Dnesni mikroskopie
v biomediciné

V minulych stoletich se svételné mikroskopy
v biologii pouzivaly prevazné pro pozorova-
ni a popis bunék ¢i jejich vyraznych struktur.
Rozvoj fluorescen¢ni mikroskopie umoznil lo-
kalizovat v biologickych systémech i jednotlivé
makromolekuly. Izolace zelené fluoreskujici-
ho proteinu (GFP - green fluorescent protein)
z meduzy, priprava jeho barevnych variant
(YFP - zluta, CFP - modrozelena ad.) a obje-
vy dalsich fluoreskujicich proteinti (od mod-
rych po ¢ervené) v moiskych koralech spole¢né
s rozmachem konfokalni mikroskopie (Vesmir
83, 586, 2004/10) v uplynulém desetileti posu-
nuly hranice poznani v bunéc¢né biologii a roz-
§ifily moznosti svételného mikroskopu. Mikro-
skopy dnes neslouzi jen k prostému popisu
bunéénych organel, ale pomdhaji odhalovat
pohyb i interakce jednotlivych molekul, prede-
vSim proteint, ptimo v burikach, a tim pfispi-
vaji k pochopent jejich biologickych funkci.
Protein, ktery chceme studovat, nejdrive
pfimo v burice geneticky ,vybavime® fluores-
cenénim pridavkem, napt. jiz zminénym GFP!
(chceme-li sledovat vice proteinti soucasné,
pouzijeme pro kazdy typ proteinu jinou ba-
revnou variantu pridavku). Abychom mohli
uspéSné popsat jeho dynamické chovéni, sta-
¢i navodit stav, pti némz je pouze urcita cast
molekul tohoto proteinu fluorescenéné aktivni.
Toho se dosahuje dvéma, v principu opa¢nymi
pristupy: cilenym ,vybélenim“ (fotodegrada-
ci) nebo fotoaktivaci fluorescence.
® Vybéleni fluorescence.? Zvolenou oblast
bunky nejprve osvitime intenzivnim lasero-
vym pulzem s vlnovou délkou odpovidajici
excitaéni vlnové délce GFP. Tim ,,oznadené”
molekuly proteinu (tj. vybavené fluorescen-
¢nim pridavkem), které se pravé nachézely
v dané oblasti, ztrati svou schopnost fluo-
reskovat. Molekuly, které se nachazely mimo
tuto oblast, schopnost fluoreskovat neztrati-

1) V pripadé eukaryotickych bunék se do bunécného jadra vpravi DNA, kte-
ra obsahuje geneticky kod pro zvoleny protein spolu s kddem pro GFP. Na
zékladé této genetické informace si buiika sama syntetizuje protein kombi-
novany s GFP - takzvany rekombinantni protein. Protoze pfi této pripravé
fluorescen¢né znaceného proteinu zlistava produkce piivodniho ,bunééného”
proteinu nezménéna, je tieba pred vlastnim experimentem otestovat kromé
funkénosti rekombinantniho proteinu i vliv nadprodukce studovaného protei-
nu na chovéni burky.

2) Poznamka redakce: Ve Vesmiru jsme dosud uzivali termin ,vysviceni”, ktery
asi [épe postihuje podstatu jevu: sviti-li se dlouho na vzorek, ktery je fluores-
cenéné znaden, ,svétélkovani” zhasne a v zorném poli mikroskopu ,nastane
tma”. Nicméné v odborném jazyce byl zaveden termin ,vybéleni”, k némuz
se priklanime.

3) Odbornici znaji tuto metodu pod zkratkou FRAP (Fluorescence Recovery
After Photobleaching).

4) V tomto pripadé mluvime o metodé FLIP (Fluorescence Loss Induced by
Photobleaching).

