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Kryo-Elektronenmikroskopie
- Wieso, weshalb, warum ...?

» In den letzten Jahren hatsich gezeige, dass
einzeln agierende Proteine im normalen
»Alltag® einer Zelle eher die Ausnahme als
die Regel darstellen. Mehr als zwei Drittel
aller Proteine agieren in makromolekularen
Komplexen, bestehend aus im Mittel zwolf
cinzelnen Proteinen!!l. Die Funktionsweise
solch makromolekularer ,,Maschinen® ver-
stehen zu lernen, ist eine gro3e Herausfor-
derung in der Biologie. Das Beispiel des bak-
teriellen Ribosoms hat eindrucksvoll gezeigt,
dass trotz aller technischer Schwierigkeiten
selbst hochaufgeloste, rontgenkristallogra-
phische Strukturbestimmungen gro3er mak-
romolekularer Komplexe moglich sind[?l. Im
Vergleich zum Ribosom sind jedoch die
meisten makromolekularen Komplexe nur
in deutlich geringerer Konzentration in der
Zelle zu finden, wodurch die Aufreinigung
ausreichender Probenmengen erschwert

wird. Zusitzliche Probleme, wie eine aus-
geprigte strukturelle Dynamik dieser ,,Ma-
schinen® in Verbindung mit der aufwindi-
gen Probenisolation, lassen die routinemi-
Bige Bestimmung rontgenkristallographi-
scher Strukturen somit eher unwahrschein-
lich erscheinen. Als Alternative zur rént-
genkristallographischen Strukturbestim-
mung bietet sich in vielen Fillen die Kryo-
Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) an. Bei
dieser hier vorgestellten Einzelpartikelme-
thode werden aus mehreren Tausend
elektronenmikroskopischen Projektionsbil-
dern eines makromolekularen Komplexes,
dessen dreidimensionale Struktur mit Hilfe
computergestiitzter Bildverarbeitungsme-
thoden rekonstruiert (A6b. 7). Die erforder-
liche Probenmenge ist dabei um 2-3 Gro-
Benordnungen geringer als iiblicherweise in
der Rontgenkristallographie benotigt wird.
Der vielleicht grofite Vorteil der Kryo-EM
ist zudem, dass die aufwindige Kristallisa-
tion der Makromolekiile entfillt. Instru-
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Abb. 1: Schematische Darstellung der 3D Strukturbestimmung mittels Kryo-Elektronenmikroskopie. In
vitrifiziertem Eis eingebettete Proben werden im Elektronenmikroskop bei tiefer Temperatur abge-
bildet und anschlieBend die dreidimensionale Struktur des Objektes mit computergestiitzter Bildverar-

beitung rekonstruiert.
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mentelle Entwicklungen und verbesserte
computergestiitzte Bildverarbeitungsme-
thoden haben zudem dazu beigetragen, die
Auflésung kryo-elektronenmikroskopisch
ermittelter 3D Strukturen im Laufe der letz-
ten Jahre kontinuierlich zu verbessern. Die-
se liegen momentan in einem Bereich von
ca. 6-30 AB-5I und selbst weitere Aufls-
sungsverbesserungen liegen technisch noch
im Bereich des Maglichen!® 7],

Historie

Das erste Elektronenmikroskop wurde 1931
von Ernst Ruska entwickelt!®!, wofiir dieser
1986 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde. Einige instrumentelle Entwick-
lungsstufen spiter gelang seinem Bruder
Herrmann Ruska die erstmalige Visualisie-
rung von Viren!’l. Die erste quantitative Ar-
beit zur Rekonstruktion der 3D Struktur ei-
nes Virus aus elektronenmikroskopischen
Projektionsbildern von de Rosier und Klug
erschien erst im Jahre 1966[!1% und er6ffne-
te den weiteren Weg zur kontinuierlichen
Verbesserung der Strukturbestimmungs-
technik. In den darauffolgenden Jahren wa-
ren es die Kombination aus computerge-
stiitzten Verfahren® 11121 die Entwicklung
der Kryo-Priparation!"3! und die stetige Ver-
besserung der Mikroskope, aus denen sich
die leistungsstarke Methode der Einzelpar-
tikel-Kryo-EM fiir die dreidimensionale
Strukturanalyse groBer Makromolekiile ent-
wickelt hat.

