Uvod do elektronové
mikroskopie
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Srovhani rozmeru a rozliseni
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Co je elektronova mikroskopie

 EM je diagnosticky nastroj, ktery umoznuje unikatni
vhled do

— morfologie vzorku
* tvar a velikost ¢astic (TEM)

— topologie
e povrchové vlastnosti (SEM)
— struktury, usporadani
» krystalografické vlastnosti (Elektronova difrakce)

— sloZzeni materialu
* prvkové sloZzeni (Analyticka EM)

Elektronova mikroskopie, spolu s vyuzitim rentgenového
zareni a dalSich technik, vyznamneé podporila vznik oboru
molekularni biologie.



Proc elektrony?

Elektron
e Elektron ma naboj— negativni l ((\ T Froton
e Elektron je velmi lehky - 1800x lehci nez jaderné cCastice (Q—\ - A\ /
e Jevyrazné jednodussi elektrony uvolnit z orbitald \\. /7
=> je mozné elektrony urychlit v elektrickém poli é—/ N\
\

Kdyz se uvolni elektrony z atomu ve vakuu, chovaji se jako svétlo N
eutron

* Napétim lze regulovat délku viny elektronu

A - vinova délka
U —el. napéti

* Pfi 100 kV je vin délka 0,0038 nm. A=1,226f 7715

e Ackoliv v soucasnosti jsou TEMy vyuzivany s rozliSenim 0,1 nm. Vyssi rozliseni
znamena technické obtize — vibrace atom( v pevnych latkach rozmazavaji obraz s
limitem okolo 0,03-0,07 nm.

Atom vodiku = 0,529 m = 0,05 nm
Jadro atomu =101 m =1 fm



Jak je rozlisovaci schopnost ovlivnéna vinovou délkou

poor resolution
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Zdroj elektronu
(elektronove délo)

Zdrojem elektronu je ohnuty vodic-
vlakno, kterym protéka proud —to je
katoda

— Nejcastéjsi materialy vlakna
*  Wolfram (W)

* Thermionin (LaBy)
* Schottky (ZrO/W)

— Rozdily jsou v cené a vlastnostech — zejména
jasu

Elektrony v ohybu vypadavaji, proletuji
stérbinou wehneltova valce a nasledné
skrze jsou urychleny k anodé a skrze

stérbinu opousti zdroj do vakuovaného

tubusu.
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Smeérovani elektronového paprsku

Svételna Transmisni

o v , , mikroskopie elfektronov.é

 Svazek elektront soustredi kondenzorova mikroskopie
»Cocka” (elektromagneticka civka) na preparat ] i ] Zaro elektron

 ,CoCky“ = elektromagnetické civky objektivu - Kondenzorovs o

vv s ’ v , cocka
smeéruji elektrony, které prosly preparatem, na
fluorescencni stinitko nebo specialni kameru, /(757 Vaore P

kde se vytvari obraz. . i

obcjeklt(ivu @

 Stinitko umoznuje prevedeni
elektromagnetického vinéni na svétlo.
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pozorovany
okem



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek

(primdrni elektrony) Odrazené elektrony
E, = 0,1-30 keV 50eV<E<E,
* Schémata interakce elektron(i s hmotou po jejich Auger/Rentgen/ Sekundarni elektrony

dopadu Katodoluminiscence\ E<50eV

Rozptyl elektront

* Pro TEM musi byt preparat dostatecné tenky, aby
elektrony prosly

0 Elektrony, ktera vzorkem projdou — ale nereaguiji s

y
nim, vytvari na fluorescencnim stinitku / kamere
svétlé body Primarni elektrony
——— Atom vzorku

Elasticky rozptyl
elektrond
(velky uhel)

Neelasticky rozptyl E= E,

elektront
(maly uhel)
E= E,-dE

Prtchod elektront
bez rozptylu
EO



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek

(primdrni elektrony) Odrazené elektrony
E, = 0,1-30 keV 50eV<E<E,
* Schémata interakce elektron(i s hmotou po jejich Auger/Rentgen/ Sekundarni elektrony

dopadu Katodoluminiscence\ E<50eV

Rozptyl elektront

* Pro TEM musi byt preparat dostatecné tenky, aby
elektrony prosly

a Elasticky rozptyl ohybem drahy v blizkosti jadra
zplsobi odklonéni elektron(l — Zddna energie neni z
elektronu prenesena do vzorku — el. nedopadnou na Primarni elektrony
stinitko a jsou registrovany jako tmava mista vzorku — e 9 o

tento rozptyl je pro TEM zasadni
| Atom vzorku

Elasticky rozptyl
elektrond
(velky uhel)
Neelasticky rozptyl E= E,
elektront
(maly uhel)
E= E,-dE

