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M SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék

Kémiai Nobel-dij a krio-elektronmikroszkdp

feltalalasaért

krio-elektronmikroszkdp feltaldldsa el6tt a bioldgiai min-
tdk nagy felbontdst leképezése nagyon sokdig nehézségek-
be titkozott. Idén Jacques Dubochet, Joachim Frank és Richard
Henderson (1. dbra) kapta meg a Nobel-dijat kémiai kategdrid-
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1. abra. Jacques Dubochet, Joachim Frank és Richard Henderson

ban a krio-elektronmikroszkdpia létrehozdsdért. A médszer je-
lent8sen elémozditotta a biokémia fejlédését. Jacques Dubochet,
Joachim Frank és Richard Henderson uttord taldlmdnydnak tel-
jes kort kiakndzdsdt egy sor, csak nem régiben megvaldsitott fej-
lesztés tette lehetdvé. A fejlesztések révén ma mdr oldatfézisban
tudunk nagy felbontdsu képet alkotni nem kristdlyos biomole-
kuldkrdl krio-elektronmikroszképia alkalmazdséval.

Bioldgiai mintdk szerkezetvizsgdlatanak kihivasai

Roviddel azutédn, hogy Ernst Ruska demonstrélta az elektron-
mikroszkép koncepcidjdnak miikodSképességét, amiért késGbb
tizikai Nobel-dijjal jutalmaztdk (1986), Ladislaus Marton publi-
kélt egy cikket, [1] melyben észrevételeket fliz6tt Ruska taldlmd-
nydhoz. Ebben a rovid tanulmédnyban Marton megjegyzi, hogy az
4j miszer sajnos nem alkalmazhaté biolégiai mintdk vizsgélata-
ra anélkdl, hogy a sejteket az intenziv elektronbombdzds ne ten-
né tonkre. Ennek elkertilésére djfajta minta-el6készitési eljdrd-
sokra van sziikség. A probléma megolddsdra Marton tobb javas-
latot is tett, példdul a minta hitését és egy negativ festéshez ha-
sonlé eljdrdst. Megoldandé probléma volt a minték viztartalma-
nak vdkuumban torténd pdrolgdsa, valamint a kezeletlen biold-
giai mintdk gyenge kontrasztja. Ugyelni kellett tovdbbd az elekt-
ronddzis alacsony szinten tartdsdra, hogy elkeriiljék a mintdk
roncsoléddsdt. A tobbszoros elektronszorédds kikiiszobolését is
szem eldtt kellett tartani, mely érdekében vékony, idedlis esetben
monoréteg vastagsdgli mintdra volt sziikség. Megjegyzendg to-
vébbd, hogy az objektumok mozognak vizsgdlat sordn, ami egy-
részt az elektronnyaldbbal torténd kolcsonhatdsnak, mdsrészt a
lokdlis hdmérséklet véltozdsdnak koszonhetd. A fenti nehézségek
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miatt a felbontds bioldgiai mintdk esetében sokdig nem haladta
meg a par nanométert (2. dbra).

2, abra. Az I,111,1V, mitokondrialis szuperkomplexben talalhaté
elektrontranszport-lanc modelljei, 2011-ben meghatarozva
(balra, ~2 nm-es felbontassal) [2] és 2016-ban meghatarozva
(k6zépen, ~6 A-6s felbontassal) [3]. A bal oldali képen a szinezett
sav a molekula vizoldhatosagat elésegité6 amphipolt jeloli.

