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l. Uvod

1. Elektronova mikroskopie ve virologii

Viry a bakterie jsou patogenninginiteli mnoha zavaznych onemagn, které jiz
v minulych stoletich se &dci snazili pozorovat a nasletirpopsat. Red zkonstruovanim
prvniho transmisniho elektronového mikroskopu bgioZno pozorovat nepatrné objekty
pouze swtelnym mikroskopem. dmito objekty byly nagiklad buiky a bakterie. S pomoci
swtelného mikroskopu dosahl velkého &spu v oboru bakteriologie v druhé polo¥in
19. stoleti Robert Koch, ktery systematicky apli&ovnikroskopické techniky k hledani
a identifikaci patogein Diky tomu uspSré popsalfadu medicinsky wezitych ¢initelq,
napiklad Bacillus anthracis Mycobacterium tuberculosia Vibrio cholerae(11,17,35,52).
Swételny mikroskop byl vSak pro zobrazeni virovyc¢hstic limitovan svou rozliSovaci
schopnosti, ktera se pohybuje okolo @r. Brzy vznikla pateba zkonstruovat novy typ
mikroskopu, ktery by umdaibval sledovat objekty mnohem menSi nez jsou bakeetuky
(11,17,27,52). Teprve rozvogdy a techniky v 1. polovih 20. stoleti po dlouhych letech
badani a zkouSenitipesl kyzeny nastroj pozorovani v podolprvniho elektronového
mikroskopu, ktery vyuzival k zobrazeni objeldvazek elektrain Timto okamzikem mohl

vyzkum v oblasti virologie usiSre odstartovat.

1.1. Elektronova mikroskopie v historii

Prvni transmisni elektronovy mikroskop byl zkonstrdn na Vysoké Skole technické
v Berlire kolektivem vedenym Knollem a Ruskou. Podstatnoinodpu elektronového
mikroskopu byla jeho rozliSovaci schopnost, ktexgpehybuje okolo 0.2 nm, u stasnych
Spikkovych gistroji kolem 0.12 az 0.17 nm. Diky této vlastnosti setetemovy mikroskop
stal nenahraditelnymippozorovani a popisu submikroskopickych strukaf)(

Prvni fotografie viru, kterou elektronovy kreskop vynesl na s#lo swta, byla
publikovana vroce 1938 a byl na ni zobrazen paevir O par let pozii,
pii studiu viru tabadkové mozaiky v roce 1941, byl edgn tzv. princip imunoelektronové
mikroskopie (13,34,39,53). Patek Sedesatych let, se zavedenim metody negativnih
kontrastu, umoznil vyuzit elektronovou mikroskog@e studiu struktury vir a nasleda i

e

o velikosti a morfologii virovych partikuli. Tytogznatky byly pozgi vyuzity jako jedno



z kritérii pro klasifikaci vifi (13,15,34,36,39,84). Svého vrcholu elektronovaraskopie
dosahla mezi sedmdesatymi a osmdesatymi lety. &Bén nastupem novych a
moderrgjSich diagnostickych metod vyuZziti elektronové rogkopie v Iékiské diagnostice

zatalo zn&n¢ ustupovat do pozadi (11,17,39).

1.2. Elektronova mikroskopie v |ékdské diagnostice

Elektronovou mikroskopitadime v |ék#ské diagnostice mezi rychlé metody, schopné
poskytnout vysledek dnem rékolika hodin od ziskani klinického materialu. deni viri
pomoci morfologické struktury, spolu s informacesrklinickém pfibéhu onemoc#ni, ¢asto
sta&i ke stanoveni prozatimni diagn6zy nebo vyemi mnohem zavaéjgiho infekéniho
onemocgni. Detekce se provadi &upiimo (@ima elektronovd mikroskopie) nebo
po inkubaci s antiséry (imunoelektronova mikroskdpi

Pro gimou diagnostiku je pegba, aby byl virus v klinickém materialufifpmen
v dostateéns vysoké koncentraci (PaL0'* v 1ml) a vykazoval ietelnou morfologickou
charakteristiku. V niZzSich koncentracich mohou fgikazany jen velké viry, naproti tomu
u malych vifi je nezbytna vysSi koncentrace, obzwagtklinickych nepurifikovanych
materialech. B preparaci si mZzeme pomoci zkoncentrovanim ¥imagiklad gradientovou
centrifugaci nebo metodou ultracentrifugace. Jinmznosti je kultivace vir ve vhodném
burg¢ném systému. Bkaz vini pak mizeme provést v tekuimad bugc¢nou kulturou nebo
piimo v buikdch. Tento postupu lze vyuzit v diferencialni diegtice viti s podobnym
cytopatickym efektem a odliSnou morfologii. Vyhodquimé elektronmikroskopické
diagnostiky je v neposledid i moznost pitkazu inaktivovanych vir. Tato metoda je navic
~heselektivni“ metodou, prokazujici vSechny virdaném materialu (2,10,60,79,80,84).

Metody imunoelektronové mikroskopie uniofi vizualizaci interakce antigenu
s protilatkou na submikroskopické urovni. Jde o thgy metod s odliSnym principem. Prvni
vyuziva uteni g@itomnosti a pesné lokalizace uitého antigenu pomoci protilatek
ozna&enych elektrondenznim znakem. Tyto metody oOgjgane jako metody
imunocytochemické. Jejich vyuZziti umafe zjistit lokalizaci vié v buikdch a tkanich.
Oproti tomu druha skupina metod je zaloZzena nacgmintvorby agregéatvirovych partikuli
v pfitomnosti specifické protilatky. Zkombinovani imwtektronovych metod s metodou
negativniho kontrastu dovoluje vyEmtat povrchové struktury virovychastic s vysokym
rozliSenim ¥etné vizualizace protilatek vazanych na tyto povrchyejwitsi vyhodou

imunoelektronovych metod je moznost diferenciace rfobagicky identickych nebo



podobnych, antigern vSak odliSnych, vir. Navic Ize &mito metodami zachytit viry
v koncentracich, které nestapro gimou elektronovou mikroskopii. Nespornou vyhodou
imunometod je mnohem vySSi spegifbst i citlivost elektronmikroskopickych postup
ve virologii. Kontrastovani spolu s metodami imule&ronové mikroskopie pomohlo objevit

nove, dosud nezname, druhyiv(d,10,79,80,84).

2. Elektronova mikroskopie a diagnostika vir

2.1. Struktura virovych ¢astic

Virova castice je oznsmvana jakovirion. Podstatnou sloZzkou virionu je nukleova
kyselina nesouci genetickou informaci nezbytnou malizaci reprodukce viru. Nukleova
kyselina se v firock vyskytuje ve dvou typech. Jednim je ribonukleoydekina (RNA) a
druhym deoxyribonukleova kyselina (DNA). Jeji sturda mize byt linearni nebo cirkularni.
Genom je chra&m pred okolnim prosgedim jednim nebodkolika obaly a je vZzdy zastoupen
jen jednim typem kyseliny. Virovy genom na sebeevéizné proteiny, fedevSim proteiny
kddované virovymi genyCasto se jednd oé&kolik druhi polypeptidi, které se k sab
vzajemrt fadi podle fyzikalnich a chemickych afinit a aut@agrci vytvéeji kolem genomu
proteinovy plag- kapsidu. Virové kapsidy s&asto vyznauji symetrickym uspi@danim.
Na zaklad téchto symetrii zé&azujeme viry doif morfologickych skupin. U ziv&Snych viit
se tSinou jedna o symetrihelikoidalni nebo kubickou (ikosaedralni). Nekteré viry
se vyznauji i komplexni, atypickou strukturou (8,11,17,40,43,59,72,73,79).

Kapsidy s helikoidalni symetrii t¥bjednotlivé polypeptidygrotoméry), které seadi
za sebou a sleduji longitudindlmldkno genomu. Tento typ kapsidy se vyskytujady RNA
vira (nag. ¢eled’ OrthomyxoviridagParamyxoviridae, RhabdoviridaedalSich).

U wtSiny DNA vira a rekterych RNA viti m& kapsida symetrii kubickou. Je tena
pravidelnym dvacetishem sefiemi osami symetrie, ktery vznika autoagregaci sirmeek,
kapsomér dvojiho druhu. Jednim druhem jspantony, které tvdi 12 vrcholi dvacetisinu.
Druhym druhem jsothexony, které tvdi stny dvacetistnu. Pentony jsou tweny peti,
hexony Sesti, do kruhu spojenymi totoZnymi molekuilaolypeptidi. Patet kapsomér, které
utvareji kapsidu, je pro viry kazdéeledi staly a charakteristicky. Viry s kubickou sstmi
casto vytvéeji tzv. pseudokrystaly, vznikajici pravidelnyfazenim k sob v misg€ sveho
vzniku (8).



Virové proteiny byvaji tv@ny v nadbytku, a protéasto v ptibé¢hu replikace vznikaji
prazdné kapsidy (8,17). Kapsida obsahujici genamn jei ozn&ovana jakonukleokapsida
U rady vii predstavuje nukleokapsida kompletni virion. Takovyusi ozndujeme jako
neobaleny (nahy). Neobalené viry jsatiSinou rezistentni k éteru a tukovym rozpedEtm
a jsou relativa odolné k vlinam zevniho prosedi. Obalené viry maji jeStkrone kapsidy
dalSi lipoproteinovy obal. Ten je tkeny lipidovou dvojvrstvou hostitelskéhd@vmndu, kterou
se kapsida obalifpprostupu skrze membrany hostitelskélkoy Na vnigni strag lipidové
dvojvrstvy rekterych obalenych vir je protein ktery vaze obal k nukleokagsi®@zn&uje se
jako membranovy protein a je pro kazdy druh virecsficky. Na povrchu lipoproteinového
obalu jsou vybzky, peploméry. Ty jsou tvdeny biologicky aktivnimi glykoproteiny, jenz se
uplatiuji predevSim fi adsorpci virioi na povrch hostitelskych bék Mohou v3ak plinit i
zcela jiné funkce. Misto, kde vznikaji novoteaé nukleokapsidy, je praiplusniky kazdé
celedi viri charakteristické. Podle toho viry ziskavaji obat’bpucenim skrze jadernou
membranu deled’ Herpesviridag, pwenim z cisteren endoplazmatického retikutelddi
Arenaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae a Coronaviridag, pogipad puwenim
na cytoplazmatické membr&xceledi Orthomyxoviridae, Paramyxoviridag.). Obalené viry
jsou snadno desintegrovany éterem a jinymi tukovyozipoustdly a jsou citligjSi vici
fyzik&lnim a chemickym vligm.

Nekteré viry maji atypickou strukturu virionu , ktesé@ vymyk& uvedenym schériat
Prislusnici ¢eledi Reoviridae maji dvojitou kapsiduArenaviry maji nukleovou kyselinu
uloZzenou v amorfni proteinové matrix aredl viriont obsahuje dzny paet granul
(hostitelskych ribozor). Virus hepatitidy B ma kapsidu kubické symetrie krytou lipo-
glykoproteinovou vrstvou, kterou tiiorezistentni subjednotky HBs antigenu. Také viry
celediPoxviridaeaRetroviridaemaji komplexni, atypické uspadanicastic (8).

RisluSnici utité ¢eledi nebo rodu maji obdobny morfologicky vzhled,jehoz zaklagl
je mizeme identifikovat. Z@zeni do specifického druhu v3ak byva ohf&in Nagiklad
virus planych neStovicHerpes varicella je identicky s herpes virentlerpes simplex
zpasobujicim opary. Tato podobnost znesnae jejich identifikaci. | pesto, Ze jsou viry
podle morfologie kapsid&eny do ti symetrickych skupin, vyzgaji se Sirokym rozmezim
velikosti a tvail. OdliSné tvary a velikosti vir se vyskytuji v kazdé symetrické skupin
(11,17).

Nejmensim lidskym virem jgarvoviruss 18-26 nm v giméru. Oproti Bmu je poxvirus
se svou velikosti 250 nm népgim lidskym virem. Jsou znamy také vlaknité viako je

Marburg neboEbola které zfisobuji hemoragické hotky s vysokym procentem amrtnosti.
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Tyto viry maji paimér kolem 80 nm, ale v délagstic jsou znéné variabilni, s pesahem az
20um. Paramyxoviry viry vyvolavajici spalriky, priusnice a jina respiéai onemocani,
jsou svym tvarem pleomorfni. Jsou vSak charakiekis svou nukleokapsidou helikalni
symetrie se specifickym foimérem a strukturou. Nukleokapsida je dlouha, tenk@iismérem
18-22 nm a je jejich Wezitym diagnostickym znakem. V elektronovéem milkasu se jevi
jako ,klasnaty steh* nebo ,smrkovaétvicka“ (v anglitiné popisovano vyrazem-
herringbone). V uritych pripadech jsou viry v rdmci jedné skupiny morfologickhodné,

nagiklad uadenoviti, které se vyznalji kubickou symetrii, stejnym tvarem a velikodtv).

2.2 Elektronmikroskopicka diagnostika vira v klinickém materialu

V diagnostice vit miZze byt pouzit klinicky material ndjenéjSiho pivodu. Nektery
muzeme pouzit pro elektronovou mikroskoptimo, bez dalSi preparace. Timto materialem
muze byt napiklad vezikularni tekutina, kozni |éze, nosohltapgekret, sliny, slzy, tekutina
z bioptického materialu nebo tkadvych kultur. Rlesné tekutiny vSak obvykle obsahuji
mnoZzstvi soli, tudiz je vhodnéigpracovanidchto material pouzit metodu agarové difazni
filtracni techniky.

DalSim klinickym materialem vyuzivanym v elektra@o mikroskopii byva meg
krevni sérum, mozkomisni mok, stolice, bradavidepticky a autopticky material, tkavée
kultury a chorioalantois. Pro G&né vySaeni tchto materidl je dilezity jejich spravny
odk®r a zpracovani. Neadekvéatni zachazeni a zpractsa@rtd vzorki mize zn&né zdrzetci
zamezit identifikaci kauzalnihenitele (11,17,29,39,79).

2.3 VySeteni klinickych materiala elektronovou mikroskopii

Elektronova mikroskopie ma nemalé zasluhy v rydfikgnostice pravych nestovic
(virus varioly). Pravé nestovice jsou vaznym infekm onemocénim s vysokym procentem
morbidity a mortality. V osmdeséatych letech minuélstoleti se diky intenzivnimu
celos¥tovému  vakcingnimu  programu  pod#o  virus  varioly  eradikovat.
| pies tento Gsfeh by se v3ak ne#fo zapominat na mozné znovuobjeveni viru. &s@ byla
také diferencialni diagnostika varioly proti vikaricella-zoster(VZV), ktery je infekknim
Cinitelem planych nesStovic. Tato éhonemocini si jsou svymi klinickymi giznaky velmi

podobna, zvlasttvorbou koznich Iézi. Plané neStovice vSak nemafijifatalni nasledky jako
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variola. Rima diagnostika tekutiny nebo oSkrabk lézi, které obsahuji velké mnozstvi
virovych partikuli, umo#uje rychlou identifikaci viru (11,17, 66,75,79,86).

VySeteni kozZnich lézi elektronovou mikroskopii se dakuaiva v diferencialni
diagnostice poxvin: a parapoxvitz oproti herpetickym viram, kdy je lze v negativh
barvenych preparatech od sebe odlisit.

DalSimi viry, které lze z koznich Iézii jejich tekutiny diagnostikovat, je lidsky
papillomavirus zpiasobujici kozni bradavicérf virus vyvolavajici neStouné léze u koz a
ovci, genosnych i n&lovéka, a virusmolluscum contagiosunktery dava vznik benignim
tumorkim na KiZi a sliznicich¢lovéka (8,11,17,79).

V nosohltanovych sekretech prokazujeperamyxoviry respirachi syncicialnivirus
(RSV) aradu dalSich vir vyvolavajicich respifi onemoc#ni. Pro zajimavost, v roce 1995
byl pomoci elektronové mikroskopie v Australii olsge novymorbillivirus, nazvanyHandra
virus. Virus, zfsobujici €Zké respirani onemociini u koni i u lidi. Octyti roky pozdji byl
v Malajsii objeven fibuznyNipah virus. V roce 2003 byl i vySetovani klinickych vzork
pacienti s £Zkym akutnim respitaim syndromem (SARS) identifikové&mitel vyvolavajici
tento syndrom - navobjevenySARS coronaviru@,11,17,24,32,47,54,64,85).

Na tk&ovych kulturach lze provétl diferencialni diagnostikenyxovitz, paramyxovit
a jinych pro kultivaci vhodnych \ir(11,17,60,77).

V moaci muzeme prokazatcytomegalovirusa BK virus, ktery se nach&zi hlayvn
u pacient po transplantaciciBK virus pati spolu sJC virem do rodu lidskyclpolyomavit:
(8,11,12,17,28,77)JC virus byl prvi¢ objeven na ultratenkycliezech mozku pacienta
s progresivni multifokalni leukoencefalopatii.

V mozkomisnim moku a v homogenatech mozkovédtkémaji viry gritomny ve velmi
malych koncentracich, nedostatgch pro pimou elektronovou mikroskopii.iBsto vSak Ize
nekteré viry v tomto klinickém materialu prokazat. jim nagiklad virus giusnic nebo viry
herpetickych encefalitid (5,7,12,25,52).

