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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 piistroj s kovovym
nozem). Bylo dilezité zadny fez neztratit
a mit je srovnané hezky za sebou. Kamerou
nasnimané obrazky jednotlivych fezi bylo
mozno v poéitadi zpétné poskliadat dohro-
mady a ziskat tak pfedstavu o pavodnim 3D
uspofddani preparitu. Nové mikroskopické
metody ndm tuto prici vyznamné usnadnily
— misto fyzického fezani nyni miZeme buii-
ky fezat jen opticky a Ize to dokonce prové-
détiu zivych organismu.

Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop md proti mikro-
skopu klasickému obrovskou vyhodu a to,
7e dokdze vytvafet optické fezy. Srdcem
konfokédlniho mikroskopu je tzv. konfokalni
$térbina, kterd odstranuje svétlo pochdzejici
mimo rovinu ostrosti pozorovaného prepa-
ritu. Tim ziskime obrazky s vysokym kon-
trastem i u silnéjsich preparatd, kde by kla-
sicky mikroskop narazil. Laserovy paprsek,
ktery se pouzivé jako zdroj svétla, dokaze
preparit 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). Cervend je fluorescenénim
proteinem mCherry oznacena bunééna sténa, zelené je dalSim fluorescenénim proteinem mTurquoise oznacen cévni sva-
zek, ktery rozvadi Ziviny po celém rostling. Vysledny 3D obraz je poskladan z nékolika samostatnych obrazki - optic-

kych fezti preparatem.

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

Opticka projekéni
tomografie

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

osvétluji svétlem z viditelné cdsti 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 vypocitat z projekei pomoci specidlni-
ho algoritmu. Ziskdme tak naptiklad pred-
stavu o uspofaddni nervovych svazki v peri-
fernim nervu (viz obrazek 2).
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Obr. 2 - 3D vizualizace a opticky fez loketnim nervem (. u/naris) élovéka. Vzorek byl odvodnén a zprihlednén smési benzylalkoholu s benzylbenzoatem. Vzorek nebyl barven,
jde o pfirozené emitovanou fluorescenci - tzv. autofluorescenci.
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