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Princip: Hlavnim principem je zhotoveni polotenkych tkanovych fez(, které jsou nasledné prohlizeny
lékarem ve svételném mikroskopu a po jeho posudku se zhotovi ultratenké fezy. Abychom mohli
nakrajet polotenké fezy, musime nejdrive vytvofit tvrdé blocky procesem, ktery trva tfi dny. Prvni den
fixovany material postfixujeme 1 % oxidem osmicelym a nasledné odvodnujeme vzestupnou fadou
alkoholt, kdy zlstava pres noc v 96 % alkoholu. Druhy den dokoncujeme odvodnéni, vzorek prosytime
propylenoxidem a dale prosycujeme smési propylenoxidu s pfipravenou smeési pryskyric Durcupan
ACM a?Z do tretiho dne. Nasledné se opét vzorek prosyti nové pripravenou smési Durcupan ACM a
pfipravuje se na zaliti do smési epoxidovych pryskyfic, které potom polymeruji v termostatu ptiblizné
48 hodin. Kontrolou spravné ukrojenych polotenkych fezl by méla byt jejich zelenkava aZ riizova barva.
Rezy se prenesou na podlozni sklo, vysu$i a obarvi toluidinovou mod¥i. Podle Iékafem zhodnoceného
polotenkého fezu se preparat skroji a zhotovi se ultratenké fezy o sile 70 - 90 nm. Spravné silné
ukrojené ultratenké Fezy maji stiibrnou a? zlatavou barvu. Rezy se natahuji na médénou sitku, kterou
dale kontrastujeme pomoci soli tézkych kovl uranyl acetatu a leadcitratu. Tento proces kontrastovani
se musi chranit pred svétlem. Vysledné subcelularni struktury maji v elektronovém mikroskopu barvu
Sedi.

Uplatnéni metody: Transmisni elektronova mikroskopie je uplatfiovdna v histologii za Ucelem
pozorovani bunécnych organel i mezibunécénych struktur. V klinické medicinské praxi se tato metoda
nejvice vyuziva pfi zpracovani svalovych biopsii a biopsii ledvin.

Uskali metody: Zakladem musi byt dobfe odebrany vzorek s dostateénym mnoistvim materialu,
nevyschly a dostateéné fixovany. Médéna sitka musi byt pfed pouzitim vidy vycisténa pomoci
ultrazvuku. Pfiprava preparatu pro vysSetfeni je Casové naro¢na a samotna metoda je velmi draha.

Pristrojové vybaveni: Pro nakrajeni ultratenkych ezl pouzivame ultramikrotom, ve kterém je uchycen
sklenény nebo diamantovy nlz. Vysledny fez je vySetfovan ve vakuu v elektronovém mikroskopu.
Zobrazujicim prostfedkem je zde svazek elektron(l. K tomu potfebujeme vakuum, ve kterém emituje
Zhavena wolframova katoda elektrony a ty jsou nasledné urychlovany k anodé. Vysledny obraz je po
dopadu na fluorescencni stinitko transformovan v obraz viditelnym okem.

Odbér a transport: V histologické laboratofi ve FN Plzeri Lochotin prevdiné vysetfuji transmisni
elektronovou mikroskopii punkéni vzorky vlastnich ledvin. Svalové biopsie se zde viibec neprovadi,
pouze pripravuji pro finadlni zpracovani a nasledné zasilaji do konkrétnich fakultnich nemocnic, FN
Motol a FN Brno, kde se svalovymi biopsiemi zabyvaji. Vlastni ledvinny vzorek je ihned po odbéru
transportovdan v nefixovaném stavu do laboratore. Odbér se provadi v lokdlni anestezii punkéni jehlou,
ktera je kontrolovana ultrazvukem. Standardné by mél vzorek ve tvaru malého valecku obsahovat
rendlni klru. Takto odebrany punkéni vzorek je dodan do laboratofe na gaze namocené ve
fyziologickém roztoku uvnitt Petriho misky, kde je poloZen na ledu nebo chladici gelové podloZce, ktera
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by méla zabrdanit autolyze. Punktat musi byt stale vlhky, jelikoZ hrozi vyschnuti a zni¢eni odebraného
vzorku. Vzorek se dale prohlizi pod mikroskopem a podle posouzeni se nasledné rozéleni Ziletkou na
tfi ¢asti, tak aby v kazdé byla pritomna tkan s glomerulem. Jedna ¢ast se nasledné fixuje ve 4 %
paraformaldehydu pro elektronovou mikroskopii a zbylé dvé casti jsou urceny k histologickému

vySetfeni a vysSetreni pfimé imunofluorescence.
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