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Biologisten néytteiden kuvantaminen on keskeinen osa monia tieteellisia tutkimuk-
sia. Yksi tarkeimmistd kuvantamismenetelmistd on pyyhkaisyelektronimikroskopia
(engl. Scanning Electron Microscopy, SEM), joka tarjoaa korkean resoluution ja kol-
miulotteisen ndkymén naytteiden pintarakenteesta.

SEM:ia kiytetdén laajasti biologisessa kuvantamisessa, silld se mahdollistaa solu-
jen ja kudosten yksityiskohtaisen tarkastelun. Biologisten naytteiden kuvantaminen
tuottaa omia haasteitaan, koska naytteet vaativat tietyt olosuhteet mikroskoopissa.
Kehittyneet valmistelutekniikat ja mikroskoopit ovat kuitenkin parantaneet biolo-
gisten naytteiden kuvantamismahdollisuuksia.

Tyossé kiydaan 1api SEM:in toimintaperiaate, sekéi biologisten niytteiden késittely
ja kuvantamisen erityispiirteet. Liséksi esitellidn muun muassa tapa yhdistaa fluo-
resenssimikroskopia ja elektronimikroskopia (CLEM), syvAoppiminen kuvantamisen
tyokaluna ja erityisesti biologisille naytteille sopiva ESEM.

Asiasanat: SEM, ESEM, CLEM, elektronimikroskopia, pyyhkéisyelektronimikrosko-
pia, syvaoppiminen
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Johdanto

Elektronimikroskopia on mullistanut bionéytteiden tutkimuksen tarjoamalla huo-
mattavasti suuremman resoluution kuin perinteinen valomikroskopia. Yksi keskei-
simmisté elektronimikroskopian muodoista on pyyhkéisyelektronimikroskopia (scan-
ning electron microscopy, SEM). SEM on osoittautunut erityisen hyodylliseksi bio-
logisten néytteiden tutkimuksessa, silld sen avulla voidaan tarkastella solujen mor-
fologiaa, kudosrakenteita ja mikro-organismeja jopa nanometrin tarkkuudella.

Biologiset néytteet asettavat kuitenkin erityisid vaatimuksia SEM-kuvantamisel-
le, johtuen niiden herkkyydesté, pehmeydesta ja korkeasta vesipitoisuudesta. Naiden
ominaisuuksien vuoksi naytteiden esikésittely on keskeisessd roolissa onnistuneen
SEM-analyysin kannalta.

Tassé tutkielmassa tarkastellaan pyyhkaisyelektronimikroskopian periaatteita ja
soveltuvuutta biologisten naytteiden tutkimukseen. Tyossa kisitelladn SEM-tekniik-
kaa, biologisten ndytteiden valmistelua seka esitetdan esimerkkeja pyyhkaisyelektro-

nimikroskopian sovelluksista.

1 Pyyhkaisyelektronimikroskopian perusteet

1.1 Toimintaperiaate

Tyolasta naytteenkasittelyd vaativan ja vain ohuille sekéd kuiville naytteille sovel-
tuvan lépéisyelektronimikroskoopin (engl. transmission electron microscopy, TEM)
rinnalle kehitettiin Max Knoll:in 1935 esittelemé ja Von Ardennen myohemmin vii-
meistelemé pyyhkéisyelektronimikroskooppi eli SEM. TEM vaati toimiakseen ohui-
ta néytteitd, kun taas SEM mahdollistaa my0s huomattavasti suurempien néyttei-
den kuvantamisen. SEMin hy6tyjé olivat lisdksi optiseen mikroskooppiin verrattuna
korkea syvaterdvyys ja parempi resoluutio [1]. Tyypillisen SEM:in padkomponen-

tit ovat elektronitykki, tyhjickammio, kondensaattori- ja objektiivilinssit, poikkeu-



tuskela, detektorit ja kuvantamisjarjestelmé. Kuvassa 1 on havainnollistava kuva
SEM:in yhdestd mahdollisesta rakenteesta. Elektronisuihku tarkennetaan pistemaéi-
seksi, jota pyyhkéistddn halutulta alueelta, joka muodostaa tietokoneohjelmistolla
kuvan. Elektronisuihkun elektronit torméavéit néytteen atomeihin joko elastisesti
tai epéelastisesti siroamalla. Elastisissa tormayksissa elektronit kimpoavat menetté-
métta energiaa, kun taas epéaelastisissa torméyksissa elektronit luovuttavat energi-
aa naytteen atomeille ionisoimalla ne. Ndiden torméyksien todennékoisyys riippuu
elektronien kineettisesté energiasta sekd naytteen atomeista. Néita vuorovaikutuksia

voidaan havainnoida ja néin piirtdd kuva havaittujen signaalien funktiona. 2]
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Kuva 1. Havainnekuva SEM-tornista

1.2 Elektronilahteet

Yleisié elektronildhdetyyppejéd ovat termiset lahteet (engl. hot beam), kenttdemissio-

elektronildhteet (engl. field emission gun), ja edellisten toimintatapoja yhdistelevit



Schottky-ldhteet. Jokaisella on omat hyvét ja huonot puolensa, mutta yksi vaikut-
tava tekijd on usein hinta, jolloin valinta osuu mitd todennékoéisimmin termisiin
lahteisiin edullisuutensa takia. Termisia lahteitd on lisdksi muihin ldhteisiin verrat-
tuna helpompi yllapitaa [2]. Perinteisissa termisissé lahteissa elektronisuihku syntyy
kuumentamalla taivutettua volframifilamenttia n. 2700 K lampotilaan, joka on n.
1-30 keV:in negatiivisessa jannitteessé. [2]

Vain 1500 K:n lampétilassa toimiva lantaaniheksaboraatti (LaBg) on volframi-
lankaa tehokkaampi ldhde, ja se tuottaa kirkkaampia kuvia. Lisdksi taivutetun LaBg-
kiirjen geometria mahdollistaa volframia pienemmén ldhteen joka parantaa resoluu-
tiota. Rajoittava tekija LaBg-lahteen kiayttoon on sen korkea reaktiivisuus, jonka
vuoksi sitd ei saa padsta jadhtymadn eikd altistaa ilmakehélle. Parannus operointi-
lampotilassa menetetdédn laitteen vaativampaan yllépitoon. [2]