A kozépso képen az l-es, lll-as, és IV-es komplex lathato kék,
z6ld és rozsaszin szinnel jeldlve. A kérben kiemelt kép a CllII-CIV
interfész feltételezett modellje

Negativan festett bioldgiai minta

Az alacsony elektronintenzitds alkalmazdsdnak sziikségessége uj,
kontrasztnovel§ minta-el6készitési eljardsok kidolgozdsdt oszto-
nozte. Az elsg sikeres technika az 1940-ben kidolgozott, majd az
elmult 20 évben tovébbfejlesztett negativ festési eljards volt, mely
sordn a bioldgiai mintét egy vékony, amorf, nehézfém-sé filmbe
dgyaztdk, mely sablonszertien korbevette azt. [4,5,6] A nehézfém-
s6 burok azon feliil, hogy jobban szérja az elektronokat, mint a
bioldgiai minta, sokkal stabilabb is anndl, ezdltal képes megaka-
ddlyozni annak vdkuumban végbemend, vizvesztés miatt beko-
vetkez§ 6sszeomldsét. Ez az eljdrds lehet§vé tette a baktériumok,
virusok és sejtorganellumok morfoldgidjanak részletes tanulmd-
nyozdsdt, azonban egyedi molekuldk és molekulakomplexek ese-
tén mdr a festék szemcsemérete komoly gdtat szabott a felbon-
tdsnak.

Nativ fehérjekristdlyok szobahdmérsékleten

Annak érdekében, hogy a biomolekuldk hidratélt dllapota mérés
kozben is meg6rz&djon, djfajta technikdkra, illetve roncsolds-
mentes besugdrzdsi koriilmények kidolgozdsdra volt sziikkség. Az
elsG 1épés ezeknek a problémaknak a lekiizdésére Donald Par-
sons kornyezeti kamrédja volt, melyben megfelel§ pdratartalom
mellett, szobahdmérsékleten lehetett elektronmikroszkGpos vizs-
gdlatokat végezni. [7,8]

Robert Glaeser kristdlyos kataldzon és kis szerves molekuld-
kon vizsgdlta az elektronindukdlt roncsolds mértékét. [9] Az
1970-es évek elején a festetlen mintdk esetében megdllapitotta,
hogy a rugalmatlan elektronszdérédds minimalizédldsa érdekében
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az elektronddézist alacsony értéken kell tartani. Az 1970-es évek
kozepén Henderson és Nigel Unwin kifejlesztett egy 1j minta-eld-
készitési eljardst, mely sordn a vizet gliikézoldatra cserélték, igy
Grizve meg a minta szerkezetét vdkuumban. Az eljdrds segitsé-
gével szobahdmérsékleten lehetett festetlen fehérjekristélyokat
vizsgdlni elektronmikroszképpal.

Nativ fehérjekristdlyok kriogén hdmérsékleten

A minta fagyasztdsdval egyrészt csokkentjiik a viz vdkuumban
torténd pdrolgdsdt, masrészt megvédjiik az anyagot a sugdrzds
okozta kdrosoddstdl. 1950-t61 Humberto Ferndndez-Mordn mar
kisérletezett vékony krio-metszetek készitésével krio-elektron-
mikroszképos vizsgédlatokhoz. [10] A minta fagyasztdsa sordn a
viz kristdlyos jéggé alakul, ami erételjesen diffraktdlja az elekt-
ronnyaldbot, ezdltal pedig elnyomja a mintdbdl szdrmazé jelet. A
problémadra megoldds lehet, ha a mintdt elég gyorsan hiitjiik le
ahhoz, hogy a benne 1év§ viz ne kristdlyos jéggé, hanem egyfaj-
ta amorf folyadékkd alakuljon, melyet vitrifikdlt viznek neve-
ziink. Fehérjekristdlyok rontgenkrisztallografids vizsgédlatdndl
mdr szintén kordn alkalmaztak hiitéssel torténd minta-el6készi-
tési mddszereket, ebben az esetben azonban szacharézt vagy gli-
cerint alkalmaztak krio-védGanyagként. [11,12]