Pohyb molekul

z ZIvé bunky
a dalsi kouzla

ly a postupné pronikaji do sledované oblasti.
Intenzitu i rychlost téchto pohybt 1ze pozo-
rovat dvéma rozdilnymi zptisoby:

— jako opétovny ndrist fluorescence ve ,vybéle-
ném"“ objemu (obr. 1),

— jako d@bytek fluorescence mimo néj.*

® Fotoaktivace fluorescence. Prikladem je fo-
toaktivovatelna varianta GFP (PA-GFP). Ta
je v bunkach syntetizovana ve stavu, ve kte-
rém nevykazuje zddnou fluorescenci v oblas-
ti viditelného svétla. Jestlize ji vSak osvitime
intenzivnim zarenim o kratké vlnové délce
(400-420 nm), struktura molekuly PA-GFP se
zméni, a tim se aktivuje fluorescence v oblas-
ti zeleného svétla, obdobna jako u klasické-
ho GFP. Tato metoda tak umoznuje ,,oznacit*
molekuly, které se béhem fotoaktivace nacha-
zeji ve vybrané oblasti (obr. 4, s. 583), a je tak
velmi vhodna pro pozorovani pohybu mole-
kul mezi bunkami v tkanich ¢i mezi jednotli-
vymi strukturami v rdmci jedné bunky.

Oba popsané pristupy pak vypovidaji ne-
jen o tom, kde se sledované proteiny v burnce
vyskytuji a jak rychle se pohybuji, ale pfinase-
ji i odpovédi na otazky ,Jak dlouho trva pre-
pis genu?*, , Jak rychle po skonceni reakee je
dany enzym znovu pouzit?“ ap.

Kromé pohybu a lokalizace jednotlivych
proteint je dulezité védét, zda spolu sledo-
vané proteiny interaguji, popfipadé kde a jak
intenzivné. Technika umoznujici sledovat to
piimo v burice je zaloZena na nezarivém pre-
nosu excita¢ni energie (FRET - Fluorescen-
ce Resonance Energy Transfer), ktery popsal
T. Forster v poloviné 20. stoleti. V principu
jde o prenos energie mezi dvéma vhodnymi
fluorochromy nachazejicimi se v prihodné
orientaci a vzdalenosti. Pokud se molekuly
fluorochromtt CFP a YFP k sobé dostatec-
n¢ priblizi (typickd vzdalenost pro FRET je
5 nm) a vhodné se vii¢i sobé natodi, je prav-
dépodobné, zZe po excitaci molekuly CFP ta-
to molekula ziskanou energii nezativé preda
blizké molekule YFP, takze misto modrozele-
né fluorescence pozorujeme fluorescenci zlu-
tou (obr. 5, 6, s. 584). Mame-li tedy bunku,
ktera produkuje rekombinantni formy dvou
zvolenych proteinti kombinovanych s CFP,
resp. YFP a tyto proteiny spolu v bunce in-
teraguji, miize se stit, Ze budou ob¢ ziklad-
ni podminky pro nezarivy prenos excitacni
energie béhem interakce splnény a k méftitel-
nému pienosu energie z donoru na akceptor
dojde. Pfenos excitacni energie predstavuje
vhodny nastroj k detekci mezimolekularnich
interakei v bunikach. Lze tak napriklad zjistit,
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1. FRAP analyza
pohybu jednoho ze
sestrihovych faktori
nahromadéného

v jadernych skvrnach
(speckles; viz napf.
Vesmir 79, 438,
2000/8) v zivé

burice. Na obrazcich
je jadro sav¢i bunky
pred (A) aihned

po (B;vcaset=0s)
vybéleni fluorescence
v oblasti odpovidajici
jedné jaderné skvrné
(v bilém krouzku),
nasledné pak

v prubéhu (C) a po
dokonceni (D) obnovy
fluorescencniho
signalu ve vybélené
oblasti. Intenzita
fluorescence v této
oblasti byla mérena

v ¢asovych intervalech
0,5 s. Namérena
casova zavislost
postupného obnoveni
fluorescence obsahuje
dulezité informace.
Kromé podilu

volné pohyblivych
molekul sledovaného
proteinu z ni lze

urcit i rychlost jejich
difuze nukleoplazmou
a dynamiku vazby
proteinu na jaderné
skvrny. Je ziejmé,

Ze s vyjimkou malé
pevné vazané frakce
se molekuly proteinu
v jadernych skvrnach
rychle obménuiji
(nepublikované
vysledky J. Vecerové,
porizené v laboratofi
T. Misteliho v USA).
Méritko: 5 pm.
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kde se v burce vytvareji makromolekularni
komplexy, které pravé studujeme (obr. 6).
Metody svételné mikroskopie ndm posky-
tuji prostfedek ke studiu usporadani a dyna-
miky bunéénych struktur, nicméné jejich roz-
liSeni je prilis omezujici (,jen” v fadu desetin
mikrometrti). Zvysit jej 1ze jinymi mikrosko-

