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ZUSAMMENFASSUNG

Die Erfindung betrifft eine Halteeinrichtung (103) zum Halten eines elektronenmikroskopi-
schen Probentrigers (101) und zum Transfer des Probentrégers (101) von einem Lichtmikro-
skop in eine Kryopraparationsvorrichtung (200) zum Kryo-Préparieren von Proben fiir ein
Elektronenmikroskop, wobei die Halteeinrichtung (103) ein Rastelement (103b) aufweist,
wobei das Rastelement (103b) in eine jeweils am Lichtmikroskop und an der Kryopréparati-
onsvorrichtung (200) angeordnete Rasteinrichtung (104,204) 16sbar einrastbar ist. Die Erfin-
dung betrifft weiters ein Verfahren zum Transfer eines elektronenmikroskopischen Proben-
trdgers (101) von einem Lichtmikroskop in eine Kryopréparationsvorrichtung (200) zum
Kryo-Préparieren von Proben fiir ein Elektronenmikroskop.

Fig. 1
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TRANSFER EINES PROBENTRAGERS IN DER KORRELATIVEN ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Die Erfindung bezieht sich auf eine Halteeinrichtung zum Halten eines elektronenmikrosko-
pischen Probentridgers und zum Transfer des Probentrigers von einem Lichtmikroskop in

eine Kryoprdparationsvorrichtung zum Kryo-Praparieren von Proben fiir ein Elektronen-
mikroskop.

Ferner bezieht sich die Erfindung auf ein Verfahren zum Transfer eines elektronenmikro-
skopischen Probentrigers von einem Lichtmikroskop in eine Kryopréparationsvorrichtung
zum Kryo-Préparieren von Proben fiir ein Elektronenmikroskop.

Die Kryo-Elektronenmikroskopie hat sich als besonders geeignet fiir strukturbiologische
Untersuchungen erwiesen. Bei dieser Technologie wird eine wasserhiltige Probe kryofixiert,
d.h. sie wird sehr schnell und unter Vermeidung der Bildung von Eiskristallen abgekiihit.
Die zu untersuchenden Objekte, beispielsweise Zellen, Enzyme, Viren oder Lipidschichten,
werden dadurch in einer diinnen vitrifizierten Eisschicht eingebettet. Der grofie Vorteil der
Kryo-Fixierung liegt darin, dass die biologischen Strukturen in ihrem nativen Zustand
erhalten und in ihrer physiologischen Umgebung untersucht werden kénnen. Unter ande-
rem kann ein biologischer Vorgang zu jedem beliebigen Zeitpunkt durch Kryofixierung
angehalten und in diesem vitrifizierten Zustand im Elektronenmikroskop untersucht wer-

den.

Um den richtigen Zeitpunkt der Kryo-Fixierung genau festzulegen, ist die korrelative Me-
thode zwischen Lichtmikroskop und Elektronenmikroskop, auch als CLEM ("correlative
light-electron microscopy") bezeichnet, von grofiem Vorteil. Die korrelative Methode zwi-
schen Lichtmikroskop und Elektronenmikroskop gestattet die biologische Probe zuerst im
Lichtmikroskop so lange zu beobachten, bis der gewiinschte Zustand erreicht wird. Sodann
wird die Probe in eine Kryopréparationsvorrichtung transferiert und fiir die elektronenmik-
roskopische Beobachtung kryofixiert.

Als Proben werden hiufig Zellkulturen verwendet. Haufig wachsen diese direkt auf dem
Probentriger. CLEM ermdéglicht es, die Zellen im lebenden Zustand zuerst im Lichtmikro-
skop zu untersuchen, bestimmte Zellen auszuwéhlen bzw. einen Zustand einer Zelle abzu-

warten und diesen Zustand durch rasches Einfrieren festzuhalten.

Bei einer anderen korrelativen Methode erfolgt die lichtmikroskopische Untersuchung an

der bereits kryofixierten Probe. Diese Methode hat im Vergleich zur zuvor beschriebenen
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CLEM-Methode jedoch den Nachteil, dass die biologische Probe bzw. die Zellen nicht im

lebenden Zustand untersucht werden kénnen.

