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Abklrzungsverzeichnisses

2D-Projektion zwei dimensionale Projektion

3D-Rickprojektion dreidimensionale Rickprojektion

40S Bezeichnung fir die kleine Untereinheit 8@S Ribosoms
60S Bezeichnung fir die groRe Untereinheit d&s Bibosoms
80S Bezeichnung fir das eukaryotische Ribosom

A Angstrém

Azsa Absorption bei einer Wellenlange von 254 nm

Azeo Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm

A260/280 Wert flr Ao dividiert durch Aso

Azso Absorption bei einer Wellenlange von 280 nm

Asoo Absorption bei einer Wellenlange von 600 nm

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

AG Arbeitsgruppe

Amp Ampicillin

AS Aminoséaure

A-Stelle Aminoacyl-Stelle

ATP Adenosintriphosphat

C. elegans Caenorhabditis elegans, Fadenwurm

CDD in engl. charge-coupled device

C. I. familiaris Canis lupus familiaris, Hund

C-terminal Carboxyl-terminal

CTF Kontrast Transfer Funktion

D. melanogaster Drosophila melanogaster, Fliege

DED in engl. direct electron detector

DNA Desoxyribonukleinsaure

DP120 Auf 120 AS verkirzte cDNA des Proteins Dipypaminopeptidase B ohne

STOP-Codon
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DQE
DTT
E.coli
e80S
eAAP
eBecker
eDifferenz
eDP120
EDTA
eMénétret
ER
ERj1C
ES
eSecM
eTnaC
eVoorhees
eXbpl
Exit-Stelle
FSC
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fXBP1s
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fXbplu

fXBP1u
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in engl. detective quantum efficiency
in eng. Dithiotreitol
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3D-Rekonstruktion vom DP120-RNC
in engl. ethylenediaminetetraacetic acid
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Endoplasmatisches Retikulum
Zytosolischen Fragment ERj1@85 von ERj1 (Blau et al., 2005)
Expansionssegmente
3D-Rekonstruktion vom SecM-RNC
3D-Rekonstruktion vom TnaC-RNC
3D-Rekonstruktion von (Voorhees eall4)
3D-Rekonstruktion vom hXBP1-RNC
Exit-Stelle
Fourier-Shell-Korrelation
FSC = 0,143
FSC=0,5

Translationsarretierter RNC mit der nasznden Kette von XBP1iD(
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Proteinprodukt von gespleidter mMRNA Xgf2. melanogastgr
gespleilite mRNA von XbpD.(melanogastér

nicht gespleil3te mMRNA von Xbp.(melanogastgr

Proteinprodukt von nicht gespleif3ter mRXBplu O. melanogastgr
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H. sapiens
HR2

HSP
HLH-Struktur

hXBP1-RNC

hXBP1s
hXbpZlu
hXBP1u

hXBP1u-S255A

hXbplu-S255A
in engl.
IR-Ansatz
kDA
Kryo-EM

I

LB

LSU

MDa

min

ml

mMRNA
NEB

ng

nm

Noise-Volumen

nt
N-terminal
O. cuniculus

O/N

Homo sapiens
Hydrophobe Region 2
Hitzeschockprotein
Helix-Loop-Helix Struktur

Translationsarretierter RNC mit der MigatS255A in der naszierenden
Kette von XBP1ull. sapien}

Proteinprodukt von gesplei3ter mMRNA Xbfdssapien}
nicht gespleil3te mRNA von XbH. (sapieny
Proteinprodukt von nicht gespleil3ter mRXBplu H. sapien}

hXBP1u mit der Translationsarrestiiiddrenden Mutation S255A in der
Arrestsequenz

MRNA fir Proteinprodukt hXBP1u-S255A
in englisch
in vitro-Rekonstitutionsansatz
Kilo-Dalton
Kryo-Elektronenmikroskopie
Liter
in engl. lysogeny broth, Nahrmedium
in engl. large subunit, Grol3e Untereinhet &ibosoms
Mega-Dalton
Minute
Milliliter
in engl. messenger RNA
Firma New England BioLabs
Nanogramm
Nanometer

Referenzvolumen fir die Aussortierarat-ribosomaler Partikel bei der
Datenprozessierung. Es wurde aus dem Hintergruadnen abgeleitet.

Nukleotid
Amino-terminal
Oryctolagus cuniculus, Kaninchen
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P. falciparum
PCR
PMSF
ProtA
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PTC
RAMP
RAP
RNA
RNase

RNC
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rProteine
rRNA

RT

S. cerevisiae
S255A
SDS-PAGE

Sec61
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SP-Kryo-EM
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Staller
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T. aestivum

Optische Dichte

in engl. open reading frame, Offener Leseen
Oligosaccharyltransferase

Plasmodium falciparum

in engl. polymerase chain reaction, Polyseigettenreaktion
in engl. phenylmethylsulfonyl fluoride

Protein A

Peptidyl-Stelle

Peptidyltransferase-Zentrum

in engl. ribosome associated membran protein
in eng. ribosome arrest peptides
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

in engl. ribosome-nascent chain-complex, im @eanslation befindliches

Ribosom, bei dem die naszierende Kette noch niefddsetzt wurde
Ruckprojektion
in engl. rounds per minute, Umdrehungenhpirute
ribosomale Proteine
ribosomale rRNA
Raumtemperatur
Saccharomyces cerevigitade
Mutation von Serin gegen Alanin in PositR55 der naszierenden Kette
Sodium Dodecyl Sulfat Polyarylamid Gkelirophorese
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in engl. Signal to Noise Ratio, Verhéltnis Silgtéarke zu
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Einzelpartikel Kryo-Elektronenmikrogtie
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1.1 Einzelpartikel Kryo-Elektronenmikroskopie

1 Einleitung

Das Grundgerust von Proteinen besteht aus eindidRefbe, die aus einzelnen miteinander
verknupften Aminosauren (AS) aufgebaut ist. Dieinfation Uber die Abfolge der einzelnen
Aminosauren in der Peptidkette ist auf als Genaeisneten Abschnitten der DNA enthalten.
Die Information eines Genes wir in einem als Traipgion bezeichneten Vorgang ausgelesen
und ein Informationstrager erzeugt, welcher alssgeager RNA* (MRNA) bezeichnet wird.
Anhand der Information auf der mRNA erfolgt die 8yese der Peptidkette (Translation). Die
Translation wird durch das Makromolekul Ribosomgaighrt.

Das Ribosom selbst besteht aus einem Komplex nmbakwy Proteinen (rProteine) und RNAs
(rRNASs) und tritt wahrend der Translation mit vieleiteren Makromolekilen und Proteinen
in Interaktion.

Aufgrund seiner zentralen Bedeutung steht das Ribosn Fokus der Forschung und die
Zielsetzung dieser Arbeit war es mithilfe der Teakhrder Einzelpartikel Kryo-
Elektronenmikroskopie strukturelle FragestellungeBezug auf das Ribosom zu untersuchen.

1.1 Einzelpartikel Kryo-Elektronenmikroskopie

1.1.1 3D-Rekonstruktion mithilfe der Einzelpartikel Kryo- Elektronenmikroskopie

In der Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) werdestrahlungsempfindliche organische
Proben bei kryogenischen Bedingungen (<150 Grad}erunVerwendung eines
Transmissonselektronenmikroskops (TEM) betracividné et al., 2013).

Die kryogenen Bedingungen ermdglichen den Eingatr eleutlich hbheren Elektronendosis.
Dadurch kommt es zu einer Verbesserung des Kostaest Aufnahme (ebd.), welche als
Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) bezeichnet wird ¢&al und Saibil, 2011).

In der Einzelpartikel Kryo-Elektronenmikroskopie R&ryo-EM) wird eine weitere
Verbesserung des SNR durch die Aufsummierung isemeir Partikel, zum Beispiel von
Ribosomen, erreicht (Milne et al., 2013).

Wie in Abb. 1 schematisch dargestellt, wird in &*-Kryo-EM eine homogene Lésung von
Partikeln, zum Beispiel Ribosomen, auf einem mihkobeschichteten Grid vitrifiziert. Im
vitrifizierten Eis liegen die Partikel in einer aliigen rdumlichen Orientierung und anndhernd
nativen, hydrierten Konformation vor (Orlova undi#a2011).

Die anschlie3ende Datensammlung am Mikroskop tiefgeidimensionale Projektionen (2D-
Projektionen) der Partikel, welche entlang ihrertisghen Achse die vollstandige
dreidimensionale Strukturinformation jeden Parskehthalten (Milne et al., 2013).

In der folgenden Datenprozessierung werden die &ipektionen gleicher raumlicher
Orientierung in einem als initialen Alignment bed®wieten Vorgang in Gruppen
zusammengefasst, Ubereinander positioniert undiaunsert (Orlova und Saibil, 2011). Das
Alignment fuhrt zu einer Erhéhung des SNR (Milneet 2013).

Mithilfe der alignierten 2D-Projektionen wird eirgdreidimensionale Ruckprojektion (3D-
Ruckprojektion oder 3D-Rekonstruktion) des Parslairchgefihrt.

Anschliel3end wird in einem als ,Refinement” bezerten iterativen Prozess das Alignment
anhand der Ruckprojektion als Referenz verbessert.

Auch erfolgt eine Klassifizierung der Partikel tlegmen als Sortierung bezeichneten Vorgang,
um homogenere Klassen an Partikeln zu erhalten. Haigikel weisen zum Beispiel oft
unterschiedliche Konformationszustande auf.



1.1 Einzelpartikel Kryo-Elektronenmikroskopie

Durch iterative Wiederholungen des Refinements daed Sortierung wird der Datensatz
solange prozessiert, bis eine Verbesserung debswrily nicht mehr erreicht wird und somit
die finale 3D-Ruckprojektion vorliegt. Abschlie3eredfolgt die Interpretation der 3D-
Rekonstruktion bezlglich der Fragestellung.

Die Auflosung der 3D-Ruckprojektion wird in Angstmd(A) angeben und meist Uber die
»Fourier Shell Correlation” (FSC) bei FSC=0,5 (RSJC(Orlova und Saibil, 2011) oder nach
dem Goldstandard bei FSC =0,143 (k20 bestimmt (Scheres und Chen, 2012). Im Falle des
Ribosoms werden inzwischen 3D-Rekonstruktionen eimier Auflosungen um die 3,5 A
erreicht, in denen die Seitenketten der Aminosasmmie eine Basentrennung der rRNA zu
erkennen ist (Voorhees et al., 2014).

Praparation Vitrifikation Kryo-EM-Datensammiung 3D-Rekonstruktion Interpretation
1. Ermittiung der Docken molekularer
Orientierung Modelle

2. Rlckprojektion
3. Refinement

4. Aufiésung (FSC)
-
Gnd e L
L

O S

Compulercluster
Kohlefim |/ \ == 1 ;

Vitrifiziertes v 4 Elektronen- { E

Eis dichte

Abb. 1 Vorgehensweise bei der 3-Rekonstruktion von Makromolekilen mit Hilfe der SP-Kryo -EM. Eine detaillierte Beschreibu
erfolgt im Text. Abbildung wurde von (Becker, 20@ijernommen und angepasst.

1.1.2 Technologische Weiterentwicklung der Bildaufnahme

Da im Verlauf dieser Arbeit aufgrund der technisthé/eiterentwicklung verschiedene
Technologien zur Bildaufnahme eingesetzt wurdemgere diese hier knapp beschrieben.
Die Qualitat der Auflosung hangt neben der Limiiiey der Elektronendosis aufgrund der
Strahlenempfindlichkeit unter anderem auch von,detective quantum efficiency* (DQE)
und der durch den Elektronenstrahl ausgelosten Bemgeder Partikel ab (Beamshift) (Bai et
al., 2013). Die DQE beschreibt dabei wie stark Sigsmal relativ zum Hintergrundrauschen ist
(Milne et al., 2013).

Ursprunglich erfolgten die Bildaufnahmen unter derwendung von Fotofilmen. Diese haben
eine gute DQE und ermdglichen einen groRen Aufnalensech (Bai et al., 2013). Allerdings
ist die Filmentwicklung und Digitalisierung der Bdr sehr zeit- und arbeitsaufwendig.

Der Fotofilm wurde daher in den letzten Jahren immehr durch digitale Detektoren abgel6st,
welche als ,charge-coupled device* (CCD) Kamerazeldhnet werden (Orlova und Saibil,
2011). Aufgrund der Digitalisierung der Daten kala Datensammlung automatisiert werden,
was eine effiziente Datensammlung bei geringem Anfivermdglicht.

Allerdings weist die CCD Kamera eine geringe DQE @nd somit liefert immer noch der
Fotofilm die 3D-Rekonstruktionen mit der bessererildsung (Bai et al., 2013).

Die schlechte DQE beruht darauf, dass der Elektrstinghl erst durch die Nutzung eines
Szintillationsschirm in Photonen und diese wiededurch eine CCD in eine digitales Signal
umgewandelt werden mussen (Milazzo et al., 2010).
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Daher wurden sogenannte ,direct electron devicetr qdirect electron detector* (DED)
entwickelt, welche der Elektronenstrahlung direksgesetzt werden kénnen (Milazzo et al.,
2010) und somit keine Konvertierung der ElektromeRhotonen benétigen (Bai et al., 2013).
Dadurch Ubertrifft die DQE bei hoher Auflosung FHdto und CCD (Bai et al., 2013) und
ermdglicht trotzdem eine automatisierte Datensammlu

Des Weiteren kann aufgrund der hohen Bildrate (A@~rames pro Sekunde) die durch die
Strahlenexposition erhaltene Strukturinformatioh mehrere Frames (Subframes) aufgeteilt
und dadurch der Beamshift durch das Alignment desfrfames weitestgehend eliminiert
werden (Li et al., 2013). Somit konnte die 3D-Redtouktion des 20S Proteasoms durch den
Einsatz von ca. 120,000 Partikeln bei 3,3 A aufgieierden (ebd.).

Im Falle der -Galaktosidase im Komplex mit einem Inhibitor wustegar eine Auflésung

von 2,2 A bei einem Einsatz von 93,686 Partikehttem (Bartesaghi et al., 2015).

Mit Hilfe der DED-Technologie konnte eine 3D-Rekbuoktion des 80S Ribosoms von
Saccharomyces cerevisié®. cerevisideunter dem Einsatz von nur ca. 35,000 Partikeln be
4,5 A aufgeldst werden (Bai et al., 2013). Die téhin beste 3D-Rekonstruktion eines 80S
Ribosoms unter Verwendung eines Fotofilms wurde %&i A unter dem Einsatz von 2,1
Millionen Partikeln erhalten (EMD-1780, Armacheatt 2010).

Wie bereits erwéhnt, werden inzwischen Auflésungen die 3,5 A fiir das 80S Ribosom
erreicht (Voorhees et al., 2014). Im Falle des Rilsoms liegt die Auflésung bereits bei 2.9
A (Fischer et al., 2015).



1.2 Das Ribosom im thliek

1.2 Das Ribosom im Uberblick

1.2.1 Aufbau des eukaryotischen Ribosoms

Das Ribosom besteht aus einer kleinen (SSU) un@egré&ntereinheit (LSU) (Abb. 3). Beide
Untereinheiten setzen sich aus einer Vielzahl obwaer Proteine (rProteine) und einiger
langkettiger ribosomaler RNAs (rRNA) zusammen.

Die Masse des Ribosoms nimmt von den Prokaryotendib Archaeen bis zu den Eukaryoten
zu. Auch innerhalb der Eukaryoten nimmt die Massa den niederen zu den hdheren
Eukaryoten zu (Melnikov et al., 2012). Zum Beispielist das prokaryotische Ribosom en
coli eine Masse von 2,3 Mega-Dalton (MDa) auf und dikaeyotischen Ribosomen v@&
cerevisiae3,3 MDa sowidHomo sapiengH. Sapiens4,3 MDa (ebd.).

Die Massenzunahme des Ribosoms beruht unter andafeziner Zunahme der Anzahl der
rProteine sowie einer Verlangerung der homologerotethe. Zum Beispiel weist das

menschliche Ribosom im GegensatZzicoli 80 statt 54 rProteine auf (ebd.).

Hauptsachlich beruht die Massezunahme aber aufLdegenzunahme der rRNAs. Zum

Beispiel weisen die rRNAs im Prokaryét coli eine Gesamtlange von 4567 Nukleotiden (nt),
im niederen Eukaryds. cerevisia@on 5475 nt und im héheren Eukarybtsapiens/on 7181

nt auf (ebd.). Die LAngenzunahme der rRNAs ist tsighlich auf die Verlangerung der

sogenannten Expansionssegmente (ES) zurickzuf@hreyer et al., 2013), deren Funktion

aber kaum erschlossen ist (Melnikov et al., 2012).

Der Kern des eukaryotischen Ribosoms besteht zuifitgn Teil aus dem konservierten

Bereich des prokaryotischen Ribosoms und fiihrgdiedlegenden Funktionen der Translation
aus (Anger et al., 2013). An den Kern lagern sigdétzliche spezifische eukaryotische Proteine
an, die in Interaktion mit den verlangerten ES atelind eine verwundene Protein-RNA-

Schicht ausbilden (Abb. 2) (ebd.). Die Zunahme Bd#sosoms spiegelt dabei wohl die

zunehmende Komplexitat der Regulierung des Transktorganges in Eukaryoten wieder

(ebd.).

Abb. 2 Schematische Darstellung der Massenzunahme fur dggof3e ribosomale Untereinheit (~-C) Darstellng der groRen Untereinf
fur den Prokaryof. thermophilugA), den niederen Eukary@®. cerevisiadB) und den hdheren Eukarybit sapieng(C). In grau ist de
konservierte Kern des Ribosoms dargestellt undlan kie eukaryotische Protein-RN&chicht. In orange ist die in héheren Eukary
existierende RNA-RNA Schicht sowie in rot die staeklangerten ES dargestellt. Prokaryospezifische Proteine sind aufgrund der bes:
Ubersicht nicht eingefarbt. Zur Orientierung ist dosition des Exit-Tunnels (ET) eingezeichnet. Aibildung wurde von (Anger, 2013)
Ubernommen und angepasst.
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1.2.2 Das Ribosom als Katalysator in der Elongationsphasger Translation

Fur die Proteinsynthese steht im Zytosol
ein Pool von verschiedenen transferRNAs
(tRNAs) zur Verfugung, welche die zur

Synthese der Peptidkette bendétigten
Aminosauren tragen (Lafontaine und
Tollervey, 2001).

Die beiden Untereinheiten des Ribosoms
formen auf ihren gegenseitig zugewandten
Seiten drei Bindungsstellen fir die tRNA,

welche die tRNAs sequentiell bei der
Peptidsynthese von der Aminoacyl (A)-,

zur Peptidyl (P)- und zur Exit (E)-Stelle

durchlaufen (Abb. 3). (ebd.).

S Y Polypeptidkette Die Translation kann grob in vier Phasen
o unterteilt werden: Initiation, Elongation,

Abb. 3 Schematische Darstellung des Ribosomsder Elongationsphas: Termination und Recyc”ng (Voorhees und
Im Decodierungszentrum der SSU wird die zur mRNAsgade tRNA i

der A-Stelle erkannt. AnschlieBend wird im Pepti@ignsferas&entrurn RamakriShnan’ 2013)- Nur die

der LSU die Polypeptidkette von der tRNA in deBflle auf die AS di E|0ngationsphase ist in Prokaryoten und
tRNA in der A-Stelle Ubertragen. Wahrend der Eldiogadurchwander

die tRNAs die A-, P-und E-Stelldbevor sie wieder freigesetzt werc EUkaryOten hochkonserviert (Ebd-)-
Né&hers siehe Text. Abbildung wurde von (Lafontaine untiéfvey, 2001) |[n  der |nitiati0n5phase kommt es zur

tbernommen und angepasst korrekten  Positionierung des  80S
Ribosoms auf der mRNA mit der Initiator-tRNA in deiStelle (Aitken und Lorsch, 2012). Die
Aminosaure Methionin der Initiator-tRNA stellt dersten Baustein der Peptidkette da.

In jedem Elongationszyklus der Elongationsphased vdre mit einer tRNA verknilpfte
Peptidkette (Peptidyl-tRNA) in der P-Stelle auf Amminoséaure der in der A-Stelle befindlichen
tRNA Ubertragen und die Peptidkette somit um eimeirdsaure verlangert (Voorhees und
Ramakrishnan, 2013). Dieser Schritt wird im Peptibhansferase-Zentrum (PTC) der LSU
katalysiert (ebd.).

Die Bindung der korrekten tRNA in der A-Stelle égioim Decodierungszentrum der kleinen
Untereinheit durch eine Basenpaarung zwischenMiugleotiden in der tRNA (Anti-Codon)
und dem aktuell prasentierten Codon auf der mRNoA (e

Anschlie3end erfolgt die Translokation als Vorbteneg fir den nachsten Elongationszyklus
(ebd.). In der Translokation wandert die Peptid®RINA aus der A- in die P-Stelle und die
deacetyliertéRNA aus der P-Stelle in die E-Stelle, bevor sie Rdbosom verlasst (ebd.). Auch
die mRNA wandert um ein Codon weiter (ebd.). Diechsende, naszierende Peptidkette
schiebt sich wahrend der Elongation durch den Euitnel zur Oberflache des Ribosoms, wo
sie ins Zytosol austritt (ebd.).

Der Vorgang der Elongation wird durch mehrere Ehifumsfaktoren gesteuert, die ihre
Energie aus der Hydrolyse von GTP zu GDP beziemehdie SSU durchwandert mehrere
deutliche Konformationsanderungen wahrend der Etog (ebd.).

In der anschlieBenden Terminationsphase kommt esnen Freisetzung der fertiggestellten
Peptids und in der Recyclingphase wird das Ribososeine Untereinheiten zerlegt und die
MRNA und tRNA freigesetzt (Dever und Green, 2012).



1.2 Das Ribosom im thliek

1.2.3 Translationsarretierte RNC aufgrund Arrestsequenz n der naszierenden Kette

Bei einem ,ribosome nascent chain complex* (RNQ)d®t es sich um ein in der Translation
befindliches Ribosom, bei dem die naszierende KietseProteins noch nicht freigesetzt wurde.
Bestimmte Sequenzen auf der mRNA oder naszieremtite konnen dabei zu einen
vorubergehenden oder vollstandigen Translationstime RNC fuhren (arretierter RNC) (Ito
und Chiba, 2013).

Die Proteine, bei denen ein Translationsarrestidante Aminosauresequenz (Arrestsequenz)
in der naszierenden Kette ausgel6st wird, werden,@bosome arrest peptides* (RAPS)
bezeichnet (ebd.). RAPs weisen sich unterscheidéxdestsequenzen auf und sind im
Durchschnitt ca. 20 AS lang (ebd.). Bestimmte Amsénoren in der Arrestsequenz interagieren
Uber ihre Seitenketten mit den rRNAs und rProteineixit-Tunnel und sind meist essentiell
fur den Arrest (Abb. 4febd.).

Die Interaktion zwischen der Arrestsequenz und d&unnelwand fihrt zu
Konformationsanderungen im Ribosom, die den Traiosisarrest bewirken (Ito und Chiba,
2013, Wilson und Beckmann, 2011). Die RAPs inhdaedabei entweder die Translokation,
den Peptidyl-Transfer oder die Termination und lgmdementsprechend in unterschiedliche
Klassen eingeteilt werden (Ito und Chiba, 2013).

In einigen Fallen ist die Arrestsequenz der nasmen Kette nicht ausreichend flir den
Translationsarrest. Zum Beispiel ist im Fall voraQrzusatzlich noch die Interkation von zwei
Tryptophanen mit der naszierenden Kette und demd@wand notwendig (Bischoff et al.,
2014).

Fur einige RAPs wie zum Beispiel SecM und TnaCriokBryoten sowie AAP und hCMV in
Eukaryoten existieren 3D-Rekonstruktionen der emmtein RNCs (Bhushan et al., 2010Db,
Bhushan et al., 2011, Seidelt et al., 2009, Bidclatf al., 2014). Diese ermdoglichen
Ruckschlisse auf den strukturellen Mechanismug tisslationsarrests.

In dieser Arbeit wurde versucht die 3D-Rekonstrukiitir den translationsarretierten RNC fur
XBP1u zu generieren (sielde6.2, S.21

Tunnel- Tunnel-
Konstriktion PTC Konstriktion PTC
Prokaryotisch Eukaryotisch
= @ @ Asite1
'2 N o~
122 = = |
150 155/ {161 { tRNA
2 uORF2
SecM \QOOW)@@OO@/ o T E—
o @A | |ECcMY)
L4 e Q65
S g ——
< < P site
— (3 n
2 g |
122\ e} S ,
716 / \ Asite
- N9 24
TnaC ERPOK ‘ | aap
O @O @ tRNA
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Abb. 4 Beispiele fur die Interaktion zwischen der Arrestsquenz und dem RibosomEine schematische Darstellung der Interal
zwischen dem Ribosom sowie den ArrestsequenzerseoM, TnaC, hCMV und AAP basierend auf den zugeedriDaten der SP-Kryo-
Elektronenmikroskopie. Die blauen Nummern geben R@sition der Aminoséuren in der naszierenden Keatte Fir eine besst
Vergleichbarkeit erfolgte die Nummerierung der ¥Rburchgehend nach. coli. Durch graue Linien sind die Interaktionen zwistlder
Aminosauren der naszierenden Kette und dem Ribatamgestellt. In Rot sind rRNAs, rProteine und Ansi&oren in der Arrestsagn:
hervorgehoben, bei denen Mutationsstudien auf eiiehtige Rolle beim Translationsarrest hindeutere Mutation der Nawlau
dargestellten rRNAs zeigt einen verstarkenden E#iek den Translationsarrest und eine Mutationhedirblau dargestellten rRNAs keir
Effekt. Im Falle der grau dargestellten rProteind tRNAs existieren keine Mutationsstudien. Der schwafeé &eutet im Falle von Sec
die Verschiebung der tRNA im PTC an. Die Abbildwmgrde von (Ito und Chiba, 2013) Gbernommen und pass.
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1.3 Das 80S Ribosom voi®. falciparumals Angriffspunkt der
Malariabehandlung

Im Jahr 2012 sind geschatzt 207 Millionen MenschenMalaria erkrankt und 627,000
Menschen daran gestorben (WHO, 2013). Malaria wimdch den Parasiten Plasmodium
ausgeldst, welcher durch die Muckaopheles mosquito@sif den Menschen Ubertragen wird
(White et al., 2014). Plasmodium gehort dgrsicomplexaan, welche eine Gruppe parasitarer,
einzelliger, eukaryotischer Protisten umfasst (8ettal., 2011).

Der Parasit durchlauft mehrere Entwicklungsstadiemler Miicke und dem menschlichen
Korper (White et al., 2014). Dabei befallt er immaehlichen Kdrper die Erythrozyten, ernéhrt
sich von deren Inhalt und vermehrt sich in diegdrd(). AnschlieRend platzen die Erythrozyten
auf und der Parasit befallt neue Erythrozyten (elddie Symptome von Malaria wie zum
Beispiel hohe Fieberschiibe sind Auswirkungen deikiRen des Korpers auf den parasitaren
Befall der Erythrozyten und deren Zerstérung (ebd.)

Es existieren mehrere Arten der Gattung Plasmodweoiei die meisten Malariafélle durch
Plasmodium falciparungP. falciparun) und Plasmodium vivaausgeltst werden (ebd.). Fast
alle Falle mit tédlichem Verlauf werden durch damelgerP. falciparumverursacht (ebd.).

Aufgrund des zunehmenden Auftretens von Resistegegan Anti-Malaria Medikamente wie
Chloroquin und Mefloquin durcR. falciparumkam es in den letzten Jahren wieder zu einer
Zunahme der Malariainfektionen und Todesfalle (Kakwy 2009). Daher wird versucht durch
Kombinationsbehandlungen wie zum Beispiel ChlorngniVerbindung mit Doxycyclin der
Resistenzbildung entgegenzuwirken (Taylor et &012. Die Entwicklung neuer Medikamente
ist aber unabdinglich im Wettlauf gegen die fortetlende Resistenzbildung.

Im Fokus der Medikamentenentwicklung stehen dabeiteru anderem auch
translationsinhibierende Stoffe (Jackson et all,120

Die Translation in Plasmodium erfolgt dabei in dBeireichen der Zelle: im Zytosol, in den
Mitochondrien und in den Apikoplasten (ebd.).

Der Apikoplast ist ein nicht photosynthetisches skth welches Vorstufen einiger
Verbindungen wie Fettsduren und Eisen-Schwefelt€tusynthetisiert (ebd.) und wie das
Mitochondrium endosymbiontischen Ursprungs ist {8et al., 2011).

Als Besonderheit in Plasmodium existiert die rRN&$, 28S, 5S, 5.8S) des zytosolischen 80S
Ribosoms in strukturell abweichenden rRNA Genvaean(Jackson et al., 2011), deren
Transkription in Abhangigkeit des Lebenszyklus Besasiten variiert (Jackson et al., 2011).
Dies fuhrt zu drei Ribosomen-Typen, die jeweileinem anderen Entwicklungsstadium des
Parasiten auftreten (Li et al., 1997, Jackson gt24l10): A-Typ (Asexuales Leber- und
Blutstadium im Menschen), O-Typ (Oozystenstadiuimoskito), S-Typ (Sporozoitenstadium
in Moskito).

Aufgrund der endosymbiontischen Entstehung sind Ribosomen in Apikoplast und
Mitochondrium im Gegensatz zu den eukaryotischésoimen im Zytosol prokaryotischen
Ursprungs (Jackson et al., 2011). Daher wirkerewaglti-bakterielle Medikamente, welche die
prokaryotische Translation inhibieren, auch in Rladium (Ralph et al., 2001).

Doxycyclin als eines der bekanntesten Anti-MaldWladikamente (Jackson et al., 2011)
blockiert zum Beispiel die Anlagerung der tRNA aie 80S Untereinheit des bakteriellen
Ribosoms (Wilson, 2014). Es ist aber nicht bekaolntDoxycyclin mit den Ribosomen in den
Mitochondrien und/oder Apikoplasten interagiert {fi8cet al., 2011, Ralph et al., 2001).
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Medikamente gegen das zytosolische Ribosom wendéheingesetzt, da diese aufgrund ihrer
mangelnden Spezifitat auch das zytosolische RibdasoMensch angreifen.

Als Beispiel ist Emetin zu nennen, welches die $lation von Plasmodium wirkungsvoll
(Matthews et al., 2013) Uber die Bindung an die 4b0%ereinheit inhibiert (Akinboye und
Bakare, 2011). Allerdings wird Emetin, welches uiisiglich zur Behandlung des parasitaren
Befalls durch Amdben entwickelt wurde, seit Uber B&hren aufgrund seiner starken
Nebenwirkungen nicht mehr verwendet (Akinboye uadde, 2011).

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung von spezifison Medikamenten beruht hierbei auf der
Ahnlichkeit des zytosolischen Ribosoms in Mensct Btasmodium.

Die Entwicklung solcher Medikamente ist aber unabbar, um die Bandbreite an
Medikamenten zu erhéhen und im Wettlauf gegen ésigkenzbildung zu bestehen. Dabei ist
fur die Entwicklung von spezifischen Medikamentem der A-Typ relevant, da nur dieser im
Menschen auftritt (Li et al., 1997, Jackson etz010).

Daher war es ein Ziel dieser Arbeit ein Modell 88$ Ribosoms (A-TypR. falciparun) bei
fast atomarer Auflésung zu bauen, um somit eindwole Grundlage fir die Entwicklung
spezifischer Antibiotika zur Verfigung zu stellen.
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1.4 Die co-translationale Translokationsmaschinerie

Im sekretorischen Weg, den ungefahr 30% der meickenl Proteine nutzen (Skach, 2007),
wird die ungefaltete Peptidkette wahrend (co-traimshale Translokation) oder nach der
Translation (post-translationale Translokation) atlureinen als Translokon bezeichneten
Komplex vom Zytosol in das Lumen des ER bzw. imd=-abn Membranproteinen in die ER-

Membran transportiert (Park und Rapoport, 2012)ERiLumen erfolgt die korrekte Faltung

sowie Qualitatskontrolle der Proteine, bevor diet€ine Gber den Golgi-Apparat sekretiert
oder zu den entsprechenden Kompartimenten der #Zafisportiert werden.

1.4.1 Das Translokon

Bei dem Translokon handelt es sich um einen ewwniéti konservierten hetero-trimeren
Transmembran-Proteinkomplex in der ER-Membran (Rex#k Rapoport, 2012). Nur die
und -Untereinheit des Komplexes sind konserviert ursgesell, nicht aber die-Untereinheit
(ebd.). In Saugern werden die Untereinheiten ne6%e- und -, in S. cerevisiaenit Sec61p,
Sbhlp und Ssslp, in Prokaryoten SecY, SecG und Saete in Archaeen SecY,und -E
bezeichnet (Osborne et al., 2005). Das Translok@einer Gesamtheit wird in Eukaryoten als
Sec61-Komplex (Sec61) bezeichnet.

Die Kristallstruktur des inaktiven, geschlossenercYE -Komplex des Archaeen
Methanococcus jannaschierméglicht Rickschlisse auf die raumliche Strukdes
Translokons (Abb. 5) (Berg et al., 2004).

Die -Untereinheit besteht aus 10 Transmembransegmemtdche sich zu einem hydrophilen
Kanal zusammenlagern, der &hnlich wie eine Sangetarmt ist (Osborne et al., 2005). Der
Kanal stellt eine passive Pore da, welche die To&ation nicht aktiv unterstitzt (Rapoport,
2007) und die engste Stelle des Kanals wird alsrirorg bezeichnet.

Durch diesen Kanal gelangen die Proteine vom Zytasodas ER-Lumen und die
Transmembrandomanen (TM) von Membranproteinen geladurch eine laterale Offnung im
Kanal in die ER-Membran (Park und Rapoport, 20E3).ist nicht geklart, ob die laterale
Offnung immer oder nur wahrend der Translokatiodffyet ist (ebd.).

Im inaktiven Zustand (keine Translokation) ist d&nal geschlossen und der zugrunde
liegende Mechanismus wird kontrovers diskutiertd(@bEs wird aber angenommen, dass
entweder eine als ,Plug” bezeichnete Helix désntereinheit oder BiP involviert sind (ebd.).

Aufsicht von oben Seitenansicht

Zytosol

Extrazelluldrer Raum

Abb. 5 Kristallstruktur des SecYE -KomplexesDarstellung der Kristallstruktur des SecYEomplexes (Methanococcus jannaschuii}
zwei unterschiedlichen Perspektiven. Die TM 1-5 démtereinheit sind in blau und die TM 6-10 in ratrdestellt sowie die-Untereinhei
in beige und die-Untereinheit in grau. Die Seitenketten der Aminosa, welche den Porenring bilden, singjitin dargestellt. Die later:
Offnung zwischen TM2b und TM7 ist angedeutet. DagRst in gelb dargestellt. Naheres siehe Texe. Abbildung und BescHtung wurde
von (Park und Rapoport, 2012) Gibernommen und aisgepa
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1.4.2 Uberblick tiber die co- und post-translationale Trarslokation

In der co-translationalen Translokation (Abb. 6Ajokt die Bildung eines Sec61/RNC-
Komplexes in einem als ,SRP-Zyklus* bekannten Voga(Wild et al., 2004). Der
Sec61/RNC-Komplex stellt den zentralen Bestandi@iés als , Translokationsmaschinerie®
bezeichneten Komplexes dar (Sidh4.3, S.1). Die Translokation erfolgt durch die gerichtete
Bewegung der naszierenden Kette aufgrund der Tatms|(Park und Rapoport, 2012).

In der post-translationalen Translokation (Abb. &B)d die freigesetzte Peptidkette nach der
Translation durch einen Komplex aus Sec61, Sec&P Set63 gebunden (8. cerevisiae
enthalt der Komplex zuséatzlich die beiden nichteatisllen Proteine Sec71p und Sec72p)
(ebd.). Die Translokation erfolgt durch eine getéth Bewegung aufgrund eines BiP-
abhangigen molekularen Ratsche-Mechanismus (ebd.).

A)

mRNA

ER-Lumen Sec61 SRP-Rezeptor

B)
Preprotein
Chaperones G

Signalsequenz
e Sec62/63

Sec61

—

——

J-Domine + ATP @
; 4

ADP

T

Abb. 6 Schematische Darstellung der ¢- und post-translationalen Translokation in Eukaryoten (A) Schematische Darstellung der co-
translationalen TranslokatioBchritt 1: Die co-translationale Translokation witdrch die Erkennung einer fdfrminalen Signalsequenz
der naszierenden Kette des RNC durch das Signaleukgspartikel (SRP) eingeleitet, wobei SRferi Translationsarrest bewirkt. Sct

2: Es kommt zu einer Bindung des RNC/SRP-Komplelxesh den in der ERdembran sitzenden SRP Rezeptor (SR). Schritt 3Rilaeson
bindet an Sec61, die naszierende Kette wird im Keora Sec61 positioniert und SRBvde SR freigesetzt. Schritt 4: Die Translaticsrts
wieder, die naszierende Kette wandert in dad BRen, die Signalsequenz wird abgespalten und altertg des Proteins beginnt. Schri
Nach Beendigung der Translokation wird das Ribosoeder fieigesetzt.

(B) Schematische Darstellung der post-translationah Translokation. Schritt 1:Die posttranslationalen Lokation startet mit der Bind
der komplett translatierten und freigesetzten Bl&gptie an den Sec-Komplex, bestehend aus Sec6%ent?Sec63, dabei werden mit |
Peptidkette assoziierte Chaperone freigesetzt.itS@him ER-Lumen interagiert HSP70 BiP im ATP gedenen Zustand (T) mit der J-
Doméne von HSP40 Sec63 (siehb.1, S.1P Nach der Hydrolyse von ATP (D) bindet BiP an daszierende Kette, welche sich aufgi
der ungerichteten brownsche Bewegung in dasL&fen geschoben hat. Da BiP groRer ist als der IKavied ein Zuruckgleiten di
Peptidkette in den Kanal verhindert. Schritt 3einem sich wiederholenden Prozess binden weitdPeMBilekiile an die in das ERsmer
gleitende Peptidkette, bis die Peptidkette komjletth das Translokon gewandert ist. Schritt 4:cButen Austausch von Abgegen AT
|6st sich BiP wieder von der naszierenden Kette wird freigesetzt (Schritt 4). Die Abbildung und ®ériftung wurde vor{Park uni
Rapoport, 2012) tbernommen und angepasst.
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1.4.3 Die co-translationale Translokationsmaschinerie

In der co-translationalen Translokation stellt d8ec61/RNC-Komplex den zentralen
Bestandteil eines als , Translokationsmaschinerezdichneten Komplexes dar (Abb. 7A).
Die Translokationsmaschinerie enthalt neben dem6BBNC-Komplex noch weitere
Komponenten (Zimmermann et al., 2011), aber esiigtt einheitlich definiert, welche
Elemente als Bestandteil der Translokationsmasaokirmzusehen sind oder nur mit dieser
interagieren (ebd.).

Als weitere Bestandteile der Translokationsmascléneerden unter anderem Proteine der
RAMP-Fraktion (,ribosome associated membran protaimgesehen, welche sich erst unter
Hochsalzbedingungen aus Membran-solubilisiertemgimenkomplexen herauslésen (Wang
und Dobberstein, 1999). Zu den Proteinen der RANM&kiion gehdren neben Sec61 unter
anderem die Oligosaccharyltransferase (OST) und ,deanslokon assoziierte Protein
Komplex“ (TRAP) (Wang und Dobberstein, 1999).

Zum Beispiel fuhrt die OST die co-translational€INA&osylierung der naszierenden Kette aus
(Kelleher und Gilmore, 2006), es ist aber auch giost-translationale N-Glykosylierung
maoglich (Kelleher und Gilmore, 2006, Ruiz-Canadalet2009).

Der hetero-quartéare TRAP interagiert ebenfalls deit naszierenden Kette und untersttitzt
einige Proteine bei ihrer co-translationalen Trakation (Menetret et al., 2005).

Bisher konnten mithilfe der SP-Kryo-EM 3D-
Rekonstruktionen des Sec61/RNC-Komplexes (Gogala et
al., 2014, Becker et al., 2009, Voorhees et all42@es
Sec61/TRAP/Ribosom-Komplexes (Menetret et al.,
2005) und des Sec61/TRAP/OST/RNC-Komplexes
erstellt werden (Abb. 7B). (Pfeffer et al., 2014).

Diese 3D-Rekonstruktionen ermdglichten wichtige
Ruckschlisse auf die rdumliche Anordnung und die
zugrunde liegenden strukturellen Mechanismen in der
Translokationsmaschinerie.

Neuere Studien deuten darauf hin, dass es sicteoei
Protein ERj1 auch um ein Protein der RAMP-Fraktion
handelt und es sich bei ERj1 um ein weiteres Belstdn
der co-translationalen Translokationsmaschinerie
handeln kénnte (Zimmermann et al., 2011, Blau gt al
2005, Dudek et al., 2005). Dies wurde in diesereitrb
naher untersucht (sielies.2, S.18

Abb. 7 Darstellung  von Bestandteilen  der  cdranslationalen
Translokationsmaschinerie (A) Schematische Darstellung des Sec61-RNC
Komplexes. Im Sec61-RNCKomplex ist der Tunnelausgang des Ribos
unmittelbar tber dem Kanal von Sec61 positionigeckmann et al., 1997purch di¢
Interaktion zwischen Ribosom und Sec61 6ffnet sleh Kanal und aufgrund c
fortschreitenden Translation wird die naszierené¢te&Kdurch den Kanal in das ER
Lumen geschoben und dort freigesetzt (Park und [R&po2012). DieAbbildunc
wurde von (Becker et al., 2008pernommen und angepasst. NK: Naszierende
(B) Darstellung der  SP-Kryo-ENRekonstruktion  des  solubilisiert
Sec61/TRAP/OST/RNC-Komplexes (Pfeffer et al., 201M)aheres siehe Text. [
Abbildung wurde von (Pfeffer et al., 2014) libernoemund angepasst.
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1.5 ERj1 als potentieller Bestandteil der Translokatimsmaschinerie

1.5.1 Das HSP70/HSP40 Netzwerk
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Abb. 8 Beispiele fur HSP70/HSP4-Interaktion (A) HSP40 als Substratlieferarschritt 1: Die Peptidkette wird durch die Peptid-
Bindungsdoméne von HSP 40 gebunden. Schritt 2: B®let Uber die J-Doméane an HSP70-ATP. Das HPEW\toder JDoméne un
die Peptidkette beschleunigen die Hydrolyse von AD&s HPD-Motiv beschleunigtiel Hydrolyse bis um das 1000fache. Schritt 3:
Peptid wird fest durch HSP70-ADP gebunden und daB4®-Protein wird freigesetzt. Schritt 4: NEF binale HSP70ADP und fiihrt zL
Freisetzung von ADP. ATP wird durch HSP70 gebunderigrund der niedrigen Affinitat von HSPAFP fir die Peptidkette, wird die
freigesetzt. Der Zyklus beginnt wieder von vorradisfdie Peptidkette noch nicht korrekt gefaltét() Zellulére Lokalisierung von HSP
durch HSP40. Das HSP40 ist an eine bestimmte Steiellkompartiments gebunden und die lokale Konzeiatnasomit stark erhor
Dadurch kommt es zu einer effektiven Bindung unditdlyse von HSP70 und das durch HSPA®R schwach gebundene Peptid wird
gebunden. Die lokale Konzentration von HSP70 windthl die Bindung durch HSP40 ebenfalls erh6éht. icBiind Schritt 4 sind gleich w

in (A). Die Abbildung wurde von (Kampinga und Cra§10) ibernommen und angepasst.
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1.5.2 Das HSP40 ERj1
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Abb. 9 Topologie von Sec63 und ER]
Schematische Darstellung der Topologie
Sec63 und ERjl in der ER-Membran (N=N: * :I 5§ "* " xpopgw C.'B CO!
terminale_s Ende, C=C-ter_minale_>s End_e). Die J- *" CO .*( * 8
Doméne in Sec63 und ERj1 sowie die ribosol
Bindungsdomane (RBD) in ERj1 sind farbl "ol ! % ! # "
hervorgehoben. Die Abbildung und Besctunifc 8 " %
wurde von (Mdiller et al., 201@pernommen ur
angepass & 55 ? ( 1# . [ .# >* ( 1 #./141

Auch ERj1 konnte eine Rolle in der co-translatiemallranslokation spielen (Dudek et al.,
2005). Erstens konnte gezeigt werden, dass ERjd gibe zytosolische 17mer lange, positiv
geladene ribosomale Bindungsdoméane an das Riboswlatifebd.). Zweitens konnte anhand
einer mithilfe der SP-Kryo-EM erstellten 3D-Rekangtion festgestellt werden, dass die
Bindung von ER]j1 anscheinend nahe am Tunnelausdes&ibosoms erfolgt (Abb. 10) (Blau
et al., 2005). Drittens wurden in Cross-Link Expegnten Cross-Links zwischen der
naszierenden Kette und ERj1 erhalten (Dudek e2@D5) und viertens konnte in vitro-
Translations-Assays gezeigt werden, dass ERj1 iomtnBiP gebundenen Zustand die
Translation inhibiert, aber keine Inhibition im Bgebundenen Zustand auftritt (ebd.). Dabei
erfolgt die Inhibition Uber ein stark positiv getates Nonapeptid im
zytosolischen Bereich von ERj1 (ebd.).

Aufgrund der experimentellen Ergebnisse scheintlEeRgntuell eine
regulatorischen Funktion in der Proteintranslokatza spielen (Abb.
11) (Dudek et al., 2005).

Abb. 10 Kryo -EM-Karte des ERj1C/Riboson-KomplexesDie Kryo-EM-Karte wurde mit Hilfe de
SP-Kryo-EM fiir einein vitro-Rekonstitution eines C-terminalen Fragments vonlEERj1C, H.
sapien} am leeren 80S Ribosont (. familiaris) erstellt (Blau et al., 2005Das Fragment ERj]
besteht aus den Aminoséauren 173-46n ER]j1 und enthalt die RBD (ebd.). Der luminB&reich un
die TM-Domaéne fehlen in ERj1C. Die Auflésung delyBsEM-Karte betragt 20 A (FS) (ebd.) un
ist aus zwei unterschiedlichen Blickwinkeln darg#tDie obere Abbildung zeigt die Seitenihs au
das Ribosom und die untere Abbildung zeigt die Memlzugewandte Seite des Ribosoms. Dabei |
sich beide Abbildungen durch eine 90 Grad-Rotatioeinander uberfihren. Neben der nicht-
ribosomalen Extradichte fiir ERj1C ist eine Extratiiczuerkennen, bei der es sich eventuell um E
handelt (ebd.). Die Kryo-ENkarte ist folgendermaflen eingeféarbt: kleine riboatemUntereinhe
(gelb), groRRe ribosomale Untereinheit (blau), ER{tange) und ES27 (griin). Naheres siehe Tex
Abbildung wurde von (Blau et al., 2005) bernommen.
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1.5 ERj1 als potentieller Beslteil der Translokationsmaschinerie

In der existierenden 3D-Rekonstruktion UberlapperBihdungsstellen von Sec61 und ERj1C
am Ribosom und daher beeinflussen sich Sec61 unftl &rRntuell in ihrer Bindung an das
Ribosom (Blau et al., 2005). Allerdings ist die Rsung der 3D-Rekonstruktion fur eine
sichere Beurteilung der
Bindungsstellen von ERj1C am
Ribosom zu niedrig.