Yy

pickymi pfistupy. Z nich jsou nejrozsirenc;jsi

2. A - Elektronova kryomikroskopie izolovaného chromatinu. DNA se v buné¢-
ném jadre nachazi v komplexu s mnozstvim proteinti, zejména histona, které
tvori malé proteinové civky - nukleozomy -, okolo nichz je DNA v pravidelnych
intervalech navinuta a vytvari chromatinové vlakno. Jednotlivé casti snimku
predstavuji segmenty razné velikosti tohoto vlakna. ProtoZe jsou zachovany ve

své pavodni trojrozmérné
projekcich (priklad pohled

konformaci, jsou nukleozomy zachyceny v riiznych
u zpredu je oznacen Sipkou, priklad pohledu z boku

hvézdickou). Méritko: 20 nm. B - Snimek minikrouzku DNA porizeny elektrono-

vym kryomikroskopem; 15

6 pari bazi dlouha molekula DNA uzavi‘ena do cirku-

larni formy a vytvarejici miniaturni obru¢ o priiméru priblizné 16 nm. ProtoZe ve
vitrifikované vrstvé muize byt volné orientovana, Ize najit i projekce ¢isté boc¢ni,

kde se kruh méni v usecku.
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metody elektronové mikroskopie (,vidi“ v ra-
du desetin nanometri, tedy tisickrat vice nez
optické). Zminime se o tfech, které maji velké
uplatnéni v biomedicinském vyzkumu: o po-
c¢itacové tomografii, korelaci soubézné svétel-
né a elektronové mikroskopie a nativni elek-
tronové kryomikroskopii.

Pocitacova tomografie v elektronové mi-
kroskopii umoznuje ze sady snimkd potize-
nych pod rtiznymi thly pohledu rekonstruo-
vat prostorovy obraz vzorku (princip je
popsan v Mikroskopii dnes, Vesmir 83, M9,
2004/3). Existuje mnozstvi védeckych pro-
blémi, pro jejichz feseni je pocitacova tomo-
grafie optimalni néstroj. Jako piiklad uvadi-
me studium organizace replika¢nich domén
v jadre lidské bunky (obr. 3), jejichz velikost
a usporadani jsou vhodné pro tomografickou
analyzu. V (%eské republice zatim bohuzel
moderni elektronovy mikroskop s automatic-
kou tomografickou vybavou postradame.

Jinym nepochybné perspektivnim pristupem
je srovnavaci (korelativni) svételna a elek-
tronova mikroskopie, kterd studuje jediny jev
pomoci soucasného pouziti svételné a elektro-
nové mikroskopie. Zatimco svételnad mikrosko-

3. Elektronmikroskopicky obraz rezu lidskou burikou
s misty nové se replikujici DNA. Mista replikujici se
DNA byla imunocytochemicky oznacena a zviditelné-
na jako malé shluky stfibrnych ¢astic (priklady ozna-
ceny Sipkou). Struktury tohoto typu jsou vhodné pro
tomografickou rekonstrukci (Anna Ligasova, nepub-
likované vysledky). Cy - cytoplazma, N - jadro, Nu

- jadérko. Méritko: 0,5 pm.

pie dovoluje pozorovat zivé burky, a tedy sle-
dovat napt. casovy pritbéh studovaného jevu,
elektronova mikroskopie diky vysoké rozliso-
vaci schopnosti odhaluje jemné detaily, které
by jinak ztstaly skryty. Svételnémikroskopic-
ky obrazek se nasledné porovnava s elektron-
mikroskopickym snimkem téze oblasti bui-
ky a studovana struktura se detailn¢ popise
i z hlediska jejiho usporadani. V nékterych pri-
padech tento pfistup nejen zptesni svételnémi-

5) Vyznamné zlep3eni v tomto sméru predstavuje metoda mrazové substituce.
Zmény probihajici ve vzorku béhem nahrazovani vody pii nizké teploté a na-
sledném zaliti vak dovoluji hovofit o uchovani nativniho obrazu vzorku pouze
vomezeném rozlideni.



