Uvod do elektronové
mikroskopie, TEM



Srovnani rozmeru a rozliseni

Zvétdeni — Velikost

X100 — lcm

X100 — 1 mm

X 1000 — 100 4« m

X1K — 10um

X10K — 1 pm

X100K — 100nm

10nm

1nm

0.1lnm

Atom vodiku = 0,529 m = 0,05 nm

Jadro atomu =10 m=1fm
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Rozlieni

Naked eye

Light optical microscope

Scanning electron
microscope (SEM)

=

Transmission electron microscope (TEM)



Co je elektronova mikroskopie

e EM je diagnosticky nastroj, ktery umoznuje unikatni
vhled do

— morfologie vzorku
 tvar a velikost castic (TEM)

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

— slozeni materialu
* prvkové slozeni (Analyticka EM)

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



Mikroskop musi poskytnout

Rozliseni m
Schopnost prenést informaci o jemnych ‘l?f..\ i'f?‘.\ l"?“.,_ ;
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Kontrast
Rozdily v obrazu mezi hlavnim prvkem a
pozadim

Zvétseni
Vytvorit obraz dostatecné velikosti, aby
byly okem rozeznatelné podrobnosti.




Rozlisovaci schopnost lidského oka
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Lidske oko 0,2 mm

Svételny mikroskop 0,2um

Skenovaci elektronovy mikroskop 2,5 nm

Transmisnielektronovy mikroskop 1nm

RozliSovaci schopnost d je minimalni vzdalenost pro rozliseni dvou bodd — ,,mravenct”
Cockou, Ci soustavou cocek lze objekty a tuto vzdalenost zvétSovat, Cili je pak mozné rozlisit
body, které jsou si bliz.

RozliSovaci schopnost vSak pro optické systémy souvisi s vinovou délkou svétla A. Abbe
odvodil rovnici, ze které vyplyva, ze R.S. = 0,5 A. Cili pro modré svétlo (400 nm) plati, Ze ani
silnéjsi svételny mikroskop neumozni rozlisit body vzdalené méné nez 200 nm.



Proc elektrony?

Elektron

Elektron ma naboj — negativni
Elektron je velmi lehky - 1800x lehéi nez jaderné Castice
Je vyrazné jednodussi elektrony uvolnit z orbital(l

=> je mozné elektrony urychlit v elektrickém poli

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

Napétim lze regulovat délku viny elektronu

Pfi 100 kV je vin délka 0,0038 nm. h=1,226f 7

Ackoliv v sou€asnosti jsou TEMy vyuzivany s rozliSenim 0,1 nm. Vyssi rozliseni
znamena technické obtize.

Atom vodiku = 0,529 m = 0,05 nm
J&dro atomu=10m=1fm



Doplnkové informace

VInove vlastnosti

 Vroce 1924 de Broglie postuloval dualitu castice a vinéni, tzn. kazda
castice se mlze projevovat jako vinéni a naopak.

* Veskera pohybujici se ¢astice ma vlastnosti viny s vin. délkou A,
ktera je neprimo umérna momentu hybnosti Castice p.

(h - Planckova konstanta; m - hmotnost; v - rychlost)

* Mlyslenku duality castic a vinéni zaved| v roce 1905 Albert Einstein
pro objasnéni fotoelektrického jevu. Pozdéji byla experimentadlné
potvrzena i v souvislosti s jinymi jevy.

https://cs.dbpedia.org/page/Dualita_%C4%8D%C3%Al1stice_a_vIin%C4%9Bn%C3%AD
https://www.wikiskripta.eu/w/VInov%C4%9B-korpuskul%C3%A1rn%C3%AD_dualismus



Jak je rozliSovaci schopnost ovlivhéna vinovou délkou
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Zdroj elektronu
(elektronové délo)

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

— NejcastejSi materialy vlakna
Wolfram (W)

Thermionin (LaBy)
Schottky (ZrO/W)

— Rozdily jsou v cené a vlastnostech — zejména
jasu

Elektrony v ohybu vypadavaiji, proletuji
stérbinou a nasledné jsou urychleny
smeérem k anodé
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Smerovani elektronového paprsku

» kondenzorova ,cocka“ (elektromagneticka
civka) soustredi svazek elektron(i na preparat

» ,Cocky” objektivu a projektivu (dalsi
elektromagnetické civky) sméruji elektrony,
které prosly preparatem, na fluorescencni
stinitko nebo specialni kameru, kde se vytvari
obraz.

