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1 UVOD

1.1 Uvod do imunoznadeni

Imunoznaceni (také imunolokalizace) je imunocytochemicka metoda, pomoci které
muzeme lokalizovat antigen v bunice, tkdni, nebo organismu. Diky imunoznaceni je mozné
lokalizovat specifické struktury uvniti bunky (napt. peptidy, proteiny, glykoproteidy aj.)
(Osamura et al. 2000, Goldberg 2008) a jinak nerozpoznatelné bunééné komponenty
(Verkleij a Leunissen 1989).

Tato metoda byla zavedena roku 1942 Coonsem a spol., ktefi vyvinuli
fluorochromem znacené primarni protilatky. Nésledovaly enzymem znacené protilatky
(ktenova peroxidaza) a dale protilatky znacené markerem, ktery obsahoval kov (ferritin).
Tyto ferritinové markery byly pouzivany pro znaceni povrchli bunék, markery z kienové
peroxidazy naopak dobie pronikaly do buné€k. Oba tyto markery ale nejsou dostate¢né
elektron-denzni, coz ztéZuje jejich odliSeni od bunécnych struktur, které byly obarveny
tézkymi kovy (Robinson et al. 1998).

Roku 1971 byly do imunocytochemie zavedeny Faulkem a Taylorem nové markery.
Jednalo se o koloidni zlaté castice. Koloidni zlaté castice jsou sférické castice, které
maji vysokou elektronovou hustotu, a proto jsou dobie odliSitelné od ostatnich bunéénych
struktur (Robinson et al. 1998). Mezi jejich dalSi vlastnosti patfi negativni néaboj, diky
kterému nedochazi k agregaci nanocastic a hydrofobni charakter (Hermanson 2008,
Hermann et al. 1991).

Tato technika se nejprve zaCala vyuzivat pro transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM), pozdgji i pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) (Robinson et al. 1998).
Koloidni zlaté nanocastice patii dnes mezi nejpouzivanéjs$i markery pro imunolokalizaci, a to
z diivodu jejich snadné ptipravy, jednoduché detekce a stability (Griffiths 1993, Herman et
al. 1991).

V pfipadé€ potieby je mozné znacit 1 vice antigenli zaroven. Pro metodu vicendsobné
imunolokalizace je tfeba mit k dispozici protilatky oznacené markery, které je mozné
Vv elektronovém mikroskopu dobie odlisit (Bleher et al. 2007). Nejvhodnéjsi je pouzit Au
nanocastice, které se daji vyrobit ve velikosti od 1 nm do 150 nm (Meyer et al. 2010,

Hagiwara et al. 2010, Mayhew a Lucocq 2011), ale pro pouziti v elektronové mikroskopii



jsou nejvhodnéjs$i nanocastice, které neptesahuji velikost 20 nm (Bleher et al. 2007). Pro
vicenasobné znaCeni ale neni vhodné pouzit nanocastice piili§ odlisnych velikosti (jako napf-.
1, 10, 20 nm). Velké markery se nepouzivaji z diitvodu prostorové blokace vazebnych mist,
protoze dochazi ke snizeni G¢innosti imunoznaceni (Meyer et al. 2010). Nejsou vhodné ani
ptilis malé markery, a to z diivodu snadného pronikani do tkéni, coz ma za nasledek zvyseni
ucinnosti imunoznaceni. (Bleher et al. 2007, Hermann et al. 1996). Pro vicenasobné znaceni
byly proto vyvinuty ¢astice riznych tvara (sférické, kubické) a castice z riiznych kovu (zlato,
sttibro, palladium, platina) (Meyer et al. 2010, Kandela et al. 2007, Vancova et al. 2011,
Schatten a Pawley 2008).

1.2 Antigen

Antigeny jsou molekuly, které stimuluji imunitni systém a tim i produkci protilatek.
Antigenem muze byt latka, ktera je organismu cizi, ale mize se jednat i o bunky vlastni,
které jsou vnimany jsou cizi. Nejcastéji se jedna o proteiny, polysacharidy, nebo nukleové
kyseliny. Antigeny, které maji molekulovou hmotnost mensi nez 5 kDa, musi byt navazany
na nosi¢. Takovymto antigeniim poté fikdme hapteny. V ptipad¢, Ze antigeny nejsou na nosic¢
navazany, nedojde ke stimulaci imunitniho systému. Antigeny obsahuji mista, tzv. epitopy,

kterymi se vazi na paratopy protilatek = F(ab) konce (Griffiths 1993).

1.3 Protilatka

Protilatka neboli imunoglobulin je glykoprotein produkovany imunitnim systémem,
jako nésledek setkani s antigenem. Imunoglobuliny jsou tvofeny B lymfocyty
a plasmatickymi bunkami.

Protilatka (Obr. 1, 2) ma tvar pismene Y a skldda se ze dvou identickych téZkych
(H, heavy chain) a dvou identickych lehkych (L, light chain) fetézcu, které jsou vzajemné
spojeny disulfidickymi mistky (S-S). Kazdy tézky fetézec ma molekulovou hmotnost
50kDa a kazdy lehky fetézec 25 kDa. Ve stfedni c¢asti jsou tézké fetézce spojeny
disulfidickymi mistky prostfednictvim tzv. pantové oblasti. Tato oblast je dilezitd pro
pfizplsobeni tvaru vazebného mista pro konkrétni antigen. Jednotlivé fetézce se skladaji
Z konstantnich a variabilnich oblasti. Na variabilnich oblastech tézkych a lehkych fetézcii

(tzv. Fab fragment = Fragment antigen binding) se nachazi vazebna mista pro antigeny (tzv.



paratopy). Na tyto paratopy se antigeny vazi nekovalentnimi interakcemi. Konstantni oblasti
tézkych fetézcl tvoii tzv. Fc fragment (= crystallizable fragment), kterym se protilatka vaze

na Fc receptory (napf. na protein A) (Griffiths 1993, Bier et al. 1984, Krejsek a Kopecky
2004).

