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Anotace

V této praci hodnotim Field Emission Scanning EtattMicroscope (FESEM),
jako vhodny nastroj pro imunolokalizaci knych komponent pomoci specifické
vazby antigen - protilatka zdena koloidnim zlatem.

Cilem bylo nalézt v literate zpsoby gipravy prepardi pro imunozn&eni,
vlastnosti jednotlivych marké&ra moznosti jejich vyuZiti pro vicenasobné imunéznd

biologickych preparat

Annotation

In this thesis | evaluate the Field Emission ScagnElectron Microscope
(FESEM) as a suitable instrument for immunolocdiara of cell components by
specific binding of the antigen - antibody labellgith colloidal gold.

The aim of this thesis is to find in the literatuhe techniques of the specimen’s
preparation for immunolabelling, properties of tharkers and the possibilities of their
use for multiple immunolabeling of biological saregl
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Moznosti vicenasobného imuno#eai biologickych preparétve skanovacim elektronovém mikroskopu

1 UVOD

1.1 Elektronovy mikroskop

Elektronovy mikroskop je obdobou mikroskoputginého, ale fotony vém jsou
nahrazeny elektrony". Umo#uje nadm studovat jak povrch preparatu, tak jeho
mikrostrukturu'®. Elektronové mikroskopy dosahuji vy3si rozlisovachopnosti (az
0,1 nm) a wtsiho z¥tSeni, nez mikroskopy stelné (10 - 1 500 000 3.

Podle tvorby obrazudime elektronové mikroskopy na transmisni a skanta

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Transmisni elektronovy mikroskop jetigtroj, ktery umo#uje pozorovani
mikrostruktury preparétdo tlougky 100 nm®!. Fi prichodu elektrof preparatem,
interaguji elektrony s atomy vzorku. Obraz jeierodopadem neodchylenych elektron
na pozorovaci stinitkg!.

Transmisni elektronovy mikroskop dosahujétzeni 50 - 1 500 000 x a rozliSeni
0,1 nm.

Skanovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Skanovaci (také rastrovad¢fdkovaci) elektronovy mikroskop jeigtroj uceny
k pozorovani povrahn vzorki, kdy se primarni svazek elektforpohybuje pomoci
vychylovacich civek po povrchu preparatu a skamajePro vychylovani paprsku ve
dvou kolmych snrech jsou pouzity dvdvojice civek. Vychylovaci civky jsou uloZzeny
v otvoru objektivové&osky B2,

Vysledny obraz v SEM je t¥en pomoci z§tné odraZzenych (BSE), nebo
sekundérnich (SE) elektrdonproto je zobrazeni v SEM povaZzovano zafiimpu
metodu®.

Skanovaci elektronovy mikroskop dosahujetzeni 10 - 1 000 000 x a rozliSeni

0,5 nm.
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2 HISTORIE

Roku 1931 sestavil Max Knoll a Ernst Ruska prvnotptyp elektronoveho
mikroskopu (obr. 1Y v roce 1939 zahéjila firma Siemens a Halske&gispu
komegni vyrobu transmisnich elektronovych mikroskép.

Zaklady skanovaciho elektronového mikroskopu bytgnsveny ve 30. a 40.
letech 20. stoleti M. Knolleri®.

Roku 1938 vynalezldmecky fyzik Manfred von Ardenne rastrovaci princign
byl poprvé vyuZzit pro transmisni elektronovou mikopii. A téhoz roku sestrojil prvni
skanovaci transmisni elektronovy mikrosk8p

Roku 1942 pouzil rastrovaci princip k detekci sekamich elektroén pomoci
fotonasobie Vladimir Kosma Zworykin, ktery pozf sestrojil prvni skanovaci
elektronovy mikroskop s rozligenim 50 2. Po druhé sitové valce pracoval
v Anglii na vyvoji SEM wdec Charlese William Oatley a Dennis McMullan.
Vysledkem jejich prace byl elektronovy mikroskopsdbujici rozliSeni asi 50 nm.
Ve fotografiich z tohoto SEM bylo mozZzné najit tagmerny aspekt, ktery je typicky
pro dnedni SEM®PZ pryni skanovaci mikroskopy byly vymaty v Angli a
v Japonskif!.

Obr. 1 — Prvni skanovaci elektronovy mikroskdp
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3 FESEM

Field emission scanning electron microscope (FESEMyysoko rozliSovaci
skanovaci elektronovy mikroskop (obr. 2), ktery piea autoemisni katodu jako zdroj
elektror 7.

RozliSeni FESEM zélezi na typiigtroje, pohybuje se kolem ~1 nni 5 kV a
~2,2nm i 1 kV. Urychlovaci nagti se pohybuje v rozmezi 0,1 — 30 kV a dosahuje
zvétSeni 25 — 1 000 000,

Skanovaci elektronovy mikroskop JEOL 7401F v latw¥ra elektronové
mikroskopie je dale vybaven YAG (Yttrium aluminiugarnet) detektorem (Autrata
Brno) a kryokomorou cryo alto 2500 (Gatan).

