FOTOGRAFIARON LA VIDA A NIVEL ATOMICO

Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson han recibido el Premio Nobel de Quimica 2017
por haber desarrollado un método eficaz para generar imagenes tridimensionales de las moléculas de la
vida. Usando microscopia crioelectrénica los investigadores pueden ahora congelar biomoléculas en pleno
movimiento y fotografiarlas con resolucién atémica. Esta tecnologia ha llevado a la bioquimica a una nueva
era.

En los ultimos afios asombrosas estructuras de la maquinaria molecular de la vida han llenado la literatura
cientifica (figura 1): el dispositivo de inyeccion de la Salmonella para atacar las células; proteinas que con-
fieren resistencia a la quimioterapia y a los antibidticos; complejos moleculares que rigen los ritmos circadia-
nos; complejos que capturan la luz en la fotosintesis y un sensor de presioén similar al que nos permite escu-
char. Estos son solo algunos ejemplos de los cientos de biomoléculas que han sido fotografiadas utilizando
microscopia crioelectrénica (cryo-EM).

Cuando los investigadores comenzaron a sospechar que el virus Zika estaba causando la epidemia de re-
cién nacidos con dafio cerebral en Brasil, recurrieron a la cryo-EM para visualizar el virus. A lo largo de unos
meses se generaron imagenes tridimensionales (3D) del virus con resoluciéon atdmica, y asi los investigado-
res pudieron comenzar a buscar productos farmacéuticos efectivos contra ellos.

Figura 1. En los ultimos afios los investigadores han publicado estructuras atémicas de numerosos
complejos de proteinas.

a) Un complejo de proteinas que rige el ritmo circadiano. b) Un sensor que registra los cambios de
presion en el oido y nos permite escuchar. c) El virus Zika.

Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson han hecho descubrimientos innovadores que han
permitido el desarrollo de la cryo-EM. El método ha llevado a la bioquimica a una nueva era, ahora es mas
facil que nunca capturar imagenes de biomoléculas.

Las imagenes: una clave importante para el conocimiento

En la primera mitad del siglo XX, las biomoléculas (proteinas, ADN y ARN) eran terra incognita en el mapa
de la bioquimica. Los cientificos sabian que desempefiaban papeles fundamentales en la célula, pero no
tenian idea de su aspecto. Fue en la década de 1950 cuando los investigadores de Cambridge comenzaron
a exponer los cristales de proteinas a rayos X, observando por primera vez sus estructuras en espiral.

A principios de la década de 1980 el uso de la cristalografia de rayos X se complementd con el uso de la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) para estudiar proteinas en estado sélido y en solu-
cion. Esta técnica no solo revela su estructura, sino también como se mueven e interactian con otras molé-
culas.

Gracias a estos dos métodos hay bases de datos que contienen miles de modelos de biomoléculas que son
utilizadas desde la investigacion basica hasta el desarrollo de farmacos. Sin embargo ambos métodos tie-
nen limitaciones fundamentales. La RMN en solucion solo funciona para proteinas relativamente pequefias.
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La cristalografia de rayos X requiere que las moléculas formen cristales bien organizados, como cuando el
agua se congela formando cristales de hielo. Las imagenes obtenidas son como las antiguas fotografias en
blanco y negro: imagenes estaticas que revelan muy poco acerca de la dindmica de la proteina.

No obstante, muchas moléculas no forman cristales, lo que motivé que Richard Henderson abandonara la
técnica de rayos X en la década de 1970. Aqui comienza la historia del Premio Nobel de Quimica 2017.

Los problemas con los cristales hicieron que Henderson cambiara de pista

Richard Henderson hizo su doctorado en el grupo de cristalografia de rayos X de Cambridge, Reino Unido.
Uso6 el método para obtener imagenes de proteinas, pero surgieron dificultades cuando intentd cristalizar
una proteina incrustada en la membrana que rodea la célula.

Las proteinas de membrana son dificiles de manejar. Cuando se retiran de su entorno natural la membrana,
a menudo, se transforma en una masa amorfa. La primera proteina de membrana con la que Richard Hen-
derson trabajo fue dificil de producir en cantidades adecuadas; la segunda no cristaliz6. Después de afios
de decepciones, recurrié a la unica alternativa disponible: el microscopio electrénico.