Antigen-

Light Chaing

CH, 2 : CH, Heavy Chains

Obr. 1 — Protilatkova molekula, pfevzato z 32,
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Obr. 2 — Vazby mezi fetézci v protilatkové molekule, pfevzato a upraveno z Griffiths 1993.

Lehké tetézce se skladaji pfiblizné z 220 aminokyselin a jsou rozdéleny do dvou
domén. Jsou znamy jako kappa (k) a lambda (A). Jedna protilatkova molekula méa pouze
jeden typ lehkych fetézcli a pomér mezi kappa a lambda je 2 : 1 (Griffiths 1993, Krejsek
a Kopecky 2004).

Tézké tetézce se skladaji ze 440 az 570 aminokyselin a podle typu imunoglobulinu
jsou rozdeleny do Ctyt, nebo péti domén (Griffiths 1993). Podle typu tézkych fetézct (y, a,
L, € a 8) délime protilatky do péti ttid:

J IgG (Obr. 3) je nejcastéji se vyskytujicim imunoglobulinem. Je charakteristicky
pritomnosti tézkych fetézca y. Tvoii 75 % vSech imunoglobulint v séru. Jedna se
o monomer, ktery se skladd ze dvou tézkych a dvou lehkych fetézcii a jeho
molekulova hmotnost je kolem 150 kDa. Tento imunoglobulin ma c¢tyfi dalsi
podtiidy — 19G1, 19G2, 1gG3 a 19G4 (Krejsek a Kopecky 2004, Griffiths 1993, Bier
et al. 1984, Fucikova 1997). Pravé tento imunoglobulin i jeho fragmenty se pro
imunolokalizaci pouziva nejcastéji.

J IgA (Obr. 3) je tvofen tézkymi fetézci a. Tvofi ptiblizné 15 % vSech protilatek

a nachazeji se v sekretech, jako jsou slzy, sliny, nebo matefské mléko. V séru se



muze nachdzet jako monomer, ale Castéji se nachazi jako dimer. Jednotlivé
monomerni jednotky jsou spojeny polypeptidovym fetézcem J ( = Joining). IgA
ma molekulovou hmotnost 390 kDa. Tento imunoglobulin ma dvé podjednotky —
IgA: a IgA; (Krejsek a Kopecky 2004, Bier et al. 1984, Fucikova 1997).

. IgM (Obr. 3) je charakteristicky pritomnosti tézkych fetézct u. Tvoii piiblizné
10 % vsech protilatek v séru a vyskytuje se jako pentametr usporadany do kruhu.
Tyto monomery jsou spojeny polymernim fetézcem J. IgM se sklada z deseti
tézkych a deseti lehkych fetézcl, proto by mél teoreticky vazat az 10 antigenti.
Z 10 vazebnych mist je ale pouzitelnych pouze 5, ostatni vazebnd mista jsou
prostorové blokovana. Jeho molekulova hmotnost je 950 kDa (Krejsek
a Kopecky 2004, Griffiths 1993, Bier et al. 1984, Fucikova 1997).

o IgE (Obr. 3) je tvofen téZkymi fetézci € a nachazi se ve velmi malé koncentraci.
Je zodpovédny za alergické reakce a ochranu proti parazitim. Jeho molekulova

hmotnost je 200 kDa (Krejsek a Kopecky 2004, Fu¢ikova 1997).

. IgD (Obr. 3) je typicky pfitomnosti tézkych fetézcti 6. Tento imunoglobulin se
vyskytuje v nizké koncentraci. Tvoii asi 0,2 % sérovych imunoglobulind. Jeho
funkce neni znama, ale spolu s IgM je receptorem B lymfocytii. Jeho molekulova

hmotnost je 180 kDa (Krejsek a Kopecky 2004, Fu¢ikova 1997).

IgM Pentamer

Obr. 3 — Jednotlivé tifdy imunoglobulinii, pievzato z B2,



1.4 Vazba nanocastice na protein

Existuji dva typy konjugace nanoc¢astice na protein — nekovalentni a kovalentni.

V piipadé nekovalentni interakce dochazi k vytvofeni vazby na zakladé naboje, kdy
ma protein kladny naboj, zatimco povrch nanocastice zaporny naboj. Mezi tyto interakce
patii slabé vazebné interakce, jako jsou hydrofobni interakce, vodikové mustky, nebo Van
der Waalsovy sily (Verkleij a Leunissen 1989).

Pti kovalentni konjugaci vznikd kovalentni vazba mezi nanocastici a proteinem.
Nanocastice se na proteiny nevazi ptimo, ale pies kyselinu dihydrolipoovou (DHLA).
DHLA obsahuje thiolové skupiny, které se na nanocastici navazi, a DHLA zaroven poskytne
karboxylové skupiny pro dalsi konjugaci (Hermanson 2008).

Nanocastici na protein lze navazat pies nekovalentni interakci, nebo je mozné pouzit
jednokrokovou reakci ptes EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide), ktery
nanocastici aktivuje a zajiSt'uje vazbu mezi karboxylovou skupinou DHLA a aminoskupinou
proteinu. (Obr. 4) (Hermanson 2008, Bartczak a Kanaras 2011, Vancova et al. 2011). Také
lze pouzit dvoukrokovou reakci, pfi které je pouzito EDC zarovenn se sulfo-NHS a poté
dochazi k vazbé¢ proteinu (Obr. 5).

Existuji 1 jiné moznosti, jak navazat nanocastici na protein (Obr. 6), ale u téchto

moznosti je nevyhoda zvétSujiciho se priméru nanocastice (Hermanson 2008).
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Obr. 4 — Obaleni nanocastice pomoci DHLA a nasledna vazba EDC, pfevzato a upraveno
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1.5 Metody imunoznaceni

Existuji dvé metody imunoznaceni — p¥imé a nepiimé (Obr. 7).

Pfi pfimém imunoznaceni reaguje primarni protilatka, na kterou je navazan marker,
ptimo s antigenem.

