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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Razvoj krio-elektronske mikroskopije krenuo je polako jo$ prije otprilike 50 godina. Prva
tehnika koriStena jo§ 70-tih je bila bojenje uzorka u negativu, da bi zatim znastvenici
Henderson i Unwin, kao i Taylor i Glaeser te Dubochet otkrili drugi na¢in tako da se uzorak
smrzne u amorfnom ledu. S vremenom je dolazilo do napretka tehnologije, od elektronskih
mikroskopa preko softvera i kompjutorskih algoritama pa sve do detektora. Medutim potreba
za napretkom nije stala do danas.

Krio-elektronska mikroskopija moze se bazirati na uredenim 2D kristalima (elektronska
kristalografija), stvaranju uredenih skupina o zavojnica (rekonstrukcija zavojnica), snimanju
velikog broja homogenih, nasumi¢no orijentiranih ¢estica (jednocCesti¢na analiza) ili uzimanju
niza nagnutih tankih uzoraka (tomografija).

Broj struktura sa rezolucijom blizu atomskoj se u posljednjih 10 godina enormno povisio,
odnosno pohranio u EMDB (Electron Microscopy Data Base), iskljucivo zahvaljujuéi ovoj
metodi. Glavna prednost same metode je $to ne zahtjeva velike koli¢ine uzorka, nije potrebna
kristalizacija istog kao ni potpuna homogenost. Kao krajnji rezultat dobije se struktura visoke
rezolucije Sto pak strukturni biolozi ili biokemicari koriste 1 translatiraju arhitekturu molekule
u njenu funkciju.

Kao S§to je na pocetku navedeno, krio-elektronska mikroskopija i1 danas trazi nove
unaprijedenja i pomice granice moguceg. Pocevsi od automatiziranog prikupljanja podataka,
kamera koje snimaju uzorke, preko resetki koje pomazu u redukciji kretanja uzorka prilikom
indukcije snopom elektrona, pa sve do algoritama koji sluze pri klasifikaciji snimki.

Manjak strukturne homogenosti uzoraka u krio-EM predstavlja limitraju¢i faktor u
odredivanju struktura visoke rezolucije. Nazalost, ne postoje precaci za povecanje kvalitete
uzorka, 1 ovaj korak predstavlja naporan laboratorijski proces koji moze trajati i mjesecima
prije nego uzorak bude spreman za analizu. Osim toga postoje bioloske sustavi koji i kad su
proc¢is¢eni do homogenosti ostaju strukturno heterogeni zbog unutarnje dinamike samog
sustava. Stoga su analize niske i srednje rezolucije klju¢ne u shvacanju i organizaciji takvih
kompleksa, te izreka da ne troSimo Ciste misli na prljave proteine ili razne bioloske strukture u

nasem slucaju ovdje pada u vodu.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Jedna od glavnih zada¢a molekularne biologije je shvacanje kako makromolekularni
kompleksi ispunjavaju svoje uloge u zivuéim stanicama. Strukturna biologija ima za cilj
zakljuciti kako takvi kompleksi funkcioniraju tako $to odreduje njihovu 3D strukturu. Upravo
se ovom temom bavi ovaj rad - odredivanjem 3D strukture makromolekulskih kompleksa.

Proslo stolje¢e je po mnogo ¢emu bilo revolucionarno, pa tako i u detekciji struktura
molekula. Postoje razne tehnike otkrivanja 3D strukture od kojih je uvjerljivo najucestalija 1
najuspjesnija kroz povijest bila kristalografija X-zraka. Pod uvjetom da se na§ kompleks moze
kristalizirati, ova tehnika nam daje prikaze do atomske rezolucije te nije ogranicena na samu
veli¢inu kompleksa. Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) ima za prednost §to nam daje
informacije o dinamici kompleksa te interakcijama unutar sustava, medutim mana joj je Sto je
ograni¢ena na manje komplekse mase manje od 40-50 kDa. Obje tehnike zahtjevaju veliku
koli¢inu &istog/prois¢enog uzorka (otprilike nekoliko miligrama).?

Krio-elektronska mikroskopija relativno je novi ¢lan ove obitelji, ali polako i sigurno
preuzima glavnu rije¢ u detekciji struktura. Na tome moze zahvaliti ponajviSe naglom
napretku tehnologije koja ju je uvelike popularizirala i dala joj Siroku primjenu, od
odredivanja strukture pa do shvacanja dinamike makromolekula.

Cilj ovog rada je da prikaZe §to je sve utjecalo na razvitak krio-elektronske mikroskopije i
zaSto ona danas predvodi tehnike u strukturnoj biologiji. Druga i puno bitnija stvar na koju ¢e
se rad bazirati je sami proces odredivanja strukture neke makromolekule, od pripreme uzorka
do interpretacije dobivene 3D mape. Bitno je napomenuti da pojam Cestica ili jednocesti¢na
analiza ne predstavlja neku subatomsku Cesticu (proton, elektron, neutron), ve¢ neki jako mali
dio molekule kojoj se odreduje struktura.

Danas krio-elektronska mikroskopija uvelike olakSava shvacanje mnogobrojnih

makromolekulskih kompleksa, a ovaj rad ¢e Vam objasniti i kako.
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

§ 2. ODREDIVANJE STRUKTURE VELIKIH
MAKROMOLEKULSKIH KOMPLEKSA KRIO-
ELEKTRONSKOM MIKROSKOPIJOM

2.1. Povijesni osvrt

U ovom ¢u odlomku napraviti kratak povijesni osvrt na napredak krio-EM, tehnici koja ne
zahtjeva velike koli¢ine uzorka (0,1 mg je dovoljan), ima manja ograni¢enja §to se ti¢e €istoce
uzorka te sami uzorak ne zahtjeva kristalizaciju.!