Signal an Ribosom
(Senkung Proteinzufluss)

e . Daher wurde in dieser Arbeit
ERjl / versucht 3D-Rekonstruktionen des
i § ERJ1 vollstandigen Proteins von ERj1
PERK alleine oder in Kombination mit
G o) e S ERaemban - Sec61 undfoder BiP am Ribosom
@M@& g bei hoher Auflésung zu generieren,
Aggregierte ) g%’ciefanetes um  deren Interaktion  zu

Proteine i Prossin untersuchen.

Abb. 11 Hypothetisches Modell tiber eine regulatorische Ra#lvon ERj1 in der Proteintranslokation Unter physiologisch Bedingunc
rekrutiert ERj1 BiP an die Translokatismaschinerie, um eventuell eine UnterstiitzundPdeteintransportes oder der Proteinfaltung c
BiP zu ermoglichen (Dudek et al., 200Bgim Auftritt von ERStress fallt die Konzentration an freien BiP aufgtuer hohen Anzahl
ungefalteten Proteinen ab und ERj1 kann BiP nictttmbinden (ebd.). Dadurch kommt es zu einer Itibibder Translation deh ERj1 un
somit zu einer Erniedrigung des ProteinzuflusseamER-Lumen bis der physiologische Zustand imnLERen wieder hergestellt ist (eb:
Nach der Herstellung des physiologischen Zustastdié Konzentration an freien BiP wieder hoch kadn durch ERj1 gebunn werder
Somit kdnnte eine Analogie zu dem PERK-SignalwedgnUPR bestehen (sieh&.1, S.1h der bei ERStress vermutlich ebenfalls aufgr
einer niedrigen Konzentration an BiP aktiviert wirdd zu einer Erniedrigung des Proteinzuflussedaim ER-fuhrt (ebd)Die Abbildung
wurde von (Dudek et al., 2005) tibernommen.



1.6 Der XBP1u-RNC in déPR

1.6 Der XBP1u-RNC in der UPR

1.6.1 Uberblick Giber die UPR

Ubersteigt im sekretorischen Weg die Menge an waligéén Peptidketten im ER die
Faltungskapazitat des ERs, kommt es zu einer Sjddes physiologischen Zustands im ER
(ER-Stress) (Schréder und Kaufman, 2005, Ron unide®y2007, Bernales et al., 2006, Walter
und Ron, 2011, Hetz, 2012). Um den physiologischestand wieder herzustellen, erfolgt eine
Aktivierung der ,,Unfolded Protein Response” (UPBhA.).

In der UPR wird erstens die Transkription und Tlain@n von Proteinen im sekretorischen
Weg herunterreguliert, um den Zufluss an ungefaité&roteinen aus dem Zytosol zu senken
(Schroder und Kaufman, 2005). Zweitens wird der @btson sich nur langsam faltenden oder
fehlgefalteten Protein im ER-Lumen verstarkt (Smathal., 2011) und drittens wird die
Faltungskapazitat des ERs durch die verstarkteh®getvon Chaperonen und Foldasen und
einer VergroRerung des ER-Kompartiments erhohtr(®gr und Kaufman, 2005).

In héheren Eukaryoten wird die UPR durch drei wstkiedliche Signalwege gesteuert, denen
jeweils ein anderer Mechanismus der Signaltransoluktu Grunde liegt (Walter und Ron,
2011): IRE1-, PERK-, und ATF6-Signalweg (Abb. 12).
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Abb. 12 Signaltransduktion in der eukaryotischen UPR Bei der UPR erfolgt die Signaltransduktion vom BERnen in das Zytosol Ub
die in der ER-Membran sitzenden Stresssensoren IREERK und ATF6(A) IRE1-Signalweg. In Folge von E&tress kommt es zu eil
Dimerisierung/Oligomerisierung und Autophosphomgiey von IRE1. Dies fihrt zu einer Aktivierung der intrinsisct
Ribonukleaseaktivitat. In einem unkonventionelleplef3vorgang wird ein Intron auder mRNA von XBP1 (XBPlu mRN
herausgeschnitten und das TranslationsproduktetgigjRten mRNA (MRNA XBP1s) dient als aktiver Biaiiptionsfaktor (XBP1sin dei
UPR (siehel.6.2, S.15 IRE1 reguliert auch die Degradation bestimmter mRNASD@® und aktiviert durch die Binghg vor
Adaptorproteinen wie zum Beispiel TRAF2 weitere riilyvege. (B) PERK-Signalweg. In Folge von ERtress kommt es zu eil
Dimerisierung/Oligomerisierung und Autophosphomglieg von PERK. Die Autophosphorylierung fihrt zunesi Aktivierung de
Kinaseaktivitat von PERK. PERK phosphoryliert Sedet -Untereinheit des eukaryotischen Translationsiioitesfaktors-2 (elF2) unddie
Phosphorylierung fiihrt zu einer Aktivitatserniedimg von elF2 (Ron und Walter, 200Dadurch kommt es zu einer globalen Reduzie
der Proteinsynthese (ebd.). Allerdings wird dieriBtation einiger Proteine wie zum Beispiel der Blaiptionsfaktor ATF4welche kurz
offene Leserahmen (ORF) oberhalb des Gen codiene@&é-s besitzen, durch die Phosphorylierung vo@ elfochregulier(Schréder un
Kaufman, 2005). ATF4 reguliert unter anderem Gergdche in der Autophagie und Apoptose involviends{C) ATF6-Signalweg. Bei ER-
Stress wird ATF6 aus der ER-Membran durch Intecakthit dem COPII-Komplex in Transport-Vehikel geflaond zum GolgiAppara
transportiert (Walter und Ron, 201Dort werden durch die beiden Proteasen S1P uRdi&2uminale Doméne und der Transmembrani
von ATF6 entfernt (ebd.)Das freigesetzte zytosolische Fragment (ATF6fdeat in den Nucleus und wirkt dort als Transkapsfakto
(ebd.). ATF6 aktiviert unter anderem die Transkoiptder Chaperone BiP und GRP94, die im ER diedititenh-Faltung unterstitzen (ebd.).
Die Abbildung wurde von (Hetz, 2012) ibernommen andepasst. Naheres siehe Text.
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1.6 Der XBP1u-RNC in déPR

Alle drei Signalwege werden zwar unabhangig indieR aktiviert, stehen aber in intensiven
Cross-Talk miteinander (Ron und Walter, 2007) umundglichen eine zeitversetzte
Feinregulierung der UPR (Mori, 2009, Yoshida et 2003). Neben der zeitlichen wird auch
eine zell-spezifisches Feinregulierung durch diestexz von Isoformen von ATF6 und IRE1
(IRE1 und IRE1) ermdglicht (Mori, 2009).

Der Mechanismus der Aktivierung von IRE1, PERK #id=6 bei ER-Stress wird kontrovers
diskutiert (Ron und Walter, 2007).

Die Aktivierung konnte direkt erfolgen, indem ungkéte Proteine gebunden werden oder
indirekt durch eine fehlende Bindung von BiP (ebdAlle drei Proteine weisen
Bindungsdomaénen fir BiP auf und wahrend des ERsS#eefallt die Konzentration an freien
BiP ab (ebd.). Auch die Kombination beider Modelied diskutiert (ebd.).

In niederen Eukaryoten wie. cerevisiaexistiert in der UPR nur der IRE1-Signalweg (Mori,

2009). Zum Beispiel ist PERK erst aus einem Gerfig zwischen IRE1 und der
Proteinkinase GCN2 hervorgegangen (Mori, 2009).

1.6.2 XBP1u-RNC als Bestandteil des IRE1-Signalwegs

Unkonventioneller SpleiRvorgang der Orthologe Hagidd Xbplu durch IRE1

Bei Auftreten von ER-Stress spleif3t IRE1 aufgrueider aktivierten Ribonukleaseaktivitat die
MRNA von Hacl (Haclu) ifs. cerevisiagSidrauski und Walter, 1997) und des Orthologs
Xbp1?(Xbplu) in héheren Eukaryoten wie. sapiens Mus musculusund Caenorhabditis
eleganqC. elegank(Calfon et al., 2002, Yoshida et al., 2001). Breden des zu entfernenden
Introns sind jeweils durch eine Haarnadelstrukisirefn-Loop) flankiert, in welcher IRE1
schneidet (Abb. 13A)(Yoshida et al., 2001). Diedsg RIgl fugt die Enden der gespleildten
MRNA von Hacl wieder zusammen (Sidrauski et aR6)9im Falle von Xbpl ist die Ligase
nicht identifiziert.

Im Gegensatz zum Translationsprodukt (HAC1lu, XBPtlaJ nicht gespleil3ten mRNA
(Haclu, Xbplu) handelt es sich bei dem Translapimdukt (HAC1s, XBP1s) der gespleil3ten
MRNA (Hacls, Xbpls) um den aktivierten Transkripsiaktor in der UPR (Abb. 13B) (Back
et al., 2005).

Da es sich bei HAC1u bereits um einen schwachensKkrgptionsfaktor handelt, wenn auch
um einen 10fach schwacheren als HAC1s (Mori e2@D0), wird die Expression von HAC1u
auf der Ebene der Translation durch die Ausbildeings translationsarretierten RNC aufgrund
einer Sekundarstruktur in der mRNA unterdriickt (degger et al., 2001). Das Intron ist
Bestandteil der Sekundarstruktur (ebd.). Durch #&ietfernung des Introns wird die
Sekundarstruktur aufgeldst, die Translation stavtetler und es wird das Translationsprodukt
HAC1s erhalten (ebd.).

Bei XBP1u handelt es sich um keinen Transkriptiaktr, allerdings wurde, wie im Folgenden
beschrieben, in Saugern gezeigt, dass fur eineniegifen Spleil3vorgang von Xbplu die
Ausbildung eines voriibergehend translations-antetieRNC notwendig ist.
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1.6 Der XBP1u-RNC in déPR

Translationsarretierter XBP1u-RNC erforderlich éfifizienten SpleiRvorgang von Xbplu

In Sdugern wurde gezeigt, dass fir einen effizireS@eilRvorgang von Xbplu die mRNA uber
einen RNC (XBP1u-RNC), wahrend der Translation WBP1lu, an der ER-Membran
lokalisiert wird (Abb. 13C) (Yanagitani et al., Z0vanagitani et al., 2011).

Dabei ermdglicht eine hydrophobe, in Saugern elailér konservierte Sequenz (HR2) in der
naszierenden Kette von XBP1u die Bindung an dieMeRRabran (Yanagitani et al., 2009). Ein
in der ER-Membran sitzender Rezeptor fir die Lakatung von HR2 an der Membran konnte
bis jetzt nicht identifiziert werden (Yanagitani at, 2009), allerdings konnte in vitro-
Translations-Assays unter der Verwendung von kioheth Lipiden gezeigt werden, dass HR2
wahrscheinlich direkt an die Membran binden karbd (e

Da sich HR2 nur 53 AS vom C-terminalen Ende entfeefindet (Yanagitani et al., 2011) und
nur ca. 13 AS bis zur Beendigung der Translatiombleéoen, sobald HR2 aus dem
Tunnelausgang herausragt (Ilto und Chiba, 2013kimstvoriibergehender Translationsarrest
notwendig, um vor Beendigung der Translation ackend Zeit fur die Lokalisierung von
XBP1u-RNC zu erhalten (Yanagitani et al., 2011)r Deanslationsarrest erfolgt Uber eine in
Wirbeltieren hochkonservierte Arrestsequenz voA%4m C-terminalen Ende der Peptidkette
(Abb. 13C) (ebd.). Somit handelt es sich bei XBBfruein RAP (Ito und Chiba, 2013).

Eine Zielsetzung der Arbeit war es, eine 3D-Rekaksion des XBP1u-RNC zu generieren
und daran wertvolle Erkenntnisse beziglich des Slagionsarrests zu gewinnen.
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/I\L'G G UAG UAG HAClu
s I ' (230AS)
9. 1. ! i
q c- [GF A& [Gr~"c_ q i _.-~" Deletion252nt
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¢ é . d &% | Vi (238 AS)
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Abb. 13 Unkonventioneller SpleiBvorgang der Orthologe Haclwnd Xbplu durch IRE1 (A) Schematische Darstellung der Stkrop
Struktur in Xbplu und Haclu. Die fur den Splei®arg durch IRE1 essentiellen und konserviertenlédtikle sind eingerahmind die
Schnittstellen durch Pfeile markiert. Das IntronHacl ist aufgrund seiner Lange nicht vollstandaggéstellt. Die Abbildung wde vor
(Nagashima et al., 2011) ibernommen und angefB3sschematisch®arstellung der nicht gespleidten und gesplei3tBMNAvon Hac:
(S. cerevisigeund Xbpl H. sapieny sowie den korrespondierenden Protein codiererRisgionen.Im Falle von Hacl wird durch ¢
Entfernung des Introns (grau unterlegt) die letZ@rAS des C-terminalen Endes von HAC1u gegen L@ &S (schraffierte Flache) im C-
terminalen Ende von HAC1s ausgetauscht (Mori et28100). Im Falle vonXbpl besitzt die mRNA zwei offene Leserahmen (ORN¢
teilweise uberlappen und nicht im gleichen Fraregdn (Yoshida et al., 2001 Xbplu wird der erste ORF translatiert und XBRthalte
(ebd.). Beim Spleil3en des Introns (grau unterl&tfiehe), welches sich im Uberlappenden BereichOdFs befindet, kommt esi einen
Frameshift, aufgrund dessen der zweite ORF im Frahelemersten ORF in Xbp1s liegt (ebd.). Dadurch werderdee Translation vc
XBP1s die letzten 97 AS dest€rminalen Endes von XBP1u (Flache mit Ringen) d@t2 neue AS des zweiten ORFs (gestreifte Fl;
ersetzt (ebd.). In dem neuen C-terminalen Beegicion HAC1s/XBP1s (schraffierte Flachen) befirgiet eine aktivierende Domane fir
Transkription, daher handelt es sich bei HAC1s/X8&h den potentiellen Transkriptionsfaktor in d&R{Mori et al., 2000, Yoshida et ¢
2001). AUG und UAG markieren die START- und STOBdons. Bei den Nukleotiden G und A handelt es siohdie Schnittstellen in d
Stem-Loops (siehe A). Des Weiteren ist die Langdrieons sowie der Translationsprodukte angegei@heres siehe Texbie Abbildung
wurde von (Back et al.,, 2005) Ubernommen und arsgp@) Schematische Darstellung des effizienten Spleifamyg von Xbpli
Beschreibung siehe Text. Abbildung wurde von (Yaaag et al., 2011) Gbernommen und angepa&}.Vergleich der Germinalel
Sequenzen von XBP1u in Wirbeltieren. KonservierBsind orange unterlegt. Durch schwarze Dreiealddie AS markiert, den Mutatior
zu Alanin (Alaninscan) in XBP1uH sapien} zu einer Verkirzug des Translationsarrestes fuhrt und durch weili@ebke AS, dere
Mutation zu einer Verlangerung des Translationsafighrt. Die Positionsnummern der AS beziehen aithXBP1u H. sapieny Néhere
siehe Text. Die Abbildung wurde v(Yanagitani et al., 201 tlbernommen und angepa



2 Zielsetpuder Arbeit

2 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund seiner zentralen Bedeutung als ,Fabrik Eeteinsynthese steht das Ribosom im
Fokus der Forschung. Es war die Zielsetzung dikdmit 3D-Rekonstruktionen verschiedener
ribosomaler Komplexe mithilfe der SP-Kryo-EM zu geeren und anhand deren struktureller
Informationen neue Erkenntnisse Uber die Funkti@mssv des Ribosoms sowie der in
Interaktion stehenden Proteine zu gewinnen. Im Rethater Arbeit wurden drei Projekte

bearbeitet, die im Folgenden vorgestellt werden:

Projekt I: Modellbau des 80S Ribosonfs {alciparun)

Bei Malaria tropica handelt es sich um die geféhdte Variante der Malaria und sie wird durch
den parasitaren Erreger falciparumverursacht (White et al., 2014).

Anhand eines exakten Modells des 80S RibosomsRiofalciparumware es maoglich die
Unterschiede zum 80S Ribosom des Menschen herabsitea und somit einen Beitrag zur
Entwicklung spezifischer Antibiotika gegen das $iosom vorP. falciparumzu liefern.

Daher ist die Zielsetzung dieses Projekts ein @sakholekulares Modell des 80S Ribosoms
(A-Typ, P. falciparunm) zu bauen und falls mdglich potentielle Angriffglte fur die
spezifische Medikamentenentwicklung zu identifierer

Fur den Bau des Modells soll erstmals im Labomngiee DED-Technologie eingesetzt werden,
welche eine 3D-Rekonstruktion des 80S Ribosoms&seatomarer Auflésung ermdglicht.
Des Weiteren soll fir die Datensammlung ein Pratakar erfolgreichen Reinigung der 80S
RibosomenPR. falciparun) aus infizierten menschlichen Erythrozyten etablieerden.

Projekt Il: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Kommaxit dem Liganden ERj1

In SAaugern existiert neben Sec63 das ER-MembragipidSP40 ERjA(ER-resident J-domain
protein 1), welches eine teilweise Homologie zu3eaufweist (Kroczynska et al., 2004). Wie
Sec63 kann ERj1 Uber die luminale J-Domane das B®#H binden (Dudek et al., 2002,
Dudek et al., 2005, Benedix et al., 2010, Chevalial., 2000). Interessanterweise kann ERj1
im Gegensatz zu Sec63 Uber eine zytosolische, aibake Bindungsdomane auch an das
Ribosom binden (Dudek et al., 2005). VerschiedexeEmente deuten dabei darauf hin, dass
ERj1 wie Sec63 eine Rolle in der Proteintranslakasipielt (ebd.). Zum Beispiel inhibiert ER]j1
in in vitro-Translations-Assays die Translation in Abwesenbeit BiP (ebd.).

Bis jetzt existiert nur eine 3D-Rekonstruktion erzgtosolischen Fragments von ERj1 am 80S
Ribosom, welche zeigt, dass ERjl anscheinend nahelunnelausgang bindet und die
Bindungsstelle mit der von Sec61 uberlappen ko(Blau et al., 2005). Allerdings ist eine
eindeutige Interpretation aufgrund der niedrigefidaung von 20 A nicht maglich.
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2 Zielsetpuder Arbeit

Aufgrund dieser geringen strukturellen Kenntnisstees Ziel dieses Projekts die Interaktion
von ERj1 mit dem 80S Ribosom, BiP und Sec61 auksireller Ebene naher zu untersuchen.
Hierfur soll ein Protokoll fiir die erfolgreiche vitro-Rekonstitution verschiedener ribosomaler
Komplexe etabliert werden: Ligand ERj1 am Ribosaimgrer Komplex), Ligand ERj1 und
Sec61 am Ribosom (tertidrer Komplex) und Ligand IER$ec61 und BiP am Ribosom
(quartarer Komplex).

Anhand dein vitro-Rekonstitutionen soll zuerst in Bindungs-Testsgestellt werden, ob sich
Sec61 und ERj1 in ihrer Bindung an das Ribosomnbesisen und die Bindung von BiP an
ERj1 darauf einen Einfluss hat.

Anschliel3end sollen 3D-Rekonstruktionen der erfldren in vitro-Rekonstitutionen bei
hoher Auflosung erstellt werden, um die Bindungad unteraktionsstellen zwischen den
Interaktionspartnern auf struktureller Ebene zuwnidizieren. Diese ermdglichen eventuell
Ruckschlisse auf die strukturelle Rolle von ERjtlén Proteintranslokation.

Projekt lll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

In S&ugern wird die konstitutiv exprimierte mRNAsderoteins XBP1u im Zuge der UPR durch
das aktivierte ER-Membranprotein IREgespleit und das Translationsprodukt XBP1s der
gespleiRten mRNA stellt einen aktiven Transkripsiaktor in der UPR dar (Yoshida et al.,
2001).

In Saugern konnte gezeigt werden, dass die fuiSgéeil3-Vorgang notwendige Lokalisierung
von Xbplu H. sapienshXbplu) an der ER-Membran Uber eine hydropholggdRgHR?2) in

der naszierenden Kette eines XBP1lu translatiortgamen RNC erfolgt (hXBP1u-RNC
(Yanagitani et al., 2011, Yanagitani et al., 2009).

Bis jetzt existieren keine strukturellen Daten W@P1u-RNC, anhand deren der Mechanismus
des Translationsarrests hergeleitet werden kdnnte.

Daher ist es die Zielsetzung dieser Arbeit eine Rdkonstruktion des hXBP1-RNC unter
Nutzung der SP-Kryo-EM durchzuftihren.

Anhand der 3D-Struktur sollen grundlegende strigtter Merkmale des hXBP1-RNC
herausgearbeitet werden, welche fur den Mechanisiesig ranslationsarrests relevant sind.
Falls méglich soll anhand der Merkmale ein Moddlétiden strukturellen Mechanismus des
Translationsarrests in hXBP1u-RNC aufgestellt werde

Ein Protokoll fir die Generierung der gereinigteN@ist ebenfalls zu etablieren. Dabei soll
fur diein vitro Generierung ein Konstrukt mit der Translationsstrkeerstarkenden Mutation
S255A in der Arrestsequenz von XBP1u erfolgen (giaai et al., 2011). Dies gewahrleistet
eine hohere Stabilitat des RNC.

Des Weiteren soll untersucht werden, ob der Medmans der Lokalisierung tber einen RNC
in Saugern im Reich der Tiere konserviert ist.

Hierfur soll unter anderem geprift werden, ob sichvitro ebenfalls ein XBP1-RNC in
Drosophila melanogastgD. melanogastefXBP1-RNC) erzeugen lasst.



3.1 Stamme und Vektoren /Geherelle Methoden der Biochemie

3 Material und Methoden

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Inegfen, Merck, Sigma-Aldrich, Roth und
VWR bezogen, aul3er es wurde explizit ein anderestelder angegeben. Digitonin wurde von
Calbiochem bezogen.

3.1 Stamme und Vektoren

Zur Transformation und Amplifizierung von Plasmidenrde derkE. coli Stamm XL1-blue
(Stratagen) eingesetzt. Der GenotypestAl endAl gyrA96 tHi hsdR17 supE44 relAl I§E
proAB lacgZ M15Tn10 (Tetr)]. In Tabelle 1 sind die eingesetzten Vektoaafgelistet.

Vektoren Anmerkungen

pCR2.1-TOPO Geliefert mit TOPO-Klonierungs-Kit, diller Invitrogen,

Plasmid LD42070 Bezogen Uber das ,Drosophila GensiResource Center”. Enthélt die cDNA fur Xbpl
RD (Bezeichnung fiir das Ortholog XbplubDnmelanogastgr

pBSII-SK-(-)-F-Xbp1lu-S255A-H Bezogen durch den Kemgtionspartner Arbeitskreis Kohno (Nara Instinft&cience and

Technology). Vektorriickgrat pBlueScript2-SK(-). Balt die cDNA von XbpluH.
sapien$ mit der Mutation S255A (Austausch Serin gegem#lan der Position 255 in
der cDNA). Die cDNA ist N-terminal mit FLAG-Tag ur@-terminal mit HA-Tag
fusioniert.

pCR2.1-fXbplu Durch TOPO-Klonierung von PCR-Produkt fXbplu in WekpCR2.1-TOPO hergestellt.
Enthalt die cDNA fur Xbpluly. melanogastgr Die cDNA ist N-terminal mit Hig und
FLAG- sowie C-terminal mit HA-Tag fusioniert.

Tabelle 1 Auflistung der eingesetztin Vektoren. In der Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeléektoren sowie zugehori
Anmerkungen aufgeliste

3.2 Generelle Methoden der Biochemie

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Reinigung PCR-Rdukte

Doppelstrangige DNA-Fragmente (PCR-Produkte) wurdger Verwendung der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) generiert und amplifiziert.

Fur die PCR wurde der Phusion Flash Higtelity Master Mix von der Firma New England
BioLabs (NEB) verwendet und die PCR nach den Voegaties Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden 0.1 ng/ul des Plasmid-Templates und je Sliphdes zugehdrigen 5°- und 3”-Primers
eingesetzt. Die Elongationszeit wurde in Abhangigler Lange des PCR-Produkts und die
Annealing-Temperatur in Abhangigkeit der eingesgtRrimer bestimmt. Hierbei wurde den
Empfehlungen des Herstellers der Polymerase (NER)gf.

Die PCR-Produkte wurden mithilfe des ,QIAquick P@Rrification Kit“ (Quiagen) anhand
des zugehorigen Protokoll des Herstellers gereimgtmit dem im Kit enthaltenen EB-Puffer
eluiert.

Die eingesetzten PCR-Templates, Primer und der &tedwngszweck der PCR-Produkte in
dieser Arbeit sind in der Tabelle 2 aufgelistete Birimer wurden durch die Firma Metabion
synthetisiert.

Die Generierung des PCR-Produktes fir die Klonigrdes Vektors pCR2.1-fXbplu erfolgte
in einer PCR. Als Template diente das Plasmid LO420
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3.2 Generelle Methoden der Biochemie

Name Primer Primer-Sequenz (5°-3") Template fiir PCR Verwendungszweck
fXbpl_topo_ ACCAAACAAAACAAATAAAAC Plasmid LD42070 Herstellung des PCR-Produkts fXbplu
vor AAAAACAACATG fur die Generierung des Vektors pCR2{1-
GAATTC fXbplu via TOPO-Klonierung.
GACTACAAGGACGACGATGAC
AAGGCACCCACAGCAAACACA
GT
fXbpl_topo_ TGTGCGACGTTGTCACACTTTT | Plasmid LD42070 Herstellung des PCR-Produkts fXbplu
ruck CAAGATCCAGCGTAATCTGGA fur die Generierung des Vektors pCR2{1-
ACATCGTATGGGTAGGCCATT fXbplu via TOPO-Klonierung
AGCTCTATGCCCG
hXbp1_rick TATAGGATCCCGAAAAGTCGA | pBSII-SK-(-)-F-Xbplu-S255A-H | Herstellung des PCR-Produkts fur die
CTC vitro-Transkription der mRNA fir
hXBP1u-S255A (hXbplu-S255A).
hXbplu-S255A wurde als mMRNA
Konstrukt fiir diein vitro-Translation
verwendet.
hXbpl_ TAATACGACTCACTATAGGGA | pBSII-SK-(-)-F-Xbplu-S255A-H | Herstellung der PCR-Produkte fir die
vor GAATG pCR2.1-fXbplu vitro-Transkriptionen  von  hXbplu
GAATTCGACTACA S255A und fXbplu. Beide mRNA
AGGACGACGATGA Konstrukte wurden fur diein vitro-
Translation verwendet.
polyA_70_ TTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTITTT | pCR2.1-fXbplu PCR-Produkt fur diein vitro-
ruck TTTTTTTTTTTTTTTITTITTTITTTT Transkription von fXbplu. fXbply
TTTTTTTTTTITTTITTITTITTITITITTT wurde als mRNA-Konstrukt fur dién
AAGATCCAGCGTAATCTGGAA vitro-Translation eingesetzt.
CATCGTATG

Tabelle 2 Auflistung der eingesetzten Primer, der PCIl-Templates und der Verwendungszwecke der PC-Produkte. In dieser Tabell
sind die eingesetzten Primer in dieser Arbeit diifye. Des Weiteren sind die zugehdérigen SequedeeriPrimer, die PCRemplates un
der Verwendungszweck der PGRedukte aufgelistet. Die Primer mit der Bezeictmynvor* (vorwarts) erzeugen den codogenen St
des PCR-Fragments und die Primer mit der Bezeiapnpurick” (riickwarts) den zugehdrigen Gegegang. Das Programm fiir die P
wurde entsprechend den Vorgaben des HerstelledefiiPhusion Flash HigRidelity Master Mix (NEB) gewahlt. Bei dem untershenel
Bereich der Primer-Sequenz handelt es sich um derplkte Uberlappenden Bereich undfebcodierung zeigt funktionale Sequenzel

FLAG-Tag,

, HA-Tag,T7-Promoter.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Lange und Reinheit von DNA- und mRNA-Fragmentemrde mithilfe der Agarose-
Gelelektrophorese Uberpriift.
Hierflir wurde das PerfectBlue Gelsystem Mini (Pbjjland 1%ige Agarose-Gele verwendet
(1% Agarose, 40 mM Tris/HCI pH 8.0, 40 mM Tris/H@H 8.0, 20 mM Essigsaure, 1 mM

EDTA).

Es wurden 100-200 ng je Probe geladen. Die Prohedem vor der Gelbeladung mit 6 x Gel
Loading Dye (NEB) und GelRé¥ (Biotium) entsprechend den Herstellerangaben t&trse
Die Laufzeit fur eine ausreichende BandenauftregnomLaufpuffer (derselbe Puffer, der fur

die Agarose-Gele eingesetzt wurde) betrug 25-40bmirl10V. Als Langenstandard wurden
der 100bp und 1kb DNA ladder Plus der Firma NEByesetzt. Die Gele wurden bei einer
Wellenldnge von 300 nm ausgewertet und digitaliglatas Gel Dokumentation-System).

3.2.3 Proteinfallung (TCA)

Mithilfe der Trichloressigsaure-Fallung (TCA-Fallg)rwurden Proteine aus Losungen gefallt,
deren Losungsvolumina fur eine Auftragung auf eir@Ds-PAGE zu grol3 waren (sieB@.4,
S.22. Hierfur wurde die Proteinlésung mit Wasser aanf\¥olumen von 800 ul verdinnt, 100
pl 0.15% Natriumdesoxycholat und 100 pl 72% Tricegsigsaure zugegeben, gevortext und
fur mind. 30 min bei -20 Grad inkubiert. Anschlie@evurden die Proteine pelletiert (20,000
x g, 30 min, 4 Grad, Zentrifuge 5417 R Eppendoni) das Pellet mit 1 ml Aceton (-20 Grad)
gewaschen, getrocknet und in 10-20 pl 1x ProbefeP(£#00 mM Tris/HCI pH 6.8, 2% (w/v)
SDS, 0.1% (w/v) Bromphenolblau, 10% (v/v) Glyceuimd 100 mM DTT) resuspendiert.



3.2 Generelle Methoden der Biochemie

3.2.4 SDS olyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molakyewicht wurde die Technik des SDS-
PAGE (Sodiumdodecylsulfate polyacrylamide gel etgshoresis) nach (Laemmli, 1970)
eingesetzt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit Probenpufégsetzt, so dass im finalen Volumen
Pufferbedingungen von mind. 100 mM Tris/HCI pH 6380 (w/v) SDS, 0.1% (w/v)
Bromphenolblau, 10% (v/v) Glycerin und 100 mM DTarkagen.

Die Proben wurden auf ein denaturierendes 15% Sala€rylamid-Gel geladen und die
Elektrophorese erfolgte bei 200V fur 45-60 min inee Mini Protean Il Elektrophoresezelle
(Bio Rad). Der eingesetzte Laufpuffer enthielt 25 mMsT192 mM Glycin und 0.1 % SDS.
Als GroRenstandard wurde der PageRuler UnstaineiRrLadder (Thermo Scientific) und
der PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermen8ic) eingesetzt.

3.2.5 Commasie-Farbung SDS-Gele

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine im dbeth Verwendung einer Coomasie-
Farbeltsung (0.25% (w/v) Coomassie Blue R 250, 0% Ethanol, 10% (v/v) Essigséaure).
fixiert und eingefarbt. Die Uberschissige Einfadpudes Gels wurde durch mehrere
Waschschritte mit einer Entfarberlosung (40% (\Ethanol, 10% (v/v) Essigsaure) entfernt
und das Gel anschlie3end mithilfe eines Standaashi&xs digitalisiert.

3.2.6 Western Blot und Immunféarbung

Unter Nutzung der Technik des Western Blots sowschlielender Immunfarbung konnten
Proteine in Proben qualitativ nachgewiesen werden.

Hierfir wurden die Proteine in der Probe anhandesi®DS-PAGES aufgetrennt und
anschlieBend mithilfe der Semi-Dry-Technik von deéBS-Gel auf eine Polyvinylidenfluorid-
Membran (GE Healthcare) transferiert. Es wurde &ami-Dry-Apparatur (BioRad) und als
Blottingpuffer 20% (v/v) Methanol, 48 mM Tris, 39NinGlycin, 0.037% (w/v) SDS eingesetzt.
Die Blottingzeit betrug 50 min bei 75 mA pro Gel.

Der Proteintransfer wurde durch eine Membranfarbuitginer Amid-Black-L6sung (0.1%
(w/v) Amidoschwarz 10B, 7.5% (v/v) Essigsaure, 20%) Ethanol) kontrolliert.

Je nach Protein wurden unterschiedliche Antikoffpedie Immunfarbung eingesetzt.

Fur Proteine mit FLAG-Tag wurde der Peroxidase Ugigrte monoklonale Antikorper ANTI-
FLAG M2® (SIGMA) eingesetzt. Dabei wurde fur die Immunfargudem Protokoll des
Herstellers gefolgt. Der Antikérper wurde in einvgrdiinnung von 1:2000 eingesetzt.

Fur die Immunfarbung von Proteinen mit HA-Tag wurde Membran 30 min in 5%

Milchpulver, 1XTBS geblockt, die Membran 1 Stund® BT mit dem primaren Antikorper

.HA-probe Antikorper (F-7)“ (Santa Cruz Biotechnglg im Verhéltnis 1:1000 in 2% BSA,

1XTBS inkubiert und 2x mit 1xTBS und 1x mit 1XTB®1% Tween fir je 10 min gewaschen.
Anschlie3end erfolgte die Inkubation mit dem sekired Antikdrper ,goat anti-mouse IgG-
HRP* (Santa Cruz Biotechnology) in einem Verhalvos 1:200 in 5% Milchpulver, 1XTBS

fur eine Stunde bei 4 Grad. Abschlie3end wurdéviéenbran 3x mit 1xTBS, 0.1% Tween fur
je 10 min gewaschen.

Die Visualisierung der durchgefuhrten Immunfarbungerfolgte unter Verwendung des
Chemiluminescent Detection Kit (AppliChem) und em#uorgraphischen Film (Amersham
Hyperfilm ECL, GE Healthcare) nach den Angabenidesstellers. Fir die Entwicklung des
Fotofilms wurde der Kodak Xomat M35 (Kodak) genutzt
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3.2.7 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaurenlgtéounter Verwendung des Nanodrop
1000 Spektrometers (Thermo Scientific) bescA

Die Konzentrationsbestimmung von Ribosomen unddiren erfolgte unter Verwendung des
Eppendorf BioPhotometer beiéy und Aego. Dabei wurde die Konzentration der Ribosomen
unter der N&herung berechnet, das&#1 ungefahr 20 pmol 80S Ribosomen entsprechen.

3.3 Klonierung und Amplifikation der Plasmid-DNA

Die Amplifizierung aller in dieser Arbeit verweneet Plasmide erfolgte in Zellen dEs coli
Stamms XL1blue (siehe3.1, S.2].

3.3.1 Medium (E. Coli)

Die E. coli Zellen wurden im flissigen LB-Medium hochgezogeseroauf LB-Platten
kultiviert. Das LB Medium besteht aus 10 g/l Bd&t®eptone (BD Bionutrients), 10 g/l NaCl,
5 g/l Bactd™ Yeast Extract (BD Bionutrients). Im Falle von LBaRen wurde dem LB-
Medium noch 15g/l Bacldy Agar (BD Bionutrients) zugesetzt. Das Medium wubgé 121
Grad fur 20 min autoklaviert. Die Platten wurdem dngsreichender Abkihlung gegossen und
im Kuhlraum bis zu ihrer Verwendung gelagert.

Falls bendtigt wurde vor dem GielR3en der Platten isithip (amp) in einer Konzentration von
100 pg/ml zugeben und anschliel3end die Plattensgego(LB+amp). Ebenso wurde falls
bendtigt dem LB-Mediums Ampicillin in einer Konzeation von 100 pg/ml kurz vor der
Verwendung des Mediums zugegeben (LB+amp).

3.3.2 Klonierung der Vektoren (TOPO®-Klonierung)

Fur die Klonierung des Vektors pCR2.1-fXbplu wudds TOPSG TA Cloningd® Kit mit dem
Vektor PCR2.1 TOP® eingesetzt. Dabei wurde dem Protokoll des Heestetjefolgt.

Die zu klonierenden PCR-Fragmente wurden mithiée ECR generiert (siet#®2.1, S.2)
Der benotigte A-Uberhang des PCR-Fragments furT@®O-Klonierung wurde durch die
Zugabe einer Tag-Polymerase (NEB) nach der PCRanachliel3ender Inkubation ftr 10 min
bei 72 Grad erzeugt. Fir die TOPO-Klonierung wurign der PCR eingesetzt.

3.3.3 Transformation chemisch kompetenterk. coli Zellen

Die Transformation erfolgte in chemisch kompetefatten de<. coli Stamms XL1blue. Um
die E. coli Zellen kompetent zu machen, wurde eine 1:200 \ferdiig der Zellen in LB zu
einer ORoo=0.6 bei 37 Grad im Schiittler herangezogen. AnsBkind wurde die Kultur auf
Eis fur 15 min gekuhlt und pelletiert. Die Zellemrden in 0.1 M CaGlresuspendiert, 30 min
auf Eis inkubiert, erneut pelletiert und in 0.1 Ma@h, 15% Glycerin resuspendiert.
Anschliel3end wurden die chemisch kompetenten Zellequotiert, in flissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -80 Grad gelagert.

Fur die Transformation wurden zu 2 pl des TOPO-Klamg-Ansatzes oder 1 pl Plasmid-

DNA (Retransformation) 50 ul auf Eis aufgetauteralseh kompetente Zellen gegeben und 20
min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurde der Amsginem Hitzeschock bei 42 Grad fir 45

Sekunden ausgesetzt, zwei Minuten auf Eis gekiimitl LB (37 Grad) zugegeben und 45 min

bei 37 Grad unter Schitteln (600 rpm) inkubiertgifhomixer comfort, Eppendorf).

*$



3.3 Klonierung und Amplifikation der PlasmiNA / 3.4 RNC-Gewinnung

Abschliel3end wurden 10800 | der transformierten Zellen auf LB-Platten+ampaatiiert
und Uber Nacht bei 37 Grad inkubiert. Am nachstag Wurden die erhaltenen Kolonien
mithilfe der Kolonie-PCR (sieh&.3.4, S.2uberprtft. Im Falle einer Retransformation wurde
auf eine Kolonie-PCR verzichtet.

3.3.4 Kolonie-PCR

Mithilfe der Kolonie-PCR wurde die korrekte Klonigrg der Plasmide Uberprift. Die Kolonie-
PCR erfolgte unter Verwendung der Tag DNA PolymeI®EB).

Fur die Kolonie-PCR wurden Einzel-Kolonien der Tsfnmmation mit einem sterilen
Zahnstocher gepickt, jeweils in 20 ul PCR-Mix (Tawndardpuffer (NEB), Primer) gel6ést und
die Zellen anschlieRend fur 5 min bei 95 Grad dofgehen. Abschlieend wurden dem
Protokoll des Herstellers folgend die Tag DNA Potyase zugegeben und eine PCR
durchgefuhrt.

Als Primer fir die Kolonie-PCR wurden die gleichenmer fiir die Generierung des PCR-
Fragments fir die Klonierung verwendet (si€fabelle 3, da die Orientierung des PCR-
Fragments im Vektor nicht relevant war. Die Analges Kolonie-PCR erfolgte anhand eines
Agarosegels und aus Kolonien mit einem PCR-Fragikemekter Lange wurde die Plasmid-
DNA fur eine Sequenzierung isoliert.

3.3.5 Isolation und Sequenzierung Plasmid-DNA

Eine mittels Kolonie-PCR verifizierte. Coli Kolonie mit korrektem Klon wurde gepickt und
mit 10 ml LB+amp angeimpft und bei 37 Grad Uber MNamkubiert. Im Falle einer
Retransformation wurde eine beliebige Kolonie ven@latte gepickt.

Am Morgen des nachsten Tages wurde dem Herstalelwll folgend die Plasmid-DNA
mithilfe des QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen) igert.

Im Falle einer Retransformation erfolgte bei eig@f3eren Menge an bendtigter Plasmid-DNA
die Isolierung mithilfe des Plasmid Midi Kit (Qiagje Hierflir wurde eine Vorkultur von 100
ml am Abend zuvor angeimpft.

1,5 pug Plasmid-DNA wurden entsprechend den Vorgdeefirma Eurofins MWG vorbereitet
und dieser zur Sequenzierung zugeschickt.

3.4 RNC-Gewinnung

3.4.1 Herstellung Translationsextrakt (T. aestivumnm

Die Herstellung der Translationsextrakte (Weizemkel. aestivurh orientierte sich am
Protokoll von (Erickson und Blobel, 1983) und st iLabor etabliert.

Die Weizenkeime wurden zu einem Chlorform/CycollreGemisch (Verhaltnis 100:6)
gegeben. Die intakten Weizenkeime flotierten an@eerflache und wurden mit einem Sieb
abgefischt, bei RT im Abzug getrocknet, in flissigatickstoff schockgefroren und bei -80
Grad bis zu ihrer weiteren Verwendung gelagert.

Alle weiteren Schritte erfolgten im Kuhlraum. 2,5dgr gefrorenen Zellen wurden in einem
immer wieder mit flissigen Stickstoff gekihlten Mér zu feinem Pulver zerrieben, in ein
Falcon dberfuhrt, mit 3,5 ml 2x Homogenisierung$pu{40 mM HEPES/KOH pH 7.6, 100
mM KOAc, 5 mM Mg(OAc}, 2 mM CaCt, 4 mM DTT, 0.15 Pille/ml, 0.4Ul RNAsin)
versetzt und solange gevortext bis eine zahe Pdstaogenisat) entstand.
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3.4 BNsewinnung

Eine gute Kuhlung bei der Herstellung des Pulverd eine ziligige Weiterverarbeitung zum
Homogenisat waren entscheidend fur die spatere viékdti des Translationsextraktes.
Anschliel3end wurde das Homogenisat zentrifugie€dtQ@0 rpm, 15 min, Sorvall SS34) und
der Uberstand erneut zentrifugiert (30,000 rpm,nd0, TLA110). 2,5 ml des Uberstands
wurden auf eine mit 5 ml 1x HomogenisierungspufggrHomogenisierungspuffer im gleichen
Volumen mit Wasser verdinnt) aquilibrierte PD10 IB&YGE Healthcare) uberfuhrt.
Anschlielend wurde mit 2,5 ml 1x Homogenisierundfgpueluiert und das Eluat mit 1x
Homogenisierungspuffer auf 200s/ml verdinnt. Der erhaltene Translationsextraktdeur
aliquotiert, in flissigen Stickstoff schockgefrorend bis zu seiner Verwendung bei -80 Grad
gelagert.

3.4.2 Invitro-Transkription (Herstellung mRNA-Konstrukte)

Die Herstellung gecappter mRNA-Konstrukte fur dre vitro-Translation erfolgte unter
Verwendung des ,mMMESSAGE mMACHINE® T7 Transcriptidits“ (Ambion®) nach dem
Kit beiliegendem Protokoll. Fiur einen 2DAnsatz wurden 0,19 gereinigtes PCR-Produkt als
Template eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit zaei Stunden bei 30 Grad wurde die
MRNA mit der LiCl-L6sung gefallt und in RNA-freiaWasser resuspendiert.

3.4.3 Herstellung RNCs viain vitro-Translation

Herstellung RNCs@ryctolagus cuniculus

Die Herstellung der RNCLfyctolagus cuniculugO. cuniculu$ erfolgte unter Einsatz des
vitro-Translations-Kits ,Rabbit Reticulocyte Lysate St (Promega) nach dem Kit
beiliegendem Protokoll. Als mMRNA Konstrukt fiir dizenerierung von hXBP1-RNC wurde
das mRNA-Konstrukt hXbplu-S255A eingesetzt undiférGenerierung von DP120-RNC das
MRNA-Konstrukt DP120. Die Angaben bezuglich dergesetzten mRNA-Konzentrationen
und den Inkubationszeiten sind dem Ergebnistedrsnehmen.

Herstellung RNCsl¥. melanogastgr

Die Herstellung der RNCs erfolgte nach einem im dradurch Doktor Andreas Anger
etablierten Protokoll. Die fur di@ vitro-Translation benétigten embryonalen Zellextrake (
Melanogaster wurden durch Andreas Anger im Labor freundlicheise zur Verfiigung
gestellt.

Derin vitro-Translations-Ansatz wurde auf Eis angesetzt utlsi@hneben der mMRNA 24 mM
HEPES/KOH pH 7.5, 80 ngl Creatine Kinase, 16.8 mM Creatine PhosphatageniM
Mg(OAc),, 80 mM KOAc und 40% (v/v) embryonalen ZellextraRie in vitro-Translation
erfolgte durch Inkubation des Ansatzes bei 25 GAgImMRNA Konstrukt fur die Generierung
von fXBP1-RNC wurde das mRNA-Konstrukt. Die Angaliziglich der Inkubationszeit und
der eingesetzten mMRNA-Konzentrationen sind demlirngéeil zu entnehmen.

Herstellung RNCsT. aestivum

Die Herstellung der DP120-RNCs erfolgte durch diakubation desin vitro-
Translationsansatzes (50% (v/v) WeizenkeimextraktmM HEPES/KOH pH 7.6, 75 mM
KOAc, 1,25 mM Mg(OAc), 2 mM DTT, 1,25 mM ATP, 0.25 mM GTP, 16 mM Kreatin
Phosphatase, 0.4%/ul Kreatin Kinase, 50 ng/ul tRNA (Roche), 0.4 n8dermidin, 0.1 mM
Aminosauren-Mixtur (Promega), 0.15 U /ul RNAsindutD ng/ul mRNA DP120) fir 60 min
bei 30 Grad. Die Translation wurde durch die Zugadre0,2 g/l Cycloheximid gestoppt.
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3.4.4 Reinigung von RNCs nach dem Standard-Protokoll im Bbor

Die Reinigung von DP120-RNC$% .(aestivuhwurde nach dem Standardprotokoll ausgefihrt.
Dabei erfolgte die Reinigung aus 800N eizenkeimextrak.

Die Reinigung von hXBP1-RNQQ. cuniculu$ und fXBP1u-RNC D. melanogastgrerfolgte
anfangs auch nach dem Standardprotokoll, bis festlfiewurde, dass starke Aggregationen
bei der Reinigung erhalten wurden. Dabei erfolgeeReinigung aus 850 Translationsextrakt
im Falle von fXBP1-RNC und 440 im Falle von hXBP1-RNC.

