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SOUHRN

Prehledové sdéleni popisuje pokrok v biomedicinsky zamérené svételné mikroskopii a prozatovaci elektronové mik-
roskopii. DuleZitou soucasti sdéleni je rozbor okolnosti vedoucich na daném pracovisti k vybéru urcitého typu mikro-

skopu z hlediska uc¢elnosti a vyuzitelnosti.

SUMMARY

This review describes the progress of light as well as transmission electron microscopy in biomedicine. The essential
part of this contribution deals with an analysis of circumstances within a given laboratory that, from the point of view
of suitability and exploitation, leads to an acquisition of the precise type of microscope.

Raska I. (Charles University in Prague, First Faculty of Medicine, Institute of Cellular Biology and Pathology, and Depart-
ment of Cell Biology, Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, v. v. i. ): Today’s microscopy
in biomedicine: somewhat different view, Cs. fyziologie 58 (1): 4-14, 2009.

UVOoD

V tomto prispévku chci doplnit nas predchozi ¢lanek
,,Dnes$ni mikroskopie v biomedicing* publikovany ve Ves-
miru (Bednar et al., 2004; v textu se na tento ¢lanek budu
odvolavat jako na ,,pfedchozi piispévek®), v némz byl zda-
raznén vyznam mikroskopie pro molekularni bunéénou bio-
logii. Duvodu pro to mam nékolik. Je to nevidany rozmach
vyvoje novych mikroskopt a mikroskopickych ptistupt
docileny v poslednich 5 letech, jakoz i nevyvézenost infor-
maci pfedlozenych zasvécenym i nezasvécenym ¢tenaiim
otisknutych v naem pisemnictvi a vénovanych mikroskopii,
véetné naseho predchoziho prispévku ve Vesmiru. V téchto
¢lancich se totiz do zna¢né miry vytratil souhrnny pohled
na ucelnost potizeni toho ¢i onoho mikroskopu v kombinaci
s tim ¢i onim mikroskopickym ptistupem, respektive na jeho
vyuzitelnost v ramci zaméteni védeckych projektil toho ¢i
onoho védeckého pracovisté. V tomto prispévku se omezim

jen na fluorescencni mikroskopii vzdaleného pole (far field
microscopy)' a na prozatovaci (transmisni) elektronovou
mikroskopii.

KVALITNI PRISTROJOVE ZAZEMI JE
NUTNOU PODMINKOU PRO DOSAZENI
KOMPETITIVNOSTI VEDECKYCH VYSTUPU

V zavéru naseho predchoziho prispévku jsme konstatova-
li, ze nutnou, nikoli v§ak dostacujici podminkou pro zvyseni
védecké trovné vystupti v molekularni bunééné biologii
u nas je ziskani odpovidajiciho pfistrojového, konkrétné
mikroskopického vybaveni. Na nasem pracovisti byl diky
statni podpofe v roce 2007 plné zprovoznén laserovy rastro-
vaci konfokalni mikroskop (CLSM) SP5. Pro elektronovou
mikroskopii byl v r. 2006 zprovoznén tomograficky elek-
tronovy mikroskop Tecnai Sphera s urychlovacim napétim

"Na rozdil od .near-field” mikroskopie jsou v mikroskopii vzdaleného pole svételny zdroj a souéasti mikroskopu ,zpracovavajici” svételné paprsky
vzdaleny od biologického vzorku na mnoho vinovych délek pouZitého svétla; Ize ji v prvnim pribliZzen/ identifikovat s mikroskopii pouZivajici béZné
rozsitené mikroskopy se sklenénymi cockami (viz vSak v zavéru zminéné ,superéocky”); mimochodem jen kryci sklo ma mnohondsobné vétsi

tloustku ve srovnani s vinovou délkou cerveného svétla.
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200 kV, ve kterém je mozné pozorovat i nativni hydrato-
vané kryopreparaty, a v r. 2007 dva pfistroje umoziujici
provadét rychlé zmrazeni biologického vzorku za vysokého
tlaku a mrazovou substituci zmrazeného vzorku. Popsanym
roz§ifenim metodického zazemi se prohloubila moznost zod-
povidat na védecké otazky ptredtim pro nas nedotknutelné.
V navaznosti na nas predchozi piispévek uvadim priklady
dosazenych vysledk.

Vyuziti moderniho bodové rastrujiciho konfokalniho
mikroskopu SP5 uvadim dvéma ptiklady, na nichz doku-
mentuji jak rozvoj mikroskopt, tak mikroskopickych
pfistupti. Prvnim z nich je zaznam chovani nukleolarnich
organizatorti (Nucleolar Organizer Region, NOR) béhem
mitézy lidskych HeLa bunék, které syntetizuji rekombi-
nantni protein UBF-GFP zachyceny rychlym rezonan¢nim
skenerem (Kalmarova et al., 2008). Snimky nukleolarnich
organizatorl zachycuji asymetrickou mitézu, nebot’ jeden ze
dvojice dcefinych chromozomu ztraci fluorescenéni NOR
signal (obr. 1). Druhy pfiklad se tykéa hledani odpovédi na
otazku, zda rozmisténi chromozomu v jadfe je po mitdze
uchovano v jadrech bunék dcefinych (Cvackova et al.,
2009). Pouzili jsme k tomu transfekované HepG2 bunky
lidského ptivodu, ve kterych po cilené transfekci dochazelo
k syntéze rekombinantniho proteinu — fotokonvertibilniho
proteinu histon H4-Dendra2. Obr. 2 ukazuje, ze rozmisténi
chromozomu se v jadie bunék dcefinych vyznamné 1isi od
situace v buiice matefské (pfi¢emz rozmisténi chromozomit
si po mit6ze uchovava nendhodny charakter).

Vyuziti elektronového mikroskopu Tecnai Sphera ilustruji
rovnéz dvéma priklady. V prvnim z nich je metodou vitri-
fikované tenké vrstvy prokazan zasadni vliv histonu H1 na
organizaci nukleohistonového vlakna (obr. 3). Druhy pted-
stavuje vysledek tomografické rekonstrukce synaptickych
vackl a soucasné vymezeni destrukéniho vlivu elektrono-
vého svazku na preparat (obr. 4). V ramcei pfimého srovnani
s podnétem popsanym v naSem predchozim piispévku (obr. 3
v Bednar et al., 2004) miizeme konstatovat, Ze se tomografie
jiz osvédcila pti prostorové rekonstrukei imunocytochemic-
ky znacenych zreplikovanych segmenti DNA a pfispéla
k ziskani novych poznatki o organizaci replizomt (Ligasova
et al., 2009).

Pokrok v uchovani ultrastruktury bunék a tkani meto-
dou rychlého zmrazeni za vysokého tlaku a kryosubstituci
ilustruje obr. 5. Na prvni pohled je i pro nezasvéceného
Ctenare ziejmé, ze vysledné uchovani bunééné ultrastruktury
kvasinky (obr. 5B) je podstatné lepsi ve srovnani s kon-
venénim postupem (obr. SA). V obr. 6 je uveden vysledek
srovnavaci svételné a elektronové mikroskopie (Correlative
Light Electron Microscopy, CLEM; viz rovnéz nas predcho-
zi ptispévek). V ni snimame fluorescencni signal v zivych
bunkach v ¢ase, na konci pozorovani je vzorek v optimalnim
ptipadé s prodlevou 5 az 10 sekund rychle zmrazen? a je pro-
vedena kryosubstituce. Na tenkém fezu kryosubstituovaného
vzorku Ize navic provést ultrastrukturalni imunolokalizaci

né&jaké vybrané sledované makromolekuly (obr. 6). Zatimco
pozorovanim bunék in vivo ve fluorescenénim mikroskopu
ziskdme informaci o dynamickém chovani sledovanych
fluoreskujicich makromolekul (zejména proteini), v elektro-
novém mikroskopu je poté ze stejného mista bunky potizen
snimek o vysokém rozliSeni poskytujici komplementarni,
ultrastrukturalni informaci ke snimkiim potizenych v mik-
roskopu svételném.

