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1. Einleitung

1.1. Biomolekulare Transmissionselektronenmikroskopie

Die genaue Kenntnis der Struktur von Makromolekdlen ist wichtig, um ihre Funktion zu
verstehen. Neben der Rontgenkristallographie und der NMR ist die Kryo-Elektronenmik-
roskopie die dritte grofe strukturbiologische Methode. Die Grundlage hierfir war die Ent-
wicklung des Transmissionselektronenmikroskops (TEM) durch Ernst Ruska und Max
Knoll 1931 (Knoll & Ruska 1932), fir die Ernst Ruska 1986 den Nobelpreis fir Physik
erhielt. Da biologische Proben der starken Elektronenstrahlung nur kurze Zeit widerste-
hen konnten, mussten fur die Verwendung von TEM fir die Untersuchung von Biomole-
kilen sogenannte ,low-dose“-Techniken entwickelt werden. Die ersten gut aufgeldsten
Strukturen von biologischen Proben wurden mittels kristallographischer Elektronenmik-
roskopie erstellt. Aaron Klug erhielt 1982 den Nobelpreis fir Chemie fir die Untersu-
chung von Nukleinsaure-Protein-Komplexen. Ein weiterer Meilenstein war die Entwick-
lung der Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM), wobei die Probe in ih-
rem natdrlichen Zustand vitrifiziert wird und somit erstmals eine Betrachtung der Proteine
im nativen Zustand mdglich wurde. Die Bedeutung dieser Entwicklung durch Joachim
Frank, Jacques Dubochet und Richard Henderson wurde schliel3lich 2017 mit dem No-

belpreis fur Chemie gewurdigt (NobelPrize.org 2021).

1.1.1. Das Transmissionselektronenmikroskop

Als bildgebende Methode gilt fir die Elektronenmikroskopie die Abbé-Gleichung fur die
Punktauflésung und somit die maximal erreichbare Aufldsung des Elektronenmikroskops
(Abbe 1873):

dmin = A/ (n*sina) (1)

mit 1 Wellenlange der Strahlung und n * sin « numerische Apertur (n Brechungsindex

und a Offnungswinkel). In einem TEM hangt die Wellenlange des Elektronenstrahls von

der Beschleunigungsspannung ab (60-1200 kV). Die Wellenlange ergibt sich aus dem

Welle-Teilchen-Dualismus, der durch die de-Broglie-Wellengleichung (de Broglie 1924)
h

A= — (2)
mv



beschrieben wird. Im Elektronenmikroskop dient die Elektronenkanone (electron gun,
Abbildung 1) der Bereitstellung eines Elektronenstrahls mit hoher Helligkeit (= Strahl-

dichte) und hoher temporaler sowie spatialer Koharenz. Die temporale Koharenz
Ac = vh/AE (3)

mit der Geschwindigkeit der Elektronen v und der Energiespreizung AE (Williams &
Carter 1996) beschreibt die chromatische Aberration der Quelle und sollte minimal sein.

Die Spatiale Koharenz mit
d. =1/2a 4)

hangt vom Offnungswinkel der Quelle a ab (Williams & Carter 1996) und wird durch eine
moglichst kleine Spitzengeometrie ermdglicht. Eine hohe Koharenz des Elektronen-

strahls ist Voraussetzung fur hochauflésende Transmissionselektronenmikroskopie.

Es werden zwei Typen von Elektronenquellen verwendet: Thermionische Kathoden, de-
ren Elektronenaustrittsarbeit durch Heizen der Kathode auf 1400-2700 K erreicht wird
und Feldemmissionskathoden, aus der die Elektronen quantenmechanisch durch
Schottky-Feldemmission freigesetzt werden (Orloff 2009). Feldemmissionskathoden
sind den einfacheren thermionischen Kathoden in jeglicher Hinsicht tberlegen und pro-
duzieren einen 10%-10® mal helleren Strahl mit einer Energiespreizung von nur 0,2 -
0,7 eV statt 1-2 eV bei thermionischen Kathoden.

Die, durch die Kathode freigesetzten Elektronen werden anschlie®end durch den ,Ac-
celeratorstack® (Abbildung 1) in mehreren Schritten auf ihre finale Geschwindigkeit be-

schleunigt.

L Filament

—e Acceleratorstack

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Elektronenquelle eines TEM. Rot: Filament,
orange: Acceleratorstack, grun: Elektronenstrahl

Die Kondensorlinsen (Abbildung 2) dienen der genauen Einstellung der Beleuchtung der
Probe. Die Starke der elektromagnetischen Linsen kann durch die angelegte Spannung
moduliert werden. Durch die erste Kondensorlinse wird die Intensitat des Elektronen-
strahls geregelt, was insbesondere bei der biomolekularen Elektronenmikroskopie wich-

tig ist, um Strahlungsschaden zu minimieren. Die zweite Kondensorlinse bestimmt den
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Strahldurchmesser und damit den Bereich, der belichtet wird. Moderne Hochleistungs-
mikroskope besitzen noch eine dritte Kondensorlinse die dafiir sorgt, dass der Elektro-
nenstrahl je nach Einstellung der anderen beiden Kondensorlinsen parallel auf die Probe
trifft und somit ideale Abbildungsbedingungen herrschen. Einfachere Doppelkondensor-
systeme ohne dritte Linse kénnen parallele Beleuchtung nur in diskreten Einstellungen
gewahrleisten und sind somit weniger flexibel in der Anwendung. Hinter den Kondensor-
linsen ist die Kondensorblende angebracht, die zur Reduzierung der Strahlintensitat und

zur Erhéhung der Koharenz des Elektronenstrahls dient.

3 Kondensorlinsen
>
Kondensorblende

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Kondensorsystems eines TEM. Blau: Linsen,
grun: Elektronenstrahl, schwarz: Kondensorblende.

Die Objektivlinse (Abbildung 3) ist die bildgebende Linse im TEM und bestimmt die Auf-
I6sung. Die Obijektivlinse in modernen TEMs ist in zwei Polstlicke geteilt, zwischen de-
nen der Elektronenstrahl parallel verlauft. Die Probe befindet sich in einem Goniometer
(Probenbiihne/Stage) zwischen den Polstlicken und kann dadurch sehr prazise und au-
tomatisiert positioniert werden. In der hinteren Brennebene der Objektiviinse liegt die
Objektivblende (Kontrastblende), mit der die von der Probe stark gestreuten Strahlen
abgeblendet werden, wodurch es zu Kontrasterhdhung kommt. In besonderen Fallen
kann statt der Objektivblende an dieser Stelle eine Volta-Phasenplatte (siehe Seite 10)
verwendet werden, um durch die induzierte Phasenverschiebung zusatzlichen Kontrast

Zu erzeugen.

|—e geteilte Objektivlinse

—e Probenhalter mit Probe

. Objektivblende
—T—|‘

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des Objektiv eines TEM mit Probenhalter. Blau: Pol-
stlicke der Objektivlinse, hellgriin: Elektronenstrahl, dunkelgriin: Probenhalter, hellbraun:
Probe, schwarz: Objektivblende (in der hinteren Fokusebene der Linse).

Das Projektionssystem (Abbildung 4) besteht aus mehreren Linsen und Korrekturspulen,

die das Bild vergroRRern. Die Anregungen der Linsen kann Uber einen weiten Bereich



variiert werden, wodurch Vergréierungen zwischen 50x und mehr als 1 000 000x reali-
sierbar sind. Die Korrekturspulen dienen dazu, die Linsenfehler zu einem gewissen Grad

zu Korrigieren.

|
Zwischenlinsen -|:
Projektivlinse _|—
+:
I :

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des Projektionssystems eines TEM. Blau: Linsen,
grun: Elektronenstrahl.

Das vergroRRerte Endbild der Probe wird im einfachsten Fall auf einem Fluoreszenz-
schirm als Detektor dargestellt und kann direkt ,live“ betrachtet werden. Unterhalb des
Fluoreszenzschirms befindet sich der Energiefilter (Abbildung 5), der inelastisch ge-
streute Elektronen, welche einen relevanten Beitrag zum Bildrauschen leisten und nicht
von der Objektivblende abgeblockt wurden, herausfiltert. Hierfir werden die Elektronen
durch ein magnetisches Prisma nach ihrer Energie aufgespalten (Reimer & Kohl 2008),
wodurch anschlieBend unerwinschte Elektronen durch Positionierung einer Schlitz-

blende abgeblockt werden kdénnen.

Hinter dem Energiefilter befinden sich schlie3lich verschiedene Kamerasysteme, die je

nach Bedarf in den Elektronenstrahl eingebracht werden konnen.

hl —|<Energieﬁlter

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Detektionssystems eines TEM. Grin: Elektro-
nenstrahl, violett: Energiefilter mit Detektor, schwarz: Schlitzblende des Energiefilters.

4——Detektor

4

1.1.2. Kryo-TEM

Biologische Proben sind typischerweise wassriger Natur, d.h. sie besitzen eine Hydrat-
hille. Das flussige Wasser in den Proben kann jedoch nicht im Hochvakuum des Mikro-
skops bestehen. Dieses Problem kann in der klassischen TEM umgangen werden indem
man die Probe mit einer geeigneten Praparationstechnik dehydratisiert, z.B. durch Ein-
betten in Harz und Trocknung nach Negativkontrastierung mit Schwermetallsalzen.
Diese Methoden verursachen jedoch strukturelle Artefakte und sind aufgrund der Kor-
nigkeit der Kontrastmittel nicht fir hochaufgeldste Rekonstruktionen verwendbar. Zudem
befinden sich die zu untersuchenden Molekiile nach der Praparation nicht mehr in nati-

ver Umgebung was konformationelle Anderungen bewirken und zur Denaturierung des
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Proteins fihren kann. Bei der Kryo-TEM fixiert man stattdessen die Hydrathllle der Pro-
teine, sowie das umgebende Medium durch Vitrifizieren und verhindert dadurch das Ver-
dampfen des Wassers im Hochvakuum. Hierfir muss ein dinner Probenfilm innerhalb
extrem kurzer Zeit (in der GréBenordnung von 10° Sekunden) auf ca. -189°C abgekiihlt
werden. Durch die schnelle Kihlrate wird amorphes Eis in der Probe gebildet und gleich-
zeitig das Wachstum von geordneten Kristallen verhindert, was zu strukturellen Schaden
und Bildartefakten fliihren wiirde (Moor 1964). Die Proteine werden in einem quasi-nati-
ven Zustand fixiert, die Hydrathulle bleibt erhalten, und man kann das gesamte konfor-

mationelle Ensemble des Proteins in der Probe untersuchen.

Die Herstellung von vitrifizierten Proben erfolgt mittels ,plunge-freezing“. Dabei wird die
Probe auf ein Grid mit Kohlelochfilm aufgetragen und mit Filterpapier abgeblottet, sodass
nur noch ein dinner Flussigkeitsfilm Gber den Léchern gespannt bleibt (Abbildung 6).
Unmittelbar danach wird das Grid in ein geeignetes Kryogen (Ethan, Propan oder eutek-
tische Mischung der Beiden (Tivol et al. 2008)) geschossen und dadurch vitrifiziert (Brig-
geller & Mayer 1980, Dubochet & McDowall 1981). AnschlielRend muss die Probe stan-
dig unterhalb der Glastbergangstemperatur (reines Wasser ca. -136°C) gehalten wer-
den, um einen Phasenubergang des amorphen Wassers zu kristallinen Domanen zu
verhindern (Debenedetti 2003). Zudem muss eine Kontamination durch Feuchtigkeit in

der Raumluft verhindert werden.

p  Stickstoff

o
g N,

Abbildung 6: Ablauf des ,plunge-freezings®. Links: Probe wird auf Tragernetzchen (Grid)
mit I16chrigem Kohlefilm aufgetragen. Mitte: nachdem der GroRteil der Probe mit einem
Filterpapier abgeblottet wurde, wird das Netzchen in flissiges Ethan (oder anderes Kry-
ogen) geschossen. Rechts: Das Ergebnis der Praparation ist ein I6chriger Kohlefilm
(schwarz) Uber dessen Lochern sich der vitrifizierte Probenfilm befindet.

Die Interaktion des Elektronenstrahls mit der vitrifizierten Probe fihrt zum Teil zu inelas-
tischer Streuung der Elektronen an der Probe. Die dabei an die Probe abgegebene Ener-
gie fuhrt zu Radiolyse der ionischen und kovalenten Bindungen in organischen Proben.
Der dabei freiwerdende Wasserstoff (Leapman & Sun 1995) kann im Mikroskop als
,bubbling“ beobachtet werden (Meents et al. 2010). Zudem wird die Probe durch den



Energieeintrage erhitzt, was zunachst zu Kristallwachstum und anschlieRend zum
Schmelzen der Probe flhrt (Karuppasamy et al. 2011). Aus diesen Grinden gilt fur das
Arbeiten mit kryofixierten Proben eine starke Dosislimitation. Aus der Limitierung der ak-
zeptablen Elektronendosis folgt ein schlechtes Signal zu Rausch Verhaltnis und somit
ungunstige Kontrastverhaltnisse fur die Bildentstehung. Bei einer Elektronendosis von
mehr als 20-30 e/ A? treten bereits Schaden an den Molekiilen in der Probe auf, was es

unmoglich macht hochaufgeloste Rekonstruktionen zu erhalten (Baker et al. 2010).

1.1.3. Kontrastentstehung

Um Strukturen auf einem Bild unterscheiden zu kénnen, midssen diese durch unter-
schiedlichen Kontrast voneinander abgrenzbar sein. Wie bereits beschrieben, ist der
Kontrast in Kryo-TEM aufgrund der Dosislimitierung schlecht (siehe oben). Kontrastent-
stehung in der Elektronenmikroskopie beruht auf elastischer und inelastischer Streuung
der Elektronen an der Probe (Abbildung 7) und flhrt in deren Konsequenz zu Amplitu-
den- und Phasenkontrast (HanRen 1971).

Sekundarelektronen

Kathodolumineszenz
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Abbildung 7: Ubersicht der Streuungsméglichkeiten von Elektronen in der Elektronen-
mikroskopie. Ungestreute Elektronen, die die Probe ohne Interaktion passieren (grin).
Elastisch gestreute Elektronen, welche hauptséachlich fir die Kontrastentstehung im TEM
verantwortlich sind (blau). Inelatisch gestreute Elektronen welche hauptsachlich in der
Rasterelektronenmikroskopie (SEM) fur die Kontrasterzeugung genutzt werden und im
TEM malgeblich firr die Strahlenschaden verantwortlich sind (rot).

Der Phasenkontrast entsteht durch Interferenz der Wellenfunktion von gestreuten Elekt-

ronen gegenuber ungestreuten Elektronen. Inelastisch gestreute Elektronen tragen hier-

bei vor allem zu Rauschen im Bild bei, sofern sie nicht durch einen Energiefilter entfernt



werden. Elastisch gestreute Elektronen hingegen enthalten Informationen Uber die

Probe in Form von Phasenverschiebung, die zur Bilderzeugung genutzt werden kdénnen.

Der Amplitudenkontrast entsteht durch Entfernen von Elektronen aus dem Elektronen-
strahl bevor diese auf den Detektor treffen (Rose 1984). Dies kann durch Abblocken
stark gestreuter Elektronen an der Objektivblende sowie durch Entfernen inelastisch ge-
streuter Elektronen durch den Energiefilter geschehen. Die Verringerung der Beschleu-
nigungsspannung und das Verkleinern des Objektivblendendurchmessers verstarken

den Amplitudenkontrast.

Ein groRRer Teil der Elektronen passiert die Probe ohne mit der Probe interagiert zu haben
(Russo & Passmore 2016). Neben diesen ungestreuten Elektronen werden Elektronen,
sofern sie mit Elektronen der Atomhillen der Probe interagieren, inelastisch gestreut,
was mit einem Energieverlust einhergeht. Es werden drei Mechanismen der inelasti-
schen Streuung unterschieden (Reimer & Kohl 2008). Elektronen kdnnen von den Ato-
men der Probe eingefangen werden, was zu lonisierung des betreffenden Atoms fuhrt
und Energie von tber 200 eV auf die Probe Ubertragt (Abbildung 8, rot). Neben der loni-
sierung kénnen die Elektronen die Gitterschwingung der Probe anregen und dabei Ener-
gie in der GroRenordnung von meV auf die Probe Ubertragen (Abbildung 8, blau). Das
Quantenteilchen der Gitterschwingung heif3t Phonon, weshalb wir in diesem Fall von
Phononenanregung sprechen. Die dritte Mdglichkeit der inelastischen Streuung beruht
auf der Anregung des Plasmons, dem Quantenteilchen der Schwankung der freien La-
dungstrager in der Probe. Bei der Plasmonenanregung werden Energien von 2-50 eV
(Abbildung 8, griin) Ubertragen (Ahn 2004). Neben den Strahlungsschaden, die aufgrund
der abgegeben Energie in der Probe auftreten, verlassen die Elektronen nach der inelas-
tischen Streuung die Probe mit verringerter Energie. Hierdurch werden sie aufgrund der
chromatischen Aberration der Linsen nicht korrekt fokussiert und fuhren zu Unscharfe
im Bild. Inelastisch gestreute Elektronen werden typischerweise nur zu kleinen Raum-
winkeln gestreut, wodurch sie schlecht von der Objektivblende abgeblockt werden koén-
nen. Der Energieverlust durch Phononenresonanz ist in der Gréf3enordnung der Ener-
giespreizung der Elektronenquelle und kann nicht mittels Energiefilter herausgefiltert
werden. Elektronen, die aufgrund der Plasmonenresonanz Energie verloren haben, kdn-
nen hingegen durch einen Energiefilter von der Detektion ausgeschlossen werden und
tragen somit letztendlich zum Amplitudenkontrast bei. Da der Streuungsquerschnitt fur
die inelastische Streuung von der Kernladungszahl des betreffenden Atoms abhangt, ist
der Kontrastbeitrag in der biomolekularen Elektronenmikroskopie aufgrund der typi-

scherweise leichten Elemente nur relativ klein (Bauerlein 2018).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Elektronenenergieverlust-Spektrums
(EELS). Die drei moglichen inelastischen Streuungsereignisse sind farblich unterschied-
lich dargestellt. Blau: Der ,Zero-loss peak” beinhaltet Elektronen, die keine Energie an
die Probe abgegeben haben. Zudem finden sich Elektronen, die Energie durch Phono-
nenresonanz verloren haben in diesem Peak, da sich der Energieverlust im Bereich von
meV abspielt und somit nicht aufgeldst wird. Griin: Die Plasmonresonanz-Peaks treten
im Bereich von 2-50 eV auf und kénnen mittels Energiefilter wirkungsvoll herausgefiltert
werden. Rot: Das Spektrum der lonisierungsereignisse ist gekennzeichnet durch hohe
Energie im Bereich von Uber 200 eV. Diese Elektronen werden von der Probe aufgenom-
men und bewirken starke Strahlenschaden (Kikuchi & Yasuhara 2012).

Bei der elastischen Streuung werden die Elektronen elektrostatisch vom Coulombfeld
der Atomkerne in der Probe abgelenkt und erfahren dabei eine Phasenverschiebung bei
gleichbleibender Energie (Reimer & Kohl 2008). Atome mit hoher Kernladungszahl
streuen die Elektronen zu grélteren Raumwinkeln und erzeugen zusammen mit der Ob-
jektivblende Amplitudenkontrast (Rose 1984). Die leichten Atome von biologischen Pro-
ben streuen hingegen zu geringeren Raumwinkeln und werden somit auf den Detektor
projiziert. In der Bildebene kann schliellich die Phasenverschiebung der gestreuten
Elektronen zu Interferenz mit ungestreuten Elektronen gebracht werden, was als Pha-
senkontrast sichtbar wird (HanRen 1971). Aufgrund der geringen Kernladungszahl und
der damit geringen Phasenverschiebung ist die Intensitadtsanderung bei Interferenz mit

ungestreuten Elektronen nur gering.

Elemente mit niedriger Ordnungszahl erzeugen aufgrund des geringeren Streuungs-
querschnitts nur wenig Amplitudenkontrast. Der Amplitudenkontrast spielt somit bei bio-
logischen Proben eine untergeordnete Rolle und betragt etwa 14 % des Phasenkontrasts
(Langmore & Smith 1992).

Um den dennoch geringen Kontrast zu verstarken, kann durch Defokussieren der Ob-

jektivlinse eine zusatzliche Phasenverschiebung in den elastisch gestreuten Elektronen



induziert werden (Thon 1966). Dieser Zusammenhang wird in der Kontrasttransferfunk-

tion (CTF) zum Ausdruck gebracht (Frank 1996):

1
CTF(x,4z) = —2sin [n (—Az,lxz + 5 C5/13x4)] 5)

mit zwei mikroskopspezifischen Konstanten: der Wellenlange der Elektronen A (4 =
1,97 pm bei 300 kV) und der spharischen Aberration der Objektivlinse C;. Zudem hangt
die CTF von der Raumfrequenz x und dem Defokus Az ab. Abbildung 9 zeigt die Abhan-
gigkeit der CTF vom verwendeten Defokus. Mit zunehmender Raumfrequenz (und somit
besserer Auflésung) nimmt die Amplitude der CTF ab. Diese Dampfung wird durch tem-
porale und spatiale Inkoharenz hervorgerufen, welche als Dampfungsterme mit der CTF
multipliziert werden. Der Effekt dieser Dampfung kann in Abbildung 9 beobachtet werden

(blaue Kurve; -3 ym Defokus) (Bauerlein 2018).

" V=300kV; C,=2,7 mm]

ﬁ / \ e
* A \ [
(\ [\ f\ A n f\ n, \:\Y "j \

—_
o

o
U

[=]

VRAZ:E

\/

1<)
n

Kontrasttransfer

—_
o

_Defokus— -3pm/-0,3 um /0 pm

10 2 1 0,67 0,50 0,40 033 0,29 025
Auflésung [nm]
0,1 0,5 1 15 2 25 3 35 4

Raumfrequenz [1/am]

Abbildung 9: Verlauf der geddmpften CTF bei verschiedenen Defokuswerten: O pm
(schwarz), -0,3 um (griin) und -3 ym (blau) bei einer Beschleunigungsspannung von
300 kV und einem spharischen Aberationskoeffizienten von 2,7 mm. Auffallig ist die, mit
zunehmenden Defokus starker werdende Dampfung der hohen Raumfrequenzen. Je ge-
ringer der Defokus, desto weiter verschiebt sich der erste Peak in Richtung der héheren
Raumfrequenzen und desto schwerer sind Partikel auf den Negativen zu erkennen. Plots

berechnet nach Gleichung (6) (Williams & Carter 1996).

