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Zusammenfassung

Die Elektronentomographie (ET) ist hervorragend geeignet, um die dreidimensionale
(3D) Struktur pleomorpher biologischer Strukturen wie etwa Zellen oder Organellen
abzubilden. Die Weiterentwicklungen der Technik in den letzten 10 Jahren machen es
heutzutage moglich, in vitrifiziertem Eis eingebettete biologische Objekte dreidimen-
sional abzubilden. Diese Probenpréaparation gewéhrleistet optimale Strukturerhaltung
und beléfst die biologischen Proben in einer anndhernd nativen Umgebung. Demnach
liefert Kryo-ET (KET), die ET vitrifizierter biologischer Proben, ein naturgetreues
3D Abbild z.B. ganzer Zellen, und sie ist derzeit die einzige Technik, die einzelne
makromolekulare Komplexe in ihrer natiirlichen Umgebung aufzulosen vermag.

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war es, Methoden zur quantitativen Auswertung
von Kryotomogrammen zu entwickeln und anzuwenden. Die grofte Herausforderung
bei der Analyse von Kryoelektronentomogrammen ist ihr auferordentlich niedriges
Signal-zu-Rauschverhéltnis, das in der Strahlenempfindlichkeit biologischer Proben
begriindet liegt. Ein weiteres Hindernis bei der Interpretation ist ein Keil fehlender
Strukturdaten im Fourierraum, der vom eingeschrankten Kippbereich der Probe im
Elektronenmikroskop herriihrt. Wéahrend die erste Tatsache zur Wahl korrelations-
basierter Techniken zur Datenanalyse fiihrte, wurde der zweiten Rahmenbedingung
durch die Entwicklung neuer Korrelationsfunktionen, die die Analyse auf den experi-
mentell zugénglichen Bereich einschrinken, Rechnung getragen.

Im Detail wurden Methoden zum Einsatz in drei zentralen Aufgabenstellungen der
KET entwickelt und angewendet: (i) Ein Ziel der Tomographie ganzer Zellen ist
es, einen zelluldaren Atlas makromolekularer Komplexe zu erhalten. Hierfiir wurde ein
Algorithmus zur Detektion spezifischer Makromolekiile anhand ihrer strukturellen Si-
gnatur entwickelt und zur Lokalisierung von Komplexen in Phantomzellen, pro- und
eukaryotischen Zellen angewandt. (i) KET ist in der Lage, sehr fragile supramoleku-
lare Komplexe abzubilden. Durch Mittelung von Subtomogrammen konnen diese in
héherer Auflosung strukturell charakterisiert werden, wozu ein iteratives Verfahren
implementiert wurde. Dieses wurde zur in situ Strukturbestimmung eines retrovi-
ralen Env Proteinkomplex’ und des Kernporenkomplex’ bis zu einer Auflésung von
(3nm)~! bzw. (8-9nm)~! benutzt. (iii) Eine systematische Analyse der in einer bio-
logischen Probe enthaltenen makromolekularen Komplexe erfordert eine statistische
Analyse, die homogene Subpopulationen identifiziert. Es wurde eine Klassifikations-
methode entwickelt, die Artefakte der {iblichen Principal Component Analysis bei der

Anwendung auf KET-Daten deutlich verringerte.



Abstract

Electron Tomography (ET) is uniquely suited to obtain three-dimensional (3D) re-
constructions of pleomorphic structures, such as cells or organelles. The technical ad-
vances of the instrumentation within the last 10 years enable us nowadays to image
biological objects which are embedded in vitreous ice three-dimensionally. This prepa-
ration technique provides the best structural preservation and maintains the biological
sample in its natural environment. Thus, Cryo-ET (CET), the ET of vitrified biolo-
gical specimens, provides a faithful representation of the 3D structure of specimens
such as cells, and it is currently the only technique being able to resolve single ma-
cromolecular complexes in their native environment.

The major objective of this work was the development and application of methods
for a quantitative evaluation of cryoelectron tomograms. The major challenge in the
analysis of cryoelectron tomograms is their extremely low signal-to-noise ratio ari-
sing from the radiation sensitivity of biological materials. A further hindrance in the
interpretation is a missing wedge of structural data in Fourier space which is due
to the limited tilt range of the sample in the electron microscope. While the former
condition lead to the choice of correlation based data analysis techniques, the latter
constraint was considered by the development of novel correlation functions limiting
the analysis to the experimentally sampled data range.

In detail, the methods developed and applied in this work address three central tasks
of CET: (i) It is one goal of tomography of whole cells to derive a cellular atlas of
macromolecular complexes. Therefore, an algorithm was developed which detects in-
dividual macromolecules based on their structural signature. It was applied in order
to localize complexes in phantom cells, pro-, and eukaryotic cells. (ii) CET is able to
image very fragile supramolecular complexes. These can be characterized structurally
by employing averaging of subtomograms. Therefore, an iterative averaging procedu-
re was designed and employed in order to determine the structures of the retroviral
Env protein complex and the nuclear pore complex to a resolution of (3 nm)—1 and
(8-9 nm) !, respectively. (44) A systematic analysis of the macromolecular complexes
populating a biological sample requires the statistical analysis of the data in order
to identify homogeneous subpopulations. A classification procedure was developed
that overcomes the artifacts of the wide-spread Principal Component Analysis when

applied to CET data.



1. Einleitung

Die Untersuchung der Struktur biologischer Materialien auf unterschiedlichen Ebe-
nen, die von molekularen Dimensionen bis zu denen ganzer Zellen reichen, hat das
Verstandnis ihrer Funktion deutlich erleichtert. Zellen besitzen eine dufierst komplexe
Architektur, die viele Grofenordnungen umspannt, von der Organisation auf moleku-
larer Ebene bis hin zu Netzwerken ganzer Zellen . Das Interesse der modernen Mole-
kularbiologie richtet sich vor allem auf das Verstindnis sog. Molekularer Maschinen
(Molecular Machines (Alberts 1998)). Molekulare Maschinen sind aus Makromolekii-
len, vor allem Proteinen, zusammengesetzte Komplexe, die einzeln oder im Ensemble
spezifische Funktionen in der Zelle ibernehmen. Nur die wenigsten Proteine konnen
allein eine spezifische Funktion erfiillen, und nach heutigem Kenntisstand interagiert
jedes Protein durchschnittlich mit etwa 9 anderen Proteinen (Sali et al. 2003)). Einige
dieser Komplexe wie z.B. das Ribosom, dessen Funktion die Synthese von Proteinen
ist, sind robust genug, um mittels biochemischen Verfahren isoliert werden zu kénnen,
was eine strukturelle und funktionelle Analyse in wvitro ermdglicht. Andere, wie z.B.
G-Protein assoziierte Komplexe, assemblieren nur voriibergehend und sind nur sehr
schwach gebunden, was eine Aufreinigung mit konventionellen biochemischen Metho-
den unmoglich macht. Solche Komplexe sind meist strukturell besonders variabel,
da sie durch signifikante Rearrangments und Konformationsédnderungen auf Signale
antworten, d.h. sie sind wesentlicher Bestandteil von Signalwegen, die in einer Zel-
le existieren. Die Struktur solcher besonders fragilen Komplexe sollte idealerweise in
der nativen Umgebung erforscht werden. Dariiber hinaus besteht in einer Zelle ein
hoherer Grad der Organisation verschiedener Komplexe untereinander. Diese supra-
molekulare Architektur (Supramolecular Architecture (Baumeister 2005)) "verzahnt”

die Komplexe untereinander: So wird z.B. der hohe intrazelluldre Organisationsgrad
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bei der Chemotaxis von Bakterien sogar mit der Organisation des Gehirns verglichen
(Webre et al. 2003)).

Das derzeit wohl wichtigste Verfahren zur Aufklarung der dreidimensionalen Struktu-
ren biologischer Makromolekiile ist die Rontgenkristallographie. Dieses Verfahren eig-
net sich vor allem zur Strukturaufklarung einzelner Proteine und wird zunehmend als
Hochdurchsatzverfahren angewandt, um die zu ganzen Genomen korrespondierenden
Proteinstrukturen aufzukléren (Structural Genomics). Andere etablierte Verfahren
zur Strukturaufklarung in atomaren Dimensionen sind Kernspinresonanz (Nuclear
Magnetic Resonance, NMR), die fiir relativ kleine (< 30kDa) in Losung befindli-
che Proteine angewandt werden kann, und die Elektronenkristallographie, die sich
vor allem zur Strukturbestimmung membrangebundener Makromolekiile eignet. Dar-
tiberhinaus hat sich die Kryoelektronenmikroskopie kombiniert mit der Einzelparti-
kelanalyse (Single Particle Analysis) zur Strukturaufklarung grofer (> 300kDa) ma-
kromolekularer Komplexe etabliert. Die erreichbare Auflosung erlaubt nur in Ausnah-
menfillen eine direkte Bestimmung atomarer Koordinaten. In vielen Féllen sind aber
atomare Strukturen der den Komplex konstituierenden Proteine bekannt, was mittels
Einpassen dieser Daten in den Gesamtkomplex (Fitting und Docking) pseudoatomare
Strukturen liefert. Allen genannten Techniken der Strukturbiologie ist gemein, daf sie
biochemische Aufreinigung der Makromolekiile erfordern. Auf der anderen Seite sind
vor allem in der Zellbiologie verschiedenste Formen der Lichtmikroskopie verbreitet,
die es ermoglichen, zellulare Strukturen und ihre Dynamik in ihrer natiirlichen Um-
gebung zu studieren. Die Auflésung lichtmikroskopischer Techniken ist jedoch nicht
ausreichend, um die Struktur makromolekularer Komplexe aufzulésen, was auch fiir
Varianten der Lichtmikroskopie gilt, die darauf abzielen, das durch die Lichtbeugung
gesetzte Auflosungslimit zu iibertreffen.

Kryoelektronentomographie (KET) hat das Potential, die Kluft struktureller Studi-
en, die derzeit zwischen der molekularen und der zellularen Ebene besteht, zu iiber-
briicken. Diese Technik erlaubt die Strukturuntersuchung fragiler Komplexe sowie die

Visualisierung der supramolekularen Architektur in ihrer natiirlichen Umgebung und
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ist daher hervorragend geeignet, die Funktion einzelner Komplexe anhand ihrer Struk-
tur zu erkunden. Traditionell wurde die Elektronenmikroskopie in der Zellbiologie
angewendet, um biologische Proben abzubilden, die chemisch fixiert, getrocknet und
mittels Schwermetallsalzen kontrastiert wurden. Wahrend diese strukturverandernde
Probenpréparation jegliche Interpretation auf molekularer Ebene unméglich machte,
erlaubt es die Kryopréparation, die Einbettung biologischer Proben in vitrifiziertem
Eis, aufgrund der damit verbundenen Strukturerhaltung, Daten auf molekularer Ebe-
ne zu deuten.

Die Elektronentomographie (ET) basiert auf einem Prinzip, das zuerst von Radon
(Radon 1917) entdeckt wurde: Eine Funktion, die z.B. eine Dichteverteilung repra-
sentiert, kann auf der Basis ihrer Projektionen rekonstruiert werden. Dieses Prinzip
wird in allen Verfahren der dreidimensionalen (3D) Elektronenmikroskopie ausge-
nutzt und wurde zuerst von DeRosier et al (DeRosier und Klug 1968) und Hart
(Hart 1968) realisiert. Um Projektion des Objekts aus unterschiedlichen Richtungen
zu erlangen, wird die Probe bei der ET und Elektronenkristallographie mechanisch
gekippt, wahrend bei der Einzelpartikelanalyse ausgenutzt wird, dafs sich einzelne
Partikel in unterschiedlichen Orientierungen auf einem EM-Grid befinden. Die funda-
mentale Limitierung der KET ist letztendlich die Elektronendosis, die zur Abbildung
eines eiseingebetteten biologischen Praparats verwendet werden kann; die Wechselwir-
kung der abbildenden Elektronen mit der biologischen Materie fiihrt zu inelastischen
Streuereignissen, die die Probenstruktur verdndern und schlieflich zerstéren kénnen.
Ein technisches Problem bei der Aufnahme eines Tomogramms ist die mechanische
Instabilitat des Probenhalters: Wahrend des Kippvorgangs bewegt sich die Probe aus
ihrer euzentrischen Position, da eine mechanische Genauigkeit im Nanometerbereich
nicht zu erreichen ist. Bei der Aufnahme einer Kippserie mufs deshalb die Position des
Elektronenstrahls und der Fokus relativ zur Probe konstant gehalten werden. Durch
die Entwicklung von Automatisierungsprogrammen, die die auf die Probe eingestrahl-
te Elektronendosis zur Durchfithrung der notwendigen Korrekturen auf weniger als 3%

der Gesamtdosis minimiert (Typke et al. 1991; Dierksen et al. 1992; Dierksen et al.
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1993) wurde es schlieklich ermdglicht, erste Tomogramme eiseingebetteter Proben
aufzunehmen (Dierksen et al. 1995)). Die zusétzliche Einfiihrung von Energiefiltern
zur Verbesserung der Abbildungsqualitédt fiihrte schliefslich zu den ersten Tomogram-
men prokaryotischer Zellen (Grimm et al. 1998). Schlieklich zeigte die Arbeit von
Medalia et al (Medalia et al. 2002)) eindrucksvoll, daf KET es ermdglicht einzelne
molekulare Maschinen wie z.B. das 26S Proteasom im Kontext ganzer eukaryotischer
Zellen darzustellen. Aufgrund der sehr niedrigen Elektronendosis, die zur Abbildung
eines Objekts verwendet werden darf, ist das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis (Signal-to-
noise ratio, SNR) von Kryoelektronentomogrammen sehr niedrig und bestimmt die
erreichbare Auflosung. Studien an Viruskapsiden haben gezeigt, daf die Strukturin-
formation eines einzelnen Makromolekiils bis etwa (7 nm)~! signifikant ist (Grunewald
et al. 2003).

Die technischen Entwicklungen im Bereich der KET der letzten Jahre ermdéglichen
es jetzt, qualitativ hochwertige Tomogramme pleomorpher biologischer Proben fast
routineméfig aufzunehmen. Somit bietet diese Abbildungstechnik nun die Moglich-
keit, biologisch signifikante Fragestellungen zu behandeln, die auf der quantitativen
Auswertung von Tomogrammen fufsen. Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und
Anwendung von Methoden zur quantitativen Auswertung von Tomogrammen. Es
wurden Methoden zum FEinsatz in folgenden biologischen Aufgabenstellungen ent-
wickelt: (i) Die Erforschung der supramolekularen Architektur erfordert grundsétz-
lich Algorithmen, die Makromolekiile zuverléssig lokalisieren. (ii) Eine hochauflésende
Strukturbestimmung von makromolekularen Komplexen in ihrer nativen Umgebung
erfordert die kohédrente Mittelung von Einzelpartikeln; das niedrige SNR begrenzt die
Auflésung eines einzelnen Partikels, in silico kann die Elektronendosis und somit Auf-
16sung jedoch gesteigert werden. (iiz) Makromolekulare Komplexe kénnen i.A. Kon-
formationséinderungen und Interaktionen mit anderen Makromolekiilen unterliegen.
Eine systematische Untersuchung der Fluktuationen spezifischer Makromolekiile er-
fordert eine statistische Analyse der in einem oder mehreren Tomogramm befindlichen

Einzelpartikel. Im einzelnen wurden in den Kapiteln folgende Themen behandelt:
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e In Kap. 2 werden die Grundlagen der Tomographie erklart.

e Das Kap. 3 behandelt den Abbildungsvorgang bei der Elektronenmikroskopie
eiseingebetteter biologischer Proben. Es wurde besonderer Wert darauf gelegt,
den komplexen Abbildungsvorgang speziell dicker Proben zu erlautern, da bio-
logische Proben mit einem Durchmesser bis zu einem pm oder mehr, wie etwa
ganze Zellen, in der Elektronenmikroskopie sehr ungewdhnlich sind, und die

resultierende Abbildung in Lehrbiichern nicht erschépfend behandelt ist.
e Kap. 4 umfafst Material und Methoden, die die Grundlage der Arbeit bildeten.

e Das Thema von Kap. 5 sind Algorithmen zur Erkennung von Makromolekii-
len anhand ihrer strukturellen Signatur, die im Rahmen der Arbeit entwickelt
wurden. Sie wurden zur Detektion verschiedener Komplexe in tomographischen

Daten von Phantomzellen, pro- und eukaryotischen Zellen.

e In Kap. 6 wird ein Verfahren zur Mittelung von Subtomogrammen makromole-
kularer Komplexe, insbesondere membrangebundener Molekiile, vorgestellt. Als
Anwendungsbeispiel der Prozeduren wird hier die Strukturbestimmung anhand

des Kernporenkomplexes dargestellt.

e Eine andere Anwendung der Verfahren aus Kap. 6 stellt die Strukturbestim-
mung des Env Proteinkomplexes des Moloney Murine Leukemia Virus in Kap.

7 dar. Die erhaltene Struktur wird vor dem biologischen Hintergrund diskutiert.

e Der Inhalt von Kap. 8 ist die Entwicklung einer multivariaten statistischen Ana-
lyse, die sich speziell zur Analyse elektronentomographischer Daten eignet. Ziel
des Verfahrens ist die Klassifikation heterogener Partikel in homogene Subpo-
pulationen anhand einer systematischen Analyse der strukturellen Unterschiede

der Einzelpartikel.

e Die Diskussion in Kap. 9 fakt die erhaltenen Ergebnisse zusammen und behan-
delt theoretische und experimentelle Arbeitsgebiete, die das Potential der in

dieser Arbeit entwickelten Verfahren in der Zukunft weiter vergrofiern kénnten.



2. Tomographie

Tomographische Abbildungstechniken zielen darauf ab, Objekte dreidimensional (3D)
abzubilden. Die ersten Versuche, biologische Objekte dreidimensional abzubilden, wa-
ren Tomogramme im Sinne des griechischen Wortes Témnéin (Témnéin = “schnei-
den”): Die Proben wurden in Serien physikalisch geschnitten (serial sectioning). Die
Abbildung dieser Schnittserien z.B. mit einem Licht- oder Elektronenmikroskop erga-
ben dann ein dreidimensionales Bild des Objekts, wobei die Schnittdicke die Auflésung
in der Richtung senkrecht zur Schnittebene bestimmte.

Neuere Techniken zur 3D Strukturanalyse bilden das Objekt nach einem ganz dhnli-
chen Prinzip ab, jedoch nicht-invasiv. Die wohl wichtigste 3D Abbildungstechnik ist
die konfokale Lichtmikroskopie, die das Objekt wvirtuell schneidet: Das Objekt wird
in verschiedenen Fokusebenen abgebildet. Somit kann es auch in der Strahlrichtung
aufgelost werden, wobei die in dieser Richtung erreichbare Auflésung im wesentlichen
von der Tiefenschéarfe (depth of focus) abhéngt.

Alle Abbildungsmethoden, die heute gemeinhin als tomographisch bezeichnet werden,
beruhen auf einem anderen Prinzip, das von Radon entdeckt wurde (Radon 1917):
Eine Dichteverteilung kann auf der Basis ihrer Projektionen rekonstruiert werden. In
Kap. 3| wird gezeigt, dals eine elektronenmikroskopische Abbildung in guter Naherung
eine Projektion des elektrostatischen Potentials der Probe darstellt, weshalb sich die

Elektronenmikroskopie als Abbildungstechnik fiir Tomographie eignet.

6
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2.1 Projektionstheorem

Die Tatsache, dafs eine Dichteverteilung durch ihre Projektionen eindeutig bestimmt
ist, soll im Folgenden fiir eine Parallelprojektion erldutert werden. Eine Parallelprojek-
tion P, einer Dichte p(r) entlang der Projektionsrichtung z ist mathematisch definiert

als:

o0

Plp(e)) = [ dz plr) 1)

Die Fourier Transformation F von ({2.1)) ergibt sich zu:

o0

FP.(p / / dady exp(—ik,) exp(—ik,y) / p(r)dz (2.2)

oo

// dady exp(—ik,z) exp(—ik,y) // exp(—ik.z)d(z)p(r)dzdk,

_ / Pl by, k)8(2)p(x)dk, = plke, by, 0).

—00

Hierbei bezeichnet p(k,, k,, kz) die Fouriertransformierte der Dichte p(r). Demzufolge
ergibt sich aus (2.2), daf die Fouriertransformierte der Projektion von p einen zen-
tralen Schnitt durch die Fouriertransformierte der dreidimensionalen Dichte normal
zu k. beschreibt, was auch als Projektionstheorem bezeichnet wird. Variiert man die
Projektionsrichtung, so kénnen weitere zentrale Schnitte der Fouriertransformierten
des Objektes erhalten werden, die zusammengenommen die dreidimensionale Infor-
mation der Dichte beinhalten. Allerdings ware die Zahl der benétigten Projektionen
fiir ein unbegrenztes Objekt unendlich grof, da jeweils nur /-férmige Schnitte er-
halten werden konnen. In der Praxis sind abzubildende Objekte jedoch endlich, d.h.
man kann sie mathematisch durch das Produkt einer stetigen Funktion p*(r) und

einer Funktion O(r) beschreiben, die die dufere Begrenzung des Objekts beinhaltet,
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z.B. eine Heaviside-Funktion. Fiir eine solche endliche Dichte dndert sich Gl. (2.2) zu:

F(P. () 0m) = [ [ [ dodyds expl-ikua) expl-iky)p(x) - 0)  (23)
=k, Ky, 0) @ O(ky, ki, k).

Die Fouriertransformierte der Projektion von r ist die Faltung des Schnittes der Fou-
riertransformierten der kontinuierlichen Dichte p mit der Fouriertransformierten der
Formfunktion ©. Interpretiert man das Objekt als Kristall mit einer Einheitszelle,
so werden die Datenpunkte p(k, ky, k.) Strukturfaktoren genannt, und é(/{x, ky, k)
ist der Formfaktor des Kristalliten. Als Konsequenz von GI. bestimmt die Pro-
jektion im Falle endlicher Objekte einen Schnitt endlicher Dicke durch die Fourier-
transformierte von p. Crowther et al (Crowther et al. 1970) haben aus der Dicke die-
ser Schnitte ein Kriterium fiir die erreichbare Auflosung abgeleitet (siche Abb. [2.1)):
Nimmt man ein senkrecht zur Kippachse kreisférmiges Objekt an, d.h. einen Zylin-
der oder eine Kugel, mit einem Durchmesser d und wahlt als Maf fiir die Dicke die
Nulldurchgénge von © (hier eine sinc Funktion), so erhélt man fiir die Auflésung r
als Funktion der Objektdicke d:

rad-Aa. (2.4)

Dabei wird angenommen, daf das Objekt mit einem konstanten Kippwinkelinkrement
A« (gemessen in rad) abgebildet wird. Dieses sog. Crowther-Kriterium ist eine konser-
vative Abschétzung der Auflosung: Bei genauerer Kenntnis der Formfunktion © kann
diese prinzipiell zur Interpolation oder sogar Extrapolation benutzt werden (Hoppe
und Hegerl 1980). Durch Extrapolation der Daten kann das Crowther-Kriterium na-
tiirlicherweise iibertroffen werden, da es eine Grenze angibt, bis zu der interpoliert
werden kann. Numerische Verfahren, die darauf abzielen, die bekannte Form des Ob-
jekts zur Auflésungssteigerung zu nutzen, sind z.B. der Gerchberg-Saxton-Fienup
Algorithmus und diverse davon abgeleitete Varianten, (Gerchberg und Saxton 1972}
Fienup und Wackerman 1986; Miao et al. 1999). Aufgrund der ungenau definier-

ten Formfunktion in der biologischen 3D Elektronenmikroskopie sind diese Verfahren
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hier jedoch kaum verbreitet. Das Crowther-Kriterium zur Auflésungsbestimmung ist
vor allem in der Elektronenkristallographie von Bedeutung: Bei dieser Technik wer-
den zweidimensionale Proteinkristalle abgebildet, deren Ausmafe in z genau definiert
sind.

Die Signifikanz dieses Kriteriums fiir die Tomographie von Zellen ist jedoch begrenzt:
Diese Objekte sind komplex aufgebaut, sie kénnen mathematisch als Superpositi-
on verschiedener Objekte wie Eis, Zellmembran oder Proteinen beschrieben werden,
weshalb der Durchmesser d nicht prézise definiert ist. Das Crowther-Kriterium stellt
jedoch trotzdem eine wichtige Kenngrofse zur Interpretation von Tomogrammen dar,
allerdings mufs spezifiziert werden, worauf sich der Objektdurchmesser bezieht. So ist
der mafgebliche Diameter bei der Beurteilung molekularer Auflosung der Diameter
eines Makromolekiils und nicht der der Zelle, wie z.B. von McIntosh et al herausge-
stellt wurde (Mclntosh et al. 2005).

Die ET hat unter einer technischen Einschrinkung zu leiden: Aufgrund der Geometrie
der Proben (planares EM-Netzchen) und des zugehorigen Probenhalters kénnen Pro-
ben im TEM maximal von +70° bis —70° gekippt werden. Als Konsequenz davon sind
beim Kippen um eine Achse Strukturfaktoren der Probe in einer keilférmigen Region
im Fourierraum senkrecht zur Richtung der Kippachse nicht zugénglich (Abb. .
Diese Region wird Missing Wedge genannt. Diese Daten kdnnen i.A. auch rechnerisch
nicht rekonstruiert werden (siehe Abschn. [2.3)), so daf die resultierenden Tomogramme
im Realraum in z-Richtungen typischerweise kiinstliche elongiert sind (z.B. Abb. .
Dieser Artefakt wird als Missing Wedge Effekt bezeichnet.

2.2 Dosisaufteilungstheorem

Die strahlungsinduzierte Schadigung der biologischen Proben ist die grundlegende
Beschriankung der Kryoelektronentomographie (sieche Abschn. [3.1.5). Aufgrund der
Strahlempfindlichkeit biologischen Praparate miissen diese mit dufsert geringen Elek-

tronendosen abgebildet werden. Die Auflosungsabschétzung des Crowther-Kriteriums
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limit of
-~ S information
¢ S\ transfer k,

Abbildung 2.1: Zweidimensionale Veranschaulichung des Crowther Kriteriums. Die Fouriertransfor-
mierte jeder Projektion, die unter einem Kippwinkel von -60°, -50°, ... 60° aufge-
nommen wurden, beinhaltet die Information eines Schnitts der Dicke 1/d im 3D
Fourierraum. Entlang k, bleiben Strukturfaktoren aufgrund des eingeschrénkten
Kippwinkelbereichs unzugénglich. Von diesem Bereich abgesehen werden die Struk-
turfaktoren des Objekts bis zur Frequenz ko homogen aufgenommen, die dariiber-
hinausgehende Information ist unvollstdndig. Dennoch kann Objektinformation bis
zu einer Auflésung aufgenommen werden, die iiber das Crowther Maf ko hinausgeht
und z.B. durch das Elektronenmikroskop begrenzt ist.
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beriicksichtigt jedoch nicht, daft der Informationsgehalt der einzelnen Projektionen
durch Rauschen erheblich reduziert wird. Quantitative Behandlungen des Rauschens
beruhen i.A. auf additivem Rauschen, und in diesem Modell ist das SNR der einzelnen

Projektionen eine wichtige Kenngrofse. Es ist definiert als:

0.2
SNR= 5. (2.5)

ON

Dabei sind 0% und 0% die Varianzen des Signals bzw. Rauschens. Das SNR ist im
Allgemeinen stark frequenzabhéngig, da das Signal als Funktion der Frequenz schnell
abnimmt.

Vor diesem Hintergrund erscheint es nicht besonders sinnvoll, anstatt eines recht
signalschwachen Bildes eine Vielzahl von Bildern mit der gleichen Gesamtdosis auf-
zunehmen. Ein fundamentales Theorem, das zuerst von Hegerl und Hoppe (Hegerl
und Hoppe 1976) aufgestellt wurde besagt jedoch, daf der Signalgehalt in beiden Fél-
len der gleiche ist. D.h. ein Tomogramm besitzt die gleiche Signalstirke og wie eine
einzelne Projektion, die mit der selben Dosis aufgenommen ist. Die Giiltigkeit dieses
Theorems wurde experimentell von McEwen et al bestétigt (McEwen et al. 1995).
Dieses Theorem der Dosisaufteilung (Dose Fractionation Theorem) besagt, daf die
Gesamtdosis auf beliebig viele Einzelbilder verteilt werden kann, die zusammen die
gleiche Signal- oder Informationsmenge enthalten.

Als Folge dieses Theorems hat man die Wahl, eine Projektion mit hoher Dosis oder ein
ganzes Tomogramm mit der gleichen Dosis aufzunehmen, um die gleiche Signalmenge
zu erhalten. Das tatsdchliche Signal ist jedoch in beiden Féllen ein anderes: Geméf
dem Projektionstheorem (Abschn. ist in der Projektion das Signal bis zu einer als
signifikant angesehenen Frequenz ¢ innerhalb eines Schnitts durch den Fourierraum
des Objekts enthalten, wihrend das Tomogram den gesamten 3D Fourierraum bis zu
einer anderen Frequenz k£ beinhaltet. Im Falle der Tomographie ben6tigt man fiir ein
Objekt mit Durchmesser D, dessen Signal spektral gleichverteilt ist, eine (2D /k) mal
so grofe Dosis um die Auflésung k zu erreichen (Saxberg und Saxton 1981)).

Bei der Abbildung von Makromolekiilen sollte die Tomographie von Vorteil sein, da
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sie neben der Strukturinformation der Molekiile auch ihre ortliche, d.h. dreidimensio-
nale, Verteilung enthélt. Ob diese zusétzliche Information einen praktischen Nutzen
hat, hangt davon ab, ob die erreichbare Auflésung ausreicht, einzelne Makromolekiile
in 3D voneinander zu separieren (Saxberg und Saxton 1981)).

Die ersten theoretischen Uberlegungen iiber die erreichbare Auflosung kamen zu dem
Ergebnis, daf "molekulare” Auflésung (~ 5-10 nm) bei Kryopraparation nur mit
Elektronendosen von iiber 100 e"A~" zu erreichen ist (Saxberg und Saxton 1981)).
Bei diesen Uberlegungen gingen Saxberg und Saxton jedoch von der Kontrastentste-
hung aus, wie sie mit der damaligen instrumentellen Ausriistung zu erreichen war:
Saxberg und Saxton stiitzen sich in dieser Hinsicht auf eine Arbeit von Misell und
Burdett (Misell und Burdett 1977), die davon ausgeht, daf praktisch ausschlieflich
Streuabsorptionskontrast vorliegt (Abschn. . Durch die Einfithrung von Mikro-
skopen mit Feldemissionsquellen (Field Emission Gun, FEG, Abschn. , einer
verbesserten Elektronenoptik, héheren Beschleunigungsspannungen und Energiefil-
tern (Abschn. ist es jedoch heute moglich, auch dicke Proben iiberwiegend im
Phasenkontrast abzubilden. Phasenkontrast ist ungleich ausgeprégter als Streuab-
sorptionskontrast, da er in erster Ordnung von der (sehr kleinen) Streuamplitude
abhéngt, wihrend letzterer von zweiter Ordnung ist (Abschn. . Die Arbeit von
Medalia et al (Medalia et al. 2002) hat erstmals experimentell demonstriert, dafs es
moglich ist, Makromolekiile mit einem Durchmesser von etwa 10-20 nm innerhalb
eines zellularen Kryoelektronentomogramms aufzulésen. Demzufolge ist mit der To-
mographie komplexer Objekte wie Zellen ein enormer Informationsgewinn verbunden

gegeniiber einer einzelnen Projektion mit der selben Dosis.

2.3 Dreidimensionale Rekonstruktion

Der erste Schritt jeder 3D Rekonstruktion ist die Alignierung der Projektionen: Die

mechanischen Ungenauigkeiten des Drehmechanismus’ fithren zu Verschiebungen der
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Probe, die a posteriori aus den Projektionen bestimmt werden miissen. Eine Mog-
lichkeit dazu sind korrelationsbasierte Algorithmen, die die Projekionen aufeinander
alignieren (Guckenberger 1982; Liu et al. 1995; Taylor et al. 1997)). Allerdings sind die-
se Methoden im Allgemeinen sehr rauschempfindlich. Weiterhin erfordern sie letztlich
Kenntnis tiber die dufsere Form des zu rekonstruierenden Objekts, da von benachbar-
ten Projektionen auf die zu jeweils zu alignierende Projektion extrapoliert werden
muf.

Insbesondere bei eiseingebetteten Proben ist es deshalb iiblich, die einzelnen Pro-
jektionen mit Hilfe von Markerpunkten zu alignieren, die Fixpunkte des zu bestim-
menden 3D Koordinatensystems darstellen (Lawrence 1992). Die Markerkoordinaten
(x;,y;) werden in den einzelnen Projektionen i bestimmt und mit den Koordina-
ten eines Modells verglichen. Der Fehler zwischen vorhergesagten und gemessenen
Koordinaten wird minimiert. Das Standardmodell der Abbildung ist wie folgt: Der
Ortsvektor r des Markers wird abhéngig von der jeweiligen Projektion durch die Fo-
kuslage evtl. geringfiigig unterschiedlich vergrofert, um den jeweiligen Kippwinkel «;
um die y-Achse gedreht, entlang der z-Achse projiziert und weiterhin wird das Bild im
TEM durch die Elektronenoptik um einen Winkel 5 gedreht. Abschliefend wird das
Bild aufgrund der mechanischen Ungenauigkeit der Drehvorichtung um einen Vektor

(Az, Ay) verschoben. Demnach gilt fiir den Fehler eines Markerpunkts:
E =) |[Rs (P (Ra,Silr))) + (Az, Ay)] — (i, ) * (2.6)

Hierbei bezeichnen R Drehungen, P, Projektion entlang z und S Streckungen. Es ist
zu beachten, daf die Losung des obigen Gleichungssystems nicht eindeutig ist: Das
Gleichungssystem ist fiir Losungen mit entgegengesetzten Handigkeiten erfiillt, d.h.
fiir den Winkel 3 gibt es die Losungen (3 und 3y + 180°. Um die richtige Kippachse
zu ermitteln, muft die Kippachse a priori bekannt sein und wird deshalb fiir jedes
TEMs bei verschiedenen Vergroferungen kalibriert.

Anschliefsend werden die alignierten Projektionen mit einem geeigneten Verfahren 3D
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rekonstruiert. Das Projektionstheorem lafit es intuitiv erscheinen, die dreidimensio-
nale Rekonstruktion im Fourierraum durchzufiihren. Tatséchlich wurde in der Pio-
nierarbeit von DeRosier und Klug dieser Weg gewéhlt (DeRosier und Klug 1968).
Allerdings werden solche Verfahren zur 3D Rekonstruktion im Fourierraum insbeson-
dere fiir amorphe Proben heutzutage nur sehr selten benutzt, da Interpolationen im
Fourierraum sehr kompliziert sind. Die Projektionsgemetrie erfordert jedoch Interpo-
lation, so daf Verfahren im Realraum in ET {iblich sind.

Eine Moglichkeit zur 3D Rekonstruktion im Realraum sind algebraische Rekonstruk-
tionstechniken (Algebraic Reconstruction Techniques, ART) (Gordon et al. 1970).
Diese Methoden verursachten anfangs heftige Kritik von Crowther und Klug (Crow-
ther und Klug 1971)), inzwischen sind diese Techniken jedoch etabliert. ART formuliert
das Rekonstruktionsproblem als lineares algebraisches Gleichungssystem, das itera-
tiv gelost wird. ART bietet die Mdglichkeit, Nebenbedingungen an die Losung zu
fordern (Carazo 1992)). Dies ist hdufig verlockend, da es die Mdglichkeit zu bieten
scheint, nichtabgetastete Information, insbesondere im Missing-Wedge, zu rekonstru-
ieren. Etablierte Nebenbedingungen, die an die Losung gestellt werden, sind minimale
Energie (Penczek et al. 1992)) oder eingeschrénkte Basissétze wie "Blobs” (Marabini
et al. 1997). Eine sehr méchtige, in der Signalverarbeitung verbreitete Bedingung
stellt auch die maximale Entropie dar (Jaynes 1957)). Es wurde berichtet, daf die An-
wendung dieser Nebenbedingung zu drastischen Informationsgewinnen fiihrt (Sandin
et al. 2004)), die jedoch noch zu beweisen sind.

