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Příprava zmrazených ultratenkých řezů
v elektronové mikroskopii, která je jednodušší
a rychlejší než příprava preparátů a řezů
běžným Způsobem, byla vyvolána Snahou o za-
chování některých ultrastruktur a enzyma-
tických aktivit, které dosavadními zalévacími
postupy byly narušeny nebo Zcela inaktivová-
ny. Tato metoda se stává prostředkem studia

ultrastruktury na nefixovaněm nebo šetrně
fiXovaněm materiálu S využitím moderních cy-
t-ochemických metod. Výhody Zkrácení vyšetřo-
vacího postupu |se v neposlední řadě uplatní
při rychlé diagnostice v biologických a klinic-
kých laboratořích. Obtížnost přípravy ultra-
ten'kých zmrazených řezů nespočívá jen v je-
jich velmi malé tloušťce, která Se pohybuje



132 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY ROČNÍK XLIV. 1975, č. 3

Okolo 70-90 nm, ale i v malé pevnosti zmraze-
né tkáně. Přes všechny výhody, které zmrazo-
vání vzorků skýtá ıve Srovnání S příprav-ou
ultratenkých řezů v normálních zalévacích mé-
diích, je nutno si uvědomit, že Zde rovněž vzni-
kají artefakty, byť jiného druhu, a to podmí-
něné samotným Zmrazením biologických mate-
riálů na nízkou teplotu.

První Studie v biologii o používání
techniky se Zabývaly strukturami citlivými
na organická rozpustidla, a proto materiál
ke Studiu byl zaléván do želatiny [Fernández-
Morán 1957] [6] nebo do albuminu [Kuhlmann
a Miller 1971] [8]. První zmrazené řezy byly
krájeny na ultramikrotomu typu Porter-Blum,
který byl k tomuto účelu vhodně uzpůsoben a
byl umístěn v běžném kryostatu. Teplota bločku
se pohybovala od -70O do —90° C, teplota nože
-25O až -70 OC. Teplota v kryostatu byla okolo
-35 OC. Řezy byly Sbírány do tekutiny [DMSO
40-60 0/0] o teplo-tě -25 OC. Zásluhou řady
autorů došlo ke zdokonalení této techniky a
v krátké době byly některé ultramikrotomy
vybaveny speciálním zařízením pro přípravu
zmrazených ultratenkých řezů, aniž musel být
ultramikroton umístěn v kryostatu. Firma LKB
vyvinula zařízení pro přípravu těchto řezů,
použitelné pro ultramikrotom UT I a UT III
S názvem CryoKit. Naproti to'mu fa C. Reichert
dodává jako Speciální doplněk pro ultramikro-
tom OmU 2 zařízení FC-150. Obdobné zařízení
je pro ultramikrotom OmU 3.

Někteří autoři používají různé postupy S cí-
lem co nejvíce zrychlit a zjednodušit přípra-
vu zmrazených ultratenkých řezů. Snaží se na-
jít prostředky pro Zpevněni křehké Zmrazené
tkáně. Zavádějí kryopr-otektiva s cílem ochrany
materiálu před poškozením krystalky vody.
Zatím nejznámější a nejlepší postupy jednotli-
Vých autorů jsme Seřadili do tabulky a doplnili
je naším novým postupem a Zkušenostmi.

této

Fixace materiálu

Kousky tkáně ponoříme do 2,50/0 glutaralde-
hydu v 0,1 M fosfátovém ústoji, vychlazeném
na +4 OC. K ředění 250/0 glutaraldehydu Se mů-
že použít 'ka'kodylátový ústoj. Ostrou žiletkou
rozkrájíme tkáň po 5minutové předfixaci na
přibližnou velikost menší než 1 mm3. Poté do-
fixujeme stanovenou dobu [15—60 min. při
+4OC]. V případě, že nebudeme zp-evňovat
vzorek želatinou nebo hovězím albuminem či
jinými prostředky, vyjmeme kousek tkáně, kte-
rý položíme na filtrační papír. Za pomoci ži-
letky pod zvětš-ovacím Sklem předběžně se-
řizneme materiál do tvaru pyramidy. Na držák
vzorku položíme tkáň, a to po předchozím na-
kápnutí pod ní 60/0 metylcelulózy nebo ústojné-
ho roztoku. Na Správném seříznutí pyramidy zá-
visí další úspěch, proto skrojení věnujeme ma-
ximální péči. Pyramidu se snažíme utvořit přes-
nou, což usnadní konečnou úpravu, kterou
provádíme již Iv kryokomoře p-o zmrazení tkáně.

