TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN
Max-Plancklnstitut fir Biochemie
Abteilung fur Molekulare Strukturbiologie

Kryo-EM Struktur des humanen 26S Proteasoms

Andreas Schweitzer

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Chemie
der Techrschen Universitat Minchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften
genehmigterDissertation.

Vorsitzender: Univ-Prof. Dr. J. Buchner

Prifer der Dissertation: 1. Hon-Prof. DrW. Baumeister
2. Univ-Prof. Dr.S. Weinkauf

Die Dissertation wurde ai®9.05.2016ei der Technischen Universitat Miinchen eingereicht
und durch die Fakultat fir Chemie &th.06.201Gangenommen.






Inhaltsverzeichnis

INNAIRSVEIZEICANIS. ... I
ZUSAMMENTASSUNG......co e i ittt e e e e e e e e e an \Y
YU [ 0] 4= /U UPPPT v
] ] =T (1 o P 1
Das UbiquitiAProteasSOmSYSIEML.........cooieiiie e 1
AUfbAU dES 26S ProtEaASOIMS . .......uiiiiiiiiiiiieee et e et e e e s e e nnees 2
Das20S Proteasom (20S CR)......uuvuuuiiiiiiiiiiiiiesssss s s s s s s s s s ee s s e e e e e e aaaaeaaaaaaaaaaaaaaeaaees 4
Das 19S Regulatorische Partikel (19S.RR)..........ccoooi i 6
Die ATPASEN RPEPLD........ovvieiiiiiiiiiiiiiii s s s s s s s s e e s e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaeaaeeeeeeeens 6
Das Adaptorprotein Rpnl & das Strukturprotein RPN2.............ocoevvvvvvvevivvivvnnnnnnnnn. 3

Die Ubiquitinrezeptoren RpN10 & RPNL3I......oooiiiiiiiiiiiiieeee e 8

Die Strukturproteine Rpn3, RpfB RPN & RPNL2.....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeei 10

Die Deubiquitinase RPNLL & RPNSB.......ooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 11
EleKtronenmMiKrOSKOPIE. ........cooiiiiiiiit ettt e e e e e 11
Allgemeiner Aufbau und theoretische Grundlagen...............ccccveeeeeiiiiiiiiiiiinnee. 11
Prinzipien der EinzelpartikelanalySe...........cooiiiiiiiii e 15
Ziel der DOKIOTAIDEIL . .........uueiiiiiiiee e e e 17
Material UNd MENOTEN..........uiiiiiiiiei et a e e e e e 19
Y F= LT = | PP PP OPPPPPPPP 19
Puffer fir die Gewinnung von Erythrozyten............cccceeeeiiiiiiiiiiiiiiecceee e 19
Puffer fir die 26S ProteasSeRTAPAratioN...........ccueevviiiiiiiiiiiiiiieeee e 19
Y131 g To o (= o T PP TP PP PPPPPR 20
Gewinnung VON ErytNroZYteN.........oooiiiiiiieeeee e 20
Praparation des humanen 26S Pratems. ...........ccooevveiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
KyroElektronenmikroskopie und Bildanalyse............cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 21

[ o T=] o] 0] ] = PP PPPPPPPPUPPPRN 22
Aufreinigung destimanen 26S Prot@asommlS..........ccovvevviieeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeannnee 22
Funktionelle CharakteriSIErUNG...........ovvviiiiieiieieeeeeeiiiieee s 23
3D-Rekonstruktion des humanen 26S Prot€asoms...........ccuvvveeirreeeeeiinineeees e 28



3D-Klassifikation deBumanen 26S ProtCaSOMIS......couveu e 34

DISKUSSIOM. ...ttt ettt e sttt et e e e e e e e e s sttt b et e e e e e e e e e e s s asanbbbneeeeeeeas 37
3D-Rekonstruktion des humanen 26S Proteasoms...........ccevvvvevvvveveveierrmmeenneennennnnnns 37
3D-Klassifikation des humanen 26S ProteasaQms............ccevvvvvvevvveeeevvevevenennnnnnnnnnnn 47

Y 0] 0= U o PP PTPPP T PPPPPI 51
ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. .....ccoiiite et 51
LIteraUINVEIZEICNNIS. .o 53
D= 1] G T=To U] Lo NPT PP PP TTPPON 62



Zusammenfassung

Das 26S Proteasom dient innerhalb des UbigtRtiateasomSystems al®,5 MDa grol3e
Protease, die fur den kontrollierten Abbau von Proteinen in der Zelle verantwortliddast.
Ubiquitin-ProteasomSystemist fir grundlegende zellulare Funktioneron wesentlicher
Bedeutung unchimmt eine Schlisselrolle bei der Pathogenese Koankheiten wie Krebs
oder Alzheimer ein. Aus diesem Grund ist ein mechanistisches Verstandnis dieser
makromolekularen Maschineerforderlich. Strukturelle Informationen Uber das 26S
Proteasom konnen einen Einblick in die zugrunde liegende Arbeitsweise des 26S Proteasoms
gewahren.Uber Jahrzehntebliebenaber Versucheerfolglos,das flexible 26S Proteasofiir

eine hochaufgeléste Rontgenstrukturanalyga kristallisieren Um die dreidimensionale
Struktur dieses Komplexesifzuklaren wird in dieser Arbeit die Krylektronenmikroskopie

zur Strukturanalyse herangezogeMit dieser Methode ist es moglichisolierte und
aufgereinigte Proteinkomplexe einer heterogenen Probe nativ in Eis eingebettet zu
betrachten. Mit den digital aufgezeichnetemweidimensionalen Projektionen kann man
dann mittels defEinzelpartikelanalyseine dreidimensional&M-Dichte bestimnen.

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit wame hoclaufgeldostedreidimensionale Struktudes
menschlichen 26S Proteaselomplexes zwerhalten, um vor allemdetaillierte Einblicke in
den Aufbau des 198egulatorischen Partikels samdglichen

Als Grundlagdir die Strukturbestimmung wurde zunachsin Aufreinigungsprotokolkzur
Gewinnungvon aktiven 26S Proteasoiolekilen aus humaneg&rythrozytenetabliert. Die
biochemische Charakterisierung mittetsassenspektrometrisclieAnalyse zeigte, dass alle
kanonichen Untereinheiten und keine bis wenige substdchiometrisch, transient bindende
Proteine enthalten waren Die Rekonstruktion der Einzelpartikel aus den
elektronenmikroskopischen Dateargab die Struktur des humane6S Proteasoms mit
einer Auflésung vor,8 A. Das so bestimmteneue Strukturmodell des humanen 26S
Proteasomsberichtigt ein bereits bestehendes Modelldabei vor allem die Lage der
UntereinheitenRpn8, Rpnl1l und Rpnl2.

Durch Klassifikationund Varianzanalys&konnten zwei Bereicle mit hoher Flexibilitat
innerhalb des 19S Regulatorischen Partikalstimmt werden Diesehr hoheBeweglichkeit
der Untereinheit Rpnl steht vermutliagh Zusammenhanqit ihrer Funktion als Bindestelle
fur diverse transient bindende Protein®ekannt war diedereits vom Hefe-Proteasom,
dochbeimhumanen 26S Proteasom ist diese Flexibilitat wesentlicBegrd/dllig unbekannt
war bisherdie Flexibilitatvon Rpn6, dideim Homolog aus derefe-Proteasom Uberhaupt
nicht auftritt, aber schon in einer niedrigaufgelost&ruktur des 26S Proteasoms aus der
Fruchtfliegezu vermuten war. Der Ursprungder beobachtetenRpn6Flexibilitat ist noch
ungeklart. Sie konnte zellspezifisch und damaturlichen Ursprungs odegin Artefakt der
Aufreinigungsein Zur endgultigen Aufkl@ing dieses Sachverhalts sind weitere Experimente
und Untersuchungen erforderlich.



Summary

The 26S proteasomdunctions inthe ubiquitinproteasome system as a 2.5 MDa large
protease which is responsible for the controlled degradatiomeifular proteins. Given the
importance of the ubiquitifproteasome systemofr basic cellular functionshe proteasome
can be associated withariousdiseases such as cancer and Alzheimer's disdédmig.is, why

a mechanistic understanding of thisnacromolecular machine isecessary Structural
information on the 26S proteasome can provid@luable insighss into its underlying
mechanisms Due to decadesof unsuccessful attempts to crystallize the flexible 26S
proteasomein order tocalculate a highesolution 3D structure using X-ray crystallography
structural analysiof the proteasome in this thesis is based aryo-electron micoscopy
With this method it is possible t@iew natively ice-embedded protein complexesin a
heterogeneous sampléJsing single particle analysé EM density can be determined from
2D projections.

The primary objective of this study was talculate a highliesolution 3D structure ofthe
human 26S proteasome in order ¢dtain structural details afhe 19Sregulatory particle.

For structure determination, first a purification protocol for obtaining active 26S
proteasomedrom human red blood cells was established. The biochemical characterization
by mass spectrometric analysis showed that all canonical subunits aodardy a fewsub-
stoichiometrially, transienty binding proteins are included. Using crglectron microscopy

and single particle analysis, the structure of the human 26S proteasome could be
reconstructedat a resolution of 6.8 AThis new structurecorrected analready existing
model of the human 26S proteasome in the positioning of subuRms8, Rpnll, and Rpnl2.

Through classification andariance analgis two areas with high flexibility have been
identified within the 19Sregulatory particle. Theexpectedflexibiity of subunit Rpnl is
probably associatedwith the function as a binding site for variousamsienty binding
proteins This flexibility of Rpnl is already known from the yeast proteasomeisbuiore
significant in humansHowever, the completely unknaw flexibility of Rpn6 in yeast
proteasomes isn contrastto the findings in humans and in the fruit fliWhether the
flexibility of Rpn6is of natural origingcellspecific, or artificially induced by the purification of
the proteasomeneedsto be clarifed by further experiments.
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Einleitung

Das UbiquitinrProteasomSystem

Das Ubiquitin-ProteasomSystem (UP$ beschreibt die Hauptroute desntrazellularen
Proteinabbaus, bei dem A¥bhangigdie kontrollierte Zerstérung einer Vielzahl von
verschiedenen Proteineim Nukleus und im Zytosdarfolgt (Glickman et al. 20QZFinley
2009. Von diesem Abbau betroffen sindProteire mit kurzer Halbwertszeit wie
regulatorische ProteinePolypeptide die wahrend oder nach der Protsynthesefalsch

gefaltet vorliegenund geschadigte ProteinéDer kontrollierte Abbau erfo§jt zum einem zur
Wiederverwertung der Aminosauren und muanderen zu Vorbeugungder Bildungvon

krankheitsférderndenProteinaggregaén. Das UPSpielt damiteine zentrale Rolle bei der

Kontrolle grundlegende Zellpozessewéahrend desZellzykluQsowie beider Kontrolle der
Proteinqualitat Transkription Signaltransduktiorund Apoptos (Finley 2009 Stdrungen
des empfindlichenProteinabbausystem&onnen Ausloser firviele Erkrarkungen sein

darunter einige neurodegenertive Krankheitenwie Alzheimer undChorea Huntingtan

(Glickman et al. 20Q2aber auchMukoviszidos€Kopito 1999Bence et al. 2001

Die Aufgabenicht benétigte oder fehlerhafte Proteinabzubauen tbernimmt dabei eine
2,5 MDa Proteasegas Proteasom Beim Proteasom haradt es sich um einen multimeren
Proteinkomplexder je nachProteasomSpeziesaus biszu 33 verschiedenen Untereinheiten
bestehenkann (Voges et al. 199%Finley 2009 Diese Protease zerlegt ihre Substrate durch
Chymotrypsin, Trypsin und Kaspasedhnliche Aktivitdt d.h. der Abbau erfolgtnach
hydrophoben, basischen oder sauren Aminosau(éisselev et al. 1998\ ussbaum et al.
1998 Borissenko et al. 200.7Das Proteasom zeichnet sicbabei einerseits durch eine
gewissePromiskuitataus den Abbaujegliche Art von Proteinandererseits durch hohe
Selektivitat keine Degradation beiicht geschadigte und nochbendétigten Proteinen. Die
hohe Selektivitaterfolgt im UPS durch die Markierung des abzubauenden Proteins mit dem
8,5 kDa Protein Ubiquitin (Hershko et & 1992 Coux et al. 1996Pickart et al. 2004
Bhattacharyya et al. 20)4

EineEnzymkaskad@Abb. 1) bestehend aus einem Ubiquitaktivierenden EnzymE1, einem
Ubiquitinrkonjugierend@ Enzym E2 und einer Wuitin-Protein Ligase E3nodifiziert das
Zielprotein ATRabhangigmit einer Kette von Ubiquitinmolekilerie Verknipfungerfolgt

durch eine Isopgtidbindung zwschen einem Lysimes Proteins mit der @erminalen

Carboxylgruppeles UbiquitinsDie Isopeptidbindunge innerhalb der Kettentstehentber

dasLysin ds einen Ubiquitins mit de GstandigenCarboxylgruppeles anderen Ubiquitins
(Glickman et al. 20QZFinley 200%
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Abbildung 1 Schematisch®arstellungder Substratubiquitinierung durch die Bmze E1E3 und des Substratabbsuwalurch
das 26S Proteasom. Abbildung adaptiert @asn(Corn 2007.

