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*?. O mikroskopu kasf etmayib, o
Bioloji aragsdirmalarda

.- mikroskopdan istifade edan

* 1lk biologdur

18-ci asrds isladilan isig mikroskopu




Isig mikroskoplarinin tekmillasdirilmis cox muxtalif
_ novleri var
Isig mikroskopunun an son modellerindan biri

Mikroskop haqginda daha genis malumat
almagq istayirsinizse bu sayta muracist edin
http://www.olympusmicro.com/




Muasir Tranmissiya Elektron
Mikroskopu




1982-ci il
Ik STM (Skan Tunel I\/Ilkroskopu)
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1982 -ci ilds Isveg;re f|Z|kIer| Herd Blnnlq Vo Henrl Rohrer IBM
firmasinin Surixda olan tadqigat laboratoriyasinda tamamila yeni
bir mikroskop yaratmaga nail oldular. Bu mikroskopun komayils
materiallarin sathinds ayri-ayri atomlari gormsk mumkun oldu.
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Maddaslerin sathinin ve Umumiyystle kondensasiya olunmus
muhitin fizikasi ile masgll olan bitun dinya alimleri tunel
mikroskopunun ¢ox dayarli bir cihaz oldugunu anladilar va

onu inkisaf etdirmaya basladilar. Hale he¢ kimin nail
olmadigi bir masslays nail oldular - maddslerin sethinds
yan-yana durmus atomlari gora bildiler. STM —nun
mahiyystinds elektronlarin tunel effekti durur. Maddeanin
sathinde ucu cox nazik olan iyns gazdirilir. Iyns ile madds
arasinda sabit potensial yaradilir. Bu iyns ile maddenin
sathinde olan atomlar arasinda galan boslugdan elektronlar
Kecir va bosalma cerayani yaranir. Bu carayani olcmakle
sethin topografiyasini, atomlarin vaziyystini musyysn etmok
olur. Bu mikroskopun bir catismayan cahsati var idi. Onunla
yvalniz elektriki yaxsi keciran maddslari 6yrenmek mumkun




1986-ciilds yaradilan ilk AQM

NTEGRA platform: NTEGRA Prima

1986 —ci ilde Binnig STM —in bu catismayan ¢ahatini aradan

galdirmaqg ucun maddsleri elektrik keciren nazik tebagenin uzearinds

Kerlesdirerek tedqgig etmayi taklif etdi. Bu zaman istanilen maddani
om elektrik keciriciliyina malik olan ve ham de olmayanlari tedqgiq

etmak mimkun oldu. Bu mikroskopu onlar Atom Quvvet
mikroskopu (AQM) adlandirdilar. 1986-ci ilde AQM-nun yaradicilari,
Ernst Ruska, Gerd Binniq ve Henri Rorer elektron optikasi
toedqgiqgatlarina gore fizika Gzre Nobel mukafatina layiq gorulduler.




AQM — in is prinsipi maddanin atomlari
arasinda yaranan alage quvvalarindan
istifade etmaya asaslanir. Cox kigik
moasafalerde (taqriban bir angstrem - 1 A
=10-8 cm ) atomlar arasinda italems,
boyuk masafelerds ise cazibe quvvasi
meydana cixir. Skan edici AQM-da sathi
oyranilacek nUmunanin atomlari ile onun
uzarinda gazdirilan iynanin atomlari
arasinda bele quvvalar yaranir. Adatan
numuna uzerinde yavas-yavas
surusdrulan almaz iynalerden istifads
edirler. 'l yayina birlesdirilmis iyna ila
sath arasinda yaranan F gquvvasinin
dayismalarini D cevrici ile geyd edirler. D
cevricisi kimi optik, tutum ve tunel effektli
cevricilerdan istifada edirlar. Elastik yayin
ragsleri relyefin htndurliyld — sathin
topografiyasi haqginda ve atomlar arasi
garsiligh tasirin xususiyystlarini muayyan
edir.




