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Plastizitat bakterieller ESCRT-III-Struk-
turen bei der Membranremodellierung
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Bacterial ESCRT-III proteins protect and maintain the structural inte-
grity of prokaryotic membranes. Cryo-electron microscopy studies of
ESCRT-lIl family members PspA and Vipp1 revealed the structural basis
of helical rod, ring and stacked ring assembly formation. Although the
basic ESCRT-III fold remained conserved in the observed structures,
monomers adopted a remarkable degree of structural plasticity. Minor
conformational changes resulted in major shifts in assembly architec-
tures and are important for the ability to remodel membranes.
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B Die Aufrechterhaltung der Membran-
struktur und -integritat ist eine zellulare
Funktion, die essenziell fiir alle Doméanen
des Lebens ist. Dafiir ist der Prozess der
Membranremodellierung unabdingbar, d. h.
die Fahigkeit, fluide Biomembranen in neue
Formen zu tiberfiihren. In Eukaryoten nimmt
hierfiir das ESCRT(Endosomal Sorting Com-
plex Required for Transport)-System eine zen-
trale Stellung ein und {ibernimmt dabei ver-
schiedene zelluldre Aufgaben vom endo-

somalen Vesikeltransport, der Zellteilung,
der Membranreparatur bis zur Exosomfrei-
setzung (Abb. 1 links oben). Topologisch
gemein ist fast all diesen Prozessen, eine
Membranknospung weg vom Zytosol. Insbe-
sondere die evolutiondr konservierte Gruppe
der lediglich ca. 240 Aminosdure-groBen
ESCRT-III-Proteine sind hierbei die Haupt-
effektoren der Membranumbauprozesse.
Die biologische Funktion dieser Proteine ist
dabei eng mit der Ausbildung von homo-
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A Abb. 1: Das ESCRT-System in Eukaryoten, Archaea, Bakterien und Cyanobakterien. Links oben:
Eukaryoten, links unten: Archaea, rechts oben: Bakterien und links unten: Cyanobakterien. Kom-
ponenten des ESCRT-Systems und ihre Lokalisation innerhalb der Zellen. Erstellt in BioRender.

https://BioRender.com/0duy2de, [9].
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und/oder heteropolymeren Strukturen wie
Ringe, Filamente, Kuppeln oder Spiralen
verkniipft.

Vertreter dieses ESCRT-Systems lassen
sich auch in nicht-eukaryotischen Organis-
men wie Bakterien, Cyanobakterien oder
Archaea finden. Mehrere der kiirzlich identi-
fizierten Genome von Asgard-Archaeen
codieren eine Vielzahl eukaryotischer Signa-
turproteine (ESPs), unter denen auch homo-
loge Komponenten fiir ESCRT-I-, -1I- und -III-
Proteine sowie fiir Vps4 zu finden sind
(Abb. 1 links unten, [1]). Fiir Bakterien hin-
gegen konnten bisher lediglich Homologe
der ESCRT-III-Familie identifiziert werden:
PspA (Phage Shock Protein A) in Bakterien
und Cyanobakterien, sowie Vipp1 (Vesicle-
inducing Protein in Plastids 1, auch als IM30
bekannt) in Cyanobakterien (und Chloroplas-
ten; Abb. 1 rechts). Diese Proteine besitzen
vor allem Membranschutzfunktionen fiir die
Membranremodellierung unter Stressbedin-
gungen wie Licht. Neben den entfernten
Sequenzhomologien der Primérstruktur und
den ausschlieBlich o-helikalen Sekundér-
strukturanteilen inklusive dem charakteris-
tischen Haarnadelmotiv weisen die beiden
Proteine auch wichtige funktionelle Gemein-
samkeiten zu den eukaryotischen ESCRT-III-
Proteine auf [2-5].