Aufbau des26SProteasons

Die Aufklarung desllgemeinenAufbaws des 26Proteasons (aus Emlryos vonDrosophila
melanogasteroder aus Oozyten voXenopus laevjserfolgte bereitsin den 90er Jahren
durch Elektronenmikroskopie (EMan mit Schwermetallsalzen kontrastiertdPraparaten
(Peters et al. 1993Nalz et al. 1998 Das 26S Proteaso(Abb. 2)setzt sich aus zwei grofl3en
Einheiten zusammen(Voges et al. 1999 Zum einen besteht esaus einer zentralen
proteolytischen Einheitmit jeweils zwei Kopiewon 14 verschiedene Untereinheiten,das
20S Proteasom (~700 kDa) oder Kernpartjgete particle, CPZum anderen besitzt esn
oder zwei 19S Regulatorische PartikE9S RP) oder PA700 (je 970 kDa),stih an den
beiden Enden des Kekomplexes befinden und aus jeweils 19 verschiedenen
Untereinheiten zusammengesetzt si(féleters et al. 1993

Die aste hoher aufgeltste Struktur (Subnanometerbereichdes 26S Proteasmnaus
Schizosaccharomyces pombgelang erst im Jahre 2010 mit Hilfe der Kkryo
ElektronenmikroskopieDiese erméglichte es einige Unteeinheiten im 19S RPs(Rpt16,
Rpnl1) zu beschreiben und zdokalisieren (Bohn et al. 2010 Allerdings blieben die
Positionen weiterer Untereinheiten wie der Ubiquitinrezeptoren ungeklart. In den
daraufolgenden Jahren erschienen weitere detaillierte Struktuanalysen des 26S
Proteasoms, vor allerbeziglichdes 19S RRB8eck et al. 201,2.anderet al. 2012 Lasker et
al. 2012 Matyskiela et al. 201,35ledz et al. 2013



19S Regulatorisches Partikel

45 nm 20S Proteoasom

19S Regulatorisches Partikel

Abbildung 2 Single Particle kryo-elektronenmikroskopische Rekonstruktion des 26S Proteasom aus der Hefe
Schizosaccharomyces pontim einer Aufldsung von 8,4 A. Das 20S Proteasom ist in rot dargestellt. Die ATPasen (blau) und
die NichtATPasen (gold) bilden zusammen das 19S Regskite Partikel. Abbildung adaptiert aus Lasieal. (Lasker et

al. 2013.

Die daran beteiligtenWissenschaftlebestimmtenunabhangigvoneinanderStrukturen des
26S Proteasomaus der Hefe Saccharomyces cerevisiagt einer Auflésung von 7:9 A
Diese bildeten die Grundlage, um in einem hybriden Ansaiden Aufbau des
makromolekularen, flexiblen und dynamischen 26S Proteaspwm vervollstandigenDie
Informationen fur diesen hybriden Ansatz gewann maus Kristallstrukturen einzelner
Untereinheiten, Homologiemodellenicht kristallisierbarer Untereinheiten, ProteProtein
crosslinkingmit anschlieRender massenspektrometrischer Analfgehn et al. 2010Lasker

et al. 2013, oder aus negative staiADaten von heterolog exprimierte 26S Proteasom
SubkomplexerfLander et al. 2012

Nachdem die Lokalisation der stochiometrischen Untereinheiten des 26S Protgasom
abgeschlossen war, widmete man sich der Ard Weisgewie das 26S Proteasom in der Zelle
arbeitet. Traditionell erfolgt die Aufreinigungdes 26S Proteasosnbei hoher ATR
Konzentration, so dass es nalegleine Strukturveranderung des 26S Proteasom durch
Austausch von ATP gegen AAmaloga herbeiziifren (Sledz et al. 20133 Ein
komplementérer Ansatz war die Komplexierung des 26S Proteasom mit ubiquitiniertem
Substrat(Matyskiela et al. 2013 Beide Anséatze fiihrten zlem Ergbnis, dass mindestens
zwei unterschiedliche Zusténde vorliegem Ruhezustanader Sl-Zustand(Aufreinigung in
Gegenwart von ATP) und eiraktivierte Form des 26S Proteasgnoder S3-Zustand

3



(Matyskiela et al. 201,3Sledz et al2013. Dabei lassen sic8l-, S3- und die Zwischeiform
-Zustand wie dlgt charakterisieren (Tab. 1). Bei einer Aufrgung in Gegenwart von ATP
liegen der S1lund S2Zustand des 26S Proteasoms gleichzeitig vor. Allerdings ist der S1
Zustand mit einer Haufigkeit von ca. 80 % die Hauptkonfigurgfiafderheide et al. 2015

Tabellel CharakterisscheEigerschaften der drei 26S Proteasefonfigurationen.

Sl-Zustand - treppensufige Anordnung der ATPasen mitRpt3 an hdchste
Position
- keine geordnete Ausrichtung dé&TPasen und 20S Proteasom
(Nickell et al. 2009Bohn et al. 201Beck et al. 201,d.ander et al. 2012

-Zustand - gleichea ¢ NB LILIS 81Zustars A
- abgestimmter Aufbauvon ATPasen und 20S Proteasofim
Gegensatz z6l1)
- Rotéion derrestlichen 19S RP Untereinheiten um 25°
- Rpnll ist substratzuganglich
- Rpn10 ist ndher an den ATPasen
(Unverdorben et al. 2004

3-Zugand - Treppensufige Anordnung der ATPasen mitRptl an hochster
Position
- gleiche Position von Rpn10 und Rpnll wiexinbei gleichzeiger
Verschiebung der restlichen 19S Beereinheiten
(Matyskiela et al. 201,35ledz et al. 2013

Das 20S Proteaso20SCH

Daseukaryotische20S Proteasom besitzt eine zylinderhige Strukturmit G-Symmetrie
(Abb.3), die aus 4 aufeinander liegenden Ringen aufgebaut ist. Die &uf3eren Ringe werden
aus jeweils 7 verwandteraber unterschiedlicheh-Untereinheiten gebildet, wahrend die
zwei inneren Ringe aus jeweilsy@rwandten,ebenfallsunterschiedlichen -Untereinheiten
zusammengesetzt sindEntlang der Langsachse des hohlen -ZQfhders liegen zwei
kleinere KammerrfVorkammern) gebildet zwischeh- undi -Ring, und eine mittlere grol3e
Kammer(Zentralkammer)die nur van deni -Ringen gérmt wird (Groll et al. 1997Groll et

al. 200Q Unno et al. 200R

5 Sy- uhd i -Ringen fallen dabei unterschiedliche Aufgaben Rie N-¢ SNY A Yy A RSNJ
L'y G SNBAYKSA G SehlieRehdie Zenthaler>Karféle and beschrianken somit den
Zugang zu den aktiven Zentraar auf entfaltete PolypeptidketteriGroll et al. 1997Groll et

al. 2000. In der Zentralkammer besitzelNdS A  -Bn&iihheiten eines Ringes durch einen
N-terminalen ThreoninresKaspasé&ihnliche { M Trypsirahnliche { ¥ und Chymotrypsin
ahnliche { pAktivitat (Seemuller et al. 199Borissenko et al. 2007



a-Kanal

Aktive Zentren

a-Kanal

Abbildung3 Schgmatisch@ars’gelqugAdes 20S Proteasoftisks).Das Schnittmodell des 20S Proteasoms (rechts) zeigt die
+ 2 NJ | YY S NJY-Kavdlen sowi&die Zéntralkammer mit den aktiven Zentren. Abbildung adaptiert aus Rechsteiner
al. (Rechsteiner et al. 2005

Im nichtaktivierten Zustand des 20&oteasons konnen gfaltete und intakte Proteine, die
zur Zellfunktion immer noch benétigt werdenjon dem an sich unspéschen 20S
Proteasomnicht gespalten werden(Baumeister et al. 1998 Die Aktivieung des 20S
Proteasons und, damiteinhergehend die Offnungder Kanalén denh-Ringen erfolgt durch
Bindung von verschiedenen AktivatorkomplexefStadtmueller et al. 201), wie
beispielsweisedurch Anbindung andas 19SRP. Dabei bindendie GTerminider ATPasen
(Regutory Particle Triple\ ATPas@der kurzRg) Rp = wLJi o dzy RTaschéil p
Zwischenraumezwischen denh-Untereinheiten des jeweiligen 20S ProteaseRinges.
Wichtig fur diese Assoziierung sind dierminalen Aminoséauren, die ein sogenanntes
HbX¥Motiv bilden, wobei Hb fiir jede hydrophob& fir jede beliebige Aminoséaure steh
und Ydem Tyrosinentspricht(Smith et al. 200,/Gillette et al. 2008Rabl et al. 2008

Neben dem 19S RP existieren noeteitere 20S ProteasorAktivatoren wie der
11S/REG/PA28Aktivatorkomplex (REG: Regulator PA: Protein Activaton oder der
Proteasome Activator 200 PA200BIm200 (Ortega et al. 2005Stadtmueller et al. 201
PA28besteht aus einem heptamereRing der aus 2&Da grofl3ert - und i -Untereinheiten
2 RS NJ v deNterdintigiten 2zusammengesetzt igMa et al. 1992 Whitby et al. 2000
Stadtmueller et al. 2001 PA28katalysiet die Zerlegung von ProteinsubstratéATR und
Ubiquitinrunabhangig(Finley 2009. Ein ATRbhangiger Aktivatorkompbedagegenist die
aus 6 Untereinheiten bestehende AAATPase Cdc48/p97/VQPransitional endoplasmic
reticulum ATPase TERATPasg Die TERATPasefindet man in allen Archaeen und
Eukaryoten(Barthelme et al. 2012 sieist an diversen proteolytischen Vorgangen beteiligt
(Meyer et al. 2012 Ihre detaillierte Arbeitsweiseist abernoch grof3tenteils unverstanden
(Barthelme et al. 2012



Das 19S Regulatorische Partikel (19S RP)

Die einzige Aufgabe des 20S Proteasoist die Hydrolyse von Peplbindungen im

entfalteten Substrat Dahingegen sindie Aufgaben des 198Pvielfdltiger, dazu gehdren:
Substraterkennung, Substratdaltung und Substrattransport sowie Ubiquitinrecycling

Dementsprechend ist die Zusammensetzumigs 19S komplexer und auch seine
Funktionsweisdlifferenzierter. Die strukturelle Verbindundes 1% RBzum20S Proteasom
ist zudemflexibel und dynamisciiBeck et al. 2012 ander et al. 2012 asker et al. 2012
Sledz et al. 201 3¥Jnverdorben et al. 2014

Das 19S RP wird gem#gditioneller Nomenklatur in zwegré3ere Komplexe unterteilt: in
Basis(basg und Kappe(lid) (Voges et b 1999. Die Basisdes 19S RPbesteht aus 10

Untereinheiten (6 ATPasenRp@1-6, zwei UbiquitinrezeptorenRegulatory Particle Nen
ATPaséRpn)Rpn10 und Rpn1Rpnl und RpnPAbb. 4, linkg) Die Kappe des 19S $d@tzt

sich aus den restlichen8 Untereinheiten Rpn3, Rpn®, Rpnlil2 (Abb. 4, rechts)
zusammen.