* Stinitko umoznuje prevedeni
elektromagnetického vinéni na svétlo.

Transmission

Light Microsco
& Py Electron Microscopy

Zdroj svétla Zdroj elektrond
) (lampa) _
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Image Viewed Image Viewed on
Directly Fluorescent Screen



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek

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

dopadu Katodoluminiscence\ E<50eV

Rozptyl elektront

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

o Elektrony, ktera vzorkem projdou — ale nereaguiji s ,
nim, vytvari na fluorescenénim stinitku / kamere
svétlé body Primarni elektrony
| — Atom vzorku

> s e

R (@

o CJ Elasticky rozptyl
elektront
(velky dhel)
Neelasticky rozptyl : V . E=E
el Prichod elektront 0
(maly dhel) bez rozptylu

E= E,-dE Eo



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek
(primarni elektrony) Odrazené elektrony

E,=0,1-30 keV S0eV<Es<E,

Schémata interakce elektronl s hmotou po jejich Auger/Rentgen/ Sekundarni elektrony
dopadu Katodoluminiscence\ E<50eV

Rozptyl elektront

Pro TEM musi byt preparat dostatecné tenky, aby
elektrony prosly

Elasticky rozptyl ohybem drahy v blizkosti jadra ,
zpUsobi odklonéni elektronl — Zddna energie neni z

elektronu prenesena do vzorku — el. nedopadnou na Primarni elektrony
stinitko a jsou registrovany jako tmava mista vzorku — e 0 0

tento rozptyl je pro TEM zasadni
| — Atom vzorku
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o CJ Elasticky rozptyl
elektront
- (velky dhel)
Zeeiltarztr:jky rozptyl Prichod elektron( E=E,
(maly dhel) bez rozptylu

E= E,-dE Eo



Elektrony dopadaji na vzorek

Elektronovy svazek
(primarni elektrony) Odrazené elektrony

E,=0,1-30 keV S0eV<Es<E,

* Schémata interakce elektronu 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
— zpUsobuje maly odklon elektronu a tyto vytvafi v obraze vzorku Al TIICUE el
nespecifické rozmazani — pro TEM je nezadouci e 0 0
— navic ¢ast energie z elektronu je prenesena do vzorku, tzn. — Atom vzorku
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o CJ Elasticky rozptyl
elektront
(velky dhel)
E=E,

— zmeéni se vinova délka elektronu

Neelasticky rozptyl
elektront

(maly uhel)
E=E,-dE

Prichod elektront
bez rozptylu
EO



Doplrikové informace . 7] 0
Druhy signalu

vznikajici pfi interakci pevné latky se svazkem urychlenych elektrond,
informace které poskytuji a metody, kterymi je mozné je zachytit a analyzovat

\ Morphology E-beam

Auger Electrons Secondary Electrons

N Structure

'"ERMY

Chemistry E
Characteristic X-Ray \ / . Backscattered Electr0j§

Continuum X-Ray
Bremsstrahlung (Medical)

Cathodoluminescence

https://www.luolangli.com/microscopy



TEM vzorku kosti

(tkan byla kontrastovana tézkymi kovy)

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

Vétsina eletront
prosla timto mistem
az na stinitko

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



Light Microscopy

Zdroj svétla
(lampa)
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Smeérovani paprsku u SEM

* kondenzorova ,cocka“ (elektromagneticka civka) soustredi svazek elektron(
do malého mista (méné nez 4 nm v priméru) na preparatu

* smérovani svazku elektronl je regulovdano usmérnovacem svazku, coz
umoznuje skenovani preparatu radek po radku

