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Anotace:

Bakalatfska prace nabizi zakladni informace o vyvoji elektronové mikroskopie,
struény popis funkce skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) a ptipravé vzorki.
Riizné metody piipravy vzorkd pro SEM jsou srovnavany za pouziti tasemnice rodu Senga
jako modelu.

Annotation:

The bachelor thesis provides a reviw of the basic information about the development
of electron microscopy, a brief description of scanning electron microscope (SEM) and
preparation of samples. Different methods of processing samples for SEM observations have
been compared using tapeworms of the genus Senga as a model.
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1. UVOD

Elektronovy mikroskop je jednim z vynalezt, K jehoz vytvoieni nestacila pouze jedna
genidlni myslenka. Poskytuje nam moznost zkoumat uzasny mikrosvet jiz po nékolik
desetileti. Vedle zlepSovani parametri mikroskopu se vyvijeji také metody pfipravy
preparatu. Elektronovou mikroskopii muzeme rozdé€lit na dvé hlavni skupiny, a to na
transmisni elektronovou mikroskopii (TEM) a skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM).

Transmisni (prozafovaci) elektronova mikroskopie je povazovana za jednu z pfimych
experimentalnich metod. Zobrazuje vnitini strukturu v rozliSeni az desetin nanometru. Obraz
je tvofen pievazné elektrony prochazejicimi preparatem. Preparaty piipravené k pozorovani
museji byt velmi tenké (do 100 nm) vzhledem k malé penetra¢ni schopnosti elektronového
svazku a zbavené vody z divodu vysokého vakua v tubusu. Tato metoda umoznila pozorovat
tak malé organizmy jako jsou naptiklad viry.

Skenovaci (rastrovaci, fadkovaci) elektronovd mikroskopie je metodou neptimou,
protoze vytvaii obraz za pomoci sekundarniho signalu vzniklého interakci primarnich
elektronii s preparatem. Dosahuje rozliSeni v fddu nm. Zobrazuje topografii povrchu
preparatu, ktery musi byt ve vétsSiné piipadi zbaveny vody z divodu vysokého vakua a

dostatecné tepeln¢ a elektricky vodivé.

2. CIL PRACE

1. Provést literarni reSersi na téma skenovaci elektronova mikroskopie a priprava

vzorku.

2. Porovnani riznych fixaénich metod a postupi pripravy vzorki pro SEM na

materialu tasemnice Senga sp. (Cestoda: Bothriocephalidea)



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Historie

3.1.1 Vyvoj elektronové mikroskopie

Sir Thompson, anglicky experimentalni fyzik, stal v roce 1897 u objevu elektronu,
prvniho kroku na cesté k elektronovému mikroskopu. V roce 1929 ziskal de Broglie
Nobelovu cenu za navrzeni principu duality viny a ¢astice. Roku 1927 doslo k nezavislému
potvrzeni tohoto jevu v praci Davissona s Germerem a v obdobné praci Thompsona s
Reidem elektronovou difrakci, jenz ukazala vlnovou povahu elektronu (Nebesatova, 2001).
Pii experimentu s vysokovoltovym oscilografem v roce 1926 Gabor ukazal, Ze kratka civka
je schopna koncentrace elektronového svazku. To vedlo k sestaveni prvni zaostfovaci civky
v kovovém pouzdie. Tento jev byl roku 1926 vysvétlen Buschem, ktery spocetl trajektorii
elektronu pohybujiciho se v magnetickém poli kratké civky. Bush pozdé&ji popsal podobnost
ve vychylovani paprsku elektronli magnetickym polem solenoidil a svétla sklenénou ¢ockou

(Busch, 1927).

3.1.2 Vyvoj transmisni elektronové mikroskopie

Vsechny tyto vysledky vedly Knolla a Rusku k sestaveni testovaciho zatizeni. Roku
1931 byl vytvotfen na Technologické univerzité v Berlin€ prvni pfistroj s elektromagnetickou
¢ockou. Nejednalo se o mikroskop jaky zname dnes, nebot’ mél studeny zdroj, urychlovaci
napéti 75 kV a dvé elektromagnetické cocky (Mraz a Polonyi, 1988). Verze Rusky z roku
1933 jiz méla podstatné znaky dnesnich mikroskopti a Ruska obrdzel roku 1936 Nobelovu
cenu za konstrukci elektronového mikroskopu. Od roku 1939 se zacal vyrabét prvni
komer¢ni transmisni elektronovy mikroskop firmou Siemens a Halske. Na jeho vyvoji se
podilel Ruska a Von Borry. Tento mikroskop dosahoval rozlisovaci schopnost 10 nm.
Vyvojem elektronového mikroskopu se vSak zabyvali i jini. Na univerzit¢ v Torontu tym
vedeny Burtonem vyvinul elektronovy mikroskop, ktery se stal zédkladem pro vyrobu v
Radio Corporation of Americas. Tato firma jako prvni komeréné vyrabéla mikroskopy v
Severni Americe. K evropskym spolecnostem zabyvajicim se konstrukci elektronovych

mikroskopl patfily Carl Zeiss, Siemens a Philips. Roku 1939 se zacinaji elektronovou



mikroskopii zabyvat i nékteré japonské spolecnosti jako Japan Electron Optics Laboratory
(JEOL), Hitachi, Toshiba ¢i Akashi (Fujita, 1986). Prvni komeré¢né vyrabény mikroskop
v Japonsku byl od firmy Hitachi v roce 1941, v roce 1948 nasledovaly mikroskopy firmy
JEOL. Od roku 1965 elektronova mikroskopie zaznamenala rychly rozvoj. Jednim
z vyznamnych impulzi byl vyvoj katody s krystalem LaBg (hexaboridu lanthatu). Roku 1966
byla Crewem vynalezena autoemisni tryska. Oba tyto zdroje poskytuji koherentné&jsi svazek
elektrond.

Ani byvalé Ceskoslovenko neztistalo pozadu. V Ustavu piistrojové techniky v Brné
vznikla v Sedesatych letech skupina vedend DrahoSem a Delongem zabyvajici se konstrukei
elektronovych mikroskopii. Vysledkem jejich prace byla fada mikroskopii Tesla BS s
rozliSovaci schopnosti 2—-5 nm, zdrojem wolframové katody a urychlovacim napétim 30 az
75 kV (Mraz a Polonyi, 1988). Na pocatku osmdesatych let se rozliSovaci schopnost
mikroskopll posunula az na 0,15 nm. V souCasné¢ dob¢ se vyvojem a vyrobou zaobiraji
zejména firmy FEI, JEOL, Hitachi a Carl Zeiss. Soucasné transmisni elektronové
mikroskopy dosahuji hranice rozliseni 0,1 nm, s urychlovacim napétim 100-300 kV a
standardni vybavou je autoemisni elektronovy zdroj. Spolecnost FEI v roce 2004 pokofila
bariéru rozlideni 0,1 nm s pfistrojem 200kVTecnai ™ (Wikipedie, 2011). Stejna spolegnost
ptedstavila v roce 2005 TEM Titan s rozliSenim mens$im nez 1 Angstrém. V soucasné dobé
je spole¢nosti FEI na trh dodavan mikroskop G2 Tecnai 30 kombinujici vsechny
zobrazovani, difrakce a analytické techniky na vysoké prostorové rozliSeni a detekéni

G&innosti (FEI, 2011).

3.1.3. Vyvoj skenovaci elektronové mikroskopie

Prvni popis skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) pochazi od némeckého
fyzika von Ardenneho z roku 1938. Ardenne polozil teoreticky i prakticky princip fadkovani
u transmisni elektronové mikroskopie. Pfidal vychylovaci civku mezi dvé
cocCky transmisnim elektronovém mikroskopu a tim vytvofil prvni skenovaci transmisni
elektronovy mikroskop (STEM) (Obr. 2). Mikrofotografie krystali oxidu zine¢natého (ZnO)
byly zhotovené timto pfistrojem piiurychlovacim napétim 23 kV, zvétSenim 8000x a
s rozliSenim 50-100 nm (Obr. 1). Tvorba obrazu trvala dlouhych 20 minut, protoze film byl

mechanicky skenovdm paprskem elektronti (Ardenne, 1938 a, b).



Prvni skenovaci mikroskop byl
sestrojen vroce 1942 rusko-americkym
védcem Zworykinem, ktery rozpoznal, ze
sekundadrni  elektrony = mohou byt

zodpovédné za topograficky kontrast.

Rozliseni 1 pm, kterého bylo timto

pfistrojem dosazeno, bylo povazovano za

' _ Obr. 1. Mikrofotografie krystaltt ZnO (ptevzato
neuspéch. Zworykin se zaméfil na 7 Ardenneho. 1938 h)

redukovani velikosti zdroje a zlepSeni poméru signal-Sum pouzitim G¢inngjsiho detektoru.
Rovnéz analyzoval vztah mezi aberacemi Cocky, hustotou proudu ve svazku a velikosti
stopy. Tento vyvoj vedl k mikroskopu, ktery mél tii cocky a vychylovaci civka byla
umisténa mezi druhou a tieti ¢ockou, zdroj urychlenych elektronti se nachdzel na dné a
vzorkova komora byla v pohodlné operacni vySce. RozliSovaci schopnost tohoto pfistroje
byla 50 nm (Goldstein a kol., 1981) (Obr. 3). Dalsi vyvoj byl pozastaven druhou svétovou

valkou.
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Obr. 2. STEM - priifez (pievzato z Obr. 3. SEM — elektronové optika
Ardenneho, 1938b) (ptevzato z Zworykina a kol., 1942)



Anglicky védec Oatley, zabyvajici se vyvojem skenovaciho elektronového
mikroskopu na univerzité¢ v Cambridge roku 1952 sestrojil spolecné¢ McMullanem skenovaci
elektronovy mikroskop s rozliSovaci schopnosti 50 nm (McMullan, 1993; Smith, 1997). Na
jejich praci navazal Smith (1959), ktery se zabyval Upravou signalu ke zlepSeni obrazu.
Predstavil nelinearni zesileni signalu, zlepS$il skenovaci systém zavedenim dvoupatrového
skenovani, zaménil elektrostatické ¢ocky za elektromagnetické a jako prvni vlozil do SEMu
stigmator (pro korekce astigmatismu viz. kap. 3.2.3.). Wells postavil roku 1953 druhy SEM
s elektrostatickymi CocCkami, ale propagoval pouziti detektoru odrazenych elektroni pied
sekundarnimi elektrony (Breton, 2009).

DalSim krokem kupifedu byla modifikace detektoru sekundarnich elektronti
navrzen¢ho Zworykinem. Evehart a Thornley (1957) pfipojili na vinovod scintilator a na
jeho celo zesilovac. Toto zlepSeni zvysilo mnozstvi sebrané¢ho signdlu.Vysledkem byl lepsi
pomér signdlu a Sumu a mohly byt detekovany i slabé signaly. Uziti tohoto detektoru
umoznilo Oatleyovi a Everthartovi sledovat poprvé jev popsany jako napétovy kontrast
(Evahert a Thornley, 1960).

Pease (1963) sestavil ptistroj nazvany SEM V, ktery obsahoval tfi elektromagnetické
¢ocky, zdroj ve spodni ¢asti a detektor sekundarnich elektronti podle Everharta a Thornleye.
SEM V se stal ptedlohou pro prototyp Cambridge Scientific Instruments Mark 1. Vyvinutim
katody LaBg Broersem (1969) doslo k dalsimu pokroku. Tato katoda produkovala proud,
ktery bylo mozné koncentrovat do menSiho svazku a tim zlepSit rozliSovaci schopnost
(Pease, 1963; Pease a Nixon, 1965).

Firma JEOL v letech 1966—-1969 vytvorila ¢tyii komeréni pfistroje SEM. Pracovaly
s urychlovacim napétim od 5 do 50 kV a jejich rozliSovaci schopnost se z plivodnich 50 nm
zvysila na 20 nm. V roce 1977 spolecnost Philips vyrobila SEM 501 s urychlovacim napétim
30 kV a rozliSenim 7 nm. V SEM 501B byly poprvé pouzity EDS (energy dispersive X-ray
spectroscopy) a WDS (wavelength dispersive X-ray spectroscopy) (Palucka, 2002). Vyvoj
postupoval dopiedu a v letech 1980-1986 bylo vytvoieno nékolik typti mikroskopd. V roce
1980 instalovala spole¢nost Philips do svého modelu SEM 505 novy scintilator pro detekci
515 byla ptidana pocitatova kontrola zaostfeni a korelace astigmatismu. Mikroskopy JSM-T
firmy JEOL byly vybaveny v roce 1986 autostigmatorem a automatickym zaosfovanim
(Palucka, 2002). V soucasné dobé se rozliSovaci schopnost mikroskopl s termoemisnim

zdrojem pfi urychlovacim napéti 30 kV pohybuje mezi 3—4 nm. SEM s autoemisni tryskou



(FED-Feild Emission Gun) dosahuje rozliseni az 1 nm pfi urychlovacim napéti 15-30kV
(FEI, 2011; JEOL, 2011).

Enviromentalni elektronovy mikroskop (ESEM) byl vynalezen Danilatosem a v roce
1988 byl uveden na trh prvni komercné¢ vyrabény pfistroj spolecnosti ElectroScan

Corporation v USA (Ned¢la, 2008).

3.2. Princip skenovaci elektronové mikroskopie (SEM)

3.2.1 Strucny popis

Skenovaci elektronovy mikroskop nam

Electson gun

umoziuje  studovat  ultrastrukturu  pomoci

elektronového svazku ve vakuu. Elektronovy

Condonses
apothure

svazek vznika emisi elektronti z katody a dale je

urychlovan kanodé. Svazek je nasledné

zaostfovan elektromagnetickym, elektrickym

nebo magnetickym polem ¢océek a rozpohybovan

pred dopadem na preparat vychylovaci civkou.