Unabhingig von der Art der Probenpréparation ist es fiir eine hochaufldsende transmissi-
onselektronenmikroskopische Abbildung zwingend notwendig, dass die Probe ausreichend
diinn ist. Proben fiir das Transmissioneelektronenmikroskop sind iiblicherweise 30-100 nm,
vorzugsweise 50-80 nm, dick. Bei anderen transmissionselektronenmikroskopischen Metho-
den (z.B. Intermediate Voltage Transmission Electron Microscopy (IVEM)) kénnen die
Proben aber auch deutlich dicker sein. Proben mit definierter Dicke kénnen durch Schneiden
mittels Ultramikrotom erhalten werden, wobei eine kryofixierte Probe (Kryoschnitt) in sehr
diinne Scheiben geschnitten wird. Eine andere Préparationsmethode bezieht sich auf das
Aufbringen von diinnen Fliissigkeitsfilmen auf einen elektronenmikroskopischen Triger.
Hier wird ein diinner Fliissigkeitsfilm sehr schnell, unter Vermeidung von Eiskristallbildung
eingefroren. Dafiir wird ein elektronenmikroskopischer Tréger ("Netzchen", "Grid") in eine
die Probe enthaltende Fliissigkeit getaucht bzw. die Probenfliissigkeit wird mittels einer
Pipette auf dem Tréger appliziert, die iiberschiissige Fliissigkeit beispielsweise mittels eines
Filterpapiers entfernt, und der auf dem Tréger zuriickbleibende Fliissigkeitsfilm durch
Eintauchen in ein Bad aus beispielsweise fliissigem Ethan kryofixiert. Kryofixierte Proben
konnen direkt im gefrorenen Zustand in einem Kryoelektronenmikroskop untersucht wer-
den, da sie dem im Elektronenmikroskop herrschenden Hochvakuum standhalten. Bei der
Gefriersubstitution, die z.B. in der EP 1267 164 Bl beschrieben ist, wird das Wasser in einer
kryofixierten Probe gegen ein Polymer ausgetauscht und die Probe nach dem Aushirten des
Polymers am Ultramikrotom bei Raumtemperatur in Scheiben geschnitten; die elektronen-
mikroskopische Untersuchung erfolgt ebenfalls bei Raumtemperatur.

Automatisierte und semi-automatisierte Kryopréparationsvorrichtungen zum Kryofixieren
sind aus dem Stand der Technik bekannt. Die WO 02/077612 A1 (siehe auch EP 1 370 846 Bl
und US 020040157284) offenbart eine solche Vorrichtung, mit welcher die Kryopréparation
nahezu automatisiert durchgefiihrt werden kann. Diese Vorrichtung ist unter der Handels-
bezeichnung Vitrobot™ auf dem Markt. Bei diesem Geriit wird der Probentréiger in einer
Halteeinrichtung fixiert. Uberschiissige Probenfliissigkeit auf dem Triger wird gegebenen-
falls mit Hilfe von Filterpapier abgeleitet ("Blotting"-Vorgang). AnschlieSend wird die Probe
durch rasches Eintauchen des Trigers in ein Kiihlmittel (Ethan) vitrifiziert. Ein weiteres
Geridt von der Firma Gatan (www.gatan.’afﬁ mit der Handelsbezeichnung Cryoplunge™ ist
einfacher gebaut und nicht voll automatisiert.

Com
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Da biologische Vorgénge oft sehr schnell ablaufen, ist bei der oben genannten korrelativen
Methode zwischen Lichtmikroskop und Elektronenmikroskop (CLEM) ein rascher Transfer
des Probentréagers vom Lichtmikroskop in eine Kryopriparationsvorrichtung anzustreben.

Der Transfer eines Probentrégers von einem Lichtmikroskop in eine der oben genannten
Kryopréparationsvorrichtungen ist jedoch mit erheblichem Zeitaufwand verbunden. Zu
diesen Geriten gibt es auch keinen speziellen Transfer des Probentrdgers vom Lichtmikro-
skop zur Kryopraparationsvorrichtung. Deshalb ist die Transferzeit bedingt durch das
manuelle Aufnehmen des Probentrégers vom Lichtmikroskop, z.B. mittels einer Pinzette, fiir

viele Untersuchungen zu lang.

Es ist daher eine Aufgabe der Erfindung, die Nachteile aus dem Stand der Technik zu besei-
tigen und einen schnellen Transfer des Probentrégers vom Lichtmikroskop zur Kryopréapara-
tionsvorrichtung einschliefllich des Einfrierens der Probe zu erméglichen.

Diese Aufgabe wird mit einer Halteeinrichtung wie eingangs genannt gel6st, welche erfin-
dungsgemif3 ein Rastelement aufweist, wobei das Rastelement in eine jeweils am Lichtmik-
roskop und an der Kryopréparationsvorrichtung angeordnete Rasteinrichtung l6sbar ein-
rastbar ist.

