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Rantgenmikroskopi er en relativ ny metode, der ger
sig mere og mere gaeldende indenfor studier af mikro-
biologiske og kolloidale systemer. Det attraktive ved
rgntgenmikroskopet er muligheden for at undersgge
systemer i deres vandige miljg kombineret med hgj
oplasning (30 nm) og steerk kontrast. | Arhus benyttes
rgntgenmikroskopi til studier i biologi, medicin, ma-
terialeteknologi og geo-videnskab. En oversigt over,
hvad der indenfor rentgenmikroskopi foregar pa ver-
densplan, er givet i en artikel af Kirz et al. [1],

Sammenlignet med lysmikroskopi er det muligt
i mikroskopi med rgntgenstraling at opna en hgjere
oplegsning, fordi den benyttede stralings bglgeleengde
er meget kortere. Eksempelvis er bglgeleengden af lys
omkring 0.5 fim, mens den blade rgntgen, som benyttes
i Arhus, har en balgeleengde pa omkring 2.5 nm, altsd
200 gange mindre.

Figur 1. “Vandvinduet”. Den linezre absorptionskoeffi-
cient ni t(Jr protein og vand omkring absorptionskanterne
for ilt (2.4 nm) og kulstof (4.4 nm). Transmissionen T kan
herudfra beregnesved T = exp(~ni-t), hvort er tykkelsen
af materialet.

Valget af belgeleengden pa 2.5 nm til rentgen-
mikroskopi er ikke tilfeldigt. Pa figur 1 ser man
absorptionen af stralingen i protein i forhold til ab-
sorptionen i vand som funktion af bglgelsengden.
Netop i belgeleengdeomradet 2.4 - 4.4 nm for blgd
rentgenstraling, er absorptionen i vand meget mindre
end i protein. Det betyder i praksis ved undersggelser af
biologiske objekter, f.eks. celler, at vandet i og omkring
objekterne er naesten gennemsigtigt (hvilket altsa ikke
er en selvfglge), mens strukturerne, f.eks. cellekompo-
nenter, fremtraeder med god kontrast. 1 Arhus benyttes
for det meste bglgeleengden 2.4 nm, som ligger i vand-
vinduet og hvor transmissionen gennem vand er hgjest.
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Teknisk beskrivelse

Transmissions-rentgenmikroskopet [2] ligner i prin-
cippet transmissions-lysmikroskopet. Et diagram, der
viser strélegangen i Arhus mikroskopet, er vist pa
figur 2. Med en kondensorlinse fokuseres stralingen
(synkrotronstraling fra lagerringen ASTRID) pa et ob-
jekt. Et objektiv bagved objektet (MZP=mikro-zone-
plade, forklaret nedenfor) opfanger den transmitterede
straling og danner et billede pa en detektor.

Foran kondensorlinsen bevirker en blende (“Cen-
tral stop” pa figur 2), at stralingen danner en hul kegle.
Pa den made forhindres, at den direkte straling rammer
detektoren; herved undgas en hgj stralingsbaggrund i
det gnskede billede af objektet. Et skematisk billede af
rentgenmikroskopet ses pa figur 3.

I modszetning til lysmikroskopi kan man til blad
rentgenstraling i praksis ikke benytte brydningslinser,
fordi brydningsindekset i rentgenomradet for alle ma-
terialer er meget taet pa 1, ligesom det er for vakuum.
Derfor benytter man sig af sakaldte zoneplader, se figur
4, som er cirkuleere gitre, hvor liniebredden aftager med
radius.

Zoneplader er akromatiske, d.v.s. fokalleengden
afheenger af bglgeleengden. Sammenhzengen mellem
zonepladens radius r,, bglgeleengden A fokalleengden
/ og bredden af den yderste zone drn er givet ved
drn—0.5 «A//r,,. Heraf ses, at fokalleengden afhaenger
omvendt proportionalt af bglgeleengden. Det har som
konsekvens, at man kun kan benytte en zoneplade som
objektiv, hvis stralingen er monokromatisk, hvilket vil
sige, at den har en veldefineret bglgeleengde.