AQM-in asasinda mikrozond nazik silisium
tebage - konsol durur. Bunu kantilever
adlandirirlar, ingilisce “cantilever” tir manasini
verir. Kantileverin (uzunlugu — 500 mkm, eni —
50 mkm, galinligi — 1 mkm) sonunda iti uclu
iyna (hundurliyd — 10 mkm, sferik radius — 1
—10 nm ) durur. Bu iynanin ucu o gadar
nazikdir ki, orada bir va ya bir nege atom
yerlasa bilir. Mikrozondu nimunanin Uzarinda
gozdiran zaman (patefonun iynasinin val
uzarinda harakati kimi) iyna yuxari — asag|
enib galxaraq satin relyefini ¢akir. Kantileverin
uzerinda guzgu saha var, hansi ki, lazer
stalari bura disub ks olunur. lyna sathin
Uzerinda asag! enib yuxari qalxan zaman
lazer stiasi raqs edir vae kanarlanir. Lazer
suasinin bu ragslerini ¢evrici fotodetektor
geyd edir. lynanin ucunun cezb edilmasi
qguvvalarini peyzo cevirici geyd edir.

Fotodetektorun va peyzocevricinin malumatlari aks alags sistemi nimunanin sathi ile
nikrozond arasinda sabit garsiliglttasir quvvalarinin olmasini tamin edir. Naticada
numunanin sathinin feza (3D) relyefini real vaxt aninda ¢cekmak olur. AQM = ,
etma quvvasi horizontalda adatan 0,1-1 nm, vertikalda ise 0,01 nm intervalinda ola




AQM bioloji strukturlarin dyrenilmasinda avezsiz cihazdir. Onun Ustln cehati
odur ki, bu mikroskop ucun numunalari renglemak, har hansi mahlulda ve ya
polimerda fiksasiya etmak, nisanlamaq va ya ondan nUmuna gotrmaye
ehtiyac yoxdur.

AQM kasf olunandan az sonra biofiziklarin, sitologlarin va UGmumiyyatle biolog
tedqgiqatcilarin diggatini calb etdi. Onlar optik mikroskopla arasdira bilmadiklori
bioloji strukturlari bu mikroskopun komayila tedqiq etmaya basladilar.

AQM ile cox kicik molekullardan tutmus hlceyre organlarina,
hlceyronin 6zuna, toxumalara geder butun strukturlari 0yranmeyae
imkan verir. Bu mikroskopla htceyralerin fizioloji halini deyismadan
onlari oyrenmak mumkundur.

Standart optik mikroskoplarla adetan hliceyradan boyuk oOlculerde
informasiyalar almagq olur (500 -1000 nm ). Faza Kontrast ve DIC
optic mikroskoplarla htuceyradaxili strukturlari ve ya organoidleri
izlomak olur. Fluoresent mikroskopla nisanlanmis hiiceyra
komponentlerinin paylanmasini misyyean etmak olur. Konfokal
mikroskopla selige ile huceyradaxili cox dar sahaleri ve sobalari
izloyarak organoidler ve prosesler hagqginda slave informasiyalar
almag mumkundur

Elektron mikroskopu ile de huceyreanin tadgiginde boyuk nailiyystler
Alinmisdir. Lakin Elektron mikroskopunda huceyreni canli halda in
vitro ceraitde 0yranmeak mumkun deyil.



AQM —nun Ustun cahstlarindan biri onun elektik kegiriciliyi olmayan sathlerin da
tasvirini vermasidir. Odur ki, bioloji strukturlarin tesvirini almaq tcun AQM-den
rahat istifade etmak olur.

AQM ila amin tursu kristallarini ve GUzvi monotabagalari analiz edib sakillerini
almaq olur. AQM -in biologiyada tatbiqg sahslerine aiddir: DNT ve RNT-nin
analizi, zulal-nuklein tursusu komplekslarinin, cromosomlarin, huceyra
membranlari, zulal va peptidlarin, molekulyar kristallarin, polimer va
biomateriallarin, ligand-reseptor birlesmalarinin analizi.

