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DESCRIPCION

Microscopia electrénica
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un aparato de preparacién de muestras para microscopia electronica; y a un
procedimiento para la preparacién de una muestra para microscopia electronica.

Antecedentes

Las técnicas de microscopia pueden usarse para obtener una imagen de un espécimen. Las técnicas de microscopia
incluyen la microscopia electronica. Segin estas técnicas, un haz de electrones es usado para “iluminar" un
espécimen. La presencia del espécimen en el haz de electrones conduce a cambios en este haz. Los cambios del haz
generados por la muestra pueden ser examinados para crear una imagen ampliada del espécimen.

Para obtener con éxito una imagen, un espécimen tiene que ser preparado adecuadamente para obtener la imagen.
Una preparacién exitosa y reproducible de una muestra o de un espécimen puede ser la llave para obtener resultados
utiles a partir de técnicas de microscopia. Hay que tener en cuenta que una preparacion incorrecta o no exitosa de un
espécimen para el examen puede conducir a un deterioro del espécimen, o a resultados malos y/o no reproducibles.

Se pretende proporcionar un aparato y procedimiento para el uso en la preparacion de muestras para microscopia,
que pueden referirse a algunas técnicas conocidas de preparacion.

El documento EP 3 260 839 A1 divulga un procedimiento y un aparato para la preparacién de una muestra para
experimentos para la obtencién de imagenes o de difraccion en condiciones criogénicas, comprendiendo las etapas
de la aplicacién de una muestra en una pelicula en un soporte, en particular una rejilla que comprende una pelicula
de este tipo en un soporte, o eliminandose un medio residual, normalmente un liquido, de una muestra incubada en
una pelicula en un soporte y vitrificAndose la muestra.

El documento US 2015/090878 A1 divulga un procedimiento para la preparaciéon de una muestra para un microscopio
para particulas cargadas.

El documento US 2015/221470 A1 divulga un aparato de haz de particulas cargadas con la funcién de permitir la
observacion de una muestra en una atmésfera de gas o en un estado liquido.

El documento GB 2 461 708 A divulga un portamuestras para el uso en un procedimiento de analisis que usa radiacién
de alta energia, como radiacién de rayos X o radiacién de electrones, que incluye un marco 4 con una ventana 6 y
una membrana que se extiende en la ventana y tiene una superficie para portar una muestra.

El documento US 2007/145268 A1 divulga una placa de control de liquido ultrafina y una combinacién de un elemento
en forma de caja, incluyendo la placa de control un elemento en forma de placa con al menos un agujero para ver.

Resumen

Un primer aspecto de la invencién proporciona un aparato de preparacién de muestras para microscopia electrénica
como se indica en la reivindicacion 1.

El aparato y el procedimiento descritos pueden ser Utiles en relaciéon con varios procedimientos para la preparacion
de muestras para microscopia, aunque pueden ser especialmente relevantes en relacion con la microscopia
electrénica, en particular la criomicroscopia electrénica o crio-EM, en la que se usa la microscopia electronica de
transmisién para estudiar especimenes a temperaturas criogénicas. Las técnicas de criomicroscopia electronica puede
ser especialmente 0til al estudiar especimenes bioldgicos vitrificados, hidratados. La importancia de técnicas de
preparacién reproducibles y fiables puede ser especialmente importante para los usuarios de la criomicroscopia
electrénica, ya que una muestra puede ser preparada semanas antes de un horario programado para usar un
microscopio electrénico y, si las muestras preparadas no pueden ser utilizadas, puede haberse perdido tiempo para
la preparacion de otras muestras (que posiblemente tampoco pueden usarse) y esperar otro horario programado para
usar el microscopio electronico.

El primer aspecto puede proporcionar un aparato de preparacion de muestras para microscopia electrénica. El aparato
de preparaciéon de muestras para microscopia electrénica puede comprender un aparato de preparacion de muestras
para la criomicroscopia electronica. Dicho aparato puede comprender un aparato independiente o puede formar parte
de una maquina de preparacién mas grande.

El aparato del primer aspecto puede comprender: un portasoporte configurado para recibir un soporte de muestra para
2
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microscopia electrénica. El soporte de muestra para microscopia electrénica puede estar configurado para recibir una
muestra de fluido. La muestra de fluido puede comprender una solucién que contiene un espécimen biolégico. El
soporte de muestra puede comprender una rejilla de soporte de muestra para microscopia electronica.

El aparato puede comprender una salida de gas configurada para dirigir un flujo de gas hacia una superficie del soporte
de muestra para microscopia electronica para ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia
electronica. El gas puede comprender aire comprimido, nitrégeno u otro gas inerte similar, que no interactda
negativamente con el espécimen en el fluido. En algunas realizaciones, la configuracién de la salida de gas puede
elegirse en funcion de las propiedades deseadas del flujo de gas dirigible resultante. En algunas realizaciones, el
caudal de gas puede ser ajustable, pudiendo iniciarse y detenerse el flujo de gas de forma apropiada. En algunas
realizaciones, el caudal de gas puede ser ajustado durante el flujo de gas, es decir, mientras el gas fluye desde la
salida. El flujo de gas puede ser esencialmente laminar. La salida puede estar dispuesta o configurada de tal modo
que el flujo de gas resultante es esencialmente uniforme a lo largo de la anchura del soporte de muestra, cuando el
soporte de muestra esta en su lugar dentro del portasoporte de muestra.

El primer aspecto reconoce que el uso de un flujo de gas para ajustar una muestra de fluido colocada en un soporte
de muestra puede permitir una preparacién de muestra reproducible. Ademas, el uso de un flujo de gas para ajustar
una muestra de fluido colocada en un soporte de muestra puede permitir un ajuste fino de los parametros del flujo de
gas y, por lo tanto, un ajuste fino de varias propiedades de una muestra proporcionada en el soporte de muestra.

Un flujo de gas que es esencialmente paralelo a la superficie de soporte puede actuar para crear un gradiente dentro
del fluido en la superficie de soporte. En algunas realizaciones, la salida de gas esté configurada de tal manera que el
flujo de gas puede dirigirse hacia la superficie en un angulo de incidencia elegido de tal manera que el flujo de gas
puede crear un gradiente dentro del fluido en la superficie de soporte. La creacién de un gradiente puede permitir un
espesor 6ptimo de fluido para la obtencién de una imagen mediante microscopia electrénica en algin punto en la
superficie de soporte. Este espesor éptimo puede presentarse en una pluralidad de posiciones en la superficie de
soporte. Si el soporte es, por ejemplo, una rejilla, este espesor 6ptimo puede presentarse en una pluralidad de
cuadriculas de la rejilla que se presentan en la superficie de soporte de la muestra. El espesor éptimo puede depender
del espécimen del que hay que obtener una imagen mediante microscopia electrénica y que esta suspendida dentro
del fluido colocado en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, la salida de gas esta configurada de tal manera que el flujo de gas puede dirigirse hacia la
superficie, por lo que resulta un flujo de gas que es esencialmente perpendicular a la superficie. En algunas
realizaciones, la salida de gas esta configurada de tal manera que el flujo de gas resultante va dirigido hacia la
superficie en un angulo de incidencia elegido de tal manera que una seccién transversal del flujo de gas esta
configurada para pasar de manera esencialmente uniforme en el area superficial de la superficie del soporte de
muestra para microscopia electrénica. Estos flujos de gas pueden provocar una evaporacion homogénea en el area
superficial del soporte de muestra. Algunas realizaciones reconocen que, si la direccion del flujo de gas es
esencialmente perpendicular a la superficie del soporte de muestra, puede ser posible evitar la creaciéon de un
gradiente de fluido en el soporte de muestra y conseguir una muestra mas uniforme para la obtencién posterior de la
imagen.

Un flujo de gas esencialmente perpendicular también puede usarse, por ejemplo, en algunas realizaciones para
esparcir una "gota" del fluido de muestra en un soporte de muestra. En algunas realizaciones, la salida de gas esta
configurada de tal manera que el flujo de gas puede dirigirse hacia la superficie en un angulo de incidencia elegido de
tal manera que el flujo de gas puede esparcir una "gota" del fluido de muestra en un soporte de muestra.

