Rastrovaci elektronova mikroskopie



Rastrovaci elektronova mikroskopie (REM) (Scanning Electron Microscopy — SEM)

skenuje fokusovany svazek elektron( o energii 102 az 10° eV po povrchu vzork(
interakce elektronovy svazek — povrch vzorku = detekce odezvy — informace o fyzikalnich a
chemickych vlastnostech zkoumaného vzorku
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SEM - interakce elektronového svazku se vzorkem

Pruzny (elasticky) rozptyl

e zahrnuje coulombovskou interakci elektronu s jadrem
* elektrony rozptyleny pod velkym uhlem, odrazené
elektrony (BSE)

Nepruzny (neelasticky ) rozptyl
* procesy generujici RTG, sekundarni a Augerovy elektrony

Sekundarni elektrony (SE) Augerovy elektrony

* primarnim svazkem excitovana molekula emituje * elektron je vyrazen z atomu v disledku emise
elektrony z vnéjsich slupek — valencni elektrony sekundarniho elektronu (z vnitini slupky) a

* uvolnéné elektrony maji energii do 50 eV nasledném predani energie pfi zaplnéni

vzniklé diry

Secondar
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Auger electron emission

Electron collision

Kazdy druh signalu odrdzi specifické vliastnosti vzorku — SEM vyuziva rlizné typy detektor(



SEM - interakce elektronového svazku se vzorkem

Energie primarniho svazku elektronl (PES)

e energie PES ovliviiuje tvar oblasti pod povrchem
preparatu — nizsi energie = meélci, ale Sirsi oblast

* pfinizké energii PES klesa rozliSovaci schopnost REM

Excitacni objem po dopadu
primarniho elektronového svazku

SloZeni vzorku:
* lehdi prvky — roste hloubka priniku PES

» tézké prvky — roste podil odrazenych elektront

Interakce PES se vzorkem
* elektrony PES se ve vzorku pohybuji ndhodné

B Augerovy elekirony (elastické/neelastické interakce)
* PES generuje dalsi signdly (sekundarni, Augerovy

elektrony, RTG)

Povrch preparatu
Sekundarni elektrony

Odrazené elektrony

‘ . .
Monte-Carlo simulace interakce PES se vzorkem

Objem emise
charakt.rtg.zareni

““emise spojitého

rtg.zareni




SEM - konstrukce a funkcni prvky
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* kondenzorovy systém doplnén o
vychylujici civky = zajisti skenovani
vzorku elektronovym svazkem

* detektory pro sekundarni odrazené
elektrony
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SEM - konstrukce a funkcni prvky

Electron gun
e pfimo Zhavend katoda (W)
e urychl. napéti: 1 —50 kV

Elektron-opticky systém

2 kondenzory

e objektivova ¢ocka + stigmator
* vychylovaci rastrovaci sytém

Detektory
* detekce SE a BSE

Vakuovy systém
e provozni tlak 10~ Pa

Zvétseni
* 5az500 000x
* nezavisi na zveétSeni objektivové Cocky, ale na velikosti skenované oblasti

Rozliseni

* neni omezeno difrakénim limitem = obraz nevytvari ¢ocka

» zavisi na velikosti priméru PES (objektiv se stigmatorem) = ¢im mensi priimér, tim vyssi rozliseni
» zavisi na velikosti excitacniho objemu (optimalizace energie PES)



SEM - zobrazeni povrchu - topograficky kontrast

Zobrazeni povrchu vzorku
» detekuji se sekundarni (SE) nebo odrazené (BSE)

Sekundarni elektrony

* energie SE je cca 50 eV a vystupuji ze vzorku z hloubky nékolik desitek nm = topografie vzorku

e pomalé SE — elektrony pochazi z vodivostniho nebo valenéniho pasu — mala energie na jejich vyrazeni
* rychlé SE — elektrony z vnitfnich hladin atom{, nutna vétsi energie na jejich vyrazeni

