
 1 

 

 

 

Stefan Pfeffer: Panoramablick über die Landschaft der Zelle 

 

„Die grundlegenden Komponenten des Lebens mit eigenen Augen zu 

beobachten.“ 

 

Die Röntgenkristallographie war im 20. Jahrhundert die unbestrittene Königin der 

Strukturbiologie. Ihr ist es zu verdanken, dass wir heute wissen, wie genetische 

Information gespeichert, abgeschrieben und in die Sprache der Proteine übersetzt 

wird; unter ihrer Ägide wurden die Strukturen der Moleküle und molekularen 

Maschinen entschlüsselt, die den Fluss des Lebens bestimmen, die Strukturen der 

DNA, der RNA-Polymerase und des Ribosoms. Aber niemand bleibt für immer Königin. 

Je tiefer die Wissenschaft in die Dynamik des Lebens eintaucht, desto deutlicher 

stößt die Kristallographie an ihre Grenzen. Neue Methoden haben längst als 

Nebenherrscher Einzug gehalten, die Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR) 

natürlich, aber auch die Cryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) und die Cryo-

Elektronentomographie (Cryo-ET). Sie sind das Spezialgebiet von Stefan Pfeffer, auf 

dem er im Laufe der Jahre eine Meisterschaft entwickelt hat, die ihm Schritt für 

Schritt bisher unbekannte Einblicke eröffnet, vor allem in Vorgänge, die mit der 

Arbeit des Ribosoms zu tun haben, jener riesigen Produktionsfabrik für Proteine, die 

zu den größten zellulären Strukturen zählt und in manchen Zellen unseres Körpers 

eine Million Mal vorkommt.   

 

Jenseits der Grenzen der Kristallographie 

„Die Strukturbiologie hat mich schon immer begeistert“, sagt Stefan Pfeffer, der 

bereits in seiner Diplomarbeit ribosomenassoziierte Prozesse erforscht hat und heute 

eine Nachwuchsgruppe am Zentrum für Molekulare Biologie der Universität 

Heidelberg (ZMBH) leitet. „Die grundlegenden Komponenten des Lebens 

gewissermaßen mit eigenen Augen zu beobachten, reizt mich sehr, weil das im 

starken Kontrast zu dem steht, was ein Biochemiker normalerweise im Labor sieht.“ 

Außerdem seien es die Struktur, die Oberfläche und die Beweglichkeit von größeren 

Makromolekülen, die biochemische Reaktionen antrieben. Dieser Zusammenhang 

zwischen Form, Bewegung und Funktion lässt sich allein mit den Mitteln der 
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Röntgenkristallographie nicht mehr ausreichend erklären. Denn diese basiert darauf, 

dass Röntgenstrahlen in Kristallen wie Wellen gebeugt werden, so dass sich aus dem 

Interferenzmuster der gebeugten Strahlen die Struktur des jeweiligen Kristalls 

errechnen lässt. Proteine müssen also kristallisiert werden, damit ihre Struktur durch 

Röntgenstrahlen enthüllt werden kann. „Das ist die Hürde, die schwer zu nehmen ist, 

weil viele Proteine zu flexibel sind, um sich kristallisieren zu lassen.“ Wenn die 

Kristallisation aber gelingt, dann sind die Atome des Proteins in ein Gitter 

eingezwängt, das ihnen die Bewegungsfreiheit nimmt und meist nur ein einziges 

Standbild erlaubt. Diese beiden Beschränkungen hat die Cryo-EM nicht. Grundsätzlich 

sind ihr alle Proteine in bewegter Aktion zugänglich. „Da wir in der Cryo-EM unsere 

Proben in wässriger Lösung halten, bilden die Proteine den vollen Umfang ihrer 

physiologischen Beweglichkeit ab, nachdem sie durch schnelles Einfrieren fixiert 

wurden. Wir verfügen über rechnergestützte Ansätze, um die verschiedenen 

Konformationen herauszufiltern und separat zu analysieren“, erläutert Pfeffer. 