Rajoittavia tekijoitd termisilla emittereilld ovat ldhteen alhaisesta kirkkaudes-
ta johtuva huono resoluutio, seké séteilevan kéirjen korkean lampotilan aiheuttama
laaja elektronisuihkun energiajakauma. Lahteen kirjen teravoitys on yksi tapa kor-
jata ongelmia, koska se kasvattaa elektronisuihkua parantavaa kirjen kenttda, ja
toki pienentdd lahdettd. Viime vuosina on kehitetty nanometrisia kenttdemitterei-
ta, kuten (LaBg)-nanoneuloja, joiden valmistuksessa hydodynnetéaén FIB-teknologiaa
(engl. Focused ion beam). Néilla voidaan saavuttaa erittdin terévd kdrkigeometria,
tyypillisesti alle 30 nm séteelld, mikd mahdollistaa huomattavasti voimakkaamman
sahkokentan ldhteen kirjessd. Tama ei ainoastaan paranna elektronisuihkun kohdis-
tuvuutta ja koherenssia, vaan my0s pienentdd tyofunktion vaikutusta energiakais-
tan leveyteen. Néin ollen voidaan saavuttaa pienempi energiajakauma ja parempi
kuvanlaatu ilman korkeita kdyttolampotiloja. [2, 3|

Kun halutaan tutkia muutamien nanometrien yksityiskohtia sisdltavia naytteité,
eivat termiset ldhteet yksinkertaisesti pysty tuottamaan tarvittavan pientéa pisteko-

koa. Lisdksi korkea toimintalampoétila luo kromaattista aberraatiota, eli elektroni-



siteet levidvit linssin polttotasossa tuottaen kuvaan virheité. [4]

Kenttdemissioldhteet (engl. field emission gun, FEG) kiyttavit voimakasta sih-
kokenttad, joka saa elektronit irti materiaalin pinnasta, vaikka niiden energia ei nor-
maalisti riittéisikdan. Néin lahteet tuottavat erittdin korkean kirkkauden ja mahdol-
listavat nanometriluokan tarkkuuden. Kenttdemissioldhteet toimivat myos suhteel-
lisen alhaisilla lampotiloilla, joka rasittaa ldhdettd vihemmaén. Lisdksi FEG-lahteen
elektronivirran elektronijakauma on pieni ja séde tarkka, jolloin herkét biologiset
nédytteet saavat vihemman séteilyvaurioita ja sddettd on helpompi kontrolloida.
Suuri maaré elektroneja voisi rikkoa néytteen kemiallisia sidoksia tai aiheuttaa 1lam-
povaurioita. FEG-ldhteet ovat kuitenkin herkkid saastumiselle ja vaativat korkean
tyhjion. Niiden huolto on kuitenkin vaativaa, korkean tyhjiovaatimuksen ja kérjen
terdvyyden ylldpidon takia. [5]

Schottky-lahteet (engl. Schottky emission gun, SEG) kiyttévit termisesti avus-
tettua kenttdemissiota, eli ovat ikddnkuin edeltéavien yhdistelmié. Lahteessa luodaan
voimakas sdhkokentté, joka saa elektronit tehokkaasti emittoitumaan materiaalin
pinnasta. Lisdksi ldhteen anodia kuumennetaan hieman, jotta elektronit saavat li-
sda energiaa, mikd helpottaa niiden irtoamista materiaalista. Taéméa terminen lam-
mitys alentaa elektronien irtoamiskynnysta, eli tyofunktiota. Schottky-ldhteet eivét
ole yhta tarkkoja kuin kenttdemissioldhteet, mutta paljon kirkkaampia ja tarkempia
kuin termiset lahteet [5]. Taulukossa I on vertailtu termisen volframi-, kenttdemissio-

sekd Schottky- ldhteiden ominaisuuksia.

1.3 Linssit

Elektronisdteen hallintaan kiytetddn sihkomagneettisia linsseja. Linssi koostuu ku-
parilangasta tehdysté solenoidista, jonka lapi kulkee virta joka indusoi magneetti-
kentén. Virtaa saatamalla hallitaan linssin lapi kulkevaa elektronisuihkua. Elektro-

nit jotka eivit kulje keskiakselia pitkin taipuvat kohti akselia, mikd aiheuttaa sé-



Taulukko I. Termisen volframi-, kenttdemissio- (FEG), ja Schottky-ldhteen (SEG)
ominaisuuksien vertailu. [5-7|

W-filamentti FEG SEG

Kirkkaus 10° A /em?sr 10% A /cm?sr 108 A /cm?sr

Energiajakauma | 10-20 eV (laaja) | 2-5 eV (kapea) | 4-8 €V (kapea)

Tyo6funktio 4,5-5,5 eV 4,5-5,0 eV 4,5-5,2 eV
Kayttolampdotila 2000-3000K 293 K 15002000 K
Tyhjiovaatimus 1072 bar 10~? mbar 10~ mbar
Resoluutio ~3,0-5,0 nm ~1,0-2,0 nm ~1,5-2,5 nm

teen risteyman tietylla etéisyydella linssistd. Linssityyppeja on kaksi: kondensaat-
torilinssi ja objektiivilinssi. Kuvassa 1 on merkitty kaksi kondensaattorilinssia, ja
yksi objektiivilinssi. Kondensaattorilinssin ensisijainen tarkoitus on pienentda elekt-
ronisdteen halkaisijaa. Silla voidaan haluttaessa myd6s poistaa elektronit, jotka eivét
kulje keskiakselia pitkin jolloin sateen halkaisija pienenee entisestaan, jolloin saa-
daan entistd pienempi pistekoko (engl. spot size) ja pienempi virta. Objektiivilinssi
on aina linssisarjan viimeisend, ja se keskittda sdteen naytteen pinnalle. Objektii-
vilinssid hienosdatamalla vaikutetaan resoluutioon ja konvergenssikulmaan. Sdteen
suuri konvergenssikulma parantaa syvéteravyyttéa, mutta resoluutio kérsii [8|. Sateen

konvergenssikulman ja resoluution suhde on esitetty kuvassa 2.

1.4 Poikkeutuskelat ja ilmaisimet

Kun sidde on kohdistettu, siddetta voidaan kddntad poikkeutuskeloilla skannaamaan
nédyte rasterimaisesti. Kelat synkronoidaan detektoreita ja lopullista kuvaa ohjaa-
van ohjelmiston kanssa, jolloin kerétyt signaalit muutetaan kuvaksi. Kuvaa voidaan
katsella reaaliaikaisesti.

Térkeitéd signaaleja ovat vihéenergiset sekundéarielektronit (SE), joita néytteen
atomien ionisointi tuottaa. Namaé elektronit irtoavat naytteen uloimmista kerroksis-

ta, mista saadaan tietoa naytteen topografisista ominaisuuksista.
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Kuva 2. Séteen konvergenssikulman ja resoluution suhde [2].

