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Neue Moglichkeiten fur die Struktur-
pestimmung von Membranproteinen
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Membrane proteins establish the connection between the outside and
the inside of a cell. Even though 30 percent of proteins in a cell are mem-
brane associated, their structural data is strongly underrepresented
due to the high flexibility and low purification yield. The resolution re-
volution in cryo-EM opened up new opportunities to solve structures of
dynamic membrane proteins that can only be purified in small quantities.
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B Zellen und Zellkompartimente sind von
Lipiddoppelmembranen umgeben, die diese
als natiirliche Barrieren vor duBeren Ein-
fliissen schiitzen. Membranproteine bilden
Schnittstellen zwischen dem ansonsten
getrennten Zellinneren und -duBeren und
sind somit fiir wesentliche zelluldre Funk-
tionen verantwortlich, wie die Signaltrans-
duktion und den Transport durch die Mem-
bran.

Rund 30 Prozent aller Proteine innerhalb
einer Zelle sind Membranproteine, dennoch
sind ihre Strukturen in den Datenbanken
deutlich unterreprasentiert und die ihrer
Funktion zugrunde liegenden Mechanismen
folglich ungeniigend charakterisiert. Dies
liegt zum einen daran, dass Membranpro-
teine auf eine hydrophobe Umgebung, wie
sie innerhalb der Lipidmembran vorherrscht,
angewiesen sind, was biochemische Analy-
sen erschwert und ihre Stabilitit verringert.
Zum anderen sind Membranproteine sehr
flexibel und dynamisch und lassen sich, ver-
glichen mit den meisten l6slichen Proteinen,
schlecht rekombinant herstellen. Noch vor
wenigen Jahren waren Kristallbasierte
Methoden notwendig um hochaufgeldste
3-D-Daten eines Proteins zu ermitteln. Die
am hiufigsten verwendete Methode hierfiir
ist die Rontgenkristallographie. Fundamental
fir deren Anwendung ist es, dass sich die
Proteine in einem hochreguldren Kristallgit-
ter exakt anordnen. Dynamische Zustéande,
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wie sie fiir die Charakterisierung von mole-
kularen Mechanismen notig sind, sind hier-
mit nur miihselig oder gar nicht darstellbar.
RegelmaBig fiihrt die Flexibilitdt eines Mem-
branproteins und die notwendige hydro-
phobe Umgebung auch dazu, dass das Pro-
tein nicht stabil in einer Konformation gehal-
ten werden kann, was die Strukturbestim-

aktive Proteinprobe
(+ Substrat und Kofaktor)

verschiedene

mung scheitern ldsst. Mit dem Aufkommen
der modernen Kryo-Elektronenmikroskopie
(Kryo-EM) wurde die hochaufgeloste Darstel-
lung von flexiblen Proteinkomplexen in
Losung moglich, was fiir die Strukturbestim-
mung, insbesondere fiir Membranproteine,
einzigartige Vorteile mit sich bringt (Abb. 1).

Moderne Technik macht es moglich

Seit kurzem kann Kryo-EM Auflosungen
erreichen, die der Rontgenkristallographie in
nichts nachstehen [1]. Innerhalb von nur
wenigen Jahren bescherte eine Vielzahl von
technologischen Durchbriichen der Kryo-EM
eine rasante Entwicklung von einer Nischen-
methode mit stark begrenzten Anwendungen
hin zu ihrer heutigen Dominanz. Neben stark
verbesserten Elektronenmikroskopen mit
stabileren Probenhaltern sowie der fort-
schreitenden Automatisierung der langwie-
rigen Aufnahmeprozesse, konnte das Feld
auch von der Computerspielindustrie profi-
tieren. Diese verlangt nach immer weiter
verbesserten Grafikprozessoren (GPUs), wel-
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A Abb. 1: Der Arbeitsablauf von einer Proteinprobe zur Kryo-EM-Struktur. Die aktive Protein-
probe wird durch biochemische Methoden aufgereinigt und auf dem Probentréger vitrifiziert. In
den hochaufldsenden Mikroskopen werden mit automatischer Datenaufnahme tausende Bilder an
einem Tag aufgenommen, aus denen dann durch verschiedene Prozessierungsschritte die Struk-
tur ermittelt wird. Bei aktiven Proteinproben kénnen durch eine Datenaufnahme mehrere hoch-
aufgeldste Strukturen entstehen, die die konformationelle Dynamik des Proteins bis in kleinste