Idealerweise sind das Bewegungen, die in diskreten Schritten verlaufen, wo sich also 

Komponenten des Komplexes zu bestimmten Zeitpunkten an genau definierten 

Stellen befinden. Diese Möglichkeit, Momentaufnahmen einer Bewegung aus einem 

Datensatz zu extrahieren und danach zusammenzufügen, gleicht den Nachteil zur 

NMR teilweise aus, für die dynamische Vorgänge in wässriger Lösung direkt 

zugänglich sind, mit vertretbarem Aufwand allerdings nur für relativ kleine Proteine.   

 

Wimmelbild mit Ribosomen 

Der Blick auf das gesamte Ribosom entzieht sich somit der NMR, bietet aber ein 

Paradebeispiel für die visuelle Macht der beiden Cryo-Verfahren. „Das Ribosom 

durchläuft sehr viele konformationelle Zustände, während es seine Arbeit 

verrichtet“, sagt Stefan Pfeffer. „Und besonders mit der Cryo-Tomographie können 

wir diese Zustände in einer Bewegungstrajektorie innerhalb intakter Zellen 

nachvollziehen.“ Das Ribosom ist ein Komplex aus ribosomaler RNA und Proteinen, 

das vor allem zwei Aufgaben erfüllt, um zelluläre Proteine herzustellen. Es decodiert 

die genetische Botschaft der messenger-RNA (m-RNA), die aus dem Zellkern kommt, 

und es knüpft Peptidbindungen zwischen den Aminosäuren, die dieser Botschaft 

entsprechen und von transfer-RNA angeliefert werden. Das Ribosom besteht aus einer 

großen und einer kleinen Untereinheit. In Ruhephasen sind sie voneinander getrennt. 

Sie lagern sich am Startcodon einer mRNA erst zusammen, wenn die 

Translationsarbeit beginnt. Während sie die mRNA zwischen sich hindurchfädeln, 

verknüpfen sie etwa vier Aminosäuren pro Sekunde, und hören damit auf, wenn ein 

Stoppcodon auftaucht. Die entstehende Proteinkette verlässt das Ribosom durch 
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einen Ausgangstunnel in dessen großer Untereinheit. Die Botschaft einer mRNA ist 

meist nicht exklusiv für ein Ribosom bestimmt: Häufig lagern sich Dutzende von 

Ribosomen in kurzem Abstand voneinander auf derselben mRNA an. „Diese 

polysomalen Anordnungen tragen entscheidend zur erfolgreichen Herstellung von 

Proteinen bei, indem sie die entstehenden Peptidketten voneinander getrennt halten 

und ihnen so eine ungestörte Faltung ermöglichen.“ Das ist auch nötig, denn wie in 

einem Wimmelbild sind die Ribosomen im Cytoplasma so dicht gepackt, dass sie 

mindestens die Hälfte von dessen Volumen ausmachen.  

 

Erkundungen im Neuland der Cryo-Elektronentomographie 

Für alle cryo-EM Verfahren müssen die Untersuchungsobjekte in ihrem natürlichen 

Zustand eingefroren werden. Die Abkühlgeschwindigkeit muss dabei so hoch sein, 

dass das in und um die Probe vorhandene Wasser keine Eiskristalle bildet, sondern in 

völlig ungeordnetem Zustand erhalten bleibt. „Das erreichen wir mit 

Vitrifikationsrobotern, die die Probe in flüssigem Ethan, das eine sehr hohe 

Wärmeleitfähigkeit besitzt, sehr schnell einfrieren“, erklärt Pfeffer. Bei den 

nachfolgenden Untersuchungen darf eine Temperatur von minus 150 bis 160 Grad 

Celsius nicht überschritten werden, damit sich keine Eiskristalle bilden, die die Probe 