Pfi nepfimém imunoznaceni se primarni protilatka vaze svym F(ab) fragmentem na
antigen. Na Fc konec primarni protilatky se navaze sekundarni protilatka, protein A, nebo
protein G, na ktery je navazany marker. Sekundarni protilatka je vétSinou polyklonalni tzn.,
Ze se na primarni protildtku mize navéazat vice molekul protilatky sekunddrni. Tim dochdzi

k zesileni signalu (Hermann et al. 1991, Hermann et al. 1996, Goldberg 2008).

u marker
/_ sekundarni protilatka

marker
primarni protilatka / \ / primdrni protilatka

antigen ts ts !S ZS antigen

Prime Nepfimé
imunoznaceni imunoznaceni

Obr. 7 — Pfimé a nepiimé imunoznaceni, pfevzato a upraveno z 341,



1.6 Typy elektronovych mikroskopu

Pro detekci imunoznacenych preparatii se mimo jiné pouziva transmisni a skenovaci
elektronovy mikroskop. Obraz v téchto elektronovych mikroskopech vznika interakci mezi

elektrony a preparatem.

1.6.1 Transmisni elektronovy mikroskop

Tento typ elektronového mikroskopu je obdobou svételného mikroskopu. Lisi se tim,
ze je svételny zdroj nahrazen zdrojem elektronid. Elektrony jsou emitovany wolframovou
katodou o priméru ~ 100 nm. Déle prochazeji soustavou elektromagnetickych cocek
a dopadaji na preparat. Pfi dopadu mize dojit ke dvéma situacim. V piipad¢, ze se elektron
odchyli do jiného sméru, ale nedojde ke ztrat€ energie, nastavd tzv. pruzny rozptyl.
V ptipadé, Zze dochazi ke ztrat¢ energie elektronu (napt. pii srazce s jinym elektronem), ale

nedojde k vychyleni z jeho drahy, mluvime o nepruzném rozptylu (Goldberg 2008).

1.6.2 Skenovaci elektronovy mikroskop

Pro detekci imunoznacenych preparatli je nezbytné pouZit tzv. vysoko-rozliSovaci
SEM, ve kterém se jako zdroj primarnich elektront pouziva autoemisni tryska, jejiz primér
je 60 —200 nm. RozliSeni v SEM =zavisi na pruméru fokusované¢ho svazku primarnich
elektront dopadajicich na vzorek, dale na pouZitém urychlovacim napéti a pozici preparatu
vuci detektoru. Vyhodou autoemisni trysky je, Ze poskytuje vysoké rozliSeni i v piipadé
pouziti nizkého urychlovaciho napéti (pod 5 kV). Napt. FESEM (Field Emission Scanning
Electron Microscope) JEOL 7401F v Laboratofi elektronové mikroskopie dosahuje rozliseni
1,5 nm pfi urychlovacim napéti 1 KV v sekundarnich elektronech v gentle beam modu (mod
brzdénych elektrontl). K SEM s nejvétsim rozliSenim patii mikroskopy, ve kterych se vzorek
vkladd do nejtésnéjsi blizkosti polovych ndstavci objektivové Cocky (semi-lens systém),
nebo piimo do nich (in lens systém).

Autoemisni  tryska  emituje  elektrony,  které  prochazeji  soustavou
elektromagnetickych ¢ocek, jejichz hlavnim tkolem je fokusovat svazek elektronii, aby v co

nejmensi stopé dopadl na preparat. Stejné jako v ptipad¢ transmisniho elektronového
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mikroskopu, pfi interakci primarnich elektrond satomy vzorku dochédzi k pruznému
anepruznému rozptylu. Pfipruznému rozptylu vznikaji zpétné odrazené -elektrony
a pfi nepruznému rozptylu dochazi k ptedani energie elektronii atomim preparatu a poté
Kuvolnéni  sekundarnich  elektroni, rentgenova zafeni, Augerovych elektront
a katodoluminiscenci (Obr. 8) (Goldberg 2008).

K tvorbé obrazu se pouzivaji nejCastéji sekundarni a zpétné odrazené elektrony.
Sekundarni elektrony poskytuji topograficky obraz, zatimco zpétn¢ odrazené elektrony jsou
citlivé na prvkové slozeni vzorku, a proto jsou vhodné k detekci kovovych nanocastic
pouzivanych jako markery pfi imunolokalizaci (Miiller et al. 1989).

K detekei zpétné€ odrazenych elektronti se ve FESEM pouziva Autrata YAG detektor
(Yttrium aluminium garnet), ktery vykazuje vysokou citlivost a proto je vhodny k detekci
zpétné€ odrazenych elektront, které jsou produkovany koloidnimi nanocasticemi.

Pokud maji molekuly ve vzorku, které pozorujeme v modu zpétné odrazenych
elektront vysokou molekulovou hmotnost, je oblast, kterou vidime bila, v opaéném piipadé

je tmava a Spatn¢ rozpoznatelna (Verkleij a Leunissen 1989, Hermann et al. 1991).

electron
beam
backscattered
cathodoluminescence G'ECUOHS
/
secondary /
electrons /
* /' X-rays
\ /
\[ /
/
i
excitation
Samp'e volume
absorbed
current

Obr. 8 — Excita¢ni objem, ptevzato z [se],
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2 CILE PRACE

Provést literarni resersi k zadané problematice.

Zvladnout teoretické 1 experimentdlni zaklady prace s transmisnim a skenovacim

elektronovym mikroskopem.
U vybranych nanocastic vyzkouSet riizné postupy jejich konjugace a pomoci
transmisniho a skenovaciho elektronového mikroskopu ovétit kvalitu ziskaného

konjugatu.

