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Elektronova mikroskopie
- okno do nanosvéta
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Zijeme v mofi neviditelnych pfedmétu,
které nds ovliviiuji a pisobi na ns. P¥ikla-
dem mohou byt viry, které jsou povazoviny
za nejmensi organismy. Nékteré z nich
mohou napadat ¢lovéka a puisobit mu zdra-

votni obtize, jako je tfeba klistovd encefaliti-
da. Jejich velikost se pohybuje v intervalu
od 16 do 300 nm (jeden nm je miliontina
milimetru nebo jinak 1077 m), jsou tedy pro
lidské oko zcela neviditelné. K tomu, aby-

chom mohli studovat jejich strukturu nebo
zivotni cyklus, potfebujeme velmi vykonné
mikroskopy s dostate¢nou rozliSovaci
schopnosti. Tu jsou schopny poskytnout
pouze elektronové mikroskopy.

Prozarovaci (transmisni) elektronova mikroskopie (TEM)

Prozafovaci (transmisni) elektronovi
mikroskopie je metoda, kterd nim umoz-
fuje vidét nejjemnéjsi detaily vnitfniho
uspofadini bunék, bakterii, virg, ale i slo-
zek, z nichz se skladaji, napf. biologickych

makromolekul, jako jsou bilkoviny a nukle-

Obr. 1 - Vnitini struktura fasy Chromera velia zobrazena
v transmisnim elektronovém mikroskopu pfipomina smé-
jici se rybicku. (Laboratof elektronové mikroskopie, Biolo-
gické centrum AV CR, Ceské Budéjovice).

ové kyseliny. Tyto informace ndm zpro-
stfedkovava paprsek urychlenych elektro-
nu, které se vysokou rychlosti prohdnéji
elektronové optickym systémem TEM
a prochazeji pfipravenym vzorkem. Vysled-
kem je zobrazeni mista na vzorku, kterym
urychlené elektrony prosly, na obrazovce
monitoru &i pozorovacim stinitku mikro-
skopu ve velikém zvétdeni a rozliSeni, které
muze dosdhnout az desetin nm. Zobrazo-
vani biologickych vzorka vsak neni dplné
jednoduché a je potfeba prekonat nékolik
zésadnich piekazek. Aby se urychlené elek-
trony mohly rozptylit pouze na atomech
tvoficich vzorek, musi byt vnitini prostor
TEM vycerpin na pomérné vysokou hod-
notu vakua a navic musi byt vzorek dosta-
te¢né tenky, aby jim mohly elektrony projit.
V praxi to znamend, Ze musime pfed vlast-
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nim prohliZzenim vzorek
zbavit veskeré vody a pii-
pravit jej v tenké vrstvé
s tloustkou pod 100 nm,
coz odpovida zhruba jedné
tisiciné tloustky archu
bézného kancelifského
papiru. Pfi¢teme-li k tomu
vliv rozkladnych procest
u biologického materidlu,
které probihaji velmi rych-
le, musime téméf vSechny
biologické objekty upravo-
vat, fixovat, odvodnovat,
zalévat do pryskyfice a nakonec krijet
do podoby ultratenkych fezi s tloustkou
mezi 50-70 nm. Dalsi, modernéjsi moznos-
ti, kterd umoziiuje zobrazit detailni bunéc-
nou strukturu blize Zivému stavu, je zmrazit
vodu ve vzorku tak, aby vznikl amorfni
nekrystalicky led. Krystaly by totiZ znicily
ultrastrukturu vzorku. Led zdroven vzorek
zpevni tak Ze jej lze ve zmrazeném stavu

0br. 3 - Model struktury proteinového komplexu SMO izolovaného ze sirné
bakterie Chlorobaculum tepidum. Vlizualizace pomoci metody jednocasticové
analyzy v transmisnim elektronovém mikroskopu s vysokym rozliSenim.
Castice po analyze jednotlivych projekci nahore, rentgenova analyza dole. miZe nidm poskytnout infor-
(Laboratof elektronové mikroskopie, Biologické centrum AV CR, Ceské mace i o prvkovém sloZeni

Budéjovice).