Prtchod elektront
bez rozptylu
EO



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek

(primdrni elektrony) Odrazené elektrony
E, = 0,1-30 keV 50eV<E<E,
* Schémata interakce elektron(i s hmotou po jejich Auger/Rentgen/ Sekundarni elektrony

dopadu Katodoluminiscence\ E<50eV

Rozptyl elektront

* Pro TEM musi byt preparat dostatecné tenky, aby
elektrony prosly

9 Neelasticky rozptyl elektron’ — reakce s elektrony
vzorku

o . , - Primarni elektron
— zpUsobuje maly odklon elektronu a tyto vytvafi v obraze vzorku U

nespecifické rozmazani — pro TEM je nezadouci e 9 o

— navic ¢ast energie z elektronu je prenesena do vzorku, tzn. Atom vzorku

— zmeéni se vinova délka elektronu

Pozn. Pri srazce elektronu s jadrem dochazi k produkci rentgenového
zareni

Elasticky rozptyl
elektrond
(velky uhel)

Neelasticky rozptyl E= E,

elektront
(maly uhel)
E= E,-dE Eo

Prtchod elektront
bez rozptylu



TEM vzorku kosti

(tkan byla kontrastovana tézkymi kovy)

V misté membrany
buriky je vyvazan
tézky kov, ktery
zpusobil odklon
vétsSiny elektrond,
nebo jeho pohlceni

Vétsina eletronu
prosla timto mistem
aZz na stinitko

https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/If/js19/mikroskopicky_atlas/web/index.html



Svételna
mikroskopie

Zdroj svétla

Vzorek
Rez tkané
Cocka
objektivu

Cotka
okuldru

~————————3J nebo kamera

Obraz
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Smeérovani paprsku u SEM

* kondenzorova ,Cocka” (elektromagneticka civka) soustredi svazek elektront
do malého mista-“bodu” (méné nez 4 nm v priiméru) na preparatu

e smérovani svazku elektronu je regulovdno usmérnovacem svazku, coz
umoznuje skenovani preparatu radek po radku

* z povrchu pozorovaného objektu jsou vyrazeny sekundarni elektrony, které
jsou zaznamenavany detektorem elektrond

* obraz povrchu pozorovaného objektu vznika podobné jako u skeneru —
rastrovanim povrchu elektronovym svazkem



Srovnani TEM a SEM

Elektronovy svazek

Siroky, staticky

SEM

fokusovany do bodu, vychylovany radek
po radku

Urychlovaci el. napéti

v rozsahu 60-300.000 volt(

Urychlovaci napéti mnohem niZzsi,
netfeba penetrovat vzorek (100 V)

Interakce elektronu

Vzorek musi byt velmi tenky (50 nm)

MozZné skenovat Siroké spektrum
vzork( - jednoducha priprava

Potfebna informace je ziskana v

Snimani Elektrony musi projit skrze vzorek , .
¥ proj blizkosti povrchu vzorku
Svazek elektron( je zaostfeny na : » op x -
, s ol vy . : . VY Obraz je vytvaren v pribéhu rastrovani
Viyobrazeni stinitko coCkou objektivu a zvétseny k

vytvoreni obrazu

(Fadkovani) povrchu vzorku




Elektronova mikroskopie bunky

Transmisni Skenovaci




1934 - prvni TEM

1934 prvni TEM
Ernst Raska - University of Berlin
1938 — prvni obrazek viru
1986 — Nobelova cena

Rozliseni 100 nm
Zvétseni 400x

V Ceskoslovenské republice
1949 — prvni ¢esky EM v Tesle Brno prof. Armin Delong



SONDERDRUCK AUS

KLINISCHE
WOCHENSCHRIFT

ORGAN DER GESELLSCHAFT DEUTSCHER NATURFORSCHER UND ARZTE
VERLAG VON JULIUS SPRINGER, BERLIN, UND J. F. BERGMANN, MUNCHEN

l\l“\(- l, 2., JULI 1(”‘4 Nr. 27, S. 921/925

BAKTERIEN UND VIRUS IN UBERMIKRO-
SKOPISCHER AUFNAHME
(mit einer Einfiihrung in die Technik des Ubermikroskops).
Von
B. voN Borrigs, E. RuskA und H. Ruska.*

Aus dem Laboratorium fir lil(-klmncunp!ik des Wernerwerks F der Siemens & Halske
Aktiengesellschaft und der I. Medizinischen Universititsklinik der Charité.