Bioloji nUmunaler lizin orttkllu suss Uzerinda ve slyuda (mika) substratlarda,
bufer mahlullarda oyranilir. AQM Ucun nimunalaer ¢ox az miqdarda taleb olunur.
YaxsI kontrast tasvirler almaqg ve mexaniki tasirlari azaltmaqg ugun numunalara
kovalent carpaz birlesmalar ve ya ionlar alave etmak lazimdir. Bunlar
numunanin mikroskopun althgina yaxsi barkidir. Numunanin soyudulmasi da
onun altliga barkidilmasine komak edir. Lakin bunlarin hamisi bioloji numunaya
tesir eda bilir.

DNT —nin ilk yUksak deracads salis AMQ tasviri 1991-ci ilde alinmisdir

Nuklein tursularinin AQM tasvirlarinin alinmasi bu sahada nailiyystleri xeyli
artirmisdir. Xromosom xaritasinin ¢akilmasi, transkripsiya, translyasiya, ve DNT-
nin kicik molekullarla garsiligh tasiri, masaloan mutagenlarla, yaxsi oyranilmisdir.



Hluceyro biologiyasinda arasdirmalar AQM-in an cox tetbiq
sahalarindan biridir. Indi canh hiiceyralarin dinamik xarakteristikalari
AQM vasitasile derinden Oyrenilir. Eritrositlerin, leykositlarin,
bakteriyalarin, epiteli ve Grek miositlerinin, biomembranlarin haqiqi
tesvirlarinin alinmasinda AQM avazsiz cihazdir.

Bioloji membranlarda ion kanallarinin real tasvirleri, Kalsium kanalinin
isloma mexanizmi AQM tasvirlerinde real gorunur. AQM-in huceyra
tosvirleri adetean 20-50 nm tertibinda olur.

Son vaxtlari hatta indivudal zulallarin, masalen kollagenin ve digar kicik
molekullarin AQM tasvirlarini almiglar.

Hal-hazirda Digital Instruments BioScope sistemlarle, hansi ki, yuksak
ayirdetma qabiliyyati olan AQM ile optik mikroskopun birlesdirilmasi naticasinda
alinan sistemla bioloji strukturlarin yuksak deraceds aydin sakillarini almaq olur.
AQM ila nanonyuton teartibinde qlvvalari dlcmak mumkundir. Odur ki, onun
komayi ile DNT-nin replikasiyasi, zulal sintezi, dermanlarin tasiri ve ligand-
reseptor garsiligl tesir zamani molekullararasi qarsiligh tasir quvvalarini
olcmak olur.

AQM bioloji nimunalerin mikromexaniki xususiyyatlerini de 0yranmays imkan
verir. Bioloji strukturlarin, mebranlarin, sumuklarin, qigirdaqglarin elastikliyini,
ozululuyuna olga bilir.



Atom Quvvet Mikroskopunda sathin
topoqrafiyasl




Protein surface layer of D.
Radiodurans. Courtesy of
Digital Instruments.

500 nm




Sathin relyefini cekmak ucun kvant
— mexaniki tunel effektinden da
istifade edirler. Tunel effektinin
mahiyyatinda iti uclu iyna ile 1 nm
masafeda yerlasan sath arasinda
olan elektrik carayaninin
masafadan asili olaraq dayismasi
prinsipi durur. lyne ile seth
arasinda 10 v gearginlik yaradan
Kimi “tunel” cerayani 10 nA —dan
10 pA geder dayisir.Bu cerayani
| Olcarak va onun qiymatini sabit
saxlamagla iyns ile sath arasindaki
masafoni sabit saxlamaqg olar. Bu
sothin feza saklini (3 olculu)
almaga imkan verir. Skan Tunei
Mikroskopunda yalniz metallarin va
yarimkeciricilarin sathini oyrenmak
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STM —dan atomlari harekat etdirmak tUcun ds istifadse etmak olar. Bunun
ucun iyne ile sath arasinda potensiali artirirlar. Bu zaman iynaya ¢ox yaxin
olan atom iona cevrilir ve onun ucuna yapisir. Sonra iynani herakat
etdirarak hemin yapismis atomu lazim olan yers gatirmak olur. Muayyan
olunmus yerda potensiali deyismakle lynanin ucuna yapismis atomu
hamin yers gaytarmaq olur. Belslikle numunanin sathinda bu usulla
atomlarla manipulyasiya edarak yazi yazmaq sakil cakmak mumkundur.
Bu Usuldan istifade edarsk 1990-c1 ilde IBM nanotexnologlari nikel
tebagenin uzerinda 35 ksenon atomu ile 0z emblemlarini yazmaga nail
olmusdular.