* z povrchu pozorovaného objektu jsou vyrazeny sekundarni elektrony, které
jsou zaznamenavany detektorem elektron( a zesilovany fotondsobi¢em

* 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 fadek
po radku

Urychlovaci el. napéti

v rozsahu 60-300.000 voltt

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

Interakce elektronu

Vzorek musi byt velmi tenky (50 nm)

Moziné skenovat Siroké spektrum
vzorkUl - jednoduchd pfiprava

Potfebna informace je ziskana v

Snimadni Elektrony musi projit skrze vzorek , .
y pro) blizkosti povrchu vzorku
Svazek elektron( je zaostfeny na : ‘v ol v -
, ol v x . J . vyv Obraz je vytvaren v prubéhu rastrovani
Viyobrazeni stinitko CoCkou objektivu a zvétSeny k

vytvoreni obrazu

(fFAdkovani) povrchu vzorku




Elektronova mikroskopie bunky

Transmisni Skenovaci




1934 - prvni TEM

1934 prvni TEM
Ernst Rask -University of Berlin

1938 — prvni obrazek viru =
1986 — Nobelova cena '—

Rozliseni 100 nm ‘3
[




SONDERDRUCK AUS

KLINISCHE
WOCHENSCHRIFT

ORGAN DER GESELLSCHAFT DEUTSCHER NATURFORSCHER UND ARZTE
VERLAG VON JULIUS SPRINGER, BERLIN, UND ]. F. BERGMANN, MUNCHEN
JAHRG, 17 2. JULI 1938 Nr. 27, 5. 921/9258

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

Aus dem Laboratorium fiir ]".If'klr-."lm'l:f:-pl:'-k des Wernerwerks F der Siemens & Halske.
Aktiengesellschait und der I. Medizinischen Universititsklinik der Charité.




2020 — TEM — Titan FEI

Precizné nastavitelné parametry pr
specificka vlakna, rizeni vakua, nap!

Zpresnéni manipulace se svazkem
elektronl — kolimatory, redukce sfé
chromatické aberace

Digitalni kamery, fotonasobice

Rozliseni 0,05 nm
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2020 - TEM detects critical differences in nanoparticles

Animated gif
spust prezentaci ,shift+F5“
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3D images of platinum particles between 2-
3 nm in diameter shown rotating in liquid
under an electron microscope. Each
nanoparticle has approximately 600 atoms.
White spheres indicate the position of each
atom in a nanoparticle. Scale bar 1 nm.

Obtaining 3D structures at atomic resolution in a liquid. The
schematic shows a liquid sample contained between two
sheets of graphene. Nanoparticles in the liquid freely rotate
while a TEM takes thousands of images of the nanoparticles.
The images are then analyzed to determine the location of
every atom in each nanoparticle.

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



TEM and COVID-19

The virus (black blob) as it entering the nucleus
membrane. [Debora F Barreto-Vieira/IOC/Fiocruz]
':l%

o =

Coronavirus particles (black) attempting to enter the cytoplasm of the cell. [Debora F Barreto-
Vieira/IOC/Fiocruz]




News = Microscopy Electron and lon Microscopy } irch 2020

TEM captures
coronavirus particles

Rebecca Pool

TEM jako diagnosticky nastroj

India-based researchers have released TEM images of the coronavirus from the
throat swab sample of the first laboratory-confirmed Covid-19 case in India on
January 30th.

"To the best of our knowledge, this is the first report from India detecting the SARS-CoV-2 virus using TEM directly
in a throat swab specimen confirmed by PCR,” says Basu. “Although TEM imaging was limited by particle load in the
specimen, we could still detect morphologically identifiable intact particles in stored clinical sample without initial
fixation."

“This finding emphasizes the merit of the use of conventional negative-stained TEM imaging in clinical samples
along with other diagnostic tests in parallel,” he adds.

https://analyticalscience.wiley.com/do/10.1002/was.00020038



bioRxiv preprint doi: https://doi.org/10.1101/2020.03.02.972927. this version posted March 5, 2020. The copyright holder for this preprint
(which was not certified by peer review) is the author/funder. It is made available under a CC-BY-NC-ND 4.0 International license.

