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Losung fur Strukturprobleme

3D-Elektronenmikroskopie an
kleinen Hitzeschockproteinen

Auch Zellen kennen Stress. Bei zu starker Hitze etwa
kénnen die empfindlichen Proteine ihre dreidimensional
gefaltete Struktur verlieren oder miteinander verklum-
pen. Das zu verhindern, ist Aufgabe kleiner Hitze-
schockproteine (sHsps). Sie halten unter Stressbedin-
gungen die zelluldren Funktionen aufrecht. Fehlfunktio-
nen von sHsps flhren vermutlich zu Krankheiten wie
Krebs, Alzheimer oder Parkinson. Zwei Arbeitsgruppen
der TUM, das Zentrum flr Elektronenmikroskopie und
der Lehrstuhl fir Biotechnologie, erforschen gemeinsam
die molekulare Architektur von sHsps, um deren struk-
turelle und funktionelle Eigenschaften in Zusammen-
hang zu bringen.

Im TEM erstellte 2D-Projektionen einer heterogenen Molekdl-
population (M.) und die zugehdrigen 3D-Modelle (r.).
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sHsps schlieBen sich zu dynamischen Oligomeren
zusammen. Diese »Assemblierungen« sind recht groB
(bis zu 2 Megadalton), flexibel und stark polydispers,
weshalb die Aufklarung ihrer Struktur mit klassischen
Methoden nahezu unmdglich ist. Da bisher nur einige
wenige Vertreter der Familie charakterisiert werden
konnten, ist etwa der Zusammenhang zwischen Assem-
blierungsform und Funktion noch ungeklart.

Fir die Analyse der molekularen Architektur solcher
dynamischen, heterogenen Proteinkomplexe leistet die
molekulare Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
einen wichtigen Beitrag. TEM-Abbildungen sind zwar
»verrauschte« 2D-Projektionen von 3D-Objekten, doch
Bildverarbeitungs- und 3D-Rekonstruktionstechniken
erlauben es, daraus detaillierte 3D-Strukturmodelle zu
berechnen. *

*BlOspektrum 1/2009, Seiten 34-36



Bei der Strukturanalyse von Proteinkomplexen, die als
Einzelmolekdile vorliegen, geht man haufig so vor: Die
Proteinlésung wird auf einen Trager adsorbiert, kontras-
tiert, im TEM beobachtet, und die Projektionen der
5000 bis 100 000 Einzelmolekiile werden digital erfasst.
Bei strukturell homogenen Molekulpopulationen identifi-
zieren die Wissenschaftler dann Uber mathematische
Methoden Molekulbilder, die die gleiche Projektionsan-
sicht darstellen. Diese Einzelbilder werden digital tber-
lagert, so dass man deutliche, rauscharme Klassenmit-
telungsbilder erhalt: 2D-Projektionen des untersuchten
Proteinkomplexes aus unterschiedlichen Raumwinkeln.
Nach Charakterisierung der zugehdrigen Projektions-
richtungen werden diese 2D-Projektionen mathema-
tisch zu einem 3D-Strukturmodell kombiniert. Im
schwierigeren Fall, ndmlich bei dynamischen, heteroge-
nen Proteinkomplexen, fasst man strukturell identische
Molekule in »Subpopulationen« zusammen und unter-
zieht diese getrennt einer 3D-Analyse.

Wissenschaftler des Zentrums flr Elektronenmikrosko-
pie der TUM entwickeln die fur die Analyse heterogener
Proteinkomplexe bendtigten Sortieralgorithmen weiter
und passen sie auf die untersuchten Objekte an. Mithil-
fe dieser Algorithmen ist es der Arbeitsgruppe gemein-
sam mit dem Lehrstuhl fir Biotechnologie gelungen,
zwei unterschiedliche Strukturzustande des kleinen Hit-
zeschockproteins Hsp20.2 aus einem Archaebakterium
zu charakterisieren. Interessanterweise ist die Verteilung
der Molekiile zwischen den beiden Strukturzustdnden
temperaturabhéngig, was auf unterschiedliche Funktio-
nen der entsprechenden Subpopulationen deutet. Die
Befunde spiegeln die groBe Flexibilitdt der oligomeren
Anordnung der sHsps wider. Vermutlich tragen diese
Flexibilitdt und die dadurch bedingte Polydispersitat
wesentlich zu der Funktionalitat der sHsps bei.
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TEM-Aufnahme von
Hsp20.2-Partikeln
mit représentativen
Klassenmittelungen.
Unten: 3D-Modelle
der kleinen (blau, 1)
und groBen (rot, Il)
Populationen von
Hsp20.2 sowie
deren Verteilungen
bei 80°C (physiolo-
gische Temperatur)
und 95°C (Hitze-
schock).
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