FernándeZ-Morán [9] jako jediný použil Ispe-
ciální techniky, při které materiál Zmrazil bez
předchozí fixace, bez použití vitrifikačních látek,
nakrájel materiál na ultratenké řezy a prohlížel
je ve Speciálně upraveném ele'ktronovém mikrosko-
pu při Zchlazení na -200 OC tekutým heliem. jed-
ním Z důvodů Zavedení této techniky byla Snaha
odstranit chemickou fixaci a nahradit ji pochodem
fyzikálním. Tato metoda je však 'nesmírně drahá
a pro běžnou praxi prakticky nedostupná. Aby ne-
došlo k poškození tkáně po jejím rozmrazení, bylo
použito šetrné fixace glutaraldehydem, který Za-
chovává enzymatické aktivity a antigenní kompo-
nenty biologického materiálu. V podstatě jde o `ma-
lé obměny postupu, který byl vypracován v labora-
toři Bernhardově od roku 1967 [2]. Podrobnosti
různých modifikací jsou uvedeny v přehledné ta-
bulce.

Ze zkušeností několika autorů se jeví jako
nejvhodnější fixace 2,50/0 glutaraldehydem při
teplotě +3O až +4OC po dobu 15 minut až 2
hodin. K fixaci je nutno používat kvalitní glu-
taraldehyd. Není-li k dispozici, provádíme jeho
přečištění. Po provedené fixaci je možno pro-
vést zmrazení tkáně a jeji nakrájení na ultra-
tenké řezy. Tento postup vypracovala Sevéuso-
vá 1969 [10]. Některé materiály jsou však
velmi křehké a vyžadují zpevnění tkáně prosy-
cením látkou, která podpoří soudržnost tkáně
a zlepší její krájiteln-ost.

Prosycení materiálu

a] Albuminem

Materiál nakrájený a fixovaný glutaraldehy-
dem se vloží do 10% až 200/0 hovězího albu-
minu v 0,2 M kakodylátovém ústoji o pH 7,2.
Insolubilizaci provádíme přidáváním 250/0 glu-
taraldehydu po kapkách do konečné koncen-
trace 2,50/0, během 2 minut při +4OC.

b] Želatinou
Při použití želatiny se prflosycovaný vzorek

musí ponechat 5-20 minut při 37 OC nebo
3-4 dny při +4OC v želatině, než je možno
materiál krájet. Želatinu používáme nejčastě-
ji ve 20/0 až 200/0 koncetraci. Rozpustíme ji
v používaném ústoji a při 37 OC vkládáme ma-
teriál do ní.

c] Thiogelem [Bernhard a Leduc 1967] [2]
100/0 thiogen A, mol. v. 10000, se Smichá
S 100/0 thiogeleˇm B, mol. v. 100000. Obě Sub-
Stance jsou v prášku a rozpustí Se Za Silného
míchání v destilované vodě při zahřátí na 80 OC.
Potom Se ochladí na teplotu 37 OC. Vzorek
v thiog'elu vkládá-me do termostatu na 1 hodi-
nu. Přidáním 50/0 DMSO se tekutý thiogel Změní
na vysoce elastický gel. Za 1-2 hodiny, kdy
je vzorek uchováván při teplotě +3 OC, se mů-
že dál zpracovávat. Před krájenim vzorek pro-
Sycujeme 500/0 glycerolem při pokojové teplotě.
Vzorek Se zmrazí a připevní kakodylátovým
ústojem. Při krájení se používá nože zchlaze-
ného na __23 OC a vzorek je zchlazen na -70 OC.
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tabulka 1

Bernhard a Leduc 1967 [2]

Fixace: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 ředěný v 0,2 M
kakodylátovém úStoji 1 hod. při +4°C

Zalití: 20% ielatina 5 až 20 min. při 37°C nebo 3-4
dny při +4 °C
Dofixování: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 15—30 min.
Kryoprotekce: 30% glycerol 5 až 15 min.
Zchlazení: tekutým dusíkem

Krájení: teplota bločku —-70O až -90 °C

Náplň vaničky: 50% DMSO
Barveni: uranylaoetát 1 min.

