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raktisch alle Prozesse des Lebens werden von biologi-
Pschen Makromolekiilen ausgefiihrt, die chemisch gese-
hen aus Proteinen, Ribonukleinsiauren (RNS/RNA) und
Desoxyribonukleinsiuren (DNS/DNA) bestehen. Diese
grundlegenden Einheiten des Lebens zu erforschen und

thermoscientific

Krios G4

Abb. 1 Das Kryo-Elektronenmikroskop Titan Krios G4 ist
etwa 3 m hoch. Im Inneren wird die Probe in einer Kryo-Box
durch Fliissigstickstoff gekiihlt und vor Kontamination
geschiitzt. Zudem ist es gegen mechanische und elektromag-
netische Stérungen aufwendig isoliert. Eingesetzt wird es fiir
biologische Strukturuntersuchungen am Ernst-Ruska-Centrum
im Forschungszentrum Jiilich (Foto: R.-U. Limbach, FZ Jiilich).
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deren chemische Raumstruktur aufzuldsen, ist die Aufgabe
der Strukturbiologie. Sie fuf3t auf der prinzipiellen Annah-
me, dass die Strukturen des Lebens dessen Funktionen de-
finieren. Die Entdeckung der DNA-Struktur konnte zum
Beispiel direkt aufkliren, wie Erbinformation gespeichert,
gelagert und weitergegeben wird (sieche ,Die DNA in der
Strukturbiologie“ auf S. 120).

Die ersten Proteinstrukturen (sieche ,Die Grundstruk-
turen von Proteinen“ auf S. 122) in nahatomarer Auflosung
wurden von John Kendrew und Max Perutz mit Hilfe der
Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt, wofiir ihnen 1962 der
Nobelpreis in Chemie verliechen wurde. Heute setzt die
Strukturbiologie verschiedene Methoden von Rontgen-
kristallographie iiber Kernspinresonanzspektroskopie bis
hin zur Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) ein. Bis in
die 2010er-Jahre waren vor allem Rontgenkristallographie
und Kernspinresonanzspektroskopie die Methoden der
Wahl zur Strukturaufklirung von Biomolekiilen. Derzeit
erhilt die Methode der Kryo-EM grofle wissenschaftliche
Aufmerksamkeit, da sie erst im letzten Jahrzehnt durch
technologische Fortschritte die Analysemoglichkeiten von
biologischen Makromolekiilen entscheidend erweitert hat.
2017 wurden Jaques Dubochet, Joachim Franck und Ri-
chard Henderson fiir die Entwicklung der Kryo-EM zur
hochauflésenden Strukturaufklirung mit dem Nobelpreis
fiir Chemie geehrt.

Die Grundprinzipien
Die Methode der Kryo-EM (Abbildung 1) bezeichnet eine
Variante der Elektronenmikroskopie, die gefrorene biologi-
sche Proben bei sehr niedrigen Temperaturen (kryos:
griech. kalt) untersucht, typischerweise gekiihlt durch fliis-
sigen Stickstoff bei -196 °C. Am schematischen Aufbau
eines Elektronenmikroskops (Abbildung 2) lisst sich der
Weg des Elektronenstrahls von der Quelle tiber die Probe
bis zum Detektor nachvollziehen. Das erste Elektronenmi-
kroskop wurde in den 1930er-Jahren von Ernst Ruska in
Berlin gebaut (siche ,Meilensteine der Kryo-Elektronenmi-
kroskopie-Entwicklung*, Tabelle 1).

Zunichst wird der Elektronenstrahl in einer Elektronen-
kanone erzeugt und tiber die Kondenserlinsen auf die Pro-
be gerichtet. Auf der Probe wird der Elektronenstrahl
durch das zu untersuchende Objekt charakteristisch abge-
lenkt. Manche dieser Elektronen streuen durch die Wech-
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TAB. 1 | HISTORISCHE MEILENSTEINE

1931 Ernst Ruska und Max Knoll entwickeln das
erste Elektronenmikroskop.

1938 Helmut Ruska und Kollegen studieren die
ersten biologischen Strukturen mit einem
Elektronenmikroskop: Tabak-Mosaikvirus,
die Bakterien Staphylococcus aureus und
Escherichia coli.

1968 David DeRosier und Aron Klug rekonstruieren
die erste 3D-Struktur von Bakteriophagen aus
elektronenmikroskopischen Bildern.

1981 Joachim Frank und Marin van Heel nutzen
computergestiitzte Bildverarbeitung zur Ana-
lyse von elektronenmikroskopischen Aufnah-
men biologischer Makromolekiile.

1984 Jacques Dubochet entwickelt eine Methode
zum schnellen Einfrieren wassriger Proben als
diinner Film, der transparent fiir den Elektro-
nenstahl wird.