V naSem predchozim ptispévku jsme se zminili o pozo-
rovani nativnich ultratenkych hydratovanych fez (metoda
CEMOVIS, tj. Cryo-Electron Microscopy Of Vltrified
Sections). Pro dosud ptetrvavajici vysokou naroc¢nost pfi-
pravy a analyzy nativnich kryofezl se tomuto pfistupu zatim
vyhybame. Ve snimku nativniho tenkého kryotezu je obtizné
identifikovat byt’ jen jednotlivé bunéné kompartmenty,
ovSem tomografické zpracovani fezu vede k dostate¢nému
zesileni kontrastu (viz kapitola Volba mikroskopu). Teprve
obraz trojrozmérné tomografické rekonstrukce fezu bunkou
se stava srozumitelnym. Tento pfistup zde dokumentuji
v pfevzatém obr. 7 (Al-Amoudi et al., 2008), v némz je
uveden 2,4 nm tlusty in silico ,,fez" tomografickou rekon-
strukei nativniho vitrifikovaného fezu buiikou s minimalnim
kontrastem spolu s provedenou segmentaci jednotlivych
bunécnych struktur vyznacenych riznymi barvami z jiného
2,4 nm silného in silico ,,fezu‘ bunikou.

Zatimco pii pouziti metody CEMOVIS zjevné mizeme
mluvit o uchovani nativni struktury buinky, v metodé rych-
1ého zmrazeni a kryosubstituce se jedna o jisty kompro-
mis, jak se nativni struktufe pfiblizit. Pti teplotach kolem
-130 °C dochazi nutné k rekrystalizaci (devitrifikaci) amorf-
niho ledu, pfi¢emz mrazova substituce se zac¢ina provadét
pfi teplotach vyssich (zpravidla -90 °C). Nicméné strukturni
zmény vyvolané devitrifikaci jsou patrné pfi téchto nizkych
teplotach jen velmi omezeného charakteru, k ¢emuz pfispiva
skute¢nost, Ze mrazova substituce vody (ledu) rozpousté-
dlem a poté monomery pryskyfice je velice pozvolny proces
trvajici nékolik dnu.

ROZMACH FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE
VCETNE PROLOMENi ABBEHO KRITERIA
ROZLISENI (A BABYLONSKA ZMET
AKRONYMU)

Ve zdatilém piispévku Stanislava Varika z loiiského kvét-
nového c¢isla Vesmiru (Vanék, 2008) byly dokumentovany
nékteré zasadni pokroky ve fluorescencéni mikroskopii. Jsou
to jiz komeréné dostupny laser umoznujici pouzivat k exci-
taci fluorescence v podstaté jakoukoliv vinovou délku svétla,
komer¢né dostupné akustooptické laditelné filtry umozniujici
spolu s dalsimi (i laditelnymi) slozkami mikroskopu zbavit
se napft. stavajicich karusell se zabudovanymi fixnimi filtry
a komercné dostupny STED (STimulated Emission Deple-
tion) mikroskop umoznujici zvysit rozliSovaci schopnost

2| sekundové prodlevy mohou byt pro pozorovani bunéénych procesd spojenych s rychlym pohybem (makro)molekul, véetné zmény pH, kritické.
SAbbeho omezeni je definovano vzorcem, v némZz dosaZitelné rozliseni je pfimo umérné vinové délce pouZitého svétla a nepfimo umérné

numerické aperture objektivu.
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Obr. 1: Asymetricka mitéza kompetentnich NORG v Hela burikach.

Dnes se hodné mluvi o asymetrické mitoze napr: v souvislosti s kmenovymi burikami. V nasem projektu jsme se zamérili na .epigenetiku”
ribozomalnich gent v bunécné biologii béZné uZivanych lidskych HelLa burikach.

Ribozomadlni geny jsou usporadany tandemové (za sebou) v oblasti chromozomi nazyvanych nukleolarni organizatory (NORYy), v lidskych
burikdch se NORy nachézeji' v akrocentrickych chromozomech 13,14,15,21 a 22. Pokud jsou v interfézi ribozomalni geny transkripcné aktivni, je
s prislusnym (aktivnim) NORem asociovano velké mnoZstvi proteint odpovidajicich nékolika typiam transkripcnich faktord vcetné transkripcniho
faktoru UBF (Upstream Binding Factor). Nekteré NORy nejsou v interfazi transkripcné aktivni a nedochazi'v nich k akumulaci transkripcnich
faktord. Na zacatku mitozy dochazi k utlumu syntézy ribozomalni RNA, pricemZ vybrané transkripcni faktory, véetné UBF, setrvavaji asociovéany
s NORy i v metaféznich chromozomech. Takové NORy se nazyvaji, na rozdil od neaktivnich NORU, kompetentni NORy. Mimochodem prévé
pritomnost proteinovych faktord v NORech dava vznik tzv. sekundarnim konstrikcim na prislusnych metafaznich chromozomech nesoucich
NORYy. Doposud se vseobecné prijimalo, Ze kompetentn/ NORy v mitotickych chromozdmech si uchovévaji ,kompetentnost” i do dalsi interféze
v decerinych chromozomech. Uvedeny obrdzek ukazuje, Ze toto pravidlo neplati.

V experimentu byly pouZity HeLa buriky exprimujici rekombinantni protein UBF-GFP. Na obrédzku je ve trech snimcich porizenych

v jednominutovych intervalech (intervaly OO, O1 a 02 min.) zachyceno chovani tii typti kompetentnich NORG v mitéze béhem 2 minut:

a - predstavuje jeden ,asymetricky” NOR; b - jednotlivy, ale ,symetricky” NOR; ¢ - zdvojeny NOR, coZ je obvykle pozorovany typ NORu. V case
00 min. je uvedena metafaze, v niz a a b jsou vidét ve formé jednoho fluorescencniho terciku, ¢ ve formé dvou tercikd. Na pocatku anafaze case
07 min. jsou NORy b a ¢ ve formé dvou terciki b1,2 a c1,2, ovsem pro NOR a pretrvavd jen jeden tercik oznaceny a. Na konci anafdze v dobe 02
min. se NORy ¢1 a c2, jakoZi b1 a b2 pohybuji na opacné pdly mitozy, pricemz NOR a pretrvava stéle jako jediny tercik. V konecném disledku
ziskava v obrazku budouci horni dcerina burika 9 kompetentnich NORG, doini burika jen 8. Méritko: 5 um. Prevzato z J Struct Biol, 2008, 163,

s. 40-44, s laskavym svolenim Elsevier.

Obr. 2: Vzajemné usporadani chromozomda v jadre lidskych HepG2 bunék vykazuje vyznamné zmény v burikach dcerinych.

Spickové bunécné biologické laboratofe publikovaly nélezy, Ze vzéjemné uspofddani chromozomii (chromatinu) se v jadie deefinych bunék ,dédi”.
VSichni vime, Ze se dédi chromozomy. ,Dédicnost” usporadani chromozomd (chromatinu) je samoziejmé velmi silnym tvrzenim. N&s pristup

k tomuto problému byl vhodnéjsi nezZ pristupy drive pouZité.

