Vakuovy systém mikroskopu

EM potrebuje vysoky stupen vakua — ve vzduchu je elektron absorbovan do 1 m ve sméru Sireni
molekuly ve vzduchu (O,, N,, CO,, H,0) kontaminuji tubus a vzorek
* antikontaminator s LN, pomaha udrzet vakuum pfi vymeéne vzorkl (kondenzace nedistot na
studeném povrchu antikontaminatoru okolo vzorku)
jednotlivé ¢asti TEM jsou rdzné narocné - vyzaduji jiny stupen vakua (3 oddélené vakuové komory)
fada ventilQl spojenych se specialnimi vyvévami pracuje v logickém sledu s automatickym fizenim
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Vakuovy systém mikroskopu - antikontaminator

* antikontaminator (ACD) chlazen LN2
* kondenzace necistot na povrchu antikontaminatoru

Electron 2
(a) beam ~
TEM sample L
TEM sample holder ]
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(b)  TEM sample ACD fin
holder
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Vakuovy systém mikroskopu

Schema vakuového systému moderniho TEM
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* rychla vizudlni kontrola vakua — stupen vakua je vyjadren odstinem — tmavy odstin = vysoké vakuum
* PVP vycCerpa buffer tank (nebézi porad — hlu¢na) — buffer tank vyuziva ODP
 ODP umozni postupné spusténi IGP a Turbo pumpy



Rotacni vyvéva (PVP)

Vakuovy systém mikroskopu — typy vyvév

Difuzni olejova vyvéva (ODP)

vyvéva, ne jejimz vystupu muze byt atm. tlak
excentricky umistény rotor s lopatkami

lopatky jsou pruzinami tlaceny na sténu komory

na vstupu je vzduch nasavan a stlaceny je pres tlakovy
ventil vypustén ven

otocny systém je ponoren v olejové lazni
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Vakuovy systém mikroskopu — typy vyvév

lontova vyvéva (IGP)

e ionty plynu jsou v silném elektrickém poli pritahovany
katodami = reaguji s materialem katody

e uvolnéné elektrony z katody ve spiralové trajektorii
putuji smérem k anodé a dale ionizuji molekuly vzduchu

* na katoddach se akumuluji slouceniny plynt = pfi poklesu
ucinnosti vyvévy je nutné vyménit/regenerovat katody
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Turbomolekularni vyvéva
* lopatky rotoru (az 100000 rpm) srazi molekuly vzduchu pres stator k vyfukové ¢asti
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Vakuovy systém mikroskopu — typy vakuometru

Typ Pirani

* urcené pro méreni vakua do 10~ Torr

e proud zahriva vlakno = tepelna ztrata oproti referenci zavisi na tlaku
(vyssi tlak = vice interakci s molekulami plynu = vyssi tepelna ztrata)

* méreno pres zménu odporu (zavisi na teploté)

Sl ANN—

A schematic sketch of a Pirani Gauge

Typ Penning

v 7 vv/s N
* urcené pro vyssi vakuum do 10 Torr magnet / Bt
* vysoké napéti indukuje vyboj - P A
e jonty urychlovany ke katodé = uvolni se elektrony Anode .

. Ve 7 I

* elektrony jsou pritahovany anodou 7 || |l
* elektrony se pohybuji po spirale diky magnetim = o 2000 V

rv7s v N\ al . . a ]0 e

zvysi se pravdépodobnost dalsi ionizace (je tam vakuum!)

