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Mikroskopie je hybnou silou
v dnesnim biomedicinském

vyzkumu

Michaela Zarkova a Pavel Hozak

Chceme-li o véci védét vice, podivime
se na ni zblizka. To ndm ale uz dlouho
nestaci. My chceme védét jesté vice. Proto
bylo tfeba prolomit hranice toho, co takovy
mikroskop sestrojili holandsti bratfi Jann-
senové na konci Sestniactého stoleti. Od té
doby se mikroskop, za nemalé pomoci geni-
dlnich védci, naucdil mnohem vice, nez bylo
tehdejsi omezené zvétseni bakterie, prvoka,
krvinky nebo spermie. Dnesni mikroskopy
dokédzou napiiklad trojrozmérné zobrazovat
objekty, snimat Zivé objekty a Casosbérné
experimenty. Existuje pokrocild svételna
mikroskopie, elektronovd mikroskopie, flu-
orescen¢ni mikroskopie a mnoho dalsich
variant. Nové druhy mikroskopt jsou stéle
Castéji spojeny s rostoucimi technickymi
nédroky. Uz ddvno nestaéi polozit vzorek
na vétsi sklicko, seshora pfilozit druhé skli¢-
ko a podivat se na vzorek pfes ¢o¢ku mikro-
skopu. Proto potiebujeme odborniky, kteti
ndm pomohou s mikroskopem zachdzet,
zafidi jeho nastaveni k préci, pfipadné
pomohou pfipravit vzorky.

Nekdy potiebujeme sledovat pochody in
vivo, tedy v Zivych buiikdch a organismech.
Pro zkoumdni nemoci a procest potiebuje-
me zobrazovat i celé lidské télo. K tomu
slouzi pocitacova tomografie (CT; computed
tomography), magneticka rezonance (MRI;
magnetic resonance imaging), vysokofre-
kvenéni ultrazvuk a dalsi techniky.

Co je Czech-Biolmaging
a jak pomaha védé
v Ceské republice
Nekdy také potiebujeme poradit, jakym

zpisobem se na sviij vzorek ¢i objekt mdme
vibec divat. Kde hledat odbornika, ktery
ndm poradi? V Ceské republice od roku
2016 nabizi profesiondlni fe$eni Czech-
-Biolmaging — ndrodni infrastruktura pro
biologické a medicinské zobrazovéni.

Czech-Biolmaging spojuje $pickové

vyzkumné tstavy Akademie véd CR s pred-
nimi ¢eskymi univerzitami. Do infrastruk-
tury je zapojeno ¢trndct odbornych praco-
vist ze ¢ty regiontt CR. Tvoff tak technicky
velmi silnou a soudrznou sit védeckych pra-
covist, kterd je navic geograficky dobfe roz-
lozena do nékolika regioni tak, aby co nej-
lépe pokryvala hlavni centra biomedicin-
ského vyzkumu v Ceské republice (vice
na zadni strané obdlky a na www.czech-bio-
imaging.cz). Czech-Biolmaging tzce spo-
lupracuje s panevropskou infrastrukturou

prof. Pavel Hozak, Feditel vyzkumné infrastruktury
Czech-Biolmaging

pro biologické a medicinské zobrazovini
Euro-Biolmaging, které propojuje védecka
pracovisté po celé Evropé.
Czech-Biolmaging se sklddd z prazské-
ho Ustavu molekuldrni genetiky AV CR
(UMG), Biotechnologického a biomedicin-
ského centra Akademie véd a Univerzity
Karlovy ve Vestci (BIOCEV), jehoz zobra-
zovaci pracovi§té je provozované Univerzi-
tou Karlovou, Fyziologického ustavu AV
CR (FGU) a Ustavu experimentélni botani-
ky AV CR (UEB). V Brné sestivd z Masa-
rykovy univerzity, z niZ se do infrastrutury
Czech-Biolmaging zapojily dvé jeji soudds-
ti: Stfedoevropsky technologicky institut
MU (CEITEC MU) a Fakulta informatiky
(FIMU), a dile Ustavu pistrojové techniky

AV CR (UPT) a Vysokého uéeni technic-
kého v Brné (VUT). Infrastruktura Czech-
-Biolmaging je déle tvofena zobrazovacimi
pracovisti Biologického centra AV CR
(BC) v Ceskych Budgjovicich, 1. 1ékaiské
fakulty Univerzity Karlovy (1. LF UK)
a Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny
Lékatské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci (UPOL), kterd poskytuji uni-
kitni zobrazovaci technologie a expertizu
v ramci CR a geograficky doplituji ndrodni
potieby biomedicinského zobrazovani.

Jak se zapojitaco je
princip otevieného
pFistupu

Zapojit se do infrastruktury Czech-Bio-
Imaging je snadné. Stadi vyplnit vyhledédvac
na strinkich Czech-Biolmaging (www.
czech-bioimaging.cz), ktery ndm poradi,
jaky piistroj bychom méli pouzit. Jestlize si
nejste jisti, které pracovisté potiebujete
navstivit, mizete kontaktovat pracovniky
Czech-Biolmaging na info@czech-bioima-
ging.cz a poradit se. Poté vyplnte jednodu-
chy online formulaf, kde nastinite obsah
svého projektu a poté uz jen pockite
na odpovéd vedouciho daného pracovisté,
ktery vim s vasim vzorkem poradi.

Czech-Biolmaging zajistuje stly a udr-
zitelny pfistup k nejmodernéjsim zobrazova-
cim technologiim a analyze dat pro celou
nirodni badatelskou komunitu, s moznosti
pfistupu i pro komunitu mezindrodni.
Pokryvé vsechny drovné biomedicinského
zobrazovini — od zobrazovini molekul
a jejich interakei a struktury a procesti v buni-
kich a tkdnich aZ po zobrazovini orgind
nebo celych organismi ve zdravém i patolo-
gickém stavu. Dostupnost téchto technologii
pro védeckou komunitu je nezbytnym pfed-
pokladem pro udrzeni konkurenceschopnos-
ti biologickych a lékafskych véd v CR
a pozndvani déji v Zivych bunkéch a tkdnich
a obecné toho, jak funguji Zivé organismy.

www.czech-bioimaging.cz

Rezeme buiiky a tkané

bez skalpelu

Milan ESner, Barbora Radochova

Zivé organismy jsou trojrozmérné (3D)
objekty, a pro jejich studium je tedy nutné
mit moznost je v trojrozmérném stavu
pozorovat. Pro pozorovini jejich 3D struk-
tury se dfive musely vyrabét tzv. sériové fezy.
To znamenalo vzorek umistit do specidlni-
ho média, a pak jej fyzicky nakrdjet mikro-
tomem (specidlni pfistroj s kovovym
nozem). Bylo dtilezité zZddny fez neztratit
a mit je srovnané hezky za sebou. Kamerou
nasnimané obrazky jednotlivych fez bylo
mozno v poéitai zpétné poskladat dohro-
mady a ziskat tak pfedstavu o pavodnim 3D
uspofddéni prepardtu. Nové mikroskopické
metody ndm tuto praci vyznamné usnadnily
— misto fyzického fezani nyni mizZeme bun-
ky fezat jen opticky a lze to dokonce prové-
dét iu zivych organisma.

Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop md proti mikro-
skopu klasickému obrovskou vyhodu a to,
ze dokdze vytvifet optické fezy. Srdcem
konfokélniho mikroskopu je tzv. konfokalni
§térbina, kterd odstranuje svétlo pochdzejici
mimo rovinu ostrosti pozorovaného prepa-
ratu. Tim ziskdme obrdzky s vysokym kon-
trastem i u silngjsich preparatd, kde by kla-
sicky mikroskop narazil. Laserovy paprsek,
ktery se pouzivd jako zdroj svétla, dokdze
prepardt doslova profezat, aniz by ho tim
néjak poskodil. Preparit k tomu musi byt

Obr. 1- Na obrazcich mézeme vidét putici kofinek husenitku rolniho (Arabidopsis thaliana). Cervené je fluorescenénim

proteinem mCherry oznacena bunééna sténa, zelené je dalsim fluorescencnim proteinem mTurquoise oznacen cévni sva-
zek, ktery rozvadi Ziviny po celém rostliné. Vysledny 3D obraz je poskladan z nékolika samostatnych obrazki - optic-

kych fezli preparatem.

vhodné fluorescenéné oznacen, naptiklad
specidlnimi barvami, protilitkami, nebo
ptimo fluorescenénimi proteiny (viz obrd-
zek 1).

Opticka projekéni
tomografie

Pokud chceme pozorovat trojrozmérnou
stavbu vétsich vzork (1-10mm) a stadi
ndm men§{ detaily, mizZeme vyuzit vyhod
optické projekéni tomografie. V ndzvu
metody je jiz skryt jeji princip — vzorky se

osvétluji svétlem z viditelné ¢dsti spektra
(vlnova délka 400-700 nm) a kamerou se
snimaji projekce vzorku, ktery se otdci
kolem své svislé osy. Na rozdil od konfokal-
ni mikroskopie, pfi které pfimo ziskdvime
optické fezy vzorkem, je zde tieba optické
fezy vypoditat z projekei pomoci specidlni-
ho algoritmu. Ziskdme tak napfiklad pfed-
stavu o uspofdddni nervovych svazki v peri-
fernim nervu (viz obrazek 2).

Obrdzky:
Markéta Samalovd, Barbora Radochovd

Obr. 2 - 3D vizualizace a opticky fez loketnim nervem (n. u/naris) Elovéka. Vzorek byl odvodnén a zprihlednén smési benzylalkoholu s benzylbenzoatem. Vzorek nebyl barven,
jde o pfirozené emitovanou fluorescenci - tzv. autofluorescenci.

Uvedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Fyziologicky dstav AV CR - Bivimaging Facility, Masarykova univerzita (CEITEC) -
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Od organel az k molekulam:
super-rezolucni mikroskopie

Ales Benda

Ani sebelepsi optickd ¢ocka neumoziiu-
je pfimo vidét detaily bunék mensi nez pfi-
blizné 200-300 nm. Difrakce svétla rozmy-
je signél z libovolné malého objektu natolik,
ze pokud jsou dva objekty u sebe blize nez
pfiblizné polovina vlnové délky pouzitého
viditelného svétla, jejich difrakéni obrazce
se téméf kompletné prekryvaji a pozorova-
tel neni schopen fici, jestli vidi pouze jeden
objekt, nebo vice. Az na pfelomu tisicileti se
podafilo tuto fyzikélni bariéru obejit cestou
super-rezolu¢ni mikroskopie. Odménou
byla Nobelova cena za chemii v roce 2014.

Super-resolucni obrazek trubic vystfelenych sporami.
Obréazek byl ziskan pomoci metody dSTORM ve spolupra-
ci s Markétou Petri, Prirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova.

Souvislost chemie s mikroskopii pocho-
pime z principd fungovéni super-rezoluéni
mikroskopie. Zakladem je fluorescenéni
molekula a nade schopnost ji pfepinat ze
svitivého do nesvitivého stavu a zpét. Dalo
by se fici molekuldrni manipulace, kterd je
umoznéna specidlni chemickou strukturou
a vlastnostmi na miru syntetizovanych
organickych molekul ¢i geneticky uprave-
nych fluorescen¢nich proteinti. Tento
zékladni princip je vyuzivin desitkami riz-
nych super-rezolu¢nich postupt, kdy kazdy
je vhodny pro jiny typ vzorku. Mezi
komer¢ni §iroce vyuzivand fedeni se dostaly
zejména tii mikroskopické metody vyuziva-
jici strukturovaného osvétleni (SIM), sti-
mulované deplece emise (STED) nebo
lokalizace jednotlivych molekul (SMLM).

