I. fejezet. A krio-elektronmikroszkopiardl dichéjban
A krio-elektronmikroszkopia cimsz6 alatt biologiai mintak nagyon alacsony hémérsékleti,

nagy felbontasu, transzmisszios elektronmikroszkdpos vizsgalatait fogjuk targyalni. A ,,nagyon
alacsony hoémérsékletek” kifejezés a cseppfolyds nitrogén forraspontja (-196 °C) kortli
homérsékletekre vonatkozik. Innen szarmazik a krio- elétag a mikroszkopia elnevezésében, bar
az eredeti gorog ,kriosz” csak jeghideget jelent. A legmagasabb hémérséklet, amit a
vizsgalando minta elérhet, -140 °C koriil van, mert ennél magasabb hémérsékleten az amorf
allapotu jég kristalyosba megy at, és ez karositja a minta szerkezetét. A vizsgalatok celja
haromdimenzids rekonstrukcio készitése az elektronmikroszkopos képekbdl, tekintettel arra,
hogy a bioldgiai mintdk funkcidjukat hdrom dimenzidban fejtik ki, (példaul a fehérjék
feltekeredés utan). Tovabbi cél, hogy a krio-elektronmikroszkopia (tovabbiakban krio-EM)
szerkezeti informécidt nyujtson a szerkezetbiologusoknak, ami alapjaul szolgalhat az adott
makromolekula vagy sejt miikddésének megértéséhez. Ez a torekvés szorosan Osszefiigg a
szerkezeti bioldgia azon elvével, hogy a szerkezet meghatdrozza a miikddést. Sok, kiilonboz6
sz0g alatt készitett elektronmikroszkopos kép szlikséges ahhoz, hogy beléliik haromdimenzids
objektumot lehessen rekonstrualni.

Két modszert fogunk részletesen targyalni: az egyedi részecskék analizisét és a krio-
elektrontomogréfiat.

Az egyedi részecskék analizise (angolul Single Particle Analysis, roviden SPA) az elnevezéstol
eltéréen nem egyetlen részecske vizsgalatat jelenti, hanem sok azonos tulajdonsagu
részecskeét. A kétdimenzios  elektronmikroszkopos  felvételekb6l — rekonstrualjak  a
haromdimenzids objektumot. Biokémiai minta-elékészitéssel igyekeznek elérni, hogy csak
azonos tulajdonsagn részecskék fordulhassanak e¢l6 a mintaban. A modszer tokéletesitése réven
az is megengedetté valt, hogy azonos tulajdonsagd molekuldk konformacios valtozatai is
eléfordulhassanak. A biologiai makromolekulak dinamikus szerkezetvaltozasai nyomon
kovethetok az SPA-val, ami noveli az esélyt, hogy a szerkezetbdl a miikodésre lehessen
kovetkeztetéseket levonni.

A minték (pl. fehérjék) oldat formajaban kerulnek fel a mintatartd mikrostélyra. Bar kdzel nativ
allapotban 6rzédnek meg a gyors fagyasztas folyaman, a vizsgalat in vitro jellegli, mert a
vizsgalt makromolekuldk kornyezetiikbdl kiszakitva vannak jelen.

Az egyedi részecskék analizise nem tételez fel kristalyos mintaszerkezetet, és tobbek kdzott ez
az, ami a krio-elektronmikroszkdpia létjogosultsagat indokolja a rontgenkrisztallografia mellett
a biologiai makromolekuldk vizsgalataban. Fontos tovabba, hogy az egyedi részecskék

mikroszkopos vizsgalata szimmetrikus mintaszerkezetet sem tételez fel. Ha a mintaban megis
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vannak szimmetriatulajdonsagok, akkor azok megkonnyitik a vizsgalatot: sokkal kevesebb

képet kell késziteni a szimmetridk miatt.
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1.1. &bra. Az egyedi részecskék krio-elektronmikroszkdpos analiziséhez (KEMIAI NOBEL-
DIiJ 2017 1)

Az 1.1. abra szerint a hasonld, de zajos és kis kontrasztl elektronmikroszkopos képeket a
szamitogép egy csoportba rakja. A csoporton belul a képek 6sszegzésével és atlagolasaval
noveli a kontrasztot. Az eltéré csoportok eltérd orientacioban felfekvo részecskéknek felelnek

crer
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haromdimenzids objektumot. Az itt nagy vonalakban felvazolt 3D rekonstrukciot
részletesebben targyaljuk a IV. fejezetben.