Viral Architecture of SARS-CoV-2 with Post-Fusion Spike
Revealed by Cryo-EM

. S 13 2 13~ 2 o2
Chuang Liu™ ', Yang Yang™ , Yuanzhu Gao =, Chenguang Shen™ , Bin Ju”, Congcong
S35 2 oo 2 . 13 : 2 o 3
L™, Xian Tang™, Jinli Wei™ , Xiaomin Ma -, Weilong Liu”, Shuman Xu’, Yingxia

Liu***, Jing Yuan®, JTing Wu®, Zheng Liu’, Zheng Zhang”**, Peiyi Wang"**, Lei Liu**%*

A Chinese research team obtained biological samples from clinical Coronavirus Disease 2019 (Covid-19) pneumonia cases.
For the first time, the true morphology of Covid-19 after inactivation was observed using a cryo-electron microscope,

providing an important ultra-microscopic imaging basis for the identification, identification and clinical research of Covid-
19.




Molecular structure of the 2019-nCoV spike protein

MNews Microscopy Light Microscopy

COVID19 - Precautions of
imaging core facilities

Imaging & Microscopy

MNews Microscopy X-Ray Analysis
Electron and lon Microscopy

Cryo-EM captures
coronavirus structure

First 3D map of coronavirus
protein opens door to

vaccine

Microscopy Electron and lon Microscopy

Microscopy and Analysis 19 February

https://analyticalscience.wiley.com/do/10.1002/was.00020009



Metody pripravy biologického materialu pro TEM

Standardni metody:

e ultratenkeé rezy
* metoda negativniho kontrastovani

* imunoznaceni

* freeze fracture and etching (mrazové lamani a leptani)

* stinéni kovem

Specializované metody:

e kryo- transmisni elektronova mikroskopie



Priprava vzorku pro TEM

Vzorek musi byt velmi tenky a pro elektrony prostupny

Nejcastéji se pripravuje zalévanim do pryskyrice a poté se upravuje krajenim rezli o
pozadované tloustce, které se ,,dobarvuji“ tézkymi kovy, ¢i protilatkami s
navazanymi nanocasticemi kovu (Au, Ag)

<>
Vzorek Fixace Vysouseni Zaliti do pryskyrice

Krajeni Preneseni na mfizku Kontrastovani

|:> l Mikroskopie I



Ultratenké rezy

Priprava vzorku pro TEM

Fixace - aldehydy (glutaraldehyd, formaldehyd) - cilem je stabilizovat preparat co nejblize
nativnimu stavu

Postfixace - OsO4 —Setrné a jemné gelifikuje intracytoplazmatické proteiny, dobre zachovava
strukturu biologickych membran a nadto stabilizuje a kontrastuje lipidy - vysoce toxicka latka

Odvodnéni - vzestupna rada alkoholu, aceton

Prosyceni a zalévani - rostouci koncentraci pryskyfice. Dle typu tkané a pouzité techniky snimani.
* naepoxidové bazi —e.g. Durcupan

* na akrylatové bazi — e.g. LR White

* na polyesterové bazi - Vestopal W

Nejéa Stéji LRW. vzorek zality v pryskyfici

[} ? H’E"’" %
7 vV ré v . :'1 ' ' '
Polymerace — teplem nebo ozarenim UV svétlem -' l ee s ‘

# A -
- .
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Ultratenké rezy

Priprava vzorku pro

9 }*\’. ./
_ ~

Krajeni — vzorku v pryskyfici ultramikrotomem na
hladinu dH20. =

Pfeneseni — Na sitky potazené formvarovou blanou se
naberou z hladiny ultratenké rezy.