OB-Domidne
AAA+Doméne
(ATPasen)

Abbildung 4 Molekulare Architektur des 19S ®&us der HefeS. pombe Segmentierte Dichten der Badimitereinheiten
(rechts) und der Kappedntereinheiten [inks). Da Rpn13 substdchiometrisch$apombevorliegt, wurde das Homolog aus
S.cerevisiaeverwendet.Abbildung adaptiert aus Lasker al. (Lasker et al. 2Ip).

Die ATPaserRptl-Rpt6

Die 6 AAA-ATPaser(Neuwald et al. 1999lyer et al. 2004Hanson et al. 2005der Basis
bilden einen Ring, déF f | OK | eRihg d@ROBRoreasons liegt (Abb. 5)

Die verwandten, aber uerschiedlichen ATPasen teilen sich ein gemeinsames Bauprinzip
Einem ausgedehntef -helikalen coiled-coitbildenden Bereich am Nrerminus folgt eine

Domane mit Oligonukleotid/OligosaccharBindedomanenFaltung(OBDoméane) und eine
AAA+Doméne bestehend augrol3a und kleing Subddmane am € erminus(Zhang et al.

2009 BarNun et al. 2012 Wahrendsichder groRe AAADoméanerw A y 3 | dRingRSY h
des 20S Proteasabefindet, formt die OBDoméne einen kleineren Rinder flexibel auf

dem AAA+DomanenRing lieg{Beck et al. 2012 asker et al. 2012
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Abbildung5 Position der AAAATPasen @vechselnd hell und dunkelblainnerhalb der 26S Proteas@ausS. cerevisiae

Abbildung aus Unverdorbginverdorben 2014

Die Elemente deATRBindung, Hydrolyse und ADP-Freisetzung liegean der Grenzflache
der groRen Subdomaneninnerhalb der AAA+Doméne Durch den ATHPlydrolyseZyklus

kommt es innerhalb der AAABomane zu Verschiebungeder Domanenabschnitte
zueinander. Auf diese Weisaduzierendie ATPasereine mechanische Kraftdie fur die

Entfaltung und Trarskation von Proteinen notwendiist(Hanson et al. 2005

Ob der ATHydrolyseZyklus einer ATPase allosterische Auswirkungen auf den Zyklus
benachbater ATPasen hat und somitden ganzen ATRZyklus innerhalbeines Ringes
koordiniert (Glynn et al. 2012Kim et al. 201} ist bislangunklar. Mdglich, wenn auch
unwahrscheinlichernyware auch einaicht-koordinierte Arbeitsweise des Ring@gartin et al.
2005. Hydrophobe Aminosauren in den Peptidschleiftoops der grolien AAAPomane
sind zumunteren ATPaserKanal hin ausgerichtaind Ubertragen die erzeugte Krafdirekt
aufeinenunstrukturierten Bereichdes zu entfaltenden und translozierenden Proteii&ang
et al. 2001 Hinnerwisch et al. 20Q3innerwisch et al. 2005Wie aber das Proteasom die
unstrukturierte Proteinsequenz innerhalb des Subtds erkenntist noch ungeklartda es
bidangnoch keinehochaufgeloste Struktur der 26S Proteas@ubstat-Komplexegibt. Um
den ATPas#otor mit den Untereinheiten der Substnatrarbeitungzu koordinierenstehen
die ATPasen Ubehre drei N-terminalen coiledcoilStrukturen Rptl/2, Rpt6/3 und Rpt4/5
mit Rm1, Rpn2 und der Kappe Kontakt(Beck et al. 2012

Im StZustand (Aufreinigung in Gegenwart von AiBPYler Kanaim ATPasdRing der Basis

des 19S RPgegeniber dem Kanales "-Ring des 20S Proteassnum etwa 1 nm
verschoben(Nickell et al. 2009Bohn et al. 2010Lander et al. 2012 Erst durch Austausch

von ATPgegen! ¢ t im{Puffer oder durchBindung einesSubstras verschieben sich die
Ringe so zueinander, ggein zentraler Kanal ausgehend vom ATPRB®R dzZNO K -RREG Yy h
hin zudenl { G A @Sy ¥%RiggleNtRBefit(Matygkiela et al. 2013Sledz et al. 2013

Durch diesen Kanal kardie entfaltete Polypeptidkette des Substrates vom 19S RP in das
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20S Proteasom transloziert werdeAufgrund der Anderung der relativen Posit@mvor
allem der ATPaseRaare Rptl/2 und Rpt6/3 zueinandeveitet sich zuden der so
entstandene Kanaluf (Sledz et al. 2003

DasAdaptorprotein Rpnl & das Strukturprotein Rpn2
Die beiden gro3ten Untereinheitasresgesamen 26S Proteasossind Rpnl und Rpn&bb.
6).

K \ P \
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Abbildung 6 Position von Rpnl (braun) und Rpn2 (gelb) innerhakh2&S ProteasomausS. cerevisiaeAbbildung aus
Unverdorben(Unverdorben 2013

Rpnl dient alBindungsplattformfir transient bindendeProteine, die eine Vielzahl von
Funktionen am Proteasom erfulleNebender Aufgabe als strukturgebendéntereinheit
des 26S Proteasomieann Rpn2 auch als Bindestelle innerhalb des Proteasomplexes
fungieren.Rpnl bindet, isoliert von allen anderen Untereinheiten der Kappe, seitlich an den
ATPasering(Abb.6). Rpn2 hingegen sitzt Uber dem ATR&seg und ist mafl3geblicdm der
Struktur des 19S RP beteiligBeide Untereinheiten zeichnen sich strukturell durdie
elffacheWiederholungdes 3540 Aminosduren langeproteasome/cyclosomé C)Motives
aus.Dabei bildet die PODomaéane eindoroidale Strukturbestehendaus zwei konzentrischen
wAy3ISy @2y | EAiHélices, digt vt nTma@e i S A I$glBes inschlieRen
(He et al. 2012 Auf N-terminaler Seitdst sievon einer gestreckten Domane, bestehend aus
17 nacheinander angeordnetert -Helices umgeben. Dahingegen befindet sich ah
Terminuseine globuére Doméanelm Vergleichzu Rpn2 ist die ferminale Domanein Rpnl
anders orientiert(He et al. 201

Die UbiquitinrezeptorenRpn10 & Rpn13

Die beiden integralen Ubiquitin (HRezeptoren liegen in der Peripherie des 26S Proteasom
(Abb. 7) So Indet Rpn13nur an RpndHusnjak et al. 20Q&chreiner et al. 20Q8e et al.
2012. Rpnlbindet Uber Rpn&n das 26 ProteasonBeck et al. 2002 Wahrend in Rpn13
die PruDomane (Pleckstriihnlicher Rezeptor fur Utiitin) die Wb-Erkennung Ubarimmt



(Husnjak et al. 2008erfullt diese Aufgaben Rpnl1Q(Riedinger et al. 20)@ie UIM-Domane
(Ubiquitin-interagierendes Motiv).
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Abbildung7 Position von Rpril(violett) und RpaA3 (malve) innerhalb de26S ProteasosiausS. cerevisiaeAbbildungaus
Unverdorben(Unverdorben 2014

Neben denkonstitutiven Ub-RezeptorenRpn10 und Rpnlarbeitet das 26S Proteasom mit
einer Reihe von weiteretransient hndenden Ub-Rezeptoren zusammeriElsasser et al.
2004 Husnjak et al. 2008Fast immer dientlabeiRpn1l als Bindstelle furdiese Art delUb-
Rezeptoren(Elsasser et al. 200Husnjak et al. 2008 der Rad23, Dskznd Ddil, allesamt
Mitglieder derUBLUBAFamilie angehdren(Chen et al. 200Zunakoshi et al. 200Kaplun
et al. 2005 Husnjak et al. 2008Diese Familie ist durch zwei Doméanen gekennzeichnet, die
Uber eine Aminosaurekette miteinander verknipft sirfishbain et al. 2091 Die G
terminale UBADomane (UbiquitiPAssoziierte Domare erkennt Ub, wahrend die N-
terminale UBLDomane (Wiquitin-Ahnliche Domé&ne)an das 26S Proteasom bindet
(Funakoshi et al. 200Baeki et al. 2002Auch Rpnl0 ist in der Lagditglieder der UBL
UBAFamilie zu bindefHiyama et al. 1999Valters et al. 2002EIsasser et al. 200#usnjak
et al. 2008.

Der Grund fur die verschiedenenzellularen Ub-Rezeptoren, die in allen mdglichen
Kombinationen arlas 26S Proteasom binden kdnndiegt wahrscheinlichn derVielfaltder
abzubauenden Substrate. Das 26S Proteasom muss michviele verschiedene Proteine
abbauen, sondern aucsehrvieleunterschiedliché?olyUb-Ketten erkennenSo kdnnersich
PolyUb-Ketten in der Anzahl dewverknipftenUb-Molektile,der Art der Verknipfungind in
der Position der Ketten im SubstrahterscheidenDurch diese Vielfalt der Pelyb-Ketten
kann die Zelle die Starke der Substratbindung ans Proteasom und somit die Verweildaue
des Substrates am Proteasom steuele Substratpositionierung als auch die tatséachliche
Bindezeit des Substrats atas 26S Proteasomwird zauséatzlichdurch Bindung von externen
Deubiquitinase reguliert. Dazu gehdren beispielsweikkeh37,welchesan Rpri3 bindet
(Husnjak et al. 2008die Rpntbindende Deubiquitinase Ubpg&uterman et al. 200Hanna
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et al. 2006 Aufderheide et al. 2013Bashore et al. 20)SowieE3 UbiquitinLigasenwie das
Rpn2bindende E3 EnzynHul5 (Crosas etal. 200§. Ein fein reguliertes Gleichgewicht aus
Ub-RezeptorenPeubiquitinase und Ligasemntscheidet tber den Substratabbau durmths
26S Proteasom.

Jede der oben erwahnte Ub-Bindedoméane kannin vitro ein oder mehrere Ub-Molekule
gleichzeitig binderfWang et al. 2003Husnjak et al. 20Q&chreiner et al. 2008Einelineare
Ub-Kette in gestreckter Form, bestehend aus 4 Untereinheiten, konnte die Distanz von
Rpnl0 bis zu Rpnl3 dberspannefiomander 2009 Lander et al. 2012 Ein
tetraubiquitiniertes Substrat kann dann gleichzeitig von Rpn10 und Rpn13 gebunden werden
(Lasker et al. 201Z5akata etl. 2013. Diesmuss aber nichsein da lineare Uketten auch
kirzere kompaktere Konfigurationemnnehmen kénnenCook et al. 1994Eddins et al.
2007). Deletionsstudieran Rpnl10 und Rpnl3 in Hefe zeigten, dass deren Wachstum nur
geringflgig beeintrachtigt worden ist, selbst in Doppelmutantéemzufolge ist i@
gleichzeitige Bindung der tKetten an Rpn10 und Rpn13 wohl keine absoRgeingung fur

den Substratabba(Husnjak eal. 200§.

Die Strukturproteine Rpn3, Rpn3%, Rpn9 & Rpnl12

Die Kappe des 1983 wird ausinsgesam8 Untereinheiten gebildetSieliegt seitlichanden
ATPasenraund befindet siclgegeniber von Rpn@Abb. 4) Die Untereinheiten Rpn3, 5, 6,
7, 9 und 12(Abb. 8)bilden mit ihren @erminalen PGDoménen ein nach oben offenes
Hufeiseisen mitadial nach auRergerichtetenN- S NJY A yHelic& (LasKer et al. 2012
Pathare et al. 2012

Abbildung 8 Position vonRpn3, 5, 6, 7, 9, 1@rinToéne) und Rpnl5 (orang@nerhalb de 26S Proteasomaus S.
cerevisiae Abbildungadaptiertaus UnverdorberfUnverdoben 2014.