1990 Richard Henderson erzeugt das erste atomare
Modell von Bakteriorhodopsin auf der Grund-
lage kryogener Elektronenkristallographie.

1997 Erste Subnanometer-Auflosung von Hepatitis-
B-Viren durch Anwendung der Feld-Emissions-
Elektronenkathode (FEG) als Elektronenquelle
in biologischer Kryo-EM.

2007-2008  Die ersten Strukturen hochgeordneter Viren
werden mit Einzelpartikel-Kryo-EM bei nah-
atomarer Auflosung bestimmt.

Ab 2010 Vollautomatisierte Probentauscher und Bild-

aufnahmen setzen sich durch.

2011-2013  Die Einfithrung direkter Elektronendetektoren
steigert die Aufnahmequalitdt der Bilder
deutlich.

2017 Jaques Dubochet, Joachim Franck und Richard
Henderson erhalten den Chemie-Nobelpreis
fiir die Entwicklung der biologischen Kryo-EM.

selwirkung mit der Probe elastisch oder inelastisch, wih-
rend andere Primirelektronen gar nicht mit der Probe
wechselwirken, sondern diese unverindert passieren. Die
Obijektivlinse refokussiert die von der Probe gestreuten
Elektronen bereits zu einem Bild.

In der Bildentstehung unterscheidet man zwischen Am-
plituden- und Phasenkontrast des Objektes. Da biologische
Proben in gefrorener wissriger Umgebung zu weiten Tei-
len aus leichten Atomen wie Kohlenstoff, Wasserstoff,
Sauerstoff, Stickstoff und Phosphor bestehen, ist der Bei-
trag des Phasenkontrastes zur Bildgebung wesentlich maf3-
gebender (> 90 %) als der Amplitudenkontrast. Phasenkon-
trast entsteht durch die Streuung der Atome in der Probe,
die zu Phasenverschiebungen der Elektronen fithren und
mit den ungestreuten transmittierten Elektronen interferie-
ren. Ein Energiefilter kann optional inelastisch gestreute
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ABB. 2 | KRYO-ELEKTRONENMIKROSKOP
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Schematischer Aufbau eines Kryo-Elektronenmikroskops, das
die Probe bei —180 °C gekiihlt untersucht. Der Elektronen-
strahl entsteht in der Elektronenquelle und wird durch die
Kondenserlinsen auf die Probe gerichtet. Dort wird der Strahl
am biologischen Objekt gestreut, durch die Objektivlinsen als
Bild eingefangen und schlieBlich auf einem Detektor digital
aufgenommen.

Elektronen, die eine geringere Energie besitzen und deshalb
nicht zum Bild beitragen, entfernen. Die Projektionslinse
und intermediire Linsen vergrofiern das resultierende Bild,
bevor die bildgebenden Elektronen auf den Detektor tref-
fen und dort digital ausgelesen werden.

Viele dieser Schritte sind dhnlich bekannt von der Licht-
mikroskopie, allerdings mit drei wichtigen Unterschieden.
Erstens liegt die Wellenlinge, die mafigeblich die Auflosung
des Mikroskops bestimmt, bei Elektronen im Bereich von
Pikometern, nicht von Hunderten Nanometern wie beim
sichtbaren Licht. Zweitens sind die Linsen des Elektronen-
mikroskops elektromagnetische Linsen, die den Strahl im
magnetischen Feld biindeln. Drittens befindet sich der op-
tische Pfad bei der Elektronenmikroskopie in einer vaku-
umisolierten Elektronensiule, um die Streuung der Elektro-
nen an Luftmolekiilen zu vermeiden.
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Die ersten Aufnahmen von biologischen Objekten er-
zeugte Helmut Ruska, der Bruder des Erfinders Ernst Ruska,
gemeinsam mit Kollegen. Damit konnten diese Forscher
zum ersten Mal die Formen von Bakterien und Viren vi-
sualisieren, die bis dahin der Lichtmikroskopie verborgen
geblieben waren. Solche elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen von Viren, Bakterien und menschlichen Zellen
sind mittlerweile lingst Bestandteil der Biologielehrbiicher
und prigen bis heute unser fundamentales Verstindnis der
strukturellen Organisation des Lebens.

