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Annotation

Nowadays, electron microscopy is a widespread method used in many biological
branches like medicine, physical science, mikrobiology or material technology.

Scanning electron microscope is a type of an electron microscope that shows the
sample surface by scanning it with a high-energy beam of electrons in a raster scan pattern.
The signal of electrons reveals information about the sample such as morphology, chemical
composition and structure and materials.

Gold nanoparticles are widely used as a marker for immunolabeling in these days. The
main point of this research was to find other nanoparticles, which can be used for multiple
immunolabeling. The main task of this study is to conjugate these particles with atibodies, to
use them for immunolocalisation on the convenient biological sample and to observe it in

FESEM JEOL JSM-7401F.
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Uvod

1. Uvod

1.1. Elektronovai mikroskopie

Po staleti byl opticky mikroskop zakladnim nastrojem v biologii. Elektronova
mikroskopie vSak daleko ptesdhla moznosti svételného mikroskopu diky velké rozliSovaci
schopnosti a moznosti velkého zvétSeni. V dneSni dobé€ je to pravé elektronova mikroskopie,
ktera je pouzivana pfi studiu biologickych objektl. Je to metoda, kterd umoznila studium
mikrostruktur, ale i nanostruktur zkoumanych biologickych objekta.

Diky vysoké rozliSovaci schopnosti téchto mikroskopli mohou byt studovany
jednotlivé ¢asti bunky, povrchové struktury i pochody, které v nich probihaji [32].

Elektronovy mikroskop byl pielomovy vynalez 20. stoleti. V roce 1935 Max Knoll
navrhl skenovaci elektronovy mikroskop (dale jen SEM) [33]. O tii roky pozdéji Manfred von
Ardenne poprvé sestavil skenovaci transmisni elektronovy mikroskop [69][50]. V roce 1942
rusko-americky védec Vladimir Zworykin obohatil SEM o fotonasobi¢ zesilujici signal z
detektoru sekundarnich elektronti. Béhem vyvoje se védci snazili aplikovat i autoemisni
trysku k dosazeni vyssiho kontrastu [71].

Od prvniho vyobrazeni povrchu ziskaného pomoci skenovaciho -elektronového
mikroskopu Knollem v roce 1935 skenovaci elektronova mikroskopie vyznamné pokrocila.
Od t¢é doby pouziti tohoto mikroskopu dovolilo bliz8i poznani ultrastruktury povrchii riznych
biologickych vzorkt [33].

V elektronovém mikroskopu jsou svételné paprsky nahrazeny svazkem urychlenych
elektront. Ty maji zdporny naboj a je mozné je urychlovat urychlovacim napétim. Elektrony
maji také zanedbatelnou hmotnost v porovnani s protony a neutrony. Diky nizké hmotnosti
elektrony nedevastuji pozorovany material [75].

Sklenéné cocky, které upravuji sbihavost a rozbihavost paprskii u svételného
mikroskopu, byly nahrazeny ¢ockami elektromagnetickymi.

Proud rychle leticich elektronti je veden vnitinim prostorem mikroskopu, ktery je

vycerpan a dopada na povrch preparatu [72].
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SEM je pfistroj ureny k pozorovani povrchli a morfologii pozorovanych objektl. Je
také oznaCovan jako rastrovaci ¢i fadkovaci elektronovy mikroskop, protoze pfi praci s nim
primarni svazek fadkuje urcitou plochu na povrchu dané¢ho preparatu. Jeho popularita spociva
v moznosti ziskat obrazky povrchi Sirokého spektra biologickych materiald, jakymi mohou
byt bunky, tkanové povrchy, intracelularni povrchy, izolované organely nebo molekularni
struktury jako viry, proteiny, nukleoproteinové komplexy nebo nukleové kyseliny. Umoziiuje
pozorovani a charakterizaci vzorki, jejichz velikost je omezena na jedné strané velikosti
posunti preparatového stolku uvnitt vakuové komory, do niz se vzorek vklada, na druhé strané
ptipravou vzorki uréené k pozorovani [46].

V dnesni dobé maji skenovaci elektronové mikroskopy vybavené autoemisni tryskou
tak velkou rozliSovaci schopnost, ze umoziuji rozli§it i nanocastice zlata o velikosti
nanometrt, které se pouzivaji pfi imunolokalizaci. Nejvice je uplatiiovano zlato, protoze se
v disledku svého vysokého negativniho naboje vaze na vétSinu bilkovin a tvoii s nimi stabilni
sol [19].

Cilem mé prace bylo najit dalsi vhodné markery, které budou viditelné ve skenovacim
elektronovém mikroskopu s autoemisni tryskou. Takové markery navéazat na protilatku a s ni

provést imunolokalizaci na vhodném modelovém systému.
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2. Teoreticka cast
2.1. Skenovaci elektronovy mikroskop FESEM JEOL JSM-7401F

Mikroskop FESEM (field emission scanning electron microscope) JEOL JSM-7401F
je vysoko-rozliSovaci skenovaci elektronovy mikroskop. Jako zdroj elektronii pouziva
autoemisni katodu (FE gun) [1].

Dale je mikroskop vybaven elektromagnetickymi objektivovymi ¢ockami, r — filtrem a
specidlnimi pracovnimi médy pro detekci signali na urcité urovni energie elektront. Diky
témto technologiim se zlepSila rozliSovaci schopnost mikroskopu pfi nizkém urychlovacim
napéti. Mikroskop je dale vybaven Autrata — YAG detektorem, pro detekci zpétné odrazenych
elektronti a kryokomorou CRYO ALTO 2500, zhotovenou firmou GATAN, ktera umoziuje

pozorovani zmrazenych biologickych preparata [21].

2.1.1. Zdroj elektronii

Ve skenovacim elektronovém mikroskopu FESEM JEOL JSM-7401F jako zdroj
elektront slouzi autoemisni tryska (obr. 1). Je vykonnéj§im zdrojem elektront s vyrazné delsi
zivotnosti. Autoemisni tryska produkuje svazek primarnich elektroni o priméru nékolika
jednotek nanometri. Elektrony jsou uvolfiovany wolframovym vldknem, které ma
v autoemisni trysce hrot vyleptany do atomarni velikosti (60 — 200 nm). Proti hrotu katody je
umisténa anoda s kladnym napétim 5 kV. Kolem hrotu pak vznikne elektrické pole, diky
kterému se zacnou vytrhavat elektrony z wolframového vldkna. V okoli autoemisni trysky je

prostor vy&erpany na hodnoty vakua okolo 10~ Pa [70].
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Obrazek 1. Autoemisni tryska [4]

2.1.2. Tvorba obrazu

Zakladnim jevem pfi tvorbé obrazu je interakce mezi primarnim svazkem elektront a
preparatem v prostoru vycerpaném na hodnoty vakua.

Na obrazku 2. je zndzornén excitacni objem. Je to oblast pod povrchem preparatu, kde
jsou primdrni elektrony brzdény a vznikaji jednotlivé signaly. Zménou urychlovaciho napéti
se meéni 1 tvar excitatniho objemu. S klesajicim urychlovacim napétim se excitacni objem
stava mel¢im, a tim se snizuje i rozliSovaci schopnost mikroskopu. Na druhou stranu se tim

snizi riziko nabijeni vzorkl [71].
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sample surface
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Obrazek 2. Excita¢ni objem uvniti vzorku [11]
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Pii interakci primarniho svazku elektronti s povrchem preparatu miize dojit ke dvéma
jevam — elastickému a neelastickému rozptylu.

Elasticky rozptyl je také oznaCovan jako pruzny. Dochdzi k nému, kdyZ urychleny
elektron proléta elektronovym obalem atomu preparatu beze zmény energie, ale se zménou
sméru trajektorie. Uhel vychyleni je tim vét§i, ¢im blize miji elektron jadro a &im vétsi je
naboj jadra. Tento uhel mize dosdhnout i 180° od pivodniho sméru drahy a tento typ rozptylu
je zdrojem zpétn¢ odrazenych elektronti.

Neelasticky (nepruzny) rozptyl vznika pii sraZce primarnich elektronii s elektrony
preparatu. Po této srazce primarni elektrony piijdou o zna¢nou cast své energie, ale nedojde
k odchyleni od plvodni drahy [22]. Pfi této interakci mize dojit k vyfazeni elektronu
z elektronového obalu. Pokud tyto elektrony vzniknou v blizkosti povrchu, znéj mohou
vystoupit a jsou detekovany jako sekundarni elektrony. Diky své nizké energii dokonale
mapuji povrch vzorku.

V SEM je vysledny obraz tvofen za pomoci sekundéarnich signalti — zpétné odrazenych
elektront (BSE, backscattered electrons) a sekundarnich elektronti (SE, secondary electrons),
to je povazovano za metodu nepiimou. V komote vzorku vznikaji i dalsi signaly jako je

rentgenové zareni, kadotoluminiscence nebo Augerovy elektrony (obr. 3) [71].
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Obrazek 3. Interakce elektrontli s preparatem tvorenym tenkou vrstvou [3]

Tvorba obrazu spociva v detekci signalu, uvolnéného po dopadu primarnich elektronti
z daného mista preparatu. Kazdy signdl nese urcitou informaci o preparatu. Sekundéarni nebo
zpétn¢ odrazené elektrony dopadnou na detektor. Poté vznikne foton, ktery je zesilen ve
fotondsobi¢i a zpatky preveden na signal elektricky. Signal je zpracovdvan v detekcni
soustave. Po digitalizaci je veden do pocitace. Vysledkem je obraz na monitoru pocitace,
pficemz plati, ze ¢im svétlej$i misto na obrazu monitoru, tim silnéjsi je signdl detekovany
detek¢éni soustavou.

Detekei sekundarnich elektroni se ziska topograficky kontrast a detekci zpétné
odrazenych elektronii materidlovy kontrast. Vysledkem kombinace obou signalii je informace
jak o topografii povrchu vzorku, tak o jeho materidlovém slozeni. Kvalitni zobrazeni je vSak
mozn¢ ziskat i za pouziti pouze jednoho signalu.

Sekundarni elektrony se od zpétné odrazenych elektront odliSuji svoji nizkou energii
(rychlosti). Vzhledem k jejich nizké rychlosti z vyvySenin na povrchu vzorku se do detektoru

dostane vice sekundarnich elektronli. To se projevi vys$i intenzitou signalu z detektoru a
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v zaveéru svétlym mistem na obrazovce. U prohlubenin (mélkych mist) na povrchu vzorku je

tomu naopak [70].

Obrazek 4. Biologické vzorky produkuji méné zpétné odrazenych elektront na rozdil od

denzniho materialu jako je ¢astice zlata. Toho se vyuziva naptiklad pii imunoznaceni [46].

2.1.2.1. Detektor elektronti

Prvni, kdo sestrojil detektor pro detekci elektronti, byl Thomas E. Everhart spolu s
Richardem F. M. Thornleyem. Detektor Everhart — Thornleyho je v dnesSni dobé Siroce
pouzivan pro detekci sekundarnich ale 1 zpétné odrazenych elektront [10]. Nevyhodou tohoto
detektoru je skutecnost, ze scintilator, ktery preménuje elektrony na fotony pomoci
katodoluminiscence, postupné ztraci citlivost a musi byt vyménén [70].

Kromé Everhart — Thornleyho detektoru se pro detekci zpétné odrazenych elektrond
vyuziva YAGova detektoru.

Y AGovy detektor je monokrystalicky scintila¢ni detektor aktivovany cerem s citlivosti
pro zpétné odrazené elektrony [51][31]. YAG je zkratka pro yttrio-hlinity granat (Y3;AlsO1»).
Tento detektor je umistény v zadni ¢asti FESEM a pfi pouziti je zasunut mezi vzorek a polové

nastavce elektromagnetické Cocky objektivu [71].



Teoreticka ¢ast

YAG detektor upraveny prof. Autratou je schopny detekovat signaly zpétné
odrazenych elektront pifi nizkém urychlovacim napéti, aniz by se snizila kvalita rozliSeni.
Tento detektor patii v dneSni dobé k tém nejvice pouzivanym. Jeho vyhodou je neomezena

zivotnost [51].

