
miatt a felbontás biológiai minták esetében sokáig nem haladta
meg a pár nanométert (2. ábra).

Negatívan festett biológiai minta

Az alacsony elektronintenzitás alkalmazásának szükségessége új,
kontrasztnövelő minta-előkészítési eljárások kidolgozását ösztö-
nözte. Az első sikeres technika az 1940-ben kidolgozott, majd az
elmúlt 20 évben továbbfejlesztett negatív festési eljárás volt, mely
során a biológiai mintát egy vékony, amorf, nehézfém-só filmbe
ágyazták, mely sablonszerűen körbevette azt. [4,5,6] A nehézfém-
só burok azon felül, hogy jobban szórja az elektronokat, mint a
biológiai minta, sokkal stabilabb is annál, ezáltal képes megaka-
dályozni annak vákuumban végbemenő, vízvesztés miatt bekö-
vetkező összeomlását. Ez az eljárás lehetővé tette a baktériumok,
vírusok és sejtorganellumok morfológiájának részletes tanulmá-
nyozását, azonban egyedi molekulák és molekulakomplexek ese-
tén már a festék szemcsemérete komoly gátat szabott a felbon-
tásnak.

Natív fehérjekristályok szobahőmérsékleten

Annak érdekében, hogy a biomolekulák hidratált állapota mérés
közben is megőrződjön, újfajta technikákra, illetve roncsolás-
mentes besugárzási körülmények kidolgozására volt szükség. Az
első lépés ezeknek a problémáknak a leküzdésére Donald Par-
sons környezeti kamrája volt, melyben megfelelő páratartalom
mellett, szobahőmérsékleten lehetett elektronmikroszkópos vizs-
gálatokat végezni. [7,8]

Robert Glaeser kristályos katalázon és kis szerves molekulá-
kon vizsgálta az elektronindukált roncsolás mértékét. [9] Az
1970-es évek elején a festetlen minták esetében megállapította,
hogy a rugalmatlan elektronszóródás minimalizálása érdekében

krio-elektronmikroszkóp feltalálása előtt a biológiai min-
ták nagy felbontású leképezése nagyon sokáig nehézségek-

be ütközött. Idén Jacques Dubochet, Joachim Frank és Richard
Henderson (1. ábra) kapta meg a Nobel-díjat kémiai kategóriá-

ban a krio-elektronmikroszkópia létrehozásáért. A módszer je-
lentősen előmozdította a biokémia fejlődését. Jacques Dubochet,
Joachim Frank és Richard Henderson úttörő találmányának tel-
jes körű kiaknázását egy sor, csak nem régiben megvalósított fej-
lesztés tette lehetővé. A fejlesztések révén ma már oldatfázisban
tudunk nagy felbontású képet alkotni nem kristályos biomole-
kulákról krio-elektronmikroszkópia alkalmazásával.

Biológiai minták szerkezetvizsgálatának kihívásai

Röviddel azután, hogy Ernst Ruska demonstrálta az elektron-
mikroszkóp koncepciójának működőképességét, amiért később
fizikai Nobel-díjjal jutalmazták (1986), Ladislaus Marton publi-
kált egy cikket, [1] melyben észrevételeket fűzött Ruska találmá-
nyához. Ebben a rövid tanulmányban Marton megjegyzi, hogy az
új műszer sajnos nem alkalmazható biológiai minták vizsgálatá-
ra anélkül, hogy a sejteket az intenzív elektronbombázás ne ten-
né tönkre. Ennek elkerülésére újfajta minta-előkészítési eljárá-
sokra van szükség. A probléma megoldására Marton több javas-
latot is tett, például a minta hűtését és egy negatív festéshez ha-
sonló eljárást. Megoldandó probléma volt a minták víztartalmá-
nak vákuumban történő párolgása, valamint a kezeletlen bioló-
giai minták gyenge kontrasztja. Ügyelni kellett továbbá az elekt-
rondózis alacsony szinten tartására, hogy elkerüljék a minták
roncsolódását. A többszörös elektronszóródás kiküszöbölését is
szem előtt kellett tartani, mely érdekében vékony, ideális esetben
monoréteg vastagságú mintára volt szükség. Megjegyzendő to-
vábbá, hogy az objektumok mozognak vizsgálat során, ami egy-
részt az elektronnyalábbal történő kölcsönhatásnak, másrészt a
lokális hőmérséklet változásának köszönhető. A fenti nehézségek
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2. ábra. Az I1III2IV1 mitokondriális szuperkomplexben található
elektrontranszport-lánc modelljei, 2011-ben meghatározva 
(balra, ~2 nm-es felbontással) [2] és 2016-ban meghatározva 
(középen, ~6 A° -ös felbontással) [3]. A bal oldali képen a színezett
sáv a molekula vízoldhatóságát elősegítő amphipolt jelöli. 
A középső képen az I-es, III-as, és IV-es komplex látható kék, 
zöld és rózsaszín színnel jelölve. A körben kiemelt kép a CIII–CIV
interfész feltételezett modellje

