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Energiedispersive Rontgenmikroanalyse

(EDX) 1n der Zytologie

Max Albert Spycher

Die Mehrzahl der heute in der biologischen
Routine und Forschung betriebenen Raster-
elektronenmikroskope (REM) und Trans-
missionselektronenmikroskope (TEM) die-
nen dem Zweck, ein Objekt beziiglich seiner
submikroskopischen Struktur und deren
Verinderungen unter natirlichen oder expe-
rimentellen Bedingungen zu studieren.
Unabhingig von der Wahl des Mikroskop-
typs (TEM oder REM) und der Pripara-
tionstechnik (Diinnschnitt, Sprithpriparat,
Negativkontrast, Gefriertrockung, Gefrierit-
zung etc.) wird dabei die ultrastrukturelle
Information von Elektronen geliefert, welche
entweder vom Kathodenstrahl selbst stam-
men (TEM) oder aber sekundidr aus der
Probenoberfliche  herausgelost  wurden
(REM).

Voraussetzung fur die Bildentstehung ist in
jedem Fall das Vorhandensein von struktur-
gebundenen Atomen hoher Ordnungszahl
(Schwermetallatome), welche, im Transmis-
sionsbetrieb, die einfallenden Strahlelektro-
nen geniigend zu streuen vermogen oder
welche - im Rasterbetrieb - die Grundlage
fiir einen ausreichenden Sekundirelektro-
nenertrag bilden.

Da native organische Strukturen nur sehr
selten schwere Atome in der erforderlichen
hohen Konzentration enthalten, miissen
kiinstlich solche <Markeratome» in die Probe
eingebracht werden, wo sie sich in charakte-
ristischer Weise mit bestimmten Stoffgrup-
pen (Lipide, Kohlenhydrate etc.) verbinden.
Das Prinzip der obligaten Markierung
(= Kontrastierung) hat auch dann Gilig-
keit, wenn nicht in erster Linie die Struktur
des Objektes interessiert, sondern wenn de-
ren chemische Eigenschaften aufgeklirt wer-
den sollen.

Auch zytochemische oder immunologische
Reaktionen kénnen nidmlich im TEM nur
dann sichtbar gemacht werden, wenn es ge-
lingt, irgendwo im Reaktionsprodukt ein
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Schwermetallatom  als  kontrastgebenden
Marker zu verankern und zwar so, dass er
das gesamte Objektpriparationsverfahren
unbeschadet, d.h. ohne Verlust und ohne
Lageverinderung uibersteht.

In Anbetracht dieser Tatsache kann es nicht
verwundern, dass aus Kreisen der Ultra-
strukturforscher seit langem der Wunsch
nach emer Moglichkeit laut wurde, den Che-
mismus der Strukturbausteine direkt erfas-
sen zu konnen, ohne den Umweg tber die
wenig spezifische Markierung einschlagen zu
missen.

In den vergangenen Jahren hat die Weiter-
entwicklung von Mikroanalysentechniken
die Wissenschaft diesem Ziel schon ein er-
hebliches Stiick nidher gebracht. Eine dieser
Methoden, die energiedispersive Rontgenmi-
kroanalyse (EDX) (Castaing und Guinier
1949), soll im folgenden in ihren Grundzii-
gen erldutert, ihre praktische Anwendung an
cinigen Beispielen aus dem Gebiet der Hu-
manmedizin dargestellt und die sich daraus
ergebenden Probleme kurz diskutiert wer-
den.

Die EDX-Analyse ist eine spektroskopische
Methode. welche es gestattet, im TEM oder
REM (bzw. im Rastertransmissions-Elektro-
nenmikroskop = STEM) eine qualitative und
guantitative Analyse der in submikrosko-
pisch kleinen Objektstrukturen enthaltenen
chemischen Elemente vorzunehmen. Grund-
sdtzlich kénnen zur Zeit alle Elemente, deren
Ordnungszahl grosser ist als 10, erfasst wer-
den. Die Nachweisempfindlichkeit der Me-
thode ist ausserordentlich hoch, sie liegt
theoretisch bei 10717 gr.