Details abbilden.
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che auch fiir die Analyse der elektronen-
mikroskopischen Daten eingesetzt werden
konnen und dort verschiedene Prozesse
rapide beschleunigen. Basierend auf der
somit stark gestiegenen Rechenkapazitat
konnte eine Vielzahl von Programmen ent-
wickelt werden, mit denen vollig neue Ana-
lysen moglich sind. Zum Beispiel kdnnen
mittlerweile sogar Unzuldnglichkeiten bei
der Mikroskopeinstellung im Nachhinein
korrigiert werden, was regelméBig zu neuen
Auflosungsrekorden fiihrt [2]. Besonders
hervorzuheben sind neuartige Kameras, mit
denen Elektronen unmittelbar detektiert
werden konnen, ohne, wie zuvor, erst in Pho-
tonen und dann in Photoelektronen iibersetzt
werden zu miissen. Dadurch steigt die Prazi-
sion der Aufnahme, was das entstehende Bild
viel scharfer macht und Voraussetzung fiir
die Hochauflosung ist. Neben dieser namens-
gebenden direkten Detektion (direct detector)
bieten diese Systeme noch einen weiteren
entscheidenden Vorteil. Im Gegensatz zu
konventionellen Kameras wird die Probe
tiber mehrere Sekunden mit sehr hoher Bild-
frequenz gefilmt, wodurch die feinen Bewe-
gungen der Zielproteine wiahrend der Auf-
nahme ausgeglichen werden konnen, die
normalerweise das Bild verschwimmen las-
sen wiirden. Auf diese Weise entsteht immer
ein gestochen scharfes Bild, das sich fiir die
Einzelpartikelanalyse nutzen lasst. Zusam-
mengenommen erlauben diese Vorteile nicht
nur die 3-D-Rekonstruktion mit hoher Auflo-
sung, sondern auch die Analyse von ver-
gleichsweise kleinen Komplexen, was insbe-
sondere fiir Membranproteine von groBer
Bedeutung ist.

reiche dieser Grids prapariert werden miis-
sen, ist der Gesamtbedarf, verglichen mit der
Kristallographie, minimal, sodass sogar die
Analyse endogen exprimierter Proteinkom-
plexe moglich wird [3]. Mit moderner, auf
Mikro-Dispension basierter Technologie,
lassen sich die Probenmengen sogar auf
wenige Nanoliter pro Grid minimieren, was
die Analyse von Komplexen aus einem
Mikroliter Zelllysat erlaubt [4]. Solche Tech-
nologien haben gerade erst den Markt
erreicht und man darf gespannt sein, welche
Ergebnisse damit in Zukunft erzielt werden
konnen.

Fiir hoch dynamische und flexible Proben
bietet die Kryo-EM noch weitere groBe Vor-
teile. Inhérent fiir die Einzelpartikelanalyse
ist es, dass jeder der im vitrifizierten Puffer
eingebetteten Partikel individuell betrachtet
und beschrieben werden kann. So konnen
Einzelbilder korrigiert und auch verschiede-
ne Zustdande innerhalb einer Probe gleich-
zeitig aufgelost werden. Auf diese Weise
konnen die Konformations- und Komposi-
tionsvariabilitit der Probe weitgehend kom-
pensiert werden, was auch die Analyse hete-
rogener Proben erlaubt (Abb. 1, [5]).