A - Poloha oznacené chromatinové oblasti byla sledovana v burikach HepG2 exprimujicich rekombinantni protein histon H4-Dendra2. Protein
Dendra2 fluoreskuje v zelené barvé (leva éast obrazku), po ozareni intenzivnim svazkem laserového svétla vinové délky 405 nm dojde k tzv.
fotokonverzi a Dendra2 zacne v ozarené oblasti fluoreskovat ve svétle erveném (prava éast obrazku). Histon H4 byl vybran proto, Ze setrvavd
velmi dlouho na daném segmentu DNA, a tudiZ Ize polohu cervené oznaceného chromatinu sledovat dlouhodobé. Jsou zde uvedeny obrazky
snimané v zeleném kanalu, cerveném kanélu, fazovém kontrastu a v barevném obrdzku zeleném i Cerveném kanalu. Méritko: 5 um. Musim

zde konkrétné upozornit na potencionalni vyuZiti dvoufotonového mikroskopu, ktery poskytuje nékteré vyhody (napr. fotokonverze v podstaté
omezena na rovinu zaostreni, snizend fototoxicita) a ve kterém se fotokonverze provadi ne osvitem jednim svételnym paprskem vinové délky
405 nm, ale dvéma svételnymi paprsky se dvéma podstatné delsimi vinovymi délkami. Fotokonverzi proteinu DendraZ2 se vSak v dvoufotonovém
mikroskopu nepodafilo vyvolat. Musim zde rovnéZ uvést i urcité varovani, nebot v této in vivo studii, jakoZ i v mnoha studiich z jinych laboratori,
byly pouZity nddorové buriky, ve kterych jsou zdasadné naruseny kontrolni mechanizmy. To je nutné mit vZdy na paméti. Naproti tomu lze

z nddorovych bunék snadno vytvoiit stabilné transfekovanou linii syntetizujici rekombinantni fluoreskuyjici protein, a protoZe jsou nadorové buriky
méné citlivé na fotoposkozeni nez primarni bunécéné linie, jsou vhodnéjsi i pro (kratkodobad a zejména) dlouhodoba in vivo pozorovani.”
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Obr. 2: Vzajemné usporadani chromozomd v jadre lidskych HepG2 bunék vykazuje vyznamné zmény v burikach dcerinych.

B - Snimek matefské buriky a bunék dcerinych. V materské burice byla nékolik hodin pred mitézou fotokonvertovana zhruba polovina jadra. Ze
snimkd bunék dcerinych, které byly zhotoveny nékolik hodin po mitdze, je patrné, Ze v materské burice pivodné kompaktni Cervena doména

JiZ neni kompaktni a Cerveny signal je rozptylen po jadre bunék dcefinych. Poloha oznaceného chromatinu v burikdch dcefinych tak vykazuje
vyznamné zmény oproti burice materské. Jsou zde uvedeny obrazky snimané v zeleném kanélu, cerveném kanalu a v barevném snimku zeleném
i Cerveném kandalu. Méritko: 5 um. (Obr. 2B pretistén z J Struct Biol, 2009, 165, s. 107-117 s laskavym svolenim Elsevier.)

Obr. 3: Zména konformace trinukleozomu po navazani spojovaciho histonu H1 pozorovana kryo-elektronovou mikroskopii nativniho
hydratovaného vzorku.

Hlubsi poznani strukturné-funkéni organizace chromatinu je tvrdym oriskem pro badatele v molekuléarni bunécné biologii. Jan Bednar se
problematice struktury chromatinu vénuje bezmala 20 let.

Trinukleozom (tfi po sobé jdouci nukleozomy) predstavuje minimalni dsek chromatinového viakna, na kterém jiZ Ize studovat jednotlivé
mechanizmy podilejici se na usporadani vlidkna a jeho schopnostech prechazet z kompaktniho do rozvolnéného stavu v zavislosti na okolnich
podminkach (napr. koncentraci iontt). Spojovaci histon hraje ddleZitou roli jak pri organizaci struktury vildakna, tak i v jeho dynamice. Bez
pritomnosti histonu H1 (levy panel) zaujimayi trinukleozomy rozvolnénou konfiguraci, ramena DNA jsou relativné rozeviena, a vstupuji/vystupuji
z centralniho nukleozomu na ruznych mistech. Po navazani spojovaciho histonu dochazi k uzavieni struktury nukleozomu a vytvoreni struktury

.Stopky ", kterd do znacné miry urcuje usporadani a elastické viastnosti chromatinového vidkna. Méritko: 50 nm.
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Obr. 4: Tomograficka rekonstrukce synaptickych vacékd a vymezeni rozsahu destrukce preparatu elektronovym svazkem.
Provedenim tomografické rekonstrukce synaptickych vacku byl rovnéz cilené testovan destrukcni viiv elektronového svazku na preparat.
Plasobenim elektronového svazku na preparat se tloustka pryskyricného fezu po interakci elektront se vzorkem zmensila z 80 nm na zhruba

40 nm, coZ predstavuje ztratu asi 50 % hmoty. V tomto kontextu je nutné zminit, Ze vhodnéjsi je nejprve vzorek ,stabilizovat” jeho vystavenim
pusobeni elektronového svazku, coZ ma za ndsledek zasadni omezeni ztraty hmoty béhem nasledného tomografického snimkovani. Optimalné
Je vsak tomografie provadéna za nizkych teplot (tekutého dusiku) se vzorkem umisténym ve specialnim kryodrZaku (jeho pouZiti je samoziejmé

nutnou podminkou pro pozorovani nativnich kryopreparati) a za podminek minimalniho osvitu (low dose). Misto 50% ztraty (obr. 4B) je poté
v zavislosti na preparatu pozorovéana ztrata hmoty jen v rozmezi 5 az 20 %.

A - Elektronmikroskopicky snimek seskupeni synaptickych vackda v 80 nm silném eponovém rezu mozkové tkané potkana. Mozkova tkari byla
zpracovana standardnim zpdsobem pri teplotéch nad O °C, tj. postupné se jednalo o aldehydickou fixaci, osmifikaci, dehydrataci, infiltraci
monomery pryskyrice, polymerizaci, krdjeni tenkych rezd a jejich kontrastovani solemi téZzkého kovd. Pozorovani tenkych rez (za laskavé
poskytnuti ultratenkych rezu dékuji doc. MUDr. Hané Brichové) a tomografie byla provedeny v transmisnim elektronovém mikroskopu Tecnai

Sphera 20 pri urychlovacim napéti 200 kV.

B - Trofrozmérna tomograficka rekonstrukce seskupeni synaptickych vacka v fezech x-y, x-z a y-z. Oblast vybrana pro trojrozmérnou
rekonstrukci je v (A) vyznacena ctvercem. Pro snadnéjsi interpretaci vysledku rekonstrukce byl v rekonstruovaném objemu prevracen kontrast,

tj. mistum s nejvySsi koncentraci kontrastovaciho cinidla odpovidaji nejsvétlejsi mista. Ve vsech rezech jiZ Ize pozorovat dvojitou lipidickou
membranu, jiZ jsou vacky vymezeny (Sipky). Prerusované bilé cary definuji roviny, pro které jsou v doini a pravé casti obr. B uvedeny prislusné rezy

x-z a y-z. Méritko: 50 nm.

mikroskopu pod hodnotu danou difrakénim Abbeho omeze-
nim? a docilit ,,superrozliSeni“ pohybujici se v fadech desitek
nanometrti. STED ma potencionaln¢ velikou budoucnost pii
sledovani in vivo intracelularnich fyziologickych procest,
a to v superrozliSeni. Napt. Westphal et al. (2008) dosahli
pfi in vivo sledovani bunék rychlosti 28 snimku za sekundu,
ovsem jen pii pozorovani malého okrsku bunky. Pro stan-
dardni snimani zivych bunék je STED jesté ptili§ pomaly.
Co vsak nejde dnes, muze jit zitra.

K ptispévku Stanislava Vainka (Van¢k, 2008) mam ¢tyfti
poznamky. Ta prvni je pfece jen trochu kriticka. Neni vhod-
né, i kdyz pouze nepiimo feceno, hazet komponenty mikro-
skopi, jako jsou fixni filtry, mfizky apod. do starého Zeleza.
Tuto zalezitost diskutuji v nasledujici kapitole sdéleni.

