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OPPGAVE 1.
a)
fon?ara Figur 1a viser hoveddelene fra fig. 1 i oppgavesettet som trengs
; for et oppsett for epi-illuminerings fluorescense mikroskopi.
Disse er:
- - lyskilde: laser med belgelengde nar absorbsjonsmaksimum
i eksitasjonsspekteret ved 470 nm, dvs. argon laser
_ - (speil: avhengig av optisk arrangement)
-ob/ ) T - Filterkube med filter som angitt i fig. 1b (beskrives under).
| bjektiv (NA 1.2) _ Ob_] cktiv
A - Prevebord (pa samme plass som flow-celle). Alle
Filterkube/ komponenter ber orienteres slik av prevebordet blir
dikroiske speil horisontalt.
— - D'eteksj onssys'tem, h§r Vglg som ett av CCD kameraene.
B — / _ Bildeforsterk i kombinasjon med det andre CCD kameraet
bt | Speil fra Fig. 1 1 oppgaveteksten er ogséd OK. Nar det anvendes en
Fig 1a. Skjematisk skisse av optisk oppsett laser som lyskilde som ikke fokuseres og sveipes over
for epi-illuminerings fluorescens preven, som i laserskanning konfokal, vil det ogsé vaere
mikroskopi behov for linser for justering av belysningsarealet.
fluorescends emission Egenskaper til komponentene i filterkuben:
A" oo Sbivter rodoronfovoe cutrt Eksitasjonsfilter og dikroisk speil forer til at lys av ensket
e i NG ‘W& bolgelengde dirigeres ned pé preven. Her innebzrer det at cut-
_"_7“ > off balgelengde for eksistasjonsfilteret mé vere mindre enn 488
rodioton  pelow cutort nm; at lys med A=488 nm reflekteres ned pa preven, (lengre
Ejgojemve [L belglengder, storrelsorden 500 nm, slipper i gjennom.) Pa den
"exf::::er:j;non 4 maéten er det kun lys som er emitert ved fluorescensprosessen
specimen TTTNNRE cpocimer SRR som kommer fram til detektoren og bidrar til bildedannelsen.

Fig 1b. Illustrasjon av funksjon til
komponenter i filterkuben

Fluorescens er utsendelse av lys knyttet til relaksasjon av
elektronisk eksiterte molekyler med energi som tilsvarer en del
av det elektromagnetisk spektrum hvor synlig lys og

Vibrational tilgrensende belgelengder befinner seg.
| (plaxation Emitert lys er rad-skiftet i forhold til eksitasjonslyset i
B % /S, fluorescensprosessen fordi det eksitasjon skjer mellom
ljcj g S tilstander som oppfyller utvalgsreglene for elektronisk eksiterte
w ~ tilstander, og med sterst sansynlighet hvor overlap i
5 S/\HUOFQSCQ”CQ belgefunksjonene er storst. Det tapes energi i
7 Sy vibrasjonsrelaksasjon bade for (S, tilstandene) og etter (S,
tilstandene) utsendelse av foton i fluorescensprosessen, se fig.
Internuclear distance r lc. Dette forer til redskift (lengre belgelengde) av emitert lys i

Fig. lc. Effekt av vibrasjonsrelaksasjon pa  forhold til eksitasjonslys.
fluoresense prosessen

b)
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Figur 2a viser oppsettet med hoveddelene fra fig. 1 i oppgavesettet
i) mutipikator - Slik det var satt opp for epi-illuminerings fluorescense mikroskopi,
men som né er endret for & laser-skanning konfokal mikroskopi.

|_| Foto

ﬂ-

Folgende deler er de samme som i Oppgave 1a) og har samme

Scanne speil | funksjon: laser som lyskilde; Filterkube; Objektiv; og Prevebord

(optisk modulator) e Pinhole

-cn{emw\ (NA 1.2)
_ A

Filterkube/

dikroiske speil

Pinhole

Argon laser

488 nm [~
F—— O

Fig 2a. Skjematisk skisse av optisk
oppsett for epi-illuminerings fluor.
mikroskopi

e | m— Pinhole Lens Focal
plane

Detector
Fig. 2b Skjematisk skisse av prinsipp
for konfokal mikroskopi

Folgende nye deler er satt inn:

skanne-speil for x-y (lateral) sveiping av fokusert laser stréle
over prgven for eksitasjon og tilsvarende (synkront) pa
emisjonssiden. Dersom det kun brukes ett sett, ma disse plasseres
mellom filterkube og objektiv (som angitt). Alternativt kan det
brukes to sett som settes opp til & skanne synkront. Pinhole for
emisjonlyset, foran detektor og i et plan som er konjugert til det
plan en ensker bilde fra. (fokusert laserstrile pa preven er
fokusert her). Se videre forklaring under.