So nativ wie moglich

Membranproteine reagieren haufig sehr sen-
sibel auf die Komposition und etwaige Ver-
anderungen ihrer hydrophoben Umgebung.
Die Kryo-EM bietet viele Moglichkeiten zur
Stabilisierung der Probe, da das gesamte
Repertoire an Detergenzien, Nanodiscs und
weiterer Alternativen verwendet werden
kann [6, 7]. Insbesondere die Fahigkeit Mem-

branproteine in Lipid-Nanodiscs einzubetten,
scheint sehr attraktiv zu sein, da dieses Sys-
tem eine Lipidumgebung bietet und gleich-
zeitig eine hochauflésende Strukturbestim-
mung ermoglicht [8]. Vor Kurzem haben
hochaufgeloste Analysen von Membran-
proteinen in Liposomen und extrazellularen
Vesikeln eine weitere Moglichkeit aufge-
zeigt, um die Strukturbestimmung in nahezu
nativen Membranen durchzufiihren [9]. Ein
Trend, der sich wahrscheinlich in der
Zukunft weiter verstarken wird.

ABC-Transporter als Beispiel

Transportproteine durchspannen die
Lipiddoppelschicht und konnen ein Substrat
entlang oder gegen einen Konzentrationsgra-
dienten tiiber die ansonsten undurchlassige
Membran transportieren. Eine groe Unter-
gruppe, die in allen Phyla des Lebens vor-
kommt, bilden hier die ABC-Transporter
(ATP binding cassette-transporter). Sie nutzen
die Bindung und Hydrolyse von ATP sowie
die Freisetzung der Spaltprodukte als Ener-
giequelle, um verschiedene Substrate durch
die Membran zu transportieren.

ABC-Transporter sind typischerweise aus
zwei Monomeren aufgebaut, die je eine
Nukleotidbindedoméne (NBD) im cytosoli-
schen Bereich besitzen. Fiir die Hydrolyse
des ATPs miissen die NBDs dimerisieren,
sodass sich die jeweiligen aktiven Zentren
ergianzen. Diese dramatische Konformations-
anderung libertragt sich auf die Transmem-
brandoménen (TMDs), die das Verbindungs-
stiick der beiden Monomere bilden. Sind die
NBDs geoffnet, befindet sich der Transporter,

Minimale Probenmengen
von heterogenen Proben

Ein weiterer Schliissel zum Erfolg
der Kryo-EM war die groBe Flexi-
bilitat in Bezug auf die Proben-
vorbereitung und der gleichzeitig
deutlich geringere Bedarf an
Material. Insbesondere Mem-
branproteine lassen sich haufig
nur schlecht tiberexprimieren
und nur in niedrigen Mengen
aufreinigen. Ein einzelner

ATP [ ADP-V,

- OFclosed

T
ATP /| ADP

Objekttrager (Grid), mit dem sich
ein ganzer Datensatz aufnehmen
lassen kann, bendtigt in der
Kryo-EM nur zwei bis drei Mikro-
liter einer Proteinprobe in
Losung. Obwohl in einem typi-
schen Strukturexperiment zahl-

A Abb. 2: Ubersicht iiber den Transportzyklus eines heterodimeren ABC-Transporters. A, In der inward
facing(IF)-Konformation existieren zwei Zusténde parallel, die untereinander transient sind. Das Substrat kann
nur an /Fwide binden. B-C, Der Ubergang zu den outward facing{OF)-Konformationen erfolgt dann durch die
Bindung von zwei ATP an den dimerisierenden Nukleotidbindedomé&nen (NBD). Der Transporter 6ffnet sich
extrazelluldr und gibt das Substrat ab, ATP wird zu ADP hydrolysiert. D, Nach der Abgabe des Phosphats
(unlocked return, UR?Y™) wird das intrazelluldre Tor leicht gedffnet und die NBDs beginnen sich zu teilen. Der
Transporter kann in einen neuen Zyklus iibergehen.
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und mit ihm auch die TMDs, in einer nach
innen gedffneten Konformation (inward-
facing, IF). Bei Exportern kann in diesem
Zustand das zu transportierende Substrat
gebunden werden. Dimerisieren die NBDs,
offnet sich der Transporter zur extrazellu-
laren Seite (outward-facing, OF) und das Sub-
strat wird auf der anderen Seite der Mem-
bran entlassen.