zerstören würden. „Das erfordert Fingerspitzengefühl beim Hantieren mit den 

gefrorenen Proben in flüssigem Stickstoff.“ Vor allem durch die Entwicklung von 

Kameras, die Elektronen direkt detektieren, ohne sie zwischenzeitlich in ein 

Lichtsignal konvertieren zu müssen, ist die klassische Cryo-EM in der Forschung heute 

fast schon ein Routineverfahren. Die Struktur einzelner Proteine kann sie in 

annähernd so hoher Auflösung bestimmen wie die Röntgenkristallographie. 2017 

wurde ihre Entwicklung mit dem Nobelpreis für Chemie gekrönt. Ein Gebiet, dessen 

Erkundung dagegen noch längst nicht abgeschlossen ist, ist die Cryo-ET. „Sie liefert 

uns eine 3-D-Abbildung der gesamten makromolekularen Landschaft einer Zelle“, 

sagt Stefan Pfeffer, der an der Exploration dieser Landschaft seit seiner Promotion 

am Max-Planck-Institut für Biochemie in Martinsried beteiligt ist.1 

 

Der Kampf gegen das Hintergrundrauschen  

Ein Kernspintomograph kann Organe eines Patienten Schicht für Schicht erfassen und 

daraus Bilder konstruieren. Das kann ein Cryo-Elektronenmikroskop mit einer 

schockgefrorenen Zelle nicht, da ein Elektronenstrahl nur Proben von weniger als 0,3 

Millionstel Meter Dicke durchleuchten kann. „Manuelles Schneiden kommt bei einer 

gefrorenen Zelle, die nicht auftauen darf und sich beim Schneiden nicht verformen 

soll, aber nicht in Frage.“ Stattdessen entstehen die Präparate in der Cryo-ET durch 
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cryo-focused ion beam milling. Dabei werden die Proben mit einem fokussierten 

Strahl aus energiereichen Galliumionen abgerastert. Schicht für Schicht gehen die 

Moleküle der Zelle dabei in die Gasphase über und werden mit einer Vakuumpumpe 

entfernt, ohne dass sich der Rest der Zelle erwärmt. „So tragen wir 95 Prozent der 

Zelle ab“, sagt Pfeffer. „Für die tomographische Untersuchung bleibt von jeder Zelle 

nur eine einzige dünne gefrorene Lamelle übrig, die dann mittels Cryo-ET bei 

molekularer Auflösung dreidimensional abgebildet wird.“ Die hauptsächliche 

Herausforderung ist es, aus diesen Daten bestimmte Strukturen herauszuschürfen wie 

Bodenschätze aus den Minen eines Bergwerks. Viel bedeutsamer noch als bei der 

klassischen Cryo-EM, die auf der mathematischen Mittelung vieler hunderttausend 

Partikeldaten beruht, ist die Datenanalyse für die Cryo-ET. „Wie bei der Cryo-EM 

müssen wir die zweidimensionalen Bilder in unseren Rohdaten in räumliche Ansichten 

verwandeln und dabei eine Menge Rauschen herausrechnen“, sagt Stefan Pfeffer. 

„Das ist bei der Cryo-ET sehr schwierig, weil das Signal wegen der Dicke der Probe 

schnell im Hintergrundrauschen untergeht.“  Er widmet deshalb einen großen Teil 

seiner Kreativität auch der Optimierung dieser Prozesse. Noch ist die Auflösung der 

Cryo-ET aber limitiert. Aus diesem Grund setzt Pfeffer auf die Komplementarität 

beider Ansätze. Mit der Cryo-EM fertigt er Strukturen einzelner Proteine in 

annähernd atomarer Auflösung, um anschließend deren Interaktion mit anderen 

zellulären Komponenten mittels Cryo-ET zu untersuchen. 

