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§ Sazetak X

SAZETAK

Glavna tema ovog rada bila je poblize prikazati metode koriStene za odredivanje
strukture bioloskih makromolekula i supramakromolekulskih kompleksa. U radu su opisane
metode rendgenske kristalografije, krioelektronska mikroskopija i XFEL metoda (rendgenski
laseri sa slobodnim elektronima). Poblize su objasnjeni principi rada samih metoda preko
pripreme uzorka, snimanja pa do nastanka trodimenzionalne slike samih molekula, odnosno

struktura. Za svaku od metoda navedene su prednosti i mane svake pojedine metode.
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1. UVOD

Veliki napredak u primjeni fizikalnih principa i tehnika u proucavanju bioloskih sustava
uvelike je pomogao u razumijevanju molekularne osnove Zivota. Od velikog znacaja je i nacin
na koji se proucavaju strukture i dinamicka svojstva proteina i nukleinskih kiselina Sto cesto
vodi ka dubljem razumijevanju prirode i mehanizama njihovog djelovanja. Poveéan broj
eksperimentalnih i teorijskih tehnika koje se mogu uspjesno primjeniti na Zivuce sustave uveli
su nas u novo doba strukturalne biologije koja iz temelja mijenja informacije o ocuvanju

zdravlja, izvorima bolesti i razvoju efektivnih strategija za terapeutske postupke.

Proces spajanja ideja i metoda iz podrucja fizike sa podruéjem biologije i na taj nacin
stvaranjem znanstvene discipline poznate kao biofizika ocituje se u mnogim tehnikama kao
Sto su, na primjer, elektronska mikroskopija, NMR spektroskopija, masena spektroskopija
(MS), i niz drugih optickih spektroskopija. Metodoloski razvoj ovih tehnika kao i kristalografije
Rendgenskim zrakama bio je znacajan, a njihov utjecaj na stukturalnu biologiju
revolucionaran. Tako, na primjer, krioelektronskom mikroskopijom sada mozemo odrediti
strukturu vrlo velikih molekula i kompleksa na atomskoj rezoluciji i to bez potrebe za
kristalizacijom. Postignuce takve rezolucije se godinama smatralo nemogucim, ali kako to
¢esto biva u znanosti, kombinacija znanstvene intuicije i razvoj novih tehnologija dovode nas
do velikih napredaka. NMR spektroskopija je omogudila odredivanje makromolekulskih
struktura u otopinama, u okruzenju u kojem inace djeluju, a uporaba specijaliziranih tehnika
u ¢vrstom stanju omogucdila je proboj u njihovu strukturu i konformaciju dok se nalaze unutar
nekog drugog medija, kao na primjer, membrana ili patoloSkog agregata. Masena
spektroskopija je danas napredovala do te mjere da se strukturna svojstva velikih bioloskih
kompleksa mogu proucavati u njihovom funkcionalnom okruzenju. Opticke tehnike, pogotovo
one koje ukljucuju fluorescenciju, su takoder dozZivjele napredak koji im je omogucio da se
koriste na razini jedne molekule i za generiranje prikaza puno vecde rezolucije nego se prije
smatrala moguéom. Pretpostavka da opticke metode ne mogu dati informacije o strukturnim
karakteristikama manjim od duljine svjetlosti se pokazala krivom razvojem super-rezolucijskih
tehnika. Nedugo nakon prvog odredivanja struktura pomocu difrakcije rendgenskih zraka,
utvrdeno je da ¢e proteini sa visokom razinom sli¢nosti u sekvenci imati i slicnu strukturu. Prvi

takav primjer molekularne homologije modeliranjem otkriven je generiranjem modela
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§ 1. Uvod 2

alfa-laktalbumina iz lizosoma koji imaju u potpunosti razli¢itu funkciju, ali su sekvence
aminokiselina u njima vrlo slicne. Usporedbom tog modela sa eksperimentalnom strukturom
potvrdena je pozdanost ovakvog pristupa. Od tada se dogodio veliki porast u broju struktura
pohranjenih u The Protein Databank i proteinskih sekvenci u bazi UniProt $to je omogucilo
bolje razumijevanje poveznice izmedu sekvence aminokiselina i strukture samog proteina te
modeliranje raznih do tad nepoznatih struktura i dizajniranje novih sekvenci aminokiselina
koje se slazu u specificne strukture. Sva ova postignuca bila su moguca zbog napretka u
instrumentaciji, od konstrukcije sve snaznijih izvora rendgenskih zraka do razvoja centara za
sekvenciranje visokom propusnos$éu. Sukladno tome, ubrzani i kontinuirani rast kompjuterske
snage su se pokazali kao bitan dio svih ovih razvoja, kao i primjena simulacijskih tehnika koje
daju uvid u svojstva makromolekula koje su izazovne za definirati eksperimentalnim putem

zbog mnogih aspekata kao sto su dinamic¢ko ponasanje i reakcijski mehanizmi.

Lana Zivkovié Zavr$ni rad
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2. METODE STRUKTURNE ANALIZE

