Elektronova mikroskopie



transmisni elektronovy mikroskop
skenovaci elektronovy mikroskop

mikroskopie atomarnich sil



historie:

komplexni vynalez 20. stoleti — kombinace mnoha vysledku badani v
riznych oblastech

pol. 19 stoleti — studium elektrickych vyboju

1897 — objev elektronu

1925 - rychle letici Castice maji vinovy charakter — vinova povaha
elektronu

1927 — prace studujici vychylovani elektronti pomoci magnetickych poli
solenoid

1932 — Knol a Ruska (Berlin) — prvni TEM

1939 — komeréni vyroba TEM (fa Siemens) — rozlisovaci schopnost 10
nm

1986 — Ruska dostava Nobelovu cenu



SEM:
1938 — popis rastrovani u TEM
vynalez fotonasobice

1965 — SEM — Cambridge Scientific — C.W.Oatley



soucasnost:
3 MV transmisni elektronovy mikroskop — poprvé spatren atom !
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z duvodu malé penetracni schopnosti elektronti a nutnosti malého
mnozstvi vody ve vzorku (kvuli vysokému vakuu v pristroiji)

pro biologické védy nutny vyvoj ultramikrotomui — spec. nozl na
pripravu ultratenkych vzorku

nutné nalezeni vhodnych metodickych pristupt k pripravé preparatu
— zalévani, fixace, barveni apod.



elektrony — malé €astice, nepatrna hmotnost, Ize je urychlit el.
napétim U, ziska kinetickou E

1 2

gli= —my

m - hmotnost elektronu (9,109x10-3'kg)

e - naboj elektronu (1,602x10-1° C)

U - urychlovaci napéti (V)

v - rychlost elektronu

Do vztahu lIze za rychlost dosadit z rovnice de Broglieho, ktera popisuje vztah
mezi vinovou a korpuskularni povahou hmotnych ¢€astic:

. .'IE A - vinova délka
?'... = . h - Planckova konstanta (6,626x10-34 Js)

FrY



_
el = 5 i 2 Z vysledného vztahu vyplyva, ze vinova délka
= urychleného elektronu je nepfimo zavisla na pouzitém
urychlovacim napéti. Pokud dosadime za konstanty,
i . v s
W= vztah se zjednodussi do podoby
(e 1717

A=1,226 /U2

pro U=100 kV dosahuje jejich rychlost jiz 1/2 rychlosti svétla ve vakuu (2,998x108

m/s)



Vinova délka elektronu v zavislosti na urychlovacim napeti

U [V] lambda[nm] lambda, .. ictickslNM] v[m/s]

102 0.123 - 5.95x10°
103 0.040 - 1.87x107
104 0.0123 - 5.85x107
10° 0.00386 0.00370 1.65x108

106 0.00122 0.00087 2.83x108



RozliSovaci schopnost a vinova délka
Zakladni vlastnosti kazdého zarizeni, které pomaha nasemu zraku uvidét,
zvetsit pro néj priliS malé objekty, je rozliSovaci schopnost. Je to vzdalenost

dvou bodl lezicich vedle sebe, které Ize danym zafizenim rozeznat jako
oddélené.

zdravé lidské oko pfi dostate¢cném osvétleni je schopno ve vzdalenosti 25 cm
rozlisit dva body vzdalené od sebe 0,2 mm

Opticky mikroskop - jeho rozliSovaci schopnost se béhem jeho vyvoje
posunula az na hodnotu mensi nez 0,2 ym

0,614

M. 5 o

Es o=

A je vinova délka pouzitého zareni
n je index lomu
a je polovicni uhlova apertura CoCky



Ize dosadit za soucin n.sin a =1 (numericka apertura) - je optickou
konstantou daného objektivu

z toho vyplyva ze mezni rozlisovaci schopnost je zhruba polovinou vinové
délky pouzitého zareni

pro zelené svétlo, které je zhruba uprostred viditelného spektra, je lambda
okolo 550 nm a tedy rozliSovaci schopnost mikroskopu pracujiciho s timto
svétlem je okolo 300 nm

hlubsi proniknuti do mikrosvéta vyzaduje pouzit zareni s mnohem kratsi
vinovou délkou nez ma viditelné svétlo

viz tab. vyse - vinova délka elektronu urychleného napétim 100 kV uz
teoreticky staci na zobrazeni atomu
prakticky je to ale mnohem méné — diky konstrukci mikroskopu

bézné laboratorni transmisni elektronové mikroskopy v sou€¢asné dobé maji
rozliSovaci schopnost v radu desetin nm, ktera postacuje k pozorovani napf.
vétsich bilkovinnych makromolekul



