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Sposéb przygotowania uwodnionej probki materialu biologicznego do

tréjwymiarowych analiz mikroskopem swietlnym i elektronowym

Przedmiotem wynalazku jest sposob przygotowania uwodnionej
prébki materialu biologicznego do tréjwymiarowych analiz mikroskopem
swietlnym i elektronowym, zwlaszcza probek o delikatnej konstrukeji

przestrzennej, utrzymywanej przez wewnetrzne sily hydrostatyczne.

Szybki rozwoj technologiczny ostatnich lat pozwolil na stworzenie
wielu technik obrazowania mikroskopowego, ktére umozliwiaja badanie
trojwymiarowej struktury materialu biologicznego na poziomie tkanek,

komorek oraz organelli subkomérkowych.

Warunkiem koniecznym dla efektywnego zastosowania takich technik
jest dobre zachowanie przestrzennej architektury obiektow biologicznych w
procesie przygotowania preparatu. Nalezy zauwazy¢, ze kazida z obecnie

stosowanych metod preparatyki wigze si¢ z ingerencjg fizyczng i/lub



chemiczng w strukture¢ badanego materialu. Nalezy zatem tak dobra¢ metode
aby zminimalizowaé¢ zmiany obserwowanej struktury przestrzennej. W
przypadku silnie uwodnionych materialdw biologicznych takich jak biofilm
bakteryjny, gdzie zawarto$¢ wody przekracza 90%, zakres oraz sposéb w
jaki preparatyka zmienia zawartos¢ wody maja zasadnicze znaczenie.
Struktura przestrzenna tego rodzaju materialéw jest bowiem utrzymywana

dzigki oddzialywaniom elektrostatycznym zwigzanym z hydratacja.

Dotychczas do  przygotowania  preparatu do  obserwacji
mikroskopowej wymagane jest nierzadko usunigcie calosci lub czesci wody z
badanego materialu. Dotyczy to w szczegélno$ci konwencjonalnej
mikroskopii elektronowej, gdzie obserwacja prowadzona jest w prozni rz¢edu
10" - 10° Torr. Dodatkowo w przypadku skaningowej mikroskopii
elektronowej (SEM) niezbedne jest napylenie powierzchni materialu
substancja o duzej przewodnosci elektronowej (zazwyczaj zlotem), co
wykonywane jest w prozni rzedu 10 Torr. Warstwa pokrywajaca probke
redukuje niekorzystny efekt zwigzany ze oddzialywaniem wigzki elektronéw
w prézni mikroskopowej. W tych warunkach obserwacji konieczne jest
zatem odpowiednie przygotowanie materialu biologicznego. Stosuje si¢ tu
suszenie preparatu w punkcie krytycznym CPD, gdzie ciecz przechodzi ze
stanu plynnego w stan gazowy. Taka procedura, w przypadku bardzo
delikatnych i silnie uwodnionych prébek biologicznych, utrzymywanych
glownie przez wewnetrzne sily hydrostatyczne, powoduje ich obkurczenie, a

co za tym idzie zmiany w przestrzennej konfiguracji przygotowywanego



materialu. Ponadto, jezeli probka zawiera duzo wody, to w prézni
mikroskopowej sily napigcia powierzchniowego wzrastaja w procesie
parowania, sprzyjajac wytworzeniu si¢ krysztaléow lodu i powodujac
dodatkowe zmiany w strukturze przestrzennej komorek i tkanek. W celu
zapobiegni¢cia takim zmianom w strukturze przestrzennej stosuje sie
utrwalanie w glutaraldehydzie, ktérego karbonylowe grupy funkcyjne
sieciujg do struktur bialek, polisacharydow i kwaséw nukleinowych tworzac
dodatkowy stelaz usztywniajacy badang strukture. Nalezy jednak zauwazyd,
Ze taka procedura pozwala jedynie ograniczy¢ pewne zmiany strukturalne,
lecz ich nie eliminuje. Ponadto, w przypadku materialu biologicznego, ktory
nie posiada sztywnych elementow, na przyklad $cian komoérkowych,
obserwowano obkurczenie pod wplywem samego utrwalania w
glutaraldehydzie.

Powyzsze niedogodnosci badan w SEM silnie uwodnionych obiektéw
czeSciowo rozwigzuje Srodowiskowa skaningowa mikroskopia elektronowa
(ESEM), w ktorej warunki obserwacji sa zblizone do stanu naturalnego i
umozliwia prowadzenie obserwacji pod ciSnieniem gazu nawet do 20 Torr,
bez efektu wysuszania i koniecznos$ci napylania warstwa przewodzaca. Wadg
tej techniki jest jednak wysoki koszt aparatury i w konsekwencji mala jej
dostepnos¢ oraz ograniczenia zwigzane z uzyskiwanymi powiekszeniami oraz
rozdzielczoS$cig.

