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,Chladna*® moderni elektronova mikroskopie

Jan Bedndr, Grenoble, Praha

Abstrakt. Mikroskopické techniky v biologii zazivaji v poslednich letech neobycejny pokrok
a s tim souvisejici ocenéni. V roce 2008 byla Nobelova cena udélena za objev a prace na zele-
ném fluorescenénim proteinu, v roce 2014 obdrzeli Nobelovu cenu Eric Betzig, Stefan W. Hell
a William E. Moerner za prace v oblasti superrezoluéni optické mikroskopie. V roce 2017 se
k nim pripojila elektronova mikroskopie, kdyz se laureaty Nobelovy ceny za chemii stali pri-
kopnici v oblasti elektronové mikroskopie — Jacques Dubochet, Richard Henderson a Joachim
Frank. Jejich zasluhou byly polozeny zhruba pred 35 lety zédklady moderni elektronové mikro-
skopie pro pouzit{ ve strukturni biologii — takzvané kryoelektronové mikroskopie (kryo-EM),
ktera v soucasné dobé zaziva neuvéritelny rozmach. Zavedeni kamer s primou detekci elek-
tronu a dalsich technologickych vylepseni umoznuje pomoci kryo-EM uréovat struktury bio-
logickych komplext s rozliSenim lepsim nez 2 A, tedy na trovni atomi. Bez pritkopnickych
praci letosnich t¥i laureatd by ovSem nic z toho nebylo mozné.

Rekapitulace principu elektronové mikroskopie

Elektrony misto fotonu

Princip elektronového mikroskopu byl navrzen na pocatku dvacatych let minulého sto-
leti Ernstem Ruskou a prvni funkéni prototyp byl zkonstruovan v roce 1933. V roce 1937
zacala firma Siemens-Reiniger-Werke AG vyrabét prvni komercéné dostupny elektro-
novy mikroskop. Zakladni Ruskovou motivaci pro konstrukci elektronového mikro-
skopu byla nizka rozliSovaci schopnost optickych mikroskopi danid Abbeovym vzta-
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n-sina  NA’ (1)
kde d je rozliSeni objektivu, A vilnova délka pouzitého zareni, n index lomu prostiedi
mezi zobrazovanym objektem a zobrazovaci soustavou, a polovina maximalniho vrcho-
lového uhlu kuzele difraktovaného svétla, ktery je zobrazovaci soustava schopna za-
chytit. NA je numerickd apertura. Vzhledem k nejkratsi pouzitelné vinové délce vi-
ditelného spektra kolem 400 nm je nejvyssi rozliSeni optickych mikroskopt rovno pii-
blizné 200 nm.

Roku 1924 zformuloval de Broglie svou hypotézu dualismu vin a ¢astic, podle které
je kazda hmotnd ¢astice doprovazena vinou o vlnové délce
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kde h je Planckova konstanta, p hybnost ¢astice, mq jeji klidova hmotnost a v rychlost,
c rychlost svétla.

Prvni funkéni prototyp elektronového mikroskopu s velmi omezenymi parametry
byl zkonstruovan Ernstem Ruskou v roce 1931. Stoji za zminku, ze se Ruska o existenci
vlnovych vlastnosti elektrontt dozvédél az pri testovani mikroskopu a zacal se obavat, ze
maximalni rozliSeni bude opét limitovano Abbeovym zdkonem. Brzy ovsem spocital,
7e vlnovd délka elektront (pfi urychlovacim napéti 75kV, které tehdy pouzival) je
v porovnani s viditelnym svétlem o 5 radu kratsi a teoretické dosazitelné rozliseni
elektronovych mikroskopii se tak pohybuje v jednotkéch pikometri (1 pm = 10-24).
Priklady vlnové délky A elektronti urychlenych rtiznym urychlovacim napétim V' jsou
uvedeny v tabulce 1.

V(kV) | v/c | m/mg | A (pm)
100 | 0,548 | 1,196 3,70
300 | 0,776 | 1,587 | 1,97

1000 | 0,941 | 2,057 | 087

Tab. 1. Rychlosti, relativistické hmotnosti a vlnové délky elektroni pti vybranych urychlo-
vacich napétich

Dosazeni takto vysokého teoretického rozliseni bohuzel brani vlastnosti zdkladniho
zobrazovaciho elementu elektronového mikroskopu — rotacné symetrické elektromag-
netické ¢ocky. Ty umoznuji vyuzit pouze paraxiadlni svazek a vysledna odpovidajici
thlova apertura elektromagnetické ¢ocky méa hodnotu pouze nékolika miliradiant. To
snizuje prakticky dosazitelné rozliseni elektronovych mikroskopti na troven setin na-
nometru (100 pm), coz je rozmér prumérného atomu. Nicméné tato mez je v posledni
dobé prekonavana, jak si ukazeme pozdéji.

Elektromagnetické ¢ocky vyuzivaji toho, ze draha nabité ¢astice v magnetickém
poli je zaktivend v disledku pusobeni Lorentzovy sily

F = q(7 x B), 3)

kde F' je pusobici sila, ¢ ndboj ¢astice, ¥ jeji rychlost v magnetickém poli o intenzité B.
Lorentzova rovnice umoznuje navrhnout systém magnetickych poli schopnych defino-
vané ménit drahu elektront a vytvorit tak ekvivalent ,,optického“ systému. Na zdkladé
uvedenych principu byly zkonstruovany dva zakladni typy elektronového mikroskopu:
transmisni elektronovy mikroskop (TEM) a skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikro-
skop (SEM). Déle se budeme zabyvat pouze TEM.