A

1. ábra. Jacques Dubochet, Joachim Frank és Richard Henderson



az elektrondózist alacsony értéken kell tartani. Az 1970-es évek
közepén Henderson és Nigel Unwin kifejlesztett egy új minta-elő-
készítési eljárást, mely során a vizet glükózoldatra cserélték, így
őrizve meg a minta szerkezetét vákuumban. Az eljárás segítsé-
gével szobahőmérsékleten lehetett festetlen fehérjekristályokat
vizsgálni elektronmikroszkóppal.

Natív fehérjekristályok kriogén hőmérsékleten

A minta fagyasztásával egyrészt csökkentjük a víz vákuumban
történő párolgását, másrészt megvédjük az anyagot a sugárzás
okozta károsodástól. 1950-től Humberto Fernández-Morán már
kísérletezett vékony krio-metszetek készítésével krio-elektron-
mikroszkópos vizsgálatokhoz. [10] A minta fagyasztása során a
víz kristályos jéggé alakul, ami erőteljesen diffraktálja az elekt-
ronnyalábot, ezáltal pedig elnyomja a mintából származó jelet. A
problémára megoldás lehet, ha a mintát elég gyorsan hűtjük le
ahhoz, hogy a benne lévő víz ne kristályos jéggé, hanem egyfaj-
ta amorf folyadékká alakuljon, melyet vitrifikált víznek neve-
zünk. Fehérjekristályok röntgenkrisztallográfiás vizsgálatánál
már szintén korán alkalmaztak hűtéssel történő minta-előkészí-
tési módszereket, ebben az esetben azonban szacharózt vagy gli-
cerint alkalmaztak krio-védőanyagként. [11,12]

Az elektronmikroszkópia területén Kenneth Taylor és Glaeser
először mutattak be 3 Å felbontású elektrondiffrakciót fagyasz-
tott katalázkristályról. [13,14] Tapasztalataik szerint a minta hid-
ratáltsága kriogén körülmények között vákuumban is megma-
radt, míg a kontraszt megnőtt a glükózzal előkészített mintá-
kéhoz képest. Az akkor rendelkezésre álló technológiával csak
–120 °C felett lehetett kísérleteket végezni, ami pont a kristályos
és amorf jég közötti átmeneti hőmérséklet. Ennek ellenére a
szerzők nem tapasztalták kristályos jég kialakulását fehérjemin-
táikban, amit a vízmolekulák és a fehérje felülete közötti köl-
csönhatással magyaráztak. Taylor és Glaeser továbbá kimutatták,
hogy a minta fagyasztása növeli annak sugárzással szembeni el-
lenálló képességét is, így hosszabb idejű besugárzást vagy na-
gyobb intenzitású elektronnyalábot lehetett alkalmazni a vizsgá-
latok során.

Minta-előkészítés krio-elektronmikroszkóphoz

Mint azt már láthattuk, a minta hűtése sok olyan problémára je-
lentene megoldást, melyek eddig ellehetetlenítették a biomole-
kulák elektronmikroszkópos szerkezetvizsgálatát. A kristályos jég
kialakulásának problémáját áthidalhatjuk, ha a folyékony vizet
gyors hűtéssel vitrifikált állapotba hozzuk. 1980 előtt egy ilyen ál-
lapot kialakulásának lehetősége még komoly vita tárgyát képez-
te, mivel az ehhez elméletben szükséges, gyors hűtési sebesség a
gyakorlatban megvalósíthatatlannak tűnt.