Yleisin kdytetty ilmaisin on Everhart-Thornley-ilmaisin (ETD), joka koostuu Fa-
radayn hékin sisalla olevasta tuikeaineesta, joka vetdd puoleensa matalaenergisia
elektroneja muuntaen ne fotoneiksi. Tamé vahvistetaan valomonistinputkella (PMT)
lopulliseksi havaittavaksi jannitepulssiksi.

TTL-ilmaisimet (engl. Through-the-lens) ovat lahelle objektiivilinssié integroitu-
ja ilmaisimia. Ne kerddvat sekundéérielektroneja objektiivilinssin sahkd- ja magneet-
tikenttien avulla, ja soveltuvat nanomittakaavan kuvantamiseen. Linssiin integroi-
dut ilmaisimet (engl. In-lens) ovat erityisen herkkid alhaisilla jannitteilld, koska ne
keradvat tehokkaasti heikkoenergiset sekundéaérielektronit suoraan naytteen pinnal-
ta linssin ohjaavien sidhkokenttien avulla ja tarjoavat korkean resoluution. In-lens-
ilmaisimet ovat yleisid kenttdemissio-SEM (FE-SEM) laitteissa.

Lisdksi erityisesti biologisten néytteiden tutkimiseen tarkoitettu ESEM (engl.
Environmental scanning electron microscope) kiyttaa kaasuvahvistettua ilmaisinta
(engl. Gaseous Secondary Electron Detector, GSED) , jonka rakenne kestaé painetta.
[lmaisin on sijoitettu tyhjiokammioon tai sen laheisyyteen. ESEM:istd kerrotaan
lisédé luvussa 1.6. Kuvassa 3 on SE-kuvat siitepolysté ja samettipunkista. 8]

Myos takaisinsironneet elektronit (engl. Back-scattered electrons, BSE) voidaan

havainnoida. Naiden elektronien mééra riippuu naytteen atomien atomiluvusta, jo-



Kuva 3. Kaksi eri SE-kuvaa. Ensimmaéinen kuva on 4100-kertainen kuva siitepdlysté
15 kV jannitteelld. Toisessa kuvassa on samettipunkin karvoitusta 11500-kertaisesti
suurennettuna 10 kV jannitteelld. Molemmat kuvat on otettu 0.1 Pa paineessa. [§]
ten BSE-signaalit antavat tietoa néytteen rakenteesta. Suuremmat atomiluvut tar-
koittavat enemmaéan positiivisesti varattuja protoneja ytimen sisalld, mika lisdé sah-
kostaattista vuorovaikutusta elektronisuihkun ja atomin valilla. Témé johtaa suu-
rempaan elektronien elastiseen sirontaan, jolloin enemmaén elektroneja heijastuu ta-
kaisin. Raskaammat alkuaineet (korkea atomiluku) sirontavat enemmén elektroneja
takaisin, mika tarkoittaa, ettd ne nakyvit kuvissa kirkkaampina, kun taas kevyet
alkuaineet (matala atomiluku) sirontavat vihemmén elektroneja, joten ne nakyvit
tummempina. Néain erilaiset alkuaineet ja yhdisteet erottuvat toisistaan kontrastin
perusteella.

Yksi yleisimmistd BSE-ilmaisimista on YAG (yttrium-alumiini-garnetti) -poh-
jainen. Ne hyddyntéavit tuiketekniikkaa, jossa BSE-elektronit osuvat YAG-kiteeseen
synnyttden valoa, joka muunnetaan sihkoiseksi signaaliksi. Uudemmat BSE-ilmaisi-
met koostuvat puolijohde-antureista, joissa elektronit muodostavat elektroni-aukko
-pareja, jolloin syntyy takaisinsironneisiin elektroneihin verrannollinen virta. Puo-
lijohdeilmaisimet ovat YAG-ilmaisimia herkempié, ja toimivat alhaisilla jénnitteil-
& paremmin. YAG-ilmaisimet ovat kuitenkin kestdvampié, silld puolijohdeilmaisi-
met ovat herkkié séteilyvaurioille [5, 8]. Kuvassa 4 on BSE-kuva Acropora cerealis
-korallista.

Alkuainekartoitusta varten usein myos virittyneiden atomien purkautumisesta
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Kuva 4. BSE-kuva Acropora cerealis korallista. Kuva on 800-kertainen, ja otettu 15
kV jannitteella, 60 Pa paineessa. [8]

syntyneet rontgensiteet voidaan havainnoida, mitd kutsutaan energiadispersiivisek-
si rontgenspektroskopiaksi (engl. energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDS) , silla
emittoidun rontgenfotonin energia on jokaiselle alkuaineelle ominainen. Rontgen-
sateilya syntyy, kun elektronisuihku irrottaa naytteen atomin sisikuoren elektro-
nin ja atomi virittyy, ja viritystilan purkautuessa syntynyt aukko tayttyy ulom-
man kuoren elektronilla. Alkuaineilla on kvanttiutunut energiaero kuorien vélilla,
jolloin havaitut rontgenséteet ovat tunnistettavissa. Yleisin EDS-ilmaisin on SDD-
ilmaisin (engl. silicon drift detector), johon muodostuu elektroni-aukkopareja ront-
gensiteilyn absorboitumisen seurauksena. Rontgenfotonin energia muunnetaan il-
maisimessa sdhkovaraukseksi, kun syntyneet elektronit johdetaan kenttdgradientin
avulla anodille ja kerdtadn. Tamén jidlkeen varaus muutetaan jannitteeksi FET-
esivahvistimella (engl. field effect transistor) ja edelleen digitaalisesti prosessoiduksi
signaaliksi. Jokainen rontgenfotonin aiheuttama jénnitesignaali vastaa tiettya ener-
giatasoa, mikd mahdollistaa spektrin muodostamisen, jossa signaalin voimakkuus
ja energia kertovat naytteen alkuainekoostumuksen. Kuvassa 5 on EDS-kuvia néyt-

teestéd, jonka eri alkuaineet on eroteltu vérein. Jokaisen alkuaineen energia ja maara



nékyy spektrilla. 8, 9]