A krio-elektrontomografidban (angolul cryo-electron tomography, a tovabbiakban krio-ET)
kevés vagy egyetlen biologiai objektum all rendelkezésre. Ekkor a mintatarto dontésével lehet
elérni, hogy kiilonb6z6 iranya  vetiileteket  készitsink az = objektumrol az
elektronmikroszkdpban, és ezekbdl rekonstruéljuk a 3D objektumot.

Ehhez hasonl6 vizsgélatrol hétkdznapjainkban is tobbet lehet hallani a koérhézi rontgen
komputer-tomografia (CT) révén. Esetlinkben nem rontgen-, hanem elektronsugarral végzik a
vizsgalatot a krio-elektronmikroszképon belil, és nem makro-, hanem mikro-objektumokon.
Akrio-ET miiszaki feltételei azonosak az egyedi részecskék analizisével. A minta
kristalyossaga itt sem kdvetelmény.

A krio-ET-vel heterogén mintékat, nagyobb szerkezeti egységeket vizsgalnak, mint SPA-val,
példaul sejteket, sejtszervecskéket, szoveteket. A vizsgalat sok esetben in vivo-nak tekinthetd,
mivel a vizsgalt egységeket nem szakitjak ki természetes kornyezetiikbol. (A krio-ET-t
részletesen az V. fejezetben targyaljuk.)

A krio-EM kulcsfontossagu vonasa a minta olyan ultragyors meritéses fagyasztasa, hogy kozel
nativ allapotban maradjon meg, viztartalma amorf jég formajaba fagyjon meg (1.2. abra).
A masik fontos tényez6 pedig a direkt elektrondetektorok (Direct Electron Detectors, DED)
kifejlesztése volt. Ez a detektortipus nem allit eld az elektronokbdl fényt, majd a fénybdl ismét
elektronokat, mint az addig hasznalatos CCD-kamerak, hanem kozvetlenill detektalja az
elektronokat. JelentOsen javitotta a képekben a jel/zaj viszonyt a kordbbi detektortipusokhoz
képest, és ezéltal hozzajarult a felbontdképesség javulasahoz.

A krio-EM, mint a rontgenkrisztallografia lehetséges alternativaja, kiilondsen népszeriivé valt
a direkt elektrondetektorok 2013 utani elterjedését kovetden. A fehérjek szerkezetét az elmalt
60 évben rontgensugarakkal tanulmanyoztak, amihez a fehérjéket ki kell kristalyositani.
Azonban sok fehérje nehezen vagy egyéltalan nem kristalyosithatd. Ez motivélta a krio-
elektronmikroszkopos fejlesztéseket, tekintettel arra, hogy a krio-EM-hez nem sziikséges, hogy

a vizsgalando minta kristalyos legyen.
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1.2. dbra. Az ultragyors meritéses fagyasztas (angolul plunge freezing) séméaja. (KEMIAI
NOBEL-DIJ 2017 2)
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1.3. 4bra. A direkt elektrondetektor altal hozott felbontasjavulas. (KEMIAI NOBEL-DIJ 2017
3)

Sokszor idézik az irodalomban Richard Feynman Nobel-dijas fizikus ,, There is plenty of room
at the bottom” cimi eléadasat (FEYNMAN 1959). Ha ennek idézése valahol iddszerti, akkor
ez az a hely. Azt mondja a fizikus Feynman a bioldégusok nevében: ,,Sajndlatos modon a
jelenlegi mikroszkopok egy kicsit tal durvan képeznek le. Csindlj egy szadzszor jobb
mikroszképot, és a bioldgia sok problémaja sokkal kénnyebben megoldhat6 lesz.” A jelenlegi
0,5A-6s rekordfelbontassal nem szaz-, hanem csak hlsszoros javulast értek el az akkori

értékhez képest, de ez a fejlodés is rendkiviili hatassal volt a biologiai tudomanyokra.