Az elektronmikroszkdpia teriiletén Kenneth Taylor és Glaeser
el6szor mutattak be 3 A felbontdst elektrondiffrakci6t fagyasz-
tott kataldzkristalyrdl. [13,14] Tapasztalataik szerint a minta hid-
ratdltsdga kriogén koriilmények kozott vdkuumban is megma-
radt, mig a kontraszt megndétt a gliikk6zzal elgkészitett mintd-
kéhoz képest. Az akkor rendelkezésre dll6 technoldgidval csak
—120 °C felett lehetett kisérleteket végezni, ami pont a kristdlyos
és amorf jég kozotti dtmeneti h6mérséklet. Ennek ellenére a
szerz8k nem tapasztaltdk kristdlyos jég kialakuldsdt fehérjemin-
tdikban, amit a vizmolekuldk és a fehérje feliilete kozotti kol-
csonhatdssal magyardztak. Taylor és Glaeser tovdbbd kimutattdk,
hogy a minta fagyasztdsa noveli annak sugdrzdssal szembeni el-
lendll6 képességét is, igy hosszabb idejii besugdrzdst vagy na-
gyobb intenzitdsu elektronnyaldbot lehetett alkalmazni a vizsgd-
latok sordn.

Minta-el6készités krio-elektronmikroszképhoz

Mint azt mdr ldthattuk, a minta hiitése sok olyan problémdra je-
lentene megolddst, melyek eddig ellehetetlenitették a biomole-
kuldk elektronmikroszképos szerkezetvizsgdlatdt. A kristélyos jég
kialakuldsdnak problémdjét dthidalhatjuk, ha a folyékony vizet
gyors hiitéssel vitrifikdlt dllapotba hozzuk. 1980 elétt egy ilyen 4l-
lapot kialakuldsdnak lehetGsége még komoly vita tdrgydt képez-
te, mivel az ehhez elméletben sziikséges, gyors htitési sebesség a
gyakorlatban megvaldsithatatlannak tiint.

1980-ban azonban a vita végére pont keriilt, ugyanis bebizo-
nyitottdk, hogy vitrifikdlt dllapotd jeget létre lehet hozni mikro-
méteres nagysdgu vizcseppek gyors hiitésével. [16] 1981-ben Du-
bochet és Alasdair McDowall els6ként hoztak 1étre griden film-
réteg vastagsdgu, nem kristdlyos dllapotd, szildrd vizet, mely mdr
elektronmikroszkdpos vizsgdlatoknak is aldvethetd volt (3. db-
ra). A folyamat sordn szénfilmmel bevont gridre vizet porlasz-
tottak, amit ezutdn —190 °C-os folyékony etdn- vagy propdnfiir-
débe meritettek. Az etdn hiitését folyékony nitrogénnel oldottdk
meg. [17] A vékony vitrifikdlt vizréteg a krio-elektronmikrosz-
képban kozel egyenletes elektronabszorpciét mutatott. A kisér-
let sordn az amorf szerkezet( jég kristdlyos szerkezetiivé alakult,
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3. abra. Egy egyszeriibb (a) és egy elegansabb (b) megoldas
a fagyasztasos mintakészités kivitelezésére [15]

amint a grid -140 °C f6lé melegedett. A megfigyelésb8l Duboc-
het és kollégdi levontdk a kovetkeztetést, hogy a vitrifikdlt dllapot
akdr hosszabb ideig is megtarthat6 a mikroszkdpban, ha a grid
hdmérsékletét —160 °C alatt tartjuk. [15,18] A mddszer az elko-
vetkez§ években folyamatosan fejlgdott, teljes potencidljdt pedig
1984-ben érte el, amikor sikeriilt
szénhdrtydt nem tartalma-z6 gri-
den létrehozni virusokat tartal-
mazd6, vékony, vitrifikélt viz-réte-
get. A tovdbbfejlesztett médszer-
nél a vizréteg megfelelGen vé-
kony a gyors vitrifikdci6 lezajld-
sdhoz, viszont elég vastag ahhoz,
hogy a vizsgdlni kivdnt biomole-
kula nativ dllapotdban, egy réteg
vastagsdgba tudjon rendezédni a
vizrétegen beliil (4. dbra). Du-
bochet és kollégdi bebizonyitot-
tdk, hogy minta-el6készitési elja-
rdsuk dltaldnosan alkalmazhaté
mds bioldgiai eredetii mintdk krio-
elektronmikroszképos vizsgéla-
tdhoz is. [15,19] Az Uj eljarast azon-
nal széles korben alkalmazni kezd-
ték, és azdta is alkalmazzdk a krio-
elektronmikroszkdpia teriiletén.