Die Dampfung durch temporale Inkoharenz wird durch Abweichungen der Wellenlange

des Elektronenstrahls hervorgerufen (Williams & Carter 1996):

E(x) = exp [—%nz/lz 1c? <4 (AI‘OI) + (%)2 + (%)Zﬂ (6)

Die Hullfunktion fir die temporale Koharenz hangt von der Energiespreizung der Elekt-
ronenquelle AV /V, , der Energie des Elektronenstrahls AE/E, , der Instabilitat der Ob-
jektivlinse Al /I, , der chromatischen Abberation der Objektivlinse C., der Raumfrequenz

x sowie der Wellenlange der Elektronen 4 ab.



Neben der temporalen Inkoharenz wird die spatiale Inkoharenz durch die Geometrie des
Elektronenstrahls hervorgerufen (Williams & Carter 1996):
2
E;(x) = exp [— (nl_a) (C.A3x3 + AzAx)? (7)
Sie hangt vom Offnungswinkel der Elektronenquelle a, dem Defokus Az, der chromati-

schen Abberation der Objektivlinse C,., der Raumfrequenz x sowie der Wellenlange der

Elektronen A ab.

Bei der Detektion der Elektronen mit digitalen Sensoren tritt zudem mit der Modulations-
transferfunktion (MTF), eine weitere Dampfungsfunktion auf, die von der Pixelgréfle und
anderen hardwarespezifischen Charakteristika der sensitiven Schicht des Detektors ab-
hangt (Hecht 2017).

Da bei starkerer Defokussierung die Dampfung der CTF zunimmt, verringert sich die
erreichbare Auflosung mit zunehmenden Defokus. Eine Mdglichkeit, ausreichend Kon-
trast zu erhalten und gleichzeitig nicht oder nur wenig zu defokussieren, wurde 2014 mit
der Entwicklung der Volta-Phasenplatte (VPP) geschaffen (Danev et al. 2014). Abbil-
dung 10 zeigt Aufnahmen des 20S Proteasoms mit und ohne VPP. Ohne Defokussieren
koénnen die Proteine sehr viel deutlicher erkannt werden als auf der konventionellen Auf-

nahme.

Abbildung 10: Vergleich von Aufnahmen des 20S Proteasoms mit und ohne Volta Pha-
senplatte (VPP). Links: Aufnahme mit VPP im Fokus mit deutlich erkennbaren Protein-
molekilen. Rechts: Aufnahme ohne VPP bei -1,6 um Defokus mit starkerer Granularitat
des Hintergrundes und schwacherem Kontrast (Danev & Baumeister 2016).

Statt der Objektivblende wird ein beheizter Kohlefilm in die hintere Fokusebene der Ob-
jektivlinse gebracht. Da hier die ungestreuten Elektronen auf einem sehr kleinen Bereich
gebundelt werden, kann die Phasenplatte durch Exposition mit dem Elektronenstrahl
~konditioniert werden. Dabei verandert sich die, durch die Phasenplatte induzierte Pha-

senverschiebung der ungestreuten Elektronen relativ zu den gestreuten Elektronen. Der
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Mechanismus ist nicht genau bekannt, aber es wird vermutet, dass die Bestrahlung zu
lokaler Desorption verschiedener Spezies fuhrt und damit eine Veranderung der Elekt-
ronenaustrittsarbeit und somit des Volta-Potentials in dem Bereich hervorruft. Durch die

Verwendung der VPP andert sich die CTF wie folgt (Danev et al. 2017):

2

1 e
CTF(x,Az) = —2sin [n (—AZ/IxZ + 565/13364) o (1 e 252>] @)

mit Phasenverschiebung ¢, Radius der VPP s, Wellenlange der Elektronen A, spharische
Aberration der Objektivlinse C,, Raumfrequenz x und Defokus Az.Die Auswirkung der
VPP auf die CTF ist in Abbildung 11 dargestellt. Durch die héhere Signallbertragung bei
niedrigen Raumfrequenzen kdnnen die Partikel trotz geringem Defokus sehr viel besser

erkannt werden.
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Abbildung 11: Vergleich der CTF ohne und mit VPP. 0 um Defokus; 300 kV Beschleuni-
gungsspannung; 2,7 mm spharischer Aberationskoeffizient. Der Vorteil der VPP (rot) ge-
genuber konventioneller Konfiguration (schwarz) ist, dass ohne Defokussieren bereits
ein sehr guter Konstrasttransfer in den niedrigen Raumfrequenzen vorliegt. Somit zeigen
die Proben einen starken Kontrast, ohne dass hierfir entsprechend stark defokussiert

werden muss. Plots berechnet nach Gleichung (8) (Danev et al. 2017)

1.1.4. Kontrastdetektion

Die Detektion im TEM erfolgte lange Zeit auf photographischen Film. Da dies jedoch
sowohl zeit- als auch arbeitsintensiv war, wurden bereits in den 1980er Jahren digitale
CCD-Sensoren zur Bildaufnahme in Elektronenmikroskopen verwendet (Mochel &
Mochel 1986). Hierbei werden die Elektronen durch eine Szintillationsschicht in Photo-
nen umgewandelt und diese mittels einer Faseroptik zum CCD-Sensor geleitet (Krivanek
& Mooney 1993). Diese indirekte Detektion war jedoch der Qualitat der Aufnahmen auf
photographischen Film unterlegen (Abbildung 12). Die Leistungsfahigkeit von Detekto-
ren fir die Elektronenmikroskopie wird durch 2 Parameter beschrieben: die Detektor-
quanteneffizienz (DQE) und die Modulationstransferfunktion (MTF):
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Die MTF beschreibt, wie stark die verschiedenen Raumfrequenzen im Bild aufgezeich-
net werden und ist von der Pixelgrée und anderen Faktoren wie der Punktspreizfunktion
der Elektronen in der aktiven Schicht des Detektors abhangig (Hecht 2017).

Die DQE beschreibt, in Abhangigkeit der Raumfrequenz, den Anteil des Rauschens, der
durch die Signalumwandlung im Detektor hinzugefiigt wird. Ublicherweise wird der Wert
bei halber Nyquistfrequenz bestimmt (DQE(50)). Als Nyquistfrequenz bezeichnet man
die hochste Frequenz, die mit der gegebenen PixelgrdlRe exakt rekonstruiert werden
kann. Sie entspricht dem doppelten der PixelgroRe des Detektors (Kotel'nikov 2013). Die
DQE ist als Quotient der Quadrate von Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (SNR) nach dem

Detektor und vor dem Detektor definiert (Verschuur et al. 1976):

SNR(xX)Gut

DRE(x) = SNR(x)Z,

(9)

Abbildung 12 zeigt die DQE der verschiedenen Detektoren in Abhangigkeit der Nyquist-
frequenz. Bei einer Beschleunigungsspannung von 300 kV betrug die DQE(50) der ver-
breiteten CCD-Sensoren etwa 7-15 %, wahrend photographischer Film bereits eine
DQE(50) von 30-35 % bei 7 um Pixelgrofie erreichte und daher nahezu alle hdéher auf-

geldsten Strukturen lange Zeit auf Film aufgezeichnet wurden (McMullan et al. 2009).
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Abbildung 12: Vergleich der DQE von photographischem Film, CCD-Kamera und Direct-
Detector. Wahrend bei sehr kleiner Raumfrequenz Film (blau) und CCD-Kamera (rot)
ahnlich gute DQE aufweisen, nimmt die Effizienz des CCD-Chips mit steigender Raum-
frequenz schnell ab. Der DDD (griin) ist im gesamten Spektrum beiden anderen Detek-
toren Uberlegen. Die verwendeten Detektoren sind: Gatan K2-Summit (DDD - griin), Ko-
dak SO-163 (Film - blau) und TVIPS 224 (CCD - rot) (McMullan et al. 2009, McMullan et
al. 2014).
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Mit der Entwicklung neuer Detektoren im Jahr 2012, welche statt der tblichen Umwand-
lung der Elektronen in Photonen, direkt Elektronen detektieren kénnen (DDD; direct de-
tection device oder DED direct electron detector) sowie fortschrittlicherer Fertigungs-
techniken konnte die DQE(50) auf Uber 60 % gesteigert werden (McMullan et al. 2014).
Ein DDD vereint somit die Méglichkeit in kurzer Zeit eine grolte Zahl digitaler Aufnahmen
mit einer bisher unerreicht hoher DQE zu erstellen. Zudem erfolgt das Auslesen der
Chips von neuen Detektoren mit extrem hoher Geschwindigkeit, wodurch es mdglich
wurde Aufnahmeserien (,movies®) statt Einzelaufnahmen zu erstellen (Milazzo et al.
2005). Wahrend der Aufnahme wird durch den Energieeintrag eine Bewegung der Probe
induziert, zudem konnen externe Einfliisse Vibrationen in der Probe verursachen. Die
kurzen Filmsequenzen ermdglichen es nun, diese Bewegungen der Molekile wahrend
der Aufnahme zu erfassen und anschlie3end mittels ,motion correction®-Algorithmen zu
korrigieren (Brilot et al. 2012). In Abbildung 13 ist der Effekt dieser Korrektur am Beispiel

von Rotaviruspartikeln dargestellt.

Abbildung 13: Gegenuberstellung der Aufnahmen von Rotaviruspartikeln mit und ohne
»motion-correction“. Die Mittelungsbilder einer Aufnahmeserie von 60 Einzelbildern ohne
Korrektur der Bewegungsunscharfe zeigt ein deutlich verschmiertes Bild (links) wahrend
durch ,motion-correction“ der Kontrast und die Auflésung feiner Details verbessert wer-
den konnte (Brilot et al. 2012).

Diese technischen Entwicklungen fuhrten letztendlich zur sogenannten ,resolution revo-
lution®, durch die die Elektronenmikroskopie zur hochauflésenden strukturbiologischen
Methode wurde (Kuhlbrandt 2014). Aufgrund der verhaltnismaRig schlechten Qualitat
der elektronenmikroskopischen Rekonstruktionen wurden Strukturen fir lange Zeit be-
vorzugt durch Rdntgenkristallographie geldst. Die Methode ist aber unter anderem
dadurch limitiert, dass hierzu erst ein Kristall in ausreichend guter Qualitat gezichtet
werden muss. Im Kristall liegt das Protein jedoch in nicht-nativen Zustand vor. Durch die
beschriebenen Entwicklungen und neuen Rekonstruktionsalgorithmen in der Elektronen-
mikroskopie war es moglich, Strukturen zu erstellen, die der Qualitat von réntgenkris-

tallographischen Rekonstruktionen gleichkamen. Zudem eréffnet sich die Moglichkeit,
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biologische Mechanismen zu untersuchen, da man nicht mehr nur eine Konformation in
einem Kristall, sondern das gesamte konformationelle Ensemble des Proteins in nativer

Umgebung zur Verfliigung hat.

1.2. Bildverarbeitung in der Einzelpartikelanalyse

Fur die Bildverarbeitung von elektronenmikroskopischen Daten existiert eine Vielzahl an
verschiedenen Programmen wie z.B. SPIDER, IMAGIC, XMIPP, EMAN2, FREALIGN,
Cryosparc2 und RELION (van Heel & Keegstra 1981, Sorzano et al. 2004, Tang et al.
2007, Shaikh et al. 2008, Scheres 2012b, Grigorieff 2016, Punjani et al. 2017). Mit RE-
LION wurden seit seiner Entwicklung mehr hochauflésenden Strukturen geldst als mit
jedem anderen Programm in der Kryo-TEM, wodurch es einen entscheidenden Beitrag
fur die ,resolution revolution geleistet hat (Kiihlbrandt 2014). Die Berechnung erfolgt
hierbei, im Gegensatz zur bislang verwendeten Kreuzkorrelation, mittels bedingter
Wahrscheinlichkeiten (siehe Seite 16). Die bisher genutzten Algorithmen sind mit dieser
Entwicklung jedoch keinesfalls obsolet geworden. Vor allem die multivariate statistische
Analyse (MSA) erweist sich, aufgrund der Fahigkeit gro3e Datenmengen auf die wesent-
lichen Varianzen zu reduzieren, als geeignetes Werkzeug fiir die Verarbeitung hetero-

gener Daten (van Heel & Frank 1981).

1.2.1. 3D-Rekonstruktion

Um aus den experimentellen Bildern der TEM eine 3D-Rekonstruktion zu erhalten wer-
den Algorithmen zur gefilterten Ruckprojektion verwendet. Basierend auf der Radon-
Transformation kann ein 2D-Bild aus seinen 1D-Projektionen bei bekannten Winkeln
durch Ruckprojektion rekonstruiert werden (Schofield et al. 2020). Die Qualitat der Re-
konstruktion hangt von der Anzahl der 1D-Projektionen, der Genauigkeit der Winkelbe-
stimmung und der gleichmafigen Verteilung der Projektionsrichtungen ab. Da hohe Fre-
quenzen im Fourierraum niedriger gewichtet werden, missen niedrige Frequenzen vor
der Ruckprojektion durch Anwendung eines Filters gedampft werden (Abbildung 14).
Durch Erweiterung der Radon-Transformation um eine Dimension ergibt sich die Grund-
lage der 3D-Rekonstruktion aus den experimentellen 2D-Dichteprojektionen im TEM
(Crowther et al. 1970).
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Rekonstruktion eines 2D-Bildes mittels ,fil-
tered back-projection“. 1D-Projektionen des Ausgangsbildes (oben) werden nach Fou-
riertransformation (FT) mit einem Rampfilter (gelb) multipliziert, um die starkere Gewich-
tung der Informationen nahe des Ursprungs zu kompensieren. Die Informationen werden
anhand des ermittelten Winkels gleichmaRig in den 2D-Raum projiziert (mitte). Mit zu-
nehmender Anzahl an bekannten Winkelansichten verbessert sich die Rekonstruktion
(unten).

1.2.2. Datenreduktion durch multivariate statistische Analyse

Die MSA dient zusammen mit verschiedenen Klassifizierungsalgorithmen dazu, Daten-
satze anhand ihrer Varianzen in unterschiedliche Klassen einzuteilen. Zur Datenreduk-
tion mittels MSA werden die Einzelpartikelbilder als Datenwolke in einem n-dimensiona-
len Koordinatensystem, in dem jede Dimension den Grauwert eines Pixels reprasentiert,
dargestellt. In diese Datenwolke wird nun ein neues, orthogonales Koordinatensystem
gelegt, dessen Ausrichtung entlang der gréof3ten Ausdehnung der Datenwolke erfolgt. Da
zur hinreichend genauen Beschreibung des Datensatzes deutlich weniger Achsen ndétig
sind als urspringlich durch die Anzahl der Pixel vorgegeben waren, kénnen die weiteren
Berechnungen um ein Vielfaches schneller erfolgen (van Heel & Frank 1981). Durch
Klassifizierungsalgorithmen werden die Datenpunkte in Klassen zusammengefasst.
Hierbei soll die Distanz zwischen Punkten einer Klasse minimal, und die Distanz zwi-
schen den Klassen maximal sein. Die Klassifizierung und Mittelung gleicher Partikelan-
sichten fuhrt schlieBlich zu Erhéhung des Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses (van Heel
1984). Hierdurch wird eine anschlieRende Bestimmung der Orientierung der Klassen im
Raum mittels ,projection matching“ oder ,angular reconstitution® ermdglicht (van Heel
1987).
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1.2.3. Anwendung des Satz von Bayes fiir die Strukturbestimmung

Mit Weiterentwicklung der Computertechnik konnten nicht nur immer gréRere Datens-
atze verarbeitet werden, sondern ebenfalls immer aufwandigere Berechnungen realisiert
werden. MaRgeblich war hier insbesondere die Entwicklung des Programmpakets RE-
LION (Scheres 2012b), das ein empirisches bayessches Netz zur Berechnung der wahr-
scheinlichsten Modellparameter verwendet. Viele der nétigen Parameter werden dabei
aus den Daten selbst abgeleitet, statt auf durch den Benutzer vorgegebenen Parametern
zu beruhen. Hierdurch wurde es mdglich, mit geringerem ,bias“ hochauflésende Struk-

turen zu rekonstruieren.

Nach dem Satz von Bayes (Bayes & Price 1763) fUr die Berechnung bedingter Wahr-
scheinlichkeiten kann die Posterior-Wahrscheinlichkeitsverteilung in einen Likelihood-

Term und einen Prior-Term faktorisiert werden.

Posterior-Wahrscheinlichkeit « Likelihood * Prior-Wahrscheinlichkeit (10)

Im Kontext der biomolekularen Elektronenmikroskopie qilt:
P(O|X,Y) x P(X|0,Y) « P(O|Y) 11)

Der Posterior-Term beschreibt die Wahrscheinlichkeitsverteilung fir den Parameter ©
das, in Abhangigkeit der Daten X und der Prior-Information Y, korrekte Modell zu erge-
ben. Der Likelihood-Term quantifiziert die Wahrscheinlichkeit, bei einem vorgegebenen
Modell die gemessenen Daten zu erhalten. Der Prior-Term beschreibt die Wahrschein-

lichkeit, das Modell zu erhalten, wenn die Prior-Information vorausgesetzt wird.

Nimmt man an, dass Proteine eine glatte, stetige Oberflache im Realraum besitzen, dann
hat dies zur Folge, dass die Koeffizienten fur hohe Raumfrequenzen im Fourierraum
kleinzahliger Natur sind und insbesondere hohe Frequenzen ein schlechten Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis aufweisen. Da mehrere Modelle die verrauschten EM-Daten gleich
gut beschreiben wird dieses Problem mathematisch als ,ill-posed” beschrieben,. In RE-
LION nutzt der Prior nun die Annahme der glatten, stetigen Oberflache, um somit die
durch das Rauschen unvollstandigen Informationen zu komplementieren (Scheres
2012a).

Der Likelihood-Term beinhaltet in diesem Fall auch Prior-Informationen, weshalb man
bei dieser Methode von einer maximum-a-posteriori-Schatzung (MAP) spricht (Scheres
2012a). Ziel der 3D Strukturberechnung ist es, das beste Modell zu erhalten, das mit

einem vorgegebenen Datensatz berechnet werden kann. Mathematisch erfolgt dies
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durch die Optimierung von P(0]X,Y), was durch einen ,expectation-maximization®-Algo-
rithmus erreicht werden kann (Dempster et al. 1977). Im ,expectation“-Schritt wird die
Posterior Wahrscheinlichkeit Iy, iterativ fur alle Orientierungen ¢ und alle Klassen k in
allen gemessenen Bildern i berechnet. Da die experimentellen Daten jedoch nicht das
vollstandige Spektrum der Orientierungen und Konformationen abdeckt, wird tber diese
beiden Parameter (¢ und k) marginalisiert. Hieraus folgt fir die Iterationen n (Scheres
2012b):

o _ P(Xi|k, ¢, 0™, Y) * P(k, |0, Y)
ikgp Ik(’zlf(p’ P(Xilk,;(;[)', @(n)'y) % P(k"¢'|@(n),Y)d¢'

(12)

Die berechnete Wahrscheinlichkeitsverteilung fungiert als Gewichtungsfaktor fir den an-
schlielfenden ,maximization“-Schritt. Durch Ruckprojektion wird ein verbessertes Modell
rekonstruiert und in der nachsten Iteration zur Berechnung besserer Wahrscheinlichkei-
ten verwendet (Abbildung 15). Da die gemessenen Bilder ein hohes Mal} an Rauschen
enthalten liegt der Vorteil der Marginalisierung darin, sich im Gegensatz zu Kreuzkorre-
lationsmethoden wie ,projection matching® nicht bereits zu Beginn der Optimierung auf

eine Klassenzugehorigkeit und Orientierung festlegen zu muissen.
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Abbildung 15: Flussdiagramm einer Rekonstruktion in RELION. Als Input dienen sowohl
die elektronenmikroskopischen Bilder, die Annahme einer glatten Proteinoberflache
(Prior — ,smoothness®) und eine Startstruktur. Mittels bedingter Wahrscheinlichkeit
(Bayes' law) wird iterativ die Struktur verbessert, wobei verhaltnismaflig wenige Parame-
ter durch den Benutzen vorgegeben werden miissen (Scheres 2012a).

iterate

1.2.4. Berechnung eines Startmodells

Die Berechnung von 3D-Rekonstuktionen ist aus mathematischer Sicht ein nichtkonve-
xes Optimierungsproblem, das naturgemal anfallig flr die Konvergenz in lokale Minima
ist. Um dennoch eine korrekte Rekonstruktion zu erhalten, muss ein Startmodell, das
hinreichend nah am globalen Minimum liegt, vorgegeben werden (Calafiore & El Ghaoui

2014). Diese Startmodelle kénnen von homologen Strukturen stammen, mittels ,random
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conical tilt* (Radermacher et al. 1987) oder durch Nutzung von ,common lines® (van Heel
1987) rekonstruiert werden. Zur Vermeidung von ,reference bias“ werden die Startstruk-

turen, insbesondere fur RELION, sehr stark gefiltert.

Durch die Nutzung des ,stochastic gradient descent“-Algorithmus (SGD) fiir gro3e Da-
tenmengen (Bottou 2010), erstmals implementiert im Programm Cryosparc (Punjani et
al. 2017), wurde ein weiteres Werkzeug zur Berechnung eines Startmodells bereitge-
stellt. Der SGD-Algorithmus verwendet statt des gesamten Datensatzes zufallige ,mini-
batches®, also kleine Datenséatze aus zufallig ausgewahlten Partikeln des Hauptdaten-
satzes. Dadurch ist die Berechnung unabhangig von der Initiierungsstelle und lauft nicht
Gefahrin ein lokales Minimum zu konvergieren. Zudem bendtigt der Algorithmus deutlich
weniger Rechenleistung wodurch die Nutzung auch auf kleineren Workstations in ange-
messener Zeit moglich ist. Im Gegensatz zu anderen Methoden liegt der Vorteil des SGD
darin ohne extern vorgegebene Parameter auszukommen und somit ein Startmodell

ohne ,bias” zu erzeugen.

1.3. Kleine Hitzeschockproteine

Kleine Hitzeschockproteine (sHsp) wurden zuerst als Proteine beschrieben, die nach
Hitzeschock gemeinsam mit anderen Hitzeschockproteinen (Hsp) hochreguliert werden
(Tissiéres et al. 1974). Sie sind eine Familie ubiquitar vorkommender molekularer Cha-
perone, die Proteinaggregation von sich entfaltenden Proteinen durch ATP unabhangige
Komplexierung verhindern und somit der Stressantwort der Zelle dienen (Haslbeck
2002, Narberhaus 2002, Haslbeck et al. 2005a). Wahrend nicht alle Bakterien sHsps
exprimieren, codieren die Genome der meisten Prokaryoten und Eukaryoten mehrere
verschiedene sHsps angefangen von 2 bei S. cerevisiae bis zu Uber 19 bei A. thaliana
(Kappé et al. 2002, Haslbeck et al. 2004, Siddique et al. 2008, Kriehuber et al. 2010).

