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Cryo-EM: Molekuler Goruntiuleme ve Yeni Trendler

Yagmur GiizelY- , irem CoskuntanE-

Cryo-EM

makromolekdullerin G¢ boyutlu (3B) yapilarinin

(Kriyo-elektron  mikroskobu),
elde edilmesine yarayan ve yapisal biyoloji
alaninda devrim niteliginde gelisim gosteren
bir elektron mikroskobu (EM) teknigidir. EM,
teknik cesitlilik bakimindan zengin olup; ¢ok
kiguk  boyutlardaki atomik
yapl
islevlerinin

proteinlerin

¢6zinurltkte analizini  ve canh

hicrelerdeki anlasiimasini
amaclamaktadir. Cryo-EM teknigi ile birlikte
biyomedikal, nanoteknoloji, mikrobiyoloji ve
yapisal biyoloji analizleri igin  virUsler,
proteinler, oligomerik membran proteinleri gibi
pek cok partikdl ayristirilarak

Dubochet,
Richard Henderson ve Joachim Frank’in
"COzeltideki Yiksek
Cozunarlaklu Cryo-EM
Gelistiriimesi” alaninda 2017 yilinda Nobel
Odiiliine

itibaren devam eden 6nemli gelismeler, Cryo-

incelenebilmektedirl.  Jacques
Biyomolekullerin
Yapi Tayini igin

Kimya layik  gorulmelerinden
EM teknigine artan bir ilgiye yol acmig ve

Ozellikle yapisal biyoloji alaninda yaygin
olarak kullanilan bir teknik haline gelmesini

saglamistir?3.

Onlarca kilo daltondan (kDa)
proteinlerin yapisal analizinde kullanilabilen
Cryo-EM, kriyojenik sicakliklarda (s -140°C)
makromolekdllerin yapl

Analiz

olusan

partiktler tayinini

duzenlemeyi igermektedir. oncesi

hazirhk asamasi baslangigta saflastiriimis

numunenin uygun kararllik ve homojenlik

derecesine  getiriimesinden  olusmaktadir.
Mikromolar (umol) seviyedeki ¢ozeltiler delikli
Cryo-EM gridleri (1zgara) Uzerinde iyi dagiimis
ve polidispers partikiller olusturmaktadir?2.
Cryo-EM ile giinimizde yaklasik 1.5 A'ya
kadar analizler

(Angstrom) ¢OzUunarlukla

muUmkuin olabilmektedir*.

Suregte protein karisimi, 1-2 ym (mikrometre)
boyutunda duzenli deliklere sahip bir karbon
film ile sarilmig, Cu (bakir) veya Au (altin) gibi
iletken bir maddeden yapilmis 3 mm c¢apinda
Gride

totalde 3-5 ul (mikrolitre) o6rnek ylklenerek

gridler GUzerinde doldurulmaktadir.

grid Uzerinde dondurulmaktadir. Ornege
elektron demetlerinin islenmesi sirasinda ince
bir tampon filmi olusturmak amaciyla gridler
kurutulmaktadir.  Elektron

filtre kagidiyla

sacihminin stabilize edilmesi ve iginlarin
ornege dizgun bir sekilde ndfuz etmesi
acisindan buz tabakalarinin kalinliginin ideal
olmasina dikkat edilmelidir. Kurutulduktan
sonra grid, etkili bir kriyojen nitelige sahip olan
etan banyosuna alinarak dondurulmaktadir®.
Makromolekdl

komplekslerinin  iglevlerini

incelemek i¢cin yapr analizi teknikleri ile
goruntileme  arasindaki  boslugu, sk
mikroskobundan ¢cok daha yuksek

