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Uvodni slovo

« Tato pfednaska, ktera byla planovana na 23. 4. 2020, se kvuli
pandemii neuskutecCni. Samotna prezentace bude snad dostatecné
srozumitelna i bez mluveného slova.

« K prezentaci prikladam dopliujici poznamky, kde muzete najit i dalSi
zajimaveé odkazy Ci podrobnéjsi vysvetleni dané problematiky.




1. Princip SEM

2. Pfriprava biologickych vzorkd pro SEM
3. Vybrané aplikace SEM

4. Specialni techniky SEM




Typy elektronovych mikroskopu

Prozarovaci elektronovy mikroskop (TEM) Rastrovaci elektronovy

mikroskon (SFM)




Typy elektronovych mikroskopu

Prozarovaci elektronovy mikroskop (TEM) Rastrovaci elektronovy
1 smma /OTFR AN
mikrosl Elektronovy svazek Elektronovy svazek

Projekce




Struc¢na histo

1897: John Joseph Thomson —
1924: Louis de Broglie zavedl v
pohybujici se Castice ma vinové
1926: He
elektront
1931: M
(TEM)
1934: L.
TEM: sun
1937: Ma
(SEM)
1939: (Si¢

1964: (Camwvnuye misuurnens)

1986: Ernst Ruska ziskal Nobel

H. Rohrerem za rastrovaci tune
1990: Harald Rose popsal hexa
2003: Aberacné korigovany HR'
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Evl’(t}; TEM vs. svételny mikroskop

prozarovaci elektronovy mikroskop (TEM) svetelny

elektronové délo

elektromagnetlcke
cocky

TEM sitka @

eIektromagnetlcke

¢ocky > :—'-‘_'-'_ -E
]

elektromagnetické .-
cocky
|
fosforenéni

stinitko

CCD kamera . . CCD kamera




rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM) konfok. rastr. laser.

elektronové délo D - zdroj laser
fotonasobic fotondsobic
&2 @D < detektor -
% . systém cocek sklenéné
« ¢ock
elektromagnetické »kondenzor Y
elektromagnetické ﬁ , .
o 8 #=-== rastrovaci systém zrcadlo
cocky
elektromagnetické % : objektiv %klfanene
cocky

cocky

detektory D
elektronl, -
svétla - : vzorek




Jak pracuje SEM

Mvort =12 nm
BEINE narEn = AL DESTTRY WiSic vouu !

« Cast videa z cyklu NEZkreslena v&da, na némz se podileli kolegové z UPT.
Plna verze zde: https://youtu.be/2vYquoVWLQQ
* Nyni prosim ,trpasliky”“ zameénte za elektrony! 9



http://www.otevrenaveda.cz/cs/pro-verejnost/nezkreslena-veda/
http://www.otevrenaveda.cz/cs/pro-verejnost/nezkreslena-veda/
http://www.otevrenaveda.cz/cs/pro-verejnost/nezkreslena-veda/
https://youtu.be/2vYquoVWLqQ
https://youtu.be/2vYquoVWLqQ

Jak elektrony interaguji s latkou?

ATOM

electron
orbits

7

.- "AE>0

Nepruzny rozptyl

(©q) >> (©),)

Pruzny rozptyl
E,=E,

(napf. SE elektron, X-ray, atd.)

« Nerozptylené elektrony, {j.
zadna kolize (neni
znazornéno na obrazku)

* Pruzny rozptyl na jadrech

atomu latky

e primarni elektron
meni jen smer
pohybu o uhel 6

« Casto zpétné
odrazené elektrony

* Nepruzny rozptyl

e primarni elektron
meéni mirné smer
pohybu o uhel 6,, a
ztraci cast energie AE

* emise zareni,
sekundarniho

elektronu, ...
10




vzorek

@ nepruzny rozptyl

@ pruiny rozptyl

Priklad drahy elektronu vstupujiciho
do vzorku

V zavislosti na materialu vzorku a
energii elektronu dochazi k rozptylu
Primarni elektron se muze ,odrazit*
zpét nad vzorek (zpétné odrazeny)
Sekundarni elektrony (SE) maji
velmi malou energii a tudiz jen ty u
povrchu se dostanou ze vzorku ven
Vlivem ztraty energie béhem
nepruznych rozptyl( primarni
elektron muze byt ve vzorku
absorbovan (tzv. elektronovy dolet)




Jak interakce elektronu s latkou vytvareji

obraz?