(Pozitivni) Kontrastovani ultratenkych fezi 4=§E=i
7 Vv o/ . . 7 7 v/ .v
Ultratenké rezy maji minimalni kontrast. Ten zvySime '--'
navazanim tézkych kovl na bunécné struktury. | : }\
[y S .
Provadi se nakapnutim roztoku na mrizku se vzorkem. Nosné miizky (sitky)
w

Protoze tézké kovy blokuji a rozptyluji tok primarnich
elektronll, mista, kde se navazaly jsou tmava. $



Ultratenké rezy

Priprava vzorku pro TEM

Mfizka

Specimen on a TEM grid Drzak mfizky-vzorku

¥ B

3mm

_k- e

Drzak mrizky-vzorku

" £ Viewing . ~ -
Chamber S G




Ultratenké rezy

Priprava vzorku pro TEM — video

https://www.youtube.com/watch?v=Ad5VGbA- vk

Adelaide University


https://www.youtube.com/watch?v=6CY4Zcw8qIY
https://www.youtube.com/watch?v=6CY4Zcw8qIY
https://www.youtube.com/watch?v=6CY4Zcw8qIY
https://www.youtube.com/watch?v=6CY4Zcw8qIY

Ultratenké rezy

Kontrastovaci latky

Oxid osmicely — lipidy (membrany)
Ferokyanid

kontra stovanim
W r5E t}@
O@(‘s"

Octan uranylu - nukleové kyseliny a proteiny ?Q &
5, "

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 pryskyfric

R

e velikost ¢astic 3-40 nm

Anti-mySi sekundarni protilatka
znacena c¢asticemi koloidniho zlata

|
‘.l H k
4?7\\% Primarni protilatka anti-aktin

\ = produkovana v mysi

[ Imunoznaceni v EM ]

Vzorek tkané - Lidska bunka



Imunocytochemie

Imunoznaceni zlatem - lokalizace specifického antigenu pomoci ¢astic koloidniho zlata (5-
40 nm) navazanych na sekundarni protilatku

.
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Immunolabeling of the periplasmic space in ultrathin cryosections of

Escherichia coli with a protein A gold conjugate. Courtesy M. de Jong Immunogold staining of sample of Rotavirus-like particles in

transduced cellsRVLPs using a polyclonal anti-rotavirus serum
and a secondary antibody coupled to 12 nm colloidal gold.
Scale bar =100 nm.



Negativni kontrastovani

Je ur€ena pro pozorovani vzorkuU jejichz velikost NEGATIVE STAINING
je hluboko pod tloustkou ultratenkych rezd, napt.
rGznych biologickych makromolekul (proteind,
lipoproteind, polysacharidll, nukleoproteinovych
komplexu), isolovanych bunéénych organel
(mitochondrie, membranové systémy) a celych =5

bunék (bakterie, viry). P

AR PP S F P F A T TS E S PSS LS LT
ar

Smichani vzorku vroztoku s fixacnim roztokem
- kyselina wolframova
- uranyl acetat, etc.

Naneseni na mfizku, zaschnuti, pozorovani

Rychla metoda

3 el
Plastic Film P

Stain Particles

Kontrastovaci latka obali a z€asti penetruje Monomers (electron Dense)
vzorek. Diky rozdilu hustoty ve vrstvé
kontrastovaci Iétky na vzorku a v okoli se pak Megatively-Stained Polio ¥iruses Megatively-Stained Bacterial Flagella

vy . , vt B
Castice jevi v nékterych oblastech transparentni. : -

Okolo ¢astic je charakteristické tmavé ohraniceni
zpusobené vzlinanim kontrastovaci latky



Freeze fracturing and etching
Mrazové lamani a leptani

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

Zmrazeni v tekutém freonu (-160°C), preneseni do tekutého dusiku (-196°C)

Lom vzorku (aparatura pro mrazové lamani, vakuum, -190°C)

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) B 2

Cisténi replik - odstranéni veskerého

biologického materialu kyselinami

Pfenos fezll na nosné sitky

s formvarovou blanou, pozorovani

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

Metoda pro zobrazovani povrchu lomnych ploch membranovych struktur



http://www.tobiasrose.co.uk/mrbevis/ebpf.html
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Freeze fracturing and etching
Mrazové lamani a leptani

