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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva zpracovanim dat z transmisni elektonové mikroskopie a jejich
analyzou (tomografie, jednodasticovd analyza). Hlavnim dkolem préce je stanovit 3D
strukturu studovaného enzymu. Jako testovaci vzorek s nizkou symetrii pouziva restrikni
endonukledzu EcoR124l.
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ABSTRACT

Master thesis deals with the processing of data from transmision electron microscopy
and their analysis (tomography, single particle analysis). The main aim of this work is to
determine the 3D structure of the studied enzyme. As a test sample with low symmetry
is used restriction endonuclease EcoR124l.
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1 UVOD

Tato diplomova prace se vénuje 3D rekonstrukci makromolekularnich komplexti po-
moci kryoelektronové mikroskopie (cryoEM). Trojrozmérnd mapa EM hustoty stu-
dovaného komplexu proteini a nukleovych kyselin pak mtize byt vyuzita pro urceni
molekularni architektury a struktury komplexu a identifikace strukturniho mecha-
nismu jeho funkce. V pripadé, Ze jsou znamy atomové modely ¢asti komplexu z
krystalografie ¢i nuklearni magnetické rezonance lze rekonstruovanou EM mapu vy-
uzit jako obalku pro fitovani téchto fragmentti a urceni jejich interakei v kompletnim
komplexu.

Zakladni zobrazeni v transmisnim elektronovém mikroskopu (TEM) je 2D pro-
jekce zobrazenych 3D molekul. Jednotlivé 2D projekce jsou nasledné extrahovany
z namérenych mikrografti a v iterativnim procesu jim jsou prifazeny orientace v
3D rozméru. Kombinaci mnoha jednotlivych projekci se zndmymi orientacemi je
pak mozné rekonstruovat 3D mapu zobrazenych molekul pomoci inverzni Radonovy
transformace. Typicky prifazeni orientaci a 3D rekonstrukce jsou opakovany v ite-
racnim procesu, dokud pritfazeni orientaci a kvalita 3D rekonstrukce konverguji ke
stalym hodnotam.

Zamérem této prace je optimalizovat metodiku pro zpracovani kryoEM datasetti
relativné malych heterogennich komplexii s nizkou symetrii. Jako vzorovy komplex,
na némz je postup zpracovani testovan byl pouzit enzym EcoR124I, ktery je svou
velikosti (450 kDa) na hranici efektivniho zpracovani s pouzitim standardnich metod.

Pouzili jsme datasety z EM negativniho kontrastu i z kryoEM a porovnali kva-
litu dat namérenych na standardnim mikroskopu FEI Tecnai F20 a FEI Titan Krios.
Déle byly testovany ruzné filtry pro zlepseni poméru signdl /Sum a automatické sbi-

rani projekci neglobularni struktury EcoR1241.
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2 KRYOELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Kryoelektronova mikroskopie je moderni zobrazovaci metoda umoznujici studium
bunécné architektury, viri a proteinovych komplexti témér v atomovém rozliseni.
Pii urychlovacim napéti 300 kV je vlnova délka elektront asi 0,02 A. Odpovidajiciho
limitu rozsliseni vSak neni u biologickych makromolekul mozné dosdhnout z divodu
ztraty jejich strukturdlni integrity (zlaté ¢astice je napriklad mozné zobrazovat na
atomovém rozliseni piimo). P¥i dopadu svazku na vzorek dochézi k rozpadu chemic-
kych vazeb a tvorbé volnych radikalti, které vedou k dalsim poskozenim. Z tohoto
divodu se vyuzivaji velmi nizké davky na trovni jednotek elektroni na ctverecni
A

Vzhledem k pouzivani nizké davky a nizkému kontrastu zptisobenému slozenim
proteinovych molekul, které jsou prevazné tvoreny lehkymi prvky, je vysledny po-
mér signdl/Sum (SNR) také nizky. To lze prekonat zprumérovanim jinak totoznych
obrazii, ve kterych se ndhodné slozky Sumu navzdjem vykompenzuji. Pro dosazeni
rozligeni 3 - 4 A je nutné zprimérovan{ 10° ¢astic. Pro rozliSen{ 20 A je jich potieba
nékolik tisic. Napiiklad p¥i 10 A rozliSeni mohou jiz byt viditelné dlouhé a-helixy,
pod 5 A pak jednotlivé pasy S-sklddanych listi. [I]

Druhou moznosti je vyuziti metody negativniho kontrastovani, pti které se da
dosédhnout rozligeni 20 az 40 A. Metoda spo¢iva v ukotveni ¢éstic v roztoku soli
tézkého kovu (uranyl acetét, wolframové nebo molybdenové soli). Sul vyplni prostor
okolo ¢astice, ale nepronika dovnitt, a tak vznika velmi dobry kontrast proteinovych
obélek. [2]

Velkym problémem je vsak priprava vzorku pred samotnym zobrazenim pro-
bihajicim ve vysokém vakuu. Pfi vyuziti kryoEM je mozné pozorovat zavodnéné
biologické vzorky pri jejich nativnim obsahu vody a to diky mrazové fixaci.

Voda se stabilizuje pomoci vitrifikace kapalné faze, kterd spociva v rychlém a
hlubokém podchlazeni preparatu tak, aby voda nestacila zkrystalizovat a preménila
se v amorfni led. Takto pripraveny vzorek je pak mozné vysusit pomoci mrazové
sublimace nebo pozorovat primo pomoci kryoEM. [3]

Vyhody kryo fixace oproti chemické jsou:

e moznost pozorovat bunky, organely, molekuly v jejich pfirozeném prostredi

» nedochézi ke zménam (denaturaci) enzymu a antigent

o vzorek je imobilizovan ve zlomcich sekundy - coz umoznuje sledovat i dyna-

mické déje [3]

K tvorbé amorfniho ledu z ¢isté vody je treba ji ochladit pod —150°C' rychlosti
108 °Cs~!. V piipadé biologickych vzorkii obsahujicich smés organickych a anorga-
nickych vodnych roztoku oddélenych membranami postacuje ochlazeni pod —90°C'

rychlosti 10* aZ 10% °Cs~!. Jako chladici médium se pouZiva kapalny etan chlazeny
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dusikem. [3]

Vyuzitelné jsou dva typy vzorku — tenké filmy nebo fezy. Tenky film (typ z néhoz
budou v dalsi ¢asti prace zpracovavana data) se pfipravuje nanesenim suspenze na
sitku pokrytou uhlikovou blankou s otvory. Po odséati prebytecéné tekutiny se provadi

mrazova fixace.

bl Ctverec v sitce Dira v uhlikovem filmu Pricny rez dirou v C filmu

Led preklenujici diru

E

I

[ ;

1
Zachycene castice

>
["( 3 mm >'| Hﬁownﬂ H‘\pm%ﬂ }%meﬁi

Obr. 2.1: Schématické zobrazeni sitky pro TEM s pripravenym vzorkem typu tenky
film pro kryoEM.[I]

Podle velikosti zkoumanych vzorkia je mozné rozdélit paletu metod spadajicich
pod kryoEM na dvé kategorie:
Elektronova mikroskopie bunek a organel
o Ultrastrukturalni tomografie
o Detekce specifickych molekul — imunoznaceni
o Stinovani tézkymi kovy
» Repliky
— Mrazové l[dmani
— Mrazové leptani
Elektronova mikroskopie molekul
o Negativni kontrastovani
o Jednocasticovd analyza, kapitola [f
« Elektronova tomografie molekul, kapitola

2.1 Formovani obrazu a kontrast v kryoEM

Dusledkem interakce dopadajicitho priméarniho elektronového svazku se vzorkem je
nerovnomérna distribuce intenzity elektronii na jeho spodnim povrchu, coz vsak
bohuzel nepostacuje k dosazeni dostatecného kontrastu, a tak je nutné provést vnéjsi
zasah (zména defokusu, zména tloustky vzorku, konvergence dopadajiciho svazku,
umisténi a centrovani clon), ktery ho zvétsi. V. TEM mizeme vyuzit tii zakladni

druhy kontrastu:
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1. amplitudovy kontrast (rozptylovy a difrakéni) - pouziva se mald objektivova
clona vymezujici primy a difraktovany svazek

2. fazovy kontrast (interferencni kontrast) - pouziva se velkd objektivova clona

3. Z-kontrast - mozné jen v mikroskopu umoznujicim skenovani (STEM)

V kryoEM se vyuziva kombinace amplitudového - rozptylového kontrastu a fa-

zového kontrastu v nestejnomérném poméru asi 0,1 (rozptylovy) ku 0,9 (fazovy).

2.1.1 Rozptylovy kontrast

P1i elastickém rozptylu elektrony interaguji s elektrostatickym potencidlem jader
atomi diky némuz méni svij smér - kontrast je tedy zavisly na tloustce a hustoté
vzorku. Rozptylené elektrony jsou pak zachyceny clonou a podileji se tak na vzniku
kontrastu ve svétlém poli. Stejné tak je zachycena i vétsina neelasticky rozptylenych
elektront, zbytek se viak podili na vytvafeni pozadi obrazu. Césti vzorku s vyssi
hustotou (vétsi tloustkou) jsou ve svétlém poli tmavé (na detektor nedopada c¢ést

svazku zachyceného clonou).