Primarni elektronovy svazek

. Zpétné odrazené elektrony
Katodoluminiscence/ X-ray

*

Augerovy elektrony Sekundarni elektrony

\/

vzorek

12




Vyuziti riznych signalu

* Imunoznaceni povrchovych proteint (kaucukové nanocCastice
izolované z Taraxacu)

SE= sekundarni e., informace o povrchu vzorku
BSE= zpétné odrazené e., diky cilenému imunoznaceni (nanocastice zlata vazané na
imunoglobulin) moZnost identifikace specifickych ¢asti vzork-> Au poskytuje jiny signal nez C

13
PLoS ONE 7 (2012) 41874, DOI



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0041874

EDX: Energiove disperzni rentgenova spektroskopie

Charakteristické rentgenové zareni Hodnoty pro jednotlivé prvky jsou znamé

1A VIIA
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0K,
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240K
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TRLIK]

10K

20K

ALk

Vice v aplikacich

Ca Koo

nERS

Bl

Element

NaK
P K
S K
PbM
KK
CakK
FeK

CuK

Wt %

42.04

0.60

15.20

0.06

0.57

0.13

39.54

1.44

042

Atomic %

63.00

0.63

11.76

0.04

0.07

0.08

23.65

0.62

0.16

Error %

9.71

9.20

2.79

10.32

5.27

7.62

1.53

270

Net Int. Net Error %
368.04 0.13
15.80 1.28
1119.15 0.08
3.98 7.24
17.70 2.23
8.86 5.97
2026.68 0.05
33.46 1.04
6.04 437

mistech




%EV%I Informace poskytujici jednotlive druhy signalu

Povrch vzorku Slozeni vzorku

e Sekundarni elektrony e /pétné odrazené elektrony
* Augerovy elektrony
* Katodoluminiscence

e Charakteristické rentgenové
zareni

16




Monte Carlo simulace
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Penetracni hloubka

* Rozsivky (jednobunécné fotosyntetizujici organismy s dvojdilnou
kfemiCitou schrankou, hnédé rasy)

Meéfitko: 1 um

18




Hloubka ostrosti v SEM

Svételny mikroskop

e” -beam scan range
r
) H
|
|
............. Mrizovci
Y. e ke ZvétSeni Hloubka ostrosti
i, A Svételny SEM
' sl mikroskop
K 0 60 um 1000 pm
100 8 um 100 pum
1,000 0.2 um 10 um
i 10,000 1 um

unsharp

sharp

unsharp
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1. Princip SEM

2. Priprava biologickych vzorku pro SEM
3. Vybrané aplikace SEM

4. Specialni techniky SEM
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Biologickeé vzorky

Vzorek vysuseny na vzduchu

21




Biologickeé vzorky

Dva hlavni problémy biologickych vzorkul pro jejich pozorovani v SEM:

* jsou nevodive (nedostatecne odvadi naboj)
« Reseni: pokoveni vzorku, pouziti niz8i energie prlmarnlch
elektronu, vysSiho tlaku v komore vzorku -

evaporation

« obsahuji vodu (vlozenim vzorku do vakua dochaz_l ,
K intenzivnimu odparovani tekavych slozek)

* maly obsah tékavych slozek
(zmény vzorku nemusi byt pozorovany)

 velky obsah tékavych slozek (zmény objemu, T
reliéfu povrchu, zborceni puvodni povrchové SRR
struktury) Y .