Vhodné konjugaty pouzit k imunolokalizaci v elektronovych mikroskopech.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Seznam pouzitych chemikalii a materiali

2-MEA — Cysteamine hydrochloride, Fluka Analytical, MW = 113,61
BSA — Hovézi sérovy albumin, Sigma Aldrich
Centrifugaéni kolonky Corning® Spin-X® UF 500 pl Concentrators
Cut off kolonky — Amicon Ultra - 0,5ml, 100 kDa centrifugal filters, EMD Millipore
Corporation Billerica
DHLA — Dihydrolipoova kyselina, Sigma Aldrich, MW = 208,34
Dihydrogenfosfore¢nan sodny — Sigma Aldrich, MW = 119,98
EDC - N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochlorid, Sigma Aldrich,
MW = 191,70
EDTA — Kyselina ethylendiamintetraoctova, Sigma Aldrich, MW = 292,24
FSG — Zelatina z kiize ryb, Sigma Aldrich
Glycin — Sigma Aldrich, MW = 75,07
Hydrogenuhli¢itan sodny — Lachema, MW = 84,01
Chlorid sodny — Sigma Aldrich, MW = 58,44
IgG — ImmunoPure Goat Anti-Mouse 1gG (H+L), unconjugated, Thermo Scientific,
Mr = 150 kDa
Kolonky na sacharézovy gradient - Beckman
Krali¢i anti-BSA biotin — Sigma Aldrich
Kuieci anti-BSA biotin — Agrisera
Mysi anti-BSA biotin — Sigma Aldrich
PBS — fosfatovy pufr, obsahuje Na,HPO, - 12 H,0 a NaCl
Polyetylenglykol — Polyethylene glycol 20 000, Serva
Protein A—  Protein A izolovany z bakterie Staphylococcus aureus, Sigma Aldrich,
Mr =42 kDa
Streptavidin — ThermoFisher Sientific, Mr = 60 kDa
Sulfo-NHS — N-Hydroxysulfosuccinimide sodium salt > 98%, Sigma Aldrich, MW = 217,13
Tween 20 — ChemCruz™, MW = 1228
Uhli¢itan draselny — Lachema, MW = 138,2
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3.2 Seznam nanodastic

V tabulce (Tab. I) jsou uvedeny vSechny nanocéstice, které jsem pii své praci
pouzivala.

Tab. | — Seznam pouzitych nanocastic.

NANOCASTICE/ | VELIKOST .
IKONJUGAT (nm) TVAR pH VYROBCE KONJUGACE
Kovalentni konjugace
Pd 10 sférické | 6,5 UMCH | ® sestreptavidinem
e sproteinem A
Kovalentni konjugace
e se streptavidinem
e sproteinem A
) e se sulfo-NHS a
Pd 15 kubické | ~7 UMCH streptavidinem
e slgG (rIgG)
Nekovalentni konjugace
e slgG
Au + streptavidin 10 sférické 8,4 AURION -
Au + protein A 10 sférické 8,2 AURION -

Stérické palladiové nanocastice o velikosti 10 nm byly pfipraveny v laboratofi RNDr.
Miroslava Sloufa, Ph.D. z Ustavu makromolekularni chemie AV CR, v.v.i (UMCH). Tyto
nanoCastice byly pfipraveny fizenou redukci chloridu palladnatého s citraitem sodnym
(Vancova 2011).

Kubické palladiové nanocéstice o velikosti 15 nm byly také pfipraveny v laboratofi
RNDr. Miroslava Sloufa, Ph.D. Tyto nanolastice byly vyrobeny fizenou redukci
tetrachloropalladnatanu sodného s kyselinou askorbovou ve vodé. Vyroba probihala za
ptitomnosti polyvinylpyrrolidonu a bromidu draselného (Slouf et al. 2012).

Konjugaty sférickych zlatych nanocéstic byly dodany firmou AURION. Konjugaty

byly dodany v PBS s 1% BSA a 15mM NaNs. Tyto konjugaty slouzily jako standardy [0,
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3.3 Priprava vzorki

3.3.1 Testovani suspenze nanocastic a dodanych konjugati

Suspenze nanocastic a dodanych konjugati jsem testovala v TEM. Pro tyto ucely
jsem pouzivala neznacené niklové sitky 300 MESH s ultratenkou loukoti (SPI Supplies),
které jsem potéhla tenkou formwarovou blanou. Na né jsem naképla 6 pl nanocastic nebo
dodanych konjugati, nechala 5 minut adherovat, poté jsem odsala piebytek roztoku
a nechala uschnout na vzduchu. Pted pozorovanim v mikroskopech jsem sitky pouhlikovala
Vv napafovaci aparatufe JEOL JEE 4C tenkou vrstvickou uhliku, ¢imz dojde k odvedeni
naboje. Cilem pozorovani v TEM a FESEM bylo stanovit distribuci velikosti nanocastic

V suspenzi a pfitomnost agregatu.

3.3.2 Priprava vzorku BSA

Pro vyhodnoceni imunoznaceni jsem pouZzila vzorek BSA, ktery mi slouzil jako
standard. 150 mg BSA bylo rozpusténo v 5 ml 10% roztoku zelatiny. Roztok byl poté nalit
na Petriho misku a nechan v chladu, aby ztuhnul. Po ztuhnuti byl rozkrajen a fixovan po
dobu 24 hodin na ledu 4% paraformaldehydem s piidavkem 0,1% glutaraldehydu v 0,1M
fosfatovém pufru. Potom byl na ledu 3x promyt po 15 minutach 0,1M fosfatovym pufrem
s 0,02M glycinem. Po promyti 30% etanolem (30 minut na ledu) byl pfemistén do jednotky
pro mrazovou substituci (Leica EM AFS), kde byl pfi teplot¢ —10 °C po dobu 1 hodiny
postupné dehydratovan roztoky 50%, 70%, 90% a 100% etanolu. Na zavér byl vzorek BSA
prosycen pii —10 °C pryskytici LR White po dobu 1 hodiny v poméru 1 dil LR White : 2 dily
100% etanolu, dale 1:1, 2:1 a ve 100% pryskyfici byl ponechan ptes noc. Dalsi den byl
vzorek piendan do polyetylenovych kapsli a nechan piti —10°C po dobu 48 hodin
polymerovat pii UV svétle. Vysledné blocky s BSA byly poté nakrijeny pomoci

diamantového noze (Diatome) na 70 - 80 nm silné fezy na ultramikrotomu Leica UCT.
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3.4 Postup pii imunoznaceni

