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1. Uvod

1.1 Historie

Pribéh mikroskopie z&in& v 16. stoleti, kdy v Holandsku Zacharias Jarssstavil
prvni mikroskop. Jeden z jednoduchych mikroskepstavil v roce 1676 i Antony van
Leeuwenhoek, jehoz prace pigtk vrcholim mikroskopického pozorovani 17. stoleti.
Swtelny mikroskop byl dale zdokonalovan, takZze Leenfwoekovi pokréovatelé
mohli pozorovat a zkoumat sloZentianost Zivych organisinna urovni jednotlivych
bungk. Swtelny mikroskop ma aitSeni 50x — 1000x, teoretické mozné&tdeni je vSak
téemet 2000x. Ri tomto zwtSeni se uZz ale projevuji ohybové jevyetainych vin.
RozliSeni swtelného mikroskopu je omezeno vinovou délkowtlay vliv maji také
vady optické soustavy.

Kvili prekonani limifi danych vinovou délkou fotdnbyly sestrojeny dalSi typy
mikroskopi. Elektronovy mikroskop vyuZzivA misto fotonurychlenych elektrain
jejichz vinova délka je dana de Broglieho vztahem:

h

A=—
my

kde A je vinova délkah Planckova konstanta hmotnosttastice av jeji rychlost.
Pfi vySSich urychlovacich n&pch musime zam dosadit relativistickou hmotnost
elektronu. Pro urychlovaci n&p 1 000V je vinova délka 0.040nm, pro 100 000\ge
0,00370nm.

RozliSeni je ale i u elektronového mikroskopu owivo vadami
elektromagnetickychkiocek.

Prvni transmisni elektronovy mikroskop (TEM) bylreken roku 1932 a dosahoval
rozliSeni 10 nm. Jeho konstrukce je spojena seyniémsta Rusky a Maxe Knolla.
Prvnimu z nich byla roku 1986 za konstrukci TEMleda Nobelova cena.

Prvni kome&ni mikroskop byl vyroben pouzedyii roky pozdji. Vyvoj vSak byl
zpomalen druhou gtovou véalkou. DalSi vyvoj se tykal spiSe zpracovambrki a
porozungni interakcim mezi elektrony a vzorkem. Dnes dogaflEM zWtSeni az
nékolika miliona [49].

Skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) vznikl az mem pozdji. Ackoli uz
roku 1938 Manfred von Ardenne popsal teoretickygip skenovani a interakce mezi
svazkem paprsk a vzorkem, nebyl znam #gob, jakym detekovat sekundarni
elektrony. Zlomem byl vynalez fotonasobj o ktery se zaslouzil americkydec
Zworykin. Ten v roce 1942 poprvé pouzil fotonasdbdetekci sekundarnich elektifion
pii rastrovani. Po druhé &eové véalce se konstrukci skenovaciho elektronového
mikroskopu zabyvala anglicka skupingei vedena C. Oatleyem. SEM byl v odborné
literatute popsan v padeséatych letech. Evehart a Thorngpgitil detektor sekundarnich
elektromi a zvysili tak ponar ziskaného signalu k Sumu (signal-to-noise rafi@nto
detektor je dnes nejpouzivgsi. DalSim podstatnym vylepSenimtigiroje bylo
zavedeni nefimo Zhavené katody (Broers) a stabilni autoemisysky (Crewe).
Komegné byl prvni gistroj vyroben roku 1965.

Skenovaci mikroskopy maji horsi rozliSovaci schgpmez TEM, ale maji &Si
hloubku ostrosti a ddb zobrazujilenitost povrchu. Snimky povréteiskané pomoci
SEM jsou naprosto odliSné od sniimk TEM.

Na zaklad praci na poli elektronové mikroskopie sestroplku 1986 Gerd Binning
a Heinrich Rohrer ve 3Svycarském vyzkumném pracoiBM prvni skenovaci



tunelovaci mikroskop (STM). Oba dostali Nobelovuneespoléné s E. Ruskou.
Zobrazovani zde probiha pomoci sonéistyphajici postuphpo celém povrchu vzorku.
Detekuje se tunelovaci proud, ktery j&tsf, kdyZz je sonda blize k povrchu (vice u
mikroskopu atomarnich sil). Tentdistroj dosahuje atomového rozliSeni (1nm). Od
roku 1986 vzniklo #kolik dalSich metod zaloZenych na STM, jednou hre AFM
(Atomic Force Microscopy, mikroskopie atomérnich),sidalsi napiklad SPM
(scanning probe microscopy) nebo CFM (chemical€ardcroscopy) na gieni sily
vazebnych interakci mezi molekulami.

1.2 Transmisni elektronovy mikroskop

V transmisnim elektronovém mikroskopu itvoobraz elektrony, které projdou
vzorkem, jde tedy offfmé zobrazovani.

Zakladnimi prvky TEM je zdroj emitovanych elektforftj. elektronova tryska),
elektromagnetickéc¢ocky, vychylovaci civky a fluorescéni stinitko, na kterém
dopadajici elektrony t¢o obraz. DalSimi nemén dulezitymi prvky jsou zdroje
vysokého nati a vakuovy systém.

Elektronovych trysek je &kolik typu. Nejéasgji pouzivané zfisoby emise jsou
termoemise a autoemise. Termoemisni tryska (kateda)bvykle wolframové vliakno
ohnuté do tvaru pismene Vii Rysoké teplat hrotu maji gkteré elektrony dostataou
energii na to, aby opustily kov (dopduje se ale Zhavit vldkno jen na minimalni
pottebnou teplotu, protoZze jeho Zivotnost s vySSimilotemi prudce klesa). U
autoemisni trysky jsou elektrony vytrhovany z powrcstudeného (wolframového)
hrotu elektrickym polem s vysokou intenzitou. Tatoise je daleko sijSi a os¥tleni
preparatu je asi 1000x%t8i. Nevyhodou je p&eba vysokého vakua. Seasti trysky je
také anoda s otvorem, do kterého jsou elektrdigtpvany.

