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Eloszo

A konyvben gyakran fordulnak el zarojeles kifejezések, amelyek célja, hogy konnyitsék az olvasast.
Alkalmazasuk a kovetkezo esetekben fordul eld:

- A (NAGYBETU SZAM) formatum az idézett irodalomra vonatkozik. Ezek egy része folyoiratokban
fellelhetd cikk, ekkor a ,NAGYBETU” az els6 szerz6 nevét, a ,,SZAM” sz6 a cikk megjelenésének
évét jelenti. Amikor a ,NAGYBETU” intézményekre, cégekre vonatkozik, akkor az évszam hianyzik,
mert a cégek az esetek tulnyomo tobbségében nem kézdlnek évszamot. A harmadik lehetéség az, hogy
a ,NAGYBETU” a YouTube-ra vagy a Wikipediara utal, ekkor az évszam hianyat az informacionak
az internetr6l valo letoltési ideje helyettesiti. A kdnyv mindegyik fejezetéhez kullon irodalomjegyzék
tartozik.

— A (kisbetiis zarojeles angol kifejezés) célja az, hogy az interneten utana lehessen keresni a szoban
forg6 témanak angol nyelven. Masrészt szamos olyan angol kifejezéssel talalkozunk, amelynek eddig
nem volt magyar megfeleldje. Ilyenkor az angol kifejezés kapcsolatot 1étesit az angol és a magyar
szakirodalom kozott.

A gyakrabban el6fordulé roviditések angol és magyar kifejtése a konyv végén megtalalhato.

JO szOrakozast!

A szerz6



I. fejezet. A krio-elektronmikroszkopiardl dichéjban
A krio-elektronmikroszkopia cimsz6 alatt biologiai mintak nagyon alacsony hémérsékleti,

nagy felbontasu, transzmisszios elektronmikroszkdpos vizsgalatait fogjuk targyalni. A ,,nagyon
alacsony hoémérsékletek” kifejezés a cseppfolyds nitrogén forraspontja (-196 °C) kortli
homérsékletekre vonatkozik. Innen szarmazik a krio- elétag a mikroszkopia elnevezésében, bar
az eredeti gorog ,kriosz” csak jeghideget jelent. A legmagasabb hémérséklet, amit a
vizsgalando minta elérhet, -140 °C koriil van, mert ennél magasabb hémérsékleten az amorf
allapotu jég kristalyosba megy at, és ez karositja a minta szerkezetét. A vizsgalatok celja
haromdimenzids rekonstrukcio készitése az elektronmikroszkopos képekbdl, tekintettel arra,
hogy a bioldgiai mintdk funkcidjukat hdrom dimenzidban fejtik ki, (példaul a fehérjék
feltekeredés utan). Tovabbi cél, hogy a krio-elektronmikroszkopia (tovabbiakban krio-EM)
szerkezeti informécidt nyujtson a szerkezetbiologusoknak, ami alapjaul szolgalhat az adott
makromolekula vagy sejt miikddésének megértéséhez. Ez a torekvés szorosan Osszefiigg a
szerkezeti bioldgia azon elvével, hogy a szerkezet meghatdrozza a miikddést. Sok, kiilonboz6
sz0g alatt készitett elektronmikroszkopos kép szlikséges ahhoz, hogy beléliik haromdimenzids
objektumot lehessen rekonstrualni.

Két modszert fogunk részletesen targyalni: az egyedi részecskék analizisét és a krio-
elektrontomogréfiat.

Az egyedi részecskék analizise (angolul Single Particle Analysis, roviden SPA) az elnevezéstol
eltéréen nem egyetlen részecske vizsgalatat jelenti, hanem sok azonos tulajdonsagu
részecskeét. A kétdimenzios  elektronmikroszkopos  felvételekb6l — rekonstrualjak  a
haromdimenzids objektumot. Biokémiai minta-elékészitéssel igyekeznek elérni, hogy csak
azonos tulajdonsagn részecskék fordulhassanak e¢l6 a mintaban. A modszer tokéletesitése réven
az is megengedetté valt, hogy azonos tulajdonsagd molekuldk konformacios valtozatai is
eléfordulhassanak. A biologiai makromolekulak dinamikus szerkezetvaltozasai nyomon
kovethetok az SPA-val, ami noveli az esélyt, hogy a szerkezetbdl a miikodésre lehessen
kovetkeztetéseket levonni.

A minték (pl. fehérjék) oldat formajaban kerulnek fel a mintatartd mikrostélyra. Bar kdzel nativ
allapotban 6rzédnek meg a gyors fagyasztas folyaman, a vizsgalat in vitro jellegli, mert a
vizsgalt makromolekuldk kornyezetiikbdl kiszakitva vannak jelen.

Az egyedi részecskék analizise nem tételez fel kristalyos mintaszerkezetet, és tobbek kdzott ez
az, ami a krio-elektronmikroszkdpia létjogosultsagat indokolja a rontgenkrisztallografia mellett
a biologiai makromolekuldk vizsgalataban. Fontos tovabba, hogy az egyedi részecskék

mikroszkopos vizsgalata szimmetrikus mintaszerkezetet sem tételez fel. Ha a mintaban megis
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vannak szimmetriatulajdonsagok, akkor azok megkonnyitik a vizsgalatot: sokkal kevesebb

képet kell késziteni a szimmetridk miatt.

Rendezetien pozicidjl fehérék vetlilete
jon létre az elektronmikroszkop képemydjen
vagy detektoraban
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1.1. &bra. Az egyedi részecskék krio-elektronmikroszkdpos analiziséhez (KEMIAI NOBEL-
DIiJ 2017 1)

Az 1.1. abra szerint a hasonld, de zajos és kis kontrasztl elektronmikroszkopos képeket a
szamitogép egy csoportba rakja. A csoporton belul a képek 6sszegzésével és atlagolasaval
noveli a kontrasztot. Az eltéré csoportok eltérd orientacioban felfekvo részecskéknek felelnek

crer
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haromdimenzids objektumot. Az itt nagy vonalakban felvazolt 3D rekonstrukciot
részletesebben targyaljuk a IV. fejezetben.

A krio-elektrontomografidban (angolul cryo-electron tomography, a tovabbiakban krio-ET)
kevés vagy egyetlen biologiai objektum all rendelkezésre. Ekkor a mintatarto dontésével lehet
elérni, hogy kiilonb6z6 iranya  vetiileteket  készitsink az = objektumrol az
elektronmikroszkdpban, és ezekbdl rekonstruéljuk a 3D objektumot.

Ehhez hasonl6 vizsgélatrol hétkdznapjainkban is tobbet lehet hallani a koérhézi rontgen
komputer-tomografia (CT) révén. Esetlinkben nem rontgen-, hanem elektronsugarral végzik a
vizsgalatot a krio-elektronmikroszképon belil, és nem makro-, hanem mikro-objektumokon.
Akrio-ET miiszaki feltételei azonosak az egyedi részecskék analizisével. A minta
kristalyossaga itt sem kdvetelmény.

A krio-ET-vel heterogén mintékat, nagyobb szerkezeti egységeket vizsgalnak, mint SPA-val,
példaul sejteket, sejtszervecskéket, szoveteket. A vizsgalat sok esetben in vivo-nak tekinthetd,
mivel a vizsgalt egységeket nem szakitjak ki természetes kornyezetiikbol. (A krio-ET-t
részletesen az V. fejezetben targyaljuk.)

A krio-EM kulcsfontossagu vonasa a minta olyan ultragyors meritéses fagyasztasa, hogy kozel
nativ allapotban maradjon meg, viztartalma amorf jég formajaba fagyjon meg (1.2. abra).
A masik fontos tényez6 pedig a direkt elektrondetektorok (Direct Electron Detectors, DED)
kifejlesztése volt. Ez a detektortipus nem allit eld az elektronokbdl fényt, majd a fénybdl ismét
elektronokat, mint az addig hasznalatos CCD-kamerak, hanem kozvetlenill detektalja az
elektronokat. JelentOsen javitotta a képekben a jel/zaj viszonyt a kordbbi detektortipusokhoz
képest, és ezéltal hozzajarult a felbontdképesség javulasahoz.

A krio-EM, mint a rontgenkrisztallografia lehetséges alternativaja, kiilondsen népszeriivé valt
a direkt elektrondetektorok 2013 utani elterjedését kovetden. A fehérjek szerkezetét az elmalt
60 évben rontgensugarakkal tanulmanyoztak, amihez a fehérjéket ki kell kristalyositani.
Azonban sok fehérje nehezen vagy egyéltalan nem kristalyosithatd. Ez motivélta a krio-
elektronmikroszkopos fejlesztéseket, tekintettel arra, hogy a krio-EM-hez nem sziikséges, hogy

a vizsgalando minta kristalyos legyen.
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1.2. dbra. Az ultragyors meritéses fagyasztas (angolul plunge freezing) séméaja. (KEMIAI
NOBEL-DIJ 2017 2)
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1.3. 4bra. A direkt elektrondetektor altal hozott felbontasjavulas. (KEMIAI NOBEL-DIJ 2017
3)

Sokszor idézik az irodalomban Richard Feynman Nobel-dijas fizikus ,, There is plenty of room
at the bottom” cimi eléadasat (FEYNMAN 1959). Ha ennek idézése valahol iddszerti, akkor
ez az a hely. Azt mondja a fizikus Feynman a bioldégusok nevében: ,,Sajndlatos modon a
jelenlegi mikroszkopok egy kicsit tal durvan képeznek le. Csindlj egy szadzszor jobb
mikroszképot, és a bioldgia sok problémaja sokkal kénnyebben megoldhat6 lesz.” A jelenlegi
0,5A-6s rekordfelbontassal nem szaz-, hanem csak hlsszoros javulast értek el az akkori

értékhez képest, de ez a fejlodés is rendkiviili hatassal volt a biologiai tudomanyokra.



A mikroszkopok felbontasanak fejlodését abrazold gorbét (1.4. abra) éppen attdl a H. Rose-tdl
idézzuk, aki a szferikus aberracid korrigalasaval hozzajarult ahhoz, hogy a jelen kor
transzmisszios elektronmikroszkopja képes legyen a 0,5A felbontésra.
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1.4. dbra. A mikroszkopok felbontasanak javuldsa az évek fliggvenyében. Az (res piros kor
még joslasnak szdmitott a kozlemény megjelenése idején. (ROSE 1994). A fénymikroszkdpra
vonatkozo kék gorbe pedig ma mar kiegészitésre szorul, mert jelenleg a szuperfelbontasu
fluoreszcens mikroszkdopokkal az abrabdl leolvashaté 200A felbontas helyett mar 20A-nél is
jobb felbontas érhetd el.
Anyagtudomanyi mintakon sokkal jobb felbontast lehet elérni, mint biologiai mintakon, mert a
bioldgiai mintdk az elektronnyaldb alatt sugarkarosodast szenvednek, masrészt elveszitik
viztartalmukat  (dehidratalédnak) az  elektronmikroszkop  vakuumanak  hatasara.
A sugarkarosodas kilondsen a nagy nagyitasoknal jatszik szerepet, mert ekkor nagy
arams(riséggel kell dolgozni, hogy elfogadhato kontrasztu képet kapjunk. A minta fagyasztasa
sokaig nem oldotta meg a bioldgiai mintdknak a vakuumban bekovetkezd vizvesztési
problémajat. Ugyanis fagyasztaskor a vizsgdlandd mintaban keletkezé kristalyos jég (a
hangsuly a kristalyoson van) ugyanigy tonkreteszi a mintat, mint a viztartalom elvesztése. Ez
mar az 1940-es években ismert volt (LUYET 1940).
Nobel-dijat ér6 felfedezés (2017 kémiai Nobel-dij) volt, amikor Dubochet megtalalta annak a
maodjat, hogyan kell biologiai mintat tgy preparalni, hogy az kozel nativ, hidratalt allapotban
megmaradjon az elektronmikroszkopos vizsgélat alatt (DUBOCHET 1982, ADRIAN és
DUBOCHET 1984). A mintak fagyasztasa az elsd pillanatra természetesnek tiinik, de ha



hozzatesszik, hogy 1 um amorf jég létrehozasdhoz a viz fagyasztasi sebessége
~10° °C/masodperc koriil kell hogy legyen, akkor ,.elhiil” az ember (DUBOCHET 1988).
A minta ultragyors, meritéses fagyasztasa folyékony etanban (angolul plunge freezing) azt
eredmeényezi, hogy a minta viztartalma amorf jég formajadban fagy meg. Szokas ezt a
jégmodosulatot livegszerti jégnek is nevezni (vitreous ice), utalva az iiveg amorf szerkezetére,
és a vitrifikalas kifejezés ezt a gyors fagyasztasi folyamatot jeldli.

Taylor ¢és Glaeser volt az elsd, aki fagyasztott, hidratdlt mintdkat vizsgalt
elektronmikroszkdpban (TAYLOR és GLAESER 1974 és 1976). A vizsgalt katalaz kristaly
védorétegek kozott volt beagyazva (C+SiO a minta alatt és felett), igy nem karosodott.
A szerzok tévesen nem az amorf jégnek, hanem a védorétegeknek tulajdonitottadk a minta jo
mindségének megmaradasat. Dubochet hivatkozik Taylor ¢és Glaeser vizsgalataira
(DUBOCHET 1984, 2018), hogy nagy hatéssal voltak a munkéjara, de az elismerés, a Nobel-
dij, Dubochet-nak jutott ki. Az els6 ultragyors meritéses fagyasztassal késziilt felvételek (1.5.
abra) egy uj korszak kezdetét jelentették a biologiai mintak preparalasaban.

A 2017-es kémiai Nobel-dij a krio-elektronmikroszkopia kifejlesztéséért és az oldatban 1évo
biomolekulak nagy felbontasu szerkezet-meghatarozasaért (Jacques Dubochet, Joachim Frank,
Richard Henderson) rairanyitotta a vilag figyelmét arra, hogy itt valami nagyon jelentds
dologrol van sz6. Dubochet a mintapreparalast, Frank a haromdimenziods elektronmikroszképiat
fejlesztette, Henderson pedig a bioldgiai mintak elektronmikroszkopos szerkezetvizsgalatanak
¢lharcosa volt a kezdetektdl fogva, és az Un. direkt elektrondetektor kifejlesztésében is

tevékenyen részt vett.

1.5. &bra. Semliki forest virus elektronmikroszkopos képe. Gyorsitdfesziiltség 80kV,
elektronoptikai nagyitas 15 000x, teljes elektronddzis 10 e /A% (Megj. Semliki forest Uganda
nemzeti parkja). (ADRIAN és DUBOCHET 1984)
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Lehet-e veletlen, hogy az emberiség a baktériumok elleni kiizdelmet eddig sikeresebben
folytatta, mint a virusok ellen? Nem. A virusok sokkal kisebbek, mint a baktériumok. A virusok
tobbségének mérete 20-300 nm kdzott van, a baktériumoké az 1-10 pum tartomanyba esik (1.6.
abra). Amit nem latunk, az ellen nehezebb harcolni. Tovabba nem elég latni, hanem elég nagy

felbontasban kell latni ahhoz, hogy hasznos informaciot nyerhessiink egy objektumrol.
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1.6. abra. A méretskala szemléltetése bioldgiai objektumokkal (WIKIPEDIA)

Lehet-e gyakorlati haszna a krio-elektronmikroszkdpidnak? Igen! A 2019-es koronavirus-
jarvany idején a korokozdé SARS-CoV-2 virus szerkezetét az esetek tdlnyomo tébbségében
krio-EM-mel vizsgaltak. A krio-EM a gyogyszeriparnak fontos segédeszkoze. A fehérjék és a
potencialis hatéanyagok kolcsonhatasanak vizsgalata jelentés szerepet tolt be a
gyogyszerfejlesztésben. Az orvostudomany szamara pedig elengedhetetlen, hogy értsik a
fehérjék mukodését; ehhez pedig ismerni kell a szerkezetiiket.

A krio-EM alkalmazési sokféleségét jol érzékelteti az Elektronmikroszkopos Adatbank

internetes nyitdlapjanak abraja, amit a gyorskereséshez készitettek (1.7. &bra):

Click on one of these categories:

ol

GroEL Microtubule Polymerase Helicase

& TEgrd

Entries with Single particle Tomography Helical <5A
fitted models reconstruction resolution

1.7. abra. Az Elektronmikroszkdpos Adatbank (EMDB) internetes nyitélapja
https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/



https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/

Bar manapsag csucsteljesitményii elektronmikroszkopokkal mar a 2-3 A méretii atomok is
lathatok, sajnos a 0,5 A koriili felbontas bioldgiai mintak esetében még nem realizalhato.
(Apoferritinen érték el eddig a legjobb felbontast, 1,25 A-t. (NAKANE 2020, YIP 2020)).
A bioldgiai mintaknal az emlitett két hatas, az elektronnyaldb okozta sugarkarosodas, valamint
az elektronmikroszkép vékuumdnak dehidratdlo hatdsa erds korlatokat szab a
felbontoképességnek.

Kézenfekvd, hogy a mintat az elektronmikroszkopban a lehetd legkisebb intenzitasu sugérral
vizsgaljak, ezzel minimalisra csokkentve a sugarkarosodast. A krio-EM el6tt mar ismerték az
alacsony dozisu elektronmikroszkopiat, de az alacsony intenzitdsu besugarzaskor
kontrasztszegény (kisebb mint 1% kontraszt) képeket nyertek. Manapsag mar jobbak a
detektorok, és alacsony ddzist besugarzaskor is jobb kontraszt képet adnak az emlitett 1%-
nal. A konvencionalis elektronmikroszkdpiaban a kontraszt ndévelésére a bioldgiai mintakat
nehézfémek sooldataval festik meg (pl. uranil-acetat vagy ozmium-tetroxid). A hattér a
hozzédadott nehézfémektdl sotét lesz, a vizsgalandd minta vildgos, és latvanyosan szép képeket
lehet kapni. Ennek az un. negativ festésnek hatranya, hogy kb. 15 A-6s felbontasnal jobbat nem
lehet elérni vele a festék szemcsemérete miatt, és ez elégtelen a bioldgiai makromolekulak
szerkezetének nagy felbontasu meghatarozasahoz. (A nagy felbontas emlitésekor az elsé
kozelitésben gondoljunk 4 A-nél jobb felbontasra (MALHOTRA 2019), késSbb pontositjuk a
felbontés fogalmat és az elérhet értékeket is.)

Biologiai mintakon a felbontoképességet 35 A-rél 3,5 A-re javitani 30 évbe tellett
(DUBOCHET 2016). A negativ festésti mintakat a krio-EM vizsgalatokat megel6z6en is
hasznaljak informaciogyiijtésre, mert a negativ festés a kis felbontdst informéaciokat
kontrasztosabban adja, mint a krio-EM.

Hangsulyozni kell, hogy ultragyors meritéses fagyasztaskor a vizsgalandé bioldgiai minta kozel
nativ, hidratalt allapotban marad meg. Ezt kisérletileg is ellendrizték: sok esetben a fagyasztott
objektumok a jég felolvasztasa utan is szaporodasra voltak képesek.

Az els¢ sikeres molekuldris szerkezetmeghatarozas elektronmikroszkdépos mérésekbdl
kristalyos(!) mintakon, bibor membranon (bakteriorodopszin) és katalaz mintakon tértént
(UNWIN 1975 és HENDERSON 1975). Az elébbieken 7A, az utoébbiakon 9A felbontast értek
el. A mintak festés nélkiiliek, szobahdmérsékletiiek voltak, cukoroldattal atitatva. A beszaradt
cukor szolgélt a minta szerkezetének stabilizalasara. Az alacsony dozisu felvételeken szabad
szemmel molekulak nem voltak lathatok, csak a kristadlyszerkezetben meglévd
periodicitasoknak volt kdszonhetd, hogy az ,,atlagos” molekuldhoz sziikséges informaciok

kinyerhetok voltak. Henderson csak 1990-ben tudott a ultragyors hiités alkalmazéisaval a
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bakteriorodopszin 7 A-os felbontasabol a 3,5 A felbontasaig eljutni (HENDERSON 1990).
Ekkor mar a fehérje oldallancain 1évé aminosavak is interpretalhatok voltak a rekonstrualt
modellben. A torténethez hozzatartozik, hogy Henderson csak akkor fordult az
elektronmikroszkopia felé, amikor kideriilt, hogy a feladatot rontgen-krisztallografiaval nem
tudja megoldani.

A krio-EM-mel kristalyos minték is vizsgalhatok, de itt csak futdlag emlékeziink meg a
kétdimenzios elektronkrisztallografiardl (2D electron crystallography) és a haromdimenzids
A kétdimenzios elektronkrisztallografia kozel all a rontgenkrisztallografiahoz, de megis
kiilonbozik téle. A legfobb kiilonbség abban foglalhaté Gssze, hogy az elektronsugarnak az
anyaggal valé kolcsonhatasa 100 000-szer vagy 1000 000-szor erGsebb, mint a
rontgensugaraké. Kovetkezesképpen elektronsugarral olyan kis mintdkon is lehet jol
értékelhetd diffrakcidos képet késziteni, amelyeken rontgensugarakkal nem lehetséges.
A ,kétdimenziés” jelz6 a vizsgalt minta vékonysagara utal, amely monoréteg vastagsagu.
A kristalyos minta periodicitdsa megkdnnyiti, hogy ne kelljen olyan sok felvételt késziteni a
szerkezet rekonstrualasdhoz, mint a nemkristalyos egyedi részecskék analizisekor. Ezért nem
véletlen, hogy az els6 sikeres elektronmikroszkopos molekularis szerkezetrekonstrukcid
periodikus szerkezetli mintakon tortént.

A haromdimenzids elektronkrisztallogréfiaban (més néven mikrokristaly elektrondiffrakcio
micro-ED) a ,,hdromdimenziés” jelzé a vizsgalandd kristally méretére vonatkozik, és azt
mutatja, hogy nem szukséges, hogy monorétegeket vizsgaljunk. A mikrokristaly
elektrondiffrakcid nem tévesztendd Ossze a transzmisszios elektronmikroszkopidabdl ismert
mikrodiffrakcioval, amelyben a ,,mikro-" el6tag a vizsgalt teriilet kis méretére utal.

A koltségek igen magasak: egy krio-EM ~10 millio dollarba keril, kb. ugyanennyibe keril az
infrastruktira kiépitése (magas, stabil épiilet), és a napi miikodési koltsége ~10 ezer dollart tesz
Ki. Vinothkumar és Henderson a krio-elektronmikroszkdpia gyors elterjedésének érdekében azt
szorgalmazza, hogy a gyartok fejlesszenek ki sokkal olcsébb 100 kV-os krio-EM-eket a draga
300 kV gyorsitofesziiltségli  krio-elektronmikroszkopok helyett (VINOTHKUMAR és
HENDERSON 2016).

A krio-EM 1j és nagyon gyorsan fejlodo teriilet: 2013-tol kezdédben a krio-EM-ben végbement
egy ,,felbontasi forradalom” (angolul joI hangzd resolution revolution, KUHLBRANDT 2014),
ami nagyobbrészt az un. direkt elektrondetektor kifejlesztésének tulajdonithaté (1.8.4bra).
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1.8. &bra. a/ Az Elektronmikroszkdpos Adatbankba (Electron Microscopy Data Bank, EMDB)
kerult, feltérképezett szerkezetek kumulativ szama, b/ a legjobb és atlagos felbontas az
esztenddk fliggvényében. (EMDB 2021)

Az U detektortipus elterjedésével jelentésen megnétt az Elektronmikroszkopos Adatbankba
bekertilt krio-EM szerkezetmeghatarozasok szama (1.8.a/ abra), ezzel parhuzamosan javult a
krio-EM felbontoképessege is (1.8.b/ abra). (A kisebb érték jobb felbontést jelent.
A stirtiségtérkép 1V.2.4. pont.)

Bér a téma eddigi ismertetése meglehetdsen rovid, de nem minden tanulsag nélkiili. Vegyiik
¢szre, hogy amikor Klug vagy Henderson a kitlizott célt nem érte el az addig mivelt
rontgenkrisztallogréfiaval, nyitottak voltak egy Uj modszer megtanuldsara. Bamulatos
kitartassal hosszU éveken &t kizdottek a probléma megoldasaért. Amikor Henderson
elektronmikroszkopja Cambridge-ben nem volt elég jo, akkor bakteriorodopszin mintaival a
Svéjcban dolgozé Dubochet-t latogatta meg, majd Zeitlert a berlini Fritz-Haber-Institute-ban és
vegul az amerikai Berkley-ben dolgozé Downingot és Glaesert. (HENDERSON Nobel-
el6adasanak a videoja.) Ez a kooperacios készség szintén tanulsaga ennek a rovid attekintésnek.
A krio-EM-r61 szamos jol megirt dsszefoglald cikk jelent meg (BAI 2015, CHENG 2015A,
CHENG 2015B, CHENG 2015C, HENDERSON 2015, NOGALES 2015, PASSMORE 2016,
SKINIOTIS 2016, VINOTHKUMAR 2016, WU 2016, MARTYNOWYCZ 2018,
MURATA 2018, QUENTIN 2018, SATO 2018, LYUMKIS 2019).
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I1. fejezet. Alapismeretek a bioldgiai mintak elektronmikroszképiajahoz

I1.1. Transzmisszids elektronmikroszkdpia

Tekintettel arra, hogy a krio-elektronmikroszkopia, a transzmisszids elektronmikroszkdpia
(TEM) egyik aga, felelevenitjuk a transzmisszids elektronmikroszkopia néhény idevonatkozo
alapfogalméat (WILLIAMS és CARTER 1996), (KOHL és REIMER 2008). A TEM részletes
ismertetése meghaladja e konyv kereteit.

A fénymikroszképidhoz hasonldan a transzmisszios elektronmikroszkopiaban is a leképezd
sugarzas hullamhossza hatarozza meg a felbontoképességet.

A fénymikroszkdpidban a Rayleigh &ltal modositott Abbe-képlet szerint a felbontas a

besugarzasra merdleges x-y sikban:

0,611
n sinf

2.1)

ahol A a fény hullamhossza, n — a térésmutatd, 6 az objektivlencse nyildsszogének a fele.
A transzmisszios elektronmikroszkdpiaban a hullamhossz
A 1,22/EY/?2
ahol E — az elektronok energidja elektronvolt (eV) egységekben, A - a hullamhossz nanométer
(nm) egységekben értendo.

Az elektronok  hullamhosszanak numerikus értékét a 2.1. tablazatban lathatjuk
nemrelativisztikus és relativisztikus kdzelitésben. (A fényhez kdzeli sebességeknél az elektron
tomege megnd. Ha ezt figyelembe vessziik, akkor relativisztikus kozelitésrol beszéliink. Egy
300 kV-os elektronmikroszkopban az elektronok meghaladjék a fénysebesség haromnegyedét.)
2.1. tablazat. Az elektronok hullamhossza a mikroszkdp gyorsitofesziltségéenek
fuggvényeben.

(WILLIAMS és CARTER 1996)

Gyorsitofeszultség

Nemrelativisztikus

Relativisztikus

A tablazatban

(kV) hulldamhossz (nm) | hullamhossz (nm)
100 0,00386 0,00370
200 0,00273 0,00251
300 0,00223 0,00197
lathaté hulldmhosszak 6t nagysagrenddel kisebbek a

lathaté feny

hullamhosszanal, igy az elektronmikroszkop felbontoképessége (1 A Kkorili érték) ot
nagysagrenddel jobb, mint a fénymikroszkopé a (2.1.) képlet alapjan. Az 6sszehasonlitast
arnyalja, hogy a szuperfelbontasu fluoreszcens fénymikroszkopiaban mar 10-20 nanométeres
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felbontast is el lehet érni, ami csak az Abbe-elmélet keretein kiviil értelmezhetd. A fluoreszcens
fenymikroszkopia emlitése itt annyiban helyénvalo, hogy az is hasonl6an forradalmi médon hat
a bioldgiai kutatasokra, mint a krio-elektronmikroszkopia (POZSGAI 2019). Ujabban a krio-
EM és a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkdpia kombinaciojat is gyakran alkalmazzak,
hogy a keresett mintarészletet lokalizaljak a ,,tulzsufolt” képben. (V.2.5. fejezet)

Az elektronmikroszkdpban az elektronnyaldb a vizsgalandé mintaval rugalmas és rugalmatlan
kolcsonhatdsba 1ép. A rugalmas kolcsonhatas foleg az atommagokon, a rugalmatlan
kolcsonhatés foleg az elektronhéjakon megy végbe. (2.1. ébra)

visszaszort  besugarzo elekironok

elektron T i

? f T ?e

elektron [ i |1
felhé = 1 |

YO
szort elektronok
2.1. dbra. Az elektronok szorodasa az atommagon és az elektronhéjakon.

Képalkotasra és diffrakciora a szorodas nélkili és a rugalmasan szort elektronokat hasznaljuk.
A rugalmatlanul szoért elektronok kérosak mind a képalkotdsban, mind a diffrakcidban.
Energiasziirdvel ellatott mikroszkdpokban el lehet érni, hogy csak a mintan energiaveszteség
nélkul athaladt elektronok vegyenek részt a leképezésben. Bar a rugalmatlanul szort elektronok
a leképezésben an. szini hibat (kromatikus aberracidt) okoznak, rengeteg informéciot
hordoznak magukon, ezért ezeket tobbek kozott kémiaidsszetétel-analizisre hasznaljék.
A rugalmatlanul szort elektronok altal Kivaltott rontgensugarzast rontgenspektrométerrel,
magukat az energiaveszteséget elszenvedett elektronokat elektronspektrométerrel detektaljak.
Ez utobbi esetben elektronenergia-veszteségi spektroszkopiardl beszéllink, amire még ebben a

fejezetben visszatériink.
A rugalmatlan szorésnak egy masik nemkivanatos hatdsa a kromatikus aberracios kivil az,

hogy sugarkarosodast okoz.
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nem szort
nyalab

~80%
2.2. abra. A szort elektronnyaldbok megoszlasanak részaranya (RUSSO 2014)

_EO
5% ~15%

A 2.2. dbra azt mutatja, hogy minden szort elektronbdl 1 szorddik rugalmasan, 3 rugalmatlanul.
(Gyakorlatilag fliggetlendl attél, hogy 100 kV-os vagy 300 kV-os gyorsitéfesziltségen

dolgozunk.)
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2.3. dbra. Az elektronok és rontgensugarzas szénnel vald kdlcsonhatésa. A kdlcsonhatés

mértéke a fliggdleges tengelyen abrazolt szorasi hataskeresztmetszet. (HENDERSON 1995)
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Az elektronok szorodasat egyitt mutatjuk a rontgensugarak szorddasaval, tekintettel arra, hogy
sokszor fogjuk a krio-elektronmikroszkopiat Osszehasonlitani a rontgenkrisztallogréfiaval.
Ennek oka az, hogy a bioldgiai makromolekuldk haromdimenzids rekonstrukciojat gyakran
végzik rontgendiffrakcioval, amikor a vizsgalandé molekula kristalyosithatd (elég nagy
méretben ¢és elég jO mindségben). Azért a szénre vonatkozd szorasi keresztmetszeteket
mutatjuk, mert a biologiai mintak egyik f6 komponense a szén. A 2.3. 4brabol kiolvashato, hogy
az elektronok sokkal erdsebben 1épnek kolcsonhatasba a szénnel, mint a rontgensugarak.
A leggyakrabban hasznalt elektron- és réntgenenergiakat pirossal, illetve kékkel jel6ltik.

A nagy felbontasu krio-elektronmikroszkopidban a kontraszt létrejottének az alapja a
faziskontraszt, szemben a konvencionalis elektronmikroszképidval, amelyben az
amplitaddkontraszt dominal. A faziskontraszt egy interferenciajelenség: a mintan athalado,
rugalmasan szort, és a szorodas nélkili elektronok kolcsdnhatasa révén jon létre. Az objektiv
apertaran kivilre szort elektronok hozzak Iétre az amplitudokontrasztot. Az amplitudokontraszt
csak csekely mértékben (<10%) jarul hozzd az itt targyalandd vékony bioldgiai mintak

faziskontrasztjahoz.

11.1.1. Az elektronmikroszkép
Az elsé elektronmikroszkopot Ernst Ruska ¢s Max Knoll épitette 1931-ben. Ruska 1986-ban

kapta meg a fizikai Nobel-dijat ezért a teljesitményért.

Egy konvencionalis elektronmikroszkop sémajat mutatja a 2.4. abra.

A kondenzorlencsével parhuzamos elektronsugarat allitunk el6, amely megvilagitja a mintat.
Az objektivlencse hatsé fokuszaban keletkezik a diffrakcios kép, a képsikban pedig egy
nagyitott (kb. 100x), forditott allasu kép. A kozbiils6 lencse és a projektorlencse segitségével
megjelenithetjiik a képerny6n a diffrakcios képet vagy a minta valodi képét az emlitett két
lencse gerjesztbaramatol fiiggden. Az 0sszes lencse egylttes nagyitdsa meghaladhatja az
1 milliét is, viszont a nagyitds nem jellemzd paraméter sem a fény-, sem az
elektronmikroszkdpiaban. Helyette iranyad6 paraméter a felbontés vagy felbontoképesség.

Az elektronmikroszkdp belsejében vakuum van. Ez biztositja, hogy a katod fitészala ne égjen
ki, és hogy az elektronok ne szorddjanak a levegd molekulain. A j6 mindségli vakuum fontos
kovetelmény azért is, hogy a katdd és a mintak ne szennyezddjenek el. A vdkuum nagyséagara

a 2.2. tablazatban taladlunk szamszert adatokat.
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2.4. dbra. Konvencionalis transzmisszios elektronmikroszkdp (a/), a mikroszkdp egyes elemei
(b/). (RUSSO 2014)

11.1.2. Az elektronagyu
Az elektronagyu szerelvényének feladata egy kis méretli elektronforrast eldallitani (a 2.5. dbran

»d’-vel jelélve), amelyet a szakirodalom ,crossover’-nek nevez. A crossovert a
kondenzorlencse kicsinyiti tovabb.

Kezdetben az elektronmikroszkopok ellenéllas-fiitést termikus volframkatodokkal miikodtek.
A kovetkez6 fejlédési fok a lantanhexaborid (LaBs), majd a téremisszios katod (FEG, angolul
Field Emission Gun) volt. A fejlédést az egyre fényesebb elektronforras utani igény hajtotta.
(A fényességet az egységnyi térszogben mért aramsiriséggel mérik. (2.3) képlet)

A volfram- és LaB6 katodok termo-emissziosak. Egy volframkatoddal miikodé elektronagya

sémajat mutatja a 2.5. abra.
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2.5. dbra. A termikus volframkatoddal mik6dé elektronagyt sémaja (,,d” jeldli a virtualis
forras, az Uin. crossover atmérojét)
A felftitott katod elektronokat emittal. A gyorsitandd elektronok mennyiségét a Wehnelt-
henger eldfeszitésével lehet szabalyozni.

Termoemisszids volframkatodra igaz, hogy a nyalabaram (i), amely a vizsgalandd mintat éri
. _2 8
i~C,"pd" 2.2)
ahol

Cs — a szferikus aberracios koefficiens,

R — az elektronforras fényessége [A/cm2 szteradian] egysegben,

d — az elektronnyalab atmérdje.

Az elektronnyalab atmérdjének (d) csokkentésével jelentdsen csokken a nyalab drama (i), de
egy bizonyos hatdron tl zajos képhez vezet. Ahhoz, hogy egy kis méretii elektronnyaldbban
nagy elektronaramunk legyen, a (2.2) képletnek megfeleléen nagy forrasfényességre (B) van
szlkség. A fényességdefinicio szerint az egységnyi térszogre vonatkoztatott aramsiiriiség:

érary . .
. felilet 4i [
p= ZazL%mzsr} 2:3)

térszog  7°d

— Téremisszids agyu
A téremisszios &gyu (FEG, Field Emission Gun) séméjéat a 2.6. dbra mutatja.
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2.6. dbra. Téremisszios agyu

A modern elektronmikroszkdpok tliszerlien kiképzett, téremisszids, tin. pontkatdddal
miikodnek.

2.7. abra. A 2.6. abran mutatott téremisszios volframcsucs elektronmikroszkdpos képe
(WILLIAMS €S CARTER 1996)

A pontkatddokbol nagy elektromos térerdvel (>107 Vicm) ,,szippantjak” ki az elektronokat.
Fényességiik sokkal nagyobb, mint a termoemisszios volfram vagy a LaBs katddoké.
A szobahémérsékleten miikodd pontkatodokat hideg téremisszids katdédoknak, a magasabb
hémérsékletiicket pedig termikus téremisszios katodoknak nevezzik. A termikus
téremisszional az erds (3-6 kV) elektromos kiszivo tér mellett még a katéd homérsékletének
megemelésével (~1600 K) is rasegitenek az elektronemisszidra. Ez utdbbi katodfajtat meg kell
kilénboztetnink a Schottky-emitterekt6l (ZrO-dal bevont volfrdm), amelyeknél szintén van
erds elektromos tér és megemelt homérséklet is. A ZrO a volfram kilépési munkajanak
csokkentesere szolgal.

A Schottky-emitter nagyobb elektronaramot szolgaltat, mint a hideg téremisszios agyu, ezért

analitikai mikroszkopokhoz kedvezdbb. Viszont a megemelt hémérséklet miatt az elektronok
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energiakiszélesedése kromatikus aberraciot okoz, ezért nagy felbontasu lekepezesre nem olyan
j6, mint a hideg téremisszids katod.

termoemissziés téremisszios

kat6d kat6d L
téremisszids
cslicsa
kinagyitva

2.8. abra. A virtualis forras az Un. crossover mérete a termikus és a téremisszios katodnal

50 um illetve 3 nm. A téremisszids katodnal a crossover a katod csucsan beldl van.

Az elektronagyak kritikus paraméterei a fényesség, idObeli ¢és térbeli koherencia,
energiakiszélesedés és stabilitas.
2.2. tdblazat. Az elektronmikroszkopidban hasznélatos katddok dsszehasonlitasa

Termikus LaBg Hideg Termikus Schottky-
volfram téremisszios | téremisszios emitter
Fényesség 106 107 109 108 108
[A/cm2 sr]
Crossover atméro 50 um 10 um <5 nm <5nm 15-30 nm
Energiaszoras 1-2 1-2 0,25-0,4 1 0,6-0,8
[eV]
Elettartam [0ra] 50-100 1000 >10 000 >4000 >4000
Vakuum [Pa] 10-3 10-5 108-1010 10-8 10-8

Az iddbeli és térbeli koherencia szorul magyardzatra. Az idébeli koherencia azt jelenti, hogy a
sugarak faziskiilonbsége allando a sugarzds terjedési irdnyaban. Egyszeriibben: az idOben
koherens elektronok azonos sebességgel mozognak. Ezért a sugarzas amplitiddjat és fazisat
egy adott helyre vonatkozéan barmelyik idépontban elére meg lehet josolni. A térbeli
koherencia viszont azt jelenti, hogy egy adott idépontra vonatkozodan a sugarzas amplitiddja és
fazisa barmelyik helyen (nem csak a terjedés irdnyaba) megjosolhatd. A térben koherens

sugarak parhuzamosak.
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A forras energiakiszélesedése vagy mas néven energiaszordsa azt okozza, hogy a lencsék a
kiilonbozd energiaju elektronokat kiilonb6zd helyre fokuszaljak. Minél nagyobb a forrasbol
jovo elektronok energiaszélessége, annal nagyobb a szini hiba vagy mas néven kromatikus
aberracio.

A tablazatban megadott vakuum abban jatszik szerepet, hogy rosszabb vakuumban a katéd
hamarabb elszennyezddik, és emisszioja lecsokken.

A tablazathol lathatd, hogy a téremisszios katddok (ideértve a Schottky-emittereket is) jobbak,
mint a termikus volfram vagy a lantanhexaborid katod az 4gyu fényessége, crossoverméret, és
energia-kiszélesedés szempontjabol. (Az aruk viszont sokkal magasabb.) Bar a tablazatbdl nem

lathato, de az id6beli és térbeli koherenciat illetden is a hidegkatodos FEG a legjobb.

11.1.3. Az elektronmikroszkdp lencséi
Az elektronok fokuszalasara mind magneses, mind pedig elektrosztatikus lencsék alkalmasak.

A modern elektronmikroszkopokban az esetek tulnyomd részében magneses lencséket
alkalmaznak, mert kisebbek a lencsehibdk, €és nincs sziikség nagyfesziiltségii szigetelésre.
Az elektronoptikai oszlop rendszerint egy kétlencsés kondenzorbol és egy objektivbdl all.
(A krio-EM-néel latunk majd haromlencsés kondenzorokat is.) A kondenzor feladata, hogy a
2.5. abran megjelolt minimalis nyaldbatmérdt, a crossovert lekicsinyitse, az objektivé pedig az,
hogy a nyaldbot a minta fellletére fokuszalja. Az 6sszes lencse kozll az objektivlencse
tulajdonsagai a leginkabb meghatarozoak a képminéség szempontjabol. A vizsgalandd minta
az objektivlencsén belil helyezkedik el, miként az a 2.4. b/ abran lathatdé. A minta alatti
kozbiilso és projektorlencsék az objektiv altal eléallitott képet nagyitjak tovabb.

Az elektronra elektromos és magneses térben hatd Lorentz-er6t (F) a kovetkezo egyenlet irja

le:
F =—e(E+vxB) (2.4)
ahol e —az elektron toltése, E — az elektromos térerdsség,
v — az elektron sebessége, B — a mégneses indukcio.

Az elektron toltését kiveve a tobbi vektormennyiség, a v és B szorzata vektorialis szorzat.

Az E értéke nulla, mert a mikroszkoposzlop elektromosan vezetd részei foldpotencidlra vannak
kotve. Az elektronok a mikroszkdpon belll csavarvonalu (spirélis) palyan haladnak a
hengerszimmetrikus méagneses térben a minta felé. Az elektronoptika elemeinek leirdsat

megtalaljuk pl. Simonyi Karoly Elektronfizika cimii tankdnyvében (SIMONY1 1981).
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viz viz-hitott feltlet .— elektron sugarmenet

elektromos
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2.9. abra. Elektromagneses lencse keresztmetszete.

A 2.9. dbran egy magneses lencse metszeti képe lathatd. Az arammal atfolyt réztekercset
lagyvasburkolat veszi korbe, és a tekercsbdl kijovo magneses tér a vasban 1évo, korgytirti alaku
résre koncentralodik. Minthogy a réztekercsben folyd aram hot termel, a lencséket vizhiitéssel
kell ellatni.

Az elektronok kettds természetliek: egyszer részecskeként, maskor hullamként kezelhetdk.
Targyaldsainkban az elektronokat sikhullam-kozelitésben fogjuk vizsgalni (2.10. a/ &bra),
amelyeket matematikailag szinusz- vagy koszinuszhullamokkal irunk le (2.10. b/ &bra)

al b/
2.10. &bra. a/ Az elektronok terjedése sikhullamok forméajaban és matematikai leirasuk b/
A hulldm nagysaga x tavolsagban ¢€s t iddpontban A(x,t)

A(x,t) = A, cos(kx — wt + @) (2.5)
ahol
Ao — a hullam (maximalis) amplitadoja,
X —a terjedés iranya,
k — a hullamszam, radianban mérve k=2m/A,
A —a hullamhossz,
o — korfrekvencia, o=2n/T, ahol T a hullam periodus ideje,
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¢ —a hullam faziseltolodasa a t=0 id6pillanatban, radianban kifejezve. A 2.10. dbra szerinta t=0
pontban a pozitiv faziseltol6das a bal oldal irdnyaba valo eltolddést jelenti.

Minket a késébbiekben a relativ faziseltolodas fog érdekelni: azaz hogy a mintan rugalmasan
szort elektronhulldm milyen faziseltolddast szenved a szorés nélkil athaladt elektronhullamhoz
képest.

= r—

2.11. dbra. Faziseltolédas két hullam kdzott

A sugarmenetet a fényoptikabol ismert modon lehet megszerkeszteni (2.12. abra)

optikai tengely

targy

hatso
fokusz-sik

kép

2.12. dbra. A lencsetérvényhez
A 2.12. abran az optikai tengellyel parhuzamosan beesd sugarak a lencse utan a fokuszponton
mennek keresztiil. Masrészt a ferdén beesd €és a lencse kdzéppontjan dtmend sugarak torés
nélkdl haladnak tovabb. A lencse mogott forditott allasu valds kép jon létre.
Mint emlitettiik, az objektivlencsét kovetd lencsek beallitasatol fligg, hogy a képernydre a minta

képe vagy diffrakcids képe jut. (2.13. abra)
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minta

objektiv lencse

hatso fokusz-sik
objektiv apertura

1. kazbiilsé kép - ==
térhatarolo apertura

kozbiilsd lencse
(diffrakcids lencse)

2. kozbiilst kep

projektiv
lencse

2 képernyd

kép diffrakcios kép

al leképezd uzemmod b/ diffrakcidés uzemmod

2.13. abra. Sugarmenet a transzmisszios elektronmikroszkdpban a/ leképezo és b/ diffrakcios

Uzemmadban.

Miként a fényoptikaban, az elektronoptikaban is érvényes a kovetkez6 torvény:

1 1 1

i (26)
ahol u — a targytavolsag, v — a képtavolsag és f — a lencse fokusztavolsaga. A nagyitas M, a
képtavolsag és targytavolsag hanyadosa:

M=v/u 2.7
A 2.13. adbran végigkisérhetjik a kép, illetve a diffrakcids kep létrejottet.
A diffrakcios kép az objektivlencse hatso fokuszsikjaban nem maés, mint a minta Fourier-
transzformaltja: az objektivlencse egy Fourier-transzformaciot végez. A valddi kép pedig a
diffrakcios kép inverz Fourier-transzformaltja. A kdnyvben mindvégig fontos szerepet fog
jatszani a Fourier-transzforméacio. (A Fourier-transzformaciorol részletek a 11.5. és 11.8.
pontokban.)

