Analyza struktury hemoglobinu pomoci transmisni elektronové
mikroskopie a obrazové analyzy

Cilem ulohy je prakticka ukazka aplikace transmisni elektronové mikroskopie v kombinaci s obrazovou
analyzou pro strukturni charakterizaci makromolekuly hemoglobinu. Studenti se v ramci tlohy seznami
s pfipravou vzorku pro elektronovou mikroskopii a s jeho analyzou v elektronovém mikroskopu.
Mikroskopické snimky hemoglobinu budou podrobeny obrazové analyze, jejiz vysledkem bude
vizualizace 2D struktury makromolekuly hemoglobinu.

Teoreticky uvod:

Co je transmisni elektronova mikroskopie?

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) je jednou z nejvykonnéjSich mikroskopickych technik, ktera
umoznuje nahlizet do atomarniho svéta s rozliSenim dosahujicim Urovné jednotlivych atomu. Tato
technika je zaloZena na pouZiti elektront pro ziskani obrazu, na rozdil od tradi¢nich mikroskop(, které
vyuZzivaji svétlo (fotony).

Jak TEM funguje?

V TEM jsou elektrony urychleny ve vakuu k velmi vysokym energiim, kdy urychlovaci napéti se
nejcastéji pohybuje mezi 80 az 300 kV. Tyto elektrony pak dopadaji na vzorek, ktery musi byt
dostatecné tenky (vétSinou méné nez 100 nanometrd), aby elektrony mohly vzorkem projit. Jak
elektrony prochazeji vzorkem, jsou rdzné rozptylovany v zavislosti na atomarni strukturfe materialu.
Tento rozptyl elektronl je nasledné zachycen na detektoru, ktery prevadi prijaté signaly na obraz
viditelny operatorem mikroskopu.

TEM mad zasadni vyznam ve védeckém vyzkumu, protoze poskytuje mimoradné detailni obrazy, které
jsou klicové pro pochopeni struktury a funkce materidld na atomarni Urovni. Diky tomu je TEM
nepostradatelnym nastrojem v rlznych oblastech biologie a materidlového inZenyrstvi, protoze
umoznuje pozorovat a analyzovat struktury, které by jinak z(staly neviditelné.

Klicové komponenty TEM

Transmisni elektronovy mikroskop se skldda zrfady klicovych komponent, které zahrnuji zdroj
elektront, optické prvky a dale zafizeni pro detekci obrazu (obr. 1). Mimo tyto zékladni prvky mlize byt
mikroskop vybaven fadou dalSich volitelnych komponent (napf. korektory aberaci, energeticky filtr,
fazova desticka, detektory prvkového sloZeni, aj.) podle typu analyz a experimentdlnich pozadavkd.

Zdroj elektront (elektronové délo): Obvykle se jedna o Zhavené wolframové vlakno, LaBe katodu nebo
autoemisni FEG zdroj (Field Emission Gun), ktery produkuje elektrony. Tyto elektrony jsou urychleny
akcelera¢nim napétim a vstupuji do optické soustavy mikroskopu tvorené elektromagnetickymi
¢ockami.

Elektromagnetické ¢ocky a vychylovaci ¢ocky: Tyto ¢ocky jsou vlastné elektromagnety, které ovladaji
smér a ohnisko paprsku elektron(i. Cocky, které promitaji elektronovy svazek na vzorek tvofi
kondenzorovou soustavu. Objektivova ¢ocka vytvari primarni obraz vzorku a ¢ocky projektoru tento
obraz dale zvétSuji a promitaji na stinitko nebo na detektor.
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Drzak se vzorkem: Vzorek musi byt extrémné tenky a Casto je umistén na médéné sitce potazené
tenkych uhlikovym filmem. Tato sitka se umisti do drzidku vzorku, ktery je néasledné vlozen do
mikroskopu.

7y

Detektor: Zachytava elektrony, které prosly vzorkem, a vytvari z nich obraz. V soucasné dobé je
nejcastéjsim detektorem CCD kamera nebo technicky vyspélejsi pfimy detektor elektron(l. Obraz lze
také pozorovat na stinitku, i kdyz nejnovéjsi typy mikroskopu jiz stinitko nemaiji.
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Priprava vzorku pro elektronovou mikroskopii

Nejbéznéjsi metodou pripravy vzorku pro TEM z biologického materidlu je metoda tzv. negativniho
barveni (,negative staining”). Jedna se o relativné rychly a jednoduchy zpUsob, jak zvysit kontrast
biologickych makromolekul, jako jsou proteiny nebo virové ¢astice.

Malé mnoiZstvi biologického vzorku je naneseno pipetou na specialné pfipravenou médénou sitku
pokrytou tenkou vrstvou podpurného uhlikového filmu (obr. 2A). Po kratké inkubaci, ktera umozni
proteinim pfilnout k filmu, se pfebytecny roztok odstrani jemnym odsatim nebo dotykem sitky k
filtracnimu papiru.

Na sitku se poté aplikuje kontrastni ¢inidlo, typicky roztok tézkého kovu, jako je napf. 2% uranylacetat.
Toto ¢inidlo diky vysoké hodnoté protonového cCisla svych komponent efektivné rozptyluje elektrony,
¢imz zvySuje kontrast vzorku. Po naneseni se kontrastni Cinidlo necha kratce plsobit, a pak se opét
odstrani prebytek kapaliny.

Poté se sitka nechd zcela oschnout na vzduchu. Je dulezité, aby byl vzorek pred vlozenim do
mikroskopu zcela suchy, protoZe pritomnost jakychkoli kapalin by mohla v TEM zpUsobit pokles vakua
a vypnuti zdroje elektronového svazku. Sucha sitka s pfipravenym vzorkem je nasledné umisténa do
drzéku vzorku mikroskopu a analyzovana pomoci TEM (obr. 2B).