Do Petriho misky jsem vlozila parafilm a po okrajich misky nasklddala mokrou
bunic¢inu, aby nedoslo k odpateni nasledné napipetovanych kapek rtiznych roztokii. Nejprve
jsem na parafilm napipetovala nékolik kapek blokovaciho roztoku (Obr. 9), do kterého jsem
dala sitky, aby doslo k zablokovéani nespecifickych vazebnych mist. Blokovaci roztok
obsahuje fosfatovy pufr (PBS) o pH=7,30-7,40, 0,05% Tween a 0,02M Glycin. Po
zablokovani nespecifickych vazebnych mist nasleduje navazani primarni protilatky. Poté
nasleduje prvni promyti siték v mycim roztoku, aby doSlo k odstranéni nenavazanych
primarnich protilatek. Myci roztok obsahuje 0,05% Tween v 0,01M PBS. Dal$im krokem je
navazani sekundarni protilatky, kterd nese marker, na protildtku primarni. Po navazéni
sekundarni protilatky opét nasleduje promyti sit€k v mycim roztoku, dale v roztoku 0,01M
PBS a nakonec ve vodé.

Pfi vicenasobném imunoznaceni je postup podobny. Nejdiive se zablokuji
nespecifickd vazebna mista, néasleduje navazani primarni protilatky a promyti. Poté se na
primarni protilatku vaze protilatka sekundarni, kterd obsahuje dva, nebo tii markery (podle
toho, zda se jedna o dvojnasobné, nebo trojnasobné imunoznaceni) (Obr. 10). Opét nasleduje

promyti v mycim roztoku, déale v roztoku 0,01M PBS a nakonec ve vodé.

Obr. 9 — Znaceni siték, pifevzato z Griffiths 2003.
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Obr. 10 — Princip vicenasobného imunoznaceni.
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3.5 Postupy konjugace riiznych nanoc¢astic

PROTOKOL ¢&. 1 - Pd10s konjugovany se streptavidinem

Odebrala jsem 500 pul nanocastic (o koncentraci 10 ug/ml) a ptidala DHLA
vV hmotnostnim poméru 1:10 (¢ DHLA = 2 mg/ml, tj. pfidano 25 pl). Smés jsem poté
nechala michat 2 hodiny pfi pokojové teplot¢.

Poté jsem pridala roztok streptavidinu v hmotnostnim poméru 10 : 1 streptavidin :
nanocastice (c streptavidinu = 1 mg/ml, tj. ptiddno 50 pul) Smés jsem nechala michat
1 hodinu pfi pokojové teplote.

Nakonec jsem ptidala 20 pl 0,026M konjugacniho ¢inidla EDC ve vod€. Smés jsem
nechala michat 1,5 hodiny pfi pokojové teploté.

K pie¢isténi konjugatu od nezreagovaného proteinu a ostatnich slozek a k jeho
zakoncentrovani jsem pouzila 100 kDa cut off kolonky. Konjugat jsem promyvala 7x
(pfidavky po 400 ul) 5SmM boratovym pufrem o pH=7 za pouziti centrifugy
4500 g/4 °C/5 minut.

Nakonec jsem odd¢lila promyty konjugat od nezreagovanych nanocéstic centrifugaci

25800 g/4 °C/15 minut. Konjugat jsem poté odsala do nové vialky a pouzila k imunoznaceni
(Tab. II).

Tab. Il — Postup pii znaceni siték konjugatem Pd10s + streptavidin.

, C " SEKUNDARNI
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,40 + 0,05% Kufeci anti-BSA biotin Pd10s + streptavidin
Tween + 0,02M Glycin (2 hod.), fedéno 1 : 40 (2 hod.), nefedéno
(2 hod.) Nésleduje myti 1* Nésleduje myti 2*

* Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL &. 2 - Pd10s konjugovany s proteinem A

Odebrala jsem 500 pul nanocastic (o koncentraci 10 ug/ml) a piidala DHLA
v hmotnostnim poméru 1: 10 (¢ DHLA = 2 mg/ml, tj. pfidano 25 ul). Smés jsem nechala
michat 2 hodiny pfi pokojové teplot¢.

Poté jsem k palladiovym nanocasticim piidala roztok proteinu A VvV hmotnostnim
poméru 1 : 90 nanocastice : protein A (c proteinu A = 6 mg/ml, tj. ptidano 75 ul). Smés jsem
nechala michat a mezitim jsem pfipravila 50 pl 10,4mM konjuga¢niho ¢inidla EDC, které
jsem piidala k nano¢asticim a nechala michat 1,5 hodiny pfi pokojové teploté.

K precisténi konjugatu od nezreagovaného proteinu a ostatnich slozek a k jeho
zakoncentrovani jsem pouzila 100 kDa cut off kolonky. Konjugat jsem promyvala 7x
(ptidavky po 400 pul) 5mM boratovym pufrem o pH=7 za pouziti centrifugy
4500 g/4 °C/5 minut.

Nakonec jsem oddélila promyty konjugat od nezreagovanych nanoc¢astic centrifugaci

25800 g/4 °C/15 minut. Konjugat jsem poté odsala do nové vialky a pouzila k imunoznaceni
(Tab. I11).

Tab. 1l — Postup pfi znaceni sit€k konjugatem Pd10s + protein A.
: . ‘ SEKUNDARN{
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,40 + 0,05% Krali¢i anti-BSA biotin Pd10s + protein A (2 hod),
Tween + 0,02M Glycin + 1% | (2 hod), fedéno 1 : 40 fedéno 1: 10
FSG (2 hod) Nasleduje myti 1* Nasleduje myti 2*

* Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL &. 3 - Pd15c konjugovany se streptavidinem

Odebrala jsem 500 ul nanocastic (o koncentraci 500 ug/ml) a ptidala DHLA
vV hmotnostnim poméru 1 : 10 (¢ DHLA = 2 ug/ul, tj. pfidano 1250 ul). Smés jsem nechala
michat 2 hodiny pfi pokojové teplot¢.