Wahrend alle PEProteine lber ihre €Termini miteinander in Kontakt stehemteragieren
die Untereinheiten Rpn5 und Rpn6 Uber ihretNS NY A y A -UhlefeinhBitn/des'20S
Proteasons und bilden so eine Art Klammé@Pathare et al. 2012 die das 19S RP stabilisiert.
Andere Funktionen dieser Untereinheiten siekzeitnicht bekannt.
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Die Deubiquitinase Rpnll & Rpn8

Am oberenEnde des Hufeisens liegen die beiden letzten kanonisckeg miteinander
verwandten Untereinheiten Rpn8 und Rpnl{Abb. 9) Zusammen formen sie ein
Heterodimer, indem aber nur die MetalloproteaseRpn11 Zfi-abhangig katalytisch aktiv ist
(Pathare et al2014, Worden et al. 201 Die Aktivtat von Rpnll ist zudem an den ATP
Zyklus der ATPasen und damit an die Substrattranslokation gekdppdiy 2009 Im ATP
gebundenen Ruhezustand des 26S Proteasogigt das aktive Zentrum von Rpnll weg von
der Abbauroute zwischen Rpn10 und dem-RiBg der ATPasgBeck et al. 201,A.ander et

al. 2013. Bindet das 26S Proteasom aber Substvatd Rpnll so verschoben, dass das
aktive Zentrum nun in der Translokationsroute liegt und dkeKette abgespalten werden
kann (Unverdorben et al. 2014 Im Gegensatzzu den Ub-Ketten zerlegende exo
Deubiquitinase Ubp6 und Uch37trennt Rpnll ganze Ubiquitinketten vom Substrat und
nimmt somit eine Schlisselstellung beim kontrollierten Abbau von Substrategiverma et

al. 2002 Yao et al. 200

Y ) Rpn8

? \
o N AT L L

Abbildung9 Position vorRpn11(pink) und Rp8 (rosa) innerhalb des 26S ProteasomussS. cerevisiaeAbbildung adaptiert
aus UnverdorbeifUnverdorben 2013

Elektronenmikroskopie

Allgemeiner Aufbau und theoretische Grundlagen

Die in dieser Doktorarbeit vorliegenderStrukturuntersuchungen am26S Proteasom
erfolgten mit Hilfe derKryoTransmissionselektronenmikroskopie, Kigd ¢ryoEM) und
der anschli@enden Einzelpartikelanalyssirigle particle analysisFur die Datenakquise kam
ein Transmissionselektronenmikroskop (TEM) der Bauart Titan ¢hiElsSCompany, Nkym
Einsatz Der generelleoptische Aufbau eines solckechnisch aufwandigeGeratesist sehr
ahnlich zum gewdhnlichenDurchlichtmikroskop(Abb. 10) Doch die Art der benutzten
Strahlungund damit einhergehend dieptischen Komponenten, dereRlandhabung und
derenDetektion unterscheiden sichiesentlichvom Durchlichtmikroskop
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Abbildung 10 Schematischer Aufbau eines TEMB.Gegensatz zum hier dargestellten Aufbau eines TEMs verfigt das FEI
Titan Krios Uber drei Kondensorlinsen{C3). Abbildung aus Schweikétchweikert 2004

Bei dem verwendeten TEM dient eineFeldemissionsquellefi¢ld-emission gunFEG als
ElektronenquelleDie Extraktion der Elektronen erfolgtiseiner fenen Wolframspitze die
als Kathode fungiertWahrend én starkes elektrischeBelddie Elektronerzunéachstaus der
Kathodeextrahiert, beschleunigieine Anodebei einer angelegtenSpannung von 30KV die
Elektronen Damit gelingt eseinen sowohlzeitlich als auchraumlich hochkohéarenten
Elektronensgrahl zu generieren. Um diesem ider Objektebene zudokussieren und ihn
parallel auf die Probe treffen zu lassesind beim Titan Kriogdrei Kondensorlinsen, die
oberhalbder Objektivlinse und deProbeangebratit sind,nétig. Generell verwendet mami
einem Elektronenmikroskoplektromagnetische LinseWie derWortteil aTransmissio@in
TEM andeutetnutzt diese Technik nur die Elektronen zur Abbildung eines Objekigdshe
die Probedurchstrahlen Die Wechselwirkungler Strahlelektronermit dem Probenmaterial
erzeugtsowohl elastisch als auch inelastisgbstreute ElektronenWéhrend die elastisch
gestreuten Elektronen nur ihre Flugbahn andernof@er Streuwinkelbereich) erleiden die
inelastisch gestreien Elektronen zusatzlich noch einen Energieverlust (kleiner
Streuwinkelbereich). Die elastis gestreuten Elektronensind wesentlich fur die
Bildentstehungund bilden hinter der Objektivlinsesin erstes Zwischenbildab. Durch die
Kombinationmehrerer Progktivlinsen (im Anschluss an die Objektivlinsgfzielt ma die
gewtnschte Nachvergrof3erung Alle elektronenoptischen 8uteile befinden sich im
Ultrahochvakuum, um eine Interaktion der Elektronemd damit eine zusatzliche Streuung
mit Gasmolekilen zu veraden.In derfinalen Bldebenekann das Objekt dann klassisch auf
dem Fluoreszenzschirm betrachtet werderUrspringlich verwendet man Filme
(Negativplatten) zur Bildaufzeichnung Seit den 1990ern sind aber digitale
Bildaufnahmeverfahren utblictHerkdmmliche Digitalkamera€CDs¢harge coupled devieg
detektierten das eintreffende Signal indirgktindem die Elektronen in einer
Szintillatorschicht zunachst abgebremst und dann zu (Rimbtonenjumgewandelt werden.
Je nach Szintillatoreigenscharft wird die raumliche Auflésurgrheblichherabgesetz{point
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spread function PSFund ein groRRer Teildes eintreffenden Signals geht verloreDie
Signalausbeutedgtection quantum efficiengyDQE) von CCIxd damitaul3erst gering nur
ca. 1/10 des eineffenden Signals wird detektiertleutzutagekommen Direktdetektoren
(direct detection deviceDDD)zum Einsatz In diesem Fall werden die eintreffenden
Elektronen direkt detektiert Zusatzlichgestattet diese Detektortechnologie das schnelle
Auslesen von30-100 frames pro Sekunde.Letzteres erlaubt esBilderserien Ube die
gewahlte Belichtungszeitu erstellen undso vor allem strahlinduzierten Probendrift zu
korrigieren. Im Vergleich zur indirekten Detektion fuhrt diese direkte und schnelle
Registrierungsartzu einer dramatisch verbesserterLeistungsausbeute, sowohl in der
erreichbaren Ortsauflésung als auch in der SensitijNagales et al. 2015

Die erreichbare Auflosung eines TEMsst weit besser alsdie Auflosung welche
typischerweisdfr biologischeUntersuchungen in Frage kommt und letztendlich erreichbar
ist. Nach Louis de Brogliehangt die Wellenlange der Elektronen direkt von der
Beschleunigungsspannurg: je grofRer dieBeschlemigungsspannunglesto kleiner die
Wellenlange So betragt die Wellenlang&ir 300 keVElektronen 0,0019 nmNach dem
RayleighKriterium ist die Auflosung eines Mikroskops direkt von der Wellenlange der
Elektronen und indirekt von der numerischen Apertur abhangig. Die numerische Apertur
andert sich wiederum mit dem Brechungsindex des Mediwm(hier ~1) und dem
Aperturwinkel der Objektiapertur. Bei TEM<ann fiir dienumerische Apertuein Wert von
0,01 angenommen werdefbottspeich et al1998. Somit ergibt sich fiein 300 KVTEM eine
theoretische Auflésung von 0,1 nm = 1=A100 pm Zum VergleichDer vander-Waals
Radius eines Wasserstoffatoms betragt 120 pm.

Allerdings sind dieAbbildungseigenschafteder elektranagnetischa Linsen eines TEMs
deutlich schlechteials die optischen Linsen eines Lichtmikroskops.s@idbbildungsfehler
elektromagnetischer Linse begrenzen die erreichbare AuflésungZu diesen
Abbildungsfehlern gehdren die sphéarische und chromatische Aberration esaler
Astigmatismusler Objétivlinse

1.) Die spharische Aberratiobbeschreibt in erster Naherunglass parallel einfallende
Strahlensich nach.insendurchgangicht genaun einem Rinkt treffen. Strahlen die
entfernt zuroptischen Achse durch das Linsensystgehenwerden starker gebeugt
als achsennahe Strahleh.y 3G Sf S SAySa 0aQ#dhiNgd gy Q C21
kreisférmiger Bereich (Fehlerscheibchen)dessen Radius die spharische
AberrationskonstanteGs des Mikroskopsdarstellt Der Einfluss der s$grischen
Aberrationfuihrt zu unscharfen Bildern und einer verringerten Auflosung.

2.) Im Gegensatz zum spparischen Abbildungsfehletbeschrébt die chromatische
Aberration die Abhangidkeit der Beugungvon der Wellenlange Unterschiedliche
Wellenlangen werden verschieden stark von der Linse gebro¢heter Praxis haben
auch mittels einer FEG emittierte Elektronen immer ainegewisse
Wellenléangebereich. Da unterschiedliche Wellenlangen in der Lichtmikroskopie
auch vershiedene Farben beschreibenspricht man von der chromatischen
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Aberration. Auch hier entsteht ein Fehlerscheibchen, dessen Rddilchromatische
AberrationskonstanteC: beschreibt. Auch dieser zweite Abbildungsfehler fuhrt zu
unscharfen Bildern und zu &nverringerten Auflésung.

3.) Der dritte und tatsachlich in der Praxisicht zu korrigierendeAbbildungsfehler ist
der ObjektivastigmatismusDieser bezeichnet einfach den Fakt, ddes Fokus von
gestreuten Strahlembhangig vom Winkelur optischen Achse wariiert, d.h.die Linse
ist in der Praxisounrundd Der Objektivastigmatismus wirdmit Hilfe von
magnetischen oder elektrostatischen Quadrupollingamimiert und kann auch in
der Bildauswertung beriicksichtigt werden

Der bildgebendaund damit wesentlicheékontrastunkortrastierter biologischer Probenst

der Phasenkontrast, dedurch elastische Streuungntsteht Elektronen werden durch
Wechselwirkungvor allem mit den Atomkernen der Probegestreut Bei der elastischen
Streuungerfahren die Elektronen einRichtungsanderungedoch keinerEnergieverlustim
Wellenbild entsteht der Phasenkontrast aus Interferenz dggbeugtenmit ungebeugten
Elektronemwellen. Der Phasenkontrast wird in erster Linie nicht durch die vernachlassigbare
kleine Phasenverschiebunlgr Probehervorgerufen sondern durchdie Defokussierungler
Objektivliinse Einen weitaus geringeren Anteil am Kontrast iKknyo-TEM hat der
Amplitudenkontrast der priméar durchStreuungder Elektronenan den Atomkernen der
Probe und sekundar durch Abtrenmy dieser stark gestreuten Elektronen durch die
Objektivblende entstehtDabei gilt: Je groRer die Massenzahl der Atome in der Probe, desto
starker die StreuungDieser Beitrag ist bei Kryroben etwa ®%6 des reinen Phasenanteils
(Toyoshima et al. 1988/indell et al. 2003

Zusammenfassend werdehhasen und Amplitudenkontrast als sirbzw. cosTerm in der
Kontrastubertragungsfunktiorcontrasttransferfunction CTF beschrieben:

I ¢ICTT ORVp 6 aA W nimXh, b. P dPal@m X,

Hier beschreibeng die Raumfrequenzy Iden DefokusGs die sphérische Abeation, < die
Wellenlange der Elektronen unB den Anteil des AmplitudenkontrastsDabei werden
graphisch dieSchwankungen des Kontrastes in Abh&ngigkeit von Raumfequenz
dargestellt (Abb. 11). Die Uberlagerungder Kontrastiibertragngsfunktion (CTF) mit der
einhullendenFunktionA(q), bewirkt, dass die Amplitudeer CTF bei grol3em Defokus (Abb
11, links) schnellegedampft wirdals bei niedrigem Defokus (Abbl, rechts) Fir diese
Dampfungsind G, C, der Defokus,die Probendriftund die Ubertragungsfunktionder
Kamera verantwortlictiCheng 201p
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Abbildung 11 CTFSimulationen eines 300 kV TEMs fiir unterschiedljcH#Verte -3 um (links),-2 um (Mitte) und-1 um

(rechts). Allen Simulati@m gemein sind folgende Parameter= 1,97 pmGs=C-= 2,3mm; n & 1leV (Energiedifferenz der
Elektronenquelle).CTF: scharz; A(q) blau Die Simulationen wurden mit dem voStahlberg entwickelterProgramm
durchgefuhrt(Stahlberg 2010 5SNJ ! yiSAf RSa | YLIX A% azgeSonineny G NI 3 GaQ S6ANR KAS
Um ein mdglichst hochaufgeltstes Signal zu erreichsollte der Defokusklein sein, was

aber zu einem niedgen Phasenkontrast fuhifCheng 201p Zu geringer Kontrast macht

aber eine Strukturbestimmundast unmaoglich, daPartikelim Bildnicht mehrlokalisiert und

identifiziert werden konnen.Das bedeutet wiederum, dass ein Kompromiss zwischen
erreichbarenKontrast undminimaem Defokus gefunden werden muss, wptimale Daten

zur Bestimmung einer hochaufgeldsten Struktur eines Makromolekiieshalten

Prinzpien der Einzelpartikelanalyse

Die Einzelpartikelanalysesi(igle particle analysis SPA)ist eine besonders gugeeignete

Technik zur Strukturanalyse von makromolekularen Rn&tmplexen.Im Gegensatz zur
Rontgenkristallographie, bei der Proteine in &ristallgitera 3ST g Ny 3G da 6 SNRSy >
gut brechender Proteinkristall entsteht, kénnesturch Kombination vonTEM und SPA

t NB G S200/kBa(Nggales et al. 20)irekt in vitrifizierter wassriger Losurapgebildet

und anschli@end rekonstruiertwerden. Somit bietet die SPA die Mdglichkdfroteineund
makromolekularen Komplexedie sich nichtkristallisieren lassen in ihrer natirlichen
Umgebung undonformaton zuuntersuchen

Voraussetzung fur die Einzelpartikelanalyse mit dem Elektronenmikroskop sind vitrifizierte
Praparate, d.h. in amorphes Eingebettete Proben. Dies gelingt durch seduhnelles
schockartiges Einfrieren der wassrigemtemloésung direkt auf einem ENragernetz EM
grid). Das Einfrieren erfolgt besehr hohen Kihlraten undremperaturen um-190°C
innerhalb von MillisekundenSo erhalt man eine diinne amorphe Schicht, indie Proteine
in unterschiedlichen Orientierungegingebettet sind. Um ein Auftauen dieses kifigaerten
Praparates zu verhindern, mussen alle weiteren Transterd Untersuchungsschritte
ebenfalls bei tiefen Temperaturen ausgefuhrt werden. VitrifizieReoben sind sehr
strahlungsempfindlichUm wéahrend derBildaufzeichnungndégliche Strahlungsschaden zu
verhindern,muss die zur Belichtung einer Aufnahme erforderliche Strahlendesis klein
sein Dies hat aber den Nachteil, dassauch das SignalRauschverhaltnis der
elektronenmikroskopischen Aufnahmesehr niedrig ist. Um das SignaRausckverhaltnis
kunstlichzu vergro3ernwerden hunderte bis tausendBilder der Probegemittelt. Jedes
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aufgenomme Bildeines Proteins entspricht dabei der 2D-Projektion dieses Proteinsn
Richtung deginfallendenElektronenstrahlgAbb.12).

Realraum Fourier-Raum
Projektionsrichtung

Inverse FT
3D A=
FT
Projektion‘l:r Riickprojektion J’T Schnitt
Inverse FT
W - A

Abbildung 12 Veranschaulichung des Projekti@thnittTheorems. Durch dieses Theorem lassen sich gewonrierigaZen
in 3D Daten UberfihrerT: Fourie Transformation.

In der Einzelpartikelanalyserhalt man die 3DRekonstruktioneines Proteins durch die
Kombination vieler einzelner 2D-Projektionen Partikelblder) des unterschiedlich
orientierten Proteins(Nogales et al. 2035 Dabei gilt, dass die 2Projektion eines 3D
Objektesim Realraum einem zentraleBchnitt desObjektes im Fourierraum entspricht
(Projektion-SchnittTheorem (Abb. 12) wobei die Projektionsrichtung im Realraum
senkrecht zur Schnittebene isSind die Projekionsrichtungen bekannt kann man die
entsprechenden 2Eschnitteim FourierRaum exakipositionieren So entsteht im Fourier
Raum sukzessive die 3BourierTransfornierte des Objekts. Ubereine FouriefRick
Transformatiorergibt sich dann da3D-Objektim Realraum(Nogales et al. 2005

Die Ermittlung der zunachstunbekannte relativen Orientierungen der 2D-Projektionen
zueinander (Sigworth et al. 2010 gelingt mit Hilfe des projecion-matchingAnsatzes
(Penczek et al. 1994 Beim projecion-matching vergleicht manjede experimentelle 2D
Projektion mit einer computererzeugten 2Projektion einesunterschiedlich orientierten
Referenzobjelds.Da die Orientierungdrei Eulerwinkel und 2 Translationskoordinatei@y
erzeugten 2EProjektion des Referenzobjektes bekannt isgnk man bei gegebener
Ubereinstimmung der experimentellen 2BProjektion die gleiche Orientierung
(Kreuzkorrelation cross correlation zuordnen. Neuerdings verwendet man fir diese
Zuordnungmaximumlikelihood (ML) basierende MethodelSigworth et & 2010. Dabei
werden die wahrscheinlichsten Werte fur Eulerwinkel unanBlationskoordinaten einer 2D
Projektion zugeordnetim Idealfall konvergieren diese Werte und entsprechen dann denen,
die Uber den klassischeprojectionmatching Ansatz bestimmworden sind.Allerdingsist
die Wahrscheinlichkeitin ein lokales Minimum zu konvergieren niedriger als bei der
Kreuzkorrelation.
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Durch Kombinationaller Orientierungen derwerwendeten2D-Projektionenkann maneine
3D-Rekonstruktion des Protesnerrecmen unditerativ mit Hilfe des projection-matching
Ansates verfeinen (Penczek et al. 1994cheres 2012 Die erreichbareAuflosunghangt
dabeivon der Anzahl deverwendeten2D-Projekionen, der konforneren Flexibilitat des
Proteinsund derHeterogenitatder Probeab.

BEn EMDatensatzist immer eine Mischung aus 2Projektionen ein und desselben
Proteinkomplexes in verschiedend&onformeren und kompositionellen Zuéhden, sofern

die Probe nicht mit anderen unerwinschten Proteamplexen verunreinigt ist. Es ist

deshalb schwierig zu unterscheidenob 2DProjektionen zu ein und demselben
Proteinkomplex gehoren oder ob es sich um 2DProjektionen ungérschiedlicher

Proteinkomplexe handelt (Nogales et al. 2035 Durch de Weiterentwicklung der

Bildverarbeitungsmethoden in derEinzelpartikednalyse kann heutzutage auch die
Probenteterogenitat bestimmt und genutzt werdenBeispielsweise erlaubt diauf ML

basierende Klassifizierung eines Datensatdge Auftrennung der 2BProjektionen in

strukturell homogene Klassen und gestattedo Einblicke in die Dynamik eines
Proteinkomplexeg¢Scheres et al. 200.7

Zielder Doktorarbeit

2012 gelang es zwei Forschungsgruppen unabhangig voneinaatler kanonischen
Untereinheiten des 26S Proteasoms aus dégfen Saccharomyces cerevisi@@eck et al.
2012 Lander et al. 2012 und Schizosaccharomyces pomifeasker et al. 20)2zu
lokalisieren Die veroffentlichten Strukturensind nahezu identisch so dass die 26S
ProteasomForschungsgemeinde beide Strukturen sehr schnell als richtzeptierte.
Zeitgleichwurde jedoch eine Struktur des menschlichen 26S Proteasoms veroffefttch
Fonseca et al. 20)2die ad signifikante Weise von den Het&trukturen abwich.Die
Untereinheiten Rpn8 und RpnMarenin ihrer Position vertauschtund auchdie Position
von Rpnl2 am anderen Ende desfeisenférmigenlid-Komplexes(in unmittelbarer Nahe

von Rpnl® war vollig verschieden Tabelle 2 zeigt das teilweise sehr unterschiedliche
Ausmald der Sequenzidentitat der 26S Proteasdmereinheiten zwischen der Hefe
Scerevisiae und dem menschlichen Proteasom. Speziell bei den katalytischen
Untereinheitenj M X | H imdzyblRtionamphochkonservierten 20S Proteasom betragt die
Sequenzidentitab5 %,55 % bzw.67 % Mit Ausnahme der HefATPasemnd Rpnl1l, die zu
69-77 % bzw. 8 % identisch mit denen des Menschemd betragt die Sequenzidentitat
aller anderen Untereinheiten des RP ledigldh51 %. Im Fall von Rpnl2 sind es 33 %. Die
relativ. hohe Sequenzidentitat bei Rpn 8 und Rpn¥iirde aber eine identische
Positionierunglieser Untereinheitennnerhalb den19S R®nahelegen.
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Tabelle2 Sequenzvergleich der kanonischen Untereinheiten aus der Hafeharomyces cerevisiaad dem Menschen
Homo sapiensSechsim Menschen substéchiometrisch vorliegende Untereinheiten (*) wurden ebenfalls mit den Hefe
Homologen veglichen. Mit Ausnahme von RpnlBegen alle markierten Untereinheiten auch in der Hefe
substdchiometrisch vor. & NCBIAlign Sequences Protdab ASTvurde zur Ermittlung der Daten herangezogen.

Saccharomyces cerevisiae Homo sapiens Sequenzidentitat [%]
Protein- | Uniprot- | Masse| Lange| Uniprot- | Masse| Lange | HefeSequenzdeckung
name ID [kDa] | [aa] ID [kDa] | [aa] [%0]
h'm P21243| 28,0 | 252 | P60900 | 27,4 246 54,97
h H P23639| 27,1 | 250 | P25787| 25,9 234 58, 100
h o P23638| 28,7 | 258 | P25789 | 29,5 261 53, 91
hn P40303| 28,4 | 254 | 014818 | 27,9 248 59, 90
h p P32379| 28,6 | 260 | P28066 | 26,4 241 61, 91
h ¢ P40302| 25,6 | 234 | P25786 | 29,6 263 53, 100
h1 P21242| 31,5 | 288 | P25788 | 28,4 255 51, 90
™M P38624| 23,5 | 215 | P28072| 25,4 239 55, 93
I H P25043| 28,3 | 261 | Q99436 | 30,0 277 55, 98
i o P25451| 22,6 | 205 | P49720| 23,0 205 55, 97
in P22141| 22,5 | 198 | P49721| 22,8 201 45, 97
ip P30656| 31,6 | 287 | P28074| 28,5 263 67, 71
i c P23724| 26,9 | 241 | P20618| 26,5 241 46, 93
T P30657| 29,4 | 266 | P28070| 29,2 264 43, 87
Rptl P33299| 52,0 | 467 | P35998 | 48,6 433 72, 95
Rpt2 P40327| 48,8 | 437 | P62191| 49,2 440 73,94
Rpt3 P33298| 47,9 | 428 | P43686 | 47,4 418 66, 100
Rpt4 | P53549| 49,4 | 437 | P62333 | 44,2 389 69, 87
Rpt5 P33297| 48,3 | 434 | P17980| 49,2 439 69, 96
Rpt6 | Q01939| 45,3 | 405 | P62195| 45,6 406 77,96
Rpnl | P38764| 109,5| 993 | Q13200 | 100,2| 908 42, 86
Rpn2 | P32565| 104,4 | 945 | Q99460 | 105,8| 953 41, 96
Rpn3 | P40016| 60,4 | 523 | 043242 | 61,0 534 34, 85
Rpn5 | Q12250| 51,8 | 445 | 000232 | 53,0 456 41, 98
Rpn6 | Q12377 49,8 | 434 | 000231 | 47,5 422 45, 89
Rpn7 | Q06103| 49,0 | 429 | Q15008 | 45,5 389 37,93
Rpn8 | Q08723| 38,3 | 338 | P51665| 37,0 324 51, 86
Rpn9 | Q04062| 45,8 | 393 | QOUNM6| 42,9 376 31,95
Rpnl0 | P38886| 29,7 | 268 | P55036 | 40,7 377 50, 88
Rpnll | P43588| 34,4 | 306 | 000487 | 34,6 310 68, 94
Rpnl2 | P32496| 31,9 | 274 | P48556 | 39,6 350 33,91
Rpnl3 | O13563| 17,9 | 156 | Q16186 | 42,2 407 - -
Rpnl5 | 094742 10,4 | 89 P60896 | 8,3 70 54, 31
Ubp6* | P43593| 57,1 | 499 | P54578| 56,1 494 32, 95
Dsk2* | P48510| 39,3 | 373 | Q9UHD9| 65,7 624 33, 69
Rad23* | P32628| 42,4 | 398 | P54725| 39,6 363 32,99
Ddil* | P40087| 47,4 | 428 | Q8WTUO 44,1 396 49, 39
Ecm29 | P38737| 210,4 | 1868 | Q5VYKS3| 204,3 | 1845 30,69
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Ziel dieser Doktorarbeit ist es, die Positionen der Untereinheiten und die Gesamtarchitektur
des humanen 26S Proteasomsatail aufzuklaren.