Pro€ pouzivat elektrony?- rozliSeni

-
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A—vin. délka
o— apertura CoCky
V- urychlovaci napeéti

n- index lomu
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zelené svétlo

A ~400 nm

n~ 1.7 olej imerse

N

\r ~150 nm (0.15 pm) /

[ r=0.61\A/nsin o }
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elektrony \
200 kV ~ 0.0025 nm

n~ 1 (vacuum)

r~0.02nm (0.2A) /

nerealné, ale proc¢?



ucelem kazdého zvétSovani v mikroskopii je zvysit pocet informaci o
pozorovaném objektu, které jsou jinak lidskému oku nedostupné

pokud pocet informaci roste, je zvétSeni uzite€né, pokud ne, jde o prazdné
zvétseni

k tomu dochazi, kdyz zvétSeni prekroci rozliSsovaci schopnost mikroskopu
Mu = RS oko / RS mik
Mu je uziteCné zveétseni
RS oko je rozliSovaci schopnost lidského oka (cca 0,1 mm)
RS mik - elektronovy mikroskop 10 nm, transmisni elektronovy mikroskop 0,1

nm

uziteCné zveétseni napriklad pro sveételny mikroskop je tedy okolo 550 x, pro
SEM 10000 x a pro TEM 1000000 x

jaky mikroskop pro co vybrat? zalezi i na povaze preparatu
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magnetické pole: pusobeni magnetického pole na drahu leticiho
elektronu lze vyuzit k sestrojeni elektromagnetické ¢ocky
funguje priblizné stejné jako sklenéna cocka v pripadeé svetla

nejjednodussi elektromagnetickou ¢ockou je solenoid - kruhova

civka

P

.

The Basic Solenoid Design

Metal Cylinder

Magnetic Wire
(niobium-tin alloy)

Metal Plate
{copper, iron
or aluminum)

£2001 HowStutfiWorks _J

ve které a okolo které pri pruchodu elektrického proudu vznika

magnetické pole



magnetické pole solenoidu ovliviuje drahy elektronu, které
vychazeji z bodového zdroje A a které po zakriveni jejich drah v
magnetickém poli civky, opeéet protinaji jeji osu v bodé B
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vady elektromagnetickych ¢ocek

stejné jako sklenéné €ocky, i elektromagnetické ¢ocky vykazuji stejné
vady

sféricka vada - je neschopnost coCky zaostrovat vSechny paprsky
vychazejici z bodového zdroje opét do jednoho bodu - disledkem této
vady je, ze zvétsSeni v krajich obrazu je jiné nez v jeho stredu

realny predmeét, poduskovitost,
soudkovitost

omezeni vady clonkou



chromaticka vada - vznika v dusledku rozdilnych energii elektront ve
svazku

pomalejsi elektrony s vétsi vinovou délkou jsou v magnetickém poli
civek vychylovany jinak a protinaji osu civky v jiném bode, nez
elektrony s vyssi rychlosti

snizeni chromatické vady je mozné docilit maximalni stabilizaci
urychlovaciho napéti mikroskopu

osovy astigmatismus - zpusobeny nesymetrii magnetického pole

vetsinou diky necistotam, lze uméle korigovat



aberace

| Chromatic Aberration
 tri typy aberaci: | \ or
— sféricka (velikost . S
clonky) |
— chromaticka (rtzné — ¢ A
energie elektronu

— astigmaticka (defekt
cocek, Spina)

Spherical Aberration

1

aberace jsou davodem proc¢
neni rozlieni 0.2 A.



transmisni elektronovy mikroskop



transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

umoznuje pozorovani preparati do tloustky 100 nm pfi vysokém
zvetsSeni a s velkou rozliSovaci schopnosti

jestlize zahrejeme jakykoliv material na vysokou
teplotu, dodame elektroniim dostate¢nou energii,
aby prekonaly prirozenou energetickou bariéru,
ktera jim brani v uniku

vystupni energie je specificka pro dany kov (pro
wolfram je rovna 4,52 V), pro wolfram je Uunikova
rychlost 1,26 x 106 m/s

k zahrati a nasledné termoemisi muze dojit pfri
prichodu elektrického proudu viaknem a
pravdépodobnost Uniku elektroni muze byt jesté
zvysena jeho vytvarovanim do tvaru pismene V



nejcastéji se v termoemisnich tryskach pouziva wolframové viakno
diky nizké vystupni energii ( W=4,5V,Ni=2,6 V, LaB6 =1,0 V),
vysokému bodu tani (W = 3653 K, Ni = 1000 K, LaB6 = 2000 K) a nizké
hodnoté vakua, kterou vyzaduje pro svij provoz

