Mikroskop insana oOnemini gosterdi, teleskop da
onemsizligini.
Manly P. Hall
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Bazi elektron mikroskoplar, 0,2 nanometre (nm)lik cismi net gosterebilmekteyken, en iyi optik
mikroskoplar 250 nm’lik bir glice sahiptir.



Elektron Mikroskobunun Tarihgesi

Fransiz fizik¢i Louis- Victor Broglie 1924’de, o
doneme degin maddesel parcacik olarak kabul
edilen elektronlarin ayni zamanda dalga ozelligi
gosterdigini ortaya koymustur. Elektronlarin
dalga yapisi 1927°de saptanmis ve mikroskopta
ISIk yerine boyle bir dalganin kullaniimasinin
ayirma gucunu ¢ok daha buyuk olcude

arttiracagi dusunulmustur.




Taramali elektron mikroskobu ilk olarak 1935 yilinda
Almanya’da Knoll tarafindan tasarlanmis bunu Ingiltere,
Fransa ve ABD'deki calismalar izlemistir. 1938 yilinda M. Von
Ardenne Scanning- Transmission elektron mikroskobunu bir
TEM (transmisyon elektron mikroskobu Ulizerine tarama
parcasi takarak elde etmistir. Elektron mikroskobunda bir
solid materyalin yuzey incelemesi 1942 yilinda Zworykin

tarafindan gerceklestiriimigtir.



Bu tasarimlar Cambridge Universitesi Mithendislik Fakiiltesinde
Oatley ve arkadaslari tarafindan 1949 yilinda baslayan calismalar
sonucu gelistirilmistir. Bu ayni zamanda 1965 yilinda ticari olarak
pazarlanan ilk elektron mikroskobu olup STEREOSCAN adini
almistir. 1968 ve 1969 yillarinda aletin ozellikleri cesitli
sempozyumlarda tanitilimistir. Ginimuzde kullanilan elektron
mikroskoplarinin temel prensiplerine uyan elektron mikroskobu ise

1953 yilinda Mc Mullan tarafindan uygulamaya konulmustur.



* 1931 Von Borris ve Ruska
TEM’i icat edildi.

« 1935 Max Knoll ilk SEM'’i Uiretti
(Berlin)

* 1965 ilk ticari SEM uretildi.
(Cambridge
Scientificlnstruments)

e COozunurlik (1965) : 50 nm




ELEKTRON MIKROSKOBU TiPLERI:

a) Taramal Elektron Mikroskobu
(Scanning Electron Microscope)

b) Gecirgen Elektron Mikroskobu
(Transmission Electron

Microscope)

1.0k\V x30 SE(M)



Elektron mikroskobunun temel prensibi termoiyonik olaya dayanir.
Vakum altinda kizil dereceye kadar isitilmak suretiyle bir metalden
elektron c¢ikarilmasina termoiyonik olay denir.

Metal bir flamentin (Wolfram teli gibi) isitilarak akkor haline gecmesi
sonucu elektron sacilmaya baslar. Olusan bu elektron demeti
vakumlanmis kolonda eksen boyunca duiz bir dogrultuda ve kayba
ugramaksizin ilerler. Elektron mikroskobunda, gorunur i1sik yerine, dalga
ozelligine sahip hizli elektronlar kullaniimakta, boylelikle gorunur 1sik
kullanilan mikroskoplara gore ¢ok daha buyuk bir lineer rezollisyon

limitine ulasiimaktadir.



Taramal Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope)



Taramali elektron mikroskobu veya SEM (Scanning Electron
Microscope), odaklanmis bir elektron demeti ile numune
yuzeyini tarayarak goruntu elde eden bir elektron
mikroskobudur. Elektronlar numunedeki atomlarla etkileserek
numune yuzeyindeki topografi ve kompozisyon hakkinda bilgiler
iceren farkli sinyaller uretir. Elektron demeti raster tarama
diizeni (1zgara) ile ylizeyi tarar ve demetin konumu, algilanan

sinyalle eslestirilerek goruntu olusturulur.



Taramali Elektron Mikroskobu
Optik Kolon,

Numune Hucresi ve

Goruntiuleme Sistemi olmak lizere u¢ temel kisimdan olusmaktadir.



