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Anotace

V této praci porovnavam pouziti skenovaciho elektronového mikroskopu
s autoemisni tryskou a transmisniho elektronového mikroskopu k imunolokalizaci
antigenti biologickych vzorkii. Vétsi pozornost zde kladu na vyuziti skenovaciho
elektronového mikroskopu s autoemisni tryskou, protoze tento mikroskop v soucasnosti
dosahl technickych parametri nutnych pro detekci znacenych protilatek a vzhledem
Kk snazs$i ptipravé preparatl pfinasi nové moznosti pro pouziti imunoznaceni.

Cilem reSerSe je nalézt v literatuie soucasné vyuziti skenovaciho elektronového
mikroskopu s autoemisni tryskou  pracujiciho v kryorezimu pro imunolokalizaci

a zam¢fit se na technické podminky a pfipravu biologickych preparatu pro tuto metodu.

Annotation

In this bachelors thesis | compare and contrast the FESEM (field emission
scanning electron microscopy) with the TEM (transmission electron microscopy) for the
immuno localisation of antigens in biological specimens. More attention was paid to the
use of the FESEM due to the recent technological improvements, allowing the detection
of labelled antibodies in samples. Using the FESEM in this way would ease preparatory
steps and bring forward new possibilities for immunolabelling in electron microscopy.

The aim of this research is to find, in the currently available literature, the use of
FESEM under cryo conditions for immunolocalisation and to focus on the preparation

of samples and physical conditions required to view them.
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1.Uvod

1.1 Elektronova mikroskopie

Pii studiu struktury biologickych materidli se v soufasné dobé vyuziva
elektronové mikroskopie, ktera vyrazné¢ presahuje moznosti optické mikroskopie.
Elektronovy mikroskop je obdobou optického mikroskopu, kde jsou fotony nahrazeny
elektrony a optické Cocky elektromagnetickymi c¢ockami. Vyuziva se toho, ze vlnové
délky urychlenych elektrond jsou o mnoho f4di mensi nez fotont viditelného svétla.
Proto ma elektronovy mikroskop mnohem vétsi rozliSovaci schopnost a mize tak
dosahnout mnohem vétsiho zvétseni [1].

Mikrostruktura je studovana ve vakuu pomoci elektronového svazku. Ten
vznikd emisi elektrond z katody, které jsou dale urychlovany k anod¢. Svazek je
fokusovan vhodn¢ upravenym elektrickym, magnetickym nebo elektromagnetickym
polem, aby bylo dosazeno pozadovaného zvétSeni. Elektronovy svazek vytvaii obraz
interakcemi s pozorovanym preparatem. Podle fyzikalni tvorby obrazu délime
elektronovou mikroskopii na dva zakladni druhy, transmisni elektronovou mikroskopii
a skenovaci elektronovou mikroskopii.

U transmisni elektronové mikroskopie (TEM) elektrony pronikaji pozorovanym
preparatem. Interakci se vzorkem vznikaji elektrony odchylované od piivodniho sméru,
Jjimz se pohyboval primarni svazek. VétSina odchylenych elektronli se pomoci clony
zachyti a obraz je tvofen dopadem pifevazné neodchylenych elektronli na zobrazovaci
Systém. Zobrazovacim systémem muze byt stinitko z luminiscenéniho materidlu,
na kterém se vytvoti kruhovy obraz [2].

U skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) elektrony dopadaji
na pozorovany preparat a interakci s hmotou vyrazi ze vzorku elektrony. Tyto elektrony
jsou pomoci vhodného potencidlu pfitahovany na detektory, které vytvaii signal
upraveny pro zpracovani v zobrazovacim systému. Zobrazovacim systémem mize byt
obrazovka, na které se vytvaii pfislusny obraz vznikly rastrovanim elektronového
paprsku po snimané plose. Vyslednym obrazem je snimek, ktery zachycuje povrchovou
strukturu preparatu [2].

Podstatnou vlastnosti skenovaci elektronové mikroskopie je zobrazovani
povrchovych struktur , jejichz Clenitost se zachycuje s velkou hloubkou ostrosti [20].

Nové vylepseni konstrukce skenovaciho mikroskopu a rozvoj metod tfidicich elektrony



pied jejich detekei [13] umoznuje pouzit tento mikroskop k lokalizaci jednotlivych
komponent biologickych materidli pomoci imunocytochemickych metod, coz bylo

diive mozné pouze v transminim elektronovym mikroskopu.

2. Skenovaci elektronova mikroskopie

2.1 Fyzikalni zaklady

2.2.1 Rozptyl elektronu

Zakladnim jevem pii tvorbé obrazu v elektronovém mikroskopu je interakce
mezi urychlenymi elektrony ve vakuu a mezi preparatem [4]. Rychlé elektrony jsou po
dopadu na hmotu rozptylovany a ztraceji ¢ast své energie v poli jader a elektronovych
obald atomt [19].

Pfi narazu elektronu na atom mohou nastat dva ptipady: elektron se bud’ odrazi
(odchyli) do jiného sméru bez ztraty své pivodni rychlosti (energie), nebo ¢ast energie
pfeda atomu a déle se pohybuje se zmensenou kinetickou energii. V prvnim ptipadé se
jednd o pruzny rozptyl, ve druhé situaci jde o rozptyl nepruzny. [19] Vysledkem
interakce je ncktery ze signali naznacenych na obr. 1, jeZ nesou zobrazovanou

informaci o mikrostruktufe.

Obrazek ¢. 1: Interakce elektronti se vzorkem a jeji typické odezvy. Eq je energie
primarnich elektronti, A E je charakteristicka ztrata, @ je Braggtv uhel [4].
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V této praci budu vice rozepisovat informace pouze o dvou signalech, které
vzniknou po dopadu primdrniho elektronového paprsku na vzorek. Jedna se o odrazené

elektrony a sekundérni elektrony.

2.2.2 Sekundarni a odrazené elektrony

Primérni elektronovy paprsek pii kontaktu se vzorkem produkuje sekundarni
elektrony (SE) a zpétn¢ odrazené elektrony (BSE). Primérni elektrony, které pii
prichodu hmotou ztratily znacnou cast své energie, se nakonec pohybuji difuznim
pohybem a oznacuji se jako elektrony absorbované [22]. Absorbované elektrony tvori
50 — 90% celkového proudu elektronli [23]. Nemohou jiz ionizovat hlubsi vrstvy
atomového obalu, ale mohou excitovat elektrony na vnéjSich orbitech. Uvolnéné vné&jsi
elektrony maji energii nejvyse 50 eV a patii do kategorie tzv. pravych sekundarnich
elektronti. Tyto elektrony jsou emitovany z povrchové vrstvy o tloust'ce asi jen 10nm.
Horni hranice energetického spektra sekundarnich elektront je 50 eV. Jde tedy
0 elektrony s energii o néco vyssi, nez je dostacujici k jejich uvolnéni z povrchu vzorku.