A4 Scientific American Ceské vydani

Pfi strukturovaném osvétleni (SIM;
Structured Illumination Microscopy) se misto
tradi¢niho homogenniho osvétleni vzorku
vyuzivd nasviceni pravidelnym co nejjem-
néj$im vzorem. Pohybem a rotacemi exci-
taéniho vzoru se stiidavé zobrazuji rizné
Casti vzorku a analyzou takto ziskané sek-
vence obrazu lze ziskat vysledny obraz s az
dvakrit vétsim rozlisenim neZ pfi bézném
zobrazeni na kameru. SIM md vyhodu
ve své rychlosti, pouZzitelnosti pro témér
libovolny typ fluorescenéniho znacent, vice-
barevnosti, stfedni ddvce pouzitého svétla
a tim i rozumné kompatibility s pozorovi-
nim Zivych bunék.

Pottebujeme-li se podivat na bunééné
struktury mensi nez 100 nm, mizeme vyu-
Zit mikroskopie stimulované deplece emise
(STED; Stimulated Emission Depletion).
Tato metoda je zaloZena na klasickém lase-
rovém konfokdlnim skenovacim mikrosko-
pu a vyuziti velmi silného pulsniho laseru
barevné odpovidajiciho ¢ervené ¢ésti emis-
niho spektra pouzité barvy. Tento laser je
schopen stimulovat emisi v excitovanych
molekulich a tim je pfepnout zpét
do zdkladniho stavu, ¢imz zabrini jejich
spontdnni fluorescenci. Vysokého rozliseni
se dosdhne tim, Ze se deple¢ni laser (775
nm) pfekryvd s excitaénimi lasery (napf. 561
nm a 640 nm) s jednim dulezitym rozdilem
— v centru nemd maximum, ale naopak
nulovou intenzitu. K efektivni stimulované
emisi tedy dojde zejména na krajich ptvod-
niho konfokélniho objemu a fluorescenéni
signdl se tak deteguje pouze z vyrazné
zmen$eného objemu. Tim se dosihne rozli-
$enf az 30 nm ve snimané roviné pro 2D
nastaveni, pfipadné izotropickych 120 nm
ve vSech osdch pro 3D nastaveni. Jednd se
o Cisté opticky jev, bez nutnosti matematic-
kych trika s daty, a tim i s minimédlnim rizi-
kem artefaktd. Metoda vyborné funguje pro
dvé barvy, kdy diky sdilené depleci jsou
dvoubarevné obrizky vzdy perfektné pie-
kryty. Silny deple¢ni laser viak zpisobuje
rychlou fotodestrukei, a metoda tak vyzadu-
je velmi stabilni organické barvy. STED

neni pfili§ kompatibilni s fluorescenénimi

proteiny v Zivych bunkéch & s tfi- a viceba-
revnym snimdnim.

Jak ale dosdhnout rozliseni na urovni
desitky nanometrti a lepsi, které potiebuje-
me napfiklad k uréeni uspofadani jednotli-
vych proteind ve velkych proteinovych
komplexech? Pomérné snadno. Pokud vime,
Ze v daném misté a Case snimdme pouze
jednu jedinou molekulu, tak ackoliv kamera
ndm zobrazi rozmyty difrakéni obrazec, flu-
orescenéni molekula se nachdzi pfesné
uprostied. Pfesnost lokalizace molekuly pak
zdvisi na jeji svitivosti a kvalité¢ mikroskopu
— a dostava se az k nanometrim! Metoda
lokalizace jednotlivych molekul (SMLM,
Single Molecule Localization Microscopy)
spoéivd v ndhodném pfepindni molekul ze
svitivého do temného stavu tak, aby
v daném mist¢ a Case svitila statisticky vzdy
maximalné jedna. Tedy kdyz kvili difrakei
nedokdzeme emisi jednotlivych molekul
rozlidit v prostoru, rozli§ime ji v Case.
Komeréni SMLM mikroskopy dokdzi zis-
kat mapu lokalizaci s pfesnosti typicky
kolem 10-20 nm v roviné ostrosti xy a 30-50
nm v ose z. Rozliseni obrizku viak neni vét-
§inou limitovino lokalizaéni pfesnosti, ale
kvalitou pouzitého vzorku, zejména jak
husté a kvalitné se podafilo vzorek oznacit.

Nejste si jisti, kterd super-resolu¢ni
metoda je to pravé pro véa§ vzorek? Nevadi,
v rdamci infrastruktury Czech-Biolmaging

si mizete vyzkouset véechny tfi!

Super-resoluéni obrazek mitochondrii (Cervené) a nuk-
leoidti (ze/ené). Super-resolucni obrazek byl ziskan meto-
dou STED ve spolupraci s Jaromirou Kovéafovou, Biotech-
nologicky tstav Akademie véd CR

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Fyziologickj sistav AV CR - Bioimaging Facility,
A{Iasarykafva univerzita (CEITEC) - Bunéiné zabmza‘va’m’,, Univerzita Karlova (BIOCE V) - Zobrazovaci metody,
Ustav experimentdlni botaniky AV CR - Imaging Facility, Ustav molekuldrni genetiky AV CR - Svételnd mikroskopie.

www.czech-bioimaging.cz

Jak Ize elegantné vylepsit
prostorové rozliseni pomoci mate-
matického zpracovani obrazu

Jan Petrasek

Moderni mikroskopy nabizeji stile vice
technickych fedeni, kterd umoznuji vylep-
§it jejich prostorové rozliseni, tj. jejich
schopnost rozpoznat dva velmi malé mik-
roskopické body jako dva dobfe izolované

objekty. Lidskému oku je pak k dispozici

mikroskopicky obraz rozlozeni jednotli-
vych struktur bunék, ba dokonce jednotli-
vych molekul ¢ atomi. Toto v§e navic pii-
mo v zivém stavu umoznujicim se pfimo
dozvidat detaily o fungovéni jednotlivych
bunék ¢i molekul. Dulezité je, Ze spolu
s timto technologickym pokrokem se téz
rozvijeji metody vyuzivajici pro vylepseni
prostorového rozliseni matematickych
postupd. Ptikladem jejich elegantniho
vyuziti ve fluorescenéni mikroskopii jsou
metody vyuzivajici toho, Ze svétélkujici
proteiny pouzivané biology pro oznacovini
studovanych molekul 1ze aktivovat i pomo-
cf velice nizkych dévek fluorescenéniho
svétla. Takto velice nizké davky svétla,
napf. pochézejiciho z laseru ¢&i fluorescenc-
ni vybojky, prakticky neovliviuji studova-
ny materidl a miZeme je sméle oznadit
za nedestruktivni. Pomoci velice citlivych
kamer, které se mimo jiné téz vyuzivaji
v astronomii pro studium exoplanet, lze

ziskat a do pocitace ulozit jednotlivé
zéblesky fluorescence, které pochazeji pii-
mo z jedné studované molekuly. Citlivost
je bézné na drovni jednotlivych fotond.
Takovych obrazi je ale nutné nasnimat
s frekvenci az 100 obrazi za sekundu co

moznd nejvice, idedlné stovky az tisice.
Svétlo pochdzejici z ndmi studované mole-
kuly se §ifi optickou drahou mikroskopu
symetricky, coz ale neplati pro pozadi.

Tohoto principu vyuZzivaji matematické
postupy, které tak zvlidnou efektivné
extrahovat ve vy§§im prostorovém rozliseni
z dané série pouze informaci pochédzejici
pfimo ze studované molekuly.

Péknym piikladem vyuziti jedné
z téchto metod, tzv. SRRF (Super-Resolu-
tion Radial Fluctuations), je studium roz-
lozeni pifenasecd rostlinného hormonu
auxinu v burikdch. Jeden ze série takto
nasnimanych obrazki (nahore) ukazuje
snimek z konfokdlniho mikroskopu
na principu rotujiciho kotouce, tzv. spi-
nning disku (SD). Detail zachycuje roz-
hrani dvou bunék, kde neni patrna zidni
struktura, vidét jsou pouze jednotlivé obra-
zové body. Takovy obraz je pro analyzu
distribuce molekul ale jen zdanlivé bez-
cenny. Po aplikaci algoritmu SRRF (do/e)
se totiz zobrazi velice pékné rozhrani obou
bunék, patrné jsou obé prilehlé plazmatic-
ké membriny a prostor mezi nimi. Popsa-
nd metoda je nejen rychld, ale i levnd
a dokdze vylepsit prostorové rozlieni
obrazd na uroven, kterd je dosahovina
ndro¢nymi a drahymi instrumentdlnimi
metodami. Proto je o ni nyni mezi biology
velky zdjem.

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Fyziolagicky: sistav AV CR - Bioimaging Fatility, Masarykova
univerzita - Fakulta informatiky - Centre for Biomedical Image Analysis, Ustav experimentdlni botaniky AV CR - Imaging Facility.
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Elektronova mikroskopie
- okno do nanosvéta

[

Jana Nebesarova, Jiri Tyc

Zijeme v mofi neviditelnych pfedmétu,
které nds ovliviiuji a pisobi na ns. P¥ikla-
dem mohou byt viry, které jsou povazoviny
za nejmensi organismy. Nékteré z nich
mohou napadat ¢lovéka a puisobit mu zdra-

votni obtize, jako je tfeba klistovd encefaliti-
da. Jejich velikost se pohybuje v intervalu
od 16 do 300 nm (jeden nm je miliontina
milimetru nebo jinak 1077 m), jsou tedy pro
lidské oko zcela neviditelné. K tomu, aby-

chom mohli studovat jejich strukturu nebo
zivotni cyklus, potfebujeme velmi vykonné
mikroskopy s dostate¢nou rozliSovaci
schopnosti. Tu jsou schopny poskytnout
pouze elektronové mikroskopy.