Interakce elektronu se vzorkem a vznik kontrastu

Na rozdil od mikroskopie optické nevznika pri zobrazovani pomoci TEM kontrast ab-
sorpci prochézejictho zareni — elektront. Dochézi pouze k jejich rozptylu a to dvéma
odlisnymi mechanismy: interakci s jadry atoma vzorku a interakei s elektronovymi
obaly téchto atomut. Pri interakci s jadry dochazi ke zméné trajektorii elektronti bez
ztraty rychlosti. Jednd se o rozptyl pruzny, neboli elasticky (obr. 1). Elektrony, které
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Obr. 1. Schéma interakci elektronu s atomem vzorku

jsou pfi elastickém rozptylu dostatecné odchyleny od puvodniho sméru, jsou potom
zachyceny prostorovou objektivovou clonou, coz je zdrojem amplitudového kontrastu.
Je zfejmé, ze odchyleni elektronti z piivodni drahy bude zaviset na atomovém cisle,
pri¢emz tézké prvky budou rozptylovat elektrony efektivnéji. Neelasticky rozptylené
elektrony naopak ztréceji pri interakci s elektronovym obalem atomu Cast své energie
a hybnosti. Kvuli snizené rychlosti pohybu se proto chovaji pri pruletu elektromag-
netickymi ¢ockami jinak nez elektrony nerozptylené nebo rozptylené elasticky. Zjed-
nodusené feceno, nejsou stejné zaostiovany. Navic, protoze je jejich charakteristicky
thel rozptylu maly, projdou objektivovou clonou a ptisobi negativné na formovani
vysledného obrazu — zvysuji Sum.

Dilezitym parametrem ovliviiujicim kvalitu obrazu je takzvana stfedni volnéd draha
elektront D. Ta je definovana jako vzdalenost mezi dvéma rozptylovymi udalostmi pti
prichodu elektront vzorkem a zavisi na jeho kompozici vztahem

1 Naor(p) )

D A
kde N4 je Avogadrovo &islo, o celkovy rozptylovy prutez (elasticky a neelasticky)
izolovaného atomu, A atomovd hmotnost atomi ve vzorku o hmotové tloustce (hus-
tota krat tloustka). Tento parametr je velmi dileZity, protoze pti prichodu elektront
vzorkem by nemélo dochézet k vicecetnym rozptylovym udalostem. V takovém pri-
padé vysledny obraz neodpovida slozeni vzorku. Typické hodnoty stfedni volné drahy
pro urychlovaci napéti 200kV jsou uvedeny v obr. 2. Z uvedenych fakti vyplyva pro
elektronovou mikroskopii nékolik podstatnych dusledku:
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Obr. 2. Volnd drdha d elektronu pro pruzny a nepruzny rozptyl v zavislosti
na atomovém ¢&isle. (Yougui Liao, Practical Electron Microscopy and Database,
http://www.globalsino.com/EM/)

a) Aby elektrony mohly interagovat pouze se vzorkem, cely tubus elektronového mi-
kroskopu musi byt evakuovan (podle typu mikroskopu na tlak 1076 az 107% Pa).

b) Tloustka vzorku musi byt pfizpusobena jeho chemickému slozeni, aby nedochd-
zelo k nasobnym rozptylovym udélostem.

c¢) Typicky biologicky materidl bude elektrony velmi mélo rozptylovat vzhledem
k prevazujicimu obsahu lehkych prvki, a tedy bude vykazovat velmi maly kon-
trast zobrazeni.

Pozadavek na umisténi vzorka ve vakuu komplikuje zasadnim zptsobem studium
nativnich biologickych materiala obsahujicich vodu. Ve vakuu by se voda z hydratova-
ného preparatu zacala okamzité vyparovat a tim by doslo ke kolapsu a znehodnoceni
jeho struktury. Biologicky material 1ze proto pozorovat v EM aZ po urcitych dpravach,
jejichz charakter se lisi podle toho, jestli se jednd o vzorky tkani nebo o izolované
Céstice (viry, proteinové komplexy, liposomy atd.). U obou typu je ale dulezitym kro-
kem pripravy zvysSeni kontrastu pomoci substanci obsahujicich tézké prvky. Vzhledem
k tomu, ze predmétem tohoto pojednani je soucasny rozvoj aplikaci vysokorezolucéni
elektronové mikroskopie ve strukturni biologii, které jsou témér vyluéné spjaty s izo-
lovanymi komplexy, budeme se dédle vénovat pouze této problematice.

Priprava biologickych izolovanych komplext pro elektronovou mikroskopii

Nejcastéjsi typy izolovanych biologickych komplexu studovanych elektronovou mikro-
skopii jsou viry, DNA, &astice! vezikuldrniho typu, proteinové nebo nukleoproteinové
komplexy, biologické polymery a jiné. Podstatnou vyhodou vétsiny z nich je, Ze obsa-
huji pouze velmi malé mnozstvi vody. Dehydratace tudiz v mnoha pripadech nema

L Cdstice (particle) se v kryoelektronové mikroskopii pouzivé jako terminus technicus pro objekty
nanometrovych rozmeéru.
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vaznéjsi dopad na jejich strukturu. Pro jejich vizualizaci v elektronovém mikroskopu
se nejcastéji pouziva technika negativniho barveni (kontrastovani). Vzorek je nejprve
nanesen na mikroskopickou sitku pokrytou podpurnou blankou (tenky film uhliku nebo
polymeru) a ndsledné inkubovan v roztoku kontrastovactho média, napiiklad uranyl
acetatu. Nasledné se prebytek kontrastovaciho roztoku odsaje a zbyld vrstva se neché
zaschnout. V mistech, kde se nachazeji ¢astice, je tato vrstva tenci a ¢astice se tak jevi
jako svétlé objekty na tmavém pozadi. Tato klasickd technika ma ovSem nékolik pod-
statnych omezeni: i) Adsorpce na plochy podklad muze vést k deformaci prostorové
konformace objektu. ii) Adsorbované objekty mohou zaujmout preferovanou orientaci,
pri které urcité projekce nebudou viditelné. iii) Vzorek nelze pozorovat v podminkéch
odpovidajicich jeho fyziologickému prostiedi. iv) Méné stabilni komplexy se pii pro-
cesu dehydratace rozlozi. v) Zaschld vrstva kontrastovaciho roztoku prekryvé jemné
detaily vzorku, ¢imz snizuje dosazitelné rozliseni.

