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Quelques principes de la microscopie électronique P|an du Cours
—  Historique
—  Exemples
—  Dualité onde/particule
—  Vélocité des électrons
—  Larésolution (disque d’Airy, critére de Raylegh, les aberrations optiques)
—  Laformation de I'image
—  Les contrastes (amplitude et phase)
—  Capture de lI'image
—  Manipulation et analyse des images
— Lafonction de transfert de contraste
Préparation de I'échantillon — avantages et inconvénients
—  Coloration négative
—  Echantillons vitrifiés (cryo)
Particules isolées (cryo-EM SPA)
—  Workflow
—  Théoreme de la section centrale
—  Classification 2D, Classification 3D
—  Exemples
Cryo-electron Tomography (cryo-ET)
—  Exemples
—  Workflow
Correlative Light Electron Microscopy (CLEM)
—  Exemple
Conclusion



The increasing contribution of cryo electron microscopy in the field of
structural Biology

Molecular weight (kDa)

(s1)

(b) Number of PDB entries per year sorted by the
_g2 method by which they were derived (orange:
il ™ nuclear magnetic resonance; red: X-ray
// crystallography; green: electron microscopy;
logarithmic scale).
(c) Percentage of entries generated from cryo-EM
FLFFFIFS S ST v data that were deposited between 2002 when the
electron microscopy data bank (EMDB) started and
now, sorted by the achieved resolution. EMDB
entries generated with high-resolution cryo-EM
structures are highlighted in light green (better than
3 A resolution) and dark green (3—4 A resolution
range).
From Fréchin et al. J Struct. Biol. 215 (2023) 107905
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Imaging tools

Image - Perception of an object using your eyes (vision).
One can sense an object without vision (touch, etc..).
Requires visible light.

D. Lens and Retina (Vertebrate)
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Resolution

is limited to approx.
1/2 the wavelength
Microscope - A device with a lens or series of lenses of illuminating source
that enlarge (magnify) the appearance of an object.

Does not apply to SEM. Resolution @ %@



Rayonnement électromagnétique: Energie
fréquence et longueur d’onde
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Source

Comment observer les matériaux?

Capteur
Lumiere Lumiere
Rayon X Rayon X
Electrons Electrons
lons lons
Neutrons Neutrons

\_ /

-Toujours un processus d’interaction (avec ou sans excitation) entre
rayonnement incident et matériau

-Celui-ci est “capté” par un appareil de détection (oeil, TV, photo,
détecteur...)




History Electron microscopy, a few dates
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Discovered the electrons |

Aw—

Relationship between energy and wavelength my

Focused an electron beam with a cylindrical magnetic lens — Electrén optics
Built the first EM

Development of SEM

Theory of electron diffraction

Very high voltage microscope 3MeV in France, 5MeV in Japan, for material
science

3D reconstruction theory of biological macromolecules from EM micrographs
of biological macromolecules.

Determination of the 3D structure of bacteriorhodopsin at 7A
resolution(specimen embedded in sugar)

Preparation of macromolecules frozen-hydrated in vitrious ice for cryo-electron
microscopy observation

Nobel prize in chemistry



History Electron microscopy, a few dates
A= v is velocity

h = Planck's constant (6.624 X 10-34 Joule.second)
m = mass of an electron (9.11 X 10-28 gram = 1/1837 of a proton)

v = velocity of the electron
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La microscopie électronique
Les différents modes d’observation

-Microscopie Electronique a Transmission (MET)
Observation au niveau moléculaire et cellulaire

-Microscopie Electronique a Balayage (MEB)
Observation au niveau de petits organismes ou tissus

-SEM/EDS Scanning Electron Microscopy with X-ray microanalysis
Composition chimique

-Spectroscopie de la perte d’énergie d’électrons- Electron
Energy Loss Spectroscopy (EELS)

Identification fine de la composition chimique



Microscope électronique a transmission

High voltage

Electron gun

First condenser lens

Colonne
sous vide
Condenser aperture

Second condenser lens
5, Specimen holder and air-lock
d'observation g 5
sur I'écran Objective lenses and aperture
Hublot de
visualisation Electron beam

Buzzle.com

Fluorescent screen and camera

Mecmscope éléckmnigue

®
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TRANSMISSION ELECTRON
MICROSCOPE COLUMN

COMPONENTS OF TYPICAL TE M d es ig n

Krios Titan 300kV FEG

Bias shield

Gun alignment coils

C J

Fixed aperture

Condenser
lens 1
Fixed aperture =~ -I r Condenser
stigmator
Condenser_____ E ﬂ
I
— Condenser
et aperture
Deflector coil ]
mliegior. ool L I L= Focuswobbler
Objective P Lem |
lens L = —

T Specimen exchanger
H (side entry stage)
Objective /
aperture

Intermediate —E I
lens

Objective stigmator

ssssss

| the 90’s FEG 300
kV cooled
with Helium

In reality a modern TEM consists
of many more components
including a dual condenser
system, stigmators, deflector coils,
and a combination intermediate
and dual projector lens.
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EXEMPLES Si on associe la cryo-microscopie électronique a transmission
sur spécimen congelé-hydraté

MET moléculaire avec l'analyse d’images

60X 66052 6660x 66000x
Bridget ,_
Carragher >
Clint Potter ’_
Ron Milligan ’{
»
San Diego

1))



Cryo-MET particules isolées

Observer et reconstruire
des virus a partir d’'images
de cryo-microscopie

Rotavirus

(Yeager Lab
Scripps, San Diego)
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Single-particle cryo-EM structure of a voltage-activated potassium channel in lipid nanodiscs
D. Matthies et al., elife 2018 14



Cryo-MET tomographie cellulaire

Cryo-tomographie
d’une bacterie magnetotactique

Détermination
d’un moteur flagellaire

15



La dualité onde-particule: Principe selon lequel tous les objets de 'univers microscopique présentent
simultanément des propriétés d’'ondes et de particules. Fondement de la mécanique quantique

La lumiere possede a la fois des caracteres de particules et d'ondes, nécessaire pour expliquer
certains phénomenes optiques.