V krevni séru se viry detekuji malokdy, wykiou je jen virushepatitidy Ba parvovirus
B19 Maly, krvi grenosny virushepatitidy B (HBV) je vyvolavatelem sérové hepatitidy.
Hepatitida ma vyrazny tropismus k jaternimikém. Jeji tendence perzistovat v organismu
navozuje vznik chronické hepatitidy, nemoci z imkoraplexi nebo cirhozy jater, ktera
pozckji mize progradovat v hepatocelularni karcinom. Kompletrion tvori tzv. Daneova
C4stice o piméru 42nm. Proteinovou kapsidu kubické symetrie opije obal
o puméru 22nm tvdeny glykoproteiny, proteiny a lipidy. Virus sei#e v séru objevovat ve

ttech morfologickych formach. Prvni z nich je jiz 2iovana Daneovaastice, ktera je také
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jedinou infekni formou viru. Druhou formou jsou sférické parli&w @iblizné velikosti 20
nm. Tieti formou jsou tubularnfastice o piméru 20nm, dosahujici délky az 100nm. Tyto
dvé formy jsou tvéeny nadbytenymi virovymi proteiny. Pro imunoelektronovu diagi@u
jsou dilezité také i virové antigeny. Prvnim je HBs antigenggiho obalucastice, druhym
je HBc antigen, ktery je kapsidovym proteineniietl je HBe antigen, solubilni glykoprotein,
ktery je produkovanipmnozZeni viru (6,8,11,16,17,18,25,39,76,79,).

.Neselektivnost* elektronové mikroskopie ma velk§yznam v diagnostice Vir
traviciho astroji. Ve filtratech nebo extraktechlste Ize tak prokazatadu vii, jako jsou
astroviry, adenoviry, koronaviry a kaliciviry¥ima elektronova mikroskopie extraktu stolice
umoziuje zviditelrtni vSech morfologickych variantotaviri. PouZitim imunolektronové
mikroskopie Ize takto diagnostikovat viry skupiNgrwalk pivodce virovych gastroenteritid,
noroviry a viry hepatitidy AakE (5,8,11,17,26,38,49,50,55,57,58,61,74,79,85).

Na tk&ovych fezech niZzeme vySdbvat retroviry, které jsou jinak v negativnim
barvivu Spata viditelné (17).

Elektronova mikroskopie se také vyuzZivavysetovani exotickych virovych infekci.
Prokazovat mizeme nafiklad Lassavirus z roduarenavirus filoviry Marburg a Ebola

Hantavirusz rodubunyavirusflavivirus Denguea mnoha dalSich (8,17,39).

3. Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni elektronovy mikroskop slouzi k pozordvanzwtSovani velmi malych
predmeta, které jiz nejsou zobrazitelné optickym mikroskapevikroskop niize maximalg
rozlisit 2 body leZici od sebe ve vzdalenosti pwlgwinové délky zdroje ositleni. Abychom
doséahli pozadovaného rozliSeni v mikrétgy na ktery uz sstelny mikroskop nesté, musime
pouzit zéeni s mnohem kratSi vinovou délkou nez mé viditedm#tlo. Proto se pouZiti
linearniho svazku elektrérurychlenych vysokym na&gm jevi jako nejlepSieSeni (48, 87).

Konstrukce elektronového mikroskopu je v princigpiejna jako stavba mikroskopu
swtelného. Zakladnim rozdilem vSak je, Ze k zobrazpréparatu pouzivame proud
urychlenych elektraina k Upra¥ chodu elektronového svazku se pouZivaji elektroratické
cocky, které jsou vlasth vhodré tvarovanym magnetickym polem. Krémtubusu
s elektronovou optikou je dalSi nezbytnou &mii mikroskopu vakuovy systémyigavna

elektronika ( pro napajecocek, zdroj vysokého n&fi) a software.
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3.1. Zobrazeni vini v transmisni elektronové mikroskopii

Jednim z problételektronové mikroskopie v biologii je velmi nizkgntrast vzork.
Kontrast obrazu je dan rozptylem primarnich elekirma atomech preparatu a klesa se
zvysujicim se urychlovacim n&gm. Biologické vzorky tvéené prvky s nizkym atomovym
¢islem jako je C, O, N, H, P, nedostaté rozptyluji elektrony na atomech vzorku a proto
jsou mélo kontrastni. Z tohotaiebdu se udchto objekt pristupuje ke kontrastovani, kdy
preparat zalijeme roztokem elektrondenzniho barvio barvivo obsahuje atomyzkych
kovu jako je U, Os, W, Pb, Mo, na kterych dochazi ISlepu rozptylu primarnich elektran
Metoda kontrastovani ma vSak nevyhodu vtom, Zeomvany objekt se vzdaluje své
puvodni struktie a je také velkym zdrojem artefaktVlivem pouZivanych negativnich
barviv mize také dochazet k poskozeni sledovanych obj&&,79,83).

Resenim, jak kontrast zvysit bezigani kontrastujicich barviv, je snizeni energie
elektroni, ¢imZz se nam zvySi @et interakci mezi elektrony a zkoumanym vzorkem.
Po dlouha léta se uskudtmvaly pokusy, kdy se pozorovaly biologickezy (¥ urychlovacich
napstich od 5 do 15 kV. Tyto pokusy vSak skidn nelusgchem v disledkurady technickych
problémi. Jednim z &hto probléni, ktery znehodnocoval kvalitu optiky, bylo nabijeni
raznych ¢asti mikroskopu v isledku nedostateého vakua. Nizky jas elektronového zdroje
byl pri¢cinou nedostatmé intenzity obrazu. &n¢ pouzivana deteéki zaizeni byla nefinna
a problémem také byla vysoka citlivost mikroskopenkjSimu magnetickému a elektrickému
poli. Az v devadesatych letech minulého stoleti pgvedlo panu profesoru Delongovi,
po pekonani &chto technickych probléi zkonstruovat nizkonggovy elektronovy
mikroskop pracujici b urychlovacim nagti 5kV. Krom¢ snahy snizit energii urychlenych
elektrori byla také poZzadovana miniaturizace mikroskopupeéra uZivatelska dostupnost a

moznost instalovatifstroj do jakékoli mistnosti (68,83).
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3.2. Nizkonagt'ovy elektronovy mikroskop

Nizkonagtovy elektronovy mikroskop je novy typ elektronovémikroskopu vhodny
pro studium biologickych objekta polymernich materi@l (Obr.1.). Ri pouziti nizkého
urychlovaciho nagi o hodnot 5kV post&i k rozptylu primarnich elektragni atomy lehkych
prvka (Obr.2.). ZvySeni kontrastu obraziirpzenou cestou, beztidavku kontrastujicich
¢inidel, n@am umozniifbliZit se skuténému vzhledu pozorovanych objékt zarové dochazi
k omezeni vyskytu artefakt
Zkrdcenim dgedni volné drahy urychlenych primérnich elekfrorbyla umoZgna
miniaturizace tubusu elektronového mikroskopu takbylo mozné umistit jej pod opticky
mikroskop. ZmenSenim vSech sésati mikroskopu se dosahlo toho, Ze vzhlédsg cely

elektronovy mikroskop podoba spiSe mikroskopttedmému (20,68,83).
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Obr.2. Graf zavislosti rozliSeni a kontrastu na urghlovacim nagéti u 20 nm uhlikovych
blan (Delong A., Hladil K., Kolgik V., Eur. Micr. And Anal. 1994).
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Mikroskop se sklada ze dvou zakladni¢hsti. Prvni casti je miniaturizovany
elektronovy mikroskop obsahujici elektron-optickeaustavu, zakamny luminiscetinim
stinitkem. Druhowdsti je klasicky sitelny mikroskop slouZici ke #t8eni a pozorovani
obrazu na luminisc&nim stinitku. RozliSovaci schopnost mikroskopu skypuje v rozmezi
od 2 do 2,5 nm, coz je pro studium biologickych ndiodost&ujici. Maximalni z¥étSeni,
kterého tento mikroskop iie dosahnout jefiplizné 200 000x. Vysledné ziSeni je fakticky
sowinem zwtSeni obou mikroskap kdy miniaturizovany elektronovy mikroskop dosahuj
maximalniho z¥tSeni 500x a sitelny mikroskop 400x (19,20,68,83).

Nowe vyvinuté elektronov&ocky tvorené permanentnimi magnety umoj priblizné
desetinasobné zmensSeni optiky, déieynuz byla uskutaitelna miniaturizace elektronového
tubusu (Obr.3.). Ve velmi malych roZmech se daji konstruovat také elektrostati¢geky,
které spolehli¥ funguji @i nizkych energiich v kvalitnim vakuu.

Obr.3. Schématicky nakres elektron-optick&asti LVTEM : 1- elektronové é&o, 2-
objektivovécocky, 3- projekni elektrostatické€ocky, 4- luminiscegini stinitko, 5- umishi
vzorku, 6- zéizeni objektivové apertury (Delong A., Hladil K.pkarik V., Eur. Micr. And

Anal. 1994).

DalSi unikatnosti tohoto mikroskopu je, Zéza pracovat v rastrovacim rezimu STEM
pro objekty pro elektrony prostupné a v rezimu Spd objekty pro elektrony nepropustné.
Jednou z limitujicich skuteosti je, Ze sniZzenim energie urychlenych elektrdochazi
ke zmenSeni hloubky prostupnosti elekfranateridlem, a proto je nutné pouZzivat preparaty

tlou&’ky 20 az 30 nm. Porovhame-li LVTEM se standardnfifistroji, kde se pouZzivaji
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elektrony senergii 100 kV a preparaty sthinafi okolo 80 nm, dosahujeme asi

dvacetindsobného kontrastu (83).

3.2.1. Zdroj nizkonapit'oveého elektronového mikroskopu

Zdrojem elektrofi je autoemisni Schottkyho katoda, urérigt ve spodnéasti tubusu

miniaturizovaného elektronového mikroskopu. KatsttauZi k emisi elektrana v prostoru

% PR

katody. Schottkyho katoda je vykonnou katodou sokym jasem, poskytujici vysoce
koherentni zdroj elektrdn DalSi nespornou vyhodou této katody je jeji nezené Zivotnost.
Za katodou je daléazena extralni elektroda se stabilizovanym répn a uzem#na anoda.
Oke zaji¥uji nezavislost proudu elektrdma urychlovacim nagi tim, Ze urychluji elektrony

v prostoru mezi sebou (19,20,83).

3.2.2. Elektron-optick& soustava

Krom¢ zdroje elektrofi zde pati kondenzorové a objektivové elektronovecky
buzené polem permanentnich magnédiyto cotky nevyzaduji chlazeni vodou ani proudové
zdroje oproti klasickému vysokongfpvému elektronovému mikroskopu. Nevyhodou je, Ze
magneticka pol€ocek jsou konstantni a pro zaifEsti obrazu se musiémit vySka vzorku v
objektivu. Konstrukce elektronou&ocky tvorené permanentnimi magnety je odliSna oproti
konstrukci elektronov&ocky s budici civkou. Elektronovéocka tvarena permanentnimi
magnety nerize byt realizovana jako jednotliv&ocka bez neZzadouciho rozptylu
magnetického poleReSenim je vytvieni magnetického obvodu sesdv mezerami, tj.
dvémi cockami (Obr.4.).

777

A

{7

Obr.4. Schématicky nakres objektivové a kondenzora¢ocky sekundarni zony tvarené
permanentnimi magnety(Delong A., Hladil K., Koldik V., Eur. Micr. And Anal. 1994).
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Kondenzorové a objektivovéocky spolu se soustavouéinych permanentnich
magnet jsou slozeny z osmi malych SmCmagnel o rozmérech 30 x 9 x 3 mm,
tato sestava twd integralnicast mikroskopu. Pouzitim permanentnich mairet slitiny
kobaltu a samaria vznikla soustava elektronowymiek s velmi nizkym koeficientem sférické
a chromatické vady. Diky miniaturizovanym rosnim (délka 150 mm), je elektron-opticky
systém odolny k rozptylenému magnetickému poli amaickym vibracim (19,20,68,83).

Paprskovy diagram (Obr.5.) elektron-optického ptmu znazatuje uspsadani
swtelné soustavy mikroskopu. Schottkyho katoda zgealdo magnetického pole prvni
kondenzorov&ocky. Tato kondenzorovéocka zaostuje rozbihavy elektronovy paprsek do
roviny preparatu druhé kondenzoraiagky. Druha kondenzorovéocka je sodasti takzvané
objektivovécocky sekundarni zony (the second-zone objective lératp objektivova&ocka
je dilezith @i zobrazovani v SEM moédu, kdy sekundarni elektrgagu odsavany
magnetickym polem ze sekundarni zony objektivadeéky a transmitované elektrony
dopadaji na stinitko, na kterém se vytveiditelny obraz a dale je Zt8en optickym
mikroskopem. Ob elektronoveésocky jsou vybaveny ddmi elektrostatickymi oktupoly, které

jsou uzivany jako stigmatory a deflektory.

YACQ SCREEN
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=s—| CONDENSER LENS
| SEELECTRON GUN

Obr.5. Paprskovy diagram elektron-optickééasti nizkonapét’ového elektronového
mikroskopu LVTEM5 (Delong A., Hladil K., Kolaik V., Eur. Micr. And Anal. 1994).
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3.2.3. Vady elektronovychto¢ek

Elektronové c¢ocky tvorené permanentnimi magnety maji obdobné vady jako
elektromagnetick&ocky vysokonaptového elektronového mikroskopu.aibdem je, Ze
uvnitt realnécocky neni magnetické pole zcela homogenni. Tyto vaegativié ovliviuji
obraz vytvdeny c¢ockou, hlavié jeho kontrast, rozliSovaci schopnost a hloubkuogst
(48,87).

Sféricka vada cocka neni schopna zaésvat vSechny paprsky vychazejici z bodového
zdroje ot do jednoho bodu. Elektrony prochazejicijgn ¢asti cocky jsou zaostny do
bodu, ktery je bliz Ko¢ce, nez elektrony prochazejimcékou v €sné blizkosti optické osy.
Dusledkem je, Zze 2¥Seni ve geducocky je jiné nez na okrajich. Rozsah sférické vady je
zavisly na ohniskové vzdalenosticky, a je tim ¥tSi, ¢im tSi ohniskova vzdalenost je. Tato
vada se omezuje zazenim clony, ktera odstraje okrajové paprsky.

Chromatickd vada- je zpisobena rozdilnymi vinovymi délkami elektfow paprsku.

PomalejSi elektrony s:t8i vinovou délkou jsou v magnetickém poli civkychylovany jinak
a protinaji osu civky v jiném beédnez elektrony s vyssi rychlosti. Vliv chromatickaxly Ize
snizit stabilizaci urychlovaciho né&f které ndm poskytne kohereéii elektronovy svazek a
pouzitim tenkych preparat

Osovy astigmatismus vznika v disledku nesymetrie magnetického pole. Elektrony,

které prochazejicockou v miznych rovinach pak majitizné ohnisko.Castym zdrojem
astigmatismu jsoutzné neistoty na vnitnich plochach mikroskopu. Tato vada se koriguje

magnetickym polem stigmétoru.

3.2.4. Projekni soustava

Elektronovy obraz vytvi@ny soustavou objektivovyatocek je dale z#tSen projekni
soustavou, kterou tvbtii elektrostatick&ocky (projektorovéiocky a meztocky).
Tento obraz je poslézégveden na s¥elny obraz pomoci luminiscéniho stinitka, které ma
4 az 10 mm v gimeéru. Toto stinitko je vyrobeno z vysocéinného materidlu ty@ného
monokrystalem YAG ( yttrium-hlinity granat) a v memani s praskovymi luminofory
prakticky nema Zzadnou mikrostrukturu. Také se vymjeavysokou odolnosti k radiaimu
poSkozeni. Ke kor@ému z¢tSeni obrazu slouzi opticky mikroskop, ktery je jspose
vykonnou CCD kamerou. DalSimi prvky soustavy jsotzdl preparatu a mezcky
(19,20,68,83).
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3.2.5. Vakuovy systém

Miniaturizovany tubus elektronového mikroskopu a lénaoznery preparatové
komory umoduji vycerpat mikroskop k velmi vysokym hodnotam vakua. hiod
pracovniho vakua mikroskopu se pohybuje kolem? Fa. Diky tomu byly odstr&ny
problémy spojené s kontaminaci a elektrickym naldije vnittni ¢asti mikroskopu.
Usnadrné a rychlé je také vgrpani preparatové komoryiprymeéné preparai. Vysoka
hodnota vakua je také nutna pro spravnou funkcokyho emisniho elektronového zdroje.

Vakuovy systém zahrnuji dunalé iontové pumpy a turbomolekularni ¢ya (19,20).

3.3. Zaznam obrazu

Koneinym vystupem z transmisniho elektronového mikrosk@@ zaznam obrazu
pozorovaného #edmétu. Snimek rmZeme zaznamenat digitélmpomoci slow-scan CCD
kamer.

Digitalni zaznam nam umagje sledovat ziskany obraz v digitadlni podopiimo na
obrazovce monitoru @itace a takeé si jej ulozit do paitin. Detektor kamery, ktery se vklada
do drahy elektronového svazku, zaznamenavd mngistuarnich elektroin a jejich energii
v zavislosti na mist dopadu. Obraz by &h byt detektorem zaznamenaghiem rékolika
vterin a nel by byt ihned k dispozici v gitaci k dalSimu zpracovani a analyze. DalSimi
poZzadavky na detektor je, abki detekci elektronového obrazu nedochazelo k degigdho
rozliSeni a fidani Sumu, rfl by mit velky p@et pixel, Siroky dynamicky rozsah a vybornou

linearitu.