2.1.2 Fazovy kontrast

V tomto ptipadé se vyuziva velka objektivova clona, kterou prochazi vice svazki, je-
jichz interferenci vznika obraz. Difraktované svazky maji oproti primarnimu svazku
fazovy posuv /2 a tak pii presném zaostieni objektivu nemohlo k interferenci vibec
dojit. To se kompenzuje ¢astecnym rozostienim objektivu o presné definovanou hod-
notu nad vzorek, ¢imz ziskdme pridavny fazovy posun /2. Toto rozostieni se nazyva
"defokus"a ma rozmeér jednotek pm. Se zvysujicim se defokusem se zvétsuje kontrast
na ukor rozliseni, které je rozostrenim samoziejmé poznamenano. Béhem procesu
zobrazeni je dilezité najit vhodny pomér mezi témito protichidnymi pozadavky.[3]

Ptenosova funkce kontrastu (CTF) popisuje, jak je pozorovany objekt zobrazovan
a ménén prostfednictvim zobrazovacich nedokonalosti mikroskopu. CTF je bohuzel
velmi vzdalena od idealniho pribéhu o prenosu jedna na vsSech prostorovych frek-
vencich. Vsechny prostorové frekvence totiz nejsou prenaseny ani zdaleka stejné.
Hlavnimi kritérii jsou koeficient sférické aberace Cs (ddn mikroskopem) a zvoleny
defokus (dan uzivatelem). CTF jednoho mikrografu obsahuje jak kladné, tak zé-
porné piispévky k signalu, a tak je zakladni dpravou jejich preklopeni do kladné
poloroviny. Doplnéni informaci ve frekvenc¢nich oblastech s nizkym pfenosem se pro-
vadi nasnimanim datasetu pti riznych hodnotach defokusu, a tim i pfi rozdilnych
CTF. Chybéjici casti se pak vzadjemné doplni pfi primérovani projekci z raznych

mikrografii..
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2.2 Pristrojové vybaveni

Titan Krios (vlevo) je transmisni elektronovy mikroskop nové generace navrh-
nuty k zobrazovani velkych makromolekularnich proteinovych komplexii a nukle-
ovych kyselin. Tyto mikroskopy s paralelnim ozarovanim vzorki, stabilnimi elek-
tromagnetickymi ¢ockami a novou generaci pocitacem Tizenych stolkti predstavuji
nastroj k ziskani dat na témér atomarnim rozliseni. Dilezitou inovaci jsou inovované
poloautomatické nastroje pro 2D elektronovou krystalografii, jednoc¢asticovou ana-
Iyzu a dvojosou tomografii. Mikroskop je téz teplotné a mechanicky stabilizovan, coz
spolu s moznosti automatického vkladani az 12 sitek umoznuje ziskat velké data-
sety. Energie primarniho svazku je nastavitelnd v rozmezi 80 - 300 kV v zavislosti na
druhu zkoumaného vzorku. Funkci klasického fluorescencniho stinitka zastava vyso-
korychlostni digitalni kamera. Hlavnim zdrojem dat je pak piimy detektor elektronii
(DDD) s ctyrikrat lepsi senzitivitou a schopnosti zaznamendavat nékolik obrazt za
sekundu. [4]

Pri pripravé a zmrazovani vzorka byl pouzit Vitrobot, taktéz od firmy FEI
(vpravo). Vitrobot umoznuje opakované, presné definované a vysoce kvalitni zmra-
zeni vzorku a tim tvorbu amorfniho ledu dilezitého k zachovani ptivodni struktury.
Pracovni komora poskytuje presnou kontrolu prostredi - teploty a vlhkosti, coz pred-

chézi vzniku artefakti tvoricich se pfi mrazeni v oteviené atmostére. [5] [6]

Obr. 2.2: Hlavni pristrojové vybaveni vyuzité béhem pripravy a snimani vzork.

Titan Krios (vlevo). Vitrobot (vpravo).



3 RESTRIKCNI NUKLEAZY

Nukledzy jsou puvodem bakteridlni enzymy stépici DNA (fosfodiesterickou vazbu v
nukleovych kyselindch) ve specifickych mistech.

K restrik¢ni analyze DNA se pouzivaji bakterialni restrikéni endonukledzy (RE),
které spolu s metylazami vytvareji v bakteriich ochranny systém pred cizorodou
DNA vnikajici do buriky pres horizontélni genovy transfer (HGT). To je velmi du-
lezité pri rozsitovani rezistence na antibiotika. Metylovan je pri tom adenin nebo
cytosin. Pri analyze DNA se nastipané tseky dale oddéluji napriklad gelovou elek-
troforézou. Rozpoznavaci sekvence se u vétsiny enzymi pohybuje v rozpéti 4 - 6 bp.
V DNA se ¢tyifnukleotidové rozpoznavaci misto vyskytuje priblizné kaZdych 4* tj.
256 nukleotidt, Sestinukleotidové misto kazdych 4° tj. 4096 a osminukleotidové kaz-
dych 4% tj. 65536 nukleotidii. Frekvence $tépeni je ovlivnéna i relativnim obsahem G
+ C v DNA, obsahem repetitivnich sekvenci a degeneraci rozpoznavacich sekvenci.
Priklady specifickych mist jsou na obr [3.I] Vétsina RE pracuje pfi 37° v mirné
alkalickém prosttedi (pH 7,2 -7,6). Vechny RE vyZzaduji pfitomnost ionttt Mg?*. [7]

Nazev Bakterialni zdroj Rozpoznay o
sekvence a stepeni
— ] 5--G AATTC--3
EcoR | Escherichia coli RY 13 3’---CTTAA_C---_5_’_
. . 5—AAGCTT-—3
Hind Il Haemophilus influenzae Rd 3—TTCGAIA--5
- ] - 5--CTGCA G---3
Pst| Providencia stuartii 164 -G RACGIC-5
i 5---T CGA---3
Taq | Thermus aquaticus YT1 3——-AGC T—5'
5-AGCT--3

=
c

Arthrobacter luteus |2, 2|2, =

f
i
L
o

©
3

Obr. 3.1: Priklady restrik¢nich endonukledz spolu s jejich rozpoznavacimi sekven-

cemi.
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3.1 EcoR1241

Poprvé byly DNA restrikéni/modifikaéni (RM) enzymy typu I purifikovany jiz pred
vice nez 40 lety. Typ I RM enzymt byl nalezen ve vice nez poloviné bakterialnich
genomit. Jejich velikost je asi 440 kDa.[§]

Pro hlubsi znalost HGT je tedy nutné znalost struktury a funkce RM systémai.
RM T jsou molekularni stroje vyhledavajici specifické, typicky asymetrické kratké
sekvence DNA. Enzym tvori tii spolupracujici podjednotky — dvéma motorovymi
podjednotkami, které posouvaji dvousroubovici DNA skrz staciondrni jednotku -
samotny enzym. Tyto helikdzové motory spotfebovavaji jednu molekulu ATP na
posun o jeden par bazi. [9]

RM I enzymy jsou komplexni struktrury slozené ze dvou HsdR restrikénich pod-
jednotek (R), dvou HsdM modifika¢nich (M) podjednotek a jedné HsdS k sekvenci
specifické (S) podjednotky. HsdS se skladd ze dvou DNA rozpoznavacich domén
(TRDs - target recognition domains), jedna pro kazdou ¢ast dvojité rozpoznavaci
sekvence, napojenych na dva « helixy v antiparalelnim usporadani. HsdS se vyzna-
cuje dvojitou pseudosymetrii stejné tak jako cely enzym. Dva HsdM lezi na kazdé
strané HsdS a tvori tak M,S; metyltransferazové (MTazové) jadro. HsdM obsahuje
metyltransferazovou katalytickou doménu. Dvé HsdR se nachézeji na obou stranach
MT4zy a obsahuji nukledzovou doménu a ATP-hydrolyzujici DNA transloka¢ni mo-
torovou doménu. MTéza specificky metyluje adeninové baze v cilové sekvenci, tedy
nové replikované hostitelské DNA. Zatimco HsdR se zapojuje jen v pripadé detekce
nemodifikované cilové sekvence na prichozi DNA. Rychlost pohybu enzymu po DNA
helixu je 1000 bp za sekundu.[8], 10]

EcoR124I mé cilovou sekvenci GAAnnnnnnRTCG, kde n je jakdkoliv baze a R
je purin. [11]

Enzym EcoR124I se vyskytuje ve dvou forméach — s navazanou DNA a bez ni.
Strukturdlni zmény jsou vidét na obr. [3.2] pfi kterém bylo dosazeno rozliseni 2,1 nm.
DNA neni na téchto snimcich vidét. Srovnani ,otevieného® a ,zavieného“ stavu

ukazuje velky pohyb podjednotek v rameci komplexu. [§]
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Obr. 3.2: (A) EcoR124I4+DNA (zavieny stav) EM v negativnim kontrastovani. (B)
EcoR1241 bez DNA (otevieny stav) EM v negativnim kontrastovani. [§]
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3.2 Priprava vzorku

Enzym byl pfipraven skupinou Prof. RNDr. Ridigera Ettricha, PhD. z Ustavu nano-
biologie a strukturni biologie (UNSB) na Novych Hradech a v Ceskych Budéjovicich.

Pti pfipravé byla vyuzita afinitni chromatografie (Ni-NTA) a gelova filtrace k
purifikaci Ry MS komplexu. Kvantitativni analyza SDS-PAGE gelu (obr. uka-
zala primérnou stechiometrii 1.6(R):2.0(M):1.1(S) (obr. [3.3). To naznacuje, ze jen
zhruba polovina slozenych komplexti obsahuje obé HsdR podjednotky. Tento jev je

zpusoben vyrazné rozdilnou vazebnou afinitou HsdR podjednotek vzhledem k MyS
komplexu. [12]

SEC trakce

—
-
L

MWstd

(]

w0
o o
—

| F12

— [ ] [ ] Ly
5 38 38

[kDa]

Profil intenzity ary 11

A

Obr. 3.3: Stanoveni stechiometrie komplexu pomoci afinitni chromatografie.

Y

Vzdalenost v gelu

Prvotni dataset byl proveden v negative-stain (2% urany acetat) obr. 3.5 nahore.
Mikrografy odpovidaji strukture komplexu Eco R124I v jeho oteviené konformaci,
jak ji publikovali autofi ¢lanku [§].

Déale byl komplex zmrazen ponofenim do tekutého etanu a nasniman pomoci
kryoEM. Dva datasety byly vytvoreny s 2 a 4 pm defokusem na mikoskopu FEI
Tecnai F20 uprostied). Na mikrografu jsou jasné zretelné ¢éstice o velikosti
120 A, coz odpovida disociovanym ¢astem komplexu. Kompletni Ry M,S; komplexy
jsou zduraznény Sipkou. Ani na téchto snimcich vsak neni jednoduché jednotlivé
C¢astice identifikovat. [12]

Po vicendsobném pievdzeni vzorku i vzhledem k jeho stafi [ nebylo jisté, jestli
je mozné vyuzit i nové zprovoznény mikroskop FEI Titan Krios. Pro zjisténi stabi-
lity byla provedena vylucovaci chromatografie (obr. , kterd prokazala stabilitu

1 Asi 100 pL roztoku s komplexem bylo skladovano pii teploté -80°C
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celého komplexu s malym ramenem na levé strané hlavniho piku poukazujicim na
obsah RiM>sS castic. Vsechny déle zpracovavané mikrografy jsou tak jiz z tohoto
mikroskopu (obr. [3.5| dole).