Se apreciara que puede utilizarse un flujo de gas perpendicular, paralelo y/o transversal elegido adecuadamente con
un angulo de incidencia, area de seccién transversal y/o caudal elegidos adecuadamente, con un gas apropiado, para
implementar varias acciones en relacién con la preparaciéon de una muestra. En particular, puede utilizarse un flujo de
gas para ajustar el fluido proporcionado en el soporte de muestra. Este ajuste puede comprender uno o mas de los
siguientes procesos: eliminar el exceso de fluido, esparcir el fluido, evaporar fluido del soporte de muestra, enfriar un
fluido de muestra y/o vitrificar un fluido de muestra. En algunas realizaciones, el mismo flujo de gas puede utilizarse
para realizar mas de una accion o ajuste. En algunas realizaciones, pueden cambiarse una o mas propiedades fisicas
del flujo de gas para las diversas acciones. Pueden cambiarse apropiadamente, por ejemplo, el caudal del gas, la
humedad, la temperatura, el angulo de incidencia y/o propiedades similares del flujo de gas.

En algunas realizaciones, un flujo de gas puede utilizarse para enfriar, enfriar criogénicamente o vitrificar una muestra
de fluido en soporte de muestra. En algunas realizaciones, el enfriamiento criogénico puede comprender enfriar la
muestra de fluido y el soporte de muestra a aproximadamente -175 grados centigrados. Si el "frente de flujo" de un
flujo de gas esta configurado para impactar en una superficie del soporte de muestra de manera homogénea y uniforme
y pareja, este enfriamiento o esta vitrificacion, puede estar configurada de tal manera que se consigue un enfriamiento
homogéneo, un enfriamiento criogénico o una vitrificacién en el soporte de muestra. "Enfriamiento uniforme" significa
en este contexto que el proceso de enfriamiento puede ser tal que no se induzcan diferencias de temperatura
significativas por la aplicacion del flujo de gas entre areas de fluido en el soporte. Las diferencias de temperatura
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pueden perjudicar fisicamente la muestra de fluido en el soporte y causar problemas en la obtencion posterior de la
imagen.

Por consiguiente, algunas disposiciones de aparatos pueden comprender una salida de gas en una posicion fija,
mientras que otras disposiciones pueden prever una salida de gas movil. En algunas realizaciones, el angulo de
incidencia del flujo de gas puede ser ajustable durante la aplicacién de un flujo de gas a un soporte de muestra. En
algunas realizaciones, un angulo de incidencia puede utilizarse para realizar la eliminacién del exceso de fluido y la
evaporacién del fluido de muestra del soporte de muestra. En otras palabras, puede utilizarse el mismo angulo de
incidencia del flujo de gas para realizar ambas acciones. Otras propiedades fisicas del flujo de gas pueden ser
ajustadas o permanecer iguales. En algunas realizaciones, un angulo de incidencia puede utilizarse para realizar la
eliminacion del exceso de fluido y otro angulo de incidencia puede utilizarse para la evaporacion del fluido de muestra
del soporte de muestra. En algunas realizaciones, el angulo de incidencia del flujo de gas puede ser ajustable entre
aplicaciones de un flujo de gas a un soporte de muestra.

Como se ha descrito anteriormente, el flujo de gas puede utilizarse segun varias realizaciones para conseguir una
serie de ajustes en el fluido colocado en un soporte de muestra. En algunas realizaciones, el ajuste conseguido puede
depender de la naturaleza del flujo de gas. Por ejemplo, la direccion de aplicacién del flujo de gas, el area de la seccién
transversal del flujo de gas, el gas utilizado para el flujo de gas, la humedad del flujo de gas, la temperatura del flujo
de gas y otras propiedades fisicas y caracteristicas similares del flujo de gas. Las propiedades del flujo de gas pueden
depender de la configuracién de la salida de gas. La salida de gas puede comprender una boquilla adaptada para
crear un flujo de gas con unas caracteristicas fisicas particulares. En algunas realizaciones, ajustar la muestra de
fluido portada por el soporte de muestra para microscopia electronica comprende eliminar el exceso de fluido portado
por el soporte de muestra para microscopia electrénica. En algunas realizaciones, ajustar la muestra de fluido portada
por el soporte de muestra para microscopia electronica comprende enfriar la muestra de fluido portada por el soporte
de muestra para microscopia electrénica. En algunas realizaciones, ajustar la muestra de fluido portada por el soporte
de muestra para microscopia electrénica comprende provocar el enfriamiento criogénico de la muestra de fluido
portada por el soporte de muestra para microscopia electrénica. En algunas realizaciones, ajustar la muestra de fluido
portada por el soporte de muestra para microscopia electrénica comprende vitrificar la muestra de fluido portada por
el soporte de muestra para microscopia electrénica.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: una salida de gas configurada para dirigir un flujo de gas de forma
esencialmente simétrica hacia una superficie del soporte de muestra para microscopia electrénica para ajustar el fluido
portado por el soporte de muestra para microscopia electronica. Una disposicion de este tipo puede garantizar que un
soporte de muestra no se deforme ni se deteriore fisicamente de otro modo al ser aplicado el flujo de gas al soporte
de muestra. En algunas realizaciones, una Unica salida de gas puede ser utilizada para crear un flujo de gas dirigido
hacia solo una superficie del soporte de muestra y ajustar el fluido en el soporte de muestra desde solo un lado o
superficie del mismo.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: al menos una salida de gas configurada para dirigir el flujo de gas
de forma esencialmente simétrica hacia superficies opuestas del soporte de muestra para microscopia electrénica
para ajustar la muestra de fluido portada por el soporte de muestra para microscopia electrénica. En algunas
realizaciones, el aparato comprende: al menos dos salidas de gas configuradas para dirigir el flujo de gas de forma
esencialmente simétrica y simultanea hacia superficies opuestas del soporte de muestra para microscopia electrénica
para ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica. En algunas realizaciones, el
aparato comprende: dos salidas de gas configuradas para dirigir un flujo de gas de forma esencialmente simétrica y
simultanea hacia superficies opuestas del soporte de muestra para microscopia electronica para ajustar el fluido
portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica.

Varias disposiciones simétricas como las anteriormente descritas pueden ayudar a garantizar que un soporte de
muestra no se deforme ni se deteriore fisicamente de otro modo al ser aplicado el flujo de gas al soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: un humidificador de gas configurado para ajustar la humedad del
flujo de gas. Por consiguiente, la humedad del flujo de gas puede tener un impacto en la tasa de evaporacién inducida
por un flujo de gas en un fluido portado por un soporte de muestra. En algunas realizaciones, el aparato puede
comprender un dispositivo regulador de temperatura configurado para controlar o ajustar la temperatura del flujo de
gas. En algunas realizaciones, el aparato puede comprender ademas una carcasa. La temperatura dentro de dicha
carcasa puede ser monitoreada y controlable para controlar la evaporacion de un fluido desde un soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: una fuente de fluido configurada para introducir la muestra de fluido
en el soporte de muestra. En algunas realizaciones, puede introducirse manualmente un fluido en un soporte de
muestra sujetado en el portasoporte de muestra. En otras realizaciones, puede estar previsto un dispensador, por
ejemplo un brazo dispensador roboético, configurado de tal manera que puede introducir un fluido en un soporte de
muestra sujetado en el portasoporte de muestra. El hecho de prever un dispensador de fluido puede permitir una
automatizacion mas completa de la preparacién de muestras para microscopia electrénica y puede resultar en
muestras para microscopia electrénica mas reproducibles y/o en el uso de menos fluido de muestra. Cuando un
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espécimen puede ser limitado, puede ser ventajoso utilizar menos liquido de muestra al preparar muestras para
microscopia electrénica.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: un dispositivo de enfriamiento, enfriamiento criogénico y/o
vitrificacién. Este dispositivo puede estar configurado para enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar un fluido de
muestra en el soporte de muestra. El dispositivo puede estar configurado para recibir el soporte de muestra y el fluido
de muestra y enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar el fluido en el soporte de muestra. Por consiguiente, el
aparato puede incluir un medio para vitrificar el fluido de muestra antes de almacenarse los soportes de muestra antes
de la obtencion final de la imagen. En algunas realizaciones, el dispositivo de enfriamiento comprende: un bafio de
etano liquido configurado para recibir el soporte de muestra. En algunas realizaciones, el aparato comprende: una
salida de gas configurada para dirigir un flujo de gas de enfriamiento, enfriamiento criogénico o vitrificacién hacia una
superficie del soporte de muestra para microscopia electrénica para enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar el
fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica. Por consiguiente, puede utilizarse nitrégeno
liquido o similar para crear un flujo de gas nitrégeno para enfriar. En algunas realizaciones, la salida de gas y la salida
de gas de enfriamiento comprenden la misma salida de gas. Por consiguiente, la fuente de gas puede cambiar entre
la creacién de un flujo de gas para ajustar la posicion de un fluido en el soporte de muestra y la creacion de un flujo
de gas para enfriar o vitrificar un fluido en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el aparato comprende: un aparato para la obtenciéon de imagenes configurado para obtener
imagenes del soporte de muestra para microscopia electronica en el portamuestras. Este aparato para la obtencion
de imagenes puede comprender un aparato para la obtencion de imagenes visuales en tiempo real. El hecho de prever
un aparato para la obtencién de imagenes de este tipo puede permitir monitorizar y ajustar en tiempo real el proceso
de preparacion de muestras.