Prozarovaci (transmisni) elektronova mikroskopie (TEM)

Prozafovaci (transmisni) elektronovi
mikroskopie je metoda, kterd nim umoz-
fuje vidét nejjemnéjsi detaily vnitfniho
uspofadini bunék, bakterii, virg, ale i slo-
zek, z nichz se skladaji, napf. biologickych

makromolekul, jako jsou bilkoviny a nukle-

Obr. 1 - Vnitini struktura fasy Chromera velia zobrazena
v transmisnim elektronovém mikroskopu pfipomina smé-
jici se rybicku. (Laboratof elektronové mikroskopie, Biolo-
gické centrum AV CR, Ceské Budéjovice).

ové kyseliny. Tyto informace ndm zpro-
stfedkovava paprsek urychlenych elektro-
nu, které se vysokou rychlosti prohdnéji
elektronové optickym systémem TEM
a prochazeji pfipravenym vzorkem. Vysled-
kem je zobrazeni mista na vzorku, kterym
urychlené elektrony prosly, na obrazovce
monitoru &i pozorovacim stinitku mikro-
skopu ve velikém zvétdeni a rozliSeni, které
muze dosdhnout az desetin nm. Zobrazo-
vani biologickych vzorka vsak neni dplné
jednoduché a je potfeba prekonat nékolik
zésadnich piekazek. Aby se urychlené elek-
trony mohly rozptylit pouze na atomech
tvoficich vzorek, musi byt vnitini prostor
TEM vycerpin na pomérné vysokou hod-
notu vakua a navic musi byt vzorek dosta-
te¢né tenky, aby jim mohly elektrony projit.
V praxi to znamend, Ze musime pfed vlast-
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nim prohliZzenim vzorek
zbavit veskeré vody a pii-
pravit jej v tenké vrstvé
s tloustkou pod 100 nm,
coz odpovida zhruba jedné
tisiciné tloustky archu
bézného kancelifského
papiru. Pfi¢teme-li k tomu
vliv rozkladnych procest
u biologického materidlu,
které probihaji velmi rych-
le, musime téméf vSechny
biologické objekty upravo-
vat, fixovat, odvodnovat,
zalévat do pryskyfice a nakonec krijet
do podoby ultratenkych fezi s tloustkou
mezi 50-70 nm. Dalsi, modernéjsi moznos-
ti, kterd umoziiuje zobrazit detailni bunéc-
nou strukturu blize Zivému stavu, je zmrazit
vodu ve vzorku tak, aby vznikl amorfni
nekrystalicky led. Krystaly by totiZ znicily
ultrastrukturu vzorku. Led zdroven vzorek
zpevni tak Ze jej lze ve zmrazeném stavu

0br. 3 - Model struktury proteinového komplexu SMO izolovaného ze sirné
bakterie Chlorobaculum tepidum. Vlizualizace pomoci metody jednocasticové
analyzy v transmisnim elektronovém mikroskopu s vysokym rozliSenim.
Castice po analyze jednotlivych projekci nahore, rentgenova analyza dole. miZe nidm poskytnout infor-
(Laboratof elektronové mikroskopie, Biologické centrum AV CR, Ceské mace i o prvkovém sloZeni

Budéjovice).

Obr. 2 - Trojrozmérny model endoplazmatického retikula neuronu, ve kterém se
mnoZi viry klistové encefalitidy. Model byl vytvofen pomoci elektronové tomo-
grafie. Viry Zluté, virové vacky zelené, endoplazmatické retikulum modre a cyto-
plasmatické ribosomy cervené. (Laboratof elektronové mikroskopie, Biologické
centrum AV ﬁR, Ceské Budéjovice).

nakrdjet do podoby ultratenkych kryo-fezii
s pozadovanou tloustkou. Pro pouziti této
metody musi byt TEM vybaven chlazenym
drzdkem vzorkd, umoziiujicim udrzovat
teplotu hluboko pod nulou, blizko teploté
kapalného dusiku. Vystupem z TEM je sni-
mek pozorované oblasti v buiice nebo
struktura daného makromolekulirniho
komplexu, které jsou zaznamendny digitdl-
né pomoci specidlnich kamer.

Dnesni TEM nabizi kro-
mé bézného pozorovini pfi-
pravenych vzorka i fadu tech-
nicky ndro¢néjsich metod,
které umoziiuji najit v bunée-
né struktufe napf. vybranou
bilkovinu (imunolokalizace),
zkoumat jeji prostorovou
strukturu  (jednodasticovd
analyza) nebo vytvofit tfiroz-
mérné zobrazeni pozorované
oblasti (elektronové tomogra-
fie). Pokud je mikroskop vyba-

ven vhodnym pfisludenstvim,

naseho vzorku (EELS, EDX).

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Biologifké centrum AV CR - Labomz‘mf elektronové
mikroskopie, Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Ustav molekuldrni genetiky AV CR -

Elektronovd mikroskopie.
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Radkovaci (rastrovaci, skenovaci) elektronova mikroskopie (SEM)

Tato mikroskopickd metoda byla
v neddvné minulosti uréena pfedevsim pro
pozorovani povrchové struktury vzorku
ve velkém zvétseni a rozlieni. Pro velkou
hloubku ostrosti umoziujici ziskat zaostie-
ny snimek i tak slozZitych objektd, jakymi
jsou napiiklad zdstupci hmyzi fise, je v bio-
logickém vyzkumu velmi oblibend. V' sou-

Obr. 1 - | kdyZ objekt na obrazku pfipomina helmici fim-
ského bojovnika, jednd se o jednobunéény organismus
patfici mezi moiské obrnénky, ktery se nazyva Omithoce-
rus Magnificus. Velikost tohoto organismu je pod 100 pm
a urcité budete souhlasit se slovy jejiho objevitele, ktery
ji popsal jako jednu z nejizasnéjSich a nejpodivnéjSich zvi-
fecich forem. (Pocitacové kolorovany snimek ze skenova-
ciho elektronového mikroskopu, Laboratof elektronové
mikroskopie, Biologické centrum AV fIR, Ceské
Budéjovice)

Casnosti zaziva skenovaci elektronova mik-
roskopie prudky rozvoj a soucasné pfistroje
nabizeji pro biologické objekty velké mnoz-
stvi specidlnich aplikaci.

Tvorba obrazu v SEM je zaloZena
na vychylovéni paprsku primérnich elektro-
nii tak, Ze skenuje vybranou oblast povrchu
preparatu. Zaroven se deteguji signély uvol-
flované z povrchu prepardtu pii piebéhu
paprsku urychlenych elektrond a jejich
intenzita je podkladem k vytvofeni obrazu
na monitoru mikroskopu. Cim mens{ je pra-
mér dopadajiciho svazku elektronti a plocha,
kterou skenujeme, tim vét§i rozlideni a zvét-
$eni bude mit vysledny obraz z mikroskopu.

Signily, které jsou detegoviany v SEM,
nesou informace o vzorku. Sekundirni
elektrony ndm umoziuji dokonale vidét
povrchovou strukturu prepardtu, zpétné
odrazené elektrony prozradi, zda je vzorek
slozen z lehkych ¢&i tézkych prvka, a rentge-
nové zdfeni dokdze dokonce tyto prvky
identifikovat.

Stejné jako v piipadé TEM musi byt
i vniténi prostor SEM vycerpdn na vysoké

hodnoty vakua. To znameni, Ze i v tomto
piipadé by preparaty mély byt bezvodé. Pro-
to pro pozorovini v SEM biologické vzorky
musime zafixovat, odvodnit a vysusit. Poté je
nalepime na vhodnou vodivou podlozku
a na jejich povrch naprasime tenkou vrstvu
dobie vodivého kovu, kterd zabrani nabijeni
povrchu prepardtu pii jeho ozafovini elekt-
ronovym paprskem a zvysi kontrast. Pokud
nemiizeme vodu ze vzorku odstranit, mize-
me pouZit postup zmrazeni preparitu a jeho
prohlizeni ve zmrazeném stavu v kryo SEM.
Dalsi moznosti je pouzit SEM, ktery je
schopny pracovat v rezimu nizkého vakua,
kdy je dokonce mozné prohlizet i zcela
zavodnény vzorek (environmentédlni SEM).

Soucasné fadkovaci elektronové mikro-
skopy umoziiuji i uspofddani, pfi kterém je
paprsek elektrond vychylovdn stejné jako
ve standardnim SEM, ale k tvorbé obrazu se
pouzivaji elektrony, které prosly vzorkem
(skenovaci transmisni elektronovy mikro-
skop STEM). V tomto pripadé vzorky musi
mit podobu ultratenkych fezii a SEM musi
byt vybaven detektorem proslych
elektronti.

Nejmodernéjsi technologie jiz umoziuje
i trojrozmérné zobrazovani. Pokud nas zaji-
ma vnitin{ uspofddani naseho vzorku, ktery
md vhodnou velikost, miiZeme pouzit néko-
lik metod, které jsou zaloZeny na odkrojeni
tenkého fezu (metoda SBF SEM) ¢ odpra-

$eni tenké vrstvy z povrchu vzorku pomoci

Obr. 2 - Vysoce rozlisuji-
ci skenovaci mikroskop
Apreo (Thermo Fischer
Scientific), ktery je vyba-
ven pro 3D rekonstrukce
systémem VolumeScope,
je instalovan v Laborato-
fi elektronové mikrosko-
pie, Biologické centrum
AV CR, Ceské
Budéjovice.

koncentrovaného svazku iontt (metoda FIB
SEM) a nasnimdni obrazu nové odhaleného
povrchu pomoci SEM. Vzorek je takto
postupné odkrdjen & jeho ¢dst odprasena
v komote mikroskopu a v pribéhu tohoto
automatizovaného procesu je ziskdna série
snimka, které jsou podkladem pro 3D
rekonstrukei odkrdjeného ¢i odpriseného
objektu. Pro 3D analyzy je tfeba vzorky pfi-
pravit podobnym zptsobem jako pro TEM,
tedy zpevnit je zalitim do pryskyfice,
a potom odhalit oblast vzorku, kterd nds
zajimd, odfezdnim pfebyte¢né pryskyfice
a vzorku v ultramikrotomu.

Obr. 3 - Ultrastruktura mozkové tkané mysi, ktera je zob-
razena ve skenovacim elektronovém mikroskopu Apreo
V'S pomoci zpétné odrazenych elektroni. V tomto zobrazo-
vacim mddu jsou velmi dobfe viditelné struktury obsahu-
jici atomy tézkych kovi, napf. osmia, které se do vzorku
pridavaji béhem piipravy. (Laboratof elektronové mikro-
skopie, Biologické centrum AV CR, Ceské Bud&jovice).
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Hledame molekuly v kupce sena

Vlada Filimonénko

V kazdé bunce je obrovské mnozstvi
molekul. Biologické molekuly — makromo-
lekuly — se rozd€luji na nékolik velkych sku-
pin. Lipidy tvofi vnéjsi a vnitfni membréiny,
DNA v bunééném jadie nese genetickou
informaci, bilkoviny plni rozmanité funkce
od stavebnich pfes pohybové az po regulac-
ni a obranné, cukry (vétSinou polysacharidy)
slouzi Casto jako zdsobdrna energie, ale jsou
také stavebnimi prvky a reguldtory. Kazda
z téchto velkych skupin zahrnuje mnozstvi
jednotlivych druhd molekul, které jsou
zastoupeny v bufice uréitym poétem kopii
a plni svoje specifické dlohy. Aby dand
molekula spravné fungovala, potiebuje byt
v buiice na spravném misté a interagovat
s jinymi molekulami. Pokud je narusena
struktura molekul nebo jejich umisténi,
a ndsledné i jejich interakce, nefunguji tak,
jak maji, coZ mé za nasledek vznik rozli¢-
nych nemoci.

K rozlusténi slozitych procest v buiice
potiebuji védci informaci o tom, kde se

dané molekuly nachizeji a co tvoii jejich
okoli. Nejlepsi cestou je podivat se na né
v mikroskopu. Moderni elektronové mikro-
skopy maji rozliseni méné nez 1 Angstrom,
tedy 10%m, coz umoziluje zobrazovat
dokonce jednotlivé atomy. Jestlize bunééné
molekuly izolujeme, dokdZeme pomoci spe-
cidlnich metod kryoelektronové mikrosko-
pie vytvofit prostorové modely molekul
s pfesnosti na atomy. V pfirozeném prostie-
di uvnitf bunky jsou vSak molekuly natolik
nahusténé, Ze je neni mozné ani v nejlepsim
mikroskopu jednotlivé rozeznat.