A mikroszkopok felbontasanak fejlodését abrazold gorbét (1.4. abra) éppen attdl a H. Rose-tdl
idézzuk, aki a szferikus aberracid korrigalasaval hozzajarult ahhoz, hogy a jelen kor
transzmisszios elektronmikroszkopja képes legyen a 0,5A felbontésra.
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1.4. dbra. A mikroszkopok felbontasanak javuldsa az évek fliggvenyében. Az (res piros kor
még joslasnak szdmitott a kozlemény megjelenése idején. (ROSE 1994). A fénymikroszkdpra
vonatkozo kék gorbe pedig ma mar kiegészitésre szorul, mert jelenleg a szuperfelbontasu
fluoreszcens mikroszkdopokkal az abrabdl leolvashaté 200A felbontas helyett mar 20A-nél is
jobb felbontas érhetd el.
Anyagtudomanyi mintakon sokkal jobb felbontast lehet elérni, mint biologiai mintakon, mert a
bioldgiai mintdk az elektronnyaldb alatt sugarkarosodast szenvednek, masrészt elveszitik
viztartalmukat  (dehidratalédnak) az  elektronmikroszkop  vakuumanak  hatasara.
A sugarkarosodas kilondsen a nagy nagyitasoknal jatszik szerepet, mert ekkor nagy
arams(riséggel kell dolgozni, hogy elfogadhato kontrasztu képet kapjunk. A minta fagyasztasa
sokaig nem oldotta meg a bioldgiai mintdknak a vakuumban bekovetkezd vizvesztési
problémajat. Ugyanis fagyasztaskor a vizsgdlandd mintaban keletkezé kristalyos jég (a
hangsuly a kristalyoson van) ugyanigy tonkreteszi a mintat, mint a viztartalom elvesztése. Ez
mar az 1940-es években ismert volt (LUYET 1940).
Nobel-dijat ér6 felfedezés (2017 kémiai Nobel-dij) volt, amikor Dubochet megtalalta annak a
maodjat, hogyan kell biologiai mintat tgy preparalni, hogy az kozel nativ, hidratalt allapotban
megmaradjon az elektronmikroszkopos vizsgélat alatt (DUBOCHET 1982, ADRIAN és
DUBOCHET 1984). A mintak fagyasztasa az elsd pillanatra természetesnek tiinik, de ha



hozzatesszik, hogy 1 um amorf jég létrehozasdhoz a viz fagyasztasi sebessége
~10° °C/masodperc koriil kell hogy legyen, akkor ,.elhiil” az ember (DUBOCHET 1988).
A minta ultragyors, meritéses fagyasztasa folyékony etanban (angolul plunge freezing) azt
eredmeényezi, hogy a minta viztartalma amorf jég formajadban fagy meg. Szokas ezt a
jégmodosulatot livegszerti jégnek is nevezni (vitreous ice), utalva az iiveg amorf szerkezetére,
és a vitrifikalas kifejezés ezt a gyors fagyasztasi folyamatot jeldli.

Taylor ¢és Glaeser volt az elsd, aki fagyasztott, hidratdlt mintdkat vizsgalt
elektronmikroszkdpban (TAYLOR és GLAESER 1974 és 1976). A vizsgalt katalaz kristaly
védorétegek kozott volt beagyazva (C+SiO a minta alatt és felett), igy nem karosodott.
A szerzok tévesen nem az amorf jégnek, hanem a védorétegeknek tulajdonitottadk a minta jo
mindségének megmaradasat. Dubochet hivatkozik Taylor ¢és Glaeser vizsgalataira
(DUBOCHET 1984, 2018), hogy nagy hatéssal voltak a munkéjara, de az elismerés, a Nobel-
dij, Dubochet-nak jutott ki. Az els6 ultragyors meritéses fagyasztassal késziilt felvételek (1.5.
abra) egy uj korszak kezdetét jelentették a biologiai mintak preparalasaban.