Weiters wird diese Aufgabe durch ein Verfahren wie eingangs genannt geldst, welches
erfindungsgemifs die folgenden Schritte umfasst:

— Befestigen des Probentrégers in einer Halteeinrichtung,

— losbares Einrasten der Halteeinrichtung mit dem darin gehaltenen Probentriger mit-
tels eines auf der Halteeinrichtung angeordneten Rastelements in einer ersten Rast-
einrichtung des Lichtmikroskops und lichtmikroskopische Untersuchung einer auf
dem Probentréger befindlichen Probe,

— Losen der Halteeinrichtung mit dem darin gehaltenen Probentrédger von der Rastein-
richtung des Lichtmikroskops und Transfer der Halteeinrichtung in die Kryoprépara-
tionsvorrichtung,

~ l6sbares Einrasten der Halteeinrichtung mit dem darin gehaltenen Probentréger mit-
tels des auf der Halteeinrichtung angeordneten Rastelements in einer zweiten Rast-

einrichtung der Kryopriparationsvorrichtung und Kryopréparieren der Probe.
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Dadurch, dass der Probentréger bereits wihrend der lichtmikroskopischen Untersuchung in
der Halteeinrichtung befestigt ist und damit das Aufnehmen des Probentrigers zwischen
den beiden Beobachtungsmethoden entfillt, kann die Transferzeit dank der Erfindung
deutlich verkiirzt werden. Nach der lichtmikroskopischen Untersuchung kann der in der
Halteeinrichtung befestigte Probentriger mit der Probe durch Losen der Rastverbindung
zwischen dem Rastelement und der Rasteinrichtung des Lichtmikroskops rasch entnommen,
ziigig transferiert, in der Rasteinrichtung der Kryopréiparationsvorrichtung durch Einrasten
der Halteeinrichtung fixiert und schliellich kryofixiert werden. Der Probentridger mit der
Probe bleibt also die ganze Zeit in der Halteeinrichtung befestigt, beginnend mit der licht-
mikroskopischen Untersuchung, wihrend des Transfers vom Lichtmikroskop in die Kry-
oprédparationsvorrichtung, bis hin zum Einfrieren im Kryogen. Dank der Erfindung ist es
moglich, reproduzierbar im Lichtmikroskop und in der Kryopriparationsvorrichtung zu

positionieren.

Die Transferzeit selbst kann sehr kurz gehalten werden und kann - in Abhingigkeit der
Distanz des Lichtmikroskops von der Kryopriparationsvorrichtung - lediglich ein paar
Sekunden betragen.

Der Begriff "Probentréger" bezieht sich auf alle fiir die Elektronenmikroskopie und fiir die
elektronenmikroskopische Probenpriparation geeigneten Trédger. Insbesondere bezieht sich
der Begriff "Probentréger" auf die bereits oben erwdhnten Grids ("Netztriger", "Netzchen",
"Netz"), wobei die Grids verschiedenartig geformte Locher (Waben, Schlitze etc.) oder ein
Gitter definierter mesh-Zahl aufweisen und/oder mit einem Film beschichtet (z.B. beschich-
tete Grids der Firma Quantifoil) und/oder kohlebedampft sein kénnen. Andere Triger, die
ebenfalls bei der Kryo-Priparation elektronenmikroskopischer Proben eingesetzt werden,
sind z.B. Saphirscheiben wie in der EP 1267 164 Bl beschrieben.

Die Halteeinrichtung ist so ausgebildet, dass der iiblicherweise sehr filigrane und kleine
Probentriger, insbesondere ein Grid (Durchmesser 2-3 mm), sicher fixiert wird. Ublicherwei-
se wird ein Grid in seinem Randbereich durch einen Pinzettengriff fixiert. Sehr vorteilhaft
sind auch Grids mit Lasche. Diese spezielle Art von Probentrégern (auch als "Grid with Tab",
"Tabbed Grid" oder "Handle Grid" bezeichnet) hat zusétzlich am dufleren Rand auflerhalb
des standardméfligen Gridradius eine Lasche, an der man beispielsweise mit einer Pinzette

angreifen kann.

Fiir eine leichte Handhabung der Halteeinrichtung, insbesondere wihrend des Transfers, der

iiblicherweise manuell erfolgt, ist es von Vorteil, wenn die Halteeinrichtung im Wesentlichen
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langlich ausgebildet ist. Zweckmifligerweise ist die Halteeinrichtung pinzettenférmig
ausgebildet.

Bei einer bevorzugten Variante hat das Rastelement einen ersten Bereich zum Fixieren der
Halteeinrichtung in der jeweiligen Rasteinrichtung des Lichtmikroskops bzw. der Kryopri-
parationsvorrichtung und einen zweiten Bereich zum Einspannen z.B. einer Pinzette mit
einer sehr feinen Spitze. Der Probentrager wird mittels der Pinzette gehalten. Die Pinzette
kann bei Bedarf, z.B. bei Abnutzung der Pinzettenspitze, einfach getauscht werden. Obwohl
die zuvorgenannte Variante bevorzugt wird, kann die Halteeinrichtung auch einstiickig
ausgefiihrt sein.