Svazek elektronid vytvaii obraz interakcemi s

®
1
N v % N\
/ Spogimen
-

on sage

pozorovanym preparatem. V blizkosti preparatu

Condersor
— lans 3

je mikroskop vybaven rlznymi detektory, | 55
chamber

kterymi mizeme zjistit nejen topografii, ale také
prvkové slozeni preparatu (Obr. 4).

Obr. 4. Schéma skenovaciho elektronového
mikroskopu (pfevzato z Bozzoly a Russela, 1999)

3.2.2. Zdroj elektroni

Osvétlovaci systém je podobny pro TEM i SEM. Transmisni elektronové mikroskopy
vyzaduji vétsi moznost regulace proudu elektronového svazku. U skenovacich elektronovych
mikroskopt zakladnim pozadavek je dosazeni maximalni hustoty elektronového proudu do
minimalni plochy (Bily, 2007). Primarni elektrony jsou emitovany ve vakuu ze zdroje, ktery je
umistén ve $picce tubusu. Emise elektronti spojuje ptisobeni teploty a elektrického proudu.
Zdroje obecné deélime na dvé skupiny termoemisni a autoemisni, oba by mély poskytovat

koherentni a monochromaticky svazek elektrond.



Pfi termoemisi jsou zpovrchu katody do vakua emitovany elektrony, které
v disledku tepelného ptlisobeni piekonaji energetickou bariéru. Elektrony prochéazeji
Wehneltovym valcem k anod¢ (Obr. 5A). Pied anodou se drahy elektront kiizuji a vytvareji

vvvvv Ve

nejuzsi prafez svazku tzv. ,kiiziste, tedy realny zdroj. Wehneltiv valec je proti katodé, ma
zaporny potencial -100 KV, funguje jako filtr zadrzujici elektrony s nizkou energii.
Nejpouzivangjsi katoda je vyrobena z tenkého wolframového dratku (o priméru ~ 0,1 mm)
ve tvaru V, pfimo zhavené na teplotu kolem 2800 K. Tato katoda produkuje elektrony se
smérovou proudovou hustotou kolem 10° A.m?sr! (Karlik, 2005). Podstatné lepsich
vysledktl 1ze dosahnout s katodou z hexaborid lanthanu (LaBs). Katoda pti obvyklé pracovni
teploté 1800 K dosahuje smérové proudové hustoty elektrontt ~10° A.m?2sr’. U obou
téchto katod ma nejmensi primér primdrni svazek v elektronové trysce velikost fadu pm
(wolframova 9 um, LaBg 5 pm) (Nebesarova, 2001). Termoemisni katody potiebuji hodnotu
vakua 102-10* Pa (Eckertova a Frank, 1996)

U autoemisniho zdroje se na emisi podili z vétsi ¢asti Géinek elektronického pole,
zatimco teplota pouze podporuje emisi a udrzuje Cistotu a stabilitu povrchu katody. Vlastni
tryska je tvotfena katodou pfipevnénou na vysokonapétovy zdroj a dvou za sebou jdoucich
anod (Obr. 5B). Prvni anoda ma pomérny potencial (2—5 kV), kterym je fizen emisni proud.
Druhd anoda je uzemnéna. Katoda je hrotova, tvofena monokrystalem wolframu urcité
krystalové orientace. Hrot je pfipraven elektrolytickym leptanim do praméru kolem 100 nm.
Vyhodami jsou mensi velikost zdroje, vySs$i koherence, monochromati¢nost a asi 1000x
vyss§i smérova proudova hustota. Primér primarniho svazku je 1-2 nm. Autoemisni tryska

vyZaduje vysoké hodnoty vakua 10 Pa (Eckertova a Frank, 1996).

Obr. 5. Emisni charakteristika A. Termoemisni trysky, B. Autoemisni trysky (pfevzato
z Eckertové a Franka.1996)



Termoautoemisni zdroje jsou katody, které pracuji pii teplotach, kdy se projevuje
termoemise, ale principem se blizi k autoemisnim katodam. Pracuji v obdobném usporadani
jako autoemisni zdroje. Aktivace spociva v pokryti povrchu katody atomarni vrstvou jiného
prvku. V duasledku vzniklé vazby se snizuje vystupni energie elektront. Necastéji se aktivuje
wolframové vlakno kyslikem nebo zirkoniem a kyslikem (Eckertova a Frank, 1996).
Provozni teplota je v rozmezi 1200—1800 K. Pii zvySené teploté snasi aktivovana katoda
niz&i vakuum (107-10° Pa). Smérova proudova hustota vzristd na 10** A.m2.sr (Eckertova

a Frank, 1996) .

3.2.3. Soustava elektromagnetickych ¢o¢ek

Primarni elektrony jsou urychleny potencidlem mezi katodou a anodou. Otvorem
v anodé prolétaji do soustavy elektromagnetickych cocek. Soustava Cocek zajistuje uzky
pramér svazku primarnich elektroni a obvykle je tvofena jednou nebo dvéma
kondenzorovymi ¢ockami a objektivovou Cockou. Objektivova ¢ocka je nejdilezitéjsi ¢asti a
na jejich vlastnostech zavisi dosazena rozliSovaci schopnost. Pfed objektivovou ¢ockou jsou
umistény vychylovaci civky, které vychyluji primarni paprsek ve dvou na sebe kolmych
smérech. Pro kazdy smér se uziva dvojice civek, ¢imz se snizuji optické vady zobrazeni.
Vychylenim primarniho paprsku dochdzi k postupnému skenovani povrchu po jednotlivych
fadkach. Rychlost pfebéhu paprsku se mize ménit, ale nejvhodnéjsi je 25 obrazi za
sekundu (Nebesarova, 2001).

Vady optické soustavy jsou divodem, pro¢ se nam nedaii dosdhnout teoretické
rozliSovaci schopnosti. Sférickd vada je zpusobena neschopnosti zaosttit vSechny paprsky
vychazejici z dobového zdroje opét do jednoho bodu (Obr. 6), a proto je zvétSeni na okrajich
jiné neZ ve stfedu coc¢ky. Tato vada se odstraiiuje clonami (Nebesarova, 2001). Chromaticka
vada je zpusobena rozdilnou energii elektronti ve svazku. Pomalejsi elektrony maji vétsi
vlnovou délku a v magnetickém poli civek jsou vychylovany jinak neZ rychlejsi elektrony
(Obr. 6) (Nebesafova, 2001). Osovy astigmatismus je vada, ktera se nejvice projevuje u
skenovaciho elektronového mikroskopu (Obr. 6), a kterd je dana nesymetrii magnetického
pole. Co¢ka ma riizné ohniskové vzdalenosti ve dvou na sebe kolmych osach. Projevem této
vady je zdeformovany obraz. Astigmatismus je zpusoben nejcastéji necistotami, které jsou
nevodivé nebo maji prostorovy naboj, a mize byt korigovan stigmatorem. Tato soustava
civek umoznuje plynulé zmény magnetického pole proti poli vyvolavajicimu asymetrii

(Nebesarova, 2001).



ProhliZeni preparatu mize byt doprovézeno rusivymi jevy, jako naptiklad nabijenim
preparatu, kdy dopadajici zaporn€ nabité primarni elektrony se odkloni a dojde k zahlceni
detektoru sekundarnich elektronti. Tento jev nastava v ptipad¢, kdy neni preparat dostatecné
elektricky vodivy, a projevuje se bilymi fadky az pulzaci obrazu. Dal§im jevem, ktery
ovliviiuje obraz, je hranovy jen, kdy primarni svazek dopadd na hranu a tim se zvétSuje
oblast produkce sekundarnich elektront. Ve vysledku je takové misto piesvicené a svétlejsi,

aniz by muselo byt vyvysené (JEOL, 2005).
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Obr. 6. Vady optické soustavy A. Sféricka vada, B. Chromaticka vada, C. Astigmatismus
(ptevzato z Nebesafové, 2001)

3.2.4. Tvorba obrazu

Po prichodu optickou augerovy elektrony

katodoluminescence

; ., sekundami eleltrony -
soustavou  dopada  rastrujici

paprsek na preparat. Zakladnim zpétné odraZené elektro

jevem pii tvorbé obrazu je

interakce urychlenych elektroni = charakeerictické RTG &__,

satomy preparatu (Obr. 7). spolté R16,
fl &ni RTG _.{(“ i ,
Elektrony primarniho svazku s L S

jsou rozptylovany, nebo ztraceji ) o o
Obr. 7. Prostorové rozdé€leni interakei (pievzato

Cast energie vpoli jader a zGeology, 2011).



elektronovych oballl. Vysledky interakce miizeme rozd¢lit na dva ptipady: pruzny rozptyl,
kdy dochézi ke zméné sméru primarniho elektronu, a nepruzny rozptyl, pfi kterém nastava
ztrata energie (Hulinsky, 1982).

Detekovanym signdlem, ktery nam poskytuje informace o topografii, jsou
sekundarni elektrony (SE). Vznikaji nepruznym rozptylem po narazu primarnich elektroni
do elektronti ve valen¢nim nebo vodivém pasu. Pfi této situaci dochézi ke ztraté energie, a
proto se mohou sekundarni elektrony uvoliiovat jen V blizkosti povrchu do hloubky 5 nm.
Horni hranice energetického spektra sekundarnich elektront je 50 eV (Bily, 2007). Sekundéarni
elektrony jsou nejcastéji detekované detektorem podle Evertharta a Thornleye (ET).
Detektor je tvofen scintilatorem, ktery po dopadu elektronu uvolni zablesk svétla ve vinové
délce 550-650 nm. Intenzita svételného pulzu je pfimo tmérna energii elektront, které ho
vyvolaly. Tenky kovovy film na pfedni strané scintilatoru ma potencial 10 kV, ktery
urychluje dopadajici elektrony, aby me¢ly dostatecnou energii k vyvolani pulzu. Mimo
vakuum se nachazi fotonasobic¢, k némuz je svétlo pfivedeno svétlovodem a prichodem ptes
kifemenné okénko. Fotondsobi¢ zachyti svételny signdl a ptevadi jej na elektricky. Pii
prevodu dochézi k zesileni zhruba 10° az 10°x (Nebesatova, 2001). Scintilator je umistén
pod polovymi nastavci, cca 10-20 mm od vzorku, aby neovliviioval dopadajici primarni
svazek, a je umistén do Faradaovy klece s predpétim 200 V. Na detektor dopada asi 60%
uvolnénych sekundarnich elektrond, ale scintilator postupné ztraci svou citlivost, coz je jeho
nevyhodou (Nebesatrova, 2001).

Dalsimi druhy signalu, ktery mizeme zahrnout pod nepruzny rozptyl jsou rentgenové
(RTG) zafeni, Augerovy elektrony a katodoluminescence. RTG zafeni vznika pii srazce
primarniho elektronu s elektrony ve wvnitini vrstvé obalu atomu preparatu. Tim dojde
k pfedani vétsiho mmnozstvi energie a elektrony opoustéji svou energetickou vrstvu.
Ionizovany atom se z excitovaného stavu snazi piejit do zdkladniho stavu zaplnénim vzniklé
diry elektronem z vné&j$i vrstvy. Energie je pfi tomto procesu vyzafena jako RTG zéfeni. Pro
detekci RTG =zafeni jsou pouZivany pocitate plnéné plynem nebo polovodicovym
detektorem pracujicim na principu fotoefektu (Bily, 2007). Alternativnim jevem k RTG
zateni jsou Augerovy elektrony. Jejich vznik nastava u prvkd s malym atomovym cislem.
Energie Augerova elektronu je charakteristickd pro dany atom, a tyto elektrony vznikaji
v malé vzdalenosti od povrchu preparatu do hloubky 3 nm (Bily, 2007).Katodoluminescence
se uplatiuje spiSe pifi studiu polovodiCovych struktur. Vznikd piechodem elektronu

z valen¢ni vrstvy do vodivé. Po tomto ptechodu vyvolaného srdzkou nastane rekombinace
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elektront k zaplnéni vzniklé diry. Piebytecna energie je vyzaiena v podobé fotonu (Bily,
2007).

Zpétné odrazené elektrony (BSE) nam poskytuji informace o prvkovém slozeni
preparatu, nebot’ jejich mnozstvi je zavislé na stfednim atomovém cisle.VSechny emise nad
50 eV jsou povazovany za zpétné odrazené elektrony (Bily, 2007). Pti tomto snimani lze s
dobrym kontrastem odlisit prvky, jejichz rozdil atomovych c¢isel je roven alespon 3
(Cernohorsky a Jandera, 1997). Zpétné odrazené elektrony vznikaji pruznym rozptylem, kdy
dochazi ke zmeéné hybnosti, ale jen s malou ztratou energie. Jedna se o vysledek interakce
primarnich elektrond s elektrostatickym potencidlem jader atomu, které odklani jejich
puvodni drahu. Diky zachované energii se uvoliuji z hloubky 300 nm. Jejich detektor byva
umistén na okraji poélovych nastavci objektivové ¢ocky, kde jeho ucinnost zachytu presahuje
50% (Nebesatrova, 2001). Zpétn¢ odrazené elektrony lze detekovat jiz dfive popsanym
detektorem podle Everhart-Thornleye nebo polovodi¢ovym, ktery je zaloZen na vzniku pard
elektron-dira pti pruchodu nabité Castice s urcitou energii. Vzniklé pary nesou informaci o
proletujicich ¢asticich, zatimco pary vzniklé ndhodné ptedstavuji Sum (Goldstein a
Yakowitz, 1975). Vyhodou polovodi¢ového detektoru je jeho jednoduchost, nizkd cena,
variabilita tvaru a velikosti. Nevyhodou jsou niz§i pomér signalu k Sumu a nizkou citlivost

(Nedéla, 2008).

