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Mikroskopie - vizualizace mikroskopickych objektu

mravenec vlas savci bunka bakterie mitochondrie bilkovina mala molekula

Transmisni elektronovy mikroskop




Mikroskopie - vizualizace mikroskopickych objektu

Svételny mikroskop
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Pocatky mikroskopie = svételna mikroskopie

e zrak je dominantni smysl ¢lovéka
» svételna mikroskopie vyuziva viditelnou ¢ast spektra slunecniho zareni

* Robert Hooke (1665) a Antonie van Leeuwenhoek (1670) — zakladatelé svételné mikroskopie

Robert Hooke — prvni sloZzeny mikroskop Replika Leeuwenhoekova mikroskopu
Boerhaave Museum, Leiden, Nizozemi




Mikrosvét oCima Roberta Hooka
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Princip zobrazeni predmetu sklenénymi CoCkami

O — stfed Cocky

F — predni ohnisko

F’- zadni ohnisko

f, f'- ohniskové vzdalenosti

¢oCka



Limitace rozliseni svételné mikroskopie — ohyb svétla

Difrakce svétla

* k ohybu dochazi, kdyz vinéni pri setkani s prekazkou postupuje v jinych smérech, nez ve
smeérech predvidanych zakony primocarého Sireni

Analogie difrakce svétla s Sirenim morskych vin v pfistavu

Nerealna situace Redlna situace

.+ difrakce svétl e Fedmé \

difrakce svétla ,,rozmaze” obraz predmeétu \\\\\\\\\\ ; \\\\\\\\\\\\\
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Limitace rozliseni svételné mikroskopie — ohyb svétla

Difrakce svétla

* k ohybu dochazi, kdyz vinéni pri setkani s prekazkou postupuje v jinych smérech, nez ve
smérech predvidanych zakony pfimocarého Sireni

Pri zobrazeni predmétu limituje difrakce (ohyb) svétla rozlisSeni v obraze.



Ernst Abbe - urceni rozlisovaci meze mikroskopu

Ao Ao ... vinova délka svéetla

n.sinag NA =n.sinay .. numericka apertura objektivu
n —index lomu
a, — aperturni uhel

(a)o=7° NA=0.12
(b) & = 20° NA = 0.34
(¢) 0. = 60° NA = 0.87

rozliSovaci mez d,;, je minimalni vzdalenost dvou bodu pfedmétu, které v obraze

vytvorenym objektivem jesté rozlisSime (body jsou zobrazeny oddélené)

d..., je limitovano vinovou délkou pouzitého svétla a hodnotou numerické apertury

objektivu
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Ernst Abbe - urceni rozlisovaci meze mikroskopu

Univerzita Friedricha Schillera Jena, Némecko

*ve vztahu pro rozliSovaci mez je zahrnuta numericka apertura objektivu i kondenzoru




Rayleighovo rozlisovaci kritérium

diky ohybu svétla se bod nezobrazi jako ostry bod, ale jako kruhovy disk obklopeny
difrakénim obrazcem

pri Fraunhoferové ohybu na kruhovém otvoru (apertura objektivu mikroskopu)
je pramér krouzku promitnuty do roviny predmétu dan vztahem:

D =122 Mo
- NAobj

dle Rayleighova kritéria, je minimalni vzdalenost dvou bodu, které jesté
rozliSime, rovna poloméru krouzku

— XO _ 0
d,,=0.61 = 0.61—
NA,; n.sina,
Airy Discs

ONCONO)

@®
bbb,

Intensity Distributions
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Numericka apertura objektivu a rozliseni

d . =061

NA,;

A A
0O —061—2—

n.sina,

* snaha maximalizovat hodnotu numerické apertury objektivu pro vyssi rozliseni

|

Imersni metoda: zvyseni hodnoty indexu lomu n = vyssi rozliseni

Immersion Oil and Refractive Index

J

.____ Objective
& Front Lens
ol e

Object
Space

Cover Glass

4 ‘

1
LSpochmn

Microscope Slide

Key Formula
NA - Numerical re
i oo NA = n sin(6)
8 - Angular Aperture 0.90 = 1.00 sin{65%)
n - Refractive Index