EM (elektronska mikroskopija) bioloskih uzoraka je presla dalek put od razvoja prvih
elektronskih mikroskopa sredinom 20. stolje¢a. Uzimajuéi u obzir da su elektroni rasuti
molekulama zraka, EM zahtjeva visoki vakuum u podru¢ju prodiranja snopa zracenja, $to
naruSava oCuvanje tekuceg uzorka. Same bioloske molekule vrlo su osjetljive i na radijaciju,
pri ¢emu vrlo lako moze do¢i do pucanja kemijskih veza.? Prvi nadin kako molekule mogu
izdrZati visoki vakuum naziva se negativno bojenje (engl. negative stain). U principu bioloski
uzorci se oboje (engl. stain) niskokoncentriranom otopinom najcesc¢e uranijevih soli i zatim
stave suSiti prije stavljanja pod mikroskop. Neki nedostaci ove metode osim naruSavanja
nekih nestabilnih strukutra prilikom su$enja su i $to je maksimalna rezolucija svega 15 A te je
nemoguce vizualizirati aminokiseline. Prednost joj je Sto radi snimke poprilicno velikog
kontrasta. Ova metoda se koristi jo§ od 1970-ih i jo§ uvijek se koristi za odredivanje struktura
manjih makromolekula (<250 kDa). Znanstvenici Henderson i Unwin, kao i Taylor i Glaeser
te Dubochet i suradnici su svojim istrazivanjima pokazali kako potpuno o¢uvani uzorci mogu
biti snimljeni na nacin da ih se smrzne u tankom sloju nekristalnog oblika krute vode odnosno
leda, nazvanim amorfnim ili staklastim ledom S§to je drugi nacin noSenja sa visokim
vakuumom u mikroskopu. Ova metoda ne zahtjeva dehidrataciju uzorka i koristi se za
vizualizaciiju proteina pa ¢ak i DNA 1 RNA pri mnogo veéim rezolucijama. S obzirom da se
staklasti led odrzava u toj formi na temperaturama tekuceg dusika tehnika je dobila naziv
‘cryo-EM'.

Rani eksperimenti i teorijska razmatranja sugerirali su da jednocesti¢na krio-EM moze
dosegnuti atomsku rezoluciju za makromolekule mase manje od 100 kDa i ta se hipoteza

smatrala preoptimisticnom dugi niz godina. Najveéi napredak je bio postignut za velike
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

ikozaedarske viruse. Godine 1997. jednocCesticna rekonstrukcija cCestica jezgre virusa
hepatitisa B rijeSila je strukturu zavojnica po prvi put. Za komplekse koji imaju elemente
simetrije, 3D rekontrukcija bi iSla puno lakSe 1 naravno brze. Mnogi pokuSaji razvoja
rekonstrukcija snimki asimetri¢cnih kompleksa temeljio se na analiziranju negativno obojenih
ribosoma 80-tih godina prosloga stolje¢a.! Postupan razvoj ovih tehnika i njihova prilagodba
za krio-EM dovela je do poveéanje rezolucije od 40 A kod strukture ribosoma sredinom 90-
tih do 10 A na prekretnici stolje¢a.? Cak i nakon nesto vise od desetljeca u 21. st. samo
nekoliko krio-EM struktura sa jako malo ili nimalo simetrije je uspjelo dosegnuti rezoluciju
izmedu 7-9 A. Pri toj rezoluciji o zavojnice su vidljive kao $tapiéi, dok P strukture kao i bo&ni
lanci aminokiselina nisu uocljivi. Nekoliko klju¢nih studija je pomoglo razvoju ove tehnike u
zadnjih 50 godina.

1968. godine DeRosier 1 Klug koristili su snimke bakteriofaga T4 u negativu, Sto je Cesta
metoda za 3D rekonstrukciju i detekciju orijentacije razdvojivih podjedinica u kompleksima i
interakcija izmedu molekula u kristalu, zele¢i pokazati kako je moguce izracunati 3D
strukture iz 2D projekcija makromolekula koje zauzimaju razli¢it smjer odnosno orijentaciju.

Primjer slike u negativu nalazi se na slici 1.

Slika 1.2 Molekule E. coli glutamin sitntetaze negativno snimljene na uranil acetatu.

1979. godine Taylor i Gleaser su pokazali , pomocu elektronske difrakcije, da je moguce
dobiti informacije visoke rezolucije o bioloskim uzorcima i pri tome izbjegnuti oSte¢enja

nastala radijacijom stavljajuci uzorak pod krio-zastitu odnosno amorfni led.

Antonio Barisi¢ Zavr$ni rad



§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

1987. godine Dubochet i kolege razvijaju lako primjenjivu metodu za vitrifikaciju uzorka
zapocevsi tako eru krio-EM.

1990. godine Henderson i kolege otkrivaju prvu atomsku strukturu dobivenu
elektronskom kristalografijom 2D kristala bakteriorodopsina.

1995. godine Frank i kolege koriste jednocesticnu metodu rekonstrukcije za predlaganje
modela translacije temeljenom na 25 A krio-EM strukturi 70S ribosoma.

1997. godine Crowther i kolege probijaju rezoluciju od 10 A na strukturi hepatitisa B
koriste¢i jednocesticnu analizu ¢ime je bilo moguce uociti o zavojnice.

2005. godine Walz 1 Harrison koriste¢i elektronsku difrakciju visoke rezolucije dolaze do
najveée rezolucije dosad od 1,9 A u prou¢avanju akvaporina 0.

2010. godine Zhou i suradnici izradili su prvu atomsku strukturu jednog virusa (ljudski
adenovirus) koriste¢i jednocesti¢nu krio-EM rekonstruckiju.

Od pocetka 2013. godine, napredak u krio-EM jednocestiénim analizama bio je toliko
velik da je sama tehnika izazvala revoluciju. Napredak je najbolje vidljiv na grafu 1., gdje
crne tockice predstavljaju strukture pohranjene u EMDB-u izmedu 2000.-2012. godine, dok

crvene tockice predstavljaju strukture dobivene razvitkom same tehnike krio-EM.