3.4. Interakce elektronového svazku s preparatemiaorba obrazu

Interakce mezi elektrony ze zdroje a hmotou zaiwazého pedmetu jsou vilastnim
zdrojem obrazu v elektronovém mikroskopui opadu urychlenych elektréma preparat

nam vznikaji dva druhy interakci:

Pruzny(elasticky) rozptyl - urychleny elektron jeip praletu elektronovym obalem atomu

preparatu vychylen pod Uhlem, ktery je tirts#, ¢im blize tento elektron miji jadro&@m
vétSi je ndboj jadra. Tento Uhelide gesahnout i 90° a elektron je pakéug odrazen. B

tomto dji se energie primarnich elektribmeneni. Cast elektron vychylenych preparatem o
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prilis velky uhel je zachycena objektivovou clonotira vyfazena z tvorby obrazu preparatu
na stinitku. Vyazenicasti elektrof zpisobi, Ze se #mi intenzita elektronového svazku a
vznik&d kontrast obrazu a oznge se jako amplitudovy kontrast. Vagledku rozdilu drah
elektroni odchylenych podiznym Uhlem nam vznika také fazovy kontrast, kteryevrez
podili na tvork obrazu aiznych stupia Sedi. V gipadt nizkonagtového elektronového
mikroskopu pevlada pi interakci urychlenych elektrdns povrchem preparatu, elasticky
rozptyl (48,82,87).

Nepruzny rozptyl - dochazi k 8mu pi srazkach primarnich elektrors elektrony atorin

preparatu. R této interakci dochazi ke sradZce dvoastic stejné hmotnosti a primarni
elektrony @i ni ztraceji cast své energie. K odchyleni elektiionmd pivodniho sniru
nedochazi a tudiz se vSechny elektrony podilejvodé obrazu na stinitku. ProtoZze dochazi
ke zmén¢ energie a rychlostéchto elektrod meéni se i jejich vinové délky. Vigledku toho
jsou tyto elektrony jednim ze zdtojad zobrazeni. S tlotiou preparatu a s klesajicim

urchlovacim nagtim jejich nepiznivy vliv roste.

4. Metody zpracovani vimi pro zobrazeni v transmisnim elektronovém
mikroskopu

Dvé stZejni techniky pipravy prepardt, nezbytné pro virologii, jsou negativni barveni
a piprava ultratenkychiezi. Metoda pipravy utratenkycltezi umoziuje studium interakce
vira s buikami ¢i sledovani replikace Mir ve tkani na ultrastrukturalni drovni. lzolované
virové ¢astice pai v elektronové mikroskopii mezi takzvané totalmegaraty. Jsou to
vzorky, jejichz velikost je hluboko pod tlaiiku ultratenkychrezi. Dale sem péi bakterie,
izolované buicné organely (mitochondrie, chloroplasty)tamé biologické makromolekuly
(proteiny, lipoprosteiny, polysacharidy, nukleogiobvé komplexy). Pro transmisni

elektronovou mikroskopii se tyto vzorky zpracovawagtodou negativniho barveni (79).
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4.1. Metoda negativniho barveni

Principem metody je, Ze se studovany virus ,zalje amorfniho elektrondenzniho
barviva, kterym jsou &tSinou roztoky soli&kych kovi. Negativni barvivo virus obklopi a
vytvoii tmavé pozadi, vdmZz se jednotlivé virov&astice, v dsledku nizsi schopnosti
rozptylovat elektrony, jevi jako &tlé. Barvivo zarové pronikne do povrchovych nerovnosti
virové c¢astice a umozni tak vizualizaci  substrukturdlnicketaili az
do velikosti 2 nm (Obr.6.).

Suppart film

e

Obr.6. Schématické zobrazeni virovéastice kompletr® obklopené negativnim barvivem

(Hayat and Miller, 1990, str.a vedlejSi fotce jsou zobrazeny virovéastice adenoviru

kontrastované 1% kyselinou fosfowolframovoupievzato z www.hei.org).

Metoda negativniho barveni takeSi problém nizkého kontrastu wirpti jejich
elektronmikroskopickém pozorovani. Jeji velkouregnosti je rychlost a relativni
jednoduchost. Negativni barveni, vSak zcela neéméw a interpretmé bezproblémovou
metodou neni. Barveni neobalenych uyiru nichZz barvivo powrné malo reaguje
S povrchovymi strukturami, skytd mertechnickych problén nez u vifi obalenych.
Lipoproteinové membrany obalenych wikasto interaguji s barvivem, coZ je zdrojem
artefakti a interpretaénich obtizi (79). DalSim né&gnivym &inkem negativnich barviv na
obalené viry je, Ze jsotasto poskozovany, st&jitak jako mohou byt tyto viry poSkozenyi p
vysousSeni, k &muz v pabéhu negativniho barveni dochazi.

Pro optimalni zobrazeni virovyafastic je Zadouci spravna proporce koncentraciaviru
negativniho barviva, minimalni interakce mezi baevn a virovouwastici a dokonal& disperze
viru i barviva na elektronmikroskopické’sé (79). Stale vSak neexistuji spolehlivé metody,
které by zartiovaly splni vSech uvedenych podminek, proto je vysledek thagho

barveni preparéatu vzdy zavisly na zkuSenostechrgwmpetatora a jisté g nahody.
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4.2. Virova suspenze

Dulezitym predpokladem kvalitniho vysledku negativného baryerkoncentrace vir
v suspenzi. Pro praci je nejvyhagli pouzit vysoce purifikovanou a koncentrovanou
suspenzi. Madme-li suspenzi s koncentraai viiz8i nez 10¢astic v 1 ml, zobrazeni virje
potom obtizné. Optimalni koncentrace virovygstic v 1 ml suspenze je %@z 16° (79).
Podle rkkterych autall je pro diagnostiku vir piimou elektronovou mikroskopii dostgici
jiz koncentrace vir 10" az 1§ v1 ml. DileZité také je, aby virus vykazovatetelnou
morfologickou charakteristiku (17,21,46,79)ulBzitou prerekvizitou kvalitniho negativniho
barveni je dosaZeni optimalniho pftn mezi koncentraci viru a koncentraci negativniho
barviva. Rebytek barviva dava vznik velkym elektrondenznirtastem, v nichZ se jednotlivé
viriony ztraceji. Naopak nadbytek virovyetastic vede k nerovnaimému obarveni, kdy
dochazi k vytveéeni rozsahlych nezbarvenych oblasti s kolapseasa€nou destrukci
virovych ¢astic. Vhodnou koncentraci virje nejvhodsjSi zjistit empiricky. Existuji dva
zpasoby jak toto zji&ni provést. V prvnimiipads smichAme malé mnoZstvi virové suspenze
se stejnym mnozstvim negativniho barviva acas pripravime rkolik dalSich vzork, v
nichz je barviva vice nebo me&nPodle vysledku negativniho barveni nastedwolime pro
dany material optimalni koncentraci. fiP druhém zg@sobu nakapeme na
elektronmikroskopickou 8ku, co nejkoncentrovajsi virovou suspenzi. Nechame ji zcela
zaschnout a potom ji negatirobarvime. Po prohlédnuti vzorku zjistime, zda @éuz
koncentrace je vhodnda, nebo felda ji znénit. Timto zgisobem sotasré owiime i stupé
purifikace vzorku. Zjistime-li, Ze preparat nenistla€né purifikovany, mizeme ho néstot
zbavit gimo na sikach a to opakovanym promyvanim destilovanou vateho pufry (nap
0,1 mol/l octan nebo ukitan amonny)(79). Promyti virové suspenziEedoaplikaci na gky
nebo po adsorpci vir je jednim z krok preparanich postup. Musime vSak pitat s tim, ze
kazdym promytim se sniZuje koncentrace virové sump@a sice. Ve starSich publikacich je
doporiovano u miméadre zn&isténych suspenzi jejich promyti v 0,1 mol/l HCI nebd 0
mol/l NaOH, gipadré proteolytickymi enzymy (63, 79).rfBtoupime-li k gkterému z &chto
postumi dosahneme odstrémi neistit ze suspenzi, ale zaraveniZze dojit k poskozeni
zkoumané virovéastice.

Pracujeme-li se zvl&Stinfekénimi viry je rekdy nutné pistoupit k fixaci &chto

virovych suspenzi. vodem je, Ze &Sina vifi zastavd i po negativnim barveni
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a zaschnuti suspenze plrinfekéni. Fixanim c¢inidlem, které lze pouzit, tiie byt
1-5% glutaraldehyd ve fosfamreém pufru pH 7,2 nebo 0,1-1% oxid oseiy

v destilované vo#(39,79). Doba fixace se pohybuje v rozmezi od S@aninut. Fixativum
muzeme pidat k suspenzi viru adsorbované nécsj po fixaci je nutné oplachnout preparat
destilovanou vodou a poté jejudeme negativh obarvit. Chceme-li f&d kapanim proveést
ultracentrifugaci suspenze, neni vhodné k fdgvat fixativum, protoze by to vedlo k
agregaci vii. Agregované viry nejsou vhodné pro negativni bairv@rotoze jsou velmi
denzni a navic fize, @i barveni, dochazet k jejich odstegni ze sfek. Pokud seigci jen v
suspenzi agregaty virvyskytuji, 1ze je resuspendovat sonifikaci nelimdmim soli. Bylo
prokdzano, Ze ultrastrukturakterych vifi po fixaci je odliSna ve srovnéni se strukturou
nefixovanych viti a to i i pouZiti fiznych fixanich postup (nag.glutaraldehyd ve srovnéni
s oxidem osngelym). Je tedy u fixovanych matefiatieba pgéitat s moznosti vzniku
artefakfi. Pokud se chceme vyhnout vzniku morfologickéhokpméni negativé barvenych
vira, v dasledku pouziti fixaniho ¢inidla, je vhodné k inaktivaci zvolit oboustranngée@ni
sitek s obarvenymi viry UV lampou (15minut, vzdalend6t15cm) (37,39,79). Mozna je i
fixace vini 0,1% azidem sodnym, jeZ navic napomaha stabilzaci69, 79). Pokud je nutné
zkoncentrovat virov&astice z klinického materialu jako jsou infikovabérgcné kultury,
tkare nebo &lesné tekutiny, rizeme pouzit metodu ultracentrifugace nebo gradiento
metodu. Pro ds@nost metody je pidba, aby p&et virovych ¢astic

v materialu byl dosti vysoky a laboratméla potebné vybaveni.

4.3. Negativni barviva

Negativni barvivo by ®lo sphovat rekolik pozadavk; mélo by byt snadno rozpustné,
mélo by mit vysokou elektronovou denzitu, ma byt &talproudu elektran a nenglo by
reagovat se studovanym virem. Zadouci také je paloyivo mélo dostaténé malou molekulu
pro snadnou penetraci do povrchovych nerovnostiveitastice (79).

Z porerné Sirokého spektra negativnich barviv jsaizfg pouzivany jen &které latky.
Nejcastji  pouzivanym  negativnim  barvivem je  kyselina fos@dframova.
Jeji vodny roztok je moznaripravit v koncentracich od 1 do 3%. Rozsah pouZtarpH se
pohybuje v hodnotach od 5 do 8 a upravuje se porfigtimol/l NaOH nebo KOH.
Pro WtSinu virologickych preparatpost&ime s 2% roztokem o pH 6 aZz 7. Roztok kyseliny

fosfowolframové je stabilni po#mné dlouhou dobu, je vSakeaba olsas kontrolovat jeho pH,
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které se mni. | v pribéhu zasychani kyselinyipbarveni dochazi k mirnému vzestupu pH
(14,79). Zngnit koncentraci kyseliny je pi#ba jen v fipac, vyZaduje-li to koncentrace
materialu. Ke zréné pH pristupujeme tehdy, je-li virus danym pH poskozovédondnotu pH
Ize wupravit pomoci 1 mol/l NaOH nebo KOH. Ngmivou vlastnosti kyseliny
fosfowolframové je, Z€asto posSkozuje obalené viry, a proto je vhodna éegmpro barveni

Druhym hoj pouzivanym barvivem je octan uranylu, ktery |zgpmavit ve forne
vodného i alkoholového roztoku. Ve virologii je rd@em se Sirokymi aplikenimi
moznostmi. Epravuji se roztoky o koncentracich od 0,5 do 2 #Had4 az 5. Hodnotu pH
barviva nelze zvysit nad 5, protoZz# pySSim pH se Zaou vytvdet sraZzeniny hydroxidu
uranylu. Tvorks srazenin mizeme zabranitidanim roztoku ethylendiaminooctové kyseliny
(EDTA) v molekularnim poriru octan uranylu : EDTA = 2:1, barvivo ma vSak @oms
velikou zrnitost, coz neni Zadouci vlastnosti({®tan uranylu je ménstabilnim barvivem,
které je nejlépeied pouzitim fipravovatéerstvé.

DalSim pouZzivanym barvivem je molybdenan amonngjelyhodou je mal& zrnitost.
Pro negativni barveni se pouzivaji vodné roztokpncentracich 0,5 az 5% a rozmezim pH
od 5 do 8. Hodnotu pH @teme upravit pomoci roztdkl mol/l KOH nebo 1,5 mol/l
NH4OH. V praxi se n€astji pouziva 2% roztok molybdenanu, ktery je izoosioky k 0,25
mol/l sachar6ze. Vyhodné je pouzit molybdenan amonako barvivo pi jednostranném
obarvenicastic(22,77,78,79).

Oxid osmtely je v elektronové mikroskopii pouzivan priménako fixani ¢inidlo.
Jeho nespornou vyhodou je, Ze keorfixace rekteré struktury satasré kontrastuje.
Nejcastji se pouziva v 1% koncentraci. Oxid ogely fixuje dolie zejména fosfolipidy, s
polysacharidy tatka nereaguje a vifpac proteini reaguje nejvyraziji s molekulami
aminokyselin obsahujicimi siru. Nevyhodou pou#&tije nize zmisobit strukturalni zrny
objektl a porusuje osmotické vlastnosti membran.

Jaké barvivo zvolit zavisi na tom, co feliujeme zdraznit. Barvivo s ¥tSi
molekulou pomdrné malo pronika do hlubSiakasti a proto je vhodné pro pozorovani zakladni
morfologie virovécastice (nap kyselina fosfowolframova). Chceme-li pozorovataieg;si
substruktury¢astice je vhodné vybrat barvivo s molekulou menaf{ &avelan uranylu). Je

ziejmé, Ze strznymi barvivy mizeme dosahnoutiznych vysledk.
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4.4. Techniky negativniho barveni

4.4.1. Kapaci techniky
Kapaci techniky jsou nejjednodussi acasgji pouzivané techniky v ijjprave viru.

Prvnim zmsobem provedeni je jednostigya simultdnni technika. Principem je, Ze se
suspenze viru optimalni koncentrace smicha se ystejobjemem negativniho barviva a
nanese se na elektronmikroskopickotksi Stku Ize uchytit Kizovou pinzetou nebo e
byt za okraj uchycena v plastali(63, 79). Suspenze se nécgi ponechaijblizn¢ 30 sekund,
a nasleda se ebytek tekutiny odsaje filttmim papirem. Preparat je vhodné co regl po
obarveni prohlizet v elektronovém mikroskopu, pzeta rekterych viti miuze dochazet k
postupné pomalé penetraci barviva do partikuli. brmem simultanni techniky je
nestandardnost, ktera vznikd ztrdtami materidkii @dsavani a nekontrolovatelnosti
mikropodminek fi prichyceni viG zalitych do negativniho barviva. Techniku je vhédn
pouZzit pouze vilpads, mame-li k dispozici dostate¢ koncentrovanou virovou suspenzi.
Druhym postupem je dvoustiigva-sukcesivni kapaci technika, kdy virovou suspenz
nakapeme natd{u a po ukité dol& potrebné k pichyceni vib k sitce se pebytek tekutiny
odsaje kouskem filtéamiho papiru. Doba, po kterou se suspenze na kapoecha, se
pohybuje v rozmezi dvou minut aglfodiny v zavislosti na koncentraci suspenze. &l
se na sku nakape negativni barvivo. Doba barveni §atik sekund aZz jedna minuta,
obecrt pouzivanym standardem je 30 sekund. Aby se zamepi§kozeni virovycltastic
musi byt barvivo idano dive, nez virova suspenze nécel zaschne.iPsukcesivni technice
Ize po adsorpci vir provést promyti kapkou destilované vody nebo pufMusime vsak
potitat s tim, Ze nize dochazet k ditym ztratam virové suspenze. Vyhodou sukcesivni
techniky je i to, Ze jeji vysledek neni tak zavisi@d koncentraci viru jako u metody
simultanni. Zvolime-li delSi dobu adsorpce, néksise pichyti vyrazié veétSi mnoZstvi
virovych ¢astic. Pokud mame virovou suspenzi o velmi nizkéckatracirceSenim mze byt,
kdyZ nechame suspenzi nécs téndi zcela zaschnout a poté k barveni pouzijeme negativ
barvivo nizSi koncentrace.

V minulosti byla popsana modifikace kapaci teckinkdy se virova suspenze nanese na
sitky umistné v agaru (4). Principem metody je, Ze se jamKgratitracni destéky naplni do
3/4 1% agarem a na ten se pologkgis pouhlikovanou formvarovou blanou&em nahoru.