\

* imerzni olej zvysi hodnotu NA ,; a tudiz i rozliseni

Immersion Oil and Refractive Index /_

.__ Objective

Qi — il//{//// ’

Cover Glass

Microscope Slide

Formula

NA = n sin{8)
1.38 = 1.51 sin(65°)

Nikon’s MicroscopyU website
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Numericka apertura objektivu a rozliseni

Ao Ao
d,, = 0.61 = 0.61————
NA,; n.sina,

Zvyseni hodnoty aperturniho uhlu a = vyssi rozliseni

“m @

100X /0.95 NA
o=71.8°

\ |/ 4x/0.20 NA
\ | | a=115°

objektivy s vétSim zvétSenim a kratSi ohniskovou vzdalenosti ,sbiraji“ rozptylené paprsky
vzorkem pod vétsSim uhlem a

uhel rozptylu paprskl zavisi na velikosti rozptylujicich objektd (nardst rozptylu, kdyz se
velikost objektu blizi hodnoté vinové délky svétla)

paprsky rozptylené pod vétsim ahlem nesou strukturni informaci o mensich castech
v vz, ev , 14
vzorku = vétsi rozliseni



VInova délka sveéetla a rozliseni

Ao Ao
d,n, = 0.61 = 0.61——
NA,; n.sina,,

* vysSi rozliseni dosahneme pfri pouziti svetla s kratsi vinovou délkou

e viditelna cast spektra v rozmezi cca 380 — 740 nm

400 4350 500 550 600 700 800

* maximalni rozliSeni ve svételné mikroskopii dosahneme s pouzitim modrofialového
svétla

Vhodnou kombinaci objektivu s maximalni numerickou aperturou a modrofialového
svétla dosahnout v klasické svételné mikroskopii rozliSeni cca 200 nm.

* rozvoj alternativnich metod snazicich se obejit difrakéni limit

» zavislost rozliSeni na vinové délce zareni vedla ke vzniku elektronové mikroskopie
(vinova délka elektronového svazku je mensi o 5 rada) 15



Vyuziti fluorescence - pocatek cesty k pokoreni difrakcniho limitu

Fluorescencni mikroskopie

detector

ocular . .
emission filter

1

dichroic mirror
B

specimen Délici se burika s obarvenou DNA pomoci fluorescen¢ni molekuly DAPI
(modra), s obarvenou bunéénou bilkovinou INCENP (zelend) a tubulinem
(na obrazku cervené)

* studium fluorescenénich materialll — preparat obsahuje fluorofor = auto-fluorescence
e sekundarni fluorescence — dodani fluorescencni znacky (imunologie nebo znackovani na
urovni genu pomoci GFP, YFP, ...)

= Combined

light source

excitation filter

Nevyhoda: fluorescenéni signdl pochazi i z roviny nad a pod rovinou fokusace — nizsi rozlisSeni



Vyuziti fluorescence — pocatek cesty k pokoreni difrakcniho limitu

Konfokalni skenujici laserova mikroskopie

detektor

I | dctckcni Stérbina
A A

laser

rozdélovac paprsku

§térbina pro prichod
budicich paprskd

Steffen Dietzel
Srovnani 3D rekonstrukce fixovaného a obarveného jadra Hela burky ziskané pomoci

konfokalniho mikroskopu v konfokalnim maédu (vlevo) a nekonfokalnim mdédu s vyfazenou
detekéni Stérbinou (vpravo)

ohjektiv

mimo rovinu ostrosti

rovina ostrosti
mimo rovinu ostrosti

vzorek

vyuziva fokusovany laserovy paprsek, ktery je postupné skenovadn v dané roviné z po
povrchu vzorku

dveé stérbiny (pinhole) mechanicky odcloni neostrou informaci vznikajici nad a pod
rovinou ostrosti = ziskani tenkého optického rezu vzorkem