Resolution (A)

1 2 3 4
Molecular weight (MDa)
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

Graf 1.! Prikaz revolucionarnog napretka jednocesti¢ne krio-EM. Crne tocke prikazuju
strukture pohranjene u Electron Microscopy Data Base (EMDB) izmedu 2000.-2012. godine.
Crvene tocke prikazuju strukture, odnosno napredak u tehnici, konkretnije u rezoluciji. Rijec¢
je o strukturama y-sekretaze (y-sec), TRPV1 (membranski/kationski kanal), 20S proteasomu,
F420 reducirajucoj (NiFe) hidrogenazi (FRH), velikoj podjedinici mitohondrijskog ribosoma
kvasca (mito ribo) i citoplazamtskog ribosoma Plasmodium falciparum u kompleksu sa
emetinom (Pf-ribo)

Dok su ranije strukture rijeSile samo domene proteina (crveno obojano) i zavojnice
(narancasto obojano), nedavne su strukture toliko detaljne odnosno rezolucija je tolika veca da
se mogu uociti B strukture kao Sto je (anti)paralelni niz aminokiselina (Zuto obojano) ili bo¢ni
ogranci aminokiselina (zeleno obojano). Razlozi ovakvog 'naglog' napretka ove tehnike leze u
unaprijedenju elektronskih mikroskopa i postupaka obrade snimaka struktura, ali o tome nesto

vise u iduéem poglavlju.?

2.2. Razvoj tehnologije za krio-EM

2.2.1. Direktni detektori elektrona (direct-electron detectors)

S obzirom da oSteCenje uzorka zracenjem strogo ograni¢ava broj elektrona koji se mogu
koristiti, snimke krio-EM su popriliéno mutne, a potrebno je otkriti dostupne elektrone §to je
mogucée ucinkovitije. Kvantna efikasnost detekcije (detective quantum efficiency, DQE) je
mjera koliko je buke (engl. noise) dodano u odnosu na dolazni signal zbog pogresaka u
procesu detekcije. Cilj je imati §to veéi SNR (Signal to Noise Ratio). Sto je veéi SNR to je
DQE blize 1. Idealni detektor ne¢e dodati nimalo buke i DQE mu iznosi 1, dok u praksi svi
detektori dodaju nesto buke pa je i stoga DQE nesto manji od 1. Slika 2. prikazuje snimke

ribosoma dobivenih krio-EM sa razli¢itim DQE.!
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Slika 2.! Utjecaj DQE efekta na snimke nastale krio-EM. (A) Savrsen projekcija ribosoma,
(B) Prikaz iste snimke kao pod (A) sa savrSenim detektorom, tj. DQE ovdje iznosi 1. Visoka
razina buke proizlazi iz konaénog broja koristenih elektrona: 20 elektrona po A? u ovoj
simulaciji, (C) Ista krio-EM snimka, ali s DQE uobic¢ajenih, neidealnih detektora, (D) Ista
snimka, ali s DQE koje imaju CCD (charge-coupled device) kamere. CCD kamere pretvaraju
na svojoj povrsini elektrone u fotone 1 zatim detektiraju fotone $to je joSe jedan izvor buke u

krio-EM snimkama.

Sve do nedavno, fotografski film bio je vrsta detekcije za krio-EM visoke rezolucije i dugo
nakon $to je njegova uporaba pala u ostalim podru¢jima moguée primjene. Glavni razlog
Siroke uporabe je bio popriliéno visok DQE efekt od ~0,3. Alternative, kao Sto su CCD
kamere rade dobro pri niskim energijama, dok pri visokim energijama koje favorizira krio-
EM DQE im padne na ~0,1. Bez obzira na to, ne zahtjevaju razvoj i skeniranje filma i mogu
se povezati sa automatskim prikupljanjem podataka $to im daje veliku prednost i razlog je
danaSnje Siroke uporabe CCD kamera. Trenutno trazenje prikladnih detektora sa visokim

DQE konvergira prema uporabi monolitnih senzora sa aktivnim pikselima (monolithic active

Antonio Barisi¢ Zavr$ni rad



§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

pixel sensors, MARS). U ovim tkz. 'direktnim detektorima elektrona’ elektron prolazi kroz
tanak sloj ~10 mm poluvodicke membrane nakon ¢ega polazu energiju koju detektiraju
sustavi postavljeni direktno na membrani. Sa ovim detektorima, individualne pobudene
elektrone lako je uociti. Postoji moguénost da se elektroni u povratnoj difuziji vrate Sto
dovodi do povecanja buke u snimkama i tezeg detektiranja elektrona. Stoga novi detektori
imaju sloj debljine svega 50 um, pa gotovo svi elektroni mogu proéi kroz sloj bez povratne
difuzije. Glavni proizvodaci ovakvih detektora su Direct Electron (DE), FEI (Falcon) i Gatan

(K2). Drugi bitan napredak u razvoju krio-EM je u obradi dobivenih snimaka.'*

2.2.2. Napredak u obradi snimki u krio-EM

Dva bitna razvitka su zasluzna za napredak u obradi snimki kako bi se dobile bolje 3D
rekonstrukcije. Prvi razvoj rjeSava poteskoce kod snimanja strukturno heterogenih uzoraka,
dok se drugi odnosi na problem elektronskog zracenja ¢ime se inducira pokretanje uzorka Sto
nije dobro ako se Zeli dobiti kvalitetna rekonstrukcija. Veéina uzoraka makormolekulskih
kompleksa sadrzi vise od jedne jedinstvene 3D strukture zbog kompozicijske ili
konformacijske heterogenosti. Ako projekcije drugacijih struktura nisu klasificirane pod
strukturno homogene podskupove, njihova kombinacija u jedinstvenu 3D strukturu c¢e
rezultirati u najboljem sluaju mutnim mapama. Sami proces klasifikacije je poprilicno
zahtjevan jer je teSko razlikovati projekcije razliCitih smjerova i projekcije razli¢itth 3D
struktura. Rani tkz. 'mnadzirani' pokuSaji 3D Kklasifikacije oslanjali su se na prethodno
poznavanje strukturne varijabilnosti u uzorku, $to nije opcéenito dostupno. Otkri¢e koje je
omogucilo opcenito primjenjivu nenadziranu 3D klasifikaciju doslo je od razvoja statistickih
algoritama koji se temelje na postupcima trazenja maksimalne vjerojatnosti. Uvodenjem ovog
pristupa maksimalne vjerojatnosti u program RELION se pokazalo kao jak alat u 3D
klasifikaciji i rekonstrukciji visoke rezolucije.

