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Zusammenfassung

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurden zwei unterschiedliche Themen bearbeitet: die
Regulation der nanos-mRNA in der frühen Embryogenese von Drosophila melanogaster und
die bioinformatische Analyse von Cross-Linking/MS-Experimenten.

Die Regulation der Nanos-Expression während der frühen Embryonalentwicklung
der Taufliege ist wichtig für die Ausbildung der anterior-posterioren Körperachse des
Embryos sowie für die Erhaltung der Keimbahnzellen. Die Regulation beruht auf post-
transkriptionalen Mechanismen, die unter anderem vom Protein Smaug abhängen. Smaug
vermittelt die Bildung eines regulatorischen Komplexes an der nanos-mRNA, der sowohl
den Abbau der mRNA als auch die Hemmung der Translation bewirkt. In dieser Arbeit
wurden die Zusammensetzung des gebildeten Komplexes massenspektrometrisch im Detail
untersucht und die Stöchiometrie der Komponenten gemessen. Die bisher bekannten
Komponenten dieses Repressor-Komplexes konnten zuverlässig bestätigt werden. Zusätzlich
wurde eine bisher unbekannte Komponente identifiziert: Belle, ein Protein der DEAD-
Box-ATPase/Helikase-Familie. Belle konnte zum einen im Repressor-Komplex in vitro
identifiziert werden. Zum anderen legen genetische Experimente eine Rolle von Belle in
der posttranskriptionalen Regulation der nanos-mRNA in vivo nahe. Welche Rolle Bel-
le dabei spielt, ist allerdings noch unklar und wird im Fokus weiterführender Arbeiten liegen.

Zwei weitere Proteine des Repressor-Komplexes, die DEAD-Box-ATPase Me31B und
Trailer Hitch, bilden einen Komplex, welcher superstöchiometrisch zur RNA im Repressor-
Komplex vorliegt. Möglicherweise bildet sich ein RNA-abhängiges Oligomer aus, das
die RNA unzugänglich verpackt. Diese Oligomerisierung entlang der RNA könnte bis-
lang ungeklärte Eigenschaften des Repressor-Komplexes wie z.B. die ATP-Abhängigkeit
der Repressor-Komplexbildung erklären. Die Protein-Protein-Interaktion innerhalb des
Me31B•Tral-Komplexes konnte durch chemisches Cross-Linking in Kombination mit Mas-
senspektrometrie zudem bestätigt werden.

Für die Analyse solcher Cross-Linking/MS-Experimente werden im zweiten Teil zwei
Programme (StavroX und MeroX) vorgestellt. Die Kombination aus chemischer Quervernet-
zung (Cross-Linking) und Massenspektrometrie (MS) erlaubt es, neben Informationen zu
Protein-Protein-Interaktionen auch niedrig-aufgelöste Strukturinformationen von Proteinen
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Zusammenfassung

oder Proteinkomplexen zu erhalten. Dabei werden Seitenketten von Proteinen durch ein
chemisches Reagenz mit zwei reaktiven Gruppen (Cross-Linker) kovalent miteinander
verknüpft. Die genauen Verknüpfungsstellen der beteiligten Proteine können dann massen-
spektrometrisch analysiert werden. Dabei stellt die bioinformatische Analyse der komplexen
Datensätze die größte Hürde dar.

Die beiden vorgestellten Programme reduzieren den Aufwand einer Cross-Linking/MS-
Auswertung dramatisch. StavroX und MeroX wurden für unterschiedliche Arten chemischer
Cross-Links entworfen und führen eine automatisierte Analyse von massenspektrometri-
schen Daten durch. Jeder identifizierte Cross-Link wird durch die Programme bewertet
und es wird automatisch eine Falscherkennungsrate abgeschätzt. Zudem bieten die einfach
zu bedienenden grafischen Oberflächen in den Programmen die Möglichkeit, erhaltene
Ergebnisse der automatischen Analyse im Detail manuell zu prüfen. In der vorliegenden
Arbeit wird die Funktionsweise der Programme und die drastische Vereinfachung der
Analyse von Cross-Linking/MS-Experimenten durch die Programme aufgezeigt.

StavroX und MeroX wurden in mehreren Studien für die Analyse verschiedenster biolo-
gischer Fragestellungen eingesetzt und konnten auch im Fall der nanos-Regulation in der
frühen Embryogenese für die Identifizierung einer biologisch relevanten Interaktionsstelle
innerhalb des Repressor-Komplexes verwendet werden.
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Summary

Two different topics were addressed in this thesis: the posttranscriptional regulation of
nanos mRNA during early Drosophila melanogaster development and the bioinformatic
analysis of cross-linking/MS studies.

The expression of Nanos is tightly controlled and very important during early deve-
lopment of the fruit fly. Nanos is required for the anterior-posterior axis formation as
well as stem cell formation and maintenance. Its regulation relies on posttranscriptional
mechanisms that depend on the protein Smaug and others. Association of Smaug with the
nanos mRNA leads to the formation of an RNA-protein complex that induces transcript
degradation and translational repression at the same time. In this thesis the composition
of the Smaug-dependent repressor complex was analysed in detail by mass spectrometry
and the stoichiometry of complex components was determined in vitro. All previously
known components of the repressor complex could be confirmed in this analysis, and one
unanticipated component, the DEAD-box-ATPase/helicase Belle, was identified. Genetic
data indicated a role for Belle in the regulation of nanos in vivo. The exact role of Belle
remains unknown and will be in the focus of subsequent analyses.

Two other proteins of the repressor complex, Me31B and Trailer Hitch, form a complex
that binds in a superstoichiometric manner to the repressed RNA. This RNA-dependent
oligomerization might cause packaging of the repressed RNA into an inaccesible particle
and could account for several unexplained features of the repressor complex, like its
ATP-dependent formation. The protein-protein interaction within this Me31B•Tral complex
was confirmed using chemical cross-linking in combination with mass spectrometry (MS).

In the second part of this thesis two software tools (StavroX and MeroX) are presented
that have been designed for the analysis of such cross-linking/MS experiments. The
combination of cross-linking and mass spectrometry not only allows for the identification
of protein-protein interactions but also for low-resolution structural probing of proteins
or protein complexes. For that purpose, two adjacent protein side chains are covalently
linked by a chemical cross-linker. The cross-links are then analysed by mass spectrometric
techniques, allowing the identification of cross-linked sites with residue resolution. The
bioinformatic analyses of the complex data sets present the bottleneck of this technique.
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Summary

The two software tools presented simplify the time-consuming analysis of a cross-
linking/MS study dramatically. StavroX and MeroX were designed for different kinds of
chemical cross-linking reagents and perform an automated analysis of mass spectrometric
data. Each identified cross-link is evaluated by the software and a false discovery rate is
automatically estimated. The easy-to-use graphical user interface permits a fast manual
inspection of identified cross-links. This thesis presents the algorithms applied and functio-
nalities of both tools and emphasizes the drastic improvements of cross-linking/MS analyses
made possible by StavroX and MeroX.

Both programs have been used in several studies for the analysis of diverse biological
problems. Also in the case of nanos regulation during early fly development, a biological
relevant interaction within the repressor complex could be confirmed by cross-linking and
analysis using MeroX.
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Teil I.

Regulation der nanos-mRNA in
der frühen Embryogenese von

Drosophila melanogaster
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1. Einleitung

Für alle lebenden Zellen, egal, ob es sich um einen einzelligen Organismus oder einen kom-
plexen multizellulären Organismus wie den Menschen handelt, ist es äußerst wichtig, dass
verschiedene Gene zum richtigen Zeitpunkt am richtigen Ort und in der richtigen Dosis expri-
miert werden. Die Regulation der Genexpression kann an vielen Stellen erfolgen: angefangen
von der Transkription der DNA zu RNA über die Translation zu Proteinen bis hin zum Ab-
bau der Proteine. Für jedes Gen können gleichzeitig verschiedene Mechanismen greifen, die
in ihrer Gesamtheit die korrekte Genexpression hervorrufen. In dieser Arbeit soll ein solcher
Regulationsmechanismus während der frühen Embryogenese der Taufliege (Drosophila mela-
nogaster) näher untersucht werden. Die Identifizierung beteiligter Faktoren soll ein besseres
Verständnis vom Mechanismus der Regulation liefern.

1.1. Drosophila melanogaster als Modellorganismus

Nach der Befruchtung eines Drosophila-Weibchens sammelt dieses die Spermien in einer
Spermathek, um die gebildeten Eizellen direkt zu befruchten. Jedes Drosophila-Weibchen
kann dann bis zu zwanzig Tage lang jeden Tag bis zu hundert befruchtete Embryonen
ablegen. Die Embryonalentwicklung dauert insgesamt 22 - 24 h, durchläuft 14 unterscheid-
bare Stadien (Bownes, 1975) und endet mit dem Schlüpfen der ersten Larven. Nach drei
Larvenstadien kommt es zur Verpuppung und insgesamt 10 - 12 Tage nach der Befruchtung
schlüpfen adulte Fliegen. Weitere zwei Tage später sind die Weibchen geschlechtsreif und
können nach der Befruchtung wiederum Embryonen ablegen.

Neben der kurzen Generationsdauer von zwei Wochen ist die Möglichkeit, leicht genetische
Manipulationen durchführen zu können, ein Grund, weshalb die Taufliege als Modellorganis-
mus ihre Berühmtheit erlangt hat.

1.1.1. Oogenese und frühe Embryonalentwicklung

Oozyten werden in Drosophila melanogaster in zwei Ovarien mit jeweils etwa 18 Ovariolen
gebildet. Eine Ovariole enthält dabei mehrere Follikel (Abb. 1), die jeweils eine Oozyte
enthalten. Dabei sind die Follikel einer Ovariole aneinandergereiht und enthalten vom
proximalen bis zum distalen Ende des Ovariums Ooyzten aller Entwicklungsstadien von der
Keimbahn-Stammzelle bis zum reifen Ei.
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Einleitung

Am proximalen Ende der Ovariole kommt es zur asymmetrischen Teilung einer Stamm-
zelle in eine Zyste und eine weitere Stammzelle. Die Zyste durchläuft vier mitotische
Teilungen, wobei die 16 entstehenden Zellen voneinander nicht getrennt werden, sondern
durch Ringkanäle verbunden bleiben. Eine der 16 Zellen wird die spätere Oozyte, die als
einzige in die Meiose eintritt. Die restlichen 15 Zellen werden Nährzellen, die die Oozyte
später mit zytoplasmatischen Komponenten (z.B. mRNAs und Proteine) und Nährstoffen
versorgen. Die Nährzellen und die Oozyte werden von Follikelzellen umgeben, die die
äußeren Hüllen des späteren Embryos synthetisieren.

Follikel

(-12 h)

Ei

(0 h)

Synzytiales 

Blastoderm

(1,5 h)

Zelluläres 

Blastoderm

(3 h)

Follikelzelle

Oozyte

Nährzelle

Dorsaler Eianhang

Vitellinmembran
Polplasma

Zellmembran
Chorion

Zellkern

Polzelle

Blastodermzelle

Ringkanal

Abbildung 1: Frühe Entwicklung von Drosophila melanogaster - Schemati-
sche Darstellung von vier verschiedene Stadien der Entwicklung von Drosophila, von
der reifenden Oozyte (12 h vor Befruchtung) bis zum zellulären Blastoderm (3 h nach
Befruchtung). Modifiziert nach St Johnston u. Nüsslein-Volhard (1992).

Nach der Befruchtung des gebildeten Eis kommt es im Embryo zu 13 schnellen, synzytialen
Kernteilungen, bei denen die Kerne etwa alle 10 min geteilt werden, ohne dass die Kerne
durch eine Zellmembran voneinander getrennt werden. Nach der achten Kernteilung wandert
der Großteil der Zellkerne zur Peripherie des Embryos. Während des synzytialen Blastoderms
(Teilungen 10 - 13) werden die Polzellen vom Synzytium abgetrennt und bilden später die
Keimbahn. Mit der 14. Kernteilung, nach etwa 3 h, kommt es zur Vereinzelung aller Kerne
im zellulären Blastoderm (Abb. 1; zusammengefasst in Campos-Ortega u. Hartenstein, 1997;
St Johnston u. Nüsslein-Volhard, 1992; Bastock u. St Johnston, 2008).
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1.1.2. Übergang von maternaler zu zygotischer Regulation der
Genexpression

Bis etwa zur Phase des synzytialen Blastoderms ist der Embryo transkriptionell inaktiv.
Der Embryo ist also währenddessen auf maternale Proteine und RNAs angewiesen. Alle
Regulationsmechanismen sind demnach posttranskriptionell, auch wenn neu-synthetisiert
Transkripte einiger weniger Gene schon recht früh in der Embryogenese detektierbar sind
(Ali-Murthy et al., 2013). Die ersten zygotischen Transkripte, z.B. des hunchback-Gens1,
treten etwa nach der achten Teilung auf (Garcia et al., 2013). Ab der achten Teilung wird
auch die Rate der Kernteilungen geringer und die Teilungen geschehen asynchron. Damit
beginnt die midblastula transition (MBT), welche der erste Prozess in der Entwicklung von
Drosophila ist, der abhängig von der zygotischen Genom-Aktivierung (ZGA) abläuft. Ab
der 14. Teilung werden die Kerne durch Membranen voneinander getrennt und der Embryo
ist vollständig abhängig von der zygotischen Transkription. Der Übergang von maternaler
Kontrolle der Genexpression zur zygotischen Kontrolle wird als MZT (maternal-to-zygotic
transition) bezeichnet und stellt einen Meilenstein in der Entwicklung des Organismus’ dar
(Harrison u. Eisen, 2015).

Die MZT ist einerseits abhängig vom Abbau der maternalen Faktoren (RNA und
Proteine) und andererseits von der Synthese zygotischer RNAs, wobei diese Prozesse nicht
unabhängig voneinander agieren. Der Abbau der maternalen mRNAs kann sowohl von
maternalen als auch von zygotischen Komponenten abhängig sein (Bashirullah et al., 1999).
Die Destabilisierung der mRNAs wird initiiert durch die Deadenylierung, den Abbau des
Poly(A)-Schwanzes. Für den spezifischen Abbau der maternalen Transkripte zum richtigen
Zeitpunkt sind meist regulatorische Elemente im 3’-UTR der jeweiligen RNA nötig, die mit
verschiedenen trans-Faktoren wie miRNAs oder RNA-Bindeproteinen interagieren.

Ein Beispiel für ein solches RNA-Bindeprotein ist das maternale Protein Smaug, welches
im 3’-UTR von RNAs bindet und die Deadenylierungsmaschinerie rekrutiert (Semotok
et al., 2005). Der Abbau eines Großteils der maternalen Transkripte ist abhängig von der
Anwesenheit des Smaug-Proteins (Tadros et al., 2007). Mit dem Einsetzen der Transkription
werden auch Faktoren (z.B. miRNAs oder RNA-Bindeproteine) synthetisiert, die den
Abbau weiterer maternaler Transkripte einleiten und damit den zygotischen RNA-Abbau
kontrollieren (Walser u. Lipshitz, 2011).

Nicht nur auf der RNA-Ebene vollzieht sich ein Übergang zwischen maternalen und zygo-
tischen Genprodukten, sondern auch auf der Proteinebene. Vor allem maternale Effektoren,

1Nomenklatur in Drosophila: Gene und mRNA-Transkripte dieser Gene werden klein und kursiv geschrieben.
Das zugehörige Protein-Produkt wird groß geschrieben. Beispielhaft: hunchback-Gen, hunchback-mRNA,
hunchback-Deletionsmutante und Hunchback-Protein.
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wie z.B. die Proteine Smaug, Oskar oder Ypsilon Schachtel, werden während der MZT de-
gradiert und zygotische Proteine synthetisiert, welche für die weitere Differenzierung des
Embryos nötig sind (Gouw et al., 2009).

1.1.3. Deadenylierung von Transkripten durch den Ccr4-Not-Komplex

Normalerweise beginnt der mRNA-Abbau mit der Verkürzung des Poly(A)-Schwanzes. An-
schließend wird die RNA entweder nach einem decapping-Schritt durch 5’-3’-Exonukleasen
wie Xrn1 oder in 3’-5’-Richtung durch das Exosom abgebaut (Abb. 2A; Garneau et al.,
2007). Der Ccr4-Not-Komplex stellt dabei die Hauptaktivität der Deadenylasen dar. In
Drosophila besteht der konservierte Ccr4-Not-Komplex aus insgesamt acht Komponenten.
Not1 ist mit etwa 280 kDa das größte Protein des Komplexes und bildet das Gerüst für die
anderen Proteine des Komplexes (Abb. 2B). Die Proteine Twin (Ccr4) und Pop2 (Caf1)
zeigen in vitro Deadenylase-Aktivität, wobei Pop2 in vivo die Hauptaktivität aufweist
(Temme et al., 2014). In Xenopus konnte gezeigt werden, dass Caf1 die Translation einer
Reporter-RNA unabhängig von der Deadenylierung reprimieren kann (Cooke et al., 2010;
Mathys et al., 2014; Waghray et al., 2015).

Not3

Rga

Rcd-1

Pop2

Twin

Not11

Not10

Not1

A B

AAAAAAAAA

AA

Deadenylierung

5'   3' Abbau:

Dcp1/2

Xrn1

3'   5' Abbau:

Exosom

DcpS

Ccr4-Not-

Komplex

5'-Cap 3'-Poly(A)-Schwanz

mRNA

Abbildung 2: mRNA-Abbau - (A) Die Degradation einer mRNA wird durch den
Abbau des Poly(A)-Schwanzes (Deadenylierung) initiiert. Anschließend wird entweder
das 5’-Cap durch Dcp1/Dcp2 entfernt und die RNA durch Xrn1 abgebaut (5’-3’-Abbau)
oder durch das Exosom in 3’-5’-Richtung abgebaut und das verbleibende Cap durch
DcpS hydrolysiert (Garneau et al., 2007). (B) Schematische Darstellung des Ccr4-Not-
Komplexes, der die Deadenylierung bewirkt (Temme et al., 2010).

Der Ccr4-Not-Komplex kommt in Oozyten, Embryonen und allen weiteren Entwicklungs-
stufen bis zum adulten Organismus vor und ist dabei zytoplasmatisch lokalisiert (Temme
et al., 2010). Die Deletion von Komponenten des Ccr4-Not-Komplexes führt zu längeren
Poly(A)-Schwänzen in adulten Fliegen. Ein Knock-down einzelner Komponenten des Kom-
plexes in Drosophila-S2-Zellen führt ebenso zur Verlängerung der Poly(A)-Schwänze und
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außerdem zur Reduktion der Proteinmenge weiterer Untereinheiten des Ccr4-Not-Komplexes
(Temme et al., 2010). Dies zeigt, dass die Ccr4-Not-Proteine als Komplex agieren und für
die Deadenylierung der mRNAs einer Zelle nötig sind.

Der Deadenylase-Komplex kann durch verschiedene RNA-Bindeproteine zu spezifischen
Transkripten rekrutiert werden, um diese zu deadenylieren. Beispiele dafür sind Smaug (Se-
motok et al., 2005), Nanos (Kadyrova et al., 2007) oder Ago1/Gawky (Behm-Ansmant et al.,
2006). Die Rekrutierung durch Ago1 basiert dabei auf der Bindung von miRNAs im 3’-UTR
des Transkriptes.

1.1.4. Achsenbildung im frühen Embryo

Bereits während der Oogenese werden die späteren Körperachsen der Larve und der
adulten Fliege festgelegt. Durch Lokalisierung von bicoid-mRNA zum anterioren Pol
und oskar-mRNA zum posterioren Pol wird die anterior-posterior-Achse (A/P-Achse)
bereits in der Oozyte vordefiniert (Ephrussi et al., 1991). Die Lokalisierung dieser mRNAs
beruht dabei auf der Bewegung entlang des polarisierten Zytoskeletts. Aufgrund der je-
weiligen Lokalisierung werden die Proteine Bicoid anterior und Oskar posterior synthetisiert.

nanos-mRNA Nanos-Protein

Wildtyp Embryo 

(0 - 1 h )

Abbildung 3: Verteilung der nanos-mRNA und des Nanos-Proteins im Em-
bryo - Die nanos-mRNA lokalisiert im frühen Embryo zum posterioren Pol. Ein Groß-
teil der RNA (blau gefärbt durch In-situ-Hybridisierung) liegt allerdings unlokalisiert
vor (Bergsten u. Gavis, 1999). Das Nanos-Protein wird am posterioren Pol synthetisiert
und bildet einen Gradienten vom posterioren Pol in Richtung des anterioren Pols aus
(Antikörperfärbung). Unlokalisierte RNA wird translationell reprimiert und deadeny-
liert (Abbildungen aus Zaessinger et al., 2006).

Die nanos-mRNA, deren Regulation im Fokus dieser Arbeit liegt, wird ebenfalls zum
posterioren Pol transportiert. Die nanos-Lokalisierung ist allerdings nicht effizient. Nur etwa
4% der nanos-mRNA befinden sich später am posterioren Pol angereichert, die restliche
RNA kommt im gesamten Embryo gleichmäßig verteilt vor und ist translationell reprimiert
(Smibert et al., 1996; Bergsten u. Gavis, 1999). Diese Repression wird am posterioren
Pol vom Oskar-Protein aufgehoben, so dass Nanos nur am posterioren Pol synthetisiert
wird und einen Proteingradient von posterior zu anterior ausbildet (Abb. 3; Gavis u.
Lehmann, 1994; Dahanukar u. Wharton, 1996; Zaessinger et al., 2006; Jeske et al., 2011).
Bicoid aktiviert am anterioren Pol die Expression des hunchback-Gens, während Nanos am
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posterioren Pol die Translation der hunchback-mRNA reprimiert (Wharton u. Struhl, 1991).
Darauf folgen weitere Regulationsmechanismen, die z.B. zur Segmentierung des Abdomens
führen. Während die späteren Mechanismen abhängig von zygotischen Genen sind, beruht
die A/P-Achsenbildung auf maternalen Faktoren.

Die Fehlregulation des nanos-Gens führt zu schweren Defekten in der A/P-Achsenbildung.
Wird das Nanos-Protein am anterioren Pol exprimiert, entwickeln die Embryonen zwei Abdo-
men und keine Kopfstrukturen (Gavis u. Lehmann, 1992). Die Translation der nanos-mRNA
muss daher sehr strikt reguliert sein, um eine ektopische Expression von Nanos zu verhindern.

1.2. Regulation der nanos-mRNA während der frühen
Entwicklung von Drosophila

Die nanos-mRNA wird während der frühen Entwicklung durch verschiedenen Mechanismen
reguliert. Während der Oogenese wird nanos von Nährzellen synthetisiert und in die Oozyte
transportiert.

Das Nanos-Protein kann in Nährzellen und während der frühen Oogenese detektiert
werden und ist für die Erhaltung der Stammzellen notwendig (Lehmann u. Nüsslein-
Volhard, 1991). Nanos ist ein konservierter Translationsrepressor, der die Expression
von Differenzierungsfaktoren wie z.B. dem Brat-Protein (Brain Tumor) in der Keimbahn
verhindert (Slaidina u. Lehmann, 2014). In der Oozyte kann das Nanos-Protein zu keiner
Zeit detektiert werden (Wang et al., 1994). Im frühen Embryo wird die Translation der
nanos-mRNA am posterioren Pol aktiviert und ist im Polplasma (siehe Abb. 1) wichtig für
die Bildung der Keimbahn der nächsten Generation. RNA, die nicht am posterioren Pol
lokalisiert (unlokalisiert) ist, wird reprimiert (Smibert et al., 1996). Die Regulation dieser
komplexen Lokalisierung und Translationsregulation wird vom nanos-3’-UTR vermittelt.

Im 3’-UTR der nanos-mRNA kommen ein Lokalisierungssignal, ein Translationskontroll-
element (TCE) und Bindestellen für regulatorische RNAs vor (Abb. 4A/B). Das TCE (Nu-
kleotide 1 - 158) liegt innerhalb des Lokalisierungssignals (Nukleotide 1 - 547). Die Lokali-
sierung ist allerdings nicht abhängig von der Aktivität des TCE. Im TCE kann eine RNA-
Struktur aus drei stem-loops gebildet werden (I-III). Die loop-Regionen von stem-loop II
und einem weiteren stem-loop in 3’-Richtung werden vom Protein Smaug (Smg) gebunden
(Abb. 4C, rot). Diese stem-loops werden als Smaug recognition elements (SRE) bezeichnet.
Der doppelsträngige Bereich in stem-loop III wird vom Protein Glorund (Glo) gebunden
(grün). Glorund vermittelt die Repression der nanos-mRNA während der Oogenese in der
Oozyte. Smaug reguliert anschließend die Translation und die Deadenylierung der nanos-
mRNA im Embryo.
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TCE

1 nt 158 nt 547 nt 880 nt

Lokalisierungssignal

1 nt 158 nt

SRE1

Glorund

Bindestelle

SRE2

I

II
III

B C

A

SRE1 SRE2

U G G

C C

G

C

U A

G

C

G C

C G

C G

U G G

C C

miR-31b piRNA 

roo

piRNA

412

miR-314/

miR-263b

Abbildung 4: Regulatorische Sequenzen im 3’-UTR der nanos-mRNA -
(A) Das gesamte 3’-UTR ist schematisch dargestellt und beinhaltet das Translati-
onskontrollelement (TCE; 1 - 158), das Lokalisierungssignal (1 - 547), zwei Bindestel-
len für piRNAs (659 - 732) und drei potentielle Bindestellen für miRNAs (miRBase-
Vorhersage in Rouget et al., 2010). (B) Schematische Darstellung des TCE mit RNA-
Sekundärstrukturen. Das TCE enthält zwei Bindestellen für Smaug (SRE1 und SRE2,
rot) und eine Bindestelle für Glorund (grün). (C) Die beiden Smaug recognition elements
(SRE) weisen die gleiche loop-Sequenz, CUGGC, auf. Die stem-Regionen unterscheidet
sich dahingegen in ihrer Sequenz und sind nur teilweise dargestellt (Gavis et al., 1996b,a;
Smibert et al., 1996; Kalifa et al., 2006; Rouget et al., 2010).

Die Smaug-vermittelte Deadenylierung und Translationsrepression agieren unabhängig
voneinander und wirken auf den unlokalisierten Teil der nanos-mRNA (Dahanukar u.
Wharton, 1996; Jeske et al., 2006). Smaug ist in der Lage, den Ccr4-Not-Komplex zur
RNA zu rekrutieren und damit die Deadenylierung der gebundenen RNA einzuleiten
(Semotok et al., 2005). Die Deletion von piRNA-Bindestellen abseits des TCEs verhindert
die Deadenylierung. Dieses und weitere Experimente deuten an, dass die Deadenylierung
der nanos-mRNA nicht ausschließlich von Smaug reguliert wird, sondern zusätzlich auch
von piRNAs abhängig ist (Rouget et al., 2010). Die Rolle der vorhergesagten miRNA-
Bindestellen in der nanos-mRNA ist nicht untersucht (Abb. 4A).

Die Bindung von Smaug verhindert die Initiation der Translation der gebundenen RNA.
Smaug interagiert mit dem eIF4E-bindenden Protein Cup, wodurch eine direkte Verbindung
von Smaug zu einem essentiellen Translationsinitiationsfaktor hergestellt ist (Nelson et al.,
2004). Nach dem vorgeschlagenen Modell verhindert Cup durch seine Bindung an eIF4E die
Bildung des eIF4F-Komplexes, infolge dessen die Bildung des 48S-Komplexes und schließlich
die Translation der RNA (Abb. 5).
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Allerdings konnte in Gradientenzentrifugationen eine Kosedimentation der nanos-mRNA
mit Polysomen beobachtet werden (Clark et al., 2000). Eine solche Beobachtung lässt
üblicherweise auf eine aktive Translation der mRNA schließen, was für die nanos-mRNA
nicht zutreffen kann. Die Autoren postulieren einen zusätzlichen Mechanismus der Repressi-
on, der an einem Schritt nach der Translationsinitiation möglicherweise kotranslational wirkt.

Es wurde zudem beschrieben, dass die Repression von Smaug auf der Assoziation mit
dem Argonaut-Protein Ago1 beruht (Pinder u. Smibert, 2012). Das Argonaut-1-Protein ist
essentiell für die miRNA-abhängige Regulation der Translation und Deadenylierung und
ist diejenige Untereinheit des RISC-Komplexes, welche die Interaktion zwischen miRNA
und Ziel-mRNA ermöglicht (Meister u. Tuschl, 2004). Im Fall der nanos-mRNA wird Ago1
ungewöhnlicherweise unabhängig von miRNAs durch Smaug an die nanos-mRNA rekrutiert.
Ein Ago1-Deletion bewirkt eine ektopische Expression von Nanos, ähnlich wie in einer
smaug-Mutante. Der Abbau der nanos-mRNA während der MZT ist in einer Ago1-Mutante
allerdings nicht beeinflusst (Pinder u. Smibert, 2012).

Cup

eIF4E

Smg
nanos-

mRNA

SRE

AAAAAAAAAA

eIF4G

Abbildung 5: Cup-Modell der Smaug-abhängigen Repression - Smaug bin-
det spezifisch an SREs im 3’UTR der nanos-mRNA und bindet an das Cup-Protein.
Cup wiederum bindet an das Cap-bindende Protein eIF4E. Cup verdrängt eIF4G, da
es dieselbe eIF4E-Bindestelle wie eIF4G aufweist (YxxxxLΦ; wobei x einer beliebigen
Aminosäure und Φ einer hydrophoben Aminosäure entspricht; Marcotrigiano et al.,
1999). Dadurch verhindert Cup die Bildung des eIF4F-Komplexes, der durch Bindung
von eIF4A und eIF3 die Translation der gebundenen RNA initiiert. Der Komplex aus
Smaug-Cup-eIF4E ist nach diesem Modell in der Lage, Translation zu reprimieren (Nel-
son et al., 2004).

Am posterioren Pol wird die Smaug-abhängige Regulation, sowohl die Deadenylierung als
auch die Translationsrepression, durch Oskar aufgehoben (Smith et al., 1992; Dahanukar
et al., 1999; Zaessinger et al., 2006). Der dem zugrunde liegende Mechanismus ist noch
unklar, aber es ist beschrieben, dass Smaug und Oskar miteinander interagieren (Dahanukar
et al., 1999). Oskar ist zudem in der Lage, die nanos-mRNA zu binden (Jeske et al., 2015),
so dass eine Kompetition von Oskar mit der Bindung von Smaug an die RNA denkbar ist.
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Weder die Rekrutierung von Ago1, noch das Cup-Modell sind ausreichend, um alle Be-
obachtungen zur Repression hinreichend zu beschreiben. Die Smaug-vermittelte Repression
hat verschiedene ungewöhnliche Eigenschaften, die nur schwer mit den bisherigen Modellen
erklärt werden können (Jeske et al., 2011):

• Langsame Bildung eines reprimierten RNA-Protein-Komplexes - Es dauert
etwa 20 - 40 Minuten, bis das volle Ausmaß der Repression erreicht ist. Die RNA wird
in einen Komplex aus RNA und Protein inkorporiert (RNP - Ribonukleoprotein Par-
tikel). Der assoziierte Proteinkomplex, der die Repression der RNA hervorruft wird im
Folgenden als Repressor-Komplex beschrieben.

• ATP-Abhängigkeit der Repression - Die Bildung dieses Repressor-Komplexes ist
abhängig von der Anwesenheit von ATP. Dies legt die Beteiligung eines ATP-bindenden
Proteins nahe. Weder Smaug, Cup, Ago1 noch eIF4E binden ATP.

• ungewöhnliche kinetische Stabilität - Die Halbwertszeit der Dissoziation des
Komplexes liegt im Bereich von 3 - 4 Stunden. Bei einer Dissoziationsratenkonstante
koff ≈ 5 ·10−5 1

s (t1/2 ≈ 4 h) und einer maximalen Assoziationsrate von kon ≈ 1010 1
Ms

(Limit durch Diffusion von Makromolekülen; Berg u. von Hippel, 1985) müsste eine
Dissoziationskonstante von 5 fM für eine einfache Protein-Ligand-Interaktion angenom-
men werden. Die hohe Stabilität ist demnach nicht durch eine einfaches Dissoziations-
gleichgewicht zu erklären.

• Cap-Unabhängigkeit - Das Cup-Modell sagt eine Abhängigkeit der Repression vom
5’-Cap voraus. Die Repression kann allerdings auch mit RNAs ohne Cap und mit einer
internen Ribosomenbindestelle (IRES) beobachtet werden. Verschiedene Mechanismen
müssen demnach zur Regulation der Translation beitragen.

1.3. Komponenten des reprimierten RNPs

Einige Proteine, die an der Repression beteiligt sind, konnten bereits durch pull-down-
Experimente nachgewiesen werden (Nelson et al., 2004; Jeske et al., 2011; Pinder u. Smibert,
2012). Dazu zählt Smaug, als die zentrale Komponente des Repressor-Komplexes, sowie die
Proteine Cup, Me31B und Trailer Hitch. Die Verläufe der mRNA-Expressionslevel während
der Entwicklung von Drosophila sind für diese vier Proteine sehr ähnlich. Die höchsten Ex-
pressionslevel treten während der ersten vier Stunden der Embryonalentwicklung auf (Fly-
Base.org, modENCODE - Gelbart u. Emmert, 2013). Danach ist die RNA-Menge deutlich
reduziert. Die Proteinexpression folgt einem ähnlichen Schema: alle Proteine sind spätestens
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im Embryo exprimiert und werden spezifisch während der MZT degradiert (Gouw et al., 2009
mit einem Vergleich der Proteinmengen vor und nach der MZT). Die möglichen Funktionen
der bekannten Komponenten Smaug, Cup, Me31B, Trailer Hitch und dem Deadenylase-
Komplex sollen hier kurz eingeleitet werden.

1.3.1. Smaug

Smaug (Smg) ist ein RNA-bindendes Protein mit 999 Aminosäuren. Es wurde nach dem
Drachen aus J. R. R. Tolkiens Hobbit benannt, der den Schatz der Zwerge (nanos) bewacht.
Die smaug-mRNA wird während der Oogenese synthetisiert und in der Oozyte deponiert.
Die Synthese des Smaug-Proteins wird erst während der Ei-Aktivierung durch die PAN
GU-Kinase initiiert (Tadros et al., 2007). Smaug kommt dann im gesamten Embryo vor.
Nach der Zellularisierung kann Smaug kaum noch detektiert werden (Dahanukar et al.,
1999; Benoit et al., 2009).

Mutationen im smaug-Gen sind bereits früh in der Embryogenese letal. Die Embryonen
sterben vor dem Stadium des zellulären Blastoderms aufgrund von irregulären Kerntei-
lungen ab der 10. synzytialen Teilung. Dieser Phänotyp ist nicht von der Regulation der
nanos-mRNA abhängig, da Mutationen im nanos-Gen erst später zu Defekten in der
Abdominalentwicklung führen (Dahanukar et al., 1999). Smaug ist zusätzlich zur nanos-
Regulation essentiell für die Aktivierung des zygotischen Genoms und zur Aktivierung von
Replikationskontrollpunkten während der MZT (Benoit et al., 2009). Etwa zwei Drittel der
maternalen mRNAs, die während der MZT degradiert werden, werden direkt oder indirekt
durch Smaug destabilisiert (Tadros et al., 2007).

Smaug wurde mittels UV-Cross-Linking an SRE-haltige RNAs identifiziert (Smibert
et al., 1996). Smaug weist eine ungewöhnliche RNA-Bindedomäne auf: eine SAM-Domäne
(sterile alpha motif ), die normalerweise Protein-Protein-Interaktionen bewirkt, ist für die
sequenz- und strukturabhängige Bindung der SRE-stem-loops nötig (Aviv et al., 2003;
Green et al., 2003). Smaug erkennt in der nanos-mRNA die loop-Regionen zweier stem-loops
mit der loop-Sequenz CUGGC (siehe Abb. 4C). Die für die Bindung benötigte Sequenz
muss nicht exakt der Sequenz CUGGC entsprechen. Smaug kann loops mit einer Länge
von 4 - 7 Nukleotiden binden. Das erste Nukleotid muss ein Pyrimidin-Nukleotid sein, dass
mit dem 4. Nukleotid eine Watson-Crick Basenpaarung eingeht. Das dritte Nukleotid muss
ein Guanosin sein (Konsensussequenzen: CNGG(N)0−3 oder UNGA(N)1−3; Aviv et al., 2006).

Diese Stem-loop-Sequenz kann in zahlreichen 3’-UTRs von mRNAs gefunden werden,
so dass Smaug eine große Anzahl an RNAs regulieren kann (bis zu 1600 in Tadros et al.,
2007). Schätzungen belaufen sich auf bis zu 3000 mRNAs, die von Smaug reguliert werden
(Chen et al., 2014a). Ob alle identifizierten Ziel-mRNAs auch wirklich direkt von Smaug
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reguliert werden, bleibt bislang offen. Bei einer unabhängigen Suche nach SRE-stem-loops
in 3’-UTRs von Drosophila melanogaster wurden etwa 1800 verschiedene Transkripte, die
wenigstens ein mögliches SRE aufweisen, identifiziert2, darunter auch die nanos-mRNA.

Ein anderes von Smaug reguliertes Transkript ist die hsp83 -mRNA. Im 3’-UTR des hsp83 -
Transkriptes kann jedoch kein SRE identifiziert werden. Dafür enthält die kodierende Se-
quenz insgesamt acht mögliche SRE-stem-loops, von denen sieben ebenfalls in der unab-
hängigen Sequenzanalyse (siehe Abschnitt M.2.12, S. 138) identifiziert wurden. Ein weiterer
Unterschied zu nanos ist, dass die Translation der hsp83 -mRNA nicht durch die SREs be-
einflusst wird. Smaug bewirkt lediglich den Abbau der hsp83 -mRNA – wie auch für nanos
– durch die Deadenylierung des Transkriptes und die Rekrutierung des Ccr4-Not-Komplexes
(Semotok et al., 2005, 2008). Dieses Beispiel zeigt, dass Smaug verschiedene Mechanismen
auslösen kann.

1.3.2. Cup

Das Cup-Protein wird bereits in der Oogenese benötigt und ist als Translationsrepressor
beschrieben. Cup kommt im Zytoplasma der Oozyte und des Embryos vor. Nach der Zellu-
larisierung (Teilung 14) ist Cup, ähnlich wie Smaug, im Embryo nicht länger zu detektieren
(Keyes u. Spradling, 1997). Cup wurde als eine Komponente in reprimierten RNPs der
oskar-mRNA während der Oogenese beschrieben. Es wird von Bruno, einem regulatorischen
Protein, welches im 3’-UTR der oskar-mRNA bindet, an die oskar-mRNA rekrutiert
(Nakamura et al., 2004) und interagiert selbst direkt mit dem Lokalisierungsprotein Barentz
sowie eIF4E. Damit trägt Cup zur Lokalisierung und Repression der oskar-mRNA in der
Oozyte bei (Wilhelm et al., 2003).

Cup weist insgesamt zwei eIF4E-Bindestellen auf: eine, wie sie für 4E-bindende Proteine
(4EBPs) beschrieben wurde, mit der Konsensussequenz YxxxxLΦ (siehe Abb. 5) und eine
weitere Bindestelle mit geringerer Affinität für eIF4E (Nelson et al., 2004). Beide Binde-
stellen konkurrieren mit eIF4G um die Bindung an eIF4E. Die Proteine eIF4E und eIF4G
sind Bestandteile des eIF4F-Komplexes, der essentiell für die Cap-abhängige Initiation
der Translation ist. Wenn eIF4G von Cup verdrängt wird, kommt es zur Repression der
jeweiligen mRNA, da die Translationsinitiation blockiert wird.

Eine Deletion des cup-Gens führt zu Defekten früh in der Oogenese, so dass Effekte auf
die oskar- oder nanos-Regulation nicht beobachtet werden können. Bei einer N-terminalen
Deletion von Cup (cup∆212), bei der eine der eIF4E-Bindestellen deletiert ist, treten die
frühen Defekte in der Oogenese nicht auf. Die oskar-mRNA wird in cup∆212-Mutanten nicht
2Dazu wurde ein einfacher Suchalgorithmus programmiert (SREfinder), der stem-loops mit der beschriebenen
loop-Sequenz in einer Sequenzdatenbank identifiziert; siehe Abschnitt M.2.12, S. 138.
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reprimiert, obwohl die RNA noch korrekt lokalisiert wird. Cup hat demnach neben der
eIF4E-abhängigen Translationsrepression noch weitere Funktionen (Nakamura et al., 2004).
In Drosophila existiert ein paraloges Protein: der eIF4E-Transporter (4E-T). Beide Proteine
besitzen eine Cup-homology-domain (CHD; Kamenska et al., 2014), die vermutlich für die
Bindung an Me31B benötigt wird (Ozgur et al., 2015; Nishimura et al., 2015; Kamenska
et al., 2016). Das 4E-T-Protein ist gut konserviert, während das Cup-Protein ein Drosophila-
spezifisches Protein ist.

1.3.3. Me31B

Me31B (maternally expressed at 31B) ist ebenso ein maternales Protein. Es gehört zur
Klasse der DEAD-Box-Helikasen (de Valoir et al., 1991). DEAD-Box-Helikasen sind
ATP-abhängige RNA-Helikasen, die für viele verschiedene RNA-abhängige Prozesse in der
Zelle benötigt werden. Die Helikaseaktivität ist dabei nicht als prozessive Aufschmelzung
eines langen RNA-Bereichs zu verstehen, sondern eher als Dissoziation kurzer RNA-
Doppelstränge, ohne eine Translokation der Helikase nach der Aufschmelzung (Yang et al.,
2007), auch wenn durch die Bindung von Kofaktoren eine prozessive Aufschmelzung erreicht
werden kann (García-García et al., 2015). Der Auftrennung eines RNA-Doppelstranges geht
die Bindung von ATP voraus. Die Hydrolyse des ATPs ist für die Dissoziation des Enzyms
von der RNA nötig (Liu et al., 2008). DEAD-Box-Enzyme weisen keine Sequenzspezifität
für ihre Substrate auf und müssen daher durch Kofaktoren zur Substrat-RNA rekrutiert
werden (Jankowsky, 2011).

Ein außergewöhnliches Beispiel für DEAD-Box-Helikasen stellt eIF4AIII dar. Während des
Spleißens von prä-mRNAs wird ein stabiler Komplex in der Nähe der Exon-Exon-Grenzen
deponiert. Dieser Proteinkomplex (EJC - exon junction complex) ist fest an die RNA
gebunden und vermittelt z.B. den Export von mRNAs sowie den Abbau aberanter mRNAs
(NMD - nonsense mediated decay; Gehring et al., 2005). Die stabile Bindung des EJC beruht
auf der RNA-Bindung von eIF4AIII (Ballut et al., 2005). Die DEAD-Box-Helikase eIF4AIII
wird im RNA-gebundenen Zustand durch die Interaktion mit den Proteinen Y14 und
MAGOH „eingefroren“ (Andersen et al., 2006; Bono et al., 2006). Diese feste Bindung wird
auch als RNA-clamping bezeichnet (Linder u. Jankowsky, 2011) und wird auch für andere
DEAD-Box-Helikasen als mögliche Funktionsweise postuliert (Liu et al., 2014). Damit
sind DEAD-Box-Helikasen naheliegende Kandidaten, um sowohl die ATP-Abhängigkeit
der Komplexbildung, als auch die hohe kinetische Stabilität des Repressor-Komplexes zu
vermitteln.

Für die Homologe von Me31B konnten verschiedene Funktionen in der RNA-Prozessierung
gezeigt werden. Dhh1p (Saccharomyces cerevisiae) wurde als decapping-Aktivator beschrie-
ben und interagiert ebenso mit dem Ccr4-Not-Komplex (Coller et al., 2001). Vereint werden
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die Me31B-Homologe durch ihre Funktion in der Repression der Translation (Minshall
et al., 2001; Coller u. Parker, 2005; Tritschler et al., 2009; Mathys et al., 2014). Me31B und
den homologen Proteinen ist demnach eine zentrale Rolle in der Stilllegung von mRNAs,
ob nun durch Repression oder Abbau, zuzuschreiben. Die Homologe werden in Zellen
häufig in granulären Strukturen, wie P-bodies, gefunden und deshalb auch als P-body-
Marker verwendet. P-bodies enthalten Faktoren des mRNA-Abbaus (decapping-Faktoren
und Deadenylasen) sowie verschiedene RNAs, die translationell reprimiert sind (Parker u.
Sheth, 2007), in Übereinstimmung mit einer Rolle von Me31B in der Repression von mRNAs.

Nakamura et al. (2001) zeigten, dass Me31B bereits in Drosophila-Oozyten mit transla-
tionell reprimierten RNAs assoziiert. Me31B spielt eine essentielle Rolle in der Repression
der oskar-mRNA. In der frühen Oogenese von Drosophila kolokalisiert Me31B mit Cup
und der oskar-mRNA (Nakamura et al., 2004). Eine me31B-Deletion führt zur frühzeitigen
Synthese von Oskar und damit zu schweren Defekten, noch bevor die Oogenese beendet ist.
Die Lokalisierung der oskar-mRNA ist in einer me31B-Mutante nicht beeinflusst, so dass
eine Rolle in der Lokalisierung reprimierter RNAs unwahrscheinlich ist (Nakamura et al.,
2001). Im adulten Organismus kommt Me31B hauptsächlich in den Ovarien der Weibchen
vor, aber z.B. auch im zentralen Nervensystem, wo Me31B ebenfalls an der translationalen
Repression von mRNAs beteiligt ist (Hillebrand et al., 2010).

Me31B interagiert mit verschiedenen Proteinen, die teilweise an posttranskriptionalen Re-
gulationen beteiligt sind. Einige der Protein-Protein-Interaktionen sind ebenfalls konserviert
und die Interaktionsstellen kartiert. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass Me31B mit Edc3
(enhancer of decapping) über die C-terminale Domäne interagiert (Tritschler et al., 2008).
Dieselbe Bindestelle (patch1 ; Ozgur et al., 2015) dient auch als Bindestelle für die Proteine
Trailer Hitch (Tral), Cup, 4E-T und Pat1, die in Translationsrepression und RNA-Abbau
involviert sind (Abb. 6). Demnach kann auch nur eines der Proteine an Me31B gebunden
vorliegen (Tritschler et al., 2009). Das Me31B-Homolog, DDX6, interagiert ebenfalls
direkt mit der zentralen Komponente des Ccr4-Not-Komplexes, Not1, über eine Binde-
stelle abseits von patch1 (Abb. 6; Chen et al., 2014b; Mathys et al., 2014; Rouya et al., 2014).

Die spezifische Assoziation von Me31B mit der nanos-mRNA, die vielfältigen Interaktions-
partner und das Potential von DEAD-Box-Helikasen, als Translationsrepressoren zu dienen,
erlauben den Schluss, dass Me31B im Zentrum der nanos-Repression steht. Es ist jedoch
nicht klar, welche exakte Rolle Me31B in dem Repressor-Komplex übernimmt.

1.3.4. Trailer Hitch

Trailer Hitch (Tral) gehört ebenfalls zu einer Gruppe konservierter Proteine, von denen
RAP55 (RNA interacting protein of 55 kDa) als erstes in Xenopus beschrieben wurde
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DDX6 CHD FDF

RecA1

RecA2

CNOT1

90°

Abbildung 6: Strukturmodell der DDX6/Me31B-Interaktionen - Das Me31B
Homolog (DDX6 - blau) nimmt eine für DEAD-Box-Helikasen übliche Struktur an.
Die beiden RecA Domänen werden durch ein Gelenk verbunden (Pfeil links), das ei-
ne Bewegung der beiden Domänen zueinander zulässt. Um die Interaktionen zu ver-
schiedenen Proteinen gleichzeitig darzustellen, wurden zwei Kristallstrukturen überla-
gert (PDB IDs: 5ANR - Ozgur et al., 2015 und 2WAX - Tritschler et al., 2009). Das
Not1-Protein (zentrales Protein des Ccr4-Not-Komplexes) ist grün dargestellt, die cup-
homology-domain (CHD) von 4E-T in Magenta und das FDF-Peptid von Edc3 in rot.
Das FDF-Peptid und die CHD binden an dieselbe Oberfläche im C-Terminus (patch1 ;
Ozgur et al., 2015), während Not1 an beide RecA-Domänen abseits der FDF-Bindestelle
bindet.

(Lieb et al., 1998). Alle Homologe weisen ein N-terminale LSm14-Domäne auf, auf die eine
Serin-/Threoninreiche Region folgt. Weiterhin enthalten die Homologe ein FDF-Peptid,
eine FFD-TFG Region und RGG-Wiederholungen. Die N-terminale LSm-Domäne ist in
Protein-Protein-Interaktionen involviert (Tritschler et al., 2008). Das FDF-Motiv wird für
die Interaktion mit Me31B benötigt und ist strukturell und funktionell mit der FFD-TFG-
Region verbunden. Die RGG-Wiederholungen werden sowohl für die Repression als auch für
die Lokalisierung in P-bodies benötigt (Marnef et al., 2009; Nissan et al., 2010). Während
im Menschen, in Xenopus und in der Maus zwei Paraloge von RAP55 vorkommen (RAP55a
und RAP55b), gibt es in Drosophila nur eines.