2.1. Kristalografija rendgenskim zrakama (rendgenska kristalografija)

Jedna od vrlo vainih metoda proucavanja struktura bioloskih makromolekula je
kristalografija rendgenskim zrakama. To je metoda koja se bazira na difrakciji rendgenskih
zraka na povrsini atoma u molekuli kristala proteina ili molekule DNA i trodimenzionalnom
prostoru koji zauzimaju te molekule. Rendgenske zrake koristimo iz razloga Sto je raspon
njihovih valnih duljina istog reda kao i duljine kemijskih veza pa je samim time vidljiv ekvivalent
rezolucije udaljenosti izmedu dva atoma (0,8-2,5 A). Za detekciju difrakcije Rendgenskih zraka
potrebno je da se ona odvija na velikom broju atoma. Da bi se taj uvjet ispunio difrakciju
moramo vrsiti na molekulama koje zauzimaju uredeni trodimenzionalni prostor, odnosno,
imaju formu kristala. U kristalu puno ekvivalentnih atoma u razli¢itim molekulama doprinose
istom difrakcijskom uzorku. U slucaju bioloskih makromolekula nije lako dobiti odgovarajuéu
kristalnu formu. Upravo je to jedan od vedih limitirajuéih faktora ove metode jer se odredene
bioloske makromolekule ne mogu prevesti u kristalnu formu (na primjer, integralni
membranski proteini u membrani stanice). Usprkos tome kristalografija rendgenskim
zrakama, temeljena na difrakciji rendgenskih zraka prikazanih na slici 1, pokazala se cesto
koristenom metodom za istrazivanje bioloskih makromolekula. Ovom metodom odredene su
trodimenzionalne strukture na tisuce raznih proteina i jedna je od najpopularnijih metoda
odredivanja trodimenzionalne strukture visoke rezolucije. Uz pomo¢ kristalografije
rendgenskim zrakama se doslo do spoznaje da su enzimi po svojoj gradi zapravo proteini,
Watson-Crickovog modela DNA (difrakcija na vlaknima DNA), razumijevanja fenomena
alostericnosti i interakcija izmedu DNA i proteina. Nadalje, zahvaljujuéi kristalografiji
rendgenskim zrakama mozZemo povudéi direktnu vezu izmedu eksperimentalno odredene
strukture neke molekule i njezine funkcije Sto je osnova moderne biokemije i molekularne

biologije.*
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Difraktirane rendgenszke zrake

Snop rendgenskih zraka

= | oo |
lzvor rendgenskih : ——-JE_ 3

zraka i ) ‘— £
kriztal Detektor

|
Difrakcijski
uzorak

Slika 1. Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu (preuzeto i prilagodeno iz ref. 2)

Kristal se moZe definirati kao uredena struktura u kojoj se odredeni poredak molekula
u trodimenzionalnom prostoru periodicki ponavlja. Pojedine tvari prirodno tvore kristale (na
primjer: natrijev klorid, grafit, dijamant, kvarc...). Ti kristali povezani su ¢vrstim ionskim
interakcijama pa su samim time to iznimno stabilne strukture. Za razliku od njih kristali koje
tvore bioloske makromolekule kao $to su proteini su puno nestabilnije strukture jer su vezani
slabim vodikovim vezama ili van der Waalsovim interakcijama. Takve je kristale puno teze

uzgoijiti od prirodno nastajeéih ionskih kristala.

2.1.1. Kristalizacija

Kristalizacija se postize pri urednom slaganju molekula u kristale pri prelasku iz tekuée
u ¢vrstu fazu. Tu kristalizacija dolazi u opreku sa pojavom taloZenja (precipitacije) pri kojem se
molekule nasumic¢no skupljaju u amorfne i neuredene agregate. Za razliku od anorganskih
tvari (NaCl, SiO,...) koje kristale stvaraju spontano i vrlo lako, kristali bioloskih makromolekula
¢e se stvarati samo pri vrlo specificnim uvjetima koje nije lako postici. Zbog toga je tesko
predvidjeti pri kojim ¢e uvjetima dodi do kristalizacije pa se ti uvjeti odreduju empirijski
provodenjem nizom eksperimenata sa razli¢itim uvjetima kristalizacije te se kasnije analizira
koji su uvjeti najpovoljniji za pojedini protein. Za kristalizaciju je vrlo bitno da postoji takozvani
»Cisti uzorak”. Tipic¢an nacin priprave smjese za kristalizaciju je da se u koncentriranu smjesu
proteina ili molekula DNA doda precipitanta malo ispod koncentracije koja bi izazvala
precipitaciju (taloZenje) uzorka. Kao precipitanti se naj¢escée koriste molekule male molekulske
mase kao na primjer: polialkoholi (heksan-diol), soli (amonijev sulfat), polimeri velike mase

(etilen-glikol) i organska otapala (metanol). Zbog prirode samih proteina i molekula DNA dvije

Lana Zivkovié Zavr$ni rad
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molekule istovrsnog proteina nece imati u potpunosti istu konformaciju te da bi pri
kristalizaciji imali Sto sli¢nije molekule, za kristalizaciju priredujemo otopinu u kojoj dolazi do
pojave kokristalizacije, odnosno, dodaje se ligand niske molekulske mase koji ¢e se vezati za
molekulu od interesa i na taj nacin posti¢i minimalne konformacijske razlike u proteinima.
Primjer kokristalizacije je dodatak inhibitora enzimima ili hormona promatranim hormonskim
receptorima. Na samom pocetku postupka smjesa je, iako koncentrirana, nezasi¢ena, kao sto
prikazuje fazni dijagram kristalizacije na slici 2. Tokom procesa kristalizalizacije postepenim
povecanjem koncentracije proteina i/ili precipitanta se dolazi u tocku zasi¢enja. U toj su tocki
tekuca i ¢vrsta faza u ravnotezi, a svako dodatno povecanje koli¢ine ¢vrstog proteina prati
njegova disolucija pa u njoj ne moze doc¢i do stvaranja kristala. Nastajanje kristala ovisi o
stvaranju stabilne jezgre. Ovaj proces tedéi ¢e tako da se dvije molekule iz otopine spoje i tako
tvore ,podlogu” za daljnji rast kristala sve do ponovnog uspostavljanja ravnoteze. Kristal ¢e
rasti dok god se ne ispuni maksimum veza koje se mogu uspostaviti izmedu molekula
(vodikove veze ili van der Waalsove sile). Naravno puno je vise slucajeva u kojima nece dodi
do kristalizacije jer entropija sustava teZi povecanju, a uredeni kristalni sustav je upravo
suprotno te je puno Cesc¢a situacija da jezgra krene rasti i onda stane. Takvu jezgru nazivamo
nestabilnom jezgrom. Molekule se takoder mogu slagati jedna na drugu nasumicno i tako
dovesti do taloZenja (precipitacije). Iz svega ovoga proizlazi da bi se postigli uvjeti za nastajanje
kristala proteina povoljnog za difrakciju potrebno je iscrpno ponavljanje stotina i tisuca
razli¢itih uvjeta kristalizacije. U stanju prezasi¢enosti sustav ima tendenciju povratka u
ravnotezno stanje i pri tom povratku se mogu stvoriti kristali bioloSkih makromolekula.
Prezasi¢eno stanje je najlakSe posti¢i na dva nacina: isparavanjem otapala i promjenama
temperature. Na slici 2 faznog dijagrama prikazana je podjela prezasicenog stanja na
metastabilnu regiju i labilnu regiju. U metastabilnoj regiji se stabilne jezgre ne mogu stvoriti,
ali ako vec stvorena stabilna jezgra dode u metastabilnu regiju moZe nastaviti rasti i stvarati
kristal dok se u labilnoj regiji stabilne jezgre stvaraju i nastavljaju rasti. Ako se kristali poCinju
stvarati daleko od ravnotezne tocke, odnosno daleko u labilnoj regiji, brzo se krenu stvarati
stabilne jezgre, ali se njihov rast usporava priblizavanjem ravnoteznom stanju i kao rezultat se