Odrazené elektrony
* nesou informaci z hloubky vzorku — citlivé na zménu prvkového slozeni — Z (protonové Cislo)
* mista tvorené tézsimi prvky = silnéjsi signal v rezZimu detekce BSE




SEM - rezim detekce sekundarnich elektront

* detekéni systém slozeny ze scintilatoru a fotonasobice (Everhat-Thornleyho detektor)
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SE jsou elektrickym polem (do + 400 V) mtizky kolektoru ,,odsaty” z povrchu — scintilator —

SE jsou pred dopadem na scintilator urychleny napétim (SE maji nizkou energii oproti BSE)
emise SE zavisi na orientaci vzorku a PES = z naklonénych ploch preparatu je vyssi emise SE

konst.

VytéZek emise: § = cos B

B - uhel mezi PES a normalou plochy



SEM - rezim detekce sekundarnich elektront

Krystaly vinanu draselného v rezimu sekundarnich elektronii

Zrnko pylu

* naklonéné plochy maji svétlejsi odstin diky zvysSené emisi SE



SEM - rezim detekce odrazenych elektronti (BSE) — materialovy kontrast

detekéni systém sloZzeny ze scintilatoru a fotonasobice (Everhat-Thornleyho detektor)
BSE jsou pfed dopadem na scintilator napétim brzdény (do -100 V) = Ize jejich detekci odlisit
od SE

lze vyuzit samostatny detektor umistény nad vzorkem

Odliseni oblasti materidlu na rezu slitiny Al-Cu v reZimu zpétné odraZenych elektron( (BSE).
Al (Z = 13) —tmavsi oblasti, Cu (Z = 29) — svétlejsi oblasti 10



SEM - magneticky a napétovy kontrast

Magneticky kontrast

* moznost pozorovat kontrast na doménovych sténach kubickych a jednoosych feromagnetik

* nauvolnéné elektrony plsobi Lorentzova sila vyvolana magnetickym polem uvnitf domén

* Lorentzova sila zplsobi stoceni elektrond dovnitf vzorku (tmava oblast v obraze) nebo naopak
k povrchu (svétla oblast)

Magnetické domény v kobaltu

Napétovy kontrast

* vznika vlivem elektrostatickych sil mezi dopadajicimi elektrony a nabitymi misty na povrchu

* zobrazuje potencidlové rozdily napt. na povrchu polovodic¢li po pfivodu napéti = sledovani
defektnich spojl (bariéra pro prochazejici proud)
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SEM - tvorba obrazu a parametry zobrazeni

e obraz vznika bod po bodu béhem
skenovani povrchu

ZvétSeni obrazu: Z =§
 L-deélka hrany obrazovky (konst.)
* L’-rozmér skenovaného povrchu

e Cim mensi je skenovana oblast (L),
tim vétsi je vysledné zvétseni
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SEM - hloubka ostrosti a rozliSovaci schopnost

* rozliSeni SEM souvisi s nejmensim dosazitelnym primérem fokusovaného svazku elektrond

» fokusaci zajistuje kondenzorovy systém s objektivem = rozliSeni je dano jejich kvalitou a
schopnosti zobrazit zdroj elektront jako bod

* pro priblizné urceni plati: d . =061 —
mun n.sina
* teoretickd hodnotad,,;, #0.1aZ1nm

* realita: zobrazeni omezeno vadami (aberace ¢ocek, vnéjsi elektromagnetické pole, vibrace)

* rozliSovaci mez vs hloubka ostrosti L: d, W .
L= 2o’ d, —rozliSeni oka, Z— zvétSeni SEM
| | '
‘ e ‘ Zavér: Operator musi volit kompromis mezi zvétSenim a hloubkou ostrosti
1. | pro optimalni vykresleni detailll povrchu preparatu.
CONAENSer
! lens\h.l |
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mravenec (velka hloubka ostrosti) integrovany obvod (velké zvétseni)
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SEM - uprava obrazu

