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ULTRATENKE ZMRAZENE REZY V ELEKTRONOVE MIKROSKOPII

Milo§ NOVAK, Pavel CHYLE, Alexandra JELINKOVA
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha
Ustav experimentdlni biologie a genetiky CSAV, Praha

Priprava zmrazenych ultratenkych fezi
v elektronové mikroskopii, ktera je jednoduSsi
a rychlej§i neZ priprava preparati a fezi
béZnym zplisobem, byla vyvoldna snahou o za-
chovani nékterych ultrastruktur a enzyma-
tickych aktivit, které dosavadnimi zalévacimi
postupy byly naruSeny nebo zcela inaktivova-
ny. Tato metoda se stdava prostfedkem studia

ultrastruktury na nefixovaném nebo Setrné
fixovaném materidlu s vyuZitim modernich cy-
tochemickych metod. Vyhody zkraceni vySetio-
vaciho postupu se v neposledni fadé uplatni
pfi rychlé diagnostice v biologickych a klinic-
kych laboratofich. ObtiZnost piipravy ultra-
tenkych zmrazenych rezli nespoc¢ivd jen v je-
jich velmi malé tlouStce, kterd se pohybuje
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okolo 70—90 nm, ale i v malé pevnosti zmraze-
né tkané. Pfes vSechny vyhody, které zmrazo-
vani vzorkl skytd ve srovndni s piipravou
ultratenkych Fezll v normélnich zalévacich mé-
diich, je nutno si uvédomit, Ze zde rovnéZ vzni-
kaji artefakty, byt jiného druhu, a to podmi-
néné samotnym zmrazenim biologickych mate-
ridld na nizkou teplotu.

Prvni studie v biologii o pouZivani
techniky se zabyvaly strukturami -citlivymi
na organickd rozpustidla, a proto material
ke studiu byl zalévan do Zelatiny (Ferndndez-
Moréan 1957) (6) nebo do albuminu (Kuhlmann
a Miller 1971) (8). Prvni zmrazené Fezy byly
krdjeny na ultramikrotomu typu Porter-Blum,
ktery byl k tomuto tGc¢elu vhodné uzpiisoben a
byl umistén v béZném kryostatu. Teplota blotku
se pohybovala od —70° do —90° C, teplota noZe
—25° aZ —70 °C. Teplota v kryostatu byla okolo
—35°C. Rezy byly sbirdany do tekutiny (DMSO
40—60 %) o teplotdé —25°C. Zasluhou Fady
autord doSlo ke zdokonaleni této techniky a
v kratké dob& byly né&které ultramikrotomy
vybaveny specidlnim zafizenim pro pFipravu
zmrazenych ultratenkych ez, aniZ musel byt
ultramikroton umistén v kryostatu. Firma LKB
vyvinula zafizeni pro pfipravu téchto Fezd,
pouZitelné pro ultramikrotom UT I a UT III
s nazvem CryoKit. Naproti tomu fa C. Reichert
dodéva jako specidlni dopln&k pro ultramikro-
tom OmU 2 za¥izeni FC-150. Obdobné zafizeni
je pro ultramikrotom OmU 3.

NékteFi autofi pouZivaji rtizné postupy s ci-
lem co nejvice zrychlit a zjednodusit pFipra-
vu zmrazenych ultratenkych Fezii. SnaZi se na-
jit prostfedky pro zpevnéni kiehké zmrazené
tkdné. Zavadéji kryoprotektiva s cilem ochrany
materialu pred poSkozenim krystalky vody.
Zatim nejzndmé&jsi a nejlepsi postupy jednotli-
vych autordl jsme sefadili do tabulky a doplnili
je naSim novym postupem a zku3enostmi.

této

Fixace materialu

Kousky tkédné& ponofime do 2,5% gluiaralde-
hydu v 0,1 M fosfdtovém dstoji, vychlazeném
na +4°C. K fedéni 25% glutaraldehydu se mi-
Ze pouZit kakodylatovy ustoj. Ostrou Ziletkou
rozkrédjime tk&n po 5minutové pFedfixaci na
pfibliZnou velikost mensi neZ 1 mm3. Poté do-
fixujeme stanovenou dobu (15—60 min. pfi
+4°C). V piipad® Ze nebudeme zpeviiovat
vzorek Zelatinou nebo hovézim albuminem &i
jinymi prostfedky, vyjmeme kousek tkang, kte-
ry poloZime na filtra¢ni papir. Za pomoci Zi-
letky pod zvétSovacim sklem piedb&zné se-
Fizneme materidl do tvaru pyramidy. Na drZak
vzorku poloZime tkér, a to po pfedchozim na-
kdpnuti pod ni 6% metylcelulézy nebo dstojné-
ho roztoku. Na spravném sefiznuti pyramidy za-
visi dalSi tispéch, proto skrojeni vénujeme ma-
ximéalni péci. Pyramidu se snaZime utvorit pres-
nou, coZ usnadni koneCnou dpravu, kterou
provadime jiZ v kryokomofe po zmrazeni tkané.

