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De interés

EL PREMIO NOBEL DE QUfMICA 2017
4 de octubre de 2017

La Real Academia Sueca de Ciencias ha decidido conferir el premio Nobel en
Quimica 2017 a:

Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson

“'por el desarrollo de la microscopia crio-electréonica para la
determinacion de la estructura de biomoléculas en solucion, con alta
resolucion”

Photo: Félix Imhof, © UNIL

JACQUES DUBOCHET

Nacido en 1942 en Aigle, Switzerland.

Ph.D. 1973, University of Geneva and University of Basel, Switzerland.
Honorary Professor of Biophysics, University of Lausanne, Switzerland.

www.unil.ch/dee/en/home/menuinst/people/honorary-professors/profjacques-
dubochet.html



Photo courtesy of Columbia University Medical Center

JOACHIM FRANK
Nacido en 1940 en Siegen, Germany.
Ph.D. 1970, Technical University of Munich, Germany.

Professor of Biochemistry and Molecular Biophysics and of Biological
Sciences, Columbia University, New York, USA.

http://franklab.cpmc.columbia.edu/franklab/
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RICHARD HENDERSON
Nacido en 1945 en Edinburgh, Scotland.
Ph.D. 1969, Cambridge University, UK.

Programme Leader, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge,
UK.

www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/groups/rh15/

CAPTURARON LA VIDA EN DETALLE ATOMICO

Jacques Dubochet, Joachim Frank y Richard Henderson fueron galardo-
nados con el Premio Nobel de Quimica 2017 por el desarrollo de un mé-
todo efectivo para generar imagenes tridimensionales de las moléculas
de la vida. Usando la microscopia crio-electrdnica, los investigadores
ahora pueden congelar el movimiento medio de biomoléculas y retra-
tarlas a resolucién atomica. Esta tecnologia ha llevado la bioguimica a
una nueva era.

Durante los ultimos anos, numerosas estructuras asombrosas de la ma-
quinaria molecular de la vida han llenado la literatura cientifica (figura
1): la aguja de inyeccion de Salmonella para las células atacantes; pro-
teinas que confieren resistencia a la quimioterapia y antibidticos; com-
plejos moleculares que gobiernan los ritmos circadianos; complejos de
reaccion de captura de luz para fotosintesis y un sensor de presion del
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tipo que nos permite escuchar. Estos son sélo algunos ejemplos de los
cientos de biomoléculas cuya imagen se ha obtenido ahora con micros-
copia crio-electrénica (crio-EM).

Cuando los investigadores comenzaron a sospechar que el virus Zika es-
taba causando la epidemia de dafo cerebral en recién nacidos en Brasil,
se volcaron a la crio-EM para visualizar el virus. Durante algunos meses,
se generaron imagenes tridimensionales (3D) del virus a resolucion até-
mica y los investigadores pudieron comenzar la busqueda de objetivos
potenciales para los productos farmacéuticos

e

bt

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

a. Un complejo proteico que rige el ritmo circadiano. b. Un sensor
del tipo que lee cambios de presion en el oido y nos permite
escuchar. c. El virus Zika.

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

Fotos - 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 desempefaban papeles fundamentales en la célula, pero no
tenia ni idea de cdmo se veian. Fue sélo en la década de 1950, cuando
los investigadores en Cambridge comenzaron a exponer los cristales de
proteinas a los rayos X, que fue posible visualizar por primera vez sus
estructuras onduladas y en espiral.

A principios de los afios ochenta, el uso de la cristalografia de rayos X se
complementd con el uso de espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear (RMN) para el estudio de proteinas en estado sélido y en solucidn.
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Esta técnica no sdlo revela su estructura, sino también cdmo se mueven
e interactian con otras moléculas.

Gracias a estos dos métodos, ahora hay bases de datos que contienen
miles de modelos de biomoléculas que se utilizan en todo, desde la in-
vestigacién basica hasta el desarrollo farmacéutico. Sin embargo, am-
bos métodos sufren de limitaciones fundamentales. La RMN en solucidn
s6lo funciona para proteinas relativamente pequefias. La cristalografia
de rayos X requiere que las moléculas formen cristales bien organiza-
dos, tales como cuando el agua se congela en hielo. Las imagenes son
como retratos en blanco y negro de antiguas camaras - su rigida pose
revela muy poco sobre la dindmica de la proteina.

Ademads, muchas moléculas no se organizan en cristales, lo que hizo que
Richard Henderson abandonara la Cristalografia de rayos X en la déca-
da de 1970 - y aqui es donde comienza la historia del Premio Nobel de
Quimica 2017.

Problemas con cristales hicieron cambiar de camino a
Henderson

Richard Henderson recibié su doctorado del bastién de cristalografia de
rayos X, Cambridge, Reino Unido. El utilizé el método para la obten-
cion de imagenes de las proteinas, pero se produjeron reveses cuando
intentd cristalizar una proteina que estaba naturalmente incrustada en
la membrana que rodea a la célula.

