Kontrastovani v elektronové mikroskopii

Kontrastovani vzorku pro TEM

Rozlieni vzork{ v transmisnim elektronovém mikroskopu zélezi na rozptylu
svazk( elektrond pri dopadu na vzorek. Tento rozptyl zavisi na atomové
hmotnosti prvk{, z néhoz je preparat tvoren (¢im vyssi je atomova hmotnost
danych prvkd, tim vyssi denzita se projevi na obrazu). Biologické struktury maji
samy o sobé nizky kontrast, protoze biogenni prvky (C, O, H, N), z nichZ se
skladaji, maji malé atomové hmotnosti, jejichz hodnoty se od sebe pfilis nelisi,
tudiz nejsou v elektronovém mikroskopu rozeznatelné.

Moznosti zvySeni kontrastu vzork( je mnoho, mizeme pouzit napriklad metodu
zmenseni objektové clony, snizeni urychlovaciho napéti nebo zvétseni tloustky
vzorku. Tyto metody se ale pfiliS nepouzivaji, protoze vedou k neostrosti obrazu.
Dnes se ke zvysSeni kontrastu pouzivé prevazné adsorpce sloucenin tézkych kov(

na biologické struktury. Obrazek 1 - PFiklad zobrazenf
v ., v v w , . , struktur pomoci pozitivniho
Pouzivaji se pfevazné tyto kovy: U, W, Pt, Pb a Mn, nazyvané téz elektronova kontrastovani.

barviva. Tyto kovy dovedou zvysit rozptyl primérnich elektronl a tim i zvysit
kontrast struktur vzorkd.

Metoda "pozitivniho" kontrastu

Slouceniny téZkych kovl se navazou na takové povrchy, které obsahuji redukéni
mista (napf. dvojné vazby), a vytvori tak vysoky kontrast struktur, které
vyniknou na méné denznim pozadi.

= |Inkubaci s parami OsOy;

= dvojitym barvenim s octanem uranylu (uranyl acetdtem) a citratem olova,
kdy octan uranylu reaguje predevsim s nukleovymi kyselinami a proteiny a
citrat olova pak reaguje s membrdnami, proteiny, nukleovymi kyselinami a
s glykogenem. Po dvojitém kontrastovani tak vzorek ziska rovnomérny
kontrast vSech bunéc¢nych struktur.

Obrazek 2 - Priklad zobrazenf
adenoviru metodou negativniho
kontrastovani.

Metoda "negativniho" kontrastu

Metoda spociva v obklopeni vzorku elektronové denznim kontrastnim cinidlem obsahujicim tézky kov, ktery vytvori
temné pozadi, v némz se vzorek o nizsi denzité bude jevit jako svétlejsi. Tato metoda je vhodna pro pozorovani
malych struktur, jako jsou makromolekuly proteind a polysacharid(i, organely, membranové systémy, viry a
bakterie.

Jako kontrastni Cinidla se nejcastéji pouzivaji:

= AM = molybdenan amonny;
= UA = uranyl acetdt;
= PTA = roztok kyseliny fosfowolframové.

Metoda stinovani

Stinovani spocivéa v
pokryvani preparatu
tenkou vrstvou kovu, to
zajisti zvyraznéni jemnych fibrildrnich struktur a detaild malych makromolekul, napf. kolagenu, DNA, RNA,
ribozomd nebo bunécéné stény. Nejcatéji se pouzivaji kovy o vysoké hustoté (Au, C, U, Cr, W, Pt, Pd, Ni, Ge).
Pokoveni se provadi ve vysokém vakuu (104 Pa) za pomoci odpafovaciho zdroje kovovych ¢&stic, kdy partikule
téZzkého kovu putuji vakuem primym smérem rlznymi rovinami a hromadi se na vzorku a kolem néj. Tam, kde
vzorek stini zdroji, se nahromadi méné ¢astic kovu a toto misto se bude zdat svétlejsi - proto se uz dnes pouziva
rotac¢ni stinovani, kdy se vzorek béhem nastriku rovnomeérné otadci na rotacni ploSiné. (Obecné plati, ze ¢im hrubsi
povrch ma preparat, tim vétsi ihel dopadu naprasovaného kovu zvolime a naopak.) Vysledkem stinovani je velmi
jemna granularitakovovych ¢astic, diky které jsou dobre viditelné jemné struktury.