Fernadndez-Moran (9) jako jediny pouZil spe-
cidlni techniky, pFi které materidl zmrazil bez
pfedchozi fixace, bez pouZiti vitrifikaCnich latek,
nakréajel materidl na ultratenké fezy a prohliZel
je ve specidlné upraveném elektronovém mikrosko-
pu p¥i zchlazeni na —200°C tekutym heliem. Jed-
nim z ddvodd zavedeni této techniky byla snaha
odstranit chemickou fixaci a nahradit ji pochodem
fyzikdlnim. Tato metoda je vSak mesmirng drahé
a pro béZnou praxi prakticky nedostupna. Aby ne-
doSlo k poSkozeni tkané po jejim rozmrazeni, bylo
pouZito Setrné fixace glutaraldehydem, ktery za-
chovava enzymatické aktivity a antigenni kompo-
nenty biologického materidlu. V podstaté jde o ma-
1é obmény postupu, ktery byl vypracovan v labora-
tofi Bernhardové od roku 1967 (2). Podrobnosti
riiznych modifikaci jsou uvedeny v pFehledné ta-
bulce.

Ze zkuSenosti nékolika autord se jevi jako
nejvhodné&jsi fixace 2,5% glutaraldehydem pfi
teploté +3° aZ +4°C po dobu 15 minut az 2
hodin. K fixaci je nutno pouZivat kvalitni glu-
taraldehyd. Neni-li k dispozici, provddime jeho
precCisténi. Po provedené fixaci je moZno pro-
vést zmrazeni tkdné a jeji nakrdjeni na ultra-
tenké rezy. Tento postup vypracovala Sevéuso-
vd 1969 (10). Neékteré materidly jsou vSak
velmi kfehké a vyZaduji zpevnéni tkdné prosy-
cenim latkou, kterd podpofi soudrZnost tkané
a zlep3i jeji kréjitelnost.

Prosyceni materialu
a) Albuminem

Materidl nakrédjeny a fixovany glutaraldehy-
dem se vloZi do 10% aZ 20% hovéziho albu-
minu v 0,2 M kakodylatovém ustoji o pH 7,2.
Insolubilizaci provadime priddvanim 25% glu-
taraldehydu po kapkdch do kone¢né koncen-
trace 2,5%), b&hem 2 minut pfi +4 °C.

b) Zelatinon

Pri pouZiti Zelatiny se prosycovany vzorek
musi ponechat 5—20 minut pfi 37°C nebo
3—4 dny pfi +4°C v Zelating, neZ je moZno
materidl kréjet. Zelatinu pouZivame nejéasts-
ji ve 2% az 20% koncetraci. Rozpustime ji
v pouZivaném ustoji a p¥i 37 °C vkldddme ma-
terial do ni.

c) Thiogelem (Bernhard a Leduc 1967) (2)
10% thiogen A, mol. v. 10000, se smichéa
s 10% thiogelem B, mol. v. 100 000. Ob& sub-
stance jsou v praSku a rozpusti se za silného
michani v destilované vodé pii zahtFati na 80 °C.
Potom se ochladi na teplotu 37°C. Vzorek
v thiogelu vklddame do termostatu na 1 hodi-
nu. Pfidanim 5% DMSO se tekuty thiogel zmé&ni
na vysoce elasticky gel. Za 1—2 hodiny, kdy
je vzorek uchovavan pfi teploté +-3 °C, se mu-
Ze dal zpracovéavat. Pfed krajenim vzorek pro-
sycujeme 50% glycerolem pii pokojové teploté.
Vzorek se zmrazi a pripevni kakodyldatovym
Gstojem. Pri krdjeni se pouZivd noZe zchlaze-
ného na —23°C a vzorek je zchlazen na —70 °C.
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tabulka 1

Bernhard a Leduc 1967 (2)

Fixace: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 fedény v 0,2 M
kakodylatovém dstoji 1 hod. pfi +4°C

Zaliti: 20% Zelatina 5 aZ 20 min. p¥i 37 °C nebo 3—4
dny pfi t4°C

Dofixovani: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 15—30 min.
Kryoprotekee: 30% glycerol 5 aZ 15 min.