dobije veliki broj malih kristala nepogodnih za difrakciju (,kiSa mikrokristala“).

Lana Zivkovié Zavr$ni rad
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Suprotno tome, $to je prezasiéeni sustav blize metastabilnoj regiji, nastati ¢e manji broj
stabilnih jezgara koje ¢e polagano kristalizirati i dati manji broj kristala veéih dimenzija. To je
upravo Zeljeno stanje iz kojeg ¢e nastati kristali bioloSkih makromolekula povoljni za difrakciju
rendgenskim zrakama prikazani na slici 3. Svaki protein i molekula DNA se ponasa drugacije u
ovom faznom dijagramu te je zato vrlo tesko tocno odrediti uvjete potrebne za uspjesno
nastajenje kristala povoljnih za difrakciju. Uz to svaka varijabla koja bi utjecala na topljivost
proteina u otapalu moZe znacajno utjecati na odredivanje povoljnih uvjeta, stoga je iznimno

bitno eksperimente provoditi u strogo kontroliranim uvjetima pH, temperature i sli¢no.?

Koncentracija proteing =

Koncentracija soli ———————p

Slika 2. Fazni dijagram kristalizacije bioloskih makromolekula (preuzeto i prilagodeno iz ref.

3)

Lana Zivkovi¢ Zavr$ni rad
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Slika 3. Kristali pogodni za difrakciju rendgenskim zrakama (preuzeto iz ref. 4)

Sve metode kristalizacije za cilj imaju dovesti otopinu u prezasi¢eno stanje. To se postiZe na tri
nacina: polaganim isparavanjem otapala, postepenim dosezanjem desolvatacije dodatkom
polialkohola ili soli te promjenom topljivosti proteina manipulacijom vanjskih uvjeta (pH,
temperatura). Zbog velikog broja mogucih uvjeta kristalizacije (pH, temperatura,
koncentracija precipitanta, ionska jakost otopine...), a Cesto ogranicene koli¢ine uzorka
proteina ili DNA nije moguce prodi kroz sve varijacije uvjeta. Zato koristimo ,uzorkovanje
rijetkom matricom”. To je proces u kojem se uzima 25 do 50 razli¢itih uvjeta baziranih na
prethodno uspjesnim kristalizacijama te danas dolaze komercijalno dostupni u obliku setova

za kristalizaciju sa uputama za Sto uspjesniji uzgoj velikih kristala.

Mikrodijaliza je tip dijalize sa vrlo malim volumenima. Vrsi se na istom prinicipu difuzije kroz
polupropusnu membranu i to na nacin da se sa jedne strane membrane stavi otopina sa
Zeljenim uvjetima kristalizacije, a sa druge strane vrlo mali volumen otopine proteina.
Eksperiment je prikazan na slici 4 uz upotrebu staklene kapilare ili posebno pripravljenog,
komercijalno dostupnog, ,gumba“ od pleksiglasa u koji se uvodi otopina proteina.
Uspostavljanjem ravnoteie preko semipermeabilne membrane, otopina proteina (e

poprimati karakteristike otopine sa druge strane. ViSe uvjeta kristalizacije postize se

Lana Zivkovi¢ Zavr$ni rad
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mijenjanjem karakteristika otopine sa Zeljenim uvjetima koji uzrokuju promjenu otopine

proteina sa druge strane membrane sve dok se ne uspostave uvjeti pogodni za kristalizaciju.

Membrana Protein 5 - 50 pl

% s

LY L~
Vanjska otopina -

T

™

"Gumb" od
Protein 5 - 50 pl pleksiglasa
H‘a,___ e -4
s
i J- + Membrana
| AR A e

Vanjska otopina

Slika 4. Prikaz kristalizacije mikrodijalizom (preuzeto i prilagodeno iz ref. 2)

Druga metoda je difuzija para otapala. Ova metoda bazira se na polaganom uspostavljanju
ravnoteze izmedu male kapljice otopine proteina i puno veceg volumena kristalizacijske
otopine. Postoje dvije varijacije ove metode: ,viseca kap” prikazana na slici 6 i ,sjedeca kap“
prikazana na slici 7. Vise¢a kap odnosi se na iznimno mali volumen otopine proteina
pomjesanog sa kristalizacijskom otopinom u omjeru 1:1 (<10 ul) koji se u obliku kapljice nanosi
na predmetno stakalce te okrece tako da ,visi kao kap” iznad kristalizacijske otopine puno
veéeg volumena. Dolazi do vrlo sporog uspostavljanja ravnotezZe kroz fazu pare izmedu kapljice
sve dok otopina u kapljici ne poprimi karakteristike otopine ispod nje. ViSe razlicitih uvjeta
postize se koristeci plocCice sa vise udubljenja (jazica), Sto je prikazano na slici 5, u kojima se
isprobavaju razliciti uvjeti kristalizacije. Metoda sjedece kapi bazira se na istom prinicipu spore

uspostave ravnoteZe samo $to kap ,,sjedi“ na postolju okruZena sa svih strana parnom fazom.?