Poté jsem k nanocasticim ptidala roztok streptavidinu v hmotnostnim poméru 10 : 1
streptavidin : nanocastice (c streptavidinu = 2 mg/ml, tj. pfidano 1250 ul). Ptipravila jsem
20 pl 10,4mM konjugacniho ¢inidla EDC, které jsem poté pfidala k nanocasticim a nechala
michat 1,5 hodiny pii pokojové teplote.

K ptecisténi konjugatu od nezreagovaného proteinu a k jeho zakoncentrovani jsem
pouzila 100 kDa cut off kolonky. Konjugat jsem promyvala 6x (ptidavky po 400 pl) SmM
boratovym pufrem o pH = 7 za pouziti centrifugy 4500 g/4 °C/5 minut.

Nakonec jsem odd¢lila promyty konjugat od nezreagovanych nanocastic centrifugaci
25800 g/4 °C/15 minut. Konjugat jsem odsala do nové vialky a pouzila k imunoznaceni

(Tab. IV).

Tab. IV — Postup pfi znaceni siték konjugatem Pd15c¢ + streptavidin.

, . . SEKUNDARNI
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,34 + 0,05% Kuteci anti-BSA biotin Pd15c + streptavidin (2 hod.),
Tween + 0,02M Glycin (2 hod.), fedéno 1 : 40 fedéno 1:10
(2 hod.) Nasleduje myti 1* Nésleduje myti 2*

* Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL ¢. 4 - Pd15c konjugovany s proteinem A

Odebrala jsem 500 ul nanocastic (0 koncentraci 500 pg/ml) a ptidala protein A
v hmotnostnim poméru 1 : 2 nanocastice : protein A (c proteinu A =2 mg/ml, tj. piidano
250 ul). Smés jsem nechala michat 2 minuty pii pokojové teploté.

Mezitim jsem pfipravila 1% PEG. Na 1 ml konjugatu jsem piidala 25 pl roztoku PEG
(. pridano 12,5 ul). Smeés jsem nechala michat 5 minut pti pokojové teploté, poté 1 hodinu
pii 4 °C.

K piecisténi konjugatu od nezreagovaného proteinu a ostatnich slozek a k jeho
zakoncentrovani jsem pouzila 100 kDa cut off kolonky. Konjugat jsem promyvala 8x
(ptidavky po 400 ul) SmM NaHCO; pufrem o pH=7 za pouziti centrifugy
4500 g/4 °C/7 minut.

Nakonec jsem promyty konjugat odd¢lila od nezreagovanych nanocéstic centrifugaci
25800 g/4 °C/15 minut. Pfipraveny konjugat jsem odsala do nové vialky a pouzila

k imunoznaceni (Tab. V).

Tab. V — Postup pfi znaceni sit€k konjugatem Pd15¢ + protein A.

, C " SEKUNDARNI
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,30 + 0,05% Krali¢i anti-BSA biotin Pd15c + protein A (2 hod.),
Tween + 0,02M Glycin (2 hod.), fedéno 1 : 40 fedéno 1 : 10
(90 min.) Nésleduje myti 1* Nésleduje myti 2*

* Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL ¢&. 5 - Pd15c — dvoukrokova reakce se sulfo-NHS a streptavidinem

Odebrala jsem 15 pl nanocastic (o koncentraci 500 pg/ml). Pfipravila jsem 100 pl
0,2M sulfo-NHS a pridala k nanocasticim. Smés jsem nechala michat 1 hodinu pii pokojové
teploté.

Poté jsem pfipravila 50 pl 0,2M konjugaéniho ¢inidla EDC a ptidala k nanocésticim.
Poté jsem piidala roztok streptavidinu v hmotnostnim poméru 1 : 5 streptavidin : nanoc¢astice
(c streptavidinu = 1 mg/ml, tj. pfidano 50 ul). Smés jsem nechala michat 24 hodin pii
pokojové teplote.

K zakoncentrovani a odd¢leni nanocastic od nezreagovanych slozek jsem pouzila
100 kDa cut off kolonky. Konjugdt jsem promyvala 7x (pfidavky po 400 pl) SmM
boratovym pufrem o pH = 7 za pouziti centrifugy 4500 g/4 °C/6 minut.

Nakonec jsem odd¢lila promyty konjugat od nezreagovanych nanocéstic centrifugaci
25800 g/4 °C/15 minut. Ptipraveny konjugat jsem poté odsala do nové vialky a pouzila

k imunoznaceni (Tab. VI).

Tab. VI — Postup pii znaceni siték konjugatem Pd15c + sulfo-NHS + streptavidin.

, C " SEKUNDARNI
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,30 + 0,05% Kufeci anti-BSA biotin Pd15c + streptavidin (1 hod.),
Tween + 0,02M Glycin (2 hod.), fedéno 1 : 40 fedéno 1:10
(2 hod.) Nasleduje myti 1* Nésleduje myti 2*

* Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL ¢. 6 - Pd15c — dvoukrokova reakce se sulfo-NHS a streptavidinem

Odebrala jsem 100 ul nanocastic (o koncentraci 500 pg/ml) a 5x promyla 5mM
boratovym pufrem o pH=7. Pfipravila jsem 100 ul 0,2M sulfo-NHS a piidala
k nanocasticim. Smés jsem nechala michat 1 hodinu pfi pokojové teploté.

Poté jsem piipravila 50 ul 0,2M konjugacéniho ¢inidla EDC a ptidala k nanocasticim.
Poté jsem k nanoCasticim pfidala roztok streptavidinu v hmotnostnim poméru 1 :18
nanocastice : streptavidin (c streptavidinu = 2 mg/ml, tj. piidano 450 ul). Smés jsem nechala
michat 24 hodin pfi pokojové teplotg.

K precisténi konjugatu od nezreagovaného proteinu a ostatnich slozek a k jeho
zakoncentrovani jsem pouzila 100 kDa cut off kolonky. Konjugat jsem promyvala 7x
(ptidavky po 400 pul) 5mM boratovym pufrem o pH=7 za pouziti centrifugy
4500 g/21 °C/6 minut.