Emitované elektrony prochézeji étovaci a zobrazovaci soustavou. @Bwaci
soustava se sklada ze dvou elektromagnetickychérmmtovychéocek, z nichz jedna
virtualni zdroj elektrof)) a druha ho zaadstie do roviny preparatu. Zobrazovaci
soustava je ti@na drzakem preparatu, objektivowmékou (ktera zajifuje zwtSeni a
hloubku ostrosti mikroskopu), objektivovou clonomvitSujici kontrast vysledného
obrazu), projektivovyméockami a stinitkem.

Kontrast vznika diky pruznym srdZzkam elekitasxasticemi vzorku. Elektrony se
odchyli od fvodniho smiru (nekdy i o 180°), ale neztraci energii. Dopadnuifm
nedopadnutim elektronu na stinitko vznika amplitddontrast, rozdilem mezi
drdhami odchylenych elektrérvznik& kontrast fazovy, diky kterému pozorujerazné
stupré Sedi.

Elektrony, které se rozptyluji nepruZrizn. ztrcicast své energie a tim padem se
méni i jejich vinova délka, maji na ostrost obrazpifEnivy viiv. Cim je vzorek tlustsi
a urychlovaci nafii niZsi, tim je tento vliv znatel{si.

Elektrony dopadaji na stinitko pokryté vrstvou Zktery po dopadu emituje &lo
o vinové délce 450-550 nm (ragpje zpisobené n@stotami). Obraz se zaznamenavéa
na negativy, které jsou uloZzeny v kofagod stinitkem. DalSi moZnost zdznamu obrazu
je CCD kamera.



V TEM, [65]

1.3 Skenovaci elektronovy mikroskop

SEM zobrazuje povrch vzorku pomoci vysokoenergétick svazku elektrdn
skenujiciho vzorek. Elektrony interaguji s atomyorks. Tak se vyt signdl

Obr. 1.2: Snimek epidermélnich rostlinnych
burgk ziskany v kryo-SEM [63]

obsahujici informace o topografii,
prvkovém sloZzeni a dalSich
vlastnostech vzorku. Protoze se ke
tvorbe obrazu vyuZivaji sekundarni
elektrony, ozné&uje se zobrazovani
pomoci SEM za néfmé.

Sekundarni  elektrony  vznikaji
vyrazenim  elektron z aton®
vzorku elektrony primarnimi. Maji
energii do 50 eV, primarni a #&n¢

odraZzené maji energii
nékolikanasobg vyssi.
Kromg¢ sekundarnich a

odraZzenych elektrdn vznikaji [
interakci svazku se vzorkem j&st
dalSi typy signalu, ndfklad RTG
z&eni, Augerovy elektrony a
katodové z#eni.

ZvétSeni  je dano po#nem
skenované plochy a velikosti
obrazovky, kam je obraz promitan.
ZvétSeni neni realizovano Zadnymi
elektromagnetickyméoc¢kami (jsou
zde pouze vychylovaci civky, které
vychyluji paprsek p rastrovani ve
dvou navzajem kolmych sfrech),
ale je ovlivreno velikosti paprsku.



Ten musi byt co nejuzsi, aby se dala skenovaepoensi plocha. (Pomoci autoemisni
trysky se tak diky hodnfokusovanému paprsku da docilit rozliSeni srovnateo

s rozliSenim TEM.) Dale 2¥Seni zavisi na urychlovacim réip (pii pozorovani
biologickych vzork se pouZziva urychlovaci n&p do 25kV), typu detekovaného
signalu, citlivosti detektoru a rychlostigishu.

Pred detektor sekundéarnich elektiiose umisuje n¥izka s pedgstim. ProtoZze maji
tyto elektrony nizkou energii, z vyvySenych mishjina detektor doleti vic a tato mista
se pak na obrazovce jevi jaka:dgjSi a prohloubeniny jako tmavsi.

Zpétné odraZzené elektrony nesou informaci o prvkovém esidzZ protoZe jejich
mnoZstvi zaleZi na atomovaéiisle. Jako sitlejSi mista se pak jevi mista , kde js&tst
prvky, naopak oblasti se zastoupenim lehkych{psejevi tmavsi.

1.4 Mikroskop atomarnich sil

AFM je jedna z metod SPM (scanning probe microsgopyes se pouZiva cela
fada variant zaloZzenych néznych fyzikalnich principech, kterym se paiizpasobuje
sonda.

Mezi tyto metody pdt kromg AFM také STM (skenovaci tunelovaci mikroskopie).
Tato metoda je zaloZena na tunelovani elektroezi déma vodivymi Elesy (sondou a
vzorkem). Tunelovy jev je schopnost elekiiguifekonat energetickou bariéru. Protoze
vSak elektrony nemaji na tgkonani takovéto bariéry dostatek energie, je
pravdEpodobnost ,protunelovani se velmi mald. Krdnoho je pravédpodobnost
tunelovani v obou sénech stejna, takze vysledny tunelovaci proud jewnul Pokud
mezi sondu a vzorek vloZzime elektrické &@pbudou elektrony tunelovat jen jednim
smérem a tak mZeme n&fit tunelovaci proud. ProtoZe jeipmenSich vzdalenostech
mezi sondou a vzorkem praymbdobnost tunelovani ¢t8i, miZzeme pomoci
tunelovaciho proudu #it tuto vzdalenost.

AFM je obdobou STM. Nifenou veltinou zde neni proud, algifazlivé a odpudivé
atomarni sily. Diky tomu nemusi byt vzorek vodivy.

1.4.1 Konstrukce AFM

Skener

Skener zajifuje velmi gesnou polohu hrotu nad
vzorkem a také jeho pohyb po povrchu vzorku. Z toho
divodu se pouZivaji piezoelektrické valcové skenery,
které jsou schopné realizovat pohyb hroturesposti na
desetiny nanometru a jsou nendm® na konstrukci.

Véalcovy skener je z jednoho kusu piezoelektrického
materialu a je nadm priloZzeno @t elektrod,ctyii z nich
tvori vnéjSi ¢ast valce, paté je uviitFripojenim napti na
nékterou zectyi vnéjSich elektrod se realizuje pohyb ve
smeéru XY, pii pfipojeni nagti na vnitni elektrodu se
piezoelektricky krystal zkracuje nebo prodluZzujek fe
zajisen pohyb v ose Z (obr. 1.3).