LaB6

od elektronového zdroje vyzadujeme, aby poskytoval koherentni
svazek elektront, elektrony by mély vychazet z bodového zdroje,

meély by mit stejnou energii



elektronova tryska - katoda emitujici elektrony a anoda s
kruhovym otvorem ve svém stredu, ktera je pritahuje a dava jim
dostatecné zrychleni na prulet tubusem mikroskopu
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katoda v podzhaveném stavu, tzv. duty paprsek, ktery je pouzivan k
vycentrovani elektronové trysky a k nastaveni stigmatoru osvetlovaci

soustavy cocek

autoemisni tryska -
elektrony emituje
studené wolframové
vlakno odleptané do
hrotu

200 pm




srovnani typu elektron emitujicich zdroju

parametry jednotlivych elektronovych zdroju

viastnosti

primeér hrotu
provozni teplota
proud svazku

prumeér svazku

pozadované
vakuum

zivotnost

Zzhavena
wolframova
katoda

200 um
2859 K
5x10-124

9 mm

10-5 mm Hg

35 h

zhavena
LaB,
katoda

20 ym
1850 K
8x10-11A

5mm

1 0-7 mm Hg

250 h

autoemisni
tryska

0,1 um
okoli

10-8A

<1-2 nm/td>

1 0-10 mm Hg

neomezena



urychlené elektrony, produkované elektronovou tryskou, vstupuji do
magnetického pole kondenzorovych ¢ocek

elektronova tryska spolu s kondenzorovymi ¢co€kami tvori osvetlovaci
c¢ast transmisniho elektronového mikroskopu

zobrazovaci soustava TEM
drzak preparatu, objektiv, mezicoc€ky, projektivy a pozorovaci stinitko

preparat je v mikroskopu umistén
blizko objektivu - nejvykonnéjsi
¢ocka mikroskopu

je schopen nejvétsiho zvétSeni a ma
také nejkratsi ohniskovou
vzdalenost, civka objektivu ma velky
pocet zavitu, kterymi protéka znac¢ny
proud, nutné chladit vodou



obraz vyprodukovany objektivovou ¢ockou se dale zvétSuje na
pozadovanou velikost pomoci projektiva a intermedialnich ¢ocek

v roviné objektivu je preparat se zvetsenim okolo 100 x

dalsi coCkou, ktera se zapojuje do zvétsovani obrazu, je hlavni
projektiv obvykle s konstantnim zvétSenim 100 x

dale pomocny projektiv tak, aby vysledné maximalni zvetseni celého
zobrazovaciho systému, které se rovna soucinu zvétsSeni vSech
¢ocek, dosahlo hodnoty 1 000 000 x

abychom mohli vidét elektrony, které prosly preparatem a
zobrazovacim systémem, je treba prevést informace, do oblasti
viditeIného svétla - stinitko pokryté nejcastéji ZnS, ktery je schopen v
zavislosti na energii a mnozstvi dopadajicich elektronu emitovat
svétlo s vinovou délkou 450 nm



dopad elektronu na pozorovany vzorek

biologické preparaty jsou tvoreny lehkymi prvky, které nedostateéneé
rozptyluji primarni elektrony, a navic jsou ob¢€as zality do pryskyric,
které maji priblizné stejné prvkové slozeni jako vlastni preparaty a
tedy i podobné rozptylové vilastnosti

neni tedy velky rozdil v kontrastu mezi vzorkem a zalévacim médiem

nutné vzorek barvit — soli tézkych kovu - Os, Pb, U, W

kontrast se zvySuje dale objektivovou clonou malého pruméru,
shizenim urychlovaciho napéti ¢i zvétSenim tloust’ky rezu

tyto upravy ovsem zpusobuiji snizeni rozliSovaci schopnosti



interakce vzorku a elektronu

TEM SEM

When the electron beam strikes the sample, both photon and electron signals are

Ereiond ¢ & e emitted.
Incident Beam
X-rays Primary Backscattered Electrons
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For SEM backscattered and

For TEM elastically scattered :
secondary electrons are important.

electrons are important.