Die meistverbreitete Methode zur 3D Rekonstruktion ist in der ET zweifellos die
gewichtete Riickprojektion (Abb. . Bei dieser Methode werden die einzelnen Pro-
jektionen geméf ihrer Projektionsrichtung in ein gemeinsames 3D Volumen zuriick-
projiziert. Die Riickprojektion erfolgt dabei numerisch im Allgemeinen mit trilinearer
Interpolation. Wie in Abb. illustriert ist, werden bei der einfachen Superpositi-

on der einzelnen Projektionen in der 3D-Rekonstruktionen die niedrigen Frequenzen
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Abbildung 2.2: Prinzip der gewichteten Riickprojektion. Links: Es werden Projektionen des Ob-
jekts (hier ein DNA-Knoten) aus verschiedenen Richtungen aufgenommen. Links:
Die einzelnen Projektionen werden zuerst gewichtet (w) und anschliefend geméfs
ihrer inversen Projektionsrichtung in ein gemeinsames Volumen zuriickprojiziert.

{iberbetont: Es ist ein "Uberlapp” an tieffrequenter Information vorhanden. Aus die-
sem Grund werden die Projektionen vor der Riickprojektion im Fourierraum gewich-
tet, um eine realitdtsgetreue Gewichtung der einzelnen Frequenzbereiche in der 3D
Rekonstruktion zu gewéahrleisten. Dabei unterscheidet man analytisches oder exaktes
Gewichten: Analytisches Gewichten gewichtet die Fouriertransformation der Projek-
tion in der Richtung senkrecht zur Kippachse mit dem Betrag der Frequenz in dieser
Richtung, d.h. hohe Frequenzen bekommen deutlich mehr Gewicht. Bei der exakten
Gewichtung nimmt man eine zylindrische bzw. kugelige Form des zu rekonstruieren-

den Objekts an und berechnet geméfs (2.3 die exakte Abtastungsdichte im Fourier-

raum (Hoppe und Hegerl 1980; Harauz und van Heel 1986). Allerdings erfordert dies

die Angabe des Objektdurchmessers, da die Formfunktion bzw. ihre Fouriertransfor-
mation approximiert werden muf. Die Auswirkung verschiedener Gewichtsfunktionen
ist in Abb. gezeigt.

ART und gewichtete Riickprojektion sollten dhnliche Rekonstruktionen liefern. Aller-
dings besitzt ART neben der Moglichkeit Nebenbedingungen einzufithren auch einen
Vorteil bzgl. der Gewichtung: ART sollte die richtige Gewichtung selbstkonsistent
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Abbildung 2.3: Effekt der Gewichtung auf die Rekonstruktion. A: zz-Schnitt einer synthetischen
Zelle. B: Rekonstruktion der synthetischen Zelle aus 15 Projektionen von -70° bis
+70° mit exakter Gewichtung, wobei als Diameter des Objekts der Vesikeldurchmes-
ser in z gewahlt wurde. C: Gewichtete Riickprojektion aus den selben Projektionen
mit analytischer Gewichtung.

bestimmen, wiahrend dies bei der gewichteten Riickprojektion ein Parameter ist. Wei-
terhin sind biologisch interessante Objekte wie Zellen aus einer Vielzahl von Objek-
ten mit unterschiedlichen Formen und charakteristischen Durchmessern aufgebaut,
so dafs die Rekonstruktion mit nur einer Formfunktion hier strenggenommen nicht
mehr giiltig ist. Allerdings ist ART sehr viel rechenintensiver, so daf die gewichte-
te Riickprojektion derzeit die Standardtechnik ist. Durch wachsende Rechenleistung
und die Méglichkeit, den Rekonstruktionsprozefs zu parallelisieren kann ART insbe-
sondere in der Tomographie komplexer Objekte wichtiger werden, allerdings ist der

zu erwartende Gewinn eher als graduell einzustufen.



3. Elektronenmikroskopie

Die Wirkungsweise eines Transmissionselektronenmikroskops (TEM) ist mit der eines
Lichtmikroskops (LM) vergleichbar. Im Gegensatz zum LM werden bei einem TEM
Elektronen als Sonden zur Abbildung der Probe benutzt. Wie bei einem LM wird
der Strahl der abbildenden Teilchen an der Probe gestreut und mittels eines Linsen-
systems wieder zu einem Abbild des Objekts zusammengefiihrt. Da Elektronen zur
Abbildung benutzt werden, miissen die Proben im TEM im Hochvakuum gehalten
werden.

Aufgrund der sehr viel kleineren Wellenldnge von Elektronen (z.B. A = 1.97 pm bei
300 keV Elektronen) ist die erreichbare Auflosung eines TEMs prinzipiell deutlich gro-
fser als die eines LMs. Allerdings besitzt ein TEM noch einige wesentliche Unterschiede
gegeniiber einem gewohlichen LM: ¢ Die Beleuchtung ist ¢rtlich und zeitlich hochgra-
dig kohérent, was bei einem gewohlichen LM nicht der Fall ist. Als Folge werden auch
Objekte scharf abgebildet, die nicht exakt im Fokus sind. Die Abbildung wird durch
Interferenzen der gestreuten Elektronen mit dem Primérstrahl ermoglicht, weshalb
Hoppe (Hoppe 1981) das TEM gern mit einem Interferometer verglich (siehe Abschn.
. it Die Tiefenschérfe (depth of focus) eines TEMs ist aufgrund des sehr kleinen
Streuwinkels der Elektronen sehr grof [| Demzufolge werden identische Objekte an
bzgl. der Strahlrichtung unterschiedlichen Positionen praktisch gleich abgebildet. Als
Folge insbesondere der letzten Eigenschaft ist ein TEM Bild eines Objekts in erster
Néherung eine Projektion der Probe in Richtung des Elektronenstrahls.

'Die Tiefenscharfe T gibt die Distanz an, innerhalb der eine Objekt mit einer Auflssung & abge-
bildet wird. 7" hdngt vom Streuwinkel o bzw. der Apertur ab, und es gilt T' < §/a.

17
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3.1 Streuprozesse im Elektronenmikroskop

Um den Zusammenhang zwischen der Probe und ihrem Abbild im TEM genauer
zu erldutern, sollen im Folgenden die auftretenden Streuprozesse beschrieben werden.
Grundsatzlich mufl zwischen inelastischen und elastischen Streuvorgéngen unterschie-
den werden. Die quantitative Behandlung dieser Streuvorgidnge muf quantenmecha-
nisch erfolgen.

Nimmt man die Elektronenquelle als perfekt kohérent an (zeitlich und ortlich), so
kann die Wellenfunktion des einfallenden stationdren Elektronstrahls als ebene Welle

beschrieben werden:
. E
Wo(r,t) = |Wo| exp(i(ko - T + %t)). (3.1)

Dabei ist Ey die Energie des einfallenden Elektrons und kg sein Wellenvektor. Als
Flugrichtung der einfallenden Elektronen soll hier die z-Achse angenommen werden
(Richtungsvektor e,), d.h. kg = 27” - e,. Die Wellenlédnge A\ der Elektronen muf$ rela-

tivistisch berechnet werden:

B h
\/QemoU(l + -

moc2

A

(3.2)

Hierbei ist A das Plancksche Wirkungsquantum, m, die Ruhemasse eines Elektrons,
e die Ladung eines Elektrons und ¢ die Lichtgeschwindigkeit. Bei einer Beschleuni-
gungsspannung U von 300 kV betréagt die Wellenldnge eines Elektrons 1.97 pm.

Die Wechselwirkung der Elektronen mit der Materie fiihrt zu Streuereignissen. Nimmt
man an, dafs die Wellenfunktion des Systems, das aus der Probe und dem Elektro-
nenstrahl besteht, durch zwei Wellenfunktionen beschrieben werden kann, d.h. eine
ebene Welle fiir den Elektronenstrahl und eine Wellenfunktion ¢ fiir die streuenden

Materie, so kann der Streuvorgang folgendermafsen beschrieben werden:

<exp(i(k0 Tt %t)),&)) = (exp(i(k Tt %t)),f) | (3.3)

Es werden also beim Streuvorgang der Wellenvektor kund die Energie £ des Elektrons

gegeniiber ihren Anfangswerten ko und Fy gedndert, und der Ausgangszustand der
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exp(ik,r)
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Abbildung 3.1: Streuung am Zentralpotential in erster Naherung. Es sind die Wellenfronten der
ungestreuten und der gestreuten Welle eingezeichnet.

Probe &, geht durch den Streuvorgang in einen anderen Zustand ¢ iiber. Dabei un-
terscheidet man elastische und inelastische Streuvorgénge: Streuvorgénge ohne oder

mit Energielibertrag auf die Materie. Fiir elastische Streuvorgéange gilt:

E=Ey . [k =k (3.4)

3.1.1 Kinematische- und Bornsche Naherung

Bei der Streuung von Elektronen in diinnen amorphen Proben werden zwei wichtige
Annahmen gemacht: (i) Die Elektronen werden jeweils nur einmal gestreut und die
Gesamtstreuung ergibt sich somit einfach aus der Summe der Einzelereignisse. Die-
ses einfache Superpositionsprinzip der Streuereignisse wird kinematische Néaherung
genannt. (i) Die Streuung ist eine schwache Stérung und kann somit storungstheo-
retisch behandelt werden, in diesem Fall mit der Bornschen Néherung.

Fiir die Streuung eines Elektrons am elektrostatischen Potential V' eines Atoms er-

gibt sich mit der Bornschen Naherung fiir die Ausgangswellenfunktion der Elektronen
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(z.B. (Schwabl 1990))):

- (3.5)

p(r,t) =[To| (eXp(i(ko Tt %t)) + if(ﬁ)eXpOkr + #)) |

Die Wellenfunktion ist also in erster Naherung gleich der Eingangswellenfunktion Wy,
die tiberlagert ist mit der (sehr viel schwécheren) gestreuten Wellenfunktion (Abb.
. Diese ist eine Kugelwelle, deren Intensitdt durch die Streuamplitude f(J) be-
stimmt wird. Zwischen Streuamplitude und dem differentiellen Wirkungsquerschnitt
do im Raumwinkelelement d) besteht der fundamentale Zusammenhang (Schwabl
1990)):

do = |f(9)[2dQ = 27| f(9)|* sin(9)dd. (3.6)

Die Grofe der Streuamplitude f(¢) in Gl. (3.5) ist in erster Ndherung geméfs Fermis
Goldenener Regel durch die Ubergangswahrscheinlichkeiten der jeweiligen Streuereig-

nisse bestimmt.

3.1.2 Elastische Streuung

Die fiir die Bildentstehung wichtigsten Streuereignisse sind elastische Streuungen, wie
in Abschn. deutlich wird. Fiir elastische Streuung ergibt sich fiir die Streuampli-
tude in Richtung 9 = arccos(kky/|k2|) nach erster Ordnung Stérungsrechnung:

f(q?):/// 2:;2 exp(—i(k — ko)r)V(@)dr, |k = [kol. (3.7)

Da es sich bei den atomaren Streupotentialen um Zentralpotentiale handelt, sind
die Streuamplituden in erster Nidherung real (zur weitergehenden Diskussion siehe
Abschnitt [3.2.2)). Fiithrt man weiterhin den Differenzvektor K = k — kg ein, so ergibt

sich fiir die Streuamplitude:

F() = / / / 27’:;2 exp(—iK - 1)V (r)d*r. = V(K). (3.8)

Demnach ist also die elastische Streuamplitude in erster Naherung proportional der

Fouriertransformierten des Potentials V(K) Dabei liegt der Wellenvektor K auf der
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sog. Ewaldkugel (Abb. . Sei q der Anteil des Streuvektors k senkrecht zur Richtung
des einfallenden Strahl, so gilt aufgrund der kleinen Wellenldnge A und dem in der

Elektronenmikroskopie beobachteten Streuwinkelbereich:
K=k-kj~q. (3.9)

Im Folgenden soll statt des Streuwinkels 9 weitgehend die Frequenz q verwendet

werden, und fiir die Umrechnung gilt in obiger Naherung:

1
~ —. 3.10
a~ 3 (3.10)

Theoretisch kann also durch Messung der gestreuten, komplexen Wellenfunktion das
Potential der Probe senkrecht zur Richtung des einfallenden Strahls ermittelt werden.
Da diese jedoch keine Observable ist, kann in der Praxis (z.B. in der Rontgenkristal-
lographie) nur die Intensitéit gemessen werden, weshalb das Potential nicht direkt aus
den Streudaten erhalten werden kann. In der Elektronenmikroskopie wird das Poten-
tial im Prinzip durch die Riicktransformation der gestreuten Welle in den Realraum
erhalten: Die Objektivlinse bewirkt dabei prinzipiell die Riicktransformation in den
Realraum (Abschn. [3.2.1)).
Das Coulombpotential eines Atoms der Ordnungszahl Z wird meist durch das sog.
Wentzel-Modell approximiert:

Vir) = —Z exp(—r/R) (3.11)

4meor

In dieser Ndherung nimmt man an, daf der erste Term, das Potential des Kerns,
durch die umgebenden, gebundenen Elektronen exponentiell geschwécht wird. Fiir
die radiale Abschwichung gilt dabei R = agZ~'/3. Fiir kleine Z, d.h. insbesondere
fiir biologische Materialien, wird haufig approximiert (Frank 1996)):

V(r)~ Z. (3.12)

Geméfs Gl. (3.6) hat dabei Lenz den elastischen Wirkungsquerschnitt abgeschétzt zu
(Lenz 1954)):

doy AZ*RY(1+ -E5)? (3.13)
dQ a3 (1 + (0/9)?)? '
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Dabei gilt fiir den charakteristischen Streuwinkel ¥y:

PP VAL
" 2R 2mup
Dieser charakteristische Streuwinkel lafst sich mit in eine charakteristische Streu-
frequenz o umrechnen, so daf z.B. fiir Kohle (Z=6) gilt Qo &~ (0.2 nm)~'.

Uo

(3.14)

3.1.3 Inelastische Streuung

Zu inelastischer Streuung kommt es bei Energieiibertrag vom einfallenden Elektronen-
strahl auf die Probe, d.h. die Probenatome werden in einen angeregten Zustand ver-
setzt. Hierzu miissen theoretisch die moglichen Anregungszustinde und Ubergangs-
wahrscheinlichkeiten in GI. beriicksichtigt werden. Die wichtigsten Anregungen

sind im einzelnen:

1. Phononen und Molekiilschwingungen. Im Festkorper werden kooperative Schwin-
gungen der Atomkerne bzw. Molekiile angeregt, d.h. diese Anregungen sind
delokalisiert. Auferdem kommt es zu Anregungen von Molekiilschwingungen
(lokalisiert). Die Anregungsenergien AFE betragen 20 meV-1eV. Diese Energie-
differenz ist zu klein, um sie mit einem herkémlichen TEM mit Energiefilter
aufzulosen, da die Energiebreite des Primérstrahls auch bei einem FEG Instru-

ment (=1 eV) grofer ist als diese Energiedifferenz.

2. Anregungen der dufseren Elektronen, d.h. der Valenz- und ggf. Leitungselektro-
nen. Diese Anregungen umfassen Intra- und Interbandanregungen sowie kollek-
tive Schwingungen der duferen Elektronen. Letztere werden geméfs ihrer Aus-
breitung an der Oberfliche oder im Volumen als Exzitonen oder Plasmonen
bezeichnet. Der Energieverlust AE der einfallenden Elektronen liegt im Bereich
von etwa 1-50 eV. Plasmonen sind die haufigsten Anregungen, weshalb in die-
sem Energiebereich auch vom Plasmon Peak gesprochen wird. Bei diesen Streu-
ungen werden hochenergetische Elektronen an anderen Elektronen inelastisch
gestreut, weshalb diese Streuereignisse in Analogie zur inelastischen Streuung

von Rontgenstrahlen an Elektronen auch Compton-Streuung genannt wird.
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3. Tonisation durch Anregung von Kernelektronen. Elektronen der inneren Elek-
tronenschalen werden auf ein héheres Energieniveau angeregt. Hierzu ist eine
charakteristische Minimalenergie notig, weshalb das Elektronenenergieverlust-
spektrum (Electron Energy Loss Spectrum, EELS) charakteristische Kanten auf-
weist, die mit Anregungen bestimmter Kernelektronen korrelieren. Diese Ver-
lustkanten sind elementspezifisch und koénnen deshalb zur Detektion bestimm-
ter Elemente verwendet werden (Elemental Mapping). Die iibertragene Energie
ist dabei grofser als die Bindungsenergie des jeweiligen Kernelektrons. Fiir K-
Elektronen von Kohlenstoff betrigt diese charakteristische Energie z.B. etwa
280 eV. Die Energieniveaux der Kernelektronen werden unter Erzeugung von

Auger-Elektronen oder Rontgenstrahlung wieder besetzt.

Unter den oben genannten Streumechanismen sind die elektronischen Anregungen
der dufleren Elektronen am wichtigsten, d.h. sie besitzen mit Abstand den hochsten
Streuquerschnitt. Der differentielle Streuquerschnitt kann prinzipiell wieder mit der
Goldenen Regel approximiert werden, jedoch wiirden hierzu die Wellenfunktionen der
angeregten- und Grundzustéande der Elektronen bendtigt werden, was auferordentlich
komplex ist. Eine wiederum auf Lenz zurilickgehende Néherung erlaubt jedoch eine
qualitative Beschreibung des differentiellen inelastischen Wirkungsquerschnitts (Lenz
1954)): Unter der Annahme des Wentzel Modells und eines einzigen Energiezu-

stands aller duferen Elektronen gilt:

1
A0inetast AL+ 7:05)° (1—[1+(192+19E2)/19g]2>

moc2
= Z . 3.15
) pey (1 03)2 (3.15)
Hierbei gilt fiir den charakteristische Winkel der inelastischen Streuung 9Jg:
AFE
Vg = —. 3.16
p=2t (3.16)

Dabei ist AE der Mittelwert des Energieiibertrags wihrend der Streuung. Im Ver-
gleich zur elastischen Streuung Gl. ist die Streuung sehr viel stérker nach vorne
gerichtet. Dies ist zu erkldaren durch den stark delokalisierten Charakter der Streuer-
eignisse; die aufleren Elektronen werden kollektiv angeregt. Demzufolge enthalten in-

elastisch gestreute Elektronen sehr viel weniger Information iiber die Strukturdetails
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einer Probe als elastische gestreute e™. Der charakteristische inelastische Streuwinkel
U betriagt z.B. bei 300 kV fiir eiseingebettete biologische Proben (AE ~ 20 V') et~
wa 0.03-0.04 mrad. Dies bedeutet, dak inelastische Streuung vor allem fiir Frequenzen
q < koY ~ 0.02nm ™! stark ausgeprigt ist. Demzufolge ist die inelastische Streuung
besonders wichtig fiir Bildinformation im Bereich von ~20-50 nm.

Allerdings hat die Lorentz-Funktion in GI. auch noch nennenswerte nichtver-
schwindende hochfrequente Anteile, da sie als Funktion der Frequenz nur sehr langsam
gegen Null abfallt. Dies fiihrt zu einem diffusen Hintergrund in der hochfrequenten-
Information wie im Abschnitt 3.2.2] erldutert wird.

Fiir die relative Grofe von elastischem und inelastischem Wirkungsquerschnitt kann
eine 1/Z Abhéngigkeit abgeleitet werden (Lenz 1954) und experimentell wurde ge-

zeigt, dak gilt (Egerton 1976)):
Oinel ~ 20
Ol - Z

(3.17)

Demzufolge ist bei biologischen Proben die inelastische Wechselwirkung etwa drei-
mal so héufig wie die elastische. Trotzdem ist die elastische Wechselwirkung fiir die

Kontrastentstehung biologischer Proben dominant, wie im Abschn. [3.2] erklart wird.

3.1.4 Streuamplitude komplexer Proben

Gemafs der kinematischen Naherung ergibt sich die Streuamplitude eines aus vie-
len Streuzentren, d.h. Atomen, aufgebauten Objekts durch Summation der einzelnen
Streuamplituden. Befinden sich die Atome ¢ an Orten r; so ergibt sich fiir die Streu-

amplitude des gesamten Objekts:
F(K) =) fi(K)exp(ir;K). (3.18)

Die beiden Faktoren der Summanden werden meist atomarer Formfaktor und Struk-
turfaktor genannt. Wiederum kann die gesamte Streuamplitude in eine elastische und
eine inelastische Streuamplitude aufgeteilt werden. Dabei muf jeweils der elastische

bzw. inelastische Streufaktor f; eingesetzt werden. Fiir biologische Objekte ist die
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Néherung (3.12)) der elastischen atomaren Formfaktoren fiir viele Anwendungen, ins-

besondere fiir die Tomographie, ausreichend, so dafs gilt:

F(K) ~ Z Z; exp(ir; K). (3.19)

3.1.5 Strahlschiadigung vitrifierter Proben

In der Probe kann inelastische Streuung zu Verdnderungen der Probe fithren. Der all-
gemeine Konsens besagt, daf es aufgrund inelastischer Wechselwirkungen zur Bildung
von Radikalen kommt. Durch Diffusion dieser Radikale und anschliefsende Sekundér-
reaktionen kommt es schlieflich sogar zu makroskopisch sichtbaren Strahlschédden wie
z.B. zur Bildung von Blasen im amorphen Eis (Heide und Zeitler 1985)).

Um eine moglichst hohe Ausbeute an Signal pro auftretendem Strahlschaden zu errei-
chen, ist ein hohes Verhiltnis von elastischem zu inelastischem Streuquerschnitt der
Elektronen in der Probe notwendig. Beide Wirkungsquerschnitte sinken als Funktion
der Beschleunigungsspannung, ihr Quotient bleibt jedoch etwa konstant (Henderson
1995). Obwohl die zum Strahlschaden fiihrenden Primérprozesse nicht temperatur-
abhéngig sind, kann der letztlich sichtbare Strahlschaden jedoch durch Kiihlung ein-
geddmmt werden, da er auf Sekundérreaktionen beruht. Diese benétigen jedoch die
Diffusion freier Radikale, die durch Kiihlung auf die Temperatur fliissigen Stickstoffs
(77 K) eingeschriinkt werden kannf]

Die unter Kryobedingungen tolerierbare Elektronendosis, d.h. die eingestrahlte Elek-
tronenzahl pro Flache oberhalb derer signifikante Strukturverinderungen der Probe

auftreten, hangt von der Zielsetzung der Strukturuntersuchung und den chemischen

2Durch Kiihlung mit fliissigem Helium kénnen diese Prozesse noch stirker eingeschrinkt werden,
allerdings kommt es bei diesen Temperaturen méglicherweise zu einem Kontrastverlust, insbesondere
fiir mittlere Auflésungsbereiche (> 2 nm~1!). Diese Beobachtungen lassen sich durch eine Phasen-
umwandlung von Wasser bei etwa 20 K erkliren, was zuerst von Heide (Heide und Zeitler 1985)
beobachtet wurde und durch neue Messungen bestéatigt wird (Schweikert 2004)).
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Eigenschaften der spezifischen Probe ab. So kénnen auf héchste Auflésung abzielen-
de Studien mittels Elektronenkristallographie nur minimalen Strahlschaden tolerie-
ren, wihrend bei anderen Anwendungen Schéden in der Grofenordnung von einzel-
nen Atomen oder Aminosduren vereinzelt auftreten diirfen. Weiterhin agieren z.B.
Zucker als Radikalfdnger, weshalb hohere Strahlresistenz von Proben in Trehalosel6-
sung (De Carlo et al. 1999) oder Makromolekiilen wie Ribosomen (Frank 2002), die
mehr als 50% RNA enthalten, moglich ist.

Fiir typische Proteinkomplexe sollte die Elektronendosis bei Elektronenkristallogra-
phieprojekten weniger als 10 eA=2 betragen (Henderson 1995), wihrend die Grenze
fiir Single Particle Projekte bei 10-20 eA~2 bei 120 kV gesehen wird (Frank 2002),
was etwa 20-30 eA~2 bei 300 kV entspricht. Fiir Projekte in der Kryoelektronentomo-
graphie sind etwas hohere Dosen tolerierbar, abhéngig von Probe und angestrebter

Auflésung sollten etwa bis zu 50-100 eA~2 zuléssig sein.

3.2 Kontrastmechanismen

Eine ideale Linse wirkt folgendermafen: Die an einem Punkt r gestreute Kugelwelle
wird mittels der Linse auf einen Punkt fokussiert, und es ergibt sich eine Vergréfterung
M (Abb. . Die Wellenfunktion in der Bildebene r’ ergibt sich durch Integration
iiber die innerhalb des Aperturbereichs gestreuten Elektronen. Sei ein differentielles
Element in der Fokusebene d?q so ist der zusitzlich von den gestreuten Elektronen
zuriickgelegte Weg Aqr’. Dies entspricht einer Phasendifferenz von qr’. Demnach gilt

fur die Wellenfunktion im Fokus:

Y(r') = %% (1 +1 / /q y F(q) exp(127rqr')d2q> : (3.20)

Demnach bildet die Linse also im Wesentlichen die Fouriertransformierte der Streu-

amplitude ab. Allerdings miissen weitere Phasendifferenzen W beriticksichtigt werden,
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l |IUI|||
2

Abbildung 3.2: A. Abbildung einer idealen Linse fiir einen Punkt auf der optischen Achse. Durchge-
zogene Linien: Wellenfront, gestrichelte Linien: Trajektorien. L: Linse, A: Apertur, f:
Brennweite. B. Fiir einen Punkt aufierhalb der optischen Achse r sind die Strahlen-
giange der geméf q (zweidimensionale Projektion des dreidimensionalen Streuvektors
k) gestreuten Elektronen eingezeichnet. Ein Punkt r wird auf einen Punkt r’ abge-
bildet, so daf eine Vergroferung M auftritt.
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die aufgrund von Linsenfehlern (Aberrationen) und moglicher Defokussierung auftre-

U(r') = (1+1// e Wl ‘2”qr/d2q) (3.21)
— o (141 / [ etal - qm>F<q>e—iW<q>er2q) 6

Hierbei beschreibt die Heaviside Funktion O(|q| — ¢ma.) die Wirkung der Apertur

ten.

und wird in der Optik meist als Pupil function bezeichnet. Fiir die Phasendifferenz

W gilt die fundamentale Bezichung (Reimer 1997)):
W = g(Cs)\3q4 —2Az)¢%). (3.23)

Diese Bezichung beriicksichtigt neben dem Gangunterschied der unterschiedlich ge-
streuten Strahlen in Abhéngigkeit vom Defokus Az den Einflufs der sphérischen Ab-
erration der Objektivlinse. Dieser Linsenfehler wird mit der sphérischen Aberrations-
konstante C's beschrieben und liegt z.B. fiir ein modernes TEM bei etwa 2 mm.

Somit gilt fiir die Ausgangswellenfunktion in erster Néherung:

1 . A i2rqr’
00) = g0 (141 [ €1al = ) F(@ oos(W (0)  isin(1 ()] )
(3.24)
In erster Naherung, d.h. bei Vernachléssigen aller nicht-linearen Glieder, ergibt sich

fiir die gemessene Intensitét I:

I(r') =[] = <W0|2 // 210 F(q)O(|q| —qmax)sm(W(q))eiQ’rqr/dzq) . (3.25)

3.2.1 Phasenkontrast

Der Kontrast eines Bildes ist definiert als:
Cxlyl = -[0 — [x/y/, (326)
Nach Gl. (3.25) gilt fiir den Kontrast:

Cory = F 1 (CTF(q)O(la| = Gmaa) - F(a)) - (3.27)
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Zur Vereinfachung der Beschreibung des Abbildungsprozefs’ wurde hier die sog. Kon-

trasttransferfunktion (Contrast-transfer function, CTF') eingefiihrt, fiir die gilt:
CTF(q) = Sin(g(CS)\3q4 — 2Az)g)). (3.28)

Der durch GI. beschriebene Kontrastmechanismus heift Phasenkontrast, da
er rein durch Interferenz der gestreuten Lichtstrahlen mit dem ungestreuten Elek-
tronenstrahl entsteht. Er beruht auf der Annahme, dafs die Streuzentren schwach
interagieren und lediglich einfach streuen (kinematische Naherung). Nimmt man Ein-
fachstreuung der Elektronen an und briicksichtigt die grofse DOF des TEMs, so muf
zur Berechnung der Intensitét fiir Objekte endlicher Dicke lediglich iiber die Objekt-

dicke integriert werden:

Ly =227 (CTF@O( ~ ) #( [ a: VD). 329

Phasenkontrast ist dominant fiir diinne, amorphe Proben bestehend aus Atomen nied-
riger Ordnungszahlen Z, d.h. insbesondere fiir diinne (~50-100 nm) vitrifizierte biolo-
gische Praparate. Der Anteil des Phasenkontrasts am Gesamtsignal betragt fiir solche
Proben im Auflésungbereich oberhalb von etwa (5 nm)~! ca. 90% (Toyoshima und
Unwin 1988; Langmore und Smith 1992; [Zhu et al. 1997). Obwohl der inelastische
Wirkungsquerschnitt dieser Atome grofer ist als der elastische, ist Phasenkontrast
dominant, da er linear zum Potential, d.h. der Stérung ist, wahrend Kontrastmecha-
nismen zu denen die inelstische Streuung beitragt von héherer Ordnung sind.

Die CTF bietet eine elegante Moglichkeit, die Abbildung des Mikroskops in der hier
vorgestellten linearen Néherung zu behandeln. Weiterhin kann sie erweitert werden,
um die Auswirkungen der begrenzten ortlichen und zeitlichen Kohérenz zu beschrei-

ben. Fiir die CTF ergibt sich dann:
CTF(q) = Ks(q) - Ki(q) - sin(W(q)). (3.30)

Dabei bestimmen K und K; die aus der begrenzten ortlichen bzw. zeitlichen Kohéa-

renz resultierenden Dampfungen des Kontrastiibertrags als Funktion der Frequenz q.
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Abbildung 3.3: Abbildung im TEM in Real- und Fourierraum (adaptiert aus (Hoppe und Hegerl
1980)). A) Schema der Abbildung im Realraum. Der Primérstrahl P trifft auf das
Objekt O, die Elektronen werden gestreut, und die Elektronen innerhalb der Aper-
tur A, d.h. die maximal unter einem Winkel 6,,,, gestreuten Elektronen, werden
mittels der Objektivlinse L zum Bild I zusammengefiihrt. B) Aufgrund der grofen
Tiefenschérfe entspricht das Abbild einem Schnitt durch den Fourierraum. Hier ist
ein zweidimensionaler Schnitt des Fourierraums gezeigt mit den Basisvektoren k,,
der die Richtung senkrecht zu Kippachse und Strahlrichtung angibt, sowie k., der
in Richtung von P zeigt. Im Detail liegen die erfakten Strukturfaktoren auf der
Ewaldkalotten (durchgezogene Linie). Dabei werden Datenpunkte innerhalb der er-
reichbaren Auflésung K.« erfafst, die letztlich von der Objektivapertur A abhéngt.
Aufgrund der sehr kleinen Wellenlédnge ist der Radius der Ewaldkalotten fiir die in
der ET zu erreichenden Auflésungen praktisch unendlich, d.h. die Kriimmung der
Ewaldkalotten ist zu vernachléassigen.
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Fiir die sog. Einhtillenden der CTF gilt (Frank 1976):

(3.31)

T(C N -3 — Az - q)*a?
K5<q>=exp(—< ¢ Lz g) )

log(2)
Hierbei ist o die Beleutungsapertur, die ein Mafs fiir die Punktférmigkeit der Elek-
tronenquelle ist. Verwendet man ein konventionelles thermisches LaBg-Filament als
Elektronenquelle (siehe Abschn. , so betrigt o etwa 0.2 mrad. Benutzt man eine
moderne Feldemissionskathode (Field Emission Gun, FEG), so betragt a nur etwa
ein Zehntel, 0.02 mrad.

Fiir den zeitlichen Anteil der Einhiillenden gilt (Reimer 1997)):

(3.32)

CLIAAEG
Ki(q) = exp (—(u 2)

44/log(2)

Die Halbwertsbreite AE der Energieverteilung betréagt etwa 3 eV fiir eine LaBg und
0.8 eV fiir eine FEG. Die chromatische Aberrationskonstante C. ist eine Eigenschaft
der Objektivlinse und liegt bei einem modernen TEM zwischen 1 und 5 nm.

In Abb. [3.4] sind verschiedene CTFs fiir verschiedene Defokuswerte A und Beschleu-
nigungsspannungen U skizziert. Es wird deutlich, dafs insbesondere die erhohte raum-
liche Kohédrenz einer FEG auch bei grofen Defokuswerten einen nennenswerten hoch-
frequenten Kontrastiibertrag ermoglicht. Aus diesem Grunde ist es bei FEG Instru-
menten moglich, zur Kontrasterhéhung ungewohnlich stark zu defokussieren, was bei

der Tomographie eiseingebetteter Proben notwendig ist.

3.2.2 Amplitudenkontrast

Die Annahme, dafs die Streuamplitude f(¢)) rein real sind, stellt nur eine Ndherung
dar. Insbesondere fiir héhere Ordnungszahlen Z muf die Nédherung erginzt werden.
Behandelt man die Streuung iiber die erste Bornsche Naherung hinaus, so ergibt sich

eine komplexe Streuamplitude:

) = frea(V) + ifimag (V). (3.33)
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Abbildung 3.4: Kontrasttransferfunktionen (blau) in Abhéngigkeit von Beschleunigungsspannung
und Kohérenz. Die jeweiligen Produkte aus rdumlicher und zeitlicher Einhiillender
der C'TF sind rot gezeichnet. Die oberen Parameter o und AFE sind typisch fiir ein
LaBg Instrument und die unteren fiir ein FEG-TEM. Der Defokus A ist immer so
gewiihlt, daf die erste Nullstelle der CTF bei (3 nm)~! liegt.
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In der Elektronenmikroskopie biologischer Materialien geht man meist davon aus, daf
der Imaginérteil der Streuamplitude zu vernachléssigen ist (Weak phase approzima-
tion). Der Name dieser Approximation wird deutlich durch Umschreiben von (|3.33))
in:

f(0) = ()] exp(in(D)). (3.34)

Die imaginédre Streuamplitude fithrt also zu einer weiteren Phasenverschiebung n der
gestreuten Welle. Das Verhéltnis von Real- zu Imaginarteil ist im fiir die Elektronen-
mikroskopie relevanten Frequenzbereich in guter Nédherung konstant (Reimer 1997)).
Setzt man die komplexe Streuamplitude in ([3.25]) ein, so ergibt sich die modifizierte

Intensitat:
1() = "] = (WOP 4 / / W freat( O] — Gnas) sin(W () > dPq  (3.35)

] 200 @l = ) oW @) ).

Fiir biologische eiseingebettete Proben betrigt der Anteil des Amplitudenkontrasts
etwa 10 % des Phasenkontrasts (Toyoshima und Unwin 1988). Unter der Annahme
eines konstanten Verhéltnisses von fieal 20 fimag kann der Amplitudenkontrast durch
Berticksichtigung einer zusétzlichen Phasenverschiebung in der CTF beschrieben wer-

den.

3.2.3 Streuabsorptionskontrast

Beim Phasen- und Amplitudenkontrast wird der Intensitdtsverlust durch auferhalb
der Apertur gestreute Elektronen vernachléssigt. Auch durch diesen Effekt kommt
es aufgrund des lateral variierenden Wirkungsquerschnitts zu Kontrast, dem sog.
Streuabsorptionskontrast (Scattering Contrast). Zum quantitativen Verstédndnis des
Streuabsorptionskontrasts werden iiblicherweise folgende vereinfachende Annahmen
gemacht (Misell und Burdett 1977; Hawkes 1992)): Die Streuquerschnitte sind trans-
lationsinvariant, somit variiert lateral lediglich die Dichte p und Dicke ¢ der Probe.

