KEMIAI NOBEL-DIJ A KRIO-ELEKTRONMIKROSZKOPIA KIDOLGOZASAERT

Bepillantas a molekulak
szerkezetebe

A Svéd Kiralyi Tudomanyos Akadémia ddntése nyoman Jacques Dubochet, Joachim Frank és
Richard Henderson kapta megosztva a 2017-es kémiai Nobel-dijat. A kutatoknak a krio-elekt-
ronmikroszkopia kifejlesztéséért itelték oda az elismerést. A technika segitségével valt lehetéve
az oldott allapotu biomolekulak szerkezetének atomi felbontasu meghatarozasa.

Mar a régi gorogok is sejtették, hogy az érzékszerve-
inkkel kozvetleniil megtapasztalhaté anyagi vilag
mogott 1étezik egy rejtelmes mikrovilag. Régi a to-
rekvés, hogy ebbe a mikrovilagba bepillanthassunk
mind az é16, mind az élettelen anyag vonatkozasa-
ban. Ez el6szor a XVII. szazadban sikeriilt, amikor
lelkes mikroszkopépit6k, koztiik Robert Hooke, majd
Anton van Leeuwenhoek optikai mikroszkoppal sejte-
ket figyeltek meg és irtak le. Ezutan eltelt még vagy
150 év, amikor is 1838-ban Matthias Schleiden bota-
nikus és Theodor Schwann zoologus — mikroszképos
megfigyelésekre alapozva — megalkottak ,elméletii-
ket”, miszerint az é16 szervezetek sejtekbdl allnak. Ez
volt a modern biolégia kezdete, jelent6s mérfoldké a
tudomanynak az élévilag megértésével kapcsolatos
torekvései soran. Azért érdemes erre emlékezni, mert
most a krio-elektronmikroszkép birtokbavételével —
minden bizonnyal — megint 4j fejezet nyilik az élet-
tudomanyban. A képfeldolgozas fejlédésével lehetd-
vé valik a krio-elektrontomografia alkalmazasaval

3-dimenzi6és képen megjeleniteni akar a legkisebb
sejtalkotérészeket atomi szintli felbontassal. Ta-
lan talzas nélkiil hasonlithatjuk ezt az allomast a
kozonséges fénymikroszkop megjelenéséhez. Erde-
mes az 1. abran 6sszehasonlitani a fejlédést a képal-
kotasban és a képfelbontasban a fénymikroszkoptol
a krio-elektrontomografiaig.

A kép kulcsfontossagt a tudomanyos megértésben.
A nagy attorések gyakran alapulnak az emberi szem
szamara lathatatlan dolgok lathatova tételén. A fény-
mikroszkop XVII. szazadi megjelenésétél a most No-
bel-dijjal elismert krio-elektronmikroszkop kifejlesz-
téséig hosszi ut vezetett. A fénymikroszkop tipikusan
10—2000-szeres nagyitasra képes, és lathatéva teszi
a sejteket, ha kell, miikodésiik kozben, pl. faziskont-
raszt-technikaval, és segitségével a sejtek organelluma-
it is megfigyelhetjiik. Nagy 1épés volt a képalkotasban
az elektronmikroszkop megjelenése. Ennek elvi alapjaul
Louis de Broglie 1924-beli posztulatuma szolgalt, misze-
rint minden mozg6 részecskéhez hullamhossz rendel-
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hetd. Az elektronnyalabok hullamhossza pikométeres
nagysagrend(i, ami szazezerszer révidebb, mint a fény
néhany szaz nanomeéteres hullaimhossza. Az elektrony-
nyalab hullamtermészetének J. J. Thomson adta kisérle-
ti bizonyitékat elektrondiffrakcios kisérleteivel 1927-
ben. A kovetkezd elem az elektronnyalab fokuszala-
sahoz sziikséges elektromagneses lencse megalkotasa
volt 1926-ban Hans Busch altal. Ezen a ponton vetette
fel Szilard Le6 az elektronmikroszk6p megépitésének
lehet6ségét, az Otletet Ernst Ruska realizalta 1931-ben.
Ezt, a tovabbfejlesztéssel kapcsolatos eredményekkel
egyiitt 1986-ban ismerték el Nobel-dijjal. Az els6 elekt-
ronmikroszkop is jo példaja annak, hogy egymastol
fiiggetlen tudomanyos felismerések és technikai fej-