* rekonstrukce 3D obrazu z vice optickych rez(l ,



Vyuziti fluorescence — pocatek cesty k pokoreni difrakcniho limitu

Dvou-fotonova fluorescencni (excitacni) mikroskopie

konfokalni dvou-fotonova
Detector Detector
Pinhole
1080nm SRR Objective
Focal Plane 3
100 um Focal Plane
- 500 um ‘

Image credit: Victoria Sun

excitace fluoroforu diky absorpci dvou/tfech fotonl o nizsi energii

pravdépodobnost dvou-fotonové excitace roste kvadraticky s intenzitou budiciho zareni = veskeré
nezadouci zareni z nezaostrenych rovin je zanedbatelné

eliminuje se problém s fotodegradaci fluorescencnich znacek — mimo fokusované ohnisko je excitace
molekul nizka

dlouhovinné excitacni zareni pronikd vzorkem lépe = vhodné pro studium tlustych vzork 18



Vyuziti fluorescence — pocatek cesty k pokoreni difrakcniho limitu

Dvou-fotonova fluorescencni (excitacni) mikroskopie

water immersion

objective
glass
coverslip  dental
j acrylic
{‘/ skull s 100um"

artificial dura

N pial

( "(' veins
Z:w

‘A‘,‘ .):

‘yf

venules and
arterioles

pial cortical
arteries capillary beds

Schéma usporadani mikroskopu a ¢asti mysiho mozku pro dvou-fotonovou excitacni mikroskopii.
Horni obrazky znazornuji neurony (zelend) a cévy (Cervené). Spodni obrazky zobrazuji navic obarveny amyloid (modrd). Image credit: Elizabeth Hillman.
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Super-rozlisovaci mikroskopie STED - pokoreni difrakcniho limitu

e STED obchazi difrakcni limit konfokalni mikroskopie diky stimulované emisi fluoroforu

() b) Fluorescence Depletion
(spontaneous emission)  (stimulated emission) fl. donut STED
s (e =) |#®1Q) |

Detector

l

EXC

beam

olleoo
sge \ = J\_

Depletion Excitation

700nm

(]
O

Excitation
Depletion

N
Excitation

[9%]

LU

modulation

*J

Depletion
800nm

(© E xcitation

700nm 800nm 500nm 600nm

10655

500nm 600nm
Atto647N !

-

640nm 780nm

640nm 750nm

* laserovy EXC pulz vyvola spontanni fluorescenci — detekce fluorescence je limitovana difrakénim
limitem

* nasledny STED pulz (At a posunuty k delsi A) ma tvar ,,donatu” (diky prichodu specidlni fazovou
modulacni desti¢kou) a vyvola stimulovanou emisi fluorescence (o stejné A jako STED pulz )

« stimulovana fluorescence je mimo detekcni okno spontanni fluorescence = detekujeme
spontanni emisi pochazejici ze stfredu ,donatu” — zpresnéni polohy fluoroforu — vyssi rozliSeni0



Super-rozlisovaci mikroskopie STED - pokoreni difrakcniho limitu

* pomoci STED lze dosahnout o rad vyssiho rozliSeni (okolo 20 nm) v porovnani s klasickou
svételnou mikroskopii

confocal

\ ] i\ 1 ‘
Srovnani zobrazeni vidaken tubulinu pomoci konfokalniho a STED
mikroskopie (www.picoquant.com).

(A) A near-infrared nanosecond-pulsed STED reveals immunolabeled subunits in amphibian NPC (nuclear pore complexes); raw data smoothed with a Gaussian filter
extending over 14 nm in FWHM. The diameter of the octameric gp210 ring is established as ~160 nm. Scale bar, 500 nm. (B) Individual NPC image showing eight
antibody-labeled gp210 homodimers as 20—40 nm sized units and a 80 nm-sized localization of the subunits in the central channel (Gottfert et al. (2013) Biophys J 105:

L01-L03).