En una realizacién, la muestra de fluido comprende una pluralidad de especimenes suspendidos en un fluido. Por
consiguiente, la muestra de fluido puede presentar uno 0 mas especimenes o muestras individuales como, por
ejemplo, una o mas macromoléculas suspendidas o contenidas en un fluido.

En una realizacién, la pluralidad de especimenes presenta una concentracion de especimenes por unidad de volumen
dentro del fluido. Por consiguiente, los especimenes pueden proporcionarse con una concentracién o densidad
determinada en el fluido. Por ejemplo, puede proporcionarse un nimero determinado de especimenes por unidad de
volumen del fluido.

En una realizacion, la concentracion de especimenes proporciona un numero determinado de especimenes en cada
apertura para obtener una imagen del soporte de muestra. Por consiguiente, la densidad o concentracion de los
especimenes en el fluido puede seleccionarse para obtener un nimero de especimenes en cada apertura en el soporte
de muestra. La densidad puede seleccionarse por ejemplo para que haya menos de cinco especimenes en cada
apertura para obtener una imagen.

En una realizacién, la salida de gas esta configurada para dirigir el flujo de gas para dividir la muestra de fluido recibida
en el soporte de muestra con la porcién retenida con la concentracién de especimenes. Por consiguiente, la porcién
retenida puede mantener la misma concentracion o densidad de especimenes. Es decir, la concentracion o densidad
de especimenes no puede aumentar durante la eliminacién de la porcién retirada.

En una realizacién, la porcién retirada comprende especimenes. Por consiguiente, la porcion retirada puede contener
tanto especimenes como fluido.

En una realizacion, la porcién retirada tiene la concentracion de especimenes. Por consiguiente, la porcion retirada
también puede mantener la misma concentracion de especimenes que la muestra de fluido original.

En una realizacion, el periodo de tiempo minimiza la evaporacion del fluido. Por consiguiente, el periodo de tiempo
puede elegirse de tal modo que la evaporacién del fluido se minimice o se elimine esencialmente.

En una realizacién, el periodo de tiempo es inferior a aproximadamente 1 s.
En una realizacién, el periodo de tiempo es inferior a aproximadamente 100 ms.

En una realizacion, el periodo de tiempo comprende un periodo de depdsito de muestra, un periodo de divisién y un
periodo de vitrificacion.

En una realizacién, el periodo de dep6sito de muestra esta situado entre aproximadamente 10 ms y 30 ms.
En una realizacién, el periodo de division esta situado entre aproximadamente 10 ms y 20 ms.

En una realizacion, el periodo de vitrificacion es inferior a aproximadamente 50 ms.
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Un segundo aspecto de la invencion proporciona un procedimiento para la preparacion de muestras para microscopia
electronica como se indica en la reivindicacion 4.

Ademas, en las reivindicaciones 5-13 estan definidas caracteristicas opcionales.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: dirigir el flujo de gas hacia la superficie de tal modo que es
flujo de gas es esencialmente paralelo a la superficie.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: dirigir el flujo de gas hacia la superficie en un angulo de
incidencia elegido de tal manera que el flujo de gas puede eliminar un exceso de la muestra de fluido recibido en el
soporte de muestra para microscopia electronica.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: dirigir el flujo de gas hacia la superficie de tal modo que un
flujo de gas es esencialmente perpendicular a la superficie.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: dirigir el flujo de gas hacia la superficie en un angulo de
incidencia elegido de tal manera que el flujo de gas esta configurado para impactar uniformemente en la superficie de
soporte de muestra para microscopia electronica.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: ajustar la salida de gas para ajustar el angulo de incidencia
con respecto al flujo de gas hacia la superficie.

En algunas realizaciones, ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica comprende
eliminar el exceso de fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica.

En algunas realizaciones, ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica comprende
provocar una evaporacion no uniforme del fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica para
obtener un gradiente de espesor de fluido en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica comprende
provocar una evaporacion uniforme del fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica para
obtener un gradiente de espesor de fluido uniforme en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: configurar una Unica salida de gas para dirigir el flujo de gas
de forma esencialmente simétrica hacia superficies opuestas del soporte de muestra para microscopia electrénica
para ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: configurar al menos una salida de gas para dirigir el flujo de
gas de forma esencialmente simétrica hacia superficies opuestas del soporte de muestra para microscopia electrénica
para ajustar el fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: configurar un humidificador de gas para ajustar la humedad
del flujo de gas.

En algunas realizaciones, proporcionar el fluido comprende configurar una fuente de fluido para introducir la muestra
de fluido en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: configurar un dispositivo de enfriamiento para recibir el soporte
de muestra y el fluido y enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar el fluido en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: configurar un bafio de etano liquido para recibir el soporte de
muestra y enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar el fluido en el soporte de muestra.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: prever una salida de gas de enfriamiento y configurar la salida
de gas de enfriamiento para dirigir un flujo de gas de enfriamiento hacia una superficie del soporte de muestra para
microscopia electrénica para enfriar, enfriar criogénicamente y/o vitrificar el fluido portado por el soporte de muestra
para microscopia electrénica.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: implementar un periodo de espera entre la introduccion del
fluido en el soporte de muestra y la activacién del flujo de gas desde la salida de gas.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: implementar un periodo activo entre la activacién y el cese del
flujo de gas desde la salida.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: implementar un periodo de relajacién entre la detencion del
6
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flujo de gas desde la salida y una accion adicional, que se toma en relacién con un soporte de muestra sujetado en el
portamuestras.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: ajustar una o varias del periodo de espera, periodo activo o
periodo de relajacion.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende: la obtenciéon de imagenes del soporte de muestra para
microscopia electrénica en el portamuestras.

En una realizacién, el procedimiento comprende proporcionar la muestra de fluido con una pluralidad de especimenes
suspendidos en un fluido.

En una realizacion, el procedimiento comprende proporcionar la pluralidad de especimenes con una concentracion de
especimenes por unidad de volumen dentro del fluido.

En una realizacion, el procedimiento comprende elegir la concentracion de especimenes para proporciona un numero
determinado de especimenes en cada apertura para obtener una imagen del soporte de muestra.

En una realizacion, el procedimiento comprende dividir la muestra de fluido recibida en el soporte de muestra con el
flujo de gas proporcionado por la salida de gas.

En una realizacion, el procedimiento comprende dividir la muestra de fluido recibida en el soporte de muestra en una
porcién retenida de la muestra de fluido retenida en el soporte de muestra y una porcion retirada de la muestra de
fluido retirada del soporte de muestra.

En una realizacion, el procedimiento comprende dividir la muestra de fluido recibida en el soporte de muestra con la
porcion retenida con la concentracion de especimenes.

En una realizacién, la porcién retirada comprende especimenes.
En una realizacion, la porcion retirada tiene la concentracién de especimenes.

En una realizacién, el procedimiento comprende depositar la muestra de fluido en el soporte de muestra con un
depositador de muestra de fluido.

En una realizacién, el procedimiento comprende controlar el depositador de muestra de fluido para depositar la
muestra de fluido, la salida de gas para dividir la muestra de fluido y el dispositivo de enfriamiento para vitrificar la
porcién retenida; todo ello en un periodo de procesamiento seleccionado.

En una realizacion, el periodo de procesamiento comprende un periodo de tiempo seleccionado durante el cual se
impide a menos de una proporcién seleccionada de los especimenes en la porcion retenida al menos uno de los
procesos siguientes, que son disociarse y reorientarse en una orientacion alineada.

En una realizacién, el periodo de tiempo se selecciona para minimizar la evaporacién del fluido.

En una realizacién, el periodo de tiempo es inferior a aproximadamente 1 s.

En una realizacién, el periodo de tiempo es inferior a aproximadamente 100 ms.