V souvislosti se STEDem je nutné dodat, Ze superroz-
liseni bylo docileno jiz asi 20 riznymi, i kdyZz v nékterych
pripadech na sebe navazujicimi zpasoby, pticemz kazdy
zpusob ma svij nazev a také zkratku. Jen v prispévku
dr. Vanka zminéna zkratka PALM (fotoaktivac¢ni lokali-
zacni mikroskopie neboli PhotoActivated Localization
Microscopy) ma nékolik variant, jako jsou FPALM,

BFPALM, PALMIRA, TFPALM, RPM, SPDM, STORM
¢i SALM. Existuji mnohé zkratky pro dalsi pfistupy
pouzivané ve fluorescencéni mikroskopii, pficemz jedna
znich — vedouci ke snizeni vybéleni fluorochromti a snizené
fototoxicité — ma jiz vySe zminénou zkratku CLEM, ktera
vSak zde znamena Controlled Light Exposure Microscopy.
Mnoho desitek zkratek metod pouzivanych v mikroskopii
pomalu zacina pfipominat stovky zkratek pouzivanych
pro rizné geny a ptislusné produkty gend, pficemz rtizné
zkratky jsou Casto pouzivany i pro stejné, resp. homologni
geny a proteiny. To uz je skute¢n¢ Babylon. Badatelé, kteti
se sami zabyvaji vyvojem novych typt mikroskopt a mik-
roskopickych pfistupti, se dokonale vyznaji v pouzivanych
mikroskopickych zkratkach. Bézni uzivatelé mikroskopt se
jiz musi citit zaskoceni, nemusi se v§ak obavat. V praxi se
totiZ mohou setkat jen s velmi omezenym poc¢tem komerc-
nich mikroskopti vybavenych pfislu§nymi nadstandardy.
A mimochodem — pii pofizovani uréitého mikroskopu a pfi-
slusného nadstandardu je samoziejmé velmi dobrym vodit-
kem typ pfistroje a nadstandardu pouZzivaného ve spickovych
svétovych laboratotich v dané oblasti vyzkumu.
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Obr. 5: Rozdil v uchovani ultrastruktury kvasinek S. cerevisiae zpracovanych standardni metodou a metodou rychlého zmrazeni

s kryosubstituci.

V metodé rychlého zmrazeni s kryosubstituci je biologicky vzorek znacné omezeného objemu nejprve rychle zmrazen za vysokého tlaku, coZ ma
za néasledek preménu vody do nekrystalického, amorfniho ledu. Poté je provedena mrazova nahrada vody (ledu) za nemrznouci rozpoustédl/o.
PouZiva se napr. aceton s primési velmi nizké koncentrace uranyl acetatu, popr: i kyslicniku osmia; tyto molekuly obsahujici prvky s vysokym
atomovym &islem slouZi automaticky ke zvySeni kontrastu preparatu a potencionalné v koneéném vysledku i k uréitému znehybnéni (fixaci)

makromolekul. Za vy3Sich teplot, a samozrejmé pri teplotdach nad bodem mrazu vody, nelze vzhledem k jeho reaktivnosti osmia pouZit;
analogicky Ize nahliZet i na .neagresivni” chovani acetonu (¢i monomerd pryskyric) za nizkych teplot. Rozpoustédlo je poté stéle za dostatecné
nizkych teplot nahrazeno monomery vhodné (napr: metakrylatové) pryskyrice. Po provedené polymerizaci pii teplotach nékolik desitek

stuprit Celsia pod nulou je biologicky vzorek zality do blocku pryskyrice nakrdjen na ultratenké (pro tomografii i na silnéjsi) fezy. Ty jsou popr:
kontrastovany solemi téZzkych kovi a pozorovény v elektronovém mikroskopu.

A - Ultratenky rez kvasinkami zpracovanymi standardni metodou (podobnou jako v legendé k obr. 4, nicméné preparat nebyl osmifikovéan). Méritko: 1 pm.
B - Ultratenky fez kvasinkami zpracovanymi metodou rychlého mrazeni s kryosubstituci. V tomto pfipadé byla sdl téZkého kovu (uranyl acetét)
pouzita béhem dehydratace a fez nebyl dodatecné kontrastovéan (viz rovnéz obr. 6). Na prvni pohled je vidét rozdil v uchovani ultrastruktury ve
srovnani's A. Za povsimnuti stoji strukturni kolaps materiélu, resp. vysraZeny material ve vakuole (V) kvasinky a pokroucené jadro (J) v obr. 5A.
Zde ovsem musim ¢tenare upozornit, Ze klasicky zpracovany materidl pro elektronovou mikroskopii je razantné fixovan (napr: obr. 5A). Preparaty,
pokud jsou fixovany standardnim (a podstatné ,mékcéim”) zplisobem uZivanym ve svételné (fluorescencéni) mikroskopii, vykazuji v elektronovém
mikroskopu zdsadni zhorseni uchovani bunécné ultrastruktury, dovolim si i tvrdit .katastrofické” zhorseni. Vzhledem k omezenému rozliseni
dosahovanému ve svételnych mikroskopech to ve svételné (fluorescenéni) mikroskopir zpravidla nevadi, je vSak dileZité si tuto skutecnost

uvédomit a soucasné ocenit dileZitost pozorovani Zivych, tedy nefixovanych bunék. Méritko: 500 nm.

Ve tieti, dulezité poznamce chci kategorizovat zpisoby,
jakymi se védciim podafilo docilit superrozliSeni. Jeden zpi-
sob, do kterého spada také STED ¢i PALM, ma primarné malo
spole¢ného s optikou vlastniho mikroskopu. Zde je vyuzito
kvantového charakteru fluorochromt, se kterym si védci hrali
a vyhrali. Tento zptisob lIze ptifadit do fotofyzikalni oblasti.
Druhy zptsob, do kterého spada v piispévku Stanislava Vanka
(Vanek, 2008) zminéna mikroskopie SIM (Structured I1lumi-
nation Microscopy), ale také tzv. 4Pi mikroskop*, se naopak
ptimo tykaji vlastni optiky mikroskopu, pficemz mikroskopy
SIM a 4Pi jsou komercné dostupné. Oblasti fotofyziky a opti-
ky se vsak ptekryvaji napt. v mikroskopech kombinujicich
4Pi-STED ¢i pti saturovaném, nelinearnim SIMu.

A jesté posledni poznamka, ktera zpravidla unikd zajmu
svételnych mikroskopikil. Pti vySe uvedeném piekonavani

Abbeho bariéry se vzdy jednalo o zpfesnéni mista lokalizace
fluoreskujici (makro)molekuly, a to at’ jiz v roving zaosteni
mikroskopu (rovina Xy, tj. soufadnice x a y tohoto mista),
nebo ve sméru kolmém (soutadnice z), popf. ve vSech smé-
rech, tj. v soufadnicich x, y a z. A protoze zde byla zminka
o ultratenkych fezech, pak jejich vyuziti ve fluorescencni
mikroskopii samo o sob¢ piedstavuje prolomeni Abbeho
omezeni v soufadnici z. Pfi fluorescencni (immuno)detekci
provedené piimo na pryskyfi¢ném ultratenkém fezu nebo na
rozmrzlém ultratenkém kryotezu je dosazitelna rozliSovaci
schopnost v ose z vyrazné lepsi nez 100 nm, nebot’ tloustka
ultratenkého fezu se zpravidla pohybuje mezi 50 a 70 nm.
V tomto ptipadé je zpfesnéni z soufadnice fluoreskujici
(makro)molekuly v podstaté vymezeno tloustkou fezu.

