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Dobrodruzstvi mikroskopie -
cesta ke treti dimenzi

Od dob, kdy Holandan Antoni van Leeuwenhoek popisoval britské Kralovské
spolecnosti sva prvni pozorovani mikrosvéta, zprostiedkovana vlastnorucné
vyrobenym drobnohledem, jizZ uplynulo skoro 350 let. Jeho nasledovnikim se
postupné datilo posouvat hranice viditelného a konstruovat mnohem dokona-
lejsi mikroskopy. A to nejenom svételné, ale i elektronové. Kdyz se zdalo, Ze neni
kam pokrocit, byly vyvinuty na zakladé slozitych matematickych algoritmu
zobrazovaci techniky, které na jednu stranu vyuzivaji, na druhou obchazeji
netrividlni fyzikalni zakonitosti. S nartstajici touhou po dal$im poznéni byl
vyvinut nespocet chemickych latek umoziujicich rozsvitit specifické molekuly
zarivym svétlem fluorescence. Pribyly také ¢inné zdroje ¢astic pronikajicich
skrz zivé tkané i zkamenéla téla davno vyhynulych organismu.. Moderni detek-
tory pak dokazaly zachytit i ten nejmensi pozitivni signél rizné povahy. Novin-
kou posledni doby jsou sofistikované piistroje skladajici virtualni fezy z nitra
pozorovanych objekti do celistvych trojrozmérnych modelu, aniz by bylo nutné

jakkoli porusit jejich integritu.

Prvni kriacky mikroskopie

Skryty mikrosvét ztstaval nasim o¢im
utajeny az do té doby, kdy lidé pohlédli do
primitivnich drobnohledt a zprostiedko-
vali sva pozorovani tzv. animacul (drob-
nych ,,zvitatek”) zbytku svéta na zdatilych
kresbach. Nad pfesnosti téchto umélec-
kych dél s vysokou vypovédni hodnotou
Casto zasneme i v dne$ni dobé citlivych
kamer napojenych na soucasné slozité
mikroskopy, které ty pivodni nepfipomi-
naji ani z dalky (viz obr. 1 na str. CLXII
kulérové piilohy této Zivy).

Zobrazovaci techniky vsak pokrocily
jesté dél a nékteré z nich se od ptivodnich
priorit dosahnout co nejvyssiho rozliseni
a ¢istého obrazu bez rusivych optickych
jevi pfesunuly jinam. Mimo jiné k moZnos-
tem, jak probéddat nitro objektt bez toho,
abychom je museli nejd¥ive znicit. Tedy —
definitivné se rozloudit s jejich ptvodni
celistvosti a doslova je ,,vypitvat“ nebo roz-
krajet na tenké histologické fezy, z nichz
by se pak dal zpétné sestavit trojrozmér-
ny (3D) model ptivodniho uspotddéni. Ta-
kové metody neinvazivniho 3D zobrazo-
vani jsou Casto zaloZené na zcela jinych
principech nez svételna ¢i elektronova mi-
kroskopie, o nichz bliZe pojednéva ¢lanek
v kuléru tohoto ¢isla (na str. CLXII-CLXV)
a k némuZ se vazou i pracovn{ listy na
webovych strankach Zivy.

Cesta k novému rozmeéru

Se zakladnim p¥istupem, jak nahlédnout
dovnitf Zivého organismu bez trvalého
zasahu, se setkal kazdy z nés. Zminénou
definici totiz spliiuje i ,,obyc¢ejny*“ rentgen,
jenz vysila zafeni snaze prostupujici meék-
kymi tkdnémi neZ napf. zvdpenatélymi
kostmi. Jde o princip vyuzivany s uspé-
chem v huménni i veterinarni mediciné
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pro diagnostiku poruch zejména télniho
skeletu jiz po desetileti. V prabéhu ¢asu
prisla ke slovu i kontrastni ¢inidla, ktera
po perordlnim podani umoziiuji na rentge-
nu odhalit nepriichodnost travici sousta-
vy, poruchy celistvosti dutinovych orgdnt
nebo po aplikaci do misniho kandlu tfeba
i misto vyhfeznuti meziobratlové ploténky.
Takovych kontrastnich ¢inidel pouziva-
nych v 1ékafstvi existuje celd fada (obvyk-
le jde o slouceniny jédu nebo baria), v né-
kterych pfipadech miize dobife poslouZit
i pouhé vyplnéni vodou nebo vzduchem.
Kontrastni latky maji spole¢né, Ze diky mite
absorpce rentgenového zafen{ jsou na final-
nim snimku viditelné a snadno odlisitelné