1. abra. A mikroszkopia fejlédése a fénymikroszkop-

tol az elektronmikroszkopon keresztul a krio-elekt-
rontomografiaig. (a) Egy sejt fénymikroszkopos képe.
(b) Egy sejt elektronmikroszkopos képe. (c) Egy sejtmag
krio-elektrontomografiaval készitett képe. Jol latszanak

a sejtmag porusai (az abran kékkel szinezve)
(FORRAS:WHITE TA ET AL. PLOS PATHOG. 6:E1001249 (2010))

jonnek létre. A harmincas évek 6ta az elektronmik-
roszkopos technika latvanyos fejlédésen ment ke-
resztiil. Transzmisszi6os késziilékkel 0,2 nm felbontas
is elérhet6. Pasztazo elektronmikroszkoppal a fel-
szinr6él kaphatunk 10 nm felbontasa, j6 mélységéles-
ségli képet.

A transzmisszios elektronmikroszkop miikodési elve
nagyon hasonl6 a fénymikroszképéhoz. Felgyorsitott
elektronok nagy intenzitasti nyalabjat fokuszaljak a
specidlisan el6készitett mintara. A képalkotas iiveg-
lencsék helyett elektromagnesekkel torténik. Az elekt-
ronmikroszképpal 100 000-szeres nagyitas is elérhetd,
felbontasanak hatara 0,2 nm. Ez a felbontasbeli javu-
las lehet6vé teszi a sejtorganellumok szerkezetének
megfigyelését. A jobb felbontasért azonban nagy arat
kellett fizetni. Az elektronmikroszképban a fényt he-
lyettesité elektronnyaldabot vakuumban kell vezetni,
s a j6 felbontas nagy intenzitasa elektronsugar alkal-
mazasat kivanja meg. Ez a nyalab roncsolja az érzé-
keny biol6giai mintat, a vakuumban pedig a viz — az

€16 rendszerek esszencialis kozege —
elparolog. E tényezOk specialis és na-
gyon durva mintakészitési eljarast
kovetelnek. Az é16 szovetet fixaljak pl.
glutaraldehiddel, ozmium-tetroxid-
dal, majd mossak. Ezt kovetéen etan-
olban vizmentesitik, majd m{ianyag-
ba agyazzak és keményre égetik, ez-
utan kb. 100 nm vastag szeletekre
vagjak. A szeletet rézracsra helyez-
ve uranil-acetattal és 6lom-citrattal
festik. Nyilvanval6, hogy az igy készi-
tett biol6giai mintanak nem sok koze
van a természetes, é16 dllapothoz. Egy
elektronmikroszkoépos képen altala-
ban csak a sejtalkot6k és nagy mole-
kulak lenyomatat figyelhetjiik meg.
A krio-elektronmikroszkopia Kifej-
lesztése az utébbi évtized legjelen-
t6sebb technikai eredménye a tudo-
manyban, megjelenése Ohajtott, de
sokaig nem remeélt eszkozt ad, els6-
sorban az élettudomany kezébe. Kii-
16nlegessége abban rejlik, hogy a mintakat fixalas vagy
barmiféle festés nélkiil sajat, természetes, vizes KO-
nyezetiikben teszi megfigyelhetévé elektronmikrosz-
koépos 1iton, s nagy felbontast, 3-dimenzios szerkezeti
képet eredményez.

A most Nobel-dijjal értékelt fejlesztés két teriileten
épiil forradalmi Gjitasra. Egyrészt megoldotta a hid-
ratalt, a nativ allapota szerkezetet megdrzé mintaké-
szités problémajat a gyorsfagyasztas technikajanak
kidolgozasaval. Masrészt a szamitoégépes képalkotas
fejlesztésével lehet6vé tette az alkalmazott elektrony-
nyalab intenzitasanak, ezaltal szerkezetroncsol6 ha-
tasanak jelent6s csokkentését a képmindség és
-felbontas meg0Orzése, s6t javitasa mellett (2. abra).
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2. abra. A krio-elektronmikroszkop felépitése.