Die bisher veroffentlichte Struktur desumanen 26S Proteasos) (EMBER047) hat eine
mutmaRliche Aufldsung von& (da Fonseca et al. 20LDiese Auflésung ware ausreichend
um Sekundarstrukturelementeiniger Untereinheiten zu erkennedasist jedochnicht der
Fall. Hochstwahrscheinlididllt die angegebene Auflésung wesentlich geringas, wasn
der sehr niedrigen Partikelzalblegriindet liegt(Lander et al. 201)3 Gerale im Bereich der
Untereinheiten ist die Aufldsung eher in einem Bereich von 12 A gF@®ck et al. 2012
und damit viel zB SNA Y 3T dzY 6SAGSNBE 9N)] SyyidyraasS o6Si11
Proteasons oder potenzielle therapeutische Ansatzau liefan. Selbst die beiden Hefe
Modelle EMBER165 und EMBBEL1992 (Beck et al. 201,2Lander et al. 20I2mit einer
Auflésung von 7,49 A (FS§) konnten nicht alle ntramolekularen ProteigProtein
Interaktionenin der Hefeermitteln. Doch gerade diese fehlenden Interaktionen sind von
besonderer Bedeutung bei derf&rschung des Abbaumechanismus.

So ist zunBeispielweiterhin unklar welche Rolle dieoiledcoilStrukturen der ATPasen bei
der Substraterkennung spieleBnige Untereinheitensindaul3erdemfur die hohe Flexibilitat
(Rpnl) und Dynamik (Rpn13, Ubp6, Rad23, Dsk2) des 26S Proteas@msvortlich.
Dementsprechend ist es nicht Gberraschend, dass alle Versdeheganzen 26S Proteasem
Komplex zu kristallisiereehlgeschlagen sindburch die Kombinatioder Entwicklungern

der Detektorentechnologie fir die Kryl@M, zusammen miwverbesserterBildvearbeitungs
verfahrenfur die Einzelpartikelanalyssollte es moglich sein, eine hochaufgeldste Struktur
des menschlichen 26S Proteas#tomplexes zu erstellen, um das vorrangige Ziel dieser
Arbeit zu verwirklichen: Detaillierte Einblicke in den Aufbau whe Funktion des 19S
Regulatorischen Partiketsl gewahren.

Material und Methoden

Material

Puffer fur die Gewinnung voikrythrozyten
Phosphatebuffered saline (PBS):

10mM NaHPQ; 1,8mM KHPQ pH 7,3 (4°C); 14nM NaCl; 2,M KCI, 5mM Glucose

Puffer fur die26SProteasomPréparation
Resuspensimspuffer:

20 mM TrisHCI pH 7,5 (RT); 10 Glycerin; 10mM i -Mercaptoethanol; 5 mM
Adenosintriphosphat (ATFSigmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschjapld 7;
10mM MgC}

SucroseGradientenPuffer:
19



20 mM TrisHCI pH 7,5 (RT)0mM i -Mercaptoethanol; 5mM ATPpH 7; 10mM MgC}; 10
mM Kreatinphosphat(CP, Sigmaldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschla@d)3
mg/ml  KreatinphosphaKinase (CPK SigmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschlanyt 20% w/v Sucrose oder 4® w/v Sucrose

Aktivitatspuffer:

50 mM TrisHCI pH 8 (RTp mM ATP pH 7; 1&nM MgC}; 50 uM SueLLVYAMC Peptid
(BACHEM, Bubendorf, Schweiz)

Methoden

Gewinnung vorErythrozyten

Frisch gewonnenes vendseBlut eines gesunden Spenders, welches zum Stopp der
Blutgerinnung entweder in 16| BD Vacutain&iEEDTARShrchen odemn einer 50 ml Spritze,
versetzt mit 1,8 mg EDTA pro Milliliter Bluffinal ~5 mM), gesammelt wurde, wird zur
Auftrennung der Blutbestandile zentrifugiert (10 Minuten; 4°C; 4000xg; Hettich Rotanta
460R). Der Uberstand, der groRtenteils aus Blutplasma besteht, wird mit Hilfe einer Pipette
abgesaugt und verworfen. Der Bodensdiezstehend ausoten Blutzellen mit der dariber
liegenden Schidhaus weil3en Blutzellen und Blutplattchen wird insgesarbt r@al mit dem
Volumen des Zellpellets an eiskaltem HRfer gewaschen und zentrifugiert. Nach dem
letzten Zentrifugationsschritt wird mit der Pipette auch die Schicht aus weil3en Blutzellen
und Butplattchen entfernt, so dass man ein fast reines Pelletratsn Blutzellen erhélt, das
sofort weiterverarbeitet oder bei80°C eingefroren werden kann.

Préparation des humanen 26S Proteassm

Die unter kaltem flieRendem WassangetautenPellets werdenri einem Becherglas vereint
und zur Zelllyse mittels osmotischem Schock mit 8 Volukatem destillierten Wasser
verdunnt. Alle hier genannten Volumenangaben bhebken sich aufdas Volumen des
urspringlich eingesetzteZellpellets;die folgenden Konzentratbnsangaben beziehen sich
auf das Endvolumerks erfolgt die sofortige Zugabe vorm®1 ATP pH 7, 16M MgC} und
10Y a -Mercaptoethanol. Fir 30 Minuten wirdiese Zellsuspensiomun unter pHWert-
Kontrolle in Eiswasser gerthrt, bevtie Zugabe vo®0 mM Tris-HCI pH 5 (RT) und 106
Glycerinerfolgt. Nun wird mit destilliertem Wasser auf ein Endvolumem 10 Volumen
aufgefullt.

Zur Herstellung eines klaren Zellextraktesrden die Zellfragmentdurch Zentrifugation (10
Minuten; 4°C; 3D00xg; Sorvall RC5B;-&§ entfernt. Um zusatzlickinen Grol3teilder
vorhandenenZellmembranenabzutrennen wird der Extrakt anschlieBend fir 30 Minuten
bei 4°C 10@00xg im Type 50.2 Ti Rotor (Beckman Optim8QkE Ultrazentrifuge) erneut
zentrifugiert.

Eine ersteAnreicherung des 26S Proteaseraus den klaren Zellextrakt erfolgt durch
Zugabe von zteinem Pulver zerriebenen Ammoniumsulfdiis eire 40 %ige Sattigung der
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Proteinlésung erreicht ist. Die Zugalgeschiehtportionsweise innerhalb von 30 Miten
unter pHKontrolle in Eiswasser. AnschlieRend wird die Loseing Stunde gerihrt. Das
Prazipitat wird mittelsZentrifugation(15 Minuten; 4°C; 3000xg; Sorvall RC5B;-&§ vom
Uberstand getrennt und dann iResuspensionspuffdiir 20 Minuten geldstEine weitere
Zentrifugation (5 Minuten; 4°C; 3M00xg; Sorvall RC5B; -5 trennt geldstes von
unléslichem Protein.

Die zveite Anreicherungerfolgt durch Sedimentationdes 26S Proteasmraus der oben
beschriebenenLésung durch Ultrazentrifugation (2:11tuSden; 4°C; 16@00xg; Type 50.2
Ti; Beckman Optima t4DK). Die entstehenden Bodensitze werden vom Uberstand
getrennt, inResuspensionspuffeesuspendiertvereint und wiederholt zentrifugiertErneut
wird der Bodensatz vom Uberstand getrennt und in igefrischemResuspensionspuffer
gelost. Eine letzte Zentrifugation in 8,ml Reaktionsgefalen dient zu#btrennung von
geldstem unléslichen Proteirs.

Der abschlieRende Schritt der Proteasomufreinigung entfernt alle verblieberen
Proteinverunreinigungen durch SucreGgadientenZentrifugation. Dabei wird die Probe
einem 20-40 %igen Sucros&radienten Uberlagert und zentrifugiert (15 Stunden; 4°C;
208.000xg SWA41 Ti; Beckman Optima{8BK). Im Anschluss wird der Gradient in Ecaden
geerntet.

Die Fraktionen werdemmit Hilfe des Aktivitatspuffersauf spezifische 26S Proteasom
Aktivitat getestet. Dabei wird das im Peptid enthaltene und gequenchte Fluorophor AMC
vom Peptid abgespaltendzy’ R @ SA ¥ ¥46k nm<im BMG FLUOSst@ptima
detektiert.

Basierend auf dem Aktivitatsprofil der Fraktionen des Gradienten werden ausgewahlte
Fraktionenhinsichtlich ihreProteinkonzentration (Bradfordssay)der Reinheit (SD8AGE)
und Partikeldichter{egative staiREM) analysiert.

Kyro-Ekektronenmikroskopie und Bildaalyse

Die Probe (4ul) wird auf Quantifoi® R 2/1 Holey Carbon Grids (Cu 200 mesh) oder
Quantifoil® Lacey Carbon Grids (Cu 200 meggeben und mittels einesm Haus
entwickelten und gebauterGuillotine-artigen plungersvitrifiziert. Um einer einheitlichen
Orentierung der Partikeim Eis vorzubeugen, kann 0,04 NonidetP40 der Probeind/oder
Waschlésung zugesetzt veen. Das zweimalige Waschen43x) der Probe mit Wasser ist
notwendig um den Sucrosénteil in der Probe zu minimieren, dducrosedie Eisqualitat
vermindet.