¢6zunurlige sahip olan EM doldurmaktadir
(Sekil 1)8.
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Sekil 1. Cryo-EM, sub-nm g¢oziiniirliik semasi®. (A) B:-adrenerjik reseptorii (mozaik, EMDB-22357),
insan ribozomu (sari, EMDB-2450), adenovirisler (mavi ve yesil) tek pargacik analizi Ust sinir
(yesil/mavi, EMDB-10768). Retinal mitokondrinin elektron tomogrami (EMDB-11125), EM ve sk
mikroskobunun drtistiga bir gérantd. (B) Sub-tomogram ortalamasi ile ¢éztlmuas haritalarin ¢ézinarlik
araligi; en yuksek ¢ézundrluge (siyah) ve ortalama c¢ozunurlige sahip haritalar (mavi). (C) EM veri

tabaninda saklanan tomografi haritalarinin egilimi.

Cryo-EM ve Yapi Analizi Agamalari

Cryo-EM ile yapi analizi is akigi genel olarak;
protein ekspresyonu ve saflastiriimasi, negatif
boyama, verilerinin

negatif boyama

toplanmasi, numunenin dondurulmasi,

numunelerin  Cryo-EM'e ylklenmesi, ekran
(screen) ornegi, verilerin toplanmasi ve 3B
yeniden  yapilandiriimasi  asamalarindan
olugsmaktadir; bununla birlikte goruntlleme ve
kristal yapi tayini igin farkli metotlar farkli
asamalar icerebilmektedir®. Ornegin, tekli
parcacik analizi (SPA) olarak adlandirilan
metot icin bir takim spesifik ek agsamalar
bulunmaktadir. Bunlar; numune hazirlama,
EM grid hazirlama, goérunti elde etme ve
(Sekil 2)78.

hazirlama asamasinda saglamligi korumak ve

gorunta  islemedir Numune

goruntl kontrastini digsirmeden molekullerin
heterojenitesini azaltmak amacglanmaktadir.
Gliserol veya seker gibi ajanlar, bir tampon
Cryo-EM

numunesinde gugli bir goéruntl arka plani

degisim  sutunu araciligiyla
olusturmasindan dolayi uzaklastiriimaktadir.
Membran proteinleri igin, transmembran alan
¢ogunlukla amfipoller, zayif deterjanlar veya
nanodiskler ile dengelenmektedir®8. EM grid
hazirligi asamasinda makromolekullerin 6rnek
gride yerlestiriimesi i¢in negatif boyama ve
cryo-numune olmak uzere iki farkli yontem
uygulanabilmektedir. Goruntli elde edilirken
numune gridi bir transmisyon EM’ye dahil
edilmekte ve bir gorunti setine ulagilarak
kaydedilmektedir. Goruntu igleme esnasinda
bir 3B modeli yeniden kurmak igin, elektron
tarafindan veri

mikrograflari kaydedilmig
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kimesi Uzerindeki goruntisu iglenmektedir.

Molekdllerin parcacik olarak isimlendiriimis 2B

daha

sonra bir grupta toplanmasi ve ayni grup

simgeleyen pargacik goruntilerinin

projeksiyonlari elektron mikrograflari Gzerinde igindeki goruntalerin ortalamasinin
gorsellestiriimektedir. Parcaciklar ayri ayri tek  alinmasiyla sinyal-gurultu orani
gorlntl olarak secilmektedir. Ayni gorinimi  iyilestirilebilmektedir”2.
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Sekil 2. Cryo-EM, makromolekiillerin yapi tayininde takip edilen agamalar’. Criyo-EM teknigi ile
molekiler yapilarin belirlenmesinde kullanilan adimlar sekilde goésterilmistir. Numune tedavi (panel a),
EM grid hazirlama (panel b), Goéruntu elde etme (panel c) ve Gorunti isleme (panel d).

Cryo-EM Uygulama Alanlari

Cryo-EM;

makromolekul komplekslerinin gen ifadesi ve

makromolekdllerin ya da

dizenlenmesi ile ilgili yapisal analizlerde

kullaniimaktadir. Kromatinin 3B yapisi ve
kromatin yeniden modelleme sirecinde DNA

translokasyonunun temel prensipleri Cryo-EM

kullanilarak kesfedilmigstir®-12. Protein
sentezinde ribozom ve proteozom 3B
yapisinin  elde edilmesi, bu yapilarin

fonksiyonlarinin yakindan incelenmesi

bakimindan 6nemli rol Ustlenmektedirl3.