Obrézek 2 - Pfiklad zobrazeni adenoviru metodou negativniho kontrastovéani. Pfevzato z [

Kontrastovani vzorka pro SEM

Rastrovaci elektronovy mikroskop slouzi hlavné k prohlizeni povrchového reliéfu vzorkd o velikosi az 15x15 mm.
Pracuje na principu detekce odrazenych nebo vyrazenych sekundarnich elektronl z preparatu. Pro pozorovani je
nutné, aby preparaty spliiovaly urcité vlastnosti, jako je bezprasnost, stabilita ve vakuu, stabilita vaci
elektronovému svazku, dostatecna tepelnd a elektrickd vodivost, zachovana struktura a objem a minimalni obsah
vody. Vysusené biologické preparaty tyto vlastnosti nespliuji - maji malou vodivost a pfi jejich pozorovéni v SEM
bez nakontrastovani by dochazelo k nabijeni primarnim svazkem elektron(, ¢imz by doslo k deformaci povrchu a
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ztraté ostrosti obrazu. Redenim je pokryvani preparatu tenkou vrstvi¢kou (10-20 nm) vodivého materidlu -
nejcastéji kovu (Au, C, Pt, Pd, Ag), ktera zajisti ochranu preparatu pred tepelnym poskozenim a zaroven zvysi
tvorbu sekundarnich elektrond, ¢imz dojde ke zvysSeni signdlu (denzity) preparatu.

Toto pokoveni je
mozné provadét tremi p , , , Y
zp&sobfl)' Obréazek 4 - zobrazeni v SEM - vlas napadeny dermatofytem, pokoveny zlatem. Pfevzato z [2!

Vakuovym naparovanim

Kdy se v naparovaci aparature vytvori vysoké vakuum a kov se nahreje (elektricky) na teplotu, pri které se z jeho
povrchu za¢nou uvolfhovat (odparovat) jednotlivé molekuly. Tyto uvolnéné molekuly kovu se Sifi rovnomérné vsemi
sméry vakuem a kondenzuji na chladnéjSim preparatu.

lontovym naparovanim

Které je zalozeno na vzniku usmérnéného el. vyboje (Uc¢inkem el. napéti) v prostredi nizkotlaké argonové
atmosféry. U¢inkem el. vyboje dojde k ionizaci plynu. lonty plynu pak putuji ke katodé&, kolem které je prstenec z
kovu, kterym chceme preparat naprasit. Urychlené Castice plynu z né&j vyrazi ¢astice kovu, které se rovnomérné
rozleti prostorem naparovacky a sradzeji se s dalsSimi ionty plynu. Tim vznikne v celém prostoru naparovacky husty
mrak malych kovovych &astic, které rovnomérné tenkou vrstvou obali preparat.

Impregnaci

CoZ je chemicka cesta, kterd vyuziva osmium nebo kyselinu tanovou. PouZziva se v pfipadech, kdy neni naparovaci
aparatura k dispozici, nebo kdyz je preparat ¢astec¢né vodivy.

Odkazy

Zdroj

= NESCAKOVA, M.: Principy kontrastovani zékladnich typ( preparatd pro elektronovou mikroskopii, priklady,
seminarni prace pro predmét Histologické techniky bakaldrského studia v oboru zdravotni laborant 2. Iékarské
fakulty Univerzity Karlovy. Praha: 2013

Pouzita literatura

= NEBESAROVA, ). Elektronovd mikroskopie pro biology. kapitola 4.7: Kontrastovani ultratenkych rezd, 2001.
Dostupné z webové stranky: http://triton.paru.cas.cz/lem/

= NEBESAROVA, |., Elektronové mikroskopie pro biology. kapitola 8.3: Pokoveni preparétd, 2001. Dostupné z
webové stranky: http://triton.paru.cas.cz/lem/

= CECH, S., HORKY, D.. Prehled obecné histologie." 1. vydani. Skriptum. Brno: Vydavatelstvi Masarykova
Univerzita, 2005. 140 stran

= Transmission Electron Microscopy (TEM) : sample preparation guide. Dostupné z webovych stranek:
http://temsamprep.in2p3.fr/accueil.php?lang=eng

= SAFAROVA, K., Transmisni elektronova mikroskopie. Olomouc, 4. 12. 2009. Dostupnost z webovych stranek:
http://nanosystemy.upol.cz/upload/18/safarova_tem.pdf. prezentace pro Workshop: Mikroskopické techniky
SEM a TEM. Centrum pro vyzkum nanomateriald, UP Olomouc

= Laborator elektronové mikroskopie. Metody pripravy biologickych vzorkid pro elektronovou mikroskopii
aplikované LEM. Dostupné z webovych stranek: http://web.natur.cuni.cz/~lem/index.php?p=metody