A 2017-es kémiai Nobel-dij a krio-elektronmikroszkopia kifejlesztéséért és az oldatban 1évo
biomolekulak nagy felbontasu szerkezet-meghatarozasaért (Jacques Dubochet, Joachim Frank,
Richard Henderson) rairanyitotta a vilag figyelmét arra, hogy itt valami nagyon jelentds
dologrol van sz6. Dubochet a mintapreparalast, Frank a haromdimenziods elektronmikroszképiat
fejlesztette, Henderson pedig a bioldgiai mintak elektronmikroszkopos szerkezetvizsgalatanak
¢lharcosa volt a kezdetektdl fogva, és az Un. direkt elektrondetektor kifejlesztésében is

tevékenyen részt vett.

1.5. &bra. Semliki forest virus elektronmikroszkopos képe. Gyorsitdfesziiltség 80kV,
elektronoptikai nagyitas 15 000x, teljes elektronddzis 10 e /A% (Megj. Semliki forest Uganda
nemzeti parkja). (ADRIAN és DUBOCHET 1984)
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Lehet-e veletlen, hogy az emberiség a baktériumok elleni kiizdelmet eddig sikeresebben
folytatta, mint a virusok ellen? Nem. A virusok sokkal kisebbek, mint a baktériumok. A virusok
tobbségének mérete 20-300 nm kdzott van, a baktériumoké az 1-10 pum tartomanyba esik (1.6.
abra). Amit nem latunk, az ellen nehezebb harcolni. Tovabba nem elég latni, hanem elég nagy

felbontasban kell latni ahhoz, hogy hasznos informaciot nyerhessiink egy objektumrol.
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1.6. abra. A méretskala szemléltetése bioldgiai objektumokkal (WIKIPEDIA)

Lehet-e gyakorlati haszna a krio-elektronmikroszkdpidnak? Igen! A 2019-es koronavirus-
jarvany idején a korokozdé SARS-CoV-2 virus szerkezetét az esetek tdlnyomo tébbségében
krio-EM-mel vizsgaltak. A krio-EM a gyogyszeriparnak fontos segédeszkoze. A fehérjék és a
potencialis hatéanyagok kolcsonhatasanak vizsgalata jelentés szerepet tolt be a
gyogyszerfejlesztésben. Az orvostudomany szamara pedig elengedhetetlen, hogy értsik a
fehérjék mukodését; ehhez pedig ismerni kell a szerkezetiiket.

A krio-EM alkalmazési sokféleségét jol érzékelteti az Elektronmikroszkopos Adatbank

internetes nyitdlapjanak abraja, amit a gyorskereséshez készitettek (1.7. &bra):

Click on one of these categories:

ol

GroEL Microtubule Polymerase Helicase

& TEgrd

Entries with Single particle Tomography Helical <5A
fitted models reconstruction resolution

1.7. abra. Az Elektronmikroszkdpos Adatbank (EMDB) internetes nyitélapja
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/



https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/

Bar manapsag csucsteljesitményii elektronmikroszkopokkal mar a 2-3 A méretii atomok is
lathatok, sajnos a 0,5 A koriili felbontas bioldgiai mintak esetében még nem realizalhato.
(Apoferritinen érték el eddig a legjobb felbontast, 1,25 A-t. (NAKANE 2020, YIP 2020)).
A bioldgiai mintaknal az emlitett két hatas, az elektronnyaldb okozta sugarkarosodas, valamint
az elektronmikroszkép vékuumdnak dehidratdlo hatdsa erds korlatokat szab a
felbontoképességnek.