Negativní barvení: Silikowolframát Sodný 40/0 10-20
vt. při +37 °C nebo kyselina fosfowolframová 1-20/0
pH 7,2 10-20 Vt. při +40 °c

Appleton 1968 [1]

Zpracování řezů pro autoradiografii.
Zmrazení provádí v tekutém dusíku a řezy kraji na su-
Cho, tzn. bez vaničky na noži.

Sevéusová 1969 [10]

Fixace: 2,5%—3% glutaraldehyd pH 7,4 v 0,1 M foSÍá-
tovém ústoji 15 min. při +4 °C
Zchlazení: tekutým dusikem

Krájení: teplota bločku -70 °C až -140 °C, teplota
nože -50° až ——70 °C

Náplň vaničky: 600/0 DMSO
Barvení: 10/0 kyselina fosfowolframová pl-I 7,2 při
+37 °C nebo 40/0 Silikowolframát Sodný při +37 °C

Dollhopf a Spol. 1969 [5]

Fixace: 2,5% glutaraldehyd pH 7,0 ředěný v 0,1 M ka-
kodylátovém úStoji 1 hod. při +4 °C
Zalití: 20/0 želatina při +37 °C
Kryoprotekce: 500/0 glycerol 30 min., 750/0 glycerol
75 min., 100% glycerol 100 min.
Krájení: teplota bločku ——110°C, teplota nože -40 °C
Nápıň vaničky: 50% DMSo

tabulka 2

Gahan a Spol. 1970 [7]

Fixace: 2,5% glutaraldehyd v 0,1 M kakodylátovém
ústoji 2 hod. při +2 °C
Kryoprotekce: 10/0 gummiakaoia v 0,88 M Sacharóze
30 min. až 2 hod.

Zchlazení: -60 °C

` Krájení: teplota bločku -600 až -80 °C, teplota nože
——30° až -40 °C

Náplň vaničky: 600/0 DMSO
Barvení: cytochemické reakce

Kuhlmann a Miller 1971 [8]

Fixace: jako jediný uvádí formaldehyd 40/0 nebov 10/0až
2,5% glutaraldehyd pH 7,2 V 0,2 M kakodylâtovém
ûstojî 50—60 min. při +4 °C

Zaliti: bovinní sérumalbumin 10% až 200/0 v 0,2 M ka-
kodylátovém úStoji. Insolubilizace prováděna příka-
páváním 250/0 glutaraldehydu do konečné koncentra-
Ce 2,5%. Do'kapávání trvá 2 min. při +4 °C
Dofixování: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 15—-—30 min.
ve výše uvedeném úStoji

Kryoprotekce: 200/0 DMSO 10—20 min. při pokojové
teplotě

Z'chlazení: tekutým dusikem
Náplň vaničky: 50% DMSO
Kräjenî: teplota nože ——50° ai ——70 °C
Barvenî: jako u jiných metod

Novák a jelinková 1974

Fixa-ce: 2,5% glutaraldehyd v 0,1 M fosfátovém ústoji
při +4 °C 15 až 60 min.
Zalití a prosycení: polyetylénglykol 600 Fluka 15 až
60 min. i déle při pokojové teplotě

Zchlazení: tekutý dusík

Krájení: teplota bločku —110° až ——120°C, teplota no-
že ——55 °C
Náplň vaničky: 60% DMSO

133
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Obr. 1. Ledvina, myš, Zvětšení 75 000krát

Obr. 2. Ledvina, myš, Zvětšení 70 000krät

d] Polyetylénglykolem

Novou metodu spojující proces podpory tká-
ně S ochranou kryoprotektivy v jednom úkonu
jsme Zavedli v naší laboratoři. Použitím pfloly-
etylénglykolu [polyglykolu] 600 fy Fluka (mol.
v. 570-630] se tkáň poI fixaci prosytí uvedenou
látkou a po 15minutové až 60minutflové expozi-
ci Se provede rychlé ZmraZení. _U některých
materiálů lZe tuto dobu prosycování prodloužit.
Polyglykol 600, který má bod tuhnutí okolo
+20 až +25 °C, snadno proniká do tkáně a Zá-
roveň Chrání tkáň před tvorbou krystalů. P0
prosycenî tkáně a rychlém ZmraZení je možné
tkáň ihned krájet na ultratenké řezy.

