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Nobelova nagrada za kemiju za
2017. godinu: krio-elektronska
mikroskopija
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Prirodoslovno-matematicki fakultet
Horvatovac 102a, 10 000 Zagreb

Elektronski mikroskop vjerojatno je jedan od najuniverzalnijih
znanstvenih instrumenata koji ima nezamjenjivu ulogu u svim
prirodnim znanostima: u fizici i kemiji omogudio je istrazivanje
strukture materije do atomskih detalja, u biologiji je omogucio
vizualizaciju najsitnijih bakterija, virusa, stani¢nih organela i sta-
ni¢ne ultrastrukture poput citoskeleta, ribosoma, Cestica peludi
i drugo. Nemoguce je pobrojati sve primjene elektronske mi-
kroskopije u fundamentalnim i primijenjenim istrazivanjima, u
znanosti, ali i u industriji (metalurgija, farmaceutika, poluvodicka
industrija, itd.). Za danasnje vrijeme brzog razvoja tehnologije i
znanosti radi se o relativno “staroj tehnologiji”: prvi elektronski
mikroskop konstruirali su jo$ 1931. godine fizicar Ernst Ruska i in-
zenjer elektrotehnike Max Knoll, a ve¢ 1933. godine elektronski
mikroskop premasio je rezolucijom opticki mikroskop. Prvi ko-
mercijalni elektronski mikroskop proizveo je Siemens 1938. go-
dine. VaZnost elektronske mikroskopije prepoznata je i od strane
Svedske kraljevske akademije i nagradena Nobelovom nagradom
iz fizike 1986. godine. Jedan od laureata bio je i Ernest Ruska
koji je nagraden za svoj pionirski rad i razvoj prvog elektronskog
mikroskopa.

lako je podrucje biologije bilo jedno od prvih i vaznih podrucja
primijenjene elektronske mikroskopije, bioloski uzorci su zapra-
vo problematic¢ni za izravno promatranje elektronskim mikrosko-
pom: visoki vakuum potreban za rad elektronskog mikroskopa
doveo bi do dehidracije bioloskih uzoraka, a bombardiranje sno-
pom elektrona do unistenja osjetljivog bioloskog materijala. Stoga
promatranju bioloskih uzoraka pod elektronskim mikroskopom
prethodi slozena preparacija: fiksiranje prije uklanjanja vode,
naparavanje parama metala poput zlata ili platine, ili natapanje
otopinama teskih metala poput uranija, osmija, molibdena da bi
se bioloske strukture ucinile vidljivima i povecao kontrast pod
elektronskim mikroskopom. Alternativa je napraviti “odljev” bi-
oloskog uzorka od kompatibilnog materijala pa gledati njegovu
repliku pod elektronskim mikroskopom. Opisani postupci ne-
izostavno narudavaju stukturu bioloskih makromolekula, pa iako
je moguce vidjeti i vizualizirati stani¢ne strukture i Cestice poput
ribosoma ili pojedinac¢nih lanaca DNA i RNA, nije moguce vidje-
ti njihovu molekulsku strukturu konvencionalnom elektronskom
mikroskopijom. Sve do nedavno.

Konvencionalna elektronska mikroskopija je na svojem vrhuncu
(prije proboja krio-elektronske mikroskopije, op. a.) omogucila
stvaranje modela niske rezolucije (oko 20 A)" ili “omotaca” (eng.
envelopes) bioloski vaznih makromolekulskih struktura, ali primat
u rjesavanju makromolekulskih struktura na atomskoj rezoluciji
preuzela je rendgenska kristalografija. Tako su na atomskoj rezolu-
ciji ili rezoluciji bliskoj atomskoj rijeSene strukture virusnih cestica
(npr. simian virus 40),> komponente jezgrine pore,** supramo-
lekulski kompleksi ukljuceni u fotosintezu®® i druge vrlo kom-
pleksne stani¢ne supramolekulske tvorevine. Trijumf rendgenske
kristalografije u rjesavanju makromolekulskih struktura i supramo-
lekulskih kompleksa bila je serija ribosomskih struktura na prije-
lazu 20. i 21. stoljeca, za $to su Thomas A. Steitz, Ada E. Yonath i
Venkatraman Ramakrishnan nagradeni Nobelovom nagradom iz
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kemije 2009. godine, ili struktura B-adrenergic¢nih receptora (Ro-
bert J. Lefkowitz i Brian K. Kobilka, Nobelova nagrada iz kemije
2012. godine; vidi: Kem. Ind. 61 (11-12) (2012) 554-556, url:
http://silverstripe.fkit.hr/kui/assets/Uploads/554-556.pdf).