En una realizacion, el periodo de tiempo comprende un periodo de depdsito de muestra, un periodo de divisién y un
periodo de vitrificacion.

En una realizacién, el periodo de dep6sito de muestra esta situado entre aproximadamente 10 ms y 30 ms.
En una realizacién, el periodo de division esta situado entre aproximadamente 10 ms y 20 ms.
En una realizacion, el periodo de vitrificacion es inferior a aproximadamente 50 ms.

Otros aspectos particulares y preferidos se describen en las reivindicaciones independientes y dependientes adjuntas.
Las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes pueden combinarse con caracteristicas de las
reivindicaciones independientes segun sea conveniente y en combinaciones distintas de las explicitamente descritas
en las reivindicaciones.

Cuando una caracteristica del aparato se describe como puede funcionar para proporcionar una funcién, se apreciara
que esto incluye una caracteristica del aparato que proporciona esta funcién o que estéa adaptada o configurada para
proporcionar esa funcién.
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Descripcion breve de los dibujos

Las realizaciones de la presenten invencién se describiran a continuacién haciéndose referencia a los dibujos adjuntos,

en los que:

la figura 1a y la figure 1b ilustran esquematicamente un soporte de muestra para microscopia;

las figuras 2a a 2e ilustran la obtencién de imagenes de un espécimen preparado en un soporte de muestra
como se muestra en la figura 1 con varios niveles de ampliacion;

la figura 3 ilustra componentes principales de un dispositivo segun una disposicion;

las figuras 4a a 4¢ ilustran esquematicamente el funcionamiento de los componentes principales del
dispositivo de la figura 3 durante la preparacién de una muestra para microscopia;

la figura 5 ilustra la introduccion de una muestra o fluido de especimenes en un soporte de muestra
recibido por un dispositivo como el que se muestra en la figura 3;

la figura 6 es una vista de un soporte de muestra como ha sido grabado por el aparato para la
obtencién de imagenes incluido en un dispositivo como el que se muestra en la figura 3;

las figuras 7a 7¢ muestran el comportamiento de una muestra en un soporte de muestra utilizado en un
dispositivo como el que se muestra en la figura 3;

las figuras 8ay 8b ilustran esquematicamente el comportamiento de una muestra de fluido en un soporte de
rejilla;

la figura 9 ilustra un componente de un dispositivo como el que se muestra en la figura 3; y

la figura 10 es un diagrama de tiempos segun una realizacién.

Descripcion de las realizaciones
Antes de describir una posible disposicion en detalle, se ofrece una vision general.

Las técnicas de microscopia pueden usarse para obtener una imagen de un espécimen. Las técnicas de microscopia
incluyen la microscopia electronica. Segin estas técnicas, un haz de electrones es usado para “iluminar" un
espécimen. La presencia del espécimen en el haz de electrones conduce a cambios en este haz. Los cambios del haz
generados por la muestra pueden ser examinados para crear una imagen ampliada del espécimen.

Los recientes avances en detectores de electrones directos utilizados para la criomicroscopia electrénica (crio-EM)
han provocado un aumento en el nimero de estructuras determinadas por este procedimiento en los ultimos 5 afios:
de 130 en 2009 a 521 en 2014, y mas aun para estructuras de alta resolucién (mejor que una resolucién de 9 A): 40
en 2009, 229 en 2015 (enero-octubre). A medida que la técnica avanza con mejores microscopios, detectores y
software, se reconoce que la preparacion de la muestra puede ser el factor limitante en el proceso de determinacion
de la estructura. Ademas, se reconoce que se estan obteniendo imagenes de muestras mas complejas, las cuales
requieren una optimizacion de las condiciones que requiere cada vez mas tiempo. Sin embargo, las metodologias
actuales para preparar muestras son poco reproducibles y perjudican en muchos casos los complejos
macromoleculares. Por lo tanto, se cree que existe una necesidad urgente de mejores procedimientos para preparar
muestras para la crio-EM.

Los aspectos y realizaciones reconocen que, para obtener con éxito una imagen, un espécimen tiene que ser
preparado adecuadamente para obtener la imagen. Una preparacién exitosa y reproducible de una muestra o de un
espécimen puede ser la llave para obtener resultados Utiles a partir de técnicas de microscopia. Hay que tener en
cuenta que una preparacioén incorrecta o no exitosa de un espécimen para el examen puede conducir a un deterioro
del espécimen, o a resultados malos y/o no reproducibles.

La figura 1a y la figure 1b ilustran esquematicamente un soporte de muestra para microscopia habitual. Como se
ilustra, se entendera que, para aplicaciones de crio-EM, un soporte de muestra puede comprender normalmente una
rejilla metalica que tiene un espaciado de rejilla de, por ejemplo, decenas de micrémetros. La rejilla puede constar de
una rejilla con agujeros cuadrados. El soporte puede comprender ademas una pelicula porosa, por ejemplo, una
pelicula de carbono perforada, con poros de un diametro entre 0,5 y 10 micrémetros, suspendida cubriendo los
agujeros cuadrados de la rejilla. Un fluido con proteinas de las que han de obtenerse imagenes puede colocarse en la
pelicula porosa y la rejilla (que juntas forman el soporte de la muestra). El fluido con las especimenes de proteina
penetra en los poros del carbono perforado. La figura 1b muestra de manera mas detallada la estructura de un soporte
de muestra habitual. Pueden verse varios elementos de rejilla, sobre los que se dispone una pelicula de carbono
perforado.

Las figuras 2a a 2e ilustran la obtencién de imagenes de un espécimen preparado en un soporte de muestra como se
muestra en la figura 1, con diferentes niveles de ampliacion. La figura 2a muestra la estructura macroscoépica de una
rejilla que forma parte de un soporte de muestra. En la figura 2a puede verse que puede haber algun dafio o
inconsistencia en la rejilla. Como puede verse, hay algunas cuadriculas de rejilla oscurecidas. La figura 2b muestra
una imagen de algunas de las cuadriculas de la rejilla del soporte de muestra de la figura 2a, en la que puede verse
la estructura de la pelicula porosa. La figura 2¢c muestra la estructura del carbono perforado dentro de una Unica
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cuadricula de la rejilla La figura 2d muestra varios poros del carbono perforado. La Figura 2e muestra una imagen de
proteinas dentro de un unico poro del carbono perforado.

Segun las técnicas tradicionales de la preparacion de muestras, una muestra 0 espécimen para microscopia
electronica para la obtencion de imagenes se prepara de la siguiente manera: un fluido, que incluye la muestra o el
espécimen de los que han de obtenerse imagenes, se coloca en un soporte de muestra en forma de una rejilla metalica,
por ejemplo, mediante una pipeta. El fluido humedece y satura la rejilla, llenando las cuadriculas de la rejilla y, en
particular, los poros en el carbono perforado dentro de los agujeros de la rejilla. Se elimina el exceso de fluido y se
enfria el soporte de muestra, de modo que el fluido que contiene la muestra se vitrifica. El soporte de muestra,
incluyendo el fluido de muestra, se almacena hasta que se disponga de un espacio de tiempo para la obtencién de
imagenes en un microscopio electrénico.

Actualmente, todas las metodologias para preparar muestras, por ejemplo, para crio-EM, utilizan papel de filtro para
eliminar "secando" el exceso de liquido de la rejilla para crio-EM que sujeta la muestra. Este proceso de secado se
consigue presionando papel secante adecuado contra una o las dos superficies de la rejilla del soporte de muestra.
Este proceso de secado puede causar dafios fisicos en la rejilla de la muestra o en la muestra portada en la rejilla. El
proceso de secado produce resultados variables en funcién del fluido de muestra que queda en el soporte de muestra.
Algunas cuadriculas de la rejilla pueden estar completamente vacias, mientras que otras pueden contener mucho
fluido. Las cuadriculas adyacentes de la rejilla pueden presentar espesores de fluido muy diferentes en los poros. Esta
variacion en la rejilla del soporte de muestra puede dar lugar a una calidad de imagen variable. La tasa de éxito normal
para una rejilla "buena” (es decir, una en la que se pueden obtener imagenes claras de la muestra), preparada segun
un procedimiento de secado es de 1 a 2 por cada 10 rejillas preparadas. Ademas, cabe destacar que los resultados
finales de la preparacion de la muestra mediante la técnica de secado para la eliminacion del exceso de liquido de
muestra solo pueden evaluarse en el microscopio electrénico, un instrumento no apto para andlisis de alto rendimiento.
En otras palabras, no se realiza ningun control de calidad de las rejillas preparadas hasta que lleguen al microscopio
electrénico para la obtencion de imagenes. En consecuencia, la preparacién de |a rejilla de muestra es actualmente
uno de los obstaculos mas importantes en la determinacion de la estructura en la crio-EM.