deteksjonssystem er endret fra CCD kamera til
fotomultiplikatorrer.

Pinhole pé eksitasjonssiden trengs vanligvis ikke nér en bruker laser
som lyskilde.

Underliggende prinsipper for konfokal mikroskopi er skissert i
Fig. 2b. I laserscannings konfokal mikroskopet blir
eksitasjonslyset fokusert ned pa preven og scannet i et veldefinert
rastermenster. Emitert lys fra deler av proven som ligger i
fokalplanet avbildes ved hjelp av objektivlinsa og gir et bilde av
emitert lys 1 fokalplanet som et fokusert punkt der hvor pinhole er
plassert. Lys emitert fra et annet plan enn fokalplanet av preven
vil ikke avbildes som et punkt i planet hvor pinhole er plassert,
men utenfor dette. Som en folge av dette vil bare en fraksjon av
dette lyset passer pinhole, noe som gjer at emitert lys fra deler av
proven utenfor fokalplanet dempes. Pa en slik mate oppnas
"optisk snitting" av preven, dvs.,

selektiv deteksjon av signal fra fokalplanet. Fokalplanet kan videre lokaliseres til ulike deler av preven.

Ved to- eller multifoton mikroskopi deles den totale energien som trengs for eksitasjon (for eksempel S til S,
overgang) mellom ett eller flere fotoner. Intensiteten ma vaere stor for & unngé at systemet relakserer etter at
det er brakt "halvveis" mellom grunntilstand og eksitert tilstand. Dette oppnés ved pulset laser. Pa grunn av
kravet om hgy intensitet vil konfokal prinsippet veere en implisitt del av belysningsoptikken, noe som gjer at
pinhole ikke trengs for demping ev. emitert lys fra plan utenfor fokalplanet. Energien til hvert enkelt foton er
dermed ogsa lavere enn ved enkelt-foton eksitasjon. Belgelengden er typisk i infrared omrédet, og lengre enn
emisjonsbelgelengden for fluorescensen. Endringen av elementene i oppsettet: Laser mé endre belgelengde,
pinhole trens ikke, og egenskapene til filterne i filterpakken ma endres.

Laser diode (lyskilde)
(200 mW, 829 nm)

Stromnings

kammer l] Prismer (for

Kondensor
(MA 0.9)

Kvadrant
detektor

je

l,-_ _C Speil

Fig 3a. Skjematisk skisse av optisk oppsett for

epi-illuminerings fluorescens mikroskopi

Fig 3a viser ett oppsett som kan brukes til optiske pinsetter ut
fra de tilgjengelig komponenter i Fig. 1. Folgende
hovedkomponenter trengs for optiske pinsetter trengs: en
lyskilde (laser), objektiv, prevebord som kan gi mulighet for

- lermingaviyssréle)  kontrollert patrykk av kraft pd prove fanget av optiske

pinsetter, og et avbildingssystem. Fig. 3a viser en mulig
kombinasjon av komponentene fra Fig. 1 i oppgaveteksten.
Alternativt kan det brukes laser med en annen bglgelengde,
fordelen med den infrarade er ved kombinasjonen av de ulike
metodene (fluorescens, og gjennomlys). Avbildingssystemet
baserer seg pa bestemmelse av forskjeller i lysintensitet i de
fire ulike kvadrantene pé en splittet fotodiode.