2.1.3. Popis mikroskopu FESEM JEOL JSM-7401F

Na levé stran€ mikroskopu je umistén tubus s elektronovou optikou, ktery je pfipevnén
na horni ¢asti komory preparatu. Ve skiini pod nimi je vakuovy systém. Napravo je obrazovka
monitoru, klavesnice a my$ pro ovladani mikroskopu a kamery. VSechny ostatni soucasti jsou
pod pracovni deskou.

Pod tubusem mikroskopu se nachazi zdroj elektront - autoemisni tryska. Pod ni jsou
kondenzorové a objektivové cocky, které maji za ukol sfokusovat svazek elektroni. Svazek
elektronti prochazi vychylovacimi civkami, které zptisobi, ze po dopadu na povrchu preparatu
svazek rastruje danou plochu. Preparat je umistén na eucentrickém stolku v komote preparatu.

Ten se nachazi v dolni ¢asti mikroskopu v komote preparatu. Na stolek se umistuji
vzorky, upevnéné ve specidlnim drzaku. Stolek je vyroben tak, ze se s nim dd pohybovat,
otacet 1 naklanét, a to pomoci joysticku nebo mysi pocitace. V blizkosti vzorku jsou umistény

detektory signala (sekundarnich elektronti, odrazenych elektroni) [23].
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Obrazek 5. Skenovaci elektronovy mikroskop JEOL JSM-7401F

Obrazek 6. Schéma skenovaciho elektronového mikroskopu [23]



Teoreticka ¢ast

Zakladni pojmy:

Y Rozlifovaci schopnost optické soustavy je nejmensi vzdalenost dvou bodii lezicich vedle

sebe, které je mozné rozeznat danym zafizenim jako oddélené [23]

2 Zvéteni je pomdr velikost obrazu na monitoru k velikosti fadkovani (snimané plochy
preparatu). V SEM je zvétSeni zcela uréeno elektronickymi obvody, které zajist'uji fadkovani

(rastrovani) elektronového povrchu po povrchu vzorku [23]

) Pracovni vzdalenost je vzdalenost mezi vzorkem a elektromagnetickymi Gockami [23]

2.1.3.1. Cocky

Nejjednodussi elektromagnetickou ¢ockou je solenoid. Jde o kruhovou civku, kterd
vytvofenym magnetickym polem ptlisobi na drédhu elektronii. Soustava cocek zajiStuje uzky
prumér svazku primarnich elektronti. Tubus FESEM je tvofen kondenzorovymi cockami,
objektivovou ¢ocku, vychylovacimi civkami a civkami stigmatord, které slouzi ke korekci

astigmatismu [72].
2.1.3.2. Vnitrni vakuovany prostor

Pomoci vakua se snizi pravdépodobnost interakci elektroni se zbytkovymi
molekulami vzduchu, které by ovlivilovaly drahu leticich elektroni [75]. Obecné se
dostatecné vysoké hodnoty vakua pro SEM ziskavaji pomoci difiizni, nebo turbomolekuldrni
pumpy. V obou piipadech se provadi predbézné odcerpani vzduchu rota¢ni pumpou [23].

Ve FESEM JEOL JSM-7401F je vnitini prostor mikroskopu vycerpan na hodnoty
vakua okolo 10~ Pa pomoci iontové pumpy. Nejvétsi hodnoty vakua (10° Pa) jsou v okoli
autoemisni trysky. K odstranéni zbytkovych molekul vzduchu v tubusu a preparatové komote
slouzi difuzni pumpa. Vakuovy systém je plné automatizovan a chranén proti chybam obsluhy

[21].
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2.1.3.1. R-filtr

Po dopadu svazku primarnich elektronii se za¢nou z povrchu prepardtu emitovat
elektrony o razné energii. R — filtr je energeticky filtr slouzici k tomu, aby na detektor
sekundarnich elektroni dopadaly jen elektrony o vybrané energii. Sekundarni elektrony s

nizkou energii jsou zachycené filtrem a ty s vyssi energii jsou detekovany [21].

2.1.3.2. Gentle Beam (GB) méd

GB mdd zpomaluje elektronovy paprsek pred vzorkem, snizuje jeho energii. Tim
udrzuje Uzky elektronovy svazek a minimalizuje se tak poSkozeni vzorku, aby zajistil vysoké
rozliSeni.

Pii nizkém urychlovacim napéti se primér svazku zvétSuje a nasledné se zhorSuje
rozliSovaci schopnost. Tento mdd poskytuje vysokou kvalitu zobrazeni pii nizkém
urychlovacim napéti (100 V — 3 kV). Bez pouziti GB mddu to bylo doposud mozné jen pii

vysokém urychlovacim napéti.

2.1.4. Nizkovakuovy a environmentalni SEM

Environmentalni a nizkovakuovy SEM je elektronovy mikroskop, ureny pro
biologické aplikace, kdy je mozné pozorovat biologické vzorky in vivo, tedy v pivodnim
stavu. Vakuovy systém tohoto elektronového mikroskopu umoznuje ponechat v preparatové
komote dostatecny tlak, aby mohly byt pozorovany zavodnéné. Cenou za moznost prohlizet

zavodnéné preparaty je snizena rozliSovaci schopnost [2].

2.1.5. Kryo-FESEM

Dal$im zatizenim, umoZznujici pozorovat zmrazené biologické materialy, je mikroskop

vybaveny kryostolkem a kryokomorou pro upravu zmrazenych preparati. Kryostolek je
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umistén spolu s antikontaminatorem piimo v preparatové komoie a umoziuje udrzet
biologické vzorky hluboce zmrazené i pfi vlastnim prohlizeni. V piidavné kryokomote, ktera
je ptipojena k mikroskopu, je mozné lamat (freeze fracturing), leptat (freeze etching) a
pokovovat (coating) [32].

Nejprve je vzorek upevnén do kryodrzéku a fixovan ponotfenim do tekutého dusiku.
Poté je vzorek zaveden do kryokomory s vysokym vakuem, kde mtize byt preparat upravovan
jednotlivymi metodami (mrazovym lamanim, leptdnim a pokovenim), a nakonec je vzorek
umistén na kryostolek preparatové komory mikroskopu a pozorovan v kryorezimu.

Mikroskopy vybavené kryokomorou jsou vhodné k pozorovani tepelné nachylnych
materiala jako je naptiklad led [6].

FESEM vybaveny kryokomorou je mnohostranné vyuzitelnd technika, dovolujici
pozorovat 3D organizaci bun¢€k a ultrastrukturu biologickych preparatt [27].

V ptipadé¢ kombinace kryo-FESEM a spravné metody piipravy vzorki mohou byt

pozorované biologické struktury podobné jejich nativnimu stavu [28].

2.2. Co ovlivituje tvorbu obrazu ve FESEM

NN 24

mikroskopu. Casto se vyskytuje osovy astigmatismus, zptisobeny nesymetrii magnetického
pole. Astigmatismus je zplsoben nabijenim necistot uvnitf mikroskopu (p6lové nastavce
cocek, clony). Necistoty jsou vlivem magnetického pole nabijeny, coz vede k tomu, ze letici
elektrony prochéazeji elektromagnetickymi ¢ockami v rtiznych rovinach. Maji tedy jinou
ohniskovou vzdalenost. Astigmatismus se koriguje pomoci magnetického pole stigmatoru. U
FESEM se provadi i nékolikrat denné [21].

Mezi dalsi parametry, ovliviiujici obraz ve FESEM, je urychlovaci napéti. To ma vliv
na pramér paprsku dopadajiciho na preparat. Jeho rozsah je od 1 kV az do 50 kV. Pri
pozorovani biologickych preparatii se pouziva spiSe niz$iho urychlovaciho napéti. Vyssi
napéti poskytuje ostiejsi obraz. Na druhé stran¢ ale zptisobuje rychlejsi nabijeni preparatu, a

tim snizuje rozliSitelnost povrchovych struktur [1].

12
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Dalsim parametrem je nabijeni vzorku. Pokrytim povrchu preparatu kovem (zlatem,
platinou) nebo uhlikem se odvede negativni naboj, ¢imz se snizi moznost deformace vzorku a
ptipadna tvorba artefaktli. Vrstva by méla byt tenka okolo 5 nm [71].

I slozeni vzorku ma vliv na tvorbu obrazu. Pozorovany vzorek, ktery je tvofen tézkymi
prvky (s vy$sim stfednim atomovym ¢islem) produkuje vice zpétn€ odrazenych elektronti. Ale
1 sekundarnich elektront nez vzorek z lehkych prvkl (s niz§im stfednim atomovym cislem).
Mista s t€z8imi prvky se ve vysledném obraze projevi jako svétla mista. Naopak leh¢i prvky

se budou jevit jako mista tmava [35].

2.3. Imunolokalizace

Imunolokalizace je také <casto nazyvana jako imunoznaeni. Patii mezi
imunocytochemické metody, které umoziuji lokalizovat antigeny na elektron —
mikroskopické trovni za pomoci protilatek. Na protilatkdch jsou navazany markery
(nanocastice).

Imunocytochemické techniky jsou vyuzivany k hleddani bunéénych a tkanovych
antigend, které se fadi do skupin od aminokyselin a proteint az po infek¢ni agens a specifické
bunééné populace [57].

Poprvé v roce 1971 bylo pro imunoznaceni v transmisnim elektronovém mikroskopu
(dale jen TEM) pouzito koloidni zlato. Faulk a Taylor pouzili krali¢ci imunoglobulin
s navazanou zlatou nanocastici k identifikaci a lokalizaci antigend salmonely [36][44].
Nasledné¢ byly zlaté castice pouzity v SEM Horisbergem [52].

V dnesni dobé€ jsou to pfedevSim nanocastice zlata, které jsou Siroce pouzivany jako
markery v mikroskopii, k detekci fady bunécnych i mimobunéénych komponent. Vyhodou
zlatych nanocastic je jejich kulovity tvar, riizna velikost Castic, afinita k Sirokému okruhu
ligandt, zachovani bioaktivity makromolekul a schopnost produkovat SE a BSE signal.
Elektron-denzni zlaté nanocastice snadno tvoii monodisperzni suspenze.

Koloidni partikule zlata se pouzivaji k imunoznaceni pro jejich jednoduchou detekei,

snadnou piipravu koloidnich roztoki o riznych velikostech ¢astic (1 — 150 nm), stabilitu a pro
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jejich vazebnou rozmanitost. Na povrchu partikuli zlata je vrstva ionti, které obali Castici, a

tim zajist'uji stabilitu koloidu [25].

2.3.1. Antigeny

Antigeny jsou latky, které imunitni systém organismu rozpozna a urcitym zpiisobem s
nimi reaguje. Mohou to byt buiiky vlastniho organismu (autoantigeny) nebo cizorodé latky
(exoantigeny).

K tomu, aby imunitni syst¢ém mohl na antigeny reagovat, je potieba, aby byly
rozpoznany ve form&€ makromolekul. Nejvyznamnéj$imi antigeny jsou proteiny,
polysacharidy, lipidy, lipoproteiny a také nukleové kyseliny.

Oblast molekuly antigenu, kterd je rozpozndvana receptory imunitniho systému, se
nazyva epitop. Komplexy antigenu s protilatkami a s komplementovymi fragmenty se

nazyvaji imunokomplexy [61].

2.3.2. Protilatky

Protilatka je sérovy protein, ktery jako soucast imunitniho systému je schopny
identifikovat a zneskodnit cizi Castice, jako jsou bakterie nebo viry. Funkci protilatek v téle
zastavaji glykoproteiny, oznaCované jako imunoglobuliny (proteiny s globularni tercialni
strukturou). Ty jsou v pribéhu imunitni reakce syntetizovany a vylu€ovany plazmatickymi
bunikami, diferencovanymi B-lymfocyty. Podle struktury imunoglobulinii se protilatky
rozdéluji do péti tiid (izotypl) na IgG, IgA, IgM, IgD, a IgE.

IgG je nejCastéji se vyskytujici imunoglobulin. Tvofi nejvétsi Cast protilatek.
Prostupuje placentou, proto je dilezitym faktorem specifické imunity novorozencti po porodu,
nez si vytvori vlastni imunitni systém.

IgA se nachazi v sekretech, ve slinach, na sliznici dychacich cest, gastrointestinalniho
a urogenitalniho (mocopohlavniho) traktu.

