Abstrakt

Ptiprava biologickych vzorkl pro transmisni elektronovou mikroskopii neni trivialni ukol.
Vzorky musi odolat vakuu pfitomném v mikroskopu, a proto je casto nutné uplatnit
nefyziologické postupy pii jejich zpracovani. Tyto postupy obvykle zahrnuji fixaci na bazi
aldehydi, nahrazeni vody alkoholem (t.j. dehydrataci/substituci), a zaliti do pryskyfice, ktera
vytvaii podporu pro naslednou piipravu tenkych fezd, které pak mohou byt vlozeny do
mikroskopu. V poslednim desetileti ziskala dominantni postaveni v oblasti vyzkumu bunécné
biologie metoda kryo-fixace (vitrifikace) za pomoci ultrarychlého vysokotlakého zmrazovani a
nasledna Kryo-substituce a zaliti vzorki do pryskyfice pii nizkych teplotach. Timto zplisobem
byli usp&sné vitrifikovany rtizné biologické vzorky s tloustkou az nékolik stovek mikrometri do
stavu, ktery byl srovnatelny s jejich in vivo strukturou. Kryo-fixace izolovanych biologickych
objektt (s omezenou tloustkou do né¢kolika mikrometrit) je mozna i v tenké vrstvé vitrifikované
vody za pomoci imerzni kryo-fixace pti normalnim tlaku. V kombinaci s kryo-elektronovou
mikroskopii se tato metoda stala nejefektivnejSim a zakladnim principem pro tvorbu elektron
kryo-mikroskopickych obrazkli plné hydratovanych vzorki s velmi vysokym rozliSenim na
urovni nékolika desetin nanometri. Ob¢ tyto metody jsou prezentovany v této praci. Pucici
kvasinky Saccharomyces cerevisiae zpracované kryo-fixaci za pomoci vysokotlakého
zmrazovani a nasledné kryo-substituce byly vybrany jako biologicky objekt pro jemné
ultrastrukturalni a immunocytochemické studie s vyuzitim klasické transmisni elektronové
mikroskopie; liposomy a jiné typy vezikularnich struktur zpracované imerzni kryo-fixaci byly
vybrany jako nanoobjekty pro elektron kryo-mikroskopické studie.
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