Um die Struktur des humanewildtyp-26S Proteasosizu analysierenwird ein Datensatz
am FEITitan Krios, ausgestattet mit einer Falcon Il Kamera und der FEI ERAr8pft
gesammelt. Die Bildewerden mit einer PixelgroRe von 1,A auf Probenniveau, einer
totalen Elektronendosi von 45 Elakonen pro A, verteilt auf sieben Frames und einem
nominalen Deféus von-1,8 bis -3,0 um aufgenommen. Die einzedin Frames wrden
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translational aligniertund basierend af einem AlgorithmusmachLiet al. (Li et al. 2013
gemittelt. Double capped(dc) oder single capped(sc) 26S Proteasorrartikel werden
automatisch lokalisier{fHrabe et al. 201 Partikel geringeQualitat werden mit Hilfe von
Prozedurender TOM Toolbox entfern{Nickell et al. 2006 Die verbliebenden Partikel
werden rekonstuiert und mit einer in-house weiterentwickelten Version einesXMIPP
Programms(Scheres et al. 200&lassifziert, so dass der Focus der Kifikation nur auf
einem der RPs liegt(Unverdaben et al. 201% Somit lassen sichdie RPs eineslc 26S
Proteasons als voneinander getrenntd®RPs behande| was zu einer Verdoppelung der
Anzahl derzu mittelnden RPsfuhrt. Zusatzliche Klassifikationen migedleinerer Masken
wurdenwie in Bohnet al. beschrieberdurchgefihrt(Bohn et al. 2010

Ergebnisse

Aufreinigung des humanen 26S Proteassm

Historisch geseheist die Aufreinigung des 26S Proteasogut erforscht Bereits in den
spaten 90er Jahren des vorigen Jahrhundepgtanges, den Holokomplex aus diversen
Organsmen zupréaparieren und dementsprechendiridet man in der Literatur eingrol3e
Zahlan verschiedenen Aufreinigungsprotokollen. Etharakteristikumhaben alle frihen
Protokolle gemeinsamSiebasieren auf konventiorieen chromatographischerVerfahren,
wie lonenastauschchromatographie, Gelfiltration oder Hydroxyapé&titromatographieEs
ist also nicht verwunderlich, dass kiesenProtokollen vergleichsweise grof3e Mengen an
Biomassenotwendig waren um die Verluste an Proteasom von Schritt zu SchnitKauf
nehmen zu kdnnenZudem waren die Protokolle mit8TagerArbeitsdauersehr langvierig.

Beim 26S Proteasom handelt es sich um einen zienmgthbilenKomplex, dessen Aktivitét
und Zusammensetzung vom fMert, der Salzkonzentration, der Aufreinigungszmtvie
der Verfligbarkeit von stabilisierenden Komponenten wie ATP d@klcerol abhéangt
(Glickman et al. 2001Die Methoden der Aufreinigung anderten sich erst mit der Einfuhrung
der Affinitatschromatographie. Durch genetische Modifikatiomrwiegend in der Hefe
(Knop et al. 1999 des haufig fur Modifikationen genutztenGTerminus der Rpnll
Untereinheit konnte das 26S Proteasomnerhalb von 12 Tagen unter auf3erst milden
Bedingungerund ohne grofRe Muhen mit hoher Reprodierbarkeit aufgereinigt werden
Der Nachteil der Affinitathromatographie besteht daringdass nureinfach genetisch zu
modifizierendeOrganismerwie Hefenzur Einfihrung eineaffinity tag fur die Aufreinigung
genutzt werden kénnen. Die Etablierung einer mitaffinity tag genetisch modifizierten
stabilenmenschlichen Zelllinigvie Hela oder HEK29Zellenist dagegersehr zeitintensiv.
Um diese Probleme zu umgehenird zur Aufreinigung des 26S Proteasoms aus héheren
Organismen auf Rattenleber, Fruchtfliegenembryos oder Rinderblut zuriickgegiiiféen.
unteNJ aoal G SNRAFf dzy R aSiK2RSY dokal Srizrbdtt dBhSan Sy S
et al (Liu et al. 2006 und wurde auf die Bedurfnisse ddfryo-EM zugeschnitten
AdZANBAOKSYR K2KS t NP G Bgml),] RefheB@raiyWI &, 2ygte 0 x
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proteasomaleAktivitat wie auch ein hohes 26S/20%&rhaltniswaren das ZielDashier
entwickelte 26S Proteasomufreinigungsprotokolktellt dabeieinen Mittelweg dar.Denn,
obwohl es nicht aufffinitatschromatographie beruht, dauedie Aufreinigungnur 1,5 Tage
und es werden nur geringe Mengen an Biomasse benoiigt Gegensatz zu den
konventiondlen Strategien.

Funktionelle Charakterisierung

Die Analyse der Aufreinigung beginnt mit dem Aktivitats{@gib. 13) der zunachst klaren
soll, welcheFraktionen des SucrogeradientenproteasomaleAktivitat zeigen Dazu werden
alle Fraktionen auf ihre Fahigkeit getestein fluorogenes Peptidsubstrat zu spalteBei
dem hier verwendeterPeptidsubstrat handelt es sich uMSuccinyl eulLeuVatTyrAMC
(N-SuccinyleucylLeucyValytTyrosyl7-Amino-4-Methyl-coumarin). Dabei istfreies AMC
das Fluorophor und_eulLeuVatTyr ein mit AMC kovalent verkniupftes Tetrgpi. Die
PhenolSeitenkette der Aminoséure Tyrosin unterdrickt im intakten Rispistrat die
Fluoreszenz des AMC. Wird das Peptidsubstrat durch das 26S Proteasom zwischen Tyr und
AMC gespalterichymotrypsinahnliche Aktivitat) liegt das Fluorophor AMC frei in Losung
vor und fluoresziert. Je mehres freien AMG entsteht, desto groBr ist die
Fluoreszenzintensitat.

Bei dieser rein qualitativen Beurteilung isicht das erreichte Maximum, sonderdie
Steigung der Kurve im ersten Viertel der Messun@5Q0 sec) entscheidend (Abb. 13). Nur
dieser Teil der Messung beschreibt dersteadystate der EnzyrfSubstratReaktion
hinreichend genau. Dabei wird desteadystate durch eine zeitlich konstante Enzym
SubstratKonzentration und durch sinkende Subsk@tzentration bei gleichzeitig
A0SAISYRSNI t NEPRdAzZ1 i1 2y T SYGNIF A2y OKFNF {1 G§SNRAA
der EndphaseSieist durch eine abnehmend€onzentraton des EnzyrsSubstratKomplexes
charakterisiert, die durch eine abnehmende Substratkonzentration hervofgerwird. Die
Reaktion strebt inrem Ende zd,h. das freie Enzym liegt wieder in der Anfangskonzentration
vor. Im Fall des 26S Proteasoms ist die abnehmende Substratkonzentration nicht der
entscheidende Faktor, der zum Ende der Reaktion fiihrt. Vielmeheirgc die frih
einsetzende Endprodukthemmung durch das Tetrapeptid die Reaktion zu terminieren. Nur
im steadystate der Reaktion, bei konstanter Enzy®ubstratKkonzentration und
Substratliberschuss, ist die maxim&teaktionsgeschwindigkeginnaherndproportional zur
Enzymkonzentration. Unter den gewahlten Umstdnden durfte vorwiegend das 26S
Proteasom in der Lage seidieses Substrat umzusetzeiGlickman et al. 2001 Das
bedeutet: Je steiler die Kurve verlauft, desto mehr intaktes 26S &sotuist in der Probezu
erwarten. Abbildung 13 zeigt das Aktivitatsprofil der Fraktioner268wobei die Fraktion 22

die hochste Aktivitat aufweisgefolgt von derfFraktionen 21 und 23.
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Abbildung13 Typisched\ktivitétsprofil der verschiedenen Gradientenfraktionen2®&

Basierend auf dem Aktivitatsprofil wurdemedgleichen Fraktionen auf ihkkomposition und
Reinheit mit Hilfe der SBIFAGEsbdium dodecylsulfate polyacrylamidegel electrophoresis
Uberpruft (Abb.14).

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 22

Rpn2
Rpnl

19SRP-
Untereinheiten

20S CP-
Untereinheiten

Abbildung 14 Links:Coomassie gefarbteBolyakrylamieGel b dzt ! D 9@S Em2%nBisTris 1,0 mm, 10well). Jeweils
3ug der Gradientenfraktionen 186 wurden aufgetragen. Rechts: Charakteristisches Bandenmeisiar 26S Proteasom
Aufreinigung (hier: FraktioB2). M: Markerproteine, Angaben in kDa.
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Generell zeigen alle Fraktionen mit Ausnahvoa Fraktion 18 das Bandenmuster, welches
charakteristisch fir aufgereinigte 26S ProteasBroben ist. Im Bereich von BDkDa liegen

die Banden de20S Proteasos) wahrend die meisten Banden des 1RBszwistien 3760
kDazu findensind.Bei allen Proberiegtim Bereich zwischen 350 kDa die markante Bande
der ~40 kDa grofRen Untereinheited homodimeren Kreatinphosphdtinase, die
elementarer Bestandteil des ATegenerierungssystem istDie beiden grof3ten
Untereinheiten des 19&KP Rpnl und Rpn2, liegdoei ca.100 kDa. Bei der qualitativen
Beurteilung der Untereinheiteiomposition ist auf dieannaherndgleiche Intensitat der
Banden des 20€R und 19SR zu achten. Diesst fur die Fraktionen 18 und 18icht
erfillt, was auf ein niedriges 26S/208rhaltnis hindeutet wohl aber fir die restlichen
Fraktionen 226. Die Fraktionen 224 kénnenals rein genugfir die KyreEM angesehen
werden da im Vergleich zu den anderen Fraktionen weder niedermolekulareqIKDa)
noch hochmolekulare (10250 kDa) Verunreinigungen zu stark in Erscheinung treten.
Allerdings findet sich bei allen untersuchten Proben im Bereich von-I® kIa eine
Proteinbande, die durch MSBnalyse als humaneAldehydDehydrogenase (~85 kDa)
identifiziert worden ist. Sie steht bislang noch in keinem Zusammenhang mit dem 26S
Proteasom.Da die gemessenen Proteinkonzentrationen fir die Fraktionen cal 400
pg/ml), 22 €a. 525 pg/ml) und 23 da. 500 pg/ml) am hochsten sindyerden diese
Fraktionenauf ihre Verwertbarkeit in der EM weiter analysiert.

Einen weiteren Hinweis auf das zu erwartende 26SA@%altniserhalt man, wenn man die
Probe massenspektrometriscuntersuct (Tab. 3). Zur Auswertung wurdedie iBAQ
Methode gewahltiBAQ ist eine auf Intensitat beruhende absolute Mengenbestimmung, die
ohne die Verwendung von isotopenmarkierten Referenzpeptiden in der Massen
spektrometrie  Anwendung findet(Schwanhausser et al. 2011Dabei werden die
Intensitaten aller durch Trypsiierdawngentstandenen Peptide eines Proteins addiert und
durch die Anzahl der theoretisch zu erwartenddPeptide dieses Proteins geteilt
(Schwanhausser et al. 2011Die resultierenden iBAMtensitatswerte dienen danreur
genauen Bestimmungder relativen Haufigkeit es identifizierten Roteins in der Probe
(Schwanhausser et al. 2013mits et al. 2013 Bildet manden Gesaminittelwert der iBAQ
Werte aller kanonischen Untereinheiten undividiert die iBAQMittelwerte der "- und i -
Untereinheiten der ATPasen und détichtATPaserUntereinheitensowie die iBAQWerte

der einzelnen Ms (proteasome interacting proteing), lasst sichdas so approximierte
Verhaltnis der Untereinheitearmitteln undgraphisch darstelle(Abb.15).
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Tabelle 3 Massenspektrometrische Analysdler kanonishen menschlichen 26S Proteastintereinheiten swie einiger

transient bndender Proteine (s, *).