Trailer Hitch und seine Homologe wurden mehrfach als Translationsregulatoren be-
schrieben. Scd6p, das Hefe-Homologe, reprimiert die Translation durch Blockierung der
48S-Komplexbildung (Rajyaguru et al., 2012), wie sie für die nanos-mRNA gezeigt wur-
de (Jeske et al., 2011). Diese Repression ist abhängig von den RGG-Wiederholungen
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(Nissan et al., 2010). Wird das Xenopus-Ortholog xRAP55 an eine RNA gekoppelt, kommt
es zu einer translationalen Repression (Tanaka et al., 2006). In humanen Zellkulturen
werden 4E-T, DDX6 und hRAP55 für die Bildung und Erhaltung von P-bodies benötigt
(Ayache et al., 2015). Im Gegensatz dazu zeigt eine Depletion von Trailer Hitch in Droso-
phila-S2-Zellen keinen Einfluss auf P-bodies, obwohl es deutlich in P-bodies angereichert ist
(Eulalio et al., 2007). Neben seiner Funktion in P-bodies zeigt Trailer Hitch einen Einfluss
auf die Sekretion verschiedener Proteine am endoplasmatischen Retikulum. Der Komplex
aus Me31B und Trailer Hitch reguliert beispielsweise zusammen mit Bic-C die Sekretion
von Gurken (Kugler u. Lasko, 2009).

Die Rolle von Trailer Hitch im Repressor-Komplex ist unklar. Aber auch für Tral deutet die
Anreicherung im reprimierten RNP (Jeske et al., 2011), die Interaktion mit dem Repressor
Me31B sowie die Repressionsfunktion der homologen Proteine auf eine Beteiligung an der
SRE-vermittelten Repression hin.

1.4. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, den Mechanismus der posttranskriptionalen Regulation der
nanos-mRNA während der frühen Embryogenese von Drosophila besser zu verstehen. Die
untersuchte Regulation ist essentiell für die Embryogenese, da Manipulationen beteiligter
Faktoren häufig entweder zur Letalität oder Unfruchtbarkeit führen. Die Regulation der
nanos-mRNA ist vielschichtig und ist sowohl vom Abbau der mRNA durch Deadenylierung
als auch von translationaler Kontrolle abhängig. Verschiedene Modelle sind postuliert, von
denen keines die beobachteten Eigenschaften der Regulation vollständig erklären kann.
Die Modelle sind zum Teil auch gegensätzlich aufzufassen. So wurde gezeigt, dass die
Smaug-Bindung im 3’-UTR ausreicht, um die Deadenylierung einzuleiten (Semotok et al.,
2005), doch in vivo werden zusätzlich piRNAs für die Deadenylierung der nanos-mRNA
benötigt (Rouget et al., 2010). Es wurde postuliert, dass die Smaug-abhängige Repression
entweder durch Interaktion mit Cup oder Ago1 vermittelt wird (Nelson et al., 2004; Pinder
u. Smibert, 2012). Die Rolle anderer Bestandteile des reprimierten RNP-Komplexes ist
noch unklar. Ein weiteres Modell postuliert eine kotranslationale Repression der Translation
(Clark et al., 2000).

Um die beteiligten Mechanismen besser verstehen zu können, sollte in dieser Arbeit eine
detaillierte Analyse des reprimierten RNA-Protein-Komplexes durchgeführt werden. Die
Zusammensetzung des Komplexes sollte dazu mittels Massenspektrometrie analysiert und
die Beteiligung neu identifizierte Komponenten validiert werden. Interessant wäre es dann,
die Rolle der einzelnen Proteine und den Aufbau des Komplexes im Detail zu untersuchen.
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Dazu sollte versucht werden, in einem Cross-Linking-Experiment die Interaktionen zwischen
den einzelnen Untereinheiten des Smaug-RNPs zu charakterisieren.

Eine exzellente Möglichkeit, den Mechanismus der Repression zu untersuchen, stellt die
In-vitro-Rekonstitution des Systems dar. In einem rekonstituierten System lässt sich ver-
gleichbar einfach die Rolle einzelner Proteine überprüfen. So kann z.B. auch die Relevanz
einzelner Domänen oder gar einzelner Aminosäuren der beteiligten Proteine durch den Aus-
tausch mit mutierten Varianten getestet werden. Das Wissen über die Zusammensetzung
und die Stöchiometrie der Komplexkomponenten zueinander ist dabei äußerst wichtig, so
dass diese Arbeit einen signifikanten Beitrag zur Rekonstitution der Smaug-abhängigen Re-
pression und Deadenylierung liefern soll.
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An SRE-haltigen mRNAs assembliert ein Proteinkomplex, der die translationale Repression
der mRNA hervorruft. Um die Beteiligung einzelner Faktoren an der Repression aufzu-
klären, wäre die Rekonstitution des Repressor-Komplexes aus seinen Bestandteilen sehr
aussichtsreich. Die genaue Zusammensetzung sowie die Funktionsweise aller Bestandteile
im Komplex sind allerdings bis dato nicht bekannt und damit ist eine Rekonstitution nur
schwer zu bewerkstelligen.

Die Identifizierung der beteiligten Faktoren sollte in dieser Arbeit durch die Aufreinigung
des Komplexes aus Drosophila-Embryoextrakt (DEE) und anschließende massenspektrome-
trische Analyse erfolgen. Der zentrale Bestandteil des Komplexes, Smaug, bindet an einen
stem-loop in der RNA und rekrutiert daraufhin direkt oder indirekt alle restlichen Komponen-
ten an die gebundene RNA. Diese Komplexbildung kann im Extrakt nachvollzogen werden.
In-vitro-synthetisierte RNAs, die ein SRE enthalten, werden in Drosophila-Embryoextrakt
sowohl spezifisch deadenyliert als auch translationell reprimiert. Daraus ergibt sich die Mög-
lichkeit, den Komplex, der an einer extern zugegebenen RNA ausgebildet wurde, mittels
Affinitätsreinigung der RNA zu präparieren. Für eine sehr spezifische Anreicherung wurde
dazu in-vitro-synthetisierte RNA verwendet, die an zufälligen Positionen Biotin trägt (Bait-
RNA). Biotin wird mit einemKd von etwa 10−15 M von Streptavidin gebunden (Green, 1963,
1966). Dies ist die stärkste nicht-kovalente Bindung, die bekannt ist.

2.1. Reinigung des Repressor-Komplexes - Vorüberlegungen

Verschiedene Aspekte müssen bei der Reinigung aus Drosophila-Embryoextrakt beachtet
werden. Die Kapazität des Extraktes, eine RNA zu reprimieren, ist optimal im niedrigen
nanomolaren Bereich (Jeske et al., 2011). Es kann also nur eine geringe Menge der
biotinylierten RNA zugegeben werden, im Bereich bis etwa 10 nM. Wenn Smaug an die
RNA bindet, wird sowohl die Translationsrepression als auch die Deadenylierung dieser
RNA eingeleitet. Für die Reinigung wurden RNAs mit einem internen Poly(A)-Schwanz
verwendet (Jeske et al., 2011). Die Translation wird von einem internen Poly(A)-Schwanz
stimuliert, dieser kann allerdings nicht von Deadenylasen degradiert werden, so dass die
Transkripte nicht SRE-spezifisch destabilisiert werden.
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Weiterhin werden RNAs im Extrakt unspezifisch von RNasen degradiert, so dass ei-
ne RNA-Affinitätsreinigung erschwert wird. Nach einer halbstündigen Inkubation einer
in-vitro-synthetisierten RNA in Embryoextrakt werden bis zu 90% der RNAs abgebaut,
so dass eine Möglichkeit gefunden werden musste, die Bait-RNAs im Extrakt zu stabilisieren.

Die in-vitro-synthetisierten RNAs können sowohl SRE-spezifisch als auch -unspezifisch
von Proteinen gebunden werden. Um SRE-spezifische Interaktionspartner zu identifizieren,
ist eine geeignete Negativkontrolle nötig. Punktmutationen in der loop-Sequenz des SREs
verhindern die RNA-Bindung von Smaug beinahe vollständig (Smibert et al., 1996; Aviv
et al., 2006). Als Spezifitätskontrolle wurde daher in allen Experimenten die eingesetzte
RNA mit einer RNA mit Punktmutationen in den beiden SREs verglichen. Proteine, die
unspezifisch oder unabhängig vom SRE mit der RNA interagieren, sollten beide RNAs
gleichmäßig binden. In dieser Arbeit werden diese RNAs mit WT und MUT, für RNAs mit
Wildtyp oder mutierten SREs, abgekürzt.
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Abbildung 7: Analytische Sedimentation von 1-AUG-RNA - Radioaktiv mar-
kierte 1-AUG-RNA (10 nM; siehe Abschnitt 2.2) wurde in DEE (60%) inkubiert und
200 µl wurden durch eine Saccharosegradientenzentrifugation (5% - 45% Saccharose)
fraktioniert. Das UV-Signal (280 nm) wurde während der Fraktionierung aufgezeichnet.
Die Positionen des 80S-Signals sowie der freien RNPs sind angedeutet. Die RNA-Menge
je Fraktion wurde durch Szintillationszählung gemessen. RNAs mit einem Wildtyp-SRE
(WT) sedimentieren deutlich schneller als RNAs mit einem mutierten SRE (MUT).

Drosophila-Embryoextrakt enthält eine Vielzahl verschiedener Proteine, von denen ver-
mutlich nur ein kleiner Teil eine Rolle in der Regulation der nanos-mRNA spielt. Um die
Effizienz der Reinigung zu steigern, sollte ein weiterer Reinigungsschritt durchgeführt wer-
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den. Der gebildete RNP-Komplex sedimentiert in einem Saccharosegradienten von 5% - 45%
ähnlich wie die sehr kompakten Ribosomen (Abb. 7). Mit der Gradientenzentrifugation als
Reinigungsschritt ließen sich kleinere mRNPs sowie monomere Proteine oder kleinere Pro-
teinkomplexe effizient abtrennen, da diese kaum in den Gradienten eindringen. Die Affi-
nitätsreinigung mittels Biotin kann im Anschluss aus Fraktionen mit reprimierten RNAs
durchgeführt werden.

2.2. Reinigung des Repressor-Komplexes

Für die Reinigung des reprimierten RNPs wurden biotinylierte Bait-RNAs mit einer Länge
von 630 nt verwendet. Diese 1-AUG-RNAs sind Transkripte mit einem offenen Leseraster
(102 Aminosäuren), das dem Luziferase-Transkript entstammt und ein einziges Startcodon
(AUG) enthält. Zudem enthielten die Bait-RNAs das TCE des nanos-3’-UTRs (siehe Abb. 4)
und einen internen Poly(A)-Schwanz (wie in Abb. 9A). Die Struktur der verwendeten RNA
ist in Abb. 44B im Anhang auf S. XLVIII dargestellt.

2.2.1. Stabilisierung der Bait-RNAs

DEE Inkubation (30 min.)

RNA *

Heparin (ng/µl) shortRNA (ng/µl)

12% 12% 12% 12% 13% 17% 43% 59% 70% 64% 78%

622 nt

527 nt

100%

50 2500100 500 10005 3010 20

Abbildung 8: RNA-Abbau in Drosophila-Embryoextrakt - Radioaktiv mar-
kierte 1-AUG-RNA wurde in Drosophila-Embryoextrakt für 30 Minuten inkubiert und
nach Proteinase K-Verdau und Ethanolfällung mittels Harnstoff-PAGE analysiert. Die
relative Menge an intakter RNA nach der Inkubation wurde durch Vergleich mit der
eingesetzten RNA-Menge (Spur 1) densitometrisch bestimmt und unterhalb der Spu-
ren notiert. Die mit * markierte Probe wurde in DEE inkubiert, der zuvor für 30 min
bei 20.000 g zentrifugiert wurde. Steigende Mengen Heparin oder shortRNAs (siehe
Abschnitt M.2.2, S. 128) wurden der Inkubation zugegeben, um dem RNA-Abbau ent-
gegenzuwirken.

In Drosophila-Embryoextrakten sind verschiedene RNasen enthalten, die während der Vor-
inkubation von 20 bis 30 Minuten zu einer beinahe vollständigen Degradation der Bait-RNAs
führten (Abb. 8; 12% intakte RNA nach 30 min Inkubation). Die Zugabe von Heparin zeigte
keine deutliche Stabilisierung der RNA. Ein Gemisch kurzer RNAs (< 30 Nukleotide [nt];
siehe Abschnitt M.2.2, S. 128) führte bereits bei einer Konzentration von 50 ng/µl zu einer
deutlichen Stabilisierung. Nach Zugabe von 100 ng/µl shortRNAs waren noch etwa 60%
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der RNA nach einer 30-minütigen Inkubation intakt. In allen weiteren Reaktionen wurden
shortRNAs mit einer Konzentration von 200 ng/µl zugegeben. Dadurch konnten die Ausbeu-
ten der späteren Präzipitationen der RNP-Komplexe um einen Faktor von etwa sechs erhöht
werden. Die Zugabe von shortRNAs zu Embryoextrakten erhöhte deren Translationseffizienz
für Luziferase-RNAs und hatte nur einen geringen Einfluss auf die SRE-spezifische Transla-
tionsrepression (siehe Abb. 38 im Anhang S. XLI).

2.2.2. Reinigung des Repressor-Komplexes durch
Gradientenzentrifugation

AAAAAALuc-WT

AAAAAA

Luziferase ORFcap

Luc-MUT

Interner Poly(A)-

Schwanz

A

B

30 min.

1. Vorinkubation

~4 h

Zentrifugation 
30 min.

2. Vorinkubation

DEE + RNA DEE + Gradientenfraktion

DEE + unbehandelte RNA

30 min.

 Vorinkubation

SRE-stem-loops

Abbildung 9: Experimentierschema: Stabilität der Repression - (A) Schema
der verwendeten RNAs: Luziferase-RNAs mit den ersten 158 nt des nanos-3’-UTRs und
einem internen Poly(A)-Schwanz. RNAs mit Mutationen in den beiden SRE-stem-loops
(MUT) werden in DEE nicht reprimiert. (B) Schema des Experiments: RNA wird in
Extrakt inkubiert und anschließend mittels Gradientenzentrifugation fraktioniert. Der
Einfluss einer zweiten Vorinkubation auf die Translationsrepression wird durch Trans-
lationsexperimente (Blitze) getestet, indem RNAs mit oder ohne vorherige Inkubation
und Zentrifugation verglichen werden.

Die Gradientenzentrifugation kann als Reinigungsschritt in Betracht gezogen werden,
wenn die RNA nach der Zentrifugation noch reprimiert vorliegt. Nur dann kann man
sicher sein, dass keine der benötigten Komponenten des stabilen Komplexes dissoziiert
sind. Um den reprimierten Zustand nachzuweisen, wurden SRE-haltige Luziferase-RNAs
nach Vorinkubation im Extrakt mittels Saccharosegradienten fraktioniert, anschließend
wurde die Translationsrepression gemessen. Dafür wurde die Translation einer RNA mit
WT-SRE mit der Translation der MUT-RNA verglichen (Abb. 9A). Um den Einfluss der
Zentrifugation zu beobachten, wurden Translationsrepressionsexperimente entweder direkt
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durchgeführt – oder nach vorangegangener Inkubation in Embryoextrakt mit anschließender
Gradientenzentrifugation (Abb. 9B). Mit der Luziferase-RNA ist der Unterschied in der
Sedimentation zwischen WT- und MUT-RNAs nicht mehr zu erkennen (vgl. Abb. 7/10A).
Die Auflösung von Gradientenzentrifugationen ist geringer für längere RNAs, vermutlich
aufgrund unspezifisch bindender Proteine (Gray u. Hentze, 1994).

In Abb. 9B ist der Ablauf des Experiments dargestellt. Zu verschiedenen Zeitpunkten
werden Proben für ein Translationsexperiment entnommen, wobei die Translation durch
Zugabe eines ATP-regenerierenden Systems gestartet wird (rote Blitze). Wenn der stabile
Komplex auf der RNA verbleibt, sollte die Repression auch ohne eine zweite Vorinkubation
hoch sein (Abb. 9B oberes Experiment). Bei einer direkten Translationsmessung mit
unbehandelter RNA im Extrakt erwartet man einen deutlichen Effekt der Vorinkubati-
on auf den Repressionsfaktor (Abb. 9B unteres Experiment, ohne Gradientenzentrifugation).

Die Saccharosegradientenfraktion mit der höchsten Luziferase-RNA-Menge (Abb. 10A -
Fraktion 4, mit einem ∗ markiert) wurde für die Regressionstests verwendet. Wie erwartet
muss eine in-vitro-synthetisierte RNA mit Extrakt vorinkubiert werden, um stark reprimiert
zu werden (Abb. 10B vgl. direkte Messung und Messung mit Vorinkubation für unbehan-
delte RNA). Eine weitere Vorinkubation von Fraktion 4 hatte dagegen keinen signifikanten
Einfluss auf die Repression (Abb. 10B). Die Proteine, die für die stabile Repression an die
RNA binden, sind demnach auch nach der Gradientenzentrifugation noch mit der RNA
assoziiert.

Der gemessene Unterschied der Translation für WT- und MUT-RNAs ist keine Folge un-
terschiedlicher Stabilitäten der RNAs. Beide RNAs sind in gleichen Mengen in den jeweiligen
Gradientenfraktionen enthalten (Abb. 10D). RNAs (WT- und MUT-RNA), die aus gleichen
Volumen der Gradientenfraktion präpariert wurden, zeigten bei einer Translation in Retiku-
lozytenlysat aus Kaninchen (RRL) keinen signifikanten Unterschied (Abb. 10C). Dies zeigt,
dass gleiche Mengen an WT- und MUT-RNA gereinigt wurden, da die Translation in RRL
nicht von SRE-stem-loops in der RNA beeinflusst wird (Smibert et al., 1999).

2.2.3. Präparation des reprimierten RNPs zur massenspektrometrischen
Analyse

Für die Präparation des Repressor-Komplexes aus Drosophila-Embryoextrakt wurden
insgesamt 12 Gradienten je RNA (WT und MUT) mit jeweils 1 ml Reaktionsansatz beladen,
zentrifugiert und fraktioniert. Der Reaktionsansatz enthielt, neben anderen Bestandtei-
len, 60% DEE sowie 10 nM biotinylierte RNA (1-AUG). Bei einer hundertprozentigen
Ausbeute könnten daraus mehr als 60 µg des reprimierten RNPs gereinigt werden (bei
einem geschätzten Gesamtmolekulargewicht der gebundenen Proteine von mehr als 500 kDa).
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Abbildung 10: RNA bleibt während Gradientenzentrifugation reprimiert -
(A) Radioaktiv markierte Luziferase-RNAs wurden in Embryoextrakt inkubiert und der
gebildete Repressor-Komplex mittels Gradientenzentrifugation (5% - 45% Saccharose)
fraktioniert (siehe Schema in Abb. 9). Die Verteilung der RNAs sowie das UV-Profil
wurden aufgezeichnet, wie in der Legende zu Abb. 7 beschrieben. Fraktion 4 ist durch
ein ∗ markiert. (B) Translationsrepressionsmessung (direkt oder mit Vorinkubation)
von Fraktion 4 im Vergleich zu 0,5 nM unbehandelter Luziferase-RNA. (C) RNAs aus
Fraktion 4 wurden mittels Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfällung gereinigt
und anschließend in Retikulozytenlysat aus Kaninchen retranslatiert. (D) RNAs aus
den Fraktionen 2 - 6 wurden einzeln präpariert und in einem Harnstoffgel analysiert.
Die Fraktionen enthielten jeweils vergleichbare Mengen an WT- und MUT-RNA.

24



Reinigung des Repressor-Komplexes

Volumen (ml)

R
N

A
-M

e
n

g
e

 (
%

 v
o

m
 I

n
p

u
t)

R
e

la
ti

v
e

 A
b

s
o

rp
ti

o
n

*

0 2 4 6 8 10 12

0

5

10

15

20

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1-AUG WT

1-AUG MUT

A280 

WT MUT

116

66

45

35

25

kDa

Smg

Me31B

A B

Tral80S RNP

45% 5%

Abbildung 11: Präparation des reprimierten RNP - (A) Radioaktiv markierte,
biotinylierte RNAs wurden mit Embryoextrakt inkubiert, um den Repressor-Komplex
zu bilden. Durch Gradientenzentrifugation (5% - 45% Saccharose, durch den Keil ange-
deutet) wurden die gebildeten RNPs gereinigt. Die Verteilung der RNAs im Gradienten
wurde durch Szintillation gemessen (n=4). Das UV-Profil wurde aufgezeichnet und be-
schriftet wie in Abb. 7. Die vereinigten Fraktionen für die weitere Reinigung sind durch
ein ∗ markiert. (B) Silber-gefärbte SDS-PAGE der Repressor-Komplexpräparation nach
Affinitätsreinigung. Die molekularen Massen von Smaug, Me31B und Trailer Hitch kor-
respondieren mit deutlich angereicherten Banden in der SDS-PAGE.

Die Präparation wurde in vier Durchgängen durchgeführt. Dazu wurden jeweils am
ersten Tag drei Reaktionsansätze je RNA via Gradientenzentrifugation fraktioniert und die
benötigten Fraktionen vereint (Abb. 11A). Die gesammelten Fraktionen (Fraktionen 5 - 10
von insgesamt 20) wurden am nächsten Tag aufkonzentriert und anschließend mithilfe des
inkorporierten Biotins durch Streptavidin-Affinitätschromatografie gereinigt. Die Elution
der gebundenen Proteine erfolgte denaturierend in einem SDS-haltigen Puffer bei 80°C für
10 min. Unter diesen Bedingungen werden Proteine von der Matrix eluiert, während die
biotinylierte RNA an der Matrix verbleibt, da Streptavidin, anders als die meisten Proteine,
unter diesen Bedingungen nicht denaturiert wird. Etwa ein Drittel der eingesetzten RNA
befand sich in den ausgewählten Gradientenfraktionen. Die Ausbeute des RNA-pull-downs
war im Schnitt 30%, so dass eine Gesamtausbeute von ≈ 9 - 10% der reprimierten RNA und
des gebundenen Komplexes erhalten wurde.

Die Elutionsfraktionen der vier Reingungsdurchgänge wurden vereint und durch SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert (Abb. 11B). In einem weiteren, präparativen Gel
wurde jede Spur in zwölf Stücke geschnitten und diese wurden getrennt voneinander für die
massenspektrometrische Analyse (MS-Analyse) prozessiert.
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2.3. MS-Analyse

Die Identifizierung angereicherter Proteine erfolgte an einem Orbitrap Fusion Tribid-
Massenspektrometer (Thermo, siehe Teil II Abschnitt 1.2.2, S. 76). Die qualitative und
quantitative Analyse wurde mit der frei erhältlichen Software MaxQuant (Cox u. Mann,
2008) durchgeführt. Insgesamt wurden 2182 Proteine identifiziert, die direkt oder indirekt
mit den analysierten RNAs interagierten. Die große Anzahl an Proteinen ist auf die hohe
Sensitivität der Analyse und die noch zahlreich vorhandenen Verunreinigungen zurückzu-
führen. Die Vielzahl an Identifizierungen hat aber den entscheidenden Vorteil, dass eine
statistische Auswertung quantitativer Daten möglich ist, da für den Großteil der Proteine
angenommen werden kann, dass sie unspezifisch mit der RNA interagieren. Die spezifisch
angereicherten Proteine sollten sich signifikant von den unspezifisch gebundenen Proteinen
unterscheiden.

Ikorr. = log2

{
I · PSM
MW

}
(1)

Anreicherung = IWT · PSMWT

IMUT · PSMMUT
(2)

Mit:

Ikorr. - korrigierte Intensität
I - Intensität (MaxQuant)
PSM - peptide spectrum matches
MW - Molekulare Masse des Proteins in kDa

MaxQuant gibt für jedes identifizierte Protein einen Intensitätswert (I) an, der auf der
MS-Signalintensität zugehöriger Peptide beruht. Die Anzahl an Spektren, die dem jeweiligen
Protein zugeordnet werden können (PSM - peptide spectrum match), wird häufig als einfache
Quantifizierung von MS-Daten verwendet (Bantscheff et al., 2012). Für eine optimierte
Quantifizierung wurde der Intensitätswert mit der Anzahl an PSM multipliziert. Die
Signalintensität der Peptidspektren ist unabhängig vom Molekulargewicht des zugehörigen
Proteins. Die Anzahl möglicher Peptide und damit auch die PSM eines Proteins sind jedoch
abhängig von dessen Größe. Deshalb wurde der PSM-Wert um die molekulare Masse des
Proteins (MW ) korrigiert. Für die Auftragung im Diagramm wurde der binäre Logarithmus
des Intensitätswertes errechnet (Gleichung 1). Die Anreicherung eines Proteins im Vergleich
von WT zu MUT wird mit Gleichung 2 errechnet.
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Abbildung 12: Quantitative Analyse der RNA-gebundenen Proteine - (A) Die
Intensitäten für alle identifizierten Proteine in der Reinigung des WT- und MUT-RNPs
wurden gegeneinander aufgetragen. Unspezifisch gebundene Proteine werden unabhän-
gig vom SRE gebunden und liegen auf der Diagonalen. Spezifisch gebundene Proteine
liegen oberhalb der Diagonalen. Proteine oberhalb der eingezeichneten Linien sind mit
p-Werten kleiner als 5% bzw. 1% angereichert. (B) Die Anreicherung der Komplexkom-
ponenten wurde mittels Western-blot-Analyse gezeigt.

Die Intensitäten für den WT- und MUT-pull-down wurden gegeneinander aufgetragen
(Abb. 12). Vergleicht man die Intensitäten der Proteine im WT- und MUT-pull-down, lässt
sich eine eindeutige Korrelation feststellen (Pearson-Koeffizient = 0.93). Dies bestätigt die
Annahme, dass die meisten Proteine SRE-unspezifisch an die RNA binden. Die unspezifisch
gebundenen Proteine sollten entlang der eingezeichneten Diagonalen im Diagramm auftre-
ten. Im Wildtyp angereicherte Proteine sollten sich oberhalb dieser Diagonalen befinden.

Unter der gleichen Annahme wie zuvor wird erwartet, dass die Verteilung der Datenpunkte
um die Diagonale in etwa einer Normalverteilung entspricht. Um angereicherte Proteine
zu identifizieren, sollten „Ausreißer“ dieser Verteilung identifiziert werden. Dazu wurden
33 gleich große Bereiche entlang der Diagonalen getrennt voneinander betrachtet, die
Abstände der Datenpunkte von der Diagonalen mit Gleichung 3 bestimmt und die Varianz
der Verteilung der Datenpunkte um die Diagonale innerhalb jedes Bereichs berechnet (siehe
Abb. 39, Anhang S. XLII). Gleichung 4 wurde an die erhaltenen Varianzen angepasst.
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d (Ikorr,WT ; Ikorr,MUT ) = Ikorr,WT − Ikorr,MUT√
2

(3)

f (d) = a · bc·(45−d) (4)

p (Ikorr,WT ; Ikorr,MUT ) = 1
2 · erfc

 Ikorr,WT − Ikorr,MUT

2 · a · b
c·
(√

2
2 ·(Ikorr,W T +Ikorr,MUT )−45

)
 (5)

Mit:

d - Abstand zur Diagonalen
f - Anzupassende Funktion
p - Signifikanz (p-Wert)
a, b, c - angepasste Funktionsvariablen
Ikorr - korrigierte Intensität von WT oder MUT
erfc (x) - komplementäre Gaußsche Fehlerfunktion

Bei dieser Anpassung wurde die Anzahl an Datenpunkten je Bereich als Gewichtung mit
einbezogen. Mit den erhaltenen Werten für a, b und c lassen sich mithilfe von Gleichung 5
die p-Werte für die Anreicherung der Proteine aus den bestimmten Intensitäten im WT-
und MUT-pull-down errechnen. Zudem lassen sich mit Gleichung 4 Grenzfunktionen im
Diagramm einzeichnen, die jeweils einem p-Wert von 1% bzw. 5% entsprechen. Dieser Ana-
lyse entsprechend konnten 29 Proteine als SRE-spezifische Interaktionspartner identifiziert
werden (p< 5%).

Die spezifisch angereicherten Proteine (p< 5%) sind in Abb. 12A hervorgehoben und
in Tabelle 1 zusammen mit orthologen Proteinen aus Mensch und Hefe aufgeführt. In
der Analyse konnten drei Komplexe identifiziert werden. Angereicherte Proteine mit einer
ähnlichen oder größeren Abundanz als Smaug werden im Folgenden als Repressor-Komplex
bezeichnet (Abb. 12A, rot). Alle Proteine des Ccr4-Not-Komplex waren stark angerei-
chert und sind grün eingezeichnet. Fünf angereicherte Proteine zeigten eine vergleichbare
Domänenstruktur: eine Lis-Homologie-Domäne (LisH), gefolgt von einer CTLH-Domäne
(C-terminal zu LisH). Diese können einem konservierten Komplex, dem CTLH-Komplex
zugeordnet werden (gelb). Die Proteine beider Komplexe wurden mit einer geringeren
Abundanz als die Repressor-Komplexproteine in der MS-Analyse identifiziert.

Die Anreicherung und deren Signifikanz lassen sich in einem Vulkandiagramm darstellen
(Abb. 13). Smaug weist eine hohe Anreicherung (57x) und den kleinsten p-Wert aller ange-
reicherten Proteine in der Analyse auf (1, 846 · 10−22). Sowohl der Ccr4-Not-Komplex (grün)
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Abbildung 13: Vulkandiagramm der identifizierten Proteine - Die Signifikanz
der Anreicherung der Proteine im Vergleich von WT- und MUT-pull-down ist aufgetra-
gen gegen die Anreicherung. Die 1%- und 5%-Grenzen für p-Werte sind als horizontale
Linien eingezeichnet. Unter den angereicherten Proteinen sind der Repressor-Komplex,
der Ccr4-Not-Komplex sowie der CTLH-Komplex. Ribosomale Proteine (lila) sind deut-
lich und z.T. signifikant abgereichert. Tabelle 18, im Anhang auf S. XLIII, enthält alle
signifikant angereicherten Proteine, wobei ribosomale Proteine hervorgehoben wurden.

als auch der CTLH-Komplex (gelb) bilden im Vulkandiagramm eine distinkte Gruppe. Die
Proteine des Ccr4-Not-Komplexes sind mit einem Faktor von durchschnittlich 50x ähnlich
stark angereichert wie Smaug. Der CTLH-Komplex wies mit einem Faktor von etwa 5x eine
geringere Anreichung auf. Die Proteine des Repressor-Komplexes sind im Diagramm weiter
voneinander entfernt, als das für die beiden anderen Komplexe der Fall ist. Aber auch bei
geringeren Anreicherungsfaktoren wiesen die Proteine des Repressor-Komplexes eine hohe
Signifikanz auf.

Neben den angereicherten Proteinen können auch die abgereicherten Proteine wichtige
Informationen über den reprimierten RNP preisgeben. Unter den 39 signifikant abgereicher-
ten Proteinen sind z.B. 18 ribosomale Proteine enthalten (siehe Abb. 13 bzw. Abb. 40 und
Tab. 18 im Anhang S. XLIII). Dies ist in guter Übereinstimmung mit dem reprimierten
Status der RNA.
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Tabelle 1: Im RNA-pull-down identifizierte Proteine - Alle signifikant angerei-
cherten Proteine (p< 5%) sind mit Anreicherungsfaktor (Gleichung 2) und der Signifi-
kanz (Gleichung 5) aufgeführt. Drei Proteinkomplexe wurden dabei unterschieden. Die
jeweiligen Orthologe im Menschen (z.T. auch Hefe) sind gelistet.

Protein Orthologe Anreicherung Ikorr p-Wert

R
ep

re
ss
or
-K

om
pl
ex

Smg SAMD4A (Vts1p) 56,8 36,03 1,846 ·10−22

Me31B DDX6 (Dhh1p) 5,66 38,35 2,150 ·10−12

PABPC PABPC (Pab1p) 4,08 39,45 1,298 ·10−11

Tral LSm14 (Scd6p) 5,55 37,81 7,827 ·10−11

Cup - 2,95 38,77 6,343 ·10−7

eIF4E EIF4E (eIF4E) 2,36 35,57 4,587 ·10−3

Bel DDX3 (Ded1p) 1,83 35,94 0,02421

C
cr
4-
N
ot
-K

om
pl
ex

Not1 CNOT1 (Not1p) 27,1 33,55 3,879 ·10−10

Twin CNOT6 (Ccr4p) 41,0 32,18 1,132 ·10−8

Pop2 CNOT7/8 (Caf1p) 63,9 30,24 1,413 ·10−6

Rcd-1 CNOT9 (Caf40p) 78,6 29,44 6,841 ·10−6

Rga CNOT2 (Not2p) 84,4 28,98 1,730 ·10−5

Not3 CNOT3 (Not3/5p) 25,1 30,40 2,674 ·10−5

Not10 CNOT10 25,4 26,76 5,618 ·10−3

C
T
LH

-K
om

pl
ex Muskelin MKLN1 4,75 34,91 2,397 ·10−5

RanBPM RANBP9/10 (Gid1p) 5,28 34,42 2,711 ·10−5

CG31357 MAEA (Gid9p) 5,03 33,86 1,227 ·10−4

CG3295 RMND5A (Gid2p) 7,29 31,65 5,251 ·10−4

CG6617 GID8 (Gid8p) 4,23 32,42 2,835 ·10−3

CG11307 - 141 28,73 9,946 ·10−6

CG8963 PAIP1 7,33 33,22 2,890 ·10−5

Dcp1 DCP1A/B (Dcp1p) 8,85 31,65 2,054 ·10−4

Brat TRIM3 (Psh1p) 13,5 29,08 1,769 ·10−3

4E-T 4E-T 7,10 30,27 3,306 ·10−3

Loqs PRKRA 3,65 31,01 0,01794
Nsun5 NSUN5 (Rcm1p) 185 22,24 0,02842
Pabp2 PABPN1 7,14 27,40 0,02979
CG10077 DDX5/DDX17 (Dbp2p) 2,16 34,00 0,02747
Osk - 18,3 24,18 0,04589
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2.3.1. Identifizierte Proteine

Repressor-Komplex

In den Abbildungen 12 und 13 sind die Proteine rot markiert, die zum Repressor-Komplex
gezählt werden können. Diese Proteine waren signifikant angereichert und wiesen eine ähn-
liche oder höhere Intensität als Smaug auf. Smaug als zentrale Komponente rekrutiert die
Proteine Cup, Me31B und Trailer Hitch, wie bereits beschrieben (Nelson et al., 2004; Jeske
et al., 2011). Das Cap-bindende Protein eIF4E war im Wildtyp leicht angereichert. Die ver-
wendeten RNAs trugen kein 5’-Cap, so dass eine direkte Bindung von eIF4E an die RNA
nicht der Grund für die Assoziation mit dem Repressor-Komplex oder für die beobachtete
Anreicherung gewesen sein sollte. Viel wahrscheinlicher ist, dass eIF4E durch die spezifische
Interaktion mit Cup im Wildtyp angereichert war. Das zytoplasmatische Poly(A)-bindende
Protein (PABPC) war ebenfalls angereichert, obwohl beide RNAs einen gleich langen, inter-
nen Poly(A)-Schwanz enthielten. Im Gegensatz dazu wurde bei RNA-Affinitätsreinigungen
direkt aus Embryoextrakt eine gleichmäßige Bindung von PABPC sowohl an die mutierte als
auch an die Wildtyp-RNA beobachtet (Abb. 12B). Der größere Zeitaufwand der Reinigung
könnte eine Stabilisierung der PABPC-Bindung durch den Repressor-Komplex andeuten.
Dies stimmt mit der Beobachtung überein, dass die Repression SRE-haltiger RNA von der
Anwesenheit eines Poly(A)-Schwanzes in der Reporter-RNA erhöht wird (Jeske et al., 2011).

Ccr4-Not-Komplex

Smaug rekrutiert den Ccr4-Not-Komplex an eine gebundene RNA und bewirkt deren Deade-
nylierung. In Semotok et al. (2005) und Pinder (2012), wurde die Interaktion von Smaug mit
den Ccr4-Not-Komponenten Not1, Ccr4 und Caf1 durch Reinigung von TAP-Smaug gezeigt.
In der in dieser Arbeit gezeigten Analyse konnten nun alle Kernkomponenten des Ccr4-Not-
Komplexes als spezifische Interaktionspartner des reprimierten RNPs identifiziert werden.
Alle Ccr4-Not-Komponenten sind grün markiert (Abb. 12 und Abb. 13). Die Proteine des
Ccr4-Not-Komplexes bilden ein distinkte Gruppe mit geringerer Intensität als Smaug. Die
sehr spezifische Anreicherung der Ccr4-Not-Kernkomponenten verdeutlicht die Spezifität der
Analyse. Lediglich Not11, eine entbehrliche, periphere Untereinheit des Ccr4-Not-Komplexes
(Temme et al., 2014), ist in der Analyse nicht signifikant angereichert (p = 16, 8%).

CTLH-Komplex

Neben den Repressor-Komplexkomponenten und dem Ccr4-Not-Komplex wurden fünf
Untereinheiten eines konservierten Komplexes im reprimierten RNP identifiziert und in
den Abbildungen 12A und 13 gelb markiert. Diese Proteine haben jeweils eine LisH-
und CTLH-Domäne gemeinsam (Regelmann et al., 2003; Francis et al., 2013) und sind
als CTLH-Komplex, oder auch in Hefe als GID-Komplex (glucose-induced degradation
deficient), beschrieben (Kobayashi et al., 2007). Dieser Komplex ist in Hefe und in Xenopus
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als E3-Ubiquitinligase aktiv (Regelmann et al., 2003; Pfirrmann et al., 2015). In Hefe
wird die Fruktose-1,6-bisphosphatase (FBPase), ein Enzym der Glukoneogenese, abge-
baut, wenn die Hefe in glukosehaltiges Medium überführt wird. Der GID-Komplex ist für
die Ubiquitinierung der FBPase verantwortlich, die letztlich zum proteasomalen Abbau führt.

Unter den fünf identifizierten Proteinen ist auch das Ortholog der katalytisch aktiven
Untereinheit Rmnd5/Gid2 (CG3295 in Drosophila) enthalten. Eine sechste Untereinheit
scheint in Drosophila konserviert zu sein, lag in dieser Analyse allerdings nur mit geringerer
Abundanz und Signifikanz vor (CG7611, p=18,7%). Das Hefe-Homolog zu CG7611 (GID7)
bindet unabhängig von allen anderen Untereinheiten des GID-Komplexes an das RanBPM-
Homolog GID1 (Menssen et al., 2012).

Unter den Proteinen, deren Menge während der maternal-to-zygotic transition (MZT)
deutlich reduziert wird, befinden sich unter anderen Smaug, Cup, Me31B, Trailer Hitch,
eIF4E und PABPC (Gouw et al., 2009) und damit sechs der sieben Komponenten des
Repressor-Komplexes. Der CTLH-Komplex könnte demnach als E3-Ubiquitinligase für die
Ubiquitinierung und den schnellen Abbau der maternalen Proteine während der MZT von
Bedeutung sein.

Die Analyse mittels Massenspektrometrie erlaubt die Identifizierung von Ubiquitin-
modifizierten Proteinen. Ubiquitin wird durch eine Isopeptidbindung mit einem Lysin im
Zielprotein verknüpft. Die Proteinsequenz von Ubiquitin endet auf Arg-Lys-Arg-Gly-Gly.
Trypsin spaltet die Peptidbindung C-terminal von Lysin und Arginin. Nach einer tryptischen
Proteolyse verbleibt die Isopeptidbindung zu einem Diglycin (+114,04 u) an der ursprünglich
ubiquitinierten Stelle. Es kann auch vorkommen, dass die letzten vier Aminosäuren von
Ubiquitin (LRGG; +383,23 u) am Peptid verbleiben. Diese Modifizierungen können mit
gängigen Proteom-Suchalgorithmen massenspektrometrisch identifiziert werden.

Ubiquitin wurde zudem als sehr abundantes Protein in der Analyse identifiziert (siehe
Abb. 40 im Anhang S. XLIV). Die erhaltenen Datensätze wurden erneut mit MaxQuant
auf mögliche Ubiquitinierungsstellen untersucht. Dazu wurden Lysin-Modifizierungen
von 114,04 u und 383,23 u zugelassen. Da die meisten ubiquitinierten Proteine vom
Proteasom degradiert werden, wird für die Identifizierung von Ubiquitinierungsstellen
normalerweise das Proteasom inhibiert. Obwohl dies hier nicht der Fall war, konnten
in der massenspektrometrischen Analyse Ubiquitinierungsstellen identifiziert werden (in
Me31B, Cup und PABPC). Das beste Beispiel einer solchen Ubiquitinierungsstelle war in
Me31B zu finden. Zusätzlich zu einer GG-Modifizierung konnte das gleiche Peptid mit einer
LRGG-Modifizierung identifiziert werden. In Abb. 14 ist das Fragmentionen-Spektrum
dieses Peptids mit einer Diglycin-Modifizierung gezeigt. Die Annotation des Spektrums
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Abbildung 14: Ubiquitinierung von Me31B - Dargestellt ist ein Ausschnitt des
Fragmentionen-Spektrums (Vorläufer: 621, 33993+) eines Me31B-Peptids (Aminosäu-
ren 157 - 172, VMVTTGGTILKDDILR), mit einer Modifizierung von 114,04 u an Ly-
sin 167. Diese Modifizierung kann als Überrest einer Ubiquitinierung an einem Lysin
gemessen werden, da nach der Proteolyse die beiden C-terminalen Glycine am Lysin
verbleiben. Zur Annotation des Spektrums wurde StavroX genutzt (für Details siehe
Teil II, Abschnitt 2.4.3, S. 110). Ionen im Spektrum sind nach Fragmentionentyp ein-
gefärbt (y-Ionen sind blau, b-Ionen rot und Vorläuferionen sind grün dargestellt). Aus
dem Spektrum lässt sich aus aufeinanderfolgendenen Abständen der y-Ionen ein Teil
der Peptidsequenz ablesen (GGTILK[-GG]DDILR). Diese markante y-Ionenserie ist im
Spektrum hervorgehoben und annotiert (K-GG für das Diglycin-modifizierte Lysin).

erfolgte mit der Cross-Linking/MS-Software StavroX (siehe Teil II, Abschnitt 2.4.3, S.
110). Die Annotation durch eine Cross-Linking/MS-Software war in diesem Fall leicht
möglich, da eine Ubiquitinierung im Prinzip einem Protein-Protein-Cross-Link entspricht.
Die insgesamt drei erhaltenen Spektren dieses modifizierten Peptids sind in den Abbildun-
gen 41 und 42 im Anhang ab Seite XLV so dargestellt, wie sie aus StavroX exportiert wurden.

In Abb. 14 ist die einfach positiv geladene y-Ionenserie (siehe Teil II Abschnitt 1.2.2,
S. 76) hervorgehoben, anhand derer deutlich die Modifizierung des Lysins 167 in Me31B
erkannt werden kann. Die Abstände zweier aufeinanderfolgender Ionen gleichen Typs
entsprechen der Masse der zwischen den Fragmentierungsstellen liegenden Aminosäu-
re. Im Falle der einfach geladenen Ionen y5 und y6 entspricht diese Differenz 242,1 Th
und damit der Masse eines Lysin-Restes (128,1 u) mit einer Diglycin-Modifizierung (114,0 u).
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Ob diese Ubiquitinierung von Me31B für den Proteinabbau während der MZT relevant ist
und ob diese Modifizierung vom CTLH-Komplex abhängig ist, kann mit den hier gezeigten
Experimenten nicht belegt werden.

Die DEAD-Box-ATPase Belle

Die DEAD-Box-Helikase Belle (DDX3) ist die einzige bislang unbekannte Komponente
des Repressor-Komplexes, die in dieser Analyse identifiziert wurde. Die Anreicherung von
Belle in der MS-Analyse ist mit 1,8x vergleichsweise gering. Die spezifische Assoziation der
Proteine Smaug, Cup, Me31B, Trailer Hitch und auch Belle mit SRE-haltiger RNA konnte
mit pull-down-Experimenten und Western-blot-Analysen bestätigt werden (siehe Abb. 12B,
S. 27).

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Martine Simonelig wurde die Beteiligung
von Belle an der posttranskriptionalen Regulation der nanos-mRNA untersucht. Die
nachfolgenden Analysen von bel-Mutanten wurden von Jérémy Dufourt und Nagraj
Sambrani (Institut de Génétique Humaine in Montpellier, Frankreich) durchgeführt. Die
genetischen Experimente wurden zusammen mit den biochemischen Experimenten dieser
Arbeit zur Publikation eingereicht (Götze et al., eingereicht). Zwei Fliegenstämme (bel6

und belL4740; Ihry et al., 2012; Johnstone et al., 2005) mit Mutationen im bel-Gen sollten
dafür während der frühen Embryogenese analysiert werden. Die Fliegenstämme zeigten
jedoch einen homozygot-letalen Phänotyp noch während des Larvenstadiums. Es schlüpften
keine adulten Fliegen, so dass ein maternaler Effekt auf die Embryogenese nicht beobachtet
werden konnte. Um dennoch Weibchen zu erhalten, bei denen beide bel-Allele mutiert sind,
wurden die genannten Stämme mit einem hypomorphen bel-Stamm gekreuzt (belneo30).
Die aus diesen Kreuzungen entstandenen transheterozygoten Weibchen trugen jeweils
eine unterschiedliche Mutation in den beiden Allelen des bel-Gens, waren lebensfähig und
produzierten Eier.

In den Embryonen von diesen transheterozygoten bel-Mutanten kann ein maternaler Ef-
fekt auf die Embryogenese beobachtet werden, wenn diese mit Wildtyp-Männchen gekreuzt
werden. Die von belneo30/bel6- oder belneo30/belL4740-Weibchen abgelegten Embryonen zeig-
ten eine Beeinträchtigung in der nanos-Regulation: In belneo30/L4740-Embryonen konnte das
Nanos-Protein im gesamten Embryo und nicht, wie im Wildtyp, ausschließlich am posterio-
ren Pol detektiert werden. In beiden bel-Stämmen lag in 2 - 4 h alten Embryonen signifikant
mehr nanos-mRNA vor. Die Deadenylierung der nanos-mRNA war in beiden Mutanten be-
einträchtigt. Die Identifizierung von Belle als Bestandteil des SRE-abhängigen RNPs in vitro
konnte, trotz der geringen Anreicherung in der MS-Analyse und pull-downs durch dessen
Einfluss auf die posttranskriptionale nanos-Regulation in vivo bestätigt werden.
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Andere Proteine

Neben den bereits genannten Proteinen aus den drei beschriebenen Komplexen wurden zehn
weitere Proteine identifiziert, die keinem der Komplexe zugeordnet werden konnten. Die
Proteine sind hier, wie auch in Tabelle 1, nach p-Werten sortiert. Alle zehn Proteine wiesen
eine deutlich geringere Abundanz als der Repressor-Komplex auf. Eine Rolle dieser Proteine
im stabilen mRNP ist damit fraglich. Einige der Proteine wurden vermutlich aufgrund ihrer
Interaktionen mit Komplexkomponenten in dieser Analyse identifiziert.

CG11307 ist nur in Insekten konserviert (NCBI-blastp) und zeigt Homologien zu einer
Glykosyltransferase (FlyBase.org). Das CG11307-Transkript ist hauptsächlich während der
ersten 4 h der Embryonalentwicklung exprimiert. Das Protein war ähnlich stark angereichert
wie der Ccr4-Not-Komplex und ebenfalls in einer Smaug-Immunpräzipitation angereichert
(siehe Abschnitt 2.6, S. 44).

CG8963 ist das Drosophila-Ortholog zum PABPC-interagierenden-Protein PAIP1. Es
enthält eine MIF4G-ähnliche Domäne und eine Armadillo-repeat-Domäne. Die Identifi-
zierung von CG8963 in dieser Analyse beruht vermutlich auf seiner Interaktion mit dem
Poly(A)-Bindeprotein, welches mit einer hohen Intensität in der Analyse identifiziert wurde.

Dcp1, das decapping-Aktivatorprotein wurde als direkter Interaktionspartner von Trailer
Hitch beschrieben (Tritschler et al., 2008). Zusammen mit Me31B, Edc3, Trailer Hitch und
weiteren Faktoren kommt Dcp1 in P-bodies vor. Ein bekannter Interaktionspartner, das
decapping-Enzym Dcp2, konnte in der MS-Analyse nicht identifiziert werden.

Brat (Brain Tumor) ist ein als Translationsrepressor beschriebenes Protein (Sonoda u.
Wharton, 2001). Die Bindesequenz des Brat-Proteins ist bekannt (UUGUUG/A), war aber
nicht in den verwendeten Bait-RNAs enthalten. Die nanos-mRNA gehört zudem nicht zu
den identifizierten Zielgenen von Brat (Laver et al., 2015; Loedige et al., 2015).

