Princip a metody
elektronové mikroskopie




Mikroskopie

® Svételna mikroskopie (Z: 1 000x, RS: cca 200 nm)
ruzné zpusoby zobrazeni podle pozadavku a
barvitelnosti

® Elektronova mikroskopie (Z: 1 000 000x, RS: 0,2 nm)
Transmisni (TEM)
Skenovaci neboli rastrovaci (SEM, REM)
Skenovaci-transmisni (STEM)



Historie
objevu elektronového mikroskopu

1897 — — existence negativne
nabité castice (pozdeji nazvané elektron)

1924 — — elektron se chova jako vina

1926 — — prukaz fokusace elektronu
cylindrickou magnetickou ¢cockou



Historie TEM

1931 - Ernst Ruska, Max Knoll
prvni elektronovy mikroskop
tzv. prozarovaci

transmisni EM
(zvétsoval 400x)

TEM — Transmission Electron Microscope

1937 — Ernst Ruska - prvni obrazek viru Ernst Ruska
(1906 — 1988)

1986 — Nobelova cena za fyziku a prace na poli elektronové optiky

V Ceskoslovenské republice

1949 — prvni cesky EM v Tesle Brno prof. Armin Delong se spolupracovniky
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Historie SEM

1935 - max Knoll — prvni publikace o SEM
1937 - manfred von Ardene — prvni experimenty (teoreticky zaklad)

1942 — prvni skuteCny skenovaci EM

(RS: 50 nm; Z: 8 000x)
(Americané Vladimir A. Zworykin, Hillier, Snijder)

1969 - prvni komeréni SEM Philips EM200

SEM — Scanning Electron Microscope



Druhy informaci z EM

Morfologie vzorku:
tvar a velikost struktur tvoricich objekt (TEM)

Topologie vzorku:
povrchové vlastnosti objektu, textury apod. (SEM)

Prvkové slozeni vzorku:
tj. prvky a slouc€eniny, z nichz je objekt slozen
(Analyticka EM - AEM)

Krystalografické vlastnosti vzorku:
usporadani atomu v objektu (Elektronova difrakce)



Transmisni elektronova
mikroskopie (TEM)

K zobrazeni pouziva prochazejici svazek elektronu s asi

100 000x mensi vinovou délkou nez A svételného paprsku

A elektronu £ 0,004 nm (= 0,04 A) pfi cca 80 kV - zavisi na urychlovacim
napéti mikroskopu
(A viditelného svétla = 380-780 nm)

Max. zvetseni 1 000 000x
(mez uziteéného zvétsSeni 100 000 - 200 000x)

Max. RS 0,1 nm (v praxi kolem 2 nm)

Preparaty: nejcasteji kontrastovaneé ultratenkeé rezy (tloustka 20
— 100 nm)



Zakladni casti
Tubus
Vakuovy systém
Elektronika

Software

TEM



TRANSMISNI
ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE

elektronoveé ‘

kondenzoru 8

vzorek

cocka
objektivu

cocka
projektoru

prohlizeci
obrazovka nebo
fotograficky
film




Konstrukce transmisniho elektronového mikroskopu

clektronove délo

preparatova komora

systém elektro

magnetickych ¢ocek

a clon
nadobka s LN, k vakuovému
systemu

luminiscenéni
stinitko

http://atmilab.upol.cz/texty/TEM-teorie.pdf



Zakladni casti TEM

Wolframova katoda - zdroj elektronti urychlované
elelektrickym polem o napéti 50 — 200 kV

Kondenzor — usmérnuje paprsek elektronti na preparat
(ultratenky rez)

Objektiv — vytvofFi prvni obraz

Projektiv — zvétsi tento obraz a promitne jej na

fluorescenéni stinitko (nebo fotografickou
desku, prip. obrazovku pocitace)

- konecny obraz je pozorovan okénkem,
casto za pomoci pomocného okularu

Umisténi ve vakuu



Interakce elektronu s preparatem

Primarni svazek
elektronu
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Augerovy elektrony
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EM UMG AV CR Praha-Kr¢

doc. RNDr. Pavel Hozak, DrSc.