IgM je slozitd molekula v krvi a télnich sekretech, zodpovédnd za casnou

protilatkovou odpoveéd’ na ptitomnost bakterii v organismu.
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IgD je v séru zastoupen velmi malo. Spolu s IgM se vyskytuje jako receptor na
membranach B-lymfocyta.
IgE se uplatituje naptiklad pfi ochran€ proti parazitim a pii alergickych reakcich, jako

je astma a sennd ryma [54].

2.3.2.1. Struktura protilatek

Molekula imunoglobulinu je orientovand do tvaru pismene Y. Skldd4d se ze dvou
identickych lehkych (L, light) fetézci a dvou tézkych (H, heavy) fetézcli spojenymi
disulfidickymi mistky (S-S).

Oblast tézkych fetézci imunoglobulinu tvofi krystalizujici fragment, Fc fragment.
Tyto fragmenty se vazi na Fc receptory na leukocytech. Raménka imunoglobulinu jsou
tvotena lehkym a tézkym fetézcem, ktery piechéazi z Fc fragmentu. Tato ¢ast imunoglobulinu
se nazyvaji antigen vazajici fragmenty, Fab fragment (antigen binding fragment). Pfechod
ramének v oblast s dvéma tézkymi fetézci se nazyva zaves (hinge). Molekula je v tomto miste

velmi pohyblivd. Raménka imunoglobulinu se mohou otevirat a zavirat podle velikosti

navazaného antigenu [78].

Obrazek 7. Struktura jednotlivych tiid Obrazek 8. Prostorové uspotradani (terciarni
imunoglobulinti [7] struktura) imunoglobulinu [55]
L fetézce — vyznaceny zluté a zelen¢

H fetézce — vyznaCeny modie a Cervené
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Obrazek 9. Popis imunoglobulinu [54]

2.3.2.2. Monoklonalni a polyklondlni protilatky

Monoklonalni protilatky, jsou ziskdny z klonalni populace jedné plazmatické bunky.
Protilatky pak maji jednu specifitu a jsou pouze jednoho izotypu. V organismu se vyskytuje
jen nepatrné mnozstvi jednotlivych monoklonalnich protilatek. In vitro se daji ziskat pomoci
izolace klonti B-lymfocytt, které produkuji protilatky zadané specifity, a jejich péstovanim v
bunécné kulture.

Polyklonalni protiladtky jsou produktem mnoha aktivovanych kloni B lymfocyti a
proto jsou namifeny proti vice epitopim ur¢itého antigenu. Ziskévaji se imunizaci
laboratornich zvifat antigenem. Pfi imunizaci organismu dochazi ke stimulaci riznych B
lymfocyti a kjejich proliferaci a diferenciaci na plazmatické buiky. Je produkovano
spektrum protilatek proti riznym epitopiim ptislusné bilkoviny s rtiznou schopnosti se na ni
vazat. Po uspéSné imunizaci se zvifeti odebere sérum s protildtkami proti ptvodnimu
imunogenu. Specifita polyklonalnich protilatek velice zavisi na tom, v jaké fazi imunitni

odpovédi zvitete jsou z n¢j protilatky ziskavany [55].
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2.3.3. Princip imunolokalizace

Existuji dvé moznosti, jak je mozné provést imunoznaceni. Prvnim pfipadem je
metoda piima, kdy jsou na povrchu vzorka antigeny, které se detekuji. Preparat se inkubuje s
primarni protilatkou, kterd nese marker, napiiklad nanocéstici zlata (obr. 9). Takto se
lokalizuje antigen.

Druhou moznosti je pouziti nepfimého imunoznaceni. Primarni protilatka se navaze na
antigen, na Fc konec primarni protilatky se navaze sekundarni protilatka, na které je navdzana
nanocastice (obr. 10,11).

Postup imunoznaceni je rozdélen do n¢kolika kroki. Prvnim krokem je vyblokovani
nespecifickych reakci. Poté nasleduje navazani primarni protilatky na epitopy ve vzorku.
Nenavazané protilatky se musi vymyt ve vypiracim roztoku. V dal$im kroku se na primarni
protilatku navdze sekundarni protilatka nesouci marker. Dale nésleduje opét promyti
nenavazanych protilatek. Nakonec se preparat mtize zafixovat naptiklad 1% glutaraldehydem,
po kterém vsak musi nasledovat promyti [46].

N 24

znacené protilatky na antigen probiha v n€kolika krocich, za pouziti vice markert [76].

8 “u
g
A— A

Obrazek 10. Piiklad Obrazek 11. Piiklad nepitimého  Obrazek 12. Piiklad neptimého
pfimého znaceni [58] znaceni [58] znaceni [58]
IgG s navazanou partikuli A — Protilatka A — Protilatka
zlata B — IgG s navéazanou partikuli B — Protein A s navazanou

zlata partikuli zlata
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2.3.4. Schopnost vybranych proteinti vazat se na prislusné proteiny (tab. 1)

Avidin je protein nachazejici se ve vajecném bilku ptakii. Ma antibakteridlni vlastnosti
a schopnost specificky a velmi siln€ se vazat na biotin (vitamin H).

Podobné vlastnosti jako avidin ma streptavidin, protein izolovany z bakterie
Streptomyces avidinii. Avidin a streptavidin ziskaly své jméno podle dychtivosti (avidity)
s jakou se vazou k biotinu [57].

Protein A je protein izolovany ze stény bakterie Staphylococcus aureus. Rozpoznava
Fc konce tézkych fetézcti navazanych protilatek [50].

Tabulka 1. ukazuje vazebnou schopnost proteini. V levém sloupci jsou primarni

protilatky, na které se vazi sekundarni protilatky (pravy sloupec).

Primarni protilatka Sekundarni protilatka
Streptavidin Avidin
Avidin biotinovana protilatka
Streptavidin biotinovana protilatka
Protein A vaze se na Fc konce navazanych protilatek

Tabulka 1. Pfehledna tabulka vazebné schopnosti proteini [57]

2.4. Priprava preparatii pro FESEM
Na vzorky uréené k pozorovani ve FESEM, jsou kladeny velké naroky. Preparat musi

byt zcela Cisty, nesmi se nabijet, musi odolavat primarnim elektroniim a mél by produkovat

dostatecné signaly, aby mohl byt zobrazen jeho povrch.
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Piiprava preparati podle H. Schattena [34]:

)

2)

3)

4)

5)

Ocisteni — povrch preparatu se nejdiive ocisti, aby nezbavil nezadoucich necistot.
Vétsich ne€istot je mozné se zbavit pomoci jehly. MenSi necistoty se odstrani
roztokem HCI nebo NaCl [34].

Fixace — preparat se musi stabilizovat pomoci fixace. To umozni, aby byl pozorovany
vzorek co nejblize nativnimu stavu. K fixaci se nejvice pouzivaji 1 — 4% roztoky
aldehydt (glutaraldehyd, formaldehyd) nebo 1% oxid osmicely [34].

Odvodneni — je dalsim krokem piipravy preparatu. Biologické materialy obsahuji pies
80% vody. Ve vakuu by se zacala rychle vyparovat a tim by doslo k poskozeni
preparatu. Odvodnéni je krok, kdy se nahradi voda organickym rozpoustédlem (aceton,
etanol, 2,2-dimetoxypropan) se vzrustajici koncentraci [30][34].

Suseni — vysouSenim pomoci metody kritického bodu se vzorek zbavi dehydrata¢niho
¢inidla. Ve specialni aparatuie se dehydratac¢ni Cinidlo nahradi kapalinou (nejcastéji
kapalny oxid uhlicity), ta se zahieje na kritickou teplotu, pti které mizi veskeré rozdily
mezi fazemi dané latky. V tomto bodé se kapalina pfevede do plynného skupenstvi.
Vzorek tedy neni poskozeny povrchovym napétim kapaliny [28][34].

Lepeni na tercik — nakonec se upraveny vzorek prilepi na specialni kovovy tercik

koloidnim stiibrem [34].

Po vysouSeni se vzorek stava elektricky nevodivym. Pfi pozorovani v mikroskopu

dochazi k nabijeni primarnimi elektrony. Aby se tomu zabranilo, pokryje se povrch preparatu

tenkou vrstvou kovu nebo uhliku. Vrstva kovu nebo uhliku odvadi negativni néboj a teplo,

snizuje poskozeni preparatu a zvysuje produkci signéalu. V pfipadé kovu se nejcastéji pouziva

zlato nebo platina [53].

Z fyzikalnich postupt ptipravy preparatl se nejcasteji pouzivaji mrazové metody jako

je naptiklad kryofixace, mrazové lamani, mrazové suseni a mrazové leptani [70].
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2.5. Vlastnosti nanocastic

Koloidni nanocéstice jsou v dnesni dobé¢ Siroce pouzivané, napiiklad v biomediciné
k diagnostice rakovinnych onemocnéni [43].

Zékladni vlastnosti nanocastic je jejich velikost. Kvili velikosti v fadu nanometrt je
neni mozné vidét ve svételném mikroskopu, ale pouze v mikroskopu elektronovém. Castice
jsou navrzeny tak, ze odpovidaji riiznym kritériim, souvisejicim s jejich pouzitim jako je jejich
velikost, polarita, hydrofobni ¢i hydrofilni povrch [39].

Suspenze nanocastic jsou oznacovany jako koloidy (koloidni castice). To znamena, ze
jsou rozptylené v jiné latce. Tato smés nanocastic se nazyva koloidni disperze (koloidni
systém) [15].

Ke snizeni vzniku irreverzibilnich agregaci pfi manipulaci s nanocasticemi, pfi jejich
syntéze, béhem skladovani a pfi jejich pouzivani se vyuziva metody, pii které jsou nabité
nanocastice obaleny ionty. Tim se jejich ndboj vyrusi, zlstdvaji v roztoku separované a

nedochazi k jejich agregacim [40].

2.6. Konjugace

Konjugace je proces, pii kterém na sebe protein ¢i protilaitka navaze urcitou
nanocastici. Pfiprava stabilniho komplexu nanocastice — protein je zaloZzena na dvou typech
konjugace, elektrostatické a kovalentni.

Pouziti optimalniho mnozstvi reaktantl, izoelektricky bod (pI) proteinu a pH a jsou
parametry, které maji vliv na vysledek konjugace.

Pii dosazeni izoelektrického bodu dochazi k navazani nejvétsiho mnozstvi proteinu.
Izoelektricky bod je hodnota pH, kdy je volny naboj proteinu nulovy. Kladny a zaporny néboj

je vyrovnan [48].
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2.6.1. Konjugace elektrostaticka

Konjugace elektrostaticka je zalozena na néboji Castice, proteinu i protilatky. Protein,
ktery nese kladn€ nabity naboj, vytvoii vazbu se zaporné nabitou nanocastici. Vysledkem je
protein s navazanou piislusnou castici, ktery je mozné pfi imunoznaceni pouzit jako primarni
nebo sekundarni protilatku.

Pfidanim proteinu k roztoku nanocastic vznikne spontanni adsorpce proteinu na
povrch nanocastice diky elektrostatickym, hydrofobnim a Van der Waalsovym interakcim.
Vse musi byt peclivé promichano. Ke stabilizaci proteinu s navazanou nanocastici je mozné
pouzit polyetylenglykol (PEG) nebo imunochemické blokujici agens, jako je BSA nebo roztok
ze suSen¢ho mléka. Tyto blokujici agens zabranuji agregaci a tvorbé nespecifickych vazeb
beéhem konjugace. Nedostatecné obalené Castice se srazi pridanim roztoku NaCl. Prebytky
proteinu mohou byt odstranény odsatim supernatantu po centrifugaci modifikovaného koloidu
[19].

Povrch zlatych ¢astic ma hydrofobni a elektrostatické vlastnosti. Proto mize dojit k
adsorpci proteinii zaloZzené na elektrostatické interakci mezi negativné nabitym povrchem

partikuli a pozitivné nabitou skupinou proteint [56].

Proteins Gold Colovd
v L + I

|

Stabsoo
Gold
Colioid

Obrazek 13. Schéma elektrostatické konjugace proteinu se zlatou nanocastici [59]
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2.6.2. Konjugace kovalentni

Pokud elektrostaticka konjugace nevyhovuje, je mozné vazat proteiny kovalentni
vazbou. Pfi této konjugaci se vyuziva kovalentni vazby mezi Castici a proteinem. Principem
jsou reakce funkénich skupin (-COOH, —NH,, — SH). Nanocastice je nutné nékterou
z funk¢nich skupin vybavit.