Takto gipravené destky se sfkami Ize uchovavat v lednici 2 az 3 tydny, jsoypiklepeny
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izolepou. Na sku se nakape jedna az&dvapky virové suspenze a ponecha se adsorbovat 15
az 30 minut. Bhem této doby difunduje médium s rozpustnymi latkalm agaru f
sowasnécasteéné purifikaci materialu. Nasledrse na sky nakape barvivo a pogkolika
sekundach serpbytek tekutiny odsaje filttmim papirem. Pomoci této metody Ize dosahnout
zvySeni koncentrace adsorbovanych virovyéstic, protoze sily difize napomahaji jejich

adsorpci na podlozni blanu (7,77,78,79).

4.4.2. Sprejovaci technika

Sprejovaci technika zatiipomerné rovnongrnou distribuci virovycheastic na sice,

jeji provedeni je vSak peéhkud slozigjSi. Existuji rozléné druhy rozprasSova, které zajisti

rovnomnegrné rozpraseni virové suspenze a jeji naneserntkyawsmalych kapkach (42).

4.4.3. Plovaci techniky

Plovaci techniky jsou jednoduché a poskytuji velhobré vysledky. Na vhodnou
podlozku ( nap parafiim) se umisti kapka virové suspenze a haseai polozi
elektronmikroskopicka ska podloZni blanou dbj to znamena sénem k suspenzi. Viry se
ponechaji adsorbovatkolik minut, v zavislosti na koncentraci viru v pesizi. Nasledh se
sitka penese na kapku negativniho barviva. Mezi kapkopesuse a negativniho barviva je
mozné zéadit také promyvaci krok na kapce promyvaci tekuarestilovana voda, pufr) P
piendSeni sky z jedné kapky na druhou osuSime preparat kouskeatniho papiru. Doba
negativniho barveni je stejna jako u kapacich té&chn
Pri prenaSeni vzorku z jedné kapky na druhou dochazinknam povrchového nép.
Nekteré viry jsou k &mto znEndm citliejSi a v tom pipad je lepSi pistoupit k
jednokapkové metad Tato technika spdva v tom, Ze tekutinu je mozné vygtiovat [Fmo
pod stkou, kdy z jedné strany pipetou odsavame suspenzowasré z druhé strany
piidavame promyvaci roztok nebo barvivo. Tim, Ze pgarnal neustale v kontaktu s tekutou
fazi, zamezime jeho vysuSerté@d kon€nym zaschnutim po obarveni.

Jako modifikaci plovaci techniky Ize provést aganowdiflzni filtraini techniku. Poprvé byla
popsana pro elektronmikroskopickytigaz viru hepatitidy B (51). #°této technice se kapka
suspenze nanese na povrch podlozniho mikroskomckiditka pokrytého 0,8% agarem. Na
kapku virové suspenze se pak poloZkaia postupuje se obdabjako u ostatnich plovacich
technik. Tekutd faze difundujeétem rekolika minut do agaru za seasné ¢ast&né
purifikace materialu, protoZe do agaru difundugpuostné latky média. Touto metodou si také
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pomizeme ke zvySeni koncentracetviSitku z agaru musime odstranif\ee, nez difunduje
vSechna tekutina, aby nedoslo k Uplnému zaschuospiesize na #ie a pipadnému feneseni
kouski agaru na sku (79). Negativni barveni je pak obdobné jakdedpsSlych postuip

4.5. Friklady specializovanych technik negativniho barvernvir a

4.5.1. Metody jednostranného obarveni

Pri pouZiti standardnich technik negativniho barv@sdu virové c¢astice ¥étSinou
obarveny ze vSech stran. Visledku toho se v elektronovém mikroskopu promfiggs sebe
vrchni i spodni struktury objektu. Technikou jedimasného obarveni je mozno do jisté miry
zajistit, Ze ¥tSina obarvenycltastic fijde do kontaktu s negativnim barvivem jen svou
jednou stranou. P technice jednostranného obarveni shora neché&mstce nanesené na
sitce rychle zaschnout, potom s&da negativni barvivo, které se peékolika sekundach
odsaje filtr&nim papirem a ska se necha @prychle zaschnout (62). Nejvhogjgi negativni
barvivo pouzitelné pro tuto techniku je molybdeadtonny (65). Nevyhodou této techniky je,
Ze mize dojit k poSkozeni citligSich vimi a vzniku artefakt béhem vysychani.

Treti moznym zppisobem jednostranného obarveni je negativni obarsé@stic zdola (3).
Pri této technice se natk&i nakape negativni barvivo ( fa@g% kyselina fosfowolframova),
které se nechad#lladné zaschnout pod inftgrvenou lampou. Pak se na zaschlou vrstvu
barviva kdpne koncentrovana virova suspenze. Panbkém odsati suspenze sast

virovych partikuli zachyti na povrchu negativnitaniva a obarvi se zdola.

4.5.2 Mikrodialyza¢ni metoda

Tuto metodu je vhodné pouzit k purifikaci virovyshspenzi, které byly upravovany
gradientovou centrifugaci. Suspenze po centrifugatwsahuji vysoké koncentrace latek
tvoricich gradient (sachar6za, CsCl, aj.) (79). Meteelgprovadi na Webbewaizeni, které
sestdva z kadinky s kapalinami, obracené kadinkyadniho papiru a misky. Principem
metody je, Ze se #8dy s nanesenym vzorkem polozi na kvalitni fiitra papir suspenzi
nahoru. Filtréni papir je jednim koncem nattem v kadince obsahujici destilovanou vodu
nebo pufr. Rychlost jitoku kapaliny se upravuje vySkou hladiny v kadinmgtjmum je jedna
kapka za d¥ sekundy. Sky se kladou na vlhky filtkni papir v doB, kdy virova suspenze

nanesena natsie jeS¢ nezaschla. Touto technika je ré¥rmozné proveést negativni barveni,
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kdy stejnym zpisobem nechame filttaim papirem protékat vhodné negativni barvivo.
Barvivo dialyzuje pes podloZzni blanu rozpustné latky z preparatu acasm barvi
adsorbovanéastice. Metoda v3ak neni vhodna pitaré obalené viry, jenz jsou citlivé na

zmeény pufrovacich podminek.

4.5.3. Negativni barveni v kombinaci s mrazovym vysenim virové suspenze

Pii béZznych postupech negativniho barveni ¢gstym problémem faze kotreeho
vyschnuti virové suspenze, kdy dochézi k posSkozenivych partikuli. PouZzitim techniky
negativniho barveni s mrazovym vysuSenim je mo#ikor poSkozeni vik minimalizovat
(67,70). V prvnich krocich je tato metoda shodn@avaci technikou negativniho barveni.
Sitka se polozi na kapku virové suspenze, po adsueipcse fenese na promyvaci roztok a
nakonec na kapku negativniho barviva. Po obarverisati pebyt&né tekutiny filtr&nim
papirem se okam#itsi‘ka se vzorkem portbna dobu deseti sekund do tekutého dusiku.
Zawrecné vysusSeni se provede ve vhodnéiistmji s vysokym vakuem a kvalitnim
chladicim z&zenim umo#ujicim ochlazeni drzaku preparatu na - 150°Gk&ise rychle
pienese do vychlazeného drzakuitstpoj se evakuuje. V pbéhu mrazového vysouseni se
teplota preparatu postuprzvySuje na -80°C. Nevyhodou metody jsou vysokézpeaci
naklady na zézeni a také jeji pracnost. Jejinfigpenim vSak byly ziskany vynikajici

e

rozdily mezi vysledky ziskanymi touto metodou aadeini klasickymi.

4.5.4. Metoda negativniho barveni virové suspenzetazené uhlikem

Tato metoda je vhodnd prdipravu vysoce koncentrované virové suspenze, ve kte
jsou viry usptadany v plosné krystalickétiice nebo ve &Sich ploSnych shlucich (44). Na
plochu cerstw usStipnuté slidy se naneseénvysoce koncentrovaného viru a negativniho
barviva. Nefasgji pouzivanym barvivem je roztok 1,5 az 3 % molyhaleu amonného s
hodnotami pH v rozmezi od 5,2 do 7,5eByt&na tekutina se odsaje filthaim papirem a
slida s negativhobarvenou vrstvou Virse genese do pokovovacihoizzeni. V zdizeni se
na virovou suspenzi nanese velmi tenka vrstva ukdikotom se tato vrstva s adsorbovanymi
virovymi ¢asticemi splavi ze slidy opatrnym a pomalym geném do druhého roztoku
negativniho barviva ( nd@p 1% octan uranylu). Nasledrse vzorek nabere zespodu na

elektronmikroskopickou sku a necha se zaschnout. Tento postup umoZaitly vini ziskat
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hustou suspenzi, ktera #opravidelnou krystalickou #¢ku, kterou lze date studovat
pomoci optické difrakce. Tuto techniku nenilip vhodné pouzit pro obalené viry (71).
Jednim z hlavnich problémmetody negativniho barveni jsou artefakty vznikayi disledku
interakce negativniho barviva s viroveéastici. NegasgjSim zdrojem artefaktjsou obalené
viry, neba’ barvivo reaguje s jejich povrchovou membranou.nddiya barviva se take
znan¢ liSi hloubkou péiniku do povrchovych struktur virovéastice. Nkterd barviva
pomohou zvyraznit jen povrchovou morfologdistice, jina zdrazni i substrukturalni detaily.
Pri prohlizeni preparatu virové suspenzézemecasto vidt kromg plnych virioni téz tzv.
»prazdné” viriony. Jedna se o viry u nichz saiznych divodi nezabudovala nebo uvolnila
nukleova kyselina. Bylo vSak prokazano, ze k usoimukleové kyseliny iive dochazet i
arteficidlre nevhodnym pH $ negativnim barveni (62). Na vznik artefakniZze mit také
vliv ozéeni negativdy barvenych vili elektrony (45). Bombardovani prepdratlektrony
v nizSich davkach fize zmisobit tvorbu mikrokrystdl z negativniho barviva. VySSi davky
mohou vést k migraci barviva do hlubSi¢asti povrchu vik, a to do jisté miry iiive byt
vyhodné pro strukturalni analyzy (79).

Metoda negativhiho barveni tfe pozménit strukturu povrchu vir, a proto
pro posouzeni strukturalni konstantnosti je nejvidEd provést tuto metodufipriznych
barvivech, #iznych hodnotach pH a dalSich fyzikélnich a chenmgbkgodminkach. Timto si

muzZeme o¥it, Ze dana struktura jeipomna i rozdilnych zgsobech negativniho barveni.

4.6. Podlozni blany pouzivané v elektronové mikroslpii

Vybér vhodnych giek a podloZznich blan jeuBkzitou podminkou pro vysledek
negativniho barveni. Prosinou praci pouzivame ve virologiitkly s velikosti otvait 300 -
400 MESH. Chceme-li vSak zamezit rozpadu blan, teeykn @i manipulaci nize dochazet,
je vhodrjSi pouzit siky s velikosti otvol 600-1000 MESH. Blany, kterymi se
elektronmikroskopickeé gky pokryvaji slouzi jako elektrontransparentni padkpod vzorky
(7,22,77,78).

Je zadouci, aby podlozni blany byly co nejtebyly dolie sméitelné, pevné  manipulaci
a stabilni v proudu elektran Také by nerély mit vliastni strukturu. Pro dobrou séitélnost
je dilezité, aby byl povrch blan hydrofilni. NejvysSidrgfilitu ma& povrch blan kratce po
jejich zhotoveni. V pibéhu ¢asu vSak dochazi k vytraceni povrchového nabogmybse tak

stavaji hydrofobnimi a jsou tedy Spatsm&itelné. Hydrofilitu uhlikovych blan Ize obnovit
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jejich vystavenim doutnavému vyboji, druhou altéinreu je chemicka aktivace. K obnoveni
hydrofilniho povrchu chemickou aktivacittieme pouzit vodny roztok ethidium bromidu
(5mg/ml), kdy kapku tohoto roztoku nakapeme na k&uparafiimu a na ni polozime
elektronmikroskopickou gku podlozni blanou dél Sitku na kapce ponechame 10 minut ve
tme, pii pokojové teplat. Nasledw sitku promyjeme iikrat po 5 sekundach v destilované
vodk a prebytek tekutiny odsajeme filiéaim papirem. Takto aktivovany povrcived vydrzi
byt hydrofilni po dobu &kolika hodin (78). Dobra sntéelnost povrchu znamena lepsi adhezi
virovych ¢astic. Existuji postupy, kdy pro zlepSeni sitednosti jsou k virové suspenzi
barvicim roztokm pridavany povrcho¥ aktivni latky. Bzné se pouziva 0,01 az 0,1%
bovinni sérovy albumin. Nevyhodou jeho pouZiti vigkZze niize zvySit granularitu pozadi a
také miZze dochézet kinterakci virovych protéis albouminem. Bktefi autdi doporwuji
pouziti 0,1 % roztok propylenglykolu nebo glycer¢i®). Jiné prace popisuji pouZziti roztoku
oktadekanolu v hexanu, bacitracinu v koncentragig2®l nebo 0,1% polylyzinu (7,30,31).
Casté&ného zvyseni sniitelnosti sfek Ize dosahnout jejich oinim UV sétlem po dobu 10
az 30 minut (36,37). Pouzitim podloZni blany (hkwnpripact formarové) dochéazi ke
snizeni rozliSovaci schopnosti i kontrastu (7,48zi negastji uzivané podlozni blany pat

formvarova, butvarova, nitrocelul6zova a uhlikoléna.

4.7. Typy blan

Nitrocelul6zova blana (collodion film) pripravuje se z 1 az 2% roztoku nitrocelul6zy
rozpuséné v octanu amylnatém a ma obdobné vlastnosti, lgé&oa formvarova. Blanu je
vhodné pouzit jako ,podpu“ jemnych ¢astic nebo k pokryti &8k s velkymi otvory. Je
relativrg stabilni v elektronovém paprsku a vysoce propustiwaelektrony. Sky pokryté
nitrocelulézovou blanou Ize skladovatkolik mésial na suchém a bezprasSném m{gtetriho
miska), (7, 77,78).

Formvarova blana - Formvar (polyvinyl formaldehyd) fize byt koupen ve forén
prasku nebo jiz rozpudty v chloroformu nebo ethylen dichloridu jako 0&50,5 % roztok.
Polyvinyl formaldehyd m& schopnost vyte&po zaschnuti na hladkych povrSich,inagla,
tenké filmy. Formvarové blany jsou vice stabilni elektronovém paprsku nez blany
nitrocelulézové a také vynikaji velmi dobrou souwrgti. Jejich tloudka se pohybuje v
rozmezi 20 az 40 nanomitrTlou&’ka blany zavisi fmo un€rné na koncentraci formvaru
v roztoku €im je roztok koncentrovajsi, tim bude blana si#jgi), také ji ovliviuje rychlost

vytazeni skidka z roztoku &im rychleji, tim tedi blana) a v neposledriact tlou&ku
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ovliviiuje délka doby, po kterou je s#tb v roztoku ponechandifn je kratsi, tim je blana
silngjsi). V elektronové mikroskopii jsou jedny z neipouZzivanych blan (7,77,78).

Butvarova blana - Butvar (polyvinylbutyral) je pouzivan obdabfako formvarova
blana. Butvarové blany se vyzhgi vétSi mechanickou stabilitou v elektronovém paprsku a
jsou vice propustné pro elektrony, nez blany fonrové. Rednosti butvaru je takeé to, Ze se
pii pozorovani preparétv mikroskopu velmi malo projevuje jeho vlastniugtiura. Povrch
butvarovych blan je vice hydrofilni, tudiz |épe sitelny, oproti ostatnim blandm. Tyto blany
je vhodné pouzivatipnegativnim barveni nebo kekryti st’ek s velkymi otvory. PouZzitelné
sitky s butvarovou blanou iieme skladovat po dobu devitésnai (7,77,78,79).

Uhlikova blana —Tenkéa vrstva uhliku se nanasi nadesle zmigné podlozni blany
z davodu jejich stabilizace a zvySeni stitélnosti. Krone toho v3ak Ize povrch &k prekryt
samotnou uhlikovou blanou. Viastni uhlikové blargnikaji svou kvalitou a je mozné je
pripravit v tlou¥kadch 2 az 10 nm. Vyzgaji se dobrou tepelnou stabilitou, vysokou
vodivosti, homogenitou povrchu, jsou elektron-tgarentni a Ize je pouZit jako podlozni
blanu pod tizné izolovan&astice stejéjako podiezy. Nemaji térr Zadnou strukturu anifp
nej\wetSich z¥tSenich, proto se pouzivaji hlavpii praci, vyZzadujici nejvyssi rozliSeni(48).

Nevyhodou uhlikovych blan je, Ze jsou oproti plasfm blanam vice fragilni (7,78).

4.8. Metody pripravy podloznich blan

Kapkova metoda— Tato metoda je obe&mpouZzivana proifpravu nitrocelul6zovych
blan, protoZe nitrocelul6za rozp&sé v octanu amylnatém se po k&pnuti na vodny hladin
velmi rychle rozproge a Zistdva na hladih Jiné typy blan maji tendenci po nakapani na
vodni hladinu klesat ke dnu a také se zcela pardaterozprosopu. Princip metody sgiva
v tom, Ze se dofjpravené sklekné nadobky s destilovanou vodou, pipetou, nakapa#a 3
kapky 2% roztoku nitrocelulézy rozpésg v octanu amylnatém. Potom, co se rozgolst
odpdi, zistane na vodni hladimitrocelul6zova blana. Vznikla blana ma zveashpovrch a
oblasti s tiznou tlougkou, které Ize posuzovat podle interference bafelyZ je rozpou&tdlo
kompletr# odpdaeno, giblizné za 1-2 minuty, povrch blanyi@stdva minit barvy a blana
muze byt po nanesenitsk, na vhodné misto, z vodni hladiny odejmuta. Ka¥gni blany se
sitkami mizeme pouzit mikroskopické skkio, kdy jej opatrt pondime pod vodni hladinu a

blanu se skami jim podebereme a vytahneme. Takto zhotoveagybliloZime do Petriho
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misky a nechame vysusSit. Po vysuSeniZzeme blany nechat pokryt vrstvou uhliku
v napaovaci aparatte (7,77,78,79).

