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Svételny vs. transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Light microscope 2 Transmission electron microscope
Electron source

Condenser lens

Specimen
Objective lens

Projector lens

Fluorescent
screen or film

Cocky: sklenéné elektromagnetické
Zvétseni: 1 000 - 2 000x az 2 000 000x
RozliSeni: 400 - 200 nm 1 - 0,05 nm



RozliSeni svetelného a elektronového mikroskopu

bilkovina  mala molekula
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Transmisni elektronovy mikroskop




RozliSeni svetelného a elektronového mikroskopu

Svételny mikroskop
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Transmisni elektronovy mikroskop

izolovany fotosystém I ze sinic



Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) biologickych vzorkd

. citlivost biologickych vzorkd na radiaéni poskozeni elektronovym svazkem
« TEM pouziva nizkou intenzitu elektronového svazku

* nutnost pouZiti citlivych detektort

« snimky maji nizky pomeér signal/Sum === nutnost obrazové analyzy
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Obrazova analyza ,zasumeénych" projekci: srovnani projekci




Obrazovd analyza ,,zaSuménych® projekci: primérovani projekci




Studium struktury bilkovin pomoci TEM

Uréeni 2D/3D struktury proteinl

* nizké rozlieni - rozmé&ry/tvar proteiny

« medium (8-25A) - vnitini strukturni rysy proteinQ
. vysoké rozliseni (<8R) - atomarni rozlieni
Vzorek

« velké proteinové komplexy
« proteiny nevhodné pro RTG analyzu

Mnozstvi a Cistota vzorku

« neni pozadavek na cCistou izolaci
« malé objemy (cca. 2-5 pl)

Priprava vzorku pro EM

- pokojova teplota

« kryogenni teplota

« snimkovani vzorku
Obrazova analyza projekci

- software pro obrazovou analyzu - 2D/3D



Aplikace TEM ve studiu fotosyntetickych proteind



Aplikace TEM ve studiu fotosyntetickych proteind

Fotosynteticky aparat v thylakoidni membrané chloroplastl

Photosystem I

Predmeét studia: fotosystém II (PSII) a fotosystém I (PSI)
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Elektronova mikroskopie a obrazova analyza PSII

Projekce individualnich molekul PSII — nizky pomér S/N, nahodna orientace
Vybér projekci — datovy soubor > 40,000 projekci
Srovnani projekci - translace, rotace

Vypocet primérné projekce — vy$si pomér S/N

Vyslednd primérna
projekce PSII
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Strukturni model PSII superkomplexu

Prenos excitacni energie v PSII
PSII superkomplex s rozligenim 124 superkomplexu

Caffarri et al. (2009) EMBO J Kouril et al. (2009) BBA-Bioenergetics

Pseudo-atomarni model PSII superkomplexu
« Dimer PSII core komplexu: C,
« Monomerni antény: CP26 CP24

A\ A\

« Trimery antén (LHCII): typ ,~" a,,



Studium molekul pomoci TEM - nastroj rychlé analyzy
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Caffarri et al. (2009) EMBO J

Rychla detekce rlznych forem proteinového komplexu



TEM thylakoidnich membran: organizace PSII v membrané

Photosystem I




TEM thylakoidnich membran: organizace PSII v membrané

Nahodné rozmistéené PSII Usporadana organizace PSII

Studium interakci PSII komplexU, hustoty PSII komplext v membrané
za danych fyziologickych podminek




Aklimace rostlin na rdznou intenzitu svétla

Vysoka intenzita svétla Nizka intenzita svétla

800-1100 pmolm-2s-1 20 pumolm-2s-1



Plo$na hustota nahodné usporadanych PSII komplexu

Koufril et al. (2013) BBA-Bioenergetics
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TEM pfechodnych nebo nestabilnich komplext: PSI-LHCII komplex

Svétlo indukuje tvorbu specifického komplexu mezi PSI a anténou LHCII




Strukturni analyza nestabilniho a prechodného komplexu PSI-LHCII

TEM solubilizovanych thylakoidnich membran




Identifikace neznameého komplexu

) srovnani
TEM analyza < —  X-ray model

Sestaveny model PSI-
LHCII superkomplexu

Koufil et al. (2005) Biochemistry

Pro identifikaci proteinového komplexu vyuzita RTG struktura jednotlivych komponent



Strukturni analyza ,vzacnych" komplexu

CN-PAGE separace
thylakoidnich membran
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Strukturni analyza PSI-NDH superkomplexu

Pomoci TEM odhaleny dvé formy PSI-NDH superkomplexu




Studium interakci v ramci PSI-NDH superkomplexu




Strukturni model pomaha pochopit funkci PSI-NDH superkomplexu ve
fotosyntetickém elektronovém transportu

NADPH

NADP*

stroma \

Koufil et al.(2014) Plant ]

Tvorba komplexu je dilezitd pro G&inné vychytavani redukovaného Fd
NDH komplexem



Strukturni analyza superkomplexu respirac¢niho cyklu v

mitochondriich

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V

H + ADP ATP

NADH 1 NAD* H + \_/

= succinate fumarate l
\_/
| +
A H
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Jednotlivé komplexy respiracniho cyklu vzajemné tvori superkomplexy



Strukturni analyza superkomplexu III,-1V, ,

Strukturni analyza odhalila rGzné projekce superkomplexu IT1,-1V, 4




Strukturni analyza superkomplexu III,-1V, ,

Sestaveny atomarni model TEM vs. projekce atomarniho modelu

Heinemeyer et al. (2007) J Biol Chem

Lehninger - Principles of Biochemistry, 5th edition
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Funkce superkomplexu

Komplex IV:

Komplex III,:
Heinemeyer et al. (2007) J Biol Chem
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Kryogenni elektronova tomografie: prechod z 2D na 3D

Princip elektronové tomografie: vypocet 3D struktury z 2D projekci

Nahrani tomografické série 2D 3D objekt je vypocitan z 2D projekci
projekci 3D objektu pomoci metody zpétné projekce



Priprava granalnich membran pro kryo-elektronovou tomografii

Granalni membrany

Priprava kryo-vzorku
Zmrazeni vzorku na 77K

Prenos zmrazeného
vzorku do
mikroskopu
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Modely granalni membrany

Tomografie odhaluje strukturu grandlni membrany a pozici PSII komplexu




Ini membrany
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3D analyza PSII komplexu

3D model PSII core complexu - analyza 100 sub-objem{

Tomograficka data Model granalni membrany
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Shrnuti: elektronova mikroskopie ve studiu fotosyntézy

Single particle EM

Strukturni analyza izolovanych
proteiny

EM tvlakoidnich membran

2D organizace a interakce PSII komplextd v membrané

Kryo elektronova tomografie

3D organizace tylakoidni membrany a PSII komplex{

high light
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