Lana Zivkovié Zavr$ni rad
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OOD OOO Plocica s 24 udubljenja
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Slika 5. Plocica sa 24 udubljenja (jazica) (preuzeto i prilagodeno iz ref. 2)

Slika 6. Prikaz metode visece kapi (preuzeto i prilagodeno iz ref. 4)

Slika 7. Prikaz metode sjedece kapi (preuzeto i prilagodeno iz ref. 4)

Lana Zivkovi¢ Zavr$ni rad
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2.1.2 Sinkrotronsko zracenje

Sinkrotronsko zracenje je zracenje koje stvaraju elektroni kada emitiraju svoj visak
zracenja u obliku snaznog snopa rendgenskih zraka tangencijalno na prsten za pohranu
elektrona, odnosno prstenasti akcelerator Cestica. To se dogada jer se elektroni ubrzavaju u
prstenu do brzina bliskih brzini svjetlosti, a zatim ih se brzo uspori prisiljavajudi ih u zakrivljene

putanje.

Snop rendgenskih zraka generiran iz izvora sinkrotrona ima niz karakteristika koje ga
Cine izuzetno korisnim u difrakcijskim eksperimentima. U usporedbi sa snopom rendgenskih
zraka koje se mogu stvoriti iz laboratorijskih izvora, zraka iz sinkrotrona ima oko tisuéu puta
vecCu energiju Sto znaci da su izmjerena mjesta difrakcije manja i intenzivnija, Sto pojacava
razlucivost i preciznost difrakcijskog uzorka. Takoder znaci da se skupovi podataka koji se
sastoje od tisu¢a Bragg-ovih refleksija mogu prikupiti u nekoliko minuta, a ne sati koliko je
potrebno za laboratorijske izvore. Sinkrotronski snop je izuzetno uzak i intenzivan te
omogucava prikupljanje podataka iz mnogo manjih kristala nego $to se mogu koristiti s

instrumentom laboratorijske skale.?

Lana Zivkovié Zavr$ni rad
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2.1.3 Dobivanje trodimenzionalne strukture

Kako bi se utvrdila molekularna struktura potrebno je koristiti rendgenske zrake jer je
valna duljina ovog zracenja sli¢cnog reda veli¢ine kao i atomi i duljine kovalentnih veza.
Dobiveni uzorak difrakcije sadrzi informacije koje se koriste za izracunavanje molekularne
strukture. Medutim, difrakcijski uzorak je dvodimenzionalni niz toaka odredenog polozZaja i
intenziteta koji su ra¢unalno prikazani na slici 8. Za pretvorbu u trodimenzionalnu strukturu
potrebno je prikupiti skup podataka o veéem broju takvih difrakcijskih uzoraka iz jednog
kristala. Prava struktura koja se izracunava iz uzoraka difrakcije rendgenskih zraka je mapa
elektronske gustoce koja predstavlja polozaj C, N, S, O i drugih atoma. Sustav za otkrivanje
rasprsenih rendgenskih zraka trebao bi snimati polozaj difrakcijskog mjesta i njegov intenzitet
kao i ukupni uzorak difrakcije. Rasprsene zrake mogu se otkriti koristenjem elektronskih
detektora koji pretvaraju intenzitet i polozaj tocaka u elekti¢ni naboj koji se snima. Dobiveni
podaci se spremaju elektronicki u obliku koji je Citljiv racunalu. Jednom kada se kristal izloZi
rendgenskom zracenju uzorak rasprsenja se prikuplja i sprema. Podaci na detektoru bivaju
izbrisani, kristal se zarotira i dobiva se drugi difrakcijski uzorak. Na taj se nacin prikuplja skup

podataka koji opisuju kristal.2

Slika 8. Uzorak rasprsenih rendgenskih zraka (preuzeto iz ref. 2)
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Izra¢un mape elektronske gustoce cilj je rendgenske kristalografije jer nam omogucuje
prikaz molekularne struktura. Trodimenzionalni raspored elektrona unutar molekule
predstavljen je kao mapa elektronske gustode. lIzracun mape elektronske gustoée provodi se
uz pomo¢ racunalnih programa cija je dostupnost uglavnom odgovorna za brzinu kojom se

makromolekularne strukture mogu odrediti.

2.1.4 Problem faze

Valna funkcija definirana je s dva pojma, a to su amplituda i valna duljina. Bududi da se
kod rendgenske kristalografije trazi trodimenzionalno mjesto s kojeg difraktirana zraka
potjece potreban je treci pojam za opis difraktiranog rendgenskog vala koji se naziva fazni kut.
Svaka Bragg-ova refleksija proizlazi iz kombinacije valova rasprSenih po svim atomima u
molekuli. Razli¢ite refleksije imaju razli¢ite fazne kutove koji se moraju odrediti kako bi se

mogla izracunati mapa elektronske gustoce.

Difrakcijski skup podataka iz kristala sadrzi podatke o amplitudi, ali gubi fazu. Buduci
da je potrebno znati i fazu i amplitudu svake Bragg-ove refleksije da bi se izracunala mapa
elektronske gustoce ovaj nedostatak faznih podataka predstavlja prepreku u strukturiranju

proraduna koji se naziva fazni problem.?
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2.2 Krioelektronska mikroskopija