1.3.1. Aufbau

Die Molekulargewichte von sHsps rangieren typischerweise im Bereich von 12 bis
43 kDa (Jong et al. 1998, Haslbeck & Vierling 2015). Kleine Hitzeschockproteine haben
eine konservierte, dreiteilige Domanenstruktur (Abbildung 16). Das Protein besteht aus
einer, die Proteinfamilie definierenden, a-Kristallindomane (ACD) mit einer flankierenden
C-terminalen Region (CTR) und einer N-terminalen Region (NTR) (Caspers et al. 1995,
Kriehuber et al. 2010):
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Abbildung 16: Schema des sHsp-Aufbaus. Die NTR weist in Sdugertier-sHsps posttrans-
lationale Phosphorylierungen auf. Gegen Ende der ACD befindet sich ein
A-x-x-x-n-G-v-L Motiv. Die kurze CTR beinhaltet das konservierte I-X-I Motiv (Haslbeck
et al. 2015)

Die ACD bildet eine Immunoglobulin-Faltung (kompaktes -Sandwich mit zwei antipa-
rallelen Schichten), aus drei beziehungsweise vier Strangen (Kim et al. 1998, van
Montfort et al. 2001). Am Ende der ACD befindet sich ein A-x-x-x-n-G-v-L-Motiv, das als
wichtigster Indikator der Domane gilt. Die Aminosauresequenz innerhalb der Domane ist
allgemein nur schlecht konserviert (Narberhaus 2002). Die Lange, mit im Mittel 94 Ami-
nosauren, und Sekundarstruktur der ACD ist hingegen bei allen sHsps konserviert
(Kriehuber et al. 2010). Die ACD besitzt die Fahigkeit Dimere zu bilden. Zwei ACD-Mo-
nomere kénnen sich auf einer von zwei méglichen Dimerisierungsarten verbinden und
stellen somit den Grundbaustein fir die Bildung héherer Oligomere dar (Bagnéris et al.
2009, Delbecq & Klevit 2013). In Pflanzen und niederen Organismen ist die ,non-me-
tazoan“ Dimerstruktur verbreitet, wobei die 36-Strange beider Monomere wechselseitig
in das B-Faltblatt des anderen Monomers integriert werden (Kim et al. 1998, van Montfort
et al. 2001, Bepperling et al. 2012). In hdheren Organismen verschmelzen 36 und [37-
Strang zu einem verlangerten Strang und bilden das Dimerinterface durch anitparallele
Bindung des benachbarten 36+7 Strang in der ,metazoan® Dimerstruktur (Abbildung 17)
(Jehle et al. 2011, Delbecq & Klevit 2013). Die Bindung ist mit einer Dissoziations-
konstante von nur wenigen Mikromolar relativ schwach und zeigt drei mdgliche ,register
shifts“ (Laganowsky et al. 2010). Zudem kann die bei der Dimerisierung gebildete Furche
kleine Molekile und Polypeptide, wie z.B. das eigene I-x-I-Motiv der CTR binden
(Bagnéris et al. 2009, Clark et al. 2011, Clark et al. 2018).

“B7-interface dimer,, “BE-swapped dimer,,
Human HSPBS (2KLR) D. radiedurans Hsp17.7 (4FEl)

Abbildung 17: Vergleich der beiden Bindungsmodi der ACD. Links: ,metazoan“-Variante
mit kombiniertem R6+7 Strang. Die Furche zwischen beiden ACDs ist als gestrichelte
Linie markiert. Rechts: ,non-metazoan“-Variante mit wechselseitiger Bindung des R6-
Strangs (Haslbeck et al. 2019).
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Die Lange der CTR variiert zwischen 10 und 20 Aminosauren und hat eine variable Pri-
marsequenz, die das hochkonservierte I-x-I Motiv beherbergt (Kriehuber et al. 2010,
Delbecq et al. 2012). Die CTR besteht aus vorwiegend polaren Aminosauren und zeigt
zunehmende Flexibilitdt in Richtung des C-Terminus, wo sie mit der Flexibilitat freier
Peptide vergleichbar ist (Carver et al. 1992, Treweek et al. 2010). Das I-x-I-Motiv vermit-
telt die Fahigkeit eine hydrophobe Furche zwischen 4 und B8 eines benachbarten Mo-
nomers zu binden und tragt damit dazu bei, héherer Oligomere zu bilden (Delbecq et al.
2012). Dabei liegt die CTR nicht fest gebunden vor, sondern bildet ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen verschiedenen Zustanden. Die Verbindung zweier Monomere
durch das I-x-I Motiv kann in einigen Fallen bidirektional erfolgen zudem sind auch intra-
monomerische Bindungen sowie teilweise oder ganzlich frei vorliegende |-x-I-Motive im

dynamischen Gleichgewicht bekannt (Laganowsky et al. 2010, Baldwin et al. 2011).

Die NTR ist die am wenigsten konservierte Region der sHsps. |hre Lange rangiert zwi-
schen 24 Resten in Hsp12.2 aus C. elegans (Candido 2002) und 247 Aminosauren in
Hsp42 aus S. cerevisiae (Haslbeck et al. 2004). Es sind keine konservierten Sequenz-
motive in der NTR bekannt, jedoch besitzen einige sHsps ein zusatzliches I-X-I-Motiv in
der NTR (Stamler et al. 2005, Sluchanko et al. 2017). Die NTR ist stark I16sungsmittelzu-
ganglich, was auf eine hohe Dynamik im Gleichgewicht hindeutet (Wintrode et al. 2003).
Aufgrund dieser Eigenschaften sind nur wenige strukturelle Informationen zur NTR vor-
handen, jedoch deuten bisherige Ergebnisse darauf hin, dass die NTR ebenfalls wichtig
fur die Bildung hoéherer Oligomere (Delbecq & Klevit 2013), sowie an der Regulierung
der Aktivitat der sHsps und der Substratbindung beteiligt ist (Cheng et al. 2008). Die NTR
beinhaltet eine hohe Anzahl hydrophober Aminosauren (Kriehuber et al. 2010) sowie
Serinreste, die in Sdugetieren durch spezielle Kinasen in vivo phosphoryliert vorliegen
(Ito et al. 1997, Arrigo & Gibert 2013). Rekonstruktionen der NTR zeigen bei Hsp16.0
aus S. pombe (Hanazono et al. 2013), Hsp14 aus S. tokodaii (Takeda et al. 2011),
Hsp16.9 aus T. aestivum (van Montfort et al. 2001), humanem aB-Kristallin (Jehle et al.
2011) sowie Hsp14.1 aus S. solfataricus (Liu et al. 2015) helikale Sekundarstrukturbe-
reiche, die in verschiedenen Konformationen vorliegen kénnen. In S.solfataricus konnte
gezeigt werden, dass die helikalen Bereiche der NTR Uber eine Konformationséanderung
die Aktivitat des Chaperons modulieren (Abbildung 18). Hierbei geht die NTR eines Di-
mers eine Bindung mit der NTR eines benachbarten Dimers ein. Neben diesem NTR-
NTR Kontakt konnten auch Interaktionen mit der ACD-Furche (Fleckenstein et al. 2015),
der 34/ 38 Bindetasche (Clark et al. 2018) sowie Uber ein N-terminales I-x-I-Motiv gezeigt
werden (Stamler et al. 2005, Sluchanko et al. 2017).
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Abbildung 18: Die NTR von Hsp14.1 aus S. solfataricus reguliert iber Konformations-
anderung des helikalen Bereichs die Aktivitat des sHsps. Dabei bewirkt die Konformati-
onsanderung eine Umlagerung der hydrophoben Bereiche (transparent), die im inaktiven
Zustand getrennt vorliegen (roter Pfeil) (Liu et al. 2015)

1.3.2. Quartarstruktur

Mit wenigen Ausnahmen besitzen sHsps die bemerkenswerte Fahigkeit, polydisperse
Ensembles von stetig interkonvertierenden Oligomeren zu bilden (Spector et al. 1971,
Braun et al. 2011). Dabei scheinen alle drei Domanen an diesem hochkomplexen hie-
rarchischen Prozess beteiligt zu sein (Delbecq & Klevit 2013). Zudem konnte gezeigt
werden, dass manchen sHsps die Fahigkeit zur Bildung von Heterooligomeren mit un-
terschiedlichen Stéchiometrien besitzen (Zantema et al. 1992, Bukach et al. 2009, Mym-
rikov et al. 2012, Arrigo 2013). Hierdurch wird der ohnehin schon grof3e konformationelle
Spielraum der sHsps enorm erweitert, da hierdurch die Mdglichkeit geschaffen wird,
nicht nur unterschiedliche Monomere mit variabler Anzahl in das Oligomer zu inkorpo-
rieren, sondern diese auch noch durch die zahlreichen, verschiedenen Bindungsmodi zu
verbinden. Dies kann an einem HSPB2/HSPB3 Heterotetramer veranschaulicht werden
(Clark et al. 2018). Hier sind drei HSPB2 Monomere mit einem HSPB3 Monomer ver-
knipft, wobei die CTR und die NTR die 34/R8 Bindetasche sowie die ACD-Furche bin-

den.

Das Paradigmum der molekularen Strukturbiologie besagt, dass die Funktion von Pro-
teinen und anderen Biomolekilen direkt mit ihrer dreidimensionalen Struktur verkn(pft
sein kann (Campbell 2002). Das Zusammenwirken der Vielzahl an sHsps mit den ATP-
abhangigen Hitzeschockproteinen zur Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase stellt
eine unverzichtbare Eigenschaft von Zellen dar, auf aulRere Einflisse zu reagieren (Lee
et al. 1997, Veinger et al. 1998, Haslbeck & Vierling 2015, Mogk et al. 2018). Die daflr
notige funktionelle Flexibilitat bei der Erkennung von Substraten Iasst einen Rickschluss
auf die strukturelle Flexibilitat ziehen. sHsps sind hochdynamische Proteine, deren Funk-
tion eng mit ihrer Flexibilitat verknupft ist. Bemerkenswert ist, dass die Dynamik der meis-
ten Proteine sich auf die Seitenkettenkonformationen und Tertiarstruktur beschrankt,
wahrend sHsps zudem schnelle und komplexe Dynamik hinsichtlich ihrer Oligomerkom-
position zeigen. Diese komplexe Dynamik der sHsps stellt eine besondere Hirde fir

biophysikalische und strukturbiologische Techniken dar.
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1.3.3. Funktion

Als Teil der zellularen Stressantwort werden sich entfaltende Proteine von kleinen Hit-
zeschockproteinen in einem Zustand komplexiert, der eine Riickfaltung zum nativen Pro-
tein méglich macht (Ungelenk et al. 2016). Dabei kébnnen sHsps ihre Substratproteine
nicht eigenstandig zurickfalten, sondern sind hierzu auf die Hilfe der ATP-abhangigen
Hsps angewiesen. Im Gegensatz zum sHsp-Substrat-Komplex konnen Aggregate, die
in Abwesenheit von sHsps gebildet wurden, nicht mehr erfolgreich zurlickgefaltet werden
(Haslbeck et al. 2005b, Ungelenk et al. 2016). Somit erzeugen sHsps im Fall von Pro-
teinstress einen Puffer von teilweise aggregierten Proteinen, die durch die nachfolgen-
den ATP-abhangigen Chaperone der Zelle wieder in den nativen Zustand gebracht wer-
den kdnnen. Die Gestalt dieses Puffers wird neben den Eigenschaften des Substrats
und auleren Einflissen wie pH und Temperatur vor allem durch die Stéchiometrie des
sHsp/Substrat-Komplexes bestimmt: Sind sHsps im Uberschuss vorhanden, so bilden
sich l6sliche Komplexe. Bei Substratiiberschuss bilden sich gro3e Aggregate aus Sub-
stratprotein, in denen oft auch sHsp inkorporiert vorliegen kénnen (Lee et al. 1997,
Haslbeck et al. 1999, Stromer et al. 2003). Die Ruckfaltung der Proteine erfolgt dann flr
|6sliche Komplexe durch das Hsp70/Hsp40 System (Ehrnsperger et al. 1997, Veinger et
al. 1998, Mogk et al. 2003b). Fur die Rlckfaltung aus unléslichen Komplexen muss in
Bakterien und Hefen zusatzlich Hsp100 rekrutiert werden (Mogk et al. 2003a, Cashikar
et al. 2005, Haslbeck et al. 2005b, Ratajczak et al. 2009). Die in Anwesenheit von sHsps
gebildeten Aggregate weisen eine veranderte Struktur auf, wodurch starke Interaktionen
der entfalteten Proteinteile vermieden werden. Hierdurch wird die Interaktion mit ATP-
abhangigen Hitzeschockproteinen zur Auflésung der Aggregate und Rickfaltung der
Proteine begunstigt. Zudem werden hydrophobe Oberflachen in sHsp/Substrat-Komple-

xen vermieden und somit das Protein vom Abbau durch Proteasen geschitzt.
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Abbildung 19: Schematische Ubersicht der sHsp Funktion. (I): sHsps liegen im Cytosol
als Ensemble unterschiedlicher Oligomergréfen vor. (Il): Substratproteine werden durch
Stress teilweise entfaltet. (l11): Bei Aktivierung verandert sich die Zusammensetzung des
Oligomerensembles. (IV): Teilweise entfaltete Proteine aus (II) werden durch aktive Cha-
perone komplexiert (V) und kénnen in diesem Zustand von ATP-abhangigen Hsps unter
Freisetzung der sHsps zurlickgefaltet werden (V1) (Haslbeck et al. 2019).

22



1.3.4. Substraterkennung

Die bemerkenswerte Eigenschaft eines sHsps, eine Vielzahl an verschiedenen zytosoli-
schen Proteinen unter Stress vor vollstandiger Aggregation zu schiitzen, deutet auf ein
aullerst breites Erkennungsspektrum hinsichtlich der Substrate hin (Basha et al. 2004,
Haslbeck et al. 2004, Fu et al. 2013, Fleckenstein et al. 2015, Mymrikov et al. 2017). Der
Mechanismus der Erkennung von Proteinen, die sich im Entfaltungsprozess befinden,
durch sHsps ist jedoch nicht geklart. Es konnte gezeigt werden, dass hydrophobe Wech-
selwirkungen sowie Ladungen hierfir relevant sind und mehrere mogliche Substratbin-
dungsstellen in jedem sHsp existieren (Basha et al. 2012, Treweek et al. 2015). Vor
allem die NTR scheint in dem Prozess eine wichtige Rolle zu spielen (Lentze &
Narberhaus 2004, Basha et al. 2006, Jovcevski et al. 2018).

1.3.5. Aktivierung

Die NTR nimmt sowohl fir die Bildung héherer Oligomere als auch fir die Erkennung
der Substratproteine eine wichtige Rolle ein. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dass
eine Aktivierung der sHsps oftmals mit einer Verkleinerung der Oligomere einhergeht
(Haslbeck et al. 2005a, McHaourab et al. 2009). Es liegt die Vermutung nahe, dass die
Freilegung von Substratbindestellen durch Konformationsdnderung und Anderung des
Oligomerzustandes hervorgerufen wird. Welche Spezies (Monomer, Dimer, Tetramer)
letztendlich fir die Substratbindung verantwortlich ist, konnte bisher nicht belegt werden,
allerdings wird angenommen, dass die grofieren Oligomere eine Speicherform darstel-
len (Fleckenstein et al. 2015). Neben dem namensgebenden Hitzestress kann zudem
eine spezifische Aktivierung durch pH-Anderung, posttranslationelle Modifikationen, die
Anwesenheit von entfalteten Substratprotein, der Bildung von Heterooligomeren oder

durch Oxidation hervorgerufen werden:

o Erhdhte Temperaturen fihren bei Hsp26 aus S. cerevisiae zur Bildung kleinerer

Oligomere und erhéhter Chaperonaktivitat (Haslbeck et al. 1999).

o Der Einfluss posttranslationaler Modifikationen kann am Beispiel von humanem
aB-Kristallin gezeigt werden. Durch die zusatzliche negative Ladung an den
Phosphorylierungsstellen wird das Oligomer destabilisiert und in dessen Folge

kleinere Oligomere gebildet (Aquilina et al. 2004, Peschek et al. 2013).

o Ein vergleichbarer Effekt ist durch Ladungsanderung einiger Aminosauren in-

folge von pH-Wertanderung denkbar (Fleckenstein et al. 2015).
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o Eine Aktivierung durch Heterooligomerformation konnte in E. coli und H. sapiens
beobachtet werden. Dabei wird vermutet, dass je nach Stéchiometrie des Hete-
rooligomers, eine sehr genaue Regulierung der Aktivierung mdglich st
(Ratajczak et al. 2009, Mymrikov et al. 2012, Mymrikov et al. 2017).

o Durch die Anwesenheit denaturierender Substratproteine wird das Gleichgewicht
der aktiven und inaktiven Form gestort, wodurch die Bildung aktiver Chaperone

aus den Speicherformen verstarkt wird (McHaourab et al. 2009).

o In humanem aA-Kristallin konnte auRerdem gezeigt werden, dass neben der Po-
lydispersitat des reduzierten Chaperons auch eine physiologisch relevante oxi-
dierte Spezies vorliegt. Diese zeigt eine vom reduzierten Protein unterschiedliche
Quartarstruktur und ist im Vergleich zum reduzierten aA-Kristallin einfacher zu
entfalten. Es hat sich gezeigt, dass die oxidierte Variante ein aktives Chaperon
darstellt und zudem die Fahigkeit besitzt, ihre Disulfidbriicke auf das Substrat zu

Ubertragen (Kaiser et al. 2019).

1.3.6. Rolle der sHsps in Krankheiten

Neben Krankheiten, die durch direkte Mutation eines sHsps bedingt sind, werden sHsps
mit verschiedenen Krankheiten wie Krebs, neurologische Erkrankungen, Myopathien
und Multipler Sklerose in Verbindung gebracht (Sun & MacRae 2005, Arrigo & Gibert
2014, Bakthisaran et al. 2015, Mymrikov & Haslbeck 2015). Hierbei ist vor allem eine
verstarkte Expression der sHsps zu beobachten, die vor proteotoxischen Schaden
schutzt (Kampinga & Garrido 2012, Bakthisaran et al. 2015) und somit beispielsweise
auch Tumorzellen bei ihrem ungehemmten Wachstum unterstitzen und gleichzeitig die
Wirkung der Therapie behindern (Ciocca & Calderwood 2005, Kang et al. 2008, Arrigo
& Gibert 2014). Auch eine verminderte sHsp-Expression begunstigt Erkrankungen wie
z.B. Alzheimer (Ojha et al. 2011). In C. elegans konnte zudem eine VerknUpfung von
sHsps mit dem Alterungsprozess nachgewiesen werden, da hier mit zunehmenden Alter
eine erhdhte Proteinaggregation beobachtet werden kann (Hsu et al. 2003, Walther et
al. 2015).
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2. Material und Methoden

2.1. Elektronenmikroskopie

2.1.1. Negativkontrastierung

Fur die Negativkontrastierung wurden in dieser Arbeit Grids mit selbstprapariertem Koh-
lefilm verwendet. Vor Verwendung wurden sie fir 30 Sekunden in einer Sputteranlage
bei 4 mA hydrophilisiert. 5 uL Proteinlésung wurde auf das Grid adsorbiert und 1-2 Mi-
nuten inkubiert. Die L6sung wurde anschlieRend mit einem Stiick Filterpapier abgeblottet
und bei Verwendung phosphathaltiger Puffer zweimal mit jeweils 5 yl Wasser/HEPES-
Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde das Grid unverziglich mit 5 yL Uranylacetatlo-
sung (2 % w/v) benetzt. Nach weiteren 30 Sekunden Inkubationszeit wurde das Grid

erneut abgeblottet und vor Betrachtung im TEM grundlich getrocknet.

2.1.2. Kryo-Praparation

Die Praparation von kryofixierten Proben erfolgte auf Grids mit I6chrigem Kohlefilm der
Firma Quantifoil. Hierzu erfolgte das Adsorbieren, Blotten und Vitrifizieren roboterge-
stutzt mit einem Vitrobot der Firma FEI bei kontrollierter Luftfeuchtigkeit (70-100 % RH)
und Temperatur (4°C-37°C). Vor Verwendung wurden die Grids fur 20-30 Sekunden in
einem Plasmacleaner bei mittlerer/hoher Intensitat hydrophilisiert. Nach Einspannen des
Grids in den Vitrobot wurden 4-5 L Proteinldsung auf das Grid adsorbiert und der Vor-
gang per FuBpedal gestartet. Adsorptionszeit, Blottingdauer und Blottingkraft wurden
variiert um die Vitrifikation und Verteilung der Probe zu optimieren. Als Kryogen wurde

Ethan bzw. ein eutektisches Gemisch aus Ethan und Propan verwendet.

2.1.3. Aufnahme der Bilder

Das Screening der Proben erfolgte zunachst per Negativkontrastierung in einem JEOL
JEM1400PIlus mit einer Ruby Kamera und der Software TEM Center von JEOL. Zur Er-
mittlung idealer Praparationsbedingungen wurden die Proben per Kryo-Praparation in
einem FEI Tecnai F20 mit Eagle Kamera erneut geprift. Als Software wurde hierbei Se-
rialEM im low dose Modus genutzt. Die Aufnahme der Daten erfolgte letztendlich vollau-
tomatisch an einem FEI Titan Krios mit einer Direct Detector Kamera (Gatan K2, Gatan

K3) und unterschiedlichen Softwareprogrammen (siehe Software).

25



2.2. Bildverarbeitung

2.2.1. Vorbereitung der Partikelstapel

Durch die hohe Anzahl der automatisch aufgenommenen Daten ist ein nachtragliches
Kuratieren der Daten notwendig. Hierzu werden bereits wahrend der Aufnahme Defokus
und Astigmatismus der Aufnahme bestimmt und stark abweichende Daten von der wei-
teren Prozessierung ausgeschlossen. Zudem werden bei den folgenden Schritten Daten

mit unzureichender Qualitat identifiziert und ebenfalls ausgeschlossen.