3.2.5. Zaznam obrazu

V minulosti byl kromé pozorovaciho monitoru soucasti mikroskopu i fotomonitor
s jemnéjSim zrnem, k némuz se ptipojoval fotoaparat (Nebesarova, 2001).V soucasnosti je
SEM tradi¢né dodavan s digitalnim zdznamem obrazu. Digitalizace obrazu neni tak naro¢na
jako u TEM, protoze signal nese informaci obrazovou i informaci o pozici. Digitalni obraz

nam rovnéz umoziuje Upravy v pocitaCovych programech.

3.2.6. Vakuovy systém

V celém vnitinim prostoru tubusu s elektronovou optickou soustavou a preparatovou
komorou musi byt vakuum odpovidajici elektronovému zdroji. Diivodem je nutnost zamezit
srazkam primarnich elektroni s molekulami plynu a necistot, které by vedly k jejich
vychyleni nebo zméné energie. K ziskani a udrzeni vakua je uzivano dvou- nebo

tfistupiiového systému pump. Prvnim je rotaéni pumpa, kterd pracuje na principu
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mechanického premistovani plynu (vzduchu) z uzavieného prostoru do atmosféry, a
dosahuje sniZeni tlaku zhruba na hodnotu 10™ Pa. Tato pumpa je uZivana pro pred&erpani
zavzdusnéného vnitiku mikroskopu nebo piechodové komory pii vyméné preparatu. Druha
pumpa je diftizni, a je zalozena na cirkulaci specialniho oleje s nizkou tenzi par, ktera snizuje
tlak na 10 Pa. Zejména v oblasti elektronové trysky je zapotfebi podstatnd vyssi vakuum,
které je zajisténé iontovou vyvévou vyuzivajici pohlcovani molekul plynt, jenz je zvySovano
jejich ionizaci, na 10°-10° Pa podle potieb zdroje. Rovnéz se pouzivaji turbomolekularni a

kryogenni pumpy (Nebesarova, 2001).

3.2.7. Typy skenovacich elektronovych mikroskopu

Prvnim typem je vysokorozliSovaci SEM, jehoZ zdrojem je autoemisni tryska
poskytujici primarni svazek elektronti v priméru jednotek nm. Tato tryska vyzaduje vysoké
hodnoty vakua (10%-10° Pa) a mikroskop je schopen poskytnout zvétseni az 500 tisickrat.
Vzorky, které prohlizime vtomto mikroskopu, museji byt zbaveny vody, odplynéné a
pokryté vrstvickou dobfte elektricky a tepelné vodivého kovu (Jurecka a Nebesarova, 2010).

Vysokovakuovy SEM ma trysku termoemisni, a proto nevyzaduje tak vysoké
hodnoty vakua vnitiniho prostoru a dostaduji hodnoty 10™-10 Pa. Mikroskop dosahuje
niz8iho zvétSeni nez vysokorozliSovaci, a to maximalné 100 tisickrat. Vzorky museji byt pro
prohliZzeni suché a potazené vrstvickou kovu (Jurecka a Nebesatrova, 2010).

Nizkovakuovy SEM nam umoznuje pozorovat zavodnéné preparaty az S 70%
obsahem vody. Vnitini prostor mikroskopu je rozdélen na oddéleni s riznym tlakem. Tlak
Vv preparatové komote je 200 Pa. Obraz je tvofen za pomoci zpétné odraZenych elektronli. Ty
poskytuji mensi rozliSeni, ale maji dostateCnou energii a rychlost, aby v zaplynéném prostiedi
preparatové komory dorazily k detektoru. Pokoveni zvySuje mnozstvi zpétn€¢ odrazenych
elektrontl a eliminuje nabijeni (JureCka a Nebesarova, 2010).

Enviromentalni skenovaci elektronovy mikroskop (ESEM) je druhym typem
mikroskopu, ktery umoznuje studium vzorku obsahujiciho vodu. V tomto mikroskopu
mizeme pozorovat preparaty az s 90% obsahem vody. Mikroskop mize byt vybaven obéma
druhy zdroje tedy jak termoemisnim tak autoemisnim. Vnitini prostor je rozdélen na komory
se vzrustajicim tlakem. V preparatové komote je tlak az 2 kPa, coz nam umoziuje
pozorovani zavodnénych vzorkl bez explozivnich reakci vody. K tvorbé obrazu se vyuziva
sekundarnich i zpétné odrazenych elektront, které ionizuji molekuly plynu v prostoru mezi

vzorkem a detektorem. Elektrony uvolnéné pfi ionizaci prenasi signal dal do tzv. ioniza¢niho
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detektoru. Nevyhodou je zde opét nizsi rozliSovaci schopnost, ale elektricky nevodivé
materialy 1ze pozorovat bez pokoveni (Jurecka a Nebesarova, 2010).

Mikroskopy Quanta™ spole¢nosti FEI maji rozliSovaci schopnost 2,5-3 nm pii 30
kV pro dva rezimy (nizké vakuum a ESEM) (FEI, 2011). Tyto hodnoty jsou vSak vzdy

vyrazné€ nizsi u biologickych vzorki, u kterych zalezi na jejich slozeni a pfipadné tipravé.
3.3. Piiprava preparati
3.3.1. Odbér a cisténi vzorku

Pfi odbéru vzorku je dilezita velikost, nejlépe 1-10 mm?®. Mé&la by zhruba odpovidat
velikosti posuvného preparatového stolku mikroskopu. Veskeré tpravy museji byt
provadény ostrymi nastroji, abych nebyl poskozen povrch zkoumaného preparatu. Nekteré
ploché blanité tkané, které se ohybaji, mohou byt vyrovnany pted fixaci na navlhé¢eném
filtratnim papife.

Prvnim krokem po odebrani vzorku je jeho ocisténi. VéEtSina biologickych preparati
ma povrch zneCiStény, coz zabrafuje pozorovani. VEtSi Castice se z povrchu odstranuji
jemnym StéteCkem nebo preparacni jehlou a nasledné se oplachnou izotonickym roztokem.
Jedna se o kapalinu o zndmém pH a osmolarité. NejCastéji se uziva 2-5% fyziologicky
roztok pii pokojové teploté (Goldstein a kol., 1981). Pokud je nam znama biochemicka
povaha kontaminace muzeme k oplachu vyuzit malé mnozstvi povrchové aktivnich latek
(Goldstein, 1981). U organismi s kiemicitou nebo vapenatou schrankou pouzivame oxidacni
¢inidla, jako naptiklad manganistan draselny (Goldstein a kol., 1981). Intenzita oplachovani
je individualni. Jemné oplachovani vzorek nezbavi kontaminace, ale pfili§ silné oplachovani
muze vzorek poSkodit. Mezi U€inné, ale potencialné riskantni metody ocisténi patii
sonifikace nebo ofukovani tlakovym vzduchem (Nebesatova, 2001). U suchych vzorkl se
doporucuje oprasovani. OCisténi musi byt pfiméfené typu vzorku a hlavné rychlé, aby

nedoslo k autolyze tkani.
3.3.2. Fixace

Fixace je hlavnim krokem pfi pfipravé preparati. Jedna se o proces, kterym se
snazime u biologickych vzorkid zabranit rozkladnym procesiim. Vysoce mobilni molekuly

rozlozené v cytoplazmé jsou znehybnény procesy precipitace, denaturace a tvorbou siti
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(Goldstein a kol., 1981), protoze jakakoliv fixace vzorek ovlivituje (Jurecka a Nebesarova,
2010), za nejlepsi fixaci povazujeme takovou, kterd uchovava preparat s minimem zmeén
proti nativnimu stavu, brani autolytickym procestim a stabilizuje vzorek pro dalsi postupy
(Nebesarova, 2001). U skenovaci elektronové mikroskopie se pozaduje od fixace zpevnéni
struktur a povrcht, které chceme prohlizet.

Fixaci muzeme rozdélit podle né€kolika parametrti. Zakladni déleni je na fixaci
chemickou, kterd je nejpouzivanéjsi a je zaloZena na reakci chemickych cinitell se slozkami
biologickych objektt (Nebesaiova, 2001), a na fyzikalni, jenz zahrnuje metodu mrazovou
neboli kryofixaci, vyuzivajici rychlé ochlazeni vzorku pod rekrystalizacni teplotu bez tvorby
krystalt. Dale mtizeme fixaci dé€lit podle zptsobu provedenti, a to na imerzni, kdy zkoumany
vzorek ponofime do fixa¢niho Cinidla (tento zpiisob je to nejCastéji uzivany a technicky
nendro¢ny) a perfuzni, kdy pfi pouziti laboratornich zvifat v celkové anestézii vstiikneme
fixacni roztok pfimo do krevniho fecisté. Jinym zplisobem je moznost predfixovat tkan
uréenou k odebrani nebo obnazit hledany organ a nakapat fixa¢ni roztok piimo na néj a
teprve poté odebrat vlastni vzorek (Nebesarova, 2001). Pro kvalitu vzorku je zasadni zda
studovany zivodich umie pomalu ve stresu a kiecich, coz vede k jejich zkrouceni a
zdeformovani nebo zda dojde k rychlému omameni a smrti. K omameni se pouziva fada
riiznych latek a vybér té nejvhodngjsi zalezi na studované skuping organismi. Eter nebo
butylalkohol pouziva pti piipravé preparati hmyzu (JureCka a Nebesafova, 2010). Sama
fixace je do zna¢né miry zavisld na fadé¢ podminek jako vybér fixa¢niho Cinidla, velikost
vzorku, zpusob fixace, koncentrace a rychlost penetrace fixa¢niho C¢inidla, teplota,
osmolarita, pH fixa¢niho roztoku, délka fixace, ptidavky latek ovliviujici prubéh fixace,

apod. (Nebesarova, 2001).

Chemicka fixace

Ackoliv Skala chemikalii pro fixaci biologickych preparati je Siroka, obecné se
vétSina tkani fixuje pomoci dvoustupiiové fixace organickymi aldehydy s naslednou
postfixaci oxidem osmicelym. Nejcastéji je uzivano aldehydi, a to zejména nizsich. Jedna se
0 latky s aldehydickou skupinou —CH=0. Jsou znamé Stiplavym zapachem, dobrou
rozpustnosti ve vode¢, vysokou reaktivitou a redukénimi vlastnostmi. K nezadoucim
vlastnostem patii tendence polymerizovat ve vodnych roztocich, coz zaptiCiniuje ztratu
reaktivity a snizuje koncentraci G¢inné monomerni slozky (Nebesarova, 2001). Pfi fixaci
aldehydy dochazi k navdzani zejména s aminoskupinou za vzniku Schiffovych bazi. Buiky

si zachovavaji z€asti enzymatickou a imunologickou aktivitu (Nebesatova, 2001). Jednou
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z velkych nevyhod je toxicita aldehydii a podezieni z karcinogenich ucink (Jurecka a

Nebesatova, 2010).

Formaldehyd (FA)

Bézn¢ uzivany je napiiklad formaldehyd byl objeven Butlerovem v roce 1859. Zprvu

byl pouzivan jako Uc¢inny, ale pomaly prostfedek pro hubeni bakterii (Blum, 1893). Jiz
Vv poslednim desetileti 19. stoleti se ukdzal vhodné&jsi pro fixaci tkani pro histologii nez do té
doby bézn¢ pouzivany alkohol. Vykazoval pouze okrajové smrsténi a deformace na rozdil od
alkoholu a dosahoval také lepSich vysledkt pti barveni (Fox a kol., 1985). Formaldehyd je
nejjednodussi aldehyd obsahujici 1 funkéni skupinu. Komeréné je proddvan ve vodném
roztoku s koncentraci az 36-38% pod nadzvem formalin, ale tento roztok obsahuje degradac¢ni
produkty a stabilizatory, které zhoriuji fixaci. Cast&ji je uzivan &erstvy 2-5% roztok
pripraveny depolarizaci paraformaldehydu (Jurecka a Nebesatrova, 2010). Takto pfipraveny
roztok neporuSuje konfiguraci proteini a proto se vyuzivd k imunolokalizaci a pro
konfokalni mikroskopii (Nebesatova, 2001). Formaldehyd reaguje s tkani n€kolika zptsoby,
véetné zasitovani proteint, glykoproteint, nukleovych kyselin a polysacharida (Hopwood a
kol., 1989). Zachovava sekundarni strukturu protein a jeho sit’ je reverzibilni (Buesa, 2008).

Fixace formaldehydem je slozity proces. Jednou z anomalii, ktera je dobfe popsana,
je paradox mezi rychlosti penetrace a tvorbou vazeb. Vzhledem ke své malé molekule (30
g/mol) pronikd do tkan& rychle. Medawar roku 1941 diky svému modelu koagulované
kuteci plazmy zjistil, Ze formaldehyd vykazuje relativné konstantni rychlost penetrace
nezavisle na koncentraci, ale neurcil, zda je srazenina fixovana. Vysledna penetra¢ni rychlost
5,5 mm/h v8ak bude ve skute¢nosti mensi, jelikoz do plazmové sraZeniny pronika Iépe nez
do pevné tkané (Medawar, 1941). Baker v roce 1958 zménil podminky pokusu a napodobil
tvrdou tkan Zelatin/bilkovinnym gelem. Zjistil, Ze se rychlost penetrace pohybuje okolo 3,6
mm/h. AvSak zdlraznil, ze skutecna rychlost mize byt nizs$i kvtli odporu lipida (Baker,
1958). V jinych zdrojich je uvadéna rychlost penetrace 2 mm/h (Hopwood, 1967).

Intenzita a mira penetrace se zvysuje s teplotou a také za zvySeného tlaku (Chesnick a
kol, 2010). Formaldehyd pronikd do tkané& rychle, ale k jeho reakci s proteiny dochazi
pomalu. Pocatecni navazani pii pokojové teploté je z velké Casti dokonceno do 24 hodin
(Helander, 1994), ale vytvofeni methylenovych mustkli je pomalejsi (Kiernan, 2000). Pti
teploté 37°C je rovnovaha nastolena asi za 18 hodin (Fox a kol., 1985). Rychlost je vyssi pfi
vyssi teploté (Helander, 1994) a neutralnim pH (Chesnick a kol., 2010). Mikrovinné zafeni
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také urychluje a zlepSuje vazbu formaldehydu, ale dochazi k tvorbé nebezpecnych vypari a
tepelné koagulace.