interakce vzorku a elektronu

TEM
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pozorovani a zaznam obrazu

praktickym vystupem z transmisniho elektronového mikroskopu je
trvaly zaznam pozorovaného obrazu

specialni fotograficky material nebo v digitalni podobé pomoci CCD
kamer

CCD kamera — preména elektronového signalu na svetelny, ma
mnoho vyhod, ale nizsi rozliseni nez fotograficky zaznam



priprava preparatt pro TEM chemickou cestou

vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii nesmi obsahovat
vodu — v mikroskopu vakuum

diky nizké penetraéni schopnosti elektront tloust’ka preparatu nesmi
prekrocit 100 nm

jak pripravit vzorky pro TEM:

Al prima metoda, kdy do mikroskopu vkladame cely studovany
objekt zbaveny vody — suspenze viru ¢i malych ¢astecek, které
muzeme v mikroskopu pozorovat celé

z vétSich vzorku je treba pripravit rezy tloustky cca do 100 nm, aby
jimi mohly projit urychlené primarni elektrony

B/ metoda neprima, kdy v mikroskopu pozorujeme repliku
studovaného objektu, ne samotny objekt



Fixace

prvnim krokem pripravy preparati pro TEM je v naprosté vétsiné
pripadu fixace

jejim cilem je zachovat bunéénou ultrastrukturu s minimem zmeén
oproti nativhimu stavu, zabranit degradac¢nim procestiim a
stabilizovat vzorek do dalSich kroku pripravy

k fixaci biologickych objektlu se pouzivaji chemické nebo fyzikalni
metody

chemicka fixace - reakce nekterych chemickych €inidel se slozkami
biologickych objektl, které vedou k jejich stabilizaci a imobilizaci bez
vetsich ultrastrukturalnich zmeén - metanol, etanol, kyselina
chlorovodikova, glutaraldehyd, oxid osmicely, manganistan draselny

fyzikalni fixace — dehydratace, zalévani do pryskyfric



priprava ultratenkych rezi — ultramikrotom

sklenéné ¢i diamantové noze

Protiplodka (0.1 - 1 mm)

Tloustka fezit Barva fezil
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mrazici metody — mrazova fixace vzorku

naprasovani

metoda negativniho barveni vzorku — PTA, STA

vzorek nanesen na tenkou membranku — formvar nebo uhlik
poté barven

repliky — dfive vice pouzivané

otisk se utvori tak, ze objekt se ve vakuu nejprve Sikmo nastinuje
kovem a pak se na néj kolmo napari silnéjsi kryci vrstva uhliku

replika se potom splavi nebo sejme pomoci plastické hmoty



tato prednaska byla vytvoreny dle vyukovych materialti na

http://www.paru.cas.cz/lem/book/



TEM JEOL JEM-1010

metody negativniho barveni:

obvykle 4% STA (sodium silicotungstate), pH 7.2-7.8

methylamin tungstate

uranyl sulphate, uranyl acetate, 1 — 3% ve vodé nebo ethanolu

priprava siték — 400 mesh copper grids, carbon coated



tato prednaska byla vytvorena dle vyukovych materialti na

http://www.paru.cas.cz/lem/book/



skenovaci elektronovy mikroskop



skenovaci (rastrovaci) elektronovy mikroskop (SEM)
je pristroj uréeny k pozorovani povrchu nejriuznéjsich objektu

je ho mozné do jisté miry povazovat za analogii svételného
mikroskopu v dopadajicim svétle

na rozdil od ného je vysledny obraz tvofen pomoci sekundarniho
signalu - odrazenych nebo sekundarnich elektron

velkou prednosti SEM v porovnani se svételnym mikroskopem je
jeho velka hloubka ostrosti

dalsi prednosti téchto mikroskopu je, ze v komore preparatu vznika
pfi interakci urychlenych elektronu s hmotou vzorku kromeé vyse
elektrony, katodoluminiscence, které nesou mnoho dalsich
informaci o vzorku — napfr. prvkové slozeni preparatu, a pfi
porovnani s vhodnym standardem lze urcit i kvantitativni zastoupeni
jednotlivych prvku



konstrukce SEM mikroskopu

zasadni rozdily oproti TEM uz na prvni pohled
rozdilna délka tubusu, ktery je polovi€ni

u skanovaciho elektronového mikroskopu se detekuji signaly, které
primarni svazek elektronu uvolnil nad povrch preparatu, a neni treba
soustavy cocek, které u TEM tvori zobrazovaci systém ve spodni
casti tubusu

misto toho je SEM vybaven detektory sekundarnich a odrazenych
elektronu a elektronikou na zesileni a zpracovani signalu a tvorbu
obrazu

zdrojem elektronu je ve Spicce tubusu stejné jako u TEM nejcastéji
primo zhavené wolframoveé viakno

rozliSovaci schopnost pristroju s wolframovou pfimo zhavenou
katodou se pohybuje mezi 10 az 15 nm