11.1.4. Lencsehibak
Az elektronlencsék és fényoptikai lencsék viselkedése kozott sok hasonldsag van. gy a

fényoptikdban megismert lencsehibak az elektronoptikaban szintén megtalalhatok.
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A szakirodalom mintegy tizféle lencsehibat tart szamon, de a transzmisszios
elektronmikroszkdpiaban harom lencsehiba jatszik fontos szerepet. Ezek a szferikus aberracid
(vagy gombi eltérés), a kromatikus aberrdcié (vagy szini hiba) és az asztigmatizmus.
A zarojelben megadott elnevezéseket hasznaljuk ritkabban. Magyarazatukhoz a 2.14. abra nyujt
segitséget.
A felsorolt hibdk azt okozzak, hogy egy pont képe nem pont lesz, hanem egy olyan d méretii
kor, nevezziik konfuzids kornek, amelynek atmérdjét egy bizonyos hataron til nem tudjuk
csokkenteni.
al Szferikus aberracio
Az okozza ezt a fajta hibat, hogy a fokusztavolsag rovidebb az optikai tengelytdl tdvolabb beesd
sugarakra, mint az optikai tengelyhez kozelebb beesd sugarakra. Mas szavakkal kifejezve, a
lencse kiils6 széle erésebben tori a sugarakat, mint a kozepe. A 2.14. a/ abran lathatd legkisebb
nyalabatmérd ds

ds = Cs o® (2.8)
ahol

C. — a szferikus aberracios koefficiens,

a — az objektiv blende nyilasszoge.

A minta felszinén a nyalabatméré a (2.8) képletben megadott érték kétszerese.

A transzmisszios elektronmikroszkopidban a felbontast leginkdbb korlatoz6 tényezd a szferikus
aberracio. A TEM-ben hasznalt objektivlencsek szferikus aberracios koefficiense (Cs) 1-2 mm,
amit a mikroszkopot gyarto cég megad. A nagy felbontasu elektronmikroszkopoknal Cs kisebb
mint 1 mm. A szferikus aberraci6 csokkentésének egyik lehetdsége kisebb blendék
alkalmazasa, mert a szferikus aberracio az a szog harmadik hatvanyaval aranyos. A masik
lehet6ség korrektorok alkalmazasa, ami a mikroszkop arat jelentésen megnoveli. A szferikus

aberracionak a korrigalasa hozta el a nagy felbontasu elektronmikroszkdpia korszakat.
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al Szférikus aberracié

b/

e/ N Asztigmatizmus

2.14. dbra. Lencsehibak (REIMER 1993)

b/ Kromatikus aberracio
A kromatikus aberracié vagy szini hiba (2.14. b/ abra) onnan ered, hogy a besugarzo
elektronaram nem tokeletesen monokromatikus. A katédok targyalasanal utaltunk arra
(energiaszoras a 2.2 tablazatban), hogy a katod tipusatol fliggéen a katddot elhagyo
elektrondramnak van egy természetes energiakiszéelesedése. Ez az energiakiszélesedés, tovabba
a nagyfesziltségben és a lencsedramokban meglévé instabilitasok vezetnek a kromatikus
aberraciohoz. A kisebb energiaji sugarak erésebben tornek meg, mint a nagyobb energiajuak.
A 2.14. b/ 4bra szerinti minimalis nyalabatmérd d¢
dc:CCEa
S (29)

ahol  C¢ — a kromatikus aberracids koefficiens,
AE - az elektron energiajanak ingadozasa az E, energia korl.

A felsorolt okok ellenére sem lenne tul nagy a kromatikus hiba, de a mintaban végbemend
elektronszoras jelentdsen megnoveli, akar 15-20 eV-ra. Minél vastagabb a minta, annél
nagyobb az energiaveszteség, illetve elektronszdras a mintaban. Ezért a kromatikus hiba ellen

gy vedekeznek, hogy nagyon vekony mintakkal dolgoznak. Az energiasziird
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mikroszkopokban (EFTEM, Energy Filtering Transmission Electron Microscope), amelyekben
nagyon sziik energiatartomanyt lehet kivalasztani, pl. a veszteseg nélkili (zero-loss)
elektronokat hasznaljak a leképezésre. Az energiasziirés jelentdsen javitja a képek vagy a
diffrakcios képek mindségét.

¢/ Asztigmatizmus

Az asztigmatizmus (vagy mas néven asztigmia) oka az, hogy a lencsék nem tokéletesen
forgasszimmetrikusak. Ha az emberi szemlencsének van ilyen jellegli hibdja, akkor a
szemorvos cilinderes szemiiveget rendel. Az elektronoptikdban a pdlussaru anyaganak
magneses inhomogenitasai vagy a mechanikai megmunkalasbdl addédd pontatlansagok, végil
az optikai oszlop elszennyezddése kovetkeztében fellépd elektromos feltoltédés okozhatjak.
Az asztigmatizmus abban nyilvanul meg, hogy a lencse két egymasra merdleges fokuszsikjaban
a fokusztavolsagok nem egyenldk. (2.14. ¢/ abra. A vizszintes sikban haladé sugarak fokusza
Fyv, a fiiggdlegesek sikban haladoké Ff-fel jelolve az abran.) Asztigmias kepet mutatunk a 2.17.
abran. Az asztigmatizmus korrekcidjara sztigmatorok vannak az elektronmikroszkopba
beépitve, amint az a 2.4. b/ abran lathato.

A 2.14. ¢/ abra szerinti legkisebb nyalabatmérd da

d, =Af « (2.10))

ahol Af — a fokusztavolsagokban megmutatkozé kiilénbség.

A lencsehibak ¢és lencse altal eldallitott magneses tér nagysaga kozott is van kapcsolat. Minél
nagyobb a lencsében foly6 aram, és ezaltal a magneses tér, annal kisebb a fokusztavolsag, és
annal kisebbek a lencsehibdk (Cs szferikus aberréacids koefficiens, Cc kromatikus aberracios
koefficiens).

Az elektronmikroszkdp magneses lencséit rossz leképezonek tartjak a szakemberek. A rossz
mindség szemléltetésére Russo egy eldadasaban a helyzetet ahhoz hasonlitotta, mintha egy
trgyat (adott esetben egy kutyat) Uvegpoharon keresztill fényképeznénk le (2.15. &bra).
Hasonl6 negativ véleménnyel talalkozunk a Williams és Carter Transmission Electron
Microscopy cimi kivalo kézikonyvében is. Szerencsére vannak eszko6zok a leképezési hibak

korrekciojara.
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2.15. abra. Kutya fenyképe tuvegpoharon keresztiil. Ehhez hasonlithat6 az elektronmikroszkop
leképezésének tokeletlensége (RUSSO 2017)

| |

<« targy . targy

—~ — fokusz sik — -

a/ fellll fokuszalt b/ fokuszalt ¢/ alul fokuszalt
lencse lencse lencse

2.16. abra. Lencsék alul- és feltilfékuszalasa

Az elektronmikroszkop magneses lencseinek aramat gombok segitségével valtoztathatjuk.
A 2.16. abran a fokuszsik ott van, ahol a minta parhuzamos megyvilagitasa esetén a sugarak
keresztezOdnek. Ha egy lencse aramat a fokuszalt beallitdsndl nagyobbra vesszik, akkor a
lencse erdsebben tori a sugarat, a fokuszsik felett lesz a nyaldbkeresztez6dési pont (beam cross-
over) (2.16. a/ abra), ¢és ekkor feliilfokuszalt lencsérdl beszéliink. Ellenkezd esetben
alulfokuszalt a lencse (2.16. c/ &bra). A méasodik kondenzorlencsét felulfokuszaljuk a

parhuzamos megvilagito sugar eléallitasahoz.
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alul fokuszalt felul fokuszalt
kép kép

éppen fokuszban asztigmias kép

2.17. dbra. Alul- és fellilfokuszalt kép

Sokszor kerull emlitésre a tovabbiakban az alulfokuszalt kép. Ennek magyarazataraa 2.17. bra
kapcséan térunk ki. Az elektronmikroszkdpon &ltalaban ,,Focus” felirattal van ellatva az a gomb,
amivel az objektivlencse aramat szabalyozhatjuk. Feltételezve, hogy a mintankat pArhuzamosan
vilagitjuk meg, a fékuszban 1évo képet a minimalis kontrasztrél ismerjiik fel. Ehhez a teszthez
szokas egy lyukas szénhartyat tenni a mintatartoba (ha az éppen vizsgalandé mintdban nem
lennének lyukak), és néhany szdzezerszeres nagyitast alkalmazni. Amikor a fdokuszalt
beallitasnal kisebb lencsearamot alkalmazunk, akkor kapjuk a 2.17. abra bal felsé sarkaban
lathatd képet. A mintaban 1év6 lyuk belsejét egy vilagos, un. Fresnel-gylirli veszi Kkoriil.
Azilyen képet nevezziik alulfokuszaltnak. Tul nagy objektivlencse-aramnal sotét szinii
Fresnel-gytrti 1ép fel (felilfokuszalt kép). Az &bra jobb also sarkaban egy asztigmias kép
lathatd: a kis lyuk egyik fele alul-, a méasik fele felulfokuszalt. Az objektivsztigmatorral
elérhetd, hogy az emlitett aszimmetria eltiinjon.
Egy jo felbontasu kép eldallitasahoz kissé alulfokuszalt képet allitanak el6. Ennek az
alulfokuszalasnak az optimumat Scherzer-defokusznak (Afsch) nevezzik, az alabbi formula
megalkotdjarol:

Afsen = —1,2(C:A) 2 (2.11)
A legnagyobb felbontast a fenti képletnek megfelelé defokuszalaskor érjiik el (viszont ekkor a
legkisebb a kontraszt).
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A defdkuszalasnak jo hasznat vessziik a krio-elektronmikroszkopiaban az Un. kontrasztatviteli

fuggvény zéruspontjainak megvaltoztatdsaban.

11.1.5. Detektorok
A TEM-ben detektalasra eziisthalogeniddel bevont filmet, képlemezt (image plate) vagy

szcintillator alapu CCD kamerat hasznalnak (CCD — Charge-Coupled Device, toltéscsatolt
eszkoz). A CCD kameraban a beérkez6 elektronokat egy szcintillator (tobbnyire YAG, yttrium-

aluminium-granat) eldszor fénnyé konvertalja, majd a fényt a CCD detektor

elektron sugar

i aluminium bevonat

egykristaly YAG
szcintillator

szal-optikai csatolas

4kx4k CCD matrix

2.18. abra. Az elektronmikroszkdpiaban hasznalt CCD kameraban az elektron fénnyé, majd

vissza elektronna konvertalodik.

elektronokka visszakonvertalja (2.18. abra). 2012-2013-t6l kezdve egy Uj detektortipus, az un.
direkt elektrondetektorok jelentds eldérelépést hoztak, mert kozvetleniil detektaljak az
elektronokat a fénnyé valo atalakitas nélkal. (111.2. fejezet).

A detektorokat tobbek kozott a detektalasi kvantum hatasfokkal (DQE, Detective Quantum
Efficiency) szokas jellemezni, amely a detektor altal adott kép jel/zaj viszonyat (S/N,
signal/noise) hasonlitja 6ssze a detektorba bemend jel jel/zaj viszonyaval:
_ Gy

DQE = —
v QM

(2.12)

A tokéletes detektor hatasfoka 1. A valdsagban DQE ennél kisebb; a relative nagyobb DQE
jobb mindségii képet jelent.

A filmek detektalasi kvantum hatasfoka viszonylag magas a CCD kamerahoz képest, tovabba
a felhasznalhato6 képpontok (pixel) szdma is nagyobb, mint a CCD kamerake. Kezdetben a krio-
EM szerkezetmeghatarozasok film segitségével torténtek (GRIGORIEFF 2011, RUSKIN
2013).
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A filmek hatranya a CCD kamerahoz képest, hogy az eredményt nem lehet azonnal latni, a
képet eld kell hivni. Nem digitalisak, ezért nem automatizalhaté az adatgylijtés filmek
hasznalatakor, és nem lehet velik a mintamozgas miatti képelmosodast korrigalni. A CCD
kamerdk az automatizalhatosag eldnyét hoztadk. A CCD kamerakat kovetd direkt
elektrondetektorok minden tekintetben felilmuljak a filmeket és a CCD detektorokat.
Ovatosaknak kell lenniink egy-egy detektor értékelésekor, mert tulajdonsagaik fiiggnek attol,
hogy milyen gyorsitofesziltségen dolgozunk a mikroszkoppal. 300 kV-on a direkt
elektrondetektorok eldnye egyértelmii, 100 kV-on a CCD kamerak egyelére még elényben
vannak.

11.1.6. Az elektronok energiasziirése
A nagy felbontasu krio-EM a faziskontraszton alapul, amelyet a nem szort és a rugalmasan szort

elektronnyalab szuperpoziciéja hoz létre. Az amplitiddkontrasztot azok az elektronok okozzak,
amelyek az objektivapertdra nyilasan kivilre szérédnak. A rugalmatlanul szorédoé elektronok
az amplitudokontraszthoz jarulnak hozza, és nem a faziskontraszthoz. A rugalmatlanul szort
elektronok nagy szolgalatot tesznek az elektronmikroszkdpos analitikaban, pl. az
elektronsugaras mikroanalizisben és az elektronenergia-veszteségi spektrometriaban.

Kivanatos az energiaveszteséggel szorddott elektronokat kisziirni a képalkotasbol a jobb

képmindség érdekében. (2.19. dbra)

2.19. dbra. a/ Nem sziirt kép: rugalmasan és rugalmatlanul szo6rt elektronokkal készult. b/
Sziirt kép: rugalmasan (energiaveszteség nélkiil) szort elektronokkal késziilt kép. (A minta

majmetszet, ozmium-tetroxid-fixalas és uranil-acetat-festes utan) (REIMER 1991)

Az energiaveszteség nélkiil szoérddott elektronokkal késziilt képet az angol nyelvii

szakirodalom zero-loss image-nek nevezi.
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Az elektronok energiajanak sziirésére kiilonféle energiaveszteségi spektrométereket
hasznélnak. Itt most két olyan spektrométert mutatunk be, amelyeket krio-EM-ekben is
alkalmaznak. Az egyik egy 90°-os eltéritésti magneses prizma, amelyet az elektronmikroszkop
alatt helyeznek el. A kereskedelmi forgalomban elterjedt valtozatat a gyartd ceg neve utan
Gatan Image Filternek (GIF) neveznek (2.20 a/ abra). A masik szintén magneses eltéritéssel
miikddik (2.20. b/ 4bra), de a mikroszkop oszlopon belill van elhelyezve. Négy magnes az

atmeno elektronnyalabot a gorog Q2 betlthdz hasonld palyara hajlitja meg, innen az dmegasziird

elnevezés.
elektron nyalab (E,) elektron nyalab (E;)
vékony minta
E,-AE és E,
vékony minta ==y ~—= rés
rugalmasan szoért (E,) és
rugalmatianul szért (E_ - AE) omega-sz(iré
elektronok
elektron- .
energiavesztesegi
spektrométer rés
E,- AE Eo
\'A
Eo = 1 detekior
a) elektronenergia-szlirés a mikroszkop b) elektronenergia-szlirés a mikroszkop

optikai oszlopa alatt optikai oszlopan beliil

2.20. abra. Két magneses tipusu elektronenergia-sziiré spektrométer

A GIF elektronenergia-veszteségi spektrométer elhelyezését a Thermo Fisher Scientific cég
Titan Krios1 mikroszkdpjan késébb mutatjuk be (3.1.4abra).

A JEOL cég a CRYO ARM 300 mikroszkopjaban 6megasziirdt hasznal.

Akét tipusi magneses elektronspektrométerr6l és az  elektronenergia-veszteségi

spektrometriardl reszletes leirast talalhatunk magyar nyelven is (POZSGAI 1996).

11.2. Elektronok okozta sugarkarosodas
A dozis — terminologiailag helyes értelmezesben — a vizsgalt minta egysegnyi sulyaban vagy

egységnyi térfogatdban abszorbedlt energiat jelenti. Ezzel szemben az elektronmikroszkdpos
irodalomban dozis vagy elektrondézis alatt az dramsiirliség €s az exponalési id6 szorzatat értik,

és elektronexpozicionak nevezik. Ezt a mennyiséget elektronszam/A? (vagy elektronszam/nm?)
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egységekben mérik. A ,,dozis” kifejezés az elektronexpoziciora egy elektronmikroszkdpos
szakzsargon. (Az angol nyelvii szakirodalomban electron dose, electron exposure és fluence
néven emlitik.) Viszont az abszorbedlt dozis energia/tdmeget jelent és eV/g egységekben mérik.
Az abszorbealt dozis és elektronexpozicid kdzotti atszamitasra nem terlink ki, minthogy nem
lesz ra sziiksegunk.

Az aramslriiség mérése torténhet Faraday-kalitkdval a minta sikjaban. (A kalitka egy alul zart
kis henger, felil fémlappal befedve, amelynek kozepén kis lyuk talalhat6. A henger kis
rendszdmu anyaggal, pl. szénnel van bélelve. A Faraday-kalitka ilyen formaju kiképzese a
visszaszort elektronok szamanak minimalisra csokkenteset szolgalja.) Az aramsiiriiség mérheto
képernyd sikjaban is Faraday-kalitka nélkiil. Ekkor a mért érték fiigg a gyorsitofesziiltségtdl és
a nagyitas értékétdl is, ezért Faraday-kalitkas méréssel végeznek korrekciokat a képernyd

sikjaban mért értékekre.

In (S/R) ,

12 \ 224
10A
7A

10 5A
aA

8
6
4.
2
0
0 20 40 60 80 100

teljes elektron expozicio (elektron 1A%)

2.2.1. abra. A kép jel/zaj (S/N) viszonyanak fuiggése az expoziciotdl és a felbontastol 300 kV-
os gyorsitéfesziltségen (GRANT 2015)

A 2.2.1. abra azt szemlélteti, hogy jobb jel/zaj viszony (S/N) rosszabb felbontassal jar egyditt (a
felbontasértékek a kis négyzetben lathatok). A rosszabb felbontdshoz tartozé egyenesek
magasabban helyezkednek el az abrén. A képek készitésekor az aramsiiriiség a nagyitas
novelésével négyzetesen nd. Ezzel magyardzhatd, hogy miért okoz sulyosabb problémat a
sugarkarosodas nagy nagyitasoknal.

A mérespontokat direkt elektrondetektorokkal an. mozitizemmaodban vették fel (111.2. fejezet),
amikor a videofelvetelek egyes képkockait kilon-kulon hasznositani lehet. A teljes dozis a
képkockankénti dozis Gsszegzésébdl adodik. A fiiggbleges tengelyen a jel/zaj viszonyanak
logaritmuséat abrazoljak, igy a valtozasok vizudlisan kisebbnek tlinnek, mint a lineéris

abrazolasban. (A 2.2.1. abran lathatd egyenesek exponencialis lecsengest jelentenek.)

36



Az egyenesek d6lésszoge modellezi a mintak sugarkarosodasat, hiszen a sugarkarosodas miatt
kovetkezik be a jel/zaj viszony romlasa. Tovabba az is lathat6, hogy a nagyobb felbontaskor
(als6 zold gorbe) csak kisebb teljes dozist engedhetiink meg. Megndtt a sugarkarosodas
sebessége, ami abbol lathato, hogy a z6ld gorbe meredeksége nagyobb, mint a kéké. (Amikor
uj terepre vitték a nyaldbot, akkor a kép bemozdulésa erdsebb volt, ezeket halvany pontok
jelolik az dbran, és kihagytdk a kiértékelésbal.)

Az elektronok sugarkarositd hatasanal azt kell figyelembe venni, hogy egy elektron akéar
100 eV energiat is veszithet a mintaval valo kélcsonhatasban. Ezt elektronenergia-veszteségi
spektrumokbol lehet tudni, mert a sugarkarositdo hatassal Osszefiiggd un. plazmoncstcs kb.
100 eV-ig terjed. Az emlitett spektrumoknak csak a kis energias részét mutatjuk, minthogy ezen
spektrumok maximuma 20-25 eV koril van.

lipid

— fehérje
cukor
DNS
karotin
amorf jég

intenzitas

.....................

energia-veszteség [eV]

2.2.2. dbra. Néhany anyag elektronenergia-veszteségi spektrumanak kis energiaju részlete.
(GLAESER 2016)
Ha az atlagos energiaveszteséget (20 eV) vessziik figyelembe, ez akkor is sokkal nagyobb, mint
a fehérjékben 1évo kovalens kotések (H-C, C-C, vagy a C=C kotés) energidja. (Errél konnyen
meggy6zOdhetiink, ha atszamoljuk a Wikipedia Chemical bond cimszo alatt kJ/mol-ban
megadott kotési energidkat eV-ra. Az atszamolasban az ,,Energy Unit Converter” nyujt

segitséget) (http://www.colby.edu/chemistry/PChem/Hartree.html)

A sugarkarositas hatasa fagyasztva hidratalt mintak esetében harom formaban nyilvanul meg.
Az elsédleges hatés az ionizacio, a kémiai kotések megbontésa, szekunder elektronok kivaltasa
és szabad gyokok létrehozasa. A masodlagos hatds abban nyilvanul meg, hogy a szekunder
elektronok ¢és a szabad gyokok mozognak a mintan beliil, és lavinaszerien jabb kémiai
reakciokat okoznak. A harmadlagos hatas hidrogéngaz-buborekok létrejétte a mintan beldil,
amely durvan tonkreteszi a mintat. Ezek a hatdsok az expozicié csokkentésével csokkenthetdk.
Az elsddleges hatas a szorasi €s ionizacios keresztmetszetek fliggvénye, fiiggetlen a minta

hémérsékletétdl, hiitéssel nem lehet csokkenteni. A masodlagos hatas, a szabad gyokok és
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szekunder elektronok mozgéasa, hitéssel csokkenthetd, ¢és ezzel magyarazzak a
szobahémérsékletii és az alacsony hémérsékletli mintak kozotti kiilonbséget a sugarkarosodast
illetden.

A 2.2.3. 4bran lathat6 egy alacsony dozist krio-EM felvétel, amely 4 e/A? elektronddzissal
készillt. Ezutan Gjabb felvételeket készitettek, amelyeken 4 e/A%-es 1épésekben akkumulalodott
a dozis. Mi ennek a felvételsorozatnak néhany elemét ragadtuk csak ki. Az &bra alapjan
levonhatjuk a kovetkeztetést, hogy 4 e/A? dozis még jo, de 16 e/A? mar tal sok a

mikrotubulusok leképezésére krio-elektronmikroszkdpos kdérnyezetben.

de/A2 316 e/ A2

2.2.3. abra. Hidrogénbuborékok képzddése mikrotubulusokban az akkumulalt d6zis
fuggvenyében. A mikrotubulusok fehérjetartalma soétét vonalként latszik, a vilagos hattér
amorf jég. (CARLSON 2012)

Az, hogy a buborékok f6ként molekularis hidrogént tartalmaznak, elektronenergia-veszteségi

spektroszkopiaval mutattdk ki (LEAPMAN 1995). Meglepd, de az idézett szerzok szdmitasa

szerint a hidrogén nyomasa a buborékokban 1000 atmoszférat is elérhet. Amikor a buborék

eléri a felszint, kipukkad, és lyukat hagy az amorf jégben.

Hogyan képzdédik a hidrogén a mintdban? Leapman és Sun (1995) javasoltdk a kovetkezd

mechanizmust a hidrogén képzddésére. El6szor a viz bomlik fel az ionizalo sugéarzas hatasara
H,0 - H* + OH~

majd a szabad gyokok a fehérje vagy mas szerves molekulékkal reakcioba Iéphetnek a

kovetkez6 modon:

38



OH"+R—-H->RO™ +H,
Mig a fehérjék dozistiirése szobahémérsékleten kb. 2¢ /A%, (SUN 2010), cseppfolyds nitrogén
hémérsékletén (77K) csaknem egy nagysagrenddel jobb, 10-20 e/A? (GLASER és TAYLOR
1978). A cseppfolyos hélium hémérsékletén (4,2 K) még egy 2-4-es faktorral javul a dozistiirés,
és eléri a 40 e/A%-t (FUJIYOSHI 1991, KNAPEK 1982). Sajnalatos mddon a cseppfolyds
hélium hémérsékletén az amorf jég siriisége nd, ami kontrasztcsokkenést eredményez a
fehérjékhez viszonyitva, igy a sugartiirésben bekovetkezett javulds hatasa kiegyenlitddik. Meg
kell emliteni, hogy dozistiirést illetéen egymasnak kissé ellentmond6 eredmények talalhatok az
irodalomban, igy ezeket kelld ovatossaggal kell kezelni. Ujabb cikkek (NOGALES 2015)
szerint 20-40 elektron/A? teljes expozici6 a tipikus érték a biologiai makromolekulakra
300 kV-os gyorsitofesziiltségen. Felsd hatarként 50 elektron/A2 (HENDERSON 2013), illetve
60 elektron/A? (PASSMORE 2016) talalhato az irodalomban.
Felmeriilhet még az elektronok melegitd hatésa is, de fehérjékre végzett szimulacidobol kideriilt,
hogy cseppfoly6snitrogén-hémérsékleten ez a hatas elhanyagolhato, ha 50 e/AZ-nél kisebb
dozissal dolgoznak (KARUPPASAMY 2011).
A minta hémérsékletén kiviil a mintdk kémiai Osszetétele is fontos szerepet jatszik a
sugarkarosodasban. Ismeretes, hogy az aromas vegyiiletek gytirtiszerkezete sokkal stabilabb,
mint az alifas vegyiiletek kotései. Ez sugarkarosodas szempontjabol abban nyilvanul meg, hogy
az aromas vegyiiletbdl allo6 mintak ellendllobbak a sugdrzas karositd hatdsaval szemben, mint

az alifas vegyuletek.

11.3. Alacsony dozisu elektronmikroszkopia
A modern bioldgiai elektronmikroszképok fel vannak szerelve az alacsony ddézisu

exponalashoz sziikséges szoftverrel, hardverrel. Az alacsony d6zist mikroszkop lehetéséget ad
arra, hogy az exponaldst megeldzden a lehetd legkisebb elektronddzis érje a leképezendd
teriletet. Ezt Ggy valositjak meg, hogy a fokuszalas (defokuszalas) helye tavol van a
fényképezendd teriilettdl. Most a JEOL mikroszkdpok Minimal Dose System interfészén
keresztll mutatjuk be, hogy ez hogyan torténik (2.3.1. &bra).

A/ A KERESES (SEARCH) m6d. Kis nagyitasu kép a vizsgalando terep kivalasztasara. Fekete
nyil jelzi a tertletet, ahol fokuszalni fogunk; fehér nyil, ahol exponalni fogunk.

B/ FOKUSZALAS moéd. Nagy nagyitast kép, ahol manudlisan bedllitjuk az optimalis
defokuszalasi parametereket.
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2.3.1. dbra. Az alacsony dozisu mikroszkop miikodéséhez (lasd a szovegrészt)

C/ FOTO mod. Nagy nagyitadst kep katalaz kristalyrol, itt exponaltunk. A kép jobb felsé
sarkaban a kép gyors Fourier-transzformaltja lathato.

D/ Az A/ képnek megfeleld kis nagyitasa teriilet. A fehér kor jelzi a fot6 helyét, a fekete kor a
fokuszalas helyét, beleértve a sugarkarosodast, amit a minta a fokuszalas alatt elszenvedett.
A foto helyén viszont nem lathat6 sugarkarosodas.

A mikroszkop elmenti a KERESES, FOKUSZALAS és FOTO mod lencsearamait, igy az egyik
modbdl a mésikba valtas kénnyen megy. Szakszerii hasznalat esetén a mintat kb. 0,2 e’/A? dozis
éri az exponalast megel6zden. (Utaltunk arra, hogy az aramsiiriiség a nagyitas novelésével

négyzetesen nd, ezért a minta kis nagyitasban (KERESES modban) kis dozist kap.)

I1.4. Biologiai mintak el6készitése elektronmikroszkdpos vizsgalatokra
A bioldgiai mintak rosszul viselik az elektronmikroszkop vakuumat. A viztartalmuk, amely kb.

80%-ot tesz ki, a vakuum hatésara elparolog (a mintak dehidratalédnak). Ennek kovetkeztében
szerkezetiik eltorzul, alkalmatlanna valnak az elektronmikroszkopos vizsgalatra. A kézenfekvd
ellenszer, a viztartalom megérzése fagyasztassal, de a fagyasztott mintdk vizsgélata sem

bizonyult jarhat6 utnak egészen az 1980-as évekig. Ennek oka az, hogy a minték viztartalma a
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fagyasztaskor kristalyos jeggé valtozik, ami legaldbb ugy tonkreteszi a mintakat, mint a
dehidratélas.

A biologiai mintak alacsony rendszamu elemekbdl allnak, amelyek kevéssé szorjak az
elektronokat, ezért kis kontrasztot adnak. A mintak dehidratalodasa és sugarkarosodasa azt
eredményezte, hogy a bioldgiai mintaknal 15-20 A-nél jobb felbontast nem lehetett elérni,
egészen a ultragyors meritéses fagyasztas (plunge freezing) modszerének kidolgozasaig.

A konvencionalis elektronmikroszkopidban a mintapreparalas elsé 1épése a kémiai rogzités
vagy mas szoval fixalas, amelynek soran igyekeznek rogziteni a minta nativ allapotat a
preparacio tovabbi Iépeseihez. A fixalas akadalyozza meg a minta bomlasat, autolizisét, és
rogziti a mobil komponenseket. Ehhez gyakran hasznélnak glutar-aldehidet, ozmium-tetroxidot
vagy uranil-acetatot. A glutar-aldehid elénye, hogy megbrzi a minta finomszerkezetét, az un.
ultraszerkezetet, de a lipidekhez mar ozmium-tetroxidra van sziikség. Az ozmium-tetroxid és
uranil-acetat elénye, hogy nagy rendszamu elemeket is tartalmaznak, amelyek az elektronokat
jOl szorjak, ezért nemcsak fixald, de kontrasztosito szerként is szolgalnak. A leggyakrabban
alkalmazott fixalas a glutar-aldehid és ozmium-tetroxid kombin&cidja.

A fixalt mintabdl vékony metszeteket készitenek gyantaba valo bedgyazas utan. A beagyazas
elsé Iépése, hogy a mintat alkalmassa teszik a folyékony gyanta befogadéasara. Ehhez kiilonb6z6
olddszerekkel lehelyettesitik a minta viztartalmat, ezt koveti a gyantaval valo atitatas, a gyanta
megkemeényitése, majd a felszeletelés. A felszeletelés torténhet livegkéses mikrotommal vagy
gyemantkéses ultramikrotommal. Az el6bbi esetben ~1um, az utobbi esetben 50-70 nm koérali
vastagsagu szeleteket kapnak. A beagyazas el6tt vagy utan kontrasztositdé anyagot adnak a
mintahoz, ezt nevezik festésnek.

A fent vazolt folyamatokrol pontos és részletes leiras talalhato magyarul az interneten Laszlo
Lajos tollabol, a ,,Szovettani és sejtbioldgiai vizsgald médszerek” cimii tankényvben (LASZLO
2012).

A krio-EM-es vizsgalatot rendszerint megelézi egy negativ festéses vizsgalat. Egyszerti, gyors,
problémamentes, nem szikséges teéremisszios katddu elektronmikroszkop, termikus
volframkatoddal is el lehet végezni. Legfobb eldnye, hogy jo kontrasztot ad. A negativ festést
koveto krio-elektronmikroszkopos vizsgalatokat festés nélkili mintakon végzik! A 2.4.1. abra

a negativ festés jo kontrasztjat allitja szembe a krio-EM felvetel gyenge kontrasztjaval:
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300 A

2.4.1. dbra. Rekombinans veszettségi virus RNS-ének elektronmikroszkopos képe. a/ negativ
festés, b/ festés nélkuli krio-elektronmikroszkdpos kép. A kodrokkel hatarolt virusok
oldalnézeti képet mutatnak (SCHOEHN 2001)

A negativfestés-kontrasztosito eljaras a nevét onnan kapta, hogy a vizsgalandé objektumok
képe vilagos, a hattere soteét, mint azt a filmnegativokon latni szoktuk (2.4.2. &bra).

elektron besugarzas

kis rendszamu
biclogiai objektum

nagy rendszamu
kontraszt anyag

fenyesseg-eloszlas a pozitiv képen

2.4.2. dbra. A negativan festett minta kontrasztja
A pozitiv festésnek nevezett eljaras nem a hatteret, hanem a vizsgaland6 objektumot festi meg,
ezért megvan az esély arra, hogy meg is valtoztatja a mintat. Negativ festéshez nehézfémsok
oldatat (pl. ammonium-molibdatot vagy uranil-acetatot) kevernek 6ssze a vizsgalando bioldgiai
makromolekuldk (virusok, baktériumok) szuszpenzidjaval, és a 2.4.3. abran lathatdé mddon

készitik eld a mintakat.
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felitatas Tfelitatas
szlrépapirral \ szlrépapirral
vizsgalando uranil'\ '\
minta acetat X
szAritas
E!! >

-0-0

A B Cc D E F

2.4.3. dbra. Negativ festés uranil-acetattal.
A/ Formvar hartyaval bevont rézrostély. B/ Minta hozzaadasa, C/ Felitatas szlirOpapirral, D/
Uranil-acetat hozzaadasa, E/ Felitatas sziir6papirral, F/ Szaritas

A negativ festésii felvételekbdl sok informacié nyerhetd a képek jo kontrasztja miatt. Hatrany
viszont, hogy a festék beszaradasakor a vizsgalandd minta elveszti hidratburkat, igy
deformalédik. Ez kis felbontas esetén nem tdlsagosan zavard, de kb. 15 A-nal jobb felbontés
negativ festéssel nem érhet6 el. A nagy felbontasd 3D rekonstrukciéhoz festés nélkili krio-EM
felvételek szlikségesek. A kiindulasi (késébb finomitandd) 3D modell megalkotasidhoz viszont
igénybe vehetik a negativ festést, tekintettel arra, hogy a szemcsék orientaciojat a kis felbontasu
mintakontarok hatarozzak meg.

A2.4.4. &bra jol mutatja, hogy negativ festéskor a részecskék rendszerint egy Kituntetett

orientacioban fekszenek fel a hordozdra, és ezt az orientaciot a vizsgalod befolyésolni tudja.

Jo

2.4.4. abra. Human 20S proteaszéma-komplex negativ festésii elektronmikroszkopos képei.

A Kkét kiilonb6z6 orientaciot a szén hordozo feliileti toltésének megvaltoztatasaval lehetett
elérni. A bal oldali képen a szén hordozo kezelését gazkisiiléses, kevés levegot tartalmazo
vakuumban végezték, a jobb oldali képen pentilaming6zt eresztettek be a gazkisiléshez.

(MORRIS 2017)
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A krio-EM azon modszerében, amit egyedi részecskek analizisének neveznek, az szikséges,
hogy a vizsgaland6 molekuldk ne vegyenek fel kituintetett orientaciot, mert kilénben a 3D
rekonstrukciohoz tobb iranybdl hianyzik a vetileti kép. Szerencsére a meritéses ultragyors

fagyasztaskor az oldatban 1év6 részecskék véletlenszerti eloszlasa megmarad.

11.5. Fourier-transzformaciordl roviden
A Fourier-transzformacio az élet szamos teriiletén el6fordul, de hozzank legk6zelebb az emberi

fulben. A ful komponenseire bontja a beérkezett hangot, és pusztan a felharmonikusok alapjan
is meg tudjuk mondani, hogy hegediit vagy zongorat hallunk. A Fourier-transzformacionak az
elektronmikroszkdpiaban megkerilhetetlen szerepe van.

A25.1. abran a piros szinti f(x) fliggvényt kiilonb6zé frekvenciaji szinusz- €S
koszinuszfuggvények kombinaciojara lehet bontani.

f(x) = aycos(nx) + b, sin(nx) (2.13)
a harmonikusokra bontas neve
f Fourier-transzformacio

amplitudd oy rmpmudo
m — \ :"-s a ‘7 J// l :

b ] |

PR |
— = v e -
tavolsag x frekvencia k
an cos(nx) + by sin(nx)
a harmonikusokbal vald visszaallitas neve F
térbeli domén inverz frekvencia domén

Fourier-transzformacid

2.5.1. abra. Egydimenzios flggvény felbontésa szinusz- és koszinuszfliggvényekre

A kozépsd abran az egyes frekvenciakomponenseket szeparaltan latjuk: balrdl az elsé kék
figgveny sin(x), a masodik sin(2x), sin(3x)... stb. (2.5.1. abra). Amplitadojukkal aranyos a
fliggéleges kék vonalak magassidga. Jobb oldalon ez a frekvenciaeloszlas lathatd az un.
frekvenciadoménben. A szinuszfliggvény magasabb frekvenciaju komponensei egyre kisebb
mertékben esnek latba.

A tovabbi magyarazathoz az egyszeriiség kedvéért tekintsiik csak az egydimenzios
szinuszfliggvenyt. Alakja lehet

f(@) = sin(wt + @) (2.14)
vagy

f(x) = sin(kx + @) (2.15)
Az elsé egyenletben a fliggetlen valtozé t az idd, a masodik esetben x a tavolsdg. Mindkét

egyenletben ott talaljuk a frekvenciat: o az id6beli frekvencia, k a térbeli frekvencia. A térbeli
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frekvencia az a frekvencia, amellyel a fliggvény amplitidoja a térben, jelen esetben az x-tengely
irdnyaban modulélodik. A ¢ fazis azt hatarozza meg, hogy a fliggvény oszcillacidja a t=0
idépontban milyen allapotban van. Az w a korfrekvencia o = 27/T, ahol a T a fliggvény
periédusanak ideje.

Amikor szétbontjuk az f(t) vagy f(x) fliggvényt komponenseire, akkor egy Fourier-analizist
(mésik elnevezése szerint Fourier-transzformaciot) végzink. Atvissziik a fuggvény vizsgalatat
az id6doménbdl (amelyben az f(t) fliggveny van) az o frekvencia-doménbe. A transzformalt
fuggvenyt F(w)-val jel6ljik. Hasonloképpen kerul at a térben valtozo f(x) flggvény a terbeli
frekvenciadoménbe F(K) jeloléssel. Nekiink tébbnyire a k-val jel6lt térbeli frekvenciadoménnel
lesz dolgunk, az ® id6beli frekvenciadoménnel nem. (Megjegyezziik, hogy a 2.5.1. abra bal
oldalan lathat6 térbeli doménre az idddomén elnevezést meg szoktak tartani, akkor is, ha nem
1d6rol van sz6. Az egységesités kedvéért az eredeti fliggvény doménjét idédoménnek nevezik.
Mi a felreértések elkerilése végett az eredeti fliggvény doménjét valos ternek fogjuk nevezni.)
Az egydimenzids szinuszfliggvény Fourier-transzformaltja egyetlen fliggbleges vonal, mivel
egyetlen frekvencia van benne (2.5.2. a/ abra). Az abran lathato még egy ,,DC-tag” jeldlés, ami
egy additiv tagot jeldl a szinuszfiiggvény mellett (¢s amelyet az egyszertiség kedvéért a (2.14)
és (2.15) keépletekben nem tilntettiink fel). Kétdimenzids szinuszfiiggvény esetén a kép atlagos
fenyességeként értelmezziik ezt a tagot. Matematikai okokbol a szinuszfliggvény Fourier-

transzformaltja szimmetrikusan a bal oldali iranyban is jelentkezik (2.5.2. b/ abra).

amplitudd amplitudé
A F
0 1‘ terbeli f-r-ekvencia terbeli frel?vencia ? N 1, térbeli f-r-ekvencia
U K K U K
“DC-tag” “DC-tag”
al b/
2.5.2. dbra. A szinuszfliggvény Fourier-transzforméltja: a/ logikai megfontol&sok szerint, b/
valdjaban

Minthogy mi a Fourier-transzformaciot ketdimenzids képek megmunkalasara fogjuk hasznalni,
igy szikségink lesz a kétdimenzids sin(x,y) fuggvény Fourier-transzformaltjara is.
(2.5.3. &bra). (Ennek jel6lésére F(h,k)-t fogjuk hasznalni.)
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Amint a 2.5.3. abra mutatja, minel szélesebbek a csikok a képben, annal kézelebb vannak
egymashoz a megfeleld pontok a frekvenciadoménben. (Ezért kifejez0 a diffrakcié elméletében
a frekvenciadoménre a reciproktér elnevezés!) A felsé sor képeiben balrdl jobbra a frekvencia
né. Ennek megfelelden az alsé képsorban a fényes pontok egyre tdvolodnak a kézeépponttol a

kép széle felé a magasabb frekvenciak iranyaba.

2.5.3. abra A sin(x,y) flggvények és Fourier-transzformaltjai. Fels6 sor balrol jobbra: sin(x,y),

képek a
valés térben

a frekvencia
doménben

sin(3x,y) és sin(5x,y). Az als6 sorban a megfelelé Fourier-transzformaltak (LEHAR)

A 2.5.3. abran lathatd transzforméacié megvalosithaté egy fényoptikai lencsével, egy tejiveg
képernydvel €s koherens fényforrassal (kollimalt 1ézer) (2.5.4. abra).

transzformalando fényoptikai tejuveg
lencse képernyd

koherens
feny | | | O

2.5.4. abra. A kétdimenzids szmuszfuggveny Fourler-transzformalasa fényoptikai lencsével

A Fourier-transzformacié azon alkalmazasaira, amelyeket az elektronmikroszkopos képek
analizisekor hasznalunk fel, a 11.8. pontban visszatérink.

11.6. Az elektronhullaim amplitadéjanak és fazisanak szerepérol
A krio-elektronmikroszkdpiaban fehérjék, virusok és egyéb bioldgiai makromolekulak 3D

szerkezetét rekonstrualjak kétdimenzios elektronmikroszkopos képekbdl.
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A haromdimenzidés mintdk szerkezetének rekonstrualasaban nagy szerep jut a hullam
amplitidojanak és fazisanak, amely meg6rzdik a Fourier-transzforméaciokor még akkor is, ha
ezt az eddigi abraink nem jelezték volna. Am a gyakorlatban, amikor diffrakcios képet vesziink
fel (legyen ez elektron- vagy rontgendiffrakcid), elvész a fazis, mert a detektorok nem képesek
detektalni a fazist. Ez un. fazisprobléma, amely elnevezés a rontgendiffrakciobol szarmazik,
joval a krio-elektronmikroszkopiat megel6zve. (A fazis elvesztésének magyarazata az, hogy
egy kvantummechanikai axioma szerint a mért intenzitas nem a réntgen vagy elektronhulldm-
fuggveny amplitudoja, hanem annak négyzete. A komplex hullamfuggvény négyzetét kell
venni, azaz a hullamfiiggvényt a komplex konjugaltjaval kell szorozni. De ei?e~ = 1, ahol i
az imaginarius egység v—1 és ¢ pedig a fazis. Igy vész el a fazis.)

A rontgendiffrakcidban a fazisprobléma megoldasara tébb mod van: az egyik példaul az, hogy
a bioldgiai mintak konnyli elemeihez nagyobb rendszdmu elemet (pl. S vagy Se) visznek be.
Az elektronmikroszkopiaban egyszeriibb a megoldas: 1968-ban ismerte fel Aaron Klug, hogy
az elektronmikroszkopos képbdl meg lehet hatdrozni a fazist is, nem csak az amplitidot.
A mikroszkopos képben azért 6rzodik meg a fazis, mert a diffraktalt nyalabokat veszteség
nélkidl lehet a mikroszkopos képbe fokuszalni.

Az elektronmikroszkopos képbdl fényoptikai uton (optikai diffraktométerrel) eldallitott
Fourier-transzformaltat hasznalta erre a célra. Késébb a denzitométerrel beszkennelt
elektronmikroszkopos képen nem lencsével, hanem szamitogéppel végezte el a Fourier-
transzformaciot. A gyakorlatban pontosabban lehet meghatarozni az amplit(dot a diffrakcios
képbdl, mint a mikroszkopos képbdl, ezért azt onnan hatdrozzdk meg, a fazist pedig a
mikroszkopos képbdl. Az ok, hogy a minta kis mértékii bemozduladsa a képet zavarja, a
diffrakcio pedig kevésbé erzékeny ra, a benne 1évo periodicitas miatt.

A fazis fontossdganak illusztralasara érdekes &bra talalhaté az irodalomban (2.6.1. &bra). Egy
kacsa és egy macska képének Fourier-transzformaltjat allitjak el6 kiilon-kilon. (Az amplitddd
nagysagat a szin er6sségével jelzik, a szin valtozasa pedig a fazist mutatja.) Aztan egy olyan
hibridet készitenek, amelyben az egyik allat Fourier-transzformaltjabdl veszik az amplitudét, a
masikébol a fazist. Végll elvégzik az inverz Fourier-transzformaciot a ,,hibridbé1”, és annak az
allatnak a képét kapjak vissza, amelynek Fourier-transzformaltjabol a fazis szarmazott. igy a
képen a kacsaamplitudé és macskafazis hasznélata az inverz Fourier-transzformacio utan
macskaképet eredményez. Le is vonja a szerzd a kdvetkeztetést: ,,Sajnos az informacio o részét

a fazis tartalmazza. Ezért nehéz a rontgenkrisztallografia.”
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/mplitudé fazis
il g? inverz
hibrid” FT, Fourier-transzformacio
kacsabol amplitudo, v A

macskabol fazis.

2.6.1. abra. A hullam fazisa tobb informacidt tartalmaz, mint az amplitadoja (COWTAN)

Az elektronmikroszkdpidban megkuldnboztetiink amplitddokontrasztot és faziskontrasztot.
Az amplitdddkontraszt azaltal jon létre, hogy a mintan szért elektronok egy része az
apertdranyilason Kkivilre Kkertl. Avastag és/vagy nagy rendszdmu mintakban az

amplitiddkontraszt, a nagyon vékony és alacsony rendszdmu mintakban a faziskontraszt

dominal.
elektron
sikhullam 1 Ybe } Vo
4 int V<Y, ;
ﬁ" minta W) $t tl ® ninta
z
§ Vi h’ki
a/ faziskontraszt b/ amplitudé-kontraszt

2.6.2. dbra. Fazis- és amplitudokontraszt. Vékony mintakon a faziskontraszt dominal, a

hozzajarulas az amplitudokontrasztbol csak 5-7%.