Die Erfindung ist besonders zum Transfer und zur Kryopréparation von Proben mit Zellen,
insbesondere einer Zellkultur, geeignet.

Fiir Proben, welche Zellkulturen umfassen, werden meist inverse Mikroskope verwendet.
Der Probentréger befindet sich iiblicherweise in einem durchsichtigen Kulturgeff, z.B. einer
Zellkulturschale oder Petrischale, mit einem Deckglas als Boden. Das Objektiv ist unterhalb
des Deckglases bzw. des Kulturgefifies angeordnet. Bedingt durch den Rand des Kulturge-
fafSes ragt die Halteeinrichtung nicht horizontal, sondern in einem Winkel in das Kulturgefif
hinein. Dies verursacht bei einem herkémmlichen Probentréiger Probleme, da die Oberfliche
des Probentrégers parallel und in Berithrung zum Deckglas angeordnet sein soll. Es ist daher
von besonderem Vorteil, wenn die Oberfliche des Probentrigers in einem Winkel zur im
Wesentlich linglichen Halteeinrichtung ausrichtbar ist. Als besonders zweckmafig fiir diese
Ausfithrungsform hat sich die Verwendung eines Probentrégers mit Lasche, insbesondere
eines Grids mit Lasche wie oben beschrieben, erwiesen. Diese Lasche kann entweder elas-
tisch oder plastisch gebogen werden, so dass eine parallele Position nahezu der gesamten
Gridoberfldche zum Deckglas erreicht werden kann. Nach der lichtmikroskopischen Unter-
suchung kann die Halteeinrichtung rasch vom Lichtmikroskop entfernt und in die Kryopri-
parationsvorrichtung transferiert werden. Nach dem Einfrieren kann die Lasche z.B. mittels
Skalpell, Rasierklinge oder Mikroschere vom Grid entfernt und das Grid im gefrorenen
Zustand in einem Probenhalter fiir die Elektronenmikroskopie montiert werden.

Um den Probentréger im Lichtmikroskop gezielt und kontrolliert an das Deckglas anzuni-
hern, ist es von Vorteil, wenn die Halteeinrichtung zum Positionieren des Probentrigers
mittels einer an der Rasteinrichtung des Lichtmikroskops angeordneten Justiereinrichtung in
die gewiinschte Position bewegt wird.
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Wenn die Halteeinrichtung in der Kryopréiparationsvorrichtung fixiert ist, dann ist es giins-
tig, wenn die Halteeinrichtung drehbar um ihre Lingsachse gelagert ist, um das Blotten von
der gewiinschten Seite des Netzes zu gestatten.

Damit die Halteeinrichtung rasch und mit wiederholbarer Genauigkeit mittels des Rastele-
ments in der jeweiligen Rasteinrichtung befestigt und wieder entfernt werden kann, haben

sich folgende Verschlussmechanismen in der Praxis als giinstig erwiesen:

Bei einer ersten bevorzugten Variante wird das Rastelement mittels eines Kugelrast-
Verschlusses in der Rasteinrichtung eingerastet. Bei einer Untervariante weist das Rastele-
ment eine Rastnut auf, in welche ein in der jeweiligen Rasteinrichtung des Lichtmikroskops
bzw. der Kryopréaparationsvorrichtung angeordnetes, gefedertes Verschlussstiick (Kugelrast)
einrasten kann. Fiir die Ausgestaltung der Aufnahme gibt es viele Moglichkeiten, wie bei-
spielsweise Schwalbenschwanz- oder T-Form. Als besonders vorteilhaft hat sich eine L-Form
erwiesen, weil damit eine Montage in zwei Positionen (180°-Symmetrie) vermieden werden
kann und eine eindeutige Positionierung des Probentrigers ermoglicht wird. Die L-Form
gestattet die Montage nur in einer Position. Dies hat den Vorteil, dass immer die richtige
Position des Probentrigers eingehalten werden kann, da der Probentridger sowohl bei der
lichtmikroskopischen Untersuchung als auch beim Blotten eine bestimmte Position einneh-
men muss und nicht um 180° verdreht werden soll. Fehler konnen auf diesem Weg vermie-

den werden.

Bei einer weiteren vorteilhaften Variante kann das Rastelement mittels eines magnetischen
Verschlusses in der Rasteinrichtung befestigt sein. Die Variante mit dem Kugelrast-
Verschluss wird jedoch aufgrund der noch htheren Genauigkeit bevorzugt.

Im Folgenden wird die Erfindung samt weiteren Vorziigen anhand eines nicht einschrin-
kenden Ausfiihrungsbeispiels erldutert, das in den beigefiigten Zeichnungen dargestellt ist.