Besonderheiten der biologischen

Elektronenmikroskopie
Einen wichtigen Unterschied zur Elektronenmikroskopie,
wie sie in der Physik iiblich ist, stellt die besondere Herstel-
lung von biologischen Proben dar. Da der Elektronenstrahl
sehr intensiv mit Materie wechselwirkt, gibt es grundsitz-
lich hohe Anforderungen an elektronenmikroskopische
Proben. Gefrorene biologische Proben sollten eine Schicht-
dicke von 300 nm nicht iiberschreiten, da der Elektronen-
strahl sonst den Detektor nicht erreicht. Klassischerweise
werden in der Kryo-EM diinne Eisfilme direkt durch
Schockgefrieren von wissrigen Losungen in -180 °C kaltem

ABB. 3 | PROBENPRAPARATION
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Schematische Darstellung der zwei verbreitetsten Probenprdparationsmethoden in
der biologischen Kryo-EM. Bei beiden Arbeitsabldufen nutzt man das Schockgefrie-
ren im fliissigen Ethan. Links: Vitrifizierung von wdssrigen isolierten Proteinlésun-
gen durch Absaugen und Schockfrieren. Rechts: Vitrifizierung von Zellproben mit
anschlieBender Diinnung in einer fokussierten lonenstrahlanlage (FIB-SEM).
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flissigem Ethan hergestellt. Im Fall von dickeren biolo-
gischen Objekten, wie Zellen, werden diese nach dem
Schockgefrieren mit einer Ionenstrahlanlage gediinnt (Ab-
bildung 3 rechts).

Fiir die klassische Einzelpartikel-Kryo-EM wird die zu
untersuchende Proteinstruktur vor dem Gefriervorgang
von anderen Komponenten biochemisch gereinigt und an-
schlieBend in einem diinnen Eisfilm eingefroren (Abbil-
dung 3 links). Hierfiir kann das zu analysierende Protein in
Bakterienzellen in hoher Stiickzahl produziert werden. Die
Zellen schliet man dann auf und trennt das Protein meist
mit fliilssigchromatographischen Methoden von den ande-
ren Zellkomponenten. Sobald ein gewisser Reinheitsgrad
nachgewiesen werden kann, bringt man lediglich die 16s-
liche Proteinprobe auf den Probentriger in kleinen Volu-
mina von wenigen Mikrolitern auf.

Das ist ein entscheidender Vorteil, denn bei der Ront-
genkristallographie etwa miissen deutlich grolere Mengen
an Proteinmolekiilen aufwendig in Kristallen geziichtet
werden, was fiir viele Proteine deutlich schwieriger zu er-
reichen ist und sogar ihre Struktur (Konformation) verin-
dern kann (siehe auch ,Physik in unserer Zeit 2022, 53(5),
228%). Die wiissrige Kryo-EM-Probe wird dann durch Absau-
gen mit einem Filterpapier zu einem Film gediinnt. Danach
wird der Probentriger, das sogenannte EM-Grid, schnellst-
moglich in fliissiges Ethan eingeschossen. In diesem Pro-
zess wird Ethan oder ein Ethan-Propan-Gemisch genutzt,
um die Probe blitzartig abzukiihlen, sodass sich keine her-
kommlichen Eiskristalle bilden kénnen.

Die dadurch entstandene 20-80 nm diinne Schicht be-
steht aus amorphem Eis, das auch als vitrifiziert (lat. gli-
sern) bezeichnet wird. Die gefrorene Probe ist fliissigem
Wasser physikalisch sehr dhnlich, bleibt im Vakuum stabil
und ist gleichzeitig fiir den Elektronenstrahl transparent.
Die Proteinmolekiile sind dabei in ihrem nativen, also der
natiirlichen Umgebung entsprechenden, nicht denaturier-
ten Faltungszustand konserviert und vollstindig hydra-
tisiert. Diese Priparationsart hat Jacques Dubochet in den
1980er-Jahren entwickelt und maf3geblich vorangetrie-
ben.

Anstatt die zu analysierende Struktur biochemisch zu
isolieren, wird sie bei der zelluliren Kryo-Elektronentomo-
graphie in ihrer nativen Umgebung belassen und die ge-
samte Zelle vitrifiziert. Eine typische menschliche Zelle ist
meist einige Mikrometer dick. Um fiir den Elektronenstrahl
transparent zu werden, muss sie mit einer Ionenstrahlan-
lage zu einer weniger als 300 nm dicken Lamelle gediinnt
werden. Diese stellt dann ein diinnes, durchsichtiges Fens-
ter der Zelle dar, das weniger als 0,5 % des zelluliren Volu-
mens ausmacht [1].