Formaldehyd je dostupny, levny a dobte fixujici. Jednou z hlavnich nevyhod je vSak
toxicita, karcinogenita a pomala fixacni rychlost, ktera je problémem zejména v lékaiské

histologii (Buesa, 2008).

Glutaraldehyd (GA)

Byl pfedstaven jako fixacni prostfedek Sabatinem a kolektivem roku 1963

(Hopwood, 1967). Dodnes je obecné povazovan za nejleps$i fixacni Cinidlo pro ucely
elektronové mikroskopie (Mraz a Polonyi, 1988; Nebesarova, 2001; Jurecka a Nebesatrova,
2010). Glutaraldehyd obsahuje dvé funkéni skupiny, které mu umoziuji vazbu na
aminoskupiny aminokyselin proteinti. Komer¢né je dodavan v roztoku o koncentraci 6—70%.
Vzhledem k jeho nestalosti je vhodné pracovat s Cerstvymi roztoky o niz$i koncentraci.
K vlastni fixaci je vétSinou uzivan v roztoku s fosfaitovym nebo kakodylatovym pufrem 0
koncentraci 2-5% (JureCka a Nebesatova, 2010). Jiz pii kratkém skladovani pii pokojové
teploté dochazi k tvorbé degradacnich latek. Vznik téchto latek je rychlejsi pti vyssi teploté a
pii niz§im pH. Proto kontrolujeme kvalitu GA a nasledné jej upravujeme procisténim (Mraz
a Polonyi, 1988).

Pii fixaci glutaraldehydem dochazi k vazbé s peptidy a bilkovinami a nasledné
komformacni zmény jsou malé. Nejrychleji reaguje s aminoskupinami lisynu. Nereaguje
s lipidy, n€kterymi polysacharidy a proteoglykany (Nebesarova, 2001). Molekula GA je ve
srovnani s formaldehydem velka (100 g/mol) a penetracni rychlost je pomérné mala, nebot’
se pohybuje okolo 0,22-0,34 mm/h. Zéna penetrace je stejna jako zona fixace (Hopwood,
1967). Reakce bilkovin s glutaraldehydem vytvaii gelovou vrstvu do 20-30 vtefin, ale
dokonceni fixace je pomalé a trva aZ né€kolik hodin (Mraz a Polonyi, 1988). V pribéhu
fixace se spotfebovava kyslik, jeho nedostatek vede ke zpomaleni a zhorSeni fixace vzorku.
Kyslik mizeme do reakce dodavat nékolika zptsoby. Naptiklad pfidavkem peroxidu vodiku
nebo provzdusiiovanim roztoku.

Glutaraldehyd je vynikajici fixacni prostfedek zachovavajici nejjemnéjsi bunécné
struktury, ale jeho ulinek je pomaly a nereaguje s proteiny uniformné (Mrdz a Poldnyi,

1988). M4 své uplatnéni zejména v transmisni elektronové mikroskopii (Nebesafova, 2001).
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Akrolein

Byl pouzivan za 1. svétové valky jako chemicka zbrai. Jedna se o nejjednodussi
nenasyceny aldehyd s jednou funkéni skupinou. Pii skladovani za pokojové teploty, na
svétle a pfi kontaktu se vzduchem polymerizuje. Komercné se pro vétsi stabilitu dodava
s malym mnozstvim hydrochinonu. Ten zamezuje samovolné oxidaci a polymerizaci.
Koncentrace pro fixaci neptekracuje 5% (Goldstein a kol., 1981).

Pokusy potvrdily, Ze akrolein reaguje s polysacharidy, nékterymi lipidy, které se
stavaji méné rozpustné a s bunéénymi membranami, které jsou lépe fixované nez pomoci
glutaraldehydu. Ireverzibilné fixuje proteiny. Molekula akroleinu (56,06 g/mol) je piiblizné
o polovinu mensi nez u glutaraldehydu, z ¢ehoz vyplyva jeho rychlejsi pronikéani do tkani.
Reakce akroleinu je velmi podobna reakcim glutaraldehydu, avSak dvakrat rychlejsi a je také
zavisla na spottebé kysliku.

Kvalita fixace kolisa v zavislosti na mnozstvi degrada¢nich produkti. Vyhodou
fixace akroleinem je rychla penetrace a dobra fixace protein. VétSimu rozsifeni akroleinu
jako fixac¢niho c¢inidla, brani jeho velkd nestabilita spole¢né s jeho toxicitou a problémy

spojenymi s jeho manipulaci (Nebesatrova, 2001).

Oxid osmicely (OSM)

Druhou velkou skupinou fixa¢nich ¢inidel jsou oxida¢ni ¢inidla. Spolu s oxidem
osmicelym tato skupina zahrnuje oxid ruteni€ity a manganistan draselny, které se uZivaji
pievazné pro TEM. Oxid osmicely se pouZiva v elektronové mikroskopii od roku 1934. Pred
rokem 1962 byl povazovan za nejvhodné&jsi fixacni prostiedek, chrani bunééné struktury tim,
ze se vaze s lipidy zejména v membrandch a tim imobilizuje nékteré bilkoviny (Kiernan,
2000). Jedna se o silné oxidac¢ni Cinidlo. Pro tcely elektronové mikroskopie se uziva ¢irych,
nazloutlych vodnych roztokti, jejichz koncentrace se pohybuje mezi 0,5-4%. (Mraz a
Polonyi, 1988). Oxid osmicely reaguje s dvojnymi vazbami olefinovych uhlovodikl a
mastnych kyselin (Nebesarova, 2001). Jednu s nejrozsahlejsich studii uvetejnil v roce 1954
Bahr. Pii svych pokusech sledoval reakci osmia za riznych teplot s 290 latkami, které by
mohly pfijit do styku s osmiem b&hem zpracovani vzorku jako rozpoustédla nebo jako
pfimési v roztocich. Zjistil, Zze tyto latky nereaguji s oXidem osmicelym pii 20°C ani po 48
hodinach (Mraz a Polonyi, 1988). Oxid osmicely nereaguje s glycidy, nedenaturovanymi
DNA a jinymi komponenty bun¢k. Molekula oxidu osmicelého je pomérné velka (254,23
g/mol), coz ma vliv na rychlost jejiho priniku, ktera je pouze 0,2 mm/hod (Hopwood, 1967).

S organickymi latkami reaguje oxid osmicely za vzniku tzv. osmiové Cerni. Prubeh této
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reakce je zavisly na pfitomnosti sloucenin a typu tlumivého roztoku. Kvalitu fixace
ovliviiyje teplota (¢im vyssi teplota, tim je reakce rychlejsi), pH (nizké pH snizuje reaktivitu)
a koncentraci (pfi 4—8 mmol/l je pomalejsi nez pii 40 mmol/l) (Mraz a Polonyi, 1988). Oxid
osmicely se v TEM uziva jako kontrastni ¢inidlo. Pro skenovaci elektronovou mikroskopii je
dualezité, ze zpeviiuje povrchy, zvySuje permeabilitu membran a diky vysokému atomovému
¢islu snizuje riziko nabijeni (Jurecka a Nebesarova, 2010). Naopak mezi jeho nevyhody lze
zaradit vysokou toxicitu, drazdivost par a jejich leptavy Ucinek na sliznice, velkou tékavost,
ktera se vSak uplatnuje pfi fixaci velmi kiehkych vzorku (Smith a Tiedl, 1991; Jurecka a
Nebesarova, 2010). V skenovaci elektronové mikroskopii se uzivd zejména jako postfixace
po predchozi aldehydové fixaci. Jednim z problému jeho uziti je tvorba densnich precipitatii
pfi reakci s etanolem, jenZ se nejcastéji uziva pro nasledné odvodnéni (Nebesatova, 2001).

Proto je nutné zbavit se dikladné vSech zbytkt fixa¢niho roztoku pfed dal§im postupem.

Fyzikalni fixace (Kryofixace)

Mezi fyzikalni metody fixace je mozné zafadit kryofixaci. V soucasné dob¢ je
povazovana za nejlep$i zpusob, jak zachovat preparaty co nejblize nativnimu stavu bez
pouziti cizorodych latek (Jurecka a Nebesafova, 2010). Poprvé byla kryofixace pro SEM
pouzita v roce 1960, ale rozsifeni této metody nastalo az od 80. let, kdy doslo ke komeréni
vyrob¢ dostupnych systému a ty se postupné staly béznou souéasti v mnoha laboratotich
(JIC, 2011). Cilem kryofixace je co nejrychleji dosahnout vitrifikovaného stavu, kdy je
vzorek zchlazen pod rekrystaliza¢ni teplotu bez vzniku krystali (Nebesafova, 2001).
Z experimentl je zndmo, Ze V buiice obsahujici cca 80% vody dochédzi k zamrazeni pii
teploté -40°C. Rekrystaliza¢ni teplo je -85°C, krati se tak cas, pii kterém se mohou tvofit
krystaly (Nebesatova, 2001). V literatufe je uvadéno, ze pro kvalitni kryofixaci je nutna
chladici rychlost minimaln¢ 10 000°C/s (Robards a Sleytr, 1985).

Pro zkréaceni teplotniho intervalu lze vzorek oSetfit kryoprotektanty. Tyto latky
snizuji mnozstvi volné vody ve vzorku, snizuji teplotu nukleace (tvorby krystalickych
zarodkl) a zvySuji rekrystalizacni teplotu (Nebesarova, 2001). Kryoprotektanty délime na
dveé skupiny. Penetrujici, mezi které patfi glycerol, dimetylsulphoxid nebo etylen glykol a
nepenetrujici, jako napiiklad polyvinylpyrolidon ¢i sacharéza (Nebesarova, 2001).
Kryoprotektanty prostupuji vzorek a zabraiiuji tvorbé ledovych krystald.

Existuje n€kolik zpusobti zmrazeni. Vybér je zavisly na né€kolika podminkach,
jakami jsou jednoduchost, reprodukovatelnost, rychlost a finan¢ni nenaroc¢nost. Jednou

Z nejpouzivanéjSich metod je imerzni zmrazeni, kdy je vzorek je na kovovém nosi¢i ponoien
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do chladiciho media. Toto medium musi spliovat fadu zékladnich pfedpokladl, mezi které
patii zejména dobra tepelna vodivost, velka tepelna kapacita, vysoka tekutost pii nizkych
teplotach, vysoka hustota, bezpecné pouziti a nizkd cena. Propan a etan splnuji vétSinu
predpokladu, ale jedna se o latky vysoce vybus$né. Nejbéznéji pouzivanym chladivem je
kapalny dusik. Jeho nevyhodou je blizky bod tani (-210°C) a bod varu (-196°C)
(Nebesarova, 2001).

Druhou pouzivanou metodou je vysokotlaké mrazeni (HPF), pii kterém dochazi
ke zmrazeni vzorku do hloubky 200 um a $itky 2 mm (Schatten a Pawley, 2008). Jedna se o
metodu rychlého zmrazeni, kterd Ize pouzit pro vétsi vzorky nez 10 um. Pfi této metodé¢
dochazi ke sniZzeni bodu tani vody, a tim zmenSeni intervalu rastu krystali. Vzorek je
vystaven tlaku 2100 atm, nebot’ v tomto stavu se ve vodé netvoti krystaly ledu do teploty
-90°C. Pfi tlaku 2045 atm se sniZi teplota tdni z 0°C na -22°C a krystaly se netvoii az do
-100°C (Miiller a Moor, 1984; Hayat, 2000). Tato metoda vyzaduje specialni aparaturu, ale
poskytuje velmi dobré vysledky (Nebesarova, 2001). V idealnim piipadé je mikroskop
vybaven kryostolkem, ktery umoziiuje prohlizet preparat piimo ve vakuu pii teplotach okolo
-130°C (Jurecka a Nebesaiova, 2010) (Obr. 8).

Vzorek je po zmrazeni v tekutém dusiku pienesen do predkomory, kde muize byt
vysusen mrazovou sublimaci, pokoven, nebo upraven jednotlivymi metodami, které nam
umoznuji pohled na vnitini struktury. Mrazové ladmani odkryva vnitini povrchy cestou
nejmensiho odporu, nejcastéji podél membran. Jeho vyhodou je, Ze nedochazi k poskozeni
odhalovanych povrchil tlakem Ziletky. Mrazové leptani se provadi odkrojenim zmrzlého
preparatu a nasledna sublimace ledu ztakto obnaZen¢ho povrchu za snizeného tlaku
(Nebesarova, 2001).

Mezi hlavni vyhody kryofixace patii rychlost. K fixaci dochdzi b&éhem nékolika
milisekund, coZ je podstatné méné nez pfi jakékoliv znamé chemické fixaci. Zobrazuje
detaily, které pii chemické fixaci a zpracovani nebyvaji zachovany (Kusamichi, 1990).
Vysokotlaké mrazeni je nyni obecné uznavano jako zlaty standard pro pfipravu bunék a
tkani pro elektronovou mikroskopii (Hohenberg a kol., 2003). Rychlé zmrazeni nepochybné
imobilizuje bunécné struktury a dynamické dé€je mnohem rychleji a spolehliveji nez klasické
chemické fixace pii pokojové teploté (Miiller a kol., 1980; Sitte a kol., 1987; Heuser, 1997;
Mclintosh, 2001). Jednou z hlavnich nevyhod je naro¢nost na vybaveni a skladovani

zmrazenych preparatl (Nebesafova, 2001).
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Obr. 8. Popis postupu piipravy vzorku do KRYO-SEM (ptevzato z Gatanu, 2006)

3.3.3. Odvodnéni

Preparaty, které prohliZime ve vysokorozliSovacim SEM, nesmé&ji obsahovat vodu.
Ta by se pii vysokém vakuu explozivné uvoliovala. Proto se voda ve fixovanych vzorcich
postupné nahrazuje za jiné médium, které je misitelné s vodou. Vzorek je umistovan do
roztokl s rostoucim podilem dehydrata¢niho ¢inidla. Koncentrace vzristd postupné, aby
nedochézelo k poskozeni preparatu intenzivnim pohybem vody. I pfes to je dehydratace
povazovana za jeden z nejéast&jsich zdroji artefaktt (Goldstein a kol., 1981). Casto dochazi

K tvarovym i objemovym zménam vzorka (JureCka a Nebesarova, 2010). Preparat musi byt
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ponofeny do dostateéného mnozstvi dehydratacniho ¢inidla. Je nékolik zpusobu, jak
postupovat pii odvodnéni. Urychlenim a zkvalitnénim tohoto procesu muizeme dosahnout
ozafenim v mikroviné troubé v kazdém kroku (Nebesarova, 2001).