EDS:n rinnalla voidaan kiyttda myos aallonpituusdispersiivisté rontgenspektros-
kopiaa (engl. wavelength-dispersive X-ray spectroscopy, WDS), jossa rontgenséteet
erotellaan niiden aallonpituuden perusteella kiayttamélla naille soveltuvia diffrak-
tiokiteitd. WDS tarjoaa huomattavasti paremman energian erotuskyvyn kuin EDS,
minka ansiosta se pystyy erottamaan lahekkain olevia spektriviivoja ja tunnistamaan
erityisesti kevyita ja vihan esiintyvia alkuaineita tarkemmin. WDS vaatii kuitenkin
pidemmaén mittausajan ja kalliimman laitteiston, ja siksi sitd kdytetddn usein tay-
dentévand menetelména kun tarvitaan kvantitatiivisempaa tai yksityiskohtaisempaa
analyysid. Nain WDS soveltuu erityisesti tilanteisiin, joissa EDS:n erotuskyky ei riité

luotettavaan alkuaineiden erottamiseen tai mééritykseen. [5, 10]

Na [ SWNT, Final

Counts (arbh. unit)

1 2
Energy (KeV)

(5]

Kuva 5. EDS-spektri hiilinanoputkista natriumhypokloriittikésittelyn jéalkeen, seké
vastaavat elektronikuva ja alkuainekartat havaituista komponenteista. [11]

1.5 Bionaytteiden SEM-kuvantamisen erityispiirteet

Elektronisuihkun ja néytteen vélinen vuorovaikutus riippuu merkittavasti kiithdy-
tysjannitteesta. Elektronien tunkeutuminen néytteeseen muodostaa niin kutsutun
vuorovaikutustilavuuden (engl. interaction volume), joka kuvaa tilaa niytteen sisil-
14, jossa elektronit hajottavat energiaansa ja vuorovaikuttavat (sekundéérielektro-

nien, takaisinsironneiden elektronien ja rontgenséteilyn synty). Korkeammilla kiih-
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Kuva 6. YAG:Ce-kiteen vuorovaikutustilavuus kuvattu Monte Carlo-menetelmélld
simuloituna. Simuloitu ilman johtavaa pintakerrosta. [12]

dytysjannitteilla tama tilavuus kasvaa, mikéd voi johtaa pienentyneeseen pintareso-
luutioon seké siihen, ettéd signaali muodostuu suuremmasta, ei-paikallisesta naytea-
lueesta. Erityisesti ohuiden tai pinnaltaan herkempien materiaalien kuvantamisessa
tdma voi vadristaa tai peittdd yksityiskohtia. Kuvassa 6 on havainnollistettu vuoro-
vaikutustilavuutta eri jannitteilld. [5]

Bionéytteiden herkkyden vuoksi matalajannitteinen elektronimikroskopia on bio-
kuvantamisessa kasvattanut huomiotaan. Matala jannite pienentdad vuorovaikutusti-
lavuutta, jolloin saadaan terdvampia pintakuvia ja voidaan vahentda néytevaurioita.
Biologiset naytteet ovat haastavia kuvattavia niiden herkkyyden vuoksi. Ne kestavét
heikosti kuivausta ja séteilyd. Téméan vuoksi matalan jannitteen kuvantaminen sopii
biondytteille hyvin. Matalat energiat my6s vahentéavat varautumista, mikd mahdol-
listaa eristéavien nédytteiden havainnoinnin ilman héiritsevia sdhkostaattisia ilmioité.
15]

Kuitenkin, kun elektronien energiaa madalletaan, kuvausresoluutioon vaikuttava

kromaattinen aberraatio lisdantyy. Tamé johtuu siitd, ettd erienergiset elektronit
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eivat tarkennu samaan pisteeseen objektiivilinssissé, vaan poikkeavat polttotasosta.

Aberraation vaikutusta voidaan arvioida seuraavalla kaavalla:

d,=C,-a- —
“F

missd d. on sdteen levidmisen halkaisija, C. on kromaattisen aberraation kerroin
(néytteen ja linssin vélinen etéisyys), a elektronisuihkun konvergenssin puolikulma,
0 F elektronien energiaero ja E elektronien keskiarvoenergia. Kromaattinen aberraa-
tio korostuu erityisesti matalilla sateen energioilla, koska energian pienentyessa d.
kasvaa, jolloin tarkkuus heikkenee. [13]

Aiemmin néytteen pintaan kohdistettiin negatiivinen jannite sidteen hidastami-
seksi juuri ennen sen osumista naytteeseen. Taméa loi paikallisen sdhkostaattisen
kentén, joka hidasti korkeaenergiset primééarielektronit juuri ennen kontaktia. Yk-
sistddn tdma menetelma kuitenkin tekee kentésta ndytekohtaisen, eli syntyva sahkos-
taattinen kentta riippui naytteen ominaisuuksista — esimerkiksi pinnan muodoista,
koostumuksesta tai johtavuudesta. |5, 14]

Nykyisissé korkean resoluution SEM-laitteissa kiytetdén liséksi laiteperdista hi-
dastuskenttaa: elektronisuihku kiihdytetédan ensin suurella jannitteell4, jolloin se kul-
kee objektiivilinssien lapi optimaalisesti. Hidastus tapahtuu vasta linssien jalkeen,
juuri ennen kuin elektronit osuvat nédytteeseen. Tamé saavutetaan asettamalla koko
nayte negatiiviseen potentiaaliin suhteessa maadoitettuun elektronitykkiin ja linssis-
toon. Néin sdhkostaattinen kenttd muodostuu laitteessa hallitusti, eiké se ole riippu-
vainen yksittdisen ndytteen ominaisuuksista. Tdmé parantaa kuvanlaatua ja tekee
menetelmésté toistettavamman. A#rimméinen resoluutio saavutetaan yhdistamall
ndytekohtainen ja laiteperiinen tekniikka. [5]

Jos elektronisdde olisi taysin monokromaattinen, eli kaikki elektronit olisivat
tasmalleen samanenergisié, kromaattista aberraatiota ei esiintyisi lainkaan. Kaytan-
nossd nain ei kuitenkaan ole. Elektronildhteen tyyppi vaikuttaa oleellisesti sdteen

energiajakaumaan: Kylméakenttdemissioldhteet tuottavat hyvin kapean energiaja-
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kauman, joten ne kirsivat vihemmaén kromaattisista aberraatioista. Termiset lahteet
sen sijaan tuottavat huomattavasti leveimmaén energiajakauman, miké lisdd aber-
raatiota etenkin matalilla jinnitteilla. Tastéd syystd matalan jannitteen kuvaustilaa
(engl. Low voltage mode) kéytetddn usein vain pienilld suurennoksilla, missé reso-
luutio ei ole kriittisin tekijd. Poikkeuksena ovat huippuluokan kenttdemissiomikros-
koopit, jotka kdyttavit mainittuja hidastustekniikoita. Naissa laitteissa kaytetadan
usein myos lisdvarusteita, kuten sidemonokromaattoreita, jotka kaventavat sédteen
energiajakaumaa keinotekoisesti. Nain kromaattista aberraatiota voidaan vihentéia
merkittavisti myos suurilla suurennoksilla. [5, 13|

