusammensetzung des Komplexes in Einklang zu
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bringen, die eine kumulative Gesamtmasse aller Proteine von 6 MDa ergeben. Die Struktur ist
deshalb als Kernkomplex beschrieben worden. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese
kdnnte die dreieckige Domane des Komplexes BAUL den gesamten Komplex C aufnehmen.
Es wurde allerdings kein Versuch unternommen, die stabil gebundenen Komponenten des
Komplexes C zu identifizieren. Die Auflésung der Struktur ist mit 30 A ebenfalls nicht hoch
genug, um einzelne snRNPs anhand ihrer Struktur sicher zu identifizieren. In der Publikation
der Struktur wurde kein Vergleich mit den vorher verdffentlichten Klassensummen gezeigt
und ein Teil der Klassensummen lasst sich nur schwer mit der Struktur erkldren. Es hat
deshalb den Anschein, dass auch im Fall des Komplexes C strukturelle Heterogenitét
vorhanden ist. Eine Analyse der strukturellen Heterogenitat wurde von den Autoren aber nicht

durchgefiihrt.

5.2 Rekonstruktion von flexiblen makromolekularen Komplexen
Strukturelle Heterogenitat stellt fur die elektronenmikroskopische dreidimensionale
Rekonstruktion von makromolekularen Komplexen eine besondere Herausforderung dar. Der
Komplex BAUL gibt ein Beispiel fur konformationelle Heterogenitdt durch die relative
Bewegung zweier Domadnen. In der statistischen zweidimensionalen Analyse konnen
prinzipiell de novo unterschiedliche Konformere eines asymmetrischen Komplexes aufgeldst
werden. Handelt es sich bei der strukturellen Heterogenitdt jedoch um eine kontinuierliche
Bewegung zweier struktureller Domanen gegeneinander, so vervielféltigt sich die Zahl
maoglicher Ansichten des Komplexes in einer Orientierung. Da diese Ansichten nicht einfach
in Klassen einzuteilen sind, wird nach der statistischen Analyse wahrscheinlich die Gber alle
Konformere gemittelte Ansicht sichtbar. So kann erklart werden, dass die unterschiedlichen
Konformere des Komplexes BAUL in der ersten statistischen Analyse nur unzureichend
aufgetrennt wurden und gemittelte Ansichten des Komplexes erhalten wurden. Erst die
nachtragliche Analyse der Einzelpartikelbilder einer Orientierung des Komplexes zeigt dann
vollstandig die einzelnen Ansichten des Komplexes. Im Fall des Komplexes BAU1 kommen
noch weitere Quellen struktureller Heterogenitat, wie die substdchiometrische Bindung von
Proteinen, zur konformationellen Heterogenitat hinzu. Die Analyse der konformationellen
Heterogenitat ist dann vollstandig erst mit einem dreidimensionalen Modell, also im
Rickgriff, moglich. Ohne ein dreidimensionales Modell kénnen die Einzelpartikelbilder nicht
genau einer bestimmten Orientierung des Komplexes zugeordnet werden. Wenn aber durch
die Analyse der strukturellen Heterogenitat Ansichten verschiedener Konformere getrennt

werden konnten, so kdnnen diese dann zur Berechnung weiterer dreidimensionaler Strukturen
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verwendet werden. lterativ ist es so vielleicht kunftig mdglich, eine immer genauere
Auftrennung der Konformere zu leisten.

Die strukturelle Heterogenitat stellt jedoch hohe Anforderungen an den ersten
Rekonstruktionsprozess der dreidimensionalen Struktur. Die Methoden des ,angular
reconstitution” basieren auf der Identifikation gemeinsamer Linienprojektionen in den
Klassensummen des Komplexes. Linienprojektionen reduzieren die Bildinformation
allerdings sehr stark und so zeigen auch unterschiedliche Objekte gemeinsame
Linienprojektionen. Die ldentifikation der Linienprojektion wird durch das niedrige Signal-
Rausch-Verhéltnis zusétzlich erschwert (Penczek et al.,, 1996). Kommt strukturelle
Heterogenitat hinzu, so ist eine Identifikation der fir die dreidimensionale Rekonstruktion
bendtigten gemeinsamen Linienprojektion meist nicht mehr sicher mdglich. Als weiteres
Problem bei der Berechnung der zutreffenden Struktur ergibt sich, dass die falsche Zuweisung
von Projektionswinkeln in weiteren Berechnungszyklen der iterativen Verbesserung der
Struktur beibehalten werden kann (Penczek et al., 1996; Yang et al., 2003). Es ist daher umso
notwendiger, mehrere Startmodelle der Strukturbestimmung zu berechnen und nur bei
Ubereinstimmenden Modellen die Berechnung fortzusetzen. Die hier vorgestellte iterative
Berechnung von Startmodellen soll diesen Prozess unterstiitzen. Die iterative Berechnung
gewaéhrleistet, dass unabhangig von einem vermeintlichen Vorwissen uber die Struktur, eine
erste grobe Struktur bestimmt werden kann. Ferner ist diese Methode unabhangiger von
Dichteunterschieden in den Projektionen als Methoden, die gemeinsame Linienprojektionen
benutzen. Die Bildinformation wird auch nicht auf eine Linienprojektion eingeschrankt. Ein
Nachteil dieser Methode ist, dass keine genaue Bestimmung der Projektionswinkel moglich
ist. AuRBerdem lasst die stochastische Natur der Berechnung auch falsche Startmodelle zu, die
dann visuell von den zutreffenden Startstrukturen unterschieden werden missen. Ferner
verlangt die Methode moglichst unterschiedlichen Partikelansichten, was wegen der
praferentiellen Orientierung vieler Partikel auf dem Probentréger, eine weitere Quelle von
Fehlern sein kann.