2020 — TEM — Titan FEI

Dosazen teoreticky limit prostorového
rozlisSeni 0,05 nm

Precizné nastavitelné parametry pro
specificka vlakna, rizeni vakua, napéti

Zpresnéni manipulace se svazkem
elektronl — kolimatory, redukce sférické g
chromatické aberace

Digitalni kamery, fotonasobice



2020 - Ukazka lokalizace atomu v nanocasticich
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3D snimky cdstic platiny o pruméru 2-3 nm
rotujicich v kapaliné pod elektronovym
mikroskopem. Kazda nanocdstice ma
priblizné 600 atomd. Bilé kulicky oznacuji
polohu kazdého atomu v nanocdstici.
Meéritko 1 nm.

Ziskavani 3D struktur v kapaliné s atomdrnim rozlisenim.
Schéma zndzorriuje kapalny vzorek umistény mezi dvéma listy
grafenu. Nanocdstice v kapaliné volné rotuji, zatimco TEM
pofizuje tisice snimku nanocdstic. Snimky se pak analyzuji a
urcuji polohu kazdého atomu v kazdé nanocdstici.

https://analyticalscience.wiley.com/do/10.1002/was.00020045



Metody pripravy biologického materialu pro TEM

Standardni metody:

* ultratenké rezy
* metoda negativniho kontrastovani

* imunoznaceni

* freeze fracture and etching (mrazové lamani a leptani)

* stinéni kovem

Specializované metody:

* kryo- transmisni elektronova mikroskopie



Priprava vzorku pro TEM
- ultratenkeé rezy

Vzorek musi byt velmi tenky (50 nm) a pro elektrony prostupny

Nejcastéji se pripravuje zalévanim do pryskyfice a poté se upravuje krajenim fezt o
pozadované tloustce, které se ,, dobarvuji” tézkymi kovy, ¢i protildtkami s navazanymi
nanocasticemi kovu (Au, Ag)

<1mm

s—
o it
Vzorek Fixace Vysouseni Zaliti do pryskyfice
=
== i it =2 =2
= =2
Krajeni Pfenesenina mrizku Kontrastovani

|l;‘> Mikroskopie




Priprava vzorku pro TEM
- ultratenkeé rezy

Fixace - aldehydy (zejména glutaraldehyd) - cilem je stabilizovat preparat (1 mm3) co nejblize
nativnimu stavu

Postfixace - OsO, —Setrné a jemné gelifikuje intracytoplazmaticke proteiny, dobre zachovava
strukturu biologickych membran a nadto stabilizuje a kontrastuje lipidy - vysoce toxicka latka

Odvodnéni - vzestupna rada alkoholu, aceton

Prosyceni a zalévani - vzorek je prosycen rostouci koncentraci pryskyrice — dle typu tkané a pouzité
techniky snimani.

* naepoxidové bazi— e.g. Durcupan

* na akrylatové bazi —e.g. LR White

* na polyesterové bazi - Vestopal W vzorek zality v pryskyfici
Nejcastéji LR White. Cerny diky postfixaci v Os04

00000000
- | e

Polymerace — Vzorek prenesen do formy a prelity ﬂ:;>
vytvrzen teplem nebo ozarenim UV svétlem




Priprava vzorku pro TEM
ultratenké rezypge

Krajeni — vzorku v pryskyfici ultramikrotomem na hladinu dH20.

Pfeneseni vzorku — Na mtizky (sitky) potazené formvarovou
blanou se naberou z hladiny ultratenké fezy a nasleduje
mikroskopie

Drzak mrizky-vzorku

Goniometer: x, y z r ‘ usta o
\

' Viewing | :‘ =
Chamber

100PB




) Ultratenké rezy
(Pozitivni) Kontrastovani ultratenkych rezu

Ultratenké rezy maji minimalni kontrast. Ten zvySime
adsorpci tézkych kovl na bunécné struktury. . Pouzivaji se
prevazné kovy, které dovedou zvysit rozptyl primarnich
elektronl: U, W, Pt, Pb a Mn, nazyvané téz elektronova
barviva.