Svételny mikroskop TEM SEM
zdroj elektronti =

CLD
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kondenzorova
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obrazovka

Rozliseni 200nm 0. I1nm

ZvétSeni ~ X2000 X 50~ X1,500,000 X10~X1,000,000



stejné jako v TEM primarni elektrony jsou urychleny potencialem mezi
katodou a anodou, ktera ma ve svém stredu kruhovy otvor, kudy
prolétaji primarni elektrony do soustavy elektromagnetickych cocek

u SEM p¥i prohlizeni biologickych preparatli se pouziva urychlovaci
napéti do 25 kV

hlavnim ukolem soustavy elektromagnetickych ¢ocek v SEM je co
nejvice zmensit prumér svazku elektronu, které dopadaji na povrch
preparatu

dilezitou soucasti elektron optického systému je stigmator, pomoci
kterého se koriguje astigmatismus elektromagnetickych ¢ocek

elektromagnetickymi ¢ockami zkoncentrovany paprsek primarnich
elektront je pred dopadem na povrch preparatu rozpohybovan
vychylovacimi civkami tak, ze pokryje radky - rastruje - malou plosku

pocet Fadku je mozné ménit od desitek do nékolika tisic a zaroven lze
menit i rychlost prebéhu paprsku v jednom radku



pro fotograficky zaznam se vybira co nejpomalejsi rychlost prebéhu,
kdy ziskani jednoho celého obrazu muze trvat 30, 60i 120 s

v dolni ¢asti tubusu se nachazi komora preparatu, ktera je ve srovnani
s TEM velmi rozmérna, i nékolik cm

v blizkosti preparatu jsou umistény detektory jednotlivych signalu :
napfr. sekundarnich a odrazenych elektronu, rt. zareni



tvorba obrazu

ziskani obrazu ve skanovacim elektronovém mikroskopu je zalozeno
na interakci primarniho svazku s povrchem prohlizeného objektu

kazdy produkt této interakce prinasi informaci o fyzikalnich a
chemickych vlastnostech zkoumaného objektu, které Ize vyuzit,
pokud je mikroskop vybaven detekénim cidlem, které dokaze uc€inné
a selektivné tento signal zachytit

interakce mezi primarnimi elektrony a atomy preparatu mizeme
stejné jako u TEM rozdélit do dvou skupin: elastické kolize, které maji
na svédomi vznik zpétné odrazenych elektront a neelastické, pfri
kterych dochazi k predavani energie primarnich elektronti atomim
vzorku a nasledné k uvolnéni sekundarnich a Augerovych elektronti,
rtg. zareni a katodoluminiscenci



k zobrazeni povrchu preparatu se v SEM vyuzivaji sekundarni
elektrony

vzhledem k nizké energii sekundarnich elektronti se z vyvysenin na
povrchu preparatu dostane do detektoru vice sekundarnich elektronu
a vysledkem je vyssi intenzita signalu z detektoru a tedy svétlé misto
na obrazovce, z prohlubenin je tomu naopak - tim je ziskan
topograficky kontrast, ktery umoznuje zobrazit v mnohonasobném
zvétsSeni povrch vzorku

produkce odrazenych elektronu, jak bylo zminéno vysSe, zavisi na
strednim atomovém cisle vzorku - jako svétlé oblasti se budou na
obrazovce jevit mista s vyssim strednim atomovym ¢islem, tedy

o Ty

jevit jako tmava mista — moznost prvkové analyzy

rusivé jevy - k nim patri predevsim nabijeni povrchu preparatu, na
ktery dopadaji zaporné nabité primarni elektrony, v pripadé, kdy neni
dostatecné elektricky vodivy



biologické objekty ve vysokovakuovém SEM musime stejné jako v
pripadé TEM pozorovat vysusené, kdy nejsou elektricky vodivé

pred vlastnim pozorovanim se musi potahnout tenkou vrstvickou kovu
s dobrou elektrickou a tepelnou vodivosti



interakce vzorku a elektronu

TEM SEM

When the electron beam strikes the sample, both photon and electron signals are

Ereiond ¢ & e emitted.
Incident Beam
X-rays Primary Backscattered Electrons
Through Thickness Atornie Nurnber and Topographical Inforrmation
Composition Information y
i Cathodoluminescence