1980-ban azonban a vita végére pont került, ugyanis bebizo-
nyították, hogy vitrifikált állapotú jeget létre lehet hozni mikro-
méteres nagyságú vízcseppek gyors hűtésével. [16] 1981-ben Du-
bochet és Alasdair McDowall elsőként hoztak létre griden film-
réteg vastagságú, nem kristályos állapotú, szilárd vizet, mely már
elektronmikroszkópos vizsgálatoknak is alávethető volt (3. áb-
ra). A folyamat során szénfilmmel bevont gridre vizet porlasz-
tottak, amit ezután –190 °C-os folyékony etán- vagy propánfür-
dőbe merítettek. Az etán hűtését folyékony nitrogénnel oldották
meg. [17] A vékony vitrifikált vízréteg a krio-elektronmikrosz-
kópban közel egyenletes elektronabszorpciót mutatott. A kísér-
let során az amorf szerkezetű jég kristályos szerkezetűvé alakult,

amint a grid –140 °C fölé melegedett. A megfigyelésből Duboc-
het és kollégái levonták a következtetést, hogy a vitrifikált állapot
akár hosszabb ideig is megtartható a mikroszkópban, ha a grid
hőmérsékletét –160 °C alatt tartjuk. [15,18] A módszer az elkö-
vetkező években folyamatosan fejlődött, teljes potenciálját pedig

1984-ben érte el, amikor sikerült
szénhártyát nem tartalma-zó gri-
den létrehozni vírusokat tartal-
mazó, vékony, vitrifikált víz-réte-
get. A továbbfejlesztett módszer-
nél a vízréteg megfelelően vé-
kony a gyors vitrifikáció lezajlá-
sához, viszont elég vastag ahhoz,
hogy a vizsgálni kívánt biomole-
kula natív állapotában, egy réteg
vastagságba tudjon rendeződni a
vízrétegen belül (4. ábra). Du-
bochet és kollégái bebizonyítot-
ták, hogy minta-előkészítési eljá-
rásuk általánosan alkalmazható
más biológiai eredetű minták krio-
elektronmikroszkópos vizsgála-
tához is. [15,19] Az új eljárást azon-
nal széles körben alkalmazni kezd-
ték, és azóta is alkalmazzák a krio-
elektronmikroszkópia területén.

A technológia 
közelmúltbeli fejlődése

A krio-elektronmikroszkópiás kép-
alkotás következő nagy áttörését
az új elektrondetektorok megje-
lenése jelentette (CMOS, CCD).
Bár töltött részecskék detektálá-
sára már a 2000-es évek előtt is

használták ezeket a szenzorokat (elsősorban a csillagászat terü-
letén), elektronok detektálására csak a 2000-es évek közepén
kezdték alkalmazni őket. [20–24]

Legrégebb óta a szilíciumalapú CCD (töltés-csatolt eszköz)
szenzorokat használják, melyek technikai okokból nem közvetlen
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(a) (b)

3. ábra. Egy egyszerűbb (a) és egy elegánsabb (b) megoldás 
a fagyasztásos mintakészítés kivitelezésére [15]

4. ábra. A mintakészítés 
folyamata krio-elektronmikrosz-
kóphoz. Illusztráció: Johan 
Jarnestad/The Royal Swedish
Academy of Sciences. Az elektron-
mikroszkópos kép a Semliki 
erdei vírusról készült [18]

A mintát egy lyukacsos
szénhártyával bevont
réz gridre cseppentjük,
majd a feleslegben
maradt oldatot 
eltávolítjuk.

A folyékony nitrogénnel
hűtött etánba mártott
grid lyukait vitrifikált 
vízbe zárt részecskék
töltik ki. 

ETÁN

FOLYÉKONY
NITROGÉN

A grid lyukait kitöltő vékony
vízrétegben véletlenszerűen
orientáltan részecskék 
helyezkednek el monoréteg
vastagságban.

1

2

3



leképezésére is alkalmazható, miközben megmarad a lehetősé-
günk, hogy in-situ nagy felbontású információt nyerjünk ki a
bennük található molekulákról vagy komplexekről. [32,33] Az el-
múlt évek fejlesztéseinek köszönhetően a krio-elektronmikrosz-
kópia a nagyobb sejtek és sejtorganellumok oldatfázisú szerke-
zetvizsgálatától egészen a molekulakomplexek, molekulák és a
molekulákat felépítő atomok vizsgálatáig fejlődött.

A krio-elektronmikroszkópia azonban nem csak statikus szer-
kezetek vizsgálatára alkalmas. Mivel a minta-előkészítés része,
hogy a mintát tartalmazó oldatot gyors hűtésnek vetjük alá, le-
hetőségünk van a vizsgálni kívánt biológiai rendszert működés
közben egy adott fázisban befagyasztani. Például egy enzimet be-
fagyaszthatunk, miközben egy kémiai reakciót katalizál. A folya-
matról „pillanatfelvételeket” készíthetünk, ha azt különböző fá-
zisokban fagyasztjuk be. Így akár egy enzim működés közbeni
szerkezetváltozását is nyomon tudjuk követni. [34–39]