Super-rozlisovaci lokalizacni mikroskopie — pokoreni difrakcniho limitu

metody GSDIM, STORM, PALM a FPALM vyuzivaji stejny princip pro presnou lokalizaci
fluoroforu ve snimku

fluorofory maji dva stavy — fluorescencni (po excitaci molekuly) a temny (neaktivni)
opakované se detekuje vzdy pouze ¢ast fluorofort (nizkd intenzita excita¢niho pulzu)

fotony nasnimané z jednoho fluoroforu jsou detekovany pomoci CCD — lokaci ovlivhuje
rozptylova funkce (PSF, point spread function)

matematicky urci stred PSF a danému fluoroforu se tim priradi presnéjsi pozice = lze
dosahnout rozliseni az v jednotkach nm



Super-rozlisovaci lokalizacni mikroskopie — pokoreni difrakcniho limitu

Ukazka metody STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

\_ STORM Imaging Process |

Specimen Resolved Image

Photobleach & Record Positions

STORM Process Choose a Specimen

||

https://www.microscopyu.com/tutorials/stochastic-optical-reconstruction-microscopy-storm-imaging
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1897

1924

1926

1931

Transmisni elektronova mikroskopie (EM)

Ao
dim =061 ———
n.sin a,

J.J. Thomson objevil a popsal Castici — elektron pri studiu vlastnosti katodového
zareni. Nobelova cena za fyziku v r. 1906.

Louis de Broglie navrhl princip duality ¢astic a vinéni.
VInové vlastnosti popsal rovnici: 4 =h/mv

A - vinova délka, h — Planckova konst., m — hmotnost ¢astice, v — rychlost ¢astice
Nobelova cena za fyziku v r. 1929.

Hans Busch ukazal, ze symetrické elektromagnetické pole funguje jako ¢ocka pro
elektrony.

Ernst Ruska a Max Knoll sestavili v Berliné prvni elektronovy mikroskop se
zvétSenim 150 — 400x. Nobelovu cenu za fyziku v roce 1986.

RozlisSeni transmisni EM neni limitovano vinovou délkou.

2\ = h _ h . h ~ h ~ 1.226 [nm]
y2meU \/Z(ec—lzj+m0 )eU \/ZmOeU(1+r:liz) v2meU VU
0

EM s urychlovacim napétim U = 200 kV: A =0.0027 nm



Konstrukce prvniho transmisniho EM

W, R .
a0 R BS 3 ‘0 (4 ;
bt TH -,~,..(...,,¢u. 2141
! ni s [ f i i et vt

ol B

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

f‘dw&\liff ‘(ﬁ(‘,‘—hﬂ((‘(-oy'rl'_‘_., 4

v
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Vyvoj konstrukce transmisniho EM

Replika prvniho transmisniho EM Elektronové mikroskopy soucasnosti

Tecnai (FEI)

Titan Krios (FEI)

Konstrukce kazdé soucastky TEM vysledkem
dlouhodobého vyvoje

26



Snimkovani biologickych vzorkd pomoci EM

biologické objekty jsou nachylné k radia¢nimu poskozenim zplisobené elektronovym
svazkem

nutné pouzivat nizké intenzity elektronového svazku a optimalizovat metodu pripravy
vzorkd

PouZiti nizké intenzity elektronového svazku

mensi radiacni poskozeni vzorku nizky kontrast vzorku, nutnost citlivé detekce

2Zvyseni kontrastu metodou ,negative staining”

@ vy s .
| soli tézkého kovu (uranyl acetat)

@\\ kontrastovani vzorku pomoci roztoku

Cu sitka s uhlikovym filmem

Rim
e
L LD



https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjL_4DY7O3YAhUN2qQKHfBRA3wQjRwIBw&url=https://pixers.cz/obrazy-na-platne/stastny-smajlik-dava-palec-nahoru-na-bilem-pozadi-91618179&psig=AOvVaw0cXG7NNyM2I2WB7dpLA72b&ust=1516788746486363
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj4ifTv7O3YAhUMyaQKHUoCDqgQjRwIBw&url=https://cz.depositphotos.com/vector-images/smutn%C3%BD-smajl%C3%ADk-znamen%C3%AD.html&psig=AOvVaw0WmKwW7DWyLH9icI8p6bus&ust=1516788714007330
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjL_4DY7O3YAhUN2qQKHfBRA3wQjRwIBw&url=https://pixers.cz/obrazy-na-platne/stastny-smajlik-dava-palec-nahoru-na-bilem-pozadi-91618179&psig=AOvVaw0cXG7NNyM2I2WB7dpLA72b&ust=1516788746486363