Ennek alapjan kuldénbdztetjik meg a konvencionalis transzmisszios elektronmikroszkopiat a
nagy felbontasu elektronmikroszkopiatol. Ez utobbit faziskontraszt-elektronmikroszkdpianak
is nevezik. A krio-elektronmikroszkopiaban a faziskontraszt a jellemz6 kontrasztmechanizmus
(2.6.2. a/ &bra).

A faziskontraszt ugy jon létre, hogy a mintaban 1év6 atomok Coulomb-potencialja (V(x,y,z))
faziskésést okoz a rugalmasan szort nyalabban a nem szort elektronnyaldbhoz képest, majd a
két nyalab interferal a képsikban. Gyenge-fazis kozelitésrol (weak-phase approximation) akkor

beszélink, amikor a minta szoropotencialja V(x,y,z) olyan kicsi, hogy a minta vetitett
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potencialjara (V) igaz, hogy Vi << 1, és ekkor a kimeneti hullamfiiggvény amplitidéja (y«i)
linearisan aranyos Vi-vel:
Vi =1 — 0V, (2.16)

ahol

t
V, = J V(x,y,z)dz
0
és
t — a minta vastagsaga,

o — kolcsonhatasi allando,
A gyengefazis-objektum kozelités vékony, alacsony rendszamii elemekb6l allé mintakra

érvényes. A bioldgiai minta eleve kis rendszamd, igy az egyik feltétel eleve teljesul. A masik
feltételt, hogy a minta legyen nagyon vékony, a vizsgalo mikroszkoposnak kell teljesiteni.

11.7. Kontrasztatviteli fuggvény (CTF)
A kontrasztatviteli fliggveény (mas néven faziskontraszt-atviteli fuiggvény) leirja az informacio

atvitelét a leképezendd targybol az elektronmikroszkopos képen megtigyelhetd kontrasztba.
A benne 1év6 valtozo a térbeli frekvencia (k) az objektivlencse hatso fokuszsikjara vonatkozik,
ahol a diffrakcios kép keletkezik. A CTF leirja az elektronhullam amplitdddjanak és fazisanak
modul&cidjat, és magaban foglalja azokat az aberraciokat, amelyeket az elektronmikroszkop
visz a képbe.

Az objektivlencse hatso fokuszsikjaban (mas néven frekvenciatérben vagy Fourier-térben) a
kapcsolat a kép ¢€s a leképezendo targy kozott egyszerii modon fejezhetd ki:

I(k) = CTF(k) x O(k) (2.17)
ahol

I(K) — a kep Fourier-transzformaltja,

CTF (k) — a kontrasztatviteli fliggvény,

O (k) — az objektum Fourier-transzformaltja,

Az egyszeriiség kedvéért elhagytunk a képlet jobb oldalarol egy additiv tagot, ami a zajt veszi
figyelembe. A valos térben a képet az objektum és a CTF konvoldcioja adja, a Fourier-térben
az objektum és a CTF szorzata.

allitjak eld. A mikroszképminta kiilonboz6 finomsaga részleteit kiillonb6zo stlyozassal viszi at
a képbe. A mikroszkop ezen tulajdonsdgat irja le a CTF. ACTF segitségével végzett
képkorrekcio alapveté fontossagu a krio-EM-mel végzett haromdimenzids rekonstrukciohoz,

és minden olyan esetben, amikor a felbontas 10 A-nél jobb.
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alacsony dézisu elektronsugar
CTF-fel valo konvolucio 2D reszecske képek

részecskék nem ismert 3D pozicioban
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atviteli figgvény ‘l‘ \

frekvencia

detektor A

torzult, zajos, integralt vetiiletek

2.7.1. dbra. A kontrasztatviteli fliggvény (CTF) szerepének szemléltetése a mikroszkdpos
képek létrejottében. A mikroszkdpos képek oly médon torzultak, ahogy azt a kontrasztatviteli
fliggveny leirja. A piros vonal menti kontraszt valtozasat az alatta 1év6 egydimenzios CTF
mutatja. A csillag a konvoluciot jeldli. (A konvollcio magyarazatat lasd a 11.8.2. pontban.)
(BRUBAKER 2015)

Egy mikroszkdp, legyen az fény- vagy elektronmikroszkop, sohasem tokéletes. A mikroszkop
hibait azzal lehet jellemezni, hogy egy pont képe mennyire tér el a ponttdl. Ezt a torzulast a
valds térben az an. pontkiterjedési fliggvény (Point Spread Function PSF), a frekvenciatérben
ennek a Fourier-transzformaltja, a kontrasztatviteli fuggvény irja le.

Fénymikroszkopos esetben a pontkiterjedési fliggvény kisérletileg is meghatarozhatd.
Fluoreszcens gyongyoket képeznek le, amelyek mérete a leképez6 fény hullamhosszanak a
felénél kisebb. Igy a gyongyok pontforrasnak tekintheték. Ha konfokalis mikroszkoppal
dolgoznak, akkor a fokusz kis mértékli valtoztatasaval fokuszsorozatot készitenek, igy a
pontkiterjedési fliggveny harom dimenzioban is meghatarozhaté méréssel (SIBARITA, 2005).
Az elektronmikroszkopidban nem tudunk olyan objektumot alkalmazni, amely az elektronok
hulldmhosszanal kisebb méretli. Ezért az elektronmikroszképos pontkiterjedési fliggvény
helyett annak Fourier-transzformaltjaval, a kontrasztatviteli fiiggvénnyel irjak le az
elektronmikroszkop hibait a frekvenciatérben.

A mikroszkdp torzité hatasat a valos térben konvolucidval lehet jellemezni, miként azt a 2.8.3
abran egy pont és kutya képének konvoluciojaval szemléltetjik. A konvolucié kiszdmitésa a
valds térben sokkal nehezebb, mint a frekvenciatérben (Fourier-térben), mert az utobbi esetben
a mivelet két fliggvény szorzasava redukalodik (a targy Fourier-transzformaltjanak a

kontrasztatviteli fuggvénnyel val6 szorzasava).
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A nagy felbontast elektronmikroszkopidban (faziskontraszt-elektronmikroszkéopiaban) az
amplitudokontraszt elhanyagolhatd (<10%), igy az atviteli fuggvényt faziskontraszt-atviteli
fuggvénynek, réviden kontrasztatviteli fuggvénynek nevezik. (Az amplitiddkontraszt azaltal
keletkezik, hogy az elektronok egy része az apertaranyilason kivilre szorddik.)

Nézzik meg ismételten a leképezés folyamatat, azért, hogy az elektronmikroszkdpos kep
torzitasanak mértékét meg tudjuk hatarozni, majd korrigélni tudjuk.

Az objektivlencse egy Fourier-transzformécidt végez az elektronnyalab hullamfliggvényén, és
a lencse hatso fokuszsikjaban megjelenik a diffrakcios kép. A szoért elektronhullamok Fourier-
transzformacion Kkivil faziseltolast is szenvednek a nem szort hullamokhoz képest.
Az objektivlencse hatsd fokuszsikjaban elhelyezett detektor az intenzitast (az amplitudo
négyzetét) méri, és a hullamfiiggvény képzetes részében 1évo fazis elvész. A hatso fokuszsiktol
a képsikig egy inverz Fourier-transzformacio torténik. A keletkezett mikroszképos képben
benne van az amplitudo- és fazisinformécid, de az utdbbit detektorral kézvetlendl itt sem lehet
kinyerni. Amikor a mikroszkopos kép Fourier-transzformaltjat fényoptikai diffraktométerrel
(4.1.2. abra) vagy szamitogéppel allitjak eld, a fazisinformacié hozzaférhetéveé valik (THON
1949). Manapsag a mikroszkopos képet digitalisan direkt elektrondetektorral (vagy CCD-
kameraval) veszik fel, és egy képernyén valos idében lathatjuk a mikroszkopos kép
szamitdgépes Fourier-transzformaltjat. Ez a diffrakciés képhez hasonld, a szélek felé
elhalvanyulé koncentrikus gytiriikb6l, az n. Thon-gytiriikbdl all. (2.7.2.A/ abra csak a teljes

kép felét mutatja.) Neve kétdimenzids teljesitménysiirtiségi spektrum

intenzitas /
\/\/\’\w@l

1 1 1
0 01 02 03
térbeli frekvencia| nm'i]

2.7.2. &bra. Teljesitmenyspektrum (A) kétdimenzios, (B) egydimenzios megjelenitésben

(power spectral density spectrum, roviditve PSD) vagy rovidebben teljesitményspektrum
(power spectrum). Az intenzitést a térbeli frekvenciafliggvényében abrazolva az egydimenzios
teljesitményspektrumot kapjuk (2.7.2.B/ abra).
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A kétdimenziés (2D) teljesitményspektrum segitségével az elektronmikroszképos kép

mindsége a felvétel kozben ellendrizhetd (2.7.3. ébra).

2.7.3. dbra. Kétdimenzids teljesitményspektrumok
A - fokuszhoz kozeli képbdl, B — fokusztol tavolabbi képbdl, C — asztigmatikus képbol.
Az A’ illetve ,B” kép defdkusza -1,6 illetve -2,9 um, miként azt az 1D

teljesitményspektrumokra valo gorbeillesztésbdl meghataroztak (CONG 2010)
A jo mindségli mikroszkopos képbdl késziilt teljesitményspektrumot koncentrikus korok
jellemzik, amelyek messze terjednek a kép széle felé. Minél tavolabb, annal jobb a
mikroszkdpos kép felbontasa. Ha a kdrok elliptikusak, akkor asztigmatizmus van jelen.
Ha a kép bemozdul az expozicio alatt, akkor driftes képrél beszéliink. A driftes kép 2D
teljesitményspektrumét a 2.7.4. 4bran mutatjuk:

2.7.4. Bemozdult képrol késziilt 2D teljesitményspektrum (SHAIKH 2008)

A bemozdult kép teljesitményspektruméra az jellemz6, az egyik irdnyba a Thon-gytiriik
hamarabb megsziinnek, mint a r4 meréleges masik iranyban.

A teljesitményspektrum a mikroszkdopos képbdl késziilt diffrakcios kép. Abban kiilonbozik az
objektiv hats6 fokuszsikjaban keletkez6 diffrakcios képtdl, hogy az utdbbibdl fazisinforméciot
nem lehet kinyerni, a teljesitményspektrumbol viszont igen.

A szferikus aberracionak és a defokuszalasnak a mikroszképos képre gyakorolt hatasat
legjobban a teljesitményspektrumon lehet megmutatni.
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A kontrasztatviteli ~ fiiggvény a  frekvenciatérben  matematikailag irja le az
elektronmikroszkdpban torténd képalkotast (ERICKSON 1970). Azon talmenden, hogy meg
lehet hatarozni beldle a mikroszkdp pontfelbontéasat, informaciods hatéarat, korrigalhatova teszi a
felvett képet. Alapvetd fontossagu a nagy felbontas eléréséhez a krio-EM-ben végzett 3D
rekonstrukcioban (2009 JIANG).
A CTF egyszeriibb formdja (T(k)) csak a szferikus aberracidt és a defokuszalds mértékét
foglalja magaban:

T(k) = —sin |5 CA%k* + mafAk?| (2.18)
ahol
Cs — az objektivlencse szferikus aberracios koefficiense,
A — az elektronok hulldmhossza,
k — a térbeli frekvencia,
Af — a defdkuszalas érteke, amelyet a mikroszkopos vizsgald szabalyozhat, de pontosabb
meghatarozasa ennek a képletnek a segitsegével torténik a CTF flggvénynek a meért
teljesitményspektrumhoz torténd illesztésével.
A szogletes zardjelben 1évo rész a térbeli frekvenciatol fiiggd faziseltolas!

A (2.18) képletnek megfeleld gorbe igy néz ki: (2.7.5. abra)

kontraszt
1

0,5:

0 -

0,5 i

1k

02 04 06 08 10 12 14 16 18
térbeli frekvencia k [nm'1]

2.7.5. &bra. Az ,,egyszertsitett” kontrasztatviteli fliggvény egydimenzios formaja

A 2.7.5. abranak megfeleld ,,egyszerisitett” kétdimenzios CTF koncentrikus korokbdl all,
amelyek nagy ,,k”-értékeknél sem halvanyodnak el. A valodi (effektiv) CTF-nél az amplitado
a magasabb térbeli frekvencidk iranyaba egyre csokken.

Az internetrdl ingyenesen letdlthetd CTFexplorer program segitségével mutatjuk meg az
effektiv kontrasztatviteli fliggvény néhany tulajdonsagat (abra). (Letoltés helye

http://www.maxsidorov.com/ctfexplorer/)
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2.7.6. abra . Egydimenzids effektiv kontrasztatviteli fliggvény. Az abra bal fels6 sarkaban a
kétdimenzios CTF lathato.

Ha figyelembe vessziik, hogy a szferikus aberracion és a defokuszon kiviil més tényezok is

befolyésoljak a CTF-t, akkor kapjuk az effektiv CTF-t (amelyet most Tefr(k)-val jelolunk):
Terr(k) = T(k)E.Eq (2.19)

ahol

T(K) —a (2.18) keplet altal van meghatarozva,

Ec — a kékkel jelolt idobeli burkold gorbe a 2.7.6. abran. Az elektronnyaldb nem tokeéletes

idébeli koherencidjara jellemzd, amelyet fOként a nyalab energiakiszélesedése, a kromatikus

aberracio, a nagyfesziiltség és az objektivlencse instabilitdsai okoznak.

Ea—a zolddel jelolt térbeli koherenciaburkold gorbe a 2.7.6. abran. Az elektronnyalab részleges

térbeli koherenciara jellemzd, amelyet az okoz, hogy a megvilagité elektronnyalab nem

tokéletesen parhuzamos.

Osszességében a CTF nemcsak a hullimhossztol (ezaltal a mikroszkop gyorsitofesziiltségétol),

a szferikus aberraciotol és a defokusztol fiigg, hanem a térbeli és idébeli koherencia részleges

hidnyatol is. Ez korlatozza az informéciok kinyerését a magasabb térbeli frekvenciak

tartoményaban. (A fenti targyalasban eltekintettlink az asztigmatizmustol, amelyet a CTF

meghatarozasa eldtt korrigalnak.)

A 2.7.6. abra bal felsd sarkaban lathatdo a koncentrikus gytirtikb6l allo kétdimenzioés CTF.

A korgytriik nagy .k értéknél eltiinnek. Az oszcillalo kék vonal az egydimenzios CTF, amely

mar magaban foglalja az id6beli és térbeli inkoherencia korlatozo hatasat is. Az dbra a
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frekvenciatérre vonatkozik, a vizszintes tengelyen alul a térbeli frekvencia ,,k” lathatd (nm™)
egységekben. (Az abra felsé peremén fel van tlintetve a valds térre vonatkoz6 d=1/k is.) Az &bra
fiigg6leges tengelyén a kontraszt lathato +1 és -1 kdzotti tartoményban. Az ideélis CTF-re a
CTF=1 lenne jellemz0, azaz a mikroszkdp a minta minden térbeli frekvencigjat 100%-osan
vinné at a képbe. Ak=0-tdl kiindulva az egydimenzios CTF go0rbe a negativ
kontraszttartomanyban fut. Ahol a gorbe el0szor metszi a (zérus kontrasztnak megfeleld)
vizszintes tengelyt, ott kapjuk meg a mikroszkdp pontfelbontasat. A nulla és a pontfelbontas
kozotti tartomany azért érdekes, mert itt az elektronmikroszkopos kepet vizualisan, intuitiven
lehet értékelni. Ha a pontfelbontason tuli nagyobb k-értékek iranyaba megytiink, a kontraszt
elkezd oszcillalni a faziseltolas frekvenciafliggése miatt. Ett6l kezdve a vizualis latvany
megtévesztd, a képeket csak szamitogépes szimulalassal lehet kiértékelni. A CTF-gorbe (2.7.6.
abra) jobb szélén bejeldltik az informéacios hatart. Ha ennél nagyobb k-értékeket vesziink,
akkor értelmes informéaciot szamitdgépes szimulacidval sem kapunk. Az informéacios hatart a
felbontas egy formajanak kell tekinteniink.

Erdemes a hivatkozott ingyenes CTFexplorer programot letélteni, mert segitségével nyomon
kovethetjiik a kiilonboz6 paraméterek hatasat a CTF-re.

Mielétt a CTF-et a mikroszkopos képek javitasara (CTF-korrekcio) hasznalni lehetne, meg kell
hatdrozni a CTF fliggvényben 1évd paraméterek (alapvetden a defokusz) értékeit. Ez ugy
torténik, hogy az elméleti CTF fliggvényt illesztik a kisérleti teljesitményspektrumhoz. Ezt a
folyamatot nevezik CTF-becslésnek: elészor a defokusz mértékét hatarozzak meg, majd
kikuszobolik a fliggveny oszcillaciojat. A defdékusz pontos meghatarozasa azért fontos, mert kis
hibai jelentds valtozasokat idézhetnek el6 a CTF-ben nagy térbeli frekvencidknal. A CTF
oszcillaciojanak a kikiiszobolése ugy torténik, hogy a vizszintes tengely ala esd tartomanyok
fazisat 180°kal eltoljak, ami azzal egyenértékii, hogy a tengely alatti részek a tengely folé
kerulnek. (Az eljarast angolul phase flippingnek nevezik.)

amplitudo amplitudo

fazis

flipping i
/' terbell térbeli
frekvencia frekvencia

2.7.7. dbra. ,,Fazis flipping”
Minden olyan helyen, ahol a 2.7.6. abran a (kék) CTF-gorbe zérus értéket vesz fel, az

informécidtartalom a kontraszt hianyaban elvész az adott k-értékre. Ha fokuszsorozatot
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veszlink fel, akkor hasznalhat6 kontrasztértéket kapunk a CTF minden olyan pontjaban, ahol

egy korabbi defokuszbeallitaskor a kontraszt zerus volt (2.7.8. abra).

CTF 1
amplitudé — =1,01m
i =l 4um
'_JI"_;“‘L. . -18um
. Z9i
0,75 I e
' e —- -2.6um
i - -30pm
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TR ;"p ? .| 1:". g,
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0 125 11125 1/8,3 1/6,25 1/5

térbeli frekvencia (l.-"ﬁ.)

2.7.8. abra. Fokuszsorozat és a beldle késziilt 6sszeg annak kikiiszobolésére, hogy a CTF-ben
ne legyenek olyan térbeli frekvencidk, amelyekhez zérus kontrasztérték tartozik (CONG
2010)

Egy elektronmikroszképos képparral szemléltetjik, hogy a kis defokusz (1,2 pum) jobb
felbontast, de gyengébb kontrasztot ad (2.7.9./A abra), mint a nagyobb defokusz (3,0 pum)
(2.7.9./B abra). A/C abran a két mikroszkopos képhez tartozé szimulalt kontrasztatviteli

fuggvényt mutatjuk: az 1,2 um-es defékuszt piros, a 3,0 um-es defokuszt kék szin jelzi.
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@)

kontraszt atviteli fuggvény (CTF)

frekvencia [1/A]

2.7.9. dbra. A kiilonb6z6 mértékili defokusz szemléltetése human transzferrin-komplex
elektronmikroszkopos képén (/A és /B abra). A defokuszalas megnyilvanulasa a
kontrasztatviteli fliggvényben (/C abra). A kék gorbe a nagyobb defokusszal a minta kisebb
térbeli frekvenciait emeli ki (/B &bra). Mig a piros gorbe (és /A abra) a minta nagyobb térbeli
frekvenciait részesiti elényben a kék gorbéhez képest (CHENG 2015).

Az elektronmikroszkép, a 2.7.9. abran lathaté kék gorbe miatt, alul ateresztd sziirOként
viselkedik. A nagy frekvenciaknal a burkold gorbe lecsengése miatt romlik a felbontas. A kis
kontrasztértékek az alacsony frekvenciaknal (k<1,5 a 2.7.6. abran) kuléndsen zavardk a
biolégiai mintdk krio-EM vizsgélataban, mert a szemcséket alig lehet megkilonboztetni a
hattértdl. Ilyenkor a kontraszt ndvelése érdekében kénytelenek a defokuszt ndvelni.

A CTF hatasat szemléletesen mutatja meg Frank a 2.7.10. abran:

(b) ( \ (©

CTF

=1 50 100 150 200 250

2.7.10. abra. A kontrasztatviteli fliggvény (CTF) hatasa a képre

a/ a leképezend6 objektum, b/ A kétdimenzios CTF, és egydimenzids valtozata a d / &brén.
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¢/ A CTF hatasa az objektum képére: a kontraszt megfordul és csokken nagy teriileteken, az

¢lek kontrasztja megnd. e / a c/dbran mutatott kép kontrasztinverzi6 utan (FRANK 2006)

A legjobb pontfelbontast és legkisebb kontrasztot akkor kapjuk, ha a defékusz megfelel a
Scherzer altal megadott értéknek:

Afsen = —1,2(Cs1) /2
A CTF-korrekcié és CTF-becslés részleteire az 1V.3.4., illetve a 1V.3.5. fejezetben

visszatérink.

11.8. A Fourier-transzformacio6 alkalmazasai a képanalizisben
Mi okunk van a Fourier-transzformacioval kapcsolatos manipulacidkra? Nagyon sok. Az els6t

mar emlitettiik: az elektronmikroszkép objektivlencséje a hatso fokuszsikban eldallit egy
diffrakcios képet, amely a minta Fourier-transzformaltja. A diffrakcio elméletében ennek a
frekvenciadoménnek a neve reciproktér. A masodik ok, hogy t6bb olyan matematikai miiveletre
lesz sziikségiink (pl. képek zajsziirése, konvolucidja, keresztkorrelacidja stb.), amelyet a valds
térben sokkal nehezebb elvégezni, mint a frekvenciadoménben. Miutan elvégeztiik a szlikséges
miiveletet a frekvenciadoménben, visszatranszformalunk a valos térbe. Ez utobbi folyamatot
nevezzik inverz Fourier-transzformacionak (mas néven Fourier-szintézisnek). A harmadik ok
lehet, hogy a Fourier-transzformacionak és az inverzének is van egy gyors valtozata, az FFT
(Fast Fourier Transformation), amit ingyenes szamitdgépes programok egyetlen
gombnyomasra elvégeznek, anélkil, hogy barmit is tudnank a Fourier-transzforméacio

matematikai vonatkozasairol. Erre példa a 2.8.1. abra, amely egy kutya Fourier-

Kiindulasi kép Fourier-transzformalt kép inverz Fourier-transzformalt kép

2.8.1. dbra. Fourier-transzformacio és inverze az ImageJ programmal. Nincs kiilénbség az a/
és ¢/ kép kozott.

A matematikai részbdl csak annyit kell tudni, hogy Fourier tétele szerint egy integralhato f(x)

fiiggvény (fiiggetleniil attol, hogy periodikus vagy nem) eléallithaté harmonikus (pl. szinusz-

58



és koszinusz-) fiiggvények 6sszegébdl. A tétel vonatkozik nemcsak az egydimenzids, de a két-
és haromdimenzids képekre is. Ismételjik, hogy amikor egy fliggvényt trigonometrikus
fliggvényekbdl all6 komponensekre bontunk, akkor Fourier-analizist végzink, amikor a

komponensekbdl visszaallitjuk az eredeti fiiggvényt, akkor Fourier-szintézist végzink.

11.8.1. Képek sziirése Fourier-transzformacio segitségével
Néha szlikség van arra, hogy a magas frekvenciaju komponenseket (pl. a zajt) eltavolitsuk egy

képbol. Maskor az objektum alakjanak a meghatarozasa a cél, a magasabb frekvenciaju,
finomabb részletek felaldozasa revén. Erre mutat példat a 2.8.2. abra.

A fehér kort belerajzolva a minta Fourier-transzformalt képébe egy alul atereszté (kis
frekvencidkat ateresztd) sziir6t kapunk (bal oldali fiiggdleges képsor a 2.8.2. abran). Az inverz
transzformacio utdn hidnyoznak a magasabb frekvencidju részletek, az adott esetben a kutya
bajusza. Ha a Fourier-transzformalt képbe egy sotét kort rajzolunk, akkor egy alul zaro, felil
ateresztd sziir6t kapunk. Ekkor a kutya bajusza ¢és az é€les korvonalak jol latszanak, de a kis
frekvencigju részletek eltiinnek (k6zépsé fiiggbleges képsor a 2.8.2. abran). Létezik egy
harmadik megoldas, az elsd kettd kombinacidja, a savsziirés, amikor az alacsony frekvenciaja
képrészletek egy részét és a magas frekvencidju részletek mas reszet zarjuk ki. Ez a savsziirés

(2.8.2. abra jobb oldali fiiggdleges képsora).

eredeti kép . \

FFT

alul atereszid szlrd feldl ateresztd szird sdv-5zlré alkalmazasa

alkalmazésa alkalmazasa

FFT

inverz Fourier- transzformalt inverz Fourier- transzformalt inverz Fourier- transzformalt
alul ateresztd szlrdvel felill tereszté szdrvel sav-sziirdvel
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2.8.2. dbra. A frekvenciadoménben alkalmazott alul ateresztd, feliil atereszt6 sziird és sav-
szlird hatdsanak szemléltetése az ImageJ program segitségével

11.8.2. Konvolucio és dekonvolucio
A konvolucié egy olyan matematikai mtvelet, amely két fiiggvényre (legyen az f és Q)

vonatkozik, és egy harmadik fuggvényt (f*g) eredményez, amely azt mutatja meg, hogy az
egyik figgvény hogyan valtoztatja meg a masikat.

A mikroszkdpiadhoz visszatérve: egy pont képe ideélis esetben pont lenne. Az optika, a
mikroszkopkornyezet olyan hozzajarulast ad, amitél a pont képe elmosddik, egy tUn.
pontkiterjedési fiiggvennye (PSF, Point Spread Function) valtozik.

Ha arra vagyunk kivancsiak, hogy a pontkiterjedési figgvény miatt hogyan mosodik el vagy
torzul el egy egész kép, akkor a konvolicid az a mivelet, amely a kérdésiinkre vélaszol.
A konvolucié a valos térben szorzasok és Osszeaddsok sokasdgat eredményezné egy
mikroszkopos kép esetében. Szerencsére a miivelet a frekvenciadoménben leegyszeriisodik a
szoban forgo két flggvény Fourier-transzforméacidjanak szorzdséra. Tovabbi szerencse, hogy
amennyiben a (torzitd/elmoso) pontkiterjedési fliggvény Fourier-transzformaltjak ismerjik, a
kép torzitasa korrigalhatd. Ez a folyamat a dekonvolucio.

Egydimenzios fuggvények esetére a Wikipedidbol vett példa jol illusztralja a konvoldcio

lenyegét (2.8.3. abra).

Konvolucio Keresztkorrelacié  Autokorrelacio

A1 (104 N (AN T |03
Al Nl Mol

_ld_ AL W
o AN f+g 9+9 /N
™ NEL L N1 N N
AL N RN NI
AL Al -

2.8.3. dbra. Konvolucio, keresztkorrelacio és autokorrelacio szemléltetése.(WIKIPEDIA)

A kép bal oldalan lathato, feketével jelzett konvollcio f*g flggvény ugy keletkezik, hogy a

piros g fliggvényt folyamatosan jobbra toljuk, és a kek f fliggveénnyel valé atlapolddas teruletét
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hatarozzuk meg. A g*f flggvény esetében a kék f fliggvényt toljuk jobbra, és hatarozzuk meg
a g-vel valo atlapolas teriletét. Ketdimenzios esetre jol szemléltethetjiik a konvolucié hatésat

az ImageJ program segitségével.

—

2.8.4. abra. Kutya konvollcidja egy-egy tokéletlen leképezd rendszer pontkiterjedési

fuggvényével. A bal oldali fiiggéleges képsorban egy méretes pont, egy vizszintes és egy
fiigg6leges helyzetii csont reprezentalja a pontkiterjedési fiiggvényeket. A konvoliciot a ®
jeloli. A legfels6 sorban a konvoluci6 a kor alaku fekete pont szimmetrikussaga miatt nem okoz
torzulast a keletkezett képben. A felbontascsokkenés a pont viszonylag nagy mérete miatt
kovetkezik be. A k6zépso és also sorban a felbontas csokkenésén tilmenden torzulas is 1ép fel
a képekben a csont helyzetétdl fiiggéen. (A konvollcido a Fourier-transzforméaltak
Osszeszorzasaval tortént az ImageJ programmal.)

A 2.8.4. dbra fels6 sorat felhaszndlva megmutatjuk, hogy a pontkiterjedési fiiggvénynek az
ismeretében a leképezés torzitd (elmosd) hatasa korrigalhatd. A 2.8.5. abra bal oldalan lathato
kutya képe azonos a 2.8.4. abra fels6 soranak a jobb oldali képével. A 2.8.5. dbrdhoz a
legegyszeriibb PSF-t, a pontot vélasztottuk. Az Imagel-vel elkészitettik a pont Fourier-
transzformaltjat (2.8.5. abra kozépsé képe). Az elmosodott kutyaképnek a pont Fourier-
transzformaltjaval (k6zépsd kép a 2.8.5. abran) valé dekonvolucidja visszaadta a kutya eredeti,

torzitatlan kepét.
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kutya konvoluciéja a fekete pont a dekonvolticié
fekete pontEaI Fourier-tranformaltja eredménye

*I*

dekonvolucio
jele

2.8.5. abra. A dekonvolucio6 szemléltetése Imagel programmal

A pontkiterjedési fuggvény (PSF) Fourier-transzformaltjat optikai atviteli fliggvénynek
nevezzik a fényoptikdban, az elektronmikroszkdpiaban pedig kontrasztatviteli fliggvénynek
(CTF, Contrast Transfer Function). (11.7. pont). Anagy felbontdsi haromdimenzids

rekonstrukcioban a CTF fontossagat nem lehet eléggé hangsulyozni!

11.8.3. Keresztkorrelacio
A keresztkorrelacio a jelfeldolgozasban a hasonldsagnak a mértéke két fliggvény vagy két kép

kozott. Rendszerint arra hasznaljak, hogy egy 6sszetettebb keépben egy ismert motivumot
keressenek. Alkalmazzak a mintazatfelismerésben, egyedi reszecskék analizisében és

elektrontomografiaban.

L D

Akorrelacia miiveleti jele: 3

2.8.6. bra. A keresztkorrelacidhoz

A 2.8.6 abra bal oldalan lathatd képekben megkeressiik korrelacié segitségével, hol talalunk
vizszintes, illetve fliggbleges csontocskakat. Az abra fels6 soraban a vizszintes csontocskékra,
az also soraban a fliggbleges csontocskara keresiink ra. A jobb oldali korrelacios kepekben a
fényes részek tukrozik a talalatok eredmenyét. (A korrelacios képek az ImageJ programmal
késziiltek.)
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I11. A krio-elektronmikroszkdp és segédberendezései
A nagy felbontasu elektronmikroszkop nélkiilozhetetlen kellék, tovabba azok az eszkdzok,

amelyekkel jo vakuumot lehet eldallitani; a stabil, hiitott mintatart6, a nagy érzékenységi
digitalis detektor. Két nagy probléméat, a minta kiszaradasat és sugarkarosodasat kell
megoldani. A minta dehidratacidjat a gyors fagyasztassal lehet meggatolni. A sugarkarosodas
nagymértékii csokkentése alacsony dozisu lizemmadddal valdsul meg, de ennek kdvetkeztében

a képek jel/zaj viszonya nagyon Kicsi.

I11.1. A krio-elektronmikroszkop
A mai kor kovetelményeinek legjobban a 300 kV-os gyorsitofesziiltségli, hideg, téremisszios

katodu krio-elektronmikroszkopok felelnek meg. Nem kell ezt dogméanak tekinteni, mert értek
mar el 3 A-nél jobb felbontést 200 kV-o0s mikroszkdppal is (HERZIK 2017). S6t kimondott cél,
hogy a nagyon drédga 300 kV-os krio-mikroszkopok helyett kevésbé koltséges, téremisszios
katdédu, 100 kV-os krio-elektronmikroszképokat fejlesszenek ki (VINOTHKUMAR és
HENDERSON 2016).

Mint a 1. fejezetben irtuk, az elektronagyuk kritikus paraméterei a fényesség, idébeli és térbeli
koherencia, energiakiszélesedés és stabilitas.

Fontos allomas volt a hideg téremissziés katédok (FEG, Field Emission Gun) kifejlesztése,
mert az kb. 1000-szeres fenyessegjavulast hozott a katdéd fényességében a termikus
volframkatodokhoz képest. Kisebb az energiaszoras a nyaldbban, €s ettdl javul a nyalab idébeli
koherenciaja. A jo koherencia pedig megnyilvanul a kontrasztatviteli fuggvény (CTF)
burkolégorbejének lassubb lecsengésében a magasabb térbeli frekvencidk, a finomabb
mintarészletek atvitelében (2.7.6. abra).

A téremisszios katod bevezetése megkovetelte a jobb vakuumviszonyok (10719 Pa) kialakitasat.
Rezgésmentes, preciz goniométer mintatartdé asztalokra van szikseég, tovabba olyan krio-
mintatartokra, amelyekkel a mintat at lehet vinni a folyékony etanbdl az elektronmikroszkopba,
¢és ott megtartani a cseppfolyds nitrogén hémérsékletén. Az atvitelkor nem szabad a minta
hémérsékletének -140 °C folé emelkedni, mert az amorf jég kristalyossa valik, és emiatt a minta
tonkremegy. Kovetelmeny a krio-mintatarto asztalokkal szemben, hogy rezgésmenteseknek és
driftmenteseknek (stabilan helyben maraddnak) kell lenni atomi Iéptékében. A bioldgusoknak
sokaig azzal kellett azzal kiizdenilk, hogy vagy a mikroszkép nem volt kell6 felbontasu, vagy
a krio-mintatarto  asztalok nem voltak megfeleld stabilitastiak. Sziikség volt
szennyezésmentesito eszkdzokre (antikontaminacios eszk6zok).

Az elektronmikroszkdp jelentds fejlodésen ment keresztiil a szferikus aberracio korrigalasaval

(ROSE 1994), és ezzel bektszontott a nagy felbontasu elektronmikroszkopia korszaka.
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A komahibat a besugarzd nyaldb parhuzamossaganak a névelésevel, egy harmadik kondenzor
beépitésevel lehetett kikiiszobolni. (A kdma elnevezés az angol comet, istokds szobol ered.)
Sokaig nem volt kelléen megoldva a detektorok kérdése. A fotografiai filmeket felvaltottak a
CCD kamerak, ezzel lehetové valt a képi adatok gyors digitalizalasa, és megteremtodott a
mérések automatizalasanak lehet6sége. Azigazan jO6 megoldast jelentd  direkt
elektrondetektorok csak 2012-2013 utan kertltek forgalomba. Ez hozta a mar emlitett felbontési
forradalmat.

A krio-elektronmikroszkop osszetettsegét egy jol felszerelt Titan Krios sémajan keresztil
mutatjuk be (3.1. abra).

’
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objektiv lencse
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FEI Falcon Il direkt elektron detektor
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energiasz(iré Quantum GIF E Gatan Orius CCD

3.1. &bra. Titan Krios 1 (Thermo Fisher Scientific) krio-elektronmikroszkdpjanak sémaja.

Gatan Orius ccD ([

Az elektron energiasziiré Quantum GIF merdleges a lap sikjara. A Gatan K2 Summit direkt
elektrondetektor, valamint a Gatan Orius CCD kamera az energiasziir6 oldalan foglalnak
helyet. A direkt elektrondetektorokkal, valamint az elektronenergia-sziirével a 11.1.1.4., illetve
a 11.1.1.5. pontban foglalkozunk. (HHMI Janelia Research Campus honlapjardl,

https://www.janelia.org/support-team/cryo-electron-microscopy/equipment)
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Az abran lathaté X-FEG (extreme field emission gun) téremisszids agyu helyett a hidegkatdos
CFEG (CFEG, Cold Field Emission Gun) jobb felbontast eredményezett, mert abban kisebb az
elektronok energiakiszélesedése az X-FEG-hez képest (SCHERES 2020).

A fejlesztések masik vonala a szoftverfejlesztés volt. Ezek egy része a mikroszkdop vezerlésére
vonatkozott, masik résziik az automatikus adatgytiijtést (LEGINON), a képek feldolgozasat és
a haromdimenzios rekonstrukcidt szolgélta. A képek Fourier-transzformaltjait valos idében
lathatjuk a képerny0n, ezaltal a jo és kevésbé jo felvételek kozott szelektalni lehet. Az egyedi
részecskek analizisénel képek tizezreit-szazezreit kell feldolgozni, a kevésbe j6 felvételek
erdsen hatraltatjdk a nagy felbontasti 3D rekonstrukciot. Ezeket kiveszik az adatbazisbol.
Szoftver kellett az alacsony dozisi mikroszkdpia megvalositasahoz, a minta driftjenek
(csuszasanak) kompenzalasahoz, valamint az automatizalashoz. Manapsag a krio-
elektronmikroszkopidban csaknem minden automatizalva van, beleértve a mikroszkop
centralasat és az adatgyijtést. Ez oriasi konnyebbséget jelent a mikroszkoposnak, kiléndsen
akkor, ha figyelembe vessziik, hogy gyakran tobb napos adatgytijtésrél van sz6. Ehhez gyors
szamitdgepekre és nagy adattarold kapacitasra van sziikség. A jelen korban mindkét feltetel
biztosithatd. Az I. fejezetben idézett 30 év alatt, amikor a felbontas 35 A-rél 3,5 A-re javult
(DUBOCHET 2017), a szamitogépek kb. egymillidszor gyorsabba valtak, és az adattarolasi
kapacitasuk is kb. egymilliészorossa valt. Olyan szamitdgépes algoritmusok hajthatok végre
rovid id6 alatt, amir6l 30 évvel korabban almodni se lehetett.

Nemegyszer igen bonyolult és szamitasigényes matematika hizodik meg a hattérben. Ezért
meglepd, amikor azt halljuk, hogy a krio-elektronmikroszkopia legnehezebb része nem a
matematika, hanem a minta-el6készités. Ez azzal magyardzhatd, hogy a vizsgald kutaté a
legbonyolultabb matematikai miiveleteket egyetlen gombnyomasra végzi el anélkiil, hogy
annak részleteit ismerné. A minta-elokészitéshez viszont megfelelé gyakorlatot, tapasztalatot

kell szerezni. Ez utobbi pedig iddigényes.

111.2. Direkt elektrondetektorok
A direkt elektrondetektorok (angolul Direct Electron Detectors, DED vagy Direct Detection

Devices, DDD) kozvetleniil detektaljak a beérkezo elektronokat (anélkiil, hogy elektronokbol
fényt, majd fénybdl ismét elektronokat allitananak eld, miként azt a CCD-k teszik.). A krio-
elektronmikroszkdpiaban a vitrifikacio és a direkt elektrondetektorok kidolgozasa volt az a két

tényezd, amely legnagyobb mértékben hozzajarult a teriilet fejlodéséhez.
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Kezdetben ezsthalid-filmekkel, majd az 1990-es évekt6l kezdve CCD alapti detektorokkal
detektaltak az elektronmikroszkopban. A CCD alapu detektalds semajat a 2.18. dbran mutattuk.
A foszforréteg (majd késébb a YAG kristaly, mint a 2.18. abran lathato) és a szaloptikai csatolés
megvédte a CCD-t a nagy energiaju elektronoktol. A CCD-k azt a nagy eldnyt hoztak, hogy az
eredményhez nem kellett a film eldhivasara és digitalizalasara varni. Megteremtették a mérési
folyamatok automatizalasanak lehet6ségét is, mert biztositottak az automatizalashoz szilkséges
azonnali visszacsatolast. Az elektronmikroszkopok fejlédésével a 300 kV-0s mikroszkdpok
nagyobb felbontasra lettek képesek, mint a 100 kV-osak, igy igény keletkezett olyan gyors és
digitalis detektorok kifejlesztésére, amelyek elviselik a nagy energidju elektronok hatasat
sugarkarosodas nélkiil. Tobbek kozott ezt az elényt is hoztdk magukkal a direkt

elektrondetektorok a kedvezd detektalasi hatasfok és a kedvezd jel/zaj viszony mellett.

300 keV-es 300 keV-es
elektronok elektronok
| /szcmm\a!or | NN ey Wi~ B 50_11m
(T > szaloptika ; G
(LT = CMOS aldlv pixel érzckelo
CCD chip +5-15 um pixelek
- sugarzasnak ellenallé
, T - hatulrél levékonyitott
vakuum Peltier-hatés .gyors kiolvasas (17-400 Hz)
konvencionalis direkt elektron
CCD detektor detektor

3.2.1. abra. A konvencionalis CCD detektor és direkt elektrondetektor 6sszehasonlitasa.
Hangsulyos a direkt elektrondetektoroknak a sugarzéssal szembeni nagyobb ellenalld
képessége a CCD kamerakhoz képest

A direkt elektrondetektorok gyartasanak alapjat a szamitogép-processzorok gyartasaban jol
bevalt CMOS technologia képezi (CMOS, Complementary Metal-Oxid-Semiconductor,
komplementer fém-oxid-félvezet6) (3.2.1. abra). A direkt elektrondetektorok monolitikus,
aktiv pixeleket tartalmaz6 érzékelket hasznalnak (MAPS, Monolithic Active Pixel Sensor).
Monolitikusak, azaz egy chipre vannak integralva, aktivak, mert az egy pixelen belili harom
tranzisztor kozill az egyik egy aktiv erdsitd. (A masik ketté a kiolvasand6 pixelsorok
kivalasztasara, illesztve az exponalas el6tti, kiindulasi allapot helyreallitasara (reset) szolgal.)

A direkt elektrondetektorok a mobiltelefonok kamerainak moédositott valtozatai.
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elektronok

passzivalas és vezetékek

(a)

(b) I p epitaxialis réteg

P hordozo

(c)

3.2.2. dbra. A direkt elektrondetektor keresztmetszetének sémaja. A hasznos toltés generalasa
a (b)-vel jelzett p-tipusu epitaxialis rétegben torténik. A nemkivanatos elektron-visszaszorast
a hordozobdl egyetlen nagy energiaju elektron trajektoriaja szemlélteti a (c)-vel jelzett p++
rétegben. Toltéshordozé parok az elektron beérkezésétdl tavoli helyen is keletkeztek a

hordoz6 nagy vastagsaga miatt (McMULLAN 2009).

elektronok

passzivalas és vezetékek

(a)

(0)]
T|

3.2.3. dbra. A hétulrdl levékonyitott direkt elektrondetektor keresztmetszetének semaja.

p epitaxialis réteg

Az eredeti kb. 500 um-bdl 30 um-nél kisebb vastagsagu lett, ezzel a tomb anyagbol torténd,

nemkivéanatos elektron-visszaszoras megsziint (McMULLAN 2009).

A detektor a végleges formajat a hordoz6 (c) nagy részének eltavolitasa utan nyeri el (3.2.3.
abra). Ezzel lecsokkentették a fals jelek 1étrejottének lehetdségét, a hordozordl torténd elektron-
visszaszorast.

A detektor el6tt gordiil6 zar (rolling shutter) van, és a képeket folyamatosan nagy sebességgel
(1-500 kepkocka/s) lehet kiolvasni. Maganak a képfelvételnek a sebessége nemcsak a kiolvasas
sebességétdl fiigg, hanem attol is, hogy az analog jel digitalissa valod atalakitasdhoz mennyi
anal6g-digital konverter all rendelkezésre a chipen.

A detektorokat detektalasi kvantumhatasfokkal (DQE, Detective Quantum Efficiency) és
modulécios atviteli fiiggvénnyel szokds jellemezni. Miel6tt e két paraméter targyaldsaba

kezdenenk, ismerkedjink meg a Nyquist-frekvenciaval.
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Mint a Fourier-analizis elméletébdl ismeretes, a képek kiilonb6z6 szinuszhullamok 6sszegébdl
allithatok el (IL.5. fejezet). Ezek koziil a legnagyobb frekvencidji hulldm hatarozza meg, hogy
milyen lesz a felbontas.

Nyquist elmelete a mintavételezések gyakorisagara ad tampontot. A mintavételezésnek
legalabb kétszer gyakoribbnak kell lenni, mint a képen eléforduld legnagyobb (térbeli!)
frekvencia, azaz a legfinomabb képrészlet, ahhoz, hogy azt a részletet fel lehessen bontani.
Tehat ahhoz, hogy egy d felbontast elérjiink, a mintavételezés tavolsaganak d/2-nek vagy annal
kisebbnek kell lenni.

Viszont a mintavételezési pontok tavolsagat a detektor pixeleinek mérete korlatozza. Nyquist

elmélete szerint legalabb két detektald pixelre van sziikség egy vonalpar (egy fekete és egy

1
2+pixelméret’

fehér vonal) felbontasara. A Nyquist-frekvencia a Nyquist-tavolsag reciproka

Az ipari standardként hasznéalatos, vonalpar/mm-ben megadott felbontés és a pixelméret kdzott

a kovetkez6 Osszefiiggés all fenn:

detektorfelbontas [vorrfrfér] = 1009 (3.2)

T 2«pixelméret[um]

(Az 1000-es szorz6 a mikrométerb6l milliméterre valo atvaltas miatt keriil a képletbe.)

A felbontashoz két pixel a sziikséges feltétel Nyquist szerint, de az optimalis feltétel a
vonalparonkénti harom pixel. A pixelméret csokkentése gyakoribb mintavételezést, nagyobb
detektorfelbontast tesz lehet6vé, de mint latni fogjuk, csokkend kontrasztot eredményez.
Az érzékeld 0sszes pixeleinek a szama a latomezé méretét hatarozza meg.

Ha két kiilonbozd pixelméretli detektor kvantumhatasfokat akarjak osszehasonlitani a térbeli
frekvencia fliggvényében, akkor a térbeli frekvenciat a Nyquist-frekvencidhoz (Nq) viszonyitva
szokas megadni. (3,2,4, abra). Ngq = 1 jelenti a detektor felbontasat.