K tomu se pouzivaji zesitujici Cinidla (crosslinking agens), ktera zprosttedkovavaji
navazani proteinu na nanocastici. Mezi takova Cinidla patii i EDC (l-etyl-3—(3—
dimetylaminopropyl) karbodiimid hydrochlorid). Zajistuje vazbu mezi latkami obsahujici
amino skupinu (napiiklad protein) a karboxylovou skupinou.

K této konjugaci se k navazani koloidnich ¢astic na protein pouzivaji latky, obsahujici
thiolové 1 karboxylové skupiny. Takové latky se svymi thiolovymi skupinami navazi na
povrch nanocastice. Karboxylova skupina pomahd stabilizovat elektrostaticky naboj
koloidnich nanoc¢astic. Molekula obsahujici thiolovou skupinu mulze interagovat
s nanocasticemi a vytvoftit kovalentni vazbu [19].

Mezi takové latky patii dihydrolipoovad kyselina. Je charakteristickd jednou
karboxylovou a dvémi thiolovymi skupinami [42]. Je to prihlednda, bezbarva kapalina, ktera

vzniké plnou redukci kyseliny lipoové [41].

/—COOH OO
e A~ /
/ Pgt,
.III/\?___.J )
s—8§ S
H H
Thioctic acid Dihydrolipoic acid

Obrazek 14. Vzorec lipoova a dihydrolipoové kyseliny [41]

Pti pouziti DHLA se EDC jednim koncem navéaze na karboxylovou skupinu DHLA a

svym druhym koncem na amino skupinu molekuly proteinu [19].
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Obrazek 15. Uspotadani amidové vazby mezi ¢astici s navazanou DHLA a proteinem

obsahujici amino skupinu za pouziti EDC [60]
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3. Cile prace

- Provést literarni resersi k zadané problematice

- Zvladnout teoretické 1 experimentdlni zaklady prace se skenovacim elektronovym
mikroskopem s autoemisni tryskou

- Vytipovat kovové nanocastice, které budou vyuzitelné jako markery pro imunoznaceni

- Navrhnout a vyzkouset postup konjugace vhodnych nanocastic s protilatkou

- Na vhodném modelovém systému provést s pfipravnou znacCenou protildtkou

imunolokalizaci
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4. Material a metody
4.1. Prehled nanocastic

V praci jsem testovala nasledujici nanocastice, viz tabulka 2.

Velikost
Nanocastice Oznaceni Vyrobce Stav
(nm)
Au 6 Augs Aurion Roztok
Au 10 Auyg Aurion Roztok
Au 15 Auys Aurion Roztok
Ag 5 Agos UMG AV CR, Praha Roztok
Ag 10 Agpo UMG AV CR, Praha Roztok
Pd 5 Pdos UMG AV CR, Praha Roztok
Pd 10 Pdyo UMG AV CR, Praha Roztok

Tabulka 2. Prehled pouzitych nanoc¢éstic

Nanocastice Augs, Aujg a Aujs byly dodané v PBS s 1% BSA a 15 mM NaN;. Tyto
nanocastice jsou monodisperzni s koeficientem variace < 15%, ale ve vétsiné piipadi < 10%
[58].

Nanocastice Agps, Agio, Pdos a Pdjp byly poskytnuty tymem vedenym RNDr.
Miroslavem Sloufem, PhD. z Ustavu makromolekularni chemie, AV Praha, ktery je pripravil

podle daného protokolu [47].

4.2. Priprava vzorkit nanocdstic

Vzorky nanocéstic byly pfipraveny nakapnutim pfislusné suspenze na

elektronmikroskopické sitky, coz umoznilo vzorky kontrolovat v TEM.
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4.2.1. Priprava elektronmikroskopickych siték

Material: elektronmikroskopické sitky (TESLA), 50% kyselina octova, jarova voda

Elektronmikroskopické sitky se musi pfed pouzitim umyt. Ke svym pokusim jsem
pouzivala médéné sitky o priméru 3 mm s velikosti otvord 400 MESH. Nejprve jsem sitky
ponechala 5 minut v roztoku 50% kyseliny octové. Poté jsem je umistila do jarové vody na
dal§ich 5 minut, nasledné jsem je promyla 5 minut v destilované vodé¢ a dalSich 5 minut v
acetonu. Nakonec jsem je usuSila na filtratnim papiru. Vycisténé sitky jsem uskladnila

v Petriho miskach na ¢istém a suchém misté.

4.2.2. Priprava podloZni uhlikové blany

Material: elektronmikroskopické sitky (TESLA), uhlikové elektrody (Karbotechnik)

Uhlikové blany jsem pfipravila v napafovaci aparatuie JEOL JEE 4C (obr. 16) pomoci
metody nepfimého napafovani [68]. Rozdilem mezi nepiimym a pfimym napafovanim je
umisténi odstipnuté slidy do zakrytu, aby nedochézelo k pfimému napatovani ¢astic uhliku.
Blana piipravena metodou nepfimého napaieni je homogenng;si.

Na otaceci stolek, doprostied napafovaci aparatury, jsem umistila pomicku pro
nepiimé napatfovani, vyrobenou Jifim Vanéckem z Laboratofe elektronové mikroskopie
(LEM), Ceské Budgjovice. Do drzaki elektrod v napafovaci aparatufe jsem upevnila 2
uhlikové elektrody o velikosti cca 5 az 10 cm. Uhlikové elektrody jsem umistila naproti sob¢,
jedna méla zizeny konec, kterym se opirala o plochy konec druhé. K vytvarovani zizeného
konce jsem pouzila specidlni ofezavatko (POLARON, Watford England) [20]. V misté dotyku
doslo k prichodu elektrické¢ho proudu (30 A), zvysil se odpor a elektrody se zahtaly. Z daného
mista se zaCaly vypafovat atomy uhliku. VSe bylo provedeno po vycerpani prostoru

napatovaci aparatury pomoci difuzni vyvévy na hodnoty vakua 1,3x 10 az 1,3x 10~ Pa.
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Obrazek 16. Umisténi pomticky pro nepiimé napatovani doprostted napafovaci

aparatury na otaceci stolek

Nasledovalo splaveni blan ve splavovaci vanic¢ce s vypusti (obr. 17), ktera byla také
vyrobena technikem Jifim Vanétkem z LEM v CB.

Vanicku jsem naplnila destilovanou vodou tak, aby hladina vody byla cca 1lem pod
okraj. Pod vodni hladinu jsem na pliSek s otvory pomoci pinzety ponofila kousek filtra¢niho
papiru a na néj opatrn¢ pinzetou pokladala Cisté elektronmikroskopické sitky matnou stranou
nahoru.

Slidu s uhlikovou vrstvou jsem ponofila do destilované vrstvy pod tthlem 45°. Blana se
oddélila od slidy a ziistala plavat na hladiné. Pomoci $pejle s fasou jsem blanu umistila nad
filtracni papir se sitkami a pomalu jsem zacala vypoustét vodu z vanicky do pfipravené
kadinky. Po Uplném vypusténi vody jsem filtraéni papir se sitkami nechala uschnout a pted

pouzitim uchovavala v bezpraSném suchém prostredi v Petriho miskéch.
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Obrazek 17. Splavovaci vanicka s vypusti

4.2.3. Postup pripravy vzorki nanocastic

Material: Aujo (Aurion), Agos (UMG AV CR, Praha), Ag;o (UMG AV CR, Praha), Pdos
(UMG AV CR, Praha), Pd;o (UMG AV CR, Praha), elektronmikroskopické sitky 400 MESH
(Tesla)

Sitky s uhlikovou podlozni blanou jsem uchytila za okraj do kiizovych pinzet. Na
sitky jsem nakapla 10 pl roztoku nanocastic Aujo, Agio, Pdos a Pdjo. Nechala jsem 15 minut
zaschnout a zbytek roztoku jsem zespodu opatrné odsala filtraénim papirem tak, abych
neporusila vzorek.

Sitky jsem pftilepila pomoci stiibra na ter¢ik a pozorovala ve FESEM.

4.3. Vybér vhodnych nanoddastic

4.3.1. Statistické vyhodnoceni

Material: Aujo (Aurion), Agio (UMG AV CR, Praha), Pdys (UMG AV CR, Praha), Pd;o (UMG
AV CR, Praha), elektronmikroskopické sitky 400 MESH (Tesla)
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Abych zjistila, jaké nanocastice jsou nejvhodnéj$i pro pozorovani ve FESEM,
zjiStovala jsem jejich stabilitu pod elektronovym svazkem.

Nanocastice Pdos, Agio, Au, a Pdjp nakdpnuté na médeénych sitkdch s uhlikovou
blanou jsem vlozila do FESEM pii daném zvétSeni, urychlovacim napéti, pracovni vzdalenosti

a pii pouziti daného pracovniho modu viz tabulka 3.

Pracovni
Urychlovaci
Nanocastice ZvétSeni vzdalenost Pracovni mod
napéti (kV)
(mm)

Pdos 300 000 15 8,1 BSE
Agio 200 000 15 8,1 BSE
Aujg 120 000 10 8 BSE
Pd;o 150 000 15 8,1 BSE

Tabulka 3. Nastaveni FESEM pii pozorovani nanocastic

Ze snimkl potizenych ve FESEM ve zpétné odrazenych elektronech snimanych
digitaln¢ s rozlisSenim o velikosti 1280%1024 jsem provedla statistické meéteni velikosti
nanocastic, viz pfiloha 3. Méfeni jsem provedla v programu IMAGE J [12]. Pomoci kterého
jsem prahovala, tedy stanovovala stupeii Sedi, pod kterym byl objekt na snimku bily, nad
kterym byl cerny. Vysledny obraz byl jiz jen v Cerné a bilé, a tim doslo k ohrani¢eni plochy
jednotlivych ¢astic. Jejich pramér byl vypocten ze vztahu pro plochu kruhu, pfi¢emz plocha
nanocastice se rovnala ploSe kruhu. Takto vypocteny primér se oznacuje jako ekvivalentni
[13]. Druha metoda, stanoveni tzv. Feretova primeéru, je zalozena na zméfeni nejdelsi
vzdalenosti mezi dvéma pixely na obvodu nanocastice [14].

Zjisténd data byla zpracovdna v programu Microsoft Office Excel 2007, pomoci
kterého byly spocitany ekvivalentni a Feretovy priméry primért pro jednotlivé nanocastice a

statistické odchylky priméra nanocastic.
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4.4. Vliv pokoveni na detekci nanocastic
Material: Aujo (Aurion), elektronmikroskopické sitky 400 MESH (Tesla)

V ramci své prace jsem se vénovala vlivu pokoveni vzorku na celkovém zobrazeni ve
FESEM.

Sitky s nanocasticemi Aujo jsem pfipevnila na oboustranné lepici pasku na podlozni
sklicko. Takto pfipravené vzorky byly pokryty vrstvou uhliku nebo platiny, jejiz tloustka se
lisila v zavislosti na dob¢€ naprasovani ¢i napafovani po riznou dobu.

V naparovaci aparatute JEOL JEE 4C byl na vzorky piimo napatovan uhlik po dobu
15 s, 34 s, 50 s pti elektrickém proudu 30 A.

Do specidlni aparatury Polaron Equipment LTD SEM Coating unit E5100 jsem
umistila vzorky a pokryvala je vrstvou platiny po dobu 5 s, 10 s, 30 s, 60 s a 180 s. Aparatura
byla nastavena na tyto parametry — elektricky proud 20 mA, napéti 2,5 kV pfi tlaku o velikosti
mensi nez 0,1 torr.

Tento pfistroj vyuziva vzniku usmérnéného vyboje v prostiedi nizkotlaké argonové
atmosféry ucinkem elektrického napéti. Pfi vyboji dochézi k ionizaci plynu. Vzniklé ionty
jsou pritahovany ke katod¢, ktera je obkrouzena prstencem z naprasované¢ho kovu, tedy
platiny. Urychlené ionty vyrazeji castice kovu, které se rozptyluji srdzkami s dalSimi
molekulami a ionty plynu, tim vznikne prostorovy mrak ¢astic naprasovan¢ho kovu, ktery
pada na preparat a obali jeho povrch tenkou vrstvou platiny [9].