Raménko s hrotem

Na skeneru je ffipevren ¢ip, na kterém je &kolik
ramének s hrotem (viz obr. 1.4). Ta jsou vyrobena
neiastji z kremiku nebo nitridu  temiku
Obr. 1.3:Skener[64] mikrolitografickymi technikami. Na ostrosti hrotu




(obr.1.5) zavisi rozliSeni AFM. éEhto hrofi se pouziva &kolik typi, které se liSi
tvarem a ostrosti. JednotlivA raménka liSici skalémaji fiznou tuhost a tim padem i
rezonagini frekvenci, coz je iezity parametr  pozorovani v nekontaktnim maédu.

Tuhost ramének se pohybuje okolo 0,1 N/m, nejkratfiénko ma samégmé nejvyssi
tuhost.

Obr. 1.4 Obr. 1.5[62]

Dioda detekuijici laser
Na raménko dopadé laserovy paprsek, ktery se odrdbpada na diodu skladajici
se zectyr ¢asti. V zavislosti na ohnuti raménka dopada pappsekitiznym Ghlem a

T

podle fizného osttleni v kazdé zeétyr ¢asti diody je spttana poloha hrotu (obr. 1.6)

Kregulaci sily fsobici na vzorek se
pouziva zptnovazebna snéka. Ta je
realizovdna  valcovym  skenerem,  ktery
kontroluje vySku celého vzorku. Optické
vahadlo ngti lokélni vysku vzorku. Zgtna
vazba se opakuje a tak udrzuje konstantni ohnuti
nosniku pizpisobovanim nagim
uplatiovanym na skenerCim rychleji mize
zpétnovazebna sniéka upravovat ohnuti
nosniku, tim rychleji nize AFM ziskat obraz,
proto je dobe sestrojend sniga zékladni pro
Obr. ¢.1.6 vykon mikroskopu.

pholodiodes

AFM pracuje ve dvou standardnich médech — kontakfjobr. 1.7) a nekontaktnim
(obr. 1.8). Kontaktni méd (CM AFM-contact mode)j¢elnodussi a takéipodni. Hrot
je piimo v mechanickém kontaktu se vzorkem. Protoisopi odpudivé sily, je do
vzorku v podstat vtlatovan. V gipad tvrdych vzork je mozZné timto reZzimem

dosahnout atomarniho rozliSeniti Prohlizeni n¢kkych (biologickych) vzork ale

MNon-contact mode
Contact mode

— NV WG

Obr. 1.7 Obr. 1.8




dochazi kjejich deformaci vlivenrdcich sil. Deformace @iZe byt sice vratna, ale
piesto dochazi ke zkresleni vysledku.

Tak, jako kontaktni méd vyuziva odpudivé sily, baaaktni méd (NC AFM-non-
contact mode) vyuziva silyifazlivé. Hrot se nachazi vdiré vzdalenosti od vzorku a
je ohyban k jeho povrchu. Aby se snizil Sum, poéidg osciléni metoda. Raménko se
rozkmita (magneticky nebo akusticky) s frekvendér& je o Bco niZSi nez rezogai
frekvence raménka. &fime velikost amplitudy. Tento reZzim je sice na®si na
realizaci, ale umatje pozorovat i citlivé vzorky. Jeho nevyhodou jensi rozliSeni
(za uritych podminek ale i#e dosdhnout stejného rozliSeni jako CM AFM) awvait
na interakce mezi hrotem a vzorkem.

Tento problém se da obejit pouZitim poklepovéhdmez(TM AFM- tapping
mode), pi kterém se hrot i prichodu dolni amplitudou dotkne vzorku. | v tomto
reZimu se r&i amplituda kmitu raménka.

AFM umoziuje mimo zobrazovani vzoiktaké néieni jejich elastickych vlastnosti
a interakci mezi hrotem a vzorkerehoz se vyuZziva v silové spektroskopii (force
spectroscopy).

1C



2.Metody

2.1 Metody vyuZzivajici TEM

Interakce mezi elektrony a organickou hmotou vegm3kozeni vzorku rozbitim
chemickych vazeb a tvorbou volnych radikditeré zisobuji dalSi poSkozeni. | tak je
moZzné zobrazit proteiny, pokud pouZijeme nizSi déglektror. V tom pipact maji
ale snimky velmi nizky po#n signdlu k Sumu (signal to noise ratio). Podstdéepsi
kvality miaZzeme dosahnout, kdyZz pouZijeme metodu, kterampruje” jednotliva
zobrazeni [16].

Pramérovaci metody se daji ro&it na krystalografické (zalozené na pozorovéani 2D
krystali malych proteifi, dosahuji atomového rozliSeni) a nekrystalogré&ficizv.
jednatdsticova analyza (single particle analysis). Taz@oZena na gmérovani
jednotlivych zobrazeni, dosahuje rozliseni 10-25%]]

2.1.1 Jedng@ésticova analyza (Single particle analysis)

Jednd@asticovad analyza je #pob jak zobrazit strukturu (a dynamiku) velkych
proteimi a jejich komplex, které Spatéh vytvéieji krystaly a jsou velké pro RTG
krystalografii. Vzorek je zobrazovan po jednotlity¢asticich, které se na vzorku
nachazeji v mnoha ,kopiich®“. Z digitalnich sniinke manuakivyberoucastice, které
nas zajimaji, ptacové se srovnaji tak, aby &y stejnou orientaci a nasledlrse
~Zpraméruji“. Vyhodou této metody je, Ze zobrazované ohbjekemusi byt pesré
uspdadany. Na druhou stranu tato metoda dosahuje eoflifen 10 A. Ekladem
programu na jedri@sticovou analyzu je SPIDER a IMAGIC.

Tato metoda bylatgvodnre vyvinuta pro negativh kontrastované vzorky molekul,
ale jeji uspSnost je limitovana artefakty #gobenymi Bhem gipravy vzorku, proto se
pouziva také na snimky fimené kryo-elektronovou mikroskopii [4].