Die grundlegende Struktur der
bakteriellen ESCRT-III-Proteine Vipp 1
und PspA

Aufgebaut ist das PspA-Monomer aus sechs
a-Helices, Vippl aus sieben o-Helices, mit
einer vier Helix-Kernstruktur, wobei Helix
ol und Helix a2/3 das charakteristische
Haarnadelmotiv ausbilden. Nach der bio-
chemischen Reinigung zeigt sich sowohl
PspA als auch Vipp1 in Form von groBen
Polymerstrukturen, die im Elektronenmikro-
skop als helikale Rohren erkennbar sind
(Abb. 2A). Dabei bilden die o-Helices ot1-04
die Wand der PspA-Réhren und a5 zeigt nach
auBen (Abb. 2B, [3, 5]). Sowohl PspA als auch
Vipp1 besitzen eine N-terminale amphipathi-
sche Helix, die essenziell fiir die Membran-
bindung ist und im Falle von PspA in Abwe-
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senheit von Membran ungefaltet vorliegt.
Vipp1 bildet neben Ringstrukturen und
gestapelten Ringrohren in Anwesenheit
von Membran auch helikale Rohren, teppich-
artige Strukturen und Spiralen aus (Abb. 2C,
[6-8]). Besonders interessant ist, dass -
obwohl sich die Polymere der verschiedenen
ESCRT-III-Proteine in ihrer Quartarstruktur
stark unterscheiden - die Tertidrstruktur der
Monomere hingegen zu groBen Teilen kon-
serviert zu sein scheint. So liegt das in
ESCRT-III konservierte Haarnadelmotiv
sowohl in PspA als auch in Vipp1 (und den
bisher gelosten Strukturen der Archaea und
Eukaryoten) vor [1]. Die vereinfachte Form
eines ESCRT-III-Molekiils erinnert dabei an
einen Arm, bei dem das Haarnadelmotiv
(Helix o1 und c2/3) der Schulter zugeordnet
werden kann, an der sich der bewegliche Ell-
bogen als Verbindung von Helix a2/3 und
Helix a4 anschlieBt. Weiterfiihrend folgt das
Handgelenk, durch das die Helix o5 von Helix
o4 abgespreizt wird. Die beschriebenen Mole-
kiilabschnitte von ESCRT-III-Schulter, -Ell-
bogen und -Handgelenk lassen sich in allen
verschiedenen Homologen wiederfinden.