Grundlagen der Einzelpartikelmethode

Das grundlegende Prinzip der Einzelparti-
kel-Kryo-EM ihnelt der Computer-"Tomo-
graphie, wie sie im medizinischen Bereich
angewandt wird. Beiden Methoden ist ge-
mein, dass die Struktur eines dreidimensio-
nalen Objekts aus zweidimensionalen Pro-
jektionsbildern rekonstruiert wird. Einer der
Hauptunterschiede zwischen Computer-"To-
mographie und Kryo-Elektronenmikrosko-
pie ist jedoch der groBe Rauschanteil in kryo-
clektronenmikroskopischen Rohbildern
(Abb. 1, 2). Zudem sind die Winkelbezie-
hungen von Projektionsbildern einzelner
Molekiile durch deren willkiirliche Anord-
nung im Priparat unbekannt und miissen @
posteriori berechnet werden!!?), Prinzipiell
handelt es sich beim Elektronenmikroskop
um ein nahezu ideales Instrument zur Er-
stellung von zweidimensionalen Projek-
tionsbildern. Die Information iiber die drit-
te Dimension im Objekt geht dabei nicht
vollstdndig verloren, sondern bleibt im Pro-
jektionsbild als Bildpunkte mit unter-
schiedlicher Helligkeit erhalten. Vereinfacht
ausgedriickt, wird der elektronenmikrosko-
pische Projektionsprozess zur Berechnung
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der dreidimensionalen Struktur im Compu-
ter wieder riickgiingig gemacht, und somit
die dreidimensionale Struktur des Objektes
rekonstruiert (A4b. 1). Die Information im
Projektionsbild wird dabei unter dem ent-
sprechenden Projektionswinkel in den 3D
Raum einprojiziert. Insgesamt wird so eine
dreidimensionale Dichteverteilung des Pro-
teinkomplexes berechnet, die den Blick ins
Innere und damit den Aufbau der makro-
molekularen Komplexe ermoglicht. Der ei-
gentliche Gewinn dieser zyklischen Opera-
tion aus elektronenmikroskopischer Projek-
tion und computergestiitzter ,,Back“-Pro-
jektion liegt in der heute erreichbaren ho-
hen VergroBerung/Aufléosung moderner
Elektronenmikroskope und ermoglicht so
das Erreichen von zum Teil sehr hochauf-
gelosten 3D Strukturen.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen
biologischer Makromolekiile sind notorisch
verrauscht und verlangen dem ungewohn-
ten Betrachter einige Vorstellungskraft ab,
was die Eignung derartigen Bildmaterials fiir
die Berechnung von 3D Strukturen betrifft.
Dem hohen Rauschanteil der Bilder begeg-
net man in der Praxis damit, dass mit einer
Vielzahl einzelner Bilder (5.000-100.000) ge-
arbeitet wird. Die Einzelbilder werden zu-
einander ausgerichtet, um mit verschiede-
nen Verfahren wiederkehrende Muster in
den Bildern zu erkennen!l. Diese Metho-
den werden eingesetzt, um Molekiile, die
unter gleichen Projektionswinkeln abgebil-
det wurden, zu erkennen, zu klassifizieren
und zu mitteln. Durch das Mitteln von 5-30
einzelner verrauschter Bilder des gleichen
Objektes, steigt das Signal im Bild schneller
als das zufillig verteilte Rauschen. Die ge-
mittelten Bilder —so genannte Klassensum-
men —zeigen daher die verschiedenen ,,An-
sichten® des Molekiils mit stark verbesser-
tem Signal zu Rauschen Verhiiltnis (A44. 2).
Diese Klassensummen werden anschlieSend
eingesetzt, um deren noch unbekannte Win-
kelbezichung zu berechnen (angular recon-
stitution?). Eine erste 3D Struktur des Ob-
jektes kann dann fiir eine bessere Ausrich-
tung der Rohbilder oder der verbesserten
Genauigkeit der relativen Winkelbestim-
mung eingesetzt werden, was wiederum zu
einer Verbesserung der berechneten 3D
Struktur fiihrt. Dieser iterative Charakter der
Bildverarbeitung fiihrt letztlich zur Berech-
nung einer stabilen 3D Struktur mit mog-
lichst kleinem Fehler.

Strukturen - Beispiele

Eine Besonderheit der Methode ist die
schnelle Art der Probenpriparation. Ge-
wohnlich werden die Proben in einer diin-
nen, nur einige 100 A dicken Schicht aus
schockgefrorenem Puffer, pripariert (Vitrifi-
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Abb. 2: Galerie der einzelnen Bildverarbeitungsschritte. (A) Stark verrauschte Rohbilder von 70S Ribo-
somen aus E. coli. (B) Verbesserung des Signal zu Rauschen Verhdltnisses durch Mittelung von jeweils
10-20 Einzelbilder. (C) Oberfldchenansichten der 3D Struktur des Ribosoms entsprechend der Projek-
tionsrichtung der Rohbilder. (D) Riickprojektion der 3D Struktur in Richtung der Projektionsrichtung.

zierung). Da die Herstellung einer Probe fiir
die Elektronenmikroskopie auf diese Art
und Weise nur wenige Sekunden dauert,
konnen auch relativ instabile makromole-
kulare Komplexe (z.B. in funktionell defi-
nierten Stadien) sehr schnell pripariert und
der Strukturuntersuchung zuginglich ge-
macht werden. Als Beispiel sei hier das Ri-
bosom genannt. Die hochaufgelgsten Struk-
turen ribosomaler Untereinheiten wurden
mit Hilfe der Rontgenkristallographie be-
stimmt?l. Funktionelle Zwischenstadien des
Ribosoms wihrend der "Translation konnten
bislang jedoch ausschlieBlich mit elektro-
nenmikroskopischen Methoden bestimmt
werden. Die funktionell héchst relevanten
Bindungsstellen der Elongationsfaktoren
EF-Tu und EF-G wurden so beispielweise
lokalisiert!! 151 (A44. 3).

