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Hledame molekuly v kupce sena

Vlada Filimonénko

V kazdé burtice je obrovské mnozstvi
molekul. Biologické molekuly — makromo-
lekuly — se rozd€luji na nékolik velkych sku-
pin. Lipidy tvofi vnéjsi a vnitini membrany,
DNA v bunééném jidie 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 ulohy. 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 nasledné 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
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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 navizat 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-

lovet. 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 nanometri, které jsou pro elektrony
neprostupné (jsou elektrondensni). Postup
imunoznaceni je pomérné jednoduchy.
Specidlné pfipraveny vzorek bunék & tka-
né inkubujeme s roztokem specifické pro-
tilatky, kterd je bud sama pfimo spojena
s kovovou nanocdstici, nebo se na ni navi-
ze dalsi, tzv. sekundarni 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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Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Bio/ogifke’ centrum AV CR - Labomz‘of elektronové
mikroskopie, Univerzita Karlova (BIOCEV) - Zobrazovaci metody, Ustav molekuldrnt genetiky AV CR -

Elektronovd mikroskopie.