4E-T, ein Cup-Paralog, weist ebenfalls ein eIF4E-Bindemotiv auf (YxxxxLΦ). Es wäre
denkbar, dass Cup von 4E-T im Repressor-Komplex ersetzen werden kann. Das humane
Me31B-Homologe (DDX6) interagiert mit 4E-T (Ozgur et al., 2015; Nishimura et al., 2015;
Kamenska et al., 2016), wodurch ebenfalls die Anreicherung im Smaug-RNP erklärt werden
könnte.

Loqs, das Loquacious-Protein, ist in die Biogenese von miRNAs involviert (Jakob et al.,
2016). Es kann doppelsträngige RNA binden und interagiert mit Dicer-1, welches in der
MS-Analyse nicht angereichert vorlag. Auch andere Proteine der miRNA-Biogenese und -
Regulation waren nicht angereichert (z.B. Argonaut-Proteine oder Gawky; Ha u. Kim, 2014).
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Nsun5 ist, Sequenzhomologien folgend, eine S-Adenosylmethionin-abhängige RNA-
Methyltransferase. Die nsun5 -mRNA kommt hauptsächlich in den ersten 12 h der
Embryogenese vor. Nsun5 war das Protein mit dem geringsten Intensitätswert unter den
angereicherten Proteinen. Dies weist höchstens auf eine wenig stabile, substöchiometrische
Assoziation des Proteins mit Smaug oder SRE-haltiger RNA hin.

Pabp2, das nukleäre Poly(A)-Bindeprotein, wurde ebenfalls identifiziert. Da die genutzte
RNA zu Embryoextrakt gegeben wurde, ist es wahrscheinlich, dass Pabp2 mit PABPC
um den Poly(A)-Schwanz konkurriert und so auch als Interaktionspartner identifiziert
wird. In Drosophila-Embryonen ist Pabp2 auch zytoplasmatisch lokalisiert und besitzt ei-
ne Funktion in der Poly(A)-Längenkontrolle während der Embryogenese (Benoit et al., 2005).

CG10077 ist, wie auch Me31B und Belle, eine DEAD-Box-Helikase. Die Assoziation
von Smaug und CG10077 wurde bereits in einer Tandem-Affinitätsreinigung (TAP) von
Smaug aus Embryoextrakt gezeigt (Pinder, 2012). In derselben Arbeit wurde eine weitere
DEAD-Box-Helikase identifiziert, die mit TAP-Smaug interagierte: CG7878. Dieses Protein
lag im RNA-pull-down allerdings nicht angereichert vor.

Osk (Oskar) bewirkt am posterioren Pol des Embryos die Aufhebung der Smaug-
vermittelten Translationsrepression. Oskar interagiert einerseits direkt mit Smaug, besitzt
aber auch eine RNA-Bindedomäne (Jeske et al., 2015) und könnte demnach durch eine der
beiden Interaktionen als spezifischer Interaktionspartner des SRE-spezifischen RNPs identi-
fiziert worden sein.

2.4. Quantifizierung der identifizierten
Repressor-Komplexkomponenten

Für einige Komponenten des Repressor-Komplexes lagen sowohl spezifische Antikörper als
auch rekombinante Proteine in ausreichender Menge vor, um eine Quantifizierung der Pro-
teine mittels Western-blot-Analysen durchzuführen.

2.4.1. Konzentration der identifizierten Proteine im Embryoextrakt

In Tab. 2 sind die Embryoextraktkonzentrationen der identifizierten Proteine zusammen-
gefasst. Die Konzentrationen im Embryo sind wegen der Verdünnung mit Extraktpuffer
mindestens um einen Faktor von zwei höher. Um die Konzentrationen im Embryo genau
zu bestimmen, müssten ganze Embryonen denaturierend aufgeschlossen werden und im
western blot mit Proteinstandards verglichen werden. Smaug wies eine Konzentration
von etwa 80 nM im Extrakt auf. Nur eine geringe Konzentration SRE-haltiger RNA
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(≈10 nM) kann in einem in-vitro-Translationsexperiment effizient reprimiert werden.
Darüber hinaus verringert sich der gemessene Repressionsfaktor. In einem Translati-
onsexperiment werden 40% Embryoextrakt eingesetzt und eine Reporter-RNA besitzt
zwei Smaug-Bindestellen. Für 10 nM Luc-RNA ergibt sich daraus ein Überschuss von
Smaug über RNA-Bindestellen von etwa 1,5x, was Smaug als die mögliche limitierende
Komponente identifiziert. Die Komponenten Cup (≈ 2 µM), Me31B (≈ 4 µM) und Trailer
Hitch (≈ 8 µM) liegen in deutlichem Überschuss über Smaug im Extrakt vor. Belle ist
mit einer Konzentration von 0,8 µM in etwa zehnfachem Überschuss über Smaug vorhanden.

Tabelle 2: Proteinkonzentrationen in Embryoextrakten - Die Konzentrationen
der Proteine in Embryoextrakt wurde durch quantitative Western-blot-Analysen be-
stimmt und in pmol/mg Protein im Extrakt sowie in µM angegeben. Die Proteine
wurden in verschiedenen Extrakten quantifiziert (n=8), die im Mittel eine Proteinkon-
zentration von 46 g/l aufwiesen.

Protein Konzentration (pmol/mg) Konzentration (µM)

Smaug 1,7 0,08
Me31B 75 3,5
Trailer Hitch 166 7,6
Belle 17 0,77
Cup (n=3) 43 2

2.4.2. Stöchiometrie der Komponenten im Repressor-Komplex

Um die Stöchiometrie der Komponenten zueinander im Repressor-Komplex zu messen,
wurden RNA-pull-downs durchgeführt und die Menge an gebundenem Protein anhand
quantitativer Western-blot-Analysen quantifiziert. Die im pull-down gebundene Menge an
RNA konnte durch Szintillationszählung der radioaktiv markierten RNA bestimmt werden.
Dadurch ist nicht nur die Stöchiometrie der einzelnen Proteine zueinander, sondern auch
deren Stöchiometrie zur RNA bestimmbar. Ein Beispiel für einen solchen quantitativen
western blot ist in Abb. 15 gezeigt. Die Konzentration der Proteine aus verschiedenen pull-
downs wurden durch den Vergleich mit rekombinantem Protein densitometrisch bestimmt
(Abb. 16).

Me31B lag lediglich als Maltosebindeprotein-Fusionsprotein vor. Dadurch konnte es nicht
auf gleicher Höhe im western blot detektiert werden wie das Wildtyp-Protein. Die Kon-
zentration von Me31B im Extrakt wurde in einem separaten Experiment bestimmt. Die
Quantifizierung von Me31B im Repressor-Komplex basiert dann auf dem Vergleich mit
Embryoextrakt-Proben mit bekannter Me31B-Konzentration.
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Abbildung 15: Quantitative Western-blot-Analyse - Die Proteine des Repressor-
Komplexes wurden mittels RNA-Affinitätsreinigung aus Extrakt gereinigt. Dazu wur-
den RNAs mit unterschiedlichen Längen verwendet, die jeweils zwei SREs (WT [+]
oder MUT [-])enthielten. Es wurde die Menge an Protein geladen, die an 500 fmol RNA
gebunden hatte. Verschiedene Mengen an Embryoextrakt und rekombinanten Protein-
standards wurden zum Vergleich aufgetragen und durch eine SDS-PAGE und anschlie-
ßenden western blot analysiert.

In Abb. 16A-C und Tab. 3 ist jeweils die gemessene Anzahl an Proteinen je RNA-Molekül
angegeben. Die Stöchiometrie wurde dazu mit drei unterschiedlich langen RNAs bestimmt.
Alle RNAs enthielten einen internen Poly(A)-Schwanz (siehe Abb. 9). Die SREonly-RNA
(200 nt; Abb. 16A) enthielt die beiden SRE-stem-loops, die mit 9 nt Abstand voneinander
kloniert wurden. Die 1-AUG-RNA (630 nt; Abb. 16B) enthielt ein kurzes, offenes Leseraster
(102 Aminosäuren) sowie die ersten 158 nt des nanos-3’-UTR. Die Luc-RNA (1959 nt;
Abb. 16C) enthielt das offene Leseraster für die Luziferase sowie den gleichen Teil des
nanos-3’-UTR wie die 1-AUG-RNA. Die nanos-mRNA, wie sie in Embryonen vorkommt,
ist mit einer Länge von 2349 nt (ohne Poly(A)-Schwanz) noch länger als die längste hier
analysierte RNA.

Die Quantifizierung der einzelnen Komponenten ist beispielhaft für Smaug in Abb. 16D
dargestellt. Für die SREonly-RNA binden etwa 500 fmol Smaug an 500 fmol WT-RNA.
Sowohl für die 1-AUG-RNA als auch die Luc-RNA binden etwa 1000 fmol Smaug an
500 fmol RNA. In Grün sind die Spezifitätskontrollen mit mutiertem SRE eingezeichnet.
Die unspezifische Bindung lag bei etwa 100 fmol (≈ 200 fmol für die Luc-RNA). Die Menge
an gebundenem Smaug-Protein ist demnach unabhängig von der Länge der verwende-
ten RNA. Da je SRE ein Smaug Protein gebunden werden kann, ist zu erwarten, dass
zwei Moleküle Smaug je Molekül RNA präzipitiert werden. Das konnte für die 1-AUG
und die Luc-RNA beobachtet werden. Für die SREonly-RNA wurde nur die Bindung
eines Smaug-Moleküls beobachtet. Das könnte allerdings auf die artifiziellen Struktur
der SREonly-RNA zurückzuführen sein. Es könnte, aufgrund der räumlichen Nähe, zur
Kompetition der beiden SREs untereinander kommen. Die SREonly-RNA ist funktional,
da sie SRE-spezifisch deadenyliert wird (Jeske et al., 2006). Dazu genügt aber vermutlich
ein einziges funktionales SRE (Tadros et al., 2007). Die Quantifizierung könnte noch einmal
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Abbildung 16: Längenabhängige Stöchiometrie der Komponenten im
Repressor-Komplex - (A-C) Die Komponenten des Repressor-Komplexes wurden wie
in Abb. 15 für drei verschieden lange RNAs quantifiziert. Die Proteinmengen wurden
auf die eingesetzte RNA-Menge relativiert. Der spezifische Anteil der Bindung (die Dif-
ferenz zwischen WT und MUT) wurde für die drei RNAs dargestellt (A - SREonly, B -
1-AUG, C - Luc). In (D) ist die Quantifizierung beispielhaft für Smaug dargestellt. Die
Intensität der Banden im western blot wurde densitometrisch bestimmt. Verschiedene
Mengen an Flag-Smaug wurden als Standard aufgetragen, quantifiziert und anschlie-
ßend wurde eine lineare Regression durchgeführt. Die Menge an gebundenem Protein
wurde von der erhaltenen Geraden abgelesen (WT - rot, MUT - grün).
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mit Transkripten durchgeführt werden, die eine, bzw. mehr als zwei SREs enthalten, um
den Einfluss der SRE-Anzahl auf die Stöchiometrie der Komplexkomponenten zu überprüfen.

Das Cup-Protein zeigt eine sehr ähnliche Stöchiometrie zur RNA wie Smaug. Je Molekül
Smaug bindet ein Molekül Cup, was mit der beschriebenen Rekrutierung von Cup durch
Smaug sehr gut übereinstimmt (Nelson et al., 2004).

Belle zeigt eine weniger deutliche Anreicherung. Für die Luc-RNA ist die Bindung an die
MUT-RNA sogar höher als die spezifische Bindung an die WT-RNA, so dass Belle nicht
mehr spezifisch gebunden wurde. Für die SREonly- und die 1-AUG-RNA zeigt sich eine
substöchiometrische Bindung im Vergleich zu Smaug oder Cup. An je zwei Moleküle Smaug
konnte im Komplex etwa ein Molekül Belle spezifisch gebunden werden.

Für die beiden Proteine Me31B und Trailer Hitch konnte eine deutliche Abhängigkeit
der Stöchiometrie von der Länge der RNA beobachtet werden. Für die SREonly-RNA
wurde eine Bindung von jeweils einem Molekül gefunden. An die 630 nt lange 1-AUG-RNA
assoziierten bereits sechs bzw. acht Moleküle Me31B und Trailer Hitch spezifisch. Die
Anzahl erhöht sich noch einmal auf jeweils elf Moleküle pro RNA für die Luziferase-RNA.
Für alle hier diskutierten Werte wurde die Bindung an die MUT-RNA jeweils abgezogen. Die
unspezifische Bindung an die RNAs stieg ebenfalls mit der Länge der RNAs, so dass z.B. für
Trailer Hitch tatsächlich eine Assoziation von 22 Molekülen an Luc-RNA bestimmt wurde
(die Quantifizierung von Proteinen je RNA, ohne Abzug von Werten für die unspezifische
Bindung ist in Abb. 43 im Anhang S. XLVII dargestellt).

Tabelle 3: RNA-Längenabhängigkeit der Stöchiometrie der Repressor-
Komplexkomponenten - Verschieden lange RNAs wurden in pull-downs verwendet,
um eine mögliche Längenabhängigkeit der Proteinassoziation zu beobachten. Die Prote-
inmengen wurden auf die Menge an gebundener RNA relativiert. WT listet die Menge
an Proteinen, die je Molekül 1-AUG-WT-RNA gebunden wurde. In WT-MUT wurde
die Proteinmenge, die unspezifisch an die MUT-RNA gebunden wurde, abgezogen. N
gibt die Anzahl an unabhängigen Experimenten an, für die die Quantifizierung durch-
geführt wurde.

Protein SREonly 1-AUG Luc N
WT WT-MUT WT WT-MUT WT WT-MUT

Smaug 0,9 0,7 2,1 1,9 1,8 1,4 3
Tral 1,0 0,7 7,6 6,2 22,8 10,9 3
Me31B 1,1 0,7 10,2 8,7 19,1 11,6 3
Cup 0,9 0,6 3,0 2,4 4,6 1,6 5
Belle 0,5 0,2 1,3 0,6 1,6 -0,2 5
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2.5. Sedimentationsverhalten reprimierter RNA

Wie in Abb. 7 gezeigt, sedimentiert SRE-haltige RNA, die in Drosophila-Embryoextrakt
inkubiert wurde, ungewöhnlich schnell. Die reprimierte RNA kosedimentierte dabei in etwa
mit monomeren Ribosomen (80S). Die bloße Assoziation von Proteinen an die RNA sollte
nicht ausreichen, um eine solche Mobilität im Gradienten hervorzurufen. Die scheinbare
Größe des Komplexes könnte z.B. durch Assoziation mit Ribosomen hervorgerufen werden
oder auch durch Bildung eines kompakten Partikels.

2.5.1. Assoziation mit Ribosomen

Eine nicht-produktive Assoziation der RNA mit Ribosomen könnte das Sedimentationsver-
halten der reprimierten RNA erklären. Tatsächlich wurde die Assoziation von nanos-mRNA
mit Ribosomen kontrovers diskutiert. Es wurde beschrieben, dass etwa 50% der nanos-mRNA
mit Polysomen assoziiert (Clark et al., 2000; Chen et al., 2014a), obwohl nur etwa 4% der
RNA am posterioren Pol lokalisiert und translatiert wird. Durch Ribosomen-footprinting
wurde aber gezeigt, dass das Ribosom nicht an die nanos-mRNA bindet (Kronja et al.,
2014; Dunn et al., 2013). In Abb. 13 ist für den Smaug-RNP eine deutliche Abreicherung
ribosomaler Proteine zu erkennen, was ebenfalls darauf hin deutet, dass die RNA nicht mit
Ribosomen assoziiert (siehe auch Tab. 18 und Abb. 40 im Anhang ab S. XLIII).

2.5.2. Oligomerisierung der RNAs

Eine ähnliche, schnelle Sedimentation konnte auch für die oskar-mRNA beobachtet werden
(Chekulaeva et al., 2006). Die oskar-mRNA wird durch das Bruno-Protein translationell
reprimiert. Ähnlich wie für die nanos-mRNA wird das Cup-Protein von Bruno rekrutiert
und durch die Konkurrenz von Cup und eIF4G um eIF4E wird die Translationsinitiation
inhibiert. Zusätzlich dazu wurde beobachtet, dass die reprimierten RNAs Bruno-vermittelte
Oligomere bilden, die in Saccharose-Gradienten mit Ribosomen kosedimentieren (50S-80S).
Diese Oligomerisierung führt unabhängig von der Bruno-Cup-eIF4E-Interaktion zur Repres-
sion, da die RNA auch in Extrakten aus cup∆212-Mutanten, bei denen Cup nicht mehr in
der Lage ist mit eIF4E zu interagieren, reprimiert wird.

Um eine Oligomerisierung der nanos-mRNA zu überprüfen, wurde ein ähnliches Ex-
periment wie in Chekulaeva et al. (2006) durchgeführt (Abb. 17A): Zwei, in ihrer Länge
unterscheidbare, SRE-haltige RNAs wurden in Embryoextrakt inkubiert. Die kürzere der
beiden RNAs war mit Biotin markiert. Alle Kombinationen von WT- und MUT-RNAs
wurden miteinander inkubiert. Für eine RNA-RNA-Interaktion würde man erwarten, dass
beide RNAs, die biotinylierte und die unbiotinylierte, an die Matrix binden. Für eine
SRE-abhängige Oligomerisierung sollten die beiden RNAs nur dann gleichzeitig binden,
wenn beide ein WT-SRE tragen.
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Abbildung 17: Keine Oligomerisierung SRE-haltiger RNAs - (A) Zwei SRE-
haltige RNAs von unterschiedlicher Länge wurden in Embryoextrakt inkubiert. Nur die
kürzere RNA war mit Biotin markiert (siehe Schema rechts). In einem Streptavidin-
pull-down wurde nur die biotinylierte RNA präzipitiert. In den mit „RNA“ markierten
Spuren wurden die eingesetzten RNAs aufgetragen. (B) RNA aus einem Streptavidin-
pull-down wurde durch Deep sequencing analysiert. Es konnten reads auf das Genom
im Bereich des nanos-Gens kartiert werden. Die reads beschränken sich dabei auf den
Teil des 3’-UTRs, der in den biotinylierten RNAs enthalten ist (siehe Schema des Gens:
gefüllte Box = Exon; Linie = Intron; leere Box = UTR).
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Sedimentationsverhalten reprimierter RNA

In Abb. 17A sind Streptavidin-Affinitätsreinigungen für alle Kombinationen von WT und
MUT in beiden RNAs dargestellt. In den ersten vier Spuren sind die eingesetzten RNAs
einzeln aufgetragen. Ferner wurden RNAs aus gleichen Volumina von Input und Überstand
(FT) gereinigt und aufgetragen. Die Menge der biotinylierten RNA ist im Überstand deut-
lich reduziert. Für die Elution wurde die Streptavidin-Sepharose in Formamid-Ladepuffer
gekocht, zentrifugiert und der Überstand auf das Gel aufgetragen. Die biotinylierte RNA
wurde in allen Proben gleichmäßig gebunden. Die nicht biotinylierte RNA wurde dagegen
in keinem der pull-downs präzipitiert. Damit konnte weder eine SRE-abhängige noch eine
unspezifische Oligomerisierung der Reporter-RNA im Embryoextrakt gezeigt werden. Eine
Oligomerisierung der RNAs ist demnach wahrscheinlich nicht der Grund für die beobachtete,
schnelle Sedimentation der RNPs.

2.5.3. Identifizierung regulatorischer RNAs

Es ist denkbar, dass neben Smaug auch regulatorische RNAs, wie miRNAs oder piRNAs
an der SRE-spezifischen Regulation beteiligt sind (Rouget et al., 2010). Um diese zu
detektieren, wurde eine Deep-sequencing-Analyse eines pull-downs durchgeführt. Dazu
wurden wiederum biotinylierte RNAs (1-AUG) mit WT- oder MUT-SREs verwendet.

Eine quantitative Darstellung aller kartierten reads ist in Abb. 44A im Anhang (S.
XLVIII) gezeigt. Zwei miRNAs waren im WT-pull-down stärker als 1,5x angereichert und
wiesen mehr als 1% an reads verglichen zur Bait-RNA (annotiert als nanos-reads) auf:
mir-9b (2,9x) und mir-7 (1,8x) (Abb. 44B/C). Keine der miRNAs weist eine potentielle
Bindestelle direkt am SRE auf. mir-9b kann zwischen den beiden SREs und mir-7 im offenen
Leseraster der 1-AUG-RNA hybridisieren (Abb. 44B). Die Vorhersage der Bindestellen in
der Bait-RNA erfolgte mit RNAhybrid (Abb. 44C; Krüger u. Rehmsmeier, 2006). Eine
spezifische Funktion dieser RNAs für die WT-RNA ist damit eher unwahrscheinlich. Um
die Anreicherung zu überprüfen, könnten pull-downs durchgeführt werden und die miRNAs
im Anschluss z.B. mittels TaqMan®-PCR (Applied Biosystems) quantifiziert werden. Die
erhaltenen Werte könnten dann um die Bait-RNA-Menge korrigiert werden.

Es wurden Effekte von piRNAs auf die SRE-abhängige Deadenylierung in vivo beobachtet.
Diese konnten mit der durchgeführten deep-sequencing-Analyse nicht nachvollzogen werden,
da die dafür nötigen Bindestellen außerhalb der verwendeten 3’-UTR-Sequenzen lagen (siehe
Abb. 4, S. 9 und Abb. 44B, S. XLVIII).

Obwohl die Sequenzierung auf kurze RNAs abzielte, konnten dennoch reads auf das nanos-
Gen kartiert werden. Die reads beschränkten sich dabei aber auf den Bereich des 3’-UTRs,
der in den verwendeten 1-AUG-RNAs (630 nt) enthalten ist (Abb. 17B). In Kombination
zeigen die vorgestellten Experimente, dass eine Oligomerisierung nicht der Grund für die
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stabile Smaug-vermittelte Repression sein kann und vermutlich keine regulatorischen RNAs
an der stabilen Repression beteiligt sind.

2.6. Interaktionspartner von Smaug

Es ist beschrieben, dass Smaug eine Vielzahl von maternalen Transkripten reguliert.
Zwei dieser Transkripte sind dabei detaillierter analysiert: die nanos-mRNA und die
hsp83 -mRNA. Während die nanos-mRNA sowohl SRE-spezifisch deadenyliert als auch
translationell reprimiert wird, kommt es bei der hsp83 -mRNA lediglich zur Deadenylierung.
Ein offensichtlicher Unterschied zwischen beiden RNAs ist die Positionierung der SREs in
der RNA: während die beiden SREs in der nanos-mRNA im 3’-UTR liegen, befinden sich die
insgesamt acht SREs ausschließlich im offenen Leseraster der hsp83 -mRNA (Semotok et al.,
2005, 2008). Die Positionierung der SREs scheint aber keinen generellen Einfluss auf die Fol-
gen der Regulation zu haben (Chen et al., 2014a). Wenn die Bindung von Smaug an RNAs
unterschiedliche Konsequenzen hat, ist es wahrscheinlich, dass unterschiedlich zusammen-
gesetzte mRNPs maßgeblich für die Unterschiede in der Regulation verschiedener RNAs sind.

Um einen Einblick zu gewinnen, welche Proteine mit Smaug interagieren, wurde eine
Immunpräzipitation (IP) von Smaug aus Embryoextrakt durchgeführt und ebenfalls
massenspektrometrisch analysiert. Als Spezifitätskontrolle wurde zusätzlich eine IP mit
Präimmunserum durchgeführt. Der Extrakt wurde nicht mit RNase behandelt, so dass
auch RNA-abhängige, indirekte Interaktionen identifiziert werden können. In Vorversuchen
konnte beobachtet werden, dass NonidetTM P-40 (NP-40), welches routinemäßig in Im-
munpräzipitationen eingesetzt wird, um unspezifische Interaktionen zu unterdrücken, auch
spezifische Interaktionen (beispielsweise mit Me31B und Trailer Hitch) verhinderte. Zusätz-
lich konnte gezeigt werden, dass NP-40 einen negativen Einfluss auf die SRE-spezifische
Deadenylierung hat (Jeske et al., 2011), so dass es hier nicht verwendet wurde.

Insgesamt wurden in beiden IPs 1103 Proteine identifiziert (Abb. 18). Die Auswertung
erfolgte dabei wie für Analyse des RNA-pull-downs (siehe Abschnitt 2.3, S. 27). 79 Proteine
wiesen dabei einen p-Wert für die Anreicherung in der Smaug-IP unterhalb von 5% auf
(gelistet in Tab. 19). Unter den angereicherten Proteinen befanden sich viele der im
RNA-pull-down identifizierten Proteine. Die Überschneidung der beiden Experimente ist
in Abb. 19 dargestellt. Dazu wurden die angereicherten Proteine aus beiden Experimenten
(mit p< 5%) verglichen. 21 der im RNA-pull-down identifizierten Interaktionspartner sind
auch in der Smaug-IP signifikant angereichert. Von den drei beschriebenen Komplexen
(Repressor-Komplex, CTLH-Komplex, Ccr4-Not-Komplex) sind nur die Proteine Belle und
CG3295 mit höheren p-Werten als 5% (9% und 15%) in der Smaug-IP angereichert, alle
anderen Komponenten waren in der Smaug-IP signifikant angereichert und abundant.
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Abbildung 18: Smaug-Immunpräzipitation - Quantitative Auswertung der
Smaug-Immunpräzipitation (IP). Die Smaug-IP wurde mit einer Präimmunserum-IP
verglichen, um spezifische und unspezifische Interaktionspartner voneinander unter-
scheiden zu können (siehe Tab. 19, Anhang S. XLIX). Die zuvor identifizierten Kom-
plexkomponenten (Abb. 12) wurden farbig markiert. p-Werte wurden bestimmt wie auf
S. 27 beschrieben und die p-Wert-Grenzen für 1% und 5% wurden eingezeichnet.

Betrachtet man die Proteine mit der höchsten Signifikanz der Anreicherung beider
Analysen (p< 1%), erhält man eine Liste von zwölf Proteinen: die Kernkomponenten des
Repressor-Komplexes (Smaug, Me31B, Trailer Hitch, Cup, eIF4E und PABPC), einige
Komponenten des CCR4/NOT-Komplexes (Not1, Not3 und Twin) sowie die Proteine 4E-T,
CG11307 und Brat. Alle Proteine des CTLH-Komplexes sind mit p-Werten zwischen 5%
und 1% in der Smaug-IP angereichert und deshalb nicht in dieser Liste enthalten.

Um weitere Informationen zu Smaug-interagierenden Proteinen zu erhalten, könnte die
Immunpräzipitation mit und ohne RNase-Behandlung analysiert werden. Direkt Interakti-
onspartner könnten dann in vitro durch Western-blot-Analysen verifiziert werden, wie z.B.
das Ypsilon-Schachtel-Protein, welches ebenfalls ein maternales Protein ist, welches in gra-
nulären Strukturen in Zellen gefunden wird.
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Abbildung 19: Vergleich der angereicherten Proteine im RNA-pull-down
und der Smaug-IP - 21 Proteine konnten in beiden Analysen identifiziert werden und
sind rechts farblich hervorgehoben. Von den drei beschriebenen Komplexen (Repressor-
Komplex, Ccr4-Not-Komplex und CTLH-Komplex) sind lediglich drei Proteine nicht
signifikant angereichert. Belle und CG3295 sind mit höheren p-Werten als 5% (9% und
15%) in der Smaug-IP angereichert. Not10 lag nicht angereichert vor.

2.7. Cross-Linking der angereicherten Proteine

In einer weiteren Smaug-Immunpräzipitation wurden die angereicherten Proteine chemisch
quervernetzt, um mögliche Interaktionsstellen zu kartieren. Dabei stellt die Auswertung der
Daten das größte Problem dar. Die Komplexität der Probe erlaubt theoretisch eine Vielzahl
an möglichen Interaktionen, die, wenn möglich, auf den Aminosäurerest genau analysiert
werden sollen. Für dieses bioinformatische Problem wurden die Programme StavroX und
MeroX entwickelt, auf die im zweiten Teil dieser Dissertation näher eingegangen werden soll
(Ab S. 71).

In dem Datensatz konnten zwei Cross-Links identifiziert werden: ein intermolekularer
Cross-Link zwischen Me31B und Trailer Hitch und ein intramolekularer Cross-Link in
PABPC. Die Cross-Links konnten anhand von bereits gelösten Protein-Strukturen validiert
werden. Für die Interaktion von Me31B und Trailer Hitch wurde die Kristallstruktur des
DDX6-FDF Dimers verwendet (Tritschler et al., 2009). DDX6 ist das humane Homologe
von Me31B und bindet die Orthologe von Edc3 und Trailer Hitch an derselben Bindestelle
(FDF-Peptid in Edc3 und Trailer Hitch). Der identifizierte Cross-Link erstreckt sich
zwischen Lysin 412 von Me31B zu Lysin 429 in Trailer Hitch (Abb. 20A). Nach Sequenz-
vergleichen entsprechen diese Aminosäuren den Positionen von E451 in DDX6 und I222 im
FDF-Peptid von Edc3. Der Cα-Cα-Abstand dieser beiden Aminosäuren beträgt etwa 13 Å
und liegt damit in sehr guter Übereinstimmung mit der erwarteten Distanz vernetzbarer
Aminosäuren für den Urea-Cross-Linker (max. 27 Å).
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Abbildung 20: Cross-Linking-Analyse der Immunpräzipitation - Nach der
Smaug-Immunpräzipitation wurde ein chemischer Cross-Linker zu der Matrix gege-
ben, um interagierende Proteine zu vernetzen und anschließend massenspektrometrisch
analysiert. Zwei Cross-Links konnten identifiziert werden. (A) Der Cross-Link zwischen
Me31B und Trailer Hitch wurde auf die 3D Struktur von DDX6 (blau) und dem FDF-
Peptid (rot) von EDC3 (PDB-ID:2WAX) übertragen. Der Cα-Cα-Abstand der ver-
knüpften Aminosäuren wurde zu 13,1 Å bestimmt. Das Fragmentionen-Spektrum zu
diesem Cross-Link ist als Beispiel für die Annotation durch MeroX in Abb. 35 auf S. 111
dargestellt und erläutert. (B) Ein intramolekularer Cross-Link im PABPC wurde auf die
Struktur des humanen PABPC1 (PDB-ID:1CVJ) übertragen und weist einen Cα-Cα-
Abstand von 13,4 Å auf. Zusätzlich zum PABPC (rot) ist eine gebundene Poly(A)-RNA
als Stabmodell gezeigt. Die Darstellung und Abstandsmessung erfolgte mit PyMol (De-
Lano, 2006).

Innerhalb des zytosolischen Poly(A)-Bindeproteins konnte ebenfalls ein Cross-Link iden-
tifiziert werden, der auf die Struktur des humanen Orthologs PABPC1 übertragen wurde
(Deo et al., 1999). Die vernetzten Aminosäuren (K71 und K126) entsprechen den Positionen
von K80 und N135 im humanen Ortholog. Der Cα-Cα-Abstand dieser beiden Aminosäuren
beträgt erneut etwa 13 Å und liegt damit innerhalb des erwarteten Distanzbereiches.

Alle drei Proteine liegen vermutlich auch in der Immunpräzipitation in einem Überschuss
über Smaug vor, so dass die Identifizierung von Cross-Links mit Me31B, Trailer Hitch und
PABPC durchaus zu erwarten war. Insgesamt wurden aber sehr wenige Cross-Links identifi-
ziert. Etwa 0,3% aller Spektren (insgesamt 262 von 82851 Spektren) enthielten eine für den
verwendeten Cross-Linker spezifische Signatur (siehe Abschnitt 1.2.3, S. 82). Die möglichen
Cross-Links verteilen sich dabei vermutlich auf die große Zahl an identifizierten Proteinen,
so dass nur wenige Cross-Links mit Repressor-Komplexkomponenten überhaupt vorhanden
sind. Die restlichen Spektren ohne die Cross-Link-spezifische Signatur entspringen vermut-
lich größtenteils Peptiden, die nicht quervernetzt wurden.
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3. Diskussion

Bei der Analyse des SRE-abhängigen mRNPs konnten etwa zwei Dutzend Proteine identifi-
ziert werden, die wahrscheinlich an der Regulation der nanos-mRNA in vivo beteiligt sind
(siehe Abb. 12 und Tab. 1, S. 27/30). Anhand dieser Liste von Proteinen kann nun eine
detaillierte Analyse der molekularen Details dieser Regulation erfolgen.

Eines der wichtigsten Ziele ist, die stabile Repression der nanos-mRNA in vitro zu rekon-
stituieren. Dies hätte den Vorteil, dass die Rolle einzelner Faktoren durch einfache Mani-
pulationen der Zusammensetzung des Komplexes aufgeschlüsselt werden könnte. Die iden-
tifizierten, spezifisch angereicherten Proteine sollten ausreichend sein, um den reprimierten
RNP zu bilden. Die beteiligten Proteine sind zum Teil gut konserviert. Eine Rekonstitution
kann demnach nicht nur Aufschluss über die nanos-Regulation geben, sondern auch ein Mo-
dell liefern, welches auf andere regulatorische Mechanismen in anderen Organismen, auch im
Menschen, übertragbar sein kann. Die folgende Diskussion soll die einzelnen Faktoren und
deren mögliche Rolle in der Regulation der nanos-mRNA beleuchten und einen minimalen
Komplex postulieren, der für die Regulation nötig ist.

3.1. Subkomplexe im SRE-abhängigen RNP

Es konnten drei Subkomplexe unter den angereicherten Proteinen ausgemacht werden: der
Repressor-Komplex mit den sieben abundantesten, spezifisch angereicherten Proteinen, der
Ccr4-Not-Komplex und der CTLH-Komplex.

Die Rekrutierung des Ccr4-Not-Komplexes durch Smaug wurde bereits mehrfach be-
schrieben und charakterisiert (Semotok et al., 2005; Jeske et al., 2006; Zaessinger et al.,
2006). Alle Kernuntereinheiten des Ccr4-Not-Komplexes wurden mit ähnlichen Anreiche-
rungsfaktoren (durchschnittlich 50x) identifiziert. Die Proteine eines weiteren konservierten
Komplexes – des CTLH-Komplexes – wiesen ebenfalls ähnliche Anreicherungsfaktoren auf
(durchschnittlich 5x). Diese Konsistenz innerhalb der identifizierten Komplexe spricht für
die Qualität der durchgeführten Analyse.

Mehr als 70% der identifizierten Proteine konnten auch in einer unabhängigen Smaug-
Immunpräzipitation (siehe Abb. 18/19, S. 45/46) als Interaktionspartner des Smaug-RNPs
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identifiziert werden und somit als mögliche Komponenten des regulierenden Komplexes
bestätigt werden. Von den Proteinen der drei Subkomplexe konnten sogar 90% in der
Smaug-IP wiedergefunden werden.

Im Anschluss sollen mögliche Rollen der identifizierten Subkomplexe und einzelner Kompo-
nenten des Repressor-Komplexes sowie mögliche Funktionen weiterer identifizierter Proteine
in der Regulation der nanos-mRNA diskutiert werden.

3.1.1. Repressor-Komplex

Die nanos-mRNA wird durch die Bindung von Smaug translationell reprimiert. Dazu
wird ein stabiler Komplex an die RNA rekrutiert. Bei durchgeführten Experimenten blieb
dieser auch während einer mehrstündigen Gradientenzentrifugation stabil und aktiv (siehe
Abb. 10, S. 24). Das bedeutet, dass die identifizierten Komponenten Bestandteile eines
repressionsaktiven Komplexes sind. Da die Translation und damit auch der reprimierte
Zustand des gereinigten RNPs nur durch eine erneute Inkubation in Embryoextrakt
gemessen werden kann, ist es möglich, dass weitere essentielle Faktoren, die hier nicht
identifiziert wurden, mit dem Komplex assoziieren. Da aber keine weitere Vorinkubation
nötig ist, um das volle Ausmaß der Repression zu erreichen, müssen alle Faktoren, die wäh-
rend des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes in der ersten Vorinkubation assoziieren,
im vorgereinigten Komplex vorliegen. Die identifizierten Proteine gehören demnach zum
stabilen Komplex, der an SRE-Strukturen in RNAs bindet.

Die zentralen Komponenten des Repressor-Komplexes sind vermutlich Smaug, Cup, Belle,
Me31B und Trailer Hitch. Das Protein mit der höchsten Signifikanz der Anreicherung im
RNA-pull-down war Smaug. Die verwendeten RNAs enthielten zwei Smaug-Bindestellen, die
in der Negativkontrolle so mutiert wurden, dass die Bindung von Smaug an die RNA stark
reduziert wurde. Die sehr spezifische Bindung von Smaug an die verwendete SRE-haltige
RNA konnte bereits gezeigt (Jeske et al., 2011) und auch in Western-blot-Analysen bestätigt
werden. Smaug ist die zentrale Komponente der nanos-Regulation in der Embryogenese von
Drosophila melanogaster, die dem gebundenen Repressor-Komplex die Spezifität für RNA-
Substrate verleiht. Die zentrale Rolle von Smaug in dieser Regulation ist mit biochemischen
und genetischen Daten belegt (Smibert et al., 1996; Dahanukar et al., 1999; Semotok et al.,
2005; Jeske et al., 2011) und konnte auch in den hier gezeigten Analysen bestätigt werden.
Die Repression einer Reporter-RNA in Embryoextrakten ist auf wenige fmol/µl begrenzt.
Die meisten Proteine des Repressor-Komplexes weisen eine deutlich höhere Konzentration
auf (siehe Tab. 2, S. 37). Smaug ist mit ≈ 80 nM im Extrakt und ≈ 30 nM in Translations-
experimenten nur in einem geringen Überschuss über der Reporter-RNA enthalten (etwa 3x
bei 10 nM RNA). Smaug bindet stöchiometrisch an die SREs (siehe Abb. 16, S. 39), so dass
der Überschuss an Smaug bei einer RNA mit zwei SREs auf etwa 1,5x reduziert wird. Die
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Kapazitätsgrenze der Translationsrepression von etwa 10 nM RNA spricht dafür, dass der
Extrakt hauptsächlich freies Smaug enthält, das nicht in einem kinetisch stabilen Komplex
gebunden ist. Es wurde gezeigt, dass Smaug eine Vielzahl von Transkripten reguliert oder
regulieren kann (Tadros et al., 2007; Chen et al., 2014a). Das lässt sich nur schwer mit
der Konzentration von Smaug im Extrakt erklären. Möglicherweise ist stabil gebundenes
Smaug ähnlich wie die Reporter-RNAs zu kompakten Partikeln verpackt (siehe Abb. 7 S. 20)
und während der Zentrifugationsschritte der Embryoextrakt-Präparation abgetrennt worden.

Die RNA-Bindedomäne von Smaug bindet an das eIF4E-bindende Protein Cup, so dass
eine direkte Verbindung von Smaug zum Translationsinitiationsfaktor eIF4E hergestellt
ist (siehe Abb. 5, S. 10). eIF4E-bindende Proteine (4EBPs) wie Cup spielen eine wichtige
Rolle in der Regulation der Translation von Eukaryoten (Richter u. Sonenberg, 2005). So
konnte eine Beteiligung von Cup an der Bruno-abhängigen Regulation der oskar-mRNA
gezeigt werden (Chekulaeva et al., 2006). Cup trägt auch zur Repression der nanos-mRNA
bei, indem eIF4E gebunden und die Bindung von eIF4E an eIF4G verhindert wird (Nelson
et al., 2004). Sowohl für die oskar- als auch die nanos-mRNA konnten allerdings Hinweise
auf Cup-unabhängige Repressionsmechanismen gezeigt werden (Chekulaeva et al., 2006;
Jeske et al., 2011).

Im RNA-pull-down konnten die Annahmen des 4EBP-Modells der Repression durch
Cup dennoch bestätigt werden. Cup und eIF4E interagieren spezifisch mit SRE-haltiger
RNA, während eIF4G abgereichert ist. Ob Cup tatsächlich essentiell für die stabile Re-
pression ist, kann in Embryoextrakten nur schwer nachvollzogen werden. Mutationen im
cup-Gen führen zu verschiedenen Defekten früh in der Embryogenese, so dass Effekte auf die
nanos-Regulation in cup-Mutanten keine eindeutigen Aussagen zulassen (Nelson et al., 2004).

Das zytoplasmatische Poly(A)-Bindeprotein (PABPC) war ebenfalls signifikant im
SRE-abhängigen RNP angereichert, obwohl die beiden verglichenen Bait-RNAs einen
gleichlangen Poly(A)-Schwanz trugen. Diese spezifische Anreicherung könnte eine Rol-
le von PABPC in der Repression nahelegen. Tatsächlich ist die Repression in vitro zum
Teil abhängig von der Anwesenheit eines Poly(A)-Schwanzes in der RNA (Jeske et al., 2011).

Die möglichen Rollen der weiteren Repressor-Komplexproteine Belle, Me31B und Trailer
Hitch werden ausführlich in den Abschnitten 3.2 und 3.3 diskutiert.

3.1.2. Ccr4-Not-Komplex

Alle Kernkomponenten des Ccr4-Not-Komplexes waren mit dem SRE-spezifischen RNP
assoziiert. Die Proteine waren ähnlich stark angereichert wie Smaug (≈ 50×). Der Ccr4-Not-
Komplex kann unabhängig von dessen Deadenylase-Aktivität eine Translationsrepression
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vermitteln (Cooke et al., 2010; Waghray et al., 2015). Die beschriebene Repression der
Ccr4-Not-Komponente Pop2 ist allerdings abhängig von der Interaktion zwischen Not1
und den Me31B-Homologen Xp54 bzw. DDX6 (Waghray et al., 2015; Kuzuoğlu-Öztürk
et al., 2016). Im Vergleich zu den Komponenten des Repressor-Komplexes wiesen die
Abundanzwerte aller Ccr4-Not-Komplex-Untereinheiten zudem geringere Werte auf. Eine
vom Repressor-Komplex unabhängige Beteiligung des Ccr4-Not-Komplexes am geschwin-
digkeitsbestimmenden Schritt der Repression ist unwahrscheinlich. Einerseits hängt die
Ccr4-Not-vermittelte Reaktion von Repressor-Komplexkomponenten ab (Mathys et al.,
2014) und andererseits sollte eine substöchiometrische Assoziation des Komplexes an RNA
nicht ausreichend sein, um die hohen Repressionsfaktoren zu erreichen.

Tabelle 4: Not1-assoziierte Proteine des SRE-RNPs - Liste der Proteine, die
in einer Not1-IP (Temme et al., 2010) identifiziert wurden und im RNA-pull-down
angereichert waren. Die Anzahl an identifizierten PSM (peptide spectrum matches) je
Protein wurde für die Not1-IP zur Abschätzung der Proteinabundanz herangezogen.
Die Proteine sind nach den beschriebenen Komplexen sortiert.

Repressor-
Komplex

PSM Ccr4-Not-
Komplex

PSM CTLH-Komplex
und andere

PSM

Smg 32 Not1 100 Brat 27
Cup 26 Not3 40 CG6617 (CTLH) 5
Me31B 24 Twin 33 RanBPM (CTLH) 4
Tral 22 Not10 27 CG8963 4
PABPC 19 Rcd-1 18 CG31357 (CTLH) 1

Rga 18 CG11307 1
Pop2 12

Vergleicht man die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Analyse des SRE-RNPs mit ei-
ner Not1-Immunpräzipitation (Temme et al., 2010), ergibt sich ebenfalls eine recht große
Überlappung der Datensätze: 18 von 29 im RNA-pull-down angereicherten Proteine wur-
den auch in einer Not1-IP identifiziert (Tab. 4). Interessant ist dabei, dass die Proteine
des Repressor-Komplexes (Smaug, Cup, PABPC, Me31B und Trailer Hitch) in der Not1-
IP ähnlich abundant wie die Komponenten des Ccr4-Not-Komplexes waren. Die ebenfalls
enthaltenen Proteine des CTLH-Komplexes waren mit 1 - 5 PSM eher substöchiometrisch
enthalten. Gleiches gilt für CG11307, welches aber sowohl im RNA-pull-down, der Smaug-IP
als auch der Not1-IP identifiziert wurde. Ebenso kam der Translationsrepressor Brat in allen
drei Analyse angereichert vor. Die Anreicherung der Proteine CG11307 und Brat wird in
Abschnitt 3.1.4 genauer diskutiert.
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3.1.3. CTLH-Komplex

Der CTLH-Komplex wurde zunächst in Hefe als GID-Komplex (glucose-induced degradation
deficient) identifiziert und ist für den Abbau eines Enzyms der Glukoneogenese (FBPase)
verantwortlich, wenn die Zellen auf ein glukosehaltiges Medium überführt werden und die
Glykolyse aktiviert wird (Regelmann et al., 2003). Dabei wirkt der CTLH-Komplex als
E3-Ubiquitin-Ligase mit zwei aktiven Ligase-Untereinheiten (GID2 und GID9) mit degene-
rierten RING-Finger-Domänen (Santt et al., 2008; Braun et al., 2011). Der CTLH-Komplex
ist in Eukaryoten gut konserviert (Francis et al., 2013) und auch das Xenopus-Homolog von
GID2 (RMND5) ist eine aktive E3-Ubiquitin-Ligase (Pfirrmann et al., 2015).

Fünf der sechs konservierten Proteine des CTLH-Komplexes in Drosophila konnten als
Bestandteil des SRE-RNPs identifiziert werden (siehe Abb. 12, S. 27). Mit Ausnahme von
CG3295 war der CTLH-Komplex auch in der Smaug-IP angereichert (siehe Abb. 18 und 19,
S. 45/46).

Es fällt auf, dass beinahe alle Proteine des Repressor-Komplexes (Smaug, Cup, Me31B,
Tral, eIF4E und PABPC) während der MZT stark degradiert werden (Gouw et al., 2009).
Für Smaug ist der zeitliche Verlauf der Proteinexpression im Detail untersucht (Dahanukar
et al., 1999; Benoit et al., 2009). Die Synthese von Smaug wird zu Beginn der Embryogenese
initiiert und die Proteinmenge steigt bis zum Maximum während der 14. Kernteilung an.
Danach wird das Protein rapide degradiert. Nach 4 - 5 Stunden ist Smaug nicht mehr zu
detektieren. Die Tatsache, dass Proteine, die spezifisch abgebaut werden, zusammen mit
dem CTLH-Komplex, als E3-Ubiquitin-Ligase, in einem Komplex vorkommen, lässt die
Annahme zu, dass dieser für den spezifischen Abbau des Repressor-Komplexes während der
MZT relevant ist.

In Übereinstimmung mit dieser Annahme konnte Ubiquitin mit einer ähnlich hohen Abun-
danz wie der Repressor-Komplex identifiziert werden (hier annotiert als RpS27A, eines der
Ubiquitin-Fusionsproteine aus Drosophila melanogaster). Außerdem konnten, ohne dass der
proteasomale Abbau blockiert wurde, Ubiquitinierungsstellen in Me31B und Cup identifiziert
werden.

Ubiquitinierung von Me31B

Für Me31B konnte ein modifiziertes Peptid identifiziert werden, welches auf eine Ubiqui-
tinierung des Proteins hinweist. Nach einer tryptischen Proteolyse eines ubiquitinierten
Peptids verbleiben die beiden C-terminalen Glycine des Ubiquitins kovalent an einem
Lysin im Peptid verknüpft (Diglycin-Modifizierung). Die gezeigte Ubiquitinierungsstelle im
Me31B (siehe Abb. 14, S. 33) liegt innerhalb der ersten RecA-Domäne, zwischen Motiv Ia
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und Ib, welche an der RNA-Bindung von DEAD-Box-Helikasen beteiligt sind (Linder u.
Jankowsky, 2011; Weston u. Sommerville, 2006). Die Proben für die massenspektrometri-
sche Analyse wurden mit Iodacetamid behandelt, um die Bildung von Disulfiden zwischen
cysteinhaltigen Peptiden zu verhindern. Dabei werden die Cysteine zunächst reduziert und
anschließend alkyliert. Iodacetamid kann neben Cysteinen aber auch Lysine modifizieren.
Eine doppelte Alkylierung eines Lysins ist massenspektrometrisch nur schwer von einer
Diglycin-Modifizierung unterscheidbar (Nielsen et al., 2008; Kim et al., 2015). In der
Analyse des RNA-pull-downs konnten viele Peptide mit einer Modifizierung von 114,04 u
identifiziert werden. Viele dieser Peptide konnten aber auch mit einer Modifikation von
57,02 u identifiziert werden, welche einer einfachen Alkylierung einer Lysin-Seitenkette durch
Iodacetamid entspricht und nicht nach einer vorherigen Ubiquitinierung beobachtet wird.
Für diese Peptide sollten keine Rückschlüsse auf mögliche Modifizierung durch Ubiquitin
getroffen werden, da die Modifizierung auch ein Iodacetamid-induziertes Artefakt sein kann.