Visszatérve eredeti témankhoz, a detektorokat a detektalasi kvantumhatasfokkal (DQE,
Detective Quantum Efficiency) szokas jellemezni, amely a detektorral kapott kép jel/zaj
viszonyat (S/N, signal/noise) hasonlitja 6ssze a beérkezd jel jel/zaj viszonyaval:
(/w)se

Nagyobb DQE jobb mindségli képet jelent. J6 kép esetén a detektornak nem szabad jarulékos
zajt adni a bejovo jelhez.

DQE = (3.2)
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3.2.4. abra. A detektalasi kvantumhatasfok a térbeli frekvencia fliggvényében négy direkt

elektrondetektorra és egy elektronmikroszkopos filmre 300kV-o0s gyorsitofesziiltségen.
A Nyquist-frekvencia 1-es ertéke a felbontasi hatart jelenti (McMULLAN 2014), kiegészitve

a Falcon Il EC gorbéjével .

Harom cég harom direkt elektrondetektora keriil 6sszehasonlitasra a 3.2.4. abran (zarojelben a
gyarto cég neve): K2 Summit (Gatan), Falcon Il és Falcon 111 EC (FEI), és a DE-20 (Direct
Electron). Viszonyitdsi alapként a fotografiai film szolgal. Az dsszehasonlitds csak a
mikroszkép 300kV-os gyorsitofesziltségere vonatkozdan igaz. Az abran lathato, hogy direkt
elektrondetektorok felilmuljak a film detektalasi kvantumhatasfokat. Tovabba az is
leolvashatd, hogy a nagyobb felbontas irdnyaba csokken a detektalasi hatasfok. Az idealis
detektor kvantumhatasfoka minden frekvencian 1. A Gatan K2 Summit detektora és a FEI
Falcon 1III EC detektora elektronszamlald {izemmoédban is  képes miikddni.
(Az elektronszamlal6 Gizemmad 3.2.7. abra.) Kereskedelmi forgalomban van mar a Gatan K3
és a Falcon 4 detektor is, de ezekre DQE gdrbét nem tudunk mutatni. A Gatan K3 DQE-je
nagyobb az elddjénél, és alkalmas elektronszamlalasra is.

Ovatosnak kell lenniink a detektorok kvantumhatasfokanak megitélésénél: 80-120 kV-0s
gyorsitofesziltség-tartomanyban a direkt elektrondetektorok rosszabb eredményt produkalnak,
mint 300 kV-on. Viszont a mikroszkoposok elényben részesitik a 300 kV-ot a jobb felbontas
miatt. A 4 A-nél jobb felbontast 3D rekonstrukciok 98%-a 300 kV-o0s mikroszkoppal késziilt
(HERZIK 2017). Viszont az idézett szerzd produkalt 3A-6s felbontast 200 kV-on.

A detektalasi kvantumhatasfok egyediil nem elegendd a detektor josaganak jellemzésére, mert

a josagban a kontrasztnak is szerepe van. A 3.2.5. abran lathato kék gorbe azt mutatja, hogy
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amint egyre sliriibb vonalak (egyre nagyobb felbontas) fel¢ kozelediink, tgy csokken a

tesztminta képének kontrasztja.

teszt-minta

teszt-minta
kepe

a kontraszt
valtozasa
leképezéskor

3.2.5. abra A kontraszt csokkenése nagy frekvenciak atvitele esetén

1
MTF B ~
modulacios Ty K2 Summit
atviteli L
fuggvény &4 x
0,6 -
04 7
7'\ DE-20
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02|
0 I L I L ! 1 1 1 I
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terbeli frekvencia (Nq)
— = novekvo felbontas

3.2.6. dbra. Az eredeti képkontrasztnak a detektor tokeletlensége miatt bekovetkezo
csokkeneseét tiikrozi a modulacios atviteli fuiggvény (MTF). Ez a tulajdonsag fligg a
leképezend6 objektumban eléforduld térbeli frekvenciaktol. A pontozott gorbe integrald
Uzemmodot, folytonos gorbe elektronszamlalé tzemmadot jeldl (ez utdbbira még kitérunk,
lasd a 3.2.7. 4brét!). (McMULLAN 2014)

A kontraszt valtozasat figyelembe vevd mennyiséget modulédcios atviteli fliggvénynek
nevezzik (MTF, Modulation Transfer Function), és a 3.2.6. abran mutatjuk a térbeli frekvencia
fuggvényeben.

Az MTF azt mutatja meg, hogy a vizsgalt mintardl kapott kiilonbozé térbeli frekvenciak
kontrasztjat a detektor milyen mértékben rontja le. Az MTF=1 értéknél a detektor tokéletesen
megorzi a kép eredeti kontrasztjat. A magasan futé K2 Summit gorbéje azt mutatja, hogy ez a

detektor jobban megdrzi az eredeti kép kontrasztjat, mint az dbran szerepld masik két detektor.
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A kék pontozott vonal az un. integral6 Gzemmodban végzett mérést, a folytonos kek vonal
pedig az elektronszamlal6 tizemmaddban késziltet jeloli.

Kitérot kell tenniink az integral6 és elektronszamlalé tizemmod magyarazatahoz.

Az integrald es elektronszamlalo izemmod kdzott az a kilonbség, hogy az integralé modban
pixelenként kiolvassak az analog feszultségjelet (pl. egy 4K x 4K pixelszamd detektorban),
majd digitalizaljak, és ez adja a képet (McMULLAN 2009). Az elektronszamlal6 izemmédban
a beérkez6 elektron helyét azonositjak, és az analog jel helyett egyetlen diszkrét impulzust

rendelnek a legnagyobb intenzitasu pixelhez (3.2.7. abra).

Integralé Gzemmaod

015 01
v "
- . 06*
0.1
egy elektron beérkezik szorodas lép fel toltés begyijtése
a detektorba a pixelekbdl

Elektron-szamlalo tzemmaod
szuperfelbontas

' [1[+]

a szetszorodott téltést a legnagyobb a szetszorodott téltést a pixel
intenzitasu pixelhez rendelik mereténél nagyobb
pontossaggal lokalizaljak

3.2.7. abra. Integrald és elektronszamlalo tizemmaod kozotti kilonbség, tovabbé a
szuperfelbontés szemléltetése (BOOTH 2013)

b/

www. gatan.com

3.2.8. dbra. Ugyanaz a terep direkt elektrondetektorral felvéve a/ integréld, b/
elektronszamlal6 izemmaodban. A b/ dbran jobb a jel/zaj viszony, mint az a/ abran (BOOTH
2019)
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A detektorba beérkez6 elektronok toltéshordozd parokat gerjesztenek, amelyek energidjanak
van egy statisztikai eloszl&sa, ami zajt okoz az integral6 tzemmaodban felvett képekben. Azaltal,
hogy meghatarozzak az elektronok ,landolasi” pontjat, és ezt egyetlen impulzussal
helyettesitik, mellézve az elektronok energiaeloszlasat, javul a detektalasi hatasfok valamennyi

frekvencian.

A detektor | Dozis-
érzékelé |sebesség
sebessége | (elektron/

(képkockals) Iképpont/s) ; : : ; . .
Elektron-szamlalo izemmod | E|gzetesen 6sszegzett képkocka lllesztett, korrigalt és
Detektor Nyers képkocka ("sub-frame”) véglegesen dsszegzett képkocka
expozicios ideje (s) ideje (s) (sebessége, s ideje (s)
egyéeb 40 0,8 0,025 1 1) 100
K2 400 8 0,0025 0.1 (10) 10
1500 30 0,00066 0,027 (37) 2.7
|I| IIIIIll_ kc;‘rlrliim “ bemozdulasra
[; A IA N korrigalt

bemozcs?.llésara

3.2.9. dbra. A K2 Summit és K3 detektort elektronszamlalé zemmaodra tervezték. Az abran
jelzett 1500 képkocka/s detektalasi sebesség 1/0,027=37 képkocka/s kimeneti felvételi
sebességet eredményezett (BOOTH 2019).

A 3.2.9. dbran lathaté kepek és szdmok megvilagitjak a direkt elektrondetektorral vald
képalkotas folyamatat. A harom kép kozil a bal oldali azt mutatja, hogy milyen az
elektronszamlalaskor kapott nyers kep. A felvételi korilményeknek olyanoknak kell lenni,
hogy egy detektalo pixelbe egynél tobb elektron ne kertilhessen egy képkocka expozicioja alatt.
Ellenkez6 esetben hamis képet kapunk. Ezt egyrészt az alacsony dozissebességgel, masrészt a
rovid expozicios idével érik el. (A 3. és 4. oszlop adatainak szorzata 0,2 elektron/pixelt
eredményez, azaz 50 pixelre jut egyetlen elektron egy képkocka expozicios ideje alatt!) Ezek a
korilmények jo 6sszhangban vannak azzal az igénnyel, hogy a minta ne szenvedjen
sugarkarosodast. A masodik oszlopban lathatd, el6zetesen Gsszegzett képkocka (,,sub-frame”)
tobb tizezer nyers képbdl késziil. Végiil ezeket ,,sub-frame”-eket egyméashoz illesztik,
korrigaljak a képek bemozdulasat, és tjabb 6sszegzés utan kapjak az abra jobb felsd sarkaban

lathatd végleges képet.
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Az integrald6 ilizemmoddra jellemzdé: a rovid expozicid, nagy doézissebesség (10-50
elektron/pixel/s), és az elektronszamlalashoz viszonyitott alacsony DQE.

Az elektronszamlalasra jellemz6: a nagyon gyors képkockasebességek, nagyon alacsony
dozissebesség (0,5-5 elektron/pixel/s), hosszl expozicids id6, és az integrald tizemmodhoz
viszonyitott magasabb kvantumhatasfok.

Egyes detektorok (pl. a Gatan cég K2 Summit és K3 detektorai) képesek un. szuperfelbontésu
tizemmoddban is miitkddni. Ekkor a detektorba érkezd detektorok landolési helyének pontos
meghatarozasa lehetdséget ad arra, hogy a pixelméretet szoftveres uton egynegyed méretre
csokkentsék (7680x7424 pixel), mikdzben a pixelek fizikai mérete valtozatlan marad. Ennek
kovetkeztében tovabb javul a detektalasi hatdsfok, viszont a felvételi sebesség lecsokken a
normal felbontasu elektronszamlalashoz képest.

A szuperfelbontas hatasat egy platina-iridium rétegen felvett elektronmikroszképos kep

Fourier-transzformaltjaval szemléltetjuk (3.2.10. abra).

3.2.10. abra. A direkt elektrondetektor szuperfelbontasanak szemléltetése. A képen platina-
iridium minta elektronmikroszkdpos képének Fourier-transzformaltja lathato (Thon-gyiiriik).
A legkiilso fehér kor a detektor pixel méretnek megfeleld informaciods hatart (Nyquist-
frekvencia) jelzi szuperfelbontas nélkiil (3,4 A). A szaggatott fehér koriv a szuperfelbontéssal
kapott 2,3 A-6s felbontast jel6li. (A felvétel adatai: Gatan K2 Summit kamera, a mikroszkop
nagyitasa 23 000x, expozici6 20 elektron/A2, teljes expozicids id6 3 sec (BOOTH 2013).

Az elektronszamlalds nagy sebessége lehetové tesz egy mozgdfilm (,,movie”) lizemmodot,
amikor a detektor egy kép helyett képsorozatot vesz fel, amelyeknek elemei kuldn-kilon
felhasznalhatdk. Ily modon az elektronsugér okozta mintamozgas és a minta tarto instabilitasai

miatti bemozdulas korrigalhatova valik az egyes képkockak ¢sszehasonlitasaval (3.2.11. abra).
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3.2.11. abra. Mozgaskorrekci6 rotavirusmintan. A hordozé Quantifoil, a mozgdfilm felvételi
sebessége 40 képkocka/s. 10 képkockanként atlagolték a kepeket, majd 60 felvételen
korrekciot vegeztek a transzlacios elmozduléasra. Az ,,A” kép a mozgaskorrekcio nélkili, a B
kép az elmozdulasra van korrigalva. Az elImozdulasra korrigalt képben j6l lathat6
mindségjavulas kovetkezett be. (Paraméterek: FEI TF20 elektronmikroszkop, 200 kV
gyorsitéfesziltség, a direkt elektron tipusa DE-12, a Direct Electron vallalat terméke.)
(BRILOT 2012)

A képbemozdulas jol tetten érhetd az elektronmikroszkopos kép Fourier-transzformaltjan.
A bemozdult kép teljesitményspektruméra az jellemz6, az egyik iranyba a Thon-gytrik
hamarabb megsziinnek, mint a r4 merdleges masik iranyban (2.7.4. dbra).

A direkt elektronok mozitizemmodjanak egyik kovetkezménye lehet, hogy a rekonstrukciéban
kénnyebb felismerni és megkilonboztetni az egymashoz kozel allé szerkezeteket. A 3.2.12.
abra azt szemlélteti, hogy a rekonstrukcio a mozitizemmaod alkalmazéasakor két szerkezetet talal,
mig a korabbi, filmrogzitésii, alloképes felvétel utan a rekonstrukcio egyetlen szerkezetet
eredményez. A jobb oldali képen harom fejlesztési eredményt jelenitettek meg: (i) a direkt
elektrondetektorra utal, (ii) a komputer szerepét mutatja, segitségével az elektronnyalab okozta
bemozdulés korrigalhato, (iii) Uj osztalyozasi szoftverek két kilon szerkezetet mutatnak meg,

ha azok a mintaban keverten vannak jelen.
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3.2.12. abra. A direkt elektrondetektorok moziiizemmodjanak és az abbdl adodo eldnyoknek a
szemléltetése (BAI 2015)

A mozgoképizemmad jol hasznosithatd dozisfrakciondlasra is. Ez alatt azt értjik, hogy ha a

megengedett ddzis pl. 20 elektron/pixel mésodpercenkent, akkor azt fel lehet osztani 20 darab

1 elektron/pixeles képre, amelyek expozicids ideje egyenként 50 msec.

A direkt elektrondetektoroknak az elektronmikroszkop optikai oszlopan vagy az oszlopon

kivili, az elektronenergia-sziir6 utani elhelyezését lathatjuk a 3.1. abran.

111.3. Fazislemezek

A rugalmasan szért elektronok amplitiddkontrasztot és faziskontrasztot hozhatnak létre.
Az amplitdddkontraszt annak a kdvetkezménye, hogy az elektronok egy része az objektiv
apertdran kivilre szorddik. A faziskontraszt viszont azaltal keletkezik, hogy a nem sz6rodo
besugarzé elektronok interferdlnak a képsikban az energiaveszteség nélkili, azaz rugalmasan
szort elektronokkal. A faziskontraszt, ami a nagy felbontasu elektronmikroszképia alapja, fligg
a mikroszkép gyorsitofesziiltségétol, a defokuszalastol, a szferikus aberraciotol és az
objektivlencse aperturajatol. A fazislemezek az alacsony térbeli frekvenciak tartomanyaban
novelik meg a kontrasztot, ami fOként a részecskék konturjanak a megerdsodését jelenti.
A nagyfrekvencias tartomanyban is valamivel jobb felbontast adnak, mint a fazislemez nélkil
(azonos szamu vizsgalt részecskét figyelembe véve). (DANEV és BAUMEISTER 2016)

A besugarzé elektronnyalab sikhullamként érkezik, a mintaval valé kodlcsonhatas utan a szort

sugarzas gémbhullam formajaban terjed tovabb (3.3.1. abra).
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bejovd elektronnyalab
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3.3.1. dbra. A besugérzo elektronnyalab mint sikhulldm; a szort elektronnyaléb
gémbhulldmként terjed tovabb (WILLIAMS és CARTER 1996).

9&

A féziskontraszt mikroszkdpidban az elmélet az elektronokat hullamként kezeli. A nem sz6rt

és szort hullamok szuperpozicidja kovetkeztében elball egy 90°-0s (n/2 radian) faziseltolas a
nem szoért és a szort nyalab kozott (KOHL 2016, WILLIAMS és CARTER 1996).

qJU +i lI"szc’:l't

. //4_1 lbszért

a) Nincs faziskontraszt ‘po

O Uy '/;,f/ n/2
b) Pozitiv faziskontraszt
+ -1t/2

. Y Voo _JR.k

c) Negativ faziskontraszt g L

3.3.2. dbra. A faziskontraszt magyardzatahoz (KOHL 2008)

Amennyiben a szort sugarzas amplitiddja (yszort) elenyészéen csekély, akkor az 3.3.2.a) dbran
mutatott 6sszeg (wotiyser) nem fog észrevehetéen kiilonbézni a besugarzd nyalab o
amplitadoéjatol, igy nem keletkezik faziskontraszt. Amennyiben defékuszalassal jarulékos /2

faziskontrasztot hozunk létre, akkor pozitiv faziskontrasztot kapunk (3.3.2.b) abra). A negativ
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faziskontraszt -n/2 radian (vagy -90°) faziseltolassal jon létre (3.3.2.c) bra). A /2 faziseltolas
A/4 Uthosszkilonbségnek felel meg a szort és nem szort nyalab kdzott.
A mérhet6 intenzitas (I) minden esetben az amplitudo négyzete:

=gy = [p|? (3.3)
ahol Y™ a ¥ amplitadd komplex konjugaltja.
Ezért az 4brdn mutatott a) esetben I ~I,,, b) esetben I < I,,, és végul c) esetben I > I,. Negativ
faziskontraszt esetén a hattér sotét és az objektum vilagos, pozitiv faziskontraszt esetén a hattér
vilagos és az objektum soteét.
A féaziskontraszt fénymikroszkop(!) az 1930-as évek oOta ismert Frits Zernike, holland tudos
munkassaga nyoman, de csak 1953-ban kapott érte fizikai Nobel-dijat. A faziskontraszt
befolyasolasa az elektronmikroszkopban késébb kezd6dott, de egy 2013-as 6sszefoglalo
kdzlemény mér 17 ilyen modszert ismertet (GLAESER 2013). Mi két mddszerrel foglalkozunk:
a Zernikérdl elnevezett vékonyréteg-fazislemezzel és a jelenleg legsikeresebbel, a Volta-

fazislemezzel. A fénymikroszkopos és elektronmikroszkopos Zernike-fazislemezek nem

azonosak.
konvencionalis TEM fazislemez TEM
——{ " objektivlencse — {1 —
BPEtira - memm - {{-f - —- fc')ﬂ?stg-osik - — I( - fazislemez
a::_—l’“—:_:_-.- lencsék {:::L_,_;}
) i)
| | i
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I|E|I Ili.ll
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3.3.3. dbra. A féazislemez elhelyezése az elektronmikroszképban (DANEV 2017)

Az elektronmikroszkopban hasznalt Zernike-fazislemez egy ~20 nm vastagsagu amorf
szénréteg, kozepén egy ~1 um atméréji lyukkal. A fazislemezt (legyen az Zernike- vagy a
Volta-lemez) az objektivlencse hatsdé fokuszsikjaban helyezik el. A Zernike-fazislemez

hatékonysagara jellemz6 képet mutat a 3.3.4. dbra.
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3.3.4. abra. Herpesz szimplex virus 1B kapszidjanak krio-elektronmikroszkdpos képe. a/
fazislemez nélkul, b/ Zernike-fazislemezzel (ROCHAT 2011)

A Zernike-fazislemez gyakorlati alkalmazésaban problémék jelentkeztek: elektromosan
feltoltodott, rovid (néhany nap) élettartami volt, miitermékeket hozott 1étre a képen, ami abban
nyilvanult meg, hogy a leképezett objektum koriil fodrozodas lépett fel. Ezek egy részét
szoftveres Gton korrigalni lehetett. Végil az elektronnyaldbnak a lyukba val6é centralasa
nehézkes volt, és ezért automatikus analizisre nem volt hasznalhato.

A Zernike-fazislemezt kdvette a Volta-fazislemez (Volta Phase Plate, VPP), amely lyukmentes,
~10 nm vastagsagu amorf szénréteg, a faziseltold foltot elektronnyalabbal hozzak létre benne
~200 °C hémérsékleten (DANEV 2014). A folton beliil elektromos tér épiil be, a miikodés
pontos mechanizmusa nem ismert. Ami biztos, hogy nem elektrosztatikus feltoltédésrdl vagy a
szénrétegre krakkolddott szénszennyezddésrdl van sz6. Miikodéséhez és az antikontaminacios
berendezés milkodtetéséhez sziikség van az emlitett ~200 °C hémérsékletre. Szénszennyezés
csokkenti vagy meggatolja a mitkodését. A Volta-fazislemez kikiisz6boli a Zernike-lemezzel
kapcsolatos gyakorlati nehézségeket: hasznalhato élettartama csaknem korlatlan, nem produkal
miiterméket, nem sziikséges pontos centralas a film felszinén, igy automata tizemmaodban is jol
hasznalhatd. (A Thermo Fisher Scientific cég minimum négy hénap élettartamot ad meg a
Volta-fazislemezre.) Az irodalomban Volta phase plate (VPP) elnevezés mellett mas szerzék
(MARKO 2016, PRETZSCH 2019) a Iyukmentes fazislemez elnevezést (Hole Free Phase
Plate, HFPP) hasznaljak, de ez a ketté ugyanaz. A fazislemezzel elérik a -90°-os faziseltolast
ugy, hogy megndvelt kontrasztot kapnak fokuszalt nyaldbbal, szemben azzal, hogy fazislemez
nélkil defokuszalassal kell elérni a viszonylag kisebb kontrasztndvekedést. A Volta-fazislemez
hatasanak szemléltetésére alljon itt a 3.3.5. abra:
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3.3.5. abra T4 makrofagok elektronmikroszkopos képe a/ Volta fazislemezzel, fokuszban, b/
fazislemez nélkil -5 um defékuszalassal (MARKO 2016)

A 3.3.5. dbra azt mutatja, hogy fazislemezzel fokuszalt képen joval nagyobb kontraszt érhetd
el, mint fazislemez nélkil -5 um defékuszalassal.

A fazislemezek eldnye, hogy megndvelik a jel/zaj viszonyt mintegy kétszeresen, aminek
kovetkeztében alacsonyabb dozisu besugarzas engedhetd meg, mint fazislemez nélkil. Ez a
koriilmény biologiai mintak vizsgalatakor kiilondsen kedvezd. A fazislemez okozta jel/zaj
viszony ndvekedés olyankor is eldnyként jelentkezik, amikor kis molekulatomegii
makromolekulaknal éppen az alacsony jel/zaj viszony miatt nem tudtak korabban elég jo
felbontast elérni. Nem véletlen, hogy az eddig rekonstrualt legkisebb tomegii molekula krio-
elektronmikroszkopos rekonstrukciéja (huméan hemoglobin, 64kD tomeg) éppen Volta-
fazislemezzel készilt. A hemoglobin felbontasa 3,2 A volt (KHOSHOUEI 2017).

A Volta-fazislemez sikerét 2019-ig t6bb mint 20 kozlemény bizonyitja. Ezeket sorolja fel
tételesen, a megfeleld hivatkozasokkal Wang kozleménye (WANG 2019). Az idealis, azaz 90°-
os faziseltolast add fazislemez hatdsat mutatja a 3.3.6. abra.

konvencionalis TEM fazislemez TEM
- sin(k) —_— cos(k)
300kV, G,=3mm 300kV, C,;=3mm
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3.3.6. abra. Az idealis (90°-0s) eltolast eredményezd fazislemez hatasa a kontrasztatviteli

fuggvényre. A Az =0-nak megfeleld jobb oldali, folytonos vonala gérbe azt mutatja, hogy a
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Volta-fazislemez az alacsony térbeli frekvenciak tartomanyaban néveli meg a kontrasztot
(DANEV 2017).

A valosagban a Volta-fazislemez nem viselkedik ideélisan: a faziseltolo hatdsa (adott
szénrétegvastagsagot €s homérsékletet feltételezve) fiigg a hasznalat sordn felhalmozddott

elektrondozistél (3.3.7. abra).

1|0 T T T T T T T T
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3.3.7. dbra. A Volta-fazislemez faziseltolasanak mérteke fligg a hasznalat soran alkalmazott
dozistol. (Paraméter a fazislemezek mitkodési hdmérséklete.) (DANEV 2014)

A faziseltolas dozisfuggésére a kutatok ugy reagaltak, hogy 1,5 dérankeént a fazislemezt uj
pozicidba toltak, ahol ujrakezd6dott az elektromos tér felépiilése szénrétegben. (Ez alatt a
1,5 dra alatt ~40 felveételt készitettek, es ~50 nC toltés halmozddott fel az adott pontban.)
(DANEV 2017).
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3.3.8. dbra. A faziseltoldsok valtozasa egy adathalmaz felvétele alatt. A Volta-lemezen a
besugarzasi pontot 1,5 éranként megvaltoztattak, mert a déozisakkumuldlodas miatt egyre nott

a faziseltolas (DANEV 2017).
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A 0,5t faziseltolas idealis, a 0,2r-nél kisebb vagy 0,8n-nél nagyobb faziseltolasu képeket el
talnyomérész eldobtak a vizsgalok. A 3.3.7. és 3.3.8. abrak azt mutatjak, hogy a Volta-
fazislemez hasznélatakor is fellépnek gyakorlati nehézségek.

A Volta-fazislemezzel fokuszban készilt felvételek olyan problémakat vetettek fel, hogy a
képek teljesitményspektrumaban (amelyek az elektronmikroszkopos képek Fourier-
transzformaltjai) hidnyoztak a Thon-gytriik, és nem lehetett végrehajtani a
faziskontrasztfliggvény (CTF) szerinti korrekcidt (1V.3.4. és 1V.3.5. pontok). Ezért attértek a
kicsi (500 nm), de Aallando értékii defokuszalasra, és ekkor méar a Thon-gyiiriikk jol
hasznosithatokka valtak, és a CTF korrekcio elvégezhetové valt. Mig a 20S proteaszomakon
3,2 A-6s felbontésig jutottak az asztigmatizmus korrekcidja nélkil (fazislemez alkalmazésa,
fokuszban felvett képek), addig az asztigmatizmus korrekcidjaval 2,4 A felbontast értek el
(fazislemez alkalmazasa, -500 nm defékuszalas).

3.3.9. &bra. 20S proteaszémék krio-elektronmikroszkopos képe Volta-fazislemezzel.
A/ Akép fokuszban van. B/ az ,,A” képrél késziilt teljesitményspektrum. A Thon-gyiiritk
hidnyoznak, kivéve az amorf jégbdl szarmazé 3,7 A-6s gytiriit. A rekonstrukcio felbontasa 3,2
A. A szferikus aberracio nem lett korrigalva (DANEV 2016)
C/ A kép -500 nm defokusszal készult. D/ A ,,C” képrol késziilt teljesitményspektrum. A Thon-
gytiriik lathatok, az asztigmatizmus korrigalva lett. A rekonstrukcid felbontasa 2,4 A (DANEV
2017)
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A 3.3.9. abran lathat6 elérehaladashoz arra volt sziikség, hogy a CTF-re vonatkozo (2.18)
egyenletet Ugy egészitsék ki, hogy abban a fazislemez altal okozott faziseltolas is figyelembe
vehetd legyen, és a kiértékeld programot is mddositani kellett (CTFFIND 4 program, ROHOU
2015).

Kereskedelmi forgalomban is kaphatd Volta-fazislemezt tartalmazo, fiithetd, mikroszkopba
szerelhet6 tartozék (példaul Thermo Fisher Scientific forgalmazésdban). A fazislemezen kivil
van benne hely két objektivapertura részére, és ezek cserélhetdk a sugarmenetben.
Osszefoglalva a fazislemezekrdl irottakat. Jelenleg a Volta-fazislemez 6rvend a legnagyobb
népszeriiségnek. A segitségével clérhetd kontrasztjavulds szemmel lathat6. Hasznalataval
csOkkenthetd a besugarzd éaram dozisa, illetve kisebb méreti makromolekuldk valnak
vizsgalhatova a megjavult kontraszt miatt. A fazislemez hatdsa a kis térbeli frekvencidk
leképezésekor nyilvanul meg, de a nagyfrekvencias tartomanyban sem rontja a feloldast. A kis
tobblépcsds rekonstrukcios folyamat elsd 1épésében a kiindulasi 3D modell meghatarozasaban
jatszik nagy szerepet. A felsorolt elonyok ellenére még sokat kell javitani a konstrukcion, hogy
igazan problémamentesen hasznalhatd legyen. A szerzok kiemelik, hogy eddig még csak
,konnyll” esetekben keriilt a lemez alkalmazasra (DANEV 2019).
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V. Egyedi részecskek analizise
Az egyedi részecskek analizisének (Single Particle Analysis, SPA) célja az krio-

elektronmikroszkopos felvételek alapjan rekonstrudlni a biologiai makromolekulak
haromdimenzids szerkezetét (1.6. abra). Egyedi részecskek alatt ,,izolalt, rendezetlen — elvben
— azonos szerkezeti” biologiai makromolekulakat értenek (FRANK 2006). A térbeli szerkezet
fontos szerepet jatszik a bioldgiai makromolekulak mitkodésében — gondoljunk a fehérjek
feltekeredésére vagy a DNS kettds spiraljara —, ezert a krio-EM-ben kittizott cél, a 3D
rekonstrukcio rendkivil fontos a szerkezeti biologia szempontjabdl. Ha figyelembe vessziik,
hogy a kiilonb6z6 konformaciok egyidejiileg is detektalhatok az SPA-val, akkor egyes
esetekben a makromolekulan belili atalakulasok dinamikajara is kovetkeztetni lehet.

Az SPA-val vizsgalandé makromolekulakat pufferoldatbdl ultragyors meritéses fagyasztassal
(IV.3.2.2. fejezet) tigy fagyasztjdk meg, hogy a részecskék az oldatban 1évo rendezetlenségiiket
a keletkez6 amorf (iivegszeril) jégrétegben kozel nativ allapotban megdrizzék. Pufferek
segitségevel beéllithatok azok a kdrnyezeti feltételek, amelyek a vizsgalt makromolekula vagy
a konformécidik szempontjabol optimalisak. A mikroszkopos képeket alacsony dozisu
uzemmodban veszik fel, hogy a mintak sugarkéarosodéasat elkeriljék. Az azonos egyedekbdl allo
részecskék sokasdganak mikroszkopos képei sok kiilonb6zd iranybol felvett 2D vetiiletnek

felelnek meg a részecskék rendezetlen elhelyezkedése miatt.

— SPA felbontésa
Az SPA-ban tobbnyire kdzel atomi felbontasrdl beszéliink (near-atomic resolution), ami alatt

~2,5 A-t51 ~4,0 A-ig terjedd felbontast értenck (QUENTIN 2018). A krio-EM-ben egyelére
ritka az atomi felbontés. Példaul a glutamat-dehidrogenaz 1,8 A-os felbontasa (MERK 2016))
vagy az apoferritin 1,25 A-6s felbontasa (NAKANE 2020) azt bizonyitja, hogy kedvezd
esetekben krio-elektronmikroszkopidval (nevezetesen SPA-val) is lehetséges atomi felbontést
elérni. A szemléletesség kedvéért: a szerves anyagokban a szén-szén kotés tavolsaga 1,54 A.
A krio-EM-ben a felbontast osztalyozhatjuk egy masik terminologia szerint is (PASSMORE
2016):

kdzepes felbontés > 3,5A

nagy felbontas < 3,5A

igen nagy felbontas <2,8A

Annal jobb (nagyobb) a felbontas, minél kisebb a szoban forgd szamérték.

A térképek felbontasat tigy kell elképzelniink, hogy 3,5 A felbontasnal a peptidvéazon kivil mar

sok aminosav-oldalag is lathatova valik. 4,8 A-nél jobb felbontasnal az egyes B-lemezek, 9 A-
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nél jobb feloldasnal mar pedig az a-hélixek is lathatok. Ennél rosszabb felbontasban csak a
fehérjedomeének kilonboztetheték meg (BAI 2015).

Bar még a kérdésére visszatériink, annyit eldrebocsatunk, hogy a felbontas egyetlen
makromolekul&n belll sem homogén: pl. a fehérjék kdzponti részében, ahol a peptidvaz fix,

jobb a felbontés, de a oldalagak végzddéseinél rugalmas kotddések miatt a felbontas elromlik.

4 ]
Human adenovirus D26 70S riboszéma  izocitrat de- ~ hemoglobin
tomege 150 MDa 2,3 MDa hidrogendz 1 64 kDa
felbontas 3,7 A 36A 93 kDa,3,8A 36A
EMD-8471 EMD-3618 EMD-3192 EMD-3650

4.1. abra. A krio-EM-mel a biologiai makromolekuldk széles tomegtartomanyban
vizsgalhatok. A felbontas a 3D rekonstrukciora vonatkozo becsult ertéket jelent. Az EMD-
szdm az Elektronmikroszkdpos Adatbankban térolt helyre vonatkozik (MURATA 2018).

A 4.1, abraval azt szemléltetjuk, hogy a krio-EM-mel vizsgalhat6 makromolekuldk témege
milyen széles tartomanyban valtozik: a tébb szdz megadaltontdl (MDa) a néhanyszor tiz
kilodaltonig (kDa). A krio-EM felbontésdban inkabb a kis tomegii makromolekulak okoznak
probléméat a gyenge kontraszt miatt. A kiro-EM-ben eddig rekonstrualt egyik legkisebb
szerkezet az abran lathaté 64 kDa tomegii hemoglobin. Az abran feltintettik a rekonstrualt
térképek felbontdsat angstrom egységekben, és azt az EMD-szdmot, amely alapjan a
molekulara vonatkozd vizsgalatokat megtalélhatjuk az Elektronmikroszképos Adatbankban
(EMDB).

A krio-EM felbontasa sokszor nem egyértelmii a kiilonb6z6 kritériumok miatt, ezért a kutatok
kdzleményeikben a megadott felbontasi értékek mellett kozlik azokat a gorbéket is, amelyek
alapjan az olvaso is meg tudja hatarozni a felbontast a sajat kritériumai szerint. (A felbontasrdl

még a IV.3.7. pontban.)
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IV.1. A 3D rekonstrukcio korai eredményei

Az 1. fejezetben diohéjban dsszefoglaltuk a krio-EM tdrténetét mindazok szamara, akik gyorsan
egy atfogo képet kivannak kapni. Most viszont kicsit részletesebben vazoljuk azokat a fejlodési
lepéseket, amelyek a bioldgiai makromolekulak krio-EM-mel torténé 3D rekonstrukcidjanak
jelenlegi allapotahoz vezettek. Megemlitink néhany kozleményt is, amelyek még
szobahOmérsékletli vizsgalatokra vonatkoznak, de jelentdségiik vitathatatlan. Azokat az
elézményeket, amelyek az elektronmikroszkopra és segédberendezéseikre vonatkoznak a II. és
I11. fejezetben targyaltuk.

Aaron Klug volt az elsd, aki 1964-ben felismerte, hogy a 3D rekonstrukciohoz oly nagyon
fontos hulldmfazis az elektronmikroszkdopos képben benne van, és kinyerhetd beldle. Ugyanis
a detektorok a rontgen- vagy elektrondiffrakcio készitésekor nem mérik a fazist. Egy atomi
felbontasu elektronmikroszkdpos kép Fourier-transzformaltja hasonlo az
elektronmikroszkopban felvett diffrakcios képhez, de mégsem azonos vele. A mikroszképos
képbdl kinyerhetd a fazis, a diffrakcios képbdl nem.

Klug és Berger a kész elektronmikroszkopos képbdl fényoptikai uton diffrakciot készitett
(KLUG 1964). Az optikai diffraktométer vazlatat egy késébbi kézleménybdl mutatjuk, amely

ugyanabban a laboratériumban késziilt, mint az eredeti: (4.1.1. abra)

kamera lencse lencse  €myo tdlyukkal

fényforras
Nz
/7 | AN

)

elektronmikroszkdpos
negativ

4.1.1. dbra . Optikai diffraktométer vazlata (AMOS 2005)
A koherens fényforras (Iézer) az abra jobb oldalan lathatd. A fény egy tlilyukon keresztiil halad
az elsé lencse fel¢, amely parhuzamos sugarakkal megvildgitja az elektronmikroszkopos
negativot. A kovetkez6 lencse elvégzi a Fourier-transzformaciot, és a kameraban 1év6 filmen
rogzithetd a diffrakcios kép. A 60-as években filmes kamerdval, késébbi idékben CCD-
kameraval rogzitették a diffrakcios képet. Ennek az eljarasnak fontos vonasa volt, hogy mar
nemcsak nagyszamd, kristalyositott makromolekulan, hanem egyedi részecskéken is miikodott.
1968-ban ujabb nagy 1épést tett elére A. Klug ¢és munkatarsa, De Rosier: az
elektronmikroszkopos kép Fourier-transzformacidjat nem lencse segitségével végezték el,

hanem  szamitogéppel. Mikrodenzitométerrel mértek meg pontrol pontra az

88



elektronmikroszkopos kép optikai striségét, a mikrodenzitométert pedig szamitogéppel
kototték dssze a Fourier-transzformacio elvegzésére és a tovabbi kiértékeléshez (DE ROSIER
és KLUG 1968). Ugyanebben a kdzleményben irtdk le a haromdimenzios rekonstrukcid
altalanos elvét (4.1.4. abra).

Az 1974-es évet tekintik a krio-elektronmikroszk6pia megsziiletési évének. Mintegy 8 évvel
megeldzve Dubochet-t, Taylor és Glaeser cseppfolyd nitrogén hémérsékletén fagyasztott,
hidratalt allapotu fehérjét, katalaz kristalyt vizsgalt elektronmikroszkopban (TAYLOR és
GLAESER 1974). Aminta j6 allapotban megmaradt, ezt bizonyitja a rola készilt
elektrondiffrakciés felvétel (4.1.2. abra).

4.1.2. abra. Katalaz kristaly elektrondiffrakciés képe (TAYLOR és GLAESER 1974)

A diffrakcids kép 3,4 A-6s felbontasabol arra lehetett kovetkeztetni, hogy a minta nem
karosodott a preparacio és a vizsgalat alatt. Az elektronmikroszkop mintatartd asztalat
cseppfolyds nitrogén hiitotte. A Kisérlet igazi jelentéségét csak Dubochet ismerte fel, mert
ezutan szisztematikusan vizsgalta a viz ¢és a vizes oldatok fagyasztaskor fellépd tulajdonsagait.
Ennek alapjan dolgozta ki a meritéses ultragyors fagyasztas modszerét, amelyben a vizsgalandd
mintat amorf jég (iivegszeri jég) veszi korbe. Ez valt a krio-elektronmikroszkdopos preparélasi
modszerek f6 iranyvonalava.

Két évvel késobbi kozleményiikben (TAYLOR és GLAESER 1976) az livegszerli jeget is
emlitik annak okaként, hogy a minta miért maradt jo allapotban, de az igazi felismerés mégis
elmaradt. Tudték, hogy -140 °C alatt kellett lenni a minta hémérsékletének, hogy a jég amorf
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allapotban megmaradjon, mégis azt irtdk, hogy ,esetlinkben ez a feltétel nem teljesil”.
Dubochet Nobel-el6adasaban elismerte Taylor és Glaeser Kisérleteinek motivald hatasat.
1975-ben  Unwin és Henderson festetlen, bibormembran-kristalyokat (!) vizsgélt
elektronmikroszkoppal szobahémérsékleten (UNWIN 1975) (HENDERSON 1975). A bibor
membrant bakteriorodopszin nevii integralis membranfehérje alkotja, amely protonpumpaként
miikodik a fotoszintézisben. A fehérje 1:1 aranyban komplexet képez a retindl kromoforral, és
ez adja a jellegzetes biborszinét. Egyetlen membran 100 000-nél tobb fehérjét tartalmaz, elemi
cellanként harmat. Azon tulajdonsaga tette vonzéva az elektronmikroszképos vizsgalatokra,
hogy monoreteg vastagsagban kétdimenzids (2D) kristalyt képez. A faziskontraszton alapuld
nagy felbontasl elektronmikroszképiaban fontos a vizsgalandd minta vékonysaga, hogy a
szamitasokban a gyengefazis-objektum kdzelités alkalmazhat6 legyen.

A vizsgalando bakteriorodopszin kristalyt Halobacterium Halobium kulturabdl allitottak eld,
és 0,5-1%-o0s cukoroldattal védtek a dehidratacié és sugarkarosodas ellen.

A szobahdmérsékletii (!) elektronmikroszkopos vizsgalatokban olyan alacsony elektronddzist
alkalmaztak, hogy a kapott mikroszkdpos képeken szabad szemmel semmiféle szerkezetet nem
lehetett latni: a defokuszalassal elert faziskontraszt kisebb volt 1%-nal. A diffrakcios képek
viszont mutattak a kristalyszerkezetre utalo reflexiokat. A vizsgalatokat a De Rosier és Klug
altal megadott altaldnos elvek szerint végeztek (4.1.4. dbra): a mintat 0-57° tartomanyban
dontotték. 15 diffrakcids képet és 18 elektronmikroszkopos képet készitettek 100 kV-o0s
gyorsitofesziltségen. A kepek és diffrakcios képek kiértékelésére a Klug és munkatarsai altal
kidolgozott szamitdgépes mddszereket hasznaltak (DE ROSIER és KLUG 1968) (ERICKSON
és KLUG 1971).

Els6 1épésben 7A-6s felbontast sikeriilt elérni a 3D modellben (4.1.3. abra), amiben az is
szerepet jatszott, hogy nem specialis, hanem kereskedelmi mindségli elektronmikroszkopot

hasznaltak.
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4.1.3. dbra. Bakteriorodopszin 7A felbontasu 3D modellje 1975-bd] (HENDERSON 2018
Nobel Lecture)

A 4.1.3. dbran a monomer bakteriorodopszin 3D modellje lathatd. Az elemi cellaban hét a-
hélix talalhat6. A modell javitaséara iranyuld rontgendiffrakcios kisérleteik nem jartak sikerrel,
igy fordult Henderson az elektronmikroszkdpia iranyaba. Ez a valtas évekkel késobb 3,5 A-0s

felbontast eredményezett, sokkal modernebb krio-elektronmikroszkdpos koriilmeények kozott.

— Az elso elektronmikroszkopos 3D rekonstrukcio
Egy elektronmikroszkopos minta egy haromdimenzids objektum, amelyet nem lehet Ugy

rekonstrualni 3D-ben, hogy a fokusz valtoztatasaval rétegenként leképezzik. Ugyanis az
elektronmikroszkop képerny6jén a minta olyan kétdimenzios vetiilete jelenik meg, amelyet az
egymas feletti rétegek szuperpoziciéja hoz létre. Ez a vetllet tartalmazza az
elektronamplituddval és fazissal kapcsolatos informacidkat, de csak a besugéarzdnyalab
iranyaban. Ahhoz, hogy a kétdimenzids képekbdl haromdimenzids képet lehessen késziteni,
sok kiilonb6z6 iranybol felvett képre van sziikség. Ezt pl. a minta szisztematikus dontésével
lehet megvaldsitani. De Rosier és Klug nem a mikroszképos képekbdl, hanem azok Fourier-
transzformaltjdbol nyerte ki a szikséges adatokat Fourier-koefficiensek formajéban.
A haromdimenzios kép 6sszeallitasa is a Fourier-térben tortént, majd a valodi 3D képet inverz
Fourier-transzformacioval nyerték.

Az elv szemléltetéséhez az egyszerliség kedvéért a minta sok irdnyu dontésébdl csak harmat
tekintink, amelyeket a 4.1.4. abra tetején 1év6 harom sugar jelez. Az dbra kdzepén a minta

crer
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transzformaltjaibdl allitjak 6ssze a haromdimenzios kép Fourier-transzformaltjat, majd ennek

inverz Fourier-transzforméacidjaval rekonstrudljak a valos térbeli haromdimenzids képet.

a nézetek irdnyai

szerkezet

=
a transzmisszios ff
kép egy vetillet Q &

egy vetiiletnek a %
Fourier-transzformacidja k)
megadja a koefficienseket

a “Fourier-tér’ egy

‘I
\ /
metszetében \\/
4

rekonstrukcio Fourier-
szintézissel, felhasznalva |
valamennyi metszetet M

4.1.4. dbra. A haromdimenzios rekonstrukcié elvének szemléltetése két dimenzidban (DE
ROSIER és KLUG 1968)

’
'
[l

Kezdetben fontos volt, hogy a vizsgalt minta kristalyos legyen, mert a kristalyracsban egymas
melletti sok azonos helyzeti molekula jobb jel/zaj viszonyt ad, mint a rendezetlen helyzeti
molekulak halmaza. Bar a fehérjemolekulak az elemi cellan belil aszimmetrikusan
helyezkedhetnek el, az elemi cellak rendez6dhetnek szimmetrikus modon, pl. helikalis (spiralis)
vagy ikozaéderes szerkezetbe. Ett6l a szimmetriatol fligg, hogy egy adott felbontasu 3D
modellhez hany felvételre van szilkseég. Nagyobb szimmetria esetén kevesebb képre van
szilkség. Ezért az sem véletlen, hogy az els0 vizsgalatok szimmetridval rendelkezo
molekul&kon torténtek. A 4.1.4. abran jelzett folyamat altalanos érvényii, barmilyen molekulara
igaz, flggetlendl a szimmetriatulajdonsagoktol.

A szerzOk negativ festési T4 bakteriofdg farkdn mutattdk be els6 sikeres 3D
rekonstrukciojukat, amelynek felbontisa 35 A. (Itt még nincs sz6 a minta hiitésérdl, pusztan
negativ festéssel védték a mintat. Mint kordbban jeleztiik, a negativ festés korlatozza a
felbontast.)

92



.;"

ll],

R
- o
- =

= == e
> & = -

"

¥
Z

o

by A
.r

L]

9

b

't
IR R+
" \-'

0,02 0 0,62 o
4.1.5. 4bra. a/ Negativ festésii T4 bakteriofag farkanak elektronmikroszkopos képe
N=500 000x nagyitasban; b/ az a/ abran lathat6 kép fényoptikai diffrakcios képe; ¢/ a
diffrakcios képbdl eldallitott sziirt kép

A Fourier-szintézissel készult 3D modell a 4.1.3. abran (a 4.1.5.a/ dbran lathaté magassag 1/3-
nak megfelel6 részlet) jol mutatja a bakteriofag helikalis (spirdlis) felépitését.