* mérise el. proud = umeérny tlaku

magnet
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Zakladni pracovni rezimy TEM

* TEM lze pouzivat v nékolika rlznych reZzimech — zavisi na typu vzorku a na tom,
jaké informace o vzorku chceme ziskat

Rozlisujeme nékolik zakladnich metod:

Svétlé pole

Temné pole

Difrakce

Low dose

TEM vysokého rozliseni
STEM

Kryogenni TEM

© N O U0 A W bNhE

Kryogenni elektronova tomografie
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1. metoda svétlého pole

nejbéznéjsi metoda pro pozorovani vzorku v TEM
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zarazena objektivova clona v zadni
ohniskové roviné objektivové cocky (zvysuje
kontrast)

SAD (selected area diffraction) clona je
vysunuta

prvni coCka projektoru je zaostrena na
primarni obraz tvoreny objektivovou ¢ocCkou

cocka projektoru dale zvétSuje a promita
obraz na stinitko, pfip. na detekci



2. metoda temného pole

vysunutim objektivové apertury excentricky mimo optickou osu TEM — nechame prochdazet pouze
difraktované paprsky = pouziva se napf. pro zvyseni kontrastu krystalickych materiali

pro eliminaci aberaci Ize pouzit naklonény svazek = difraktované svazky pak prochazi stredem
objektivové Cocky
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3. difrakcni rezim TEM

» difrakcni rezim pro identifikaci krystal(

difrakcni rezim svétlé pole
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4. low dose TEM

* pouziva se pro snimkovani biologickych vzork(

* biologicky vzorek je nachylny na radiacni poskozeni = degradace, zména struktury

* snaha minimalizovat expozici vzorku elektronovym svazkem v misté snimkovani = ,low dose” -

TEM pracuje v ,search, focus a exposure” modu

SEARCH
* malé zvétseni (napr. 3kx) — nizka hustota e/A?
(minimalni radia¢ni poskozeni)

FOCUS

* vychyleni svazku = hodnota fokusu je
nastavena na jiném misté (neexponujeme
oblast vzorku uréenou pro snimkovani)

EXPOSURE

* snimek je nahran na misté, které nebylo
vystaveno elektronovému svazku pri vysokém
zvétSeni = eliminace radiacniho poskozeni
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TWIN Objective-
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Lens
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ve FOCUS modu
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4. low dose TEM pro studium biologickych vzorku

PROBLEM RESENI

biologicky materidl citlivy na radiacni === snimkovaniv ,low dose” rezimu
poskozeni s nizkou intenzitou elektronového svazku

nizka intenzita elektronového svazku obrazova analyza velkého poctu projekci
= nizky pomér signal/sum l (automatické snimkovani velkého poctu obrazka)

12



4. low dose TEM — automatické snimkovani

LOW DOSE MODE (search, focus, exposure)

O selection of positions




4. low dose TEM — automatické snimkovani
[rmomearmrosranh =lslx]

File Edit Object Process Analysis Window Camera Custom Microscope SpotScan AF GRACE Help

F
¥ Standard Tools X : 9 ,‘ i ‘: iy 2 ) &
YEENAE L V _ : o | a5 S |
o[o[x[E[R Gt
= ROl Tools - AutoEucentricHeight
f.]f"‘ EucHeightl EHSeﬂingtl
g Histogram
[ Beam
Center |
Bla’\anI Blank Off I
- GRACE
Mark Acquire I
7 Display Control
™ LowerFil
- ClickMove
ClickMove v Loop
7 Image Status

4

Target

Control

4

¥ Acquisition Status

P Slice
- Camera
e | 2 | e | | A

- Prograss

Getting coordinates ...

15 -458.24
pefocus (drift):
Frame 2.89395e+00¢
16 -455.87
pefocus (drift):
Frame 2.89396e+00¢
Finished at 12:29:z

Collecting Compuste

17 -479.70
Frame 2.89397e+(

g:\romamyuranyl-formate\rResults.log

Collecting Compustage positions at 3000x magnification [12:38:38] Saving Of le Coordlnates and reference
a image of every selected area




4. low dose TEM — automatické snimkovani

LOW DOSE MODE (search, focus, exposure)

O vybér pozic pro snimkovani

RECORDING

O presun na vybrané pozice



4. low dose TEM — automatické snimkovani

e DigitalMicrograph
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4. low dose TEM — automatické snimkovani

LOW DOSE MODE (search, focus, exposure)

O vybér pozic pro snimkovani
RECORDING

O presun na vybrané pozice

O focus and defocus

O Pofizeni snimku a uloZeni souboru

postupné snimkovani nékolik tisic obrazkd



4. low dose TEM — obrazova analyza projekci

Jakym zpUlsobem zvysit pomér signal/Sum v projekci?




