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Mechanistic understanding of biological and biochemical processes
requires methods to analyze structures and states but also conformation-
al dynamics of biomacromolecules at room temperature under physiologi-
cally relevant conditions. Single-molecule Förster resonance energy
transfer (smFRET) has evolved to a versatile tool for exactly this, the
observation of intra- and intermolecular conformational dynamics and
interactions of biomacromolecules. We here outline the basic principles
and illustrate the applications of smFRET for understanding molecular
mechanisms of active  membrane transporters.
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ó Proteine erfüllen mannigfaltige Aufgaben,
von enzymatischer Katalyse über Transport
bis hin zu mechanischer Arbeit. Für das
grundlegende Verständnis von Proteinfunk-
tionen ist die Kenntnis ihrer dreidimensio-
nalen atomaren Struktur unerlässlich, aber
nicht hinreichend. Die vollständige Beschrei-
bung biochemischer Mechanismen erfordert
zusätzliche Informationen, unter anderem die
der Proteinbewegung (Strukturdynamik) und
die Kenntnis der Abfolge von Zuständen
innerhalb einer Reaktion. Dies gilt generell
für Proteine bzw. Makromoleküle, hat aber
besondere Bedeutung bei Proteinkomplexen
oder molekularen Maschinen, die oft aus meh-
reren funktionell verschiedenen Unterein-
heiten bestehen. Leider sind diese dynami-
schen Informationen aber nicht durch eta-
blierte strukturbiologische Methoden zugäng-
lich. Eine Möglichkeit, Strukturänderungen
in Echtzeit zu beobachten, ist der Einsatz von
Einzelmolekülspektroskopie bzw. -mikrosko-
pie in Verbindung mit Förster-Resonanz -
energietransfer (FRET). Diese Technik macht
sowohl konformelle Änderungen als auch
Wechselwirkungen von Proteindomänen
direkt sichtbar. Damit können bei Raumtem-
peratur und in physiologisch relevanter Umge-
bung Informationen über konformelle Zustän-
de, die Heterogenität der Probe und letztlich

kinetische Raten von Zustandswechseln erhal-
ten werden.

FRET als Nanometerstab für die
biochemische Reaktionskoordinate
FRET ist ein strahlungsloser Energieübertrag
von einem Donorfluorophor D zu einem
Akzeptorfluorophor A nach elektronischer

Anregung des Donors durch Licht der pas-
senden Wellenlänge (Abb. 1A). Die distanz-
abhängige Reduktion der Donorfluoreszenz
und die damit verbundene rote Fluoreszenz
des Akzeptors ohne dessen direkte Anregung
sind charakteristisch für FRET. Die Effizienz E
oder „Ausbeute“ des Energieübertrags sinkt
dabei mit ansteigendem Abstand gemäß

innerhalb weniger Nanometer von 100 Pro-
zent (E = 1) auf nahezu 0 Prozent (E = 0) und
beträgt 50 Prozent am fluorophorabhängigen
Förster-Radius R0. Das FRET-Signal kann
somit für quantitative Abstandsmessungen
auf Nanometerebene im Bereich von etwa
zwei bis zehn Nanometer verwendet werden
– man könnte auch sagen: als „Nanometer-
stab“.

Die eigentliche Abstandsbestimmung
erfolgt dabei auf unterschiedliche Arten: Ent-
weder wird die Fluoreszenzlebensdauer des
Donorfluorophors bestimmt, also nach wel-
cher Zeitspanne der Lichtabsorption im Mittel
die Emission stattfindet. Die Lebensdauer des
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Förster-Resonanzenergietransfer mit einzelnen Molekülen

Konformationsbewegungen 
von aktiven Membrantransportern

˚ Abb. 1: FRET als Nanometerstab zur Analyse von Konformationsbewegungen und Wechselwir-
kungen in Proteinen und Proteinkomplexen. A, FRET ist ein strahlungsfreier Energieübergang von
Donor- (D) zu Akzeptorfluorophor (A), dessen Effizienz E distanzabhängig abnimmt (zum Teil aus
[4]). B, Beispiel für die Visualisierung von intramolekularer, ligandeninduzierter Strukturdynamik,
die eine Abstandsänderung der Fluorophore bewirkt (zum Teil aus [4]). C, FRET zeigt die Interak-
tionen von unterschiedlichen Proteindomänen an, die zu erhöhtem E nach Komplexbildung führen.
Hier gezeigt ist die vereinfachte Form eines bakteriellen ABC-Importers mit Substratbindedomäne
(SBD), Transmembrandomäne (TMD) und Nukleotidbindedomäne (NBD).
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Donors nimmt mit zunehmender FRET-Effi-
zienz E ab [1]. Alternativ kann das Verhältnis
von roter zu grüner Fluoreszenzintensität als
Maß für eine scheinbare FRET-Effizienz die-
nen. Dieser intensitätsbasierte Wert der
scheinbaren FRET-Effizienz muss allerdings
für absolute Abstandsmessungen in jedem
Experiment aufgrund apparaturbedingter
Fehler korrigiert werden [2].