A mintat egy lyukacsos
szénhartyaval bevont
réz gridre cseppentjik,
majd a feleslegben
maradt oldatot
eltavolitjuk.

|} 2 A grid lyukait kit6Lt6 vékony
= vizrétegben véletlenszerden
orientaltan részecskék
helyezkednek el monoréteg
vastagsagban.

3 A folyékony nitrogénnel

hiitott etdnba martott
grid lyukait vitrifikalt
vizbe zart részecskék
toltik ki.

FOLYEKONY
NITROGEN

A technoldgia
kozelmultbeli fejlédése

A krio-elektronmikroszkdpids kép-

4. abra. A mintakészités
folyamata krio-elektronmikrosz-
kophoz. lllusztracio: Johan

Jarnestad/The Royal Swedish
Academy of Sciences. Az elektron-
mikroszkdépos kép a Semliki

alkotds kovetkez§ nagy dttorését
az Uj elektrondetektorok megje-
lenése jelentette (CMOS, CCD).

Bér toltott részecskék detektald-
sdra mdr a 2000-es évek el6tt is
haszndltdk ezeket a szenzorokat (elsGsorban a csillagdszat terii-
letén), elektronok detektédldsdra csak a 2000-es évek kozepén
kezdték alkalmazni Gket. [20-24]

Legrégebb 6ta a sziliciumalapi CCD (toltés-csatolt eszkoz)
szenzorokat haszndljdk, melyek technikai okokbdl nem kozvetlen

erdei virusroél készllt [18]
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médon detektdltdk az elektronokat, hanem kozvetett médon,
elektron-fény konverzién keresztiil (az elektronok dltal keltett fo-
tonokat érzékelve). Az eljérds hétrdnya, hogy az elektron-fény
konverzié tobbletzajt visz a detektdlt jelbe, aminek kovetkeztében
az esetek t6bbségében a nagy felbontdsu képalkotdsndl inkdbb
filmet haszndltak a CCD-technoldgia helyett.

Az 1j direkt elektrondetektorok 2012-2013-as elterjedésével j
lehetdség nyilt a nagy energidju elektronok kozvetlen detektdld-
sdra, ami alacsony intenzitds mellett is kevésbé zajos, mint a
film. A detektorok mdsik elénye a képfrissitési sebességiik, mely
folyamatos, filmszerd képrogzitést tesz lehet§vé, amit a minta
elektronbesugdrzds hatdsdra bekovetkezd folyamatos mozgdsa-
nak kompenzdcidjdra lehet alkalmazni. A detektor segitségével
az elektronszdmldlds is lehetvé vilt. [25,26]

A technoldgia tovébbi fejl§dését szolgélta a téremisszids katdd,
a hiithetd mintaasztalok, [27] a Volta-fazislemez, [28] valamit az
automatizdlt adatgyjtési technikdk [29] és az 4j képfeldolgozé
és egyéb mérést kiszolgdlé szoftverek megjelenése. [30,31]

Osszefoglalas

Az els@ krio-elektronmikroszkdppal készitett, nagy felbontdsu
képet 1990-ben mutattdk be, majd egy évtizednek kellett eltelnie,
mire spirdlis és ikozaéderes részecskékrdl, filmre vett adatok
alapjdn, nagy felbontdst szerkezeti képeket készitettek. A direkt
elektrondetektorok 2012-13-as bevezetése és az els§ kisebb, egy-
részecskés de novo atomi szerkezeti modellekrél sz6l6 beszdamo-
16k megjelenése utdn (mint amilyen a membranfehérjék kozott a
TRPV, ioncsatorndé is volt) a krio-elektronmikroszkdpia gyorsan
a bioldgiai szerkezeti vizsgdlatok alaptechnikdjdvd vélt (5. dbra).

