SOUHRN

Navzdory mozZnostem, které pfinaseji molekularné-biologické metody pfi odhalovani souhry
riznych biologickych molekul a molekularnich komplexu, pochopeni jednotlivych funkci v Zivych
bunkach vyzaduje pouziti in situ metod. Je zifejmé, Ze tyto metody by mély zajistit maximalni rozliSeni
a nejlepSi mozné zachovani biologického objektu v pfirozeném stavu, stejné jako spravné statisticke
vyhodnoceni prostorovych charakteristik lokalizace detekovanych molekularnich komplexu.

Transmisni elektronova mikroskopie poskytuje nejlepSi mozné rozliSeni pro analyzu biologickych
vzorkl. Sou€asna detekce vice biologickych molekul metodou nepfimého imunoznaceni je zdrojem
cennych informaci o jejich lokalizaci v bunécnych kompartmentech a jejich potencialnich interakci v
makromolekularnich komplexech. Vyvinuli jsme komplexni stereologickou metodu pro statistické
hodnoceni klastrovani a kolokalizace zna¢enych antigenll na ultratenkych fezech, v€etné uzivatelsky
privétivého softwaroveho rozhrani. Dale jsme charakterizovali funkéni mikroarchitekturu replikanich a
transkripCnich domén pomoci vyvinutych algoritmui. Vysledky ukazuji, Zze DNA replikace je v
bunécném jadfe kompartmentalizovana na urovni DNA ohnisek a nasvédCuji modelu, ve kterém
centra syntézy DNA jsou zakotvena a chromatinové smycky se pohybuji. V HelLa burikach jsme
ultrastrukturalné popsali dva odlisné morfologické typy replikacnich mist — replikacni téliska a
replikacni ohniska. Oba druhy replikacnich mist obsahuji seskupeni enzymda, strukturnich a
regulacnich proteini se znamou uc€asti v samotném procesu replikace nebo v regulaci prabéhu S-faze
bunécného cyklu. Nicméné, nékteré regulacni a strukturni proteiny byly detekovany pouze v
replikaénich téliskach nebo replikacnich ohniskach. V transkripénich mistech jsme ultrastrukturalné
popsali pfitomnost dvou hlavnich molekularnich motord v bufice. Na modelu stimulovanych lidskych
lymfocytl jsme ukazali, Ze pfitomnost aktinu v bunécnych kompartmentech byla vétSinou nezavisla na
urovni fyziologické aktivace bunky, zatimco lokalizace jaderného myosinu | vykazovala dynamické
zmény béhem aktivace transkripce.

Pro rozSifeni technickych moznosti analyzy mnohocetnych interakci molekul na ultrastrukturalni
urovni jsme vyvinuli novy systém umoziujici sou¢asné imunoznaceni az péti antigenu oproti stavajici
moznosti oznaCeni pouze dvou. Detekce se provadi za pouZiti novych kovovych nanocastic
rozdilného tvaru snadno rozliSitelnych v transmisnim elektronovém mikroskopu. Nanocastice se
stfibrnym stfedem a zlatym povrchem, zlaté tyCinkovité nanocCastice a kubické paladiové nanocCastice
byly syntetizovany, konjugovany s protilatkami a pouzity k souCasné detekci PIP2, B23, aktinu, Sm
proteinu, a SMC2 na ultratenkych fezech HelLa bunék. Ukazali jsme, Ze ohniska znatena PIP2 se
nachazi v tésném kontaktu s oblastmi znaceni Sm proteinu, aktinu, a/nebo SMC2 a tvofi
komplementarni 3D domény v bunécném jadre.

Optimalni zachovani struktury biologického vzorku a zaroven jeho antigennich viastnosti neni
jednoduchym ukolem. Ukazali jsme, Ze akrylova pryskyfice LR White je vhodna pro zaliti chemicky
fixovanych vzorkd a vzorkl po mrazové fixaci. Nicméné nékteré antigeny mohou byt Iépe zachovany
po zaliti do Lowicrylu HM 20. Pfidani 1.5% vody a 0.5% glutaraldehydu do acetonu béhem mrazové
substituce ve vétsiné pfipadl zlepSuje zachovani antigenl pfi dobfe zachované ultrastrukture, jak
ukazuji vysledky znaceni imunozlatem a biochemického méfreni mnozstvi proteinu.