La THEORIE CORPUSCULAIRE a été proposée par Newton (1642- 1727)

La THEORIE ONDULATOIRE de la lumiére a été développée par Huygens (1629-1695) et

Hooke (1638-1703). démonstration de la diffraction par Young (1773-1829) et des franges
d'interférences par Fresnel (1788-1827)

La THEORIE QUANTIQUE En fait, les deux théories sont complémentaires : la théorie quantique
a montré que la lumiere agit comme un ensemble de particules et comme une onde : c’est Ia
dualité onde-particule. A chague onde est associée une particule.

De Broglie(1892-1987) donne les bases pour expliquer les phénomenes

d'INTERFERENCE, de DIFFRACTION et |'effet PHOTOELECTRIQUE (la lumiere frappant certains
métaux les force a émettre des électrons). (Schrodinger 1887-1961)

Le transfert d'énergie entre la lumiere et la matiere a lieu par paguets dont la quantité est
proportionnelle a la longueur d'onde lumineuse.

Ondes Particules

Fentes d’Young

Comportment ondulatoire de la lumiére Aspect corpusculaire de la lumiere



Vélocité des électrons et longueur d’onde

Rayonnement électronique

Dualité onde-corpuscule relation de de Broglie (1924)

La relation entre la longueur d’'onde (A) d’une particule de masse m, se déplacant avec une
vélocité v est donné par I'équation de de Broglie:

h = constante de Planck
h 6.624+1034 joule-sec

A= 4.136x107 1> eV.sec
my

Un électron de charge -1.6.101° Coulomb et de masse 9.11x1031 kg, quand il est accéléré
par une différence de potentiel de V volts a une énergie cinétique de:

| R
Smv = eV v =0.593x10° Vem ! sec

A= 159 *10'80m=%nm

y Jv




Vélocité des électrons et longueur d’ondes

A haut voltage, la vitesse de I'électron dans le vide se rapproche de celle de la lumiére (c = 3010 cm/sec).

v e [ ] v
10,000 0.0123 0.593 0.198
50,000 0.0055 1.326 0.442
100,000 0.0039 1.875 0.625
1,000,000 0.0012 5.930 1.977!

En fait, I'équation devient incorrecte quand la vélocité de |'électron s'approche de la
vitesse de la lumiere, et une correction relativiste doit étre apportée pour la valeur
de la masse:

La relation entre la longueur d'onde A et la tension d'accélération V est donnée de

maniére exacte par:
A 1.23

= 91
-6y/2
v ’



Vélocité des électrons et longueur d’onde

En tenant compte de la correction relativiste:

v e | o T w
10,000 0.01223 0.585 0.195
50,000 0.00536 1.242 0414

100,000 0.00370 1.644 0.548
1,000,000 0.00086 2.823 0.941
A 1.23 -

= n
AV 10762



La résolution

Limite de résolution d’un instrument: liée a la nature ondulatoire
du rayonnement, phénomene de diffraction: disque d’Airy

Pouvoir de reésolution ou pouvoir séparateur mesure la distance
transversale minimale entre deux points dont les taches de diffraction
peuvent €tre s€parees: critere de Rayleigh

La résolution sera toujours égale ou inférieure au pouvolr de
résolution, et c’est une valeur qui va dépendre des conditions
expérimentales d’observation

20




Image idéale, Image réelle

Image idéale: Un systeme optique idéal produit une image exacte de l'objet ou
chaque point de l'objet est reproduit correctement. Le phénomene de
diffraction rend malheureusement le phénomene impossible.

Image réelle: Le phénomene de diffraction provient de l'inflexion du trajet
de la lumiere au passage a proximité d’un obstacle. Le bord de l'obstacle
se comporte alors lui-méme comme une source lumineuse. Si la lumiere
est suffisamment cohérente, on voit apparaitre des franges d’interférence

sur I'image.
Resolution Limit Imposed by Wave Nature of Light
Point Source Point Source The resolving power of an optical EM system is limited by the

diffraction occuring at the optical path every time there is an

| aperture/ diaphragm/lens.
- The aperture causes interference of the radiation (the path

Aperture

difference between the geen waves results in destructive
interference while the path difference between the red

Figure 1 waves results in constructive interference)

An object such as point will be imaged as a disk surrounded
by rings

10 Units 18 Units

Imaged Spot Size Imaged Spot Size
(High NA) (Low NA)
Des franges d’interférences entre la lumiere diffractée par la fente et 21

I'onde d’origine, au bord d’une fente.



La limite de résolution, disque d’Airy |
Spread
Function

En réalité, chaque point est représenté par un disque de
diffusion (Disque de Airy) dans le plan de I'image.