Negativni kontrast
Tato metoda je dena pro mal&astice jako jsou viry a bilkoviny. ProtoZe jsou
proteiny z lehkych prvk odrazeji elektrony jen slabAby se zvysil kontrast, zalije se
vzorek roztokem soliékkého kovu (nafiklad 1-2% uranyl acetat), ktery obklopi
pozorované&astice, ale nepronikne do
A B jejich struktury. Protoze od kovu se
Positive Contrast Negative Contrast odrazi elektrony daleko vice, jevi se

vzorek s¥tly na tmavém pozadi (obr.
l l l l l l l l 2.1). SlepSim kontrastem se zobrazuiji
jen povrchy proteid.
‘ VétSinou se vzorek smichany
I 1 I s kontrastujicim roztokem nanese na
gJ \ * 2 +$ miizku pokrytou uhlikovou blanou

(kterd miZe byt aktivovana - glow

discharged, vzorek pak k bi&képe
‘ O piilne) a po kratké inkubacifdow 1

minuta) se na vzduchu vysusi [3].
Druhou moZnosti je nanést ndihku
nejdive vzorek, vysusitigbyte&nou
kapalinu a teprve potom nakapnout
kontrastujici roztok.

Obr. 2.1: Porovnani pozitivniho
negativniho kontrastu, [61].
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Kryo- elektronova mikroskopie

Kryo EM je technika dosahujici vysokého rozlisevélka vyhoda kryo-EM je ve
zobrazovani makromolekul blizko nativhimu stavu akét vtom, Ze kontrast je
zpasobeny pimo hustotou proteinu spiS nez okolnim kontrasimjicoztokem. To
umoziuje ukit strukturu s rozlisenim az 35

Oproti pozorovani negati¥n kontrastovanych protein ma kryo-EM rkolik
nevyhod. Zaprvé kontrast nekontrastovanych molgkuiizky. Druhou nevyhodou je
citlivost plr¢ hydratovanych zmraZzenych vzdrk elektronovému paprsku &gobené
nestabilitou hydratovaného biologického materiéled za&ne @i dopadu elektroin tat.
Pokud by se na takové vzorky pouZilo stejné mndzsiektroni, jaké je typické p
pozorovani suchych (air dried) negativikontrastovanych vzotk ne#istalo by
z hydratovaného vzorku nic. (Nicm€nodolnost wc¢i poskozeni elektronovym
paprskem neni u suchého biologického materialuangrayssi nez u hydratovaného.
V ptipadt negativniho kontrastovani je aléstice obalena kontrastujici latkou, ktera ji
poskytuje ochranu.) fEtim divodem, pré néktefi mikroskopici pozoruji spiSe suché
vzorky, jsou vysSi nakladytippozorovani zmrazenych vzdrk

Kombinaci kryo-EM a negativniho kontrastuizeme vyuZit vyhod obou metod. Na
snimku jsou pak znaky charakteristické pro kryo B& negativniho kontrastovani, ale
s vyS§8im kontrastem. (Natklu se vzorkem seipd zmraZzenim nanese kontrastujici
roztok. Pouzivaji se vySSi koncentrace nez u surchigorki, priblizne 16%) [2].

Negative stain Vitrified for cryo-EM

Carbon support film

s L

Obr. 2.2: Schematické znazo¥ni negativié kontrastovanécastice ¢
castice obalené vitrifikovanym ledem [60].

2.1.2 Elektronova krystalografie

Oproti RTG krystalografii, kterA vyZzaduje velké 3kystaly, je elektronova
mikroskopie idealni k pozorovani 2D krystalcoz se hodi i zkoumani struktury
membranovych protein Ty Spaté vytvaeji 3D krystaly kwili interakcim mezi
hydrofilnimi a hydrofébnimi doménami. Navic jsostiehydrofébni domény obaleny
detergentem. Jako realizovatelna alternativa sealkdreorganizace membranovych
proteini do lipidovych vrstev. Obrazky 2D krystal(a difrakéni obrazce) jsou
pocitatoveé zpracovany do 3D mapy proteinu. Tak byl fiklad vytva'en model LHCII
vysSich rostlin [27].
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2.2 Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microsopy, AFM)

AFM je jediny gistroj ktery dosahuje subnanometrového rozliSerdraves miaze
pracovat v kapalném prdetli, coZz umaiuje zobrazovani biologickych vzark

v nativnim stavu.

V porovnani s ostatnimi mikroskopickymi technikanmo#iuje AFM pozorovani
strukturnich detail jednotlivych molekul (diky vysokému pa@m signalu k Sumu) bez
predchoziho zngeni [5]. Nativni proteiny mohou byt zobrazeny sligenim giblizné
0,5 nm v horizontalnim a 0,1 nm ve vertikalnimésm Fi zobrazovani makromolekul
v kontaktnim modu dochazisgji k deformaci vzorku {asti molekuly jsou odtrzeny
Spickou AFM), proto bylo mnoho makromolekul pozorovahnyctapping médu. Ten je
sice SetrjySi ke vzorkim, ale dosahuje nizSiho rozliSeni [6].

Obr. 2.3

PROTEIN

Jako podklad pro vzorek se pouZziva slida.
Po odstipnuti je hladkd na atomarni drovni.
Vzorek na ni drzi diky elektrostatickym
interakcim. ProtoZe je zap@rmabita, omyje
se [ed pozorovanim adsampim pufrem,
ktery obsahuje MgGl Horecnaté ionty po
pridani vzorku vytvei mastky mezi slidou a
proteinem (obr. 2.3).

Pri pozorovani proteiin se stetava snaha
ziskat co nejvyssi rozliSeni a snaha co ngjmi
porusit vzorek (a zéarovehrot). Ri pouZiti
kontaktniho modu se proto pouZivaji raménka

s tuhosti do 0,1 N/m a zobrazuje s& mpejmensich mozZnych silach kolem 100 pN,
v tapping modu se pouZivaji raménka s vySSi tuhkttfd maji také vySSi rezortanh
frekvenci a proto umailji rychlejSi reakci p skenovani.
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3. Pozorovani proteini U¢astnicich se fotosyntetickych

reakci

V8echny fotosyntetizujici organismy obsahujici cbi@l vyuzivaji ke své funkci
swtlosbérné antény. Jejich Ulohou je absorbovaktleva pevést jeho energii do
realkéniho centra, kde se tato energie vyuZije k fotodbkénreakci, ziskani elektronu
oxidaci molekuly chlorofylu. Antény se daji povSe&mozdlit na integralni a periferni.
Energie absorbovana pigmenty perifernich kompjexaenesena do integralnich antén
a dél do reatniho centra (RC).