Obr. 2 — JEOL 7401F
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3.1 Popis pFistroje

Na obrazku (obr. 3) je znaz@mo schéma skanovaciho elektronového mikroskopu.

(STAGEL
(4] 107 Pa

i3 10 pa L

21 102 Pa
(11 20 Pe Bl
)
0 0-3000 Pa 7
Gas Iniet
Specimen
chamber
i

Obr. 3 — FESEM*?
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3.1.1 Oswtlovaci soustava
Oswtlovaci soustavu tud elektronova tryska a elektromagneticioéky.

3.1.1.1 Elektronova tryska

Elektronové mikroskopy jsou vybavenyznymi typy elektronovych trysek, ale ve
FESEM se vyuZiva jen autoemisni tryska.

Wolframova katoda

Katodu tvdi primo Zhavené wolframové vlakno oipnéru asi 100 pm, ohnuté do
tvaru pismene V (obr. 4). K termoemisi elekirothochézi p prachodu elektrického
proudu vlidknem. Wolframové vldkno nevyZaduje vysokodnotu vakua, pro provoz
stasi hodnota 13 Pa. Mezi nevyhody p#tnizka Zivotnost. Proto se katoda Zhavi jen do

urcité teploty, pezhavovanim se ogebovava a snizuje se tak jeji zivotnddt?.

Obr. 4 — Wolframova katod&

LaBg

Hexaboridlanthan (obr. 5) je némo Zhavena katoda wolframovou spirdlou. Ma
vySSi emisi elektrain pri niZsi teplo¢ nez wolframové vlakno, ale v oblasti trysky je
nutno dosahnout lepSiho vakua. Jeden kon&oKy je vybrouSen do hrotu o jpméru

asi 10 pm, druhy je namien do chladiciho média (ol&jy’.
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ey

Obr. 5 — Katoda z Lag"®

Schottkyho katoda
Schottkyho emisni katody (obr. 6) jsou typu ZrO/NMO@) s polonsrem hrotu
0,1 -1 um. Katoda je obklopena supresorovou @d&tr s negativnimipdptim. Hi

napsti 4 — 8 kV jsou elektrony vytrhovany z povrchu tors?.

i100um 11BB16kY
Obr. 6 — Schottkyho katod¥!

Autoemisni tryska

Elektrony emituje studené wolframové vlakno vylegalo hrotu, jehoz pmer
je 0,1 um (obr. 7). Naproti vlidknu je undisa elektroda s kladnymigdpEtim. Kolem
hrotu tak vznika elektrické pole, které vytrhavéketony z povrchu hrottd®.

Elektrony emitované katodou jsou poté postupdsavany do kruhového otvoru

anody, ktera jim dava zrychleni naijat tubusem mikroskopu.
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Elektrony jsou urychlovany urychlovacim i 0,1 — 30 k3. Jejich vysoké
energie ale vedou k posSkozeni vzorku, u nizkychrgghge problém s fokusaaiocek.
Resenim je Gentle Beam mode pouzivany firmou JEQly je primarni svazek
elektroni pied dopadem na preparat zkizd

Metoda Gentle Beam vytiidvysoké rozliSeni ip nizkém urychlovacim na&g
(0,1 kV), umozuje pozorovani povrchovych struktur a snizuje rebijnevodivych
preparai 1%,

Prednosti autoemisni trysky je jeji dlouha ZivotnastozliSovaci schopnost pod

5 nm, nevyhodou je vysoka hodnota vakua, kterotepaje pro provoz (1®Pa).

200 ym

Obr. 7 — Autoemisni tryska®

V tabulce (tab. I) jsou porovnany jednotlivé zdrejektrori.
Tab. | — Parametry elektronovych trysek

Zdroj elektrori Prameér hrotu Provozn Zivotnost Pozadovane
teplota vakuum
Wolframova 100 um 2700K | 40-80hodin  i@a
katoda
LaBs katoda 10 um 1900 K 200 hodin “1Ba
Schottkyho katods 0,1-1pum 1800 K >2 000 hodin 0°Ra
Autoemisni tryska 0,1 um 300 K >2 000 hodin  ®na
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3.1.1.2 Elektromagnetické ¢ocky

Elektromagnetick&ocky ve skanovacim elektronovém mikroskopu zagsta
zmensuji pitmér primarniho svazku elektréra grenaseji elektronovy paprsek #zste

na preparat. Tubus obsahuje jednu aZkbndenzorovéocky a stigmatoP?.