Das Prinzip der EDX-Analyse
Im Elektronenmikroskop interagieren die

auf ein Praparat auftreffenden, hochbe-
schleunigten Strahlelektronen in verschiede-
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Fig 1. Bet der Interaktion zwischen Strahlelekironen
und Objekt konnen folgende Effekte auftreten:

Die Elektronen durchdringen das Objekt (a) geradlinig,
ungestreut; (b) elastisch gestreut, ohne Energieverlust;
() unelastisch gestreut, unter Energieverlust, Sie kon-
nen {d) in der Probe absorbiert werden; (¢) energicér-
mere Sekundirelektronen freisetzen; () selbst zuriick-
gestreut werden oder (g) sichtbares Licht erzeugen.
Schiiesslich koénnen sie (h) Rontgenstrahlung anregen
oder (i) energiearme Auger-Elektronen erzeugen.

ner Weise mit der Objektmaterie (Fig. 1)
Emmal kOnnen sie das Priparat geradlinig,
d.h. ungestreut durchdringen. Werden sie
hingegen gestreut, so kann dies elastisch,
ohne Energieverlust oder unelastisch, d.h.
unter Abgabe von Energie in Form von
Licht, Warme oder Réntgenstrahlen erfol-
gen. Ausserdem konnen die Strahlelektronen
auch energiedrmere Sekundérelektronen aus
der Probenoberfliche freisetzen oder die Bil-
dung von Auger-Elektronen anregen. In je-
dem Fall fuhrt aber der Elektronenbeschuss
zur Emission von Rontgenstrahlen.

Wird beim Zusammenstoss eines Strahlelek-
trons mit einem Objektatom ein Orbitalelek-

tron aus seiner Bahn geworfen, so wird die
entstehende Liicke sogleich von einem Elek-
tron einer dusseren, energiereicheren Kreis-
bahn wieder ausgefullt. Die hierbei freiwer-
dende Energiedifferenz verldsst das Atom in
Form eines Rontgenphotons (Fig.2). Der
Energieinhalt eines Rontgenphotons st fir
jedes chemische Element - und innerhalb
eines Elementes fir jeden moglichen Ni-
veausprung - exakt definiert (in der Mass-
einheit Elektronenvolt, eV). Entsprechend
des auslosenden Niveausprungs werden die
Rontgenquanten mit einem Index (K,. K.
L, 5. M, etc.) verschen.

Gelingt es nun, die Rontgenphotonen einzu-
fangen und gemiss ihrem Energieinhalt zu
sortieren, so muss es - nach geeigneter Ver-
arbeitung der Signale - moglich sein, Riick-
schlitsse auf die elementare Zusammenset-
zung der vom Kathodenstrahl getroffenen
Objektstelle zu zichen.

Zur Bewiltugung dieser Aufgabe wurden in
den vergangenen Jahren Gerite entwickelt,
welche Rontgenquanten-Energieanalysen in
ausserordentlich kurzer Zeit ausfithren und
die, als Zusatzgerite. an die meisten TEM,

La-RO-Quent KmRaQumt

Fig. 2, Schematische Darstellung der Entstehung cha-
rakteristischer Rontgenstrahlen beim Beschuss eines
Objektatoms mit Strahlelektronen.

Wird beim Zusammenstoss eines Strahlelektrons mit
einem Objektatom ein Orbitalelektron aus seiner Bahn
geworfen. so wird die entstehende Licke sogleich von
emem Elektron einer dusseren, energiereicheren Kreis-
bahn wieder ausgefiillt. Die hierber freiwerdende Ener-
giedifferenz verlisst das Atom in Form eines Réntgen-
photons. Beim Fall eines Elektrons auf die K-Schale
entsteht ein K-Photon, bei einem Niveausprung auf die
1.-Schale ein L-Photon usf.
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Fig. 3. JEOL 100-CX STEM
chergefiss; Pz Pulsprocessor; Xz X-Y-Schreiber:
R = Rastereinheit; RK = Rasterkamera.

REM und STEM adaptiert werden kodnnen
(Fig. 3).