Zchlazeni: tekutym dusikem

Krajeni: teplota blo¢ku —70° az —90 °C

Naplii vanigky: 50% DMSO

Barveni: uranylacetdat 1 min.

Negativni barveni: silikowolframat sodny 4% 10—20
vt. pfi t37°C nebo kyselina fosfowolframova 1—2%
pH 7,2 10—20 vt. p¥i +40°C

Appleton 1968 (1)

Zpracovani fezidl pro autoradiografii.
Zmrazeni provadi v tekutém dusiku a Fezy kraji na su-
cho, tzn. bez vani¢ky na noZi.

Sevéusova 1969 (10)

Fixace: 2,5%—3% glutaraldehyd pH 7,4 v 0,1 M fosfa-
tovém tustoji 15 min. p¥i +4°C

Zchlazeni: tekutym dusikem

Krajeni: teplota blotku —70°C aZ —140°C, teplota
noZe —50° aZ —70°C

Naplii vanitky: 60% DMSO

Barveni: 1% kyselina fosfowolframovd pH 7,2 p#i
+37°C nebo 4% silikowolframét sodny p¥i +37 °C

Dollhoptf a spol. 1969 (5)

Fixace: 2,5% glutaraldehyd pH 7,0 fedény v 0,1 M ka-
kodylatovém tustoji 1 hod. pfi t4°C

Zaliti: 2% Zelatina p¥i +37°C

Kryoprotekece: 50% glycerol 30 min., 75% glycerol
75 min., 100% glycerol 100 min.

Krajeni: teplota blo¢ku —110°C, teplota noZe —40°C
Naplii vanitky: 50% DMSO

tabulka 2

Gahan a spol. 1970 (7)

Fixace: 2,5% glutaraldehyd v 0,1 M kakodylatovém
Gstoji 2 hod. p¥i +2°C

Kryoprotekce: 1% gummiakacia v 0,88 M sacharbze
30 min. aZ 2 hod.

Zchlazeni: —60 °C

Krajeni: teplota blocku —60° aZz —80°C, teplota noZe
—30° aZ —40°C

Naplii vaniky: 60% DMSO

Barveni: cytochemické reakce

Kuhlmann a Miller 1971 (8)

Fixace: jako jediny uvadi formaldehyd 4% nebo 1%aZ
2,5% glutaraldehyd pH 7,2 v 0,2 M kakodylatovém
dstoji 50—60 min. pFi 4-4 °C

Zaliti: bovinni sérumalbumin 10% aZ 20% v 0,2 M ka-
kodylatovém ustoji. Insolubilizace provadéna pfika-
pavanim 25% glutaraldehydu do kone&né koncentra-
ce 2,5%. Dokapavéani trvd 2 min. p¥i +4 °C

Dofixovani: 2,5% glutaraldehyd pH 7,2 15—30 min.
ve vySe uvedeném ustoji

Kryoprotekce: 200 DMSO 10—20 min. pf¥i pokojové
teploté

Zchlazeni: tekutym dusikem

Naplii vaniéky: 50% DMSO

Krajeni: teplota noZe —50° az —70°C
Barveni: jako u jinych metod

Novék a Jelinkovéa 1974

Fixace: 2,5% glutaraldehyd v 0,1 M fosfatovém ustoji
pfi t4°C 15 aZ 60 min.

Zaliti a prosyceni: polyetylénglykol 600 Fluka 15 aZ
60 min. i déle p¥i pokojové teploté

Zchlazeni: tekuty dusik

Krajeni: teplota blo¢ku —110° aZ —120°C, teplota no-
Ze —55°C

Néplii vanitky: 60% DMSO
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Obr. 1. Ledvina, mys, zvét§eni 75 000krdt

Obr. 2. Ledvina, mys, zvétseni 70 000krat

d) Polyetylénglykolem

Novou metodu spojujici proces podpory tka-
né s ochranou kryoprotektivy v jednom tkonu
isme zavedli v na8i laboratofi. PouZitim poly-
etylénglykolu (polyglykolu) 600 fy Fluka (mol.
v. 570—630) se tkan po fixaci prosyti uvedenou
ldtkou a po 15minutové aZ 60minutové expozi-
ci se provede rychlé zmrazeni. U nékterych
materidll lze tuto dobu prosycovéani prodlouZit.
Polyglykol 600, ktery ma bod tuhnuti okolo
+20 aZ +25°C, snadno pronikéd do tkané a zé-
roveili chréani tkadii pfed tvorbou krystald. Po
prosyceni tkdné a rychlém zmrazeni je moZné
tkai ihned kréjet na ultratenkeé fezy.