Las disposiciones reconocen que se necesita urgentemente un procedimiento para la preparacion de rejillas de
muestra que permitan obtener rejillas de muestra mas consistentes y reproducibles. También se reconoce que puede
ser deseable proporcionar un procedimiento que permita determinar una indicacién de la calidad de una rejilla de
muestra, antes de que la muestra llegue a la obtencién de imagenes completa, es decir, sin la necesidad de un
criomicroscopio electrénico.

Descripcion general

Gracias a las disposiciones se reconoce la posibilidad de crear un dispositivo que pueda implementar un procedimiento
mas reproducible para preparar muestras. Estas muestras pueden comprender, por ejemplo, muestras para crio-EM
de una sola particula o de una sola proteina. Los dispositivos pueden implementar procedimientos que utilizan un flujo
controlado de gas, quizas en una rafaga corta o un "soplo", para eliminar, por ejemplo, el exceso de liquido de una
rejilla de muestra. El uso de un flujo de gas puede ofrecer varias ventajas en comparacién con un procedimiento que
utiliza papel de filtro para secar. En particular, ya que es posible definir con precision las caracteristicas fisicas del flujo
de gas, por ejemplo, la presién y el tiempo del soplo de gas, es posible obtener resultados mas reproducibles en la
preparacion de la muestra. Ademas, se ha descubierto que la direccionalidad del flujo de gas puede generar un
gradiente fino en el espesor de la capa de muestra que es creada a lo largo de toda la anchura de la rejilla, por lo que
aumenta la probabilidad de obtener el espesor correcto del fluido que porta la muestra en algin punto de cada rejilla
que se prepara. Puesto que los procedimientos que utilizan un flujo de gas controlado no utilizan papel de filtro que
oscurece la rejilla de la muestra, en algunas disposiciones es posible utilizar una camara de alta resolucién para
monitorizar y grabar una rejilla y una muestra durante el proceso de preparacién. Esta monitorizacién puede permitir
a los usuarios vincular las propiedades visibles de una rejilla durante la preparacién con la calidad final de la rejilla,
como puede verse en el criomicroscopio electrénico. De esta manera, si se detecta que se utilizan condiciones
subéptimas durante la preparacion de una rejilla de muestra, puede resultar mas claro qué parametros de preparacion
han de ser modificados. Una opcién asi puede hacer que los procedimientos de preparacién de rejillas tengan menos
de un procedimiento de "prueba y error" y proporcionar, en cambio, una técnica definida con precision que elimina la
incertidumbre en la preparacién de muestras para técnicas de microscopia, incluidas las técnicas de crio-EM.

La técnica de preparacién de muestras con flujo de gas también presenta varias ventajas adicionales, incluyendo la
posibilidad de requerir un volumen de muestra pequefio, en algunas realizaciones, la posibilidad de utilizar una técnica
alternativa de congelacion/vitrificacion (que no depende de la inmersion en etano liquido) y la incorporacién del
dispositivo de preparacién en el microscopio, de modo que la preparacion de la muestra y la obtencién de imagenes
de la muestra se convierten en un solo proceso. Finalmente, cabe la posibilidad que el usuario solo tenga que
proporcionar una muestra, tras lo cual las etapas posteriores pueden realizarse sin la intervencién del usuario.

Adoptando un enfoque holistico para la preparacién de muestras, la técnica de preparaciéon de muestras con flujo de
gas puede comprender, en una implementacién, parte de un dispositivo de preparaciéon de muestras que utiliza un
sistema de congelacion/vitrificacién por inmersion para vitrificar una rejilla de muestra para crio-EM.
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El dispositivo de preparacion de muestras puede estar configurado para usar una rafaga corta o un "soplo" de gas
comprimido para eliminar el exceso de fluido de muestra de una rejilla de muestra, dejando solo una capa fina
adecuada para la obtencién de imagenes mediante crio-EM.

Los dispositivos tradicionales de preparacién de muestras utilizan papel de filtro para eliminar el exceso de muestra
mediante un procedimiento de transferencia y son notoriamente irreproducibles. Se ha reconocido que el uso de una
corriente de gas en relacién con la preparaciéon de muestras puede proporcionar un mejor control de diversos factores
que pueden afectar la calidad de la muestra, lo que, a su vez, puede ofrecer resultados de microscopia mas fiables.

Algunas implementaciones de un dispositivo pueden incluir aparatos de obtenciéon de imagenes, como una
videocamara, configurados para monitorizar y grabar la rejilla de muestra durante el proceso de preparacion. Una
grabacion de este tipo puede proporcionar informacién inmediata al usuario sobre la probable calidad de la muestra.
Los procedimientos tradicionales que utilizan papel de filtro para la transferencia no pueden ser monitorizados
directamente de una forma similar, ya que el papel de filtro impide ver la rejilla de muestra, por lo que la calidad de la
rejilla de muestra obtenida no puede ser monitorizada adecuadamente hasta que esté montada en un criomicroscopio
electrénico, horas o incluso dias después de la preparacién de |a rejilla de muestra.

Ejemplo de un dispositivo

La figura 3 ilustra componentes principales de un dispositivo segin una disposicién. El dispositivo mostrado
comprende un aparato de preparacion de muestras para microscopia electrénica 1. El aparato comprende un
portasoporte configurado para recibir un soporte de muestra para microscopia electrénica 80. El soporte de muestra
para microscopia electronica (no mostrado en la Figura 3) puede comprender un soporte de muestra como los que se
muestran en las figuras 1 y 2. El soporte de muestra esta configurado para recibir una muestra de fluido. La muestra
de fluido puede comprender, por ejemplo, una proteina suspendida en el fluido que ha de ser estudiada. El aparato
comprende ademas una salida de gas 20 configurada para dirigir un flujo de gas hacia la superficie de dicho soporte
de muestra para microscopia electronica. La salida de gas 20 puede comprender una boquilla configurada para
producir un flujo de gas que ajusta la muestra de fluido portada por el soporte de muestra para microscopia electrénica.
En la disposicion a modo de ejemplo mostrada en la figura 3, el aparato comprende dos salidas de gas 20, dispuestas
de forma esencialmente simétrica con respecto al portasoporte 10.

El aparato mostrado en la figura 3 comprende un dispositivo de congelacién por inmersion para la vitrificacion de un
soporte de muestra que incluye una muestra de fluido después de su preparacién segun las disposiciones de flujo de
gas descritas en este documento. Por consiguiente, la disposicion mostrada es tal que el aparato comprende ademas
un protector 30 dispuesto para recibir cualquier fluido retirado del soporte de muestra por una breve rafaga de gas
desde la boquilla 20. En la disposicién mostrada, el protector es mévil de tal modo que, cuando la muestra (no
mostrada) se sumerge en etano liquido (tampoco mostrado) para vitrificar el fluido que contiene un espécimen del que
han de obtenerse imagenes in situ en el soporte de muestra, el protector no impide el movimiento del soporte de
muestra desde la zona de las salidas de gas hasta el etano liquido.

El aparato mostrado en la figura 3 comprende ademas una camara 40 configurada para grabar una o mas imagenes
de un soporte ubicado en el portasoporte de muestra 10.

El funcionamiento de una disposicién como la que se muestra en la figura 3 es tal que se coloca una rejilla de muestra
en el portasoporte de muestra 10. Un usuario puede usar una pipeta para transferir o dispensar una muestra de fluido
en el soporte de muestra. Dos corrientes de gas comprimido son expulsadas desde las salidas de gas 20, situadas,
en el aparato de ejemplo mostrado, de manera ligeramente inclinada (aproximadamente 20 grados) con respecto a la
superficie de la rejilla de muestra portada por el soporte. Las corrientes de gas incidentes se utilizan para eliminar el
exceso de muestra de fluido del soporte de muestra. La eliminacién del exceso de fluido puede ayudar a crear una
fina capa de fluido de muestra portada por rejilla de soporte. En el ejemplo mostrado en |a figura 3, las salidas 20 estan
configuradas para dispensar un flujo de gas nitrégeno comprimido, aunque cabe sefialar que pueden utilizarse otros
gases generalmente inertes de manera adecuada. Ademas, como se explica en detalle mas adelante, algunas
disposiciones e implementaciones pueden permitir el control de la humedad de una corriente de gas para controlar la
tasa de evaporacion del fluido del soporte de muestra durante la exposicién continua al flujo de gas después de
haberse eliminado el exceso de fluido.