{A) FRACTURE (B} ETCH
the two fracture faces of the outer
membrane of the nuclear envelope

intrameambrane outer surface of plasma

" particle membrane and of memb)
hi
etched ice bounded arganelie revealed
by etching
| etched

| cytoplasm

Chlamydomonas (méfitko 1 um)



Freeze fracturing and etching - vysledny obraz

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae

jadro
pory v jaderné membrané
cytoplasma

mitochondrie



Freeze fracturing and etching - vysledny obraz

detailniho pozorovani povrchu jaderné membrany

Leukemicka bunéc¢na linie HL-60
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Stinéni kovem

s Vé s v/ 7 s 7 s 7 SDECEIT'IEFI
e Stinovani spociva v pokryvani preparatu

tenkou vrstvou kovu. Pfi pokovovani je
preparat naklonény, coz zajisti zvyraznéni
jemnych fibrilarnich struktur a detail(

; . heavy metal evaporated from
malych makromolekul, napft. kolagenu, a filament “shadows” the
DNA, RNA, ribozomU nebo bunécné stény. SpEChyIp

support

k

\

* pokovovani se provadi ve vakuu (10 Pa)

k

2

a strengthening film of carbon
evaporated from above

Lo

pokovovacka s komorou pro vytvoreni podtlaku




Stinéni kovem - vysledny obraz

Polio virus
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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=metal+shadowing&hl=cs&lr=&sa=G

3D elektronova mikroskopie
TEM tomografie

Naklanénim (otdcenim) vzorku v mikroskopu a ndslednym
prosvécovanim eletronovym svazkem, je ziskana série obrazQ, ze
kterych je zpétnou projekci vytvorena 3D morfologie objektu.
Technika poskytuje vysoké rozliseni, ale je limitovana velikosti
analyzovanych objektt. Raddové desitky nm. Proto se vyuZiva pro
analyzy struktury molekul, proteind, 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(. Proto se v souc¢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 prenasky.

Electron source

Electron beam

Specimen on grid

60°
2D projections

k-

< Alignment and reconstruction

Segmentation and rendering



3D elektronova mikroskopie
TEM tomografie

Example of an electron tomography image: synaptic vesicles docking at release
sites in the neuromuscular junction. (A) Two-dimensional TEM images used in the
ET volume reconstruction. Scale bar, 50 nm. (B) Three-dimensional surface-
rendered, docked vesicles, and presynaptic membrane that allow the shape, size,
and associations of different components to be examined.



3D elektronova mikroskopie
Array tomography

Priprava vzorku je obdobna jako pro transmisni EM, avsak fezy jsou kladeny na félii jeden za druhym. Z

milimetru tkané je ziskano vice nez 10 tisic vzork(. Tyto jsou ndsledné skenovdny pomoci SEMu a z obrazi je
vytvorena 3D rekonstrukce.

Arrav tﬂmﬂgrﬂ phv Beautiful 3-D Brain Scans Show Every Synapse | National Geographic
l__x -
Diamnn{ knife D

Back scattered
electron

} Serial sections

Silicon wafer

L ¥ .r/-.
CCCCCCOCO!
CCCCOCOCO)

>l o) 1:25/4:39 Scroll for details

~

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



Vyuziti EM

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

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

V mikroelektronice (studium Cipu, mikroprocesory)



Nevyhody EM

Drahy a prostorovée narocny pristroj

Pozorovani jen ultratenkych rezt (naro¢né na
pripravu preparatu)

Umisténi preparatu ve vakuu znemoznujici
pozorovani zivych organismu



Priklady vyuziti elektronové mikroskopie v medicine
(uzivano jako doplikova metoda upresnéni diagndzy)

e Diagnostika nemoci ledvin — detekce strukturnich zmén glomerulu, detekce
depozit imunokomplexu

e Diagnostika svalovych onemocnéni

e Diagnostika poruch metabolismu

e Detekce virl

Lupu nephiritis of kidney imaged with Renal biopsy of diseased kidney tissue TEM of Zika Virus. Virus particles

TEM are 40 nm in diameter, with an
outer envelope and an inner dense
core.

Courtesy of Cynthia Goldsmith,
CDC.
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