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Historie

* V/yvoj a technologicky pokrok dosazeny od dob konstrukce prvnich mikroskopt dokumentuje
3 MV transmisni elektronovy mikroskop, ktery predstavuje nejvykonnéjsi nastroj pro pohled
do mikrosvéta, ktery zatim clovek vytvoril

e Tyto mikroskopy byly postaveny dva, jeden v Japonsku a jeden ve USA na konci osmdesatych
let minulého stoleti a diky jim lidé poprvé spatfili atom

e Prvni komercné vyrabény trasmisni elektronovy mikroskop firmou Siemens a Halske od roku
1939
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3MV elektronovy mikroskop postaveny v Osace
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Nadpis

e Kromé uz zminénych firem se vyrobou a vyvojem elektronovych mikroskopl v soucasnosti
zabyvaji firmy JEOL, LEO, Hitachi a Zeiss a o jejich nejnoveéjsich produktech se lze dozvédét z
internetovych stranek
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Proc elektrony I.

e Elektron je nositelem zaporného naboje a ma nepatrnou hmotnost ve srovnani napriklad s protony
Ci neutrony. Zaporny naboj umoznuje urychlovat elektron elektrickym napétim U, pricemz ziska
kinetickou energii podle vztahu: 1

2

eU =—-mv
2

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

e-naboj elektronu (1,602x10-1° C)

U - urychlovaci napéti (V)

v - rychlost elektronu
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Proc elektrony Il.

e Z vyse uvedeného vztahu dostaneme po néekolika dosazenich a upravach vztah:

h

A= -
(2meU )2
e A-vlnova délka

* h - Planckova konstanta (6,626x10-34 Js)

e Z tohoto vztahu vyplyva, ze vinova délka urychleného elektronu je neprimo zavisla na pouzitém
urychlovacim napéti.
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Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

e TEM je mozné popsat jako slozité technické zafizeni, které umoznuje pozorovani preparatu
do tloustky 100 nm pfri vysokém zvétsSeni a s velkou rozliSovaci schopnosti.

e Vzhledem k pribuznosti paprskovych diagramu lze jej povazovat za analogii svételného
mikroskopu v prochazejicim svétle.
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Transmisni elektronovv mikroskon (TEM)
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e TEM je obdobou svételného mikroskopu.

e Svételny zdroj optického mikroskopu je zde nahrazen zdrojem elektronl (elektronovym délem),
sklenéné cocky jsou nahrazeny coCkami elektromagnetickymi a misto okularu je zde fluorescencni
stinitko.

e Celd draha elektront od elektronového déla az po stinitko musi byt ve vakuu.

e Vakuum je zde nutné hned z nékolika dtvodu.

* Prvnim z nich je, ze ve vzduchu by elektron byl absorbovan.

e Druhym, neméné dulezitym dlvodem, jsou molekuly obsazené ve vzduchu. Ty by zpUsobily
kontaminaci tubusu a vzorku.

12/12/21 Specidlni zdravotnickd technika 9



VSB TECHNICKA
“ ” UNIVERZITA
OSTRAVA

FAKULTA
ELEKTROTECHNIKY

A INFORMATIKY

KATEDRA KYBERNETIKY
A BIOMEDICINSKEHO

INZENYRSTVI

TEM

* Vysledny obraz je pak pozorovan pres okno v projekcni komore (na fluorescencnim stinitku).

e DalSim dulezitym rozdilem mezi svételnym a elektronovym mikroskopem je, ze
elektromagnetické cocky jsou oproti sklenénym nastavitelné (zménou proudu,
prochazejiciho civkou, Ize ménit ohniskovou vzdalenost ¢ocky)
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Zakladni konstrukce TEM

* Transmisni elektronovy mikroskop se sklada ze Ctyr hlavnich casti:
e tubusu s elektronovou optikou,

e vakuového systému,

nezbytné elektroniky (napajeni cocek pro zaostrovani a
e vychylovani elektronového paprsku a zdroj vysokého napéti pro zdroj elektront)

e softwaru.

12/12/21 Specialni zdravotnicka technika 11



VSB TECHNICKA | FAKULTA
” ” UNIVERZITA | ELEKTROTECHNIKY
OSTRAVA A INFORMATIKY

Konstrukce TEM
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Elektromagnetické cocky

e Jsou tvoreny prstenci z velmi CcCisteho zeleza, které jsou zasazené v civkach napajenych
stejnosmérnym proudem.

e Elektromagnetické Cocky pracuji pouze ve vakuu (cely tubus musi byt pod vakuem), slouzi
pouze jako spojky a jsou lehce fokusovatelné.

e Jestlize civkami prochazi elektricky proud, vznikne mezi podlovymi nastavci
elektromagnetické pole, které tvori mezeru v magnetickém obvodu
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Elektromagnetické cocky

e Zvétseni cocek lze ménit zménou proudu, ktery civkami tece.

To je zakladni rozdil mezi magnetickymi a sklenénymi cockami.