En la disposicion mostrada, dos boquillas de gas suministran simultaneamente un flujo de gas (una a cada lado) a las
superficies de la rejilla, para garantizar que el soporte de muestra permanezca en la posicién deseada y que el ajuste
del fluido de muestra por los flujos de gas sea sustancialmente simétrico. Después de la exposicion al flujo de gas, la
rejilla de muestra puede ser liberada o ser introducida en etano liquido. En la disposicion mostrada en la figura 3, al
liberar o transferir la rejilla de muestra, las dos boquillas de gas 20 estan conectadas con el disparador de inmersién
y estan configuradas de modo que ellas mismas y el protector 30 se apartan cuando la muestra se introduce en etano
liquido (no mostrado).

El dispositivo de obtencién de imagenes 40 en la disposicion mostrada en la figura 3, comprende un aparato para
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grabar videos. La grabacién de un video de la rejilla de muestra para EM permite la monitorizacién continua en tiempo
real de la muestra, proporcionando informacién directa sobre la probable calidad resultante de la muestra de fluido
portada por la rejilla.

Las figuras 4a a 4c ilustran esquematicamente el funcionamiento de los componentes principales del dispositivo de la
figura 3 durante la preparacién de una muestra para microscopia. Como se muestra en la figura 4a, dos boquillas de
gas 20 estan situadas cerca de la punta de las pinzas que forman el portamuestras 10 en el aparato de ejemplo
ilustrado en la figura 3. Cuando el aparato esta en uso, el portamuestras sujeta una rejilla de muestra (no mostrada,
pero que se encuentra en la region designada con una A en la figura 4. Esta previsto un protector 30 debajo de la
rejilla que evita que el fluido de muestra retirado termine en un bafio de etano liquido (no mostrado), que esta dispuesto
normalmente debajo del portasoporte de muestra. En la disposicion de las figuras 3 y 4, esta previsto un mecanismo
50 para mover las salidas de gas 20 y el protector 30 con respecto al portamuestras 10, asegurando asi que las
boquillas de gas y el protector se muevan de su lugar y que las pinzas puedan sumergirse en el etano liquido (no
mostrado) sin impedimentos. La figura 4a muestra el dispositivo en un estado cerrado, como estaria durante el ajuste
de la muestra de fluido, como la eliminacion del exceso de muestra y el posterior ajuste del fluido en el soporte de
muestra mediante un flujo controlado de gas. La figura 4b muestra el dispositivo en un estado abierto, en el que las
boquillas de gas 20 y el protector 30 son desplazados por el mecanismo 50, de modo que las pinzas 10 que sujetan
la rejilla de muestra pueden moverse libremente en una direccién vertical u horizontal. La figura 4c muestra el
dispositivo en un estado abierto, en el que las pinzas 10 se han movido hacia abajo mediante el mecanismo 50, de
modo que un soporte de muestra puede moverse hacia y dentro de un bafio de etano liquido para conseguir una
rapida vitrificacion del soporte de muestra (no mostrado).

La figura 5 ilustra la introduccion de una muestra o fluido de especimenes en un soporte de muestra recibido por un
dispositivo como el que se muestra en la figura 3. En el ejemplo mostrado en la figura 5, se utiliza una pipeta 60 para
colocar un fluido de muestra 70 en la rejilla de soporte 80. Se apreciara que algunas disposiciones pueden permitir la
dispensacion automatica de una muestra en una rejilla.

La figura 6 es una vista de un soporte de muestra como ha sido grabado por el aparato para la obtencién de imagenes
incluido en un dispositivo como el que se muestra en la figura 3. El soporte de muestra 80 comprende una rejilla en la
que se ha dispensado el fluido de muestra 70. El hecho de prever un dispositivo de obtencién de imagenes 40 permite
analizar el comportamiento del fluido de muestra 70 después de que haya sido dispensado en la rejilla 80 a lo largo
un periodo de espera, durante el cual puede verse que la muestra de fluido "humedece” la rejilla, a lo largo de un
periodo activo, durante el cual se aplica un flujo de gas a la superficie del soporte de muestra y se elimina el exceso
de fluido, y puede tener lugar una evaporacion, hasta el cese de un flujo de gas aplicado y a lo largo de un periodo de
relajacion, entre el cese del flujo de gas y la vitrificacion de una muestra de fluido en un soporte de muestra, durante
el cual el fluido puede "relajarse” y redistribuirse en el soporte de muestra.

Por ejemplo, las figuras 7a a 7¢ muestran el comportamiento de una muestra en un soporte de muestra utilizado en
un dispositivo como el que se muestra en la figura 3;, basandose en imagenes capturadas con el aparato de obtencion
de imagenes 40 de un fluido de muestra 70 después de haberse dispensado en la rejilla 80 y haberse expuesto a un
flujo de gas procedente de las boquillas 20. En particular, las figuras 7a a 7c¢ ofrecen un ejemplo de imagenes
capturadas mediante video que muestran el movimiento de un frente de onda en la rejilla cuando el fluido colocado en
la rejilla esta sometido a un flujo de gas.

Interaccion fluido-rejilla-gas: Descripcion general

El andlisis basada en video del funcionamiento de un aparato similar al que se muestra en la figura 3 indica que se
producen varias fases en relacién con la interaccion entre el fluido colocado en un soporte y un flujo de gas dirigido
hacia el soporte de muestra.

En particular, se han observado los siguientes fenémenos:

Se procede a la introduccion de la muestra de fluido en la rejilla. La tensién superficial tiende inicialmente a mantener
la muestra de fluido con forma general de una gota. Dejar pasar un tiempo (un periodo de "espera") puede permitir
que la muestra de fluido se relaje entrando en los agujeros de la rejilla. Es decir, puede observarse que la muestra de
fluido "humedece" la rejilla tras su introduccion inicial.

Durante un periodo "activo”, en el que puede aplicarse un flujo laminar de gas esencialmente paralelo a la superficie
del soporte, el flujo de gas actua inicialmente para eliminar el exceso de fluido de muestra. Es decir, se elimina
cualquier gota residual de la muestra de fluido presente en la superficie del soporte. La muestra de fluido que ha
humedecido o entrado en los espacios de la rejilla normalmente no se retira, siempre que la direccion del flujo de gas
se seleccione adecuadamente.

La aplicacién continua de un flujo laminar de gas esencialmente paralelo a la superficie del soporte puede generar un
"gradiente" de la muestra de fluido en las cuadriculas de soporte de la rejilla debido a una mayor tasa de evaporacion
cerca de la salida del flujo de gas. Es decir, las cuadriculas de la rejilla mas alejadas de la salida o fuente de flujo de
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gas tienden a contener mas fluido. La figura 8a ilustra esquematicamente, en seccién transversal, el comportamiento
normal de una muestra de fluido 70 entre las barras de soporte 90 de la rejilla. Este gradiente conseguido en el soporte
de muestra puede ser beneficioso, ya que puede garantizar que probablemente en algun punto del soporte se alcance
un espesor de fluido 6ptimo para la obtencién de imagenes del espécimen en el fluido.

Al dejarse de aplicar flujo laminar de gas y esperarse un llamado periodo de "relajacién”, la muestra de fluido entre las
barras de soporte de la rejilla se "relaja" antes de que se realice cualquier otra accién (por ejemplo, vitrificacién) en
relacién con el soporte de muestra. El tiempo de relajacién permite que el fluido dentro de una cuadricula de la rejilla
se asiente y contrarreste cualquier tensién superficial asimétrica causada por la aplicacion del flujo de gas. Como
resultado, es probable que el fluido dentro de cada rejila o poro sea mas uniforme. La Figura 8b ilustra
esqguematicamente, en seccioén transversal, el comportamiento normal de una muestra de fluido 70 entre las barras de
soporte de la rejilla 90 tras la eliminacién de un flujo de gas.

Finalmente, puede vitrificarse un soporte de muestra con una muestra de fluido. Normalmente, la vitrificacién se
consigue sumergiendo el soporte de muestra en un bafio de etano liquido. Se reconoce que, en algunas disposiciones,
es posible utilizar un flujo de gas adicional adecuadamente seleccionado para conseguir la vitrificacion.