Dofixevani materialu

JestliZe nepouZivdme metody Sevéusové, pro-
vddime po prosyceni vzorku dofixovdni mate-
ridlu ponofenim do 2,5% glutaraldehydu pH
7,2 po dobu 15 aZ 30 minut pfi pokojové te-
ploté.

Kryoprotekce

V pfipads, Ze zmrazujeme biologicky mate-
ridl, chranime ho vitrifikatnimi prostfedky,
které vaZi takové mnoZstvi vody, Ze nemiZe do-
jit k tvorb& krystalkdl. Tim dochdzi p¥i sniZeni
teploty k tzv. vitrifikaci, tj. ke vzniku gelu ne-
bo tuhého amorfniho roztoku, jako je tomu
napf. u skla (Cinatl a Novak 1968) (4). V praxi
se nejlépe osvédcilo pouziti 30% nebo postupné
50%, 70% aZ 100% glycerolu nebo 20% DMSO.

OUprava pyramidy a zmrazeni tkan&

Blocek se pred krdjenim vyfizne bud ze Ze-
latiny, nebo se upravi jen Ziletkou po vyjmuti
z fixa¢niho roztoku. P¥i vyjmuti ze Zelatiny dbé-
me toho, aby okolo materidlu zhstala jen te-
nounkd vrstvicka Zelatiny nebo gelu. Po prosy-
ceni kryoprotektivy se na filtranim papife do-
Fizne ¢tyrbokd pyramida. Zmrazeni vzorku a
tim i jeho pfipevn&ni na drZ&k provadime
ve specidlni nddobce. Dobfe se osvédfila né-
dobka z polystyrénu, uprostied které je vloZe-
na nddobka z PVC, slouZici k vlastnimu zmra-
zeni. Do polystyrénové nadobky vlijeme teku-
ty dusik, do nddobky z PVC nalévdme isopen-
tan. PoCkame, aZ se isopentan vychladi. Toto
nepfimé zchlazovani vzorku musime provadét
proto, Ze je zapotfebi zajistit rychlé a stejno-
meérné vychlazeni vzorku, aby nedoslo k posko-
zeni materidlu vytvofenim krystalkli vody, kdyZ
se nepouZije kryoprotektiv, ale i pak volime
radgji rychlé nep¥imé zchlazeni. Zmrazime-li
vzorek pfimo v tekutém dusiku, vznika nebez-
pe¢i nerovnomérného zchlazeni a vytvoreni
krystalki v tkéni, nebot po vhozeni vzorku
do tekutého dusiku se kolem blocku vytvoli
pary dusiku, které zabraliuji rovnomé&rnému
a rychlému zmrazeni. Naproti tomu vychlazeny
isopentan ihned rovnomérné ochladi cely vzo-
rek. Kromé isopentanu se mohou pouZivat i ji-
néd chladici média, kterd maji relativn& vyso-
ky bod varu a nizké body téni.

Pied ponofenim vzorku s drZdkem do chladi-
ciho média pfipevnime pyramidu na drZék
vzorku. K tomu pouZivime 6% metylcelulézu
nebo Gstojny roztok. Pracujeme opatrné a dba-
me na to, aby nedoslo k posunuti pyramidy,
popfipadé k jejimu preklopeni na bok. Mate-
ridl upeviiujeme na drZdk tak, aby Siroka z&-
kladna pyramidy spodinula na drZdku materis-
lu. Po zmrazeni provadime konefnou tdpravu
horni plo§ky pyramidy v kryokomofe pod ste-
reomikroskopem. Plo§ku upravime do pfislus-
ného tvaru plochy fezu Ziletkou.