Der Anteil der pro Volumeneinheit ain der Apertur absorbierten Elektronen 1/piaps
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betragt somit:

1

=N |f(q)|2d2q =N (|fela5t(q)|2 + |finelast(Q)|2) d2q (336>

Habs > Gmaz > qmaz

Dabei ist N die Zahl der Streuzentren pro Volumen. Unter der Annahme einfacher
Streuereignisse kann gezeigt werden, dafs gilt (Hawkes 1992):

Iy = %exp(—%). (3.37)
Hierbei ist p die Massendicke der Probe, d.h. ;n = p - t. In obiger Ableitung wurden
die Linsenfehler der Einfachheit halber vernachlassigt und die Abbildung im Fokus
angenommen.
Der Streuabsorptionskontrast ist insbesondere bei stark streuenden Proben wichtig.
Obwohl eiseingebettete biologische Proben schwach streuen, ist der Streuabsorptions-
kontrast in der KET wichtig, da die Proben sehr dick sind, und die Massendichte aus
diesem Grunde grof ist. Die Naherung eines Primérstrahls, der in der Probe keine
Intensitét verliert, ist in der KET nicht mehr giiltig.
Unter Verwendung der Beziehung zwischen differentiellem Streuquerschnitt und
Streuamplitude ergibt sich aus : Durch Logarithmieren der Bildintensitat kann
die Projektion der dreidimensionalen Struktur erhalten werden. Streuabsorptionskon-
trast wird bei der Abbildung dicker, schwermetallkontrastierter biologischer Proben
angenommen (Misell und Burdett 1977; Hawkes 1992). Da hier die Mikroskopie im
Gaufsschen Fokus erfolgt, ist diese Ndherung weitgehend erfiillt. Eine dreidimensio-
nale Rekonstruktion beruht dann auf den logarithmierten Bildintensitaten.
Berticksichtigt man auch Phasen- bzw. Amplitudenkontrast, so kann die Bildentste-
hung beliebig kompliziert werden, und eine detaillierte Behandlung erfordert Simula-
tionen. Simulationen sind in der Materialwissenschaft fiir sehr diinne Proben etabliert,
jedoch ist auch hier die Diskrepanz zwischen gemessenenen und vorhergesagten Inten-
sitdten sehr grofs ("Stobbs Faktor” von etwa 4-5, zusammengefafst in (Howie 2004))).
Die Simulation dickerer Proben wird durch vielfache inelastische Wechselwirkungen
weiterhin aufwendiger, so daf Simulationen, wie z.B. in (Dinges et al. 1995) beschrie-

ben, bei der Abbildung komplexer biologischer Proben bisher praktisch nicht zum
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Einsatz kommen.

3.3 Energiegefilterte Elektronenmikroskopie

Der Kontrast einer TEM Aufnahme kann mittels eines Energiefilters erhoht wer-
den. Die Funktion eines solchen Filters ist die Filterung der bildgebenden Elektronen
innerhalb eines bestimmten Energieintervalls. Demnach kommt es gegeniiber dem
ungefilterten Fall zu deutlich groferer Absorption, und es liegt somit ein groferer An-
teil an Streuabsorptionskontrast vor. In der Mikroskopie eiseingebetteter biologischer
Proben wird praktisch ausschlieflich im Zero-Loss Modus gearbeitet: Hier werden
die Elektronen innerhalb eines Energieintervalls von etwa 10 eV um die Energie des
Primérstrahls herum gefiltert, d.h. es tragen hauptséchlich die elastisch gefilterten
Elektronen zur Ausgangsintensitéit bei.

Der Streuabsorptionskontrast im Zero-Loss Modus kann unter Beriicksichtugung un-
terschiedlicher Aperturen fiir elastische und inelastische Streuung geméfs quan-
titativ beschrieben werden (Reimer und Ross-Messemer 1989): Formal ist die Apertur
fiir inelastisch gestreute Elektronen Null, wihrend sie elastisch gestreute e~ nur ober-
halb eines gewissen Streuwinkels absorbiert, der durch die benutzte Objektivapertur
vorgegeben ist. Somit gilt fiir den mittleren freien Weg analog zu ([3.36)):

1
=N (/ |felast<q)’2d2q + /‘finelast(Q)‘2d2Q) . (338)
Heabs q>qmaz

Der zusétzliche Streuabsorptionskontrast sollte sich jedoch vor allem im niederfre-

quenten Bereich bemerkbar machen: Die inelastische Streuereignisse sind stark delo-
kalisiert (Abschn. , so dafs Streuabsorptionskontrast vor allem im Frequenzbe-
reich unterhalb von (20-40 nm)~! auftritt.

Eine weitere Folge der Energiefilterung ist eine deutliche Verbesserung der Abbil-
dungsqualitét: Insbesondere die Objektivlinse von Elektronenmikroskopen erzeugen
eine starke chromatischen Aberration, die zu einem diffusen Hintergrund fiihrt. Da

die inelastische Streuamplitude auch einen nichtverschwindenden hochfrequenten An-
teil hat (Abschn. 3.1.2)), kommt es so bei konventionellen TEM Aufnahmen zu einem
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starken Untergrundsignal. Mittels Energiefilterung kann dieser Effekt umgangen wer-
den, da hier die Abbildung nur in einem kleinen spektralen Bereich erfolgt. In der
Elektronenmikroskopie eiseingebetteter Proben hat Grimm als erster den Gewinn an
Signalqualitat untersucht (Grimm et al. 1996} |Grimm 1997)). Diese Studien ergaben
bereits bei etwa 100 nm dicken Proben eine Verbesserung des SNR um einen Faktor
von zwei im Frequenzbereich von (5-10 nm)~!.

Ein weiterer Effekt der Energiefilterung sei hier der Vollstandigkeit halber erwahnt:
Das Verhéltnis von Phasen- und Amplitudenkontrast (Abschn. andert sich bei
energiegefilterter Elektronenmikroskopie geringfiigig gegeniiber dem ungefilterten Fall
und betrigt etwa 14 % fiir eiseingebttete Proben (Langmore und Smith 1992; |Zhu
et al. 1997) anstatt 9 % im ungefilterten Fall (Toyoshima und Unwin 1988). Angert
et al haben eine lineare Beschreibung der Abbildung geliefert, die Phasen- und Am-
plitudenkontrast allgemeiner behandelt (Angert et al. 2000). Diese verallgemeinerte
Beschreibung ist jedoch nur bei hochsten Auflésungen (~1 nm) von Bedeutung (Hol-
mes et al. 2003)).

Um die Auswirkung des Energiefilters auf den Kontrast eiseingebetteter biologischer
Proben zu untersuchen, wurden eiseingebettete Phantomzellen bei verschiedenen De-
fokuswerten mit und ohne Energiefilter (Zero-Loss Filterung) aufgenommen (Abb.[3.5
A und B). Beim visuellen Vergleich der Bilder féllt vor allem der héhere Kontrast der
energiegefilterten Bilder auf, z.B. erscheinen die Vesikel mit Energiefilterung deutlich
"dunkler’. Zum qualitativen Vergleich der Bilder wurden die Powerspektren der je-
weiligen Bilder berechnet und anschliefend rotationsgemittelt (Abb. 3.5 C und D).
Das rotationsgemittelte Powerspektrum gibt Aufschluft dariiber, welche ortlichen Fre-
quenzen des Bildes iibertragen werden. Es zeigt sich, daf vor allem das tieffrequente
Signal bei Energiefilterung unterhalb einer Frequenz Qx von etwa (20-40 nm)~! sehr
viel starker ist, als im ungefilterten Fall. Diese Frequenz korrespondiert zum charak-
teristischen inelastischen Streuwinkel von etwa 0.2 mrad bei 300 kV (Abschn. [3.1.3).
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Abbildung 3.5: Auswirkung der Energiefilterung auf den Kontrast. Obere Reihe: Phantomzellen
bei 8 um Defokus ohne (A) und mit Energiefilterung (B). Der Mafistab entspricht
100 nm. Die Phantomzellen wurden nach Ref. (Frangakis et al. 2002)) prépariert aus-
genommen dem finaler Entfernung der Proteinkomplexe aus dem umgebenden Puffer
mittels Ni-NTA Saule. C und D: Korrespondierende rotationsgemittelte Powerspek-
tren. Pfeil: Frequenz @ g unterhalb der das energiegefilterte Bild ein besonders starkes
Signal enthélt.




4. Material und Methoden

4.1 Experimenteller Aufbau

4.1.1 Das Transmissionselektronenmikroskop

Die Optik eines modernen TEMs, wie es in der vorliegenden Arbeit benutzt wurde,
beinhaltet im Wesentlichen folgende Elemente (Abb. [4.1)): Feldemisionsquelle (FEG),
Kondensor-, Objektiv- und Projektorlinsensystem. Eine FEG ist eine Elektronen-
quelle, die Elektronen hochster zeitlicher und ortlicher Kohérenz erzeugt, die somit
hochste Auflosung ermoglicht (Abb. . Die FEG besteht aus einer orientierten
Wolframspitze als Kathode und zwei Anoden. Aufgrund des geringen Radius der
Spitze (<0.1 pm) entsteht an ihrer Oberflache ein sehr hohes elektrisches Feld (
E > 10° V/m), wenn an der gegeniiberliegenden Extraktorkathode ein positives Po-
tential (3.5-3.8 kV) angelegt wird. Aufgrund des starken Potentialgradienten kénnen
Elektronen aus der Kathode tunneln. Der so erzeugte Elektronenstrahl besitzt gegen-
iiber LaBg Instrumenten eine sehr viel hohere 6rtliche und zeitliche Kohérenz, da die
Spitze der Elektronenquelle klein ist und sehr viel weniger geheizt werden muf.

Der Elektronenstrahl wird mittels des Kondensorlinsensystems (C1 und C2 in Abb.
auf die Probe geleitet, die annidhrend parallel beleuchtet wird. Die an der Pro-
be gestreuten Elektronen werden mittels des Objektivlinsensystems wieder zu einem
Zwischenbild zusammengefiihrt, insofern ihr Streuungswinkel innerhalb der Objektiv-
apertur liegt. Dieses Bild wird mittels des Projektivlinsensystems vergrofsert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Daten stammten iiberwiegend von einem CM300
TEM (Philips, Niederlande), das mit einem Gatan Post-Column Energiefilters GIF2002
ausgerlistet war (Abschn. . Das Instrument wurde bei 300 kV betrieben. Ledig-
lich die Daten des 26S Proteasoms in Kap. |§ wurden an einem CM20 TEM ohne

38
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Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des CM300 TEMs in Martinsried. Das Gerét ist mit einem

Post-Column Energiefilter und einer CCD Kamera ausgeriistet (aus (Schweikert,
2004)).



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN 40

Energiefilter aufgenommen, das bei 160 kV betrieben wurde. Die eiseingebetteten
Proben wurden mit Hilfe eines Kryo-Probenhalter (Gatan, Pleasanton, Kalifornien)

im TEM untersucht.

4.1.2 Der Energiefilter

Zur Verbesserung des SNR wurde am CM300 ein Energiefilter benutzt, der im Zero-
Loss Modus betrieben wurde (Nickell 2001). Im Detail handelte es sich bei diesem
um einen nachtraglich an das TEM, aufserhalb der eigentlichen Mikroskopsaule ange-
brachten Post-column filter (Gatan Imaging Filter, GIF, (Krivanek et al. 1995)).

In einem Energiefilter wird mit der Elektronenstrahl Hilfe eines magnetischen Pris-
mas spektral aufgespalten. Durch Einfiihren einer Blende kénnen Elektronen eines
bestimmten Energiebereichs herausgefiltert werden. Anschliefiend wird der Strahl wie-
der fokussiert, und es ergibt sich ein Bild, das nur von Elektronen eines ausgewéhlten
Energieintervalls enthélt. In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlieflich Zero-Loss
Filterung verwendet, d.h. es wurden nur die Elektronen aus dem Energiebereich des

Priméarstrahls verwendet, wobei die Breite des Intervalls stets 10 eV betrug.

4.1.3 Die CCD Kamera

Die in der Elektronenmikroskopie heutzutage verwendeten CCD-Kameras detektieren
nicht direkt Elektronen. Stattdessen werden die Elektronen mittels eines Szintillators
erst in Photonen umgewandelt, die dann mit einem CCD-Chip detektiert werden. Je
nach Kopplung des Szintillators unterscheidet man in der Elektronenmikroskopie zwi-
schen glasfiber- und linsengekoppelten Kameras (Uberblick z.B. in (Fan und Ellisman
2000))). In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieflich die sehr viel verbreiteteren
fibergekoppelten CCD-Kameras verwendet: Am CM300 wurde eine Gatan GIF 2002
CCD (Gatan, Pleasanton, Kalifornien) und am CM20 eine TVIPS F214 (TVIPS,
Gauting, Deutschland) verwendet.

Der schematische Aufbau einer solchen CCD-Kamera ist in Abb. dargestellt.



KAPITEL 4. MATERIAL UND METHODEN 41

Szintillator

Faser1

Faser2
| I | L 1 1

CCD

Abbildung 4.2: Aufbau einer glasfasergekoppelten CCD Kamera.

Die Primérelektronen werden zunéchst durch Streuprozesse in einem Szintillator-
schirm abgebremst. Dieser besteht in den verwendeten Kameras aus P43 (Gadolinium-
oxysulfide GOS) Phosphor. Das Licht wird durch Felder aus Glasfaserbiindeln auf den
CCD Chip weitergeleitet. Aus technischen Griinden besteht die Faseroptik dabei aus
zwei Schichten. Sie sind durch einen diinnen Film, bestehend aus einem Immersions-
0l, gekoppelt. Die Platten bestehen aus Faserbiindeln, die wiederum aus etwa 5 pm
dicken Einzelfasern zusammengesetzt sind. An den Grenzen der Biindel befinden sich
2-4 Fasern breite Bereiche geringerer Empfindlichkeit. Der eigentliche CCD-Chip setzt
sich aus einer Matrix aus Metall-Oxid-Halbleiter (MOS-) Kondensatoren zusammen.
Durch Einstrahlung von Photonen entstehen in den einzelnen Kondensatoren sog.
Well-Elektronen, die das letztlich ausgelesene Signal darstellen. Um das Storsignal
durch thermisch generierte Elektronen zu reduzieren, wird der CCD-Chip durch ein
Peltier-Kiihlelement auf ungefahr -35°C gekiihlt.

Das registrierte Bild einer CCD Kamera weist Artefakte auf, die korrigiert werden
miissen, um in sehr guter Naherung die tatsachliche Intensitét I, zu erhalten. Die Ar-
tefakte kommen zum einen durch die Eigenstruktur des CCD Chips zustande: Durch
thermische Anregung werden stets einige Well Elektronen registriert, wobei der Er-
wartungswert dieser Fluktuationen aufgrund unterschiedlicher Dotierungen jedoch lo-

kal deutlich variieren kann. Weiterhin gliiht die Elektronik einiger Chips schwach, was
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auch zu einem systematischen Untergrundsignal fiihrt. Zum anderen werden struktu-
relle Artefakte durch die fiberoptische Kopplung eingefiihrt, da diese wie oben ange-
deutet eine laterale Struktur besitzt.

Zur Korrektur des aufgenommenen "Roh™Bildes R,, werden zwei Kalibrationsbilder

bendtigt:

o Dark-Field Image D,,. Das Bild D wird mit gleicher Belichtungszeit wie R
aufgenommen, jedoch bei geschlossenem Shutter. Dieses Bild gibt Auskunft iiber

das Untergrundsignal, d.h. das Eigenrauschen des Chips.

o Flat-field Image oder Gain Reference F,. Das Bild F'ist die Mittelung mehrerer
"Roh”-Bilder, die bei etwa den gleichen Beleuchtungsbedingungen wie bei der
Aufnahme von R aufgenommen wurden, jedoch ohne eine Probe im Bildfeld.

Diese Bilder enthalten die Struktur der Fiberoptik.

Mit Hilfe dieser beiden Kalibrationsbilder errechnet sich die korrigierte Bildintensitéat

Zu:
Ryy — Dyy

I, = .
Y Fu — Dy

(4.1)

Die Akquisition der digitalen Bilder wurde in der vorliegenden Arbeit mit zwei unter-
schiedlichen Softwarepaketen durchgefithrt. Am CM300 Mikroskop wurde das CCD
Bild mit der DigitalMicrograph Software (Gatan) angesteuert und ausgelesen. Das
Dark-Field D wurde automatisch nach jeder Aufnahme bestimmt, und das Flat-Field
wurde vor Beginn jeder Datenaufzeichnung am TEM aufgenommen. Die CCD Kamera
(TVIPS, Gauting, Deutschland) des CM20 wird mit EM-MENU ausgelesen (TVIPS).
Beide Programme korrigierten die Rohdaten geméaf .

Die digitale Detektion von Elektronen bei 300kV ist mit den heute verfiigbaren optisch
gekoppelten Systemen nur mit relativ geringer lateraler Aufldsung machbar (Fan und
Ellisman 2000). Die Abbildungseigenschaften der am CM300 verwendeten Ultrascan
Kamera wurde bereits von G. Schweikert charakterisiert (Schweikert 2004)). Die late-

rale Aufléosung der Kamera wird im Fourierraum durch die sog. Modulation Transfer
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Function (MTF) beschrieben: Die GIF 2002 CCD Kamera iibertrug noch etwa 19%
des Signals bei Nyquist/2 und 2% bei Nyquist.

4.2 Kryo Praparation

Die Fixierung biologischer Proben durch rapides Abkiihlen ist heutzutage die geeig-
netste Methode, um Strukturerhaltung zu gewéhrleisten (Dubochet et al. 1988). Die
Probe wird schnell genug abgekiihlt um eine Temperatur unterhalb von —140°C zu
erreichen, bevor sich Eiskristalle bilden kénnen. Das Eis befindet sich dann in einem
Glaszustand. Die Bildung und das Wachstum von FEiskristallen, die bei langsamer
Abkiihlung unterhalb von 0°C einsetzt, verursacht strukturelle Schaden der Probe.
Ein weiterer Effekt ist die Dehydrierung der Probe: Da die Salzkonzentration im
verbleibenden fliissigen Wasser wéihrend des Einfrierprozesses ansteigt, diffundieren
Wassermolekiile aus dem biologischen Material. Insbesondere bei Proteinen kann die
Dehydration zu Strukturverinderungen fiihren. Durch rasches Einfrieren oder "Vitri-
fizieren” der Probe werden alle Konstituenten immobilisiert, bevor es zu Rearrange-
ments kommen kann. In diesem Sinne befinden sich eiseingebettete biologische Proben
in einem quasi-physiologischen Zustand.

Proben bis zu einer Dicke von etwa 10 pgm konnen durch "Einschiefsen” der Probe in
fliissiges Ethan vitrifiziert werden. Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Proben,
hauptséchlich aufgereinigte Proteinlosung, Vesikel oder Viren, wurden folgenderma-
Ken prépariert:

Ein EM Netzchen (Lacey Carbon Grid, Ted Pella, Kalifornien) wurde durch etwa
halbminiitige Behandlung im Plasma-Cleaner (Harrick) hydrophilisiert und anschlie-
fend in eine Pinzette eingespannt. Auf das Grid wurden etwa 3-5 ul der Probenlosung
mittels einer Pipette aufgebracht. Diesem Tropfen sind 3-5 ul kolloidal geloste Gold-
kiigelchen (Durchmesser 10 nm) zugesetzt worden, um die Kippserie spéter alignieren

zu konnen. Durch etwa dreiminiitiges Warten wurde eine teilweise Durchmischung
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der Losungen erreicht, und anschlieffend wurde die Pinzette samt Grid in eine Ein-
schufsvorrichtung (Eigenkonstruktion, MPI) eingespannt. Mit Hilfe eines Filterpapiers
wurde iiberschiissige Fliissigkeit abgesaugt (etwa 1-2 Sekunden lang) und unmittelbar
anschlieffend wurde die Pizettenspitze samt Grid in fliissiges Ethan ’eingeschossen’.
Die Kiihlung des Ethans wurde durch ein Reservoir fliissigen Stickstoffs gewahrleistet.
Die beschriebene Prozedur lieferte i.A. vitrifizierte Filme von einer Dicke zwischen 0.1

und 1 pm.

4.3 Automatisierte Datenakquisition

Mechanische Ungenauigkeiten des Probenhalters verursachen eine Bewegung der Pro-
be wiahrend des Kippvorgangs, die ausgeglichen werden muf. Ein manuelles Ausglei-
chen ist zu zeitaufwendig und setzt die Probe unnétig lange dem Elektronenstrahl aus,
weshalb eine Automatisierung der Datenakquisition unumgénglich ist. Die Entwick-
lung solcher automatisierter Datenakquisitionsprozeduren erméglicht es heute, To-
mogramme mit niedrigsten Elektronendosen (Low Dose) aufzunehmen (Typke et al.
1991} Dierksen et al. 1992; Dierksen et al. 1993)). Insbesondere die Kryo-ET Unter-
suchungen sind erst durch die Entwicklung solcher Low Dose Datenaufzeichnungs-
programme moglich (Dierksen et al. 1995; Grimm et al. 1996)). Die automatisierte
Datenakquisition erfordert drei wesentliche Schritte (Typke et al. 1991; |Koster et al.
1992)):

1. Tracking. Bei diesem Schritt wird ein Bild mit sehr niedriger Elektronendosis
aufgenommen. Anhand dieses Bildes wird die Auswanderung im Vergleich zum
vorhergehenden Bild ermittelt und mittels lateraler Verschiebung des Elektro-

nenstrahls korrigiert.

2. Auto-focus. Dieser Schritt kompensiert die Fokusdnderung die aufgrund der Pro-
benbewegung in z auftritt durch eine Anpassung der Objektivlinse. Der Defokus
wird durch den Vergleich zweier Bilder bei unterschiedlicher Kippung des Strahls
ermittelt (Koster et al. 1989; |Ziese et al. 2003)).
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3. Exposure. Nachdem der Elektronenstrahl im Tracking Schritt auf die Probe
zentriert wurde und der gewiinschte Defokus mittels der Autofokussierung ein-
gestellt wurde, wird ein Bild der Probe aufgenommen. Diese Bilder konstituieren

die Kippserie.

In der KET wird die Datenaufzeichnung ausschlieflich im Low Dose Modus durch-
gefiithrt: Hier findet Tracking und Auto-focus an einer Position statt, die bzgl. des
Probenorts entlang der Kippachse verschobenen ist, um die am Probenort akkumu-
lierte Elektronendosis ausschlieflich fiir die Kippserie zu verwenden.

In der vorliegenden Arbeit wurde am CM300 das von Grimm (Grimm 1997; |Grimm
et al. 1997) in der Skriptsprache Digital Micrograph entwickelte Programmpaket
zur Aufnahme von Kippserien verwendet. Dieses Programm ermdoglichte neben den
oben erwiahnten Schritten auch eine Steuerung des Energiefilters wiahrend der Akqui-
sition: Nach jeweils 10 Projektionen wurde der Energiefilter neu justiert, so daf die
Abbildung im Zero-Loss Mode (Abschn. gesichert wurde. Die Datenakquisition
am CM20 erfolgte mit der EM-Menu Software (TVIPS).

4.4 Tomographische Rekonstruktion

Die Alignierung der Projektionen wird anhand von Goldmarkern, &hnlich wie in Ref.
(Lawrence 1992) beschrieben, durchgefiihrt. Allerdings wurde das Modell (22.6]) verein-
facht, indem angenommen wurde, daf die Vergroferung konstant blieb, und innerhalb

der Kippserie keine Bilddrehungen auftratenE]. Somit reduziert sich (2.6 zu:
E =) |Rs(P: (Ra,(r)) + (Az, Ay)] — (w1,3:)| (42)

Die Orientierung der Kippachse § und die Verschiebungsvektoren (Ax,Ay) wur-
den durch Losen des resultierenden linearen Gleichungssystems bestimmt, wie in

Ref. (Walz 1997)) beschrieben. Die Alignierung wurde in MATLAB implementiert und

!Die Bilddrehungen und Vergréferungsinderungen sind in der Elektronentomographie vernach-
lassigbar. Hegerl und Typke, personliche Mitteilung.
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war Teil des TOM-Toolbox (Nickell et al. 2004)).

Die Lokalisierung der Goldmarker in den Projektionen erfolgte manuell mittels ei-
ner graphischen Benutzeroberfliche, die Teil des TOM-Pakets war. Es wurden jeweils
mindestens drei Goldmarker pro Bild lokalsiert, nach Moglichkeit wurden identische
Goldmarker in den Projektionen ausgewéhlt. Als Hinweis auf die Qualitdt der Ali-
gnierung diente der in definierte Fehler, der iiber alle Markerpunkte m summiert
wurde. Zur Alignierung wurden moglichst weit voneinander entfernte Markerpunkte
gewahlt, und der mittlere Fehler betrug dann stets zwischen 1-3 Pixeln.

Vor der Riickprojektion wurde der Mittelwert jedes Bildes von diesem subtrahiert und
anschlieffend wurde das mittelwertfreie Bild durch den zuvor bestimmten Mittelwert
dividiert, um die Bilder auf gleiche Intensitdt zu normieren: Durch die unterschied-
liche Belichtungszeit und unterschiedliche effektive Massendicke bei verschiedenen
Kippwinkeln war die detektierte Elektronenmenge abhingig vom Kippwinkel, was
durch die Normierung behoben wurde. Anschliefend wurden die Bilder so rotiert,
daf die y-Achse die Kippachse repréasentiert, und die bestimmte Translation wurde
kompensiert. Rotation und Translation wurden in einem Schritt mittels bilinearer In-
terpolation durchgefiihrt.

Die alignierten Projektionen wurden nun gewichtet, wie in (Hoppe und Hegerl 1980;
Harauz und van Heel 1986) beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde i.A. ana-
lytische Gewichtung durchgefiihrt (sieche Abschn. . Die gewichteten Projektionen
wurden anschliefend in ein gemeinsamen 3D-Volumen projiziert, wobei trilineare In-
terpolation verwendet wurde. Die Vorbereitung der Projektionen wurde stets im EM-
System (Hegerl 1996) durchgefiihrt, die Riickprojektion wurde sowohl in EM als auch
mit der TOM-Toolbox durchgefiihrt.



5. Lokalisierung von

Makromolekiilen in Tomogrammen

Ein Kryoelektronentomogramm einer Zelle enthélt eine gewaltige Informationsmen-
ge: Es beinhaltet ein dreidimensionales Abbild des gesamten zelluldren Proteoms und
damit einen ’Schnappschufs’ des Netzwerks der makromolekularen Interaktionen. Um
diese in einem Tomogramm enthaltene Information zugénglich zu machen, werden ge-
eignete Analysemethoden benétigt, die primér bestimmte Makromolekiile spezifisch
lokalisieren. Die Detektion von Makromolekiilen wird im Wesentlichen durch zwei
Eigenschaften von Kryoelektronentomogrammen erschwert: () Kryoelektronentomo-
gramme besitzen ein sehr niedriges SNR. Es existieren zwar bildverarbeiterische Tech-
niken zur Verstirkung des Signals, sog. Denoising Techniken, die das SNR erhéhen,
was jedoch auf Kosten eines i.A. nichtlinear verdnderten Signals erreicht werden kann
und eine systematische Signalerkennung problematisch macht (Uberblick in (Franga-
kis und Forster 2004)). (it) Das Zytoplasma besitzt eine sehr hohe Konzentration
an Makromolekiilen, einzelne Komplexe beriihren sich sogar. Diese sehr hohe Mole-
kiildichte verringert die Signalqualitit, da sie auf einer signifikanten Dichtedifferenz
beruht.

Eine interaktive, d.h. letztlich manuelle Analyse der Bildinformation ist praktisch nur
in Ausnahmefillen sinnvoll: Objektivitdt und Reproduzierbarkeit kann kaum erreicht
werden, da die manuelle Analyse durch die Schwierigkeit, dreidimensionale Objekte
in verschiedenen Orientierungen visuell als gleich zu erkennen, und die grofse Anzahl
der Makromolekiile in einem Tomogramm erschwert wird.

Prinzipiell erscheint es auch denkbar, elektronenoptisch dichte Marker, z.B. goldmar-

kierte Antikorper, zu benutzen, um Molekiilpositionen zu markieren. Diese wéren

47
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vergleichsweise einfach spezifisch zu detektieren. Ein solches Vorgehen hat jedoch
mehrere Probleme: Das Einbringen der Marker in die Zelle erfordert das Offnen der
Zellmembran, d.h. es ist kaum nicht-invasiv zu bewerkstelligen. Es konnen effektiv
nur hochstens zwei bis drei unterschiedliche Makromolekiile durch Gold verschiede-
ner Grofse markiert werden, und nur ein Teil der jeweiligen Makromolekiile wird durch
den Marker markiert.

Aus diesem Grunde wird in der vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz zur quantitati-
ven Auswertung der Tomogramme gewahlt, ndmlich die Lokalisierung der Makromo-
lekiile anhand ihrer strukturellen Signatur. Ist ein strukturelles Muster (Template)
des zu detektierenden Makromolekiils vorhanden, so kann dies zur systematischen
Analyse der Daten verwendet werden. Als Muster kommen sowohl atomare Struktu-
ren, wie sie in der Protein Data Base (PDB) hinterlegt sind als auch Kryo-EM Daten
im mittleren Auflésungsbereich von 1-3 nm in Frage. Simulationen haben gezeigt,
daf ein solches Vorgehen bei den derzeitig in der KET erreichbaren Auflosung und
SNR die Identifikation groferer (> 10 nm Durchmesser) Makromolekiile ermoglichen
kann (Bohm et al. 2000). Ein geeigneter automatisierter Suchalgorithmus sollte vor
allem hinreichend spezifisch sein, um ein zu detektierendes Makromolekiil mit einer
ausreichenden Sicherheit zu detektieren. Weiterhin mufs die numerische Realisierung
es erlauben, auch grofse Datensétze in tiberschaubaren Zeitraumen von Stunden oder
Tagen zu analysieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden korrelationsbasierte Algorithmen, sog. Matched Fil-
ter (VanderLugt 1964), zur Detektion von Makromolekiilen in Kryoelektronentomo-
grammen anhand ihrer strukturellen Signatur entwickelt. Das Prinzip des Verfahrens
ist in Abb. skizziert. Das Tomogramm wird mit strukturellen Mustern poten-
tiell vorhandener Makromolekiile gefiltert, was eine Korrelationsfunktion liefert, die
die Ahnlichkeit eines Tomogrammelements zum Muster angibt. Die Auswertung die-
ser Funktion sollte dann idealerweise eine eindeutige Identifikation von bestimmten
Makromolekiilen erméglichen. Die hier entwickelten Korrelationsfunktionen beriick-

sichtigen insbesondere zwei Besonderheiten von Kryoelektronentomogrammen: die im
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Zelltomogramm ‘ ‘ Mustersammlung ‘ ‘Korrelationsfunktionen‘ Zellatlas

CCF(,0,yr)

E— MOLMATCH| ——> |Peak Auswertung E—

Abbildung 5.1: Schema zur entwickelten Strategie zur Identifikation von Makromolekiilen. Die Kom-
plexe werden anhand ihrer a priori bekannten und in einer Mustersammlung erfafsten
Struktur detektiert. (Adaptiert aus (Frangakis et al. 2002))

Tomogramm variierenden Kontrastverhéltnisse und den Missing Wedge Effekt (Ab-
schn. .

Im ersten Abschnitt diese Kapitels werden die entwickelte Korrelationsfunktion nach
einer Einfilhrung in die wichtigsten Matched Filters erklart. Anschlieffend werden
die Implementierungen als parallelisierte Programme erklart. Ein weiterer Abschnitt
behandelt die Generierung von Mustern aus rontgenkristallographischen Daten. Als
Kontrolle der Algorithmen und um sie miteinander zu vergleichen, wurden sie zur
Detektion von 20S Proteasomen in Phantomzellen, mit definierten Makromolekiilen
gefiillte Liposomen, benutzt. Das verléflichste Verfahren wurde schlieflich zur Iden-

tifikation von Ribosomen und Aktin in Tomogrammen ganzer Zellen angewandt.
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5.1 Korrelationsbasierte Algorithmen zur Identifika-
tion makromolekularer Komplexe in Kryoelek-

tronentomogrammen

5.1.1 Korrelationsfunktionen

Die Korrelationsfunktion ist ein Maf fiir die Ahlichkeit zweier Funktionen. Die einzel-
nen Funktionswerte der Korrelationsfunktion sind die Korrelationskoeffizienten (Cor-
relation Coefficient, CC'). Mathematisch beschreiben sie eine Projektion einer Funk-
tion auf eine andere. Eine Dichteverteilung eines Tomogramms lafit sich als Vektor
im Hilbertraum beschreiben, und der CC gibt die Projektion eines Vektors auf einen
anderen an. Je nachdem, welche Norm zur Projektion verwendet wird, unterschei-
det man unterschiedliche Korrelationsfunktionen, die im Folgenden kurz dargestellt

werden sollen.

Gewohnliche Korrelationsfunktion. Das Skalarprodukt im Hilbertraum ist als
eine Integration des Produkts der Funktionen iiber den gesamten Raum definiert.

Demnach gilt fiir den CC zweier Funktionen I und 7,.:
CC=> I/ Ty (5.1)

In der Bild- und Signalverarbeitung sind der Mittelwert und die Starke des Signals
i.A. willkiirlich. Aus diesem Grund werden die Funktionen I und 7" meist normiert
gemaél:

f-f

I = .
> (fer = )

(5.2)

Hierbei bezeichnet f, die nicht normierte Funktion und f den Mittelwert der Funk-

tion f.
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Bei der Korrelationsfunktion wird eine Translation der Funktion 7" bzgl. der Funk-
tion I berticksichtigt. Sie wird héufig auch als Kreuzkorrelationsfunktion (Cross-
Correlation Function, XCF) bezeichnet und ist definiert als eine Funktion des Trans-

lationsvektors r:

XCF=) Ly -Tu=05L0oT. (5.3)

Die Korrelationsfunktion léfst sich besonders effektiv im Fourierraum beschreiben, da

das Faltungstheorem angewandt werden kann:

XCF,=LoT,=F"(F) - F(T)). (5.4)

Phase-only Filter. In der Literatur wurden diverse modifizierte Korrelationsfunk-
tionen vorgeschlagen, die eine gegeniiber der XCF etwas verdnderte Norm be-
nutzen. Der Grund hierfiir liegt darin, daf insbesondere bei EM-Bildern die niedrigen
Ortsfrequenzen iiberproportional viel Gewicht besitzen. So wurde vorgeschlagen, die
Amplituden der Funktionen durch eins zu ersetzen (Horner und Gianino 1964). Eine

so modifizierte Korrelationsfunktion wird Phase-only filter (POF) genannt und wird

L (FD) F@)
POE =7 (rﬂm rf<T>|)' (5:5)

Diese Funktion gewichtet jedoch hohe, i.A. rauschbehaftete Frequenzen sehr stark,

berechnet als:

weshalb sie in der Elektronemikroskopie nur bei sehr hohen SNRs angewendet wird.

Mutual Correlation Function. FEine andere Funktion wurde von van Heel et al
vorgeschlagen (Van Heel et al. 1992): Bei der sog. Mutual Correlation Function, MCF

werden die Amplituden durch ihre Quadratwurzeln ersetzt.