Electrical Information

Auger Electrons
surface Sensitive
Compos1t10nal Information

gt M:“?% F

1 cimen Current

ectrical Information
rrReitel DTy

necondary Electrons
Topographical Information

SEM - dilezité jsou odrazené a

TEM - dulezité jsou elasticky sekundarni elektrony

rozptylené elektrony



interakce elektron - atom

TEM

Primary Electrons

@ O 0O

Inelastically
scattered
Electron
(Low Angle)

o

Specimen
Atom
Elastically
Scatterad
Electron
' (High Angle)
Unscattered
(Transmitted)

Electron

Baclcscattered
Electron

Mucleus

—Flectrons

Secondar

Electrons Electron
Beam
-
Electrons e MNucleus



detekce sekundarnich a odrazenych elektronu

detektor sekundarnich elektronu je prostfrednikem mezi déjem,
odehravajicim se pfi interakci primarnich elektronti s povrchem
preparatu, pri kterém dochazi k uvolnéni sekundarnich elektronu, a
obrazovkou mikroskopu, na kterou prenasi informace ziskané
zachycenim sekundarnich elektronti o topografickém kontrastu
preparatu

detektor sekundarnich elektront podle Everhart -Thornley

tvoren scintilatorem, ktery po dopadu elektron( uvolni zablesk svétla
ze stredu viditelné oblasti (5650-650 nm), jehoz intenzita je pfimo
umeérna energii elektron, které ho vyvolaly

svétlo je dale vedeno svétlovodem a komoru SEM opusti priichodem

kfemennym okénkem

mimo vakuum je umistén fotonasobic, ktery zachyti svételny signal a

prevede je na elektricky, pricemz dojde k zesileni signalu zhruba 1000
az 1 000 000 krat
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zaznam obrazu
fotografie nebo digitalni obraz

barveni digitalniho obrazu, dalsi upravy, jednodussi nez u TEM

priprava preparatu pro SEM

preparat vhodny pro prohlizeni v mikroskopu musi splnovat
nasledujici kritéria:

- na jeho povrchu by se nemély vyskytovat cizorodé €¢astice, napfr.
prach

- mél by byt stabilni ve vakuu

- stabilitu by meél vykazovat i pri ozareni elektronovym paprskem

- mél by produkovat dostate€né mnozstvi pozadovaného signalu,
napr. sekundarnich elektroni

- pfi expozici primarnim elektroniim by nemélo dochazet k jeho
nabijeni

nutno vzdy odstranit z biologickych vzorka vodu



ocisténi, pripadné i oplach, suseni, odvodnéni, fixace, prichyceni na
podlozku,
pokoveni



Signaly vyuzivané v SEM

Informace Pouzity signal

vSechny signaly s vyjimkou rtg. zareni a

morfologie .
9 Augerovych el.
prvkova odrazené el., Augerovy el., rtg.zareni,
analyza katodoluminiscence
chemicka Augerovy el., rtg. zareni
vazba 9 y €l g

odrazené el., sekundarni el, transmitované el.,

krystalografie rtg zaFeni



tato prednaska byla vytvoreny dle vyukovych materialti na

http://www.paru.cas.cz/lem/book/



pokoveni vzorku: zlato, palladium, uhlik, platina
cryo-SEM : Ize pozorovat vzorky i uvnitf, po jejich prasknuti

mikroskopy vybavené EDS (Energy Dispersed Spectroscopy) nebo EDAX
(Energy-Dispersed Analysis of X-rays) detektory pro snimani pfimo
odrazenych elektront (back scattered electrons) a X-ray, je mozné
detekovat které prvky jsou pfitomné na povrchu (prvkova analyza)



kryoelektronova mikroskopie

kryoelektronova tomografie



vhodné vzorky — jednotlivé castice
(200 kDa — 400 MDa)

Asymmetric monomeric Protein/RNA or DNA lcosahedral viruses
proteins complexes 60-fold symmetry
e.g. DNA-PKcs, 470 kDa e.g. Ribosome, ~2 MDa e.g. Adenovirus, ~150 MDa

Detergent solubilized membrane proteins

e.g. Voltage-sensitive sodium channel e.g. Platelet integrin allbp3
~300 kDa, Sato et al., Nature 2001 ~230 kDa, Adair & Yeager, PNAS 2002



lllllz é @9

Figure 1. (a) High-resolution TEM (FEI Tecnai) images of Drosophila melanogaster tripeptidyl
peptidase Il acquired as part of a CryoEM single particle analysis. (b) The resulting 3D

reconstruction with 3.3-nm resolution. Courtesy of Sali et al Nature 422: 216-225; ©2003
MNature Publishing Group.