Alternativt kan det ogsa brukes CCD kamera, men dette vil kreve mer prosessering av data for bestemmelse av
posisjon til prave (kolloidal kule) fanget ved hjelp av den optiske pinsetten. Funksjonen til objektivet vil veere a gi
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en fokusert lysstrale med tilstrekkelig stralingstrykk til & fange en probe (kolloidal kule). Her er intensiteten
fokusert bade lateralt og langs den optiske aksen. Funksjonen til stremningskammeret er & kunne patrykke en
kontrollerbar kraft pé den kolloidale kulen. Dette gjores ved & bruke en laminar vaeskestrom, og regne om til kraft
ut fra Stokes lov. Ulike kraftpévirkninger fra den hydrodynamiske metoden forer til forskyvning av den kolloidale
partikkelen. Ny likevekt innstilles ved en posisjon hvor kraftvirking péafert av vaesken er i balanse med den fra de
optiske pinsettene. Ved beregning av hydrodynamisk kraft, og bruke observert forskyvning, finnes fjaerkonstanten
til den optiske pinsetten.

De grunnleggende prinsippene for optisk pinsetter er som folger. Brytning av lys i en grenseflate analysert
ut fra bevaring av moment gir at objektet som bryter lyset ma pafore en kraft/ moment pa fotonet. Optiske
pinsetter kan anvendes for fanging av kolloidale (sma4, typisk i omradet 1-10 micro meter) som har en
heyere brytningsindeks n, enn lesningsmiddelet.

Partikler med n,, < Njsmingsmiadel Vil skyves bort fra senter av en laserstréle, og vil ikke
presenteres her. Fig. 4a. illustrerer skjematisk retningen pa nettokraften fra fotonene
pa partikkelen 1 en situasjon hvor strélene i posisjon a (gir pal) er mer intens en i
posisjon b. Brytningsvinkelen i grenseflaten kan regnes ut fra Snells lov, og

momentoverferingen til partikkelen kan regnes ut fra total momentbevarelse:
- - - - - -

P.=DPa—Par 02 DPpy=Pp— Pr> (1)

Dette er kun to punkter i en kontiuerlig intensitetsfordeling, men illustrerer
nettoeffekten: Partikkelen blir péfert en nettokraft som drar den mot
intensitetsmaksimum i stralen. Tilsvarende vil gjelde pé langs optisk akse i en
situasjon hvor objektivet brukes for a fokusere laserstrale (nettokraft mot
intensitetsmaks som falge av forskyvning langs optisk akse) (Fig. 4b& ¢):

Light from objective Tilsvarende vil gjelde for forskyvning lateralt. I

tillegg til stralingstrykket satt opp pa grunn av

Y\ brytning, bil ogsé kunne vere bidrag fra
refleksjon (spredning).

Fig. 4a. Nettokraft pa

kolloidal partikkel som

folge av brytning av lys.
Light from objective

a b
a Force down

b

Force up
Fig. 4b & c: Skjematisk illustrasjon av nettokraft pa
kolloidal partikkel utenfor fokalplanet, lokalisert i
objektivet til oppsettet for optiske pinsetter

OPPGAVE 2.
a) Hoveddelene til et AFM er: i) scanner; ii) spiss og spissholder; iii) deteksjonssystem og iv)
tilbakekopling/reguleringssystem. Dette er skjematisk illustrert i Fig. 5.
l . Funksjonen til scanneren er & kunne kontrollere den relative posisjonen
aser

Photodetector til spissen laterlalt (x-y) og heyde (z) i forhold til den undersokte
Scan irections

arra .. . o . .
v proven. Presisjonskravet er i omradet fraksjoner av nm, og en kan ikke

oppna bedre opplesningen enn presisjonen til scanneren tilsier.
Posisjonskontrollen er laget ved a benytte piezo-elektriske materialer
som viser en liten dimensjonsforandring ved patrykk av elektrisk felt.
Funksjonen til spissen er & fole overflaten enten ved & vare i konstant
kontakt (kontakt mode), eller oscillerende mode. Spissen ma veere
tilstrekkelig spiss til at den totale vekselvirkningen mellom spiss og

