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dampfen konnte, weckte wenig Hoffnung auf 
eine vernünftige Anwendbarkeit in der Bio-
logie. Erst durch die Entwicklung einiger 
praktischer Tricks gelang es im Laufe der 
Jahrzehnte, die Mikroskope so weiterzuent-
wickeln, dass man sie erfolgreich für die 
Strukturbiologie einsetzen konnte. Die 
grundlegende Idee: Sehr dünne Proben kön-
nen vom Elektronenstrahl durchstrahlt wer-
den, ohne direkt zu Asche zu verbrennen, 
und gekühlte Proben überleben ebenfalls 
länger unter dem Elektronenstrahl als bei 
Raumtemperatur. Das war die Geburtsstunde 
der Kryo-Elektronenmikroskopie. Jacques 
Dubochet entwickelte eine neue Präpara-
tionsmethode [1]. Er schaffte es, einzelne 
Moleküle in einem dünnen Eisfilm aus 
schockgefrorenem vitrifi zierten Eis einzubet-
ten und diese in einem mit Flüssigstickstoff 
gekühlten Halter im Elektronenmikroskop 
abzubilden. Damit hatten sich gleich mehre-
re Bedenken in Luft aufgelöst. Die Moleküle 
und Eisschichten waren so dünn, dass die 
Abbildung erfolgen konnte, ohne die Mole-
küle direkt zu Asche zu verbrennen. Die Ein-
bettung in einer amorphen Eisschicht verhin-
derte zusätzlich das Austrocknen der biolo-
gischen Proben im Hochvakuum des Elektro-
nenmikroskops. Mit einem einzigen prakti-
schen Trick waren somit alle fundamentalen 
Bedenken der ersten Kritiker der Elektronen-
mikroskopie aus dem Weg geräumt.

Vom elektronenmikroskopischen Bild 
zur 3D-Struktur
Um Strukturbiologie zu betreiben, fehlte jetzt 
nur noch ein Werkzeug, wie man aus den 
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It took almost a century to develop electron microscopy into a power-
ful method for high-resolution structure determination of proteins. 
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not only as a method for structure determination but also in the deve-
lopment of new drugs in pharmaceutical research.
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ó Vor rund 90 Jahren trat die Elektronen-
mikroskopie an, um das Aufl ösungslimit der 
Lichtmikroskopie zu überwinden. Neue bio-
logische Techniken kommen heutzutage mit 
rasanter Macht und Geschwindigkeit und 
werden oft ebenso effi zient innerhalb weni-
ger Jahre von der nächsten Entwicklung 
schon wieder abgelöst. In der heutigen Kurz-
lebigkeit moderner wissenschaftlicher Tech-
niken erscheint die Entwicklungsgeschichte 
der Elektronenmikroskopie daher fast wie 
eine kleine Ewigkeit. Die Kryo-Elektronen-
mikroskopie (Kryo-EM) zur Strukturbestim-
mung von Proteinen startete erst in den letz-
ten Jahren ihre große Blütezeit und entwi-
ckelt sich von einem Aufl ösungsrekord zum 
nächsten. 

Alles begann mit dem Bau des ersten Elek-
tronenmikroskops durch den späteren Nobel-
preisträger Ernst Ruska (s. Kasten). Eine 
Euphorie war zu diesem Zeitpunkt nicht zu 
spüren, und es herrschte großer allgemeiner 
Zweifel an der neuen Technik unter Physi-
kern wie Biologen. Seine Entwicklungen 
konnte Ruska damals nur aufgrund eines 
positiven Gutachtens des Mediziners und 
Direktors der Charité Richard Siebeck durch-
führen. Dieses Gutachten enthielt einen sehr 

weitsichtigen Satz: „Sollten sich die Möglich-
keiten der mikroskopischen Aufl ösung über 
die angenommene Größe etwa bis zum 
100-Fachen steigern, so sind die wissen-
schaftlichen Folgen gar nicht abzusehen.“ Er 
sollte damit Recht behalten. Selbst in Zeiten 
der hochaufl ösenden Lichtmikroskopie hat 
die Elektronenmikroskopie bis heute ein um 
etwa zwei Größenordnungen höheres Auf-
lösungsvermögen.