3.1.1.2.1 Vady elektromagnetickyché&oéek

Sférickd vada
Sféricka vada (obr. 8) je neschopnéstky zaostit vSechny paprsky do jednoho
bodu. Zw¥tSeni v krajich obrazu je jiné nez veéestu. Vada se odstiaje pomoci clony,

to je ale spojeno se ztratowswiné energié*®?,

Obr. 8 — Sféricka vad&d®

Chromaticka vada

Chromaticka vada (obr. 9) vznika udledku rozdilnych energii elektrbna
kolisanim urychlovaciho nap. PomalejSi elektrony jsou vychylovany jinak, nez
elektrony svySSi rychlosti. Vadu je mozné omeziepZenim koherentnosti

elektronového svazku, ale nelze ji odstr&f?.
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Obr. 9 — Chromaticka vadd!

Osovy astigmatismus

Pricinou astigmatismu (obr. 10) je nesymetrické maghkéti pole
elektromagnetickyckio¢ek, ale i néistoty na vnitnich plochach mikroskopu, u kterych
muze dochazet k nabijeni. Astigmatismus se korigymqxi stigmatoru. Ten byva

uloZen uvnit druhého kondenzofi1>?,

Polomeér disku
s nejmensim rozptylem

Obr. 10 — Osovy astigmatismti¥

3.1.2 Zobrazovaci soustava

Zobrazovaci soustava je tema objektivovowrockou, komorou preparatu a detektory

signah.
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3.1.2.1 Objektivovéa ¢ocka

Objektiv je poslednito¢kou v soustad cocek s nejétSi vykonnosti a nejkratSi
ohniskovou délkou. Objektivovotnckou prochazi primarni svazek elektiorktery je

zaostovan na povrch preparéatu.

3.1.2.2 Komora preparatu

Komora obvykle obsahuje eucentricky stolek pro Kr¥aorku. Drzak slouZzi
k upevréni vzorku a k manipulaci s nim. Stolek je ovladaikrometrickymi Srouby
bud’ rucné, nebo pomoci mototk Déle obsahuje antikontamitrd z&izeni, které
zabraiuje kontaminaci vakuarpozéeni preparatu. V konte se také nachazi askeni
komory a detektory sign@&l Komora ma vlastnéerpani difuzni vygvou. Vzorky se
vkladaji do komory pes gedkomirku, ktera se pakipdierpa. V pipac, Ze mikroskop
predkomirku nema4, je vybaven dostate vykonnymi vywvami, které zavzdu&nou

komoru rychle vyerpajit®?.

3.1.2.3 Detektory signaki

3.1.2.3.1 Detekce sekundarnich elektrofi

Detektor k detekci sekundarnich elekikaryvinul V. K. Zworykin, J. Hillier a R.

L. Snyder. Pozgi byl zdokonalen T. E. Everhartem a R. F. M. THeyem, proto se
mu takéifka Everhart-Thornleyv detektor®?.

Detektor se sklada ze scintilatoru, urrgtho uvnit Faradayovy klece, ktera je
uvnitt komory prepardit Sekundarni elektrony maji nizkou energii, pro® ®a
scintilator gitahuji pomoci pepsti +10 kV. Diky kladnému nagi mohou byt elektrony
zachyceny ve velkém prostorovém uGhlu. Elektrony pakudi fotony, které jsou
vyvedeny do fotonasot® a jsou pevedeny na elektricky impuls. Z vyvySenych oblasti
preparatu se k detektoru dostane vic elekirgmoto se na obrazovce jevi jakast&

misto®,

10
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3.1.2.3.2 Detekce z@tné odrazenych elektroni

Stejre jako u sekundarnich elektrbn zpétné odrazené elektrony Ize detekovat
Everhart-Thornleyovym detektorem. Detektor je usmista okraji pdlovych nastaric

DalSim detektorem, ktery se vyuziva k detekcitmp odrazenych elektragn
v mikroskopu JEOL 7401F je YAG detektor. Aufrat YAG detektor pai mezi
detektory s nejvySSim rozliSenim, umajci pozorovani markér koloidniho zlata.
Detektorem mohou byt detekovany zléééstice o velikosti 10 nm, a to i ve FESEM,
ktery pracuje v kryo moédir®. Fi urychlovacim nagti do 5 kV je moZzné pozorovat
nand@astice o velikosti 5 — 10 nm. Pro detekéistic menSich jak 1 nm je peba

vy3siho urychlovaciho nap (~25 kV)¢.

3.1.3 Vakuovy systém

Vnitini prostor mikroskopu musi byt evakuovan, protamroskop vybaven
vyvévami. Ri vySSim tlaku by dochazelo ke srazkam elekirermolekulami vzduchu a
tak ke zmen¢ jejich sneru. Dale ke zavzdugni katody a k jeji korozi a k rychlé
kontaminaci vnitniho prostoru mikroskopu.