Der funktionelle Aufbau emer solchen Ana-
fyseeinheit ist in Fig.4 am Beispiel eines
energiedispersiven Analysators mit sog. <so-
lid states-Detektor schematisiert dargestellt:
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Mikroskop mit integrierter
DS

EDX-Analyseneinheit. D= Detekior mit Suckstoffsper-
Digitalschreiber: M= Monitor:  PS= Plattenspeicher:

Die aus dem Objekt austretenden Rontgen-
quanten treffen im Hochvacuum auf cinen
mit fliassigem Stickstofl” gekiithlten hithtumdo-
tierten  Siliztumkristall.  Durch  lonisation
werden im Kristall Ladungsimpulse freige-
setzt, deren Zahl proportional zur Energie




2

A
i

:
<
S

e

e,
o

.,,:,
RS

e

Fig. 4. Schematuscher Auf-
bau ener EDX-Arnalyse-
einheit. Der mit flilssigem
Stickstoff gekihlte Detek-
tor (K) empfiangt die
durch das Berylliumfen-

ster  {punktierte Linie)
einfallende Rontgenstrah-
lung. Die f{reigesetzien
lLadungsumpulse werden

[ itber einen Vorverstiirker
{PAY einem Verstirker

{A) zugefihrt. Im Vielka-
nalanalvsator {MCA)
werden die Impulse sor-

! tiert und aufaddiert. Das
resulticrende  Spektrum

kann auf dem Monitor
{M) betrachtet oder tber
ginen X-Y-Schreiber (X-
Y) bzw. ecinen Digital-

DP

schreiber  (DP)  ausge-
druckt werden,

der i1onisierenden Rontgenquanten ist. Nach
mehrfacher Verstirkung werden die abgelei-
teten Ladungsimpulse einem Vielkanalana-
lysator. dem Pulsprozessor zugefiithrt, wel-
cher sie entsprechend ihrer Amplitude in
emen mehr als 2000 Kanile umfassenden
Speicher einordnet. Der Fillungsstand der
einzelnen Kanile kann nach Ablauf einer
vorbestimmbaren Analysedauer Giber einen
X-Y-Schreiber, einen Digitalschreiber oder
einen Fernsehmonitor als Spektrum zur Dar-
stellung gebracht werden. Eine Magnetplat-
teneinheit gestattet es zudem, simtliche Ana-
lysedaten fiir spitere Verwendungszwecke zu
speichern.

Anwendungsbeispiele

Anhand von drei Beispielen aus dem Gebiet
der Humanmedizin soll. stellvertretend fir
viele weitere Anwendungsmoglichkeiten, der
unmittelbar praktische Nutzen dargelegt
werden, welcher die EDX-Mikroanalyse im
Routinebetrieb erbringen kann. Die Beispie-
le gestatten es ausserdem, auf einige Haupt-
probleme der speziellen Objektpriparation
und der Spektrenauswertung hinzuweisen.

1. Beispiel

Ein dlterer Mann stirbt. nachdem er wih-
rend Jahren an zunehmenden Atembe-
schwerden gelitten hat. Die Hinterbliebenen
erheben bei der zustindigen Versicherung

des verstorbenen Fabrikarbetters Anspruch
auf eine Rente. sind sie doch idberzeugt
davon, dass der Tod 1thres Familienangehori-
gen direkte Folge einer Berufskrankheit ist.
Obwohl der Mann wihrend zweier. lingst
zuruckliegender Jahre in einer Asbest verar-
beitenden Fabrik titig gewesen war, und
obwohl der Hausarzt den Patienten bis zum
Tode wegen einer diagnostizierten Staublun-
ge behandelt hatte, macht die Versicherungs-

gesellschaft die Ausbezahlung der geforder-
ten Rente vom Nachweis abhiangig, dass es
sich in diesem Falle tatsidchlich um ein be-
ruflich erworbenes Leiden handelte. Zur
Kldrung dieser Frage wird daher ein kleines
Stiick Lungengewebe des Verstorbenen hi-
stologisch und elektronenmikroskopisch un-
tersucht. Bereits im Lichtmikroskop fallen in
den Alveolarsepten zahlreiche Makrophagen
auf, deren offensichtlich mineralische. dop-
pelbrechende Einschlitsse zum Teil eine fa-
serformige Gestalt aufweisen. Das Elektro-
nenmikroskop bestitigt den lichtoptischen
Befund: Im Gewebe lassen sich nadelférmi-
ge. meist ganz oder teilweise von einer kon-
trastreichen granuliiren Hille umschlossene
Strukturen beobachten (Fig.$5). Die Vermu-
tung, dass es sich bei den Kristallen um die
erwarteten Asbestnadeln handelt, liegt zwar
auf der Hand, ldsst sich aber nur morpholo-
gisch nicht beweisen. Hier dringt sich eine
EDX-Analyse als Methode der Wahl auf.
Um die Rontgenmikroanalyse der in Frage
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Fig 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme einer gros-
sen Asbestnadel in menschlichem Lungengewebe. Die
Kristallnadel (Pfeily st von emer elektronendichten,
eisenhaltigen, granuliren Hitlle umgeben (sog. Asbesto-
sekorperchen).