Obrazova analyza projekci — narist poméru signal/Sum

Projekce individualnich molekul — nizky pomér S/N, ndhodna orientace
Vyber projekci — datavy soubor > 20,000 projekci
Srovnani projekci — translace, rotace

Vypocet primérné projekce — vys




Obrazova analyza projekci — narist poméru signal/Sum

Projekce individualnich molekul — nizky pomér S/N, ndhodna orientace
Vybér projekci — datavy soubor > 20,000 projekci
Srovnani projekci — translace, rotace

Vypocet priimérné projekce — vyssi pomér S/N

> projekci

N

\ N projekci

29



Single particle EM - analyza 2D projekci individualnich molekul

I1,+1V, superkomplex PSI-IsiA superkomplex




Kryogenni EM - studium 3D struktury molekul

* vyhody studia vzorku ve zmrazeném stavu : nizsi radiaCni poskozeni a ziskani projekci
molekuly s nahodnou orientaci



Nobelova cena za chemii v roce 2017

Vyvoj kryogenni elektronové mikroskopie

Richard Henderson Joachim Frank Jacques Dubochet

Soucasna metoda kryogenni elektronova mikroskopie umoznuje zjisténi
struktury biologickych makromolekul pfi vysokém rozliSeni bez nutnosti
jejich krystalizace, jak je tomu u rentgenové strukturni analyzy.



https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiuxv2Wk-TYAhXKfFAKHbA5AcgQjRwIBw&url=https://edgylabs.com/scientists-behind-cryo-electron-microscopy-gets-nobel-prize-in-chemistry&psig=AOvVaw2FQZg1Rhl_yt-9kTu4gETl&ust=1516455496096118

Kryogenni EM - studium 3D struktury molekul

a4

e vyhody studia vzorku ve zmrazeném stavu : nizsi radiacni poskozeni a ziskani projekci
molekuly s nahodnou orientaci

Jak spravné zmrazit kapalny vzorek s biologickym materidlem?

* nutné zabranit formovani krystalkl ledu = v EM se zobrazi
jako temné objekty = znehodnocuji vzorek

e zmrazeni vzorku musi byt velmi rychlé = vznikne amorfni led

Kapalny dusik

* neumoznuje rychlé zmrazeni — vznikaji krystalky ledu Jacques Dubochet

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

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

* rychlé zmraZeni zabrani tvorbé krystalkd ledu = voda zmrzne v amorfnim stavu

33



Jak rychle zmrazeni vzorku zrealizovat?

meédéna sitka s kapkou vzorku

roztok biologického materialu

Jacques Dubochet

kapalny dusik

nosi¢ vzorku - médéna sitka



Aparatura pro rychlé zmrazeni vzorku

Plavodni verze jednoduché aparatury Soucasna aparatura - Vitrobot

i ||
»

<
-
b
0
o
0
-

Dubochet et al. (1988)

Dubochet a firma FEI



Zmrazeni vzorku pomoci Vitrobotu (FEI)




Jak rychle zmrazeni vzorku zrealizovat?

médéna sitka s kapkou vzorku

roztok biologického materialu

Jacques Dubochet kapalny dusik

idedlni tloustka vrstvy ledu




Kryogenni EM, obrazova analyza a 3D rekonstrukce

V kryogennim EM jsou detekovany
1 projekce nahodné orientovanych
proteinovych komplexu

Y Y PocitaCovy program
slouci podobné
Y, projekce do skupin
J
|

Pocita¢ obrazovou analyzou tisicu / \ / \
projekci ve skupiné vygeneruje [ ] i
pramérné 2D projekce ] 1 T I

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

€ v
Pocitac vypocita prostoroveé m * n

<




Aplikace kryogenni EM pro studium biologickych vzorku

jako prvni prokazal potencial kryogenni EM analyzou struktury bakteriorodopsinu
pfi rozliseni 3.5 A