Wahrend der Reinigung wurden Aliquots entnommendem Verlauf der Reinigung mithilfe
eines Western Blots zu prufen. An den betreffertsiiien ist die Bezeichnung des Aliquots
sowie das Verhéltnis des entnommenen Volumens zuresaiGtvolumen des
Translationsansatzes angegeben.

Nach der Inkubation des Translationsansatzes wdieda vitro-Translation durch die Zugabe
von 20 | Cycloheximid (Konz. 10 mg/ml) gestoppt (Aliquot 17200).

Anschliel3end wurde der Translationsextrakt aufleml Saccharose-Kissen (1M Saccharose
in Puffer A) geladen und zentrifugiert (100 krprd, fain, 4 Grad, TLA110). Dabei wurde der
Translationsextrakt auf mehrere Saccharose-Kisseunfgeteilt. Im Falle des
Translationsextraktes vad. cuniculusundD. melanogastewurden pro Kissen 200 pl geladen
und im Falle vorT. aestivun#00 ul pro Kissen.

Die ribosomalen Pellets wurden in einen Volumen wmgesamt 10001 Puffer A (50 mM
Tris/HCI pH 7.0, 250 mM KOAc, 25 mM Mg(OAg)250 mM Saccharose, 0,1% Nikkol, 5 mM
2-Mercaptoethanol, 10 g/ml Cycloheximid, 0,1% (w/v) EDTA-free complete opease
inhibitor pill (Boehringer), 0,2 U/ul RNAsin) durdelegentliches Auf- und Abpippetieren fur
45 min resuspendiert. Vom Uberstand der Zentrifogaund dem resuspendierten Pellet
wurden Aliquots entnommen (Aliquot SNI u. PI: 1/208lle folgenden Zentrifugations- und
Resuspensionsschritte erfolgten, wenn nicht aretegegeben wie zuvor beschrieben.

Es wurde eine Polyprep-Chromatographiesaule (BipRat 750 | Talon®Metal Affinity
Resin (Clontech) beschickt, mit 5 ml tRNA-Puffef (1g/ml tRNA in Puffer A ohne RNAsin)
gewaschen, die Saule mit der Resuspension beladieanschlieRend fir 5 min bei Uber-Kopf-
Rotation auf einem Drehrad bei RT inkubiert. Danacinde der Durchfluss aufgefangen, mit
1 ml Puffer A nachgespilt und beide Fraktionen wage (Aliquot DF: 1/200). In dem
folgenden Waschschritt wurden die am Talon-Mategabundenen RNCs mit Puffer A
gewaschen. Dabei wurde mit 8x 1ml gewaschen umdFalktionen vereinigt (Aliquot WI:
1/10).
Anschlie3end wurden die RNCs in einem zweiten Wadfitt mit Puffer B (Puffer A mit 500
mM KOACc) gewaschen, welcher eine héhereKonzentration als Puffer A aufweist. Dabei
wurde mit 2x 1 ml gewaschen und alle Fraktionerewmegt (Aliquot WII: 1/10).
Die RNCs wurden mit 1 ml Imidazol-haltigem Elutigusfer (Puffer A mit 200 mM Imidazol)
auf dem Drehrad fiir 5 min bei Uber-Kopf-RotatiomRIT inkubiert. AnschlieBend wurde die
Elution aufgefangen und die Saule mit 1,5 ml Eljouffer nachgewaschen. Die vereinigte
Elution von 2,5 ml wurde durch 400 Saccharose-Kissen (1M Saccharose in Puffer A)
pelletiert und die pelletierten, gereinigten RN@20-40 | Grid-Puffer (20 mM Tris/HCI pH
7.0, 50 mM KOAc, 2,5 mM Mg(OAe) 1 mM DTT, 125 mM Saccharose, 0,05% Nikkol, 100
g/ml Cycloheximid, 0,5% (w/v) EDTA-free completeopease inhibitor pill, 0,2 U/ul
RNAsin) resuspendiert. Vom Uberstand wurde ein édigentnommen (Aliquot SNII: 1/200).
Die Konzentration der gereinigten RNCs wurde bestirfA2s0) sowie die RNCs aliquotiert, in
flussigen Stickstoff schockgefroren und bei -80d>galagert.
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3.4 BNsewinnung

3.4.5 Reinigung RNCs aus Reticulozyten-Lysaten (optimiegs Protokoll)

Bei der Reinigung von RNCs aus dem Reticulozytesat pach dem Standard-Protokoll wurde
eine starke Aggregatsbildung beobachtet. Daher evdid Reinigung von hXBP1-RNC aus
dem Reticulozyten Lysateptimiert, um aggregatfreie RNCs zu erhalten.
Wahrend der Reinigung wurden Aliquots entnommendenen Verlauf anhand eines Western
Blots zu Uberprufen. An den betreffenden Stellémliis Bezeichnung des Aliquots sowie das
Verhdltnis des entnommenen Volumens zum Gesamtwiumles Translationsansatzes
angegeben.
Fur eine Aufreinigung wurden 1000 i Vitro-Translation-Ansatzes angesetzt, um eine
ausreichende Menge an gereinigten RNCs zu erhalten.
Vor der Ansetzung desn Vitro-Translationsansatzes wurde das Reticulozyten Lysat
abzentrifugiert (10,000 x g, 10 min, 4 Grad, 541 FERpendorf) und der Uberstand weiter
verwendet. Die mMRNA-Konzentration betrug 2§ | und die Inkubationszeit 30 min Nach der
Inkubation wurde dién Vitro-Translation durch die Zugabe von 20Cycloheximid (Konz.
10 mg/ml) gestoppt (Aliquot T: 1/200).
Anschliel3end wurde der Translationsansatz mit Péf€&60 mM Tris/HCI pH 7.0, 250 mM
KOACc, 25 mM Mg(OAc), 250 mM Saccharose, 0,1% Nikkol, 5 mM 2-Mercagtagol, 10
g/ml Cycloheximid, 0,1% (w/v) EDTA-free completeopease inhibitor pill (Boehringer), 0,2
U/ 1 RNAsin) 1:7 verdinnt, je 2 ml der Verdinnung @ml) auf ein 1 ml Saccharose-Kissen
(1M Saccharose in Puffer A) geladen und zentrifud®00 krpm, 50 min, 4 Grad, TLA110).
Die vier Pellets wurden in je 250 Puffer A auf einem Schittler (Vortex-Genie2, 3uifc
Industries) komplett resuspendiert (Stufe 2, can® 4 Grad) und anschlie3end vereinigt.
Vom Uberstand und dem resuspendierten Pellet wubldignots entnommen (Aliquot SNI u.
Pl: 1/200). Alle folgenden Zentrifugations- und Rgsensionschritte erfolgten, wenn nicht
anders angegeben wie zuvor beschrieben.
Zur Entfernung restlicher Verunreinigungen wurde dereinigte Resuspension erneut durch
ein Saccharose-Kissen zentrifugiert und in 1 mfd?uk resuspendiert.
Es wurde eine Polyprep-Chromatographiesaule (BipRat 750 | Talon®Metal Affinity
Resin (Clontech) beschickt, mit 5 ml tRNA-Puffemgeschen, die Saule mit der Resuspension
beladen und anschlieRend fiir 5 min bei Uber-KoptaRon auf dem Drehrad bei RT inkubiert.
Danach wurde der Durchfluss aufgefangen, mit Luffid? A nachgespult und beide Fraktionen
vereinigt (Aliquot DF: 1/200). In dem folgenden Vehschritt wurden die am Talon-Material
gebundenen RNCs mit Puffer A gewaschen. Dabei wordeBx 1ml gewaschen und alle
Fraktionen vereinigt (Aliquot WI: 1/10).
Anschliel3end wurden die RNCs in einem zweiten Wedwlitt mit Puffer B (Puffer A mit 500
mM KOACc) gewaschen, welcher eine héhereKonzentration als Puffer A aufweist. Dabei
wurde mit 2x 1 ml gewaschen und alle Fraktionerewmegt (Aliquot WII: 1/10).
Die RNCs wurden mit 1 ml Imidazol-haltigem Elutigusfer (Puffer A mit 200 mM Imidazol)
auf dem Drehrad fir 5 min bei Uber-Kopf-RotatiomRIT inkubiert. AnschlieRend wurde die
Elution aufgefangen und die Saule mit 1,5 ml Elgjouffer nachgewaschen. Die vereinigte
Elution von 2,5 ml wurde durch ein 400 Saccharose-Kissen (1M Saccharose in Puffer A)
pelletiert und in 151 Grid-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7.0, 50 mM KOAc,2mM Mg(OACc),
1 mM DTT, 125 mM Saccharose, 0,05% Nikkol, 1@ml Cycloheximid, 0,5% (w/v) EDTA-
free complete protease inhibitor pill, 0,2 URNAsin) resuspendiert. Vom Uberstand wurde
ein Aliquot entnommen (Aliquot SNII: 1/200).
Die aggregierten RNCs wurden durch eine Zentrifiogabei niedriger Drehzahl abgetrennt
(20,000 x g, 10 min, 5417 R Eppendorf). Es wur@eh j| des Uberstandes und des im gleichen
Volumen resuspendierten Pellets als Aliquot genommiéir den Uberstand mit den
aggregatsfreien RNCs wurde die Proteinkonzentratéstimmt, der Uberstand aliquotiert und
die RNCs bis zur Praparation der Grids fur die EW-B0O Grad gelagert.

*



3.5 Gewinnung von 80S Ribosomen

3.5 Gewinnung von 80S Ribosomen

3.5.1 80s RibosomenR. falciparum)

7,5 ml mitP. falciparum Klone 3D7 infizierte menschlicher Erythrozyten (2% Parasi&mi
wurden in 7.5 ml RPMI/AIbuMAX I-Medium durch den Beitskreis Professor May (Bernard
Nocht Institut fur Tropenmedizin, Hamburg) freurtiierweise zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden pelletiert (2000 rpm, 10 min, tit#t Rotanta 460R), der Uberstand
verworfen, das Pellet im flissigen Stickstoff sdkgefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 Grad gelagert.

Das Zellpellet (8 ml) wurde auf Eis aufgetaut, diellen mit 14 ml Lysispuffer (20 mM
HEPES/KOH pH 7.4, 100 mM KOAc, 7,5 mM Mg(OAgclL mM DTT, 0.15% (v/v) Triton-X
100, 2% (v/v) Pille/ml) versetzt, resuspendiert (8@ min auf Eis inkubiert. Wéahrend der
Inkubation wurde das Lysat gelegentlich durch Aufel Abpipettieren gemischt.
Anschliel3end wurden die groben Zellreste durch 2emrifugation abgetrennt (20,000 x rcf,
20 min, 4 Grad, Sorvall SS34), der Uberstand 1112xi{P Puffer (40 mM HEPES/KOH pH
7.4, 1 M KOAc, 50 mM Mg(OAg) 2 mM DTT, 1ImM PMSF, 0.2 U/ul RNAsin, 1 mM
Puromycin) versetzt und fur 15 min auf Eis sowiaril bei RT inkubiert.

Nach der Puromycinbehandlung unter Hochsalzbedggunvurden je 1,5 ml des Zelllysats
(28 ml) durch ein 1 ml Saccharose-Kissen (1 M Saage, 20 mM HEPES/KOH pH 7.4, 500
mM KOAc, 25 mM Mg(OAc), 1ImM DTT, 0.5 mM PMSF) pelletiert (100,000 rpm, &, 4
Grad, TLA110). Dabei wurden insgesamt 8 TLA110-Rtien benutzt. Nach der ersten
Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommenRéassomen-Pellet enthaltende Réhrchen
erneut mit 1 ml Saccharose-Kissen sowie 1,5 mlly&gt beladen und zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde so oft wie notig wiederholt.

Anschliel3end wurden die Zellepellets in den achiirBigen in je 150 pl Puffer A (20 mM
HEPES/KOH pH 7.4, 100 mM KOAc, 5 mM Mg(OA¢)L25 mM Saccharose, 1 mM DTT, 05
mM PMSF) auf Eis unter gelegentlichen Auf- und Adgdtieren fur 45 min resuspendiert,
vereinigt, durch eine erneute Zentrifugation dugoghl ml Saccharose-Kissen gewaschen und
in 400 pl Puffer A resuspendiert.

Die Resuspension (400 pl) wurde durch einen kormrichen 10-40% Saccharose-
Dichtegradienten (unter denselben PufferbedingumgerPuffer A) sedimentiert (40,000 rpm,
160 min, SW40Ti). An der Gradientenstation (Biocomyurde der Gradient fraktioniert
(FlieRRgeschwindigkeit 0,29 mm/sec, ZeitintervalB®@. Dabei wurden die 80S Ribosomen
enthaltenden Fraktionen am parallel erstelltess Absorptionsprofils identifiziert, vereinigt,
pelletiert (100,000 rpm, 90 min, TLA110) und in ABPuffer B (20 mM HEPES/KOH pH 7.4,
50 mM KOAc, 2.5 mM Mg(OAg, 100 mM Saccharose, 1 mM DTT, 05 mM PMSF)
resuspendiert (Ao 1,5, Aed280 1,5). Die gereinigten 80S Ribosomen wurden aligu in
flissigen Stickstoff gefroren und bis zu ihrer Venslung bei -80 Grad gelagert.

3.5.2 80S RibosomenC. |. familiaris)

Die Reinigung von 80S Ribosomd. (. familiaris) erfolgte nach dem beschriebenen Protokoll
fur die Gewinnung Puromycin- und Hochsalz-behardettuer Membranen aus mikrosomalen
Membranen des Hundepankreas (Gogala et al., 2014).

Die Ribosomen wurden nach dem Flotationsschritt Membranen aus dem Pellet der
Zentrifugation gereinigt. Hierfur wurde der Membeamthaltende Uberstand verworfen und das
Pellet in 1 ml Puffer A Puffer A (20 mM HEPES/KOHHp7.4, 100 mM KOAc, 5 mM
Mg(OACc)2, 125 mM Saccharose, 1 mM DTT, 05 mM PMSF) resudigen(Azec: 120, Aosd/280
1,89).
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3.5 Gewinnung von 8RBosomen / 3.6 vitro-Rekonstitutiorvon ribosomalen Komplexen

Die mikrosomalen Membranen des Hundepankreas wudiech B. Dobberstein zur
Verfuigung gestellt (in 50 mM HEPES/KOH pH 7.5, 26BM Saccharose, 1 mM DTT, Protease
Inhibitor) und es wurden ungefahr 12,000 Aquivadesingesetzt.

10 Aceo der resuspendierten Ribosomen wurden mit Puromydi@r Hochsalzbedingungen in
einem Volumen von 2400 pl fir 30 min auf Eis unddaie3end 5 min bei RT inkubiert (20
mM HEPES/KOH pH 7.5, 500 mM KOAc, 5 mM Mg(OA¢L25 mM Saccharose, 1 mM DTT,
0.5 mM PMSF, 1mM Puromycin, 0.2 U/ul RNAsiIn).

Das Vorgehen zur weiteren Reinigung der 80S Ribesomithilfe eines kontinuierlichen 10-
40% Saccharose-Dichtegradienten wurde bereits bebehn (sieh&.5.1, S. 2B

3.6 In vitro-Rekonstitution von ribosomalen Komplexen

3.6.1 Eingesetzte Proteine (Liganden) und Ribosomen

Rekombinantes HisERj1 (ERj1) sowie HisBIiP (BiP) vonH. sapiensvurden durch die AG
Zimmermann freundlicherweise zur Verfigung gest&#kbei erfolgte die Reinigung durch
eine Uberexpression . coli sowie der anschlieBenden Reinigung aus Einschiygsstchen
(inclusion bodies) (Benedix et al., 2010).

Gereinigtes Sec6L( I. familiaris) stand im Labor zur Verfigung. Dabei erfolgte Regnigung
anhand eines bereits beschriebenen Protokollsi@@and Rapoport, 1993).

Anfangs wurden 80S Ribosome@. (I. familiaris) im Labor zur Verfiigung gestellt, da diese
jedoch nicht Sec61 frei waren, wurden Sec61 frelsbomen selbst gereinigt (sieBe.2,
S.29. DP120-RNCsT. aestivumsiehe3.4.4, S.2bwurden ebenfalls selbst gereinigt.

3.6.2 In vitro-Rekonstitution ribosomaler Komplexe mit dem Liganden ERj1

Vor der Durchfuhrung dem vitro-Translation wurden ERj1 und BiP abzentrifugienn u
stérende Aggregate zu entfernen. Fir die Zentrifagawurden 450 pmol ERj1 auf ein
Volumen von 150 pl in 36 mM HEPES/KOH 7.5, 27 mM K€ 45 mM KCI, 6 mM
Mg(OAc), 0,2 mM MgCt, 127 mM Saccharose, 1,52% Glycerol, 0,6 mM DTU18 Nikkol,
0,36% Digitonin, 0,87% CHAPS, 0,36 Pille/ml, 7@/ml Cycloheximid, gebracht sowie 1845
pmol BiP auf ein Volumen von 30 pl in 63 mM HEPESHK 7.5, 51 mM KOAc, 11 mM
Mg(OAc)2, 238 mM Saccharose, 2,85% Glycerol, 0,8 mM DTT2% Nikkol, 0,76%
Digitonin, 1,53% CHAPS, 0,68% (w/v) EDTA-free cormaf@ protease inhibitor pill
(Boehringer), 136 g/ml Cycloheximid. AnschlieRend wurden beide Ansarentrifugiert
(200,000 rpm, 90 min, TLA120). Je nach Umfang dgpeimentes und der Anzahl dier
vitro-Translationsansétze wurden die Volumina angepasst.

Fur diein vitro-Rekonstitution wurden zu 42 pl des UberstandesBRy1 (entspricht 126 pmol
vor der Abtrennung Aggregate) 0,65 pl des Uberstanan BiP (entspricht 40 pmol vor der
Abtrennung der Aggregate), 30 pmol Sec61 und 3 Rilmdbsomen (80S oder RNCs) gegeben.
Falls eine der Komponenten nicht eingesetzt wuvdaeide stattdessen der entsprechende
Kompensationspuffer eingesetzt. Dar vitro-Translationsansatz wurde auf ein finales
Volumen von 50 pl in 31 mM HEPES/KOH 7.5, 5 mM THEI pH 7.0, 93 mM KOAc, 26
mM KCI, 5 mM Mg(OAc), 128 mM Saccharose, 2,38 % Glycerol, 1 mM DTT2@MNikkol,
0,34% Digitonin, 0,66% CHAPS, 0,4% (w/v) EDTA-freemplete protease inhibitor

pill, und 80 g/ml Cycloheximid gebracht. Wurde ATP eingesetztruge die finale
Konzentration 1 mM. Den vitro-Translationsansatz wurde zuerst ohne die Zugabh&eo61

8 min bei 30 Grad vorinkubiert.
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3. vitro-Rekonstitutiorvon ribosomalen Komplexen / 3.7 Kr§gM und Negativkontrastfarbung

Anschliel3end wurde Sec61 oder der entsprechendeg&uwsationspuffer hinzugegeben und
weitere 15 min bei 30 Grad inkubiert. AbschlieR@ndde der Translationsansatz fur weitere
30 min auf Eis inkubiert, bevor der vitro-Translationsansatz durch ein 100 pl Saccharose-
Kissen (1M Saccharose, 30 mM HEPES/KOH pH 7.5, md0 KOAc, 5 mM Mg(OAC), 1
mM DTT, 0,02% Nikkol, 0,3% Digitonin, 0,65% CHAPS8,4% (w/v) EDTA-free complete
protease inhibitor pill, 80 g/ml Cycloheximid) zentrifugiert wurde (100,000 rp&0 min,
TLA100). Der Uberstand wurde einer TCA-Fallung untgen und wie das Pellet in 20 pl
1xSB-Puffer resuspendiert. Anschlie3end wurden ijewE) pl anhand eines SDS-PAGE
(Coomassie Farbung) ausgewertet. Wurdeimligitro-Rekonstitution zur Herstellung einer
Proben fur die Kryo-EM, durchgefihrt, wurde daddeh 25 ul Grid-Puffer resuspendiert (20
mM Tris/HCI pH 7.0, 50 mM KOAc, 2,5 mM Mg(OAg)1 mM DTT, 125 mM Saccharose,
0,05% Nikkol, 100 g/ml Cycloheximid, 0,2 U/l RNAsin, 0,5% (w/v) EDTA-free complete
protease inhibitor pill) , 5 ul fir eine Kontrolider erfolgreichen In-Vitro Rekonstruktion
abgenommen (SDS-PAGE) und die restliche Lésungzbishrer weiteren Verwendung in
flussigen Stickstoff schockgefroren und bei -80d>galagert.

3.7Kryo EM und Negativkontrastfarbung

3.7.1 Datensammlung (Kryo EM)

Als Probentrager fur die Datensammlung mittels Kigo-EM wurden ,holey carbon grids*
(Quantifol R3/3) genutzt, welche 2 nm dick mit Keltdeschichtet wurden.

Die Grids wurden vor der Auftragung der Probe h@20Torr fur 30 sec. ionisiert (Plasma
cleaner chamber, Harrick) und anschlieRend 3,5aulribosomalen Probe (2,5-5¢ml)
aufgetragen. Die Probe wurde mithilfe des Vitrd¥dvlark IV (FEI Company) in fliissigem
Ethan vitrifiziert und bis zur Datensammlung inssigen Stickstoff gelagert (Wagenknecht et
al., 1988). Diese Schritte wurden freundlicherwelsech die technische Assistentin Charlotte
Ungewickell ausgefuhrt.

Die Datensammlungen im eigenen Haus wurden frecimeitiveise durch Dr. Berninghausen
und Frau Ungewickell ausgefiihrt. Die Datensammlbegniedriger Auflésung erfolgte am
FEI Tecnai G2 Spirit TEM bei 120 kV, einer nomimaMergrofRerung von 90,000 und unter
Nutzung einer Eagle 4K CCD Kamera (gebinnt auf 202848 Pixel, 30 um Pixel, 1s/voller
Frame, FEI) mit einer resultierenden PixelgroRe $@nA.

Die Datensammlungen bei hoher Auflésung erfolgterexrschiedenen Mikroskopen.

Die Datensammlung fur die 3D-Rekonstruktion destuaen Komplexes (80S Ribosom, ER|j1,
Sec61, BiP) erfolgte manuell an einem Tecnai Pét&8taMikroskop Feldemissions-Mikroskop
(Max-Plank-Institut, Berlin) bei Niedrigdosis-Begjmngen (ca. 20 ElektronerdApro
Sekunde), 300 keV, 39,000facher VergroRerung umeheiDefokusbereich von 1.0-4.5 um.
Die Bilder (Mikrographen) wurden auf Fotofilm aufgenmen, entwickelt und mithilfe eines
Heidelberg Trommelscanners bei einer PixelgroRely@87 A digitalisiert und als TIFF-Datei
gespeichert.

Im Falle der 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC ertely zwei Datensammlungen. Beide
Datensammlungen erfolgten am Titan Krios TEM (FEInpany) bei 200 keV, niedriger
Elektronendosis (ca. 20 ElektroneR/firo Sekunde), einer nominalen VergréRerung von
75,000 und einem nominalen Defokus zwischenm und 3,5 m. Die Bilder der ersten
Datensammlung wurden bei einer Vergro3erung von7P48auf der Ebene der CCD unter
Nutzung einer TemCam F416 Kamera (4.096 x 4.09é|P16.6 um Pixel, 1s/voller Frame,
TVIPS GmbH) bei einer resultierenden PixelgroRe ¥@v1 A/Pixel gesammelt.
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3.7 KryoEM und Negativkontrastfarbung / 3.8 Einzel-PartiRekonstruktion

Die Datensammlung wurde durch die teil-automatisiSoftware EM-TOOLS (TVIPS GmbH)
erleichtert.

Die Bilder der zweiten Datensammlung wurden bezenmominalen Vergrol3erung von 288,000
auf der Ebene der CCD unter Nutzung einer TemCabb K&mera (gebinnt auf 4.096 x 4.096
Pixel, 31.2 um Pixel, 1s/voller Frame, TVIPS Gmliid) einer resultierenden Pixelgrdl3e von
0,953 A gesammelt.

Im Falle der 3D-Rekonstruktion des 80S RibosoRsfélciparun) erfolgten ebenfalls zwei
Datensammlungen und wurden freundlicherweise ddachSchuller und Stefan Pfeffer (AG
Forster, MPI fur Biochemie, Martinsried) ausgefulBeide Datensammlungen wurden an
einem Titan Krios TEM (FEI Company) bei 300 keV beien nominalen Defokusbereich von
-1,5 bis -3,0 pnmund unter Nutzung unter Nutzung der teil-automatsc Software TOM
durchgefuhrt (Max-Plank-Institut fir Biochemie, Nlasried). Die Bilder (10 Frames/s
Sekunde) wurden bei einer VergréRerung von 105 @Gi@xder Ebene des Detektors unter
Verwendung einer Gatan K2 Summit™ Direct detectam€ra (Gatan) bei einer resultierenden
PixelgroRe von 0.675 A gesammelt.

3.7.2 Negativkontrastfarbung

Als Probentrager wurden ebenfalls die fur die KBM-verwendeten Grids eingesetzt (siehe
3.7.1,S.3D

Nach der lonisierung der Grids bei 0.22 Torr fis4Plasma cleaner chamber, Harrick) wurden
3,5 pul der ribosomalen Probe (2,5-2#ml) auf das Grid gegeben, 45 Sekunden inkubied, u
mit 5 Tropfen Wasser gewaschen. Das Grid wurdedneit Tropfen einer 2% Uranylacetat-
Losung (Ted Pella, Inc., USA) fur 15 Sekunden dsfarnd danach die Uberschissige
Farbelésung mit einem Bloting-Papier entfernt.

Anschlieend wurde die Negativkontrastfarbung amrddoni manuell begutachtet und
Aufnahmen gemacht (100 kV FEI Morgagni Elektronemaskop)

3.8 Einzel-Partikel Rekonstruktion

Die Einzel-Partikel Rekonstruktion der Datensamrglwsrfolgte hauptsachlich durch die
Nutzung des SPIDER-Software-Pakets (Frank et 8B6)lin mehreren konsekutiven Skript
basierenden Schritten (Shaikh et al., 2008).

3.8.1 Selektion der Partikel

Die digitalisierten Mikrographen einer Datensamnglumurden hierfir in SPIDER lesbare
Dateien konvertiert und die Kontrast-Transfer-Fiumkt{CTF) fur diese bestimmt (SPIDER-
Befehl ,TF ED").

Anschlie3end wurden unter Nutzung des Programms BIWE
(http://www.wadsworth.org/spider_doc/web/docs/jvirtiml) eine visuelle Inspektion der
Mikrographen auf Eiskontaminationen, Eisdicke undgfegate sowie der zugehdrigen
Powerspektren auf Informationsgehalt, Astigmatismd Drift durchgefihrt. Mikrographen
mangelnder Qualitat wurden aussortiert sowie Mikapgen deren Defokuswerte zu niedrig
oder zu hoch waren.

Auf den verbleibenden Mikrographen wurde mithilieez modifizierten Version der Software
SIGNATURE (Chen und Grigorieff, 2007) die Koordiaeatder ribosomalen Partikel bestimmt
und basierend auf den erhaltenen Koordinaten digkPlaausgefenstert (SPIDER-Befehl
p_window).



3.8 Einzel-Partikel Rekon&tion

Fur die Bestimmung der Koordinaten wurden die Mgkepphen in mrc-Format umgewandelt
dezimiert und als Referenz fur die 2D-Projektiodeanten das 80S Ribosom von Canis lupus
familiaris (C. |. familiaris) oderT. aestivum

Die ausgefensterten Partikel wurden fiir das Retebasierende initiale Alignment auf den
Intel/Opteron Computer Cluster mit einigen hundR¥dzessoren transferiert.

Dort erfolgte im Falle der Datensammlungen bei ngeat Auflésung sowie fur den quartaren
Komplex bei hoher Auflosung eine Mikrographen basiede Organisation der Partikel und im
Falle der anderen Datensammlungen eine Defokugreasien Organisation. Eine Defokus
basierende Organisation war aufgrund der hohen@redigital gesammelten Mikrographen
notwendig, um ein schnelleres Prozessieren aufClester zu ermoglichen.

Abschliel3end wurden die Partikel mit &hnlichem Bekwerten vor dem initialen Alignment
in Defokus-Gruppen zusammengefasst.

3.8.2 Referenz basierendes initiales Alignment

Im initialen Referenz basierenden Alignment wurdbe eulerschen Winkel der Partikel
(Orientierung der Partikel im Raum) auf eine Wigjaglauigkeit von 15 Grad bestimmt. Dafur
wurde die Methode des ,projection matching” verwemndei der die 2D-Projektion des
Partikels der 2D-Projektion einer Referenz zugeerdrwurde, die den grof3ten
Kreuzkorrelationskoeffizienten aufwies (beste COhigmung im Raum). Fir die bendétigte
Winkelgenauigkeit wurden 83 2D-Projektionen der RBfterenz unter der Beriicksichtigung
der CTF des betreffenden Partikels angefertigtdénentsprechenden Stelle des Ergebnisteils
wird jeweils die als Referenz eingesetzte 3D-Rettakion fur das erste initiale Alignment
einer Datenprozessierung genannt.

Den zentralen Bestandteil des initialen Alignmestédit der SPIDER Befehl ap mq dar, welcher
in einem Algorithmus durch Rotation und Translatiater Partikel den hé6chsten
Kreuzkorrelationskoeffizienten mit einen der 83 PBjektionen bestimmit.

3.8.3 3D-Riuckprojektion und Bestimmung der Auflésung

Fur die 3D-Ruckprojektion wurden die Partikel en¢gthend den erhaltenen Translations-
sowie Rotationsparametern aus dem Alignment fungigimale Kreuzkorrelation verschoben
und je nach Mikrographen oder Defokus basierendgadsation zusammengehorige Partikel
in Stapeldateien zusammengefasst.

Fur die Partikel jeder Defokusgruppe wurde ein 3xlprojektion erstellt sowie zwei 3D-
Ruckprojektionen, die jeweils nur eine zuféllig tesnte Halfte an Partikeln der
Defokusgruppe enthielten (SPIDER-Befehl bp32f).

Anschlie3end wurden die drei 3D-Projektionen deezelinen Defokusgruppen CTF-korrigiert
und Uber alle Defokusgruppen zu drei 3D-Ruckprogeledn aufsummiert. Die erhaltene 3D-
Ruckprojektion fir den gesamten Datensatz (3D-Rtioe, Volumen) wurde nach
entsprechender Filterung auch als Referenzvoluiedds Refinement eingesetzt. Die zwei
3D-Ruckprojektionen fir den jeweils halben Datensatirden zur Berechnung der Fourier-
Shell-Korrelation (FSC) genutzt. Durch die Umrechgudes Wertes der FSC fur die
Raumfrequenz 0.5 wurde die Aufldsung der 3D-Pragektin A bestimmt. Die lokale
Auflésung wurde mithilfe des Programms ResMap (Kadiir et al., 2014) bestimmt und
visualisiert

Wurde eine Ruckprojektion hoherer Qualitat erwihsetfolgte die Ruckprojektion mit dem
SPDER-Befehl bprp anstatt bp32f.
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3.8 Einzel-Partikel Rekon&tion

3.8.4 Refinement und Sortierung

Im Refinement wurden die Partikel des Datensategey das Volumen der Vorrunde oder im
Falle des ersten Refinements gegen das Referemzgolules initialen Alignments aligniert

und eine neue 3D-Ruckprojektion durchgefiihrt, de olumen fir das Alignment der

nachsten Runde diente. Dieser Prozess wurde wtevédderholt, um die Auflésung der 3D-

Projektion zu verbessern.

Dabei wurden unter immer gréf3eren Winkelbeschrag&nndie Winkelgenauigkeit in dem

iterativen Prozess erhdht sowie spater auch dietRosfreiheit eingeschrankt, um eine
schnelleres Prozessieren zu ermoglichen (ZentRIIBER-Befehle fur das Alignment: ap md,
ap rg und ap rn).

Das Ziel der Sortierung war es Datensatzen mit lygmen Populationen an Partikeln zu
erhalten, da mit steigender Homogenitat des Dateesaauch die Auflésung der 3D-
Ruckprojektion zunimmt.

Fur den Sortiervorgang wurden im Refinement zweieRmzvolumen angeboten und die
einzelnen Partikel des Datensatzes dem Referenmeolu mit dem hoheren
Korrelationskoeffizienten zugeordnet. Somit wurdemwei Subpopulationen an Partikeln
erhalten, fir die eine 3D-Projektion durchgefuhurde. Die beiden 3D-Projektionen dienten
als Referenzvolumen in der nachsten Refinementrdad&ortierung. Dieser iterative Prozess
wurde solange wiederholt bis die Anzahl der Paltikeden Subpopulationen konstant war.
Dabei wurden in jeder Refinementrunde die Paramdiexy auf die angebotenen
Referenzvolumen konstant gehalten (z.B. Filterpatam Winkelgenauigkeit). Die so aus der
Mischpopulation des gesamten Datensatzes erhaltboerogeneren Subpopulationen an
Partikeln wurden in zwei Datensatze getrennt urabb&ngig voneinander weiterprozessiert.
Nahere Angaben lUber das verwendete Sortierungssditieiie einzelnen Datenséatze in dieser
Arbeit sind an der entsprechenden Stelle im Ergesbaii zu finden.

3.8.5 Modellierung rRNA und rProteine

Anhand der erhaltenen 3D-Projektion fur das 80 8dms vorP. falciparumwurden einige
der Proteine und Teilbereiche der rRNAs modelliert.

Fur die Modellierung der rRNAs wurde mithilfe de®ramms S2S-Assemble2 (Jossinet und
Westhof, 2014) zuerst ein strukturelles Alignmeiit flie Sequenzen der rRNAs véh
falciparumdurchgefihrt. Als Templates fur das strukturelleggAinent dienten die PDBs der
rRNAs der Kristallstruktur vos. cerevisia¢éPDB: 3U5B, 3U5D). Bereiche die sich dabei stark
unterschieden, konnten nicht aligniert werden undsten spater de novo modelliert werden.
Die Sequenzen der rRNAs wurden der Datenbank dermjgarative RNA Web Site®
entnommen (Cannone et al., 2002). Dabei wurdenRNA-Sequenzen unter der Nutzung der
Online-Software NCBI Standard Nucleotide Blast &ayet al., 2011) mit rRNA-Sequenzen
anderer Sequenzierungen aligniert, um vorhanderséirdmigkeiten in den Sequenzierungen
zu entdecken und bei der Modellierung zu bertckigeh.

Anhand des strukturellen Alignments wurden mithiten S2S-Assemble2 3D-Strukturen der
rRNAs vonP. falciparumgeneriert und als PDBs abgespeichert.

Die erhaltenen 3D-Strukturen (PDBs) stellten dasmKmdell da, in dem die fehlenden nicht
alignierbaren Bereiche anhand der Elektronendidbte8D-Projektion (80%. falciparun) de
novo modelliert werden konnten. Zuvor wurde mit WSChimera (Chimera) (Pettersen et al.,
2004) das Kernmodell mittels Rigid Body Fit in dikektronendichte geschoben. Die de novo
Modellierung erfolgte mithilfe der Programme Chimend Coot (Emsley und Cowtan, 2004)
und wurde gréi3tenteils durch Doktor Andreas Angesgafihrt.
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3.8 Einzel-Partikel Rekon&tion

Im Falle der Proteine wurde in einem ersten Schnter der Nutzung der Online-Software
Swiss-Modell (Guex et al., 2009) eine Homologiekyds Protein-Modellierung der
betreffenden Proteine vorgenommen. Als Templatentere die Kristallstrukturen vors.
cerevisiag(Ben-Shem et al., 2011) uAetrahymena thermophil@. thermophila (Klinge et
al., 2011).

Die erhaltenen Homologie-Modelle der Proteine (PDRBgrden zuerst unter der Nutzung von
Chimera (Pettersen et al., 2004) mithilfe einesdRBpdy Fits in die Elektronendichte der 3D-
Projektion vom 80S Riboson® ( falciparunm) geschoben und anschlieRend mit Coot (Emsley
und Cowtan, 2004) bestmoglich in die Elektronengiaefittet. Nicht oder falsch modellierte
Bereiche in dem erhaltenen Homologie-Modellen detdthe aufgrund zu geringer Homologie
wurden anhand der Elektronendichte in Coot (Emaley Cowtan, 2004) korrigiert oder de
novo modelliert.

3.8.6 Abbildungen

Die Visualisierung und Anfertigung der Abbildungerfolgte entweder mit UCSF Chimera
oder Coot.
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4.1 Projekt |: Nellbau des 80S RibosonB. (falciparun)

4 Ergebnisse

4.1 Projekt I: Modellbau des 80S RibosomsH. falciparum)

Malaria tropica ist die gefahrlichste Variante déalaria und wird durch den parasitaren
ErregerP. falciparumausgeldst (White et al., 2014).

Zur Behandlung von Malaria werden unter anderenibfottka eingesetzt, welche auf die 70S
ahnlichen Ribosomen des Apikoplasten oder des Mandriums wirken (Ralph et al., 2001).
Antibiotika, welche die Translation des zytosoliesh80S Ribosoms voPR. falciparum
inhibieren, werden nicht mehr verwendet, da diesgibotika aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit zwischen dem 80S Ribosom véh falciparumund dem Menschen starke
Nebenwirkungen im Mensch auslésen. Als BeispielBstetin zu nennen (Akinboye und
Bakare, 2011).

Da P. falciparum aber eine zunehmende Resistenz gegen die eingeseAntibiotika
entwickelt (Kokwaro, 2009), ist es notwendig dagl8pm an Antibiotika auszuweiten.

Daher sollte in dieser Arbeit ein hochaufgelosstsikturelles Modell des 80S Ribosoms des
A-Typs (Li et al., 1997) vorP. falciparum(Jackson et al., 2011) gebaut werden, um als
Grundlage beim gezielten Design von spezifischetibfotika gegen das 80S Ribosom ven
falciparumzu dienen.

Hierfir wurde erfolgreich ein Protokoll zur Reinigy der 80S Ribosomen (A-Tyg@.
falciparum) aus infizierten menschlichen Erythrozyten etabliend in der anschlieRenden
Datensammlung erstmals die neue Technologie der IDEAYbeitskreis eingesetzt.

Bei der Modellierung konnten einige fir Plasmodispezifische Merkmale des 80S Ribosoms
herausgearbeitet werden, auch wenn der Bau destamadigen Modells nicht abgeschlossen
wurde, da das vollstdndige Modell durch eine andeeeitsgruppe veroffentlicht wurde
(Wong et al., 2014).

Zwei der spezifischen Merkmale des 80S Ribosomd dabei besonders interessant, da sie
potentielle Angriffspunkte fir die Entwicklung spiescher Medikamente darstellen kénnten
(siehe Diskussios.1.4, S.88ind5.1.5, S. 8pund werden hier prasentiert. Auch belegen sie
eindrucksvoll den hohen Informationsgehalt der 3&kéhstruktion bei fast atomarer
Auflésung.

Dabei handelt es sich um eine nur im Phyla der Mgaoexistierenden N-terminalen
Verlangerung von L41e und eine neue Helix-Loop-Kd&liruktur in ES3L der 5.8S rRNA die
zu einer neuen Positionierung des terminalen Ldidiws.

4.1.1 Etablierung eines Protokolls zur Reinigung von 80Ribosomen P. falciparum)

Mit P. falciparum(Klon 3D7)infizierte menschliche Erythrozyten (2% Parasitgmierden in
dieser Arbeit freundlicherweise durch den ArbeigskiProfessor May (Bernard Nocht Institut
fur Tropenmedizin, Hamburg) zur Verfligung gestellt.

Die Zellen wurden durch die Verwendung des mildestellgens Triton X-100 lysiert, die
groben Zellreste durch Zentrifugation abgetrennd dier Uberstand mit Puromycin unter
Hochsalzbedingungen behandelt, um alle gebundealaoien wie SRP, mRNAs, tRNAs und
die naszierende Kette vom Ribosom zu entfernen.
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4.1 Projekt |: Nellbau des 80S RibosonB. (falciparun)

Die Hochsalz und Puromycin behandelten Ribosomerdevudurch ein 1 M Saccharose-
Kissen pelletiert, um das Lysat und die Komponemah niedrigem Molekulargewicht
abzutrennen. Anschlie3end wurden die 80S Ribosamemen einzeln vorliegenden 40S und
60S Untereinheiten mittels einer Sedimentation ldusinen kontinuierliches 10-40%
Saccharose-Dichtegradienten gereinigt (Abb. 14A).

Die 80S Ribosomen enthaltenden Fraktionen wurdereinigt, zentrifugiert und die
pelletierten Ribosomen im finalen Puffer resuspendR0 ul, As=1,5, Avsorss1,5). Aus 7,5
ml Zellen konnten somit 0,6 pmol 80S Ribosomen igggewerden. Da Erythrozyten keine
zelleigenen Ribosomen enthalten, handelte es sieh den gereinigten Ribosomen

x Die zugehorige Negativ-

! kontrastierung zeigte, dass die
Dichte an Ribosomen fir eine
Datensammlung ausreichend war
= und der Proteinkomplex Ferritin
. co-gereinigt wurde (Abb. 14B).

: Ferritin, als Eisen speichernder
DT o “ ¥ $45% Proteinkomplex (Harrison und
X oY §m “in Dullatw Arosio, 1996), zeigt aufgrund des

Abb. 14 Reinigung 80S RibosomenP. falciparum) (A) A254-Profil vom 1040% eingelagerten Eisens einen hohen
Saccharos®ichtegradienten. Es wurden zwei Peaks erhaltemerEfur die 60 i Ny
Untereinheit und einer fir das 80S RibosoB). flegativkontrastierunger gereinigte Kontrast. bei der Negatlv
80S Ribosomen. Neben den 80S Ribosomen, wurden digctdeutlich kleneren kontrastlerung (Abb 148).
kreisféormigen hellen Ferritin-Komplexe co-gereinigt

4.1.2 3D-Rekonstruktion des 80S Ribosoms

A) 80S B)

60S

Die Datensammlung der gereinigten 80S Ribosorferiglciparun) erfolgte an einem Titan
Krios TEM (FEI Company) mit einer Gatan K2 SummibDifektdetektor Kamera (Max-Plank-
Institut fur Biochemie, Martinsried) und wurde frallicherweise durch die
Kollaborationspartner Dr. Stefan Pfeffer und JahuBler (AG Férster, Max-Plank-Institut far
Biochemie, Martinsried) durchgefuihrt. Es erfolgmsvei Datensammlungen und die erhaltenen
Datensatze wurden fiir die Datenprozessierung vgtein

Bei der ersten Datensammlung kam es zu Unregelkgif2g. Erstens erfolgte teilweise eine
zweite Aufnahme der gleichen Position auf dem @igs fuhrte zu Mikrographen auf denen
die Ribosomen Strahlenschaden aufwiesen. Bei derelen Inspektion der Mikrographen
konnten diese aber sowie weitere Mikrographen migrd@ualitat aussortiert werden.
Zweitens war bei der ersten Datensammlung die setgee Elektronendosis aufgrund eines
Berechnungsfehlers hoher und entsprach ca. 80 rEteki/&X pro Sekunde anstatt 20
Elektronen/&. Dadurch wiesen die Ribosomen teilweise leichsenbittlere Strahlenschaden
auf. Ribosomen mit mittleren Strahlenschaden kanht& der Klassifizierung der Ribosomen
(Sortierung) aussortiert werden.

Als erstes wurden die Mikrographen einer Quali@isteilung unterzogen und der 2.-10.
Subframe jedes guten Mikrographen mithilfe der Gaicroscopy Suite Software aligniert,
um den Beamshift weitestgehend zu eliminieren ¢sieh.2, S.2 Anschlie3end wurden die
alignierten  Subframes aufsummiert und die zugelkdrig Powerspektren einer
Qualitatskontrolle unterzogen. Am Ende wurden 90&rdfjraphen mit insgesamt 59.373
Partikeln fur das initiale Alignment eingesetztsAReferenzvolumen fiir das initiale Alignment
wurde ein leeres 80S RibosoR. (. familiaris) eingesetzt. Die am Ende des Refinements und
der Sortierung erhaltene finale Struktur des 80%osbms IP. falciparun) wurde als
Referenzvolumen fur ein erneutes initiales Alignineingesetzt, da die Qualitat des initialen
Alignments mit der Qualitat der Referenz zunimmit.
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4.1 Projekt |: Nellbau des 80S RibosonB. (falciparun)

Dieser Vorgang wurde dreimal mit der gesamten Rdanzahl wiederholt (Daten nicht
gezeigt) und die abschliel3ende finale Datenprozessy wird im Folgenden beschrieben.
Im Zuge der finalen Datenprozessierung erfolgteer vbortierungsschritte nach dem

-
9

i,

59373 Partikel (100%)
RPO

I
v v

Sortierung 1

S

R 8
Hhd N
2:% L.dg

49889 Partikel (84%)
RP 1.1

9484 Partikel (16%)
RP 1.II

7892 Partikel (13%)
RP2.II

41997 Partikel (71%)
RP2I

26438 Partikel (45%)
RP3.I

15559 Partikel (26%)
RP3.1I

<0
3429 Partikel (6%)
RP4.1I

23009 Partikel (39%)
RP 4.1

Refinement der 3D-Ruckprojektion des initialen
Alignments (Abb. 15, RP 0). Die 3D-Ruckprojektiores

im Gegensatz zur Referenz eine nicht-ribosomale
stabférmige Dichte auf (Abb. 15, RP 0), welche dule
hohe Elektronendichte der Ferritin-Partikel erzeugt
wurde.

Im ersten Sortierungsschritt konnte bei einer aiehtn
Dezimierung (2,7A/Pixel) die Subpopulation der Ferr
Partikel aussortiert werden (Abb. 15, RP 1.1l). Daf
wurde gegen die 3D-Projektion des 80S Ribosoms und
Ferritins aus der vorherigen Datenprozessieruntiesor
Die erste 3D-Ruckprojektion des Ferritins wurdeder
ersten Datenprozessierung durch eine Sortierungrgeg
das Noise-Volumen erhalten (Daten nicht gezeigt).

Im zweiten Sortierungsschritt wurde bei einer \aehfen
Dezimierung (2,7A/Pixel) gegen das Noise-Volumen
sortiert und somit eine Subpopulation nicht-riboaten
Partikel aussortiert (Abb. 15, RP 2.1I).

Im dritten und vierten Sortierungsschritt wurde brier
zweifachen Dezimierung (1,35 A/Pixel) jeweils gegém
Volumen aus einer friheren Refinementrunde sortiert

Dabei wurde im dritten Sortierungsschritt eine
Subpopulation an Ribosomen mit Strahlenschaden
aussortiert (Abb. 15, RP 3.ll). Bei der ersten

Datensammlung kam es namlich zu Unregelmafigkeiten,
die dazu fiuhrten, dass ein Teil der Ribosomen einer
erhdhten Elektronendosis ausgesetzt wurden.