Nejcastéji se k odvodnéni uziva etanol nebo aceton. Etanol je nejbéznéji uzivanym

v

vvvvvv

drazdivosti, vybuSnosti a hoflavosti. Zptusobuje mensi tvarové deformace nez etanol a
v ptipad¢ suSeni metodou kritického bodu je narozdil od etanolu neomezené¢ misitelny
s kapalnym oxidem uhli¢itym (Nebesatrova, 2001).

Alternativou k témto dvéma béznym zplGsobim je dehydratace pomoci 2,2-
dimetoxypropanu (DMP). Vzorek je po fixaci a promyti pienesen do 100% 2,2-
dimetoxypropanu a ten reaguje s vodou za vzniku metanolu a acetonu (Goldstein a kol.,
1981; Nebesatova, 2001). Po 2 minutach se roztok vyméni za Cerstvy. Pokus provedeny na
priadusnici a prednim useku stieva laboratorni mysi popisuje DMP jako vhodnou alternativu
dehydratace. Vzorky s porovnanim k alkoholovym dehydrata¢nim ¢inidlam nevykazovaly
zadny rozdil (Kahn a kol., 1977; Maser a Trimble, 1977; Mraz a Polonyi, 1988). DMP je
levnéjsi a rychlejsi metodou, jelikoz odpada fyzicka vyména ¢inidel (Kahn a kol., 1977;
Maser a Trimble, 1977; Mraz a Polonyi, 1988). Reakce je vsak exotermicka, coz je jeden
z divodu pro¢ vysledky nedosahuji kvalit acetonového nebo etanolového odvodnéni
(Nebesatova, 2001). DMP je misitelny s kapalnym CO,, ¢imz umoziuje suseni kritickym
bodem (Maser a Trimble, 1977). Odvodnéni se miizeme vyhnout pfi pouziti nizkovakuového

nebo enviromentalniho mikroskopu, v nichz se daji pozorovat vzorky s 70-90% vody.

3.3.4. SuSeni

Je jednim z kritickych bodu ptipravy pro vysokovakuovy a vysokorozliSujici SEM.
Vzorek po dehydrataci obsahuje dehydratecni €inidlo, kterého se musime zbavit. Vzhledem
K existenci povrchového napéti kapalin je obycejné suSeni na vzduchu pfic¢inou tvarovych
deformaci ¢i dokonce rozpadu vzorku. Je nékolik zptsobti, jak mizeme vzorky vysusit bez
velkého poSkozeni. Mezi fyzikalni metody patii metoda kritického bodu a mrazova
sublimace. K chemickym metodam se pouzivaji latky s nizkym povrchovym napétim, jako je
napiiklad hexamethyldisilazan (HMDS). Vzacnéjsi alternativou téchto metod je komeréné

prodavana sloucenina Peldri 1l nebo mrazova sublimace t- butylalkoholu.
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SusSeni metodou kritického bodu

Metoda suseni kritickym bodem (CPD) byla objevena Andersonem roku 1951 pfi
studiu bakterialnich bi¢ika (Goldstein a kol., 1981) a jedna se o nejbéznéjsi metodu. Je
zalozena na dosazeni kritického bodu vhodné kapaliny. Pti urcitém tlaku a teploté dochazi
K vymizeni rozhrani mezi kapalnou a plynou fazi. V tomto bod¢ je ptrevedena veskera
kapalina do plynné faze. Pokud dojde k vypusténi plynu, vzorek je vysuSen, aniz by jim
proslo fazové rozhrani, které ho mize poskodit diky povrchovému napéti kapaliny (Jurecka
a Nebesarova, 2010).

Jako vhodné kapaliny se pouziva oxid uhli¢ity a diive také freon. Oxid uhli¢ity ma
kriticky bod pfti 30,85°C a 7,39 MPa, je levnéj$i a sndze ziskatelny nez freon (Goldstein a
kol., 1981). Oxid uhli¢ity je misitelny s amylacetatem a acetonem. Freon 13 ma kriticky bod
pfi teplot¢ 37,85°C a tlaku 3,87 MPa a je misitelny s acetonem. Dosahoval velmi dobrych
vysledkd, ale jeho uzivani bylo omezeno zdkonem. Voda ma kritickou teplotu pii
374,85°C, nelze pouzivatprotoze by doslo k uvatreni vzorku.

Pro vyuziti metody suSeni kritickym bodem je zapotiebi specialni aparatura (Obr. 9).
Ptistroj sestdva zkomurky, ktera je vychlazena vodou nebo adiabatickou expanzi
(Nebesarova, 2001). Do ni je vlozen vzorek ve specialnim ko$icku, ktery umoziluje
prosyceni pozivanou kapalinou. Po uzavieni komory je do ni pomalu, aby nevznikly
turbulence, napustén kapalny oxid uhli¢ity. Nekolikrat dojde k jeho vyméné, aby doslo
K nahrazeni organického rozpoustédla. Komirka je poté naplnéna oxidem ohli¢itym do cca
1/3. Po dosazeni kritického bodu je vznikly plyn pomalu vypustén nebot’ rychld dekomprese
by mohla poskodit vzorek. Po dosaZeni atmosférického tlaku otevieme komirku a vyjmeme
vysuseny vzorek (Nebesatova, 2001).

Tato metoda dosahuje velmi dobrych vysledki, a jeji velkou vyodou je odstranéni
problému s povrchovym napétim (Smith a Finke, 1972). Jeji nevyhodou je vSak casova
naro¢nost a nutnost pievést vzorky do acetonu kviilli omezené misitelnosti oxidu uhli¢itého
s etanolem a svodou. Tato metoda muze byt zdrojem nékterych artefaktti zplisobenych
tlakem (Barré, 2001; Jurecka a Nebesarova, 2010). U vétsich vzorki (> 1mm) mulze dojit
k otokiim nebo popraskani povrchi, zatimco u drobnych (pod 20 um) vzorki ke ztraté, nebo

u jemnych povrchovych struktur mitize k jejich slepeni (Hochberg a Litviatis, 2000).

22



Tank Chamber

Tank pressure Inlet pressure Exhaust
valve gauge valve gauge Window valve
| |F‘ | ‘
s ] g = =4z
e | 1 0 } i?' \ ¢ == ,__—J' \l \
: L Pressure l
. bomb
/./ | Sample
A —— CO, gas | holder
= |
—— 002 liquid LL Temperature
control
' — Chamber
: 3 1 temperature
— Siphon tube e gauge

U
Obr.9. Schéma aparatury na metodu suseni kritickym bodem (pfevzato z Bozzoly a Russella, 1999).

Mrazova sublimace

Je Setrnou metodou pro piipravu biologickych vzorkl. Podstatou metody je pomala
sublimace ledu z hluboce zmrazeného vzorku, ke které dochazi ve vakuu pii kontrolovaném
vzestupu teploty. Nejcastéji pouzivanym mrazicim médiem je stejné jako u kryofixace tekuty
dusik. Biologické vzorky se 1isi tvarem, velikosti a strukturou, coz neumoziuje stanovit
jednotna pravidla pro jejich piipravu. Cas mrazové sublimace v optimalnich vakuovych
podminkach je zavisly na teploté preparatu, z cehoz plyne, Ze nejkrat$iho Casu je dosahovano
je-li vzorek drzen pravé pod rekrystalizaéni teplotou (Marousek, 2007). Pro biologické
vzorky neni pouzivana vyssi teplota nez -80°C, nebot nedochazi k degradaci vzorku a
sublimace probiha v pfijatelném ¢asovém horizontu (Marousek, 2007). Mrazova sublimace
se provadi ve specidlnich aparaturach, jako naptiklad Kryoattachment ALTO 2500 nebo
v lyofilizatoru, kde vysledky =zavisi na odolnosti preparatu a casto byvaji

nereprodukovatelné. Tato metoda je u¢innou moznosti suseni.

Hexamethyldisilazan

Nation (1983) popsal alternativni metodu suSeni spocivajici v suSeni na vzduchu za
pomoci hexamethyldisilazanu (HMDS). Tato metoda byla s uspéchem pouzita u bakterii
(Araujo a kol., 2003), u kultivovanych jaternich endotelidlnich bun€k a cévnich vzorki

(Breat a kol., 1997; Slizova, 2003), u rostlin (Chissoe a kol., 1994), obrnének (Botes a kol.,
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2002), vodnich bezobratlych, jako napiiklad vajicek koryst, perloocek a brichobrvek
(Moraes a Bouzon, 1995; Hochberg a Litvaitis, 2000; Laforsh a Tollrian, 2000), skebli
(Schone a Bentley, 2002; Barré a kol., 2006), a u hmyzu (Nation, 1983; Heraty a Hawsk,
1998). HMDS je chemikalie uzivana v plynné chromatografii, ktera ma nizs$i povrchové
napéti nez voda a podle nékterych zdroji poskytuje strukturadlni podporu vytvorenim
proteinovych siti (Nation, 1983; Breat a kol., 1997).

Jako su$ici medium HMDS reaguje s vodou za vzniku hexamethyldisiloxanu a
¢pavku, ktery se po odpafeni vzorek kompletné¢ vysuSi (Heraty a Hawsk 1998). Po
dehydrataci 100% alkoholem pievedeme vzorek do HMDS a nechdme 10 minut prosytit.
Poté odsajeme veskerou tekutinu a nechame vzorek na vzduchu vysusit cca 10 minut.

Tato metoda piinasi fadu vyhod. Pfedevs§im nevykazuje takové smrsténi a poSkozeni
jako suSeni na vzduchu ani tlakové deformace jako u CPD, také dobie zachovava jemné
povrchové struktury (Hochberg a Litvaitis, 2000; Barré a kol., 2006). Jedna se o dobrou
alternativu CPD, ktera je levna s vyraznou ¢asovou tsporou (Araujo a kol., 2003; Al-Salihi,
2004; Barré a kol., 2006; Al-Jashamy a Islam, 2007). HMDS je vsak toxicky a s drazdivymi
ucinky, a proto je nutné pracovat s nim v digestofi. Jednim z neptiznivych vysledkl suSeni
HMDS je obcasné srazeni zlata v ptipadé, ze nedojde k iplnému odpareni roztoku pied
pokovenim. Tomu Ize zabranit prodlouzenim ¢asu odpateni (> 15min). Podobné artefakty

nebyli u CPD pozorovany (Bray a kol., 1993; Hochberg a Litvaitis, 2000).

Peldri 11

Byl komer¢né dodavany prostiedek, ktery se uzival jako srovnatelna metoda k suSeni
kritickym bodem. Tato latka je za pokojové teploty tuha a nad 25°C se stava tekutou. Postup
uziti je nasledujici. Po odvodnéni se vzorek prosyti roztokem Peldri Il a na pét minut umisti
do nizsi teploty (4°C). Poté co sloucenina ztuhne bez tvorby krystali pfemistime vzorek do
vakua a dojde k sublimaci a vysuSeni vzorku (Zimmer, 1989; Dystka, 1993; Nebesatova,
2001). Cas sublimace je zavisly na mnozstvi chemikalie, kvalité vakua, velikosti vzorku a
povrchu (Zimmer, 1989). Vysledky, kterych dosahuje Peldri Il, jsou srovnatelné s CPD
(Bray a kol., 1993).

Povrchova morfologie je zachovana a strukturalni znaky jsou dobie viditelné.
Vyhodou této metody o proti CPD je rychlost, ¢asova uspora, moznost zpracovat veétsi
mnozstvi vzorkll a absence drahych aparatur. Velkou nevyhodou je v soucasné dobé jeji

vysoka cena.
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Vakuova sublimace t- butylalkohlem (TB)

Jedna se o dalsi ze SetrnéjSich zptsobu suSeni vzorku (Inoué a Osatake, 1988).
Principem této metody je prosyceni odvodnénych vzork TB, ktery je pfi teploté nad 25°C
kapalny. Nasledn¢ jsou vzorky zmrazeny a odsublimovany ve vakuu. Ve srovnani s CPD
vykazuje tato metoda mensi objemové zmény (PSeniCka a kol. 2010). Vzhledem k lepsi

dostupnosti se stava v nékterych laboratotich ndhradou za Peldri II.

3.3.5. Lepeni

Po vysuseni je tfeba vzorky uchytit na vhodny nosi¢, nejcastéji hlinikovy teréik
(Obr. 10). Vzorek mizeme na terciky upevnit pomoci lepidla, které musi spliiovat urcité
pozadavky: nesmi obsahovat vodu a byt vzlinavé, musi byt vodivé, musi byt stabilni ve
vakuu a udrzet vzorek i pii naklonu (Nebesatova, 2001).Vhodna je naptiklad oboustranna
lepici paska nebo koloidni stfibro. Nastaveni pozice vzorku je mozné kontrolovat pod
stereomikroskopem. Tato Cast pfipravy vyzaduje pfesnost a citlivost, protoze mize dojit

k poskozeni nebo ztraté vzorku.