(a) A transzmisszids elektronmikroszkép sematikus fel-
épitése. (b) A beépitett raccsal rendelkezé mintatartd
csucsa. (c) Mintafagyasztd berendezés: (a) és (b): a fa-
gyasztokamra dupla akrillvegfala, (c) tartd a minta ki-
egyensulyozasahoz, (d) csipesz, (e) foldsleges folya-
dék folitatasara szolgalod szlrépapir, (h) folyékonynitro-
gén-tartd edény, (i) a nitrogéngaz finom keringetésére
szolgalo ellenallds, (k) nitrogénszintmérd,

(m) fagyaszto és (n) mintatarold edény
(FORRAS: KUNTSCHE J, HORST JC, BUNJES H.

(2011) INT J PHARM 417, 120-137)

A Nobel-dijhoz hosszt ut vezetett. Az élettudoma-
nyokban régen megjelent az igény a nagyfelbontasa
szerkezeti képalkotasra. A technikai fejlédés az 50-es
években lehet6vé tette a rontgendiffrakcios technika
alkalmazasaval a biol6giai makromolekulak szerkeze-
tének meghatarozasat atomi szint(i felbontassal. Ezzel
a modszerrel szamos kristalyosithat6 fehérje szerkeze-
tér6él nyertiink statikus képet. A 80-as években jutott el
a magmagneses rezonancia (NMR) a fejlédésnek arra a

fokara, hogy segitségével fehérje méreti mak-
romolekuldkrél nyerhettiink dinamikus képet.
Ez jelent6s 1épés volt abba az iranyba, hogy a
szerkezet és a funkci6 kozvetlen kapcsolata
megérthetd legyen a maga dinamikus voltaban.

Vannak azonban olyan biolégiai szerkezetek,
amelyek nem kristalyosithat6ak, s méretiik vagy
oldhatatlansaguk folytdn NMR-rel sem vizsgal-
hatéak (pl. membranfehérjék, csatornak, sejtor-
ganellumok, nagymeéret{i komplex szerkezetek).
Itt meriilt fel az elektronmikroszkép bevetésé-
nek igénye. Ezt a mar emlitett technikai problé-
mak gatoltak. Szerencsénkre voltak céltudatos
és kitarté kutatok, akik megfogalmaztak a célt,
és évtizedeken at allhatatosan dolgoztak a sokak
altal reménytelennek itélt probléman.

A most beérett munka a hetvenes években
kezd6dott, és harom helyen, harom szalon futott
mindaddig, amig végiil a krio-elektronmikrosz-
kopia technikajaban egyesiilt a 2010-es években.

A mai krio-elektronmikroszkép létrejottének
els6 l1épése a remény felkeltése volt 1990-ben,
amikor Cambridge-ben az MRC Molekularis Bio-
l6giai Laboratériumaban Richard Henderson és
munkatarsai egy membranba agyazott, bonyo-
lult fehérje, a bakteriorodopszin szerkezetét
hataroztak meg nagy felbontassal, elektron-
mikroszkoéppal. Ez megmutatta, hogy az eddig
reménytelennek itélt Gt jarhaté, ami a kép-
feldolgozas és az elektronmikroszképos tech-
nika csiszolasanak volt az eredménye. De ez

nagyon specialis eset: a fehérjét membrankornyezeté-
vel egyiitt lehet izoldlni, s e membrandarabkakban az
egyes fehérjék azonos orientaciot vesznek fel. Ezért ez
a megkozelités a legtobb biol6giai objektumra és mas
fehérjékre nem volt alkalmazhaté.