Mikroskobun optik kolonu icinde;
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Kondansor ve Objektif Mercekler
Tarama elektron mikroskobunda kondansor, objektif mercekler ve
elektromanyetik mercekler olugturmaktadir.
Kondansor mercekleri elektron demetini kesisme noktasinda daraltip
yogunlastirarak demetin kuicuk bir goruntusunu olusturur.
Objektif mercekleri elektron demetini numune yuzeyine odaklar. Bu
mercekler goruntunun kalitesi uzerine etkili oldugundan elektron

mikroskobunun en onemli parcalari olarak kabul edilir.



Tarama Bobinleri
Elektron demetinin numune yuzeyini tarayabilmesi icin periyodik
olarak soldan saga ve ayni anda yukaridan asagiya kaydiriimasi
gerekmektedir. Kaydirma islemi tarama bobinleri yardimiyla
yapilmaktadir. Elektron mikroskobunda analiz islemi yapilacaksa
demetin numune uzerinde secilecek bir noktaya odaklanmasi
gerekir ve bu odaklama islemi de tarama bobinlerinden

faydalanilarak yapilir.



Optik kolon icinde bulunan iki grup saptirma bobininden birinci
grup elektron demetini optik kolondaki aperturlere (aciklik)
gore merkezlemek ic¢in ikinci grup goruntu kaydirma islemi igin
kullanilir. Demete istenilen yonde sabit bir sapma vererek
numuneyi yerinden oynatmadan incelenen alan degistirilir.
Ancak demeti saptirmak suretiyle alan kaydirma igslemi cok
klucuk mesafelerden yapilabildiginden sadece yuksek

buyutmelerde yararlanilabilmektedir.



Elektron Tabancalani

Ornek lizerine yogunlastiracak kadar elektron iireten
kaynaklardir.

3 Cesit elektron tabancasi vardir.

Tungsten Tabanca

Lanthanum hexaboride (Lab6)
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Tungsten Tabanca
Bu kaynakta yayinim yuzeyinin ¢cok ku¢cuk olmasi icin 120 um tungsten

tel ince ug bicimi verecek sekilde biikilmiistiir. Icinden gecen akimla
filament isinir.

2700 °C’ye kadar isinrr.

50-150 saat omru vardir.

Ucuzdur.

1073 Pa calisma vakumla ihtiyac duyar.



Mikroskobun elektronik donanimi
Flaman akimi, mercek akimi ve uyarma gerilimi kararl tutarak demet
numune etkilesimi sonucunda cikan sinyalleri algilamak, algilayicilardan
gelen sinyalleri isleyerek numunenin degisik ozelliklerini yansitan

goruntulerin olusumunu saglamaktadir.



Taramal elektron mikroskobunda temel prensip ornek
yuzeyinden yansiyan elektronlarin bir toplayicida birikmesi
ve bu biriken elektronlarin bir takim yansitici aletler yardimi
ile goruntu haline getirilmesidir.

Burada en buyuk sorun alinan organik veya inorganik
materyal uzerinde elektronlarin birikerek goruntu
kayiplarina neden olmasi ya da elektron gecirgen ornekten
yansimanin yeterince olmamasidir ki, bu da ornek
hazirlanma esnasinda kullanilan kaplama maddeleri ile

engellenmektedir.



Kaplayici ajan olarak altin, palladyum, gumus, karbon ve
aliminyum kullanilmaktadir. Ozellikle hassas inorganik veya
organik materyallerin elektron demetinin olusturdugu akim
gictl altinda zarar gérmesi (bliyilik biliyitmelerde 6nemli olclide
gorintii kayiplarina neden olmaktadir) kaplama yontemiyle

engellenmektedir.



Algilayicilar

Elektron demeti - numune etkilesimi sonucunda; ikincil elektronlar, geri -
sacilan elektronlar, karakteristik X isinlari, katodoluminisans , auger
elektronlari, sogurulan elektronlar ile numune gerilme sinyalleri
olusmaktadir. Sogurulan elektronlar numuneden topraga giden akim
oldugundan elektrik sinyali halinde olup bir algilayici gerektirmezler,
guclendirici devrelerle goruntu olusumunda kullanilacak seviyeye
getirilirler. Diger sinyallerin her biri icin 0zel olarak gelistirilmis
algilayicilar vardrr.