Dofixování materiálu

I-estliže nepoužíváme Vmetody Sevéusfové, pro-
vádíme po prosycení vzorku doıfixo-vání mate-
riálu p-onořením do 2,5% glutaraldehydu pH
7,2 po dobu 15 až 30 minut při pokojové te-
plotě.

Kryoprotekce

V případě, že Zˇmrazujeme biologický mate-
riál, chráníme ho vitrifikačními prostředky,
které váží takové množství vody, že nemůže do-
jít k tvorbě krystalků. Tím dochází při Snížení
teploty k tzv. vitriÍikaci, tj. ke vzniku gelu ne-
bo tuhého amorfního roztoku, jako je tomu
např. u skla [Činátl a Novák 1968) [4]. V praxi
se nejlépe onsvěděilo- použití 300/0 nebo postupně
500/0, 700/0 až 1000/0 glycerolu nebo 200/0 DMSO.

Úprava pyramidy a zmrazení tkáně

Bloček se před krájením vyřízne bud' Ze že-
latiny, nebo se upraví jen žiletkou po vyjmutí
Z fixa'ěního roztoku. Při vyjmutí Ze želatiny dbá-
me toho, aby okolo materiálu Zůstala jen te-
nounká vrstviěka želatiny nebo gelu. Po prosy-
cení kryoprotektivy se na filtračním papíře do-
říZne lčtyřb-oká pyramida. ZmraZení vzorku a
tím i jeho připevnění na držák provádíme
ve speciální nádobce. Doflbře se osvědčila ná-
dobka Z polystyrénu, uprostřed které je vlože-
na nádobka Z PVC, sloužící k vlastnímu Zmra-
Zení. D0 polystyrénové nädobky Vlijeme teku—
tý dusík, do nádobky Z PVC naléváme isopen-
tan. Počkáme, až Se isopentan vychladí. Toto
nepřímé Zchlazování vzorku musíme provádět
proto, že je Zapotřebí Zajistit rychlé a stejno-
měrné vychlazení vzorku, aby nedošlo k poško-
zení materiálu vytvořením krystalků vody, když
se nepoflužije kryoprotektiv, ale i pak volíme
raději rychlé nepřímé Zchlazení. ZmraZíme-li
vzorek přímo v tekutém dusíku, vzniká nebez-
pečí nerovnoměrnéh'o- Zchlazení a vytvoření
krystalků v tkání, nebot' po vhození vzorku
do tekutého dusíku se kolem bločku vytvoří
páry dusíku, které Zabraňují rovnoměrnému
a rychlému zmrazení. Naproti tomu vychlazený
isopentan ihned rovnoměrně 'ochladí celý vzo-
rek. Kromě isopentanu se mohovu používat i ji-
ná chladicí média, která mají relativně vyso-
ký bod varu a nízké body tání.

VPřed ponořením vzorku s držákem do chladi-
cího média připevníme pyramidu na držák
vzorku. K tomu používáme 60/0 metylcelulózu
nebo ústojný roztok. Pracujeme opatrně a dbá-
me na to, aby nedošlo k posunutí pyramidy,
popřípadě k jejímu př-eklopení na bok. Mate-
riál upˇevňujeme na držák tak, aby široká zá-
kladna pyramidy spočinula na držáku materiá-
lu. P0 zmrazenî provâdîme konečnou úpravu
horní plošky pyramidy v kryokomoře pod ste-
reomikroskopem. Plošku upravíme d-o přísluš-
ného tvaru plochy ře-Zu žiletkou.