2.2.2. Motion correction

Die Korrektur der Bewegungsunscharfe in den Daten erfolgte durch UCSF MotionCor2.
Hierbei wurden Aufnahmen mit starker Drift aus dem Datensatz entfernt und die aufge-
nommenen Movies anhand der verwendeten Elektronendosis zu Mittelungsbildern sum-
miert. Zur Korrektur der Bewegungsunscharfe wurden 9 mal 9 Patches genutzt. Die ers-
ten Frames der Aufnahmeserie enthalten erfahrungsgemafn die starksten Bewegungs-
artefakte und werden nicht mit in das Mittelungsbild einbezogen. Je mehr Frames auf-
genommen werden, desto starker werden Strahlenschaden in der Probe sichtbar, wes-
halb nur Frames bis zum Erreichen der akzeptablen Strahlungsdosis aufsummiert wer-

den. In dieser Arbeit wurden 30 bis 55 Elektronen als Dosis verwendet.

2.2.3. CTF-Korrektur

Fur die korrekte Strukturanalyse benétigt man die Parameter der CTF, welche anhand
der Summenbilder durch Fitting der Fourierspektren ermittelt werden kénnen. Die Para-
meter (Defokus, Astigmatismus, maximale Aufldsung) dienen zudem der Sortierung der
Aufnahmen und der Selektion der Daten mit ausreichender Qualitat fur die weitere Ver-

arbeitung.

2.2.4. Picking
Das Auswahlen der Einzelpartikel erfolgte automatisch mittels verschiedener Pickingal-
gorithmen. Haufig muss hierzu ein initialer Datensatz manuell erstellt werden. Zudem

werden der Pickingthreshold sowie die Abstandsgrenzwerte empirisch festgelegt.

2.2.5. Multivariate Statistische Analyse (MSA)
Durch MSA des Datensatzes wurden Eigenbilder erstellt, welche einen Riickschluss auf
die in den Daten vorliegenden Symmetrien zulassen, sowie dazu dienen die Heteroge-

nitaten in den Daten zu identifizieren. Diese Informationen kbnnen im weiteren Verlauf
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dazu verwendet werden den Datensatz zu sortieren sowie die Rekonstruktionen zu ver-
bessern. In dieser Arbeit wurde die MSA mit dem Programm Imagic durchgefiihrt. Dabei

wurden typischerweise 20 bis 40 Eigenbilder berechnet und analysiert.

2.2.6. 2D Klassifizierung

Eine erste 2D-Klassifizierung dient in der Regel dazu, falsch gepickte Partikel (Luftbla-
sen, Kontaminationen, Kohlefilmrander) zu entfernen. Folgende 2D-Klassifikationen sind
dazu geeignet Strukturdetails darzustellen, Partikel die eine hohe Auflésung aufweisen
zu identifizieren, sowie eine erste Analyse der Daten durchzuflhren. Ergebnisse von 2D-
Klassifizierungen kdbnnen zudem dazu verwendet werden das Picking weiterer Daten zu
verbessern. In dieser Arbeit wurde je nach Datensatzgrofie und beabsichtigter Verwen-

dung in 10 bis 200 Klassen eingeteilt.

2.2.7. Startmodellberechnung

Die Berechnung der Startmodelle erfolgte mittels SGD-Algorithmus-Implementationen
der verschiedenen Softwarepakete. Je nach Datensatz konnten unterschiedlich gute Er-
gebnisse mit verschiedener Anzahl der erzeugten Modelle erzielt werden. Es wurden
parallel verschiedene Berechnungen erstellt, wobei unterschiedliche, im Datensatz vor-
handene Symmetrien angewendet wurden sowie eine bzw. drei Klassen berechnet wur-

den.

2.2.8. 3D Klassifizierung

Die Rekonstruktion der Proteine erfolgt mittels 3D-Klassifizierung. Durch Variation der
Klassenanzahl kénnen Heterogenitaten im Datensatz identifiziert und die Qualitat der
Rekonstruktionen verbessert werden. Initial wird nach Méglichkeit die bekannte Sym-
metrie vorgegeben um ein mdglichst gutes Konsensusmodell zu erzeugen und die Struk-
turelle Redundanz in den Daten zu nutzen. In spateren Modellen kann die Symmetrie
schrittweise reduziert werden um feine Unterschiede in den Modellen mitzuklassifizieren.
Durch die Verwendung von Masken kann die Klassifizierung auf bestimmte Teile des
Modells fokussiert werden. Symmetry-expanded Datensatze kdnnen insbesondere dazu
genutzt werden eine vorhandene Heterogenitat zu klassifizieren, da hierbei kein Kom-
promiss zwischen struktureller Redundanz und Mittelung verschiedener Konformationen

gefunden werden muss.

2.2.9. Symmetry expansion
~symmetry expansion® erfolgt durch Vervielfaltigung des Datensatzes und die Anpas-

sung der Winkelinformationen je nach verwendeter Symmetrie. Hierzu werden die Im-
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plementierungen der unterschiedlichen Softwarepakete genutzt. Fir die weitere Verar-
beitung darf dieser Datensatz nicht mehr symmetrisiert werden, und der Winkelbereich

fur die Alignierung muss limitiert werden.

2.2.10. Signal subtraction

Far die ,signal subtraction® werden verschiedene Masken bendtigt, um die Regionen zu
kennzeichnen, welche die Daten beinhalten die subtrahiert bzw. behalten werden sollen.
Die Masken werden durch Binarisierung aus den Konsensmodellen erstellt. Nach der
,Signal subtraction® wird erneut ein Konsensmodell berechnet um die erfolgreiche, voll-
standige Subtraktion zu Uberprifen. AnschlieRend kann der Datensatz fir Klassifizierun-
gen und Alignierungen verwendet werden. Eine Limitierung des Winkelbereichs wie bei

der ,symmetry expansion“ entfallt hierbei.

2.2.11. Local resolution

Neben der globalen Auflésung der Rekonstruktion kann eine lokale Auflésung der ein-
zelnen Voxel des Modells berechnet werden. Hierzu werden entsprechende Programme
der Softwarepakete Relion oder Cryosparc verwendet. Die Daten werden anschliefsend
genutzt um die EM-Dichterekonstruktionen entsprechend der lokalen Aufldsung farblich

zu markieren.

2.3. Modellierung

2.3.1. Konsensus Modellierung

Die Modellierung von pseudoatomaren Modells erfolgte zunachst als Homologiemodel-
lierung mit dem Programm |-TASSER. Fehlende Segmente wurden mit dem Programm
MODELLER generiert.

2.3.2. Rigid-body fitting
Rigid-body fitting erfolgte durch das Programm UCSF Chimera mit der ,Fit map“ Funk-
tion. Hierzu wurde das Modell zunachst grob per Drag-and-Drop in die entsprechende

Dichtekarte gelegt und anschlieend durch das Programm zum besten Fit optimiert.

2.3.3. Flexible fitting (MDFF)

Flexibles fitting erfolgte mittels Molekulardynamik (MD) Simulation mit dem Programm
NAMD2. Die Erzeugung der Konfigurationsdateien erfolgte mit VMD. Da durch die Ver-
wendung der EM-Dichtekarte ein zusatzliches ,forcefield* zur Verfligung stand, wurde
auf eine Berechnung in Lésungsmittel verzichtet und stattdessen in Vakuum gearbeitet.

Um die Verbindungsbereiche bei symmetrischen Molekilen zu berlcksichtigen, wurden
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zudem teilweise ,symmetry-restraints® eingefiihrt, damit beim anschlie®enden Symmet-
risieren des Modells keine Probleme auftreten. Zusatzlich wurden Sekundarstrukturen
wahrend der Simulation beibehalten ebenso wie cis/trans Konfigurationen und Chirali-
tatsinformationen. Variiert wurden bei verschieden Simulationen vornehmlich die Starke
des durch die Dichtekarte definierten ,forcefields” und die der Simulation zugrundelie-
gende Temperatur. Teilweise wurden Bereiche, die fir den jeweiligen Stand der Simu-
lation nicht von Bedeutung waren, von der Simulation ausgenommen. Zu Beginn und
Ende der Simulation erfolgten stets Energieminimierungsschritte fur etwa 2-5 Picose-
kunden. Die Berechnung der MD erfolgte in mehreren einzelnen Schritten fur einige Na-
nosekunden. Statt die Simulation durch Verwendung verschiedener Startmodelle zu len-
ken wurde in dieser Arbeit die MDFF-Funktion von VMD fur die Steuerung der Simulation
wahrend der Berechnung genutzt. Hierbei konnte durch manuelle Applikation von Kraf-
ten auf einzelne Bereiche der Struktur wahrend der Simulation die Struktur aktiv in die
gewunschte Konformation gelenkt werden ohne dabei die grundsatzliche Plausibilitat der
Bewegung zu vernachlassigen. Wahrend der MDFF Simulation konnten, ebenso wie in
nicht-interaktiven Simulationen, keine Bindungen getrennt oder gebildet werden. Zudem
bricht die Simulation ab, falls eine zu hohe Geschwindigkeit der Atome verursacht wird.
Nach jeder Interaktion mit der Struktur wurde die Berechnung zudem stets flir mindes-
tens mehrere hundert Picosekunden ohne externe Krafte fortgefiihrt, um einen Gleich-

gewichtszustand zu erreichen.

2.4. Gerate
Name Hersteller
TEM JEM 1400Plus JEOL, Japan
TEM Tecnai F20 Thermo Fisher Scientific, USA
TEM Titan Krios Thermo Fisher Scientific, USA
Kamera JEOL Ruby JEOL, Japan
Kamera Eagle Thermo Fisher Scientific, USA
Kamera Orion Thermo Fisher Scientific, USA
Kamera K2 Summit Gatan, USA
Kamera K3 Gatan, USA
Vitrobot Mark3 Thermo Fisher Scientific, USA
Vitrobot Mark4 Thermo Fisher Scientific, USA
Sputteranlage Bal-Tec SCD 005 Balzers, Liechtenstein
Plasma Cleaner PDC-32G-2 Harrick Plasma; USA
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Kryo-Halter Gatan

Kryo-Halter Fischione

Laborwaage BL 1500 S

Laborwaage BL 120

Laborwaage SI-234

pH-Meter pH 538

pH-Meter 766

Hochvakuum Pumpstation PST 170 E
T100 Thermal Cycler

C1000 Thermal Cycler

MJ Mini Personal Thermal Cycler
Centrifuge 5418

Centrifuge 5418 R

NanoDrop 1000

NanoDrop 2000

Spectrophotometer Ultrospec 1100 pro
Spectrophotometer Ultrospec 3100 pro

Tabelle 1:Verwendete Gerate und Hersteller.

2.5. Software

Gatan, USA

Fischione Instruments, USA

Sartorius, Deutschland

Sartorius, Deutschland

Denver Instruments,

WTW, Deutschland

Knick, Deutschland

Balzers, Liechtenstein

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Eppendorf, Deutschland

Eppendorf, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Amersham Biosciences, Grof3britannien
Amersham Biosciences, Grol3britannien

Name Referenz

SerialEM (Mastronarde 2003, 2005)
UCSF MotionCor2 (Zheng et al. 2017)
CTFFIND4 (Rohou & Grigorieff 2015)
Getf (Zhang 2016)

CrYOLO (Wagner et al. 2019)
Gautomatch (Zhang 2017)

Imagic 5 (van Heel & Keegstra 1981)
EMAN2 (Tang et al. 2007)

RELION (Scheres 2012b)

Cryosparc (Punjani et al. 2017)
Scipion (La Rosa-Trevin et al. 2016)
UCSF Chimera (Pettersen et al. 2004)

VMD (Humphrey et al. 1996)
NAMD2 (Phillips et al. 2020)

MDFF (Trabuco et al. 2009)
Phenix (Adams et al. 2010)

Coot (Emsley et al. 2010)
I-TASSER (Roy et al. 2010, Yang & Zhang 2015)
MODELLER (Sali & Blundell 1993, Webb & Sali 2016)
NetWheels (Mol et al. 2018)

Fiji (Schindelin et al. 2012)

Adobe lllustrator
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Origin

Excel
YASPIN
Jnet/Jhmm/Jpssm
PredictProtein
PSSpred
Frag1D
SPIDER2
CFSSP
APSSP2
NetSurf

s2D

Quark

(OriginLab Corp. 2013)
(Microsoft Corp. 2018)
(Lin et al. 2005)

(Cuff & Barton 2000, Cole et al. 2008)
(Bernhofer et al. 2021)
(Yan et al. 2013)
(Zhou et al. 2010)
(Yang et al. 2017)
(Ashok Kumar 2013)
(Raghava 2002)
(Petersen et al. 2009)
(Sormanni et al. 2015)
(Xu & Zhang 2012)

Tabelle 2:Verwendete Programme und dazugehdrige Publikationen

2.6. Verbrauchsmaterial

Name

Quelle

Holey Carbon Grids R1/2
Holey Carbon Grids R1.2/1.3
Kupfer Grids, 200 mesh
Kohlefaden

Mica

Whatman #1 Filterpapier
Xpress Micro Dialyzer MD300

Quantifoil, Deutschland
Quantifoil, Deutschland
Plano GmbH, Deutschland
Plano GmbH, Deutschland
Plano GmbH, Deutschland
Cytiva, USA

Scienova, Deutschland

Tabelle 3: Genutztes Verbrauchsmaterial und Bezugsquelle

2.7. Pufferlésungen

Substanz Konzentration
MES 10 mM

MOPS 10 mM

KCI 17 mM

CaCl; 1 mM

HCI pH 6,3-8,2 einstellen

Tabelle 4: MES/MOPS-Puffer

Substanz Konzentration
NaCl 137 mM

KCI 2,7 mM
NazHPO4 10 mM

KH2PO4 1,8 mM

HCI pH 7,4 einstellen

Tabelle 5:Phosphate buffered Saline (PBS):
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Substanz Konzentration

HEPES 40 mM

NaOH pH 7,4 einstellen
Tabelle 6: HEPES-Puffer

2.8. Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (USA), Merck (Deutschland),

Carl Roth (Deutschland) und Serva (Deutschland) bezogen.

2.9. Proteinlosungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Proteinldsungen wurden durch Kooperationspartner

des Lehrstuhls Biotechnologie der TU Muinchen (Prof. Dr. Buchner) bereitgestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Sip1

3.1.1. Kenntnisstand

Urspringlich als SEC-1 beschrieben (Linder et al. 1996), ist Sip1 eines der 16 sHsps,
die in C. elegans codiert werden (Kriehuber et al. 2010). Das sHsp wird ausschlie3lich
in Oozyten und Embryos exprimiert und ist dort essentiell fir die Entwicklung der Ne-
matoden (Linder et al. 1996, Candido 2002, Tabuse et al. 2005). Es besteht aus 159
Aminosauren und besitzt eine Masse von 17,8 kDa. Mit 10 Histidinen und einem berech-
neten isoelektrischen Punkt (pl) von 7,89 ist es beim physiologischen pH-Wert von 7,5
vorwiegend positiv geladen. Wahrend der Morphogenese im Ei nimmt der Sip1-Gehalt
der Zellen rapide ab, und nach dem Durchlaufen der Larvenstadien steigt es im adulten
Wurm aufgrund der Expression in den Gonaden (Linder et al. 1996, Levin et al. 2012).
Sip1 macht bis zu 2,1 % des gesamten Proteingehaltes im Ei aus und betragt etwa 0,5 %
der Proteingehaltes adulter Wirmer, was sich mit der mittleren Eizahl adulter Wiarmer
deckt (Schafer 2005, Fleckenstein et al. 2015).
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Abbildung 20: A: aUZ-Analyse von Sip1 bei verschiedenen pH-Werten (pH 5,8 rot, pH 6,3
gelb, pH 7,5 griin, pH 8,2 blau). B: ,negative stain“ Aufnahmen von Sip1 bei pH 8,2 und
pH 5,8. Scalebar: 50 nm. C: Grolkenanalyse aus ,negative-stain“ TEM Untersuchungen
(Farbschema wie in A) D: 3D-Rekonstruktionen des 24-, 28- und 32mers von Sip1.
(Fleckenstein et al. 2015)
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Von Sip1 ist bereits die Kristallstruktur der ACD sowie von Teilen der terminalen Doma-
nen bekannt (Abbildung 21) und es wurden bereits erste elektronenmikroskopische Re-
konstruktionen erstellt (Abbildung 20D) (Fleckenstein et al. 2015). In vorausgehenden
Studien wurde gezeigt, dass Sip1 eine polydisperse, dynamische Quartarstruktur auf-
weist (Fleckenstein et al. 2015). Sip1 Oligomere reprasentieren eine Fassstruktur mit D7
(28mer) oder D8 (32mer) Symmetrie. Die Fassdauben entsprechen hierbei einem S-
formigen Sip1-Tetramer, aufgebaut aus 2 identischen Sip1-Dimeren. Im Dimer unter-
scheidet man zwischen apikalem und aquatorialem Monomer, je nach dessen Lage im

Tetramer.

Abbildung 21: Top- (A) und side-view (B) eines Sip1 32mers (4ydz) als Cartoon (links)
und surface-Darstellung. Eine Speiche ist farblich markiert. Farbgebung entsprechend
(C). (C) zeigt das Dimer als Cartoon mit der Farbgebung entsprechend der angegebenen
Aminoséurereste. Das |-x-I-Motiv ist als Stickmodell dargestellt Die Uberlagerung von
apikalen und &quatorialen Monomer (D) zeigt die hohe Ubereinstimmung der ACD sowie
die unterschiedliche Orientierung der CTR. Die Interaktion zwischen benachbarten Tet-
rameren durch die polaren CTRs wird in (E) dargestellt, wahrend die Interaktion der
aquatorialen CTRs in (F) gezeigt wird. (Fleckenstein et al. 2015)
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Die Dimerisierung der Monomere erfolgt durch die p6 und 37 Strange der beteiligten
ACDs Uber die ,metazoan“-Dimerisierungsvariante. In der Kristallstruktur (4ydz) erfolgt
die Interaktion zwischen den Dimeren im Tetramer durch die CTR der aquatorialen Mo-
nomere (Abbildung 21F). Die Interaktion zwischen benachbarten Tetrameren wird durch
die CTR der polaren Monomere vermittelt, indem das I-x-I-Motiv an einer hydrophoben
Region der ACD zwischen 4- und 8-Strang bindet (Abbildung 21E).

Im Gegensatz zu den vier nah verwandten Hsp16-Proteinen ist Sip1 nicht durch Hitze-
stress induzierbar (Fleckenstein et al. 2015). Es konnte gezeigt werden, dass bei Sip1
sowohl die Oligomerverteilung als auch die Chaperonaktivitdt vom pH-Wert abh&ngen
(Abbildung 20) (Fleckenstein et al. 2015). Bei einem pH-Wert von 8,2 wird nahezu keine
Aktivitat im Citratsynthase (CS) Chaperon Aktivitatsassay gemessen, wahrend bei ei-
nem pH-Wert von 6,3 die Aktivitat stark erhdht ist. Im Zusammenhang mit der These,
dass die Oligomergréfle auf die Aktivitat schlieRen lasst (Haslbeck et al. 20053,
McHaourab et al. 2009), kénnen entsprechend die groRen Speicherformen von Sip1
(32mer) bei pH 8,2 beobachtet werden, wahrend bei pH 6,3 zunehmend kleine Spezies
(28mer) beobachtet werden kdénnen. Je nach pH-Wert zeigt Sip1 eine unterschiedlich
stark ausgepragte Oligomerheterogenitat. Bei niedrigem pH-Wert zeigt sich eine breitere
Verteilung hinsichtlich der OligomergréfRe. Aufgrund dieser Eigenschaften ist es auller-

ordentlich schwer, hochaufgloste Rekonstruktionen bei niedrigem pH-Wert zu erstellen.

In vivo treten saure pH-Werte wahrend der Embryonalentwicklung von C. elegans auf
(Oka & Futai 2000). Zudem konnte gezeigt werden, dass Sip1 eine grol’e Anzahl an
Substrate binden kann und nicht auf eine bestimmte Proteinkategorie beschrankt ist.
Neben der starken Bindung zu Proteinen, die speziell in Embryos exprimiert werden und
fur deren Entwicklung wichtig sind, konnte zudem eine Relevanz fur die Lebensdauer
von C. elegans nachgewiesen werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass der Sip1-
Gehalt in langlebigen daf-2 Mutanten erhoht ist (Walther et al. 2015), wahrend RNAI
knock-down von Sip1 eine Verringerung der Lebensdauer der Wirmer um etwa 25%

sowohl beim Wildtyp, als auch bei daf-2 Mutanten verursachte. (Hsu et al. 2003)

3.1.2. Elektronenmikroskopische Untersuchung von Sip1

GroBenanalyse und multivariate statistische Analyse

Eine initiale Bestimmung der Grélenverteilung des Sip1 wt mittels negative stain TEM
bestatigt das typische Muster fiir sHsps: Bei Aktivierung verschiebt sich das Oligomer-
gleichgewicht in Richtung der kleineren Oligomerspezies. Um Kontrastierungseffekte zu

vermeiden, wurde eine Grolenbestimmung aus Kryo-TEM Daten durchgefuihrt. Hierbei
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zeigt sich, dass gegenulber den Daten aus NS-TEM die gemessenen Partikeldurchmes-
ser kleiner sind. Dies kann einerseits durch Abflachungsartefakte wahrend des Kontras-
tierens zurtickzufiihren sein, andererseits auch auf einem systematischen Fehler beim
Messen des Durchmessers basieren. Die Messung erfolgte an Klassenmittelbildern, die
anhand der Eigenbilder der GroRenvarianz gebildet wurden. Hierbei kann bei der
Vermessung der kontrastierten Bilder ein Teil des Kontrastmittelrandes mitgemessen
werden, was zu systematisch grofleren Durchmessern fuhrt. Fir die GroRenanalyse
wurden daher die Kryo-TEM Aufnahmen bevorzugt, da hier keine Abflachungsartefakte
und Stain-Rander die Messung storen. Aufgrund der hoheren Partikelzahl ergibt sich

zudem eine klarere Abgrenzung der Histogramme der beiden untersuchten pH-Werte.

Sip1 wt

Partikelzahl [%)]
o = N w B (9] (2] ~J (vs] w

11 115 12 12.5 13 135 14 14.5 15 15.5 16

Durchmesser [nm]

[ pHE3 [ pHB2

Abbildung 22: GréRenverteilung von Sip1 mittels Kryo-TEM. Fir pH 6,3 wurden 75 602
Partikel und fur pH 8,2 70 101 Partikel vermessen. Der Partikeldurchmesser wurde je-
weils auf 1 A gerundet und als Histogramm dargestellt.