Rotani vywva pecerpava vnini prostor mikroskopu a komoruripvyméng
preparai. Snizuje tlak na hodnotu 1@Pa. Poté zfina pracovat difizni vyva, kteréa
snizuje tlak na hodnotu F(Pa. Tato hodnota vakua nesta oblasti elektronové
trysky. Zde je zapdebi iontové vyivy, kterd tlak jest snizi®?. Jest vyssiho vakua
dosahuije turbomolekularni viwa, ta je schopna snizit tlak az na'i@al*®.

3.2 Rozptyl elektrona

Obraz vznika interakci elektréns preparatem. iPinterakci se mze elektron
odchylit do jiného srru bez ztraty energie, nebo projde preparatem bg&ny sneru

se ztratou energie. Podle toho se jedn# dpruzny, nebo nepruzny rozpiiA.

11
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3.2.1 Pruzny rozptyl

Pti praletu elektronu preparatem jsou elektrony vychylg@og ugitym uhlem.
Kdyz proléta elektron blizko jadra, te byt i zgtné odrazen. Energie 2me
odrazenych elektrdnje zhruba stejna jako energie primarniho svaz&ktedni. Zpstné
odraZzené elektrony jsou citlivé na atomaiélo, davaji nam igdstavu o povrchové

morfologii a o prvkovém slozeH®2,

3.2.2 Nepruzny rozptyl

Pfi nepruzném rozptylu dojde ke srdzce primarnictktedat s elektrony na
orbithch preparatu. Primérni elektronyeg@aji energii elektranm na orbitach, ale
nedochazi ke z#mé jejich sneru. Jako produkt nepruznych srazek vznikaji sekurida
elektrony, které nam po detekci davajegstavu o morfologii povrchu preparatu.
Elektrony jsou uvalovany ze slupek a jejich misto je nahrazeno elaktmo z vySSi
valertni slupky. Rozdil v energiich je vy ve fornd rentgenového zani a

katodoluminiscence. Pomoci nich Ize zjistit prvkal@Zeni preparatt®2.

Na obrazku (obr. 11) jsou znazeémy jednotlivé signaly, které vznikajifip
prichodu primarniho svazku elektfopreparatem.

incident electron beam

back-scattered e's characteristic X-rays

, Bremsstrahlung X-rays
secondary e's g A-ray

visible light (cathodoluminescence)
Auger e's

heat

sample surface

Obr. 11 — Interakce elektrars povrchem vzork”
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Oblast pod povrchem preparatu, ve které sdi tpanotlivé signély se nazyva

excitatni objem (obr. 12).

/ /1OA- Augerovy elektrony

50-500;5\ sekundarni elektrony
xd zpétné odrazené
‘ '_ elektrony
£ ~ charakteristické rtg.
R % zafeni
R{x}; E=E,
E=0

brzdné rtg. zafeni

[\ sekundarni fluorescence
vyvolana rtg. zarenim

prostorové

- rozliseni |

zpétné odraZenych
elektronu

-

- rtg.zafeni

Obr. 12 — Excitani objem!*®!

3.3 Priprava vzorki

Vzorky nelze pozorovat bez jakékoli Upravy, musinepat ugita kritéria.
Biologicky material nesmi obsahovat vodu, musi &yEtény, stabilni ve vakuu, ip
oz&eni primarnim svazkem elektniona musi produkovat dostate mnozstvi
sekundérnich a odraZzenych elekfroMSechny vzorky musi mit také vhodnou velikost,

aby se vesly do komory prepar&f®?.
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3.3.1 Pr¥iprava preparati chemickou cestou

3.3.1.1 Ocisténi preparatu

Ve wtSineé pripadi nejsou povrchy ziskanych vzdrKisté, obvykle se na nich
objevuji rgjaké kontaminace. Kontaminace lze odstranit pommiozety, roztoku
s chloridem sodnym, ofukovanim tlakovym vzducheehacentrifugacf™.

3.3.1.2 Fixace

Po a@isténi nasleduje fixace. Cilem fixace je zachovat pr&peo nejvice podobny
nativnimu stavu a zabranit degr&dem proce8m. PouZivaji se jak chemické, tak

fyzik&lni metody. Fixaci mZzeme urychlit mikrovinnym ozénim.

Chemicka fix&ni cinidla se d@li do dvou skupin:
» Koagulatory (neaditivni) — denaturuji proteiny,ugpbuji jejich srazeni (n&p
metanol, etanol, kyselina chlorovodikoV.
* Nekoagulatory (aditivni) — dochazi kgmén¢ cytoplazmy v gel. Tato fixace
Iépe zachovava betinou ultrastrukturu (nap glutaraldehyd, formaldehyd, oxid

osmitely, manganistan draselny.