Drugi napredak u obradi snimaka usko je povezan sa napretkom detektora. Cim snop
elektrona padne na tanki sloj amorfnog leda, kemijske veze pucaju u uzorku. lako ovakav
pristup naruSava prakticki cijeli uzorak, sile uklju¢ene u procesu uzrokovati ¢e gibanje unutar
uzorka, §to dovodi do zamucenja snimljenih slika na konvencionalnim CCD kamerama i

fotografskom filmu. Niko Grigorieff i suradnici koristec¢i prototipove DE detektora su bili prvi
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

koji su iskoristili moguénosti snimanja novih detektora kako bi okarakterizirali gibanje unutar
uzorka izazvano snopom elektrona. Ubrzo nakon toga niz projekata na Sveucilistu u
Kaliforniji u San Franciscu (UCSF) i Koncilu medicinskih istrazivanja (Medical Research
Council, MRC) u Cambridgeu dovelo je do napretka rezolucije rekonstruiranih karata. Na
USCF-u snimljene su cestice proteasoma 20S uz K2 detektor uz i predlozen je algoritam za
korekciju gibanja nastalog pod utjecajem elektronskog snopa kod velikih polja. Upotrebom
120 000 &estica, dobivena je mapa rezolucije 3,2 A u kojoj su gotove svi bo¢ni ogranci
aminokiselina bili jasno vidljivi. Istovremeno, na MRC-u snimljeni su ribosomi uz Falcon kao
detektor, i razvijen je algoritam za korekciju gibanja koji prati gibanja zasebnih Cestica unutar
tkz. Bayesovog okvira. Koriste¢i samo 35 000 &estica dosegnuta je rezolucija od 4 A pri ¢emu
su bili vidljivi detalji kao npr. bo¢ni ogranci velikih aminokiselina. Ovo su prve dvije
strukture koje su dale uvid u mogucénosti 1 potencijal otkrivanja struktura pomocu krio-EM uz
koristenje novih detektora u kombinaciji sa korekcijom gibanja izazvanog snopom
elektrona.'®

S jedne strane, snimke sa jaCim signalima davale su i mape vece rezolucije. S druge strane,
snimke sa manje Sumova odnosno vece rezolucije omogucavale su algoritmima za obradu
snimki bolji rad nego ikad prije. To je dovelo do viSe homogenih skupova snimaka sa manje
magljenja izazvanog gibanjem unutar uzorka, ¢ime se orijentacija svake Cestice mogla
preciznije odrediti.

Pitanje koje se postavlja je koje su sad mogucnosti. U tablici 1. su sumirane sve krio-EM
strukture pohranjene u EMDB do srpnja 2014. koje su dobivene koriste¢i nove detektore do
rezolucije 5 A. Ovo je samo jedan mali dijeli¢é moguénosti za strukturnu biologiju i njena

istrazivanja koje ova tehnika pruZza.
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Tablica 1.1 Krio-EM jednocestiéne rekonstruckije 3D struktura dobivene pomoéu novih

detektora direktnih elektrona do rezolucije od 5 A (% prikazane kao crvene tockice na grafu 1.)

EMDB | Release Point | Detector | 3D Beam- Resolution
entry | date group classification? | induced .
motion
correction?

'BOS rihosome + emetine® RELION [64] . [76]
Yeast mitoribosome (LSU)® 2566  Apr2014 18 Falcon  Yes Yes RELION 32 [71]
TRPV1* 5778 Dec 2013 [].3 Ca K2 Yes Yes RELION 3.3 [69]
20S proteasome® 5623 May 2013 0.7 D7 K2 No Yes FREALIGN [87] 3.3 [63]
FRH® 2513 Feb 2014 12 T Falcon No Yes RELION 34 [70]
805 ribosome + CrPV-IRES 2599 May 2014 3.2 c1 Falcon  Yes Yes RELION 3.6 [81]
TRPV1 + DkTx + RTX 5776 Dec2013 03 C4 K2 Yes Yes RELION 3.8 [68]
Dengue virus 2485 Nowv 2013 50 | Falcon No No EMAN [88], 4.1 [90]

MPSA [89]

80S ribosome + elF5B 2421 Nov 2013 4.2 C1 Falcon  Yes Yes RELION 4.3 [79]
Rotavirus 5488 Sep 2012 35 | DE No No FREALIGN 4.4 [66]
y-secretase” 2678 Jun2014 037 1 K2 Yes Yes RELION 4.5 [77]
80S ribosome 2275 Jan 2013 4.2 1 Falcon  Yes Yes RELION 4.5 [67]
Sulfolobus turreted virus 5584 May 2013 75 | Falcon No No FREALIGN 45 [91]
Mammalian mitoribosome (LSU} 2490 Dec 2013 16 C1 Falcon No No SPIDER, 4.9 [93]

IMAGIC [92],
RELION

2.3. Kirio - elektronska mikroskopija - jednocesti¢na analiza (Single-
particle cryo-electron microscopy)

Krio-elektronska mikroskopija koristi se za odredivanje strukture proteina i
makromolekulskih kompleksa bez potrebe za stvaranjem kristala ili uredenih nizova proteina.
Iz tog razloga ova tehnika elektronske mikroskopije je korisna za odredivanje struktura
bioloskih uzoraka koje treba procistiti kako bi nastale velike, stabilne i homogene kristalne
reSetke. Problem stvaraju heterogeni uzorci na €ijoj se detekciji 1 3D rekonstrukciji danas radi.

Princip na kojem djeluje krio-EM jednocesti¢na analiza prikazan je na slici 3.

