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Princip:

Elektronova mikroskopie je metoda umoznujici studium mikrostruktury objekt(.

Mikrostrukturu zkoumame ve vakuu za pomoci svazku elektronl, ktery vznikd emisi elektron(
z katody, které jsou dale urychlovany k anodé. Svazek je dale sméfovan vhodnym elektrickym, nebo
magnetickym polem.

Elektronovou mikroskopii délime na dva typy. Jednd se o transmisni a skenovaci elektronovou
mikroskopii. VInové délky urychlenych elektronl jsou o mnoho fadd mensi, nez vinové délky foton(
viditelného svétla. Diky tomu ma elektronovy mikroskop vétsi rozliSovaci schopnosti a mize dosahnout
vétsiho zvétseni (az 1 000 000x).

TEM — transmisni elektronova mikroskopie

Elektrony pronikaji vzorkem, s kterym interaguiji a jsou tak odchylovany od pavodniho sméru. Konec¢ny
obraz je tvoren z vétSiny neodchylenymi elektrony na zobrazovaci systém.

Celkova tloustka preparatu nesmi presahovat 100 nm.

Proces odvodnéni vzorku a prosyceni epoxidovymi pryskyficemi, se provadi manualné po dobu 3 dni a
je nasledovano zalitim vzorku do smési epoxidovych pryskyfic.

Zhotovujeme tzv. polotenké fezy. Pfedem si popiSeme podlozZni skla a krajime na ultramikrotomu.
Blocek upravime pomoci pilniku do tvaru pravidelné pyramidy, kterou nasledné nahrubo skrojime a
pomoci Ziletky ho upravime do tvaru ¢tverce. PouZzivdme sklenéné noze naplnéné redestilovanou
vodou. Krajime Fezy tenké 810 — 850 nm, Fez by mél mit zelenkavou a? riizovou barvu. Rezy naneseme
pomoci patradla (fasa) do pfipravenych kapek na podloZznim skle, které jsme vytvofili pomoci injekéni
stfikacky. Poté fezy nechame schnout na susici plotné (98°C), kde se odpafi prebytecna voda a
obarvime je toluidinovou modfi. Obarvené fezy zkontrolujeme pod mikroskopem. Nejlépe vypadajici
fez predlozime lékafri.

Podle Iékafem oznaceného mista na fezu se blo¢ek opét skroji na pravidelny ¢tverec 2 mm x 2 mm.
Poté krajime tzv. ultratenké fezy o sile 70 — 90 nm, méli by mit stfibrnou aZ zlatavou barvu. Pred
natazenim ultratenkych ezl je potfeba vydcistit médéné sitky, na které se fezy natahuji. Pomoci
patradla natrhame nakrdjenou pasku po 2 — 3 Fezech a natdhneme na sitku. Je potfeba zaplnit 2 - 3
sitky po 4 — 12 tezech, zalezi na jejich velikosti. Sitky s natazenymi fezy vlozime do Petriho misky
s Cistym filtranim papirem.

K barveni ultratenkych rez(i se pouZiva kontrastovani, coZ je zvySovani kontrastu rGznych struktur
pomoci soli tézkych kovl uranyl acetatu a leadcitratu. Tento proces se musi chranit pred svétlem,

barveni proto provadime v krabicce, ktera brani priniku svétla.

Uplatnéni metody:
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TEM - tato metoda je v histologii pouzZivdna za Ucelem zobrazit mikrostruktury bunék, jednotlivé
organely a dalsi. V praxi se tato metoda vyuziva pfi zpracovani svalovych biopsii a biopsii ledvin.

Uskali metody:
Nakladné vybaveni a prostorova narocnost. Dale je také nutné, aby vzorek byl velmi tenky a preparat
musi byt umistén ve vakuu, coZ neumoZiiuje pozorovat Zivé organismy.

Pfistrojové vybaveni:
Elektronovy mikroskop, mikroskop, ultramikrotom, susici plotna, ultrazvukova Cisticka.

Odbér a transport:

Punkéni biopsie ledviny se provadi v lokalni anestézii, pod ultrazvukovou kontrolou za pomoci punkéni
jehly. Vzorek ziskame ve formé uzkého valecku. Vzorek je do laboratofe dopraven ihned po odebrani
v nefixovaném stavu a je prinesen v Petriho misce poloZzené na ledu. V misce je gaza namocena
fyziologickym roztokem, protoze hrozi vyschnuti vzorku na vzduchu a tim jeho znehodnoceni.
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