Die Partikeldurchmesser wiesen bei beiden pH Werten grofle Schwankungen auf. Der
Peak der GréRenverteilung liegt fiir pH 6,3 bei 12,9 A und fir pH 8,2 bei 13,4 A. Sip1 ist
somit bei pH 8,2 etwa 5 A gréRer als bei pH 6,3 (Abbildung 22). Durch multivariate sta-
tistische Analyse des Datensatzes bei pH 8,2 mit 24 745 Partikeln konnten anhand der
Eigenbilder erste Charakteristika des Datensatzes ermittelt werden (Abbildung 23). So
zeigen die ersten beiden Eigenbilder deutlich die in der GroRenanalyse beobachtete
GroRenvarianz. Die Eigenbilder 3 und 4 belegen das Vorliegen von Dihedralsymmetrie.
Zudem koénnen weitere, hdhere Symmetrien wie 6-fach (Eigenbild 10) 7-fach (Eigenbild
16) sowie 8-fach (Eigenbild 21) beobachtet werden. Das Vorliegen von verschiedenen
Symmetrien und Oligomergré3en machen eine Sortierung der Daten vor der weiteren

Analyse notwendig.
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Abbildung 23: Eigenbilder eines Sip1 Datensatzes bei pH 8,2 (24 745 Partikel) vor der
Sortierung nach Symmetrieeigenschaften. Deutlich zu erkennen sind die Grof3envarianz,
6-fach, 7-fach und 8-fach Symmetrie, sowie das Vorliegen von Dihedralsymmetrie.

3.1.3. Sortierung der Datensatze anhand der ,,sideview* Symmetrie

Die Analyse heterogener Daten stellt eine der groten Hurden fur die biomolekulare
Elektronenmikroskopie dar. Das schlechte Signal-zu-Rausch Verhaltnis macht eine ein-
deutige Zuordnung der Partikelorientierung schwer, eine hinzukommende kompositio-
nelle Heterogenitat erschwert diese Aufgabe erheblich. Da die kompositionelle Hetero-
genitat bei sHsps aufgrund der stetigen Interkonversion nicht vor der Datenaquisition
beseitigt werden kann, liegt eine besondere Schwierigkeit der Analyse in der zuverlassi-

gen Trennung der verschiedenen Konformationen wahrend der Bildverarbeitung.

Sip1 ermoglicht es mit seiner fassahnlichen Quartarstruktur, ,topviews* aufgrund ihrer
eindeutig sichtbaren Symmetrie mittels MSA zuverlassig zu trennen. Bei ,sideviews* und
schragen Projektionen ist die jeweilige Oligomerzugehdrigkeit nicht einfach feststellbar.
Aufgrund ihrer Flexibilitdt und sehr ahnlichen Grofde fuhrt die Einteilung nach ihrem Oli-
gomerdurchmesser nicht zu einer zuverlassigen Trennung der unterschiedlichen Oligo-
mere. Stattdessen hat es sich als praktikabel erwiesen, referenzfreie 2D-Klassen zu er-

stellen und die Achsensymmetrie der Klassenmittelbilder auszuwerten (Abbildung 24).

37



28-mer  32-mer

4 4 0
B o | &
-

= 45 | @
® o o

Abbildung 24: Sideview-Projektionen von Sip1 28mer und 32mer aus TEM-Rekonstruk-
tionen. Jede Zeile stellt eine Rotation um die héchste Symmetrieachse in 10° Inkremen-
ten dar. Die gestrichelte Linie reprasentiert die z-Achse durch die Mitte des Bildes. Hier-
bei zeigt sich, dass nur das 32mer fiir jeden Rotationswinkel zu dieser Linie achsensym-
metrisch ist, wahrend das 28mer fiir keinen Rotationswinkel achsensymmetrisch ist.

Aufgrund der Oligomergeometrie kdnnen ,sideview“-Klassen bei ausreichend guter Auf-
I6sung zweifelsfrei anhand der Achsensymmetrie entlang der z-Achse in 7- und 8-fach
Symmetrie getrennt werden. Die 2D-Projektion eines 32mers muss achsensymmetrisch
zu einer vertikal verlaufenden Achse sein. Da die Handigkeitsinformation durch die Pro-
jektion verloren geht, spielt hierbei die Chiralitdt des Oligomers keine Rolle. Eine ge-
radzahlige Symmetrie erzeugt stets achsensymmetrische Projektionen flur die Seitenan-
sichten. Die 2D-Projektion eines 28mers kann aufgrund seiner ungeradzahligen Sym-
metrie hingegen nicht achsensymmetrisch gegenuber der z-Achse sein und erzeugt so-
mit asymmetrische Klassenmittelbilder. Anhand dieser Informationen wurde der Daten-
satz in geradzahlige und ungeradzahlige Symmetrie getrennt, wodurch eine separate

Analyse der verschiedenen Oligomere ermdglicht wurde.

In der Literatur werden das 24mer, 28mer und 32mer als Bestandteile des polydispersen
Ensembles von Sip1 beschrieben (Fleckenstein et al. 2015). Bei Aktivierung durch Ver-
ringerung des pH-Wertes werden zunehmend kleine Spezies gebildet. Die Analyse der
Aufnahmen einer Probe mit pH 6,3 zeigt eine Verschiebung des Oligomergleichgewichts
von 32mer zu 28mer, wie auch in der Literatur angegeben (Fleckenstein et al. 2015). Die
Eigenbilder des gesamten Datensatzes zeigen Eigenbilder mit 6fach, 7fach und 8fach
Symmetrie. Nach Abtrennung der ,sideviews® in einen separaten Datensatz, konnte
durch Klassifizierung der ,topviews" keine D6 symmetrische Klasse mehr nachgewiesen
werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Klassifizierung der ,topviews* in Relion nach Abtrennung der ,sideviews*.
7- und 8-fach Symmetrie konnte klassifiziert werden, jedoch sind keine 6-fach symmetri-
schen Klassen mehr vorhanden.

3.1.4. Symmetrische Rekonstruktion des Sip1 28mers

Zur weiteren Analyse von Sip1, wurde ein Kryo-TEM Datensatz aufgenommen. 6 988
Negative wurden mit einem Titan Krios Mikroskop bei einer Beschleunigungsspannung
von 300 kV mit einer Gatan K2 Summit direct-detector Kamera, Volta-Phasenplatte und
Gatan GIF Quantum Energiefilter bei 105 000-facher Vergré3erung mit einer Pixelgrole
von 1,35 A aufgezeichnet. Nach Alignierung, Normalisierung und Summierung der mo-
vies mit dem Programm UCSF Motioncorr (39 e-/A2, 9x9 Patches, ,dose-weighting® with
1.0 e-/A%/frame) wurden 4 449 Negative fiir die weitere Analyse ausgewanhlt. Parameter
fur die Selektion waren Thonringe mit einer Aufldsung Uber 4 A, eine Phasenverschie-
bung zwischen 0,2 und 0,8, Astigmatismus kleiner als 650 nm, ein maximalen Defokus
von 3 000 nm sowie visuelle Inspektion in Real- und Fourierraum. Die CTF wurde an
~nhon-doseweighted“ Negativen mit dem Programm Gctf (spharische Abberation 2,7 mm,
min. Aufldsung 15 A, max. Auflésung 3 A, min. Defocus 300 nm, min. Phasenverschie-
bung 0°, max. Phasenverschiebung 180°, Phasenverschiebungsschrittweite 10°, Pixel-
gréRe 1.35 A) bestimmt. Die Auswahl der Einzelpartikel erfolgte automatisch mit dem

Programm Gautomatch und ergab einen Datensatz mit 1 415 569 Partikeln.

Um dem Problem der konformationellen Heterogenitat in der Probe zu begegnen, wurde
eine zweistufige Sortierung durch 2D- und 3D-Klassifizierung in Relion vorgenommen.
Es zeigte sich, dass die vorherrschende Population bei den untersuchten Praparations-
bedingungen das D7-symmetrische 28mer ist. Daher wurde sich fur die weiteren Analy-
sen auf das 28mer konzentriert. Hierzu wurden Klassen, mit geringer Auflésung sowie

Klassen mit 8-fach Symmetrie von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die Startmodelle wurden mittels SGD-Algorithmus in Cryosparc2 mit D7 und C1 Sym-
metrieerstellt. Abbildung 26 zeigt, dass in der C1 Struktur bereits die zu erwartende 7-

fach Symmetrie auftrat, was auf eine gute Sortierung der Daten im vorhergehenden
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Schritt schlielRen Iasst. Fur das weitere Refinement wurde das Startmodell mit D7 Sym-
metrie verwendet, da die Symmetrie durch die C1 Rekonstruktion verifiziert werden
konnte. Ein anschlielRendes Refinement mit D7 Symmetrie fihrte zu einer Struktur mit
einer Aufldsung von 6,5 A. Diese Rekonstruktion weist eine hohe Ubereinstimmung mit
veroffentlichten Sip1 28mer Rekonstruktionen auf (Fleckenstein et al. 2015). Zur Ver-
meidung eines ,reference bias“ wurden aber bereits vorhandene Rekonstruktionen nicht
verwendet. FUr das weitere Refinement wurde der Datensatz ,symmetry expanded®
(siehe Seite 27) um die strukturelle Redundanz zu nutzen. Ein symmetrisches Refine-
ment, bei dem die Winkelanpassung der Partikelorientierung auf maximal 10° be-

schrankt wurde, erzielte eine Rekonstruktion mit einer Auflésung von 5,2 A.

N publiziert

Abbildung 26: Verlauf der Sip1 Rekonstruktion. A: Ab-initio Rekonstruktionen mit C1 und
D7 Symmetrie. B: Rekonstruktionen mit D7 Symmetrie (oben) und lokales Refinement
des ,symmetry-expanded” Datensatzes auf 5,2 A gefiltert (mitte) und nach ,B-Factor
sharpening® (unten). Die finale Struktur ist als ,local-resolution map“ dargestellt. Im inne-
ren der Rekonstruktion konnte eine in der Kristallstruktur nicht aufgeldste Dichte rekon-
struiert werden (orange) C: Publizierte Struktur des Sip1 28mers. Scalebar: 50 A.

Die Rekonstruktion zeigte eine in der Kristallstruktur nicht beschriebene Dichte auf der
Innenseite des Oligomers an der aquatorialen Verbindung innerhalb einer Speiche (Ab-
bildung 26, orange markiert). Unterhalb dieser Dichte liegen die in der Kristallstruktur
aufgelésten NTR der aquatorialen Monomere. Die beobachtete Dichte zeigt demnach
wahrscheinlich einen Teil des weiteren Verlaufs der NTR, der nicht kristallisiert werden

konnte.

40



Die weitere Rekonstruktion dieser Struktur erwies sich als auerordentlich schwer. Ins-
besondere die Anwendung von Symmetrieoperationen resultierte in einer unidentifizier-
baren Masse im Zentrum des Molekiils und fihrte zu Uberschneidungen von Merkmalen
nahe der Symmetrieachse. Die Nutzung von fokussierter Klassifizierung und ,signal sub-
traction“ (siehe Seite 28) erwies sich ebenso als schwierig, da keine eindeutige Zuord-
nung der Kerndichte zu den jeweiligen Dimeren méglich ist und das Verhaltnis von fo-
kussiertem Bereich und Rest des Molekdls in starkem Ungleichgewicht steht. Aus die-
sem Grund wurde eine asymmetrische Rekonstruktion nach ,symmetry expansion® zur

Strukturaufklarung in diesem Bereich angestrebt.

3.1.5. Asymmetrische Rekonstruktion zeigt UnregelmaRigkeiten in der Oligo-
merstruktur
Da das Sip1 28mer signifikante konformationelle Heterogenitat innerhalb des Oligomers
zeigt, wurde ,symmetry expansion“ mit D7 Symmetrie auf den Datensatz angewandt, um
die strukturelle Redundanz des Molekuls zu nutzen. Im Vergleich zur konventionellen
Symmetrisierung entfallt der Nachteil, dass das Modell Mittelungen verschiedener Spei-
chenkonformationen an allen Speichenpositionen enthalt. Die Klassifizierung dieses er-
weiterten Datensatzes ohne extensives Alignieren eréffnet somit die Moglichkeit, ver-
schiedene Speichenkonformationen héher aufzulésen. Da apikale und aquatoriale Mo-
nomere von Sip1 keine identische Konformation besitzen, wurde das Dimer als asym-
metrische Einheit gewahlt. Der erweiterte Datensatz enthalt die Strukturinformation aller
Dimere an jeder Dimerposition, sodass nun eine Klassifizierung der Dimerkonformatio-
nen moglich wird, selbst wenn sie Teil desselben Oligomers sind. Eine asymmetrische
Klassifizierung in 50 Klassen eroffnete einen ersten Einblick in das konformationelle En-

semble von Sip1.
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Abbildung 27: Galerie von 28 Klassen mit asymmetrischer Rekonstruktion. Rechts:
Klasse mit fehlender (grin) und vorhandener (magenta) Verbindung der Speichen eines
Sip1 Oligomers. Unten: Klasse mit unterschiedlicher Verkniipfung zwischen den Spei-
chen. Die Pfeile zeigen auf die Stelle der Struktur, wo der Ubergang zwischen ACD und
NTR (weiR) bzw. ACD und CTR (schwarz) liegt. Die Verbindung der Dimere kann NTR-
(blau) und CTR-vermittelt (orange) vorliegen.

Die asymmetrischen Rekonstruktionen zeigen, dass die apikalen Verbindungen zwi-
schen den Oligomerspeichen dynamisch sind. Nahezu alle Rekonstruktionen zeigen,
dass die Oligomere sowohl untereinander verbundene, wie auch nicht verbundene Spei-
chen besitzen (Abbildung 27 rechts; grin und magenta markiert). Bei genauerer Be-
trachtung kann man zudem erkennen, dass die Verbindung an der ACD eines Monomers
an zwei unterschiedlichen Stellen beginnen kann. Abbildung 27 zeigt unten die zwei be-
obachteten Varianten. Orange markiert ist die Variante, in der die CTR ausgehend von
der apikal liegenden Stelle der ACD (schwarzer Pfeil) die Verbindung knlpft. Die blaue
Markierung zeigt die Variante, in der die Verbindung von einem tiefer liegenden Punkt
entspringt (weiller Pfeil). An dieser Stelle befindet sich in der pseudoatomaren Struktur
der ACD der Ansatzpunkt der NTR (Abbildung 28, weil3er Pfeil), wodurch wir vermuten,

dass die NTR in dieser Variante die Verbindung bereitstellt.
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Abbildung 28: Symmetrische Rekonstruktion mit gefittetem Dimer der Kristallstruktur
(4ydz). NTR und CTR des apikalen Monomers sind trunkiert (bei Aminosaure 51 bzw.
130). Der schwarze Pfeil zeigt die Position der CTR beim Ubergang aus der ACD. Der
weilde Pfeil deutet auf die Stelle an der die NTR in die ACD Ubergeht.

3.1.6. CTR ,,domain-swap‘“ der apikalen Monomere von Sip1

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass von den apikalen Monomeren unterschiedliche
dynamische Verbindungen in das Zentrum des Molekils gebildet werden. In Kombina-
tion mit der teilweise fehlenden Verbindung zum benachbarten Tetramer legt das die
Vermutung nahe, dass die CTR eine alternative Bindungsmaoglichkeit Gber das Zentrum
des Moleklls besitzt. Abbildung 29A zeigt einen mdglichen Verlauf der CTR zum Oli-
gomerzentrum (magentafarbener Pfeil). Die dadurch unbesetzte I-x-l Bindestelle der be-
nachbarten Speiche wird durch eine Verbindung aus dem Zentrum besetzt (blauer Pfeil
rechts). Ebenso denkbar ware eine Bindung an die eigene |-x-I Bindestelle. Abbildung
29B zeigt hingegen den Verlauf der NTR zum Zentrum. Die NTR setzt an der ACD etwas
tiefer an als die CTR (Abbildung 27 unten), und kann somit von der CTR differenziert
werden. Zudem zeigt die Klasse eine gleichzeitige Verbindung der CTR zur benachbar-
ten Speiche (gruner Pfeil oben). Abbildung 29C zeigt gleichzeitig eine C-terminale Ver-
bindung ins Zentrum und zur benachbarten Speiche. Dieses Rekonstruktionsartefakt ist
der hohen Heterogenitat von Sip1 geschuldet, wodurch hier zwei Konformationen der
CTR gleichzeitig an derselben Position dargestellt werden. Durch die Vielzahl an mdgli-
chen Verbindungen bei gleichzeitig grofRer Flexibilitat ist eine eindeutige, hochauflo-
sende Klassifikation unmadglich. Somit werden ahnliche Konformationen wahrend der
Klassifikation gemischt und sind schwer interpretierbar. Insgesamt zeigt sich jedoch,
dass die apikalen Monomere von Sip1 auf vielfaltige Weise an der Oligomerformation
beteiligt sind. Neben der in der Literatur beschriebenen C-terminalen Verbindung zwi-
schen den Speichen gibt es eine Vielzahl an mdglichen Verbindungen von und zum Oli-
gomerzentrum. Eine N-terminale Beteiligung an der Oligomerformation durch apikale
Verbruckung scheint ebenso mdglich zu sein und wird im weiteren Verlauf naher be-

trachtet.
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Abbildung 29: Beschreibung verschiedener Bindungen in das Oligomerzentrum am Bei-
spiel von drei Klassen einer asymmetrischen Rekonstruktion von Sip1. Die Pfeile repra-
sentieren die mogliche Verbindung an dieser Stelle. Griin: C-terminale Verbindung zwi-
schen benachbarten Speichen. Blau: Verbindung vom Zentrum an die f4-88 Furche der
ACD. Magenta: C-terminale Verbindung in das Zentrum. Orange: N-terminale Verbin-
dung in das Zentrum.

3.1.7. 3D-Variabilitiats-Analyse

Da in asymmetrischen Rekonstruktionen das gesamte Oligomer in die Klassifizierung
einbezogen wird, enthalten die Klassen immer Mittelungen des Oligomers. Die asym-
metrische Einheit von Sip1 ist jedoch das Dimer. Mittels 3D-Variabilitats-Analyse lasst
sich dieser Umstand nutzen, indem die einzelnen Dimere des Oligomers mittels ,multi-
body-refinement” als Einzelkdrper rekonstruiert werden und anschlieend die Variabilitat
der Rekonstruktionen anhand einer Hauptkomponentenanalyse beschrieben werden. In
Sip1 resultierte diese Untersuchung in einer bimodalen Verteilung des ersten Eigenwer-
tes was einen Hinweis auf 2 diskrete Konformationen gibt. Zur Visualisierung dieser Zu-
stande wurden die Orientierungen, denen der erste Eigenwert zugrunde liegt, auf die

Einzelkorper des Refinements angewendet und rekonstruiert.
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Abbildung 30: Ergebnis des ,multibody-refinements” mit 3D-Variabilitats-Analyse. Mitte:
Das Histogramm der Partikelverteilung entlang des ersten Eigenwertes zeigt eine bimo-
dale Verteilung. Links: Verbindungen der Speichen setzen tiefer an der ACD an und las-
sen somit vermuten, dass die Verbindungen durch die NTR vermittelt werden. Rechts:
Verbindungen der Speichen setzen hoch an der Speiche an und werden demenspre-
chend durch die CTR vermittelt. Schwarze Pfeile markieren den Ubergang ACD/CTR,
weiRe Pfeile markieren den Ubergang NTR/ACD.

In Abbildung 30 wird gezeigt, dass die bimodale Verteilung der Eigenwerte auf zwei Kon-
formationen des Sip1 28mers zurlickzufiihren sind, die sich hinsichtlich der apikalen Ver-
briickung benachbarter Speichen unterscheiden. Links ist die Rekonstruktion mit den
Orientierungen der niedrigen Eigenwerte dargestellt, rechts die der hohen Eigenwerte.
Das Histogramm in der Mitte zeigt die Verteilung der Partikel auf die jeweiligen Eigen-
werte. Auffallig ist, dass sich die beiden Rekonstruktionen hinsichtlich des Ansatzpunk-
tes der Verbriickung benachbarter Speichen unterscheiden. Die schwarzen Pfeile in den
Rekonstruktionen markieren den oberen Verbindungsansatz, wahrend die weilen Pfeile
den tiefer liegenden Ansatzpunkt zeigen. Die Verteilung der Eigenwerte ist zudem nicht
gleichmaRig zwischen beiden Moden verteilt. Die Rekonstruktion, die eine Verbindung
ausgehend vom aulieren Punkt der Speiche zeigt, ist deutlich starker populiert (~71%)
als die tiefer ansetzende Verbindung (~29%). Der Vergleich mit Abbildung 28 zeigt, dass
die beiden beobachteten Positionen mit den Ubergdngen der ACD in die CTR (oben;
schwarzer Pfeil) sowie der NTR in die ACD (unten; weil3er Pfeil) korrelieren. Hierdurch
wird die Hypothese, dass die NTR an der Verbindung benachbarter Speichen beteiligt
sein kann, untermauert. Die Verbindung der Speichen Uber die CTR ist bereits in der

Kristallstruktur beschrieben (Fleckenstein et al. 2015) und kann hier verifiziert werden.
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3.1.8. Moglicher NTR ,,domain-swap*“

Wie in Abbildung 28 gezeigt wird, liegen die Ubergangspunkte der ACD zu CTR und
NTR im gefalteten Protein unmittelbar nebeneinander. Abbildung 31 zeigt, dass die NTR
von Sip1 ein I-V-P-Motiv mit ahnlicher hydrophober Umgebung wie das L-P-I-Motiv der
CTR besitzt, und beide Motive in einem vergleichbaren Abstand zum Ubergang in die

ACD liegen (10 bzw. 11 Aminosauren).

11AS Motiv:

Abbildung 31: Vergleich von N-terminal und C-terminal vermittelten Verbindungen zwi-
schen Speichen von Sip1. Oben: Sequenzalignment von NTR (invertiert um die Direkti-
onalitat zu beriicksichtigen) und CTR farbcodiert nach Hydrophobizitat (magenta: positiv
geladen, blau: negativ geladen, rot: hydrophob, griin: polar). Unten: Modellierung mit fle-
xibel gefitteten Termini der N-terminalen und C-teminalen Verbindung in den jeweiligen
fokussierten Rekonstruktionen. Das I-x-I Motiv ist gelb eingefarbt. Schwarze Pfeile zei-
gen den Ubergang von ACD zu CTR; weile Pfeile den Ubergang von NTR zu ACD.

Eine asymmetrische, fokussierte Klassifizierung von benachbarten Dimeren im ,sym-
metry-expanded® Datensatz zeigt, wie bereits beschrieben (Abbildung 27 und Abbildung
30), Klassen, in denen die Verbindung der Dimere auf unterschiedlicher Héhe verlauft.
Die Verbindung beginnt entweder dort, wo die CTR das B-Faltblatt der ACD verlasst oder
die NTR in das B-Faltblatt der ACD eintritt. In Abbildung 31 wird die flexibel gefittete
Kristallstruktur von Sip1 mit modellierten Termini in beiden Versionen gezeigt. Die |-x-I

Motive beider Termini liegen in der hydrophoben Bindestelle.
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Da Sip1 hinsichtlich der Aktivitat und OligomergroéRe eine Veranderung im analysierten
pH-Bereich aufweist, werden Histidine als mogliche molekulare Schalter vorgeschlagen.
Die Histidine 139 und 144 der CTR liegen in dieser Region. Histidin 29 in der NTR liegt
etwas weiter entfernt, kdnnte aber durch Induktion einer Konformationsanderung in der

Linkerregion dennoch einen pH-Schalter darstellen.