Jedan od ovogodisnjih dobitnika Nobelo-
ve nagrade, Richard Henderson i njegovi
suradnici pokazali su da se elektronskom
mikroskopijom mogu dobiti strukture bi-
oloskih makromolekula, rijesivsi strukturu
bakteriorodopsina u visokoj rezoluciji.”
Radi se o integralnom membranskom
proteinu, velikoj skupini proteina koji su
notorno problemati¢ni za kristalizaciju i
strukturnu analizu rendgenskom kristalo-
grafijom. Struktura bakteriorodopsina na
atomskoj rezoluciji bila je rezultat mukotrpnog rada koji je zapo-
¢eo ‘70-tih godina 20. stoljeca i kulminirao 1990. godine nakon
dugog, postupnog napretka. Struktura je rijeSena metodom elek-
tronske difrakcije na dvodimenzionalnim kristalima bakterioro-
dopsina. lako metoda difrakcije elektrona na dvodimenzionalnim
kristalima nije ni danas cesto primjenjivana metoda, mukotrpno
dobivena struktura bakteriorodopsina bila je od fundamentalnog
znacaja jer je pokazala dvije stvari: da je elektronskom mikrosko-
pijom moguce dobiti strukture biomolekula atomske rezolucije te
da elektronska mikroskopija moze konkurirati rendgenskoj krista-
lografiji u strukturnoj analizi bioloskih makromolekula.

Kao $to je vec receno, za proboj elektron-
skom mikroskopijom do molekulske razine
— kad su u pitanju bioloske makromolekule
— bilo je potrebno rijesiti dva fundamen-
talna problema: ocuvati nativnu strukturu
biomolekula i njihovih supramolekulskih
tvorevina te ih uciniti “vidljivima” bez do-
datnog tretmana ili fiksacije, koja bi takvu
strukturu narusila. Prvi problem rijesio
je drugi dobitnik ovogodisnje Nobelove
nagrade iz kemije, Jacques Dubochet i
njegovi suradnici procesom vitrifikacije. Vitrifikacija je postupak
brzog smrzavanja uzorka na temperaturu tekuéeg dusika, pri
¢emu otapalo zadrzava amorfnu strukturu bez stvaranja krista-
lica leda. Kristalizacija vode i stvaranje ledenih kristali¢a izrazito
je nepozeljna jer dovodi do snazne difrakcije zraka elektrona.
Zvudi jednostavno, no nije nimalo trivijalno zamrznuti uzorak u
tankom filmu, na mrezici koja sluzi kao nosac uzorka u elektron-
skom mikroskopu (slika 1). To se postize tako da se fino raspr-
Seni uzorak nanosi na odgovarajuéu mrezicu, koja se uranja u
kupelj tekuceg etana, hladenu tekué¢im dusikom. Od tuda i naziv
krio-elektronska mikroskopija, jer uzorak ostaje ohladen na tem-
peraturu tekuceg dusika prije i tijekom promatranja u elektron-
skom mikroskopu. U takvim uvjetima, u vitrificiranom otapalu,
bioloske makromolekule mogu zadrzati svoju nativnu strukturu,
a smrzavanje donekle rjesava i problem ostecenja uzorka pod
djelovanjem elektronskog snopa: inelasticni sudari i rasprsenje
elektrona uzrokuje kidanje kemijskih veza, ali dokle god atomi ili
dijelovi strukture ostaju na svojem mjestu, to nece bitno narusiti
izgled strukture.®
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Slika 1 — Priprema uzorka za krio-elektronsku mikroskopiju. Na standardnu mreZicu za elektronski mikroskop nanesen je uglji¢ni film
debljine oko 500 A s rupicama promjera 1 do 2 um. Uglji¢ni film ima potpornu ulogu za sloj pufera debljine oko 0,1 um, u
kojem su rasprsene Cestice od interesa. Tanak sloj pufera brzo se hladi i smrzava uranjanjem u tekuci etan, pri ¢emu nastaje
vitrificirani led. Uzorak na nosacu odrzava se na temperaturi ispod —160 °C tijekom pohrane i snimanja, da bi se sprijecilo
nastajanje kristala leda. Preuzeto L. Wang, F. J. Sigworth, Physiology 21 (2006) 13-18.

Slika 2 — Krio-EM slika GroEL u amorfnom (vitrificiranom) ledu pri pove-
¢anju 50 000 x. Izvor: Wikimedia Commons
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cryoem_groel.jpg).