Im vierten Sortierungsschritt wurde eine weitereirkd
Subpopulation an Ribosomen aussortiert, deren 3D-
Ruckprojektion leicht verzerrt war, eventuell awfigd der
geringen Anzahl an Partikeln in der Subpopulatidbly(

15, RP 4.11).

Von den verbliebenen 23.009 Partikeln wurden no¢dma
1.691 Partikel aussortiert, indem alle Mikrographen
entfernt wurden, bei denen mehr als 80% der Padike
Ausgangspopulation RP 0 aussortiert wurden oder mit
weniger als 10 Partikeln in der letzten SubpopotafkP

4.1 vertreten waren.

Es wurde unterstellt, dass es sich bei den Pantithelser
Mikrographen, um Partikel geringerer Qualitat hdteje

Abb. 15 Sortierungsschema des Datensatzes vongjg unverhaltnismalig viele Partikel aussortiert dear

80S Ribosom P. falciparum) Das Schema zeigt «
einzelnen Sortierungsschritte bei

Datenprozessierung. Dabei sind fur je
Sortierungsschritt die erhaltenen Subpopulatic
die gefilterten 3D-RekonstruktioneriedAnzahl de
Partikel und in Klammern der Anteil der Partikel
Verhaltnis zu der Ausgangspopulation RF

oder unverhéltnismalig wenige Partikel auf den
Mikrographen identifiziert wurden. Somit wurden am
Ende der Sortierung 21.318 Partikel erhalten.

angegeben. Das 80S Ribosom ist in grau dargestellt.
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Aufgrund der geringen Anzahl an 21.318 Partikelrdeudas optimale Verhéltnis zwischen
der Anzahl der Partikel pro Defokusgruppe und déieEenz der Defokuswerte fir die Partikel
innerhalb einer Defokusgruppe bestimmt. Hierflr aeur mit den verbliebenen Partikeln
wiederholt initiale Alignments und Refinements tiiterschiedlich gro3e Defokusgruppen mit
unterschiedlicher Differenz der Defokuswerte duediigrt und die erhaltenen 3D-
Projektionen sowie die zugehoérigen Auflosungskurbemwertet (Daten nicht gezeigt). Das
beste Resultat lieferte die vorrangige Einschragkauf mind. 150 Partikel pro Defokusgruppe
und die nachrangige Einschrankung auf eine mafei@iiz der Defokuswerte von 200 nm.
Unter diesen beiden Einschrankungen wurde fir dibliebenen 21.318 Partikel ein initiales
Alignment sowie ein finales Refinement durchgefiRilr die letzten Runden des Refinements
wurde die PixelgréRRe von 0,675 A auf 0,8775 A iptdiert (IP-Komando in SPIDER), da bei
der PixelgroRe von 0,675 A die Partikel enthaltei®tex die erlaubte GroRe fiir die
Datenprozessierung Uberschritt.

In den letzten Runden des Refinements wurde stattildosomalen Maske Uber das gesamte
80S Ribosom eine ribosomale Maske Uber die 60Sreinteeit eingesetzt. Dies fiihrte zu einer
deutlichen Verbesserung der Auflésung fur die 60%teinheit. Die finale globale Auflésung
fur die 60S Untereinheit bei Fg€betrug am Ende 5,2 A (Abb. 16A).

Die Verbesserung der Auflésung in Bezug auf die B@&reinheit ist darauf zurtickzufihren,
dass die 40S Untereinheit aufgrund ihrer Flex#iliin unterschiedlichen Konformationen
vorlag, die sich nicht aussortieren lie3en. Diesafidrmationsunterschiede fiihrten bei Einsatz
einer ribosomalen Maske Uber das ganze Ribosormeuéerschlechterung des Alignments.
Da aufgrund der nicht aussortierbaren Konformatioterschiede die Auflésung fir die 40S
Untereinheit generell niedriger ist als fur die 8d&ereinheit (Bai et al., 2013, Voorhees et al.,
2014), wurde ein Refinement der 40S UntereinheieuNutzung einer Maske tber die 40S
Untereinheit hinten angestellt und erfolgte nach\éeroffentlichung des Modells nicht mehr
(Wong et al., 2014).

In Abbildung Abb. 16B ist die finale, gefilterte 3Rekonstruktion des 80S Ribosoms
dargestellt. Da die 40S Untereinheit beim Refinemecht bertcksichtigt wurde, ist diese,
besonders im sehr flexiblen Kopfbereich, teilweigt aufgelost (Abb. 16B).

Auch die lokale Auflésung zeigt, dass die 60S Usitdreit besser aufgeldst ist als die 40S
Untereinheit (Abb. 16C-D) und bei einen Querschahitich das Ribosom die lokale Auflésung
der 60S Untereinheit Uiber groRe Bereiche um did4iégt. (Abb. 16D).

Die Abb. 16E-G zeigen, dass bei der gegebenen swfig eine Modellierung der Proteine und
rRNA fir die 60S Untereinheit moglich war, da dieit€nketten der Proteine sowie die
einzelnen Nukleotide der rRNA zum grof3ten Teil wigiert werden konnten. Die Auflésung
war aber nicht ausreichend, um eine vollstandigeeBaiennung der rRNA zu erreichen (Abb.
16G).

4.1.3 Partielle Modellierung der rRNA und der rProteine

Anhand der erhaltenen 3D-Rekonstruktion des 80 9®ims P. falciparun) wurde eine
teilweise Modellierung der zugehdrigen ribosomateoteine und rRNA durchgefihrt.

Die konservierte Kernstruktur der rRNA wurde dumsh strukturelles Alignment unter der
Verwendung der Software S2S-Assemble (Jossineinasthof, 2014) generiert. Als Template
fur das Alignment diente die Kristallstruktur véh cerevisiagPDB: 3U5B, 3U5D). Die
Nukleotidsequenzen der 5S, 5.8S, 18S sowie 28S rRBA\P. falciparumwurden der
Datenbank ,Comparative RNA Web Site* entnommen (@ae et al., 2002).
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4.1 Projekt |: Nillbau des 80S Ribosont. (falciparumn)

Die erfolgreich alignierten Bereiche der rRNA wundaithilfe von Chimera durch einen Rigid
Body Fit in die Elektronendichte der 3D-RekonstrokivonP. falciparumgefittet und bildeten
das Kernmodell der rRNA.

Anhand des generierten Kernmodells und der gdbiterElektronendichte der 3D-
Rekonstruktion (Butterworth low-pass Filter bei-4.@ A) konnten die nicht alignierbaren und
somit strukturell abweichenden Strukturen fur di@SrRNA und einen grof3en Bereich der
28S rRNA (Domane I/1l, Nukleotide 1-1600) modelliererden.. In Abb. 17 ist die In Abb. 17

A) B)

FSC 60S Untereinheit
1.0 (P. falciparum)

29.0 146 9.8 7.3 58 49 3.6 A

el

Abb. 16 3D-Rekonstruktion des 80S RibosomsP. falciparun) (A) Das Diagramm zeigt die globale Aufldsungskurve €ie
Elektronendichte der 60S Untereinheit des 80S RimssP. falciparun) auf Basis der Fourier-Shelldfrelation (blaue durchgehende Lin
Die globale Auflésung bei FSEbetragt 5,2 A (gestrichelte blaue Linie). Naheiete Text.(B) Kryo-EM-Struktur des 80S Ribosor® (
falciparum). Die 3D-Rekonstruktion wurde mit einem Butteniworow-pass Filter bei 4.0-4.2 A gefiltert. Nahersighe Text. C)
Visualisierung der lokalen Auflésung an der Obeiiié vom 80S Ribosom (A) mit Hilfe von ResMap. Diggehodrige Farbleistgibt die
lokale Auflésung in A an. Bei den grau dargestallBereichen liegt die Auflésung tber 8 A)(Querschnitt durch das 80S Ribosdf (
falciparurr) aus (A) zur Visualisierung der lokalen Aufldsunglen inneren Regionen. Die Perspektive entspdehfius (A). Natres sieh
Text. E-G) zeigen isolierte Elektronendichten mit den gefitteModellen fiir einen Teil einesFaltblattes (L15e) (E), einer-Helix (L35)
(F) und eines RNA-Segments (28S rRNA) (G). Nahsiglse Text.
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In Abb. 17 ist die Sekundarstruktur der 5.8S rRNW den bearbeiteten Bereich der 28S rRNA
(Domane I/1I) schematisch dargestellt. Bei den niabdellierbaren Bereichen (rot) handelte
es sich um Regionen, die aufgrund der schlechtefiogung der Elektronendichte,
wahrscheinlich bedingt durch die Flexibilitdt dieBereiche, nicht modellierbar waren. Die de
novo Modellierung der rRNA wurde hauptsachlich ¢uby. Anger durchgefihrt.

Es wurde auch eine weiterer Bereich der 28S rRNA@11768, 2088-2097) de novo modelliert
(Abb. 17), da dieser Bereich eine Tertiarstruktiiregmer neuartigen HLH-Struktur in ESSL
der 5.8S rRNA ausbildet (siedel.5, S.4H

Fur die Homologie-Modellierung der ribosomalen Bno¢ wurde die Online-Software Swiss-
Modell (Guex et al., 2009) benutzt. Als Templatenden die Kristallstrukturen des 80S
Ribosoms vor8. cerevisiagBen-Shem et al., 2011) uid thermophilaKlinge et al., 2011).
Die Proteinsequenzen der ribosomalen ProteinePudalciparumwurden unter Nutzung der
Online-Software NCBI Standard Protein Blast bestirf®ayers et al., 2011).

Die erhaltenen Homologie-Modelle der Proteine wurdé@nGhimera durch einen Rigid Body
Fit in die Elektronendichte der 3D-Rekonstruktiafifjet und anschlieRend in Coot genauer
angepasst. Nicht modellierte Bereiche wurden arefddhd de novo gebaut. Teilweise liel3en
sich Regionen der Proteine aufgrund einer zu genmguflosung der Elektrondichte jedoch
nicht modellieren. Dabei handelte es sich meisflarible Regionen ohne Sekundéarstruktur.

In Tabelle 3 sind die Proteine, fur welche in die&ebeit Modelle gebaut wurden aufgelistet.
Die Proteine befinden sich mit Ausnahme von L41gumlicher N&he zu der Doméne | und
Il der 28S rRNA. L41le befindet sich trotz der Kaiggierung als LSU-Protein gro3tenteils
innerhalb einer Bindungstasche der 18S rRNA (Beenblet al., 2011). Es weist IR.
falciparum eine neuartige N-terminale Verlangerung von 14 &A% (siehe4.1.4, S.43und
wurde deshalb inklusive der umgebenden 18S rRNAetftied (Abb. 19D).

Bezei . Léange der Proteinsequenz | Modellierte Bereiche Konservierung der Proteinsequenz
ezeichnung des Proteirfs ; : S
(in AS) der Proteinsequenz (vgl. zu S. cerevisiag

L4 411 2-409 43%

L6e 221 1-107 27%

L15e 205 1-205 60%

L23 190 69-190 31%

L28 127 1-61, 92-127 existiert 8. cerevisiamicht

L32e 131 1-131 44%

L29 124 1-124 44%

L37e 92 5-92 59%

L4le 39 3-39 46%

Tabelle 3 Auflistung der gebauten Proteir-Modelle In dieser Tabelle sind die in dieser Arbeit gebauReoteinModelle aufgelistet. D¢
Weiteren sind die zugehorigen Langen der Proteiresezen, der erfolgreich modellierten Bereiche detdihsequenzen und dérad de
Konservierung fur die Proteinsequenzen im Vergleie8. cerevisiaaufgelistet. Die Proteinsequenzen der ProteineSvaerevisiagvurder
der ,Saccharomyces Genome Database” entnonf@ieerry et al., 2011)
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Abb. 17 Darstellung der Sekundérstrukiuren fur die 5.8S rRNA und Doménen /Il der28S rRNA. Die Darstellung zeigt schematisch
Sekundarstrukturen fir die 5.8S rRNA sowie fur deodellierten Teil der 28S rRNA. Linien deuten Watsorick-BasenPaarungen ur
Punkte sonstige Basenpaarungenlardieser Arbeit de novo modellierte Bereiche sindn unterlegt und aufgrund zu geringer Auflés
nicht modellierbare Bereiche in rot dargestellie Bastlichen Bereiche sind Bestandteil des mi828Assemble S2S erhaltenen konservie
Kernmodells der rRNA. Néheres siehe Text. Die étstg wurde der Datenbank ,Comparative RNA Wele'Sihtnommer{Cannone et a
2002) und manuell entsprechend dem finalen rRNA élladodifiziert.
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Abb. 18 Raumliche Anordnung der modellierten Proteine undrRNA im Ribosom. (A) Raumliche Anordnung der modellierten Prott
und de novo gebauten Bereiche der rRNA in der pamesiten Elektronendichte des 80S Ribos(@wus gefilterte Elektronendichte, W
1.26). Das generierte Kernmodell der rRNA ist aufgt der besseren Ubersichtlichkeit nicht dargesedi der linken Halfte deRibosom
handelt es sich um die 40S Untereinheit und berefghten um die 60S Untereinhg€B) Darstellung wie in (A), aber perspektivisein 9C
Grad nach links gedreht, um eine bessere Darsgetles hauptsachlich modellierten Bereiches zu teraDas modellierte ProteL41e uni
der zugehorige modellierte Bereich der 18S rRNAlsier Ubersichtlichkeit wegen nicht dargestéll) Darstellung wie in (B) ohndie
Elektronendichte des Ribosoms und auf den modeliieBereich der 80S Untereinheit vergroRert. Diesdglicht einen besseren Uberbl
Uber die raumliche Anordnung der modellierten Rneteind de novo gebauten Bereiche der rRNA in @& Bntereinheit. L41end de
zugehorige Bereich der 18S rRNA sind vollstéanditgteilber mit abgebildet, befinden sich ahiehtin der richtigen raumlichen Anordnt
zu den dargestellten modellierten Bereichen der@0®reinheitDie in der Abbildung dargestellten Zahlen gebenejéssden modellierte
Bereich der 28S und 5.8S rRNA an und sind in dersteiung der Sekundarstruktur hervorgehoben (AtM. Bei der Bezeichnung c
Proteine wurde der Nomenklatur von (Jenner e@ll2) gefolgt.
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4.1.4 Ungewohnliche N-terminale Verlangerung in der Protensequenz von L41e

Das Protein L41e ist in seiner Proteinsequenz s&saeinlange von 25 AS in Eukaryoten
hochkonserviert (Dresios et al., 2003) und bilde¢ etark basische-Helix aus (Ben-Shem et
al., 2011). Zum Beispiel bestehen 17 der 25 Aminmsd von L4le inS. cerevisiaeaus
Argininen und Lysinen (Dresios et al., 2003).

Das Protein formt in der Nahe des Decodierungsasrsreine Briicke zwischen der kleinen
und grofRen Untereinheit (Ben-Shem et al., 2011)stefit Kontakte zur rRNA der 60S
Untereinheit her, liegt aber grof3tenteils innerhater Bindungstasche der 18S rRNA (ebd.),
welche durch die konservierten Helices h27, h45htigebildet wird (Abb19D) (ebd.).

L41e ist inS. cerevisiamicht essentiell und die genaue Funktion ist uahek (Dresios et al.,
2003). Es wurde aber gezeigt, dass es mit deriRkotase CKIl interagieren kann und dessen
Aktivitat reguliert (ebd.). Aul3erdem zeigt eine B@n von L41e irS. cerevisiaginen Effekt
auf die Peptidyl-Transferase-, die Translokatiamsd die Decodierungsaktivitat des Ribosoms
(ebd.). Zum Beispiel fuhrt die Deletion von L4le =miner Senkung der Peptidyl-
Transferaseaktivitdt um den Faktor 3 (ebd.).

Bei der Bestimmung der Proteinsequenzen der ribakaniProteine voR. falciparummithilfe

von NCBI Standard Protein Blast wurde fir L41le alsziges Ergebnis ein hypothetisches
Protein mit der Lange von 39 AS erhalten. Diesgmlthetische Protein enthélt neben den 25
hoch-konservierten Aminosauren (75% Konservierung vgl. zu S. cerevisiae eine
zusatzliche Verlangerung um 14 AS am N-terminalede5(Abb.19G).

Da sich der konservierte Bereich und die N-tern@inétrlangerung bis auf die ersten zwei AS
gut in die Elektronendichte modellieren lieRen, kenbestétigt werden, dass es sich bei der
hypothetischen Proteinsequenz um die Proteinsequeniz4le handelte.

Die N-terminale Verlangerung von L4le wurde bislmerkeinem anderen Organismus
beschrieben.

In Abb. 19A ist das Modell von L41e in der Elektronendichtan\P. falciparumin einem
groReren raumlichen Ausschnitt dargestellt, um &foestellung tber die Position von L41le
im Ribosom zu erhalten. Dabei sind neben L41le dadetherte Kernmodell der umgebende
18S rRNA sowie das Kernmodell der 28S rRNA dardkste

Der Vergleich des Modells von L41ek falciparum(Abb. 19B) undS. cerevisia¢Abb. 19C)
zeigt, dass L41e iR. falciparumneben der konservierterrHelix eine Verlangerung ohne
Sekundarstruktur aufweist, welche der Form nackmeiflaken ahnelt und aus den 14 neuen
N-terminalen Aminosauren gebildet wird und in diadingstasche der 18S rRNA hineinragt.

In der Biegung der Verlangerung, dessen Elektroichtel gut aufgeldst ist, bestehen zwei
deutliche Kontakte zur 18S rRNA (AbbOE-F).

Der erste Kontakt wird durch das aus h28 herauagpkt Nukleotid A1631 sowie den
Aminosauren Serll uns Alal3 gebildet (ABBE-F). Dieser Kontakt bildet die Spitze der
Biegung und dadurch wirkt es, als ware das Prateidem herausgeklappten Nukleotid A1631
aufgehangt.

h28 dient als Drehlager fur die Kopfrotation deeikkn Untereinheit bei der Translation
(Mohan et al., 2014, Fischer et al., 2010).

Der zweite Kontakt wird durch die drei Ubereinangestackten Nukleotide A1027, A1030 aus
ES148 und G1792 aus h45 und den gut aufgelosten Settenkeon Tyr8 und Lys10 gebildet
(Abb. 19E-F).

4> v 2 & 9 P21 #H*7T"7T@



4.1 Projekt |: Nellbau des 80S RibosonB. (falciparun)

Die Seitenkette von Lys9 ist in der Elektronendechicht aufgeldst und wurde daher in der am
haufigsten auftretenden Konformation modelliert YAR9E-F), liegt aber wahrscheinlich
flexibel vor.

Bei A1631, A1027, A1030 und G1792 handelt es sithimS. cerevisiaaindP. falciparum
konservierte Nukleotide (Abbl9D), welche die gleiche rdumliche Struktur im Rib@so
annehmen (Daten nicht gezeigt). Somit liegt keim@wolutionare Entwicklung zwischen der
N-terminalen Verlangerung von L41e und der 18S rRNR. falciparumvor.

Der restliche Bereich der Verlangerung (Metl-Argsf)deutlich schlechter aufgelst und nur
fur His3 wurde eine gut zuordbare Elektronendidtitalie Seitenkette erhalten (nicht gezeigt).
Somit scheint dieser Bereich deutlich flexiblersain, als die tGbrigen Teile von L41e.

Ein Alignment gegen die 14 AS lange N-terminalet@iresequenz voR. falciparum(Online-
Software NCBI Standard Protein Blast, Sayers et 2011) zeigte, dass auch andere
Organismen in verschiedenen Phyla diese Verlangeraanfweisen (Abb.19G). Die
gefundenen Phyla (Apicomplexa, Dinoflagellaten,kileoza) gehoren alle der Gruppe der
Myzozoa an. Diese Gruppe ernahrt sich durch Myzsigtund bildet eine Gruppe im Taxon
der Alovelata (ebd.).

Somit ist die N-terminale Verlangerung auf einemgasamen Vorfahren in der Gruppe der
Myzozoa zurlckzufiuhren und da die Verlangerung weshr der Evolution in den
verschiedenen Phyla erhalten blieb, verschaffésien Evolutionsvorteil.

Dabei ist der Evolutionsvorteil vermutlich auf dibeiden beschriebenen Kontakte
zurtckzufiuhren, da die beteiligten Aminosaurenasiton 11 und 13 konserviert sowie Tyr8-
Lys9-Lys10 (YKK) durchgehend konserviert sind (AGBG) (Siehes.1.4, S.88
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Proteinsequenz AS Organismus Phylum Protein

MRA KWRKKRTRRLKRKRRKV RARSK 25 Saccharomyces cerevisiae L4le
MAHGASRYKKS RAK MRWKWKKKRTRRLQKKRRKMROQRSR 39 Plasmodium falciparum Apicomplexa L4le
MAHGASRYKKARAK MRWKWKKKRTRRLQRKRRKMRQRSR 39 pora canil Apicompl hypothetisch Prot.
MSHGASRYKKAHAK MRWKWKKKRTHRLQRKRRKMRQRSR 39 Theileria orientalis Apicomplexa nichtcharakterisiert
MAHKSNPYKKARSM FRWKWKKKRTRRLQKKRRKMRQRSK 39 Karlodinium veneficum Dinoflagellaten nicht bekannt
MAHKSNPYKKARS K FRWKWKKKRTRRLQKKRRKMRQRSR 39 Oxyrrhismarina Dinoflagellaten nicht bekannt
MAHKSNPYKKARAA MRWKWKKKRTRRLQRKRRKMRQRSK 55 Perkinsus marinus Perkinsozoa  L4le (putativ)

Abb. 18 Verlangerte Proteinstruktur fur L4le in P.falciparum. (A) Darstellung des modellierten Proteins L41le sows
umgebenden modellierten Kernmodells der 18S rRNé\des Kernmodells der 28S rRNA vBnfalciparumin einergefilterter
Elektronendichte (GaufB3-Filter, Chimera) des 80So&dms. Im Falle der kleinddntereinheit ist nur die Elektronendichte
den dargestellten Teil der 18S rRNA sichtidéheres siehe Tex{B) Darstellung wie in (A) nur ohne Elektrondich(€)
Darstellung wie in (B) nur mit dem Modell von L4&aes der Kristallstruktur vo8. cerevisiaéPDB:3U5E). Naheres siehe Te
(D) Schematische Darstellung der Sekundérstruktur éarldtle umgebenden und modellierten Bereich desrf@dells de
18S rRNA furP. falciparum Linien deuten Watson-Crick-Basen-Paarungen unkt@usonstige Basenpaarungen Be
Nummerierung der Basen folgt der Nummerierung S. cerevisiagPDB:3U5SE). Nicht konservierte Nukleotide im Verigh
zu S. cerevisiasind orange unterlegt. Die in (B-beschriebenen Kontakte zwischen L41e und derR8& sind blau unterle¢
Die Darstellung der Sekundarstruktur wurde der Blaaek ,Comparative RNA Web Site“ entnommen (Cannenal., 2002)
und modifiziert. Naheres siehe TeXE-F) Darstellung von L4le mit Fokus auf der de novo efi@ten Nterminalel
Verlangerung (H3-K14) und Kontakten zur 18S rRNAit ifit) und ohne Elektronendichte (F). Naheres sigébgt. (G)
Proteinsequenzen fiir L41e aus Organismen, in ddasrProtein ebenfalls die N-terminale Verlangerimg/ergleich zuS
cerevisiaeaufweist. Die 14 AS lange N-terminale Verlangeristgaumlich von dem ansonsten hoch-konserviertéer@inalel
Bereich von L4le getrennt. AS die von der Protejoeaz inP. falciparumabweichen sind in rot dargestellt. Im Falle
Perkinsus marint weist L41e auch eine @&rminale nicht dargestellte Verlangerung auf, dalegragt die Proteinlange in dies
Fall 55 AS.Farbcode: 18S rRNA (orange), 28S rRNA (lila), L41B (falciparum cyan), L41le$%. cerevisiaedunkelblau)
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4.1.5 Ungewo6hnliche HLH-Struktur in ES3L

Einige tertidre RNA-Motive wie der Kink-Turn, Hookdrn und C-Loop basieren auf einer als
der Helix-Interner Loop-Helix-Struktur (HLH-Strukfubekannten Sekundarstruktur (Hendrix
et al., 2005, Klein et al., 2001).

Ein solche Sekundarstruktur wurde in dieser Ardeth im Expansionssegment (ES) von ES3L
der 5.8S rRNA vorp. falciparumidentifiziert.

Aufgrund der HLH-Struktur weist die Helix von ES8LP. falciparumeinen Knick auf (Abb.
20A und B), ganz im Gegensatz zu allen anderemadigeten eukaryotischen Organisthin
denen ES3L eine durchgehende Helix bildet (Abb.)20C

Durch diesen Knick kommt es zu einer Positionierdeg Endbereiches der Helix sowie des
zugehdorigen terminalen Loops an der OberflacheRilessoms (Abb. 20A).

Der Endbereich der Helix und der terminale Loopddil zahlreiche Kontakte mit den
ribosomalen Protein L29 aus (Abb. 20D-E). Diese tdkte stabilisieren wahrscheinlich die
Struktur des terminalen Loops sowie die Positiamgrder Helix.

Die neu positionierte Helix (terminaler Helix-Armjon ES3L verlauft auch in grofer
raumlicher Nahe parallel zu einerHelix des Proteins L23 (K140-F151) (Abb. 20B).
Allerdings sind bei der gegebenen Auflosung keiatidkte zu erkennen (nicht dargestellt).

Der interne Loop der HLH-Struktur wird durch diaden Nukleotide A139 und G140 in ES3L
gebildet, welche weder eine Watson-Crick-Basenirapanoch einen sonstigen Kontakt mit
den Nukleotiden des Gegenstranges ausbilden (Al¥). Pa die Elektronendichte der beiden
Nukleotide gut aufgel6st ist, scheinen diese eefingbrte Konformation anzunehmen (Abb.
20H u. K). Aufgrund der Struktur des Loops kommizaseinem Knick im Phosphatriickgrat
des Loops um ca. 90 Grad (Abb. 20B).

Die beiden Helix-Arme der HLH-Struktur werden durdle flankierenden Nukleotide des
Loops gebildet, welche Watson-Crick-Basen-Paarumggrdem Gegenstrang ausbilden und
die Struktur des Loops stabilisieren (Abb. 20F)e Bichsen der beiden Helix-Arme stehen
ungefahr im 50-60 Grad Winkel zueinander.

Neben der Stabilisierung durch die Watson-CrickeéBaBaarungen der flankierenden Helix-
Arme scheint auch eine Tertiarstruktur mit den beifllukleotide G2094 und U2095 der 28S
rRNA die HLH-Struktur zu stabilisieren (Abb. 20F).

Dabei bildet die betreffende Region der 28S rRNAIKNotide 2088-2097) einen Bogen, um
die notwendige rdumliche N&ahe fir eine Interaktioib der HLH-Struktur zu schaffen (Abb.
20B). In den anderen betrachteten eukaryotischgar@@mef weist die betreffende Region
der 28S rRNA einen geraden und daher raumlich extéie Verlauf auf (Abb. 20C).

Das Nukleotid G2094 stackt mit A123, welches mit38Xin flankierendes Watson-Crick-
Basen-Paar zum Loop ausbildet (Abb. 20G-H). Evdihtied durch das Stacking das Watson-
Crick-Basen-Paar stabilisiert und somit auch drelk®ur des Loops. AuRerdem scheint auch
ein Kontakt zwischen G2094 und G140 zu bestehenb.(A®G-H), der eventuell die
Konformation von G140 stabilisiert.

Das Nukleotid U2095 bildet einen deutlichen Kontakt A139 aus (Abb. 20G-H) und
stabilisiert dadurch wahrscheinlich ebenfalls degsenformation.

Somit scheinen G2094 und U2095 die BasenpaarungAt@3/U138 sowie die definierten
Konformationen von A139 sowie U138 zu stabilisieneidl somit auch die Struktur des Loops.
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Um welche Arten der Nicht-Watson-Crick-Basen-Pagr{lreontis et al., 2002) es sich bei den
Kontakten handelt, ist bei der gegebenen Auflésabgr nicht zu erkennen.

Bei niedrigem Konturlevel ist ein Kontakt zwischieys145 des Proteins L23 und U2095 zu
erkennen (Abb. 20G, I), welcher wahrscheinlich kiasformation von U2095 stabilisiert.

Obwohl die Nukleotidsequenzen von ES3L sowie des/amten Bereichs der 28S rRNA im
A- und S-Typ grof3tenteils nicht konserviert sinig3l sich fir den S-Typ eine rdumlich
strukturell fast gleiche HLH-Struktur wie im A-Tymrhersagen (Abb. 20, vgl. F und L).
Strukturell unterscheidet sich die HLH-Struktur 8r und A-Typ nur durch die Grolie des
Loops aufgrund der Insertion eines Cysteins zwisa®n konservierten Adenosin und Guanin
im S-Typ (A139/G140 im A-Typ) (Abb. 20, vgl. F umhgl.

AulRerdem ist die Nukleotidsequenz im flankieren@eminalen Helix-Arme nicht konserviert.
Da aber die Nukleotide durch das jeweils komple@enNukleotid ausgetauscht wurden, blieb
die raumliche Struktur des Helix-Arms mit den zug@@pen Watson-Crick-Basenpaarungen
mit grof3er Wahrscheinlichkeit erhalten (Abb. 20l ¥gund L).

Sowohl die variierende GroRRe des Loops als derassh der komplementaren Nukleotide
bei Erhaltung der Helixstruktur sind auch in derHHBtruktur des Kink-Turns bekannt (Klein
et al., 2001). Dabei erfolgt im internen Loop deskTurns (Lange 1-3 nt) ebenfalls ein Knick
im Phosphatrickgrat, welcher zu einem Winkel von1l@® Grad zwischen den Achsen der
beiden Helix-Armen fuhrt (ebd.).

Somit ist anzunehmen, dass es in ES3L des S-Typ¥als zur Ausbildung der beobachteten
HLH-Struktur des A-Typs kommit.

Auch der Austausch von A121 in der HLH-Struktur Ae$yps durch U im S-Typ spricht nicht
gegen eine Stabilisierung der HLH-Struktur durah2BS rRNA, da bei einem Basen-Stacking
wie im Falle von G2094/A121 nicht relevant ist, ored Basen am Stacking beteiligt sind.

Uber eine mdgliche Funktion der Neu-Positioniergieg terminalen Helix-Arms von ES3L
kann nur spekuliert werden. Er formt durch die NRasitionierung eine abgeflachte,
plattformartige Struktur an der Oberflache des Bdms (Abb. 20A) und befindet sich in
raumlicher Nahe zu L23 und in engen Kontakt zu (&8b. 20A, G-H). L23 und L29 bilden
eine universale ribosomale Bindungsstelle fur Pnetevie Sec61 und SRP (Pech et al., 2010),
welche mit dem Ribosom am Tunnel-Exit interagieréie Funktion als universale
Bindungsstelle ist dabei in Bakterien und Eukargdtenserviert (ebd.).

Daher stellt ES3L eventuell als strukturelle Ptatti eine Erweiterung der Bindungsstelle fur
P. falciparumspezifische Proteine dar oder moduliert die Fumktion L29.

Es soll abschlielBend erwahnt werden, dass derriatenHelix-Arm im S-Typ 8 nt langer ist
als im A-Typ. Somit scheint die gebildete PlattfarmS-Typ groéf3er zu sein als im A-Typ.

Abb. 20 Ungewdhnliche HLH-Struktur im Expansions-Segment ES3L vorP. falciparum (A) Darstellung des modellierten ES35.§
rRNA, Nukleotid 119-144) und des beteiligten Behsicler 28s rRNA (Nukleotid 2088-2097) in einer lgefien Elektronendichte (Gaul3-
Filter, Chimera) des 80S Ribosoms. Ebenfalls siedPdoteine L29 und L23 dargestellt, welche ESahkieren. ES3Ibefindet sich auf d
ER-Membran zugewandten Seite des Ribosoms undusggalig des Exit-Tunnel ist mit einen * markiéléheres siehe TextB) Der in(A)
dargestellte, modellierte Bereich aus einer Petsggkwelche den Knickim ca. 90 Grad im internen Loop hervorhebt. L23deuauf de
relevanten Bereich gekiirzt. Die Nukleotide und Amsgiuren, welche die HLH-Struktur ausbilden sindydstellt und werden in (K) néhe
beschrieben. Ebenfalls sind die Aminosduren dagligsivelche den terminalen Loop des ES stabiksieund werden in () néhe
beschrieben(C) Gleiche Darstellung wie in (B) nur fir die rRNA uRdoteine des Organism8sis scrofa domestic(S. s. domesticy§PDB:
4W26, 4W27)(D-E) Darstellung des modellierten terminalen Loops dés&wie der Seitenketten von L29, welche den Loalpracheinlic
stabilisieren. Dargestellt ohne (D) und mit Elekiadichte (E). AuBerdem macht L23 an dieser Steile Biegung, welche nur iR.
falciparumvorkommt und anscheinend durch den Kontakt zwis&e89/L23 und Arg64/L29 stabilisiert wir@r) Schematische Darstellu
der Kontakte innerhalb der HLH-Struktur sowie dabdisierenden Tertiarstruktur. Abgeleitet ausBiektronendichte. Durcteiende Linie
stehen fur Watson-Crick-Basenpaiagen und gepunktete Linien fur Interaktion andém. Zum Beispiel deutet die Elektrondichte dd
hin, dass G2094 und A122 miteinander stack@tl) Darstellung der Tertidrstruktur, welche den inéernloops stabilisiert: ohi
Elektronendichte (G) sowie mit Elektronendichte h@hen (H) und niedrigen Konturlevel (). Lys1458,2velches eventuell Beandteil de
Tertiarstruktur ist, wurde gelb hervorgehoben. Besseren Ubersichtlichkeit wurde Nukleotid G14Mnitargestellt. Naheres siehe Tedt.
K) Darstellung der Tertidrstruktur aus einer weitéPerspektive ohne (J) und mit Elektronendichte #y. besseren Ubersicluthkeit wurds
U2095 nicht dargestellt. Naheres siehe T@xt.Schematische und hypothetische Darstellung derevgesagten HLH-Struktum ES3L de
S-Typs. Abgeleitet aus der Sekundarstruktur der ¥Htiiktur des A-Typs (F). Durchgehende Linien stel&r Watson-Crick-
Basenpaarungeffrarbcode: L23 (griin), L29 (blau), 5.8S rRNA (orange), 28 N¥R(cyan), Elektrondicht®. falciparum(grau)
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4.1 Projekt |: Mellbau des 80S Ribosont®. (falciparumn)
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Abb. 20 Zugehorige Beschriftung der Abbildung sieherorherige Seite.
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

4.2 Projekt Il: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplexe mit dem
Liganden ERj1

Das in der ER-Membran sitzende Type | Trans-Memibhantein ERj1 weist eine teilweise
Homologie zu Sec63 auf (Kroczynska et al., 2004) kamn mit seinem zytosolischen Bereich
an das Ribosom sowie mit seinem luminalen BerelsitH&P40 an das HSP70 BiP binden
(Dudek et al., 2005). Auch zeiganvitro-Translations-Assays, dass ERj1 die Translation des
Ribosoms inhibiert, wenn BiP nicht an ERj1 gebunderiiegt (Dudek et al., 2005). Es wird
daher vermutet, dass ER]|1 eine Rolle bei der To&asion von Proteinen in das ER spielt und
dadurch eine Funktion in der Regulierung des Pmatélusses erflillt (siehk 5.2, S.1B8(ebd.).
Bisher existiert nur eine 3D-Rekonstruktion einetefninalen Fragments von ERj1 (ERj1C)
bei niedriger Ausldsung (20 A), die nahe legt, d&R§l nahe am Tunnelausgang des Ribosoms
bindet und die Bindungsstelle mit der von Sec61Ribosom lberschneiden kénnte (Blau et
al., 2005). Somit konnten sich ERj1 und Sec61 axahin ihrer Bindung beeinflussen (ebd.).

Daher wurde in dieser Arbeit versucht die Bindumgl unteraktion von ERj1 am Ribosom
strukturell genauer zu untersuchen.

Hierfur sollten hochaufgeldste 3D-Rekonstruktiorvenschiedenein vitro-Rekonstitutionen
von Liganden/Ribosomen-Komplexen (ribosomale Komglemithilfe der SP-Kryo-EM
generiert werden: Ligand ERj1 am Ribosom (dimeremiglex), Ligand ERj1 und Sec61 am
Ribosom (tertiarer Komplex) und Ligand ERj1l, Seafiid BiP am Ribosom (quartarer
Komplex).

Anhand dieser sollten die Interaktion von ERj1 ogim 80S Ribosom, BiP und Sec61 auf
struktureller Ebene naher untersucht werden undtae# Ruckschlisse auf die Funktion von
ERj1 gezogen werden.

Fur diein vitro-Rekonstitutionen wurden SecB8lanis lupus familiarig leere 80S Ribosomen
(Canis lupus familiaris und RNCs (DP120-RNCTriticum aestivurjiim Labor gereinigt.
Gereinigtes, rekombinantes EiERj1 (ERj1) und HisBiP (BiP) H. sapieny wurden durch
den Kollaborationspartner AG Zimmermann zur Veritigygestellt (Benedix et al., 2010).

4.2.1 Etablierung eines Protokolls fiir diein vitro-Rekonstitution

In einem ersten Schritt wurde ein Protokoll fur ohevitro-Rekonstitution von ERj1 am 80S
Ribosom C. |. familiaris) etabliert.

Die Uberpriifung des Erfolgs dier vitro-Rekonstitution erfolgte durch eine Zentrifugatites
jeweiligen in vitro-Rekonstitution-Ansatzes (IR-Ansatz) durch ein 1Mc&arose-Kissen
(Bindungstest). Im Bindungstest pelletieren nur dma ribosomalen Komplex erfolgreich
gebundenen Liganden aufgrund der hohen Molekulasenager Ribosomen durch das
Saccharose-Kissen, wohingegen die ungebundenenndega aufgrund ihrer niedrigen
Molekularmasse im Uberstand verbleiben.

Aggregationsproblem von HiERj1 (ERj1):

Bei den Bindungstests zeigte sich, dass ERj1 imti¢dansatz auch in Abwesenheit der
Ribosomen pelletierte (Daten nicht gezeigt). Saultien ERj1 Aggregate zu bilden, welche
aufgrund ihrer hohen Molekularmasse durch das $aosh-Kissen pelletieren.
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Um die ERj1-Praparation homogener zu bekommen, eveirte Gelfiltration durchgefihrt, bei
der Aggregate und oligomeres Protein von der mapaasen Probe abgetrennt werden kann.
Die Gelfiltration lieferte drei Fraktionen fur ER{Abb. 21A). In allen Fraktionen pelletierte
ERj1 bei einer Zentrifugation durch ein 1M Sacclari&issen zum grof3ten Teil (Abb. 21B,
vgl. Spur 1 und 2, 3 und 4, 5 und 6). Somit schmesieh bei der Zentrifugation grol3ere
Aggregate zu bilden, welche anschlieend pelletert

Mehrere Griinde kommen in Frage, warum ERj1 in veesienen Fraktionen erhalten wurde
und somit nicht homogen vorlag.

Erstens konnte ER]j1 in unterschiedlicher Grol3eranfd) unterschiedlicher Faltungszustande
vorliegen (nativ/nicht nativ). Zweitens kdénnte ERjéi der Reinigung in Detergens-Mizellen
unterschiedlicher Grél3e erhalten worden sein uiigds konnte ERj1 in kleineren Aggregaten
unterschiedlicher GréRRe vorliegen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aggregationsngigon ERj1 abhangig von der'K
Konzentration in den verwendeten Puffern war (AA).

Im Kontrollansatz einer Rekonstitution von ERj1 am 80S Riboso@. (. familiaris)
mit einer K'-Konzentration von 500 mM im Rekonstitutionspuffiedletierte deutlich weniger
ERj1 durch das Saccharose-Kissen, als bei eineKdfzentration von 175 mM im
Rekonstitutionspuffer (Abb. 22A, vgl. Spur 2 und. Mllerdings erfolgte bei einer K
Konzentration von 500 mM auch keine Bindung von ERjp das Ribosom, da sich die
Bandenintensitaten von ERjl in den Pellets des tdbahsatzes und des IR-Ansatzes
entsprachen (Abb. 22A, vgl. Spur 2 und 6).

Da bei einer K-Konzentration von 500 mM immer noch ein grof3erl Main ERj1 im
Kontrollansatz pelletierte (Abb. 22A, Spur 2), weindKonzentrationen zwischen 175 mM und
500 mM nicht weiter getestet. Auch wurde bereitgeigt, dass ERj1 bei'KKonzentrationen
von Uber 200 mM nicht mehr an das Ribosom bindeti@l et al., 2002).

Letztendlich konnten die Aggregate durch eine Votaigation erfolgreich abgetrennt
werden. Hierfir wurde ERj1 zu den fUr die anscldrafie Rekonstitution verwendeten
Rekonstitutionspuffer gegeben.

A) Fraktion 1 B) Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3
kDa U P U P U P
80.0 s e : P
- i =~ -Gy 4 <ERjl
60 L 3 ] 1:.-'/‘ . , )
1 2 3 4 5 6
60.0
40.0
Fraktion 2
200 .
Fraktion 3
\\
b |adlasladadaclaTias 10 Isbripslsbapabasict] Il fesl k7l kol ¢1] e _be—pa Al

00 50 100 15.0 200 ml

Abb. 21 Gelfiltration von ER]j1. (A) Elutionsprofil der Gelfiltration. Fur die Gelfiltteon wurde eine 10/300 Superdex200 Saule verwe
Es wurden 850 g gereinigtes ERj1 im Aufbewahrungspuffer aufgetra¢?0 mM HEPES/KOH (pH 7.55), 2 mM Mgf£0,65% CHAPS
500 mM KCI, 2 mM DTT). Dieser Puffer diente aucls &lutionspuffer. Die Sammlung erfolgte in 500 Schritten.Es wurden dr¢
unterschiedliche Fraktionen erhaltéB) SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) eines Aggregationfiiestie drei erhaltenen Fraktionen
Gelfiltration. Es wurden jeweils 50 der Fraktionen auf 100 eines 1 M Saccharose-Kissanfgetragen und zentrifugiert (80 krpm, 50 n
TLA100). AnschlieRend wurden der Uberstand (U) dad Pellet (P) fiir ein SDS-PAGE verwendet. Nahsisdse Text.
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

AnschlieRend wurde die Losung zentrifugiert (90 ,mi®0 krpm, TLA120) und der Uberstand
(Abb. 22B, Spur 3) fur die Rekonstitution genutzt. Die Aggregate wurden miinde
Pellet abgetrennt (Abb. 22B, Spur 4). Dabei entdpa die Konditionen der Zentrifugation
den Konditionen des Bindungstests.

Fur die Rekonstitution wurden die Ribosomen direkt in dendtigten Konzentration
zu dem gewiinschten Volumen des ERj1 enthaltendegregationsfreien Uberstand
hinzugegeben (IR-Ansatz) und der IR-Ansatz fur 2aWen bei 30 Grad inkubiert.

Im anschlieBenden Bindungstest zeigte der zugehdkKgntrollansatz fur die
Rekonstitution keine Aggregate im Pellet (Abb. 23Bur 6). ERj1 verblieb somit komplett im
Uberstand (Abb. 22B, Spur 5).

Fur den Ansatz der Rekonstitution wurde im Pellet eine deutliche Bafigie ERj1
erhalten (Abb. 22B, Spur 8) und somit lag ERj1 ailmoRom gebunden vor.

Dabei erfolgte eine stochiometrische Bindung vonlERillerdings wurde ERj1 nicht im
Uberschuss eingesetzt (Abb. 22B, Spur 7).

Das beschriebene Vorgehen der Rekonstitution liel3 sich erfolgreich auch auf die
Rekonstitution der im folgenden beschriebenen obwden Komplexe tbertragen, indem

neben den entsprechenden Ribosomen auch die andgamen dem ERj1 enthaltenden
Uberstand in der gewiinschten Konzentration hinZiggefurden.

4.2.2 Rekonstitutionen verschiedener ribosomaler Komplexe

In vitro-Rekonstitution am 80S Ribosom

Anhand des erfolgreich etablierten Protokolls fie d Rekonstitution ribosomaler

Komplexe mit ERj1 wurden die Rekonstitutionen des dimeren, tertiaren und quemtar
Komplexes am 80S Ribosom durchgefihrt. Die zugeeariBindungstests sind in Abb. 23
dargestellt.

Der Kontrollansatz zeigte, dass die Liganden (EBgG61 und BiP) in der Abwesenheit der
Ribosomen bei der Zentrifugation im Uberstand \edan (Abb. 23A, Spur 1) und nicht
pelletierten (Abb. 23A, Spur 2).

Die Rekonstitutionen aller Komplexe waren erfolgreiatta die zugehoérigen
Proteinbanden des dimeren (Abb. 23A, Spur 10)atert (Abb. 23A, Spur 8) und quartéren
Komplexes (Abb. 23A, Spur 4) im Pellet zu erkennemen.

A) 80S - - + B) 80S - + - - +
ERjl + + + ERj1 + - - + +
KOAc 500mM 175 mM 500 mM kba K K U P U p U P
kDa U P U P

< ERjl

4 5 6 7 8

—
(%)
w
-~
o
[«
—
L]
w

Abb. 22 Etablierung derin vitro-Rekonstitution fur ERj1. (A) Rekonstitutionen bei unterschiedlichef+iKonzentrationerzeiger
die Abhangigkeit der Aggregationsneigung von ERgjh wder K-Konzentration SDS-PAGE (Coomassie Farbung) fien zugehorige
Bindungstest. Es wurden jeweils der Uberstand (d)das Pellet (P) der Zentrifugation d@mtrollansatzes bei 500 mM KOAc (Spur 1
2), bei 175 mM KOAc (Spur 3 und 4) sowie desARsatzes bei 500 mM KOAc aufgetragen. Dabei wurdden Kontrollanséatzen EF
ohne Ribosomen eingesetzt. Néaheres siehe T&jt.SDS-PAGE (Coomassie Farbung) zum erfolgreichen &weg derin vitro-
Rekonstitution. Als Kontrolle und zur leichterencZdnung der Proteinbanden wurden aquivalente Meugsnfir die Vorzentrifgatior
eingesetzten ERj1 (K, Spur 1) und der fir die Rekonstitution eingesetzten Ribosomen (K, Spurikd auf dem SDRAGE
aufgetragen. Es wurde des Weiteren der Uberstapdr(tl das Pellet (P) der Vorzentrifugation (Spwm@ 4) sowie der Zenftigation de
Kontrollansatzes fur die Rekonstitution (Spur 3 und 4) und dervitro-Rekonstitution selber aufgetragen (Spur 3 und 4hdxe
siehe Tex
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Dabei erfolgte die Bildung des quartaren Komplemesin der Anwesenheit von ATP (Abb.
23A, vgl. Spur 4 und 6). Die ATP-Abhéangigkeit fline stabile Bindung von BiP an ERj1
wurde bereits gezeigt (Dudek et al., 2005).