Nakonec jsem oddélila promyty konjugat od nezreagovanych nanocastic centrifugaci
25800 g/21 °C/15 minut. Pfipraveny konjugat jsem odsala do nové vialky a pouzila

k imunoznaceni (Tab. VII).

Tab. VII — Postup pii znaceni siték konjugatem Pd15c + sulfo-NHS + streptavidin.

. A ‘ SEKUNDARNI
BLOKOVACI ROZTOK PRIMARNI PROTILATKA PROTILATKA
PBS, pH 7,30 + 0,05% Kufeci anti-BSA biotin Pd15c + streptavidin (1 hod.),
Tween + 0,02M Glycin (2 hod.), fedéno 1 : 40 fedéno 1 : 10
(2 hod.) Naésleduje myti 1* Nasleduje myti 2*

* Myti 1 —-0,01M PBS + 0,05% Tween
— promyvat 6x po 3 min.
* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween
—3x 0,01M PBS
- 3x H0
— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL ¢. 7 - Pd15c konjugovany s r 19G

Ptipravila jsem si puftr, ktery obsahuje 0,01M dihydrogenfosforecnan sodny, 0,25M

chlorid sodny a SmM EDTA. Upravila jsem jeho pH pomoci K,CO3 na 7,2.

Poté jsem odebrala 10 ul IgG protilatky (¢ = 2 mg/ml) a nafedila v poméru 1:1

s pufrem (viz vyse). Pfidala jsem 120 pl 50mM 2-MEA a nechala inkubovat 90 minut pfi

37 °C.

Poté jsem smés promyla v kolonce Corning Spin-X UF 500ul Concentrators

centrifugaci 14100 g/22 °C/15 minut. Ke smési jsem ptidala 120ul nanokostek a nechala

inkubovat 60 minut. Nakonec jsem odd¢lila konjugat od nezreagovaného proteinu

centrifugaci 25800 g/21 °C/15 minut. Pfipraveny konjugat jsem odsala do nové vialky

a pouzila k imunoznaceni (Tab. VIII).

Tab. VIII — Postup pii znaéeni siték konjugatem Pd15c¢ + r IgG.

BLOKOVACI ROZTOK

PRIMARNI PROTILATKA

SEKUNDARNi
PROTILATKA

PBS, pH 7,34 + 0,05%
Tween + 0,02M Glycin (2
hod.)

Kufeci anti-BSA biotin
(2 hod.), fedéno 1 : 40

Nasleduje myti 1*

Pd15c + 1gG (2 hod.), fedéno
1:5
Nasleduje myti 2*

*Myti 1 —0,01M PBS + 0,05% Tween

— promyvat 6x po 3 min.

* Myti 2 — 3x 0,01M PBS + 0,05% Tween

—3x 0,01M PBS
—3x H0

— promyvat vzdy 3x po 3 min.
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PROTOKOL ¢. 8 - Pd15c — nekovalentni interakce s IgG

Odebrala jsem 100 pl nanoc¢astic Pd15¢ (o koncentraci 500 pug/ml) a upravila jejich

pH pomoci K,CO3 na 8,5. Poté jsem piidala 10 ul IgG (¢ = 11,5 mg/ml). Intenzivné jsem

smés michala 2 minuty. Poté jsem k zabranéni agregace ptidala 0,25 % PEG. PEG jsem

k nanocasticim pfidala v hmotnostnim poméru 1 : 1 (tj. pfidano 110 pul). Smés jsem nechala

michat 5 minut, poté jsem ji nechala inkubovat ptes noc pii 4 °C.

K oddéleni nenavazanych protilatek jsem pouzila sachar6zovy gradient (centrifugace

6600 g/4 °C/1 hodina). Pfipraveny konjugat jsem odsala do nové vialky a pouzila

k imunoznaceni (Tab. IX).

Tab. IX — Postup pti znaceni siték konjugatem Pd15¢c + IgG.

BLOKOVACI ROZTOK

PRIMARNI PROTILATKA

SEKUNDARNI
PROTILATKA

1% FSG (2 hod.)

Mysi anti-BSA biotin
(2 hod.), fedéno 1 : 30

Nasleduje myti 1*

Pd15c + 1gG (2 hod.), fedéno
1:1s51%FSG

Nésleduje myti 2*

* Myti 1 — 1% FSG

— promyvat 6x po 2 min.

* Myti 2 — 6x 0,01M PBS
—3X Hzo

— promyvat po 2 min.
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4 VYSLEDKY

4.1 Charakterizace nanocastic

Prvnim krokem mé diplomové prace bylo u laboratorné piipravenych Pd nanoc¢astic
zjistit jejich stabilitu pod elektronovym svazkem a rozlozeni velikosti nanocastic.

Charakterizaci velikosti jsem provedla pomoci prohlizeni siték, které byly pfipraveny
dle postupu uvedeného na str. 15. Tyto sitky jsem pozorovala v TEM pii zvétseni 300 000 a
urychlovacim napéti 80 kV a ve FESEM pii zvétseni 100 000 a urychlovacim napéti 8 kV.

Ze snimka Pd10s, Pd15c, AulOs + streptavidin a AulOs + protein A, které jsem
ziskala v TEM i FESEM, jsem stanovila distribuci velikosti téchto nanocastic. Snimky, které
jsem potidila v TEM jsem vyhodnocovala na obrazovce monitoru CCD kamery pomoci
méficiho softwaru béhem jejich pofizovani. Snimky, které jsem pofidila ve FESEM jsem
vyhodnocovala pomoci programu Image J B8 v tomto programu jsem vyuzila funkce
prahovani, kterd mi dovolila urcit stupeii Sedi, pod kterym byl objekt bily, nad kterym byl
¢erny. V takto upravenych snimcich jsem poté pro nanocastice urcila pocet pixel a z nich
jsem vypocitala plochu, kterou zaujimaji. Tato plocha byla ekvivalentni kruhovému pramétu
nanocastic. Ze vztahu pro plochu kruhu jsem poté vypocitala ekvivalentni primér
nanocastic. Dale jsem pomoci programu Image J zjistila Feretv primeér, coz je nejveétsi
vzdalenost mezi dvéma body na obvodu nanocastice.