En ese momento se discutia sobre si la microscopia electrénica realmente era una opcioén. La microscopia
electrénica de transmision, como se llama la técnica, funciona mas o menos como la microscopia ordinaria,
pero, en lugar de luz, se envia un haz de electrones a través de la muestra. La longitud de onda de los elec-
trones es mucho mas corta que la de la luz, por lo que el microscopio electréonico puede hacer visibles es-
tructuras muy pequefias, incluso la posicion de los atomos individuales.

En teoria la resolucién del microscopio electrénico era mas que adecuada para que Henderson obtuviera la
estructura atébmica de una proteina de membrana, pero en la practica el proyecto era casi imposible. Cuan-
do se inventd el microscopio electrénico en la década de 1930, los cientificos pensaban utilizarlo para estu-
diar la materia inanimada. El intenso haz de electrones necesario para obtener imagenes de alta resolucion
destruye el material bioldgico vy, si el haz se debilita, la imagen pierde su contraste y se vuelve borrosa.

Ademas, el microscopio electrénico requiere trabajar en vacio, una condicion en la que las biomoléculas se
deterioran porque el agua se evapora. Cuando las biomoléculas se secan, pierden su estructura natural,
haciendo inservibles las imagenes.

Casi todo indicaba que Richard Henderson fracasaria, pero el proyecto se salvd gracias a la proteina que
habia elegido estudiar: la bacteriorrodopsina.

Lo mejor no era lo suficientemente bueno para Henderson

La bacteriorrodopsina es una proteina de color purpura que esta incrustada en la membrana de los orga-
nismos fotosintetizadores donde captura la energia de los rayos del sol. En lugar de eliminar la proteina
sensible de la membrana, como Richard Henderson habia intentado anteriormente, tomaron la membrana
purpura completa y la colocaron bajo el microscopio electronico. Cuando la proteina permanecié rodeada
por la membrana, conservo su estructura; ademas cubrieron la superficie de la muestra con una solucién de
glucosa que la protegia de la desecacion cuando se hacia el vacio.

El fuerte haz de electrones fue un problema importante, pero los investigadores aprovecharon la forma de
empaquetarse las moléculas de bacteriorrodopsina en la membrana. En lugar de utilizar un haz estandar
hicieron pasar un flujo mas débil a través de la muestra. El contraste de la imagen era pobre y no podian ver
las moléculas individuales, pero teniendo en cuenta que las proteinas se empaquetaban y orientaban
regularmente en la misma direccién, todas las proteinas difractan los haces de electrones de una manera
casi idéntica, lo que permitiéd calcular una imagen mas detallada basada en el patrén de difraccion que
utilizaba un enfoque matematico similar al utilizado en la cristalografia de rayos X.



Figura 2. El primer modelo aproximado
de bacteriorrodopsina, publicado en
1975. Imagen de Nature 257: 2 8 -32

En la siguiente etapa los investigadores giraron la membrana bajo el
microscopio electrénico, tomando imagenes desde diferentes angulos.
De esta manera (en 1975) fue posible producir un modelo tridimensio-
nal de la estructura de la bacteriorrodopsina (figura 2), que mostraba
como la cadena de proteina se movia a través de la membrana

Era la mejor imagen de una proteina generada utilizando un microsco-
pio electrénico. Muchas personas quedaron impresionadas con la re-
solucién, que fue de 7 A (0.0000007 milimetros), pero esto no fue sufi-
ciente para Richard Henderson. Su objetivo era lograr la misma reso-
lucion que la proporcionada por la cristalografia de rayos X, de
aproximadamente 3 A, y estaba convencido de que el microscopio
electrénico tenia mas que ofrecer.

Henderson produce la primera imagen con resolucion atémica

En los afios siguientes, la microscopia electronica mejord gra-
dualmente. Las lentes mejoraron y se desarroll6 la criotecno-
logia (volveremos sobre esto), enfriando las muestras con
nitrégeno liquido durante las mediciones, para protegerlas de
los danos por el haz de electrones.