Obr. 3.4: Vysledek vylucovaci chromatografie skladovaného purifikovaného kom-

plexu R;M,S naznacuje jeho stabilitu béhem uskladnéni.

P1i sniméni byla vyzkousena technika "focal pairs", kterda spoc¢iva v nasnimani
mikrografu s malym defokusem (2 pm) obsahujicim informace na hranici rozliseni 4
A a néslednym sniménim stejné oblasti s vy§sim defokusem (6 pm), kdy je vyrazné
zvysen kontrast c¢astic viuci pozadi za cenu nizsiho rozliseni v mikrografu. Druhy
mikrograf s vysokym kontrastem pak lze vyuzit pro identifikaci projekci zobrazenych
molekul a pak prenést jejich souradnice na prvni mikrograf s malym defocusem a
s vysokym rozlisSenim. Zjistili jsme, Ze tento pristup neni pouzitelny na mikroskopu
FEI Titan Krios s pfimym detektorem, kdy béhem prvniho sniméni byl vzorek
zatizen davkou 70 e~/ A2 a béhem druhého sniméni stejnou davkou tak, Ze poskodila
vzorek natolik, ze ¢astice nebylo mozné v mikrografu identifikovat. Tento pristup se
tedy pro takto malé (450 kDa) biologické molekuly neosvédéil a museli jsme pouzit

data namérend puze s jednou exozici.
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Obr. 3.5: Komplex EcoR1241 zobrazeny pomoci negativniho kontrastovani (2% ura-
nylacetat) (nahote). Stejny komplex zobrazeny v kryomikroskopu Tecnai TF20 pri
urychlovacim napéti 120kV s koncentraci vzorku 0.3 mg/MI (uprostied). Tentyz
komplex zobrazeny pomoci kryomikroskopu Titan Krios pii urychlovacim napéti
300kV s koncentraci vzorku 10 mg/mL. (dole).
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4 TOMOGRAFIE

Jeden z moznych pristupu k ziskdni 3D struktury makromolekuldrnich komplext z
dat kryoEM je elektronova tomografie. Metodou je mozné vytvaret rekonstrukce ¢as-
tic od velikosti jednotlivych enzymi, ptes viry az celé bakterie a eukariotické bunky,
je-li vyuzita filtrace neelasticky vychylenych elektronti. Tato metoda je uzitecna v
zobrazovan{ jen jedenkrat se vyskytujicich heterogenich entit v rozliseni 50 - 100 A,

3

coZ pokryvéa oblast mimo moznosti svételné mikroskopie. [2]

4.1 Princip

Elektronova tomografie spo¢iva v nasnimani série mikrografii s rozdilnym thlem
jejich normaly viaci primarnimu svazku. Tim vznika dataset obsahujici trojrozmérné
informace o zobrazovaném vzorku promitnuté do jednotlivych 2D snimki.

Vzorek musi byt dostatecné tenky, aby jim dopadajici elektrony prosly. Typicky
by tloustka neméla presdhnout 0,5 pm pro urychlovaci napéti 300 kV. Individu-
alni tomogramy vsak nedosahuji takového rozliseni, aby je bylo mozné vyuzit pri
popisu molekularnich komplexti. Pomér signdl/Sum (SNR) je na to ptilis maly. To
se obchazi vytvorenim mnoha subtomogrami identické ¢éastice a jejich néslednym

priamérovanim. Tim je moZné posunout mez rozliseni na 20 - 30 A. [2]

4.2 Sbér dat

Mikrografy se zaznamendavaji v co nejvétsim rozsahu néklonu (typicky mezi —70° az
70°. Schéma je na obr. [£.1 Limitujici je zvétsovani délky trajektorie elektronového
svazku skrz vzorek. Tomogram tak postrada informace z klinového tseku 60° coz
vede k distorzi vysledného objektu. Vysoké uhly téz zvlasté na tlustsich vzorcich
vedou k nartstu neelastického rozptylu a vicenasobnym elastickym srazkam, coz
snizuje podil koherentnich elektronii pouzitelnych pii tvorbé obrazu. Pro zvysSeni
kontrastu se vyuzva jejich energiova filtrace. [I3] Davka (pocet elektronii na A?)
neni diky zméndm geometrie konstantni — ma kosinové rozlozeni. [[| Dalsi aspekt
vyplyvajici z nakldanéni vzorku je zména defokusu aplikovaného na jedno misto v
case, nebo ve stejném case na ruzna mista. Oba efekty vedou k nutnosti provedeni
normalizace dat béhem jejich zpracovani.

Pti snimani vzorku EcoR1241 byl vyuzit rozsah —66° az +66° s krokem 2° coz

dava vyslednou sérii 66 mikrografi.

'Pomér déavky I pii nulovém naklonu a davky Igo pfi ndklonu 60° je pfiblizné 1,4 .
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Obr. 4.1: Princip kryoelektronové tomografie. (A) Vzorek je naklanén v tzn. tiltovaci
sérii a postupné zaznamenavan. (B) Jednotlivé projekce se pro predstavu umistuji na
virtudlni plast vélce se stfedem ve vzorku. (C) 3D struktura se dopocitavéa zvolenou
rekonstrukéni metodou. [14]
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4.3 3D rekonstrukce

Pro praktické provedeni rekonstrukce je vyuzit programovy balik Bsoft. Podrobny
popis jednotlivych bloki i ptrikazii uvedenych v dalsich podkapitolach je na adrese
http://1lsbr.niams.nih.gov/bsoft/# zdlozka Usage/Workflows/Tomography. [15]

Prvnim krokem je normalizace vSech zpracovavanych mikrografi, po které na-
sleduje sledovani posunu zlatych znacek napfi¢ jednotlivymi snimky jako funkce
jejich naklonu. Vyuzivaji se ¢astecky koloidniho zlata, které jsou pro elektrony velmi
denzni a tak maji velky kontrast vii¢i svému okoli. U kryoEM se znacky pfimichavaji
do suspenze vzorku pred jeho zmrazenim. Presnost tohoto sledovani urcuje vysled-
nou kvalitu tomogramu a tak hraje dilezitou roli pfi zpracovani. Cela procedura se
provadi iterativné v zobrazovacim programu bshow, kde se ru¢né opravuji Spatné sle-
dované znacky a naslednym prepocitanim novych koordinat pomoci prikazu btrack.
Ukolem je snizit rezidudlni chybu na co nejnizsi troveti.

Samotna rekonstrukce je pak realizovana skriptem tomrec, kterému se jako para-
metry predavaji: ndzev zpracovavaného datasetu ve formatu pif, pozadované rozliseni
v A, velikost dat, tloustka tomogramu v pixelech, méfitko, preskalovan{ na pramér-
nou hodnotu a smérodatnou odchylku, primér znacek pro jejich odstranéni a nazev
vystupniho souboru. Skript je volné stazitelny ze stranek Bsoftu. Rekonstrukce je
provadéna ve fourierové prostoru pomoci nasledujicich tii funkei:

1. bmgft - generuje fourierovu transformaci vSech mikrograf

2. btomrec - pocita fezy ve fourierové prostoru a jejich zpétnou transformaci do

prostorové oblasti

3. bzftt - shlukuje Tezy a provadi zpétnou transformaci vysledného 3D objemu

4.3.1 Nelinearni anisotropicka difuse

P1i filtrovani vypoctenych tomogramii se vyuzivad nelinedrni anisotropicka difuse
(Non-linear Anisotropic Diffusion - NAD). Zékladni myslenka je analogicka k fyzi-
kalni difisi. Jde o nehomogenni rozlozeni sedoténovych hodnot v prostoru, které je
mozné upravovat a zvysovat tak jeho homogenitu — vyhlazovat sum. Zakladni mys-
lenkou je kontrola velikosti a sméru difusniho toku v zavislosti na okolni strukture.
Napriklad difusni tok napri¢ hranami bude maly kvili jejich zachovani, zatimco
oblasti bez vyraznych hran budou vyhlazeny velkym difusnim tokem.

Matematicky je difusni tok dan parcidlni diferencialni rovnici,

j=-—-DVI(z,t) (4.1)

kde I(x,t) je rozlozeni sedoténovych hodnot v obraze v zavislosti na case. Gradient

VI tak zpisobuje tok j kompenzujici tento gradient. D je pak difusivita prostedi.
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Zména intenzity je pak dana vztahem

(;i[(x, t) = —divj = div(DVI). (4.2)

Za predpokladu konstantnitho D je linearni anisotropicka difuse ekvivalentni

gaussove filtraci. Pro zachovani hran v signalu je tfeba substituovat D funkci

1
VIiP)= — .

To zménilo rovnici na nelinearni, kde je tok j ménén difusivitou D zavislou na

(4.3)

okolnim obraze. Tok okolo hran je tak redukovan, coz je sice zachovava, ale na druhou
stranu nezahlazuje $um v jejich okoli. ReSenim je p¥idani dalstho vhodného toku J,
probihajiciho paralelné s hranami. Ten se vypoditava konvoluci VI7 s lokélni smé-
rodatnou odchylkou o. Strukturni tensor se stanovuje pro kazdy voxel zvlast po
kterém nasleduje vypocet vlastnich hodnot p,; a vektort v; této matice charakteri-
zujici lokalni strukturni vlastnosti obrazu v sousedstvi o velikosti 0. V zavislosti na
téchto vlastnostech muze byt difusni tok rozlozen na komponenty ve sméru vlast-
nich vektorii v;. Porovnanim jednotlivych koeficientti je mozné urcit smér probihajici
hrany a zvolit tak odpovidajici smér filtrace, ktery provede pozadované vyhlazeni v

homogennich oblastech a pfitom zanechd hrany v obraze. [10]

4.3.2 Sbér castic

Dalsim krokem je shér c¢astic v bshow, ulozeni jejich koordinat do souboru
EcoR1241 parts.star (celkové 182 ¢astic) a extrakce provadénd prikazem
bpick -verb 7 -recon -extract 72 -back -norm -split -center -resol 50,500 -sampling 6,6,6