Kézenfekvd, hogy a mintat az elektronmikroszkopban a lehetd legkisebb intenzitasu sugérral
vizsgaljak, ezzel minimalisra csokkentve a sugarkarosodast. A krio-EM el6tt mar ismerték az
alacsony dozisu elektronmikroszkopiat, de az alacsony intenzitdsu besugarzaskor
kontrasztszegény (kisebb mint 1% kontraszt) képeket nyertek. Manapsag mar jobbak a
detektorok, és alacsony ddzist besugarzaskor is jobb kontraszt képet adnak az emlitett 1%-
nal. A konvencionalis elektronmikroszkdpiaban a kontraszt ndévelésére a bioldgiai mintakat
nehézfémek sooldataval festik meg (pl. uranil-acetat vagy ozmium-tetroxid). A hattér a
hozzédadott nehézfémektdl sotét lesz, a vizsgalandd minta vildgos, és latvanyosan szép képeket
lehet kapni. Ennek az un. negativ festésnek hatranya, hogy kb. 15 A-6s felbontasnal jobbat nem
lehet elérni vele a festék szemcsemérete miatt, és ez elégtelen a bioldgiai makromolekulak
szerkezetének nagy felbontasu meghatarozasahoz. (A nagy felbontas emlitésekor az elsé
kozelitésben gondoljunk 4 A-nél jobb felbontasra (MALHOTRA 2019), késSbb pontositjuk a
felbontés fogalmat és az elérhet értékeket is.)

Biologiai mintakon a felbontoképességet 35 A-rél 3,5 A-re javitani 30 évbe tellett
(DUBOCHET 2016). A negativ festésti mintakat a krio-EM vizsgalatokat megel6z6en is
hasznaljak informaciogyiijtésre, mert a negativ festés a kis felbontdst informéaciokat
kontrasztosabban adja, mint a krio-EM.

Hangsulyozni kell, hogy ultragyors meritéses fagyasztaskor a vizsgalandé bioldgiai minta kozel
nativ, hidratalt allapotban marad meg. Ezt kisérletileg is ellendrizték: sok esetben a fagyasztott
objektumok a jég felolvasztasa utan is szaporodasra voltak képesek.

Az els¢ sikeres molekuldris szerkezetmeghatarozas elektronmikroszkdépos mérésekbdl
kristalyos(!) mintakon, bibor membranon (bakteriorodopszin) és katalaz mintakon tértént
(UNWIN 1975 és HENDERSON 1975). Az elébbieken 7A, az utoébbiakon 9A felbontast értek
el. A mintak festés nélkiiliek, szobahdmérsékletiiek voltak, cukoroldattal atitatva. A beszaradt
cukor szolgélt a minta szerkezetének stabilizalasara. Az alacsony dozisu felvételeken szabad
szemmel molekulak nem voltak lathatok, csak a kristadlyszerkezetben meglévd
periodicitasoknak volt kdszonhetd, hogy az ,,atlagos” molekuldhoz sziikséges informaciok

kinyerhetok voltak. Henderson csak 1990-ben tudott a ultragyors hiités alkalmazéisaval a
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bakteriorodopszin 7 A-os felbontasabol a 3,5 A felbontasaig eljutni (HENDERSON 1990).
Ekkor mar a fehérje oldallancain 1évé aminosavak is interpretalhatok voltak a rekonstrualt
modellben. A torténethez hozzatartozik, hogy Henderson csak akkor fordult az
elektronmikroszkopia felé, amikor kideriilt, hogy a feladatot rontgen-krisztallografiaval nem
tudja megoldani.

A krio-EM-mel kristalyos minték is vizsgalhatok, de itt csak futdlag emlékeziink meg a
kétdimenzios elektronkrisztallografiardl (2D electron crystallography) és a haromdimenzids
A kétdimenzios elektronkrisztallografia kozel all a rontgenkrisztallografiahoz, de megis
kiilonbozik téle. A legfobb kiilonbség abban foglalhaté Gssze, hogy az elektronsugarnak az
anyaggal valé kolcsonhatasa 100 000-szer vagy 1000 000-szor erGsebb, mint a
rontgensugaraké. Kovetkezesképpen elektronsugarral olyan kis mintdkon is lehet jol
értékelhetd diffrakcidos képet késziteni, amelyeken rontgensugarakkal nem lehetséges.
A ,kétdimenziés” jelz6 a vizsgalt minta vékonysagara utal, amely monoréteg vastagsagu.
A kristalyos minta periodicitdsa megkdnnyiti, hogy ne kelljen olyan sok felvételt késziteni a
szerkezet rekonstrualasdhoz, mint a nemkristalyos egyedi részecskék analizisekor. Ezért nem
véletlen, hogy az els6 sikeres elektronmikroszkopos molekularis szerkezetrekonstrukcid
periodikus szerkezetli mintakon tortént.