Skan zond mikroskopunun komayi ile tekca atomlari harakat
etdirmak yox ham da onlarin ozu-6zunu taskil etmasini da tamin
etmak olar. Masalan, tutag ki, metal teabaga uzearinda tarkibinds
tiol molekullari olan su damcisi var. Mikroskopun zondu ila tiol
molekulunun iki karbohidrat quyrugun tabaqgadan yuxariya dogru
Istigamatlandirerak metal tabaqgays yapismis nazik tiol tabaqgasi
yaratmaq mumkundur.




Skan Zond Mikroskoplari tatbiq edilen zondun tipine gora muxtalif olur:

1. Skan Tunel Mikroskopu (STM). Metal iyna ile kegirici tabaga arasinda tunel
kecidlarinin yaranmasi zamani yaranan elektrik carayaninin olgulmasina
asaslanir. Bu cerayanin dayismasi sathin topoqrafiyasini gcekmaya imkan verir
2. Skan Quvvet Mikroskopu (SQM). Zond kimi elastik konsola birlasdirilmis
mikrouclugdan istifada edilir. SQM-da iyns ile sath arasinda yaranan quvvae
olcular. Bu mikroskop ele AQM kimidir. Lokal garsiligl tesir quvvalarinin
dayismasi va giymati heamin yerin xususiyyatini aydinlasdira bilir

3. Skan Elektrokimya Mikroskopu (SEM). Elektolit mahlullarda ayri-atri atomlari
goOrmaya imkan verir

4. Skan Yaxinmeasafali Optik Mikroskop (SYOP) — Eni 50 nm olan optik sakillori
almaqg ucun isladili

5. Skan Elektrik Tutum Mikroskopu (SETM) — 500 nm ayirdetmsa ile elektrik
tutumunun variyasiyalarini geyd etmaya Isaslanir.

6. Skan Istilik Mikroskopu (SIM) — eni 50 nm olan sahada temperatur
duskularini geyd etmakle hamin sahanin topografiyasini verir

/. Skan Kontaktsiz Mikroskop (SKM) — 5 nm ayirdetmsa ila caziba quvvasini
geyd etma rejimi il iglayir va sathin sakilini gormaya imkan verir



8. Maqgnit quvvat mikroskopu (MQM) — 100 nm —dan asagi maqnit
domenlarinin geyd edilmasina asaslanir

9. Sakan Surtunma Mikroskopu (SSM) — Surtunma quvvasini
geyd etma rejimi ile atomun tasvirini alir

10. Elktrostatik Quvvet Mikroskopu (EQM) — elementar elektrik
yuklarini geyd etmaya asaslanir

11. Skan Qeyri-elastik Tunelloma Mikroskopu (SQTM) —
Molekullarin fonon spektrlerini STM ile geyd edilmasi

12. Lazerls idars olunan Skan Tunel Mikroskopu — Tunel kecidleri
oblastinda isigin geyrixstti gcevrilmalarinin komayils tasvirlari alir
13. Ballastik Elektronlarin Emissiyasi Mikroskopu — Nanometr
ayirdetma miqgyasinda Sottki maneaslarinin oyranilmasina
asaslanan mikroskop

14. Fotoemissiya inversiyall quvvat mikroskopu — bir nanometr
tartibli lyuminisent spetrlarin geyd edilmasina asaslanan
mikroskop

15. Yaxin masafali akustik Mikroskop — 10 nm ayiretmas il
a.agitezlikli saslarin geyd edilmasina asaslanan mikroskop



AQI\/I —da hansi materiallar1 va obyektlori tadqiq
etmak olur

Bakteriyanin sathi
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Polimerlar
Metallar