-Ce disque de diffusion est due au phénomeéene de
diffraction induit par le diaphragme de la lentille

Point spread function: image d'

1

A = longueur d'onde 1,214
n= 1 indice de réfringence d= nsin(o)
o = demi-angle d'ouverture

-Son diametre est inversement proportionnel au diameétre de l'ouverture
d o 1/diamétre de l'ouverture donc pour avoir un disque aussi petit que possible
Il faut utiliser une grande ouverture

-Le spot central est le plus intense ~ 84% de l'intensité totale.-

grossissement = v/u

diaphragme —— +«— lentille

disque de Airy




Ouverture, diffraction et résolution

La lumiere est diffractée quand elle rencontre un obstacle a sa propagation
(exemple une ouverture), cela va changer sa phase et/ou son amplitude

La point spead fonction (PSF)
et la résolution sont fonction
de l'ouverture numérique.
La résolution dépend de 'ON
et non du grossissement

&

4

) &=

ON =0,87

ON=0,12 ON=0,34
486 nm R S— Aperture (d) 486 nm T — Apenure ‘d)
Wavelength (A) 616 nm Wavelength (A) 1260 nm

= . d (Aperture)

[

Diffraction
Pattern On
Dark Film

-Nd

Intensity
Distribution

0 Ad
sin(8)=A/d

s§in (52.02°) = 486 nm /616 nm

Diffraction
Pattern On
Dark Film

-3Nd -2Nd

-Ad 0 ANd

. d (Aperture)

Intensity
Distribution

2Md  3Ad
sin(0)=A/d 23

sin (22.70°) = 486 nm / 1260 nm



Les défauts des lentilles g

Spread
Function Point
1 Spread
Function

Astigmatisme (1)

plad

Comme en optique, une lentille astigmate converge plus ou moins bien en X et en Y.
Au lieu de produire une image ponctuelle, un point produit une image oblongue
horizontale ou verticale suivant le plan focal considéré.

lentille

Ici 'observateur peut corriger I'astigmatisme en équilibrant le courant passant dans les
lentilles électromagnétiques multipolaires.

24



Les défauts des lentilles g | |
L'aberration chromatique (2) ‘ el
Des électrons de différentes longueurs d’ondes (vitesses différentes), provenant
d’un méme point objet, ne vont pas étre focalisés dans le méme plan image. Ici
b

aussi, il y a formation de trajectoires coniques avec un disque de moindre confusion :

disque de moindre confusion

Cc = Constante d’aberration de chromaticité
o= demi-angle d’ouverture

Av/v = Variations de tension d’accélération
Al/I = Variations d’intensité de la cathode

Pour des échantillons minces, I’'aberration
chromatique reste faible (dc ~0.1 nm).

diaphragme —> <— lentille

Trois causes induisent des variations de longueurs d’ondes:

- des fluctuations dans les circuits de haute tension (normalement moins de 110 volts).
- des variations de vitesse des électrons émis par la cathode (3.5 parties/million)

-des pertes d’énergie dues aux chocs inélastiques des électrons avec le spécimen.

25



Les défauts des lentilles

Spread
Function

Ty

Point

L'aberration de sphéricité des lentilles (Cs) (3) ‘

/

C’est I'un des principaux facteurs limitant la résolution des microscopes électroniques.
Historiguement, pour la microscopie optique ce probleme venait d’'un défaut de polissage
des lentilles en verre, d'ou le nom d’aberration de sphéricité. Dans les lentilles
électromagnétiques on observe un défaut similaire.

Les électrons passant pres du centre de la lentille sont moins déviés de leurs trajectoires
que des électrons passant pres des bords de la lentille, ils ne convergent pas au méme

endroit.
disque de moindre confusion

=1 .03
ds /2-Cs - Cs = Constante d’aberration de sphéricité
l O = demi-angle d’ouverture

diaphragme —> <— lentille

Ainsi un objet ponctuel produit une série de trajectoires coniques. Et 'enveloppe de
ces diverses trajectoires possede un diametre minimum qu’on nomme le disque de

moindre confusion ds.



Pouvoir de résolution Critere de Rayleigh

Critere de Rayleigh: La plus petite distance entre deux disques de Airy pour qu’ils
apparaissent partiellement séparés

-Le maximum de l'intensité du disque d’Airy coincide avec le premier minimum de
I'autre disque d’Airy

-la  plus petite distance est égale au
Cette distance d =% D correspond a :

d=0,61A/nsin(a)
Mookey = 0,0037 nm = 0,037A
n=1
sin(at) = 0,05
r=0,02nm (0,2A) plus petit que la taille d’'un atome !!!!
En fait la résolution est limitée a 1 A du aux pbms d’aberration
des lentilles

SRR I

' N
. : |
—— A P

Not
Resolved

27
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La formation de I'image
Comportement d’un électron a haute énergie au voisinage d’un atome

3 cas:

1) Electron transmis non diffusé ne “voit” pas I'échantilon
glectron 2

2) Electron diffusé élastiquement, déflecté. incident 1

-Interaction avec un atome de |’ échantillon

-Pas de changement d’énergie. A ne change pas due a la masse trés

élevée du noyau comparée a la masse de I'électron

-La phase change

-Sa trajectoire est déviée de facon importante (102 radian, 0.5°)

3) Electron diffusé inélastiquement, déflecté

-Intéraction avec les e lors de la traversée du nuage des orbitales e
-Communication d’énergie par collision (10-20 eV). Les e- passent
d’un niveau a 'autre ou sont éjectés

-Sa trajectoire est déviée légerement (10 radian)

La proportion de collisions élastiques et inélastiques dépend de la tension
d’accélération des électrons et de la nature de I’échantillon.
Soit un échantillon constitué d’un film de carbone de 50 nm d’épaisseur '
illuminé par un faisceau d’électrons sous une tension d’accélération de 50 kV, diffusion ! . .
34% des électrons ne sont pas déviés, élastique | .dltffus‘lon
11% des électrons subissent une diffusion élastique ! : inélastique
55% des électrons subissent des chocs inélastiques. 5] '

Les chocs inélastiques diminuent lorsque I’'on augmente la tension
d’accélération des électrons




Qu’est-ce que le contrast?