Richard Henderson
Henderson et al. (1990) JIMB 213

Protein Data Bank (PDB) statistics: growth of stuctures from 3D cryo EM experiments
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Bod zlomu ve vyvoji kryogenni EM

zdokonaleni vyhodnocovacich program( a narUst vykonu pocitacu
vyvoj novych detektoru

primé detektory elektront zplsobily doslova revoluci v kryogenni EM

CCD/CMOS s vldaknovou optikou Pfimy detektor
e’ e-
Scintillator
[ e

—— Light transfer:
coupling mechanism

:‘.. / CCD / CMQOS
Read-out Read-out

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

eliminace , driftu” vzorku umoznuje dosahnout vysokého rozliseni



Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektrond

Klasickd CCD kamera s 1 sec expozici — drift vzorku zpUsobi rozmazani obrazu




Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektronu

,movie-mode” pfimého detektoru — rozdéleni 1 sec expozice do kratSich expozic




Eliminace driftu diky pfimému detektoru elektrond

srovnani a zprimeérovani jednotlivych snimkdl z ,movie” — eliminace driftu, tj. vyssi rozliseni




3D struktura fotosystému II ze smrku ztepilého pomoci kryogenni EM |

Opatikova a kol. (¢lanek v pfipravé)



Analyza prenosu excitacni energie mezi chlorofyly fotosystéemu II

stroma side
=, aé11 b601 a513

lumen side

stroma side

A jumen side ;
Opatikova a kol. (¢lanek v pfipravé)

rychlostni konstanta prenosu zavisi na vzdalenosti a orientaci molekul chlorofyl{
nm Kz
‘crisnniian
factor
Kpa=1.66K2/R®ps’
Ka.p=0.191%/Rps
Kaa=5.59k%/Réps™ 45

Croce and Amerongen (2020) Science 369



Kryogenni mikroskopie ve studiu struktury SARS-CoV-2

E protein

S protein

M protein

Model koronaviru s charakteristickymi vybézky S proteint (glykoproteiny), které
vyuzivaji pro interakci a navadzani na hostitelskou bunku. SARS-CoV-2 zpUsobujici
onemocnéni COVID-19, patfi do této skupiny koronavir(.
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Kryogenni mikroskopie ve studiu struktury SARS-CoV-2

prelom roku 2019/2020 — objeveni spojitosti mezi koronaviry (SARS-CoV-2) a
nakazou COVID-19

15.2. 2020 — zverejnéni 3D struktury SARS-CoV-2 ,spike” proteinu (S protein)
pomoci cryo EM za méné néz 2 tydny (Wrapp D. et al. (2020) Sicence 367: 6484)

Viral membrane
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Kryogenni mikroskopie ve studiu struktury SARS-CoV-2

19. 2. 2020 — zverejnéni struktury SARS-CoV-2 a jeho vazby na lidsky receptor
ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2), coz umoznilo zacatek vyvoje vakcin a
protilatek (Yan R. et al. (2020) Science 367: 6485)
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Vyvoj kryogenni EM

Aplikace kryogenni EM pfi studiu struktury Siroké skaly proteinovych komplexu

Haemoglobin

Photosystem I
1,400 kDa 6;!;?;
53A :

145 kDa
28A

B-galactosidase

465 kDa
22 A Human apoferritinat 1.15 A
Yip et la. (2020) Nature
% Ribosome
) 2,300 kDa
29A

Dengue Virus
11,200 kDa
a6 A



Kryogenni elektronova tomografie

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

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



Kryogenni elektronova tomografie granalni membrany

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

Rekonstrukce tomogramu
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Modely granalni membrany

Tomografie odhaluje strukturu grandlni membrany a pozici fotosystému II
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« 3D analyza PSII komplex



3D analyza PSII komplexu

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

Model granalni membrany

stroma
KD AWJ .50 ‘MESQ’ r%?'k@mfﬂriv KR AMU” 'Tr‘r'\"*‘m

. . e ~14-16 nm
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Koufil a kol. (2011) BBA




