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HAPZ2: Molekularis sapka a
bakterialis flagellumok tetejen

Miként miikbdik a HAPZ2 sapka?

Krio-EM egyedi részecske analizise:

- 589 egyedi filamentum

- JEOL JEM-3000SFF

- 300 kV, ~25 e/ A% 4K

- adatrégzités: fotolemez 2>
digitalizdlds

- helikdlis szerkezet rekonstrukcio

- 27A felbontas o
Egyedi filamentum-HAP2 sapka komplexumok

krio-EM felvétele, valamint 586 kép atlaga.

Yonekura K, Maki S, Morgan DG, DeRosier DJ, Vonderviszt F, Imada K, Namba K
The bacterial flagellar cap as the rotary promoter of flagellin self-assembly.
Science 290, 2148-2152 (2000)

Vonderviszt F, Imada K, Furukawa Y, Uedaira H, Taniguchi T & Namba K:
Mechanism of self-association and filament capping by flagellar HAP2.
J. Mol. Biol. 284, 1399-1416 (1998)
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A filamentum-HAP2 sapka komplexum 27A
felbontasu szerkezete.



A HAP2 sapka mukodesenek molekularis
mechanizmusa

Jellemzok:

HAP2 sapka - filamentumnévekedés az
alaphélix mentén

konformacids  fesziltzég

nemkompatibilis szimmetria
(11- ill. 5-fokui szimmetria,
planaris Vs szabalytalan
alaphéii szerkezet)

- rendeztelen « rendezett
Filamentum szerkezetl atmenetek

- energiaforras: flagellin

polimerizacio A HAP2 sapka miikédésének
- HAP?2 lassi forgdmozgdst animacios modellje
A filamentum-HAP2 komplexum egy vegez

protofilamentum mentén felnyitott, sikba
kiteritett sematikus szerkezete




ElsO krio-EM feherjeszerkezet: flagellin
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Kisérleti kortilmények:

- 102 egyedi filamentum
- ~41500 fehérje alegység
- JEOL JEM-3000SFF oz
- 300 kV, ~20 e/AoZ, 4K A flagellin alegység polipeptid A flagellin alegységek
vdzdanak szerkezete elrendezddése a filamentumban
- adatrogzités: fotolemez 2 digitalizalds
- helikdlis szerkezet rekonstrukcio Yonekura K, Maki-Yonekura S & Namba K: Complete atomic model
g , of the bacterial flagellar filament by electron cryomicroscopy.
- 4A felbontas

Nature 424, 643-650 (2003).



Metodikal attorések

Miként jutott el a krio-elektronmikroszkopia az alacsony
szimmetriaju szupramolekularis rendszerek ,,rutinszeri”

atomi felbontasu szerkezetmeghatarozasahoz?

Megoldandé problémak:
* Mintaprepardlds automatizalasa

* Nagyon zajos képek

Alacsony kontraszt

Elektronsugdr indukalta elmozduldsok

Koriilményes kepfeldolgozds és analizis

Jacques Dubochet Joachim Frank Richard Henderson
(University of Lausanne, (Columbia University, (MRC Laboratory of
Switzerland) New York) Molecular Biology,

Cambridge, U.K.)
All ‘Bout Chemistry

www.chemohollic.com

,,A biomolekulak oldatbeli szerkezetének meghatarozasara alkalmas

alacsonyhomeérsékletii elektronmikroszkopia létrehozdsaért”



A mintapreparalas kovetelmenyei

Parany1 mennyiségii, viszonylag tiszta minta elegendd, vizes kozegben
Az elektronok intenziven elnyelddnek az anyagban - csak vékony mintak vizsgalhatok, nagyvakuumban

Biologiai minta folyékony etanban pillanatszeriien lefagyasztva (vakuum koriilmények toleralasa;
sugarzasi karosodas csokkentése; konformacios allapot rogzitése; amorf jégréteg 1étrehozasa) - a
szerkezet megmarad

Automatizalt mintapreparalas, behelyezés és grid csere
Krio-mintatartd: <-160 °C homérséklet, akar -270 °C is lehet

Veékony amorf jégrétegben kiilonbozo orientacidjua, kiilonfele konformacios allapotu egyedi
molekulak/komplexumok

Vetiileti képeket vesziink fel = 3D szerkezet rekonstrukcid
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Adatgyujtes (kepfelvetel)

Elektronsugar erésen roncsol = extrém alacsony nyalabintenzitas sziikséges ( 20-30 e/A2)

Erdsen zajos, alacsony kontraszta, 2D vetiileti képek

CMOS detektorok fejlesztése (Henderson €s mts.) és bevezetése (fotdlemez,
CCD kamerak helyett):

o  Kozvetlen elektron detektalas

* Sokkal nagyobb érzékenység, jel/zaj ardny és térbeli felbontas
* Joval nagyobb kontraszt

* Gyors kiolvasas — movie mod— lehetove teszi az elektronsugar
indukalta elmozduldsok korrigalasat

|

Drasztikusan megnovekedett kepmindség

elmozdulas korrekcio
Brilot et al. (2012) J. Struct. Biol. 177:630-637.