lako se kristalografija rendgenskim zrakama pokazala kao odlicna metoda rjeSavanja
struktura bioloskih makromolekula pokazala je i odredena ograni¢enja. Najvece ogranicenje
ove metode je upravo C¢injenica da promatrane bioloSke makromolekule moraju nuzno biti u
kristalnom obliku kako bi im se mogla odrediti struktura. Sam proces dobivanja kristala
bioloskih makromolekula je vrlo spor i vrlo zahtjevan te se Cesto kao rezulatat i nece dobiti
Zeljeni kristal koji ¢e biti pogodan za difrakciju. Uz problem samog procesa priprave kristala,
postoji i problem da se ne mogu sve bioloSke makromolekule prevesti u kristalnu formu. To su
na primjer proteini vezani na membranu. Navedeni problemi su se pokusali rijesSiti uz pomoc¢
ve¢ poznatih metoda strukturne analize, poput elektronskog mikroskopa. Krioelektronska
mikroskopija razvila se zahvaljujuéi brzom razvoju nove generacije elektronskih detektora i
razvoju poboljSanih postupaka obrade slika. Za krioelektronsko snimanje potrebna je manja
kolic¢ina uzorka, manje je ograniCenje za Cisto¢u uzorka i nije potrebna kristalizacija. Proteini
rasprsuju elektrone oko deset tisu¢a puta jace od rendgenskih zraka. Bududi da se elektroni
rasprsuju u zraku elektronski mikroskopi moraju raditi u visokom vakuumu. To predstavlja
problem u proucavanju bioloskih uzoraka od koji se ve¢ina u prirodnom obliku nalazi u
vodenom okoliSu. BioloSke strukture osjetljive su i na oStecenja zralenjem. Odrzavanjem
uzoraka na kriogenim temperaturama krioelektronska mikroskopija omogucuje im ocuvanje u
visokom vakuumu i pruza im odredenu zastitu od oStecenja zradenjem. Kada se bioloske
molekule stave u vakuum dolazi do dehidratacije samih molekula ¢ime se narusava njihova
nativna struktura, a samo bombardiranje molekule snopom elektrona takoder dovodi do
uniStavanja njene strukture i kidanja veza medu atomima. Zbog navedenih razloga prije
promatranja bioloskih uzoraka pod elektronskim mikroskopom mora se provesti sloZzena
priprema uzoraka za mikroskopiranje.> Neki od najveéih napredaka mikroskopa dostignuti su
upotrebom vecih napona ubrzanja (200-300 kV) i specijalnog emisijskog topa (eng. Field
emission gun - FEG) koji je izvor elektrona. Ova poboljsanja povecavaju vremensku i prostornu
koherentnost snopa elektrona omogucujuéi sakupljanje slika visoke razlucivosti pri
vrijednostima potrebnim za vizualizaciju neobojenih Cestica u vitrificiranom ledu. Ostale
prednosti elektronskih mikroskopa ukljucuju stabilne sustave le¢a, poboljsani vakuum te

stabilne krio-faze koje minimiziraju skretanje uzoraka.®
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2.2.1 Priprema uzoraka za mikroskopiranje i smjestanje uzorka

Priprema uzoraka ukljucuje: fiksiranje prije uklanjanja vode, naparavanje parama
metala poput zlata ili platine, ili natapanje otopinama teskih metala poput uranija, osmija,
molibdena da bi se bioloske strukture ucinile vidljivima i da bi se povecao kontrast pod
elektronskim mikroskopom. Nedostatak je da dolazi do neizostavnog narusavanja strukture
bioloskih makromolekula te iako je moguce vidjeti stani¢ne strukture i pojedinacne molekule
poput ribosoma ili molekula DNA i RNA ipak se ne moze vidjeti sama struktura tih molekula na
atomskoj razini. Dva osnovna problema koja su se morala razrijesiti da bi se uspjesno anlizirala
struktura bioloskih molekula uz pomo¢ elektronskog mikroskopa su: ocuvanje nativne
strukture bioloskih molekula i njihovih supramolekulskih tvorevina te ih je potrebno uciniti
“vidljivima” bez dodatnog tretmana ili fiksacije, koja bi takvu strukturu narusila. Problem
ocuvanja nativne strukture rijeSen je uz pomoc¢ procesa vitrifikacije. Vitrifikacija je proces
smrzavanja uzorka pomocu tekuéeg dusika i to na nacin da voda zadrzava amorfnu strukturu
i ne stvara kristali¢e leda jer bi oni nepovoljno utjecali na difrakciju zraka elektrona. Zbog toga
se metoda i zove krio-elektronska mikroskopija, jer uzorak ostaje ohladen na temperaturu
tekuceg dusika prije i tijekom promatranja u elektronskom mikroskopu. Medutim, koliko god
jednostavan se Cinio proces smrzavanja uzorka u tekuéem dusiku, rije¢ je o vrlo slozenom i
zahtjevnom postupku. Kako bi se pripremio uzorak nekoliko se mikrolitara prociséene otopine
proteina nanese na metalnu (obi¢no bakrenu) resetku na kojoj se nalazi tanki film od amorfnog
ugljika koji sadrzi Supljine. Nakon Sto se visak tekucine upije filter papirom resetka se uroni u
tekuci etan. Proces pripreme uzorka prikazan je na slici 9. U idealnom slucaju to rezultira
stvaranjem tankog sloja nekristalnog ili staklastog leda. Slike snimljene kroz Supljine u
ugljicnom filmu sadrze dvodimenzionalne projekcije pojednih proteinskih kompleksa koje se
nazivaju Cesticama. Projekcije Cestica u razli¢itim orijentacijama pruzaju komplementarne
informacije o temeljnom trodimenzionalnom objektu. Brojne dvodimenzionalne projekcije
stoga se mogu kombinirati u jednu trodimenzionalnu rekonstrukciju pod uvjetom da su

poznate njihove relativne orijentacije.®
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Slika 9. Priprema uzorka za krioelektronsku mikroskopiju (preuzeto iz ref. 7)

Drugi je problem, problem ,vidljivosti“ bioloskih makromolekula koje zbog svoje prirode i
¢injenice da su izgradene, uglavnom, od lakih atoma ugljika, vodika, dusika i kisika koji ¢ine
slabu kontrastnu sliku u odnosu na vitrificirano otapalo. Dodatno oteZanje je i ¢injenica da pri
elektronskoj mikroskopiji bioloskih makromolekula snop elektrona mora biti malog intenziteta
kako se ne bi narusila sama struktura uzorka. Rezultat svega toga je vrlo mutna slika slabog
kontrasta koja je jedva vidljiva. Navedeni problem se rjeSava na nacin da se prikupi veliki broj
slika Cestica (deseci tisuc¢a) koje se onda grupiraju, uprosjecuju, izostravaju te orijentiraju u
prostoru. Naziv metode je single particle analysis, odnosno analiza pojedinaénih estica.
Metoda je ovaj naziv dobila jer se oko deset tisuca razlicitih Cestica zapravo smatra jednom
Cesticom nasumicne orijentacije, a te mikrofotografije su njezine projekcije stoga je vrlo bitno
da promatrani uzorak bude ¢ist i homogen, odnosno, da ne sadrZava nikakve druge tvari jer bi

to narusilo stvaranje toénog prikaza strukture bioloske makromolekule.’