Contrast is the difference in intensity of the object of interest and the background
Contrast needs to be > 5-10% to be detectable by eye
Computers can detect arbitrarily small differences in contrast

Whether the signal is detectable depends however on the noise

29



Two different kinds of contrast (objects)

1- Amplitude contrast (Amplitude objects, thick objects): contrast is produced
because of differences in the mass or thickness of the objects. Some part can be
electron transparent while rest is no electron transparent

2- Phase contrast (Phase objects, thin objects <1000A ): objects are electron

transparent
Contrast is produced because of the differences in the phases of the scattered

electrons compared to unscattered electrons.

Biological material consists mostly of low Z atoms (C,N,O,H) that scatter electrons to a
similar extent . Therefore scattering contrast in biological specimen is very low

Solutions:
1) Introduce more highly scattering (high Z) atoms, such as AU, U W (negative
staining where the sample is embedded in a heavy atom staining solution and air dried))

2) Use Phase contrast (cryo electron microscopy)

30



Contraste d’amplitude
(électrons diffusés élastiguement)

Echantillon Utilisation d’un colorant

Diaphragme de J/ % \\-

contrast

-Le nombre d’électrons déflectés augmente avec I'épaisseur du spécimen

-Le contraste d’amplitude est créé par l'introduction d’un diaphragme a la sortie de I'échantillon pour sélectionner une
partie des électrons diffusés et transmis

-On peut donc discriminer deux points sur I’échantillon dont le pouvoir diffuseur est différent

-Le pouvoir diffuseur: nature des atomes constitutifs, nombre des ces atnmes, épaisseur locale

-La matiére biologique, est composée d’atomes légers C, H,O et N des atomes lourds sont souvent utilisés pour augmenter
le contrast

Remarques:

-Lutilisation d’un petit diaphragme augmente le contraste (mais diminue la résolution)
-Lutilisation d’en voltage plus élevé cause une perte du contraste d’'amplitude de I'image

31



Contraste de phase
Electron non diffusé et diffusé élastiquement

Les électrons diffusés élastiquement et qui passent a travers I'ouverture du diaphragme objectif contribunt aussi au
contraste car ils peuvent interférer constructivement avec les électrons non diffusés. On a formation des franges de
Fresnel

electron beam FqLceau d’élag,mrkincident —_ Ondeincidente
¥ o2 thin sample
scatfering angle . B .ﬁ_c \\\
Dobjecﬁve lens )
frorgy unscattered
scattere R 7 e
beam (3] 7
(phase shift = W) Zi
3
A b2
7 Interference gives contrast

-Dans le plan focal, il n’y a pas de contraste de phase

-Quand on défocalise, on change le plan focal. Il n’y a pas de changement de phase des ondes électroniques
transmises non diffusés par contre, les phase des ondes diffusées varient beaucoup et dépendent de la valeur du
focus.

-Les ondes diffusées sont alors en phase ou non avec les ondes transmises, et une différence d’amplitude apparaitra sur
I'image.

-BA diffi lczé nar le snecimen interagit avec CA non diffusé On peut calculer la différence de chemin A entre les 2
fail A = —Z+W
cos® Si A =nombre entier de A : maximum d’intensité

Si A = nombre impair de /2 : minimum d’intensité

Z=distance du plan focal
A = différence de marche du au passage a travers le spécimen

32



Contraste de phase
Electron non diffusé et diffusé élastiquement

Le contraste de phase est :

- Indépendant de la présence d’ouverture d’objectif.

- Dépendent seulement légerement du voltage d’accélération et du nombre atomique des
atomes qui diffusent

-Permet la visualisation des détails du spécimen composé d’éléments a faible nombre
atomique qui ne donnerait pas lieu a un contraste d’amplitude.

-Le risque lorsque la phase change est que I'on passe a travers le plan focal, on a donc une
inversion du contraste.

Rappel contraste d’amplitude et contraste de phase:
-Le contraste d’amplitude: du aux électrons diffusés élastiquement sont stoppés par I'ouverture de I'objectif. En
général, le contraste d’amplitude est dominant pour les structures larges.

-Le contraste de phase: du aux électrons élastiques passent au travers de I'ouverture et interferent avec les faisceaux
non diffusés. Le contraste de phase est important pour les petites structures et devient en fait la seule source de
contraste pour pour de petits objets avec un petit nombre atomique.

En coloration négative : la contribution contraste amplitude = 37%
En cryo microscope : la contribution contraste d’amplitude = 7%

On peut jouer sur différents éléments pour augmenter le contraste : augmenter le voltage et diminuer I'ouverture de
I’objectif. Cependant a bas voltage, il y a un probléme d’aberration chromatique qui implique une perte de brillance et
une perte de résolution de méme I'utilisation du diaphragme diminue la résolution.