Krajeni a odbér Fezii

Rezy kréjime po pfedchozim vychlazeni noZe
a vzorku na pfisludné teploty. Rezy je moZno
krdjet tzv. na sucho, tj. krdjeni noZem bez va-
ni¢ky na noZi. ReZeme nejprve tlusté fezy, sil-
né 1—2 mikrony. Zp&tné& tyto silné rezy plisobi
jako zavaZi, které tdhne néasledné fezy dolu.
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Ihned po zhotoveni prvnich tlustych tezl za-
pindme automaticky posuv, kterym pofizujeme
Fezy ultratenké. ShromaZdovani zmrazenych
fezli je velmi obtiZné. ProuZek fezli sbirdme
na sitky pokryté formvarovou folii. ProtoZe
Fezy-bghem celého postupu nepfijdou do sty-
ku s Zddnym rozpustidlem (p¥i zchlazovéani ne-
ni u této metody pouZivan isopentan), doporu-
¢uje se pro studium snadno difundujicich struk-
tur, napf. steroiddi, za pouZiti autoradiogra-
fie nebo jinych cytochemickych metod.

Christensen (3) kréjel série ultratenkych fe-
zli z Cerstvych krysich jater o sile 100 nm dia-
mantovym noZem pii —75 °C, série fezu kréjel
bez pouZiti vani¢ky, na sucho a fezy sbiral
na vychlazenou sitku s folii, kterou vysusoval
s Fezy pod proudem dusiku pfi teplote —75 °C.

Snadné&jsi je viak zachytdvat fezy do vanitky
naplnéné vhodnou nemrznouci tekutinou. Te-
kutina, kterou plnime vani¢ky, by méla byt
inertni vié¢i vzorku, aby nedochézelo k posko-
zeni ultrastruktury. Musi mit dostate¢né povr-
chové napéti, vhodnou viskozitu, aby se fezy
mohly p¥i nizké teploté udrZet na hladiné. Pro
pfipravu zmrazenych ultratenkych fezi 1ze po-
uZit jak sklenénych, tak i diamantovych noZi.
Pro sklenény nfiZ musime zhotovovat spe-
cidlni lepici p4sky, pokryté tenkou vrstvou ko-
vu (vyrobce firma Scotch). Kréjeni zahajuje-
me prvnimi siln&j§imi ¥ezy okolo 80—90 nm, po
obdrZeni téchto prvnich fezli sniZime silu fFe-
zl na 60—70 nm.

DosaZeny vysledek velmi zévisi na rychlosti
krdjeni, thlu noZe a thlu sklonu noZe. Nemii-
Zeme-li dosdhnout dobrych vysledkdi, provadi-
me metodické krajeni, to znamend, Ze ménime
systematicky rychlost krédjeni, ithel sklonu a
tihel noZe. Teplotu noZe a vzorku volime podle
materidlu. P¥i krdjeni je zapotFebi, aby nedo-
chédzelo ke kolisdni obou zvolenych teplot.
Ze zkuSenosti nasi i Fady autord volime vyzkou-
Senou teplotu pro niZ a vzorek. Je téZké ji pre-
dem urcit, protoZe jde o metodu pomérné no-
vou a je zapotrebi tyto hodnoty pfipad od p¥i-
padu odzkouSet. Z na$i praxe se osvédcila tep-
lota noZe —55°C, teplota vzorku —110° aZ
—120°C. Uhel noZe 50° twihel sklonu noZe 4°,
rychlost krdjeni 2 mm/vt. Rezy sbirdme na sitku
s folii. P¥i sbéru drZime sitku v pinzet& skoro
soubéZné s povrchem tekutiny. JestliZe pouZi-
vdme k plnéni vanicky DMSO, je zapotFebi
po sebréni rezli na sitku provést jejich omyti
destilovanou vodou pri pokojové teploté.

Barveni ez

Negativni barveni provddime 1% aZ 2% Kky-
selinou fosfowolframovou 10 aZ 20 vtefin pfi
37°C pH 7,2, nebo barvime 13% alkoholickym
roztokem uranylacetdatu v 50% alkoholu 2 mi-
nuty (miZeme pouZit i vodn§ roztok), s nésle-
nym dobarvenim citrdtem olova podle Venabla
a Coggeshalla (11) 2 minuty.

Demonstrované snimky byly pofizeny z Fezd kréje-
nych na CryoKitu LKB a fotografovanych v elektrono-
vém mikroskopu JEM 7 A pfi 80 kV.

Souhrn

Je poddn prehled metod pripravy ultraten-
kych zmrazenych Fezl pro elektronovou mikro-
skopii a popsdna metoda zpevnéni vzorku a
ochrany pred tvorbou krystalki ve zkouma-
nych tkanich polyethylénglykolem 600. Tento
postup urychluje nesmirné obtiZnou pfipravu
ultratenkych zmrazenych Fezi.
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