Membran proteinlerinin  saflagtirilmasi ve

kristallestiriimesinde yasanan sorunlardan

dolayr X-isini kristalografisinde incelenmesi
zor oldugundan; iyon kanallari, transportlar ve
supermembran protein kompleksleri  gibi
membran proteinlerinin Cryo-EM ile analizi
hicrede farkhlagsma, sinyal iletimi ve malzeme
tasinimi

gibi pek c¢ok biyolojik surecin
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derinden arastirimasinda o6nemli katkilar
saglamaktadirt. Viriislerin Cryo-EM
teknigiyle 3B yapilarinin  tayini, konak

hicredeki viral etkinin agiga c¢ikariimasini ve
ayni zamanda viroloji baglaminda terapotik
ilag hedeflerinin  geligtiriimesini  saglayan
guinimizdeki siklikla kullanilan yontemdir'®.
Son Alzheimer,

yillarda Huntington ve

Parkinson gibi birgok norobiyolojik
rahatsizliklarin sebebinin Cryo-EM araciligiyla
aydinlatiimasi amaglanmaktadir'é. Karmasik
bir duzene sahip olan dogustan gelen
bagisikhk sistemi (innate immune system)
hicrelerinin molekiler mekanizmasinin Cryo-
EM ile incelenerek raporlanmasi da dnem arz
Cryo-EM
yillarda olduk¢a populerlik kazanmig tek
(SPA) ve Cryo-elektron

tomografisi (Cryo-ET) olmak (zere iki adet

etmektedirl’. mikroskobu son

parcacilk analizi

temel 3B yapisal analiz yaklagimina sahiptir.
Buna ek olarak Mikrokristal Elektron Kirinimi
(MicroED) gelismekte olup, son zamanlarda

kullanimi hiz kazanmistir (Sekil 3)*2.

1. SPA
Tek Parcacikh Cryo-EM Analizi (Single
Particle  Analysis, SPA), biyomolekul

komplekslerinden elde edilen goruntulerin
teker teker dizilenerek 3B rekonstriksiyon
yapilandirmasini  iceren ve saflastirimis
makromolekullerin fonksiyonunu in vitro olarak
inceleyen  bir
teknigidir. SPA, 2-4 A c¢dzinurlikteki 3B

haritalarin  olusturulmasi

Cryo-EM  goruntu isleme
ve goruntulerdeki
makromolekdillerin yapisal olarak incelenmesi

icin kullaniimaktadir. Cryo-EM’de

goéruntilenmek amaciyla Uzerinde c¢aligilan
ornekler, SPA slresince temel bir gecit olan
numune hazirlama asamasinda uzun bir
surecgten gegmektedir. Numune hazirlanirken
buz tabakasinda

orneklerin ince

bulunmamasi, komplekslerin denatlrasyona
ugramasi ve parcalara ayrilmasi gibi bazi

problemler de yasanabilmektedir'®.
2. Cryo-Elektron Tomografisi (Cryo-ET)

3B yapinin 2B goruntulerden

rekonstriksiyonu, partikullerden  cikintilar

arasindaki acllarin belirlenmesine
dayanmaktadir®. Cryo-ET le, dogal
ortamindaki biyomolekdil numunesinin
mikroskoptaki egimiyle ¢ok yonli 2D
projeksiyon goruntusu elde edilmesi
sonrasinda hesaplama ile 3B yapinin

rekonstriiksiyonu yapilabilmektedir?®. Azami
~5 um kalinliktaki hucrelere plunge freezing
(dalma dondurma) ve 5 pm Uzerindeki
kalinliga hicrelere

sahip high-pressure

freezing (yuksek basingli dondurma) ile

vitrifikasyon (yavas kontrolli dondurma) iglemi
uygulanabilmektedir. Mikromanipulasyon,

deneysel intiyaglara  gore  birlestirilen

CLEM

(Correlative light and electron microscopy)

opsiyonlu adimlari kapsamaktadir.