Contraste d’amplitude Contraste de phase
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Capturing images

1) Phosphorescent screen
2) Micrographs( silver halide grains embedded in an emulsion)

Supercoat
Emulsion \ 10-20,

; ;
Adhesive 44
Base 20‘0 H
[

Some of the halide grains will become exposed due to the
energy of the transmitted electrons striking them. Upon
development these exposed grains become deposited as
metallic silver. This is the “latent” image. After fixation
unexposed (and thus undeveloped) silver grains are removed
from the emulsion by a process known as fixation.
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Capturing images

3) CCD camera (Charge Coupled Device camera)

The CCD is comprised of many individual signal
capture units, each of which corresponds to a

.. | single pixel in the final digital image.
1280x1024 pixels

Pixel columns

ww $gL

20.5 mm

In fact the design of most CCDs is more similar
to that of the human retina which is an array

of light sensing neurons.

Light

The Lens
e e e e e e
owr Gangion / Scintillator (room temp.)
/ Fiber optics
CCD array
/

Micrographs versus CCD camera
-High quantum efficiency

-Large dynamic range |
-High linearity

| Peltier cooler

_— Camera vacuum chamber

Micrographs are still better at high frequency compared with CCD camera 36



Cryo-EM enters a new erg®-««

Direct detection electron camera and new software

Electron to light
/ comversion
Light image transfer

Light to electron
conversion

Electron to
electron

; conversion

eeeeee

Scintillator based camera: The resolution is limited by the I I I l l | Scintillator (rdom temp.)
scattering of the electron in the scintillator or the fiber [T Fiber optics
optics. This point spread function (PSF) grows at higher CCD array

beam energies

_ Peltier cooler|

Camera vacuum chamber

-Direct detection camera receives the incoming
electrons directly to the imaging sensor.

-Each pixel contains a photo detector and active amplifier
that is addressed and read out individually

-Direct Detector sensor uses much smaller pixels (5um)

- L] k— &
0) nl Movie Mode

Picture taken
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A second feature of the DDD is its high frame rate, with no dead

time between frames. This high frame rate delivers intrinsic dose
fractionation during image acquisition, which can be exploited for
motion correction, damage compensation, and other image
processing techniques



La fonction de transfert de contraste

Finalement, I'image représente une projection de la structure de I'objet modulé par un
terme dépendant des caractéristiques optiques du microscope.
Ce terme, appelé la fonction de transfert de contraste, décrit les effets de la qualité du
contraste provenant a la fois d’effets d’amplitudes et d’effets de phases mais aussi la lllumination
B B . 7 e 4 s s . coheren
mise au point (defocus), 'aberration de sphéricité, la cohérence du faisceau t
électronique etc...
En cryo le contraste d’amplitude n’est que de 7% donc on le néglige pour se concentrer | Specimen /
sur la fonction de contraste de phase qui se présente sous la forme : T
Contraste objective lens
Spherical aberration
Cs
.':; -III'| A
B AN image

AVE H(k) = 2-[(1-W)-siny — W-cosy]

Avec:

Fréquences spatiales k = fréquence spatiale (espace réciproque 1/distance)
y=2m(0,25-k*Cs-A3 - 0,5-A-Az-k?)

W = pourcentage du contraste d’amplitude

A = longueur d’onde des électrons

Cs = Constante d’aberration de sphéricité de la lentille

Az = sous-focalisation durant la prise de vue
38



Contrast transfer function

The image formation in electron microscopy can be described by the action of the contrast transfer function (CTF). This
CTF is independent of any particular specimen, it is only dependent of the optical characteristics of the EM used.

o /\ CTF of perfect mk:rsocope/r
/ \.\ » (this microscope does not exist)
!
| \
03 / \ / N
/ \ g3 I\ \
\ \ \ N
i i f\ n
\ \ B E \' A
\ WA BN AW A RTAWA
\ f | AR B B9 I %7 /
{ i 1 { \ 7 |
\3 f ) Vit &\,l v v
\ 1 SiRmins
031 \ {
\ \V
\\/ \ CTF of a real TEM microscope
-4

The shape of the CTF:

CTF oscillates as we go from low to high spatial frequencies.
There are "passbands" where it is NOT equal to zero (good
"transmittance") and there are "gaps" where it IS equal (or very
close to) zero (no "transmittance"). When it is negative, positive
phase contrast occurs, meaning that atoms will appear dark on a
bright background. When it is positive, negative phase contrast
occurs, meaning that atoms will appear bright on a dark
background. When it is equal to zero, there is no contrast
(information transfer) for this spatial frequency . The exact
locations of the zero crossings (where no contrast is transferred,
and information is lost) depends on the defocus.

The shape of the CTF depends on several parameters:

-defocus [A] - which describes the deviation in the focus of the objective lens from the "Gaussian focus."
-spherical aberration coefficient [mm] - which describes the spherical aberration of the wave front in
the objective lens. -source size [1/A] - which describes the illumination divergence, expressed as a size
in the back focal plane (hence a quantity in reciprocal space). -defocus spread - which describes the

spread of defocus due to the spread of electron energies or to the fluctuation of lens current.
The only parameter being varied in the experiment is the defocus. Depending on the

defocus setting, different features of the object appear enhanced or suppressed in the image



Why do we need to bother with defocus?

-2.5um -1um

Doan DN, Lee KC, LaurinmdkiP, Butcher S, Wong SM, DoklandT. Three-dimensional reconstruction of
hibiscus chlorotic ringspot virus. J Struct Biol. 2003 Dec;144(3):253-61. 40



Low-pass filter

1/50A 1717A 1711A

R 5 Seld
.‘1 v ""

Pixel size: 5.5 A
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High pass-filter .