« Reseni: specialni pfiprava vzorku, zmrazeni =
vzorku, 100% vlhkost v komore mikroskopu sirictutalcollapes




Vzorek

Chemicka
priprava

Mrazova
priprava

Fixace
ultrastruktury

Zmrazeni
vzorku

—

Lamani
a
Sublimace

‘ Pokoveni
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Chemicka fixace

» Aldehydy: Glutaraldehyd (1-4%)

N\ 7
) — CH,— CH;— CH;,— C

H H
* obsahuje dvé aldehydické skupiny, diky kterym je schopen se zaroven
vazat ke dvéma funkénim skupindm a tak vytvaret mastky, napf. mezi
dvéma bilkovinnymi molekulami
* reaguje prevazne s peptidy a bilkovinami

* Oxid osmicely (1%)
0] OS//O
\\o

N/

@]

* reaguje s a-aminokyselinami, s dvojnymi vazbami olefinovych
uhlovodikd a mastnych kyselin

* fixuje lipidy, membrany

» zpravidla se pouziva jako sekundarni fixacni Cinidlo

24




Priprava biologickych vzorku pro SEM

Vzorek

Chemicka
priprava

Fixace
ultrastruktury

Mrazova
priprava

m—

Zmrazeni
vzorku

|:> Dehydratace I»

- ) Pokoveni

—)

Lamani
a
Sublimace

‘ Pokoveni
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Priprava biologickych vzorku pro SEM

Suseni vzorku metodou

kritického bodu pevna latka kapalina

« V KB mizi fazové rozhrani
=>struktura vzorku neni pfi
suseni poSkozena
povrchovym napétim
kapaliny

* Nutnost dehydratace
etanolovou nebo acetonovou
fadou

* Nahrazeni organického
rozpoustédla kapalnym CO,

« Postupné zvySovani teploty
v komore az do kritického
bodu=>Nulové povrchové — : >
napéti 0 T T, TI[°C]

* Prevedeni C02 na plyn=> Trriticka Priticky
vysusSeny vzorek voda 374°C 218 bar

suseni kritickym bodem

I
I
I
I
I plyn
I
I
\{

h G

oxid uhlicity 31.5°C 73 bar 26




E.H Srovnani chemicke pripravy na ,biofilmech”

suSeni v HMDS
(hexamethyldisilazane),
kapaliné s nizkym
povrchovym napétim

suSeni na vzduchu suseni pomoci kritického bodu

2
3
£
Q
RS)
Q.
Q
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S
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Q
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)
V)

Candida parapsilosis




Priprava biologickych vzorku pro SEM

Vzorek

Chemicka
priprava

Fixace L i
Dehydratace Suseni Pokoveni
ultrastruktury

Mrazova
priprava

Zmrazeni
vzorku

Lamani
a
Sublimace

‘ Pokoveni

28




Mrazové metody (cryo) a

« Problém krystalizace ledu , |

!
... krystalicky led ma nizsi
hustotu, vétsi ol
kapalna voda

« Vitrifikace (z lat. vitreum)
transformace latky ve sklo
... vitrifikovany led:

pevna latka

kapalina

» mrazoveé suseni

* ma zhruba stej@x
hustotu jako vet 5%
* bez segregace} A
rozpoustédla sy
rozpusténych =

T. T« TI[°C]

29




Problematika mrazeni

30




Problematika mrazeni

Cilem je zamrazit vzorek tak, aby nedoslo ke krystalizaci ledu, ktera vede k destrukci

ultrastruktury vzorku

http://www1.lsbu.ac.uk/water/water_phase_diagram.html#intr2

150K

200K

250K

300K

350K

400K 450K 500K 550K

600K Temp

erature

1TPa - — —_— =110 Mbar
------- 1 Xl {hexagonal) EEEEEEE —
100GPaf—— 1 100K, 62 GPa i X ¥ = ; = | 1 Mbar
t Y_"“--_\_
VI | VI - i
10GPa i — @ — EEsss==== —==—1100 kbar
__...-—-'"'-'""_-— {
K, 2.216 GPa
1GPat—— - 10 kbar
100 MPa { Critical point | 1kbar
= 647 K, 22.064 MPa
Liquid !
10MPa 100 bar
£
@ 1MPal——— 10 bar
g
o
100kPa = Pt = = 1 bar
(ortha- | T Freezin pa{}t_at‘laﬁn T | | /[Boiling pointatiatm | |
rhombic) 27315 K. 101.325 kPa || / 373115 K, 101.325 kPa
1
10kPa | i = / 100 mbar
: e e e e e o — i o I e e e e e e e e e e e P
I I
1kPat EEEEEE SiES===S==s=S=EsS==SSS==S==== 10 mbar
| /T SolidlLiquid/Vapour triple point =~ | |
— 27316 K, 611.73Pa | i
100Pa}— T IHENENEEE LV | ——
/ [Napour ||
10Pa / 100 pbar
1Pa T T T T T T T T T T 1[]pba|‘ 31
250°C  -200°C  -150°C  -100°C  -50°C  0°C  50°C  100°C  150°C  200°C  250°C  300°C  350°C