TEM —= FEI - Morgan 80 kV
Z: 180 000x — vhodné pro biology
(pfi 25 000x - zrniCka Au = 10 nm)



EM UMG AV CR Praha-Kr¢

zatizeni pro
prvkovou analyzufvzorkud

200 kV  (Ael. =0,0025 nm)
RS: 0,1 nm
prvkova analyza vzorku

FEI — TECHNAIG?TEM + kryozafizeni



Zaznam obrazu v TEM

Drive:
" Plochy film

véetsinou 65 x 90 mm/ 50 snimku v 1 kazeté

® 35 mm film bez perforace

Nyni:
" Digitalni kamera (CCD)



Zaznam negativ - pozitiv
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Svitkovy film Bl
( format 60x85 mm) a plochy film 65x90 mm



Digitalni kamera — obraz slozeny ze




Metody TEM
Priprava preparatu pro TEM

¥ Metoda ultratenkych rezu
® Metoda negativniho barveni

® Imunoznaceni pomoci koloidniho
Zlata

- Repllky (otisky povrchovych struktur)

® Stinovani (Sikmo naparenou vrstvou kovu)
® Mrazové lamani

" apod.

Metody viz i http://web.natur.cuni.cz/~lem/index.php?p=metody



Priprava preparatu pro TEM
metodou ultratenkych rezu

Fixace

Postfixace

Odvodnéni (postupné a Setrné zbaveni tkane vody)
Prosyceni a zaliti do pryskyrice (opora pri rezani)
Polymerizace

Rezani pro svét. mikroskop — kontrola a vybér oblasti
(tloustka rezu 0,5 — 1 um)

Krajeni pomoci ultramikrotomu na ultratenké rezy
(tloustka rezu 60 — 70 nm)

Zachyceni na EM sitku (vetSinou z Cu, Ni)
Kontrastovani (zvyseni kontrastu; uranyl acetat, citrat olova)
Prohlizeni v EM a zaznam



Fixace

Slouzi pro zachovani ultrastruktury bunék co
nejvice odpovidajici nativnimu stavu

(konzervace koagulaci bilkovin)

Nejcastéeji pouzivany
roztok glutaraldehydu (0,5 - 10%), pronika rychle do
tkani (nékolik mm za hodinu)

nebo roztok formaldehydu

a jejich smesi (slucuiji jejich dobré vlastnosti)



Postfixace

Zvysuje celkovou kvalitu uchovani odebraneée
tkane

Zvysuje kontrast cytoplazmatickych membran

Nejcastéji se pouziva
0,5 - 2% pufrovany roztok oxidu osmiceléeho

OsO,



Vliv postfixace na vysledny obrazek

bez OsO,




Schéma ultramikrotomu

Obr. 12. Ultramikrotom a jeho najdolezitejsie casti

I, 2 — vertikadlny a horizontalny smer vykyvu ramena, 3 — podstavec, 4, 5, 6, 7 posuvy a mozné vykyvy noza,
8 — rameno, 9, 10, 11 = nosice ultramikrotomu s vykyvnym zariadenim, 12 — telo podstavca, 13 — drziak objektu,
14 — objekt, 15 noz, 16 — drziak noza

Bozner: Cytoldgia




Sklenené noze ultramikrotomu

Foto P. Valova



Ultramikrotom

Foto P. Valova
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http://bloq.evewire..orq/wp-content/.ubloads/2012/11/uItramicrotome.ipq



http://blog.eyewire.org/wp-content/uploads/2012/11/ultramicrotome.jpg
http://blog.eyewire.org/wp-content/uploads/2012/11/ultramicrotome.jpg
http://blog.eyewire.org/wp-content/uploads/2012/11/ultramicrotome.jpg

Pomucky k ultramikrotomu

Foto P. Valova



Sit’ky na preparaty pro EM

Foto P. Valova



Priprava preparatu pro TEM
— imunogold znaceni

Znaceni nejcastéji na ultratenkych rezech

Fixace vhodnym fixativem aby zustala zachovana
vazebna schopnost Ag (antigen) — protilatka

Prosyceni a zaliti do akrylatoveé pryskyrice pri
shizujici se teplote —20 °C nebo -60 °C

Polymerace UV sveétlem pri odpovidajici teplote

Priprava ultratenkych rfezu béznym zpusobem



Priprava preparatu pro TEM
— imunogold znaceni - schéma

Znaceni jednoho antigenu
na ultratenkych rezech

« PFimé — kazda protilatka ma Approaches for single labelling
navazane zlato

* Neprimeé — protilatkou bez
zlata (A) oznaCime hledany
antigen, nasledné ve druhém
kroku oznacCime jiz navazanou
protilatku

Antibody (A) Antibody (A)
and or and

sekundarni protilatka - zlato (B) IgG-gold (B)  protein A goid (B)
(dochazi k zesileni signalu)

- bud pomoci komplexu

- nebo protein A — zlato (B)
(je mozna kvantifikace)




Priklad imunogold znaceni

Ultratenky rez kvasinkou Candida albicans

Metoda znaCeni pomoci komplexu lektinu s koloidnim zlatem (Cerné

teCky) - ukazuje hustotu ukladani chitinu v bunécné sténé kvasinky.
Zvétseni 4 400x.