Jinak se chovaji stejné a maji stejné druhy optickych vad:

Sférickou (kulovou) vadu. Tato vada je velmi dllezita. Z velké ¢asti zavisi na tvaru a zpracovani ¢ocky.
Projevi se tim, ze zvétSeni ve stredu Cocky je jiné nez na okrajich.

Chromatickou (barevnou) vadu. Zvétseni ¢ocek je zavislé na vinové délce elektronl v paprsku. Tuto
vadu lze zmensit co mozna nejvétsi stabilizaci urychlovaciho napéti a pouzitim velmi tenkych
preparatu.

Astigmatismus. Je vadou Cocek, ktera se projevuje tim, ze se kruh na preparatu zobrazi jako elipsa.
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Elektronove delo

* Elektronové délo se sklada z katody, tzv.Wehneltova valce a anodly.
 Jako katoda se pouziva wolframové vlakno, které je primo zhavené na teplotu 2800°C.

e V poslednich letech se staly oblibenymi dva jasnéjsi zdroje elektronl, a to elektronova
tryska na bazi hexaboridu lanthanu (LaB6), ktera emituje 10x vice elektronl nez wolfram
zahraty na stejnou teplotu, a tryska emitujici elektrony vlivem elektrického pole (field

emission gun - FEG).

e V tomto pripade jsou elektrony "vysavany" z velmi ostrého hrotu silnym elektrickym polem.
S FEG se tak da docilit az tisicinasobné elektronové hustoty.
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Elektronoveé délo
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Elektronove delo

200 pm
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Elektronove delo

e V praxi od elektronového zdroje vyzadujeme, aby poskytoval koherentni svazek elektronu,
coz znamena, ze by elektrony mély vychazet z bodového zdroje, mély by mit stejnou energii
a dokonce by se méla jejich privodni vina nachdazet ve stejné fazi.

e Trysku tvori katoda emitujici elektrony a anoda s kruhovym otvorem ve svém stredu, ktera
je pritahuje a dava jim dostatecné zrychleni na prualet tubusem mikroskopu.

e Vlakno katody je vystredéno do otvoru tzv. Wehneltova valce, ktery ma zaporné predpéti a
diky jehoz plsobeni se okolo emitujiciho hrotu katody vytvori mrak elektrond.
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Elektronoveé delo
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Zobrazovaci soustava
e Tuto cast TEM tvori drzak preparatu, objektiv, mezicocky, projektivy a pozorovaci stinitko .
e Do drzaku se vkladaji sitky, na kterych jsou umistény vlastni preparaty.

e Diky drzaku, ktery zapada do goniometrického stolku, je mozné s preparatem velmi jemné
posouvat ve vSech smérech pomoci mikrometrickych Sroubu.
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Zobrazovaci soustavy
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TEM - objektiv

 Objektiv je nejvykonnéjsi cockou mikroskopu a casto byva oznacovan za srdce celého
elektron-optického systému. Je schopen nejvétsiho zvetsSeni a ma také nejkratsi ohniskovou
vzdalenost.

e Obraz vyprodukovany objektivovou cockou se dale zvétsuje na pozadovanou velikost
pomoci projektivl a intermedialnich ¢ocek.

 Abychom mohli vidét elektrony, které prosly preparatem a zobrazovacim systémem, je treba
prevést informace, které nesou, do oblasti viditelného svétla. K tomuto ucelu se na dno
tubusu umistuje stinitko.
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Pruzny (elasticky rozptyl)

e Kdyz urychleny elektron proléta elektronovym oblakem atomu preparatu, je vychylen pod
uhlem, ktery je tim véetsi, ¢im blize miji elektron jadro a ¢im vétsi je naboj jadra (obr.12).

e Dokonce tento uhel muze dosahnout az 180° a elektron muze byt zpétné odrazen. Pri téchto
déjich se predpoklada, ze se energie primarnich, elasticky rozptylenych elektroni neméni.

e Jejich pocet elektront zdavisi na soucinu hustoty a tloustky prepardtu v misté prtchodu.
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Pruzny (elasticky rozptyl)

Electron
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Kontrast obrazu

o Cast elektron( rozptylenych s dostateéné velkym tdhlem je zachycena objektivovou clonou a
tim vyrazena z tvorby obrazu na stinitku.

e V dusledku toho se méni intenzita elektronového svazku a vznika kontrast obrazu.
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Nepruzny rozptyl
e Vedou k nému srazky primarnich elektronu s elektrony na orbitach atomu preparatu.