-base EcoR124I_ -path Parts/TM4 -extension mrc -out Parts/EcoR124I-tomo_07_rec_parts.star
Tomograms/EcoR124I-tomo_07_rec_parts.star

4.3.3 Primérovani subtomogramu

Na obrézku obr. jsou vidét sebrané ¢astice oznacené zlutym prostorovym boxem
o hrané 72 pixeli. Poslednim krokem je vybér jedné kvalitni Castice a jeji pou-
ziti jako reference pro subtomogram alignments (zarovnani a zprimeérovani ¢astic v
ramci celého tomogramu). To vyznamné zlepsi SNR a také se odstrani problém chy-
béjici casti dat. Kazda jednotliva ¢astice ma totiz svoji odliSnou orientaci, a proto
i svoji chybéjici cast. Jejich zprumeérovanim se zmensuje ¢ast dat, ktera chybi, a
rekonstrukce se tak priblizuje originalu. Prakticky se provadi prikazem:

bcat -ver 7 -out Parts/Parts_TM4.pif Parts/TM4/*.mrc

-> zvolena Castice EcoR1241I__001048.mrc

-> cp Parts/TM4/EcoR124I__001048.mrc Refs/
-> bmask -ver 7 -data float -create 72,72,72 -radius 0,35 -origin 36,36,36 EcoR124I_maskO.map
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EcoR124l-tomo_04_rec.pif : /home/radims/Project_EcoR124l/SubTomo/Tomograms/EcoR1241-tomo_04_rec_parts.star

4l-tomo_04_rec_parts.star
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Obr. 4.2: Vybér ¢astic pro vypocet zprumérovaného tomogramu enzymu EcoR1241.

V pravém hornim rohu je pohled na jednu z ¢astic ve vSech tfech rovinach.

3D zarovnani je iterativni proces s postupnou proménou zadavanych parametri
od globalniho (global) zarovnani ke smérovému (directional) a nakonec zjemnujicimu
(refine) . Ty jsou ulozeny do textového souboru alignxx.cnfg, kde xx je poradové
¢islo iterace. Samotné zarovnani je provedeno skriptem spt-paliave dostupnym na
strankach Bsoft.

Vysledky cryoelektronové tomografie enzymu EcoR1241 déle slouzi jako inicialni
model v jednocasticové analyze. S jejich pomoci je provadéno hledani ¢astic v datech
(particle picking) a slouzi i jako inicidlni model pfi vysledné rekonstrukci. Béhem

prace na projektu byly vytvoreny dva inicialni modely.

4.4 Vysledek zpracovani 1. datasetu

Vyslednd objemova rekonstrukce prvniho datasetu neposkytla kyzené vysledky (obr.
Na fezech jsou patrné dvé podjednotky — jedna chybi. TudiZ neni jeji nasledné
vyuziti vhodné a bylo nutné provést nové zpracovani s peclivéjsim vybérem zahrnu-
tych castic. Do extrahovanych subtomogramiti pravdépodobné zasahovaly sousedni

castice, které zménily vysledek rekonstrukce.
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Obr. 4.3: Vysledek prvni objemové rekonstrukce enzymu EcoR1241. Na jejich fezech

jsou patrné dvé podjednotky misto tii. Z tohoto divodu neni model dostatecny a

musi byt provedena dalsi rekonstrukee.

4.5 Vysledek zpracovani 2. datasetu

Druhy zpracovany dataset jiz dava lepsi vysledky. Na jednotlivych fezech jsou roze-

znatelné vSechny tii podjednotky (obr. [4.5)), coz umoziiuje jej vyuziti jak p¥i hleddni

¢astic (particle picking) tak i jako inicidlntho modelu v jednoc¢asticové analyze.
Jako reference bylo pouzito jen 40 % nejlépe zarovnanych c¢astic. To sniZilo roz-

mazani celé struktury vzniklé vlivem nespravné zarovnanych ¢astic. Prakticky pro-

vedeno prikazem:

bpartsel -ver 4 -top 40 -out Avg05/Align05_top40.star Align05/TM4/EcoR124I__001*.star

brecadd -ver 4 -rescale 0,1 -select 1 -average Avg05/Sel40_avg.mrc
-fom Avg05/Sel40_var.mrc Avg05/Align05_top40.star
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Obr. 4.4: Druhy vypocitany tomogram, ze kterého byly extrahovany ¢astice pro dalsi

zpracovani.
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Obr. 4.5: Jednotlivé fezy druhé objemové rekonstrukce enzymu EcoR1241, na jejichz

fezech jsou patrné vSechny tii podjednotky.
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5 JEDNOCASTICOVA ANALYZA

Obecné vyuzivanym oznac¢enim pro jednocasticovou analyzu je v mikroskopické obci
anglicky vyraz single particle analysis (SPA). Tato technika generuje 3D rekonstrukci
struktury z velkého poctu 2D projekénich obrazti identickych kopii proteinovych
komplexti v rozdilnych orientacich. Samotné zpracovani je mozné v mnoha progra-
movych balicich napt. EMAN, SPIDER, IMAGIC. Pro nafitovani atomovych struk-
tur ziskanych z krystalografie nebo NMR se vyuziva napt. UCSF Chimera navrzena
jak pro tuhé tak i flexibilni fitovani. Prehled vyuzitych programovych balikt véetné
jejich mozného vyuziti je v pifloze [Bl V piipadé komplext s vysokou symetrii je
mozné dosdhnout téméf atoméarniho rozliseni — 3 A (obr. ), pri nizsich stupnich

symetrie pak 7 A (obr. ) [2]

Obr. 5.1: Urceni struktury neobaleného ikosahedralniho viru pomoci kryoEM. (A)
Vizualizace celé struktury. (B) Vybrany region demonstrujici témér atomové rozli-

Seni, které je mozné ziskat u vzorku s velkou symetrii. [2]
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Obr. 5.2: Automaticky zpracovand struktura pomoci SPA. (A) Obrézky sitky pro
kryoEM postupné v nartistajicim zvétseni zleva doprava az po zvétseni, pri kterém
jsou rozpoznatelné jednotlivé molekuly. (B) Vzorovy projekéni obraz zmraZeného
zavodnéného vzorku purifikovaného proteinového komplexu GroEL. Ve ¢tvereceich
jsou zvyraznény komplexy s riznou orientaci vici ose svazku. (C) 3D rekonstrukce
sestavend z priblizné 28000 jednotlivich projekei s vyslednym rozlisenim 7 A. Ini-
cialni model byl spocitan ze 2000 GroEL c¢astic. Zpresnovani inicialni rekonstrukce
byla provedena témér automatickou procedurou implementovanou v softwarovém ba-
liku FREALIGN. (D) Demonstrace, ze dosazené rozliseni je dostateéné k zobrazeni
a-helixti ilustrovana superpozici mapy hustoty a odpovidajictho polypeptidového

retézce urceného pomoci rentgenové krystalografie (PDB ID: 3E76).
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Kriticka c¢ast celého zpracovani je spravné automatické rozpoznani jednotlivych
castic v individudlnich mikrografech. V ptipadé vzorku EcoR124I je tato ¢ast na
surovych datech velmi obtizna (obr. nahote). Jejich vybér se provadi budto au-
tomaticky, nebo ruéné — tato metoda je ale pri obrovskych poctech nutnych castic
velmi ¢asové narocnd. Model vytvoreny pomoci tomografie (kap. [4]) byl vyuzit pro
vytvoreni banky projekci s jejiz pomoci byly hledany ¢astice ve vyfiltrovanych mik-
rografech (priklad filtrace na obr. uprostied a dole). Pred jejich vybérem je nutné
provést korekei transformacni funkce kontrastu (CTF — contrast transfer function)
popsanou v kapitole [5.3]

Daéle se postupuje jejich rozcélenénim do prislusnych skupin. Vyuzivaji se statis-
tické ptistupy jako analyza hlavnich komponent, multivarietni analyza nebo kova-
rianéni analyza. Céstice se rozdéluji do jednotlivych tifd na zékladé jejich stupné
podobnosti. Pfibuzné projekce se pak zprimeéruji a vznikaji charakteristické projekce
studovaného komplexu s mnohem vyssim SNR. Pro generovani 3D rekonstrukce je
potfeba znat relativni orientace vSech zahrnutych castic. Pri vypoctu se vyuziva
centralni fezovy teorém, ktery pro 3D objekt tika, ze fourierova transformace kazdé
2D projekce je totoznéd s odpovidajicim fezem 3D spektra. Jako inicidlni model lze
vyuzit vysledek tomografické rekonstrukee.[2] Podrobny popis jednotlivych kroku je
v nasledujicich kapitolach.

Béhem zpracovani se porad dokola opakuji dva druhy soubort. Obrazové, které
obsahuji samotné obrazové informace (formét mre, mrecs), a parametrické textové
soubory s metadaty (format star). Ty také obsahuji informace o provadénych vy-
poctech vzhledem ke svému materskému mikrografu (koeficienty CTF korekce, sou-
radnice Castic pii jejich sbéru atd.) Tvorba STAR soubori se provadi pres graficky
interface baliku RELION, ve kterém se vybiraji jen dostateéné kvalitni snimky (se-
lected__micrographs.star). Vyfazuji se ty neostré, obsahujici velké kontaminace nebo
s popraskanym QUANTIFOILEM H Ve zpracovavaném datasetu zbylo po jejich pro-
hlidce 1413 mikrografi. Odkazy na jednotlivé mikrografy se zapisuji do textového

souboru ve tvaru:

data_

loop_

_rlnVoltage #1
_rlnDefocusU #2
_rlnDefocusV #3
_rlnDefocusAngle #4
_rlnSphericalAberration #5
_rlnDetectorPixelSize #6
_rlnCtfFigureOfMerit #7
_rlnMagnification #8