L F0) Fy
MCF.=F . . .
(wﬂm ¢|f<T>|> 56)

Auch bei dieser Funktion werden die sehr energiereichen Frequenzen weniger stark ge-

wichtet als bei der XCF, jedoch ist die Funktion deutlich weniger rauschempfindlich
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als die POF. Beide Korrelationsfunktionen, POF und MCF, fiithren zu einem ”Schér-
fen” der Korrelationsmaxima, d.h. ihre rdumliche Ausdehnung wird kleiner, was bei
Single Particle Anwendungen vorteilhaft sein kann (Van Heel et al. 1992). Allerdings
ist die Ortstreue der Maxima sowohl bei der MCF als auch bei der POF geringer
als bei der konventionellen XCF (Vijaya Kumar et al. 1992)), was auch experimen-
tell an EM Daten gezeigt wurde (Stoschek und Hegerl 1997). Im Hinblick auf ihre
Detektionssperzifitidt wurden diese beiden Korrelationsfunktionen jedoch noch nicht

untersucht.

Lokal normalisierte Korrelationsfunktion. FEine andere Korrelationsfunktion
wurde vorgeschlagen, um kleine Muster in rdumlich starker ausgedehnten Umgebun-
gen zu lokalisieren. Ein solches Problem liegt auch bei der Lokalisierung von Makro-
molekiilen in Tomogrammen vor: So beinhaltet ein typisches Tomogramm eine laterale
Flache von etwa 1 um, wahrend ein zu detektierenden Makromolekiil etwa 10 nm im
Durchmesser mift. Ein analoges Problem liegt bei der Lokalisierung von Proteinen in
Kryo-EM Dichten vor, und in diesem Zusammenhang wurde von Roseman eine lokale

Normalisierung vorgeschlagen (Roseman 2000)):

Zr/ ]r+r/ : Tr’

LCF, = —.
\/er Oy - (IrJrr’ - Ir)2

(5.7)

Bei dieser Korrelationsfunktion wird die Funktion I lokal in dem durch © definierten
Gebiet normiert. Unabhéngig davon wurde diese Korrelationsfunktion von Frangakis
und Béhm entwickelt, um Makromolekiile in Tomogrammen zu identifizieren (Bohm
2001). Die Wahl der Region O sollte dabei zur &dufseren Form des Musters korrelieren.
Kann das Muster in verschiedenen Orientierungen vorliegen, so ist es vorteilhaft eine
sphérische Maske zu wihlen, wie dies in den erwéhnten Applikationen (Bohm 2001
Frangakis et al. 2002) in der Tomographie geschehen ist. Der Nenner in GI. wur-
de in diesen Arbeiten explizit im Realraum berechnet, was jedoch rechnerisch sehr

langwierig ist.
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Korrelationfunktionen fiir Muster in verschiedenen Orientierungen. Alle
oben definierten Korrelationsfunktionen sind nicht rotationsinvariant gegeniiber Ro-
tationen der Referenz T'. Demzufolge hangt die Korrelationsfunktion nicht nur von
den Ortsvariablen r sondern auch von der rdumlichen Orientierung ab. Diese kann
durch die Eulerwinkel ¢, ¢, und 9 beschrieben werden. In der vorliegenden Arbeit
sind die Winkel folgendermafsen definiert: Das Objekt wird um ¢ um die eigene z-
Achse gedreht, um ¢ um die eigene z-Achse und um ¢ um die eigene z-Achsd’} So
kann z.B. die XCF geschrieben werden als:

XCFrppo =Y Teiw - Ropo(To) =Y Trga - T . (5.8)

Das Symbol Ry bezeichnet dabei den Rotationsoperator, der um die Eulerwinkel
(p, 1, 9) rotiert. Die Winkelabhéngigkeit der Korrelationsfunktion ist mathematisch
schwer effizient handhabbar. Existiert nur ein Rotationsfreiheitsgrad, z.B. der Winkel
¢, so kann die Rotationsabhéngigkeit sehr effektiv behandelt werden: Die Referenz
kann nach polar harmonischen Funktionen entwickelt werden, die invariante Unter-
gruppen unter Drehungen darstellen (Kunath und Sack-Kongehl 1989). Im allgemei-
nen Fall von Drehungen kann jedoch keine solche irreduzible Darstellung gefunden

werden, die Untergruppen mit nur einem Element bilden.

Lokal normalisierte Korrelationfunktionen fiir Muster in verschiedenen
Orientierungen. Die LCF (.7)) laft sich fiir orientierungsabhéngige Muster schrei-

ben als:
Dop drrr - Tor g - O oyo

\/er Or oyt * (Trrr — Lrppo)?

Allerdings ist die Berechnung des Nenners der LCF im Realraum, wie dies in Ref. (Bohm

LCFpyp = (5.9)

et al. 2001} Frangakis et al. 2002)) geschah, rechnerisch sehr zeitintensiv (¢ ~ Wochen),

'In der Literatur und einigen Bildverarbeitungsprogrammen wird die Rotation 9 gelegentlich
um die y-Achse ausgefiihrt, was hiufig zu Verwirrung fiihrt. Weiterhin weicht die Nomenklatur der
Winkel in den in der 3D Elektronemikroskopie verbreiteten Programme i.A. von der aus dem EM
Programm entnommenen ab: Bei Programmen wie spider oder EMAN ist die Benennung von ¢ und
¢ umgekehrt.
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was die Berechnung von (5.9)) nicht praktikabel macht. In den meisten Fillen sind
die zu lokalisierenden Makromolekiile zytosolische Proteinkomplexe. Diese haben i.A.
eine globuldre Form, weshalb die Maske kugelférmig gewéhlt werden kann. Die rota-
tionssymmetrische Maske © macht den Nenner in rotationsinvariant, so daf er
im Realraum in tiberschaubaren Zeitrdumen (~ Tage) berechnet werden konnte. Die

LCF lautet dann:
Zr’ ]r+r’ : Tr’,gawﬁ : ®r’

\/Zr’ @r : ([r+r’ - Ir,gmpﬁ)Q
Die Verwendung der LCF (5.10]) zeigte bei den Arbeiten von Bohm eine Verbesserung
der Detektionsqualitét gegeniiber der XCF (5.8)) (Bohm 2001); es wurde berichtet,

daft ohne lokale Normalisierung anstatt von Makromolekiilen haufiger Objekte mit

LCFypp9 = (5.10)

starkem Signal wie Goldkiigelchen oder Membranen detektiert wurden.

5.1.2 Weiterentwickelte Korrelationsfunktionen fir die KET

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Korrelationsfunktionen zur Erkennung von
Makromolekiilen in Kryoelektronentomogrammen entwickelt. Diese beinhalten zum
einen den Missing Wedge Effekt (Abschn. . Zum anderen wurde die Berechnung
der Funktion moglichst effektiv gestaltet, um den Algorithmus bei der Interpretation

von Tomogrammen routinemaéfig einsetzen zu konnen.

Eingeschrinkte Korrelationsfunktionen. Alle bisher diskutierten Korrelations-
funktionen beriicksichtigen in keiner Weise den Missing Wedge. Die hier entwickelte
Korrelationsfunktion beschrankt die Korrelation auf den experimentell zugdnglichen
Winkelbereich. Dies wird erreicht durch Faltung der Referenz T" mit der experimentel-
len Pointspread function (PSF). Die PSF beschreibt den fehlenden Frequenzbereich

im Realraum in Abhéngigkeit vom zugénglichen Kippwinkelbereich a,in-Qimaq:

PSF = F 1 [(Fo(r)) - W,

aminamaac] :

(5.11)

Dabei ist W die Keilfunktion im Fourierraum, die einen Wert von 1 innerhalb des

experimentell zugidnglichen Winkelbereichs besitzt und 0 aufserhalb. Die PSF ist fiir
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A

Abbildung 5.2: Konzept der PSF in 2D. Eine §-Funktion (A) wird aufgrund des nicht zugingli-
chen Winkelbereichs im Fourierraum (B: hier i, = —60° und aypqe. = +60°) bei
der Tomographie auf einen elongierten Punkt abgebildet, was durch die PSF (C)
beschrieben wird. In allen Bildern korrespondiert weift zu 1 und schwarz zu 0.

den zweidimensionalen Fall in Abb. [5.2] illustriert.
Unter Zuhilfenahme der PSF kann die zu Gl korrespondierende global normali-
sierte, eingeschrinkte CCF geschrieben werden als:

Zr’ ]r-i-r’ : (Tr’,wﬁﬂ ® PSFr’)
\/Zr(Tr,gmbﬁ ® PSFI')Q ) \/Zr(‘[r)z

Entscheidend ist hierbei vor allem die Normalisierung der Referenz 7', d.h. des er-

CCFrpp = (5.12)

sten Terms im Nenner. Im Zahler beinhaltet das Tomogramm I bereits den Missing
Wedge, weshalb hier die Faltung strenggenommen nicht nétig ist. Die CCF kann wie-
derum analog zu ([5.7)) bei Verwendung einer rotationssymmetrischen Maske © lokal

normalisiert werden:

Zr’ s (TI‘CWW ® PSFy - @r’)

LOCF,pp9 = _ (5.13)
\/Zr(TrﬁD"z’ﬂ ® PSF; - @1‘)2\/21-’ O - (Ir—i-r’ - Ir)2
Berechnet man die LCCF fiir anisotrope Masken © so ergibt sich:
/Ir r Tr’ PSFr/ . @r’
LCCFI'(P’(#’!? = Zr + ( Y ® 7<p¢19) (514)

V2 e (Tepvo ® PSFy - 9r,smw)2\/ > Or o+ (e = 1)’

In gleicher Weise kann auch eine lokal normierte, eingeschrinkte MCF definiert wer-
den, eine LMCF: Vor der Berechnung der Korrelation miissen die Amplituden von [

und T lediglich durch ihre Quadratwurzeln ersetzt werden.
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Effiziente Berechnung der lokalen Varianz. Roseman schlug als erster die Be-

rechnung der Norm von (5.7) bzw. (5.13]) und (5.14) im Fourierraum vor (Roseman
2003):

2

D O (e — L) = FH(F(I?) - F(8)) = N [FH(F(I) - F(0))] (5.15)

In obiger Gleichung bezeichnet N die Zahl der in der Maske © enthaltenen Voxel.
Die Berechnung der Norm im Fourierraum beschleunigt die Berechnung der Korre-
lationsfunktion um ein Vielfaches, weshalb diese Berechnung der Norm in der
vorliegenden Arbeit implementiert wurde. Auf diese Weise ist es mdglich, lokal nor-
malisierte Korrelationsfunktionen mit beliebigen Masken © in iiberschaubarer Zeit zu

berechnen.

5.2 [Erzeugung struktureller Signaturen aus atoma-

ren Strukturen

Um Strukturdaten, die mit Hilfe anderer Abbildungstechniken erhalten wurden, mit
elektronenmikroskopischen Daten zu korrelieren, muf deren elektronentomographi-
sche Abbildung approximiert werden. In Abschn. wurde die Bildentstehung im
Elektronenmikroskop erklart. Demnach ist im Frequenzbereich oberhalb von etwa
(10 nm)~! Phasen- und Amplitudenkontrast dominant, wihrend unterhalb dieses
Frequenzbereichs insbesondere bei energiegefilterter Elektronenmikroskopie verstérkt
Streuabsorptionskontrast auftritt. Als Abbildungsmechanismus wird deshalb ein li-
nearer Prozefl angenommen, der vor allem auf Phasenkontrast und einem 12%igen
Anteil an Amplitudenkontrast basiert (Abschn. [3.2)).

Die meisten Strukturen biologischer Makromolekiile sind mit Hilfe der Rontgenkri-
stallographie aufgeklart worden. Die erhaltenen Daten sind hier die Koordinaten der
das Molekiil konstituierenden Atome, die mit einer Auflésung im Angstrémbereich be-
stimmt werden. Weitere experimentelle Techniken zur Bestimmung atomarer Struk-

turen sind NMR, Elektronenkristallographie und Single Particle Rekonstruktionen
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Abbildung 5.3: A: Mustererzeugung fiir ET anhand atomarer Strukturdaten. B: Funktionen, aus de-
nen die effektive CTF zusammengesetzt ist: Phasenkontrasttransferfunktion (blau),
Amplitudenkontrasttransferfunktion (rot) und MTF (griin). C: Effektive CTF. Ober-
halb der ersten Nullstelle (rot schattiert) wird die Funktion abgeschnitten.

(meist durch Fitting bekannter Proteinstrukturen in gréfere Komplexe). In zuneh-
menden Mafse gewinnen auch rechnerisch abgeleitete Strukturen an Bedeutung: Vor
allem mit Hilfe von Homology modelling konnen in einigen Fallen Modelle von &hn-
licher Qualitdt wie mit der Rontgenkristallographie erhalten werden.

Alle erwahnten Techniken liefern atomar aufgeldste Strukturen, die i.A. in der Prote-
in Data Bank (PDB) (www.rcsb.org) archiviert sind. In Abb. ist die Methode
skizziert, mit der die 3D-EM Dichte bei einer Pixelgrofe p approximiert wurde. Es
wird zuerst aus den atomaren Koordinaten ein elektrostatisches Potential approxi-

miert, indem die jeweiligen Ordnungszahlen Z auf den Gitterpunkten eines Gitters


http://www.rcsb.org/pdb/
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mit der Pixelgréfe p aufsummiert werden, was der Naherung entsprichtﬂ Diese
Néaherung ist fiir den Auflosungsbereich der KET ausreichend, d.h. es miissen nicht
die exakten atomaren Formfaktoren beriicksichtigt werden. Das so erhaltene Volu-
men wird mit einer approximierten CTF gefaltet. Diese CTF soll folgenden Faktoren
Rechnung tragen: Phasen- und Amplitudenkontrast sowie die MTF der CCD-Kamera.
Die einzelnen Bestandteile der effektiven CTF sind in Abb. [5.3B skizziert: Die CTF
besteht aus einem reinen Phasenanteil, einem 14 %igen Amplitudenanteil und einer
Déampfungsfunktion, mit der beide Funktionen multipliziert werden miissen. Die sich
so ergebende effektive CTF wird oberhalb der ersten Nullstelle tiefpafsgefiltert (Abb.

5.3C), da der Defokus typischerweise nur unzureichend genau bestimmt ist.

5.3 Parallelisierte Implementierung — MOLMATCH und
OMNIMATCH

Die Berechnung der Korrelationsfunktion basierte auf einem von S.Nickell entwickel-
ten parallelisierten Programm (OSCARE[), das die nicht-normalisierte XCF aus GI.
berechnete (Nickell 2001). Das Rotationsproblem wurde bei 0SCAR durch explizite
Abtastung der XCF gelost: Die Referenz wurde in einem vorgegebenen Intervall der
Eulerwinkel mit einem konstanten Inkrement jeweils rotiert, bevor die korrespon-
dierende Korrelationsfunktion berechnet wurde. Das Speichern der vollstéandigen, 6-
dimensionalen, Korrelationsfunktion iiberstieg die Kapazitat heutiger Rechner, da die
Datenmenge fiir ein typisches Tomogramm hunderte Giga- oder gar Terabytes betrug.
Aus diesem Grund wurde bereits in 0SCAR lediglich der maximale Korrelationskoeffi-
zient und der zugehorige Winkel an jedem Punkt r gespeichert. Die Parallelisierung

wurde mittels der MPI Library (Message Passing Interface http:/ /www.lam-mpi.org/)

2Um Aliasing Effekte zu verhindern, wurde die Struktur erst mit der Pixelgrofe p/2 gerastert,
bei der halben Nyquist tiefpafigefiltert und anschliefend einfach gebinnt.

30SCAR steht dabei fiir Optimized SCanning AlgoRithm. Die Optimierung bestand darin, daf
die XCF im Fourierraum mit Hilfe der FFTW-Library (Fastest Fourier Transformation in the West,
http://www.fitw.org/) berechnet wird, die die Fouriertransformation besonders schnell bewaltigt.


http://www.lam-mpi.org/
http://www.fftw.org/
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Abbildung 5.4:
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Oben: Parallelisierte Berechnung der lokal normalisierten Korrelationsfunktion mit
MOLMATCH: Tomogramm und Referenz wurden von den benutzten Prozessoren ein-
gelesen. Der abzutastende Winkelbereich der LCCF wurde gleichméfig auf die IV
Prozessoren PI aufgeteilt. Auf jedem Rechner wurde die Referenz mittels trilinearer
Interpolation in die verschiedenen Orientierungen rotiert. Jeder Orientierung wurde
dabei ein spezifischer Index zugewiesen, der dem Schleifenindex entsprach (Schlei-
fenreihenfolge: 1. ¢, 2. ¢, 3. ). Die rotierte Referenz wurde mit der PSF gefaltet
und anschliefend mit der rotationssymmetrischen Maske multipliziert. Die so pra-
parierte Referenz wurde normiert und anschliefend die XCF berechnet. Fiir jeden
Raumpunkt wurden die Korrelationswerte mit dem des vorhergehenden Winkels ver-
glichen und der jeweils groffere Wert wurde fiir den néchsten Winkel iibernommen.
Der Schleifenindex der korrespondierenden Eulerwinkel wurde ebenfalls gespeichert.
Da die lokale Norm des Tomogramms fiir rotationsinvariante Masken © nicht von
der Orientierung abhing, wurde die lokale Norm noch nicht bendtigt. Nachdem al-
le Prozessoren den ihnen zugewiesenen Winkelbereich bearbeitet hatten, wurden
wiederum die Korrelationsmaxima aus den XCFs der jeweiligen Prozessoren und
die korrespondierende Rotationsindizes extrahiert. Der letzte Schritt bestand in der
lokalen Normalisierung, die nur der erste Prozessor ausfithrte. Die von MOLMATCH
erzeugten Dateien "Out.ccf”, "Out.ccf.norm” und "Out.ang” enthielten die Maxima
der XCF, der LCCF und die korrespondierenden Laufindizes der Eulerwinkel. Un-
ten: Berechnung der LCCF fiir ansiotrope Masken mit OMNIMATCH: Die Berechnung
erfolgte prinzipiell &hnlich wie mit MOLMATCH, jedoch wurde jede XCF zuerst lokal
normalisiert bevor die Maxima extrahiert wurden. Da das Speichern der XCF hier
zuséatzlichen Rechenaufwand verursacht hétte, wurde nur die LCCF als "Out.ccf”
gespeichert.
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dim T dim FFT

Abbildung 5.5: Links: Aufteilung der Berechnung der Korrelationsfunktion als 2D Darstellung. Die
Korrelationsfunktion wurde in Wiirfeln der Seitenldnge dim FFT berechnet. Dabei
mufiten die durch weniger Transparenz gekennzeichneten Regionen hiufiger berech-
net werden: Um zu verhindern, dafs Molekiile an den Schnittrdndern effektiv zerteilt
wurden, mufite an den Grenzbereichen ein Streifen einer Breite die gleich der Kan-
tenldnge der Referenz dim T doppelt und an einigen Stellen sogar dreifach berechnet
werden. Rechts: Die resultierende Korrelationsfunktion besafs keinerlei Stufen an den
Schnittstellen.

implementiert. Die Parallelisierung erfolgte hierbei iiber die abzutastenden Eulerwin-
kel (Abb. [p.4).

Ein modifiziertes C-Programm, MOLMATCH (Abb. [5.4), beriicksichtigte die in Abschn.
[b.1.2)erlauterten Weiterentwicklungen der LCCF gegeniiber der XCF speziell fiir sphé-
rische Masken geméaft GI. . Die Berechnung der LCCF fiir anisotrope Masken
war rechnerisch langwieriger: Da neben der Faltung des Tomogramms mit der
Referenz auch das Tomogramm sowie dessen Quadrat fiir jede berechnete Orientie-
rung mit der Maske gefaltet werden miifste, verdreifachte sich der Rechenaufwand
etwa. Aus diesem Grunde wurde die Berechnung in einem separaten Programm im-
plementiert, dem Programm OMNIMATCH (Abb. unten).

Ein weiteres Problem bei der Berechnung der LCCF war der im Vergleich zur Daten-
menge geringe Arbeitsspeicher selbst leistungsfiahiger Computer. Tomogramme wur-
den auf 2kx2k CCD-Kameras aufgezeichnet. Selbst nach zweimaligen Binnen hat-

ten die Tomogramme dann typischerweise eine Grofe von 512x512x256 Voxeln, die
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jeweils als Fliefkkommazahl (float) gespeichert wurden, so dafs der Speicherbedarf
256 Mb betrug. Bei der Berechnung der LCCF mufsten insgesamt 4 Volumina dieser
Grofse gleichzeitig im Speicher vorhanden sein, so daf der gesamte Speicherbedarf
mehr als 1 Gb betrugen. Dieser Speicherbedarf iiberstieg den verfiigharen Arbeits-
speicher vieler Rechner, und zuséatzlich waren bei den iiberwiegend verwendeten 32bit
Rechnern nicht mehr als 1 Gb ansprechbar. Aus diesem Grunde berechneten MOLMATCH
und OMNIMATCH die LCCF jeweils fiir kleinere Subvolumina. Diese einzelnen Teile der
LCCF wurden anschlieffend zur gesamten LCCF zusammengesetzt. Es mufsten jedoch
die Rander der einzelnen Unter-LCCFs doppelt berechnet werden, wobei das doppelt
berechnete Volumen die Breite des Musters haben mufte (Abb. [5.5).

5.4 Partikelidentifikation in Phantomzellen

Um zu iiberpriifen, ob der in den vorangegangenen Abschnitten erklarte korrelati-
onsbasierte Algorithmus in der Lage ist, Komplexe innerhalb von Kryoelektronen-
tomogrammen ganzer Zellen spezifisch zu detektieren, mufs seine Leistungsfahigkeit
zunédchst an Tomogrammen wohldefinierter Modellsysteme tiberpriift werden. Ein Sy-
stem, das in Struktur und Grofle kleinen prokaryotischen Zellen dhnelt aber chemisch
definiert ist, stellt eine Phantomzelle dar. Dies sind mit spezifischen Poteinkomplexen
gefiillte Liposomen.

Die Proteinkomplexe Proteasom und Thermosom sind sehr grofe Makromolekiile (700
bzw. 900 kDa), die zu den groften bekannten Komplexen im Archdon Thermoplasma
actdophilum gehoren, ihre biochemische Aufreinigung ist etabliert und ihre atomare
Struktur ist mittels Rontgenkristallographie bzw. Single Particle Analyse aufgeklart
(Lowe et al. 1995; Nitsch et al. 1998]). Die Unterscheidung der beiden strukturell
ahnlichen (Abb. Komplexe in Phantomzellen stellt demnach ein ausgezeichnetes
Modellsystem dar, um die Partikellokalisierung anhand ihrer strukturellen Signatur zu
testen (Bohm et al. 2001)). Unter Benutzung einer vorlaufigen Version von MOLMATCH

konnte gezeigt werden, dafl es moglich ist, Proteasomen und Thermosomen spezifisch
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Abbildung 5.6: Links: Thermosom in offener Konformation. Es hat eine zylindrische Struktur mit
8-facher Rotationssymmetrie um die Zylinderachse. Die Dichte ist als Oberflachen-
darstellung mit etwa 1.4 nm Auflosung abgebildet. Rechts: 20S Proteasom (Zylinder
mit 7-facher Rotationssymmetrie) in gleicher Darstellung. Der Mafsstab korrespon-
diert zu 10 nm.

in Phantomzellen zu detektieren (Frangakis et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein rigoroser Vergleich verschiedener Korrelations-
funktionen hinsichtlich ihrer Detektionsqualitidt vorgenommen. Der Vergleich wurde
vorgenommen anhand der Detektion von 20S Proteasomen in Phantomzellen aus

Ref. (Bohm 2001} [Frangakis et al. 2002), die mit 20S Proteasomen gefiillt waren. Der

a priori bekannte Aufbau der Phantomzellen erlaubte eine manuelle Klassifikation

korrekter und offensichtlich falscher Detektionen. Die Korrelationsfunktionen CCF
(5.12), MCF (5.6)), LCCF (5.13)) und LMCF wurden anhand der Haufigkeit falscher

Detektionen bewertet.

5.4.1 Material und Methoden

Herstellung der Phantomzellen und Tomographie. Das entwickelte Detek-

tionsverfahren wurde auf ein von Béhm (Bohm 2001; Frangakis et al. 2002)) aufge-

nommenes Kryoelektronentomogramm von proteasomengefiillten Phantomzellen an-
gewandt. Zur genauen Préparation und Datenakquisition sei auf die genannten Ar-
beiten verwiesen, sie sollen hier nur knapp wiedergegeben werden: Die Phantomzellen

wurden hergestellt aus reinen Liposomen, in die mittels der sog. Freeze-and-Thaw

Technik (Monnard et al. 1999) Proteasomen eingebracht wurden. Die rekombinant
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hergestellten Proteinkomplexe waren mit einem "His-Tag” versehen, das benutzt wur-
de, um nicht in die Vesikel hineindiffundierte Komplexe mittels einer Ni-Saule aus der
umgebenden Losung zu entfernen. Die Kippserien der vitrifizierten Phantomzellen
wurden mit 1.5° Kippwinkelinkrement von -70° bis +70° aufgenommen. Der Defokus
betrug 8 um (erste Nullstelle der CTF bei etwa (4 nm)~'), und bei der verwende-
ten VergroRerung von etwa 43k entsprach ein Pixel 0.72 nm? Die 3D-Rekonstruktion

erfolgte mit k-gewichteter Riickprojektion im EM-System.

Mustererkennung. Die Rekonstruktion wurde einfach gebinnt (Voxelgrofse 1.44
nm?), bevor die Mustererkennung angewandt wurde, da das gesamte Signal bis zur
ersten Nullstelle der CTF durch die Datenreduktion nicht beeintrachtigt wurde. Als
Referenz fiir das 20S Proteasom wurde die in Ref. (Lowe et al. 1995) publizierte
Struktur verwendet. Fiir das Thermosom in seiner offenen Konformation wurde die
Struktur aus (Nitsch et al. 1998) verwendet. Die EM-Dichte wurde erzeugt wie in
Abschn. 5.2 beschrieben.

Das Tomogramm wurden mit beiden erzeugten Mustern auf Proteasomen und Ther-
mosomen mit MOLMATCH abgetastet, was die CCF und LCCF lieferte. Zusétzlich wurde
die MCF und LMCF von Volumen und Proteasomen mittels einer hierfiir modifizier-
ten Version von MOLMATCH berechnet. Bei allen Berechnungen wurden die Referenzen
mit 10° Winkelinkrement abgetastet. Aufgrund der 7- bzw. 8-fachen Rotationssym-
metrie entlang der Zylinderachse war es ausreichend, ¢ von Null bis ¢p.c = 50°
abzutasten. Die restlichen Winkel wurden komplett abgetastet, d.h. 1,.x = 350° und
Umax = 180°.

Die berechneten Korrelationsvolumen wurden in MATLAB ausgewertet: Die Maxima
wurden bestimmt und die Korrelationswerte um jedes Maximum herum innerhalb ei-
nes Radius’ von 15 Voxeln Null gesetzt, was der Ausdehnung eines Partikels entsprach.
Die Koordinaten und Orientierungen der potentiellen Partikel wurden in einer Motiv-
liste gespeichert. Anhand dieser Motivliste wurden die Partikel und ihre Lokalisierung
im Tomogramm als xy-Schnitt dargestellt. Detektionen im Innern der Phantomzellen

wurden als korrekt angenommen, Lokalisierungen innerhalb der Lipidmembran oder
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auferhalb des Vesikels wurden als Falsch-Positive angenommen, da die biochemische
Praparation Proteinkomplexe auferhalb der Vesikel entfernte. Aus der Hohe der Kor-
relationskoeffizienten wurden Histogramme gebildet, wobei die Korrelationswerte in

insgesamt 25 dquidistante Werte zusammengefafst wurden.

5.4.2 FErgebnisse

Detektionsergebnisse in Abhangigkeit von der Korrelationsfunktion. Die
berechneten Korrelationsfunktionen sind in Abb. als exemplarische zy-Schnitte
dargestellt. Die verschiedenen Korrelationsfunktionen (CCF, MCF, LCCF und LM-
CF) von Tomogramm und 20S Proteasom (Abb. [5.7p-d) zeigen alle einen qualitativ
dhnlichen Verlauf: Alle Funktionen zeigen Maxima an den Positionen der Partikel
(siehe zum Vergleich das Tomogram Abb. [5.7f), jedoch auch an der Vesikelwand. Die
nicht-lokal normalisierten Korrelationsfunktionen CCF und MCF scheinen dabei ein
hoheres ”Signal” im folgenden Sinne zu besitzen: Die Maxima erscheinen sehr hell im
Vergleich zum Hintergrund. Die lokal normalisierten Funktionen LCCF und LMCF
(Abb. —d) sind vergleichsweise verrauscht, d.h. das Hintergrundsignal ist stérker.
Diese Eigenschaft ist Resultat der lokalen Normierung: Wahrend z.B. bei der kon-
ventionellen CCF Nrp,,, Voxel in die Korrelationsfunktion eingehen, wobei Ny, die
Zahl der Voxel des gesamten Tomogramms ist, gehen z.B. bei der LCCF nur Ng.;
Voxel (Voxel der Maske ©) ein. Der Rausch- oder Signifikanzlevel ist ~ 1/v/N, so daf
die lokal normalisierte LCCF zwangslaufig verrauschter erscheint. Zum Vergleich ist
in Abb. die LCCF fiir eine "falsche” Referenz, hier das Thermosom gezeigt. Sie
zeigt ein qualitativ dhnliches Verhalten, jedoch sind die Maxima der Partikel weniger
ausgepragt.

Um die Qualitdt der Detektion zu beurteilen, ist es jedoch wichtig zu bestimmen,
inwieweit die Korrelationsmaxima spezifisch sind, d.h. in welchem Ausmaf es zu
Falsch-Positiven kommt. Hierzu wurden die Falsch-Positiven innerhalb der ersten 160
potentiellen Partikel bestimmt. Die Ergebnisse wurden als Histogramm ausgewer-

tet (Abb. . Es ergeben sich gravierende Unterschiede der Detektionsqualitat der
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Abbildung 5.7: Verschiedene Korrelationsfunktionen. A: CCF von Tomogram und Proteasom. B:
MCF mit Proteasom als Muster. C: LCCF mit Proteasom. D: LMCF mit Pro-
teasom. E: LCCF mit Thermosom. F: Korrespondierender xy-Schnitt des Tomo-
gramms. Mafistab: 50 nm.
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Abbildung 5.8: Histogramme der erhaltenen Korrelationskoeffizienten (CCCs) bei Verwendung un-
terschiedlicher Korrelationsfunktionen. Es sind Haufigkeiten (H) gegen die korrespon-
dierenden Korrelationswerte (CCC) aufgetragen, sowie eine Unterteilung in falsch-
positive (f.p.) und korrekt-positive (c.p.) Detektionen. Ausgewertet wurden CCF
(A), MCF (B), LCCF (C) und LMCF (D). Die Absolutwerte von CCF und MCF

sind willkiirlich, da auf eine Normalisierung verzichtet wurde.



KAPITEL 5. LOKALISIERUNG VON MAKROMOLEKULEN 67

120 120

A = CCC B mje Proteasom
100 —t—fp. 100 Thermosom
c.p.
80 80
Teo Teo
40 40
20 20
s
0 . =~ \//”\54‘: 0 e i e
0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4
CCC CCC

Abbildung 5.9: A: Detektionsergebnisse bei Hochpaffilterung LCCF bei einer Frequenz von etwa
(20 nm)~!. B: Histogramme der erhaltenen Korrelationskoeffizienten (CCCs) bei
Verwendung des 20S Proteasoms und des Thermosoms als Referenzen.

unterschiedlichen Korrelationsfunktionen: Die nicht-lokal normalisierten Korrelations-
funktionen (Abb. A und B) fiihren offenbar zu einem inakzeptabel hohem Mafs
an Falsch-Positiven. Weder die Histogramme der CCF noch der MCF ermdéglichen
es nur anhand des Korrelationskoeffizienten falsche von korrekt positiven Detektio-
nen zu unterscheiden. Die Detektionsergebnisse der lokal normalisierten Funktionen
(Abb. C und D) zeigen ein anderes Bild: Fiir die hochsten Korrelationskoeffizi-
enten (CCs) gibt es ausschlieklich korrekte Detektionen. Das Histogramm der LCCF
wiirde es durch Beschriankung auf Korrelationswerte oberhalb von etwa C'C' = 0.38
ermoglichen, etwa 80 % der Partikel praktisch ohne Falsch-Positive zu lokalisieren. Die
LMCEF zeigt ein qualitativ &hnliches Verhalten, durch Abschneiden bei etwa CC=0.26
ware es ebenfalls moglich einen d&hnlich hohen Prozentsatz der Partikel ohne nennens-
werte Falsch-Positive zu lokalisieren. Allerdings féllt auf, dafs die LCCF auch noch
vereinzelte korrekte Detektionen bei sehr niedrigen CCs liefert. Als Grund hierfiir
ist die hohere Rauschempfindlichkeit der LMCF anzunehmen: Die einzelne Partikel
haben ein unterschiedliches SNR, insbesondere im Bereich hoherer Frequenzen, die
bei der LMCF stérker betont werden. Als Folge davon variieren die Korrelationsko-

effizienten starker.
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Die Detektionsqualitat der LCCF wird vor allem durch den auftretenden Streuab-
sorptionskontrast beeintrachtigt: Es ist quantitativ nicht bekannt, in welchem Mafe
die Makromolekiile zum Streuabsorptionskontrast beitragen, in jedem Fall bleibt er
bei den erzeugten Referenzen diesen Anteil jedoch unberiicksichtigt. Weiterhin wer-
den die Falsch-Positiven vor allem aufgrund des niederfrequenten, starken Signals von
Lipidmembran und Goldmarkern erzeugt. Beide Effekte konnen durch Hochpaffiltern
der LCCEF relativ einfach umgangen werden . Ein Hochpaffiltern der LCCF bei etwa
(20 nm)~* erlaubt es, die Proteasomen praktisch ohne Falsch-Positive zu detektieren,

wenn Werte von CC' < (.25 ausgeschlossen werden (Abb. [5.9 A).

Detektionsergebnisse in Abhingigkeit von der Referenz. Als weitere Kon-
trolle der Spezifitdt der Detektion wurde das Tomogramm mit einer strukturell dhnli-
chen aber falschen Referenz, dem Thermosom, korreliert. Die berechnete LCCF wurde
wiederum oberhalb von (20 nm~* hochpafgefiltert und die Detektionsergebnisse wur-
den als Histogramm aufgetragen (Abb. B). Es zeigt sich, daf die hochsten Korre-
lationswerte etwa bei 0.25 liegen, d.h. unterhalb des Bereichs in dem die Proteasom-
Korrelation spezifisch ist. Die parallele Auftragung der Korrelationshistogramme von
Proteasom und Thermosom zeigt, daft die Thermosom-Korrelation nicht das fiir die

Proteasom-Korrelation typische Maximum bei etwa CC=0.3 aufweist.

5.5 Identifikation von Ribosomen im Prokaryoten Spi-

roplasma melliferum

Ganze Zellen haben zwei Kriterien zu erfiillen, um fiir in toto KET geeignet zu sein:
(7) Sie miissen ausgesprochen diinn sein, um mit einem hinreichendem SNR abgebildet
zu werden. (i) Die Proteindichte im Innern darf nicht zu grof sein, da im Wesentli-
chen die Dichtedifferenz zwischen Zytoplasma und Makromolekiilen abgebildet wird.
Ist das Zytoplasma zu dicht, so ist das Signal insbesondere im Auflésungsbereich

der KET (~ 5 — 10nm) sehr schwach, was ein niedriges SNR bedingt. Es hat sich
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herausgestellt, daf die Konzentration der Makromolekiile (Molecular Crowding) bei
prokaryotischen Zellen besonders grof ist (Griinewald et al. 2003). Das Bakterium Spi-
roplasma melliferum, die zu den Mykoplasmen gehort, besitzt einen auferordentlich
kleinen Durchmesser (> 200nm). Somit eignet es sich zur elektronentomographischen
Untersuchung, und die Studien von Kiirner et al (Kurner et al. 2005 konnten neue
Einsichten in das Zytoskelett des Bakteriums auf molekularer Ebene geben. Riboso-
men sind sehr grofe (70S Ribosom von Escherichia coli ~2.3 MDa) makromolekulare
Komplexe, deren Aufgabe es ist, Proteine zu synthetisieren. Thre schiere Grofe und
ihr zahlreiches Auftreten in einer Zelle machen sie zu geeigneten Kandidaten, um
erstmalig ein Makromolekiil innerhalb einer ganzen Zelle zu kartographieren.