Racunalnom analizom i rekonstrukcijom trodimenzionalne strukture proteina
prikazane na slici 10, ne dobiva se statican prikaz, nego prikaz trodimenzionalnog modela
molekula ¢ija rezolucija doseZe atomsku razinu i moZe se mjeriti sa onom kristalografije
rendgenskim zrakama (od 2-3 A). Zbog svoje ucinkovitosti i ve¢ navedenih prednosti pred
kristalografijom (mogu se promatrati strukture koje ne tvore kristale i opc¢enito strukture ne
moraju imati kristalnu formu) krioelektronska mikroskopija je dozivjela Siroku primjenu u
strukturnoj analizi bioloskih makromolekula te se svakim danom sve viSe unapreduje.
Napretkom tehnologije i razvojem detektora za snopove elektrona slabijeg intenziteta postalo

je jos lakse odredivati biomolekulske strukture.’
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Slika 10. Rekonstrukcija trodimenzionalne strukture proteina (preuzeto iz ref. 7)

2.2.2 Napredak u instrumentaciji elektronskog mikroskopa

Bioloski uzorci su kako je i prije navedeno osjetljivi na zraCenje i snop elektrona ih moze
osStetiti zato je potrebno uspostaviti ravnotezu izmedu dovoljno velike “doze” elektrona za
otkrivanje signala i samog uzorka kako se on ne bi ostetio. U praksi bi to znacilo da ¢e slike
bioloskih uzoraka imati nizak omjer signal-Sum (eng. Signal to Noise Ratio - SNR) Cinedi tako
neophodnim prikupljanje skupova podataka koji sadrze tisuée, pa ¢ak i stotine tisuéa Cestica,

ovisno o tome je li uzorak velik i vrlo simetri¢an ili dinamican i asimetric¢an.

Moderni elektronski mikroskopi u potpunosti su kompjuterizirani Sto dovodi do razvoja
i integracije softvera koji povecava ucinkovitost prikupljanja podataka. Jedan vazan napredak
bio je digitalna integracija “nacina niskih doza” (eng. “low-dose mode”). Taj je protokol razvijen
70-ih godina prosloga stolje¢a kako bi se smanjila oSte¢enja zracenjem bioloskih uzoraka

tijekom prikupljanja podataka. Rad u tom nacinu na kompjuteriziranom mikroskopu
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omogucuje jednostavno i precizno prikupljanje defokusirajuéih slika koristenjem minimalne
“doze” elektrona. Sljedeci vazan napredak softvera je sposobnost potpune automatizacije
prikupljanja slika kontrolom racunala. S vremenom su razvijeni brojni akademski i komercijalni
programi koji korisnicima omogucuju brzo skeniranje mreze u potrazi za odredenim dijelovima
vitrificiranog leda, a zatim prikupljanje slika uz minimalni angazman operatora mikroskopa.
Koristenje tih programa znacajno je poboljsalo prikupljanje velikih koli¢ina podataka visoke

kvalitete na najucinkovitiji nacin.®

2.2.3 Napredak u tehnologiji slike

Osjetljivost bioloskih uzoraka na osteéenja zra¢enjem ogranicava “dozu” elektrona koja
se moze koristiti za stvaranje slika, $to tehnologiju detektora Cini vaznim podrucjem razvoja za
krioelektronsku mikroskopiju. Tip detektora koji se koristi za prikupljanje slika u
krioelektronskoj mikroskopiji uvelike utjeCe na kvalitetu podataka i sposobnost odredivanja
struktura visoke rezolucije. U¢inak detektora mjeri se s dva parametra: funkcija prijenosa
modulacije/kontrasta (eng. Modulation Transfer Function - MTF) i kvantna ucinkovitost (eng.
Detective Quantum Efficiency - DQE). MTF kvantificira odziv detektora na razli¢itim
frekvencijama (razlucivost kamere), dok DQE kvantificira kombinirane ucinke signala koje
generira uzorak i Sumova koji generira kamera na konacnoj slici. Koriste¢i ove parametre,
idealni uredaj za snimanje imao bi visok MTF u spektru i generirao bi slike koristeéi samo signal
koji proizlazi iz uzorka bez dodatnog Suma od detektora. Nazalost, takav savrseni detektor jos
ne postoji, Sto znaci da svi detektori imaju ogranicenja razlucivosti i doprinose razlicitim

razinama Sumova konacnoj slici.