Ein zweiter Unterschied zur physikalischen Elektronen-
mikroskopie ist die Empfindlichkeit biologischer Proben
gegenuber Strahlenschiden. Bei elektronenmikroskopischen
Messungen treten die inelastischen Wechselwirkungen mit
der Probe wesentlich hiufiger auf als die bildgebenden elas-
tischen (3:1) [2]. Die bei den inelastischen Streuereignissen

© 2023 The Authors. Physik in unserer Zeit published by
Wiley-VCH GmbH

85UB017 SUOLLILLIOD BAIERID 3|qedtjdde au) Ag pauLeAob afe 3oL YO ‘8sN JO SaNJ 10y Aleiq1aUIjUO AS|1AN UO (SUONIPUOI-PUR-SWLBW0D" A8 | 1M ATe1q 1 [pU 1 |UO//:SdNY) SLONIPUOD PUe SUWLB 1 34} 885 *[£202/50/60] U0 Aleiqiauljuo A8|I “elueD Uyo1essay HOWS ud1ine winnuazsbunydsiod Aq 699T0EZ0Z ZNId/Z00T 0T/I0p/LI0o" A3 1M AReid1joulJUO//:SaNY Wwo1j papeojumod ‘S ‘€202 ‘SVBETZST



KRYO-ELEKTRONENMIKROSKOPIE | SPEZIAL: MIKROSKOPIE

freiwerdende Energie bricht die kovalenten Bindungen auf
und schidigt chemische Strukturen dauerhaft. Im Verlauf
dieser Prozesse entstehen in der Probe sowohl Wirme als
auch Ladungsunterschiede [3]. Aus diesem Grund ist die
Elektronendosis, die biologische Proben vertragen konnen,
um viele Grof3enordnungen niedriger als die von typischen
materialwissenschaftlichen Proben wie Goldatomen, die
im Vergleich als nahezu dosisresistent betrachtet werden
konnen.

Die Strahlenschiden in biologischen Proben lassen sich
beobachten und in drei Arten einteilen (Abbildung 4) [4].
Primirschiden entstehen initial durch die Anregung von
Valenzelektronen, sodass kovalente Bindungen zwischen
Atomen aufbrechen, Sekundirelektronen freigesetzt wer-
den und sich Radikale ausbilden konnen. Sekundire Strah-
lenschiden werden dann von freigewordenen Sekundir-
elektronen und den entstandenen Radikalen hervorgeru-
fen. Sowohl Primirschiden als auch Sekundirschiden
lassen sich in den Rohbildern nicht identifizieren. Tertiire
Strahlenschiden entstehen durch die Akkumulation der
Sekundirereignisse, und schlie3lich lisst sich das Austre-
ten von umgewandeltem gasformigem Sauerstoff und
‘Wasserstoff als Blasen im elektronenmikroskopischen Bild
erkennen [2]. Bei Dosen von mehr als 100000 e"/nm?
(1000 e7/A%) zerfillt die Probe schlieRlich und lisst sich
nicht mehr untersuchen.

Aus diesem Grund wird eine typische Kryo-Probe le-
diglich mit bis zu maximal 8000 e~/nm? (80 e /A%) belich-
tet. Selbst zu Beginn der Aufnahme bei 0-3000 e”/nm?
(0-30 e™/A?) lassen sich bereits deutliche Strahlenschiden
in den berechneten EM-Strukturen der Molekiile erkennen.
So gehen zuerst die Signale im hochauflosenden Bereich
verloren, die zum Beispiel die Atome der Seitenketten der
Proteinkette abbilden, wihrend die Hauptkettenatome
noch deutlich erkennbar stabil bleiben. Diese Anfilligkeit
der biologischen Proben in Bezug auf Strahlenschiden
macht die Kryo-EM technisch so anspruchsvoll, da hier im
Vergleich zu materialwissenschaftlichen Proben nahezu
»im Dunkeln“ abgebildet werden muss. Entsprechend stark
verrauscht sind die resultierenden Aufnahmen, weil sie auf
relativ schwachen Signalen beruhen.

Daraus folgt als dritte Herausforderung im Vergleich zur
physikalischen Anwendung die dreidimensionale Bild-
rekonstruktion der elektronenmikroskopischen Projektio-
nen. Aufgrund der verrauschten Bilder beschrinkt sich die
strukturelle Interpretation von Einzelbildern lediglich auf
grofle Molekiile und grobe Strukturmerkmale wie Dimen-
sion und Form. Trotzdem ermoglicht die native Molekiil-
konservierung auch eine genaue Ubertragung von Detailin-
formation, wenngleich sehr stark abgeschwicht. Dariiber
hinaus wird das Signal durch die gesamte Probendicke in
Form einer Projektion aufaddiert, was eine direkte Inter-
pretation in aller Regel kompliziert macht.

Die biologische Kryo-EM bietet hier allerdings den Vor-
teil, dass man mit Hilfe von vielen verschiedenen 2D-Pro-
jektionen im Computer die dazugehdrige 3D-Struktur ,zu-
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ABB. 4 | STRAHLENSCHADEN
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Strahlenschdden von biologischen Proben in der Kryo-Elektronenmikroskopie.
Links: Mikrographen einer Kryo-Probe des Tabak-Mosaik-Virus mit einer Dosis von
4000 und mehr als 100 000 e~/nm?. Mitte: Typische Strahlenschiden, die wihrend
des Belichtens auftreten. Rechts: Mit Beginn der Belichtung lassen sich bereits lokale
Strahlenschdden in der errechneten elektronenmikroskopischen Struktur erken-

nen.