Jedinou moznosti, jak zviditelnit urci-
tou biologickou molekulu, je navdzat na ni
néjakou znacku, kterd bude viditelnd
v mikroskopu a nesplyne s prostfedim —
bude vypadat jinak, nez cokoli, co se v buri-
ce b&zné nachdzi. Jednou z cest, jak mole-
kuly specificky oznait, je imunocytoche-
mie, neboli imunoznaceni. Tato metoda je,
jak napovida jeji ndzev, zaloZend na vlast-
nostech imunitniho systému vyssich obrat-
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lovci. Ten totiz pfi vniknuti cizorodého
organismu nebo litky zacina produkovat
specidlni molekuly — protilatky. Protildtky
jsou unikdtni v tom, Ze dokdzou velmi spe-
cificky rozeznat cilové molekuly a pevné se
na né navazat. V téle slouzi k obrané orga-
nismu pfed infekei, ale védci se jich naudili
vyuzivat pii baddni. Na protilatky je mozné
chemicky navizat specidlni znacky, které
jsou viditelné v mikroskopu. Takovymi
znackami jsou zlaté nanodastice s velikosti
5-15 nanometrd, které jsou pro elektrony
neprostupné (jsou elektrondensni). Postup
imunoznaceni je pomérné jednoduchy.
Specidlné pfipraveny vzorek bunék ¢i tka-
né inkubujeme s roztokem specifické pro-
tildtky, kterd je bud sama pfimo spojena
s kovovou nanod4stici, nebo se na ni navi-
ze dalgi, tzv. sekunddrni protilatka se znac-
kou. Ve vysledku vidime v elektronovém
mikroskopu bunééné struktury a tmavé
kovové nanocldstice oznalujici pozice
molekul, o které mame zdjem.

Pro studium interakci molekul v bufice potiebujeme oznacit vice riiznych molekul zaroven. Abychom je rozlisili, pouZijeme zlaté nanocastice rozdilné velikosti. Mizeme vsak vyuzit
pouze ¢astice v rozmezi 5 az 15 nm - mensi nebudou vidét v mikroskopu na pozadi bunéénych struktur, vétsi se jen obtizné dostanou k molekulam ve vzorku. Proto jsme pouzili nano-
Castice riznych tvarl a dokazali rozlisit pét druhd biologickych molekul zéroven. Prace byla publikovéna v ¢asopise Histochemistry and Cell Biology (Philimonenko et al., 2014, Histo-

chem Cell Biol 141(3):229-39)
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Co vse lze vidét bez znaéeni?

Ales Benda

Fluorescenéni mikroskopie je oblibenym
a mocnym ndstrojem zejména diky své spe-
cificité a vysokému poméru signalu k sumu,
coz je ddno z velké miry nizkym autofluo-
rescenénim pozadim vétsiny studovanych
vzorki. Co se stane, kdyz do fluorescenéni-
ho mikroskopu vloZzime fluorescenéné neo-
znaCeny vzorek? Uvidime vibec néco?
A pro¢ bychom méli vlastné pracovat s neo-
znaenymi vzorky?

Duvodem k prici s fluorescenéné nezna-
Cenymi vzorky neni jen lenost ¢i Casové
a ekonomické néklady, ale zejména snaha
nijak nemodifikovat ¢ neporusit vzorek.
Fluorescenéni barviva, at uz pfidand
ke vzorku ve formé sond pronikajicich
do vzorku a znadicich specifické organely,
nebo ve formé geneticky vloZenych fluo-
rescenénich proteint, nejsou pro bunky pii-
rozenou souldsti a mohou modifikovat
bunéené vlastnosti a chovini. Pro kazdou
sondu je tieba otestovat, jaké koncentrace
zacnou zpusobovat modifikace bunky,
vedouci az k jeji smrti. Kazdy geneticky
modifikovany fluorescenéné oznaleny pro-
tein je tfeba zkontrolovat, jestli si zachoval
svoji pavodni funkci a jestli jeho mnozstvi
v bunice odpovidd béznym fyziologickym
podminkdm. Idea zobrazovat bez znaceni
tak ma své nesporné potencialni vyhody. Ale
co jsme vlastné schopni bez znaceni vibec
vidét?

Obcas se s nadsizkou fikd, Ze nativni
autofluorescenéni signdl je pouze otizkou
vykonu pouzitého laseru. Pfili§ mnoho svét-
la vSak buiitkdm $kodi, zejména v UV oblasti,
proto omezme hleddni potencilnich zdroju
fluorescenéniho signélu na burikami tolero-
vané hodnoty. Oblibenym cilem autofluo-
rescenéniho zobrazovini jsou koenzymy
NAD(P)H a FAD, které se aktivné Gcastni
metabolismu bunky. Pomér oxidovanych
a redukovanych stavi téchto metabolit
spolu s jejich celkovymi koncentracemi je
velmi vhodny k dokumentaci metabolické
aktivity bunék. Méfeni metabolické aktivity
mimo jiné umoziuje rozlisit zdravou tkdn
od rakovinného bujeni. Jakym zpiisobem lze
tedy metabolickou aktivitu zobrazovat?

Shodou okolnosti jsou redukované for-
my koenzymi NAD(P)H, a oxidovana for-
ma FAD slabé fluorescenéni. Oproti fluoro-

foram pouzivanych pro specifické znaceni
maji sice fadové horsi svitivosti, ale kvalitu
nahrazuji kvantitou, tudiz se signdl z celé
buriky stiva dostate¢né silnym pro analyzu.
Jistou nevyhodou, zejména pro NAD(P)H,
je nutnost pouziti UV svétla, konkrétné
kolem 370 nm, pro jejich excitaci. Jednak
Zivé bunky opravdu nemaji UV svétlo rady,
jednak na vétsiné konfokalnich mikroskopt
chybi vhodny laser a optimalizovana optika
pro prici s takto kratkymi vinovymi délkami.
Jak se s tim poprat?

Autofluorescencni obrazek lidské cévy

Regenim je pouzit dva fotony k excitaci
misto jednoho. Jeden UV foton 370 nm md
totiZ energii stejnou jako dva blizké infra-
Cervené fotony 740 nm. Soucasnd absorbce
dvou fotont je velmi nepravdépodobny jev,
o nékolik desitek fida méné pravdépodobny
nez béznd jednofotonovd absorbce. Neni
divu, Ze technologie nutnd k vyuziti dvoufo-
tonové excitace pro zobrazovini byla vyvi-
nuta az v devadesitych letech dvacatého sto-
leti. Potfebujeme totiz extrémné silné a vel-
mi kritké (kolem sto femtosekund) laserové
zéblesky s vysokou opakovaci frekvenci
(desitky megahertzi), dokonalou odolnou
optiku, rychlé skenery a citlivé detektory.
Dvoufotonové excitace blizkym infracerve-
nym spektrem mé dalsi vyhody — diky men-
$imu rozptylu a absorbci svétlo 1épe pronika
do hloubky biologickych vzorki a excitace je
dosazeno pouze v malém objemu, coZ auto-
maticky umoznuje 3D zobrazovéni.

Vykonné lasery umoznuji vyuzit k zob-
razovani i jiné principy generovéni signilu
nez fluorescenci. Oblibend je metoda gene-

Uvedené postupy, techniky a zarizeni provozuji tato pracovisté: Fyziologicky iistav A VCR- Bioimaging Facility,
Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Vysoké ucent technické v Brné (CEITEC) -

Experimentdilni biofotonika.

race druhé harmonické frekvence (SHG;
second harmonic generation), kdy diky lokalni
asymetrii uspofddani makromolekul, typic-
ky vliken kolagenu ¢i myosinu u Zivocis-
nych bunék, nebo skrobu ¢i celulosy u rost-
linych, dochdzi ke generovini svétla
o piesné polovi¢ni vinové délce oproti pou-
zitému zdroji. Napfiklad pfi pouziti infra-
Cervené vlnové délky 900 nm dochézi
ke vzniku modrého svétla o vlnové délce
450 nm, které se lehce odlisi od fluorescen-
ce. Zobrazovani nativnich struktur tkdni,
véetné svali, je uzite¢né pii studiu mnoha
degenerativnich nemoci.

Dalsi moznosti je vyuZiti generace tieti
harmonické frekvence (THG; third harmo-
nic generation), kdy ke vzniku signilu dochd-
zi na optickych rozhranich, napfiklad mik-
rokapének, diky kombinaci tfi fotonu
za generovani jednoho o tfetinové vlnové
délce. Zde je jiz nutno pouzit vlnové délky
nad 1200 nm, aby generovany signdl byl
ve viditelné oblasti a detegovatelny. Zajima-
vou aplikaci je zobrazovani ¢ervenych krvi-
nek, které umoziiuje vizualizovat drobné
kapildry v tkdnich, véetné rychlosti proudéni
krve.

Vycet alternativ k fluorescenci timto
nekondi. Lékavym zdrojem informaci
o vzorku je Ramaniv rozptyl svétla, protoze
Ramanovo spektrum je vysoce specifické
a umoziluje potencidlné identifikaci nativ-
nich molekul skrz jejich vibra¢ni hladiny.
Bohuzel Ramaniv signdl je velmi slaby, a tak
piimé zobrazovdni neni pfili§ praktické.
Na druhou stranu kdyby Ramaniiv signal byl
piilis silny, tak by vadil fluorescenénimu sni-
midni, protoZe se spolu spektralné piekryvaji.
Existuje vSak koherentné zesileny anti-Sto-
kestiv ramanovsky rozptyl (CARS), ktery
pomoci dvou piekryvajicich se infracerve-
nych paprskd sesynchronizuje pfechod mezi
vybranymi vibra¢nimi stavy, a tim vyrazné
zesili generovany signdl. Nejcastéji a nej-
snadnéji se zobrazuji lipidové mikrokapénky
diky vysoké koncentraci skupin CH,.

Jak je patrno, i bez znaceni se toho di
vidét celkem dost, pokud mate vhodné pfi-
strojové vybaveni. Mikroskopy vybavené sil-
nymi infraervenymi lasery najdete
na Fyziologickém tdstavu AV CR
av BIOCEVu.
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Jak rychle se hybou molekuly?

Ales Benda

Mikroskopie je Casto spojovéna se statickymi obrazky poskytujici
detaily struktury vzorku. Ziv4 piiroda je ale velmi dynamicka a struk-
tura bez dynamiky poodhaluje jen ¢ist tajemstvi. Vime, kde se co
vyskytuje, ale uZ moc netusime, co presné to tam déld. Jednd se o pev-
né navdzanou strukturni molekulu, nebo volné difundujici protein?
Chovié se nete¢né vici okoli, nebo s nim aktivné interaguje? Jaké
moznosti nim mikroskopie skytd pro zachyceni pohybu, a tim
i k poodhaleni skute¢né funkce molekul?

Kazdého asi napadne moznost posbirat ¢asovou sekvenci obrdz-
ku, tedy natocit video. Moderni citlivé a rychlé kamery zvladaji pres
100 obrazka za sekundu, i konfokalni mikroskopy jsou schopny se
dostat na nékolik snimku za sekundu. Tato rychlost umoziiuje dobfe
charakterizovat zmény struktury bunék, pfestavbu jejich vnitfniho
usporddani. Nicméné jak zachytit a charakterizovat pohyb a presuny
molekul, které nemusi byt nutné piimo spfazeny s konkrétnimi
strukturami?