Thema dieses Abschnitts ist die Lokalisierung von Ribosomen in ganzen S. melliferum
Zellen. Die Ergebnisse wurden mittels einer Histogrammanalyse auf ihre Zuverlassig-
keit iiberpriiftlz_f]. Die erreichte Vertrauenswiirdigkeit erlaubt es, einen zelluldren Atlas

eines makromolekularen Komplexes zu bestimmen.

5.5.1 Material und Methoden

Tomogramme. Es wurden insgesamt 3 von Kiirner aufgenommene Tomogramme
analysiert, die nicht zur Studie des Zytoskeletts in Ref. (Kiirner et al. 2005) verwendet
wurden. Hierbei handelte es sich um Kippserien, die in einem Winkelbereich von -60°
bis +60° mit einem Inkrement von 1.5° bei einem Defokus von 8 pym aufgenommen
wurden. Zur Identifikation von Ribosomen wurden die Daten 2-fach gebinnt, so daf

ein Voxel etwa 2.2 nm entsprach.

Partikelidentifikation. Als Muster zur Korrelationssuche wurde die Kryo-EM Struk-
tur des Ribosoms von Escherichia coli benutzt (Gabashvili et al. 2000). Die Struktur
wurde auf oberhalb der zur ersten Nullstelle der CTF des Tomogramms korrespon-
dierenden Auflésung tiefpafgefiltert und mittels trilinearer Interpolation mit einer

Voxelgrofe von 2.2 nm dargestellt. Das Tomogramm wurde unter Verwendung von

1Die Datenanalyse wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und von J. Ortiz durchgefiihrt.
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Abbildung 5.10: Histogramm der Korrelationskoeffizienten. Das Histogramm wurde gem&f der
Gauffunktionen in drei Bereiche unterschiedlicher Detektionsgiite aufgeteilt.

MOLMATCH mit diesem Muster korreliert. Dabei wurde eine Maske mit einem Durch-
messer von etwa 27 nm verwendet (Durchmesser des Ribsoms >20 nm). Die Eu-
lerwinkel wurden innerhalb des ganzen Winkelraums mit einem Inkrement von 10°
abgetastet.

Die berechnete LCCF wurde mit einer Maske multipliziert, die die Zelle innerhalb des
Tomogramms grob begrenzt. Die Korrelationskoeffizienten, Koordinaten und zugehd-
rigen Orientierungen der hochsten 1000 Korrelationswerte wurden in einer Motivliste
gespeichert. Dabei wurde die Ausdehnung einer Autokorrelationsfunktion (=Ausdeh-
nung der Korrelationsmaxima) mit 22 nm approximiert. Die Korrelationskoeffizienten
wurden als Histogramm aufgetragen (Abb. . Die Werte oberhalb eines lokalen
Maximums wurden in MATLAB an eine Gaufkkurve G angepaft:

(CC — CCy)?

202

G(CC) = Apexp(— ). (5.16)

Gemafk der bestimmten Gauffunktion wurde das Histogramm in 3 Bereiche aufgeteilt:
I CC > CCy,
IT CC -0 <CC < CCY,

III CCy—20 <CC <CCy—o.
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Abbildung 5.11: a: TEM Bild einer S. melliferum Zelle (0° Projektion). Der Mafstab korrespondiert
zu 100 nm b: xy-Schnitt des rekonstruierten Tomogramms. c¢: xy-Schnitt der seg-
mentierten Zellmembran. d: xy-Schnitt der CCF. e: Lokalisierungen der vermeint-
lichen Ribosomen. Die Farbe korrespondiert zur Hohe des CCC (siehe Abb. [5.10).
Die segmentierte Membran ist in hellblau dargestellt. f: Atlas der Ribosomen. Zur
Membran korrespondierende Partikel wurden als falsch-positiv angesehen und ent-
fernt. (Abb. aus (Ortiz et al. 2005)

Segmentierung und Darstellung. Die Membran der Zelle wurde von Linaroudis

auf Basis des Scaling Index segmentiert (Linaroudis und Hegerl 2005)). Die 3D Daten
wurden als Oberflaichen mit 3D Studio Max dargestellt.

5.5.2 Ergebnisse

In den S. melliferum Tomogrammen stellen die Membranen des Bakteriums die am
deutlichsten zu unterscheidenden Strukturen dar (Abb. [5.11p). Im Innern lassen sich
einige globuldre Strukturen erkennen; allerdings ist die makromolekulare Dichte im
Zytoplasma anscheinend sehr hoch, so daf das resultierende SNR niedrig ist. Die au-
tomatische Segmentierung der Membran korrespondierte sehr gut zur visuellen Iden-
tifikation der Membran (Abb. p.11).

Zur Identifikation der Ribosomen wurde die CCF eines S. melliferum Tomogramms
und des 70S Ribosoms aus E. coli berechnet. Die Struktur des 70S Ribosom aus F.
coli wurde mittels Kryo-EM bestimmt (Gabashvili et al. 2000)). Da die Translations-

maschinerie evolutionér weitgehend konserviert ist, ist davon auszugehen daf diese
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Struktur dem Ribosom aus S. melliferum im Auflésungsbereich von KET hinreichend
ahnlich ist. Die CCF besitzt distinkte Maxima im Zytoplasma, es treten jedoch auch
sehr hohe Korrelationswerte innerhalb der Membran auf (Abb. [5.11]).

Die Korrelationsmaxima wurden bestimmt und als Histogramm aufgetragen (Abb.
. Idealerweise wiirde man eine Gaufsverteilung hoher Korrelationswerte erwar-
ten, die oberhalb eines Hintergrunds von unspezifischen Detektionen liegt. Im un-
giinstigsten Fall sollte man im Histogramm eine vollkommene Uberlagerung von un-
spezifischen mit korrekten Detektionen erhalten. Das Histogramm hat ein qualitativ
dhnliches Aussehen wie die Korrelationshistogramme der Phantomzellen (Abb. [5.9h):
Es liegt ein lokales Maximum der Korrelationswerte bei htheren Werten (CC' =~ 0.34)
vor, und die Haufigkeit steigt in Richtung niedriger Korrelationswerte (CC' < 0.3)
stark an. Das Histogramm oberhalb des lokalen Maximums wurde an eine Gaufsver-
teilung angepaft, und die vermeintlichen Ribsomen wurden geméf dieser Verteilung
in drei Bereiche I, IT und III aufgeteilt (Abb. [5.10)): Der Bereich I oberhalb des Ma-
ximums der Gaufsfunktion (C'Cy), dessen Histogramm sehr gut mit der angepafiten
Gaufsform iibereinstimmt, der Bereich II zwischen C'Cy und CCy — o aus , der
méafkig mit dem Fit iibereinstimmt, und der Bereich I1I zwischen C'Cy—o und C'Cy—20,
der kaum zur angepaften Kurve korrespondiert. Die graphische Darstellung der so
aufgeteilten Ribosomen im Tomogramm ergibt, daf die hochsten Korrelationen (I
und II) tiberwiegend im Zytoplasma lokalisiert sind, wéhrend Korrelationstreffer des
Bereichs IIT vor allem in der Membran auftreten (Abb. [p.11k).

Um die Detektionsqualitat zu beurteilen, wurden die Detektionsergebnisse mit der an-
gepalkten Gaufsfunktion verglichen. Die Ergebnisse sind in Tab. zusammengefafst:
In Bereich I ist die Ubereinstimmung zwischen der Gauffunktion und den gemesse-
nen Werten praktisch vollstandig (~ 96%). Im Bereich II, betrdgt das Verhéltnis C'
von erwarteter Ribomenzahl zu Detektionen 83%, wahrend es in Bereich III nur noch
27% betragt. Durch Vergleich von Treffern mit der segmentierten Membran konnten
sichere falsch-positive Detektionen ausgeschlossen werden, was in den Bereichen I und

IT durchgefiihrt wurde. Hierdurch wurde C' im Bereich II auf 95% angehoben, d.h.
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I | 10 I
Run 16.5% | 33% | 50%
Ny, 43 | 89 | 137
Neap 162 | 107 | 143
C 27% | 83% | 96 %

NMembr n.b. 13 1
Niorr n.b. 94 142
Chorr n.b. | 95% | 97 %

Tabelle 5.1: Erkennungsstatistik der Ribosomen in S. melliferum. Aufgetragen sind detektierte und
erwartete Anzahl der Ribosomen in den Korrelationsvereichen I, IT, und III (Abb. .
Ryp: relativer Anteil der tatsdchlich vorhandenen Ribosomen, die im jeweiligen Intervall
detektiert werden sollten geméf der angepafsten Gaufsfunktion. Nyj: absolute Zahl der
theoretisch im Intervall detektierten Ribosomen. Ng,: tatséchlich im Intervall detek-
tierte Ribosomen. C: Anteil der potentiell korrekten Detektionen (Confidence level).
Nprempr: Detektionen in der Membran, die als falsch positiv angesehen werden kon-
nen. Nyorr: Detektion nach Abzug der Membrandetektionen (Negp — Nasempr)- Chorr:
resultierender Vertrauenslevel nach dieser Korrektur.

die Ubereinstimmung von GauRfunktion und gemessenen Werten ist in den Berei-
chen I und IT sehr gut. Die Ribosomdetektionen in den Bereichen I und II sollten
rund 80% der gesamten Ribosomen beinhalten. Diese reprasentieren geméafs der Hi-
stogrammanalyse mit einer Vetrauenswiirdigkeit von etwa 95% Ribosomen, die den
Ribosomenatlas aus Abb. konstituieren. Die einzelnen Ribosomen sind weitge-
hend homogen in der Zelle verteilt. Gemaf Tab. sind etwa 5% des Zytoplasmas
von Ribosomen besetzt. Schatzungen fiir die Ribosomenkonzentration existieren vor
allem fiir E. coli, und liegt in der Grofenordnung der hier bestimmten (Neidhardt

1996)).
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5.6 Partikelidentifikation im Eukaryoten Dictyoste-

lium discoideum

Der Schleimpilz Dictyostelium discoideum besitzt in einigen Zellbereichen eine Dicke
von wenigen 100 nm, was ihn fiir KET in toto geeignet macht. Die an diesem Or-
ganismus durchgefiihrten tomographischen Studien von Medalia et al (Medalia et al.
2002)) ermoglichten es erstmalig, individuelle Makromolekiile wie das 26S Proteasom
im Kontext ihrer anndhernd physiologischen Umgebung aufzulosen.

In diesem Abschnitt wurden in Tomogrammen aus Ref. (Medalia et al. 2002)) syste-

matisch Ribosomen und das Aktinskelett detektiert.

5.6.1 Material und Methoden

Tomogramme. Es wurde das in Ref. (Medalia et al. 2002)) publizierte Tomogram-
me von D. dicoideum analysiert. Die zugrundeliegenden Kippserien umfafiten einen
Winkelbereich von -45.5° bis 451°, es wurde ein Inkrement von 1.5° und einem De-
fokus von 15 pm gewahlt. Zur Identifikation von Ribosomen und Aktin wurden die

Daten 2-fach gebinnt, so daf ein Voxel etwa 3.3 nm entsprach.

Partikelidentifikation. Die Identifikation der Ribosomen wurde analog Abschn.
durchgefiihrt. Bei der Detektion von Aktin wurde folgendermafen vorgegangen:
Es wurde ein Tomogrammelement mit eindeutig filamentoser, gerader Morphologie
extrahiert. Die Hauptachse des Filaments wurde entlang z-gewéhlt, das Filament
wurde entlang der Hauptachse rotationsgemittelt, entlang z projiziert und wieder
zuriickprojiziert, um das SNR der Referenz zu erhohen. Anschliefend wurde eine
LCCF dieser Referenz und des Tomogramms mittels OMNIMATCH berechnet. Dabei
wurde ein Halbzylinder als Maske verwendet: Von einem in z-Richtung orientierten

Zylinder wurde die untere Hélfte zu Null gesetzt.



KAPITEL 5. LOKALISIERUNG VON MAKROMOLEKULEN 75

5.6.2 Ergebnisse

Ein zy-Schnitt des D. dicsoideum Tomogramms ist in Abb. gezeigt. Es lassen
sich Filamente und sehr kontrastreiche, globuldre Objekte mit einem Durchmesser
von etwas mehr als 20 nm erkennen.

Die Korrelation des Tomogramms mit 70S Ribosomen ergibt besonders hohe Werte
an den Orten der globuldren Komplexe (Abb. B und C). Auferdem treten es vor
allem an Orten der Goldmarker sehr hohen Korrelationswerte auf. Es erscheint plau-
sibel, dafs es sich bei der Mehrzahl der zu den ca. 400 hoéchsten Korrelationswerten
korrespondierenden Partikel tatsdchlich um Ribosomen handelt, da sich Ribosomen
neben ihrer Grofie von iiber 20 nm vor allem durch den relativ grofsen Kontrast (im
Vergleich zu Proteinen) aufgrund des hohen RNA Anteils auszeichnen. Manuelle Un-
tersuchung einzelner Partikel ergab, daf die Mehrzahl der detektierten Partikel etwas
grofer als die 70S Ribosomen Referenz zu sein schien, was dadurch erklart werden
kann, daf in Eukaryoten die massereicheren 80S Ribosomen vorliegen. Das Auftra-
gen der ribosomalen Korrelationskoeffizienten als Histogramm ergibt einen qualitativ
dhnliches Verlauf wie bei Phantomzellen (Abb. und der Ribosomendetektion in
S. melliferum (Abb. [5.10)). Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dak es sich bei der
Mehrzahl der detektierten Partikel um Ribosomen handelte.

Die Detektionen wurden analog zu Abschn. geméls einer an das Histogramm an-
gepafiten Gaukverteilung in 3 Gebiete aufgeteilt. Nimmt man die Ubereinstimmung
des Histogramms mit einer Gaufverteilung als Kriterium, so kann wiederum die Zahl
der Ribosomen und die Zuverlassigkeit der Lokalisierung bestimmt werden. Dies ist
in Tab. geschehen. Demnach liegen in einem Volumen von etwa 0.3 um?® etwa
800 Ribosomen vor, was etwa 3 % des Gesamtvolumens entspricht. Im Gegensatz zu
S. melliferum sind die Ribosomen in D. discoideum nicht homogen verteilt, sondern
befinden sich {iberwiegend in zwei definierten Schichten (Daten nicht gezeigt).

Die Korrelation des als Zylinder approximierten Aktins mit dem Tomogramm ist in
Abb. C und D. Es zeigt sich starke Korrelation mit langen filamentdsen Strukturen

im Tomogramm. Aufserdem ist bemerkenswert, daf es auch zu hohen Korrelationen
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Abbildung 5.12: A: xy-Schnitt aus D. discoideum Tomogramm. Der Mafstab stellt 100 nm dar. B:
Zu A korrespondierender Schnitt der LCCF des Tomogramms und eines Ribosoms
(oben rechts: verschiedene z-Schichten des Ribosoms, in gelb ist die benutzte kugel-
formige Maske dargestellt). C: Montage des Schnitts und der hochsten Werte der
Korrelationsfunktionen aus B (blau) und D (rot). D: LCCF von Tomogramm und
filamentoser Referenz (Einfligung oben rechts, zylindrische Maske gelb).
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Abbildung 5.13: Histogramm der ribosomalen Korrelationskoeffizienten aus D. discoideum. Die Ein-
teilung in verschiedene Zonen erfolgt anhand der angepafiten Gaukfunktion analog

zu Abb. B.10

CCy—20<CC<CCy—0 |CCy—o<CC<CC | CCy<CC <1
Ry, 16.5% 33% 50%
Nip, 103 263 419
Nezp 303 313 430
C 30% 80% 100%

Tabelle 5.2: Erkennungsstatistik der Ribosomen in Dictyostelium. Aufgetragen sind detektierte und
erwartete Anzahl der Ribosomen in verschiedenen Intervallen des Korrelationskoeffizi-
enten. Ry: relative Anteil der tatséichlich vorhandenen Ribosomen, die im jeweiligen
Intervall detektiert werden sollten. INyj,: absolute Zahl der theoretisch im Intervall de-
tektierten Ribosomen. N.,,: tatséchlich im Intervall detektierte Ribosomen. C: Anteil
der potentiell korrekten Detektionen (Confidence level).
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mit Filamenten kommt, die in z-Richtung orientiert sind. Diese waren manueller De-
tektion mittels Visualisierungsprogrammen (z.B. Amira) génzlich unzugénglich, da
diese es nur erlauben, zweidimensionale Schnitte zu “segmentierenP} Allerdings ist es
nicht moglich, einen eindeutigen Grenzwert fiir die zuverlassige Detektion eines Fila-
ments festzulegen. Dies kann vor allem mit der Eigenschaft der Filamente begiindet
werden: Diese bilden ein verzweigtes Netzwerk mit teilweise sehr kurzen Filamenten,
und auflerdem sind viele Filamente gekriimmt. Aus diesem Grunde sind nur fiir Tei-
le aller filementosen Strukturen hohe Korrelationswerte zu erwarten, fiir kurze oder

gebogene Filamente, sind, mit fliekenden Ubergéingen, niedrigere Werte zu erwarten.

5.7 Diskussion

In dieser Arbeit wurde ein Algorithmus zur Detektion von Makromolekiilen, der auf
Korrelation beruht, weiterentwickelt und angewendet. Es wurden verschiedene Kor-
relationsfunktionen definiert und implementiert, die anhand von proteasomgefiillten
Phantomzellen auf ihre Zuverléssigkeit getestet wurden. Dabei stellte sich heraus, daf
eine zuverléssige Detektion ohne eine lokale Normalisierung der Korrelation praktisch
unmoglich ist. Die Partikellokalisierung mittels der CCF und MCF fiihrt zu einem
inakzeptabel hohen Mafs an falsch-positiven Detektionen, wobei vor allem die starke
Korrelation der Lipidmembran ein Problem darstellt. Im Gegensatz dazu liefern die
lokal normierten LCCF und die LMCF deutlich weniger falsche Detektionen. Dabei ist
die LMCF jedoch rauschempfindlicher, so daf die Korrelationswerte der tatsachlichen
Proteasomen stéarker variieren. So besitzen einzelnen Partikel einen sehr niedrigen
Korrelationswert, bei dem unspezifische Detektionen tiberwiegen. Aus diesem Grund
scheint die LCCF beim derzeit experimentell erreichbaren SNR am besten geeignet,
Partikel in einem Tomogramm wvollstindig zu detektieren. Es ist jedoch moglich, daf

ungewohnliche Korrelationsmafte wie das der LMCF bei hoheren SNRs vorteilhaft

5Sehr diinne Filamente sind manuell effektiv nur erkennbar, falls die Schnittebene den Rich-
tungsvektor der Filamente beinhaltet; da lediglich eine geringe Zahl an Schnitten, typischerweise
nur zy—, xz— und yz—Schnitte, analysiert werden kénnen, wird nur ein Teil der Filamente erfaft,
wie in Ref. (Medalia et al. 2002]).
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sind.

Weiterhin wurden Ribosomen in pro- und eukaryotischen Zellen lokalisiert. Eine zen-
trale Rolle bei der entwickelten Auswertung der Korrelationswerte nimmt dabei das
Histogramm der gefundenen Korrelationswerte ein. Es wurden stets qualitativ ahnli-
che Histogramme gefunden, die sich erklaren lassen durch spezifische Detektionen, die
gaulsformig verteilt sind, und einen unspezifischen Hintergrund. Unspezifische Detek-
tionen traten dabei vor allem an Objekten mit sehr starken Signalen wie Membranen
oder Goldkiigelchen auf. Im Falle der Ribosomendetektion in S. melliferum konnten
in der Membran lokalisierte falsch-positiven Identifikationen durch Kombination mit
einer zweiten Segmentierungsmethode entfernt werden. So ergibt sich ein ribosomaler
Atlas, der die Positionen von 80 % aller Ribosomen mit einem Vertrauensgrad von
tiber 90 % angibt.

Eine weitere Optimierung des entwickelten Algorithmus wird vor allem darauf abzie-
len, die Detektion von Objekten mit sehr starken SNRs noch stéarker zu unterdriicken.
Hierzu sind zwei Wege denkbar: (7) Objekte mit starkem Signal kénnen durch an-
dere Verfahren segmentiert und somit von der Korrelationsfunktion ausgeschlossen
werden. Dieser Weg wurde bei der Auswertung der S. melliferum Zelle gegangen, in-
dem die Zellmembran unabhéngig segmentiert wurde, und das Verfahren kann noch
verallgemeinert werden. (i) Die Korrelationsfunktion kann durch ein anderes Ahn-
lichkeitsmals ersetzt werden, das eine hohere Spezifitat besitzt. Ein solches Maf kdnnte
z.B. Mazimum Likelihood darstellen (Sigworth 1998)). Allerdings wurde eine Vielzahl
unterschiedlicher Detektionsverfahren zur Lokalisierung von Makromolekiilen in zwei-
dimensionalen Kryo-EM Bildern entwickelt und verglichen (Zhu et al. 2004). Dabei
hat sich kein Verfahren herauskristallisieren kénnen, das lokaler Korrelation hinsicht-
lich der Zuverlésigkeit deutlich iiberlegen gewesen ware.

Ein weitere Faktor, der die Detektion von Makromolekiilen in Tomogrammen mit dem
Algorithmus in seiner jetzigen Form deutlich erleichtern kénnte, ist die Verwendung
anderer Algorithmen zur 3D-Rekonstruktion. In der vorliegenden Arbeit wurde hier-

fiir ausschliefslich gewichtete Riickprojektion verwendet, andere Verfahren wie ART
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konnten jedoch Vorteile bieten (Abschn. . Jede quantitative Verbesserung der 3D

Daten wiirde umgekehrt die Signifikanz der Korrelationsergebnisse erhohen.



6. Dreidimensionale Mittelung von

Makromolekulen

Die Auflosung elekronenmikroskopischer Bilder eiseingebetteter biologischer Proben
ist letztendlich durch die Elektronendosis limitiert. Um diese fundamentale Limitie-
rung in der KET zu umgehen, bietet es sich an, Aufnahmen strukturell gleicher Pro-
ben kohédrent zu mitteln. Diese Losung wird in der Single Particle Analyse gewahlt,
wo durch Mitteln von i.A. zig tausend Einzelpartikeln hochaufgeloste Strukturen von
Makromolekiilen erhalten werden. Im Falle asymmetrischer Makromolekiile wie dem
Ribosom konnten bereits Auflésungen von iiber (10 A)~! erreicht werden (van Heel
et al. 2000; Frank 2002) und fiir hochsymmetrische Objekte wie ikosaedrische Virus-
kapside Auflésungen im Bereich von (5 A)~" (Zhou und Chiu 2003).

Heutzutage werden hochaufgeloste Strukturen meist folgendermafen erhalten: Das zu
untersuchende Makromolekiil wird biochemisch aufgereinigt, und es werden Mikrogra-
phen, d.h. Projektionen der vitrifizierten Probe aufgenommen. Die in den Mikrogra-
phen enthaltenen Makromolekiile werden meist manuell lokalisiert. Die Hauptaufgabe
besteht nun darin, den beliebig orientierten Einzelpartikeln die richtige Orientierung
zuzuweisen. Liegt das zu untersuchende Molekiil in allen Orientierungen vor, so kann
die komplette dreidimensionale Struktur des Molekiils ermittelt werden. Dieses ver-
fahren wird "Angular Reconstitution” genannt (van Heel 1987)).

Im Detail muft jedem Partikel die Projektionsrichtung und die Rotation auf dem Grid
zugewiesen werden, was durch drei Eulerwinkel ¢, 1) und 9 beschrieben werden kann.
Auferdem mufs die Position der Partikel verfeinert werden, da die manuelle Lokali-

sation der Partikel nur sehr ungenau ist. Insgesamt miissen also 5 Parameter, drei

81
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Winkel und zwei Translationsvektoren Az und Ay, bestimmt werden. In den mei-
sten Fillen liegt schon eine erste Struktur des Makromolekiils vor, so z.B. bei vielen
Studien iiber die diversen funktionellen Zusténde des Ribosoms. Hier wird als Verfah-
ren zur Strukturbestimmung meist Projection matching verwendet (van Heel et al.
2000; Frank 2002): Bei diesem Verfahren werden alle Einzelpartikel mit verschiedenen
Projektionsrichtungen der ersten Referenz korreliert, und die maximale Korrelation
erlaubt eine erste Zuordnung der Orientierungen. In der Folge wird aus den Einzel-
partikeln geméf den gefundenen Orientierungen und Translationsvektoren eine neue
Referenz generiert und die Partikel werden wiederum mit verschiedenen Projektionen
korreliert. Auf diese Weise wird iterativ die Auflosung gesteigert, idealerweise bis zur
Grenze, die durch die Zahl der Partikel oder die Homogenitéit der Probe gegeben
ist. Unter der Annahme struktureller Homogenitéit der Probe hat Henderson die er-
reichbare Auflésung als Funktion der Partikelanzahl abgeleitet (Henderson 1995): So
werden z.B. theoretisch 12600 2D Projektionen bendtigt um eine Struktur von 3 A~
Auflésung zu erreichen, experimentell wird diese i.A. erst etwa mit der zehnfachen
Teilchenzahl erreicht (z.B. in (Nogales et al. 1998))).

Prinzipiell ist es ebenso moglich, hochaufgeloste dreidimensionale Strukturen durch
Mittelung von FEinzelpartikeln aus Tomogrammen zu erhalten. Gemaéafs dem Dosis-
aufteilungstheorem (Abschn. ist in einem Tomogramm die gleiche Signalmenge
enthalten wie in einer Projektion, die mit der gleichen Dosis erzeugt wurde. So wur-
den denn auch die ersten hoheraufgelosten dreidimensionalen Strukturen des Ribo-
soms durch Mittelung von Subtomogrammen erzeugt (Oettl et al. 1983 Knauer et al.
1983)). Spéter ist die Mittelung von Tomogrammen zur Strukturbestimmung vor al-
lem von Walz et al verwendet worden (Walz et al. 1997b; |Walz et al. 1997a; Walz
1997)). In diesen Arbeiten wurden aufgereinigte, vitrifizierte Komplexe tomographiert
und durch Mittelung von Subtomogrammen wurden 3D Daten im mittleren Auflo-
sungsbereich von etwa (3 nm)~! erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein iterativer Algorithmus zur Alignierung und Mitte-

lung von Tomogrammen entwickelt. Er stellt eine Weiterentwicklung des Algorithmus
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von Walz et al dar (Walz et al. 1997b): So basiert die Alignierung auf der Constrained
Correlation Function (5.12)), wodurch der Missing Wedge berticksichtigt wird. Diese
und weitere Mafnahmen wie das Maskieren bestimmter Regionen der Tomogramme
ermoglichen eine in situ Strukturbestimmung. Der Algorithmus wird hier erklért und

das Resultat seiner Anwendung auf Daten des Kernporenkomplex’ gezeigt.

6.1 Algorithmus zur Mittelung von Subtomogram-

men

Die Aufgabe der Alignierung ist es, /N verschiedene Subtomogramme F; in der Weise
zu addieren, dafs die Summe aller Korrelationen der Partikel P; und eines Modells
A maximiert wird. Dieses Modell ist der Mittelwert der verschiedenen Partikel unter
Berticksichtigung der Eulerwinkel ¢, ¢ und ¥ und der Translationsvektoren Az, Ay
und Az jedes Partikels Mathematisch ist das Problem also die Maximierung des
Funktionals
N
Max <Z Taz,Agine Ry a9, A @ B) : (6.1)
i=1
Hierbei bezeichnet R wiederum den Rotationsoperator und 7 den Translationsope-
rator. Dieses Funktional muf bzgl. der Variablen Ax;, Ay, und Az; sowie ¢;, 1; und

9¥; maximiert werden. Dabei gilt es die Nebenbedingung der Mittelung zu erfiillen:

N
1
- N Z yzAzz Pis d)mﬁpi‘ (62)

Ist das SNR ausreichend groft, so kann die Losung von (6.1)) durch Maximieren der
einzelnen Korrelationen der Partikel P; mit der Referenz A erhalten werden, d.h. es

wird stattdessen berechnet:

Max(Taz; Ay az R0, A © B). fir alle 1. (6.3)
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Im Allgemeinen ist das SNR ausreichend, um zumindest eine gute Abschitzung der
tatsdchlichen Struktur zu erhalten. Der Versuch der Maximierung der einzelnen Ko-
effizienten wird zwar nicht die bestmogliche Struktur ergeben jedoch eine gute Néhe-
rung. Ein Versuch das globale Maximierungsproblem zu l6sen ist z.B. von der Penczek
Gruppe kiirzlich vorgeschlagen worden (Yang et al. 2004). Eine andere Moglichkeit
der Korrektur der Alignierungsfehler besteht im Sharpening: Durch Alignierungsfehler
werden hochfrequente Details der so erhaltenen EM Struktur gegeniiber der "wahren”
Struktur systematisch herabgewichtet, was rechnerisch auszugleichen versucht wird
(Rosenthal und Henderson 2003). Alle diese Techniken sind jedoch erst dabei sich
im Single Particle Feld zu etablieren und spielen vor allem bei héchsten Auflosungen
(< 1 nm) eine Rolle, die in der Tomographie noch nicht erreicht werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Prozeduren entwickelt, um eine dreidimensionale
Alignierung gemaéls zu realisieren. Die Maximierung von ([6.3) erfordert theore-
tisch eine komplette Abtastung des Parameterraums, was jedoch rechnerisch illuso-
risch ist. Insbesondere das Abtasten des Winkelraums ist aufwendig, wie in Abschn.
bereits erlautert wurde. Aus diesem Grunde wurde die Alignierung im Wesent-
lichen in zwei Schritte gegliedert: Es wurde eine Prozedur entwickelt, die eine Ali-
gnierung in einem begrenzten Winkelraum durch Abtasten ausfiihrt und dabei den
Muissing Wedge bertiicksichtigt. Weiterhin wurde eine Prozedur implementiert, die ein
komplettes Abtasten zumindest eines Winkels, des Polarwinkels ¢, ermdglicht. Die-
ses Vorgehen ist vor allem fiir Membranproteinkomplexe sinnvoll, da diese eine Ein-
schrankung ihrer Rotationsfreiheitsgrade haben, so daf keine komplette Abtastung

des Winkelraums bendétigt wird.

6.1.1 Alignierung in einem begrenzten Winkelbereich

Ist bereits eine vorlaufige Referenz bekannt, so kann die Losung von ([6.3]) numerisch
auf iterativem Weg folgendermafsen gefunden werden: Die Korrelationsfunktion der

Partikel mit der Referenz wird als Funktion der Winkel und Translationsvektoren
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berechnet, und die Ax;, Ay; und Az; sowie ¢;, ¥; und ;, die die Korrelationsfunk-
tion maximieren, bilden die Parameter zur Berechnung der Referenz fiir die néchste
Iteration. Auf diese Weise werden die Parameter variiert bis die Struktur konvergiert.
In der KET wurde ein solches Verfahren zur Mittelung erstmalig von Walz entwickelt
und angewendet (Walz et al. 1997b; Walz et al. 1997a; |Walz 1997). Es soll hier nur
knapp erlautert werden: Die ortsabhéngige Korrelationsfunktion der Partikel mit einer
Referenz wird im Fourierraum fiir die Orientierung der vorherigen Iteration berech-
net. So werden die Parameter Ax; Ay; Az; bestimmt. Anschlieffend wird der Korre-
lationskoeffizient unter Variation der Winkel ¢ und ¢ um die Werte der vorherigen
Iteration bestimmt. Der Winkel ¢ muft dabei nicht explizit abgetastet werden, da
dieser Winkel durch Entwicklung der Partikel und Referenz nach Kugelkoordinaten
und anschliefende Korrelation bestimmt werden kann (Abschn. [6.1.3)). Die Routine
berechnet also Translations- und Rotationsvariablen getrennt. Dies beschleunigt die
auszufiihrenden Rechnungen erheblich, was angesichts der damaligen Rechenkapazi-
taten wichtig war. Allerdings stellt die Annahme, dafs sich die Translationsvektoren
bei Variation der Winkel nicht &ndern nur eine Ndherung dar, die folglich einen gewis-
sen Fehler einfiihrt. Weiterhin verhindert es die Ermittlung der Polarwinkel ¢ mittels
FFT eine Beriicksichtigung des Missing Wedge in der Korrelationsfunktion.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verfeinerungsprozedur von Walz im Prinzip wei-
terentwickelt. Die Prozedur von Walz wurde im EM-System (Hegerl 1996) entwickelt,
das jedoch nur eine begrenzte Komplexitit und Ubersichtlichkeit der Prozedur zu-
lasst. Aus diesen Griinden wurde die neue Prozedur in Matlab entwickelt.

Die Verfeinerungsprozedur beruht auf der iterativen Maximierung der eingeschrank-

ten Korrelationsfunktion (5.12)) jedes Partikels P; mit einer Referenz:

P © (Apyo ® PSF)
\/Zr(AT#Pwﬁ ® PSFT)z ’ \/Zr(ﬂﬂ')z

Die gesamte iterative Prozedur ist in Abb. skizziert. Im einzelnen sind die Schrit-
te der Prozedur folgendermafen: Die Referenz A (Abb. [6.1B) wird mittels trilinearer
Interpolation in eine Orientierung (¢, ¢, ) rotiert (Abb. [6.1]C). Das resultierende

CCFrppo = (6.4)
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Abbildung 6.1: A: Prozedur zum iterativen Mitteln von Subtomogrammen. B-F: Verschiedene Sta-
dien der korrelierten Referenz im Alignierungszyklus (siehe Text).
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Volumen wird mit der PSF gefaltet, d.h. es wird der Effekt des Missing Wedge si-
muliert (Abb. [6.1D). Nun kann ein Bandpaffilter angewendet werden (Abb. [6.1E):
Aufgrund des variablen Streuabsorptionskontrasts sind die tiefen Frequenzen in einem
Tomogramm meist sehr stark aber vor allem auch unterschiedlich ausgeprégt, was die
Korrelationsfunktion unzuverlassig macht. Anwenden eines Hochpafkfilters, kann den
Streuabsorptionskontrast weitgehend entfernen und wird in Alignierungsprozeduren
haufig verwendet (Van Heel et al. 1992)). Weiterhin kann die Alignierung anfangs auf
tieffrequente Bereiche beschrankt werden, was durch einen entsprechenden Tiefpaffil-
ter bewerkstelligt werden kann. Der Tiefpalsfilter sollte in keinem Fall die erste Null-
stelle der C'T'F iibersteigen, da der Defokuswert nicht prézise bestimmt werden kann,
so daf Information iiber die erste Nullstelle hinaus in einzelnen Subtomogrammen un-
terschiedlichen Kontrast haben kann. Der Bandpafkfilter wird stets an den Réandern
mit einer Gaufsfunktion geglattet, um Artefakte zu vermeiden. Anschliefend wird das
Partikel maskiert (Abb.[6.1IC). Vor allem bei Membranproteinkomplexen ist dies wich-
tig, da die Membran in einiger Entfernung vom Komplex zunehmend flexibel ist, so
dafs dieses inhomogene Signal die Alignierung storen kann. Auch bei der Alignierung
von Komplexen, die sich in sehr dichten Losungen befinden (z.B. Molecular Crowding
in Zellen), ist eine Maskierung wichtig. Die Maskierung berticksichtigt dabei die in
der vorherigen Iteration bestimmten Verschiebungsvektoren und Winkel. Nun wird
die eingeschrénkte Korrelationsfunktion CCF bestimmt. Berticksichtigt man in ((6.4)
die Maskierung mit der Maske M und die BandpaRoperation BJ¥:

(Mapwﬁ;Ax,Ay,Az : Blhol(P'L)) ® <M4p¢19 . B{?(Aipwﬂ (029 PSF))
\/Z/ (Blhoi<A<pwﬂ ® PSF)r’ ) Mr’,sowﬁ)Q ) Z/ (Mr’,eow?,Aw,Ay,Az ) Bzhoi(Pi;r’))
(6.5)

Diese Korrelationsfunktion wird fiir Winkel in der Umgebung des in der vorherigen

CCFirppo = 3’

[teration bestimmten optimalen Winkeltripels (@opt, Yopt, Vopt) bestimmt. Dabei miis-
sen die Winkel so variiert werden, dafs eine moglichst gleichméfige Abtastung der
Winkel um diese Orientierung herum erfolgt. Das hier verwendete Winkelschema ist
in Abb. fiir die Winkel ¢ und 9 skizziert. Es wird folgendermafen konstruiert: Es
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Abbildung 6.2: Winkelabtastung von % und 6.

werden um den Nordpol der Einheitskugel Abtastpunkte gelegt. Der erste Punkt ist
der Nordpol selbst, fiir den néchsten Punkte gilt:

N
Gk D0 = (6.6)

Die Laufvariable k wird dabei bis zu einem Maximalwert Ny erhoht, und [ 1auft von
0° bis 360sin(¥)/(Af)°. Die so definierten Abtastpunkte (¢, ¥y) werden so rotiert,
dafs die Orientierung (vopt, Jopt) der vorherigen Iteration den neuen Pol darstellen.
Insgesamt erfolgt bzg. der Winkel ¢ und ¢ eine schalenweise Abtastung, wobei Ny
und Af die Parameter darstellen, die Weite und Feinheit der Abtastung definieren.
Fiir den Winkel ¢ wird eine gleichméfige Abtastung gewahlt:

Oom=m-A0 , —Ny<m< N,. (6.7)

Die Prozedur wurde in MATLAB als av3_trans-rot-alig.m implementiert.