ABB. 5 | 3D-BILDREKONSTRUKTION
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Schematische Darstellung der beiden wichtigsten Kryo-EM-Messmethoden. Links:
In der Einzelpartikel-Kryo-EM werden von jedem Bereich der Probe viele Bilder von
identischen Molekiilen aufgenommen. Rechts: In zelluldrer Kryo-Tomographie
hingegen wird der selbe Bereich der Probe aus verschiedenen Winkeln gemessen.
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riickrechnen“ kann. Die gleiche Strategie verfolgt man so-
wohl in der Einzelpartikel-Kryo-EM als auch in der zelluldren
Kryo-Tomographie, allerdings auf verschiedene Art und
Weise. Bei der Einzelpartikel-Kryo-EM werden viele Bilder
von identischen Molekiilen oder Partikeln planar aufge-
nommen und dann im Computer dreidimensional zusam-
mengesetzt. Bei der Kryo-Tomographie hingegen wird die
selbe Probe unter verschiedenen Ansichtswinkeln betrach-
tet und anschlieBend im Computer in 3D kombiniert (Ab-
bildung 5 rechts).

Einzelpartikel-Kryo-EM
In der Einzelpartikel-Kryo-EM werden Tausende von isolier-
ten Partikeln auf einmal belichtet und abgebildet. Jede ein-
zelne Aufnahme zeigt viele quasi-identische Partikel in ver-
schiedenen zufilligen Orientierungen eingebettet im Eis
(Abbildung 6, oberes Bild). Die Orientierung eines jeden
Partikels wird anhand der drei Eulerschen Winkel y;, ¢ und
6 und deren Position in x und y bestimmt. Partikel mit der

DIE DNA IN DER STRUKTURBIOLOGIE ‘

Chromosom

Zucker-Phosphat
Rickgrat

Nucleobase

Aufbau einer DNA.

Die DNA (dt. Desoxyribonukleinsaure)
als Trager des genetischen Materials
und die RNA (dt. Ribonukleinsdure)
bestehen aus vier verschiedenen
Nukleobase-Bausteinen, die zusam-
men mit einem Zucker-Phosphat die
vier Nukleotid-Grundeinheiten bilden.
Im langkettigen Nukleinsaure-Molekiil
sind die Nukleotide tiber das Zucker-
Phosphatriickgrat verkniipft (Abbil-
dung). Die Nukleotide der RNA unter-
scheiden sich von denen in der DNA
durch das Fehlen eines Sauerstoffa-
toms an der sogenannten Ribose-
Zuckereinheit. Diese minimale chemi-
sche Verdanderung hat weitreichende
Folgen fiir die superhelikale Struktur
dieser langkettigen Molekiile. Wéh-
rend die DNA in Form der kompakten
Doppelhelix vor allem als Informati-
onstrdger dient, besitzt RNA viel mehr
strukturelle Flexibilitdt. RNA kann
unter anderem eine instabilere Form

120 | Phys. Unserer Zeit | 3/2023 (54)

der Boten-RNA (mRNA) bilden und je
nach Struktur sogar katalytische
Funktionen tibernehmen [5].

1953 konnten Rosalind Franklin und
Maurice Wilkins die charakteristische
Struktur der DNA-Doppelhelix mit
Rontgenbeugung abbilden. Fiir das
darauf basierende chemische Modell
der dreidimensionalen DNA-Raum-
struktur erhielten Francis Crick und
James Watson 1962 den Nobelpreis in
Physiologie und Medizin, gemeinsam
mit Wilkins. Mit dem Wissen um die
Struktur von DNA konnte man sofort
verstehen, wie diese repliziert, also
ihre eigenen Kopien anlegt. Diese
Struktur legte den Grundstein fiir die
moderne DNA-basierte Molekularbio-
logie und ermdglichte viele biotech-
nologische Entwicklungen, zum Bei-
spiel gezielte Krebstherapien und
letztlich auch die mRNA-Impfungen
gegen COVID-19.
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gleichen Orientierung werden in gemeinsame Klassen sor-
tiert (Abbildung 6, zweites Bild von oben), was aufgrund
der Signalmittelung zusitzliche, hochaufgeloste Details im
Vergleich zu den Einzelbildern zeigt. Indem man zehntau-
sende 2D-Einzelpartikel-Projektionen mit jhren zugehorigen
Orientierungen sammelt und bekannte Bildaberrationen
korrigiert, kann man sie im Computer in ein 3D-Volumen
yzuriickprojizieren“. Die entstandene 3D-Bild-Rekonstruk-
tion entspricht dann der sogenannten EM-Dichte bezie-
hungsweise dem dreidimensionalen Coulomb-Potential,
also der elektrostatischen Dichteverteilung, die durch die
Atomkerne und dazugehorigen Elektronen des isolierten
Molekiils hervorgerufen wird (Abbildung 6, drittes Bild von
oben). Joachim Frank etablierte in den 1980er- und 1990er-
Jahren die Grundlagen dieser computerbasierten Bildverar-
beitung der Einzelpartikel-Kryo-EM (Tabelle 1).