Aldehydy:

Glutaraldehyd je bezbarvé kapalina Stiplavého Zapagi fixaci reaguje hlavé
s peptidy a bilkovinami. Nereaguje s lipidygkterymi polysacharidy a proteoglykany.
Glutaraldehyd ma vyrazn nizSi penetréni rychlost nez formaldehyd. Rychlost
pronikani glutaraldehydu do tk&je ~ 0,2 - 0,34 mm/ho@”?,

Formaldehyd je za pokojové teploty plyn se Stipfavgapachem. Komémne¢ se
prodava jako vodny roztok s koncentraci 40%. Méokgs penetréni rychlost, a to
diky své malé molekul& asto se pouziva kombinace glutaraldehydu s forrhgttim.

Glutaraldehyd zartuje kvalitni a formaldehyd rychlou fixa&i?2.

14
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Oxidani ¢inidla:

Oxid osmtely se za pokojové teploty vyskytuje ve farrkrystalki nazloutlé
barvy, je velmi ¢kavy a velmi reaktivni. Jeho pary maji drazdivyeptavy @inek.
K manipulaci s oxidem osgelym musime pouZivat déb wtranou digestb Ma silné
oxidani inky. F¥i reakci s organickymi slagninami vznika tzv. osmiové&en.
Vzhledem kvysoké reaktivit a tkavosti se roztoky skladuji ve skksrych

ampulich?®.

Zpusob fixace
Imerzni fixace spd@vajici v pondeni ziskaného materialu do fiérdho roztoku.
Perfuzni zfsob fixace je mozné pouzitigxperimentu na pokusném gfi, kterému

se v celkové anestézii vikuje fixacni roztok gimo do krevnihdgesists 24,

3.3.1.3 Dehydratace

Jde o nahrazeni vody organickym rozpddim. Vzorky dehydratujeme, aby
nedochazelo k bdlivému uvohovani vody ze vzoik ve vakuu. Nejastji se pouziva
etanol nebo aceton.fiPodvodréni prochazi vzorelkkadou roztok se zvysujici se
koncentraci rozpou&dla, az dojde k Uplnému nahrazeni vody. Doba oddmidie
piimo umérna velikosti preparatu. Dehydrataci ibeme urychlit mikrovinnym

oz&enim??,

3.3.1.4 SuSeni

Po dehydrataci nasleduje suSeni. Preparat je muyséSit na vzduchu, ale
dochéazi ke vzniku artefaktReSenim tohoto problému je metoda kritického bodierak
slouzi k odstragni dehydraténiho ¢inidla. Fi této metod je vzorek vioZzen do
specialni uzatené preparatové komory aparatury pro susSeni methdiického bodu.
Poté je zaplaven kapalnym oxidem dtfim pii teplo€ kolem 10°C, kterym se nahradi

dehydratani cinidlo. Preparatova komora secme zaliivat, kapalny oxid uhtity
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piechazi do plynné formy nagstich komory, takZze v ni roste tlak i teplota azatioe
kritickych hodnot (teplota 36 — 40°C, tlak 73 atri)tomto bo@& zmizi rozdil mezi
plynnou a kapalnou fazi oxidu uéiteho a povrchové nég je rovno nule. Pravted” se

prevede kapalina na plyn, ktery se poté vypusti zdegii®.

3.3.1.5 Lepeni

VysusSeny preparat se nalepuje na hlinikové krulpmgdozky a poté se pokovuije.
Velké predmety se na ter lepi pomoci koloidniho Hbra, malé pedmety prilepime

oboustrannou lepici uhlikovou paskot

3.3.1.6 Pokoveni

Vzorky musi byt vodivé, ale uzemmé, aby se zabranilo hronteud
elektrostatického naboje priméarnich elekfropod povrchem preparatuchem jeho
prohlizeni v SEM. Nevodivé vzorky maji tendenci rembijet, kdyZ jsou skanovany
paprskem elektran To vede Kadc artefakfi. Proto byvaji vzorky pokryty vrst¥kou
vodivého materialu o tlotise 10 - 20 nm. V s@asnosti se pouziva zlato, slitina platina

s paladinem, plating".

Pokoveni nizeme proveéstdkolika zpisoby.
» Vakuové napivani
Kov se v nap#vaci aparatie zalteje na teplotu, ip které se z jeho
povrchu z&nou odp#ovat jednotlivé molekuly. Ty se od zdrojéis po dopadu
na chladgjsi predmeét kondenzuji. Touto metodou ale vznikaji na prefpara
stinyY,
* lontové napraSovani
Ucinkem elektrického nagi vznikne usmrnény vyboj. Ri vyboji dojde
k ionizaci plynu. Vzniklé ionty jsouifitahovany ke katat] ktera je obklopena

napraSovanym kovem. Urychlené ionty vyrdZégtice kovu, které se rozptyluji
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srazkami s dalSimi molekulami a ionty plynu, vzrakmrak, ktery obali povrch
preparatu tenkou vrstvou koW,
* Impregnace
Vytvoreni nanosu kovu na povrchu preparatu chemickoweeZtlozena

na reakci osmia s kyselinou tanovdtL

V pripact imunolokalizace pokovujeme jen kdyZ je to nezbywistva kovu musi

byt co nejtenii, aby nezakryla markery.