Las proteinas de la membrana son dificiles de manejar. Cuando son re-
movidas de su entorno natural - la membrana - a menudo se agrupan
en una masa inutil. La primera proteina de membrana con que trabajé
Richard Henderson era dificil de producir en cantidades adecuadas; la
segunda fall6é en cristalizar.

Después de afios de decepcidn, se volvié hacia la Unica alternativa dis-
ponible: el microscopio electrénico.

Esta abierto a la discusién si la microscopia electrénica era realmente
una opcion en este tiempo. La microscopia electrénica de transmisién,
como se llama la técnica, funciona mas o menos como la microscopia
ordinaria, pero un haz de electrones se envia a través de la muestra
en lugar de luz. La longitud de onda de los electrones es mucho mas
corta que la de la luz, por lo que el microscopio electrénico puede ha-
cer visibles estructuras muy pequefas -incluso la posiciéon de atomos
individuales.

En teoria, la resolucion del microscopio electronico era mas que
suficiente para que Henderson obtuviera la estructura atémica de una
proteina de membrana, pero en la practica el proyecto era casi imposible.
Cuando el microscopio electrénico fue inventado en la década de 1930,
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los cientificos pensaron que sdélo era adecuado para estudiar materia
muerta. El intenso haz de electrones necesario para obtener imagenes
de alta resolucidn incinera material bioldgico vy, si el haz se debilita, la
imagen pierde su contraste y se vuelve borrosa.

Ademas, la microscopia electrdnica requiere vacio, una condicién en
la cual las biomoléculas se deterioran porque el agua circundante se
evapora. Cuando las biomoléculas se secan, se derrumban y pierden su
estructura natural, haciendo las imagenes inutiles.

Casi todo indicaba que Richard Henderson fracasaria, pero el proyecto
fue salvado por la proteina especial que habia elegido para estudiar:
bacteriorhodopsina.

Lo mejor hasta entonces no fue suficientemente bueno para
Henderson

La Bacteriorhodopsina es una proteina de color purpura que esta in-
crustada en la membrana de un organismo que realize fotosintesis,
donde captura la energia de los rayos del sol. En lugar de eliminar la
proteina sensible de la membrana, como Richard Henderson habia tra-
tado anteriormente de hacer, él y su colega tomaron la membrana pur-
pura completa y la ubicaron bajo el microscopio electréonico. Cuando la
proteina permanecié rodeado por la membrana conservo su estructu-
ra; cubrieron la superficie de la muestra con una solucién de glucosa
gue la protegia de secarse en el vacio.

El duro haz de electrones fue un problema importante, pero los inves-
tigadores usaron la forma en que las moléculas de bacteriorhodopsi-
na estan empaquetadas en la membrana del organismo. En lugar de
descargar una dosis completa de electrones, hicieron fluir un haz mas
débil a través de la muestra. El contraste de la imagen era pobre y no
podian ver las moléculas individuales, pero utilizaron el hecho de que
las proteinas se empaquetaban y se orientaban en la misma direccion.
Cuando todas las proteinas difractan los haces de electrones de mane-
ra casi idéntica, pudieron calcular una imagen detallada basada en el
patron de difraccidn - utilizaron un acercamiento matematico similar al
utilizado en la cristalografia de rayos X.

En la siguiente etapa, los investigadores giraron la membrana bajo el mi-
croscopio electronico, tomando imagenes de muchos angulos diferentes.

De esta manera, en 1975 fue posible producir un crudo modelo 3D de
la estructura de la bacteriorhodopsina (figura 2), que mostré cémo la
cadena de proteina se movia a través de la membrana siete veces.

Era la mejor imagen de una proteina generada usando un microsco-
pio electronico. Muchos quedaron impresionados por la resolucién, que
fue de 7 2\ngstr6m (0,0000007 milimetros), pero esto no fue suficiente
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para Richard Henderson. Su objetivo era lograr la misma resolucién que
la proporcionada por la cristalografia de rayos X, aproximadamente 3
Angstrom, y estaba convencido de que la microscopia electrénica tenia
mas para dar.