In diese EM-Dichtekarte lisst sich nun ein atomares Mo-
dell manuell einbauen. Dabei versucht man zuerst, die be-
kannten Bausteine der Hauptketten der Proteine oder der
RNA in die Karte einzupassen. Je nach Auflosung des Da-
tensatzes konnen anschliefend die Seitenketten der Ami-
nosduren in die Karte modelliert werden. Die Proteinpri-
mirstruktur, also die Sequenz der Aminosiuren oder die
Reihenfolge der Basen in RNA oder DNA, wurde meist
durch andere Methoden wie Massenspektrometrie oder
DNA/RNA-Sequenzierung bereits im Vorfeld ermittelt und
steht in Datenbanken oft zur Verfiigung.

Wenn das Molekiil, in unserem hier gezeigten Beispiel
ein Ribosom, also ein Komplex aus mehreren Proteinen
und RNA (siehe ,Die Grundstrukturen von Proteinen“ auf
S. 122 sowie Physik in unserer Zeit 2011, 42(1), 30) voll-
stindig modelliert ist (Abbildung 6 unten), lisst sich an-
hand der EM-Dichte nun erkennen, ob andere, gegebenen-
falls unbekannte, Molekiile am Ribosom gebunden sind. So
konnte man zum Beispiel schon aufkliren, wie niedermo-
lekulare Antibiotika-Verbindungen an das Ribosom eines
Krankheitserregers gebunden sind und dessen Funktions-
weise storen [5]. Die erste hochaufgelOste Struktur, die auf
Basis von elektronenmikroskopischen Aufnahmen ermittelt
wurde und den Bau eines atomaren Proteinmodells ermog-
lichte, gelang Richard Henderson 1994 mit Bakteriorhodop-
sin. Das Bakteriorhodopsinmolekiil ermoglicht es
Halobakterien, Energie aus Licht zu gewinnen, durch soge-
nannte Phototrophie.

Zellulédre Kryo-Tomographie
Die zellulire Kryo-Tomographie hingegen bildet eine Re-
gion der Zelle, die im fokussierten Ionenstrahl gediinnt
wurde, unter verschiedenen Winkeln ab, meist in Neigun-
gen zwischen +60° und -60° in 2° bis 3°-Schritten. Aus
diesen Bildern wird mittels Riickprojektion das 3D-Volu-
men des Tomogramms berechnet [6]. Das visualisierte
Blickfeld in der zelluliren Kryo-Tomographie ist oft grofler
als bei der Einzelpartikel-Kryo-EM, weil in ersterer bei einer
geringeren Vergroferung gemessen werden kann. Das
Kryo-Tomogramm hat dann auch eine niedrigere Auflosung
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KRYO-ELEKTRONENMIKROSKOPIE | SPEZIAL: MIKROSKOPIE

ABB. 6 | DATENPROZESSIERUNG ABB. 7 ‘ BEISPIELE

Einzelpartikel- Zelluladre

Kryomikrograph
: s Kryo-Elektronenmikroskopie Kryo-Elektronentomographie

SARS-CoV-2
Spikeprotein

Beispiele fiir den Einsatz der Kryo-EM-Strukturaufkldrung wéhrend der COVID-
19-Pandemie. Links. Die Einzelpartikel-Kryo-EM-Struktur des SARS-CoV-2-Spike-
Proteins (Darstellung reproduziert aus [9]). Rechts: Kryo-Tomographie einer mit SARS-
CoV-2 infizierten Zelle. DMV: Doppelte Membranvesikel sind Kompartimente der
viralen Replikation, Virion: volistindiges infektiéses Viruspartikel, Budding Virion:
Viruspartikel, das aus dem Zellkompartiment der Replikation ausgeschleust wird
(Darstellung reproduziert aus [7]).

als eine typische Einzelpartikel-Kryo-EM-Struktur, weil die
aufgenommenen Zellstrukturen nicht identisch sind und
daher nicht tausendfach gemittelt werden konnen. Je nach
Zusammensetzung des Tomogramms kann man allerdings
wiederkehrende Molekiile auch in Subvolumen extrahie-
ren, mitteln und so dhnlich hohe Auflésungen wie in der
Einzelpartikel-Kryo-EM erzielen. Die Kryo-Tomographie-
Methode hat den Vorteil, dass man die biologischen Struk-
turen in situ, in ihrem natiirlichen zelluliren Kontext, visu-
alisieren kann, ohne die Proteine isolieren zu miissen.
Trotz ihrer Unterschiede und Ahnlichkeiten sind Einzel-
partikel-Kryo-EM und zellulire Kryo-Tomographie komple-
mentire experimentelle Ansitze, die biologische Fragen in