NejvzdalerjSi ¢asti tohoto systému absorbujfepdzré fotony s kratkou vinovou
délkou. Podle Planckovy rovnide = hc/A (E je energie, h Planckova konstanta, c
rychlost s¥tla aA vinova délka absorbovaného fotonu) maji excitovstagy vyvolané
fotony o kratSi vinové délce vySSi energiii Rasledném fenosu energie 2d¢hto
vzdalenych pigmeiitdo reakniho centra séast energie uvolni jako teplo (diky tomuto
mnozZstvi ,ztracené" energietie byt genos takka nevratny proces) [1].

Swtloskeérny systém purpurovych bakterii je tem kruhovymi komplexy Light-
harvesting 1 a Light-harvesting 2 (LH1 a LH2). Tyomplexy absorbuji ip delSich
vinovych délkach nez je viditelné &lo. Tim padem absorbuji mensi davky energie a
nejsou schopny oxidovat vodu. Jako rethikinidlo vyuzivaji tyto bakterie vodik nebo
sulfid skicity.

U sinic slouzi jako sitlosbérné antény fykobilisomy s vyjimkou sinic
Prochlorofyta, které maji chlorofylové &loskirné antény Pcb.

U eukaryot jsou fotosyntetické proteiny uspdény v tylakoidni membrértak, Ze
k fotosystému Il (PS Il) iiléhaji heterotrimery protein Lhcbl, Lhcb2 a Lhcb3 a
vytvéreji swtlosbérny systém LHCII. Fotosystém | je obklopen proteirhcal, Lhca2,
Lhca3 a Lhca4 tvdcimi LHCI. K fotosystému | se za ditych podminek mzou
pripojit i trimery LHCII [58].

3.1 Swtlosbérny komplex LH1 purpurovych bakterii

(Light-harvesting complex 1)

LH1 je integralni pigment-proteinovy komplex, kteapsorbuje fi 870-890 nm.
Obklopuje rea&ni centrum (RC). U fotosyntetickych purpurovych teal prenasi
excitatni energii pimo do RC. Skladad se z jednotlivych {papolypeptidickych
podjednoteka a 3, z nichz kazda vaZze molekulu bakteriochlorofyllC{B) a nebob
[58].

Studie elektronovou difrakci na dvourosmmych (2D) krystalech LH1 ukazala, Ze
jsou jednotkyof uspdadany do kruhu a na to, aby to byl kruh ueay, je &chto
jednotek patba Sestnact. Z dalSich pozorovani vyplyva, Ze irtdze mit vice tvar a
Ze jeho uspkadani zavisi narftomnosti proteinu PufX (vice v odstavci LH1).

3.1.1 Elektronova krystalografie

Struktura LH1 srozliSenim 8,5 A byla ¢ena analyzou 2D krysial tohoto
komplexu izolovaného z bakteriRhodospirillum rubrum Na projekni mag je
zretelnych 16 podjednotek us@alanych do kruhu, jehoZ rozny jsou dostaténé na to,
aby v rtm bylo reakni centrum (obr. 3.1) [20].
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Obr. 3.1: Struktura LH1 s rozlidenim 8/, mefitko 20A, [20]

Walz a kol. [43] pouZzili jako modelovy organism&hodobacter sphaeroides.
Studiem 2D krystdl komplexu LH1 a RC-LH1 ziskaly projeki mapy &chto proteirt
s rozlisenim 25 A.

3.1.2 Mikroskopie atomarnich sil

Scheuring [9] pozoroval v kontaktnim modu komplel1L v nativni membré&h
bakterie Rhodopseudomaonas virididdH1 byl pozorovan jako s@ast tSiho
komplexu RC-LH1 i jako samostatny komplex LH1. PodKkiH1 obklopoval RC, &
eliptické uspsadani, bez RC byl komplex ug@dany do kruhu. Rozlideni 10A
horizontal a 1A vertikali bylo dosazeno pomoci jedf@sticové analyzy (obr. 3.2).

Obr. 3.2: 1: LH1, 2: RC-LH1, souzitim
jednaésticoveé analyzy,#titko 2 nm [9].

V AFM byly pozorovany také 2D krystaly LH1 izolov@z bakteridRhodospirillum
rubrum V kontaktnim médu byly u kompléxpostradajicich RC zobrazeny oba kruhy
polypeptidi (a a B) [8]. V tapping mdédu bylo pozorovanoskolik raznych tvat
(kruhové, eliptické a oté¢ené prstence), do kterych se ugiva komplex LH1 bez
RC [13].
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Siebert [33] porovnal strukturu membran dvou titypPufX® a PufX) Rb.
SphaeroidesPomoci AFM a EM ukazal, Zze LH1 a PufX tapojity kruh kolem RC a
Ze PufXridi dimerizaci komplexu RC-LHih vivo.

Obr. 3.3: Model dimeru komplexu LH1. Komplex
skldda ze dvou uskupeni LH1, dvoBufX proteini a
dvou reaknich center [34]

3.2 Swtlosbérny komplex LH2 purpurovych bakterii

(Light-harvesting complex 2)

LH2 je kruhovy nonamer skladajici se ré%re pafi af3 apoproteid. Vnitini kruh je
Z o peptidi, vrejSi z B peptidi. Kazdy par vaze advmolekuly BchlA, které jsou
umisgny mezi kruhya a3 a jednu molekulu BChl na rozhrani membrany a ©jtos
(celkem je tedy v komplexu 27 molekul BChl). Na &3 par gipada také jedna
molekula karotenoidu [58].

Komplex LH2 miZze mit také pouze 8 podjednotek, fiklpd u bakterie
Rhodospirillum molischianuf®1].

Typické vinové délky, p kterych LH2 absorbuje jsou 800 a 850 nm, ale u
nékterych druli bakterii se iZze tato vinova délka lisit [58].