Efektivhi mrazeni jako mrazova fixace vzorku

Cryo-fixace:

Rychlé ponoreni do tekutého dusiku (propanu, etanu)

« Rychlé, levné, vhodné pro tenké vzorky — Leidenfrostiv efekt
High pressure freezing (HPF):

* Rychlé, efektivni, vhodné pro vétsinu vzorku, velmi drahé

E =
P

32




Extracellular layer

i'. .'"’:'1‘1.‘\ i. L nl’
’\ﬁ Knife 2 g
k‘-b . 1T b

Chemicka Fixace
priprava |:> ultrastruktury |:>

Vzorek

Plasma membrane Cytoplasmic layer

Lamani

a Pokoveni

Mrazova Zmrazeni
pﬁprava vzorku

Sublimace
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aver  Pristrojové vybaveni pro cryo-SEM na UPT

Loading station Cryo-vakuova komora ==
ACE600 & VCT100

SEM Magellan 400L (FEl) pohled do komory SEM
vybaveny pro cryo-SEM vybaveného cryo-stolkem




%E’V%E Cryo-SEM (kvasinky, mrazovy lom)

zipnkﬂduamgdrmﬁaphnpwrpoanstat&&ﬁb’lcryo -drzak se vzorky presunut do loading station.

35




AVCR Sporobolomyces shibatanus

' _ { #
5/18/2015 curr ) HY blas | det | mode | mag B WD HFW — 200 ym —— 5/18/2015 curr HY blas | det [mode | mag B WD HRW — 10 pm — 5/18/2015 curr HY bias | det |mode | mag B WD HPW —5pm ——
2:19:04PM | 63pA | 100KV | OV |ETD | SE 80x |42mm | 1.24 mm Magellan - ISI Brno 2:24:07PM | 6.3pA |1.00kvV | OV |[ETD | SE | 1500x [4.2mm | 66.3 ym Magellan - ISI Bmo 2:21:59PM | 6.3pA | 1.00kV | OV |ETD | SE |3500x |4.2mm [ 28.4 pym Magellan - ISI Brno

V

= i | il i i B oS
5/18/2015 curr HY bias | det | mode | mag BB WD HFW —— 200 pm —— 5/18/2015 curr HV bias | det |mode | mag B | WD HPW — 3 pm —— 5/18/2015 curr HY bias | det |mode | mag B WD —_—2 g —
2:34:29PM | 63pA | 1.00kV | OV |ETD | SE 80x |45mm | 1.24mm Magellan - ISI Brno 2:46:23PM | 63 pA | 1.00kv | OV |ETD [ SE [5000x (4.6 mm | 19.9 ym Magellan - ISI Bmo 2:48:31PM | 6.3pA |100kv | OV |ETD | SE | 10000x |4.5mm Magellan - ISI Brno




Srovnani typu mrazeni u biofilmu

Fixace

Kultivace mikrobidlni kultury plungingem
do tekutého

kryogenu

Fixace pomoci
HPF

10.1016/j.micron.2018.04.006

10.3390/518124089



http://dx.doi.org/10.1016/j.micron.2018.04.006
http://dx.doi.org/10.3390/s18124089

Rven Cryo-SEM (HPF, bakterie, mrazovy lom)

bl@lﬁmehem)/admnmyddwdﬂmwﬂiwammmeaymn vzorky do cryo-SEM pro pozorovani.