Jos monokromaattorin kiaytto ei ole mahdollista, aberraatioon voidaan vaikuttaa
apertuurin kokoa saatamalla. Apertuuri rajoittaa elektronisdteen halkaisijaa linssis-
tossd. Pienempi apertuuri johtaa kapeampaan sidteeseen, joka tuottaa pienemmén
konvergenssikulman. Konvergenssikulman suuruus vaikuttaa suoraan kromaattiseen
aberraatioon. Taméan menetelmén etuna on sen helppous ja laajamittainen kiy-
tettdvyys useimmissa pyyhkaisyelektronimikroskoopeissa ilman lisélaitteita. Haitta-
puolena on se, ettd pienempi konvergenssikulma samalla vihentda sidteen virtaa ja
voi siten heikentdd kuvan signaali-kohinasuhdetta. Siksi sopiva kulma valitaan aina

kompromissina resoluution ja kuvanlaadun vélilla. [5, 13|

1.6 ESEM

Yksi SEM:in johdannaisista on ESEM (engl. Environmental Scanning Electron Mic-
roscope), joka eroaa perinteisestd pitamélld elektronitykin ja néytteen eri painees-
sa. Differentiaalipumppausjirjestelméa yllapitdd kaasun, usein vesihGyryn, paineen
ndytekammiossa, kun taas tykki on tyhjiossd. Tormétessaén elektronit ionisoivat
kaasumolekyyleja, josta syntyneet positiiviset ionit neutralisoivat naytteen. Nain
eristavia naytteitd voidaan kuvata ilman johtavan pinnoituksen tarvetta. Nayte-

kammiossa oleva vesihOyry myos yllapitad optimaalisen ilmankosteuden esimerkiksi
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solunéytteille, jolloin myoskdéan naytteiden kuivaus ja kiinnitys eivét ole pakollisia.
Télla menetelmalld voidaan kuvata biologisia prosesseja, kuten lehden ilmarakojen
sulkeutumista. Kuvassa 7 on kolme ESEM-kuvaa, jotka ilmentévét ilmaraon sulkeu-
tumisprosessia, kun niytekammion suhteellinen ilmankosteus laskettiin 97 %:sta 91
%:iin. Kuvat ovat otettu 10 kV jannitteessa, 90 pA virralla noin 10 minuutin vé-
lein. Kun kosteutta vahennettiin 18 %, sulkeutumisaika puoliintui, josta paitellen

kyseessé oli elavé prosessi eikd apoptoosi. [15]

Kuva 7. Kolmen ESEM-kuvan sarja ilmaraon sulkeutumisesta vastauksena néyte-
kammion suhteellisen kosteuden muutokseen 97 %:sta 91 %:iin. Kuvat ovat otettu
(A) 12, (B) 25, ja (C) 32 minuuttia leikkaamisesta. Jannite 10 kV ja virta 90 pA.
Vesihdyryn paine ja lampétilat: (A) 973.25 Pa , 7 °C |, (B) ja (C) 959.92 Pa, 8 °C.
[15]

2 Naytteenkasittely

Biologisten néytteiden valmisteleminen pyyhkéisyelektronimikroskopiaa varten on
haastavaa niiden herkkyyden ja fysikaalisten ominaisuuksien vuoksi. Valtaosa bio-
logisista ndytteista sisdltdd olennaisena osana vetta. Elektronimikroskopiassa kéy-
tettava tyhjioympéristo saa veden kuitenkin haihtumaan naytteestd nopeasti. Tama
voi johtaa néytteen rakenteen romahtamiseen - esimerkiksi solukalvo voi luhistua,
solurakenteet voivat menettda muotonsa, ja pinnan topografia vadristyéd. Biologiset
néytteet ovat lisdksi usein myos huonosti sahkoa johtavia ja sateilyherkkia. Kuvan-

tamista edeltdva nédytteenkéasittely on siksi erityisen térkeda.
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2.1 Naytteiden kiinnitys ja merkitys solurakenteelle

Aluksi ndytteen rakenne ja biologiset prosessit tulee stabiloida yleensé joko jaadytté-
malla tai kemiallisesti kiinnittamalla. Kemiallisesti kiinnitys tapahtuu kasittelemalla
néyte formaldehydilla tai glutaraldehydillé, jonka johdosta proteiinit ja peptidit ris-
tisilloittuvat ja néin rakenne vakiintuu. Haluttaessa prosessia voidaan jatkaa késit-
telemalld ndyte osmiumtetroksidilla ja/tai uranyyliasetaatilla, jotka voivat parantaa
kontrastia ja vahentaa varauksen kertymista. [2, 4]

Yksi kiinnitystavoista on kryo-kiinnitys, joka voidaan tehda hitaasti (engl. slow-
equilibrium freezing) tai erittdin nopeasti menetelméilld, jota kutsutaan vitrifikaa-
tioksi (engl. wvitrification). Hitaassa jaddytyksessd soluja jadhdytetddn hitaasti,
yleensé alle 3 °C/min nopeudella esimerkiksi 0 °C:sta —40 °C:seen, minka jélkeen
ne upotetaan nestetyppeen (—196 °C). Haittana on, etté jotkin solutyypit ovat herk-
kié solunulkoiselle jaékiteiden muodostumiselle (engl. extracellular ice formation,
EIF) ja kylmévaurioille, miké voi johtaa solukuolemaan. Vitrifikaatiossa solut j&é-
dytetdan erittdin nopeasti, jotta valtetdan jaakiteiden muodostuminen ja kylma-
vauriot. Tavoitteena on saavuttaa amorfinen eli lasimainen tila, jossa solun vesi ei
kiteydy. Ongelmana on ns. Leidenfrostin ilmio, jossa nestetypen ja néaytteen véliin
muodostuu eristava kaasukerros, joka hidastaa jaatymista. Téatéa voi ehkaista kaytta-
maéllé typpisohjoa (engl. slush nitrogen), joka on kiintedn ja nesteméisen typen seos
ja jaadyttaa naytteen tehokkaammin. [2, 4]

Naytteen kiinnitys alustaan riippuu niytteen tyypistd. Ohuita naytteitd, kuten
ihokerrosta, varten alustaan voidaan lisata selluloosa-asetaatti-kolloidigrafiittiseosta,
joka toimii kiinnitysaineena. Nestemaiset nédytteet voidaan suodattaa kalvolle, joka
on kiinnitetty esimerkiksi filttereilld paallystettyyn alustaan. |2]