Entwicklung der Kryo-
Elektronenmikroskopie
Die Tatsache, dass man damals im Elektro-
nenmikroskop metallische Proben im Hoch-
vakuum unter dem Elektronenstrahl ver-

 „Dabei stießen wir bei namhaften Bio logen, 
aber auch bei Physikern auf eine ablehnende 
Haltung, die sich auf zwei Einwände stützte. 
Sie bezweifelten sowohl Sinn und Wert des 
verfolgten Zieles, sublichtmikroskopische 
Strukturen in den Präparaten abzubilden, 
als auch die Möglichkeit, dieses Ziel mit 
einem Elektronenmikroskop zu erreichen.“

Ernst Ruska

Ernst Ruska (1906–1988)
Elektroingenieur und Erfi nder 
des Elektronenmikro skops. 
Baute das erste Elek tronen-
mikro skop (1934) im Alter 
von 27 Jahren. Für seine Ent-
wicklung erhielt er 52 Jahre 
später den Nobelpreis für 

Physik (1986). Seinem Bruder Helmut Ruska 
gelang es, zum ersten Mal unter Einsatz des 
Elektronenmikroskops Viren abzubilden.

25 Jahre Elektronenmikroskopie

Von der „Blobology“ zur atomaren Auf-
lösung der Kryo-Elektronenmikroskopie
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die Ausbeute an hochaufgelösten Bildern 
dramatisch gesteigert werden konnte. Diese 
Entwicklung führte in den letzten zehn Jah-
ren zu einer ständigen Verbesserung der 
Aufl ösung der berechneten Strukturen und 
zu einem exponentiellen Output an dreidi-
mensionalen Strukturen makromolekularer 
Komplexe bei Aufl ösungen besser als vier 
Ångstrom, für die man nun atomare Modelle 
bauen konnte. Die Entwicklungen in der 
Kryo-EM wurden nun als resolution revolution 
[5] deklariert und mündeten ebenfalls in der 
Auszeichnung von drei Pionieren der Elek-
tronenmikroskopie (Jacques Dubochet, Joa-
chim Frank und Richard Henderson) mit dem 
Nobelpreis für Chemie 2017.

Immer höhere Aufl ösung
Innerhalb der letzten fünf Jahre wurden auch 
die Aufl ösungsgrenzen der Kryo-EM immer 
weiter verschoben. Die 3-Ångstrom-Barriere 
durchbrach Niels Fischer zum ersten Mal 
2015 mit einer Struktur des 70S-Ribosoms 
aus Escherichia coli [6]. Dabei wurde erst-
malig eine Aufl ösung erreicht, die es ermög-

leistung durch moderne Computer und Gra-
fi kkarten. Heutzutage werden Hochleistungs-
Kryo-Elektronenmikroskope komplett vom 
Computer gesteuert und machen selbststän-
dig Aufnahmen, zum Teil über mehrere Tage 
am gleichen Präparat. Die computergestützte 
Bildverarbeitungssoftware ist heute auf 
einem Niveau, dass selbst Neueinsteigern 
erlaubt, innerhalb kürzester Zeit dreidimen-
sionale Strukturen von Makromolekülen zu 
berechnen. 

Resolution revolution
Über mehrere Dekaden hinweg waren Film-
platten das dominierende Medium der Bild-
aufzeichnung in der Elektronenmikroskopie. 
Mit der Entwicklung neuartiger direkter 
Detektoren für Elektronen im letzten Jahr-
zehnt wurde der Film innerhalb kürzester 
Zeit abgelöst und eine neue Ära in der Kryo-
Elektronenmikroskopie eingeleitet. Erstmals 
war die Bildqualität besser als mit Film, und 
die Aufzeichnung eines Bilds als eine 
Sequenz von Einzelbildern erlaubte die Ent-
wicklung von Bildkorrektursoftware, wodurch 

