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Kombinovani nesluéitelného
aneb jak ziskat to nejlepsi
ze svetu fotonu i elekironu

Ales Benda

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

Oba druhy mikroskopie 1ze kombinovat, ale Gplné jednoduché to
neni. Zivd hmota totiZ obsahuje velké mnozstvi vody, ktera sice pro
fluorescenéni mikroskopii Zddny problém nepfedstavuje (fotony
ve viditelné ¢dsti spektra prochazeji vodou téméf bez jakékoliv inter-
akce), ovéem elektrony vyuzivané pfi elektronové mikroskopii zcela
pohleuje. I vysoce urychleny elektron (na 120-300 keV') dokédze pro-
niknout nanejvys nékolika stovkami nanometra biologického materi-
dlu — a to pouze za predpokladu, Ze se k vzorku viibec dostane. Pokud
bychom méli v elektronovém mikroskopu nad vzorkem plyn, elektro-
ny by byly timto plynem absorboviny, nebo by se v ném rozptylily,
a ke svému cili — vzorku a pak kamete — by nedorazily. Vychodiskem je
vytvofeni vysokého vakua v komore elektronového mikroskopu —
ovéem co biologické vzorky, které obsahuji vodu? Ta se ve vakuu zaéne
ihned vypafovat, vzorek se scvrkne a zdeformuje — a je po krdsném
obrézku. Resenim je vzorek citlivé zbavit vody jesté pied tim, nez se
do mikroskopu vlozi.

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

Pri korelativni svételné a elektronové mikroskopii (CLEM) pozo-
rujeme Zivy vzorek, ¢asto bunééné monokultury péstované na sklicku,
klasickymi optickymi a fluorescen¢nimi 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 buiiky vykazujici hledany feno-
typ ¢i buiiky, ve kterych pravé probihd studovany proces, rychle vzorek
zafixujeme, tieba smési formaldehydu a glutaraldehydu nebo, moder-
néji, rychlym zamrazenim za vysokého tlaku. V obou pfipadech ndsle-
duje klasické zpracovini 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 nakrijeni ultratenkych fezd, nebo pfimo
do skenovaciho elektronového mikroskopu. Vybrané buiiky k podrob-
nému nasnimdni nalezneme podle soufadnic ze sklicka, na kterém
byly buriky péstoviny — otiskly se do reliéfu blocku.

Pro¢ potiebujeme mit stejnou buriku nafocenou jak v optickém
fluorescenénim mikroskopu, tak v elektronovém? Jednou z motivaci je
zachyceni a prostudovini vzdcnych uddlosti ¢i fenotypa bunék. Hledat
je pomoci elektronové mikroskopie je asové i finanéné velmi naro¢né.
Druhou motivaci je zjistit, jak vypadd ultrastruktura buriky, ve které
dochdzi naptiklad k hromadéni specifického proteinu, nebo kterd
z membréanovych struktur je ta, v niZ dochdzi k akumulaci napfiklad
1é¢iva. V tomto piipadé nestali buriku pomoci fluorescence jen najit,
ale je tfeba ji rychle a kvalitné nasnimat, aby bylo moZné pozdéji pro-
lozit fluorescenéni obrazek s elektronovym.

V rédmci 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
molekuldrn{ genetiky AV CR kombinuji fluorescenéni snimdni s tran-
smisni elektronovou mikroskopii na ultratenkych fezech.

V budoucnosti se pravdépodobné obejdeme bez dehydratace vzor-
ku a také bez tézkych kovi. Rychlé zamrazeni vzorku do podoby
amorfniho ledu totiz velmi dobfe zachovéava jak fluorescenci, tak
ultrastrukturu. Zaroveri hluboce zmrazeny vzorek jen mélo sublimuje,
takZe mize byt umistén a snimédn ve vakuu pomoci kryo-EM tomo-
grafie. Jedna se o nové, finanéné i dovednostné velmi naro¢né techno-
logie, které se nasim uzivatelim pokusime zpfistupnit v nadchazeji-
cich letech.

Opticka a fluoresceéni mikroskopie
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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.

maging pring

BIOIMAGING

ples of life

www.sciam.cz All