Um FRET in der Biologie und Biochemie zu
verwenden, beispielsweise um den Mecha-
nismus aktiver Membrantransporter zu ver-
stehen (Abb. 1B, C), bindet man beide Fluo-
rophore selektiv an ein Protein oder ver-
schiedene Proteindomänen. Der biochemi-
sche bzw. Konformationszustand kann dann
durch die FRET-Effizienz (also den Abstand)
direkt ausgelesen werden. Ein Beispiel aus
unserer Arbeitsgruppe [3] ist die Visualisie-
rung der Zustände von Substratbindedomä-
nen (SBDs) in offener und substratgebunde-
ner/geschlossener Struktur, wie sie bei ABC-
Transportern vorkommen (Abb. 1B). Genau-
so können molekulare Interaktionen bei-
spielsweise zwischen verschiedenen Unter-
einheiten eines Proteinkomplexes durch
geeignete Fluoreszenzmarker sichtbar ge -
macht werden (Abb. 1C).

Für die Fluoreszenzmarkierung werden
geeignete Aminosäuren an der Oberfläche
des Proteins beispielsweise gegen Cysteine
[4] oder auch nicht-natürliche Aminosäuren
[5] ausgetauscht, die kovalente Ankerpunkte

für reaktive Donor-
und Akzeptorfluoro-
phore bilden. Die
Wahl der auszutau-
schenden Aminosäu-
ren muss neben dem
Kriterium für maxi-
male Sensitivität
gegenüber Distanz-
änderungen auch die
biochemische Funk-
tionalität des Pro-
teins enthalten. Die-
se oft gegensätz-

lichen Anforderungen sind kritische Punkte
beim Design von FRET-Experimenten.

Beobachtung von Struktur -
änderungen und Proteinbewe gungen
Welche Informationen sind durch FRET-Mes-
sungen zugänglich? Neue Messmethoden [4]
nutzen FRET nicht nur als Nanometerstab
(Abb. 1A), sondern erlauben auch gleichzei-
tig die De tektion einzelner Biomoleküle und
werden daher als smFRET (single-molecule
FRET) bezeichnet. Dies hat zwei entschei-
dende Vorteile: (1) In heterogenen Proben,
die unterschiedliche Konformationszustände
enthalten, wird nicht über viele Moleküle ein
mittlerer Abstand gemessen, sondern die
unterschiedlichen Zustände werden wirklich
sichtbar (Abb. 2A). So können auch seltene
Konformationen beobachtet werden, die sonst
übersehen würden. (2) Bei der direkten Beob-
achtung einzelner Moleküle ist es möglich,
kinetische Raten direkt aus den Messungen
zu extrahieren (Abb. 2B).

Wie werden smFRET-Messungen technisch
realisiert? Konformelle Zustände bzw. Wech-
selwirkungen zwischen Proteinen können
durch smFRET während ihrer Diffusion durch
das Anregungsvolumen eines konfokalen
Mikroskops detektiert werden [2, 6]. Auf die-
se Weise kann man beispielsweise beobach-
ten, dass Bindeproteine von Membrantrans -
portern bei mittlerer Substratkonzentration
sowohl in offener als auch in geschlossener

Form in Lösung vorliegen (Abb. 2A), was
durch ähnliche viele niedrige (= offene Kon-
formation) als auch hohe (= geschlossene Kon-
formation) E-Werte angezeigt wird.

Auch die Kinetik der Bewegungsänderun-
gen kann beobachtet werden [7]. Dazu fixiert
man einzelne Moleküle mit chemischen Ver-
fahren auf einem Mikroskopdeckglas, um an
einer bestimmten Stelle der Probe smFRET-
Messungen über einen längeren Zeitraum
durchzuführen (Abb. 2B). Diese Messungen
zeigen dann, ob jedes Einzelmolekül dyna-
misch zwischen verschiedenen Zuständen
wechselt oder ob es sich um zwei unabhän-
gige Arten mit unterschiedlicher Konforma-
tion handelt. Bei Zustandswechseln können
aus den mittleren Verweildauern im offenen
oder geschlossenen Zustand die Übergangs-
raten kzu und kauf bestimmt werden, die durch
andere Verfahren nur schwer so direkt
zugänglich sind.

Für ABC-Transporter konnte das smFRET-
Verfahren nun genutzt werden, um mecha-
nistische Aspekte des aktiven Importzyklus
von Aminosäuren direkt nachzuweisen [3],
der bisher noch nicht vollständig aufgeklärt
ist: Das zurzeit akzeptierte Modell beschreibt
den ersten notwendigen Schritt für den Trans-
port als Transfer des Substrats von einem Bin-
deprotein (SBD) zur Transmembrandomäne
(TMD; Abb. 2C). Dafür wechselt das Binde-
protein zwischen dem offenen, ligandenfreien
Zustand und dem geschlossenen, liganden-
gebundenem Zustand (Abb. 2C, Gleichge-
wicht). Für den ATP-getriebenen Pumpschritt
muss eine Reihe konformeller Änderungen
koordiniert werden, die alle drei Domänen
betreffen. Während dieser Schritte muss der
Ligand das Bindeprotein wieder verlassen
und an die Transmembrandomäne überge-
ben werden. Durch smFRET bzw. die Kombi-
nation mit biochemischen Messungen der
maximalen Transportrate vmax konnten wir
nun eine direkte Korrelation zwischen der
Öffnungsrate des Bindeproteins und vmax

nachweisen. Dieses Verhalten zeigt, dass die
Verweildauer des Bindeproteins im substrat-