UPT Cryo-SEM mikrobialnich biofilm

* Vysokotlakeé mrazeni (HPF) a sublimacni experimenty

3

E

=

SE GB-H LEI 1.0kV X9,500 WD 7.4mm 1um

e . b T

Obr. 1a, b: Cryo-SEM biofilm( C. albicans a S. epidermidis po minutové sublimaci pfi -96°C.
Obr. 2a, b: Cryo-SEM biofilm0 C. albicans a S. epidermidis po 7 minutach sublimace pfi -96°C;
Porovnani oblasti blizkého okoli mikrob( a kultivaéniho média (¢ervené boxy).

Hrubanova et al: Microsc. Microanal. 20, S3 (20149950




1. Princip SEM

2. Pr¥iprava biologickych vzorku pro SEM
3. Vybraneé aplikace SEM

4. Specialni techniky SEM
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Analyza historickeho zubniho kamene

Element Wt%  Atomic% Error%  NetInt. NetError %

K 42.04 63.00 a7 368.04 0.13
Na K 0.60 0.63 9.20 15.80 1.28
PK
S K 0.06 0.04 10.32 3.98 7.24
oM 0.57 0.07 5.27 17.70 223
K 0.13 0.08 7.62 8.86 5.97
Cak 39.54 23.65 1.53 2026.68 0.05
FeK 144 0.62 270 3346 1.04
Cuk 0.42 0.16 6.01 6.04 4.37

B

* Kosterni pozlstatky vojdka z

obdobi napoleonskych valek —  p rrr————
P Wt%  Atomic% Error%  Wt%  Atomic% Error%  Wt%  Atomic%  Error%

prokazano antropologicky
; v , o E- 0,00 0,00 5,21 3,22 2,28 5,53 -_—
*  Hypotéza o poskozeni zubt v 000 000 66 123 o1 793 N N GSS
ddsledku otevirani papirovych (T ISTE2N s e 042 015 1208 0,00 0,00 0,00

ve g y 2,26 0,94 417 1,10 0,39 5,02 [INSRE N EE
kartusi s nabojem do pusky el | | YRS 12,05 151 1,04 0,54 8,02

* Kontaminace je jasné
rozlisitelna v pripadé Si, Fe

e Uhlik ukazuje na mista s
vyssi koncentraci
organického materialu

200 um < 200 um 200 um
[ ] = —

Spoluprace: Laboratofi biologické a molekularni antropologie Ustavu experimentalni biologie P¥F MU (D. Fialova)




upt Korelativnhi mikroskopie: STEM + CL + EDX +

\'/d BSE

Chlazeni vzorku
na kryo teploty —
omezeni kontaminace
povrchu spolu s vyssi
odolnosti vUci elek.
svazku

ft

filtrovano

VZOREK A v 2%

g o o
B §1 &35‘-& bt
J i ﬁt

Titanové Castice v
plicnich burikach

BSE ! !

EDAX TEAM EDS
New Sample | Area 255 | Free Draw 1

s
nxa
A wx
ouipe
1 ogm % ‘ i o cep
™ Tk ‘ curp oip




Struktura syru byla studovana
rdznymi mikroskopickymi
technikami ve spolupraci s
Teagasc Food Research
Centre, Irsko.

Cil: klasifikace jednotlivych
parametrud (podil proteind,
tuku, bakterii, procesu vyroby
a zrani) s cilem optimalizace

vyroby a dosazZeni co nejlepsi
kvality syra.

Cryo-SEM mikrostruktury syru

Obr. 1: Cryo-SEM obraz ukazujici krystalickou inkluzi
v mikrostrukture syru, méritko je 10 um.
Obr. 2: 3D rekonstrukce z CLSM, méritko 50 pm.

Burdikova et al: Microsc. Microanal. 20, S3 (2014) 1336
43




%E&Korelace svetelné mikroskopie a SEM (CLSEM)

Studium prubéhu infekce bunék bakterii Salmonella enterica. Zelené (eGFP)
znaCené bunky byly vystaveny bakterialni infekci (Cervena-mCherry). Pomoci
korelace pak byla konkrétni mista infekce blize studovana pomoci SEM.