Aron Klug munkassagat kemiai Nobel-dijjal jutalmaztak 1982-ben, tébbek kozott a
krisztallografiai elektronmikroszkopia kifejlesztéséért. Rendkiviil fontos volt az a felismereése,
hogy az elektronmikroszkopos kép tartalmazza az elektronhullam amplitadojat és fazisat is,

mig a rontgen- vagy elektrondiffrakcios kép a fazist nem tartalmazza.

4.1.6. abra. A T4 bakteriofag 3D modellje. (A T-vel jelzett drotok a molekula belsejében 1€v6
helikalis Uregeket jelzik (DE ROSIER és KLUG 1968)
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IV.2. Az egyedi részecskék analizisének elmélete

IV.2.1. Vetllet-szelet tétel

A kétdimenzios vetiiletekb6l a haromdimenzids rekonstrukcidé az ugynevezett vetilet-szelet
tételen alapul (angolul projection-slice theorem) (WIKIPEDIA). Eszerint a 3D minta egy
mikroszkopos képének Fourier-transzformaltja a minta 3D Fourier-transzformaltjaban egy
kozépponton atmend szeletet ad. Ennek a centralis szeletnek a sikja merdleges a vetités iranyara
(azaz a besugéarzo elektronnyalab irdnyara). Az elvet a 4.2.1. abran szemléltetjuk:

A vetllet-szelet tételt mas néven is megtalalhatjuk a szakirodalomban, mint pl. a k6zponti szelet
tétele (angolul central line theorem) vagy Fourier-szelet tétele (Fourier slice theorem).

Ha ismerjiik a 2D vetiiletek iranyat, akkor ismerjiik a megfeleld 2D szeletek iranyat is a 3D
Fourier-transzformaltban: sikjuk meréleges a vetités iranyara. Igy eldszér 2D vetiiletek (a
mikroszkopos képek) iranyait kell meghatarozni, majd Fourier-transzformaltjaikbdl
Osszeallitani a 3D képet a Fourier-térben. Végul vissza kell transzformalni a valos térbe, ami a

minta 3D képének rekonstrukcidjat jelenti.

Fourier-transzformacié
4_’
inverz Fourier-transzformacio
valos ter Fourier-tér

elektron nyalab

a centralis metszet, amelynek
sikja meréleges a besugarzo
elektron nyalabra

minta 3D /&

mikroszkopos s + 13 mikroszkopos
kép 2D 4 g kép
s < Fourier-transzformaltja

4.2.1. dbra A vetllet-szelet tétel szemléltetéséhez (NOGALES 2015)
IV.2.2. Vetlletillesztés

Az egyedi részecskék analizisében a nehézségek abbol adddnak, hogy a vetiletek iranyai nem
ismertek. Tovabbé az elektronmikroszkopos képek kontrasztszegények a mintak kis rendszama
miatt, és zajosak az alkalmazott alacsony dézisu leképezés miatt. Ezért a képek atlagolasaval
javitjak a jel/zaj viszonyt.

A 3D rekonstrukcié — a matematika nyelvén szélva — hianyos, rosszul kitlizott, inverz feladat
(angolul incomplete, ill-posed and inverse problem) (SCHERES 2012). 3D alakzatb6l kénnyii
meghatarozni a 2D vetlleteket, visszafelé (ami a SPA feladata) sokkal nehezebb, innen az

inverz jelleg. Minthogy a részecskék orientdcioja ismeretlen, ettdl hidnyos matematikailag a
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feladat. (A rontgenkrisztallografia is a hianyos matematikai problémak kozzé tartozik, ott a
sugarzas fazisa hianyzik.) A nagy zaj és a részecskék orientaciojanak hianya miatt a kisérleti
adatok nem hatarozzdk meg egyértelmlien a megoldast, ezért nevezik a feladatot
matematikailag rosszul kitlizéttnek.

Viszont vannak kozelité modszerek, és ezen alapuld szoftverek, amelyek nagyon jo
kozelitéseket eredményeznek. Furcsa modon a legnagyobb nehézséget a krio-EM-ben nem a
fent jelzett matematikai probléma, hanem a helyes minta-cl6készités jelenti. A pozitiv (izenet
az, hogy szamitogépes rekonstrukciéhoz sziikséges programok konnyen végrehajthatok
anélkul, hogy a vizsgalo a programok mogotti matematikai hatteret ismerné. Az utébbi évek
maésik pozitiv Uzenete, hogy a minta-el6készité automatak bamulatos eredményeket érnek el,
igy a mintapreparalas sem olyan nehéz, mint évekkel ezel6tt volt.

A leggyakrabban alkalmazott 3D rekonstrukcio az ugynevezett vetiletillesztés (projection
matching). a 4.2.2. abra segitsegével magyarazhato.

A rekonstrukciohoz meg kell hatarozni az elektronmikroszképos képek (4.2.2./C abran lathatd
Euler szbégek, 4.2.4. abra). Ez a szogmeghatarozas szamitdgépes uton iteracios eljarassal
torténik. Az elsé 1épésben fel kell tételezni a vizsgalandd mintahoz hasonlé 3D szerkezetet (a

tovabbiakban kezdeti 3D modell), és abbdl szamitdgéppel vetiileteket generalni, amint az a

a legjobb illesztés
minden egyes részecskére

Fourier-transzformacié

-

inverz
Fourier-transzformacio

4.2.2. dbra. A vetuletillesztés a krio-elektronmikroszkopos 3D rekonstrukcio leggyakrabban
alkalmazott véltozata (lasd a szdveget) (NOGALES 2015)

4.2.2./A &bran lathatd. Utana 6sszehasonlitjak a mikroszkdpos képeket a szamitogéppel

generalt vetiiletekkel: a gép kivalasztja a legjobban Osszeilld kisérleti €s elméleti vetiileteket
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(4.2.2./B abra). (A generalt képeknél a szdogek mar ismeretek!) A legjobban 0sszeilld
mikroszképos képek (fekete-fehér képek a 4.2.2./C &bran) Fourier-transzformaltjaibol a
vetllet-szelet tétel alapjan dsszedllithatd egy 3D alakzat a Fourier-térben (4.2.2./D abra). Ez
utobbibol inverz Fourier-transzformacioval eléallitjak a 4.2.2./C abra kozepén lathatdé 3D
objektumot.

Az iteracio kovetkez6 1épésében az imént meghatarozott 3D objektumot tekintik a 4.2.2./A &bra
szerinti kezdeti 3D modellnek, és tjrageneraljak beléle a vetiileteket. Es folytatodik az imént
leirt folyamat. Az iteracié folyaman egyre javulnak az orientaciok, né a felbontas, és a
rekonstrualt objektum kozelit a valodihoz. Az iteraciot ott allitjak le, ahol mar nem né a
felbontas.

A gyakorlatban a problémét a 4.2.2./A &bran lathatd kezdeti 3D modell megvalasztasa jelenti.
Ugyanis ha rosszul valasztjak meg a kezdeti modell alakjat, akkor az iteraciok egy lokalis
minimumhoz fognak konvergalni, és helytelen 3D objektumot generalnak. A szakirodalomban
Einstein egyik ismert fényképét hozzék fel példanak arra, hogy a kezdeti modell megvalasztasa
az iteraciok végeredmeényére is ranyomhatja bélyegét (4.2.3. abra).

4.2.3. dbra. Ezer random zaju kép illesztésekor a kezdeti modellként alkalmazott Einstein-kép
az iteraciok vegén Einstein-képet eredményezett (SHATSKY 2009).

»Einstein from noise” néven emliti az irodalom azokat az esetet, amikor a kutato szilard
meggy6zddése, hogy részecskék képeit hasznalta fel a vetiiletillesztéskor, és valdjaban csak zaj
volt jelen a képben, részecske nem. Az ilyen csapdak elkerllésének egyik mddja, hogy
felhasznaland6 mikroszkopos képek kivéalogatasakor ellendrzik a kép mindségét, hogy a zajban
tartalmaznak-e nagy felbontdsi informaciokat. Ez kiderilhet abbdl, hogy a
teljesitményspektrumuk mutat-e Thon-gytiriiket, és azok milyen felbontasig terjednek ki.

Mielétt a kezdeti 3D modellek generalasi lehetdségeire ratérnénk, megismételjiik, hogy az
SPA elonyeinek egyike az altalanos alkalmazhatdsag: nem sziikséges kristalyos vagy

szimmetriatulajdonsagokkal rendelkez6 minta.
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IV.2.3. Mddszerek a kezdeti 3D modell generalasara

Mint jeleztik, a rekonstrukcio folyamataban a kritikus lépés a 4.2.2./A abran mutatott kezdeti
3D modell megvalasztasa vagy létrehozasa. Alabb bemutatunk harom an. referenciamentes
modszert a kezdeti 3D modell generalasara. (A kevésbé tirelmesek a 1V.2.3.1.-1V.2.3.3.
pontokat atugorhatjak, mivel az utobbi idékben a 1V.2.3.4. és a 1V.2.3.5. pontban emlitett
elektrontomografit, illetve a de novo és ab initio modszereket alkalmazzék a kezdeti 3D modell
generaléséra.)

1V.2.3.1. Szbgek helyreallitasa

Az elektronmikroszkopidban a haromdimenzids rekonstrukcié altalanos vonasa 5 parameéter,
agymint az x,y koordinata, a vizsgalt molekula helyzetére jellemzé harom szog, az Gn. Euler-
sz0gek meghatérozasa (4.2.4. abra). A szogek meghatarozasat megel6zi egy transzlacio,
amellyel a kivagott részecsket a kép kdzepébe toljak, Egy részecske helyzete a pirossal jelolt
XYZ koordinatarendszerben meghatarozhatd az o, B, és yszogekkel a kékkel jelolt xyz
referencia-koordinatarendszernez ~ képest. A két  koordinatarendszer xy  sikjainak

metszésvonalat N-nel jel6ltik.
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4.2.4. dbra Euler-szogek

Az Euler-szogeket tobbféle mddon szokas definialni. A geometriai definicié szerint (4.2.4.
abra) az o (vagy ¢) az x- eés az N-tengely, a B (vagy 0) a z- és Z-tengely kozotti szoget, a y
(vagy v) pedig a X- és N-tengely kozotti szoget jeloli. A 3D modell kézeéppontja egyben az
Euler-gdmb kbézéppontja.

Van Heel arra alapozta az Euler-sz6gek meghatarozasat, hogy legalabb harom
részecskevetuletnek (mikroszképos képnek) kell rendelkezésre allnia, hogy a meghatarozas
egyértelmii legyen. Modszerét a szogek helyreéllitdsanak fogjuk nevezni (angolul angular

reconstitution).
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4.2.5. dbra. A kozos kdzponti vonal (common central line) magyarazatahoz (lasd a széveget)
(VAN HEEL 1987)

Amennyiben egy 3D részecske két vetiiletének csak egy k6zos metszésvonala van (4.2.5./a)
abra), akkor a részecske helyzetét nem lehet egyértelmiien meghatdrozni, mert a részecske a
nyillal jel6lt irdnyba szabadon elfordithatd. Amikor van egy harmadik vetulet is (fehér korrel
jelélve a 4.2.5./b abran), akkor mar két kdzos centralis vonal van. (Amikor valos térben
dolgoznak, akkor az a/ dbrdn mutatott metszeésvonalat k6zos dontési tengelynek (common tilt
axis) nevezik, amikor a Fourier-térben vizsgalodnak, akkor kdzds kézponti vonalnak (common
central line) nevezik.)

Van Heel az Euler-szogek meghatarozasat egy toébbvaltozds statisztikai osztalyozasi algoritmus
segitségével valdsitotta meg, amely a zajos képekbdl jo jel/zaj viszonyl képeket hozott létre.
Az eljarashoz nem volt sziikség a mintatartd dontésére. A kritika szerint (CONG 2010) van
Heel modszere kiilondsen alkalmas nagy szimmetriaval rendelkezd részecskék kezdeti 3D

modelljének generalasara, de szimmetria nélkil helytelen szerkezetekhez vezethet.

1V.2.3.2. Random kupos dontés

A random kupos dontésnek (angolul random conical tilt) nevezett rekonstrukciés modszer
végrehajtasahoz a mintatartd rostélyra kitiintetett orientacioban felfekvd részecskékre van
szilkség (RADEMACHER 1987). A kitiintetett orientacio kettére redukalja az ismeretlen
sz0gek szamat. Az is sziikséges még a részecskéket jellemzo6 szogek meghatarozasahoz, hogy
a kituntetett orientdciéban, a minta sikjaban a szemcsék szinte minden forgasiranyt
felvegyenek. Ezt Rademacher néhéany szaz részecske segitségével érte el.

Az SPA-ban jo szolgalatot tehet ez a mddszer a kis felbontasu kezdeti 3D modell
megalkotasahoz, ha el tudjuk érni, hogy a mintadban a vizsgalandd részecskék Kitiintetett
orientaciot vegyenek fel. A Rademacher altal bemutatott példaban (Escherichia coli 50S
riboszdma alegységek) a részecskék hossztengelye parhuzamos a mintatartd rostély sikjaval.
A Kitlintetett orientacio létrehozasara kilondsen alkalmas a negativ festeés (amit krio-EM el6tti

98



elévizsgalatokban szoktak alkalmazni), de krio-EM vizsgalatokkor is el6fordul, hogy a
részecskék akaratunk ellenére kitlintetett orientaciot vesznek fel. Ez bekovetkezhet feltehetéen
a részecskéknek a levegd/viz hatarfeliilettel vald kolcsonhatasa miatt. Ilyenkor a Kitlintetett
orientacio csokkentésére vagy megsziintetesere detergenssel csokkentik a viz feluleti
feszultseget (CHENG 2015 Primer).

dontési tengely

1
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b/ az a/ abran lathato kép megvaltozasa a minta dontése utan
c/ a kisérleti feltételek (a minta dontése, a részecskék Kitlintetett orientacidja, valamint a
vizszintes sikban valo sokféle forgasiranyu elhelyezkedésiik) miatt olyan kép all ¢l6, amely

rrrr

palastjan helyezkednek el.

Rademacher a mintat nagy szog (50°) alatt dontétte meg. Egyetlen mikroszkdpos kép alapjan
olyan részecskevetileteket kapott, mintha egy dontési sorozatot végzett volna, amelyben a
vetitési iranyok egy kap paléstjan helyezkednének el (4.2.6./c &bra).

A dontott mintarol készitett mikroszkopos képet a részecskéknek a vizszintes sikban 1évo
szOgallasdnak meghatarozasahoz hasznalta Rademacher, de kés6bb nem hasznalta fel a 3D

rekonstrukcioban. Minthogy a minta dontése geometriai okok miatt korlatozott (manapsag +70°
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és -70° kozotti tartomanyra), a 3D rekonstrukcidban egy széles szogtartomanybol hianyzik az
informacio. Ezt a szakirodalomban a hianyzo6 kap (missing cone) elnevezéssel illetik, mert az
informé&cio kup alakban hianyzik a reciprok térben. A rekonstrukcidé szempontjabol ez abban
nyilvanul meg, hogy a rekonstrualt objektum a minta sikjara mer6leges iranyba megnyulik.
Rademacher modszerében a hianyz6 kiiphoz kotheto torzitas megjelenik, ennek ellenére Cheng
az osszefoglald cikkében (CHENG 2015 Primer) ezt az eljarast ,,joforman Gzembiztosnak”
(virtually foolproof) nevezi a kezdeti modell megalkotésa szempontjabdl.

A rekonstrukcio az un. stlyozott visszavetitéssel tortént.

a) vetités b) visszavetités

4.2.7. dbra. A vetités és visszavetités szemléltetése (JEOL USA)

1V.2.3.3. Merdleges dontés modszere

Az SPA-ban a kezdeti 3D modell generélasara a random kupos dontésnél alkalmasabb a
merbleges dontés (orthogonal tilt) modszere (LESCHZINER 2006), amelynél egy +45°-0s és
egy -45°%o0s mintadontést alkalmaznak az elektronmikroszkopos felvételek exponalasakor.
A random kuapos moédszert6l abban is eltér, hogy a sikeres megvalositashoz rendezetlendl
elhelyezked6 molekuldkra van sziikség, amit az amorf jégbe torténd ultragyors fagyasztassal
biztositani lehet. Tovabbi eltérés, hogy ebben a mddszerben kikuszobdlik a hianyzo kap
(missing cone) jelenségét, azaz nem lépnek fel torzitasok a rekonstrualt objektumban az
elégtelen informacié miatt. A két modszer kézds vonasa, hogy a Frank altal kifejlesztett
SPIDER szoftvercsomagot hasznélja SPA adatfeldolgozasra (FRANK 1996).

1V.2.3.4. Elektrontomografia alkalmazasa a kezdeti 3D modell megalkotasahoz

A kezdeti 3D modell létrenozdsa a fenti modszereknél pontosabban torténhet az
elektrontomografia modszerével (V. fejezet), amikor a mintat széles szogtartomanyban
fokozatosan dontik ismert szogekkel, és kdzben mikroszkdpos képeket vesznek fel.
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IV.2.3.5 Ab initio vagy de novo modszerek alkalmazasa

A bioldgiai informatikdban az ab initio vagy de novo kifejezés (mindkett6 latin eredeti,
jelentésiik kezdettdl fogva) olyan algoritmusokra vonatkoznak, amelyek nem hasznalnak
segedeszkozoket, templatokat a fehérjék harmadlagos szerkezetének meghatarozasara, hanem
a primér szerkezetbdl kiindulva szamoljak azokat.

A legtijabb 3D rekonstrukcios szoftverekben (pl. RELION ¢és cryoSPARC) kiilsd segitség vagy
kalon méresek igénybevétele (pl. mintadontés) nélkil szdmoljak a kezdeti 3D modelleket a
rendelkezésre allo 2D vetiiletekbdl (IV.3.6. fejezet).

IV.2.4. Siriségtérkép

A transzmisszios elektronmikroszkopos képek a vizsgalt objektumnak olyan vetiletei, amelyek
a stiriségeloszlast mutatjak az orvosi rontgenképhez hasonldan. Stirliségen nem anyagstiriiséget
kell érteni, hanem a mintaban 1év6 elektromos potencial stiriségét. Az elektromos potenciélt a
pozitiv toltési atommagok ¢és a negativ tOltésii elektronok adjak. Ez eltér a
rontgenkrisztallografiaban érvényes elektronsiiriiségtol, mert ott az kizardlag az elektronoktol
szarmazik. A rontgensugarak szorodasa az atommagokon elhanyagolhat6. Az exponalt
elektronmikroszkopos film optikai stirlisége linearisan fiigg a potencidlsiiriiségtdl, legalabbis a
gyenge-fazis-objektum kozelitésben (2.16. egyenlet). A gyenge-fazis-objektum kozelités akkor
érvényes, ha a vizsgalt minta nagyon vékony és kis atomsulyu elemekbél épiil fel. A krio-EM-

mel vizsgalt mintakra ezek a tulajdonsagok tébbnyire teljesulnek.

A krio-EM ,,6skoraban” a rontgenkrisztallografiabol atvett elektronsiiriiség-térkép elnevezést
hasznaltak. Késobb a krio-elektronmikroszkopos stirliségtérkép elnevezést valasztottak. Ezt a
hosszl elnevezést egyszerisitve stirliségtérképnek vagy még egyszeriibben térképnek nevezik.
Ezek a térképek Kkerlilnek be az Elektronmikroszkopos Adatbankba. A haromdimenzios
strtiségtérkép a rekonstrualt 3D objektum (BAKER 2010).
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4.2.8. 4bra. Példa a stirtiségtérképre. Balra a glutamat-dehidrogenéaz 3D stirtiségtérképe krio-
EM felvételek alapjan. A kiilonb6z6 szinek az enzim hat alegységét jelolik. Jobbra egy
kinagyitott részlet, amelyben a halvanysarga rész a 2D siirliségtérkép, a szines palcikak pedig
az utolag belerajzolt atommodellt jeldlik. A betiik az aminosavakat (a 6.2.1. abran lathato

egybetls jel6lések), a szamok a peptidlancbhan elfoglalt helyiket jelélik (MERK 2016).

Egy masik példa a sarGségtérképre, amelyet a 4.2.9. dbran kék halé jelez.

Semleges, nem polaris
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Bazikus és savas

His®"

Semleges, polaris

Ser4'? Thrt4o Cys'? Asn'93 GIn®!

4.2.9. &bra. A kékkel rajzolt hal6 Gijabb példa a siiriségtérkép megjelenitésére. Glutamat-
dehidrogendaz krio-EM vizsgalataibdl szarmaznak a fenti fehérjealkoté aminosavak
stirtiségtérképei. Az atommodellt szines palcikak jelzik (MERK 2016).

IV.3. Az egyedi részecskék analizisének gyakorlata

Alll. fejezetben targyaltuk a krio-elektronmikroszkdpot, a direkt elektrondetektorokat és
fazislemezeket. Ezek képezik a SPA gyakorlatanak eszkdzoldalat. Jelen fejezetben a gyakorlati
rész tobbi elemét fogjuk nagy vonalakban targyalni, majd késobbi fejezetekben tovabb arnyalni.

A SPA menetét leegyszertsitve a 4.3.1. dbran mutatjuk meg:
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4.3.1. dbra. Az egyedi részecskék analizisének vézlatos menete (LANDER 2009)

a./ A vizsgalandé makromolekula krio-elektronmikroszképos képe.

b./ A zajos képen kivalasztjak azokat a részecskéket, amelyek ugyanabban az orientacidban
fagytak be az amorf jégbe.

c./ Akivalasztott részecskéket kivagjak a mikroszkopos képbdl egy négyszogletes ablak
forméajaban (angolul windowing vagy boxing vagy extraction), és az ablak kdzepére toljak.

d./ A részecskéket ugy forgatjdk be, hogy ugyanazon iranyba alljanak, majd 6sszegzik és
atlagoljak azokat.

e./ Az 6sszegzés és atlagolas utan el6allo képben a jel/zaj viszony sokkal jobb, mint az
elektronmikroszkdopos képen (4.3.1./a abra) lathato, és ezért pontosabb informaciot ad err6l az
orientaciorol.

végre, hanem valamennyi ,,jol viselkedd” (hasznosithato) részecskére, utana un. osztalyokat
képeznek a kiilonb6zd orientacidkra.

6sszekombinaljak 3D objektumma.

h./ Nagy nagyitasban meglathatok azok a szerkezeti vonasok, amelyekbdl kdvetkeztetni lehet

arra, hogyan miikodik a makromolekula.
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IV.3.1. Az egyedi részecskék analizisének munkamenete vazlatosan
A krio-EM vizsgalatokat meglehetdsen szisztematikusan kell felépiteni, mert egy eldzetes
vizsgalatban elkovetett hiba az egész mikroszkopos vizsgalatot megnehezitheti, illetve

meghamisithatja. A munkamenetet vazlatosan a 4.3.2. abran mutatjuk.

krio-EM nagyfelbontasu, automatizalt
biokémiai elékészités minta-elokészités adatgyujtés
— T =

‘ L
Krio-
elektronmikroszkop

WORLDWIDE

PROTEIN DATA BANK

e g molekula-szerkezet
adat-archivalas 3D siirliség-térkep modell-készités megkildése az

: : ; I adatbanknak
¢s -feldolgozas és validalas (www.emdatabank.org )

4.3.2. dbra A krio-EM menete vazlatosan

Az elsé Iépésben a vizsgalando oldat kémiai tisztasagat kell ellendrizni és tisztitassal biztositani
(biokémiai elékészités). Ezt koveti a minta-clokészités. A nagy felbontast krio-
elektronmikroszkopos vizsgalatokat kisebb felbontast sziirGvizsgalatok el6zik meg, pl. negativ
festésti mintdkon. (Ez a 4.3.2. 4dbran nincs jelezve.) Ezekhez olcsobb, kisebb teljesitményii
termikus volframkatédu, Gn. diagnosztikai elektronmikroszkopot hasznalnak. A nagy
felbontasu krio-EM adatgyiijtés nagy mértékben automatizalt. Meglehet6sen nagy mennyiségii
adatot kell gytjteni, amibdl elészor kétdimenzids, majd haromdimenzios krio-EM
stiriségtérképet készitenek. A térképekbdl késziilnek a molekulamodellek, amelyek
érvényességét ellendrizni  (validalni) kell. Végil a kész molekulamodell adatai a
fehérjeadatbankba (Protein Data Bank, https://www.rcsb.org/) vagy az elektronmikroszkdpos
adatbankba kertlnek (Electron Microscopy Data Bank, EMDB,

https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/). Az ezekhez val6 hozzaférés ingyenes.

A krio-EM menetét egy masik, kevésbé képszerli abraval részletesebb is bemutatjuk, amely
segit abban, hogy a kovetkezd paragrafusokban leirtak egységes képpé élljanak ossze. (4.3.3.
abra) (CHENG 2015 Primer)
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4.3.3. abra. A ,,nagy felbontasu” finomitas menete. A 2D képekbdl és a kezdeti 3D modellbél

iteracioval torténd, 3D modellt eredményezd eljarast finomitasnak nevezik (CHENG 2015

Primer).

Az eredeti kdzleményben egy ,,kis felbontasd” finomitasnak nevezett abrarészlet is lathato, ami
a krio-EM-et megel6z6 negativ festéses eljarast mutatja. Hasonldé a 4.3.3. abran lathato
munkamenethez, de a 2D atlagok képzésével véget ér. Minthogy a negativ festéses eljaras
gyors, ¢és kontrasztos képet ad, ennek segitségével gy6zédnek meg arrdl, hogy a minta
monodiszperz, nem aggregalodott részecskékbdl all, és a heterogenitdsa is megfeleld. Ez a
vizsgélat az esetek tobbségében nem alacsony homérsékleten torténik.

Ezek utan a minta-elékészitéssel (IV.3.2), adatgyijtéssel (elektronmikroszkopos képek
felvételével) (I1V.3.3) és képanalizissel (IV.3.4. és 1V.3.5.) fogunk foglalkozni.
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Az adatfeldolgozas részletesebb ismertetésére a RELION szoftver kapcsan térink vissza
(IV.3.6).

1V.3.2. Minta-elokészités az egyedi részecskék analiziséhez

1V.3.2.1. Fehérjék elvalasztasa, tisztitasa.

A krio-EM vizsgalatok el6tt biztositani kell a mintak homogenitasat, hogy a mikroszkopba egy
monodiszperz rendszer (azonos tomegl, méretli és alaka molekulék) kertiljon.

A fehérjék szétvalasztasara a szennyezOktél és a fragmentektdl gél-elektroforézist
alkalmaznak, amely molekulatomeg alapjan vélasztja szét a molekulakat gelkdzegben
elektromos tér segitségével (WIKIPEDIA, Elektroforézis, Gélelektroforézis). Egy gyakran
alkalmazott valtozat SSD-PAGE néven ismert (az SSD a sodium-dodecil-szulfat, a PAGE
pedig a poliakrilamidgél-elektroforézis roviditése). Az elvalasztas masik modja a
kromatogréfia, illetve annak fényszorassal kombinalt valtozata (méretkizarasos kromatografia
tobb szogben mért fényszoréssal; ezek angol elnevezései size-exclusion chromatography (SEC)
és multi-angle light scattering (MALS). Akettd6 kombinacidja pedig SEC-MALS)
(WIKIPEDIA, Kromatografia). A molekuldk méreteloszlasat a dinamikus fényszorassal
(Dynamic Light Scattering, DLS) ellendrzik. Végiil a vizsgalatra kivalasztott feherjék tomegét
tomegspektrometriaval mérik.

Létezik a ,tisztitdsnak” olyan formaja is, amit in silico tisztitisnak neveznek: a szamitdgép
felismeri, hogy melyik a vizsgalando molekula, és melyik a szennyezd. Valoszintisithetd, hogy

a mesterseges intelligencia elterjedésével ez az iranyzat mind erésebbé valik.

1V.3.2.2. Ultragyors meritéses fagyasztas (vitrifikalas)

Az 1. fejezet 1.2. &brdjdn mar mutattuk a Dubochet-féle ultragyors fagyasztas sémaéjat.
A vitrifikalas 1ényege, hogy az oldatban 1évd, véletlenszerii eloszlast vizsgalando részecskék
koriil amorf jég képzddik, amint azt folyékony etdnba meritik. Ez a modszer a mintét hidratalt
formaban, kozel nativ allapotban 6rzi meg. A dehidratacio volt az egyik nagy akadaly a
A Dubochet-féle ultragyors fagyasztd egy ejté berendezés (angolul plunge freezer) (4.3.4./a
abra). A berendezés aljan talalhato csipesz a mintatartd rostéllyal egydtt kinagyitva a 4.3.4./b
abran lathato. A lyukacsos mintatartd szénhartyat mutatja a 4.3.4./c abra. Az amorf jég a

szénhartya lyukaiban képzdodik.
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4.3.4. dbra. A Dubochet-féle ultragyors fagyasztdberendezés. Az a/ abran lathaté az ejtérad,
amelynek kinagyitott képét mutatja a b/ abra. A csipesz végén mintatarté rostély lathatd, az
alatta 1év6 tartalyban folyékony etan van. A folyékony etan tartalya egy cseppfolyos
nitrogennel toltétt edényben foglal helyet. A ¢/ abra fels6 részén a mintatartod rézrostély
lyukacsos szénhartyaval fedett egyetlen hal6é szeme lathatd. A lyukakba vékony amorf
jéghartya fagy bele a mintat tartalmazé pufferoldatbdl (keresztmetszete halvany kékkel

jelolve a c/ abran). A fehér korok pedig a vizsgalandd bioldgiai makromolekulékat jelolik.

A cseppfolyos etan homérséklete kb. -180 °C, a tartalyanak cseppfolyds nitrogénnel valo hiitése
miatt. (A cseppfolyds nitrogén forraspontja -196 °C, a cseppfolyds etané -88,5°C.)
A vizsgalandé minta nativ allapota minden valoszinliség szerint megmarad az igen gyors
fagyasztaskor, mert a fagyas kb. 10 s alatt megy végbe, és a fehérjemolekulak konformécios
atrendezédéséhez ehhez hosszabb idére van sziikség. A becsilt 10°°C/s nagysigrendii
fagyasztasi sebesség abbdl adodik, hogy a 200 °C-os hémérséklet-valtozas az emlitett kb. 10
s alatt kovetkezik be. A viz rossz hévezet6, ezért a gyors lehiiléshez a mintanak vékonynak kell
lenni.

Az els6 1épésben pipettabdl a mintatartod rostélyra cseppentik az oldatban 1évé mintat (~5ul).
Az oldat feleslegét sziir6papirral felitatjak, majd a rostélyt gyorsan alameritik folyékony etanba.
Az aldmeritést pneumatikusan vagy mas maédon gyorsitjadk. Manapsag mar a vitrifikélast is
automatizaltak. A leggyakrabban hasznalt ultragyors (alamerit6) fagyasztd automata a Thermo
Fisher Scientific cég Vitrobot és a Leica cég EM GP2 nevii késziiléke. A viz -135 °C alatt fagy
meg amorf (iivegszeril) formaban. Ha a minta valamilyen oknal fogva -135 °C folé kertl, akkor

az addig amorf allapotban 1év0 jég kristalyossa valik. (A jégnek 18 kristalyos forméja van, ezek
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koziil leggyakoribb a hexagonalis, illetve a kobds szerkezetli. Mint tobbszor emlitettiik, a
kristalyos jég szétroncsolja a vizsgalandé mintat.) A vizsgalandé mintat (a 4.3.4./c &bran
gombszeriinek abrazolva) teljes egészeben korbeveszi az amorf jég. A negativ festeéssel
ellentétben az amorf jégbe fagyd makromolekulak ,,random” moédon, mindenféle orientaciot
felvesznek. Erre nagy sziikség van, mert az egyedi részecskék analizisében nem alkalmaznak

e

cres

is, hogy a kezdeti 3D modell generalasahoz a minta déntéséhez folyamodnak (IV.2.3. fejezet),
viszont a nagy felbontasu vizsgalatokban nem hasznaljak fel a korabban dontéssel késziilt
képeket.)

A preparécidval kapcsolatos nehézsegek kozil mutat néhanyat a 4.3.5. bra.

A jégréteg vastagsaga optimalis esetben a legnagyobb makromolekulak méretével egyenld.
A tal vastag vagy tal vékony jégréteg egyarant keriilendé. A tul vastag jég (4.3.5./b abra) azt
okozhatja, hogy a kontraszt az egész mintan gyenge lesz. Valosziniitlen, hogy a 3D
rekonstrukciéban 6A-nél jobb felbontast érjenek el, ha az amorf jégréteg vastagsaga 100 nm-
nél tobb (AGARD 2014).

A jégréteg helyes vastagsaganak és a részecskék homogén eloszlasanak elérése az egyik
legnehezebb, leginkabb idbigényes feladat. A helyes jégvastagsdg beallitasat probalgatassal
vegzik (trial and error modszer) (CONG 2010).

o dl

4.3.5. dbra. Mintapreparalasi nehézségek
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a./ Inhomogeén vastagsagu jégréteg tolti ki a mintatartd rostély lyukait. b/ Ha tal vékony a jég;
a vizsgalando anyag a jég peremén dsszetorlddik. ¢/ A minta egy része dehidratalédott.
d/ A részecskek nemkivanatos Kitlintetett orientacioban helyezkednek el a jégen bell.

1V.3.2.3. Mikrostély, hordozofolia és film elokészitése

Szamos kdvetelmény van a mintatartd rostéllyal és a kialakult amorf jégréteggel szemben,
ezeket alabb részletezziik.

A minta felvihetd csupasz vagy valamilyen hartyaval, tobbnyire szénhartyaval fedett rostélyra.
Amennyiben csupasz rostélyra torténik a felvitel, a rostélynak hidrofilnak kell lennie, hogy a
folyadékminta egyenletesen teriljon szét, és ne képezzen cseppet. A rostély hidrofilizalasat
plazmakisulés segitsegével gazatmoszféraban érik el (PASSMORE 2016). A plazmakisulésben
az ionok eltavolitjak a feliiletrdl a szennyezést, és a feliiletet hidrofillé teszik. Friss szénhartyara
torténé mintafelvitelkor nincs probléma a folyadék szettertilésével, mert a szénhértya hidrofil.
Hosszabb ideig tarolt szénhartyak hidrofobba valnak, és ezert alkalmazzak a plazmakisulést,
amit a rostellyal kapcsolatban mar emlitettiink. A kép kontrasztjanak szempontjabél fontos az
amorf jég és a fehérjék kozotti siirliségkiilonbség (az amorf jégé 0,9 g/cmd, a fehérjéé
1,3 g/lcm®). A minta-el8készités javitdsira irdnyuld kisérlet, hogy még alacsonyabb
homérsékleten dolgozzanak (cseppfolyds nitrogén helyett cseppfolyds héliummal, amelynek
forraspontja -269 °C), eddig nem hozott elég jO eredményeket, mert az amorf jég siiriisége
megnott, és kozelebb keriilt a fehérjéhez.

A rostély anyaga valamilyen fém, tobbnyire réz vagy arany. A rostélyra felvisznek egy vékony
amorf szén- vagy aranyfdliat. Néha a hordozo6folidra még egy vékony filmet is felvisznek, azért,
hogy a folia fellleti tulajdonsagait megvaltoztassak. A filmanyagok kozt is a leggyakoribb az

amorf szén, de néha grafént vagy grafén-oxidot alkalmaznak.

8 L i &
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halés szén lyukas szén

4.3.6. dbra. A mintatartd rostélyon alkalmazott szénhordozok szerkezeti formai. A kis méretii

képeken a rostély egyetlen halészemen belili szerkezetek lathatok.
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A 4.3.6. dbran a szénhordozo kiilonboz6 formait mutatjuk: a szén lehet folytonos, lyukacsos,
hélészerti vagy perforalt, mint a Quantifoil® rétegek.

Az amorf szén feliiletén a cseppfolyos nitrogén homérsékletén elektromos toltés halmozodik
fel, ami végsod soron a mikroszkopos kép lassu mozgasdhoz vezet. Egy masik tényezo a kép
instabilitasban, hogy a fémrostély és az amorf szén hokiterjedési egyiitthatoi kiilonboznek, ami
mechanikai fesziiltséget és elmozdulast eredményez. Igy jutott Passmore és Russo arra a
gondolatra, hogy aranyrostélyt és felette perforalt aranyfdliat alkalmazzon hordozénak (4.3.7.

abra).

arany membran 500 A
1 pMe—

W

jégbe agyazott
fehérje részecskek

4.3.7. dbra. Quantifoil® aranyrostély és -folia. Az A/ abran megadott leptékek vonatkoznak a
B és C 4brara is. Az A/ abrabdl leolvashatd, hogy a jégréteg vastagsaga 500 A-nél vékonyabb
(RUSSO 2014).

A Quantifoil® gold nagy mértékben kikiisz6béli az eddig felsorolt problémakat: az arany jo
elektromos vezetdé marad alacsony h6fokon is, nincs kiilonbség a rostély €s a rajta 1évo folia
termikus tulajdonsagaiban. Raadasul inert, nem oxidalodik. Mint az 4bran lathato, az aranyfolia
vastagsaga 500A. (A Quantifoil® a kereskedelmi forgalomban kaphat6 kiilénféle geometriai
méretekben, arany- vagy lyukacsosszén-foliaval is. A nagy stabilitdst, Au rostelybdl és Au

foliabol késziilt valtozat markaneve UltrAuFoil®.)
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4.3.8. abra. Harom amorf szén- és harom aranyfdlia-hordoz6 elmozdulasa a névekvo
elektronexpozicio (dozis) hatasara. A fliggéleges tengelyen az elmozdulasok négyzetes
kdzépérteke lathatd (RUSSO 2014).

Az aranyrostély és aranyfolia egyiittesének a stabilitast noveld hatasat mutatja a 4.3.8. abra.
Harom szén- és harom aranyfdlidn mérték a rostély elmozdulésat a kezdeti &llapothoz képest
az elektronexpozicié fliggvényében. Az abran a fiiggéleges tengelyen a képelmozdulasok
négyzetes kozépertékét lathatjuk. A gorbék meredeksége azt tikrdzi, hogy a besugarzas
kezdetén nagyobbak az elmozdulésok, mint a késébbi szakaszban.

Normal kériilmények kozott a szerzék 15 ¢/A? elektronexpozicidval dolgoztak, ami a 4.3.8.
abra szerint, aranyracson aranyfolia esetében, 2A elmozduléast okoz. Ez még mintegy kétszerese
az elméletileg varhato optimumnak, amit a viz difflzids koefficiensének figyelembevételével
szdmoltak (RUSSO 2016).

Bar fentebb a minta-elokészités nehézségeit vazoltuk, az utobbi iddben olyan automatizalt
minta-el6készitd berendezések jelentek meg a piacon, amelyek leveszik a kezd6 mikroszkdpos
vagy szerkezetbioldgus vallarél a terhek nagy részét. (DANDEY 2018, Spotiton, kereskedelmi

neve Chameleon, vided réla https://www.sptlabtech.com/products/ sample-

preparation/chameleon/...), VitroJet a CryoSol cégtél, vide6 rola https://www.cryosol-

world.com/vitrojet/#automation, CryoWriter a Nunonex cégtél.) Ezek a berendezések mar nem

mikroliter, hanem nano- és pikoliter anyagmennyiséggel miikodnek. (Ez kedvez6 vonas a
rontgenkrisztallografiaval szemben, mert ott viszonylag nagy anyagmennyiségre van sziikség a
kristalyndvesztéskor.) Kikiiszobolik a felesleges minta felitatasat, mert vagy a folyadékminta
cseppjének meretét szabalyozzak szoftveres Gton, vagy specialis mintatartd rostély szivja fel a
felesleges oldatmennyiséget (RAZINKOV 2016). Az automata ellendrzi a jégréteg vastagsagat,

¢s megfeleld vastagsagh jégréteget allit el6. Ha kell, a hordozérostély plazmakezelését is
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elvégzi ugyanazon egységen belil, amelyik a fagyasztast végzi (VitroJet a CryoSol cégtol).
Rendkiviili mértékben megndtt a mintapreparalas automatizaltsaga, és kikiiszobolték a proba
szerencse (trial and error) kozelitésmaddot. A minta-cl6készitési nehézségek fenti részletezése
arra szolgél, hogy ertsuk, mit kell a robotoknak teljesitenitk, és mennyire kdzelebb keriltiink

a feladatmegoldashoz a modern technika segitsegével.

1V.3.2.4. Diagnosztikai és elozetes vizsgalatok

A krio-EM vizsgalatokat megel6zden negativ festést is gyakran alkalmaznak. Ennek oka, hogy
az eljaras gyors, és jo kontrasztot ad. A kezdeti 3D modell generélasara is jo, amit festés nélkuli
krio-EM felvételekkel finomitanak.

A minta-el6készités fontos 1épése az un. diagnosztikai krio-EM (PASSMORE 2016):
megvizsgaljak a jégréteg mindségét és a fehérjék siirliségét. Ha az amorf jégréteg tal vastag,
elromlik az amugy is gyenge kontraszt. Ha tul vékony, akkor olyan korkords tartomanyok
keletkeznek, amelyekben nincsenek fehérjek, viszont ennek kdvetkeztében méashol tal nagy lesz
a fehérjemolekulak stirtisége. A kiindulasi oldatban 1évo fehérjekoncentraciobodl, a molekuldk
tomegebol és a réteg vastagsagabol kiszamitjak, hogy milyen részecskestiriiségnek kell lenni.
A szamolt és mért értékek kdzotti nagy kilonbség mintapreparalasi hibara utal. A pufferelés
megvaltoztatasaval el lehet érni, hogy a feherjéknek a rostéllyal, féliaval valé kdlcsdnhatasa
megvaltozzon, és megfeleld szamu, illetve siirliségli, egyenletes eloszlasti fehérjemolekula
maradjon a jégrétegben (GLAESER 2016).

A SPA bonyolultsagara jellemz6, hogy a diagnosztikai krio-EM utdan még mindig nem a
tényleges felvételkészités kovetkezik, hanem egy ijabb ellendrzé szakasz, amit elézetes krio-
EM adatgytijtésnek neveznek. Ilyenkor olyan felbontdsu képeket gyljtenek, amelyeken a
masodlagos szerkezetek pl. alfa-hélixek mar felismerheték, és megkisérlik felvételek alapjan a
2D vetuleteket osztalyba sorolni. Ehhez néhany szaz felvétel sziikséges, amelyen néhany tizezer
részecske talalhatd. Ellen6rzik, hogy a részecskék orientacioeloszlasa megfelel6-e a kiindulasi
haromdimenzids rekonstrukciohoz. (Mint méar emlitettiik, nem jo, ha a részecskék Kitlintetett
orientaciot vesznek fel.) Ezek a lépések még mind a minta-el6készités fazisat jelentik.
Amennyiben valahol eltérést tapasztalnak a varhatdo képektdl vagy értékektdl, a minta-
elokészités megvaltoztatasaval probaljak javitani a helyzetet. Az idézett kodzlemeny
(PASSMORE 2016) szerencsére tobb minta-el6készitési protokollt tartalmaz, amelyek a
kezdoknek jo segitséget nyujtanak.
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IV.3.3. Adatgyiijtés egyedi részecskék analiziséhez

Anagy felbontasi 3D rekonstrukcidkhoz j6 mindségli elektronmikroszkopos képek
szlikségesek, amelyek felvételénél fontos szerepet jatszik:

— a defokuszalas mértéke,

— az alkalmazott elektronddzis és

— az objektivapertara mérete (CHENG 2015 Primer)

Defokuszélésra, pontosabban alulfokuszalasra szikség van, mert a fokuszban nagyon kicsi a
képek kontrasztja. A defokuszalas mértéke és a jo felbontas 6sszefliggd paraméterek: nagyobb
mértékii defokuszalaskor javul az alacsony térbeli frekvenciaju részletek (kontarok)
kontrasztja, és csokken a nagy térbeli frekvenciaké (a minta finom részletei). Ez utébbi miatt
romlik a felbontas. Ezért azt a minimalis defokuszalast kell alkalmazni, amely még nem rontja
a felbontést. A defokusz névleges értékét a képkészitéskor allitjak be, de ez csak kozelitd érték.
Pontosabb értéket a CTF becsléssel lehet megallapitani (1V.3.5.). (Fazislemez alkalmazasakor
az alacsony frekvenciaju komponensek kontrasztja javul, anélkill, hogy a magas
frekvenciajuakét rontand. Egy kis mértékii defokuszalast mégis alkalmaznak, hogy a
mikroszkopos felvételek Fourier-transzformaltjaban a Thon-gytiriikk megjelenjenek, és ezaltal a
CTF-fel valo 6sszehasonlitast el lehessen végezni.)

Az objektivapertlra azéltal hat a kontrasztra, hogy a kifelé szérédo elektronokat nem engedi a
képbe jutni. Nagy amplitudokontrasztot kis aperturdval, nagy féaziskontrasztot pedig nagy
apertaraval lehet elérni. A krio-EM-ben a nagy (70 um vagy 100 um-es) apertdrara van
szlkség.

Az elektronddzis novelése javitja a kontrasztot, viszont e ndvelésnek hatart szab a minta
sugarkarosodasa. Ezért amikor direkt elektrondetektorral nem ,,mozilizemmaodban” dolgoznak,
akkor jellemz6é modon ~20 elektron/A? alatt tartjak a dézist. Mint a 111.2. pontban emlitettiik, a
direkt elektrondetektorok ,,moziizemmaodjdban” a teljes dozist tobb képre elosztjak. Erre
hozunk most példat.

A 64 kDa molekulatdmegii human hemoglobin (3,2 A felbontas) példajan keresztiil mutatjuk
be, hogy nagyon koltséges hardver mellett is mennyire igényes a krio-elektronmikroszképos
adatgytijtés a 3D rekonstrukcidhoz (KHOUSHOUEI 2017). Automatizalt adatgytijtés (harom
kondenzorlencsés) Titan Krios elektronmikroszkoppal 300 kV-os gyorsitofesziltségen tértént
95200x% nagyitasban. Gatan K2 Summit direkt elektrondetektor ,,mozi”’- és elektronszamlalas-
uzemmodban. Egy ,,mozi” 40 képkockabol allt, expozicios ideje 2s, és a teljes elektronddzis 40
elektron/A% volt (a 40 képkockara). Gatan Quantum elektronenergia-sziirét és Volta-
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fazislemezt hasznéaltak. 2261 elektronmikroszkopos képet készitettek egyetlen 89 oras
miiszakban! 175 000 részecske képét hasznaltak fel a rekonstrukciéhoz.