stehenden Fasern vorzunchmen, wird das
Elektronenmikroskop durch Knopfdruck auf
Raster-Transmissionsbetrieb  umgeschaltet.
Der feinfokussierte Elektronenstrahl rastert
nun das Objekt - hier ein Gewebediinn-
schnitt -~ Zeile um Zeile ab und erzeugt auf
dem Monitor der Rastereinheit ein Fernseh-
bild, welches mit dem zuvor erhaltenen
Transmissionsbild auf dem Mikroskop-
leuchtschirm identisch 1st. Allein im Raster-
betrieb kann der feine Kathodenstrahl an
jeder beliebigen Objektstelle angehalten und
somit die Vorbedingung fir eine Rontgenmi-
kroanalyse geschaffen werden.

Auf einen nadelformigen Kristall fokussiert,
setzen die hochbeschleunigten Strahlelektro-
nen aus diesem die Rontgenstrahlung frei,

welche, in der beschriebenen Art ausgewer-
tet. vom X-Y-Schreiber als Spektrum auf
vorgedrucktes Papier iibertragen wird. Die
Figur 6 zeigt das reprisentative Spektrum
einer Knstallanalyse unseres Beispiels. Auf-
fillige Peaks erscheinen fur die Elemente
Magnesium (K, -Strahlung), Silizium (K ).
Kupfer (K,, K;} sowie fiir Gold (L. M).

Es ist nun Aufgabe des Untersuchers. die
Peaks richtig zu interpretieren. Allfallige Ar-
tefakte. «Storpeaks», muss er erkennen und
von dem charakteristischen Teil des Spek-
trums subtrahieren kdnnen.

Im vorgegebenen Beispiel wird Asbest ver-
mutel. Asbeste sind Magnesium- und/oder
Eisensilikate. Gold und Kupfer dagegen ent-
halten sie nicht. Dies lisst den Schluss zu.
dass der analysierte Krnstall entweder Ma-
gnesium, Silizium, Gold und Kupfer enthalt
und somit kein Asbest ist, oder aber, dass es
sich wirklich um Asbest handelt, dann aber
das Kupfer und das Gold als Artefakte von
anderswoher stammen missen. Tatsidchlich
entspringen die Kupfer- und die Goldstrah-
lung nicht dem Kristall selbst, sondern stel-
len Artefakte dar. Streustrahlung, welche
durch den Objekthalterstab aus Kupfer und
das Objekttrigernetz aus reinem Gold her-
vorgerufen wurde.

Als charakteristisch konnen also ledighich der
Magnesium- und der Silizium-Peak gelten.
Beim analysierten Kristall handelt es sich
demnach um ein Magnesiumsilikat. Chryso-
tilasbest ist ein Magnesiumsilikat. Er 1st der
einzige, weltweit industriell verwendete As-
best. welcher Magnesium in betrichthicher
Menge, jedoch kein Eisen enthilt

Fig. 6. Réntgenspekiro-
gramm ciner Chrysotifas-
bestnadel.

Die Peaks fir Sihizium
und Magnesium sind ob-
jektspezifsich. Kupfer
und Gold stellen Sireu-
strahlung dar. hervorge-

Si rufen durch Mikroskop-
Ko teile emerseits und das
Cu Obiekitrieernetz anderer-
M Kot Objekitrigernetz anderer
( gKa( SCHS.
b { AU
M A’\J
T ¥ T T W“ ¥
1 KeV 5 KeV
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Im untersuchten Lungengewebe erwiesen
sich simtliche analysierten Fasern als Ma-
gnestumsilikat. als Chrysotilasbest und tat-
siichlich wird in der Firma, bet welcher der
Patient vor Jahren beschidftigt war, aus-
schliesslich Chrysotilasbest verarbeitet.