= SOBEROVA, T., Metoda negativniho kontrastu pro diagnostiku virl a bakterii v transmisnim elektronovém
mikroskopu. Ceské Budé&jovice: 2009. Dostupné z:
https://theses.cz/id/miar9r/downloadPraceContent_adipldno_12895. Bakalarska prace. JihoCeska univerzita v
Ceskych Budé&jovicich. Zdravotné socialni fakulta

m Elektronova mikroskopie. Dostupné z webovych stranek:
http://old.vscht.cz/nmr/mol_model_bioinfo/lekce/mikroskopie.pdf

= Priprava preparatu pro elektronovy mikroskop. Dostupné z: http://xarquon.jcu.cz/edu/zbb/elm.pdf

= Kontrastovani (,barveni) ultratenkych rezd. Dostupné z:
http://www.med.muni.cz/histology/MedAtlas 2/HP_txt8-2-4.htm

» Cytodiagnostické a imunocytochemické metody. Dostupné z:
http://new.biologie.upol.czimunocytochemicke%20metody.htm

» Prozarovaci elektronovd mikroskopie (TEM). Dostupné z: http://new.biologie.upol.cztem.htm

= Rastrovaci elektronova mikroskopie. Dostupné z: http://new.biologie.upol.cz

= KUBINEK, R., Moderni mikroskopie. Elektronové mikroskopie (TEM, SEM) Mikroskopie skenujici sondou. Katedra
experimentdlni fyziky Prirodovédecké fakulty, Univerzita Palackého v Olomouci

= MANAKOVA, E., SEICHERTOVA, A., Metody v histologii, 1.vydani. Praha: Karilinum, 2002. ISBN 80-0230-X

= BEDNAR, J., STANEK, D., MALINSKY, J., KOBERNA, K., RASKA, |., Dnesni mikroskopie v biomediciné. Pohyb

molekul v primim prenosu z Zivé buriky a dalsi kouzla. Casopis VESMIR ¢&. 83, fijen 2004, dostupné z webovych

stranek: http://www.vesmir.cz

JIRKOVSKA, M., Histologickd technika pro studenty lékarstvi a zdravotnické techniky, 1. vydani. Praha: Galén,

2006. ISBN 80-7262-263-3


https://www.wikiskripta.eu/w/Dermatofyt%C3%B3zy
https://www.wikiskripta.eu/index.php?curid=46876&useskin=printer#cite_note-2
https://www.wikiskripta.eu/w/Olovo
http://triton.paru.cas.cz/lem/
http://triton.paru.cas.cz/lem/
http://temsamprep.in2p3.fr/accueil.php?lang=eng
http://nanosystemy.upol.cz/upload/18/safarova_tem.pdf
http://web.natur.cuni.cz/~lem/index.php?p=metody
https://theses.cz/id/miar9r/downloadPraceContent_adipIdno_12895
http://old.vscht.cz/nmr/mol_model_bioinfo/lekce/mikroskopie.pdf
http://xarquon.jcu.cz/edu/zbb/elm.pdf
http://www.med.muni.cz/histology/MedAtlas_2/HP_txt8-2-4.htm
http://new.biologie.upol.cztem.htm/
http://new.biologie.upol.cz/
http://www.vesmir.cz/

= HRDY, R., Elektronovd mikroskopie (SEM, TEM, priprava vzorkd, EDX, WDX). Budovani vyzkumnych tym& a
rozvoj univerzitniho vzdélavani vyzkumnych odbornikd pro mikro- a nanotechnologie (NANOTEAM)
CZ.1.07/2.3/.00/09.0224. Instruk¢ni a studijni material. Brno: 2011

= BOZZOLA, JOHN J., RUSSELL, LONNIE D., Electon Microscopy, Principles and Techniques for Biologists, Chapter
5 - Specimen Staining and Contrast Methods for Transmission Electron Microscopy. 2nd edition. Dostupné z
webovych stranek www.books.google.cz, Canada: Jones and Bartlett Publishers, 1999. ISBN-10: 0-7637-0192-0

= AYACHE, J., BEAUNIER, L., BOUMENDIL, J., LAUB, D., Sample Preparation Handbook for Transmission Electron
Microscopy Techniques. New York: Springer. 2010. ISBN 978-1-4419-5974-4

= VAINER, L,. Specidini metody v elektronové mikroskopii. Praha: Ustav histologie a embryologie, 2. If. Material
pro vyuku

Reference

1. Transmission Electron Microscopy (TEM) : sample preparation guide. Fig.3[online]. [cit. 2013-11-07]. <
>,
2. HEJTMANEK,, M. a V. HORN. Vias napadeny kozni plisni - dermatofytem. [onlinel. [cit. 2013-11-07]. <
>,