Prehled chyb a poruch snizujici kvalitu vysledného obrazu

Neostrost

e souvisi s kvalitou zobrazeni zdroje PES na vzorek

* Spatna volba urychlovaciho napéti

* nestabilita zdroje elektronového svazku, zplsobend nedostate¢nym zhavenim katody
* chybné sefizeni primarniho elektronového svazku

* nedokonalé vycentrovani aparatury objektivu

* nedostatecna korekce astigmatismu

e prilis velké zvétseni

» Spatné fokusovany svazek elektrond (nezaostreno)

* znacna plosna hustota naboje na povrchu vzorku

Celkové nizka kvalita obrazu

* Spatna volba urychlovaciho napéti

* chybné nastaveni velikosti proudu primdarniho svazku elektrond
e zretelny Sum vyvolany nadmérnym zesilenim fotonasobice

* chybné nastaveny jas a kontrast pro fotografovani

* nevhodna vzdjemna poloha vzorku a detektoru

* nedokonale pfipraveny vzorek



SEM - uprava obrazu

Prehled chyb a poruch snizujici kvalitu vysledného obrazu

Faktory zptisobujici lokdlni poruchy obrazu

nestabilita emise elektronového déla

znacna plosna hustota naboje na povrchu vzorku
mechanické vibrace

vnéjsi elektromagnetické pole

necistoty na vzorku

Deformace vzorku

termické poskozeni primarnim elektronovym svazkem
zména teplotniho gradientu vzorku

zkresleni zplsobené ndklonem preparatu

velky plosSny naboj na povrchu vzorku

poskozeni vzniklé pfi pripraveé vzorku



SEM - uprava obrazu

Moznosti korekce ovlddacimi prvky SEM

Spravné nastaveni urychlovaciho napéti svazku elektront

* musime mit minimalni hodnotu proudu ve svazku, abychom nezvysovali Sum detektoru
* vysoké urychlovaci napéti u nevodivych vzork( vede k nabijeni a deformaci preparatu a ztraté

ostrosti = nabijenim vznikaji svétlé plochy (artefakty)

Prokres

leni detailli biologického vzorku pfi rliznych hodnotach UN

|

a) struktura zietelnd  UN 5kV a) maly povrchovy ndboj UN15 kV

a) nevyrazna struktura UN 30 kV a) velk( povrchov naboj UN 45kV




SEM - uprava obrazu

Moznosti korekce ovlddacimi prvky SEM

Korekce astigmatismu
* realna ¢ocka nema dokonale symetrické elektromagnetické pole (napr. nehomogenita
feromagnetického materiadlu pélovych ndstavci)
* korekce pomoci stigmatoru — soustava civek umisténa v objektivu
- slabé magnetické pole koriguje vady objektivu

Stigmator

Gamma korekce
* nelinearni zesileni obrazového signdlu (potlacuje silnéjsi signdly a zesiluje slabsi) = elektronické
vyrovnavani velkych rozdil(i v kontrastu (zvlasté u biologickych preparata).
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SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

* jeden z vyvojovych trend( klasické SEM
* umoznuje studovat vzorky pri vyssim tlaku ve vzorkové komore (az 3kPa)

Princip:

* tubus mikroskopu a vzorkova komora jsou oddéleny dvéma tlakovymi clonkami (PLA - pressure-
limiting apertures) = oddéleni vysokého (tubus) a nizkého (komora) vakua

* pfivysSim tlaku ve vzorkové komore dochdzi ke srazkam elektront primarniho svazku s
molekulami plyn = dochazi k ionizaci

e ionty v okoli vzorku kompenzuji nabijeni povrchu vzorku

* nutné pouzit detektory tolerujici pfirozené prostredi preparatu

Vyhody zvySeného tlaku:

e pozorovani nevodivych preparatl — neni nutné naprasovat vodivou vrstvu

e povrch nevodivého vzorku se nenabiji

* umoznuje studovat vlihké vzorky — zvyseny tlak chrani vzorek pred vyschnutim

e studium rGznych druh( vzorkd v podminkdch bliZicich se atmosférickému tlaku

* studium vlhkych vzork( a vzork(l na fdzovém rozhrani skupenstvi (procesy kondenzace,
vyparovani, tani, tuhnuti, atd.)




SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

umisténi dvou tlakovych clonek (velmi malé otvory) PLA1 a PLA2 mezi tubusem mikroskopu a
vzorkovou komorou

tlakové clonky oddéluji prostory s rznym tlakem

rozdilny tlak je udrzovan diky vyvévam

obvykle wolframova katoda, pro LaB nutné udrzovat vyssi vakuum v tubusu

\/n stage 2 — pump

\
s
5
S
T
)

o
ol
)
SR
i
o

PLA2
z P4 stage 1 — pump

PLAT
tr-ch - Po & gas
specimen

specimen-chamber

S
o
&
A

103 Torr
10-4Torr
10-'Torr
10 Torr

transferichamber
l

= pump

Basic ESEM gas pressure stages

pO » pl » p2

19



SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

Detektory v eSEM

* nutné pouzZit environmentadlni detektory sekunddrnich elektron( (SE) tolerujici vyssi tlak prostredi
(ESD — Environmental Secondary Detector), nelze pouzit klasicky Everhat-Thornleyho detektor
urceny pro SEM

Princip:

e ESD vyuziva ionizace plynu ve vzorkové komore (obvykle vodni pary, pfip. specidlni plyn)

* primarni svazek elektron(i generuje SE ze vzorku

* kladné napéti konické elektrody detektoru pritahuje SE, které mohou dale ionizovat molekuly
vzduchu = vznik kladnych iont( a volnych environmentdlnich elektronu

* kladné ionty — eliminuji artefakty zpGsobené nabijenim povrchu preparatu

* volné env. elektrony — zvysuiji uCinnost detekce

e ESD necitlivy na svétlo - nepouziva fotonasobic
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SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

ESD detektor ESD

* detekuje primarné SE

» diky konstrukci detekuje ale i odrazené elektrony (BSE)

* BSE pochazi ze vzorku, pfip. z interakci s okolnimi
¢astmi komory a objektivové cocky

e BSE snizuji rozliSeni a kontrast snimku

-

CObjective Lens
Type 1l SE

-

Insulatn:/ SE
High Voltage

Collection Electrode

BSE --H—“"“F’l LA

GSED (Gaseous Secondary Electron Detector)
* vylepSena verze ESD detektoru
* eliminuje pfispévek BSE a Type Ill SE = lepsi rozliSeni a kontrast GSED

Gas Tight Seal '//
V ol
T Type lll SE
Suppressor Electrode

Suppressor Electrode b Detector Ring
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SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

Napln toneru
ESD detektor GSED detektor

22



SEM s volitelnym vakuem — environmentalni SEM

Detekce rentgenového zareni pomoci eSEM

u eSEM neni X-ray signal zkreslen pfitomnosti naprasené vrstvy

diky specialni konstrukci ESD detektoru se eliminuje interakce mezi primdrnim svazkem elektron(
a molekulami plynu ve vzorkové komore = kratka BGPL (Beam Gas Path Length)

je zde prostor pro umisténi detektoru X-ray
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plisen na jehlici

environmentalni SEM - priklady pouziti

krystalky ledu

24



Priprava vzorku pro TEM



Priprava vzorku pro TEM

Rim Mark

Sitky =
* nejCastéji médéné, niklové, zlaté, ...