Obr. 2 - Trojrozmérny model endoplazmatického retikula neuronu, ve kterém se
mnoZi viry klistové encefalitidy. Model byl vytvofen pomoci elektronové tomo-
grafie. Viry Zluté, virové vacky zelené, endoplazmatické retikulum modre a cyto-
plasmatické ribosomy cervené. (Laboratof elektronové mikroskopie, Biologické
centrum AV ﬁR, Ceské Budéjovice).

nakrdjet do podoby ultratenkych kryo-fezii
s pozadovanou tloustkou. Pro pouziti této
metody musi byt TEM vybaven chlazenym
drzdkem vzorkd, umoziiujicim udrzovat
teplotu hluboko pod nulou, blizko teploté
kapalného dusiku. Vystupem z TEM je sni-
mek pozorované oblasti v buiice nebo
struktura daného makromolekulirniho
komplexu, které jsou zaznamendny digitdl-
né pomoci specidlnich kamer.

Dnesni TEM nabizi kro-
mé bézného pozorovini pfi-
pravenych vzorka i fadu tech-
nicky ndro¢néjsich metod,
které umoziiuji najit v bunée-
né struktufe napf. vybranou
bilkovinu (imunolokalizace),
zkoumat jeji prostorovou
strukturu  (jednodasticovd
analyza) nebo vytvofit tfiroz-
mérné zobrazeni pozorované
oblasti (elektronové tomogra-
fie). Pokud je mikroskop vyba-

ven vhodnym pfisludenstvim,

naseho vzorku (EELS, EDX).

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Biologifké centrum AV CR - Labomz‘mf elektronové
mikroskopie, Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Ustav molekuldrni genetiky AV CR -

Elektronovd mikroskopie.
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Radkovaci (rastrovaci, skenovaci) elektronova mikroskopie (SEM)

Tato mikroskopickd metoda byla
v neddvné minulosti uréena pfedevsim pro
pozorovani povrchové struktury vzorku
ve velkém zvétseni a rozlieni. Pro velkou
hloubku ostrosti umoziujici ziskat zaostie-
ny snimek i tak slozZitych objektd, jakymi
jsou napiiklad zdstupci hmyzi fise, je v bio-
logickém vyzkumu velmi oblibend. V' sou-

Obr. 1 - | kdyZ objekt na obrazku pfipomina helmici fim-
ského bojovnika, jednd se o jednobunéény organismus
patfici mezi moiské obrnénky, ktery se nazyva Omithoce-
rus Magnificus. Velikost tohoto organismu je pod 100 pm
a urcité budete souhlasit se slovy jejiho objevitele, ktery
ji popsal jako jednu z nejizasnéjSich a nejpodivnéjSich zvi-
fecich forem. (Pocitacové kolorovany snimek ze skenova-
ciho elektronového mikroskopu, Laboratof elektronové
mikroskopie, Biologické centrum AV fIR, Ceské
Budéjovice)

Casnosti zaziva skenovaci elektronova mik-
roskopie prudky rozvoj a soucasné pfistroje
nabizeji pro biologické objekty velké mnoz-
stvi specidlnich aplikaci.

Tvorba obrazu v SEM je zaloZena
na vychylovéni paprsku primérnich elektro-
nii tak, Ze skenuje vybranou oblast povrchu
preparatu. Zaroven se deteguji signély uvol-
flované z povrchu prepardtu pii piebéhu
paprsku urychlenych elektrond a jejich
intenzita je podkladem k vytvofeni obrazu
na monitoru mikroskopu. Cim mens{ je pra-
mér dopadajiciho svazku elektronti a plocha,
kterou skenujeme, tim vét§i rozlideni a zvét-
$eni bude mit vysledny obraz z mikroskopu.