“4Pi mikroskop, ve kterém je pouZito dvou proti sobé uloZenych objektiva zvysujicich prostorovy uhel svételného svazku, vyZaduje doslova
.profesionalni” sefizeni a obsluhu, takZe porizeni tohoto vynikajiciho mikroskopu nemusi byt tou nejlepsi volbou pro béZné uZivatele. Podobné Ize

nahliZet na nékteré jiné typy mikroskopd docilujicich superrozliseni.
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Obr. 6: Korelativni svételna a elektronova mikroskopie (CLEM) bunék U20S exprimujicich rekombinantni protein BMI1-GFP.

Protein BMI 1 patii do skupiny Polycomb proteind, které se tcastni umlcovani gend. V obrazku je uveden posledni ze série fluorescencnich
snimka Zivych bunék, v nichZ jsou pozorovéany fluoreskujici téliska bohata na protein BMI 1-GFP a potaZzmo na protein BMI 1. Buriky byly poté
zpracovany rychlym mrazenim s kryosubstituci pro mikroskopii elektronovou.

A - Buriky vykazuji ve fluorescencnim obraze téliska obohacena MBI 1-GFP proteinem. Sipka ukazuje na jedno drobné télisko, pficem? Fez timto
téliskem je vyznacen Sipkami v obr. B. Méritko: 10 um.

B - 50 nm ultratenky rez burikami z obr. A, na kterém byla provedena imunolokalizace proteinu BMI1 pomoci anti-BMI 1 protilatky a zlatych
partikuli. Ultratenky Fez nebyl kontrastovan, a i kdyZ byl uranyl acetat pouzit béhem kryosubstituce, snimek vykazuje minimaini kontrast.

V insertu je v pfevraceném kontrastu uveden detail Fezu téliskem (Sipka) oznacenym Sipkou rovnéZ v obr. B. Télisko vykazuje v rezu lem zlatych
partikuli.

Méritko: 1 um (insert - 500 nm).

Obr. 7: Tomografie nativniho vitrifikovaného Fezu lidskym koZnim fibroblastem. Cilem prace bylo ziskani hlub$i strukturni informace

o desmozomech. K jeho splnéni vedla uspésna a velmi naro¢na tomograficka rekonstrukce nativniho hydratovaného rezu fibrobl/asty.

V praci byly drobné bioptické fragmenty z kiZe zdravého jedince rychle zmrazeny za vysokého tlaku a nativni hydratované rezy byly pripraveny
na ultramikrotomu pri teploté - 140 °C, Y. pod devitrifikacni teplotou, pii které dochdzi k devitrifikaci ledu a jeho pfeméné v led krystalicky.

Nutné podostrené a vysoce .podexponované” jednotlivé tomografické snimky (celkovy naklon prepardatu mezi -65° a +65°) nativniho kryorezu
umistnéného v kryodrZaku byly pii teplotach tekutého dusiku a v reZimu minimélniho osvitu elektrony pofizeny v kryoelektronovém mikroskopu
Tecnai Polara s urychlovacim napétim 300 kV.

A - 2,4 nm tlusty in silico .fez” tomografickou rekonstrukci kryofezu (objem celého kryofezu je vymezen hnédymi Garami) dokumentuje
ndrocnost prace s nativnimi kryorezy vykazujicimi velmi nizky kontrast. Nicméné v ,.fezu” jiZ Ize rozpoznat napr. desmozomy (D), ribozomy (mensi
Sipky) a jaderny obal (vétsi Sipky) vymezujici jadro (J).

B - Citelnéj$i pro étenare je barevnd, poloautomatickd segmentace bunéénych struktur v jiném 2,4 nm tlustém in silico ,fezu” tomografickou
rekonstrukcr kryofezu. Barvy odpovidaji: desmozomadlini oblast - piskova hnéda, vlastni desmozom (plaques) - béZovd, filamenta - svétla ocelova
modF, endoplazmatické retikulum - ocelovd modF. (prfevazné) ribozomy - svétle Seda s nachovou, jaderny obal - modra, jaderné pdry - cervena,
(pravdépodobné) mikrotubulus - zelena, mitochondrie — nachové, nukleoplazma - tmavé modra. Obrazek 2B pretistén z Nature, 2007, 450,

s. 832-837, s laskavym svolenim Nature Publishing Group.
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VOLBA MIKROSKOPU: KUDY, KAM A PROC?

Pti vybéru fluorescenéniho mikroskopu jsou uzivatelé
vystaveni zaklinacim sloviim, jako je rozliSeni, citlivost,
vybélovani signalu®, omezeni (odstranéni) Sumu, fototoxi-
cita, rychlost, bezporuchovost (napf. ovladaci software
muze ,,padat™) ¢i jednoduchost obsluhy (user friendly).
A samoziejmeé také cena, nebot’ napf. pofizovaci cena STED
mikroskopu vybaveného velmi rychlym laserem, nicméné
dnes omezeného na pouziti jen urcitych fluorochrom, jakoz
i cena dale v textu zminéného mikroskopu OMX, vyznamné
prevysuje ¢astku milion dolarti. Za hlavni pfi volbé mik-
roskopu povazuji jeho vyuZitelnost na daném pracovisti
v horizontu nékolika pfistich let. Jestlize budou uzivatelé
mikroskopu na daném pracovisti vyuzivat mikroskop
v podstaté jen pro kolokaliza¢ni studie riznych makro-
molekul ve fixovanych bunéénych kulturach ¢i fixovaném
fezovém materialu, zcela urcit€ jim postaci standardni
,wide-field“ mikroskop® vybaveny vhodnou sadou objek-
tiva, filtrd a soucasné, i kdyz ne nutné $pickovou, CCD
(Couple Charged Device) kamerou. Musim vSak zminit, ze
1 samotné feseni otazky kolokalizace nemusi byt trivialnim
problémem, nicméné dnes jiz zavedenymi (,,cross-correla-
tion‘) pfistupy je to dobfe osetfitelny problém (napft. Fidle-
rova et al., 2005).

Mam dojem, Ze pro nekteré zahrani¢ni i nase védecké
skupiny, které pouzivaji fluorescencni mikroskopy, se zis-
kani zautomatizovaného CLSM stalo vytouzenym cilem
a priori. Mohu jen potvrdit, ze CLSM SP5 je uzasnym pii-
strojem, ale musim soucasn¢ zduraznit, ze tento mikroskop
neni velékem. A mluvim-li o molekularni bunééné biologii
v plné §ifi, pro feSeni nékterych védeckych projektt jsou
zjevné vhodngjsi standardni wide-field fluorescencni mik-
roskopy nebo konfokalni mikroskopy s rotujicim diskem,
tj. ,,spinning disc microscopes* (napt. Murray et al., 2007).
Skute¢nost je takova, Ze mnoho zahrani¢nich, ale i nasich
$pickovych badatelii by wide-field mikroskop, popt. mikro-
skop s rotujicim diskem, nezaménilo za CLSM mikroskop.

V ptipad¢ dostatecné silnych fluorescenénich signala
vykona CLSM uzasnou sluzbu na mnoha frontach, véetné
experimentl se zivymi butikami. Podle mého nazoru vsak
neni nejvhodngjsi obecné pro in vivo pozorovani (a piede-

v§im v experimentech vyzadujicich ¢asté/dlouhodobé 3D
snimkovani) a pro detekci velmi slabych signald. CLSM
neni totiz principialné nejvhodnéjsi, a to jak z hlediska osvitu
preparatu, tak z hlediska pofizeni jeho obrazu. V CLSM
mikroskopu rastruje laserovy paprsek o zna¢né intenzité pre-
parat bod po bodu (point scanning). To jiz brnkdme na strunu
zaklinadel, jako jsou vybélovani signalu, fototoxicita a rych-
lost. Rychlost Ize vylepsit rychlym skenerem (obr. 1), ovsem
zpravidla za cenu zhorSeni jinych parametrti. Konfokalita
CLSM je vynikajici a do zna¢né miry je tak odstranén Sum
spojeny s prispévkem neostrych obrazii mimoohniskovych
partii vzorkd’. Pofizeny obraz je navic jest¢ mozné vylepsit
pocitatovou dekonvoluci®. Jina alternativa je osvécovat
konfokalné vzorek ne bodove, ale v celé fadce. Tim se u pii-
slusného komeréniho mikroskopu zvysi rychlost skenovani,
pric¢emz konfokalita neni zdsadné narusena.