* rdzna velikost a tvar otvor(

* specidlni znacky — slouzi pro orientaci pri prohlizeni v TEM
* Pocet otvoru je dan Cislem: napf. mesh 400, Cu400

Center Mark

50 mesh

G175 G200 G200TT

G200T G250
26



Priprava vzorku pro TEM

Nosné sitky s podplirnym filmem

* vzorky (kapalné, pevné, rezy) se nanesou na sitku s filmem

* film je podplrna a transparentni vrstva, stabilni pfi ozafovani elektrony, nizka zrnitost a kontrast
* film slouzi k zachyceni ¢astic v suspenzi

Podpurny film

* uhlikovy film —tl. cca 20 az 50 nm

* Formvar — plasticka fdlie, tl. cca 20 nm
* uhlikovy film s otvory

Carbon Formvar Carbon Holey Carbon Lacey Carbon




Priprava vzorkd pro TEM — naparovani tenkého uhlikového filmu

uhlikové tycinky Uprava koncu tycinek

slidové tabulky naparovani uhliku ve vakuované komore

* elektricky proud zhavi zizené konce uhlikovych tyCinek = dochazi k odparu uhliku a jeho nasedani
na slidovou tabulku

* uhlikovy film se od slidy oddéli ve vodni lazni a nanese se na sitky -



Priprava vzorkl pro TEM — uprava uhlikového filmu

uhlikovy film se postupné stava hydrofobni = Spatna adsorpce vzorku

Uprava doutnavym vybojem zpUsobi nabiti uhlikového filmu = stava se hydrofilni

Film not glow-discharged
-

Glow-discharged carbon film

29



Priprava vzorkl pro TEM — uprava uhlikového filmu

Doutnavy vyboj

-
-
-
-
_—
=
-
-
-
=

-
L_"
| i

2 PELCO easiGlow

sitky s uhlikovym filmem jsou umistény v ¢aste¢né vakuované komore
elektrické napéti mezi elektrodami zpUsobi ionizaci vzduchu — doutnavy vyboj
zaporné nabité ionty nasedaji na uhlikovy film — stava se hydrofilni
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Priprava vzorku pro TEM — metoda negativniho kontrastovani

Princip metody

1. kapka vzorku (napr. izolované proteiny, ¢astice) je pipetou nanesena na sitku s podplrnym filmem
e cast molekul se pfichyti na podpurny film
* nadbytek vzorku je po cca 1 min odsan filtracnim papirem

2. navzorek se nanese kapka roztoku soli tézkého kovu (napt. 2 % uranyl acetat)

3. kontrastni latka naseda a obklopi molekuly vzorku = v TEM rozptyluje elektrony a vytvari kontrast

izolované komplexy fotosystému Il
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Priprava vzorku pro TEM — ultratenké rezy

vzorky nesmi obsahovat vodu — v TEM je vysoké vakuum
s rostouci tloustkou vzorku klesa mnozstvi proslych elektron( (od proteind po organely)

Redeni: (1) TEM s vy3&im urychlovacim napétim (300kV a vice) a energetickym filtrem

(2) ultratenké rezy vzorku — optimalni tloustka 50 az 80 nm
(3) odstranénim casti vzorku fokusovanym svazkem - ion beam milling

Priprava tkané pro ziskani rezU:

odbér tkané nebo bunék (pfimo do fixativa)
fixace

odvodnéni

zaliti do blocCku

kontrastovani

Fixace (chemicka)

chemicka fixace zalozena na reakci fixacnich Cinidel se slozkami biologického prepardtu
nutnost zachovani plvodniho stavu vzorku az na molekularni Uroven

stabilizace protein(i, uchovani prostorového rozlozeni bunécénych organel

doba fixace zavisi na velikosti fixovaného vzorku ( 1 mm3)



Priprava vzorkd pro TEM — ultratenké fezy

Fixace vzorku pomoci fixa€nich roztok
* dochazi k preméné cytoplasmy v gel transparentni pro elektrony — zachovani ultrastruktury
» kvalita fixace — vybér Cinidla a koncentrace, velikosti vzorku, podminek (teplota, pH, cas)

Osmium tetraoxid (0sO,)

Dobre reaguje s lipidy a fosfolipidy, stabilizuje bunécné proteiny formujici cytoplazmu

Spatné fixuje karbohydraty (glykogen) a nukleové kyseliny

* doba fixace od 30 do 90 minut — nutné optimalizovat (kratky ¢as vede k nedostatecné fixaci,
dlouhy ¢as mUze vést az k rozpadnuti tkdné)