Antonio Barisi¢ Zavr$ni rad



§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom
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Slika 3.2 Pojednostavljeni koncept odredivanja strukture krio-EM. (A) Teorem projekcija-
ravnina kaze da 2D projekcija 3D objekta u stvarnom prostoru (lijevi dio) je ekvivalentno
centralnoj 2D ravnini iz 3D Fourirer transformacije tog objekta (desni dio). Smjer nastajanja
projekcije u stvarnom prostoru (crvene strelice lijevo) je okomit na 2D ravninu iz Fourierove
transformacije (crveni kvadrat desno); (B-E) Mnoge 2D projekcije mogu biti kombinirane u
neku 3D rekonstrukciju kroz iterativni proces "podudaranje projekcija”. Kako bi odredili
relativne orijentacije svih eksperimentalnih projekcija, prvo se racuna referentna projekcija
3D objekta u svim smjerovima (B), zatim dolazi do usporedivanja svake eksperimentalne
projekcije sa svim referentnim projekcijama kako bi naslo projekciju s kojom se najbolje
podudara (C). To orijentira sve projekcije s obzirom na 3D strukturu (D). Teorem projekcija-
ravnina zatim implicira da se 3D rekonstrukcija moZe izraCunati pozicioniranjem svih 2D
ravnina (2D Fourierovih transformacija svih eksperimentalnih projekcija) u 3D transformaciju
(E) 1 raCunanjem inverzne transformacije. Ponavljanjem koraka (B-E) postepeno ¢e se

poboljsati orijentacije, a time i rezoluciju rekonstrukcije.
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

Nedavni napredak u tehnologiji detektora, mikroskopa i softvera omogucuju snimanje 3D
mapa elektrosnke gustoée u visokoj kvaliteti pri rezoluciji blizu atomskoj. Medutim, u
usporedbi sa kristalografijom X zraka, krio-elektronska mikroskopija (KM) poprili¢no je
mlada tehnika s razli¢itim izazovima ispred sebe. Jednocesti¢na elektronska mikroskopija
tehnika je kojom se najviSe struktura odredilo i pohranilo u EMDB (Electron Microscopy
Data Base) u posljednjih 10-tak godina. (Slika 4.)
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Slika 4.6 (A) Graf prikazuje postotak struktura pohranjenih u EMDB ovisno o tehnici kojom
je struktura odredena, (B) Prikaz broja strukutura odredenih jednocesti¢nom krio-EM do
rezolucije subnanometra (<10 A ) pohranjenih u EMDB u posljednjih 12 godina, (C) Prikaz
broja struktura odredenih jednodesti¢nom krio-EM u rezolucijama manjim od 4 A, izmedu 8 i
4 A, te izmedu 10 i 8 A pohranjenih u EMDB u posljednjih 12 godina, (D) Graf prikazuje
koliki postotak (<10 A) jednoéesti¢nih krio-EM struktura pohranjenih u EMDB u zadnjih 12

godina su ¢inili virusi, ribosomi te ostale bioloske strukture.

Kako bi shvatili princip djelovanja krio-EM jednocesti¢ne analize, pro¢i ¢emo sve korake
potrebne za 3D rekonstrukciju neke makromolekule, poc¢evsi od same pripreme uzorka preko

same snimke 1 njenog obradivanja, do 3D rekonstrukcije.
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§ 2. Odredivanje strukture velikih makromolekulskih kompleksa krio-elektronskom mikroskopijom

Da jednu stvar razjasnimo. lzraz krio-elektronska mikroskopija se moze odnositi na
tehniku 2D elektronske kristalografije, tehniku rekonstrukcije zavojnica, -elektronsku
tomografiju 1 jednocCesti¢nu analizu. Medu njima najkoriStenija je analiza zasebnih Cestica u

amorfnom ledu odnosno jednocesti¢na analiza.

2.3.1. Priprema uzorka za analizu

EM omogucuje direktnu vizualizaciju i 3D rekonstrukciju individualnih proc¢is¢enih molekula
ili kompleksa mase vece od ~100 kDa, dijelova tkiva, organela pa i cijelih stanica pod
uvietom da su dovoljno tanki (~1pM) da kroz njih moze proéi snop elektrona.® Prije nego
sami uzorak moze biti snimljen, mora biti dobro pripremljen kako bi izdrzao vakuum (visok
vakuum je potreban zbog jakih interakcija elektrona sa materijom) u elektronskom
mikroskopu, $to uzrokuje dehidrataciju uzorka, te izloZzenost velikom broju elektrona pri cemu
mozZe doéi do pucanja kemijskih veza (zato ova metoda snima uzorke sa dozom od ~20 e/ A?
kako bi rezolucija ostala visoka), a time i narusavanja kompletne strukture. Uzorci koristeni u
jednocesticnoj analizi obicno se sastoje od procis¢enog bioloskog uzorka na ugljikovom filmu
sa potpornom strukturom. Potporna struktura je uglavnom bakrena resetka dok ugljikov film
moze biti kontinuirani, koji se koristi za pripravu negativno obojenih uzoraka, ili ugljikov
film sa rupicama kojeg koristimo u pripremi uzoraka u vitrificiranom, amorfnom ledu. Glavni
problem kod EM resetki je Sto su tanki ugljikovi filmovi nestabilni 1 lo$i vodici pri niskim
temperaturama $to moze rezultirati u smanjenoj kvaliteti snimke. Stoga se pocelo raditi na
unaprijedenju vodljivosti EM reSetki, pa su im dodali silicijev karbid kao supstrat, a kako bi

poveéali mehanicku stabilnost koristilo se zlato.’
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Slika 5. Odredivanje strukture proteina krio-EM prikazano u tri koraka: priprema uzorka,
skupljanje podataka i njihova obrada te na kraju 3D rekonstrukcija. Kao primjer je uzeta

molekula glutamat dehidrogenaze

Za krio-EM mali alikvot uzorka u otopini ili suspenziji se nanosi na mrezu elektronskog
mikroskopa, biva upijen u tanak sloj i odmah uronjen u tekuéi etan (~ -180° C) kako bi
molekule bile zarobljene u tankom sloju vitrificiranog leda (Slika 5). SavrSeni vitrificirani
uzorak karakterizira tanki amorfni ledeni sloj, dovoljne debljine da smjesti Cestice (ali opet ne
toliko tanak kako bi sve Cestice bile vidljive), te dobra rasporedenost Cestica u vidnom polju

koje mogu imati Sirok raspon orijentacija. Tanki sloj vitrificiranog leda omogucava jasno
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uocavanje Cestica (Slika 6), dok kristalni led osigurava snaznu strukturu tamnog kontrasta

(savijene konture).’