Die Liganden zeigten allerdings leichte stochiomelre Abweichungen in den ribosomalen
Komplexen.

ERj1 lag in allen Komplexen leicht Uberstbchionmssthi gebunden vor (Abb. 23A, Spur 4, 8
und 10). Dies wurde bereits in friheren Rekonstitutionen des dimeren Komplexes und
ERj1 sowie BiP am 80S Ribosom beobachtet (Dudek €2005). Auch im Falle der
Rekonstitution fur die 3D-Rekonstitution des C-taralen Fragments von ERj1 am 80S
Ribosoms (Blau et al., 2005). Aufgrund der erfoigiien 3D-Rekonstitution des C-terminalen
Fragmentes von ERj1 am 80S Ribosom ist anzunehaass, ERj1 stochiometrisch gebunden
vorlag und sich mit Coomassie besser einfarberdliedie anderen Proteine im Gel.

Sec61 lag im tertiaren (Abb. 23A, Spur 8) und ciran Komplex (Abb. 23A, Spur 4) sowie
der Kontroll-Rekonstitution von Sec61 am RibosonblfA23A, Spur 12) stdchiometrisch
gebunden vor.

BiP lag im quartaren Komplex leicht unterstdchiomnseh gebunden vor (Spur 4), bei einem
deutlichen Uberschuss im Uberstand (Spur 3). Edinst nur noch ein Teil von ERj1 oder
BiP funktionell aktiv und in der Lage eine gegetigeiBindung einzugehen.

Da die eingesetzten Ribosomen eine unter-stochrsole¢ Verunreinigung mit Sec61 zeigten
(Abb. 23A, Spur 10), wurde ein effizienteres Pratbkir die Reinigung der Ribosomen im
Labor etabliert. Unter Verwendung der Sec61 frél@8 Ribosomend. I. familiaris) konnte
die Rekonstitution des bindren Komplexes erfolgreicaderholt werden (Abb. 23B).
Es wurde dabei ein annahernd stdchiometrische Bmdwon ERj1 an das Ribosom erhalten
(Abb. 23B, Spur 2).

A) B)
80S - + + + + N
ERj1 + + + + +
Sec61 + + + + - +
BiP + + + 80S + +
ATP + + ERjl *
kba U P U P U P U P U P U P Kba K P U
A . " «ERjl
= —Esta == @ % J
o s B 8 8 = .
s0 | — — — —— 50
ek T T T T o S < secs1 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9o 10 11 12 1 2 3

Abb. 23 In Vitro -Rekonstitutionenvon ERj1, Sec61 und Bifam 80S Ribosom (A Bindungstest fiir die vitro-Rekonstitutiordes dimerei
tertiaren und quartiren Komplexes an Sec61 kontarten 80S Ribosomen. SIFAGE (Coomassie Farbung). Es wurden der Ubersta)
und das Pellet (P) von der Zentrifugation des Kall#nsatzes (ERj1, Sec61, BiP) (Spur 1 und 2) saleidn vitro-Rekonstitutioen de
quartaren Komplexes in Anwesenheit von ATP (Spum@4), des quartaren Komplexes in AbwesenheitAf? (Spur 5 und 6), deertidrer
Komplexes (Spur 7 und 8), des dimeren Komplexesi{Spund 10) und der Kontroll-Rekonstruktivon Sec61 am Ribosom aufgetrs
(Spur 11 und 12). Naheres siehe T@j}.Bindungstest fir diim vitro-Rekonstitutiordes dimeren Komplexes an Sec61 freien 80S Ribos:
SDS-PAGE (Coomassie Farbung). Als Kontrolle (K, ISpuwurde eine zum IR-Ansa#zjuivalente Menge an Ribosomen direkt auf den
aufgetragen. Des Weiteren wurden das Pellet (P, Bpund der Uberstand (U, Spur 3) von der Zenggtion detin vitro-Rekonstitutiordes
dimeren Komplexes aufgetragen. Néaheres siehe Text.
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

-Rekonstitution am RNC:

Die -Rekonstitution des dimeren, tertidren und quant&emplexes am DP120-RNC
waren ebenfalls erfolgreich, wie der zugehdérigedBimgstest in Abb. 24 zeigt.
Wahrend die Liganden in den Kontrollansatzen npgiletierten (ERj1 und Sec61: Abb. 24,
Spur 8, BiP: Abb. 24, Spur 12), wurden die entdpeaden Proteinbanden der Liganden in den
Pellets des dimeren (Abb. 24, Spur 6), des tertiffbb. 24, Spur 2) und des quartaren
Komplexes (Abb. 24, Spur 10) erhalten.
Die stochiometrische Abweichung der Liganden ERjd 8ec61 in den Komplexen entsprach
denen am 80S Ribosom. ERj1 lag leicht Gberstochiasch (Abb. 24, Spur 2, 6 und 10) und
Sec61 stbéchiometrisch (Abb. 24, Spur 2 und 10) gdén vor.
Dagegen lag BiP an DP120 stéchiometrisch (AbbSp4ir 10) und nicht wie am 80S Ribosom
unterstochiometrisch gebunden vor (Abb. 2SAur 4).
Wahrscheinlich ~ war  die
stochiometrische Bindung auf

e i i i i eine héhere Konzentration an
FRL T ) " " v " BiP fur die -Rekon-
Sec61 + + - + + + H H - i H

stitution zurtickzufthren. Diese
B N N war, wie ein Vergleich der
ATP +

Bandenintensitaten zeigte, fur
€ ¢ p C P C P U P U P U P die -Rekonstitution am
. =+ <zp DP120-RNC hoher als am 80S
S == <EL - Ribosom (vgl. Abb. 23A, Spur
_ 3 und 4 mit Abb. 24, Spur 9 und
| g 10). Es ist aber auch méglich,
, ~  “5« dass die naszierende, nicht
s 4 s 6 7 5 o 1 u b gefaltete Peptid-Kette  BiP
bindet.

Abb. 24 In vitro-Rekonstitutionen ERj1, Sec61 un BiP am DP12(-RNC SDS-PAGE (Coomassie Farbung) fir den Bindungsesnd
vitro-Rekonstitution des dimeren, tertidren und quant#emplexes am DP120-RNEs wurden der Uberstand (U) und das Pellet (P
der Zentrifugation des Kontrollansatz (ERj1, Sed@gur 7 und 8) sowie der vitro-Rekonstitutionemles tertidaren Komplexes (Spur 1
2), der Kontroll-Rekonstruktion von Sec61 am Ribng&pur 3 und 4), des dimeren Komplexes (Spur 58)ndes quartaren Komplexé
Abwesenheit von ATP (Spur 9 und 10) und des quant&omplexes in Anwesenheit von ATP (Spur 11 undal®getragenNaheres siet
Text.

4.2.3 Simultane Bindung von ERj1 und Sec61 an das Ribosom

Die existierende 3D-Rekonstruktion von ERj1C am &08osom deutet darauf hin, dass die
Bindungsstellen von ERj1C und Sec61l nahe des nhbakm Ausgangstunnels eventuell
Uberlappen (Blau et al., 2005). Somit besteht daglMhkeit, dass ERj1 und Sec61 um die
Bindung am Ribosom konkurrieren und sich gegemgsedrdrangen.

Die Ergebnisse der Bindungstests belegen eindelagg die Bindung von ERj1 und Sec61 in
den durchgefihrten -Rekonstitutionen simultan an das 80S Ribosom uRdZD-RNC
erfolgte, da im tertidren und quartaren Komplexedeaicht tiberstdchiometrische Bindung von
ERj1 und eine stdchiometrische Bindung von Sec&alem wurde (Abb. 23A, Spur 4 und 8
sowie Abb. 24, Spur 2 und 10).

Auch scheinen sich Sec61 und ERj1 bei ihrer Bindamglas Ribosom nicht gegenseitig zu
beeinflussen, da im Falle der ribosomalen Kompkaxe80S Ribosom die Bandenintensitaten
von ERj1 im bindren und tertidren Komplex (Abb. 234l. Spur 10 und 8) sowie die
Bandenintensitdten von Sec61 in der Kontroll-Rekar®n fir Sec61 und dem tertidren
Komplex sich jeweils entsprachen (Abb. 23A, vgluEp2 und 8).
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Die Bindung von BiP an ERj1 zeigte dabei keinenflags auf die Bindung von ERj1 und
Sec61l an das Ribosom, da sich die jeweiligen Bantimsitaten fur ERj1 und Sec61 im
tertiaren und quartaren Komplex ebenfalls entsgaghgl. Spur 8 und 4).

Im Falle des DP120-RNCs erfolgte, wie bereits ernwébenfalls eine simultane Bindung von
ERj1 und Sec61 an das Ribosom, allerding war digtBdung der unabh&ngigen Bindung von
ERj1 und Sec61 an das Ribosom weniger eindeutigndeheinend nicht die gleichen Mengen
an IR-Ansatz auf das Gel aufgetragen wurden, wied@nBandenintensitat der RNCs zu
erkennen ist (Abb. 24, vgl. Spur 2 und 3).

Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dsssinerin vitro-Rekonstitution ERj1 und
Sec61 simultan an das Ribosom binden und sich aimsaid nicht gegenseitig bei der Bindung
an das Ribosom beeinflussen. Auch scheint BiP kdiiefluss auf das Bindungsverhalten von
ERj1 oder Sec61 zu haben

4.2.4 3D-Rekonstruktionen bei niedriger Auflosung (dimere und quartarer Komplex)

Aufgrund der erfolgreichen Bindungstests otevitro-Rekonstitutionen des dimeren, tertiaren
und quartaren Komplexes wurden im nachsten S@bitRekonstruktionen fir dig vitro-
Rekonstitutionen des dimeren und quartdren Kompglereniedriger Auflésung generiert, um
den Erfolg dein vitro-Rekonstitutionen zu tGberprifen.

Hierfir erfolgten die Datensammlungen am FEI Tecn@2 Spirit 120 kV
Elektronenmikroskop, welches eine schnelle Datendamy bei niedriger Aufldsung
ermdglichte.

Be i der anschlieRenden Datenprozessierung wurddn-nbosomale Partikel durch einen
Sortierungsschritt gegen ein aus dem Hintergrursttteen abgeleitetes Referenzvolumen
(Noise-Volumen) aussortiert (Daten nicht gezeiBieses Referenzvolumen weist nur in den
aulReren Bereichen der Box eine Elektronendichte laufFalle des quartaren Komplexes
erfolgte ein zweiter Sortierungsschritt, um ribosdenPartikel auszusortieren, welche keine
ribosomale Extradichte aufwiesen (Daten nicht ggxells Referenz diente das Volumen der
gleichen Refinementrunde fur den quartaren Komp#grdings wurde die Elektronendichte
fur die nicht-ribosomale Extradichte mit dem VolumEraser in Chimera entfernt und die
Kanten mit einem Low-Pass Gaul3-Filter (Filterradiy&s SPIDER) geglattet.

In Abb. 25 sind die erhaltenen 3D-Rekonstruktiofigrden dimeren (Abb. 25A) und quartaren
Komplex (Abb. 25B) am 80S Ribosom sowie den diméadb. 25C) und quartdren Komplex
(Abb. 25D) am DP120-RNC dargestellt. Als Vergleitliglichkeit sind ebenfalls die 3D-
Rekonstruktionen vom C-terminalen Fragment von HERj1C) am 80S Ribosom vdD. I.
familiaris (Blau et al., 2005) (Abb. 25E) sowie Sec61 am RNET. aestivun{Gogala et al.,
2014) (Abb. 25F) dargestelit.
Im Gegensatz zu der 3D-Rekonstruktion von ERj1C88% Ribosom (Abb. 25E) war weder
fur den dimeren Komplex am 80S Ribosom (Abb. 25é@dmam DP120-RNC (Abb. 25E) eine
nicht-ribosomale Extradichte an der ER-Membran wagalten Seite zu erkennen, bei der es
sich um ERj1 handeln kdnnte. Eine stabile Binduag £Rj1 am Ribosom konnte unter den
gewahlten Bedingungen somit nicht gezeigt werden.
Fur die fehlende Extradichte von ERj1 kommen haigdtich zwei Grinde in Frage.
Erstens kénnte die vitro-Rekonstitution erfolglos gewesen sein und ERjInkagunspezifisch
an dem Ribosom gebunden vor oder aggregierte iAnl@esenheit der Ribosomen.
Zweitens konnte dien vitro-Rekonstitution erfolgreich gewesen sein, aber EBgl der
Beladung der Grids fiir das Mikroskop dissoziierdieroeine so grof3e Flexibilitat aufweisen,
dass eine Visualisierung mithilfe der SP-Kryo-EMchii moglich ist. Eine ausfihrliche
Diskussion der mdglichen Griinde erfolgt spateigste2.3, S.91L
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Dagegen wies der quartare Komplex am 80S Ribosobni.(25B) sowie am DP120-RNC
(Abb. 25D) eine deutliche nicht-ribosomale Extréutiéc an der ER-Membran zugewandten
Seite nahe dem Exit-Tunnel auf (Pfeilspitze zeidtdae Extradichte).
Die Extradichte lag in der gleichen raumlichen Rosiwie in den beiden Vergleichsstrukturen
(vgl. Abb. 25B, D E und F, Pfeilspitze zeigt aué dxtradichte).
et At umere ansiche 21N Rigid Body Fit der ribosomalen Komplexe derdasi

Vergleichsstrukturen ERj1C (lila) am 80S Ribosond un
» ¥, Sec6l am RNC (graues Netz) mit dem quartéren
# a Komplex (blau) am 80S Ribosom (Abb. 25G) oder am

80S

ERj DP120-RNC (Abb. 25H) zeigte, dass sich die nicht-
ribosomalen Extradichten mit der Elektronendichta v
Sec61l und der umgebenden Detergens/Lipid-Mizelle

808 sowie der Elektronendichte fiir ERj1C Uberlagerten.

ERj1

. Somit konnte die Extradichte im Falle des quartaren

b Komplexes neben Sec6l und der umgebenden
Detergens/Lipid-Mizelle (Becker et al., 2009) auiR)j1

e und BIiP enthalten. Eine Zuordnung der Dichte waarab

- aufgrund der niedrigen Auflosung nicht mdglich, eah
wurde eine 3D-Rekonstruktion des quartaren Kompglexe
am 80S Ribosom bei hoher Auflésung durchgeflnhrt.

RNC

ERjl 4.2.5 3D-Rekonstruktion des quartaren Komplexes

Sec61 am 80S Ribosom bei hoher Auflosung

BiP
Da anhand der 3D-Rekonstruktion des quartaren
Komplexes bei niedriger Auflésung nicht zuzuordnen

808 war, ob die sichtbare nicht-ribosomale Extradictgben

ERj1C- Sec61l und der umgebenden Detergens/Lipid-Mizelle

aces auch ERj1 oder BiP aufwies, wurde eine hochaufgelos
3D-Rekonstruktion des quartaren Komplexes am 80S
Ribosom durchgefihrt.

RNC

Sec61 Die Datensammlung erfolgte am Tecnai Polara F30 TEM

(Max-Plank-Institut, Berlin), da das Titan Krios VEmM
Labor zu diesem Zeitpunkt noch nicht im Betrieb viiae
auf Fotofilm befindlichen Mikrographen wurden

@l entwickelt, eingescannt und digitalisiert.

Abb. 25 3D-Rekonstruktionen des dimeren und quartdren Komplexes bei niedriger Aflosung Fur die Darstellung der 3D
Rekonstruktionen wurden diese mit einem Gé&ilter (Chimera) gefiltert und anschlieBend ausizRerspektiven abgebildet. Die el
Perspektive zeigt eine seitliche Ansicht auf ddsBdm und die zweite Perspektive eine Ansicht BIER-Membra zugewandte Seite ¢
Ribosoms mit Aufsicht auf den Ausgang des Hxifinels. Die zweite Perspektive wurde durch et&gad Drehung des Ribosoms in
ersten Perspektive nach hinten erhal(é).3D-Rekonstruktion des dimeren Komplexes am 80S &itin(23,800 Partikel, 34 ANahere
siehe Text(B) 3D-Rekonstruktion des quartdren Komplexes am 8@®®Rim (5,400 Partikel, 42 A). Der rote Pfeil zeigf die nicht
ribosomale Extradichte. Naheres siehe T¢®). 3D-Rekonstruktion des dimeren Komplexes am DP120-R8IG800 Partikel, 21 R
Néaheres siehe Te (D) 3D-Rekonstruktion des quartdren Komplexes am DFRISG- (11,350 Partikel, 28 A). Der rote Pfeil zeigf die
nicht-ribosomale Extradichte. Naheres siehe T@Xt3D-Rekonstruktion von ERj1CC85 am 80S RibosonC( |. familiaris) (Blau et al.
2005) Der rote Pfeil zeigt auf die nicht-ribosomale fadichte, bei der es sich um ERj1@85 handelt. Naheres siehe TeX) 8D-
Rekonstruktion von Sec61 sowie der umgebenden @&tsfLipid-Mizelle am RNCT. aestivujp(Gogala et al., 2014Per rote Pfeil zei¢
auf die nicht-ribosomalen Extradichte, bei deriels am Sec61 handelt. Naheres siehe T} Uberlagerung der Elektronendichtiém der
quartaren Komplex am 80S Ribosom (B) (blau) sowieden Vergleichsstrukturen Sec61 am RNC (F) (gsadetzt) und ERj1C-C85(E)
(pink) enthaltenden Referenzstrukturen. Die Ddrstglist auf die ribosomale Extradichte der Kompléakussiert. Naheres siehe Tekt) (
Darstellung wie in (F), nur dass der quartare Kemgim DP120-RNC (D) (blau) anstatt am 80S Ribosargestellt istNaheres siehe Te
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Nach der Qualitatsbeurteilung der Mikrographen dadzugehdrigen Powerspektren wurden
188 Mikrographen fur die 3D-Rekonstruktion verwengied 146.006 Partikel fur das initiale
Alignment bei dreifacher Dezimierung eingesetzt Referenz fur das erste initiale Alignment
diente ein leeres 80S Riboso8 ¢erevisiae

Im Zuge der finalen Datenprozessierung erfolgteneiz8ortierungsschritte nach dem
Refinement (Abb. 26, RP 0).

Im ersten Sortierungsschritt wurde bei einer dokiéan Dezimierung gegen das Noise-Volumen
sortiert und eine Subpopulation an nicht-ribosom#artikeln aussortiert (Abb. 26, RP 1.11).
Im zweiten Sortierungsschritt wurde gegen das Velunder gleichen Refinementrunde
sortiert, in welchem mithilfe des Werkzeuges ,Vokinkraser® (Software Chimera) die
Elektronendichte fur die nicht-ribosomale Extradécantfernt wurde und die Kanten mit einem
Low-Pass Gaul3-Filter (Filterradius 0,3, SPIDER) |gigt wurden. Dadurch konnte eine
Subpopulation an Ribosomen ohne ribosomale Extnégliaussortiert werden (Abb. 26, RP
2.11).

Da bei weiteren Sortierungsversuchen keine weiteren
Subpopulationen aussortiert werden konnten, schiene
diese homogen zu sein.

W
146006 éﬁa'aooe@ Am Ende des finalen Refinements wurde fur die
Rll’O Subpopulation mit der nicht-ribosomalen Extradichte
7 1 (Abb. 26, RP 2.1, 60.221 Partikel) eine 3D-Rekaungion
SordiomBgl .. mit einer globalen Auflésung von 8.7 A bei Fg@rhalten

(Abb. 27A und B). In der 3D-Rekonstruktion sind tiehe
Kontakte zwischen der ribosomalen Extradichte uechd
Ribosom zu erkennen.

88799 Partikel (61%) s1207 Partikel 39%)  Die lokale Auflosung zeigte, dass, wie erwartete di
Re Ll el Auflésung an der Oberflache des Ribosoms schlegtaer
als in den inneren Regionen des Ribosoms (Abb. @&Yd\
Sortierung2 B). Dabei lag die Auflésung fiir die inneren Regione
e groRtenteils um die 8 A.
Die lokale Auflésung fir die nicht-ribosomale Extrehte
war deutlich schlechter. Dies ist auf die flexildandung

G Bl LGS sais Biiposgg, VO Sec61l am Ribosom zurlckzufuihren (Becker et al.,
RP2I RP2.II 2009).

Abb. 26 Sortierungsschema des Datensatzes. 1N Abbildung Abb. 29L §£.59 ist die lokale Aufldsung fur

den quartdren Komplex. Das Schema zeigt ¢ dje  nicht-ribosomale Extradichte nochmals genauer
einzelnen Sortierungsschritte bei

Datenprozessierung. Dabei sind far je dargestellt. Neben dem relativ gut aufgeldsten Ekint

Sortierungsschritt die erhalten8nbpopulatione zwischen Sec61 und dem Ribosom (8-9 A) sind auch
die gefilterten 3D-Rekonstruktionen (RPlie

Anzahl der Partikel und in Klammern der An deutlich schlechter aufgeldste Bereiche zu erkergiibar

der ~Partikel im Verhdtnis zu ¢ 13 A) pej denen es sich um die Elektronendichte der
Ausgangspopulation RP 0 angegeben. Das

Ribosom ist in grau dargestellt. Der rote Pfeigt  Umgebenden, heterogenen Detergens/Lipid-Mizelle
auf die nicht-ribosomale Extradichte in den 3Dhande|t (ebd )
Rekonstruktionen. Ndheres siehe Text. .
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Abb. 27 3D-Rekonstruktion des quartaren Komplexes (AKryo-EM-Struktur des quartaren Komplexes. Die RBkonstruktion wurde n
einem Butterworth low-pass Filter bei 7.0-7.2 Aitjeft. Naheres siehe TexB) Das Diagramm zeigt die globale Auflésungskurvedié
Elektronendichte des quartédren Komplexes auf Bamig-ourier-Shell-Korrelatiofblaue durchgehende Linie). Die globale Auflosuri
FSGsbetragt 8,7 A (gestrichelte blaue Linie). Naheietes Text.(C) Darstellung der lokalen Auflésung an der Oberfégbmquartére
Komplex aus (A) mit Hilfe von ResMap. Die zugehérigarbleiste gibt die lokale Aufldsung in A an. Ben grau dargestellten Bareer
liegt die Auflésung tiber 10 A. N&heres siehe TéR). Querschnitt durch den quartiaren Komp8®6 Ribosom (P. falciparum) aus (A)
Darstellung der lokalen Aufldsung in den inneremi@een. Die Perspektive entspricht der aus (A).éMés siehe Text.

4.2.6 Keine Identifizierung von ERj1 oder BiP in der 3D-Rekonstruktion des
guartaren Komplexes

Eingesetzte Modelle und 3D-Rekonstruktionen alsrpretationshilfe

Zur eindeutigen Identifizierung des Ribosoms undtc6®ewurde ein Modell der 60S
Untereinheit mit gebundenem, inaktivem Sec61 irEdigktronendichte der 3D-Rekonstruktion
mittels Rigid Body Fit gefittet (PDB: 4W24, 4W25,¥ihees et al., 2014). Fir einen besseren
Fit wurde dabei das Modell von Sec61 aus der PDVB24) isoliert und getrennt vom Modell
des Ribosoms in die Elektronendichte gefittet.

Des Weiteren wurden drei 3D-Rekonstruktionen in 8i2-Rekonstruktion des quartéaren
Komplexes mittels Rigid Body Fit gefittet und zatdrpretation herangezogen.

Bei der ersten handelte es sich um eine 3D-Rekdti&in von Sec61/TRAP am 80S Ribosom
(C. I. familiaris, 8.7A bei FSGs) (EMD-1528, Ménétret et al., 2008) und wurde hgemogen,
da Sec61 und das Ribosom ebenfalls aus dem Orgasanh familiaris stammten.



4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Bei der zweiten handelte es sich um eine 3D-Rekakistn von Sec61l am RNQCC( .
familiaris/ T. aestivum 6.5A bei FSGs) (EMD-1652, Becker et al., 2009) und wurde
herangezogen, da es sich zu dem damaligen Zeitpunktdie 3D-Rekonstruktion mit der
hdchsten Auflésung von Sec61 am Ribosom handelte.

Bei der dritten handelte es sich ebenfalls um 8Dérekonstruktion von Sec61 am Ribosom
(S. s. domesticu8.4 A bei FSG143, cold standa)d(EMD-2649, Voorhees et al., 2014) und wurde
herangezogen, da es sich um die zurzeit existier&Rekonstruktion mit der hochsten
Auflésung handelt. Dabei ist die fast atomare Asifiiig auf den Einsatz der neuen DQE-
Technologie bei der Datensammlung zurickzufihreém. dine bessere Vergleichbarkeit in
dieser Arbeit wurde die 3D-Rekonstruktion mit ein@aul3-Filter gefiltert, um eine ahnliche
Auflésung wie bei der 3D-Rekonstruktion des quamdomplexes zu erhalten.

Im Folgenden wird die erste 3D-Rekonstruktion &ferétret, die zweite als eBecker und die
dritte gefilterte 3D-Rekonstruktion als eVoorheezdichnet.

In der nicht-ribosomalen Extradichte der 3D-Reknngton ist
trotz der Elektronendichte der umgebenden Deteffgd-
Mizelle (Becker et al., 2009) Sec61 gut zu erkenheAbb. 28 ist
exemplarisch ein gut aufgeltster Bereich von SegégilBereich
der Pore dargestellt.
Besser sind aber die aus der Mizelle herausrageRdgionen der
Untereinheit Sec61 (incl. Loop 6/7 und 8/9) sowie die N-
terminale Helix der Untereinheit Secédufgeldst (Abb. 29A) und
zeigen eine lokale Auflésung um die 8-10 A (AbbLR9
Abb. 25 Sectl in der Wizele Der Loop 8/9 sowie dessen Kontakte zum Ribosom sinder
g von Sec6{blau . A . K
PDB: 4W25) inder Elektronendich €igenen 3D-Rekonstruktion (Abb. 29A) besser aufgehis in
Qes duatéren Komplexesgrau) eBecker (Abb. 29B) und in eMénétret (Abb. 29C). Biglosung
erreicht aber nicht annéhernd die von eVoorheegdfiltert).

Secb1l liegt in der inaktiven Konformation vor

Die Elektronendichte von Sec6l1 in der 3D-Rekonsiounkdes quartaren Komplexes zeigt,
soweit dies bei der gegebenen Auflosung zu bearntast, keine Abweichungen von dem
gefittetem Modell des inaktiven Sec61 (Abb. 28)m#diegt Sec61 im inaktiven Zustand vor
und zeigt keine abweichende Konformation.

Keine Identifizierung eines neuen Kontaktes zwiscter ribosomalen Extradichte und dem
Ribosom

In der 3D-Rekonstruktion des quartdren Komplexes giahlreiche Kontakte zwischen der
nicht-ribosomalen Extradichte und dem Ribosom keremen.

Es bestehen sichtbare Kontakte zwischen dem Loopusd der rRNA sowie ein deutlich

sichtbarer Kontakt zu L29 (K1, Abb. 29A). Interasemweise berichten (Voorhees et al.,
2014), dass der Kontakt zu L29 ebenfalls in derR&onstruktion von (Becker et al., 2009)
sichtbar ist, nicht aber in deren eigenen 3D-Rekakson (Voorhees et al., 2014).

Auch in eMénétret ist der Kontakt erkennbar (K1pAB9C). Somit wird der Kontakt entweder
nicht immer ausgebildet oder es handelt sich urareimspezifischen Kontakt bedingt durch
die schlechtere Auflosung der eigenen 3D-Rekonstmkder 3D-Rekonstruktion von (Becker
et al., 2009) und der 3D-Rekonstruktion von (Méeteégt al., 2008).

1F



4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Abb. 2¢ Kontakte der nicht-ribosomalen Extradichte zum RibosomDie Darstellung der nicht ribosmalen Extradichte&0€
Ribosom erfolgt auch in den zwei Perspektiven (Asf)l (G-K).(A u. G) Modell von Sec61 am 80S RibosdPDB: 4W24
4W25,Voorhees et al., 2014(B u. H) Modell aus (A) in der Elektronendichte von der 3BkBnsruktion des quartér
Komplexes.(C u. 1) Modell aus (A) in der Elektronendichte von der 3BkBnstruktion von Sec6XC( |. familiaris) am RNC
(Weizen) (EMD-1652, Becker et al., 2009 u. J) Modell aus (A) in der Elektronendichte von der 3BkBnstruktionvon
Sec61/TRAP am 80S RibosonC.(l. familiaris (EMD-1528, Ménétret et al., 2008fE u. K) Modell aus (A) in de
Elektronendichte von der 3D-Rekonstruktion von 3eaf 80S Riboson$( s. domestici§EMD-2649, Voorhees et al., 2014)
(E). Die Elektronendichte ist Gaul3-gefilteffe) Gleiche Darstellung wie in (A) nur bei niedrigeréfonturlevel. (L) Lokale
Auflésung der nicht-ribosomalen Extradichte aus séimlicher Perspektive zu (A u. B) mit Hilfe vore$Map.Die zugehdrig
Farbleiste gibt die lokale Auflésung in A an. Beidgrau dargestellten Bereichen liegt die Auflésiibgr 13 A.

K1-4 heben bestimmte Kontakte zwischen der Extradishtedem Ribosom hervd{l bezeichnet den Kontakt von Sexu L29
K2 den Kontakt von der Nerminalen Helix von Seczum Ribosom, K3 und K4 Kontakte von der Mizelleder 28S rRN/
Dabei kdnnen dem Kontakt K4 die beiden herausgekéapNukleotide der 28S rRNA zugeordnet werden (H).

Farbcode: Modell von 80S Ribosom (grau), von Sec6blau), Sec61 (gelb). Elektronendichte der 3Rekonstruktion de
quartaren Komplexes (grau), von eBecker (griin),efdénétret (gelb), eVoorhees (hell-braun).
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4.kt 11: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplaxé dem Liganden ERj1

Bei einem niedrigeren Konturlevel sind neben eincamtakt der N-terminalen Helix von
Sec61 (K2, Abb. 29F und H) ebenfalls Kontakte der ribmsben Extradichte zu dem Ribosom
zu erkennen, die nicht auf Sec61 zurickzufiihred 848 und K4, Abb. 29F und H). Diese
Kontakte wurden aber auch in den anderen 3D-Rekdiginen erhalten (K3 und K4, Abb.
291 und J). Daher handelt es sich anscheinend, nspeazifische Kontakte zwischen der
Detergens/Lipid-Mizelle und dem Ribosom.

Somit konnte kein neuer Kontakt zwischen der nrdtdsomalen Extradichte und dem
Ribosom identifiziert werden, welcher auf eine Ring von ERj1 an das Ribosom hinweisen
wurde.

Keine Identifizierung von ERj1 als Bestandteil 8&relle

Ein Vergleich der eigenen 3D-
Rekonstruktion (Abb. 29H) mit
der von eBecker zeigt (Abb. 29I),
dass keine nennenswerten
Unterschiede in der Form der
nicht-ribosomalen Extradichte
bestehen. Dies deutet darauf hin,
dass die nicht-ribosomale
Abb. 30 Extradichte besteht zu groRen Teilen aus Dergens/Lipid-Mizelle. Extradichte nur aus Sec61 unq .der
Vergleich der 3D-Rekonstruktiq) des quartiaren Komplexes ufi) von eVarhee umgebenden DetergenS/Llpld-
verdeutlicht die GroRe der Bereiche in der nichbsomaén Extradichte des quarta Mizelle besteht und kein weiteres

Komplexes, welche durch die Elektronendichte deteyend.ipidmizelle gebilde . .
werden. Naheres siehe Tekarbcode: siehe Farbcode von Abb. 29 Protein enthalt.

Allerdings zeigt ein Vergleich der
3D-Rekonstruktion des quartaren Komplexes (Abb.)3®#& der von eVoorhees (Abb. 30B),
dass die Elektrondichte der Detergens/Lipid-Mizefjol3e Teile der nicht-ribosomalen
Extradichte ausmacht und gentigend Platz fur diasin@mbranhelix von ERj1 bieten wirde.
Daher kann besonders unter der Bertcksichtigurgg di@ Transmembranhelix von Satich
kaum aufzulésen war, bei der gegebenen Auflésuclgt sicher ausgeschlossen werden, dass
ERj1 nicht doch Bestandteil der ribosomalen Exthuh ist.
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

4.3 Projekt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Bei ER-Stress kommt es im Zuge der UPR zu eineiviktuing des Transkriptionsfaktors
XBP1 durch einen unkonventionellen Splei3vorgang &NA Xbplu durch den Stress-
Sensor IRE1 (Yoshida et al., 2001). Die gesplem®®NA Xbpls codiert fur den in der UPR
aktiven Transkriptionsfaktor XBP1s (ebd.).

Fur den effizienten Splei3vorgang muss die mRNA Xbpan der ER-Membran lokalisiert
werden (Yanagitani et al., 2009). Im Falle von Xbpd H. sapiengdhXbplu) konnte gezeigt
werden, dass die Lokalisierung uber einen vorriddeegd translationsarretierten RNC
(hXBP1u-RNC) erfolgt (Yanagitani et al., 2011). Ralkerfolgt die Bindung an die ER-
Membran Uber eine hydrophobe Region HR2 nahe ddermiinalen Ende der naszierenden
Kette (Yanagitani et al., 2009). Durch den Transtetarrest wird ausreichend Zeit fir die
Lokalisierung gegeben und der Translationsarrest darch eine in Sdugern konservierte C-
terminale Arrestsequenz in XBP1u (hXBP1u) ausgéhahagitani et al., 2011).

In dieser Arbeit konnte unter Nutzung der SP-Kryd-Erfolgreich eine 3D-Rekonstruktion
eines RNC mit dem Arrestpeptid hXBP1u generiertdear(hXBP1-RNC). Das Arrestpeptid
wies die Mutation S255A auf, die zu einer Verstéduaes Translationsarrestes fuhrt (ebd.).
Anhand der 3D-Rekonstruktion konnten relevantekstinelle Informationen herausgearbeitet
werden, die als Basis zur Erklarung eines molekul&iechanismus dienen (sieéh&.3, S9Y.

Des Weiteren konnte in der Arbeit ein translatioretgerter RNC (fXBP1-RNC) inD.
melanogastem vitro generiert werden.

Dies legt unter der Berticksichtigung weiterer laterrecherchen nahe, dass die Lokalisierung
von Xbplu an der ER-Membran via RNC-Komplex im Reailer Tiere konserviert ist (siehe
5.3.5, S.10D

Bisher war nur bekannt, dass die mMRNA des Orthalo@ melanogaste(fXbplu) ebenfalls
durch IRE1 gespleif3t wird und die gesplei3te mRNAden aktiven Transkriptionsfaktor in
der UPR codiert (Plongthongkum et al., 2007, Sewidl., 2007, Ryoo et al., 2007).

4.3.1 fXBP1lu weist eine ahnlich hydrophobe Region wie HRauf

In einer Sequenzanalyse konnten in fXbplu keingitRgmuenzen identifiziert werden, welche
Ahnlichkeiten zu HR2 oder der Arrestsequenz in hXBRefwiesen.

Hydrophobizitatsprofile fur die Orthologe von XBPiu H. sapiensund D. melanogaster
zeigen aber, dass das Ortholodginmelanogasteeine ahnlich starke hydrophobe Region bei
anndhernd gleichem Abstand zum C-terminalen EnéeHR2 inH. sapiensaufweist (Abb.
31). Eine etwas schwéchere hydrophobe Region wed$iC. elegansuf (Abb. 31)fur dessen
Ortholog ebenfalls gezeigt wurde, dass es IRE1lrapgaespleildt wird (Calfon et al., 2002).
Daher wurde in der Arbeit versuclm, vitro einen fXBP1-RNC Komplex zu erzeugen. Dies
ware ein Hinweis auf die Existenz einer Arrestsequa fXBP1u.

4.3.2 Optimierung der in vitro-Translation fur die Generierung von XBP1u-RNCs

Die Generierung der XBP1u-RNCs wurde in zellfréieanslationssystemen durchgefihrt. Far
die Generierung von hXBP1-RNC wurde der etabliBggculozyten-Extrakt vo@. cuniculus
(Kit Rabbit Reticulocyte Lysate System, Promegawvendet und fur fXBP1-RNC ein selbst
hergestellter Extrakt aus Fliegenembryonen (Dr.ekngrof. Klaus Forstemann).
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Fur diein vitro-Translation wurden gekappte mRNA-Konstrukte eieges welche alle nach

dem gleichen Prinzip aufgebaut waren (Abb. 32A)e Xonstrukte codierten fir ein
Fusionsprotein, in welchem die Peptidsequenz voR XBN-terminal mit einem FLAG- und
Hisg- sowie C-terminal mit einem HA-Tag fusioniert war(Abb. 32A).

Der FLAG-Tag ermoglichte die Detektion der PepttNA des RNC, des durch eine
Hydrolyse von der Peptidyl-tRNA freigesetzten Pépti(F-Peptid) und des vollstandig
translatierten Peptids (V-Peptid) im Western Bl@er HA-Tag diente zur sicheren
Unterscheidung des F- und V-Peptids im Western Bilod der HisTag zur spateren

Aufreinigung des RNC.

Die gecappten mRNAs wurden durch eimeitro-Transkription hergestellt (Kit MMESSAGE
MMACHINE®T7 Transcription Kit, Ambion).

Die in vitro-Translation wurde hinsichtlich der

Inkubationszeit und der eingesetzten mMRNA-
Konzentration optimiert, um eine hohe Ausbeute an
gestallten RNCs zu erhalten.

Optimierung der Inkubationszeit

Fur die Bestimmung der optimalen Inkubationszeit
wurden 20 ng/l mRNA fir hXbp1-S255A und 30 ng/
MRNA fur fXbplu eingesetzt. Nach 10 und 30 min
Inkubationszeit wurden Proben entnommen und die
Translation jeweils mit Cycloheximid gestoppt.

Die Proben wurden anschlieBend durch ein 1M
Saccharose-Kissen zentrifugiert (100,000 rpm, 4% i
Grad, TLA100). Das V-Peptid sowie andere
niedermolekulare Verbindungen wie zum Beispiel
Immunoglobin G, welches mit den eingesetzten
Antikdrpern im Westernblot wechselwirkt, sollten im
Uberstand verbleiben und somit eine bessere
Auswertbarkeit ermdglichen. Die Pellets sowie die
zugehorigen mit TCA gefallten Uberstande wurden
halbiert und in zwei Western Blots hinsichtlich FGA
oder HA-TAG analysiert (Abb. 32B).

Im Falle von fXBP1-RNC wurde fur die Peptidyl-tRNA
nach 30 min Inkubationszeit ein schwaches Signal im
Western Blot erhalten (Abb. 32, FLAG, Spur 3).

Ebenso war fiir das F-Peptid nach 30 min Inkubatieibs
ein Signal im Pellet erkennbar (Abb. 32B, FLAG, Bpu
3).

Abb. 31 Hydrophobizitatsprofile fur XBP1u Die Profile wurden nach der Methode von (Kyte mablittle, 1982)unter Verwendung ein
Online-Programms erstellt (gcat.davidson.edu/DGBBske-doolittle.htm). Auf der X-Achse ist die Ptsh der ASin der betrachtett
Peptidsequenz angegeben. Zum besseren Vergleiatemudie Profile nur fur die jeweils letzten 250 A& Peptidsequenzen fur XBF
erstellt. Da als Fenstergrof3e 19 AS definiert woydgt auf der Y-Achse der gemittelte Wert der Hyatrobizitét fireinen Sequenzbere
von 19 AS angegeben, in deren Mitte sich die zugga@®A auf der XAchse befindet. Je positiver der Wert ist, destdrbyhober ist di
betrachtete Region. Liegt die Hydrophobizitdt Ubder roten Linie, kann es sich um eine Transmemlmaéte hande
(gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.htm). yddophobe Region iB. melanogasteundC. elegansdiesich im etwa gleichen Absta
vom C-terminalen Ende wie HR2 kh Sapiendefindet.

9 In einem vorhergehenden Experiment wurde gezeigss bei einer Inkubationszeit von 60 min im zgleiner Inkubationszeit von 30 min.
die Signalstéarke fiur die Peptidyl-tRNA gleich bliebd stattdessen nur die Signalstérke des V-Peeiaisich zunahm (Daten nicht gezeigt).
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Fur das V-Peptid wurde bereits nach 10 min ein schvs und nach 30 min ein starkes Signal
erhalten (Abb. 32B, FLAG, Spur 1 und 3, Abb. 32, pur 1 und 3).

Aufgrund seines niedrigen Molekulargewichts sotls V-Peptid eigentlich im Uberstand
verbleiben und nicht mit den Ribosomen pelletier&@as V-Peptid scheint daher an
Komponenten mit hohen Molekulargewicht wie zum Beikden Ribosom zu binden oder zu
aggregieren.

Im Falle von fXBP1-RNC wurde fir die Peptidyl-tRNefn zunehmendes Signal in den Pellets
nach 10 und 30 min Inkubationszeit erhalten (AB,FLAG, vgl. Spur 7 und 9).

Fur das F-Peptid war erst nach 30 min Inkubatiahsze Signal im Pellet zu erkennen (Abb.

32B, FLAG, vgl. Spur 9).

Fur das V-Peptid wurde nach 30 min ein schwachgsaberhalten und zwar ebenfalls wie fur

fXBP1u im Pellet anstatt im Uberstand (Abb. 32B,,W4l. Spur 9 und 10).

Da in beiden Westernblots die Signale fur die RPgptRNA und das F-Peptid nach 30 min
Inkubationszeit am starksten waren (Abb. 32, FLA@, Spur 1 und 3 sowie Spur 7 und 8),
wurde die optimale Inkubationszeit auf 30 min fesgjzt. Die Existenz des V-Peptids sollte
im Falle einer spateren 3D-Rekonstruktion keineestde Verunreinigung darstellen.

Im Falle von fXBP1-RNC zeigt der Western Blot eirsatzliches deutliches Signal fiir das V-

Peptid eines weiteren Translationsproduktes vompiXiwelches hier als Protein X bezeichnet

wird (Abb. 32B, HA, Spur 3). Die mRNA von fXbplu wenamlich zwei ORFs auf, welche
im gleichen Frame liegen und beide
translatiert werden (Plongthongkum et al.,
2007)1° Protein X und fXBP1lu
unterscheiden sich nur darin, dass dem
Protein X die ersten 75 N-terminalen AS
fehlen (Abb. 32A).

Optimierung der mRNA-Konzentration

Fur die Bestimmung der optimalen mRNA-
Konzentration fur die -Translation
wurden unterschiedliche Konzentrationen
der mRNA-Konstrukte (zwischen 5 bis 70
ng/ 1) bei einer Inkubationszeit von 30 min
getestet. Nach der Inkubation wurden die
Ansatze direkt fur die Analyse eingesetzt.

Abb. 32 Optimierung der in vitro-Translation flr die Generierungvon XBP1-RNCs (A) Schematische Darstellung tber den prinzipir
Aufbau der mRNA-Konstrukte und der resultierend@eanslationsprodukte. Die mRNA codiert fir das Stzdon (START), Polyhistidinte
bestehend aus acht Histidinen (BJ|$LAG-Tag (FLAG), je nach Konstrukt unterschietiie Sequenz fir XBP1 (xXBP1), HA-TégA) unc
STOP-Codon (STOP). Die translatierten &@ehe der resultierenden Translationsprodukte dimd¢h die schwarzen Balken schemai
angedeutet. Bei den resultierenden Translationsfited handelt es sich um das V- (fV), das X-Pef¥d und die Peptidyl-tRNA (fP)fur
fXBP1 sowie die Peptidyl-tRNA (hP) und das V-Peghit) fur hXBP1. Naheres siehe Tex8)(Optimierung der Inkubationszeltn oberel
Western Blot wurde der FLAG- und im untern der HAgTdetektiert. Den sichtbaren Banden sind die &ggiRNA (fP), das F- (fF), V-
(fV) und X-Peptid (fX) fiir ’XBP1 sowie das P- (hf®, (hF) und V-Peptid (hV) fir hXBP1 zugeordneti Ber sichtbaren Bande im Uberst
(Spur 2 und 3) handelte es sich um ein unspezés&ignal, wie der Vergleich mit der NegativkoriedNK, Spur 4) zeigt. Als Negativ-
Kontrolle diente ein@n vitro-Translation ohne mRNA bei einer Inkubationszeit 80 min. Néheres siehe Te§€) Optimierung der mRNA-
Konzentration. Western Blot gegen FLAG-Tag. Dehtiiaren Banden sind das P- (hP), F- (hF) und daspfid (hV) fir hXBP1 zugeordne
Néaheres siehe Te

"7 Es wird vermutet, dass die Stem-Loop-Struktur, heldas zu spleiende Intron in fXbplu flankiers, IKES fur die Translation des
zweiten ORFs dient (Plongthongkum et al., 2007).
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Im Falle des hXBP1-RNC wurde das starkste Signal di¢ Peptidyl-tRNA bei einer
Konzentration von 20 und 30 nd/erhalten (Abb. 32, Spur 3 und 4). Daher wurdendie
weiteren Experimente 20 nd/eingesetzt. Bei der sichtbaren Doppelbande haededich um
das F- und das V-Peptid (Abb. 32C, Spur 3 und 4).

Im Falle des fXBP1-RNC wurde die optimale mRNA-Kenration ebenfalls mit 20 ng/ul
bestimmt (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassung

Die Generierung eines translationsarretierten fXBMIC in vitro war mdglich und konnte
erfolgreich optimiert werden. Es konnte gezeigtdeer, dass der Translationsarrest erstens,
wie in den Saugern (Yanagitani et al., 2011), ngthbil ist, da bereits nach 10 min ein Signal
fur das V-Peptid erhalten wurde (Abb. 32B, HA, Spliy. Zweitens erfolgt der
Translationsarrest (ebd.), wie in den Saugernnmitielbarer Nahe des C-terminalen Endes
von XBP1u, da der Unterschied des Molekulargewizitischen V- und F-Peptid von ca. 1-2
kDa im Westernblot auf das Molekulargewicht des H#gs zuriickzufuhren ist (Abb. 32B,
FLAG, Spur 3).

Auch die Generierung des hXBP1-RNC war reproduaiellebd.) und konnte erfolgreich
optimiert werden. Aufgrund der Mutation S255A in rdérrestsequenz war der
Translationsarrest fir den hXBP1-RNC stabiler d@is den fXBP1-RNC, da im Falle des
hXBP1-RNC erst nach 30 min ein Signal fur das ViRegetektiert werden konnte (Abb. 32B,
HA, vgl. Spur 7 und 9).