3.1.9. NTR Strukturvorhersage

Um die prognostizierte N-terminale Verbindung der Speichen weiter zu untersuchen,
wurde die NTR naher betrachtet. Da in der Kristallstruktur des apikalen Sip1 Monomers
die ersten 44 Aminosauren nicht aufgeldst sind, wurde zu diesem Zweck die Sekun-
darstruktur der NTR mittels Vorhersagealgorithmen bestimmt. Hierzu wurden 13 Struk-
turvorhersageprogramme parallel genutzt, um eine mittlere Helixwahrscheinlichkeit der

Aminosauren in der NTR zu berechnen (Abbildung 32).

Sip1-NTR
Sequenz

YASPIN
Jnet
Jhmm
Jpssm
PredictProtein
PSSpred
Frag1D
SPIDER2
CFSSP
APSSP2
NetSurf
s2D
QUARK

— 100
80
60
40
20

0

Helixwahr-
scheinlichkeit [%

Abbildung 32: Alignment der NTR Sequenz von Sip1 mit den Ergebnissen der genutzten
Sekundarstrukturvorhersagealgorithmen. Rote Bereiche wurden als helikale Bereiche
vorhergesagt. Die prozentuale Helixwahrscheinlichkeit ist als Funktion des Mittelwerts
aller Vorhersagealgorithmen geplottet. Der orange hinterlegte Bereich der Primarse-
quenz wird mit Gber 50% durchgangig als Helix vorhergesagt. Das I-x-| Motiv der NTR
ist gelb markiert.

Die orange hinterlegte Region zwischen G13 und N34 liegt hiernach mit gro3er Wahr-

scheinlichkeit als Helix vor. Inwiefern das hier zutrifft, muss durch weitere Versuche er-
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mittelt werden. Die Modellierung dieser Helix zeigte eine amphipathische Helix mit Gber-
wiegend polaren Aminosaureresten auf der einen Seite und unpolaren Resten auf der
gegenuberliegenden Helixhalfte (Abbildung 33). Histidin 29, welches als pH-Switch in
Betracht gezogen wurde, liegt im unpolaren Bereich der Helix. Aufgrund dieser Position
kénnte die Protonierung/Deprotonierung dieses Restes infolge einer pH-Wert Anderung

einen Einfluss auf die Hydrophobizitat und somit die Dynamik der Region haben.

iiberwiegend Gly
Polar

Pro
23

18
Phe
Met liberwiegend

15 29 Unpolar

[ rpolar, sauer [ polar, ungeladen
[l polar, basisch [ unpolar

Abbildung 33: Helix Wheel Diagramm der prognostizierten N-terminalen Helix. Der gelb
unterlegte Bereich weist vorwiegend unpolare Aminosaurereste auf, wahrend der ma-
genta hinterlegte Bereich vorwiegend polare Aminosaurereste beherbergt. Histidin 29,
das als moglicher Kandidat fiir einen pH-Switch gilt liegt im unpolaren Teil der Helix.

Zur Untersuchung des potentiellen pH-Schalters an H29, wurden negative stain EM Cha-
rakterisierungen der H29R und H29D Mutanten durchgefuhrt. Die Aufnahmen zeigten
jedoch keine erkennbaren Gréflenunterschiede (Abbildung 34), was durch Messungen
mittels analytischer Ultrazentrifugation (A. Strauch, personliche Mitteilung) bestatigt
wurde. Chaperone-Assays der Mutanten ergaben zudem keine veranderte Aktivitat. So-

mit scheint H29 zumindest als alleiniger pH-Switch nicht ausreichend zu sein.
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Abbildung 34: Negative stain Aufnahmen von Sip1 Histidinmutanten bei pH 8,2 sowie
Histogramme der GroéRenanalysen dieser Mutanten. Links: Argininmutante H29R.
Rechts: Asparaginsauremutante H29D. Scalebar: 50 nm.

3.1.10. Histidin pH-Schalter

Der Einfluss des pH-Werts auf die Oligomerverteilung im Bereich pH 6 bis pH 8 fihrt zu
der Vermutung, dass Histidinreste in den dynamischen N- und C-terminalen Regionen,
deren pl in diesem Bereich liegen, damit in Verbindung stehen. Neben H29 in der NTR
liegen zwei Histidine, H139 und H144, innerhalb der CTR. Zur Untersuchung wurden
Alaninmutanten dieser beiden Histidinreste erstellt um einen Verlust von Ladungen an

diesen Positionen zu untersuchen.

H139A zeigt ein, dem Wildtyp &hnliches Verhalten bei der Grékenermittiung durch NS-
TEM. Analytische Ultrazentrifugation (aUZ) beschreibt ebenfalls die charakteristische
Verschiebung zu kleineren Oligomeren bei niedrigem pH-Wert, wobei hier ein zweiter
Peak, der kleinere Spezies charakterisiert, vorhanden ist und die Verteilung deutlich he-
terogener als die des Wildtyps aussieht. Der Chaperone-assay zeigt Chaperonaktivitat
bei pH 6,3 wahrend bei héherem pH die Chaperonaktivitat vermindert ist (Abbildung 35
links).
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H144A zeigt im Unterschied zum Wildtyp in der GréRenverteilung durch NS-TEM keine
signifikant unterschiedlichen GréRen zwischen den beiden untersuchten pH Werten, da-
fur aber bei beiden pH-Werten insgesamt eine sehr breite Oligomergré3envarianz. Ana-
lytische Ultrazentrifugation zeigt ebenso keine Verschiebung des hydrodynamischen Ra-
dius. Die Chaperonaktivitat hingegen entspricht dem Wildtyp mit der charakteristischen
Steigerung der Aktivitat bei niedrigem pH (Abbildung 35 rechts).
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Abbildung 35: C-terminale Histidinmutanten H139A und H144A im Vergleich. Negative
stain Aufnahmen bei pH 6,3 und 7,5 (Scalebars 50 nm), Histogramm der Gré3enanalyse
(orange: pH 7,5, blau: pH 6,3), Resultat der aUZ Messungen sowie Ergebnisse der Cha-
perone-assays (durchgefiihrt von A. Strauch). Links: Sip1 H139A Rechts:Sip1 H144A.
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3.1.11. Flexibles Fitting mittels MDFF

Da sowohl die symmetrische wie auch die asymmetrische Rekonstruktion von Sip1 zu-
satzliche Informationen flir Regionen des Oligomers liefern, flr die bisher keine Kristall-
struktur bekannt sind, wurde die Struktur neu modelliert. Flr eine exakte de-novo Mo-
dellierung ist die Auflédsung nicht ausreichend. Durch die hdhere Auflésung gegenuber
bekannten EM-Rekonstruktionen konnte die Kristallstruktur in die Struktur eingepasst
werden. Hierdurch erhalt man ein pseudoatomares Modell von Sip1 in nativer Konfor-
mation. Zunachst wurde ausgehend von der bekannten Kristallstruktur (4ydz) mit D8
Symmetrie eine Variante mit D7 Symmetrie modelliert. Die D7 symmetrische Struktur
wurde mittels MDFF (siehe Seite 28) flexibel in die symmetrische Rekonstruktion gefittet.
Hierzu wurde aus der EM-Rekonstruktion ein zusatzliches ,forcefield” generiert, dessen
Starke im Verlauf des fittings von 1,0 auf 0,5 verringert wurde. Sekundarstrukturen,
Cispeptide und Chiralitdtszentren wurden wahrend des fittings beibehalten. Um die Sym-
metrie des Modells zu erhalten wurde ein zusatzlicher ,symmetry-restraint” eingefuhrt.
Dadurch werden die Krafte auf die Ca-Atome der Struktur in jedem Schritt der MD ge-

mittelt.

Abbildung 36: Symmetrische Sip1 Rekonstruktion mit flexibel gefitteter pseudoatomarer
Struktur. Apikale Monomere sind blau eingefarbt, aquatoriale Monomere in orange.
Links: ,topview*; Mitte: ,sideview“; Rechts halb gedffnete ,sideview“-Ansicht. Scalebar:
50 A

Abbildung 36 zeigt die flexibel gefittete Struktur in der EM-Struktur. Die Masse im Zent-
rum der Rekonstruktion, welche keine pseudoatomare Struktur enthalt, wurde nicht, wie
in vergangenen Studien (Fleckenstein et al. 2015), als Rekonstruktionsartefakt einge-
stuft und entfernt. Die verbesserte Rekonstruktion zeigt hingegen, neben den bereits
gezeigten apikalen Verbindungen (siehe Seite 43), zahlreiche weitere Verbindungsmog-
lichkeiten der zentralen Masse zu den Speichen des Oligomers. Sowohl NTRs der api-
kalem Monomere (blau) als auch der aquatorialen Monomere (orange) tragen hierzu
vermutlich bei. Der Verlauf der NTRs kann nicht zweifelsfrei rekonstruiert werden, daher
kann keine genaue Aussage Uber die Struktur in diesem Bereich getroffen werden. Je-

doch liegt der Schluss nahe, dass die NTRs im inneren des Oligomers interagieren.
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3.2. Hsp17

3.2.1. Kenntnisstand

Hsp17 ist eines der 16 sHsp aus C. elegans (Kriehuber et al. 2010). Es wird konstitutiv
exprimiert und ist durch Schwermetalle und Hitzestress induzierbar (Ezemaduka et al.
2017). Das Protein besteht aus 149 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
17,6 kDa. Hsp17 wird in jungen adulten Wirmern in Pharynx, Ausscheidungstrakt, Darm
und Anus exprimiert. Es wurde gezeigt, dass Hsp17 in-vitro bei erhdhter Temperatur zu
verstarkter Aggregation von Substraten wie MDH, polyQ Proteinen und KIN-19 fiihrt,
wahrend andere Substrate wie CS und GAPDH vor Aggregation geschitzt werden und

Hsp17 somit als selektive Proteinaggregase wirkt (lburg et al. 2020).

Hsp17 zeigte im negative stain EM sogenannte ,supermolecular assemblies (SMA)*,
welche aus groRen Zusammenschlissen von aneinander liegenden Oligomeren zu be-
stehen scheinen (Zhang et al. 2015). Zudem sind bereits Kryo-EM Rekonstruktionen
bekannt, die jedoch lediglich eine Auflésung von 14,5 A erreichten (Zhang et al. 2015).
Das Oligomer zeigt hier eine tetrahedrale Symmetrie mit 24 Untereinheiten. Als pseudo-
atomares Modell wurde bisher die Kristallstruktur des homologen Hsp16 aus Weizen
verwendet (Zhang et al. 2015).

3.2.2. Negative stain

Fir eine initiale elektronenmikroskopische Charakterisierung von Hsp17 aus C. elegans
wurde der Wildtyp (Hsp17 wt) sowie eine Mutante in mit deletierter NTR (Hsp17 ANTR)
nach Negativkontrastierung analysiert (Abbildung 37 oben). Beim Wildtyp zeigte sich
eine gleichmaRige Verteilung der Oligomere mit nur vereinzelt vorkommenden Aggrega-
ten. Das Auftreten von SMA konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. Die Dele-
tion der NTR fihrte zu einer drastisch reduzierten Anzahl der Oligomere sowie zu einer
Zunahme der Heterogenitat bezuglich der Oligomergrée, wodurch eine weitere Analyse
der Mutante mittels EM unterlassen wurde. Der Wildtyp wurde einer GréRenanalyse un-
terzogen, wobei insgesamt 14 875 Partikel vermessen wurden. Die Analyse der GroRen-
verteilung zeigte eine relativ breite OligomergréRenverteilung von 10,5 bis 15,5 A (Ab-

bildung 37 unten).
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Abbildung 37: Negative stain Aufnahmen von Hsp17 wt und Hsp17 ANTR sowie Histo-
gramm der Grofienanalyse von Hsp17 wt aus insgesamt 14 875 Partikeln. Der Mittelwert
aller Partikeldurchmesser ist 12,65 nm. Scalebar 50 nm.

Zur weiteren Analyse des Hsp17 wt wurde eine MSA des Datensatzes durchgefuhrt. Die
Eigenbilder (Abbildung 38) zeigen deutlich 3- und 2-fach Symmetrien, was auf das Vor-
liegen einer tetrahedralen Struktur deutet und somit die bestehenden Ergebnisse verifi-
zZiert (Zhang et al. 2015).

Abbildung 38: Eigenbilder von Hsp17 wt. Eigenbilder 4 und 6 zeigen 2-fach Symmetrie,
wahrend die Eigenbilder 10 und 11 eine 3-fach Symmetrie belegen. Daraus resultiert die
in Eigenbilder 8 und 9 auftretende 6-fach Symmetrie. Zudem zeigen die Eigenbilder 2
und 3 eine deutliche GréRenvarianz.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das Protein fir die weitere Charakterisierung mittels
Kryo-EM untersucht. Parallel wurden negative stain Experimente von Hsp17wt-Aggre-
gationsassays mit Citratsynthase (CS), Malatdehydrogenase (MDH) und Insulin als Sub-
stratproteine durchgefiihrt. Abbildung 39 zeigt, dass die Oligomerstruktur von Hsp17 in
Proben ohne Substrat nach Hitzeschock erhalten bleibt. Die Gréfie von 12 bis 14 nm
entspricht den Ergebnissen der GroRenanalyse (Abbildung 37). Proben ohne Hitze-
schockprotein zeigten bei allen Substratproteinen die Bildung grof3er, amorpher Aggre-

gate.

Die Zugabe von Hsp17 zu CS im Verhaltnis von 1:1 vor Hitzeschock flhrte zur Bildung
globularer Aggregate mit einer GroRe von etwa 30-80 nm. Bei einem vierfachen Uber-
schuss von Hsp17 blieb die globulare Struktur der Aggregate erhalten, wahrend sich die
GroRe auf etwa 10-50 nm verkleinerte und die Anzahl der Aggregate stark zunahm (Ab-
bildung 39 oben).

Die Zugabe von Hsp17 zu MDH im Verhaltnis 1:1 vor Hitzeschock zeigte hingegen die
Bildung grol3er, amorpher Aggregate, ahnlich der Proben ohne Hitzeschockprotein. Hier-
bei waren sowohl die Anzahl als auch die GroRRe der Aggregate hoher als in der Kon-
trolle. Bei vierfachem Uberschuss von Hsp17 nahmen GréRe und Anzahl weiter deutlich
zu (Abbildung 39 Mitte).

Insulin als Substratprotein zeigte die Bildung kleiner, kompakter Aggregate bei niedriger
Hsp17-Konzentration, wahrend bei hoher Konzentration grof3e unstrukturierte Aggregate
gebildet wurden (Abbildung 39 unten). Um die Beobachtung mit Insulin als Substrat wei-
ter zu charakterisieren wurden zusatzliche Hsp17-Konzentrationen untersucht, sowie
Proben wahrend des Verlaufs des Aggregationsassays genommen. Hierbei zeigte sich,
dass Proben mit niedrigerer Hsp17-Konzentration eine geringere Insulinaggregation her-
vorriefen. Zudem fiel der Anstieg der AggregatgroRe wahrend des Assays in Anwesen-

heit hoher Hsp17-Konzentrationen geringer aus (Abbildung 40).
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Abbildung 39: Vergleich der Chaperone-assays von Hsp17 mit Citratsynthase (oben),
Malatdehydrogenase (mitte) und Insulin (unten) als Substrat bei 10k und 60k VergroRe-
rung. Scalebars zeigen 500 nm (10k) und 50 nm (60k).
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Abbildung 40: Zeitlicher Verlauf des Chaperone-assays von Hsp17 mit Insulin als Sub-
stratprotein bei 20 °C. Neben den in Abbildung 39 verwendeten Hsp17 Konzentrationen
(2 yM und 12 pM) werden zusatzlich die Endpunkte der Assays mit den Konzentrationen
0,25 uM und 1 pM, sowie die zeitlichen Verlaufe der Kontrollproben und der Assays mit
den Konzentrationen 12 yM und 24 pM dargestellt. VergroRerung 10k und 60k.
Scalebars zeigen 500 nm (10k) und 50 nm (60k).



Neben den Assays bei 20 °C wurden identische Versuche bei 37 °C durchgefihrt. Dabei
trat die selbe Konzentrationsabhangigkeit der Chaperonfunktion auf. Bei niedriger
Hsp17-Konzentration konnte eine Holdase-Funktion beobachtet werden, wahrend mit

steigender Konzentration eine Aggregase-Funktion auftrat (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Chaperone Assays von Hsp17 mit Insulin als Substratprotein bei 37 °C.
Aufnahmepaare zeigen identische Bildausschnitte bei 10k und 60k VergroRerung.
Scalebars zeigen 500 nm (10k) und 50 nm (60k).

3.2.3. Kryo-TEM

Zur weiteren Analyse der Hsp17 wt Struktur, wurde ein Kryo-TEM Datensatz aufgenom-
men. 2 568 Negative wurden mit einem Titan Krios Mikroskop bei einer Beschleuni-
gungsspannung von 300 kV mit einer Gatan K3 direct-detector Kamera im CDS Modus
mit einer PixelgréRe von 1,09 A aufgezeichnet. Der Defokus variierte im Bereich zwi-
schen -0,5 und -2,5 ym. Die aufgezeichneten movies enthielten 30 Einzelaufnahmen mit
einer Gesamtelektronendosis von 55 e-/A2. Nach Alignierung, Normalisierung und Sum-
mierung der movies mit dem Programm UCSF Motioncorr (55 e-/A2, 9x9 Patches) wurde
die CTF mit dem Programm Gctf (spharische Abberation 2.7 mm, min. Auflésung 15 A,
max. Auflésung 3 A, min. Defocus 300 nm, PixelgroRe 1.09 A) bestimmt. Nach visuellem

kuratieren der Ergebnisse bestand der Datensatz aus 2 134 Negativen. Mit dem Pro-
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gramm Gautomatch wurden wahrend der Aufnahme bereits Einzelpartikel von den Ne-
gativen automatisch und ohne Templat ausgewahlt. Die so gepickten Koordinaten wur-
den genutzt, um einen ersten Datensatz in Cryosparc2 zu erstellen. Nach 2D-Klassifi-
zierung in 50 Klassen wurden schlieBlich 31 Klassen als Templat fUr ein verbessertes
Picking ausgewahlt. Die Auswahl der Einzelpartikel erfolgte schlief3lich automatisch mit
dem Template Picker in Cryosparc2 und ergab einen Datensatz mit 663 141 Partikeln.
Anschlie3end erfolgte ein zweistufiges Sortieren des Datensatzes mittels 2D-Klassifizie-
rung bei dem Partikel, die keine sinnvollen Informationen flr die Strukturbestimmung
beinhalten von der weiteren Bearbeitung ausgeschlossen wurden. Aus den verbliebenen
344 489 Partikeln wurde mittels SGD-Algorithmus eine Startstruktur berechnet (3 Klas-
sen, C3 Symmetrie). Aus 187 116 Partikeln der besten Startstruktur wurde schlieflich
eine symmetrische Rekonstruktion durch Anwendung der Tetraedersymmetrie wahrend
des Refinements erstellt und in der EMDB verdffentlicht (EMD-13346) (Abbildung 42).

5 74 9
Auflésung [A]

Abbildung 42: Local resolution map der symmetrischen Rekonstruktion von Hsp17. Die
ACD weist eine gute Aufldsung um 5 A auf, wahrend die NTRs entweder nicht aufgelést
werden konnten oder nur eine schlechte Auflésung (>9 A) zeigen.

Die symmetrische Rekonstruktion ermdglichte ein prazises fitting der ACD, da die beta-
Faltblatter eindeutig zu erkennen waren. Das Hsp17 Oligomer weist eine kubische Ge-
ometrie mit der Symmetrie eines einbeschriebenen Tetraeders auf. Die Kanten des Wr-
fels werden durch ACD-Dimere gebildet, wodurch man eine 24mer Struktur erhalt. Alter-
native Oligomerspezies, wie z.B. bei Sip1 (Fleckenstein et al. 2015) oder aA-Kristallin
(Kaiser et al. 2019) konnten fur Hsp17 nicht identifiziert werden. Fir die symmetrische
Rekonstruktion konnte eine Aufldsung von 6,49 A erzielt werden. Aufgrund der héheren
Rigiditat ist die ACD besser aufgeldst (unter 5 A) wahrend die NTR und CTR aufgrund
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der héheren Flexibilitat eine Aufldsung von etwa 7 A erreicht. Im Zentrum des Oligomers
zeigt sich eine schlecht aufgeloste Masse, die durch die hochflexiblen Enden der Pep-
tidkette verursacht wird und Uber einen breiten Bereich mit den ACDs verbunden ist (Ab-
bildung 42).

Ein wichtiger Schritt bei der Oligomerformation von sHsps ist die ACD-Dimerisierung.
Fur Hsp17 wird der ,non-metazoan fold“ in der Literatur beschrieben (Zhang et al. 2015).
Bei Sip1, das ebenfalls in C. elegans vorkommt, liegt hingegen der ,metazoan fold“ vor
(Fleckenstein et al. 2015). Um das Auftreten verschiedener Dimerisierungstypen im sel-
ben Organismus zu verifizieren, wurde die Lage der ACD in der Rekonstruktion genauer
betrachtet. Die Auflésung der Rekonstruktion in diesem Bereich ermdglicht eine eindeu-
tige Lokalisierung der B-Faltblatter des ACD-Dimers (Abbildung 43).

Abbildung 43: Fitting von sHsp ACDs in die Dichte der ACD der Rekonstruktion von
Hsp17. Der ,threshold“ wurde so gewahlt, dass die B3-Faltblatter der ACD gut sichtbar
sind. A: Fitting des Hsp17 Modells. B: Fitting von Sip1 (4ydz,gelb), aA-Crystallin (3I1f;
cyan) und aB-Crystallin (311g; magenta), die alle den metazoan fold einnehmen, passen
gut in die Rekonstruktion. C: Die Struktur von Weizen Hsp16.9 (1gme, grau) passt nicht
in die Rekonstruktion.