3.3.2 Priprava preparata fyzikalni cestou

Velkou vyhodou fyzikalni fixace je rychlosttipravy a zachovani povrchové
struktury. Nedochazi ipdevSim ke z#mam tvaru v dsledku odstrami vody
Z preparatu, protoZe ¥m zistava ve forma ledu (obr. 13). Z hlediska imunoziemi je
pozitivni skuténost, Ze nedochézi k denaturaci praigigregaci, ztrét aktivity
enzymi ani osmotickym znam!?°.

Pro owieni do jaké miry ovliiuje zpisob gipravy preparatu jeho velikost byl ve
studii M. PSeniky, Ph.D. (obr. 13) pouzit skanovaci elektronovykmskop JEOL
6300, environmentalni skanovaci elektronovy mikapskuanta 200 FEG a skanovaci
elektronovy mikroskop s vysokym rozlisenim JEOL ¥B® kryo nastavcefff.

17
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Cryo-FESEM

Obr. 13 — Spermie jesetdfd

3.3.2.1 Kryofixace (mrazova fixace)

Cilem kryofixace je ochladit preparat pod rekrygtni teplotu bez tvorby
krystali a dosahnout tak vitrifikovaného stavu vzorku. Adsy minimalizovaly Skody
b&hem mrazeni, musi byt rychlost kryofixace co nejiy$10 000°C/slf>I?e],

Bunky se asi z 80% skladaji z vody. Voda mrzne prates®mogenni nebo
heterogenni nukleace. U homogenni nukleac¢eaa @i 235 K vznikat krystaly ledu,
které funguiji jako krystalizai zarodky. S krystalizaci ledu je spojeno westani tepla,
které oliiva cely systém a udrZuje ho v oblasistu krystah. U heterogenni nukleace
pasobi v roli krystalizanich zarodk nerozpustnéastice12¢!,

K zamrznuti biiky dojde i 233 K. Hi této teplo¥ dochazi k tvor® krystali ledu
a nist pokr&uje az do dosazeni rekrystalina teploty, ta ma hodnotu 188 K. Teplotni
interval, @ kterém dochazi k tvotb krystali lze zkratit oSéenim vzorku
kryoprotektantem. Kryoprotektant je latka, kter&agje teplotu heterogenni nukleace a

zvysuje rekrystalizani teplotut?>12¢!,
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Kryoprotektanty dlime na d¢ skupiny — penetrujici a nepenetrujici. Penetrujici
pronikaji do btiky a jejich organel (n&pglycerol). Nepenetrujiciistavaji vié buiky
(nag. sacharéza, polyvinylpyrrolidon, dextraft).

Jako chladici médium se pouziva propan, etan, kapalny dusik. Propan a etan
jsou ale vysoce explozivni. U kapalného dusikugeyhoda v tom, Ze ma blizko bod
tani a varu. Proto musi byt vzorkyfi ppouziti kapalného dusiku ofety
kryoprotektanten®f>2¢.

Mezi metody kryofixace p#t imerzni kryofixace, kdy je maly kousek tkén
ponden do kapalného chladiciho média. Dasi metodoigfe fressure freezing, nebo-
li mrazeni za vysokého tlaku. Vzorek je za tlaku06® baé zmrazen za #kolik

milisekund. K mrazeni je mozné pouzit i kapalnyiklus

3.3.2.2 Mrazové metody

Mrazové lamani (freeze fracturing) odhaluje povranganel. Lom se 8icestou
nejmensiho odporu, nigsgji podél membran (obr. 14).

NG N

Obr. 14 — Mrazové lamah?!

Mrazové leptani (freeze etching) jgasténa sublimace ledu po odkrojeni

zmrazeného preparatu za snizeného tlaku (obr. 15).
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Mrazové suSeni (freeze drying) se pouziva iipguk, kdy nema& mikroskop

kryodrzak. Zmrazeny preparat se umisti do vakuechse z& vysublimovat led”.

Tyto mrazové metody se provadi v kryokdedobr. 16), ktera je ifpevréna
k mikroskopu. Komora obsahuje nastroje pro mrazéwéni, sublimaci a ¥&zeni na

pokoveni vzorkd®.

Obr. 16 — Kryokomora cryo alto 2500 (Gaté&h)
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4 IMUNOZNA CENIi

Imunocytochemie je technika, kterouibeme identifikovat antigen v tkai®.
Umoziuje sledovat umishi proteinu v rdmci hiky i v ramci tkag c¢i celého

organismu®”.

Antigen

Antigen je jakékoli latka, ktera apobi vyvolani imunitni reakce. Ngjstji jde o
proteiny, polysacharidy nebo nukleové kyseliny. Ki@tni misto antigenu, na které se
vazi protilatky se nazyva epitop.