Jednou z moznosti je doplnit rychlé sniméni cilenou fotomanipu-
laci vzorku. Metoda fluorescenéni obnovy po fotovybéleni (FRAP;
Fluorescence Recovery After Photobleaching) cilené znici fluorescenéni
molekuly ve vybrané &isti vzorku pomoci silného ozifeni, vétsinou
za vyuziti laseru, a v ndsledném rychlém sniméni sleduje, jak rychle
avjakém rozsahu dochézi k obnoveni signalu. To poskytuje informa-
ce o rychlosti a zpasobu pohybu sledovanych molekul, jejich interak-
ci s okolim, piipadné i rychlosti jejich syntézy buiikou.

Komplementdrni technikou je v posledni dobé populdrni selek-
tivni fotoaktivace. Genetickymi manipulacemi byly vyvinuty specidl-
ni fluorescenéni proteiny, které v nativnim stavu nefluoreskuji.
K jejich aktivaci je potieba je ozafit specifickym svétlem, které je
teprve piepne do svitivého stavu. Ozafenim vybrané ¢asti vzorku je
tak mozZné fotoaktivovat pouze ¢ist molekul a ndsledné sledovat, jest-
li molekuly zustavaji na misté, ¢i se pfesouvaji do jinych ¢dsti buriky.
Oproti fotovybéleni stali pouZit fadové mensi intenzity s mensim
rizikem fototoxicity pro sledované Zivé buriky.
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Ptiklad bodové a rastrovaci fluorescencni korelaéni spektroskopie

Obe¢ vyse uvedené metody vyuZivaji naruseni rovnovihy systému
a sleduji, jak se systém se zménou vyporidd. Lze sledovat dynamiku
molekul i bez umélého poruseni rovnovihy? Za jistych podminek
ano. Pokud lze vzorek oznacit extrémné nizkou koncentraci (fadové
pikomolarni) fluorescenéné znacenych studovanych molekul, které se
nehybou pfili§ rychle, a fluorescenéni znacka je dostate¢né svitiva
a stabilni, Ize pomoci extra-citlivé kamery sledovat pohyb jednotli-
vych molekul. Metoda zvand Sledovani jednotlivych &astic (SPT;
Single Particle Tracking) se aplikuje zejména na membrinové mole-
kuly a analyzou trajektorii jednotlivych molekul umoznuje odhalit
nejen rychlost pohybu ¢i difuze, ale i pfipadné specifické interakee.
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Pokud studovany vzorek nespliuje ponékud piisnd kritéria pro
SPT, je mozné vyuzit casové-prostorovych korelac¢nich technik.
Nizev metody zni sloZité, ale princip je pomérné jednoduchy. Meto-
da sleduje, jestli naméfena intenzita fluorescence v jednom bodé a/
nebo ¢ase vzorku néjak souvisi (tedy koreluje) s fluorescenéni inten-
zitou v jiném bod€ a/nebo ¢ase. Pokud spolu signaly souviseji, vétsi-
nou to znamend, zZe jsou ovliviioviny pohybem stejnych molekul.
Ackoliv se na prvni pohled ¢asto zda, Ze analyzujeme pouze $um,
z tohoto ,$umu‘ ziskime informace o koncentraci molekul, rychlosti
a médu jejich pohybu i o pfipadné interakei ¢ konformaénich zmé-
nich. Podminkou je, Ze koncentrace sviticich molekul je natolik niz-
ka, Ze zména zpisobend jednou molekulou je rozlisitelnd od redlného
Sumu. Nejrozsifenéjsi realizaci je bodova fluorescenéni korelacni
a kroskorelacni spektroskopie (point FCS a FCCS), kterd vyuziva
konfokalnich mikroskopi s velmi citlivymi detektory schopnymi
piesné registrovat dopad jednoho jediného fotonu. Extrémné malé
femtolitrové detekéni objemy vytvofené nejlepsimi objektivy na trhu
umoznuji analyzovat aZ sto-nanomoldrni koncentrace, které jsou jiz
relevantni pro pfirozené bunééné prostedi. Vyhoda bodové FCS je,
ze zvlddne pokryt Casovou $kdlu od nanosekund az po jednotky
sekund. Pokud sledujeme pomalejsi pohyby a radi bychom znali
i prostorové rozlozeni ziskdvanych parametri, 1ze s uspéchem apliko-
vat fadkovou ¢ zobrazovaci FCS (line-scanning FCS a Imaging
FCS) a dalsi odvozené metody. Czech-Biolmaging nabizi v této
oblasti nékteré unikdtni metody, vyvinuté pfimo odborniky v servis-
nich laboratofich, které nejsou dostupné jinde ve svété.

Uvedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Fyzio/agicky’ sistav AV CR - Bioimaging Facility, Masarykova univerzita

(CEITEC) - Bunéiné zobrazovdni, Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Univerzita Palackého v Olomouci - Ustav

molekuldrni a translacni mvedicz'ny - Microscopic Imaging Facility, Ustav experimentdlni botaniky A VCR- Imaging Facility, Ustav
molekuldrni genetiky AV CR - Svételnd mikroskopie, Vysoké ucent technické v Brné (CEITEG) - Experimentdlni biofotonika.

www.czech-bioimaging.cz

Kombinovani nesluditelného
aneb jak ziskat to nejlepsi
ze svetu fotonu i elektronu

Ales Benda

Idedlni mikroskop pro biology by spojoval specificitu a citlivost
pro identifikaci jednotlivych molekul s moznosti zobrazit ultrastruk-
turu s nanometrovym rozlisenim. Umoziioval by pozorovat velké
mnozstvi Zivych bunék, ale i nejjemnéjsi detaily. Takovy mikroskop
bohuzel neexistuje, alespori zatim ne. Specificitu, citlivost a moznost
pozorovat Zivé buiiky pfindsi optickd fluorescenéni mikroskopie,
zatimco ultrastruktura s nanometrovym rozlisenim je doménou mik-
roskopie elektronové.

Oba druhy mikroskopie 1ze kombinovat, ale uplné jednoduché to
neni. Zivd hmota totiZ obsahuje velké mnozstvi vody, kterd sice pro
fluorescen¢ni mikroskopii Zadny problém nepfedstavuje (fotony
ve viditelné ¢dsti spektra prochazeji vodou téméf bez jakékoliv inter-
akce), oviem elektrony vyuZzivané pii elektronové mikroskopii zcela
pohleuje. I vysoce urychleny elektron (na 120-300 keV') dokaze pro-
niknout nanejvys nékolika stovkami nanometra biologického materi-
dlu — a to pouze za predpokladu, Ze se k vzorku vibec dostane. Pokud
bychom méli v elektronovém mikroskopu nad vzorkem plyn, elektro-
ny by byly timto plynem absorboviny, nebo by se v ném rozptylily,
ake svému cili — vzorku a pak kamefe — by nedorazily. Vychodiskem je
vytvofeni vysokého vakua v komote elektronového mikroskopu —
ovéem co biologické vzorky, které obsahuji vodu? Ta se ve vakuu za¢ne
ihned vypafovat, vzorek se scvrkne a zdeformuje — a je po krdsném
obrizku. Resenim je vzorek citlivé zbavit vody jesté pied tim, neZ se
do mikroskopu vloZi.

Bez pfidani tézkych kovii, obvykle osmia nebo uranu, pro zvyseni
kontrastu bunéénych struktur, toho neni v elektronovém mikroskopu
moc vidét. Jenze pokud pii tomto kontrastovini neni fluorofor pfimo
chemicky znicen, tak pfitomnost tézkych kovi zpisobuje zhdseni flu-
orescence a tim i pokles specifického fluorescenéniho signdlu pod tro-
ven pozadi. Proto je nutné fluorescenéni a elektronovou mikroskopii
od sebe ¢asové oddélit.

Pii korelativni svételné a elektronové mikroskopii (CLEM) pozo-
rujeme Zivy vzorek, Casto bunééné monokultury péstované na sklicku,
klasickymi optickymi a fluorescenénimi metodami. Je zde jen jeden
drobny rozdil: do sklicka je vyryty systém soufadnic, podobny sachov-
nici, ktery pomoci dvouznakového kédu umoziiuje zaznamenat pozi-
ce vybranych bunék. Jakmile pomoci optické mikroskopie najdeme
a nasnimdme hledané buriky, obvykle buriky vykazujici hledany feno-
typ &i buriky, ve kterych pravé probihd studovany proces, rychle vzorek
zafixujeme, tfeba smési formaldehydu a glutaraldehydu nebo, moder-
néji, rychlym zamrazenim za vysokého tlaku. V obou ptipadech nésle-
duje klasické zpracovani vzorku pro elektronovou mikroskopii —
zejména odstranéni problematické vody a pfidani kontrastu v podobé
sloucenin tézkych kovi, které jsou selektivné absorboviny riznymi
organelami bunky. Zpracovany vzorek ve formé blocku vlozime

do ultramikrotomu pro nakrajeni ultratenkych fezd, nebo pfimo
do skenovaciho elektronového mikroskopu. Vybrané buriky k podrob-
nému nasniméni nalezneme podle soufadnic ze sklicka, na kterém
byly buriky péstoviny — otiskly se do reliéfu blocku.

Pro¢ potiebujeme mit stejnou buiiku nafocenou jak v optickém
fluorescenénim mikroskopu, tak v elektronovém? Jednou z motivaci je
zachyceni a prostudovani vzacnych udalosti ¢i fenotypt bunék. Hledat
je pomoci elektronové mikroskopie je ¢asové i finan¢né velmi ndro¢né.
Druhou motivaci je zjistit, jak vypada ultrastruktura bunky, ve které
dochézi naptiklad k hromadéni specifického proteinu, nebo kterd
z membrédnovych struktur je ta, v niz dochdzi k akumulaci naptiklad
lé¢iva. V tomto piipadé nestali buriku pomoci fluorescence jen najit,
ale je téeba ji rychle a kvalitné nasnimat, aby bylo mozné pozdéji pro-
lozit fluorescenéni obrézek s elektronovym.

V rdmci infrastruktury Czech-Biolmaging Servisni laboratof zob-
razovacich metod v BIOCEVu kombinuje hlavné trojrozmérnou
vicebarevnou klasickou nebo konfokalni mikroskopii s trojrozmérnym
snimdnim pomoci FIB-SEM elektronové mikroskopie a na Ustavu
molekuldrni genetiky AV CR kombinuji fluorescenc¢ni sniméni s tran-
smisni elektronovou mikroskopii na ultratenkych fezech.

V budoucnosti se pravdépodobné obejdeme bez dehydratace vzor-
ki a také bez tézkych kovi. Rychlé zamrazeni vzorku do podoby
amorfniho ledu totiZ velmi dobfe zachovivé jak fluorescenci, tak
ultrastrukturu. Zaroveri hluboce zmrazeny vzorek jen mélo sublimuje,
takze muze byt umistén a snimén ve vakuu pomoci kryo-EM tomo-
grafie. Jednd se o nové, finan¢né i dovednostné velmi ndro¢né techno-
logie, které se nasim uzivatelim pokusime zpiistupnit v nadchazeji-
cich letech.