Skenovaci elektronova mikroskopie
SEM

Pozorovani povrchu preparatu
(odvodnénych a vetsinou pokovenych — Au, uhlik)

® Ke zobrazeni pouziva rastrovaci paprsek elektronu
(cca 1 nm silny), ktery postupné bod po bodu
dopada na povrch preparatu

® Vznikajici signal ze sekundarnich elektronti
slouzi ke slozeni vysledného obrazku

" Max. zvétSeni asi 200 000x (400 000x)
(uzite€né zvetseni 15 — 50 000x, nejcasteji 10 000 — 20 000x)

® RS: maxim.1nm,v praxi 2-5nm



Slozeni SEM

Wolframova katoda - zdroj elektronu

Kondenzor - usmeérnuje paprsek elektront
do Sirky 1 -2 nm

Mechanicka clona - vybira pouze éast
elektronu, které dopadnou na preparat

Projekcni cocCka - zaostfuje svazek
elektronu na preparat



RASTROVACI
ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE

j| elektronové

kondenzoru

objektivu

elektrony
ze vzorku

™~ vzorek




S E M, JSM-6700F, Jeol

http://www.isibrno.cz/lem/jeol.html



Novy autoemisni rastrovaci mikroskop Hitachi SU6600
- proménlivé nastavitelny tlak v komore
- nove elektronove délo
- unikatni regulace vakua

Rychla a presna analyza chemickeho slozeni

http://www.specion.biz/Pristroje.php?menu=PristX&sort=Elektronov%C3%A9%20mikroskopy



Candida albicans v SEM
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Candida albicans, kvasinka, ¢asto pouzivana jako
modelovy organismus v biologii (foto Radko Novotny)
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Priklad preparatu s malym obsahem vody

Lomovy preparat zubem - dentino-sklovinna hranice
(foto Radko Novotny)



Povrch leptané plochy jednoho ze zubnich vyplnovych
materialld. Je vyhodnocovana zrnitost materialu.
(foto Radko Novotny)



Pavouk pokryty zlatem v SEM mikroskopu.
(obr. http — wikipedia)


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/ec/Gold_Spider_SEM_sample.jpg

Priklad vzorku s pevnou kremicitou
schrankou
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Schranka rozsivky Stephanodiscus hantzschii
(foto Radko Novotny)



Priklad sloziteji pripravovaneé tkane

Korozivni preparat tonsilla palatina ukazuje vylitek krevniho reciste.
Celkovy pohled. (foto Radko Novotny)



Srovnani TEM a SEM

zdroj elektrona

svazek elektronu

uanoda

elektromagneticke h
-

Codky

Q . Skenovaci civka
...] -

.
-~

o

vzorek

: f) detektor

Nuorescendnt stinitko




Enviromentalni mikroskop

Skenovaci EM (ESEM) s volitelInym vakuem

- prohlizeni vzorkll bez pokoveni pripousténim inertniho
plynu nebo vody
(prirozené prostredi v preparatové komore)

—> zmens$eni mnozstvi artefaktd vznikajicich vysu§ovanim

15. OkV x500

specimen: Chocolate




Vyhody elektronové mikroskopie

® Pozorovani velmi malych ¢astic (zvétSeni az
1 000 000x)

¥ Velké rozliseni a velka hloubka ostrosti

" Informace o morfologii, topografii i materialovém
slozeni vzorku



Nevyhody elektronové mikroskopie

" Drahy a prostorové narocny pristroj

" Pozorovani jen ultratenkych rezul (naro¢né na
pripravu preparatu)

" Umisténi preparatu ve vakuu znemoznuijici
pozorovani zivych organismu



Vyuziti EM

Veéda (biologie, chemie — napr. ke kvantitativni
prvkové analyze, geologie ...)

Lékarstvi (studium bakterii a viru ...)
Soudni lékarstvi (forensni EM)
Metalurgie (studium vlastnosti materialu)

V mikroelektronice (studium Cipu, mikroprocesory)



Literatura

http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/3.0.html

http://biologie.upol.cz/mikroskopie

http://www.fzu.cz/texty/brana/prozmikroskop/prozmikroskop.php

http://web.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/
elektronova.htm

VsSe, co chcete védét o elektronové mikroskopii...
...ale neodvazili jste se zeptat. Prirucka FEI Company, 2002.

(v anglické verzi -
http://www.fel.com/uploadedfiles/documents/content/2006 06 allyouwa
nted pb.pdf

Bielnikova, H.: Elektronova mikroskopie ve virologii - DP
http://www.paru.cas.cz/lem/cs/elektonova%20mikroskopie%20ve%
20viroloqii.pdf
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