Autoantigeny jsou antigeny, které pochazi z vldsirdrganismu a proti kterym se

tvori specifické protilatky.

Protilatka

Protilatka (obr. 17) je protein produkovany imuitnsystémem jako ochrana
proti infekci 8. Sérové protilatky neboli imunoglobuliny se skifidze dvou &Zkych
peptidickychrettzci o hmotnosti 50 kDa a dvou lehkyg¢btézci o hmotnosti 25 kDa.
Obafetézce obsahuji jak konstantni, tak variabilni obla&étszce jsou usp@dany do
tvaru pismene Y a jsou vzajemspojeny disulfidickymi ristky B%. Tezké retszce
obsahuji jednu variabilni doménu i &z ¢tyii konstantni domény (obr. 18). Kazda
doména se sklada asi ze 110 aminokyselin.

Fab oblast (fragment antigen-binding) je oblastrkise vaze na antigen (obr. 19).
Tvori tzv. paratop = misto pro navazani antigenu. @blg®u tvaeny jednou
konstantni a jednou variabilni doménou jak z lelokéhk z &7kéhoietszce!?.

Fc fragment (fragment crystallizable) je oblastiér@a konstantnimi oblastmi

t&zkychretszca, kterd reaguje s receptory na povrchudsubr. 19)4,
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~ Antigen binding sites —‘
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on light chain

. Constant region
~ on light chain

Constant region
on heavy chain

Obr. 17 — Protilatk&?

bridges

Heavy chain —

Light-chain
hypervariable
regions

Light chain

-
Heavy chain
Antigen
binding  Fab
= Heavy-chain
hypervariable
regions
T Papain cleavage site
Interchain . o
disulfide Hinge region
bonds Papain cleavage sites
Biological Complement-binding region
::mon I'!mchal" Carbohydrate
disulfide
bonds Wy and ¥y variable regions
R Cp and Cpy: constant regions
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Obr. 19 — Fab a Fc fragméfit
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Rozeznavame ipmé a nefimé imunozné&eni. Ri piimém imunozn&eni je
protilatka antigenu oz@ana markerem a fj{no reaguje s antigenem. e
imunozn&eni vyuziva pouze jednu protilatku, je rychlé adsrég ale ma nizsi citlivost.
Je nutné, aby se dany protein vyskytoval ve vzarkiostaténém mnozstvi. Nefmé
imunozn&eni je dvoustujpova metoda. Primarni protilatka, ktera se vazent@en je
neoznaena. Ozn&na je sekundarni protilatka, kterd ma afinitu ikngrni protilatce.
Sekundarni protilatka pak reaguje s primarni patkdu, proteinem A nebo G. Protein
A se vaZe na Fc konec primarni protilafg*>1>7,

Sekundarni protilatka jeétsinou polyklonalni a azé&kolik molekul protilatky se
muze navazat na primarni protilatku. Tak dojde kleesisignalu, protoZze jedna

molekula antigenu je oztena mkolika molekulami markertf®!.

4.1 Markery

V pocatcich elektronové mikroskopie byly pro imunocytectické znéeni
pouzivané markery obsahujici kov, haferritin, nebo kenova peroxidaza (HRP).
Ferritinové markery byly pouzivany hlavipro zng&eni povrchi buntk. HRP markery
zase snadno pronikaly do kikn Pozdaji byly zavedeny i dalSi markery a technika se

rozvinula®®.

4.1.1 Enzymové markery

Enzymové markery byly objeveny v roce 1966 Nakaadpiercent™®.

Mezi nejpouzivagSi enzymové markery pat peroxiddza kenu selského
(horseradish peroxidase HRP) a alkalicka fosfata#ialine phosphatase ALP). Mezi
dalSi patti glukosooxidaza B-D-galaktosidaza.

Enzymové markery se pouZzivaji pro transmisni ebektvou mikroskopii.
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4.1.2 Koloidni zlato

Castice koloidniho zlata byly poprvé zavedeny Famlka Taylorem v roce
1971°%8% poprvé byly pouzity jako markery pro transmisiek&onovou mikroskopii
a nasleda také pro skanovaci elektronovou mikroskdpii Roku 1974 zavedl Romano
zlatem zn&ené sekundarni protilatksy?.

Elektrodenzni zlatéastice jsou v elektronovém mikroskopu #®bviditelné.
Nejsou véazany naimunoglobuliny st&jnjako v gipad enzymovych nebo
fluorescentnich markar ale jsou spojeny nekovalentnimi vazb&f!.

Postupentasu byly velké koloidntéastice zlata nahrazeny mensimi o velikosti
4 — 20 nm. K dispozici jsouizrg velké koloidy (Slot a Geuze 1985), které uig¥
vicenasobné ziani.

Jejich giprava je jednoduchad a levna. Jsou vymdb chemickou redukci
z vodného roztoku kyseliny chlorozlatitd.