IDérovany uhlikovy film kryjici sitku pro TEM s definovanou velikosti dér, jejich tvarem a

usporadanim
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Obr. 5.3: Surovy mikrograf enzymu EcoR1241 ,otevieny“ (FEI Titan Krios, urych-
lovaci napéti 300 kV, defokus —4pm) nahote. Stejny mikrograf po filtraci pdsmovou
propusti s meznfmi frekvencemi 20 a 300 A (uprostied) a pomoci dyadické vinkové

transformace s metodou stanoveni prahu NeighShrinkSure (dole).
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_rlnAmplitudeContrast #9
_rlnImageName #10
_rlnCoordinateX #11
_rlnCoordinateY #12
_rlnNormCorrection #13
_rlnMicrographName #14
_rlnGroupNumber #15
_rlnOriginX #16

_rlnOriginY #17

_rlnAngleRot #18

_rlnAngleTilt #19

_rlnAnglePsi #20
_rlnAutopickFigureOfMerit #21
_rlnClassNumber #22
_rlnLogLikeliContribution #23
_rlnNrOfSignificantSamples #24
_rlnMaxValueProbDistribution #25
_rlnParticleSelectZScore #26

300.000000 19417.189453 19478.000000 15.300000 2.700000 14.000000 0.092750

46667 .000000 0.100000 000009@Particles/micrographs/mg_0459_sel_particles_autopick_bin3.mrcs
3277.000000 1658.000000 0.499617 micrographs/mg_0459_sel.mrc 142 -7.398345
-4.398345 0.000000 0.000000 -161.991725 0.408557 1 12119.563824 3

0.321869 0.232409

300.000000 25912.630859 26225.710938 29.500000 2.700000 14.000000 0.071830

46667 .000000 0.100000 000023@Particles/micrographs/mg_0577_sel_particles_autopick_bin3.mrcs
1522.000000 1984.000000 0.482759 micrographs/mg_0577_sel.mrc 37 7.601655
8.601655 0.000000 0.000000 88.008275 0.327057 1 12199.151452 1

0.393871 0.158423

5.1 DDD a CCD kamery

Vyuzity mikroskop je vybaven kamerou Falcon II CMOS Direct Electron Detection.
Hlavni odlisnost je jiz v zékladni technologii vyuzivajici CMOS architekturu, ktera
umoznuje mnohem rychlejsi akvizici dat oproti CCD. Nevyhodou CCD kamer je
vyuziti scintildatoru k prevodu elektront na fotony a ¢teni po jednotlivych fadcich.

Primé detekce elektronii u CCD neni bohuzel mozna kvuli radiacnimu poskozo-
vani a brzké saturaci signdlu. Elektrony, dopadajici na scintilator s energii 300 keV,
zanechavaji stopu o FWHM okolo 30 pm, coz limituje vysledné rozliseni. Dalsi faktor
omezujici rozliseni je zpracovani vzniklého svétla vlaknovou optikou nebo soustavou
cocek. [17]

Piim4 dektekce zvysuje kvantovu tc¢innost detekce (detector quantum efficiency -
DQE) zmensuje PSF a zvysuje kvalitu dat véetné SNR. Mnohem rychlejsi zpracovani
dané vlastni c¢teci elektronikou pro kazdy pixel umoznuje zaznamenavat v ramci
jednoho mikrografu vice subsnimkti, coz umoznuje jejich zpracovani a tupravu i po
skonceni akvizice a tim zvyseni vysledné kvality zobrazeni. [I8] Srovnani zakladnich
komponent obou detektoru je na obr.
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CCD: multi stage conversion of electron

CMOS: direct conversion of electron
energy via fiber or lens optics

energy without fiber or lens optics

E and

{a few pm thick)

Sensitive volume
{2 - 20 pum thick)

Obr. 5.4: Zékladni rozdil ve skladbé CCD detektoru elektronu (vlevo) a DDD vyu-
zivajici CMOS architekturu (vpravo).[1§]
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5.1.1 Zarovnani subsnimku

Kamera Falcon I zaznamenéva jednotlivé snimky jako sérii sedmi subsnimkt. Vy-
sledny obraz vznika jejich naslednym slozenim. To dédva moznost provést pred fi-
nalnim slozenim zarovnéani (alignment) subsnimku a tim omezit vliv driftu obrazu
béhem sniméani. Dalsi vyhodou je moznost vybrat a pouzit pro dalsi zpracovani jen
data, na kterych jsou zachyceny zkoumané molekuly jesté neposkozené aplikovanou
davkou.

Pri zpracovani dat vzorku EcoR124I byly kviili zachovani vysokého rozliseni
(nutna nizké absorbovand davka) zarovnavany prvni t¥i ¢asti akvizice. Priklad pii-
kazti provadéjici zarovnani subsnimkt mikrografu mg_1205.mrc :

#PBS -q short

#PBS -1 nodes=1:ppn=1
#PBS -1 mem=2gb

#PBS -1 walltime=00:30:00
#PBS -j oe

source /storage/brno2/home/radims/.tcshrc

cp Frames/FoilHole_15843980_Data_15847842_15847843_20150419_0805_frames.mrc
micrographs/mg_1205_movie.mrcs

bsplit -images -first O -digits 1 micrographs/mg_1205_movie.mrcs:mrc micrographs/tt_1205.mrc
bmg -number 3 -Volt 300 -Cs 2.7 -Ampl 0.05 -out micrographs/movie_1205.star
micrographs/tt_1205_0.mrc micrographs/tt_1205_1.mrc micrographs/tt_1205_2.mrc

bseries -ver 1 -align 2 -sampling 1.0745 -resol 300,5 -image micrographs/mg_1205_algn.pif
micrographs/movie_1205.star

bimg -average micrographs/mg_1205_algn.pif micrographs/mg_1205_sel.mrc

bmg -number 7 -Volt 300 -Cs 2.7 -Ampl 0.05 -out micrographs/movie_1205.star micrographs/tt_1205_7.mrc
bseries -ver 1 -align 2 -sampling 1.0745 -resol 300,5 -image micrographs/mg_1205_algn.pif
micrographs/movie_1205.star

bimg -average micrographs/mg_1205_algn.pif micrographs/mg_1205_all.mrc

rm micrographs/movie_1205.star

rm micrographs/mg_1205_algn.pif

rm micrographs/tt_1205_7.mrc

5.2 Filtrace, iprava histogramu

Surova data jsou bohuzel ptilis zasuména a rozeznavani jednotlivych c¢astic je velmi
obtizné. To vedlo k potrebé provést filtraci k jejich zvyraznéni. Prvni dva uvedené
zpusoby filtrace (gaussovsky filtr a pasmova propust) byly realizovany v baliku Bsoft.
Pro vypocet filtrace pomoci vinkové transformace byly zarovnané snimky ve formatu
mrc prepsany do formatu tif, ktery je mozné nacist jako vstupni soubor v progra-

movacim prosttedi MATLAB, kde byl samotny vypocet realizovan.

5.2.1 Gaussovsky filtr

Nejjednodussi zkousenou variantou byl gaussovsky filtr odstranujici vysokofrekvenéni

sum za cenu vyhlazovani hran v obraze. Gaussovsky filtr spada do skupiny linearnich

37



filtri, kde nova hodnota pixelu vznika z jeho hodnoty a hodnot okolnich pixeli po
zapocitani vahovaci funkce. Ta je invariantni vic¢i posunu po filtrovaném obraze a
zachovava si svij tvar. Filtrace se provadi konvoluci filtrovaného obrazu s filtra¢nim
jadrem. V pripadé gaussovského filtru je jim jadro 2D gaussovy funkce v jeji diskrétni
verzi. Bohuzel zvyseni rozlisitelnosti hledaného komplexu EcoR1241 v mikrografech

nebylo dostatecné, a tak nebyl tento typ filtru dale pouzivan.

5.2.2 Pasmova propust

Zkousena pasmova propust je linearni filtr propoustéjici jen signal o urcitych frek-
vencich. Prakticky byla realizovana programem b filter. Rozsah zkousenych meznich
frekvenci byl na horni hranici 300 — 400 A, na dolni hranici pak 10 — 30 A. Vyfiltro-
vany mikrograf s meznimi frekvencemi 20 A a 300 A je vidét na obr. uprostred.
Vysledky vsak nesplnovaly kladené naroky.

5.2.3 Prahovani koeficientu vlnkové transformace

Vinkova transformace pouziva pro rozklad signalu bazi casové omezenych funkei
nazyvanych vinky. To umoznuje lokalizovat nejen pritomnost dané frekvence, ale i
lokalizovat jeji pozici. Vinkova transformace je ve své spojité podobé s konecénou

energii definovana funkci

wis.p) = [~ () jgw (S0 (5.1)

kde f(t) je analyzovany signal, ¢ je vinka, 1 je komplexné sdruzend vlnka, s
meéritko, p poloha umisténi vinky v case, t cas a % normalizuje energii vinky pri
zméné meéritka. V pripadé symetrické vinkové funce se postupné hledd mira podob-
nosti (korelace) mezi vstupnim signdlem a meénici se vinkou v zavislosti na velikosti
extrahovanych detait.