Nekteré primarni elektrony po ztraté c¢asti energie opoustéji vzorek jako
odrazené elektrony s nizsi energii [22]. Odrazené elektrony maji dany smér a energii
ponckud mensi nez elektrony dopadajici, ale fadovée srovnatelnou. Zatimco sekundarni
elektrony maji energii podstatné nizs$i a mohou se dostat maximalné z hloubky n¢kolika
nanometrt [23]. Ziskdvani obrazu pomoci sekundarnich elektroni, ktery by
dokumentoval topografické zmény na povrchu vzorku, je hlavnim a nejcastéjSim
poslanim SEM. Ze signall, jez se mohou ke stejnému ucelu vyuzit, je vibec
nejvyhodngjsi nebot” poskytuje obraz nejprehledn&jsi 1 pfi nejlepSi dosaZitelné
rozliSovaci schopnosti. Emise sekundarnich elektront je tak citliva na tihel, pod nimZ na
povrch dopadd primdrni svazek, Ze lze stanovit rozdily v orientaci jednotlivych
mikrooblasti kolem 2°. Cim je uhel dopadu priméarniho svazku mensi, tim siln&jsi je
emise sekundarnich elektronti [22].

Vsechny emise nad 50 eV jsou povazovany za zpétné odrazené elektrony [22].
Snimani zpétné odrazenych elektronli je uzite¢né pii odliSovani materialli, jelikoz
vytézek zpétn€ odrazenych elektront vzriista s atomovym ¢islem. Pfi tomto sniméni Ize
s dobrym kontrastem odliSit prvky, jejichZ rozdil atomovych c¢isel je roven alespon
3.[23]. Obraz povrchovych nerovnosti vytvoifeny pomoci odrazenych elektronti je velmi

kontrastni a vlivem pifimocarého pohybu elektronii prosty jakychkoli detailti v oblasti



stinti [22]. Moderni pfistroje umozinuji definované mixovani signalti jak sekundarnich tak
i odrazenych elektronii. Toto dovoluje vyuziti pozitivnich vlastnosti obou rezimi a ziskani
pozadované obrazové informace [5].

Znazornéni signali:

Obrazek &. 2: Zpétné odrazené elektrony [5] Obrazek €. 3: Sekundarni elektrony [5]
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Obrazek €. 4: Energetické rozlozeni (zastoupeni) SE a BSE [5]
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2.2 Popis prace a konstrukce SEM

Jak jiz bylo zminéno, na preparat dopadaji elektrony primarniho svazku, které
po interakci s preparatem vytvareji jednotlivé signaly (napf. SE). Primarni elektrony
jsou emitovany ve vakuu ze zdroje, ktery je umistén ve Spi¢ce tubusu a vétSinou ho
tvofi pfimo Zhavené wolframové vladkno. Primér zfokusovaného svazku primarnich
elektronti dopadajiciho na povrch vzorku je pfimo umérny praméru katody a ovliviiuje
rozliSovaci schopnost mikroskopu, kterd se u pfistrojii s wolframovou pifimo Zhavenou
katodou pohybuje mezi 10ti az 15ti nm. Mikroskopy s autoemisni tryskou maji mensi

primér hrotu katody a dosahuji rozligovaci schopnosti' pod 5 nm [6].

10



Primérni elektrony musi byt urychleny potencidlem mezi katodou a anodou,
kterd ma ve svém stfedu kruhovy otvor, kudy primarni elektrony prolétaji do soustavy
elektromagnetickych Sotek®. Soustava Golek zajistuje uzky pramér svazku priméarnich
elektroni a obvykle je tvofena jednou nebo dvéma kondenzorovymi ¢ockami
a objektivovou ¢ocCkou. Dilezitou soucasti elektron - optického systému je stigmator,
pomoci kterého se koriguje astigmatismus® elektromagnetickych Gogek. Tato vada
c¢oCek ma vliv na konec¢nou kvalitu obrazu a méni se hlavné¢ po vyméné preparatu.
Kontrola vady pomoci stigmatorti je vSak vhodna i béhem pozorovani vzorku.

Pfed dopadem na preparat je paprsek primarnich elektront (zfokusovany
elektromagnetickymi ¢ockami) rozpohybovan vychylovacimi civkami a tim dochazi
postupnému skenovani povrchu po jednotlivych fadkach. Rychlost pfebéhu paprsku se
muze meénit, ale vhodna je 25 obrazil za sekundu [6].

Po interakci primarniho svazku se vzorkem jsou vniklé signaly detekované
pomoci detektorti jednotlivych signald, které jsou umisténé v blizkosti preparatu.
Vzorky se nachézeji v komote v dolni ¢asti tubusu, kde je v umistén goniometricky

stolek. Stolek umoziuje pohybovat s preparatem

a vétsinou je ovladan pomoci joysticku nebo Z’,ﬁ:{;’o,,ﬁ - katoda
mysi fidiciho pocitace [6]. &
Cocka
L kondenzoru
RozliSovaci schopnosti optické soustavy je

nejmensi vzdalenost dvou bodt v obraze
vhodného objektu, které se daji rozeznat jako
oddélené. Podil hodnoty rozliSovaci schopnosti
oka a rozli§voxvzac1i schopnosti mikroskopu urcuje Bkt
hodnotu zvétseni [20]. '

Rastrovaci obvod
2Elektromagnetické Gogky: Nejjednodussi
elektromagnetickou cockou je solenoid -
kruhova civka, ktera vytvofenym magnetickym
polem ptisobi na dréhu elektroni prochéazejicich
poélovymi nastavci. Dréha elektront pak tvoii
prostorovou spiralu ve sméru magnetickych car
[20].

.........

3Astigmatismus: Opticka vada, ktera je
zpusobena necistotami usazenymi na polovych
nastavcich. Necistoty tvoii elektrické naboje,
které deformuji nebo posouvaji obraz [20].

Obrazek €. 5: Schéma skenovaciho
elektronového mikroskopu [21]
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2.3 Skenovaci elektronova mikroskopie s autoemisni
tryskou

2.3.1 Historie

V roce 1935 navrhl Max Knoll skenovaci elektronovy mikroskop a o tii roky
pozdéji sestavil Manfred Ardenne skenovaci transmisni elektronovy mikroskop
[17][18]. Roku 1942 Vladimir Zworykin doplnil SEM o uc¢inny detektor elektront
a pomalejsi prebéh. Detektor se skladal z luminoforu a fotonasobice, coz umoznilo
detekci sekundarnich elektronti [17]. Pfistroj dosahl rozliseni 50 nm. Béhem vyvoje se
snazil Zworykin se spolupracovniky aplikovat i autoemisni trysku, aby zvysil smérovou
proudovou hustotu a dosahl vyssiho kontrastu snimaného obrazu.