Konfokalni mikroskop Skenovaci elektronovy Korelace CLSEM

mikroskop
10.1038/s41598-019-53085-6

44




UPT Fluorescencni nanodiamanty pro znaceni
AVCR CLEM

odlama ) akKo Oresce 3
enkap OV&E DIAY a PO DIro ACE
a bune aZDO 3 D44 ap ACE
3 DE s 97b resce
eK a zabranila kKoagula edna 2
ane elLa D D qve
OV3 5 D44 protilatka a N3 s
AZa D
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00 DIra 2
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bra 3 \\
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1. Princip SEM

2. Pfriprava biologickych vzorkd pro SEM
3. Vybrané aplikace SEM

4. Specialni techniky SEM
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SEM pro 3D rekonstrukce

FIB SEM SBF SEM
Focused lon Beam SEM Serial Block-Face SEM

* Vyuziti fokusovaného svazku iont( e Vyuziti ultramikrotomu umisténého
k opracovani povrchu vzorku a v komore mikroskopu pro odkrojeni
odhaleni vnitfnich struktur ultratenkych fezl z povrchu vzorku

10.1016/j.tice.2018.09.006

47



https://doi.org/10.1016/j.tice.2018.09.006

FIB SEM: Focused lon Beam SEM

[ LYRA3 FIB-FESEM
VyuZiti dvou riznych svazku "
* lonty pro opracovani vzorku (milling) ? %
* Elektrony pro pozorovani povrchu ﬁ =
LU= <o

FIB

I TESCAN

PERFORMANCE IN NANOSPACE

Milling (etching)

Mechanické odstranéni svrchni vrstvy vzorku
pro zobrazeni vnitrnich struktur
-> 3D rekonstrukce

e Vyuziti napt. iontt galia
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Biofilm Candida albicans + Staphylococcus
epidermidis po 2 dnech kultivace




Studium mezibunecného spojeni pomoci septal

junctions

Rekonstrukce septal junctions (SJ), ,nanopdrd“ umoznujicich molekuldrni vyménu mezi
bunkami pomoci difuze, u mnohobunécnych sinic Anabaena sp. PCC 7120 pomoci cryo
elektronové tomografie. Vzorek naneseny na sitku byl zmraZzen pomoci metody plunge
freezing a lamely byly pfipraveny pomoci cryo FIB milling.

A
SJ znaceny Sipkami, ™
CM, cytoplazmaticka

membrana; o
OM, vnéjsSi membrana; N
PB, fykobilisomy; cm

PG, septal peptidoglykan;
TM, thylakoidni membrany
c
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Studium mezibunecného spojeni pomoci septal

junctions

Rekonstrukce septal junctions (SJ), ,,nanopdra” umoznujicich molekularni vyménu mezi
bunkami pomoci difuze, u mnohobunécnych sinic Anabaena sp. PCC 7120 pomoci cryo
elektronové tomografie. Vzorek na
freezing a lamely byly pfipraveny pq

Cryotomogram oblasti sept
cyanobakterie Anabaena

Septal junctions: svétle zeleng;
Thylakoidni membrany: tmavé zelena;
Peptidoglykan: Sed3;

Vnéjsi a cytoplazmaticka membrana:
hnéda;

Granule: zlutd;

Méritko 100 nm

10.1016/j.cell.2019.05.055



https://doi.org/10.1016/j.cell.2019.05.055

Studium chloroplastu pfi vystaveni bunék solnému

zrekonstruovany tvary chloroplastu.

Kontrolni vzorky obsahuji (zelené
znacené) chloroplasty tvaru ¢ocky
umisténé v blizkém kontaktu se
sousednimi chloroplasty.

stresu

10.1093/aob/mcz192
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Studium chloroplastu pfi vystaveni bunék solnému

stresu

Listy ryze byly vystaveny vysoké koncentraci soli a nasledné pomoci FIB-SEM byly
zrekonstruovany tvary chloroplastu.

Vzorky vystavené plisobeni NaCl
obsahovaly chloroplasty ovalného
tvaru bez kontaktu s dalSimi
chloroplasty. Celkovy objem
chloroplast( ale z(stal nezménén.

10.1093/aob/mcz192 v
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Studium chloroplastu pfi vystaveni bunék solnému

stresu

Listy ryze byly vystaveny vysoké koncentraci soli a nasledné pomoci FIB-SEM byly
zrekonstruovany tvary chloroplastu.