¯ Abb. 2: Messmethodik von smFRET. A, Das FRET-Histogramm von Sub-
stratbindedomänen (SBDs) bei mittlerer Konzentration von ca. 1 μM zeigt
die offene und geschlossene Konformation (zum Teil aus [4]). B, Einzelne
fixierte Moleküle können direkt beobachtet werden, während sie zwi-
schen der offenen und geschlossenen Konformation mit den Raten kzu
und kauf wechseln [4]. C, Derzeit akzeptiertes, vereinfachtes Modell für
den Transport von Substraten durch bakterielle Typ-I-ABC-Importer [12].
Die maximale Transportgeschwindigkeit νmax ist durch die Rate vom
gebundenen zum ungebundenen Zustand des Bindeproteins kauf be -
schränkt [3]. TMD: Transmembrandomäne; NBD: Nukleotidbindedomäne;
E: Effizienz.
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gebundenen Zustand und die Öffnungsrate
ein limitierender Faktor für den Import von
Substraten sein können (Abb. 2C). Dies wur-
de bisher zwar vermutet, aber noch nicht
direkt nachgewiesen [3].

Die smFRET-Technik eignet sich auch für
Analysen von Membrantransportern in syn-
thetischen Membranen oder für in vivo-Mes-
sungen [4], da die Methodik selbst unemp-
findlich gegen heterogene Mischungen von
Proteinen und Substraten ist. Neben Sub-
strataffinität, Binde- und Transportraten,
Halbwertszeiten etc. können so auch kom-
plexere Sachverhalte geklärt werden, z. B. ob
die Substratbindung eher nach dem Schlüssel-
Schloss-Prinzip erfolgt oder dem Modell einer
Venusfliegenfalle ähnelt. Letzteres konnten
wir für bestimmte ABC-Transporter nach-
weisen [3].

smFRET für Strukturdynamik oder
mehr?
Die direkte Beobachtung von Strukturbewe-
gungen und Probenheterogenität unter
physiologischen Bedingungen ist sicherlich
als Alleinstellungsmerkmal für die smFRET-
Methode zu nennen. Obwohl sich dadurch die
schnelle Entwicklung und Ausbreitung der
Technik in Biologie, Chemie und auch Kata-
lyseforschung in den letzten zwei Jahrzenten
erklären lässt, sind damit die Möglichkeiten
bei Weitem noch nicht ausgeschöpft [4]. Ins-
besondere zur Erforschung komplexer Makro-
moleküle kann smFRET mit weiteren Tech-
niken kombiniert werden [8]. Ist der Donor
beispielsweise umgebungssensitiv, so kann
neben der FRET-Effizienz gleichzeitig eine
Veränderung des Donorsignals beobachtet
werden. Mit dieser Methode lässt sich nicht
nur die Veränderung einer Makromolekül-
struktur, sondern auch der Bindevorgang des
Proteins selbst feststellen [9]. Dadurch oder
durch Kombination von FRET mit anderen
photophysikalischen Effekten (Fluoreszenz-
lebensdauer, Anisotropie, Vielfarben-FRET
[8]) oder biophysikalischen, kraftbasierten
Techniken (AFM, optische Pinzette [8]) kön-
nen korrelierte Bewegungen direkt visuali-
siert werden [4].

FRET kann aufgrund seines quantitativen
Charakters weiterhin direkt in der Struktur-
aufklärung eingesetzt werden [10]. Die so
gelösten Strukturen entsprechen dabei weit-
aus besser den physiologischen Bedingungen
als in einer Kristallstruktur; zum Teil können
sogar Strukturen aufgeklärt werden, für die
nur Strukturinformationen durch Homologe
bekannt sind. Die Möglichkeit, verschiedene

Positionen eines Proteinkomplexes mit unter-
schiedlichen Fluoreszenzmarkern zu verse-
hen [11] und mit anderen Techniken zu kom-
binieren, macht FRET zu einem vielseitigen
Werkzeug mit zahlreichen Anwendungs-
möglichkeiten. Jüngst veröffentlichte FRET-
Studien zum Lipidtransporter MsbA [13], dem
Vitamin B12-Transporter BtuCD [14] und dem
Peptidtransporter McjD [15] untermauern
dies, da es hierbei gelang, Konformationsän-
derungen von TMDs und NBDs durch smFRET
zu visualisieren. Die Messungen konnten
dabei sowohl mit Detergenz als auch mit Lipo-
somen bzw. Lipid-nanodiscs durchgeführt
werden. Die Methode des smFRET hat sich
mittlerweile auch zur Untersuchung leben-
der Zellen etabliert und wurde für Biosensing
und andere Anwendungen entdeckt [4].
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