Figura 2.- El primer modelo aproximado de bacteriorhodopsina, publicado en
1975, Imagen de Nature 257: 28-32

Henderson produce la primera imagen a resolucion atomica

Durante los siguientes afios, la microscopia electronica fue gradualmen-
te avanzando. Los lentes mejoraron y la criotecnologia se desarrolld
(volveremos a esto), las muestras se enfriaron con nitrégeno liquido
durante las mediciones, protegiéndolas de ser dafiadas por el haz de
electrones. Richard Henderson poco a poco agregé mas detalles al mo-
delo de bacteriorhodopsina. Para obtener las imagenes mas nitidas viajo
a los mejores microscopios electronicos del mundo. Todos tenian sus
debilidades, pero se complementan entre si. Finalmente, en 1990, 15
anos después de haber publicado el primer modelo, Henderson logro
su objetivo y pudo presentar una estructura de la bacteriorhodopsina a
resolucion atomica (figura 3).
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Figura 3. En 1990, Henderson presentd la estructura de la bacteriorhodopsina
a resolucion atémica

Demostrd asi que la crio-EM podria proporcionar imagenes tan detalla-
das como las generadas mediante cristalografia de rayos X, lo que fue
un hito crucial. Sin embargo, este progreso se basé en una excepcién:
la forma regular en que la proteina naturalmente se empaquetaba en
la membrana. Pocas otras proteinas espontaneamente se ordenan de
esta manera. La cuestidén era si el método podia generalizarse: éseria
posible utilizar un microscopio electréonico para generar imagenes 3D de
alta resolucién de proteinas que estaban dispersadas aleatoriamente en
la muestra y orientadas en diferentes direcciones? Richard Henderson
creia que si, mientras que otros pensaban que esto era una utopia.

Del otro lado del Atlantico, en el Departamento de Salud del Estado de
New York, Joachim Frank habia trabajado largamente para encontrar
una solucion justamente a ese problema. En 1975, presenté una estra-
tegia tedrica donde la informacién aparentemente minima encontrada
en las imagenes bidimensionales del microscopio electrénico podria fu-
sionarse para generar un todo tridimensional de alta resolucién. Le llevo
mas de un década completar esta idea.

Frank refina el analisis de imagenes

La estrategia de Joachim Frank se basaba en tener un ordenador que
discriminara entre las trazas de proteinas posicionadas aleatoriamente y
su entorno en una imagen difusa de microscopio electrdnico.

Desarrollé un método matematico que permitia a la computadora iden-
tificar diferentes patrones recurrentes en la imagen. La computadora
entonces ordenaba patrones similares en el mismo grupo y fusionaba la
informacion de estas imagenes para generar una imagen promedio, mas
nitida. De esta manera obtenia un nimero de imagenes bidimensio-
nales de alta resolucién, que mostraban la misma proteina pero desde
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diferentes angulos. Los algoritmos para el software fueron completados
en 1981.

El siguiente paso fue determinar matematicamente cémo se relaciona-
ban entre si las diferentes imagenes bidimensionales y, sobre la base de
esto, crear una imagen en 3D. Frank publicé esta parte del método de
analisis de imagenes a mediados de los 80 y lo utilizo para generar un
modelo de la superficie de un ribosoma, la gigantesca maquinaria mole-
cular que genera proteinas dentro de la célula.

El método de procesamiento de imagenes de Joachim Frank fue funda-
mental para el desarrollo de la crio-EM. Ahora saltaremos algunos afios
atras en el tiempo - en 1978, al mismo tiempo que Frank estaba per-
feccionando sus programas de computadora, Jacques Dubochet fue re-
clutado por el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular en Heidelberg
para resolver otro de los problemas basicos del microscopio electrénico:
como se secan las muestras bioldgicas y se dafian cuando se exponen
al vacio.

Dubochet hace vidrio del agua

En 1975, Henderson usd una solucion de glucosa para proteger su mem-
brana de la deshidratacién, pero este método no funciond para biomolé-
culas solubles en agua. Otros investigadores habian tratado de congelar
las muestras porque el hielo se evapora mas lentamente que el agua,
pero los cristales de hielo desorganizaban tanto los haces de electrones
que las imagenes eran inutiles.

El agua de vaporizacion era un dilema importante. Sin embargo, Jac-
ques Dubochet vio una soluciéon potencial: enfriar el agua tan rapida-
mente que solidificara en su forma liquida para formar un vidrio en lugar
de cristales.

Un vidrio parece ser un material sdlido, pero es en realidad un fluido
porque tiene moléculas desordenadas. Dubochet se dio cuenta de que si
podia conseguir agua en forma de vidrio - también conocida como agua
vitrificada - el haz de electrones se difractaria uniformemente y daria
un fondo uniforme.

Inicialmente, el grupo de investigacion intentd vitrificar pequefias gotas
de agua en nitrégeno liquido a -196 ° C, pero tuvieron éxito sélo cuando
reemplazaron el nitrégeno con etano que, a su vez, era enfriado por ni-
trégeno liquido. Bajo el microscopio vieron una gota que no era similar a
nada que hubieran visto antes. Primero asumieron que era etano, pero
cuando la gota se calenté ligeramente las moléculas repentinamente se
reorganizaron y formaron la estructura familiar de un cristal de hielo.
Fue un triunfo - en particular, porque algunos investigadores habian
asegurado que era imposible vitrificar gotas de agua. Ahora creemos
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gue el agua vitrificada es la forma mas comun de agua en el universo.
Una técnica simple para el contraste

Tras el gran avance en 1982, el grupo de investigacién de Dubochet
desarrollé rapidamente las bases de la técnica que todavia se utiliza
en crio-EM. Disolvian sus muestras bioldgicas - inicialmente diferentes
formas de virus - en agua. La solucién se extendia a través de una fina
malla de metal como una fina pelicula. Utilizando una construccién en
forma de arco, inyectaban la malla en el etano liquido de modo que la
delgada pelicula de agua se vitrificara.