Gestatzt auf diesen Analysenbefund konnte
die Diagnose einer Asbestose bestitigt wer-
den. Da die Asbestose zudem als beruflich
erworben anerkannt wurde, stand der Aus-
bezahlung einer Rente nichts mehr im Wege.

2. Beispiel

Ein Photoreprograph im mittleren Lebensal-
ter sucht den Arzt wegen sich verschlim-
mernden Atembeschwerden auf. Die klini-
sche Untersuchung und die Réntgenbefunde
fithren zur Diagnose einer diffusen Lungen-
fibrose unbekannter Ursache. Zur weiteren
Abklirung entschliesst man sich, eine Lun-
genbiopsie durchzufithren. Vom excidierten
Gewebe wird ein kleines Stiickchen auch fir
die elektronenmikroskopische Untersuchung
sowie die EDX-Analyse autbereitet,

Im transmissionselektronenoptischen  Bild
sind in den Alveolarsepten zahlreiche Ma-
krophagen zu erkennen, welche mit grossen.
elektronendichten  Einschlussen  beladen
sind. Bei starker Vergrosserung erweisen sich
die Einschlisse als Anhdufungen klemnster.
nur 8-10 nm breiter Kristdlichen. die sich
morphologisch nicht identifizieren lassen
(Fig. 7). Das Analysespektrum eines solchen
Einschlusses deckt hingegen eine erstaunli-
che elementare Zusammensetzung der Kri-
stalle auf (Fig. 8).

Neben den beiden héchsten Peaks fiir Cu

Fig. 7. Elektronenmikroskopische Aufnahme ¢ines Teils
eines Rhabdophaneinschlusses aus der menschlichen
Lunge,

Am Rande des Einschlusses sind die dusserst feinen
Einzelkristalle deutlich zu erkennen (Pfeile).

(K, und K;) - hier Storstrahlung. hervorge-
rufen durch das Kupfer-Objektirigernetz -
finden sich charakteristische Peaks fur Tho-
rium. Cerium, Lanthan, Neodym und Phos-
phor. Das Ergebnis der Elementaranalyse
lautet demzufolge: Bei den vorhiegenden
Kristalleinschliissen  handelt es sich  mit
grosster Wahrscheinlichkeit um Seltene-Er-
den-Phosphate. Seltene-Erden-Phosphate in
menschlichen Lungen sind jedoch unseres
Wissens noch nie zuvor beschrieben und also
noch kaum je beobachtet worden. Anamne-
stische Nachforschungen haben aber erge-
ben, dass der Patient wihrend einiger Jahre
mit den damals noch gebriuchlichen Licht-
bogen-Projektoren gearbeitet hatte. Diese
Lampen verbrannten sogenannte Docht-
Kohlestiabe. Um den Lichtbogen aufzuhel-
len, wurden die Kohlestibe mit eimnem zen-
tralen «Dochty aus Cerium- und Thorium-

Fig. & Rontgenspektro-
gramm von Rhabdophan.
Die charakteristischen
Peaks fiir die Seltenen Er-
den  Cerium. Thorium,
Lanthan und Neodym
sind ebenso wie der Phos-
phorpeak deutlich zu er-
kennen.

10 KeV
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Fig. 9. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines gold-
haltigen Einschlusses (Aurosoms) aus der menschlichen
Niere, In einer granuldren Matrix legen federfOrmige,
elektronendichte. kristallahnliche Strukturen. in wel-
chen das Gold nachgewiesen werden kann.

oxid versehen. Bet der sehr hohen Lichtbo-
gentemperatur verdampften diese Beimen-
gungen, um anschliessend in der Raumluft
wieder zu feinsten Kristillchen zu konden-
sieren. Mit der Atemluft gelangte das Kon-
densat in die Lungen des Reprophotogra-
phen. wo die Mineralien im Verlaufe der
Jahre zu Phosphaten und zu Carbonaten
umgewandelt wurden (Sticher et al. 1973).
Auch in diesem Fall ist es also gelungen,
dank der EDX-Analyse den Zusammenhang
zwischen beruflicher Tatigkeit und organi-
schem Lerden zweifels{rei nachzuweisen.