Sklickova sloupavaci metoda (slide stripping)- Sloupavaci metodou se obvykle
pripravuji blany formvarové nebo butvarove. Namgm krokem metody, je ifprava
mikroskopického sktka, na které je blana nanasena. Mameétligxisté skltko, blana seip
splavovani od povrchu skka obtiz® oddluje. Na druhé stran pokud je skktko prilis
zngisténé, blana mze mit mnoho nedokonalosti (pruhy, diry), kterédawgi prohlizeni v
mikroskopu viditelné. Postup fipravy formvarovych blan fe mit kazda
elektronmikroskopicka laboratanodifikovan podle svych ptgb. Zakladni princip ijpravy
vSak #Zistdva stejny. Roztok formvaru (pouZivané konceetra@5 - 0,5%) se nalije do
odmerného valce a iigklopi se alobalem nebagjakym vickem, aby nedoSlo k vypeni
chloroformu. @isténé skitko se uchyti pinzetou &ste&né se pondi, na dobu 1 minuty, do
formvaru. Po uplynuti jedné minuty se gkb rychle z roztoku formvaru vytahne a necha se
oschnout. Nktefi autdi ve svych pracovnich protokolech u¥fidZze je mozné skiko pred
pondenim do formvaru, mighnatiat na elektrické ploténce (78). Poté, co &idioschne,
ofizneme blanu pomocisté Ziletky, skalpelu nebo diamantové tuzky, abyas splaveni na
hladire vody blana od skika snadsji oddélila. Sklicko, s diznutym povrchem natie, se
nasledg pomalu neéi, pod mirnym Gdhlem(cca 45°), do kadinky s destitbau vodou.
Stoupajici vodni meniskus o#ldje formvarovou blanu od skka aZ se nakonec blana splavi
na hladinu destilované vody (Obr.7.). Pouzitelnabjéna, kterd& ma Sedé zbarveni a je
homogenni. Nakonec se na blanu poloZkysia na to kousek parafilmu, kterym se blana
sejme z vodni hladiny. Parafilm s formvarouvou bldna sfkami ulozime na suché a
bezprasné misto, nejlépe do Petriho misky, a neehdschnout do druhého dne. Povrch
formvarovych blan séasto pokryva tenkou vrstvou uhliku, tim dosahneepsil soudrznosti
a smditelnosti blan (7,77,79).
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Figures from M. A. Hayal and S. E. Miller (1990). Negative
Staining. McGraw-Hill Publishing Co., N. Y. 253pp.

Obr.7. Schéma postupu pi sloupavaci sklékové metodk.

Dirkované podlozni blany (holey films)— Pro zobrazeni v elektronovém mikroskopu
je nejlepsi, kdyz je podlozni blana tenkad. Nevyhodenkych blan vSak je, Ze nejsou
dostatén¢ stabilni na velkychétvercovych otvorech elektronmikroskopickychékitJednou
z moznosti je fipravit si podlozni blany z formvaru nebo nitrodélty s mnozstvim malych
otvor, které jsou potéipkryty tenkou vrstvou uhliku. Vznikla formvarovahh slouzi jako
sitka s ,minimech” otvory a vlastni podlozni blanou tgnka vrstva uhliku (7,77,78,79).
Blany pipravime tak, Ze do 0,5 az 1% roztoku formvaitidgme vodu a tento roztok famlre
prottepeme. Nésledndo roztoku poniime aisttné mikroskopické skiko a v dalSich
krocich je piprava stejna jako uifpravy normalnich formvarovych blan. Jinou metogmu
Ze po ponteni skitka do formvaru na roztok sindychame, abychom mu dodaly vihkost.
Voda vytvdi v blare potetné mnozstvi otvéro riznych velikostech, a po oschnuti se blana
v napdovaci aparatte pouhlikuje (7).

Piriprava uhlikovych blan — Fipravuji se nap@nim uhliku na slidu ve vakuové
napaovaci aparatie. Do aparatury umistime uhlikové nebo grafitouee tykdy jedna ma
zuzeny konec do hrotu a druhd ma konec plochy. tkargvani uhlikové elektrody se
pouZivaji specidlni i@ezavatka. Upravené konce elektrod se o selieuofObr.8.). H
prachodu elektrického proudu dochazi v msfizeni ke zvySeni odporu a #stedku toho se

zvysi teplota na hodnotuiigkteré se z daného mistatma vypaovat uhlik.
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Obr.8. Ruzné zpisoby d‘ezani a uspéadani uhlikovych elektrod (prevzato z Procedures
in Elektron Microscopy,A.W.Robards, A.J. Wilson, B9
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Proces nagavani se provadi po vgrpani prostoru napavaci aparatury difazni
vyvévou na hodnotu 1,3x10az 1,3x1C Pa. Vrstvéka uhliku nanesena na slide splavi
podobr jako u formvarovych blan na vodni hladinu. Uhlikoblany niizeme pipravovat
dvéma zpisoby nap#ovani. Prvnim z nich jefpmé nap#ovani, kdy je uhlik nagavan gimo
na slidu. Chceme-li vSakfipravit uhlikové blany s homogennim povrchem, pjumie
metodu tzv. nefmého nap#vani (Obr.9.).Vypgenécéastice uhliku jsou odrazeny z povrchu
mikroskopického podlozniho skla nastaveného ditém Uhlu k elektroddm a dopadaji na
cerstw odstipnuty kousek slidy, zastity pred gimym dopadem (78).

Obr.9. Pomicka pro neprimé naparovani uhlikovych blan (D.G.Robinson, 1987).

4.9. Doutnavy vyboj

Castym problémem negativniho barveni je nerowrag rozproseni vzorki a barviv
na podlozni blah Ficinou je Spatna snddelnost povrchu blany. K zhorSeni s#itélnosti
uhlikovych podloznich blan figpiva jejich starnuti a kontaminace. Jednou z rostin
aktivace blan je vystaveni jejich povrchu doutnawéniboji. Principem doutnavého vyboje
je ionizace atorin a molekul, ke které dochazi mezi édv kovovymi elektrodami,
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v atmosfée vakua. Vysledkem je, Ze ionty indukuji naboj mevrphu blan a &aji ho tak
hydrofilnim nebo hydrofobnim.

OSeteni podloZznich blan touto metodowini jejich povrch l|épe sng@elnym.
Vlastnosti uhlikové blany mohou byt ovliémy pracovnimi podminkamic¢hem gipravy
(nap. poloha a vzdalenost umisf si'ek wici elektrodam) a tak&istotou nap#ovaci
aparatury fi napaovani (9,37). Atmosféra vysokého vakuaista vakuova jednotka vedou k
produkci hladkych, nekontaminovanych, tenkych arbfjshich uhlikovych blan. Provadime-
li doutnavy vyboj v redukované atmosfévzduchu dosahneme toho, Ze hydrofilniho,
negativié nabitého a stejnoémé tenkého povrchu blany. Hydrofilita takovychto filmydrzi
nékolik minut aZz hodin. V jiném ifpact miZzeme doutnavy vyboj provést v priesti
organickych par (ndp pentylaminu), kdy nadm vznikne hydrofébni, poazitivhabity a
stejnongrné tlusty povrch. Vznikly naboj na blanlze také odhadnout podle barevnych
piechodi, ke kterym mezi elektrodami,fipdoutnavém vyboji dochazi. Douthavy vyboj
s p‘echodem barev z intenzivni purpurové do fialové rpgoekytne negativhnabité blany.
Naopak doutnavy vyboj sgchodem od intenzivni fialové do modré dava blappztivnim
nabojem (37).

Pi vlastnim provedeni doutnavého vyboje jsotkgis podlozni blanou umisty do
aparatury (Obr.10.) afiryty krycim zvonem. Dale jsou s&asti aparatury, horni a spodni,
aluminiové elektrody, o @méru 80 mm, mezi kterymi k doutnavému vyboji dochd&yvrch
elektrod musi byt dokonale vyléat a vyistén. Jakakoliv nerovnosti negistota na jejich
povrchu, by se projevila zhorSenou kvalitou blamsior zvonu séerpa na hodnotu vakua 13
Pa, pomoci rotai pumpy. Pro vysSi smidelnost je vhodné provést vybojtipnizSich
hodnotéch tlaku. Doutnavy vyboj vznika poté, camaealuminiové elektrody, po dobu 5 az 15
sekund, aplikuje napi okolo 500 V. Bhem vyboje stoupa tlak (obvykle na 20 Pa) a proud
(na 18 mA). Nadréirny vyboj mize podlozni blany spalit nebo jeinit fragilngjSimi. Po
provedeni doutnavého vyboje by sedlimsitky pouZzit co nejtlve, aby se zabranilo
atmosférickym kontaminacim (9,37).
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Top Electrode (G)

Upper Section of Desiccalor (A-)

Grid Carrier (0)
Bottom Electrode (H)

MNeedle Valve (C)
Lower Section of Desiccator (A-2)

[

/ﬁ‘—()u!put Adjustment Knob

——High-Frequency Vaocuum Tester (B)

——Aluminium Rod (J)

—— Plexiglass Washer (N)

Micrometer Capillory Valve (D)
Threoded Brass Rod (K)

Ground Plate (1)

Copper Wire (ground) (M)

Obr.10. Aparatura pro provedeni doutnavého vyboje( Hayat M. A., 2000).
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ll. Cile prace

1. Na zaklad literarni reSerSe vybrat vhodné typy Wik jejich pouziti jako modelu
k vypracovani metodického postupu

2. Modifikovat metodu negativniho kontrastu proietty nizkonagrového elektronového
mikroskopu

3. OdzkouSet postupifpravy podlozni uhlikové blany metododimpého a neffmého
napaovani a o¥iit jeji povrchové vlastnosti

4. Porovnat vysledky identifikace pouZitétho modelovéhiou na nizkonagtovém
mikroskopu s vysledky ziskanymi pomoci vysokaftapého transmisniho

elektronového mikroskop
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lll. Material a metody

1. Virové suspenze
V préci byly pouZzityétyti druhy virovych suspenzi.firdruhy viri rostlinného pvodu

byly poskytnuty Dr. Janou Franovou z Ustavu molékail biologie rostlin, Biologického
centra Akademiedd CR v Ceskych Budjovicich. Jednalo se o virus tabakové mozaiky,sviru
tabakové nekrosy a o vlaknity bily mozaikovy vijagele. Ctvrty virus, virus mysi kligové
encefalitidy, byl poskytnut Dr. DanielemiBem z Parazitologického Ustavu, Biologického
centra Akademiedd CR v Ceskych Budjovicich.

Virus klig'ové encefalitidy byl ziskan jak@aste&ny purifikat mozkové tk&ho neznamé
koncentraci virovych partikuli, v 2 mililitrové pteové zkumavce firmy Eppendorf. Virus byl
fixovan roztokem 2,5% glutaraldehydu.

Rostlinné viry byly izolovany z dodaného rasmtiého materidlu podle navodu

Dr. Franové.

1.1. Virus kli&ové encefalitidy (Celed’: Flaviviridae, Rod: Flavivirus)

Virus je tvaen sférickowastici o paméru 40-50 nm. Jedna se o obaleny RNA virus,
kdy povrch je tveéen lipidovou membranou s kratkymi glykoproteinovywgbézky a vnitni
kapsida je kubické symetrie. Vektorem viru jsoustidta Giznych druli a rezervoarem jsou

drobni i &tSi divoce Zijici savci.

1.2. Virus tabakové mozaiky (Celed’: Tombusviridae, Rod: Tobamovirus)

Jednd se o neobaleny RNA virus infikujici rostlimjavre rostliny tabaku a dalsi
¢leny ¢eledi Solanaceae. Kapsida je helikalni, 300 nmidioa 18 nm Siroka. Virus vstupuje

do rostliny v mistech mechanického posSkozeni pavrostliny.

1.3. Virus tabéakové nekrosy Celed: Tombusviridae, Rod: Necrovirus)

Tabakova nekrosa je neobaleny RNA virus s kapskidiické symetrie o velikosti
20 - 30 nm. Stejh jako tabdkova mozaika, infikuje tabdkova nekroseatliny tabaku

a do rostliny vstupuje v mistech poskozeni.
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1.4. Vlaknity bily mozaikovy virus jetele ( Celed’:Flexiviridae, Rod:
Potexvirus)

Tento vlaknity virus pdt k rostlinnym RNA viam. Virovacastice je neobalend, sloZzena
pouze z vlaknité kapsidy dlouhé 480 nm a Sirokél@mkK83 nm. Tento virus Zisobuje

onemocgni jetele a ne€jastji se do rostliny dostava cestou mechanického eikio

2. Negativni barviva
V metod negativniho kontrastovani byly pouZzityti druhy negativnich barviv.

Prvnim barvivem byl vodny roztok ébn¢ pouzivaného octanu uranylu,figraveny

v koncentracich 2%, 1% a 0,5%. Vodny roztok 2% metaranylu (Spi Supplies,USA) se
pripravil rozpusénim 0,2 g v 8 ml destilované vody. Roztok byl mith&5-20 minut,
po rozmichani se ponechal 30 minut odstat a potézsek 3x pefiltroval pres stejny filtrani
papir. Nakonec se upravilo pH hydroxidem sodnymhoenotu 5 a objem se doplnil na
koneinych 10 ml destilovanou vodou. Roztok byl uchovannvavé sklesné lahvice
v lednici pro pouziti druhy den pdipraw. Roztoky o dalSich koncentracich byljgraveny
stejnym postupem.

Druhym pouzitym barvivem byl vodny roztok molybdem amonného, ifpraveny
v koncentracich 2%, 1% a 0,5%. V 8 ml destilovanéwbylo rozpu&tno 0,2 g molybdenanu
amonnéhodsty tetrahydrat,Lachema, Brno). Hydroxidem drageirse upravilo pH roztoku
na hodnotu 7 a objem byl dopm destilovanou vodou na 10 ml. Roztoky o dalSich
koncentracich byly aj pripraveny stejnym postupem.

DalSim negativnim barvivem byl vodny roztok kysglifosfowolframové (Lachema,
Brno) o koncentracich 2%, 1% a 0,5%. Navazen&gk®seliny fosfowolframové se &p
rozpustily v 8 ml destilované vody, pH se upraytalanim hydroxidu sodného na hodnotu 7
a roztok se doplnil na objem 10 ml destilovanouatadRoztoky o dalSich koncentracich byly
opeét pipraveny stejnym postupem.

Poslednim pouzitym barvivem byl roztok féxaho/kontrastujiciho oxidu osti@lého
(SPI-CHEM, USA), ktery byl ppraven n#&dnim koupeného 4% roztoku na dané

koncentrace.
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3. Izolace vini z rostlinného materialu
Listy tabaku byly rozréinény ve teci misce v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,7.

Vznikla suspenze byla odsata mikropipetou do 2litndvé plastové zkumavky Eppendorf.
Treci miska byla je&tjednou pufrem promyta a tato suspenze se doptivlgplastové
zkumavky. Nasledhbyla zkumavka centrifugovana po dobu 15 minut mriize Minispin
(Eppendorf) p otakadch 13 400 RPM, coz odpovida hodnd®®CF 12 100g. Stejnym
zpasobem se postupovaldi izolaci vidknitého viru z list jetele.

Ze suspenzi fipravenych pimo z rostlinného materialu nelzeéiirkoncentraci virovych
¢astic, pouze u purifikovanych prepadratze zn#fit absorbanci nukleové kyseliny
(pfi 260 nm) a podle toho vyptat koncentraci. Je to vSalkslo jen orientani.

3.1. Koncentrovani vini centrifugaci

VSechny ziskané suspenzeuyivcetre viru klistové encefalitidy, byly centrifugovany
30 minut g 18 000 RPM (RCF 23 9109) v centrifuze Univers2] irmy Hettich. Nasledh
byl od kazdé suspenzégmesen supernatant do noveé plastové zkumavky ézeomst byly
centrifugovany 20 minut v centrifuze Minispin (Emgerf) pi ot&kach 13 400 RPM,
( RCF 12 100g).

4. Cisténi elektronmikroskopickych siték

Vzorky byly nanaSeny naddené elektronmikroskopické ¥y firmy Tesla o piiméru
3mm s velikosti otvar 1000 MESH. Nové gky se ged pouZzitim musi dokonale umyt.
Nejprve se ponechaji 5 minut v roztoku 50 % kyselictové, poté se umisti na 5 minut
do jaroveé vody, nasledrse promyji 5 minut v destilované wod dalSich 5 minut v acetonu.
Nakonec se 5 minut vystavéiaku ultrazvuku a nechaji se ususit na filtram papiru. Takto
vycistené stky se uskladni na suchéristém a tmavém mist Po delSi dob uskladrni se

doporuiuje stky pred pouzitim znovu promyt 5 minut v acetonu a neosahnout.