kroskopicka pozorovani, ale pomtize odhalit
i chybné zavéry zalozené pouze na vysledcich
svételné mikroskopie. Omezena rozliSovaci
schopnost fluorescenéniho mikroskopu napt.
nedovoli jednoznaéné urdit, ve které ¢asti ja-
dérka probiha transkripce ribozomélnich genti
(obr. 7, s. 585). Matematické odstranéni neza-
ostfené casti fluorescen¢niho signalu (dekon-
voluce) vede v tomto pripadé dokonce k chyb-
nému umisténi aktivnich ribozomalnich genti
do fibrilarnich center jadérka. Z elektronmik-
roskopického snimku je vSak ziejmé, Ze tran-
skripéné aktivni geny jsou soustfedény vyluéné
v denznich fibrilarnich komponentach. Vysoké
prostorové rozli$eni elektronové mikroskopie je
v tomto pripad¢ nenahraditelné.

Elektronova kryomikroskopie je zatim je-
dina metoda elektronové mikroskopie, ktera
dokaze zobrazit biologicky preparat v jeho na-
tivnim (pfirozeném) stavu. Pri pouziti klasic-
kych metod (Vesmir 83, 146, 2004/3) se musi
biologicky vzorek nejdiive vhodné fixovat, po-
pripad¢ Setrné zbavit vody (dehydratovat). To
jsou vSak pomalé procesy, které poskytuji bu-
néénym strukturam dostatek casu, aby se pre-
organizovaly nebo zménily sva usporadani.’

Elektronova kryomikroskopie umoziuje
vodu v biologickém preparatu zachovat. Pti
teploté okolo -180 °C je parcidlni tlak nasy-
cenych vodnich par tak maly, Ze se voda ne-
vyparuje ani v hodnotach vakua elektronové-
ho mikroskopu (resp. vyparuje se, ale velmi
malo). Soucasné se veskeré chemické reakce
zcela zastavi. Kdyby bylo mozné biologicky

OPTICKA PINZETA

Aby nase informace o pohybu a interak-
cich sledovanych molekul byly Gplnéjsi,
bylo by dobré zmérit sily a energie ne-
zbytné k vytvoreni makromolekularnich
komplexti nebo k preskupeni struktur,
jejichz soucasti jsou sledované bilkovi-
ny. Jednim z modernich pristroju, ktery
umoznuje tyto velmi malé sily (a tedy ne-
primo i energie) mérit, je opticka pinze-
ta. Jeji princip objevil Arthur Ashkin kon-
cem sedmdesatych let minulého stoleti.
V ¢em spociva? Nékolikamikronovy pra-
hledny objekt, ktery se nachazi v silném
svételném paprsku s urcitym rozdélenim
intenzity, bude vzdy vtahovan do mista
s nejvétsi intenzitou. Jestlize tedy nékde
v prostoru vytvorime bod, kde bude in-
tenzita svétla vyrazné vyssi nez v bliz-
kém okoli, pruhledny mikroobjekt bude
do tohoto bodu pfitazen a nebude z néj
moci uniknout, dokud jej néjaka vnéjsi
sila z této ,optické pasti“ nevytahne. Vy-
tvorit takovy bod je mozné pomoci za-
ostreni intenzivniho laserového svazku
objektivem svételného mikroskopu s vel-
kou numerickou aperturou (obr. A).” Op-
ticka past funguje jako velice citlivy de-

aktivace PA-GFP
ve vybrané oblasti

vzorek ,zmrazit“, a potom jej pri dostateéné
nizké teploté pozorovat v elektronovém mik-
roskopu, zistal by hydratovany, tedy ve svém
prirozeném stavu (ztstala by zachovana jeho
ptivodni jemna struktura). Jakkoli to zni jed-
noduse, pro uspésné uplatnéni tohoto pristu-
pu bylo tfeba resit fadu zasadnich problémt.
Pfi obycejném zmrazeni biologického mate-
rialu vznikaji krystaly ledu, coz vytvari mno-
ho artefaktti, od prerozdéleni rozpustnych
slozek az po mechanicka poskozeni. Dosah-
ne-li v§ak rychlost ochlazovani zhruba milion
stupnd za sekundu, vznika nekrystalické pev-
né skupenstvi vody, amorfni led, ktery nema
na strukturu vzorku vliv. Tento proces se na-

4. Fotoaktivovatelny
GFP (PA-GFP).

CFP a PA-GFP

byly pripojeny

k bilkovinam,

které se nachazeji

ve specifickych
jadernych strukturach
- Cajalovych téliskach
(Vesmir 79, 563,
2000/10).