0] First frame —

-6 -4 -2
X shift (A)

3 : 50 nm
Uncorrected FFT Corrected FFT “Corrected image: -’ _—

Slika 6.” Snimke krio-EM jednogesti¢ne analize sa korekcijom pokreta. (A) Tipi¢na krio-EM
snimka vitrificiranih Cestica proteasoma 20S u tankom sloju vitrficiranog leda bez korekcije
pokreta; (B) Odredivanje traga gibanja u svim snimkama koristec¢i algoritam za korekciju
gibanja svih kadrova snimanja (uocite kako se kretanje izmedu kadrova smanjuje); (C)
Lijevo: Spektar izraCunat iz sume svih snimaka bez korekcije gibanja; Desno: Nakon
korekcije gibanja. Korekcija gibanja vra¢a Thonove prstenove (isprekidani krugovi) do
rezolucije od 3A; (D) Zbroj filmskih kadrova (movie frames) koji su pomaknuti prema
pomacima u (B): Slike pod (A) i (D) se ne mogu razlikovati golim okom, ali je znacajna

razlika u kvaliteti Thonovih prstenova vidljivih u spektru snage.

Sloj leda bi trebao biti $to je moguce tanji kako bi se postigao visoki kontrast izmedu
molekula i okolnog sloja leda te kako bi se smanjilo Sirenje defokusa zbog razli¢ite visine
molekula u ledenom sloju §to moZe sprijeciti odredivanje strukture u visokoj rezoluciji.
Slojevi leda obi¢no su tanji na rubovima i u sredini. Velike molekule kao npr. ribosomi ili
virusi mogu se stoga iskljuciti iz sredista sloja. Ovaj ucinak je jaci kod uzoraka koji sadrze
detergent jer on smanjuje povrSinsku napetost, pa je i proizvodnja sloja leda puno teza. Ako je

sloj leda pozeljan za analizu, pozeljne su ugljikove resetke sa manjim rupicama.
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Dobar vitrficirani uzorak pokazao je veliku gusto¢u molekula u razli¢itim orijentacijama.
Kako nekolicina molekula zavr$i u rupama, problem koji se ¢esto susrece je da se vrlo mali
broj molekula promatra u rupama uglji¢énog filma. Veliki postotak molekula se izgubi tijekom
upijanja (blotting) sa filter papirom, i u pripremi vitrificiranog uzorka koji zahtjeva puno ve¢u
koncentraciju pocetnog uzorka nego Sto ga zahtjeva tehnika negativnog bojanja (negative
stain). Takoder nije neuobicajeno da se zapazi mali broj ¢estica u rupicama i kod velikih
koncentracija uzoraka. Razlog ovog problema moze biti da se molekule prvenstveno
apsorbiraju na ugljikov film, pri ¢emu se micu iz rupica ili da se denaturiraju kad stupe u
kontakt sa vodom/zrakom zbog povrsinske napetosti. U¢inkovito rjeSenje problema gdje se
molekule apsorbiraju za ugljikov film je da se uzorak nanese dva puta. Prvo nanoSenje ¢e
zasititi ugljikov film proteinima, pa je viSe vjerojatno da viSe Cestica ostane u rupama kada
uzorak nanesemo drugi put. Alternativno, resetke se mogu premazati tankim slojem ugljika,
grafena ili lipidnim jednoslojem (monolayer) na koje ¢e se zatim molekule adsorbirati.
Kakogod, sve varijente potpornog filma osim grafena, ¢e smanjiti kontrast slike/snimke, a sve
tri varijante imaju sposobnost da potaknu molekule da zauzmu favorizirane orijentacije.
Kona¢no, mreza moze biti 'ukraSena' i samostalnim jednoslojem (monolayer), ¢ime se
smanjuje utjecaj jednog od tri dodana filma i time tjera molekule u rupice. Denaturacija
proteina na sucelju zrak/voda moze se rijeSiti debljim slojem leda (ovaj nadin smanjuje
kontrast slike), upotrebom potpornog filma (smanjuje kontrast slike) ili ‘'kemijski
popravljajuéi' uzorak prije vitrifikacije Sto moze pak utjecati na strukturu.

Ponekad Cestice zauzimaju preferirane orijentacije, vjerojatno zbog interakcija sa suceljem
zrak/voda. To stvara problem za rekonstrukciju 3D mapa gustoce, a rekonstruckija zahtjeva
viSe prikaza, ne samo jedan. Taj se problem moze rijesiti koriStenjem debljeg sloja leda,
dodatkom malih koli¢ina detergenta (spuStanje povrSinske napetosti sucelja zrak/voda), ili
koriStenjem potpornog filma na koje se molekule mogu adsorbirati i tako biti teze dostupne
sucelju zrak/voda. Ako pak nijedan od ovih na¢ina ne pomogne, moguce je (ali tehnicki jako
zahtjevno) prikupljanje slika nagnutih uzoraka, ali na ovaj na¢in neCemo dobiti snimke velike

rezolucije.”
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2.3.2. Prikupljanje slika i njihova obrada za krio-EM jednocesticnu analizu

Odredivanje strukture u jednocesticnoj analizi krio-EM zahtjeva slike visoke kvalitete (visoka
rezolucija 1 kontrast) Sto je popriliéno velik izazov bez obzira §to danasnji elektronski
mikroskopi mogu dosegnuti rezoluciju od 2 A. Za velike makromolekule potreban je $to
manji defokus pri prikupljanju slika jer veliki defokus pogoduje niskorezolutnom kontrastu
slike dok mali defokus kako bi §to vise Cestica bilo Sto bolje vidljivo. KoriStenje velike doze
elektrona povecava kontrast slike, ali pri tome Stete svojom radijacijom kvaliteti slike. Stoga,
kao §to je 1 ranije napomenuto, doza elektrona za snimanje slike nekog uzorka koji se samo
jednom izlaze snopu elektrona iznosi ~20 e  / A2 Treba uzeti u obzir i tip detektora koji
koristimo. Za snimanje kada imamo film ili CCD kamere, obi¢no se koristi snop elektrona
visokog intenziteta jer je izloZenost uzorka jako kratka (1 s ili manje). Kratka izlaganja uzorka
su preferirana i kod koriStenja DDD kamera koja takoder sluze kod snimanja kada se uzorak
izlaZze samo jednom naletu snopa elektrona. Situacija je malo drugacija za DDD kamere koje
broje elektrone. Kako bi se osiguralo to¢no brojanje elektrona, intenzitet snopa elektrona se
mora smanjiti na ispod ~ 10 €™ / sec na kameri. Veci intenzitet bi jako utjecao na moguénost
tocnog brojanja na taj nac¢in smanjuju¢i DQE 1 kontrast same slike. Neke DDD kamere sadrze
opciju snimanja filmova ¢ime je viSe rezolucija dostupno. U ovom slucaju dolazi do snimanja
niza kadrova koji mogu biti uravnotezeni ili poravnati kako bi se kompenziralo pomicanje
uzorka inducirano snopom elektrona, ¢ime se smanjuje zamagljenje slike (Slika 6). Nakon
poravnanja slika se koristi za daljne odredivanje strukture. Niz daljnih koraka je potreban za
potpunu interpretaciju i rekonstrukciju 3D strukture neke makromolekule, od korekcije za
CTF (Contrast Transfer Function) mikroskopa, biranja pojedina¢nih cCestica uzorka i
generiranja pocetne strukture, tretiranja strukturno heterogenih uzoraka, procjene rezolucije
sve do interpretacije mape 3D gustoce. Takoder bitna stavka su i algoritmi koji sve to Citaju, a

