Reforma a rozvoj vyuky Biofyziky pro
potreby 21. stoleti

Cislo vyzvy: IPo - Oblast 2.2 (vyzva 15)

CzZ.1.07/2.2.00/15.0215

S L ERS,
* 2 A\ i
i Saa an”
* * ® 3 '
Y] * *
evropsky RN
socialni

fond vCR EVROPSKA UNIE

Reg. C. projektu:

i

SNSVIY
¢
Yensis

OP Vzdélavani ‘% &
pro konkurenceschopnost /ANA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Priprava preparatu pro SEM

Jana Nebesarova
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ProC¢ musime pripravovat
biologickée objekty pro SEM

1. Obsahuji vodu - stabilita ve vakuu
- pro vysokovakuové SEM suché
- pro nizkovakuové - do 70 % vody
- pro environmentdlni - zavodnéné
2. Stabilita pi1 ozareni primarnimi elektrony
3. Dostatecnd produkce sekundarnich elektront
4. Zastaveni zmen souvisejicich s odebranim a
zpracovanim vzorku




Moznosti pripravy biologického materialu pro SEM
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Standardni postup pripravy pro
SEM:

1. Ziskani vzorku a v pripadé potieby jeho ociSténi
2. Fixace preparatu

3. Promyti preparatu a nasledna dehydratace

4. VysuSeni preparatu a jeho nalepeni

5. ZvySeni povrchové vodivosti preparatu

Adl: Velikost preparatu - omezena posuvem stolku
v mikroskopu, pi1 zmenSovani pozor na deformace

Ad2: Ocisténi pod stereomikroskopem preparacni jehlou,
oplachy 1sotonickym roztokem NaCl, HCI, sonifikace,
centrifugace, ofukovani tlakovym vzduchem




Fixace

Chemicka
Aldehydy - GA FA (1-4%); Oxid osmicely (1%)
Pufry - kakodylatovy, fostatovy

Odvodnéni

Etanol, aceton, 2,2-dimetoxypropan
Rada se vzrustajici koncentraci org. rozpoustédla,
kontinualné




SusSeni

Metoda kritického bodu - vysuSeni preparatu bez jeho poSkozeni fizovym
rozhranim

Kriticky bod - zahfivanim kapaliny v omezeném objemu, kdy dojde k vyrovnani
tenze pary a kapaliny a zmizi mezi obéma fazové rozhrani

Tab.1 - Kriticky tlak a teplota nékterych slouCenin
Sloucenina Rozpustnost Kriticka teplota (°C) Kriticky tlak (atm)
voda -—- 374 PAUN

oxid uhli¢ity aceton, amylacetat 31,1 72,9

Freon 116 aceton 19,77 29.4

oxid dusny -—- 36,5 70,8




Metoda kritického bodu

Drzaky na vzorky

Schéma aparatury pro suSeni preparatiu
pomoci metody kritického bodu




Alternativni metody suSeni

1. Na vzduchu:

Organicka rozpoustédla s nizkym povrchovym napé€tim,
dobrte rozpustna v béznych rozpoustédlech, nizkym bodem
varu a nereagujici s preparatem -

hexametyldisilazan (HMDS), dimetoxypropan (DMP)

2. Vakuova sublimace:

latky, které tuhnou bez tvorby krystalu a za ptijatelnych

teplot
t-butanol, PELDRI II




Lepeni

Al- tercCe, specidlni pasky - uhlikova, double tape
Lepidla - nesmi byt hygroskopicka a obsahovat vodu,
nesmi vzlinat, nesmi ménit vlastnosti ve vakuu, tékat,
- musi byt el. vodivé, minimalni emisi elektront
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Zvyseni povrchové vodivosti
preparatu

Minimalizace nbijeni, zvySeni tepelné odolnosti preparatu,
zvyseni produkce sekundarnich elektront

1. Vakuovym
naparovanim recipient

uhl{kové elektrody

vypafovadlo

stolek pro preparit

nosnik

Tloust’ka naparené

VIStvy:
T = W/4R*d




Zvyseni povrchové vodivosti

2. Iontové naprasovani
T=A.U.tK

K plynova konst.
ProAr=>5




Zvyseni povrchové vodivosti

3. Impregnaci - vytvoreni nanosu kovu na povrchu preparatu
chemickou cestou

reakce oxidu osmicelého s kyselinou tanovou (TAO)

reakce oxidu osmicelého s thiokarbohydrazidem (OTO)




Mrazové metody

Mrazova fixace — pfimé pozorovani zmrazeného materialu
- mrazoveé suseni (freeze drying)
- mrazové leptani (freeze etching)
- mrazové lamani (freeze fracturing)

Nejlepsi metody pro pozorovani biologickych vzorku
v SEM blizko nativniho stavu, dynamické déje




Mrazové suseni
Freeze Drying

Air-dried

0.2 ym R W Freeze-dried

Nermut, M.V. and Frank, H. (1971) Fine structure of influenza A2 as revealed by
negative staining, freze-drying and freze-etching. J. Gen. Virology 10, 37-51.




Exoplasmic Face Plasmic Face

Mrazove lamani
Freeze Fracturing

Sublimation of ice




Plasmic Surface

Exoplasmic
Surface

Mrazové leptani
Freeze Etching

4
Etched ice
crystals

®
Glycerol




SEM

Distribuce velikosti
spermie jesetera

v zavislosti na
zpusobu pfipravy
preparatu:

. Suseni CPD
Suseni t-BA
Bez vysuseni — A
ESEM

. Zmrazeny -
KryoFESEM




3D rekonstrukce v SEM

tissue

diam. cut-off
Knife slices




3D rekonstrukce v SEM

e FIB — pouziti fokusovaného svazku iontl
Ga k odprasovani/odfezavani povrchu
bloCku pro tomogratii

korelativni mikroskopie: kombinace
nckolika typu mikroskopickych metod za
ucCelem ziskani novych informaci o
studovaném vzorku v navazujicich
rozsazich zvétSeni (fluorescencni — TEM)




Mala
mikroskopicka

pohadka




SEM JEOL 6300

e - g AP VCEM
Povrch suchého ®. - PR e . '_
Listu Eucalyptu ¥ SRRSO o R &
U=15kV :
Pokoveno Au

2 min




SEM JEOL 6300

List zmrazen, zlomen a pokoven Au, 3 min; U 15 kV




SEM JEOL 6700 FE

Suchy list, zmrazeny, Suchy list, zmrazeny,

nepokoveny pokoveny
U=1kV

100KV X600  10zm WD 151mm




SEM JEOL 6700 FE

Detail usporfadani vosku v predpruduchové dutiné
Zmrazeny vzorek, pokoveny, U = 1 kV

SEl 10kVY  X5,000 n . WD80mm LEI 10KV X10000 Tgm WD 15.1mm




SEM JEOL 6700 FE

Suchy list, zmrazeny a zlomeny, pokoveny, U = 1 kV
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1.0kY X300 10,um_ ‘ LEI 1.0kv  X2,500 10pum WD 25.4mm




Dekuji za pozornost!