I rentgenmikroskopet opnds monokromatiseringen
ved at placere et lille hul foran objektet (pinhole pa
figur 2 og 3), hvorigennem stralingen “filtreres”. Kun
straling, der har en bglgeleengde saledes, at den netop
fokuseres i hullet, slipper igennem hullet.  Straling
med en anden bglgeleengde vil blive fokuseret foran
eller bagved hullet og filtreres fra. Hvor veldefineret
balgeleengden er, afhaenger af hullets og kondensorens
diametre. Ved rgntgenmikroskopet i Arhus, hvor disse
to starrelser er hhv. 20 Jumog 9 mm, er bglgelzengden
sa veldefineret som 2.40+0.01 nm.

Oplgsningen af en linse er generelt givet ved cirka
det halve forhold mellem bglgeleengden og den nu-
meriske apertur af linsen. | lysmikroskopien er
oplesningen derfor begreenset til 0.2 /Jum. Sammen-
holder vi dette med formlen, hvor vi beskrev zone-
pladen, ser vi, idet den numeriske apertur % rr/f,
at bredden af den yderste zone netop er lig med
oplgsningen for zonepladen.

En nedre graense for zonebredden er bestemt af de
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fremstillingsmetoder, som man har i dag. Der benyttes
forskellige fremstillingsteknikker i dag, hvor den mest
almindelige er elektronstrale-litografi [3,4], hvor man
“tegner” zonerne i en fotoresist med en styret elek-
tronstrale fra et elektronmikroskop. En anden metode,
der dog ikke benyttes sa meget mere, er holografi [5],
hvor man ved hjeelp af laserteknik overlejrer to ultra-
violette lysstraler til at danne et mgnster, som udger
zonepladen. Det derved fremkomne mgnster i foto-
resisten overfgres derefter til andre materialer, som
f.eks. germanium eller nikkel, ved reaktiv ion tsning.
Oplgsningen af zoneplader er i dag typisk 30 nm og i
bedste fald 20 nm.

Detektoren er et sékaldt CCD kamera, som ad-
skiller sig fra almindelige video kameraer ved at veere
kalet og have en langsom udlgesningshastighed. Derved
undgas stejsignal fra elektronikken. At tage et digitalt
billede med rgntgenmikroskopet tager almindeligvis 5-
20 sekunder afhzengig af objektets tykkelse, der kan
veere op til 10 /rm.

Figur 3. Skematisk tegning af rgntgenmikroskopet i
Aarhus.  L&ngden af mikroskopet er omkring 2.5 m.
MCP=micro channel plate er yderligere en detektor, som
kan skydes ind i strdlen og som bruges til justering af
mikroskopet.

Nar et objekt skal undersgges i rentgenmikroskopet,
placeres det imellem to meget tynde (0.1 /tm) silici-
umfolier [6] i et specielt kammer, der er tsetnet med
kunststof ringe, sd objektet ikke kan terre ud. Et
billede af objektkammeret er vist pa figur 5. Folierne er
valgt sa tynde, sa de ikke absorberer rgntgenstralingen
ungdvendigt og dermed forleenger eksponeringen; den
forseges holdt sa kort som mulig. For at minimere
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absorptionen omkring objektet yderligere, omgives det
med helium gas.

Projekter

Som naevnt i indledningen, benyttes rentgenmikroskopet
i Arhus i en rakke projekter, der spaender over vidt
forskellige videnskabelige grene. Et udvalg af projek-
ter skildres i det fglgende for at give et indtryk af ISA’s
forskningsaktivitet i forbindelse med mikrokopet.

Figur 4. Skematisk billede af en zoneplade med radius rn,
og yderste zones bredde drn.

Biologiskjernudfaeldning: | Danmark er myremalm
(myre=mose) et velkendt og hyppigt fundet feenomen.
Jernforbindelser fra undergrunden er blevet udfeeldet
i vade omrader i en koncentration og mengde, der i
arhundreder har gjort det rentabelt at udvinde jern til
videre forarbejdning. 1 samarbejde med Geomorfo-
logisk Institut ved Aarhus Universitet undersgges de
forskellige jernforbindelser i naturen med henblik paen
klarleeggelse af bakteriernes rolle i udfeldningen. Pa
figur 6 er en bakterieskal fra en bakteriekoloni afbildet.

vV ® /

Figur 5. Fotografi af objektkammeret (bund og 1dg) med to
sprejter, der benyttes til at pumpe vaske ind og ud af kam-
meret. Midt i billedet ses to silicium krystaller, der er tynde
i midten og imellem hvilke objektet anbringes i kammeret.