Smith vypracoval principy dalSiho elektronického zpracovani signalu
nelinearnim zesilenim, nahradil elektrostatické elektronové ¢ocky elektromagnetickymi
a zavedl princip dvojitého vychylovani. Everhart a Thornley podstatné zlepsili detektor
sekundérnich elektroni pouzitim svétlovodu, takze se zvySil pomér signilu k Sumu.
Dalsi podstatna zlepSeni pfistroje provedli Broers zavedenim nepiimo zhavené katody
na bazi LaBg a Crewe, ktery vypracoval stabilni autoemisni trysku [19].

V roce 1965 firma Cambridge Instrument Company v Anglii uvedla na trh
Stereoscan 1 SEM, o Sest mésicti pozd¢ji ho nasledoval s japonskou znackou JEOL

mirkoskop JSM-1 [17].

2.3.2 Elektronové zdroje

Zdroj elektrond je zakladni soucésti vSech elektronové optickych zafizeni.
Zformovani elektronového svazku pred dopadem na zkoumany objekt je ukolem
»osvetlovaci soustavy“. Ta sestdva z elektronové trysky a elektronové optické Casti
zkomponované zrizného poctu elektrostatickych ¢i elektromagnetickych Cocek.
Elektronova tryska je tvofena vlastnim emitérem elektroni, elektrostatickou extrakéni
a urychlovaci soustavou formujici soucastné prvni elektronové optickou cocku. Ta

muze byt doplnéna cokou magnetickou [13].
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2.2.3.1 Emise elektronu

Emisi elektroni lze vyvolat mnoha zpiisoby (termoemise, fotoemise, emise
polem, zafivé p-n piechody,..). Jako zdroj elektront pro osvétlovaci soustavy jsou vsak
dosud vyuzivany pouze nékteré.

Podle klasického déleni se jedna o katody termoemisni a autoemisni. Plisobeni
obou faktorii vSak nelze oddélit a ukazuje se, ze mnohé vyhody piinaseni zdroje,
u kterych je vyuzivano obou mechanismii emise zhruba ve stejné mire [13].

Dv¢ krajni meze jsou pak reprezentovany zdroji Cisté termoemisnimi pracujicimi
s vysokymi teplotami (az 3000 K) a s malymi intenzitami elektrostatického pole
u povrchu emitéru a zdroji Cisté autoemisnimi, které pracuji pii pokojové teploté
a vysokych hodnotiach pole na povrchu emitéru (102 v. m™. Vysokych hodnot
intenzity elektrického pole je dosahovano upravou emitéru do tvaru ostrého hrotu.
Jednotlivé typy katod jsou znazornény na obr. 6.
/AN /AN

O\
c

Obrazek ¢. 6: a) klasicka termoemisni katoda tvofena ohnutym
vlaknem, b) zahrocena termoemisni katoda, ¢) termoautoemisni
katoda tvofena emitérem s hrotem velkohého poloméru (1 — 10
um), d) autoemisni katoda tvofend emitérem o malém poloméru
(0,05 -1 pum).

b

/N

d

Material katod musi vyhovovat z mnoha hledisek. Mé&l by mit vysoky bod téani,
nizkou vystupni praci, mechanickou pevnost, malou chemickou afinitu.
Nejrozsitengj$im materidlem katod zistava stale wolfram splniujici vétSinu pozadavki
s vyjimkou vystupni prace elektront (¢ = 4,5 eV). Ztéchto divodi je vyuzivano
moznosti sniZit vystupni praci wolframu jeho chemickou aktivaci a vhodnou volbou
krystalografické orientace. Materidlem, ktery neni mechanicky vhodny k vyrob& nosné
Casti katody, ale ostatnimi vlastnostmi vcetné vystupni prace (¢ = 2,6 eV) vyhovuje,
je hexaborid lanthanu (LaBg) [13].

2.2.3.2 Autoemisni elektronové trysky

Tyto trysky s neomezenou zivotnosti piedstavuji zdroje elektroni o vysoké
smérové proudové hustoté, nebot’ vSechny elektrony opoustéji katodu témét se stejnou
rychlosti. Principem c¢innosti trysky je autoemise [19]. Elektrony emituje studené

wolframové vldkno odleptané do hrotu s polomérem 60 az 200 nm. Proti hrotu je
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umisténa elektroda s kladnym napétim 5 kV. Kolem hrotu potom vznika elektrické pole
s intenzitou 108 V- cm™, které je schopno vytrhovat velké mnoZstvi elektronti z povrchu
wolframového hrotu. Nevyhodou autoemisni trysky je vysoka hodnota vakua (10° az

10°® Pa) [6].

Obrazek €. 7: Autoemisni tryska [17]

2.3.3 FESEM JEOL 7401F

JSM-7401F je vysoko-rozliSovaci skenovaci elektronovy mikroskop. Pouziva
autoemisni signal (FE gun) jako zdroj elektront, elektromagnetické objektivové cocky
s nizkou aberaci, r — filtr a fadu specidlnich pracovnich maodi, které ovliviiuji detekei
signalti na urcité urovni energie. Diky t€émto novym technologiim se u skenovaciho
elektronového mikroskopu zlepsila rozliSovaci schopnost pii nizkém urychlovacim
napéti: 1,5 nm pfi 1 kV.

Mikroskop je dale vybaven Autrata - YAG detektorem a kryokomorou CRYO
ALTO 2500 od firmy GATAN, coz rozSifuje moznosti pozorovani vzorkl upravenych
riznymi metodami [15].

R —filtr

Po dopadu primérnich elektroni na vzorek se zpovrchu emituji elektrony
o ruzné energii. V piipad¢ sekundarnich elektronti dochazi ke trem zplisoblim excitace.
SE1 vznikaji z primarnich elektroni — nesou informaci z plochy vzorku odpovidajici
priméru stopy dopadajicich primérnich elektroni, SE2 vznikaji v disledku srazky
s BSE v tenké povrchové vrstvé a SE3 vznikaji dopadem BSE na sténu komory vzorku

[21]. R — filtr je energeticky filtr, ktery zajistuje, aby na detektor sekundarnich

14



elektronti dopadaly elektrony o stejné energii [15]. SE o nizké energii jsou zachycené

filtrem a SE s vyssi energii jsou detekovany.