pfijemce, tedy lidského nebo zvifeciho
pacienta jsou netoxické (obr. 1).
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I tak obecné rozsifend metoda ,,pronika-
ni pod povrch” jako rentgen vSak ma své
limity. NedokéZe napt. poskytnout infor-
maci ve tfetim rozméru (3D), ackoli tuto
nevyhodu do jisté miry nahrazuje rutin-
ni pofizovéani snimkt z vice Ghli (Sasto
v kombinaci pfedozadni a bo¢ni projekce).
Z nich umf{ zkuSeny hodnotitel (radiodiag-
nostik) vy¢ist relativné pfesnou polohu
konkrétnich sledovanych ttvarti, ackoli
se na snimcich pfekryvaji se strukturami,
které se pfi dané projekci nachézeji nad
nebo pod nimi.

Pro rekonstrukci 3D obrazu v pravém
smyslu slova viak musime objekt nasni-
mat z mnohem vé&tsiho poctu dhld. Po-
ptavka dala nakonec vzniknout p¥istroji,
znamému pod zlidovélym nazvem ,,cétéc-
ko neboli CT, podle zkratky z anglického
Computed Tomography. Cesky lze ¥ici vy-
pocetni tomografie, ackoli vice vZity je ne-
spravny vyraz pocitacova tomografie. Také
tento pristroj pracuje s rentgenovym zére-
nim, tentokrat ale v kombinaci s otacecim
mechanismem umisténym kolem zkouma-
ného objektu. Na jedné strané zdroj vysi-
14 rentgenové zafeni a na druhé detektor
v rychlém sledu zachycuje a zaznamena-
va intenzitu paprski poté, co prosly objek-
tem (typicky télem pacienta) nachazejicim
se mezi nimi. Postupnym otd¢enim proti-
stojné soustavy zdroj — detektor vznika
série Casto az nékolika set snimki, tzv. pro-
jekci, zachycujicich objekt v rentgenovych
paprscich pod riznymi dhly. SloZenim celé
série pomoci specidlniho programu pro
obrazovou rekonstrukci pak vznika 3D vy-
stup, ve kterém se miZeme ve virtualnim
prostiedi pohybovat a neinvazivné doslova
,prokrajovat” objekt naseho zajmu v libo-
volnych rovinach bez jeho skute¢ného po-
gkozeni. Stejné jako u klasického rentgenu
i zde je mozné vyuzit riznd kontrastni
¢inidla, jejichZ podéni usnadni zobrazeni
napf. pii angiografickych vysetfenich cév
nebo pfi vySetfeni travici soustavy. I tato
metoda v8ak m4 limity. Hlavnim omezenim
je 8kodlivost rentgenového zéafeni pro
Zivé organismy, které se mtiZe pfi dlouho-
dobém ¢i opakovaném snimkovani nega-
tivné projevit. Pfi skenovani nezivych
objektt ale zminéné faktory omezeni ne-
predstavuji. Vysledkem rekonstrukei z tak-
to intenzivniho snimani ¢asto byvéa kvalit-
néjsi vystup ve vétsim rozliseni, a tak se
vypocetni tomografie s oblibou vyuziva
nejen v medicing, ale i v ostatnich biolo-
gickych oborech. Nezastupitelné misto ma
také v materidlovych védach a v dalsich
technickych aplikacich, ty vsak pro tcely
naseho ¢lanku pomineme.