4. low dose TEM — obrazova analyza projekci
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4. low dose TEM — obrazova analyza projekci




4. low dose TEM — obrazova analyza projekci




4. low dose TEM — ukazka obrazové analyzy projekci fotosystému Il

Snimky izolovanych komplex( fotosystému Il — nizky S/N, ndhodnad orientace projekci

Vybér projekci — datovy soubor > 20,000 projekci

ast snimku izolovanych komplext PSIE




4. low dose TEM —

Snimky izolovanych komplex( fotosystému Il — nizky S/N, ndhodnad orientace projekci

Vybér projekci — datovy soubor > 20,000 projekci

Srovnani projekci — translace, rotace

RO

Jacm s kL &

vy &
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e




4. low dose TEM — rojekci fotosystému I

Snimky izolovanych komplex( fotosystému Il — nizky S/N, ndhodnad orientace projekci

Vybér projekci — datovy soubor > 20,000 projekci
Srovnani projekci — translace, rotace

Primérovani srovnanych projekci — zlepseni S/N poméru




4. low dose TEM — ukazka obrazové analyzy projekci fotosystému Il

Snimky izolovanych komplex( fotosystému Il — nizky S/N, ndhodnad orientace projekci
Vybér projekci — datovy soubor > 20,000 projekci
Srovnani projekci — translace, rotace

Primérovani srovnanych projekci — zlepseni S/N poméru

Final averaged projection of PSII
supercomplex

> projections

N

\ N projections



5. TEM vysokého rozliseni (HRTEM)

* pouziva se ve studiu nanomateriald, polovodicd, atd.
* pro kontrast detaild je dllezZity fazovy kontrast — nutné nastavit spravny defocus

*  vyuiiva se tzv. Scherzerlv defocus:  Afcporper = —1.2VC A

* bodové rozliseni TEM: d, . (Scherzer) = 0.6%3/4651/4 —> zavisi pouze na vinové délce a C,
* pouZivaji se TEM s malou Cq a vySSi urychlovaci napéti (300 kV)

* naklon vzorku tak, aby umoznil prichod elektronového svazku podél usporadanych atom

* interpretace snimku HRTEM neni pfimocara (interpretace interference, srovnani s modely)

.
reieichs
etateiste

»,
.

- .
L
- " -

. 35:
!
|

* TEM obraz atom( Si s vysokym rozlisenim Azbestova vlakna Struktura azbestu
* vzdalenost mez atomy 0.14 nm na sitce s vysokym rozliSenim
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6. Skenovaci transmisni elektronova mikroskopie (STEM)

Electron
source

First
condenser lens

Second
ﬂndenser lens

Diaphragm

Double
deflection
scan coils

Pivot point
in FFP

¥ ~—Third

condenser lens

Specimen

A | A -
VOptlculs

TEM doplnény o skenovaci civky a STEM detektory
elektronovy svazek skenuje vzorek pomoci vychylovacich civek

bod otaceni (pivot point) je v ohnisku tfeti kondenzorové ¢ocky = skenujici paprsek je paralelni
s optickou osou TEM

rozliseni zavisi na velikosti fokusovaného svazku
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6. STEM detektory

Detekce a zobrazeni signalu pomoci STEM Electron Beam
(S)TEM electron beam Display signal