Opticka a fluorescecni mikroskopie

Elektronova mikroskopie

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Biologické centrum AV CR - Laborator elektronové

mikroskopie, Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Ustav molekuldrni genetiky A VCR-

Elektronovd mikroskopie.
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Mikroskopie rostlin
- kde je dole a kde nahore?

Jan Petrasek

Vsichni to dobfe znidme a pozorujeme
kolem sebe. Rostliny jsou ve svém riistu
orientovany vii¢i gravitaénimu poli Zemé.
Jejich nadzemni ¢&dsti rostou vzhiru,
zatimco kofeny v podzemi sméfuji proti
gravita¢nimu pusobeni. Nékteré primitivni
mikroskopy pro pozorovini reakei rostlin
na gravitaci z konce 19. stoleti byly vhodné
uspofddany a nahliZely na rostouci rostlinu
ze strany. Ackoliv by se mohlo zdit, Ze
moderni mikroskopy jsou na tuto situaci
jiz dlouho pfipraveny, pfekvapivé tomu tak
neni. Orientace mikroskopickych stolki
u modernich fluorescen¢nich mikroskopa
je totiz bézné horizontilni, coz znamend,
Ze rostlinu je nutné na takovy stolek polo-
zit. Toto ale pfedstavuje opravdu velkou
piekazku pfi pozndvini toho, jaké mecha-
nismy rostlina pfi smérovini svého ristu
vyuziva. Takovy vyzkum se nejlépe provadi
v podminkdch, kdy je mozné rostlindm
zachovat jejich pfirozené prostiedi
i béhem naro¢nych mikroskopickych
pozorovini. Pro tyto ucely se v posledni
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dobé podafilo najit zpasob, jak tuto situaci
zvladnout. I velice slozity fluorescenéni
konfokélni mikroskop, obsahujici moduly
pro pozorovini molekuldrnich mechanis-
mt fidicich déleni a riist bunék, lze totiz
cely umistit na bok a umoznit tak rostli-
ndm béhem pozorovini rist v pfirozeném
gravitatnim prostiedi. Takové feseni bylo
uspésné zavedeno na pracovisti zobrazova-
ciho centra Ustavu experimentalni botani-
ky AV CR (obrdzet vlevo). Konfokalni flu-
orescenéni mikroskop je klasické kon-
strukce, je ovSem pevné pfichycen
k podlozce, kterd je umisténa kolmo
na antivibra¢ni stil. Dulezité je, Ze stolek
s rostlinou, kterou mize byt napf. semena-
¢ek oblibeného modelu husenic¢ku rolniho,
je ve svislé orientaci. Tento mikroskop
slouzi pro neinvazivni pozorovini riznych
signdlnich a strukturnich molekul, které
jsou oznaleny fluorescenénimi proteiny.
Péknym piikladem (wvprawvo) je ohybovd
reakce kofene, kterou lze pozorovat
po natoeni rostouciho semendcku pfimo

na mikroskopu do horizontdlni roviny.
Kofen se velice rychle otd¢i za gravitaénim
vektorem a béhem tohoto procesu lze
pozorovat i celou fadu latek, které se toho-
to procesu Ucastni. Fytohormon auxin se
pfesouvad béhem ohybani kofene na spodni
stranu kofene, kde blokuje prodluzovani
bunék, a proto se kofen ohybd na tuto stra-
nu. Auxin je na obrizku patrny jako zeleny
signdl fluorescenéni znacky ve vsech buri-
kach, které maji zvy$eny obsah tohoto hor-
monu. 5 minut po otoceni kofene o 90°
jsou jiz tézkd skrobovd zrna spadld
na spodni stranu bunék (horni cdst obrdazku),
jesté ale neni patrnd zddnd reakce hormo-
nu. Tuto lze krdsné pozorovat zhruba
od 15. minuty déle, dolni ¢ist obrazku
ukazuje stav zhruba po 60 minutdch, kdy
se jiz kofen ohnul do nové orientace. Verti-
kalni uspofddini mikroskopického stolku
pfedstavuje revoluci v moznostech neinva-
zivniho sledovédni vyvoje rostlin a dd se
pfedpoklddat, Ze postupné v mikroskopii

zivych rostlin zcela pfevladne.

Uwedené postupy, techniky a zatizent provozuji tato pracovisté: Masarykova univerzita (CEITEC) - Bunéiné
zobrazovdnt, Ustav experimentdlni botaniky AV CR - Imaging Facility.

www.czech-bioimaging.cz

Vidime do nasich tél

Marie Novakova, Michal Mikl

Vysetieni magnetickou rezonanci (MR) je neinvazivni zobrazo-
vaci metoda, kterd nevyuziva radia¢niho zafeni a poskytuje skvélé
rozlieni pro zobrazeni mékkych tkani v téle. Zdkladni princip sbé-
ru dat vychdzi z umisténi pacienta do silného magnetického pole
avybuzeni vodikovych jader v jeho téle pomoci vysokofrekvenéniho
magnetického pole. Snimanym signalem je pak opét elektromagne-
tické vlnéni v radiofrekvenéni ¢ésti spektra, vzniklé jako odezva
excitovanych jader v tkdni na excitaéni impuls. Vysledny obraz je
pak vytvofen zpracovinim dat z pfijimacich civek v MR scanneru.
Pro bézné ucely byvaji pouziviny skenery o sile magnetického pole
1,52 3T az 7T pro védecké ucely az 10,5T a pro Zivocisné studie az
14,4T. Pro srovndni sila tohoto pole na zemském povrchu je v roz-
mezi 25 a 65 mikrotesla.

LoZisko roztrousené sklerdzy v oblasti levé hemisféry zobrazena riiznymi méficimi MR
sekvencemi. Zleva: T1-vaZené se zvySenym kontrastem, T2-vazené a FLAIR sekvence.

Zménou nastaveni parametrd sekvenci skeneru je mozné ménit
kontrast v obraze, a zaméfit se tak na zvyraznéni rozdila mezi tkd-
némi, které nds zajimaji. Nejcastéji pouzivané sekvence pro struk-
turni zobrazovani se oznacuji jako T1 a T2-vizZené, pficemz toto
oznaceni vychdzi z nastaveni optimalizovaného pro zobrazeni
s vahovanim pomoci tzv. relaxa¢nich Cast, které jsou specifické pro
rizné tkiné a mohou také byt ovlivnéné deposity riznych bioche-
mickych latek, napt. ukladdnim Zeleza ¢i vipniku.

Vyuziti strukturniho MR zobrazeni v neurovédnim vyzkumu
pfindsi cennou kvalitativni i kvantitativni informaci o tvaru, veli-
kosti a struktufe Sedé a bilé hmoty mozkové. Kontrast v obraze mezi
$edou a bilou hmotou a mozkomisnim mokem vznik4 na z4kladé
vyssiho obsahu tél neuronovych bunék v sedé hmoté a obsahu dlou-
hych nervovych vldken v hmoté bilé. T1-véZené sekvence poskytuji
dobry kontrast mezi $edou a bilou hmotou mozkovou, zatimco
mozkomisni mok a kost se zobrazuje s velice nizkym signdlem

MR snimek mozku mysi ve dvou riznych fezech, vpravo odpovidajici barveny histologic-
ky fez.

a v obraze se tedy jevi tmavé. Toto zobrazeni je vhodné predeviim
pro zobrazeni mozkového parenchymu a byva obvyklym méfenim
v klinické praxi. T2-vazené sekvence poskytuji dobry kontrast mezi
mozkomisnim mokem a mozkovou tkini (#mavd). Tyto snimky
mohou byt vyuzity pro vyhodnocovini prostor vyplnénych CSEF,
edému nebo mrtvice. Pro zobrazeni gliomu je pak vhodné vyuziti
FLAIR (fluid-attenuated inversion recovery), které obdobné jako
T2-vizené snimky zobrazuje Sedou hmotu svétlejsi nezli bilou
hmotu, ale mozkomisni
mok se jevi na snimcich vzorek: slepi&i embryo (ex vivo)
tmavy.

Morfometrické meto-
dy umoznuji studium
makroskopickych zmén
mozkové struktury pomo-
cf automatizovanych ana-
lyz, které se hojné vyuzi-
vaji pfedevsim ve vyzku-
mu. Pro morfometrické
metody se nejcastéji vyu-
zivaji T1-vazené snimky.
V zalitcich byly morfo-
metrické metody limito-

vany k pouhému globélni-

mu vyhodnoceni celkové-
ho objemu mozku, za-  vyzkum vjvoje chondrocyti

timco v dnesni dobé je

mozné provadét méfeni lokalnich morfometrickych zmén v mno-
hem detailnéj$im méfitku. Objem Sedé a bilé hmoty se méni v dét-
stvi a béhem starnuti. Tyto zmény (regiondlni ubytky nebo naopak
narusty) se ukazaly byt vdzané i na néktera klinickd a psychiatrickd
onemocnéni. Pfikladem muze byt Alzheimerova choroba, kterd je
spojena s rychlym ubytkem Sedé hmoty mozkové a zvétSenim pro-

storu mozkovych komor.

MR snimek celé hlavy s T1 vahovanim (rozliSeni 1x1x1 mm) kombinovany s podrobnéjsi-
mi snimky hipokampti pomoci T2 vahovani a ZOOMit metody (rozliseni 0,4 x 0,4 x 1 mm).
Na snimku je barevné oznacen automaticky segmentovany levy hipokampus a vpravo je
pak 3D vizualizace tohoto levého hipokampu rozdélenim na jednotlivé anatomické
oblasti.

Uwedené postupy, techniky a zarizeni provozuji tato pracovisté: Masarykova univerzita (CEITEC) - Laborator

multimoddlniho a funkiniho zobrazovdnt, Univerzita Karlova - 1. lékarskd fakulta - Centrum pokrocilého

preklinického zobrazovdini (CAPI), Ustav pristrojové techniky AV CR - Magnetickd resonance.
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Zobrazovani funkce mozku

Martin Gajdos, Michal Mikl

Funkéni zobrazovani mozku se uplatiuje jak v neurovédnim
vyzkumu, tak i v klinickych aplikacich. V tomto pfispévku se zamé-
fime na mapovini funkce mozku pomoci funkéni magnetické rezo-

nance (fMRI) a elektroencefalografie (EEG).
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Obr. 1-V horni asti je zachycena hemodynamicka odezva, uprostfed modelovy BOLD
signal odpovidajici zobrazené opakované aktivité a dole je realny BOLD signal méreny v
primarni zrakové oblasti pfi pouZiti vizudIni stimulace.

Pii zobrazovini metodou fMRI se vyuzivd opakované méfeni
mozku, které zaznamendva metabolickou stopu neurondlni aktivity.
Jak? Nejcastéji méfime fMRI zdvislou na urovni okysli¢eni krve
(BOLD fMRI; blood oxygenation level dependent fMRI). V tomto
ptipadé jsou zaznamendviny T2* vizené snimky, které jsou citlivé
na pomér oxyhemoglobinu a deoxyhemoglobinu. Pokud je popula-
ce neuroni zapojena do aktivity, jakou je naptiklad zpracovani vizu-
dlniho podnétu ve zrakové kife, spotiebovéva energii a kyslik a pro-
dukuje metabolity. Metabolity jsou odvidény odkysli¢enou krvi
a novi energie a kyslik jsou doddvény okysli¢enou krvi. Okyslicend
krev mé diky diamagnetickému oxyhemoglobinu jiné magnetické
vlastnosti nez odkysli¢end krev, kde pfevlada paramagneticky deo-
xyhemoglobin. JelikoZ jsme schopni pofidit fMRI sken mozku pfi-
blizné kazdou vtefinu, ziskdme tak ¢asovy vyvoj poméru oxyhemo-
globinu a deoxyhemoglobinu, ktery je pro takové zapojeni neuro-
nélni populace do aktivity charakteristicky. Odezva na kratky
impulz se nazyvd hemodynamicka odezva (obrazek 1).