Obserwacja przestrzennej struktury materialu biologicznego w
warunkach fizjologicznego uwodnienia i temperatury jest mozliwa przy

wykorzystaniu fluorescencyjnej mikroskopii Swietlnej, na przyklad



konfokalnej lub wielofotonowej. Nalezy jednak podkreslié, ze niewiele
substancji biologicznych wykazuje naturalna, silng fluorescencje w $wietle
widzialnym. Wynika z tego konieczno$§¢ wprowadzenia do materialu
biologicznego znacznikéw fluorescencyjnych, co wigze si¢ z reguly z
utrwaleniem materialu przy uzyciu wodnych roztworéw formaldehydu i/lub
glutaraldehydu albo substancji bezwodnych, na przyklad alkohol etylowy.
Taka procedura wigze si¢ jednak czesto ze zmiang zawartosci wody w
materiale. Dodatkowo, niektére specjalistyczne techniki znakowania, na
przyklad fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) wymagaja $rodowiska
o malej zawartosci wody, na przyklad 70% formamidu. Fluorescencyjne
znakowanie materialu biologicznego wiaze si¢ z mozliwymi zmianami
struktury przestrzennej, szczegélnie w przypadku silnego uwodnienia.
Mikroskopia Swietlna podlega wige w przypadku badan struktury

przestrzennej podobnym ograniczeniom jak mikroskopia elektronowa.

Zadaniem niniejszego wynalazku jest modyfikacja metody
preparatyki subtelnych struktur materii o wysokim uwodnieniu, dzigki
ktérym ogranicza si¢ zmiany w tréjwymiarowej architekturze materialu

biologicznego.

Sposéb stanowijgcy przedmiot niniejszego wynalazku zadania te
rozwigzuje. Istota sposobu wedlug wynalazku polega na tym, ze pobrang
probke w pierwszej fazie poddaje si¢ szybkiemu zamrozeniu w temperaturze
od -20°C do -200°C, korzystnie -196 'C poprzez zanurzenie w cieklym

azocie, a w drugiej fazie prowadzi si¢ liofilizacje w temperaturze od -20 °C



do -70 0C, korzystnie -50 C i ci$nienia od 0,01hPa do 0,0001hPa, korzystnie
0,001 hPa az do calkowitego wysuszenia probki. Nastepnie wysuszong
prébke do badan we florescencyjnym mikroskopie §wietlnym poddaje si¢
procedurze znakowania bezposredniego lub fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH). Alternatywnie wysuszong probke do badan w mikroskopie
elektronowym skaningowym pokrywa si¢ cienka warstwag metalu
szlachetnego, korzystnie zlotem w komorze napylarki prézniowej.

Podczas prowadzonych badan nad uzyskaniem najlepszej jakosci
probek materialu biologicznego, niespodziewanie okazalo si¢, Ze wykonanie
odpowiednich probek, gwarantujacych zachowanie nienaruszonej struktury
przestrzennej i ich wlaSciwosci mozna uzyskaé przez poddanie pobranego
materialu biologicznego obrébce, sposobem wedlug niniejszego wynalazku.

Przyklad 1. Dla badan w technice mikroskopii fluorescencyjnej, dla
zachowania struktury tréjwymiarowej pobrana prébke zamraza si¢ w
cieklym azocie do temperatury -196 °C, a nastgpnie umieszcza si¢ zamrozona
probke w komorze liofilizatora. Liofilizacj¢ prowadzi si¢ w temperaturze -
50° C i ciSnieniu 0,001 hPa i liofilizuje si¢ az do calkowitego wysuszenia
materialu przez okolo 15 godzin. Nastgpnie wysuszona prébke poddaje sig
procedurze fluorescencyjnego znakowania bezposredniego lub FISH, jednak
po kazdym z etapéw procedury mokry material poddaje si¢ liofilizacji. Po
zakonczeniu procedur znakowania uzyskany preparat przesacza si¢ olejkiem
immersyjnym i obserwuje si¢ w mikroskopie fluorescencyjnym.

Przyklad 2. Probke materialu biologicznego przeznaczona do badan w

mikroskopie elektronowym skaningowym zamraza si¢ w cieklym azocie do



temperatury -196 °C, a nastepnie umieszcza si¢ zamrozong prébe w komorze
liofilizatora. Liofilizacj¢ prowadzi si¢ w standardowych warunkach
liofilizacji w temperaturze -50° C i ci$nieniu 0,001hPa i liofilizuje si¢ az do
calkowitego wysuszenia materialu przez okolo 15 godzin. Po wysuszeniu
prébe wyjmuje si¢ ostroznie z liofilizatora i umieszcza w komorze napylarki.
Po napyleniu tak przygotowany material mozna obserwowaé z uzZyciem
mikroskopu skaningowego.

Zastosowanie sposobu bedacego przedmiotem niniejszego wynalazku,
ma nastepujace zalety: szybkie i skuteczne odwodnienie preparatu,
zminimalizowanie uszkodzen tréjwymiarowej architektury badanego
materialu, brak ingerencji chemicznej w strukture materialu, mozliwos¢
poddania preparatu dalszym etapom preparatyki wymagajacym

odwodnionego materialu na przyktad napylaniu, hybrydyzacji.

Dodatkowg cechg i zaleta wynalazku jest mozliwosé wielokrotnej obserwacji
tak  przygotowanych  preparatow, wykorzystanie standardowych
mikroskopéw umozliwiajacych obserwacje struktury 3D (SEM oraz
mikroskopia konfokalna/wielofotonowa), omini¢cie konieczno$ci stosowania
drogich urzadzen np. ESEM (Environmental Scanning Electron
Microscopy), uniknigeia probleméw zwiazanych z preznoscia pary wodnej w
komorze mikroskopu oraz uzyskuje si¢ mozliwo$¢ obserwacji w SEM
zarowno w wysokiej jak i niskiej prozni.
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