Az egyrészecskés krio-elektronmikroszkdpia egyediildllé a te-
kintetben, hogy nem igényel kristdlyos mintét, a vizsgdlatokhoz
kis mennyiségti minta is elegend§ és részecskék széles mérettar-
tomdnydra alkalmazhatd, a hemoglobin-mérettiektdl (64 kDa) a
tobb megadaltonos részecskemérettiekig. A krio-elektrontomog-
rdfia még ennél is nagyobb szerkezetek, sejtorganellumok, sejtek
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leképezésére is alkalmazhatd, mikzben megmarad a lehet§sé-
giink, hogy in-situ nagy felbontdst informdciét nyerjiink ki a
benniik taldlhaté molekuldkrdl vagy komplexekrdl. [32,33] Az el-
mult évek fejlesztéseinek koszonheten a krio-elektronmikrosz-
kdpia a nagyobb sejtek és sejtorganellumok oldatfézisu szerke-
zetvizsgdlatdtdl egészen a molekulakomplexek, molekuldk és a
molekuldkat felépit§ atomok vizsgélatdig fejlédott.

A krio-elektronmikroszkdpia azonban nem csak statikus szer-
kezetek vizsgélatdra alkalmas. Mivel a minta-el§készités része,
hogy a mintét tartalmazd oldatot gyors hiitésnek vetjiik ald, le-
het@ségiink van a vizsgdlni kivdnt bioldgiai rendszert mtikdés
kozben egy adott fdzisban befagyasztani. Példdul egy enzimet be-
fagyaszthatunk, mikdzben egy kémiai reakciét katalizdl. A folya-
matrdl ,,pillanatfelvételeket” készithetiink, ha azt kiilonb6z8 fa-
zisokban fagyasztjuk be. [gy akdr egy enzim miikodés kozbeni
szerkezetvdltozdsdt is nyomon tudjuk kévetni. [34-39]

Az eddigi fejlesztéseket minden bizonnyal tovdbbiak fogjék ko-
vetni, mind a technoldgidt, mind pedig a potencidlis alkalmazd-
sokat tekintve. A jovGben taldn képesek lesziink molekuldkrdl ki-
nyerni nagy felbontdsu szerkezeti informdciét, vagy molekuldk
kozotti kolcsonhatdsokat és dinamikus folyamatokat tudunk
majd megfigyelni, mikozben azok a sejtekben vagy sejtorganel-
lumokban végbemennek. Egészen a kozelmultig a teriileten dol-
goz6 kutatdk jelentds része tigy gondolta, hogy a krio-elektron-
mikroszkdpos technika elérte hatdrdt, és nem lesz lehet§ség a fel-
bontds tovdbbi novelésére. Ez a muiltbéli dltaldnos vélekedés azon-
ban még inkdbb erdsiti az elért eredmények jelent§ségét, amit
Werner Kithlbrandt csak a felbontds forradalmdnak nevezett.
[40] o
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A P22

bakteriofdg ;
fehérjeburkdnak
modellje :

A P22 virus a szalmonella bak-
tériumokat fert§zi meg. A virus
(bakteriofdg) fehérjeburkédnak fehér-

 jéit krio-elektronmikroszkopidval tapogattdk le. Az egyes fe-
i hérjék alakjdt, szerkezetét, a tobbi fehérjéhez viszonyitott hely-
i zetét tobb ezer pdsztdzdssal dllapitottdk meg. A krio-elekron-
i mikroszkdpos felvételek eredménye alapjén késziilt a felsG ké-
i pen ldthaté szdmitégépes modell, ahol minden szin mds fe-
¢ hérjének felel meg. Az als6 képen a kapszid egyik alegysége
¢ van kinagyitva.

A P22 bakteriofagot burkolé kapszid modelljének részlete
Forras: C. Hryc és a Chiu Lab, Baylor College of Medicine
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