Die Analyse solcher hochdynamischen
Prozesse stellt gangige strukturbiologische
Methoden vor groBe Herausforderungen, da
hiermit vor allem statische Zustdnde eines
Proteins ermittelt werden konnen. Bisher
konnte die Beschreibung der molekular-
mechanischen Abldufe nur durch groBe
Umwege und unter Zuhilfenahme verschie-
denster Methoden und Modellierungen
erreicht werden. Als direkte Folge ergaben
sich daraus viele Unwégbarkeiten und Unge-
nauigkeiten.

Bewegungsspektren entdecken

Aufgrund der bereits genannten Vorteile
kann die Kryo-EM eingesetzt werden, um die
dynamische Bandbreite eines Proteins dar-
zustellen. Dieser Umstand wurde genutzt,
um mit acht hochaufgeldosten Strukturen das
konformationelle Spektrum eines ABC-
Transporters zu bestimmen (Abb. 2, [8]). Als
Modellorganismus in dieser Studie von
S. Hofmann, D. Januliene, A. R. Mehdipour
et al. wurde der heterodimere ABC-Exporter
TmrAB aus Thermus thermophilus genutzt,
der eine kanonische und eine nicht-kanoni-
sche ATP-Bindestelle besitzt, wobei nur ers-
tere katalytisch aktiv ist. Unter Zugabe von
Substrat, ATP und Mg?* wurde TmrAB unter
turnover-Konditionen aufgenommen und die
einzelnen Zustande analysiert. Diese innova-
tive Herangehensweise zeigte zwei IF-Kon-
formationen, die sich in der Offnung der
intrazellularen Substratbindungsstelle von-
einander abgrenzten. Dieser Unterschied
wird hauptsachlich durch Verschiebungen
nur einer transmembranen Helix bedingt.
Bei dem weit geoffneten Zustand (IFwide)
konnte gebundenes Substrat gefunden wer-
den, dieselbe Bindestelle war in IFnarrow
leer.

Das Binden von ATP an die IF-Konforma-
tion und das darauffolgende Dimerisieren der
NBDs fiihrt zur OF-Konformation und erlaubt
die extrazellulire Offnung des Transporters.
Interessanterweise sind ATP-gebundene und
durch ATP und Vi stabilisierte Zwischen-
zustande strukturell aquivalent. In dem turn-
over-Experiment konnte eine bisher unbe-
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kannte Konformation gefunden werden
(unlocked return-Zustand, UR*Y™)  die das
fehlende Bindeglied zwischen den OF- und
IF-Konformationen darstellt. In diesem
Zustand ist die Hydrolyse von ATP an der
kanonischen Bindestelle bereits vollzogen,
die NBDs beginnen sich zu separieren und
werden nur durch das an der nicht-kano-
nischen Seite gebundene ATP zusammenge-
halten. Gleichzeitig hat sich der Transporter
bereits leicht nach innen gedffnet. Somit
bereitet die Freisetzung des anorganischen
Phosphats den Transporter auf einen neuen
Zyklus vor (Abb. 2). Dieses Experiment ist
ein Beispiel dafiir, wie es mit der modernen
Kryo-EM moglich ist, die dynamischen Bewe-
gungen eines Proteins zu beschreiben und
somit dessen molekularmechanischen Funk-
tionen zu verstehen.

Kryo-EM in der Zukunft

Mit der fortschreitenden Entwicklung der
Kryo-EM eroffnen sich immer neue Anwen-
dungsgebiete. Die hohe Auflosung wird sich
weiter verbessern und der strukturbasierten
Entwicklung von Medikamenten zugutekom-
men. Membranproteine werden innerhalb
ihrer natiirlichen Umgebung analysiert wer-
den und die Beschreibung zahlreicher
Zustande in einer Publikation wird Alltag.
Des Weiteren wird die Miniaturisierung der
Probenvorbereitung weiter fortschreiten und
somit Analysen von endogenen Komplexen
ermoglichen. Es ist nun von absoluter Wich-
tigkeit, die Kryo-EM allgemein zuganglich zu
machen. Analog zum Erfolg der Rontgenkris-
tallographie werden hierfiir groBe Zentren
bendtigt, die die teure und komplexe Techno-
logie einer breiten Gruppe, auch von nicht
spezialisierten Wissenschaftlern, eroffnet.
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