3.2.1 Elektronova krystalografie

Vysledkem prvni elektronové krystalografie bakterildo LH2 (izolovaného z
Rhodovulum sulfidophilupbyla projekni mapa s rozlisenim 18 A. Ringyéty vngjsi
pramér 76 A, vnitni 30 A [55]. O rok pozi bylo s LH2 téZe bakterie dosaZzeno
rozlideni 7 A [56].

Jedk lepsi rozlideni, 6 A, méa projeéki mapa LH2 bakteri®hodospirillum rubrum
Krystaly zalité do glukdzy byly analyzovanyi pizkych teplotach [43].
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B o
Obr. 4b: Projekni mapa rystali
zalitych v glukoze, rozliseni &
[43].

Obr. 3.4a: Projekni mapanegativré
kontrastovanych krystalLH2 [43].

3.2.2 Elektronova mikroskopie a jedndasticova analyza

Velikost komplexu LH2 je na hranici rozliSeni jeddésticové analyzy. Ritatovym
zpracovanim snimknegativié kontrastovaného LH2 bakterfddlochromatium vinosum
zobrazovaného se &genim 97 500x byly deny ttizné paméry ringa tohoto
komplexu od 68 do 115 A, z toho jeden riééct podjednotek (obr. 3.5) [57].

Obr. 3.5: Razné velikosti LH komplek. Vlevo je LH2 nonamer, vpra\
LH1 z16 podjednotek, pragtdni dva jsou ,nové“ LH komplexy,&t8i se
sklada z 13 podjednotek [57].

3.2.3 Mikroskopie atomarnich sil

]

V AFM se pozoruji 2D krystaly a snimky se gacové ,praméruji“. Timto
postupem byly ziskany vysledky odpovidajictivd ziskané strukte pomoci
elektronového mikroskopu: LH2 je kruhovy noname®][1Stejnym zpsobem byl s
rozlisenim 10A horizontatha 1A vertikali pozorovan komplex LH2 izolovany z
Rhodobakter sphaeroidesbylo uteno, Ze jeho vyska nad membréanou je 13,1A nebo
3,8 A, rozdil je zpsoben rozdilnou orientaci periplazmatické a cytmphtickécasti
komlexu v membran [11]. Tyto vysledky byly potvrzeny pouZitim tapgirmddu
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v kapalném pro#eni. U rékterych ringi bylo rozliSeni natolik dobré, Ze se datitr
pocet podjednotek bez pouziti jedfé&sticové analyzy [13].

DalSim pozorovanim krystal LH2 Rhodobacter sphaeroidebylo zjiS€no, Ze je
komplex v membr&huloZen s jistym sklonem, ktery ale nebyl pozoroudRubrivivax
gelatinosusAby se zjistilo, jestli je naklami
piirozené nebo ikledek krystalizace, byl
v AFM pozorovan LH2 Rhodopsedomonas
acidophila  rekonstituovany &kolikrat s
raiznym pongrem proteinu k lipidm. Ukazalo
se, Ze naklami neni v nativnich membranéach
piirozené, ale je Zjsobeno interakci mezi
proteiny v krystalech [52].

Stamouli [12] zobrazila 2D krystaly LH2
bakterie Rhodopseudomonas  acidophila
v kontaktnim maodu v nefyziologickych
podminkdch a v tapping moédu ve
fyziologickych podminkdch. Na snimcich
Obr. 3.6: 2D krystaly LH2 ziskanych vTM AFM byly #etelné
zobrazené vapping médu, rozery ,vyénélky® o velikosti LH2, v CM AFM byl
obrazku 50 x 50 nm. [13]. viditelny kruh LH2. Ze snimk v TM AFM

muze byt ziskana informace o orientaci a
organizaci LH2 v lipidové dvojvrsty

N 4

3.3 Fotosystém I sinic a vysSich rostlin a jeho &tlosbérny systém

PS Il je mezi ostatnimi fotosystémy jeding, protoZe ma schopnost oxidovat vodu
na kyslik (tzn. je zdrojem atmosférického kysliktitohoto divodu je PS Il intenzivé&
zkouman.

PS Il se sklada z vice jak 25 odliSnych praieiMezi hlavni proteiny tohoto
komplexu pat proteiny reakniho centra D1 a D2. Tyto podjednotky vazou kofakto
zaji¥ujici reakce vedouci k &eni vody. Ke kazdému &adhto proteii (D1 a D2)
priléhaji proteiny integrélnich antén CP43 a CP47toT§tyii podjednotky jsou
obklopeny dalSimi proteiny o malé molekulové hmethomezi které pat i kyslik
vyvijejici komplex (OEC — oxygen evolving complgX]. PS Il jein vivo dimer, ve
kterém jsou d¥ jednotky &sne spojeny. Strukturhje si PS Il sinicias a vySSich rostlin
hodre podobny.

3.3.1 Elektronova krystalografie

Jako prvni byl vytvéen model podjednotek D1, D2 a CP47 PS Il vySSiatlino
s rozlidenim 8 A (obr. 3.7) [66].

O reco podji byl vytvoien model 3D struktury celého komplexu PS I, reiis
bylo mensi (10A), ale stale dost&ié na uteni pozice jednotlivych helix[14].

Atomovy model swtlosbirného komplexu LHCII vySSich rostlin (z hrachu) byl
vytvoren ¢isté na zaklad elektronové krystalografie s rozlisenim 3,4 A. &s§M 2D
krystalh tohoto komplexu ukézala trimerickou strukturu, které se komplex nachazi
takéin vivo[26, 27].
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Obr. 3.7: 3D struktura podjednotek D1, D2 a CP47 monomerosiatému II,
rozlideni 84, a: z boku, b: lumenalni strana [66].

3.3.2 Elektronova mikroskopie a jednd@asticova analyza

Prvni studie zabyvajici se PS Il byla publikovaraa konci osmdesatych let. Ze
snimki negativié kontrastovaného PS Il siniceynechococcusp. byly odhadnuty
rozmeéry monomerické formy na 12,3 x 7.5 nm a dimeric&éfy na 12 x 15.5 a byl
prezentovan model PSiH vivo[17].

Pozdiji byly publikovany vysledky zobrazeni PS Il sircSpenatu. Podobnost ve
velikosti a tvaru komplexu sinic a vysSich rosttidpovida shodnému proteinovému
sloZeni a funkci. Z toho, Ze nebyl pozorovdn monoR Il spoléné s sw¥tlosbirnym
komplexem LHII bylo usouzeno, Ze PS lliserivo vyskytuje jako dimer [18].