Ostaje problem opazanja Cestica (biomo-
lekula) u vitrificiranom otapalu. Naime,
bioloske makromolekule izgradene su pre-
tezno od lakih atoma ugljika, dusika, kisika,
vodika i fosfora, i kao takve daju slab kon-
trast spram vitrificiranog otapala (slika 2).
Slika pojedine cestice mutna je, slabog
kontrasta i jedva se nazire spram pozadi-
ne. Zbog osjetljivosti makromolekulskih
struktura jakost snopa elektrona mora se
drzati na minimumu, $to dodatno pogor-
Sava stvar. Rjesenje je prikupiti iznimno velik broj slika cestica
(nekoliko desetaka tisuca) koje se zatim grupiraju, uprosjecuju,
izostruju te orijentiraju u prostoru. Metoda se naziva single par-
ticle analysis, odnosno jednocesti¢na analiza."® Naziv je mozda
zbunjujué, jer kao sto je reCeno metoda se temelji na analizi de-
setaka tisuca Cestica, ali te mikrofotografije (slike 2 i 3) tretiraju se
kao projekcija jedne vrste Cestica, odnosno kao projekcija istovr-
snih Cestice u slucajnoj orijentaciji. Stoga je presudno da uzorak
koji se promatra bude ¢ist i homogen, da u uzorku imamo samo
jednu vrstu Cestica, idealno u jednakoj konformaciji. Danasnje
metode rekonstrukcije toliko su uznapredovale da ¢ak mogu ra-
zluditi i smjesu dva ili ogranic¢enog broja Cestica u razli¢itoj kon-
formaciji. Slika 3 pojednostavljeno prikazuje glavne faze prilicno
kompleksnog postupka rekonstrukcije 3D-strukture iz pojedinac-
nih mikrofotografija, a zasluge za razvoj algoritama i racunalnih
metoda na kojima se temelji pripadaju Joachimu Franku, trecem
dobitniku Nobelove nagrade iz kemije za 2017. godinu. Konacan
rezultat nije stati¢na slika molekule, ve¢ trodimenzionalni model
molekule cija se rezolucija danas priblizava i preklapa s rezoluci-
jom rendgenske kristalografije®'® (sve do 2 — 3 A; slika 4). Single

Elektronski snop pogada nasumic¢no
1 orijentirane proteine, koji ostavljaju
obris na filmu ili detektoru

2 Racunalo prepoznaje obrise koji ostavljaju
Cestice proteina od pozadinskog Suma i
razvrstava ih po sli¢nosti
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visoke rezolucije
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Slika 3 — Rekonstrukcija trodimenzionalne strukture proteina ili bioloske
molekule krioelektonskom mikroskopijom. Postupak prikazan
na slici naziva se single particle cryoEM (krioelektronska mikro-
skopija pojedinacne Cestice). Prilagodeno iz materijala Svedske
kraljevske akademije znanosti.

particle krio-elektronska mikroskopija (eng. Single particle cryo-
EM) danas je dominantna metoda rjesavanja prostorne strukture
bioloskih makromolekula upotrebom elektronske mikroskopije.
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Slika 4 — Dramatican napredak krioelektronske mikroskopije posljednjih
godina na primjeru enzima glutamat-dehidrogenaze, od mapa
elektronske gustoce niske rezolucije (lijeva strana) do vizualiza-
cije enzima do atomske rezolucue (1,8 A) Preuzeto sa stranice
www.nobelprize.org (https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/
chemistry/laureates/2017/fig_ke_en_17_blobology.pdf).

U svega nekoliko godina krio-elektronska mikroskopija namet-
nula se kao ozbiljna alternativa rendgenskoj kristalografiji u struk-
turnoj biologiji (slika 5). Ironijom sudbine, u podrucju strukturne
analize ribosoma i ribosomskih kompleksa istisnula je rendgensku
kristalografiju i prometnula se u glavnu metoda izbora. Krio-EM
prigrlili su ¢ak i veterani rendgenske kristalografije poput nobelov-
ca Venki Ramakrishnana,™ ili Nenada Bana (ETH, Zirich), naseg
istaknutog znanstvenika iz podrucja strukturne biologije, suradni-
ka nobelovca Thomasa A. Steitza i jednog od pionira strukturne
analize ribosoma rendgenskom kristalografijom. Glavne predno-
sti krio-elektronske mikroskopije su Sto ne zahtijeva prethodnu
kristalizaciju makromolekule ili makromolekulskog kompleksa
radi strukturne analize i Sto su analizi krio-elektronskom mikro-
skopijom dostupni uzorci koje je tesko prirediti u velikim kolici-
nama potrebnim za kristalizaciju (npr. mitohondrijski ribosomi).'?
Dodatni zamah podrucju krio-elektronske mikroskopije dala su
dodatna tehnoloska unaprjedenja i inovacije, poput razvoja di-
rektnih detektora elektrona (eng. DDD, direct electron detector
device), koji su idealni za prikupljanje signala u uvjetima slabog
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Slika 5 — Godisnji porast broja makromolekulskih struktura rijesenih
elektronskom mikroskopijom. Plavi stupci predstavljaju godisnji
prirast dostupnih struktura, a narancasti stupci ukupan broj do-
stupnih struktura. Podatci za 2017. godinu obuhvacaju strukture
deponirane do 31. listopada 2017. godine, kada je bilo dostu-
pno ukupno 1792 struktura rijesenih primjenom elektronske mi-
kroskopije. Izvor: The Protein Data Bank (http://www.rcsb.org).
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elektronskog ozracivanja i superiorni konvencionalnim kamera-
ma CCD ili CMOS.%? Nobelovom nagradom za kemiju 2017. go-
dine i formalno je priznat dramatican razvoj i vaznost krio-elek-
tronske mikroskopije na podrucju strukturne biologije i biokemije
posljednjih nekoliko godina: od prve atomske strukture bakteri-
orodopsina do danas (studeni 2017. god.) u javnim bazama po-
dataka pohranjeno je priblizno 1800 struktura, s time da je preko
1000 struktura deponirano od 2015 godine do danas' (slika 5).
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