Inverzni transformace se pak vypocitava jako superpozice vinkovych koeficientii

Ft) = w(s,p)-v(s,p.t). (5.2)

Pro diskrétni systémy je mnozstvi vinkovych koeficienti generované CW'T zby-
tecné vysoké a proto se vyuziva diskrétni vinkova transformace vyuzivajici jen koe-
ficienty s mé&iftky s = 2/, kde j = 0,1,2,...,n. Vhodnou dvojkovou zévislost{ pa-
rametrit s a p lze vytvorit z vyhovujici vlnky ¢ ortonormdlni bazi s s = 2/,p =
kx 2,4,k € Z. Zplsob vipoétu dopiedné i zpétné transformace je pak analogicky

k jeho spojité formé.
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Prakticky se vypocet provadi pomoci Mallatova algoritmu rychlé vinkové trans-
formace, ktery vyuziva soubor kvadraturnich zrcadlovych filtri typu dolni a horni
propust. Tento zptisob vypoctu se nazyva dyadickou vlnkovou transformaci (DWT),
pri které dojde po kazdé filtraci k podvzorkovani s faktorem 2. Druhym pouzivanym
fesenim je nafedéni impulzni charakteristiky filtru nulami. Tento zptsob je nazy-
van stacionarni vinkovou transformaci (SWT). Dekompozice se opakuje tak dlouho,
jak je potreba pro dalsi zamyslené zpracovani nebo dokud je délka signalu vétsi nez
jedna. V pripadé dvojrozmérného signalu se filtrace provadi po fadcich a nasledné po
sloupcich. Vysledkem jsou ¢tyfi padsma v jednom rozkladovém kroku. Rekonstrukce
se pak provadi pomoci banky zrcadlovych filtri s interpolaci. [19]

Po dekompozici jsou uzitecné slozky signalu obsazeny v koeficientech s velkou
amplitudou. To davd moznost omezit Sum vhodnym prahovanim koeficienti. Vzhle-
dem k zamezeni vzniku nespojitosti v obrazu bylo zvoleno mékké prahovani dané

vzorceml

' { sgn(w) - (|lw] — th). |w] > th 53)

Stanoveni prahu th je pak mozné vicero zpiisoby. Vyzkouseny byly:

VisuShrink threshold

Je univerzalni prah pro vsechny stupné dekompozice th = o+/2logm kde o je smé-
rodatnéd odchylka Sumu a m je mnozstvi pixelia v obraze.[20]

SureShrink threshold

Cilem tohoto prahu je minimalizovat MSE (mean square error) v ramci kazdého
pasma. Prah je definovan jako t* = min(t, oy/21log m) kde ¢ zna¢i hodnotu minima-
lizujici Steintiv estimator, o je smérodatna odchylka Sumu a m je velikost obrazu.
[20]

NeighShrinkSure threshold

Tento typ prahu pocita samostatny prah pro kazdé pasmo a navic béhem vypoctu
bere v potaz velikost koeficienti v okoli vySetfovaného bodu a lokalné tak upravuje
prah i v rdmci jednoho pasma. Pro ptipad okna o velikosti 3 x 3 se stfedem ve
ménéném koeficientu o souradnicich (i,j) je tento prah upravovin pomoci funkce
Ly =[1- ST,—%], kde T} je univerzalni préh a S}, je druhd mocnina sumy vsech
vinkovych koeficientu ve zvoleném okné. [20]

Na zékladé srovnani metod vypocitavajicich prah uzitych pri filtraci Leny v za-

vislosti na smérodatné odchylce Sumu v obraze uvedeném v clanku [19] jsem se
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Obr. 5.5: Srovnani metod VisuShrink, SureShrink a NeighShrinkSure pro urceni
prahu béhem filtrace uzitim DWT. [20]

rozhodl vyuzit pro filtraci mikrografi metodu NeighShrinkSure. Tato metoda da-
vala nejlepsi vysledky i pfi pfimém porovnani testovaciho souboru zpracovavanych
mikrografi. Po filtraci nasledovala tprava histogramu a ulozeni obrazu do nového
souboru formatu tif. Po nahrani zpét na disk metacentra byl proveden prepis zpét
do forméatu mrc, ktery umoznuje dalsi zpracovani.

Celkové byla filtrace provedena na 1806 mikrografech pouzitych pii kone¢ném
vypoctu struktury studovaného enzymu. Pii velikosti jednoho z nich 32 MB to déla
asi 60,5 GB dat. Vypocetni naro¢nost tohoto kroku byla priblizné 30 hodin na 16
jadrech.

5.3 Korekce prenosové funkce kontrastu

Kazdy redlny objekt je v pribéhu zobrazeni modifikovan v zavislosti na vlastnostech
zobrazovaci soustavy. Puvodni obraz konvoluje s PSF mikroskopu coz zpusobuje,
ze vysledny snimek neodpovidd redlnému rozlozeni density vzorku. Ve frekvencni

oblasti je tento vztah mozné zapsat rovnici

—

F{PSF(")} = CTF(R) - E(R) (5.4)

kde 7a R jsou rozlozeni prostorovych frekvenci a F' znaci fourierovu transformaci.
Zmény amplitudového a fazového kontrastu zptisobené aberaci objektivové ¢ocky

(CTF) je popisovan funkei

e’ (5.5)
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kde v je dana vyrazem

4 I S
(R) = —2r (2A)\R2 _ 405)\3}24) (5.6)

kde v je fazovy posun zpiisobeny aberacemi, R je prostorova frekvence ve fokalni
roviné objektivové cocky, Cs je koeficient sférické aberace, A\ je vinova délka elek-
tront primarntho svazku a A je aplikovany defokus (vzdalenost obrazové roviny od
opravdové fokalni roviny).

Vztah popisuje fazovy posun zptisobeny sférickou aberaci a aplikovanym defoku-
sem. Vysledkem je, ze nékteré z prostorovych frekvenci jsou prendseny se zapornym
kontrastem a nebo s nulovym prenosem. Proto se dataset snima pii vice defokusech,
¢imz se Fesi problém chybéjicich éasti. [13]

Pro ziskani kvalitnich dat je tedy nutné odstranit vliv mikroskopu a provést CTF

korekei.

5.3.1 Manudalni korekce

Manualni korekce spoc¢iva ve spocitani rotacniho priméru vykonového spektra ob-
razu, coz je ale mozné pouze pri absenci astigmatismu, ktery musi byt velmi dobie
korigovan. Amplitudovy profil (druh& odmocnina intensit) se ru¢né porovnava s mo-

delem, ktery se uzivatel snazi co nejlépe nafitovat na spoc¢itanou krivku.

5.3.2 Automaticka korekce

Nejjednodussi metoda CTF korekce je otocit fazi v ¢astech spektra, kde sin~ méni
svoje znaménko. V nékterych pripadech pouha tato uprava postaci ke zpracovani

rekonstrukce za predpokladu, Ze neni vyzadovano nejvyssi dosazitelné rozliseni.

5.3.3 Amplitudova korekce a Wienerova filtrace

Pokrocilejsi metoda je korekce jak faze, tak amplitudy, u které jsou kompenzovany
nejen samotné oscilace spektra, ale i jeho celkovy tbytek na vyssich frekvencich

pomoci upravy obalky CTF. Korekce obrazu se provadi podle vztahu

Imcor = F-{F{Im}/F{PSF}} = F"Y{F{Im}/CTF} (5.7)

kde I'm je zaznamenany obraz a Imcog obraz po korekci. Za predpokladu nulo-
vého Sumu je mozné provést korekce vSude vyjma bodi s prenosem nula. V redlném
pripadé malé hodnoty pfenosu potlacuji zajmovy signdl a relativné zvysuji zastou-
peni Sumu v téchto oblastech. K potlaceni tohoto jevu se provadi Wienerova filtrace

zahrnujici potlaceni vlivu Sumu.
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F{im}CTF

CTF? +¢ (5.8)

Imcor = F~*

kde ¢ = w5. [13} 25]

CTF korekce bala provedena programem ctffind3, ktery dokaze pocitat i s daty
zatizenymi astigmatismem (odchylky aproximuje pomoci elipsy). Pro vypocet je
nutné znéat nékolik parametru. Témi jsou koeficient sférické aberace (2, 7mm), urych-
lovaci napéti (300 kV), zastoupeni amplitudového kontrastu (0,1) , fyzickd velikost
detek¢niho elementu v detektoru (Fallcon II: 14 pm), zvétSeni (140 000 x), korigo-
vany rozsah frekvenci (od 5 do 100 A), korigovany rozsah defokust (od 0,5 do 5 im).

Prakticky byl vypocet proveden skriptem:

#!/bin/tcsh

#PBS -N ctffind3 $ nazev vypoltu

#PBS -q normal $ typ fronty, normal oznaduje mozny vypoletni Eas 24 hod

#PBS -1 nodes=1:ppn=36:brno $ pocet uzld a procesori na jeden uzel, jejich fyzické umisténi
#PBS -1 scratch=400mb $

#PBS -1 mem=36gb $ velikost poZadované paméti

#PBS -j oe $

# Environment

source ~/.tcshrc

# Submit: gsub -d ‘pwd‘ relion_ctffit.pbs

# Command: mpiexec --bynode -n 20 XXXcommandXXX

mpiexec --bynode -n 36 ‘which relion_run_ctffind mpi¢ --i "all_sel_micrographs.star"

--o "all_sel_micrographs_ctf.star" --ctfWin -1 --CS 2.7 --HT 300 --AmpCnst 0.1 --XMAG 140000
--DStep 14 --Box 512 --ResMin 100 --ResMax 5 --dFMin 5000 --dFMax 50000 --FStep 500 --dAst O
--ctffind3_exe storage/brno2/home/radims/EMsoft/relion-1.3/ctffind3/ctffind3.exe

echo "done"
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Obr. 5.6: Pribéh prvnich péti CTF zero vzhledem k aplikovanému defokusu pti 300
kV a koeficientu sférické aberace C's = 3mm. Pro defokus —4 um je prvni CTF zero
(Gernd kfivka) 28 A (vlevo). Visledek CTF korekee na jednom z mikrografti. V levé
poloviné je vypocitany model. V pravé ¢asti pak fourierova transformace mikrografu

(vpravo).

5.4 Sbér castic

Shér velkého mnozstvi c¢astic je zavaznym problémem v kryoEM. Pro studie tésné
nad atomovym rozliSenim je nutné nasbirat statisice az miliony ¢astic, coz vSak neni
mozné (vzhledem k Casové naro¢nosti) provadét rucné. Poloautomatické zpisoby
generuji set nalezenych Castic, ktery pak clovék prochazi a odtranuje falesné pozitivni
vysledky. To je velkd pomoc pti pozadavku deseti tisic ¢astic, pro vice je ale i tento
zpusob velmi ¢asové narocny. Automatické algoritmy je mozné rozdélit do dvou

skupin.

5.4.1 Algoritmy vyuzivajici templat

Algoritmy zalozené na kroskorelaci vyuzivaji referenci generovanou z referencéni 3D
struktury nebo setu zprimeérovanych ruéné nasbiranych castic. Metody vychazeji z
linedrntho modelu formovani obrazu, ktery rika, ze vysledny zasumény obraz je line-
arni kombinaci Sumu (s nulovou stfedni hodnotou, zndmym vykonovym spektrem)
a puvodniho obrazu. Za predpokladu bilého Sumu se technika omezuje na korela¢ni
techniku signalové detekce.