Für die Ubiquitinierung von Me31B wurde allerdings zusätzlich zur Diglycin-Modifizierung
eine LRGG-Modifizierung (383,23 u) an derselben Stelle im Protein identifiziert (siehe
Abb. 41, Anhang S. XLV). Diese Modifizierung tritt auf, wenn bei der Proteolyse die
letzte Spaltstelle im Ubiquitin nicht gespalten wird. Die LRGG-Modifizierung kann kein
Iodacetamid-induziertes Artefakt sein und zeigt eindeutig eine Ubiquitinierung des Peptids.
Um die Ubiquitinierung der Faktoren im Detail massenspektrometrisch zu untersuchen, sollte
einerseits das Proteasom inhibiert werden (z.B. mit Lactacystin oder MG132; Lee u. Gold-
berg, 1998), um eine größere Ausbeute ubiquitinierter Proteine zu erhalten und andererseits
sollten andere Alkylierungsagenzien eingesetzt werden, die spezifisch Cysteine alkylieren und
nicht Lysine (z.B. Chloracetamid; Nielsen et al., 2008). Dann ließe sich die mögliche Ubiquiti-
nierung des Repressor-Komplexes durch den CTLH-Komplex massenspektrometrisch zeigen
(z.B. in Embryoextrakten aus Mutanten des CTLH-Komplexes). Wenn der CTLH-Komplex
relevant für den Abbau der Repressor-Komplexproteine ist, würde man in Mutanten der
CTLH-Komplexproteine zudem eine Stabilisierung maternaler Proteine, wie z.B. Smaug,
über die 14. Kernteilung hinweg erwarten, die in Embryonen z.B. durch western blots oder
Antikörperfärbung beobachtet werden könnte. Eine Verzögerung der Zellularisierung wäre
auch denkbar, wenn der Abbau maternaler Proteine inhibiert würde.

3.1.4. Weitere identifizierte Proteine

Zusätzlich zu den Proteinen, die den drei Komplexen zugeordnet werden konnten, wurden im
RNA-pull-down zehn weitere Proteine signifikant angereichert. Alle zehn Proteine wiesen in
der massenspektrometrischen Analyse eine geringere Intensität als der Repressor-Komplex
auf. Fünf der Proteine zeigten einen p-Wert unterhalb von einem Prozent (4E-T, Dcp1,
Brat, CG11307 und CG8963). Genau dieselben fünf Proteine waren auch in der gezeigten
Smaug-Immunpräzipitation signifikant angereichert (p< 5%), während die anderen fünf
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Proteine (Loqs, Nsun5, Pabp2, CG10077, Oskar) in der Smaug-IP nicht angereichert waren
oder nicht identifiziert wurden. Eine Beteiligung dieser zehn Proteine an der stabilen Repres-
sion ist aufgrund der substöchiometrischen Menge im RNA-pull-down eher unwahrscheinlich.

Das Cup-Paralog, 4E-T, konnte vermutlich aufgrund der spezifischen Interaktion mit
Me31B (siehe Abb. 6, S. 16) bzw. Trailer Hitch im reprimierten RNP identifiziert werden.
Die Interaktion dieser drei Proteine wurde mit den homologen Proteinen aus Xenopus und
Mensch mehrfach gezeigt (Waghray et al., 2015; Nishimura et al., 2015; Ozgur et al., 2015;
Kamenska et al., 2016). 4E-T könnte mit Cup um die Präsenz im Repressor-Komplex kom-
petieren. Es wäre sogar denkbar, dass 4E-T die Funktion von Cup im Repressor-Komplex
übernehmen kann, auch wenn es dafür noch keine Evidenz gibt.

Das decapping-Protein Dcp1 interagiert mit Trailer Hitch an dessen LSm-Domäne
(Tritschler et al., 2008). Das Hefe-Homolog von Me31B, Dhh1p, stimuliert das decapping
von mRNAs (Fischer u. Weis, 2002), so dass eine Anreicherung von Dcp1 durch die
Interaktion mit dem Me31B•Tral-Heterodimer im Repressor-Komplex wahrscheinlich ist.
In Übereinstimmung mit den hier gezeigten Daten wurden Smaug und Dcp1 zusammen
in granulären Strukturen im Zytoplasma von Embryonen beobachtet (Zaessinger et al.,
2006). Die Cap-Struktur von mRNAs wird in Drosophila-Embryoextrakt hauptsächlich nach
erfolgtem 3’-5’-Abbau durch DcpS abgebaut und nicht durch decapping und anschließenden
5’-3’-Abbau (Buschmann et al., 2013). Der decapping-abhängige Abbau verschiedener
maternaler Transkripte beginnt etwa zwei Stunden nach der Befruchtung des Embryos
(Lin et al., 2006) und überlappt damit kaum mit dem Alter der Embryonen, die für
die gezeigten Experimente verwendet wurden. In Übereinstimmung damit konnte die
aktive Untereinheit des decapping-Komplexes, Dcp2, weder im RNA-pull-down noch in der
Smaug-IP identifiziert werden, auch nicht als unspezifisch gebundenes Protein.

Das Protein CG8963 kann durch Sequenzvergleiche als das Drosophila-Homolog von
PAIP1 (Poly(A)-Bindeprotein-interagierendes Protein) identifiziert werden und interagiert
wahrscheinlich mit dem Smaug-reprimierten RNP durch die spezifische Bindung an PABPC
(Craig et al., 1998). Da PABPC sowohl in dem RNA-pull-down als auch in der Smaug-IP
angereichert war, ist auch die Anreicherung von CG8963 in beiden Experimenten eine
logische Folge. Im RNA-pull-down konnte zusätzlich das nukleäre Poly(A)-Bindeprotein
(Pabp2) identifiziert werden. In Drosophila-Embryonen kommt Pabp2 im Zytoplasma vor
und besitzt eine Rolle in der Verkürzung der Poly(A)-Schwänze spezifischer Transkripte
(Benoit et al., 2005). Pabp2 konkurriert im Zytoplasma mit PABPC um die Bindung
des Poly(A)-Schwanzes, so dass eine Bindung von Pabp2 an den Poly(A)-Schwanz in den
verwendeten Bait-RNAs wahrscheinlich zu dessen Identifizierung führte.
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Brat (Brain Tumor) bindet an eine definierte Sequenz im 3’-UTR von RNAs. Die na-
nos-mRNA ist nicht unter den identifizierten Ziel-Transkripten des Brat-Proteins (Loedige
et al., 2015; Laver et al., 2015). Sie besitzt zwar eine potentielle Bindestelle im 3’-UTR
(Nukleotide 270 - 275: UUGUUA), dieser folgt allerdings keine U-reiche Sequenz. Außerdem
war diese Sequenz nicht in den verwendeten Bait-RNAs enthalten. Eine Anreicherung
von Brat erfolgte demnach vermutlich nicht durch eine direkte RNA-Bindung. Es ist eher
wahrscheinlich, dass Brat durch eine Interaktion mit dem Ccr4-Not-Komplex (Tab. 4, S.
52) in den MS-Analysen identifiziert wurde.

Über das CG11307-Protein, dass in beiden MS-Analysen dieser Arbeit und in der Not1-IP
identifiziert wurde, ist nur wenig bekannt. CG11307 enthält eine domain of unknown
function (DUF4745) und ist als mögliche Glykosyltransferase annotiert (FlyBase.org).
Das Protein ist lediglich innerhalb des Insektenreiches konserviert (NCBI-blastp). Das
CG11307-Transkript ist am stärksten in Oozyten und während der ersten vier Stunden
der Embryogenese exprimiert (FlyBase.org, modENCODE; Gelbart u. Emmert, 2013) und
könnte damit durchaus eine Rolle in der frühen Entwicklung von Drosophila spielen. Im
RNA-pull-down wurde CG11307 mit einer ähnlichen Abundanz, Signifikanz und Anrei-
cherung wie die Proteine des Ccr4-Not-Komplexes identifiziert. Dies könnte eine mögliche
Interaktion von CG11307 mit dem Ccr4-Not-Komplex nahelegen, auch wenn in der Not1-IP
nur ein Spektrum detektiert wurde, das von CG11307 stammt (Tab. 4).

Mit geringerer Signifikanz wurden noch die Proteine Oskar und CG10077 angereichert.
Oskar hebt die Smaug-abhängige Repression der nanos-mRNA am posterioren Pol auf und
kann einerseits an Smaug binden (Dahanukar et al., 1999) und andererseits auch an die
nanos-mRNA (Jeske et al., 2015). Eine Interaktion mit Smaug oder der Bait-RNA ist also
wahrscheinlich der Grund für die signifikante Anreicherung von Oskar. CG10077 ist, wie
auch Belle und Me31B, eine DEAD-Box-Helikase. Die Interaktion von Smaug mit CG10077
wurde in einer TAP-Smaug Reinigung bereits beobachtet (Pinder, 2012).

Für die Proteine Nsun5 und Loquacious (Loqs) konnte kein Zusammenhang mit anderen
Komponenten des RNPs hergestellt werden. Nsun5 wurde mit der geringsten Abundanz aller
angereicherten Proteine identifiziert und spielt deshalb vermutlich keine Rolle im stabil-
reprimierten RNP. Loqs ist beteiligt an der miRNA-Biogenese (Jakob et al., 2016). Da kein
weiterer Faktor angereichert wurde, der mit miRNAs assoziiert oder an deren Biogenese
beteiligt ist, ist anzunehmen, dass es sich bei Loqs nicht um eine relevante Komponente des
reprimierten RNPs handelt.
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3.2. Die Rolle von Belle im Repressor-Komplex

Das neu identifizierte Protein Belle ist eine DEAD-Box-Helikase der Ded1p/DDX3-Familie.
Das Protein ist in Eukaryoten konserviert, wobei der zentrale DEAD-Box-Helikasekern eine
höhere Konservierung zeigt als die Termini der Proteine (Sharma u. Jankowsky, 2014). Belle
ist mit einer Länge von 801 Aminosäuren eines der größten Proteine der Ded1p/DDX3-
Familie. Der Größenunterschied beruht hauptsächlich auf Insertionen im N-Terminus des
Proteins. Dieser enthält zwei konservierte Elemente, denen eine Funktion zugeschrieben
werden kann: Ein Kernexportsignal (Askjaer et al., 1999) und ein eIF4E-Bindemotiv, wie es
auch in Cup oder 4E-T vorkommt (YxxxxLΦ; Shih et al., 2008; Yarunin et al., 2011; Gao
et al., 2016).

Die Deletion des Hefe-Homologs ded1 ist letal (Chang et al., 1990) und führt zu einer
globalen Verringerung der Translation, da Ded1p für die Initiation der Translation benö-
tigt wird (De La Cruz et al., 1997). Die ded1 -Mutation kann durch die Expression von
Ded1p und seine Homologe komplementiert werden (Chuang et al., 1997; Senissar et al.,
2014). Diese Experimente legen eine mögliche Rolle der Homologe in der Translationsi-
nitiation nahe. Die Komplementation durch Belle war dabei allerdings am wenigsten effektiv.

Eine Interaktion mit Komponenten des eukaryotischer Initiationsfaktoren wie eIF3 und
eIF4F wurde für einige der Belle-Homologe gezeigt (Lee et al., 2008; Hilliker et al., 2011;
Soto-Rifo et al., 2012, 2013; Senissar et al., 2014; Gao et al., 2016). Dies legt ebenfalls
eine Funktion in der Regulation der Translation nahe. Tatsächlich konnte gezeigt werden,
dass Belle-Homologe translationsstimulierende (Beckham et al., 2008; Geissler et al., 2012;
Ihry et al., 2012), aber auch translationsreprimierende (Shih et al., 2008; Worringer et al.,
2009; Yarunin et al., 2011) Aktivitäten aufweisen können. Die Effekte wurden dabei häufig
durch globale Änderungen in der Translationsaktivität beobachtet. Nur in wenigen Fällen
wurde die Regulation einer bestimmten RNA gezeigt. Eine solche spezifische Regulation
wurde z.B. für die Repression der bruno-Translation diskutiert (Yarunin et al., 2011). Die
translationsaktivierende und -reprimierende Funktion wird von unterschiedlichen Teilen
des Proteins vermittelt (Hilliker et al., 2011). So werden im Hefe-Homolog Ded1p die
eIF4E-Bindestelle und Sequenzen aus dem C-Terminus für die Vermittlung der Repression
benötigt und der Helikasekern sowie die katalytische Aktivität der Helikase sind essentiell für
die Aktivierung der Translation. Dabei bewirkt Ded1p zusammen mit eIF4A – einer weite-
ren DEAD-Box-Helikase im eIF4F-Komplex – die Entwindung strukturierter RNA-Bereiche.

Ded1p ist biochemisch sehr gut charakterisiert. So konnten die ATPase- und Helikaseakti-
vität sowie die RNA-Bindung in vitro gezeigt werden (Iost et al., 1999; Yang u. Jankowsky,
2005). Ded1p ist in der Lage, RNA-Protein-Komplexe zu remodellieren (Bowers et al., 2006)
und bildet in der Gegenwart von bestimmten ATP-Analogen äußerst langlebige Komplexe

57



Diskussion

(Halbwertszeit von über 40 h; Liu et al., 2014). Ded1p funktioniert dabei in vitro und in vivo
als Trimer (Putnam et al., 2015), wobei die einzelnen Proteine mithilfe ihrer C-terminale
Domäne miteinander interagieren. Die Oligomerisierung anderer Homologe wurde bislang
nicht gezeigt.

Für das Belle-Homolog Laf-1 aus C. elegans wurde in vitro die Bildung von flüssigen
Tropfen (liquid droplets) gezeigt (Elbaum-Garfinkle et al., 2015). Dabei kommt es zur
Bildung einer Phasengrenze zwischen der Lösung und einem proteinhaltigen Tropfen. Laf-1
ist ein essentieller Bestandteil der P-granules in der C. elegans-Keimbahn. Die erhöhte
Viskosität dieser zytoplasmatischen Partikel und auch anderer Partikel wie P-bodies könnte
dabei auf eine ähnliche Phasentrennung zurückzuführen sein (Jonas u. Izaurralde, 2013).
Intrinsisch unstrukturierte Proteinbereiche sind an dieser Phasentrennung maßgeblich betei-
ligt. Der N-Terminus in Laf-1 ist intrinsisch unstrukturiert und reicht aus, um liquid droplets
zu bilden (Elbaum-Garfinkle et al., 2015). Der vorhergesagte, intrinsisch unstrukturierte
Bereich im N-Terminus von Belle ist 50% länger als in Laf-1 (Xue et al., 2010; siehe Abb. 46
im Anhang, S. LIII). Ob diese Laf-1-vermittelte Phasentrennung auch durch Belle vermittelt
werden kann und ob diese eine Rolle in der Regulation der nanos-mRNA spielt, ist unklar.

Im Drosophila-Embryo ist Belle hauptsächlich zytoplasmatisch lokalisiert und über den
gesamten Embryo gleichmäßig verteilt. Auch eine Lokalisierung in granulären Strukturen
wie z.B. P-bodies oder ähnlichen Strukturen in Neuronen wurde gezeigt (Beckham et al.,
2008; Hilliker et al., 2011). Ded1p interagiert mit Dhh1p, dem Me31B-Homolog, welches
ebenfalls in P-bodies vorkommt (Tseng-Rogenski et al., 2003; Drummond et al., 2011;
Senissar et al., 2014).

In dieser Arbeit wurde eine mögliche Beteiligung von Belle an der Regulation der
nanos-mRNA durch die spezifische Anreicherung im SRE-abhängigen RNP beschrieben
(siehe Abb. 12, S. 27). Auch in vivo ist Belle an der nanos-Regulation beteiligt. Embryonen
von Müttern mit Mutationen im belle-Gen zeigten deutliche Defekte in der Deadenylierung
als auch in der Translationsrepression der nanos-mRNA (in Kooperation mit Martine
Simonelig; Götze et al., eingereicht).

Es ist allerdings möglich, dass Belle nicht am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Repression beteiligt ist. Die geringe Anreicherung von Belle, die aus den MS-Daten zu er-
kennen war (1,8x), bestätigte sich in quantitativen Western-blot-Analysen von pull-down-
Experimenten. Die Belle-Menge im Komplex war im Vergleich zu Smaug oder Cup sogar
substöchiometrisch (siehe Abb. 16, S. 39). Zusätzlich war keine Anreicherung von Belle
in der Smaug-IP zu beobachten. Für einen stabil assoziierten, essentiellen Bestandteil des
Repressor-Komplex würde man wenigstens eine stöchiometrische Bindung relativ zur RNA
erwarten, da ansonsten die starke Repression der RNA (≈ 20×) nicht zustande käme.
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Welche Funktion Belle in der Regulation übernimmt, bleibt noch unklar. Rekonstitutions-
experimente der nanos-Regulation sollten Aufschluss darüber geben, ob Belle für die Assem-
blierung des stabilen Repressor-Komplexes benötigt wird oder ob Belle für einen anderen
Schritt in der Regulation nötig ist.

3.3. Me31B und Trailer Hitch bedecken die reprimierte RNA

Die Quantifizierung der Repressor-Komplexproteine zeigte eine deutliche Abhängigkeit
der gebundenen Me31B- und Trailer-Hitch-Menge von der Länge der eingesetzten RNA
(siehe Abb. 16 und Tab. 3, S. 39/40). Es ist anzunehmen, dass Me31B und Trailer Hitch
ein Heterodimer bilden. Dementsprechend binden beide Proteine in der Quantifizierung
stets in einem äquimolaren Verhältnis zueinander. Zudem konnte die Interaktion der
beiden Proteine in vitro gezeigt werden (Kopräzipitation durchgeführt von Dr. Christiane
Rammelt; Götze et al., eingereicht). Während an einer etwa 200 nt langen RNA nur jeweils
ein Me31B•Tral-Komplex gebunden war, konnten bis zu zwanzig Me31B•Tral-Heterodimere
auf einer etwa 2000 nt langen RNA gebunden werden. Dieser Umstand lässt ein Modell zu,
bei dem eine RNA durch die multiple Bindung des Me31B•Tral-Heterodimers maskiert wird,
so dass sie schwer zugänglich für Translationsinitiationsfaktoren oder das Ribosom wird
(masking; Spirin, 1994). Verschiedene Aspekte deuten auf eine Rolle dieser Oligomerisierung
in der Translationsrepression der nanos-mRNA hin:

• Konservierte Interaktion von Me31B und Trailer Hitch.
In den meisten Eukaryoten konnten Homologe von Me31B und Trailer Hitch identifi-
ziert werden, die dann auch als Interaktionspartner beschrieben wurden (Boag et al.,
2005; Audhya et al., 2005; Wilhelm et al., 2005; Tanaka et al., 2006; Tritschler et al.,
2009; Ayache et al., 2015; Bish et al., 2015). Beide Proteine kommen in granulären
Strukturen wie P-bodies, stress granules oder granulären Strukturen in speziellen Zell-
typen wie der Keimbahn (z.B. P-granules) oder Nervenzellen vor (Nakamura et al.,
2001; Tseng-Rogenski et al., 2003; Audhya et al., 2005; Souquere et al., 2009; Naar-
mann et al., 2010; Hillebrand et al., 2010; Hubstenberger et al., 2013; Zampedri et al.,
2016). Dies spricht für eine allgemeine Rolle von Me31B und Trailer Hitch in der
Translationsrepression bzw. dem mRNA-Abbau, die diese granulären Struktur häufig
innehaben.

• Me31B und Trailer Hitch sind Repressoren der Translation
Sowohl Me31B als auch Trailer Hitch wurden in verschiedenen Organismen als Trans-
lationsrepressoren beschrieben (Ladomery et al., 1997; Lieb et al., 1998; Nakamura
et al., 2001; Minshall et al., 2001; Coller u. Parker, 2005; Chu u. Rana, 2006; Marnef
et al., 2009; Nissan et al., 2010; Carroll et al., 2011; Presnyak u. Coller, 2013). Dabei

59



Diskussion

können sowohl globale Effekte auf die Translation nach Überexpression, als auch Ef-
fekte auf Reporter-Transkripte beobachtet werden, an die eines der Proteine gekoppelt
wurde (tethering assay). Das Trailer-Hitch-Homologe Scd6p aus Hefe ist zum Beispiel
in der Lage, einen Schritt vor der 48S-Komplexbildung zu inhibieren, wie es auch für
die nanos-Repression beschrieben wurde (Nissan et al., 2010; Jeske et al., 2011).

• Clamping durch DEAD-Box-Helikasen
DEAD-Box-Helikasen sind in der Lage, sehr langlebige Komplexe mit RNA einzuge-
hen. Für dieses sogenannte clamping wird die RNA-Bindung der Helikase durch die
Verhinderung der Adenosin-Nukleotid-Dissoziation im aktiven Zentrum so stabilisiert,
dass der RNA-Protein-Komplex sehr langsam dissoziiert (Linder u. Jankowsky, 2011;
Liu et al., 2014; Xiol et al., 2014). Dies konnte in vitro mit ATP-Analogen oder Protein-
Mutanten gezeigt werden und wurde schon zuvor in einem biologisch relevanten Kon-
text, am Beispiel der DEAD-Box-Helikase eIF4AIII beschrieben (Ballut et al., 2005;
Andersen et al., 2006; Bono et al., 2006). Dieser Modus der RNA-Bindung könnte so-
wohl die ATP-Abhängigkeit der Komplexbildung als auch die hohe kinetische Stabilität
des Komplexes erklären.

• RNA-Bindung von Me31B
Einige Me31B-Homologe binden mit hoher Affinität, aber ohne Sequenzspezifität an
RNA (Dutta et al., 2011; Ernoult-Lange et al., 2012). Die RNA-Bindung von Trailer
Hitch und homologen Proteinen wurde bislang nur anhand von UV-Cross-Linking un-
tersucht (Lieb et al., 1998; Tanaka et al., 2006). Kokristalle von DEAD-Box-Helikasen
mit RNA zeigen eine Bedeckung von nur wenigen Nukleotiden (z.B. für eIF4AIII; Bono
et al., 2006). Für eine hohe Affinität der RNA-Bindung (KD im niedrigen nanomola-
ren Bereich) von Dhh1p werden etwa 10 - 12 Nukleotide benötigt (Dutta et al., 2011).
Für die in dieser Arbeit gemessene Stöchiometrie von RNA zu Protein müsste ein
Me31B•Tral-Heterodimer für eine vollständige Bedeckung der RNA etwa 100 nt bin-
den. Bei einer massenspektrometrischen Analyse von UV-Cross-Linking-Experimenten
mit Dhh1p (Sharif et al., 2013), dem Hefe-Homolog von Me31B, wurden Cross-Link-
Stellen über einen großen Bereich der RecA2-Domäne beobachtet, die eine Bindung
von deutlich mehr als zehn Nukleotiden je Molekül zulassen würde. Wenn diese vergrö-
ßerte Bindefläche auch nicht ausreichen sollte, um 100 nt zu bedecken, ist es dennoch
gut vorstellbar, dass die Bedeckung von großen Teilen der RNA bereits die Assoziation
von Ribosomen mit der RNA behindert. Für die Quantifizierung der Proteinmengen im
Repressor-Komplex wurden Streptavidin-pull-downs mit anschließender Western-blot-
Analyse durchgeführt. Dabei wurde die Streptavidin-Sepharosematrix mehrfach gewa-
schen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen. Es kann demnach sein, dass
die beobachtete Menge von Me31B und Trailer Hitch im Komplex noch unterschätzt
wird und damit auch die Bedeckungslänge je Heterodimer (≈ 100 nt) überschätzt wird.
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• RNA-abhängige Oligomerisierung von Me31B und homologen Proteinen
Hinweise auf die Oligomerisierung von Me31B-Homologe wurden in Xenopus-Oozyten
und menschlichen Zelllinien (Xp54 und DDX6) beobachtet (Minshall u. Standart, 2004;
Ernoult-Lange et al., 2012). Die Bildung der Oligomere ist dabei zum Teil abhän-
gig von RNA (Minshall u. Standart, 2004). Diese Oligomerisierung konnte z.B. durch
Immungold-Markierung von DDX6 innerhalb granulärer Strukturen in elektronenmi-
kroskopischen Schnitten von Zellen beobachtet werden (Ernoult-Lange et al., 2012).

Die hier gelisteten Eigenschaften von DEAD-Box-Helikasen und speziell der Me31B-
Homologe sind in sehr guter Übereinstimmung mit der Oligomerisierung von Me31B•Tral
an der nanos-mRNA. Die Spezifität der RNA-Bindung muss von Smaug vermittelt werden,
welches als Nukleationskeim für die Bindung aller weiteren Komponenten dient.

3.3.1. Sedimentationsverhalten als Folge der
Me31B•Tral-Oligomerisierung

Bei der Analyse des SRE-abhängigen mRNPs wurde die Bildung sehr schnell sedimentie-
render Komplexe beobachtet, die in einer Gradientenzentrifugation zu einem deutlichen
Sedimentationsunterschied zwischen WT- und MUT-RNA führte (siehe Abb. 7, S. 20).
Ähnliche Eigenschaften wurden auch für die nanos-mRNA in vitro beobachtet und es
wurde eine nicht-produktive Interaktion der nanos-mRNA mit Ribosomen postuliert (Clark
et al., 2000). Die signifikante Abreicherung von ribosomalen Proteinen in der massenspek-
trometrischen Analyse des RNA-pull-downs spricht jedoch gegen diese Hypothese (siehe
Abb. 13, S. 29 sowie Tab. 18 und Abb. 40 im Anhang ab S. XLIII). Zudem wurde mit
Polysomen-profiling- und Ribosomen-footprinting-Experimenten gezeigt, dass die nanos-
mRNA im Embryo nicht an Ribosomen gebunden ist (Dunn et al., 2013; Kronja et al., 2014).

Für die oskar-mRNA konnte, nach einer ähnlichen Beobachtung schnell sedimentierender
Partikel, eine mRNA-Oligomerisierung, vermittelt durch die Proteine Bruno und PTB, ge-
zeigt werden (Chekulaeva et al., 2006; Besse et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit konnte
in verschiedenen pull-down-Experimenten allerdings keine Oligomerisierung SRE-haltiger
RNAs nachgewiesen werden, so dass die Reporter-RNA-Oligomerisierung wahrscheinlich
nicht die Ursache der beobachteten schnellen Sedimentation ist (siehe Abb. 17, S. 42).
Durch Einzelmolekülanalysen wurde in zwei unabhängigen Arbeiten zudem gezeigt, dass
unlokalisierte nanos-mRNA in Partikeln mit etwa einer RNA je Partikel vorliegt, was mit
den hier gezeigten Daten gut übereinstimmt (Little et al., 2015; Trcek et al., 2015).

Die multiple Bindung von Me31B und Trailer Hitch an die Reporter-RNA könnte den
Unterschied im Sedimentationsverhalten der WT- und MUT-RNA erklären. Es ist gezeigt,
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dass Me31B-Homologe RNA-abhängig oligomerisieren können und zur Bildung hochmo-
lekularer Komplexe beitragen (Minshall u. Standart, 2004; Ernoult-Lange et al., 2012).
Ob die vielfache Bindung von Me31B•Tral ausreicht, die hohe Mobilität des Komplexes
in der Gradientenzentrifugation zu erklären, bleibt noch unklar, stellt aber eine sehr
wahrscheinliche Möglichkeit dar, die weiter verfolgt werden soll.

Eine ähnliche Beobachtung konnte in Extrakten aus Drosophila-Embryonen für miR2-
reprimierte RNAs gemacht werden. Die miR2-abhängig gebildeten Komplexe wurden auf-
grund ihrer Dichte und der Abwesenheit von Ribosomen als Pseudopolysomen beschrieben
(Thermann u. Hentze, 2007). Me31B ist an der nanos-Repression (Jeske et al., 2011) und
Homologe von Me31B sind an der miRNA-abhängigen Repression beteiligt (Chu u. Rana,
2006; Mathys et al., 2014; Kamenska et al., 2016; Kuzuoğlu-Öztürk et al., 2016). Die Bildung
hochmolekularer Komplexe könnte demnach eine Eigenschaft der Me31B-Homologe sein, die
zur Translationsrepression gebundener RNAs beiträgt und damit möglicherweise auch zur
miRNA-abhängigen Regulation, wie z.B. im Fall der Bildung von Pseudopolysomen.

3.4. Modell der nanos-mRNA-Regulation während der
frühen Embryogenese

Verschiedene Modelle zur Regulation der nanos-mRNA-Translation und -Stabilität wurden
postuliert. Dabei wird z.B. angenommen, dass die Initiation der Translation entweder
durch Cup oder Ago1 beeinträchtigt (Nelson et al., 2004; Pinder u. Smibert, 2012) oder
die Repression durch die Blockade eines späteren Schrittes in der Translation bewirkt wird
(Clark et al., 2000).

Die Zusammensetzung des stabilen Smaug-RNP legt die Beteiligung von Cup an der
Repression (Nelson et al., 2004) nahe. Die Abwesenheit von Ago1 vom stabil reprimierten
mRNP macht eine Beteiligung von Ago1 an der Smaug-vermittelten, stabilen Repression der
nanos-mRNA unwahrscheinlich. Auch konnte die Kopräzipitation von Argonaut-Proteinen
(Ago1 - 3, Aubergine) mit Smaug oder dem nanos-mRNP (Pinder u. Smibert, 2012; Rouget
et al., 2010) mit den hier gezeigten Experimenten nicht rekapituliert werden. Da die
potentiellen miRNA- und piRNA-Bindestellen der nanos-mRNA nicht in den verwendeten
Reporter-Konstrukten enthalten waren, ist eine Beteiligung von regulatorischen RNAs und
assoziierten Proteinen mit den hier gezeigten Analysen aber auch nicht auszuschließen.

Das hier postulierte Modell für die Repression basiert auf der Rekrutierung verschiedener
Proteine an die nanos-mRNA durch Smaug und ist in Abb. 21 dargestellt. Dabei umfasst
die Abbildung drei verschiedene Mechanismen: (I) Die unlokalisierte nanos-mRNA wird im
Embryo spezifisch vom Ccr4-Not-Komplex deadenyliert; damit wird die Translationseffizienz
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PABPC

Ccr4-Not-Komplex

Deadenylierung

Belle

Cup

eIF4E

Tral

Me31B

Smg

Translationsrepression

nanos mRNA

SRE

Abbildung 21: Modell des Repressor-Komplexes - schematische Darstellung der
reprimierten nanos-mRNA während der frühen Embryogenese von Drosophila mela-
nogaster. Die SREs im 3’-UTR werden von Smaug gebunden, das spezifisch sowohl
die Deadenylierung durch den Ccr4-Not-Komplex einleitet, als auch die translationale
Stilllegung der RNA bewirkt. Dieses Modell der Repression erweitert das Cup-Modell
(Nelson et al., 2004) um die Proteine Belle, Me31B und Trailer Hitch. Das gezeigte Mo-
dell postuliert, dass eine Bedeckung der RNA durch Me31B und Trailer Hitch zentral
für die starke Repression der nanos-mRNA ist.

reduziert. Die Rekrutierung des Deadenylase-Komplexes konnte durch die Anreicherung aller
Kernkomponenten des Ccr4-Not-Komplexes überzeugend demonstriert werden. (II) Cup
verhindert durch die Inhibierung der eIF4F-Komplexbildung die Cap-abhängige Translati-
onsinitiation. (III) Die Oligomerisierung von Me31B und Trailer Hitch führt zur Maskierung
der RNA, so dass diese unzugänglich für das Ribosom oder Translationsinitiationsfaktoren
wird. Diese drei verschiedenen Ebenen der Regulation zusammen bewirken dann die starke
Repression der unlokalisierten nanos-mRNA, die nötig ist, um eine ektopische Expression
von Nanos zu verhindern.

Die Anordnung und Stöchiometrie der Proteine in Abb. 21 beruht dabei auf den Da-
ten dieser Arbeit und bekannten Interaktionen zwischen den identifizierten Proteinen des
Repressor-Komplexes. Die einzelnen beschriebenen Interaktionen sind in Abb. 45 und Tab. 20
im Anhang auf S. LII zusammengefasst.

3.4.1. Cis-Interaktion des 5’- und 3’-Endes einer mRNA

Das hier vorgestellte Modell kann auch eine Erklärung für einen bisher wenig untersuch-
ten Sachverhalt liefern: Wie können Sequenzelemente im 3’-UTR das zum Teil mehrere
Tausend Nukleotide entfernte 5’-Ende derselben RNA beeinflussen? Häufig enthalten
3’-UTR-Bereiche Sequenzmotive, die die Translationseffizienz, z.B. durch Modulation der
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eIF4F-Komplexbildung, manipulieren. Diese Interaktion muss in cis geschehen, da sonst
RNAs reguliert werden können, die das regulierende Element nicht enthalten. Für die
oskar-mRNA konnte eine Regulation in trans beobachtet werden (Macdonald et al., 2016),
so dass eine ausschließliche Regulation von RNAs in cis nicht gegeben sein muss.

Eine Möglichkeit, Interaktionen auf andere mRNA-Spezies zu verhindern, ist, die RNA als
einziges RNA-Molekül oder eine homogene RNA-Population in einem reprimierten Partikel
zu lokalisieren. Dadurch kann die Repression nur in cis oder zwischen gleichartigen RNAs
stattfinden. Tatsächlich befindet sich die nanos-mRNA entweder als einzelnes RNA-Molekül
in einem Partikel (unlokalisierter Anteil) oder in homotypischen Partikeln im Polplasma
(Little et al., 2015; Trcek et al., 2015).

Alternativ dazu kann die Oligomerisierung eines Faktors entlang der RNA eine direkte
Verbindung zwischen den Enden der mRNAs herstellen. Dadurch kann nur die gebundene
RNA reguliert werden und nicht eine andere RNA in trans. Zudem könnte die Oligomerisie-
rung auch eine räumliche Nähe des 3’- und 5’-Endes herstellen. Eine Verpackung einzelner
RNA-Moleküle kann demnach sicherstellen, dass die Regulation ausschließlich in cis wirkt.

3.4.2. Cross-Linking/MS-Analyse des Smaug-RNP

Um mögliche Interaktionen innerhalb des Smaug-RNPs zu kartieren, wurde eine Cross-
Linking-Analyse durchgeführt, die mittels Massenspektrometrie analysiert wurde.

Es konnten zwei verschiedene Cross-Links identifiziert werden (siehe Abb. 20, S. 47). Im
Vergleich zur Anzahl an identifizierten Proteinen ist diese Zahl recht gering. Eine Ursache
für die geringe Ausbeute kann natürlich die geringe Menge an tatsächlich vorhandenen
Cross-Links in der Analyse sein. Da das Cross-Linking und die anschließende Proteolyse
direkt an der Affinitätsmatrix erfolgte, wurde die Effektivität der Cross-Link-Reaktion nicht
überprüft. Bei der bioinformatischen Analyse der Cross-Links wurden außerdem ausschließ-
lich die Proteine des Repressor-Komplexes betrachtet. Die Smaug-Immunpräzipitation
enthielt aber eine Vielzahl von Proteinen, die ebenfalls mit dem Cross-Linker reagieren
konnten, so dass nur eine kleine Zahl an theoretisch möglichen Cross-Links tatsächlich in
Betracht gezogen wurde. Die beiden identifizierten Cross-Links wurden zudem zwischen
den drei superstöchiometrischen Komponenten des Repressor-Komplexes (Me31B, Trailer
Hitch und PABPC; siehe Abb. 21) identifiziert und stellen wahrscheinlich die abundantesten
Interaktionsstellen dar, so dass die geringe Anzahl identifizierter Cross-Links wahrscheinlich
eine Frage der Abundanz war.

Um die Anzahl an identifizierbaren Cross-Links zu erhöhen, sollte eine andere Reinigungs-
methode für den Smaug-RNP in Betracht gezogen werden, da z.B. der verwendete Antikörper
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sowie unspezifisch gebundene Proteine um den Cross-Linker konkurrieren und die Analyse
erschweren. Smaug kann z.B. mit kurzen, synthetischen und biotinylierten RNAs, die ledig-
lich ein SRE-stem-loop enthalten, spezifisch angereichert werden (nicht gezeigt). Die kurze
RNA kann nur wenige unspezifische Interaktionen vermitteln, wodurch weniger unspezifisch
angereicherte Proteine während des Cross-Linking vorhanden sein sollten. Zudem wird kein
Antikörperserum benötigt, welches zudem unspezifisch bindende Proteine enthalten kann.

3.5. Ausblick

Um die Smaug-abhängige Regulation der nanos-mRNA zu verstehen, soll die Rolle der
einzelnen Proteine im Repressor-Komplex weiter im Detail untersucht werden. Konzeptionell
ist die Zugabe von rekombinanten Proteinen zum Extrakt mit anschließender Translations-
messung eine einfache Möglichkeit, den Einfluss eines Proteins oder einer Proteinvariante
auf die Repression zu testen. Die Hoffnung wäre, dass z.B. eine zugegebene Mutante einen
dominant negativen Effekt auf die Translation hat oder die Zugabe eines limitierenden Fak-
tors (vermutlich Smaug) die Kapazität eines Extraktes für die Translationsrepression erhöht.

Diese Art von Experimenten kann jedoch zu einigen Problemen führen: Die Translation
in Drosophila-Embryoextrakt ist anfällig für Änderungen im Puffer. So führen z.B. Deter-
genzien zu einer Reduktion der Translationsaktivität des Extraktes und die Repression nicht
mehr beobachtet werden kann. Zudem sind einige Proteine in hohen Konzentrationen im
Extrakt vorhanden (z.B. Me31B und Trailer Hitch), so dass vermutlich eine große Menge an
Protein zugegeben werden muss, um signifikante Effekte zu beobachten. Die Unterschiede in
der Translation sind dann nur schwer mit den einzelnen zugegebenen Proteine in Korrelation
zu bringen. Die Immundepletion eines Extraktes führt vermutlich zur Kodepletion von
Repressor-Komplexkomponenten und kann auch die Translationseffizienz beeinflussen, so
dass auch hier eine Aussage schwierig ist.

Um z.B. die Rolle von Belle in der Repression zu definieren, könnte versucht werden,
ausreichende Mengen eines Extraktes aus Embryonen von bel-Mutanten zu gewinnen,
um In-vitro-Translationsexperimente durchzuführen. Der Extrakt könnte dann z.B. mit
rekombinantem Protein komplementiert werden, um die Funktion einzelner Bereiche (z.B.
des eIF4E-Bindungsmotivs oder des gesamten unstrukturierten N-Terminus) des Proteins
zu untersuchen. Ebenso könnten Extrakte von Mutanten anderer Gene hergestellt werden,
um deren Rolle zu analysieren – wie z.B. für cup∆212, einer Mutante des Cup-Proteins, bei
der der N-Terminus von Cup inklusive der eIF4E-Bindestelle deletiert ist (Nakamura et al.,
2004). Mutanten der Proteine des Repressor-Komplexes zeigen allerdings häufig noch vor
der Embryogenese Defekte, die die Interpretation der Experimente erschweren können.
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Um einigen der beschriebenen Problemen zu entgehen, müsste zunächst in einem modifi-
zierten Extrakt oder aus gereinigten Komponenten der Repressor-Komplex auf einer RNA
assembliert werden. Da der Repressor-Komplex eine Gradientenzentrifugation übersteht,
bietet sich diese als Reinigungsmethode an, wenn auch nur wenige Proben gleichzeitig
analysiert werden können. Im Anschluss können die Gradientenfraktionen auf Translations-
repression in unbehandeltem WT-Extrakt getestet werden. Da sich die Zusammensetzung
der Fraktionen dann nur noch in den zugegebenen Komponenten unterscheidet, sollte dieser
experimentelle Ansatz vergleichbare, interpretierbare Ergebnisse liefern.

Nach dem vorgestellten Modell sollten Smaug, Me31B und Trailer Hitch ausreichen, um
die RNA in einen stabilen, schnell sedimentierenden Komplex zu verpacken. Dies sollte in
vitro leicht zu überprüfen sein, indem man die gereinigten Komponenten zusammen mit
1-AUG-RNA (WT oder MUT) und ATP inkubiert und anschließend die Verteilung der
RNA in einer Gradientenzentrifugation untersucht. Sollte sich ein solcher Komplex in vitro
bilden, könnte man diesen mit Elektronenmikroskopie sichtbar machen (z.B. mithilfe von
GrafiX-Gradienten; Kastner et al., 2008). Fraktionen einer solchen Gradientenzentrifugation
mit Luc-RNA-Komplexen könnten zudem mit Embryoextrakt gemischt werden und auf
Translationsrepression getestet werden.

Die Rekonstitution der Repression aus rekombinanten Faktoren stellt die beste Mög-
lichkeit dar, die Rolle einzelner Faktoren in der Translationsrepression zu überprüfen. Es
sollte versucht werden, alle hier identifizierten Komponenten des Repressor-Komplexes
rekombinant darzustellen, um die Rekonstitution zu bewerkstelligen. Dabei sollte ebenso
vorgegangen werden wie zuvor beschrieben und eine Reinigung gebildeter Komplexe mittels
Gradientenzentrifugation durchgeführt werden, bevor die Repression gemessen wird.

Neben der Smaug-abhängigen Translationsrepression ist auch die Analyse der Smaug-
abhängigen Deadenylierung von Interesse. Es ist unklar, ob der Deadenylase-Komplex direkt
von Smaug rekrutiert werden kann oder ob dafür eine überbrückende Interaktion durch Cup
oder Me31B benötigt wird. Die MS-Analyse legt eine sehr spezifische Interaktion von Smaug
und dem Ccr4-Not-Komplex nahe. Die einzelnen Komponenten des Ccr4-Not-Komplexes
sind für die baculovirale Expression verfügbar, so dass auch eine Rekonstitution der
Deadenylierung angestrebt werden sollte. So könnte auch eine mögliche deadenylierungsun-
abhängie Rolle des Ccr4-Not-Komplexes in der nanos-Repression überprüft werden.

Neben der Deadenylierung und der Repression ist es noch weitestgehend unklar, wie
die Derepression der nanos-mRNA am posterioren Pol des Embryos funktioniert. Der
stabile Repressor-Komplex müsste von der RNA gelöst werden, um eine Translation der
nanos-mRNA zu ermöglichen. Rekombinantes Oskar allein ist nicht in der Lage, einen
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einmal gebildeten Repressor-Komplex aufzulösen (Jeske et al., 2011). Möglicherweise werden
dazu weitere Proteine der posterioren Gruppe benötigt wie z.B. Vasa oder Tudor (Ephrussi
u. Lehmann, 1992). Diese Proteine könnten rekombinant hergestellt und deren Einfluss auf
die Komplexbildung oder Stabilität des Komplexes untersucht werden. Alternativ ist es
möglich, dass Oskar lediglich die Assoziation von Smaug mit der RNA am posterioren Pol
verhindert und auch in vivo nicht in der Lage ist, einen gebildeten Smaug-RNP aufzulösen.
Das würde implizieren, dass der zeitliche Ablauf der Expression von Oskar und Smaug
essentiell für die Translation von Nanos am posterioren Pol ist. Um dies zu überprüfen,
könnte man versuchen einen Fliegenstamm zu generieren, der Smaug während der Oogenese
exprimiert – vor Stadium acht der Oogenese, wenn die Oskar-Synthese am posterioren
Pol einsetzt; Kim-Ha et al., 1995. Wenn die Nanos-Synthese auf der zeitlich abgestimmten
Expression von Oskar und Smaug beruht, sollte es nicht zur Synthese von Nanos kommen,
wenn die zeitliche Reihenfolge der Expression der beiden Proteine verändert wird.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern ein Modell, mit dessen Hilfe die posttranskriptionale
Regulation einer spezifischen mRNA besser nachvollzogen werden kann. Die Rekonstitution
des Systems kann nun Aufschluss über die Rollen der einzelnen Komponenten liefern, um
die Regulation der nanos-mRNA und möglicherweise auch anderer reprimierter mRNAs in
verschiedenen Modellorganismen detaillierter zu verstehen.
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1. Einleitung

Die Protein-Strukturaufklärung spielt eine wichtige Rolle in der Entschlüsselung biologi-
scher und biochemischer Prozesse. Die meisten Proteinstrukturen wurden mittels Röntgen-
Kristallografie und NMR gelöst. Mit diesen Methoden kann allerdings nur ein Teil aller Pro-
teine erfasst werden. Einige Proteine können nicht stark genug aufkonzentriert werden oder
bilden keine Kristalle. Außerdem können dynamische Änderungen der Proteinstruktur nur
schwer mit der Röntgenkristallografie nachvollzogen werden. Protein-Strukturinformationen
können alternativ z.B. durch die Kryo-Elektronenmikroskopie, small-angle X-ray scattering
(SAXS) oder Methoden der Massenspektrometrie (MS) gewonnen werden. Die Kombinati-
on verschiedener Ansätze kann dabei ähnlich akkurate Modelle liefern, wie es die Röntgen-
Kristallografie vermag und kann darüber hinaus Informationen über die Dynamik von Struk-
turen liefern (Fischer et al., 2015; Lipfert u. Doniach, 2007; Kondrat et al., 2015; Benda et al.,
2014).

1.1. Massenspektrometrische Methoden der strukturellen
Proteomik

In einer massenspektrometrischen Analyse kann das Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z)
von ionisierten Molekülen gemessen werden. Durch spezielle Strategien in der Proben-
vorbereitung, Ionisierung oder der eigentlichen Analyse ist es möglich, mithilfe der
Massenspektrometrie niedrig aufgelöste Proteinstrukturinformationen zu gewinnen.

So kann z.B. die Lösungsmittelzugänglichkeit der Seitenketten eines Proteins durch
kovalente Modifizierungen bestimmt werden, indem die genaue Position der Modifizierung
in der Proteinsequenz massenspektrometrisch identifiziert wird (Mendoza u. Vachet, 2009;
Luchini et al., 2014). Eine weitere Methode, die Lösungsmittelzugänglichkeit von Proteinbe-
reichen zu analysieren, ist der Wasserstoff-Deuterium-Austausch. Amid-Wasserstoff-Atome,
die nicht in Wasserstoff-Brückenbindungen innerhalb von Proteinen fixiert sind oder im
Inneren eines Proteins liegen, können mit Deuterium aus schwerem Wasser (D2O) austau-
schen. Der Massenunterschied vor und nach dem Austausch kann massenspektrometrisch
nachgewiesen werden. So kann z.B. die Entfaltung von Proteinen untersucht werden,
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da einige Amid-Wasserstoff-Atome von Proteinen im ungefalteten, aber nicht im gefalte-
ten Zustand am Austausch teilnehmen können (Katta u. Chait, 1993; Wales u. Engen, 2006).

Mit der Elektrospray-Ionisation (ESI; Dole et al., 1968; Iribarne u. Thomson, 1976)
ist es möglich, ganze Proteine oder Proteinkomplexe aus der Lösung heraus zu ionisieren
(Fenn et al., 1989), um diese in einem Massenspektrometer zu analysieren. Die Proteinionen
können dann zusätzlich durch eine gasgefüllte Röhre (drift tube) geführt werden, wobei
Ionen mit einem kleineren Radius (collision cross section) schneller passieren können als
größere Proteine (Jurneczko u. Barran, 2010). Neben dem m/z-Wert und der Driftzeit kann
die Anzahl an Ladungen, die ein Protein trägt, Informationen zu dessen Faltungszustand
preisgeben. So kann z.B. ein globuläres Protein weniger Ladungen an der Oberfläche
akkumulieren als ein entfaltetes Protein (Beveridge et al., 2014)

Chemisches Cross-Linking von Proteinen kann benutzt werden, um nicht kovalente
Interaktionen zwischen Proteinen zu fixieren. Dabei werden zwei Aminosäureseitenketten
kovalent durch einen Linker verbunden, wenn diese zuvor in einem ausreichend geringem
Abstand zueinander waren. Die Vernetzungsstellen können mittels massenspektrometrischer
Methoden auf den Aminosäurerest genau bestimmt werden (Chen et al., 1999; Sinz, 2014).
Mit einer ausreichend großen Anzahl an Quervernetzungsstellen in einem Protein ist es
möglich, niedrig aufgelöste Strukturen anhand der erhaltenen Abstandsbeschränkungen zu
modellieren (Young et al., 2000). Die Cross-Linking-Informationen können darüber hinaus
auch Aufschluss über die Interaktionen in komplexeren Protein-Protein-Netzwerken liefern
(Chen et al., 2010).

Um die gemessenen massenspektrometrischen Rohdaten, also Massenspektren all dieser
Ansätze zu interpretieren, sind komplexe und aufwändige Algorithmen nötig, die von Com-
puterprogrammen übernommen werden müssen. In dieser Arbeit wurden zwei Softwarepro-
gramme entwickelt, die die Auswertung von Cross-Linking/MS-Experimenten (XL-MS) ein-
fach und schnell ermöglichen sollen.