sehr verrauschten Projektionsbildern des 
Elektronenmikroskops eine dreidimensio-
nale Struktur der Makromoleküle berechnen 
kann. Die ersten Softwarewerkzeuge zur 
Bildmittelung, Klassifi zierung der Bilder und 
dreidimensionalen Rekonstruktion wurden 
hauptsächlich in den 80er-Jahren von 
 Joachim Frank und Marin van Heel ent-
wickelt [2]. In derselben Zeit gelang es damit, 
bereits erste 3D-Strukturen von Makromole-
külen bei allerdings noch bescheidener Auf-
lösung zu bestimmen  [2-4]. Aufgrund der 
noch recht groben Aufl ösung im Bereich von 
einigen Nanometern wurde daher die neue 
strukturbiologische Methode gerne auch mal 
als „Blobology“ bezeichnet. Es sollte weitere 
knapp zwei Jahrzehnte dauern, bis sich das 
fundamental änderte. 

Von entscheidender Bedeutung für den 
heutigen Erfolg der Kryo-EM-Technik waren 
Weiterentwicklungen der Elektronenmikro-
skop-Hardware, der computergestützten Soft-
ware zur Verarbeitung der Bilder und – ger-
ne in der Betrachtung vernachlässigt – die 
enorme Steigerung der verfügbaren Rechen-
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einer nominellen Aufl ösung von 1,15 Ång-
strom. Bei dieser Aufl ösung können wir nun 
erstmalig einzelne Atome im Protein direkt 
sichtbar machen (Abb. 1, Abb. 2). Die Aufl ö-
sung ist ebenfalls ausreichend für die Visua-
lisierung von Dichten, die man einzelnen 
Wasserstoffatomen zuordnen kann.

Wofür werden solche Aufl ösungen 
benötigt?
Im Bereich einer Aufl ösung von 3,5 Ångstrom 
und besser kann man bereits sehr zuverläs-
sige atomare Modelle von Proteinen erstel-
len. Dies gelingt, weil man größere Amino-
säureseitenketten in der berechneten Dichte-
karte erkennen kann. Beim Erstellen eines 
atomaren Modells hangelt man sich dann von 
einer großen Aminosäure zur anderen. Man 
erstellt also ein atomares Modell, ohne die 
Atome selbst sehen zu können, indem man 
auf die bekannten chemischen Geometrien 
und Eigenschaften von Aminosäuren und 
Peptidbindungen zurückgreift. 

Diese Modelle bilden die Grundstruktur 
eines Proteins bereits sehr gut ab; einige 
wichtige Details bleiben jedoch verborgen. 
Für die katalytische Aktivität von Enzymen 
werden beispielsweise Geometrien benötigt, 
die abweichend von der Norm sind. Will man 
verstehen, wie katalytische Mechanismen in 
Proteinen funktionieren, muss man die ein-
zelnen Atome direkt sehen können, um vom 
Standard abweichende chemische Bindungen 
als solche interpretieren zu können [9]. Diese 
Informationen sind ebenfalls von großer 
Bedeutung bei der Wirkstoffsuche im medi-
zinischen Bereich. Für die zielgerich tete Ent-
wicklung neuer Medikamente ist es von zen-
traler Bedeutung, den genauen enzymatischen 

Zweck bauten wir in Zusammenarbeit mit 
Thermo Fisher (Eindhoven) und CEOS GmbH 
(Heidelberg) einen neuen Mikroskop-Proto-
typ, den wir mit zusätzlicher Hardware zur 
Verbesserung der optischen Eigenschaften 
ausstatteten. Ein Monochromator verkleinert 
die chromatischen Fehler im Bild und ein 
sphärischer Aberrationskorrektor minimiert 
weitere aufl ösungslimitierende Aberrationen 
(optische Fehler) im Bild. 

Mit diesem neuartigen Mikroskop gelang 
es uns kürzlich, den Aufl ösungsweltrekord 
in der Kryo-Elektronenmikroskopie weiter zu 
verbessern [8]. Die 3D-Struktur des Eisen-
speicherproteins Apoferritin berechneten 
wir nun aus circa einer Million Bilder bei 

lichte, strukturell gebundene Wassermole-
küle und Ionen sichtbar zu machen. Bis 2019 
wurde der Aufl ösungsrekord weiter verbes-
sert auf 1,52 Ångstrom für eine Struktur von 
Apoferritin [7] – ein Proteinkomplex, der 
mittlerweile weltweit eingesetzt wird, um 
das Aufl ösungsvermögen von Elektronen-
mikroskopie-Hardware und Bildverarbei-
tungssoftware zu testen.  