 

Am Geburtsort der Proteine  

Dieses komplementäre Vorgehen hat bei den Ribosomen besonders hohe 

Erfolgsaussichten, weil sie die häufigsten und annähernd größten makromolekularen 

Komplexe einer Zelle sind. Es bietet zum Beispiel die Chance, exakt zu verfolgen, 

wie sich die Geburt eines Proteins abspielt, wenn es den Ausgangstunnel eines 

Ribosoms verlässt, der anfangs so eng ist, dass das Rückgrat der eben verknüpften 

Aminosäurenkette mit seinen Seitengruppen gerade durchpasst, sich dann aber zu 

einem Vestibül erweitert, welches der Kette einen Freiraum für erste schrauben- und 

faltblattförmige Faltungen gewährt. „Solange das naszente Protein noch im Ribosom 

ist, können wir es sehr gut sehen, danach entzieht es sich unserem Blick.“ Schon 

während seines Austritts strebt es danach, so schnell wie möglich seine korrekte 

Gestalt zu gewinnen. Andernfalls liefe es Gefahr, mit anderen eben geborenen 

Proteinen zu verklumpen. Um das zu verhindern, seien die Tunnelausgänge auf den 

Polysomen räumlich maximal separiert, sagt Pfeffer. Mit seiner Arbeitsgruppe ist es 

ihm gelungen ist, die Struktur eines Homologs eines der wichtigsten Enzyme am 

Ausgang jenes Tunnels aufzuklären. Dieses Enzym ist die Methionin-Aminopeptidase 



 5 

(MetAP).2 Mit der Aminosäure Methionin beginnt standardmäßig die Synthese jedes 

neuen Proteins, sie verlässt dementsprechend zuerst dessen Geburtskanal. MetAP ist 

dafür zuständig, sie von vielen Proteinen wieder abzuspalten. Damit gehöre dieses 

Enzym zu den Signalen, die am Tunnelausgang integriert werden, um über das 

weitere molekulare Schicksal eines entstehenden Proteins zu entscheiden, erläutert 

Stefan Pfeffer. 

 

Wie zellulärer Stress Strukturen erschüttert  

Die Auszeichnung mit dem Life Sciences Bridge Award der Aventis Foundation hat die 

Aufmerksamkeit für seine hervorragenden Leistungen erhöht. Jüngst wurde ihm ein 

ERC Starting Grant zugesprochen – für ein Projekt, in dem er untersucht, wie die 

Ribosomen auf Vorgänge reagieren, die die Faltung neuer Proteine behindern oder 

schon gefaltete Proteine verklumpen lassen. „Solche Vorgänge stehen in direkter 

Verbindung zu neurodegenerativen und auch neuromuskulären Erkrankungen.“ 

Experimentell stellt Pfeffer diese Stress-Situationen beispielsweise durch 

hitzevermittelte Verklumpung von Proteinen innerhalb der Zellen her, oder durch 

Manipulationen des Translationslationsprozesses, die gezielt zur Herstellung 

unfertiger Proteine führen. Die Zellen reagieren auf solchen Stress vor allem mit 

zwei Maßnahmen: Sie fahren die allgemeine Proteinsynthese herunter, um die 

Missfaltung neu entstehender Proteine so weit wie möglich zu verhindern, 

gleichzeitig aber verstärken sie die Synthese von Chaperonen. Das sind diejenigen 

Proteine, deren spezielle Aufgabe es ist, jungen Proteinen bei der richtigen Faltung 

helfen. „Auf biochemischer und zellbiologischer Ebene sind diese Prozesse relativ gut 

verstanden, aber wie sie sich auf die Struktur und molekulare Organisation von 

Ribosomen innerhalb der Zelle auswirken, ist noch weitgehend unkartiertes 

Gelände“, sagt Stefan Pfeffer. Von der Kryo-Elektronentomographischen Erkundung 

dieses Geländes verspricht er sich Einsichten in physiologische und pathologische 

Prozesse, die die Molekularbiologie bisher noch nicht gefunden hat – und die 

Entdeckung neuer Ansätze, die zur Entwicklung besserer Behandlungsoptionen für 

Krankheiten führen, die von Störungen der Proteinfaltung ausgelöst werden. 

 

Autor: Joachim Pietzsch, Wissenswort 
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