* pH: pufry udrZuji roztoky pri pH blizkém 7

* teplota: vyssi teplota obvykle urychluje fixaci

Aldehydy

* nejpouzivanéjsi jsou formaldehyd (FA) a glutaraldehyd (GA)

Dobre fixuji bilkoviny, cytoplasmu a lysosomy

Spatné stabilizuji v bufikach lipidy (nutnd osmiova post-fixace)

* v koncentracich 1 — 6% se misi s kakodylatovym pufrem o pH 7.2

* rychle penetruje do tkani a bunék. Mirna deformace bunék se da odstranit manganistanovou
fixaci

Manganistanové fixace

e pouzivaji se zejména pro fixaci rostlinnych pletiv a bunék

Dobre fixuji chlorofyl, cytoplasmatické membrany a struktury obsahujici lipidy a lipoproteiny

Spatné po manganistanové fixaci mizi ribozomy, rugivé plsobi granulace (zrnitost se odstrafiuje pred-
fixaci GA, pripadné pouZzitim acetonu misto etanolu pri odvodnéni)

* doby fixace 15 az 50 minut

* teplota ani pufr nejsou rozhoduijici



Priprava vzorku pro TEM — ultratenké rezy

Odvodnéni

* Ukolem je nahrazeni volné vody ve vzorku odvodnujicim cinidlem (etanol, metanol, isopropylalkohol,
aceton)

* odvodnovaci ¢inidlo je misitelné se zalévaci hmotou (pfipadné se pouziva jako mezistupen napf.
propylenoxid)

e etanol —je nejrozsirené;jsi

e aceton —také hojné pouzivany, ma ale nezadouci extrakéni ucinky na lipidy

» odvodnovaci fada: 10% az 70% (nékdy i vyssi 95%) (alespon 20 min, 6 a vice krokd)

* nezddouci projevy odvodnovani: extrakce proteind, lipidd, sacharid(; objemova zména preparatu,
vznik precipitatd

* po odvodnéni jsou vzorky stabilni
* nasleduje prfesun do roztoku odvodnujiciho Cinidla a zalévaci hmoty (napf. pryskyrice)

Zaliti do blockd
* cilem zalévani je fyzicka stabilizace preparatu, ktera umozni krajeni na tenké rezy
* poutziva se pryskyfrice, parafin je prilis mékky

Vlastnosti idedlni zalévaci hmoty:

e rozpustnost v etanolu nebo acetonu pred polymerizaci
* neovliviuje chemicky vzorek

* nezpusobuje pnuti ve vzorku

* homogenné tuha3, ale dostatecné plasticka

» stabilni pfi ozafovanim elektronovym svazkem




Priprava vzorku pro TEM — ultratenké rezy

Zalévaci hmoty:

Epoxidové pryskyrice

e vytvrzuji se teplem — Termoset (60 °C, 48 hod)

* odolné proti teplu a rozpoustédlim

* nejsou patrné zadné artefakty po polymerizaci

* fezaci vlastnosti jsou zavislé na poméru slozek smési pryskyricového monomeru (epoxidova
pryskyfrice, tuzidlo, katalyzator, zmékcovadlo)

* nejpouzivanéjsi: Epon 812, Araldit, DER-334

Polyesterové pryskyrice
Vestopal W — dobra stabilita v elektronovém svazku, nevyhoda je vysoka viskozita

Metakryldaty
* rychla penetrace do tkdné a snadné porizovani fezi 50-100 nm

* nevyhody: aZz 0 20% se snizi objem pfi polymerizaci - vznik artefakt(i; nestabilita fez( po ozareni
elektrony

Hmoty rozpustné ve vodé
* pouzivaji se bezprostredné po fixaci — napft. glykol metakrylat, Durcupan