Die Zeichnungen zeigen:

Fig. 1 eine perspektivische Ansicht einer Halteeinrichtung fiir einen elektronenmikroskopi-
schen Probentrager, welche am Tisch eines Lichtmikroskops fixiert ist,

Fig. 2 eine Kryopréparationsvorrichtung in perspektivischer Ansicht mit in der Kryoprépara-
tionsvorrichtung fixierten Halteeinrichtung der Fig. 1,

Fig. 3A eine perspektivische Ansicht einer Halteeinrichtung gemif3 der Erfindung,
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Fig. 3B eine perspektivische Ansicht der Rasteinrichtung, in welche die Halteeinrichtung der
Fig. 3A nach dem Kugelrast-Prinzip einrastbar ist, und

Fig. 4 einen Schnitt durch die Halteeinrichtung der Fig. 3A und die Rasteinrichtung der Fig.
3B im eingerasteten Zustand.

Die Fig. 1 zeigt eine perspektivische Ansicht einer Halteanordnung 100 zum Halten und
Untersuchen von fiir die Kryoelektronenmikroskopie bestimmten Proben in einem Lichtmik-
roskop. Im gezeigten Beispiel handelt es sich um eine Zellkulturprobe. Hierfiir werden die
Zellen in Gewebekulturbehiltnissen auf elektronenmikroskopischen Probentrdgern unter
sterilen Bedingungen kultiviert. Die Zellen wachsen als Monolayer auf den Probentridgern.
Fiir die lichtmikroskopische Untersuchung wird ein Probentriger, im gezeigten Beispiel ein
Grid 101, entnommen und in einer am Lichtmikroskop befestigbaren Halteeinrichtung 103
fixiert. Mit Hilfe der Halteeinrichtung 103 wird ein schneller Transfer des Grids 101 von dem
Lichtmikroskop in eine Kryopréparationsvorrichtung (siehe Fig. 2) ermdglicht. Beim gezeig-
ten Beispiel handelt es sich um ein inverses Lichtmikroskop.

Zur leichteren Handhabung ist die Halteeinrichtung 103 im Wesentlichen lidnglich ausgebil-
det. Die Halteeinrichtung 103 in diesem Ausfiithrungsbeispiel ist zweiteilig ausgefiihrt und
umfasst eine Pinzette 103a zum Fixieren des Grids 101 sowie ein Rastelement 103b, das
einerseits die Pinzette 103a aufnimmt und andererseits die Halteeinrichtung 103 an einer
Rasteinrichtung 104, welche am Tisch 108 des Lichtmikroskops angeordnet ist, fixiert. Ein
Verschlussmechanismus zwischen dem Rastelement 103 und der Rasteinrichtung 104 nach
dem Kugelrast-Prinzip ist weiter unten in den Fig. 3A, 3B und 4 niher dargestelt.

Wie in der Fig. 1 gezeigt, weist das Grid 101 auf seinem &ufleren Rand auflerhalb des stan-
dardméfliigen Gridradius eine Lasche 107 auf, an der die Pinzette 103a angreifen kann. Die
Halteeinrichtung 103 wird nun so im Lichtmikroskop befestigt, dass die Pinzette 103a mit
dem Grid 101 in eine auf dem Tisch 108 befindliche Zellkulturschale 102 hineinragt. Bedingt
durch den Rand 106 der Zellkulturschale 102 ragt die Halteeinrichtung 103 nicht horizontal,
sondern in einem Winkel a (griechischer Buchstabe alpha) in die Zellkulturschale 102 hinein.
Das Grid 101 liegt fiir die Untersuchung auf einem Deckglas 102a auf. Das Deckglas 102a
bildet den Boden der Zellkulturschale 102. Zellkulturschalen dieser Art sind im Handel
erhiltlich (z.B. Fluorodish Cell Culture Dish 35 mm, Glas 23 mm Durchmesser, 0.17 mm
Dicke von der Firma World Precision Instruments Inc.). Die Zellen auf dem Grid 101 sind
dabei dem Deckglas zugewandt. Das Objektiv (nicht gezeigt) ist unterhalb des Deckglases
102a bzw. der Zellkulturschale 102 angeordnet. Um die fiir die lichtmikroskopische Untersu-

chung erforderliche parallele Position nahezu der gesamten Gridoberfléche zum Deckglas
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102a zu erreichen, wird die von der Pinzette 103a gehaltene Lasche 107 vorzugsweise elas-
tisch in Bezug auf die Gridoberfliche verbogen. Fiir die lichtmikroskopische Untersuchung
ist die Gridoberfléche folglich in einem Winkel zur Langsachse (L) der Halteeinrichtung 103
orientiert. Ein plastisches Verbiegen der Lasche 107 ist ebenso denkbar, allerdings wird ein
elastisches Verbiegen bevorzugt, da die Oberfliche des Grids 101 fiir die anschliefende
Kryopréparation wieder im Wesentlichen parallel zur Lingsachse (L) der Halteeinrichtung
103 orientiert sein sollte.