Néytteiden tulee olla johtavia, joten esimerkiksi eristdvin aluslasin kdytto on
ongelmallista. Erds tapa on kasvattaa naytteet johtaville hiilikuituteipeille. Hiili-

teipit steriloidaan UV-valossa ja asetetaan soluviljelylevyihin. Solut inkuboidaan
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kasvatusolosuhteissa (37 °C, 5 % COg) 24-48 tunnin ajan niiden kasvuvauhdista
riippuen. Kun solut ovat saavuttaneet halutun kasvun, ne pestédin fosfaattipusku-
roidulla suolaliuoksella (PBS) ja kiinnitetdén 2 % glutaraldehydiliuoksella noin 20
minuutin ajan 4 °C:ssa. Hiiliteipeille viljely tarjoaa helpon ja kustannustehokkaan
vaihtoehdon SEM-néytteiden valmistukseen. Menetelma soveltuu biologiseen perus-
tutkimukseen ja voi nopeuttaa laboratoriotyoskentelyad ilman merkittavaa laadun
heikkenemisté verrattuna perinteisiin kuivatusmenetelmiin. [16]

Aluslasit voidaan myos késitelld johtaviksi. Usein kdytetaan ITO-lasia (engl. in-
dium tin ozide), eli lapindkyvélla ja johtavalla oksidikerroksella ohutkalvomenetel-
min péallystetty tavallinen lasi. ITO-kalvo on lisdksi jo hapettunut yhdiste, joten se
on kemiallisesti vakaa eikd menetd johtavuuttaan. ITO-pinnalle voidaan suorittaa
soluviljely: pinnoitetut lasilevyt steriloidaan UV-valossa ja asetetaan viljelylevyihin,

minké jalkeen solut inkuboidaan ja fiksataan kuten muillakin pinnoilla. [4]

2.2 Kuivausmenetelmia

Stabiloinnin jilkeen néyte tulee kuivata niin, ettd naytteen koko muuttuisi mahdol-
lisimman vahén ja artefaktit olisivat minimaalisia. Kuivausprosessi aloitetaan ldhes
aina poistamalla vesi etanolisarjan avulla: niytteet kuivataan asteittain etanolisar-
jan avulla (30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 % ja kahdesti 100 %) kolme minuuttia
kerrallaan. Tama vaihe on yhteinen kaikille seuraaville kuivausmenetelmille, joiden
tarkoituksena on poistaa jaljelld oleva liuotin naytteestd hallitusti ja minimoiden
artefaktit.

Yksi yksinkertaisimmista ja nopeimmista tavoista on ilmakuivaus: alkoholikasit-
telyn jalkeen naytteet jatetdadn kuivumaan ilmavirtaukseen noin 15-20 minuutiksi.
Menetelmé on helppo, edullinen ja laajalti kiytetty, mutta se altistaa naytteet ku-
tistumiselle ja pintajannityksestéd johtuville artefakteille. Tarkan ajastuksen ja ké-

sittelytavan avulla naitd vaikutuksia voidaan kuitenkin lieventdd. |2, 16, 17]
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Artefaktien méarda voidaan vihentdd kayttdmaélla heksametyylidisilatsaania
(HMDS), joka on orgaaninen liuotin ja tehokas kuivausaine. Etanoli korvataan
HMDS:1I4 ennen sen haihduttamista. Menetelméa aiheuttaa vihemmaén pintajanni-
tystd ja minimoi rakenteelliset vauriot. HMDS on kuitenkin myrkyllista ja helposti
syttyvaa. [2, 16]

Perinteisin ja edelleen erittdin luotettava menetelmé on kriittisen pisteen kui-
vaus (CPD). Téssé etanolilla korvattu vesi vaihdetaan ensin nesteméiseen hiilidiok-
sidiin, joka sitten haihdutetaan ylittamaélla sen kriittinen piste. Nain véltetdan pin-
ta—nestejannitys kokonaan, mikd tekee menetelmaésté erityisen soveltuvan herkille
biologisille rakenteille. [17]

Solujen vesi voidaan myo6s korvata ionisilla nesteilld. Ioniset nesteet ovat huo-
nosti haihtuvia, sihkoa johtavia ja lampdétilaltaan vakaita nesteitd, jotka koostuvat
kokonaan ioneista. Ne eivit aiheuta jadkiteiden muodostumista, toisin kuin vesipoh-
jaiset liuokset. Taméa veden korvaaminen tehdédén usein joko diffuusiolla tai osana
nédytteen kasittelyprosessia, kuten kryofiksaatiossa, jossa vesi korvataan asteittain
ioninesteelld alhaisissa lampdtiloissa. Ionisia nesteitd voidaan myos yhdistda muihin

korvaaviin aineisiin, kuten metanoliin, etanoliin tai asetoniin. [18, 19|

2.3 Pinnoitusmenetelmia

Parhaan tuloksen saamiseksi biologiset naytteet tulisi pitdd mahdollisimman ldhel-
1& alkuperéisia tilojaan, joten pinnoituskin tulee tehdé harkiten. Naytteet pinnoite-
taan ohuesti johteella varautumisen estdmiseksi. Sputterointi on prosessi, jossa néyte
paallystetdan ohuesti, n. 1-2 nm, johtavalla metallilla, kuten kullalla tai platinal-
la. Sekundéarielektronit lisdantyvat eli signaali kasvaa, ja varauksen kertymisesté ja
heikosta elektronisignaalista johtuva kohina pienenee, jolloin signaali-kohinasuhde
kasvaa ja kuva on tarkempi. Samalla pinnoitus antaa néytteelle hieman paremman

lammonjohtavuuden, jolloin varmistetaan, ettei nayte lampene liikaa ja siten vau-
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rioidu. Metallipinnoitus voi kuitenkin peittééd herkkié pintarakenteita. |2, 17]
Pinnoitus voidaan suorittaa myos hiilelld, mistd kiytetddn nimeé tyhjiohoyrys-
tys. Prosessissa hiilitankoon tai -lankaan johdetaan korkea sdhkovirta, mika aiheut-
taa sen kuumenemisen ja hiilimateriaalin hoyrystymisen. Hoyrystynyt hiili tiivistyy
nédytteen pinnalle muodostaen ohuen, johtavan kerroksen. Nayte altistuu prosessissa
kuitenkin merkittavélle lamposéateilylle, joka voi vaurioittaa sitd. Liséksi hiilipinnoi-

te on herkké mekaanisille vaurioille, ja saattaa lohkeilla ja kulua. |2, 4]