Sample support
Fig. 5 Skjematisk illustrasjon av

sentrale deler av AFM. Provebordet
befinner seg pa den piezoelektriske
scanneren

prove ikke omfatter et for stort omrade av preven. Spesielt hvor preven
viser trappeliknende heydesteg vil det settes store krav til spissen. En
nalformet spiss (f.eks. karbon nanorer) vil ha muligheten for & gjengi
slike detaljer mer naturtro enn en spiss formet som en pyramide.
Egenskapene til spissen som er kritisk for lateral opplasningen er
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dermed ytterste krumningsradius, og hvor skarp den er (det siste ogsa for vertikal opplesning). Deteksjonssystemet
brukes til & méle avbeyning av fjeren (hvor spissen er ytterst). En vekselvirkning omsettes til en avbeyning av
fjeeren ut fra materialegenskapene til fjeeren. Omregning baserer seg pa Hooke’s lov, og det finnes fjerer
(cantilevers) med ulike fjeerkonstanter for & kunne optimalisere avbgyning i forhold til ulike materialer. Mest
vanlig i dag er et deteksjonssystem basert pa laserlys som reflekteres fra baksiden av fjaeren inn mot en splittet
fotodiode. Posisjonen laserlyset treffer pa fotodioden er et mal for bayningen av fjeren, og dermed
vekselvirkningen mellom spissen og praven. Tilbakekoplingen / reguleringssystemet har som oppgave a serge for
konstant kraft (kontakt mode) mellom preve og underlag for alle posisjoner under skanningen. Dette kan i
kontaktmode illustreres med serien av illustrasjoner (Fig. 6) .Det er alltid en viss avbegyning av fjeren (Fig. 6a)
som representerer den kraft en gjennomferer mélingen med. Ved scanning, vil en stote pé ulike objekter, f.eks.

illustrert som kulen vist pa Fig.6.

a b c
Fig. 6. Skjematisk illustrasjon av refleksjon av laserlys mot splittet fotodiode, ved bruk av AFM i kontaktmode

Straks fer tilbakekoplingssystemet far virke (Fig. 6b), forer dette til en sterkere avbgyning av fjeeren og dermed
endring av posisjon som laserstralen reflekteres inn pa fotodioden. Reguleringssystemet endrer hoyden til at
laserlyset treffer samme punkt pa splittet fotodiode (detektoren) (Fig. 6¢). Dette representer at samme kraft mellom
spiss og preve, som forsgkes holdes konstant over overflaten. Rollen til reguleringssystemet i forhold til
opplesning er dermed at det kan serge for tilstrekkelig rask respons uten oversvingninger ved de brukte
sveipehastigheter.

Likningen:

d22+ %-FkZ_F sinwt+F,_ (2) ()
dt2 ydt 0 int

beskriver bevegelsen til fjaerarmen ved bruk i tapping eller oscillerende mode. m er effektiv masse, y er demping, k
er fjeerkonstant, F, er amplitude til patrykt signal, F;, beskriver vekselvirkningen mellom preve og spiss.
Resonansfrekvens og kvalitetsfaktor, Q er gitt ved:

g =kfm Q=" =@ )

Frekvensresponsen til amplituden kan ogsé beskrives ved:
z(@)= y (@) F (o) (4)
hvor y(w) er transfer funksjonen til vektarmen (cantilever). Denne kan er gitt ved uttrykket for en dempet

m

harmonisk oscillator:
2
@ /k
2(@)=——2L 5)
0, —w +]a’0a)/Q

Ved méling i vaeske vil den effektive masse gke betydelig (fordi vaeske beveges med fjeeren), dempningen gker
(fordi cantileveren beveges 1 vaeske i forhold til luft). Dette forer til at resonansfrekvensen reduseres betydelig, og
at Q reduseres. Konsekvensen er at den resulterende amplitudeendring til svingning av cantilever som felge av v.v.
mellom preve og spiss (Fi,) nar instrumentet opereres ved en konstant omega, blir mindre. En annen effekt er at far
storre innslag av overharmoniske. Totalt sett gir dette darligere opplesning. For & kompensere for dette brukes

A en tilbakekopling hvor tilbakekoplingssignalet er proporsjonalt med

f CM? r bevegelseshastigheten til feering (Fig. 7). Denne tilbakekoplingen er satt
—> X(o)) y A opp pé denne maten for a redusere den effektive dempingen. Dette
+ — oppnas ved a bruke et variabelt tilbakekoplingssignal (reguleres med
c verdien pa C) som er proporsjonalt med hastigheten til cantilever, og som
(CO) forer til at transferfunksjonen endres til:
Controller 4 (@)= 7 (o) ©)