6.1.2 Initialisierung der Orientierungen

Zur Anwendung der oben beschriebenen iterativen Prozedur sind Startwerte fiir die

Orientierungen (g;, 1;, ¥;) notig. Im Falle von membrangebundenen Komplexen kann
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Abbildung 6.3: Ausnutzen der Geometrie zum Start des iterativen Alignierungsprozesses. Membran-
gebundene Komplexe (magenta) befinden sich an der Oberfliache eine Lipidmembran
(blau), was ndherungsweise nur einen Rotationsfreiheitgrad (¢) zuldft.

die Einschrankung der Rotationsfreiheit durch die Membran ausgenutzt werden, um
Startwerte fiir zumindest zwei der drei Eulerwinkel zu erhalten. In Abb. [6.3] ist skiz-
ziert, wie die Winkel ¢); und 9J; fiir eine sphérische Membran wie den MoMuLV Virus
in Kap.[7] a priori abgeschétzt werden konnen: Die Winkel ¢ und ¢ beschreiben den
Normalvektor der Oberfliche, d.h. fiir diese Winkel gilt:

Dstart = arctan(—”x:l_?ﬂ) Ystare = 90° + arctan(%). (6.8)
Dabei sind z, y und z die Koordinaten der einzelnen Partikel bzgl. des Zentrums der
Kugel. Diese Zuweisung von Startwerten fir ¢ .. und J¢ ..+ kann verallgemeinert wer-
den fiir ellipsoide Membranen. Als solche kénnen z.B. Zellkerne approximiert werden.
Hier miissen die Koordinaten z, y und z jeweils auf ihre Halbachsen normiert werden,
so dafs zur Berechnung der Startwinkel verwendet werden kann. Der Polarwinkel
@ ist unbestimmt und kann zur Alignierung anfangs zufallig gewéhlt werden. Mittels
der in Abschn. erlauterten Prozedur kann er anschliefsend genauer approximiert
werden.
Eine andere Moglichkeit, geeignete Startwerte fiir die Verfeinerungsprozedur zu er-
langen, besteht, wenn ein ungefihres Modell der zu bestimmenden Struktur existiert.

Hier kann kénnen z.B. mittels MOLMATCH (Abschn. strukturell ahnliche Objekte

im gesamten Tomogramm detektiert und vorlaufig aligniert werden.
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6.1.3 Alignierung des Polarwinkels ¢ und polare Symmetrie-

analyse

Die oben beschriebene Verfeinerungsprozdur tastet die Eulerwinkel nur in einem ein-
geschrankten Winkelbereich ab. Wahrend dies z.B. bei Membrankomplexen ausrei-
chend ist fiir die Winkel ¢ und ¥, wird ¢ nicht vollstandig abgetastet. Ein explizi-
tes Abtasten mit der oben beschriebenen Verfeinerungsprozedur ist zeitlich deutlich
zu aufwendig, weshalb eine separate Prozedur zur vollstdndigen Abtastung in ¢ ge-
schrieben wurde. Die Alignierung geschieht auf der Basis der Rotational Correlation
Function (RCF), die bei klassischen Single Particle Techniken héufig verwendet wird,
um Partikel polar zu alignieren (Penczek et al. 1992). Bei dieser Korrelationsfunkti-
on werden Partikel und Referenz zuerst in Polarkoordinaten transformiert, bzw. in
3D in Zylinderkoordinaten z, p und ¢. Die Transformation geschieht dabei mittels
trilinearer Interpolation und wurde in der vorliegenden Arbeit in MATLAB als Teil des
TOM-Pakets implementiert. Bei der RCF wird nur bzgl. des Polarwinkels ¢ korreliert,
so dafs fiir die RCF gilt:

RCF(9) =Y > pF (Folipg - (FuPupy)"). (6.9)
z p
Hierbei bezeichnet F, die Fouriertransformation bzgl. ¢.

p-Alignierung. Die Alignierungsprozedur wurde in der Prozedur av3_phialig fol-
gendermafsen implementiert: Die Partikel sind rdumlich und bzgl. ¥ und ¥ vorldufig
aligniert. Dann wird ein Partikel als erste Referenz gewahlt. Die RCF dieser Refe-
renz und eines zuféllig ausgewédhlten Partikels wird berechnet, und das Maximum
bestimmt. Das Partikel wird gemé&f des bestimmten Winkel rotiert und zur Refe-
renz addiert. Diese Prozedur wird mit einem anderen zuféllig ausgewahlten Partikel
wiederholt, und der Prozel wird fortgesetzt bis die Polarwinkel ¢ aller Partikel ap-
proximiert sind. Als Konsistenztest wird die Prozedur mit mehreren Startpartikeln
durchgefiihrt, und es wird iiberpriift ob die sich ergebenden Mittelungen bis auf eine

Rotation um ¢ weitgehend identisch sind.
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Symmetrieanalyse. Die RCF kann auch zur Verifizierung von Rotationssym-
metrien bzgl. der z-Achse verwendet werden. Bei Vorliegen einer Rotationssymmetrie
sollte sich diese in der RCF wiederspiegeln: Fiir eine n-fache Rotationssymmetrie muf

fiir die Auto-RCF (ARCF) in der Abwesenheit jeglichen Storsignals gelten:

360

ARCF(¢) = ARCF(p+ ==). (6.10)

Es muft beachtet werden, dafs fiir die ARCF wie fiir jede Autokorrelationsfunktion
Inversionssymmetrie gilt, d.h. ARCF(¢) = ARCF(—¢). Die ARCF ist im Allgemei-
nen zu verrauscht, um alleine eine signifikante Aussage zu ermoglichen. Die Mittelung
der einzelnen ARCFs jedes Partikels i eines Partikelsatzes sollte bei Vorliegen einer

Symmetrie jedoch signifikant sein.

6.2 Struktur der Kernporen aus Dictyostelium dis-

cotdeum

Kernporenkomplexe (Nuclear Pore Complex, NPC) sind fiir den Austausch von Ma-
kromolekiilen zwischen Zellkern und Zytoplasma zusténdig. Diese ausgesprochen grofien
Makromolekiile (~120 MDa in Metazoa (Tiere)) bestehen aus etwa 30 verschiedenen
Proteinen, den Nucleoporinen. Die funktionelle und strukturelle Charakterisierung
der NPCs wird durch ihre schiere Groke und durch die Verankerung in der Zell-
membran erschwert. Die bisher am hochsten aufgeldste Struktur (~ (12nm)~!) eines
NPCs wurde durch Kryo-EM einer ausgebreiteten Kernmembran (Nuclear Envelope,
NE) von Xenopus erhalten (Stoffler et al. 2003). Neben der Gefahr der Beeintréchti-
gung der Struktur durch das Ausbreiten der NE hat dieses Vorgehen den technischen
Nachteil, dafs nicht die volle 3D Struktur erhalten werden kann: Die einzelnen NPCs
besitzen eine Vorzugsorientierung (¢ ~ 0°), so daf im Fourierraum der ermittelten
Struktur ein Konus unabgetastet bleibt. Das aus dieser und vorhergehenden Arbeiten
Konsensmodell ist z.B. in Ref. (Fahrenkrog et al. 2004) zusammengefat (Abb. [6.4).

Die Struktur ist im Wesentlichen ein Zylinder mit 8-facher Rotationssymmetrie, der
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Abbildung 6.4: Konsensmodell des NPC (aus (Fahrenkrog et al. 2004))). Die Struktur aus Ref.
ler et al. 2003) wurde um die in dieser Arbeit nicht oder kaum aufgelosten zyto-
plasmatischen Filamente, die Kernmembran und den Nuclear Basket ergédnzt, deren
Existenz in anderen Arbeiten gezeigt wurde.

sich in der Kerndoppelmembran befindet. Auf der zytoplasmatischen Seite besitzt er
sog. zytoplasmatische Filamente, und er wird auf der gegeniiberliegenden Seite durch
eine kifigartige Struktur abgeschlossen, den Nuclear Basket. Im Innern der Struktur
befindet sich eine Dichte unbekannter Funktion, der Central Transporter (CP).

Um die Struktur von Kernporen unter moglichst physiologischen Bedingungen zu er-
mitteln und die kompletten dreidimensionalen Daten abzuleiten, haben wir folgende
Strategie gewahlt: Es wurden isolierte, intakte Nuklei des Organismus’ Dictyostelium
discoideum tomographiert, NPCs enthaltende Subtomogramme ausgeschnitten und
mit der in Abschn. beschriebenen Prozedur zu einer hoheraufgelosten Struktur
gemittelt. Im Bereich des zentralen Transporters wurden unter den einzelnen NPC
Partikeln grofse Unterschiede beobachtet, die mit einer neuentwickelten Prozedur klas-

sifiziert wurden.
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6.2.1 Material und Methoden

Die Préaparation und Isolation der Zellkerne aus Dictyostelium discoideum sowie die
Aufnahme der Kippserien ist in Ref. (Beck et al. 2004) beschrieben. Es wurden insge-
samt 267 individuelle NPCs aus 16 Kerntomogrammen extrahiert, die jeweils bei etwa
15 pm Defokus aufgenommen wurden. Der experimentelle Teil der Arbeit wurde von
Martin Beck durchgefiihrt und im Rahmen dieser Arbeit wurde die Mittelung und

Klassifikation der Kernporen entwickelt.

Erzeugung der ersten Referenz. Zur Approximierung der Eulerwinkel ¥ und
analog zu Abschn. wurden die Zellkerne als Ellipsoide approximiert. Die Ober-
flache wurde mathematisch beschrieben als:

(z — $0)2 n (y — Z/o)2 n (z — Zo)2

- = s =1L (6.11)

Hierbei waren A, B und C die fiir jeden Zellkern zu bestimmenden Ellipsenhalbachsen
und der Vektor (xg, 4o, 20) beschrieb den Mittelpunkt der Ellipse. Die Mehrzahl der
Kernporen war lateral in erster Ndherung rund, so dafs A = B gewéhlt wurde. Zur
Bestimmung von C' und zy wurden an drei unterschiedlichen z-Schichten interaktiv die
Membran am besten beschreibenden Kreisdurchmesser A und die Kreismittelpunkte
o sowie yp bestimmt.

Die Winkel ¥; und ¢; des Partikels i ergeben sich so zu:

vi—vo \/(:Ei;mo)Q + (yizyo>2

Y = 90° + arctan(—2—) , ¥; = arctan(

Ti—%g 2i—20 ) '
A C

(6.12)

Der Winkel ¢; wurde zuféllig gewahlt und die Partikel geméafs ihren zugeordneten

Orientierungen gemittelt.

Alignierung. Die Prozedur av3_trans-rot-alig.m (Abschn. [6.1.1) wurde zu ei-
nem vorlaufigen Verfeinern der Translationvektoren benutzt. Dabei wurde bei der
Alignierung eine zylindrische Maske verwendet, die die Kernpore komplett umschlof,

aber die Kernmembran moglichst weitgehend maskierte.
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Vorlaufige Konvergenz war bereits nach wenigen Iterationen erreicht (~5), die Pro-
zedur wurde jedoch insgesamt knapp 30 mal iterativ wiederholt, um die Konver-
genz zu iiberpriifen. Anschlieftfend wurde die Rotationssymmetrie entlang der z-Achse
tiberpriift und ein Alignierungsschritt in ¢ mit av3_phialig.m durchgefithrt (Ab-
schn. . Schliefslich wurde die iterative Translations- und Rotationsalignierung
wieder aufgenommen und nach der Konvergenz wurde die Auflésung mittels Fou-
rierringkorrelation (FRCC) zweier Mittelungen basierend auf jeweils der Halfte der

Partikel bestimmt.

Klassifikation geméfs des Schwerpunkts des CP. Die einzelnen NPC Partikel
wurden mittels einer neuentwickelten Klassifikationsprozedur in homogenere Unter-
gruppen aufgeteilt. Die Klassifikation geschah dabei aufgrund des Schwerpunkts des
CP.

Die einzelnen Partikel wurden in die durch die Alignierung bestimmten Positionen
gebracht und mit einer kreisformigen Maske gefiltert, um insignifikante, hochfrequen-
te Information zu unterdriicken, d.h. das Signal wurde geglattet. Nach Normalisie-
rung der Partikel geméfs ihrer Varianz wurden die auferhalb des zentralen Kanals
liegenden Strukturen der Partikel durch Maskierung mit einer ellipsoiden Funktion
entfernt. Die Grauwerte der Partikel wurden invertiert, so daf sie zur Masse korre-
spondierten. Der mittlere Grauwert des Puffers in der gemittelten Struktur wurde
als Ursprung des Mafses fiir die Masse gewéhlt, auftretende negative Werte wurden
zu Null gesetzt. Schlieflich wurde der Schwerpunkt bestimmt, und die bestimmten
z-Koordinaten wurden als Histogramm aufgetragen. An das Histogramm wurde ei-
ne doppelte Gaulsverteilung angepalt, und das Minimum der Verteilung wurde als
Kriterium zur Klassifikation benutzt. Die Parameter der Gaufsfunktionen wurden in
MATLAB durch Minimierung der quadratischen Abweichung zum gemessenem Histo-

gramm bestimmt. Die klassifizierten Partikel wurden erneut iterativ aligniert.
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Abbildung 6.5: A: zy Schnitt der NPC Struktur vor ¢-Alignierung. B: Gleicher xy Schnitt nach
p-Alignierung. C und D: Strukturen 8-fach symmetrisiert.

6.2.2 Ergebnisse

Die Tomogramme der Zellkerne ergaben, daf die tomographierten Teile der Zellker-
ne bis zu etwa 1 pum in z mafen. Demzufolge war das SNR der Tomogramme sehr
niedrig, es reichte jedoch aus, um Kernporen manuell zu detektieren. Ohne Mittelung
der Daten konnte im Wesentlichen jedoch nur der zentrale Kanal und vereinzelt der
zentrale Transporter erkannt werden.

Nach der Erzeugung der initialen Referenz und anschlieffender iterativer Alignierung
wurde eine Struktur erhalten, die entlang der z-Achse weitgehend rotationssymme-
trisch war (Abb.[6.5]). Parallel dazu wurde die Struktur mit der Prozedur von Walz et
al gemittelt; die sich ergebende Mittelung war aber offensichtlich kontrastarmer und
besafs eine kleinere Auflésung. Daraufthin wurde nachfolgend nur noch die in diesem
Kapitel entwickelte Prozedur verwendet. Die an die vorldufige Alignierung anschlie-
Kende Symmetrieanalyse deutete auf die erwarteten 8-fache Rotationssymmmetrie
der NPCs (Abb. . Nach Anwendung der ¢ Alignierung wurde diese auch in der
Rekonstruktion deutlich (Abb. [6.5)).

Wiederaufnahme der iterativen Alignierung mit Aufpragen der verifizierten 8-fachen
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Abbildung 6.6: Symmetrieananalyse des NPC Komplexes.

Rotationssymmetrie ergab ein detaillierteres Bild des NPCs. Die finale Mittelung er-
reicht eine Auflosung von etwa (8-9 nm)~!, und stellt damit die bis heute héchstauf-
geloste dreidimensionale Struktur des NPCs dar. Aufgrund der Probengeometrie war
es aufferdem erstmals moglich, eine artefaktfreie dreidimensionale Struktur zu erhal-
ten: Alle vorherigen EM-Strukturen (z.B. (Akey und Radermacher 1993; Stoffler et al.
2003)) konnten aufgrund des Missing Cone im Fourierraum in z-Richtung liegende
Strukturelemente nicht auflésen. Die Mittelung ist in Abb. gezeigt.

Visuelle Inspektion der einzelnen NPC Partikel deutete auf eine grofe strukturelle
Fluktuation im Bereich des CP. Aus diesem Grunde wurde eine Klassifikation mit-
tels PCA versucht. Dieses Vorgehen konnte jedoch keine charakteristischen Klassen
aufzeigen, da das Verfahren durch den Missing Wedge der einzelnen Partikel gestort
wird (siehe auch Kap. [§). Aus diesem Grunde wurden die einzelnen Partikel mit ei-
nem neuentwickelten Verfahren bzgl. des Schwerpunkts des CP klassifziert (Material
und Methoden). Das Histogramm der z-Koordinaten der Schwerpunkte des CP ergab
eine Verteilung, die sich sehr gut durch eine Uberlagerung zweier Gaukfunktionen
beschreiben iRt (Abb. [6.8D).

Die Partikel wurden geméf der Lokalisierung der Schwerpunkte in zwei Klassen auf-

geteilt: die Cytoplasmatic Filament (CF) Klasse und die Luminal Spoke Ring (LR)
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Abbildung 6.7: Ermittelte Struktur des NPC. A: Zytoplasmatische Ansicht des NPC als Stereo-
Darstellung. B: Kernseitige Ansicht des NPCs. C: Seitenansicht des halbierten NPC
nach Entfernen des CPs. Die Struktur zeigt die wesentlichen Elemente des Konsens-
modells (Abb. , insbesondere die zytosplasmatischen Filamente und den Nuclear
Basket, die in vorhergehenden TEM-Studien unzureichend aufgelést wurden. Die
Struktur ist auch weniger ausgedehnt in z als vorher bestimmte Modelle, was wahr-
scheinlich daher rithrt, daf diese durch den Missing Cone Effekt in z elongiert waren.
Die ebenfalls aufgeloste Kernmembran wurde zur Darstellung manuell entfernt.
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Abbildung 6.8: Klassifizierung des NPCs. A: Seitenansicht der Mittelung aller NPCs. B: LR-Klasse.
C: CF-Klasse. D: Histogramm der Schwerpunkte des CPs.

Abbildung 6.9: CF- und LR-Klasse. A und B: Oberflichendarstellung der Mittelung der CF-Klasse
gesehen vom Zytoplasma (A) und vom Innern der Zellkerns (B). C und D: Gleiche
Darstellungen der LR-Klasse. Der Nuclear Basket ist braun dargestellt.

Klasse. Die Mittelwerte der so klassifizierten Partikel weisen deutliche Unterschiede
auf. So variiert erwartungsgeméfs die Position des CP (Abb. A B, C), bei der CF
Klasse ist er dem Zytoplasma naher wahrend er in der LR Klasse dem Zellkern né-
her ist. Dariiberhinaus sind bei der CF-Klasse die zytoplasmatischen Filamente stark
ausgepragt, was den Namen der Klasse erkléart. Der Schwerpunkt des CP ist fast auf
Hohe der Filamente, und es scheint eine grofse Affinitéat zwischen den Filamenten und
dem CP zu bestehen (Abb. und b). Bei der LR Klasse befindet sich der CP etwa
auf Hohe des Lumenal Spoke Rings. Der CP erscheint bei dieser Klasse etwas masse-
reicher und konturloser zu sein (Abb. und d); dies deutet auf weitere strukturelle
Variabilitat des CP bei dieser Klasse hin. Der Nuclear Basket ist bei dieser Klasse

ebenfalls etwas ausgepragter.
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6.3 Diskussion

Die hier entwickelte Methode zur Strukturbestimmung mittels KET und folgender
Mittelung ist eine Methode um grofere membrangebundene Komplexe in moglichst
physiologischem Zustand zu bestimmen. Sie kombiniert die Vorteile der KET, die
in der Lage ist komplexe biologische Proben in ihrer annédhernd nativen Umgebung
dreidimensional abzubilden mit Single Particle Techniken, die darauf abzielen in si-
lico die Zahl der bildgebenden Elektronen pro Komplex durch Mittelung zu erhéhen.
Durch diese Strategie wird eine deutlich hohere Auflésung als mit KET allein erreicht.
Die Strukturbestimmung membrangebundener Komplexe wird durch mehrere Fakto-
ren erleichtert: Der erste Schritt der Strukturbestimmung, die Lokalisierung einzelner
Partikel wird dadurch erheblich vereinfacht, daf sich die Partikel nur an der Membran
befinden konnen, die relativ einfach zu lokalisieren ist. Weiterhin kénnen die geome-
trischen Randbedingungen, die durch die Assoziation mit der Membran gegeben sind,
ausgenutzt werden, um eine erste Referenz zu generieren: Membrangebundene Ma-
kromolekiile wie der NPC besitzen eine Vorzugsrichtung bzgl. der Membran, so daf
die Partikel in erster Ndherung nur einen Rotationsfreiheitsgrad besitzen (Jiang et al.
2001). Somit kann die Beeinflussung der Struktur durch eine erste, kiinstliche Refe-
renz ausgeschlossen werden. Schliefllich besitzt die Alignierung von Tomogrammen zu
einem 3D Modell gegeniiber der Mittelung basierend auf Projektionen den Vorteil,
dak die Zuordnung der Orientierungen bei 3D Daten einfacher ist. Projektionen aus
verschiedenen Richtungen kénnen einander stark &hneln, so daf es z.B. dazu kommen
kann, dak Projektionen aus ¥ = 4+90° und 9 = —90° irrtiimlich gleichen Projekti-
onsrichtungen zugeordnet werden kénnen, was dann zu pseudo-spiegelsymmetrischen
Strukturen fiithrt (Rubinstein et al. 2003)).

Die erreichbare Auflésung der Methode ist in erster Linie durch die Zahl der Partikel
begrenzt. Sie kann jedoch nicht unbegrenzt gesteigert werden. Ein limitierender Faktor
ist die Alignierung der Kippserien vor der 3D Rekonstruktion. Die Alignierung basiert
bis heute in allen entwickelten 3D Rekonstruktionsprogrammen auf dem einfachen in

Abschn. dargestellten Modell. Die auftretenden Fehler sind von vielen Faktoren
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abhéngig, wie Justierung des TEMs, Vergréferung und Dicke der Probe, und liegen
bei Kryoelektronentomogrammen meist in der Grofsenordnung von 1-3 nm. Weiter-
hin wird die erreichbare Auflésung durch die CTF begrenzt: Ohne eine Korrektur
des CTF Einflult’ kann das Signal nur innerhalb der ersten Nullstelle beriicksichtigt
werden. Weiterhin miifte der Fokusgradient bei hohen Kippwinkeln berticksichtigt
werden, falls Defokuswerte in der Grofenordnung der lateralen Probendimension be-
nutzt werden. Bis zu einer Auflésung von etwa (3 nm)~! (Defokus ~4 pym) sind diese
Korrekturen jedoch nicht notwendig.

Die in diesem Kapitel vorgestellte Mittelungsprozedur wurde zur in situ Mittelung des
Kernporenkomplex’ von Dictyostelium discoideum verwendet. Bei diesem Projekt wa-
ren die Anforderungen an die zu erreichende Auflssung deutlich unter (3nm)~!. Die
Herausforderungen waren hier andere: Aufgrund der extremen Dicke der Zellkerne
(~1 pm) war das SNR der Tomogramme sehr niedrig. Aufierdem war die Probe in-
homogen in der Hinsicht, dafs die an die NPCs grenzende Membran flexibel war und
sich Objekte wie Teile des Endoplasmatischen Retikulums héufig in unmittelbarer
Umgebung der NPCs befanden. Schliefslich war die Signalinformation des NPC im
Fourierraum sehr inhomogen verteilt. Die Membran besitzt am meisten Kontrast und
demzufolge ist die grofste Varianz entlang der k,-Achse im Fourierraum lokalisiert.
Die entwickelte Prozedur wurde diesen Anforderungen durch Maskieren der Struktur
und Bandpaffilterung signifikanter Strukturdetails wahrend der Alignierung sowie
Benutzung der Constrained Correlation Function gerecht. Die Auflésung der erhalte-
nen NPC Struktur tibertrifft sogar die aller bisherigen EM Rekonstruktionen, die auf
der Basis extrahierter NPCs erhalten wurden (zusammengefaft in (Fahrenkrog et al.
2004))). Dariiberhinaus hat die bestimmte Struktur im Gegensatz zu den bisherigen
keinen Einflufs des Missing Cone auf die Struktur, was erstmalig eine genaue Bestim-
mung der Ausmafe des NPCs in z-Richtung ermdoglichte.

Das Verfahren ist auf vielerlei massereiche Membrankomplexe anwendbar und eine
Erweiterung auf wasserlosliche Komplexe ist moglich. Zum Ausblick sei auf Kap. [9]

verwiesen.



7. Strukturbestimmung des Env

Protein Komplex’ von MoMuMLV

Murine Leukemia Viren (MuLV) sind Viren, die bei Nagern Leukédmie verursachen.
Das Erbgut von MuLV ist als RNA in den Viren verpackt. In der infizierten Zelle
wird die RNA {iber ein DNA Intermediat repliziert, weshalb MulLV zur Familie der
Retroviridae gehort. Retroviren {ibersetzen in der infizierten Zelle ihre RNA mittels
Reverser Transkriptase (Reverse Transcriptase, RT) in DNA, die dann ins Genom
der Wirtszelle eingebaut wird. Die virale RNA bzw. das DNA Intermediat beinhalten
sehr starke Promotoren, die zur starken Transkription der viralen Proteine in der
infizierten Zelle fiihrt. Neben der Produktion der viralen Proteine kann es dadurch in
den infizierten Zellen zur Uberexpression von Onkogenen kommen (zur detaillierten
Darstellung sei auf (Dimmock et al. 2001) verwiesen). Deshalb sind viele Retroviren
karzinogen. Allerdings wird der Replikationsmechanismus in der heutigen Biotechno-
logie auch elegant ausgenutzt: Der Einbau von Plasmiden in das Genom von Zellen
mittels Retroviren wird z.B. in der Gentherapie ausgenutzt.

Retroviren werden geméf ihrer genetischen und strukturellen Eigenschaften in insge-
samt sieben verschiedene Gattungen unterteilt (www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV). MuLV
gehort dabei zur Gattung der Gammaretroviren. Eine andere sehr prominente Gat-
tung der Retroviren sind Lentiviren zu denen der Human Immunodeficiency Virus
(HIV) oder auch der Simian Immunodeficiency Virus (SIV) gehoren. Beide Gattun-
gen sind strukturell sehr &hnlich, und insbesondere MuLV, HIV und SIV werden
héufig gemeinsam diskutiert.

MuLV war einer der ersten isolierten Retroviren und war lange einer der meiststudier-

ten Viren. Erst nach der Entdeckung von HIV hat sich der Schwerpunkt retroviraler
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Abbildung 7.1: Aufbau von Retroviren am Beispiel von HIV (adaptierte aus (Briggs et al. 2004al)).
A: Kryo-EM Bild eines reifen HI-Virus (Durchmesser ~100 nm). B: Schematischer
Aufbau. Farbkodiert sind die Lipidschicht (gelb), die Env Proteine (blau), NC (griin),
CA (schwarz) und MA-Doméne (rot).

Forschung verlagert. Allerdings spielt MuLlV noch immer eine sehr wichtige Rolle bei
der strukturellen Erforschung von Retroviren.

Retroviren sind im allgemeinen 80-100 nm grofe Partikel, die mit dornenférmigen Pro-
teinkomplexen, sog. Spikes, besetzt sind, wie in Abb. bei HIV zu sehen ist. Die
einstringige RNA (single-stranded RNA, ssRNA) befindet sich in einem sog. Nucleo-
capsid, das symmetrisch oder auch pleomorph sein kann. Das Kapsid ist eingebettet
in eine Lipidhiille die mit Spikes besetzt ist.

Das Erbgut von Retroviren enthélt drei Gene, die fiir die Replikation notwendig sind.
Dies sind Pol, Gag und Env. Das Pol-Gen kodiert drei Enzyme: Eine RT, eine In-
tegrase und eine Protease. Alle drei Enzyme sind zur Replikation der Viren in der
Wirtszelle unabdingbar: Die RNA mufs in DNA {ibersetzt werden und ins Genom der
Wirtszelle integriert werden. Da die viralen Proteine als eine einzige Aminosaurekette
translatiert werden, ist die virale Protease notwendig um das Polypeptid an eindeu-
tigen Punkten zu zerschneiden. Das Gag-Gen kodiert drei Proteine, das sog. Matrix
Protein (MA), das Kapsid Protein (CA) und das Nucleocapsid Protein (NC). Im un-

reifen Virus bilden die Gag-Doménen einen Komplex, der dann durch die Einwirkung
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Abbildung 7.2: A: Schematischer Aufbau des Env-Gens von MuLV. B: Struktur der 30 kDa Receptor
Binding Domain (RBD), die im Durchmesser etwa 5 nm mift (Fass et al. 1997)). C:
Struktur eines 5.6 kDa Fragments des TM Proteins (Fass et al. 1996]).

der Protease zerfallt. Im reifen Virus ist die Lokalisierung der Gag-Proteine wie durch
die Benennung angedeutet: MA bleibt an der Lipidmatrix assoziiert, CA bildet die
Wand des Nucleocapsids und NC befindet sich wie auch die Pol Proteine im Innern des

Kapsids (Briggs et al. 2004a)). Die Kapsid Proteine bilden das Kapsid durch ein Netz-

werk von (Homo-)Hexameren. Die atomare Struktur der Hexamere der N-terminalen

Doméne wurde fiir MullV kiirzlich aufgekléart (Mortuza et al. 2004)). Weiterhin wurde

die genaue Wechselwirkung von NC mit der viralen RNA, die das "Verpacken” der
Viren auslost, strukturell mittels NMR aufgeklart (D’Souza und Summers 2004)).

Das Env-Gen von MuLV kodiert zwei Proteine. Beide Doménen werden als eine Ami-
nosaurenkette translatiert, die dann durch die virale Protease zerschnitten werden
(sieche Abb.[7.2). Die durch proteolytische Spaltung entstehenden Untereinheiten hei-

fsen in der Reihenfolge ihrer Translation Surface Subunit (SU) und Transmembrane
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Subunit (TM). Die strukturelle Aufklarung der Env Proteine ist weit weniger weit fort-
geschritten als die der Gag Proteine. Die Env Proteine bilden trimere, Typ-I Trans-
membranproteinkomplexe (Transmembranproteine mit nur einer Transmembrando-
méne), die sich an der Oberfliche von Retroviren befinden. Diese Proteine bilden die
bereits erwahnten Spikes an der Oberflache von Retroviren. Wahrend der viralen In-
fektion vermitteln die Env Proteine die Bindung des Virus’ an den Rezeptor in der
Wirtszelle und die anschliefende Fusion von viraler und zellulirer Membran. Dabei
unterliegt Env einer weitgreifenden Konformationsdnderung (Eckert und Kim 2001

Colman und Lawrence 2003)).

7.1 Einfiihrung in die Struktur des Env Protein Kom-
plex’

Obwohl hochaufgelste Strukturen vieler Env Fragmente bestimmt wurden (Fass et al.
1996}, Fass et al. 1997; |[Kwong et al. 2005; |Kobe et al. 1999; |Caftrey et al. 1998 |Chan
et al. 1997; Weissenhorn et al. 1997)), ist die Struktur des intakten Env Komplex’,
wie er sich auf der viralen Membran befindet, nur auf einer groben morphologischen
Ebene als trimere Projektion bekannt (Wilk et al. 2000; Center et al. 2001; Zhu et al.
2003). Die Quarternérstruktur des Env Komplexes an der Oberfléche frischer Viren
ist der Ausgangspunkt fiir die strukturellen Umlagerungen des Komplex’ im Verlaufe
des Eintritts des Virus’ in die Zelle, und sie ist somit essentiell, um den Infektions-
vorgang strukturell zu verstehen. Die Bestimmung der Struktur retroviralen Envs
mittels Rontgenkristallographie wird durch mehrere Punkte erschwert: Die Proteine
sind stark glykosiliert (bis zu 50% der Gesamtmasse), was die Kristallisation behin-
dert. Weiterhin sind Transmembranproteine mit nur einer Transmembrandoméne als
notorisch schwierig zu kristallisieren. Schliefslich ist es problematisch, groke Mengen
an 16slichem Env herzustellen, wie zur Kristallisation bendétigt; die Env Praparationen
sind dariiberhinaus aufgrund struktureller Instabilititen der Komplexe haufig inho-

mogen.
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Elektronenmikroskopie der Komplexe umgeht viele der Schwierigkeiten der Ront-
genkristallographie und kann trotz der geringeren Auflosung niitzliche Informatio-
nen liefern. Konventionelle Single Particle Techniken erfordern typischerweise auch
Solubilisierung und Aufreinigung der Komplexe, was wiederum strukturelle Veran-
derungen von Env induzieren kann. Um einige dieser Probleme zu umgehen, wur-
de Cross-Linking der Env Komplexe des Simian Immunodeficiency Virus (SIV) vor
der Solubilisierung durchgefiihrt, was zu einer 2-D Studie fiihrte, die eine dreieckige,
dreifliigelige Morphologie der Partikel ergab (Center et al. 2001)). Aufnahmen von ge-
trocknetem, schwermetallkontrastiertem Human Foamy Virus (HFV) waren die Basis
fiir die erste in situ 3D Rekonstruktion von Env mittels Single Particle Techniken
(Wilk et al. 2000). Aufgrund der Trocknung und der quantitativ schwer beschreib-
baren Kontrastierung der Komplexe ist eine weitgehende Interpretation dieser Daten
jedoch nicht moglich.

ET ganzer Viren ermdglicht es, auf Solubilisierung der Env Komplexe zu verzichten
und die Anwendung dieser Technik auf getrockneten, schwermetallkontrastierten SIV
mit nachfolgender 2D Analyse der Env Partikel gab ebenfalls einen Einblick in die
Morphologie von Env im Préafusionsstadium (Zhu et al. 2003)). Die Préparation ver-
hinderte jedoch wiederum eine detaillierte Analyse der Daten. Im Gegensatz dazu ist
die Auswertung von KET-Daten durch die Préparation nicht limitiert.