Obr. 2 - Lokalizace motorické
kiiry pfi opakovaném motoric-
kém podnétu. Vysledek byl zis-
kén metodou GLM.

Nameéfend data je potfeba zpracovat a k tomu maji vyzkumnici
k dispozici velkou $kdlu metod, které voli dle fesené hypotézy. Jed-
nou z nich je obecny linedrni model (GLM), ktery vyuzivé toho, Ze
jsme schopni namodelovat teoreticky priibéh hledaného signdlu.
Tento model, neboli regresor, mize predstavovat naptiklad casovy
prubéh zapojeni se zrakové kiry do zpracovini vizudlnich podnéti,
které piichazeji v pfedem definovanych casovych okamzicich.
Metodou obecného linedrniho modelu pak v kazdém elementu pro-
storu (voxelu) mozku uréime, nakolik je hledany signal pfitomen.
Mira pfitomnosti je ohodnocena statistickou hodnotou a vysled-
kem analyzy je prostorovd mapa statistickych hodnot. Timto zpiiso-
bem Ize naptiklad pfi tukini prstd o palec u méfeného ¢lovéka loka-
lizovat motorickou kiru. Lokalizace funkéni oblasti mozku je diile-
Zitd pii pfedoperaénim pldnovéni, kdy se vyslednd statistickd mapa
nahraje neurochirurgovi do naviga¢niho systému (obrazet 2).

Pokro¢ilejsi metody analyzy, které nachdzeji své uplatnéni zatim
spise v zdkladnim vyzkumu, jsou schopny napiiklad detegovat stavy
mozku v jednotlivych ¢asovych okamzicich a nasledné tak diky nim
miizeme analyzovat dynamiku pfepindni mezi témito stavy mozku.
Tato dynamika se miize lisit u zdravych a nemocnych lidi a bylo
napiiklad ukédzdno, Ze metoda umoziiuje odlisit pacienty se schizo-
frenif od zdravé populace.

0br. 3 - Lokalizace epileptického vyhoje ziskana metodou zpétné rekonstrukce elektric-
kych zdrojii. Cervena éara znazorfiuje v levém grafu priibéhii EEG signali éasovou pozici
odpovidajici aktualnimu stavu rekonstruovaného elektrického zdroje (vpravo).

Funkei mozku Ize zobrazovat rovnéz pomoci EEG. V tomto pii-
padé se vyuziva méfeni zmény rozdila elektrickych potencidla mezi
elektrodami, které jsou nejcastéji umistény na povrchu hlavy. Tyto
zmény jsou zpusobeny synchronizovanymi vyboji populaci neuroni.
Hlavnim zdrojem signilu EEG jsou postsynaptické proudy pyrami-
dalnich neuront. Pro méfitelny EEG signdl musi synchronizovany
vyboj pochdzet minimalné od stovek tisic neuronti. Metoda EEG
umoziiuje — oproti fMRI — zméfit stav potencidli mozku nékolik
tisickrat za vtefinu. Na druhou stranu je ale pfesnost lokalizace zdro-
je aktivity vzhledem k fMRI nizsi, jelikoz se spoléhd obvykle ,,pouze®
na data z desitek az stovek povrchovych elektrod.

Vyssi casové rozliSeni metody je vhodné pfi méfeni rychlych
déjii, jakymi jsou napiiklad epileptické vyboje. Metodou zpétné
rekonstrukee elektrickych zdroji je pak mozné nejen lokalizovat
pocitek epileptického vyboje, ale také sledovat jeho $ifeni mozkem
(obrizek 3).
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Vidime stav tkani

Zenon Starcuk jr., Jana Starcukova

Sprévnd funkece orgind je zaloZena na spravné regulaci chemic-
kych reakef, které probihaji v buiikich. Stovky typt molekul — meta-
bolitii - jsou zapojeny do posloupnosti chemickych reakei — metabo-
lickych drah. Spektroskopické metody protonové magnetické rezo-
nance ndm umoznuji do stavu metabolismu Zivych tkdni nahlédnout
prostfednictvim asi dvacitky nizkomolekularnich metabolitd, jejichz
molekuly 1ze detegovat diky koncentracim presahujicim 1 mmol/L.
Charakteristické interakce spint atomovych jader v jejich moleku-
lich ovliviiuji snimané signaly a jsou zakladem rozlisitelnosti signd-
lovych slozek pfislusejicich riiznym metabolitim. Udaje 0 zméné
koncentrace a prostorové distribuci metaboliti mohou v 1ékafstvi
pomoci pfesnéji diagnostikovat nddorovd, zdnétlivd a neurodegene-
rativni onemocnéni a sledovat efekty 1é¢by. U MR spektroskopie
v malych laboratornich zvifatech (mysich, potkanech, kralicich) je
hlavni pfinos ptispévek k lepsimu porozuméni mechanismii nemoci
a k hodnoceni novych lécebnych postupii.

Vedle signald vodikovych jader mizZeme obdobné sledovat

i jadra uhliku, fosforu a fluoru.

Priklad klinického spektroskopického zobrazovani 3T magnetickou rezonanci v MAFIL
CEITEC - hodnoceni poméru metabolitii Cho/Cr pacientii s nddorem mozkového kmene.

voda Ins  PCr+Cr
Poloha spektroskopického objemu zajmu
l Glu
| +
10 Gln Tau
- Cho

Podilime se na vyvoji softwaru jMRUI pro kvantifikaci kon-
centrace metabolitd, ktery ma pres 4500 registrovanych uziva-
teld v nemocnicich a na univerzitich ve vice nez 60 zemich
svéta.

http://www.jmrui.cu/

Kromé koordinace vyvoje celé aplikace vyvijime modul NMR-
Scope-B umoziujici simulaci vyvoje fyzikalnich veli¢in, které
popisuji stav molekul v zobrazovaném objemu v pribéhu
NMR experimentu. Simulace NMR signdli metabolitu je
zdkladem pro kvantifikaci koncentraci metabolitd, at jiz
dekompozici signdlu nebo pro trénink automatu pro rozpo-
zndvéini vzord. Simulace, zahrnujici efekty chemickych posu-
nd, spin-spinovych vazeb, relaxace i prostorové a spektralni
selektivity excitace, slouZi i k vyvoji metod in vivo MR spekt-
roskopie a spektroskopického zobrazovéni. Proto podporuje
volnou tvorbu pulsnich sekvenci a protokold uzivatelem.
V této oblasti poskytujeme poradenstvi.
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Simulace spektroskopického experimentu v programu jMRUI pomoci modulu
NMRScope-B vyvijeného nasim tymem UPT AV CR.

NAA

Mozkové metabolity odrazeji stav mozkové tkdné.

ol Koncentrace mimo hladiny normy jsou znakem one-
u
mocnéni mozku.

Schizofrenie: snizend hladina NAA, vyssi pomér Cho/
NAA

ADHD: zvysend hladina Cr, Glu a Gln

Amplituda

Socidlni uzkostna porucha: zvysend hladina Glu, Gln

Deprese: zvysend hladina Ins, Cho

Priklad spektra vybraného objemu

; 2 . y VWAL ,-'"- NN N _ : mozku mys$i s vyznacenim hlavnich
T = T i T 7 T metaboliti. Méfeno na 9,4T MR
Frekvence [kHz] skeneru na UPT AV CR.
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Mérime prokrveni tkani

Radovan Jifik

Pomoci magnetické rezonance a metod
zobrazovini perfuze méfime a zobrazujeme
parametry prokrveni tkiné na dGrovni cév-
nich kapildr. Vyuzivime metody DCE-MRI
a DSC-MRI, zaloZené na intravenéznim
podini kontrastni litky a sledovani jeji dis-
tribuce v tkdni a v Case. Dile vyuzivime

Vyvijime:

* nové metody méfeni magneticko-
rezonanénich dat pro vypocet
parametr( prokrveni tkiné (pomo-
ci modernich metod kompresniho
snimdni miZzeme méfit kompletni
set parametr( prokrveni ve 3D)

* nové metody vypoltu parametrd
prokrveni tkdné (pomoci tzv. slepé
dekonvoluce ziskivime pfesnéjsi
odhady parametrii prokrveni)

* nové metody méfeni a vypoctu
parametrl prokrveni propojenim
doposud samostatné pouzivanych
metodologii (DCE-MRI +

DSC-MRI)

Vyvijime software PerfLab pro vypo-
et parametri prokrveni tkané
a poskytujeme k nému piistup spolu-
pracujicim védeckym institucim.

i metody ASL, kde je jako ,kontrastni latka“
pouzita krev znacend magneticky, tedy bez
potieby podévini vnéjsi kontrastni latky.

V onkologii se tyto metody (pfevazné
DCE-MRI a DSC-MRI) experimentilné
pouzivaji pro odhaleni maligni (zhoubné)
povahy nadoru a pro monitorovini 1écby.
Pii 1é¢bé nddorovych onemocnéni se stan-
dardné pouzivd hodnoceni zalozené
na zmén¢ objemu nadoru. Objem nadoru se
vsak zmensuje velmi pomalu, v rozsahu
od nékolika tydnd az po jednotky mésica,
piipadné se objem neméni viibec. Paramet-
ry prokrveni tkdné se naopak v disledku
1é¢by méni velmi rychle (dny az tydny). Pro-

to méfeni parametri prokrveni umoziuje

véasné prizplisobeni 1écby aktudlnimu stavu
pacienta a zvySuje tak efektivitu 1écby.

Dalsi aplikaci zobrazovéni perfuze (pfe-
vizné DSC-MRI a ASL) je diagnostika
ischemickych onemocnéni v neurologii
a kardiologii. Napftiklad pfi mozkové mrtvi-
ci se zobrazovini perfuze pouziva (ziroven
s difuzné vihovanym MRI) k urceni tak-
zvané penumbry, tedy oblasti mozku, kterou
lze akutni terapii zachrénit.

Na malych zvifatech (mysi, potkani) se
méfeni prokrveni tkdné aplikuje napf. pii
vyvoji novych postupii 1é¢by nadorovych
onemocnéni, zejména pii vyvoji antiangio-
genni terapie, tedy postupu potlacujiciho
tvorbu novych cév v nddoru.

Priklad strukturniho magnetickorezonanéniho obrazu, mys$ s nadorem, méfeno 9,4T MR skenerem na UPT AV CR.