Po napraSovani a napatrovani jsem sitky ptilepila pomoci stiibra na ter¢ik a pozorovala
ve FESEM ve zpétné odrazenych a sekundarnich elektronech, pii urychlovacim napéti 10 kV,

pti zvétSeni 120 000 a pracovni vzdalenosti 8,1 mm.
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Obrazek 18. Naparovaci aparatura Obrazek 19. Iontova naprasovaci aparatura
JEOL JEE 4C Polaron Equipment LTD SEM Coating unit
E5100

4.5. Pozorovani ve FESEM

4.5.1. RozliSitelnost nanocastic ruzného slozeni a velikosti

Materiadl: nanocastice Augs (Aurion), Aujo (Aurion), Au;s (Aurion), Pd; (UMG AV CR,
Praha), elektronmikroskopickeé sitky 400 MESH (Tesla)

Dalsi otazka, ktera vyplynula pii praci s FESEM, byla, zda jsme schopni v tomto
mikroskopu rozligit dvé riizné astice. Castice jednoho kovu lisici se svou velikosti a astice
ruznych kovi o stejné velikosti. K tomuto pokusu jsem pouzila vzorky nanocastic Augs s Aus
a Aujg s Pdyo.

Na elektronmikroskopické sitky jsem naképla nejprve 5 pl roztok nanocastic Au;s a
poté 5 ul Auge. Na dalsi sitku jsem nakapla nejprve 5 pl Aujg a poté 5 ul Pdo. Po 15 minutach
jsem zbytek roztoku ze sit'ek odsala filtracnim papirem.

Sitky jsem pfilepila pomoci stiibra na ter¢ik a pozorovala nejprve v TEM pfi zvétSeni
120 000ve Nasledné ve FESEM ve zpétné odraZenych elektronech, pii urychlovacim napéti

10 kV, pii zvétseni 120 000 a pracovni vzdalenosti 8 mm.
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4.6. Konjugace
4.6.1. Konjugace elektrostaticka

4.6.1.1. Konjugace Pd nanocastic s IgG (kozi anti-mysi)

Material: IgG kozi anti-my$i o koncentraci 2,4 mg/ml (Jackson Immuno Research),
nanodastice Pd; (UMG AV CR, Praha), 25 mM K,COs;, 5 mM NaHCOs;, 50 mM HEPES (4-
(2-hydroxyetyl)—1—-piperazinetansulfonova kyselina), 6% PEG (polyethylenglykol)

K této konjugaci jsem pouzila nanoc¢astice Pd;y a protilatku IgG. Za pouziti 25 mM
K,COj; jsem upravila pH nanocéstic na 7,4. Ke 100 pl roztoku protilatek jsem ptidala 66 pl 5
mM pufru NaHCO;. Poté jsem smichala 25 pl roztoku protildtek IgG s5 ml roztoku
nanocastic Pd;o. VSe bylo michano ptes noc pii pokojové teploté. Nasledujici den jsem roztok
stabilizovala 0,04% PEG. Poté centrifugovano (Amicon Ultra 4) pti 11 800 ot/min po dobu 30
minut. Supernatant jsem opatrné¢ odsala a jemny pelet obsahujici konjugaty jsem
resuspendovala v 0,66 ml 50 mM pufru HEPES s 1 ul 6% PEGu. Vysledny roztok jsem pro
lepsi skladovani zakonzervovala azidem sodnym. Mnozstvi vzniklého konjugatu bylo ovéfeno

pfi imunoznacent.

4.6.2. Konjugace kovalentni
4.6.2.1. Konjugace nanocastic Pt a Pd se streptavidinem

Material: DHLA (laboratorn¢ ptipravené a komercni — Fluka), nanoc¢astice Pt;», Pd;», EDC,
streptavidin  (Sigma), 0,05 M tetraboritan sodny, 0,05 M kyselina boritd, PES
(polyethersulfon) stiikackovy filtr 0,22 um (Millipore), cut-off kolonky YM100 (Millipore)

Ptidanim 0,05 M tetraboritanu sodné¢ho k 0,05 M kyseliny borité tak, aby pH

vysledného roztoku bylo 7,4 jsem pfipravila boratovy pufr. Pouzila jsem asi 70 pl
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tetraboritanu sodného. Boratovym pufrem jsem 3x vyplachla ampuli s DHLA, promichala a
prevedla do mikrozkumavky (eppendortky). Pfidala jsem 300 pl roztoku nanocastic Pd;, nebo
Pt;. Smés jsem nechala michat piiblizn€¢ 1 hodinu na vortexu pii pokojové teploté a pfi
teploté 4° C. Rozd¢lila jsem roztok DHLA v boratovém pufru s pfidavkem nanocastic do 4
eppendorfek. Odvazila jsem 2 mg streptavidinu a rozpustila je ve 100 pl boratového pufru. 25
ul roztoku boratového pufru se streptavidinem jsem piidala do kazdé mikrozkumavky
s DHLA a ¢asticemi. Odhadem bylo v kazdé mikrozkumavce ptiblizné 500 pg streptavidinu.
Vse bylo peclivé promichéno. Dale jsem pfipravila roztok EDC. Odvazila jsem 2 mg EDC a
rozmichala ve 200 pl destilované vody. Ke kazdému vzorku jsem ptidala 7 ul EDC. Vse bylo
michéano 30 minut na vortexu pii pokojové teploté a pii 4° C. Kazdy vzorek jsem prefiltrovala
pfes PES filtr, abych odstranila velké agregaty. Roztoky jsem pfevedla do Ccisté
mikrozkumavky a centrifugovala 15 minut, 17 500 ot/min pii 4° C. Ke zkoncentrovani
konjugatu jsem postupné piidavala vzorky na cutt-off kolonky YM100 (cca 400 pl pti 12 000

ot/min a 4° C). Mnozstvi vzniklého konjugéatu bylo ovéfeno pfi imunoznaceni.

4.6.2.2. Konjugace Ag a Pd nanocdstic s proteinem A

Materidl: DHLA (Fluka), nanocastice Agio (UMG AV CR, Praha), Pd;, (UMG AV CR,
Praha), EDC, streptavidin (Sigma), 0,05 M tetraboritan sodny, 0,05 M kyselina borita

Podle stejného postupu, ktery je popsan v kapitole 4.5.2.1., jsem provedla kovalentni
konjugaci proteinu A s nanocasticemi Agjo a Pd;o. Misto streptavidinu bylo pouzito stejného

mnozstvi proteinu A. Mnozstvi vzniklého konjugatu bylo ovéfeno pii imunoznaceni.

4.6.3. Priprava DHLA

Material: 0,2 M NaHCOs, lipoova kyselina, NaBH4, H3PO4, 36% HCI, toluen, siran
hotecnaty, PES sttikackovy filtr 0,22 um (Millipore)
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Pripravila jsem vodny roztok 0,25 M NaHCOs;. Nejprve jsem odvazila 6 g lipoové
kyseliny do 117 ml roztoku NaHCOs. V lazni o teploté okolo 0° C jsem pomalu po ¢astech
(10 — 20 mg) pfidavala 1,2 g NaBH4. VSe jsem michala 30 minut. Po pfidani 100 ml toluenu
vznikl dvoufazovy roztok. Smés jsem okyselila na pH 1 ptfidanim H3PO4 a 36% HCI. Vznikla
redukovana forma lipoové kyseliny byla pfevedena plné do organické faze, kterd se mlécné
zakalila. K odd¢leni obou fazi jsem pouzila délici nalevku. Odebrala jsem organickou fazi
obsahujici pozadovanou redukovanou formu lipoové kyseliny. Poté jsem piidala siran
hotecnaty, ktery jsem pouzila jako susici agens, diky némuz jsem roztok zbavila vody. Roztok

jsem zfiltrovala ptes PES filtr. Pomoci vakuové odparky jsem roztok zbavila toluenu.

4.7. Méieni proteinu

Material: Quanti-IT™ Protein Assay Kit (INVITROGENA, Qubit™ fluorometer), IgG kozi

anti-mysi s Pds, streptavidin s navazanymi nanocasticemi Pt;, a Pd;

Pomoci fluorometru jsem zmeéfila mnozstvi proteinu po zkoncentrovani. Tak byla
métena koncentrace zbytkového proteinu a toto ¢islo udavalo, jestli se zménila oproti vstupni
koncentraci a jestli tedy doslo k snizeni této koncentrace v disledku konjugace [8].

Do tenkosténnych mikrozkumavek (eppendorfek) jsem odebrala 199 ul pufru a 1 pl
fluorescencniho ¢inidla. K tomu jsem pfidala 2 pl roztoku jednotlivych proteinti s
navazanymi nanocasticemi. Vzorky jsem promichala na vortexu a ponechala 15 minut ve tmé
pfi pokojové teploté. Poté jsem jednotlivé mikrozkumavky vlozila do pfistroje a zméfila

mnozstvi proteinu. Vysledek jsem zaznamenala do tabulky.

4.8. Priprava vzorkii pro imunoznaceni

Material: elektronmikroskopické sitky 400 MESH potazené formwarovou podlozni blanou,

HeLa bunky, BSA, slinné zlazy klistéte Ixodes ricinus
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Pro imunoznaceni jsem pouzila ultratenké fezy, protoze bylo nutné provést kontrolu v
TEM JEOL JEM-1010. Pouzila jsem vzorky HeLa bun¢k, BSA a slinnych Zlaz klistéte 1.
ricinus. Rezy o tloustce 70 nm mi byly poskytnuty laborantkou Petrou Masafovou z LEM
CB. Rezy byly nakrajeny diamantovym noZem na ultramikrotomu LEICA UCT a poloZeny na

niklové sitky s formwarovou podlozni blanou.

4.8.1. HeLa bunky

Jsou bunéénou linii lidskych epitelidlnich bunék. Jedna se o naddorové buiiky. Jejich
nazev pochazi ze jména pacientky Henrietty Lacksové, ktera trpéla rakovinou de€lozniho
hrdla. V roce 1951 byly poprvé izolovany prave z tkan€ této pacientky. HeLa buniky se dnes
kultivuji v laboratofich takika po celém svété a vyuzivaji se ve vyzkumu v riznych oborech
jako je naptiklad imunologie nebo onkologie [5].

Vzorky HeLa bunék byly fixovany ve 2% paraformaldehydu s 0,1% glutaraldehydem.
Material byl dehydrovan roztoky etanolu, ve kterych se postupné zvysovala jeho koncentrace,
a zaroven se snizovala teplota (metoda PLT) [28]. Buiiky byly zality do pryskyfice LR White
pii 4° C a polymerizovany 2 dny UV svétlem pfi teplote 4° C [73].

Vzorek HeLa bunék byl poskytnut prof. Pavlem Hozikem, Ustav molekularni
genetiky AV CR, Praha. VLEM CB se vzorky HeLa bunék pouZivaji jako standardy pro

imunoznaceni F-aktinu a -tubulin.

4.8.2. BSA

Material: BSA o koncentraci 4,7 mg/ml, zelatina, 4% paraformaldehyd, 0,1% glutaraldehyd,
100% etanol, pryskyfice LR White (Polysciences)

Vzorek bovinniho sérového albuminu o koncentraci 4,7 mg/ml byl pfipraven

laborantkou Petrou Masafovou z LEM CB rozpusténim prasku BSA ve 20% Zelating. Poté byl

vzorek zafixovan 4% paraformaldehydem s 0,1% glutaraldehydem ve fosfatovém pufru.
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Vzorek byl odvodnén ve 100% etanolu a zalit do pryskyfice LR White. Polymerizovan teplem
pti 56° C v termostatu.

4.8.3. Slinné zlazy kliStéte Ixodes ricinus

Material: 4% formaldehyd, 0,5% glutaraldehyd, etanolova tada (30%, 50%, 70%, 100%),
Lowicryl K4M (Polysciences)

Slinné Zlazy z nasatych samic klistéte /. ricinus (obr. 20) byly vypitvany RNDr. Marii
Vancovou, Ph.D. Déle byly fixovany 1 hodinu 4% formaldehydem s 0,5% glutaraldehydem za
teploty 4° C. Poté byly dehydratovany pomoci metody PLT (progressive lowering of
temperature), kterd se pouzivd pro imunoznaceni, aby se zabranilo pfipadnym extrakcim,
agregacim a zménam bunécnych komponent. Materidl byl dehydrovan roztoky etanolu se
zvysujici se koncentraci za soucasného snizovani teploty. Dehydratace zacala 30% etanolem
pii 0° C, 50% a 70% pii —20° C a nakonec 100 pii —35° C. Vzorek byl zalit do pryskyfice
Lowicryl K4M pii —35° C. K polymeraci bylo pouzito UV svétlo pfi teploté —35° C po dobu 2
dnti [38].