3D v mediciné

Pro trojrozmérné zobrazovéani vnitinich
orgédni se v sou¢asné huménni medici-
né pouziva rutinné hned nékolik metod,
které se od sebe v principu znacéné lisi,
i kdyz laikovi ¢asto splyvaji v jedinou
(také v Zivé 2007, 6: 285-288). Kromé CT,
jehoZz princip i uplatnéni jsme vysvétlili
vySe, sem patf{ metoda MRI vyuZzivana ze-
jména v kardiologii, neurologii a onkolo-
gii. Zkratka je odvozena z anglického Mag-
netic Resonance Imaging. Ackoli vystupy
v podobé virtualnich prtfezt télem nebo
3D modelti sledovanych organti se na prv-
ni pohled velmi podobaji tém z CT, fungu-
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1 Rentgenovy snimek, pomoci néhoz
bylo moZné v téle dospélé samice zelvy
pardali (Stigmochelys pardalis) odhalit

i pfes vrstvu pevného kosténého krunyte
pritomnost nékolika kulatych ttvart —
vajicek (dvé z nich oznacena Sipkou),
ktera se ji nepodaftilo vyklast pfirozenou
cestou. Foto: L. Necasova a J. Cukr,
Veterinarni klinika Na Hradku

2 Osteologicka analyza lebek (na snimku
laboratorni my$) mutZe v p¥istrojich

pro mikroCT (bliZe v textu) probihat

bez ptredchoziho odstraiiovani mékkych
tkdni usmrcenych zvifat, coz je nedoce-
nitelny nastroj vyuzivany zejména

v muzeich (obr. a). Rekonstrukce jednoho
z bo¢nich tomografickych fezi (b) pouZi-
tych pro nésledné slozeni vysledného 3D
modelu lebky (c). Tento model lze ve spe-
cidlnich programech dale upravovat,
analyzovat a otd¢et. Zubni aparat na pro-
storovém 3D modelu s barevnym zvyraz-
nénim jednotlivych slozek zubd horni

a dolni celisti (d). U horni ¢elisti je sklo-
vina zubt kolorovana zluté a dentin zele-
né, u dolni ¢elisti sklovina fezdk bile,
sklovina stolicek fialové, dentin fezaki
svétle modfe a dentin stolicek tmavé
modfe. Polopriihledné zobrazeni lebec-
nich kosti umoziuje vidét kofeny zubu
zasahujicich do celisti. Obr. b—d byly
nasnimany na pfistroji Skyscan 1176
(Bruker), vysledné zobrazeni v podobé
rekonstruovaného virtualniho fezu (b),
resp. na zékladé rekonstrukci virtualnich
fezl (c a d) pak vzniklo v programu
CTvox (Bruker), barevny 3D model (d)
byl konstruovan z téchto fezt ve volné
dostupném programu ITK-Snap
(www.iksnap.org). Foto: J. Bulantové (a)

a F. Spoutil (b—d), Ceské centrum

pro fenogenomiku na Ustavu molekularni
genetiky AV CR p¥i centru BIOCEV

je MRI jinak. Jejim principem je detekce
napéti jader atomti, odlisného pro rizné
tkané, indukovaného v pfitomnosti silné-
ho magnetického pole. Vyhodu oproti CT
predstavuje absence nezadouciho ozafeni.
Vzhledem k silnému magnetickému poli,
v némz se ¢lovék nachazi po celou dobu
vysetfeni, je véak MRI zapovézena pacien-
tm s kovovymi ndhradami nebo implanta-
ty (typicky s kardiostimulatory). Podobné
jako p¥i CT lze zvyraznit nékteré struktu-
ry pomoci kontrastni latky, v pfipadé MRI
nitrozilnim podénim feromagnetického
prvku, obvykle gadolinia. Tfetim zastup-
cem nejcastéjsich zobrazovacich technik
vyuzivanych v 1ékafstvi se stala metoda
oznacovana zkratkou PET, opét z anglic-
kého Positron Emission Tomography. Je
zaloZend na nitrozilnim podéni radio-
aktivnich latek (radiofarmak) s kratkym
polocasem rozpadu, béhem kterého vzni-
kaji pozitrony (izotopy). V téle pacienta
pak reaguji s elektrony za vzniku dvojice
fotond, jejichZz pozici nasledné zachyti
detektory rozmisténé v prstenci kolem
pacientova téla. Nejcast&jsim radiofarma-
kem je slouc¢enina 18-fluordeoxyglukéza
(18F-FDG), ktera se chové jako b&zné glu-
kéza. Diky tomu je v téle pacienta distri-
buovéana do tkéni s vy$si rychlosti meta-
bolismu, coZ se vyuziva pfedevsim pii
zobrazovani nddorovych bungk (viz Ziva
2013, 5: 202—205). V pfipadé, Ze je radio-
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aktivné oznacena jina latka (napt. 1é¢ivo),
lze touto metodou efektivné studovat
i farmakokinetiku (jakym zptsobem latka
prochézi organismem v ¢ase od podéan{ az
k vylouceni) nebo farmakodynamiku (zkou-
majici mechanismus ptisobeni latky a také
zéavislost jejtho mnozstvi a i¢inku kon-
krétnich molekul).