En 1984, Jacques Dubochet publicod las primeras imagenes de un nu-
mero de virus diferentes, redondos y hexagonales, que se muestran en
marcado contraste con el fondo de agua vitrificada. El material bioldgico
podia ahora ser relativamente facil de preparar para microscopia elec-
trénica, y los investigadores muy pronto estaban golpeando a la puerta
de Dubochet para aprender la nueva técnica.

Figura 4- Dubochet generd las primeras imagenes de virus rodeados por agua
vitrificada en 1984. Imagen de Nature 308: 32-36.

De la globologia a la revolucion

Las piezas mas importantes de la crio-EM estaban asi en su lugar, pero
las imagenes todavia tenian una resolucidon pobre. En 1991, cuando
Joachim Frank prepard ribosomas usando el método de vitrificacién de
Dubochet y analizé las imagenes con su propio software, obtuvo una es-
tructura 3D que tenia una resolucion de 40 A. Era un sorprendente paso
adelante para la microscopia electrénica, pero la imagen sélo mostraba
los contornos del ribosoma. Francamente, parecia un glébulo y la ima-
gen ni siquiera se acercaba a la resoluciéon atémica de la cristalografia
de rayos X.

Debido a que la crio-EM raramente podia visualizar nada mas que una
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superficie desigual, el método fue a veces llamado «globologia». Sin
embargo, cada tuerca y tornillo del microscopio electrénico ha sido gra-
dualmente optimizado, en gran medida debido a Richard Henderson
manteniendo obstinadamente su visidon de que la microscopia electréni-
ca un dia proporcionaria rutinariamente imagenes que mostraran ato-
mos individuales. La resolucién ha mejorado Angstrém por Angstrom, y
el obstaculo técnico final fue superado en 2013, cuando un nuevo tipo
de detector de electrones entré en uso (figura 5).

Resolution
at present

Reszolution
before 2013

Figura 5. La resolucion del microscopio electrénico ha mejorado radicalmente
en los ultimos afios, desde que mostraba sdélo glébulos informes, siendo capaz
ahora de visualizar las proteinas a resoluciéon atémica.

Imagen: Martin Hdgbom

Cada rincon escondido de una célula puede ser explorado

Ahora el suefo es realidad, y estamos ante un desarrollo explosivo
dentro de la bioguimica. Hay una serie de beneficios que hacen que la
crio-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 biomoléculas se pueden
congelar en medio de su accién y los investigadores pueden tomar series
de imagenes que capturan diferentes partes de un proceso.

De esta manera, producen «peliculas» que revelan como las proteinas
se mueven e interactlan con otras moléculas.

Utilizando crio-EM, también es mas facil que nunca describir proteinas de
membrana, que a menudo funcionan como objetivos para los productos
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farmacéuticos, y grandes complejos moleculares. Sin embargo,
las proteinas pequefias no pueden ser estudiadas con microscopia
electronica, pero se pueden visualizar mediante espectroscopia de RMN
o cristalografia de rayos X.

Después de que Joachim Frank presentara la estrategia para su método
general de procesamiento de imagenes en 1975, un investigador escribid:
«Si tales métodos fueran perfeccionados, entonces, en las palabras de
un cientifico, el cielo seria el limite».

Ahora estamos alli - el cielo es el limite. Jacques Dubochet, Joachim Frank
y Richard Henderson han aportado, a través de sus investigaciones, «el
mayor beneficio para la humanidad». Cada rincon de la célula puede ser
capturado en detalle atébmico y la bioquimica esta lista para un futuro
emocionante.

ENLACES Y LECTURAS AMPLIATORIAS

Informacion adicional acerca de los premios de este ano, imcluyendo
informacién cientifica en inglés, esta disponible en el sitio web de la Real
Academia de Ciencias Sueca, http://kva.se, y en http://nobelprize.org.
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Videos

Serious Science(20 June 2017) Electron Cryomicroscopy — Richard Hen-
derson www.youtube.com/watch?v=L6U--sYUF9s

Serious Science(22 Aug. 2017) Single-Particle Electron Microscopy - Ri-
chard Henderson www.youtube.com/watch?v=j_sfs6uwWIc

The Franklin Institute (5 July 2016) Joachim Frank — 2014 Laurea-
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