Richard Henderson fue agregando poco a poco mas detalles al
modelo de bacteriorrodopsina. Para obtener imagenes mas
nitidas, viajo a los mejores microscopios electrénicos del mun-
do. Todos tenian sus debilidades, pero se complementaban.
Finalmente, en 1990, 15 anos después de haber publicado el
primer modelo, Henderson logré su objetivo y pudo presentar
una estructura de bacteriorrodopsina con resolucién atémica
(figura 3).

Demostré que la cryo-EM podria proporcionar imagenes tan
detalladas como las generadas utilizando cristalografia de ra-
yos X, lo cual fue un hito crucial. Sin embargo este progreso se
basé en una excepcién: que la proteina se empaqueta natu-
ralmente de manera regular en la membrana. Pocas proteinas
se ordenan espontdneamente de esta manera. La pregunta era
si el método podria generalizarse: ¢ seria posible usar un mi-
croscopio electronico para generar imagenes 3D de alta reso-
lucién de proteinas que se dispusieran al azar en la muestra

Figura 3. En 1990,Henderson pre-
sentd una estructura de bacterio-
rrodopsina con resolucion atémica.

orientandose en diferentes direcciones? Richard Henderson creia que si, mientras otros pensaban que esto

era una utopia.



Figura 4. El método de Frank para Al otro lado del Atlantico, en el Departamento de Salud

obtener imagenes 3D del Estado de Nueva York, Joachim Frank habia tra-
bajado durante mucho tiempo para encontrar una solu-
cién a ese problema.

En 1975 presentd una estrategia tedrica donde la in-
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El método de procesamiento de imagenes de Joachim
Frank fue fundamental para el desarrollo de la cryo-EM.

Daremos ahora un salto de unos afios hacia atras.

En 1978, al mismo tiempo que Frank estaba perfeccionando sus programas informaticos, Jacques Dubo-
chet fue contratado por el Laboratorio de Biologia Molecular Europeo, en Heidelberg, para resolver otro de
los problemas basicos del microscopio electronico: que las muestras bioldgicas se secan y se dafian cuando
se exponen al vacio.

Dubochet obtiene vidrio del agua

En 1975, Henderson usé una solucion de glucosa para proteger sus membranas de la deshidratacion, pero
este método no funciond con biomoléculas solubles en agua. Otros investigadores habian intentado conge-
lar las muestras ya que el hielo se evapora mas lentamente que el agua, pero los cristales de hielo alteraron
tanto los haces de electrones que las imagenes fueron indtiles.



Figura 5. Método de vitrificacion de Dubochet

La muestra es trans-
ferida a una malla
metalica eliminando
el exceso.

La muestra forma una
delgada pelicula
adherida a la malla
que se introduce en
etano a -190 0C

3 El agua de la muestra
se vitrifica al ser
enfriada con nitrégeno
liquido durante la
medida con el
microscopio electrénico
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Dubochet obtuvo la primera imagen de un virus
por vitrificacion del agua en 1984.

Imagen de Nature 308: 32-36

La vaporizacion del agua era un gran problema. Sin
embargo, Jacques Dubochet vio una posible solu-
cion: enfriar el agua tan rapidamente que se solidi-
ficara para formar un vidrio en lugar de un cristal.
Un vidrio parece un material solido, pero en reali-
dad es un fluido ya que sus moléculas estan des-
ordenadas. Dubochet se dio cuenta de que si pu-
diera obtener agua vitrificada, el haz de electrones
se difractaria uniformemente y proporcionaria un
fondo uniforme.

Inicialmente, el grupo de investigacion intento vitri-
ficar pequefnas gotas de agua en nitrégeno liquido
a-196 °C, pero el éxito llegdé cuando reemplazaron
el nitrégeno por etano que, a su vez, se habia
enfriado con nitrégeno liquido. Bajo el microscopio
vieron una gota que no se parecia a nada que
hubieran visto antes. Primero supusieron que era
etano, pero cuando la gota se calent6 ligeramente,
las moléculas se reorganizaron repentinamente y
adquirieron la familiar estructura de un cristal de
hielo. Fue un triunfo, ya que algunos investigado-
res sostenian que era imposible vitrificar las gotas
de agua. Ahora creemos que el agua vitrificada es
la forma mas comun de agua en el universo.