Goriunu olusturmada en yaygin olarak; ikincil elektronlar, geri sacilan

elektronlar ve sogurulan elektronlarin sinyalleri kullaniimaktadir.



Goruntu Olusumu
Akimi, capi ve sapmasi bilinen bir elektron demetinin tek bir noktada

numune yuzeyine ¢carpmasi sonucunda; ikincil, geri sacilan,
sogurulmus elektronlar ve X - 1sinlari gibi kaydedilen sinyaller
olusmaktadir. Elde edilen bu sinyaller algilayicilar tarafindan
toplanarak , demetin carptigi tek noktanin topografik ve bilesim
goruntusu belirlenmektedir. Numune yuzeyinin sadece demet capi
kadar bir noktasinin ozelliklerini incelemek yeterli olmayacagindan
daha genis bir yuzeyin ozelliklerini incelemek icin numunenin veya

demetin hareket ettiriimesi gerekmektedir.



Gecirimli Elektron Mikroskobu

(Transmission Electron Microscopy )



TEM’in temeli incelenecek (¢cok ince
bir) numuneden elektronlarin
gecirilmesi yoluyla goruntusunun
alinmasina dayanir.

Calisma prensibi acisindan klasik bir

projeksiyon cihazina benzetilebilir.

Copyright CMM 1998

Elektron mikroskobu altinda esek arisi
gozu



Slayt Projektori

Projeksiyon Objektif Kondansor
Ekrani Mercek Slayt Mercek
Istk

. . Kaynagi
U

Projeksiyon cihazinda isik kaynagindan c¢ikan isik bir mercek yardimiyla slayt filmi tizerine
diasuralur.

Bu sekilde olusan goriinti bir objektif mercegdi yardimiyla belli bir noktaya odaklanir (kesisim
noktasi).

Daha sonra goruntu bir ekrana yansitilir ve ekran-kesisim noktasi arasindaki mesafe

degistirilerek goriintinin buyukligu ayarlanabilir.



TEM’de ise elektron demeti kondensor lens sistemi
kullanilarak numune uzerine odaklanir.

Olusan gorunti objektif lens yardimiyla belli bir
noktaya odaklanir (kesisim noktasi).

Daha sonra bu goruintu bir floresan ekran tizerine
dusurulur ve objektif lensler yardimiyla goruntinun
boyutu degistirilebilir.

Elektromanyetik lenslere uygulanan akimin
degistirilmesi , goruntinun buyutulup kucultlilmesini

saglayan bu lenslerin odak uzakhgini degistirir.

Kafein kristalleri (400mikron)
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Bunlar optik mikroskoba benzer bir calisma sistemine
sahiptirler. Tek fark, 1sik 1sini yerine elektron IsIni
kullanilimasidir. Fiziki calisma sistemi tamamen farkh olmasina
ragmen ,burada optik mercekler yerine elektron mercekleri
kullanilir. Gorunti bir ekranda veya fotografik levhada elde
edilir. Elektronlar cok kolay yollarindan sapabileceklerinden,
butun islem ve goruntunun elde edilmesi tamamen bir vakum
icerisinde gerceklestirilir. Elektronlar tungstenden akkor
flamandan elektrikle isitilan elektron tabancasindan elde edilir.
Anodla, flaman arasinda 100.000 voltluk bir potansiyel farki
tatbik edilir.



Osaka Universitesi’ nde bulunan 300kV
hizlandirma voltaiji ile calisan TEM




Cisme en yakin olan elektron mercegi,

alette en onemli olanidir. Bu mercek, 50- e |
100 arasinda ara bir biiyiitme elde eder. ity
Buyutme isleminde, gelen 1sin S—— Specimen——
denemelerinin acisal genigligi kuculdugu mﬂ;mc
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icin, projektor sistemi bu buyutulmus

goruntuyu kolayca isler. Hemen hemen

butun elektron mikroskoplarinda iki veya

uc mercek mevcuttur. Bunlar 250-

500.000 arasinda bir buyuitme saglar.