1£Cy(w)
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Fig. 7. Tilbakekopling anvendt ved
tapping mode i vaeske
Her er:

c:C(a))=j£k(i—Ljsﬂ{l—L =Ge'™"? (7)
o, \Q Oy 0 9,

hvor en i tilneermelsen har antatt en frekvensuavhengig tilbakekoplingskonstant innenfor det omradet som
anvendes. Effekten av tilbakekoplingen kan ses direkte ut fra bevegelseslikningen, som na har fatt et tilleggsledd
pga tilbakekoplingen:

d’z d . 4 ,
m dtzz +}/£+ kz=F,e’ +Ge’"'* 4,/ + F, (2) (®)
2
Bruk av %:ja)Alej(”"”) =we’"*z  gir mfl 2Z+7/%+k2:Foej”’ +§%
t 0]
En oppnar da likningen:
d’z G\dz o
" {7_5)5”2:%6“ ©)

som eksplisitt viser at tilbakekoplingen forer til reduksjon av den effektive dempningen. Innfering av variabelen:

Vp = (7/ -G/ a)) gjor at bevegelseslikningen kan skrives som:
d’z dz ,
m—-+y  —+kz=F,e’” 10
a7 ‘ (10
Dvs., samme form som uten tilbakekopling (dvs., effekten er "bakt inn" i dempeleddet). Dermed oppnés en mindre
demping, og dermed sterre endringer i svingeamplitude som falge av F,(z).

b) Mekaniske egenskaper kan bestemmes ved hjelp av AFM ved to ulike metoder. Den forste baserer seg pa &
presse spissen inn i materialet (kompresjon), og & analysere avbgyning av cantilever i folge en teori som beskriver
den type materiale som studeres. Her brukes spisser som ikke er behandlet ved f.eks. pakopling av biologiske
makromolekyler. I prinsippet kan enkelt makromolekyl ogsa komprimeres, men dette er pr. dato ikke en mye brukt
metode. Den andre metoden baserer seg pé strekking av biologisk makromolekyler som er spent opp mellom
cantilever og et underlag. Beslektet med dette er ogsa maling av vekselvirkning mellom par av molekyler, ved &
funksjonalisere AFM spissen og underlaget med ulike molekyl.

Kompresjon. Fig. 8 viser skjematisk et resultat. Den observerte avbgyningen kan brukes som grunnlag for
bestemmelse av elastiske egenskaper i folge f.eks. Hertz model for kompresjon med en sferisk spiss med radius R
inn i plant elastisk kontinuum:

4ENR
_ 53/ 2 11
- JAEVR (1n
3(1-v)
A) B)
1040 4 i - i 304
£ £
é T _§ 204
3 | g ;
& st & :
g & 1oy
2 254 2 ;
£ | '
m = :
4] o
o “ t
L|‘ 0|2 D.|4 o‘ﬁ ‘JIB ‘!0 o 05 10 15 2'0 25 3:3
_ Separation Distance (um) ~ Separation Distance (um)

Fig. 8. A) Eksempel péa kraft(mélt som avbegyning)-kompresjon kurve mélt ved AFM pa et elastisk materiale,
og (B): ulike materialer med forskjellige Youngs modulus. (4) Arbeidet utfort av cantilever pa materialet er
direkte proporsjonalt med det gra arealet.

I likning 11 er Fc den observerte kraften, E er Youngs modulus, v er Poisson’s forhold til materialet, og o er
deformasjonen (inntrengningsdybde) under spissen. Utfordringen i denne tiln@rmelsen er at det kan vaere
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vanskelig & definere kontaktpunktet, (a, b, eller ¢ i Fig. 8 A) og siden tilpasningen er felsom for dette, vil
usikkerhet i dette fore til usikkerhet i bestemmelse av E (topografisk opplest). En alternativ metode som innebaerer
bestemmelse av deformasjonsarbeidet ufert pa preoven opp til en viss inntrengningsdybde, er foreslatt. Denne
baserer seg pa integrasjon til lik kraftgrense, og tilsvarer & sammenlikne det totale deformasjonsarbeide som

utfores, opp til en lik kraft. Dette tilsvarer beregning av det gar arealet i Fig. 8A. Innferingav k, = (1-v)/zE i

likning 11, forenkler denne til:
_4ENR 532 = 4R 532
c (12)
3(1 12) 37k,

Integrasjon til lik kraftgrense gjor at en gjor en relativ sammenliking av materialegenskapene under betingelsen:
WR s _ 4R ¢
5} =N 55 (13)
37k, 372'k
Dvs., at det relative forholdet mellom k'ene forholder seg til inntrengningsdybden som £, / k, = (51 / o, )3/2 (14)