Obr. 10. Vhodné nosice pro uchyceni biologickych vzorkl pro skenovaci elektronovou mikroskopii
(pfevzato z Bozzoly a Russella, 1999)

3.3.6. Pokoveni

Biologické preparaty zbavené vody jsou elektricky a tepelné témét nevodivé. Pri
narazu primarnich elektronti na povrch nepokoveného preparatu dojde k nabijeni projevujici
se deformacemi a ztratou ostrosti obrazu. Pokoveni spoc¢iva v pokryti preparatu tenkou
vrstvou (10-20nm) kovu, nejcastéji zlata, platiny nebo slitiny palatiny a paladia. Tato vrstva
ma za ukol odvadét negativni ndboj, zvysit intenzitu signdlu a minimalizovat poskozeni

teplem. Pokoveni se provadi riznym zpisoby. Vybér kovu se odviji od pozadované
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granulity vrstvy kovu (¢im je mensi tim je pokoveni kvalitngjsi). Obecné plati, Ze ¢im véEtsi
je bod tani (Au 1063°C, Pt 1550°C) , tim men$i je granulita (Au 5-7 nm, Pt 5 nm)
(Nebesarova, 2001).

Princip vakuového napatfovani (Obr. 11) spoéiva v zahiati kovu ve vakuu na teplotu,
pti které dochazi k odparovani molekul zjeho povrchu. Ty se S§ifi vSemi sméry a po
dopadnuti na chladnéj$i predméty kondenzuji. Vyhodou této metody je moznost pokovit i
velké vzorky. Nevyhodou je mozna tvorba stin, jenz lze odstranit rotaci stolku a
opakovanym pokovenim (Nebesarova, 2001).

Iontové naparovani (Obr. 11) je zaloZeno na vzniku usmérnéného vyboje v prostiedi
nizkotlaké argonové atmosféry ucinkem elektrického napéti. Dochazi k ionizaci plynu a
ionty jsou pfitahovany ke katod¢, kterd obsahuje prstenec z naprasovaného kovu. Ionty kovu
nardzeji do prstence a vyrazeji Castecky kovu, které se rozptyluji srazkami s dalSimi
molekulami a s ionty plynu vytvéfeji prostorovy mrak. Tento mrak obali povrch preparatu
tenkou vrstvickou kovu (Nebesatrova, 2001).

Vytvofit vrstvicku kovu na povrchu preparatu lze i chemickou cestou, a to
impregnaci. Tato metoda se uziva pokud neni k dispozici vhodna aparatury nebo je vzorek
¢asteCn¢ vodivy. Nejznaméjsimi metodami jsou TAO (Tannic Acid-Osmium), kterd je
zalozena na reakci osmia a kyseliny tanové (Murakami, 1974) a OTO (Osmium-
Thiocarbohydrazide-Osmium), zalozena na schopnosti thiokarbohydrazidu vazat osmium
(Kelley a kol., 1973). Tyto a jiné techniky zalozené na chemické impregnaci kovem jsou

shrnuty v pracich Mungera (1977) a Murpheye (1978, 1980) (Goldstein a kol., 1981).
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Obr. 11. Schéma pokovovaci aparatury. A. Vysokovakuova, B. Tontova (pievzato
Z Mraze a Polonyiho, 1988)
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4. Metody a material

4.1. Modelovy organismus

Jako modelovy organismus pro testovani vhodnosti jednostlivych metod fixace a

ptipravy vzorki na SEM jsme zvolili tasemnice rodu Senga Dollfus, 1934 (Cestoda:

Bothriocephalidea) z ryby Channa micropeltes (Cuvier, 1831) (Perciformes: Channidae),
které se hojné vyskytuji ve sladkych vodach Asie (Kuchta a kol., 2008) (Obr. 12). Ryby
¢eledi Channidae (hadohlavci) jsou ¢astymi hostiteli tasemnic rodu Senga (Obr. 13). Dosud

jich bylo popsano kolem tficeti druhd z nichz 4 druhy jsou popsany z ndmi zvoleného

hostitele C. microspeltes. Dospélé tasemnice se nachazely ve stieve, skolexem ptichyceny ke

sliznici pylorickych ptivéska (Obr. 14A, B). Vzhledem k slozité systematice rodu Senga,

nejsme schopni tohoto zastupce identifikovat do druhu a uvadime jej jako Senga sp. (Kuchta

a Scholz, 2007).
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Obr. 12. Rosifeni hostitele Channa micropeltes (pfevzato z Courtenay a Williams, 2004)
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Obr. 14. Dospélé tasemnice Senga sp. ve stievé Channa micropeltes (pitva).

Materidl byl ziskan Skolitelem pfi studium parazith ryb v Kambodzi a Vietnamu.
Tasemnice rodu Senga byly nalezeny v hojném poctu ve vSech 5 vySetfovanych hostitelich,
ktefi byli ziskani na rybim trhu v Phompenhu (18. x. 2010) a pochazeli z chovu. Pro tuto
praci byly zvoleny tasemnice ze tii hostitelt (hostitelska ¢isla VNT- 382, 384, 385).

Nasledujici struény popis je =zalozen na materidlu fixovaného horkym
formaldehydem. Dosp¢lé tasemnice jsou stfedné velké (kolem 10 cm). Skolex je ovalny se
dvémi dorzoventralnimi mélkymi bothriemi (Obr. 15A). Velikost skolexu je 672-914 x
255-301 pum (n = 4). Skolex ma maximalni $ifku v zadni ¢asti (255-301 um) (n = 4). Je
opatfen apikalnim diskem, ktery je ozbrojen jednou fadou hacku, které jsou usporadany do
kruhu, ktery mlze byt prerusen dorzoventralné nad bothriemi (Obr. 15A, B) Pocet hackt
koliz4 mezi 49-54 (n = 5); hacky jsou 50-74 pum dlouhé a 610 pm Siroké (n= 20). Nejvetsi
hacky se nachdzeji na pfechodu mezi dorzoventralni a laterdlni stranou, naopak nejmensi
hacky jsou na dorzoventralnich stranach apikalniho disku (Obr. 18 H). Kréek chybi, prvni

kraspedotni ¢lanky se nachdzeji hned za skolexem.
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Povrch je pokryt kapiliformnimi filitrichy (viz. Chevy, 2009) (Obr. 19-21). Na
scolexu se nachazeji také tumuly. Jedna se o vystouplé kulovité struktury o velikosti
v priméru 1-2 um (Obr. 19H). Jejich funkce je nejasna, ziejmé senzoricka (Obr.19-21).

Tvar prvnich segmenti je vicemén¢ ¢tvercovy, gravidni segmetny jsou zpravidla Sirsi
nez delsi (899-1220 x 126-313 pum) (n=25). Podélna svalovina je dobfe vyvinutd. Pocetna
varlata maji kulovity tvar a jsou ulozena ve dvou lateralnich polich (Obr. 15C) a piechazeji
do dalsich segmentt. Cirovy vak je ovalny, uloZen medialné¢ ve stiedni Casti segmentu za
déloznim vackem (Obr. 15C). Cirus je neozbrojeny. Vaje¢nik se nachdzi v zadni Casti
segmentu a sklada se ze dvou symetrickych lalokt (Obr. 15C). Mnohocetné zloutkové
folikuly jsou v kortikalnim parenchymu ve dvou lateralnich polich (Obr. 15D). Nepterusené
ptechazeji z jednoho segmentu do druhého. Vagina vyustuje za cirovym vakem. D¢lozni
kandl je tvofen cetnymi klickami. Terminalni ¢ast délohy se v gravidnich segmentech
rozsifuje do ovalného vaku, ktery vyplnuje velkou ¢ast segmentu (Obr. 15E). Déloha se
otvira dé€loznim porem, ktery je umisténa pted stfedem ¢lanku. Vajicka jsou ovalna s
pevnym obalem, s vickem (operculum) a nejsou embryonovana (neobsahuji zformovanou

onkosféru s embrynélnimi hacky).
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200pm

Obr. 15. Mikrofotografie tasemnice Senga sp. z Channa micropeltes fixované horkym
formaldehydem (trvalé preparaty). A. Skolex, dorzoventralni pohled;; B. Skolex, apikalni pohled
(roztlak); C. Zralé segmenty, zaostfeno na organy medialnim (dfeiovém) parenchymu; D. Zralé
segmenty, zaostfeno na kortikalni parenchym; E. Gravidni segmenty; 1. Bothrie; 2. Apikalni disk
s hacky 3. Varlata, 4. Cirrovy vak, 5. Vajeéniky, 6. Zloudkové Zlazy, 7. Déloha, 8. Déloha plna
vaji¢ek v gravidnim segmentu.
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4.2. Fixace materialu

Ryby byly ihned po zakoupeni vypitvany podle standardnich postupt (Ergens a Lom,

1970). Stifevo bylo rozsttizeno a jeho obsah prohlizen proti temnému pozadi. Jednotlivé zivé

tasemnice byly vyjmuty pomoci mékké entomolgické pinzety a o€iStény oplachovanim ve

fyziologickém roztoku. Nasledn¢ byly zivé tasemnice rozdéleny do 7 skupin podle zpisobu

fixace zhruba po 5 jedincich (u nékterych jedinci byl odtrzen skolex) (Obr. 16).

w0

Okamzita fixace 4% horkym formaldehydem (HF) (Obr. 16A).

Okamzita fixace studenym 4% formaldehydem (CF) (Obr. 16B).

Okamzitd fixace 1,5% glutaraldehyd a 1,5% formaldehyd (pfipraveny
z paraformaldehydu) v 0,1M HEPES pufru (pH 7,4) (GA) (Obr. 16C)

Okamzita fixace studenym 70% alkoholem (70%) (Obr. 16D).

Relaxace ve fyziologickém roztoku po dobu 20 hodin (do jejich odumfeni) pfi
pokojové teploté (cca 28 °C) a poté fixace ve studeném 4% formalinu (FO) (Obr.
16E).

Relaxace 5 hodin (do jejich odumieni) v pokojové teploté (cca 28°C) v Cisté vodé a
nasledna fixace studenym 4% formaldehydem (H,O) (Obr. 16F).

Fixace tlakem mezi dvémi sklenénymi deskami 20 minut za soucasného piidani

studeného 4% formaldehydu (ROZ) (Obr. 16G, H).

4.3. Roztlakové a trvalé preparaty

Pocet a velikost hackil zjiStujeme na roztlakovych preparatech (Kuchta a Caira,

2010). Vybrané skolexy byly pievedeny do destilované vody na 10 min, poté do Berlandova

roztoku (roztok 4%formaldehydu a kyseliny octové) na dalsich 10 min. Nakonec byly

vzorky preneseny na podlozni sklicko, prekryty krycim sklickem, roztlaCeny a studovany

pod mikroskopem (Olymus BX 51). Trvalé preparaty byly ptipraveny podle standardnich

postupil (Scholz a Hanzelova, 1998).
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Obr. 16. Mikrofotografie tasemnic Senga sp. z Channa micropeltes fixovanych odlisnym zptsobem.
A. Horky 4% formaldehyd; B. Studeny 4% formaldehyd; C. Studeny 1,5% glutaraldehyd a 1,5%
formaldehyd; D. Studeny 70% etanol; E. Studeny 4% formaldehyd po relaxaci ve fyziologickém
roztoku pfti pokojové teploté; F. Studeny 4% formaldehyd po relaxaci ve vodé pti pokojové teploté;
G,H. Fixace tlakem a studenym 4% formaldehydem.

4.4. Priprava preparatu pro SEM

4.4.1. SuSeni HMDS bez postfixace

Vsechna fixacni €inidla byla po ndvratu do laboratofe nahrazena 70% alkoholem.
Z kazdé skupiny bylo odebrano 2—8 skolexi a nékolik kousku strobily délky 1cm, které byly
podrobeny piipravé na SEM podle metodiky Kuchty a Cairy (2010).

Po fixaci byly casti strobil a skolexy odvodnény vzestupnou alkoholovou fadou

(70%, 80%, 90%, 96% a 2x 100% etanol v intervalu 15 minut). Poté byly vzorky ponofeny
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na 10 minut do hexametyldisilazanu (HMDS) a po odstranéni média vysuseny v digestofi po
dobu cca 10 minut. Vysusené vzorky byly umistény pomoci oboustranné lepici pasky na
nosny hlinikovy ter¢ik a ve vakuu pokoveny vrstvickou zlata metodou iontového
naprasovani (cca 10 nm). Vysledné mikrofotografie byly pofizeny za pomoci mikroskopu
FESEM JSM 7401F pii urychlovacim napéti 4 kV. VSechny mikrofotografie povrchu byly
pofizeny pfi zvétseni 10.000x z dorzoventralni strany pod hacky (Obr. 19-21)

4.4.2. Postfixace oxidem osmicelym a suSeni HMDS

Cast vzorkt fixovanych ve 4% horkém formaldehydu (HF) byla postfixovana 2%
roztokem oxidu osmicelého (OSM). Vzorky pro tento postup byly ze 70 % alkoholu
prevedeny sestupnou alkoholovou fadou do destilované vody. Ke vzorku byl piidan 2% oxid
osmicely a vzorek byl ulozen ve tmé po dobu 20 hodin pii 4°C. Dale byl vzorek zpracovan

standardnim zptisobem (Kuchta a Caira, 2010).

4.4.3. SuSeni metodou kritického bodu

Pro porovnani jsme zvolili i n€kolik metod suSeni. Vedle standardniho postupu za
pouziti HMDS jsme ¢ast vzorkd fixovanych ve 4% horkém formaldehydu zbavili
dehydratac¢niho ¢inidla metodou kritického bodu (CPD). JelikoZ neni oxid uhli¢ity misitelny
s etanolem, byly vzorky pfevedeny vzestupnou fadou do acetonu (koncentrace 25%, 75% a
100%, vzdy 15 minut). S pouzitim aparatury Pelco CPD Il byly vzorky vysuseny v tlakové

komote pomoci kapalného oxidu uhlicitého.