4.3.3 Standardprotokoll zur Reinigung der XBP1-RNCs fuhrt zu Aggregationen

Nach der Optimierung dém vitro-Translation erfolgte die Reinigung der XBP1-RN@bkand
des im Labor etablierten Standardprotokolls. Dieinigeng erfolgte aus 850 |
Translationsextrakt im Falle von fXBP1-RNC und 440im Falle von hXBP1-RNC. Der
Verlauf der Reinigung wurde durch die Enthnahme Abguotes zu verschiedenen Zeitpunkten
der Reinigung kontrolliert (Abb. 33A
und B).
Im Falle von fXBP1-RNC wurden nach
der in vitro-Translation (Abb. 33A,
Spur 1) die Ribosomen in einem ersten
Zentrifugationsschritt vollstandig
durch ein 1M Saccharose-Kissen
pelletiert (Abb. 33A, Spur 3) und die
niedermolekularen Bestandteile des
Translationsextraktes mit dem
Uberstand abgetrennt (Abb. 33A, Spur
2). Das V-Peptid pelletierte ebenfalls.

Abb. 33 Reinigung XBP1-RNCs nach dem Standardprotokoll (A)Darstellung des Western Blots (FLAG-Tag) fiir dierfiRgung fXBP1-
RNC. Es wurden 0,5% des Translationsansatzes (@ Sp des ersten Uberstandes (U1, Spur 2), desneRellets (P1, Spur 3es
Durchflusses (DF, Spur 4) und des zweiten Ubersmr(i2, Spur 5) aufgetragen sowie 10% des ersteh, @@ur 5) und zweitt
Waschschrittes (W2, Spur 6). In Spur 8 wurdenl 3ler RNCs aufgetragen. In Spur 9 wurden in eineeiteren Western Blot unte
Verwendung eines nativen NUPAGE®SDS-PAGE Gels ¢rBeli der RNCs eingesetzt. Néheres siehe T@.Darstellung desVesteri
Blots (FLAG-Tag) fur die Reinigung hXBP1-RNC. Dasf&kagungsschema fiir die Spure8 &ntspricht dem beschriebenen unter (A).

9 und 10 stellen nochmals Spur 7 und 8 bei kiir&&eéchtungszeit dar. Néheres siehe TéR).Darstellung des Western Blots (HPag) zu
Kontrolle der gereinigten fXBP1-RNCs auf eine CdfiRgung mit dem V-Peptid. Es wurden je 0.2 OD véBP1-RNC (Spur 1), hXBP1-
RNC (Standardreinigung, Spur 2) und hXBP1-RNC (ojgite Reinigung, Spur 3) aufgetragen. Als Posititkolle wurden DP12&RNCs
aufgetragen, bei dem die naszierende Kette einenriinalen HA-Tag besitzt. (Spur 4).

Die verwendeten Kurzel zur Beschreibung der Proteiden sind in Abb. 32 erlautert. Des Weiterents#€hfur die PeptidytRNA vor
DP120.
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Das ribosomale Pellet wurde resuspendiert undna miit Talon® Metall Affinitdt Granulat
geflllte Saule Uberfuhrt. Aufgrund der Ausbilduriges stabilen Chelat-Komplex zwischen
dem Polyhistidintag (Hi§ der naszierenden Kette und derf@onen des Talon® Granulats
kommt es zu einer Immobilisierung der RNCs sowie \deéPeptids.

In den folgenden Waschschritten unter Niedrig- (AR®A, Spur 5) und Hochsalzbedingungen
(Abb. 33A, Spur 6) wurden nach MalRgabe der HA-Segaaf dem Film leere 80S Ribosomen
sowie weitere Verunreinigungen abgetrennt, ohneRiNSSs verloren gingen.

Anschliel3end wurden die RNCs mit Imidazol-haltigéaifer von der Saule eluiert und erneut
durch ein 1M Saccharose-Kissen pelletiert. Dab#sligh das V-Peptid teilweise im Uberstand
(Abb. 33A, Spur 7).

Die pelletierten XBP1-RNCs wurden in 30 Grid-Puffer resuspendiert (Abb. 33A, Spur 8,
Aze0 = 12.8) und es konnten aus 830Translationsextrakt 8 pmol fXBP1-RNCs gewonnen
werden.

Allerdings war die Bande der Peptidyl-tRNA in Redatzur Bande des F-Peptids nur schwach
ausgepragt (Abb. 33A, Spur 8). Es ist jedoch bekatass die labile Peptidyl-tRNA-Bindung
leicht wahrend des Gellaufs im basischen Laufpuffeirolysiert.

Um zu Uberpriifen, ob die Uberprasenz des freietid®edurch eine Hydrolyse im Gel und
nicht durch eine Hydrolyse wahrend der Praparationerkléaren ist, wurde ein neutrales
NuPAGE®SDS-PAGE verwendet. Der Western Blot vorseie Gel zeigte, dass die Qualitat
der RNCs gut war, da jetzt die Bande der Pepti@iNA deutlich Uberprasentiert war (Abb.
33A, Spur 9).

Ein Western Blot gegen den HA-Tag zeigte, dassvdBeptid noch in geringen Spuren in der
Probe der gereinigten RNCs vorhanden war (Abb. 3@y 1).

Die Co-Reinigung ist wahrscheinlich auf die hohedkphobizitat von HR2 im V-Petid
zuruckzufuhren, welche zu einer unspezifischerrdhteon mit dem Ribosom fihren kdnnte.

Der Verlauf der Reinigung der hXBP1-RNCs (Abb. 33Bur 1-8) verlief gleich der Reinigung

der fXBP1-RNCs. Spur 9 und 10 (Abb. 33B) zeigen Wé&stern Blot flr die Spuren 7 und 8

(Abb. 33B) bei kirzerer Belichtungszeit. Auch hiarrden gereinigte RNCs in ausreichender

Menge und Reinheit erhalten (2D A2s0 = 5) und es konnten aus 440Translationsextrakt 3

pmol fXBP1-RNCs gewonnen werden. Das V-Peptid wialgenfalls co-gereinigt (Abb. 33C,
Spur 2). Da das Signal fur das V-Peptid von hXBP1
deutlich starker war als fir fXBP1 scheint die
unspezifische Bindung des V-PeptidsHnsapiens
starker zu sein als iB. melanogastefAbb. 33C,
vgl. Spur 1 und 2).

Ein anschlieRende EM mit Negativkontrastfarbung

zeigte, dass die gereinigten fXBP1- und hXBP1-
Abb. 34 Aggregation der hXBPIRNGs nach de RNCs in den Proben zum grof3en Teil in aggregierter
Standardreinigung (A) Az Absorptionsprofii de FOrm vorlagen (Abb 34A). Trotzdem wurden von

Ribosomen nach der In-Vitro-Translatiomon mMRNA
hXBP1-S255A im Reticulozyten-Extrakt vad. cuniculus der Probe des hXBP1-RNC KryO-EM_Daten

100 pl Translationsansatz wurden nach der |n-Vitrgesamme|t. Hier erwies sich beim Versuch einer

Translation direkt durch einen 10-40% Saccharo ; ; A it
Dichtegradienten  sedimentiert (40,00pm. 160  min *8D-Rekonstruktion jedoch schon das in initiales

SWA40Ti)) und anschlieRend ein Absoguiprofi Alignment als problematisch und wurde nicht weiter

aufgenommen (Gradientenstation, Biocomip$ wurde nt : ;
ein Peak fur das(S Ribosom detektiert. Somit liegen Verf0|gt (Daten nicht gezelgt)'

RNCs als 80S Monosomen vo(B) Ausschnitt einei Mithilfe eines kontinuierlichen 10-40% Saccharose-
Negati\kontrastfarbung  fiir  gereinigte  hXBRRNC:s ; ; H
(Standardprotokoll). Bei den hellgren, leicht rundliche Gradlent_en k_onnte gezel_gt Werden’ dass die RNCs
Partikeln handelt es sich um einzelne RNCs unddee Nach derin vitro-Translation als 80S Monosomen
groBen dunkeln Flachen um Aggregationen der RN%rlagen Somit handelte es sich bei den

Né&heres siehe Te . .
Aggregationen nicht um Polysomen (Abb. 34B).
41



4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

4.3.4 Reinigung hXBP1-RNC nach optimierten Protokoll

Es erfolgte eine Optimierung des StandardprotokallsSRNC-Reinigung, welches zum Erhalt

aggregatsfreier RNCs

fuhrte.

Die Optimierung wurdaufgrund des stabileren

Translationsarrests fur hXBP1-RNC durchgefuhrt.

Im Folgenden werden nur die Abweichungen zum kebeischriebenen Standardprotokoll der
Reinigung beschrieben (sieA3.3, S.61

Um eine ausreichende Ausbeute an gereinigten RNCdi¢ Datensammlung zu erhalten,
wurde das Volumen des Translationsansatzes auf 1G88tgesetzt.

Zur Minimierung der Aggregationsbildung wurde dasfgataute Zelllysat bei niedriger
Zentrifugationsgeschwindigkeit vorzentrifugiert (@00xg, 10 min, 4 Grad, 5417 R
Eppendorf), um leicht sedimentierende Bestandéitedem Lysat zu entfernen (Anderung 1).
Der Uberstand wurde fur den vitro-Translationsansatz verwendet und das erhalteaéwrel
grof3e Pellet verworfen. Eine vergleichendevitro-Translation mit vorzentrifugierten und
nicht vorzentrifugierten Zelllysat zeigte keinenfdkt auf die Translationseffizienz (Daten

nicht gezeigt).

Nach der Inkubationszeit wurde die Translation m@iycloheximid gestoppt und der
Translationsextrakt im Verhaltnis 1.7 verdinnt sewuf vier Zentrifugationsgefasse verteilt
auf jeweils ein 1 M Saccharose-Kissen aufgetradenlérung 2). Die Verdiinnung sollte zu
einer Senkung der Aggregationsneigung beitragenctbdie Verdinnung wurde die scharfe
Trennung des rétlichen Translationsextraktes ursdfadblosen Saccharose-Kissens nach der
Zentrifugation erhalten. Im Gegensatz zum unvertémiranslationsextrakt, bei dem das
Saccharose-Kissen durchgehend bis zum Boden desifdgationsgefasses die rotliche
Farbung des Translationsextraktes aufwies.

Die erhaltenen z&hen und schwerldslichen ribosamRddlets wurden nach der Zentrifugation
anstatt durch gelegentlichen Pipettieren durch ikar@rliches Schitteln fur ca. 90 min

resuspendiert (Anderung 3).

Durch diese Anderungnten bestehende Aggregationen

anscheinend teilweise aufgelost werden, da die éuteln an nicht aggregierten RNCs am Ende
der Reinigung erhoht wurden (Daten nicht gezeigt).

Die Reinigung der RNCs Uber das Talon® Metall Affih Granulat erfolgte nach dem
Standardprotokoll (siehd.3.3, S.61 Nach der Zentrifugation der Elution durch das 1M
Saccharose-Kissen wurde das RNC-Pellet erneut dkmalinuierliches Schitteln anstatt
gelegentlichem Pipettieren in 20 RNC-Puffer resuspendiert (Stufe 2, 4 Grad, can,

Anderung 4).

Die verbliebenen aggregierten RNCs wurden durcle &urze Zentrifugation bei niedriger
Drehzahl pelletiert und abgetrennt (20,000xg, 10,mMiGrad, 5417 R Eppendorf, Anderung

Abb. 35 Abtrennung der aggregierten RNC:
(A) Darstellung des Western Blots (FLAT&g!
fur den letzten Zentrifugationsschritt
Reinigung von hXBPRNCs. Néaheres sie
Text. (B) Darstellung des Western Bofur del
letzten Schritt der KontrolReinigung vo
DP120-RNCs. Naheres siehe Text.

Die verwendeten Kirzel zur Beschreibung
Proteinbanden sind in  Abb. 32erlautent
Desweitern steht dP fur die Peptid@NA vor
DP120.

5). Der in Abb. 35A dargestellte Western Blot zeifgtss der
Uberstand (Abb. 35A, Spur 1) sowie das Pellet (/35A,
Spur 2) nach der Zentrifugation RNCs aufwiesen. Es
wurden deutliche Signale fur die Peptidyl-tRNA, das
Peptid und das V-Peptid erhalten.

Das V-Peptid wurde dabei erneut co-gereinigt (ARRB,
Spur 3), wenn auch im geringeren Ausmald als beim
Standardprotokoll (Abb. 33B, vgl. Spur 2 und 3).

Bei der Reinigung gingen 1/3 der RNCs in Form von
Aggregationen verloren: Uberstand 264 = 7.5,
A260285=1.8), Pellet (Aso= 4.5, Aso281.6). Die Ausbeute
an aggregatsfreien RNCs war aber ausreichend #ir di
Datensammlung.

44



4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Eine Negativkontrastfarbung bestatigte, dass di€&N
im Uberstand frei von Aggregationen waren (Daten
nicht gezeigt).

Somit wurden mit dem optimierten Protokoll
aggregationsfreie RNCs in ausreichender Menge und
Reinheit fur eine 3D-Rekonstruktion mithilfe der-SP
Kryo-EM erhalten.

Ein Kontrollexperiment zeigte auRerdem, dass aech b
der Reinigung der RNCs fir das mRNA-Konstrukt
DP120 beim letzten Zentrifugationsschritt aggregier
RNCs im Pellet erhalten wurden (Abb. 35B, Spur 2).
Somit war das Aggregationsverhalten der RNCs
unabhangig von dem eingesetzten mMRNA-Konstrukt.

4.3.5Erfolgreiche 3D-Rekonstruktion des hXBP1-
RNC mithilfe der SP-Kryo-EM

Fur die 3D-Rekonstruktion des hXBP1-RNC erfolgten
zwei zeitlich unabhangige Datensammlungen am Titan
Krios TEM (FEI Company) (AG Beckmann,
Munchen). Aufgrund des Einsatzes unterschiedlicher
CCD-Kameras wurden fir beide Datensammlungen
unterschiedliche PixelgroRen erhalten. Daher wurden
vor der Datenprozessierung die erhaltenen
Mikrographen der ersten Datensammlung durch
Interpolation mithilfe von SPIDER an die Pixelgrof3e
der zweiten Datensammlung angepasst.
Nach der Qualitatsbeurteilung der Mikrographen und
der zugehdrigen Powerspektren wurden am Ende
924.497 Partikel von 18.643 Mikrographen fir das
initiale Alignment eingesetzt. Als Referenzvolumen
wurde ein leeres 80S Ribosom v@h |. familiaris
genutzt. Dabei erfolgte das initiale Alignment beier
dreifachen Dezimierung (3,71 A/Pixel) der Partikel.
Im Zuge der finalen Datenprozessierung erfolgtem vi
Sortierungsschritte nach dem Refinement des iaitial
Alignments (Abb. 36, RP 0).
Im ersten Sortierungsschritt wurde bei einer dofiéan
_ Dezimierung (3,71 A/Pixel) gegen das Noise-Volumen

PPLRNG D et e e e sortiert und eine Subpopulation nicht-ribosomaler

Sortierungsschritte bei der Datenprozessierbape Partikel aussortiert (Abb. 36, RP 1.11).

SUbpopiatanen. i geliteron 3D RelonsmkienelM ZWeiten und dritten Sortierungsschritt wurde bei

die Anzahl der Partikel und in Klammer der Antist - einer zweifachen Dezimierung (2,47 A/Pixel) jeweils

Partikel im Verhaltni der A lationd . . .. .
angegehorDas 508 Ribosem ist in o und die 7. 9€QEN €in Volumen aus einer friiheren Refinemenérund

in gelb eingefarbt. Naheres siehe Text. sortiert.

Dabei wurden im zweiten Sortierungsschritt einedpolation an Ribosomen aussortiert, in
welcher die Partikel entweder einen Astigmatismusveesen (Abb. 36, RP 2.11,) oder sich
nicht alignieren liel3en.

Im dritten Sortierungsschritt wurde eine Subpopoaiaan Ribosomen aussortiert, die eEF2 und
eine tRNA in der E-Stelle aufwies (Abb. 36, RP)3.1I
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

In einem vierten Sortierungsschritt wurde gegen\dalsmen der gleichen Refinementrunde
sortiert, in welchem mithilfe des Werkzeuges ,Vokinkraser® (Software Chimera) die

Elektronendichte fur die tRNA entfernt wurde und Hianten mit einem Low-Pass Gaul3-Filter
(Filterradius 0,3, SPIDER) geglattet wurden. Datiukonnte eine Subpopulation an leeren
Ribosomen aussortiert werden (Abb. 36, RP 4.11) diedverbleibende Subpopulation enthielt
eine annahernd stéchiometrische Besetzung des &itsomit einer Peptidyl-tRNA in der P-

Stelle (Abb. 36, RP 4.1). Weitere SubpopulatiorieRén sich nicht mehr aussortieren.

Fur die beiden Subpopulationen RP 4.1 und RP 4ulide jeweils solange ein Refinement bei
zweifacher Dezimierung (2,47 A/Pixel) durchgefilbi eine Verbesserung der Auflésung
nicht mehr erreicht werden konnte. Die erhaltenalé 3D-Rekonstruktion fir hXBP1-RNC
(RP 4.1) ist in Abb. 37A dargestellt.

Dabei wurde fur die 3D-Rekonstruktion des hXBP1-R{RP 4.1) eine globale Auflésung von
8,3 A bei FSGs und fiir das leere 80S Ribosom (RP 4.11) von 819efFSG s erhalten (Abb.
37B).

Wie exemplarisch an hXBP1-RNC dargestellt, war Wdikale Auflésung fir die grolRe
Untereinheit des Ribosoms deutlich besser alsiikigéine Untereinheit (Abb. 37C und D).
Dies ist auf die Rigiditat der grol3en Untereinhait Gegensatz zur kleinen Untereinheit
zuruickzufuhren. Ein Querschnitt durch das Ribosemte, dass im relevanten Bereich des
Exit-Tunnels die lokale Aufldsung um die 6 bis 7aly (Abb. 37D).

Abb. 37 3D-Rekonstruktion des hXBPI-RNC (A) Kryo-EM-Struktur des hXBP1-RNC. Die 3Rekonstruktion wurde mit eine
Butterworth low-pass Filter bei 5-5.2 A gefiltem Grau ist das 80S Ribosom dargestellt und in @@btRNA in der P-Stellg(B) Das
Diagramm zeigt die globalen Auflésungskurven fig HBiektronendichte des hXBP1-RNC und das leereRdb8som auf Basis der Fourier-
Shell-Korrelation (C-D) Lokale Auflésungdes hXBP1-RNC (Amit Hilfe von ResMap erstellt. Die Auflésung (ir) Ast der dargestelltt
Farbleiste zu entnehmen. Bei den grau dargest@keeichen liegt die Aufldsung tiber 10 (&) Seitenansicht auf un@®) Querschnitt durc
den hXBP1-RNC zur Visualisierung der lokalen Autliig in den inneren Regionen. Die Perspektive eictepder Perspektive aus (A).
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4.3kt 1ll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

4.3.6 Orientierungsbias der ribosomalen Partikel

Eine nachtragliche Uberpriifung der raumlichen Qigeang der ribosomalen Partikel im
Datensatz zeigte, dass ein Orientierungsbias vorlag

Fur die Uberpriifung wurden 2D-Projektionen der 3&k&hstruktion von hXBP1-RNC mit

unterschiedlicher raumlicher Orientierung erstelei der gewahlten Schrittgrof3e der
Winkelanderungen wurden so 195 2D-Projektionenlerhdtheta=10 Grad, d(phi) = d(theta)
/ sin(theta), SPIDER).

Den 195 2D-Projektionen (Projektionsgruppen) wurgmneils die einzelnen Partikel der
Subpopulation des hXBP1-RNC (RP 4.1) mit der atngien raumlichen Orientierung (grof3ten
Kreuzkorrelation) zugeordnet.

Ein anschlieRend erstelltes Histogramm zeigte, siabsder grof3te Anteil der Partikel auf drei
Cluster an Projektionsgruppen aufteilte (Abb. 3Blau hinterlegte Flache) und die Partikel der
zugehdorigen Projektionsgruppen eine ahnliche ralmalOrientierung zeigten, bei welcher das
Ribosom mit der ER-Membran zugewandten Seite zuich &isgerichtet war (Abb. 38B).

Der Orientierungsbias liefert eine Erklarung, wardia Auflésung der 3D-Rekonstruktion

geringer als erwartet war. Eine starke Uberreptasien weniger Projektionsgruppen fiihrt
namlich zu einer Verzerrung der 3D-Rickprojektibiese wiederum dient als Referenz fur
das Alignment. So kommt es zu einer Verschlechtpdes Refinements und somit der finalen
Auflésung.

Der Grund fir den Orientierungsbias konnte nichtleutig bestimmt werden. In Frage kam
entweder die Interaktion des Ribosom oder der peszden Kette mit dem Grid.

Das Histogramm flir das leere 80S Ribosom (RP Zeifjte die gleiche Clusterbildung (Abb.
38A, orange hinterlegte Flache) und somit den gencOrientierungsbias. Da allerdings das
V-Peptid co-gereinigt wurde und eventuell unspsehiam 80S Ribosom gebunden vorlag,
konnte nicht bestimmt werden, ob der Orientieruragsidurch eine intrinsische Eigenschaft
des Ribosoms oder der naszierenden Kette verursacte.

Im Labor ist aber bekannt, dass die hydrophobeaBgnuenz in der naszierenden Kette von
DP120-RNC ebenfalls zu einem &@hnlichen Orientiesbras fuhrt. Somit ist anzunehmen, dass
der Orientierungsbias auf die hydrophobe Region HR2r naszierende Kette zurtickzuftihren
ist.

AulR3erdem zeigt ein erstelltes Histogramm fir detebBsatz des leeren 80S RibosomRs (
falciparum), dessen 3D-Rekonstruktion in dieser Arbeit ebdénéfolgte (siehd.1, S.35, ein
abweichendes Muster (Abb. 38A), indem die Projeldgyuppen der erhaltenen Cluster
unterschiedliche raumliche Orientierungen aufweisé&mich wurden im Falle hoéherer
Eukaryoten wieD. melanogasteundH. sapienskein solcher intrinsischer Orientierungsbias
fur das leere 80S Ribosom im Labor beobachtet andtsst ein intrinsischer Orientierungsbias
zum Beispiel aufgrund der deutlich langeren rRNAs&xsionssegmente in hdheren
Eukaryoten (Anger et al., 2013) mit hoher Wahrsalahkeit auszuschliel3en.

Strategien um den Orientierungsbias in zukunftiDatensammlungen zu vermeiden und somit
eine Verbesserung der Auflosung zu erhalten, weadeantsprechender Stelle diskutiert (siehe
5.3.1, S.9%
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Abb. 3€ Orientierungsbias der ribosomalen Partike fur hXB1-RNC A) DasHistogrammzeigt die Anzahl der Partikel in jeder der
Projektionsgruppen bezogen auf die Gesamtanzabastikeln fur die entsprechende Subpopulation (jnE$ wurde je ein Histogramm -
die Subpopulation des hXBP1-RNC, des aussortiégen 80 Ribosom$€) cuniculujund des leeren 80S RibosorRs falciparun) erstellt
Die blau und orange hinterlegten Flachen hebenilgwi drei Cluster an Projektiomsippen mit einer hohen Anzahl an Partikeln he
welche alle eine &hnliche rédumliche Orientierundwaisen. Néheres siehe Tex8) Darstellung der 20Rrojektionen fir die dr
hervorgehobenen Cluster an Projektionsgruppen (HXBRC) in (A). Es sind jeweils die 2D-Projektionm die zwe Projektionsgruppe
mit der gréBten Anzahl an Partikeln in den dreisBn abgebildet. des Histogramms fur den hXBPTRi\u hinterlegten. Alle 2D-

Projektionen zeigen eine &hnliche rdumliche Orezntig.Der rote Stern markiert das gleiche sichtbare 8irakerkmal des Riboson
Né&heres siehe Te»



4.4 Projekt Ill: InterpretationrdgD-Rekonstruktion des hXBP1-RNC

4.4 Projekt 1l: Interpretation der 3D-Rekonstruktion d es hXBP1-RNC

Abb. 39 Ubersicht der ribosomaler
Kontakte zu der tRNA und naszierendel
Kette Ubersicht tiber die Kontakte d
ribosomalen Proteine L10e (dunkelblau
(beige), L17 (lila), L39e (hellblauynd de
28S rRNA (rot) zu der tRNA und c
modellierten naszierenden Kette (griin).
tRNA (isoliert aus PDB: 2WWL) wurc
mittels Rigid Body Fit in eXbpl (gelb) oc
eTnaC (grin) gefittet. Ebenso ist der
eXbpl modellierte CCAJberhan
dargestellt (orange). Bei der dargeste
Elektronendichte (heliyriin) handelt es si
um eDifferenz. Die eingerahmten Regio
werden in den zugeordneten Abbildun
naher besprochen. Naheres siehe Text

Das Ribosom in der 3D-Rekonstruktion des hXBP1-RNC
liegt in einer nicht rotierten Konformation vor ¢gn
unratcheted conformation). Der hXBP1-RNC Komplex
weist eine eindeutige nicht-ribosomale Extradidhitesine
Peptidyl-tRNA in der P-Stelle sowie fir die naserste
Kette im Tunnel auf. Eine Besetzung der A- und ElSt
liegt nicht vor.

Fur die né&here Interpretation wurden die 3D-
Rekonstruktionen des hXBP1-RNC und des leeren 80S m
einem Butterworth low-pass Filter bei 5,0 bis 5,3dfiltert
und im weiteren Text als eXbpl und e80S bezeichnet.
Zur Unterstutzung der Interpretation wurde fur eXhmd
e80S eine Dichtedifferenz-Karte mit SPIDER erst&ie
Dichtedifferenz-Karte visualisiert Elektronendichtedie
mit einer gegebenen Wahrscheinlichkeit Sigma nur in
eXbpl und nicht in e80S existieren. Je hdher das
Konturlevel in Chimera gewahlt wird, desto héher\d&ert

fur Sigma.

Die erhaltene Dichtedifferenz-Karte wurde gefil{&@tuss-
Filter, Chimera) und im Weiteren als eDifferenz &iehnet.
Zur Ubersichtlichkeit sind in den Abbildungen von
eDifferenz kleinere Unterschiede in der Elektronehi
mithilfe der Funktion ,Hide Dust" (Chimera) verbang,.

In eXbpl wurde ein Modell der 60S Untereinheit v@n
cuniculus(Yamamoto et al.,, 2014, PDB: 4UPW, 4UPX)
mittels eines Rigid Body Fits gefittet.

In einem ,Ribsome Footprint Profile“ konnte gezeigt
werden, dass sich beim Translationsarrest die RSIATS"

an Position 261 in der A-Stelle des hXBP1-RNC lin
(Ingolia et al., 2011). Daher handelt es sich ber d
sichtbaren Peptidyl-tRNA in der P-Stelle um eindlf'et
(Abb. 13, S. 17). Da ein entsprechendes ModelPe¢idyl-
tRNAMe' nicht vorhanden war und die Modellierung der
tRNA bei der gegebenen Auslésung nicht méglich war,
wurde stattdessen das Modell der tR1¢Aus der Peptidyl-
tRNAP™ eines translationsarretierten prokaryotischen 70S-
RNCs mit der TnaC-Peptidsequenz isoliert (Seidetle
2009, PDB 2WW.L) und mittels eines Rigid Body Fits i
die Elektronendichte der Peptidyl-tRNA in eXbpliget.
Das Modell der tRNA passte sehr gut in den Verkderf
Elektronendichte und ermdglichte die Beschreibueg d
Kontakte zwischen der tRNA und dem 80S Ribosom.

Da die Sequenz der tRNA! in O. cuniculusnicht bekannt
ist, wurde bei der Nummerierung nicht konservierter
Nukleotide der tRNA in dieser Arbeit der Buchstahhif
verwendet.
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O. cuniculus
G3873
A3874
A1579
A2394
A3877
C3878
C3879
C3880
G4157
G4158
C4159
G4160
G4161
G4411
u4412
U4491
U4515
U4516

E.coli
A2058
A2059
A761
Al1321
A2062
C2063
C2064
C2065
G2252
G2253
C2254
G2255
G2256
G2505
U2506
U2585
U2609
C2610

Tabelle 4 Nummerierung
der relevanten rRNA
Nukleotide. Aufgrund de
héheren Bekanntheit wur
die  Nummerierung vc
e.coli anstattO. cuniculus
in dieser Arbeitverwende
In der gleichen Zeile d
Tabelle ist die
Nummerierung dejeweils
korrespondierenden Bast
O. cuniculus aufgefiihri
Die Positionen ur
Nummerierungen d
Nukleotide wurden de
PDBs 4PEP d.col) unc
4UPW (O. cuniculu¥
entnommen.

Der ungefahre Verlauf des €Ruckgrats der naszierenden Kette konnte
bei der gegebenen Auflésung mithilfe von Coot mlbeielwerden.

Nur im letzten Stick vor dem Tunnelausgang war &nerdnung des
Verlaufs nicht sicher mdglich. Zur Modellierung wlen eXbp1, e80S und
eDifferenz herangezogen.

Neben weiteren Modellen (an entsprechender Stedlgamnt) wurden
Kryo-EM Elektronendichte-Karten anderer translasametierter RNCs
(Staller) zur Interpretation herangezogen.

Es wurden Elektronendichte-Karten des translativasarten
prokaryotischen 70S-RNCs herangezogen, die entwhdeh die ThaC-
Peptidsequenz (eTnaC) (Seidelt et al., 2009, EMBFLéder die SecM-
Peptidsequenz (eSecM) arretiert werden (Bhushaal.e011, EMD-
1829). Zudem wurde eine hochaufgeltste 3D-Rekoktsbnen eines
translationsarretierten eukaryotischen 80S-RNCarwggzogen, die noch
nicht verdéffentlicht wurde (Clara Barrio Garcia, A&&ckmann) und der
Arrest durch die Peptidsequenz von AAP erfolgt (8fan et al., 2010b).
Dabei wurde die Elektronendichte-Karten zur bess&fergleichbarkeit
bei 5 bis 5,2 A gefiltert (Butterworth low-passteil, SPIDER) (eAAP).
Anhand dieser Elektronendichte-Karten sollten Ges@nkeiten und
Unterschiede in Bezug auf die Peptidyl-tRNA undetieKontakte zum
Ribosom im Vergleich zu eXBP1 herausgearbeitet arerd

Des Weiteren wurde die Elektronendichte-Karte equgsryotischen 80S-
RNCs herangezogen (eDP120), in welcher der Traostarrest aufgrund
eines fehlenden STOP-Codons in der trunkierten mRIkZ&eugt wurde
(Becker et al., 2009, EMD-1652). Die trunkierte m&Rbbdiert dabei fur
die ersten 120 AA des Proteins Dipeptidylaminopigste B (DP120).

Da der Translationsarrest nicht auf einer intricts& Eigenschaft der
naszierenden Kette beruht, sondern auf der geldncKtermination
aufgrund des entfernten STOP-Codons, dient eDP120wartvolle
Kontrolle. Erstens ist das PTC unverandert, widRdieomycin-Sensitivitat
der Peptidyl-tRNA belegt und zweitens induzierere dontakte der
naszierenden Kette zum 80S Ribosom keinen Traosksrrest. Somit
kénnen durch den Vergleich von eXbpl und eDP12@rusmiderem die
Kontakte zum 80S Ribosom herausgearbeitet werdetche fur den
Translationsarrest relevant sein konnten.

Die Interpretation von eXbpl erfolgte im Folgendsistematisch beginnend mit der tRNA,

gefolgt vom PTC,

dem oberen Bereich des Exit-Tusinédér Konstriktion und dem unteren

Bereich des Exit-Tunnels. In Abb. 39 wurden die folgenden besprochenen Regionen
eingerahmt und den zugehoérigen Abbildungen zugedrdhulRerdem gibt Abb. 39 einen

Uberblick Uber die sichtbaren Kontakte der riboslemaProteine und 28S rRNA zu der
Peptidyl-tRNA und der naszierenden Kette. Dabeidgwufgrund der htheren Bekanntheit die
Nummerierung vone. coli anstatt O. cuniculus fir die rRNA verwendet und die

korrespondierende Nummerierung €ir cuniculuskann Tabelle 4 entnommen werden.
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4.4.1 Verschiebung der tRNA Richtung P-Loop und L10e

Eine Uberlagerung der Elektronendichten fiir eXbptldenen der anderen Staller zeigte, dass
in eXbpl im Vergleich zu den anderen Stallern e#seschiebung der Peptidyl-tRNA in
Richtung L10e und P-Loop vorlag (Abb. 40A-E). Diergchiebung war besonders im Bereich
des Akzeptorarms ausgepragt (Abb. 40E) und derahbisties Akzeptorarms fur die mittels
Rigid-Body-Fit gefitteten tRNAZ°in eXBP1 (gelb) und eTnaC (griin) betrug um die'bA.
Aufgrund der starker ausgepragten VerschiebungemeiBh des Akzeptorarms kam es bei dem
Rigid Body Fit zu einer Neigung der tRNA (gelb). ddach scheint es, als ware die tRNA
oberhalb des Drehpunktes nach oben und nicht imt&ig P-Loop und L10e verschoben (Abb.
40A).

In eXbpl scheint der als ,P-Site-Loop“ bezeichnetesentiellen Loops von L10e (AS102-
112) in einer stabileren Konformation vorzulieg&ulfma et al., 2014), da in dieser Region ein
starke Extradichte erhalten wurde (Abb. 40A). Imid-aler anderen Staller liegt keine
Extradichte vor (Abb. 40B-D),
Der P-Site-Loop ist von allen ribosomalen Proteiaemnachsten am PTC lokalisiert und ist
aufgrund seiner Flexibilitdt im leeren Ribosom Ieher Auflésung normalerweise nicht
aufzulosen (ebd.).
Es existiert aber eine
Kryo-EM-Struktur, in
welcher der P-Site-Loop
von L10e wahrscheinlich
aufgrund stabilisierender
Kontakte zu dem Protein
eEF2 visualisiert werden
konnte (Voorhees et al.,
2014). Zur Orientierung
wurde das Modell von
L10e isoliert und in
eXbpl mittels Rigid-
Body-Fit gefittet
(Voorhees et al., 2014,
PDB: 1VWX). Aufgrund
der gegebenen
Auflésung in  diesem
Bereich lie3 sich aber
nicht bestimmen, ob der
flexible P-Site-Loop in
einer abweichenden
Konformation von dem
Modell vorliegt.

Abb. 40 Verschiebung tRNA RichtungL10e und P-Loop. (A)-(D) Darstellung der Elektronendichtéir die verschiedenen Staller. Nah:
siehe Text(E) In der groRen Abbildung ist die Uberlagerung diek&onendichtervon eXbp1 (grau) und eDP120 (blau) dargestelltrdt
umrahmten Bereich ist deutlich zu erkenrdass die Elektronendichte von eDP120 die von eXimpBereich des Akzeptorarms uberlas
und auf eine Verschiebung der Dichte in diesem iBerigindeutet. In den kleinen Bildern ist die Ulagtrung von eXbpl (gramit eAAF
(rot) und SecM (rosa) dargestellt. Beide weisengleishe Muster der Uberlagerung auf.

Farbcode: tRNA (isoliert aus PDB: 2WWL) mittels Rigid-BodytAn eXBP1 (dunkel-gelb) oder eTnaC (dunkel-griefittet, L10e (gelb
PDB:1VWX). Rot umrahmt sind die Bereiche, die inxiTeeschrieben werden.

A 20 2 * / %2. 8 / #
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Die Stabilisierung des P-Site-Loops ist wahrscheduf die zahlreichen sichtbaren Kontakte
zwischen L10e und dem Akzeptorarm der tRNA aufgredaumlichen Nahe zurtickzufihren
(nicht dargestellt). Ein weiterer starker Kontaldsteht im oberen Bereich der tRNA mit
Arg24/L10e (Abb. 40A), der im Falle der anderenayhktischen Staller nicht existiert (Abb.

40B-C).

Auch im Falle einer Kristallstruktur wurde die ddeiche Visualisierung des Prokaryoten
spezifischen Loops L27 auf stabilisierender Kordakti einer Peptidyl-tRNA zuriickgefiihrt

(Sulima et al., 2014).

L10e scheint Signale zwischen dem PTC und andergktibnalen Zentren des Ribosoms zu
Ubermitteln (Sulima et al., 2014) und eine wichtiygle bei der Translationsgenauigkeit (ebd.)
sowie der Bewegung der tRNA durch das Ribosom zelesp (Petrov et al., 2008). Daher
besteht die Moglichkeit, dass L10e in seiner sigbiten Konformation in den Mechanismus
des Translationsarrestes oder dessen Aktivierwaviert ist.

4.4.2 Konformationsanderungen im Bereich des CCA-Endes

Kontakte der tRNA zu
G2253-G2256:

Folgt man dem Verlauf
des Akzeptorarms in
Richtung CCA-Ende
sind drei  deutliche
Kontakte zwischen den
Nukleotiden G2253-
G2256 des P-Loops und
der Region des letzten
_ Basenpaares des
eprar e, Akzeptorarms —zu
Loop (G2253-G2256) (A¥D) erkennen (Abb. 41A).
e T oo Das  Basenpaar  wird
Staller. Naheres siehe Text. durch die Nukleotide 1
o A eoiet 2 (N1) und 72 (N72) der
Body Fit in eXBP1 (dunkegelb) tRNA gebildet.
ggf‘?{tet’ eTnac ré‘mk@‘ggi Bei den anderen Stallern
PDB:4UPW). sind die Kontakte mit
Ausnahme fur eDP120
nicht sichtbar (Abb.
41B-D). Allerdings ist der Kontakt im Falle von eDE) fragwirdig, da dieser nur bei sehr
niedrigen Konturlevel besteht.
Die Kontakte von N1/N72 zu G2253-G2256 sind wahegdith auf die Verschiebung des
Akzeptorarms Richtung P-Loop und L10e zuriickzufilhwad kénnten die neue Position des

Akzeptorarms stabilisieren.
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Abweichende Konformation des einzelstrangigen Utnegls des Akzeptorarms

Die Uberlagerung von eXbp1 (Abb. 42A) mit den 3D-
Rekonstruktionen der anderen Staller zeigt eine
Verschiebung der Elektronendichte zwischen N73
und C74 in Richtung P-Loop (Abb. 42B-E).

Der Neigungswinkel fur den Verlauf der Dichte
zwischen N73 und C74 ist entgegengesetzt zu dem
Neigungswinkel der anderen Staller und fiihrt zeein
geringeren Verschiebung von C74 als fur N73.
Wahrscheinlich wird die Verschiebung von N73
Richtung P-Loop durch die Kontakte von N1/N72 zu
G2253-G2256 stabilisiert und im Falle von C74
ermdglicht die groR3e raumliche Néahe zum P-Loop
keine starkere Verschiebung.

Die lokale Auflésung deutet auf eine Flexibilitésd
Kontaktes N73/C74 hin, somit steht dieser Bereich
eventuell unter Spannung (siehkb. 45C, S. )7

In Abb. 43A-E sind die Elektronendichten flir das
Abb. 42Verschiebung der Elektronendichte im Bereicc  CCA-Ende (C74_A76) von eXbpl und den anderen
N73/C75 (A) Darstellungder Elektronendichte. Nahe . ..
siehe Text(B-E) Uberlagerung der Elektronendichte - Stallern dargestellt. Neben der bereits erwahnten
exbpl mit den Elektronendichten der jeweiligen I8t \/@rschiebung der Dichte fir N73/C74 fallt auf, dass
Die Elektronendichte von eXbpl ist grau darges . . . ..
Naheres siehe TesFarbcode: siehe Abb. 41. im Falle von eXbpl keine Elektronendichte fir C75
sichtbar ist. Im Falle der anderen Staller ersdhein
diese bereits bei einem hohen Konturlevel. Sonmést in eXbpl eine Watson-Crick-Basen-

Paarung zwischen C75 und G2251 nicht vorzuliegen.

In eXbpl besteht
zwischen G2251 und
C2064/C2065 ein starker
Kontakt (Abb. 44A), der
im Falle der anderen
Staller sowie e80S nicht
vorliegt (Abb. 44B-D).
Der Unterschied ist auch
in der Dichtedifferenz zu
erkennen (Abb. 44E).
Dieser Kontakt kodnnte
auf eine Konformations-
anderung von G2251
hindeuten und stitzt die
Annahme der fehlenden

Watson-Crick—Basen—
Paarung zwischen C75
und G2251.

Abb. 43 Vergleich Elektronendichten fiir das CCA-Ende (A-E) Darstellung der Elektronendichr
fur das CCA-Ende der verschiedenen Staller. Nalsebe TextFarbcode: siehe Abb. 41.
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Modellierung des einzelstrangigen Uberhangs despiaarms

Aufgrund der abweichenden Elektronendichte fur @&#\-Ende in eXBp1l wurde der einzel-
strangige 3’-Uberhang des Akzeptorarms (N73-A76)emumer Nutzung von Coot neu
modelliert (Template PDB:2WW.L, gefittet in eTnaC).

In Abb. 45A-B ist der modellierte 3"-Uberhang (geih eXbpl dargestellt. Dabei erfolgt die

Darstellung aus zwei unterschiedlichen Perspektfi’and 11), die durch eine Rotation um ca.

180 Grad entlang der tRNA-Achse erhalten wurden.

In Abb. 45C-D sind sich der modellierte (gelb) umidht modellierte 3"-Uberhang (griin,

PDB:2WW.L, gefittet in eTnaC) gegenubergestellt udi¢ erhaltene Verschiebung der
Nukleotide bei der Modellierung ist fir C74, C75uk76 schematisch mit Pfeilen angedeutet.
N73 ist nicht dargestellt, da die Orientierung tleskleotids aufgrund der diffusen Dichte in

diesem Bereich nicht aussagekréatftig ist.

Konformationsanderung C74 und C75

Bei der Gegeniiberstellung des modellierten undt madellierten 3"-Uberhangs in eXbp1 ist
gut zu erkennen, dass sich C75 3 A (fir N4 gemé@ssemlie Richtung C74 zeigende
Elektronendichte verschoben hat (Abb. 45E-F). Dulah Verschiebung steht C75 etwas
seitlicher zum P-Loop und ist in die Papierebemeini gerichtet.

Der bendtigte Platz fir die Neuausrichtung von @&l durch eine ebenfalls zum P-Loop
seitliche und in die Papierebene ausgerichtetectieaisung von C74 4 A (fir N4 gemessen)
ermdglicht (Abb. 45E-F). Dabei verschiebt sich CTd die bereits beschriebene
Elektronendichte zwischen N73/74 (Abb. 45E-F), Wwelcim Vergleich zu den anderen
Stallern nicht nur ndher am P-Loop, sondern audtemkinten in der Papierebene liegt (Abb.
42B-E).

Die Neupositionierung von C74 fuhrt zu einer Vediing der Distanz zwischen A2602 und
C74 und erklart wahrscheinlich den deutlich sichghaKontakt zwischen A2602 und C74
(Abb. 45B), der im Falle der anderen Staller nimbsteht (Abbildungen nicht gezeigt).
A2602 koordiniert mit U2584 ein Wassermolekil, vwes die Oxyanionhohle fiur die
Peptidyltransferase-Reaktion im Peptidyltransfetasetrum (PTC) formt (Simonokiund
Steitz, 2009) und spielt
auch eine wichtige Rolle
bei der Termination der
Proteinsynthese und der
Freisetzung des Peptides
(Polacek et al., 2003).
Bei A2602 handelt es
sich um ein flexibles
Nukleotid, welches je
nach Substrat und dem
funktionalen Zustand des
Ribosoms unter-
schiedliche Konformat-
ionen annehmen kann
(Schmeing et al., 2005b).

Abb. 44 Kontakt zwischen G2251 und C2064/C2065 -D) Darstellung der Elektronendichten
die verschiedenen Staller. Naheres siehe TExtUberlagerung der Elektronendichte filr e80s (¢
und eDifferenz (gelb). Naheres siehe T&edrbcode: siehe Abb. 41.

4
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Zum Beispiel nimmt A2602 im Falle von TnaC und A&khe Konformation an, welche
wahrscheinlich einen behindernden Effekt auf diemiieation der Translation hat (Seidelt et
al., 2009, Bhushan et al., 2010b) und im Falle 8eaM und DP120 scheint A2602 flexibel zu
sein, da keine Elektronendichte erhalten wird (Adigen nicht gezeigt).

In Abb. 45H sind die Konformationen von A2602 ausrschiedenen Kristallstrukturen

dargestellt und lassen sich in zwei Gruppen esnei{Gruppe I: nach oben gerichtete
Konformation, nicht besetze P-Stelle, Gruppe Ichanten gerichtet Konformation, besetzte
P-Stelle).

Die Konformationen der Gruppe | passen besserial&anhformationen der Gruppe Il in die

Elektronendichte des beschriebenen Kontaktes zemscli’4 und A2602 (Abb. 45H). Zur

Verdeutlichung ist nochmals exemplarisch je einafkiomation beider Gruppen in Perspektive
Il dargestellt (Abb. 45B).

Allerdings kann aufgrund der niedrigen Auflésunghtisicher beurteilt werden, ob A2602
tatsachlich in einer zu Gruppe | ahnlichen Konfatioravorliegt oder es sich um eine andere
Art von Kontakt zwischen C74 und A2602 handelt.

Abb. 45 Konformationsénderung des CC/-Endes im Fall von hXbpZ-RNC (A-B) Darstellung des modellierten CA2berhangs in d
Elektronendichte von eXbpl aus zwei unterschiedticRerspektiven (I u. Il). Naheres siehe Té3tD) Gegeniberstellung des modelliel
und nicht modellierten CCA-Uberhangs aus zwei wotdedlichen Papektiven. Die Pfeile deuten schematisch die Riuptde
Basenverschiebung bei der Modellierung an. Nahgmte Text(E-F) Gegenuberstellung des modellierten und nicht miedtelh CCA-
Uberhangs in der Elektronendichte von eXbpl aus mmeerschiedlichen Perspektiven. Néheres sieha. TeéxLokale Auflésung au
Perspektive | fir eXbpIH) Darstellung von Konformationen fiir A2602 aus versdanen Kristallstrukturen in Relation zu eXbpla(g
dabei lassen sich die Konformationen in zwei Grupp@teilen. Zu der ersten Gruppe (nicht besetzttele, nach oben gerichtete
Konformation von A2602) gehdren das leere 70S Ribo§PDB:2AW4) sowie zwei 70S Ribosomen mit geburdeAntibiotika im Exit-
Tunnel (PDB: 1VT2, 4PEP). Der zweiten Gruppe (teseP-Stelle nach unten gerichtete Konformation) gehéren dis Ribosom m
gebundener tRNA und naszierender Kette (PDB: 1V&Ajie zwei Ribosomen mit gebundenen Peptidyl-Texask-Substratalogon i
der P-Stelle an. Bedingt durch unterschiedliches8ate in der A-Stelleveist das PTC in den beiden Ribosomen eine untediathe
Konformation auf, die in einem Fall die Katalyses dReptidyltransfers ermdglicht (PDB: 1VQ6) und émdanderen Fall nicht (PDB: 1VQN)
(Schmeing et al., 2005a&arbcode: nicht modellierter CCA-Uberhang (griin, PDB:2WWIgfittet in eTnaC), modellierter CCBberhan
(gelb, modelliert aus PDB:2WW.L, gefittet in eTna€3S rRNA (rot, PDB:4UPW), reprasentative Konforimagn von A2602 fur di&ruppe
der Ribosomen mit leerer (orange, PDB:4PEP) soesetater P-Stelle (blau, PDB: 1VQN).
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Verschiebung von A76 und der naszierenden Kette

Im Falle von A76 wurde bei der Modellierung einer8&hiebung Richtung P-Loop erhalten

(Abb. 45C). Die neue Position des modellierten Ré&aund Phosphatanteils von A76 passt
besser in die gegebene Elektronendichte von eXbd1lQ8 von A76 dessen Hydroxylgruppe

die Esterbindung zur naszierenden Kette bildet, besser zur sichtbaren Dichte der
naszierenden Kette positioniert (Abb. 45A, Anfarey daszierenden Kette ist rot eingefarbt).
Abb. 46A und F zeigen nochmals deutlich bei nieshigind hohen Konturlevel, dass die
modellierte Ribose von A76 besser als die nicht efimite Ribose in die Elektronendichte

passt und besser zur naszierenden Kette positiaeieDie Verschiebung zwischen C3 im

modellierten und nicht modellierten A76 betragt 2 A

Die Orientierung der Base von A76 ist aufgrundia®ien Elektronendichte in diesem Bereich
nicht glaubwurdig und die Base wirde bei der gegebérientierung mit A2451 kollidieren.