Hauptschritte der Datenprozessierung in der Einzelpartikel- verschiedenen Magstiben und Genauigkeit adressieren
Kryo-EM. In den Mikroskopie-Bildern werden die Partikel konnen. Wihrend der COVID-19-Pandemie konnte die
ausgewdhlt und werden in Klassen eingeteilt, basierend auf Kryo-EM schnell wichtige Beitrige zur Strukturaufklirung
ihrer Orientation. Mit den klassifizierten Partikeln wird ein des SARS-Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) liefern. Zum einen

Volumen errechnet. In diese EM-Dichtekarte wird das atomare de mit Hilfe der Finzelpartikel EM das Spik
Modell des Molekiils im Computer gebaut und verfeinert. Das ~ * '€ M1t Hille der Binzelpartike -Kryo- as spikepro-
hier gezeigte Modell stammt aus einer Protein-Datenbank tein der verschiedenen Virus-Varianten mehrfach bestimmt,

(PDB ID: 609)). auch SARS-CoV-2-infizierte Zellen wurden direkt durch
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DIE GRUNDSTRUKTUREN VON PROTEINEN ‘

Val - Leu - Ser - Pro...

® o @®

Primérstruktur Sekundarstruktur

Tertidrstruktur

Quartérstruktur

Struktur und rdumlicher Aufbau von Proteinen.

Die Proteine sind die Hauptkatalysa-
toren der Zelle und werden nach

dem in der DNA festgelegten Bauplan
hergestellt. Chemisch gesehen beste-
hen sie aus einer Kette von 50 bis zu
mehreren tausend Aminosduren, die
durch sogenannte Peptidbindungen
verkn(ipft sind. Mit Hilfe von lediglich
21 Aminosdurebausteinen wird die
charakteristische Sequenz eines Pro-
teins, die sogenannte Primdrstruktur
(Abbildung links), zusammengesetzt.
Die Sekundarstruktur (Abbildung
Mitte links) entsteht durch chemische
Stabilisierung entlang der Peptidkette,
die durch charakteristische Wasser-
stoffbriickenbindungen strukturelle
Grundmotive von Proteinen bilden,
wie o-Helices und B-Faltblatter.

Die Anordnung der Sekundarstruktur-

elemente im dreidimensionalen Raum
wird als Tertidrstruktur bezeichnet
(Abbildung Mitte rechts). Damit ent-
stehen gefaltete Domanen, die sich
durch verschiedene Arten von Amino-
saurekontakten im Raum stabilisieren
und zusammenlagern, auch wenn sie
eigentlich entlang der Peptidkette
weit entfernt voneinander liegen [5].
Einzelne Proteine konnen sich weiter
in hochorganisierten Quartarstruktu-
ren (Abbildung rechts) zusammenfin-
den, welche die Grundlage fiir makro-
molekulare Proteinkomplexe bilden.
Viele Proteinkomplexe der Zelle arbei-
ten als molekulare Maschinen, wie das
Ribosom. Es wird auch als Protein-
fabrik der Zelle bezeichnet, da es die
Proteine der Zelle aus den Amino-
sdurebausteinen zusammensetzt.

122 | Phys. Unserer Zeit

Kryo-Tomographie betrachtet, um den Infektionsweg in
der Zelle zu verfolgen (Abbildung 7) [7-9]. Auf diesem Weg
konnten verschiedene Lebensstadien von SARS-CoV-2 in
der Wirtszelle genau abgebildet werden: Die Viren verviel-
faltigen sich in sogenannten Doppelmembranvesikeln
(DMVs5s), bauen sich danach in der Zelle zu intakten Viren-
partikeln (Virionen) zusammen, die dann die Zelle verlas-
sen konnen (Budding Virions).

Diese Beispiele zeigen, wie die Technologie der Kryo-
EM zum Erkenntnisgewinn beitrug und damit auch Impf-
und Medikationsstrategien direkt unterstiitzte. Prinzipiell
eignet sich die Einzelpartikel-Kryo-EM besser fiir die hochs-
te atomare Aufldsung bis nahe an 0,1 nm (1 A) und Kryo-
Tomographie hingegen fiir eine reduzierte Auflosung im
Nanometerbereich (1-5 nm), dafiir aber wie geschildert im
nativen und komplexen Kontext der biologischen Zelle.