3 Kuvien analyysi ja prosessointi

3.1 Kuvien tulkinta - resoluutio, kontrasti ja topografia

SEM-kuvan resoluutio maaraytyy useista tekijoistd, kuten kiytetysta jannitteesta ja
tyoskentelyetéisyydestd. Resoluutio on suoraan verrannollinen elektronisidteen aal-
lonpituuteen, joka puolestaan pienenee suuremmilla kiithdytysjéannitteilla. Korkeat
jannitteet parantavat tarkkuutta, mutta voivat lisdta elektronisdteen tunkeutumis-
ta naytteeseen ja siten heikentdd pinnan yksityiskohtien erottumista, ja vaurioit-
taa herkkid biondytteitd. Sopivan jannitteen valitsemisessa téytyy miettia signaali-
kohinasuhdetta, tunkeutumissyvyytta ja haluttua resoluutiota. Tytskentelyetaisyyt-
ta sadtamaélla etsitddn tasapainoa haluttujen tulosten saamiseksi.

Kontrasti muodostuu takaisinsironneiden elektronien (BSE) ja sekundéérielekt-
ronien (SE) avulla. BSE-kontrasti riippuu néytteen keskimééréisesté atomipainosta,
jolloin raskaammat alkuaineet nakyvét kirkkaampina, joka todettiin luvussa 1.4. Se-
kundéarielektronit sen sijaan korostavat naytteen pintarakennetta, silld ne syntyvat
matalalla energialla hyvin lahelta pintaa.

SEM:n etuna on laaja syvéteravyys, joka mahdollistaa kolmiulotteisen rakenteen
hahmottamisen. Tyoskentelyetéisyyden saédtely vaikuttaa syviteravyyteen: suurem-

pi etéisyys parantaa syvaterdvyytta, mutta voi heikentéé erotuskykyé. SEM:n avulla
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voidaan tarkastella ndytteen pinnan muotoja, kuten soluja ja kuituja, josta saadaan
tietoa néytteen topografiasta.

SEM-kuvien tulkinta perustuu resoluution, kontrastin ja topografisten ominai-
suuksien analyysiin. Mikroskoopin asetuksia sadtamaélla voidaan optimoida naytteen
yksityiskohtien erottaminen ja vélttaa artefakteja, kuten varautumista ja sdteen tun-

keutumista syvemmaélle rakenteeseen. [1]

Kuva 8. SEM-kuva aivokuoren priméérineuroneista. Neuronit ovat péadllystetty 20
nm ITO-kalvolla. a) SE-yleiskuva; korreloivat korkean resoluution b), d) SE-kuvat
ja c¢), e) BSE-kuvat. Mittapalkkien pituudet a) 10 ym, b), ¢) 1 pm, d), ) 500 nm.
[20]

3.2 Kuvien tulkinta - rakenteiden havainnointi

Fluoresoivia tunnisteita kayttdmaélla voidaan visualisoida solun spesifejd antigee-
neja optisella mikroskoopilla. Konfokaalimikroskopiassa fluoresenssikuvantamisella
osoitetaan, missd tietyt antigeenit sijaitsevat kdyttadmaélla antigeeneihin hakeutu-
via fluoroforeja, jotka emittoivat fotoneja. Elektronimikroskopiassa tdaméa on hanka-
laa orgaanisten molekyylien antaessa vain vahén kontrastia, jolloin voidaan kayttia

kultananopartikkeleja, jotka korkean jarjestyslukunsa (79) takia ndkyvit kuvassa
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kirkkaimpana. Partikkelit voidaan peittdd vasta-aineilla eli spesifeihin antigeenei-
hin hakeutuvilla proteiineilla. Kun kultapartikkelit lisdtaén soluun ne hakeutuvat
antigeeneihin, ja BSE-signaaleja mitattaessa korkean jérjestysluvun kulta tuottaa
voimakkaan BSE-signaalin ja nakyy kuvissa kirkkaana pisteend. Perinteiset metalli-
pinnoitteet, kuten kulta tai platina, peittavét helposti kultananopartikkeleiden tuot-
tamaa BSE-signaalia. SEM-kuvauksen haasteena on solujen sdhkoisen johtavuuden
varmistaminen niin, ettd kullan signaali nidkyy yhéa. [20]

Yksi ratkaisu on kiyttaa I'TO-kalvoa, joka parantaa johtavuutta mutta siilyttéa
kullan BSE-signaalin. Sen keskimé&éréinen jarjestysluku (49) on selvésti alempi kuin
kullan (79), joten kullan BSE-signaali siilyy kirkkaimpana. ITO-kalvo voidaan le-
vittad ionisputteroinnilla, jolloin se levida naytteen pinnalle tasaisesti peittamatta
solun pintarakenteita, joten SE-kuvantaminen on edelleen mahdollista. [20]

Kuvassa 8 ndhdaan SEM-kuva aivokuoren priméaarineuroneista, jotka on pail-
lystetty ITO-kalvolla. Neuroneihin on lisétty kultananopartikkeleita, jotka on p&al-
lystetty vasta-aineella. Vasta-aine hakeutuu GABA-A-reseptoreihin. BSE-kuvissa
nidhdadan kultananopartikkeleita kirkkaina pisteiné, jotka on korostettu valkoisilla
nuolilla. [20]

Vertailun vuoksi kuvassa 9 on konfokaalimikroskoopilla otettu kuva samoista
neuroneista, joissa GABA-A-reseptorien al-alayksikot on merkitty ATTO488-fluo-
roforilla. Fluoresenssikuva néyttda signaalin niistd kohdista, joissa kyseisid resep-
toreita esiintyy — samoista kohdista, joissa kultananopartikkelit havaittiin SEM-
kuvissa. Nain yhdistdamalld fluoresenssi- ja elektronimikroskopiaa, eli kiyttamalld
korrelatiivista elektronimikroskopiaa (correlative electron microscopy, CLEM), voi-
daan tarkasti paikantaa antigeenit sekéd valomikroskooppisesti etté elektronimikros-
kooppisesti ilman ristihairicitd. I'TO-pinnoitus osoittautui téssé ratkaisuksi, joka

mahdollistaa monimenetelmaéllisen kuvantamisen laadun heikkenemétta. [20]
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Kuva 9. Konfokaalimikroskooppikuvat aivokuoren priméaérineuroneista. GABA-A-
reseptoreiden al-alayksikot ovat merkattu ATTO488-fluoroforilla. a) valo-DIC-kuva
neuronien rakenteesta ilman fluoresenssia. b) Maksimiprojektio 25 optisella sektiolla.
c¢) Suurennos kuvan (b) rajatusta alueesta. Mittapalkkien pituudet ovat 20 pm. [20]

3.3 Kuvien artefaktit

Jokainen vaihe néaytteenkésittelystd valmiiseen kuvaan siséltdd mahdollisuuden vir-
heille, jotka vaikuttavat lopputulokseen. Kuvissa voi siis esiintyd hairioita, joiden
syitd on monia.