__Scan Sample on a grid

-~
Scan " control

cuils"""---._.l I ) I I

ons

1
i
|
|
i
|
Beam I Beam
i
|
|
i
|
|

Dark Field "~ Dark Field
‘;ﬂ'_.‘aﬂﬂf‘d to ‘5‘_331111'3"-'1 to Sensor Sensor
pixel (x.¥) pixel (x” ")
I Specimen I Dizplay scresn Bright Field
/ | / I Sensor
‘ | v’ ‘ :
xy x —
] ! Preamplifier
Signal generated at pixel x.y !
modulates CRT mtensity at x "y’

obraz je zobrazovan postupné, detekci proslych elektront béhem skenovani

pouZivaji se polovodicové detektory detekujici difrakéni obrazec (bright field, dark field)
intenzita signdlu zavisi na fazovém posuvu (Braggova difrakce, bright field) a je Umérna
protonovému Cislu prvkl (Z-kontrast, dark field) = STEM predstavuje analytickou
metodu

STEM se vyuziva v kombinaci s dalSimi analytickymi detektory (EELS, EDX)
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7. kryogenni TEM

e vyuziva se pro studium 3D struktury biologickych vzork( — izolované proteinové komplexy
» strukturni analyza vzorku ve zmrazeném stavu (teplota 77K)
* nejmodernéjsi kryo TEM dosahuje atomarniho rozlisSeni — konkurence X-ray krystalografii

Top model kryogenni TEM — napf. Krios (FEI)
* vybaven FEG zdrojem, pfimym detektorem elektront, Cq korekci, fazovou destickou
* energeticky filtr — sniZzuje Sum a zvysSuje kontrast
» odfiltruje elektrony po neelastickém rozptylu — maji mensi energii (rychlost) a po priichodu
zakrivenym magnetickym polem jsou vychyleny mimo stérbinu filtru a naslednou detekci

— ——

2017 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

Richard Henderson

<> EELS Energy-filtered image

-
=
I
r4
=
2
(e}
)

Gatan Imaging Filter 29
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7. Kryogenni TEM — priprava vzorku

Problém

pfi zmraZeni vzorku dochdzi k tvorbé krystal(l vody (kubické a hexagonalni krystaly)
krystaly vody jsou velké a neprlichodné pro elektronovy svazek = znehodnocuji vzorkek

Redeni

rychlé zmrazeni vzorku (vitrification) mlze predejit krystalizaci vody = amorfni led
pro mrazeni je vyuzit zkapalnény plyn, nejcastéji kapalny ethan

kapalny ethan je lepsi nez kapalny dusik (ethan: bod tani: -183°C, bod varu: -89°C)
(dusik: bod tani: -210°C, bod varu: -196°C)

rychlé zmrazeni zabrani krystalizaci vody

mrazeni — ru¢ni nebo s vyuZitim automatu — Vitrobot (FEI)



7. Kryogenni TEM — zmrazeni vzorku pomoci Vitrobotu




7. Kryogenni TEM — zmrazeni vzorku pomoci Vitrobotu

Rychlé zmrazeni pomoci Vitrobotu

Pfenos vzorku do
kryogenniho TEM

Titan Krios FEI

Polara FEI




7. Kryogenni TEM — snimkovani a 3D rekonstrukce

- V kryogennim EM jsou detekovany
projekce nahodné orientovanych
proteinovych komplex(.

<
! ot :
yf 1
- N - i !
el ,, \. i Y o
. B N !ﬂ 4
< [ 4 3 ]

Joachim Frank

Y Y Pocitaovy program
slouci podobné
Y, projekce do skupin.
J
Pocita¢ obrazovou analyzou
tisict projekci ve skupiné \ / \

vygeneruje 2D projekce . [ 1] |
! | \
i 3 s
Poéita& vypoéita prostorové m * n

4 vztahy mezi jednotlivymi
2D projekcemi a vygeneruje
3D strukturu s vysokym rozliSenim.