GB mod

GB mdd zpomaluje elektronovy paprsek pied vzorkem, snizuje jeho energii.
Tim minimalizuje poskozeni vzorku a udrzuje uzky elektronovy svazek, aby zajistil
vysoké rozliSeni. Pii nizkém urychlovacim napéti se totiz primér svazku zvétSuje
a nasledn¢ se 1 zhorSuje rozliSovaci schopnost. Tento mod poskytuje vysokou kvalitu
zobrazeni pfi nizkém urychlovacim napéti (100 V — 3 kV), coz bylo bez pouziti GB
moédu  doposud mozné jen pii vysokém urychlovacim napéti. Rozdilny vliv
urychlovacich napéti na rozliSovaci schopnost, primér elektronového svazku, poskozeni
a nabijeni vzorku bez pouziti GB médu a s pouzitim GB modu je porovnan v tabulce
¢. 1. Graf ¢. 1 znazoriiuje zavislost urychlovaciho napéti na rozliSeni v GB mddu a bez

n&ho [15].

Tabulka ¢. 1: Piehled vlivu urychlovaciho napéti a pouziti GB mddu na jednotlivé

parametry
Urychlovaci napéti Rozliseni Ldniie: 20 e Nabijeni
svazku vzorku
Nizké Nizké Velky Malé Malé
Vysoké Vysoké Maly Velké Velké
Velmi nizké (GB mod) Vysoka Maly Malé Nizké

Graf ¢. 1 : Zavislost urychlovaciho napéti na rozliSeni s pouzitim GB modu a bez n¢ho
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Sb a Bs mdéd

Sb a Bs mod umoziuje kombinaci SE a BSE (v Sb médu se misi BSE se SE
a v Bs modu naopak). Touto kombinaci je mozné u Sb modu zajistit materidlovy
kontrast pomoci zpétn¢ odrazenych elektronti a topograficky kontrast sekundarnimi

elektrony. V Bs modu se ziskava topograficky i materidlovy kontrast sou¢astné [15].

YAG detekor

K detekci zpétné odrazenych elektroni se pouziva fada detekort a lisi se
predevsim svou citlivosti k BSE signalim o urcitych energiich, konstrukci a schopnosti
tvorit topograficky i materidlovy kontrast, nebo t¢innosti pfi ¢asté zméné vakuum —
vzduch.

YAG je monokrystalicky scintilani detektor s citlivosti pro BSE s energii od
1,5 keV, vyrobeny z yttrium aluminium garnet. Jeho vyhodou je neomezend Zivotnost
a tvorba materidlového a topografického konrastu [24]. Tento detektor je vestavény
Vv zadni ¢asti SEM a pied jeho pouzitim se zasouva mezi vzorek a objektivovou cocku.
Pti kratké pracovni vzdalenosti (WD = 3mm) se musi se stolkem manipulovat opatrné,
aby nenarazil do YAG detektoru.

YAG detektor pozménény panem Autratou je schopny detekovat signaly pii

nizkém urychlovacim napéti, aniz by se sniZila kvalita rozliSeni.

Kryo komora CRYO ALTO 2500 od firmy GATAN

Mikroskop vybaveny touto kryo komorou umoziuje zobrazovat vnitini struktury
¢astecné nebo uplné zavodnénych biologickych materiall.

Komora obsahuje antikontaminator, nastroje na freeze fracturing (mrazové
lamani), freeze etching (mrazové leptani) a zafizeni na pokoveni vzorku [10].

Vzorky jsou upravené kryo fixaci a pozorované ve vakuu pii — 140°C. Nejdiive
se preparat upevni do kryo drzédku a ponofti do tekutého dusiku (kryo fixace). Potom se
zavede do kryo predkomory a nasledné do kryo komory - v obou komoréch je vysoké
vakuum. V kryo pfedkomofe muze byt preparat upravovan jednotlivymi metodami
(mrazovym lamanim, leptanim a pokovenim). Nakonec se vzorek umisti na kryostolek

do preparatové komory SEM, viz. obrazek 8 a pozoruje se v kryo rezimu.[11]
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Pfi praci s mikroskopem Vv kryo rezimu je nutné se vyvarovat naklonu a rotaci
preparatu, jelikoz se vzorek nachazi na specidlnim chlazeném stolku a pfi ndklonu by

doslo k jeho poskozeni.

Obrazek ¢. 8: Popis postupu vlozeni vzorku do kryo — SEM [11]
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as required in prep chamber

2.4 Environmentalni a nizkovakuovy SEM

Dalsimi zpisoby, jak pozorovat zavodnéné preparaty, je pomoci
nizkovakuovych a environmentalnich skanovacich elektronovych mikroskop,
ve kterych je v preparatové komote tlak umoZznujici pozorovat vzorky s obsahem vody
70 az 90 %. Vnitini prostor téchto mikroskopt je rozdélen do nckolika navzijem
oddé€lenych komor, které jsou Cerpany na rizné hodnoty tlaku a ten klesa smérem

od elektronového déla ke komote preparati.
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V nizkovakuovych mikroskopech se potom ke tvorbé obrazu pouzivaji odrazené
elektrony, které maji dostate¢nou energii a rychlost, aby v zaplynéném prostiedi
preparatové komory dorazily k detektoru.

V environmentalnim SEM se vyuzivda k tvorbé obrazu sekundarnich
1 odrazenych elektronti, které ionizuji molekuly plynu v prostoru mezi vzorkem
a detektorem a elektrony uvolnéné pii ionizaci prenasi signal dal do detektoru
sekundarnich elektronti. Cenou za moznost prohlizet zavodnéné preparaty je snizend

rozliSovaci schopnost [6].

3. Priprava vzorku

Ptipravou vzorkli pro SEM se snazime o to, aby se co nejvice zachovaly
struktury materidlu. VétSina preparacnich technik, které méni Zivou tkdn na nezivy
preparat, zvySuje moznost vzniku chyb jak ve strukturdlni, tak chemické stavbé
biologickych vzorkd [19]. Mezi artefakty napiiklad patii zména objemu (smrsténi)
¢1 tvaru, extrakce rozpustného materidlu nebo agregace materidlu. Tyto artefakty
vznikaji pfedevsim pfi odvodinovani vzorku [14].

Preparat tedy musi byt stabilni ve vysokému vakuu a pti ozafeni elektronovym
paprskem, Cisty — bez cizorodych castic, dale by nemélo dochdzet k jeho nabijeni
a u SEM by mél produkovat potiebné mnozstvi pozadovaného signalu

(napf. sekundarnich elektrontt) [19], [14].