Dieser Methode gegeniber steht die etablierte Rekonstruktion dreidimensionaler
Strukturen durch die ,random conical tilt" Technik. Hier sind nach der zweidimensionalen
Analyse der von nicht gekipptem Probentrager erhaltenen Bilder alle Parameter der
dreidimensionalen Rekonstruktion bestimmt. Die Probleme liegen hier in der Verzerrung der
Struktur durch die fehlenden Winkel (Penczek et al., 1994). Die Ubereinstimmung der
Strukturen, die mit verschiedenen Rekonstruktionstechniken erhalten wurden, gibt allerdings
erst die erforderliche Sicherheit bei der Beurteilung, ob eine Struktur zutreffend einen
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Komplex beschreibt. So kdnnen auch die Artefakte, die durch die Rekonstruktionstechnik in
die dreidimensionale Struktur eingegangen sind, erkannt werden und ein Modell fur die
iterative Verbesserung der Struktur und die Auftrennung von Bereichen mit struktureller

Heterogenitat gewahlt werden.

5.3 Ausblick

Diese Arbeit gibt einen ersten Einblick in die strukturelle Organisation des spleiRosomalen
Komplexes BAUL. Es ist zu erwarten, dass sich mit der Isolierung von homogeneren Proben
des Komplexes B die Auflésung der Struktur weiter verbessert. In Zukunft wird es so
vielleicht mdglich sein, auch snRNP Bestandteile direkt in der Struktur des SpleiRosoms zu
lokalisieren. Die ldentifikation von strukturellen Doménen sollte in Zukunft auch durch
Markierungen des Komplexes mit Antikorpern oder Oligonukleotiden mdglich sein. Die
asymmetrische Struktur des Komplexes und die Aufteilung in einzelne Domdanen wird dabei
die Lokalisierung der Markierungen erleichtern. Zusammen mit strukturellen Daten Uber die
Organisation des Komplexes A und des Komplexes C wird diese Struktur dazu beitragen, die
Interaktionen der snRNPs und zusétzlicher Faktoren im SpleiBosom zu identifizieren. So soll
es in Zukunft moglich sein, die Konformationswechsel des Spleilosoms bei der
Assemblierung und der Kkatalytischen Aktivierung auf einer molekularen Ebene zu

beschreiben.
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7. Anhang

Abkirzungsverzeichnis:

A
A
A
ATP
bzw.
BBP

ca.
CCF
CBC
CBP
CTF

D

d

Da
DExH/D
DTT

E. coli
engl.

F

fa

fn

Eigenwertmatrix

Adenosin

Angstrém (0,1 nm)

Adenosintriphosphat

beziehungsweise

,branchpoint binding protein
Korrelationskoeffizienten / Cytosin

circa

Kreuzkorrelationsfunktion

‘cap binding complex”

,cap binding protein”

Kontrast-Transfer Funktion

Partikeldurchmesser / dreidimensionale Struktur
Bild

Dalton (g/mol)

Aspartat, Glutamat, eine beliebige Aminosdure, Histidin oder Apartat
Dithiothreitol

Escherichia coli

englisch

Strukturfaktor

Ortsfrequenz der Auflésung

Nyquistfrequenz

Fourier-Schalenkorrelation

human (als Prafix)

‘hierachical ascendant classification”

Huntingtin protein, elongation faktor 3, Alpha regolatory subunit of
PP2A, PI13-Kinase TOR
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethansulfonsaure
‘heterogneous nuclear ribonucleoprotein”

,Like Sm’

Molaritat / Metrik der Eigenwert-Eigenvektoranalyse
N7-Monomethylguanosin
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msG 2,2,7-Trimethylguanosin

MCF ‘mutual correlation funktion”
MRA ‘multi reference alignment’
MSA multivariate statistische Analyse
MW ,moleculer weight” (g/mol)

N Metrik der Eigenwert-Eigenvektoranalyse
Nt Nukleotide

NTC ‘Nineteen complex”

NP-40 Nonidet P-40

pra-mRNA Vorlaufer-mRNA

RCT ‘random conical tilt’

RNA Ribonukleinséure

RRM ‘RNA recognition motif’

RS Serin, Arginin

S Svedberg-Einheiten

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae
SDS ‘sodium dodecyl sulfate”

SF ‘splicing factor’

SnRNA ‘small nuclear RNA”

Snu ‘snurp associated protein”

SPF ‘splicing factor’

SR Arginin, Serin

P PixelgroRe, Projektionswinkel
Prp ‘precursor of RNA processing”
T Thymidin

U Uracil, Eigenvektormatrix
U2AF65 ‘U2 auxiliary factor”

U snRNP ‘uridin rich small nuclear ribonucleo particles”
viv Volumenprozent

wiv Gewichtsprozent
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