Najnovija inovacija u tehnologiji krioelektronske slike je razvoj kamere s izravhom
detekcijom elektrona ( eng. Direct Electron Detection - DED) koja snima slike izravno na
senzoru. DED kamere izradene su od tanke poluvodicke membrane izravno povezane s tankim
matriksom. Debljina potpornog matriksa vazna je jer tanji matriks generira manje Sumova od
povratno rasprsenih elektrona. Pri ovoljno niskim “dozama“ elektrona DED kamere mogu
otkriti pojedinacne elektrone, znacajno poboljsavajuci SNR slike, izlaganje niskih “doza“ koje
se obi¢no koriste za prikupljanje krioelektronskih slika koje zasi¢uju DED senzor. Kako bi se
previadalo ovo ogranicenje i kako bi se generirale slike najvise razlucivosti DED kamere rade u

"filmskom nacinu" koji frakcionira “dozu” elektrona tijekom dugog izlaganja koja se snima
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velikom brzinom kadrova. Krajnji je rezultat da je svako slikanje zbirka od 20-30 pojedinacnih
slika vrlo niskog kontrasta koje se moraju kombinirati prije nego Sto se provede bilo kakva
daljnja obrada slike i strukturniizra¢uni.Razvoj robusnih DED kamera jedan je od najznacajnijih

napredaka u krioelektronskoj mikroskopiji.®

2.2.4 Racunalni napredak

Pretvaranje velikih skupova dvodimenzionalnih podataka u trodimenzionalne
strukture zahtijeva algoritme koji mogu to¢no odrediti poloZaj i orijentaciju slikanih Cestica. To
je postupak koji zahtijeva znacdajnu racunsku snagu. Veliki ra¢unalni klasteri s vremenom
postaju sve dostupniji i mocniji. Ti resursi omogucuju paralelno izvodenje velikih racunalnih
poslova poput poravnavanja i klasifikacije tisu¢a do stotina tisu¢a dvodimenzijskih projekcija
sa pozadinskim Sumovima na viSe racunalnih procesora. To je strategija koja znacajno
smanjuje vrijeme potrebno za pretvaranje grubih slika trodimenzijske strukture. Ovi racunski
resursi, koji se vrlo brzo razvijaju, omogucdili su da se racunski intenzivni algoritmi obrade slika
koriste za strukturne izracune. Obrada slike potrebna je kako bi se ispravilo kretanje Cestica
unutar vitrificiranog sloja leda te kako bi se precizno klasificirala orijentacija dvodimenzijskih
projekcija. Razvoj brzih racunalnih resursa u kombinaciji s novim strategijama obrade slika
doveo je do moguénosti izracuna detaljnijih strukturnih modela iz krioelektronskih slika sa

sumovima.

Zbirka krioelektronskih slika u "filmskom nacinu" (eng. “movie mode”) omogucuje
pracenje gibanja inducirano zrakama. Ovo kretanje uzrokuje zamagljenje konacne slike
ogranicCavajuci sposobnost stvaranja struktura visoke rezolucije stoga su razvijeni brojni
algoritmi koji ispravljaju ovo gibanje inducirano zrakama. Ovi pristupi uskladuju frakcionirane
slike, bilo pomodu cijele slike ili pojedinacnih prozorskih ¢estica prije zbrajanja u konacnu sliku.
To znacdajno poboljSava kvalitetu konacnih podataka iz nekoliko razloga koji su slikovito
prikazani na slici 11. Prvo, algoritmi za poravnavanje ispravljaju gibanje inducirano zrakama, a
drugo, ucinci ostecenja zratenjem mogu se smanjiti odabirom odgovarajucih frakcioniranih

slika koje ¢e biti uklju¢ene u konaénu zbrojenu sliku.®
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Glavni napretci u krioelektronskoj mikroskopiji
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Slika 11. Napredak u instrumentaciji mikroskopa, tehnologiji slike i raCunanju (preuzeto i

prilagodeno iz ref. 6)

PoboljSanja algoritama takoder su omogudila analizu skupova podataka koji sadrze
odredenu strukturnu heterogenost. Makromolekule su dinamicke strukture podloZne
konformacijskim promjenama kao dio svoje bioloSke funkcije. 1z tog razloga ¢ak i biokemijski
Cisti uzorci rijetko su strukturno homogeni. Uzorci prirodno zauzimaju vise od jedne
konformacije u vitrificiranom ledu. U idealnoj situaciji molekule se nalaze u razli¢itim
orijentacijama u sloju amorfnog leda, pruzajudi razlicite pogleda na molekulu. lako su razli€iti
pogledi na molekule neophodni za to¢ne strukturne proracune, oni mogu stvoriti ozbiljne
probleme tijekom trodimenzionalne rekonstrukcije ako je procis¢eni uzorak kompozicijski ili
strukturno heterogen. Kako bi se utvrdila trodimenzionalna struktura visoke rezolucije, u
rekonstrukciju trebaju biti uklju¢ene samo slike strukturno identi¢nih molekula. Medutim,
samo iz pogleda projekcije tesko je razlikovati Cestice u razli¢itim orijentacijama i Cestice koje
se nalaze u razli¢itim konformacijskim stanjima. Sto je uzorak heterogeniji, ovaj je problem
tezi. Razvijeni su brojni pristupi obradi slike kako bi se precizno dodijelili orijentacijski
parametri dvodimenzionalnim projekcijama i kako bi se osiguralo da su projekcije samo

strukturno homogenih Cestica uklju¢ene u trodimenzionalnu rekonstrukciju.

Svi se ovi programi koriste razliCitim strategijama klasifikacije i trodimenzionalne
rekonstrukcije, dajuéi im razliCite prednosti i mane. Medutim, zbog ovih razlika uobicajeno je
da se viSe programa koristi u razlic¢itim fazama klasifikacije, trodimenzionalne rekonstrukcije i

procesa usavrsavanja.
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Sposobnost krioelektronske mikroskopije da klasificira strukturno raznolike skupove
podataka ¢ini ju moénom metodom za odredivanje struktura mnogih bioloski vaznih
kompleksa koje je tesko kristalizirati zbog njihove konformacijske heterogenosti. Trenutno su
algoritmi za obradu slike jo$ uvijek ograniceni koli¢inom strukturne heterogenosti koja se
moZe tolerirati. Klasifikacija manjih, asimetri¢nih i/ili visoko dinami¢nih uzoraka ostaje izazov

u krioelektronskoj mikroskopiji.t
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2.3. Rendgenski laseri sa slobodnim elektronima

Rendgenski laseri sa slobodnim elektronima (eng. X-ray free electron laser — XFEL)
predstavljaju najnoviju generaciju izvora rendgenskih zraka s jedinstvenim svojstvima koja
pruzaju nove mogucnosti u prouc¢avanju materije u jedinstvenim oblicima kao i u prouéavanju
interakcija i dinamike na vrlo brzim vremenskim skalama. Koncepti i tehnologije koje su s
vremenom doveli do izvedivosti XFEL-a u rendgenskom rezimu razvijeni su tijekom 80-ih i 90-
ih godina proslog stoljeca sto je kulminiralo realizacijom linearnih strojeva s jednim prolazom
na bazi linearnih akceleratora posveéenih proizvodnji kratkih impulsnih fotonskih zraka koje s

vremenom dolaze do meduatomskih razmaka od nekoliko angstrema ili manje.