1.2. Cross-Linking in Kombination mit Massenspektrometrie

Der Ablauf eines XL-MS-Experimentes ist schematisch in Abb. 22 dargestellt. Eine Pro-
teinprobe (Abb. 22A) wird mit einem Überschuss an Cross-Linker versetzt, so dass nah
beieinander liegende Seitenketten kovalent verknüpft werden (Abb. 22B). Nach anschlie-
ßender Proteolyse wird das Gemisch aus vernetzten, modifizierten und unmodifizierten
Peptiden (Abb. 22C) mittels HPLC aufgetrennt. Die Flüssigkeitschromatografie wird mittels
Nano-Elektrospray-Ionisierung (ESI) direkt massenspektrometrisch analysiert. Jeweils nach
der Messung eines Massenspektrums werden Vorläuferionen (Abb. 22D, rotes Signal) für eine
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Abbildung 22: Chemisches Cross-Linking in Kombination mit Massenspek-
trometrie - Schematischer Ablauf eines Cross-Linking/MS-Experimentes.
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Fragmentierung ausgewählt. Das erhaltene Fragmentionen-Spektrum (MS/MS-Spektrum)
eines Cross-Links enthält Fragmente beider Peptide (Abb. 22E, rote und blaue Signale).
Nach der bioinformatischen Analyse der Rohdaten (Abb. 22F) erhält man Informationen
über die Vernetzungsstellen der eingesetzten Proteine. Diese Informationen können zur
Aufklärung von Protein-Protein-Interaktionen oder Interaktionsnetzwerken, sowie als
Abstandsbeschränkungen für die Erstellung von Proteinmodellen verwendet werden. Dieses
Reaktionsschema kann auf alle Proteinkomplexe angewendet werden, die in vitro gereinigt
werden können, kann aber auch für Cross-Linking-Experimente in vivo adaptiert werden.

Typ 0

„Dead-end� 

Typ 1

„Intrapeptidal�

Typ 2

„Interpeptidal�

Abbildung 23: Cross-Link-Typen
- Unterschiedliche Typen von Cross-
Links.

Bei der Vernetzung von Proteinen kann es zur
Bildung verschiedener Cross-Link-Typen kommen
(Abb. 23). Bei Typ 0 Cross-Links (dead-end) rea-
gierte der Cross-Linker nur auf einer Seite mit
einem Peptid. Die zweite reaktive Gruppe wurde
hydrolysiert oder reagierte mit anderen Bestand-
teilen des Lösungsmittels (z.B. freien Aminen im
Puffer). Bei Typ 1 Cross-Links haben beide reaktive
Gruppen mit demselben Peptid reagiert und bildeten
einen intrapeptidalen Cross-Link. Typ 2 entspricht
einem Cross-Link zweier unterschiedlicher Peptide.
Cross-Links vom Typ 0 und 1 liefern kaum relevante
Abstandsinformationen. Sie können aber herange-
zogen werden, um die Lösungsmittel-Zugänglichkeit
der modifizierten Proteinregionen zu bestätigen.
Weitere Kombinationen dieser Cross-Link-Typen
können gleichzeitig vorkommen. Die verschiedenen Cross-Link-Typen tragen maßgeblich
zur Komplexität der zu analysierenden Probe bei.

Bei der Analyse von Cross-Linking/MS-Datensätzen ergibt sich aufgrund der Tatsache,
dass zwei Peptide miteinander kombiniert werden, eine sehr große Anzahl an theoretisch
möglichen Cross-Links. Deren Anzahl steigt quadratisch mit der Anzahl an Peptiden in
der analysierten Datenbank möglicher Peptide (Gleichung 6). Bei kleinen Sequenzdaten-
banken mit wenigen Proteinsequenzen für die Analyse von einzelnen Proteinen fällt dieser
Zusammenhang nicht ins Gewicht. Bei größeren Sequenzdatenbanken mit mehreren Hun-
dert Proteinsequenzen kommt es zu sehr vielen möglichen Kombinationen, die die spätere
bioinformatische Analyse deutlich komplizierter gestalten.
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NXl = (NPep)2 +NPep

2 (6)

Mit:

NPep Peptidanzahl
NXl Anzahl theoretischer Cross-Link-Kombinationen

1.2.1. Cross-Linking-Reagenzien

Üblicherweise besteht ein chemischer Cross-Linker aus zwei reaktiven Gruppen, die kova-
lent miteinander durch einen Linker verknüpft sind. Dabei können die reaktiven Gruppen
gleich (homobifunktioneller Cross-Linker) oder unterschiedlich (heterobifunktioneller Cross-
Linker) sein. Die Länge der Linker-Region legt letztlich den maximalen Abstand zweier Sei-
tenketten fest, den der Cross-Linker überspannen kann. Ein sehr langer Linker hat eine grö-
ßere Wahrscheinlichkeit, an zwei Stellen zu reagieren, liefert aber dafür nur lockere Beschrän-
kungen z.B. für die Modellierung von Strukturen. Ein Cross-Linker mit einer sehr kurzen
Linker-Region liefert restriktive Beschränkungen, wird aber auch weniger Typ 2-Cross-Links
ausbilden. Es gibt Cross-Links, die ohne Linker vorkommen (zero-length Cross-Links), wenn
z.B. eine Isopeptidbindung zwischen einem Amin und einer Säure-Gruppe gebildet wird.
Disulfidbrücken sind demnach ebenfalls zero-length Cross-Links zwischen zwei Cysteinen,
die mit der hier vorgestellten XL-MS-Strategie und den entsprechenden Software-Lösungen
identifiziert werden können.

Reaktive Gruppen

Für die Verknüpfung von Proteinen stehen verschiedene Möglichkeiten zur Verfügung (Sinz,
2006), von denen hier nur einige gezeigt werden (Abb. 24). Bei der Reaktion eines NHS-Esters
greift ein primäres Amin (ε-Amin des Lysins oder N-Terminus) am Carbonyl-Kohlenstoff
des NHS-Esters an, wobei unter Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid eine Amidbindung
gebildet wird (Abb. 24A). Diese Reaktion findet bevorzugt bei höheren pH-Werten statt,
wenn das ε-Amin weniger stark protoniert vorliegt (pKS (ε−NH2)=10,53). Bei niedrigen
pH-Werten (pH6 - 7) fallen Nebenreaktionen der NHS-Ester mit Hydroxylgruppen aus Se-
rin, Threonin und Tyrosin stärker ins Gewicht (Mädler et al., 2009). Sulfhydrylgruppen aus
Cysteinen können mit Maleinsäureimiden durch eine Additionsreaktion kovalent verknüpft
werden (Abb. 24B). In C und D sind zwei mögliche Reaktionen mit fotoaktivierbaren Grup-
pen gezeigt. Bei Diazirinen (Abb. 24C) wie dem Foto-Leucin kommt es durch Abspaltung von
Stickstoff zur Bildung eines reaktiven Carbens, welches unspezifisch mit anderen Aminosäu-
ren reagieren kann. Im para-Benzoyl-Phenylalanin (Abb. 24D) kommt es durch Belichtung
zur Bildung eines Diradikals, welches mit CH-Gruppen, bevorzugt im Methionin, reagiert
(Wittelsberger et al., 2006). Säuregruppen im Protein (Asparaginsäure, Glutaminsäure oder

75



Einleitung

am C-Terminus) können für eine Reaktion mit Aminen durch Carbodiimide wie EDC (1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid) aktiviert werden. Das kurzlebige Intermediat
reagiert mit einem Amin und bildet eine Isopeptidbindung, die einem zero-length Cross-Link
entspricht (Abb. 24E; Nakajima u. Ikada, 1995).

1.2.2. Massenspektrometrische Analyse

Für die massenspektrometrische Analyse von Cross-Links ist es wichtig, auch geringe
Mengen einer Spezies mit hoher Auflösung analysieren zu können. Für diese Arbeit stand
ein Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer (Thermo; Abb. 25) zur Verfügung. Die
Ionisierung der Moleküle erfolgte mittels Nano-Elektrospray-Ionisierung (ESI; Fenn et al.,
1989). Dazu wird ein Potential zwischen einer probeführenden Kapillare und einer Elektrode
am Spektrometer angelegt. Geladene Ionen bewegen sich entlang des elektrischen Feldes.
An der Spitze der Kapillare bildet sich ein Flüssigkeitskegel aus (Taylor-Kegel), an dessen
Spitze ein jet austritt. Dieser zerfällt zu einem feinen Elektrospray aus kleinen geladenen
Tröpfchen, wenn nach Verdampfung des Lösungsmittels die Tröpfchen einen bestimmten
Radius unterschreiten (Rayleigh Limit). Die Abstoßung der akkumulierten Ladungen führt
dann zum Kollabieren der Tröpfchen. Letztlich gelangen desolvatisierte Ionen in das Mas-
senspektrometer (Dole et al., 1968). ESI ist eine vergleichsweise sanfte Ionisierungsmethode,
bei der auch nicht-kovalente Interaktionen erhalten bleiben können. Somit können auch
größere Biomoleküle intakt ionisiert werden, die dann meist mehrfach geladen sind.

Das Orbitrap Fusion-Massenspektrometer besitzt drei Massenanalysatoren (Abb. 25),
von denen zwei als Detektoren Verwendung finden. Der Quadrupol-Massenfilter dient nicht
der Detektion, sondern der Selektion von Ionen (z.B. zur späteren Fragmentierung). In der
linearen Ionenfalle können Ionen mit niedriger Auflösung detektiert sowie Ionen für weitere
Fragmentierungen selektiert werden (MSn). Im Orbitrap-Massenanalysator können hoch
aufgelöste Massenspektren aufgenommen werden. Aufgrund der Organisation der einzelnen
Analysatoren ist es möglich, während eines MS-scans im Orbitrap-Analysator Ionen im
Quadrupol-Massenfilter für die spätere Fragmentierung zu selektieren, so dass die Geschwin-
digkeit der Analyse durch die Parallelisierung der Vorgänge sehr hoch ist (Senko et al., 2013).

Fragmentierung von Cross-Links

Während der massenspektrometrischen Analyse ist es möglich, eine definierte Spezies
von Ionen (selektiert nach m/z) zu sammeln und anschließend zu fragmentieren. Dabei
wird den Ionen Energie zugeführt und es kommt zu Bindungsbrüchen innerhalb des
Moleküls. Die erhaltenen Fragmentionen werden anschließend in einen Massenanalysator
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Abbildung 24: Chemische Reaktionen für die Protein-Quervernetzung - Dar-
stellung möglicher Reaktionen zur Quervernetzung von Proteinen (R1 zeigt den Rest
des Cross-Linkers an, der eine zweite reaktive Stelle besitzt). (A) Reaktion von ei-
nem N-Hydroxysuccinimidester (NHS) mit einem Amin wie am N-Terminus oder in
Lysinen. (B) Reaktion eines Maleinsäureimides mit einer Sulfhydrylgruppe aus einem
Cystein. (C) Cross-Linking-Reaktionen mit fotoaktivierbaren Aminosäuren wie Foto-
Leucin und (D) p-Benzoyl-Phenylalanin (p-Bpa). (E) Zero-length-Cross-Link durch die
Reaktion einer Carboxylgruppe mit einem Amin nach Aktivierung durch EDC.
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Elektrospray-
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Quadrupol-

Massenfilter

HCD-Kollisionszelle

(ion routing multipole)

Lineare Ionenfalle
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Abbildung 25: Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer - Schematischer
Aufbau des Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometers (Abbildung modifiziert nach
dem Orbitrap Fusion Datenblatt von http://www.thermofisher.com/ und Senko et al.,
2013).

(lineare Falle oder Orbitrap) überführt und es wird ein Fragmentionen-Spektrum (MS/MS-
Spektrum) detektiert. In Peptiden sind dabei vor allem Fragmentierungen innerhalb
des Peptidrückgrates interessant, da diese an jeder Aminosäure im Peptid vorkommen
können (Abb. 26A). So kann bei aufeinanderfolgenden Bindungsbrüchen die Sequenz eines
Peptids aus dem Fragmentionen-Spektrum bestimmt werden (vgl. Abb. 14, S. 33). Bei
der häufig-angewendeten CID-Fragmentierung (collision induced dissociation) kommt es
vor allem zu Bindungsbrüchen an der Peptidbindung, die zur Bildung von b- und y-Ionen
führen (Abb. 26A).

Bei Cross-Links überlagern sich die Spektren zweier Peptide, die zudem durch die
Modifizierung mit dem Cross-Linker verschoben sind, so dass Cross-Link-Spektren von
vornherein komplexer sind. Um diese komplexen Spektren eineindeutig zu annotieren,
wurde in dieser Arbeit und auch den vorgestellten Programmen die Nomenklatur für
Peptidfragmentionen angewendet und erweitert (Roepstorff u. Fohlman, 1984; Schilling
et al., 2003). Dazu wird das jeweils schwerere Peptid als α-Peptid und das leichtere als
β-Peptid bezeichnet (Abb. 26B). Im Unterschied zu einfachen Peptidfragmenten können
Cross-Link-Fragmente zusätzlich den Cross-Linker und das zweite Peptid enthalten. Diese
Ionen werden in dieser Arbeit als verzweigte Fragmentionen bezeichnet.
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Abbildung 26: Fragmentierung von Peptiden und Cross-Links - (A) Mögliche
Fragmentionen nach Fragmentierung eines Peptids an den verschiedenen Bindungen im
Peptidrückgrat. Die Nomenklatur der Fragmente erfolgte dabei nach Roepstorff u. Fohl-
man (1984) (B) Schematische Darstellung von Fragmentierungen eines Cross-Links. Die
Nomenklatur wird um die Peptidbezeichnung α oder β erweitert (Schilling et al., 2003).
Das b5α-Ion entspricht einem linearen Ion (rot hervorgehoben und hinterlegt), wie es
auch in Peptiden vorkommt. Das y4α-Ion ist ein verzweigtes Ion (blau hervorgehoben
und hinterlegt). Dieses enthält zusätzlich den Cross-Linker (schwarz) und das β-Peptid.

Fragmentierungsarten

Das Orbitrap Fusion-Massenspektrometer stellt verschiedene Fragmentierungsarten zur Ver-
fügung:

• Collision-induced dissociation (CID): Bei der Kollisions-induzierten Dissoziation
kommt es durch Anlegung eines Potentials zu einer resonanten Anregung der selek-
tierten Ionen in der Ionenfalle, die anschließend mit einem neutralen Gas (Helium)
kollidieren. Dabei kommt es bei Peptiden, wie auch bei Peptid-Peptid-Cross-Links, zu
Bindungsbrüchen an den Peptidbindungen und hauptsächlich zur Bildung von b- und
y-Ionen. Bindungen zu Peptid-Modifizierungen (z.B. Phosphorylierungen) fragmentie-
ren bei CID bevorzugt, so dass es zu Neutral-Verlusten des Vorläuferions kommt und
die Position der Modifikation nur schwer bestimmt werden kann (McLafferty et al.,
1973; Wells u. McLuckey, 2005).

• Higher-energy C-trap dissociation (HCD): Bei der HCD-Fragmentierung (auch higher-
energy collisional dissociation) werden Ionen mit elementarem Stickstoff in der HCD-
Kollisionszelle kollidiert (Olsen et al., 2007). Die Anregung erfolgt dabei durch einen
Radiofrequenzpuls. Die Fragmentierung der Ionen erfolgt ebenfalls an der Peptidbin-
dung, so dass b- und y-Ionen entstehen. Im Vergleich zur CID sind die Fragmentie-
rungsereignisse bei HCD gleichmäßiger entlang des Peptidrückgrates verteilt. Zusätz-
lich kann es zu sekundären Bindungsbrüchen kommen, so dass Neutralverluste beob-
achtet werden können (z.B. Bildung von a-Ionen durch einen CO-Verlust von b-Ionen).
Häufig kann auch das nicht fragmentierte Vorläuferion noch im MS/MS-Spektrum be-
obachtet werden (Michalski et al., 2012).
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• Electron transfer dissociation (ETD): Für die ETD-Fragmentierung wird auf die Vor-
läuferionen ein einzelnes Elektron durch ein radikalisches Anion übertragen. Bei Pep-
tiden führt die nicht-ergodische, radikal-induzierte Spaltung zu Brüchen der Cα-N-
Bindung im Peptidrückgrat, wodurch c- und z•-Ionen gebildet werden. Im Gegensatz
zu CID bleiben Modifizierungen erhalten, so dass ETD verwendet wird, um Phos-
phorylierungsstellen in Peptiden zu bestimmen (Syka et al., 2004). Häufig werden ein
ladungsreduziertes Vorläuferion ([M+Hn]n−1) oder Vorläuferionen mit einem Protonen-
Verlust im Spektrum beobachtet ([M+Hn−1]n−1) (Hart-Smith, 2014).

Die CID- und ETD-Fragmentierungen finden beim Orbitrap Fusion-Massenspektrometer
in der linearen Ionen-Falle statt, während die HCD-Fragmentierung in der HCD-
Kollisionszelle (ion-routing multipole - IRM) stattfindet. Es sind auch Kombinationen von
ETD mit CID (ETciD) oder HCD (EThcD) möglich, die dann zu einer größeren Anzahl
verschiedener Fragmentionentypen führen.

1.2.3. Vereinfachung der Auswertung von Cross-Linking/MS-Datensätzen

Die Identifizierung von Cross-Links kann aufgrund der Komplexität der Probe und der ge-
messenen Spektren sehr kompliziert sein. Durch geschickte Modifizierung einzelner Schritte
des Cross-Linking/MS-Ablaufs kann die spätere bioinformatische Auswertung stark verein-
facht werden. Dazu können z.B. quervernetzte Peptide chromatografisch angereichert werden
oder so modifiziert werden, dass man diese in den Massenspektren deutlich von anderen Spe-
zies unterscheiden kann.

Anreicherung quervernetzter Peptide

Cross-Links von tryptischen Peptiden können im Sauren von vornherein mindestens
vier positive Ladungen tragen, zwei an den beiden N-Termini und zwei an den beiden
C-terminalen Aminosäuren (Arginin oder Lysin). Zudem weisen quervernetzte Peptide
eine größere molekulare Masse als unmodifizierte Peptide auf. Diese Eigenschaften können
ausgenutzt werden, um Cross-Links von kleinen, niedrig geladenen Peptiden zu trennen. So
können Cross-Links z.B. effizient mittels Kationen-Austausch-Chromatografie angereichert
werden (Fritzsche et al., 2012).

Neben bifunktionellen Cross-Link-Reagenzien sind trifunktionelle Reagenzien verfügbar.
Diese besitzen zwei reaktive Gruppen, die mit Aminosäuren reagieren können und eine dritte
chemische Gruppe, die die Anreicherung von Cross-Links ermöglicht, wie z.B. Biotin, das an
einer Streptavidin-Matrix angereichert werden kann oder ein Alkin, das mit Aziden reagieren
kann, um kovalent an eine Matrix gekoppelt zu werden (Petrotchenko et al., 2011; Kaake
et al., 2014).
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Auflösung von MS/MS-Spektren

Eine verbesserte Auflösung von Massenspektren lässt später eine deutlich stringentere Zu-
ordnung von möglichen Cross-Links zu. Dies trifft nicht nur auf die Genauigkeit der Vor-
läufermasse, sondern auch auf die Fragmentionen-Spektren zu. In hochaufgelösten MS/MS-
Spektren lässt sich nicht nur das Masse/Ladungsverhältnis genauer bestimmen, sondern
zusätzlich auch die Ladungszustände der Ionen. Dieser kann durch die Abstände der Iso-
topensignale eines Ions, die erst bei höheren Auflösungen getrennt voneinander beobachtet
werden können, bestimmt werden. Bei unbekanntem Ladungszustand müssen in der Analy-
se für ein gemessenes Ion alle möglichen Ladungszustände angenommen werden. Das kann
unter Umständen zu falschen Zuweisungen und damit falsch-positiven Cross-Links führen.

Isotopen-markierte Cross-Linker

Von einigen Cross-Linking-Reagenzien gibt es isotopenmarkierte Derivate. Dabei werden
mehrere Atome durch ihre schwereren Isotope ersetzt (z.B. kann Wasserstoff durch Deuteri-
um ersetzt werden). Der kommerziell verfügbare DSS-Cross-Linker (Disuccinimidylsuberat)
ist als Variante mit vier oder zwölf Deuteriumatomen verfügbar. Unmarkierte und markier-
te Cross-Linker werden zu gleichen Teilen gemischt (d0/d4 oder d0/d12) und anschließend
wird wie in Abb. 22 weiter verfahren. Ein gebildeter Cross-Link sollte mit beiden Cross-Link-
Reagenzien in etwa zu gleichen Teilen vorkommen. Im Massenspektrum ist der Unterschied
von etwa 4 u oder 12 u deutlich zu erkennen. Alle Vorläuferionen, die ein entsprechendes
Muster aufweisen, enthalten demnach sehr wahrscheinlich den Cross-Linker, wobei auch
Typ 0 und 1 Cross-Links möglich sind (siehe Abb. 23). Die Massendifferenz zeigt sich zu-
sätzlich auch im Fragmentionen-Spektrum, wenn ein Fragmention den Cross-Linker enthält
und beide Varianten gleichzeitig selektiert werden. Isotopen-markierte Cross-Linker erlauben
demnach eine gezielte Fragmentierung von Vorläuferionen, die ein entsprechendes Isotopen-
muster aufweisen, sowie eine sicherere Zuordnung von Fragmentionen. Damit kommt es zu
deutlich weniger falsch-positiven Identifizierungen.

MS/MS-spaltbare Cross-Linker

Eine weitere Möglichkeit, MS/MS-Spektren von linearen Peptiden und Cross-Links zu
unterscheiden, ist durch MS/MS-spaltbare Cross-Linker gegeben. Bei der Fragmentie-
rung eines solchen Cross-Links kommt es zu Brüchen definierter Bindungen innerhalb
der spacer-Region des Cross-Linkers. Dadurch entstehen charakteristische Paare von
Fragmentionen, die den beiden vernetzten Peptiden mit den jeweils unterschiedlichen
Cross-Linker-Fragmenten als Modifikation entsprechen (Reporterionen). In Abb. 27 sind
drei verschiedene MS/MS-spaltbare Cross-Linker gezeigt.
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Abbildung 27: Beispiele für MS/MS-spaltbare Cross-Linker - Strukturen
MS/MS-spaltbarer Cross-Linker (Müller et al., 2010; Soderblom u. Goshe, 2006; Kao
et al., 2010). In Schwarz sind die N-Hydroxysuccinimidester dargestellt. In Blau ist
die Linker-Region mit den Spaltstellen in Rot dargestellt. Bei der Fragmentierung des
Cross-Linkers können zwei verschiedene Modifikationen an einem Peptid verbleiben,
diese können als spezifische Reporterionen im Fragmentionen-Spektrum detektiert wer-
den. Die Massendifferenz ∆m der Reporterionen eines Peptids ist jeweils rechts notiert.

Alle drei Cross-Linker sind homobifunktionell und aminreaktiv. Der Harnstoff-Linker und
DSSO besitzen jeweils zwei symmetrisch angeordnete Spaltstellen (rote Linien), so dass es bei
der Fragmentierung zu zwei verschiedenen Modifikationen an einem Peptid kommen kann.
Die gebildeten Reporterionenpaare eines Peptids weisen eine spezifische Massendifferenz auf
(∆m). Diese Massendifferenz ist insofern ungewöhnlich, als sie einen Massendefekt aufweist.
Dieser Pseudomassendefekt entsteht allerdings nicht durch die Kernzusammensetzung der
Atome in den Fragmenten, sondern durch die Differenz der chemischen Zusammensetzung der
beiden Reporterionen. Für den Harnstoff-Linker entspricht diese Differenz CO-H2 (25,979 u).
Mit modernen Massenanalysatoren können diese kleinen Unterschiede detektiert werden und
sind hilfreich für die Identifizierung von Cross-Links. Der SuDP-Cross-Linker ist asymme-
trisch und fragmentiert bevorzugt an der Peptidbindung zwischen Asparaginsäure (D) und
Prolin (P) in der Linker-Region (blau). Da der Cross-Linker homobifunktionell ist, kann
dieser theoretisch in beiden Ausrichtungen mit den Peptiden reagieren, so dass auch SuDP
ein spezifisches Reporterionenpaar liefert.
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Abbildung 28: Fragmentierung des Harnstoff-Linkers - (A) Vorgeschlage-
ner Mechanismus der Harnstoff-Linker Fragmentierung (Müller et al., 2010). Die
Aminobuttersäure-Teile des Cross-Linkers sind orange dargestellt, die Carbonyl-
gruppe ist grün dargestellt. Nach der Fragmentierung wird der Cross-Linker in 4-
Aminobuttersäure (Bu-Fragment) und ein 4-Isocyanato-Buttersäure-Fragment (BuUr-
Fragment) gespalten. Die positive Ladung kann dabei an einem der beiden Fragmente
verbleiben. (B) Schematische Darstellung eines Fragmentionen-Spektrums nach Cross-
Linker-Fragmentierung. In Blau sind die einfach geladenen Fragmente der jeweiligen
Peptide mit einem Cartoon der Fragmentionen dargestellt.
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Harnstoff-Linker: Die Fragmentierung des Harnstoff-Linkers ist in Abb. 28A darge-
stellt. Rechts ist der Cross-Link zusätzlich als Cartoon in den gleichen Farben wie im
Fragmentierungsschema dargestellt. An jedem Peptid können nach der Fragmentierung
des Cross-Linkers ein 4-Aminobuttersäure-Fragment oder das komplementäre Isocyanat-
Fragment verbleiben. Diese werden, entsprechend der Beschriftung in Abb. 27, als Bu-
und BuUr-Fragment bezeichnet. Bei Typ 0-Cross-Links kommt es zu einer sehr ähnlichen
Fragmentierung, bei der die Bildung nur eines Reporterionenpaares durch zwei Neutralver-
luste beobachtet wird. Diese Neutralverluste können bei einem Cross-Link zweier Peptide
nicht auftreten und erlauben die Diskriminierung von Typ 0 und Typ 2 Cross-Links. Bei
intrapeptidalen Cross-Links (Typ 1) kommt es nach Fragmentierung des Cross-Linkers
nicht zur Spaltung des Vorläuferions, da die Fragmentierung innerhalb einer ringarti-
gen Struktur stattfindet. Es kann allerdings zu sekundären Fragmentierungsereignissen
kommen, die zur Abspaltung des Bu-Fragmentes vom Vorläuferion führen (-C4H7NO).
Dieser Vorläufer-Neutralverlust kann nur bei einem Typ 1-Cross-Link auftreten und kann
daher als Reporterion für die bioinformatische Analyse herangezogen werden. Mögliche
Fragmentionen nach der Fragmentierung verschiedener Cross-Link-Typen sind schematisch
in Abb. 47 im Anhang auf S. LIV dargestellt.

Dadurch kann mithilfe der spaltbaren Cross-Linker eindeutig zwischen den drei Cross-
Link-Typen und unmodifizierten Peptiden unterschieden werden3. Durch eine weitere
Fragmentierung der gebildeten Reporterionen (MS3) kann man die an Cross-Links betei-
ligten Peptide einzeln fragmentieren und mit gängigen Peptid-Suchalgorithmen identifizieren.

Für den Harnstoff-Cross-Linker konnte jedoch beobachtet werden, dass zusätzlich zu den
Reporterionen auch Fragmentierungen im Peptidrückgrat der beiden Peptide auftreten. Da-
mit enthält ein MS/MS-Spektrum sowohl die Information, dass es sich um einen Cross-Link
handelt (Reporterionen), als auch Sequenzinformationen der beiden Peptide. Ein MS/MS-
Spektrum ist demnach ausreichend für die Identifizierung eines Cross-Links (Müller et al.,
2010; Götze et al., 2015).

1.3. Bioinformatische Auswertung von XL-MS-Experimenten

Die Auswertung von Cross-Linking/MS-Experimenten stellt nach wie vor einen komplizierten
Schritt in der Analyse dar. Tausende von Spektren müssen automatisiert und zuverlässig nach
möglichen Cross-Links durchsucht werden. Für die sichere Identifizierung eines Cross-Links
reicht nur eine Übereinstimmung der Vorläuferionenmasse nicht aus. Im besten Fall sollten
3Dies ist hilfreich, um z.B. einen Typ 0-Cross-Link eines Peptids mit einer übersprungenen Proteolysestelle von
einem Typ 2-Cross-Link zweier Peptide zu unterscheiden, die in der Proteinsequenz direkt aufeinanderfolgen.
Beide Varianten weisen die exakt gleiche Masse auf und können dennoch eindeutig durch das Auftreten von
Reporterionen unterschieden werden.
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beide Peptidsequenzen aus einem Fragmentionen-Spektrum zu erkennen sein. Da es beim
Cross-Linking zu einer sehr großen Anzahl möglicher Kombinationen von Peptiden kommen
kann, sind schnelle und effiziente Algorithmen nötig, um die meist wenig abundanten Cross-
Links in komplexen Proben zu identifizieren. Viele Arbeitsgruppen haben dazu Programme
entwickelt, die dies ermöglichen sollen. Tabelle 5 stellt einige der publizierten Programme
und Algorithmen zusammen, die während der letzten 15 Jahre entwickelt wurden.

1.3.1. Verfügbare Cross-Linking/MS-Software

Programme zur Auswertung von XL-MS-Daten haben sich mit der Zeit weit entwickelt.
So wurden mit den ersten Programmen hauptsächlich experimentell erhaltene Massen mit
theoretisch möglichen Cross-Links verglichen (GPMAW, MS-Bridge, CLPM). Später wur-
den Programme entwickelt, die zusätzlich die MS/MS-Spektren von Cross-Link-Kandidaten
mit deren theoretischem MS/MS-Spektrum verglichen. Mit xQuest (Rinner et al., 2008)
wurde ein automatisierter score, eine Abschätzung der False-Discovery-Rate und eine
einfache grafische Oberfläche eingeführt, wodurch die Analyse und die Handhabung stark
verbessert wurden, allerdings beruhte die Analyse ausschließlich auf der Mischung von
isotopenmarkierten Cross-Link-Reagenzien. Das in dieser Arbeit vorgestellte Programm,
StavroX entstand zwischen 2009 und 2010. Die erste Version von StavroX (1.5) wurde 2010
fertiggestellt, weiter optimiert und 2011 veröffentlicht (Version 2.0.5; Götze et al., 2012).
Diese Version war bereits auf eine Vielzahl von Cross-Linking-Reagenzien anwendbar.
Kurz darauf wurde ein weiteres wertvolles Programm zur Auswertung von Cross-Links,
pLink (Yang et al., 2012), veröffentlicht. Seitdem sind eine Vielzahl weiterer Suchstrategien,
scoring-Ansätze und Algorithmen veröffentlicht worden (z.B. XLPM, Kojak oder SIM-XL).

Der Einsatz MS/MS-spaltbarer Cross-Linker hat zur Entwicklung des Programms
MeroX geführt. Für die Analyse von MS/MS-spaltbaren Cross-Links stehen bislang nur
drei Programme zur Verfügung (MeroX, DXMSMS und XlinkX). Einige der gelisteten
Programme werden nach wie vor gewartet und auf neue Bedürfnisse abgestimmt, so auch
StavroX und MeroX.

Die Vielfalt an Programmen hat allerdings einen entscheidenden Nachteil: Ergebnisse,
die mit unterschiedlichen Programmen erhalten wurden, sind nur schwer vergleichbar. Es
gibt bislang nur wenig Bemühungen, ein einheitliches Dateiformat für die Cross-Link-Daten
festzulegen. Vorgeschlagen wurden XML-basierende Datenformate wie proXML (Riffle et al.,
2016) oder pepXML (Hoopmann et al., 2016). Für das proXML-Format wurde bereits eine
Konvertierung von StavroX-Ergebnissen zu proXML implementiert (Riffle et al., 2016). Ein
allgemein anwendbares Dateiformat sollte flexibel genug sein, um die Vielfalt von Cross-
Linking/MS-Experimenten sinnvoll repräsentieren zu können.
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Tabelle 5: Programme zur Cross-Linking/MS-Auswertung - Eine Auswahl von
Programmen, sortiert nach dem Publikationszeitpunkt. Die Programme StavroX und
MeroX sind Ergebnisse dieser Arbeit. Häufig verwendeten Programme sind mit einem
∗ markiert (nach Zitationen).

Programm Referenz

GPMAW Peri et al. (2001)
Protein Prospector (MS-Bridge)∗ Clauser et al. (1999); Chu et al. (2004)
CLPM Tang et al. (2005)
Pro-Crosslink Gao et al. (2006)
xQuest∗ Rinner et al. (2008)
MassMatrix Xu et al. (2008)
CrossSearch Nadeau et al. (2008)
DBond Choi et al. (2010)
Crux McIlwain et al. (2010)
DXMSMS Petrotchenko u. Borchers (2010)
Crosswork/MassAI Rasmussen et al. (2011)
XlinkIdentifier Du et al. (2011)
StavroX∗ Götze et al. (2012)
pLink∗ Yang et al. (2012)
FindX Söderberg et al. (2012)
Find_XL MatLab Skript Kalisman et al. (2012)
Hekate Holding et al. (2013)
MeroX Götze et al. (2015)
XLPM Jaiswal et al. (2014)
MXDB Wang et al. (2014)
AnchorMS Mayne u. Patterton (2014)
Link-Hunter Kaake et al. (2014)
Kojak∗ Hoopmann et al. (2015)
xLinkX Liu et al. (2015)
SIM-XL Lima et al. (2015)
CrossFinder Mueller-Planitz (2015)
Mass Spec Studio Sarpe et al. (2016)
xilmass Yılmaz et al. (2016)
Quantifizierung mit MaxQuant Chen et al. (2016)
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Visualisierung von identifizierten Cross-Links

Die zunehmende Größe an Cross-Link-Datensätzen erschwert zudem die übersichtliche Dar-
stellung der erhaltenen Daten auf einfache Weise, so dass spezielle Programme für die visuelle
Darstellung entwickelt wurden wie z.B. xVis (Grimm et al., 2015), xiNET (Combe et al.,
2015) oder ProXL (Riffle et al., 2016). Um die erhaltenen Distanzbeschränkungen auch auf
die Modellierung von Proteinstrukturen anwenden zu können, wurde XL-MOD (Ferber et al.,
2016) entwickelt, welches die erhaltenen Cross-Links verwendet, um mögliche Strukturmo-
delle eines Proteins zu errechnen.

1.3.2. Angewendete Algorithmen zur Identifizierung von Cross-Links

In einer einzigen Cross-Linking/MS-Analyse werden mehrere Tausend MS/MS-Spektren auf-
genommen, die auf Cross-Links untersucht werden. Die hier beschriebenen Identifizierungs-
und scoring-Algorithmen beziehen sich jeweils auf die Analyse eines MS/MS-Spektrums ei-
ner Spezies von Vorläuferionen. Diese Algorithmen werden demnach in einer Datenanalyse
mehrere tausendmal nacheinander durchgeführt.

Definitionen zum Algorithmus

Such-Algorithmen für Cross-Links dienen dazu, die Anzahl an Kandidaten zu reduzieren,
die im anschließenden Validierungsschritt (scoring) untersucht werden müssen. Das Such-
kriterium ist dabei für die meisten Algorithmen sehr simpel: Stimmt die gemessene Masse
des Ions mit der Masse eines theoretischen Cross-Links aus zwei Peptiden überein?

Suchraum

Lösungsraum

korrekte Lösung

Theoretisch mögliche Cross-Links

Abbildung 29: Definitionen zum Cross-Link-Identifizierungs-Algorithmus
- Vereinfachte Darstellung eines Identifizierungsproblems. Für die Cross-Link-
Identifizierung wird Folgendes angenommen: Aus einer Protein-Sequenzdatenbank wer-
den alle theoretisch möglichen Cross-Links errechnet (grau). Der Suchraum des Algo-
rithmus (grün) umfasst alle durchsuchten Kombinationen von Peptiden. Der Lösungs-
raum (gelb) umfasst alle Peptidkombinationen, die dem Suchkriterium entsprechen. Die
eigentlich Lösung (rot) befindet sich innerhalb des Lösungsraums.

87



Einleitung

Einige Begriffe, die für die Erläuterung des Suchalgorithmus in der vorliegenden Arbeit
benutzt werden, sind in Abb. 29 in Beziehung zueinander gebracht. Alle Kombinationen aus
zwei Peptiden, die aus einer Sequenzdatenbank errechnet werden, entsprechen den theore-
tisch möglichen Cross-Links (grau). Mit intelligenten Suchalgorithmen müssen tatsächlich
nicht alle Kombinationen durchsucht werden, so dass der Suchraum (grün) nur einen Teil
aller möglichen Cross-Links abdeckt. Die Anzahl an theoretisch möglichen Cross-Links und
die Größe des Suchraums steigen quadratisch mit der Anzahl an möglichen Peptiden. Alle
Peptidkombinationen, die dem Suchkriterium entsprechen, werden hier als Lösungsraum
definiert (gelb). Auch der Lösungsraum wird quadratisch größer, da Peptidkombinationen
zufällig die korrekte Masse aufweisen können. Die richtige Kombination aus zwei Peptiden
ist in Rot als die korrekte Lösung dargestellt. In einer realen Analyse kennt man die korrekte
Lösung nicht und diese kann sogar außerhalb des Suchraums liegen (z.B. ein Cross-Link mit
einem unbekannten Peptid oder einer nicht angenommenen Modifikation). Der Lösungsraum
enthält damit sowohl den korrekten Kandidaten als auch falsch-positive Lösungen. Die-
se müssen später im Validierungsschritt durch das scoring voneinander unterschieden werden.

Die Größe des Suchraums lässt sich durch bestimmte Algorithmen verkleinern, dabei
bleibt die Größe des Lösungsraums jedoch gleich. Der Lösungsraum kann nur verkleinert
werden, wenn man das Suchkriterium konkretisiert.

Der positiven Identifizierung liegt bei allen Algorithmen zugrunde, dass die Peptiddaten-
bank, auf der die Analyse beruht, so vollständig wie möglich, aber nur so groß wie nötig
ist. Dies kann erreicht werden, indem man zunächst eine Datenbanksuche durchführt und
nur identifizierte Proteine in die eigentliche Cross-Link-Suche einbezieht (Chu et al., 2010).
Zusätzlich können Spektren, die offensichtlich von linearen Peptiden oder Typ 0-Cross-Links
stammen, ignoriert werden, um die Analyse zu beschleunigen. Für die Identifizierung von
Cross-Links können drei verschiedene Vorgehensweisen unterschieden werden:

Verketten von Peptiden zu einer Cross-Link-Datenbank

Bei dieser Methode (verwendet in Maiolica et al., 2007) werden alle Kombinationen von
Cross-Links durchsucht. Es wird eine Peptiddatenbank erzeugt, die später mit einem
Standard-Peptid-Suchalgorithmus analysiert werden kann. Damit ein Eintrag in die Pep-
tiddatenbank einen Cross-Link aus zwei Peptiden (A und B) widerspiegeln kann, werden die
beiden Peptidsequenzen einfach hintereinander zusammengeführt. Dies macht man in beiden
Ausrichtungen (AB und BA). Das verdoppelt zwar die Größe der Datenbank, ist aber nö-
tig, um alle theoretischen Fragmentionen eines Cross-Links mit zwei Peptiden darstellen zu
können. Anschließend wird diese Datenbank (XDB) mit etablierten Suchalgorithmen (MAS-
COT in Perkins et al., 1999 oder SEQUEST in Eng et al., 1994) analysiert. Dabei wird der
Cross-Linker als variable Modifikation des verketteten Peptids angenommen. Der Vorteil
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liegt darin, dass kein scoring implementiert werden muss, sondern lediglich die Erzeugung
der Datenbank notwendig ist. Dieser Ansatz ist demnach sehr einfach einzusetzen. Durch die
artifizielle Art eines Cross-Link-Eintrages in der Datenbank werden allerdings auch Frag-
mentionen mit dem experimentellen Spektrum verglichen, die in einem realen Cross-Link
nicht vorkommen können. Auch die Verknüpfungsstelle der Peptide kann nicht direkt be-
stimmt werden.

Suche von Peptiden mit unbekannter Modifikation

Bei diesem Algorithmus werden zwei Suchdurchgänge je Spektrum durchlaufen. Im ersten
Suchlauf wird angenommen, dass es sich bei dem gemessenen Ion um ein Peptid aus der Da-
tenbank mit einer unbekannten Modifikation handelt. In der zweiten Suche werden Peptide
gesucht, die die entsprechende Massendifferenz zu dem zuvor identifizierten Peptid erklären
können (z.B. verwendet in pLink oder Kojak). Für beide Peptide wird dann ein score erhal-
ten, der zu einem Cross-Link-score verrechnet wird. Der Cross-Link-score ist abhängig von
dem Peptid mit dem schlechteren score (Trnka et al., 2014). Ansonsten käme es zu deutlich
mehr falsch-positiven Identifizierungen mit nur einem richtigen Peptid im Cross-Link. Bei
dieser Methode wird vermieden, alle möglichen Kombinationen von Cross-Links zu durch-
suchen, weshalb es dazu kommen kann, das bestimmte Kombinationen von Peptiden nicht
identifiziert werden. Dieser Algorithmus bietet sich besonders für große Sequenzdatenbanken
an, da nicht alle möglichen Kombinationen von Peptiden durchsucht werden müssen.

Durchsuchen aller möglichen Kombinationen

Von den drei Varianten ist diese die aufwändigste Möglichkeit. Für jedes Vorläuferion
müssen alle möglichen Kombinationen von vernetzten Peptiden durchsucht werden, um
im Anschluss bewertet zu werden. Für identifizierte Kandidaten kann ein theoretisches
Spektrum errechnet und mit dem gemessenen Spektrum verglichen werden. Bei dieser
Methode wird keine Peptidkombination von vornherein ausgeschlossen. Die Stärken dieser
Methode werden bei kleinen Datenbankgrößen deutlich. Mit optimierten Algorithmen ist
diese Variante aber auch für große Datenbanken anwendbar.

StavroX und MeroX, die Programme, die im Folgenden vorgestellt werden sollen, verwen-
den eine Variante des zuletzt genannten Algorithmus. In dieser Arbeit sollen die wichtigsten
Funktionen und verwendeten Algorithmen vorgestellt werden, die für die effiziente Auswer-
tung von Cross-Linking/MS-Analysen nötig sind und in beide Programme integriert sind.
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Für die Analyse massenspektrometrischer Daten sind anwendungsspezifische Programme un-
verzichtbar. Keine Software kann effizient das breite Spektrum an möglichen Anwendungen
der Massenspektrometrie abdecken. Für die Kombination aus Protein-Protein-Cross-Linking
und Massenspektrometrie wurden in dieser Arbeit zwei Programme entwickelt, die eine
effiziente Analyse gemessener Datensätze ermöglichen sollen.

Cross-Linking-Experimente selbst können sehr variabel sein und sich z.B. in dem ver-
wendeten Cross-Linker, den Proteasen, posttranslationalen Modifizierungen (PTM), dem
verwendeten Massenspektrometer oder der angewendeten MS-Methode deutlich unterschei-
den. Bei der Entwicklung der Programme wurde darauf geachtet, dieser Variabilität gerecht
zu werden. Die beiden Programme wurden StavroX (griech. σταυρός = Kreuz) und MeroX
(griech. μέρος = Teil) genannt, wobei das X für Cross-Linking steht.

2.1. Weiterentwicklung von StavroX und MeroX

StavroX wurde ursprünglich, bis zu Version 2 (Götze et al., 2012), in der Sprache Object
Pascal in Delphi 4 (Borland) entwickelt. Die darauf folgenden Versionen 3.X wurden
komplett neu in Java implementiert. Java bietet den Vorteil, dass das Programm ohne
Installation auf verschiedenen Plattformen (Windows, Linux, Mac) ausführbar ist. Das
bedeutet auch, dass das Programm bei Bedarf auf einem Computer-Cluster verwendbar ist.
Bei der Überführung zu Java wurde die Software erheblich in Bezug auf Geschwindigkeit,
Benutzerfreundlichkeit, Kompatibilität und die Qualität der Cross-Link-Validierung verbes-
sert. Zusätzlich entstand das Programm MeroX (Götze et al., 2015), welches speziell für
die Identifikation von Cross-Links mit spaltbarem Cross-Linker entwickelt wurde. Beide
Programme ähneln sich stark in ihrer Funktionsweise und der grafischen Benutzeroberfläche
(GUI - graphical user interface). Wenige, aber gravierende Unterschiede lassen sich in
Algorithmen zur Identifizierung von Cross-Links, der Berechnung des scores und der
grafischen Darstellung der Fragmente in den MS/MS-Spektren finden.

Im Folgenden sollen die Algorithmen zur automatischen Identifizierung und Validierung
von Cross-Links sowie die Möglichkeiten der manuellen Validierung mit den grafischen Ober-
flächen von StavroX und MeroX erläutert werden.
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2.2. Suchalgorithmen in StavroX und MeroX

Es ist prinzipiell denkbar, alle möglichen Kombinationen zweier Peptide als Cross-Link-
Datenbank anzulegen (siehe Abschnitt 1.3.2, S. 89). Tatsächlich nutzten die ersten Versio-
nen von StavroX genau diesen Ansatz, um Kandidaten zu identifizieren. Die Massen al-
ler Peptidkombinationen wurden zwischengespeichert und dann mit der jeweils gemessenen
Molekülmasse verglichen. Für komplexere Probleme mit mehreren Proteinen, zahlreichen
Protein-Modifikationen oder mehreren Proteasen erhöht sich die Anzahl an theoretisch mög-
lichen Cross-Links quadratisch mit der Anzahl der Peptide (Gleichung 6, S. 75). Dadurch
erhöht sich auch die Größe der Datenbank, weshalb diese Vorgehensweise bei komplexen
Analysen äußerst unpraktisch ist.

2.2.1. Standard-Suchalgorithmus von StavroX und MeroX

Der von StavroX und auch MeroX verwendete Algorithmus beruht auf einer Methode zur
Identifizierung von Disulfiden mittels Massenspektrometrie (Choi et al., 2010; Petrotchenko
u. Borchers, 2014). Um festzustellen, ob es sich bei einem gemessenen Ion um einen
möglichen Cross-Link handelt, werden zwei ineinander liegende Programmschleifen durch-
laufen. In jeder der beiden Schleifen wird ein Peptid ausgewählt und dann die theoretische
Masse eines Cross-Links der beiden Peptide mit der experimentell bestimmten Masse des
Vorläuferions verglichen.

Das in Schleife 1 ausgewählte Peptid wird im Folgenden jeweils mit i nummeriert und das
Peptid aus Schleife 2 mit j. Die Anzahl an theoretisch möglichen Peptiden (nach in-silico-
Proteolyse) entspricht n. Die einfachste Möglichkeit wäre, zwei Schleifen zu benutzen, die
jeweils alle Peptide umfassen. Dadurch könnten die Massen aller Peptidkombinationen mit
der experimentellen Masse verglichen werden. Hierbei würde man genau n2 Kombinationen
durchsuchen müssen. Ein Problem dabei wäre, dass die Suche doppelte Kombinationen
von Peptiden enthielte. Die Peptidkombination Peptidi=5 mit Peptidj=18 würde ebenso
untersucht wie die Kombination Peptidi=18 mit Peptidj=5, obwohl beide Kombinationen
identisch sind, da die Reihenfolge der beiden Peptide für die Masse des theoretischen
Cross-Links irrelevant ist. Das Problem lässt sich umgehen, indem man die zweite Schleife
nicht bei j = 1 startet, sondern bei j = i . Damit reduziert sich die Anzahl an möglichen
Cross-Links auf ungefähr die Hälfte (Gleichung 6 und Abb. 30B). Doch das mathematische
Problem ist immer noch quadratisch.

Durch einen einfachen Schritt lässt sich die Anzahl der durchsuchten Kombinationen
zweier Peptide drastisch reduzieren: Die Liste der errechneten Peptide wird entsprechend
der Masse der Peptide aufsteigend sortiert.
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BA

C D

Abbildung 30: Identifizierungs-Algorithmus - Dargestellt sind symmetrische
60 × 60 Matrizen, die aus einer Liste zufällig generierter Peptidmassen erzeugt wur-
den. Jedes Feld in dieser 60 × 60 Matrix enthält die Summe der Massen der Peptide
an der x- und y- Koordinate (m). In diesen Matrizen wurde nach einer zufälligen Mas-
se mx gesucht. Grüne Felder enthalten die gesuchte Masse (m = mx). Die Masse in
blauen Feldern ist geringer (m < mx) und die Masse in roten Feldern ist größer als
die gesuchte Masse (m > mx). (A) Alle Kombinationen der Peptidmassen in einer un-
sortierten Matrix (Symmetrieachse eingezeichnet). (B) Sortierte Matrix, die doppelte
Kombinationen ausschließt. (C) Detail der sortierten Matrix. Der Pfeil folgt den Fel-
dern, die vom verwendeten Algorithmus tatsächlich geprüft werden, um Cross-Links zu
identifizieren. (D) Matrix, die nur die Felder enthält, die vom Algorithmus tatsächlich
verglichen werden (modifiziert nach Götze et al., 2012).
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Der Vorteil dieser Methode wird in Abbildung 30 deutlich. Dargestellt sind Summen-
Matrizen aus 60 zufälligen Peptidmassen, die jeweils die x- und y-Koordinate der Matrix
bilden. In jedem Feld ist die Summe der beiden zugehörigen Massen an der x- und
y-Koordinate enthalten4 (m). In den Matrizen wurde eine zufällige Masse mx gesucht.
Stimmt die Masse mx mit der Summe zweier Peptide in der Matrix m überein, wird das
entsprechende Feld grün dargestellt. Ist die Summe größer, wird das Feld rot dargestellt,
ist sie kleiner, wird es blau dargestellt. Felder sind weiß dargestellt, wenn sie in einem
bestimmten Algorithmus nicht erst berechnet werden müssen. Matrix A (Abb. 30) entspricht
einem Algorithmus, der n2 = 3600 Kandidaten durchsucht. Man erkennt in der Matrix eine
Spiegelachse, da es rechnerisch gleich ist, ob Peptid5 mit Peptid18 quervernetzt wird, oder
andersherum. Ein Algorithmus, der doppelte Identifizierungen ausschließt, betrachtet nur
eine Seite der Matrix. Damit wird die Anzahl auf 1830 Kandidaten reduziert (entsprechend
Gleichung 6). Sortiert man zusätzlich die Peptide nach ihrer Masse, wird Matrix B erzeugt.
Mögliche Cross-Links müssen sich an der Grenze zwischen dem blauen und roten Bereich
befinden. Der von StavroX verwendete Algorithmus bewegt sich genau entlang dieser Grenze
(Matrix C und D).