Zatimco CFP je
snadno viditelny,
PA-GFP je pred
aktivaci v podstaté
nedetekovatelny. Po
fotoaktivaci laserem

o vinové délce 405 nm
se molekuly PA-GFP
v misté aktivace
Lrozsviti” a lze
pozorovat jejich pohyb
v bunécéném jadre.
Méritko: 5 pm.
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A - Schéma optické pinzety. Laserovy paprsek (¢ervené) je odrazen dichroickym zrcadlem
(d) do objektivu mikroskopu a zaostren. V ohnisku vznika optické past, v nizZ je chycena
mala kulicka. Druhé kulicka je upevnéna v miniaturni pipeté a mezi nimi je upevnén vzorek
(napr. chromatinové vlakno). Obraz kuli¢ky je promitan osvétlovacim systémem mikrosko-
pu (Zluté) na detektor polohy kulicky (modre). Pohybem pipety (ve sméru Sipky) se nata-
huje vlakno a vychyleni kulicky v optické pinzeté lze zaznamenat elastickou krivkou. Do-
sahneme-li pri zkoumani chromatinu urcité prahové sily, nukleozom se zborti (viz legendu
k obr. 2) a nahle se uvolni zhruba 25 nm DNA, coz se projevi ,zuby” na grafu (B).

¢asné metody umoziuji presnost aZ jedno-
ho nanometru), budeme moci ur¢it velikost
sily, ktera na objekt ptisobi. Takto je moz-
né mé¥it sily Fadu pikonewtond (10-12 N)
a zjistit napr. elastické vlastnosti proteino-
vych komplexti s DNA (obr. B). Podobné
experimenty umoznily urcit silu, kterou
je schopna vyvinout RNA-polymeraza bé-
hem prepisu DNA do RNA, nebo sily spja-

tektor sily, nebot sila F nutna k vychyleni
objektu z klidové polohy v optické pasti
je primo umérna velikosti vychyleni x, te-
dy F = k. x. Konstanta k zavisi na mnoha
parametrech (tvaru a velikosti objektu,
intenzité laserového paprsku ad.) a lze ji
urcit kalibraci optické pinzety. Zmérime-
-li pak s velkou presnosti velikost vychy-
leni objektu z centra optické pasti (sou-

té s ,kracenim” kinezinu (typ molekular-
niho motoru, viz Vesmir 75, 309, 1996/
06) podél mikrotubulu.

*) Numericka apertura charakterizuje optickou soustavu
v souvislosti s jeji rozliSovaci schopnosti, hloubkou ostros-
ti a mnozstvim svétla, které ji projde za urcity ¢as. Cim je
Vétsi, tim vice detail( soustava rozliSuje a tim vice svétla ji
prochazi.
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5. Modely detekce nezarivého prenosu excita¢ni energie (FRET) mezi molekula-
mi CFP a YFP. A - Pokud se molekuly CFP a YFP pripoji k bilkovinam, které spo-
lu interaguji, mohou se CFP a YFP priblizit na vzdalenost okolo 5 nm. P¥i vhodné
orientaci obou molekul miize dojit k nezarivému prenosu excita¢ni energie, pri
némz se excitacni energie z donoru (CFP) prenese na akceptor (YFP), ktery ji
nasledné vyzari a toto zareni je detekovano. B - Alternativni postup nepfimého
méreni FRET; akceptor (YFP) se ,zniéi” silnym laserovym pulzem. FRET se po
fotodestrukci akceptoru projevi zvySenim fluorescence donoru (CFP) o energii,
ktera byla pred fotodestrukci prenasena na akceptor.