Obrazek 20. Slinn¢ Zlazy klistéte Ixodes ricinus [49]
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4.9. Imunoznaceni na ultratenkych rezech

Material: 3% BSA, 0,02 M glycin, 0,05% Tween 20 (polyoxyethylensorbitanmonolaurat),

TRIS (2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol), NaCl, elektronmiskroskopické sitky 400
MESH

Provedla jsem nepiimé imunoznaceni na ultratenkych fezech (HeLa bunky, slinné

zlazy klistéte I ricinus, BSA). Praktické imunoznaceni (obr. 21) spocivalo v pfemistovani

sitek na kapky chemikalii v nasledujicim sledu:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Obrazek 21. Imunoznaceni ultratenkych fezi

TBS (100 ml superdestilované vody, 753 mg TRIS, 876 mg NaCl)

Blok (3% BSA, 0,02 M glycin, 0,05% Tween 20 v 10 ml TBS) — 1 az 3 hodiny
Primarni protilatka naredena v TBS 1: 50 — 1 az 3 hodiny

Promyti v TBS/0,05% Tween 20 — 6x 2 minuty

Sekundarni protilatka naredéna v TBS 1: 30 — 1 az 3 hodiny

Promyti v TBS/Tween 20 — 6x 2 minuty

Promyti v TBS — 3x 2 minuty

Promyti v H,O— 3x 2 minuty
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4.9.1. Primarni a sekundarni protilatky

Materidl: B-tubulin (Sigma), F-aktin (Sigma), biotinovany konkavalin A (Vector),
streptavidin, rabbit anti-BSA (Enzo)

U vzorku HeLa bun¢k jsem znacila aktin a tubulin. Jako primarni protilatku jsem
pouzila B-tubulin, F-aktin a biotinovany konkavalin A. Jako sekundarni protilatka k B-tubulinu
a F-aktinu slouzila protilatka IgG (kozi anti-mysi) s elektrostaticky navazanou nanocastici
Pdys.

Vzorek BSA byl pfimo znaCen primarni protilatkou rabbit anti-BSA, na ktery se
navazala sekundarni protilatka protein A znacena Ag;o nebo Pd;.

U slinnych zlaz klistéte . ricinus jsem znacCila glykany pomoci biotinovaného
konkavalinu A, na ktery se navazal streptavidin jako sekundarni protildtka s navazanymi

nanocasticemi Pt;> nebo Pd;,.

4.10. Dvojité znaceni

Material: 3% BSA, 0,02 M glycin, 0,05% Tween 20, NaCl, TRIS, WGA biotin (Vector), a
biotin rabbit (Sigma), GNA dig (Roche), a rabbit/gold (Aurion), o dig sheep/gold (Aurion)

Provedla jsem dvojité imunoznaceni na vzorcich slinnych Zl4z kliStéte 1. ricinus podle

nasledujiciho protokolu:

1) TBS (100 ml superdestilované vody, 753 mg TRIS, 876 mg NaCl)

2) Blok (3% BSA4, 0,02 M glycin, 0,05% Tween 20 v TBS) — ptes noc pii 4° C

3) Protilatka WGA biotin naredénda v TBS 1: 50 — 2 hodiny

4) Promyti v TBS/0,05% Tween 20 — 6x 2 minuty

5) o biotin rabbit + GNA dig v TBS v poméru 1: 50 — 2 hodiny

6) Promyti v TBS/0,05% Tween 20 — 6x 2 minuty

7) a rabbit/gold (10nm) + o dig sheep/gold (10 nm) v TBS v poméru 1: 30 — 2 hodiny
8) Promyti v TBS/Tween 20 — 6x 2 minuty
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9) Promyti v TBS — 3x 2 minuty
10) Promyti v HO— 3x 2 minuty

Pomoci WGA (Wheat Germ Aglutinin, patii do skupiny lektind, lektin z obilnych
klick) jsem znacila glukosamin a neuraminovou kyselinu [74], bylo znafené ve tfech
krocich. Na WGA se navazalo biotinované WGA, na které¢ se vazal a biotin rabbit a nasledné
se na n¢j navazal o rabbit zna¢eny 10 nm zlatem.

Pomoci GNA (Galanthus Novalis Agglutinin, také patii mezi lektiny) jsem znacila
manosu [16], bylo zna¢ené dvoukrokoveé. Na GNA se navdzal GNA dig (digoxigenin), na

ktery se navazal a dig sheep (komercni) s navazanym zlatem o velikosti 10 nm.

4.11. ProhliZeniv TEM a FESEM

Kwvli lepsi orientaci jsem vzorky nejprve prohlizela v TEM JEOL JEM-1010 (obr. 22)
a poté¢ ve FESEM JEOL JSM-7401F (obr. 23).

VTEM jsem vzorky pozorovala pii zvétSeni 120 000, v piipadé dvojité¢ho
imunoznaceni jsem pozorovala pti zvétseni 50 000. Obraz byl zachycen CCD kamerou Sis
MegaView III rozliSenim 1392x1040 pixeli a snimacim softwarem AnalySIS 3.1 (Soft
Imaging analysis, Jeol standard TEM). Snimky byly pofizeny v 16 bitovém formatu a pomoci
programu AnalySIS pievedeny do 12 bitového formatu. Mikroskop pracoval pii urychlovacim
napéti 80 kV.

Ve FESEM jsem vzorky pozorovala ve zpétné odraZzenych a sekundarnich elektronech
pti zvétseni 120 000 az 300 000, pfi pracovni vzdalenosti 8§ az 8,1mm a pfi urychlovacim
napéti 10 kV az 15 kV. Byl pouzit akvizi¢ni software Jeol PC-SEM 7401 EOS. Velikost
rozliSeni obrazu bylo 1280x1024 pixeli. Snimky byly pofizeny v 8 bitovém formatu.

K detekci zpétné odrazenych elektronii byl pouzit Autrata — YAG detektor.
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Obrazek 22. Transmisni Obrazek 23. Skenovaci
elektronovy mikroskop JEOL JEM-1010 elektronovy mikroskop JEOL JSM—
7401F
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5. Vysledky
5.1. Vybér vhodnych nanocastic

U nanocéstic Ag bylo méfeni velmi neptesné kvuli jejich nestabilité pod elektronovym
svazkem ve FESEM.

Nanocastice Pd byly pod elektronovym svazkem stabilni kromé nanocastic Pdys viz
ptiloha 1. Jako nejvhodnéjsi nanoc¢astice jsou nanocastice Au.

Vhodnost ¢i nevhodnost nanocastic pro pozorovani ve FESEM ukazuje piehledna

tabulka 4.

Nanocastice Vlastnosti ve FESEM
Ag Nestabilni
Pd Stabilni
Pt Nestabilni
Au Stabilni

Tabulka 4. Piehled nanocastic a jejich vlastnosti ve FESEM

5.1.1. Statistické vyhodnoceni

Statického méfeni jsem provedla pro nanocastice Agjo (viz piiloha 2), Auj (viz
ptiloha 3.) a Pd,( (viz ptiloha 4.). Nanoc¢astice Agps byly natolik nestabilni, Ze jsem nemohla
poftidit zaostieny snimek a nemohla provést statistické méteni.

Feretliv primé&r byl u vSech provedenych méteni vyssi, coz je dano vlivem skenovani
na tvar mefené Castice.

Vysledné histogramy popisuji zavislost Cetnosti ¢astic na velikosti priméri nanocastic.
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PRUMER FERET
Pramér 6,9 Pramér 8,7
Pocet 1000 Pocet 1000
Minimum 5,1 Minimum 6,1
Maximum 10,1 Maximum 14,1
Smérodatna odchylka 1,0 Smeérodatné odchylka 1,3

Tabulka 5. Hodnoty ekvivalentniho

praméru Auy

Tabulka 6. Hodnoty Feretova priméru Au;g

Hist Aulo Velikost o
1stogram Au Y
sl nanodastic | Cetnost
250
(nm)
200 5 0
55 35
§ 150 - 6 168
g 6,5 193
> 100 - 7 202
B Cetnost 7,5 145
50 - 8 103
8,5 71
- 9 30
v :; o) '\g r— :r,ﬂ o :;L =) '(;L = 'g '% 9,5 31
- A 10 20
Veliko st pruméru nanocastic (nm) 10,5 2
Dalsi 0

Graf 1. Histogram Au, - zavislost velikosti priméru

nanocastic na ¢etnosti
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PRUMER FERET
Pramér 10,4 Pramér 12,0
Pocet 530 Pocet 530
Minimum 43 Minimum 5,1
Maximum 13,9 Maximum 17,4
Smérodatnd odchylka 1,6 Smérodatné odchylka 1,9

Tabulka 7. Hodnoty ekvivalentniho

prﬁméru Ag 10

Agio

Tabulka 8. Hodnoty Feretova priméru

Histogram Ag10
90 -
80 -
70 -
60 -

50

Cetnost

40 -

W

30 m Cetnost
20 +

10 -

b:? 5 s;? o ‘o‘? A ,\§ & q.;? 9 q'? \B\Q‘? \\ \\‘? \q“_\qf? \%Q,bi‘}

Velikost prameéra nanocastic (nm)

Velikost @ nanoc¢astic

Graf 2. Histogram Ag - z&vislost velikosti priméru

nanocastic na ¢etnosti

(nm) Cetnost
4,5 4
5 2
5,5 5
6 3
6,5 4
7 7
7,5 7
8 12
8,5 16
9 22
9,5 29
10 59
10,5 59
11 79
11,5 78
12 73
12,5 48
13 9
Dalsi 14
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PRUMER FERET
Pramér 9,2 Pramér 11,3
Pocet 1000 Pocet 1000
Minimum 3,7 Minimum 4,7
Maximum 19,0 Maximum 24,5
Smérodatnd odchylka 2,2 Smérodatné odchylka 23

Tabulka 9. Hodnoty Feretova priméru

Pdo

Tabulka 10. Hodnoty ekvivalentniho

praméru Pd;

Cemost

140 4

120 -

100 -

80 -

60 -

Histogram Pd10

B Cetnost

40 -

20 -

0 "'.l‘l‘l‘l‘ R N
4 5 6 7

8 9

10 11

12 13 14 15

Veliko st praméra nanocastic (nm)

16 17

Graf 3. Histogram Pd, - zavislost velikosti priméru nanocastic na ¢etnosti

Velikost o Velikost o Velikost o
nanocastic v nanocastic v nanocastic v
(nm) Cetnost (nm) Cetnost (nm) Cetnost
4 4 9 132 14 5
4,5 3 9,5 129 14,5 6
5 7 10 106 15 8
55 8 10,5 90 15,5 4
6 18 11 44 16 1
6,5 19 11,5 36 16,5 8
7 49 12 12 17 4
7,5 64 12,5 14 Dalsi 14
8 102 13 6
8,5 99 13,5 8
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5.2. Vliv pokoveni na detekci nanocastic

Vzorky nanocastic Aujo byly natolik stabilni, Ze je nebylo nutné pokovovat. V piiloze
5. a 6. jsou pro srovnani obrazky nanocastic Au;p v TEM a ve FESEM bez pokoveni. U
FESEM se pokovenim odvadi naboj, ¢imz se snizuje mozna deformace vzorku a piipadna
tvorba artefakti [71].

V piipad¢ platiny je nejvhodnéjsi pokovovat v intervalu od 5 s do 30 s viz ptiloha 9.,
10., 11., 12., 13. a 14. kdy pfi 30 s jsou Castice skryté ve vrstvé platiny, ale jsou ¢astecné
viditelné. Pfi pokovovani nad 30 s jsou Castice prekryté tlustou vrstvou platiny a nejsou
viditelné, viz ptiloha 15., 16., 17., 18. V sekundarnich elektronech nebylo mozné c¢astice
poradné zaostfit a vysledny obraz byl rozmazany.

Pii napraseni uhlikem je idealni €as v intervalu od 15 s do 50 s viz ptiloha 19., 20., 21.,
22.,23.a24.