V ptipadé vzorkid emitujicich fluorescenci o nizké intenzi-
té fluorescenéniho zareni narazi zobrazovani pomoci CLSM
na zakladni omezeni dané kvantovou povahou svétla a s ni
spojenym obrazovym Sumem. Jedna se o to, ze pfi libo-
volném zpisobu méfeni intenzity svételného zateni vzdy
zaznamename urcité fluktuace jeji velikosti, a to i v pfipa-
dé, ze primérnd hodnota intenzity zafeni se v case neméni
a detektory mikroskopl (fotonasobice v piipadé CLSM,
CCD kamery v piipadé standardnich wide-field mikrosko-
pl a konfokalnich mikroskopt s rotujicim diskem) funguji
idealné bez jakéhokoliv vlastniho Sumu. Plati, Ze relativni
velikost téchto fluktuaci, tzv. fotonovy Sum, se méni s pri-
mérnym poctem detekovanych fotontt N umérné hodnoté
VN/N. Pii nizkém po&tu fotonii zaznamenanych b&hem krat-
ké doby méfeni v jednom obrazovém bodu bude nezadouci
vliv fotonového Sumu znacény. I rovnomémneé zafici plocha
se nam pak bude jevit jako plocha vyrazné zrnitd. Jemné
strukturni detaily objekti bude za téchto podminek obtizné,
az zcela nemozné v mikroskopickém obraze rozpoznat.
K ziskani kvalitnich mikroskopickych obrazl je tieba zajistit
co nejvetsi pocet detekovanych fotontl pripadajici na jeden
pixel (Plasek et al., 2004). Toho 1ze dosahnout zvySenim
intenzity budiciho zafeni nebo prodlouzenim doby méfeni
emise v jednotlivych obrazovych bodech. Prvni zpusob je
zpravidla nezadouci kvili mozné fototoxicité intenzivni
excitace, druhy pak muize vést k netinosnému prodlouzeni

SWybéleni fluorochromd zavisi pfedevs$im na intenzité dopadajiciho svétla, méné na dobé osvitu. Ke snizeni vybélovani (a samoziejmé fototoxicity)

Je nutné sniZovat intenzitu svétla UV vybojek i laseru predevsim v in vivo experimentech. V nékterych bunécné biologickych aplikacich se dnes
mimo jiné uplatriuji polovodicové fluoreskujici kvantové castice (quantum dots), jejichZ pouZiti obchazi problém vybéleni. Ovsem pri pozorovani
Zivych bunék povaZuji osobné za zasadni problém fototoxicitu. Pokud kupfikladu pouZity laser s vykonem O,1 mW (pii vystupu z objektivu)
osvicuje v CLSM vzorek Zivych bunék se stopou laserového paprsku v roviné zaostreni o priméru zhruba 250 nm, je to - samozrefmé v prvnim
pribliZzeni - jakoby na takovou oblast stopy dopadalo denni svétlo z vice neZ 10000 slunci (Guy Hagen, osobni sdéleni). Problém fototoxicity je
o to sloZitéjsi, Ze na riznych bunécnych substrukturach charakterizovanych rdznymi indexy lomu dochézi k lomu a rozptylu dopadajiciho svétla

(napr: Dobrucki et al., 2007).

5V prispévku budu pouzivat ,wide-field” mikroskop pro oznaceni fluorescencnich mikroskopd, v nichZ na rozdil od konfokélnich mikroskopt dochédzi
k okamZitému osvitu zorného pole jako celku. Mezi wide-field mikroskopy samoziejmé patii u nas bézné uZivané fluorescencéni mikroskopy.
"Uzivané objektivy s vysokou numerickou aperturou poskytuji velmi malou hloubku ostrosti a konfokalitou se odstrani naprosta vétsina
.hezaostieného” signalu. DuleZité je v tomto ohledu srovnani s elektronovou mikroskopii, v niZ je hloubka ostrosti obrovska, nebot elektronovy
svazek je soustfedén do velmi malého prostorového uhlu. Proto také nevadi, ostiime-li v prepardtu na horni ¢i doini okraj ultratenkého rezu,
vZdyt' i kazety s filmem & CCD kamery jsou ve sloupci mikroskopu umistény mnoho centimetru pod nebo i nad fluoreskujicim stinitkem. To také
umoZiiuje pouZivat automaticky modul s nizkym osvitem (low dose), pomoci kterého ostiime na upiné jiné misto preparatu a omezujeme tak
niceni preparéatu elektronovym svazkem ve vlastni oblasti zajmu preparatu (Bedndar et al., 2004).

8/ pocitacova dekonvoluce ma sva uskali (napi: Malinsky et al., 2002).
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doby potiebné k nasnimani celého obrazu metodou ,,bod
po bodu®. Pouziti standardni wide-field fluorescen¢ni mik-
roskopie vyuzivajici CCD kamery, které méfi intenzitu ve
vSech pixelech soucasné, v§ak potiebné prodlouzeni doby
méfeni umoziuje 1épe (za tento dilezity odstavec vdécim
doc. RNDr. Jaromiru Plaskovi). Podobné lze nahlizet
i na vyuziti konfokalnich mikroskopt s rotujicim diskem,
které jsou vybaveny CCD kamerami. Musim jesté dodat,
ze soucasné EM (electron multiplier)-CCD kamery jsou
citlivéjsi (kvantova uc¢innost DQE 97 % pti vinové délce 550
nm) nez detektory s fotonasobici (kvantova ucinnost DQE
30 % pti vinové délce 550 nm, ktera dale vyrazné klesa
v ¢ervené Casti spektra) pouzivané v CLSM (Pawley, 2006)
a ze v otazce Sumu dojde k moznému pralomu implemen-
taci Casoprostorovych ,,denoising* algoritmii (Kervrann
a Boulanger, 2006; Pécot et al., 2008; Boulanger et al., 2009).
Shrnu-li tento odstavec, CLSM piedstavuje Gizasny mikro-
skop vyuzitelny v mnoha aplikacich, samoziejmeé vcetné in
vivo pozorovani, nicméné vyuziti wide-field fluorescencni
mikroskopie (popt. konfokalni mikroskopie s rotujicim
diskem), pii které se mikroskopické obrazy snimaji CCD
kamerou, a je soucasné vyuzito pocitacové dekonvoluce,
mize byt nékdy vhodnéjsim fesenim (pfedevsim vhodnéjsi
projev zaklinadel typu citlivost, fototoxicita, vybélovani,
popt. rychlost). CLSM zacina rovnéz ztracet jednu vysadu
z hlediska uzivatele — zautomatizovany provoz, nebot v tom-
to ohledu jej moderni wide-field mikroskopy a mikroskopy
s rotujicim diskem zacinaji ,,dohanét®.