A

3D rekonstrukce jednotlivych
chloroplastl u kontrolniho vzorkd
bez vystaveni stresu (C1-C3) au
vzorkl s plisobenim vysoké
koncentrace NaCl (N1-N3)

C3 N3
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Imunoznaceni v kombinaci s FIB-SEM

Vyuziti imunoznaceni pro studium proteinu = Myoblasis (Day U) Myotubes (Day 7)
tvoricich jaderné poéry (NPC). Bunky byly i

znaceny pomodci zlatych nanodcastic vazanych
na sekundarni protilatky a fluorescencniho
barviva pro korelaci se svételnou mikroskopii.

a) Snimky z konfokalniho fluorescencniho
mikroskopu zobrazujici myoblasty a
myotubuly znacené zelené pro NPC, modre
pro DNA a Cervené pro aktin

b) Vybrané snimky z FIB-SEM zobrazujici
imunoznacené NPC

c) 3D rekonstrukce jadra se zelené znacenymi
NPC

Myoblast

|
i

Myotube

Myoblast

10.1002/adma.201900488



https://dx.doi.org/10.1002/adma.201900488

upt Korelace CLEM s FIB-SEM / studium jednotlivych

—— organel

5) LAMP1-GFP xyE®)] L AMVP1-GFP
F

Pro studium organel pomoci svételné
mikroskopie a FIB-SEM byly Hela buriky
znaceny pomoci fluorescenc¢niho LAMP1-GFP
(zelend) a konjugatu dextranu s barvivy
Alexa568/647 (fialova). Po lokalizaci
konkrétnich endosomu pomoci
fluorescencnich barviv byly tyto organely
nasledné pomoci FIB-SEM identifikovémyjako:(E
6) Casny endosom

7) (Auto)lysosom
8) Lysosom
9) Pozdni endosom

10) Pozdni endosom

10.1111/tra.12557

4 . Eiw, ’ s
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Analyza kosti pomoci SBF-SEM

Byl stanoven specificky protokol pro pfipravu

vzorkU kosti pro analyzu SBF-SEM. Na obrazku

je mozné porovnat snimky z TEM a SBF kosti =

mysi po perfuzni fixaci a dekalcifikaci a lidskych 5

kosti po imerzni fxaci a dekalcifikaci 2

a) Osteocyt mysi s neponicenymi membranami

a bez zmeény objemu bunky =

b) Snimek z SBF ukazuje dostate¢né rozliseni a g

kontrast pro zobrazeni ultrastruktury =

c) Detail jadra

d) Lidsky osteocyt s neporusenymi

membranami, ale zvétSenym pericellularnim NM=jade!

prostorem naznacujici smrsténi bunky CM=buné

e, f) vyplnéné a nevyplnéné lakuny a canaliculi m=mitocl

osteocytll zobrazené v SBF-SEM Cy=cytopl
N=jadro

10.1016/j.bone.2019.115107 3D rekonstrukce mysiho osteocytu



https://doi.org/10.1016/j.bone.2019.115107

* Brno je svetove centrum elektronove mikroskopie

— tfi firmy vyvijejici a produkuijici elektronové mikroskopy (z Brna pochazi asi 35 %
svétové produkce elektronovych mikroskopu)

ThermoFisher n'TESCAN

S C I E N T I F I C PERFORMARNCE IN NANOSPACE

delong ®
instruments

— neékolik vyznamnych védeckych instituci
UPT AVCR, CEITEC-MU, CEITEC-VUT, VUVEL, ...

« V Brné se organizuji pravidelné akce

— kazdy brezen: Dny elektronové mikroskopie (firmy a instituce organizuji zajimaveé
pfednasky pro verejnost a exkurze)

— kazdy listopad: v ramci Tydne védy AV CR byvaji dny otevienych dvefi pro
verejnost
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Dekuji za pozornost

PRISTROJOVE TECHNIKY
Akademie véd Ceské republiky

USTAV

Vladislav Krzyzanek
krzyzanek@isibrno.cz
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