Ezzel parhuzamosan, de ett6l fiiggetleniil, a heidel-
bergi Eurépai Molekularis Biol6giai Laboratérium-
ban (EMBL) egy Svajcbél érkezett fiatalember, Jacques
Dubochet mar 1978 6ta dolgozott nagy elszantsaggal
azon, hogy elektronmikroszképos vizsgalatra alkal-
mas biologiai mintakészitési eljarast fejlesszen ki.
Az altala kidolgozott gyorsfagyasztasi eljaras lehet6-
vé teszi, hogy vizes kozegben 1év6 biologiai mintakat
készithessiink. Egy fémkereten kialakitott szénracson
sikeriilt — rutinszerien — mikrométer vastagsagi réte-
get képezni a vizes mintabol, amelyet ezutan -190 °C h6-
mérsékletii etanfiirdébe bel6ve, nagy sebességgel meg-
fagyasztottak. A gyors fagyasztas egyrészt nem engedi
meg aproé — az elektronsugarzast karosan szo6ro, képmi-
ndéséget rontd — jégkristalyok kialakulasat, mivel a viz
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3. dbra. Minta el6készitése krio-elektronmikroszkopiai
méréshez. A vizsgalando fehérje minddssze néhany
mikroliternyi oldatat egy fémracsra viszi fol, amely
egy perforalt szénfilmet tartalmaz. A minta folvitele
utan a racsot cseppfolyds etanba martjak, aminek hata-
sara pillanatszerien megfagy, és a vizsgalando részecs-
kéket UvegszerU jégbe zarja. A mintarol kulénbdzé ori-
porusain keresztul. A 2-dimenzids adatok tovabbi fel-
dolgozasaval 3-dimenzios kép nyerhetd. Példaként a
glutamat-dehidrogenaz enzim krio-elektronmikroszkop

segitségével megoldott szerkezete lathato
(FORRAS: RAFAEL FERNANDEZ-LEIRO & SJORS H. W. SCHERES.
NATURE 537, 339-346 (2016))

strukturdlatlan, amorf formaban szilardul meg, vitrifi-
kalodik, masrészt a vitrifikalt viz a vakuumban nem
parolog. Az igy készitett mintaban a biol6giai objektum
(virus, membrancsatorna, fehérjekomplex, bakteriofag,
DNS) meg6rzi hidratalt, nativ szerkezetét, mintegy befa-
gyaszthaté miikodésének egy bizonyos idépontjaban a
maga természetes allapotaban. Ez a minta egy olyan ol-
datfilm, amely elég vékony ahhoz, hogy gyorsan hiithe-
t6 legyen, masrészt elég vastag ahhoz, hogy befogadjon
egy molekularis réteget a vizsgalando, véletlenszeriien
orientalt molekulakbol vagy komplexekbdl. A 3.abra
a mintakészités sematikus vazlatat mutatja.

A mintakészités problémaja igy meg-
oldddott, azonban a minta nativ alla-
potanak megd6rzése érdekében az elekt-
ronsugar intenzitasanak csokkentésé-
re is sziikség volt, mégpedig tigy, hogy a
képélesség ne csokkenjen. Az altalaban
hasznalt nagyenergiaji (80—300 keV)
elektronok energiaja elegendd a bio-
l6giai szerkezeteket stabilizal6 gyenge
masodlagos kotések megbontasara, de
hatasara a kovalens kotések is felha-
sadhatnak. Az elkeriilhetetlen ener-
giacsokkentés és a képfeldolgozasi
modszer kozott szoros az Osszefiig-
gés. Az alacsony energia alkalmazasa
miatt a roml6 képélességet kompen-
zalhatja, ha matematikai eljarassal
az azonos, befagyasztott molekuldk
szorasi képének valogatasa, rendezé-
se, atlagolasa utjan allitunk el6 nagy
felbontasna képet.

E probléma megolddasa mentén
kapcsolédik be a harmadik — most
szintén dijazott — szal. Ez New York-
ban, a Columbia Egyetemen ered,
ahol Joachim Frank Németorszagban
tanult biofizikus dolgozott a 70-es

évektdl a nem-kristalyos, aszimmetrikus, véletlensze-
riien orientalt oldott molekuladk (ilyenek a fagyasztott
biologiai szerkezetek) ,elmosédott” szorasi képeinek
szamitogépes, matematikai analizisén és ,feljavita-
san” — sikerrel. Nagyszamu szorasi kép automatikus
kivalogatasanak, értékelésének és analizisének prob-
lémajat oldottak meg, és 0sszegezték a masok altal
is egyszertien hasznalhat6 SPIDER programcsomag-
ban. E modszer segitségével nagyszamu kis felbon-
tast képbdl nagyfelbontast 3-dimenzios képet kap-
hatunk (4. abra). Ez az eljaras nemcsak a felbontast
tekr6l kapott képek valogatasaval és rendezésével a
2-dimenzioés elemekb6l 3-dimenzios kép szamitasat is
lehet6vé teszi.