3D ve vedeé

Popisované technologie 3D zobrazovacich
metod nachézeji vyuziti také v preklinic-
kém nebo zékladnim vyzkumu. Casto jde
o modifikované pfistroje pfekonavajici
limity rozliseni na trovni jednotlivych
bunék, nebo dokonce bunéénych struk-
tur. P¥inesly revoluci v riznych oblastech
pfirodnich véd, veetné medicinského vy-
zkumu, ktery hojné vyuziva modelové
organismy, typicky laboratorni mysi. Zpra-
vidla tomu odpovida také celkova veli-
kost i konstrukce p¥istroju, které se od
téch urcenych pro ¢lovéka a umisténych
na radiologickych oddélenich nemocnic
znatné lisi. Nejvice velikosti prostoru pro
skenovany objekt, u CT pak i tim, Ze se
v piistroji neotaci zdroj zateni s detekto-
rem kolem objektu, ale objekt samotny, za-
timco zdroj a detektor zistavaji na mists.
Presto jde stéle o p¥istroje, které vzhledem
k vysokym potizovacim i provoznim nékla-
dtim a specifickému vyuziti vétsina labora-
tofi sama nevlastni. VyuZivaji se proto spi-
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$e formou spolupréace se specializovanymi
zobrazovacimi centry, poskytujicimi sluz-
by za adekvéatni finanéni ptispévek i jinym
institucim, p¥ipadné se podileji na feseni
spole¢nych mezioborovych projektt. Nava-
zan{i takové spoluprace byva casto zajima-
vé pro obé strany, a proto vznikl projekt
sdruzujici zobrazovaci centra z Cech, pfi-
padné z celé Evropy s riznymi typy p¥i-
stroju, kterd lze v p¥ipadé zdjmu oslovit
(www.czech-bioimaging.cz, www.euro-
bioimaging.eu).

V zéakladnim biologickém vyzkumu se
pro 3D zobrazovéni nejcasté&ji vyuziva CT,
konkrétné pak mikroCT, jehoZz vystupy
dosahuji rozliSeni aZ na irovni mikromet-
ri. Tyto pfistroje se napf. velmi osvédcily
v pfirodovédnych muzeich. V zddném
muzeu totiz vétsinou nechybéji osteolo-
gické sbirky, zamétené predevsim na leb-
ky, které stavbou dokonale dokumentuji
zpusob Zivota a ziskavani potravy svych
puvodnich majitelt, navic nesou druho-
vé specifické znaky. Zptisob, jakym se leb-
ky preparuji, je v§ak pomérné zdlouhavy
a mnohdy p¥i ném hrozi ztrata nebo po-
nic¢eni drobnych k¥ehkych kosti, hlavné
u lebek ryb nebo mensich druhti obratlov-
ct. Pokud jde navic o zvife, které neni
z jakéhokoli davodu dostupné ve vice
exemplafich, vznika velké dilema. V tako-
vém piipadé totiz neni zddouci, aby byly
meékké tkané okolo kosti zni¢eny na tkor
preparace kosterniho materialu. Osteolo-
gické parametry zkoumaného jedince pak
zustavaji pro dalsi studium nedostupné
nebo se omezuji na rentgenovy snimek.
Pravé tato dilemata pomohla dokonale
vyfesit metoda mikroCT. Skute¢nost, ze
jde o nezivy a nepohyblivy objekt, nabizi
moznost prodlouzit ¢as i navysit energii
pouzitou ke skenovani bez negativnich
disledkd pro zdravi studovaného orga-
nismu. Lze tak ziskat dokonaly 3D model
lebky nebo celé kostry zvitete a dal ho
vyhodnocovat z hlediska hustoty kostni
tkdné, objemu napt. o¢nice nebo mozkov-
ny, struktury vnitfniho ucha (za normal-
nich okolnosti ukrytého uvniti lebky), ma-
sivnosti jednotlivych kosti nebo tvrdosti
materialti, kterymi jsou tvofeny tieba zuby.
V3e prostym naskenovanim mrtvého fixo-
vaného jedince a ndslednym sloZzenim dat
ze snimkovani ve specidlnim programu.
A to bez stahovanfi ktiZe, rizika poniceni
svalovych ipont a vnitfnich orgdnt neza-
douci nadbyte¢nou manipulaci (obr. 2).