TEM ve SEM'’in Karsilagtiriimasi

Gecirimli  Elektron Mikroskobunda (TEM) gorintii o6rnekten gecen
elektronlarla olusturulurken, Taramal Elektron Mikroskobunda (SEM)
ornekten yansiyan elektronlarla goruntu olusturulur.
TEM SEM
‘ Monitor
' 1 l Elektron
‘ 1 1 demeti
(s v
Ornek A ;4 ',\ v ’,' 7
= S I V | J
;,,‘-_j \ | / ~ Ornekten
’ W\ / len
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TEM ve SEM’in

Karsilastiriimasi (Devam)
SEM ile yluzey morfolojisi
incelenirken, TEM’de Ornek
derinlemesine incelenmektedir.
SEM’in ornek sekli hacimli ve
biiylikken, TEM’inki ince film

tarzindadir.

Elektron mikroskobu altinda tuz ve karabiber



Avantajlar ve Dezavantajlar

TEM

« 1000 kX buyiitme

* Numune hazirlama zaman alici

* Numune iletken/yalitkan

« WDS-EDS kullanilabiliyor

* Yulzey topografyasi incelenemez

 HREM ile kristallografik bilgi elde edilebilir

« Elektron kirinimi ile kristal yapi
belirlenebilir

« 1.000.000 $

. Isletmesi maliyetli ve uzmanlik gerektirir.

SEM

100 kX biyitme

Numune hazirlamak kolay
Numune iletken olmak zorunda
WDS-EDS kullanilbiliyor

Kirilma yuzeyleri incelenebiliyor
Kristalografik bilgi elde edilemez
500.000 %

Isletmesi nispeten daha kolaydir.



TEM ve SEM’in Kullanim Alanlani

Gunumuzde mikroskoplar bircok alanda inceleme yapmak
icin bagsvurdugumuz en onemli cihazlardir. Gecmisten beri
kullanilan mikroskoplar gunumuzdeki gelismelerden sonra
onemini daha da arttirmistir.

Bircok bilim dalinda, tip ve adli tip alaninda, ucak ve
otomobil sanayisinde, tekstil ve daha bircok sektorde

kendine kullanim alani bulmustur.



SEM’IN KULLANIM ALANLARI

Medikal Kullanim

Adli Tip

Metallerin incelenmesi
Bilimsel Arastirmalar
Tekstil

TEM’IN KULLANIM ALANLARI

Biyoloji alaninda
Tip alaninda
Madde bilimleri

Yeryuzu bilimlerinden elde edilen orneklerinic

yapilarini goruntulemekte kullanilir. Elektron mikroskobuyla ¢ekilmis karinca

yuzi
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2017 NOBEL KIMYA ODULU

2017 Nobel Kimya Oduill, biyomolekiil yapilarin gériintilenmesini saglayan kriyo-elektron
mikroskobu calismalari ile Jacques Dubochet, Joachim Frank ve Richard Henderson‘a verildi.

¥-REY KRISTALLOGRAF AR SPEKTROSKOP] . :
m Kriyo-elektron mikroskobu (cryo-EM),

A\’? pe P biyolojik molekiillerin atomik ¢dziliniirliikte
‘i A \ \ ‘ 3D gorintiilerini saglayan bir tekniktir.
-’ Daha 6nceki goriintlileme yontemleri

kristal olusturan soltisyon igindeki kugtk — buyuk, kistal olusturnayan saglanamayan kalitede yapilari gdsterebilir.
proteinlerin yapilar proteinlerin yapilan proteinlerin yapilan

<4— ELEKTRON KAYNAGI .
ul<— ELEKTRON [SINI
<+— ORNEK '

<4+— MANYETIKLENS

<—— 2D GORUNTU ' LIKIT ETAN (-173°C) —T

Henderson, proteinleri gérintiilemek
icin elektron mikroskobu kullaniminin
ancist oldu. 1990da, bir proteinin
{bakteriorhodopsin), ilk atomik ¢6zu-

ntirliikte goriintistin Uretti.