Vyse popsand omezeni vedla koncem sedmdesatych let k postupnému itlumu poca-
te¢niho nadseni z aplikaci elektronové mikroskopie v biologii, protoze zacalo byt jasné,
7e standardni techniky pfipravy biologickych preparati zptsobuji mnohé a navic ¢asto
tézce odhalitelné artefakty. Z této prechodné skepse se zrodil zdmér vyvinout metodu
pro pozorovani nativnich preparatti — hydratovanych, nekontrastovanych, neadsorbo-
vanych a uchovanych ve fyziologickych podminkéach.

Zrod kryoelektronové mikroskopie

Vitrifikace

Jak bylo zminéno vyse, pritomnost vody ve vzorku je neslucitelna s nizkymi hodnotami
tlaku v tubusu elektronového mikroskopu. Mozny zptisob, jak tento problém obejit, je
z fyzikalniho hlediska velmi jednoduchy. Sta¢i udrzovat hydratovany vzorek na teploté,
pfi niz je tlak vodnich par fadové srovnatelny s tlakem uvnitt mikroskopu. V praxi
to znamend zchladit vzorek na teplotu hluboko pod —100°C (bézné —170°C), pri
které je voda pochopitelné v pevném skupenstvi. Pfi obycejném ochlazovani vody za
atmosférického tlaku pod bod mrazu prechazi voda do pevného skupenstvi ve formé
bud hexagonalniho, nebo, pti vyssich rychlostech ochlazovani, kubického ledu. Tvorba
jakychkoli krystalt ledu je ovsem v biologickém preparatu nepripustna. Dochazi totiz
pri ni ke zméné objemu a tim mechanickému poskozeni struktury vzorku, separaci fazi,
zmeéné iontovych, osmotickych a tonickych podminek a jinym procestim, které znehod-
nocuji strukturni informaci. V neposledni radé je potom EM pozorovani biologického
vzorku obsahujiciho krystalicky led znemoznéno pritomnosti Braggovych reflexi.
Vyvojem metod elektronové mikroskopického zobrazovani biologickych preparatu
v nativni hydratované formé se zacal ve druhé poloviné 70. let zabyvat Dubochet
se svymi spolupracovniky. Prvnim problémem, ktery bylo tfeba vyfesit, bylo zame-
zeni vzniku krystali pfi mrazeni hydratovanych preparatt pro elektronovou mikrosko-
pii. Jako jedna z mala moznosti se nabizelo vyuziti tfetitho typu pevného skupenstvi
vody, tzv. amorfniho ledu ( ,amorphous® nebo ,vitreous ice“), ktery nem4 krystalickou
strukturu a muze existovat i za atmosférického tlaku. Tato forma pevného skupenstvi
vody byla pozorovana jiz v roce 1935 [5] a lze ji ziskat bud pomalou kondenzaci vodnich
par na podkladu o velmi nizké teploté nebo tzv. vitrifikaci, coz je prechod z kapalného
skupenstvi do pevného bez tvorby krystalt. Lze jej dosdhnout dostateéné ,rychlym*
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odebiranim tepla, pri kterém prudky nartust viskozity prostfedi zabrani molekuldm
tekutiny zaujmout polohu v krystalické mrizce. Je zfejmé, ze ¢im vétsi je difuzni koefi-
cient molekul, tim rychlejsi musi byt ochlazovani vzorku, coz souCasné znamend, ze
bude obtiznéjsi vitrifikace dosahnout. Fyzikalni parametry vody jsou pro vitrifikaci
velmi nepifznivé: vysoky difuzni koeficient (2,3 - 1072 m? - s71) [15], relativné vysoka
tepelna kapacita (4,1813J-g~'-K~!) a mald tepelna vodivost (0,591 W -m ™~ - K~1).
V pripadé ¢isté vody se pro dosazeni vitrifikace uvadi jako miniméalni rychlost chla-
zeni 10K - s™1 [17]. Vitrifikace tak musi probéhnout béhem 107 a7z 10~*s. Proto
jesté na konci 70. let minulého stoleti nebylo jasné, jestli lze procesu vitrifikace vody
vitbec redlné dosdhnout. V roce 1980 ale byly publikovany vysledky ukazujici moznost
vitrifikovat vodni kapky mikrometrickych rozméru [4], které inspirovaly Dubocheta
k vyuziti vitrifikace pro pripravu nativnich hydratovanych vzorku pro elektronovou
mikroskopii [9)].

Zpusob pripravy tenkych vitrifikovanych vrstev

V roce 1984 publikoval J. Dubochet v ¢asopise Nature revolu¢ni ¢lanek [1], ve kte-
rém popsal metodu pripravy nativniho vzorku virt pro elektronovou mikroskopii. Trik
byl stejné elegantni jako genidlni. Z predchoziho je zfejmé, zZe lze vitrifikovat pouze
velmi omezeny objem vody nebo vodného roztoku/suspenze. Dubochet a jeho kole-
gové vymysleli jednoduchy systém, jak tento objem minimalizovat a soucasné pfipra-
vit vzorek dostatecné tenky pro pozorovani v elektronovém mikroskopu. Elektron-
mikroskopickou sitku potahli tenkym podloznim filmem s otvory o rozméru pouze
nékolika mikrometra (obr. 3) pomoci metody popsané jiz v roce 1965 [12]. Na takto
upravenou sitku byl nanesen roztok vzorku o objemu cca 3 ul. Po odséati prebytec-
ného roztoku filtraénim papirkem zbyla na sitce tenkd (cca 100-200 nm) metastabilni
vrstva roztoku obsahujici studovany materidl — v pripadé zminéné publikace viry.
Tato vrstva po ponoteni do kryogenu (kapalného etanu zchlazeného na teplotu bliz-
kou jeho bodu tuhnuti, —183 °C) okamzité zvitrifikovala a zménila se tak v tuhy tii-
rozmérny (3D) vzorek, v némz jsou studované objekty imobilizovany v tenké vrstvé
amorfniho ledu presné ve stavu a orientaci, ve kterych se nachézely v okamziku vitrifi-
kace. Uspé&snd realizace vitrifikace je v tomto pifpadé dédna tim, ze pomér objem /plocha
je extrémné vyhodny pro rychly odvod tepla ze vzorku, ktery navic probiha z obou
stran vrstvy. Vyhodou popsané metody ptipravy vzorkt je fakt, ze elektronovy svazek
prochézi vitrifikovanym vzorkem pouze v mistech otvoru v podloznim filmu a ziskand
informace tak neni rusena signdlem ze samotného podlozniho filmu.