Gegenwart und Zukunft
Die Einzelpartikel-Kryo-EM stellt die derzeit populirste
Technik in der EM-basierten Strukturbiologie dar, die regel-
mifig neue und viele wichtige biologische Strukturen im

3/2023 (54) www.phiuz.de

Detail zeigt und damit zur sogenannten Auflosungsrevolu-
tion fithrte [10]. Vorher waren solche Auflosungen ledig-
lich Ausnahmefillen vorbehalten, zum Beispiel hochgeord-
nete Virenstrukturen. Populir in der Forschung wurde die
Kryo-EM vor allem durch die Einfiihrung von direkten Elek-
tronendetektoren und verbesserten Computerprogram-
men, die grofle Mengen an Bilddaten automatisiert zur
Strukturbestimmung verarbeiten konnen.

Eine entscheidende Entwicklung in diesem Zusam-
menhang war die kontinuierliche Optimierung und kon-
sequente Automatisierung der Elektronenmikroskope, die
inzwischen die Aufnahme von bis zu 10000 Bildern inner-
halb 24 Stunden erméglichen. Diese Produktivititssteige-
rung ermoglichte es 2022 weltweit, zirka 10000 biologi-
sche Strukturen mit Hilfe der Einzelpartikel-Kryo-EM auf-
zulosen. Auch wenn die Technik damit auf dem Weg ist,
die Anzahl der vorliegenden Rontgenkristallstrukturen zu
ubertreffen, ist das volle Potenzial der Elektronenmikros-
kopie in der Strukturbiologie immer noch nicht ausge-
schopft. Der Auflosungsrekord in der Biologie erreicht
derzeit bei bestimmten Testproteinen beachtliche 0,12 nm
[11, 12]. In der materialwissenschaftlichen EM liegt die
hochstmogliche Auflosung derzeit bei weniger als 0,02 nm
[13]. Hierbei kommt Raster-Transmissionselektronenmi-
kroskopie zum Einsatz, die auch fiir biologische Proben
durchaus vielversprechende Einsatzmoglichkeiten erwar-
ten lasst [14].

Dartiber hinaus stellt die Methode der Kryo-Tomogra-
phie eine sehr grof3e Bandbreite an Einsatzmoglichkeiten
fiir die molekulare Visualisierung des Zellkontexts zur Ver-
fiigung. Auch wenn an Modellproben wie dem Ribosom
bereits in situ nahatomare Auflosungen erzielt wurden,
miissen die beteiligten Methoden noch verbessert werden,
um routinemiflig einsetzbar zu sein. Hierbei werden so-
wohl verbesserte hardware- als auch softwaregesttitzte Ver-
fahren einen wichtigen Beitrag leisten, um die Probenvor-
bereitung zu optimieren und damit auch die Vielzahl an
Proben aus Organismen, Geweben und Zellen bei elektro-
nenmikroskopischer Hochstauflosung unter Kryobedingun-
gen zuginglich zu machen.

Die hohe Komplexitit des Zellinneren erfordert weit-
reichende computergestiitzte Verfahren, um die vielfach
uberlagerten elektronenmikroskopischen Graubilder mit
Hilfe von Molekiilstrukturen aus Datenbanken oder Vor-
hersagen bestmoglich zu interpretieren und im Rahmen
einer virtuellen Zelle zu integrieren. Die zelluliren Mole-
kiillandschaften, die mafigeblich auf den Ergebnissen der
modernen Kryo-EM basieren, werden kiinftig eine zentrale
Grundlage fiir die Erforschung von Krankheiten und fiir die
biotechnologischen Entwicklungen in den Lebenswissen-
schaften bilden.

Zusammenfassung
Heute nimmt die Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM) eine
zentrale Stellung als Werkzeug der Strukturbestimmung von
biologischen Makromolekiilen ein. Die Funktionsweise dieser
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Abbildungstechnik basiert auf einem breiten Spektrum von
sowohl physikalischen, chemischen als auch biologischen
Grundlagen. Entscheidend ist das schnelle Einfrieren, Vitrifi-
zieren, biologischer Proben. In diesem glasartigen Zustand
lassen sich Biomolekiile, zum Beispiel Proteine oder RNA, in
ihrem nativen, der Lebensfunktion entsprechenden Zustand
hochaufgelést abbilden. Eine Reihe von technologischen
Fortschritten im Bereich von Instrumentation und Bildverar-
beitung erméglichten exemplarisch die gezielte Erforschung
der strukturellen Grundlagen der SARS-CoV-2-Infektion mit
Hilfe der modernen Kryo-EM.

Stichworter
Strukturbiologie, Elektronenmikroskopie, Einzelpartikel-
Kryo-Elektronenmikroskopie, Kryo-Tomographie, Bildverar-
beitung, SARS-CoV-2.
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