Szerkezetanalizis (képfeldolgozas)

Kihivasok:

» Egyedi molekulak 2D vetiileti képei mindenféle orientacioban
» FErosen zajos, alacsony kontrasztu képek

» Tobbféle konformdacios dllapot lehetséges

» Szennyezo molekulakat tartalmazhat

* Automatizalt adatgyiijtés

Analizis 1€pései:
» Egyedi részecskék kivalasztasa

» Nem megfelelo felvételek figyelmen kiviil hagydsa (szamitogépes
mintatisztitas: szennyezok, aggregatumok, fragmentumok kiszordsa)

* Azonos orientdcioju vetiileti képek csoportokba gytijtése és kidatlagolasa

* 3D szerkezet rekonstrukcio (elektrosztatikus potencialterkep,
polipeptidlanc rdillesztése)

Nagy szamitasigény — szuperszamitogép

Macromolecular complex Cryo-EM
in solution (V-ATPase) imaging

Fernandez-Leiro & Scheres (2016) Nature 537: 339-346.

Biomolecular CryoEM Workflow

Data Collection
Electron Beam

— Model Building

208 Protesome: EMDB 5623

Reichow Lab, Portland State University



A real space Fourier space B

Hogyan lesznek 2D ) =
vetuletekbol 3D ] [,

terképek? e | i o
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inverse
Fourier
transform

2D

Nogales & Scheres (2015) Cryo-EM: A Unique Tool for the
Visualization of Macromolecular Complexity Molecular
Cell 201558, 677-689
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A krio-EM kinalta elonyok a biomolekularis
szerkezetkutatasban

e pardnyi minta elegendd

» szoftveres mintatisztitas lehetésége

« funkcionalisan relevans allapot(ok) megjelenitése

* membranfehérjék szerkezetmeghatarozasa

» gyakorlatilag barmilyen bioldgiai anyag vizsgalhat6 (fehérjék, nukleinsavak, lipidek, glikanok)

* nagy komplexumok is konnyen vizsgalhatok
* széles mérettartomany (alsé méretkorlat kb. 200 kDa - 40 kDa )
* tomografia lehetdsége (pl. sejtek sokféle orientacidban)

B-galaktozidadz 2.2 A felbontasii szerkezete Hatoanyag kotodés feltérképezése TRPV2 receptor



A krio-EM térhoditasa

A publikaciok ill. meghatarozott térszerkezetek szamanak ndvekedése
Electron Microscopy Data Bank (EMDB) https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/
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https://www.ebi.ac.uk/pdbe/emdb/

Krio-EM: fejlesztesi lehetoségek

* Még jobb detektorok
* Kontrasztnovelés = fazislemez alkalmazasa

 Kifinomultabb analizalé programok = folytonos allapotok vizsgalata
* Méretkorlat csokkentése 200 kDa = 40 kDa
* Mintapreparalas tokeéletesitése

!

Cél: 1.5 A felbontas elérése

Kontrasztnovelés fazislemez alkalmazasaval

(Glaeser (2016) Nature Methods 13:28-32)



A mitokondrialis riboszoma krio-EM szerkezete (3.8 A)
Ve
D

P-site

bL27m

Complete structure of the 55S mitochondrial ribosome including tRNAs (P-site purple, A-site gold) and mRNA (red)
Greber et al. (2015) Science 348:303-308



A y-szekretaz membranfeherje szerkezete

Bai et al. (2015) Nature 525:212-217

» 3.4 4 felbontds
« 170 kDa meret
* 4 komponens

* 2M-bol kivalasztott 160e
egyedi részecske analizisével




Diszkret funkcionalis allapotok feltérkepezese:
vakuolaris ATPaz
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Zhao et al. (2015) Nature 521:241-245.



Tanulsag(os torténet

Structure of actomyosin rigour complex at 5.2 A resolution and insights

into the ATPase cycle mechanism.

T. Fujii & K. Namba, Nature Communications 2017, 8:13969
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Keiichi Namba
Osaka University

JEOL's cryo-electron microscope "CRYO
ARM™" in Professor Namba's laboratory