Strukturelle Vielfalt von PspA- und
Vipp 1-Polymeren

Die dargestellten Struktureinsichten der bak-
teriellen ESCRT-III-Modelle wurden in den
letzten vier Jahren vor allem mithilfe der
Kryo-Elektronenmikroskopie (Kryo-EM)
gewonnen. Kryo-EM ermdglicht es, die detail-
lierte Struktur groBer Proteinkomplexe in
wassrigem Milieu aufzulosen und damit
zuverldssige atomare Modelle zu erzeugen.
Ein besonderer Vorteil der Kryo-EM-Methode
im Vergleich zu Kernresonanzspektroskopie
oder Rontgenkristallographie liegt darin,
auch heterogene Proben fiir die Struktur-
bestimmung nutzbar zu machen. Durch com-
putergestiitzte Klassifizierung von verschie-
denen Partikelpopulationen lassen sich eine
Vielzahl von Konformationszustinden in ein
und derselben Probe auflosen. Im besonde-
ren Fall von PspA und Vipp1 lagen eine Viel-
zahl von sehr dhnlich breiten homopoly-
meren Ringen oder helikalen Rohren in den
Proben vor, die letztlich genau sortiert und
dann mit den zugeordneten Symmetrien
separat rekonstruiert wurden. Mithilfe dieser
rechenintensiven Bildbearbeitung war es
moglich, in einer Probe bis zu 10 verschiede-
ne PspA-bzw. Vipp1-Konformationszustinde
bei hoher Auflosung zu beschreiben. Zusam-
men mit veranderten Probenbedingungen
lasst sich nun eine nahezu kontinuierliche
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A Abb. 2: Polymerausbildung und strukturelle Vielfalt der bakteriellen ESCRT-III-Proteine PspA
und Vipp1. A, links: elektronenmikroskopische (EM) Aufnahme von PspA mit Lipiden der Escheri-
chia coli-Membran. Rechts: EM-Bild von Vipp1 mit E. col-Membran. B, R6hrenpolymer (oben) und
Monomer (unten) von PspA (280 A-Durchmesser; PDB 8AKW) in Ribbon-Darstellung. C, Ring- und
Réhrenpolymere (oben) und dazugehoérige Monomere von Vipp 1 (unten) (C16 Ring aus PDB 703Y,
Typ-I-R6hre aus PDB 8QFV und Typ-lI-R6hre aus PDB 9EQO) in Ribbon-Darstellung. Die Schulter-,
Ellbogen- und Handgelenk-Abschnitte des gefalteten ESCRT-III-Molekiils sind griin, grau bzw.
beige hinterlegt. D, Uberlagerung der PspA-Monomere mit Réhrendurchmesser 180-365 A.E,
Uberlagerung der Monomere der sechs Lagen eines Rings. F, Draufsicht auf die Uberlagerung von
11 PspA-Rohren mit einem Durchmesserbereich zwischen 180 und 365 A. Ausrichtung entlang
der o1 /02-Haarnadelstruktur. PDB: 8AKQ, 8AKR, 8AKS, 8AKT, 8AKU, 8AKV, 8AKW, 8AKY, 8AKX,
8AKZ, 8ALO. G, Draufsicht auf die Uberlagerung von Vipp1-Ringen (C14-C18). Ausrichtung ent-
lang der ou1/02-Haarnadelstruktur. PDB: 703W, 703X, 703Y, 7040, 703Z.
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A Abb. 3: Membraninteraktion von PspA- und Vipp 1-Polymeren. A, Orientierung von PspA
relativ zur Membranachse. B, Orientierung von Vipp1 in verschiedenen Polymeren relativ
zur Membranachse. C, Modell der Membran-Tubulierung und Vesikelabtrennung, vermittelt

durch PspA.

Anpassung der Polymerstruktur darstel-
len, die auf eine erstaunliche molekulare
Plastizitat zurtickzufiihren ist.

Die beobachte strukturelle Plastizitét ist
vor allem auf drei Scharnierregionen
innerhalb der Monomere zuriickzufiihren,
die eine Bewegung einzelner Helices rela-
tiv zueinander ermdéglichen: am Uber-
gang o.2-0.3, in der Verbindung zwischen
a3-o4 und zwischen o4-05. In 11 ana-
lysierten PspA-Rohren (Durchmesser
180-365 A) treten die groBten Winkeldn-
derungen im zweiten Scharnier (-45° bis
20°) auf, wihrend die iibrigen Scharniere
geringere Flexibilitat zeigen (Abb. 2D). In
den C16-Ringen von Vippl erfolgt die
starkste Biegung an der ersten Scharnier-
region, in oberen Ringlagen zusitzlich an
der dritten (0.5) (Abb. 2E). Diese Flexibili-
tat der einzelnen PspA- und Vipp1-Mono-
mere bildet den Grundstein fiir die hohe
kontinuierliche Konformationsplastizitat
von PspA und Vipp1 und kann vor allem
durch Vergleich aller Modelle der Rohren-
und Ringdurchmesser deutlich gemacht
werden (Abb. 2F, G). Insgesamt zeigt sich,
dass die strukturelle Vielfalt der ESCRT-
III-Komplexe aus einer Kombination von

BlOspektrum | 07.25 | 31.Jahrgang &) Springer

evolutiondr stark konservierten Resten
und nicht konservierten hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen benachbar-
ten Monomeren ermoglicht wird und
dabei die konservierte ESCRT-III-Mono-
merfaltung prinzipiell aufrecht erhalten
bleibt.