«&




7. kryogenni TEM — ukazka studia 3D struktury fotosystému Il ze smrku ztepilého

Lhcb5

S-trimer

Lhcb5

Opatikova a kol. (¢lanek v pfipraveé)
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7. kryogenni TEM — studium struktury viru SARS-CoV-2 zpusobujici onemocnéni COVID-19

E protein

S protein

M protein

Model koronaviru s charakteristickymi vybézky S proteint (glykoproteiny), které
vyuzivaji pro interakci a navadzani na hostitelskou bunku. SARS-CoV-2 zpUsobujici
onemocnéni COVID-19, patfi do této skupiny koronavir(.
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7. kryogenni TEM — studium struktury viru SARS-CoV-2 zpusobujici onemocnéni COVID-19

» prelom roku 2019/2020 — objeveni spojitosti mezi koronaviry (SARS-CoV-2) a
nakazou COVID-19

e 15.2.2020 - zverejnéni 3D struktury SARS-CoV-2 ,,spike” proteinu (S protein)
pomoci cryo EM za méné néz 2 tydny (Wrapp D. et al. (2020) Sicence 367 (6484))

O RBD down

Viral membrane
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7. kryogenni TEM — studium struktury viru SARS-CoV-2 zpusobujici onemocnéni COVID-19

e 19. 2.2020 - zverejnéni struktury SARS-CoV-2 a jeho vazby na lidsky receptor
ACE2, coz umoznilo zac¢atek vyvoje vakcin a protilatek (Yan R. et al. (2020) Science
367 (6485))
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8. Kryogenni elektronova tomografie

 metoda pro urceni 3D obrazu studovaného objektu
* vhodna pro studium bunécnych organel, vétsich objektu, ale i proteinovych komplexd, ¢i tenkych rfez(l

Princip metody
* objekt je v mikroskopu natacen u Sirokém Uhlovém intervalu a snimkovan
» ze ziskanych 2D snimk{ je rekonstruovan 3D tomogram

Cryo TEM data acquisition a tomogram reconstruction

Back-projection of weighted projections
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8. Kryogenni elektronova tomografie

Experimentdlni postup

ELECTRON
VITRIFICATION THINNING TOMOGRAPHY DATA ANALYSIS
@ electron
ion beam beam

Biological specimen

High Pressure Freezing || - N Vitreous "'_ ;Iltﬂfle& Segmentation
Thick samples (< 200 ym) JASARE|  Sectioning 7, (| thin .
. sticty<-doc ' specimens Denotsiiés
z g \ (~100-500 nm) | :
Plunge Freele‘lg ‘ 7o Focused lon | & = A Pattern MatChlng
Thin samples (< 10pm) J| -~ Beam Milling _‘
PSS Subtomogram
Averaging
only thin enough specimens
(< 500 nm)

Lucic et al. (2013) JCB 202: 407

* zpUsob rychlého zmrazeni zavisi na tloustce vzorku
* usilnéjSich vzorkd se provadi zeslabeni vrstvy vzorku pomoci techniky ,,ion beam milling” nebo
je zmrazeny vzorek na kryo-mikrotomu narezan na kryo rfezy
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8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu

IMOD software

File Tools View Options Help

% () BB - Etomo O ®

Pre-processing
0 L& (]

Coarse Alignment

Z =z
= =

Fiducial Model Gen.
Fine Alignment
O 'L (]

Tomogram Positioning
I 0 [1e ]

Final Aligned Stack

N0 Ledl

Tomogram Generation
Mo ted

Tomogram Combination
0 ILE L]

Post-processing

=
=

Clean Up

L ILEC]

Data file: jhome/ sueh/tutorials/versiond-6/tutorialData/ BB edf
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8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu

File Tools View Options ﬂé

Axis A

Axis B Both

Pre-processing
Mot Started

Coarse Alignment
Mot Started

Fiducial Model Gen.
Mot Started

Fine Alignment
Mot Started

Tomogram Positioning
Mot Started

Final Aligned Stack
Mot Started

Tomogram Generation
Mot Started

Tomogram Combination
Mot Started

Post-processing
Mot Started

Clean Up
Mot Started

Data file: fhome/sueh/tutorials/versiond-6/tutorialData/EBE.edf




8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu
'@ () BB - Etomo

File Tools View Options

Axis A

Axis B Both

Pre-processing
In Progress

Coarse Alignmenl‘
Mot Started

Fiducial Model Gen.
Mot Started

Fine Alignment
Mot Started

Tomogram Positioning
Mot Started

Final Aligned Stack
Mot Started

Tomogram Generation
Mot Started

Tomogram Combination
Mot Started

Post-processing
Mot Started

Clean Up
Mot Started

Data file: fhome/sueh/ Tutorials/versiond-8/tutorialData/ BB.edf




8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu

[ () BB - Etomo

File Tools View Options Hely

Axis A:

. axisg | | Bom ||

Pre-processing
In Progress

Coarse Alignment
Complete

Fiducial Model Gen.
Complete

Fine Alignment
Not Started

Tomogram Positioning
Not Started

Final Aligned Stack
Not Started

Tomogram Generation
Mot Started

Tomogram Combination
Not Started

Post-processing
Not Started

Clean Up
Mot Started

AUV anLTu

Data file: fhome/sueh/Tutorials/versiond-8/tutorialData/BB.edf




8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu

re

- BB - Etomo

% (O AAx

H

ptions

File Tools View 0O

Axis A

Both

Axis B

Pre-processing

Mot Started

Coarse Alignment

Complete

Model Gen.

Fiducial

Complete

Fine Alignment

Complete

Tomogram Positioning

Complete

Final Aligned Stack

In Progress

Tomogram Generation

Mot Started

Tomogram Combination

Mot Started

-processing

Post

Mot Started

Clean Up
Mot Started

<
<

Data file: fhome/sueh/tutorials/versiond-6/tutorialData/EB.edf
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8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu
@ () AAxis - BB - Etomo
File Tools View Options He
Axis B

Pre-processing
In Progress

Coarse Alignment
Complate

Fiducial Model Gen.
Complete

Fine Alignment
Complete

Tomogram Positioning
Complete

Final Aligned Stack
Complete

1 N
NN

Tomogram Generation
In Proaress

Tomogram Combination
Mot Started

Post-processing
Mot Started

Clean Up
Mot Started

Data file: fhome/sueh/Tutorials/versiond- Sftuturialﬂaafliﬂ.edf




8. Kryogenni elektronova tomografie — rekonstrukce tomogramu

® O AAxis - BB - Etomo - S e ®

File Tools View Options Help

~Post Processing
Pre-processing s
Not Started .

Coarse Alignment
Complete

Fiducial Model Gen.
Complete

Fine Alignment
Complete

Tomogram Positioning
Complete

Final Aligned Stack
Complete

Tomogram Generation
Complete

Tomogram Combination
Complete

Post-processing
Not Started

Clean Up
Mot Started




Granadlni membrany s oznacenymi pozicemi fotosystému |l




tomogramem

ie — fezy

8. Kryogenni elektronova tomograf
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8. Kryogenni elektronova tomografie — sub-tomogram 3D analyza

3D analyza fotosystému Il

Koufil a kol. (2011) Biochim Biophys Acta 1807:368-374.

Model granalni membrany

stroma
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8. Kryogenni elektronova tomografie — template matching

* obtiZzna identifikace objektl v tomogramu
* metoda ,template matching” umoznuje lokalizovat pozici daného proteinu vtomogramu
* je nutné znat 3D strukturu daného proteinu

- Cross-correlation function (@, 8, w, T) =

¢ W <;///>
2 \
]

‘;' 4]

o 3

__ v
0

Volume V,, —> Templates(T) —  Parallel computaton = —  Volume V,,

|

=

Forster et al, Methods in Enzymology, 2010
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8. Kryogenni elektronova tomografie — ukazky tomogramu

ibozomy

R

lakna v Dictyostelium discoideum

inovav

Akt
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