Ilyen és ehhez hasonlé adatok ismeretében értelmet nyernek azok a térekvések, hogy legyenek
orszaghatarokon tulnyuld krio-EM kdzpontok, ahol vendégkutatok dolgozhatnak a
mikroszkophoz értd, jol képzett kiszolgaloszemélyzet timogatasaval. Tovabba indokoltta teszi
azokat a kivansagokat, hogy a krio-EM-hez fejlesszenek ki olcsobb 100 kV-os krio-
elektronmikroszkdpokat. Szerencsére krio-EM kdzpontok maér léteznek, az olcs6 100 kV-o0s

krio-EM-re még varni kell.

IV.3.4. CTF-korrekcid

A 4.3.3. dbran bemutattuk vazlatosan a SPA folyamatat. Egy nagyon fontos részletkérdés, a
kontrasztatviteli flggvény (CTF) szerepe nem keriilt ezekben emlitésre. Itt most pétoljuk.
A CTF egy olyan szinuszfliggvény, amely a frekvencidval és a defokusszal véaltozik (2.18.

egyenlet).

A felvett elektronmikroszkopos képeket manualisan szelektaljak még azelétt, hogy a 2D
atlagokat képezik. Eleve kihagyjak azokat a képeket, amelyektdl 4A-nél jobb felbontas nem
varhatd. Ezt koveti kis szam( részecske manudalis majd nagy szamu részecske automatikus
szelektalasa (angolul particle picking). (BRUBAKER 2015). A részecskék szelektalasara a VI.
fejezetben visszatérink.

A kontrasztatviteli fuggveny (CTF, 11.7. fejezet) fontos szerepet jatszik a nagy felbontasu
elektronmikroszkopiaban. CTF-korrekcio nélkil nem lehet nagy felbontasu 3D rekonstrukciét
végezni. (Negativ festésii mintakon nem végeznek CTF-korrekciot, a festék altal korlatozott
felbontas miatt.)

A kontrasztatvitel elmélete kapcsolatot teremt a vizsgalt minta kimenetén 1év6 hullamfliggvény
(4.3.9. dbran bemeneti jel) és minta képe (4.3.9. dbrdn kimeneti jel) kozott. Az elmélet
alapfeltevése, hogy az elektronnyalab parhuzamos és monokromatikus.
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4.3.9. abra. A kontrasztatvitel elméletéhez (LENZ 1971)

A CTF korrekcionak a 4.3.9. abran mutatott sémdja szavakban a kdvetkezéképpen irhatd le
(WADE1992):

— kiszamoljak a mintat elhagyo hullam hullamfuggvényének Fourier-transzformaltjat, hogy
megkapjak a hullam amplitadéjat az objektivlencse hatso fokuszsikjaban,

— megszorozzak azzal a fuggvénnyel, (kontrasztatviteli fliggvénnyel, a 4.3.9. &bran T(k)-val
jelélve), amely leirja a hullam torzulasat a mikroszkop aberraciéi miatt,

—a kapott eredmeny inverz Fourier-transzformaltja megadja a hulldm amplitudojat a képsikban,
— az el6z06 pontban kapott hullamamplitado abszolut értékének a négyzete adja a korrigalt kép
intenzitasat.

A CTF paramétereinek meghatarozasa kulcsfontossagu, hogy a mikroszkdp torzitd hatasait
korrigalni lehessen és a képeket a pontfeloldasi hataron tal (a CTF fiiggvény els6 zérus pontjan
tal) is interpretalni lehessen (VULOVIC 2010). A CTF-korrekciorol bévebben Cheng cikkében
olvashatunk (CHENG 2015 Supplement).

A CTF korrekci6 jelentéségét jol mutatja, hogy a legtjabb felbontési rekordot (1,2 A apoferritin
mintan, NAKANE 2020) a CTF burkoldgorbéjének (2.7.6. &bra) javitasaval érték el. Minél
magasabban fut a CTF burkologdrbéje, annal jobb a jel/zaj viszony. Ez kedvezden befolyasolja
a felbontast a nagy terbeli frekvencidk (finom mintarészletek) tartomanyaban. Nakane és
munkatarsai harom javitast vegeztek a korabbi technikén: csokkentették a mikroszkop
elektrondgyujanak energiakiszélesedését, javitottak a transzmittalt elektronok energiasziirését,

és Uj, jobb minéségii Falcon-4 direkt elektrondetektort alkalmaztak (4.3.10. abra).
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4.3.10. &bra. Az apoferritin 1,2 A-os felbontasahoz alkalmazott technikai javitasok a CTF

burkol6gdrbéjének megndvelését eredményezték (lasd a szdveget). (NAKANE 2020)

A jobb energiasziirés és jobb detektor alkalmazasa nem igényel kommentart. De a fiit6tt (1700-
1800 K), extra fényességli XFEG katdd lecserélése szobahdmérsékletii un. hidegkatodi CFEG-
re (Cold Field Emission Gun a Thermo Fisher Scientific cégtdl), mar aldozatot kovetel a
felhasznalotol, mert a hidegkatodon kondenzalddott gazmolekulakat 5-6 dranként el kell
tavolitani rovid idejli felfiitéssel. A 4.3.10./b &bra szerint a katédbol kijovo elektronok
energiajanak félertékszélessége (FWHM Full Width at Half Maximum) a CFEG-nél kisebb,
mint az XFEG-nél. Ett6l javul az elektronnyalab id6beli koherenciaja (Ec a 2.19 képletben) és
magasabban fut a CTF burkoldgdrbéje (4.3.10./c abra).

IVV.3.5. CTF-becslés
Ahhoz, hogy a CTF-korrekciot el lehessen végezni, nemcsak parameéteres formaban, hanem

konkrét ertékekkel is ismerni kell a kontrasztatviteli fuggvényt.

A szakirodalomban a CTF meghatarozasa helyett a CTF becslése (estimation) kifejezést
hasznaljak. Erthetd az dvatossag, mert a kontrasztatviteli fiiggvény a (2.18) és (2.19) egyenletek
szerint az ismert paramétereken (az elektronok hullamhossza (1), a szferikus aberraci6 (Cs))
tulmenden fiigg az asztigmatizmustol, a kromatikus aberraciotdl, az elektronnyaldb térbeli
A Thon-gytrik kor alakuak, ha nincs asztigmatizmus, ellenkez6 esetben ellipszis, parabola
vagy hiperbola alaku is lehet, amint az asztigmatizmus novekszik. Ezért a CTF becslése elott

az asztigmatizmust hatarozzak meg (MALLICK 2005). Az idézett cikkben 11 paramétert

117



hasznalnak a teljesitményspektrum oszcillalé viselkedésének, zajanak és a burkologorbe
alakjanak modellezésére.

A CTF becslésére jol megirt, ingyenes, automatizalt szamitogepes programok vannak: példaul
CTFFind3 (MINDELL 2003), CTFFind4 (ROHOU 2015) és az ACE (Automated CTF
Estimation) (MALLICK 2005). Az ACE és annak tujabb valtozata ACE2.4 letdlthetd a
kovetkez6 helyrél: https://www.mybiosoftware.com/ace-2-4-ace2-1-0-automated-ctf-

estimation.html.

ctffind3 program

kisérleti

4.3.11. dbra. A Kkisérleti teljesitményspektrumhoz illesztett elméleti CTF. Az abra az
automatikus ctffind3 program eredménye (DA FONSECA 2014).

Széles korben hasznalatos a CTFFIND3 program (MINDELL 2003) az objektivlencse
defokuszalasanak az elektronmikroszképos képbdl torténd meghatarozésara. Modernebb
valtozata CTFFIND4 (ROHOU 2015) mar a dozisfrakcionaldas vagy a fazislemez
figyelembevételére is ad lehetOséget, és mintegy tizszer gyorsabb az elédjénél. Az egyszeriiség
kedvéért az asztigmatizmust a defokuszalastol kiilon, azt megeldzden hatdrozzdk meg.
A defékusz meghatarozasanak hibajat a CTFFIND3 vagy a sokkal gyorsabb CTFFIND4
programmal néhany nanométer nagysagrendiinek talaltdk a kristalyos bakteriorodopszinban
krisztallografiai Uton meghatarozott értékekhez viszonyitva (ROHOU 2015). A defdkusz-
meghatdrozas hibdja jelentdsen befolyasolja a kontrasztatviteli fiiggvényt a nagy térbeli
frekvencidk tartomanyaban.

A CTF becslését altalaban a kiértékelés elején egy egesz képre vonatkozdan vegzik, de a
kiértékelés késébbi fazisaban minden egyes részecskére kiilon-kilon elvegzik.

A GCTF program (ZHANG 2016) a szamitdgép grafikus kartyajat (GPU) hasznalja, és Gjabb

10-50-szeres gyorsulast jelent az eddig emlitett programokhoz képest, amelyek nem hasznalnak
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grafikus kartyat. A szerz6k szerint a defokusz pontossaganak legalabb 40 nm-nek kell lenni, ha
300 kV-os gyorsitofesziiltségen kdzel atomi felbontast (<4,0A)-t akarunk elérni.
Osszefoglalva a kontrasztatviteli fiiggvényrdl leirtakat: a CTF a nagy felbontasi 3D
rekonstrukcio szempontjabol rendkivili fontossagu ahhoz, hogy a mikroszképos képeket a
valtozo térbeli frekvencia és defokusz fliggvényében korrigaljuk. Ehhez (a legegyszeriibb
esetben) meghatarozzak a defokuszt. A gyakorlatban ez az elméleti CTF-nek a mikroszkdpos
kép teljesitményspektrumahoz vald illesztésével torténik.

IVV.3.6. Adatfeldolgozas
Minden krio-EM gyart6 cég sajat adatfeldolgozé szoftvercsomagot arul a mikroszképjahoz.
Szamos ingyenes programcsomag van a SPA kiértékelésére a kovetkezO internetcimen:

https://en.wikibooks.org/wiki/Software_Tools_For_Molecular_Microscopy .

7.5k

S5k

terképek szama

szoftver csomagok neve

4.3.12. dbra. A krio-EM 3D rekonstrukcids programcsomagok alkalmazasi gyakorisaga az
Electron Microscopy Data Bank statisztikaja alapjan. A programok idérendi sorrendben
vannak balrol jobbra elhelyezve az 1996-ban publikalt a Spidert6l kezdve a 2017-es
cryoSPARC-ig.

Az Electron Microscopy Data Bankbdl vett statisztika (4.3.12. dbra) szerint a jelenleg leginkabb
elfogadott az ingyenes és nyilt forraskodi programcsomag a RELION (REgularized Llkelihood
OptimizatioN, kiejtése: re 'lai on, azaz bizz benne) (SCHERES 2012 B).

A 3D rekonstrukcios programok kozds vonasa, hogy vetlletillesztést alkalmaznak.
A programok CTF-eket hataroznak meg, azutdn a CTF-fel korrigalt képekbol 3D szerkezeteket
allitanak el6. Ehhez igénybe vesznek egy kezdeti 3D szerkezeti modellt, miként azt a IV.2.3.
fejezetben leirtuk. 2017 utdni cryoSPARC volt az elsé olyan program, amely mar nem hasznalt

kezdeti 3D modellt, hanem a rendelkezésre allo 2D vetiiletekb6él ab initio algoritmussal
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Jo4

generalta a 3D modellt. Késébb a RELION program is attért az ab initio 3D modell
generaléséra, de az algoritmus elnevezése de novo lett.
A mikroszképos képek orientacidjanak meghatérozasa iteracioval torténik. Minden egyes
iteracios l1épésben 2D vetiileteket készitenek az el6z0 iteracidban meghatarozott 3D modellbdl,
és a vetiileteket dsszehasonlitjak a rendelkezésre allo elektronmikroszkopos képekkel. Ezutan
minden képhez hozzéarendelnek egy optimalis orientaciot keresztkorrelacio segitségével
(4.3.13. abra):

kezdeti sejtés nyers kép

& kereszi-Komelacio|
e ) *

A
kereszi-komelacio

dsszehasonlitas
valamennyi
kisérletileg felvett
részecskére

>
legjobn! forgatas

4.3.13. abra. Keresztkorrelacié az optimalis orientacio kivalasztasahoz, a képek
elfordulasanak fliggvényében. (Keresztkorrelaciot illetden lasd a 11.8.3. pontot.) (SCHERES
2017)

nyers képek a sejtéshez illesztett képek
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kép
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4.3.14. dbra. A mikroszkopos képek jel/zaj viszonyanak javitasa keresztkorrelacio, illesztés,
atlagolés és iteracio segitségevel (SCHERES 2017).

Megjegyzés: A képeknek a 4.3.14. abran lathaté sorba rendezését az angol az alignment
kifejezéssel illeti, mi 6sszehangolasnak vagy illesztésnek nevezziik.
Az orientacio kivalasztasat atlagolas koveti, ezzel javitva a jel/zaj viszonyt, majd iteracioval

= sz
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nevezik, ¢és addig futtatjadk a programokat, mig az egymast kdveté optimalizalt orientacidkban
nincs valtozas.
Probléma akkor keletkezhet, amikor a jel/zaj viszony tdl kicsi, és az algoritmus a zaj miatt
hamis csucsot valaszt ki optimalis orientacioként a 4.3.13. abra szerint a keresztkorrelacios
gorbében.
Ennek elkerllésére alkalmazta Sigworth (SIGWORTH 1998) a maximum likelihood
(maximalis valdsziniiség) modszert. (WIKIPEDIA). Ez a mddszer nem rendel minden
részecskeképhez egy diszkrét orientaciot, hanem csak akkor, ha a zaj ezt lehetévé teszi, és ekkor
egy sulyozott 6sszeget képez a lehetseges orientaciokbdl (4.3.15. abra). Sigworth szerint ez az
algoritmus jelent6sen javitja a helyes orientacio kivalasztasat.

az iteracio n-edik

lépésenek az az i-edik illesztend6
eredménye

A(ﬂ)

a maximum likelihood modszer
nem rendel diszkrét orientaciot
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>
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4.3.15. abra. A maximum likelihood valdszinliségi modszer alkalmazasa a képek

orientaciojanak meghatarozasara (SCHERES 2017)

Scheres a RELION programban szintén a maximum likelihood mddszert alkalmazta a 2D képek
orientalasadhoz. A RELION programban a Bayes-elmélet (Bayesianus statisztika, WIKIPEDIA)
olyan keretet ad, amelyben az adatfinomitas paramétereit nem ad hoc modon hatarozzak meg
(mint az a korabbi programokban tértént), hanem a program maga tanulja az adatokbdl. Ezt
olyan feltételek mellett teszi, hogy a mért adatoknak és a kiindulasi feltételeknek egyiittesen
meg kell felelni egy valdszinliségi modellnek. Mint kordbban emlitettiik, a matematikai feladat

nem teljes, ezért korlatokat kellett életbe Iéptetni, ezt nevezik regularizacionak.
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A RELION ,,objektiv, j6 mindségii adatokat eredményez a felhasznald szakértelme nélkiil is”

— idézet a RELION honlapjarél (https://www3.mrc-lImb.cam.ac.uk/relion/index.php/

Main_Page). Errdl a honlaprol nemcsak maganfelhasznalok, de kereskedelmi cégek is ingyen
tolthetik le és mddosithatjak is a programot. Minddssze egy hivatkozast varnak el a
felhasznaloktol az eredmények publikalasakor. Jelenleg a 3. verzional tart a program fejlesztése
(ZIVANQV 2018): tjabb, pontosabb algoritmusok és gyorsabb processzorok alkalmazésaval 4
oranal rovidebb ideig tart egy adatfeldolgozas. A Relion3-ban a fent emlitett Bayes-elméletet a
részecskek elmozdulasanak korrigalasara is hasznaljak, és ezt nevezik a részecskék
polirozasanak (ZIVANOV 2019). A pontossagon kivil az adatfeldolgozas sebessége, a
koltségigényesség is szerepel a fejlesztési szempontok kozott. Mar nem csak szakemberek
tudjak hasznalni a programot, és ez sokakat vonz a krio-EM terlletére. A programot
folyamatosan fejlesztik.

2017-ig a szoftvercsomagok megkivantak, hogy a kezdeti 3D modell j6 hasonlésagot mutasson
a végsd finomitott 3D szerkezettel. Ellenkezd esetben a 3D finomitds iteracidi pontatlan
eredményre vezethettek amiatt, hogy megélltak egy lokélis optimumnél (SCHERES 2012,
PUNJANI 2017).

A cryoSPARC program volt az els6, amely képes volt ab initio 3D modelleket generélni a
kétdimenzidés mikroszkopos képekbdl (a gépi tanulasban is alkalmazott) SGD algoritmus
(stochasztikus gradiens leereszkedés) segitségével (Stochastic gradient descent optimization
algorithm, WIKIPEDIA). Az ab initio (kezdettél fogva) arra utal, hogy nem kell mas segitséget
pl. olyan kezdeti 3D modelleket igénybe venni, amilyeneket a 1V.2.3. pontban targyaltunk.
Innen a cryoSPARC program neve: cryo Single Particle Ab-initio Reconstruction and
Classification (PUNJANI 2017).

A cryoSPARC program hasonldéan a RELION-hoz az elektronmikroszkopos képekbdl képes
3D szerkezetet (vagy szerkezeteket, amennyiben tobb fordul el6 a mintdban) generalni
jarulékos beviteli adatok és a felhasznal6 szakértelme nélkdl.

A grafikus kartya (GPU) alkalmazasanak kdszonhet6en itt is (miként a fent emlitett ZHANG
2016 kozleményben) igen nagy sebességndvekedeést értek el. Egy-egy kiértékelés néhany ora
kérdése atlagos asztali szamitdgépet feltételezve. Példaul a 80S riboszéma 3,2 A-6s felbontasa
2,2 ora alatt volt elérhetd cryoSPARC szoftverrel (PUNJANI 2017). A szerzok szerint a
program nem erzékeny a lokalis optimumokra, megtalalja a globalis optimumot. A cryoSPARC
ingyenes a nonprofit, tudomanyos felhasznalasra! A let6ltésre engedély kérheté a

https://cryosparc.com/download webhelyen. A cryoSPARC adatfeldolgozasara vonatkozoan

talalhatunk oktato jellegii informaciokat a https://cryosparc.com/docs/tutorials
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weblapon. A cryoSPARC legujabb valtozata cryoSPARC Live néven Kkerilt forgalomba.
A ,Live” sz6 utal arra, hogy a felhasznéal6 valos idében nyomon kdvetheti az adatgytijtés és
adatfeldolgozés minden Iépesét.

Szamos olyan program van forgalomban, amely nem a teljes SPA munkafolyamatra, hanem
annak csak egy részére vonatkozik, és kimeneti adatformatumuk olyan, hogy csatlakozhatnak
az emlitett RELION vagy cryoSPARC programhoz. llyen az ingyenes SerialEM program
(MASTRONARDE 2005) és az ingyenes, nyilt forraéskédu Leginon (SULOWAY 2005),
amelyek automatikus adatgyljtést végeznek, tovabba a Warp program (TEGUNOV 2019),
amely automatizalt, valos idejii 2D adat-el6feldolgozasra alkalmas (4.3.16. abra). A Leginon

honlapja https://emg.nysbc.org/ redmine/projects /leginon/wiki/Leginon_Homepage)

Automatizalt adatgydijtés Automatizalt adat-eldfeldolgozas
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4.3.16. abra. Balrdl jobbra hdrom program 6sszekapcsolasa. A SerialEM adatgyiijt6 program
¢s a Warp valosidejii a 2D cryo-EM adatfeldolgoz6 program kapcsolhaté a RELION vagy
cryo-SPARC programokhoz (TEGUNOV 2019).

A 4.3.16. dbran balrol jobbra haladva elobb a SerialEM programra taldlunk utalést, amely az
automatikus adatgytijtésre szolgal (letdlthetd a http://bio3d.colorado.edu/SerialEM/
webhelyr6l). Az dbra kdzepén a bekeretezett részben lathatd, hogy milyen feladatokat végez el
a Warp program. A képkockéak elmozdulaséanak korrigalasat, a képkockak illesztését az egyes
részecskek CTF-becslését végzi, valamint a tovabbi feldolgozasra alkalmas részecskéket
valogatja ki automatikusan. Mindezt valdos idében végzi, a kutatd szemmel kovetni tudja.
A részecskék kivalogatdsat és a zaj szlirését mesterséges intelligencia segitségével végzi.
A Warp programnak az adatfeldolgozé vonalba vald beiktatasaval sikerilt az influenzavirus
hemagglutininjénak 3,9 A-6s felbontasat 3,2 A-re javitani. A Warp forraskédja letolthetd a

http://github.com/cramerlab/warp oldalrdl.
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Az adatfeldolgozas részleteire Cheng oktatd jellegi cikkének kiegészitésében taldlunk
informaciot (CHENG 2015 B).

Az adatfeldolgozas egyes lépéseit a leggyakrabban hasznalt RELION program példajan
szemleltetjuk (4.3.17. abra)

“Mozi” képei
Bemozdulas . . .
korrekcioja — | 2D osztalyozas Kezdeti 3D modell
) F = Heterogenitas
CTF becslés 3D osztalyozas —> et Al
Részecske-kivalasztas 3D automatikus 3D automatikus
manualisan finomitas finomitas
2D osztalyozas “Moz"-finomitas m%ﬂﬁﬁﬁglés
Automatikus Részecske- Felbontasi
részecske-kivalasztas polirozas térkep
v v .
Kezdeti adathalmaz — Polirozott részecskék — Végso terkép

és a felbontas becslése

4.3.17. dbra. Az adatfeldolgozas séméaja a RELION programban (lasd a széveget) (SCHERES
2016)

Néhany megjegyzés a 4.3.17. &bran lathat6 adatfeldolgozési séméahoz.

A RELION felhasznal tobb olyan, korabban mas szerzdék altal készitett programot, amely az
adott feldolgozasi lépésre legjobban megfelel. A 4.3.17. abran csillag jel6li azokat a
adatfeldolgozasi lépéseket, amelyek kizardlag a ,,moziizemmddban” készitett felvételekre
vonatkoznak. A bemozdulas korrekcidjat rendszerint a MOTIONCORR nevii programmal
vegzik (L1 2013), amely minden egyes ,,mozira” (képsorozat) egyetlen atlagos képet hataroz
meg. A CTF becslést is egy atlagos képre nézve végzik a CTFFIND (MINDELL 2003, ROHOU
2015) vagy a GCTF programmal (ZHANG 2016). Késébb mind a bemozdulés korrekciojat,
mind pedig a CTF korrekciot megismétlik minden egyes részecskére. A manualis részecske
kivalasztas célja az, hogy a késdbbi automatikus részecske-kivalasztaskor a program ezeket a
részecskeket tekintse templatnak (sablonnak). A 2D osztalyozast, amit a kis szamu kézzel
kivalasztott részecske alapjan készitettek, a program megismétli a nagyszamu automatikusan
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kivalasztott részecskére. A folyamatabra még 2016-bol szarmazik, amikor a 3D osztalyozashoz
a RELION a kezdeti 3D modellt a kiils6¢ forrasbol vette, példaul az EMAN2 programbol
(LUDTKE 1999), vagy a IV.2.3. részben targyalt random kupos dontés moédszerébdl
(RADEMACHER 1987). Mint mar emlitettlk, a 3. verzidban a kezdeti 3D modellt maga allitja
elé de novo SGD (Stochastic gradien descent) algoritmussal. A részecskepolirozashoz (ami
nem mas, mint a részecskék elektronnyalab okozta bemozdulasanak figyelembevétele) a
Bayesianus  statisztikat alkalmazzak (WIKIPEDIA). A konforméacids és Osszetételi
heterogenitas kezelése meglehetdsen Osszetett feladat, részletes informécid az idézett cikkben
(SCHERES 2016).

A 3D stirliségtérképet az SPA szoftverek tobbnyire az UCSF Chimera molekularis modellezd
programmal rajzoljak meg, amely letdlthetd a https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ webhelyrdl.
A program ingyenes, kivéve a kereskedelmi céld felhasznalast (lasd még UCSF
CHIMERA WIKIPEDIA).

A lokalis felbontés becslésére a ResMap programot hasznéljak (KUCUKELBIR 2014).

Az atommodellt a stlrliségtérképekbe a Coot programmal készitik (https:/www2.mrc-
Imb.cam.ac.uk/personal/pemsley/coot/), amely szintén ingyenes (Coot (software),
WIKIPEDIA). A stirtiségtérképbe berajzolt atommodelire példat talalunk ennek a fejezetnek a
4.2.9. abrajan.

Amikor az elektronsiiriiség-térképet és egy atommodellt illesztenek, az egyes atomok
faktoroknak vagy hémérsékleti tényezoknek nevezik. A fogalom a réntgenkrisztallografiabdl
kerilt az elektronmikroszkopiaba (Debye—Waller factor, WIKIPEDIA). Tekintettel arra, hogy
a mikroszkopos kép kontrasztja magasabb frekvenciaknal csokken, az ezt kivaltd hatasok
bizonyos mértéki kompenzalasat érik el a B faktorok alkalmazisaval. Ez végiil is a
strtiségtérkép ¢€lesitésé¢hez vezet (ROSENTHAL 2003).

Osszefoglalva az adatfeldolgozast: a krio-EM SPA minden fazisara vonatkozoan talalhatok
automatizalt programok az interneten, amelyek koézil a RELION és a cryoSPARC emberi
beavatkozas (szakértelem) nélkdl is jol hasznalhatd. Korabban az adatfeldolgozas jelentette az
idGigényesebb feladatot (a néhany napos automatikus adatgyiijtés mellett), de a hardver- és

szoftverfejlesztéseknek koszonhetéen néhany orara zsugorodott.

1V.3.7. A 3D siiriiség-térképek felbontasa
A felbontas a szerkezet-meghatarozasban az a legkisebb tavolsag, amelyben két objektum még
kilénallonak latszik.
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A nagy felbontast elektronmikroszkopiaban a felbontast Ugy definialjak, mint az elsé
zéruspont, ahol a kontrasztatviteli fliggvény (CTF) metszi a vizszintes tengelyt (11.7. fejezet).
Eddig a pontig a képek vizudlisan, intuitive értelmezhetdk (az van, amit latunk), de ezen a
ponton tilmenden a képek csak CTF korrekcio utan értelmezhetok.

A felbontas a krio-elektronmikroszkopiaban a rekonstrualt 3D siirtiség térképekre vonatkozik,
és egyetlen térképen belul sem alland6 érték. A molekula stabilabb vazéra jobb a felbontas,
mint a kiilsé rugalmasan valtozo részekre.

A 3D krio-EM-ben a felbontast a meghatarozasanak a modjaval definialjak: a méresi adatok
két felét ugy hasonlitjak 6ssze a frekvenciatérben, hogy a felbontas dsszhangban legyen a
rontgenkrisztallogréfidban hasznalt felbontdssal (FRANK 2006). A 3D sirtségtérképek
felbontasat a Fourier-térben A egységben a valés térben A-ben adjak meg.

A rontgenkrisztallografidban a felbontas kérdése viszonylag jol, de legalabb is jobban tisztazott,
mint a krio-EM-ben (RENAUD 2018). A krio-EM miiveldi olyan felbontasi definicid
elfogadasan faradoznak, ami a krio-EM-et és a rontgenkrisztallografiat 6sszhangba hozza.
Az egyik terlleten idézett felbontas egyezzen meg a masik terileten idézett felbontéssal.

Ezért rovid kitérodt tesziink a rontgenkrisztallografiai felbontas ismertetésére.

A rontgenkrisztallografidban a nyert 3D elektronstiriiség térképbdl szamitogéppel generalnak
egy diffrakcids képet, és Osszevetik a kisérletileg felvett diffrakcios keppel. Az eltérés
jellemzésére egy R-szamot (R-value) hasznalnak, amelynek értéke tokéletes egyezéskor O,
tipikus esetekben 0,2.

Minthogy a rontgenkrisztallografidban is finomitassal készul a térkép (egy atommodellhez
viszonyitva), igy az R-szdmban torzitas Iéphet fel. Az R-szdmot ugy teszik fliggetlenné a
finomitastdl, hogy csak a rendelkezésre all6 adatok 90%-abol szamoljék a térképet. A maradék
10% adatbol 6nallo finomitasi folyamattal szamolnak egy masik modellt, és 6sszehasonlitjak a
90%-0s adatokbol varhatdo modellel. A ketté kozotti eltérést egy R-free szammal jellemzik,
amely mar flggetlen a finomitds folyamatétol. Az R-free nagyobb szam, mint az R-value, és
értéke jellemzden 0,26.

A 3D felbontasnak a krio-EM-ben toérténé meghatarozasakor (pontosabban a becslésekor) a
rontgenkrisztallografiaval valo hasonlosag a kovetkezo:

— a Fourier-térben torténik,

— az adatokat szétvalasztjak,

— a felbontas becslését igyekeznek fliggetlenné tenni a finomitas folyamatatol.

A krio-EM-ben tobbfele kisérletet tettek a felbontds meghatarozasara, de ezek koziil az terjedt

crcr
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(SAXTON 1982), késébb annak 3D kiterjesztésére a Fourier-héjak korrelacidjara vonatkozott
(Fourier shell correlation, FSC) (HARAUZ 1986).

Az FSC szerepe a felbontasban kevésbé tiinik idegennek, ha arra gondolunk, hogy eddig is a
legnagyobb atmér6jii, még lathato Thon-gyiirii alapjan allapitottuk meg a felbontast az
elektronmikroszkopos kép Fourier-transzformaltjdban. Ha héaromdimenzioés objektumot
vizsgalunk, akkor a gylri helyett a Fourier-tér gdmbhéjaban kell keresni a megoldast.
A gondolatmenet tovabbi részletei mar nem annyira nyilvanvaloak, és mint latni fogjuk,
viszonylag 6nkényes megallapodasra jutottak az FSC kiiszobértékét illetden.

Az FSC egy olyan fliggveny, amely két kozel azonos felbontdst térfogat Fourier-
transzformaltjai kozotti korrelacios koefficienseket mutatja a reciprok tavolsag (1/d (A1)
fuggveényében (PENCZEK 2010).

Az FSC meghatarozasahoz az adatokat (2D vagy 3D) fele-fele aranyban kettévalasztjak (pl.
random maodon, vagy kildn a paros sorszamu és paratlan sorszamu adatokat), és az egymashoz
val6 hasonldsagukat (korreldcidjukat) vizsgaljék a tavolsag reciprokanak (1/d) fuggvényében.
A teljes egyezés (FSC=1) a nagyobb méretek (kisebb frekvenciak) esetén valosulhat meg, de
az egyre finomabb részleteknél (nagyobb frekvenciak) az eltérés n6 és az FSC értéke egyre
csokken.

(Sokaig az volt a gyakorlat, az Osszes rendelkezésre allo adatbdl készitették az elsé 3D
rekonstrukciot, gondolvan, hogy tébb adat jobb felbontast eredményez. Az adatok felezése csak
a masodik lépésben tortént meg. Henderson megcafolta azt a feltételezést, hogy az adatok ilyen
kezelése a tobb adat miatt jobb felbontast eredményez. Hatrany viszont szarmazik beldle, mert
a két féladatbdl készilt két rekonstrukcié mar nem fuiggetlen egymastol, hiszen az 6sszadatbol
nyert szogeket is felhasznaltdk (HENDERSON 2011).)

A 4.3.18. abran azt mutatjuk meg, hogyan valtozik az FSC a reciprok tavolsag fliggvényében a
rekonstrukcios finomitas elérehaladasaval. Ugyanis az FSC-t minden finomitasi lépésben

meghatarozzak.
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4.3.18. abra. 3D rekonstrukcids finomitasi folyamat nyomon kovetése 80S riboszoman
(Thermomyces lanuginosus-bol) 11 finomitasi 1épésben. Az abran csak minden méasodik lépés
eredménye lathatd. a/ A 3D térképek valtozasa a finomitaskor. b/ Az egymast kovetd
finomitési Iépésekhez tartozo Fourier-héjak korrelacioja (FSC) nd: alul a legelsd finomitasi
Iépéshez, felll a legutolso Iépéshez tartozd FSC-gorbe lathatd. A szerzok a korabban szokasos
FSC=0,5 értéket valasztottak felbontasi kriteriumkeént (pontozott vonal), igy az ehhez tartozé
felbontasi tavolsagok 1/0,05347=18,9 A-ré1 1/0,07874=12,7 A-re javultak a finomitas
folyaméan (FRANK 2006).

Henderson kritikdja szerint (HENDERSON 2014) 2011 eldtt olyan felbontasi értékeket
kozoltek a cikkek, amelyek egymasnak ellentmondtak, tulsagosan jok, a valésagnak nem
megfeleldek voltak. Ez azért torténhetett meg, mert a 3D rekonstrukcids finomitasakor nemcsak
a hasznos jel né meg, hanem a zaj is, ilyenkor a megndvelt zaj mar hasznos jelnek tiinik. Ezt a
jelenséget ,,talillesztésnek” angolul ,,overfitting”-nek nevezik. (hiv.) Henderson rairanyitotta a
figyelmet egy Un. ,,gold-standard” eljaras szlikségességére (HENDERSON 2012).

A ,talillesztés” (overfitting) elkeriilésére a kovetkezd gold standard eljarast dolgoztdk ki

Scheres és munkatarsai: (SCHERES 2012 C):
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— az orientacid meghatarozasara szolgaldé adatokat mar a finomitasi eljaras elétt fele-fele
ardnyban kettévéalasztjak (a konvenciondlis FSC-szamitasban az adatok kettévalasztasa az els6
finomitas utan torténik),

— a finomitdst ugyanazon kiindulasi modellhez ¢és kiilonbozé kiinduldsi modellekhez
viszonyitva is elvegzik,

— a finomitasban aluldteresztd sziir6t hasznalnak, mert csak az alacsonyabb frekvenciajua
adatokban (részecskék konturjaiban) elég jo a jel/zaj viszony a képek orientaciojanak
meghatarozasahoz. A gold standard eljarasban alulatereszt6 sziiréként a FSC négyzetgyokét
hasznaljak.

Az alulateresztd sziird hasznalata azért fontos, mert a finomitas csak a hasznos jelet javitja, és
a zajt nem noveli. A konvenciondlis finomitasban is hasznaljdk az FSC-t alulateresztd
sziiroként, de a gold standard FSC-szamitastol eltér6 moédon (SCHERES 2012 C).
A felbontasnak a kiindulasi modellt6l fliggd torzitasat a konvencionalis FSC-szamitasban az
okozza, hogy a két részre valasztott adatok a finomitas kezdetén még egyutt voltak, és ezért
egylitt fiiggtek a kiindulasi 3D modelltél. A gold standard FSC-szamitas része a korébban
emlitett RELION szoftvercsomagnak, végrehajtasa kiilsé beavatkozast nem igényel.

Az adatok kettévalasztasa a finomitas el6tt elvben befolyasolhatja a felbontast az adatok kisebb
szdma miatt, de a krio-EM-ben oly nagy szdmu adattal dolgoznak, hogy a kettévalasztas
gyakorlatilag nem befolyasolja a felbontast. (Harom tesztmintaban a részecskék szama: GroEL
5053, beta galaktozidaz 50330, hepatitisz B kapszid 5403.)

A felbontas becsléséhez az FSC=0,143 kritériumot hasznaljak mind a konvencionalis, mind
pedig a gold standard eljarasban, mert ekkor van legjobban ésszhangban a krio-EM és a
rontgendiffrakcids felbontds (ROSENTHAL 2003, MURATA 2018). A korabban hasznalt
FSC=0,5 kritérium (BOTTCHER 1997, VAN HEEL 2005) a felbontas megallapitasara tul
lazanak bizonyult. A valosagban jobb felbontastuak voltak a térképek, mint azt a FSC=0,5
Kritérium sugallta.

A konvencionalis FSC- és a gold standard FSC-szamitas kozdétti kilonbséget Scheres hdrom
korébbi mérés (GroEL, béta galaktozidaz és hepatitisz B virus kapszidja) Ujraszamolésaval
mutatja meg, 6sszehasonlitva egyrészt az FSC-gorbék meneteét, illetve a szamitott térkepeket
(4.3.19. abra). (SCHERES 2012) A kétféle mddszer dsszehasonlitdsdhoz az adott tampontot,
hogy a harom makromolekuldnak a nagy felbontasu kristalyszerkezeti adatai is rendelkezésre
alltak rontgendiffrakciobdl. Itt csak a béta galaktoziddzra vonatkoz6 adatokat mutatjuk be.
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4.3.19. dbra. A konvencionalis FSC (Fourier-héj korrelacio) es a gold standard FSC
6sszehasonlitdsa krio-EM-mel vizsgélt béta galaktozidaz makromolekulan. A bal oldalon
lathatd FSC-gorbék szerint a konvenciondlis FSC-szdmités latszdlag jobb felbontast
eredményez (8,6 A). Viszont a ,,valodi” felbontés (13,9 A) a gold standard FSC-nek felel
meg. A jobb oldali képek a rekonstrualt térképek kdzépponti metszetét mutatjak.

A konvencionalis szamolas zajosabb képet és tobb miiterméket ad, mint a gold-standard FSC

(SCHERES 2012 C).
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V. Krio-elektrontomografia

V.1. Attekintés a krio-elektrontomografiarol
A tomografia a gorog ,,tomos”, azaz szelet €s a ,,grafia”, irds dsszetételébodl szarmazik. Olyan

eljarast jelent, amelyekben szeletetek készitlink egy objektumrdl a sz6 szorosabb vagy atvitt
értelmében. A hétkdznapokban leggyakrabban a CT, a kdérhazi komputertomografia (angolul
computerized tomography,) révén talalkozunk a krio-elektrontomografiaval analog médszerrel.
CT kép felvételekor mozgd rontgenforréssal készitenek kétdimenzids képeket nyugalmi
helyzetben 1év6 paciensrél és a 2D képekbdl haromdimenzids képeket rekonstrudlnak.
(5.1.1. 4bra)
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5.1.1. &bra Az orvosi réntgen komputertomografia hasonlosaga az elektrontomogréafiaval es az
egyedi részecskék analizisével (FRANK 2006 B)

Az elektrontomografia kis tulzassal a CT mikroszkopikus valtozata, amely elektronokkal
torténik, és a vizsgalandd minta beesesi szogeét valtoztatjak az allo elektronforrashoz képest.
Az igy felvett kétdimenzids képsorozatbol rekonstrualjak a minta hA&romdimenzids képét. Ha a
vizsgalat alatt a mintat alacsony hdmérsékleten tartjak az elektronnyaldb okozta sugarkarosodas
elkerulésére vagy csokkentésére, akkor krio-elektrontomografiardl beszeliink (a tovabbiakban
krio-ET). A krio-ET pusztan kétdimenzids kepeivel, 3D rekonstrukcié nelkdl is, értékes
adatokat szolgaltathat biologiai szerkezetekrol.

Krio-ET-vel tobbek kozott szerkezeti elemek sejten belili elhelyezkedése, egész sejtek és

szovetek  vizsgalhatok nativ  kornyezetben. Osszekotd kapocsnak — tekintheté a
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fénymikroszkopiat alkalmazd sejtbioldgia eés a kozel atomi felbontasu, egyedi részecskék
analizisét felhasznal6 szerkezeti bioldgia kozott.

Az elektrontomografia gondolatdt R.G. Hartnak tulajdonitjak, aki a folyamatot korilirva
»polytropic montage”-nak nevezte (HART 1968). De ugyancsak 1968-ban jelent meg De
Rosier és Klug cikke a Nature-ben ,Haromdimenzids szerkezetek rekonstrukcidja
elektronmikroszkopos képekb6l” cimmel (DE ROSIER és KLUG 1968). A kétdimenzids
vetiiletekbdl torténé 3D rekonstrukcié matematikai alapjait sokkal régebben vetették meg
(RADON 1917).

A krio-ET és az egyedi részecskék analizise (SPA) a krio-elektronmikroszkopianak két aga,
amelyekben a vizsgélatokat elektronmikroszkdpban, nagyon hasonld korilmények kozott
vegzik. A sok hasonl6sag ellenére most csak a kiilonbségekre tériink ki. A SPA-ban a sokiranyd
kétdimenzids vetitést a nagyszamu részecske (bioldgiai makromolekula) véletlenszert térbeli
closzlasa teszi lehetévé. Ezzel szemben a krio-ET-ben a mintatartot kell donteni, hogy a
vizsgalando objektumrol kiilonb6z6 szogek alatt készithessiink vetiiletet. A SPA-ban a
vizsgalandé molekuldkat az eredeti kdrnyezetiikbdl kiszakitva (in vitro), tisztitott formaban,
pufferoldatokbol fagyasztjak be, a krio-ET-nél a vizsgalandd objektumok eredeti
kornyezetikben megmaradnak. Ez kilénésen olyankor fontos, amikor a makromolekulak
kozotti kdlcsdnhatas oly gyenge, hogy a SPA-nal szokasos tisztitasi eljarasok szétszakitanak
azokat. De krio-ET alkalmazandd olyan esetekben is, amikor sejtekben vagy sztévetekben a
funkcionalis kapcsolatok vizsgalata a cél. gy példaul a sejtszervecskék vizsgalatakor, amikor
a sejt egésze érintetlen kell hogy maradjon. Ebben az értelemben a krio-ET-t in situ vizsgalatnak
tekintik. Minthogy a krio-ET-vel szovetek is vizsgalhatok, nemcsak a sejten belili, de a sejtek
kozotti  kolcsonhatasokra is fényt lehet deriteni. A krio-ET a sejtbiolégusok fontos
segedeszkoze. A krio-ET hidat képez a molekularis és cellularis szinti szerkezet vizsgalatok
kozott.

A krio-ET és a SPA kozotti kulonbségeket sorolva, utalnunk kell arra, hogy a vizsgalatok
feltételei a krio-ET-nél kedvezi6tlenebbek, mint a SPA-nal, mert bar a képek mindkét esetben
zajosak és kontrasztszegények, a krio-ET-nél nehezebb gazdalkodni a megengedhetd teljes
elektrondozissal. Ugyanis ugyanarrdl a teriiletrdl sok szog alatt kell felvételsorozatot késziteni.
Igy egyetlen felvételre kisebb dozis jut, ezért zajosabb lesz a kép, mint a SPA-nal. A krio-ET-
ben a mintadk altaladban vastagabbak (~100-500 nm), mint a SPA-ban (~50 nm), igy a
vizsgalando objektum alatt és felett Iéteznek olyan mintarészletek, amelyek takarast okozhatnak
az elektronnyalab dtjaban. A minta valddi vastagsaga virtualisan megné a minta dontésekor,

mert az elektronnyalabnak hosszabb utat kell megtenni a dontott mintaban, mint
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az elektronnyalabra meréleges helyzetben. A sok Kisérleti nehézség azt hozza, hogy rosszabb
felbontas érhet6 el krio-ET izemmédban (1-5 nm), mint SPA-ban (0,25-0,4 nm). Az el6bbiben
molekuléris felbontasrol, az utdbbiban kdzel atomi felbontasrdl beszélunk. A krio-ET és a
SPA felbontasat folyamatosan javitjak. Szamoltak mar be 3,9 A-os felbontasrdl a krio-ET-ben
(SCHUR 2016) és 1,25 A felbontasrol a SPA-ban (Y IP 2020). A krio-ET a gyengébb felbontas
ellenére is egyediilalldo modszer, amely nem helyettesithetd sem rontgen krisztallogréfiaval,
sem mas maodszerrel éppen az in situ jellege miatt. A biologusok szamara fontos, hogy a
kiilonbozoé felbontasi modszerekbdl egyiittesen atfogd képet lehessen alkotni az ¢16
szervezetr6l. Szamos kivalo Osszefoglald munka foglalkozik a krio-ET-vel (PLITZKO 2019,
KUBA 2020).

V.2. A krio-ET minta-elokészitése

V.2.1.Vitrifikélas

Fagyasztassal védjik a vizsgalando mintat az elektronmikroszkdpban uralkodo vakuumtol és a
sugarkarosodast okozd elektronnyalabtol. Fagyasztds nélkil a minta dehidratalddna,
tonkremenne.  Hasonldképpen  mintakarositdé hatdsa van az elektronmikroszkop
elektronnyalabjanak. A Dubochet altal bevezetett ultragyors meritéses fagyasztads (plunge
freezing), amely amorf jegbe agyazza be a mintat, és ezzel kdzel nativ allapotban meg6rzi
(I. fejezet), a krio-ET esetén is alapvetd fontossagu a vékony mintaknal (<10 um). Tekintettel
arra, hogy az egyedi részecskék analizisénél (SPA) ezt a mddszert részletesen targyaltuk, itt a
krio-ET-nél ennek targyalasatdl eltekintink.
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leképezés krio-elektrontomografiaval

5.2.1. dbra. Minta-el6készitési modok a krio-elektrontomografiahoz (HUTCHINGS 2018)
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A krio-ET minta-el6készitésének lehetséges modjait az 5.2.1. abran mutatjuk:

A minta fagyasztasat vitrifiklasnak nevezziik abban az esetben, amikor a mintaban a viz amorf,
Uvegszerii formaban fagy meg. A vitrifikdlasnak nagyon gyorsan, milliszekundum
nagysagrendii id6 alatt kell végbemenni ahhoz, hogy a jég amorf formdban j6jjon 1étre. A gyors
hiités miatt a minta alkotérészeinek mozgasat meggatoljuk, ezért ezt a folyamatot
kriofixalasnak is nevezik. Az ultragyors meritéses fagyasztaskor a minta vékonysaga miatt a
vitrifikalodas 10 s alatt mehet végbe, viszont a kiro-ET-vel vizsgalt vastagabb mintaknal a
lehiilés tobb 1d6t vesz igénybe.