Das Fitting einer Kristallstruktur der ACD eines sHsps mit ,non-metazoan fold“ flhrt zu
relativ schlechter Kreuzkorrelation, wie am Beispiel von Weizen Hsp16 (1gme) mit einer
Korrelation von 0,69 gezeigt wurde. Strukturen von sHsps mit ,metazoan fold“ zeigen
hingegen hdhere Kreuzkorrelationen, wie zum Beispiel bovines aA-crystallin (311f) mit
0,89. Die untersuchten Strukturen sind in Tabelle 7 dargestellt. Basierend auf diesen
Ergebnissen lasst sich schliel3en, dass Hsp17, entgegen der publizierten Ergebnisse

(Zhang et al. 2015), den ,metazoan fold“ einnimmt.

sHsp ACD Kreuzkorrelation (bei 6,5 A)
C. elegans Sip1 (4ydz) 0,89
T. aestivum Hsp16 (1gme) 0,69
R. norvegicus Hsp20 (2wj5) 0,86
B. taurus aA-Crystallin (311f) 0,89
H. sapiens aB-Crystallin (311g) 0,88

Tabelle 7:Kreuzkorrelation verschiedener sHsp Strukturen mit der Dichte der ACD von
Hsp17.
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3.2.4. Strukturmodellierung

Basierend auf den Ergebnissen der elektronenmikroskopischen Rekonstruktion konnte
mittels Homologiemodellierung ein pseudoatomares Modell von Hsp17 erstellt werden.
Als Referenz fir die Modellierung diente Sip1 (4ydz). Nach initialem ,rigid body fitting®
(UCSF Chimera) wurde die Struktur durch flexibles fitting mittels Molekulardynamik
(VMD/NAMD2) in die Rekonstruktion gefittet. AnschlieRend wurde die Struktur iterativ
verbessert (PHENIX) und Ramachandran- sowie Seitenkettenfehler korrigiert (Coot). Die
Rekonstruktion ermoglichte das Fitten der Aminosauren 25 bis 148 der superfacialen
Monomere und 1 bis 148 der luminalen Monomere. Die ersten 24 Aminosauren der su-
perfacialen Monomere konnten keiner Dichterekonstruktion zugeordnet werden und wur-
den von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Das Modell wurde in der PDB verdffent-

licht (7pe3). Die Validierungsstatistik des Modells ist in Tabelle 8 dargestellt.

Model composition
Non-hydrogen atoms 2248
Protein residues 272

R.m.s. deviations

Bond lengths (A) 0.004

Bond angles (°) 1.101
Validation

MolProbity score 2.27

Clashscore 15.51

Poor rotamers (%) 0

Ramachandran plot

Favored (%) 89.18
Allowed (%) 10.82
Disallowed (%) 0

Tabelle 8:Validierungsstatistik des pseudoatomaren Modells von Hsp17 (7pe3).

Aufgrund der Orientierung der ACD-Dimere im Oligomer ist es mdglich, die beiden be-
teiligten Monomere anhand ihrer Lage als ein luminales und ein superfaciales Monomer
zu unterscheiden (Abbildung 44, luminal: orange, superfacial: blau). Beim superfacialen
Monomer konnte die NTR nicht aufgelést werden, wahrend die NTR der luminalen Mo-
nomere in der Dichtekarte rekonstruiert werden konnte. Die CTR ist fur die Verknipfung

der Monomere an den Ecken des Wrfels verantwortlich.
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Abbildung 44: Rekonstruktionen von Hsp17 mit gefitteter pseudoatomarer Struktur. Lu-
minale Monomere sind orange gefarbt, wahrend superfaciale Monomere blau sind. (A)
zeigt eine 2-fach symmetrische Seite. Ausgehend hiervon erhalt man durch Rotation um
54,7° um die x- (B) oder y-Achse (C) die 3-fach symmetrische Ansicht. Die zwei Interak-
tionsmoglichkeiten sind in den vergrofierten Ausschnitten dargestellt.

Je nach involviertem Monomer kénnen hier zwei verschiedene Verknlpfungen der Mo-
nomere unterschieden werden. Zum einen kann die CTR eines superfacialen Monomers
mit ihrem |-x-I-Motiv die ACD eines benachbarten Dimers binden, sodass die CTR Uber
die AuRenseite des Oligomers verlauft (Abbildung 44 blau, Inset links), wahrend an einer
benachbarten Oligomerecke die CTR eines luminalen Monomers in Richtung Oligomer-
zentrum verlauft und die nach innengewandte |-x-I-Bindestelle kontaktiert (Abbildung 44

orange, Inset rechts).

Da die fir sHsps typische, hohe Flexibilitadt und konformationelle Heterogenitat bei sym-
metrischer Rekonstruktion zu Problemen fihrt, wurde der Datensatz mithilfe asymmetri-
scher Rekonstruktion und Klassifizierung analysiert. Hierbei wurde speziell die Hetero-
genitat der Verknlpfung der Dimere an den Ecken des Oligomers untersucht. Es war
moglich, alle moéglichen Varianten der CTR-Verbrickung an den Oligomerecken zu klas-
sifizieren (Abbildung 45). Sowohl luminale als auch superfaciale Monomere sind an der
Oligomerisierung beteiligt. Aufgrund der Tetraedersymmetrie interagieren entweder drei
luminale (Abbildung 45, A1 und B1-3) oder drei superfaciale Monomere (Abbildung 45,

A2 und B4-6) an einer Oligomerecke, um eine Verbindung untereinander zu etablieren.
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Abbildung 45: Asymmetrische Klassifizierung von Hsp17 zur Darstellung der verschie-
denen C-terminalen Bindungsvarianten entlang der 3-fach Achsen. (A1) und (A2) zeigen
die symmetrische Rekonstruktion mit gefitteter Struktur der betrachteten Verbindung. Die
Dichte dieser Struktur ist in den roten Insets derselben Zeile zum Vergleich dargestellt.
(B1-3) zeigt asymmetrische Rekonstruktionen der Interaktionsstelle dreier luminaler Mo-
nomere mit drei (B1), zwei (B2) oder einer (B3) Verbindung zwischen benachbarten Mo-
nomeren. (B4-6) zeigt asymmetrische Rekonstruktionen der Interaktionsstelle dreier su-
perfacialen Monomere mit drei (B4), zwei (B5) oder einer (B6) Verbindung zwischen be-
nachbarten Monomeren

An den Oligomerecken kénnen die aufeinandertreffenden Monomere ein-, zwei- oder
dreifach verbunden sein. In einer Klassifizierung mit 50 Klassen konnten 63 % der Ecken
einem dieser Bindungsmodi zugeordnet werden. 76,5 % der Oligomerecken waren in
einer Dreifachverknupfung involviert (Abbildung 45, B1 und B4), 21,7 % in einer Zwei-
fachverknupfung (Abbildung 45, B2 und BS) und 1,8 % in einer Einzelverbindung zwi-
schen den drei Monomeren (Abbildung 45, B3 und B6). Das Verhaltnis der Verknip-
fungsvarianten betragt also 43:12:1. Die Ecken von asymmetrischen Rekonstruktionen
mit dreifacher Verknlipfung weisen eine hohe Ubereinstimmung mit der symmetrischen
Rekonstruktion auf (Abbildung 45, A1 und A2), was in Anbetracht ihrer hohen Haufigkeit
dazu fuhrt, dass die symmetrische Rekonstruktion als Konsensmodell bestatigt werden
kann. Rekonstruktionen mit Ecken, die ein- oder zweifach verknUpft sind, zeigen zudem

vermehrt verzerrte Oligomergeometrien.

Da Hsp17ANTR keine Oligomere bildet, kann davon ausgegangen werden, dass die
NTR eine Rolle in der Oligomerformation spielt und die CTR alleine nicht fir die Bildung
von Oligomeren ausreichend ist. Die NTR der superfacialen Monomere konnte in der
Rekonstruktion nicht aufgeldst werden, daher liegt der Schluss nahe, dass dieser Be-

reich des Molekiils Uber eine besonders ausgepragte Flexibilitat verfigt.
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Abbildung 46: A: Rekonstruktion des Oligomers mit gefitteter pseudoatomarer Struktur.
NTRs der luminalen Monomere sind als opake Dichten dargestellt. Die drei blauen Dich-
ten zeigen die mdgliche Interaktion von 3 NTRs. Die verbleibenden neun Dichten sind
grau dargestellt, um den Platzbedarf darzustellen. B: Aufgeschnittene Ansicht des Oligo-
mers aus A um die Interaktion der NTRs besser zu zeigen. C: Ansicht entlang der 2-fach
Symmetrieachse mit drei gefitteten Dimeren (orange/blau) und den korrespondierenden
luminalen NTRs dargestellt als opake Dichten. Die superfacialen NTRs sind als Super-
imposition von 10 Strukturen in verschiedenen Grinténen dargestellt um deren Platzbe-
darf zu reprasentieren.

Zur Darstellung des Bewegungsspielraums der superfacialen NTRs wurden 10 mogliche
Strukturen dieses Bereichs modelliert (Abbildung 46C, grune Strukturen). Die NTR der
luminalen Monomere ist in Richtung des Zentrums des Oligomers gerichtet, wo es in
raumliche Nahe der NTR anderer Monomere kommt (Abbildung 46, opake Dichten). Auf-
grund des begrenzten Bewegungsspielraums der NTR an dieser Position nahe des Zent-
rums des Oligomers sowie der Interaktion mit den anderen NTR war es maoglich, diesen
Teil der Struktur zu modellieren. Die Rekonstruktion zeigt eine breite Verbindung zwi-
schen der ACD und der zentralen Masse im Zentrum des Oligomers. Die Lage der ACD
fuhrt schliellich zu der Schlussfolgerung, dass diese Verbindung sowie die zentrale
Masse durch die zwoIf NTR der luminalen Monomere gebildet wird. Die niedrige lokale
Auflésung der Struktur an dieser Stelle deutet zum einen auf eine hohe Flexibilitat der
NTR hin und lasst vermuten, dass die NTR keine stabile Struktur bildet.

Der Vergleich mit der AlphaFold-Vorhersage Q20660 (Jumper et al. 2021) verifiziert das
Ergebnis der pseudoatomaren Struktur. Dabei zeigt die Vorhersage ebenso den ,me-
tazoan fold“ sowie den Verlauf der luminalen NTR in die Dichte der EM-Rekonstruktion.
Von der NTR des superfacialen Monomers sind die ersten 24 Aminosauren in der Struk-
tur nicht aufgeldst, jedoch bestatigt auch hier die AlphaFold-Vorhersage einen vergleich-
baren Verlauf in der postulierten Region der superfacialen NTR. Der Verlauf der CTR
der Vorhersage zeigt einen ahnlichen Verlauf wie die superfaciale Struktur, wahrend die
CTR der luminalen Monomere abknickt und daher nicht mit der Vorhersage Uberein-

stimmt.
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Abbildung 47: Die Uberlagerung der Struktur von Hsp17 mit der Vorhersage (Q20660)
des AlphaFold Servers zeigt eine hohe Ubereinstimmung der ACD. Der Verlauf der CTR
der AlphaFold Vorhersage verlauft ahnlich der CTR der superfacialen Monomere (blau),
wahrend der Verlauf der NTR eher dem der luminalen Monomere (orange) entspricht.

3.2.5. Mapping von Crosslink Daten

Die Ergebnisse von Crosslinkingexperimenten mit DSG (Disuccinimidylglutarat) als
Crosslinker (durchgefiihrt von A. Strauch) konnten unter Berlcksichtigung der Linker-
lange in die pseudoatomare Struktur eingefligt werden (Abbildung 48). Es konnten zahl-
reiche Cross- und Looplinks innerhalb des Hsp17-Dimers identifiziert werden (Abbildung
48 A und C). Weiterhin konnten Crosslinks zwischen Monomeren an den Ecken des
Oligomers ermittelt werden. Hierbei sind die Crosslinks zwischen Lys91 und Lys137 so-
wie zwischen Lys91 und Lys146 charakteristisch fur die C-terminale Verbindung dreier
luminaler Monomere (Abbildung 48 B). Die Crosslinks zwischen Lys91 und Lys130,
Lys102 und Lys146, Lys127 und Lys146 sowie Lys130 und Lys146 hingegen treten aus-
schliel3lich in C-terminalen Verbindungen zwischen superfacialen Monomeren auf (Ab-
bildung 48 D).
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Abbildung 48: Mapping der Crosslink Daten auf die pseudoatomare Struktur. Luminale
Monomere sind orange abgebildet, wahrend superfaciale Monomere blau dargestellt
sind. CTRs sind gelb eingefarbt. Lysin- und Methioninreste, die Crosslinks bilden sind
markiert. A: Ermittelte Crosslinks (schwarz) zwischen den Monomeren eines Dimers. B:
Ermittelte Crosslinks (rot) zwischen luminalen Monomer und benachbarten CTRs. C: Er-
mittelte Looplinks (violett) im Dimer. D: Ermittelte Crosslinks (griin) zwischen superfaci-
alen Monomer und benachbarten CTRs.

Der Crosslink zwischen Met1 und Lys146 zeigt eine Interaktion von luminalen Monome-
ren mit der NTR, woraus sich eine raumliche Nahe der NTRs in diesem Bereich ableiten
lasst (Abbildung 48 B). Weiterhin zeigen die Ergebnisse der Crosslinkingexperimente,
dass Met1 Crosslinks zu zahlreichen Lysinresten auf der Oberflache des Oligomers bil-
den kann (Abbildung 49). Hierdurch wird zunehmend die Annahme unterstitzt, dass die
NTRs der superfacialen Monomere Uber eine stark ausgepragte Flexibilitdt und hohe
Reichweite verfigen.
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Abbildung 49: Rekonstruktion von Hsp17 mit Farbcodierung der Ergebnisse der Cross-
linkexperimente. Bereiche in magenta markieren den Punkt der Rekonstruktion an dem
die NTR in die ACD ubergeht. Bereiche in cyan zeigen die Verbindungspunkte der ermit-
telten Crosslinks zwischen der NTR und dem Oligomer.



4. Diskussion

4.1. Sip1

4.1.1. Native Struktur zeigt im Gegensatz zur Kristallstruktur D7 Symmetrie

Neben den bekannten GréRenanalysen mittels negative stain EM wurde in dieser Arbeit
eine Grolenanalyse auf Basis der Kryo-EM Daten durchgefiihrt. Es konnte auch hier
gezeigt werden, dass Sip1 bei niedrigerem pH kleinere Oligomere bildet. Jedoch liegt
bei den Daten ein groRer Uberlappungsbereich hinsichtlich der OligomergréRe vor. Zu-
sammen mit der erhéhten Chaperonaktivitat bei niedrigem pH untermauert das die publi-
zierte Annahme, dass die grélkeren Oligomerformen eine Art Speicherform darstellen
und durch Aktivierung kleinere Spezies (Dimere, Tetramere) freigesetzt werden

(Fleckenstein et al. 2015). Der Mechanismus dieser Freisetzung bleibt ungelost.

Die publizierte Kristallstruktur von Sip1 zeigt das D8 symmetrische 32mer (Fleckenstein
et al. 2015). Die mittels Kryo-EM aufgenommenen Daten zeigen hingegen, dass das D7
symmetrische 28mer in nativer Umgebung haufiger vorkommt als das 32mer. In dieser
Arbeit wurde das 28mer als verbreitetste Oligomerspezies rekonstruiert. Hierzu war eine

aufwandige Sortierung der Daten notwendig.

4.1.2. D6 Symmetrie ist ein Artefakt der Oligomergeometrie von Sip1

Da die unterschiedlich grof3en Oligomerspezies in einem chemischen Gleichgewicht vor-
liegen, ist es nicht moglich homogene Proben zu generieren. Da die vorhandene Hete-
rogenitat jedoch massive Probleme fir die Bildverarbeitung bereitstellt, wurden neben
der Ublichen 2D- und 3D-Klassifizierung, Symmetrieeigenheiten der ,sideviews" von ge-
radzahligen und ungeradzahligen Dihedralsymmetrien genutzt um die unterschiedlichen

Oligomergrofien besser zu trennen.

Da hierzu zunachst ,sideviews” und ,topview“ getrennt analysiert wurden, eréffnete sich
die Mdglichkeit die unterschiedlichen Ansichten separat zu klassifizieren und deren Sym-
metrieeigenschaften zu untersuchen. Dabei konnten in dieser Arbeit Rekonstruktionen
mit 7- und 8-fach Symmetrie erstellt werden. Die publizierte 6-fach symmetrische Oligo-
merspezies (Fleckenstein et al. 2015) konnte hingegen nicht reproduziert werden, ob-
wohl die Analyse der Eigenbilder von Sip1 eine 6-fach Symmetrie im Datensatz zeigt.
Ein 6-fach symmetrisches 24mer setzt eine 6-fach Symmetrie in den ,topviews" voraus.

Die Anwesenheit von 6-fach symmetrischen Eigenbildern im gesamten Datensatz wird
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hingegen von Seitenansichten der verschiedenen Oligomere hervorgerufen. Die Wal-
bung der Tetramere zusammen mit den ringférmig angeordneten apikalen Monomeren
fuhrt zu einem sechseckigen Profil der Oligomere (Abbildung 24). Da es sich hierbei um
ein nahezu gleichseitiges, regelmafiges Sechseck handelt wurde die 6-fach Symmetrie
in der Vergangenheit zusammen mit 7-fach und 8-fach Symmetrie als mdgliche Oligo-
mersymmetrie angenommen. Das Fehlen dieser Symmetrie im ,topview“-Datensatz wie-
derspricht dieser Annahme, somit ist eine in vorangehenden Studien beschriebene
24mer Struktur nicht ausgeschlossen, scheint aber nach den Ergebnissen in dieser Ar-
beit zumindest sehr selten zu sein. Diese These wird gestitzt durch die durchwegs
schlechte Auflosung der Rekonstruktionen mit D6 Symmetrie in der Literatur
(Fleckenstein et al. 2015).

4.1.3. Symmetrische Kryo-EM Rekonstruktion mit lokaler Auflésung

Der sortierten Datensatz ermdglicht es eine verbesserte Rekonstruktion des 28mers zu
generieren. Die ,gold-standard® Auflésung der D7 symmetrischen Rekonstruktion liegt
bei 5,2 A. Zudem wurde die lokale Auflésung der Rekonstruktion bestimmt, wodurch die
Rigiditat der ACD durch eine hohe lokale Auflésung und die Flexibilitat der Termini durch
eine schlechte Auflésung erkannt werden konnte. Im Bereich der aquatorialen Verbin-
dung zweier Dimere innerhalb der Speiche eines Oligomers konnte eine bisher nicht
beschriebene Dichte in der Rekonstruktion ausgemacht werden. Aufgrund der Lage
nahe der aquatorialen NTR wird vermutet, dass diese Verbindung durch den, in der Kris-
tallstruktur nicht aufgelésten, Teil der NTR gebildet wird. Zudem trat im Zentrum der Re-
konstruktion eine nicht naher interpretierbare Masse auf, die durch N- und C-terminale

Ketten, welche nicht an der Oligomerformation beteiligt sind, gebildet wird.

4.1.4. Flexibles Fitting mittels MDFF fihrt zu erster 28mer Struktur in nativer Um-
gebung
Da die publizierte Kristallstruktur das Sip1 32mer reprasentiert, wurde im Zuge dieser
Arbeit ausgehend von der Kristallstruktur das erste Modell eines Sip1 28mers modelliert.
Hierzu wurde, das pseudoatomare Modell einer Speiche der Kristallstruktur, mittels Sym-
metrisierung und anschlieflenden Molekulardynamik Simulationen in die symmetrische
Rekonstruktion flexibel gefittet. Dieses Vorgehen erlaubt die Modellierung nahe am na-
tiven Zustand, da sowohl die Rekonstruktion den quasi-nativen Zustand der Kryo-EM
Abbildung entspricht, als auch die Molekulardynamik die physiologischen Bedingungen

durch Verwendung entsprechender ,forcefields* simuliert.
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4.1.5. Asymmetrische Rekonstruktion offenbart groBes konformationelles Spekt-
rum von Sip1

Neben den unterschiedlichen Oligomergrofien von Sip1 stellt das groRe konformatio-
nelle Spektrum der Oligomere ein zusatzliches Hindernis flr die 3D-Rekonstruktion dar.
Konformationsanderungen an einer Stelle des Oligomers treten nicht koinzident in allen
symmetrischen Aquivalenten im Oligomer auf. Eine symmetrische Rekonstruktion fiihrt
hierbei unweigerlich zu einer Mittelung unterschiedlicher Konformationen. Da diese Mit-
telung nun Informationen aller Konformationen enthalt, fihrt das in einem iterativen Re-
finement dazu, dass alle Konformationen zu dieser Referenz passen und die Rekon-
struktion weitere, unterschiedliche Konformationen zusammenmittelt. Dies fihrt dazu,
dass die symmetrische Rekonstruktion apikale Verbindungen zwischen allen Speichen
aufweist und zudem von jeder Speiche mehrere Verbindungen in das Zentrum vorliegen.
Die Verbindungen sind zudem relativ breit, da auch hier verschiedene Konformationen
gemittelt wurden. Die symmetrische Rekonstruktion bildet somit den nativen Zustand nur
ungenau ab. Des Weiteren kann die Dichte im Zentrum nicht entschlisselt werden, da
auch hier durch die symmetrische Mittelung das ohnehin schwer interpretierbare Zent-
rum noch unudbersichtlicher wird. Um diesem Umstand zu begegnen wurden asymmet-
rische Rekonstruktionen ausgehend von der symmetrischen Konsensstruktur erstellt.
Um dennoch die strukturelle Redundanz der Oligomersymmetrie zu nutzen, wurde der
Datensatz ,symmetry expanded®. Alle nachfolgenden Schritte lieRen nur noch winkelli-
mitierte Alignierung zu, um ein Aufeinanderalignieren identischer Daten zu verhindern.
Die hierdurch erzeugten, asymmetrischen 3D-Klassen weisen eine deutlich schlechtere
Auflésung als die Konsensstruktur auf, da durch die Klassifizierung die Datengrundlage
fur jede Rekonstruktion deutlich geringer wurde. Auffallig ist jedoch, dass die apikale
Verbindung der Speichen durch die CTR nicht immer koinzident zwischen allen Spei-
chen auftritt. Es konnten zahlreiche Permutationen aus vorhandener und absenter Ver-
bindung rekonstruiert werden, wodurch wir zu dem Schluss kommen, dass diese Kon-
formationsanderungen unabhangig voneinander sind. Hieraus ergibt sich, dass die An-
zahl der moglichen Klassen aufgrund der Dihedralsymmetrie als ,k-ary bracelet” mit un-
gerader Lange nach Formel (13) berechnet werden kann (Gilbert & Riordan 1961,
Sawada 2001).

n+1

1/1 n n+1
B(n) = 18 p(d)kd +k 2 (13)
din

Mit Lange n=7, Alphabetgrélie k=4 (Verbindung oben, Verbindung unten, beide Verbin-

dungen, keine Verbindung) und eulerscher Phi-Funktion ¢ erhalt man 1 300 mdgliche
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Klassen. Eine Klassifizierung mit dieser Anzahl an Klassen brauchte flir eine hinreichend
gute Auflésung etliche Millionen Partikel und wiirde nach derzeitigem Stand der Technik
extrem viel Rechenzeit bendtigen. Zudem wird bei der Berechnung nach Formel (13) die
Symmetrie des Oligomers berlcksichtigt, was jedoch bei dem hier genutzten ,symmetry
expanded® Datensatz nicht moéglich ist. Das bedeutet, dass der ,symmetry expanded®
Datensatz des Sip1 28mers, aufgrund der 14 betrachteten Verbindungen im Oligomer,
16384 (= 21*) Permutationen der apikalen Verbindung der CTR bilden kann. Da eine
Klassifizierung mit dieser Anzahl an Klassen nicht mdglich ist, stellen die Klassen auch

in diesem Fall eine Mittelung aus ahnlichen Konformationen dar.