3. Beispiel
Eine 65jdhrige, an chronischer Polyarthritis

leidende Frau wird withrend mehrerer Wo-
chen mit Antirheumatica und einem Gold-
priparat behandelt. Komplikationen in
Form emes plodtzlich auftretenden Nieren-
versagens zwingen zum Unterbruch der The-
rapie und machen eine Nierenbiopsie erfor-
derlich. Eine routinemissig fiir die Elektro-
nenmikroskopie aufgearbeitete Gewebepro-
be wird auch der EDX-Analyse zugefihrt
Aufgrund der klinischen und der histopatho-
logischen Befunde ist der Defekt im primi-
ren Ausscheidungsapparat, den Glomerula
zu suchen. Die transmissionselektronenopti-
sche Untersuchung der Gefisskapillaren
zeigt, dass die Epithelzellen bisweilen kleine.
meist unscheinbare, elektronendichte Ein-
schlitsse enthalten, welche sich bei stirkerer
Vergrosserung als federfdrmige Strukturen,
cingebettet in einer granulidren Maitrx. er-
weisen (Fig. 9).

Das EDX-Analysespektrum solcher Ein-
schlusskorper ldsst eme Vielzahl von Ele-
mentpeaks erkennen (Fig. 10).

Mehrheitlich stellen die zur Darstellung ge-
brachten Peaks Artefakte dar, stammen sie
doch nicht aus der Probe selbst, sondern sind
das Resultat der Fixation mit Osmiumtetro-
xid, der Schnittkontrastierung mit Blethvdro-
xid und Uranylacetat oder des nun schon
bekannten Trigernetzes. Von ausschlagge-
bender Bedeutung sind hingegen die Peaks
fur Gold L, und M,. Sie erbringen den
Beweis dafiir, dass es sich bei den untersuch-
ten federformigen Strukturen um goldhaltige
Einschliisse handelt. Gold enthaltende Inclu-
sionen in Epithelien der Glomerula werden
als cAurosomen> bezeichnet. Sie stellen zwei-

Fig 10, Ronigenspektro-
gramm  ¢ines  Aurosoms,
e Neben den charakteristi-
schen Peaks fur Gold (L,
" und M,) treten noch die
Kp praparationsbedingten

; Peaks fir Osmium, Blet
ﬂ und Uran auf. Der Sile-
| zium- und der Chlorpeak
| werden durch das Finbet-
% tungsmittel  hervorgeru-
f fen.




fellos Ausscheidungsprodukie des in der
Therapie verwendeten Goldpraparates dar,
und es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass sie als Ausdruck einer durch Gold ver-
ursachten Nierenerkrankung zu gelten ha-
ben.

Probleme der Objektpriparation

Das Spektrum des letzten Beispiels, mit sei-
ner Vielzahl von unspezifischen Peaks macht
deutlich, wie stark offensichtlich objektfrem-
de Faktoren das Resultat einer Analyse be-
eintrachtigen koénnen. Im Vordergrund ste-
hen daber die durch Fixation und Schnitt-
kontrastierung eingefithrten Artefakte. Die
in der Routinepriparation verbreitete Glu-
taraldehyd-Osmiumtetroxyd-Doppelfixation
cignet sich nur bedingt fiir die EDX-Analy-
se. weil die im Spektrum auftretenden unver-
meidbaren  Os-Peaks mit  benachbarten
Peaks anderer Elemente interferieren. So
tiberlappen sich z.B. der Osmium-M-Peak
mit dem K -Peak von Silizium und dem K-
Peak von Phosphor, da sie sich in ihren
Energiebetrigen nur wenig unterscheiden.
Als reine Kohlewasserstoffe. die kemnerlet
Peaks ergeben. konnen Glutaraldehyd und
Formaldehyd dagegen bedenkenlos zur Fi-
xation verwendet werden. Eine dem Detek-
torkristall vorgesetzte Folie aus Beryllium
(s.Fig.4). deren Aufgabe darin besteht, das
Detektorsystem  vom  Hochvacuumsystem
des Mikroskopes abzuschliessen. hat zur Fol-
ge. dass die energicarme charakteristische
Rontgenstrahlung (weniger als tkeV) der
Elemente mit Ordnungszahlen von 1-10. al-
so der biologisch bedeutungsvollen Atome
wie Wasserstoff. Kohlestoff. Stickstoff und
Sauerstoff, schon vor dem Erreichen des
Detektorkristalls absorbiert wird.