In dieser Arbeit wurde der trimere Env Komplex des Moloney MuLV, einer Unterart
des MuLV, in seiner Prafusionsform studiert. Dabei haben wir Tomogramme ganzer
Viruspartikel aufgenommen, Env Komplexe enthaltene Subtomogramme extrahiert
und mittels des in Kap. [6] beschrieben Algorithmus gemittelt. Env hat eine Masse
von nur etwa 270 kDa, was die untere Grenze fiir die Anwendung von Single Particle
Techniken darstellt. Die so ermittelte Struktur von MoMuLV Env hat eine Auflésung
von etwa (3 nm)~! und gibt einen Einblick in die 3D Morphologie des Komplex’. Die
ermittelte Dichte ermdglicht eine Lokalisierung der hochaufgelosten RBD Struktur

(Fass et al. 1997) innerhalb des trimeren Komplex’.
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7.2 Material und Methoden

7.2.1 Herstellung der Viren

Die Viren wurden von Deborah Fass (Weizmann Institut, Israel) hergestellt wie in
(Forster et al. 2005) beschrieben, und die Prozedur soll hier nur kurz dargestellt
wurden: Der Uberstand MoMuLV produzierender CL-1 Zellen wurde in einem Sucro-
segradienten aufgereinigt, und anschliefsend wurde die Sucrose durch Dialyse mit Tris

Puffer entfernt.

7.2.2 Praparation und Datenaufzeichnung

Die zu untersuchenden EM Grids wurden préapariert, indem etwa je 3 ul Virus Losung
und kolloidales Gold auf einem "Lacey Carbon Grid’ (Ted Pella, Redding, Kalifornien)
pipettiert wurden. Uberschiissige Fliissigkeit wurde mit Filterpapier abgesaugt und
in fliissiges Ethan eingeschossen (siehe Abschn. [1.2)). Kippserien wurden auf dem Phi-
lips CM300 TEM (Abschn. mit Zero-Loss Filterung aufgenommen. Insgesamt
14 Kippserien wurden mit unterschiedlichen Parametern aufgenommen: Der Kipp-
winkelbereich betrug immer -66° bis 66°, das Kippwinkelinkrement wurde zwischen
1.5° und 3° und der nominelle Defokus zwischen 6 und 3 pm variiert. Die bei -6 pum
aufgenommenen Daten wurden fiir die 3D Visualisierung der einzelnen Viruspartikel
verwendet, wahrend die ndher am Fokus aufgenommenen Kippserien zur Mittelung
des Env Komplexes verwendet wurden. Die effektive Vergrofierung betrug bei al-
len Kippserien 55,000, was einer Pixelgrofe von 5.5 A entsprach. Die Projektionen
wurden anschliefend mit Hilfe der Gold Marker unter Verwendung des TOM-Pakets
aligniert (Abschn. , wobei hier jeweils ein Marker in der unmittelbaren Néhe
des zu rekonstruierenden Viruspartikel als Referenzpunkt genommen wurde, um den
Alignierungsfehler lokal zu minimieren. Die 3D Rekonstruktion erfolgte mit dem EM

Programm mit k-gewichteter Riickprojektion (Abschn. .
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7.2.3 Bildanalyse und Mittelung

Tomogrammelemente, die fiir Env Komplexe gehalten wurden, wurden manuell in
Tomogrammen von Einzelviren lokalisiert. Die Detektion wurde durch starke Tief-
pakfilterung der Tomogramme auf etwa 10 nm Auflésung erleichtert. Subtomogram-
me mit 40x40x40 Voxeln wurden extrahiert und eine erste Referenz kreiert. Diese
wurde unter der Annahme generiert, daf die dreifache Symmetrieachse Env Par-
tikel senkrecht auf der nadherungsweise sphérischen Lipidmembran stehen, und es
wurden zufillige Startwerte fiir den Polarwinkel ¢ gewahlt (siehe Abschn. .
Anschliefend wurden die Partikel mit der in Abschn. [6.1.1] beschriebenen Prozedur
av3_trans-rot-alig.m vorldufig aligniert. Nach drei Iterationen wurden die Parti-
kel mit der Prozedur av3_phialig.m aus Abschn. entlang ¢ aligniert. In der
Folge wurde die iterative Verfeinerung der Translationsvektoren und Eulerwinkel mit
av3_trans-rot-alig.m fortgefiihrt, bis die Prozedur konvergierte. Die Auflosung der
Struktur wurde mit Fourier-Ring Correlation zweier Mittelungen, die aus je der Hélfte
der Partikel generiert wurden, bestimmt (Prozedur av3_resdet.m), wobei ein Koef-
fizient von 0.5 als Schwellwert zur anschliefsenden Tiefpaffilterung benutzt wurde
(Abb. . Wihrend der Alignierung wurde das Signal aufserhalb der ersten Nullstel-
le der CTF durch einen Tiefpaffilter entfernt.

Zur Visualisierung ganzer Viruspartikel wurde das Signal mittels nicht-linearer aniso-
troper Diffusion verstirkt (Frangakis und Hegerl 2002)). Alle Rechnungen wurden auf
Linux-PCs mit 1.8 GHz Opteron Processoren (AMD, Sunnyvale, Kalifornien) und 8
Gb Speicher durchgefiihrt.

7.2.4 Fitting der RBD

Das Einpassen der Rontgenstruktur (Fitting) von RBD in die Env Dichte wurde
mittels Kreuzkorrelation unter Verwendung des TOM-Pakets bewerkstelligt: Das elek-
trostatische Potential der RBD wurde wie in Abschn. 5.2l durch Summation der Ord-

nungszahlen der atomaren Koordinaten der PDB-Datei 1AOL auf einem Gitter mit



KAPITEL 7. STRUKTUR VON MoMuLV ENV 108

Abbildung 7.3: A: Ausschnitt aus der 0° Projektion. Der nominelle Defokus dieser Kippserie betragt
5 pm. Der Mafsstab entspricht 100 nm. B: Korrespondierender Schnitt entlang der
xy-Ebene des Tomogramms.

5.5 A Maschengrofe erhalten. Diese Dichte wurde anschliefend mit der angenom-
menen CTF gefaltet und auf eine Auflésung von 2.7 nm tiefpafsgefiltert. Schlieflich
wurde die 6-dimensionale Kreuzkorrelationsfunktion bestimmt, wobei die Eulerwinkel
mit einem Inkrement von 5° variiert wurden. Die maximale Korrelation betrug etwa

0.5.

7.3 Ergebnisse

7.3.1 Morphologie der Viruspartikel

Rekonstruktionen von etwa 100 Viruspartikeln, die aus 14 Tomogrammen stammen,

wurden analysiert. Die Viren messen etwa 100 nm im Durchmesser (Abb. [7.3)), der

etwas heterogen variiert (~ +10 nm) (Yeager et al. 1998)). Das SNR der Tomogramme

war ausreichend, um eine manuelle Segmentierung der Viren in Core, Lipid Doppel-
membran und Env Komplexe durchzufiihren (Abb. . Die Morphologie der viralen
Cores ist der fiir den Mouse Mammary Tumor Virus berichteten dhnlich
2004D)): Die Cores sind exzentrisch lokalisiert und haben unregelméfige Formen; Par-

tikel mit mehreren Kapsiden pro Virus sind haufig beobachtet worden.
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Abbildung 7.4: A: Isosurface eines Viruspartikels. Der Datensatz wurde bei einem Defokus von etwa
6 pm aufgenommen und das Signal des resultierenden Tomogramms wurde mittels
nicht-linearer anisotroper Diffusion (NAD)verstéirkt (Frangakis et al. 2001). Die Seg-
mentierung in Lipidmembran (blau) und Env Komplexe (magenta) wurde manuell
ausgefiihrt. B: Ein anderes Viruspartikel, das manuell in Lipidhiille (blau) und Kap-
sid (gelb) segmentiert wurde. Dieser Datensatz wurde bei einem Fokus von etwa
-3 pm aufgenommen und wiederum mittels NAD nachbehandelt.

Die Env Komplexe konnten als senkrecht aus der Virusmembran herausragend aufge-
16st werden (Abb. und [7.4)). Jeweils etwa 50 & 20 Spikes mit einem Durchmesser
von ca. 10 nm wurden manuell auf insgesamt 59 einzelnen Viren aus 4 Kippserien
lokalisiert. Die Zahl der Env Komplexe pro Virus unterschétzt die tatsédchliche Zahl
wahrscheinlich um etwa 50 %, da Komplexe an den oberen und unteren Polen durch
den Missing-Wedge Effekt schwierig zu erkennen sind. Bei einigen Env Partikeln konn-

te schon vor der Mittelung eine dreizéhlige Symmetrie erahnt werden.

7.3.2 Struktur des Env Komplexes

Die vorlaufige Env-Struktur besaft vor dem Aufpriagen jeglicher Symmetrie eine ein-
deutige dreifache Rotationssymmetrie entlang der z-Achse (Abb. . Die finale Re-
konstruktion des MoMuLV Env-Komplexes erreicht eine Auflésung von etwa (2.7
nm)~! (Abb. . In Gesamtgrofe, Form und Symmetrie ist die Projektion der er-
haltenen Struktur konsistent mit den publizierten 2D Daten (Center et al. 2001; Zhu
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Abbildung 7.5: Env Struktur visualisiert als zy-Schnitt entlang der z-Achse (senkrecht zur Mem-
bran) vor (A) und nach (B) Aufprdgen 3-facher Rotationssymmetrie entlang der
z-Achse. Die Rekonstruktion ist aus 1114 einzelnen Env Subtomogrammen erhalten,
aufgenommen bei 5 pm Defokus. Der Mafsstab entspricht 10 nm und jeder Schnitt
korrspondiert zu 0.55 nm Dicke. Die letzten z-Abschnitte (untere Reihe) korrespon-
dieren zur Virusmembran.

et al. 2003; Chen et al. 2004). Die absolute Handigkeit der Struktur ist bestimmt, da
die Kippachse des TEMs etwa bekannt ist (Abschn. [2.3]).
Eine Oberflichendarstellung der 3D Struktur nach Symmetrisierung ist in Abb. [/.7h

gezeigt. Env besteht aus einem extraviralen Hauptteil, der ausgepriagte Handigkeit
besitzt, was auch kiirzlich fiir SIV Env im Vor-Fusionsstadium berichtet wurde (Zhu
et al. 2003)). Auf der viroplasmatischen Seite des Env Komplex’ wurde praktisch keine
Dichte aufgel6st, was mit der Strukturvorhersage von MoMuLlV anhand der Sequenz
korrespondiert, die weniger als 4 kDa Masse (~ 4 % der Gesamtmasse von MoMuLV)
am C-Terminus der Transmembranregion postuliert. Der extravirale Hauptteil wird
mit der Virusmembran durch drei Beine verbunden, die einen zentralen Hohlraum
einschliefsen.

Die 3D Struktur von MoMuLV Env beinhaltet eine Reihe bemerkenswerter Struk-

turmerkmale, die in 2D Schnitten normal zur Membran durch die Rekonstruktion
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Abbildung 7.6: Fourier-Ring Korrelation von zwei Mittelungen der Env Partikel aus je 50% der
Partikel als Funktion der Auflésung.

gesehen werden (Abb. [7.7c). Das diffuse Grau in den z-Schnitten 28 bis 26 korrespon-
diert zur Lipiddoppelschicht. Die Schichten 27 und 28, die sich etwa in der Mitte der
Doppelmembran befinden, enthalten drei dichte Punkte, die etwa je 4.5 nm vonein-
ander entfernt sind. Obwohl die Auflésung der Struktur nur etwa (2.7 nm)~! betrigt,
suggeriert die dichte, punktférmige Morphologie, dafs sie von einer etwa 1-1.5 nm
im Durchmesser messenden Unterstruktur herriihren, was einer a-Helix entsprechen
wiirde. Das Muster wird an der Oberfliche der Membran komplexer: Hier, in den
Schichten 23 bis 25, beginnt eine weitere, undeutliche Struktur in groferer Distanz
zur Symmetrieachse aufzutauchen. Weiter aufserhalb der Membran kondensiert die
Dichte in zwei kompakte Unterstrukturen. In den Schichten 18 bis 21 kénnen die
dreifach symmetrischen Untereinheiten klar in zwei Dichten aufgeteilt werden, die
etwa 2.5-3 nm voneinander entfernt sind.

Folgt man der Dichte weiter in extraviraler Richtung, so besitzt sie in den Schichten
13 bis 16 wieder eine charakteristische Struktur: Jede der drei symmetrischen Un-
tereinheit ist wieder in zwei Doméanen aufgeteilt, wobei jede grofer ist als die eben
beschriebenen vermeintlichen « Helizes (etwa 2.5-3.5 nm im Durchmesser).
Retrovirales Env besteht wie eingangs erwédhnt aus SU und TM. Beriicksichtigt man
das Modell fir Env Aktivitét, bei dem die TM Untereinheit zwischen Pra- und Postfu-

sionszustand eine Konformationsdnderung grofen Umfangs durchlauft (Colman und
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Abbildung 7.7: A and B: Isosurface Representation des ermittelten Env Mittelwerts bei 4 pm De-
fokus als Seitenansicht (A) and als Ansicht von oben (B). Manuelle Segmentation
der viralen Membran (violett) and des Komplex’ (magenta) wurde zu Visualisie-
rungszwecken durchgefiihrt. C: Visualisierung der Env Dichte wie in Abb. [7.5] Der
Mafstab korrespondiert zu 10 nm.




KAPITEL 7. STRUKTUR VON MoMuLV ENV 113|

Abbildung 7.8: Stereo Ansicht der vorgeschlagenen Position der RBD (Fass et al. 1997 im trimeren
Env Komplex.

Lawrence 2003} Eckert und Kim 2001)), so erscheint es wenig sinnvoll, die Kristall-

struktur des SU Fragments (Fass et al. 1997) im Komplex lokalisieren zu wollen:

Abgesehen von der geringen Masse des Fragments macht die potentielle Flexibilitét
das Fitten praktisch unmoglich. Jedoch unterliegt die RBD von SU wahrscheinlich
keiner Konformationsédnderung, da sie sowohl in vitro als auch im assemblierten Virus
an den Rezeptor bindet (Davey et al. 1999)). Die RBD mifit etwa 6 nm im Durchmes-
ser entlang ihrer groften Ausdehnung (Abb. [7.2B). Sie ist L-formig aufgebaut und

besteht aus einem (3-Sandwich von etwa 4 x 3 x 2 nm und einer helikalen Unterdomé-

ne von etwa 3 nm Durchmesser. Die erhaltene Struktur des Env Komplexes 1dfit eine
Lokalisierung der RBD nur im distalen Ring méglich erscheinen. Um die RBD genau-
er im Komplex zu lokalisieren, wurde die Rontgenstruktur mittels Kreuzkorrelation
in die EM Dichte gefittet. Die so gefundene Position (Abb. erscheint plausibel:
Die RBD wird von der Einhiillenden der EM-Dichte umschlossen, die vermeintliche

Bindungsstelle von RBD ist exponiert wiahrend evolutionédr besonders gut erhaltene
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Residuen ins Innere der Env Struktur zeigen, und es ist zusétzliche Dichte am C-
Terminus der RBD vorhanden, so daf das fiir die Rontgenstrukturanalyse C-terminal
gekiirzte SU hier seine Fortsetzung finden kann. Die erhaltene Auflésung der Env
Struktur und die Signifikanz der erhaltenen Maxima der Korrelationsfunktion lassen

es jedoch nicht zu, die vorgeschlagene Position als eindeutig und sicher zu bezeichnen.

7.4 Diskussion

Das Studium von MoMuLV Env mittels KET in situ hat einige Vorteile gegeniiber an-
deren Verfahren. Die Env Struktur ist bestmdoglich erhalten, denn die Gefahr einzelne
Env Komplexe durch den Einsatz von Detergenzien zu zerstéren ist nicht vorhan-
den. Weiterhin ist Env in seiner natiirlichen (Lipid-) Umgebung, so daf die Quarter-
narstruktur des Komplexes erhalten bleibt. In der praktischen Arbeit hat KET den
Vorteil, daf die Env Komplexe nicht iiberexprimiert und aufgereinigt werden miissen.
Schliefklich birgt diese Technik auch das Potential, Env Komplexe in unterschiedlichen
Zusténden des Infektionszyklus’ aufzulosen (Heymann et al. 2003).

Die Env Struktur von MoMuLV, die in dieser Arbeit bestimmt wurde, besteht aus
sehr grofsen, massereichen Doménen, die etwa 5 nm von der Membranoberfléache ent-
fernt sind. Diese Masse ist mit der Membran durch insgesamt drei Beine pro Trimer
verbunden. Jedes Bein kann weiterhin in zwei unterscheidbare, aber eng zusammenlie-
gende Unterstrukturen aufgelost werden. Die Morphologie von MoMuLV unterschei-
det sich etwas von der einzigen bisher hochaufgelosten Struktur eines Spike Protein
Komplexes eines eingehiillten Virus’ in seiner potentiell nativen Pra-Fusionsform: dem
Hemaglutinin (HA) Komplex des Orthomyxovirus’ Influenza (Wilson et al. 1981)) und
dem F Protein des Paramyxovirus’ Newcastle Disease Virus (Chen et al. 2001). Die-
se Proteinkomplexe sind relativ kompakte Strukturen, die etwa die Form auf dem
Kopf stehender Bowlingkegel besitzen und keinerlei innere Aushohlungen besitzen.
Die Aushohlung entlang der Symmetrieachse ist jedoch schon bei anderen Fusionspro-

teinen gefunden worden, namlich bei Alphaviren (Lescar et al. 2001)) und Flaviviren
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(Zhang et al. 2002)), wenn diese im Gegensatz zu MoMuLV auch Typ II Fusions-
proteine sind. Das Fehlen einer Dichte entlang der Trimer Achse in der Néhe der
Membran unterstiitzt nicht die Relevanz des Spring-loaded Modell (Carr und Kim
1993)) fiir retrovirale Env Proteine. Dieses Modell wurde urspriinglich entwickelt, um
die Konformationséanderungen von Influenza HA nach Aktivierung des Mechanismus’
zur Fusion der Membranen zu erklaren. Sollte es auch fiir Retroviren giiltig sein, so
sollten die Coiled Coil Strukturen, die in TM Peptiden in vitro auftreten, im nativen
Komplex in seiner Préfusionsform nicht vorkommen. Stattdessen sollten sich diese
Coiled Coil Strukturen erst nach der Initiierung der Fusion mit der Zellmembran
ausbilden. Da die Coiled Coil Struktur eine kompakte, stdbchenférmige Form hat
(Fass et al. 1996)), miifite sie sich genau auf der dreizdhligen Symmetrieachse des Env
Komplexes befinden. Die von uns bestimmte Env Struktur ist inkompatibel mit solch
einer trimeren Coiled Coil Struktur in unmittelbarer Membrannédhe (~ 5 nm). Es wé-
re zwar moglich, daf diese Coiled Coil Strukturen weiter von der Membran entfernt
lokalisiert sind, dies ist jedoch unwahrscheinlich, da nur etwa 40 Aminosaurereste die
Coiled Coil Struktur mit der Transmembranregion verbinden. Stattdessen erscheint
es wahrscheinlich, daft die TM Polypeptide zu den "Beinen” des Env Komplexes bei-
tragen und erst nach einer Konformationsdnderung in die dreistrénigige Coiled Coil
Struktur iibergehen. Die Ausmafse der zwei Unterstrukturen, die die Beine aufbau-
en und die Aushohlung an der Basis des Env Komplexes umschliefen (z-Schichten
18 bis 22 in Abb. [7.7C), sind den in der Membran auftretenden Strukturen #hnlich
(2-Schichten 27 und 28), bei denen wir annehmen, daf es sich um a-Helizes handelt.
Strukturvorhersagen anhand der Sequenz von retroviralen TM postulieren einen ho-
hen Anteil von Helizes und hochaufgelste Strukturen von TM Fragmenten, denen das
Fusionspeptid und die Transmembrandoméne fehlt, sind helikal aufgebaut (Fass et al.
1996; Kobe et al. 1999; (Caffrey et al. 1998 |Chan et al. 1997} |Weissenhorn et al. 1997)).
Ein mogliches Modell ist, daf die Beine aus einem Paar antiparallel angeordneter He-

lizes besteht, wobei die dufsere Helix aus der Sequenz unterhalb des Fusionspeptids
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bestehen kénnte. Diese Helix, die nach der Fusion die dreistrangige Coiled Coil Struk-
tur bildet, wiirde sich mit ihrem N-Terminus nahe der Membran befinden. In dieser
Orientierung wiirde das Cys-X6-Cys-Cys Motiv (X bezeichnet eine beliebige Amino-
sdure aufer Cystein) am C-Terminus der Helix (Fass et al. 1996) giinstig positioniert
sein, um eine kovalente Bindung mit einem Cystein in der C-terminalen Region von
SU einzugehen, das sich wahrscheinlich {iber den Beinen befindet. An diesem Punkt
wiirde die TM Struktur ihre Richtung &ndern und sich in Richtung Membran gemé&f
der Strukturvorhersage von TM als eine zweite Helix fortsetzen. Es mufs jedoch er-
wahnt werden, dafs der Abstand der potentiellen Helizes in den z-Schichten 18 bis 22
etwa 2.5-3 nm betriagt anstatt 1.2-1.5 nm, die man fiir enggepackte Helizes erwarten
sollte.

Etwa 5-6 nm oberhalb der Membran kénnen zwei sehr massereiche Doménen in der
Env Struktur aufgelést werden. Die relativen Gréfsen dieser Doménen, bestimmt an-
hand der Durchmesser der z-Schichten 14 und 15 in Abb.[7.7C, korrespondieren etwa
zur Zahl der Aminoséurereste von RBD (~240) und zum C-terminalen Abschnitt von
SU (~180). Da MoMuLV RBD sich selbststéandig faltet und eigenstidndig funktional
ist (Davey et al. 1997), kann erwartet werden, daf es Bestandteil einer der beiden
Domaénen ist. Die C-terminale Region von SU besitzt diese Eigenschaften nicht und
Strukturvorhersagen postulieren keine kompakte Doméne. Der hohe Anteil an vorher-
gesagten [-Faltblattstrukturen (www.embl-heidelberg.de/predictprotein, Ref. (Rost
1996))) 14kt es jedoch moglich erscheinen, daf die C-terminale SU Region im nativen
Komplex eine globuldre Struktur einnimmt. Die RBD wurde mittels Kreuzkorrelation
in die Env Dichte hineingepafst, es muf jedoch beachtet werden, dafs die Losung mit
maximaler Korrelation nicht notwendigerweise die korrekte Lokalisierung der Doméne
angibt: Die Korrelationslosung beriicksichtigt nur eine Doméne und kann durch nicht-
berticksichtigte Nachbardoménen fehlgeleitet werden. Jedoch ist die erhaltene Lokali-
sierung fiir RBD plausibel: Die an den Rezeptor bindende helikale Unterdoméne (Fass
et al. 1997) befindet sich an einer exponierten Auswolbung und im massereichsten Teil

der Env Struktur.


http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein

8. Verallgemeinerte Principal

Component Analysis fur KET

Die Anwendung von Mittelungstechniken setzen strukturelle Homogenitat der einzel-
nen Partikel voraus. Diese ist jedoch haufig nicht gegeben: Auch bei hoher chemischer
Reinheit der Probe, kénnen Proteinkomplexe evtl. verschiedene Konformationen an-
nehmen, die eine kohérente Mittelung in hoher Auflésung unméglich machen. In der
Tomographie ist diese Problematik i.A. noch gravierender, da die Proben hier kaum
aufgereinigt werden, sondern in einem moglichst nativen Milieu abgebildet werden.
Die Erzeugung hochauflosender Mittelungen aus inhomogenen Daten erfordert eine
Klassifikation der einzelnen Partikel in strukturell homogene Untergruppen.

Die in der statistischen Analyse inhomogener Datensétze tiblichen Verfahren zur Klas-
sifizierung basieren auf Multivariater Statistischer Analyse (Multivariate Statistical
Analysis, MSA). Bei diesen Verfahren werden die Datensétze anhand der Varianzen
zwischen den unterschiedlichen Aufnahmen analysiert. Es konnen dabei im Wesent-
lichen zwei Verfahren unterschieden werden: Principal Component Analysis (PCA)
und Korrespondenzanalyse ( Correspondence Analysis, CA). Beide Verfahren sind sehr
ahnlich, sie basieren auf Eigenvektorzerlegung der Kovarianzmatrix, und unterschei-
den sich nur in ihren Normierungen. Im Bereich der Elektronenmikroskopie makro-
molekularer Komplexe wurde zuerst CA angewandt (van Heel und Frank 1981)), wobei
die Implementierung von Hill verwendet wurde (Hill 1974). Heutzutage wird in den
meistverbreiteten Single Particle Programmen sowohl CA wie auch PCA zur Ana-
lyse und folgenden Klassifikation von Bildern benutzt (Frank et al. 1996; van Heel
et al. 1996); PCA hat speziell in der Tomographie den Vorteil, daf sie auch auf nicht-

positive Daten anwendbar ist; als Folge der gewichteten Riickprojektion beinhalten

117
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3D Rekonstruktionen stets auch negative Dichtewerte.

In der ET besteht jedoch das Problem, daft Daten systematische Unterschiede auf-
grund des Missing Wedge aufweisen: Gleichen Partikeln, die in unterschiedlichen Ori-
entierungen bzgl. des Koordinatensystems des Tomogramms vorliegen, fehlt ein je-
weils anderer Teil des Signals im Fourierraum. Da die konventionelle PCA den Missing
Wedge nicht berticksichtigt, neigt sie dazu, die unterschiedlichen Effekte des Missing
Wedge zu detektieren statt vorliegenden strukturellen Inhomogenitiaten (Walz et al.
1997h)).

Als Teil dieser Arbeit wurde eine PCA unter Bertiicksichtigung des Missing Wedge ent-
wickelt, die Constrained Principal Component Analysis (CPCA). Um die entwickelte
CPCA zu testen, wurde sie zuerst zur Klassifikation simulierter Daten benutzt und
mit der konventionellen PCA verglichen und anschliefend auf experimentelle Tomo-
gramme angewendet.

Im néchsten Abschnitt wird zunéchst die konventionelle PCA kurz erklart, um an-
schliefsend die CPCA darzustellen. Daran anschliefsend wurden anhand einer Simu-
lation die Auswirkungen des Missing Wedge auf beide Klassifikationsmethoden in
Abhéngigkeit des SNR untersucht. Simuliert wurden Tomogramme des Proteinkom-
plex’ Thermosom, der in einer offenen und einer geschlossenen Konformation auftreten
kann. Basierend auf den atomar aufgelosten Strukturen der beiden Konformationen
(Ditzel et al. 1998 Nitsch et al. 1998) wurden Tomogramme mit unterschiedlichem
Missing Wedge und SNR simuliert, und es wurde getestet, ob die Klassifikation der
Daten im Eigenfaktorraum von PCA bzw. CPCA mittels K-means Clustering iden-
tische Konformationen gruppiert. Es konnte gezeigt werden, daf die CPCA deutlich
weniger vom Missing Wedge beeinflultt wird. Schlieflich wurde die PCA noch auf ex-
perimentelle Tomogramme vom Kernporenkomplex (NPC) und vom Proteinkomplex

Proteasom 26S angewendet.
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8.1 Constrained Principal Component Analysis (CP-
CA)

8.1.1 Principal Component Analysis

Fiir MSA ist die Dimensionalitdt der Daten prinzipiell gleichgiiltig, da die Daten als
Vektor in einem multidimensionalen Raum behandelt werden. Sei z.B. ein Volumen

definiert als:
V =ux(i,j,k), 1,7, keN, (1,1,1) <7 < (Ny, Ny, Ny). (8.1)
Dies ist in der Untersuchung mittels MSA gleichbedeutend mit:
x(i,7,k) = x(l), mit 1 <! <N, -N,-N,=N. (8.2)

In der PCA ist die statistische Untersuchung von P verschiedenen Datensétzen das
Ziel. Dies sind im konkreten Fall P verschiedene Tomogramme z(l,p), wobei p der
Index des jeweiligen Tomogramms ist. In der PCA wird nun die Kovarianz- oder
Korrelationsmatrix des Datensatzes aufgestellt, und die Analyse dieser Matrix sollte
statistische Gesetzmafbigkeiten des Datensatzes erkennen lassen. Prinzipiell muf da-
bei unterschieden werden ob die Beschreibung im Partikelraum oder im Pizelraum
erfolgen soll. In der klassischen Single Particle Analyse ist dabei der Pixelraum vor-
teilhaft, da die Zahl der einzelnen Partikel meist deutlich hoher ist als die Zahl der
Pixel und eine unmittelbare Interpretation an Pixeln anschaulicher ist (fiir eine wei-
tergehende Diskussion sei auf (Frank 1996|) verwiesen). Dies ist z.B. im EM Programm
der Fall (Hegerl 1996). Im Falle tomographischer Daten ermdoglicht diese Basiswahl
jedoch keine Beriicksichtigung des Missing-Wedges, weshalb hier fiir eine PCA fiir
Tomographie der - sonst uniibliche - Partikelraum gewéhlt wird.

Die Kovarianzmatrix eines Partikelsatzes ist definiert als:

Clp.p') = x(l,p)-=(l,p). (8.3)

l
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Die Korrelationsmatrix C'C(p, p’) unterscheidet sich lediglich dadurch, daf in GI.
die Tomogramme auf die Standardabweichung normiert werden, d.h. der Mittelwert
wird von den einzelnen Partikeln abgezogen und sie werden durch die Standardab-
weichung dividiert.

Der entscheidende Schritt der PCA ist die Bestimmung der Eigenwerte und Eigen-
vektoren der Korrelations- oder Kovarianzmatrix. Die Eigenvektoren e; geben die
statistisch wichtigsten Merkmale des Datensatzes an und die Eigenwerte \; geben ih-
ren Anteil an der Gesamtvarianz bzw. Gesamtkorrelation an. Die Eigenvektoren oder

Hauptkomponenten konnen in den Pixelraum transformiert werden mittels:
eill) =en-x(l,1)+epn-x(l,2) + ... +ein - z(l, N). (8.4)

Sinn der PCA ist die Datenreduktion auf wenige, charakteristische Merkmale. Das
geschieht in der Praxis durch Beschrankung der Datenanalyse auf eine Zahl von Fi-
genvektoren. Der zum grofiten Eigenwert korrespondierende Eigenvektor gibt im We-
sentlichen den Mittelwert der Einzelpartikel an, der néchstkleinere Vektor gibt den
wichtigsten Differenzvektor an u.s.w..

Die Grundlage fiir eine anschliefsende Klassifikation sind die Faktoren e;, des jeweili-
gen Partikels p. Diese werden meist noch mit dem zugehorigen Eigenwert oder des-
sen Quadratwurzel gewichtet. Zur graphischen Beurteilung werden sie in einem sog.
Scatter plot aufgetragen, was einen ersten Aufschlufs iiber mogliches Clustering der
Partikel in Subpopulationen gibt. Fir die tatsdchliche Klassifikation der in den Ei-
genvektorraum projizierten Daten gibt es verschiedene Verfahren. In der vorliegenden

Arbeit wurde das K-means Verfahren benutzt (Frank 1996)).

8.1.2 Constrained PCA

In der ET besteht das Problem, das die Daten nicht gleichméfig im Fourierraum ab-
getastet sind, jedes Tomogramm hat einen Missing Wedge an Daten. Deshalb ist es
vorteilhaft, die Korrelationsmatrix analog zu Abschn. mit der eingeschrankten

Korrelationsfunktion ((5.12)) zu formulieren.
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Im Rahmen der PCA miissen geméft dieser Idee die Korrelationskoeffizienten zwei-
er Partikel auf den in beiden Volumen abgetasteten Bereich im Fourierraum einge-
schrankt werden. Wir definieren den Constrained Correlation Coefficient CCC' als
die Korrelation zweier Partikel P; und P;, deren Daten im Fourierraum eingeschrankt
werden: o B _

(i~ P) (B~ B) |
VP RSP - P2)

Sei €2 der in den Partikeln P; und P; gemeinsam abgetastete Bereich im Fourierraum,

CCCy; = (8.5)

so gilt fiir die eingeschriinkten Datensitze P; bzw. f’j:
P=F1YFP) Q). (8.6)

Mit Hilfe des CCC}; kann die eingeschrankte Korrelationsmatrix eines Partikelsatzes
berechnet werden. Die Eigenvektoren dieser Matrix geben wiederum die Hauptkom-
ponenten der Daten an, die Eigenwerte die zugehdrigen Korrelationskoeffizienten.

Die Daten werden durch Beschriankung auf wenige Eigenvektoren mit den zugeho-
rigen hochsten n Eigenwerten reduziert und in diesem n-dimensionalen Raum kann
klassifiziert werden. Zu diesem Zwecke wurde die Klassifizierung nach dem K-means
Verfahren verwendet (zusammengefafit in (Frank 1996)), die die einfachste und damit

meistverbreitete Methode darstellt.

8.2 Material und Methoden

8.2.1 CPCA und Klassifizierung

Die Berechnung der Korrelationsmatrix (8.5)) wurde in der Prozedur av3_cccmat in
MATLAB implementiert. Die Berechnung der Korrelationsmatrix ermoglicht die Anga-
be einer Motivliste, die die Verschiebungsvektoren und Orientierungen der Partikel
enthélt (Abschn. . Auferdem kann eine Maske angegeben werden, auf die die
Korrelation beschréankt werden soll: So ist es z.B. sinnvoll die Korrelation kugelfcr-

mig zu begrenzen, wenn die Partikel in verschiedenen Orientierungen vorliegen. Die
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Abbildung 8.1: A: Thermosom in offener Konformation. B: Thermosom in geschlossener Konformati-
on. Die elektrostatischen Potentiale beider Komplexe sind als Isosurface dargestellt,
wobei die Daten auf etwa (1.5 nm) ™! Auflssung gefiltert sind. Mafstab: 10 nm.

Eigenwerte und Eigenvektoren wurden mit MATLAB berechnet und geméf (8.4) in
3D Daten umgerechnet. Zur Klassifikation der Eigenfaktordaten in unterschiedliche

Klassen wurde das EM Programm verwendet.

8.2.2 Simulationen

Simulation der Daten. Die atomaren Koordinaten des Thermosoms von Thermo-
plasma acidophilum in der geschlossenen Konformation sind aus der PDB entnommen
(Nummer 1A6D (Ditzel et al. 1998)), die Koordinaten der offenen sind in Ref. (Nitsch
et al. 1998) publiziert. Beide Strukturen sind in Abb. [8.1] gezeigt.

Die Simulation der tomographischen Abbildung sollte die Auswirkung des Missing
Wedge und Rauschens auf die Klassifikation zeigen. Um letzteres zu untersuchen war
ein moglichst realistisches Rauschmodell notig. Hier wurde folgendes angenommen:
Es existierte ein Untergrundrauschen (Saad et al. 2001)), und daraiiberhinaus lag Shot
Noise vor, der daher riithrt, daft nur vereinzelt Elektronen detektiert werden. Ersterer
ist additiv zum Signal und wurde hier spektral als gaukformig angenommen. Der Shot
Noise wurde der Einfachheit halber ebenfalls als additiv angenommen, im Gegensatz

zum Untergrundrauschen wurde er auch durch den Abbildungsvorgang moduliert.
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Es wurden Daten mit einem Missing Wedge W von 0 bis 40° und einem SNR von
1, 1/10 und 1/100 berechnet. Im Detail wurde die tomographische Abbildung folgen-

dermafien simuliert:

1. Das elektrostatische Potential der in den PDB Dateien beschriebenen Struk-
turen wurde auf ein diskretes Koordinatensystem mit einer Maschengrofe von

0.4 nm abgebildet (siehe auch Abschn. [5.2)).

2. Die Volumina wurden jeweils um einen Winkel J; von 0°, 10° u.s.w. bis 90°

rotiert.

3. Es wurde der Shot Noise Anteil des Rauschens addiert mit einem SNR von 2,
2/10 und 2/100. Das Rauschen war im Realraum gaukférmig verteilt und somit

spektral konstant.

4. Das Volumen wurde mit erst einer CTFE gefaltet, deren erste Nullstelle bei
(2.5 nm)~! lag (U=300 kV, A = 3z m) und anschliefend mit einer approxi-
mierten MTF (Abfall des Signals bei Ny/2 auf 20%).