* Protoze se jedna o srazku dvou castic o stejné hmotnosti, mohou pfi ni urychlené primarni
elektrony utrpét relativné velkou ztratu energie, ale nedojde k jejich odchyleni z ptvodni

drahy.

e Projdou do zobrazovaciho systému mikroskopu, a protoze zména energie a rychlosti prispéeje
ke zméné jejich vinoveé délky, maji vliv na ostrost obrazu tim, ze zhorsuji chromatickou vadu

objektivu.

e Jejich nepriznivy vliv roste s tloustkou preparatu a s klesajicim urychlovacim napétim.
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Pozorovani a zaznam obrazu

e Praktickym vystupem z transmisniho elektronového mikroskopu je trvaly zaznam
pozorovaného obrazu.

e V soucasnosti se obraz zaznamenava bud na specialni fotograficky material nebo v digitalni
podobé pomoci CCD kamer.

e Jako detektor elektronu, ktery zaznamena mnozstvi primarnich elektronu a jejich energii v
zavislosti na misté dopadu nam slouzi slow scan CCD kamera, ktera se dnes jiz stala
standardnim vybavenim modernich transmisnich elektronovych mikroskopu.
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Priprava preparatu pro TEM chemickou cestou

e Vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii nesmi obsahovat vodu.

e Tloustka prepardtu nesmi prekrocit 100 nm.

e SilnéjSimi preparaty elektrony neprojdou a pokud ano, je obraz zatizeny znacnou
chromatickou vadou a nelze jej zaostrit.

e Obecné existuji dve cesty, jak pripravit vzorky pro TEM:

* PFima metoda
 Neprima metoda

12/12/21 Specidlni zdravotnickd technika 29
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Priprava preparatu pro TEM chemickou cestou

* Pfima metoda, kdy do mikroskopu vkladame cely studovany objekt zbaveny vody. Jedna se
bud' o rozmérové nepatrné objekty (suspenze viru, bakterii nebo izolovanych bunécénych
organel), které mizeme v mikroskopu pozorovat celé, nebo z vétSich vzorkl je treba
pripravit fezy tloustky cca do 100 nm, aby jimi mohly projit urychlené primarni elektrony.

e Metoda neprima, kdy v mikroskopu pozorujeme repliku studovaného objektu, ne samotny
objekt.
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Priprava ultratenkych rezu

e Preparaty pro TEM by mély mit optimalné tloustku 60 - 70 nm. Obecné plati, ze ¢im tenci
jsou ultratenke rezy, tim lepsi je rozliseni struktur v obraze, ale slabsi kontrast.

Jsou Ctyri vychozi podminky, ovliviujici celou pripravu ultratenkych rezu:

kvalitné zpolymerovany blocek s preparatem

dobry nuz

ultramikrotom, tedy pristroj pro pripravu ultratenkych rez(

sitka pro manipulaci s ultratenkymi fezy

12/12/21 Specidlni zdravotnickd technika 31
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Uprava blocku

e Pred vlastnim krajenim je treba si pripravit reznou plochu, aby méla vhodny tvar a velikost a
také odstranit prebytky pryskyfice.

e Celo blo¢ku by mélo mit tvar pravidelného lichobé&iniku, aby se pfi fezani skladaly fezy do
pasky, kterou je snadnéjsi nabrat na sitku.

e Serezavani muze byt provadéno rucné pomoci zZiletky nebo strojové pomoci trimovaci
frézky.
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Serezavani blocku

-

Q-G
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Trimovaci frézka firmy Leica
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Noze pro ultratenké krajeni

* Na krajeni ultratenkych rezu se pouzivaji sklenéné nebo diamantové noze
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Sitky
e Sitky slouzi v transmisni elektronové mikroskopii k pohodIné manipulaci s ultratenkymi rezy.
e Vyrabéji se z médi, niklu, zlata a dalSich materialu elektrogalvanickym leptanim.

 Jejich prumeér se v soucasnosti ustalil na 3 mm a v katalozich firem jich lze nalézt celou radu
liSici se tvarem, velikosti a usporadanim otvoru
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Ruzné typy elektronmikroskopickych siték
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Priprava preparatu pro TEM fyzikalnimi metodami
Mrazici metody

e V soucasnosti zazivaji obrovsky rozvoj v biologické elektronové mikroskopii.

e Hlavnim duvodem je skutecCnost, Ze jsou schopny preparat zachovat co nejblize nativnimu
stavu bez cizorodych pridavku a Ze se rada pfristroju stala komeréné dostupnymi, které
spolehlivé a reprodukovatelné umoznuiji biologické objekty zmrazovat, krajet, susit apod.
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Priprava preparatu pro TEM fyzikalnimi metodami
Mikroviny

* Pfi pripravé biologickych vzorku pro TEM a SEM se mikrovinna trouba pouziva k urychleni a
zkvalitnéni vSech kroku pripravy.

e Obecné pfri ozareni pripravovaného vzorku mikrovinami dojde ke vzrustu jeho teploty a ke
zlepSeni penetrace roztoku, ve kterém je vzorek umistén, do jeho vnitrku.
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Dékuji za pozornost

Doc. Ing. Martin Augustynek, Ph.D.
+420 597 325 852
martin.augustynek@vsb.cz

https://profily.vsb.cz/AUG011
www.bme.vsb.cz
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