Obr. 3.8 Obradzky PS Il po jedri@dsticové analyze
A:SynechococcB: Spenat, [18].

Ze Spenatu byl také izolovaretsi komplex PSII-LHCII. Z vysledk ziskanych
zobrazenim negati¥n kontrastovanych vzotk se dalo usoudit, Ze se v dimeru
komplexu PSII-LHCII vyskytuji dva trimery LHCII, michZ se kazdy vaze k reakmu
centru [18]. 3D struktura tohoto komplexu s roziie 24A byla ziskana pomoci kryo
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EM a naslednou jediasticovou analyzou. Byla #chzrena dimerickd struktura a daly
se snadno pozorovat proteiny komplexu vyvijejidigslik (OEC) [15].

Kombinace jednéasticové analyzy se z¥enim zlatem se zda byt vhodnou
metodou na lokalizovani jednotlivydastic ve slozZitych komplexech. Bylo tak zisb
umiseni podjednotky PsbH v komplexu PS Il izolovanéhtasy Chlamydomonas
reinhardtii [42].

3.3.3 Mikroskopie atomérnich sil

Mikroskopem atomarnich sil nebyla ziskana Zadnaogmgfickd zobrazeni
s vysokym rozliSenim. Snimky pokovenych tubularrkeystal ziskané v kontaktnim
modu jsou prosté jakykoli detai[41].

Membrany obsahujici PS Il byly izolovany ze Spergtpozorovany v TM AFM.
Komplex byl na snimcich viditelny jako kapce podplitvar, jehoZz rozrery byly vétSi
nez rozmdry zjisténé elektronovou mikroskopii. Tento rozdil bylegr¢ zpisobeny
velikosti skenovaciho hrotu. Mimo zobrazeni PSylytiaky zkoumany jeho elastické
vlastnosti [19].

Organizace PS Il v membr&dmmiZe byt zobrazena AFM pracujicim v tapping
moédu ve vzduchu s minimalnimi interakcemi mezi énmota vzorkem. Byl zobrazen
izolovany komplex a komplex usffmany v membran Snimky dosahuji rozliSeni
srovnatelného se snimky vzdérknrazového lamani [39].

3.4 Fotosystém | sinic a vysSich rostlin a jeho &losbérny systém

Komplex PSI se sklada z fotosyntetickych pejticeakniho centra P700 a dalSich
center dastnicich se ienosu elektroin Celkem obsahuje vice jak 12 podjednotek,
které jsou vazany na bilkoviny PsaA a PsaB. Dagabbje i vngjSi podjednotky PsaC,
PsaD a PsaE umésté na lumenalni strar28].

V sinicich je PSI pevaz trimer, ve vySSich rostlinach monomer obklopeny
swtloshbérnym systémem LHCI.

3.4.1 Elektronova krystalografie

Prvni 3D struktura fotosystému | vySSich rostline (Bpenatu) byla ziskana
elektronovou krystalografii. 2D krystaly byly neigat kontrastovany. PS | vySSich
rostlin ma rkolik podobnosti s PS | sinic. Je ale@o \&tSi, jeho rozrary byly urceny
na 15-16 x 11-12.5 nm sigupokladem, Ze jsou na komplex navazany dalSi
polypeptidy[29]. DalSi studie 2D krystaPS | odhalila vazebné mista pro feredoxin —
na stromalni straf interaguje hlavé s vrgjSimi podjednotkami (PsaC a PsaE), cozZ je
naprosto rozdilné od vazebného mista pro tengrigse u sinic [30].

Vice studii bylo udldano na PS | komplexu sinic. Prvni 2D krystaly P®yly
studovany v roce 1990. Od té doby dalSi prace dglsgloleiny tvar trimeru PS | sinic.

Struktura PS | sinice Synechococcussp. byla zkoumana na negativn
kontrastovanych 2D krystalech. Model dosazeny 3omstrukci ukazuje nesymetricky
komplex. RozliSeni bylo 1,8 nm. Na jedné s&dnejspiS stromatalni) je asi 3 nm
vysoky hrbol, pravépodobr sloZeny z podjednotek psaC, psaD a psaE [24].

3D mapa PSBynechococcusp. byla ziskana dwma zmisoby. Rozliseni 19A bylo
dosaZeno id pozorovani negativh kontrastovanych 2D krystal (0,75% uranyl
formatem), mnohem lepsiho vysledku, rozlideni &&dosahlo studiem hydratovanych

zmraZenych krystal[22].
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3.4.2 Elektronova mikroskopie a jedndasticova analyza

Zkoumani struktury PS | pomoci elektronové mikrqgskoza&alo v 70. letech
minulého stoleti. Newman [31] studoval PS | i P& itasy Synechococcus cedrorum.
Ukazalo se, Ze sloZeni a velikost PS | a PS Il jsqrosto rozdilné.

DalSi studie odhalily, Ze PS | sinic se vyskytugedwou formach: monomer a trimer
[40, 21, 25].

Vysledky pozorovani negatignkontrastovaného fotosystému | izolovaného ze
sinice Synechococcusp. fFi zvétSeni 70 000x dokazaly, Ze se komplex PS | vyskytuj
jako trimer (velmi pravépodobr takéin vivo) [21].

Monomer, dimer i trimer PSI ztéZe sinice byl pag@n o ®co pozdji
elektronovym mikroskopem a velikost monomeru bytéena 15.3 x 10.6 x 6.4 nm
[25].

Po jedndgasticové analyze byly éeny roznéry monomeru komplexu PSI-LHCI
zelené&asyChlamydomonas reinhard#1.3 nm x 18.2 nm. To je znaté&laic, neZ jsou
rozmery téhoz komplexu Spenatu [23].

PS | vySSich rostlin #as je spojen s proteiny&losbirného systému LHCI. PS | ma
tvar disku, rozniry 16 x 12 nm v rovis membrany a vySku 6,8 nm [32].

Jedngasticova analyza snimikPS | z tylakoidnich membran Spenéatu ukazala, Ze se
LHCI objevuje pouze na jedné stégkomplexu PS I. [68].