Skenovaci elektronova mikroskopie - SEM

informace o povrchové vrstve vzorku

vhodné i pro silnéjsi vzorky

specificka detekce elektrond nad rovinou vzorku

povrch vzork( musi byt vodivy (vyjimka pro environmentdlni SEM) — pokovovani povrchu

Primarni svazek Schema SEM
Augerovy elekirony EI:cfron Electron Gun
, , eam
elektrony ¥ ? é elektrony ﬁ .

s  _ Anode
-

ni elektrony

Rentgenové

S9N Magnetic
zareni

Lens

To TV
Scanner

Absorbove

Secondary
Electron
Detector

Stage specimen
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Skenovaci elektronova mikroskopie

Pylova zrna

Image credit: Dartmouth Electron Microscope Facility, via Wikimedia Commons. 60




Skenovaci elektronova mikroskopie

Hlava a usta listonoha

Image credit: Louisa Howard, Dartmouth Electron Microscope Facility, via Wikimedia Commons.



Skenovaci elektronova mikroskopie

Detail oka octomilky

Image credit: Louisa Howard, Dartmouth Electron Microscope Facility, via Wikimedia Commons.
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Skenovaci elektronova mikroskopie |

Napadeni lidskych bunék salmonelou

L

63

Image credit: Rocky Mountain Laboratories, NIAID, NIH, via Wikimedia Common:s.



Mikroskopie atomarnich sil |

» specifickda metoda mikroskopie skenujici sondou

drant .
photodiode Princip: |
’ '039' e velmi ostry hrot se pohybuje nad
é vzorkem nebo je v dotyku s nim

a je odpuzovan/pfritahovan vzorkem

e vyuziva atomarnich sil mezi atomy
hrotu a vzorku

cantilever . . , .
* hrot je upevnén na tenkém a pruzném

nosniku
sample , ) ,
e ohyb nosniku je detekovan =

informace o velikosti interakce hrotu a
vzorku

l:.:il

|

“| Rkontaktni redim o o _

kontaktni rezim — oblast odpudivych sil
T VzdftlenuaL

bezkontaktni rezim — oblast pfitazlivych sil

bezkontaktni rezim

ol y . VY , . 64
Pribéh meziatomarnich sil odvozenych z Lennard-Jonesova potencidlu



Mikroskopie atomarnich sil

Bezkontaktni rezim AFM - ukazka

https://www.youtube.com/watch?v=Ha53tFTsmW$§



Mikroskopie atomarnich sil |

A C
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MacGregor-Chatwin et al. (2017) Plant Cell 29: 1119-1136

AFM Imaging and Analysis of a Thylakoid Membrane Patch from T. elongatus That Contains Ordered Arrays of
Trimeric Complexes.

(A) AFM topograph of a membrane patch.

(B) Zoom to a single complex, with the positions of three height profiles shown (red, pink, and green dashed lines), taken
across the approximate positions of maximum height.

(C) Height profiles corresponding to the lines in (B), with lateral distances shown.

(D) Structure of the cytoplasmic face of the PSI complex taken from PDB:1JBO0. The dashed yellow lines are drawn between
proline 29 of the PsaC subunit on each monomer, shown in green, and represent a distance of 9.1 nm.
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Mikroskopie atomarnich sil |

Lokalizace cytochromu b f komplexu v tylakoidni membrané pomoci aktivovaného hrotu

* molekuly plastocyaninu (Pc) navazany na
hrot pomoci 10 nm PEG linkeru

* Pcje substrat pro cytochrome bf komplex
* vzorek skenovan v poklepovém rezimu

* v pfipadé vazby Pc na cytochrom b,f
komplex je potreba aplikovat vétsi silu na
odtrzeni hrotu

0 nm rupture length 10 nm rupture length
i
i
i

membrane surface
Topography |& = adhesion ‘spike’
Map §‘
5
g {/V\M
L~

membrane surface

Adhesion
Map

Probe-sample separation distance [nm]

Rupture length distinguishes specific and
non-specific interactions

Johnson et al,, 2014, Plant Cell
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Zaverecneé shrnuti

WHICH MICROSCOPE?

tomography

scanning microscope
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