Um das Grid 101 im Lichtmikroskop gezielt und kontrolliert an das Deckglas 102a anzuni-
hern und zu positionieren, kénnen die Halteeinrichtung 103 und das darin befestigte Grid
101 mittels einer an der Rasteinrichtung 104 des Lichtmikroskops angeordneten Justierein-
richtung 105 bewegt und in die gewiinschte Position gebracht werden.

Nach der lichtmikroskopischen Untersuchung, z.B. wenn ein gewiinschter biologischer
Zustand der Probe erreicht ist, kann die Halteeinrichtung rasch durch Losen des Rastele-
ments 103 von der Rasteinrichtung 104 vom Lichtmikroskop entfernt und in die Kryopripa-
rationsvorrichtung transferiert und kryofixiert werden (detaillierte Beschreibung siehe Fig.
2). Nach dem Einfrieren wird die Lasche 107 mittels Skalpell, Rasierklinge oder Mikroschere
vom Grid 101 entfernt und das Grid 101 samt der darauf befindlichen Probe im gefrorenen
Zustand in einem Probenhalter fiir die Elektronenmikroskopie montiert.

Damit der Bediener das Grid 101 bequem auflerhalb der Praparationskammer mit der Pin-
zette 103a erfassen kann, kann die Halteeinrichtung 103 manuell rasch und mit wiederholba-
rer Genauigkeit sowohl am Tisch 108 des Lichtmikroskops als auch in der Kryopraparati-
onsvorrichtung befestigt und wieder entfernt werden. Ein geeigneter Verschlussmechanis-
mus nach dem Kugelrast-Prinzip ist weiter unten in den Fig. 3A, 3B und 4 niher dargestellt.
Die Pinzette 103a kann bei Bedarf ebenfalls einfach getauscht werden.

Die Fig. 2 zeigt eine perspektivische Ansicht einer automatisierten Kryopréparationsvorrich-
tung 200 zum Préparieren von Proben fiir ein Elektronenmikroskop. Die Vorrichtung 200
weist als wesentliche Komponenten eine klimatisierbare Praparationskammer 201 und eine
Kiihleinrichtung 202, in welcher sich ein Behiltnis mit einem Kryogen befindet, auf. Im
verschalten Riickenteil 203 der Vorrichtung 200 sind diverse Schrittmotoren sowie eine
Steuerung untergebracht, die hier nicht niher dargestellt sind. In der Fig. 2 befindet sich die
Préaparationskammer 201 in ihrer oberen Position, in welcher die Halteeinrichtung 103 mit
dem darin befestigten Grid 101 mittels des Rastelements 103b in einer Rasteinrichtung 204 in
der Kryopréparationsvorrichtung 200 fixiert werden kann. Der Mechanismus des Einrastens
des Rastelements 103 in die Rasteinrichtung 204 ist derselbe wie jener fiir das Lichtmikro-
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skop (siehe Fig. 1). Nach dem Fixieren des Halteelements 103 wird die Praparationskammer
201 mit Hilfe eines Schrittmotors nach unten zur Kiihleinrichtung 202 bewegt. Die Halteein-
richtung 103 mit der Probe befindet sich nunmehr in der Priparationskammer 201. Uber-
schiissige Probenfliissigkeit kann - wie zuvor bereits beschrieben - durch Blotten mit Filter-
papier von der Gridoberfldche entfernt werden. Die Halteeinrichtung 103 ist um 180° in
beide Richtungen um ihre Lingsachse L' drehbar, um das Blotten von beiden Seiten zu
gestatten. Nach dem Blotting-Vorgang wird das Grid 101 sehr schnell durch vertikales
Bewegen der Halteeinrichtung 103 nach unten in den unter der Priparationskammer 201
befindlichen Kryogenbehilter (nicht dargestellt) der Kiihleinrichtung 202 abgesenkt, wo-
durch die auf dem Grid 101 befindliche biologische Probe (Zellen) vitrifiziert wird.

Nach dem Einfrieren wird das Grid mit der gefrorenen Probe zum Mikroskopieren im
Elektronenmikroskop aus der Halteeinrichtung 103 geltst. Das Behiltnis mit dem Kryogen
ist aus der Vorrichtung 200 entfernbar, um die vitrifizierte Probe in eine Probenhalterung fiir
ein Kryo-Elektronenmikroskop einsetzen zu konnen. Nach dem Einfrieren wird die Halte-
einrichtung bis knapp oberhalb des Kryogenbehilters angehoben. In diesem Bereich betrédgt
die. Gastemperatur etwa -160°C. Manuell wird die Haltevorrichtung 103 aus dem Rastme-
chanismus entfernt und das Grid 101 in einen Transferbehiilter, der sich, mittels fliissigem
Stickstoff gekiihlt, vorzugsweise neben dem Kryogenbehilter befindet, abgelegt. Dieser
Tranferbehilter wiederum wird zu einer Ladestation fiir Kryoelektronenmikroskophalter

(Firma Gatan: www.gatan.com) transportiert.