Pii pozorovani v sekundarnich elektronech se ve vsSech piipadech zdaji byt Castice

vetsi nez ve zpétné odrazenych.

5.3. Pozorovani ve FESEM

5.3.1. RozliSitelnost nanocastic ruzného sloZeni a velikosti

Z hlediska vicenasobné imunolokalizace bylo potieba zjistit, zda lze rozliSit
nanocastice stejného kovu liSiciho se velikosti nebo dvou riznych kovii se stejnou velikosti.

Ze snimku z TEM (viz ptiloha 5.) a FESEM (viz pfiloha 6.) je vidét, ze je mozné
rozliSit nanocastice stejného kovu, lisici se velikosti.

Pii pozorovani vzorku Aujy a Pd;p v TEM 1 FESEM bylo zjiS§téno, Ze neni mozné
rozliSit nanocastice riznych kovil o stejné velikosti viz ptiloha 7. a 8.

Ptedpokladem rozliSeni nanocéstic z jinych kovli pomoci BSE zobrazeni bylo, Ze
mista tvofend prvky s vysSim atomovym cislem se budou ve vysledném obraze jevit jako
svétld a naopak tomu bude u prvkil sniz§im atomovym cislem. Téz8i prvky s vySSim

atomovym c¢islem budou ve FESEM produkovat vice zpétn¢ odrazenych elektronti na rozdil
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od prvkll sniz§im atomovym c¢islem. Tento piedpoklad se nepodafilo prokazat, jak
dokumentuji snimky v ptiloze 7. a 8., kde jsou zachyceny nanocéstice Aujo a Pdjp v TEM i

FESEM.

5.4. Konjugace

Uspésnost  konjugace jsem testovala pomoci imunoznaceni. S nanocasticemi
elektrostaticky navazanymi na protein jsem provedla imunoznaceni na vzorcich HeLa bun¢k.
S proteiny s kovalentné navdzanymi nanocasticemi jsem provedla imunolokalizaci na

vzorcich BSA a slinnych 714z klistéte 1. ricinus.

5.4.1. Priprava DHLA

Vysledny roztok DHLA mél byt ¢iry. Roztok byl vSak zluty. V prabéhu mohlo dojit ke

kontaminaci roztoku. Dalsi pokusy proto byly provadény s komeréné ptipravenou DHLA.

5.5. Méieni proteinu
Po zkoncentrovani bylo zméfeno mnozstvi konjugatu, viz tabulka 10. Vysledky jsou

pouze orientacni. Piistroj méfi i volné proteiny, které mohly v roztoku ztistat i po ptefiltrovani

a centrifugovani.
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Teplota g s ‘.
. Pocatecni Zmérena
N . Druh pri
Nanocastice Protein . . . Kkoncentrace koncentrace
konjugace konjugaci
°oC pg/ml pg/ml
Pdos IgG kOZvl, elektrostaticka RT 2400 181
ant1-mysi
Pt, Streptavidin kovalentni 4 1250 856
Pto Streptavidin kovalentni RT 1250 942
Pd;» Streptavidin kovalentni 4 1250 100
Pd;, Streptavidin kovalentni RT 1250 143

5.6. Imunoznaceni na ultratenkych rezech

Tabulka 10. Vysledky méteni proteinu

Ultratenké fezy s imunoznacenim jsem nejprve prohlédla v TEM JEOL JEM-1010.

Zjistila jsem, ze navazanych castic je velmi malo. Z tohoto divodu nebylo mozné tyto

preparaty prohlizet ve skenovacim elektronovém mikroskopu FESEM JEOL JSM-7401F.

5.7. Dvojité imunoznaceni

Bylo provedeno i dvojité imunoznaceni na vzorcich slinnych zlaz klistéte 1. Ricinus.

Cetnost navazanych nanoéastic byla vyhovujici pro pozorovani ve FESEM. Nejvétsi Getnost
navazanych znacenych protilatek je na acinech typu III. V ptiloze 23. jsou vysledky dvojitého
znaceni pii pozorovani v TEM a v pfiloze 24. pii pozorovani ve FESEM ve zpétné
odrazenych elektronech. Pfi zobrazeni v sekundarnich elektronech se ¢éstice nedaly zaostfit.

Obraz byl rozmazany.
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5.8. Prohlizeniv TEM a FESEM

Pfipravené vzorky jsem pozorovala v TEM JEOL JEM-1010 a FESEM JEOL JSM-

7401F. Potizené snimky jsou pfilozené v ptiloze, viz kapitola 8.
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6. Diskuze

Drive se ke studii bunéénych ultrastruktur v ramcei elektronové mikroskopie pouzival
TEM, a pomoci SEM se zobrazovali pouze povrchy biologickych materidlti. Zavedenim
novych technik jakymi jsou autoemisni tryska, kryokomora, detektory, které zajistuji vysoké
rozliSeni mikroskopu, uvedly skenovaci elektronovou mikroskopii téméf na uroven rutinni
biologické transmisni elektronové mikroskopie. Nevyhodou pfi pozorovani preparati v SEM
je, ze zobrazuje pouze povrch vzorkl, nikoliv jejich vnitini struktury jako TEM. Avsak
v dnesni dobé jsme schopni fadou metod (pfedevsim kryo) piipravy vzorki, které umoziuji
odhaleni vnitinich ¢asti biologického preparatu a nasledné pozorovani v SEM.

V soucasné dob¢ pozorovani v mikroskopu vyuziva rizného imunoznaceni nékterych
bunéénych komponent napiiklad k odhalovéani jejich funkce v bunice a ke stanoveni jeji
vitality. Imunocytochemické techniky také umoziiuji poznévani chemického slozeni
jednotlivych bunéénych komponent. Prace s elektronovymi mikroskopy a imunolokalizace
patii mezi jedny znejrychleji se rozvijejici metod v oblasti biologického a medicinského
studia.

Skenovaci elektronovy mikroskop FESEM poskytuje fadu moznosti k pozorovani
strukturniho uspotradani biologickych systémi, od samotnych makromolekul az po organizaci
tkani a celého organismu [30].

Hlavnim ukolem mé préace bylo najit dal$i mozné markery z riznych kovi, které by
mohly byt pouzity pro imunoznaceni.

K vytipovani nanocastic jsem pouzila nanocastice zlata, stfibra, palladia a platiny.
Podle vysledkli pozorovani ve FESEM jsem dosla k zavéru, Ze po zlatu jsou nejvhodnéjsi
nanocastice palladia, které jsou pfi pozorovani ve FESEM zachovavaji stabilitu a jsou dobie
rozpoznatelné. Dalsim pfedpokladem k vybéru nanocastic palladia byl ten, ze se daji dobie
konjugovat.

Provedla jsem statistické vyhodnoceni téchto nanoc¢éstic v programu Image J. Zméftila
jsem dva druhy primért — ekvivalentni a Feretiiv primér. Podle naméfenych hodnot jsem
zjistila, Ze ve vSech ptipadech byl Feretlv primér vyssi, coz mize byt dano vlivem skenovani

na tvar Castice, ale i nepiesnym prahovanim oznacenim ¢astic v programu Image J.
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Ekvivalentni primér je bran za ptesné€j$i metodu [13]. V dasledku skenovani se
nanocastice jevi jako elipsy a Feretovilv primér je potom roven del$i ose této elipsy.

Vicendsobnym imunoznaenim se vroce 2007 zabyvala skupina védcl
z Wisconsinské univerzity. Pro vicendsobné znaceni vybrali nanocastice zlata a palladia o
velikosti 6 nm ruzného tvaru. Koloidni zlaté nanocastice byly elektrostaticky navazany na
monoklonalni protilatku mysiho anti-myosinu. Koloidni nanocastice palladia byly
elektrostaticky navdzany na protilatky mysiho anti-aktinu, pH bylo upraveno na 8,5 az 9.
Vzorky byly centrifugovany na ultracentrifuze pii 20 000 otackach po dobu 30 minut a
resuspendovany v 0,05 M pufru HEPES o pH 7,4. K imunoznaceni byla pouzita krysi kostni
tkan. Na kostni tkan se jako primarni protilatka pouzil anti-myosin s navdzanym zlatem a mysi
anti-aktin s navdzanymi nanoc¢ésticemi palladia. Vzorky byly nakrajené na ultratenké fezy o
velikost 60 nm, polozené na elektronmikroskopické sitky, pokryty vrstvou uhliku a
pozorovany v transmisnim elektronovém mikroskopu Zeiss EFTEM (energy-filtering TEM)
912 pii urychlovacim napéti 120 kV. Vysledkem vicenasobného znaceni jsou vicendsobna
data ziskana z jednoho vzorku. U vzorkl krysi tkané se zjistilo, Zze nanocastice zlata jsou
navazéana na myosinu a palladium na a-aktinu [77].

Velikost castic pozorovanych ve FESEM je ovliviiovana urychlovacim napétim
mikroskopu. Cim vétsi je urychlovaci napéti, tim vétsi je odchylka od skute¢né velikosti
nanocastice. Pfi vyS§im urychlovacim napéti pronikd priméarni svazek elektronti vice do
vzorku a vybudi tak vyssi intenzitu signalu. Tyto signaly znehodnocuji vysledny obraz a
povrchové detaily, které se stavaji Spatn¢ rozliSitelné. K dosazeni lepsiho obrazu povrchu
vzorku by mély byt vzorky pozorovany pii niz§im urychlovacim napéti [26].

V ¢lanku o vlivu urychlovaciho napéti na velikosti Castic bylo zjisténo, ze pfi
pozorovani vzorku v sekundérnich elektronech pfi 30 kV se Castice jevily vétsi nez pii 5 kV.
Pfi vy88im urychlovacim napéti svazek primarnich elektronti pronikd hloubéji do vzorku, tim
dojde k produkeci sekundérnich elektronii oznacovanych jako SE2. Tyto elektrony vznikaji
v disledku srazky se zpétné odrazenymi elektrony v tenké povrchové vrstvé. Nasledné dojde
k degradaci povrchovym detailii pozorovaného vzorku [26].

Moderni skenovaci elektronové mikroskopy kombinované s adekvatni piipravou
vzorkll nyni poskytuji rozliSeni 2 — 5 nm. Citlivost YAG detektoru umoziuje detekci

koloidnich nanocastic v fadu jednotek nanometrt [35].
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V ramci své prace jsem se vénovala schopnosti rozlisit ve FESEM dvé ¢astice, coz by
mohlo mit pfinos pro vicenasobné znaceni. Pro tento pokus jsem zvolila nanocastice zlata a
palladia o velikosti 10 nm. Stfedni atomové Cislo zlata je 79, zatimco palladia 46 [17]. Zlato
by mélo produkovat vice zpétné¢ odrazenych elektronii nez palladium. Zlato by se proto
ve FESEM mélo jevit svétlejsi a palladium tmavsi, pfi¢emz velikost nanoc¢éstic by méla byt
stejna [35]. V. mém piipadé pii pozorovani v mikroskopu FESEM JEOL JSM-7401F pfi
pracovnich podminkéch - urychlovaci napéti 10 kV, zvétSeni 120 000, pracovni vzdalenosti 8
mm, nebylo mozné rozliSit nanoc¢astice zlata a palladia ¢astice. Nanocastice zlata a palladia
vykazovaly v BSE zobrazeni stejnou intenzitu, je nebylo mozné rozlisit.

K rozliseni dvou ¢astic stejného kovu jsem pouzila zlato o velikosti 6 a 15 nm. Na
potfizenych snimcich ze zpétn¢ odrazenych elektronti je vidét, ze nebyl problém tyto
nanocastice ve FESEM, pracujicim pfi urychlovacim napéti 10 kV, pii zvétSeni 120 000,
pracovni vzdalenosti 8 mm a za pouziti BSE signélu, rozlisit tyto ¢astice.

Dale jsem se zabyvala vlivem pokoveni na detekci nanocéastic ve FESEM. Pokrytim
povrchu vzorku vrstvou kovu nebo uhliku se snizuje jeho nabijeni a ptipadné poSkozeni [71].
Pro tento pokus jsem si zvolila zlaté nanocastice o velikosti 10 nm, které jsou pii pozorovani
v elektronovém mikroskopu stabilni.