Jednim z dulezitych faktora pri optimalizaci vitrifikacni metody byla identifikace
vhodného, dostatecné tc¢inného kryogenu. Tekuty dusik je jako kryogen velmi neti¢inny,
protoze rozdil mezi jeho teplotou téni a vypafovani je pouze 14 °C. Pii jeho kontaktu
s teplym objektem proto dojde k okamzitému vytvoreni vrstvy plynné faze okolo objek-
tu, kterd brani efektivnimu odvodu tepla ze vzorku (tzv. Leidenfrostiv jev, zndmy
téz z popularizacnich pfednasek fyziky, kdy experimentator na kratky okamzik bez
obav ponoi{ sviij prst do kapalného dusiku). Na zdkladé mnoha experimenti se jako
nejefektivnéjsi kryogeny jevi tekuty etan a tekuty propan.

Od okamziku vitrifikace musi jiz vSechny dalsi operace se vzorkem probihat pri
teplotach nizsich nez —150 °C, nebot pfi teploté nad —146 °C dochézi k rekrystalizaci
(devitrifikaci) amorfnfho ledu [22]. Bylo tedy nutné vyfesit postup vkladani vzorku
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Obr. 3. (a) Elektronmikroskopickd sitka pokrytd dérovanym filmem, (b) méfitko 20 pm,
(c) méritko 1 pm

do elektronového mikroskopu a jeho udrzeni na velmi nizké teploté v prubéhu pozoro-
vani bez jeho ohiati nad kritickou teplotu a navic bez jeho kontaminace kondenzujici
atmosférickou vlhkosti. Extrémné ochlazeny vitrifikovany vzorek se chova jako kryo-
genni pumpa a kondenzujici voda spolu se zbytkovymi necistotami ma za nésledek jeho
postupné znehodnocovani. Béhem akvizice kryo-EM snimki musi byt teplota vzorku
velmi stabilni v fadu desetin °C, aby nedochazelo ke ztraté rozliSeni zptisobené tepel-
nym driftem objektt. Reseni téchto technickych problému si vyzidalo urcité modifi-
kace v konstrukei elektronového mikroskopu, zejména drzédku vzorku a jeho vkladani
do mikroskopu a ochrané vzorku proti kontaminaci uvnitt¥ mikroskopu.

Dubochetova metoda vitrifikace umoznila rozvoj kryoelektronové mikroskopie izo-
lovanych castic. Jelikoz jsou individualni ¢astice pfi vitrifikaci imobilizovany v ndhod-
nych polohach, 1ze pti pofizeni snimkt dostatecného poctu castic obdrzet kompletni
sadu projekci ze vSech moznych projekénich ihli a riznymi matematickymi postupy
potom urcit 3D strukturu. Na vyvoji metod matematické rekonstrukce 3D struktur
se vyznamné podilel dalsi z laureata letosni Nobelovy ceny za chemii, Joachim Frank,
ktery postupné vyvinul jednotlivé ¢asti algoritmu 3D rekonstrukce z ndhodnych pro-
jekei a vytvoril prvni uceleny softwarovy systém zvany SPIDER.

Negativnim aspektem techniky zobrazovani tenkych vitrifikovanych vrstev bez po-
uziti kontrastnich latek je velmi maly obrazovy kontrast. Je proto prakticky nemozné
pouzivat kontrast amplitudovy spocivajici v rozdilech jasu objektl a pozadi. V analogii
s optickou mikroskopii se neabsorbujici objekty bez kontrastni latky nazyvaji objekty
fazové a pri jejich studiu je nutné prejit na zobrazovani pomoci kontrastu fazového.
Znacné, avSak resitelné, technické obtize spojené s nizkym kontrastem jsou nepod-
statné ve srovnani s tim, ze si vitrifikované vzorky zachovavaji svij nativni stav se
strukturou, ktera neni ovlivnéna zadnymi externimi faktory. Dosazitelné rozliseni pri
zobrazeni vitrifikovanych vzorkt neni uz limitovano jejich stavem, ale pouze parame-
try mikroskopu, zdznamového media a postupem analyzy obrazu. Prestoze technika
tenké vitrifikované vrstvy je pouzivana zejména pro vysokorezoluc¢ni strukturni studie,
existuji situace, kdy je jedingm moznym FeSenim pro ispésné zobrazeni urcitych typu
vzorkl i pfi nizkém rozliseni. Jednim z klasickych ptikladi jsou lipidové membrany
ve formé sférickych vezikull, které prakticky nelze zobrazit standardnimi technikami
elektronové mikroskopie a kryoelektronovd mikroskopie je jedinou moznosti (obr. 4).
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Obr. 4. Roztok syntetickych liposomt zobrazenych technikou negativniho barveni (vlevo),
kdy dochézi k dehydrataci a naslednému kolapsu ¢éstic, a kryoelektronovou mikroskopii
(vpravo). MéFitko 100 nm. (Autor, nepublikované vysledky)