. : Anzahl der | Sequenzdeckun Masse :
Proteinname,  Uniprot-ID Peptide g [%] 9 [kDa] IBAQWert
h'm P257861 30 92,8 29,555 8,16E+09
h H P25787 26 88 25,988 5,97E+09
h o P257881 21 49 28,433 5,36E+09
hn P257891 20 80,8 29,483 6,57E+09
h p P280661 19 75,5 26,411 7,27E+09
h ¢ P60900 12 35,4 27,399 8,53E+09
h Tt 0148181 11 29,8 27,887 6,99E+09
Im P20618 17 64,3 26,485 6,09E+09
I H P49721 24 93 22,836 5,25E+09
I o P49720 2 14,1 22,949 7,27E+09
in P28070 14 58,3 29,204 4,55E+09
i p P28074 28 70 28,48 7,61E+09
i c P28072 17 75,7 25,357 3,08E+09
T Q99436 13 60,3 29,965 5,21E+09
Rptl P35998 60 87,3 48,633 8,17E+09
Rpt2 P62191 10 12,3 49,184 8,16E+09
Rpt3 P43686 52 95,2 47,366 1,10E+10
Rpt4 P62333 40 71,5 44,172 8,24E+09
Rpt5 P17980 - - - 0,00E+00
Rpt6 P62195 49 83,5 45,626 8,11E+09
Rpnlisa 1 Q132001 19 14,1 100,2 5,24E+09
Rpnliso 3 Q132003 2 1,4 85,605 3,27E+06
Rpn2 Q99460 87 80,2 105,84 5,28E+09
Rpn3isa 1 0432421 20 27 60,977 5,34E+09
Rpn3isa 2 0432422 2 3,4 41,183 1,54E+06
Rpn5 000232 49 83,8 52,904 5,20E+09
Rpn6 000231 46 89,8 47,563 8,44E+09
Rpn7 Q15008 41 80,2 45,531 5,10E+09
Rpn8 P51665 30 79,9 37,025 7,06E+09
Rpn9 Q9UNMG6 34 83 42,945 5,01E+09
Rpn10iso.A P550361 3 8,5 40,736 2,15E+08
Rpnl0IsoE | P550362 3 7,6 28,612 3,94E+09
Rpnll 000487 29 92,3 34,577 5,04E+09
Rpnl2 P48556 31 66,6 39,611 3,27E+09
Rpn13* Q16186 13 31,2 42,153 6,17E+08
Ubp6* P54578 26 65 56,068 1,07E+08
Uch37* Q5LJAS 17 71,3 40,423 5,76E+07
Ecm29* Q5VYK3 56 41,1 204,29 2,82E+07
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Abbildung15 Graphische Darstellung der Stochiometran Subkomplexedes humanen 26S Protesasoomsd PPs

Deutlich ist zu erkennen, dassdie normalisierten Intensitdten der kanonischen
Untereinheiten(Subkomplexedm den Wert 1 liegen (Abb. 15). Dies deutet darauf hin, dass
alle kanonischen Untereinheiteetwa stdchiometrischzueinander in der Probe vorliegen.
Die vier transient bindenden Proteirerscheinen in sehr niedrigen Mengeso dass man
davon ausgehen kann, dass das 26S Proteasmmaus den kanonischen Untereinheiten
besteht und keine sonstigen Proteine gebunden Hates ist fur die Erreichung einer
hochaufgelosten  3BRekonstruktion  winschenswert, da dieVariabilitat  der
Zusammensetzung nied ist Die menschlichen Homologe zu den Hefeproteinen Rpnl5,
Dsk2, Rad23 und Ddil konnten nicht nachgewiesen werden.

Grundsatzlich gehért zder Qualitatsanalyse einer ENProbe, dasssie im TEM auf ihre
Partikeldichte (Anzahl der Partikel pro Bild) uadf das 26S/208erhaltnis Uberprift wird.
Dabei kdnnen die Partikel mit Schwermetallsalzen negativ kontrastiert auf dinnem Kohlefilm
(negativestain-EM) oder frei in Eis eingebettetiargestellt werdenKrycEM). Aufgrund der
Adsorption der meisten Protein@auf den Kohlefilm reichen in denegative stairEM
Proteinkonzentration von 22000 pg/ml aus Die Probenvorbereitung als auch die
Datenaufzeichnungehmen nicht sehr viel Zeit in Anspruch. Der gewaltigehi&l ist aber

das Auflésungslimit von ungefahr 20 A, dasf die KorngroRe der verschiedenen
Schwermetallsalzeurtckzufihrenist. Der zweite Grundst, dass nur die Verteilung des
Kontrastmittels und nicht die innere Struktur des Proteins abgebilded.Wiiir diekryo-EM
werden hingegen in Abhéngigkeit des Molekulargewichtes des zu untersuchenden Proteins
Konzentratioen von ca. 400 pg/ml benétigt. Die Probenvorbereitung ist langwieriger und
weniger reproduzierbar. Auch ist di®atenaufzeichnungviel zefintensiver als mit
Negativkontrastpraparaten Jecbch ist das Auflosungslimibicht von der Préparation
beeinflusst Abbildung16 zeigt Gradientenfaktion 22, verdinnt auf 20 pg/ml mit Wasser,
negativ kontrastiert bei einer VergréRerung v86.000Xund eirer PixelgroRe vore,78 A

(Abb. 16]inks)
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Abbildung 16 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Gradientenfraktion 22dgative stain(links) und vitrifiziert
(rechts).Rechteck: dc 26S Proteasom (Seitenansicht); Dreieck6SdProteasom (Seitenansicht); Ellipse: 20S Proteasom
(Aufsicht). GroRBenmarker: 45 nm.

26S ProteasorProben zeichnen sich typischerweise sowohl durch das Vorhandensein
26SProteasomPartikeh mit ein (single cappedsc)oder zwei(double cappeddc)19S RPs
aus, sowie durch 20S Proteasdtartikel ohne 19S RPs. In Fraktion 22 (Abb. 16, links) sind
vieleintakte d@26S und sc26S Proteasofartikel zu sehennd nur wenige bis selwenige
20S Proteasorartikel.Letztendlichdient einenegative stairAndyselediglich als Hinweis,
da intakte26S ProteasorRartikelin Abhangigkeit von der eingestellten Konzentratamter
durch den sauren phlVert der Uranylacetat.6sung in 20Sund 19SPartikel dissoziieren
kénnen Abbildungl6 zeigtrechtsdie gleiche Gra@éntenfraktion,unverdinnt vitrifiziert bei
einer VergréRerung von 600X und einer PixelgroRe van78 A Auch hier ist eine
Mischung von verschiedenen Proteasoffartikeln zu sehen. Die Partikeldichte an
gewilnschten dc263ind sc26S Proteasofartikeln st sehr hoch. Aus diesem Grund ist die
aufgereinigte Probe gut fir diBatenaufzeichnungeeignet denn eine hohe Partikeldichte
bedeutet weniger aufzunehmende Bilder, die zur Erreichung diestimmten Auflésung
bendtigt werden.

3D-Rekonstruktion desiumanen 26S Proteasom

Insgesamt wurden secti3atensétzan jeweils einwdchigen Sitzungeemiautomatisch am

FEI Titan Krios aufgenommen. Die Akquisition wurde mit der FEI EPU Software durchgefihrt,
bei der der Benutzer die Stellen auf dgmd (Kupfernetacheibe, belegt mit dinnem Eis der
wassrigen Probe) aussucht, die seigewtinschterEisdicke undigjualitat entsprechenJe

nach Art dergrids als auchje nach Vitrifizierungsbedingungen (Luftfeuchtigkeit, Puffer,
blotting time, etc.) kann die Eisdicke aviieren, was zu leicht unterschiedlichen
Orientierungen des 26S Proteasoms in Eisdiilkann Bei den hiezum Teilverwendeten
Quantfoil® R 2/1 Holey Carbon Grids haben die Locher einen Durchmesser von 2 um und
sind im Abstand von 1 um zueinander angbwet. Dabei istdas Eis am Rand der Lécher
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dicker alsdasin der Mitte des Loabs (Cho et al. 2018 WerdenBilder nun innerhalb des
Locles immer anden gleichen Stellen aufgenomme st die Partikelorientierung des 26S
Proteasomsehr ahnlich, da die Eisdicke vboch zu Lochur sehr geringariiert. Hingegen
kann die Eisdicke in den ebenfallgerwendeten unregelméRig geformten und
unterschiedliche groendchern eineQuantifoil® Lacey Carbon Grisshr variieren, was zu
anderenPartikelorienierung des 26S Proteasorfithren kann.Anden gewiinschten Stellen
werden die Datenvollautomatisch aufgenommen; das Fokussierdig, Aufzeichnung von
Bilder und die Speicherungst durchdie Softwaregesteuert Fir die gespeicherteBilder
wurden die Powerspektren berechnet ungbm gewlnschten Fokus abweichen&dder
manuell entfernt. Jedes verblieben®ild wurde dann vollautomatisch auf drei Kriterien
Uberpruft: Der gemessene Astigmatismus des Bildes durfte maximal 0,2 betragen, der
Defokus musste zwischen-0,8 und -3,5 um liegen, und die Kreuzkorrelatiorrdss
correlation) zwischen theoretischem und gemessenem Powerspektrum musste mindestens
0,1 betragen. Sobald nur eines der drei Kriterien diiv Bild nicht erfullt war, wurdees
verworfen Die Partikel auf den numselektierten Bildern sind anschlieRend automatisch
durch eine im Haus entwickelfgarticle picking softwaredie Bestandteil der TONbolbox
ist (Nickell et al. 2005 Hrabe et al. 2012 markiert und extrahiert worden. Eine
Vorsortierung deiso ausgewahlterPartikel erfolgé zunachst in 2D, um alle ungengchten
Partikel (26SProteasomintermediate, Partikel fremder Proteinkomplexe, Ethaoder
Wasserverunreinigungen, speziell bacey carbon grid&ohlefiimkanten) von dc26%ind
sc26S ProteasoiRartikeh zu trennen.So entstanden am Ende der -HPozessierungzwei
Datensatze misc26S oder dc26S ProteasorRartikeln. Abbildung A gibt einen Uberblick,
wie mit diesen zwei Datensétzen in der-Blassifikabn weiter verfahren worden ist

Um ene moglichst hoch aufgeltste dRekonstruktion desiumanen 26S Proteas@rzu
erhalten, ist es unabdingbaeinen hochgradignomogenen finalerDatensatz zu generieren,
bei dem sich alle makromolekularen Partikel so wenig wie mdglich in Komposition und
Konformation unterscheiden. Aufgrund der deutlichen Unterschiede in der Ghb&fiber
Datensatze wurde der sc26S Proteasbatensatz(ca. 108000 Kgpen)anders verarbeitet
als der ca. vierfach groRere dc26S Proteasiatensatz(431.100 Kappen)Um immer noch
enthaltende Fremdpartikel aus dem Datensatz zu entfernen, wurdersé?@S Proteasom
Partikel aus den sechs urspringlichen Datensatzen verneintt in 3D rekonstruiert.
Daraufhin waren zwei Rundefocused classificatiométig, um einen reinenca. 34000
Kappen umfassenden finalest26S ProteasoADatensatz zu erhalten. Dazu wurde die in
Abb.18 dargestellteMaske verwendet.
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Abbildung 17 Arbeitsablauf der 3HDatenprozessierung. Dunkler abgesetzt auf der linken Seite der ®rajgr
Arbeitsablauf fir das 26S Proteasom, rechts heller gelesitder Arbeitsablauf fir das #6S Proteasom. 001006
markieren die @rspriinglichen Datenséatze. tom.fdeocussed Classificatiant der TOM Toolbox; PMProjection Matching
in XMIPP.

Abbildung18 Darstelung der Maske (rot), die das 19S 88ld)samt nachstliegeR S Y-Rihg umschlieRSie wude fiir alle
Runden defocused classificatioder sc26Sund dc26S Proteasofatensétze eingesetzt.
Aufgrund der Grof3e des dc26S Proteaddatensatzes als auch wegen der erst nach und
nach zur Verfugung stehendeaminzelnen Datensétze war dieProzessierungsstrategie
komplizierterund langwierigerals diejenige fur den sc26S ProteasDaiensatzDie d@26S
ProteasomPartikel der ersten drei Datensatzerurden vereint rekonstruiert und 3D
klassifizier. Dese Strategiewurde auchinnerhalb der Datesétze 004 , 005 und 006
verfolgt Auch hier wurde die Maske aus Abb. 18 verwendet, was bei dc26S Proteasom
Partikeln und deren intrinsischer ndherungsweiserS@mmetrie zu einer Verdopplung des
Datensatzes fuhe Die beiden 19S RPs eines dc26S Probeaswerden dabei als zwei
eigenstandige 19S RBngesehenErst nachdem die Datensatze 00003 , 004 , 005 und
nncy o@2NHSNEBAY A IKappenvdrebBuyid anserdede&nhd gurciReing auf
maximum likelihoodbasierende ML3EKlassifikation(Scheres et la 2008 in zwolf Klassen
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