Auch die fiir eine einwandfreie Strukturer-
haltung unerlasslichen  Einbettungsmittel.
die Epoxyde (Araldit, Epon, Spurr etc.) er-
zeugen bei der EDX-Analyse Stérpeaks. So
treten z. B. bei der Analyse von Epon-Diinn-
schnitten regelmissig kleine Peaks fir Sili-
zium und Chlor auf (vgl. Fig.10). Seit kur-
zem sind aber Epoxyde im Handel, welche
diesen Nachteil nicht mehr aufweisen sollen.
Die Kenntnis des riumlichen Auflésungsver-
mogens der energiedispersiven Rdantgen-
spektralanalyse st fir jeden EDX-Untersu-

cher von grundlegender Bedeutung. Das
riumliche Aufiosungsvermogen besagt, wie
nahe zwei benachbarte Objekistellen beiein-
ander hegen dirfen, um noch getrennt, ohne
storende gegenseitige Beeinflussung. analy-
stert werden zu konnen.

Der erste. das Aufldsungsvermogen begren-
zende Faktor ist der Kathodenstrahl selbst.
Je feiner der Strahl, desto hoher grundsitz-
lich die Aufldsung. Es wire indessen falsch
zu glauben, der heute erreichbare Strahl-
durchmesser von 2nm erlaube eine Auflo-
sung in derselben Grossenordnung. Durch
die Streuung der Elektronen im Objekt, wel-
che von der Beschleunigungsspannung einer-
seits (== Energie der Strahlelektronen) und
von der Objektdicke andererseits abhingig
ist, wird die praktisch erreichbare Auflosung
zusitzlich beeintrichtigt. Ideal fir die Ana-
lyse wiren ultradiinne Schnitte (diinner als
100 nm). Zumal aber in tierischen und
pflanzlichen Geweben die Dichte analysier-
barer Elemente erheblich gernnger st als
beispielsweise in mineralogischen Proben,
muss man, um trotzdem geniigend Atome
anzuregen, dem Elektronenstrahl mehr Mas-
se exponieren. Mehr Masse st aber gleichbe-
deutend mit einem dickeren Schnitt, und da
werden wiederum Phidnomene wirksam, wel-
che die Messresultate verschlechtern anstatt
ste zu verbessern:

Mit zunehmender Eindringtiefe werden die
Strahlelektronen im Objekt zunehmend ge-
streut. Der Interaktionsraum weicht von der
Zylinderform ab und erhidlt Tropfenform.
Dadurch geraten jetzt auch Strukturen in
den Einflussbereich der Elektronen, die vom
Untersucher gar nicht anvisiert wurden. Das
Resultat ist die erwidhnte Verschlechterung
der rdumlichen Auflosung. Grundsitzlich
béte sich die Moglichkeit, durch Anheben
der Beschleunigungsspannung den Interak-
tionsraum - die «Birne» - bei gleichbleiben-
der Schnittdicke zu verschmilern. Der Nach-
tetl eines zusidtzhich verminderten Bildkon-
trastes (unkontrastierte, oft auch unosmifi-
zierte Schnitte!) muss aber in Kauf genom-
men werden.

Fir die Schnittkontrastierung biologischer
Diinnschnitte gelten dieselben Regeln wie
fur die Fixation und die Einbettung: Die
starke charakteristische Strahlung der Ele-
mente mit hoher Ordnungszahl fithrt zu
Peaks, welche andere, objekispezifische