5. Aus den Daten wurde ein entlang der k,-Achse orientierter Datenkeil mit einem

Halbwinkel A« von 0°, 10°, 20°, 30° oder 40° herausgeschnitten.

6. Auf die Volumina wurde das Untergrundrauschen mit einem SNR von 2, 2/10
und 2/100 (bezogen auf das Originalsignal) versetzt, wobei das im Realraum

Gaukverteilte Rauschen im Fourierraum mit einer Gaufsfunktion multipliziert
wird (Abfall des Signals bei Ny/2 auf 20%).

Insgesamt wurden somit fiir jeden Wert von W (W = 0, 10, ...,40) und SNR (SNR=
1,0.1,0.01) 20 Partikel erzeugt, jeweils 10 offene und 10 geschlossene Thermosomen.
Den offenen Thermosomen wurden jeweils ungerade Partikelnummern zugeordnet und
den geschlossenen gerade. Die Grofe der Volumina betrug jeweils 64 x 64 x 64 Voxel.

Die Orientierungen der Partikel wurden in einer Motivliste gespeichert.
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Datenanalyse. Die Eigenwerte und Vektoren dieser Datensétze werden mittels ein-
geschriankter und konventioneller PCA berechnet. Die eingeschrankte CPCA erfolgte
dabei wie in Abschn. beschrieben. Dabei wurde die Korrelation auf eine Kugel
mit einem Radius von 29 Pixeln eingeschrankt.

Die konventionelle PCA wurde in EM durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Partikel mit
der gleichen sphérischen Maske multipliziert und in zweidimensionale Daten umge-
wandelt, da die EM Klassifikation mit zweidimensionalen Bildern arbeitete. Die EM
PCA berechnete die Eigenwerte und Eigenvektoren auf Basis der Varianzmatrix.
Die graphische Darstellung der Eigenwert- und Klassifikationsanalyse erfolgt durch
einen sog. Scatter Plot: Hierbei werden die Eigenfaktoren der Eigenvektoren k& und [,
d.h. die e;;, bzw. ¢; in in einem Graphen dargestellt. Zur graphischen Darstel-
lung und zur spéteren Klassifizierung werden die Eigenfaktoren mit dem zugehorigen
Eigenwert gewichtet. Zur Darstellung wurden die Eigenvektoren £ = 2 und [ = 3
gewahlt. Zur Klassifikation wurden die Eigenfaktoren beider PCA Methoden auf die
Eigenvektoren 2 und 3 beschriankt, und sie wurde mit der K-means Methode in EM

durchgefiihrt.

8.2.3 Experimentelle Daten

Kernporen. Es wurden die bereits in Abschn. zur Mittelung benutzten Sub-
tomogramme von 267 Kernporen analysiert. Nach dem Berechnen der Eigenfaktoren
mittels CPCA wurden diese mittels K-means im EM Programm klassifiziert. Die Klas-
sifikation wurde in den Eigenfaktoren der Eigenvektoren 2 und 3 mit verschiedenen
Anzahlen von Klassen durchgefiihrt. Eine Klassenzahl von vier ergab das hdchste
Verhéltnis von kleinster Inter-Klassenentfernung zu grofster Intra-Klassenentfernung
(~ 1.4) und wurde somit fiir die Klassifikation gewédhlt. Die vier Klassen wurden
schlielich erneut fiir 5 Zyklen iterativ aligniert und 8-fache Rotationssymmetrie wur-

de aufgepragt.
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20S/26S Proteasomen. Es wurden Tomogramme eiseingebetteter 26S Proteaso-
men am CM20 TEM (Kap. {4)) aufgenommen ﬂ Die in Sukroselésung eingefrorenen
26S Proteasomen (prapariert von Holzl (Holzl et al. 2000)) wurden aufgetaut, und
etwa 5 ul der Losung wurden auf ein Lacy Carbon Grid pipettiert, das vorher mit
3 pl kolloidalem Gold versetzt wurde. Uberschiissige Losung wurde mit Filterpapier
abgesaugt und anschliefend wurde das Grid mit ATP Puffer gewaschen. Nach erneu-
tem Absaugen iiberschiissigem Puffers wurden die Proben vitrifiziert. Die Kippserien
wurden bei 37000-facher Vergroferung aufgenommen, so daR ein Pixel zu 4.1 A kor-
respondierte. Es wurden Kippserien in einem Kippwinkelbereich von +65° aufgenom-
men, wobei ein Winkelinkrement von 5° gewahlt wurde.

Die Daten wurden wie in Abschn. beschrieben mittels k-gewichteter Riickprojek-
tion rekonstruiert. Im Tomogramm wurden die 26S- bzw. 20S Proteasomen mittels
MOLMATCH lokalisiert. Das Muster fiir die Suche wurde aus der Struktur des 20S Pro-
teasoms von Thermoplasma acidophilum generiert (Abschn. , und es wurde eine
Maske verwendet, die den Durchmesser des 20S Proteasoms besitzt. Die Orientierung
der Partikel variiert von ¢ = ¢ =19 = 0 bis ¢ = 50°, ¢ = 355°, ¥ = 180° mit einem
Inkrement von 5°. Die zu den 400 hochsten Korrelationswerten korrespondieren Par-
tikel wurden ausgeschnitten und ihre potentiellen Orientierungen in einer Motivliste
gespeichert.

Es wurden die Eigenvektoren dieser Partikel mittels CPCA berechnet, wobei die Kor-
relation mittels einer Maske auf Regionen ober- und unterhalb der Offnungen der
vermeintlichen Proteasomen beschrankt wurde. Die Eigenfaktoren der Eigenvektoren

2 bis 4 wurden mittels K-means Clustering in 4 Klassen aufgeteilt.

'Die Préparation der EM Grids und der Grofteil der Datenakquisition wurde von O. Mihalache
durchgefiihrt.
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8.3 Ergebnisse

8.3.1 Anwendung auf simulierte Daten

Thermosomen haben ein Molekulargewicht von etwa 900 kDa, eine zylinderférmige
Struktur und einen Durchmesser von etwa 15 nm. Somit sind sie Makromolekiile,
die in einem Kryoelektronentomogramm aufgelost werden kénnen. Die Konformati-
onsanderung zwischen offenen und geschlossenem Thermosom bewegt sich in einer
Grofenordnung (ca. 3-4 nm), die auch in einem Tomogramm aufzulésen sein sollte
(Abb.[8.1). Von beiden Strukturen sind Strukturen in atomarer Auflésung bestimmt;
die Struktur der geschlossenen Konformation wurde durch Rontgenkristallographie
ermittelt (Ditzel et al. 1998)) und die der offenen Konformation durch Fitten dieser
Struktur an Kryo-EM Daten (Nitsch et al. 1998). Somit ist es moglich, aus beiden
Strukturen in gleicher Weise tomographische Daten auf der Basis der atomaren Ko-

ordinaten zu simulieren.

Analyse der Korrelationsmatrix. Die eingeschrankte Korrelationsmatrix CC'C'
(8.5) wurde graphisch dargestellt, wobei die Korrelationskoeffizienten farbkodiert wur-
den (z.B. Abb. [8.2). Bei SNR=1 ergibt diese Darstellung fiir alle Werte von W im
Wesentlichen ein "Schachbrettmuster” (Daten nicht gezeigt): So fithrt z.B. die Korre-
lation der offenen Thermosomen untereinander (gerade Partikelnummern) zu hoheren
Korrelationswerten als zwischen offenen und geschlossenen Partikeln, was das Muster
erklart. Bei niedrigerem SNR wird dies nicht mehr erreicht: Die Autokorrelationsko-
effizienten, d.h. die Hauptdiagonalelemente sind z.B. bei SNR=1/100 deutlich héher
als alle anderen Werte (Abb. [8.2]). Weiterhin ist bei héheren Werten von W wie
30° eine Abhéngigkeit des Korrelationsmusters von der Partikelnummer zu erkennen
(Abb. . Dies deutet darauf hin, daf die Orientierung des Missing Wedge bei nied-
rigen SNRs trotz der Einschrankung der Korrelation im Fourierraum weiterhin einen

gewissen Einflult auf die Korrelationswerte besitzt.
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Partikel #

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19
Partikel #

Abbildung 8.2: CCC fir SNR=1/100 und W = 30°. Die Korrelationskoeffizienten sind farbkodiert.

Eigenwerte. Im né#chsten Schritt wurden die Eigenwerte und -Vektoren der CCC
und mittels eingeschrankter (CPCA) und gewohlicher PCA berechnet. Die Hohe der
berechneten Eigenwerte sind als Balkendiagramm in Abb. gezeigt. Bei einem SNR
von 1 und einem Missing Wedge von 0° sind bei PCA und CPCA nur zwei signifi-
kante Eigenwerte vorhanden. Im Falle der PCA geben diese Eigenwerte die Anteile
der korrespondierenden Eigenvektoren an der Varianz der Partikel an. Im Falle der
CPCA geben sie den Anteil der jeweiligen Eigenvektoren an der gesamten Korrela-
tion an (multipliziert mit der Gesamtzahl der Partikel - hier 20). In beiden Féllen
entspricht der erste Eigenvektor dem Mittelwert aller Partikel. Da insgesamt nur zwei
signifikante Eigenwerte vorliegen, konnen die Partikel im Wesentlichen durch zwei
Eigenvektoren dargestellt werden, den Mittelwert und den zweiten Eigenvektor. Dies
ist das erwartete Ergebnis, wenn Partikelsétze sich aus lediglich zwei verschiedenen
Partikelarten zusammensetzen.

Wird der Missing Wedge jedoch bei SNR=1 vergrofert, so werden die Eigenwerte drei
und vier, die idealerweise nicht auftreten sollten, kontinuierlich grofer. Im Gegensatz
dazu zeigt die CPCA eine wesentlich geringere Abhénigigkeit vom Missing Wedge:
Auch bei einer Grofse des Missing Wedge von 40° betrdgt der dritte Eigenwert nur
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etwa ein Zehntel des zweiten.

Bei niedrigerem SNR dndert sich das Verhalten der Eigenwerte wenig: Der erste Ei-
genwert wird lediglich kleiner im Verhéltnis zu den folgenden Eigenvektoren. Die
CPCA zeigt jedoch eine stirkere Verdnderung der Eigenwerte: So sind der dritte und
vierte Eigenwert insbesondere bei SNR=1/100 jetzt im Verhéltnis zum zweiten sehr
viel grofer als bei SNR=1; z.B. betragt der dritte Eigenvektor knapp 50% des zweiten
bei einem Missing Wedge von 40°.

Eigenfaktoren und Klassifikation. Die Eigenfaktoren sind wie in Abschn.
beschrieben als Scatter Plot aufgetragen (Abb.[8.4). Die mit PCA berechneten Eigen-
faktoren zeigen unabhéngig vom SNR ein qualitativ dhnliches Verhalten: Bei W = (0°
bilden sich deutliche Wolken im Scatter plot, die zu offenen bzw. geschlossenen Ther-
mosomen korrespondieren. Mit steigendem W werden diese Wolken immer starker
elongiert. Werden diese Daten mit K-means klassifiziert, so kommt es ab W = 30° zu
falscher Klassifikation einiger Partikel aufgrund der starken Verformung der Wolken.
Die Darstellung der CPCA Eigenvektoren zeigt fiir SNR=1 ein qualitativ anderes Ver-
halten: Bei W = 0° ergeben sich zwei weitgehend isotrope Wolken, die mit grokerem
W anisotrop ausdehnen. Diese Ausdehnung ist jedoch weit weniger stark ausgepragt
als bei der PCA. Die anschliefsende Klassifikation ist fiir alle Werte von W korrekt.
Mit sinkendem SNR wird die Verbreiterung der Wolken in der Eigenfaktordarstel-
lung sukzessive grofser. Die Ausdehnung wird jedoch nicht zu grofs, um eine korrekte
Klassifikation zu verhindern. Genauere Untersuchung der Abhéngigkeit der Grofe
der Eigenfaktoren des dritten Eigenvektors zeigt, daf diese mit der Orientierung des

Kippwinkels korrelieren (Daten nicht gezeigt).

Berechnungsdauer. Die Eigenwertberechnung benétigt mit beiden Methoden deut-
lich unterschiedlich viel Zeit: Wéahrend die gewthnliche PCA die Berechnung der
Eigenwerte und Eigenvektoren aller Datensétze im Zeitraum von Minuten bewerk-
stelligt, betrigt die Zeitdauer mittels CPCA etwa 2 Stunden. Der mit Abstand zeit-
aufwendigste Schritt ist hierbei die Berechnung von CCC.



KAPITEL 8. VERALLGEMEINERTE PCA FUR KET 129

SNR=1/1
15 e 15

x 10 x 10 10 x 10
4 4 4 15 15 = 15
8 8 8 8 8 10 10 10 10 10
2 2 2 2 2
5 5 5 5 5
1 1 1 1 1 —‘
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234
. . SNR=1/10 . . SNR=1/10
x 10 x 10 x 10 x 10 x10 15 15 15 15 15
4 4 4 4 -
s 3 3 3 8 10 10 10 10 10
2 2 2 2 2
5 5 5 5 5
1 1 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234
5 SNR=1/100 . 5 SNR=1/100
x 10 x 10 x 10 x 10 x 10
15 15 15 15 15 8 8 — 8 8 8
6 6 6 6 6
10 10 10 10 10
4 4 4 4 4
5 5 5 5 5
2 2 2 2 2
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234 1234

Abbildung 8.3: Die grofiten vier Eigenwerte des Testdatensatzes. Linke Spalte: Eigenwerte der kon-
ventionellen PCA (EM-System) bei einem SNR von 1, 1/10 und 1/100 bei verschie-
denen Groken des Missing Wedge (rot: 0°, gelb: 10°, blau: 20°, magenta: 30°, griin:
40°). Der Eigenwertnummer wird im Balkendiagramm jeweils der Eigenwert zuge-
ordnet. Rechte Spalte: Eigenwerte der Constrained PCA in gleicher Auftragung.
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Abbildung 8.4: Scatter plot der Eigenfaktoren, die zu den Eigenvektoren 2 und 3 korrespondieren.
Linke Spalte: Eigenfaktoren bei Verwendung der PCA. Die Partikel wurden im Ei-
genfaktorraum mittels K-means Klassifizierung in zwei Klassen aufgeteilt. Rechte
Spalte: Ergebnisse der CPCA.
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Abbildung 8.5: Klassifikationsergebnisse des NPC. A: Seitenansicht der NPC Mittelung aus Ab-
schn. Die CPCA wurde auf den oval markierten Bereich beschrankt. B-E: Sei-
tenansichten der 4 ermittelten Klassenmittelungen. In Klasse 1 fallen 134 (B), in
Klasse 2 44 (C), in Klasse 3 71 (D) und in Klasse 4 18 Partikel (E).

‘A

8.3.2 Anwendung auf experimentelle Daten

Kernporen. Die CPCA Klassifizierung der Partikel ergab die deutlichste Klassifi-
zierung bei Verwendung von vier Klassen. Die Mittelungen der unterschiedlich klassi-
fizierten Partikel sind in Abb. gezeigt. Die Klassen zeigten deutliche Strukturén-
derungen im Bereich des CP wie dies auch die Klassifikation des Datensatzes anhand
des Schwerpunkts des CP ergab (vgl. Abschn. . Die Klassenmittelwert 1 und 3
dhnelten der CF-Klasse aus Abschn. bei Klasse 1 befand sich jedoch weniger
Masse in der unteren Halfte wiahrend die Klasse 3 mehr Masse im unteren Teil der
Kernpore besitzt als die CF Klasse. Dies legte den Schluf nahe, daf durch die CP-
CA Klassifikation eine weiter Unterteilung der CF-Klasse in zwei Subpopulationen
erhalten wird. Der Klassenwert 2 hatte starke Ahnlichkeit mit der LR Klasse. Der
Klassenmittelwert 4 resultiert aus nur 18 Einzelpartikeln und spiegelte wahrscheinlich

eine schlechtere Alignierung einiger Partikel wider.

20S/26S Proteasomen. Das 26S Proteasom ist ein labiler makromolekularer Pro-
teinkomplex. Er besteht aus dem 20S Proteasom, das strukturell sehr gut charakteri-

siert ist, und den regulatorischen 19S Untereinheiten an seinen Enden (zusammenge-

fafst in (Voges et al. 1999))). Bislang gelang nur eine grobe 3D Charakterisierung des

gesamten Komplexes anhand von getrockneten, mit Schwermetallen kontrastierten
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Abbildung 8.6: A: zy-Schnitt eines Tomogramms von 20S und 26S Proteasomen. B: Gleicher Schnitt
mit Uberlagerung der Korrelationsfunktion, die mit MOLMATCH berechnet wurde. Es
sind nur die héchsten Korrelationswerte gezeigt. C-F: Klassenmittelungen der detek-
tierten Partikel. Es sind Schnitte in y Richtung durch die 3D Daten dargestellt. Die
Klassenmittelwerte resultieren aus 126 (A), 184 (B), 48 (C) und 42 (D) Partikeln.
Der Mafistab in A und C korrespondiert zu 20 nm.



KAPITEL 8. VERALLGEMEINERTE PCA FUR KET 133

Partikeln (Walz et al. 1998)).

Die aufgenommenen Tomogramme der Proteasomen besafsen ein relativ niedriges SNR
(Abb. B.6]A). Die Erklirung hierfiir liegt zum einen darin, dak das Eis trotz des Wa-
schens des Grids noch einen hohen Anteil an Sukrose besaf, was das Signal, d.h.
die Dichtedifferenz zwischen Protein und Puffer verringerte. Eine weitere Urache ist
moglicherweise der teilweise Zerfall der 26S Proteasomen zu 20S Proteasomen und
verschiedenen Zerfallsprodukten der 19S Untereinheiten. Diese erhohten auch die Hin-
tergrunddichte, was zu einer Verschlechterung der Signalqualitit fiihrte. Die visuelle
Inspektion der Tomogramme ergab, dafs ein grofser Teil der erkennbaren Komplexe,
schitzungsweise iiber 50%, nur noch als 20S Proteasomen vorlagen.

Eine Lokalisierung der 20S Proteasomen mittels MOLMATCH sollte in der Lage sein,
sowohl isolierte 20S Partikel als auch mit einer oder zwei 19S Untereinheiten verbun-
dene 20S Proteasomen zu lokalisieren. Die visuelle Evaluation der Detektionsergeb-
nisse ergab, daf Makromolekiile und teilweise auch die zur Alignierung verwendeten
Goldkiigelchen detektiert wurden (Abb. [8.6B).

Die CPCA Klassifikation der zu den 400 hochsten Korrelationskoeffizienten korre-
spondierenden Partikel fiihrte zu 4 Klassen (Abb. [B.6/C-F). Die Klasse 1 korrespon-
diert augenscheinlich zu reinen 20S Proteasomen. Die Klasse 2 besitzt eine zuséatzliche
Dichte oberhalb des 20S Partikels. Die Klasse 3 weicht deutlich ab von der Form des
20S Musters: Manuelle Untersuchung der einzelnen Partikel ergab, daft diese Klasse
fast ausschlieklich aus Goldkiigelchen gebildet wird. Die letzte Klasse besteht nur aus
wenigen Partikeln, und es handelt sich vermutlich um 20S Proteasomen.

Es wurde versucht, aus den Partikeln der Klasse 2 eine Struktur zu mitteln, die dann
ein 20S Proteasom mit einer 19S Untereinheit an einem Ende dargestellt hitte. Die
Mittelung mit der in Kap. [| Prozedur fiihrte jedoch am Ende zu keiner héheraufgelo-
sten Struktur des 26S Proteasoms. Der Grund hierfiir liegt wahrscheinlich darin, daf
die Partikel wahrend des Waschens auf dem EM Grid zerfielen. Die Klasse 2 enthélt

somit vermutlich diverse Zerfallsprodukte des 26S Proteasoms.
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8.4 Diskussion

In diesem Kapitel wurde ein neuer Algorithmus zur Klassifikation tomographischer
Daten dargestellt. Anhand simulierter Daten wurde gezeigt, dal das herkémmliche
Verfahren zur Klassifikation, PCA kombiniert mit K-means Clustering, bei Vorhan-
densein eines Missing Wedge (W) im Fourierraum, der 20° iibersteigt, zu falschen
Ergebnissen fithrt. Die neuentwickelte CPCA lieferte auch bei W = 40° noch kor-
rekte Ergebnisse. Allerdings wurden die Eigenwerte und -Vektoren der CPCA durch
tiefes SNR negativ beeinfluft. Bei hohem Rauschniveau traten "Phantomeigenwerte”
auf, deren Eigenfaktoren zur Orientierung des Missing Wedge korrelierten. Der Grund
hierfiir liegt in der anisotropen Verteilung der Varianz des Signals im Fourierraum.
In Abb. ist dies demonstriert: Aufgetragen wurde Standardabweichung des offe-
nen Thermosoms in Abhéngigkeit von einem Missing Wedge im Fourierraum dessen
Orientierung variiert. Es zeigt sich, daf die Amplitude der Strukturfaktoren des Ther-
mosoms in verschiedenen Orientierungen deutlich variiert. Bei der Simulation wurde
das SNR beziiglich der im Fourierraum vollstdndigen Struktur bestimmt, d.h. bei kon-
stantem Rauschniveau andert sich das effektive SNR als Funktion der Orientierung
des Missing Wedge. Dies spiegelt sich in der CPCA wider. Der Algorithmus liefert
jedoch auch fiir eine sehr anisotrope Struktur, d.h. eine nicht-globulédre Struktur wie
das Thermosom, korrekte Klassifikationen.

Die Klassifikation experimenteller Tomogramme zeigte vielversprechende Ergebnisse.
Die Klassifikation der Kernporen zeigte qualitativ dhnliche Ergebnisse, wie der in
Abschn. verwendete Algorithmus, es kommt sogar noch zu einer feineren Auftei-
lung. Um jedoch biologisch signifikante Ergebnisse zu erzielen, wird es notig sein, in
zukiinftigen Studien den Transportzustand der Kernporen biologisch méglichst genau
zu definieren und die Statistik weiter zu verbessern.

Die Anwendung der CPCA verspricht ebenfalls grofes Potential bei der Strukturbe-
stimmung des 26S Proteasoms. Um die Mittelungsprozeduren aus Kap. [0] zur Struk-
turbestimmung zu benutzen, ist es noétig die Proben in silico mittels Klassifikation

homogen zu gestalten. Die bisherige biochemische Aufreinigung des 26S Proteasoms
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Abbildung 8.7: Standardabweichung des offenen Thermosms, das im Fourierraum einen unterschied-
lich orientierten Missing Wedge mit einem Halbwinkel von 30° besitzt. Die Orientie-

rung wird um den Winkel ¥ variiert.

hat sich als nicht zufriedenstellend erwiesen, um eine ausreichende Strukturerhaltung

der 26S Proteasomen zu gewéhrleisten. Sollte es jedoch gelingen, diese Probleme zu

16sen, so bietet die verfolgte Strategie aus Tomographie, Lokalisierung von 20S und

26S Proteasomen mittels Mustererkennung, Klassifizierung und anschliefslender Mit-

telung der potentiell homogenen Klasse der 26S Proteasomen eine vielversprechende

Moglichkeit, innerhalb kurzer Zeit eine Struktur des 26S Proteasoms im Auflosungs-

bereich von etwa (3 nm)~! zu erhalten.



9. Diskussion und Ausblick

Mustererkennung. Die Aufteilung eines Tomogramms in seine strukturellen Be-
standteile (Segmentierung) beruhte in der Vergangenheit auf subjektiver Antizipation
(z.B. in Ref. (Medalia et al. 2002))). Die offensichtlich mangelnde Objektivitat und
Arbeitsintensivitdt dieses Verfahrens machen die Entwicklung quantitativer Metho-
dologien zur Analyse von Elektronentomogrammen notwendig. Prinzipiell sind hierzu
zwei Vorgehensweisen denkbar: Eine Méglichkeit ist Tomogramme anhand ihrer Mor-
phologie idealerweise parameterfrei in morphologisch dhnliche Segmente aufzuteilen
(z.B. (Frangakis und Hegerl 2002} Linaroudis und Hegerl 2005))). Geht man davon aus,
daf das Tomogramm aus einer begrenzten Zahl verschiedener aber strukturell wohl-
definierter "Bausteine” aufgebaut ist, so kann die strukturelle Signatur der Bausteine
zur Segmentierung ausgenutzt werden. Wahrend sich ersterer Ansatz anbietet, um
pleomorphe Strukturelemente wie z.B. Membranen abzugrenzen, ist der zweite An-
satz zur Identifikation makromolekularer Komplexe in Tomogrammen iiberlegen; der
Vorteil besteht dabei darin, daf zur Detektion ein Maximum an a prior: Information
ausgenutzt werden kann, was angesichts des sehr niedrigen SNRs von Kryoelektro-
nentomogrammen entscheidend ist.

In dieser Arbeit wurden korrelationsbasierte Verfahren zur Identifikation von Makro-
molekiilen anhand ihrer bekannten strukturellen Signatur entwickelt. Bei der Detek-
tion von Proteasomen in Phantomzellen hat sich die lokal normierte, eingeschrinkte
Korrelationsfunktion LCCF als das zuverlassigste Verfahren zur Detektion erwiesen.
Es wurde auch zur Detektion von Ribosomen in pro- und eukaryotischen Zellen und
zur Lokalisierung von Aktinfilamenten erfolgreich angewendet. Als momentan grofstes
Problem bei der Partikeldetektion mittels Korrelation hat sich die Empfindlichkeit der
Methode auf unterschiedliche SNRs herausgestellt. Objekte wie Goldkiigelchen oder
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Zellmembranen besitzen starkeren Kontrast als Proteinkomplexe und sind aus diesem
Grund haufig die Ursache falsch-positiver Detektionen. Die lokale Normierung der
LCCF ist diesbeziiglich am wenigsten empfindlich, jedoch leiden die Korrelationser-
gebnisse auch hier unter dem innerhalb eines Tomogramms inhomogenen SNR.

Die hinreichend zuverlassige Detektion von Ribosomen in Zellen gelang trotz des vari-
ierenden SNRs insbesondere deshalb, da Ribosomen zum einen sehr grofse molekulare
Maschinen sind (Durchmesser > 20 nm), zum anderen sind sie aufgrund ihres RNA
Anteils relativ dicht (p ~ 1.7 gem ™). Um in der Zukunft zunehmend kleinere Prote-
inkomplexe in Zellen oder anderen biologischen Systemen zuverldssig detektieren zu
kénnen, miissen die theoretischen Methoden und der experimentelle Aufbau weiter
verbessert werden. Das SNR der Tomogramme kann auf der experimentellen Seite
vor allem durch die Entwicklung signifikant verbesserter CCD Kameras erhéht wer-
den, woran derzeit intensiv geforscht wird (Ubersicht in (Fan und Ellisman 2000)).
Rechnerisch kann die Partikelidentifikation potentiell durch den Einsatz iterativer Re-
konstruktionsmethoden oder alternativer Ahnlichkeitsmafe wie Mazimum Likelihood
zuverlassiger werden (siche Abschn. [5.7).

In situ Strukturbestimmung. Als Teil dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur
Strukturbestimmung von Makromolekiilen in ihrer annéhernd natiirlichen Umge-
bung entwickelt. Die Kombination von Kryoelektronentomographie und Single Par-
ticle Mittelungstechniken erlaubte z.B. die Auflésung der Quarternérstruktur des Env
Komplex von MoMuLV bis zu etwa (3 nm)~!. Mit dieser Auflésung lassen sich bereits
biologisch signifikante Fragen beantworten, wie die Giiltigkeit eines strukturellen Mo-
dells der retroviralen Infektion.

Das hier vorgestellte Verfahren birgt jedoch noch erhebliches weiteres Potential, um
héhere Auflésungen zu erzielen. Die finale Auflésung ist derzeit im Wesentlichen durch
zwei Faktoren limitiert: Erstens ist die derzeit nutzbare Information der Einzelpar-
tikeldaten im Fourierraum auf den Bereich innerhalb der ersten Nullstelle der CTF
beschrankt. Eine Erweiterung dieses Bereichs wiirde eine Dekonvolution der Tomo-

gramme mit der CTF erfordern, was z.B. von Winkler und Taylor (Winkler und
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Taylor 2003) realisiert wurde. Eine zuverlassige CTF Korrektur ist darauf angewie-
sen, die CTF Parameter anhand der einzelnen EM Bilder zu bestimmen, jedoch ist
das SNR der einzelnen Bilder einer Kippserie unter Kryobedingungen hierfiir der-
zeit nicht ausreichend. Wiederum kann die Entwicklung signifikant verbesserter CCD
Kameras diesen Zustand moglicherweise entscheidend verbessern. Zweitens ist die er-
reichbare Auflésung durch die Qualitdt der Alignierung der gesamten Tomogramme
limitiert (siche Abschn. [2.3)). Das in dieser Arbeit verwendete, relativ einfache Abbil-
dungsmodell, das Gl. zugrunde liegt, ist nicht ausreichend, um hochste Prazisi-
on der Alignierung zu erreichen. Die Implementierung erweiterter Abbildungsmodelle
wie Gl. oder noch allgemeinere lineare und ggf. auch nichtlineare Transforma-
tionen konnen die Alignierung der gesamten Tomogramme deutlich verbessern. Auf
der experimentellen Seite kann die Alignierung durch die Entwicklung mechanisch
hochst stabiler Probenhalterungen verbessert werden. Sowohl in der rechnerischen
"Post’-Alignierung sowie der mechanischen Alignierung liegt noch grofses Potential
zur Verbesserung.

Dariiberhinaus besteht die Moglichkeit, die in dieser Arbeit entwickelte Alignierungs-
prozedur weiter zu verbessern. Prinzipiell ist es moglich, verschiedenste Alignierungs-
verfahren, die in nunmehr iiber zwei Jahrzehnten im Bereich der Single Particle Ana-
lyse zur Auflosungssteigerung entwickelt wurden, auf Verfahren zur Mittelung von
Subtomogrammen zu iibertragen. Zusammenfassend lafst sich sagen, daf eine Auflo-
sung von in situ Mittelungen im Bereich von (2 nm)~! in der nahen Zukunft rea-
listisch ist. Es ist besonders wichtig, diese Auflésungsbarriere zu durchbrechen, da
ab dieser Auflosung ein unzweideutiges Einpaflen atomarer Strukturen, die z.B. mit
Rontgenkristallographie bestimmt wurden, heute méglich ist (Wriggers und Chacon
2001). Der fortgeschrittenen Interpretation von elektronenmikroskopischen Dichten
im mittleren Auflésungsbereich von (2-4 nm)~! wird in der Zukunft wachsende Be-
deutung zukommen, da strukturelle Daten schwach und voriibergehend gebundener
Komplexe auf absehbare Zeit in diesem Auflosungsbereich liegen werden. Eine detail-

lierte Analyse dieser Dichten wird die Kombination der EM Struktur mit weiteren
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Daten, die neben experimentell bestimmten atomaren Strukturen auch anhand der
Proteinsequenzen vorhergesagten Modelle oder andere biochemische Daten iiber Pro-
teininteraktionen umfassen, benotigen, und erste Versuche zeigen daf dieser Ansatz

sehr grofes Potential birgt (Aloy et al. 2004; Topf et al. 2005)).

Constrained Principal Component Analysis. Die in dieser Arbeit entwickelte
Klassifikationsmethode verringert die Artefakte der klassischen PCA bei der Klas-
sifikation tomograpischer Daten signifikant. Ziel der Klassifikation ist es, einzelne
makromolekulare Komplexe in strukturell homogene Populationen aufzuteilen. Die
Bedeutung der Klassifikation einzelner, in einem Tomogramm enthaltener makromo-
lekularer Komplexe wird in der Zukunft deutlich an Bedeutung gewinnen: Zum einen
erfordert die hoherauflosende strukturelle Studie von in Tomogrammen enthaltenen
Makromolekiilen die Mittelung homogener Datensétze. Zum anderen fuft eine rigo-
rose statistische Analyse der Zustidnde eine Makromolekiils in einer biologisch aktiven
Umgebung auf einer solchen mathematischen Beschreibung.

Eine erfolgreiche Klassifikation z.B. verschiedener Zusténde eines Makromolekiils er-
fordert jedoch zuvorderst experimentelle Daten, die signifikante Unterschiede im Auf-
16sungsbereich der zu detektierenden Konformationsénderungen aufweisen. Mit der
derzeitigen experimentellen Ausriistung ist dies i.A. nur bei sehr diinnen Proben (~
100 nm) méglich. Die hochauflésende Abbildung fragiler makromolekularer Kom-
plexe erfordert deshalb entweder das Zerschneiden ganzer, eiseingebetteter Zellen
(Kryoschneiden, siehe z.B. (Al-Amoudi et al. 2004)) oder Formen &uferst schonen-
der Aufreinigung, die strukturerhaltend arbeiten und nicht notwendigerweise hochste
Reinheiten erreichen wie konventionelle biochemische Techniken (Baumeister 2005)).
Die Entwicklung beider Techniken wird derzeit vorangetrieben, so dafs die entwickelte
Partikelmittelung in Verbindung mit der CPCA ein sehr effektives Werkzeug werden
kann, um fragile molekulare Maschinen im Auflsungsbereich von (2-4 nm)~! struk-

turell zu charakterisieren.



Abkurzungen

2D zweidimensional

3D dreidimensional

Abb. Abbildung

Abschn. Abschnitt

ART Algebraic Reconstruction Techniques
ARCF  Auto Rotational Correlation Function

bzgl. beziiglich

bzw. beziehungsweise

CA Capsid (Protein) in Kap. 7 und Correspondence Analysis in Kap. 9
CC Correlation Coefficient

CcCC Constrained Correlation Coefficient
CCD Charged Coupled Device

CCF Constrained Correlation Function
CF Cytoplasmatic Filament
CP Central Transporter

CPCA  Constrained Principal Component Analysis
CTF Contrast Transfer Function

Env Envelope Protein Complex
EM Elektronenmikroskopie
ET Elektronentomographie

FEG Field Emission Gun
FFT Fast Fourier Transform

gef. gegebenenfalls

Gl Gleichung

HA Hemaglutinin

HIV Human Immunodeficiency Virus
i.A im Allgemeinen

KET Kryoelektronentomographie
LCCF Local Constrained Correlation Function
LMCF Local Mutual Correlation Function
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LM
LR
MA
MCF
MulV
MoMuLV
MSA
NC
NMR
NPC
PCA
PDB
RBD
RCF
SIV
SNR
SU
Tab.
TEM
™
U.S.W.
XCF
z.B.

Lichtmikroskop

Luminal Spoke Ring

Matrix (Protein)

Mutual Correlation Function
Murine Leukemia Virus
Moloney Murine Leukemia Virus
Multivariate Statistical Analyse
Nucleocapsid

Nuclear Magnetic Resonance
Nuclear Pore Complex
Principal Component Analysis
Protein Data Bank

Receptor Binding Domain
Rotational Correlation Function
Stmian Immunodeficiency Virus
Signal-to-Noise Ratio

Surface Subunit

Tabelle
Transmissionselektronenmikroskop
Transmembrane Subunit

und so weiter

Cross Correlation Function
zum Beispiel
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Physikalische Konstanten

Lichtgeschwindigkeit
Elementarladung

Ruhemasse des Elektrons
Ruheenergie des Elektrons
Plancksches Wirkungsquantum

Dielektrizitatskonstante

Bohrscher Radius
Wellenldnge des Elektrons

Atomgewicht

c=2.9979-10% ms~!

e=1.602-10"1" C

mo = 9.1091 - 10~3" ke

Ey = moc? = 511 keV

h = 6.6256 - 10734 Nms
=4.136 - 1071 eVs

€ =8.8419- 1072 C2N—'m~2
= 1.4165 - 1073° C%eV—!m™!

ap = o0, = 0.0529 nm

A\ = he(EE, + E?)71/2
= 1.97 - 10~"?nm bei 300 kV

Da = 1.6605387313 - 10~** g
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