Single Particle Method - Overview

1. Cryo-Plunge Samples
raphs

A Pt ,“",_.'.'-‘,_.'i

3. Digitally Select
Particle Images

4. 3D Image Processing

,/'“-

5. Structural Analysis & Modeling

GOAL

¢ Use structural information to understand
biological function

Average 100’s or 1000’s
of particle images



Cryo-Plunge Samples
EM Sample Grids

Electron transparent Specimen

i suppart Film :’ particle

1al (B3}

» For traditional electron microscopy, a
copper mesh grid is covered with a thin
carbon film.



* For cryo-EM, a copper mesh grid is covered with a holey
carbon film (A). Images are collected of the frozen sample
suspended in holes of the carbon film (B). Any particles that
are on the carbon support are not used in the image
processing because they have a higher background signal.



Cryo-Plunging Device

« The biological sample is applied to the grid, blotted to leave a thin film of
water, and then plunge-frozen in ethane slush chilled by liquid nitrogen.

« Cryo sample preparation methods were developed in the mid 1980s



Cryo Plunging and Grids

Vitrobot
Reproducibility

Home built
| Plunger

Quantifoil Grids
Automation of Data
Acquisition

_ LEGINON System
P W Scripps

) Homemade
( Holey film

B2NOU22AECRIDEPRE 15 1 ~oF



Collect Cryo-Micrographs
Cryo Sample Holder

l Liguid mitrogen

Epecimen

The frozen sample grid is normally kept at liquid nitrogen
temperature (approximately -185°C) while in the vacuum of the
microscope by a cryo-holder.
 Liguid helium microscopes allow the sample grid to be kept even

colder (~12 K, -261°C) in the microscope.



Digitally Select Particle Images

 Individual particle images must be selected from digital
cryo-electron micrographs. This has been done
interactively (non-automatically) in the past. Software is
being developed for automatic particle selection.



Three-Dimensional Image Processing

» Each particle image represents a 2D
projection of the 3D object

IS

3D object (a 2D projections
duck) In different
views

« The difficult step in 3D image processing is to determine
the orientational angles (Euler angles) for each projection
Image



This image shows a 30 representation
of more than 200 recorded slices using
the fully automated Slice and View
process of an embedded and stained
section of mouse brain. The sectioned area
of the sample is 13 = 13 = & pm and is
courtesy of Dr. Graham Knott, Departrment
de Biclogie, Cellulaire et de Morphologie,
Faculté de Biclogie et Médecine, Université
de Lausanne, Switzerland.



Figure 3. Electron tomography acquires multiple 2D projections of the molecule as it is tilted
through a sequences of precise angular increments. The projections are then ‘back-projected’ to
calculate the 3D model. Sidec COMET analysis acts as a mathematical filter to improve the signal
to noise ratio and resolution of the model. Courtesy of Sali et al Nature 422:216-225; ©2003

Nature Publishing Group.



3D Image Processing

Particle i |mages (W|th determined Euler angles)

3D Reconstruction

Reprojections
(should match particle images)




Image Processing of an Asymmetric Particle

' < wpe classify,
invefrltﬁg;nsit '-:j‘ﬁ .+ average 10-15
' K ¥ | particle i images (4

> T q .

e

translationally align
and determine

class-sum angular orientations
wnage- reprOJectlon

m 41 reproject

<

calculate 3D
reconstruction

<

reclassify and
refine orientations

use reconstruction to

determine orientations

of unclassified particle
images >

refine particle
orientations

best class-sum best particle image
based reconstruction based reconstruction



mikroskopie skenujici sondou

mikroskopie atomarnich sil



Characteristics of Common Microscopic Techniques

for Imaging and Measuring Surface Morphology

Optical Microscope SEM SPM
Sample operating ambient air, ambient air,
environment liquid, or liquid, or
vacuum vacuum® vacuum
Depth of field small large medium
Depth of focus medium large small
Resolution: xy 1.0um anm 2-10nm for AFM
0.1nm for STM
Resolution: z IN/A MN/A 0.1nm for AFM
0.01nm for STM
Effective magnification | 1X - 2x10%X 10X - 108X Sx 102K - 108X
Sample preparation little little to substantial | litlle or none
requirement
Characteristics sample must not be surface must not sample must
required of sample completely transparent | build up charge not have local
to light wavelength and must be variations in
used vacuum compatible® | surface height
> 10um

*Environmental SEMs can be operated at higher pressures and low eV but resolution is sacrificed.




mikroskopie skenujici sondou (SPM)