1/50A 1117A 1711A

s

Pixel size 5.5 A




CTF defocus 2

VAN
\/

Resolution limit

50

100

150 200 250

Image altered by CTF

Image altered by CTF and

contrast inverted
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CTF defocus 1 Image altered by CTF

Lol CTF
1} |
0.5} \
11 A
0 o
0.5
-1}
-1.5 '
Resolution limit
-2 L 4 - ! .
50 100 150 200 250 Image altered by CTF and

contrast inverted
44



. CTF defocus value-500 nm

_ 'CTF defocus value-1000 nm

Wiener Filter % v - Wiener Filter \—/ {\J
1 L L L r

1 CTF x filter 1 CTFxfilter




CTF

Wiener Filter
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Préparation des échantillons

€199 Gerard Arantowiczirick london London's Times

Avant I'acquisition d'images
I’échantillon biologique doit
étre protége contre la
radiation et le vide poussé
generés par le microscope
electronique

— les électrons interagissant avec la
matiére organique non-protégée
détruisent irrémeédiablement sa
structure

Honey, did you remember to put on
the sunscreen?

47



Preparation of the specimen

Specimen needs to be protected against:

-High vacuum

-Severe irradiation from the electron beam

Biological specimen is made of light atoms (poor contrast)

Negative staining

4 v \
When stain (heavy metal salts) is added to
a sample, the stain surrounds the sample
but is excluded from the volume occupied
by the sample; hence the use of the term
'negative stain’

Benefits Drawbacks:
-Very high contrast -Slight distortion due to drying process
_Radiation damage limited -Resolution limited to 20A

-Sample easy to prepare 48



Frozen-hydrated specimen -Cryo Electron Microscopy

The specimen is frozen, vitrified at liquid nitrogen temperature using liquid ethane. The
process is very fast so the water does not have time to form crystals and the specimen in

Electron icrograph of adenovirus embedded in
rapidly frozen vitreous ice. This pictures was
taken by Dubochet and colleagues (Adrian et al.,
(1984)) and appeared on the cover of the issue of
Nature.

Very low contrast:
Reduction of noise by averaging

2 5 10 25 200 images

Fibre optic
photoswitch

Release mechanism +
cable to footswitch

100% humidity air pipe

’__________Grid held in forceps

Liguid nitrogen cooled ethane

Severe irradiation damage: a dose higher than 20
electrons/A2 causes severe irradiation damage. We
need to work at low dose of electrons, typically 15 e-
JA2:

20e /A2 40e /A2 60 e/A? 80e /A2 49



Cryo-microscopie electronique (propose en1984)
(Préservation du spécimen dans des conditions proches des conditions

physiologiques)

La meilleure des solutions pour la préparation des échantillons !!!

Vitrification : La clé est la congélation rapide

congélation lente

congélation
tres rapide

calories

> | Glace hexagonale

calories

. | Glace cubique |



This plastic tube contains our
molecular sample of interest

Inside the tube, the nanoparticles are freely mobile.
The sample must be frozen in order to image it.



A tiny drop of the sample (3 ul) is The sample is loaded into a machine called
placed onto a copper grid a Vitrobot

There are two blotting papers

on either side of the sample

52



The sample is then quickly plungedinto liquid ethane That is how we go from sample
in solution ....

7 Y mem
W
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the sample freezes so fast that ice crystals do § . y 3 A ™
et “, ” | P A " -~
not form - this is called “vitreous” ice & e i

The grid containing the frozen
molecules is loaded into an electron
microscope

Now we can reconstr
a 3D structure from t2
frozen molecules

...t0 molecules frozen in thin ice



Here are three molecules trapped
in different orientations

Underneath is a detector (such as direct electron detector)
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When we shoot the molecules with an electron beam, the

orientation of the

\

particles leaves a unique “shadow”

e

‘“'J/

These “shadows” contain all the 3-dimensional information of the
molecule, compressed into a 2D image




Then we gather all these
views and combine them
computationally

This provides us with a 3D
reconstruction of our molecule

3D reconstruction of the molecule

Zooming in, we can see
structural features that
tell us how the molecule
functions in the cell

56



Transmission electron
microscope

Analyses
cryo-EM
pa rticule

Filter
Sample preparation paper
Tweezers -
90°
-@

th
Grid Ethane

| Sample application Blotting Plunge freezing |

!

80 um Incident electron beam

3mm

Ice-embedded proteins
DGl @ o
2 pm

Carbon film Carbon film Data processing:
- Pré-processing
(motion correction)
-Sélection des particles
-Classification 2D
-Classification 3D
> -Refinement

-Model Building

Grid

Data processing and 3D reconstruction

Y

Detector Glutamate dehydrogenase

57



Workflow image analysis SPA

* Data processing:
- Image Pre-processing (motion correction)
* Particle picking

* Classification 2D (image clustering and class
averaging) K-mean clustering and other methods

e Classification 3D — Build a 3D model
Calculate an initial model
Iterative refinement of this model

-Model Building Fitting atomic reslution models to
lower-resolution EM structures



Digital images

Sampling and grey level

Image Digitization

Image sampled
at low resolution

Original image

Pixel size

The image must be divided up
into pixels (sampled) at a spacing
at least twice as fine as the finest
detail (highest frequency) to be
analysed.

(in practice, 3-4x as fine).

Each picture element
stored in the computer,
with its own grey level, is
called a pixel.

3

Pixel grey levels:
black to white is O-
255 for an 8-bit
image.