Aufgrund der exponierten Lage konnten insbesondere die apikalen Verbindungen ge-
nauer untersucht werden. Jedoch zeigen auch andere Bereiche des Oligomers konfor-
mationelle Unterschiede in der Klassifizierung. Die in der symmetrischen Rekonstruktion
sichtbare Dichte im Zentrum des Oligomers weist Verbindungen zu dem NTR und CTR
auf, die in der Kristallstruktur nicht aufgelést werden konnten. Jedoch ist selbst eine
asymmetrische Rekonstruktion nicht ausreichend, um eine exakte Aussage Uber den
Verlauf der Termini zu treffen. Der Versuch dies durch fokussierte Klassifizierung und
,Signal subtraction® zu verbessern lieferte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Hierbei
waren vor allem Randeffekte durch die verwendeten Masken sowie das starke Ungleich-
gewicht von fokussierter Dichte und abgezogener Dichte problematisch. Es ist jedoch
denkbar, dass die Entwicklung besserer Algorithmen, das Aufnehmen gréRerer Datens-
atze sowie wachsende Rechenleistung eine Moglichkeit bieten diese Idee weiter zu ver-
folgen. Die erhaltenen Ergebnisse wiirden dann jedoch nicht mehr das gesamte Oligo-
mer darstellen, sondern nur eine bestimmte Verbindung charakterisieren. Damit wirde
sich dann die Herausforderung ergeben, dieses erlangte Wissen erneut in einen Oli-

gomerkontext zu bringen.

4.1.6. Multibody Variabilitdtsanalyse zeigt bimodale Verteilung

Als Alternative zum klassischen fokussierten Refinement wurde eine multibody Variabi-
litdtsanalyse durchgefuhrt. Hierbei wurden die Sip1-Dimere als Einzelkdrper definiert
und fokussiert rekonstruiert. Zudem wurde die Lage dieser Einzelkoérper im Oligomer-
kontext mittels Hauptkomponentenanalyse untersucht. Hierbei konnte eine bimodale
Verteilung der Lage des Dimers im ersten Eigenvektor gezeigt werden. Die Rekonstruk-
tion des Oligomers unter Anwendung der ermittelten Eigenwerte ergibt eine Sequenz
von Rekonstruktionen, die die Bewegung zwischen beiden Zustadnden der biomodalen
Verteilung zeigt. Die Verbindung der Speichen in diesen Rekonstruktionen weist auch in

diesem Fall unterschiedlich hohe Ansatzpunkte relativ zur ACD auf und bestatigt somit
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die Beobachtung aus der asymmetrischen Klassifizierung. Da die multibody-Variabili-
tatsanalyse jedoch symmetrische Rekonstruktionen erzeugt, konnten die anderen Infor-

mationen der asymmetrischen Klassifizierung nicht verifiziert werden.

4.1.7. Vielfalt der apikalen Verbindungen zeigen ,,domain-swap*

Aufgrund der Ergebnisse der asymmetrischen Klassifizierung und der Variabilitadtsana-
lyse lasst sich auch ohne hochaufgeléste Termini sagen, dass neben der bekannten
Funktion der CTR, benachbarte Speichen zu verbinden, eine vergleichbare Funktion der
NTR vermutet wird. Anhand der erstellten Rekonstruktionen werden folgende Verbin-

dungen postuliert:

o Apikaler CTR ,domain-swap®, der wie in der Literatur beschrieben zur Oligomer-
formation beitragt (Fleckenstein et al. 2015). Zudem ist bekannt, dass diese Ver-

bindung transient und flexibel ist.

o Apikaler CTR ,non-domain-swap“, wobei die CTR hierbei in das Zentrum des
Oligomers ragt. Hierbei ist keine stabile Konformation oder Bindung der CTR be-
kannt, wodurch die Rekonstruktion der Struktur in diesem Bereich nur schwer

moglich ist.

o Apikaler NTR ,domain-swap®, der ahnlich der CTR die Mdglichkeit besitzt, be-

nachbarte Speichen zu verbinden und im Folgenden diskutiert wird.

o Apikaler NTR ,non-domain-swap®, mit einer nicht aufgelésten Struktur der NTR.
Die NTR ragt hierbei ebenfalls in Richtung des Zentrums, wo eine mdgliche In-
teraktion mit den NTR (bzw. CTR) anderer Monomere madglich scheint. Aufgrund
der amphipathischen Helix, die fur diesen Bereich prognostiziert wird, ist zudem

ein Verlauf an der Proteinoberflache im inneren des Oligomers denkbar.

4.1.8. N-terminales I-x-I-Motiv

In der Literatur werden N-terminale |-x-1 Motive und die Bindung in die 4/8 Furche
beschrieben (Stamler et al. 2005, Sluchanko et al. 2017). Die Analyse der Priméarse-
quenz der NTR von Sip1 zeigt bei Position 38 ein I-x-I Motiv mit der Sequenz |-V-P, von
dem angenommen wird, dass es die, in den Rekonstruktionen beobachtete, Bindung der
NTR an die B4/B8 Furche der Nachbarspeiche bilden kann. Zudem ist die Entfernung
des N-terminalen I-x-1 Motivs von der ACD mit 11 Aminosauren nur eine Aminosaure
langer als die Entfernung des C-terminalen I-x-I von der ACD, wodurch sich die gleich-

bleibende Verbindungslange beider Konformationen erklaren lasst. Bei Betrachtung der
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Hydrophobizitat der Aminosaurereste beider Termini fallt auf, dass beide Ketten vorwie-
gend polare Reste beherbergen. Im Bereich zwischen ACD und I-x-I besitzt die NTR
zwei negative Ladungen wahrend die CTR hier zwei positive Ladungen vorweist. Auf
der, der ACD abgewandten Seite des |-x-I Motivs lassen sich die nachsten 11 Amino-
sauren beider Sequenzen bis auf eine Lucke in der NTR hinsichtlich ihrer Hydrophobizi-
tat alignieren. Zusammenfassend deuten das Vorhandensein der I-V-P Sequenz in der
NTR, deren polare Umgebung und die dhnliche Lange des Linkers darauf hin, dass Sip1
ebenfalls die Mdglichkeit besitzt, die B4/B8 Furche benachbarter Speichen Gber die NTR
zu verbinden. Diese Schlussfolgerung bestatigt zudem die, in den asymmetrischen Re-

konstruktionen, beobachtete N-terminale Verbindung.

4.1.9. NTR-Strukturvorhersage

Um die N-terminale Verbindung ndher zu charakterisieren wurde eine Strukturvorher-
sage der NTR durchgefiihrt. Hierzu wurden helikale Bereiche in der NTR durch 13 Struk-
turvorhersagealgorithmen parallel bestimmt. Aus diesen Ergebnisse wurden anschlie-
Rend eine Helixwahrscheinlichkeit fur die Aminosaurereste der NTR berechnet. Als vor-
hergesagte Helix wird in dieser Arbeit der Bereich angesehen, der durchgehend tUber
50 % Helixwahrscheinlichkeit vorweist. Somit prognostizieren wir eine Helix in der NTR
zwischen G13 und N34. Das helix wheel Diagramm der vorhergesagten Helix zeigt zu-
dem, dass diese Helix amphipathisch ist. Eine amphipathische Helix am Anfang der NTR
erlaubt sowohl eine Interaktion mit der Oligomeroberflache, als auch mit der wassrigen
Umgebung, Hierdurch wird die These, dass ein apikaler NTR-domain-swap maoglich ist,
untermauert. Das hierfur nétige I-x-1-Motiv befindet sich an Position 38-40 und somit in
der Primarsequenz hinter der amphipathischen Helix, wodurch die Bindung des I-x-I-
Motivs an die 34/p8 Furche nicht beeintrachtigt wird.

4.1.10. Prolin als moglicher konformationeller Schalter innerhalb der NTR
Da die Helix an Position 23 ein Prolin aufweist, stellt sich die Frage inwiefern das die

Helix an dieser Stelle beeinflusst:

o Durch die Abwesenheit eines Wasserstoffatoms in der Peptidbindung kann sich
Prolin nicht an den Wasserstoffbrickenbindungen der Helix beteiligen. Somit

ware eine Mdglichkeit, dass die Helix an dieser Stelle unterbrochen ist.

o Allerdings befindet sich P23 an der Uberwiegend polaren Seite der amphipathi-
schen Helix. In der Literatur wird beschrieben, dass die Wasserstoffbriickenbin-
dungen hierbei durch das umgebende Wasser vermittelt werden konnen. Dabei
weist die Helix einen Knick auf, ist jedoch nicht unterbrochen (Woolfson &

Williams 1990). In diesem Fall kommt den Aminosauren an den Positionen -3
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und +4 relativ zum Prolin eine besondere Rolle zu, da diese Reste ober- und
unterhalb des Prolins liegen und flr die Stabilisierung der Sekundarstruktur von
Bedeutung sind. In Sip1 besitzen sowohl D20 als auch Q27 die Mdglichkeit H-

briicken auszubilden.

Eine solche Helix kdnnte wiederrum fur NTRs, die in das Zentrum des Oligomers ragen,
von Bedeutung sein. Neben der Mdglichkeit Uber hydrophobe und hydrophile Wechsel-
wirkungen in Kontakt zu treten, wurde in S. solfataricus gezeigt, dass Uber die Konfor-
mationsanderung der N-terminalen Helix die Chaperonaktivitdt von Hsp14.1 reguliert
wird. Dabei wird durch Temperaturerhéhung die hydrophobe Wechselwirkung zwischen
L16 und F20 verstarkt, was zu einem Bruch der Helix fihrt. Im weiteren Verlauf kénnen
nun hydrophobe Regionen der amphipathischen Helix interagieren und eine L-férmige
bzw. Haarnadelstruktur bilden (Liu et al. 2015). Im Fall von Sip1 liegt moglicherweise
ebenso eine amphipathische Helix in der NTR vor. Allerdings kann hier der Bruch der
Helix durch Destabilisierung der Wasserstoffbricken von D20 und Q27 hervorgerufen
werden. Protonierung von D20 durch absenken des pH-Werts wirde die Fahigkeit H-
Brucken auszubilden vermindern. Q27 hingegen hat die Mdglichkeit eine H-Brucke mit
S30 zu bilden. In direkter Nachbarschaft beider Reste innerhalb der Helix befindet sich
H29 welches ebenso als pH-Schalter denkbar ist. P23 kénnte anschlieRend als Helixbre-
cher fungieren und eine Konformationsanderung der Helix verursachen. Wie in Hsp14.1
kdnnten dann hydrophobe Bereiche der amphipathischen Helix im Kontakt treten und

die Konformationsanderung verstarken.

4.1.11. Histidin 144 hat Einfluss auf OligomergroRe

Die pH-Abhangigkeit der Sip1 Aktivitat liegt im Bereich des isoelektrischen Punkts von
Histidin. Daher wurden neben dem eben erwahnten H29 zusatzlich H139 und H144 in
der CTR untersucht. H144 zeigte hierbei die Besonderheit, dass die fiir sHsps typische
Verkleinerung der Oligomere bei Aktivierung nicht vorlag. Stattdessen zeigt die Mutante,
eine groe Heterogenitat hinsichtlich der Oligomergrofie wahrend die Chaperonaktivitat
dem des Wildtyps entspricht. Die Mutation von Histidin 144 zu Alanin flhrt somit zur
Entkopplung von Chaperonaktivitat und Oligomergréfe. Die alleinige Freisetzung kleiner
Sip1-Spezies scheint somit nicht fir die Erhéhung der Chaperonaktivitat ausreichend zu
sein. Da die Chaperonaktivitat durch die Mutation von H144 jedoch nicht beeinflusst

wurde, stellt dieses Histidin ebenfalls keinen pH-Schalter fur die Aktivierung dar.
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4.2. Hsp17

4.2.1. Unterschiede in der Chaperonreaktion bei verschiedenen Substratprotei-
nen
Die meisten sHsps bilden |6sliche Komplexe bei substéchiometrischer Substratkonzent-
ration und koaggregieren zusammen mit dem Substrat, wenn es im Uberschuss vorliegt
(Jakob et al. 1993, Haslbeck et al. 2005b). Die Chaperonfunktion von Hsp17 weist die
Besonderheit auf, dass je nach vorliegendem Substratprotein entweder die Bildung 16s-
licher Komplexe oder Koaggregation beobachtet werden kann (lburg et al. 2020). Die
Komplexbildung konnte in dieser Arbeit bei CS als Substrat beobachtet werden, wahrend
Koaggregation bei MDH auftrat. Die Verwendung von Insulin als Substrat flhrte zu bei-
den Beobachtungen, abhangig von Substratkonzentration und Temperatur. Es konnte
gezeigt werden, dass bei niedriger Hsp17 Konzentration globulare Komplexe geformt
werden, wahrend bei hoher Hsp17 Konzentration Aggregate vorlagen. Zudem fiel der
Anstieg der Aggregatgrdfie bei hdherer Hsp17 Konzentration geringer aus. Neben der
bereits beschriebenen Abhangigkeit vom Substrat gibt es also noch weitere Faktoren,

die die Art der Chaperonreaktion beeinflussen.

4.2.2. NTR ist wichtig fiir Oligomerisierung

Die NTR ist essentiell fur die Oligomerformation, da in Proben von Hsp17ANTR keine
Oligomere auftraten. Diese Beobachtung wird durch SEC-HPLC und ,thermal stability
assays” mit einem Stabilitatsunterschied von 8,5 °C bestatigt (von A. Strauch durchge-
fuhrt). Fir die NTRs von Hsp17, die im Inneren des Oligomers liegen, wird postuliert,
dass sie durch Interaktion mit anderen Monomeren die Oligomerbildung begtinstigen. In
der Literatur wird zudem fir weitere sHsps ein Beitrag der NTRs zur Oligomerstabilitat
beschrieben (Moutaoufik et al. 2017). Die Ergebnisse der Crosslinkingexperimente veri-

fizieren die raumliche Nahe der NTRs im inneren des Oligomers.

4.2.3. Hsp17 bildet tetrahedrale Oligomere

Die Analyse der Eigenbilder bestatigt das Vorliegen einer Tetraedersymmetrie. Dabei
bildet Hsp17 die fur sHsps typischen Oligomere. Wie bereits in der Literatur beschrieben
bildet Hsp17 24-mere (Zhang et al. 2015, Iburg et al. 2020), jedoch konnten die ebenfalls
beschriebenen supermolekularen Assemblies in dieser Arbeit nicht verifiziert werden
(Zhang et al. 2015).

4.2.4. Symmetrische Kryo-EM Rekonstruktion mit lokaler Auflésung
In dieser Arbeit konnte eine Rekonstruktion berechnet werden, die einen besseren Ein-

blick in die Struktur von Hsp17 erlaubt, als die publizierte Rekonstruktion (Zhang et al.
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2015). Im Bereich der ACD konnten die B-Faltblatter eindeutig rekonstruiert werden. In
diesem Bereich liegt aufgrund der hohen Rigiditat auch die héchste Auflosung (besser
als 5 A) der Rekonstruktion vor. Aufgrund der héheren Flexibilitat ist die lokale Auflésung
im Zentrum des Oligomers deutlich geringer (iiber 7 A). Dennoch lassen sich im Zentrum
Bereiche identifizieren, die mit den NTRs der luminalen Monomere korrelieren. Bereiche
der Rekonstruktion, in denen die Verbindungen zwischen den Hsp17 Dimeren liegen,
sind ebenfalls schlechter aufgeldst als die ACD, was auf eine hohe Dynamik der Verbin-

dung hinweist.

4.2.5. Hsp17 liegt im ,,metazoan fold“ vor

Die hohe Auflésung der ACD ermdoglicht ein eindeutiges Fitting der Struktur in diesem
Bereich. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Hsp17 Uber den ,metazoan fold“ dimeri-
siert und nicht mittels des bakteriellen ,non-metazoan fold“ wie in der Literatur beschrie-
ben (Zhang et al. 2015).

4.2.6. Vergleich von Hsp17 mit anderen sHsps

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hsp17 nur das 12,6 nm grol3e, tetrahedrale
24-mer bildet. Das, ebenfalls aus C. elegans stammende Sip1 bildet hingegen, wie viele
andere gut untersuchte sHsps, ein Ensemble von interkonvertierenden Oligomeren un-
terschiedlicher Dihedralsymmetrie (Fleckenstein et al. 2015). Die ACDs beider sHsps
dimerisieren via des ,metazoan fold“ und bilden héhere Oligomere durch Verknlpfung
der Dimere Uber C- und N-terminalen Verbindungen. Die CTRs auf beiden Seiten des
Dimers bilden dabei unterschiedliche Verbindungen. In Sip1 wird hierbei zwischen aqua-
torialen CTRs, die zwei Dimere zu einer Speiche des Oligomers verknulpfen, und apika-
len CTRs, die diese Speichen untereinander verbinden, unterschieden (Fleckenstein et
al. 2015). In Hsp17 wird hierbei zwischen den beiden Orientierungen der C-terminalen

Verbindung (luminal und superfacial) unterschieden.

Im Menschen gibt es ein vergleichbares Paar sHsps mit aA und aB-Kristallin, wobei aA-
Kristallin drei bis flinffach-dihedralsymmetrische Oligomere dhnlich zu Sip1 bildet (Kaiser
et al. 2019). aB-Kristallin bildet hingegen tetrahedrale Oligomere, vergleichbar mit Hsp17

(Braun et al. 2011), wobei fur aB-Kristallin auch hdhere Oligomerstrukturen bekannt sind.

4.2.7. NTRs von Hsp17 sind in zwei Gruppen organisiert

Aufgrund der hohen Flexibilitdt kénnen NTRs von sHsps oft nicht aufgelést werden
(Hanazono et al. 2013). Fur Hsp14.1 aus S. solfataricus konnte gezeigt werden, dass
die NTRs im Inneren der Struktur liegen (Liu et al. 2015). In dieser Arbeit wird gezeigt,

dass bei Hsp17 jeweils zwoIf NTRs nach innen und nach auRen zeigen. Die NTRs auf
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der Aulienseite des Oligomers konnten aufgrund ihrer Flexibilitat nicht rekonstruiert wer-
den, jedoch lassen Crosslinkingexperimente auf eine grofle Reichweite der flexiblen
NTRs schlieRen. Im Inneren der Rekonstruktion konnte ein Bereich identifiziert werden,
der durch NTRs mehrerer luminaler Monomere gebildet wird. Wahrend die superfacialen
NTRs, aufgrund ihrer exponierten Lage, mit Substratproteinen interagieren konnen, sta-

bilisieren die luminalen NTRS durch Interaktion untereinander das Oligomer.

4.2.8. Duale Funktion der NTRs

Die Doppelfunktion der NTR im Kontext eines Oligomers unterscheidet Hsp17 von den
in der Literatur beschriebenen sHsps (Hanazono et al. 2013, Fleckenstein et al. 2015,
Liu et al. 2015). Gewdhnlich liegen sHsps als Ensemble von grof3en Oligomeren vor, die
als Speicherform dienen und Uber N-terminale Interaktionen reguliert werden. Zudem
liegen kleine Oligomere als aktive Spezies vor, wobei die NTRs mit den Substratprotei-
nen interagieren (Rajagopal et al. 2015, Baughman et al. 2020). Hierzu missen die gro-
Ren Oligomere dissoziieren um die Interaktionen der NTRs zwischen den Untereinheiten
zu lésen und fur Substratinteraktionen zur Verfligung zu stehen. Fur Hsp17 konnte keine
Dissoziation beobachtet werden. Stattdessen konnte nur das 24mer identifiziert werden,
das zudem nicht dissoziieren muss, um als aktives Chaperon zu fungieren. Die NTRs
werden entsprechend der Lage ihrer Monomere funktionell in zwei Gruppen eingeteilt:
luminale NTRs, die zur Oligomerformation und —stabilisierung beitragen, sowie superfa-
ciale NTRs die fur Substrate zuganglich sind. Daraus ergibt sich eine permanente Cha-
peronfunktion, ohne dass eine Aktivierung durch Dissoziation nétig ware. Trotz der Tat-
sache, dass in dieser Arbeit keine Dissoziation von Hsp17 festgestellt werden konnte,
|&sst sich ein solcher Mechanismus bei entsprechenden Bedingungen nicht ausschlie-

Ben.

4.2.9. Asymmetrische Rekonstruktion zeigt ,,domain-swap“ der CTRs

Die symmetrische Rekonstruktion zeigt an den Ecken des Oligomers je eine Verbindung
zu den beteiligten Monomeren. Da die symmetrische Rekonstruktion eine Mittelung Gber
das konformationelle Spektrum darstellt, wird die damit verbundene Dynamik der C-ter-
minalen Verbindung nicht aufgeldst. Durch asymmetrische Rekonstruktion konnte ge-
zeigt werden, dass die CTR keine starre Verbindung bildet, sondern hochdynamisch ist.
In dieser Arbeit zeigt der Grofteil der Oligomerecken eine Dreifachverbindung, wahrend
Zweifach- und Einfachverbindungen weniger haufig vorliegen. Dies lasst auf eine starke
Stabilisierung des Oligomers schliefen. Da Hsp17 aufgrund der teilweise aufRenliegen-
den NTRs auch als 24mer als Chaperon aktiv ist, stellt dies keinen Nachteil fir die Cha-

peronfunktion dar. Zugleich kdnnte hiermit eine Regulationsmdglichkeit der Chaperon-
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aktivitat gegeben sein. Destabilisierung der C-terminalen Verbindungen kénnte zu Dis-
soziation fihren und weitere NTRs aus dem Inneren des Oligomers freisetzen und damit

die Aktivitat des Chaperons modulieren.
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