Oxid osmicely — lipidy (membrany)

Bez s kontrastovanim

e Ty ¢
AKEIG 2 D@y Q’ﬁ
S MG /@‘:)V“

Octan uranylu - nukleové kyseliny a proteiny

Citrat olova — (precipitat, zrna) — membrany,
nukleové kyseliny, glykogen




Imunoznaceni pro TEM

* lokalizace antigenu na vzorku probiha navazanim specifické primarni protilatky a nasledné
oznaceny pomoci sekundarni protilatky znacené tézkym kovem (ferritin, ¢astice koloidniho
zlata, stribra. aj.)

* Znaceny jsou ultratenké rezy — vzorky fixovany, odvodnény a zality do hydrofilnich pryskyric

e velikost nanocastic 3-40 nm

Nanocastice

Anti-mysSi sekundarni protilatka
znacena c¢asticemi koloidniho zlata

o, Primarni protilatka anti-aktin
y AN produkovana v mysi

[ Imunoznaceni v EM ]

Vzorek tkané - Lidska bunka



Imunocytochemie

Imunoznaceni zlatem - lokalizace specifického antigenu pomoci ¢astic koloidniho zlata

(3-40 nm) navazanych na sekundarni protilatku
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Imunoznaceni periplazmatického prostoru ultratenkych kryorez(
Escherlchla gl kodn.Jugatem zlata.s proteinem '?:I . /i Imunogold barveni vzorku rotavirim podobnych ¢astic v
ttps.//vl\:jww.ems iasum.com/microscopy/products/immunogold/im transdukovanych bufikdch rVLPs pomoci polyklonalni
MUNogold.aspx protilatky a sekundarni protilatky spojené s 12 nm koloidnim
zlatem. Méfitko = 100 nm.

http://www.microscopy.cz/html/2141.html



Negativni kontrastovani

Je uréena pro pozorovani vzorku jejichz velikost
je hluboko pod tloustkou ultratenkych rez(, napt.
raznych biologickych makromolekul (proteind,
lipoproteint, polysacharidli, nukleoproteinovych
komplex(), isolovanych bunéénych organel
(mitochondrie, membranové systémy) a celych
bunék (bakterie, viry).

Smichani vzorku v roztoku s fixacnim roztokem
= kyselina wolframova
— uranyl acetdt, etc.

Naneseni na mrizku, zaschnuti, pozorovani
Rychlda metoda

Kontrastovaci latka obali a z€asti penetruje
vzorek. Diky rozdilu hustoty ve vrstvé
kontrastovaci latky na vzorku a v okoli se pak
Castice jevi v nékterych oblastech transparentni.
Okolo ¢astic je charakteristické tmavé ohraniceni
zpUsobené vzlinanim kontrastovaci latky

http://cryoem.life.tsinghua.edu.cn

NEGATIVE STAINING
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Stineni kovem

Stinovani spociva v pokryvani preparatu
tenkou vrstvou kovu. Pri pokovovani je
preparat naklonény, coz zajisti zvyraznéni
jemnych fibrilarnich struktur a detaill
malych makromolekul, napf. kolagenu,
DNA, RNA, ribozomu nebo bunécné stény.

pokovovani se provadi ve vakuu (10 Pa)

vzorek

podlozka

Stinovani — pokryti téZzkym kovem

pod Ghlem /
—

Zpevnéni naprasenim uhikové vrstvy

oo b

pokovovacka s komorou pro vytvoieni podtlaku
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http://images.google.com/imgres?imgurl=http://web.ncifcrf.gov/rtp/ial/eml/images/dna1.jpg&imgrefurl=http://web.ncifcrf.gov/rtp/ial/eml/dna.asp&h=664&w=600&sz=172&tbnid=kiX8NS4bOz8J:&tbnh=135&tbnw=122&start=3&prev=/images?q%3Dmetal%2Bshadowing%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DG

Mrazové lamani a leptani
Freeze fracturing and etching

 Fixace, nahrazeni ¢asti vody v preparatu kryoprotektivem (PEG)

e Zmrazeni v tekutém freonu (-160°C), preneseni do tekutého dusiku (-196°C)
* Lom vzorku (aparatura pro mrazové lamani, vakuum, -190°C)

e Odsublimovani ¢asti vody z lomné plochy pfi (etching, -100°C)

