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Nobelova cena za chemii v roce 2017

Vyvoj kryogenni elektronové mikroskopie

Richard Henderson Joachim Frank Jacques Dubochet

Soucasna metoda kryogenni elektronova mikroskopie umoznuje zjisténi
struktury biologickych makromolekul pti vysokém rozliSeni bez nutnosti
jejich krystalizace, jak je tomu u rentgenové strukturni analyzy. NOKY, /.
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Vyvoj rozliseni kryogenni elektronové mikroskopie (EM)

v

1990

2013

Vyvoj rozliseni kryogenni elektronové mikroskopie od roku 1990 do roku 2013 prezentovan
na 3D strukture enzymu glutamatdehydrogenazy.

Vyvoj nového typu detektord sehral kli¢ovou roli v dosazeni atomarniho rozliseni pri 1.8 A.
Autor: Martin Hégbom/Stockholm University

Cesta od ,,blobology” ke kryogenni EM s vysokym rozliSenim byla ale dlouha ...



Pred 90-ti lety ...



Potencial rozlideni EM

: .y S 0.61 A
Rayleighovo rozliSovaci kritérium: d = ——

n.sin a

« svételna mikroskopie je limitovana vinovou délkou svétla

e EM neni vinovou délkou limitovana:

v , v, , 1.226
napf. pro urychlovaci napéti U=100000 V plati: A = N [nm] = A = 0.0038 nm
mravenec vlas saVvéi burika bakterie mitochondrie virus bilkovina  mald molekula

AR

1 mm 100um 10pm Tum

Svételny mikroskop

Transmisni elektronovy mikroskop




Konstrukce prvniho transmisniho EM
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Konstrukce prvniho transmisniho elektronového
mikroskopu: Ernst Ruska a Max Knoll (9.3.
1931)

Ernst Ruska ziskal Nobelovu cenu za fyziku v
roce 1986 za vyvoj elektronového mikroskopu.



Mame prvni elektronovy mikroskop! Ale ...

Replika prvniho elektronového mikroskopu

Pocatecni skepse

... fajn, ale EM nelze pouzit pro studium biologickych objektt kvuli destrukci vzorku
zplsobené bombardovanim elektrony

Reseni: nutny vyvoj novych metod ptipravy vzorku a technicky zdokonalovat EM



Jak eliminovat radiacni poskozeni vzorku?

PouZiti nizké intenzity elektronového svazku

&2 i)

mensi radiacni nizky kontrast
poskozeni vzorku vzorku ve snimku

Zvyseni kontrastu metodou ,negative staining”

\\
"f@ @\\ kontrastovani vzorku pomoci roztoku
Ot soli t&Zkého kovu (uranyl acetat)

omezené rozlieni (10A — 20A)
2D projekce, vyjimecné 3D struktura

Fotosystém | Fotosystém Il Komplex |

Metoda , negative staining” neni vhodna pro urceni
3D struktury s vysokym rozlisenim < 10 A
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Jak eliminovat radiacni poskozeni vzorku?

Potvrzeni hypotézy
e snimkovani vzorku pfi nizké teploté snizuje radiacni poSkozeni

* vznik kryogenni mikroskopie!

@

Jak spravné zmrazit kapalny vzorek s biologickym materialem?

* nutné zabranit formovani krystalk( ledu = v EM se zobrazi
jako temné objekty = znehodnocuiji vzorek

e zmrazeni vzorku musi byt velmi rychlé = vznikne amorfni led

Jacques Dubochet
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V jakém médiu vzorek zmrazit?

Kapalny dusik
* neumoznuje rychlé zmrazeni — vznikaji krystalky ledu

* blizké hodnoty teploty tani (-210 °C) a varu (-196 °C)

Kapalny etan
* vhodnéjsi médium - teplota tani: -183 °C; teplota varu: -89 °C

* rychlé zmraZeni zabrani tvorbé krystalk(l ledu = voda zmrzne v amorfnim stavu



Jak rychle zmrazeni vzorku zrealizovat?

médéna sitka s kapkou vzorku

roztok biologického materialu

kapalny dusik

idedlni tloustka vrstvy ledu




Aparatura pro rychlé zmrazeni vzorku

Plavodni verze jednoduché aparatury Soucasna aparatura - Vitrobot
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Dubochet et al. (1988)

Dubochet a firma FEI



Zmrazeni vzorku pomoci Vitrobotu (FEI)




Aplikace kryogenni EM pro studium biologickych vzorku

jako prvni prokazal potencidl kryogenni EM analyzou struktury bakteriorodopsinu
pfi rozligeni 3.5 A