Astigmatismi, eli hajataitto, on erds héiirid, jossa kuva venyy ja sumenee. Kun
hajataitto on isotrooppista eli kohdistuu jokaiseen suuntaan, kuva on kohdistettu oi-
kein eikd venymisté esiinny. Kun astigmatismia kohdistuu enemmaén tiettyyn suun-
taan, kuva venyy, kuten kuvassa 10 nahddan. Ilmi6é johtuu elektronisuihkun ellip-
sinmuotoisesta radasta. Tarkan kuvantamisen mahdollistamiseksi elektronisuihkun
tulisi kulkea mahdollisimman pyoredé rataa. Hajataittoa korjataan stigmaattoreil-
la, jotka koostuvat sidhkomagneettisista keloista. Keloilla voidaan muokata séteen
muotoa ja korjata vaaristymas.

Kun elektronien emissio lisdéntyy naytteen sisiltd reunoilta ja huipuista, syntyy
reunavaikutus (engl. edge-effect). Elektronit virtaavat mieluiten reunoihin ja teré-
viin kohtiin joissa matka ulos néytteestd on lyhin. Elektronit emittoituvat niista
kohdista, ja antavat muodon ja ddriviivat sekundaarisen elektroninilmaisimen tuot-

tamille kuville. Heikko signaalin voimakkuus ilmenee painaumissa. Elektronisuihkun
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Image blur
-

Kuva 10. Hajataiton vaikutus kuvaan eri polttopisteissa séteen ollessa a) ylitarken-
nettu, b) isotrooppisesti epéatarkka tai c) alitarkennettu. Kuvan néytteené tinapallot,
joita kuvattu 5 kV kiihdytysjédnnitteelld ja 4 mm tyoskentelyetdisyydella kayttden
176 pA koetinvirtaa. [21]

jannitteen alentaminen voi vahentéa reunavaikutusta.

Kun elektronisdde osuu naytteeseen, nayte saattaa varautua ja syntyy seki posi-
tiivisen ettd negatiivisen varauksen alueita. Jos alue muuttuu positiiviseksi, se vetéia
puoleensa sekundéérielektroneja ja nakyy kuvassa tummana kohtana. Mita negatii-
visempi alue on, sitd enemmaén se emittoi hitaita elektroneja ja nikyy kuvassa kirk-
kaana. Joissain tapauksissa negatiiviset alueet levittavit elektroneja aiheuttaen ku-
vaan kirkkaita juovia ja héiricitd. Kuvassa 11 on kuva pesiakuoriaisesta, jossa nakyy
varauksen aiheuttamaa hairi6td tummana ja kirkkaana nauhana. Apuna ongelmaan

nédytteen johtavuutta voidaan parantaa, lisdksi nédytteeseen osuneiden elektronien

maaran tulisi olla sama kuin poistuvien elektronien, jotta néyte pysyisi neutraalina.

[5]

4 Sovelluksia

SEM-laitteita ja niiden sovelluskohteita kehitetdén jatkuvasti. Yksi viimeaikaisista
innovaatioista on ajatus ihmisen suolistobakteerindytteesta otettujen SEM-kuvien
analysoimisesta syvdoppimista hyodyntden. SEM-kuvilla ja syvdoppimisen avulla
saadaan tarkempaa tietoa, kuin perinteistd optista mikroskooppia kayttamalla. Ku-
vien korkea resoluutio mahdollistaa bakteerien pinnan yksityiskohtaisen tarkastelun

ja antaa informaatiota myds bakteerien sisdpuolen tekstuurista. Kagishita et al. [22]
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Kuva 11. BSE-kuva pesékuoriaisesta, jossa nakyy varauksen aiheuttamaa héairiota
tummana ja kirkkaana nauhana.

ehdottivat menetelméd, joka sisdltda segmentointi-, erottelu- ja luokittelumoduulit
bakteerien kvantitatiiviseen analysointiin. Prosessin tuloksena SEM-kuvan bakteerit
on erotettu toisistaan, luokiteltu lajeihinsa ja laskettu. Kuvassa 12 nakyy prosessi-
kuvia, joista ensimmaisend on saatu SEM-kuva, ja toisena syvioppimisjarjestelmén
erottelemat bakteerit. Viimeisessd kuvassa nahdéaén, miten bakteerit on luokiteltu

vareihin lajinsa perusteella.

(@) (b) ()

Kuva 12. Prosessikuvat SEM-kuvan bakteerien analysoinnista. (a) Jérjestelmaélle
syotetty SEM-kuva. (b) Etu- ja taka-alan segmentodut ja erotetut alueet. (c¢) Lop-
putulos, jossa ndhdaén eri véreihin lajinsa perusteella luokitellut bakteerit. [22]
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5 Yhteenveto

Pyyhkaisyelektronimikroskopia on merkittavéa kuvantamistekniikka biologisten nayt-
teiden morfologian ja pintarakenteiden analysoinnissa. Sen korkea erotuskyky, laaja
syvaterdavyys ja kyky tuottaa kolmiulotteisia kuvia tekevat siita erityisen hyodylli-
sen monille aloille, kuten solubiologialle, mikrobiologialle ja materiaalitutkimukselle.
SEM:n onnistunut kiytto biologisille naytteille vaatii huolellista naytteenkasittelya
tavoitteena sailyttdd ndytteen rakenteet ja estédd artefakteja. Kuvan laatuun vai-
kuttavat monet tekijiat, kuten elektroniséiteen energia, detektorivalinnat ja pinnoi-
tusmateriaalit, joiden optimointi on olennaista tarkkojen tulosten saavuttamiseksi.
SEM:n avulla voidaan tehokkaasti tutkia biologisten nédytteiden topografiaa ja yk-
sityiskohtia, mutta menetelmén haasteisiin kuuluvat muun muassa bionéytteiden
haasteellinen preparointi ja heikko muuttuvien olosuhteiden sieto. Tastd huolimatta
SEM on edelleen yksi tarkeimmisté tyokaluista biologisten néytteiden yksityiskoh-

taiseen analyysiin.
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