2.3.1 Svojstva rendgenskih lasera sa slobodnim elektronima

XFEL-ovi ponekad se klasificiraju kao sinkrotronski izvori Cetvrte generacije. Unatoc
tome, XFEL-ovi koriste i tehnologije iz izvora treéih generacija. lzvori trece generacije temeljili
su se na upotrebi undulatora. XFEL-ovi u potpunosti se oslanjaju na proSirenje upotrebe
undulatora na uredaje vece za jedan red veli¢ine. Linearni dizajn XFEL-a se koristi iako bi kruzni
dizajn bio pozeljniji jer omogucuje vise izvora slobodnih elektrona. Ono Sto XFEL zracenje
razlikuje od sinkrotronskog zradenja je svjetlina potrebnog snopa elektrona, zajedno s
duljinom undulatora, sto omogucuje samopojacanu spontanu emisiju (eng. Self-Amplified
Spontaneous Emission - SASE) i eksponencijalni rast intenziteta zraenja interakcijom snopa
elektrona s prethodno emitiranim rendgenskim poljem dok se oni zajednicki Sire duz
undulatora. Postizanje SASE-a prili¢no je izazovno i zahtijeva da snop elektrona bude dovoljno
kvalitetan, tj. da bude mala emisija, velika vrSna struja i malo Sirenje energije koje je moguce
posti¢i samo linearnim akceleratorom. Ovi parametri u osnovi kontroliraju koliko su svi
elektroni sli¢ni. Proces koristenja lasera je pojaana emisija energije smjestanjem Sto veceg
broja elektrona u isto stanje tako da se emitiraju u fazi. Proces SASE proizvodi kratke impulse
obic¢no reda veli¢ine nekoliko desetaka femtosekundi (fs) s potencijalnim duzim impulsima u
rasponu od nekoliko stotina fs ili kra¢im impulsima u atosekundnom rasponu. Trajanje
rendgenskog impulsa kontrolira se duljinom elektronskog snopa koji posjeduje dovoljnu
kvalitetu za proizvodnju laseriranja. To se mozZe postiéi jednostavhom kontrolom ukupne
duljine snopa elektrona ili namjernim stvaranjem snopa elektrona gdje mali dio posjeduje

karakteristike potrebne za proizvodnju laseriranja.®
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2.3.2 Uporaba rendgenskih lasera sa slobodnim elektronima

Tipicno trajanje impulsa XFEL-a s rendgenskim zrakama otprilike je tri reda veli¢ine
krace od tipi¢nog najkraceg impulsa od sinkrotrona (ali sadrzi priblizno jednak broj fotona koje
bi sinkrotron stvorio u 1 s). S duljinama impulsa obi¢no kra¢im od 30 fs otvara novo podrucje
ultrabrze znanosti. XFEL-ovi kombiniraju ove vrlo kratke impulse s kratkim valnim duljinama

omogucujuci istovremeno visoku prostornu i vremensku rezoluciju.

Pump-probe metode su sveprisutne u XFEL eksperimentima, a vecina eksperimenata
koristi laser koji osvjetljava uzorak za proucavanje njegove dinamike. Te se metode
primjenjuju na sva podrucja znanosti. U kemiji se moZe primijetiti ultrabrzo pucanje i stvaranje
veze koje zapocinje opticki laser kako bi se stvorio molekularni film reakcije. Razliite metode
rasprsivanja i spektroskopske metode mogu se takoder koristiti za bolje razumijevanje
prijenosa naboja u metalnim kompleksima, $to nam na kraju pomaze u razumijevanju sustava

s potencijalnim primjenama sakupljanja energije.

Difrakcija prije uniStenja je koncept u kojem je moguce dovoljno velikim intenzitetima
i dovoljno kratkim impulsima ublazZiti i eventualno prevladati konvencionalne granice Stete od
zracenja koje postoje za dulja, kontinuirana mjerenja. Neke rendgenske zrake koje padaju na
uzorak ispituju njegovu strukturu rasprSivanjem, ali vecina zraka koje reagiraju s uzorkom
predaju svoju energiju u uzorak rendgenskom apsorpcijom. Ta predana energija na kraju
oStecuje uzorak, ali to se ne dogada odmah. Ako se trajanje impulsa moze odrzavati kra¢im od
dinamike osteéenja, tada je u principu moguce u ovo kratko vrijeme propustiti vise
rendgenskih zraka nego Sto bi dopustala granica oStecenja na sinkrotronu. Koncept difrakcije
prije unistenja presudan je za vedinu bioloskih primjena zbog osjetljivosti na zra¢enje samih

bioloskih uzoraka.

XFEL ima raspon spektra od UV do mekog i tvrdog rendgenskog zradenja. Tvrde
rendgenske zrake primarno se koriste za pronalazak mjesta na kojem se nalaze atomske jezgre
u prostoru, bilo u stati¢koj strukturi ili dinamickoj strukturi koristeé¢i metode temeljene na
vremenu. Takoder se koriste za ispitivanje elektronskih stanja metalnih centara s
apsorpcijskim rubovima u tvrdom rendgenskom podruéju u metaloenzimima ili proteinima.

Mekse rendgenske zrake koriste se za metode snimanja gdje presjek veceg rasprSenja moze
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biti koristan za povecanu razinu signala. Oni su takoder korisni alati za spektroskopska

ispitivanja elektronske strukture lak$ih atoma s apsorpcijskim rubovima pri niZzim energijama.?
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