Signily, které jsou detegoviany v SEM,
nesou informace o vzorku. Sekundirni
elektrony ndm umoziuji dokonale vidét
povrchovou strukturu prepardtu, zpétné
odrazené elektrony prozradi, zda je vzorek
slozen z lehkych ¢&i tézkych prvka, a rentge-
nové zdfeni dokdze dokonce tyto prvky
identifikovat.

Stejné jako v piipadé TEM musi byt
i vniténi prostor SEM vycerpdn na vysoké

hodnoty vakua. To znameni, Ze i v tomto
piipadé by preparaty mély byt bezvodé. Pro-
to pro pozorovini v SEM biologické vzorky
musime zafixovat, odvodnit a vysusit. Poté je
nalepime na vhodnou vodivou podlozku
a na jejich povrch naprasime tenkou vrstvu
dobie vodivého kovu, kterd zabrani nabijeni
povrchu prepardtu pii jeho ozafovini elekt-
ronovym paprskem a zvysi kontrast. Pokud
nemiizeme vodu ze vzorku odstranit, mize-
me pouZit postup zmrazeni preparitu a jeho
prohlizeni ve zmrazeném stavu v kryo SEM.
Dalsi moznosti je pouzit SEM, ktery je
schopny pracovat v rezimu nizkého vakua,
kdy je dokonce mozné prohlizet i zcela
zavodnény vzorek (environmentédlni SEM).

Soucasné fadkovaci elektronové mikro-
skopy umoziiuji i uspofddani, pfi kterém je
paprsek elektrond vychylovdn stejné jako
ve standardnim SEM, ale k tvorbé obrazu se
pouzivaji elektrony, které prosly vzorkem
(skenovaci transmisni elektronovy mikro-
skop STEM). V tomto pripadé vzorky musi
mit podobu ultratenkych fezii a SEM musi
byt vybaven detektorem proslych
elektronti.

Nejmodernéjsi technologie jiz umoziuje
i trojrozmérné zobrazovani. Pokud nas zaji-
ma vnitin{ uspofddani naseho vzorku, ktery
md vhodnou velikost, miiZeme pouzit néko-
lik metod, které jsou zaloZeny na odkrojeni
tenkého fezu (metoda SBF SEM) ¢ odpra-

$eni tenké vrstvy z povrchu vzorku pomoci

Obr. 2 - Vysoce rozlisuji-
ci skenovaci mikroskop
Apreo (Thermo Fischer
Scientific), ktery je vyba-
ven pro 3D rekonstrukce
systémem VolumeScope,
je instalovan v Laborato-
fi elektronové mikrosko-
pie, Biologické centrum
AV CR, Ceské
Budéjovice.

koncentrovaného svazku iontt (metoda FIB
SEM) a nasnimdni obrazu nové odhaleného
povrchu pomoci SEM. Vzorek je takto
postupné odkrdjen & jeho ¢dst odprasena
v komote mikroskopu a v pribéhu tohoto
automatizovaného procesu je ziskdna série
snimka, které jsou podkladem pro 3D
rekonstrukei odkrdjeného ¢i odpriseného
objektu. Pro 3D analyzy je tfeba vzorky pfi-
pravit podobnym zptsobem jako pro TEM,
tedy zpevnit je zalitim do pryskyfice,
a potom odhalit oblast vzorku, kterd nds
zajimd, odfezdnim pfebyte¢né pryskyfice
a vzorku v ultramikrotomu.

Obr. 3 - Ultrastruktura mozkové tkané mysi, ktera je zob-
razena ve skenovacim elektronovém mikroskopu Apreo
V'S pomoci zpétné odrazenych elektroni. V tomto zobrazo-
vacim mddu jsou velmi dobfe viditelné struktury obsahu-
jici atomy tézkych kovi, napf. osmia, které se do vzorku
pridavaji béhem piipravy. (Laboratof elektronové mikro-
skopie, Biologické centrum AV CR, Ceské Bud&jovice).
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