3.1 Priprava preparatia pro SEM

Nejdiive je nutné vzorky fixovat, aby preparaty zlstali co nejvice podobné
nativnimu stavu. To provedeme chemickymi (ponofenim do fixacniho Ccinidla —
glutaraldehydu, formaldehydu nebo oxidu osmicelyho) nebo fyzikdlnimi (kryofixaci)
postupy.

VétSina biologickych materiald obsahuje 80 — 90% vody, ktera se z nich
postupné odvede pomoci organického rozpoustédla (etanol, aceton) [16]. Vzorky museji
byt odvodnéné, protoze jsou v mikroskopu vystavené vysokému vakuu a voda by se
z nich prudce uvolilovala, coz by vzorek poskodilo.

Po uplném nahrazeni vody je vzorek potieba zbavit dehydrata¢niho ¢inidla a to

metodou vysouseni pomoci kritického bodu (CPD - critical point drying). Takto
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upraveny biologicky material se nalepi na ter¢ik a nésledné se pokovi tenkou vrstvou

kovu (zlatem, platinou, chromem) nebo pouhlikuje [16].

2.1.1 Chemicka piiprava preparatt pro SEM

a) Fixace: pouziti 1 — 4 % glutaraldehydu (GA), formaldehydu (FA), nebo 1%
oxidu osmicelyho; pufry — kakodylatovy nebo fosfatovy

b) Dehydratace: etanol, aceton, nebo 2,2 — dimetoxypropan; vzorek se postupné
promyva v ur¢itém org. rozpoustédle se vzrastajici koncentraci (napft. 30, 50,
70, 80, 90, 95 a 100%)

¢) Suseni: metoda kritického bodu - CPD (critical point drying): kapalina se
zahteje na kritickou teplotu, pfi které¢ mizi veskeré rozdily mezi fazemi dané
latky — nejsou oddélené rozhranim apovrchové napéti klesa na nulu; v tomto
bodé¢ se prevede kapalina na plyn; vzorek tedy neni poSkozeny povrchovym
napétim kapaliny; tato metoda se provadi ve specialni aparatuie [16]

d) Lepeni: vzorky se lepi na hlinikové ter¢iky uhlikovou oboustranou paskou

e) Pokoveni: zvySuje vodivost vzorku a provadi se: vakuovym napatfovanim,

iontovym napraSovanim, nebo impregnaci

2.1.2 Kryo — metody

Prvnim krokem je kryofixace. Musi byt co nejrychlejsi, aby pfi ni nevznikly
krystalky ledu, které by poSkodily preparat. Vzorek se miiZze pted zmrazenim chemicky
upravit pfidanim kryoprotektant nebo se zmrazi v nativnim stavu tekutym dusikem
nebo pomoci high pressure freezing (HPF). Pii fixaci tekutym dusikem a HPF dochazi
k fixaci béhem milisekund, coz je lepsi nez pti chemické fixaci, ktera trva sekundy az
minuty (M. Miiller 1990) [17].

Kryoprotektanty jsou latky, které snizuji teplotu homogenni nukleace, zvySuji
rekrystaliza¢ni teplotu a sniZuji mnozstvi volné vody v systému. DéEli se do dvou skupin
na latky penetrujici (pronikaji do bun€k a jejich kompartmentll — patii sem glycerol,
dimethylsulfoxid a etylen glykol) nebo nepenetrujici, které zlstavaji vné¢ bunck —
polyvinylpyrolidon, sachar6za [6]. Kryoprotektanty prostupuji vzorek a zabraiuji
tvorbé ledovych krystalt do 5 pm. K fixaci do vétsi hloubky se pouziva high — pressure

freezing, tato nova metoda vzorek zmrazi do hloubky 200 um a §itky 2 mm [17].
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HPF je metoda rychlého zmrazeni, pti které se vzorek vystavi tlaku 2100 bart
— V tomto stavu se ve vod¢ netvoti krystaly ledu do teploty — 90°C. Pii tlaku 2045 atm
se snizi teplota tani z 0°C na -22°C a krystaly se netvoii az do -100°C [25].

Obrazek ¢. 9 : Porovnani fixace high — pressure frzeezing (vlevo) s fixaci pomoci

glutaraldehydu (vpravo) [8]

Jelikoz je v SEM mozné pozorovat pouze povrch zmrzlého vzorku, musi se
na zviditelnéni vnitinich struktur pouZzit kryo — laméni [17]. Lom se ve zmrazeném
materidlu §ifi cestou nejmensiho odporu, nejcastéji podél membran. Samotné lamani je
mozné provést ve specializované aparatuie CRYO Alto 2500, kde se vzorek nasledné
i pokovi. Jelikoz je v kryo komote vysoké vakuum, nedojde tam ke zniceni odhalenych
povrchill napt. Jejich orosenim [6].

Obrazek €. 10: Mrazové lamani (freeze fracturing) [12]

Freeze etching .
(mrazové leptani) a freeze
drying (mrazové suseni)
jsou  podobné  metody,
zalozené na vysublimovani

ledu Z extracelularnich

@ _ ot o fracture

I
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prostor, ¢imz se odkryji

bunééné  struktury nebo
makromolekuly [17].
Freeze etching je metoda provadéna za nizkého tlaku a vzorek se nasledné prohlizi se

ve zmrazeném stavu. Freeze drying se pouziva u preparati, které maji byt pozorované
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v mikroskopu bez kryodrzadku. Vzorek je premistén do vakua a vysuSen sublimaci [6].

Nasledné mize byt vzorek post — fixovan oxidem osmicelym [17].

4. Imunoznaceni

Imunocytochemie je metoda, ktera umoznuje lokalizovat antigeny na elektron-
mikroskopické urovni pomoci protilatek, které nesou elektron-densni markery

(nejcasteji partikule koloidniho zlata).

4.1 Pf¥ehled imunologickyvch pojmi

4.1.1 Antigeny

Antigeny jsou latky, které imunitni systém rozpozna a reaguje na né.
NejcastéjSimi antigeny jsou cizorodé¢ latky z vnéjSiho prostiedi (exoantigeny), vétSinou
infekéni mikroorganismy a jejich produkty. Antigeny, které pochazeji z organismu
samotného (nejsou cizorodé), se nazyvaji autoantigeny.

K tomu, aby imunitni systém mohl na antigeny reagovat, je zpravidla potteba,
aby byly rozezndny ve formé& makromolekul (rozpustnych nebo piitomnych
na bunééném povrchu). NejvyznamngjSimi antigeny jsou proteiny a rizné komplexni
polysacharidy, ale také lipidy a lipoproteiny. Mala oblast molekuly antigenu, ktera je
rozeznavana imunitnimi receptory, se nazyva epitop. Komplexy antigenu s protilatkami

a s komplementovymi fragmenty se nazyvaji imunokomplexy [26].