najées¢i su SPIDER, EMAN2, FREALIGN, RELION i SPARX.4>7

2.3.3. CTF parametri

Toc¢na procjena CTF parametara je bitna za pocetnu procjenu kvalitete mikrografske slike i

nadolazece iSCitavanje strukture. Parametri koriSteni za racunanje CTF-a su napon ubrzanja
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(acceleration voltage), sfericna aberacija, defokus, astigmatizam, i postotak amplitudnog

kontrasta. Kada su odredeni svi parametri moZe se nastaviti sa snimanjem strukture.’

2.3.4. Biranje Cestica za odredivanje 3D strukture

Nakon §to smo prikupili set podataka, i prikupili dobre mikrografove (npr. bazirani na Thon
prstenovima koji su vidljivi u visokoj rezoluciji u svim smjerovima) mozemo nastaviti sa
procesom biranja Cestica. Kvaliteta izabranih Cestica izrazito je bitna za kasnije procese, jer
ukljuc¢ivanje losih Cestica mozZe sprijeciti uspjeSno odredivanje strukture makromolekula.
Cestice se mogu birati 'ruéno' (Govijek ih bira), polu-automatizirano ili potpuno
automatizirano. Problem ili mana da bolje kazemo ¢ovjeka je $to se fokusira na bolje vidljive
1 njemu jasnije Cestice pri tome izostavljajuci rjede zastupljene orijentacije koje mogu biti
iznimno potrebne za precizno odredivanje strukture. Kod polu-automatiziranog pristupa,
kompjuter zapocinje prvi korak detektiranja Cestica u mikrografu, a korisnik uklanja lose
Cestice iz galerije moguc¢ih kandidata. Automatsko biranje Cestica opcenito daju Cestice u
srediStu njihovih prostora. Inace, Cestice moraju biti centrirane prije poravnavanja (alignment)

i klasificiranja, $to daje prednost automatskom nacinu biranja.>’

2.3.5. Klasificiranje snimki

Kako bismo razumjeli prvo skup prikupljenih podataka, korisno je poredati snimke u slicne
podskupove ili razrede kako bi generirali nekakav prosjek sa ve¢im SNR (Sound to Noise
Ratio) u odnosu na originalne snimke. Ovo se ¢ini statistickom usporedbom svih slika, piksel
po piksel, obi¢no koriste¢i glavne komponente ili multivarijantnu statisticku analizu kako bi
se pronasle glavne varijacije unutar skupa podataka (naravno i za ovaj korak postoji softverski
program koji ti ¢ini za nas). Te glavne komponente se zatim koriste za klasifikaciju slika s
obzirom na njihove osobine. Rezultirajuéi prosjek tih razreda moze posluZziti kao referentna
snimka u multi-referentnom poravnanju u kojemu su sve snimke Korelirane ili bolje reéi
usporedene sa svim referencama kako bi pronasli najbolje odgovarajucu referencu za svaku
snimku i tako precizirali klasifikaciju. Ovi koraci se ponavljaju kako bi poboljsali sortiranje i

poravnanje svih snimki.>>’
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2.3.6. Odredivanje pocetne strukture makromolekule

Ako imamo slucaj u kojem imamo dobru rasporedenost orijentacija, imamo uvjete za
stvaranje pocetne 3D rekonstruckije. Jedna od takvih metoda je ab initio koja je vrlo
izazovna, ali moze pomoci u dobivanju pocetne strukture iz podataka dobivenih negativnim
bojanjem (negative stain data) u kojemu su cestice jasno vidljive. Vrlo sli¢no tome, korisno je
imati 1 prosjek strukture iz svakog razreda u razliCitim orijentacijama kako bi se mogla
napraviti po¢etna 3D struktura. Jedan od problema kod ab initio tehnike gradenja pocetne
strukture je poravnanje kutova, a moze se rijesSiti tako da se generira pocetni model na
principu elektronske tomografije u kojoj se uzima niz pogleda istog dijela povrSine preko
Sirokog spektra nagiba (npr. -60° do 60° ). Primjer snimanja nagnutog i nenagnutog uzorka
prikazan je na slici 7. Zbog nakupljanja velike doze elektrona i nedostajuceg dijela podataka
upravo zbog ograni¢enja nagiba, rezolucija je ograniCena, ¢ine¢i taj pristup teze izvedivim za

manje strukture.>’

Electron beam
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Matching
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Slika 7.8 Snimanje na polju ¢estica uzorka koji nije nagnut (lijevo), i snimanje istog polja
Cestica, ali u slucaju kada je uzorak nagnut za kut o u odnosu na goniometarsku osnovicu
(desno). Snimke Cestica nenagnutog uzorka i nagnutog uzorka kompjuter odmah sprema u dva
razli¢ita foldera nakon ¢ega Ce isti napraviti i nekakav prosjek svih tih snimki. Odgovarajuce

projekcije i povezane tehnike Kkoriste se za prepoznavanje orijentacije nastalih snimki.