Liflar — tuk, sintetik liflar,
nanoborular

Hissacikler - mikrohissacikler,
nanohissacikler, kvant noqgtsleri

Sethds kovalent rabits yaradan
molekullar - masalen, 6zu-0zunu
toskil edan birlayli tebeqeler

Sothde kovalent rabite yarada
bilmayan molekullar - masalen,
nuklein tursulari, ztlallar ve
digerleri

Minerallar

Langmuir-Blodgett tebagsleri,
ikigat lipid tebagaleri

Hlceyraler — heyvan va bitki
hlceyralori, bakteriyalar, viruslar

Bitki organlarinin sethi- masalen
yarpaqlar, meyvaler ve s.

Kagiz







AQM-in prinsipial Ustlunltklerindan biri de onun vakumda, adi havada ve
mayelerds istifade oluna bilmasidir. Bunun lUclin maye nimunsa muayyan
bir gabda olmalidir. Bazi hallarda ele nimuns yerlagdirilon altliga bir damci
maye yerlaesdirmak kifaystdir. Uzvli mayelerden de istifade etmak olur.

AQM- da sakilin alinmasi teqgriban yaxsi hallarda 5-10 deqgige ¢akir. Bir
nimunani tam analiz edib onun tasvirlaerini almaq 1 saata yaxin vaxt
aparir. Belalikle 1 is gunu arzinds 6 -8 niumunanin tesvirlerini almaq olar.

NUmunanin Olcllari ne gadar olmalidir? Adetan nimunanin hundurliyt 2
sm-den az, diametri iss 5 sm tartibinde olmalidir. Bu yuxaridan asagi
modellar (mikroskop nimuna uUzarinde durur) Ucun rahatdir. Yadda
saxlamagq lazimdir ki, AQM ayirdetma gabiliyysti ylksak olan bir cihazdir.
Odur ki, o dlculeri kicik olan (adeten 100X100 mkm) numunslari skan
etmak Uglndur. Belslikle nimunanin tipik 6lgisi 8mm x 8mm x 1mm,
maksimum 15 mm diametri ola biler.

Nimunaleari nece hazirlamali? Istenilan bark madds AQM Ugcln gabul
edilendir. Toz halinda (pudra) niumunslar isse AQM ucun problem yaradir.
NUmune althiginin Gzserinds bele niimunalar zond harskst ederkan dagila
bilir. Odur ki, belse toz halinda olan maddsleri suda hall edib slyuda tebags
Uzerinde tekrar qurutmaq lazimdir. Bu zaman toz hissacikleri slyudaya
yapisir. Cox hallarda ise hissacikleri membranda, polimerds va dispersiya
muhitinds yerlesdirmakle nimunalar hazirlanir.



Yadda saxlayin AQM sathin topografiyasini, relyefini, xususiyyatlarini
arasdirmaq ucun Yaradilan cihazdir. Odur ki, arasdirilan numunalarin
sathi cox teamiz olmalidir. Tassavvur edin agar glinligi 3 mm olan nUmunanizin
sathinde 3 nm qalinliginda cirkolarsa onda onun sathinda siz he¢ na gors
bilmayacaksiniz

Tak atomu AQM —da neca gormak olar? Bu mumkundurmui?

3 seyi yadda saxlayin

1. Adi cisimlar kimi Atomun gaklini gormak ele de asan masale deyil.

2. Atomun saklini gormak tcun numuna, zondun iynasi yuksak deracada
keyfiyyatli olmali, kanar tesirloer (AQM duran yerds temperatur, hava axini,
vibrasiya ve s.) minimum olmalidir.

3. Atomlarin saklini almaq ele da lazimli deyil

AQM vo eloca da digar STM, STEM voa s. mikroskoplar umumilikde Skan
Zond Mikroskoplari ailesine mansubdur. Skan Zond Mikroskopu ile

1. Maddonin sathindsa olan atom va molekul strukturlari gormak olur,
onlara tasir edarak manipulyasiya etmak olur. STM -in vo AQM-in faza
ayirdetmea quvvasi bazi hallarda nanometrin minda birindan boyuk
olur.