Podobné bylo 3D zobrazovacich metod
vyuzito i pro studium archeologickych
nélezd zachovalych ostatkt lidi, véetné
mumii. Své misto si v8ak naslo zejména
mikroCT, a to na poli paleontologie. Pfed-
stavme si napf. zkamenélinu nebo jesté
lépe jantar, v némz pfed desitkami az
stovkami miliont let uvizly plody, seme-
na ¢i pylova zrna rostlin, téla bezobrat-
lych nebo dokonce drobnych obratlovci.
Jak ale prozkoumat vnitini podobu téchto
objektt, abychom vzacny nalez zacho-
vali pro dalsi studium? Odpovéd nabizi
mimo jiné pravé jiz zmitiované mikroCT,
pomoci néhoz ziskdme nejen topografic-
ky model v jantaru uvéznéného mraven-
ce nebo brouka, ale i idaje o velikosti
a umisténi svaloviny a organt uvnitf je-
jich téla (viz také ¢lanky v Zivé 2014, 5:
198-202 a 2008, 6: 286—288).
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Podobnym zptisobem lze zaznamenéavat
napf. vnitfni uspofadani schranek dirko-
nosct, a to jak fosilnich, tak soucasnych
(obr. 3 a 4).

Jeden z problémt, ktery bylo potieba
vyftesit pii 3D zobrazovani metodami za-
lozenymi na rentgenovém zafeni, pred-
stavuje zobrazovani mékkych tkani. Jejich
signal byva totiz ¢asto doslova ,,prehlu-
Sen” signalem z tvrdych tkéni, jako jsou
zvapenatélé kosti obratlovcei, chitinové
¢asti vnéjsi kostry bezobratlych nebo schra-
nek, jez organismy obklopuji ¢i uzaviraji
v sobs. Caste¢néd se s nim lze vyporadat
pomoci citlivosti modernich p¥istroji a je-
jich schopnosti odfiltrovat ur¢itou inten-
zitu signalu. Velky podil na pfekonani
tohoto limitu vSak mély i latky, jimiz lze
télo studovaného organismu prosytit, a tim
kontrast jednotlivych organti vyrazné zvy-
§it. P¥ vyuziti téchto kontrastnich ¢ini-
del, zminénych jiZz v odstavci o rentgenu
a o medicinském vyuZziti 3D zobrazova-
cich metod, se vsak nevyhneme omeze-
nim, kterd souviseji s toxicitou takovych
latek pro vse zivé. U mrtvych a fixova-
nych biologickych objektt se ale spekt-
rum efektivné vyuzitelnych latek rozrista.
Jako kontrastni ¢inidla lze s ispéchem
vyuzit napf. chemikalie, jako jsou kyseli-
na fosfowolframova nebo fosfomolybde-
nova. K nejpouzivanéjsim vsak patii opét
slouceniny jédu, tentokrat v8ak v mnohem
vy$sich koncentracich oproti organismim
snimanym zaZziva. Bézné se tak provadi
prosycovani objektii dobfe zndamym Lugo-
lovym roztokem. Diky takto @¢innému
kontrastovani pak mtzeme lépe odeci-
tat nejen velikost a uspofadani mékkych
tkan{ uvnitf téla, ale i moznych paraziti
pfitomnych v parenchymu nebo v dutinach
vnitfnich orgént (obr. 5).
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Rizné cesty ke stejnému cili
Zobrazovaci techniky umoziujici pozo-
rovani objektt ve vysokém rozliseni ve 3D
zazivaji v poslednich letech obrovsky roz-
mach. Diky z4jmu védct a technologické-
mu pokroku se pristroje dale zdokonaluji
a objevuji se pro né stdle nova vyuziti. Na
vybranych pfikladech zfejmé nejrozsire-
néjsi metody CT, pfipadné mikroCT jsme
se snazili pfedstavit alesponi ty nejzajima-
vé&jsi ze zakladnich aplikaci. Zavérem je
v8ak tfeba upozornit, Ze CT i ostatni 3D
zobrazovac{ metody maji mnohem $irsi
uplatnéni. Stejné tak je vhodné zminit, Ze
kromé zde jmenovanych 3D zobrazova-
cich metod slouzicich zejména v klinické
praxi, preklinickém vyzkumu, v biologic-
kych, ale i technickych oborech existuji
dal3i, neméné zajimavé technologie, kte-
ré se omezuji ,,pouze” na oblast vyzkum-
nou a nebylo mozné je z prostorovych
davodu do ¢lanku zafadit.