Primé méreni emise akceptoru po excitaci donoru (A) je velmi vhodné pro mé-
feni v Zivych buiikach, nicméné narocné na peclivé a zdlouhavé provadéni celé
sady kontrolnich méreni. Neprima metoda detekce FRET pomoci zvyseni fluo-
rescence donoru po fotodestrukci akceptoru (B) poskytuje velmi dobré vysledky
prevazné u fixovanych preparatt (obr. 6). Dalsi technika pro detekci FRET je
zaloZena na méreni toho, jak se zkracuje dohasinani fluorescence donoru pfi rea-
lizaci prenosu energie z donoru na akceptor. Rychlost dohasinani fluorescence
donoru je mozné mé¥it v Zivych buriikach, navic i v pripadé fluorochromu s velmi
podobnymi spektry. Tento pristup vSak vyZzaduje technicky i finanéné narocné
vybaveni pro detekci s nanosekundovym ¢asovym rozliSenim, a neni proto béz-
né dostupny.

zyva vitrifikace a jeji pouziti na biologicky
material bylo klicovym krokem pro zavede-
ni metod elektronové kryomikroskopie v bi-
ologii. Pfi vitrifikaci se vzorek zchladi (a tedy
fixuje) béhem nékolika desitek mikrosekund,
coz mimo jiné umozni zavést tzv. asové roz-
liSenou elektronovou mikroskopii. MizZeme
si predstavit, ze studovanou biologickou re-
akci spustime a vzorky budeme pripravovat
vzdy po uplynuti ur¢itého ¢asového intervalu.
Casové rozliseni se bude pohybovat v fadech
jednotek az desitek sekund, ale stale to je
o nc¢kolik fada rychleji nez pti priprave vzor-
ku standardni metodou.

Amorfni led je bohuzel nestabilni struktu-
ra, ktera pri prekroceni mezni (devitrifikac¢ni)
teploty prechédzi do formy krystalické. Proto
se po vitrifikaci vzorku musi vSechny operace
provadét pri teploté nizsi nez devitrifikacni

6. Nezarivy prenos
excitacni energie
(FRET) v buné¢ném
jadre. A- CFP a YFP
byly pFripojeny

k bilkovinam, které
spolu v burce
interaguji. Tyto
bilkoviny se hromadi
v Cajalovych
téliskach. FRET byl
méren nepfimou
metodou (obr. 5B).
Po fotodestrukci
akceptoru (YFP) ve
vybrané oblasti buriky
o velikosti asi 4 x 5 pm
(bily obdélnik) se
FRET projevi jako
zvyseny signal

donoru (CFP) vdané
oblasti. Buné&éné
jadro je naznaceno
prerusovanou

carou. B - Pohled na
stejnou bunku jako B
na obrazku A. Profily
intenzit donoru

pred fotodestrukci
akceptoru a po ni
jasné ukazuji zvySeni
fluorescence pouze

v téliskach, ve kterych
byl akceptor znicen
(bilé gipky). M&Fitko:
5 pm.

A

akceptor:
YFP

fotodestrukce akceptoru

ve vybrané oblasti

profil intenzit donoru
(CFP) pred fotodestrukci
akceptoru (YFP)

profil intenzit donoru
(CFP) po fotodestrukci
akceptoru (YFP)
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(-130 °C) a elektronovy mikroskop musi byt
prizptisoben pro praci za téchto teplot. Dnes
jsou nezbytna kryovybaveni k elektronovym
mikroskoptim béZné dostupna i v Ceské re-
publice a néktera pracovisté u nas jsou jimi
jiz vybavena.

Existuji dvé zakladni techniky elektronové
kryomikroskopie. Mikroskopie tenké vrstvy
a mikroskopie nativnich hydratovanych ultra-
tenkych rezti. Mikroskopie tenké vitrifikova-
né vrstvy se pouziva predevsim ke studiu izo-
lovanych proteinovych a nukleoproteinovych
komplexi a ¢astic az do velikosti asi 200 nm.
Umoznuje dosdhnout subnanometrového roz-
lieni pti zachovani zcela nativniho stavu bio-
logického komplexu (obr. 8). Tato procedura
nedovoluje dodatecné kontrastovani tézkymi
kovy, a vysledny kontrast snimkd je proto ve-
lice slaby. Nastésti pokrok v zobrazovaci kva-
lité¢ elektronovych mikroskopti, zejména kon-
strukce vysokokontrastnich objektivovych
¢ocek a vysoce koherentnich zdroji elektro-
nl, umoznuje vyuzit fazovy kontrast. Tim
lze bez dodate¢ného kontrastovani zviditel-
nit i takové struktury, jako jsou DNA nebo
chromatinové vlakno (obr. 2). Navic skutec-
nost, ze je preparat zachovan ve svém piivod-
nim prostorovém uspoiradani, umoznuje jeho
vérnou rekonstrukci. Byly to pravé vysledky
elektronové kryomikroskopie (obr. 2A), kte-
ré vedly k zasadni zméné pohledu na uspora-
dani 30nm chromatinového vlakna a vyustily
v zavedeni ,,cikcak® modelu.b