Die Uberlagerung der Elektronendichte von eXbp1lh(A6A) mit den Elektronendichten der
anderen Staller bestatigt nochmals, dass A76 sti@iEsterbindung zur naszierenden Kette in
eXbpl in Relation zu den anderen Stallern Richtefgoop verschoben ist (Abb. 46F-1). Im
Falle von eAAP und eTnaC passt die nicht modedligRibose von A76 besser in die
Elektronendichte und ist besser zur naszierenddie Igesitioniert (Abb. 46B und D).

Im Falle von SecM-RNC ist bekannt, dass im Verdleia TnaC-RNC die Esterbindung in
Relation zum PTC ebenfalls um 2 A verschoben wgirl{@hushan et al., 2011), allerdings in
Richtung A-Loop (Abb. 46C). Im Falle des SecM-RN@t die Verschiebung aufgrund einer
unginstigen Geometrie zu einer resultierenden Murde der Peptidyltransferase-Effizienz
(Bhushan et al., 2011). Daher ist anzunehmen, dasd-alle von hXBP1-RNC die
Verschiebung der Esterbindung auch zu einer Mindgrder Peptidyltransferase-Effizienz
fuhrt oder sogar zu einer kompletten Inhibition Beptidyl-Transfers.

Abb. 4€ Verschiebung von A76 und der naszierenden Kette Ritung P-Loop (A-D) Darstellung von A76 (modelliert) und A76 (ni
modelliert) in der Elektronendichte der entspreckenStaller aus Perspektive |. Naheres siehe {Extokale Auflésung fir eXbpl a
Perspektive |. Die Farbskala ist in Abb. 45H dargjéis(F) Darstellung von A76 (modelliert) in eXbpl aus Pekgjve Il und bei hberer
Konturlevel (KL) als in (A). Naheres siehe Tef®-H) Uberlagerung der Elektronendichten von eXbpl (gumg den entsprechenc
Stallern aus der Perspektive | (A-D). Naheres sighe.Farbcode: A76 (modelliert, gelb), A76 (nicht modelliert, R&gBody Fit in eTnac
PDB: 2WWL, griin). Der Beginn der naszierenden Kisttén eXbp1l rot eingefarbt.
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4.4.3 PTC und der obere Bereich des Exit-Tunnels

Induzierte Konformation des PTCs

Das PTC befindet sich in der Domain V der 50S Ugitdreit in Prokaryoten und ist im Radius
von 18 A nur von rRNA umgeben (Simonbvind Steitz, 2009). Im PTC erfolgt der
Peptidyltransfer durch einen nukleophilen Angrifrd -Amino-Gruppe der Amino-Acyl-
tRNA in der A-Stelle auf den Carbonyl-Kohlensto#rdPeptidyl-tRNA in der P-Stelle (ebd.).
Die Reaktion verlauft dabei tber ein tetrahedr@gganion als Intermediat (ebd.).

Dabei scheinen die finf Nukleotide C2063, A2451502, U2585 und A2602 eine zentrale
Rolle bei der Organisation des PTCs zu spielenr{ggeat al., 2011).

Es wurde gezeigt, dass erst durch die Bindung desliten Substrates in der A-Stelle das PTC
eine Konformation annimmt (Substrat induzierte Kwonfation), die zu einer Exposition der
Estergruppe der Peptidyl-tRNA fur den nukleophiergriff fihrt (Schmeing et al., 2005a).
Ohne die Bindung des Substrates liegt das PTCnier élonformation vor, in welcher der
Peptidyltransfer nicht mdglich ist und die Estething vor einer unspezifischen Hydrolyse mit
Wassermolekilen geschutzt ist (nicht induzierte fidonation) (Schmeing et al., 2005a).

Im Falle von eXBP1 passt die Elektronendichte aumtduzierten Konformation (Schmeing et
al., 2005a, PDB: 1VQ?7) der flexiblen Nukleotide WB5und U2585 (Abb. 47A).

Beide Nukleotide sowie U2505 stellen Kontakte zurteszierenden Kette her, deren Beginn
rot eingefarbt ist (Abb. 47A).

Die lokale Auflésung der Elektronendichte ermégdlidie Zuordnung der naszierenden Kette
und deren Kontakte zu dem Ribosom, da diese im i&ade zum restlichen Ribosom niedriger
aufgeldst sind (Abb. 47B).

Die niedrigere Auflésung der naszierenden Kettemtveder auf eine unterstdchiometrische
Besetzung des Ribosoms oder die Flexibilitdt dezieaenden Kette zurtckzufuhren.

Die Gegenuberstellung der nicht induzierten Konfation von U2506 und U2585
(PDB:1VQ7) gegenuber nicht induzierten Konformagion aus verschiedenen
Kristallstrukturen verdeutlicht nochmals, dass dieiden Nukleotide in eXbpl in der
induzierten Konformation vorliegen.

Abb. 47 Induzierte Konformation des PTCs (A) Darstelling der induzierten Konformation des PTCs in dekt&mendichte von eXbp
Néaheres siehe Tex(B) Lokale Auflésung von eXbpl. Bei den Bereichen neit diedrigeren Auflésung handelt es sich um digieasnd:
Kette und deren Kontakte zum Ribosom. Naheres siehe. (C) Gegenuberstellung von der induzierten Konformat{BBB:1VQ7
gegenuiber den nichihduzierten Konformationen fur die flexiblen Nukiete U2506 und U2585 in eXbpl. Bei den nicht inéutr
Konformationen handelt es sich um das leere 708<Riin (PDB:2AW4), das 70S Ribosom mit tRNA in destele (1VSA)sowie ein 70
Ribosom mit gebundenen Antibiotikum im Exit-Tun(feDB: 4PEP). Naheres siehe Tédrbcode: induzierte28S rRNA (lila, PDB:1VQ7
tRNA (grun, 2WWL, mittels Rigid Body Fit in eTna@fiftet).
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Kontakte zu zentralen Nukleotiden in der Aktivieguhes Translationsarrests

Folgt man dem Verlauf der naszierenden Kette voi@ RUs in den Exit-Tunnel, erkennt man
in eXbpl Kontakte der naszierenden Kette zu A20&2©2610 (Abb. 48A) sowie zu A2058,
A2059 und U2609 (Abb. 49A).

Es ist bekannt, dass einige dieser Nukleotide bauwiit verschiedenen Stallern sowie
Antibiotika (z.B. Makrolide, Ketolide und Strept@gnine) Kontakte ausbilden und relevant fur
den Translationsarrest sind (Wilson und Beckmafi12 Noeske et al., 2014, Kannan und
Mankin, 2011). Am haufigsten werden Kontakte zu Neikleotiden A2062, A2058 und A2609
ausgebildet (Wilson und Beckmann, 2011).

Bei A2062 handelt es sich um ein flexibles Nukldptwelches mit verschiedenen Antibiotika
und der naszierenden Kette interagieren kann ubdidateraktionsabhangig unterschiedliche
Konformationen annimmt (Abb. 10G) (Fulle und GohIR609).

Dabei ist A2062 Uber seine benachbarten Nukleatickkt mit dem PTC verlinkt (Vazquez-
Laslop et al., 2008). G2061 interagiert mit A2451C2063 mit A2450 (ebd.). Somit dient
A2062 wahrscheinlich als Sensor, um die Bescha#fierder naszierenden Kette zu erfassen
und an das PTC zu Ubertragen (Vazquez-Laslop,&t(4l8, Chirkova et al., 2010).

Im Falle aller Staller besteht ein Kontakt zu A2{8db. 48A, C-E) aulier fir eDP120 (Abb.
48B), bei dem der Translationsarrest nicht auf BEsgbaften der naszierenden Kette beruht.
In eXbpl, eAAP und eTnaC scheint A2062 eine aheli€kbnformation anzunehmen (Abb. 48,
C, E) und die Konformation von A2062 im 70S Ribosorit dem gebundenen Antibiotika
Quinupristin (Streptogramin B, PDB:4PEP) passt geimadie Elektronendichte von eXbpl
(Abb. 48A, G). Auch passt wie spater beschriebermn@pristin generell sehr gut in die
Elektronendichte der naszierenden Kette in eXbpl.

Im Falle von eSecM scheint A2062, wie publizielacher gegen die Tunnelwand zu stehen
(Abb. 48D). Dabei fuhrt im Fall von SecM und Erm@es Mutation von A2062 zu einer
Aufhebung des Translationsarrests (Bhushan €2@il]).

Interessant ist, dass in eXbpl neben A2062 ein Sahker Kontakt zu C2610 besteht (Abb.
48A), welcher spezifisch fur eXbpl zu sein scheilat,er im Falle der anderen Staller nicht
existiert (Abb. 48B-E). Erst bei einem niedrigefi¢€onturlevel ist im Falle von eSecM ein
schwacher Kontakt zu erkennen (Abb. 49D), der a@rscheinlich unspezifisch ist und in
der entsprechenden Veroffentlichung auch nicht bnivévird (Bhushan et al., 2011).

Abb. 48 Kontakte der naszierendenKette zu A2062 und U261 (A-E) Darstellung der Elektronendichten fur die verscaies
Staller. Naheres siehe TelE) Lokale Auflésung von eXbpl. Bei den Bereichen neit diedrigeren Auflésung handelt es sich un
naszierende Kette und deren Kontakte zum RibosdiheNs siehe Tex&) Konformationen von A2602 aus unterschiedlichen 3D-
Rekonstruktionen in der Elektronendichte von eXlfgfau). Dabei handelt es sich um Konformationen ldesen 70S Ribosam
(PDB:2AW4, blau), des 70S Ribosoms mit tRNA undzierender Kette (PDB: 1VSA, rot) und des 70S Ribosmit gebundene
Streptogramin Quinupristin (PDB: 4PEP, gelb) sog&bundenen Ketolide CEM-10PDB: 1VT2, griin). Naheres siehe T
Farbcode: 28S rRNA (gelb, PDB: 4PEP), 28S rRNA (rot, PDBRA), naszierende Kette (griin, modelliert).
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Es konnte gezeigt werden, dass eine Mutation vadl1C2u einer deutlichen Reduzierung des
durch das Antibiotika Erythromycin verstarkten Tsktionsarrests von ermCL fihrt
(Vazquez-Laslop et al., 2011). Dabei scheint C28lEddings einen Kontakt mit Erythromycin
und nicht mit der naszierenden Kette auszubildbd.fe

Die Nukleotide A2058 und U2609 spielen eine wichtiRplle im Translationsarrest von SecM,
TnaC und bestimmter Antibiotika wie den Makrolid&azquez-Laslop et al., 2008). Auch im
Falle von AAP, CMV und ErmC wurde gezeigt, dass atiohen von U2609 oder den
kontaktierenden Aminosauren in der naszierendenteKabenfalls Effekte auf den
Translationsarrest zeigen. (Bhushan et al., 2010b).

Daher handelt es sich bei A2058 und U2069 wahratibkium zentrale Nukleotide, welche
als Bestandteile der als ,,A-Patch* (A2058, A2052583 und A2062) und ,,U-Patch* (U2609,
U1782, U2586 und A2587) bezeichneten SignalUbartrggwege Signale der naszierende
Kette an das PTC Ubertragen kénnen (Rodnina étGdll, S.383).

In eXbpl sind ebenfalls deutliche Kontakte zu A2088059 und U2609 zu erkennen (Abb.
49A, C).

Das Antibiotikum Quinupristin (Streptogramin B, PBBEP) passt sehr gut in die
Elektronendichte der naszierenden Kette (Abb. 4@Q)nupristin bildet ebenfalls Kontakte zu
U2058, U2609 und A2062 aus (Noeske et al., 201d)die Konformation von A2062 passt
genau in die Elektronendichte von eXbpl (Abb. 48#utationen von A2062 oder U2609
fuhren zu einer Resistenz gegen Quinupristin (ebd.)

Die ahnlichen Kontakte und der gute Fit von Quimatpr in die Elektrondichte von eXbpl
belegen die zentrale Bedeutung dieses Bereicheldikktivierung des Translationsarrests.

Abb. 48 Kontakte der naszierenden Kette zu A2058, A2059, 882, U2609 und U261 (A) Darstellung Elektronendichte von eXt
aus Perspektive |. Naheres siehe TéB}.Lokale Aufloésung von eXbpl. Bei den Bereichen neit diedrigeren Auflésung handelt es sich
um die naszierende Kette und deren Kontakte zurosRiin.(C) Darstellung des Antibiotikums Quinupristinder Elektronendichte vi
eXbpl aus Perspektive Il. Naheres siehe Treattbcode: 28S rRNA (gelb, PDB: 4PEP), 28S rRNA (rot, PDB:4URWAszierende &tte
(gruin, modelliert), Quinupristin (blau, PDB:4PEP).
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4.4.4 Konstriktion und der untere Bereich des Exit-Tunnek

Die Wand des Exit-Tunnels besteht hauptséachlichRN#\, aber es sind auch die Proteine L4,
L17 und L39e (in Eukaryoten) an der Bildung der fieiwand beteiligt (Ito und Chiba, 2013).
L4 und L17 (L22 in Prokaryonten) sind Teil der Korigion (grof3te Verengung des Tunnels,
12A) (Nissen et al., 2000, Ito und Chiba, 2013)lcive sich ca. am Ende des ersten Drittels des
Exit-Tunnels befindet (Ito und Chiba, 2013).

Die Konstriktion scheint eine zentrale Rolle im fiskationsarrest zu spielen, da Mutationen im
betreffenden Bereich der naszierenden Kette odeden Konstriktion Effekte auf den
Translationsarrest verschiedener Staller zeigets@iund Beckmann, 2011).

Dabei bilden die Staller unterschiedliche Kontakteder Konstriktion aus (Bhushan et al.,
2010b).und die beobachteten Effekte beruhen wabisath auf Konformationsanderungen
flexibler Bereiche in L4 und L22/L17 (Fulle und Gkdé, 2009).

In eXbpl sind in der Konstriktion starke Kontaktevigchen Arg71/L4 und A761 zur
naszierenden Kette sichtbar, sowie bei niedrigemtiitevel zu Arg135/L17 (Abb. 50A).

Die anderen Staller weisen abweichende KontakteKanstriktion auf, aber alle bilden
offenbar einen Kontakt zu A761 aus (Abb. 50D-G). Falle von eDP120 ist der Kontakt
aufgrund der niedrigen Auflésung sowie der niclehtharen naszierenden Kette zweifelhaft
(Abb. 50D) und in eAAP scheint A761 eine weiter mamben gerichtete Konformation
einzunehmen, um in die Elektronendichte zu pasabh.(50E).

Es ist bekannt, dass A761 eine Rolle im Translaaomst einiger Staller spielt (Bhushan et al.,
2010b). Zum Beispiel fihren Mutationen der Aminaséun der naszierenden Kette von CMV
sowie AAP, die mit A761 einen Kontakt ausbildenemer Aufhebung des Translationsarrests
und im Falle von TnaC und SecM fuhren Insertionender Region um A761 zu einer
Schwachung des Translationsarrests (ebd.).

Im letzten Teil des Exit-Tunnels im Bereich vor démmnelausgang lasst sich die naszierende
Kette im Falle von eXbp1 auch bei einem niedrigemiirlevel nicht auflésen (Abb. 51A, B).
Im Gegensatz zu den anderen Stallern, bei denerad®erende Kette deutlich zu erkennen ist
(Abb. 51D-G).

Anscheinend ist die naszierende Kette im FalleeXbpl in diesem Bereich sehr flexibel, da
nur bei einem sehr niedrigen Konturlevel eine masdtxtradichte erhalten wird (nicht
dargestellt).

Abb. 50 Kontakte der naszierenden Kette zu Arg71/L4 uncA761 (A) Darstellung der Elektronendichten fiir eXbpl. Nabesieh:
Text. (B) Lokale Aufldsung von eXbpl. Bei den Bereichen neit diedrigeren Auflésung handelt es sich um dieieasnde Kette ur
deren Kontakte zum Ribosom. N&heres siehe T@X}. Darstellung der Elektronendichten fiur e80®-E) Darstellung de
Elektronendichten fir die verschiedenen Stallehédés siehe TexEarbcode: 28S rRNA (rot, PDB4UPW), naszierende Kette (gr
modelliert), L4 (beige, PDB: 4UPX)
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Daher ist der modellierte Verlauf der naszierenHette in diesem Bereich fragwuirdig und
erklart, warum der modellierte Verlauf nicht in dienlich verlaufenden Elektronendichten der
naszierenden Ketten der anderen Staller passt G4ib-.G).

Nur im oberen Teil wird die naszierende Kette dult@hKontakte zu His85/L4 und eventuell
auch zu Arg128/L17 stabilisiert, da in eXbpl eim@ttiche Extradichte im Vergleich zu e80S
zu erkennen ist (vgl. Abb. 51A u. C). Dabei ist ltikale Auflosung fir die naszierende Kette
deutlich besser als in den vorhergehenden Abbildarigbb. 51B).

Die naszierende Kette scheint auch einen Kontakirgi26/L.17 und His43/L39e auszubilden,
da im Vergleich zu e80S in eXbpl ebenfalls einerdithte fur diese zu erkennen ist (vgl.
Abb. 51A u. C), die sich bei einer weiteren Senkdag Konturlevels verstarkt.

Ein zu Arg126/L17 ahnlicher Kontakt besteht auchHafl von SecM zwischen K84/L22 und
der naszierenden Kette (Abb. 51F). Diese Regionldesels besitzt aber im Falle von SecM
keine Relevanz fur den Translationsarrest (Bhushah, 2011).

Erst am Tunnelausgang selbst sind wieder deutliCbetakte der naszierenden Kette zu
Tyr37/L39e und A1321 in Helix 50 sichtbar (Abb. 52A

Der Kontakt zu A1321 scheint im Falle aller Stalter existieren (Abb. 52D-G), aber eine
Relevanz fur den Translationsarrest wurde nicheiggz

Das Protein L39e existiert nur in Eukaryoten. Img&wesatz zu eXbpl (Abb. 52A) wird in
eAAP kein Kontakt zu Tyr37/L39e erhalten (vgl. Al2A und E). Der sichtbare Kontakt in
eDP120 ist aufgrund des niedrigen Konturlevelsderchiedrigen Auflésung fragwirdig (Abb.
52D).

Da eine Stérung des Kontakts zu Tyr37/L39e im Fd#e eukaryotischen Stallers CMV zu
einer Aufhebung des Translationsarrests fuhrt (Banset al., 2010b), kdnnte dieser Kontakt
auch im Falle von Xbp1l eine wichtige Rolle im Tratignsarrest spielen.

Abb. 51 Flexibilitat der naszierenden Kette vor dem Ende de Exit-Tunnels (A) Darstellung der Elektronendichten fir eXk
Néaheres siehe Tex(B) Lokale Aufldsung von eXbpl. Bei den Bereichen net diedrigeren Auflésung handelt es sich urr
naszierende Kette und deren Kontakte zum Ribosdsheids siehe Tex{C) Darstellung der Elektronendichten fur e8@B-E)
Darstellung der Elektronendichten fiir die verschieh Staller. Naheres siehe Tekarbcode: 28S rRNA (rot, PDB:4UPW)
naszierende Kette (griin, modelliert), L4 (beigeBPBUPX), L17 (lila, PDB: 4UPX), L39e (cyan, PDBJ&X).
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4.4.5 Zusammenfassung der relevanten strukturellen Merkmée in hXBP1-RNC

An dieser Stelle soll zur Ubersicht nochmals kniagBtichpunkten eine Zusammenfassung der
herausgearbeiteten und wahrscheinlich fir den Meshaus des Translationsarrests relevanten
strukturellen Merkmale in hXBP1-RNC gegeben werden:

Verschiebung der Peptidyl-tRNA Richtung P-Loop wwide

Neue Kontakte zwischen Akzeptorarm und P-Loop sd&wiite-Loop von L10e
Stabilisierung der Konformation des P-Site-Loops 1G40e

Fehlende Ausbildung Watson-Crick-Basenpaarunged/C75 mit G2251/G2252
Verschiebung A76 und Esterbindung relativ zum Pif Richtung P-Loop

A2602 liegt vermutlich nicht in der induzierten Kormation vor

Identifizierung zentraler Kontakte zwischen der zimenden Kette und der
Tunnelwand, die fur ihrer Rolle in der Aktivierudgs Translationsarrests bekannt sind
Identifizierung einer in hXBP1-RNC spezifischen derit-Tunnel Uberspannenden
Bruicke, gebildet aus den beiden Kontakten von A2062C2610 zur naszierende Kette

Abb. 52 Kontakte der naszierenden Kette zLtA1321 uns Tyr37/L39e(A) Darstellung der Elektronendichten fur eXbpl. Nak
siehe Text (B) Lokale Aufldsung von eXbpl. Bei den Bereichen nat diedrigeren Auflésung handelt es sich um dieieasnd
Kette und deren Kontakte zum Ribosom. Naheres sielie (C) Darstellung der Elektronendichten fiir eB(I3:E) Darstellung de
Elektronendichten flr die verschiedenen Stallehé\és siehe Textarbcode: 28SrRNA (rot, PDB: 4UPW), naszienee Kette (grui
modelliert), L39e (cyan, PDB: 4UPX)
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5.1 Projekt |: HElbau des 80S Riboson®. (falciparun)

5 Diskussion

5.1 Projekt I: Modellbau des 80S RibosomsR. falciparum)

Bei Malaria tropica handelt es sich um die geféghdte Variante der Malaria und wird durch
den parasitaren Erreger falciparumverursacht (White et al., 2014).

Durch die strukturelle Ahnlichkeit des 80S Ribosdm®. falciparumundH. sapiendiihren
Antibiotika wie Emetin, welche die Translation degtosolischen 80S Ribosoms vdéh
falciparuminhibieren zu starken, unspezifischen Nebenwirlkumigeim Menschen und werden
daher nicht eingesetzt (Akinboye und Bakare, 2011).

Fur die Entwicklung spezifischer Antibiotika geg#as 80S RibosonP( falciparum) ware ein
molekulares Modell des zugehérigen 80S Ribosonieetuh, anhand dem die Unterschiede
zum menschlichen Ribosom herausgearbeitet werdemtdg.

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit untdartzung der SP-Kryo-EM eine 3D-
Rekonstruktion des gereinigten 80S RibosomddIciparum A-Typ) generiert.

Dank der neuen DED-Technologie zeigte die generigR-Rekonstruktion eine sehr hoher
Detaildichte bei fast atomarer Auflésung. Unter enedn konnten die Seitenketten fur einen
Grol3teil der Aminosauren der rProteine aufgelosties.

Bei der Modellierung konnten einige Plasmodium #pehe Merkmale des 80S Ribosoms
herausgearbeitet werden, auch wenn der Bau desigesiodells nicht abgeschlossen wurde,
da dieses durch eine andere Arbeitsgruppe verdffenivurde (Wong et al., 2014).

Zwei der interessantesten strukturellen Besondennewurden in dieser Arbeit naher
prasentiert, da sie eindrucksvoll den hohen Inféionagehalt der 3D-Rekonstruktion bei fast
atomarer Auflésung belegen und als potentielle Afsgunkte fir die Entwicklung
spezifischer Medikamente dienen kénnten.

Dabei handelt es sich erstens um eine, in einigeyar@®smen der Myzozoa, spezifische
konservierte N-terminalen Verlangerung von L41e,alhen konservierten Kontakt zu h28 der
18S rRNA aufweist. h28 dient als Drehlager fur idapfrotation der kleinen Untereinheit bei
der Translation (Mohan et al., 2014, Fischer et24l10).

Zweitens konnte in ES3L der 5.8S rRNA eine neuax-abop-Helix Struktur identifiziert
werden, welche durch eine Tertiarstruktur mit d&8 2ZRNA stabilisiert wird. Eventuell handelt
es sich dabei, um ein neues RNA-Motiv. Durch dieenAusrichtung von ES3L steht der
terminale Helix-Arm in Kontakt zur universalen Bumgsstelle und kdnnte eine Plasmodium
spezifische Erweiterung dieser Bindungsstelle dHest.

5.1.1 Erfolgreiche Etablierung der Reinigung von 80S Ribsomen P. falciparum)

In der Arbeit konnte erfolgreich ein Protokoll z@einigung der 80S Ribosomer.(
falciparum,A-Typ) aus infizierten menschlichen Erythrozytenaumsreichender Ausbeute fur
die SP-Kryo-EM etabliert werden. Hierzu wurde aasdm Originalprotokoll verwendete
amphiphatische Glycosid Saponin verzichtet und emsétzlich Puromycin-Hochsalz-
Behandlung eingefihrt, um mdglichst homogene 8a®$imen ohne tRNA und mRNA zu
erhalten. Die ist notwendig, wenn man hochste Auftigy fur ribosomale Partikel erreichen
will. Dabei ermdglichte die Qualitat und Homogenhid&r gereinigten leeren 80S Ribosomen
eine 3D-Rekonstruktion des 80S Ribosoms bei fashater Auflosung.
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5.1.2 DED-Technologie ermdglicht 3D-Rekonstruktion bei fat atomarer Auflésung

Die ,detective quantum efficiency* (DQE)und der Beamshift stellen begrenzende Parameter
fur die Auflésung der Datensammlung bei der SP-KE dar (Bai et al., 2013).

Die neue Technologie des ,direct electron detett(D) ermoglicht bei der digitalen
Bildaufnahme eine direkte Detektion der Elektronetdung ohne eine vorhergehende
Konvertierung der Elektronen in Photonen wie bei @leeren CCD-Technologie (Bai et al.,
2013). Dies fuhrt zu einer héheren ,detective quanéfficiency” (DQE) als bei Fotofilm und
CCD (ebd.).

Auch ermdglichen DED eine hohe Bildrate bei der ddaammlung (10-40 Frames pro
Sekunde) (Li et al., 2013). Durch ein Alignments#ieFrames kann der auftretende Beamshift
bei der Datensammlung weitestgehend eliminiert emi@bd.).

Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit
erstmals im  Arbeitskreis Beckmann in
Kollaboration mit dem Arbeitskreis Forster die
DED-Technologie fir die Datensammlung der
gereinigten 80S RibosomenP.( falciparun)
eingesetzt und die Powerspektren sowie die
zugehdrigen CTF der erhaltenen Beamshift
korrigierten Mikrographen zeigten eine hohe
Auflésung von bis zu unter 4 A.
Die zugehorige mit einem Butterworth low-pass
Filter bei 4,0-4,2 A gefilterte 3D-Rekonstruktion
zeigte daher eine beeindruckend hohe Detaildichte
bei fast atomarer Auflosung. Es konnten die
Seitenketten der Aminoséuren sowie einzelnen
Nukleotide der rRNA zum groRRten Teil visualisiert
Abb. 53 Powerspektrum eines exemplarische Werden. Die Auflésung war aber nicht ausreichend,
Mikrographs Der exemplarische Beamshift korigic ym eine vollstandige Basentrennung der rRNA zu
Mikrograph wurde fiir die Berechnung des Powerspekd . . .. . .
dreifach dezimiert (2,0 A). Die Thonringe de €rreichen. Dabei wurden fur die 3D-Rekonstruktion
Powerspektrums reichen bis zur Nyquist-Grenze vén 4 nur 21.318 Partikel eingesetzt_ Anhand der 3D-
Rekonstruktion war ein exakter Modellbau mdglich.

Der Vergleich zu den anderen in dieser Arbeit amgigften 3D-Rekonstruktionen unter
Verwendung der CCD-Technologie oder Fotofilms bietegdrucksvoll den Vorteil der neuen
DED-Technologie.

Im Falle der 3D-Rekonstruktion des quartaren Komgse(ERj1, BiP und Sec61 am 80S
Ribosom) wurde fur die Bildaufnahme ein Fotofiimngegsetzt. Obwohl fir die 3D-
Rekonstruktion annéhrend die dreifache Anzahl aniketn (60.221 Partikel) eingesetzt
wurde, musste aufgrund der gegebenen Auflosun@@i®Rekonstruktion fur ein sinnvolle
Dateninterpretation mit einem Butterworth low-p&éger bei 7.0-7.2 A gefiltert werden. Die
Detaildichte ist deutlich geringer. Es sind nur 8ekundarstrukturen der rProteine und rRNA
zu erkennen. Die Seitenketten der Aminosauren sioldt aufgelést und einzelne isolierte
Nukleotide nur sehr grob.

Im Falle der 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC wuride die Bildaufnahme die CCD-
Technologie eingesetzt. Auch hier wurde, obwohlafalyr die sechsfache Menge an Partikeln
(118.400 Partikel) eingesetzt wurde, die 3D-Rekwoksibn flir eine sinnvolle
Dateninterpretation bei einer hdheren Frequenitegef{Butterworth low-pass Filter, 5-5.2 A).

M/ 9 B 8 ! ? #H *7"S@#
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Auch hier ist die Detaildichte deutlich geringeliel5eitenketten der rProteine sind ebenfalls
nicht aufgeldst, aber die Konformation isoliertexsBn der rRNAs wie zum Beispiel von C74
und C75 der Peptidyl-tRNA kénnen mit einer Genaaigkion ungefahr 2 A ungefahr
modelliert werden.

Der Vergleich zu zwei weiteren 3D-Rekonstruktionemlche durch andere Mitglieder des
Arbeitskreises angefertigt wurden, zeigen noch reickkvoller die Uberlegenheit der neuen
DED-Technologie gegeniber dem Fotofilm und der Cl&dhnologie.

Die globale Auflésung der beiden 3D-Rekonstruktiodes 80S Ribosoms liegt im Falle von
T. aestivununter Verwendung eines Fotofilms bei 5.5s& s(EMD-1780, Armache et al.,
2010) und im Falles vol. sapiensunter Verwendung der CCD-Technologie 5.8sdbs
(EMD-5592 , Anger et al., 2013). Somit zeigen beRikonstruktionen eine ahnliche globale
Auflésung wie die eigene 3D-Rekonstruktion Wrfalciparumfir die 60S Untereinheit (5,2A
FSCO,9.

Allerdings wurden erstens 2.1 Millionen Partikel filie 3D-RekonstruktionT{. aestivu
sowie 343.343 Partikel fur die 3D-Rekonstruktibh $apien¥ eingesetzt und zweitens ist der
Detailgehalt der beiden 3D-Rekonstruktionen deutlgeringer, da die Seitenketten der
Aminosauren nicht sowie die Nukleotide deutlichlschter aufgeldst sind (EMD-1780, EMD-
5592).

Anhand des Beispiels beider 3D-Rekonstruktionemi@mauch verdeutlicht werden, dass der
nummerische Wert der globalen Auflésung nur ein @tgpunkt fir die tatsdchliche Qualitat
der 3D-Rekonstruktion ist, aber entscheidend farRBkurteilung der Qualitéat die aufgeldsten
Details sind.

Somit konnte die Uberlegenheit der DED-Technolaggigeniiber dem Fotofilm und der CCD-
Technologie im Falle hochauflésender Datensammiuirgesigenen Arbeitskreis demonstriert
werden.

5.1.3 Hohe Detaildichte der modellierten Bereiche

Basierend auf der 3D-Rekonstruktion erfolgte derdbltbau, der sich auf die Plasmodien-
spezifischen Bereiche der grof3en Untereinheit iboRym fokussierte.

Auch bei dem Modellbau zeigte sich der Vorteil d@ED-Technologie. Aufgrund der
sichtbaren Ansatze der Seitenketten und der bemskgelosten Nukleotide in der 3D-
Rekonstruktion lieR3en sich die die Konformationen Nukleotide und Aminoséuren deutlich
besser bestimmen (siehel.2, S.2

Dadurch war es beim Modellbau mdglich, Abweichunden Konformationen im Vergleich
zu den eingesetzten Homologie-Modellen zu korrezierund Bereiche fur die keine
Homologie-Modelle existieren de novo zu bauen.

Auf diese Weise nahm der Informationsgehalt des élsdleutlich zu und ermdglichte eine
deutlich bessere Interpretation

Anhand dieser Strategie konnten ausgenommen voigeainflexiblen Regionen, deren
Auflésung zu schlecht war, die 5.8S rRNA und eifieil der 28S rRNA (Nukleotide 1-1600,
Domanen I/1l) sowie die umgebenden Proteine maetellverden, als auch eine interessante N-
terminalen Verlangerung im Protein L41e und demagebende Region der 18S rRNA.
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5.1.4 Konservierte N-terminale Verlangerung von L41e in @r Gruppe der Myzozoa

Das Protein L41e sitzt in einer Bindungstaschel@& rRNA nahe dem Decodierungszentrum
und formt durch Kontakte zur 28S rRNA eine Bruckeiszhen der kleinen und grof3en
Untereinheit (Ben-Shem et al., 2011).

Die genaue Funktion des nicht essentiellen Protsinsibekannt, die Deletion zeigt abeSin
cerevisiae einen Effekt auf die Peptidyl-Transferase-, diean&lokations- und die
Decodierungsaktivitat des Ribosoms (Dresios eRaD3).

Die Proteinsequenz von L41e mit 25 AS Lange istan Eukaryoten hochkonserviert (Dresios
et al., 2003) und bildet eineHelix aus (Ben-Shem et al., 2011).

In dieser Arbeit konnte im Falle von Plasmodiunmtreeds in einem Organismus eine 14 AS
lange N-terminale Verlangerung in L4le identifizieand modelliert werden. Eine
Sequenzanalyse zeigte, dass die N-terminale Vestéang auch in Organsimen anderen Phyla
der Myzozoa existiert und konserviert ist. Die \Aaderung bildet zwei deutliche konservierte
Kontakte zur 18S RNA aus, die aufgrund ihrer Kowseung anscheinend zu einem
Evolutionsvorteil fihren.

Der erste Kontakt wird durch das aus h28 herauageke inP. falciparumundsS. cerevisiae
konservierte Nukleotid A1631 sowie den konservierfaminosauren Serll und Alal3 der
Verlangerung gebildet.

h28 dient als Drehlager fur die Kopfrotation deeikkn Untereinheit bei der Translation
(Mohan et al., 2014, Fischer et al., 2010). DaKbgfrotation die Translokation der tRNAs
erleichtert (Ratje et al., 2010), kdnnte dieseramzlche Kontakt zu h28 Einfluss auf die
Translokationsaktivitat haben. Die Deletion von £4bnS. cerevisiageigt einen Einfluss auf
die Translokationsaktivitat (Dresios et al., 2003).

Der zweite Kontakt wird durch die Seitenketten Tyndd Lys10 des in der Verlangerung
durchgehend konservierten Motivs YKK und der $ cerevisiaeund P. falciparum
konservierten Tertiarstruktur (A1027, A1030 und G2 der 18S rRNA) gebildet.

Der Evolutionsvorteil kénnte durch eine Stabilisiegy der Tertiarstruktur durch YKK
entstehen. Besonders unter der Berilicksichtigurss, easich bei der Tertiarstruktur um einen
Kontakt der “central” Doméane (A1027/A1030) und ¢g&rminor” Domane (G1792) handelt.
Eine Literaturrecherche ergab, dass das Motiv Ykdktnals Bindungsmotiv fir RNA bekannt
ist. Es wurde nur in Fliege gezeigt, dass das MRW¥KK, wie es in den Apicomplexa vorliegt
(Abb.19G), in HOX-Proteinen als Bindungsmotiv fir das BnoiCBP dient (Shen et al., 2001).

Die N-terminale Verlangerung stellt einen poteteiel Angriffspunkt fir die Entwicklung
spezifischer Medikamente dar. Durch die BindunggiMedikaments an die N-terminalen
Verlangerung, kénnte die Ausbildung beider Kontaktmterdriickt werden. Besonders im
Falle des ersten Kontaktes wirde dies wahrschhialic Senkung der Translokationsaktivitat
fuhren. Eventuell kénnte durch ein gezieltes Desigimes Medikaments auch die
Translokationsaktivitdt komplett inhibiert werden.

Weiterfihrender Versuch

Da inS. cerevisia@ind P. falciparumdie am zweiten Kontakt beteiligten Nukleotide (816
sowie A1027, A1030, G1792) und Tertiarstruktur itsh sind, sollte in Erwagung gezogen
werden, L41e genetisch um die N-terminale VerlamggvonP. falciparumzu verlangern.
Anhand der Mutante kénnten verschiedene Experimentéergleich zum WT durchgefihrt
werden. Zum Beispiel kdnnte untersucht werden,iel¥ canslokationsaktivitat abweicht.
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5.1.5 P.falciparum spezifische HLH-Struktur in ES3L

Einige tertiare RNA-Motive wie der Kink-Turn baster auf einer als Helix-Interner Loop-
Helix-Struktur (HLH-Struktur) bekannten Sekundauktur (Hendrix et al., 2005, Klein et al.,
2001).

In dieser Arbeit konnte eine neuartige HLH-Struktudem Expansionssegment ES3L der 5.8S
rRNA von P. falciparumidentifiziert werden. Diese fiihrt zu einem Knieck hormalerweise
durchgehend geraden Verlauf der Helix von ES3L.

Der interne Loop der HLH-Struktur besteht aus 2Makleotiden und die flankierenden Helix-
Arme bilden Watson-Crick-Basenpaarungen aus. Auidjeines 90 Grad Knicks im Phosphat
-Ruckgrat des Loops stehen die Achsen der beidéx-Bene ungefahr im 50-60 Grad Winkel
zueinander. Der Knick wird anscheinend durch eiegidrstruktur mit zwei Nukleotiden der
28S rRNA sowie einem Kontakt zu L23 stabilisiert.

Fur den S-Typ der 28S rRNA liel3 sich eine raumdithkturell fast gleiche HLH-Struktur wie
im A-Typ vorhersagen. Allerdings besteht der Loagfgeund einer Insertion aus drei
Nukleotiden und die Nukleotidsequenz in einem Haelix ist nicht konserviert. Solche
Abweichungen sind im Falle andere RNA-Motive wiemd&ink-Turn aber auch bekannt
(Leontis und Westhof, 2003, Klein et al., 2001).

Ob es sich bei der neuen HLH-Struktur um ein gdiesreRNA-Motiv handelt bleibt zu
untersuchen. Hierfiir misste dieses in weiteren Ridéstifiziert werden.

Durch die HLH-Struktur kommt es zu eirferfalciparumspezifischen Neu-Positionierung des
terminalen Helix-Arms. Dadurch bildet der Helix-Armine abgeflachte, plattformartige
Struktur an der Oberflache des Ribosoms aus. Diktstelle Plattform konnte aufgrund der
raumlichen Nahe zu L23 und zahlreicher Kontaktd.29 eine Erweiterung der universellen
ribosomalen Bindungsstelle (L23 und L29, Pech gt24110) furP. falciparumspezifische
Proteine darstellen oder die Funktion von L29 mmdah. An die universelle Bindungsstelle
binden Proteine wie Sec6l1, welche mit dem Tunnelexier der naszierenden Kette
interagieren (ebd.). Dabei ist der terminale Hélixa im S-Typ um 8 Nukleotide l&nger als im
A-Typ und bildet somit wahrscheinlich eine grol3etattform.

Die Plasmodium spezifische Plattform stellt eineateptiellen Angriffspunkt fur die

Entwicklung spezifischer Medikamente dar. Durch Biadung eines Medikaments an die
Plattform, konnte eventuell durch eine entsprecheadmliche Ausdehnung des Medikaments
die Bindung von Proteinen an die universelle Birghstelle blockiert werden. Da das
Medikament dabei an der Oberflache des Ribosomdebimgelten auch nicht die gleichen
GroRRenrestriktionen wie fir Medikamente, die in bhagere des Ribosoms gelangen missen.
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5.2 Projekt II: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplexe mit dem
Liganden ERj1

Das in der ER-Membran sitzende Type | Trans-Memibhantein ERj1 weist eine teilweise
Homologie zu Sec63 auf (Kroczynska et al., 2004) kann wie Sec63 mit der luminalen J-
Domane BIP binden (Dudek et al., 2005). Zuséatzkahn ERj1 mit einer positiv geladenen
Sequenz im zytosolischen Bereich an das Ribosordehirund falls BiP nicht an ERj1
gebunden vorliegtin vitro die Translation inhibieren (Dudek et al., 2005%. \&ird daher
vermutet, dass ERj1 eine regulierende Rolle beilrdamslokation in das ER spielt (sieh&.2,
S.13 (ebd.).

Es existiert eine niedrig aufgeléste 3D-Rekonstank(20 A) eines C-terminalen Fragments
von ERj1 (ERj1C) am leeren 80S Ribosom (Blau et24l05). Diese legt nahe, dass sich die
Bindungsstellen von ERj1 und Sec61 uberschneiddrsioh eventuell in ihrer Bindung an das
Ribosom beeinflussen (ebd.). Allerdings ist diesder geringen Auflosung nicht sicher zu
beurteilen (ebd.). Ansonsten liegen keine struliemelnformationen tber die Bindung von
ERj1 am Ribosom vor.

Daher wurde in dieser Arbeit versucht die Bindumgl unteraktion von ERj1 am Ribosom
strukturell genauer zu untersuchen. Hierfir wurdethaufgeloste 3D-Rekonstruktionen
verschiedeneiin vitro-Rekonstitutionen von Liganden/Ribosomen-KompleXghosomale
Komplexe) mithilfe der SP-Kryo-EM generiert.

Trotz der erfolgreichenin vitro-Rekonstitutionen konnten ERj1 und BiP aber in den
zugehorigen 3D-Rekonstruktionen nicht identifiziestrden. Es ist anzunehmen, dass ERj1
aufgrund hydrophober Interaktionen mit dem Kryo-EWd dissoziiert oder zu flexibel ist, um
visualisiert zu werden.

Entgegen einer bestehenden Hypothese (Benedix 20aD) konnte aber gezeigt werden, dass
ERj1 und Sec6in vitro simultan an das Ribosom binden kénnen und BiPekeklinfluss auf
die Bindung hat.

Auch wurde eine hochaufgeldste 3D-Rekonstruktiom 8ec61 am 80S Ribosom erhalten, in
welcher die Kontakte von Sec61 zum 80S Ribosomebemsfgeldst sind als in den damals
veroffentlichten 3D-Rekonstruktionen (Becker et 2009, Ménétret et al., 2008).

5.2.1 Erfolgreiche in vitro-Rekonstitutionen der ribosomalen Komplexe

Fur diein vitro-Rekonstitutionen wurden im Labor gereinigtes Se€&nis lupus familiarig
leere 80S RibosomerCanis lupus familiaris und RNCs (DP120-RNCTriticum aestivum
eingesetzt sowie durch den KollaborationspartnerZk@mermann zur Verfigung gestelltes
gereinigtes, rekombinantes EERj1 (ERj1) und HisBIiP (BiP) H. sapien¥ (Benedix et al.,
2010).

Ein Protokoll fur die bendétigtemm vitro-Rekonstitutionen konnte erfolgreich etabliert wesrd
Ligand ERj1 am Ribosom (dimerer Komplex), LigandjERnd Sec61 am Ribosom (tertiarer
Komplex) und Ligand ERj1, Sec61 und BiP am Ribogqguartarer Komplex).

In den zugehdrigen Bindungstests wurde eine l@biveichenden Stéchiometrie der Liganden
erhalten: ERj1 lag leicht Uberstéchiometrisch, BiReist unterstdchiometrisch und Sec61
stochiometrisch in den Komplexen gebunden vor.
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Auch in Bindungstests anderer Arbeiten wurde esneht Uberstochiometrische Bindung von
ERj1 erhalten (Dudek et al., 2002, Dudek et al053)0Ebenso wurde bei der erfolgreichen 3D-
Rekonstruktion von ERj1IC am 80S Ribosom im zugesiri Bindungstest dein vitro-
Rekonstitution eine leicht UberstéchiometrischedBimg fliir ERj1C erhalten (Blau et al., 2005).
Dies legt nahe, dass ERj1 nicht Gberstochiometsighr unspezifisch bindet, sondern sich im
Vergleich zu den anderen Proteinen im SDS-PAGE f@&®sie) nur besser einfarben lasst.

5.2.2 Keine ldentifizierung von ERj1 oder BiP in den 3D-Rekonstruktionen

Es wurden 3D-Rekonstruktionen fur drevitro-Rekonstitutionen des dimeren und quartaren
Komplexes am 80S Ribosom und DP120-RNC bei niedAgédtsung generiert sowie fur den
guartaren Komplex am 80S Ribosom bei hoher Auflgsun

Im Gegensatz zu der 3D-Rekonstruktion von ERj1C 848 Ribosom (Blau et al., 2005)
zeigten die 3D-Rekonstruktionen der dimeren Komglk&ine nicht-ribosomale Extradichte,
welche ER]j1 zugeordnet werden konnte.

Im Falle des quartaren Komplexes wurde eine niitlitsomale Extradichte erhalten. Durch
einen Rigid Body Fit eines isolierten Modells voec61 (PDB: 4W24, 4W25,Voorhees et al.,
2014) konnte dieses in der Extradichte identifiaiegrden. Dabei waren die Helices von Sec61
zum grof3ten Teil gut aufgeldst und zu identifiziere

Alle Kontakte zwischen der Extradichte und dem Rdora konnten entweder Sec61 zugeordnet
werden oder es handelte sich um Kontakte zwiscleerMikzelle und dem Ribosom, welche
auch in anderen 3D-Rekonstruktionen bestanden @extkal., 2009, Ménétret et al., 2008).
Somit wurde kein neuer Kontakt identifiziert, def aine Bindung von ERj1 hindeutete. Auch
konnte ER]j1 nicht als Bestandteil der Mizelle idigziert werden.