Krájení a odběr řezů

Řezy krájíme po předchozím vychlazení nože
a vzorku na příslušné teploty. Řezy je možno
krájet tzv. na sucho, tj. krájení nožem bez va-
ničky na noži. Řežeme nejprve tlusté řezy, sil-
né 1-2 mikrony. Zpětně tyto silné řezy působí
jako Závaží, které táhne následné řezy dolů.
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Ihned po Zhotovení prvních tlustých řezů Za-
pínáme automatický posuv, kterým poflřiżujeme
řezy ultratenké. Shromažďování Zmrazených
řezů je velmi obtížné. Proužek řezů Sbíráme
na sít'ky pokryté formvarovou folií. Protože
řezy~během celého postupu nepřijdou do sty-
ku IS žádným rozpustidlem [při Zchlazování ne-
ní u této metody používán isopentanj, doporu-
čuje Se pro Studium Snadno difundujících Struk-
tur, např. steroidů, Za použití autoradiogra-
tie nebo jiných cytochemických metod.

Christensen [3] krájel série ultratenkých ře-
Zů Z čerstvých krysích jater o Síle 100 nm dia-
mantovým nožem při -75 °C, Série řezů krájel
bez použití vaničky, na Such-o a řezy Sbíral
na vyohlazenou sít'ku s folií, kterou vySušoval
S řezy pod proudem dusíku při teplotě -75 °C.

Snadnější je však Zachytávat řezy do Vaničky
naplněné vhodnou nemrznouoí tekutinou. Te-
kutina, kterou plníme vaničky, by měla být
inertní Vůči vzorku, aby nedocházelo k poško-
Zení ultrastruktury. Musí mít dostatečné povr-
chové napětí, vhodnou viskozitu, aby se řezy
mohly při nízké teplotě udržet na hladině. Pro
přípravu Zmrazených ultratenkých řezů lze po-
užít jak Skleněných, tak i diamantových nožů.
Pro skleněný nůž musíme Zhotovovat spe-
ciální lepicí pásky, pokryté tenkou vrstvou ko-
vu [výrobc'e firma Scotch). Krájení Zahajuje-
me první'mi silnějšími řezy okolo 80-90 nm, po
obdržení těchto prvních řezů snížíme Sílu ře-
Zů na 60—70 nm.

Dosažený výsledek velmi Závisí na rychlosti
krájení, úhlu nože a úhlu sklonu nože. Nemů-
žeme-li dosáhnout dobrých výsledků, provádí-
me metodické krájení, to Znamená, že měníme
systematicky rychlost krájení, úhel sklonu a
úhel nože. Teploztu nože a vzorku volíme podle
materiálu. Při krájení je Zapotřebí, aby nedo-
cházelo ke kolísání obou Zvolených teplot.
Zve Zkušenosti naší i řady autorů ıvolíme vyzkou-
šenou teplotu pro nůž a vzorek. Ie těžké ji pře-
dem určit, protože jde o metodu poměrně no-
vou a je Zapotřebí tyto hodnoty případ od pří-
padu 'odzkoušet Z naší praxe S-e osvědčila tep-
lota nože -55 °C, teplota vzorku -110° až
-120 °C. Úhel nože 50°, úhel Sklonu nože 4°,
rychlost krájení 2 mm/vt. Řezy sbíráme na sít'ku
S folií. Při sběru držíme Sít'ku v pinzetě lsko-ro
Souběžně s povrchem tekutiny. Jestliže po-uží-
váme k plnění vaničky DMSO, je Zapotřebí
po Sebrání řezů na sít'ku provést jejich omytí
destil-ovanou vodou při pokojové teplotě.

Barvení řezů

Negativní barvení provádíme 10/0 až 20/0 ky-
Selinou fostowoliram-ovou 10 až 20 vteřin při
37 °C pH 7,2, nebo barvíme 130/0 alkoholickým
roztokem uranylacetátu v 500/0 alkoholu 2 mi-
nuty [můžeme použít i vodný roztok), S násle-
ným dobarvením citrátem olova podle Venabla
a Coggeshalla [11] 2 minuty.

Demonstrované Snímky byly pořízeny z řezů kráje-
ných na CryoKitu LKB a fotografovaných v elektrono-
vém mikroskopu IEM 7 A při 80 kV.

Souhrn

Ie podán přehled metod přípravy ultraten-
kých Zmrazených řezů pro elektr-onovou mikro-
Skopii a popsána metoda Zpevnění vzorku a
ochrany před tvorbou kryˇStalků ve Zkouma-
ných tkáních polyethylénglykolem 600. Tento
postup urychluje nesmírně obtížnou přípravu
ultratenkých Zmrazených řezů.
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