Obr. 2. Schematicky pracovni postup pripravy a analyzy biologického vzorku pomoci transmisni
elektronové mikroskopie. (A) aplikace roztoku biologického vzorku na médénou sitku potaZenou
uhlikovym filmem. (B) DrZdk se vzorkem umistény v elektronovém mikroskopu. (C) Ukdzka
mikroskopického snimku biologického vzorku obsahujici proteinové komplexy fotosystému Il. Specifické
projekce fotosystému Il jsou vybrdny pro obrazovou analyzu (Zluté ctverce). (D) Ukdzka vysledku
obrazové analyzy velkého datového souboru obsahujici rizné projekce fotosystému Il.

Analyza obrazu jednotlivych castic (,,single particle analysis“, SPA)

SPA je pokrocild metoda, kterd umoziiuje studovat struktury makromolekularnich komplexd, jako jsou
proteiny, bez potfeby krystalizace. Tato technika je zaloZzena na analyze velkého poctu
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dvoudimenziondlnich (2D) projekci rozlicné orientovanych ¢&astic v mikroskopickych snimcich, coz
nakonec umoziuje i rekonstrukci jejich trojdimenzionalni (3D) struktury.

Zakladni princip této metodiky je nastinén v nasledujicich bodech:

1. Pfiprava vzorku a ziskani obrazu

SPA zacina analyzou biologického vzorku v TEM, kterd obnasi ziskani velkého mnoZstvi snimk(. Tyto
snimky obsahuji tisice malych, ndhodné orientovanych kopii stejného proteinového komplexu (obr.
20C).

2. Vybér a klasifikace 2D projekci ¢astic

V jednotlivych snimcich jsou identifikovany a vybrdny jednotlivé projekce ¢astic (obr. 2C). Tento proces
mUze byt automatizovan pomoci softwaru, ktery detekuje jednotlivé proteinové komplexy. Nasledné
jsou vybrané castice z jednotlivych snimk( extrahovany, klasifikovany podle podobnosti a seskupeny
do tfid, pficemz kazda tfida obsahuje obrazy s podobnou orientaci.

3. Zarovnani a primérovani

Obrazy v kazdé tfidé jsou zarovnany, aby se maximalizovala jejich shoda. Tim se zvysi signal oproti
Sumu a ziska se jedna "prdmérna" 2D projekce pro kazdou tfidu (obr. 2D). Tato priimérna projekce je
jasnéjsi a podrobnéjsi nez jednotlivé projekce ¢astic. Tyto primérné projekce jsou pak interpretovany
a popsany pomoci strukturniho modelu.

Pracovni postup:

PFiprava vzorku hemoglobinu
Vramci ulohy budou analyzovany molekuly hemoglobinu ziskanych z krve ZiZzaly obecné. Tento
proteinovy komplex obsahuje 180 podjednotek a ma tvar valce o vysce 18 nm a priméru 25 nm.

Postup pro ziskani vzorku krve z Zizaly obecné

Pomoci skalpelu a pipety odebereme zZizaly malé mnozstvi krve (jednotky pl) a smichame jej
v mikrozkumavce s cca 200 pl pufru 50mM octanu amonného (pH 7). Takto ziskany roztok, ktery by
mél mit slabé ¢ervenou barvu, uchovame na ledu.

Pfiprava vzorku pro elektronovou mikroskopii

Vzorek hemoglobinu pro elektronovou mikroskopii pfipravime na médéné sitce potazené slabym
uhlikovym filmem. Pred aplikaci vzorku upravime uhlikovy film na sitce pomoci doutnavého vyboje,
coZ zpUsobi, Ze film nabude hydrofilnich vlastnosti a zlepsi své adsorpcni vlastnosti pro proteinové
komplexy. Po této Upravé naneseme na sitku 5 pl vzorku a po 1 min odsajeme prebytek vzorku
filtraénim papirem. Nasleduje krok kontrastovani, kdy na sitku naneseme 5 ul 2% roztoku
uranylacetatu (,negative staining”). Po cca 1 min prebytek kontrastni latky odsajeme filtracnim
papirem a nechdme vzorek uschnout.

Kontrola vzorku v elektronovém mikroskopu

Vedouci ulohy umisti pfipraveny vzorek do drzdku a ten poté vloZi do mikroskopu. Néasleduje kontrola
vzorku pfi rliznych hodnotach zvétSeni mikroskopu, kterd je zamérena predevsim na kontrolu
optimalni koncentraci hemoglobinu a jeho kontrast. Dle potifeby se zasobni roztok hemoglobinu mize
naredit pufrem, pfipadné se upravi doba kontrastovani vzorku. Na optimalnim vzorku se pofidi série
snimkd.
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Ukdzka analyzy snimki z mikroskopu a ziskani 2D projekéni mapy molekuly hemoglobinu

Série snimkl hemoglobinu bude podrobena obrazové analyze, kterd zahrnuje vybér jednotlivych
projekci molekul hemoglobinu a jejich nasledné srovnani, rozdéleni do tfid a vypocet priimérnych
projekci v jednotlivych tfidach. VSechny tyto kroky jsou realizovany pomoci specialniho softwaru, jehoz
klicové funkce budou struc¢né predstaveny v priibéhu feseni tlohy.

Diskuze ziskanych vysledkii

Vysledky obrazové analyzy budou diskutovany z hlediska typu projekci molekul hemoglobinu a déle
rozliSeni v jednotlivych tfidach. Po této diskusi bude ndasledovat obecnéjsi debata o transmisni
elektronové mikroskopii a obrazové analyze projekci proteinovych komplext, béhem které budou
zodpovézeny dotazy student.
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