A5.2.1. dbra szerint a gyors meritéses fagyasztas maximum 10 pm mintavastagsagig
alkalmazhat6d, ellenkez6 esetben a nagynyomast fagyasztast kell igénybe venni.
A nagynyomasu fagyasztasnak is megvannak a maga korlatai: 200 um -nél vastagabb mintakra
nem hasznalhatd. A mikroszkdpba keriilé mintanak 300-500 nm-nél vékonyabbnak kell lennie,
ezért a nagynyomasu fagyasztast az esetek tobbségében krio-ultramikrotdémos metszés kdveti.
A metszésnél modernebb eljards a fokuszalt ionnyaldbbal torténd vékonyitds, amit az

irodalomban FIB-bel jelélnek (FIB, Focused lon Beam).

V.2.2. Nagynyomasu fagyasztés
Nagy nyomas alkalmazasakor azt a térfogat-novekedést gatoljak meg, ami a viznek jéggé valo

atalakulasakor fellép.

Atiszta jég olvadaspontja definiciéo szerint 0°C, 1 atmoszféra nyomason. A nyomas
novelésével -22 °C hémérsékletig megtarthatd folyékony, talhiitott allapotban (5.2.2. abra).
(A nyomas hivatalos egysége a pascal (Pa): 10° Pa = 1 bar = 0,987 atmoszféra.)
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5.2.2. &bra. A viz fagyaspontjanak csokkenése a kiilsé nyomas fiiggvényében
(WWW.ENGINEERINGTOOLBOX.COM)
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A nagynyomast fagyasztas Moor és Riehle nevéhez fiizédik, akik 100-200 um vastag mintakat
tudtak fagyasztani kristalyos jég képzodése nélkiill (MOOR 1968). Az altaluk kifejlesztett elsd
nagynyomasu fagyasztoberendezés részletes leirdsdt megtaldljuk Moor késébbi cikkében
(MOOR 1987). Manapsag kereskedelmi berendezésekben Ugy végzik a fagyasztast nagy
nyomason (200-210 MPa), hogy a mintat két oldalrél cseppfolyds nitrogénsugarral hiitik.

Az 5.2.3. abran elmeéleti szamitasok segitsegével mutatjuk be, hogy milyenek a fagyasztasi
viszonyok egy nagynyomasu fagyasztokésziilékben 200 um vastag vizes minta vitrifikalasakor
(STUDER 1995 és 2008). A mintat mindkét oldalarol cseppfolyds nitrogénsugarral hiitik
10 000 °C/s-nal nagyobb sebességgel. Az &bra jobb széle a teljes mintavastagsag felét (100 um)
jeloli. (A tapasztalat szerint 200 pm-nél vastagabb mintat nem lehet nagynyomasu
fagyasztassal vitrifikalni.) Az abran az lathato, hogyan fiigg Ossze a hiitési id6, a hiités
sebessége €s az adott mintamélységben uralkodd homérséklet. A szinezett teriiletek a hiitési

sebességeket, mig a szines vonalak mintahdmérsékletet mutatjdk a mintamélység

fuggvenyében.
hiitési szamitott
idé (ms) minta h(itési sebesség
hémeérséklet (°Cls)
(°C)

20 40 60 80 100
* a minta felszinétél mért tavolsag ( pm ) *
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kozepe

5.2.3. dbra. Elméleti szamitasok vizes mintanak nagynyomasu fagyasztoban torténd
vitrifikalasara (lasd a széveget) (STUDER 1995 és2008)
Az 5.2.3. dbrérdl leolvashatd, hogy a minta felszinéhez kozel kb. 40 um mélységig 10 000 °C/s-
nal nagyobb hiitési sebesség érheté el a vilagoskékkel jelolt teriileten. A -20 °C minta-

hémérsékletnek megfelel6 zold gérbe mentén a viz még talhitott, folyadek allapotban van jelen
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ezen a nyomason (210 MPa). A -20 °C-nal alacsonyabb hémérsékletet jelzé gorbék mentén a
viz amorf, livegszerii (vitrifikalt) allapotban van. 50 ms hiités utan az egész 200 um vastag
minta vitrifikalt llapotba kerul.

A vitrifikalodas kulcsfontossagn tényezdje a minta lehtilésének nagy sebessége. A nagy hiitési
sebesség biztositja, hogy a vizsgalt sejtben vagy szévetben valtozasok nem tudnak végbemenni
az 1d6 rovidsége miatt, igy kozel nativ allapotban vizsgalhatjuk a mintat.

A minta koriili hot a lehetdé legnagyobb sebességgel kell elvezetni. Ezt tobb tényezd is
akadalyozza:

a./ Leidenfrost-hatas. Abban nyilvanul meg, hogy amikor a minta cseppfolyos nitrogénnel kerdl
érintkezésbe, akkor koriilotte nitrogéngdz keletkezik, ami rossz hdvezetd, €s gatolja a mintanak
a cseppfolyos nitrogén forraspontjara valé lehiilését (Leidenfrost-hatas, WIKIPEDIA),

b./ a mintaban 1év6 viz maga is rossz hdvezeto,

c./ a folyékony fazisbol szilard fazisba vald atmenet hofelszabadulassal jar. (Az olvadashoz hét
kell betaplalni, fagyaskor ez a hémennyiség szabadul fel. Olvadashé, WIKIPEDIA)

V.2.3. A vitrifikalt minta metszése
Mint az 5.2.1. abra mutatja, a vastagabb mintakat csak szeletelés vagy ionsugaras vékonyitas

utan lehet elektronmikroszképpal vizsgalni. A CEMOVIS néven ismeretes mintaszeletelési
eljarast alacsony hémérsékleten, -140 °C alatt végzik (CEMOVIS, Cryo-Electron Microscopy
of Vltreous Samples, amorf forméban fagyasztott mintak elektronmikroszkdpidja). Az idézett
-140 °C-nak az a jelent6sége, hogy ha a minta visszamelegszik -135 °C-ra, akkor az amorf jég
a mintaban kristalyossa valik, és a minta szerkezetét jelentdsen karositja.

A CEMOVIS-ra jellemz06, hogy sem festést, sem kémiai fixalast nem alkalmaznak, és a sejtek,
szOvetek megmaradnak nativ allapotban. A nyerheté képek jobb mindséglieck, mint a
konvencionalis elektronmikroszkopiaban alkalmazott mintapreparalaskor. Ez ut6bbi alatt olyan
eljarast értiink, amelyben a mintat elészor kémiailag fixaljak szobahdmérsékleten, szerves
oldoszerrel dehidratéljak, majd megfestik, és epoxigyantaba vagy miianyagba dgyazzak be az
ultramikrotomos szeletelés el6tt. A konvencionalis preparalas utan a mikroszkdopos képeken a
festés miatti amplitiddkontraszt domindl (rendszam okozta kulonbségek), a nem festett, krio-
preparalt (cseppfolyds nitrogénes hiités) mintak elektronmikroszképos képére viszont a
faziskontraszt jellemzo.

Vannak mas minta-el6készitési eljarasok is, amelyeket hiitott koriilmények kozott végeznek.
llyen pl. gyors fagyasztast és fagyasztasos helyettesitést egyuttesen alkalmazé eljarés (az
angolul Rapid Freezing and Freeze-Substitution, roviden RF/FS). Ebben toébbnyire
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nagynyomasu fagyasztassal -80 °C -ra lehtitik a mintat, a viztartalmat alacsony hémérsékleten
lehelyettesitik szerves oldoszerrel, fixaljak, majd -40 °C -on beagyazzak miianyagba. Ezt koveti
az ultramikrotomos szeletelés. Az RF/FS technika kevesebb miterméket okoz, mint a
szobahdmérsékletli konvencionalis eljaras (MURK 2003). de tobbet, mint a CEMOVIS.
(LUCIC 2005)

A vitrifikalt minta metszése hasonlo a szobahdmérsékleten végzett metszéshez, de cseppfolyos
nitrogénatmoszféraban torténik kb. -160 °C -on. A krio-ultramikrotomos metszés elterjedését
évtizedekig technikai nehézségek hatraltattak: el0szor is jo bioldgiai minta sziikséges, aztan a
mintat fagyasztasa utan at kell vinni a krio-mikrotémba, a metszés utan mintatarto rostélyra kell
helyezni, atvinni az elektronmikroszkopba, és alacsony dozisu korulmények kozott felvételt
késziteni. Minden egyes lépésnek megvannak a nehézségei, és a hibdzas valdszintségei
0sszeszorzodnak.

A krio-metszés soran mitermékek keletkezhetnek: késnyomok, a minta kompresszios

deformacioja, repedések (crevasses) és hullamosodés (chatter)

atlésan huzédo késnyomok deformacioé a kés
a hosszu nyilak iranyaba haladasanak iranyaba

5.2.4. abra. Mitermékek gram-negativ baktériumok krio-metszésekor: a/ a szeletel6 kés
nyomai parhuzamosak a szeletelés iranyaval (hosszu nyilak). A révid nyilak jégkristaly
szennyezddésekre mutatnak. A minta Escherichia coli K-12. b/ Sejtek és membranjaik
deformalodésa a metszés iranyara mer6legesen. A kozel vizszintes nyilfejek repedésekre
(angolul crevasses) mutatnak. A minta Pseudomonas auruginosa PAO1 (MATIAS 2003)
A CEMOVIS alkalmazasakor megjelené miitermékekrdl és azok csokkentésérél Al-Amoudi
munkajanak tanulmanyozasat ajanljuk (AL-AMOUDI 2005).
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A Diatome cég specialis 25°-o0s ¢l gyémantkéseket kinal a jo mindségii krio-metszetek
készitéséhez a 30—150 nm mintavastagsag-tartomanyban. A 3D rekonstrukciéhoz fontos, hogy
a felhasznalt 2D képekben ne legyenek torzitasok a metszés miatt.

V.2.4. lonsugaras mintavékonyitas
Az ionsugaras vekonyitas az anyagtudomanybdl keriilt a biolégiaba 2007 korul.

(Nemzetkozileg is kiemelkedé szakértdje a teriiletnek Barna Arpad, aki az ionsugaras
vékonyitas elméletét és gyakorlatat nagy mértékben gazdagitotta. Munkassaga nyoman jelenleg
a Technoorg-Linda Kft. gyart ionsugaras vékonyitokat.)

Ahhoz, hogy a FIB jol alkalmazhatdva valjon a bioldgiaban, krio-FIB-et kellett bel6le késziteni.
A krio-FIB-et szamos jol megirt 6sszefoglalé cikk ismerteti (MARKO 2007, RIGORT 2012 és
2015, PARMENTER 2014, 2016 és 2020, PLITZKO 2019, DE WINTER 2020, KUBA 2020,
WAGNER 2020).

A katodporlasztason alapuld6 mintavékonyitast a krio-ET-hez gallium ionsugéarral végzik
kétsugaras pasztazé elektronmikroszkopban (FIB-SEM, Focused lon Beam Scanning Electron
Microscope). A szakirodalomban a vékonyitas (angolul thinning) és a porlasztas (angolul
sputtering) mellett leggyakrabban a milling kifejezést haszndljdk az ionsugérral torténd
mintavékonyitasra. A FIB-SEM-r6l magyar nyelven is talalunk b6évebb informaciot a pasztazo
elektronmikroszkopiardl sz616 monografidban (POZSGAI 2016).

Az eljaras késobb keriilt alkalmazasra a bioldgidban, mint a mikrotdmos metszés, de egyre
nagyobb korben terjed el, mert miitermék képzddése nélkiil képes a biologiai mintakat
levékonyitani. Els6 1épésben sziikséges volt, hogy megmutassak, hogy az ionnyalab nem valtja
ki a fagyasztott mintaban 1év6 amorf jég kristalyosodasat (MARKO 2006).

A krio-ET-t kiszolgalé mintapreparald FIB-SEM-ek mintatartdja alacsony homérsékleten van,
innen a krio-FIB-SEM elnevezés. (5.2.5. abra)

o
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5.2.5. abra. Aquilos2 krio-FIB-SEM.(Thermo Fisher Scientific terméke). Piros szin jelzi a
gallium ionsugarat, zold pedig a pasztazo elektronmikroszkop elektronnyalébjat. Az ,,ingaz6”
krio-mintatart6 a krio-FIB és a krio-fénymikroszkdp koz6tt ingazhat a benne 1év6

csereszabatos betét révén, mik6zben a minta hémérséklete -140 °C alatt marad (KUBA 2020).

Az abrén z6ld szin jeloli a pasztazd elektronmikroszkdp optikai oszlopat, piros a fokuszalt
gallium ionsugarat el6allité FIB optikai oszlopat. A GIS (Gas Injection System) gazbeeresztd
rendszer segitségével olyan gazok (prekurzor) ereszthetok a mikroszkdpba, amelyekbdl ion-
vagy elektronsugar hatasara vastag fémréteget (leggyakrabban platinat) lehet kondenzaltatni a
minta fellletére. Ez sziikséges bizonyos mintarészek védelméhez és az eléallitott lamellanak
egy kiemeld tithoz valdo kotéséhez. A katodporlasztoét vékony fémrétegek eldallitdsara
hasznaljak. (A SEM és a FIB optikai tengelye 52°-0s sz0get zar be, a mintatartd 45° alatt van
megdontve.) A gallium ionnyalab lapos (7°) sz6g alatt éri a mintatartd rostélyat, amelyen a
vekonyitando, ultragyors meritéssel fagyasztott sejttenyészet foglal helyet. Az Aquilos2 krio-
FIB-SEM-ben a mintatart6 asztal hémérséklete -170 °C és a minta hémérséklete a tobblépcsds

preparalasi folyamatok alatt sem haladja meg a -140 °C-t.

vékonyitas vekonyitas
iranya iranya

/r’ \‘\_ ‘ /
y “ =

lamella kivalasztasa vékonyitas a lamella felett vékonyitas a lamella alatt

5.2.6. abra. A lamellakészités sémaéja a/ -tol ¢/ abrakig. A kivalasztott terep alatt és felett
bemetszést végeznek a gallium ionsugérral. A d/ abran egy mikrostélyon 1év6 minta lathato,
amelyen sarga pontozott téglalapokkal van bejelolve a b/ és ¢/ abranak megfeleld
eltavolitando két terlletet. A d/ kép ionsugarral készilt a FIB iranyabdl. Az 1 és 2 jelt teriilet
kozti rész hatarozza meg a készitendd lamella vastagsagat. (e/ abra) (RIGORT 2015)

Az 5.2.6. abran bemutatott minta-el6készités jo a krio-EM-hez, de nem elég jo a krio-ET-hez,

mert a mintatartd rostély pereme gatolja a +60° — +70°-0s mintaddntést. A tomografiahoz
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késziilo lamellat kiemelik, és egy kettévagott fél-mikrostélyra helyezik at, és ott tovabb

vekonyitjak. A minta kiemelésének folyamatét lift-out-nak nevezik a szakirodalomban. (5.2.7.

abra)
(A) (B) / (C) p
Lamella ) " hideg ti . /
25, - 6
a lamella a racson marad a lamellat kiemelik nagy nyomasu fagyasztassal

kész(lt minta
5.2.7. dbra. A kisebb méretli mintakat (max. 5 um) ultragyors meritéses Uton fagyasztjék, és
az (A) és (B) dbranak megfelelden készitik eld. A nagynyomasu fagyasztassal eldallitott
mintat a (C) abra szerint preparaljak (KUBA 2020).

5.2.8. abra. A lamella kiemelésének folyamata (lift-out). A kiemel hideg tiit vizgéz
fagyasztasaval kotik a lamellahoz (A abra), kiemelik (B és C), majd a lamellat ugyancsak
vizg6dz fagyasztasaval rogzitik a rostélyhoz (D abra) (PARMENTER 2016).

A 5.2,5. dbran mutatott Aquilos2 krio-FIB-SEM-ben a lamella kiemeléséhez nem vizgdzt,
hanem platinat kondenzaltatnak a hideg kiemeld tii és a platinaval fedett lamella k6zz¢é. Ezt a
GIS gazbeeresztd segitségével végzik. Miutan a lamellat kiemelték, és athelyezték egy fél-
rostély alaki mintatartba, ismét platina kondenzacidjaval kotik a lamellat az Gjabb
mintatartohoz. Végiil a hideg tiit ionsugarral vagjak le a lamellatol. A lamellanak a krio-ET-hez
szlikséges tovabbi vékonyitasat ebben a méasodik mintatartdban végzik el. A folyamatot videdn
végigkisérhetjiik (THERMO FISHER SCIENTIFIC).

A vékonyitas lehet ,,durva” és finom. Ez utobbit polirozasnak nevezik. (A ,,durva”, nagyobb
sebességli vékonyitaskor alkalmazott FIB gyorsitofesziiltség 30 kV, mintaaram 300-500 pA,
polirozaskor 30 pA, (GILCHRIST 2019.) Alacsonyabb gyorsitofesziiltség, kisebb iondram

vagy az ionnyalab laposabb beesési szoge lassabb, de jobb mindségii polirozast eredményez.
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(Az Aquilos specifikacioja szerint az FIB fesziiltsege 500V eés 30 kV, ionarama 1,5 pA és 65
nA kozott valtoztathato.)

Eveken at a lamellakészités lasstisaga volt a technika legnagyobb akadalya. Az emlitett
Aquilos2 berendezéssel gyorsan és automatikusan (feliigyelet nélkiil, akar éjszakai miiszakban)
tobb elére kijelolt teriileten, sorozatban is készitheté lamella. A minta-elokészitd
személyzetnek csak ki kell jeldIni a mintavételek helyét és méretét, és meg kell adni a polirozés
paramétereit. A krio-ET-re elékészitett minta vastagsdga 60-350 nm tartomanyba esik
(VILLA 2013). Ha a minta vekony, akkor jobb felbontast lehet elérni a krio-TEM-ben, mint a
vastagabb mintan.

Kitérésként megemlitjiik, hogy Aquilosnak van egy olyan Gizemmadija (auto slice and view) és
szoftvere, amellyel az egymast kovetd sorozatos vékonyitasok kozott szekunder
elektronképeket vesznek fel (block face imaging), és ezek alapjan készitenek 3D rekonstrukciot
(5.2.9. abra).

nukleusz+
nukleolusz

B e
R /
s |

5.2.9. dbra. Krio-FIB-SEM szekunder elektron képek alapjan készult 3D rekonstrukcid (5 um
x 8 um térfogat, Chlamydomonas sejt), (THERMO FISHER SCIENTIFIC 2)

Bar az ilyen képek felbontasban nem veszik fel a versenyt a krio-ET-vel készitett

rekonstrukciokkal, mégis segitenek abban, hogy a vékonyitast kell6 idépontban leallitsak.

V.2.5. Minta-el6készités korrelacios fény- és elektronmikroszkopia segitsegével
A korreléciés fény- és elektronmikroszkopia (CLEM, Correlative Light and Electron

Microscopy) egyre nagyobb szerepet jatszik a krio-elektrontomografidban. Egyrészt a
hagyomanyos (vagy mas néven diffrakcio altal korlatozott) fluoreszcens mikroszkopiat
kombinéljdk a krio-FIB-SEM-mel; a mintabol jovo fluoreszcens fény segiti a célzott

vékonyitast. Masrészt a szuperfelbontasu fluoreszcens mikroszkopiat kombinaljak a nagy
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felbontasu transzmisszids elektronmikroszkdpiaval, hogy a keresett objektumot kénnyebben
megtalaljak a krio-ET képekben (CHANG 2014).

Miel6tt a mintaprepardlast folytatndnk, egy rovid kitérét kell tenniink a fluoreszcens
fénymikroszkopia iranyaba.

A fluoreszcens fénymikroszkopia elénye a nem-fluoreszcens fénymikroszkdpiahoz képest a
jelent6sen nagyobb kontraszt és szelektivitas. Csak a megfestett rész vilagit, a hattér sotet.
Egyidejlileg tobb festékkel meg lehet festeni a vizsgdlandé mintat, és nincs a sejtnek olyan
része, amelyet nem lehetne szelektiven megfesteni. Igy példaul a DNS és RNS egyidejiileg
kiilonb6zo szinnel vilagitova teheto.

A fluoreszcens mikroszkopia fejlédésében két oriasi ugras tortént. E16szor akkor, amikor 1962-
ben Shimomura Oszama megtalélta az elsé fluoreszcens fehérjét egy meduzaban. Ennek szine
z6ld volt, és GFP (Green Fluorescent Protein) néven szerepel az irodalomban. Jelent6sége
abban all, hogy a fluoreszcens festéket genetikai uton be lehet vinni a vizsgalandé mintaba.
Késobb a szinspektrum tobbi szinére is talaltak fluoreszcens fehérjéket. A masodik ugrés a
fluoreszcens mikroszkopia fejlédésében akkor kovetkezett be, amikor megalkottdk a
szuperfelbontasu mddszereket. Mig a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopia felbontasa kb.
a fény hullamhosszanak felével egyenld (kb. 200 nm), addig a szuperfelbontast fluoreszcens
modszerek akdr 10 nm-nél is jobb felbontast adnak. A fenti két (ugrasnak nevezett)
teljesitményt egy-egy kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak (2008 Martin Chalfie, Shimomura
Oszama és Roger Tsien; 2014 Eric Betzig, Stefan Hell és William Moerner).
A szuperfelbontasu fluoreszcens fénymikroszkopia legalabb olyan nagy hatassal van és lesz a
bioldgia fejlodésére, mint a krio-elektronmikroszkdpia. A hagyomanyos és a szuperfelbontasd
fluoreszcens mikroszkdpiarol magyar nyelvi tankonyv is jelent meg (POZSGAI 2020).
Visszatérve a krio-ET minta-el6készitésre, a Thermo Fisher Scientific és a Leica cégek
kooperacidjabol sziletett egy olyan krio-ET munkafolyamat, amelyben a fluoreszcens
fenymikroszkopiat hasznositjak a célteriilet kivalasztasakor a krio-FIB-SEM minta-
vekonyitaskor (5.2.10. &bra).
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Leica, Aquilos,®

Thunder®Krio-  krio-FIB-SEM
fénymikroszkdp

Krios® Krio-TEM

Vitrobot ®
automatikus

vitrifikalo

5.2.10. &bra A krio-ET munkafolyamata a Thermo Fisher Scientific és a Leica
berendezéseinek egyittesével (THERMO FISHER SCIENTIFIC 3).

A Vitrobot (5.2.10. abran) automatikusan vitrifikalja a mikroszkdépos mikrostélyon 1€vo
sejttenyészetet. A Leica fluoreszcens krio-fénymikroszkdpjaban azonositjak a keresett, vilagitd
mintareszletet (zold szin jelzi a fénykibocsatést az 5.2.10. &bran).

RN A
Krio-CLEM Krio-FIB-SEM

5.2.11. 4bra A fluoreszcens fénymikroszkopban kivalasztott teriilet konnyen visszakereshetd a
pasztazo elektronmikroszkopban a specialis krio-fluoreszcens mintatart6 és helykoordinatakat
rogzité és atvivo szoftver miatt. A nukleusz kék a DAPI festek es az F-aktin zold az Alexa
Fluor 488 fluoreszcens festék miatt. (LEICA)

Az Aquilos krio-FIB-SEM-ben torténik a minta vékonyitéasa, és végil a Krios transzmisszios
elektronmikroszkopiaban késziilnek azok a 2D vetiiletek, amelyekbdl rekonstrualjak a 3D
objektumot. A vitrifikalt minta hdmérséklete a folyamat els6 1épésétdl az utolsdig -140 °C alatt
marad.

A masik alkalmazasa a fluoreszcens mikroszkopianak a vizsgalat szamara érdekes terep nagy

pontossagu lokalizaldsa a szuperfelbontast krio-fluoreszcens fénymikroszkopban, majd a
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lokalizaci6 hasznositasa az azt kovetd transzmisszids krio-elektronmikroszképos vizsgalatban.

Ennek Iényegét az 5.2.12. dbra segitségével vilagitjuk meg.

b/ Szuperfelbontasu c¢/ Krio-EM
krio-FL

d/ Krio-FL

krio-FL

L

a/ Szuelbntésu krio-FL h/ Krio—EIVI
és krio-EM
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5.2.12. abra. Korrelacios fény- és elektronmikroszkdpia (CLEM) alkalmazasa mikrotubulusok
lokalizalasara krio-ET-ben (FL — a fluoreszcencia roviditése). Lasd a szdveget a
magyarazathoz. (TUIJTEL 2019)

Az 5.2.12. abra a/ és d/ kepén a vizsgalt minta lathato krio-fluoreszcens fenymikroszkopban.
Az a/ abran bekeretezett terep nagyobb nagyitasban elmosédottan jelenik meg a d/ abran, mar
nem nyUjtana segitséget a tovabbi kereseshez. A b/ és e/ abran az a/ és d/ abranak megfeleld
terepek lathatok szuperfelbontast krio-fluoreszcens képeken. A c/ és f/ abrak krio-EM
felvételek. Kis kontrasztjuk miatt nehéz a megfeleld terepek kivalasztdsa a nagyitas
ndvelésekor. A g/ abran a krio-ET képre helyezett a szuperfelbontasu krio-fluoreszcencens
képet mutatjuk. A fluoreszcens kép segitett a megfelel6 terep kivalasztasahoz, amikor a h/ krio-
EM felvétel készilt. A h/ felvétel ugyanaz a terep, mint a g/ és a keresett mikrotubulus
kotegeket mutatja. A szerzOk szerint a lokalizacido pontossaga 30 nm. A bemutatott CLEM
technika kulcsfontossagu része, hogy a fluoreszcenciat kivaltd Iézer intenzitasa olyan Kicsi
legyen, hogy az amorf jég a mintdban a vizsgalat soran ne menjen &t kristalyos allapotba.
A kozlemény 5 olyan reverzibilisen kapcsolhato fluoreszcens fehérjét sorol fel, amelyek krio-
homérsékleten is megtartjak a szuperfelbontashoz sziikséges fotokapcsold tulajdonsagaikat.

(Az5.2.12. dbran mutatott mintat human csontbdl szarmaz6 oszteoszarkoma hamsejteibol
(U20S sejtvonal) tenyesztették. A fagyasztas el6tt fluoreszcens festék (rsEGFP2, reversibly
switchable Enhanced Green Fluorescent Protein) és mikrotubulusokhoz k6tddé fehérje (MAP2)
faziojaval transzfektaltak. Ezért a b/, e/ és g/ abrakon a mikrotubulusok piros szinben

vilagitanak.)

V.3. Krio-ET adatgyiijtés
A krio-ET-hez val6 adatgytijtést az egyedi részecskék analizisével (SPA) fogjuk Gsszevetni,

mert az el6z0 fejezetekben leirt informaciok nagy része a krio-ET-re is vonatkozik.
A kllonbségeket roviden agy lehetne 6sszefoglalni, hogy a krio-ET-felvétel-készités
koriilményei sokkal kedvezdtlenebbek. A tovabbiakban feltételezziikk, hogy a SPA-val
kapcsolatban leirtak (1V. fejezet) ismertek.

Akrio-ET és a SPA kozotti hasonlésag abban nyilvanul meg, hogy ugyanolyan krio-
elektronmikroszkopot, és tobbnyire ugyanugy 300 kV-os gyorsitéfesziiltséget hasznalnak.

Az SPA-ban a rekonstrukciohoz sziikséges sok szdg alatti nézeteket a nagy szdmu, azonos

“ 7=
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objektumot kell sok szdg alatt megdonteni és felvételt késziteni, hogy a 3D rekonstrukcio
elvégezhetd legyen (5.3.1. abra). Az elektrontomografidval készilt 3D rekonstrukciot
tomogramnak nevezik. A mintadontést a krio-ET-ben az indokolja, hogy dontés nélkiil a
vizsgéaland6 szerkezet alatt és felett 1évO egyéb szerkezetek ugyanabba a vetiiletbe kertilnek, €s

a kiértékelést lehetetlenné teszik.
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5.3.1. abra. A krio-elektrontomografia séméaja. Az amorf jégbe agyazott, sok szog alatt
megdontott mintarol mikroszkopos képek késziilnek (dontési sorozat), amibol szamitogépes

visszavetitéssel készil el a rekonstrualt 3D objektum, a tomogram (KONING 2018).

Az elektronenergia-sziiré spektrométernek, a direkt elektrondetektornak és a fazislemeznek
ugyanolyan nagy szerepe van a krio-ET-ben, mint a SPA-ban. Ezeket az eszk6zoket a Il1.
fejezetben targyaltuk. A SPA-nal targyalt alacsony dozisi lUzemmodnak meég szigorubb
kovetelményeknek Kkell eleget tenni, mert a krio-ET-ben a megengedhetd teljes
elektrondo6zisnak 50-100 mintadontéssel késziilt felvétel kdzott kell megoszlani. A krio-ET-vel
vizsgalt mintdk (esetenként egész sejtek vagy szdvetek) vastagabbak, mint a SPA-nél, tovabba
a minta dontése noveli a minta effektiv vastagsagat. (60°-0s mintaddntésnél az effektiv
mintavastagsag éppen kétszerese a valodi vastagsagnak.) Mindezek azt eredmeényezik, hogy a

felvételben a jel/zaj viszony rosszabb a krio-ET-ben, mint a SPA-ban.

<3 e /A? >100 e /A?

t =100 nm t =200 nm
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5.3.2. abra. Nagy felbontasu képekhez (nagy frekvenciak atviteléhez) szilkseges
elektrondo6zisok vizszintes és 60° alatt dontott minta esetén. A dontés miatt a minta
latszolagos vastagsdga 1/cos(0) fiiggvény szerint nd, ahol 6 a dontési sz6g. A minta a jobb
oldali dontott &llapotban kétszer olyan vastagsagunak hat, mint vizszintesen
(HUTCHINGS 2018).

A minta dontését jellemz6 folyamatot dontési séméanak nevezik, és harom szempont hatarozza
meg: a dontés teljes szogtartomanya, az egyes dontések kdzotti ndvekmeny, és az a sorrend,
ahogy a dontéseket vegrehajtjak (WAN 2016).

A dontés teljes szogtartomanya altalaban +60°, de a modern mikroszkopok +70%ot is lehetévé
tesznek. A gyakorlatban kétféle dontési sémat alkalmaznak (5.3.3. abra), a folytonos déntést és
a dozis-szemmetrikus dontést. A folytonos dontési semaban fokozatosan dontik a mintat, és
minden egyes dontés utan felvétel készil. Ezt a sémat tébbnyire gyantadba agyazott mintak
esetén alkalmazzak, amikor a nagy felbontasu rekonstrukcio nem célja a vizsgélatnak.

A dontések kozotti szognovekmény jellemzden 1°, 2° vagy 3°. Az 5.3.3. dbra szerint a folytonos
dontés nagy szogeknél kezdddik (a dontések sorrendjét az abran szamok jelzik) és a nagy

szogeknél végzodik.

13
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5
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10
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5.3.3. dbra. Folytonos és dozisszimmetrikus mintadéntési séma (HUTCHINGS 2018)

A folytonosnak nevezett mintadontési séma eldnytelenebb a nagy felbontast 3D rekonstrukcio
szempontjabol, mint a dézisszimmetrikus, amelyben a dontési szogek valtakozva a pozitiv és a
negativ szogtartomanyban esnek. A ddzisszimmetrikus dontésekkor a kis sz6g alatt készilt
felvételek hamarabb sorra kerililnek, mint a nagy szogiiek, igy a finomabb képrészletek jobban
megodrzédnek. A szamunkra fontos nagy felbontdsi 3D rekonstrukciohoz az optimalis
mintaddntési séma a dézisszimmetrikus dontés, viszonylag nagy lépéskozokkel 0°, +3°, -3°,
+6°, -6°... (HAGEN 2017).

A 3D rekonstrukciohoz szilkseg van a finomminta-részletekre, azaz a kép nagyfrekvenciaju

komponenseire. Minthogy az elektronmikroszképos munka folyamén elészor a finomminta-
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részletek karosodnak, ezért a felvételkészitést célszerii a vizszintes helyzetli mintaval kezdeni,
amikor még kis besugarzé aramokkal lehet dolgozni. Az 5.3.2. abra szerint a dontott minta
atvilagitasahoz nagyobb elektronddzisokra van szikség, és ez gyorsabban karositja a
nagyfrekvencias komponenseket.

A dontési sorozatok felvétele idéigényes, altalaban 20-60 percet vesz igénybe, ami annak a
kdvetkezménye, hogy a mintatartd asztal a dontés kézben elmozdul, és a fokusz is valtozik.
Ezeket a valtozasokat szoftver segitsegével automatikusan kompenzaljék (kovetés, tracking),
elektronikus képeltolas és autofokuszalas, ami lelassitja az eljarast. (A dontési sorozatok
automatikus felvételét tamogat6 programok pl. SerialEM (MASTRONARDE 2005), Leginon
(SULOWAY 2009) vagy a USCF Tomography (ZHENG 2010).

Az adatgylijtés meggyorsitdsdra (1j modszert taldltak Chreifri és munkatarsai (CHREIFRI
2019),), amelynek alapja a Thermo Fisher Scientific altal ujonnan kifejlesztett stabilabb
mintatart0. Az Gjitas Iényege, hogy nem kdvetik a mintatartdé mozgasabdl adddo valtozasokat,
hanem kis l1épésekben dontik a mintat, és mozgofilmet vesznek fel (40 képkocka/s sebességgel).
A mozgofilm néhéany ezer kockajat egyenként hasznaljak fel. A képfelvételt nyaldbszaggatassal
kapcsoljak 6ssze: amikor megall az asztal a felvételkeszités idejére, akkor az elektronnyalab
rovid idére be van kapcsolva, a mintadontés idejére pedig ki van kapcsolva. A K2 direkt
elektrondetektor allandéan miikddik, és a teljes dontési sorozat felvétele egyetlen expozicid
alatt torténik. Igy egy teljes dontési sorozat felvétele 5 és 10 perc kozott van a nagyitastol
figgden. Ezzel az eljarassal, amelyet FISE roviditéssel jelolnek az irodalomban (Fast-
Incremental Single-Exposure), 4 nm-nél jobb felbontast nem lehet elérni.

A FISE mddszert Eisenstein és munkatarsai (EISENSTEIN 2019) egy jobb K3 direkt
elektrondetektor  segitségével kiterjesztették a 3D  rekonstrukcidhoz  kedvezdbb
dozisszimmetrikus dontési semara is, és ezzel nanométernél jobb felbontast értek el
szubtomogram-atlagolassal (V.4.5. fejezet). Egy-egy kép expozicids ideje 1 s volt, a
dozisszimmetrikus dontési sorozat teljes ideje 200 és 500 s kozott volt (a fent Hagentdl idézett)
+3° dontési 1épések mellett. A képeket a SerialEM programmal rogzitették, es a képeltolddasi
hibakat a dontési sorozat felvétele utdn kalibracios gorbék segitségével korrigaltak. Felvétel
alatt nincs lehetdség korrekciora.

Osszefoglalva a dontési sorozatokrol irottakat: a 3D rekonstrukcidhoz a legkedvezdbb a
dozisszimmetrikus dontési séma. A mintatart asztal stabilitasanak novelésével és az el6z6knél
jobb K3 direkt elektrondetektor alkalmazasaval lehetdség nyilt az adatgylijtés idejének néhany

percre torténd leroviditésére.
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V.4. Krio-ET adatfeldolgozas

V.4.1. A nyers képek elozetes megmunkalasa

A direkt elektrondetektorok létezése d6ta gyakran hasznaljak a ,,mozilizemmoddot” a képek
felvételére (111.2. fejezet). A mozgo filmfelvétel (5-10 képkocka) egyes filmkockait kilon
felhasznaljak. Viszont ezek egymashoz képest elmozdulnak az elektronnyalab toltése miatt.
A képelmozdulasok korrigalasara krio-ET-ben leggyakrabban arany nanorészecskeket (5-25
nm) alkalmaznak markerként az amorf jégbe agyazva. Minthogy az arany nagy kontrasztot ad,
alkalmas az elmozdulaskorrekcio automatizalasara is (WAN 2016).

A 3D rekonstrukcio elétt a képek mindségét, a jel/zaj viszonyt és kontrasztot javitjak. Ennek
eredményeként a rekonstrukcidnal alkalmazott iteracios eljaras gyorsabban konvergal. A minta
dontésekor a késobb felvett képek mindsége rosszabb, mint a korabbiaké. Az alulateresztd
sziirok (IL.8.1.) javitjdk a kiilsé konttirokat, és a kés6bb felvett képekre erdsebb sziirdt

alkalmaznak (do6zisfiiggd szilirés).

V.4.2. A dontott képek defokuszanak meghatarozasa
Amint a 1V.3.4. és 1V.3.5. fejezetben lathattuk, az elektronmikroszkop nem ad tokéletes képet.

A kiilonb6z6 finomsagt (kiilonboz6 térbeli frekvenciaja) részleteket eltérd hatasfokkal viszi at
a képbe. S6t egyes részleteket (ahol a kontrasztatviteli fiiggvény CTF=0) egyaltalan nem visz
at. A mikroszkép hibainak korrigalasat a kontrasztatviteli flggvénnyel (CTF) végzik (I1.7.
fejezet), amelyben az egyik legfontosabb paramétert, a defokuszt meg kell hatarozni, miel6tt a
CTF korrekcidt elvégzik. Ez hasonlo elven torténik, mint azt az SPA-nal leirtuk (1V.3.4. pont),
de a krio-ET-ben a minta dontése miatt egy defokusz gradiens all fenn a minta alsé és felsd
része kozott. Az SPA-hoz képest az is neheziti a helyzetet, hogy a minték altalaban vastagabbak
a krio-ET-ben (200-500 nm).

Egy szimulacio szerint egy 4 um-es defokusz 300 kV-os gyorsitéfesziltségen azt eredmenyezi,
hogy a CTF els6é zéruspontja 1/28 A-nél lesz, azaz CTF korrekcié nélkil a rekonstrukcid
felbontasa 28 A-nél nem lesz jobb (ZANETTI 2009).

A defokusz meghatdrozasaban elkdvetett 100 nm-es hiba még nem gatolja meg a nanométernél
jobb felbontas elérését. Altalaban elegendé dontott képekre meghatérozni az atlagos defokuszt,
vagyis a dontési tengelynek a defdkuszat. Nagyobb pontossagigény mellett az egyes
mintareészletek vagy egyes szemcsék defokuszat kilon hatarozzak meg, és ezekre kilon végzik
el a CTF-korrekciot.
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A minta dontésekor a vizsgalt teriilet elmozdulhat, valtozhat a fokusz is. Szamos kisérleti
nehézség 1¢ép fel, ami itt fontos szamunkra, az, hogy a miiszaki fejléddés jelenlegi fokén a krio-

ET dontési sorozatai automatizaltan végrehajthatok.

V.4.3. Kontrasztatviteli fliggvény meghatarozasa és CTF korrekcid
Az SPA-nal leirtak szerint a CTF-et ugy hatarozzak meg, hogy illesztik a fliggvényt a

teljesitményspektrumhoz (a mikroszkdpos kép Fourier-transzforméltjahoz), amely an. Thon-
gytriiket tartalmaz. A krio-ET sajatossagai miatt ezek a gyiiriik kisebb szamban és rosszabb
jel/zaj viszonnyal jelennek meg, mint az SPA-ban. Kivaltképp a nagy dontési szogek alatt
felvett képek teljesitményspektrumai gyengébb mindségliek.

CTF korrekcid torténhet ugy, hogy

— egy-egy dontott kép atlagara jellemzé CTF-et fogadjak el, vagy

— a kepeket kétdimenzios egysegekre (négyzetekre vagy savokra) osztjak vagy

— a tomogramot haromdimenzios egysegekre, Un. voxelekre osztjak, majd hatarozzak meg a
CTF-et, és végzik vele a korrekciot.

A CTF-re korrigalt képekkel készitik a 3D rekonstrukciot, bar a fenti harmadik lehetdség azt

mutatja, hogy 3D rekonstrukcio utan is lehet CTF korrekcidt végezni.

V.4.4. Tomogram készités (3D rekonstrukcid)
A haromdimenzids rekonstrukcio tobbféle médon készilhet:

— Fourier térben a vettilet-szelet tétel (méas néven kdzponti szelet tétele) alapjan (1V.2.1. pont).
A tétel kimondja, hogy a mikroszkopos keép Fourier-transzforméltja a 3D transzformalt
kdzéppontjaban atmend sikot képez (DE ROSIER és KLUG 1968),

— sulyozott visszavetitéssel. Ennek is a vetllet-szelet tétel az alapja. A Fourier-térben a
szogeknek megfelelden elhelyezik a vetiileteket, majd stlyozzdk, Osszeallitjdk a 3D
objektumot, majd inverz Fourier-transzforméacidval visszavetitik a valds térbe
(RADEMACHER 1987). Ez a visszavetitett 3D objektum a tomogram. Léteznek olyan
visszavetitesi algoritmusok is, amelyek a valds térben konvollciot haszndlnak (KONING
2018),

— algebrai mddszerek is vannak a rekonstrukciéra (pl. SIRT) (GILBERT 1972), amelyek
kontrasztosabb kepet adnak, mint a sulyozott visszavetités, de nem adjak vissza olyan jol a
finom mintarészleteket. Ezért a sulyozott visszavetités a leggyakrabban alkalmazott modszer
(WAN 2016).

A SPA-nal emlitettik a visszavetitéshez alkalmazott stlyozast, de az egyszeriiség kedvéért

mell6ztiik magyarazatat. Az 5.4.1. abran a Fourier-térben kiillészertien elhelyezked6 vonalak a
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valds térben végzett mintadontéseknek felelnek meg. A Fourier-tér kozéppontjaban jelentésen
tobb informéacié van, mint a széleken, ennek kovetkeztében az alacsony frekvenciaju
komponensek tdl vannak hangsulyozva. Ezért sziikséges az adatok sulyozésa.

A minta dontési szégeinek korlatozottsdga miatt bizonyos iranya vetuletek hianyoznak a
Fourier-térben (5.4.2. abra). Az irodalomban ezt a hatast hianyzé éknek (angolul missing
wedge) nevezik. Ellensulyozasara célszerli a kéttengelyli dontést alkalmazni, amikor a Fourier-

tér fedettsége teljesebbé valik

Déntési Fourier-tér fedettsége
sz0g- egy- két-
tartomany tengelyt tengelyu
dontéskor | donteskor
+70° 78% 93%
+60° 67% 84%
+45° 50% 67%

5.4.2. bra. A minta korlatozott dontése miatt fellépd informacié hianya egytengelyti és

kéttengelyli mintadontéskor (lasd a szoveget) (LUCIC 2005)

Az 5.4.2. abran a fels6 két rajz a Fourier-térre, az alsd két &bra a valds térre vonatkozik. Jol
latszik, hogy egytengelyli dontéskor ¢k alakt, kéttengelyli dontéskor (jobb felsd abra) pedig
piramis alak térrészbdl hianyzik az informacio. Az also két kép a valos térre vonatkozoan azt
mutatja, hogy a 3D rekonstrukcidban Iényegesen nagyobb a torzitas az egytengelyii dontéskor,
mint a kéttengelyli dontéskor (a jobb oldali kép). A szamadatok szerint a kéttengelyli +70°-0s

dontéskor a sziikséges informéacio 93%-a megszerezhet6 a rekonstrukciohoz.
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A Fourier-tér bet6ltottségét nemcsak a dontési szogtartomany egésze, hanem a dontések kdzotti
szOgek nagysaga is befolyasolja. Az ideélis esethez sziikséges kis 1épéskdzok a minta nagy
sugarterhelése miatt nem valosithatok meg.

V.4.5. Szubtomogram-atlagolas
A krio-ET-ben meglehetéen alacsony a jel/zaj viszony javitasara lehet6ség kinalkozik akkor,

amikor egy tomogramon belll ugyanolyan szerkezet (objektum) toébb példanyban, de
statisztikus orientacioban fordul el6 (5.4.3. abra). Ilyenkor a tomogramoknak ezeket a részeit
(szubtomogramok) kivonatoljak, egy referenciapoziciohoz igazitjak (transzlacioval és
rotacioval), majd atlagoljak. Ezaltal megnd a szoban forgd tomogramrészlet jel/zaj viszonya €s
arekonstrukcio felbontasa. Az igy atlagolt alakzatot tekintik Gj referencidnak, és ehhez igazitjak
a statisztikus orienticidban 1év6 hasonlé mintarészleteket. A folyamatot iterativ mddon
ismétlik, amig az n-edik és n+1-edik atlagolt szubtomogram k&zo6tt méar nincs kilénbség.
A folyamat emlékeztet a SPA-ban bemutatott atlagolasra, azzal a killénbseggel, hogy az SPA-
ban kétdimenzids képekkel tortént az &tlagolas, a tomogréafiaban viszont 3 dimenzios
térfogatokkal.

Ve

- : - ~
+  Ujreferencia hasznalata N

rendezéshez, majd iteralas
amig a referencia stabil marad \

\

referenciahoz 1

igazitas

szubtomogramok -~ ,szubtomogramok  ___ T
/a;gsztikus orientaciéban) (rendezett orientacioban)
tomogram atl ago!;c ’s'zutfntomo_gr?m
| # . T T Uj referencia
gl s

5.4.3. dbra. A szubtomogram atlagolas sémaja (BRIGGS 2013)
A krio-ET szubtomogram atlagolast ¢és az azt kovetd szerkezetosztalyozast cryoSTAC

roviditéssel jel6lik az angol cryo Subtomogram Averaging and Classification-nak megfelelen.

A cryoSTAC sémajat mutatja a 5.4.4. abra:
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5.4.4. abra A krio-elektrontomografiaval végzett szubtomogram-atlagolas és -osztalyozas
(cryoSTAC) munkafolyamata (ZHANG 2019)

Amint az 5.4.4. abra mutatja, mind a mintaddntési sorozatok 6sszehangolasat, mind pedig a
szubtomogramok 6sszehangolasat iteracids folyamatok segitségével finomitjak.