Interaktion von Vipp1 und PspA
mit der Membran

PspA und Vipp1 sind der Lage die innere
Membran von Bakterien zu stabilisieren
und Protonenverlust tiber eine geschadig-
te innere Membran zu reduzieren. Vipp1
ist zudem essenziell fiir die Thylakoid-
membranbildung und den Umbau von
Thylakoidmembranen [9]. Diese essen-
zielle Rolle der Proteine beim Membran-
schutz und Membranumbau macht eine
Betrachtung der Polymerstruktur in
Gegenwart von Lipid besonders interes-
sant. Nach Inkubation mit negativ gelade-
nen Membranen ist sowohl PspA als auch
Vipp1 in der Lage, Membranen im Lumen
der Ring- bzw. Rohrenstrukturen zu inter-
nalisieren und zu tubulieren. Die Ausrich-
tung der PspA- und Vippl-Monomere
relativ zur Membranachse unterscheidet

Hier steht
eine Anzeige.

@ Springer
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sich stark. Bei PspA dominiert die horizon-
tale Orientierung (90%) der Monomere aller
PspA-Rohren [5]. Bei Vipp1 findet sich diese
Anordnung bei (gestapelten) Ringen, wobei
die Ausrichtung innerhalb eines Rings
leicht variiert (60-90°). Bei den Vipp1-Roh-
ren lassen sich hingegen zwei unterschied-
liche Polymeranordnungen finden (Typ-I-
und Typ-1I-R6hren), wobei bei Typ-I-R6hren
die Vipp1-Monomere relativ zur Membran-
achse vertikal (0°) angeordnet sind und bei
Typ-II-R6hren eine 45°-Anordnung vorliegt
(Abb. 3A, [6]).

Méglicher Mechanismus der
Membranabschniirung

Erst die hohe strukturelle Plastizitit von
PspA und Vipp1 erlaubt es diesen bakteriel-
len ESCRT-III-Proteinen, ihre Aufgabe des
Membranumbaus zu erfiillen. Die Tubulation
von Membranen bendtigt umso weniger
Energie, je breiter der Rohrendurchmesser
und damit je niedriger deren Membrankriim-
mung zu Beginn ist [10]. Ist diese erste Ener-
giebarriere erstmal tiberwunden, kann die
Membran im Inneren der Rohren gehalten
werden, selbst wenn diese ihren Durchmes-
ser verengen. Der sich verjlingende Rohren-
durchmesser steuert ab hier die Moglichkeit
der spontanen Membranabschniirung, was
im Falle von PspA zu kleinen, abgeschniirten
Vesikeln fiihrt (Abb. 3C). Zusammengenom-
men stiitzen unsere Daten die Vorstellung,
dass die ESCRT-III-Polymere mogliche
Membraniibergangszustinde stabilisieren,
die fiir die Membranfusion, Membranab-
schniirung und den Membranumbau notig
sind [6,10]. Eine solche strukturelle Plasti-
zitdt ist eine gemeinsame Eigenschaft der
gesamten ESCRT-III-Proteinfamilie [5], denn
auch eukaryotische ESCRT-III-Proteine bil-
den polymorphe Strukturen wie Ringe, Roh-
ren und Spiralen. Konformationsdnderungen
in ESCRT-III-Proteinen wie CHMP1B und
IST1 Kkorrelieren mit unterschiedlichen
Helixdurchmessern. Ebenso variieren die
Durchmesser von CHMP2A/CHMP3-Réhren,
was moglicherweise Membranverengung
unterstiitzt. Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass die Mitglieder der ESCRT-III-
Superfamilie ein erstaunliches MaB an struk-
tureller Plastizitdt aufzeigen, welche essen-
ziell fiir ihre Membranumbau- und Membran-
schutz-Funktion zu sein scheint [1]. Diese

Arbeiten zu den bakteriellen Membran-
schutz-Proteinen zeigen, dass ESCRT-III-
Proteine mehr als bisher bekannt in einer
Vielzahl von Strukturen aktiv vorliegen
konnen und die Kryo-EM als Methode der
experimentellen Strukturbiologie besonders
geeignet ist, die Aufklarung der vielen Kon-
formationszustinde zu ermdglichen.
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