4.1.2 Protilatky

4.1.2.1 Struktura imunoglobulin(

Protilatky jsou proteiny ve tvaru pismene Y a nachazeji se v Krvi nebo v jinych
télnich tekutinach obratlovci — Vv imunitnim systému slouzi k rozpoznavani
a neutralizaci cizich objektd, jako jsou bakterie a viry. Jsou produktem aktivované
formy B lymfocytl — plazmocytt.

Skladaji se ze dvou velkych a silnych fetézci a ze dvou malych a lehkych
fetézcli (obr. 11). Dva tézké (H) fetézce jsou kovalentné spojeny disulfidickymi
(cystinovymi) mustky. Ke kazdému H-fetézci je cystinovym mustkem pfipojen jeden

lehky (L) fetézec. Tézké tetézce se skladaji ze Ctyt (u nekterych tfid péti) strukturné
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podobnych domén. Kazdd doména je tvofena sekvenci 110 — 120 aminokyselin.
Prostorova struktura téchto imunoglobulinovych domén pifipomind jakysi soudek
tvofeny smyckami polypeptidového fetézce a stabilizovany cystinovym mistkem (obr.
12) [26].

Jednotlivé domény jsou spojeny kratkymi spojovacimi useky polypeptidového
fetézce. Lehké fetézce se skladdaji ze dvou imunoglobulinovych domén. Pfiblizna
molekulova hmotnost L-fetézctu je tedy 25 kDa, tézkych fetézcu 50-75 kDa (podle
konkrétni tfidy fetézce). Domény na N-konci té€Zkého 1 lehkého fetézce jsou variabilni
(oznacuji se Vi a V), tj. detaily jejich struktur se 1isi individualné mezi molekulami
produkovanymi riiznymi klony B lymfocytt. Ostatni domény jsou konstantni, tj. shodné
u fetézcl téhoz typu. Konstantni domény lehkych fetézct se oznacuji Ci, konstantni
domény tézkych fetézci Cnxl, Cx2, Ch3, popi. Cué; Cislovani jde od N — konce k C —
konci. Indexy L a H jsou nahrazovany oznacenim konkrétnich typt fetézcl —x a A u L-
fetézcl, W, 6, v, o a € U H-fetézch. Variabilni domény H — a L — fetézcl vytvaieji
spole¢n¢ vazebné misto pro antigen [26].

Oblast imunoglobulinu ze dvou téZkych fetézcil, tvoii krystalizujici fragment,
tzv. Fc fragment. Tyto Fc fragmenty imunoglobulini se vazi na Fc receptory
na leukocytech. Raménka jsou pak tvofena lehkym fetézcem a tézkym fetézcem,
ktery ptechdzi z krystalizujiciho fragmentu. Tyto Casti imunoglobulinu se nazyvaji
antigen vazajici fragmenty (Fab - z angl. antigen binding fragment). Pfechod ramének
v oblast s dvéma tézkymi fetézci se nazyva zavés (hinge), v tomto misté je molekula
velmi pohybliva, raménka se mohou otevirat nebo zavirat podle velikosti antigenu,

na ktery se vazi, viz. obr. 13 [26].

Obrazek €. 11: Vazba protilatky Obrazek ¢. 12: Prostorové uspotadani
na dany antigen [3] L — fetézce; Cervené a modie jsou
Antigens zbarvené t&€zké fetézce, zelené a Zlute lehké
fetézce protilatk
w v v profiaiey

s, Antigen

9 Antigen-binding fragmeant [
A

Antibody
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Obrazek ¢. 13: Popis imunoglobulinu [3]
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4.1.2.2 Polykonalni a monoklonalni protilatky

V zasad¢ je nutné ziskat protilatku proti sledovanému antigenu. Protilatka se
ziska imunizaci zvitete (napft. kralika) antigenem [21]. Vysledkem zdmérné imunizace
experimentalniho zvifete je pak polyklondlni antisérum reagujici s fadou epitopti
na ur¢itém antigenu.

Naproti tomu monoklonalni protilatky jsou produktem jednoho klonu
plazmatickych bunék, maji jednu specifitu a jsou jednoho izotypu. V organismu se
vyskytuji nepatrnd mnozstvi jednotlivych monoklonalnich protilatek [26].

In vitro 1ze homogenni monoklondlni protilatky ziskat izolaci kloni B
lymfocytl, které produkuji protilatky Zadané specifity, a jejich péstovanim v bunécné
kultufe. Problém je, Zze B lymfocyty maji kratkou dobu Zivota, a proto se musi
imortalizovat. Nejobvyklejsim zptisobem je fize s vhodnou myelomovou bunécnou
linii, ktera roste dobie a neomezené ve tkanové kultuie. Vysledkem flze mezi
specifickym B lymfocytem a myelomem je hybridom — hybridni bunika, kterd roste
Vv kultufe a produkuje stejné protilatky jako ptiivodni B lymfocyt. [26].

4.1.3 Povaha interakci antigen — protilatka

Vazebna mista protilatek tvofi nekovalentni komplexy s molekulami antigenti.
Uplatiiuji se v nich iontové, hydrofobni, van der Waalsovy sily a vodikové mustky.
Vazebné misto je vzdy svym tvarem a rozloZenim naboji v ném vice ¢i méné

komplementarni ke struktuie na povrchu antigenu (epitopu), se kterym vytvaii komplex.
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Jako vSechny takové komplexy jsou i1 komplexy antigen-protilatka reverzibilni, tj.
vyznacuji neurcitou rychlosti reakci vzniku a rozpadu. Pomér rychlostnich konstant
vzniku a rozpadu takového komplexu definuje rovnovaznou (asociacni) Kgs, ktera byva
pro typické komplexy antigen-protilatka v rozmezi 10%-10" 1 - mol™ (pfevracena
hodnota Ky je disocia¢ni konstanta, Kgis). Cim vyssi je Kgs, tim vySSi je afinita
protilatky k antigenu. Tyto fyzikalné¢ chemické pojmy se tykaji interakce jednoho
vazebného mista s jednoduchym antigenem. Sila interakce polyvalentni protilatky
s polyvalentnim antigenem vyjadifuje empiricky pojem avidita reakce, ktera vzrista
s afinitou jednoduché interakce jednoho vazebného mista a s poCtem simultinné se

uplatnujicich vazebnych mist [26].