49



Peaks leicht Gberdecken konnen. Es emp-
fichlt sich in jedem Falle, vorgingig der
Analyse zu priifen, ob ein kontrastgebendes
Element - gewdhnlich Uran, Blei, Wolfram
oder Mangan - nicht mit dem Peak eines
gesuchten Elementes interferieren konnte.
Schliesslich darf auch die Wahl des Objekt-
tragernetzes nicht dem Zufall tberlassen
werden. Reinmetallnetze geben selbst dann
starke Rontgensignale, wenn der Primir-
strahl in einiger Entfernung an den Metall-
stegen vorbeifiithrt. Die durch gestreute Elek-
tronen hervorgerufenen Rontgenstrahlen ge-
ntigen immer noch zur Erzeugung hoher
Peaks. Objekttriger aus Nylongewebe haben
sich als sehr nitzlich erwiesen, da sie prak-
tisch keine charakteristischen Rontgenstrah-
lung emittieren. Gewisse minimale Verunrel-
nigungen von Titan im Kunststoff konnen
sich aber gelegentlich auch hier noch stérend
auswirken. Vom spektroskopischen Stand-
punkt aus gesehen «reiny und unbedenklich
sind die Objekttriagernetze aus Bervllium
oder die reinen Kohlefolien. Wegen des ho-
hen Preises und der Toxizitdt im einen und
der extremen mechanischen Fragilitit 1m
anderen Fall eignen sich beide Objekttriger
nur beschrinkt fur Routinearbeiten.

Alle bisher erwithnten Parameter sind durch
den Priaparator beeinflussbar. Ein erhebli-
cher Teil der in Spektren auftretenden Stor-
strahlung kann aber vom Mikroskop selbst
beigesteuert sein und st dann vom Untersu-
cher nur mit grosserem Aufwand zu min-
dern. Samtliche, dem Strahlengang expo-
nierte Mikroskopoberflichen werden in un-
terschiedlichem Masse zur Emission von
Rontgenstrahlung angeregt. Storend fir die
Analyse wirken sich indessen nur die strahl-
nichsten Metallteile wie Polschuhe (Eisen),
Blenden (Platin, Gold etc.) und Objekthalter
(z.B. Kupfer) aus. Durch Einsetzen geeigne-
ter Blenden kann die harte Réntgenstrah-
lung aus dem oberen Sidulenbereich weitest-
gehend eliminiert werden, und durch Aus-
streichen der objektnahen Mikroskopteile
mit Graphit gelingt es, deren storenden Ein-
fluss auf ein Mimimum zu reduzieren.

Bei der noch verbleibenden mikroskopbe-
dingten Storstrahlung handelt es sich um
eine relativ konstante Strahlung mit sehr
geringer Intensitit. Sie wird an jeder Objekt-
stelle in dhnlichen Verhiltniswerten wirksam
und es besteht die Moglichkeit, diese im
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Bedarfsfalle e¢lektronisch von den objektspe-
zifischen Peaks zu subtrahieren.

Die EDX-Analyse ist aber nicht - wie das
bisher dargestelit wurde - nur eine Methode
zum qualitativen Nachweis von chemischen
Elementen. Wie eingangs erwidhnt, lassen
sich mit ithrer Hilfe auch Angaben iiber die
relative Konzentration und die absolute
Menge der einzelnen Elemente in der ge-
wihlten Probenstelle gewinnen. Dies erfor-
dert allerdings einen erheblich hdheren zeit-
tichen und materiellen Aufwand. So milssen
unter anderem zur Ermittlung der absoluten
Werte Standarde verwendet werden. d.h.
Vergleichspriaparate mit genau bekannter
Konzentration des zu messenden Elementes.
Dariiber hinaus st die Beachtung einer Rei-
he von zusitzlichen priparatorischen und
instrumentellen Faktoren erforderlich, auf
deren Darlegung hier nicht niher eingegan-
gen werden kann. Der interessierte Leser sei
an dieser Stelle auf die ausgezeichnete ein-
fithrende Fachliteratur von Hren et al
(1979) oder von Chandler (1977) verwiesen.
Wenn auch die Prisentation der Methode
auf so eng bemessenem Raum der dusserst
komplexen EDX-Analysentechnik in keiner
Weise gerecht werden konnte. so haben die
vorgestellten Beispiele doch gezeigt, dass in
der biologischen Diagnostik und Forschung
die energiedispersive Rontgenmikroanalyse
tiberall dort routinemissig und mit Erfolg
eingesetzt werden kann, wo es gilt, kleinste
Elementspuren in kleinsten Proben in situ
nachzuweisen.
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