Pro pozorovani nativnich preparatti tkani
nebo bunck se pouziva elektronova kryomi-
kroskopie nativnich hydratovanych rezi. Jak
napovida nazev techniky, jde o pfipravu ultra-
tenkych (-50 nm) fezt vitrifikovaného biolo-
gického materidlu. Metoda zahrnuje mnoz-
stvi technologicky velice naro¢nych postupi,
od samotné vitrifikace ,objemného® vzorku
pres ultratenké krajeni a operace s fezy pfi vel-
mi nizkych teplotich po vlastni pozorovani
v elektronovém mikroskopu. Prestoze se tato
velmi slozita metoda vyviji jiz vice nez dvacet
let, zvladaji ji pouze nejmodernéjsi laboratore.

Po pripravé ultratenkych rezti nebo tenké
vitrifikované vrstvy nasleduje bez jakychkoli
dodate¢nych operaci pozorovani v elektrono-
vém mikroskopu. I tady nastava rada obtizi,
nebot vzorek je nesmirné citlivy na elektrono-



vy svazek. Krom¢ jiného zvysuje jeho interak-
ce s elektrony lokalni teplotu a to miize vést
k nasledné krystalizaci vody. Vyhledavani
vhodné oblasti vzorku i vlastni snimkovani se
proto musi provadét pri minimalni intenzité
svazku elektronti a typicka celkova davka by
neméla presdhnout 1000 elektronti na ¢tverec-
ni nanometr (tj. stokrat az tisickrat méné nez
u klasického preparatu). To zna¢né zvySuje
naroky na citlivost snimani signalu. Mikro-
skopy jsou proto v posledni dobé vybavova-
ny citlivymi CCD-kamerami, jejichz zavedeni
dokonce umoznilo realizovat elektronovou

7. Simultanni svételna a elektronmikroskopicka loka-
lizace mist transkripce ribozomalnich genti na fezu
jadérkem lidské burky. Ve fluorescenénim mikrosko-
pu (A) je jadérkovy transkrip¢ni signal soustiedén do
malych ohnisek (€ervené) rozptylenych uvnitF jadérka
(zelené). Po pouziti elektronové mikroskopie (detailni
pohled v B, celé jadérko modrozelené v C) je zfejmé,
Ze zlaté kulicky (cerné tecky v B), které odpovidaji
mistiim vyskytu nové syntetizovanych ribozomalnich
RNA, se nachazeji vyhradné v jisté oblasti jadérka
oznacované jako denzni fibrilarni komponenty (d). Na
pocitaéové kombinaci obou snimki (C) je patrné, Ze
ohniska fluorescence (¢ervené) naproti tomu zasahuji
jesté jak do fibrilarnich center (f), tak do granularni
casti jadérka (g). Méritko: 200 nm (B), 500 nm (C).
Obrazek je publikovan s laskavym svolenim Journal of
Cell Biology, The Rockefeller University Press.

GFP - JEDINECNA SVITiCi BILKOVINA
Molekula zeleného fluorescen¢niho proteinu
(GFP), izolovana z morské meduzy poharovky
(Aequorea victoria), ma podobu soudku o pru-
méru 3 a vysce 4 nm, v némz je uzavien unikat-
ni obsah: skupina tii aminokyselin (SYG - Serinu,
t¥rosinu a Glycinu), ktera pri osviceni modrym
svétlem zelené fluoreskuje. Je hodné jinych bilko-
vin, které ve svém retézci maji stejnou sekvenci
aminokyselin, a presto nesviti. V GFP ,,svétlonos
uzraje”, az kdyZ se po dokonéeni proteosyntézy
polypeptidovy retézec sbali do podoby zminé-
ného soudku. TéEmér uprostrred, dokonale ochra-
néna od okolnich vliv, se skupina SYG preméni
do cyklické podoby, oxiduje a za¢ne fluoreskovat.
Na rozdil od ostatnich fluoreskujicich bilkovin,