Computer storage

Fineness of grid (5122 = 262144)
No. of different gray levels:

e.g. 0-7, 0-63, 0-255
28 =256, 8 bits or 1 byte

59



Digital image

s S

v
S

ampling

60



Digital images Scanning — number of grey levels

61



Picking particles

Even though the image is noisy, we can see that some of the

We can select these molecules and
cut them out of the image

These aligned molecules are
then added together, and this
summed image provides a
more detailed view of the
molecule in this orientation

The contrast of the cut-out molecules is inverted

Ve can rotate them so that all the molecules are in the same orientation

The contraspof the cut-out molecules is inve_rted

AR e T e et g b SR
‘Althoughitheiraw datafisinoisy;we’havetrotated them'so
that all the molecules arelin the same orientation

We performe this same process for the
different orientations of the molecule




Noise reduction by averaging

Raw
images

Averages of 2 5 10 25 200 images
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Alignement process, correlation function

Cross-correlation 2D

X translationn=0

A = Ref = Image

oMo B

k(i,j) f(i.J)
B is translated and at each position of Bin Xand Y
a Correlation coefficient is calculated (The correlation
coefficient, sometimes also called the cross-correlation
coefficient, is a quantity that gives the quality of a least
squares fitting to the original data).

Final result is a bi-dimensionel map with a correlation peak which
correspond to the translation of B for which the two discs will
superimpose perfectly. The position of the peak compare to the origin
(centre of the map) corresponds to the translation vector to apply to disc

B to centre Bon A. (x +15, y -15).

Y translation m=0

~ IS
NG |

2> k(i,j) . f(i+n,j+m)



Alignement et fonctions de corrélation

Exemple d’alignement sur une référence

Référence image B

i o
. .-

.,

»

FAC ref FACB

On calcule les FACs des images
pour obtenir une représentation
centrée et reflétant partiellement
la structure des particules.

Corrélation croisée angulaire des FACs

r D

A

Mais comme les FACs sont des fonctions paires,
il y a une ambiguité de 180° sur I'angle de
rotation qu’on trouve en calculant leur
corrélation croisée angulaire.
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Classification 2D-K-mean classification

Brétaudiére JP and Frank J (1986) Reconstitution of molecule images
analyzed by correspondence analysis: A tool for structural interpretation.

J. Microsc. 144, 1-14.

looking to the right

looking to the left



Classification 2D

10 copies of the 8 types of heads + random noise Averages

O Pt




Classification 2D-4

Matrice
Pixel 1 Pixel 2754

l l

Image No1

Image No80




Maximum likelihood refinement method

A(") P ¢ : PRI mode Based on the probability to have

this experimental image given

4l_ P(Xz I ¢, @) the reference;

Then we calculate the probability
for all experimental images
given the reference

In that case the images are
weighted (according to the

(n+1) orientation)

= et
t‘;« + + [+ +.= ‘

Sigworth, J. Struct. Biol., 1998




2D projection can be miesleading !
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From Joachim Frank 3D electron microscopy of macromolecular assemblies 2006




Les conventions SPIDER
concernant les angles eulériens.

¢= phi = rotation autour de Z
0 =theta = rotation autour de Y
v = psi = rotation autour de Z

71



Principe de la tomographie, séries inclinées aléatoires et théoreme de la section centrale

From N.Boisset

Théoreme de la section centrale:

En  espace réciproque, toute
projection bi-dimensionnelle d’un
objet correspond a une section
centrale dans la transformée de
Fourier 3D de 'objet. Chaque section
centrale est orientée
perpendiculairement a la direction de
projection (direction du faisceau
d’électrons). 72




Projection slice theorem

real space

progect
cm——
-—
¢ backproject

Fourier space




Refinement process during the 3D reconstruction
Projection matching procedure 3D initial volume is needed

A = /’_K\
N\ V/w\,
NV

Comparison of images Angles sssigned fo

" F images for 3D
with projections reconstruction
Set of images Model projections Refined model

Figure 23. Projection matching procedure. A set of images is compared to a set of references from an initial model (low resolution). Once the best
match is found between the image and one of the references (reprojections), based on the height ofthe correlation peak, the shift relative to the matching
reference and angles of that reference are assigned to the image. Images 1 and 6 have the best correlation with model projection a (red arrows), while
images 2 and 5 match image e (blue arrows). Image 3 corresponds to the tilted view ¢ (yellow arrow). A new 3D map is calculated using images with the
assigned angles. The refined 3D reconstruction is then reprojected with a smaller angular increment to generate new references for the next iteration of
refinement.
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Final 3D reconstruction structure and model building

Approaches based on
molecular dynamics

simulations can be used to
allow the proteins to relax
away from their
crystallographic structures to

| DR SRR o IR SO ol N R R

- If the high-resolution x-ray
crystallograpohy structure of the
proteini is known, we can build
easily the model at atomic
resolution

- If not: -Prediction of the
structure using alphafold

-Build ab initio

Figure 34. Flexible fitting of the crystal structure of the N-terminal part
of the human apopotosome (domains NBD, HD1, WHD, and HD2)
into the corresponding segmented cryoEM map at 9.5 A resolution (ref
239). (a) Initial fit before adjustment of the structure. (b) Result of
flexible fitting. Figure courtesy of Shujun Yuan.