Fazové zobrazovini — pomér signal/Sum versus rozliSeni

Fazovy kontrast v elektronové mikroskopii se ziskava pomoci rozostreni obrazu, pres-
néji podostrenim. Jedna se vsak o relativné slozitou zalezitost. Zjednodusené lze elek-
tronovy mikroskop prirovnat k nedokonalému akustickému zesilovaci, ktery rtizné frek-
vence prendsi s ruznym zesilenim. Aby vysledny zvuk odpovidal puvodni nahrévce, je
nezbytné provést odpovidajici korekce. Stejné tak je nutné korigovat obraz z elektrono-
vého mikroskopu, ktery nepfendsi vSechny prostorové frekvence (rozméry) se stejnou
intenzitou. V praxi to znamena, ze ruzné velké detaily vzorku jsou v zavislosti na hod-
noté rozostieni zobrazovany s odlisnym kontrastem. Tzv. funkce prenosu kontrastu
(Contrast Transfer Function — CTF) popisuje, jak zdvisi na velikosti detailti objektu
pomér mezi jasovym kontrastem jejich zobrazeni a lokdlnimi fazovymi posuvy elektro-
novych vln prochézejicich vzorkem.

CTF je urcena vlastnostmi elektromagnetické Cocky, zejména sférickou aberaci,
a lze ji vyjadrit pribliznym? vztahem

K(q) = —2sin [w <Aqu2 - CATB(#” , (5)

kde Cj je sférické aberace ¢ocky, Az hodnota rozostteni, g prostorova frekvence, A vino-
vé délka elektronu (obr. 5). CTF nabyva hodnot z intervalu [—1,1], kterymi moduluje
fazi vysledného obrazu pii Fourierové transformaci.

Pribéh CTF zavisi na hodnoté rozostfeni, coz ma za nasledek, ze pri velmi niz-
kych hodnotéach blizko optimdalniho zaostieni je informace o objektu zaznamenana

2Vztah (5) udédvd CTF ve zjednoduseném idedlnim pifpadé bez vlivu faktorti, které utlumujf
amplitudu smérem k vyssim prostorovym frekvencim. Témi jsou naptiklad rozptyl energii elektront
v puvodnim svazku, drift vzorku, kvalita koherence svazku apod.
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Obr. 5. Simulace prubéhu CTF pro rizné hodnoty Az. Pouzité parametry: urychlovaci napéti
V = 300kV, sférickd aberace objektivové ¢ocky Cs = 2,1 mm, emitor studend katoda

s vysokym rozliSenim, ale jeho kontrast je velmi maly (mald hodnota CTF pro nizké
prostorové frekvence) a objekt velmi obtizné identifikovatelny. P¥i vys$sich hodnotédch
se kontrast objektu sice zvySuje, ale klesd hodnota zaznamenaného rozliseni (obr. 6).
Dale je nutné kompenzovat dusledky prichodi CTF nulou; ty odpovidaji frekvencim,
které se prendseji s nulovym kontrastem. V praxi se problém Tesi snimanim obrazu
pri ruznych hodnotach podostieni v takovém rozsahu, aby celé spektrum prostorovych
frekvenci bylo ziskano s nenulovymi hodnotami.

Dalsi komplikaci pii zobrazovani nativnich preparata v elektronovém mikroskopu je
jejich citlivost na poskozeni elektronovym svazkem, ktera omezuje pouzitelnou expozic-
ni ddvku na hodnotu okolo 20 a7 50 elektront/ A2 .5 podle typu vzorku a urychlovaciho
napéti. Proto je nutné pouzivat pfi pofizovani snimki techniku tzv. nizké davky (low
dose): Nejprve je pii malém zvétseni a velmi nizké intenzité svazku lokalizovidna vhodn4
oblast pro snimek. Poté je elektronovy svazek odklonén na sousedici oblast, na které
se pri pozadovaném velkém zvétSeni obraz zaostii a provedou se nezbytné korekce
svazku. Pak je vracen do puvodni polohy a provedena expozice. Vzorek je tak vystaven
intenzivnimu svazku pouze po dobu sejmuti snimku.

Zaznam signalu primymi detektory elektronu

Protoze intenzita ¢asti signalu obsahujici vysokorezolu¢ni informaci je nizka, je nutné,
aby zdznamové médium bylo co nejcitlivéjsi. Zaznamové médium bylo po mnoho let
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Obr. 6. Z&vislost kontrastu na drovni podostfeni: (a) 1900nm, (b) 2700 nm. Vzorek: synte-
ticky liposom, méfitko 100 nm. (Autor, nepublikované vysledky)

jednim z omezujicich faktoru rozvoje vysokorezolu¢ni kryoelektronové mikroskopie. Za-
timco vyvoj ostatnich soucasti elektronovych mikroskopt pokracoval relativné rychle
(digitalizace ovlddani, stabilita proudovych zdroju pro elektromagnetické cocky, mo-
torizace mechaniky polohovani vzorku v mikroskopu), v oblasti zdznamu k zadnym
podstatnym zménam nedochézelo. Az do relativné neddavné doby byl stéle nejlepSim
médiem klasicky fotograficky negativ (optimalizovany pro interakci s elektrony). Jeho
pouzivani ale prinaselo radu komplikaci pti akvizici dat i nésledujicim zpracovani.