Wofür braucht man noch bessere 
Elektronenmikroskope?
Betrachtet man die derzeitigen Verbesserun-
gen, stellt sich daher die Frage: Was ist in 
Zukunft noch möglich und wo liegt das Limit 
der erreichbaren Auflösung? Zu diesem 

˚ Abb. 2: Atomare Aufl ösung. Ein einzelnes Tyrosin aus der Apoferritin Struktur bei 1,25 Å Auf-
lösung. Die hochaufgelöste Struktur zeigt die einzelnen Atome der Tyrosinseitenkette als Gitter-
netzstrukturen (rot). Einzelne Atome können bei dieser Aufl ösung eindeutig getrennt voneinander 
visualisiert werden.

¯ Abb. 1: Aufl ösungsverbes-
serung in der Elektronenmikro-
skopie. Gezeigt sind die 
3D-Strukturen von Apoferritin 
bei unterschiedlicher Aufl ö-
sung, wie sie sich auch über 
Jahrzehnte verbessert hat. Da 
es sich um dreidimensionale 
Strukturen handelt, wächst der 
Informationsgehalt nicht linear, 
sondern kubisch. Eine Struktur 
bei 1,25 Å Aufl ösung hat damit 
einen 8.000fach höheren Infor-
mationsgehalt als eine 
25-Å-Struktur, wie sie vor 
30 Jahren möglich gewesen 
wäre. Selbst die Verbesserung 
von einer 3-Å-Aufl ösung nach 
1,25 Å bedeutet noch einen 
14fachen Informationsgewinn.
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Mechanismus und die exakte Lage aller 
Atome eines Proteins zu kennen, ein-
schließlich der gebundenen Wassermole-
küle und Ionen. Mit jedem Zehntel eines 
Ångstroms an verbesserter Aufl ösung tun 
sich im Hinblick auf Genauigkeit und 
Interpretierbarkeit von Proteinstrukturen 
neue Welten auf.

Wo sind die Grenzen der Kryo-EM?
Aufgrund der sehr kleinen Wellenlänge 
von Elektronen handelt es sich bei der 
Kryo-EM im Gegensatz zur Lichtmikros-
kopie um keine diffraktionslimitierte 
Technik. Für eine perfekte Probe sind die 
realen erreichbaren Aufl ösungen durch 
die Elektronenoptik limitiert und in der 
Praxis auch durch die enorme Statistik an 
benötigten Bildern zur Berechnung einer 
3D-Struktur. Aus praktischen Gründen 
wäre es selbst mit unserem jetzigen, hoch 
optimierten Mikroskop unmöglich, 
3D-Strukturen mit einer Aufl ösung unter 
einem Ångstrom zu berechnen. Die Auf-
nahmezeiten am Mikroskop und die 
Rechenzeiten wären zu lang, um mit den 
erforderlichen zig Millionen Bildern zu 
arbeiten. Die Kryo-EM entwickelt sich 
allerdings immer noch sehr schnell, und 
auch unser Mikroskop kann optisch noch 
weiter verbessert werden. Gleichzeitig ist 
zu erwarten, dass neue Methoden in der 
computergestützten Bildverarbeitung Ein-
zug halten werden und so in naher 
Zukunft auch Aufl ösungen unter einem 
Ångstrom wahrscheinlich werden. 

Die Realität ist jedoch, dass die aufl ö-
sungslimitierenden Aspekte nicht aus-
schließlich in der Elektronenmikroskopie-
Hardware liegen, sondern vielmehr in der 
Qualität der Proteinkomplexe selbst. Für 
die meisten strukturbiologischen Frage-
stellungen wird auch in Zukunft die bio-
chemische Präpara tion der Probe im Vor-
dergrund stehen. Nicht derjenige mit dem 
besten Elektronenmikroskop macht das 
Rennen, sondern derjenige mit der besten 
Probenqualität. ó
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