| praksis benyttes bakterier med den egenskab, at de
kan udfzlde jern, i vandveerker. Specielt omkring Es-
bjerg findes store meaengder af jernforbindelser i under-
grunden der pumpes op med grundvandet. Den typisk
redlig brune farve fra okkeraflejringer i der og seer
er velkendt. Det har vist sig, at jernudfeeldnigen ved
drikkevandsrensning er meget hurtigere, hvis bakterier
involveres i processen, end hvis udfeeldningen alene
foregar ved iltning pa ren fysisk/kemisk vis. For at fa
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en bedre forstaelse for, hvordan bakteriernes effektivitet
kan optimeres, undersggtes, i samarbejde med Aalborg
Universitets afdeling i Esbjerg, vandet og jernudfeeld-
ning i forskellige vandveerker omkring Esbjerg.

Pollen og deres trade: Pollen transporteres mellem
planter iszr af insekter, hvor klabrige trade pa pollen
sarger for, at kornet heenger fast pa veerten under trans-
porten. Tradenes beskaffenhed er afhaengig af plantens
art og studeres af botanikere med stor interesse, hvilket
forte til et samarbejde med Reading University i Eng-
land [7], Pa figur 7 ses et rantgenbillede af sadan en
trad fra planten Clarkia tenella.

Figur 6. Rgntgenbillede af en bakterieskal omgivet af
jemslam.

Human sperm: Sperm framennesker er et emne, der
har veeret diskuteret en hel del indenfor de seneste &,
idet seedkvaliteten synes at falde med det resultat, at
mange par ikke kan fa bam. Vi har i den forbindelse
studeret spermatozoernes morfologi i en raekke projek-
ter med Instituttet for Medicinsk Mikrobiologi og Im-
munologi ved Aarhus Universitet og med Department
of Obstetrics & Gynaecology, University of Manch-
ester, UK. Figur 8 viser to rgntgenbilleder af sperma-

Figur 7. Rgntgenbillede af pollentrad.

tozoer, en set ovenfra og en set fra siden. Specielt for
disse sperm var, at deres mitokondrier (spiralen lige un-
der hovedet) var meget lgse, hvilket formentlig haenger
sammen med den sakaldte kapacitering, som er sper-
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matozoernes forandring efter ejakulationen for at blive
i stand (fa kapacitet) til at befrugte aegget. Observa-
tionen af de udvidede mitokondrier er ny og blev farst
opdaget med rentgenmikroskopet. Pa leengere sigt vil
disse studier veere til hjeelp i forbindelse med spargsmal
om fertilitet og kunstig befrugtning.

Som naevnt var de her ngevnte eksempler kun et
udvalg af de projekter, som foregar ved ISA, hvor
rgntgenmikroskopi er involveret. Et besgg af vores
webside www.isa.au.dk/SR/XRM/xrm.html kan anbe-
fales til dem, der vil fglge med i rentgenmikroskopi i
Arhus.

Figur 8. Rgntgenbillede af human sperm.

Referencer:

[1] J Kirz, C. Jacobsen, and M. Howells, Soft X-
ray microscopes and their biological application.
Quarterly Reviews of Biophysics 28 (1995) 33.

[2] R Medenwaldt and E. Uggerhgj: Description of
an X-ray microscope with 30 nm resolution. Rev.
Scient. Instr. 69 (1998) 2974.

[3] C. David et al.: Electron Beam Generated Phase
Zone Plates with 30nm Zonewidth for High Res-
olution X-Ray Microscopy. J-Optics (Paris) 23
(1992).

[4] S. J. Spector, C. J. Jacobsen, D. M. Tennant, Pro-
cess optimization for production of sub-20 nm
soft x-ray zone plates. J.Vac.Sci.Technol. B 15
Nov/Dec 1997.

[5] G. Schmahl and D. Rudolph (eds.) X-ray Mi-
croscopy, Springer Verlag, (1984) p. 63.

[6] R Medenwaldt and M. Hettwer: Production of
Ultra Thin Silicon Foils. Journal of X-Ray Science
and Technoloy 5 (1995) 202.

[7] J V. Abraham-Peskir et al.: A new technique of
Examining Pollen-connecting threads. Grana 36
(1997)343.

37


http://www.isa.au.dk/SR/XRM/xrm.html

	1999_3 35
	1999_3 36
	1999_3 37