Pro 3D analyzu individudlnich ¢éstic (single particle analysis — SPA) je nutné
shroméazdit desitky az stovky tisic jejich projekci, coz predstavuje srovnatelné pocty
negativl, které je tfeba vyvolat a digitalizovat s maximélni moznou kvalitou zacho-
vani origindlni informace. Z technickych dtvodd bylo mozné za jeden den nasnimat
a zpracovat pouze omezeny pocet negativii. Nasledné pocitacové zpracovani bylo také
pomalé vzhledem k vykonnosti tehdejsi vypocetni techniky a naroc¢nosti operaci, které
cely algoritmus 3D rekonstrukce predstavuje. Proces 3D rekonstrukce proto trval ty-
picky az nékolik mésici. Bylo zjevné, Ze jedinym moznym fesenim do budoucna je
prechod k primému digitalnimu zaznamu EM snimku. Jako prvni digitalni zdznamova
média pro elektronové mikroskopy byly pouziviny CCD kamery, které se zacaly obje-
vovat na pocatku 90. let minulého stoleti. Jejich citlivost a dynamicky rozsah ale byly
pro vysokorezolu¢ni studie nevyhovujici. Fotografické negativy byly proto pouzivany
aZ do pfichodu kamer s pfimou detekei elektront (Direct Electron Detectors — DED),
které na rozdil od kamer CCD nepouzivaji konverzi elektronii na svétlo pomoci scin-
tilatoru a jsou schopny detekovat elektrony primo.

Byl to pravé piichod DED kamer (na jejichz vyvoji se také podilel Richard Hen-
derson), ktery pred piiblizné Sesti lety zah4jil skutenou revoluci ve vysokorezoluéni
elektronové mikroskopii. Citlivost detektoru prekrocila citlivost fotografickych nega-
tiva (obr. 7) a ve spojeni s vykonnou elektronikou bylo mozné zavést nékolik no-
vych postupt pii akvizici dat, které vyrazné posunuly prakticky rozliSovaci limit kryo-
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Obr. 7. Porovnani kvantové ucinnosti detekce riznych typt detektori. Adaptovano
Z www.gatan. com

elektronové mikroskopie. Filmovy zaznamovy material 1ze pouzit pouze v integra¢nim
rezimu, kdy je celd informace zaregistroviana najednou v uré¢itém casovém tseku (doba
expozice). Bohuzel i u velmi stabilnich mikroskopti nevyhnutelné dochazi k ur¢itému
driftu zobrazovaného vzorku, ktery mé nékolik pi{¢in (mechanickd a teplotni nesta-
bilita, nestabilita ¢ockovych proudu, reakce vzorku na interakci s elektronovym svaz-
kem). Tyto pohyby se v prubéhu expozice s¢itaji, ¢imz dojde k ,rozmazéni“ snimku
a ztraté rozliseni. DED kamery ale diky svym parametrim umoznuji ziskat informaci
per partes (tzv. ,movie® rezim) — nékolika velmi kratkymi expozicemi, které jsou
posléze srovnany a sumarizovany. Tim lze drift na vysledném obrazu do znacné miry
eliminovat. Jesté dale zachazi jiny rezim akvizice signalu, ktery DED umoznuji, tzv. po-
¢iténi jednotlivych elektront (electron counting). V tomto rezimu je s velkou opakovaci
frekvenci vyhodnocovan stav jednotlivych pixela detektoru (400x za sekundu, v pri-
padé kamer posledni generace az 1500x). Pti prekroc¢eni urcité prahové hodnoty se
predpokladé, ze na dany pixel dopadl elektron. Jednotlivé zaznamy jsou potom inte-
grovany do vysledného obrazu. Toto prahovani do zna¢né miry eliminuje vlastni Sum
detektoru, coz umoznuje dale zvysit jeho vyslednou citlivost. Nedostatkem soucasnych
DED kamer je nemoznost rozeznat dopad vice elektronti na jeden pixel v pribéhu
jednoho zaznamu. Tyto tzv. koinciden¢ni ztraty vsak nejspise nemaji podstatny vliv
na vysledné rozliseni. Ocekava se, ze problém koincidenc¢nich ztrat bude vyrazné eli-
minovan u pristi generace kamer.

Dalsi moznost, kterou nabizeji DED kamery, je subpixelové rozliseni. Pfi dopadu
elektronu na dany pixel jsou ovlivnény i pixely sousedici a analyzou jejich signédlu lze
vyhodnotit, do kterého kvadrantu pixelu elektron dopadl. Tim lze fakticky zdvojnaso-
bit fyzické rozliseni detektoru.
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Pokroky ve vyvoji ostatnich technologii — software a automatizace

Dalsi dil¢i technologicka vylepseni prispéla k nevidanému zefektivnéni pri akvizici
dat. Byly vyvinuty a jsou komercéné dostupné elektronmikroskopické sitky s podlozni
blankou s definovanym tvarem a rozmeérem otvoru a jejich periodicitou. Diky této
periodicité a definovanym parametrim otvoru bylo mozné vyvinout systém automa-
tizovaného postupu snimani dat. Operator na zac¢atku pouze vybere zény vhodné pro
akvizici z hlediska tloustky vrstvy a minimalni kontaminace. Po zadani pozadovanych
parametru jiz snimani probihd automaticky (pfesun do vybrané zény, vycentrovani jed-
notlivych otvort, zaostieni, korekce astigmatismu, kontrola driftu a vlastni expozice,
doplnovéani kapalného dusiku pro chlazeni vzorku). Mikroskop je tak schopny pracovat
v Uplné autonomii kontinualné az nékolik dni. Tento rezim umoziuje ziskat priblizné
500-1500 snimkt za 24 hodin, coz by bylo pfi manudlnim snimani zcela nemozné.

Software pro zpracovani a analyzu dat pro 3D rekonstrukei prosel za uplynuld de-
setileti také dramatickym vyvojem. Jednim z velmi duilezitych pokroku bylo zavedeni
metody 3D klasifikace. Na poc¢atku pouzivani SPA bylo nutné pracovat s vysoce homo-
gennimi vzorky. Jakdkoli nehomogenita (napifklad rtizné mozné konformace studované
Céstice nebo kontaminace jinym typem ¢astic) vedla k degradaci rozliSeni. V roce 2006
Joachim Frank a jeho kolegové publikovali dilezitou préci [19], v niz zavedli algoritmus
3D Kklasifikace, ktery umoznuje roztridit analyzované castice podle jejich konformace.
Tak lze nejen identifikovat rizné konformace studovaného objektu, ale i eliminovat
kontaminujici objekty, coz umoznuje snizit naroky na purifikaci vzorku. Dnes uz se
zacind uvazovat o moznosti purifikace ,,in silico “.