Mikozben ezek a probalkozasok folytak, a technika
is fejlédott, jelentdsen javult az elektrondetektorok
érzékenysége, és fejlédtek a szamitégépes képelemz6
eljarasok is. Fontos tényez6 volt a mintarol szort elekt-
ronok kozvetlen detektalasiara képes komplementer
fém-oxid félvezetd (CMOS) kamerak tokéletesitése. Ezek
az egyedi elektronok nagy térbeli felbontasa, gyors de-
tektalasra képesek, amilehet6vé teszi akar masodpercen-
ként 400 szorasi kép felvételét. igy az adatgytijtés alatt
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4. bra. A képfeldolgozasi folyamat soran a krio-elekt-
ronmikroszkop altal 2-dimenzios képek feldolgozasa so-
ran nyert 3-dimenzids képek osztalyozasaval a fehérjék
konformacios dinamikajara vonatkozo informacio is ki-
nyerhetd. Egy V tipusu ATPaz szerkezetének megoldasa
soran harom kuldnbdzé konformacios allapotot talaltak
(FORRAS: RAFAEL FERNANDEZ-LEIRO & SJORS H. W. SCHERES NATU-
RE 537, 339-346 (2016))

a vizsgalt fehérjemolekulaknak az elektronnyalab ha-
tasara torténd elmozdulasa a hordozé racson precizen
nyomon kovethetd és korrigalhat6, ami jelentds jel/zaj
aranynovekedéshez vezetett.

A nemrégiben kifejlesztett alacsony hémérsékletii
elektronemisszios agytuk alkalmazasa, amelyek erésen
koherens, kis intenzitasa elektronnyalab eldallitasat
teszik lehet6vé, megoldja a mintakarosité elektrony-
nyalab intenzitasanak tovabbi csokkentését.

Az elmult években sokat fejlédott az automatizalt
mintapreparalas, -behelyezés és automatikus adatgytij-
tés is. Ma mar 2—3 nap alatt, minimalis emberi beavat-
kozassal Osszegytijthet6 t6bb szazezer szerkezeti kép,
ami a jorészt ugyancsak automatizalt szerkezetanali-
zis révén lehet6vé teszi a szerkezet atomi szint(i, 0,2 na-
nomeéter koriili felbontastt meghatarozasat.

A krio-elektronmikroszképia jelentéségét az adja,
hogy segitségével a biologiai mintak szerkezetét
mindenféle festés, fixalas, egyéb durva beavatkozas
nélkiil, természetes vizes kozegiiknek megfeleld

allapotban hatarozhatjuk meg atomi szint{
felbontassal. Mindezt tigy, hogy miikodésiik kozben,
kiilonbo6z6 fazisokban az allapotot — a sz6 szoros
értelmében — befagyasztjuk. igy a pillanatfelvételek
sorozatab6l a mitikodés szerkezeti dinamikajarol
is pontos képet kaphatunk. A sejtek miikodésének
szabalyozasaban alapvetd jelent6sége van a fehérjék
kozotti nagyon specifikus kolcsonhatasoknak. A
kolcsonhatasok elsd fazisa a szelektiv felismerés.
Ez a fehérjék egyedi felszini, komplementer
topolégiajan, vagyis a szerkezeten alapul. Az
élovilagban el6fordulnak nagy makromolekularis
.gépezetek”, amelyek pl. a fehérjeszintézis komplex,
jol iranyitott folyamatat hajtjak végre. Ezen
nagymeéretii fehérjekomplexek szerkezetének és
miikodésiik mechanizmusanak megfigyelésére
ad lehet6séget a mnagyfelbontasti szerkezeti
sorozatfelvételekkészitéseolyan esetekbenis,amikor
a komplexek mérete miatt a rontgenkrisztallografia
vagy NMR-modszer nem jon szamitasba. Ilyen
példa a spliceoszomakomplex szerkezetének
meghatarozasa.Ezazoriaskomplexvégziazeukariota