Das SpleiBosom und seine Komponenten,
die so genannten snRNPs, sind weitere Bei-
spiele fiir makromolekulare Komplexe, de-
ren Strukturen zur Zeit ausschlieBlich mit
der Methode der Kryo-EM untersucht wer-
den konnen. Strukturen des U1 snRNPI16]
des Proteinkomplexes SF3bl'7l und des
spleiBosomalen B Komplex!'8! konnten mit
dieser Methode bislang bestimmt werden
(Abb. 3). Befindet sich die erreichte Auflo-
sung im Bereich von ~10 A, kénnen bereits
einige Proteine mit bekannter Struktur im
Gesamtkomplex direkt lokalisiert werden.
Sind zudem weitere strukturelle und bio-

chemische Daten iiber die Komplexe vor-
handen, lassen sich unter Beriicksichtigung
aller verfiigbaren Daten, die komplizierten
3D-Puzzle der Zusammensetzung der Kom-
plexe zumindest teilweise 16sen. Auf diese
Art und Weise wurde zum Beispiel die An-
ordnung von Proteinen und RNA im Ul
snRNP bestimmt!!®! (444. 3).

Die Dynamik makromolekularer Kom-
plexe erschwert die dreidimensionale Struk-
turbestimmung in erheblicher Weise. Im Be-
reich der Rontgenkristallographie kénnen
konformationelle Flexibilititen bei der Kris-
tallisation sehr hinderlich sein oder diese
komplett verhindern. Eine inhomogene Mi-
schung von im Elektronenmikroskop abge-
bildeten Makromolekiilen erschwert eben-
falls die Strukturbestimmung mittels Kryo-
EM. Im Allgemeinen gilt, dass inhomoge-
ne Proben zu relativ schlecht aufgelosten 3D
Strukturen fithren. Strukturell schlecht de-
finierte Bereiche resultieren in einem ,,Aus-
schmieren® der 3D Dichte, was letztlich ei-
ne Limitierung der Auflésung zur Folge hat.
Diese ,,Problemzonen® kénnen jedoch, wie
am Beispiel des SpleiBosoms!!® gezeigt wer-
den konnte, iiber Bildverarbeitungsmetho-
den lokalisiert werden und bieten somit die
Moglichkeit, selbst bei niedriger Auflgsung
noch wichtige Information iiber den Aufbau
und die Dynamik des untersuchten Kom-
plexes zu gewinnen.
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Abb. 3: Beispiele fiir Kryo-EM 3D Strukturen von snRNPs"é:"7] und SpleiBosom!l, 70S Ribosom!*] und
des Anaphase Promoting Complex!™!. Farbig hervorgehobene Bereiche in den Abbildungen kénnen
bestimmten Proteinen/RNA in den Komplexen zugeordnet werden.

Limitierungen und Perspektiven

Die Methode der Einzelpartikel-Kryo-EM
ermdoglicht selbst dann die Strukturbestim-
mung groBer makromolekularer Komplexe,
wenn diese nur in geringen Mengen aufge-
reinigt werden konnen. In vielen Fillen ist
die Auflosung der Strukturen durch die
strukturelle und konformationelle Inhomo-
genitdt der Proben limitiert. Eine theoretisch
mogliche Verbesserung der Auflésung auf
<5 A erfordert daher hervorragende Proben-
qualitit von Makromolekiilen, die sich alle
in demselben funktionellen und strukturel-
len Zustand befinden. Dies ist in der Praxis
kaum zu erreichen, weshalb die meisten
Strukturen von Makromolekiilen auch in ab-
sehbarer Zukunft noch in ihrer Auflsung li-
mitiert sein diirften. Erst wenn es gelingt die
Bilder einer inhomogenen Probe im Com-
puter in homogenere Subpopulationen auf-
zutrennen, bestiinde die Moglichkeit, die
momentan erreichbaren Auflgsungen weiter
zu verbessern. Dafiir bedarf es sowohl einer
deutlich hoheren Partikelstatistik, als auch
neuer Bildverarbeitungsmethoden, die eine
derartige /n silico Aufreinigung der Makro-
molekiile bewerkstelligen kénnen. Sollte
diese Auftrennung funktionieren, wiirde die
Einzelpartikel-Kryo-EM damit nicht nur
prinzipiell hohere Auflésungen, sondern
auch Untersuchungen der Dynamik von ma-
kromolekularen Komplexen erméglichen.

Genau diese Einblicke in die konformatio-
nelle Umwandlung makromolekularer Ma-
schinen wihrend des Funktionszyklus wer-
den bendtigt, um Aufbau und Funktion auf
molekularer Ebene verstehen zu kénnen.
Die strukturelle Untersuchung makromole-
kularer ,,Maschinen* wird somit eine zen-
trale Fragestellung in der Biologie der nichs-
ten Jahrzehnte bleiben.
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