5. Priprava uhlikovych podloZnich blan
Uhlikové blany byly fipravovany v nap@vaci aparaite JEOL JEE 4C. Uhlik byl

napa&ovan naerstw odStipnuty povrch slidy (Science Services, Ohr.1.)
K napd@ovani se pouZzivaly uhlikové elektrodyigtého uhliku o prméru 5 mm a délce 10 cm
od firmy Karbotechnik.
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Obr.1. Platky slidy pouzivané pro gfipravu uhlikovych blan.

5.1. Metoda grimého napaovani

V prvnim kroku se ffipravila, podle doporeného navodu, nafivaci aparatura.
Po pedierpani aparatury se po otemi zvonu recipientu upravily uhlikové elektrody
ofezanim ve specialnimrezavatku (POLARON, Watford England). Konec jednekibdy
byl ofezan na hrot o pméru pxiblizné 1 mm, plocha konce druhé elektrody byla zarovnana

obrouSenim na smirkovém p&p{Obr.2.).

Obr.2. Uprava konai uhlikovych elektrod.
Konce upravenych elektrod se o sebe opatpiely, aby nedoslo ke zlomenfezaného

hrotu (Obr.3.). Dale se do zvonu umistil keramidtiep s kapkou oleje pro oriedtd

kontrolu mnozstvi naganého uhliku.
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Obr.3. Umistni konci uhlikovych elektrod (Willison and Rowe, p.34).

Z platku slidy o rozrrech 2,5 x 7,5 cm a tlotiée 0,26 az 0,31 mm, se pomoci Ziletky
odStipnul teni platek, ktery byl rozsizen na dva mensi obdélnikové kousky
(cca 2,5 x 3cm). Tyto poloviny byly umésty na otéeci stolek napgavaci aparatury a
vystavenycerstw odStipnutou stranou k uhlikovym elektroddm. Powsiétly byl od elektrod

vzdaleny 10 cm (Obr.4.).

Obr.4. Umisténi slidy do zvonu recipientu nap#ovaci aparatury.
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Pro zamezeni kontaminaci blan, bylan byt slida odStipnuta bezpriesdre pred
uhlikovanim a pouzita Ziletka bydha byt aisténa acetonemCerstw odstipnuty kousek
zarutuje, ze povrch slidy jéisty a hydrofilni. Aby nedoSlo k uvaini kousk slidy ze stolku,
upevnily se pomoci oboustranné uhlikové lepici pagkednosti uhlikové lepici pasky je,
Ze je elektricky vodiva (odvadi statickou el@hkt), je stabilni ve vakuu a ném v rtm své
vlastnosti. KdyZ bylo vSefjpraveno zvon recipientu seilopil zpatky a podle navodu se
pokraiovalo v erpani aparatury. Po §grpani prostoru zvonu na hodnotu 1,3 x*14¥
1,3 x 10° Pa, bylo moZno zét uhlikovat. Uhlikové elektrody se &ly pomalu Zhavit
pozvolnym gidavanim Zzhaviciho proudu, ktery byl pégdustaven na hodnotach mezi
30 - 40 A. Doba uhlikovani, podle empirického odhadyla 1 az 4 minuty v zavislosti
na velikosti Zhaviciho proud@im v&tsi proud, tim kratsi doba.

Po pouhlikovani se kousky slidy z aparatury vyjnaugplavily na hladi@destilované vody.

Splaveni se provedlo ve splavovaci ¥aai s vypusti (Obr.5., vyrobeno technikem
LEM, Jitim Vargckem).

Obr.5. Splavovaci vanéka s vypusti.

Uprosted vantky je umistén pliSek s otvory, na ktery se poklada fittma papir
s elektronmikroskopickymi gkami. Vantka se naplnila destilovanou vodou cca. 1 cm
pod okraj. Pod vodni hladinu se pomoci pinzety pibkousek filtracniho papiru, ktery se
polozil na pliSek s otvory. Na poremy filtracni papir se zsly pinzetou pokladatisté
elektronmikroskopické gky, kdy jsem gsiku pinzetou uchytila za okraj a opatrn pondaila
pod vodni hladinu. Kdyz se kolemtky vytvoril hydrofilni vodni obal, pomalu jsem ji
umistila na filtr&ni papir matnou stranou nahoru.. Takto poloZerigysse na filtr&nim
papiru udrzely, aniz by vyplavaly &ma vodni hladinu (Obr.6.).
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Obr.6. Filtra éni papir s elektronmikroskopickymi sit’kami umistény pod vodni
hladinou.

Nasled® se provedlo splaveni blany. Slida s rrepgm uhlikem se pozvolna fila
do destilované vody pod uhlem 45°. Blana se porodidlila od povrchu slidy aistala
plavat na vodni hladin Po splaveni se blana pomoci Spejiasou navedla nad filt€ai papir
se sfkami a poté se otésla vypust vody. Bhem vypoudtni se fasou udrZovala a
kontrolovala poloha blany, aby nedoSlo k jejintilgpeni k okrajm vantky. Po vypu&ni
vody byl filtracni papir, se skami s nanesenou uhlikovou blanou ugrisio Petriho misky a

ponechan vyschnout do druhého dne.

5.2. Metoda negfimého napdaovani

Postup pipravy uhlikovych blan metodou némého napgovani byl gevzat z knihy
Methods of Preparation for Elektron Microscopy, D.Bobinson, 1987. Tato metoda je
podobna s f@dchozi metodou. Rozdilem je, Ze se odStipnut@a siidiguje do zakrytu,
aby nedochéazelo kifmému napéeni atond uhliku. Tim zajistime &Si homogenitu povrchu
uhlikové blany.

Do pomicky pro nepimé nap#govani (Obr.7., vyrobeno technikem LEM,tid
Vanétkem) se vlozily de cisté mikroskopické skika. Ol strany, na které se sitia

pokladaji, jsou naklaimy pod uhlem 45°&i elektrodam.
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Obr.7. Pomicka pro nepFimé naparovani.

Pro orientani kontrolu mnozstvi napaného uhliku se umistily pod skta prouzkycaste&ne
presahujiciho,¢istého, bilého papiru. Intenzitéerného zabarveni papiru nam indikuje
ptibliznou tlou§ku blany (Obr.8.).

Obr.8. Indikace tloustky blany pomoci papiru.

Odstipnuta slida se poloZila na mikroskopickéckkli lezici na straf) kterd je zastina

pied gimym dopadem uhliku. Druhé mikroskopické &k&i umistné naproti slidy,
na nezakryté stran bylo aiSténo jarovou vodou a ethanolem a kiimou uteno do sucha.
Takto gipravena poracka se polozila na otay stolek napigvaci aparatury (Obr.9.).
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Obr.9. Umisténi pomiicky pro nepirimé naparovani do napaovaci aparatury.

Pri vlastnim uhlikovani jsou vypané ¢astice uhliku odrazeny z povrchiistého skiéka
a nezakryté stran nastaveného v 45° Ghlu k elektrodam, a dopadajienstw odStipnuty
kousek slidy. Po pouhlikovani se blany ze slidyt gplavily ve splavovaci vatge, stejg
jako v predchozim postupu, a filikai papir se skami s nanesenou uhlikovou blanou se

nechal oschnout do druhého dne v Petriho misce.

6. Priprava vzorka
Virové suspenze byly fpravovany bez fidani negativnich barviv i metodou

negativniho barveni. PouZily setlsf s uhlikovou podlozni blanoutipravenou metodou
negimého nap@vani. Ri metod negativniho barveni byly pouzity, dvoustiopa

sukcesivni kapaci technika a technika plovaci.

6.1. Rriprava vzorki bez pouziti negativniho barveni

Na kousek parafilmu byly nakapany, poi204 kapky z kazdé virové suspenze. Na tyto
kapky se pinzetou poloZily t#fy pokryté uhlikovou blanou. Virové suspenze sehabc
adherovat asovych intervalech 5, 15, 30 a 60 minut. Potétde 2 kapek pomoci pinzety
sejmuly a pebyte&na tekutina byla odsata filtiaim papirem. Tyto sky se ulozily n&isty a
suchy filtra&ni papir do Petriho misky.

Pfi druhém zgisobu kapani byla #{a uchycena do pinzety a virova suspenze byla
na ni nakapana. Z kazdé virové suspenze byly nalyap&apky, po 2Ql a viry se ponechaly
adherovat Wasovych intervalech 5, 15, 30 a 60 minut. Po ugiypoZadované doby byl
piebytek kapaliny ze #ky odsat filtr&nim papirem a sgky byly uloZzeny na suché&jsté a

bezprasné misto.
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6.2. Fiprava vzorki metodou negativniho barveni

6.2.1. Dvoustupiova sukcesivni kapaci technika

Suspenze vir byly nakapany, kazda po jedné kapce, auBa stky. Sitky byly za
okraj uchyceny KZovou pinzetou. Tabakovd mozaika se ponechalaraddte 5 minut,
vlaknity bily mozaikovy virus jetele byl nechan siéce 30 minut, virus kli®vé encefalitidy
a virus tabakové nekrosy adheroval n@ei30 a 60 minut. Po uplynuti poZadované doby byl
piebytek kapaliny ze #ky odsat filtr&nim papirem a na t&u bylo nakapano negativni
barvivo. Doba barveni byla 30 sekund, potom Bebytek tekutiny oft odsal filtr&nim

papirem a $ky byly uloZzeny na filtréni papir do Petriho misky.

6.2.2. Plovaci technika

Na kousek parafilmu byly nakapany suspenzé,azda po jedné kapce o 20
Nasled® se na jiny,cisty kousek parafiimu nakapaly 200 kapky negativnich barviv
( z kazdého typu barviva a z kazdé koncentracgege kapce). Na kapky virovych suspenzi
se pinzetou polozily gky pokryté uhlikovou blanou. 8dy se na suspenzich ponechaly
ve stejnychtasovych intervalech, jako dgreslého postupu. KdyZ uplynula poZzadovana doba
byl prebytek kapaliny ze &ty odsat filtr&nim papirem a ska byla genesena na kapku
barviva, kde se nechala 30 sekuntelytek kapaliny byl off odsat filtr&nim papirem a
sitky byly umistny do Petriho misky.

7. Aktivace povrchu uhlikovych blan metodou doutnagho vyboje
Aktivace byla provedena v Laborétaostlinné fotosyntézy, na Ustavu molekularni

biologie rostlin, Biologického centra AkademigdvCR v Ceskych Budjovicich, za pomoci
Ing. Zdenko Gardina. V této labor#tdyl pro provedeni doutnavého vyboje k dispozici
nekomeéni pristroj, zhotoveny zamstnanci laborat@. Sowasti [Fistroje jsou d¥
aluminiové elektrody ( o @méru 80 mm a tlou¥e 120 mm), které jsou od sebe vzdalené
5 cm. K vyerpani vniiniho prostoru slouzi rotai pumpa. Red uskuténénim doutnavého
vyboje, jsem si zhotovila 15 elektronmikroskopickystek, s podlozni uhlikovou blanou,
piipravenou metodou néimeého nap@vani. Sfky jsem nasledhuschovala v Petriho misce,
po dobu 40 dni, na suché, bezprasSné a tmavé nHstaiplynuti této doby jsem tkiy

vystavila doutnavému vyboiji.
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Sitky byly poloZeny na filtréni papir, ktery se polozil na speci&lphotoveny plastovy
drzak, a s nim byly umisty mezi elektrody. $ky na drzaku leZely v rovina byly od
elektrod vzdaleny 2,5 cm. Podsrpani prostoru, na tlak 10 Pa, bylo na elektrqaikavano
napsti 470 V. Casovy interval fisobeni doutnavého vyboje na blany, byl 1 minutshedn
doutnavého vyboje doslo ke zvySeni proudu na 15ark®barevnémuipchodu z intenzivni
purpurové na fialovou ( negati¥mabité blany). Po nabiti povrchu blan bylgksiz aparatury
vyjmuty a ihned ulozeny do Petriho misky.

8. Mikroskopy
K prohlizeni preparéatu byl pouzit vysokorépvy elektronovy mikroskop TEM JEOL 1010

od firmy JEOL a nizkonagiovy elektronovy mikroskop LVTEM 5 od firmy Delong
Instruments.
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IV. Vysledky

Na zaklad vypracované literarni reSerSe byly prozkoumanyazeny moznosti vyisu
vhodnych ty@d vira. Muselo se phlédnout k moZznostem ziskani a dostupnosti viravyc
suspenzi i k pracovnim podminkam, hlawybaw a moznostem laborat Pro praci se mi
poddilo ziskat od Dr. Daniela #&ka suspenzi viru mySi kiidvé encefalitidy, kterd byla
fixovana v 2,5% glutaraldehydu. DalSi viry, posky Dr. Franovou, byly - rostlinny virus
tabakové mozaiky, tabakové nekrosy a bily vlaknityzaikovy virus jetele. Tyto viry bylo
nutné izolovat z dodaného rostlinného materialoedle navodu Dr. Franoveé. Ziskané viry
byly po tvarové i velikostni strance rozmanité.

K prohlizeni v nizkonaovém elektronovém mikroskopu se nejprvéipgavily
nekontrastované preparaty. Viry tabakové nekroskli&ové encefalitidy fi pozorovani
zhotovenych vzonk nebyly v nizkonagrovém elektronovém mikroskopu patrné. Ani po te,
co byly preparaty kontrastovany negativnimi baryinesly tyto dva viry v LVEM 5
rozpoznat. Stejné vzorky byly néslédmprohlizeny ve vysokongpovém elektronovém
mikroskopu, kde se ffiomnost viru tabakové nekrosy a Kbgé encefalitidy povedlo
prokazat (Obrazek 1,2). Z prohlizenych vZous§ak bylo zejmé, Ze koncentracéchto vir v
suspenzi je hluboko pod hodnotolf irovych ¢astic v 1 ml suspenze. \tpads vlaknitého
viru jetele a tabakové mozaiky se piltaviry zobrazit v obou mikroskopech, a to na
nekontrastovanych i kontrastovanych preparatech.

Kvili snaze zkoncentrovat virové suspenze byla pravadecentrifugace.
S ohledem na vybaveni naSi labofatdyly suspenze nejprve centrifugovany v centrifuze
Universal 32 (Hettich) - 30 minutfip18 000 RPM (RCF 23 910g). Poté byl supernatant
kazdého viru fenesen do nové plastové zkumavky (Eppendorf) & jedhou se provedla
centrifugace v centrifuze Minispin (Eppendorf) pt&kach 13 400 RPM (RCF 12 100g) po
dobu 20 minut. Po centrifugaci bylyipraveny nové vzorky k prohlizeni. U suspenziivir
tabakové mozaiky a bilého vidknitého mozaikovéha jetele byl pozorovan zvyseny et
Castic ve vzorku. Vfpact virovych suspenzi klf®vé encefalitidy a tabdkové nekrosy
ke zvySeni p&tu ¢astic po centrifugaci nedoslo.

Druhym Ukolem bylo modifikovat metodu negativninkontrastu pro paéeby
nizkonagt'ového elektronového mikroskopu.ii Ptéto Uloze byly pouzityctyii druhy
negativnich barviv oféch vybranych koncentracich. Prvnim barvivem bytingo roztok

octanu uranylu, dale to byl vodny roztok molybdenamonného, kyselina fosfowolframova
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a vodny roztok oxidu osrelého. VSechna barviva byléipravena v koncentracich 0,5%, 1%
a 2% v zasobnim mnozstvi 10 ml. K provedeni metashyativniho barveni byly vybrany dva
postupy - plovaci technika a dvoustopa sukcesivni technika. Jako vhépn metoda k
piipraw vzorka se jevila plovaci technika, protozéi mi nedochazelo k tak vyraznému
zachyceni n@stot na mikroskopickou #ku jako u sukcesivni techniky (Obrazek 3,4).
Plovaci technikou se také dosahlo lepsi distribuiteyych ¢astic tabakové mozaiky a bilého
vlaknitého mozaikového viru natse.

Pro sestaveni vhodného postupu ikpraw vzorki byla zkouSena doba nezbytna
k prichyceni vifi na sfku. Byly pouzityctyii casové intervaly - 5minut, 15 minut, 30 minut a
60 minut. Bhem ipravy prepardit plovaci technikou std c¢asovy Usek 5 minut
k pfichyceni dostatmého pdétu virovych c¢astic tabadkové mozaiky a 30 minut &lia k
prichyceni vlaknitého viru. # provedeni dvoustumvé sukcesivni techniky k adsorpcidvir
na stku postaily polovi¢ni casové intervaly. Na zvySeni adsorpce virovyaktic tabakové
nekrosy a kliové encefalitidy na gku nentla vliv ani jedna z pouZzitych technik, ani to, Ze
se ¥ adsorpci aplikovaly del&fasy (30, 60 minut).

Po adsorpci vir na sfku se provedlo barveni. Negativni barvivo bylo pdr@o na
sitce po dobu 30 sekund. Tato standardni doba k ohigpveparat staila.