* Pokoveni lomné plochy: Pt (pod uhlem 45°) a C (pod uhlem 90°)

- vytvoreni tzv. uhlikové repliky (20 nm) e
« Cisténi replik - odstranéni veskerého
biologického materialu kyselinami

* Pfenos fezll na nosné sitky

s formvarovou blanou, pozorovani

'f_r. <

b Do e ST
A Lot e ST ru® Y

http://www.tobiasrose.co.uk/mrbevis/ebpf.html

Metoda pro zobrazovani povrchu lomnych ploch membranovych struktur



http://www.tobiasrose.co.uk/mrbevis/ebpf.html

Extracelularni
vrstva

Proteiny

Plasmatickd membrana Cytoplasmaticka vrstva

T

Rovina lomu

2
Platina L

Uhlik

Sublimace

P o "




Mrazove lamani a leptani - vysledny obraz

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae

jadro
pory v jaderné membrané
cytoplasma

mitochondrie



Mrazove lamani a leptani - vysledny obraz

detailniho pozorovani povrchu jaderné membrany

Leukemicka bunécna linie HL-60



Srovnani ultratenkého rezu
a repliky z freeze-etching

\ +
= AN

zivocCiSna burika - ultratenky fez TEM zivocCisna burika - freeze-etching



3D elektronova mikroskopie
TEM tomografie

Naklanénim (otdcenim) vzorku v mikroskopu a naslednym
prosvécovanim eletronovym svazkem, je ziskana série obraz(, ze
kterych je zpétnou projekci vytvorena 3D morfologie objektu.
Technika poskytuje vysoké rozliseni, ale je limitovana velikosti
analyzovanych objekt(. Rddové desitky nm. Proto se vyuZiva pro
analyzy struktury molekul, protein(, krystal(. Zejména pro
krystalografii ma své vyhody vzhledem k tomu, Ze Ize vynechat
nezbytny krok krystalizace vzorku.

PFi vyuziti technik kontrastovani biologickych vzork( dochazi ke
vzniku mnozstvi artefakt(l. Proto se v sou¢asnosti technika
tomografie vyuziva nejvice v souvislosti s Cryo-eletronovou
mikroskopii, pfi které je vzorek pozorovan za nizkych teplot (-
1800C) bez nutnosti kontrastovani. Viz nasledujici prendsky.

Electron source

Electron beam

Specimen on grid

60"
«+ 2D projections

.

~~ Alignment and reconstruction

Segmentation and rendering



3D elektronova mikroskopie
Sitovd tomografie (Array tomography)

Priprava vzorku je obdobna jako pro transmisni EM, avsak rezy jsou kladeny na félii jeden za
druhym. Z milimetru tkané je ziskdno vice nez 10 tisic vzorkd. Tyto jsou ndsledné skenovany
pomoci SEMu a z obrazu je vytvorena 3D rekonstrukce.

Beautiful 3-D Brain Scans Show Every Synapse | National Geographic
Array tomography
k § } Serial sections
i

Diamond knife

Back scattered
electron

Silicon wafer

| 2 >l ‘D 1:25/ 4:39 Scroll for details

https://www.youtube.com/watch?v=nvXuq9jRWK
E&feature=youtu.be&t=40



SBF-SEM a FIB-SEM

Serial block-face SEM
Focused ion beam SEM

Scanming

SBF-SEM

FIB-SEM

Data acquisition 2D image stack 3D reconstruction
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Obraz seriznutého bloku sféroidu s bunkami v SEMu



Ohrani¢enim objektl zajmu v kazdém obrazu — segmentace Ize nasledné vytvofit 3D obraz



SBF-SEM — 3D rekonstrukce obrazu bunék a organel sféroidu

Jaros, Petrov, Tesarova — colaboration with Tescan, VUT
3D Cell Culture, 2017, Volume 1612



Vyuziti EM

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

Lékarstvi (studium bakterii a viru ...)
Soudni |ékarstvi (forensni EM)
Metalurgie (studium vlastnosti materiala)

V mikroelektronice (studium Cipl, mikroprocesory)



Nevyhody EM

Drahy a prostorove narocCny pristroj

Pozorovani jen ultratenkych fezu (narocné na
pripravu preparatu)

Umisténi preparatu ve vakuu znemoznujici pozorovani zivych
organismu