Una técnica simple para el contraste

Después de los descubrimientos de 1982, el grupo
de investigacion de Dubochet desarroll6 rapida-
mente la base de la técnica que todavia se usa en
cryo-EM (figura 5). Disolvieron sus muestras bio-
l6gicas, inicialmente diferentes formas de virus, en
agua. La solucion se depositoé luego en una fina
malla metdlica formando una pelicula delgada.
Usando un dispositivo similar a un arco, dispara-
ron la red en el etano liquido para que la delgada
pelicula de agua se vitrificara.

En 1984, Jacques Dubochet publicé las primeras
imagenes de varios virus diferentes, redondos y
hexagonales, que se podian observar en marcado
contraste con el fondo de agua vitrificada. El mate-
rial biolégico ahora podria prepararse con relativa
facilidad para el microscopio electrénico, y los
investigadores pronto llamaron a la puerta de Du-
bochet para aprender la nueva técnica.



De la biologia a la revolucién

Las principales piezas de la cryo-EM estaban ya en su sitio, pero las imagenes aun tenian una baja resolu-
cion. En 1991, cuando Joachim Frank preparé ribosomas usando el método de vitrificacion de Dubochet y
analizo las imagenes utilizando su propio software, obtuvo una estructura 3D que tenia una resolucion de 40
A. Fue un avance increible para la microscopia electrénica, pero la imagen solo mostré los contornos del
ribosoma. La imagen de Frankly era borrosa y su resolucion ni siquiera se acercaba a la de la cristalografia
de rayos X

Debido a que la cryo-EM raramente podia visualizar otra cosa que no fuera una superficie desigual, el
método a veces se llamaba "blobologia" (término que quiere poner de manifiesto lo borroso (“blob”) de las
imagenes obtenidas). Sin embargo, y en gran parte debido a que Richard Henderson mantuvo obstinada-
mente que el microscopio electrénico proporcionaria rutinariamente imagenes que mostrarian dtomos indi-
viduales, se ha optimizado, poco a poco, cada tuerca y cada tornillo del microscopio electrénico logrando
una mejora de la resolucion,.angstrom a angstrom, hasta que el obstaculo técnico final se super6 en 2013,
cuando se puso en uso un nuevo tipo de detector de electrones (figura 6).
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Figura 6. La resolucion del microscopio electronico ha mejorado radicalmente en los ulti-
mos afios, desde las manchas borrosas iniciales hasta la visualizacion actual de proteinas
con resolucion atémica. Imagen: Martin Hogbom.

Cada rincon de una célula puede ser explorado

Ahora el suefo es realidad y nos enfrentamos a un desarrollo explosivo de la bioquimica. Hay varias cosas
que hacen que la cryo-EM sea tan revolucionaria: el método de vitrificacion de Dubochet es relativamente
facil de usar y requiere un tamafio de muestra minimo. Debido al rapido proceso de enfriamiento, las bio-
moléculas se pueden congelar de forma casi instantanea lo que permite tomar series de imagenes que cap-
turan las diferentes partes de un proceso. De esta forma producen 'peliculas’ que revelan cémo las protei-
nas se mueven e interactuan con otras moléculas.



Usando la cryo-EM, también es mas facil que nunca estudiar las proteinas de membrana, que a menudo
funcionan como dianas para productos farmacéuticos, y los grandes complejos moleculares. Sin embargo,
las proteinas pequefias no se pueden estudiar con microscopia electronica, pero se pueden visualizar
usando espectroscopia de RMN o cristalografia de rayos X.

Después de que Joachim Frank presentara la estrategia para su método general de procesamiento de ima-
genes en 1975, un investigador escribio: "Si tales métodos fueran perfeccionados, entonces el cielo seria el
limite".

Ahora estamos alli, el cielo es el limite. Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson, a
través de su investigacion, trajeron "el mayor beneficio para la humanidad". Cada rincén de la célula se
puede observar a nivel atémico y la bioquimica esta lista para un futuro emocionante.



LINKS AND FURTHER READING

Additional information on this year’s prizes, including a scientifc background in English, is available on the
website of the Royal Swedish Academy of Sciences, www.kva.se, and at http://nobelprize.org. There you
can watch video footage of the press conferences, the Nobel Lectures and more. Information on exhibitions
and activities related to the Nobel Prizes and the Prize in Economic Sciences is available at
www.nhobelmuseum.se.
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