Die erste Programmschleife startet rechts in der obersten Zeile (i = 1 und j = n)
(Abb. 30C). Der Algorithmus bewegt sich dann in der Matrix so lange nach links, bis eine
Kombination von Peptiden erreicht ist, die eine geringere Masse aufweist als die gesuchte
Masse mx (blau). Die erste Programmschleife bewegt sich nun zur nächsten Zeile (i = 2).
Die zweite Schleife startet dann aber nicht wieder ganz rechts, sondern am letzten Feld (j),
das durchsucht wurde. Dieser Vorgang wird bis zur Spiegelachse der Matrix durchgeführt.
Darüber hinaus würde es wieder zu doppelten Identifizierungen kommen. Im Falle einer
Übereinstimmung (grün) wird sowohl im Feld links als auch unter dem identifizierten
Cross-Link-Kandidaten nach einer weiteren möglichen Übereinstimmung gesucht. Dieser
Algorithmus muss in dem hier zufällig erzeugten Beispiel nur 61 von 1830 verschiedenen
Kombinationen prüfen und identifiziert dennoch dieselben Kandidaten (Matrix D). Damit
wurde der Suchraum deutlich verkleinert, ohne die Größe des Lösungsraums zu verringern.

Dieser Algorithmus kann sowohl für homobifunktionelle als auch heterobifunktionelle
Cross-Linker verwendet werden. Die Programme erzeugen zur Analyse eine Liste an Pep-
tiden die wenigstens eine Aminosäure enthalten, die mit dem Cross-Linker reagieren kann.
Alle anderen Peptide, die nicht vernetzt werden können, werden nicht weiter betrachtet.
Bei einem identifizierten Kandidaten wird anhand der eingestellte Cross-Linker-Spezifität
geprüft, ob der Cross-Link der identifizierten Peptide zulässig ist.

4Dies soll die Situation in einem Cross-Link simulieren. In der realen Analyse müssen selbstverständlich exakte
Peptidmassen, Protonenmasse und die Masse des Cross-Linkers beachtet werden.

94



Suchalgorithmen in StavroX und MeroX

2.2.2. MeroX-spezifischer Suchalgorithmus: RISE-Modus

MeroX ist als Neuentwicklung aus StavroX hervorgegangen und für die Analyse von Cross-
Linking-Experimenten mit einem MS/MS-spaltbaren Cross-Linkern, wie zum Beispiel dem
Harnstoff-Linker (siehe Abschnitt 1.2.3, S. 82; Müller et al., 2010) oder auch anderen spaltba-
ren Linkern wie DSSO (Kao et al., 2010), geeignet. Ursprünglich wurde MeroX entwickelt,
um die Validierung der erhaltenen Spektren zu vereinfachen und automatisch die zusätz-
lichen Fragmente, welche bei der Verwendung MS/MS-spaltbarer Cross-Linker entstehen
(siehe 1.2.3), zu identifizieren. Diese charakteristischen Reporterionen können außerdem zur
Identifizierung von möglichen Cross-Links benutzt werden. Die zusätzlichen Cross-Linker-
Fragmente erzeugen ein für Peptide unnatürliches Muster im Spektrum, das bei optimaler
Fragmentierung zwei Kriterien erfüllt (Abb. 31):

1. Für jedes der beiden Peptide entsteht ein Signalduplett mit einer Massendifferenz spe-
zifisch für den Cross-Linker (z.B. 25.979 u für den Harnstoff-Cross-Linker).

2. Die beiden korrespondierenden Peptidmassen ergeben zusammen mit der Masse der
Cross-Linker-Modifikation die Masse des Vorläuferions.

m/z

αβ

Δm Δm

1. Δm = 25,979 u

2. mα + mβ + mXL = mVorläufer

Vorläufer

Buβ

BuUrβ

Buα

BuUrα

Abbildung 31: RISE-Modus - Schematische Darstellung eines Fragmentionen-
Spektrums eines Cross-Links mit dem Harnstoff-Linker (siehe Abschnitt 1.2.3, S. 82).
Lediglich die vier Reporterionen der Cross-Linker-Fragmentierung sind eingezeichnet.
Der Abstand zwischen den Duplett-Signalen beträgt etwa 26 u. Die Fragmentionen ent-
sprechen dem Peptid plus einem Teil des Cross-Linkers (Bu oder BuUr). Aus den Mas-
sen der Fragmente lassen sich die Peptidmassen von beiden Peptiden α und β ableiten.
Wenn die Summe der Peptid-Massen und der Cross-Linker-Masse der des Vorläufers
entspricht, wird dieses Spektrum als mögliches Cross-Link-Spektrum weiter analysiert.

Diese Regeln werden von MeroX als zusätzliches Suchkriterium verwendet und reduzieren
damit drastisch die Größe des Lösungsraums. Im RISE-Modus (Reporter Ion Scan Event,
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beschrieben in Arlt et al., 2016) werden alle Spektren nach diesem spezifischen Muster durch-
sucht. Nur Spektren, die ein solches Muster enthalten, werden weiter untersucht. Wird ein
solches Muster in einem Spektrum identifiziert, sind zugleich die exakten Massen der beiden
vernetzten Peptide bekannt, da diese direkt aus den Massen der Duplett-Signale hervorge-
hen. Somit muss der Algorithmus nicht mehr alle Kombinationen von Peptiden absuchen.
Der Algorithmus muss nach Auffinden zweier zusammengehöriger Dupletts lediglich das Vor-
handensein der beiden identifizierten Peptidmassen überprüfen. Das bedeutet, dass auch der
Suchraum stark verkleinert wird. Im RISE-Modus können deshalb deutlich größere Sequenz-
datenbanken analysiert werden als im Standard-Modus. Mit einem ähnlichen Algorithmus
wurden mit dem spaltbaren Cross-Linker DSSO bereits proteomweite Analysen ausgewertet
(Liu et al., 2015).

2.3. Validierung von Cross-Links

In einer einzigen Analyse können mehrere Tausend Signale anhand ihrer Masse als mögliche
Cross-Links identifiziert werden. Doch nur ein kleiner Teil davon repräsentiert tatsächlich
Cross-Links. Deshalb müssen die Kandidaten einem scoring unterzogen werden. Identifizier-
te Cross-Link-Kandidaten werden an einen eigenständigen Programmstrang (thread) weiter-
gegeben, der parallelisiert ausgeführt werden kann (multithreading). Auf diese Weise kön-
nen mehrere Cross-Link-Kandidaten gleichzeitig validiert werden. Die maximale Anzahl an
gleichzeitigen threads ist dabei nur begrenzt durch die Anzahl an verfügbaren logischen Pro-
zessoren des verwendeten Computers. Als Eingabe erhält der thread das gemessene MS/MS-
Spektrum sowie den identifizierten Kandidaten aus zwei Peptiden und dem Cross-Linker. Der
primäre Rückgabewert ist der score. Die Berechnung des scores basiert auf dem Vergleich
gemessener Fragmentionen im MS/MS-Spektrum und der vorhergesagten Fragmentierung
des Cross-Link-Kandidaten. Der score reflektiert dabei die Wahrscheinlichkeit dafür, dass
der identifizierte Kandidat nicht zufällig vorkam.

2.3.1. Score-Berechnung

Der score ist einer der bedeutendsten Bestandteile der Programme StavroX und MeroX.
Erst ein gutes scoring ermöglicht die Identifizierung von tatsächlichen Cross-Links. Die
Berechnung des scores in beiden Programmen ist sehr ähnlich. Hier soll die Berechnung
anhand des MeroX-scores erläutert werden. Für StavroX werden ähnliche oder gar dieselben
Formeln benutzt, allerdings mit unterschiedlichen Werten für die verwendeten Variablen.
StavroX und MeroX beziehen auch Signalintensitäten in den score ein. MeroX verwendet
dazu die Intensitäten der Reporterionen, während StavroX die Intensitäten aller identifi-
zierten Peptidfragmente einbezieht.
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Zur Berechnung des scores werden zunächst alle möglichen Fragmentionen berechnet.
Dabei werden von StavroX und MeroX lineare und vernetzte Fragmente entsprechend der
Vernetzungsstellen der beiden Peptide theoretisch berechnet (siehe Abb. 26B). Es können
verschiedene Ionentypen in den Einstellungen der Software gewählt werden. Zur Auswahl
stehen a,b,c,x,y und z-Ionen (siehe Abb. 26A). Zwei weitere Ionentypen können bei Bedarf
frei definiert werden. Verschiedene Fragmentierungsarten können in einem Quick Setup
Guide direkt ausgewählt werden, um eine geeignete Auswahl an Ionentypen zu erhalten.
Zusätzlich kann nach typischen Neutralverlusten der Ionen, zum Beispiel der Abspaltung
von Wasser oder Ammoniak, als auch nach benuzerdefinierten Neutralverlusten gesucht
werden.

Im Spektrum können die Ionen in verschiedenen Ladungszuständen vorliegen, so dass die
Masse-zu-Ladung-Verhältnisse (m/z) aller Ionentypen für alle möglichen Ladungszustände
(von 1+ bis zur Ladung des Vorläuferions) errechnet werden.

Das gemessene MS/MS-Spektrum wird vor der Analyse von Hintergrundsignalen (Rau-
schen) befreit. Dazu wird das Spektrum in 3 - 10 Abschnitte mit mindestens fünfzig
Signalen eingeteilt und für jeden Bereich eine unabhängige Rauschberechnung durchge-
führt. Zu Anfang wird der Mittelwert der Intensitäten aller Signale in einem Bereich
gebildet. Die Signale, die über der benutzerdefinierten Signal-Rausch-Grenze – häufig einem
Signal-zu-Rausch-Verhältnis (S/N) von mindestens zwei – liegen, werden als tatsächliche
Signale angesehen und für die weitere Berechnung des Hintergrunds ignoriert. Mit allen
übrigen Signalen wird der gleiche Vorgang so lange wiederholt, bis keines der gemittelten
Signale mehr über der Signal-Rausch-Grenze liegt. Signale, die als Rauschen identifiziert
wurden, werden nicht in die Berechnung einbezogen, im Spektrum aber als graue Signale
eingezeichnet.

Alle möglichen Fragmentionen werden anschließend mit dem entrauschten Spektrum
verglichen und verschiedene Faktoren (fn) betrachtet, die zur Berechnung des scores
herangezogen werden.

1. fHits/N - Anzahl identifizierter Ionen relativ zur Anzahl an Datenpunkten

2. fHits/Ionen - Anzahl identifizierter Ionen relativ zur Anzahl an theoretisch möglichen
Fragmentionen

3. fSerie - Ionenserien der einzelnen Peptide

4. fXl - Intensität von Reporterionen des Cross-Linkers
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Anzahl der identifizierten Ionen (fHits/N und fHits/Ionen)

Die Anzahl aller identifizierter Ionen wird entweder zur Anzahl an errechneten Ionen
(fHits/Ionen) oder zu einer korrigierte Größe S des Spektrums (fHits/N ) relativiert. Die Kor-
rektur wird mit Gleichung 7 durchgeführt. Dies wirkt sich vor allem auf Spektren mit wenigen
Signalen aus. Für eine kleine Anzahl an Datenpunkten (D) erhält man eine Spektrumsgröße
(S) von ≈ 200. Bei großen D wird der Zusammenhang zwischen D und S linear. Die Abhän-
gigkeit der Spektrumsgröße S von der Anzahl an Datenpunkten D ist in Abb. 48 (Anhang S.
LV) gezeigt. Zur Berechnung der Faktoren fHits/N und fHits/Ionen werden die Gleichungen
8 und 9 verwendet.

S = D − 400 +
√

(400−D)2 + 200 ·D (7)

fHits/N = H

S
(8)

fHits/Ionen = H

NIonen
(9)

Mit:

S Spektrumsgröße
D Anzahl an Datenpunkten
H Anzahl identifizierter Signale
NIonenAnzahl an theoretisch möglichen Ionen

Ionenserien (fSerie)

Ionenserien sind mehrere Ionen gleichen Typs (z.B. y-Ionen gleicher Ladung), die durch
Spaltung an aufeinanderfolgenden Bindungen im Peptidrückgrat entstehen. Lange Ionense-
rien (ab einer Länge von ≈ 5) sind ein starkes Indiz für das Vorhandensein des jeweiligen
Peptids. Sowohl die Länge (l) als auch die Anzahl von Ionenserien (n) fließen in den Fak-
tor ein. Die Längen der Ionenserien werden quadriert, um lange Serien deutlich besser zu
bewerten. Die Ionenserien werden für beide Peptide (α- und β-Peptid) getrennt betrachtet

fSerie =

 pα
n∑
i

(lα,i)2
+ pβ

n∑
i

(lβ,i)2


−1

(10)

Mit:

l Länge einer Ionenserie i des jeweiligen Peptids (α oder β)
n Anzahl an Ionenserien insgesamt
p Länge des jeweiligen Peptids (α oder β)
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und auf die Länge des jeweiligen Peptids relativiert. Die Serien beider Peptide werden dann
in fSerie nach Gleichung 10 zusammengefasst.

Reporterionen der Cross-Linker-Fragmentierung (fXl)

Die durch die Fragmentierung des Cross-Linkers entstehenden Reporterionen sind ein
wichtiger Teil des MeroX-scores. Die Berechnung von fXl ist am Beispiel des Harnstoff-
Linkers mit den Fragmentbezeichnungen Bu und BuUr in Gleichung 11 dargestellt. In allen
Ladungszuständen (z) wird das Intensitätsprodukt von allen Reporterionen (Term 11a) mit
den Intensitätsprodukten der beiden Duplett-Signale vom α-Peptid (Term 11b) und dem
β-Peptid (Term 11c) addiert.

Das Fehlen eines Reporterions, z.B. des BuUrα-Ions, setzt die beiden Terme 11a und 11b
auf null. Folglich ist fXl bei einem inkompletten Reporterionenmuster stark reduziert.

fXl =
zmax∑
z=1

(IBuα,z · IBuUrα,z · IBuβ,z · IBuUrβ,z (11a)

+IBuα,z · IBuUrα,z (11b)
+IBuβ,z · IBuUrβ,z) (11c)

Mit:

z Ladungszustand des Ions
I Intensität des Ions

Vereinigung der Faktoren zum finalen score

Zur Verfeinerung des scores werden zusätzlich zum eigentlichen Spektrum noch verschobene
Spektren verglichen. Dies entspricht einer vereinfachten Korrelationsanalyse, wie sie in der
Bild- oder Tonanalyse angewendet wird, nur dass in StavroX und MeroX deutlich weniger
Verschiebungen untersucht werden. Die Erwartung ist, dass für einen korrekten Cross-Link
die beste Korrelation bei einem nicht verschobenen Spektrum auftritt.

Um die Korrelationsanalyse von MS/MS-Spektren zu verdeutlichen, wurde diese für zwei
Spektren mit insgesamt 500 Verschiebungen um 0,01 Th durchgeführt. In Abb. 32 sind diese
Analysen für fHits/N eines guten (Abb. 32A, score von 161) und eines schlechten Kandidaten
(Abb. 32B, score von 6) gezeigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass in Abb. 32A der höchste
Wert für fHits/N bei einer Verschiebung von 0 Th auftritt. Nebenmaxima, die aus der
natürlichen Isotopenverteilung resultieren, kommen bei ganzzahligen Verschiebungen vor.
In Abb. 32B tritt zwar ein Maximum bei 0 Th auf, dieses ist allerdings weitaus schlechter
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vom Hintergrund unterscheidbar als in Abb. 32A. Diese Analyse ist vor allem dann hilfreich,
wenn ein Spektrum sehr viele Signale aufweist, die u.U. zufällig annotiert werden können,
denn dann sollte es in allen Verschiebungen zu zahlreichen zufällig identifizierten Signalen
kommen.
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Abbildung 32: Korrelationsanalyse verschobener Spektren - Jeweils ein hoch-
aufgelöstes MS/MS-Spektrum wurde mit einem Cross-Link-Kandidaten durch eine mo-
difizierte Version von MeroX verglichen. Anstelle von vier verschobenen Spektren wur-
den jeweils 499 verschobene Spektren (m/zshift = 0, 01 Th) analysiert. Das Ergebnis für
fHits/N (Gleichung 8) wurde gegen die Verschiebung aufgetragen. (A) Analyse für einen
Kandidaten mit hohem score (161). (B) Kandidat mit einem niedrigen score (6). Die
unterschiedliche Höhe der Basislinie in beiden Diagrammen ist darauf zurückzuführen,
dass Vorläuferionen im Fragmentionen-Spektrum (z.B. Neutralverluste) von der Ver-
schiebung ausgeschlossen werden, da diese für die Bewertung des Cross-Links irrelevant
sind.

In StavroX und MeroX wird diese Methode vereinfacht angewendet, indem ein Spektrum
bis zu sechsmal um einen fixen Wert (m = 1.9 Th) verschoben wird (−3m,−2m, −m, +m,
+2m, +3m). Der Wert von 1.9 Th wurde ursprünglich gewählt, um nicht auf eines der Ne-
benmaxima zu treffen und um außerhalb des Messfehlers einer linearen Ionenfalle zu liegen
(≈ ±0,8 Th), da sonst dasselbe Ion in zwei Verschiebungen gleichzeitig zugeordnet werden
könnte. Für jedes dieser Spektren werden die zuvor beschriebenen Faktoren fn errechnet.
Aus den verschobenen Spektren wird der Mittelwert (f̄n) und die Standardabweichung
(σn) errechnet und mit dem Wert für das ursprüngliche Spektrum (fn,0) zu xn verrechnet
(Gleichung 12).

xn = fn,0 −
(
f̄n + σn

)
(12)
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Alle scoring-Faktoren sind so angelegt, dass ein größerer Wert einen positiven Einfluss auf
den finalen score hat. Um aus den absoluten xn-Werten einen probabilistischen score zu erhal-
ten, sollen diese in subscores (Pn) umgerechnet werden, welche eine Wahrscheinlichkeit dafür
angeben, dass die Unterschiede zwischen den tatsächlich gemessenen und den verschobenen
Spektren nicht zufällig sind. Um diese Wahrscheinlichkeiten errechnen zu können, wurde ein
Datensatz mit charakterisierten Cross-Links analysiert und die einzelnen xn-Werte für alle
Spektren aufgezeichnet. Zufällige Identifizierungen wurden mit einer Decoy-Analyse simuliert
(dazu mehr in siehe Abschnitt 2.3.2). Das Verhältnis von falschen zu korrekten Identifizie-
rungen oberhalb eines bestimmten xn-Wertes wurde über den Wertebereich von xn errechnet
und entweder an Gleichung 13a oder 13b angepasst. Die Ergebnisse dieser Anpassung sind
in Tab. 6 zusammengefasst und bilden die Grundlage für eine effiziente Unterscheidung von
falsch-positiven und richtig-positiven Cross-Links. Die Berechnung der subscores dient der
Vereinheitlichung aller Faktoren auf eine besser vergleichbare Wahrscheinlichkeitsvariable.

Pn = e−a·xn + l (13a)

Pn = 1
1 + (a · xn)b

+ l (13b)

Mit:

Pn subscore
xn Korrigierter Faktor für die Cross-Link-Bewertung
a, b Anzupassende Variablen
l Limit zur Beschränkung des maximalen score

Tabelle 6: Faktoren zur Berechnung der subscores - Zur Berechnung der Signifi-
kanz einer Cross-Link-Identifikation werden subscores auf Basis der Gleichung 13a oder
13b mit den hier angegebenen Faktoren a, b und l errechnet.

Symbol Faktor Gleichung a b l

fHits/N Anzahl identifizierter Ionen (13a) 31,782 - 0,0001
fHits/Ionen (13b) 3,448 6,667 0,0001
fSerie Ionenserien (13b) 1,202 8,489 0,05
fXl Intensität der Reporterionen (13a) 35,008 - 0,0001

Je besser das Spektrum zum Cross-Link-Kandidaten passt, desto kleiner werden die subs-
cores. Um den maximalen score sowie den Einfluss einzelner Faktoren auf den score zu limi-
tieren, enthalten die Gleichungen 13a und 13b einen Term l, der das Minimum des subscores
darstellt. Der eigentliche score eines Cross-Link-Kandidaten wird aus diesen vier Wahrschein-
lichkeiten errechnet (Gleichung 14). Aufgrund der verschiedenen Limits in den Anpassungen
(Gleichung 13) ergibt sich ein maximaler score von 200. Für Cross-Links, bei denen alle
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subscores gleich 0.01 wären (vor Addition der Limits l), ergäbe sich ein score von 108 (bei
subscores von 0.05 ergäbe sich ein score von 74).

Score = −15 · log10
(
PHits/N · PHits/Ionen · PSerie · PXl

)
(14)

2.3.2. Abschätzung der False Discovery Rate (FDR)

Ziel eines scoring der Cross-Link-Analyse muss sein, falsch-positive von richtig-positiven
Cross-Links zu unterscheiden. Daraus folgt die Notwendigkeit einer hohe Sensitivität
(richtig-positiv-Rate) bei hinreichend geringer FDR (False Discovery Rate - falsch-positiv-
Rate). Die Sensitivität lässt sich nur bestimmen, wenn man alle richtig-positiven Cross-Links
in der Analyse kennt. Daher lässt sich die Sensitivität in einer realen Analyse nur schwer
automatisiert bestimmen. Für die Abschätzung der FDR hingegen wird in StavroX und
MeroX automatisch eine Decoy-Analyse durchgeführt.

Falsch-positive Cross-Links können in massenspektrometrischen Analysen auf verschiede-
ne Weise auftreten. Es ist z.B. möglich, dass die Kombination zweier Peptide zufällig die
gleiche Masse eines tatsächlichen Cross-Links aufweist. Bei diesen falschen Cross-Links ist
eine Übereinstimmung des Fragmentionen-Spektrums mit der theoretischen Fragmentierung
allerdings unwahrscheinlich. Zudem kann es zur Identifizierung eines Cross-Links kommen,
bei dem nur eines der beiden Peptide tatsächlich falsch und das andere korrekt ist. Bei
kurzen Peptiden ist die Wahrscheinlichkeit recht hoch, dass ein isobares Peptid in der
Sequenzdatenbank vorkommt, dass zur Identifizierung eines falsch-positiven Cross-Links
führen kann.

Die Decoy-Analyse soll falsch-positive Cross-Links generieren und die erhaltenen scores für
diese sicher falsch-positiven Cross-Links mit den scores der eigentlichen Analyse vergleichen.
Um sicher zu gehen, dass falsch-positive Kandidaten erzeugt werden, wird zusätzlich eine Se-
quenzdatenbank mit falschen Proteinsequenzeinträgen generiert. Die Sequenzdatenbank mit
den korrekten Einträgen wird als Target-Datenbank und jene mit falschen Proteinsequenzen
als Decoy-Datenbank bezeichnet. Wenn ein Cross-Link zu einem Protein aus der Decoy-
Datenbank identifiziert wird, kann man sicher davon ausgehen, dass dieser falsch-positiv ist.
Die Decoy-Datenbank wird aus der eigentlichen Target-Datenbank erzeugt, um in etwa gleich
viele, ähnlich zusammengesetzte Peptide zu erhalten. Dazu werden in StavroX und MeroX
drei Möglichkeiten zur Verfügung gestellt:

1. Die Sequenz jedes Proteins wird invertiert.

2. Die Sequenz jedes Proteins wird gemischt.

3. Die Sequenz jedes Proteins wird gemischt, die Proteaseschnittstellen verbleiben aber
an derselben Position wie in der ursprünglichen Sequenz.
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Bei allen drei Optionen werden „falsche“ Sequenzen erzeugt. Das Mischen erfolgt dabei
durch einen Pseudozufallsgenerator mit einem Startwert (seed), der aus der Proteinsequenz
selbst berechnet wird. Das führt dazu, dass ein bestimmtes Protein in der Datenbank immer
dieselbe Decoy-Sequenz erzeugt und somit die Decoy-Analyse reproduzierbar ist.
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Abbildung 33: Automatische Decoy-Analyse - Parallel zur eigentlichen Target-
Datenbank wird eine Decoy-Sequenzdatenbank analysiert, die falsche Proteinsequenzen
enthält, so dass identifizierte Cross-Links mit Peptiden dieser Decoy-Datenbank als
falsch-positiv angenommen werden können. (A) Histogramm der erhaltenen scores für
die Target- und Decoy-Kandidaten. Für die hier gezeigte Analyse wurde ein Cross-Link-
Datensatz des p53-Proteins (von Christian Arlt) mit aktiviertem RISE-Modus verwen-
det. Zur Target-Datenbank wurden außerdem 200 irrelevante E. coli-Proteinsequenzen
hinzugefügt. Aus den Verteilungen wurde für eine FDR< 5% automatisch eine score-
Untergrenze von 94 bestimmt. (B) Angepasste Verteilungen für die drei verschiedenen
möglichen Kombinationen aus Target- (T) und Decoy-Peptiden (D).

Beide Datenbanken werden vereint und nach möglichen Cross-Links zwischen allen errech-
neten Peptiden gesucht. In Analysen von Cross-Link-Experimenten kommt es demnach zu
drei verschieden Kandidatentypen:

1. Full decoy (DD) - Beide Peptide entstammen der Decoy-Datenbank.

2. Mixed decoy (TD) - In einem gemischten Decoy-Kandidaten stammt genau eines der
beiden Peptide aus der Target-Datenbank und eines aus der Decoy-Datenbank.

3. Full target (TT) - Beide Peptide kommen in der Target-Datenbank vor.

Für die Anzahl der identifizierten Kandidaten in diesen Klassen erwartet man für eine
zufällige Verteilung ein Verhältnis von 1:2:1. Für die Abschätzung der FDR für einen score s
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wird Gleichung 15 angewendet. N entspricht dabei der Anzahl an Kandidaten der verschie-
denen Typen, deren score ≥ s ist. Die Anzahl theoretischer Decoy-Kandidaten (NDD+NTD)
ist etwa dreimal größer als NTT . Um die Anzahl an falsch-positiven unter den Full-target-
Kandidaten abzuschätzen, wird die Anzahl der identifizierten Decoy-Kandidaten für die
FDR-Abschätzung in StavroX und MeroX gedrittelt.

FDR (score ≥ s) = NDD +NTD

3 ·NTT
(15)

Auch wenn für einen Full-target-Kandidaten beide Peptide aus der Target-Datenbank
stammen, können dennoch Kandidaten mit einem oder auch zwei falschen Peptiden vor-
kommen. Die Verteilung der Full-target-Kandidaten entspricht demnach einer Überlagerung
der drei genannten Kandidatentypen.

In Abb. 33B sind die score-Verteilungen dieser verschiedenen Kandidaten-Typen dar-
gestellt. Diese wurden durch Anpassung der score-Verteilungen an eine Normalverteilung
erzeugt. Bei Betrachtung der Verteilungen in Abb. 33B fällt auf, dass die Full-decoy-
Verteilung (DD - decoy-decoy) einen Bereich mit deutlich geringeren scores abdeckt als
die Full-target-Verteilung (TT - target-target) und beide Verteilungen kaum überlappen.
Die Verteilung der gemischten Spezies (TD - target-decoy) verläuft zwischen diesen beiden
Verteilungen. Dies ist auch so zu erwarten, da diese Kandidaten ein Peptid enthalten
können, das tatsächlich in einem gemessenen Cross-Link vorkommt. Damit kann auch die
Hälfte der möglichen Fragmentionen in einem Spektrum korrekt zugeordnet werden und
der score ist höher als für Full-decoy-Kandidaten. Die Full-target-Verteilung (TT) zeigt
ein Maximum bei einem score von etwa 150 und deckt einen Bereich von 80 - 200 ab. In
diesem Bereich können richtig-positive Cross-Links erwartet werden, die aber zum Teil
noch von falsch-positiven überlagert sein können. Im Bereich oberhalb von einem score von
120 - 140 kann man sehr wahrscheinlich ausschließlich richtig-positive Kandidaten identifizie-
ren. Dies stimmt mit einer score-Untergrenze von 114 für eine FDR von 1% sehr gut überein.

Nach der erfolgten Analyse wird von StavroX und MeroX automatisch das Ergebnis
der Decoy-Analyse in einem eigenen Fenster angezeigt. Darin ist die Verteilung der scores
für die eigentliche Analyse und die Decoy-Analyse als Histogramm dargestellt. Ein solches
Histogramm ist in Abb. 33A dargestellt. Für verschiedene score-Bereiche wurde die Anzahl
an Kandidaten mit wenigstens einem Decoy-Peptid rot und mit zwei Target-Peptiden blau
aufgetragen. Diese Analyse kann von Experiment zu Experiment stark variieren und hängt
von sehr verschiedenen Faktoren ab. Eine deutliche Abhängigkeit ist z.B. für die Größe der
Sequenzdatenbank zu beobachten. Der analysierte Datensatz (Arlt et al., 2016) enthielt
Cross-Links des p53-Tumorsupressor-Proteins und wurde gegen eine Sequenzdatenbank
analysiert, welche die p53-Sequenz und 200 weitere irrelevante Proteinsequenzen aus
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E. coli enthielt. Die hinzugefügten Proteinsequenzen erhöhen die Wahrscheinlichkeit für
falsch-positive Identifizierungen und sollten die Fähigkeit des Scoring-Algorithmus testen,
zwischen falsch-positiven und richtig-positiven Identifizierungen zu unterscheiden. Ab einem
Score von 114 konnten lediglich Full-target-Kandidaten identifiziert werden, so dass man
ab diesem score von einer sehr geringen Falsch-Positiv-Rate ausgehen kann. Über einem
score von 94 liegt die FDR bei 5%. Über einem score von 57 ist etwa jeder 4. Kandidat
falsch-positiv.

Derselbe Datensatz, der für die Decoy-Analyse in Abb. 33 verwendet wurde, wurde mit
verschiedene Sequenzdatenbanken untersucht. Diese enthielten neben dem p53-Protein
eine unterschiedliche Anzahl an E. coli-Proteinsequenzen und wurden mit verschiedenen
Einstellungen durchgeführt (mit/ohne RISE-Modus oder mit/ohne die p53-Sequenz in der
Datenbank). Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Aufgrund der
quadratischen Steigerung der Anzahl möglicher Kandidaten hat die Größe der Sequenzda-
tenbank einen drastischen Einfluss auf die Sensitivität und FDR.

Tabelle 7: Einfluss der Größe der Sequenzdatenbank - Daten eines p53-Cross-
Link-Experimentes (Arlt et al., 2016) wurden gegen Sequenzdatenbanken mit MeroX
analysiert. Die Datenbanken enthielten die Sequenz des p53-Proteins, sowie eine unter-
schiedliche Anzahl weiterer, irrelevanter Proteinsequenzen aus E. coli. Für jede Analyse
ist die benötigte Berechnungszeit, die Anzahl theoretisch möglicher Cross-Links, die
Größe des Lösungsraums, die score-Untergrenze bei einer FDR von 5% und die iden-
tifizierten Cross-Links mit einer FDR< 5% aufgeführt. In Klammern sind die identifi-
zierten Cross-Links zu E. coli-Proteinen aufgezählt, die als falsch-positive Cross-Links
angenommen werden können. -p53 zeigt an, dass die Datenbank kein p53 enthielt. -RISE
zeigt an, dass diese Analyse nicht mit dem RISE-Modus durchgeführt wurde.

zusätzliche Berechnungs- Anzahl theor. Größe des score- ident.
Sequenzen zeit (h:m:s) Cross-Links Lösungsraums Grenze Cross-Links

0 00:00:15 128.896 78 0 78
0 -RISE 00:01:55 128.896 4.045 11 346
10 00:00:25 ≈ 2, 26 · 108 127 0 87 (12)
10 -RISE 01:25:11 ≈ 2, 26 · 108 526.740 72 98 (9)
100 00:00:33 ≈ 5, 45 · 109 1.127 82 26 (2)
200 00:01:07 ≈ 3, 14 · 1010 2.687 94 25 (1)
500 00:08:58 ≈ 1, 88 · 1011 13.990 100 25 (2)
500 -p53 00:08:03 ≈ 1, 86 · 1011 12.241 77 2 (2)
1000 00:52:53 ≈ 5, 48 · 1011 41.865 117 18 (0)
2000 09:46:14 ≈ 2, 04 · 1012 153.069 119 17 (0)
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Die Berechnungszeit bleibt bei kleineren Datenbanken sehr gering, im Bereich unter
einer Minute. Bei der geringen Größe des Lösungsraumes für hundert zusätzliche Protein-
sequenzen, bei aktiviertem RISE-Modus, ist die Identifizierung von möglichen Kandidaten
limitierend für die Geschwindigkeit. Bei größeren Datenbanken steigt die Berechnungszeit
überproportional an. Bei einer Verdopplung der Sequenzanzahl von 1000 auf 2000 Sequenzen
wird die Berechnungszeit sogar verzehnfacht. Ab einer gewissen Größe der Datenbank wird
die Berechnung des scores für alle Kandidaten des Lösungsraumes zum limitierenden Faktor
für die Berechnungszeit.

Die wachsende Datenbankgröße hat außerdem einen negativen Einfluss auf die Anzahl der
identifizierten Cross-Links mit einer FDR< 5%. Die score-Untergrenze wurde immer weiter
nach oben korrigiert, um diese FDR-Grenze zu erreichen, da mehr zufällige Cross-Links
identifiziert wurden. Es fällt aber auch auf, dass weniger falsch-positive Cross-Links unter
den identifizierten Cross-Links vorkamen (Tab. 7 Werte in Klammern). Die Verbesserung
der Analyse durch den RISE-Modus wird ebenfalls deutlich: Bereits bei elf Proteinen in
der Sequenzdatenbank dauerte die Analyse ohne den RISE-Modus etwa 1,5 Stunden (mit
RISE-Modus nur 25 s). Analysen mit mehreren Hundert Proteinen in der Sequenzdatenbank
sind ohne den RISE-Modus daher kaum sinnvoll möglich. Durch den RISE-Modus werden
allerdings auch mögliche Cross-Links ignoriert. Das betrifft vor allem Spektren, bei denen
nicht alle Reporterionen vorhanden sind und dennoch beide Peptide durch das Spektrum
gut erklärt werden können (siehe Diskussion, Abb. 37, S. 120).

Verwendet man eine Sequenzdatenbank, die das analysierte Protein nicht enthält, erwartet
man, keine sinnvollen Cross-Links zu erhalten. In einer Analyse mit 500 Proteinsequenzen,
aber ohne die p53-Sequenz (500 -p53), wurden zwei Cross-Links mit scores von 81 und 83
mit einer FDR< 5% identifiziert. Betrachtet man die automatische generierte Decoy-Analyse
(siehe Abb. 49 im Anhang S. LVI), fällt allerdings auf, dass diese Cross-Links vermutlich
keine Relevanz haben.

MeroX ist also in der Lage, dank des RISE-Modus große Sequenzdatenbanken zu analysie-
ren und im Bezug auf die angestrebte FDR konsistente Ergebnisse zu liefern. Es wird aber
auch deutlich, dass mit sehr großen Datenbanken die Unsicherheit der Identifizierung von
Cross-Links stark ansteigt, was zu einem Anstieg der score-Untergrenze führt, die das FDR-
Kriterium gerade noch erfüllt. Es ist somit ratsam, die Sequenzdatenbank auf die in der Ana-
lyse tatsächlich enthaltenen Proteine zu limitieren. Im RISE-Modus von MeroX kann das al-
lerdings dazu führen, dass kein einziger falsch-positiver Kandidat identifiziert wird (Dies war
z.B. der Fall, wenn keine zusätzliche Sequenz hinzugefügt wurde, siehe Tab. 7 erste Zeile). In
MeroX ist es deshalb möglich, zusätzlich zur eigentlichen Datenbank eine Sequenzdatenbank
häufiger Proteinkontaminationen massenspektrometrischer Analysen (cRAP - common Re-
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pository of Adventitious Proteins mit 116 Proteinsequenzen von www.thegpm.org/cRAP) zu
verwenden. Dadurch wird sichergestellt, dass eine ausreichende Anzahl an Decoy-Sequenzen
in der Datenbank vorhanden sind und eine zuverlässige FDR-Berechnung durchgeführt wird.

2.4. Beschreibung der Programmfunktionen

StavroX und MeroX sind frei verfügbar auf http://www.StavroX.com/. Die Programme be-
sitzen eine detailliert ausgearbeitete grafische Oberfläche (GUI), so dass die gesamte Analyse
direkt mit StavroX bzw. MeroX durchgeführt werden kann. Zudem werden auf der Webseite
eine ausführliche Online Hilfe, ein Quick User Guide sowie Testdatensätze zur Verfügung
gestellt, die den Einstieg in die Programme vereinfachen sollen. Neue Versionen werden mit
regelmäßigen Updates auf der Webseite veröffentlicht. Beim Start prüfen die Programme
automatisch, ob eine neue Version verfügbar ist.

2.4.1. Programmeinstellungen

StavroX und MeroX besitzen jeweils ein eigenes Dateiformat für die Einstellungsdateien
(siehe Abschnitt 2.4.5). Im Vergleich zu anderen Programmen ist die Syntax von StavroX
ungewöhnlich. Um Ungenauigkeiten bei der Eingabe von Aminosäuremassen oder Cross-
Linker-Massen zu verhindern, müssen z.B. alle Moleküle mit ihrer chemischen Zusammen-
setzung angegeben werden. Die Programme errechnen dann aus genauen Elementmassen die
Masse des eingegebenen Moleküls. Den Einstellungen können einfach Elemente (z.B. bisher
nicht eingetragene Isotope) hinzugefügt werden.

Aminosäuren und Modifizierungen

StavroX und MeroX sind in der Lage, verschiedenste Aminosäuremodifizierungen zu beach-
ten. Dazu muss die modifizierte Aminosäure neu definiert werden. Dies soll am Beispiel der
Oxidation von Methionin erklärt werden: In der Liste verfügbarer Aminosäuren ist Methionin
mit dem Einbuchstabencode ’M’ (C5H9NOS) enthalten. Für oxidiertes Methionin wurde der
Code ’m’ (C5H9NO2S) eingeführt. Auf diese Weise können alle denkbaren Modifizierungen
von Aminosäuren definiert werden. Um diese auf die Analyse anzuwenden, wählt man die
zusammengehörende unmodifizierte und modifizierte Aminosäure aus und fügt diese Kombi-
nation zur Liste der möglichen Modifizierungen hinzu. Dabei kann man zwischen statischen
und variablen Modifizierungen wählen. Eine häufige statische Modifizierung ist die Alkylie-
rung von Cysteinen, um die Bildung von Disulfidbrücken zu verhindern. Diese betrifft dann
alle Cysteine in allen Proteinen. Bei variablen Modifizierungen kann man hingegen festlegen,
wie viele Modifizierungen eines Typs maximal je Peptid vorkommen dürfen.
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Proteaseschnittstellen

Ein großer Vorteil von StavroX und MeroX ist, dass beliebige Kombinationen von Proteasen
definiert werden können. Dazu wird jede Proteaseschnittstelle einzeln mit der jeweils spezi-
fischen Aminosäure oder Aminosäuresequenz definiert. Ein Fragezeichen deutet die Bindung
an, die proteolytisch gespalten wird. Für Trypsin entspricht die Definition der Schnittstel-
len ’K?’ und ’R?’, da die Proteolyse C-terminal von Lysinen und Argininen stattfindet.
Für AspN, eine Protease, die N-terminal von sauren Aminosäuren spaltet, wäre die Defi-
nition ’?D’ und ’?E’. Für die PreScissionTM Protease (GE Healthcare) wäre die Definition
entsprechend ’LEVLFQ?GP’. Für jede Proteolysestelle kann die maximale Anzahl an über-
sprungenen Proteolysestellen je Peptid eingestellt werden (missed cleavage). Bei Verwendung
von unspezifische Proteasen, wie z.B. Proteinase K, kann auch in silico eine unspezifische
Proteolyse angewendet werden, bei der lediglich die minimale und die maximale Peptidlänge
definiert werden muss. Auch eine Kombination aus spezifischer und unspezifischer Proteolyse
ist möglich. Dabei muss wenigstens ein Terminus jedes Peptids durch eine sequenzspezifische
Proteolyse entstanden sein.

Cross-Linker-Einstellungen

Ebenso können Cross-Linker frei definiert werden. Dazu wird die chemische Zusammen-
setzung der eingeführten Cross-Linker-Modifikation in einem Peptid-Peptid-Cross-Link im
Vergleich zu den beiden freien Peptiden angegeben. Für die Cross-Linker DSS oder BS3 ent-
spricht diese Zusammensetzung beispielsweise C8H10O2 (138,068 u). Für Zero-length-Cross-
Links wie Disulfide kann auch eine negative chemische Zusammensetzung angegeben werden:
-H2 (-2,016 u). Neben der Zusammensetzung müssen die Aminosäuren definiert werden, mit
denen der Cross-Linker reagieren kann. Diese Cross-Link-Spezifität wird für die beiden reak-
tiven Gruppen unabhängig voneinander eingegeben, so dass auch heterobifunktionelle oder
sequenzunspezifische (z.B. fotoaktivierbare) Cross-Linker betrachtet werden können.

Eingabe der Einstellungen in StavroX und MeroX

Viele weitere Details können in den Programmen definiert werden, so dass eine Analyse bei-
nahe aller Cross-Links mit verschiedensten Geräten ermöglicht wird. Die grafische Oberfläche
erlaubt die einfache Eingabe der verschiedenen Einstellungen in verschiedenen Tabellen und
Textfeldern. Bewegt man die Maus über ein Feld (z.B. eine Checkbox oder eine Tabellen-
überschrift), wird ein kurzer Text angezeigt, der die Funktion des Feldes erklärt. Genauere
Informationen sind zusätzlich in der Online-Hilfe erklärt. Bei falscher Eingabe wird der Nut-
zer durch verschiedenste hilfreiche Fehlermeldungen auf den möglichen Fehler hingewiesen.
Ist man mit den Einstellungen von StavroX oder MeroX noch nicht vertraut, kann man einen
Quick Setup Guide verwenden. Dieser bietet eine Vorauswahl häufig verwendeter Proteasen
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und Cross-Linker sowie Fragmentierungsarten und erstellt automatisch eine Einstellungs-
datei, die später im Detail modifiziert werden kann, aber für die meisten Standardanalysen
genügt.

2.4.2. Kommandozeilenoptionen

Für die Durchführung mehrerer Analysen ist es komfortabler, die eigentliche Analyse nicht
mehrfach mithilfe der grafischen Oberfläche zu starten, sondern aus der Kommandozeile oder
im Batch-Verfahren. Dabei werden Eingabedaten (Sequenzdatenbank, MS/MS-Daten und
Einstellungen) sowie die Ergebnisdateien festgelegt, so dass im Anschluss eine automatisierte
Abarbeitung aller eingegebenen Analysen erfolgt. Die Ergebnisse der einzelnen Analysen
werden jeweils in separaten Ergebnisdateien gespeichert, so dass die Analyse im Nachhinein
auch an einem anderen Computer validiert werden kann. Der Aufbau und der Inhalt
einer Ergebnisdatei sind detaillierter in Abschnitt 2.4.5 beschrieben. Die automatisierte
Durchführung von Analysen bietet sich vor allem dann an, wenn Analysen auf einem
Computer-Cluster ausgelagert werden sollen und die Auswertung an einem Desktop-PC
stattfindet.

2.4.3. Grafische Benutzeroberfläche (GUI)

Der Quelltext zu MeroX umfasst mehr als 23.000 Zeilen mit Programmanweisungen. Mehr als
11.000 davon werden allein für die grafische Darstellung und interaktive Benutzeroberfläche
benötigt (Zum Vergleich: die Berechnung des scores umfasst etwa 700 Zeilen Quelltext). Die
manuelle Validierung der von StavroX und MeroX ausgewerteten Daten ist nach wie vor ein
zeitaufwändiger und unverzichtbarer Schritt bei der Analyse von XL-MS-Datensätzen. Die
Programmoberfläche ist deshalb so gestaltet, dass man schnell einschätzen kann, ob es sich
bei einem Kandidaten um einen Cross-Link handeln könnte oder nicht. Das Hauptfenster
(Abb. 34) ist dafür in drei Hauptkomponenten gegliedert:

1. Eine Tabelle aller Kandidaten mit verschiedenen individuellen Informationen

2. Das annotierte Fragmentionen-Spektrum eines ausgewählten Cross-Links

3. Eine Fragmentierungsansicht, welche die Fragmentierungsstellen andeutet

Die Tabelle im Hauptfenster enthält alle wichtigen Informationen zu dem identifizier-
ten Cross-Link-Kandidaten. Dazu zählen: Die errechnete und massenspektrometrische
bestimmte Masse5 sowie die Abweichung voneinander, die beteiligten Peptide und deren
Herkunft (Protein und Position im Protein), als auch Informationen zur Messung (Re-
tentionszeit, Nummer des Spektrums). Man kann bestimmte Kandidaten mithilfe der
5sowohl das Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z) und Ladung des Vorläuferions als auch die Masse im einfach
geladenen Zustand
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Abbildung 34: MeroX-Hauptfenster - Screenshot des Hauptfensters nach der Ana-
lyse eines Datensatzes. Die Ansicht ist in drei Bereiche geteilt: Eine Tabelle aller Kandi-
daten (oben), eine Tabelle aller Cross-Linking-Stellen-Kombinationen mit der jeweiligen
Fragmentierungsansicht (unten links) und das annotierte Spektrum (unten rechts).

Filter- und Suchfunktion hervorheben lassen. Alle Tabellen in StavroX und MeroX können
gedruckt oder in andere Programme kopiert werden (z.B. Excel). In den letzten beiden
Spalten können Kommentare zu einzelnen Cross-Links abgespeichert werden und einzelne
Kandidaten mit einem Häkchen versehen werden, z.B. um diesen Kandidaten als möglichen
Cross-Link-Kandidaten zu markieren.

Für zwei Peptide können sich verschiedene mögliche Kombinationen an Cross-Link-Stellen
zwischen den beiden Peptiden ergeben. Die Programme errechnen scores für alle Kombina-
tionen und diese können in der Tabelle links unten (Abb. 34) ausgewählt werden, so dass die
annotierten Spektren verschiedener Kombinationen von Cross-Linking-Stellen unabhängig
voneinander validiert werden können.
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Abbildung 35: Annotiertes Cross-Link-Spektrum - Spektrum des identifizierten
Cross-Links zwischen Peptiden aus Me31B (IEKELGTEIKPIPK) und Trailer Hitch
(SQLAKLK) (siehe Abb. 20, S. 47). Die Signale im Spektrum sind annotiert und farbig
markiert. Cross-Linker-Fragmente sind gelb dargestellt, N-terminale Peptid-Fragmente,
wie b-Ionen sind rot und C-terminale Fragmente, wie y-Ionen, sind blau dargestellt.
Unter dem Spektrum werden Abweichungen der identifizierten Signale zur berechneten
Masse des Ions in parts per million (ppm) angezeigt. Rechts neben dem Spektrum
zeigt die Fragmentierungsansicht einerseits die verknüpften Aminosäuren der beiden
Peptide, als auch die identifizierten Fragmentierungsstellen. Die Fragment-Indikatoren
(d und c) sind entsprechend der Intensität des korrespondierenden Signals eingefärbt
(Die Farbskala ist unterhalb gezeigt).

Im unteren rechten Teil des Hauptfensters wird das Spektrum des aktuell ausgewählten
Cross-Links und der ausgewählten Kombination an Cross-Link-Stellen dargestellt. Mit
dem „Details of Crosslink“-Button gelangt man zu einer Detailansicht des ausgewählten
Cross-Links, die neben einer tabellarischen Zusammenfassung der identifizierten Ionen
ein detaillierteres Spektrum zeigt. In Abb. 35 ist ein von MeroX annotiertes Spektrum
dargestellt.