Die Fig. 3A zeigt eine perspektivische Ansicht der Halteeinrichtung 103. Die Halteeinrich-
tung 103 ist, wie oben bereits ausgefiihrt, zweiteilig aufgebaut und umfasst eine Pinzette
103a zum Fixieren des Grids 101 (mit Lasche 107) sowie ein Rastelement 103b, das einerseits
die Pinzette 103a aufnimmt und andererseits in einer Rasteinrichtung 104 des Lichtmikro-
skops sowie in einer Rasteinrichtung 204 der Kryopraparationsvorrichtung 200 einrastbar ist.
Die Rasteinrichtung 104 ist in der Fig. 3B dargestellt; die Rasteinrichtung 204 der Kryopréipa-
rationseinrichtung ist gleichartig gestaltet.

Die Montage der Halteeinrichtung 103 in die Rasteinrichtung erfolgt durch horizontales
Einschieben des Rastelements 103b der Halteeinrichtung 103 in die Rasteinrichtung 104
(Montagerichtung durch den Pfeil 109 dargestellt). In der Fig. 3A ist an der Oberseite des
Rastelements 103b eine geneigte Ebene 110 (z.B. um 45° abgeschrégt) zu sehen, welche eine
V-formige Rastnut 111 aufweist. Die Rastnut 111 dient als Rastung fiir ein in der Rasteinrich-
tung 104 angeordnetes, gefedertes Verschlussstiick 112 (Kugelrast 112). Dies ist in der Fig. 4
veranschaulicht, welche die Halteeinrichtung 103 der Fig. 3A und die Rasteinrichtung 104 im
eingerasteten Zustand zeigt. Die Kugelrast 112 befindet sich in der Rastnut 111.
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Fiir die Ausgestaltung der Aufnahme 113 gibt es viele Moglichkeiten, wie beispielsweise
Schwalbenschwanz- oder T-Form. Im gezeigten Beispiel wurde eine L-Form 114 gewéhlt, um
eine Montage in zwei Positionen (180°-Symmetrie) zu vermeiden und eine eindeutige Positi-
onierung des Grids 101 zu erméglichen. Die L-Form 114 gestattet die Montage nur in einer
Position. Die L-Form 114 hat den Vorteil, dass immer die richtige Position des Grids 101
eingehalten werden kann, da das Grid 101 sowohl bei der lichtmikroskopischen Untersu-
chung als auch beim Blotten eine bestimmte Position einnehmen muss und nicht um 180°

verdreht werden soll. Fehler kénnen auf diesem Weg vermieden werden.

Anstelle der gefederten Kugelrast kann als Verschlussstiick 112 auch ein magnetischer

Verschluss verwendet werden.

Die oben beschriebene Verwirklichung ist nur ein Beispiel unter vielen und folglich nicht als
einschridnkend zu betrachten.

Wien, den ‘ 12 2 Juli 2009
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ANSPRUCHE

1. Halteeinrichtung (103) zum Halten eines elektronenmikroskopischen Probentrigers
(101) und zum Transfer des Probentrégers (101) von einem Lichtmikroskop in eine Kryopri-
parationsvorrichtung (200) zum Kryo-Préparieren von Proben fiir ein Elektronenmikroskop,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Halteeinrichtung (103) ein Rastelement (103b) aufweist, wobei das Rastelement (103b) in
eine jeweils am Lichtmikroskop und an der Kryopréparationsvorrichtung (200) angeordnete
Rasteinrichtung (104,204) 16sbar einrastbar ist.

2. Halteeinrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung
(103) im Wesentlichen langlich ausgebildet ist.

3. Halteeinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfliche des
Probentrégers (101) in einem Winkel zur im Wesentlich linglichen Halteeinrichtung (103)

ausrichtbar ist.

4. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Halteeinrichtung (103) zum Halten eines Probentrégers mit Lasche (107) eingerichtet ist.

5. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die
Halteeinrichtung (103) in der Kryopraparationsvorrichtung (200) drehbar um eine Langsach-
se (L') gelagert ist.

6. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das
Rastelement (103b) mittels eines Kugelrast-Verschlusses (111,112) in der Rasteinrichtung
(104,204) einrastbar ist.

7. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das
Rastelement mittels eines magnetischen Verschlusses in der Rasteinrichtung einrastbar ist.