Problémem je velké mnozstvi vSech moznych 2D projekei zndmé 3D struktury,

které prodluzuje vypocet. Dalsi nevyhodou algoritmi vyuzivajicich templaty je velky
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pocet falesné pozitivnich vysledkt. Kazdy objekt se zhruba stejnou velikosti a prii-
mérnou intenzitou jakou ma templat bude mit vysoky korelac¢ni koeficient. Proto
je nutné provést po automatickém vyhledavani castic dalsi zpracovani, které je
odstrani.[21]

5.4.2 Algoritmy hledajici charakteristické vlastnosti

Na rozdil od algoritmt vyuzivajicich teplaty, které zpracovavaji mnoho obrazovych
pixelil, pouzivaji metody, které jsou zalozené na rozpoznavani charakteristickych
vlastnosti objektu, jen péar jeho charakteristickych vlastnosti (geometrické vlastnosti
— pozice roht, rovnych useku, kontur, statistické vlastnosti — momenty). Vyhodou je
jejich invariance ke zméné velikosti, rotaci nebo zméné osviceni. Nevyhodou je pak

obtiZznost stanoveni vlastnosti hledané struktury v méalo kontrastnich obrazech.[21]

5.4.3 Aplikovany postup

Vzledem k velkému poctu zpracovavanych mikrografti byla hned ze zacatku zavrh-
nuta varianta ru¢niho sbéru ¢astic. Z divodu velmi nizkého kontrastu zkoumaného
komplexu EcoR1241 byly zavrhnuty i metody vyuzivajici charakteristické vlastnosti
hledanych objekti.

Vyhledavani ¢astic v mikrografech bylo provedeno pomoci prahovani kroskore-
laéni mapy spocitané z prohledavaného mikrografu a jedné ze znamych projekeci

zjisténych elektronovou tomografii (rovnice |5.9)).

o y)=0> > fx,)glz+a' y+y) (5.9)

Kde f(z,y) je obraz, g(x,y) reference. [22]. Podrobny popis algoritmu implemen-
tovaného do programu RELION je v ¢lanku Sjors H. W. Scheres: Semi-automated
selection of cryo-EM particles in RELION-1.3 [23].

Odkazy na jednotlivé referencni projekce se zaznamenavaji do souboru

refs_autopick.star, ktery ma tvar:

data_

loop_

_rlnImageName #1
000001@/storage/brno2/home/radims/relion13_first/EcoR124I/reference/Sel40_avg_sc_project.spi
000002@/storage/brno2/home/radims/relion13_first/EcoR124I/reference/Sel40_avg_sc_project.spi
000003@/storage/brno2/home/radims/relion13_first/EcoR124I/reference/Sel40_avg_sc_project.spi
000004@/storage/brno2/home/radims/relion13_first/EcoR124I/reference/Sel40_avg_sc_project.spi
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Samotné vyhledavani ¢astic v celém datasetu pak bylo realizovano skriptem uve-
denym nize. Krok 1 predstavuje samotné prohledavani jednotlivych mikrografi. Jako
vhodny prah byla stanovena hodnota 0,05 , kterda poskytuje dostateéné mnozstvi
nalezenych c¢astic a pritom negeneruje prili§ mnoho falesné pozitivnich vysledku.
Vzhledem k obrovskému poc¢tu moznosti, které je nutné propocitat (1413 mikro-
grafi, 9 projekei otdcenych po 5 stupnich) byl vypocet provadén na Ctyrech uzlech
po deseti procesorech.

#!/bin/tcshrelion_autopick.pbs
#PBS -N autopick_all

#PBS -q normal

#PBS -1 nodes=4:ppn=10:brno

#PBS -1 mem=10gb
#PBS -j oe

# Environment

source ~/.tcshrc

# gqsub -v DATADIR=‘pwd‘ XXXscriptXXX
#cd $DATADIR

# Command: mpiexec --bynode -n 20 XXXcommandXXX

# Stepl: find particles in all micrographs

mpiexec --bynode -n 40 ‘which relion_autopick_mpi¢ --i selected_micrographs.star --o autopick
--particle_diameter 200 --angpix 1 --ref refs_autopick.star --ang 5 --lowpass 10 --threshold 0.05
--min_distance 120

# Step2: extract automatically picked particles

#mpiexec -n 15 ‘which relion_preprocess_mpi‘ --o particles_autopick

--mic_star all_micrographs_ctf.star --coord_suffix _autopick.star --extract --extract_size 100
--norm --bg_radius 28 --white_dust -1 --black_dust -1 --invert_contrast

echo "done"

5.4.4 Extrakce c¢astic

Nalezené castice je pro dalsi zpracovani nutné vyextrahovat z mikrografi na za-
kladé soutadnic nalezenych v predchozim kroku. Dilezitym parametrem je stanoveni
vhodné velikosti boxu tak, aby zahrnoval celé ¢astice (optimalni mezera pii okra-
jich je okolo 20%) i pfi jejich ne zcela presném zaméreni. Prilis velkd box size vSak
stézuje zatiidéni castic do jednotlivych trid. Dalsi hledisko pfi jejim vybéru hraje
cas potrebny ke spocitani 2D i 3D fourierovy transformace oblasti dané velikosti.
Nevhodné zvolend box size tak prodluzuje vypocet az nékolikanasobné. Naroc¢nost
je mozné spocitat pomoci prikazu bfft -ver 7 -test 2,280,320 (funkce pro korekci
ctf z baliku bsoft s parametry nejvyssi verbosity, testovani 2D fourierovy transfor-
mace, interval). P¥i aplikaci na enzym EcoR1241 s velikosti asi 200 Aje prohledavany

interval od 280 do 320 A. Porovnani vypocetni nirocnosti je v tabulce [5.1]
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micregraphs/mg_0558 sel.mrc

Obr. 5.7: Jeden z filtrovanych mikrografii s vyznacenymi nalezenymi ¢asticemi (ze-

lené kouzky).

Velikost boxu [pix] | 2D fft [s] | Velikost boxu [pix] | 3D fft [s]
288 0.00200 280 0.77296
300 0.00219 288 0.87606
280 0.00221 294 0.87606
311 0.02034 311 9.30659
317 0.02199 317 10.69155
283 0.03702 283 15.47310

Tab. 5.1: Casova narocnost vypoctu fourierovy transformace v zavislosti na zvolené

velkosti boxu. Ve 3D pripadé je ¢as nejhorsiho 20 krat delsi nez nejlepsiho.
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Samotna extrakce je pak provadéna prikazem oznacenym jako druhy krok v

predchozim skriptu.

5.5 Zatrizeni nalezenych castic — zavisle na refe-

renci

RELION ma implementovany néstroj pro vyttizeni falesné pozitivnich vysledk.
Pomoci prikazu

‘which relion_particle_sort‘ --i particles_autopick.star --ref refs_autopick_resized.star

--angpix 1 --particle_diameter 200

sefadi vSechny nalezené c¢astice podle jejich podobnosti s predkladanymi referen-
cemi (particle sorting). To umoziuje vybrat jen kvalitni ¢astice a jejich identifikdtory
ulozit do nového STAR souboru. To bohuzel u zpracovavaného datasetu nestacilo
a bylo nutné prikrocit k ruénimu odstranéni falesné pozitivnich ¢astic. Pri selekci
po setfazeni bylo odstranéno 3200 c¢astic, pri rucéni probirce dalsich 7026. Déle je
tedy zpracovavano 8974 cCastic, k jejichz dalsimu ¢isténi dojde béhem roztridéni do

jednotlivych dvojrozmérnych t¥id (2D classification).

Obr. 5.8: Nalezené a extrahované c¢astice serazené vzhledem k podobnosti s referenci.
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5.6 Zatrizeni nalezenych c¢astic - nezavisle na re-

ferenci

Je iterativni proces rozrazujici predlozené ¢astice do predem stanoveného poctu trid.
Ve zpracovavaném datasetu bylo pouzito 80 ttid. Po prvnim inicidlnim rozrazeni se
ulozi odkazy na c¢astice spadajici do kvalitnich t¥id do nového star souboru, ktery se
tak stava novym vstupem pro dalsi krok iterace. Proces je provadén skriptem
#!/bin/tcsh

#PBS -N 2Dclass_all

#PBS -q normal

#PBS -1 nodes=2:ppn=8:brno

#PBS -1 scratch=500gb

#PBS -1 mem=32gb
#PBS -] oe

# Submit: qsub -d ‘pwd‘ relion_AllParts_2Dclass.pbs

# Environment

source ~/.tcshrc
# Command: mpiexec --bynode -n 20 XXXcommandXXX

mpiexec --bynode -n 8 ‘which relion_refine _mpi‘ --o Class2D/autopick_sort

--i particles_autopick_sort.star --particle_diameter 200 --angpix 3 --ctf

--iter 25 --tau2_fudge 2 --K 80 --flatten_solvent --zero_mask --strict_highres_exp 15
--oversampling 1 --psi_step 10 --offset_range 5 --offset_step 2 --norm --scale --j 8

--memory_per_thread 4

echo "done"

Po prvni inicidlni iteraci s indexem 0 bylo odstranéno 906 ¢astic tvoricich 28 tiid
z 80. To znamena, ze asi 10 % dat utvorilo 35 % tiid. To je ddno zafazenim jen
malého mnozstvi odlisnych castic do své vlastni tiidy. Diky jejich vytrazeni dochazi
k postupnému cisténi dat a vylucovani falesné pozitivnich vysledki sbéru éastic. V

dalsich iteracich se poCet ¢dstic snizoval jak je uvedeno v tab. 5.2

&
@<
=

Pocet zbyvajicich castic
8974
8068
7575
7410
7241
6940

| O =W ||~

Tab. 5.2: Pocet ziistavajicich ¢astic po jednotlivych iteracich tridéni do trid.
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Po sedmi bézich iteraci (25 iteraci v jednom) jsou jiz patrny jemnéjsi struktury
vypovidajici o strukture studovaného enzymu EcoR1241

Obr. 5.9: Cisténi datasetu pomoci odstranovani malych a Spatné zarovnanych sku-
pin. Piiklad nekvalitnich castic tvoficich si v malém poctu svoji vlastni skupinu
(nahote) a kvalitni skupiny vyznacujici se dobrym zarovndnim — nizkym pozadim

(vpravo dole).
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Obr. 5.10: Vysledek sedmého béhu iteraci jiz naznacuje vnitini strukturu ¢astic (Cer-

vené ohranicené tridy). Upraveno transformaci LUT.
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6 ZAVER

Diplomova prace provérila moznost zpracovani dat z kryoEM relativné malych
(<500 kDa) heterogennich komplext s nizkou symetrii. V ivodnich dvou kapitolach
se prace vénuje obecnym vlastnostem kryoelektronové mikroskopie, tvorbé obrazu a
kontrastu v EM. Déle jsou popsany vlastnosti studovanych restrikénich endonukledz
typu I (EcoR124I), zptsob piipravy a biochemické charakterizace vzorku EcoR1241
pouzitého v tého studii.