DalSim Ukolem bylo odzkouSet postupippavy podlozni uhlikové blany metodou
piimého a nefimého nap#vani a ovfit jeji povrchové vlastnosti. Nejprve byla odzkonde
piiprava uhlikovych blan metododimého nap#vani podle navodu Ing.Gardiana ( Ustav
molekularni biologie rostlin, Biologické centrum &demie ¥d CR v Ceskych
Budgjovicich), a poté byla odzkouSen#grava blan metodou ngmého napgvani podle
navodu D.G. Robinsona. Blany bylyigravovany v nap@vaci aparafte JEOL JEE 4C
napaenim na kousekerstw odsStipnuté slidy, a potom splaveny ve splavovacicee. V
piipadt blan gipravenych metodouipmého nap@vani byl jejich povrch mé&nhomogenni
nez u blan ppravenych metodou né&mého nap#vani (Obrdzek 5,6). Nevyhodou blan
piipravenych obmi metodami byla jejich fragilitaipmanipulaci. Pro omezeni rozpadu blan
pii praci se ostdcilo pouziti elektronmikroskopickych &k s velikosti otvar 1000 MESH.
DalSiho zlepSeni pevnosti a homogenity blan byloildoo pozvolnym fidavanim zhaviciho
proudu khem vlastniho uhlikovani. Hodnota Zhaviciho proudwdna pro uhlikovani, se
pohybuje mezi 30 az 40 A.

Pro zkousSeni povrchovych vilastnosti uhlikovych Higty vybrany blany fipravené
metodou neppmého nap#vani a jako modelovy vir byla pouzita tabakova aika.

Nasledujicimi povrchovymi vlastnostmi, které bylgdovany, byla hydrofilita povrchu blan
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po uplynuti uéitého ¢asového obdobi. Druhou vlastnosti byla délka hyiitsofpovrchu
starych uhlikovych blan po jejich vystaveni dout&raw vyboiji.

V pripact prvniho pokusu byloifpraveno 15 skek metodou nefmého napgeni, a poté
byla sledovana délka hydrofility povrchu blangasovych intervalech 1.den, 7. den, 14. den,
21. den a 40. den. Prvrii sitky byly nakapany ihned po jejich zhotoveni (1.deviyova
suspenze tabakové mozaiky byla nécaiponechdna po dobu 5 minuttkyi byly poté
prohlizeny v nizkonafgovém elektronovém mikroskopu. Na kaZdésibylo prohlédnuto 5
otvori, na kterych byl spotan pa@et virovych¢astic, a tento pet byl zaznamenan. Takto
bylo postupovano i u dalSichtek v dalSich¢asovych intervalech. Po nafeni byla data
zpracovana a nasletlivynesena do grafu v programu Microsoft Excel. jiakiditelné na
grafu hydrofility blan néfené véase (Grafc.1), hydrofilita povrchu uhlikovych blan dase
linearre klesa.

V piipadt doutnavého vyboje bylo zhotoveno 1Be& metodou nefmého napini a
tyto si’ky byly ponechany v uzéené Petriho misce na suchéfistém a tmavém mistpo
dobu 40 dni. Po uplynuti této doby bylylsi vystaveny i nagti 470 V, jednu minutu,
doutnavému vyboji. Prvntitsitky byly vystaveny doutnavému vyboji 24 hodifeg kapanim
suspenze, dalSi byly vystaveny doutnavému vybofiodiny, 2 hodiny a 1 hodinuigd
kapanim. Poté byla natky, které byly vystaveny doutnavému vyboji, nakap&uspenze
viru tabakové mozaiky. Nakapani suspenze na vSesikiky probshlo najednou. Suspenze
byla na sikadch ponechana 15 minuttBy byly prohlizeny v nizkonajiovém elektronovém
mikroskopu. Z kazdéhdasového intervalu byly prohlédnuty sitky a na nich 4 otvory, kde
byl spaitdn pa&et virovych¢astic. V givodni planu milo byt prohlédnuto § otvoni na kazdé
sitce. Z divodu zn&ného poSkozeni uhlikovych blan se vSak tento ézamepovedlo
uskutenit. Tento pokus byl jeStednou opakovan, kdy byly znoviigraveny siky metodou
negimeého napini a ponechany odstat po dobu 40 dnitevli nelo byt provedeno ve vice
¢asovych intervalech a to 96 hoditted kapanim, 48 hodinigd kapanim, 24 hodinigd
kapanim, 16 hodinfed kapanim, 4 hodinyied kapanim, 2 a 0 hodirrge kapanim. Zel,
z divodu neobjasiné kontaminace &k se tento pokus neztlaPro vytvaeeni grafu byly
pouzity nangiené hodnoty ziedesSlého pokusu. Data byla zpracovana a nashegimresena
v programu Microsoft Excel. Jak je ¥tdna grafu hydrofility uhlikové blany po vystaveni
doutnavému vyboiji ( Graf. 2.), p@et virovychéastic adsorbovanych na povrch blanyage
exponencialé klesa.

Poslednim ukolem bylo porovnani vyslédkentifikace pouzitého modelového viru na

nizkonagt'ovém elektronovém mikroskopu s vysledky ziskanyompci vysokonagt’oveho
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transmisniho elektronového mikroskopu. Pro tent&upobyl jako modelovy virus pouZzit
virus tabakové mozaiky. Suspenze bytedppouzitim zcentrifugovana 2 minutyi 43 400
RPM (RCF 12 100g). Nejprve bylyiipraveny nekontrastované preparaty. Vzorky byly
prohlizeny ve vysokon&govém elektronovém mikroskopu a nasleédnnizkonagtovém
elektronovém mikroskopu.

Pfi pozorovani nekontrastovanych vzorkve vysokonagrovém elektronovém
mikroskopu bylo mozné vid virové ¢astice jen diky citlivosti CCD kamery (Obrazek7,8)

Vzorky prohlizené v nizkonagovém elektronovém mikroskopu vykazovaly vysoky
kontrast obrazu i bez pouziti negativniho barviv@bfazek 9,10). Ze stejné virové suspenze
se fripravily vzorky, které byly kontrastovany uvedenymoztoky negativnich barviv.
U preparai prohlizenych vysokon&povym elektronovym mikroskopem doslo k vyraznému
zvySeni kontrastu obrazu (Obrazeki 1,12,13,14).

Kontrast obrazu v nizkon&govém elektronovém mikroskopu u negativimarvenych
preparai nebyl nijak vyraza zvySen a byl srovnatelny s kontrastem u nebardenyork.
Ani koncentrace roztaknegativnich barviv, v rozmezi 0,5 az 2%, ggnzadny vyrazny vliv
na kontrast obrazu. Obarvenim prepanm&iztoky octanu uranylu a molybdenanu amonného
byly zvyrazrény vnitini struktury virovychcastic tabakové mozaiky (Obrazek 15,16).
Roztoky oxidu osndielého a kyseliny fosfowolframové ke zvyr&nmin vnittni struktury
virovych ¢astic nepispély (Obrazeke. 17, 18).
Preparaty barvené roztoky oxidu ogetého, molybdenanu amonného a octanu uranylu jevily
pozitivni kontrast fi prohlizeni v LVEM 5. V pipac preparai barvenych kyselinou
fosfowolframovou byl pozorovan kontrast negativni.
Pri prohlizeni vzork v obou mikroskopech nebyly pozorovany Zzadné vygazmeny ve

struktue virovychcastic.
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V. Diskuze

V dnedni moderni deéb kdy ¢lovék udilal mnoho vyznamnych pokrdkve WtSing
oblasti biologie, mediciny a diagnostické technikg, naskyta otazka, zda-li se &kterych
odwtvich da dostat jeStnekam dal. Ped lety tato otazka vyvstala prapro elektronovou
mikroskopii, kterd se zdala byt zmirajicim oborektery uz vSechny své potencialy a
moznosti vyerpal.Casem se v3ak ukézalo, Ze zatracovat elektronovkroskiopii kvili jeji
prestarlosti je pedtasné. Technicky a materialni pokrok umoznil daleokohalovat
elektronové mikroskopy po konstriid a funkéni strance. Také nové metodikyigravy
vzorki dovolily elektronové mikroskopii posunout se ,mkrdal“.

Elektronova mikroskopie #&ea dlouha léta hlavni vyznam v diagnostice virovych
infekci. Umozovala po obarveni vzoik negativnimi barvivy rychlou morfologickou
identifikaci, steji tak i diferencialni diagnostikuiznych infeknich agens iftomnych ve
vzorku. DalSimi nespornymi vyhodami byla jeji nesgéivnost, schopnost morfologicky
identifikovat vSechny infelni agens v daném materidlucewe inaktivovanych vié a
prazdnych virioi, tzv."open view and catch all" metoda (79,81) yirohou byt detekovany
v klinickém materialu nejizn€jSiho pivodu, jako je mozkomiSni mok, nosohltanové sekrety,
extrakty stolice, m® a dalSi. Elektronova mikroskopie vSak neni vhogma screening
vétSiho mnozstvi vzor(39,79,81).

Poté, co na diagnostickou scénu nastoupily mnoseifistikovarjSi metody v podaob
polymerazové rettzové reakce, imunofluoresaegrich a sérologickych metod, ¢ada
elektronova mikroskopie v diagnosticghazet o své misto. Nové diagnostické metody jsou
citliv¢jsi, ale nemivaji stoprocentni @Spost v odhaleni Wit bakterii nebo jinych infainich
Cinitela. Alternativni imunologické a molekularni metodyokazuji v materidlu antigeny,
protilatky nebo nukleové kyseliny, coZz znamena, st schopné identifikovatifpomnost
genomového materialu pdguleslé Uvaze (81). Navic byvaji tak specificky &a@ne, Ze se v
nekterych gipadech diagnostiky musichto metod pouZit vice, coZ vyZzaduje wesu i vice
pertz. Také vyskyt zkiZzenych antigennich reakcfisérologickych metodach znesage
diagnostiku viti. VétSina diagnostickych laboraigpouziva alternativni metody, s vyjimkou
prakazu vitt pfi akutnich gastroenteritidach. Pro svou rychloipgavu vzorki a jejich rychlé
vyhodnoceni ma elektronovd mikroskopie nezastupitel roli v gipads bioterorismu.
V souwasné dob je v otazkach tykajicich se elektronové mikroskopvazovano o jejim
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vyuziti pri diagnostice nebezpeych infelkénich onemoceni (Ebola, virus Marburg) nebo u
komplikovanych a obtiZnychifpadi (lidé po transplantacich, imunodeficientni jedj(&1).

V devadeséatych letech minulého stoletiSla s dalSi inovaci v oblasti elektronové
mikroskopie brinska spolénost Delong Instruments. Jak je vSeoldeznamo, biologickée
vzorky @i pozorovani v elektronovém mikroskopu vykazujimrehizky kontrast. Z tohoto
divodu se fi jejich zpracovani musi zvySit kontrast metodogateniho barveni (68,83).
Nevyhodou pouziti kontrastovani vSak je, Ze se Nawaskuténému vzhledu pozorovanych
objekti a negativni barviva jsodastym zdrojem artefakt Letitou snahou zakladatele
spole&nosti, pana profesora Delona, bylo zkonstruovatkaoriagtovy elektronovy
mikroskop, ktery by zvysil kontrast zobrazovanycholdgickych vzorki bez gidani
kontrastujicich¢inidel. Po gekonanitady technickych komplikaci se tento plan povedlo
uskutenit, a tak byl v Br& zkonstruovan unikatni nizkon&jovy elektronovy mikroskop,
pracujici @i urychlovacim nagti 5 kv(19,20,68,83).

Hlavnim Ukolem této magisterské prace bylo propkau moznosti vyuZiti
nizkonagt'ového elektronového mikroskopu LVEM 5 k identifikagri. Prvnim dilezitym
krokem byl vylEr vhodnych vifi. V druhéiact také zalezelo na moznostech ziskani war
také na vybaveni laboratg kde budou viry zpracovany. Pro praci se mi ptvedjistit ctyfi
druhy viri - jeden Ziv@iSny a ti rostlinné. Vybrané viry byly po velikostni i tvaré strdnce
rozmanité. Nevyhodou vSak bylo, Ze virové suspenebyly dostaténé purifikované a
koncentrace virovychc¢astic nebyla znama. Zvl&Stefektivita identifikace, pomoci
elektronové mikroskopie, zavisi na koncentradlisot virovych suspenzi (11). Mame-li
suspenzi s koncentraci inizsi nez 19 &astic v 1 ml, zobrazeni virje potom obtiZné.
Optimalni koncentrace virovyciastic v 1 ml suspenze je %187 16? (79). Podle #kterych
autofi je pro diagnostiku vir primou elektronovou mikroskopii dostgici jiz koncentrace
vird 10" aZ 16 v1 ml. DileZité také je, aby virus vykazovatetelnou morfologickou
charakteristiku (21,46,79). Jinym aspektem, kte@Zenpomoci i zobrazovani vik, je také
velikost virovych¢astic. Nejsnaze zobrazitelné jsou vir@astice o velkych velikostech (70 —
400 nm), kdycasto posté i jejich menSi koncentrace v suspenzi. ippc virovych ¢astic
s mensi velikosti ( 20-50 nm) je pro kvalitni zatmai dilezité mit jiz odpovidajici
koncentraci viii v suspenzi.

Zjistit koncentraci vii v suspenzi lze spektrofotometrickyméimnim absorbance
nukleové kyseliny i 260 nm. Podle toho vygteme koncentraci, avSak jeji hodnota je
orienta&ni. Spektrofotometrické &fieni lze proveést jen u dostate purifikovanych vzork.

Protoze mé suspenze nebyly dostate purifikované, nebylo mozno ke
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spektrofotometrickému &teni gFistoupit, nebé nelistoty gritomné v suspenzi by zéa
zkreslovaly nar‘ené hodnoty.

Jednou z moZnosti r@iSteéni virové suspenze je pouziti metody centrifugace
v sacharézovém gradientu. Zel, provedeni této nyetamé praci chybi, protoze v datkdy
jsem o jeji realizaci Zala uvazovat, nebylo k dispozici fultk zaizeni.

Pfi pozorovani virovych suspenzi tabakové nekrosy-328m) a mysSi kligvé
encefalitidy (40-60nm) v nizkon&fovém elektronovém mikroskopu nebyly virovastice
rozpoznatelné. Naslednym kontrastovanim zhotovergymparai byla pitomnost &chto
dvou viri v suspenzi prokazana ve vysokottyém elektronovém mikroskopu, kdy podle
pottu nalezenych virovychiastic bylo ¥ejmé, Ze koncentrace iirv suspenzi nebyla
dostaténa. Toto zji&ni potvrdilo, Ze optimalni koncentrace virovyéastic v suspenzi, jak
uvadi rekteré publikace, je jednim zZikzitych gedpoklad pii identifikaci vira. DalSi dva
ziskané viry, tabakova mozaika (300 x 18nm) a vtgkibily mozaikovy virus jetele
(480 x 13nm), byly v nizkon&povém elektronovém mikroskopu, diky své velikostpie
viditelné i v gipad nekontrastovanych vzaik Virové ¢astice tabakové mozaiky byly
v suspenzi ve velkém pt, oproti mnozstvéastic vlaknitého bileho mozaikového viru, ktery
tak vysoky nebyl.

Mame-li v suspenzi nizkou koncentraci tvir miZzeme si ¢astice zkoncentrovat
centrifugaci (7,77,79). Poté, co jsem provedla zkotrovani vii centrifugaci, doslo ke
zvySeni potu castic u preparattabakové mozaiky a bilého viaknitého mozaikovéia.v
Patet ¢astic viti klistové encefalitidy a tabakové nekrosy se po centugezvysil. Je
otazkou, pré u tchto dvou vifi byla tak vyraza nizk& koncentracéastic. Pravdou vsak je,
Ze nedostatek virmohl byt zapicinén jiz jeho malym obsahem ve zpracovaném materialu.
Tabakova nekrosa byla izolovana zdigabaku, které byly z rostliny sesbirany nahodnym
vybérem. Je mozné, Ze zaieai listi virem u této rostliny nebylo vysoké, tudiz afiiipolaci
se nepodidlo ziskat vicetastic. Stejny fipad mohl nastat u viru klidvé encefalitidy, ktery
byl izolovan z mysi mozkové tk&nNa sniZzeni ptiu ¢astic mohla mit vliv i samotna izolace,
jelikoz uz Ehem izol&nich kroki dochazi ke ztratam izolovanychir

Vzhledem k tomu, Ze pmér tabakové mozaiky se pohybuje okolo 18 nm angr
vlaknitého viru je kolem 13 nm, je praysbdobné, Ze pokud by byly viry tabakové nekrosy a
klisStové encefalitidy v suspenzi v dostaiém pdtu, tak by jejich zobrazeni pomoci
nizkonagt'ového mikroskopu bylo mozné.

Zavedenim techniky negativniho barveni bylo mownézit elektronovou mikroskopii

ke studiu struktury vir, ale také aplikovat ji v diagnostice virovych iké¢ (2,21,79).
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Barvenim vzork roztoky negativnich barviv dosahneme zesilenirasti malo kontrastnich
biologickych vzorki, a také zvyraznime tuzné povrchové substrukturalni detaily
pozorovanych virovycltéstic. Na druhé strénse vSak vzdalujeme od skémeého vzhledu
téchtocastic a dalSimisledkem pouZiti negativnich barviv je vznik artéfak

Jednim z mych ukalbylo vyzkouSet a porovnat zobrazeni vZorknizkonagt'ovém
elektronovém mikroskopu s pouZzitim kontrastujicietidel.

Prvnim podstatnym krokentgd provedenim metody negativniho barveni byla vehmzdné
techniky. V literatiie miZzeme najit mnoZstvi pracovnich postuprybér zalezi na tom, co od
dané techniky poZzadujeme. Volbu metodyzen také ovlivnit typ klinického materialu, ze
kterého se budou vzorkyfipravovat, nebo druh viruiffomny v materidlu, protoZefip
zpracovani vzork dochazi ufady obalenych vir k poSkozeni struktury virovyckiastic
(77,78,79).