4.2 Princip imunolokalizace

Imunoznadeni je mozné provést metodou piimého nebo metodou neptimého
znaCeni. KdyZ se na preparat nanese primarni protilatka, ktera se navaze na antigen,
jednéd se o metodu primarniho znaceni. Primarni protilatka mlze byt konjugovana se
znacicim markerem — napf. se zlatem a imunolokalizovat tak dany antigen. Metoda
jesté protilatka sekunddrni nebo protein A ¢i G [14]. Protein A se vaze na Fc oblast
protilatky, protein G na Fc i na Fab oblast, ale zaleZi na afinité¢ k dané protilatce [7].
Sekundarni protilatky nebo zminéné proteiny jsou ve skenovaci elektronové
mikroskopii naznacené vétSinou Casticemi zlata. Nékdy se pouziva jako marker ferritin
- protein (10 nm), ktery obsahuje Zelezo, Castéji se s nim vSak imunoznaci ultratenké
fezy pro transmisni elektronovou mikroskopii kvili jeho pfilnavosti a nizkému
kontrastu [28]. Dalsimi markery pro TEM je napf. kienova peroxidaza [14], tu vSak

neni mozné ve skenovaci mikroskopii pouzit.

4.3 Markery pouzivané k imunolokalizaci v SEM

Jelikoz pfi imunolokalizaci ve skenovaci elektronové mikroskopii neni mozné
rozpoznat tvar markertd, je pro vizualizaci protilatek lepsi pouzivat ¢astice koloidniho
zlata, které je mozné detekovat pomoci zpétné odrazenych elektrond. Partikule by mély

byt menSich velikosti (do 20ti nm) pro jejich snadnéjSi pfistupnost k antigentim.
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Pouzitim vétSich Castic se snizuje schopnost protilatek znacit antigeny, které jsou blizko
sebe.

Je fada vyhod partikuli koloidniho zlata: elektro — densni povaha, rizna velikost
Castic, afinita k Sirokému okruhu ligandl, zachovani bioaktivity makromolekul
a schopnost vytvaret SE a BSE signal [14]. Koloidni partikule zlata se pouzivaji
k imunoznaceni pro jejich jednoduchou detekci, snadnou piipravu koloidnich roztoka
o riznych velikosti ¢astic (1 — 150 nm), stabilitu a pro jejich vazebnou rozmanitost.

Na povrchu partikuli zlata je vrstva zaporné nabitych iontl, které zajiStuji
stabilitu koloidu. Povrch zlatych ¢astic méa hydrofébni a elektrostatické vlastnosti. Proto
muze byt adsorpce proteinti urena elektrostatickou interakci mezi negativné nabitym
povrchem partikuli a positivné nabitou skupinou proteinu nebo hydrofébni interakci

[29].

5. Parametry ovliviiujici zobrazeni

5.1 Detekce SE a BSE

Vizualizace partikuli zavisi na volb¢ signalu, ktery budeme detekovat. Jak jsem
jiz uvadéla v kapitole Sekundarni a odrazené -elektrony, detekci SE se ziska
topograficky kontrast a detekci BSE materialovy kontrast — BSE se tedy tvoii ve vétSim
mnozstvi v oblastech, kde se vyskytuji t€z§i prvky. Svétlé oblasti na obrazovce pak
[17]. Kombinace obou signalli pfindSi informaci jak o topografii povrchu vzorku,
tak o jeho materidlovém sloZeni. Kvalitni zobrazeni je vSak mozné ziskat i za pouZiti

pouze jednoho signalu.

5.1.1 Detekce sekundarnich elektront

Sekundarni elektrony se od zpétné odrazenych elektronti odliSuji svoji nizkou
energii a rychlosti. Aby byly schopné dostat se k detektoru sekundarnich elektrond, je
tteba je pfitdhnout miizkou s pfedpétim okolo 10 kV. Jas paprsku synchronné
rastrujiciho po obrazovce je pfimo umérny signalu z detektoru sekundarnich elektrond.
Vzhledem k nizké energii sekundarnich elektronli se z vyvysenin na povrchu preparatu
dostane do detektoru vice sekundérnich elektront a tim vznikne vyssi intenzita signalu

z detektoru a tedy svétlé misto na obrazovce, z prohlubenin je tomu naopak. Takto se
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vytvoii topograficky kontrast, ktery umoznuje zobrazit v mnohondsobném zvétSeni
povrch vzorku [6].

Partikule > 15 nm mohou byt snadno zobrazeny signalem sekundéarnich
elektronti, ale k presné lokalizaci menSich ¢astic zlata je nutné pouzit signal zpétné

odrazenych elektronti [29].

5.1.2 Detekce zpétné odrazenych elektront

Zobrazeni imunoznacenych vzorkii je mozné predevSim pouzitim YAG
detektoru, ktery se vklada do prostoru mezi vzorek a objektivovou ¢ocku. YAG detektor
zpétné odrazenych elektronti upraveny Autratou (1992) detekuje c¢éstice koloidniho
zlata pfi nizkém urychlovacim napéti, coz minimalizuje poSkozeni vzorku. Pfi napéti
< 5 kV detektor zobrazuje 5 — 10ti nm partikule, pfi detekci < 1 nm ¢astic je potieba
vyssiho napéti 20 — 30 kV [30]. YAG detektor vyborné zviditeliiuje zlaté castice pii
urychlovacim napéti 1,8 kV az 5 kV, pfi niz§im napéti nez 1,8 kV neposkytuje

dostate¢ny kontrast zalozeny na rozdilnych atomovych ¢islech prvki [31].

5.1.3 Urychlovaci napéti

Rozsah nastaveni urychlovaciho napéti je 1 kV az 50 kV. Pfi pozorovani
urychlovaci napéti zajistuje pii detekci SE lepsi prokresleni povrchu [16]. Pfi vy$Sim
urychlovacim napéti se zobrazi vice detaill, ale vzorek je vystaven fadé artefaktl —
nabijeni, hranovy efekt?, radiaéni poskozeni, zaleZi viak na vlastnostech preparatu. P¥i
nedostate¢ném urychlovacim napéti — pod 1 kV nemaji elektrony dostate¢nou energii,
aby vytvoftily detekovatelny signal, coz je znazornéné na obr. 14.

Urychlovaci napéti ovliviiuje priimér stopy primarniho elektronového paprsku
dopadajictho na preparat. VéEtSina modernich vysokorozliSovacich elektronovych
skenovacich mikroskopli mé primér elektronového svazku < 3 nm pii urychlovacim
napéti nad 1,5 kV — s rostoucim napétim se pramér svazku zmenSuje a tim se zvySuje

rozliSeni [17].
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Obrazek €. 14: Vliv urychlovaciho napéti na vzorek [9]
5 kv 800V

*Hranovy efekt: Po dopadu primarniho svazku na hranu se zvétsuje oblast, ze které se
mohou uvolnit sekundarni elektrony a v disledku toho se zvysuje signal z detektoru.
Hrany se zobrazuji jako pfesvicené oblasti, ale neznamena to, ze jsou vyvysené [6].