A haromdimenzids elektronkrisztallogréfiaban (més néven mikrokristaly elektrondiffrakcio
micro-ED) a ,,hdromdimenziés” jelzé a vizsgalandd kristally méretére vonatkozik, és azt
mutatja, hogy nem szukséges, hogy monorétegeket vizsgaljunk. A mikrokristaly
elektrondiffrakcid nem tévesztendd Ossze a transzmisszios elektronmikroszkopidabdl ismert
mikrodiffrakcioval, amelyben a ,,mikro-" el6tag a vizsgalt teriilet kis méretére utal.

A koltségek igen magasak: egy krio-EM ~10 millio dollarba keril, kb. ugyanennyibe keril az
infrastruktira kiépitése (magas, stabil épiilet), és a napi miikodési koltsége ~10 ezer dollart tesz
Ki. Vinothkumar és Henderson a krio-elektronmikroszkdpia gyors elterjedésének érdekében azt
szorgalmazza, hogy a gyartok fejlesszenek ki sokkal olcsébb 100 kV-os krio-EM-eket a draga
300 kV gyorsitofesziiltségli  krio-elektronmikroszkopok helyett (VINOTHKUMAR és
HENDERSON 2016).

A krio-EM 1j és nagyon gyorsan fejlodo teriilet: 2013-tol kezdédben a krio-EM-ben végbement
egy ,,felbontasi forradalom” (angolul joI hangzd resolution revolution, KUHLBRANDT 2014),
ami nagyobbrészt az un. direkt elektrondetektor kifejlesztésének tulajdonithaté (1.8.4bra).
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1.8. &bra. a/ Az Elektronmikroszkdpos Adatbankba (Electron Microscopy Data Bank, EMDB)
kerult, feltérképezett szerkezetek kumulativ szama, b/ a legjobb és atlagos felbontas az
esztenddk fliggvényében. (EMDB 2021)

Az U detektortipus elterjedésével jelentésen megnétt az Elektronmikroszkopos Adatbankba
bekertilt krio-EM szerkezetmeghatarozasok szama (1.8.a/ abra), ezzel parhuzamosan javult a
krio-EM felbontoképessege is (1.8.b/ abra). (A kisebb érték jobb felbontést jelent.
A stirtiségtérkép 1V.2.4. pont.)

Bér a téma eddigi ismertetése meglehetdsen rovid, de nem minden tanulsag nélkiili. Vegyiik
¢szre, hogy amikor Klug vagy Henderson a kitlizott célt nem érte el az addig mivelt
rontgenkrisztallogréfiaval, nyitottak voltak egy Uj modszer megtanuldsara. Bamulatos
kitartassal hosszU éveken &t kizdottek a probléma megoldasaért. Amikor Henderson
elektronmikroszkopja Cambridge-ben nem volt elég jo, akkor bakteriorodopszin mintaival a
Svéjcban dolgozé Dubochet-t latogatta meg, majd Zeitlert a berlini Fritz-Haber-Institute-ban és
vegul az amerikai Berkley-ben dolgozé Downingot és Glaesert. (HENDERSON Nobel-
el6adasanak a videoja.) Ez a kooperacios készség szintén tanulsaga ennek a rovid attekintésnek.
A krio-EM-r61 szamos jol megirt dsszefoglald cikk jelent meg (BAI 2015, CHENG 2015A,
CHENG 2015B, CHENG 2015C, HENDERSON 2015, NOGALES 2015, PASSMORE 2016,
SKINIOTIS 2016, VINOTHKUMAR 2016, WU 2016, MARTYNOWYCZ 2018,
MURATA 2018, QUENTIN 2018, SATO 2018, LYUMKIS 2019).

Irodalom
ADRIAN, M., DUBOCHET, J. et al. (1984): Cryo-electron microscopy of viruses, Nature 308,

32-36.
BAI, X. et al. (2015): How cryo-EM is revolutionizing structural biology, Trends in
Biochemical Sciences 1-9, http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2014.10.005.
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