Identifizierte Ionen werden im Spektrum farbig markiert, N-terminale Fragmente (a-,
b- und c-Ionen) in Rot und C-terminale Fragmente (x-, y- und z-Ionen) in Blau. Das
Vorläuferion (precursor) sowie dessen Neutralverluste (Verlust von Wasser oder Ammoniak)
werden grün markiert. Nicht identifizierte Signale sind schwarz dargestellt und werden
ebenfalls mit ihrem m/z-Wert (wenn bekannt, auch Ladung) beschriftet. Wenn ein Signal
durch verschiedene Fragmentionentypen erklärt werden kann, wird es pink angezeigt.
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Dieser Farbcode ist Standard für alle Spektren in StavroX. In MeroX gibt es zusätzlich gelb
markierte Signale, die für Fragmentierungen innerhalb des Cross-Linkers verwendet werden.
Es ist allerdings auch möglich, dieses Farbschema in den Einstellungen zu verändern. Farben
für alle Ionentypen sind frei wählbar. Außerdem kann man die Fragmentfarbe entweder
in Abhängigkeit vom Ionentyp oder nach ihrem Peptidursprung (α- oder β-Peptid) einstellen.

Spektrumsausschnitte können intuitiv mit dem Mausrad oder einem gezogenen Zoom-
Fenster vergrößert werden. Durch einen Doppelklick gelangt man zurück zur ursprünglichen
Vergrößerung. Unterhalb des Spektrums sind die Abweichungen aller gemessenen Signale
dargestellt. Diese Informationen können hilfreich sein, um falsch zugeordnete Signale
zu identifizieren oder auch, um einen Eindruck von der Qualität der Kalibrierung des
Massenspektrometers zu erhalten.

Bei hochaufgelösten MS/MS-Spektren können die Spektren zudem deisotopiert werden.
Beim Deisotopieren werden primär die schweren Isotopensignale der einzelnen Ionen
entfernt, die hauptsächlich durch die zufällige Verteilung von 13C-Isotopen in den Ionen
auftreten. Die Intensitäten der Isotopensignale werden dann zum monoistopischen Signal
(das monoisotopische Ion enthält keine schweren Isotope) addiert. Aus dem Abstand der
Isotopensignale lässt sich zusätzlich die Ladung des Ions ableiten. Dabei entspricht die
Ladung des Ions etwa dem Kehrwert des Abstands aufeinanderfolgender Isotopensignale.
Wenn MS/MS-Spektren vor der Analyse mit StavroX oder MeroX deisotopiert werden, geht
die Ladungsinformation verloren, da diese in einigen Dateiformaten nicht implementiert
wurde, demnach ist es von Vorteil, unbehandelte Datensätze zur Analyse zu verwenden.
Bei der ebenfalls verfügbaren Dekonvolutierung werden die m/z-Werte aller Ionen mit
bekannter Ladung auf eine einfache Ladung umgerechnet. In der grafischen Oberfläche ist
es dann möglich, zwischen dem Originalspektrum, deisotopiertem und dekonvolutiertem
Spektrum umzuschalten. Dadurch kann z.B. die automatische Ladungszuordnung nachträg-
lich überprüft werden.

Rechts neben dem Spektrum wird eine detaillierte Fragmentierungsansicht angezeigt.
Diese Anzeige ist ein schematische Präsentation der Cross-Link-Stellen sowie der Frag-
mentierungsstellen in den vernetzten Peptiden. Dafür werden beide Peptidsequenzen
untereinander geschrieben und die beiden vernetzten Aminosäuren mit einer senkrechten
Linie, die den Cross-Linker repräsentiert, verbunden. Fragmentionen werden dann mit
d (C-terminale Ionen) und c (N-terminale Ionen) oberhalb und unterhalb der Sequenz
dargestellt. Für StavroX (ab Version 3) und MeroX wurde diese Ansicht weiterentwickelt.
Die Fragmentierungsindikatoren werden zusätzlich nach ihrer Intensität im Spektrum einge-
färbt. Die Farbskala ist unten rechts dargestellt und verläuft von blau (minimale Intensität)
über grün (relative Intensität von 10%) bis rot (rel. Intensität bis 100%). In MeroX werden
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zusätzlich Indikatoren für die Spaltung des Linkers an der Linie zwischen den beiden Pepti-
den angezeigt. Für den Harnstoff-Linker entsprechen diese den Bu- bzw. BuUr-Fragmenten6.

Im Hauptfenster (siehe Abb. 34) ist eine vereinfachte Variante der Fragmentierungs-
ansicht dargestellt, die in der Detailansicht eines Cross-Link-Kandidaten erweitert wird.
In der vereinfachten Darstellung kann man nicht zwischen den Ladungszuständen der
einzelnen Ionen differenzieren. In der Detailansicht (Abb. 35) sind die Ionen zusätzlich zur
Farbkodierung noch in mehreren Reihen über- bzw. untereinander angeordnet, die jeweils
einem der möglichen Ladungszustände der Ionen entsprechen. Die zugehörige Ladung eines
Fragmentions ist jeweils rechts angezeigt.

Die Kombination aus annotiertem Spektrum und der farbig markierten Fragmentierungs-
ansicht erleichtert es einerseits, Kandidaten von vornherein als Cross-Link auszuschließen,
wenn z.B. keine oder nur wenige Ionen identifiziert wurden und keine Ionenserien erkennbar
sind, andererseits kann man mögliche Kandidaten leichter erkennen, um sie später in der
Detailansicht zu verifizieren.

2.4.4. Integration von xVis

Weder StavroX noch MeroX haben eine eigenständige Funktion zur visuellen Darstellung
der identifizierten Cross-Links in der Proteinsequenz. In Grimm et al. (2015) wurde mit
xVis ein Online-Tool vorgestellt, welches Diagramme zur Darstellung von Cross-Linking/MS-
Daten erzeugt. xVis benötigt dazu lediglich eine korrekt formatierte Tabelle, die direkt aus
StavroX oder MeroX (Ab Version 3.6 bzw. 1.6) heraus exportiert werden kann, so dass
eine Darstellung der mit StavroX oder MeroX identifizierten Cross-Links mit xVis einfach
möglich ist.

2.4.5. Dateiformate

StavroX und MeroX sind in der Lage, die gängigsten Eingabe-Dateiformate zu verar-
beiten. So wird z.B. für Sequenzinformationen das Standard Fasta-Format verwendet.
Für MS-Daten gibt es eine große Anzahl an verschiedenen Dateiformaten, nicht zuletzt
aufgrund der Vielzahl an Herstellern von MS-Geräten. Rohdatenformate der meisten
MS-Gerätehersteller (z.B. Thermo .RAW-Dateien) können zu vereinheitlichten Datenfor-
maten konvertiert werden (MGF, mzXML und mzML). Diese Formate können für die
Analyse verwendet werden, wodurch StavroX und MeroX Datensätze von verschiedensten
MS-Geräten handhaben können. Für die Einstellungen von StavroX und MeroX wurde ein
eigenes Datenformat entwickelt (SSF und MXF für StavroX bzw. MeroX). Darin sind alle
6Zusätzlich ist in Abb. 35 ein weiterer Fragmentionentyp am Cross-Linker angedeutet, welcher der Fragmen-
tierung an der Amidbindung zwischen dem Cross-Linker und dem vernetzten Lysin entspricht.
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Elemente, Aminosäuren, Proteasen, Cross-Linker usw. definiert. Mit einer abgespeicherten
Einstellungsdatei kann man Datensätze unter reproduzierbaren Bedingungen analysieren.
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Abbildung 36: Struktur einer Er-
gebnisdatei

Für die Ausgabe von Cross-Link-Daten gibt es
bisher noch kein allgemein akzeptiertes Standardfor-
mat, wie z.B. mzIdentML für Proteomanalysen. Die
meisten Programme exportieren die identifizierten
Cross-Links in eine oder mehrere Textdateien. Im Fall
von StavroX und MeroX wird eine einzige Ergebnis-
datei erzeugt (Abb. 36). Die Ergebnisdatei enthält
allerdings alle benötigten Informationen (Ergebnisse,
Einstellungen und Spektren), um die Daten auch auf
einem anderen Computer auswerten zu können oder
auch die angewendete Suchkriterien nachzuvollziehen.
Zur Verringerung des benötigten Speichers sind die
Ergebnisdateien komprimiert (in einem ZIP-Archiv).
Die Ergebnisdateien enthalten eine Dateistruktur, die
mehrere Dokumente umfasst. Jedes einzelne Spek-
trum, für das ein Cross-Link-Kandidat identifiziert
werden konnte, wird binär kodiert und mit einer
einzigartigen ID versehen (UUID – universally unique
identifier). So muss ein Spektrum nur einmal abgespeichert werden, auch wenn verschiedene
Kandidaten für dasselbe Spektrum identifiziert werden, so dass der benötigte Speicherplatz
für Spektren in der Ergebnisdatei reduziert wird. Die Ergebnistabelle enthält alle Cross-
Link-Kandidaten mit den Informationen, die im Hauptfenster angezeigt werden. In jeder
Ergebnisdatei werden die verwendeten Suchkriterien als Einstellungsdatei abgespeichert.
Diese Funktion stellt sicher, dass immer die richtigen Einstellungen geladen werden, wenn
eine Analyse im Programm geöffnet wird. Außerdem ist dies hilfreich, um zu überprüfen, un-
ter welchen Bedingungen eine Analyse durchgeführt wurde oder um weitere Analysen unter
den gleichen Bedingungen durchzuführen. Weiterhin werden die gesammelten Informationen
für die FDR-Berechnung (Decoy-Analyse) und ein kurzer Report, der bei einer möglichen
Fehlersuche helfen kann, abgespeichert. Die Proteinlängendatei ist für den xVis-Export
nötig (siehe Abschnitt 2.4.4).

Sobald ein allgemein akzeptiertes Datenformat für XL-MS-Datensätze zur Verfügung steht,
soll auch eine Funktion zur Konvertierung zu diesem Format in die Programme integriert
werden. Dann könnten im Gegenzug auch Daten anderer Suchalgorithmen (z.B. Kojak) mit
StavroX ausgewertet werden.
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In den letzten 15 Jahren wurde eine Vielfalt von Software-Lösungen für die Auswertung von
Cross-Linking/MS-Analysen vorgestellt. Anhand von Tabelle 5 wird diese Vielfalt deutlich.
Beinahe jede Arbeitsgruppe, die an der Entwicklung von Cross-Linking/MS-Strategien
arbeitet, hat auch eine eigene Software entwickelt, um der komplexen bioinformatischen
Aufgabenstellung gerecht zu werden. Die meisten Programme führen eine Analyse durch
und geben die gefundenen Cross-Links in Form einer Tabelle aus. Die einzige Möglichkeit,
diese Daten zu validieren, ist der aufwändige Abgleich mit massenspektrometrischen
Rohdaten, andernfalls muss man sich auf die angegebenen Cross-Links verlassen. Nur
wenige Programme bieten sowohl die Analyse als auch ein Werkzeug zur Auswertung der
Cross-Links an. Die in dieser Arbeit vorgestellten Programme sollen eine Plattform liefern,
die einerseits einfach zu verwenden ist, zuverlässige und reproduzierbare Ergebnisse liefert,
eine detaillierte Analyse zulässt und andererseits sehr flexibel ist.

StavroX wurde seit der ersten Version deutlich verbessert: während eine Analyse eines
kleinen Datensatzes (≈ 1000 MS/MS-Spektren und Cross-Links eines Proteins) mit der
ersten Version von StavroX noch eine halbe Stunde Berechnungszeit benötigte, ist die
Analyse mit der aktuellen Version in wenigen Sekunden abgeschlossen. Auch eine detaillierte
Validierung eines Cross-Links ist mittlerweile innerhalb weniger Minuten durchzuführen.
Beide Programme sollen auch weiterhin gepflegt und optimiert werden, um die Auswertung
weiter zu vereinfachen und der voranschreitenden Entwicklung der Cross-Linking/MS-
Strategien gerecht zu werden.

Das Programm MeroX ist eines von drei Programmen (xLinkX und DXMSMS), wel-
ches die spezifischen Eigenschaften von spaltbaren Cross-Link-Reagenzien beachten und
ausnutzen kann. Auch bei MeroX wurde auf eine hohe Flexibilität geachtet. So ist es
einfach möglich, neue Reagenzien in die Einstellungen des Programms aufzunehmen und
diese Substanzen zu testen (wie z.B. in Argo et al., 2015). MeroX ist dabei nicht auf ein
bestimmtes Spektrometer oder einen spezifischen Aufnahmemodus angewiesen, wie z.B.
xLinkX (Liu et al., 2015).

Der scoring-Algorithmus und vor allem die automatische FDR-Abschätzung sind wertvolle
Bestandteile beider Programme. Der score ist in der Lage, falsch-positive Kandidaten von
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richtig-positiven Kandidaten effizient zu unterscheiden, so dass nicht Tausende Cross-Link-
Kandidaten manuell validiert werden müssen. Die Ergebnisse können nach einer geforderten
FDR gefiltert werden, so dass nur die besten Übereinstimmungen angegeben werden, die
mit hoher Wahrscheinlichkeit einem tatsächlichen Cross-Link entsprechen. Die grafische
Benutzeroberfläche liefert dem Benutzer viele Möglichkeiten, die Daten im Detail zu
untersuchen. Viele Komfortmerkmale, wie Sortier- und Filterfunktionen, einfaches Zoomen
in Spektren, die automatische Annotation von Signalen oder der Export der Ergebnisse
zu xVis erleichtern das Arbeiten mit großen Datensätzen ungemein. Bereits mit ein wenig
Übung kann man aus der Kombination von annotiertem Spektrum und der eigens für
StavroX und MeroX entwickelten Fragmentierungsansicht die Qualität eines Cross-Link-
Spektrums beurteilen. Viele andere Programme zur Cross-Link-Analyse müssen mithilfe der
Kommandozeile gestartet und ohne grafische Benutzeroberfläche mittels Einstellungsdateien
konfiguriert werden, was für viele Benutzer häufig eine zu hohe Hürde darstellt. StavroX
und MeroX besitzen hingegen einen „Quick Setup Guide“, mit dem man komfortabel die
verwendeten Proteasen, Cross-Linker und Fragmentierungsarten einstellen kann. Ungeübte
Nutzer können den Umgang mit der Software und den zahlreichen Funktionen durch die
intuitive Benutzeroberfläche rasch erlernen.

Dieser Dissertation wurde eine CD beigelegt, die die aktuellen Versionen von StavroX
(3.6.1) und MeroX (1.6.1) sowie Testdatensätze beinhaltet. Für diese Testdatensätze sind
sowohl Ergebnisdateien zur sofortigen Betrachtung, als auch alle nötigen Eingabe- und Ein-
stellungsdateien vorhanden, um die Analyse unabhängig zu wiederholen.

3.1. Anwendungsbeispiele der Software-Tools

Seit seiner Veröffentlichung 2011 wurde StavroX von verschiedenen Gruppen für diverse
Cross-Linking/MS-Experimente angewendet. Eine der Stärken von StavroX ist die Freiheit,
eine Vielzahl verschiedener Cross-Linker und Cross-Link-Strategien auswerten zu können.

So können z.B. gerichtet oder auch ungerichtet fotoaktivierbare Aminosäuren in Proteine
eingebaut werden, um Cross-Links zu interagierenden Proteinen zu erzeugen, welche mit
StavroX identifiziert werden können (Schwarz et al., 2013; Konovalova et al., 2014; Pettelkau
et al., 2014; Clavier et al., 2015; Dehling et al., 2016).

Eine der häufigsten Anwendungen stellt die Analyse von Cross-Links mit Isotopen-
markierten, homobifunktionellen, aminreaktiven Cross-Linkern wie z.B. DSS oder BS2G
dar. Die gleichzeitige Analyse von leichtem und schwerem Cross-Linker steht derzeit nur für
StavroX zur Verfügung, soll aber auch in MeroX integriert werden. So wurde zum Beispiel
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eine Mischung aus DSS-d0 und DSS-d12 (mit 12 Deuteriumatomen anstelle von Wasserstof-
fatomen) verwendet, um die Interaktionsstelle von PetP (eine regulatorische Untereinheit
des Cytochrom b6f-Komplexes) mit dem Cytochrom b6f-Dimer zu identifizieren. Ein
Cross-Link von PetP zum N-Terminus der b6f-Untereinheit VI konnte identifiziert werden.
PetP bindet demnach an die zytoplasmatische Seite des membranständigen b6f-Komplexes
(Rexroth et al., 2014). In einem sehr ähnlichen Experiment konnte in Kombination
mit Kryo-Elektronenmikroskopie die Positionierung von Raf1 (einem Rubisco assembly
chaperone) im Rubisco-Komplex während dessen Formierung aufgeklärt werden (Hauser
et al., 2015). Zudem wurde StavroX verwendet, um mögliche therapeutische Antikörper zu
charakterisieren (Patentantrag Rosenthal et al., 2016). Die Interaktion zwischen Epitop und
Antikörper wurde dazu mit DSS-d0/d12 analysiert.

Neben der Isotopen-Markierung der Cross-Linker kann es auch nötig sein, Isotopen-
markierte Proteine zu untersuchen. So kann mit einer Mischung aus markierten und
unmarkierten Proteinen unterschieden werden, ob es sich bei einem Cross-Link um einen
intramolekularen oder intermolekularen Cross-Link in einem Homo-Oligomer handelt
(Taverner et al., 2002). So wurden z.B. die Interaktionen innerhalb der Oligomere von
14N -p53/15N -p53 (Arlt et al., 2015) und 14N -GCAP2/15N -GCAP2 (Pettelkau et al., 2013)
analysiert.

StavroX ist nicht beschränkt auf die Analyse von chemischen Quervernetzungen, sondern
ist auch in der Lage, natürlich vorkommende Cross-Links, wie z.B Disulfidbrücken, zu
identifizieren. Eine weitere Gruppe natürlicher Cross-Links kann beispielsweise durch die
Transglutaminase hervorgerufen werden, wobei es zur Bildung einer Isopeptidbindung
zwischen Glutamin und Lysin unter Freisetzung von Ammoniak kommt. In Stamnaes et al.
(2015) konnte die kovalente Selbstassoziation von Transglutaminase 2 (TG2) im Detail
mit StavroX analysiert werden, wobei die Aminosäuren identifiziert wurden, die an der
Selbstassoziation von TG2 beteiligt sind.

MeroX (frei verfügbar seit 18. November 2013) war die erste publizierte Software, die für die
Analyse von Cross-Linking/MS-Experimenten mit einem MS/MS-spaltbaren Cross-Linker
verwendet werden konnte. Seitdem wurden zwei weitere Programme publiziert: DXMSMS
(Petrotchenko et al., 2014), welches zusätzlich Isotopenmarkierungen berücksichtigt und
XlinkX (Liu et al., 2015). MeroX wurde erfolgreich für die Analyse verschiedener anderer
spaltbarer Cross-Linker, wie z.B. SuDP (Disuccinimidyl-succinamyl-aspartyl-prolin in Argo
et al., 2015) und ähnlicher Derivate oder zusätzlich zur Analyse des radikalisch spaltenden
TEMPO-Linkers (Hage et al., 2016) verwendet. Cross-Links mit dem TEMPO-Linker konn-
ten sowohl im Positiv- als auch im Negativ-Modus mit MeroX automatisch annotiert werden.
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StavroX und MeroX erfüllen damit die Erwartung, für das breite Spektrum von möglichen
Cross-Linking/MS-Anwendungen kompatibel zu sein. Beide Programme können einen wich-
tigen Beitrag zum Feld der strukturellen Proteomik liefern und machen die XL-MS-Strategie
für ein breites Spektrum an Anwendern verfügbar.

3.2. Limitationen der Cross-Link-Analyse

Cross-Linking in Kombination mit Massenspektrometrie ist eine vielfältige Methode. Viele
der Aminosäureseitenketten von Proteinen können durch spezifische und unspezifische
Reagenzien chemisch vernetzt werden (siehe Abschnitt 1.2.1, S. 75). Verschiedene Proteasen
und deren Kombinationen finden zudem Anwendung, um spezifische Proteolysen durchzu-
führen (Trypsin, GluC, AspN und weitere). Auch unspezifische Proteasen wurden bereits
für XL-MS-Experimente verwendet (Petrotchenko et al., 2012). Um eine gute Sequenzab-
deckung beider vernetzter Peptide zu erhalten, können verschiedene Fragmentierungsmodi
angewendet werden, zum Teil auch in Kombination miteinander (siehe Abschnitt 1.2.2,
S. 79). Die Kombination verschiedener experimenteller und analytischer Ansätze kann
dabei ausreichend komplementäre Daten liefern, um aussagekräftige Informationen über die
meisten Proteine oder Proteinkomplexe zu sammeln.

Die Cross-Linking-Strategie wird hauptsächlich durch die Datenanalyse beschränkt. Die
Limitation erfolgt dann, wenn zu viele Peptide nach der in-silico-Proteolyse kombiniert
werden und der Such- und Lösungsraum zu groß werden. Dies kann z.B. durch eine große
Sequenzdatenbank, die Verwendung unspezifischer Proteasen, die Einbeziehung vieler varia-
bler Modifikationen oder einem sequenzunspezifischen Cross-Linker verursacht werden. Mit
der Entwicklung spaltbarer Cross-Linker, den entsprechenden Workflows und spezialisierter
Software, wie MeroX oder xLinkX, sind dennoch sehr komplexe Analysen realisierbar (Liu
et al., 2015).

In einer Cross-Link-Analyse machen tatsächliche Cross-Links nur einen kleinen Anteil
der gemessenen Spezies aus. Es ist realistisch anzunehmen, dass ein Protein, für das ein
Cross-Link identifiziert werden kann, auch durch mehrere unmodifizierte Peptide in der
Analyse vertreten ist. Ein erhaltener Datensatz sollte deshalb zunächst mit Standard-
Proteomsuchalgorithmen (z.B. MASCOT, SEQUEST) auf die enthaltenen Proteine
untersucht werden. Für die Cross-Linking-Analyse sollte es dann ausreichen, die identifi-
zierten Proteine oder nur die abundantesten Proteine als Sequenzdatenbank zu verwenden.

Eine weitere Limitation der Analyse mit StavroX und MeroX wird durch die Cross-Link-
Typen vorgegeben. Neben den drei genannten Typen 0, 1 und 2 (siehe Abb. 23, S. 74) sind
auch Kombinationen dieser Typen denkbar. Cross-Links mit mehr als zwei Peptiden kommen
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sicherlich ebenso vor, werden aber von den Suchalgorithmen ignoriert. Eine Software, die die
Suche nach drei vernetzten Peptiden erlaubt, ist MassAI (Rasmussen et al., 2011). Dazu kann
man MassAI auf Peptide limitieren, die auch als Typ 0 Cross-Links vorlagen, da ansonsten
der Such- und Lösungsraum zur dritten Potenz anwächst.

3.3. Mögliche Optimierungen von StavroX und MeroX

Das erklärte Entwicklungsziel für Cross-Linking-Software ist es in naher Zukunft, so auto-
matisiert wie möglich komplexe Datensätze auszuwerten. Dazu wird auch in den nächsten
Jahren versucht werden, die Algorithmen so gut wie möglich zu optimieren, um die manuelle
Auswertung auf das nötige Mindestmaß zu reduzieren. Dabei liegt ein Hauptaugenmerk bei
der weiteren Entwicklung von StavroX und MeroX darauf, komplexere System mit mehr
Proteinen analysieren zu können und den score weiter zu verbessern.

Die Fortschritte bei der Entwicklung von MS-Instrumenten und Cross-Link-Reagenzien
haben ebenfalls einen großen Einfluss auf die zukünftigen Optimierungen. Die Möglichkeit,
hochgenaue MS/MS-Spektren aufnehmen zu können, hat z.B. zur Einbeziehung von Deiso-
topierungsalgorithmen in StavroX und MeroX geführt. Beide Programme können aus den
Rohdaten den Ladungszustand vieler Ionen durch das Isotopenmuster bestimmen, wodurch
die Fehleranfälligkeit stark reduziert wurde, da nicht nur der m/z-Wert, sondern die tatsäch-
liche Masse des Ions berechnet werden kann.

3.3.1. Proteomweite Analysen

MeroX und StavroX waren ursprünglich nicht für eine proteomweite Analyse von Cross-
Links konzipiert. Deshalb ist es mit der aktuellen Version von MeroX nur sinnvoll,
Proteinsequenzdatenbanken mit maximal ≈ 2000 Einträgen7 zu analysieren.

Diese Beschränkung ist derzeit limitiert durch die in silico-Proteolyse, da die Programme
ursprünglich nicht für mehr als ≈ 100 Proteine konzipiert waren. Alle möglichen Peptide
werden zunächst zwischengespeichert und verbrauchen in ihrer Summe viel Speicher,
noch bevor die eigentliche Analyse beginnt. Das kann dazu führen, dass die zulässigen
Speichergrenzen für die JAVA-Umgebung überschritten werden und das Programm abstürzt.
Um proteomweite Analysen zu ermöglichen, müsste hier eine effizientere Speicherung der
generierten Peptide implementiert werden. Dazu sollen zunächst externe Peptiddatenbanken
in StavroX und MeroX integriert werden. Um letztlich proteomweite Analysen zu ermögli-
chen, müssen weitere Optimierungen mit realen Datensätzen durchgeführt werden, so dass
verlässliche Ergebnisse erhalten werden können.

7Diese Angabe gilt bei aktiviertem RISE-Modus. Ohne RISE-Modus, in MeroX und auch StavroX, sollten
maximal ≈ 50 Sequenzeinträge in der Datenbank vorhanden sein.
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3.3.2. Optimierung der Suchalgorithmen

Auch wenn die Analyse von Cross-Link-Datensätzen im Vergleich zu früheren Versionen
von StavroX schon stark verbessert wurde, gibt es verschiedene Ansätze, die verfolgt
werden könnten, um die Analyse zu beschleunigen. Häufig werden bei Cross-Link-Analysen
Messungen mit und ohne Cross-Linker durchgeführt. Diese könnten auch von der Cross-
Linking-Software verwendet werden, um Spektren, die in beiden Proben vorkommen, von
vornherein auszuschließen. Das Programm würde zunächst beide Datensätze (±Cross-
Linker) miteinander vergleichen. Zum Vergleich sollten der m/z-Wert und die Ladung des
Vorläuferions, die Retentionszeit und auch das Spektrum selbst herangezogen werden. Wenn
beide Analysen ein beinahe identisches Spektrum enthalten, kann es sich dabei nicht um ein
Spektrum eines Cross-Links handeln. Dadurch sollte eine Vielzahl an irrelevanten Spektren
aussortiert werden können, die Analyse beschleunigt werden und die Gefahr, falsch-positive
Kandidaten zu identifizieren, minimiert werden.

Ein ähnlicher Effekt könnte erreicht werden, wenn man der Cross-Linking-Auswertung
eine Peptid-Analyse vorschaltet und alle Spektren außer Betracht lässt, die eindeutig einem
linearen Peptid zugeordnet werden können.

Der RISE-Modus in MeroX ist, so wie er hier beschrieben ist, sehr restriktiv. Denn es ist
nötig, dass von beiden Peptiden beide Reporterionenpaare vorhanden sind. In Abb. 37 ist
ein Spektrum eines p53-Cross-Links mit einem hohen score von 143 gezeigt. Dieses konnte
allerdings nicht mit dem RISE-Modus identifiziert werden, da das intakte Reporterionenpaar
des α-Peptids fehlt. Hier ist der Grund eine insgesamt zu starke Fragmentierung, so dass
es zu Mehrfachfragmentierungen gekommen ist. Interne Fragmentionen des α-Peptids sind
im Spektrum rot hervorgehoben. Eine Fragmentierung geschah im Cross-Linker und eine
zweite im Peptidrückgrat, so dass es zur Bildung von y-Ionen mit den beiden Cross-Linker-
Fragmenten Bu und BuUr kam.

Im RISE-Modus werden die Peptidmassen der beiden Peptide anhand der Reporterio-
nenpaare berechnet. Für die Berechnung würde ein Reporterionenpaar allerdings ausreichen
(siehe Gleichungen in Abb. 31). Der RISE-Modus wird um die Option erweitert werden,
nur eines der beiden Reporterionenpaare zwingend zu benötigen. Die Größe des Such-
und Lösungsraumes sollte dadurch nur geringfügig ansteigen, da der exakte Abstand der
beiden Fragmente von 25,979 u keiner Aminosäure oder üblichen Modifikation entspricht
und demnach nur bei Cross-Link-Spektren vorkommen sollte.
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Mögliche Optimierungen von StavroX und MeroX
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Abbildung 37: Verbesserung des RISE-Algorithmus - Gezeigt ist ein Cross-
Link-Spektrum einer Quervernetzung zweier p53-Peptide (Daten von Christian Arlt).
Das Spektrum wurde annotiert wie auf S. 112 beschrieben. Das gezeigte Spektrum
wurde im RISE-Modus nicht identifiziert, da nur eines der beiden Reporterionenpaare
vorhanden ist und das α-Ionenpaar fehlt (roter Kreis). Ursache ist in diesem Fall eine
zu starke Fragmentierung, da es zur Bildung mehrerer interner Fragmente gekommen
ist (in Rot hervorgehoben). Diese Cross-Linker-Fragmente fragmentierten zusätzlich im
Peptidrückgrat (y-Ionen). Sowohl das Bu/BuUr-Paar für das y8-Ion als auch für das y9-
Ion wurden automatisch von MeroX annotiert. Um ähnliche Spektren im RISE-Modus
nicht zu verlieren, könnte man den RISE-Modus so verändern, dass nur eines der beiden
Paare vorhanden sein muss, um als Cross-Link in Betracht gezogen zu werden.

3.3.3. Standard-Datenformate

Die Proteomics Standard Initiative (PSI; Orchard et al., 2003) der Human Proteome Orga-
nization (HUPO) hat das Ziel, Standards für die Datenspeicherung im Feld der Proteomik
zu entwickeln. Dies hat z.B. zur Entwicklung der offenen Datenformate mzML (Martens
et al., 2011) oder mzIdentML (Jones et al., 2012) geführt. Obwohl es Vorschläge für ein
einheitliches Ergebnisformat für Cross-Linking-Daten gibt (Riffle et al., 2016; Hoopmann
et al., 2016), gibt es noch kein akzeptiertes Standardformat. Sobald ein Standardformat von
der PSI akzeptiert wurde, soll auch die Möglichkeit des Datenexport und Import zu dem
Standardformat implementiert werden.
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Diskussion

3.4. Zusammenfassung

Die hier vorgestellten Programme StavroX und MeroX erleichtern die Analyse der komple-
xen Datensätze mannigfaltiger Varianten von Cross-Linking/MS-Experimenten erheblich.
Die Programme sind öffentlich verfügbar und gut dokumentiert, so dass der Umgang mit den
Programmen schnell erlernt werden kann. Als zwei von vielen Cross-Linking-Programmen
zeichnen sich StavroX und MeroX besonders durch die einfache, intuitive Bedienung bei
maximaler Flexibilität aus. Es konnte gezeigt werden, dass auch die Identifizierung von tat-
sächlichen Cross-Links durch den mittlerweile weit entwickelten score sehr gut funktioniert.
Der FDR-Filter erlaubt es, nur die besten Übereinstimmungen auszugeben, so dass weni-
ger Expertise benötigt wird, um Cross-Link-Datensätze auszuwerten. StavroX und MeroX
stellen dem Nutzer eine Vielfalt an Funktionen zur detaillierten Auswertung zur Verfügung,
so dass Datensätze ebenso erschöpfend ausgewertet werden können. Damit können StavroX
und MeroX als verlässliche und einfach zu bedienende Programme mit hoher Flexibilität mit
den vielen anderen Programmen konkurrieren. Nicht zuletzt wurden StavroX und MeroX
seit der Veröffentlichung von StavroX.com über 5.700 mal aus 50 verschiedenen Ländern
weltweit heruntergeladen (davon mehr als 4.500 mal von außerhalb Deutschlands).
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Material & Methoden

M.1. Material

M.1.1. Chemikalien

Chemikalien wurden von der Firma Merck bezogen. Ausnahmen sind in der folgenden Tabelle
8 gelistet.

Tabelle 8: Liste verwendeter Chemikalien

Chemikalien und Feinchemikalien

Chemikalie Hersteller

4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid
(AEBSF)

AppliChem

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich

Aceton Roth

Acrylamid 30% (37.5:1) Serva

Acrylamid 40% (19:1) Serva

Ameisensäure Sigma-Aldrich

Aminosäuremix (je 1 mM) Promega

Ammoniumhydrogencarbonat Sigma-Aldrich

Coomassie G250 Serva

Dithiothreitol (DTT) Gerbu

Essigsäure Roth

Ethanol Diagonal

Formaldehyd (37%) Sigma-Aldrich

Formamid, deionisiert Roth

Glycerin Roth

Glycin Serva

Guanidinthiocyanat Roth

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 8 – Fortsetzung

Harnstoff Roth

Harnstoff-Cross-Linker Dr. Francesco Falvo (Universität zu Köln)

Hefe-RNA (total) Roche

Heparin Sigma-Aldrich

Iodacetamid Sigma-Aldrich

IRGASAFE PLUSTM Perkin Elmer

Isopropanol Roth

Kreatinphosphat Sigma-Aldrich

Magermilchpulver Sucofin

Maltose AppliChem

Natriumchlorid Roth

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

Natriumhypochlorit (12% Lösung) Roth

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich

NonidetTM P-40 (NP-40) Sigma-Aldrich

Phenol Roth

Transkriptionspuffer (5x) Agilent

Trifluoressigsäure (TFA) Sigma-Aldrich

tRNAs (Hefe) Roche

Nukleotide

Chemikalie Hersteller

α-[32P ]-UTP Perkin Elmer

3’-O-Methyl-7mG(ppp)G Cap Analog NEB

Biotin-16-UTP Jena Biosciences

Nukleotid-Triphosphate Sigma-Aldrich

Chromatografie-Material

Material Hersteller

Amylose-Matrix NEB

MonoQ Chromatografiesäule (1 ml) Pharmacia

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 8 – Fortsetzung

Ni-NTA-Agarose Qiagen

Protein A-Sepharose GE Healthcare

Sephadex G50-Fine GE Healthcare

Streptavidin-Sepharose GE Healthcare

Proteine, Enzyme und Extrakte

Protein/Enzym/Extrakt Hersteller/Bereitgestellt von

Flag-Cup (0,8 µM) Dr. Claudia Temme

Flag-Smaug (1,1 µM) Dr. Claudia Temme

His-Belle (8,8 µM) Florian Kluge

His-Trailer Hitch (14 µM) Florian Kluge

Kaninchen-Retikulozytenlysat (RRL) Promega

Kreatinkinase (10 g/l) Sigma-Aldrich

MBP-PP7coat-BP (9,5 g/l) Dr. Juliane Buschmann

Methyliertes BSA (5,3 g/l) Dr. Anke Liepelt

PreScissionTM-Protease Dr. Claudia Temme

Pyrophosphatase (0,01 U/µl) Fermentas

RNase Inhibitor (40 U/µl) Dr. Bodo Moritz

SUMO-Protease (Ulp1) Dr. Bodo Moritz

T3-RNA-Polymerase (20 U/µl) Fermentas

Trypsin Promega

Molekularbiologische Kits

Kit Hersteller

Luziferase Assay Reagenz (LAR) Promega

MEGAscript T3 Kit Life Technologies

ONE-GloTM-Reagenz Promega
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M.1.2. Geräte

Spezielle Instrumente, die für die Analysen dieser Arbeit benötigt wurden, sind in Tabelle 9
aufgeführt.

Tabelle 9: Liste verwendeter Geräte

Gerät Hersteller

Gradient Master (Gradienten-Mischer) BioComp
Odyssey Classic (Fluoreszenz-Scanner) LI-COR
Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer Thermo Fisher Scientific
Sirius Single-tube-Luminometer Berthold
TriStar2 Multimodus-Lesegeräte Berthold
Ultimate3000 RSLC Nano-HPLC-System Dionex
Ultrazentrifuge L8-70M (Rotor SW40-Ti) Beckman

M.1.3. Software

Für die Analysen der Arbeit und die Darstellung von Daten wurden verschiedene Software-
Lösungen verwendet (Tab. 10). Vier der verwendeten Programme sind Teil dieser Arbeit,
wobei StavroX und MeroX frei verfügbar sind (http://www.StavroX.com/).

Tabelle 10: Angewendete Software

Software Verwendung

MaxQuant Quantifizierung von MS-Daten (Cox u. Mann, 2008)
Xcalibur Anzeige von Massenspektren (Thermo Fisher Scientific)

ImageQuant Quantifizierung von western blots (Molecular Dynamics)
PyMol Darstellung von Protein-3D-Strukturen (DeLano, 2006)
PONDR Vorhersage unstrukturierter Proteinbereiche (Xue et al., 2010)

In dieser Arbeit entstanden:

StavroX Auswertung von Peptid-Cross-Links (Götze et al., 2012)

MeroX Auswertung von Peptid-Cross-Links mit MS/MS-spaltbaren
Cross-Linkern (Götze et al., 2015)

SREfinder Suche von SRE-stem-loops in Sequenzdatenbanken (siehe M.2.12)

GradientScan Digitalisierung von UV-Signalen und Fraktionen der Gradienten-
zentrifugation
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M.1.4. Plasmide

Zur rekombinanten Produktion von Proteinen und für die In-vitro-Synthese von RNA-
Transkripten wurden verschiedene Plasmide verwendet (Tab. 11). Für die rekombinante
Produktion von Me31B für die Antikörper-Herstellung wurde dazu das pET-SUMO-Me31B-
MBP-Plasmid erzeugt (siehe Abschnitt M.2.1).

Tabelle 11: Liste verwendeter Plasmide - Plasmide von Mandy Jeske sind veröf-
fentlicht in aJeske et al. (2006) und bJeske et al. (2011).

Plasmid kodiertes Produkt Erhalten/Hergestellt von

pET-SUMO-Me31B-MBP His-SUMO-Me31B-MBP M. Götze (Diese Arbeit)
pBSK-SREonly-nos SREonly-WT-RNA M. Jeskea

pBSK-SREonly-mut SREonly-MUT-RNA M. Jeskea

pBSK-1-AUG-nos 1-AUG-WT-RNA M. Jeskeb

pBSK-1-AUG-mut 1-AUG-MUT-RNA M. Jeskeb

pBSK-Luc-SRE-nos Luc-WT-RNA M. Jeskea

pBSK-Luc-SRE-mut Luc-MUT-RNA M. Jeskea

M.1.5. Antikörper

Für Western-blot-Analysen wurden in dieser Arbeit verschiedene primäre Antikörper ver-
wendet (Tab. 12). Alle primären Antikörper wurden in TBST-Puffer mit 5% Milchpulver
entsprechend der angegebenen Verdünnung verwendet. Zur Signaldetektion wurden fluores-
zenzmarkierte sekundäre Antikörper verwendet (Tab. 13).

Tabelle 12: Primäre Antikörper - Die verwendeten Antikörper wurden veröffentlicht
in aChartier et al. (2015); bHarnisch et al. (2016); cGötze et al., eingereicht; dDuncan
et al. (2009); eNakamura et al. (2004) und fVerrotti u. Wharton (2000).

Antigen Organismus Verdünnung Erhalten/Hergestellt von

Smaug Kaninchen 1:500 B. Moritza

Me31B Kaninchen 1:1000 M. Götze (Diese Arbeit)b

Tral Ratte 1:1000 F. Klugec

Belle Kaninchen 1:1000 F. Klugec

PABPC Kaninchen 1:8000 M. Hentzed

Cup Maus 1:5000 A. Nakamurae

Kaninchen 1:1000 R. Whartonf
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Tabelle 13: Sekundäre Antikörper - Sekundäre Antikörper wurden als fluorophor-
markierte Antikörper (IRDye) von der Firma LI-COR bezogen. Sekundäre Antikörper
wurden in TBST verdünnt und im Dunkeln mit den Membranen inkubiert, um ein
Ausbleichen des Fluorophors zu verhindern.

Antikörper Organismus Verdünnung

α-Kaninchen 800CW Esel 1:15000
α-Ratte 800CW Ziege 1:15000
α-Kaninchen 680RD Esel 1:15000
α-Maus 680 Esel 1:15000

M.2. Methoden

Biochemische Standardmethoden wurden nach Sambrook u. Russel (2001) durchgeführt. Im
Folgenden sollen die Methoden im Detail beschrieben werden, die in dieser Arbeit optimiert
oder etabliert wurden.

M.2.1. Erzeugung eines Me31B-spezifischen Antikörpers

Für die Herstellung des Me31B-Antikörpers wurde Me31B als Fusionsprotein kloniert. Dazu
wurde die Me31B-cDNA in einen pET-SUMO-Vektor kloniert (pET-SUMO-Me31B, herge-
stellt von B. Moritz) und vor das Stoppcodon eine PreScissionTM-Schnittstelle, gefolgt von
der kodierenden Sequenz des Maltose-Bindeproteins (MBP), eingefügt. Um möglichst nati-
ve Termini des Proteins zu erhalten, konnten das SUMO-Protein mit der SUMO-Protease
(Ulp1) und das Maltose-Bindeprotein durch die PreScissionTM-Protease abgespalten wer-
den. Nach Expression und Aufschluss des Fusionsproteins wurden zwei aufeinanderfolgende
Affinitätschromatografien durchgeführt (Ni-NTA- und Amylose-Chromatografie), die Fusi-
onsanteile des Proteins abgespalten und das Protein durch eine Anionenaustauschchromato-
grafie (Mono Q) weiter gereinigt. Die Antikörperproduktion wurde von der Firma Eurogentec
mit dem gereinigten Protein durchgeführt. Die beiden erhaltenen Seren (#465 und #466)
enthielten Me31B-spezifische Antikörper.

M.2.2. Präparation von shortRNAs

Die Zugabe kurzer RNA-Fragmente (shortRNAs) zum Drosophila-Embryoextrakt zeigte eine
deutliche protektive Wirkung auf zugegebene RNAs (siehe Abb. 8, S. 21), vermutlich indem
unspezifische RNasen abgesättigt wurden. Zur Präparation dieser shortRNAs wurden 80 mg
Hefe-RNA (total) in 5 ml Tris-HCl (20 mM, pH8) gelöst. Zu der RNA-Lösung wurden 200 µl
Natronlauge (2,5 M) zugegeben und für 50 min bei 40°C inkubiert. Die alkalische Hydrolyse
wurde mit 200 µl Salzsäure (5 M) für 10 min bei 40°C gestoppt und der Ansatz anschließend
mit 600 µl Natriumacetat (3 M, pH5) versetzt. Die RNAs wurden mittels Phenol-Chloroform
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extrahiert und mit Isopropanol gefällt und bei einer Konzentration von 10 g/l bei -20°C
gelagert. Die shortRNAs (< 30 nt Länge) wurden zur Stabilisierung in-vitro-synthetisierter
RNAs in einer Konzentration von 200 ng/µl in verschiedenen Reaktionen eingesetzt.

M.2.3. In-vitro-Synthese von RNAs

Um große Menge unmodifizierter RNAs zu erhalten, wurde die In-vitro-Synthese von RNAs
mit dem MEGAscript® T3 Kit durchgeführt. Die Menge der einzelnen Nukleotide wurde
dann an die Nukleotidverteilung in der jeweiligen RNA angepasst. Zur Synthese biotinylier-
ter, bzw. auch radioaktiv markierter RNAs wurde der folgende Reaktionsansatz verwendet:

Tabelle 14: In-vitro-Transkriptionsreaktion - Zusammensetzung einer In-vitro-
Transkriptionsreaktion. In Klammern sind Reagenzien angegeben, die zur Markierung
der RNA Verwendung finden und nur eingesetzt wurden, wenn eine RNA biotinyliert
oder radioaktiv markiert werden sollte.

Reaktionsansatz

Transkriptionspuffer (5x) 1x
DTT 30 mM
NTP-Mix (ohne UTP) 5 mM
Magnesiumchlorid 10 mM
RNase Inhibitor 0,8 U/µl
Pyrophosphatase 0,01 U/Reaktion
T3-RNA-Polymerase 1,6 U/µl
Plasmid-DNA 60 ng/µl
UTP siehe Text
(Biotin-16-UTP) 20 µM
(α-[32P ]-UTP) ≈ 10 µCi/Reaktion

Um eine vergleichbare Anzahl an Biotin- oder 32P -Markierungen je RNA für die unter-
schiedlich langen RNAs zu erhalten, wurde die Menge an unmarkiertem UTP entsprechend
dem zu synthetisierenden Transkript angepasst (SRE:0,16 mM 1-AUG:1 mM Luc:3,2 mM).
Die Reaktion wurde anschließend für 2 - 4 h bei 37°C inkubiert und durch Inkubation mit
DNaseI für 15 min bei 37°C abgestoppt. Zum Entfernen nicht eingebauter Nukleotide wur-
de entweder eine Sephadex G50-Chromatografie mit anschließender Phenol/Chloroform-
Extraktion und Ethanolfällung durchgeführt oder das Transkript gelelektrophoretisch auf-
gereinigt. Dazu wurde die RNA gefällt und auf ein 5%-Polyacrylamidgel (mit 8 M Harnstoff
in 1xTBE) geladen. Nach der Elektrophorese wurde die Position der RNA im Gel autora-
diografisch detektiert und das entsprechende Gelstück ausgeschnitten. Zur Gelelution wur-
de das Gelstück in 500 mM Ammoniumacetat, 10 mM Magnesiumacetat, 0,1 mM EDTA,
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0,5% SDS über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit Ethanol ge-
fällt. Die Quantifizierung der gereinigten RNA erfolgte entweder UV-spektrometrisch oder
bei radioaktiv-markierten RNAs durch Vergleich von inkorporiertem radioaktivem UMP mit
der spezifischen Aktivität des eingesetzten UTPs.

Synthese 5’-Cap-markierter RNAs

Für den Einbau von 5’-Cap-markierter RNA wurden 7 mM Cap-Analog (3’-O-Methyl-
m7G(5’)ppp(5’)G) zu einem GTP-freien Reaktionsansatz gegeben. Die komplette Reakti-
on wurde 1 min bei 37°C inkubiert und anschließend durch die Zugabe von 2,5 mM GTP
gestartet. Nach 45 min wurde erneut T3-RNA-Polymerase zugegeben, 1 min inkubiert und
wieder mit 2,5 mM GTP gestartet. Die Reaktion wurde weitere 2 - 4 h bei 37°C inkubiert
und anschließend wie zuvor beschrieben aufgereinigt und quantifiziert.

M.2.4. Präparation von Drosophila-Embryoextrakt (DEE)

Für die Präparation von Embryoextrakten mit hohen Translations- und Repressionsaktivi-
täten wurden Embryonen verwendet, die 15 min bis 2 h 15 min alt waren. Die Embryonen
wurden durch drei aufeinanderfolgende Siebe gespült, um adulte Fliegen und Körper-
teile von Fliegen abzutrennen, und anschließend in ein kleineres Sieb überführt. Durch
Zugabe von etwa 6%igem Natriumhypochlorit wurden die gesammelten Embryonen für
1 - 2 min dechorionisiert, bis sie deutlich klumpten. Anschließend wurden sie mit Wasser
gespült, bis das Hypochlorit vollständig entfernt war. Die Embryonen wurden kurz mit
destilliertem Wasser gewaschen und intensiv getrocknet. Im Anschluss wurden sie in
einen Douncer-Homogenisator (1 ml; Wheaton mit tight-Pistill) überführt und je Gramm
Embryonen wurde 1 ml kalter Extraktpuffer (30 mM Hepes pH7,4; 100 mM Kaliumacetat;
2 mM Magnesiumacetat; 0,5 mM AEBSF und 5 mM DTT) zugegeben und die Embryonen
auf Eis aufgeschlossen, bis das Pistill bis zum Boden des Homogenisators reichte. Der
erhaltene Rohextrakt wurde auf 400 - 500 µl Aliquots aufgeteilt und anschließend für 45 min
zentrifugiert (20.000 g, 4°C). Der klare Extrakt unterhalb der Fettschicht wurde in ein
frisches Röhrchen überführt und zusammen mit den ursprünglichen Aliquots erneut für
45 min zentrifugiert (20.000 g, 4°C). Ausschließlich der klare Überstand nach der zweiten
Zentrifugation wurde vereint, passend aliquotiert, in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei
-80°C gelagert. Ein Aliquot jedes Extraktes wurde zum Testen des Extraktes verwendet.
Getestet wurde die Translationsausbeute und die Repression von 2 nM Luziferase-SRE-RNA
nach 20-minütiger Vorinkubation im Extrakt und 30-minütiger Translation.

Werden Extrakte aufgetaut, kann der klare Überstand nach einer halbstündigen Zentri-
fugation (20.000 g, 4°C) vereint, aliquotiert und erneut eingefroren werden, ohne dass ein
Aktivitätsverlust zu beobachten ist. Extrakte eines Präparationstages oder verschiedener
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Präparationen wurden daher vereint, um mehrere Experimente unter vergleichbaren Be-
dingungen durchführen zu können. Bevor Extrakte vereint wurden, wurden diese auf ihre
Aktivität in Translation und Repression (siehe Abschnitt M.2.5) getestet. Ein typischer Ex-
trakt wies eine Proteinkonzentration von 40 - 50 g/l und ein Repression der Translation nach
Vorinkubation von mindestens 10 - 20× auf.