§

Richard Henderson Henderson a kol. (1990) JMB 213

podilel se na dalSim rozvoji kryogenni EM vyvojem softwaru pro analyzu
individualnich projekci (,,single particle analysis“) a rekonstrukce 3D struktury

Proteinové komplexy maji nadhodnou orientaci = slouceni projekci o dané orientaci =
obrazovd analyza a priimérovani projekci = 3D rekonstrukce

Joachim Frank




Obrazova analyza ,zasumeénych" projekci: srovnani projekci
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Obrazova analyza ,zasumeénych" projekci: srovnani projekci
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Obrazovd analyza ,,zaSuménych® projekci: primérovani projekci




Kryogenni EM, obrazova analyza a 3D rekonstrukce

V kryogennim EM jsou detekovany
1 projekce ndhodné orientovanych
proteinovych komplex(.

Y Y Pocitaovy program
slouci podobné
Y, projekce do skupin.
J
Pocita¢ obrazovou analyzou
tisict projekci ve skupiné \ / \

vygeneruje 2D projekce . [ 1] |
[ | ] |
il s s
Pocita¢ vypocita prostorové o * n

4 vztahy mezi jednotlivymi
2D projekcemi a vygeneruje
3D strukturu s vysokym rozliSenim.

<




Kryogenni EM, obrazova analyza a 3D rekonstrukce

3329 images - PR e
Reference based ! . W .
particle autopick

210 355 particles Class 1,5.3% Class 2,46.7% Class 3, 34.3%

x"'ﬁ;i’ @ F- %’

Class 4,10.5%  Class 5, 3.2%

2D classification

126 223 particles

3329 snimkU Fotosystému I

Combine the particles
of Class 2and 3

102 284 particles

Substraction of projections

\355‘“(' . from the dimer from
% a % experimental images

Class 1,9.3% Class2,9.2%  Class 3,37.3% Stacked C,S,M, dimer of 8A 3D auto-refine

l 3D classification

Class 4,15.5%  Class 5, 28.7% ¥ 5

Top-view

Combine the particles

of Class 3,4and 5 \y
Class 1,13.1% Class 2, 34.0% Class 3, 18.0% ‘ "6

83 315 particles > S
3D auto-refine .‘ - i E_:' ’ 2 ﬁ
with C2 symmetry

Side-view

Class 4,25.7%  Class 5,9.2%

Combine the particles

53 206 particles
of Class 2 and 3

Su a kol. (2017) Science 357

83 315 particles 136 521 particles
» »
» »
Refine with C2 symmetry
Dose weight:
Particles based motion correction

Refine with

3.2A




Vyvoj kryogenni EM
zdokonaleni vyhodnocovacich program( a narUst vykonu pocitacu

vyvoj novych detektor(

primé detektory elektront zplsobily doslova revoluci v kryogenni EM

CCD/CMOS s vldaknovou optikou Pfimy detektor
e e-
Scintillator
e
—— Light transfer:

coupling mechanism

.:; / CCD / CMOS
Read-out Y Read-out

nejnovejsi primy detektor s rozlisSenim 24 MPx
umoznuje zdznam az 1500 snimk(/sec = snimkovani ve video modu

eliminace , driftu” vzorku umoznuje dosahnout vysokého rozliseni



Vyvoj kryogenni EM

Repllka prvnlho EM Elektronové mikroskopy soucasnosti

Titan Krios (FEI)

Konstrukce kazdé soucastky TEM vysledkem
dlouhodobého vyvoje




Vyvoj kryogenni EM

Aplikace kryogenni EM pfi studiu struktury Siroké skaly proteinovych komplexu

IDH ' Haemoglobin
93 kDa il i 64kDa

3.2A

Photosystem Il 3, &
1,400 kDa A
5.3A

145 kDa

% 28A

B-galactosidase
465 kDa
22A

Dengue Virus
11,200 kDa
a6 A

Laureati Nobelovy ceny za chemii v roce 2017, Richard Henderson, Joachim Frank a
Jacques Dubochet, sehrali klicovou roli v rozvoji této metody.






Kryogenni elektronova tomografie

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



Kryogenni elektronova tomografie granalni membrany

Zdznam série snimkud s postupné naklanénym vzorkem
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Kryogenni elektronova tomografie granalni membrany

Rekonstrukce tomogramu
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Modely granalni membrany

Tomografie odhaluje strukturu granalni membrany a pozici fotosystému II




Ini membrany

V4
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« 3D analyza PSII komplex



3D analyza PSII komplexu

3D model PSII core complexu - analyza 100 sub-objemu

Model granalni membrany
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Dékuji za pozornost!