From Orlova and Saibil chemical Reviews 2011



The proteasome

The proteasome is a key
regulator of protein
homeostasis in the cell.
Wa(P3) This amulti-subunit

=N protease machine is
responsible for the
degradation and
recycling of the majority
of cytosolic proteins

P. falciparum proteasome—WLW-vs complex, target for next-generation antimalarials
(A) Cryo-EM map of the P. falciparum proteasome with the WLW-vs inhibitor
(B) Close up of the P. falciparum proteasome catalytic site showing the WLM-charcoal inhibitor covalently

linked to Thrl of the 2 subunit. WLW-vs inhibitor cryo-EM density is in red mesh. (EMDB 3231).
Li, H., et al. (2016) Structure- and function-based design of Plasmodium-selective proteasome inhibitors. Nature 530, 233—-236



I%xemples SPA
’\

SARS-CoV-2-RBL
SARS-CoV-RBD

Coronavirus:

Gauche: Structure du récepteur humain ACE2 en interaction avec le domaine
RBD (or) Comparaison des interfaces d’interaction entre SARS-CoV-2-RBD(or)
et SARS-CoV-RBD (vert) avec ACE2. Variations au niveau de la boucle de NBD

|rrmmmmmmn 29.5 nm------- !
qui pourraient renforcer les interactions entre SARS-CoV-2-RBD et ACE2 (cercle _ _
rouge) from Yan et al. Science 2020 Side view of the Ebola
virus nucleocapsid.
Droit: Structure of the remdesivir (red spherical representation) and Viral RNA (yellow) and

RNA-bound RNA-dependent RNA polymerase complex Yin et coll., 2020 Nucleoprotein (Green)
).



Tomographie cellulaire pour les échantillons épais
(cellules, bactéries, virus....... )

a b Electron beam
Pipette 1
- /)
T
icroscope
a ia column
sample
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Principes de la tomographie électronique

-Obtention d’images de
projection d’un objet a
différents angles (série de
projections inclinées)

-Reconstruction du
volume de 'objet a partir
d’images de projections
(rétroprojection)
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Tomographie cellulaire
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Cryo-MET tomography

Use of cryo-ET to reveal the heterogeneity of the core
of HIV-1 virions in size and shape.

A) Slice through the computed tomogram. HIV-1 particles
were purified, inactivated, mixed with 10 nm colloidal gold
and vitrified. The virions have an approximately spherical
shape, with diameters between 106 and 183 nm.

B) Projection image of the same area with visible gold
fiducial markers.

C) Three-dimensional structure of three virions segmented
from the tomogram shown above a central slice through it.
Viral membrane, blue; density between the membrane and
the core, yellow; viral capsid, red. The core was revealed
by removing computationally half of the blue and yellow

densities. The scale bars are 100 nm. (Briggs et al (2006). Structure
14:15-20)
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Sample thickness

~ 50 nm ~ 200 pm
Workfl ow Cryo- E M Isolated proteins Suspension cells Adhesive cells Micropatterning Bulk specimens
Tomography 8
3
-Préparation de
I’échantillon et prise
d’i maqgges Plunge freezing Microfluidic Cryo Fixation High-Pressure Freezing
5 £
E : o s
-FIB Millling (si = oo
échantillon épais) e
-Prises d’images Micromanipulation
tomogra ph ie 19:°L(I:EM Localization | i- \
g A
The promise and the challenges of § ‘ Ao Nl
cryo-electron tomography. £
Tu):’k M, Baumeisterg Wp ’ . GaFlamiing s  cevovs
FEBS Lett. 2020 594(20):3243-3261.
doi: 10.1002/1873-3468.13948.
PMID: 33020915




In Situ Architecture and Cellular Interactions of PolyQ Inclusions

Expression of many disease-related aggregationprone
proteins results in cytotoxicity and the formation
of large intracellular inclusion bodies

Light microscopy Cryo-electron tomography

Reduced ER dynamics PolyQ fibrils induce high membrane curvature Bauerlein FIB, Cell 2017, Cell Baumeiter lab

Nuclear Htt97Q-GFP Inclusions in Neurons and Cytosolic Htt64Q-GFP Inclusions in Hela Cells

(A) 1.7-nm thick tomographic slice of a nuclear IB in an Htt97Q-GFP-transfected neuron. IB, Htt97QGFP inclusion body.

(B) 3D rendering of the tomogram shown in (A). Chromatin (orange), nuclear envelope membranes (red), vesicles in the
periphery of the IB (white), and Htt97Q-GFP fibrils (cyan). Scale bars, 400 nm in (A) and (B). (C) 2.5-nm-thick tomographic
slice showing an IB in an Htt64Q-GFP-transfected Hela cell. ER, endoplasmic reticulum; IB, Htt64Q-GFP inclusion body; Vs,
vesicle.

(D) 3D rendering of the tomogram shown in (C). ER membranes (red), Htt64Q-GFP fibrils (cyan), and microtubule (gray
parallel lines). Scale bars, 250 nm in (C) and (D).




Sub-tomogram:
- Averaging

- Classification

uononJisuodal welbowo | uoioesx3 juswanoldw| uonejaldiayu|
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-EM
Tomography analyse

Workflow Cryo
d’images



from Medaliaetal &
Baumeister (2002)
Science 298, 1209-1213.

Macromolecular architecture

in eukaryotic cells visualized

by cryoelectron tomography
Dictyostelium

Fig. 3. Visualization of actin network,
membranes, and cytoplasmic

-

X Mahamid et al & Baumeister(2016) Visualizing P
the- molecular sociology at the HeLa cell nuclears
periphery. Science 351,969-972
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Structure of the native Caulobacter crescentus s-layer,

as revealed by cryo-ET and subtomogram averaging
(EMD-10388

Tomographic slice of a VeroE6 cell infected
with SARS-CoV-2, yellow circle shows a SARS-
CoV- 2 virion (EMD-11865). Inset, a volume
rendering of a SARS-CoV- 2 virion: Spike protein
shown in gold, viral ribonucleoprotein complexes
in cyan (EMD-11868) and viral envelope shown
in brown. Klein et al., 2020).