které jsou citlivé na svétlo az po pripojeni néjaké exotické molekuly, je mole-
kula GFP schopna provést tuto kosmetickou zménu sama na sobé, modifikaci
svych vlastnich aminokyselin. Pro jeji vyuZiti ve védé to ma obrovsky vyznam
- protoZe nepotiebuje Zadny specificky enzym ze ,své” meduzy, Ize GFP pri-
pravit v libovolném organizmu. Oba konce GFP molekuly zlstavaji navic vné
soudku a jsou tedy volné pristupné. Na libovolny z nich Ize proto dalsi pep-
tidovou vazbou pripojit jiné bilkoviny, a to jiZ na genové trovni. Stejné jako
pri syntéze samotného GFP, po vytvoreni fuzniho proteinu z GFP a studova-
né bilkoviny se soudek GFP sam sbali a pripravi pantim védcam k laskavému
pouziti. Sledovani mist vyskytu studované bilkoviny je pak trivialni - staci si
na ni posvitit modrym svétlem, které budi fluorescenci GFP.

kryotomografii. Viibec nejobtiznéjsi je prav-
dépodobné interpretace ziskanych snimkd.
Za dobu padesati let si biologové zvykli na
vysoce kontrastni obrazky bunék a bunéc-
nych struktur a nebylo nikdy pochyb, kde na-
priklad je v bunééném jadre heterochromatin
a kde euchromatin. Na nekontrastovanych fe-
zech vsak tento rozdil mizi a musi se hledat
rozdily jiné, naptriklad texturalni (zrnitost,
vlaknité usporadani ap.).” Naproti tomu lze
na nativnich hydratovanych fezech pozoro-
vat detaily, které jsou v klasickém preparatu
prekryty kontrastnimi barvivy, a hlavné jsou
odstranény vSechny artefakty, které vznikaji
pti ptipravé vzorku standardnimi technika-
mi. Je nesporné, Ze piinos této techniky od-
povida usili a prostfedktim vénovanym na jeji
vyvoj. Nékteré védecké vysledky neslo ziskat
jinym zptsobem, napi. udaje o usporadani
nukleozomi v tekutych krystalickych fazich.
Vyuziti mikroskopt a novych mikroskopic-
kych pfistupt v bunééné biologii prodélalo
v poslednich patnécti letech bouflivy roz-
voj, ktery stale pokracuje. Zasadnim zptso-
bem pomaha hloubéji porozumét bunéénym
funkcim, at jiz v zdkladnim biologickém vy-
zkumu ¢ v mediciné. Ceskd véda jej nemtize
opomijet, chce-li hrat dtstojnou roli na mezi-
narodni védecké scéné. Nutnou (avsak niko-
liv postacujici) podminkou pro to viak je, zZe
se odpovidajici pristrojové vybaveni stane in-
ventarem nasich laboratofi. 70
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Al

sitka se vzorkem
(z boku)

sitka s nosnou
membranou (shora)

odsati

6) Existuiji varianty techniky
tenké vrstvy, které vyuzivaji
iamplitudovy kontrast (napfr.
negativni kryokontrastovani), ale
jejich pouZiti je omezené.

7) Piimé ,¢teni” takovych snimkd
byva obtizné i pro odbornika,

a proto snimek nativniho
kryoFezu nezar'azujeme.

8. Priprava vzorku
pro elektronovou
kryomikroskopii
tenké vrstvy.
Mikroskopicka sitka
pokryta perforovanou
membranou (v detailu
jedno oko sitky) se
upevni do pinzety
avzorek ve formé
suspenze (napriklad
virus) se nanese
pomoci pipety na
membranu. Po
Setrném odsati vétSiny
tekutiny vytvori

jeho zbytek na sitce
velice tenkou vrstvu
(50-150 nm), ktera je
okamzité ponofrena do
zkapalnéného etanu

o teploté -180 °C
(Sipka) a vzorek je
béhem nékolika
desitek mikrosekund
vitrifikovan.
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zZmrazeni
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