2. Sathlorin strukturunu ve xususiyyatlorini (mexaniki, elektrik vo
elektron, va s.) muxtsalif muhitlerds -havada, tomiz mayelards vo
moahlullarda, vakumda oyranmeak olar

3. 9yani tasvirlar almaq olur



AQM-in sxematik qurulusu

(a) Kantilever —ucluq, peyzoelektrik boru,
skaner, optik sapilma sistemi vo komputer
tosviri. (b)Konus formali uclugun

miiqayisesi, uclugun radiusu 5 nm ve GroES
molekul

d quad photodiode




AQM —in 3 tip islema usulu
var

Lazer stasi Uclugun kenarlanmasini (ragsini) olglr
Peyzoelektikle aks alage skan quvveni sabit saxlayir

Uclug bir nega nm amplituda ile ossilyasiya edir.
Firlanma-— Tezlik adsten 50 — 400 kHz olur
addimlama  Toxunma amplitudun max.qgiymetlerinde bas ver
usulu Numuna asagi yuxari qalxir ve bu zaman amplitud
sabit galir

Qeyri kontakt Ucluq bir nege nm amplituda ile ossilyasiya edir.
usulu Tezlik adatan 50 — 400 kHz olur
Uclug sethdan hamisa 5-10 nm hundurda galir
NUmuna asagi yuxari galxir va bu zaman amplitud
sabit galir
Bu yumsaq materiallar tgun yaxsidir




Muxtalif usullarla alinan sakillar

Contact AFM image of metallic
glass surface. Roughly
hemispherical shapes are formed in
two rather broad sizes ranging from
0.25-1 Oum to 3-10um in diameter
and are quite smooth 1n roughness.
Why these features form is
unknown.

Field of view 30pm x 30pm

Image Courtesy of Richard A Bley.

University of Virgima, Dept. of
Physics.

The sample is a strip of adhesive (3M
Scotch tape) that has been peeled of a
metal surface. The image shows small
pits 1n the sticky surfaces of the
adhesive The image was acquired in
TappmgMode at frequency of 3 Hz
and setpoint of 1.8 V.

2pm scan

Courtesy . Washington
State University, USA.

TappingMode AFM image of a (100)
5rT103 substrate surface. The crystal has
been wet chemical etched in buffered HF
and annealed at 1100 C_ for 1 hour
oxygen. The step height of one unit cell
(0.39nm) indicates that the substrate has a
single termination. Disclocations with
screw component are also imaged.

Jpm scan

Courtesy . T. Wagner and M.
Ruhle, Max-Planck-Institut fiir
Metallforschung, Germany



Nanoboru uclugun yaradilmasi texnikasi solda
gostarilmisdir

Marhaslaler: hamarlanma, maesamanin
formalasdirilmasi, catalizatorun yerlasdirilmasi
va CVD nanoborunun daxil edilmasi. Sagda
asagidaki sakil - nanoborunun boyldilmasinin
20 nm miqgyasinda gorunusu,




CVD nanoboru uglugun
sathdan
boyumasi

a) Setdan boyumanin
sxematik qurulusu,
hansi ki, nano boru
pramidanin sathinds
boyuyur

b) Tek birdivarli nanoborunun
TEM sakili,
sathin boyumasi yolu ils
uclugun alinmasi
Migyas 10 nm-dir




1 5 nm

0 nm

i Sarbast M13ss DNT-nin
AQM tasviri

0 nim

DNT E.Coli bakteriyasindan
goturulmusdur

— 10 nm

0 nm




Ferritin molekulu suda
MAC Mode tipi ile tasvir alinmigdir
Skanol¢usu: 1 pm x 1 pym.




Adenovirus hissacikleari
Atsuko Negishi tarafinden cokilib
(UNC-CH). DNT da gorunar




CHO fluresensiya mikroskopu
la tasvir.




CHO AQM tasviri




CHO huceyralari
Skan olcusu: 82 um.




Insanin ag ciysrinds xargeng
huceyrasi
Skan olgusu: 45 ym.




Straphylococcus aureus.
Skan olgusu: 15 um.



Escherichia coli.
Skan olgusu: 15 um.
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