4.4.4, Mrazova sublimace

Na vysuSeni posledni skupiny jsme pouzili metodu mrazové sublimace (KRYO).
Tasemnice byly uchyceny do specialniho nosice lepidlem a zmrazeny v tekutém dusiku o
teploté -135°C. Pomoci aparatury byly vysuseny mrazovou sublimaci pii -95°C, vysouseni
trvalo od 2 do 20 minut. Nasledn¢ byly vzorky pokoveny slitinou platiny a paladia ve

vrstvou tloustky 10 nm a prohlizeny pfi teploté -130°C v komote mikroskopu.
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4.5. Skenovaci elektronovy mikroskop FESEM JSM-7401 F

Na naSe pozorovani jsme pouzili skenovaci mikroskop JSM-7401 F. Jedna se o
nizkonap&tovy mikroskop japonské firmy JEOL s ultravysokym vakuem (10° Pa) a
rozliSovaci schopnosti 1 nm pii 15 kV a 1,5 nm pii 1 kV. Zdrojem elektronii je studena
autoemisni tryska typu (field emission — FE). Velikost tohoto elektronového zdroje je od 5
do 10 nm a umoznuje vytvoieni elektronového svazku v fadech nanometri. Teoretické
zvétSeni je v rozsahu od 25 do 1.000.000x. Zvétseni udava pomér mezi velikosti obrazu na
monitoru K velikosti snimané plochy na vzorku. Hodnota zvétSeni se zvySuje S tim, jak se
zmensSuje velikost snimané plochy na preparatu.

V blizkosti preparatu jsou umistény detektory signalu. Tento mikroskop je vybaven
dvéma detektory sekundarnich elektronti (SE) a jednim detektorem zpétné odrazenych
elektronti (BSE). Na boé¢ni strané¢ od preparatu je umistén prvni detektor sekundarnich
elektront LEI (Lower), zatimco druhy SEI (Semi-in-lens) se nachazi uvnitt posledni
objektivové elektromagnetické cocky. SEI detektor je vhodny pro kratsi pracovni vzdalenost
(6 mm a mén¢). Obraz je méné plasticky, ale poskytuje vice povrchovych detaild. LEI
detektor pouzivame pro del§i pracovni vzdalenost. Detektor zpétné odrazenych elektront
Autrata-YAG se nasouvd mezi preparat a posledni elektromagnetickou cocku. Jedna se
monokrystalicky scintilacni detektor s citlivosti pro BSE s energii od 1,5 keV.

Pti srazce primarniho svazku s povrchem preparatu dochazi k uvolnéni elektronti
sruznou energetickou hladinou. Mikroskop je také vybaven r-filtrem, ktery zajistuje
selektivni detekci sekundarnich nebo zpétné odraZenych elektronli o stejné energii, a tim
muze snizit nabijeci efekt. Elektrony o nizké energii jsou zachyceny filtrem a detekovéany
jsou elektrony s vyssi energii. Tento mikroskop také umoziuje uziti nékolika prohlizecich
moédua. Vedle standartniho SEM modu (pfi vysokém rozliSeni) miZeme pouZzit LM madd pro
zobrazovani obrazu pii malych zvétSenich a vyhledavani v §ir§im zorném poli. Novou
technologii tohoto mikroskopu je GB mod, ktery zachovava vysoké rozliSeni pii nizkém
urychlovacim napéti (0,1-3 kV). Elektronovy svazek je pied dopadnutim na povrch
preparatu zbrzdén. Vyhodou je udrzeni uzkého elektronového svazku, a tim vysoké
rozliSovaci schopnosti, snizeni okrajového a hranového jevu, zamezi nabijeni a poskozeni
preparatu. Sb a Bs mod umoZznuji kombinovat materidlovy (BSE) a topograficky (SE)
kontrast. Mikroskop JSM-7401F je vybaven kryokomorou ALTO 2500 firmy Gatan,
umoznujici prohlizeni cerstvych vzorkll a jejich dalsi upravu jako lamani, mrazovou

sublimaci a nasledné pokoveni (JEOL, 2005).
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5. VYSLEDKY

5.1. Vyhodnoceni jednotlivych zpiisobi fixace

5.1.1. Fixace horkym 4% formaldehydem (HF)

Tato metoda se ukézala jako nejvhodnéjsi, protoze vysledky nejlépe odpovidaly
nativnimu stavu. VIivem vysoké teploty doslo k okamzitému usmrceni tasemnice bez
vyraznych morfologickych zmén. T¢lo tasemnice se natdhlo a nedochazelo Kk jeho
pokrouceni (Obr. 16A). Tvar skolexu i segmentli byly dobfe zachovany (Obr. 17A, 18A).
Jednotlivé segmenty mély navzajem podobny tvar bez deformaci. Pti porovnani ¢tyt skolexi
fixovanych horkym formaldehydem nevykazoval zadné vyrazné svrasténi a jejich povrch byl
hladky bez ryh. Tvarové rozdily byly napochybné zpiisobeny vnitrodruhovou (individuélni)
variabilitou nikoliv zptisobem piipravy (Obr. 18A, 20A—C). Povrch tasemnic nebyl porusen,
jednotlivé mikrotrichy byly dobré odd€leny (nebyly slepeny do svazkll) a tumuly byly dobie
viditelné (Obr. 19A, H, 20G).

5.1.2. Fixace studenym 4% formaldehydem (CF)

Vlivem niz§i teploty dochézelo k pomalému usmrceni tasemnice pouze pronikanim
fixaZze do jejich téla, coz vedlo k tvarovym a velikostnim deformacim (Obr. 16B). T¢la
tasemnic byla zkroucena. Tvar skolexu vykazoval mirné rozdily mezi obéma vzorky a
povrch (okraj) skolexu byl nerovny (nesymetricky) (Obr. 17B). Jednotlivé segmenty byly
nepfirozené¢ smr§téné a zvrasnéné (Obr. 18B). Povrch tasemnic nebyl poskozen, ale

jednotlivé mikrotrichy byly slepeny a ptekryvaly tumuly, které nebyly viditelné (Obr. 19B).

5.1.3. Fixace studenym 1,5% glutaraldehydem a 1,5% formaldehydem (GA)

Tak jako u ptedchozi skupiny dochazelo vlivem nizsi teploty k pomalému usmrceni
tasemnic pouze vlivem pronikdni fixa¢niho ¢inidla. U této fixace doSlo k mnohem vétSimu
svrasténi téla tasemnice, nez u predchozi skupiny (Obr. 16C). Skolex byl také vice tvarové
pozménén nez pii fixaci studenym formaldehydem a na jeho povrchu byly ryhy (Obr. 17C).

Jednotlivé segmenty vykazovaly znacné tvarové deformace vlivem smrsténi (Obr. 18C).
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Povrch nebyl poskozen, avSak jednotlivé mikrotrichy byly silné slepeny a tumuly nebyly
dobte viditelné (Obr. 19C).

5.1.4. Fixace 70% etanolem (70%)

Opét se jednalo 0 metodu s vyuzitim studeného fixac¢niho ¢inidla jako v pfedchozich
dvou skupinach. Také zde dochazelo k tvarovym a velikostnim zménam (Obr. 16D).
Skolexy u této skupiny vykazovaly nestandardni tvarové rozdily a tvar a povrch byly
pokryty vraskami (n = 3) (Obr. 17D). Segmenty byly zvrasnéné, avSak ne tolik svrastélé jako
u predchozich dvou skupin (5.1.2., 5.1.3.) (Obr. 18D). Povrch nebyl poskozen, ale
mikrotrichy byly znaéné slepeny ve shlucich a piekryvaly tumuly, které nebyly viditelné
(Obr. 19D).

5.1.5. Relaxace ve fyziologickém roztoku pred fixaci studenym 4% formaldehydem

(FO)

Na rozdil od predchozich metod zde nedochazelo k fixaci tasemnic okamzité, coz
zvySovalo moznost artefakti a posmrtnych zmén. U této skupiny nastalo nepiirozené
zkrouceni téla tasemnic (Obr. 16E). Skolexy byly vyrazné¢ deformované a tvarové se mezi
sebou lisily. Tvar byl asymetricky a povrch pokryt ryhami (n = 3) (Obr. 17E). Segmenty
byly zna¢né deformované a nebylo moZzné je mezi sebou rozlisit, nebot’ jejich tvar byl
vyrazn¢ pozménén (Obr. 18E). Povrch byl nepochybné posSkozen posmrtnymi zménami.
Mikrotrichy byly ¢aste¢né slepeny a na nékterych mistech vypadané, tumuly byly dobie
viditelné (Obr. 19E).

5.1.6. Relaxace ve vodé pied fixaci studenym 4% formaldehydem (H,O)

Stejné€ jako predchozi skupina nedochazelo k fixaci ihned coZ zpisobilo posmrtné
zmény. K usmrceni tasemnic doslo mnohem diive nez u ptedeslé skupiny (v priiméru 5 hod
proti 20 hod), pfesto byly ndmi pozorované zmény vyrazngjsi. Tasemnice byly nepfirozené
zkroucené (Obr. 16F). Skolexy v této skupiné také vykazovaly rozdily ve velikosti i tvaru.
Povrch skolexu byl asimetricky a zvrasnén (Obr. 17F). Segmenty byly nepfirozeného tvaru a

deformované, nékdy vyrazn€ protahlejsi nez pii pouziti ostatnich metod(Obr. 18F). Povrch i
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pfi menSich zvétSenich byl viditelné poSkozen. Mikrotrichy byly z velké ¢asti vypadané a

tumuly nebyly pozorovany (Obr. 19F).

5.1.7. Fixace tlakem s pridanim studeného 4% formaldehydu (ROZ)

U této metody dochazelo k castecnému roztlaceni tasemnic a okamzitému piidani
fixacniho ¢inidla (Obr. 16G, H). Pasobenim tlaku nastaly zna¢né neptirozené morfologické
zmény ve tvaru a velikosti strobily (Obr. 16G). Tudiz skolexy (n = 2) i segmenty byly
znaéné deformované a liSily se mezi sebou tvarové (Obr.17G; 18G). Tvar skolexu byl
asymetricky a vnitini ¢ast botrii byla pokryta ryhami. Povrch byl pomérmé dobte zachovaly.
Jednotlivé mikrotrichy byly ¢aste¢né slepeny a tumuly byly ¢astené viditelné jako u fixace

studenym 4% formaldehydem (CF) (Obr. 19G).
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Obr. 17. Mikrofotografie skolexti Senga sp. z Channa micropeltes po rtiznych fixacich. A. Horky 4%
formaldehyd. B. Studeny 4% formaldehyd. C. Studeny 1,5 %glutaraldehyd a 1,5% formaldehyd.
D. Studeny 70% etanol. E. Relaxace ve fyziologickém roztoku pii pokojové teploté a nasledna fixace
studenym 4% formaldehydem. F. Relaxace ve vodé pii pokojové teploté a nasledna fixace studenym
4% formaldehydem. G. Fixace tlakem a studenym 4% formaldehydem. Hvézdicka (*) oznacuje misto
mikrofotografii povrchu (viz.Obr. 19)
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Obr. 18. Mikrofotografie segmentl tasemnice Senga sp. z Channa micropeltes po ruznych fixacich.
A. Horky 4% formaldehyd. B. Studeny 4% formaldehyd. C. Studeny 1,5% glutaraldehyd a 1,5%
formaldehyd. D. Studeny 70% etanol. E. Relaxace ve fyziologickém roztoku pfi pokojové teploté a
nasledna fixace studenym 4% formaldehydem. F. Relaxace ve vodé piti pokojové teploté a nasledna

fixace studenym 4% formaldehydem. G. Fixace tlakem a studenym 4% formaldehydem. H.
Mikrofotografie apikalniho disku.

39



Obr. 19. Mikrofotografie povrchu tasemnic Senga sp. z Channa micropeltes po riznych fixacich
z dorzoventralni strany v oblasti pod hacky pii zvétseni 10 000x (viz Obr. 15A). Sipky oznaduji
tumuly. A. Horky 4% formaldehyd. B. Studeny 4% formaldehyd. C. Studeny 1,5% glutaraldehyd a
1,5% formaldehyd. D. Studeny 70% etanol. E. Relaxace ve fyziologickém roztoku pfi pokojové
teploté a nasledna fixace studenym 4% formaldehydem. F. Relaxace ve vodé pii pokojové teploté a
nasledna fixace studenym 4% formaldehydem. G. Fixace tlakem a studenym 4% formaldehydem. H.
Detail tumulu pfi fixaci horkym 4% formaldehydem.

40



5.2. Vyhodnoceni ruznych zptsobu piipravy pro SEM

5.2.1. Postfixace oxidem osmic¢elym (OSM)

Pfi menSich zvétSenich nebyly patrné rozdily se vzorky bez postfixace (Obr. 20A).
Pouze pfti vétSich zvétSenich pii pohlizeni dochazelo méné Casto k nabijeni povrchu vzorku.

Ani povrch tasemnic nevykazoval Zadné zmény oproti vzorkium bez postfixace (Obr. 20D).

5.2.2. SuSeni metodou kritického bodu (CPD)

Tato metoda suseni byla pouzita pro srovnani s chemickou metodou suseni pomoci
HMDS, ktera byla pouzita u vSech predchozich skupin. U naSich vzorkl jsme nenasli rozdily

mezi témito dvéma metodami ani pii vétSich zvétsenich (Obr. 20B, E).