Arbeidet som cantilever utforer pa materialet finnes ved integrasjon:

8 VR _s» as)

Fc,1 = Fc,z =

j VR sig5 - 8AR 5
15 7k,
Forholdet mellom arbeldet som utfores i posisjonene 1 og 2 kan da finnes:
Wl kl 2/3
—=|— (16)
W, k,

Ved strekking er analysen i stor grad avhengig av type makromolekyl som strekkes. Ved strekking av polymerer
uten globulere domener vil typisk vaere polymeregenskaper modellert ved worm-like kjede som brukes,
destabilisering av sekunderstruktur slik som ved DNA, og deformasjon av ringstrukturer slik som i polysakkarider,
som er sentrale. Strekking av titin er et velkjent eksempel pa strekking av makromolekyler med globulere domener
(Fig. 9). Her observeres typisk et sagtannmenster hvor avstanden mellom toppene angir lengden pa
aminosyresekvensen i et domene, og sterrelsen pa kraftsprangende er et mal for energien som stabiliserer den

ordnede (biologisk funksjonelle) konformasjonen.

A § ; ' : . ]
Le=87nm i ; 203 :

: 17 : : : 22
} i ; ! i ; : ;

Deflection of cantilever
—

¢
— b

,ﬁ,@

¢ 46 &

Time (Piezo Z displacement)
—

Extension (nm)

Fig. 9. Kraft - strekkekurver for (a) et polysakkarid som viser deformasjon av sukkerringen og (c) titin som viser
utfolding av globulere domener. (b) viser skjematisk hvordan strekking av titin gjennomfores.

Interaksjoner mellom par av makromolekyler kan studeres ved hjelp av AFM instrumentering ved at de ulike
komponenente festes henholdsvis til underlaget og til spissen. Disse bringes i kontakt, og en drar spissen fra
underlaget. En kan da observere dissosieringskrefter (tilsvarende krafthoppene i Fig. 9, eksempel med titin) som
reflekterer bindingsstyrken (eks. avidin - bioton), og som ogsé er avhengig av hvor fort en trekker spissen bort fra

underlaget.
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a)
Primary incident
electrons
Auger Backscattered
electrons electrons
Secondary
electrons
Cathode X-ray
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electrons
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Inelastic ®\ scattered
scattered v electrons
electrons |

Transmitted
electrons

Fig. 10 Illustration of various processes in
electron beam — specimen interactions.
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Fig. viser ulike type vekselvirkninger (v.v.) mellom elektroner
og (biologiske) prever en kan dra nytte av i
elektronmikroskopi. Disse er: (Fig. 10)

De primare v.v. er elastisk elektron spredning, uelastisk
elektron spredning, og absorpsjon av elektroner. Absorpsjon
av elektroner er det forste steget som trengs for en rekke
sekunderprosesser som: elektron emisjon, rentgen emisjon,
emisjon av lys, elektrostatisk oppladning av preve, spalting av
kovalente bindinger og sublimering av materiale.

Elastisk elektronspredning er karakterisert ved at den totale
kinetiske energi Ex (elektron + atom som elektronet kolliderer
med) er den samme for og etter statet. Overforing av kinetisk
energi fra elektroner med Ey av den sterrelseorden som er
brukt i elektronmikroskopene, til atomene i proven, kan vere
tilstrekkelig til & dissosiere protoner fra enkelte atom, og ogsé
atomer med lavt atomnummer fra en preve. Dette er en viktig
mekanismer for tap av materiale i biologiske prover.

Ved uelastisk spredning vil ikke all energi bevares som E,
men vil i tillegg fore til eksitasjon eller de-eksitasjon av
systemet.