M.2.5. In-vitro-Translations- und Repressionsmessungen

Für Translationsmessungen wurden Luziferase-mRNAs in translationsaktiven Extrakten (aus
Drosophila-Embryonen oder Kaninchen-Retikulozyten) inkubiert und die gebildete Luzifera-
se durch den Umsatz von ATP und Luciferin luminometrisch bestimmt. Dazu wurden zwei
verschiedene kommerzielle Substrate an zwei verschiedenen Luminometern verwendet. Für
Reaktionen mit nur geringen Mengen an Translationsprodukten wurden 3 - 5 µl einer Reak-
tion mit 25 - 50 µl LAR (Luziferase Assay Reagenz, Promega) gemischt und die Lumineszenz
sofort am Berthold Sirius Single-tube-Luminometer gemessen. Für alle anderen Reaktionen
wurden 5 µl der Reaktion mit 30 µl ONE-GloTM-Reagenz (Promega) in einer Mikrotiter-
platte gemischt und an einem Berthold TriStar2 Multimodus-Lesegeräte vermessen. Die Be-
rechnung des Repressionsfaktors aus den Translationswerten erfolgte anhand von Gleichung
16. Bei einem Repressionsfaktor von z.B. 20 würde man erwarten, dass 95% aller RNAs re-
primiert werden und die restliche Translation auf die nicht reprimierten 5% zurückzuführen
ist.

RF = TLMUT

TLWT
(16)

Mit:

RF Repressionsfaktor
TLWT Translationsausbeute der Luc-WT-RNA in RLU/s
TLWT Translationsausbeute der Luc-MUT-RNA in RLU/s

Translation in Drosophila-Embryoextrakt (DEE)

Für Messungen der Translation in Drosophila-Embryoextrakt wurden ein Mastermix und
ein ATP-regenerierendes System (ARS) hergestellt (Tab. 15 - DEE). Das ARS wurde für
die Aktivierung der Translation benötigt und beinhaltete Aminosäuren und als essentielle
Komponente des ATP-regenerierenden Systems Kreatinphosphat. Die restlichen Komponen-
ten des ATP-regenerierenden Systems, ATP und Kreatinkinase, waren bereits im Mastermix
enthalten. Üblicherweise wurden 2 nM Luziferase-RNA in einer Translationsreaktion zum
Mastermix gegeben und für 20 min bei 25°C inkubiert. Die Translationsreaktion wurde dann
mit der Zugabe von ARS gestartet und nach einer 30-minütigen Inkubation bei 25°C durch
Abkühlen auf Eis gestoppt.
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Tabelle 15: Translationsreaktionen - Angegeben sind finale Konzentrationen der
einzelnen Komponenten im Translationsreaktionsansatz in DEE bzw. RRL.

Mastermix (DEE)

DEE 40%
Hepes pH7,4 16 mM
Kaliumacetat 50 mM
Magnesiumacetat 1 mM
tRNAs 0,25 g/l
ATP 0,8 mM
Kreatinkinase 0,08 g/l
shortRNAs 0,2 g/l
RNase Inhibitor 0,4 U/µl

ARS (DEE)

Kreatinphosphat 20 mM
Aminosäuremix 20 µM

Mastermix (RRL)

RRL 50%
Kaliumacetat 79 mM
Magnesiumacetat 0,5 mM
Kreatinphosphat 20 mM
Kreatinkinase 0,08 g/l
Aminosäuremix 20 µM
DTT 2 mM
RNase Inhibitor 0,4 U/µl
tRNAs 50 mg/l

Translation in Kaninchen-Retikulozytenlysat (RRL)

In Retikulozytenlysaten aus Kaninchen kann keine SRE-abhängige Regulation der Trans-
lation beobachtet werden (Smibert et al., 1999). Die Translation in RRL eignet sich dem-
nach, um die Menge und Qualität der WT- und MUT-RNAs zu vergleichen. Für eine In-
vitro-Translation in RRL wurden 2 nM Luziferase-RNA in den angegebenen Reaktionsanatz
(Tab. 15 - RRL) gegeben, für 30 - 60 min bei 30°C inkubiert und die Reaktion auf Eis abge-
stoppt.

M.2.6. Reinigung des reprimierten RNPs

Für die Reinigung des SRE-abhängigen RNPs wurden biotinylierte 1-AUG-RNAs (WT und
MUT) synthetisiert (siehe Abschnitt M.2.3) und in Translationspuffer (TL-Puffer; Tab. 16)
mit 200 ng/µl shortRNAs, 1 mM DTT und 0,8 U/µl RNase-Inhibitor für 25 min bei 25°C in-
kubiert. Die dabei gebildeten RNA-Protein-Komplexe wurden anschließend entweder direkt
einer Streptavidin-Affinitätsreingung unterzogen oder zunächst durch Saccharosegradienten-
zentrifugation vorgereinigt.

Saccharosegradientenzentrifugation

Es wurden analytische sowie präparative Saccharosegradienten angefertigt. Diese hatten
jeweils ein Gradientenvolumen von 12 ml und ein Konzentrationsgefälle von 5% - 45%
(w/v) Saccharose in TL-Puffer (Tab. 16). Nach Vorinkubation der RNA in Embryoextrakt
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Tabelle 16: Puffer für die Reinigung des reprimierten RNPs

Translationspuffer (TL-Puffer)

Hepes pH7,4 16 mM

Kaliumacetat 50 mM

Magnesiumacetat 1 mM

ATP 0,8 mM

Wasch-Puffer (WB)

Hepes pH7,4 50 mM
Kaliumchlorid 150 mM
Kaliumacetat 54 mM
Magnesiumacetat 1 mM
Heparin 30 µg/ml

wurden verschiedene Mengen des Ansatzes (0,2 - 1 ml) auf den Gradienten geladen. Die
Zentrifugation erfolgte in einem SW40-Ti Rotor (Beckman) bei 40.000 rpm (285.000 g)
für 3 h bei 4°C. Um ein Vermischen der Gradienten zu verhindern, wurde zunächst mit
minimaler Beschleunigung eine Geschwindigkeit von 170 rpm eingestellt (Einstellung Acc-1)
und dann bis 40.000 rpm normal beschleunigt. Nach der Zentrifugation wurde auf 170 rpm
aktiv gebremst und dann die Zentrifugation ohne aktive Bremsung beendet (Einstellung
Dec-1).

Die Gradienten wurden mit einer Glaskanüle vom Boden des Röhrchens her abgesaugt
und fraktioniert (500 - 700 µl je Fraktion). Während des Fraktionierens wurde das UV-Profil
(λ = 280 nm) des Gradienten aufgezeichnet, um die Position der 80S-Ribosomen im Gradi-
enten zu lokalisieren. Zur Digitalisierung wurde ein 12 bit USB-A/D-Wandler an den analo-
gen Schreiber (Pharmacia) adaptiert, der neben der Absorption auch den Wechsel zwischen
Fraktionen aufzeichnet. Die zur Digitalisierung nötige Software (GradientScan) wurde in Ja-
va programmiert. Bei Proben mit radioaktiven RNAs wurden Aliquots der Fraktionen durch
Szintillationszählung (mit IRGASAFE PLUSTM) quantifiziert und zur eingesetzten Radio-
aktivitätsmenge relativiert. Die Fraktionen wurden in flüssigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C für weitere Experimente gelagert.

Streptavidin-Biotin-pull-down

Zur Anreicherung der RNA-gebundenen Proteine wurden Streptavidin-Biotin-Affinitäts-
reinigungen (pull-downs) durchgeführt. Es wurden dafür stets Protein-LoBind-Röhrchen
(Eppendorf) verwendet, um eine unspezifische Bindung der Proteine an die Wandungen
der Röhrchen zu minimieren. Wenn nicht anders beschrieben, wurde die Matrix mit
TL-Puffer (Tab. 16) gewaschen. Streptavidin-Sepharose (GE Healthcare) wurde dreimal
gewaschen und mit 0,1 g/l Hefe-RNA (total) und 0,1 g/l methyliertem BSA in TL-Puffer
für 30 min blockiert. Anschließend wurde die Sepharosematrix drei weitere Male gewaschen.
Die Matrix wurde mit der biotinylierten RNA (in Embryoextrakt oder aufkonzentrier-
ten Saccharosegradientenfraktionen) für eine halbe Stunde bei Raumtemperatur unter
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Rotation inkubiert. Vor der Inkubation wurden 0,1 g/l Hefe-RNA (total) zugegeben, um
unspezifische Protein-RNA-Interaktionen zu minimieren. Die Matrix wurde anschließend
dreimal gewaschen und durch ein 30%iges Saccharosekissen (in TL-Puffer) zentrifugiert.
Die Streptavidin-Sepharose wurde anschließend in ein neues Röhrchen überführt und
ein weiteres Mal gewaschen. Anschließend wurde die Matrix mit Waschpuffer (Tab. 16;
+0,1 g/l Hefe-RNA) für 15 min unter Rotation gewaschen. Nach einem letzten Waschritt in
Waschpuffer wurden die gebundenen Proteine in 10 mM Tris-HCl pH8 und 0,5% SDS für
10 min bei 80°C eluiert. Das Eluat wurde mittels Vakuumzentrifugation eingeengt und in
SDS-Ladepuffer aufgenommen.

Zur Analyse der gebundenen Proteine wurden anschließend SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen durchgeführt, die entweder mittels Coomassie (Wondrak, 2003), Silber-
färbung (Nesterenko et al., 1994) oder western blot (siehe Abschnitt M.2.9) analysiert wur-
den.

Pull-down zur RNA-Analyse

Für die Analyse SRE-spezifisch gebundener RNAs wurden 1-AUG-RNAs wie zuvor in Em-
bryoextrakt inkubiert und ein Streptavidin-pull-down durchgeführt, ohne dass Hefe-RNA als
Kompetitor zugegeben wurde. Für die Gelanalyse wurde die Matrix in Formamid-Ladepuffer
für 5 min gekocht und der Überstand auf das Gel aufgetragen. Zur Präparation gebundener
RNAs wurde die Matrix mit Trizol für 10 min bei 80°C inkubiert, anschließend wurden die
RNAs extrahiert und mit Isopropanol präzipitiert.

M.2.7. Deep-sequencing-Analyse

Für die Analyse SRE-spezifisch gebundener RNAs wurden 500 ng der präparierten RNA eines
RNA-pull-downs in die Synthese einer Deep-sequencing-Bibliothek eingesetzt. Die Synthese
der Bibliothek sowie die Sequenzierung der RNAs wurden von Dr. Knut Krohn am inter-
disziplinären Zentrum für klinische Forschung Leipzig (IKZF) durchgeführt. Die Bibliothek-
Synthese wurde mit dem TruSeqTM Small RNA sample prepkit v2 (Illumina) durchgeführt.
Die Sequenzierung von 100 nt langen Sequenzen erfolgte wie in Stokowy et al. (2014) beschrie-
ben. Die Kartierung der erhaltenen reads und Quantifizierung identifizierter Transkripte
wurde von Stéphanie Pierson vom Institut de Génétique Humaine (Montpellier, Frankreich)
durchgeführt. Dazu wurden die 3’-Linker-Sequenzen mit Cutadapt (Martin, 2011) entfernt
und die erhaltenen Sequenzen auf das Drosophila melanogaster-Genom mit dem Bowtie-
Algorithmus (Langmead et al., 2009) kartiert.
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M.2.8. MS-Analyse

Für die Analyse des reprimierten RNPs wurden Streptavidin-pull-downs aus jeweils zwölf
Gradientenzentrifugationsexperimenten (WT und MUT) vereint und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die weitere Probenvorbereitung und massenspektrometrische Analyse wurde
von Dirk Tänzler und Dr. Christian Ihling am Institut für Pharmazie der Martin-Luther-
Universität Halle-Wittenberg durchgeführt. Die Gelspuren (vom WT- und MUT-pull-down)
wurden in zwölf Stücke geschnitten und einer In-Gel-Proteolyse unterzogen (Shevchenko
et al., 2006). Zur Reduktion von Disulfiden wurden die Proben mit DTT inkubiert und
anschließend mit Iodacetamid alkyliert.

Die erhaltenen Peptide wurden mittels Flüssigkeits-Umkehrphasenchromatografie (Ulti-
mate3000 RSLC Nano-HPLC) getrennt und direkt mit der massenspektrometrischen Ana-
lyse durch eine Nano-Elektrospray-Ionenquelle gekoppelt. Die MS/MS-Analyse erfolgte an
einem Orbitrap Fusion Tribrid-Massenspektrometer. Die Proben wurden auf eine Vorsäu-
le geladen (Acclaim PepMap C8, 300 µm×5 mm, 5 µm, 100 Å) und für 15 min mit 0,1%
Trifluoressigsäure (TFA) bei einem Fluss von 30 µl/min gewaschen. Anschließend wurden
die Peptide von der Vorsäule auf eine äquilibrierte Trennsäule eluiert (Acclaim PepMap C18,
75 µm×250 mm, 2 µm, 100 Å, äquilibriert in Fließmittel A: 0,1% Ameisensäure). Die Peptide
wurden durch einen linearen Gradient von 0% - 35% des Fließmittels B (100% Acetonitril,
0,08% Ameisensäure) innerhalb von 90 min bei 40°C und einer Flussrate von 300 nl/min
eluiert. Vorläuferionen-Spektren wurden im Orbitrap-Massenanalysator bei einer Auflösung
von R=60.000 aufgenommen. Für 5 s wurden die intensivsten Vorläuferionen nacheinander
selektiert, mittels HCD (30% normalisierte Kollisionsenergie) fragmentiert und in der linea-
ren Ionenfalle detektiert (Top 5s-Methode).

Auswertung der massenspektrometrischen Daten

Die erhaltenen Rohdaten der massenspektrometrischen Analyse wurden mit MaxQuant
(Version 1.5.2.8; Cox u. Mann, 2008) ausgewertet. Zur Identifizierung und markierungsfreien
Quantifizierung von Proteinen im WT- und MUT-pull-down wurden die Rohdaten mit
dem Proteom von Drosophila melanogaster (20.042 individuelle Proteineinträge, Zugriff
vom 19.01.2015) abgeglichen. Als Maß für die Falsch-positiv-Identifizierung wurde eine
Decoy-Analyse mit einer invertierten Sequenzdatenbank automatisch durchgeführt. Als
maximale Abweichung von Ionen wurden 20 ppm für Vorläuferionen (Orbitrap-Analysator)
und 0,5 Da für Fragmentionen (lineare Ionenfalle) verwendet. Es wurden die Alkylierung von
Cysteinen als statische Modifizierung, die Oxidation von Methionin sowie eine N-terminale
Acylierung als variable Modifizierungen angenommen. Neben den Proteinen des Drosophila-
Proteoms wurde auch gegen bekannte Kontaminationen massenspektrometrischer Analysen
automatisch durch MaxQuant abgeglichen. Diese Kontaminationen wurden allerdings nicht
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in den Abbildungen 12A, 13, 18 und 40 einbezogen, da sie keine biologische Relevanz in der
nanos-Regulation aufweisen.

Um Ubiquitinierungsstellen in den Repressor-Komplexproteinen zu identifizieren, wurden
die Rohdaten in einer weiteren MaxQuant-Analyse lediglich mit den Sequenzen der sie-
ben Repressor-Komplexproteine (Smaug, Me31B, Trailer Hitch, Belle, eIF4E und PABPC)
abgeglichen. Die Analyse erfolgte wie beschrieben mit drei posttranslationalen Modifika-
tionen an Lysinen: Diglycin-Modifizierung (+114,04 u), LRGG (+383,23 u) und Alkylie-
rung (+57,02 u). Zur Darstellung der Spektren ubiquitinierter Peptide wurde das Programm
StavroX verwendet.

M.2.9. Western blotting

Proteine in SDS-Polyacrylamid-Gele wurden über Nacht in 25 mM Tris und 192 mM Glycin
auf methanol-aktivierte PVDF-Membranen transferiert. Die Membranen wurden in TBST
mit 5% Milchpulver blockiert und für mindestens eine Stunde mit den jeweiligen primären
Antikörpern inkubiert (siehe Tab. 12). Nach fünfmaligem Waschen wurden die Membranen
mit sekundären, fluoreszenzmarkierten Antikörpern (siehe Tab. 13) inkubiert. Nach dreima-
ligem Waschen wurden die Membranen an einem Fluoreszenz-Scanner (LI-COR Odyssey
Classic) eingelesen.

Quantitative Auswertung von Western-blot-Analysen

Zur Quantifizierung von Western-blot-Analysen wurden zum Vergleich Proteinstandards
verschiedener Proteine mit bekannten Konzentrationen auf das SDS-PA-Gel geladen
(Flag-Smaug, Flag-Cup, His-Belle, His-Tral). Die Konzentration von Me31B wurde in einem
Extrakt durch Vergleich mit Me31B-MBP bestimmt. Dieser Extrakt wurde als Me31B-
Standard für weitere Quantifizierungen verwendet. Die Konzentration der Proteinstandards
wurde densitometrisch in Coomassie-gefärbeten SDS-PA-Gele bestimmt. Dazu wurden die
Bandenintensitäten mit einem Standard bekannter Konzentration (MBP-PP7coat-BP oder
BSA) verglichen.

Fünf verschiedene Mengen jedes Proteinstandards wurden auf ein SDS-PA-Gel aufgetra-
gen und die Intensität der Signale nach erfolgter Western-blot-Analyse mit dem Programm
ImageQuant densitometrisch bestimmt. Die erhaltenen Intensitäten der Standards wurden
wie in Abb. 16D aufgetragen und nach einer linearen Anpassung die Konzentration der ana-
lysierten Probe aus deren Intensität bestimmt, wenn diese im linearen Bereich der Analyse
lag.

136



Methoden

M.2.10. Immunpräzipitation von Smaug

Protein A-Sepharosematrix (3×60 µl) wurde dreimal mit TL-Puffer gewaschen und an-
schließend mit Anti-Smaug-Serum (zwei Ansätze) oder Präimmunserum (20 µl Serum
in 500 µl TL-Puffer, Tab. 16) 2 h im Kühlraum inkubiert. Nach zwei Waschschritten
wurden zu allen Ansätzen 500 µl DEE und 1,5 ml TL-Puffer zugegeben und für weitere
2 h im Kühlraum inkubiert. Die Matrix wurde in Protein-LoBind-Röhrchen (Eppendorf)
überführt und mehrmals gewaschen (zweimal TL-Puffer, dreimal mit WB-Puffer und
noch zweimal mit TL-Puffer). Die gebundenen Proteine der Smaug-IP und Präimmun-IP
wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Ein weiterer Ansatz wurde für eine
Cross-Linking-Reaktion eingesetzt. Dazu wurde die Matrix in 500 µl TL-Puffer mit 0,5 µM
Harnstoff-Cross-Linker inkubiert, um Cross-Links zwischen interagierenden Proteinen zu
erhalten.

Die gebundenen Proteine wurden anschließend für alle drei Ansätze in 8 M Harnstoff
und 0,4 M Ammoniumhydrogencarbonat denaturiert, Disulfidbrückenbindungen mit DTT
(10 mM) reduziert und mit Iodacetamid (55 mM) alkyliert. Anschließend wurden die
Ansätze zehnfach mit Wasser verdünnt und mit Trypsin (0,5 µg) über Nacht bei 37°C
proteolysiert. Die noch enthaltene Sepharosematrix wurde abzentrifugiert, der Überstand
eingeengt und mit TFA (0,1%) angesäuert. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte
wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt M.2.8) mit der Ausnahme, dass Fragmentionen im
Orbitrap-Massenanalysator (R=60.000) mit einer Top 5 s-Methode detektiert wurden. Die
chemisch quervernetzte Probe wurde zusätzlich mit einer stufenweisen HCD-Fragmentierung
analysiert (30% ±5% normalisierte Kollisionsenergie). Die Identifizierung und Quantifizie-
rung der Proteine in der Immunpräzipitation erfolgte wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt
M.2.8).

M.2.11. Identifizierung von Cross-Links im Smaug-RNP

Zur Analyse möglicher Cross-Links in der Smaug-Immunpräzipitation wurden zwei Datensät-
ze mit unterschiedlichen Fragmentierungsmodi aufgezeichnet: HCD mit 30% normalisierter
Kollisionsenergie (50.653 Spektren) und stepped-HCD mit steigender normalisierter Kollsi-
onsenergie (32.411 Spektren). Beide Datensätze wurden mit MeroX auf Cross-Links inner-
halb des Repressor-Komplexes untersucht. Dabei wurden folgende Einstellungen verwendet:
maximal drei übersprungene Proteaseschnittstellen für Trypsin, Cysteinalkylierung als sta-
tische Modifizierung, Methioninoxidation als variable Modifizierung, der Harnstoff-Linker
als Cross-Linker mit Reaktivität gegenüber Lysinen und N-Terminalen Aminen, maximal
5 ppm Abweichung für Vorläuferionen und 10 ppm Abweichung für Fragmentionen (b- und
y-Ionen) bei deaktiviertem RISE-Modus.
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M.2.12. Suche nach SRE-stem-loops in 3’-UTRs von mRNAs

Um mögliche SREs in 3’-UTRs zu identifizieren, wurde ein Java-Programm geschrieben,
welches nach den Konsensussequenzen des stem-loops CNGG oder UNGA in den 3’-UTR-
Sequenzen von Drosophila-mRNAs sucht (Sequenzen von FlyBase.org, Revision 6.12 April
2016). Im Anschluss wird die mögliche Bildung von stem-loops getestet. Dazu wurden
maximal 3 Lücken zugelassen. G-C Basenpaarungen werden mit einem Wert von 3 gezählt,
A-U sowie G-U Basenpaarungen werden mit einem Wert von 2 gezählt. Die Werte für alle
Basenpaarungen in einem möglichen stem-loop werden summiert. Für Fehlbasenpaarung
wird ein Wert von 2 abgezogen. Für jede weitere Fehlbasenpaarung wird jeweils ein Wert von
4, 6, 8 usw. abgezogen. Es wurden stem-loops mit einer loop-Länge von 5 und 6 zugelassen.

Es wurden 1746 RNAs mit wenigstens einem SRE im 3’-UTR mit einer Bewertung von
wenigstens 9 gefunden. Die beiden stem-loops in der nanos-mRNA wurden identifiziert mit
Bewertungen von 22 und 13. Auch sieben der acht beschriebenen SRE-stem-loops im offenen
Leseraster von hsp83 konnten mit der beschriebenen Methode identifiziert werden.

M.2.13. Verwendete Bibliotheken in StavroX und MeroX

Zum Export von Grafiken, sowohl Pixelgrafiken als auch Vektorgrafiken, wurde die FreeHep
VectorGraphics-Bibliothek in StavroX und MeroX integriert. Diese ist unter der GNU lesser
general public license, Version 2.1 frei verwendbar. Diverse Anregungen und Quelltextzeilen
wurden dem Forum auf Stackoverflow.com entlehnt. Alle auf Stackoverflow.com veröffentlich-
ten Quelltexte sind der Public Domain verschrieben und unter der creative common-Lizenz
ebenfalls frei verwendbar. StavroX und MeroX sind als Freeware lizensiert. Die Quelltexte
von StavroX und MeroX sind nicht öffentlich gemacht.

M.2.14. Verwendete Datensätze zur Analyse mit MeroX

Zur Erstellung der Abbildungen 32 (Korrelationsanalyse), 33 (Decoy-Analyse und
score-Verteilung), 37 (Optimierung des RISE-Modus) wurde ein Datensatz eines Cross-
Linking/MS-Experimentes mit dem p53-Protein von Christian Arlt verwendet. Die
Probenvorbereitung und Datenaufnahme sind in Arlt et al. (2016) beschrieben. Beim
verwendeten Datensatz (4stepped.MGF, 14.762 MS/MS-Spektren) wurde als Fragmentie-
rungsmethode eine stufenweise HCD-Fragmentierung angewendet (stepped-HCD).
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Abkürzungsverzeichnis

Tabelle 17: verwendete Abkürzungen

Abkürzung Bedeutung

1-AUG Transkript mit einem einzigen Startcodon (AUG)

4EBP eIF4E-bindendes Protein

Å Ångström (1 Å = 0,1 nm)

A/D-Wandler Analog-Digital-Wandler

A/P-Achse Anterior-posterior-Achse

A280 Absorption bei 280 nm

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARS ATP-regenerierendes System

AspN
Endoprotease AspN (Proteolyse N-terminal von sauren Aminosäu-
ren)

ATP Adenosintriphosphat

Bel Belle (Drosophila-DDX3-Helikase)

blastp Basic local alignment search tool for proteins

Bp Basenpaare

BS2G Bissulfosuccinimidylglutarat (Cross-Linker)

BS3 Bissulfosuccinimidylsuberat (Cross-Linker)

BSA Bovines Serumalbumin

Bu 4-Aminobuttersäure

BuUr 4-Isocyanato-Buttersäure

C. elegans Caenorhabditis elegans – Fadenwurm

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 17 – Fortsetzung

Abkürzung Bedeutung

cDNA Komplementäre DNA (nach reverser Transkription von mRNA)

CHD Cup Homologiedomäne

CID Kollisions-induzierte Dissoziation (collision-induced dissociation)

CTLH C-terminal zur Lis-Homologie-Domäne

dn Substanz enthält n Deuteriumatome anstelle von Wasserstoffatomen

Da Dalton (1 Da=1 u)

DEAD Sequenzmotiv, Einbuchstabencode

DEE Drosophila-Embryoextrakt

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

DSS Disuccinimidylsuberat (Cross-Linker)

DSSO Disuccinimidylsulfoxid (Cross-Linker)

DTT Dithiothreitol

DUF Domäne mit unbekannter Funktion

EDC
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (zur Aktivierung von
Säuregruppen)

E. coli Escherichia coli

Edc3 Enhancer of decapping 3

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eIF Eukaryotischer Translationsinitiationsfaktor

EJC Exon junction complex

ESI Elektrospray Ionisierung

ETciD Kombination aus ETD und CID

ETD Elektronentransfer Dissoziation

EThcD Kombination aus ETD und HCD

FBPase Fruktose-1,6-bisphosphatase

FDF Sequenzmotiv, Einbuchstabencode

FDR Falsch-positiv-Rate (False discovery rate)

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 17 – Fortsetzung

Abkürzung Bedeutung

FFD-TFG aufeinander folgende Sequenzmotive, Einbuchstabencode

FT
Durchfluss (flow through) einer Chromatografie, ungebundene Frak-
tion

GID Glucose induced degradation deficient

GluC Endoprotease GluC (Proteolyse C-terminal von sauren Aminosäuren)

GUI Grafische Benutzeroberfläche (Graphical user interface)

HCD
Higher-energy C-trap dissociation oder Higher-energy collisional dis-
sociation

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure

HPLC High perfomance liquid chromatography

HUPO Human proteome organisation

IP Immunpräzipitation

IRES Interne ribosomale Eintrittstelle

IRM Ion routing multipole

kb Kilobasenpaare

KD Dissoziationskonstante

LC Flüssigchromatografie

LisH Lis-Homologie-Domäne

LSm Like Sm-Domäne

Luc Luziferase

MBT Midblastula Übergang

MG132 Proteasominhibitor

Me31B
Maternally expressed at chromosome 31B (Drosophila-DDX6-
Helikase)

MIF4G Mittlere Domäne von eIF4G

miRNA mikro RNA

MLU Martin-Luther-Universität

modENCODE Model organism ENCyclopedia Of DNA Elements

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 17 – Fortsetzung

Abkürzung Bedeutung

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

MS Massenspektrometrie

MSn n aufeinanderfolgende Selektions- und Fragmentierungsereignisse

MS/MS-spaltbar
Struktur, die bei Energiezuführung während der MS-Analyse (z.B.
durch CID oder HCD) fragmentiert

MS/MS-Spektrum Fragmentionen-Spektrum, Tandemmassenspektrum

MS-Spektrum Massenspektrum, Vorläuferspektrum

MUT Mutante

MW Molekulargewicht in kDa

m/z Masse-zu-Ladung-Verhältnis

MZT Maternal-zygotischer Übergang

Ni2+-NTA Ni2+-Nitrilotriessigsäure

NCBI National center for biotechnology information

NHS N-Hydroxy-Succinimid

NMD Nonsense-mediated mRNA Decay – Abbau aberanter mRNAs

NP-40 NonidetTM P-40

nt Nukleotide

ORF Open reading frame – offenes Leseraster

Osk Oskar

PA Polyacrylamid

PABPC Zytosolisches Poly(A)-Bindeprotein

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

p-Bpa Para-Benzoyl-Phenylalanin

PD Pull-down

piRNA Piwi-interagierende RNA

Poly(A) Polyadenylat

ppm Parts per million

PSI Proteomics standard initiative

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 17 – Fortsetzung

Abkürzung Bedeutung

PSM Peptide spectrum match

RAP55 RNA interacting protein of 55 kDa – Trailer-Hitch-Homolog

RGG Sequenzmotiv, Einbuchstabencode

RING Really interesting new gene

RISC RNA-induzierter Silencer-Komplex

RISE Reporter ion scan event – MeroX-Algorithmus

RNA Ribonukleinsäure

RNP/mRNP Ribonukleoprotein-Partikel/messenger-Ribonukleoprotein-Partikel

RpL Ribosomales Protein der großen Untereinheit

RpS Ribosomales Protein der kleinen Untereinheit

RRL Kaninchen-Retikulozytenlysat

S2-Zellen Schneider-2-Zellen

SAM Sterile alpha motif

SAXS Small-angle X-ray scattering

SDS Natriumdodecylsulfat

Smg Smaug

SRE Smaug-Erkennungselement (Smaug recognition element)

SREonly Transkript mit zwei SRE-stem-loops

SuDP Disuccinimidyl-succinamyl-aspartyl-prolin (Cross-Linker)

SUMO Small ubiquitin-like modifier

TAP Tandem affinity purification

TCE Translations-Kontrollelement

Temed N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TFA Trifluoressigsäure

Th Thomson (1 Th = 1uz )

Tral Trailer Hitch

Tris Tris(hydroxymethyl)aminoethan

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 17 – Fortsetzung

Abkürzung Bedeutung

USB Universal serial bus – serielle Computerschnittstelle

UTR Untranslatierter Bereich (untranslated region)

UUID Universally unique identifier

UV Ultraviolet

WT Wildtyp

XDB Cross-Link-Datenbank

XL-MS Cross-Linking in Kombination mit Massenspektrometrie

YxxxxLφ Sequenzmotiv eines eIF4E-Bindemotivs

ZGA Zygotische Genomaktivierung

Dateiformate

CSV Comma separated values, Tabellenformat

MXF Einstellungsdateiformat MeroX

mzIdentML Ergebnisdateifomat für MS-Analysen

mzML Massenspektrometrisches Dateiformat

mzXML Massenspektrometrisches Dateiformat

proXML Cross-Link-Dateiformat

SSF Einstellungsdateiformat StavroX

TXT Text-Dateiformat

XML Extended markup language, generelles Dateiformat

ZHRS Cross-Link-Dateiformat StavroX

ZHRM Cross-Link-Dateiformat MeroX

ZIP Komprimiertes Dateiformat
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Abbildung 38: Einfluss der shortRNAs auf die Translationsrepression -
Translationsrepressionsmessung nach Standardprotokoll in An- und Abwesenheit von
shortRNAs. Die Zugabe von shortRNAs führte zu einer etwa dreifach höheren Transla-
tionsausbeute sowohl für die WT- als auch MUT-RNA. Die WT-RNA wurde in beiden
Fällen etwa zehnfach reprimiert.
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Abbildung 39: Anreicherung/Abreicherung der Proteine im RNA-pull-down
- Statistische Auswertung der Anreicherung und Abreicherung der identifizierten Pro-
teine im RNA-pull-down (vgl. Abb. 12). Die Daten aus Abb. 12 wurden transformiert
(um 45° im Uhrzeigersinn gedreht), so dass nicht angereichert Proteine einen Wert von
null erhalten. Die Achsen wurde dann in Bereiche eingeteilt, um ein zweidimensiona-
les Histogramm der Messpunktverteilung zu erhalten. Die Anzahl an Datenpunkten je
Bereich ist farblich kodiert (siehe Skala rechts). Die statistische Verteilung der identifi-
zierten Proteine in den einzelnen Bereichen der x-Achse wurde an eine Normalverteilung
angepasst und daraus der σ2-Wert extrahiert und aufgetragen (blaue Boxen). Die σ2-
Werte wurden anschließend an Gleichung 4 angepasst. Aus dieser Anpassung konnten
dann mit Gleichung 5 die p-Werte für die Anreicherung der identifizierten Proteine
berechnet werden.
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Tabelle 18: Im RNA-pull-down (PD) abgereicherte Proteine - Alle signifikant
abgereicherten Proteine (p< 5%) der RNA-pull-down-Analyse sind mit Intensitätswer-
ten, Abreicherungsfaktor und Signifikanz aufgeführt. Ribosomale Proteine sind in der
Tabelle hervorgehoben.

Intensitätkorr
Protein WT-PD MUT-PD p-Wert Abreicherung

RpS10b 26.29 30.92 8.219·10−6 24.84
l(3)72Ab 25.51 29.69 3.188·10−4 18.12
SmD2 18.98 26.60 3.937·10−4 197.0
RpL23 28.42 31.42 4.748·10−4 8.014
His4 25.73 29.62 6.631·10−4 14.82
RpS26 17.72 25.69 0.00113 251.2
RpS15Aa 26.15 29.67 0.00136 11.51
RpS18 28.02 30.89 0.00148 7.288
RpL36 24.48 28.28 0.00394 13.96
SmG 15.09 23.97 0.00504 470.8
RpL30 24.05 27.91 0.00525 14.49
RpL35 19.90 25.55 0.00674 50.44
His2B 21.60 26.36 0.00728 27.14
RpL28 27.76 30.14 0.0103 5.211
RpS25 26.16 28.98 0.0109 7.050
RpLP1 19.93 25.23 0.0116 39.26
hoip 19.34 24.94 0.0117 48.44
Nelf-A 15.14 23.28 0.0118 281.6
BcDNA.LD23634 19.71 25.06 0.0126 40.93
FLASH 15.10 23.16 0.0132 267.8
ctp 19.20 24.61 0.0167 42.51
CG31368 22.76 26.52 0.0179 13.51
His3.3A 21.22 25.56 0.0193 20.35
tyf 23.89 27.14 0.0213 9.468
RpS28b 21.67 25.74 0.0217 16.89
RpS14b 31.87 33.19 0.0218 2.481
Gem3 22.78 26.25 0.0282 11.08
RpS15 27.67 29.69 0.0290 4.054
Cbp20 18.81 23.91 0.0308 34.25
RpL32 23.63 26.65 0.0361 8.109
RpL27 26.42 28.64 0.0364 4.645
CG2941 25.97 28.29 0.0375 4.977
CG3003 16.53 22.60 0.0386 67.32
CG17737 18.92 23.68 0.0419 27.00
RpL38 21.69 25.25 0.0437 11.77
SmD3 19.98 24.21 0.0441 18.80
CG10979 16.26 22.30 0.0450 65.91
SMC3 25.00 27.46 0.0459 5.505
RpS23 27.18 29.07 0.0488 3.720
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Abbildung 40: Translationsinitiationsfaktoren und ribosomale Proteine im
RNA-pull-down - Die Intensitäten von Translationsinitiationsfaktoren (A) und ribo-
somalen Proteinen (B) im RNA-pull-down sind wie in Abb. 12 dargestellt. Verschiedene
Translationsinitiationsfaktoren banden im gleichen Maß sowohl an die WT- als auch
die MUT-RNA. Ribosomale Proteine waren im WT-pull-down eher abgereichert. Das
ribosomale Protein RpS27A ist als Fusionsprotein aus Ubiquitin und einem ribosoma-
len Protein im C-Terminus in Drosophila kodiert. Die meisten RpS27A-Peptidspektren
konnten dem Ubiquitin-Anteil zugewiesen werden. Die hohe Abundanz von RpS27A ist
durch die hohe Abundanz von Ubiquitin in den Proben zu erklären.
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Abbildung 41: Spektrum eines LRGG-modifizierten Peptids - Es ist das an-
notierte Spektrum eines vierfach positiv geladenen Vorläuferions bei m/z 529,5546 ge-
zeigt. Es wurde als LRGG-modifiziertes Peptid (VMVTTGGTILKDDILR) von Me31B
identifiziert. Die Annotation erfolgte automatisch mittels StavroX (siehe auch Teil II,
Abschnitt 2.4.3, S. 112). Im linken Teil ist das Fragmentionen-Spektrum und ein Ab-
weichungsdiagramm dargestellt. Die Nomenklatur der annotierten Ionen richtet sich
nach Roepstorff u. Fohlman (1984) und Schilling et al. (2003). Die Farben im Spektrum
zeigen verschiedene Ionentypen an (N-Terminal - rot, C-Terminal - blau, Vorläuferion -
grün, verschiedene Typen - magenta). Im rechten Teil ist eine Fragmentierungsansicht
gezeigt. Jeder Indikator (d oder c) über oder unter der Peptidsequenz zeigt ein Frag-
mention an. Die Position des Indikators ist durch die Stelle der Fragmentierung und der
Ladung des Ions (rechts angezeigt) festgelegt. Die Indikatoren sind anhand ihrer Inten-
sität nach der Skala (unterhalb) eingefärbt. Das kleingeschriebene „g“ in der Sequenz
sowie eckige oder geschweifte Klammern werden durch die Syntax von StavroX vor-
gegeben. Im oberen Teil sind allgemeine Informationen zu dem ubiquitinierten Peptid
angegeben (bestimmte und theoretische Masse, Sequenz, Herkunft, score, usw.).
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A

B

Abbildung 42: Spektren eines GG-modifizierten Peptids - Es sind zwei von
StavroX annotierte Spektren eines Diglycin-modifizierten Peptides dargestellt. In (A)
ist das Spektrum eines zweifach positiv geladenen Vorläuferions bei m/z 923,5082 ge-
zeigt. In (B) ist das Spektrum eines dreifach positiv geladenen Vorläuferions bei m/z
621,3399 gezeigt. Das Peptid in (B) ist zusätzlich durch ein oxidiertes Methioin modi-
fiziert (kleines ’m’ in der Sequenz). Weitere Details zum Abbildungsinhalt können der
Bildunterschrift von Abb. 41 entnommen werden.
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Abbildung 43: Längenabhängige Stöchiometrie der Komponenten im Kom-
plex (unkorrigiert) - (A-C) Die Komponenten des Repressor-Komplexes wurden wie
in Abb. 15 für drei verschieden lange RNAs quantifiziert. Die Proteinmengen wurden
auf die eingesetzte RNA-Menge relativiert. Die Anzahl an gebundenen Proteinen je
RNA wurde für drei verschiedene RNA-Längen dargestellt (A - SREonly, B - 1-AUG,
C - Luc). Hier sind die absoluten Werte für die Bindung dargestellt, der korrigierte,
spezifische Anteil der Bindung ist in Abb. 16 auf S. 39 dargestellt.
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Abbildung 44: Deep-sequencing-Analyse des RNA-pull-downs - (A) Quantita-
tiver Vergleich der reads für den WT- und MUT-pull-down. Die reads wurden normali-
siert auf die Anzahl der kartierten reads. Alle RNAs mit mehr als 10 reads im WT und
einer Anreicherung größer als 1,5 sind in Rot markiert. Zwei mikroRNAs (mir-7 und
mir-9b) waren als einzige abundant und angereichert. (B) Schematische Darstellung
der für den pull-down verwendeten 1-AUG-RNA. Die angedeuteten Restriktionsstel-
len können zur Synthese verschiedener Transkripte z.B. mit oder ohne SRE, bzw. mit
oder ohne Poly(A)-Schwanz verwendet werden. Die vorhergesagten Bindestellen der mi-
RNAs überlappen nicht mit den stem-loops der SREs im 3’-UTR. (C) Hybridisierungs-
stellen der miRNAs an die 1-AUG-RNA wurden mit RNAhybrid bestimmt (Krüger u.
Rehmsmeier, 2006) Gepaarte Basen stehen nah beieinander, während ungepaarte Basen
voneinander entfernt stehen.
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Tabelle 19: Angereicherte Proteine in der Smaug-Immunpräzipitation -
Quantitative Auswertung der massenspektrometrischen Untersuchung einer Smaug-
Immunpräzipitation. Die Berechnung der Intensitäts- und p-Werte erfolgte wie für den
RNA-pull-down, beschrieben in Abschnitt 2.3 auf S.27. Es sind alle angereicherten Pro-
teine mit einem p-Wert unter 5% gelistet. Die mit ∗ markierten p-Werte wurden ab-
geschätzt. Dazu wurde der Mittelwert aller Intensitätswerte (18,37) als Wert für eine
unspezifische Bindung angenommen.

Intensitätkorr
Protein Smaug-IP Präimmun-IP p-Wert Anreicherung

Smaug 30,48 20,31 3,81·1011 1154,1

CG1440 26,96 n.d. *7,22·106 n.d.

Me31B 33,17 29,19 1,33·105 15,7

CG4199 26,75 n.d. *1,40·105 n.d.

Not3 25,01 14,21 1,44·105 1787,0

Ranbp21 24,52 13,76 3,12·105 1740,4

CG11307 26,37 n.d. *4,18·105 n.d.

Hop 26,27 n.d. *5,51·105 n.d.

Twin 25,72 17,43 7,06·105 312,7

Not1 26,07 n.d. *9,24·105 n.d.

Feo 30,19 25,55 1,15·104 25,0

Cup 31,41 27,54 2,09·104 14,6

Trailer Hitch 31,38 27,67 3,39·104 13,1

CG11208 25,17 17,69 3,49·104 178,0

Lola 25,26 19,11 0,00145 71,0

LManII 24,82 n.d. *0,00151 n.d.

TBC1D5 24,65 n.d. *0,00208 n.d.

Rudimentary 32,71 30,06 0,00216 6,3

CG9467 22,34 14,35 0,00277 254,2

eIF4E 29,31 25,72 0,00291 12,0

Brat 24,01 17,70 0,00325 79,3

Kri 24,17 18,02 0,00337 71,1

CstF-64 22,99 16,02 0,00372 125,9

Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Tabelle 19 – Fortsetzung

Intensitätkorr
Protein Smaug-IP Präimmun-IP p-Wert Anreicherung

4E-T 22,45 15,37 0,00497 134,7

CG2941 24,09 18,35 0,00525 53,7

Sqd 23,87 18,03 0,00555 57,2

Nup358 28,47 24,97 0,00598 11,3

CG6767 24,88 19,86 0,00671 32,5

Glass 26,33 22,04 0,00675 19,5

Men 22,25 15,46 0,00693 110,3

Yps 28,16 24,68 0,00749 11,2

PABPC 31,20 28,73 0,00918 5,6

CstF-50 23,73 n.d. *0,00939 n.d.

Gem3 22,88 17,07 0,0101 56,1

DCTN2-p50 28,02 24,72 0,0109 9,8

Imp 27,15 23,75 0,0145 10,5

Arp1 26,77 23,25 0,0147 11,5

CG8184 23,39 n.d. *0,0149 n.d.

DCTN4-p62 21,48 15,30 0,0157 72,2

Slmb 22,81 17,56 0,0162 38,2

Vps16A 20,92 14,39 0,0164 92,2

CG3744 23,31 n.d. *0,0167 n.d.

RanGAP 27,27 24,03 0,0169 9,5

Pop2 23,27 n.d. *0,0175 n.d.

Klp3A 27,55 24,49 0,0194 8,3

CG8963 22,81 17,79 0,0194 32,5

CG31357 24,76 20,77 0,0210 15,9

CG6617 27,63 24,74 0,0241 7,4

Gek 23,02 n.d. *0,0241 n.d.

Rga 22,99 n.d. *0,0247 n.d.

Muskelin 27,36 24,44 0,0254 7,6

Fortsetzung auf der nächsten Seite

L



Tabelle 19 – Fortsetzung

Intensitätkorr
Protein Smaug-IP Präimmun-IP p-Wert Anreicherung

Crinkled 18,37 10,46 0,0255 240,6

Lark 25,52 22,02 0,0260 11,3

RpS13 23,47 19,15 0,0261 20,0

RpII215 20,32 14,43 0,0301 59,3

RpL27A 26,83 23,91 0,0310 7,6

CkIIalpha 26,71 23,78 0,0318 7,7

Rcd-1 22,77 n.d. *0,0322 n.d.

Dcp1 23,46 19,38 0,0323 16,9

Mhcl 22,05 17,32 0,0327 26,5

AIMP2 21,41 16,35 0,0329 33,4

Rab1 28,45 26,03 0,0345 5,4

RanBPM 25,51 22,29 0,0352 9,3

CG6364-RA 22,51 18,16 0,0363 20,4

RpLP1 27,49 24,87 0,0368 6,1

Nap1 27,73 25,20 0,0376 5,8

RpL32 26,96 24,24 0,0384 6,6

Hrb27C 27,47 24,89 0,0385 6,0

CG5174 27,65 25,14 0,0395 5,7

SF2 23,68 19,97 0,0409 13,1

Pp1-87B 23,84 20,20 0,0411 12,5

DCTN3-p24 23,37 19,59 0,0426 13,7

MED4 27,16 24,65 0,0462 5,7

Cana 22,66 18,70 0,0464 15,5

Mahe 21,62 17,23 0,0471 21,0

CG31368 18,37 12,04 0,0471 80,7

RpL11 25,68 22,80 0,0477 7,4

SmD1 22,53 18,56 0,0480 15,6

CG2246 22,38 n.d. *0,0487 n.d.
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Abbildung 45: Beschriebene Interaktionen innerhalb des Repressor-
Komplexes - Grafische Darstellung der beschriebenen Interaktionen zwischen den Pro-
teinen des reprimierten mRNP. Die Ziffern entsprechen den Zitaten in Tab. 20.

Tabelle 20: Referenzen zu Interaktionen im reprimierten RNP - Zusammen-
fassung von Referenzen der in Abb. 45 dargestellten Interaktionen.

Nr. Zitat Nr. Zitat

1 Tseng-Rogenski et al. (2003) 13 Kamenska et al. (2014)
2 Wilhelm et al. (2003) 14 Sharma u. Jankowsky (2014)
3 Nelson et al. (2004) 15 Chen et al. (2014b)
4 Zappavigna et al. (2004) 16 Rouya et al. (2014)
5 Nakamura et al. (2004) 17 Mathys et al. (2014)
6 Semotok et al. (2005) 18 Ozgur et al. (2015)
7 Zaessinger et al. (2006) 19 Waghray et al. (2015)
8 Tritschler et al. (2008) 20 Ozgur et al. (2015)
9 Tritschler et al. (2009) 21 Nishimura et al. (2015)
10 Igreja u. Izaurralde (2011) 22 Bish et al. (2015)
11 Drummond et al. (2011) 23 Kamenska et al. (2016)
12 Kinkelin et al. (2012)
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Abbildung 46: Intrinsisch unstrukturierte Bereiche im Belle-Protein - Der
PONDR-Score für die DDX3-Homologe Belle (Drosophila melanogaster) und Laf-1
(C. elegans) wurde über den gesamten Sequenzbereich errechnet (Xue et al., 2010).
Je höher der Wert (im Bereich von 0 - 1), desto eher ist dieser Sequenzbereich intrin-
sisch unstrukturiert. Im N-Terminus von Belle ist ein deutlich längerer unstrukturierter
Bereich zu erkennen (mit * markiert) als in Laf-1, dessen N-Terminus die Bildung von
liquid droplets vermitteln kann (Elbaum-Garfinkle et al., 2015). Die beiden PONDR-
Diagramme für Laf-1 und Belle wurden an der DEAD-Sequenz im ATPase-Kern ausge-
richtet und übereinander gelegt. Die Nummerierung der Aminosäuren erfolgte anhand
der Sequenz von Belle.
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Abbildung 47: Mögliche Fragmentionen nach Cross-Linker-Fragmentierung
- Darstellung möglicher Fragmentionen der verschiedenen Cross-Link-Typen nach der
CID- oder HCD-Fragmentierung eines Cross-Links mit dem Harnstoff-Linker. (A) Typ 0
(Dead-end-Cross-Links). (B) Typ 1 (intrapeptidale Cross-Links). (C) Typ 2 (interpep-
tidale Cross-Links)
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Abbildung 48: Korrektur der Spektrumsgröße - Spektren mit wenigen Signalen,
können den errechneten score verfälschen, wenn einige der Signale zugeordnet werden
können, da dann unter Umständen ein relativ großer Anteil aller Signale identifiziert
wird. Gleichung 7 wird verwendet, um die Anzahl an Datenpunkten im Spektrum zu
korrigieren. Die Abhängigkeit der korrigierten Spektrumsgröße von der Anzahl an Da-
tenpunkten ist hier dargestellt.
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Abbildung 49: Screenshot der automatischen Decoy-Analyse - MeroX-Analyse
eines Cross-Link-Experiments mit dem p53-Protein. Die verwendete Sequenzdatenbank
enthielt 500 irrelevante E. coli-Proteinsequenzen, entweder mit der p53-Sequenz (+p53
in A) oder ohne die p53-Sequenz (-p53 in B). In (A) ist ein deutlicher Unterschied
zwischen der Analyse der Target-Datenbank und der Decoy-Analyse zu erkennen, der
in (B) nicht erkennbar ist. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass tatsächlich kein
Cross-Link in der Analyse (B) identifiziert wurde.
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