5.1.4 Pokoveni

Pokoveni minimalizuje nabijeni preparatu. Vrstva kovu odvadi negativni naboj,
snizuje radiacni poSkozeni a zvySuje produkci signadlu. NejCastéji se pouziva zlato,
platina nebo slitina platiny a paladia. Vybér kovu se odviji od pozadované granularity
vrstvy kovu, obecné plati, Ze ¢im vyssi je bod tani napafovaného kovu, tim mensi je

granularita vrstvy. Optimalni vrstva zlata je 5 — 7 nm, u pokoveni paladiem 5 nm [6].

Obrazek €. 15: Vliv tloustky pokoveni (Pt) vzorku na imunogold znaceni; A) ~1 nm,

B) ~2 nm, C) ~5 nm, D) ~10 nm; [30]




U imunoznacenych vzorkti se pouziva velmi slaba vrstva kovu (I — 2 nm),
nebo se povrch preparatu pokryje vrstvou uhliku, coz zamezi prekryti imunoznaceni.
Tenkou vrstvou pokoveni jsou zptisobené ruzné artefakty (vodivost se snizuje s tenkosti
vrstvy pokoveni) [32].

Kdyz neni pozorovany preparat dostatecné vodivy, tak se primarni svazek
elektronit odkloni a zahlti detektor sekundarnich elektronli. Vzorek se tedy nabiji
a dasledkem toho se na obrazu objevuji bil¢ fadky az celkovad pulzace obrazu [30].
Zpétn¢ odrazené elektrony maji vétsi rozsah energie, ve které se detekuji nez sekundarni

elektrony a nabijeni vzorku zplsobuji minimalnég, viz obr. 16 [27].

Obrazek ¢. 16: Lidské lymfocyty znacené 12ti nm casticemi koloidniho zlata,
pokovené 1 — nm vrstvou platiny. Vlevo je zobrazeni pomoci BSE, vpravo SE — vzorek

se nabiji [30].

Zmrazené vzorky jsou nachylnéj$i na radiacni poSkozeni a nabijeni. Tento
problém jde snizit pouzitim dvojiho pokryti vzorku 1 — 3 nm Pt se prevrstvi 5ti — 10ti
nm uhliku. Signal SE se bude vytvaret ve vrstvé uhliku a signal BSE ve vrstvé platiny,
viz. obrazek 17. [32]. Na obrazku 17 vpravo se tvoii vice BSE signélu, protoZe primarni
paprsek dopadal na preparat pod malym thlem (vzorek byl naklonény); kolmy dopad
primarniho svazku na vzorek a vytvoreni mensiho BSE signélu je zndzornén na obr. 18
[33]. Dalsi postup, jak se snizi poSkozeni vzorku radiaci, aniz by zaniklo imunoznaceni

uvedl Walther roku 2008, kde byl preparat pokryty 1,5 nm vrstvou wolframu [34].
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Obrazek €. 17: Tvorba SE a BSE signalu na dvojité pfevrstveném vzorku [32]
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Obrazek €. 18: Kolmy dopad primarniho svazku na preparat [32]

primary beam

5.1.5 Pracovni vzdalenost (WD)

Skenovaci elektronové mikroskopy s autoemisni tryskou (FESEM) se déli na tii
typy, podle toho, do jaké oblasti se umisti vzorek. In — lens FESEM ma vzorek
umistény mezi pélovymi nastavci objektivové cocky, v below — the — lens FESEM je
preparat pod polovymi nastavci a v semi — lens FESEM se také vzorek nachazi pod
poélovymi nastavci, ale v krat$i vzdalenosti nez below — the — lens FESEM. In — lens
FESEM umoziuje nejlepsi rozliSeni, ale je omezen naklony stolku a velikosti vzorku.
Below — the — lens FESEM nedosahne takového rozliSeni, protoze vzorek je piili§
daleko od objektivové ¢ocky, ale zajist'uje naklanéni stolku podle potieby. Semi — lens
FESEM zajistuje dostateCné rozliSeni, protoze se muze vzorek piiblizit na kratkou
pracovni vzdalenost k objektivové ¢occe, a také neni omezen naklonem vzorku. Plati
tedy, ze ¢im kratsi pracovni vzdalenost, tim vyssi rozliSeni a mensi hloubka ostrosti°.

Malé hloubka ostrosti se doporucuje v ptipadé malo ¢lenitych preparati [6].
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Obrazek ¢. 19: Umisténi vzorku ve FESEM (in — lens je znazornéno vlevo,

below — the — lens vpravo) [9]
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°Hloubka ostrosti uréuje rozdil, o ktery se miZe zménit vzdalenost prepartu
od zobrazovaci ¢ocky beze zmény ostrosti [20].

6. Zavér

Drtive se ke studii bunéénych ultrastruktur v ramci elektronové mikroskopie
pouzival jen TEM a pomoci SEM se zobrazovali pouze povrchy biologickych
materiald. Zavedenim novych technik jakymi jsou autoemisni tryska, kryo komora,
detektory a mody pro udrzeni tizkého elektronového paprsku pii nizkém urychlovacim
napéti, které zajiStuji vysoké rozliSeni mikroskopu, uvedly skenovaci elektronovou
mikroskopii témé&f na troven rutinni biologické transmisni elektronové mikroskopie.

Ptednosti skenovaciho mikroskopu je rychlejsi a jednodussi ptiprava vzorkda.
Nevyhoda, kterd u SEM zlistava je, Ze zobrazuje pouze povrch vzorki, nikoliv jejich
vnitini struktury jako TEM. Rada metod (piedevsim kryo) piipravy vzorki uz umozituje
odhaleni vnitinich ¢asti biologického preparatu a nasledné jeho pozorovani v SEM.

Zde uvadim, dva dikazy, které potvrzuji vyborné vysledky skenovaciho
elektronového mikroskopu s autoemisni tryskou.

Kryo — FESEM je technika, kterd umoZnuje 3D zobrazeni bunéénych
ultrastruktur pii velkém zvétSeni. Vzorky pfipravené pro pozorovani v Kryo — stavu jsou
upravené metodami (napft. high — pressure freezing), které vzorek poskodi minimalné
[35].

Miiller a Hermann roku 1990 uvedli, Ze jedno — nanometrové zlaté partikule
mohou lokalizovat povrch erytrocyti pomoci FESEM vybavenym vysoce citlivym

anularnim YAG BSE detektorem [29].
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