Pro vicenasobné imunoziemi se pouziva koloidni zlato trznych velikostech.
Casteky se musi ligit velikosti ~ 10 nm, aby se zab@miejasnostemipprohlizeni.
K dispozici mame jen dvrazné velikosticastic, proto Ize imunozid jen dva proteiny.
DalSi mozZnosti jak vicenasabmn&it je pouziti markek odliSnych tvait (nag. étverec,
pyramida,..Y**.

Koloidni ¢astice nemusi byt vzdy zlaté, je mozné je viitvioz dalSich prvk —
z platiny, stibra, paladia, ruthenia, rhodia a Zeleza. &hto kowi, krong zlata a
paladia, niZe byt problém s konjugaci molekul. Tomu se daaabtim, Ze se vytud
sastice s jadrem pozadovaného kovu a obali se tensoeou zlatd®*.

4.1.3 Quantum dots

Quantum dots byly objeveny nacatku 80. let 20. stoleti Alexeiem Ekimovem a

Louisem E. Brusem. Termin quantum dot vytvMark Reed*”.

24



Moznosti vicenasobného imuno#eai biologickych preparétve skanovacim elektronovém mikroskopu

Quantum dots jsou asi 3 — 10 nm velké a jsou vyrébe polovodiového
materialu. Jsou zikmiku, nebo selenidu kademnatého, ktery je obklopdfidem
zinetnatym.

Quantum dots emituji stlo od infraéerveného po ultrafialové (obr. 20). Barva
switla zavisi na velikosttastic. \&tsi emitujicervené sitlo, mensi modr&®1e4,

Maji uplatreni ve vypd@etni technice, biologii, lékatvi a fotovoltaickych

zaizenich.

2.3 p 5.5

Size (nanometers)
Obr. 20 — Quantum dot¥

4.1.4 Jiné markery

Radioizotopy se vyuZivaji pro vicendsobné imunéena Izotop se ifipojuje na
antigen, ktery pak reaguje s protilatkami. Spekéicprotilatky jsou tak ozrany
antigenem, ale stale maji jedno vazebné misto vphoénavazani dalSi molekuly

antigenu®?!.

4.2 Priprava preparata pro imunoznateni

Priprava preparét pro imunozn&eni neni Uplé totoZzna s obvyklou ffipravou
preparai. Je zde &kolik odliSnosti.
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V prvni fazi g@ipravy se prepardt nemusi fixovat, nebo se fixujgh 4
paraformaldehydem.

V piipac, Ze se vzorek v prvni faziipravy nefixuje, nespecificka vazebna mista
jsou zablokovana a poté je vzorek pokryt roztokenelonjugovanymi primarnimi
protilatkami ve fosfatovém pufru. Nasleduje promygorku pufrem a poté se vzorek na
60 minut pokryje roztokem se zlatywasticemi a zafixuje se 2,5% glutaraldehydem. Za
Gcelem zvyseni citlivosti detekce, nebo-li zesilaghalu z@tné odrazenych elektran
se mohou markery pdgdrit. Poté nasleduje promyvani fosfatovym, nebo
kakodylanovym pufrem a postfixace QsMakonec se preparat dehydratuje, susi a
kdyZ je to nezbytné pokovuje se tenkou vrstvou kovu

Pokud se vzorek v prvni fazitipravy fixuje paraformaldehydem, necha se
nasledg inkubovat s Zelatinou ve fosfatovéem pufru po ddBuminut. Poté nasleduje
blokovani nespecifickych vazebnych mist a pokryztokem s nekonjugovanymi
primarnimi protilatkami ve fosfatovém pufru. Dal$ast gipravy je identicka
s predchozim postupeff?'.
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5 ZAVER

Field Emission Scanning Electron Microscope (FESE&inikroskop s vysokym
rozliSenim, ktery pracuje jak v rezimu sekundarnéektrori, tak v rezimu zginé
odraZzenych elektrdn Pro detekci z§iné¢ odraZzenych elektrdnje pouzivan YAG
detektor, ktery je schopen detekovat markery okesti 1 nm. Diky této schopnosti je
FESEM vhodnym fistrojem pro detekci imunozéeanych protilatekdmito markery.

Existuji mizné typy market, nag. quantum dots, radioizotopy, enzymy, ale pro
FESEM je nejvhod&sSim markerem koloidni zlato. Elektrodenzni zl&éstice jsou
v elektronovém mikroskopu dédviditelné.

V souwasné dob je vicenasobné imunozteni omezeno dostupnou velikosti
pouzivaného koloidniho zlata. DalSi moznosti, jagemasobné zgani rozsit, je
pouziti markel odliSnych tvait (nag. ¢tverec, pyramida), nebo vyuZiti koloidnich
¢astic vyrobenych ziznych kowi (platina, stibro, paladium, ruthenium, rhodium a

Zelezo).
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