Az 5.4.4. abran jelolve van a hianyzd ék kompenzalasa. Amint az 5.4.2. abran lathattuk, a
Fourier-térben hianyzé ék a valos térben a 3D rekonstrukcié utan torzitdsokhoz vezet.
A szubtomogramok dsszehangolasakor (angolul alignment) Uigyelnek arra, hogy a referencia és
a szubtomogram azonos orientacioban legyen, és az Osszehasonlitaiskor mindkettGben
kitakarjak a hianyz6 éknek megfeleld térfogatot. Ezt a miiveletet maszkolasnak nevezik.
A maszkolast gyakran alkalmazzak mind a SPA-ban, mind a krio-ET-ben, nemcsak ék, hanem
mas geometriai alakzat formajaban is, amikor objektumokat keresztkorrelacioval hasonlitanak
0ssze, ¢s el akarjak keriilni az objektumot koriilvevo koérnyezet zavard hatasat.

A cryoSTAC végzéséhez hasznélt szoftvercsomagokat Zhang cikke hasonlitja 6ssze és adja
meg az eclérhetdségeiket (ZHANG 2019). Tobbek kozott a RELION programcsomagot is
alkalmassé tették krio-ET adatok feldolgozéasara is. Az emClarity program (HIMES 2018)
pedig azzal tiinik ki, hogy az egyik legjabb programcsomag, és olyan ujitasokat tartalmaz,

amelyek a felsorolt t6bbi programban nincsenek benne.
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V1. fejezet. A kororonavirus vizsgalata krio-elektronmikroszkoppal
A COVID-19 vilagjarvanyt okozé SARS-CoV-2 koronavirus szerkezetének vizsgalataban

kiemelked6 szerepet kapott a krio-elektronmikroszkopia. A jarvany kitorését kovetd elsd
4 kozlemény a virus szerkezetérdl krio-EM vizsgalatokon alapult (WRAPP 2020, WALLS
2020, LI1U 2020, YAN 2020).

VI1.1. A koronavirusok
A 2019-ben kezd6d6, a kinai Wuhan varosbol kiindulé koronavirus-jarvany indokoltta tette,

hogy nagyobb figyelmet forditson a vilag a jarvanyok megel6zésére még akkor is, ha a korabbi
profitorientalt szemlélete mellett tart ki. Ugyanis a koronavirus-jarvany nemcsak sok
emberéletet kdvetelt, de felbecstlhetetlen anyagi kdrokat okozott vilagszerte.

A lakossag a jarvany kapcsan tobb olyan tudoményos fogalommal ismerkedhetett meg a
sajtobol, ami korabban csak a szakter(leten dolgozok kivéaltsaga volt.

A virus a Wikipédia szerinti definicioja olyan szubmikroszkopikus organizmus, amely nem
sejtes szervezddésli, és csak parazitaként az él6lények sejtjeiben képes szaporodni. Minden
¢letformanak, novényeknek, allatoknak, gombaknak, egysejtli eukaridtdknak és
baktériumoknak megvannak a virusos fertézéseik (VIRUS, WIKIPEDIA). Az idézett
Wikipédia-szdcikk kozel 30 oldalon keresztil targyalja a virusokat, igy boséges segédanyagot
képezhet ehhez a bevezetéshez. Tovabbd magyar nyelvii tankonyvek is rendelkezésre allnak,
ahonnan az Olvas6 még tobb informacidhoz juthat (BALINT 2011, SZEBERENYI 2014,
SZABAD 2012, LASZLO 2012, NYITRAY és PAL 2013).

A virusok genetikai anyagat (RNS vagy DNS) a kapszid (fehérje) veszi korul, és azon kivil
lehet még egy lipid burok (6.1.1.a/ abra). Vannak burok nélkili virusok is (6.1.1.b/ abra).
A koronavirusok a burokkal rendelkez6 virusok kozé tartoznak, igy a szappanos kézmosas vagy
alkoholos tisztitas hatékony védekezésnek szamit, mivel elpusztitja a lipid burkot.

al b/

burok fehérjek

-lipid burok

kapszid ="
(fenerje)

genetikai anyag

6.1.1. abra. a/ Lipid burokkal rendelkezd, és b/ lipid burok nélkiili virusok séméja.
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A koronavirus orokitéanyaga RNS, amit fehérjék vesznek koriil, igy talalo az a megfogalmazas,
hogy a ,,virus nem mas, mint egy rossz hir, fehérjébe csomagolva” (CORUM 2020). (Az idézet
Jean and Peter Medawartol szarmazik 1977-bél.)

A virusok az atlagos baktérium szazadrészét teszik ki, a koronavirusok 80-120 nm méretiiek.
A gazdasejten Kivuli virusokat virusrészecskeknek vagy virionoknak nevezik. Az elsé
elekronmikroszkopos felvételek virusokrdl Helmut Ruskatdl szarmaznak (6.1.2. abra), nem
sokkal azutan, hogy testvére, Ernst Ruska elkészitette az els6 elektronmikroszkopot 1933-ban.

(E. Ruska fizikai Nobel-dijat kapott 1986-ban az elektronmikroszkop megalkotasaért.)

e

L el

6.1.2. abra. Vaccinia virus, Helmut Ruska elektronmikroszkopos felvétele 1937-bol

Mi itt a virusoknak csak azokra a vonatkozasaira térink ki, amelyek a krio-
elektronmikroszkdpiaval vagy a koronavirus-jarvannyal kapcsolatosak.

A 2002-2003-as SARS-CoV koronavirus-jarvany Kinabdl indult ki. A SARS rovidités (angolul
Severe Acute Respiratory Syndrome) sulyos, akut, 1€gzdszervi szindromat jelent (SARS-CoV,
WIKIPEDIA). Tébb mint 8000 regisztralt fertézést okozott, és a halalozasok szama kozel 800
volt. Ez a virus szerkezetileg a 2019-es koronavirus elédjének tekinthetd (kb. 80% egyezés a
genomban) (YAN 2020), es ezt tikrozi az (j 2019-es virus elnevezése is SARS-CoV-2.

A human koronavirusokat (CoV) az 1960-as évek 6Ota ismerik: az els6 elektronmikroszkdpos
felvételek June Almeida skot virologus nétdl szarmaznak (B814, 229E koronavirus)
(ALMEIDA és TYRELL 1967). Az idézett két szerz6 és még hat masik virologus javaslatara
szlletett meg a koronavirus elnevezés 1968-ban. A virus elektronmikroszkdpos képének a Nap
koronajara (latinul corona) emlékeztetd kinézete eredményezte a koronavirus elnevezést.

A huméan koronavirusokat megel6z6 1d6kbol ismert, koronaval rendelkezd Aallati
koronavirusokra (pl. egér-hepatitiszvirus) csak ezutan ragadt a koronavirus elnevezés. A SARS

zoonotikus fert6zés, allatrol emberre terjedt at: a SARS-CoV a denevérrdl, a MERS a tevérdl.
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A SARS-CoV-2 eredetét illetden csak feltételezések vannak, hogy a denevérrdl a tobzoska vagy
a cibetmacska kozvetitésével kerilt az emberre. A SARS-CoV-2 genomjahoz a legkdzelebb a
RaTG13 denevérvirusé all, 96% egyezes (ZHOU 2020, YAN 2020), de biokémiai érvek (pl. a
SARS-CoV-2 ezerszer erésebben kotddik a human ACE2-hdz, mint a denevér RaTG13 virusa)

azt valoszinlisitik, hogy a denevérrdl az emberre koztes gazdan keresztiil keriilhetett at
(WROBEL 2020).

6.1.3. abra. 229S human koronavirus negativ festésii elektronmikroszkopos képe

(ALMEIDA és TYRELL 1967)

A COVID-19 jarvany 0j koronavirusénak hivatalos elnevezese (2020. februar 6ta) SARS-CoV-
2, kordbban a SARS novel coronavirus néven volt ismert (2019-nCoV). Az altala okozott

betegség COVID-19 nevet kapta az ENSZ Egészségiigyi Szervezetétél (SARS-CoV-2,
WIKIPEDIA).

164



6.1.4. abra. A SARS-CoV-2 koronavirus krio-elektronmikroszkédpos képe (CHINESE
NATIONAL INSTITUTE FOR VIRAL DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
CHINA CDC)

A média tobbnyire az Uj virus negativ festésii (gyakran utdlag mesterségesen szinezett)
elektronmikroszkdpos képét mutatja a nagykozonségnek, tekintettel arra, hogy a negativ festésii
elektronmikroszkopos kép kontrasztosabb, mint a krio-elektronmikroszkopos. A SARS-CoV
2002-2003-as jarvanyat egy Ujabb koronavirus-jarvany, a MERS (Middle East Respiratory
Syndrome) a Kozel-keleti Léguati Szindroma kdvette 2012-ben, amely 29 orszagban terjedt el
(MERS-CoV WIKIPEDIA, KOZEL-KELETI LEGUTI KORONAVIRUS, WIKIPEDIA).
Mindkettd egy atipusos tiidogyulladast okoz. A MERS-CoV ~2500 embert fert6zott meg és
~860 aldozatot kovetelt. Feltiinen magas a mortalitasi rata a SARS-CoV-2-h6z képest.
A 2019-es koronavirus-jarvany felkésziletlenul érte a vilagot, annak ellenére, hogy korabban
szdmos tudomanyos cikkben felhivtdk a figyelmet egy lehetséges koronavirus-vilagjarvanyra
(WALLS 2016, CYRANOSKI 2017, SONG 2018, TORTORICI 2019).

A koronavirus altalanos tulajdonsagai
A koronavirusok a Coronaviridae viruscsaladhoz tartoznak. Burokkal rendelkezd, egyszala,

pozitiv polaritdsi RNS-virusok. A koronavirusok genomjanak mérete 27 000 és 34 000
bazispar koze esik, az RNS-virusok kozott a legnagyobbak. Kiilonos jelentdsége van annak,
hogy a koronavirusok RNS-virusok, mert azok hajlamosabbak a mutéciora, mint a DNS-
virusok.

Hét koronavirusfaj ismeretes, amely human fertézést okoz, ezek koziil négy gyakori (229E,
0OC43, NL63, HKUI1), és csak nathaszerii tiineteket okoz. A masik harom, a SARS-CoV, a
MERS-CoV és a SARS-CoV-2 viszont sok esetben halalos kimeneteli. Az allati és human
koronavirusok torténetérol, epidemioldgiajarol és korfejlédésérdl jo 6sszefoglalot talalunk (SU
2016) cikkében.

P o S- (spike protein)
1 q:'v 3 tuskefehérje
Vs, - M - membran-
fehérie
&& —HE hemagglutinin
eszteraz
~E - burok
RNSés
N(nukleokapszid)
-~ fehérje
E -(envelope
protein)
burokfehérje

6.1.5. dbra. A koronavirus keresztmetszeti abrazolasa (WIKIPEDIA)
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Az S, E, M, N, roviditések az angol spike, envelope, membrane és nucleocapsid szavak
kezd6betliibdl erednek. A SARS-tipusu koronavirusok nem tartalmaznak hemagglutinin-
eszterazt (WIKIPEDIA).

A teljesség igénye nélkil bemutatunk néhany krio-EM vizsgalatot, amit koronavirusokon
végeztek. Tekintettel arra, hogy a koronavirusok a fent emlitetteken kivil még méas fehérjéket
is tartalmaznak (V1.4.3.), kitér6t kell tenniink a fehérjék abrazolasat illetéen.

V1.2. A fehérjek abrazolasa
A fehérjéket aminosavak épitik fel (6.2.1.4bra). A virusok szerkezetének abrazolasakor

gyakran talalkozunk az aminosavaknak az abran lathatd egy vagy harom betiis jelolésével és
egy szammal, amely az aminosav pozicidjat jel6li a peptidlancon belil.

Treonin T] Cisztein Arginin Aszparaginsay D

EGE

Triptofan W] Aszparagin N |Szelenociszteif [J } | Hisztidin Glutaminsav [E

I

Szerin Glutamin Q] Tirozin

&

6.2.1. abra. Fehérjeépitd aminosavak és jeloléseik (PROTEIN DATA BANK). (A képek
hatterének szinezése hidrofobicitas, elektromos toltés és egyéb szempontok szerint tértént.)

Alanin Leucin

oxigén
# hidrogén
nitrogén
szen
# kén

* szelén
Valin | Metionin

Izoleucin

Thr

Prolin Glicin

-
e \k
L)
A L

3 PDB-101 Rea

e Pro
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Az aminosavak polimerlancot képeznek: a rovid lancokat peptideknek, a hosszabb lancokat
polipeptideknek nevezik. A fehérjék tulajdonsagait az aminosavaknak a peptidlancon belili
sorrendje hatarozza meg.

A fehérjék &brazolasara haromféle jelolést alkalmaznak: térkitoltési diagramot, szalag- és
feltletdiagramot (6.2.2. abra).
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térkitoltési diagramm szalag diagram feliilet diagram

6.2.2. abra. A fehérjék abrazolasi modjai (hivatkozas PDB-101)

A térkitoltési mod a fehérjéket alkotd valamennyi atomot mutatja. A szalagdiagram a
fehérjevazat mutatja, és kiemeli az alfa-hélixeket. A fellletdiagram azokat a részeket mutatja,
ahol vizmolekulak hozza tudnak férni a fehérjékhez.

Mikroszkopos szempontbol a szalagmodell-abrazolés a leggyakoribb (6.2.3. abra)

Elsédleges szerkezet Masodlagos szerkezet
Tyr-Lys- Ala-Ala-Val-Asp-Leu-Ser-His-Phe-Leu-Lys-Glu-Lys _ 5 /
Asp-Trp-Trp-Glu-Ala-Arg-Ser-Leu-Thr-Thr-Gly-Glu-Thr-Gly-Tyr-Pro-Ser \\/“\ ..f";
szl -
Harmadlagos Negyedleges 07 o-hélix
szerkezet szerkezet T <

6.2.3. abra. A fehérjék négy szervezettségi szintjének abrazolasa un. szalagmodellel

A fehérjek szerkezetét 4 szervezettségi szintre osztjék:

— az elsddleges szerkezet alatt a peptidlancot alkoté aminosavak linearis sorrendjét értjiik,

— a masodlagos szerkezetet a térbeli szerkezetnek a lokalis elemei, mint pl. az alfa-hélix és a
béta-lemez alkotjak.

— A harmadlagos szerkezet a polipeptid lanc haromdimenzids alakjat jelenti. A harmadlagos
szerkezet 6nallo, feltekeredésre képes részekbdl, in. domenekbdl all. Egy fehérje tobb domént

tartalmazhat, ugyanakkor egy domén kiilonb6z6é fehérjékben fordulhat eld. A szerkezet-
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meghatarozas feladata a polipeptidlancban 1évé atomok mindhdrom térbeli koordinatajanak
meghatarozasa.

— A negyedleges szerkezet egy fehérjekomplex: olyan tobb fehérjébol allo haromdimenzids
szerkezet, amelyben mindegyik fehérje kilonallé feladatot hajt végre. A fehérjekomplexben

részt vevo fehérjéket alegységnek nevezzik.

Minthogy az alfa-hélix és béta-lemezek pontos méretadatai mér a rontgenkrisztallografiabol
ismertek, ezek a méretek jo tampontként szolgalnak az elektronmikroszképos szerkezet
ellenérzésekor. Példaul az alfa-hélix ,,menetemelkedése” (a spiral egy teljes korulfordulasa) 5,4
A, ennek az értéknek egyezni kell a mikroszkopos képekbdl rekonstrualt 3D szerkezetben

mérhet6 értékkel.

@®szen

O hidrogén
@oxigén

@ nitrogén
@ R-csoport

6.2.5. dbra. A béta lemezben az egymés melletti 1ancok lehetnek parallel és antiparallel
lefutasiak (NYITRAY, PAL 2013)
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A béta-lemezt béta-lancok alkotjak, amelyeket hidrogénkdtések kapcsolnak dssze (pontozott
vonalak a 6.2.5. &bran). A hidrogénkétések hossza is ismert (~5,0A), és ez is jo tampontnak

bizonyul a rekonstrualt 3D szerkezetek ellendrzésekor.

V1.3. A koronavirus krio-elektronmikroszkdpos vizsgalata

V1.3.1. Human koronavirus NL63 (HCoV-NL63)

Mint fentebb emlitettiik, a huméan NL63 koronavirus csak enyhe nathaszerl tiineteket okoz.
A koronavirusok a tlskefehérjéjiket (glikoprotein, tovdbbiakban S-fehérje) hasznaljdk a
gazdasejthez valé kapcsolddasukra, valamint a virusmembréan és a gazdasejt membranjanak
fazidjara. A S-feherje egy trimer, I. osztalyu, fuzids fehérje, amely két alegységbdl all: az N-
terminalis Sy alegység, amely a receptorhoz k6t6dé domént (RBD) tartalmazza, a gazdasejthez
osztalya fuzids fehérjék tobbnyire alfa-hélixeket, a Il. osztdlylak pedig béta-lemezeket
tartalmaznak.) Korabbi vizsgalatokbol ismeretes, hogy az S-fehérje az ACE2-n (angiotenzin
konvertald enzim 2) keresztil hatol be a gazdasejtbe. A koronavirusok szamos trikkot vetnek
be a gazdasejt megfert6z6dés érdekében: egyik ilyen a tdmado elrejtése a neutralizalo antitestek
el6l, amit epitop maszkolasnak neveznek. (Az epitdp az antigénnek az a része, amelyet az
immunrendszer felismer.) A virus az epitop maszkolashoz ,,glik&n pajzsot” hasznal, miként azt

a 6.3.2. abra mutatja.

s(rliség
térkép

szalag
modell

virus membran
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6.3.1. abra. Human koronavirus HCoV-NL63 tuskefehérje krio-EM vizsgalatok alapjan.
A trimer harom doménje kiilonb6z6 szinnel jelolve. A jobb oldali képek 90°-kal elforgatott
nézetek. Vegyuk észre (miként az 6.3.2. abran is lathato), a tliskefehérje szélesebb része ,,néz
ki” a virusmembranbol (WALLS 2016).

virus membran

6.3.2. abra. Human koronavirus HCoV-NL63 tiiskefehérjéje és rajta a kék korokkel jelzett

»glikan pajzs”, amit arra hasznal, hogy elrejtse magat a gazdasejt antitestjei elol (WALLS
2016).

A glikan pajzs feltarasahoz (6.3.2. abra) a krio-EM-en kivil tomegspektrometriat is hasznaltak
(WALLS 2016). A HCoV-NL63 feliiletén 102 N-kotésii oligoszacharid rejti el a tiiskefehérje
felszinét az immunrendszer eldl.

VI1.4. A COVID-19 jarvanyt okozo SARS-CoV-2 virus vizsgalata krio-EM-mel
A SARS-CoV-2 virus a béta-koronavirusnemzetséghez tartozik. A médiaban lathatd6 SARS-

CoV-2 virus kép (6.3.3.abra) val6jaban illusztracio, nem egy valodi 3D rekonstrukcio:

6.4.1. dbra. A SARS-CoV-2 viriont illusztratorok (Eckert A. és Higgins D.) rajzoltak a New-
York Timesban (GIAIMO 2020)
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A szinkodolas: tiiskefehérje (piros), burok (szurke), burokfehérje (sarga), membranfehérje
(narancssarga)

V1.4.1. A prefazios allapoti SARS-CoV és SARS-CoV-2 tiiskefehérje dsszehasonlitasa
A SARS-CoV-2 tiiskefehérje megvaltozik az ACE2 enzim hatdsara a gazdasejt membranjahoz

kapcsolodas utan, igy megkulonboztetjuk a tuskefehérje prefizids és posztfuzids allapotat.
Wrapp és munkatarsai krio-EM-mel 3,4 A-6s felbontassal vizsgéltak és hasonlitottak 6ssze a
SARS-CoV-2 és a SARS-CoV tlskefehérjejét prefuzios allapotban (WRAPP 2020). (A 2020
eleji kozleményben még 2019-nCoV néven szerepel a virus, amely kés6bb hivatalosan a SARS-

CoV-2 elnevezes kapta.)

RBD felfelé

virus membran

6.4.2. abra. A SARS-CoV-2 trimer tuskefeherjének szerkezete prefuzids allapotban.
A/ dbra: a tiskefehérje genomja. B/ &bra. A receptorhoz k6t6d6 domén (RBD, z6ld szinnel
jelélve) felfelé mutatd konforméaciéban. (WRAPP 2020)

A/ dbra. Domének megkuldnboztetése szinezéssel:
SS - szignal peptid domén, NTD — N-termindalis domén, RBD - receptorhoz k6t6dé domén,
SD1 aldomén 1, SD2 aldomén 2, S1 alegység 1, S2 alegység 2, S2' proteédz hasitasi hely,
S1/S2 furin hasitasi hely, FP — f(zios peptid,
HR1 és HR2 heptad repeat 1 és 2 (hét aminosav ismétlodésébol allo szerkezeti motivum)
CH kozponti hélix, CD konnektor domén,
TM transzmembran domén, CT citoplazmatikus farok.
A két nyil protedz hasitasi helyet jel6l.

B/ abra. A fehér és szirke részek krio-EM siirtiségtérképek oldal- és felulnézetben. A felfelé
nézo, receptorhoz kotédé domén (RBD) szines szalagmodell-abrazolasban. Az A/és B/ abra
szinezése 0sszhangban van.
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Az S tiiskefehérje a fuzio eldtt metastabil konformécidban lIétezik, és a gazdasejt membranjadhoz
kapcsolddas utan jelentés szerkezeti valtozasokon megy keresztiil. (Az S trimer harom
monomerjének 0sszesen harom RBD-je van.) Ahhoz, hogy a tuskefehérje a gazdasejthez
kot6djon, az RBD domén csukldszeri mozgast végez, amit az irodalomban le-fel mozgasnak
neveznek (6.4.3. abra). Az RBD csak a ,,fenn” allapotban képes kapcsolddni a gazdasejt
membranjahoz. A kapcsolodast az S1 alegység segiti, majd disszocial a tiiskefehérjérél, az S2
alegység pedig a virusmembran és a gazdasejtmembran flzidjaban jatszik szerepet. A fuzid

utan a tiskefehérje atmegy egy stabilabb posztfizios konforméacioba.

a/ SARS-CoV-2 receptorhoz k6t6dé b/ SARS-CoV-2 receptorhoz k6t6dé ¢/ SARS-CoV receptorhoz kétédé
doménje (RBD) lefelé allasban domenije felfele allasban doménije felfelé allasban

RBD

N-terminalis
domeén

6.4.3. bra. Az S-trimer egyetlen monomerjének abrazolasa szalagmodellel krio-EM
vizsgalatok alapjan. Az a/ és b/ abra a SARS-CoV-2-re, a ¢/ abra a SARS-CoV-ra vonatkozik.
Az ACEZ2-vel val6 kotddésre csak a felfelé mutato RBD képes (WRAPP 2020).

A tlskefehérje konformacios valtozasat a cryoSPARC programmal szamolni és kdvetni lehet.
Ezt mutatjuk a 6.4.4. abréan.

oldalnézet

fellilnézet

(a virusmembran
iranyaba)

6.4.4. dbra. A SARS-CoV-2 tlskefehérje prefizios allapotaban végbemend konformacios

mozgasa. A képek a két sz¢éls6 allapotot mutatjak, a cryoSPARC program analizise nyoman
(WRAPP 2020 B).
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A krio-EM vizsgalatokat a Thermo Fisher Titan Krios elektronmikroszkopjaval végezték 300
kV gyorsitéfeszultségen. Gatan K3 direkt elektrondetektort hasznaltak a ,,moziképek”
felvételére Leginon szoftverrel. A nagyitas 22 500x volt, ami 1,047 A pixelméretnek felel meg
a detektoron. A képek 2D osztalyozasat megel6z6 miveletek (bemozdulas korrekcioja,
defékusz meghatérozéasa, részecskék kivalasztasa stb.) a Warp programmal torténtek, a tébbi
miivelet a cryoSPARC programmal. A Kiindulasként felvett 631 921 részecskébdl 225 012
maradt a kiértekelés vegére. Pontosabb részleteket a WRAPP 2020 B Supplementben kézdlnek
a szerzok, mind az adatgytijtésrél, mind pedig az adatfeldolgozasrol.

A kronolégiailag els6 SARS-CoV-2 tlskefehérje-térkép utdn meg kell emliteni Cai és

munkatarsainak Vizsgélatait is (CAI 2020) mert 0k arra a kovetkeztetésre jutottak hogy nem

,,,,,,

TIRAY
4 spontan f‘,;{?
disszociacio A

nukleokapszid
(genomRNS+ N fehérje)

6.4.5. bra. Az S fehérje spontan disszociacioja (CAI 2020)

Cai és munkatarsai teljes hosszlisagu S-fehérjén végezték a vizsgalatokat (6.4.6. abra),
ellentétben Wrapp vizsgalataival, ahol egyes domének (6.4.2.A/ abran HR2, TM és CT-vel
jelolt szinezetlen téglalapok) hianyoztak a vizsgalatbol.

S1/82 s2' Strep-tag
Y Y Y|FPPR ‘ T_Y ij linker
R FPll [ HR1 [ CH 8D ™ cT [l
114 306 331 528 591 686 816834 910 98510351068 1163 12111234 1273
Ie S1 .|‘ s2 }I

6.4.6. abra. A teljes hosszusagu tliskefehérje domenszerkezete (CAI 2020). A roviditések
megegyeznek a 6.4.2.A/ &bra roviditéseivel, kivéve az tjonnan talalt FPPR-t (Fusion Peptide
Proximal Region). A ,,facskak” glikanokat jeldlnek. Az S1/S2 és az S2' hasadasi helyek

Az S1 alegység az N- és C-termimalis doménen kivil tartalmazza a receptorhoz k6t6dé RBD

domeént. Az S2 alegység pedig a fuzidért felelds fuzids peptidet (FP).
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Cai méréseiben jobb a preflizios allapotti S-fehérje felbontasa (2,9 A), mint a Wrapp altal
végzett mérésekben (3,5 A). gy a 6.4.6. dbran szerepel egy Uj tartomany (FPPR), kozel a fizids
peptidhez. Az S-fehérjét részletesebben mutatja be (6.4.7. abra), mint az els6 kézlemény (6.4.2.
és 6.4.3. abrak), és az ahhoz viszonyitott eltéréseket is elemzi molekularis szinten. Ez az
elemzés hasznos lehet a vakcinafejlesztéknek, de részletei messze tdlmutatnak e konyv
célkitiizésein. Ismételjiik, hogy az S1 alegység a gazdasejt ACE2-jéhez vald kapcsolodashban az
S2 pedig a gazdasejttel valo fazidban jatszik szerepet. Cai cikkének a posztfuzids allapotra
vonatkozé eredményeit a kdvetkez6 paragrafusban targyaljuk.

A B

Protomer B
Protomer A Protomer C

felbontasu krio-EM térkeép alapjan. B/ a szerkezet szalagmodellje. A szinkdd azonos a 6.4.6.
abra szinkddjaval. A roviditések jelentése megegyezik a 6.4.2. abraéval (CAl 2020).
Minden bizonnyal tovabb pontosodik a tiskefehérje szerkezetének a megértése, amint a kozel

atomi felbontashol atomi felbontashoz (< 2,5 A) jutnak el.

V1.4.2. Posztfaziés SARS-CoV-2 virus negativ festésii és krio-EM vizsgélatai
A 2020 elején megjelent kdzlemények (WRAPP 2020, YAN 2020, WALLS 2020) utan Liu

volt az elsd, aki nem rekombinacids uton elballitott SARS-CoV-2 tliskefehérjét vizsgalt, hanem
a fertdzott emberbdl izolalt és tisztitott virust. Ily modon 6 készitett eldszor

elektronmikroszkopos felvételt posztfazios SARS-CoV-2 virusrol. Megjegyezziik, hogy
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hazankban Kellermayer és munkatarsai szintén fert6zott emberbdl izolalt SARS-CoV-2-t

vizsgaltak atomer6-mikroszkoppal (KISS 2020).

6.4.8. abra. SARS-CoV-2 virus elektronmikroszkdpos képe negativ festésii mintan,

posztfzios &llapotban. Az A/ dbrén tisztan latszanak a tiiskék a viruson. A B/ és C/ abrakon
egyre nagyobb zoomolésban lathat6 az A/ abran bekeretezett rész. C/ dbra: a tiiske hossza 23
nm, a burokhoz kozelebb es6 részének szélessége 4 nm, a feje pedig 7 nm széles. Az E/ dbra a
posztfuzids S2 fehérje vetiletét, a D/ abra pedig annak rekonstrualt képét mutatja. (EMDB
kdd 9597) (LIU 2020).

Erdemes 6sszevetni a 6.4.8. C/ &brat Cai eredményeivel (6.4.9. C/ abra) a posztflzids tiiske

hosszat illetoen.
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6.4.9. dbra. A SARS-CoV-2 posztfizi6s allapott S2 alegységének modellezése 3,0 A
felbontésu krio-EM térkép alapjan. A/ a harom domén kiilonb6z6 szinezéssel. B/ a szerkezet
szalag modellje az aminosavakkal es poziciojukkal, C/ kis felbontasu térkép, amely kozel

egyenld tavolsagra elhelyezkedd glikanokat mutat (CAI 2020).

A 6.4.8. C/ dbran a posztfuzios tiiske hossza ~23 nm. A 6.4.9. C/ abrajan a glikanok 167 A
tavolsagot fednek le. A legalso glikannak az also csticsig terjedd tavolsaga 63 A, ha elfogadjuk,
hogy a teljes hossz ~23 nm. A tiiske hosszanak egyezése a két kzlemény szerint meglehetésen
jo.

Liu nemcsak negativ festéssel, de krio-technikéaval preparélt mintakat is vizsgalt. igy az Olvaso
szamara lathatova valik, mennyivel szebb, kontrasztosabb a negativ festésii kép. Ugyanakkor

emlékeztetiink, hogy ennek felbontasa elmarad a krio-EM felvételtol.
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6.4.10. &bra. Krio-EM felvétel a SARS-CoV-2 virusrol. A zoomolt b/ és c/ felvételeken a
virus burka és a tliskefehérjék ki vannak emelve pontozott z6ld, illetve sarga vonallal (LIU
2020)

V1.4.3. SARS-CoV-2 tiiskefehérjének kolcsénhatasa a gazdasejt ACE2-jével
A SARS-CoV-2 belépési pontja a sejtbe az ACE2 enzim (ACE2 — Angiotensin-Converting

Enzyme 2, angiotenzin konvertalé enzim 2, WIKIPEDIA), igy az enzim és a SARS-CoV-2
kolcsonhatdsanak megismerése az oltas és a gyogyszerfejlesztés szempontjabol is rendkivil
fontos.

Az ACE2 dimer egy N-terminalis peptiddz doménbdl és egy C-terminalis kollektrin aminosav
transzporter doménbol all. Yan és munkatarsai a ,,teljes hosszisagu” ACE2-t vizsgaltak krio-
EM-mel, beleértve a B°AT1 aminosav transzportert is, azaz ACE2-B°AT1 komplexet (YAN
2020). Miként a SARS-CoV-2 sem egy merev szerkezet (fentebb a receptor doménhez ko6td
domén konformacioi), ugyanugy az ACE?2 is egy dinamikus szerkezetnek bizonyult (6.4.11.

abra): egy nyitott és zart konformacioja van.
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ACE2
peptidaz
doménje

aminosav
transzporter
B°AT1

a/

6.4.11. abra. Az ACE2-BoAT1 komplex szalagmodellje krio-EM vizsgéalatok alapjan. Az a/
abra a nyitott, a b/ abra a zart konformaciot mutatja. Felil a peptidaz domén, alatta a
kollektrinszerli domén (CLD), legalul az aminosav-transzporter B°AT1 (YAN 2020).

A fenti szalagmodell a krio-EM siiriiségtérképe (6.4.12. &bra) alapjan készult, amelynek
felbontasa 2,9 A.

160 A

110A

6.4.12. dbra. ACE2-B°AT1 krio-EM-stirtiségtérképe 2,9 A felbontasban.

Amikor a SARS+CoV-2 tlskefehérjének (S-trimer) receptorhoz két6dé6 doménje (RBD) az
ACE2-vel kapcsolatba lep, akkor létre jon RBD-ACE2-B°AT1 ternér komplex (6.4.13. abra).
Mig az ACE2 nyitott és zart konformacioban fordult el6 a ACE2-B°AT1 komplexben, addig az
RBD-ACE2-B°AT1 ternér komplexben csak zart konforméacidban.
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6.4.13. dbra. A/ Krio-EM siirtiségtérkép: a SARS-CoV-2 receptorhoz k6t6dé doménje (RBD,
aranysarga) komplexet alkot az ACE2-B°AT1 komplexszel. B/ Az A/ abran mutatott komplex
szalagmodell-abrazolasban oldalnézetben és a fiiggbleges tengely koriili 90° elforgatas utan.
A palcikék a glikozilalt részeket jelzik. Az abra azt mutatja, hogy itt transzmembran
fehérjével allunk szemben, és az ACE2 doménjei a sejtmembranon kivilre nydlnak (YAN
2020).

Az eddig bemutatott dbrak nem tiikrozik azt a nagy felbontést, amivel a krio-EM rendelkezik.
Yan kozleményének egyik abrajaval szeretnénk a krio-EM nagy felbontasat szemléltetni
(6.4.14. dbra). Az RBD és ACE kapcsolddasanak oly szintjét lathatjuk az abran, hogy az

aminosavak es pontos helytk a polipeptidlancban lathatova valik.

6.4.14. &bra. A krio-EM 2,9 A felbontéaséanak szemléltetése. A SARS-CoV-2 receptorhoz
kot6dé (RBD) doménjének kapcsolodasa az ACE2-hdz. (PD — peptidaz domeén) A B/, C/ és
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D/ abrak az A/ abranak kinagyitott részletei, benniik a betiik egy-egy aminosavat jelentenek, a
mellettiik 1év6 szam pedig a polipeptidlancban elfoglalt poziciojukat jelzi (YAN 2020).
Yan vizsgéalatainak elektronmikroszkopos vonatkozasai: (YAN 2020 SUPPLEMENT), Titan
Krios elektronmikroszkop (Thermo Fisher Scientific cégtdl), 300 kV gyorsitéfesziiltség, Gatan
K3 Summit direkt elektrondetektor. Mind a Relion, mind pedig a cryoSPARC programokat

alkalmaztak az adatfeldolgozasban.

Az RBD-ACE2-BoAT1 ternér komplex vizsgalatakor 8055 elektronmikroszkopos ,,mozibol”
7532-t talaltak alkalmasnak a tovabbi kiértékelésre. Ebbol 4 082 030 reszecskét valogattak Ki
automatikus izemmaodban, amelybdl a 2D osztalyozas utan 1 594 156 jo részecske maradt.
Az ACE2 és a tuskefehérje kapcsolatat jol vildgitjdk meg Benton krio-EM vizsgélatai
(BENTON 2020).

fellinézet

oldalnézet

Ye

Y

zart tuskefehérje nyitott tiskefehérje
3 kotott ACE2-vel

6.4.15. dbra. A SARS-CoV-2 tiiskefehérjének zart konformacioja (bal oldali 4brak) és nyitott
konformécidjanak kapcsolddasa harom ACE2 molekulahoz (jobb oldali 4brak). Az abra bal
felsd sarkaban az S1 alegység harom doménje lathat6 feliilnézetben térkitoltésimodell-
abrazolasban. Alatta oldalnézetben az S2 alegység is lathaté piros szinben, szalagmodell-
abrazoléasban. A jobb oldalon a nyitott konforméacidju tiiskefehérjéhez zélddel szinezett harom
ACE2 molekula kotddik. A kotddést harom ,,felfelé¢” allo6 RBD domén segiti
(BENTON 2020).
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S1-ACE2
S1-ACE2 disszocialt

trimer monomer
6.4.16. dbra. (SARS-CoV-2) S1-ACE2 trimer disszociacidja az ACE2 molekulaval egyaitt
(BENTON 2020).
A 6.4.16. dbran mutatott disszociacio akkor is végbemehet, ha egy, kettd vagy harom ACE2
molekula kapcsolodik a tliskefehérje-trimerhez.
Az ACE2 szerepet jatszik a D614G mutacié nagyobb fertdzoképességében is. A COVID-19
jarvany kezdetén aszparaginsav foglalta el a SARS-CoV-2 peptidlancanak 614 poziciojat.
Késoébb glicin helyettesitette le az aszparaginsavat ebben a pozicidban (ez a D614G mutans),
¢s a mutans sokkal fert6zébb lett, mint az elédje. Benton krio-EM vizsgalatai fényt deritettek a

nagyobb fert6zéképesség okara (6.4.17. abra).

G614 mutans D614

1 felfelé all6 RBD 2 felfelé allé RBD zart tuskefehérje

a G614 részecskék 87%-a a D614 részecskék 83%-a

6.4.17. dbra. A SARS-CoV-2 virus G614 mutansa térkitoltési modell dbrazolasban
0sszehasonlitva az eredeti D614-gyel. (RBD — receptorhoz k6t6d6 domén) (BENTON 2021)
(lasd a szOveget)

Az eredeti D614 varians az esetek 83%-aban zart konformacidban létezett. A G614 mutans az

esetek 87%-aban nyitott volt, egy vagy két felfelé allo receptorhoz kot6dé doménnel (RBD).
Ennek megfeleléen a G614 mutans gyorsabban kotddott az ACE2 molekuldkhoz, mint
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a tobbnyire zart D614 varians. Mas szoval nem kellett, hogy megnévekedijen a tliskék szama a

nagyobb fertézdképességhez, a tobb felfelé 4llo receptorhoz kotédd domén megtette ezt.

V1.4.4. A SARS-CoV-2 nem-szerkezeti fehérjéinek vizsgalata krio-EM-mel
A 6.1.5. dbran lathatd S, E, M, N fehérjék (tlske-, burok-, membran- és nukleokapszid) nem

jelentik a SARS virus teljes fehérjedllomanyat, hanem csak az un. szerkezeti fehérjéket. A virus
genom RNS-e (gRNS) kdédol még 16 un. nem-szerkezeti fehérjét (Nspl, Nsp2... Nsp16). Ezek
jelentdés  szerepet  jatszanak a  gazdasejt megfertdzésében, a  védekezésének
megakadalyozasaban, a virus szaporodasaban. A krio-EM Kkivalo eszkdz a nem szerkezeti
fehérjék szerkezetenek a felderitésében is.

Az Nspl nem szerkezeti fehérje szerepét jol jellemzi a masik elnevezése, a gazdasejtet
kikapcsold faktor (host shutoff factor).

Az Nspl és a riboszoma kolcsonhatasanak megértéséhez jo segitséget ad a riboszoma
mitkodésének felelevenitése (6.4.18. abra). A transzfer RNS (tRNS) &ltal a riboszoméahoz
szallitott aminosavakbdl a riboszéma fehérjéket allit eld a hirvivé RNS (mRNS) altal kodolt
maodon. A SARS-CoV-2 nem szerkezeti fehérjéje, az Nspl ebbe a folyamatba szol bele azaltal,

hogy a transzlaciét meggatolja.

) % amindsavhoz kétott
kimené bejévs tRNS
Gres

tRNS

rlboszéma

6.4.18. abra. Fehérjeszintézis (WIKIPEDIA)
Schubert és munkatarsai krio-EM-en kivil biokémiai modszereket is alkalmaztak, hogy
megmutassak, hogyan kétddik az Nspl egy humén riboszémakomplexhez, amely a (kisebbik)
40S alegységbdl, 43S pre-inicidcios komplexbdl és a (nagyobbik) 80S riboszoéma-alegységbdl
all. A sokrétii vizsgélatokbél itt csak a 40S riboszéma-alegységgel valo kapcsolatét mutatjuk

crer

gyartsa le, hanem a virust szaporitsa.
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SARS-CoV-2
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6.4.19. dbra. A SARS-CoV-2 Nspl nem-szerkezeti fehérjének kotédése a human riboszoma
40S alegységhez krio-EM vizsgalatok alapjan. (Az uS3, uS5 és az eS30 a 40S riboszéma-
alegyseg fehérjéi. A h18 a riboszoma 18S rRNS-ének hélixét jelenti.) (SCHUBERT 2020)

b

60 A E

Nsp1
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@ riboszomak
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v @ - virus mRNS A
A . Wﬁ Virus transzlacio LT/ . -
@ @ .w\.w
A &
. /\/\. AL Sejtes transzlacio .r\/\. -
/V\. SR virus mRNS-ek

hatékony transzlacigja

6.4.20. dbra. A virus Nsp1 fehérjéje gatolja a riboszomaban a sejtes transzlaciot, és elésegiti a

virus mRNS-ének transzlaciojat.
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a./ és b/ abra. Az Nspl C-terminalisanak k6tédése a riboszoma mRNS csatornajanak bemeneti
oldalan meggatolja az mRNS kotddését. Az Nspl N- és C-terminalisa kozotti kotés rugalmas
tulajdonsaga miatt az Nsp1 gatlé hatasa egy 60 A sugart koron belil érvényesill. E, A, P jeléli
a tRNS harom kot6helyét a riboszomaban (lasd E-site, Wikipedia). Az a/ abra a krio-EM
vizsgalatok alapjan készilt molekularis modell. A ¢/ abra vazlatosan mutatja, hogy az Nspl
altal lefoglalt riboszomak kikeriilnek a sejtes transzlacié folyamatabol, és ezaltal megné a
viralis transzlacio hatékonysaga (SCHUBERT 2020).

Schubert és munkatarsainak vizsgalatai Titan Krios elektronmikroszképpal (Thermo Fisher
Scientific) torténtek 300 kV-os gyorsitofesziltségen és 81 000x névleges nagyitason.
A mikroszkop K3 (Gatan) direkt elektrondetektorral és GIF Quantum LS energiasziirével volt
felszerelve. 2078 577 kiindulasi részecskébdl 118 765 részecske maradt a végséd
adatfeldolgozasban. Az adatfeldolgozas féként a Relion 3.1 és a cryoSPARC2 programokon
alapult, és 2,8 A felbontast értek el. A kézleményben minden részletet megtalalunk a krio-EM
vizsgalatokrdl, és azoknak a fajloknak a nevét is, amelyek a vizsgalatokbol az

Elekronmikroszkopos Adatbankba (EMDB) és a Fehérje Adatbankba (PDB) kertiltek.
A nem-szerkezeti feherjék kozll tobbnek a szerepe még nem tisztazott. Ismert viszont, hogy a
koronavirusok RNS-templatrol torténé masolasaban jelent6s szerepet jatszik a Nspl2
polimeraz, de nem egyedil, hanem az Nsp7 és Nsp8 segitségével. Erre nézve is talalhatunk
krio-EM vizsgalatokat a szakirodalomban (KIRCHDOERFER 2019, HILLEN 2020).

OSSZEFOGLALAS
A bioldgiai mintak elektronmikroszkopos vizsgalataban ugrasszerii fejlédést hozott a krio-

mintaeldkészités, amely soran a vizsgalandd mintat tivegszerli, amorf jégbe fagyasztjak bele.
A mintdk kozel nativ allapotban maradnak meg. A direkt elektrondetektorok kifejlesztése
jelentdsen hozzajarult a felbontas javulasadhoz. Jelenleg az atlagos felbontas a kdzel atomi
tartomanyba (2,5 A-t61 4A) esik, de nem ritka az atomi felbontas sem. A krio-EM két modszere
az egyedi részecskék analizise és a krio-elektrontomogréfia széles mérettartomanyban tette
lehetévé a vizsgélatokat, a makromolekuldktol kezdve a sejteken &t a szovetekig. A krio-EM
vizsgalatok célja a bioldgiai mintdk képének haromdimenzios rekonstrukcidja, mert csak igy
varhato el, hogy a szerkezetbdl a miikodésre lehessen kovetkeztetni. A krio-EM egyedulallé
tulajdonsadga, hogy a vizsgalatokhoz a mintdkat nem kell kristalyositani, igen Kis
anyagmennyiségre van sziikség (pikoliter), és a mintdkban végbemend konformacios

valtozasokat is kovetni lehet. A modszer fejlodése rendkiviili gyors, néhany éven beliil a
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biologiai szerkezetvizsgalat f6 agava valhat. A koronavirus vizsgalata jol mutatja a krio-EM-

ben rejld lehetdségeket.
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Néhany rovidités angol és magyar jelentése
CCD, Charge-Coupled Device, toltéscsatolt eszkoz

CFEG, Cold Field Emission Gun, hideg téremisszios agyu

CLEM, Correlative Light and Electron Microscopy, korrelacids fény- és elektronmikroszkdpia
cryo-EM, cryo-electron microscopy, krio-EM, krio-elektronmikroszkopia
cryo-ET, cryo-electron tomography, krio-ET, krio-elektrontomogréfia

CTF, Contrast Transfer Function, kontrasztatviteli figgvény

DDD, Direct Detection Devices, ugyanaz, mint DED, direkt elektrondetektor
DED, Direct Electron Detector, direkt elektrondetektor

DQE, Detective Quantum Efficiency, detektalasi kvantum hatasfok

EFTEM, Energy Filtering Transmission Electron Microscope, energiasziird transzmisszios
elektronmikroszkop

EMDB, Electron Microscopy Data Bank Elektronmikroszkdpos Adatbank

FEG, Field Emission Gun, téremisszids agyu

FFT, Fast Fourier Transformation, gyors Fourier-transzformacio

FIB, Focused lon Beam, fokuszalt ionsugar

FIB-SEM, Focused lon Beam Scanning Electron Microscope, fokuszalt ionsugar
eléallitasara alkalmas pasztazo elektronmikroszkop

FSC, Fourier Shell Correlation, Fourier-héj-korrelacio

GPU, Graphics Processing Unit, grafikus kartya

HFPP, Hole Free Phase Plate, lyukmentes fazislemez

krio-EM, krio-elektronmikroszkopia

krio-ET, krio-elektrontomografia

MTF, Modulation Transfer Function, modulacios atviteli fuggvény

PDB, Protein Data Bank, fehérjeadatbank

PSF, Point Spread Function, pontkiterjedési fliggvény

SIN, signal/noise, jel/zaj viszony

SARS, Severe Acute Respiratory Syndrome, sulyos, akut, 1¢gzdszervi szindroéma
SPA, Single Particle Analysis, egyedi részecskek analizise

TEM, Transmission Electron Microscopy, transzmisszios elektronmikroszkopia

YAG, yttrium-aluminium-granat
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