La Figura 9 ilustra un componente de un dispositivo como el que se muestra en la Figura 3. Sobre las base de las
observaciones anteriores con respecto a la interaccion del fluido con un soporte de muestra, el aparato puede estar
provisto de un medio para implementar diferentes ajustes de tiempo variables en relacién con las distintas etapas que
se presentan durante el proceso de preparacion de la muestra. La Figura 9 muestra un interruptor electrénico que
permite ajustar diferentes tiempos para: i) un tiempo de espera ("periodo de espera") entre la aplicacion de una muestra
de fluido en un soporte y el inicio de un flujo de gas, de modo que la muestra de fluido puede interactuar, por ejemplo,
con una rejilla; ii) la duracién de un flujo de gas aplicado ("periodo activo"); y iii) un tiempo de espera de "relajacién”
("periodo de relajacion”) entre el cese del flujo de gas y el momento en que el soporte de muestra se vitrifica, por
ejemplo, sumergiendo la rejilla en etano liquido.

Implementaciones alternativas

Se apreciara que el funcionamiento general del dispositivo de la figura 3 ilustra Unicamente una implementacion
particular del principio general del uso de un flujo de gas en la preparacién de una muestra para microscopia
electronica.

En particular, algunas alternativas y complementos a la disposicién descrita pueden resultar evidentes para el experto
en la materia.

En relacién con el flujo de gas aplicado a un soporte de muestra, se apreciara que la direccion del flujo puede ser
significativa. Un flujo de gas esencialmente paralelo a la superficie del soporte de muestra puede conseguir una
eliminacion eficiente del exceso de muestra de fluido. La aplicacion de un flujo de gas esencialmente perpendicular a
la superficie del soporte de la muestra puede permitir que una gota de muestra se distribuya uniformemente en la
muestra y/o permitir una evaporacion o un enfriamiento mas uniforme, segin se desee. El &ngulo de incidencia de un
flujo de gas en la superficie del soporte de muestra puede ser fijo 0 ajustable. La direccidn del flujo de gas aplicado a
una muestra puede ajustarse durante las diferentes fases de preparacion.

Cabe destacar ademas que la velocidad, el caudal y la naturaleza del flujo de gas (por ejemplo, laminar o de otro tipo)
pueden influir en el funcionamiento de un dispositivo. La velocidad del flujo de gas puede ser ajustable. En algunas
disposiciones, la boquilla 0 salida puede tener una forma para garantizar que un flujo de gas laminar uniforme incida
en la superficie del soporte de muestra.

Puede controlarse el tipo de gas utilizado. En particular, puede ser deseable utilizar un gas para ajustar una muestra
de fluido en un soporte y otro gas, que puede ser diferente del primero, en relacién con el flujo de gas para conseguir
el enfriamiento o la vitrificacién de una muestra de fluido en un soporte de muestra. De forma similar, la humedad del
flujo de gas puede ajustarse para controlar, por ejemplo, la evaporacioén del fluido de muestra.

En algunas disposiciones, puede controlarse la temperatura del dispositivo y del entorno ambiental para garantizar la
reproducibilidad de la preparacién de muestras para microscopia electronica.

En algunas disposiciones, pueden aplicarse flujos de gas simétricos a superficies opuestas de un soporte de muestra
(como en la disposicién de la figura 3). En algunas disposiciones, puede estar prevista una Unica salida de gas. Esta
Unica salida de gas también puede estar dispuesta, por ejemplo, para aplicar un flujo de gas simétricamente a
superficies opuestas de un soporte de muestra. En algunas disposiciones, una tUnica salida de flujo de gas puede estar
configurada para suministrar un flujo de gas a una sola superficie del soporte de muestra y ajustar la muestra de fluido.
En algunas disposiciones, una Unica salida de flujo de gas puede estar configurada para suministrar un flujo de gas a
una sola superficie del soporte de muestra y enfriar la muestra de fluido.

Varias disposiciones alternativas pueden proporcionar mayor funcionalidad al dispositivo de preparacién de muestras
12
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para microscopia electrénica. En algunas disposiciones, puede aplicarse una corriente de gas nitroégeno frio a 100
Kelvin a la superficie del soporte de la muestra para vitrificar la rejilla de muestra y el fluido portado por la rejilla.
Algunas disposiciones permiten la aplicacion automatica de muestra de fluido a un soporte de muestra, en lugar de
requerir que el usuario coloque manualmente con pipeta el fluido de la muestra en su posicién en el soporte de
muestra. La automatizacién de la aplicacién del fluido puede permitir el uso de volimenes de muestra mas pequefios.
La aplicaciéon manual de la muestra requiere depositar un volumen de ~3 microlitros en la rejilla. La mayor parte de
esta muestra sera eliminada normalmente durante la rafaga de gas. El uso de técnicas de deposicion de nanolitros,
como las que se utilizan en la robotica de cristalizacion de proteinas, puede permitir una reduccién del volumen de
muestra requerido de aproximadamente 10 veces, ahorrando asi la muestra valiosa.

En algunas realizaciones, la muestra de fluido comprende los especimenes anteriormente mencionados y, en
particular, subunidades pequefias de ribosomas, complejos de ADN polimerasa, complejos de factor de transcripcion
de ADN, muestras de proteinas, especimenes biolégicos, macromoléculas, etc. Los especimenes se presentan dentro
de un fluido de suspensién, normalmente con una concentracion de aproximadamente 3 a 10 micromolar. La
concentracién de especimenes se selecciona para proporcionar normalmente unos pocos especimenes (como
macromoléculas) presentes en cada apertura del soporte de muestra.

Las realizaciones reconocen que, para poder construir una imagen precisa de un espécimen (como una
macromolécula), estos especimenes deben suspenderse criogénicamente en una forma casi natural y en multiples
orientaciones para poder construir una imagen tridimensional a partir de la obtencién de imagenes de multiples
especimenes. En particular, las realizaciones reconocen que puede producirse la disociacién de complejos,
subcomplejos, ligandos, cofactores, etc., macromoleculares una vez que el fluido de muestra esté colocado en el
soporte de muestra. Asimismo, la evaporacion del fluido, una vez que el portasoporte haya recibido la muestra de
fluido, puede modificar las condiciones tampon, lo cual puede ser perjudicial para la macromolécula (como el aumento
de la concentracién de sal, cambios de pH, etc.). Asimismo, una vez que el soporte de muestra haya recibido la
muestra de fluido, las macromoléculas pueden interactuar con la interfaz aire-liquido y unirse en una orientacién
preferida. Por lo tanto, las realizaciones pretenden completar todos los procesos desde el depdsito de la muestra de
fluido en el soporte de muestra hasta su vitrificacién dentro de un tiempo de procesamiento que elimina o minimiza el
grado de disociacién y/o la evaporacion del fluido o su reorientaciéon a la orientacion preferida. Ademas, el
procesamiento de la muestra de fluido en el soporte de muestra pretende minimizar los cambios en la concentracion
de especimenes en la muestra. La concentraciéon de especimenes dentro del fluido se selecciona para que haya un
numero adecuado de especimenes en cada apertura del soporte de muestra. Al tener un nimero suficiente de
especimenes suspendidos aleatoriamente de forma casi natural y en mdltiples orientaciones, pueden tomarse
imagenes de diferentes especimenes y combinarse para obtener una vista tridimensional de los especimenes.

En algunas realizaciones, se proporciona una disposicion automatizada para depositar, dividir y vitrificar rapidamente
la muestra de fluido. Para un espécimen normal, el tiempo desde el depésito en la rejilla hasta la vitrificacién debe ser
inferior a un segundo, normalmente inferior a unos 100 ms. La disposicién automatizada es similar a la que se ha
descrito anteriormente; sin embargo, se utiliza un inyector electromecénico (como una jeringa de pequefio volumen
(25-100 microlitros)) en lugar de la pipeta 60, a unos 10 mm de la rejilla de soporte, para inyectar el fluido de muestra
70 en la rejilla de soporte 80.

La figura 10 es un diagrama de tiempos que muestra los tiempos de la disposicién automatizada. En una realizacion,
el inyector electromecanico deposita 3 microlitros de fluido de muestra durante un periodo de depésito de entre 20 y
30 ms, y mas habitualmente, de entre 10 y 15 ms. Puede haber un retardo opcional de hasta 10 ms después de
depositarlo. Una vez transcurrido dicho retardo, se aplica el flujo de gas desde las boquillas de gas 20, normalmente
con una presién de entre 2 y 4 bar, durante un periodo de divisién de entre 10 y 20 ms. Esto divide el fluido de muestra,
siendo separado o dividido el exceso del fluido de muestra que ha quedado en la rejilla de soporte 80. Después de
haber finalizado la divisién, la rejilla de soporte 80 se traslada y es recibida en el bafio de enfriamiento durante un
periodo de vitrificacion inferior a unos 50 ms, durante el cual se produce la vitrificacién.