Na tadé bunééné biologickych pracovist jsou vysetio-
vany tenké objekty, jako jsou buriky narostlé nebo ptichy-
cené na kryci sklicko. I v tomto kontextu osobné povazuji
vykonné wide-field fluorescen¢ni mikroskopy vybavené
mimo jiné presnym a rychlym posunem mikroskopického
stolku a (EM-)CCD kamerami za vhodné pro feSeni rady
projektt, predev§im pii 3D pozorovani zivych bungk a pti
snimani slabych signalti. Mimo to mohou byt Spickové
wide-field mikroskopy s velmi pfesnym posunem stolku
vybaveny lasery, ovSem osvit preparatu v oblasti zdjmu se
v in vivo experimentech (napft. v aplikacich FRAP ¢i FRET
— viz Bednar et al., 2004) ¢ini skrze fizeny rychly posun
stolku. Chybi samozifejmé konfokalita, takze odstranovani
Sumu se po ziskani snimki optickym profezanim preparatu
automaticky (!) a velmi rychle (v rozmezi vtefin az minut)
provadi pocitacovou dekonvoluci. Vyznamnym pokrokem
ve vyvoji wide-field mikroskopi je zjevné mikroskop OMX
se zabudovanym strukturovanym osvitem SIM, ktery byl
nedavno uveden na trh.

Volba konfokalniho mikroskopu s rotujicim diskem,
pfi jehoz vyvoji je nemozné nezminit zcela zasadni pfinos
ceskych védcl Mojmira Petrané a Milana Hadravského,
predstavuje jakousi stiedni cestu mezi wide-field mik-
roskopem a bodové rastrujicim CLSM. Pavodni rotujici
Nipkovowy disky s mnoha kulatymi dirkami (clonkami)
jsou dnes v komer¢nich mikroskopech vyznamné vylepseny
pridanim mikroc¢ocek umisténych nad clonkami. Mikrococ-
ky soustfeduji svétlo do clonky a zvySuji o vice neZ jeden
fad intenzitu paprskl dopadajici na preparat. V kombinaci
s lasery riznych vinovych délek a dnes s vyuzitim EM-

CCD kamer jsou kvalitni snimky pofizovany velmi rychle.
Mikroskop mize byt doplnén FRAP modulem s moznosti
vyznacit oblasti zdjmu. Samoziejmé se to vSe odrazi ve vyssi
cené pristroje. Podle mého nazoru maji tyto mikroskopy
vici CLSM (pro fadu védeckych projekti samoziejmé také
vici wide-field mikroskoptim) nékteré prednosti, které jsou
vyuzitelné pii pozorovani bunék in vivo a v ptipad¢ slabych
signali. Konfokalita je ve srovnani s CSLM horsi, Ize ji
vsak dohanét a posteriori ptistupy. Jako alternativa se jevi
dal$i komer¢ni mikroskop, kde nejsou vyuzity clonky, ale
zameénitelné Sté€rbiny riznych rozmeért. To sice pfinasi horsi
konfokalitu, nicmén¢ intenzita osvitu preparatu se ve srov-
nani s Nipkowovymi disky vyrazné zvysuje.

Podobné¢ jako u svételnych mikroskopt, vybér prozato-
vaciho elektronového mikroskopu se musi predevsim fidit
védeckymi projekty prislusného pracovisté. Pokud je pra-
covisté zaméteno vylucné na zjistovani zmén ultrastruktury
bungk a tkani v biopsiich pacienti ¢i pfitomnosti rotavird ve
stolici pacientl, véetné provedeni ultrastrukturalniho imu-
nocytochemického znaceni, na vSechny tyto aplikace staci
pofizeni v Brné vyrabéného typu Morgagni nebo vykonnost-
né podobnych mikroskopti jinych firem.

Zduraznuji, ze zcela zavadéjici je snaha dosdhnout
maximalniho rozliSeni mikroskopu. To se u Spi¢kovych
mikroskopt pohybuje v fadu 0,1 nm a je docileno na nebio-
logickych preparatech, jako jsou napft. krystalicka uspota-
dani atomu tézkych prvki. Pro biologické aplikace napf.
s ultratenkymi fezy se i ve Spickovych mikroskopech dosa-
huje realného, biologicky vyznamného rozlisent, které je spi-
Se ne o jeden, ale o dva fady horsi. Mluvim-li o bunéénych
strukturach, velmi si povazuji tomografické rekonstrukce
jedné z nejslozitejsich bunéénych struktur, jaderného poru,
a to v prostorovém rozliSeni (tedy ve vSech soufadnicich
X, y a z) 9 nm (Beck et al., 2004). Tohoto vysledku vsak
bylo dosazeno nikoli na celych buiikach, ale na izolovanych,
nicméné stale transportné aktivnich jadrech Dictiostelium,
pri¢emz jadra Dictiostelium byla vybrana pro jejich maly
rozmér. Izolovana jadra byla rychlym zmrazenim vitrifiko-
vana a v elektronovém mikroskopu s kryonastavcem byla
tomografie provedena pouze na okraji jadra, tj. v oblasti
jadra o dostate¢n¢é malé tloustce. Vysledky tomografické
rekonstrukce ziskané na vice jadernych pérech byly nako-
nec pocitacoveé zpraimerovany. Dobra zprava je, ze letos se
zjevné dozvime vice i o nativni struktuie jaderného péru lid-
skych bunék (Ohad Medalia a Ueli Aebi, osobni sdéleni).

Na rozdil od ultratenkych ez ¢i izolovanych bunéénych
organel (napf. bunécného jadra) Ize na izolovanych drobnych
strukturach, jako jsou ikosahedrické viry pozorované v tenké
vitrifikované vrstvé dosahnout biologicky vyznamného roz-
liSeni i pod 1 nm (napt. Conway et al., 2003). Zde konkrétné
k dosazeni tak vysokého rozliseni napomaha vyuziti mnoho-
nasobna symetrie virové ¢astice (Raska, 1977).

Nezasvécenému ¢tenaii neni znamo, ze pii tomografickém
snimkovani jsou jednotlivé tomografické snimky potizené
kamerou vysoce ,,podexponovany®, takze i zkuSenému
pozorovateli nic netikaji. To je vSak nutny postup, nebot’
biologicky preparat, a predevs§im nativni kryopreparat, je na
osvit elektrony vysoce citlivy (i pfi tomografii pryskyficnych
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fezll je vhodné omezit intenzitu osvitu — viz obr. 4). Avsak
pocitacem vytvorena tomograficka rekonstrukce z nékolika
desitek vysoce podexponovanych snimk je jiz dobte Citelna
(obr. 7). Pro vybér vykonngjsiho elektronového mikrosko-
pu pro biologické aplikace uvadim myslenkovou anabazi,
kterou jsem musel projit pii navrhu sestavy tomografického
mikroskopu Tecnai Sphera s urychlovacim napétim 200 kV,
kryonastavcem, dostatecné kvalitni (2x2k) CCD kamerou
a modulem pro snimani pti nizké davce (low dose) elektronii
pro nase pracovisté. K navrhu mne vedlo nékolik projektt,
v nichz se vyuzilo vitrifikované kryovrstvy pii vysokorezoluc-
nim sledovani nativni struktury komplexti biomakromolekul
(obr. 3), jakoz i pti riznych aplikacich v oblasti nanotechno-
logii (Kepczynski et al., 2009). Dalsi projekty se napt. tykaji
jiz zminéné analyzy imunocytochemicky znac¢enych zrepliko-
vanych segmenti DNA (Ligasova et al., 2009) nebo analyzy
je, na rozdil od strukturné jednodussich trinukleozomu uve-
denych v obr. 3, jiz nutné provést tomografickou rekonstrukci.
objektil (napt. proteinovych ¢i nukleoproteinovych komplexti)
lze rovnéz provadét pouzitim velkého poctu jejich snimkd,
pricemz objekty jsou v tenké vitrifikované vrstvé nahodné
orientovany; to vSak za predpokladu, ze jsme schopni urcit
prostorovou orientaci objektll v tenké vitrifikované vrstve.
Zasadnim dilematem bylo, zda k mikroskopu pozadovat
energeticky filtr. Filtr pfedstavuje velmi drahou nadstavbu,
navic bez potizeni dalsi drahé investice, specialniho zdroje
elektrond FEGu (Field Emission Gun), ktery poskytuje
vysoce monochromatické elektrony, ztraci pofizeni ener-
getického filtru do zna¢né miry smysl. Ve srovnani se
standardni, elektrony emitujici katodou vyzaduje provoz
FEGu podstatn¢ vyssi vakuum (vice nez o jeden fad) a tento
pozadavek dale vyznamné navySuje cenu pfistroje.
Energeticky filtr umoznuje pfi tvorbé obrazu ,,vybrat*
elektrony jen o urcité vinové délce. Pro pochopeni vyznamu
energetického filtru musim ve velmi zjednodusené formé
zminit zpusob interakce elektronl s preparatem a tvorbu
obrazu. Vysoce urychlené elektrony reaguji v mikroskopu
s preparatem dvojim zpusobem. Pfi tvorbé vérného obrazu
se uplatniuji elastické elektrony, které jsou vychyleny jadry
atomu v preparatu, aniz by zménily energii, tj. svoji vinovou
délku. Elektrony dopadajici na preparat vSak rovnéz reaguji
s elektronovym obalem atomt, jsou rovnéz vychyleny ze své
drahy, avSak ztraceji energii. A navic také dochazi i k vice-
cetnym interakcim elektronu v preparatu. Takto ,,nevhodné&*
reagujici elektrony zasadné pfispivaji ke zniCeni struktury
preparatu a ke zkresleni spravného kontrastu biologickych
struktur v obraze preparatu. Vytvofeny obraz preparatu tak
prestava byt vérnym obrazem preparatu. A ¢im je preparat
silngjsi, tim vice se vytvoii onéch nevhodnych elektront.
Zde se pfimo uplatni energeticky filtr, ktery pro vytvoreni
obrazu propusti jen elasticky vychylené elektrony’®. Situace