5. abra. Nagy méretl fehérjekomplexek krio-elektron-
mikroszkoppal feltart szerkezetei
(FORRAS: RAFAEL FERNANDEZ-LEIRO & SJORS H. W. SCHERES
NATURE 537, 339-346 (2016)
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6. abra. Krio-elektronmikroszkop segitségével lehetéve valt membranfehérjék — mas modszerekkel hozzaférhetetlen
— szerkezetének feltarasa. (a) Membranfehérjék kinyerése réntgendiffrakcios és krio-elektronmikroszkopos szerke-
zetmeghatarozashoz. Krio-elektronmikroszképos szerkezetmeghatarozas esetén, szemben a réntgendiffrakcioval,

a glikozilaciora, ill. a hosszu hurkok és a mozgékony régiok szerkezetére vonatkozo informacio nem vész el.
(b) Krio-elektronmikroszkop segitségével megoldott membranfehérje-szerkezetek
(FORRAS: RAFAEL FERNANDEZ-LEIRO & SJORS H. W. SCHERES NATURE 537, 339-346 (2016)

sejtekben az 6rokité anyag ,szerkesztését”, kivagva az
irrelevans részeket, hasonléan a filmvagashoz. Az
5. abran néhany nagy meéreti fehérjekomplex krio-
elektronmikroszkoéppal meghatarozott szerkezete
lathat6. A CMG helikazkomplex a két DNS-szal
szétvalasztasat végzi a DNS megkett6z6dése soran.
A HSP90 dajkafehérjének (chaperone-nak) és Cdc37
nevii cochaperonejanak a Cdk nevii kinazzal alkotott
komplexe. A dajkafehérjék az tijonnan szintetizalt
vagy rosszul felgombolyodott fehérjéknek segitenek a
megfeleld szerkezet kialakitasaban. A transzkripcios
preiniciaciés komplex a génatirédas soran az RNS-
polimerazIl enzimet iranyitja az atirédas kezd6pontjaba,
valamint denaturalja, és a polimeraz aktiv helyéhez
iranyitja a DNS-t. A szerkezetrdl alkotott nagyfelbontasta
pillanatképek alapjan érthet6 meg ezen bonyolult
,molekularis gépezetek” miikodésének mechanizmusa.

Nagy jelent6sége van a krio-elektronmikroszko-
pianak a membrancsatornak és -fehérjék szerkeze-
tének felderitésében. Ezeket a fehérjéket rendkiviil
nehéz tisztitani. Ugyanis kiemelve 6ket hidroféb
foszfolipid kornyezetiikb6l, szerkezetiik tobbnyi-
re 0sszeomlik, a detergensekkel valé stabilizalas
pedig megneheziti a kristalyositast. igy a biologiai
és gyogyszertervezési szempontboél legérdekesebb
membranfehérjékrdl nagyon korlatozottak a direkt

szerkezeti ismereteink. A jelenleg ismert kis mo-
lekulastlyt hatéanyagok felének membranfehér-
je vagy csatorna a tdmadaspontja. Ezen célpontok
szerkezetének ismerete lehetdvé teszi tij hat6éanya-
gok tervezését. E téren talan a legjelentdésebb az at-
torés. Néhany krio-elektronmikroszkop segitségével
meghatarozott szerkezetet mutat a 6. abra.

Sok kivalo és elkotelezett kutaté tobb évtizedes
munkajabol 6sszeallt egy korabban nem remélt, nagy-
szeri technikai eszkdz, a krio-elektronmikroszkop,
amely (j lehetdséget nyit a szerkezeti biologia el6tt. Le-
het6vé teszi, hogy a komplex makromolekularis rend-
szereket miikodésiik egy pillanataban, nativ allapot-
ban befagyasszuk, és atomi szinten meghatarozzuk a
szerkezetiiket, topografiajukat, kolcsonhatasaikat.

Egy j méréstechnika megjelenése mindig felszinre
hoz olyan kérdéseket, amelyeket — ennek hidnyaban
— fel sem tettek. gy volt ez korabban, amikor a rént-
genkrisztallografia, majd a magmagneses rezonancia
(NMR) mo6dszerének fejlédése lehetévé tette ezek alkal-
mazasat komplex biol6giai objektumok szerkezetének
meghatarozasara. Azt gondolom, a krio-elektronmik-
roszkopia elterjedése is 1ij korszakot nyit a molekula-
szerkezeti alapon nyugvo funkcionalis biol6giaban.
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