Obrovsky vyznam popisovanych metod
pro védu i medicinu je vSak jasné patr-
ny. Dokazuje to i nékolik Nobelovych cen
udélenych v souvislosti se zobrazovacimi
metodami. Kazd4 z technik mé pro védce
dychticiho po poznani vyhody i omeze-
ni, které mohou badéni usnadnit nebo
naopak zkomplikovat. Dtlezité je proto
umét se v nich orientovat a zvolit pro nale-
zeni pozadovanych odpovédi ten spravny
nastroj.

Obrazovéd dokumentace k ¢lanku pochazi
z pracovist v Ceské republice i mimo ni,
kterd 3D zobrazovaci techniky ve velké
mife pouzivaji. Dékujeme proto vsem ko-
legiim jak za zprostredkovani, tak za laska-
vé poskytnuti fotografii.
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3 a4 Vypocetni tomografie (Computed
Tomography, CT) je zaloZena na ziskéni
pocetné sady radiografickych projekci
zachycujicich zkoumany vzorek z riiz-
nych dhla (obr. 3a). V pfipadé prezento-
vaného dirkonosce Pappina breviformis
(Foraminifera) z Dévinské Nové Vsi
poskytnutého K. Holcovou byla zvlast
sniména spodni a horni polovina. Mate-
matickou rekonstrukci byla nasledné
ziskédna sada tomografickych fezu (b)
tvorici 3D voxelovy model objektu,

kde je vidét ¢lenitost povrchu (c)

i vnitfnich struktur (d). Vzorek byl
sniman na p¥istroji konstruovaném

v mikroCT laboratofi Ustavu technické

a experimentalni fyziky CVUT v Praze
(4, bliZe na webové strance Zivy; o metodé
viz také Ziva 2008, 6: 286-288).

Foto: J. Dudék a J. Zemli¢ka

5 Rekonstruovany pti¢ny tomograficky
fez télem drobného jestéra anolise Anolis
sagrei (obr. a) a vyznaceni pozice, z niz
fez pochazi (b). Ve hibetni ¢asti je vidét
prifez obratli a zddovou svalovinou,

po stranéch ¢asti zeber a ve stfedu jsou
patrné vétsSinou prifezy travici sousta-
vou vyplnénou natravenou potravou

a hlisticemi zvyraznénymi

na kolorovaném 3D modelu zadni ¢ésti
téla A. sagrei (c). Bez pitvy odhaluje
pfitomnost a individuélni pozici riznych
druhti parazitii v téle hostitele. Zluté
jsou zvyraznéna larvalni stadia vrtejsa
(Acanthocephala) v podkozi, télni dutiné
a svaloving, zelené pak téla parazitic-
kych hlistic uvniti travici soustavy.

Ke zvyseni kontrastu byl pouzit Lugolav
roztok obsahujici j6d a skenovani probi-
halo na pristroji Phoenix VTomeX M CT
na University of Florida.

Orig. D. C. Blackburn a E. L. Stanley,
Division of Herpetology,

Florida Museum of Natural History,
Gainesville, Florida
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