Biyolojik drnekler EM sirasinda vakum
nedeni ile bozulur. Dubochet, suyun
cok hizh sogutuldugu bir yontem
gelistirerek biyomolekiillerin yapilan

bozulmadan katilagmasini saglach

Frank gérintd isleme yntemi gelistirdi.
Baylece mikroskoplardan alinan iki boyutlu
gorlintler analiz edilerek malzemelerin
¢ boyutlu yapilan belirlenmeye bagland.

BU ARASTIRMA NEDEN ONEMLI?

Kriyo-EM, proteinleri dondurarakislevleri sirasinda gézlenmelerine olanak
saglamistir. Boylece proteinlerin nasil hareket ve diger molekillerle etkilestigi
izleyebiliyoruz. llag hedefleri ve biyoloijik stireclere dair bilgimizi gelistirebilir.

Kaynak: Nobel Prize in Chemistry Press release: https://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2017/press.html
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M\ N PRESS RELEASE
| \ 4 October 2017
The Nobel Prize in Chemistry 2017

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel Prize in Chemistry 2017 to

Jacques Dubochet Joachim Frank Richard Henderson

Uniwversity of Lausanne, Switzerland Columbia University, New York, USA MRC Laboratory of Melecular Biology,
Cambridge, UK

“for developing cryo-electron microscopy for the high-resolution structure determination
of biomolecules in solution”



Cool microscope technology revolutionises biochemistry

We may soon have detailed images of life's complex
machineries in atomic resolution. The Nobel Prize

in Chemistry 2017 is awarded to Jacques Dubochet,
Joachim Frank and Richard Henderson for the deve-
lopment of cryo-electron microscopy, which both
simplifies and improves the imaging of biomolecules.
This method has moved biochemistry into a new era.

A picture is a kev to understanding. Scientific breakthroughs
often build upon the successtul visualisation of objects
invisible to the human eve. However, biochemical maps
have long been filled with blank spaces because the
available technology has had dithculty generating images
of much of life's molecular machinery. Cryo-electron
microscopy changes all of this. Researchers can now freeze
biomolecules mid-movement and visualise processes they
have never previously seen, which is decisive for both
the basic understanding of life's chemistry and for the
development of pharmaceuricals.

Electron microscopes were long believed to only be
suitable for imaging dead matter, because the powerful
electron beam destroys biological material. But in 1990,
Richard Henderson succeeded in using an electron
microscope to generate a three-dimensional image of a
protein at atomic resolution. This breakthrough proved
the technology’s potential.

Joachim Frank made the technology generally applicable.
Berween 1975 and 1986 he developed an image processing
method in which the electron microscope’s fuzzy two-
dimensional images are analysed and merged to reveal a
sharp three-dimensional structure.

Jacques Dubochet added warer to electron microscopy.
Liquid water evaporates in the electron microscope’s
vacuum, which makes the biomolecules collapse. In the
ecarly 19805, Dubochet succeeded in vitritying warer — he
cooled water so rapidly that it solidified in its liquid form
around a biological sample, allowing the biomolecules to
retain their natural shape even in a vacuum.

Following these discoveries, the electron microscope’s
every nut and bolt have been optimised. The desired
atomic resolution was reached in 2013, and researchers
can now routinely produce three-dimensional structures of
biomolecules. In the past few vears, scientific literature has
been filled with images of everything from proteins that
cause antibiotic resistance, to the surface of the Zika virus.
Biochemistry is now facing an explosive development and is
all set for an exciting future.

Jacques Dubochet, born 1942 in Aigle, Switzerland. Ph.D. 1973, University
of Geneva and University of Basel, Switzerland. Honorary Professor of
Biophysics, University of Lausanne, Switzerland.

wwwt. umilch/deedenhome/menuinst/peopleshanorary-professars/

praf-jacgues-dubachet. himl

Joachim Frank, born 1940 in Siegen, Germany. Ph.D. 1970, Technical
University of Munich, Germany. Professer of Bischemistry and Maolecular
Biophysics and of Biolegical Sciences, Columbia University, Mew York, USA,

hitp:/ffranklab.cpme.columbia. eduffranklaby
Richard Henderson, born 1945 in Edinburgh, Scotland. PhoD. 1949,

Cambridge University, UK. Programme Leader, MRC Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge, UK

wwwd mrc-lmb. cam.ac_wkfgroupsSrh1sf