Priprava vzorku pro TEM — ultratenké rezy

Zalévani do bloé¢ku

dehydratacni ¢inidlo z poslednim kroku odvodnéni je nahrazeno smési (50:50) dehydratacniho
¢inidla a epoxidové pryskyrice
infiltrace ve 100 % roztoku pryskyrice

bloCek tkané je paratkem prenesen na dno Zelatinové kapsle a zalit zalévaci hmotou
orezani blocku do tvaru komolého jehlanu

MD\\%G
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Priprava vzorku pro TEM — ultratenké rezy

Ultramikrotomie
* poutzivaji se ultramikrotomy (manualni, poloautomatické) pro rezy pfi pokojové/kryogenni teploté

Pro reprodukovatelnost ezl je nutné splnit podminky:

* vSechny pohyby musi byt bez vibraci

* mechanické ¢asti musi mit minimalni treni

e schopnost posuvu tyCe s drzakem vzorku k hodnoté 10 nm (tl. fezu dana teplotni dilataci tycCe)
* po provedeni fezu musi blok utlumit razy zplsobené fezdnim

Vlastnosti kvalitnich noz{i

* tvrdost a tuhost noZze musi odolavat naraziim blo¢ku se vzorkem
* odolnost vuci chemickému rozkladu

* homogenita materidlu noze podél jeho hrany

» fyzikalni stabilita pri pokojové teploté

Material noz(
* Diamantové noZe jsou odolné, ale drahé (cca 120 tis. K¢)
* Sklenéné noZe jsou kiehké, ale levné (nevhodné pro tvrdé tkané — napf. kosti)

Kvalita fezu
e zavisi na kvalité noze (ostrosti), dobre pfipraveném blocku (sklon orezani), na kvalité ultramikrotomu

Vliiv V|braC| na tloustku uItratenkeho fezu
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Priprava vzorku pro TEM — ultratenké fezy

Kontrastovani

roztoky tézkych kov( — zvysuji rozptylovy kontrast
uranylacetat, kyselina fosfowolframova

Imunohistochemické metody

imunologicka reakce koloidniho zlata se specifickymi proteiny

Znaceni koloidnim zlatem
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Priprava vzorku pro TEM — stinovani preparatu

Stinovani tézkymi kovy
e zvyraznéni povrchové topografie odparovanim kovu ze strany

sh
sh -

latexové kulicky (0,3 um) stinované
a) Au b) Au—Pd

* poutzivaji se inertni kovy — Au, Pd, Ni, Pt, Cr, pripadné jejich slitiny



Priprava vzorkd pro TEM — naparovani kovu

[

Rotujici stolek
se vz0|1sem

wolframovy dratek s namotanou platinou je umistén mezi elektrody
prochazejici proud zhavi wolfram i platinu = ve vakuu dochazi k odparu kovu
kov je pod specifickym uhlem naparovan na vzorek

stolek muzZe rotovat — kov je naparovan ze vSech stran — lepsi kontrast
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kovu na DNA
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Priprava vzorku pro TEM
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Priprava vzorku pro TEM — naparovani kovu na DNA z bakteriofagu
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cirkuldrni naparovani Pt na osmoticky praskly bakteriofdag — DNA uvolnéno do okoli
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Priprava vzorkd pro TEM — repliky povrchu

Replika povrchu

* silnéjsi vzorky nemohou byt studovany v TEM (rozptyl, absorpce) = pouzivaji se repliky

 metoda povrchovych replik spociva v otisku povrchu do tenkého filmu transparentniho pro
elektrony (C, Formvar atd.)

* tloustka repliky je cca 20 nm a z dlvodu malého kontrastu je dodatecné stinovana

ZpUsob vytvareni replik

uhlikové repliky

e napareni vrstvy uhliku na reliéfni povrch vzorku

* material vzorku se poté odlepta (rozpusti) a zbyde jen tenka uhlikova vrstva

plastické repliky
* naneseni roztoku polymeru na reliéfni povrch vzorku
* material vzorku se rozpusti rozpoustédlem a odpari = ziskdame tenkou repliku * hd