Ved transmisjons-, lysfeltsmikroskopi er det de transmitterte elektronene som fanges opp ved

billeddannelsen, og amplitudekontrast kommer frem ved topografiske varisjoner i hvor tap av elektroner i andre
prosesser, elastisk, uelastisk og adsorberte (som forste trinn til videre prosesser)elektroner.

Ved transmisjons-, merkefeltmikroskopi er det elektroner som danner en liten vinkel med retningen til
de transmitterte elektronene som fanges opp brukes som grunnlag for bildedannelsen. Dvs., det er de elastisk og
uelastisk spredte elektronene som benyttes.

Ved scanning elektronmikroskopi er det enten tilbakespredte eller sekund@relektronene som danner
grunnlag for bildedannelsen. Intensiteten av disse brukes som grunnlag for & modulere intensiteten pé en
fluorescerende skjerm pé et punkt som samsvarer med instantan posisjon til den fokuserte elektronstralen.

Ved scanning-transmisjons elektronmikroskopi er det transmitterte elektroner som brukes som grunnlag
for bildedannelsen. I denne type elektronmikroskopi skyldes, som for TEM, kontrasten topografiske variasjoner i
alle prosesser som farer reduksjon av intensiteten til de transmitterte elektronene. Til forskjell fra TEM, fokuseres

stralen, og all registrert, transmittert intensitet brukes for & representere intensiteten til det aktuelle punkt
innfallende stréle belyser pé preven. Ved scanning av elektronstralen oppnés bildet.

Fig. 11 viser intensitetsfordeling av emiterte elektroner i sekundarprosesser.
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Fig. 11. Skjematisk illustrasjon av energi til elektron
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Fig. 12. Skjematisk illustrasjon av et rentgenspekter

generert i elektron - prove v.v.

Ved rontgen mikro-analyse, drar en nytte av folgende prinsipp. Innfallende elektroner har tilstrekkelig energi til &
dissosiere sterkt bundne elektroner i orbitalene til atomene (K, L skallet, feks). Disse ledige tilstandene fylles ved
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overgang av elektroner fra utenforliggende orbitaler, samtidig som at den frigjorte energien sendes ut som
elektromagnetisk straling (rentgen). Kvantemekaniske utvalgsregler setter begrensninger for tillatte overganger.
Totalt sett vil rentgenspekteret inneholde bremsestréling med overlagrede karakteristiske belgelengder som
reflekterer atomsammensetningen i den undersgkte proven (Fig. 12).

b) Fig.13 viser en skjematisk skisse av en unipotensial, elektrostatisk elektronlise.
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Fig. 13 a) Skjematisk illustrasjon av elektrostatisk unipotensiallinse, og b) parametre brukt til & beskrive
avbildningsegenskaper.

Avbildingsegenskapene til elektromagnetiske linser beskrives av paraksiallikningen:
o' V(0,2)/ezar 3V, z)/éz" L_4B(0,2)
oz’ 2V (0,z) Oz 417 (0,z) 8mV(0,z)

Her er r avstand fra (elektron)optisk akse, z avstanden langs aksen, V og B er henholdsvis elektrostatisk feltstyrke
og magnetisk feltstyrke i z-retning. B regnes lik 0 for det aktuelle tilfellet. Far da:

o’r oV(0.2)/ez ar OV (0, z)/oz’
oz* 2V(0,z) oz 417(0,z2)
Na gjelder:
2
o’'r oV,/oz or 1 ( r)

+
0z> 2V, 62 \/_dz

hvor symbolene '=0/0zog V, =V (0,z) er anvendt for 4 lette notasjonen. Innsatt i likn 18 oppns:

Jh_ ( zJ ——aV/&'r_O (20)

Integrasjon langs elektronbanen gir (Fig. 13b):

)

r=0 (18)

(19)

2
130%V,/0
Worl = :——j—‘)/ " rdz @1)
z=2, z=z 4 Zl ,VO
Dersom det antas tynn linse er forholdet mellom stigningstallet til banen og avbildingsegenskapene gitt som:

16}

ol . on (22)

82 z=1z, f2

Her er det antatt at endring i avstanden til elektronet nir de gar gjennom linsa, er liten: r(z,) = r(z,)=r,. Ut fra
dette oppnés f;algende uttrykk for fokalavstanden:

ja Vo/az

(23)
0 z
Ut fra at mtegralet er posmvt, ser en at unipotensial linsen alltid vil veere konvergerende.