Pratok krve Objem krve Permeabilita (oropustnost) | Objem intersticidlniho
cev prostoru
Fp [mI/min/ml] 04 vp [ml/ml] PS [ml/min/mi] ve [ml/ml]
T ) P = .
0.2 01
' 0.05 05
0 0 0

Priklad map pritoku krve mozku ¢lovéka zméfenych metodou ASL pomoci 3T MR skeneru v MAFIL CEITEC.
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Zvireci modely slouzi k vyvoiji
novych lékus proti rakoviné

Ludék Sefc

Preklinické zobrazovini malych labo-
ratornich zvifat, pfedev§im mysi a potkand,
slouzi k vyzkumu a vyvoji novych 1éka pro-
ti nddorovym onemocnénim, ale tieba
i proti neurodegenerativnim a dal$im cho-
robam. Existuje celd fada mysich modeli
vSech védznych lidskych chorob, a navic je
také mozné transplantovat lidské nddorové
i jiné bunky ziskané od pacientd do imu-
nodeficientnich mysich kmenu a testovat
moznou lébu pfimo v Zivém organismu,
aniz bychom ohrozili lidské pacienty.
Neinvazivni zobrazovidni nim na Zivém
zvifeti ukdze jinak neviditelné defekty
a zmény uvnitf organismu.

Preklinické in vivo zobrazovani délime
na anatomické — strukturilni, které nim
dokéze detailné zobrazit télesné struktury,
napk. kosti (CT) nebo mékké tkané (MRI,
ultrazvuk), a rovnéz velmi dilezité mole-
kuldrni — funkéni zobrazoviani, které nis
upozorni na akumulaci uré¢itych molekul,
tzv. kontrastnich latek, kterd souvisi s pro-
bihajici nemoci, nebo dokumentuje biodis-
tribuci pouzitého lé¢iva a jeho ucinek
na probihajici onemocnéni, napf. nidor

nebo zanét. Kontrastni litky mohou byt

VySetfeni mysi na zobrazovaci magnetickych ¢astic (MPI).
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Vlysokomolekularni polymer vychytava nezadouci méd z potravy - SPECT/CT zobrazeni

mysiho modelu Wilsonovy choroby.

znaceny radioizotopem. Tak muzZeme sle-
dovat néddory i jejich metastizy pomoci
pozitronové emisni tomografie (PET)
nebo jednofotonové vypocletni tomografie
(SPECT). Pro co nejmensi radiacni zatéz
se pouzivaji pfedevsim radioizotopy s krit-
kym polo¢asem rozpadu, které z téla rych-
le zmizi. V soucasné dobé také probihd
intenzivni vyzkum pouziti novych digitél-
nich zobrazovacich detektoru, které jsou
pouzitého radiaéniho kontrastu, nebo
umoziuji zkritit dobu vystaveni rentgeno-
vému zafeni pii CT vySetfeni a zdrovei

~

Uvedené postupy, techniky a zarizeni provozuji tato pracovisté: Fyziologicky iistav A VCR- Bioimaging Facility,
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lépe rozlisit i mékké tkdné — tzv. spektralni
& barevni CT.

Jiny typ molekularnich kontrast pou-
zivany v Centru pokrocilého preklinického
zobrazovani (CAPI) na 1. 1ékatské fakulte
Univerzity Karlovy pfedstavuji paramag-
netické nanocdstice. Nemaji tolik $kodli-
vych uéinka jako ionizujici zdfeni a umoz-
fuji méfeni s vyuzitim magnetické rezo-
nance (MRI) nebo novou metodou
zobrazovini magnetickych &istic (MPI).
Dalsi moznosti je pouziti fluorescenénich
znacek, jeZ po nasviceni silnou fluorescenc-
ni lampou vydavaji charakteristické svétlo,
které miize byt viditelné i v hloubce néko-
lika centimetrti. Mdme k dispozici i gene-
ticky modifikované bunky nebo organismy
vyuzivajici enzym svétlusek luciferdzu, kte-
ry jim po poskytnuti vhodného substritu
umoziiuje vydédvat svétlo. Fluorescenci
i luminiscenci mizeme sledovat za vyuziti
optického zobrazovace. Je to rychlé alevné
vysetfeni a k dispozici je mnoho komeréné
dostupnych kontrasti. V. CAPI byl zpro-
voznén neddvno vyvinuty zobrazoval
na bézi fotoakustického jevu, kdy laserovy
puls reaguje v tkdni s citlivymi molekulami,
které zahfeje a vyvold charakteristickou
tlakovou (zvukovou) vlnu zachytitelnou
ultrazvukovou sondou. Pomoci fotoakus-
tického zobrazovini miizeme detailné stu-
dovat tvorbu cév v nddorech, miru okysli-
Ceni tkdné nebo distribuci kontrastem
oznacenych a infuzi podanych kmenovych

bunék.
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Pocitacova analyza a vizualizace

biomedicinskych

obrazu

David Svoboda, Michal Kozubek, Zuzana Kubinova, Lucie Kubinova, Milan ESner

V rimci sdruzeni Czech-Bioimaging se mizZete setkat se sluz-
bami zaméfenymi na analyzu a vizualizaci biomedicinskych obrazo-
vyich dat pofizenych pomoci riiznych zobrazovacich metod. Mezi
tyto metody patfi napfiklad opticka ¢i elektronovd mikroskopie,
magneticko-rezonanéni zobrazovini (MRI), poéitacovd tomogra-
fie (CT), rentgen, ultrazvuk a dal§i. Spravnému pochopeni obsahu
snimku pofizeného vyse uvedenymi technologiemi ale takika vzdy
predchidzi diikladné predzpracovini a analyza. Neni viibec vyjim-
kou, kdy data pofizend i na velmi drahych zafizenich jsou na prv-
ni pohled znacné nekvalitni. Uloha pfedzpracovéni zde spociva
v potlaceni Sumu, redukci miry rozmazini pomoci dekonvoluce ¢i
nalezeni a odstranéni nedistot nebo jinych nezddoucich artefaktd,
které jsou pro dalsi analyzu spiSe piekdzkou. Ndslednd obrazovi

analyza pak umoziuje napiiklad lokalizovat zajimavéd mista (nale-
zeni zlomeniny v rentgenovém snimku koncetiny), provadét
méfeni velikosti sledovanych oblasti (zména velikosti nadoru),
sledovdni pohybu (vyvoj bunéné populace) nebo evidovini poctu
vybranych objektl (stav kolonie patogennich bakterii). Neméné
dtlezitou ulohu zde sehrdva rovnéz vizualizace, kterd ndm upra-
vuje a zprostiedkovéva obrazova data tak, aby je bylo mozné snad-
no prohlizet a v§imat si dilezitych detaild a anomilii. Mnohdy
sta¢i data spravné oznackovat a zajimava mista zvyraznit tak, aby
byly patrné detaily, které jsou pfedmétem zdjmu pozorovini ¢i
diagnostiky. Neziidka se k tomu také pouzivaji specializovand
zafizeni, mezi néz patii napiiklad bryle pro virtudlni realitu. Ty
jsou vhodné zejména pro manipulaci s vicerozmérnymi daty.

Dekonvoluce

Principem mitotického déleni je spravné rozdéleni gene-
tické informace zakédované v . DNA do dcefinych bunék.
Béhem mitézy se musi duplikovand DNA kondenzovani
do chromosomu rovnomérné rozdélit do dvou dcefinych
bunék. Spravnou distribuci zajistuji mikrotubuly, které se
navizou na jednotlivé chromatidy a pfetdhnou vzdy jednu
chromatidu daného chromosomu na opaénou stranu bunky.
V normilnim pfipadé mikrotubuly vytvofi vidy dva pdly
a burika se déli na dvé dcefinné. Na pfiloZenych obrizcich
muZeme pozorovat abnormalni mitotické déleni buiky nddo-

ru lidského vaje¢niku, kdy mikrotubuly matefské buiky
vytvéfeji ¢tyfi pély a matefskd bunka se pfipravuje k rozdéleni
na ¢tyfi deefiné buiiky. Cervené jsou oznaceny mikrotubuly,
zelené jsou oznacena aktinovéd vldkna a modrou barvou je
oznac¢ena DNA.

Obrizek vlevo je nasnimany na mikroskopu s pouzitim
standardniho osvétleni v sirokém poli a je zamlZeny, protoze
obsahuje informaci i z nezaostfenych &isti. Vpravo je stejny
obrizek upraveny matematickym procesem zvanym

dekonvoluce.
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Tématu analyza a vizualizace biomedicinskych obrazovych dat
se v infrastruktufe Czech Bioimaging vénuji primdrné nésledujici
tfi vyzkumna pracovisté:

* Oddéleni biomatematiky, Fyziologicky ustav, Akademie véd
CR,v.v.i.
https://www.fgu.cas.cz/departments/biomatematika

* Centrilni laboratof bunééného zobrazovini, CEITEC-Masa-
rykova Univerzita
https://www.ceitec.cz/centralni-laborator-bunecne-zobrazova-

ni/cf119

* Centrum analyzy biomedicinského obrazu, Fakulta informatiky,
Masarykova univerzita

https://cbia.fi.muni.cz/research/CzBL.html

Sledovani pohybu

Abychom dokazali spravné rozhodnout, zda se sledo-
vand Ziva bunééna populace chovid jako zdrava ¢i nemocni,
potiebujeme v obrazovych datech umét jednotlivé buiky
spravné identifikovat, vzajemné je oddélit a u kazdé z nich
sledovat jeji chovéni.

Na ptilozeném snimku ze svételného mikroskopu jsou
kolem kazdé bunky pomoci automatizovaného algoritmu
vyznaceny jeji obrysy. Pro jednoznaéné odliseni bunék
jsou obrysy pro kazdou buitku barevné unikdtni. Ze sledo-
vaného pohybu takto oznacenych bunék, periody jejich
déleni a vzdjemnych interakei pak jiz mizeme vyvozovat
zavéry, které mohou vést k mnohem pfesnéjsi diagnostice,
nez kdybychom pracovali pfimo se surovymi daty.

Virtualni realita

Lécba rakoviny mozku mize probihat ozafovinim
postiZzené tkdné protony. Je otdzkou, zda pfitom nebude
nepfiznivé ovlivnéna okolni zdravé tkédn. Ve vzorku zdra-
vé tkdné na obrizku nahofe, pofizeném pomoci konfokaél-
niho mikroskopu, jsou obarvené vldselnice vyzivujici
mozkové buriky. Virtudlni realita nim umoziuje se
ve vzorku prochdzet a zkoumat délku a hustotu vlase¢nic,
a porovndvat tak vzorky ze zdravych mozki se vzorky
z neozifenych mist nemocnych mozka.

Trojrozmérny obrazek vzorku je virtudlné promitin
do prostoru a zdroven je zaznamenavana poloha a natoce-
ni specidlnich bryli a ru¢niho ovladace. Podle toho ndm
pocita¢ do obrazovek v brylich promitd virtulni obraz.
Pomoci ru¢niho ovlada¢e mizeme piimo pohybem ruky
oznacovat méfené struktury ve vzorku (obrdzek dole).
Pohyb piimo ve vzorku umoziiuje rychlejsi méfeni nez pfi
vyhodnocovini sérii obrazka na obrazovce poéitace.

- Centrum pokrocilého preklinického zobrazovini (CAPI), Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody,

Ustav experimentdln z’bomnikyAVC’R - Imaging Facility, Ustav molekuldarni genetiky AV CR - Elektronovi

mikroskopie, Ustav mole/eu/;irm’genelikyﬂVéR - Swételndn mikroskopie, Vysoké ucent technické v Brné (CEITEC) -

Experimentdlni biofotonika.
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