Az eddigi fejlesztéseket minden bizonnyal továbbiak fogják kö-
vetni, mind a technológiát, mind pedig a potenciális alkalmazá-
sokat tekintve. A jövőben talán képesek leszünk molekulákról ki-
nyerni nagy felbontású szerkezeti információt, vagy molekulák
közötti kölcsönhatásokat és dinamikus folyamatokat tudunk
majd megfigyelni, miközben azok a sejtekben vagy sejtorganel-
lumokban végbemennek. Egészen a közelmúltig a területen dol-
gozó kutatók jelentős része úgy gondolta, hogy a krio-elektron-
mikroszkópos technika elérte határát, és nem lesz lehetőség a fel-
bontás további növelésére. Ez a múltbéli általános vélekedés azon-
ban még inkább erősíti az elért eredmények jelentőségét, amit
Werner Kühlbrandt csak a felbontás forradalmának nevezett.
[40]                                                      ���
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módon detektálták az elektronokat, hanem közvetett módon,
elektron-fény konverzión keresztül (az elektronok által keltett fo-
tonokat érzékelve). Az eljárás hátránya, hogy az elektron-fény
konverzió többletzajt visz a detektált jelbe, aminek következtében
az esetek többségében a nagy felbontású képalkotásnál inkább
filmet használtak a CCD-technológia helyett.

Az új direkt elektrondetektorok 2012–2013-as elterjedésével új
lehetőség nyílt a nagy energiájú elektronok közvetlen detektálá-
sára, ami alacsony intenzitás mellett is kevésbé zajos, mint a
film. A detektorok másik előnye a képfrissítési sebességük, mely
folyamatos, filmszerű képrögzítést tesz lehetővé, amit a minta
elektronbesugárzás hatására bekövetkező folyamatos mozgásá-
nak kompenzációjára lehet alkalmazni. A detektor segítségével
az elektronszámlálás is lehetővé vált. [25,26]

A technológia további fejlődését szolgálta a téremissziós katód,
a hűthető mintaasztalok, [27] a Volta-fázislemez, [28] valamit az
automatizált adatgyűjtési technikák [29] és az új képfeldolgozó
és egyéb mérést kiszolgáló szoftverek megjelenése. [30,31]

Összefoglalás

Az első krio-elektronmikroszkóppal készített, nagy felbontású
képet 1990-ben mutatták be, majd egy évtizednek kellett eltelnie,
mire spirális és ikozaéderes részecskékről, filmre vett adatok
alapján, nagy felbontású szerkezeti képeket készítettek. A direkt
elektrondetektorok 2012–13-as bevezetése és az első kisebb, egy-
részecskés de novo atomi szerkezeti modellekről szóló beszámo-
lók megjelenése után (mint amilyen a membránfehérjék között a
TRPV1 ioncsatornáé is volt) a krio-elektronmikroszkópia gyorsan
a biológiai szerkezeti vizsgálatok alaptechnikájává vált (5. ábra).

Az egyrészecskés krio-elektronmikroszkópia egyedülálló a te-
kintetben, hogy nem igényel kristályos mintát, a vizsgálatokhoz
kis mennyiségű minta is elegendő és részecskék széles mérettar-
tományára alkalmazható, a hemoglobin-méretűektől (64 kDa) a
több megadaltonos részecskeméretűekig. A krio-elektrontomog-
ráfia még ennél is nagyobb szerkezetek, sejtorganellumok, sejtek
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5. ábra. A krio-elektronmikroszkópia 
felbontásának fejlődése glutamát-dehidrogenáz
enzimen szemléltetve. A kép bal oldala felől 
a jobb oldala felé haladva a modell egyre 
részletgazdagabb. Egy ekkora fehérje 
(334 kDa) ilyen részletgazdag leképezésére 
(felbontás 1,8 A° ) egészen 2012–13-ig kellett 
várni. 

Illusztráció: Martin Högborn, 
Stockholm University
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A P22 vírus a szalmonella bak-
tériumokat fertőzi meg. A vírus

(bakteriofág) fehérjeburkának fehér-
jéit krio-elektronmikroszkópiával tapogatták le. Az egyes fe-
hérjék alakját, szerkezetét, a többi fehérjéhez viszonyított hely-
zetét több ezer pásztázással állapították meg. A krio-elekron-
mikroszkópos felvételek eredménye alapján készült a felső ké-
pen látható számítógépes modell, ahol minden szín más fe-
hérjének felel meg. Az alsó képen a kapszid egyik alegysége
van kinagyítva.

A P22 bakteriofágot burkoló kapszid modelljének részlete
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