neni alarmujici v piipadé tenké vitrifikované vrstvy, tenkych
pryskyfi¢nych fezl nebo rozmrzlych tenkych kryotezl
(fixovaného materialu) o tloustce do 100 nm. V ptipadé
tomografického zpracovani silnéjsich objektt, jako jsou
pryskyfticné kontrastované fezy o tloust’ce kolem 200 nm,
které jsou jiz vhodnym objektem pro tomografické zpraco-
velkych problému vyhodnotit. Pozitivné se pfi tom uplatiuje
i vys$si urychlovaci napéti 200 kV'°. Vyssi energie elektront
v 200 kV mikroskopu umozni nejen jejich pranik silnéj-
$im preparatem, ale navic se ve srovnani s urychlovacim
napétim 100 kV standardnich elektronovych mikroskopt
zvysi relativni podil elastickych a nevhodnych elektront.
Predevsim podil elektront reagujicich vicenasobng s prepa-
ratem vyznamng klesa. V pfipadé vysoce citlivych nativnich
vitrifikovanych kryotezu je situace jiz zcela kriticka. Pti
tomografickém naklonu tenkého fezu o 60 i vice stupil se
realna tloustka fezu pro dopadajici elektrony vyznamné
zvysi, zvySuje se tim pocet nevhodnych elektroni pfispi-
vajicich ke tvorbé obrazu a vzhledem k zanedbatelnému
inherentnimu kontrastu vitrifikovaného a nekontrastovaného
kryofezu nelze vysledny obraz spravné vyhodnotit. Je nutné
pouzit energeticky filtr. Podobna je situace s velkymi vitrifi-
kovanymi objekty, jako je izolované rozmérné, i kdyZz malé
jadro Dictiostelium.

Vzhledem k témto vSem skute¢nostem jsem upustil od
energetického filtru a FEGu s planem vyuzivat metody ten-
ké vitrifikované vrstvy a tomografie slozitéjSich biostruktur
v tenké vitrifikované vrstveé, jakoz i tomografie (kontras-
tovanych) pryskyfiénych fezi nebo rozmrzlych kryotezl
o tloust'ce kolem 200 nm. Rezy o této tloust'ce jsou jiz vhod-
né pro nescislné tomografickych aplikaci na bunééné urovni
(Ligasova et al., 2009). Mikroskop je samoziejmé vyuzitelny
pro ultrastrukturalni imunocytochemii na pryskyti¢nych
fezech ¢i rozmrzlych ultrakryotezech a pro CLEM, véetné
tomografického CLEMu. Musim zd@raznit, ze bezpodmi-
necnou podminkou pro vyuzitelnost mikroskopu pak byla
pritomnost doc. Jana Bednara na nasem pracovisti; ten je
mezinarodné uznavanym odbornikem na nativni kryoelek-
tronovou mikroskopii. Bez ného bych si nemohl dovolit jit
do soutéze o tak vykonny a drahy mikroskop.

ZAVER

Po precteni ¢lanku Ctenaie napadne, Ze i tento pfispévek
je nevyvazeny. Vzhledem k jeho rozsahu nebylo mozné se
vénovat napt. FCS (Fluorescence Correlation Spectrocopy),
TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence), FLIM (Fluo-
rescence Lifetime IMaging) a dokonce ani multifotonovému
mikroskopu (viz v§ak legenda k obr. 2). A také nové komerc-
n¢ dostupnym mikroskoptiim, elektronovému mikroskopu
KRIOS s urychlovacim napétim 300 kV optimalizovanému

9V urcitych situacich je k ziskani cennych informaci o preparatu vyhodné, aby energeticky filtr .propustil” pfi tvorbé obrazu vylucné ,nevhodné”

elektrony.

0Jesté vyhodnéjsi je samoziejmé urychlovaci napéti 300 KV, které zjevné predstavuje pro tomografické biologické aplikace optimum. Ovsem

300kV mikroskop je nékolikandsobné drazsi neZ 200 kV mikroskop.
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pro pozorovani biologickych vzorki ¢i luminescen¢nimu
mikroskopu vhodnému pro dlouhodoba i vivo pozorovani.
Vezmu-li v§ak v potaz otazku: ,,Kudy, kam a pro¢?*, z tohoto
pohledu povazuji sdéleni za pfiméfené vyvazené. Konec
konct to byla i urcita osobni povinnost nasmérovat ¢lanek
timto smérem.

Vyhledem do budoucna chci ptispévek uzaviit. Tomo-
grafie a pozorovani nativnich kryopreparati znovu ozivily
zajem o biomedicinsky zamétenou elektronovou mikrosko-
pii. Nativni kryoelektronova mikroskopie se stale vice uka-
zuje jako nepostradatelny partner krystalografickych a jinych
strukturnich ptistupti. V bunééné biologii bude elektronova
mikroskopie i v budoucnu poskytovat nesrovnatelné vyssi
rozliSeni nez mikroskopie svételna!!, navic ji lze v CLEMu
kombinovat se svételnou mikroskopii zivych bungk.

Rozvoj svételné mikroskopie je tak obrovsky, zZe lze jen
tézko predvidat, jaka dalsi krasna prekvapeni nas cekaji
za 5 let. Chcei v tomto ohledu uzaviit sdéleni odkazem na
»~metamaterialové™ supercocky (superlens) s negativnim
(1) indexem lomu a na dalsi alternativy, které jsou ve velmi
srozumitelné forme shrnuty v kratkém piehledovém sdéleni
z minulého roku (Zheludev, 2008).
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"] kdyZ se skupiné C. Cremera z Heidelbergu metodou SALM (Spectrally Assigned Localization Microscopy) podarilo docilit rozliseni pod 20 nm
a skupiné S. Hella z Géttingenu v pristupu vyuZivajicim STED dokonce rozliseni pod 10 nm, jednalo se vZdy o rozliseni predstavujici vzdalenost
mezi 2 fluorochromy. Ovsem na rozdil od elektronmikroskopickych snimkd chybi ve fluorescenénim obraze celkovy kontext buriky.
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