Somit konnten anhand der generierten 3D-Rekonsbnga keine neuen strukturellen
Informationen Uber die Bindung von ERj1 am Riboggegwonnen werden.

Allerdings war in der 3D-Rekonstruktion des quatéikKomplexes Sec61 und besonders
dessen Kontakte zum Ribosom besser aufgeltst alenrzu diesem Zeitpunkt existierenden

3D-Rekonstruktionen von Sec61 am Ribosom (ebd.) diedte als wertvolle Referenz im
Labor.

5.2.3 Ursache fir die erfolglose Identifizierung von ERjlin den 3D-Rekonstruktionen

Erfolglosein vitro-Rekonstitution ist auszuschliel3en

Eine erfolglosen vitro-Rekonstitution trotz positiver Bindungstests kame im Folgenden
nochmals kurz zusammengefasst, ausgeschlossennwverde
Dabei kommen drei Ursachen fur ein fehlerhaftestiwes Ergebnis eines Bindungstests in
Frage: Aggregation oder unspezifische Bindung dgamden bei dein vitro-Rekonstitution
sowie die Existenz unterschiedlicher Subpopulaticare ribosomalen Komplexen.
Eine Aggregation oder unspezifische Bindung von 1ERjn den in vitro-
Rekonstitutionsansatzen kann ausgeschlossen weddem den Bindungstestes trotz eines
eingesetzten Uberschusses an ERj1 nur eine schiildetstochiometrische Bindung am
Ribosom erhalten wurde und diese auch im Fall deigeeichen 3D-Rekonstruktion von
ERjC1 am 80S Ribosom erhalten wurde (Blau et 8052 Dabei ist wie bereits beschrieben
wurde, die schwach Uberstéchiometrische Bindungemé bessere Einfarbung von ERj1 im
SDS-PAGE (Coomassie) zurtickzufuhren (siglil, S.9D
Die Existenz von Subpopulationen kann ebenfallsgesshlossen werden, da ERj1
stéchiometrisch am Ribosom gebunden vorlag undtgedes Ribosom mit ERj1 besetz war.
5
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Nachtrdgliche Dissoziation von ERj1 am wahrschehdien

Fur die fehlende Identifizierung von ERj1 in den-B@konstruktionen kommen drei Ursachen
in Frage: Unzureichende Auflosung der 3D-Rekonsioaksowie Flexibilitdt oder Dissoziation
des Liganden.

Aufgrund der hohen Detaildichte im Falle der 3D-Bedtruktion des quartaren Komplexes ist
es unwahrscheinlich, dass ERj1 wegen einer unhgeden Auflosung im Bereich der Mizelle

nicht identifiziert wurde. Auch wurde im Falle ddsmeren Komplexes keine Extradichte

identifiziert.

Es besteht die Mdglichkeit, dass ERj1l eine hoheibiléat aufweist und daher nicht
auszulésen ist. Zum Beispiel aufgrund fehlendebiksgerender Interaktionen mit der ER-
Membran.

Allerdings konnte ERj1C am Ribosom identifiziertrdlen (Blau et al., 2005) und somit scheint
der C-terminale Bereich von ERj1 ausreichend rigisein, um visualisiert zu werden (ebd.).
Es ist aber nicht auszuschlieR3en, dass im FalleBRyl aufgrund der grof3eren Masse des
gesamten Proteins sowie der TM-Doméne umgebendetellblidas C-terminale Ende
destabilisiert wird.

Die nachtragliche Dissoziation von ERj1 bei derpration der Grids aufgrund hydrophober
Interaktionen zwischen der TM-Doméne und dem Kalnhef scheint aber am
wahrscheinlichsten.

Erstens weist ERj1 keine starke Bindung zum Ribosofnda es weder Bestandteil der RAMP-
Fraktion ist (Wang und Dobberstein, 1999) nochKieKonzentration Giber 200 mM an das
Ribosom bindet (Dudek et al., 2005).

Zweitens zeigt die Datenprozessierung, dass ine kalh Sec61 auch nur 2/3 der Ribosomen
eine Besetzung mit Sec61 aufwiesen, obwohl derwBigsdtest eine stéchiometrische Bindung
von Sec61 am Ribosom belegte. Somit ist ein TalSec61 ebenfalls nachtraglich dissoziiert,
obwohl Sec61 Bestandteil der RAMP-Fraktion ist enst bei hohen kKonzentrationen vom
Ribosom dissoziiert (Wang und Dobberstein, 1999).

Drittens wirde eine nachtragliche Dissoziation awig hydrophober Interaktionen erklaren,
warum eine 3D-Rekonstruktion von ERj1C am 80S Ribosnoglich war (Blau et al., 2005).
ERj1C weist ndmlich keine hydrophobe Transmembrar@de auf, welche mit dem Kohlefilm
des Grids interagieren konnte.

Die Mdglichkeit der nachtraglichen Dissoziation dvirauch im Falle anderer 3D-
Rekonstruktionen wie zum Beispiel der erfolglos@nR3ekonstruktion von OST am Ribosom
in Betracht gezogen (Menetret et al., 2005).

5.2.4 in vitro-Rekonstitutionen belegen simultane Bindung von ERjund Sec61

Wie in der Einleitung beschrieben, besteht die Hlypse, dass ERj1 eine regulierende Rolle in
der co-translationalen Proteintranslokation spigliehe 1.5.2, S.1B8 Aufgrund neuerer
Ergebnisse wird postuliert, dass ERj1 im BiP-ungelamen Zustand eine simultane Bindung
von Sec61 an das Ribosom verhindert und erst deireh Konformationsénderung aufgrund
der Bindung von BIiP die simultane Bindung von See6fhdglicht (Benedix et al., 2010).

Das Postulat beruht erstens darauf, dass ERj1 RruBgebunden Zustand aber nicht im BiP
gebundenen Zustand die Translatiowitro inhibiert (Dudek et al., 2005).

Zweitens bildet in der 3D-Rekonstruktion von ERJ&@ 80S Ribosom ERJ1C bei der
gegebenen Auflosung Kontakte zu L23 sowie L29 ausl womit Uberlappen die
Bindungsstellen von ERj1 und Sec6lam Ribosom (Btal., 2005).
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Drittens zeigen experimentelle Daten unter Nutzwuey ,Surface plasmon resonance
spectroscopy”, dass ERj1 im BiP-ungebundenen Zdstare hohere Affinitat fir das Ribosom
aufweist als im BiP-ungebundenen Zustand sowie BERjBIP ungebunden Zustand (30 pM)
eine hohere Affinitat als Sec61 fur das RibosonD(rh) zeigt (Benedix et al., 2010).

In keinen der Experimente wurde aber untersuchERjd und Sec61 simultan an das Ribosom
binden kénnen.

In dieser Arbeit konnte aufgrund der erfolgreiclimritro-Rekonstitutionen unterschiedlicher
ribosomaler Komplexe erstmals gezeigt werden, &2 und Sec61n vitro nicht um die
Bindung an das Ribosom konkurrieren. Auch konnizegg werden, dass BiP keinen Einfluss
auf das Bindungsverhalten von ERj1 und Sec61 haben.

Damit konnte das Postulat widerlegt werden und Ampassung der Hypothese muss erfolgen.
Eventuell binden ERj1 und Sec6l1 zwar simultan, alieRjl beeinflusst Uber
Konformationsanderungen die Funktionalitat von 3ec6

5.2.5 Suboptimale Reinigungsstrategie fur ERj1

Das von dem Arbeitskreis AG Zimmermann freundliglhese zur Verfigung gestellte
gereinigte rekombinante Protein KiSRj1 (ERj1, H. sapien} enthielt eine sehr grof3e
Subpopulation an aggregationsanfélligem ERj1. Ver @®urchfihrung einerin vitro-
Rekonstitution konnte diese Subpopulation durcle &eantrifugation mit dem Pellet in Form
von Aggregationen abgetrennt werden (ca. 80% deva@gpopulation) und der Uberstand
erfolgreich fir dien vitro-Rekonstitution eingesetzt werden.

Die Aggregationsneigung der Subpopulation beruhtéhlwauf einer nicht nativen oder
fehlerhaften Faltung von ERj1 und war wahrscheinbaf die gewahlte Reinigungsstrategie
von ERj1 zurtckzufuhren.

Die Reinigung erfolgte durch eine heterologe Ubpression des rekombinanten ProteinssHis
ERj1 im Zytoplasma voE. coliund einer anschliel3enden Reinigung aus Einscliyssichen
(Benedix et al., 2010) .

Bei den Einschlusskérperchen handelt es sich unrefgde, welche zum gro3ten Teil aus
irregular oder nicht vollstandig gefalteten Progsirbestehen (Ventura und Villaverde, 2006).
Zum Beispiel wird die fehlerhafte Faltung durch esityberlastung der existierenden
Faltungssysteme aufgrund der Uberexpression vehirgaer durch fehlende eukaryotische
Systeme der post-translationalen Proteinmodifikatiovelche fiir die Stabilisierung und
korrekte Faltung einiger Proteine notwendig singhi@v et al., 2008).

Daher sind bei der Solubilisierung der Proteine aden Einschlusskdrperchen
Pufferbedingungen zu wahlen, welche eine korrektekRaltung der Proteine in ihren nativen
und aktiven Zustand ermdglichen (ebd.).

Im Falle von Membranproteinen wie ERj1 missen zlistDetergenzien zur Solubilisierung,
Isolierung und Stabilisierung eingesetzt werdem (ind Guidotti, 2009), um die hydrophoben
Transmembrandomanen durch Detergens -Mizellen raadden hin abzuschirmen. Dies
erschwert das Auffinden der optimalen Pufferbednggn fir eine korrekte Ruckfaltung.

Aufgrund der hohen Subpopulation an aggregatioddiagzdn ERj1 war die korrekte
Ruckfaltung in der Reinigung nicht effizient. AlteBngs war die erhaltene Subpopulation an
nicht aggregationsanfallige ERj1 ausreichend figr Ekperimente. Auch lag ERj1 in dieser
Subpopulation im nativen oder fast nativen Zustamg da es in Abhangigkeit von BiP eine
inhibierende Wirkung auf die Translation des Ribusaeigte. (Dudek et al., 2002).
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5.®0fekt Il: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Komplexé dem Liganden ERj1

Dennoch sollte in zukinftigen Experimenten erwogeerden die Reinigungsstrategie
folgendermal3en anzupassen.

Im Labor ist ein Protokoll zur Reinigung von Sec® der ER-Membran vdb. cerevisiae
Uber einen fusionierten Protein A-Tag etabliertigEdekannt, dass die Expression von ERj1
die Inaktivierung des Gens von SEC63®incerevisia&komplementieren kann (Kroczynska et
al., 2004). Somit sollte durch eine Ersetzung dess3ur Sec63 durch das Gen von ERj$.n
cerevisiaeunter der Nutzung der etablierten Reinigungssiratiir Sec63 eine Reinigung von
ERj1 moglich sein. Bei dieser Reinigungsstrategielgt kein denaturierender Schritt und die
Reinigung erfolgt aus der ER-Membran. Daher sd@ltee qualitativ bessere Reinigung von
naiven ERj1 mdglich sein als tUber die ReinigungBuaschlusskorperchen.

Auch wére die Rekonstitution von ERjl-haltigen Bodiposomen am 80S Ribosom zu
erwagen. Eventuell stabilisieren die ProteoliposonteRjl ausreichend fur eine 3D-
Rekonstruktion mit Hilfe der SP-Kryo-EM.
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5.3 Projekt Ill: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Das Protein XBP1u ist Bestandteil des IRE1-Signgbve der ,Unfolded Protein Response*
(UPR) in hoheren Eukaryoten und wird in den Zekenstitutiv exprimiert (Yoshida et al.,

2001).

Im Zuge der UPR wird die mRNA Xbplu durch das aktie ER-Membranprotein IRE1

gespleifdt (ebd.) und das Translationsprodukt XBérsgespleiten mRNA ist ein aktiver
Transkriptionsfaktor in der UPR (ebd.).

In S&ugern wurde gezeigt, dass die mRNA von XBRIudén SpleiRvorgang an der ER-
Membran lokalisiert werden muss (Yanagitani et24lQ9). Die Lokalisierung erfolgt ber eine
in Saugern konservierte hydrophobe Region (HR2)der naszierenden Kette eines
translationsarretierten XBP1u-RNC (Yanagitani et2011).

Aufgrund einer fehlenden 3D-Rekonstruktion des Rékistiert bis jetzt keine strukturelle

Beschreibung tiber den Mechanismus des Translatiesses.

Vor diesem Hintergrund konnte in dieser Arbeit Egfeich unter Nutzung der SP-Kryo-EM
eine 3D-Rekonstruktion des XBP1lu-RNC mit der deran$lationsarrest-verstarkenden
Mutation S255A in der Arrestsequenz von XBPHu §apieny generiert werden (hXBP1-
RNC) (ebd.).

Anhand der 3D-Rekonstruktion konnten fir den Med@rans des Translationsarrests relevante
strukturelle Merkmale herausgearbeitet und ein Mobezliglich des Mechanismus des
Translationsarrestes postuliert werden. Dabei weest vorgeschlagene Mechanismus im
Vergleich zu den Mechanismen anderer Arrestpeptigdannte sowie neue Elemente auf.

Zudem lie3 sich in der Arbeitn vitro ein translationsarretierter XBP1u-RNC 0D.
melanogaster generieren (fXBP1u-RNC). Aufgrund dessen Existennd uunter
Bertcksichtigung weiterer Literatur wird postuliettaiss die Lokalisierung von XBP1u an der
ER-Membran Uber einen translationsarretierten XBRMC im Reich der Tiere konserviert
ist.

5.3.1 Erfolgreiche 3D-Rekonstruktion des hXBP1-RNC anhandyereinigter RNCs

Die Generierung des hXBP1-RNC mit der Translatiomesaverstarkenden Mutation S255A
erfolgte in einem zellfreien Translationssystemt(Riabbit Reticulocyte Lysate System,
Promega).

Aufgrund einer erhbhten Aggregationsneigung des PRXKBRNC wurde das im Arbeitskreis
etablierte Standardprotokoll der RNC-Reinigung mpgrt. Dadurch konnte die
Aggregationsbildung minimiert und die vorhandeneggregate abgetrennt werden. Auf diese
Weise konnten aggregatsfreie hXBP1-RNCs in auseeidér Menge fur die SP-Kryo-EM
gereinigt werden.

Eine Struktur des hXBP1-RNC konnte mithilfe der &fyo-EM ermittelt werden. In der
Struktur weist das Ribosom eine fast stochiomdtadBesetzung mit einer Peptidyl-tRNA in
der P-Stelle auf und die naszierende Kette setiwtesKontakte zur Wand des Exit-Tunnels
konnten Uber den gesamten Tunnelverlauf visualigierden.
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Die globale Aufldsung der 3D-Rekonstruktion lag Be8 A (FSGs 118.400 Partikel), die
lokale Auflésung des Exit-Tunnels war jedoch besset betrug 6-7 A, da diese Region zum
konservierten und wenig flexiblen Kern der gro3amddeinheit gehort. Die Auflosung der
naszierenden Kette selbst war jedoch niedrigers Renn daran liegen, dass sie in weiten
Teilen flexibler ist und multiple Konformationenfawist.

Im letzten Sortierungsschritt wurde neben der Spbjation des hXBP1-RNC auch eine
Subpopulation an leeren 80S Ribosomen erhalten. dlabale Auflosung dieser 3D-
Rekonstruktion lag bei 8.0 A (FS€ 156.202 Partikel).

Es ist zu erwahnen, dass die ribosomalen Partilk@l der Datensammlung einen
Orientierungsbias aufwiesen. Viele Partikel warethdar ER-Membran zugewandten Seite des
Ribosoms zum Kryo-Grid ausgerichtet, wahrscheinhciigrund hydrophober Interaktionen
zwischen dem Grid und der stark hydrophoben RelgiR2 in der naszierenden Kette.

Ein Orientierungsbias fiihrt aufgrund der Uberpréstion bestimmter Projektionsgruppen zu
einer Verzerrung der Rickprojektion bei der Datempssierung und somit zu einer geringeren
Auflésung der 3D-Rekonstruktion.

Daher sollte im Falle zukinftiger DatensammlungdRNA-Konstrukte mit deletierter HR2-
Region fur die Generierung der RNCs eingesetzt/oddreinein vitro-Rekonstitution von
Sec61 am hXBP1-RNC vor der Datensammlung durchgefigrden. Im Arbeitskreis konnte
gezeigt werden, dass eife vitro-Rekonstitution mit Sec61 im Falle der Datensammlun
translationsarretierter RNC zu einer Verringerumg @rientierungsbias fuhrt (Preis et al.,
2014, Becker et al., 2011, Becker et al., 2009).

5.3.2 Relevante strukturelle Merkmale in dem hXBP1-RNC

Die 3D-Struktur von hXBP1-RNC wurde mit Hilfe vordener Kristallstrukturen und Kryo-
EM-Karten interpretiert (sieh&.3, S.9% Darunter befanden sich Kryo-EM-Karten des leeren
80S Ribosoms sowie translationsarretierter RNCsdenit Arrestpeptiden SecM (Bhushan et
al., 2011, EMD-1829), TnaC (Seidelt et al., 20081=1657), AAP (Clara Barrio Garcia, AG
Beckmann, nicht verdffentlicht) und dem artifizezll Arrestpeptid DP120 (Becker et al., 2009,
EMD-1652).

Durch Zuhilfenahme einer Differenzdichte-Karte vaXBP1-RNC und dem leeren 80S
Ribosom konnte auch ein Poly-Alanin-Modell desRUckgrads fur die naszierende Kette und
das CCA-Ende der Peptidyl-tRNA modelliert werden.

Bei der molekularen Analyse der 3D-Struktur ergalerh folgende Beobachtungen. Im
Vergleich zu den anderen translationsarretierterC&Nst die gesamte Peptidyl-tRNA in
Richtung P-Loop und L10e verschoben und es bilden seue Kontakte zwischen dem
Akzeptorarm und P-Loop sowie P-Site-Loop von L10g. ®adurch kommt es anscheinend zu
einer Stabilisierung des oftmals flexiblen P-Sitmps von L10e (Sulima et al., 2014).

Des Weiteren ist aufféllig, dass das CCA-Ende meeiabweichenden Konformation im
Vergleich zu den anderen translationsarretierte&Worliegt. Dabei scheint die konservierte
Watson-Crick-Basenpaarung zwischen C74/C75 des Efdes der tRNA und G2251/G2252
des P-Loops der 28S rRNA nicht ausgebildet zu werdéer geschwacht zu sein. Die
Basenpaarung ist aber relevant fur die korrektdtiBogrung der Peptidyl-tRNA im PTC
(Leung et al., 2011).

Zudem ist die Esterbindung zwischen A76 und deeerrdminosaure der naszierenden Kette
relativ zum PTC in Richtung P-Loop verschoben. IRCRelbst liegt A2602 anscheinend nicht
in der induzierten Konformation vor.
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In der induzierten Konformation koordiniert A2602itnJ2854 ein Wassermolekll als
Oxyanionhdhle fur die Peptidyl-Transferase-Reak{®imonovHund Steitz, 2009).
Downstream des PTCs wurden weitere, vermutlich tigehzentrale Kontakte (wie A2058,
A2059, U2609, A2062 und A761) zwischen der nasmeee Kette und der Tunnelwand
identifiziert, die fur ihrer Rolle in der Aktivieng des Translationsarrests bekannt sind (Ito und
Chiba, 2013).

Dartber hinaus wurde eine hXBP1-spezifische Brliokeberen Bereich des Exit-Tunnels
identifiziert, die durch die zwei Kontakte der nasenden Kette zu A2062 und C2610
ausgebildet wird.

5.3.3 Postulierter Mechanismus fiir den Translationsarresim hXBP1-RNC

Die strukturellen Merkmale der 3D-Struktur fihren rinem einfachen Modell fiur die
Translationsinhibition durch hXBP1:

Aktivierung des Translationsarrests

Die Aktivierung des Translationsarrestes erfolgtctiudie Interaktion der naszierenden Kette
mit der Tunnelwand des Exit-Tunnels. Dies wurdeosdtir die Arrestpeptide SecM (Bhushan
et al.,, 2011), AAP (Bhushan et al., 2010b) sowiaJr{Seidelt et al., 2009, Bischoff et al.,
2014) postuliert und ist auch im Falle von hXBPZlahwscheinlich, da Mutationen in der
Arrestsequenz von XPP1u zu einer Starkung oder &dimwmg des Translationsarrestes fihren
(Yanagitani et al., 2011). Wie bei den erwahnterrestpeptiden beobachtet fihrt die
Interaktion mit der naszierenden Kette zu Konforore&nderungen einiger Nukleotide und
Aminosauren in der Tunnelwand (Bhushan et al., 2@hushan et al., 2010b, Seidelt et al.,
2009, Bischoff et al., 2014). Aufgrund dieser Kamfationsanderungen kommt es vermutlich,
wie fur Arrestpeptide generell angenommen (Wilsamd uBeckmann, 2011), zu einer
Signalubertragung in die fur den Translationsarregevanten Regionen und dessen
Aktivierung. Dabei sind die genauen allosteriscbBetails der Signalibertragung bisher nicht
verstanden (ebd.).

Die Relevanz vieler der in hXBP1-RNC identifiziert&ontakte (wie A2058, A2059, U2609,
A2062 und A761) sind auch im Falle anderer Arrgstie fir die Aktivierung des
Translationsarrests bekannt (Ito und Chiba, 2013).

Eventuell ist eine im hXBP1-RNC spezifische den Aelniberspannende Bricke in eine
Modellierung der SignalUbertragung involviert. Belicke wird durch die starken Kontakte
der im Tunnel gegentberstehenden Nukleotide A20&2 ©2610 zur naszierenden Kette
gebildet.

A2602 ist Bestandteil des ,A-Patch* (A2058, A20582503 und A2062) und C2610
benachbart zu U2609 des ,U-Patches" (U2609, U1tBA86 und A2587) (Rodnina et al.,
2011, S.383). Bei dem A- und U-Patch handelt ed gien potentielle Wege der
Signalubertragung, die vermutlich Signale aus damnél in das PTC ubertragen kénnen
(ebd.). Die Briicke konnte daher zum Austausch vignden zwischen den beiden Patches
dienen und in die spezifische Modellierung des Slaionsarrestes in hXBP1-RNC involviert
sein.

Die Mutation von C2610 zeigt im Falle des Erythramyverstarkten Translationsarrests durch
das Arrestpeptid ermCL einen deutlich senkendeekEHuf den Translationsarrest (Vazquez-
Laslop et al., 2011) und ist bis jetzt das einpigklizierte Beispiel fur einen Kontakt zu C2610.
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L10e bewirkt eine Verschiebung der Peptidyl-tRNAMRuUng P-Loop

In der 3D-Rekonstruktion des hXBP1-RNC weist digtlRlyl-tRNA in der P-Stelle eine
ungewdhnliche Verschiebung in Richtung L10e undoegd. auf, besonders stark ausgepragt
im Bereich des Akzeptorarms (~5 A). Es bestehent#da zwischen dem Akzeptorarm und
L10e und der flexible P-Site-Loop von L10e liegeiner stabilisierten Konformation vor.

Da L10e anscheinend Signale zwischen dem PTC uddram funktionalen Zentren des
Ribosoms ubermittelt (Sulima et al., 2014) und ddwdle bei der Bewegung der tRNA durch
das Ribosom spielt (Petrov et al., 2008), wird aeser Stelle vermutet, dass die
Signalliibertragung aus dem Exit-Tunnel eine Konfdionadnderung von L10e bewirkt.
Aufgrund der Konformationsénderung bildet der Re&ibop Kontakte zu dem Akzeptorarm
der Peptidyl-tRNA auf und bewirkt dessen Verschighu

Verschiebunqg der Peptidyl-tRNA fihrt zu einer Kami@ationsdnderung des CCA-Endes und
somit zu einer fehlerhaften Positionierung der BlgptRNA

Der einzelstrangige 3'-Uberhangs des AkzeptorartNg3{A76) zeigt eine deutliche
Konformationsanderung, vermutlich aufgrund der ricimen Nahe zum P-Loop.

Die raumliche Nahe wird wahrscheinlich durch newatakte zwischen dem letzten Basenpaar
(N1/N72) des Akzeptorarms und den Nukleotiden G2&2256 des P-Loops stabilisiert.

Das Ribose-Phosphat-Ruckgrat liegt parallel zumawédes P-Loops verformt vor. C74 und
C75 des CCA-Endes nehmen aufgrund der rAumlichée Néitliche Konformationen zum P-
Loop an und koénnen keine Watson-Crick-BasenpaateG2251 und G2252 des P-Loops
ausbilden. Die Watson-Crick-Basenpaarungen sind f@ipeeine korrekte Positionierung der
Peptidyl-tRNA im PTC notwendig (Leung et al., 2011)

Die relative Verschiebung der Esterbindung fihrt eimer Inhibierung der Peptidyl-
Transferase-Reaktion und somit zum Translationsirre

In Relation zum PTC fuhrt die nicht korrekte Pasiterung der Peptidyl-tRNA zu einer Ver-
schiebung von A76 sowie der Esterbindung zur nesziten Kette um ~ 2 A in Richtung P-
Loop!®

Da selbst geringste Verschiebungen des Substrat€Effizienz der Peptidyl-Transferase-
Reaktion aufgrund einer ungunstigen Geometrie meriem (Wilson und Beckmann, 2011),
fuhrt die Verschiebung der Esterbindung in Relatiaom PTC vermutlich zum
Translationsarrest.

Eine Reduzierung der Effizienz der Peptidyl-Tran®teaktion wird im Falle der
entgegensetzte Verschiebung der Esterbindung itM-&C ebenfalls unterstellt (Bhushan
et al., 2011).

.. & - B!/ & (%2, + %2
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Eventuell verstarkt nicht induzierte KonformatiommvA2602 den Translationsarrest

Das flexible Nukleotid A2602 koordiniert mit U28%in Wassermolekul als Oxyanionhohle
im PTC fur die Peptidyl-Transferase-Reaktion (SimoRund Steitz, 2009).

In der 3D-Rekonstruktion scheint A2602 nicht in defuzierten Konformation vorzuliegen,
sondern durch die raumliche Nahe zu der neuen Koradtion von C74 in einer abweichenden
Konformation stabilisiert. Dies ist bei der gegederAuflosung allerdings nicht sicher zu
beurteilen und ist Gegenstand zukunftiger Untersagkn.

Falls A2602 aber in einer neuer Konformation vajkonnte dies zu einer weiteren Senkung
der Effizienz des Peptidyl-Transfers fihren und s@®n Translationsarrest verstarken.

Im Falle des Arrestpeptids SecM ist zum Beispiel\derschiebung der Esterbindung fir einen
effizienten Translationsarrest nicht ausreichenou@an et al., 2011).

Spannungen im 3’-Uberhang filhren wahrscheinlich varmibergehenden Translationsarrest

Die Konformationsanderung des 3"-Uberhangs aufgaedraumlichen Nahe zum P-Loop
fuhrt wahrscheinlich zu starken Spannungen. Daherd wangenommen, dass die
Konformationsanderung nicht stabil ist und wiededie normale Konformation zurtickspringt.
Dadurch kommt es zur Aufhebung der InhibierungRigptidyl-Transferase-Reaktion.

5.3.4 Elemente des Translationsarrest im hXBP1-RNC im Kotext

An dieser Stelle werden einige Elemente des pestah Mechanismus des

Translationsarrestes im hXBP1-RNC mit denen andemaslationsarretierter RNC mit einem

Arrestpeptid verglichen und somit in Kontext geseabei wird gezeigt, dass der postulierte
Mechanismus des Translationsarrests in hXBP1-RN&lge, ahnliche und neue Elemente
nutzt.

Allen Arrestpeptiden ist gemeinsam, dass sie eikivi@rung des Translationsarrestes tber
die Interaktion ihrer Arrestsequenz mit der Tunragid des Exit-Tunnels bewirken.

Einige Arrestpeptide bendtigen aber fur eine Alivhg die Bindung eines zusatzlichen
Faktors im Exit-Tunnel sowie dessen Interaktion deit naszierenden Kette. Als prominente
Beispiele sind Tryptophan im Falle des ArrestpepiidaC (Bischoff et al., 2014) und Arginin
im Falle des Arrestpeptids AAP zu nennen (Bhushiaal.e2010b). Das Arrestpeptid Xbplu
bendtigt keinen zusatzlichen Faktor.

Die Arrestpeptide kdnnen in drei Kategorien eintietesrden, abhangig davon welchen Schritt
der Translation sie inhibieren: Inhibierung der r&lakation (1.Kategorie), des
Peptidyltransfers (2.Kategorie) oder der Hydrolgeeder Termination (3.Kategorie).

Den Arrestpeptiden der 2. und 3. Kategorie ist gagaan, dass der Mechanismus des
Translationsarrests zu einer Inaktivierung des Pd@xh eine Inhibierung der Peptidyl-
Transferase-Reaktion fuhrt (Wilson und Beckmanri,120

Die in hXBP1-RNC festgestellte Inhibierung der RdytTransferase Reaktion durch eine
Verschiebung der Esterbindung in Relation zum PXi&tiert auch im Fall des Arrestpeptids
SecM (Bhushan et al., 2011). Interessanterweis@gertlie Verschiebung in der gleichen
GroRenordnung (~2A), allerdings in die gegensételiRichtung.

Auch ist im Falle von hXBP1u die Aminosaure in deftelle nicht wie im Falle von SecM
essentiell fir den Translationsarrest (Yanagitaal.e2011).
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5.3kt Ill: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Eine Inhibierung der Peptidyl-Transferase Reakkann auch aufgrund einer abweichenden
Konformationen der Nukleotide von der induziertesnkormation im PTC erfolgen.

Zum Beispiel fuhrt im Falle des Arrestpeptids Erm@he Konformationsanderung von U2585
zu einer Inhibierung der Peptidyl-Transferase-ReakfArenz et al., 2014) und im Falle von

TnaC verhindern A2602 und U2585 in einer nicht mdrten Konformationen wahrscheinlich

die korrekte Bindung des Terminationsfaktors RF&¢Boff et al., 2014, Seidelt et al., 2009).

In hXBP1-RNC liegt U2585 in der induzierten Konfation vor, aber A2602 wahrscheinlich

in einer nicht induzierten Konformation. Daher kt@A2602 eine Rolle in der Inhibierung der

Peptidyl-Transferase Reaktion spielen.

Die Involvierung von L10e in den Mechanismus deanEtationsarrests wird zwar auch im
Falle des Arrestpeptids AAP unterstellt (Bhusharalet 2010b), allerdings konnte dieses
anhand einer hoher aufgelésten 3D-Struktur nicktdtigt werden (nicht veréffentlicht).

Die starke Verschiebung der Peptidyl-tRNA Richtung-Loop und L10e, die
Konformationsanderung des CCA-Endes und die feleleAdsbildung der Watson-Crick-
Basen-Paarungen sind fur kein anderes Arrestpdyaticinnt und scheinen neue Elemente
darzustellen.

Im Falle des Antibiotikums Blasticidin S ist ab&kiannt, dass die Bindung des Antibiotikums
zwischen dem P-Loop und der Peptidyl-tRNA ebenfallau einer starken
Konformationsanderung des CCA-Endes fiihrt (Svikigtet al., 2013). Dadurch kommt es
ebenfalls zu keiner Watson-Crick-Basen-Paarun@€#s und das Ribose-Phosphatriickrat von
A76 verschiebt sich um 2 A. (ebd.).

5.3.5 Kooperativer Mechanismus der Lokalisierung im Reichder Tiere konserviert

Die Orthologe von Xbp1H. sapien¥in D. melanogaste(fXbplu) undC. elegangcXbplu)
werden ebenfalls durch IRE1 gespleif3t und bei deamdlationsprodukten der gespleildten
MRNA handelt es sich um den aktiven Transkriptiaki&fr (Calfon et al., 2002,
Plongthongkum et al., 2007, Ryoo et al., 2007).

Die Existenz eines Lokalisierungsmechanismus are@Membran tber einen kooperativen
Mechanismus einer hydrophoben Region in der nasmien Kette (HR2) und einem
translationsarretierten RNC wurde bis jetzt nus@ugern belegt (Yanagitani et al., 2011).

Unter Verwendung eines zellfreien Translationssydtasierend auf einem selbst hergestellten
Extrakt aus Fliegenembryonen (Dr. Anger, Prof. sl&drstemann) konnte in dieser Arbeit
erstmals eintranslationsarretierter RNC mit dem ArrestpeptiodBPXLu generiert werden
(FXBP1-RNC).

Dabei konnte gezeigt werden, dass der Translaticestawie in Sdugern (Yanagitani et al.,
2011), am C-terminalen Ende auftritt und voriibeegeler Natur ist.

Vor kurzem wurde auch eine potentielle Arrestsequammittelbar am C-terminalen Ende
identifiziert (Sone et al., 2013) (sieBe3.6, S.10lund gezeigt, dass das C-terminale Ende fir
ein effizientes Splei3en des Stem-Loops von fXbiplwivo notwendig ist (ebd.).

Dies stltzt die eigene Ergebnisse und legt nahes der translationsarretierte RNC, wie in
Saugern (ebd.), fur einen effizienten Splei3-Voggaatwendig ist.
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5.3kt Ill: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

An Hydrophobizitatsprofilen konnte weiter gezeigirden (Kyte und Doolittle, 1982), dass in
fXBP1lu ebenfalls eine vergleichbare hydrophobe &®gm gleichen Abstand zum C-
terminalen Ende wie HR2 in S&ugern existiert. Dmklart die Notwendigkeit des
translationsarretierten Komplexes, wie in den SBudg¥anagitani et al., 2011). Auch eine
andere Arbeitsgruppe zeigte die Existent der hylobpn Doméane (Sone et al., 2013).

Zusammenfassend lasst sich unter Berucksichtigiergedgenen und der Ergebnisse der
anderen Arbeitsgruppe (ebd.) postulieren, dasd ckalisierung von fXBP1 ebenfalls nach
dem kooperativen Mechanismus in Sdugern erfolgh&gaani et al., 2011).

Somit ist der kooperative Mechanismus im Reich dere konserviert, da sich die
Entwicklungslinien der Urminder (Protostomia) unel diNeumiinder (Deuterostomia), der
ersten gehoren die Insekten und der zweiten dige3dn, schon frith in der Evolution der
vielzelligen Tiere (Metazoen) voneinander getrdratien (Dunn et al., 2008).

Dabei ist nur der Mechanismus konserviert, da gerdphoben Region HR2 nicht und die
Arrestsequenz nur bedingt in der Peptidsequenzekeiest sind (sieh&.3.6, S.10)L Im Falle
von Erythromycin ist eine Variation der Arrestseamen verschiedenen Bakterien aber
ebenfalls bekannt (Ito und Chiba, 2013).

5.3.6 Translationsarrest trotz 4 AS langen Einschubs in dr Arrestsequenz (fXBP1u)

Die potentielle Arrestsequenz von fXBP1u weist 18 Auf, die in der Arrestsequenz von
hXBP1u fir den Translationsarrest relevant sind (Abb. &9ne et al., 2013). Daher ist
anzunehmen, dass die 10 AS in fXBP1u ebenfallsléir Translationsarrest relevant sind und
mit den gleichen Bereichen der Tunnelwand interagiavie im Falle von hXBP1u. Allerdings
wird die potentielle Arrestsequenz in fXBP1lu dureimen Einschub von 4 AS in zweli
Abschnitte geteilt (Abb. 54).

Damit die 10 konservierten AS in den beiden Absitbnider potentiellen Arrestsequenz in
fXBP1u im gleichen rdumlichen Abstand zueinandéeste wie in der Arrestsequenz in
hXBP1u und so die Interaktion mit den gleichen Bd#ven der Tunnelwand ermdglicht wird,

musste die naszierende Kette im Bereich des Eihscitueiner kompakten Form vorliegen.
Durch die kompakte Form wirde der Abstand der lmeAdgschnitte zueinander verringert.

Im Exit-Tunnel ist die Ausbildung einer kompakteiHelix moglich (Lu und Deutsch, 2005,

Bhushan et al., 2010a), wie im Falle des ArresidepdAP nach dem PTC (Bhushan et al.,
2010b).

In einer -Helix betragt der Abstand zwischen zwei-8tomen benachbarter Aminosauren nur
1,5 A, anstatt zwischen 3,0-3,5 A in der gestretherm der Peptidkette (Lu und Deutsch,
2005). Dabei bilden 3,6 AS eine Windung der Helx éiner Ganghohe von 5,4 A.

Abb. 54 Sequenzvergleich des -terminalen Endes von XBP1u irD. melanogaste und H. Sapien: Die Sequenz des @&fminalen Ende¢
von XBP1u inD. melanogasteweist zwei hoch konservierte Abschnitte zu der gtsequenz vohl. Sapiensauf (Sone et al., 2013)elche
durch einen Einschub von 4AS getrennt sind (hallielagefarbt). Der erste Abschnitt besteht aua34hellbraun eingefarbt) und der zvee
Abschnitt aus 3 AS+STOP-Codon (dunkelbraun einggfaDie durchgehenden Balken markieren konsee/isminosauren in der Segn:
von D. melanogasteundH. sapiensowie der gestrichelte Balken eine positiv gel@déminoséure. §-bedeutet, dass sich in dieser Pos
keine AS befindet, aber im Gegenstrang. Die Eivetationen der Aminoséaure L246, S255, W256 oderd 26enem Alaninscan zeig
in. H. sapiensinen sehr starken Effekt auf den Translationsafi¥anagitani et al., 2011). Naheres siehe Teatbcode: Aminosauren, di
in Mensch, Maus, Huhn, Frosch und Zebrafisch kameersind, sind in Rot dargestellt. Aminosaureie, mur in einem Subseer erwahnte
Tiere konserviert sind, sind unterstrichen dardiesie Abbildung ist ar(Sone et al., 201 angelehnt und modifizier
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5.3kt Ill: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Im Falle einer Helixbildung wirde der Einschub duéS fast einer Windung entsprechen.
Dadurch wirde das auf den Einschub folgende PfaBhin der gleichen Orientierung zur
Tunnelwand stehen wie in hXBP1, nur um 5.4 A infRing Tunnelausgang versetzt. Im Falle
der gestreckten Form lage die Verschiebung betlggeiOrientierung zwischen 12 und 14 A.
Die Arrestsequenzen in hXBP1u und fXBP1u bildernr adzeh der Vorhersage basierend auf
der Peptidsequenz keine helikalen Strukturen awétw&re Jpred 4, Cole et al., 2008).
Allerdings konnen helikale Strukturen durch dieshaktionen mit der Tunnelwand stabilisiert
werden (Bhushan et al.,, 2010a) und somit die Mbgbkad der Helix-Bildung nicht
ausgeschlossen werden.

Aber selbst im Falle eine Helix-Bildung ist fradlicob eine Verschiebung um 5,4 A nicht
dennoch zu grol3 ware, damit die unmittelbar folgendminosauren mit den gleichen Stellen
der Tunnelwand interagieren kbnnen wie in hXBPlera@e im Falle des folgenden Prolins ist
keine grol3e raumliche Variation durch unterschaddli Konformationen der Seitenkette
gegeben, um die raumliche Distanz von 5.4 A zu libeken. Allerdings im Falle der
folgenden Aminoséauren Lysin und Tryptophan.

Die Fragestellung kann eindeutig nur an einer 3ReRstruktion des XBP1u-RNC iD.
melanogastegeklart werden und ist somit Gegenstand zukunfiggsuche.

Eine weitere Erklarung fir die Funktionalitdt deméstsequenz trotz des Einschubs ware die
Existenz eines Elongationsarrestes an zwei verdehan Stellen der Arrestsequenz. Zum
Beispiel erfolgt im Falle von MifM jeweils ein Elgationsarrest an vier aufeinanderfolgenden
Aminosauren der Arrestsequenz (Ito und Chiba, 2013)

Trate im Fall von fXbplu je ein Elongationsarrestarsten und zweiten Abschnitt auf und nur
der jeweilige Abschnitt ware relevant fur die Akéikung des Translationsarrests, ware der
raumliche Abstand der beiden Abschnitten zueinanabét relevant sein.

Die Arrestsequenz von 3 AS im zweiten Abschnittevdabei sehr kurz, aber auch im Falle
von ErmCL ist die Arrestsequenz nur 4 AS lang (gb&llerdings ist im Falle von ErmCL die
Interaktion der naszierenden Kette mit dem Antikioh Erythromycin notwendig (ebd.).

Die Existenz mehrerer Stellen mit Elongationsarkasin aber ausgeschlossen werden, da in
einem Ribosom Profiling nur ein Stelle fir einerafdslationsarrest nachgewiesen wurde
(Ingolia et al., 2011).
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6 Zusammenfassung und Aakbl

6 Zusammenfassung und Ausblick

Projekt I: Modellbau des 80S Ribosonfs falciparumn)

In diesem Projekt wurde durch die Nutzung der ndDED-Technologie eine hochaufgeldste
Struktur des 80S Ribosoms vom Malariaerre@efalciparumgeneriert. Aufgrund der fast
atomaren Auflésung konnte ein detailliertes molakes Modell fir die erste und zweite
Domane der grol3en Untereinheit sowie wie fur L4d dessen unmittelbare Umgebung gebaut
werden. Hierbei wurde ein besonderer Fokus auhiddgim-spezifische Merkmale gelegt, bei
denen es sich um potentielle Angriffspunkte fir Brewicklung von Malaria-Medikamenten
handeln kdnnte. Ein vollstandiges Modell wurde histellt, da dies parallel zur Arbeit durch
eine andere Arbeitsgruppe veroffentlicht wurde (\enal., 2014).

Zwei dieser potentiellen Angriffspunkte wurden ieskr Arbeit ndher prasentiert und belegen
eindrucksvoll den hohen Informationsgehalt der 3&kéthstruktion.

Erstens konnte im Expansionssegment von ES3L irb@3 rRNA ein neues Helix-Interner
Loop-Helix-Motiv identifiziert und gebaut werdenaB Motiv fuhrt zu einer Neupositionierung
der terminalen Helix von ES3L und die Helix kdnmtefgrund ihrer rAumlichen Néhe eine
Erweiterung der universellen Bindungsstelle (L28 u29, Pech et al., 2010) darstellen.
Zweitens konnte eine ungewdhnliche 14 AS langeriitgale Verlangerung des in Sequenz
und Lange hochkonservierten Proteins L41P.ifalciparumidentifiziert und gebaut werden.
Die N-terminale Verlangerung scheint eine Tertr@ulgur zwischen der “central” Domé&ne und
der “3’ minor” Doméane der 18S rRNA zu stabilisienamd konnte Uber einen Kontakt zu h28,
das als Drehlager fur die Kopfrotation der kleingntereinheit dient (Mohan et al., 2014,
Fischer et al., 2010), einen Einfluss auf die Ti@kegtionsaktivitat zu haben.

Projekt II: 3D-Rekonstruktionen ribosomaler Kommaxit dem Liganden ERj1

In diesem Projekt war das Ziel, mit Hilfe biocheafmsr und strukturbiologischer Methoden,
die Funktion des Sec63-Homologs ERj1 am Ribosorsdreau verstehen und die Interaktion
von ERj1 mit seinen Bindungspartnern BiP und Sexa@libosomalen Exit-Tunnel strukturell
zu untersuchen.

Dabei konnte imn vitro-Rekonstitutionen gezeigt werden, dass entgegehideatur (Benedix
etal., 2010) Sec61 und ERj1 parallel mit dem 8@ 8bm interagieren kdnnen und BiP keinen
Einfluss auf die parallele Bindung hat. Auf diedeasis wurden Kryo-EM-Strukturen
verschiedener ERj1-gebundener Komplexe errecheédel konnte in keinem der Strukturen
ERj1 visualisiert werden.

Fur die fehlende Visualisierung kamen verschied&rimde in Frage, die ausfuhrlich diskutiert
wurden. Am wahrscheinlichsten ist eine nachtragli€hissoziation nach der erfolgreichien
vitro-Rekonstitution oder eine mangelnde Rigiditat deddms.

Bei der Weiterfuhrung des Projektes sollte eine drekitution von ERjl-haltigen
Proteoliposomen und eine Optimierung der Reinigsingtegie in Betracht gezogen werden
(sieheb.2.5, S.98

In einer der errechneten 3D-Rekonstruktionen kodigénteraktion zwischen Sec61 und dem
80S Ribosom besser aufgelost werden, als in dediegem Zeitpunkt vorhandenen 3D-
Rekonstruktionen (Becker et al., 2009, Ménétrei.e2008).
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6 Zusammenfassung und Aakbl

Projekt lll: 3D-Rekonstruktion von hXBP1-RNC

Das Ziel dieses Projektes war es den strukturéllechanismus fir den Translationsarrest im
XBP1-RNC Komplex von Saugertieren zu untersucheerfir wurde mit Hilfe der SP-Kryo-
EM eine Struktur des vitro generierten XBP1-RNC mit dem humanen Arrestpeptid
XBP1 errechnet.

Durch eine ausfuhrliche Strukturanalyse und demghMeh mit Strukturen anderer
translationsarretierter RNCs war es mdoglich eineechdnismus fir den Translationsarrest
vorzuschlagen. In diesem erfolgt die Aktivierung deanslationsarrestes tber die Kontakte
der naszierenden Kette mit der Tunnelwand. DieAdatung fuhrt zu einer Verschiebung der
Peptidyl-tRNA Richtung P-Loop und einer Stabilisieg von L10e. Aufgrund der
Verschiebung kommt es zu einer Stérung der Watswek®asen-Paarung zwischen dem
CCA-Ende und dem P-Loop sowie einer VerschiebungEsterbindung zur naszierenden
Kette um ca. 2 A relativ zum PTC. Die geometrisabiinstige Positionierung der Esterbindung
fur die Peptidyl-Transferase-Reaktion bewirkt dearBlationsarrest. Eventuell verstarkt eine
von der induzierten Konformation abweichenden Komfation von A2602 den
Translationsarrest.

Interessanterweise weist der Mechanismus nebennbed Elementen, auch einige neue
bisher noch nicht beschriebene Elemente auf undrsefteidet sich somit von den bisher
beschriebenen Mechanismen in anderen Stallern.

Um den Mechanismus weiter im Detail zu untersuclstreine 3D-Rekonstruktion bei einer
hoheren Auflosung notwendig. Dies kann durch ders&z der DED-Technologie und einer
Minimierung des Orientierungs-Bias bei der Probeheceitung in zukinftigen Experimenten
erreicht werden.

In dieser Arbeit konnte die Existenz eines transhsarretierten XBP1-RNC auch .
melanogaster in vitronachgewiesen werden. Des Weiteren wurde postuli@ds der in
Saugern bekannte Lokalisierungsmechanismus fir Xoplder ER-Membran Uber einen
XBP1-RNC im Reich der Tiere konserviert ist. Dahgire es auch interessant die Struktur far
XBP1-RNC inD. melanogastezu berechnen und mit der StruktuHnsapiensu vergleichen,
da die Arrestsequenzen nur bedingt konserviert sind
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