O rekolik let pozdii bylo zjiSttno, Ze zastoupeni dimer trimefi PS | je ale u
vySSich rostlin jen ¢kolik mélo procent a navic jsowkteré podjednotky v trimeru
obraceny ,hlavou ddél'. Mnoho z vysledk jednaasticové analyzyéthto oligomed
bylo neostrych, vykazovaly nespecifickou orientaadjednotek. Z toho bylo usouzeno,
Ze PSI vysSich rostlin je monomer [38].

Veith [37] poprvé pozoroval komplex PSI-FCP (fucotta chlorophyll protein)
rozsivek Phaeodactylum tricornutum~CP v tomto komplexu pini funkci LHCI. Bez
jednatasticové analyzy bylo zji&o, Ze komplex je monomer, ktery ma razyn
srovnatelné s komplexem PSI-LHCI gprér 21nm).

. S 4 'y - "

Obr. 3.9: Snimek negti\mkonratovaného komplexu PSI-FCP,
méiitko 50 nm, [37].
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3.4.3 Mikroskopie atomarnich sil

Obr. 3.1C: Paitatové

zprimérované i
snimky PS Il bez wjSich podjednotek [53].

Struktura PS I sinice
Synechococcusp. byla pozorovana
v kontaktnim maodu AFM
s vysokym rozliSenim. Byly
pozorovany 2D krystaly, nejive
celé, nasledh byly odstragny
vngjSi  podjednotky. Na snimku

kompletnich krysta je
zaznamenano uené rozlozeni
podjednotek. Po zpmérovani

nékolika snimki PSI bez vijSich
jednotek je na obrazku jaspatrna
trimerickd struktura a umisti
PsaD podjednotky.

Vysledek byl porovnan
S pozorovanim téhoz  vzorku
(stinovaného  &Zkymi kovy)

pomoci elektronového mikroskopu.
Ob¢ dw metody  poskytly
informaci o  lumendlnim a
stromatalnim povrchu [53].

Pomoci AFM byl pozorovan i cely fotosynteticky afiav nativnich membranach
[35, 67]. Scheuring [36] pozoroval fotosyntetickouembranu Rhodospirillum
photometricumByly ziskany snimky celé fotosyntetické jednotkyoglisenim 12 A.
Snimky ukézaly strukturni aiznorodost komplexu LH2 v membréna poskytly
detailrgjSi pohled na interakce mezi komponentami fotogiaké jednotky.

V posledni dob se pozorovani elektronovym mikroskopem a mikroskop
atomarnich sil za#tuji na studium umighi jednotlivych podjednotek v komplexech,
na vzajemné umi&ti komplexi a jejich dynamiku [55, 69, 70].
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4. Zaver

Ze srovnavanych metod dosahuje nejlepSiho rozligésktronova krystalografie.
Umoziuje dokonce rozpoznat umist jednotlivych helix. Béhem let se vyvinuly
nejen metody elektronové mikroskopie, ale také aprani obrazu a tak je limitujicim
faktorem této metody préwkrystalizace.

Jedn@éasticova analyza snimik negativie kontrastovanych vzotk a vzorki
zpracovanych kryometodami z transmisni elektronméroskopie dosahuje rozliSeni
dostaténého na ureni p@&tu a umistni jednotlivych podjednotek pozorovanych
komplexi. Swtlosbérné komplexy purpurovych bakterii LH1 a LH2 se takt
nepozoruji, protoze jejich velikost je na hran@zliSeni této metody.

Mikroskopie atomarnich sil vékterych gipadech dosahuje rozliSeni srovnatelného
s jedn@asticovou analyzou snimkz TEM. | na snimky z AFM se pouZivaji
pramérovaci metody zaloZené na principu jeddisticové analyzy. Pokud se zobrazuji
uspdadané ¢astice jako jsou 2D krystaly &losbirnych komplex, daji se na
pocitatove zpracovanych snimcich rozeznat jednotlivé podjdgndNa snimcich LH2
potfizenych v tapping modu [13] Ize sfi@mt podjednotky i bez pouZziti jedédsticové
analyzy.

Nedavno byl v AFM zobrazen PSII s rozliSenim srdaehlrgym se snimky ,freeze
fracture” vzorki z elektronového mikroskopu.

Struktura vSech uvedenych protiibyla zjiS€na s vy$Sim rozliSenim metodami
RTG krystalografie. Ta ale nevypovida nic o vzajémnuspeédani podjednotek
v membranach.

Skenovaci elektronovy mikroskop se na pozorovéohto proteidh nepouziva.
VétSina vzorki je na hranici rozliSovaci schopnosti SEM.
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5. Experimentalni ¢ast

Pokusila jsem se zobrazit fotosystém | sinieochlorothryx hollandicave
skenovacim elektronovém mikroskopu s autoemisrskty (FESEM). Mikroskop je
vybaven kryo-komorou a dosahuje dosta&ho rozliSeni vzhledem k velikosti
fotosystému . Problémem je, jak vzorekippavit, aby byly snimky dostate¢
kontrastni a najit vhodny podklad, ktery je dostatehladky na to, abyastice
.nezapadla“ do jeho struktury. DalSi problémemgi&gveni vzorku. Kroré toho, Ze po
napaeni kovu je protein fgkryt vrstvou o tlou&e srovnatelné s vySkou proteinu,
napaeny kov také vytvé na podkladu vlastni strukturu (obr. 5.2).

Jako podklad jsem vyzkouSela uhlikovou blanu, slisklo a molekularni filtr.
Nejdiive jsem se za#éfila na studium povrchu jednotlivych podkiad Jako
nejvhodrjsi se jevi slida (obr. 5.1).

Vzorky PS | jsem zkouSela zobrazit i bez pokovald,v tomto pipact neni protein
vidét diky pilis nizkému kontrastu.

S =
500 nm

Obr. 5.1a: Snimek slidy z AFM
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Obr. 5.1b: Cross section k obrazku slidy, je ukadzano, Ze merstv povrchu
jsoudo 1 nm

SE SEM SEI 50kY  X150,000 WD 2.2mm  100nm

Obr. 5.2: Snimek pokovené slidy ze SEM
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