Generalized Schematic of a Scanning

Probe Microscope
Display typy interakci mezi jehlou a
* vzorkem:

Probe — — tunelovaci proud
detection [P . . .
mechanism Ll ¢ Scanr"ng tunne“ng

microscopy (STM)
Local . y =
V probe — silové interakce
o # « Scanning force
I/\/\/\ o microscopy (and variants)
| | (AFM)
X-,Y-,Z-Piezo transducer

{ Fine positioning)

— elektromagnetické sily

Coarse approach  Scanning near-field optical
and posifionine microscopy (SNOM)

¥ibration isolation




mikroskopie skenovaci sondou

-Piezo scanner

w Ui is a device
Ml — T e s T Containin a
\\-= === - _ _ ,.._H‘,__ % focusing lens . g .
' 4.point piezoelectric
photadatactor e xk . f CryStaI

-Piezoelectric
crystal is able to
produce electric
potential in
response to
applied stress

."'/

drndes/
muliplier o
-this induces a
H—7 differentl | L voltage across
,.-f’ amplifier PIEZ0 SCATIIET . |

;_g_ 1% B the sample and
1 A -' wimenter | tunneling is
i Z| V able to occur




skenovaci tunelovaci mikroskopie (STM)

prvni pokusy zobrazit povrch vodivych a nevodivych
materiall

prvni biologicka molekula zobrazena pomoci STM byla
dsDNA v r. 1989

tunelovaci efekt: kvantovy fenomeén, pro velmi malé
objekty, napfr. elektrony, jim jejICh vinové vlastnosti
dovoluji projit skrz pevnou barieru (zde vzduch)

princip: elektronovy mrak je tésné nad povrchem vzorku
jehla je upravena tak, aby na jejim konci byl jeden atom

kdyz se tento atom pfiblizi povrchu, tedy el. mraku,
interaguji a produkuji elektricky tunelovaci proud

Cim je jehla blize k povrchu tim je vyssi tento proud
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mikroskopie atomarnich sil



historie AFM

1981 - STM - Binning a Rohrer (NC 1986)
1986 - AFM - Binning, Quate a Gerber

1987 — poklepovy (tapping) mode

1989 — vice publikaci vyuziti AFM v
biologickych védach
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1992 — prvni Clanek o zobrazeni DNA

1994 — Tapping mode v kapaliné
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Atomic Force Microscopy




Atomic Force Microscopy

Laser Y-axis adjust

Photodiode adjust » 1




princip AFM

velmi tenky hrot umistény na pruzném raménku
detekce ohybu, detekce vibrace raménka diky odrazu laseru

skenovani - nacitani vyskového profilu radek po radku

d
<

fotodetektor




4 quadrant
photo detector

Cantilever

deflection

Laser

measurement

Xyz-
stage






Normal tip Supertip Ultralever

Tall (um)
End Radius (nm)



Contact mode / Elﬂctmstati':f:m—/
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Tapping mode

fintermittent ;’ Magnetic foy
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Lateral force Liquid AFM
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Force modulat“:‘/ Electrochemical AFM

Force distance
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kontaktni mod

* konstantni ohyb

* konstantni vyska

* vysoke strizne sily

* vhodné na skenovani
pevnéjSich materialu

* nutnost velmi pevne
Immobilizace

e az atomarni rozliseni




poklepovy mod

« tapping™, semicontact...

* hrot rozechvivany
piezorezonatorem

 definovana redukce (A
volné amplitudy (A,)

* regulované zpéetnou
vazbou pohybem skeneru

 eliminace striznych sil

sp)

* NizSi rozliseni



povrchy na uchyceni studovaného predmétu na AFM — ¢asto slida
nebo sklo

povrch musi byt atomarné hladky, €isty, chemicky ekvivalentni ve
vSech smeérech

mély by se na néj dobre adsorbovat proteiny ¢i nukleové kyseliny

- modifikace povrchu, polylysin, ....
- fixace vzorku



vyhody pouziti AFM v biol. vedach

skutecny 3D obraz povrchu
nativni prostredi
nanometrove rozliseni

moznost skenovat zivy
systém, bez fixovani

velky dynamicky rozsah
nm po um)

zmena prostredi in-situ

E. coli

bunky Cos1

plasmidy na slidé




Pouziti AFM:

zobrazeni zivych bunék

zobrazeni nukleovych kyselin a jejich komplexu s proteiny
zobrazeni komplexu proteint

membrany a membranoveé vazané proteiny

mereni interakci — modifikace povrchu jehly

pozadavky na vzorek ........
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