Prace déle popisuje teoretické zaklady a praktické aspekty EM tomografie, které
bylo provedeno na zkoumaném komplexu pro ziskdni prvotniho 3D modelu. Acko-
liv 3D subtomogram komplexu EcoR1241 byl ziskan pii nizkém rozliSeni (45 A),
vysledny subtomogram se skladal ze tii podjednotek — M2S a dvou R.

7 tohoto subtomogramu byl pripraven model vyuzity pro automatické hledani
castic v datech pro jednocasticovou analyzu. Pred samotnym kros-korelacnim vyhle-
davanim castic byly mikrografy vyfiltrovany pomoci DWT s prahem NeightShrink-
Sure coz vyznamné zvysilo kontrast ¢astic vici pozadi a usnadnilo jejich hledani.
birdany jednotlivé kroky véetné dil¢ich vysledkii zpracovani.

Zéavérem jsou 2D castice komplexu EcoR1241 po nékolika iterac¢nich krocich, které

mohou byt vyuzity pro nasledné 3D rekonstrukce komplexu.
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SEZNAM SYMBOLU, VELICIN A ZKRATEK

CCD Charge-coupled device — zafizeni s vazanymi naboji

CMOS Complementary Metal Oxide Semiconductor — dopliujici se

kov-oxid-polovodi¢

cryoEM Cryo-Electron Microscopy — kryoelektronova mikroskopie

CTF Contrast Transfer Function — transformac¢ni funkce kontrastu
DDD Direct Detection Device — zafizeni pro pfimou detekci

DQE Detector Quantum Efficiency — kvantova ti¢innost detektoru
DWT Dyadic Wavelet Transform — dyadicka vinkova transformace

FWHM Full Width at Half Maximum — plné sitka v piilce maxima

HGT Horizontal Gen Transfer — horizontalni genovy transfer

MSE Mean Square Error — stfedni kvadratickd chyba

NAD Non linear Anisotropic Diffusion — nelinearni anisotropicka difuse
PSF Point Transfer Function — bodova transformacni funkce

RE Restriction Endonuclease — restrikéni endonukleaza

RELION  REgularised Llkelihood OptimisatioN

RM Restriction / Modification — restrik¢ni / modifikacni

SNR Signal to Noise Ratio — pomér signal/Sum

SPA Single Particle Analysis — jednocasticova analyza

STEM Scanning Transmission Electron Microscope — skenovaci transmisni

elektronovy mikroskop

SWT Stationary Wavelet Transform — stacionarni vilnkova transformace
TEM Transmission Electron Microscope — transmisni elektronovy mikroskop
TRDs Target Recognition Domains — cilové rozpoznavaci domény
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A PRACOVNI POSTUPY

A.1 Tomografie

MNormalize micrographs
(brorm)

e

Seed fiducial markers
(bshow, btrack)

—_—

Track fiducial markers
(btrack)

—_—

Refing alignment
(bshow, birack)

—_—

Reconstruct tomogram
(bmgft, blomrec, befit, bpatch)

—_—

Denaoise tomogram
(bmedian, bbif, bnad)

Obr. A.1: Blokové schéma pfti zpracovani tomografickych dat v programovém baliku

Bsoft véetné pouzivanych piikazu.[15]

o7



A.2 Jednocasticova analyza

Determine CTF
Estimate informaticn limit
(bshow)

——

Fick particles
(bshow)

Micrographs

Extract particle images
(bpick)

Correct for CTF
(bctf)

Particles

Find orientations
(borient, brefine) [

Heference Select particles
map (bpartsel)
Reconstruct
(breconstruct)

e

Determine resolution

(bresolve)
e ____________________________J

Obr. A.2: Blokové schéma jendocasticova analyzy v programovém baliku Bsoft

véetné vyuzivanych prikazu. [15]
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B SOFTWARE

V dnesni dobé je dostupnd obrovska plejada softwarovych néastroji pro zpracovani
dat z kryoEM. Jejich aktualizovany seznam je dostupny na webovych strankach:
http://en.wikibooks.org/wiki/Software_Tools_For_Molecular_Microscopy

Zékladni charakteristiky vyuzitich softwarovych néstroji:

B.1 Bsoft

Webové stranky: http://bsoft.ws
Soucasna verze: 1.8.8
Kontakt: Bernard Heymann at nih.gov

Bsoft je programovy balik a platforma pro vyvoj softwaru pro zpracovani obrazu
na molekularni drovni ve strukturni biologii. K problémiim ve strukturni biologii je
pristupovano ve velice modularnim designu dovolujicim rychly vyvoj novych algo-
ritmu bez zatéze problému spojenich s I / O soubory. To poskytuje jednoduché a
pristupné prostredi, ze kterého lze ¢erpat pro jiné softwarové balicky. Balik obsahuje
nekolik kompletnich pracovnich postupt napt. pro jednocasticovou analyzu a tomo-
grafii, které umoznuji vyménu parametri a tak moznost distribuovaného zpracovani
na rozdilnych pocitacovych klastrech. Dostupné jsou téz nastroje pro modelovani
struktur jako jsou atomové koordinaty nebo modely ve velkém méritku pro inter-
pretaci velkych molekularnich komplexii jako jsou viry nebo sub-celuldrni organely.
Podporuje:
Operaé¢ni systémy: Unix (Mac OS X, IRIX, Linux, AIX, Solaris, Tru64), VMS
Forméaty obrazu: BioRad, Brix, CCP4, Digital Instruments, Digital Micrograph,
DSN6, EM, Goodford, GRD, HKL, Imagic, IP, JPEG, MFF, Image Magick, MRC,
PIC, PIF, PNG, PNM, SPE, Spider, Suprim, TIFF, XPLOR, RAW
Cena: Free/Open Source (Public domain)
Napsano v: C++, Tel/Tk
Primérni publikace pro citovani: Heymann, J.B. (2001). "Bsoft: image and molecular
processing in electron microscopy'. Journal of Structural Biology 133 (2-3): 156-69.
Dalsi reference: Heymann, J.B.; Belnap, D.M. (2007). "Bsoft: Image processing and
molecular modeling for electron microscopy'. Journal of Structural Biology 157: 3-18.
Heymann, J.B.; Cardone, G.; Winkler, D.C.; Steven, A.C. (2008). "Computational
resources for cryo-electron tomography in Bsoft". Journal of Structural Biology 161:
232-242.
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B.2 RELION

Webové stranky: http://www2.mrc-1lmb.cam.ac.uk/relion Soucasnd verze: 1.3
Kontakt: scheres at mrc-lmb.cam.ac.uk

Hlavni soucasti programu RELION (REgularised Llkelihood OptimisatioN) je
jeho cast slouzici k jemnému zarovnani mnoha 3D rekonstrukei nebo 2D "class ave-
rage'v kryo elektronové mikroskopii na zakladé empirického Bayesovského pristupu.
Nastroj je vyvijen skupinou Sjors Scherese z MRC Laboratory of Molecular Biology.
RELION obsahuje nastroje diky nimz je schopny sam zjistit nékteré tidaje primo
z dat a tak ulehcuje jejich zpracovavani. Napriklad omezeni plynouci z hladkosti
makromolekularnich komplexti - to omezuje rozsah spektra ve Fourierové prostoru.
Béhem vyvoje softwarového baliku se program zmeénil v obecny balik, ve kterém je
v soucasné dobé mozné provést vetsinu jednocasticovych analyz.
Podporuje: Unix (Linux, Mac OS X, etc.)
Formaty obrazu: MRC, Spider
Cena: Free/Open Source
Primérni publikace pro citovani: Scheres SHW (2012). "A Bayesian View on Cryo-
EM Structure Determination'. J. Mol. Biol. 415 (2): 406-418.
d0i:10.1016/j.jmb.2011.11.010. PMID 22100448.
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C KONFERNCNI ABSTRAKT

C.1 CryoEM reconstruction of small nucleopro-
tein complexes: Application to the EcoR1241

restriction-modification enzyme

R. Skoupy

Central Furopean Institute of Technology, Masaryk University, Kamenice 5, 625 00
Brno, Czech Republic

skoupy.radim@gmail.com

Cryo-electron microscopy has undergone significant advances in hardware develop-
ment that push limits of 3-D structure determination of large macromolecular com-
plexes of proteins and nucleic acids. New generation of electron microscopes (such as
FEI Titan Krios) with parallel sample illumination, stable electro-magnetic lenses
and new specimen compustage provided a platform for obtaining data extending to
near-atomic resolution. Additionally, advent of direct detectors with 4-times better
sensitivity and capability to record several images per second revolutionized the field
of cryo-electron microscopy of biological specimen.

We used this new instrumentation to image the type I restriction-modification
enzyme EcoR1241 that is at the edge of standard cryoEM procedures and recon-
structions: it is only 500 kDa large, has low symmetry and most likely is flexible in
its open conformation [1]. The data obtained from Titan Krios with a direct detector
provided data that can be processed and lead to high-resolution 3D reconstruction.
However, we had to develop a new approch for processing of the aquired data to
extract the individual EcoR1241I particles from imaged micrographs. We used wave-
let filter (i.e. dyadic and stationary wavelet transform with different treasholds) to
enhance the contrast of the particles in the micrograph that facilitated identification
of their positions and automated picking from thousands of collected micrographs.
Next, we obtained the initial low-resolution model of the EcoR1241I structure from
cryo-electron tomography, a technique that allows 3-D reconstruction without any
initial assumption about the 3-D structure. The average from 300 subtomogram par-
ticles was used to automatically locate particles in the filtered micrographs, using
the algorithm implemented in the image processing package Relion [2]. Our next
efforts are focused on refining the 3D structure to subnanometer resolution using

the original dataset obtained from Titan Krios.
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