5.2.3. SuSeni mrazovou sublimaci (KRYO)

Touto metodou jsme se chtéli vyhnout dehydrataci vzorkli. Vyzkouseli jsme nékolik
¢asovych intervalti od 2 do 20 minut (Obr. 21). Tvar skolext i segmentt je dobfe zachovan
(Obr. 20C). Vyrazné zmény byly pozorovany pii vétSim zvétSeni. Povrch vzorkll byl
jednolity, jednotlivé mikrotrichy byly navzajem slepeny a tvofily povlak piekryvajici tumuly

(Obr. 20F). I pti prodluzovani doby sublimace se tento problém nevyfesil.
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Obr. 20. Mikrofotografie skolexii tasemnice Senga sp. z Channa micropeltes pfipravenych riznymi
metodami. A. Postfixace oxidem osmicelym. B. SuSeni metodou kritického bodu. C. Mrazova
sublimace, 2 min pii -95°C. D-G. Mikrofotografie povrchu z dorzoventralni strany v oblasti pod
hagky pii zvétseni 10 000x (viz Obr. 17A). Sipky oznaluji tumuly. D. Postfixace oxidem osmicely.
E. Suseni metodou kritického bodu. F. Mrazova sublimace, 2 min. -95°C. G. Suseni pomoci HMDS.
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Obr. 21. Mikrofotografie povrchu z dorzoventralni strany v oblasti pod hacky pii zvétseni 10 000x
(viz Obr. 17A) tasemnice Senga sp. z Channa micropeltes susené mrazovou sublimaci pfi -95°C a
rtznou dobu. Sipky oznacuji tumuly. A. 5 minut; B. 10 minut; C. 15 minut; D. 20 minut.
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6. DISKUZE

6.1. Problematika taxonomie rodu Senga Dollfus, 1934

Systematika rodu Senga je velmi slozita. V nejnovéjsi revizi fadu Bothriocephalidea
byli vSichni zastupci ze sladkovodnich ryb Asie s ha¢ky na apikalnim disku zahrnuti do rodu
Senga ( viz.Kuchta a kol., 2008). Zastupci tohoto rodu byli popsani ze sladkovodnich ryb
péti Celedi Bagridae Bleeker, 1858; Channidae Scopoli, 1777; Cyprinidae Bleeker, 1858;
Mastacembelidae Scopoli, 1777 a Osphronemidae Bleeker, 1858. Zastupci rodu Senga a
Polyonchobothrium popsani z Afriky (zejména ze sumct Celedi Claridae) byli zafazeni do
jinych rodd (Kuchta a kol., 2008). Vzhledem Kk hostitelské specifité jinych zastupct fadu
Bothriocephalidea je pravdépodobné, Ze v jednom druhu (nebo dokonce rodu) hostitele se
bude vyskytovat pouze jeden druh rodu Senga, jak ptedpokladali Kuchta a Scholz (2007).
Situace v Asii je komplikovana piedevsim kvuli velkymu po¢temu nedostatenych popist
novych druhii, které casto dokonce odporuji pravidlim zoologické nomenklatury.
V soucasné dob¢ je z Asie popsano cca 50 druhti. K diikkladné revizi je nezbytné ziskat
cerstvych material z typovych hostiteld a lokalit. Jednotlivé druhy jsou odliSovany na
zaklad¢ velikosti a poctu hackl ¢i varlat, rozmérii a tvaru skolexti a segmentli. Tyto znaky
jsou vsak velmi variabilni i v rdmci jednoho druhu (jedné populace), jak naznacuje studie
Kuchty a kol. (2012) i tato studie. Proto v této praci neni studovany zastupce rodu Senga

identifikovan do druhu.

6.2. Priprava preparatu

6.2.1. Fixace

Mikrofotografie studovaného materialu ukazuji rozdily mezi jednotlivymi metodami.
Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno pii pouziti horkého formaldehydu jako fixa¢niho ¢inidla.
Tato metoda je jednoducha a rychla. VyZzaduje jen rychlé zahfati ¢inidla (uvedeni do varu) a
ke smrti tasemnic dochazi témét okamzité. Tato metoda ve studiich tasemnic fadi
Caryophyllidea, Bothriocephalidea, Spathebothriidea, Proteocephalidea vykazuje nejlepSich
vysledkt (de Chambrier a kol., 2008, 2009; Kuchta a kol., 2009a; Oros a kol., 2010; Ash a
kol., 2011; Scholz a kol., 2011). Vzorky tasemnic po fixaci horkym formaldehydem mayji
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pomérné jednotny tvar bez ohledu na velikost nebo zralost tasemnic (Oros a kol., 2010).
V piipad¢ tasemnic tadu Bothriocephalidea neni povrch poruseny a mikrotrichy nejsou
slepeny a neptekryvaji tumuly. To umoziuje zjistit srovnatelné vysledky u vzorkl tasemnic
ziskanych riiznymi osobami, z riznych hostitelii a oblasti. Vhodnost této metody byla jiz
ovétena fadou taxonomickych i morfologickych studii (Trematoda, Monogenea, Cestoda,
Nematoda) a to nejen pro SEM, ale i pro svételnou mikroskopii a histologii (napf. de
Chambrier a Vaucher, 1997, 1999; Scholz a Hanzelova, 1998, de Chambrier a kol., 2007,
2008, 2009; de Chambrier a Scholz, 2008; Foitova a kol., 2008; Hodova a kol., 2008; Kuchta
2008, 2009 a,b; Scholz a kol. 2009, Hodova a kol., 2010, Masova a kol. 2011). Horky
formaldehyd, ktery je toxicky a nepiijemné zapacha, mize byt nahrazen horkou (vrouci)
vodou a poté jiz mrtvé tasemnice mizeme fixovat studenym 4% formaldehydem. Vlivem
teploty jsou tasemnice rychle usmrceny. Tato metoda, kterd je nejvice pouzivana u motolic
(napt: Cribb a Bray, 2010) byla uspésné pouzita u proteocephalidnich tasemnic Monticellia
amazonica de Chambrie a Vaucher, 1997 z Calophysus macropterus (Lichtenstein, 1819)
(Kuchta a de Chambrie, nepublikované idaje). Ve srovnani s horkym 4% formaldehydem
nevykazovaly vyrazné rozdily, naopak v porovnani s relaxaci ve fyziologickém roztoku byl
vysledek vyrazné lepsi (Obr. 22). Stejna metoda byla pouzita u severoamerickych vzork
tasemnic Essexiella fimbriatum Essex, 1928 z Ictalurus punctatus (Rafinesque, 1818)
(Scholz a kol., 2011).

Studeny 4% formaldehyd pronikd do tkané¢ pomérné rychle (2 mm/h), coz vSak
nestaci k rychlému usmrceni tasemnice, a to vede k deformacim a smr$téni. Penetrace
glutaraldehydu je jesté pomalejsi (0,22—-0,34 mm/h), coz je kompenzovano ptidanim 1,5%
formaldehydu. S vyuzitim pufru HEPES je tato metoda Gspé$né uzivana jak v SEM tak
v TEM (Fyler, 2007; Levron, nepublikované vysledky). V naSem piipadé vSak tato fixace
nevykazovala dobré vysledky. 70% etanol se bézné pro ptipravu vzorkl nepouziva, ale jako
fixaéni Cinidlo pro pfipravu trvalych preparati byval béZny. V porovnani s horkym
formaldehydem doslo u téchto studenych fixazi k vyraznym tvarovym zménam, zejména ke
smrs§téni (Obr. 17B-D; 18B-D). Mikrotrichy na povrchu byly ¢asto velmi slepené (Obr.
19B-D). Studené fixace se ndm jevi jako nevhodny pro srovnavaci morfologii tasemnic.

Mnoho autori provadi relaxaci tasemnic pied jejich fixaci (Al-Bassel, 2003; Eissa a
kol., 2011). Tito autofi nechavaji tasemnice pfirozené zemfit ve vodé nebo ve fyziologickém
roztoku pii laboratorni nebo snizené teploté. Tato metoda je v porovnani s horkymi i
studenymi fixaZemi naprosto nevhodnd, protoZe dochazi k nepfirozenym zménam tvaru téla

tasemnic a také k vyraznému poSkozeni povrchu vlivem posmrtnych zmén (Obr. 17E, F,
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18E, F, 19E, F). | jiné studie uvadéji, Ze tasemnice jsou po relaxaci poSkozené, vnitini tkané
se rozpadaji, pohlavni orgény se rozvoliiuji a varlata a vajecné folikuly nejsou jasné
vymezeny (Oros a kol., 2010). Jiz Kennedy (1965) podotkl, Ze u vzorkl relaxovanych ve
vodé se méni tvar skolexu a bothrie se stavaji méné zietelné.

Dalsim zpisobem pouzivanym riznymi autory je fixace roztlakem mezi skly (Faisal
a kol., 1989; Scholz, 1989; Eissa a kol., 2011). Tato metoda poskytuje také ve srovnani
s horkym formaldehydem Spatné vysledky a pro morfologické studie se nehodi (Obr. 17G,
18G, 19G).

\ O & v/

Obr. 22. Mikrofotografie tasemnic Monticellia amazonica z Calophysus macropterus fixovanych
odliSnym zptsobem. A. Horky 4% formaldehyd, B. Usmrceni v horké vodé (po dobu 1 min.) a
nasledna fixace studenym 4% formeldehydem, C. Studeny 4% formaldehyd, D. Relaxace ve
fyziologickém roztoku pii pokojové teploté (po dobu 5 hodin) a nasledna fixace studenym 4%
formaldehydem.
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6.2.2. Zpisob pripravy vzorki pro skenovaci elektronovou mikroskopii

Postfixace oxidem osmicelym je metoda, ktera poskytuje shodné vysledky se vzorky
fixovanymi jen horkym 4% formaldehydem. Délka piipravy preparath se prodlouZzila o 24
hodin, avSak jedinym efektem bylo niz§i nabijeni. To je v nasem piipadé mozné fesit volbou
nizsiho urychlovaciho napéti pro prohlizeni nebo rezimem fotografovani pomoci intergraci,
kdy je vysledny snimek slozen z vice snimki vytvorenych rychlym pirebéhem paprsku.

SuSeni metodou kritického bodu i pomoci hexametyldisilazanu dava srovnatelné
vysledky. Bez vyraznych tvarovych deformaci a poskozeni povrchi. HMDS vsak ma fadu
vyhod popsanych jiz v reSerSni Casti, jako napfiklad snadnéj$i manipulaci bez nutnosti
specialnich aparatur a ¢asovou usporu.

Posledni metodou, kterou jsme vyzkouSeli, je suSeni mrazovou sublimaci. Je to
moznost prohlizet vzorky bez ptedchozich Uprav v téméf nativnim stavu. V nasem piipadé
odpadlo odvodnéni, které je zdrojem mnoha artefaktti. S vyuzitim kryokomory a kryorezimu
se dosahuje vynikajicich vysledki se zna¢nou c¢asovou usporou. AvSak pro zobrazovani
detaild povrchu je tato metoda nevhodnd. I pfi prodlouzenim ¢asu sublimace na 20 minut
jsme nedosahli uspokojivych vysledki (Obr. 21). Mozné zlepSeni by mohlo nastat pfi
vyméné sublimovaného media za tékavéjsi. Dalsi nevyhodou je skladovani vzorkt, které je

naroc¢né a proto vétsina vzorkd je po prohlédnuti znicena.
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7. ZAVER

Provedla jsem literarni resersi, ve které jsem shrnula nékteré zékladni zpasoby
ptipravy biologickych preparatt pro skenovaci elektronovou mikroskopii. ReserSe poukéazala
na vyhody a nevyhody jednotlivych metodickych postupi.

Ptesto, ze jsem pouzila pouze omezené mnozstvi jedinct jediného druhu tasemnice,
na zékladé¢ mych vysledkii doporucuji pouzivat horké fixdze a pouze cerstvého (Zivého)
materialu. Tato metoda je vhodna nejen pro skenovaci elektronovou mikroskopii, ale také
pro pfipravu trvalych preparatd ¢i histologickych fezii. Uziti studenych fixdzi stejné jako
relaxace nebo fixace tlakem se mi jevi jako nevhodné metody. Pii fixaci 1,5%
glutaraldehydem a 1,5% formaldehydem v 0,1M HEPES jsem dosahla $patnych vysledkd,
coz odporuje literarnim udajim (viz. kapitola 6.2.1.). Rada bych fixaci s glutaraldehydem
zopakovala.

Postfixace oxidem osmicelym nepfinesla vyrazné lepsi vysledky nez fixace pouze
horkym formaldehydem. Pfi vétSich zvétSeni zamezovala nabijeni prepardtu, coz vSak lze
feSit niz$im urychlovacim napétim a nebo jinym rezimem foceni. Postfixace oxidem
osmic¢elym mi nejen prodlouzila dobu piipravy o den, ale tato sloucenina je navic vysoce
toxicka.

Dale jsem zjistila, Ze metoda suSeni pomoci HMDS poskytuje srovnatelné vysledky
se suSenim metodou kritického bodu, coz se shoduje s literarnimi 0daji zjiSténymi pfi studii
jinych biologickych preparati nez tasemnic (viz. kapitola 3.3.4.) . HMDS skyté fadu vyhod,
predevsim rychlejsi a snadnéj$i manipulaci.

Mrazova sublimace mi poskytla dobré vysledky, ale neni vhodnd pro zobrazovani
mnou zvolenych povrchi (tedy studium povrchové ultrastruktury tasemnic) a to ani pfi
prodlouZeni ¢asu sublimace. Metoda by mohla byt vylepSena prodlouZzenim €asu sublimace
na hodiny, nebo vyménou sublimovaného media ¢i kombinaci obojiho.

V této préci jsem vyzkouSela pouze nékolik moznych zplsobl ptipravy preparati,
jisté by bylo zajimavé pokracovat s metodami méné uZivanymi (napt. vakuovou sublimaci t-
butylalkoholu) a porovnat vysledky. J& jsem se zaméfila pouze na zpiisoby fixace nejcastéji
pouzivané v terénnich podminkach nasi laboratofi. Nalezeni nejvhodnéjsi fixace a metody
pfipravy by se nemélo omezit pouze na jeden modelovy organismus. Dle mého nazoru je

spravné fixovany material zdkladem dobré morfologické studie.
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