isleminde, hedef bdlgelerin analiz edilmesi igin
(cryo-FM)

numunelerin

Cryo-Floresan Mikroskobu’ndan

yararlaniimaktadir. FIB-milling,
istenilen boyutta inceltiimesini ve Cryo-FIB lift-
out ise buyuk numunelerin pargalarinin analiz
edilmesini saglamaktadir. Vitreus bolimlerinin
Cryo-elektron mikroskobu (CEMOVIS), buyuk

numunelerin ilk dizenlemesi icin
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kullanilabilmektedir. Son olarak ornekler
bilgisayar destekli tomografiye benzer bir
demetleri kullanilarak

yontemle elektron

gorintilenmektedir??,
3. Mikrokristal Elektron Kirinimi (MicroED)

Hem 2B elektron kristalografisi hem de
MicroED teknigi, maddenin kristal dizilerini

kullanmaktadir. Bu iki farkh  Cryo-EM

tekniginin arasindaki temel fark, MicroED’nin

3B ve elektron kristalografisinin 2B
olmasindan kaynakli veri toplama ve islem
tekniklerinin ayni olmamasindan
kaynaklanmaktadir. MicroED verileri, Cryo-EM
asamalari surekli olarak donduralirken bir film
olarak toplanmakta ve sonrasinda hedef
yapisi

madde gorintilenebilmektedir'®.

Cryo-Em Metotlan

Géruntaleme
[ ]

Elektron tomografi Tek partikul rekonstruksiyon

,— Kristal bazli —\

2B elektron kristalografi ~ Mikrokristal elektron kirinimi (MicroED)

iy N S

izole edilmis tek partikdil

Tum hicreler ve organeller

2B kristal yapi 3B mikrokristaller

Sekil 3. Cryo-EM uygulama alanlan*8,

Avantajlar ve Glincel Gelismeler

Cryo-EM tekniginin avantajlari arasinda; dogal

yapidaki makromolekuller Uzerinde derin

inceleme ve ¢ok kuguk boyuttaki molekullerin

yuksek c¢ozunurlukte gozlemlenmesi Ornek

olarak gosterilebilmektedir. Buna karsin Cryo-
EM teknigi surecinde bazi mevcut sinirlamalar

da  bulunmaktadir. Bunlardan  bazilari;

incelenecek numunenin bozulmus, kararsiz

veya toplanmis olmasi, molekuler agirhgi

dusuk olan bazi ligandlarin  yogunluk

haritasinda gorulememesi, tamponda numune
¢6zunUrligunu dusurebilecek bazi seker ve

gliserin gibi istenmeyen maddelerin

bulunmasi, numune homojenliginin  zayif

olmasi ve konsantrasyonu, numunelerin
dondurulma esnasinda tahrip olma olasilgi,
sicakhk, grid ozellikleri gibi parametrelerdir??.
Biyomolekullerin 3B

yapilarinin  yuksek

¢ozunurlukte goruntulenebilmesi, ilac
kesiflerindeki uygulamalarin hiz kazanmasini
saglamistir. Nispeten yeni bir teknik olan
Cryo-EM yaklasimindaki olasi sinirlamalar ve
bilinmeyenlerin yanitlanmasi i¢in daha fazla
calismaya ihtiyag duyulmaktadir’. Molekiler
yapilarin 6zgin dogalar dolayisiyla 3B yapi
analiz tahminleri igin kullanilan degisik
teknikler arasinda Cryo-EM, geleneksel analiz
yontemleri ile kiyaslandiginda de novo
modeller olusturabilmek igin gelismeye acik

nefes kesici bir alan olarak 6éne gikmaktadir.
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