Por lo tanto, puede verse que las realizaciones acortan el tiempo entre la aplicaciéon de la muestra (inyeccién), la
divisién de la muestra (el soplo) y la vitrificacién de la muestra (inmersién) a la escala de tiempo de milisegundos. De
esta manera, el tiempo total de manipulacion se aproxima a la frecuencia con la que las macromoléculas que se estan
estudiando interactiian con la interfaz aire-liquido y permanecen unidas en una orientacién preferida. Al acortar el
tiempo, se minimiza el nimero de interacciones en la interfaz aire-agua, lo que minimiza el nimero de moléculas
unidas en esta orientacion preferida. Ademas, al trabajar con la escala de tiempo de milisegundos, la contribucion de
la evaporacion de la muestra se reduce considerablemente. Esto impide cambios en las condiciones tampén que
podrian ser perjudiciales para la macromolécula (como el aumento de la concentracion de sal o cambios del pH). Este
enfoque también permite utilizar concentraciones iniciales mas altas de la muestra (puesto que ya no se producen
concentraciones durante el proceso de preparacion de la rejilla), lo que beneficia los complejos de unién débil que se
desintegran a concentraciones mas bajas.

Cabe destacar que puede ser necesario variar los tiempos en funcién de la viscosidad de la muestra de fluido; muestras
con una mayor viscosidad pueden requerir un soplo mas prolongado de las boquillas de gas 20. Alternativamente, la
rejilla de soporte 80 puede ser menos hidréfila si se acorta el tiempo de tratamiento en la camara de plasma (es decir,
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descarga luminiscente). En particular, las caracteristicas del flujo de gas para conseguir la divisién pueden ajustarse
en funcién de la disposicién fisica del aparato y de las propiedades de la muestra de fluido.

Se apreciara que, en algunas realizaciones, los parametros anteriormente mencionados pueden variar 2 a 3 veces.

En una realizacién, la rejilla de soporte 80 es monitorizada por camaras de alta resolucion / alta velocidad que siguen
como se deposita y divide la muestra. La calidad final de la rejilla de muestra 80 es monitorizada por criomicroscopia
electrénica.

En una realizacién, las valvulas de gas estan dispuestas directamente delante de las boquillas de gas 20.

En una realizacién, se utiliza un chorro potente (soplo) de gas (2-4 Mbar) para eliminar el exceso de muestra por la
fuerza (no por evaporacién) de una rejilla para crio-EM. La corriente de gas puede ser paralela, en angulo o
perpendicular a la superficie de la rejilla para crio-EM. Puede haber una o dos corrientes de gas que estan funcionando
a los dos lados de la rejilla. Los procesos de depositar la muestra, eliminar el exceso de muestra y vitrificar la muestra
se realizan de tal manera que todo el procedimiento se lleva a cabo en un intervalo de tiempo inferior a un segundo
para: 1) evitar/reducir la orientacion preferente de la muestra/macromolécula a investigada y/o 2) evitar/reducir la
disociacién de complejos, subcomplejos, ligandos, cofactores, etc. macromoleculares y/o 3) evitar/reducir la
evaporaciéon de la muestra.

Aunque se han descrito en detalle realizaciones ilustrativas de la invencién en el presente documento haciéndose
referencia a los dibujos adjuntos, se entiende que la invencién no queda limitada a la realizacién exacta y que un
experto en la materia puede realizar diversos cambios y modificaciones en la misma sin apartarse del alcance de la
invencion, tal como se define en las reivindicaciones adjuntas.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3026 360 T3

REIVINDICACIONES

1. Aparato de preparacion de muestras para microscopia electrénica (1); comprendiendo el aparato:

un portasoporte (10) configurado para recibir un soporte de muestra para microscopia electronica (80), estando
configurado dicho soporte de muestra para microscopia electrénica (80) para recibir una muestra de fluido (70); y
una salida de gas (20) configurada para dirigir un flujo de gas hacia una superficie del soporte de muestra para
microscopia electrénica (80) en un angulo de incidencia elegido de tal manera que el flujo de gas puede ajustar la
muestra de fluido (70) eliminando el exceso de muestra de fluido (70) portado por el soporte de muestra para
microscopia electrénica (80), estando configurada la salida de gas (20) para ser mévil, de modo que el flujo de gas
presenta un angulo de incidencia ajustable con respecto al flujo de gas hacia la superficie; caracterizado porque: dicha
salida de gas (20) esta configurada de tal modo que el flujo de gas puede ser dirigido de tal modo hacia la superficie
que el flujo de gas es esencialmente paralelo a la superficie.

2. Aparato (1) segun la reivindicacién 1, comprendiendo el aparato: al menos una salida de gas (20) configurada para
dirigir el flujo de gas de forma esencialmente simétrica hacia superficies opuestas del soporte de muestra para
microscopia electrénica (80) para ajustar la muestra de fluido (70) portada por el soporte de muestra para microscopia
electrénica (80).

3. Aparato (1) segun la reivindicacion 1 o 2, comprendiendo el aparato: una fuente de fluido configurada para introducir
la muestra de fluido (70) en el soporte de muestra (80).

4. Procedimiento de preparacion de muestras para microscopia electrénica, comprendiendo el procedimiento:
insertar un soporte de muestra para microscopia electrénica (80) en un portasoporte (10);

proporcionar una muestra de fluido (70) para el soporte de muestra para microscopia electronica (80); y

dirigir un flujo de gas hacia una superficie del soporte de muestra para microscopia electronica (80) en un angulo de
incidencia elegido de tal manera que el flujo de gas de una salida de gas (20) puede ajustar la muestra de fluido
eliminando el exceso de muestra de fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica (80),
caracterizado porque:

el procedimiento comprende dirigir el flujo de gas hacia la superficie de tal modo que el flujo de gas es esencialmente
paralelo a la superficie.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, comprendiendo el ajuste de fluido portado por el soporte de muestra para
microscopia electrénica ademas uno o varios de los procesos siguientes: provocar una evaporacion no uniforme de
fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electrénica para obtener un gradiente de espesor de fluido
en el soporte de muestra;

provocar una evaporacion uniforme del fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica para
obtener un espesor de fluido uniforme en el soporte de muestra; y

provocar un enfriamiento del fluido portado por el soporte de muestra para microscopia electronica para vitrificar el
fluido en el soporte de muestra.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 4 o 5, comprendiendo: implementar un periodo de espera entre la introduccion
del fluido en el soporte de muestra y activacion del flujo de gas desde la salida de gas.

7. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 4-6, comprendiendo: implementar un periodo activo entre la
activacion y el cese del flujo de gas desde |a salida.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 4-7, comprendiendo: implementar un periodo de relajacion entre
el cese del flujo de gas desde la salida y una accién adicional, que se realiza en relacién con un soporte de muestra
sujetado en el portamuestras, comprendiendo la otra accidon al menos uno de los siguientes procesos, que son
enfriamiento, enfriamiento criogénico o vitrificacion.

9. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 6 a 8, comprendiendo: ajustar uno o varios del periodo de espera,
periodo activo o periodo de relajacién.

10. Procedimiento segin las reivindicaciones 4-9, comprendiendo: dividir la muestra de fluido recibida en el soporte
de muestra con el flujo de gas proporcionado por la salida de gas.

11. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 4-10, comprendiendo dividir la muestra de fluido recibida en el
soporte de muestra en una porcién retenida de la muestra de fluido retenida en el soporte de muestra y una porcién
retirada de la muestra de fluido retirada del soporte de muestra.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 4-11, comprendiendo depositar la muestra de fluido en el soporte
de muestra con un depositador de muestra de fluido y comprendiendo ademas controlar el depositador de muestra de
fluido para depositar la muestra de fluido, la salida de gas para dividir la muestra de fluido y el dispositivo de
enfriamiento para vitrificar la porcion retenida, realizandose todo ello en un periodo de procesamiento.
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13. Procedimiento segun la reivindicacién 12, comprendiendo el periodo de procesamiento un periodo de tiempo
durante el cual se impide a mas de una parte seleccionada de los especimenes en la porcién retenida al menos uno
de los procesos siguientes, que son disociarse y reorientarse en una orientacién alineada.
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