8. Verfahren zum Transfer eines elektronenmikroskopischen Probentrigers (101) von
einem Lichtmikroskop in eine Kryopriparationsvorrichtung (200) zum Kryo-Préparieren
von Proben fiir ein Elektronenmikroskop, gekennzeichnet durch die Schritte:
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— Befestigen des Probentrégers (101) in einer Halteeinrichtung (103),

~ losbares Einrasten der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentréger
(101) mittels eines auf der Halteeinrichtung (103) angeordneten Rastelements (103b)
in einer ersten Rasteinrichtung (104) des Lichtmikroskops und lichtmikroskopische
Untersuchung einer auf dem Probentriger (101) befindlichen Probe,

— Losen der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentrdger (101) von
der Rasteinrichtung (104) des Lichtmikroskops und Transfer der Halteeinrichtung
(103) in die Kryopraparationsvorrichtung (200),

— losbares Einrasten der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentréger
(101) mittels des auf der Halteeinrichtung (103) angeordneten Rastelements (103b) in
einer zweiten Rasteinrichtung (204) der Kryopraparationsvorrichtung (200) und Kry-

opréparieren der Probe.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass als Probentréager (101) ein

Probentrdger mit Lasche (107) verwendet wird.
10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung
(103) zum Positionieren des Probentrigers (101) mittels einer an der Rasteinrichtung (104)

des Lichtmikroskops angeordneten Justiereinrichtung (105) bewegt wird.

11. Verwendung einer Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zum Transfer
und zur Kryopréaparation von Proben mit Zellen, insbesondere einer Zellkultur.

Wien, den ‘22. Juli 2863
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ANSPRUCHE

1. Halteeinrichtung (103) zum Halten eines elektronenmikroskopischen Probentrigers
(101) und zum Transfer des Probentrégers (101) von einem Lichtmikroskop in eine Kryopra-
parationsvorrichtung (200) zum Kryo-Préparieren von Proben fiir ein Elektronenmikroskop,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Halteeinrichtung (103) ein Rastelement (103b) aufweist, wobei das Rastelement (103b) in
eine jeweils am Lichtmikroskop und an der Kryopréparationsvorrichtung (200) angeordnete
Rasteinrichtung (104,204) losbar einrastbar ist.

2. Halteeinrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung
(103) im Wesentlichen linglich ausgebildet ist.

3. Halteeinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberfléche des
Probentrégers (101) in einem Winkel zu einer Lingsachse (L) der im Wesentlichen linglichen
Halteeinrichtung (103) ausrichtbar ist.

4. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die
Halteeinrichtung (103) in der Kryopréparationsvorrichtung (200) drehbar um eine Langsach-
se (L") gelagert ist.

5. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das
Rastelement (103b) mittels eines Kugelrast-Verschlusses (111,112) in der Rasteinrichtung
(104,204) einrastbar ist.

6. Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das

Rastelement mittels eines magnetischen Verschlusses in der Rasteinrichtung einrastbar ist.

7. Verfahren zum Transfer eines elektronenmikroskopischen Probentrdgers (101) von
einem Lichtmikroskop in eine Kryopréparationsvorrichtung (200) zum Kryo-Préparieren
von Proben fiir ein Elektronenmikroskop mittels einer Halteeinrichtung nach einem der
Anspriiche 1 bis 7, gekennzeichnet durch die Schritte:

— Befestigen des Probentrégers (101) in einer Halteeinrichtung (103),
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. — 15sbares Einrasten der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentréger
(101) mittels eines auf der Halteeinrichtung (103) angeordneten Rastelements (103b)
in einer ersten Rasteinrichtung (104) des Lichtmikroskops und lichtmikroskopische
Untersuchung einer auf dem Probentréger (101) befindlichen Probe,

— Losen der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentréger (101) von
der Rasteinrichtung (104) des Lichtmikroskops und Transfer der Halteeinrichtung
(103) in die Kryopréparationsvorrichtung (200),

— losbares Einrasten der Halteeinrichtung (103) mit dem darin gehaltenen Probentrager
(101) mittels des auf der Halteeinrichtung (103) angeordneten Rastelements (103b) in
einer zweiten Rasteinrichtung (204) der Kryopréaparationsvorrichtung (200) und Kry-
opréparieren der Probe.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Probentréger (101) ein
Probentriger mit Lasche (107) verwendet wird.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Halteeinrichtung
(103) zum Positionieren des Probentrégers (101) mittels einer an der Rasteinrichtung (104)
des Lichtmikroskops angeordneten Justiereinrichtung (105) bewegt wird.

10. Verwendung einer Halteeinrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zum Transfer

und zur Kryopraparation von Proben mit Zellen, insbesondere einer Zellkultur.
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