3D klasifikace m4 ale daleko vyznamnéjsi potencidlni dopad na pouziti kryoelektro-
nové mikroskopie a SPA. Protoze vitrifikovany vzorek predstavuje vlastné ,momentku“
stavu studovaného komplexu, je mozné napriklad identifikovat rizné konformace, které
miize za fyziologickych podminek zaujmout urc¢itd makromolekula. Pomoci 3D klasifi-
kace lze pri cyklickych reakcich identifikovat jednotlivé intermedidlni stavy reakéniho
komplexu a tak charakterizovat strukturdlné pribéh reakce. Jako ilustraci této moz-
nosti zde uvddime analyzu konformacnich zmén ribozomu pii asociaci tRNA [11]. Ani
krystalografie ani NMR nejsou schopné takovyto typ analyzy poskytnout.

Doplnkovy, ale dulezity hardware

Zavedenim DED byl vyfesen klicovy problém kryo-EM, jimz je ziskani kvalitnich
snimki v digitalni formé. Kromé klicové tillohy DED detektort 1ze dale vylepsit kvalitu
signalu jesté pred jeho zdznamem. Pro tento 1icel jsou v posledni dobé intenzivné vyu-
Zivany tri technologické dopliky: energeticky filtr, korektor sférické aberace a Voltova
fazova desticka. Jak vime, kontrast vysledného obrazu negativné ovliviiuji nepruzné
rozptylené elektrony. Ty lze eliminovat pomoci energetického filtru, tedy zatizeni, které
neché projit pouze elektrony s uréitou energii (= rychlosti). Protoze nepruzné rozpty-
lené elektrony maji jinou rychlost, jsou timto filtrem zachyceny. Dlouhou dobu byly
energetické filtry zaloZené na elektrostatickém hranolu pro kryo-EM relativné maélo
efektivni. Jejich posledni generace vsak jiz vykazuje vykonnost, kterd kvalitu snimku
vyznamné zlepsuje. Zvlastni kapitolou je korektor sférické aberace, ktery umoznuje
konstrukei asférickych systému. Scherzer ukdzal [20], Ze kombinace béZnych rotacné
symetrickych elektromagnetickych ¢ocek mize mit pouze konvexni efekt s kladnym
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Obr. 8. Porovnani kontrastu vzorku (20S proteazom) s malym podostfenim bez pouziti fadzové
desticky (vlevo) a s plesnym zaostfenim p¥i pouzit{ fdzové desticky (vpravo). Méritko 50 nm.
Pfevzato z [7].

koeficientem sférické aberace. Naproti tomu multipélové ¢ocky mohou fungovat jako
cocky konkavni s negativnim koeficientem sférické aberace. Vhodnou kombinaci kon-
vexnich a konkévnich ¢ocek pak lze vytvorit solidné korigovany zobrazovaci systém bez
sférické aberace umoznujici dosdhnout vyssiho rozliseni. Pomoci skenovaciho transmis-
niho mikroskopu s asférickou korekci bylo na krystalu germania dosazeno rozliseni vyssi
nez 0,5A (50 pm) [10].

Posledni podstatné pristrojové vylepseni rozsirujici moznosti aplikaci kryo-EM ve
strukturni biologii predstavuje Voltova fazova desticka [8]. Jednim z kritickych para-
metri 3D rekonstrukei byla po dlouhou dobu velikost studovanych ¢astic. Jesté pred
nékolika lety byla za nejmensi moznou povazovana hmotnost 250 kDa. Potize s rutinni
vysokorezolu¢ni rekonstrukei objekt mensich molekulovych hmotnosti jsou prevazné
zptusobeny malou trovni signdlu nizkych prostorovych frekvenci pii malych hodnotach
podostieni (nezbytnych pro zajisténi pfitomnosti vysokych prostorovych frekvenci).
Kvuli tomu lze malé komplexy velmi obtizné (eventudlné vubec ne) na snimcich de-
tekovat. Zavedeni DED kamer tuto hranici snizilo pod 200kDa, ale pro malé ¢éstice
(mensi nez 100kDa) stale neexistovalo feSeni. Tato situace se zménila pouzitim fédzové
desticky Voltova typu (cca 10nm silny film z amorfntho uhliku zahfaty na teplotu
kolem 250 °C nachéazejici se v zadni ohniskové roviné objektivu), kterd vnasi mezi
viny rozptylenych a nerozptylenych elektroni fazovy rozdil rovnajici se /2. V obra-
zové roviné pak dochdzi k jejich interferenci, kterd az dvojnasobné zvySuje pomeér
signdl/Sum pro nizké prostorové frekvence pii zachovani frekvenci vysokych. Zvyraz-
néni nizkych prostorovych frekvenci vyznamné zlepsuje detekovatelnost a identifikaci
projekei ¢astic na snfmku a jejich néslednou presnéjsi analyzu (2D klasifikaci), pii-
¢emz zustava zachovana vysokorezolucni informace spojena s vysokymi prostorovymi
frekvencemi (obr. 8). Neddvno byla publikovdna price ukazujici 3D rekonstrukei he-

Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, roénik 62 (2017), ¢. 4 249



\\

P/

VH': k ‘(

Leucin Alanin Valin Glycin Isoleucin

Metionin Fenylalanin  Tryptofan Prolin Tyrosin

Obr. 9. (a) Struktura j-galaktosidazy-PETG komplexu s rozlisenfm 2,2 A, (b) detail jeji
sekvence residuf 531-540. Prevzato z [3]. (c¢) P¥i tomto rozliSeni jiz lze jednoznac¢né identifi-
kovat jednotlivé typy aminokyselin i jejich orientaci. (d) Detail prolozeni chemické struktury
metioninu do elektronové mapy a jednoznaéné urceni jeho rotamerické konformace [6].