K provedeni metody negativniho barveni jsem siralgb dvoustupovou sukcesivni
kapaci techniku a techniku plovaci. Zvolené techindou nenaréné provedenim &éasow.
Ob¢ techniky jsou si postupem zmm& podobné, hlavni rozdil je vSak v undfst
elektronmikroskopické sky. U sukcesivni techniky setka poklada pod kapku suspenze i
barviva, kdezZto u techniky plovaci setkdi naopak poklada na kapku. Velmi dobrych
vyslediki jsem dosahla zpracovanim vzorkabdkové mozaiky a bilého vlaknitého
mozaikového viru plovaci technikou. Pouzitim té&chniky nedochazelo k zachyceni tak
velkého mnozZstvi rgstot, jako u dvoustumvé sukcesivni techniky. Také distribuce
virovych ¢astic na gice byla v pipact tabakové mozaiky, kterda byla dostaie
koncentrovana, lepsi. Podle mého &ninje vhodné pouzit plovaci techniku u vysoce
koncentrovanych suspenzi, kdy sizeme zajistit rovnogrné rozproseni virovychéastic na
sitce. Dilezity je takécasovy interval, hem kterého sku nechame na kapce adherovat.
Plovaci technikou lze roe#d zpracovat virové suspenze, které nejsou ddskate
purifikované, protoZze nedochazi k nachytanéistet na siku v tak velké nie jako u
sukcesivni techniky. PouZzitim plovaci technikyizeme dos&hnout jakéhosi pomysiného
naredni koncentrované suspenze, i kdyZ na to, k&digtic se na gku nachyta, maji rowz
vliv povrchové vlastnosti pouzité podlozni blany. Mipad dvoustupové sukcesivni
techniky zavisi adsorpce vina stku také na fisobeni graviteni sily. Umistime-li skku pod
kapku virové suspenzedstice vlivem své vahy naadsorbuji n&ksive WtSim patu.
Dvoustugiovou sukcesivni techniku je vhodné pouZzit pro zpvaaoi vysoce purifikovanych

virovych suspenzi s ipnéienou koncentraci virovycktastic. Cistota suspenzi je u této
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techniky nutnosti, jelikoz vijfpac zn&isténi se na sku, vlivem gravitace, nachyta také
VEtSi mnozstvi n@stot.

Jak jiz bylo zmigno vySe, na vysledek adsorpcetvira sfku ma také vliv doba, po
kterou nechame suspenzi nécsi V mych pokusech jsem vyzkouSétgii casoveé intervaly
pro kazdou z technik. U dvoustigwé sukcesivni techniky sty polovi¢ni doby oproti
technice plovaci, cozZ e mit souvislost s tim, Ze mira adsorbce je u tEthniky znané
ovlivnéna i fyzikalnimi silami.

Pro svou praci jsem si zvolil&i tdruhy, v literatide nefasgji zminovanych, barviv
(octan uranylu, kyselinu fosfowolframovou, molybdanamonny) a jednoinidlo, které se
primérre v elektronové mikroskopii pouziva jako fixd, ale jednou z jeho dalSich vlastnosti
je, Zze preparaty také kontrastuje (oxid asty). VSechna negativni barviva jserippavila
ve forme vodnych roztok o trech koncentracich; 0,5%, 1% a 2%.

Doba barveni byla standardni, a to 30 sekund. Hougch barvicickinidel v uvedenych
koncentracich ne#fo Zadny vliv na zvySeni kontrastu obrazu v nizkmiavém
elektronovém mikroskopu. Ten byl srovnatelny s kastem u nebarvenych preparat
V ptipact uranyl acetatu a molybdenatu amonného doSlo keazm$ni vnitini struktury
virovych ¢astic tabakové mozaiky.

V dalSim z mych Ukdl jsem ng&la odzkousSet postupripravy uhlikovych blan metodou
piimého a nefimého nap@vani a o¥iit jejich povrchové viastnosti.

Snizime-li energii urychlovaciho n&f dojde ke zmenSeni hloubky tpiku elektrori
materialem, a proto je pro nizkorigpvy elektronovy mikroskop nutnéfipravit preparaty
tlou&’ky 20 az 30nm (19,20,68,83). Pokud je vrstva susperanesena natku pxilis silna,
nemusi dojit k pmiku elektrorii vzorkem. ProtozZe se k tlaice preparatuiicita i tlou¥ka
blany, je dlezité vybrat pro nizkon&govy mikroskop vhodny typ podloZni blany.
V piipraw vzorka pro vysokonagrovou elektronovou mikroskopii se dagtji pouzivaji
formvarové blany svrstvou nafmého uhliku. Pro prohlizeni v nizkogépvém
elektronovém mikroskopu je uZz samotnd tato podidstéa dost silna. Z tohotaidodu je
vhodné dgiky pro nizkonaptovy elektronovy mikroskop pokryvat uhlikovou blangajiz
tlou&’ka se pohybuje v rozmezi od 2 do 10nm. Nevyhodalf j& Zecim je blana tedi, tim
je kiekei, a @i manipulaci ma tendenci se bortit. Tento figpivy vliv se mi povedlo zmirnit
pouzitim sfek s co nejmensi velikosti otwp600-1000 MESH.

Vedle tlougky je u uhlikovych blan Zadouci, aby jejich povrblyl homogenni.
Uhlikové blany Ize fipravit v nap#ovaci aparafte metodou fimého a nefimého

napaovani. Rozdilem échto dvou postup je zpisob nap#eni uhliku na povrch slidy.
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KvalitngjSiho homogenniho povrchu blany jsem dosahla noetoegimého napavani, kdy
povrch slidy byl zastim pred gimym dopadem atoinuhliku. Behem nap#ovaciho procesu
dochéazi k odp@mvani atoni a molekul uhliku z elektrod, avSak kréoho mize dochazet k
uvolovani \tSich c¢astic uhliku, které na povrchu blan wyitvéhehomogenni oblasti.
Zastirenim slidy zabranime fpnému nap&ni tchto nestejé velkych ¢astic na blanu,
protoZe vlivem své vahy se neodrazi od mikroskaghiokskléka tak snadno, jako mnohem
leh¢i atomy.

DalSiho zlepSeni pevnosti a homogenity blan sepowedlo docilit pi vlastnim
uhlikovani, kdy jsem elektrody &ala pomalu Zhavit pozvolnymfigavanim Zzhaviciho
proudu, a pozgi ho ustavila na hodnotach mezi 30 — 40 Ali® rychlym Zhavenim elektrod
dochazi ke "skokovému" zvySeni teploty v migjich spojeni a krogh atomi uhliku se
uvoluji i vétsi partikule uhliku. Postupnym Zhavenim elektimud mizeme zabranit.

Povrch uhlikovych blan jeerstw po nap#eni dolie smditelny, tudiz objekty na blanu
lépe adheruji. 8asem vSak povrch blan starne, hydrofilita se pommgtraci a povrch blan
zaina byt hydrofébni. #¢inou jsou krond starnuti také kontaminace blan, které &teénost
rovréz snizuji (9,37,78). Dokud je ndwzhotovena blana umésta ve vakuovém prostoru
napaovaci aparatury, kontaminace povrchu nehrozi. Avgakporvnim vyjmutim blan z
aparatury dojde k zi&teni jejich povrchu okolnim prachem, ktery se naché&zivzduchu.
Zamezit nachytani gestot na povrch blany zcela nejde.ukéme to vSak omezit tim, Ze
budeme pracovat &istém, bezprasném prosti a k pipraw pouzijemetisté ponticky.

Podle sledovani, ktera jsem proviad dostaten¢ hydrofilni povrch blan vydrzi 14 dni .
Po uplynuti této doby, kolem dvacatého dne od feapapozorované objekty na blanu také
jese adheruji, i kdyz jiz ve vyraznmenSim mnozstvi. Sriéelnost blan starych vice nez
30 dni je jiz viditel& omezena a k adsorpéastic jiz skoro nedochazi. Vliv na pomalé
vytraceni povrchového nabojetio, kromé kontaminaci, pr&vpostupné starnuti podloznich
blan. Hydrofilitu povrchu u starych uhlikovych bldre obnovit chemickou cestou nebo
doutnavym vybojem. Je-li doutnavy vyboj provedestmosfée vzduchu, bude povrch blany
opct hydrofilni a negativé nabity. Naboj na povrchu vydrEadow v minutach az hodinach.
Jednim z dvodem rychlého vymizeni naboje byly &@gkontaminace povreh Kvalita blan,
po doutnavém vyboji, zia¢ zavisi na pracovnich podminkachciatot aparatury. Takeé
pozice a vzdalenostt®k wvi¢i elektrodam nam ovliwje vlastnosti blan. Doutnavy vyboj Ize
opakovat po §i az osmi dnech, rizikem v3ak je, &&sté vystavovani uhlikovych blan vyboji

zpasobi jejich rozpad pod elektronovym svazkem.
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Ackoliv je znamo, Ze vakuové podminkyéhem napgovani ovliviuji miru
hydrofobicity blan, stadle neni zndmo, cteq@t se Ehem nap#ovani odehrava. Je také
ziejmé, Ze na snddéelnost blan po napavani i po doutnavém vyboji nemé& vliv pouze
povrchovy naboj. Kdyby vSe zaleZzelo na povrchovéhaj, ke ztrat hydrofility by doslo
mnohem rychleji, protoZze naboj je z povrchu odnirpirkontaktu s molekulami vzduchu,
netistotami, pinzetou aj. Jaké 2Zny se na povrchu uhlikové blany odehravaji, néajnze.
MuzZe to byt zfsobeno zrénami sil na povrchu latky nebo Zmami dipélovych momeit
atomi a molekul. Naskyta se otazka, co by 8@ & povrchem blan, kdyby byly po napai
nebo doutnavém vyboji uschovany v atmesféakua.

Poslednim dkolem této prace bylo porovnat vysledkigntifikace zvoleného
modelového viru mezi nizkon&ovym a vysokonafyovym elektronovym mikroskopem.
Jako modelovy virus jsem si vybrala tabakovou mazajelikoz tento virus byl v suspenzi
piitomen v dostateé koncentraci a byl déb identifikovatelny v obou typech mikroskopu.
Vysokonagtovy elektronovy mikroskop potvrdil, Ze je stalefigrojem, ktery ma
v identifikaci viri svou ulohu. Dokonce i bezigani kontrastujicicktinidel bylo mozné, diky
citlivosti CCD kamery, pozorovat virov&stice, i kdyZ s velmi nizkym kontrastentidhou
pravdépodobré byly neistoty v suspenzi, které obklopily naadherovanéwaréastice, a tim
je trochu zvyraznily.

Velkym prekvapenim byl nizkong&povy elektronovy mikroskop, ktery jevil velmi
vysoky kontrast i bez flani negativniho barviva. LVEM 5, oproti jinym stiardnim
pristrojam pracujicim s energii 100 kV, dosahuje asi dvaéstbného kontrastu. Takto
vysoky kontrast vznik4 zésluhou zvySené rozptylse@opnosti atofy pii nizké energii
elektrori a prevahou elastického rozptyluignterakci urychlenych elektrdns preparatem
(82). Pouziti nizkonagioveho elektronového mikroskopu nam umoznildibl@it se
nativnimu stavu pozorovaného objektu, a také elwah vyskyt moznych artefaktkteré i
barveni preparét vznikaji. ProtoZze vzorky pro nizkon&jovy elektronovy mikroskop
nemusime kontrastovat, odpada tim jeden zkjejch pipravy. Diky tomu je identifikace
vira pomoci nizkonagoveho elektronového mikroskopu zase ,,0 krok* rygdile

Ri prohlizeni kontrastovanych vzdrk/ nizkonagtovém elektronovém mikroskopu byl
v piipact tii pouZzitych negativnich barviv pozorovan pozitikdntrast. Pozitivni kontrast
vykazovaly preparaty barvené octanem uranylu, nddylanem amonnym a oxidem
osmielym. Jedina kyselina fosfowolframova obarvila \kgonegativig. Tyto stejné vzorky
byly prohlizeny i ve vysokon&govém elektronovém mikroskopu, kde byl u vSech m&pa

pozorovan kontrast negativni. Tento jev zatim nelikdle popsan, praégodobnou ficinou
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vS8ak mohou byt interakce primarnich elekfrannizké energii s povrchem kontrastovanych
virovych ¢astic. Pouziti kontrastujicichinidel v piipact nizkonagtového elektronového
mikroskopu neni nezbytné. \fipac, Ze by bylo poZzadovano zvyram vnittnich struktur
virové castice, je mozné pouzit uranyl acetat nebo molyd@monny v rozmezi koncentraci
0,5 az 2%. Bhem prohlizeni fpravenych preparatv nizkonagtovém elektronovém
mikroskopu nebyly objeveny Zadné vyrazné strukmirdmeny virovych ¢astic, v porovnani

s vysokonagrovym elektronovym mikroskopem.

Souasny nizkonagrovy elektronovy mikroskop je Siroce aplikovatelnypielogickém
vyzkumu stejd, jako v lékdiské diagnostice. V zahraiise uspsSre oswdcil pii studiu
polymeft, viri a jinych biologickych vzonk Now vyvinuty nizkonaptovy elektronovy
mikroskop se do budoucna jevi jako veli¢ggpsny pomocnik v diagnostickych metodach.
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VI. Zavéry

* Pro praci se povedlo ziskaityti, tvarow i velikostrg, rozdilné typy vid,
k vypracovani metodického postupu.

* P¥i zpracovani vzonk, byly vyzkouSeny a metodickytippasobeny d¢ techniky
negativniho barveni. Tyto techniky se pozitives\wedcily, pii piipraw vzorki pro
nizkonagt'ovy i vysokonaptovy transmisni elektronovy mikroskop.

» Bé¢hem prace byly odzkouSeny postugyppavy uhlikovych blan metodouimého a
negimého nap@vani. Blany pipravené metodou né&mého nap#vani se
vyznaovaly lepSi homogenitou povrchu, nez blanypmavené metodou ipmého
napd&ovani. Bylo o¥teno, Ze hydrofilita povrchu blan gasem vytraci. Vystavime-li
staré a bie sméitelné blany fsobeni doutnavého vyboje, hydrofilni povrch blan
vydrzitadow nékolik hodin.

e Porovnanim vysledk identifikace zvoleného modelového viru mezi HV ME&
LVEM 5, nebyly objeveny zadné vyrazné struktura@mieny. V pfipact LVEM 5 se
oswdcilo kontrastovani prepan@at nékterymi pouZzitymi barvivy, pro zvyrazni
vnitini struktury virovécastice. Jinak vSak pouziti kontrastujicighidel, v gripade
LVEM 5, neni nezbytné. Naopak pro kvalitni ideht#fti vzorka v HV TEM, je

pouZiti negativnich barviv nutnée.
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Obrazek €. 1. Virus mysi kli§ové encefalitidy, negativrbarveny 2% kyselinou
fosfowolframovou, (z#tSeno 150 000V TEM JEOL 1010).

Obréazeké. 2. Virus tabakoveé nekrosy, negaté/barveny 2 % octanem uranylu,
( zv&tSeno 150 000 >HV TEM JEOL 1010).
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Obrazek ¢. 3. Preparat tabakové mozaiky zhotoveny plovaci ti&chn nekontrastovano,
(zwétSeno 20 000X, VEM 5)

Obrazek €. 4. Preparat tabakové mozaiky zhotoveny dvousiupu sukcesivni technikou,
nekontrastovano, ( 2t5eno 35 000X4,.VEM 5)
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Obrazek ¢. 5. Uhlikova blana zhotovena metodoatimpého napéeni, nekontrastovano,
( zv&tSeno 145 000X, VEM 5).

Obrazek ¢. 6. Uhlikovéa blana zhotovena metodou fieggho napi&ni, nekontrastovano,
( zv&tSeno 145 000X, VEM 5).
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Obréazek €. 7. Virus tabakové mozaiky, nekontrastovano, {zeno 150 0001V TEM
JEOL 1010).

Obréazek ¢. 8. VIaknity bily mozaikovy virus jetele, nekontrasémo, ( z¢tSeno 50 000x,
HV TEM JEOL 1010).
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Obrazek ¢. 10 VI&knity bily mozaikovy virus jetele, nekontragémo, ( z¢tSeno 80 000x,
LVEM 5).
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Obrazeke. 11. Virus tabakové mozaiky, barveno 1% molybdeméaamonnym, ( 24Seno
150 000xHV TEM JEOL 1010).

Obrazek ¢. 12 Virus tabdkové mozaiky, barveno 1% oxidem d@styim, ( zwtSeno
150 000xHV TEM JEOL 1010).
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Obrazek €. 13 Virus tabakové mozaiky, barveno 1% kyselinou dasilframovou,
(zwétSeno 150 000x;1V TEM JEOL 1010).

Obrazek ¢. 14. Virus tabdkové mozaiky, barveno 1% octanem urgriyzwtSeno 150 000x,
HV TEM JEOL 1010).
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Obrazek ¢. 15.Virus tabakové mozaiky, barveno 1% octanem uragr{ytsetSeno 80 000x,
LVEM 5).

Obréazek ¢. 15 Virus tabdkové mozaiky, barveno 1% molybdenateroranym, ( z¥tSeno
145 000xLVEM 5).
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Obrazek ¢. 16 Virus tabdkové mozaiky, barveno 1% oxidem d@gtyim, ( zwtSeno
120 000X LVEM 5).

Obrazek ¢. 17.Virus tabakové mozaiky, barveno 1% kyselinou fasitframovou, (
zwétSeno 145 0004, VEM 5).
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