OPPGAVE 4.

De to type eksperimentelle oppsett som kan foreslas brukt for bestemmelse av vandring av motorproteinet dynein
langs mikrotobulus er fluorescens mikroskopi med eksitasjon ved hjelp av evanescent lys, og tidsopplast AFM.
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Total indre refleksjon av lys i grenseflaten mellom glass (brytningsindeks n,) og losning (brytningindeks
ng) gir en evanescent bglge som kan betraktes om en vandrende bglge langs denne grenseflaten. Intensitet er
utbredt kun til et omrade svert nar overflaten, (decaylengde 20 — 50 nm) og kan brukes til & eksiterende
fluorescerende molekyl som ligger ner overflaten. Deteksjonen i dette oppsettet gjennomfores pa tilsvarende mate
som for ’vanlig” fluorescensmikroskopi, og det er nadvendig & kunne bruke to- eller tre- ulike fluorescerende stoff.
Béde eksistasjonslyset og emisjonslyset ma filtreres pa tilsvarende méte som beskrevet over (Oppgave 1).

Forsgket kan gjennomfores ved & binde fluorescensmerket mikrotobuli til en glassoverflate (Fig. 14). Bade
fluorescensmerkingen og innbindingen til glassoverflaten ma ikke pavirke muligheten for vandringen av dynein.
Mikrotubuli og dynein ma fluorescensmerkes, med stoffer som gir emisjon i ulike bglgelengdeomrader. Den
laterale opplesningen til optiske mikroskop er begrenset av diffraksjon, og ikke bedre enn ca 200 — 300 nm. Dette
gir begrensninger pa presisjon i bestemmelse av vandring av dynein langs mikrotubuli. Ved tidsopplest
fluorescensmikroskopi med et slikt oppsett vil en kunne, innen en viss romlig opplesning bestemme vandring av
dynein langs mikrotubuli ut fra vandringen av den ubundne, fluorescerende signalet fra dynein langs mikrotubuli
(med et annet fluorescerende signal). Forsgket ma gjennomferes under de biokjemiske betingelser som kreves for
at motorproteinet dynein vandrer.
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Fig. 14 Skjematisk illustrasjon av oppsett for bestemmelse vandring av dynein Inags mikrotubulus. a)

Mikrotbulus festes til dekkglass til total indre refleksjons eksitasjon av fluorescens. b) observasjon av
vandrende dynein langs mikrotubulus ved to-komponent fluorescens.

Vandringsretningen av dynein i forhold til polaritet til mikrotubuli kan bestemmes ved at det ogsé gjennomfores
eksperimenter hvor en enten kan bestemme vekstretning ved tilsats av GTP-formen av o3 tubulin (dimeren) ut fra
fysisk starrelse, eller ved fluorescensmerking av denne formen av o tubulin. Her ber det velges et fluorescerende
merkestoff som er emitterer ved andre balgelengder enn de to andre som er anvendt.

Tidsopplest AFM vil ogsé kunne brukes for bestemmelse av vandring av dynein langs mikrotubuli. AFM
opereres ved tapping mode i vaeske, og en kan starte den eksperimentelle serien med mikrotubuli bundet til et
underlag. Tilsats av dynein (til en viss konsentrasjon), bruk av betingelser som skulle gi vandring, tilstrekkelig rask
sekvensiell avbildning vil gi kunne gi informasjon om vandring av dynein. Vandringsretning i forhold til polaritet
skulle kunne bestemmes ved tilsats GTP-formen av a3 tubulin, og registrere hvilken ende mikrotubuli ble
forlenget pa (fysiske dimensjoner). I utgangspunktet, vil tidsopplest AFM kunne gi bedre bestemmelse av vandring
enn ved hjelp av fluorescensbasert metode. Utfordringen i tidsopplast AFM her er 4 ta til tilstrekkelig hastighet
under dataopptaket som krever tapping mode i vaeske.