moglobinu (65kDa) s rozlisenfm 3,2 A [14]. Diky tomuto technologickému vylepseni
tak kryo-EM pokryla posledni, dosud chybéjici ¢ast spektra velikosti komplexti, které
je schopné zpracovavat s rozlisenim srovnatelnym s rentgenovou difrakci. V soucasné
dobé je mozné studovat objekty od nékolika desitek kDa az po desitky MDa s ato-
mérnim nebo témér atomarnim rozliSenim, a to bez nutnosti ptripravy jejich krystalu.
Nejvyssi doposud publikované dosazené rozliseni pro biologicky komplex, konkrétné
enzym glutamat dehydrogenézu, je 1,8 A [18].

Zavér
Soucasny stav kryoelektronové mikroskopie je vysledkem velmi stastného soubéhu vy-
voje jednotlivych nezbytnych komponent. Posledni generace mikroskopt predstavuje

technologicky velice vyspély hardware po mechanické a elektronické strance a kva-
lita soucasnych $pickovych detektoru je vynikajici. Vyvoj ostatnich doplnkovych zari-
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Obr. 10. Pokroky v rozliSen{ kryoelektronové mikroskopie: (a) Graf ukazujici vstupy vlozené
do EM databanky od roku 2012 s rozliSenim lep$im nez 4,5 A pro proteinové komplexy mensi
nez 2,5 MDa. Ctyfi vybrané struktury (zakrouzkované) s vysokym rozlisenim: (b) p97 (druh
ATP-4zy) (EMD-3295, PDB-5ftj) [2]; (c) laktat dehydrogendza (EMD-8191, PDB-5k0z) [18];
(d) TRPV1 (druh iontového kandlu) (EMD-8117, PDB-5irx) [13]; (e) 20S proteasome
z Plasmodium falciparum (zimnicka tropickd — parazit zpusobujici tropickou maldrii)
(EMD-3231, PDB-5fmg) [16]. Pfevzato z [21] (courtesy of Sriram Subramaniam, NIH,
Bethesda, MD).

zeni (fazova desticka, energeticky filtr, korektor sférické aberace) posunul rozliSovaci
schopnost a moznosti pouziti elektronového mikroskopu na troven, kterou si jesté
relativné neddvno dokazal mélokdo predstavit. Vyvoj softwarovych komponent pro
analyzu a zpracovani dat pro rekonstrukci také dosdhl vysoké tirovné spolehlivosti,
efektivity a automatizace a ve spojeni s pokroky vykonnosti vypocetni techniky uz
predstavuje relativné rychly proces. Nova komercné dostupna zarizeni pro vitrifikaci
vzorku umoznuji presnou kontrolu vSech parametra a tim reprodukovatelnou kvalitu
vzorku. Automatizace procesu akvizice dat nesmirné zefektivnila cely proces, takze

s vz

dnes je mozné bez lidského prispéni ziskat stovky tisic projekei ¢astic za 24 hodin.

Soubéh vsech téchto faktord nyni déla z kryoelektronové mikroskopie nejsilnéjsi
techniku pro vysokorezolué¢ni strukturni studie v biologii. Kromé pouziti v zékladnim
vyzkumu se dostala do popfedi zdjmu i ve farmaceutickém prumyslu. Pii dosazeni
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rozliSeni lep$im nez 3 A je strukturni informace natolik detailni, Ze ji lze pouzit pfi
navrhovani 1é¢iv, nebot pri takovém rozliSeni je mozné rozlisit rotamerické konformace
postrannich Fetézci aminokyselin i detekovat kavity u aromatickych kruhu (obr. 9).
Navic je kryoelektronova mikroskopie kombinovana s SPA v souc¢asné dobé velmi vy-
konné a doba pro ziskdni 3D struktury s vysokym rozliSenim se pohybuje typicky
v fddu nékolika dnu az tydnu (v zavislosti na vypocetnich kapacitach, charakteris-
tikdch vzorku a poctu zpracoviavanych projekei). Za poslednich pét let posunula své
limity dvojnésobné (obr. 10) a lze predpokladat, Ze v pristich letech bude pokrok pokra-
covat podobnym tempem. Neni ndhodou, ze velka centra pro strukturni rentgenovou
difrakei (synchrotrony) po celém svété se urychlené vybavuji $pickovymi elektrono-
vymi mikroskopy, protoze kryoelektronova mikroskopie nabizi néco, co krystalografie
nebude nikdy schopnd strukturni biologii nabidnout: atomérni strukturu nativniho
vzorku ve fyziologickych podminkach.

Podékovéni. Autor dékuje prof. J. Plaskovi (MFF UK) a Dr. L. Bednérové
(UOCHB AV CR) za peclivé precteni rukopisu. Profesoru Plaskovi nalezi velké po-
dékovani za jeho cenné pripominky a rady k formé a obsahu rukopisu, které vyrazné
prispély k jeho konecné podobé.

Pouzité zkratky:
A — angstrém = 0,1 nm = 10~ '° m; jednotka vzdalenosti bézné pouzivani ve struk-
turni biologii

CTF — funkce pfenosu kontrastu (Contrast Transfer Funcion)

Da — dalton, jednotka hmotnosti pouzivand v biochemii a biologii pro proteinové
komplexy, ¢ini 1/12 klidové hmotnosti atomu uhliku 12C

DED — pfimy detektor elektront (Direct Electron Detector)
EM — elektronovy mikroskop, elektronova mikroskopie
NMR — nukle4drni magnetické rezonance

SEM — rastrovaci elektronovy mikroskop

SPA — analyza izolovanych ¢astic (Single Particle Analysis)

TEM — transmisni elektronovy mikroskop
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