Slicne tehnike rekonstrukcije 3D struktura, koje se smatraju hibridom izmedu elektronske
tomografije 1 jednocCesti¢nog pristupa, se zovu slu¢ajni konusni nagib (Random Conical Tilt,
RCT) i rekonstrukcija ortogonalnog nagiba (Orthogonal Tilt Reconstruction, OTR). U RCT
pristupu, snimaju se parovi slika. Jedna se snima pri nagibu izmedu 45° i 60° , a druga bez
nagiba. Ako snimljene Cestice imaju dobru raspodjelu orijentacija, moze se uzeti nekakav
prosjek 3D struktura dobivenih RCT-om kako bi se generirao izotropski razlu¢en pocetni
model. OTR se oslanja na dobru raspodjelu orijentacija da popuni nedostaju¢e podatke, i
koristi nagibe od -45° i 45° .

Ab initio strukture se takoder mogu dobiti da se kompjuterski odrede relativne orijentacije
Cestica na temelju teorema zajednicke linije koji kaze da svaki par 2D projekcija neke iste 3D
strukture ima barem jednu zajednicku 1D (liniju) projekciju. Ovaj princip je ugraden u
razli¢itim programskim paketima i moze se izvrSiti u Fourierovu (EMAN, SIMPLE) prostoru
i stvarnom (IMAGIC) prostoru, pri ¢emu se radije koristi prosjek snimki nego svaka snimka
zasebno.

Ako je struktura povezana sa poznatom 3D strukturom, orijentacijski parametri mogu se
odrediti podudaranjem projekcije, pri ¢emu reprojekcije strukture modela sluze kao referentne
za poravnanje seta podataka unakrsnom korelacijom (cross-correlation). Svakoj Cestici se
dodjeljuje orijentacija najbolje odgovaraju¢e reference. Nakon S§to su svim cesticama
dodjeljene orijentacije 1 rekonstrukcija 3D mapa, model se moze precizirati ponavljanjem

postupka sa zajedni¢kom linijom ili podudaranjem projekcija vise puta.®
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A

Slika 8.° Primjeri krio-EM rekonstrukcija makromolekula; (A) Prosjek poravnatih
snimljenih kadrova Cestice rotavirusa sa dvostrukom membranom i 3D rekonstruckija
ekstrahiranih podjedinica. S desne strane su prikazani efekti oste¢enja polipeptidnog lanca
elektronskim snopom (manji snop, manja oSte¢enja); (B) Struktura ionskog kanala TrpV sa
razrednim prosjecima s lijeve strane. Srednje dvije strukture prikazuju strukturu tog kanala
bez i sa ligandom (crveno i plavo), i desno se nalaze o i 3 strukture umetnute u podjedinicu

strukture.

2.3.7. Mjerenje rezolucije i interpretacija 3D mapa

Opcenito interpretacija 3D mape ovisi o dosegnutoj rezoluciji. Mape niskih rezolucija ( >10
A) prikazuju opéi oblik strukture i relativni raspored vecih podjedinica, a rezolucija joj se
provjerava RCT pristupom kojeg smo ranije naveli. Kona¢ni rezultati mogu biti diskutabilni,
ali je moguénost velikih pogresaka znacajno umanjena. Kod mapa srednjih rezolucija (4-10
A) jasno se vide sekundarne strukture i moguée je uogiti konformacijske promjene. Mapa
srednje rezolucije moze se potvrditi ako se podjedinica slazu sa podjedinicama dobivenih

kristalografijom X zraka, naravno ako su iste dostupne. Drugi nacin je tzv. "test nagiba" gdje
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se skupljaju parovi slika, pri ¢emu je jedna bez nagiba, a druga sa malim nagibom (~10° ).
Test zahtjeva projekcijsko podudaranje cestica iz parova slika sa EM mapom koju
interpretiramo. Ako razlika izmedu prikaza odredenih za nagnut i nenagnut uzorak odgovara
nasem poznatom kutu kojeg smo odredili sami (npr. 10°), onda se EM mapa smatra
valjanom. | zadnje mape su one visoke rezolucije (<4 A) i u njima je moguée vidjeti elemente
sekundarne strukture (npr. a zavojnice), bo¢ne ogranke aminokiselina, te nam daju detaljan
opis konformacijskih promjena makromolekule. Moguée je potkrijepiti rezoluciju mape
vjerodostojnim atomskim modelom.

Interpretacija 3D mape ovisi o 3 faktora: rezoluciji mape, prisutnosti vise konformacijskih
stanja unutar uzorka i dostupnosti segmenata nekih od komponenti, cijelog kompleksa ili
kompleksa njemu homolognog, a da su dobiveni kristalografijom X zraka. EM mape visoke
rezolucije mogu biti analizirane na isti na¢in kao i mape X zraka, primjenom de novo pracenja
okosnice. Nadalje, moguce je do¢i do pouzdane atomske rezolucije ¢ak 1 kad to nije bilo
moguce kristalografijom ili je usporedba sa atomskim modelom bila preteska. Dostupnost
strukture visoke rezolucije sa viSe mogucih konformacija ¢ini krio-EM jednocesti¢nu analizu
jedinstvenim sredstvom za proucavanje dinamike proteina. Mape srednje i niske rezolucije se
interpretiraju na nacin da se spajaju sa segmentima dobivenih X zrakama. Medutim ovdje
treba biti oprezan jer ako neki segment X zrake dobro pristaje u EM mapu ne znaci da je to

njegova i jedina lokalizacija odnosno mjesto, §to otvara vrata velikoj moguénosti pogreske.°

2.4. Zakljucak

Krio-elektronska mikroskopija je uzasno vazna tehnika u strukturnoj biologiji jer pomaze
shvatiti kako proteini djeluju, odnsono povezati strukturu sa funkcijom. Podruéje krio-EM
napreduje iz dana u dan i vrlo je vjerojatno da ¢e biti jo§ napredaka i usavrSavanja u njenom
djelovanju jer je i prostor za isti jako velik., po¢evsi od detektora preko algoritama pa sve do
interpretacija mapa. Bez obzira na svoju uzdizuéu popularnost i Sitoko podru¢je moguénosti
koja ova tehnika nudi, ipak joj treba pri¢i sa oprezom jer i ona ima svoje nesavrSenosti. [ na
kraju za sve biokemicare, mikrobiologe i strukturne biologe, Sto se ti¢e odredivanja struktura

na atomskoj razini i shvac¢anja mehanizma njihovog djelovanja, buduénost je svijetla.
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