Platinou jsem pokovovala v ¢asech 5's, 10 s, 30 s, 60 s a 180 s. Nejvhodnéjsi vSak byly
Casy v intervalu od 5 do 30 s. Pii pokoveni po dobu 30 s je pokoveni hrani¢ni, protoze vrstva
platiny uz &asteénd piekryva Castice zlata, piesto jsou jedté viditelné. Castice se v tomto
piipadé¢ jevily vétsi, mohlo jit o agregaty. Pti pokoveni povrchu vzorku po dobu vice nez 30
s byly Castice skryté ve vrstve platiny.

Uhlikem jsem vzorky s nakapnutymi zlatymi ¢asticemi napraSovala po dobu 15 s, 34 s
a 50 s. Zjistila jsem, Ze 1 pfi naprasovani po dobu 50 s jsou Castice viditelné. Pti napraSeni
uhlikem je idedlni ¢as v intervalu od 15 s do 50 s.

V obou piipadech se ¢astice, pozorované v sekundarnich elektronech, jevily vétsi nez
pii zobrazeni ve zpétné odrazenych elektronech. Pti zobrazeni v sekundéarnich elektronech
byly detaily nanocastic skryté ve vrstvé platiny nebo uhliku. Ztratily se detaily, které
sekundarni elektrony mohou zobrazit. Bylo mozné zobrazit jen povrchovou vrstvu materialu.

Nevodivé vzorky se pokryvaji tenkou vrstvou kovu nebo uhliku ke zvySeni vodivosti.

Vrstva by méla byt tenkd, aby nezanikly struktury vzorku [29]. U zmrazenych biologickych
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materialli se vzorky nejprve pokryji vrstvou kovu o tloustce 1 az 3 nm, potom se pokryji
vrstvou uhliku o tloust'ce 5 az 10 nm. Cely tento proces vede ke stabilizaci vzorku, poté jsou
vzorky prohlizeny v sekundarnich nebo zpétné odrazenych elektronech. Pokud by se
zmrazeny vzorek pokryl pouze vrstvou platiny, pii pozorovani v elektronovém mikroskopu by
vzorek roztal a vrstva platiny by se roztrhala. Vrstva uhliku slouZzi jako podlozni vrstva a tim
se vzorek stava flexibilngjsi vici ozareni [18].

Konjugace nanocastic neni trividlni zalezitost. Je zde spousta aspektl, které ovlivituji
priabeh konjugace. Nejveétsim problémem pii konjugaci je spravné sladéni pH roztoku
protilatek s pH roztoku nanocastic. Kdyz se pH pfizptisobi protilatkam, tak nanocastice ztraci
charakter koloidu. Konjugaty koloidniho zlata se dnes Siroce pouzivaji pro imunolokalizaci
v celé fad¢ odvétvi, hlavné v biomedicing ¢i biologickém vyzkumu, protoze zlaté nanocastice
jsou pii pozorovani v elektronovém mikroskopu stabilni [35].

Provedla jsem konjugaci proteinti s nanocasticemi Ag, Pt a Pd. Pfi konjugaci jsem
mela problémy detekovat mnozstvi konjugovanych proteinti. Méfenim mnozstvi proteinu
pomoci fluorometru u nanocéstic platiny a palladia jsem ziskala pouze orienta¢ni celkovou
koncentraci proteini v roztoku, ze kterého byly odstranény konjugaty. Nicméné je mozné
konjugace uspésné.

Pro vlastni potvrzeni vysledkii konjugace bylo tfeba pouzit imunoznaceni s preparaty
HeLa bun¢k, BSA a slinnych 714z klistéte 1. ricinus.

Nanocastice palladia byly na protein navazany pomoci elektrostatické vazby. V mém
pfipadé¢ 1 po nasledné¢ provedené imunolokalizaci nebylo mnozstvi navazanych castic
dostatecné. Neni jisté, zda nedoslo uz v pribéhu konjugace ke kontaminaci, coz mohlo mit
pravé za nasledek nizky pocet navazanych nanocastic. Tento vzorek nebylo mozné
prohlédnout ve FESEM kviili nizkému poctu castic.

U kovalentni konjugace byl vysledek stejny jako u elektrostatické konjugace. Na
vzorcich byl pocet navdzanych nanocastic pfili§ nizky. V tomto ptfipadé mohla byt piicina
v nadbytku DHLA pfi konjugaci, kdy mohlo dojit k rozstipani ¢i zmizeni ¢astic.

Ptipravit konjugaty s navazanymi nanocasticemi zlata, narozdil od platiny, palladia
nebo stiibra, je snadné, protoze zlaté nanocCastice jsou zachovavaji stejnou velikost. To je

dalezité k vytvoreni stabilniho komplexu [24].
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V piipadé imunoznaceni na vzorcich HeLa bun¢k, BSA a slinnych z14z klistéte Ixodes
ricinus ptili§ nizka Cetnost navazanych nanocastic.

U vzorku vicendsobného imunoznaceni slinnych zldz klistéte 1. ricinus bylo
navazanych castic dostatek pro pozorovani ve FESEM. Zhotovila jsem snimek z TEM a z
FESEM ve zpétné odrazenych elektronech pomoci YAG detektoru. Nebylo vSak mozné
poridit snimky v médu sekundéarnich elektronti, protoze se Castice nedaly zaostfit, obraz byl
rozmazany. To mohlo byt dano $patnym setfizenim mikroskopu, poptipad€ nabijenim vzorku.

Hiroko Agematsu, ktery vedl vroce 1997 studii k objasnéni typu a plvodu
kolagenovych vlaken uvnitt mlééného zubu, pouzil nepfimé imunoznaceni s nanoc¢asticemi
zlata [45]

Orsinoho studie z roku 2007 ukézala morfologické uspotaddani lidského dentinu a
predentinu. Skenovaci elektronovy mikroskop ukazal organizaci kolagenovych vldken v
predentinu a piitomnost dentalnich tubulll v dentinu. Pfesna role dekorinu a biglykanu uvnitf
prematrix a matrix v lidskych zubech by vSak méla byt blize objasnéna. K této studii byly také
pouzity protilatky s navazanymi zlatymi nanocasticemi [37].

Praci s nanocasticemi bychom mohli pfirovnat k béhu na dlouhou trat, nebot’ je to
prace nelehka, ktera vyzaduje Cas a trpélivost. Je to vSak cesta schiidna, na které je nutné dale

pracovat.
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7. Z.aver

Ze vsech pokust bylo zjisténo, ze pro imunoznaceni ve FESEM jsou nejvhodnéjsi
nanocastice zlata a palladia.

Bylo zjisténo, ze pii pokovani vzorkli nanocastic Auy platinou je nejlepsi pokovovat
v intervalu od 5 s do 30 s a ptipad¢ uhliku je nejvhodnéjsi v intervalu od 15 s do 50 s.

Ve FESEM bylo mozné rozliSit nanoc¢astice zlata o velikosti 6 nm a 15 nm. V mém
ptipad¢ vSak nebylo mozné odliSit nanocastice palladia a zlata o velikosti 10 nm.

Byla provedena elektrostatickd i kovalentni konjugace s riznymi nanocésticemi (Pd,
Pt, Ag) o riznych velikostech. Pomoci fluorometru byla zmétena koncentrace zbytkového
proteinu po zkoncentrovani roztoku. Pro vlastni potvrzeni vysledkti byla provedena
imunolokalizace na vzorcich HeLa bunék, BSA a slinnych Z1az klistéte 1. ricinus.

Pro imunoznaceni byly pouzity koloidni nanocastice Pd (5 nm, 10 nm, 12 nm), Pt (12
nm) a Ag (10 nm).

Vzorky byly prohlizeny nejprve v TEM JEOL JEM-101. V mém pfipad¢ bylo pii
pozorovani v mikroskopu zjisténo, Ze vzorky mély velmi malou cetnost navazanych
nanocastic a nebylo proto je nebylo mozné pozorovat ve FESEM JEOL JSM-7401F.

Bylo provedeno dvojit¢ znafeni na vzorcich slinnych Zzlaz klistéte I ricinus

s komer&nimi protilatkami. Cetnost ¢astic byla vyhovujici.
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8. Piilohy

SE SEM YAG 15.0kY X300,000 WD 8.1mm 10:1;
Ptiloha 1. FESEM Pdys ve zpétn¢ odrazenych elektronech

150k X200,000 WD 8. 1mm 100nm
Piiloha 2. FESEM Ag,, ve zpétn¢ odrazenych elektronech
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SE SEM YAG 10.0kY X120,000 WD 80mm  100nm
Priloha 3. FESEM Au, ve zpétn€ odrazenych elektronech

YAG 15.0kV  X150,000 WD 81mm  100nm
Ptiloha 4. FESEM Pd,, ve zpétn¢ odrazenych elektronech
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.. 15,03nm

SE SEM YAG 100kY  X120,000 WD 80Omm  100nm
Priloha 6. FESEM Augs + Au,s ve zpétné odrazenych elektronech

57



Piilohy

Piiloha 7. TEM Auyo + Pdy,

100nm

Priloha 8. FESEM Au, + Pd;o ve zpétn¢ odrazenych elektronech
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SE SEM YAG 10.0kY X120,000 WD 8.1mm  100nm
Piiloha 9. FESEM Au, pii pokoveni platinou 5 s ve zpétné odrazenych elektronech

SE SEM SEl 100kY  X120,000 WD 8.1mm  100nm
Priloha 10. FESEM Au, pfi pokoveni platinou 5 s v sekundérnich elektronech
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§ YAG  10.0kv X120,000 WD8.1mm 100nm
Piiloha 11. FESEM Auy pii pokoveni platinou 10 s ve zpétné odrazenych elektronech

SE SEM SEI 100kY X120,000 WD 8.1mm  100nm
Piiloha 12. FESEM Au, pii pokoveni platinou 10 s v sekundarnich elektronech
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SE SEM YAG 100kY X120,000 WD 8.0mm  100nm
Priloha 13. FESEM Au pfi pokoveni platinou 30 s ve zpétné odrazenych elektronech

SE SEM SEI 100kV  X120,000 WD 8.0mm  100nm
Piiloha 14. FESEM Au, pfi pokoveni platinou 30 s v sekundarnich elektronech
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SE SEM YAG 10.0k¥ X120,000 WD 8.0mm 100nm
Priloha 15. FESEM Au, pii pokoveni platinou 60 s ve zpétn¢ odrazenych elektronech

SE SEM SEI 10.0k¥ X120,000 WD 8.0mm 100nm
Piiloha 16. FESEM Au, pfi pokoveni platinou 60 s v sekundarnich elektronech
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Priloha 17. FESEM Au, pti pokoveni platinou 180 s ve zpétn€ odrazenych elektronech

SE SEM SEl 100kY  X120,000 WD 8.1mm  100nm
Piiloha 18. FESEM Au, pfi pokoveni platinou 180 s v sekundérnich elektronech
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SE SEM YAG 10.0k¥ X120,000 WD 8.0mm 100nm
Priloha 19. FESEM Auy pfi napraseni uhlikem 15 s ve zpétn¢ odrazenych elektronech

JEOL SE SEM SEl 100kY X120,000 WD 8.0mm  100nm
Ptiloha 20. FESEM Au, pfi napraseni uhlikem 15 s v sekunddrnich elektronech
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SE SEM YAG 10.0k¥ X120,000 WD 8.0mm 100nm
Priloha 21. FESEM Au, pfi napraseni uhlikem 34 s ve zpétn¢ odrazenych elektronech

i

SE SEM SEl 100kY X120,000 WD 8.0mm  100nm
Priloha 22. FESEM Au, pfi napraseni uhlikem 34 s v sekunddrnich elektronech
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SE SEM YAG 10.0k¥Y X120,000 WD 8.1mm  100nm
Priloha 23. FESEM Au, pfi napraseni uhlikem 50 s ve zpétn¢ odrazenych elektronech

SE SEM SEI 10.0k¥ X120,000 WD 8.0mm 100nm
Priloha 24. FESEM Au, pfi napraseni uhlikem 50 s v sekundérnich elektronech
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Piiloha 25. TEM dvojité znaceni slinnych zlaz I. Ricinus

SE SEM YAG 15.0k¥  X50,000 WD 81mm  100nm
Priloha 26. FESEM dvojité znaceni slinnych 714z I. ricinus zpétn€ odrazené elektrony
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