Zjisténa data jsem poté zpracovala v programu Microsoft Office Excel, pomoci
kterého jsem urcila aritmeticky primér velikosti nanoc¢astic a smérodatnou odchylku.

Na kazdé sitce jsem ndhodné zaznamendvala snimky tak dlouho, dokud jsem
neziskala dostate¢ny pocCet nanocastic, ktery prevysoval 500. Méfeni jsem nejprve provadéla
v TEM, poté ve FESEM.

U sférickych nanocastic jsem zjistovala jejich primér a u kubickych délku strany.
Nameéfené hodnoty jsem zaokrouhlovala tak, ze kdyz byl primér nanocéstice 5,2
zaokrouhlovala jsem na 5, pokud byl 5,3, zaokrouhlovala jsem na 5,5.

Ziskané vysledky jsem zaznamenala do tabulek (Tab. X, XI, X1V, XV, XVIII, XIX,
XXII, XXI1I), kde jsou uvedena rozlozeni poctu nanocastic pro jednotliva velikostni pasma.

Z téchto tabulek jsem poté vytvofila histogramy (Obr. 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26).
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Porovnani ekvivalentnich priméra a Feretiv primér jsem uvedla v zdvére¢nych tabulkach

(Tab. X1, X1, XVI, XVII, XX, XXI, XXIV, XXV).

4.1.1 Stanoveni distribuce nanocastic Pd10s v TEM

A%

A et s

Obr. 11 — Méfeni prumé&ru nanocastic Pd10s v TEM.

Tab. X — Pramér nanocastic Pd10s a jejich Cetnost.

NA?&J&};I;IC CETNOST NAII\?(;J(%\?&};F}IC CETNOST
) NANOCASTIC ) NANOCASTIC
5 1 95 83
5,5 3 10 51
6 12 10,5 45
6.5 26 11 30
7 28 115 15
75 31 12 9
8 55 12,5 5
85 70 13 2
9 94
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Obr. 12 — Distribuce velikosti nanod&astic Pd10s.

4.1.2 Stanoveni distribuce nanocastic Pd10s ve FESEM

prumér nanoéastic {nm)

Obr. 13 — Méfeni pruméru nanocastic Pd10s ve FESEM.
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Tab. XI — Primér nanocastic Pd10s a jejich Cetnost.

NANOCASTIC | L CETNOST | Co¢astic | . CETNOST
NANOCASTIC NANOCASTIC
(nm) (nm)
6 7 10 60
6,5 13 10,5 45
7 31 11 38
7,5 40 11,5 29
8 50 12 14
8,5 59 12,5 9
9 71 13 8
95 86
, 100 -
;E 90 -
Q
& 80 -
b
g 70 -
3 60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0
6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 11,5 12 12,5 13

Obr. 14 — Distribuce velikosti nanodastic Pd10s.

pramér nanoéastic (nm)
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Tab. X1l — Hodnoty ziskané métenim v TEM a FESEM.

TEM FESEM
Pocet nanocastic 560 Pocet nanocastic 560
Ekvivalentni primeér 9,0 Ekvivalentni primeér 9,3
Smérodatna odchylka 1,4 Smeérodatna odchylka 15
Minimum 50 Minimum 6,0
Maximum 13,0 Maximum 13,0

Tab. XIIl — Hodnoty ziskané méfenim ve FESEM.

FESEM - Feret

Pocet nanocastic 560
Ferettiv prumér 12,8
Smérodatna odchylka 1,8
Minimum 9,0
Maximum 18,0
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4.1.3 Stanoveni distribuce nanocéastic Pd15¢c v TEM

Obr. 15 — Méfeni délky strany nanocastic Pd15¢ v TEM.
Tab. XIV — Délky stran nano¢astic Pd15c a jejich ¢etnost.
DS | cemos | RERSSTRN | cemost
(nm) NANOCASTIC (nm) NANOCASTIC
9,5 2 14 51
10 9 14,5 24
10,5 24 15 38
11 48 15,5 33
11,5 33 16 15
12 78 16,5 15
12,5 51 17 9
13 45 17,5 5
13,5 75 18 5
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Obr. 16 — Distribuce velikosti nanocastic Pd15c.

41.4 Stanoveni distribuce nanocéastic Pd15c ve FESEM

Obr. 17 — Méfeni délky strany nanocastic Pd15c ve FESEM.
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Tab. XV — Délky stran nanocastic Pd15c¢ a jejich Cetnost.

NANOCASTIC | CETNOST | eistic |  CETNOST
NANOCASTIC NANOCASTIC
(nm) (nm)
10,5 14 15 57
11 29 15,5 36
11,5 44 16 29
12 38 16,5 21
12,5 71 17 15
13 42 17,5
13,5 32 18 3
14 38 18,5
14,5 85
o 90 -
;E 80
2
g 70 -
2
£ 60 -
R
50 -
40 -
30
20
10 -
0 -

10,5 11 11,5 12 12,5 15 13,5 14 14,5 15 15,55 16 16,5 17 17,5 18 18,5

Obr. 18 — Distribuce velikosti nano&astic Pd15c.

pramér nanoéastic (nm)
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Tab. XVI — Hodnoty ziskané métenim v TEM a FESEM.

TEM FESEM
Pocet nanocastic 560 Pocet nanocastic 560
Ekvivalentni primeér 13,2 Ekvivalentni primeér 13,7
Smérodatna odchylka 1,7 Smérodatna odchylka 1,7
Minimum 9,5 Minimum 10,5
Maximum 18,0 Maximum 18,5

Tab. XVII — Hodnoty ziskané méfenim ve FESEM.

FESEM - Feret

Pocet nanocastic 560
Ferettiv prumér 15,6
Smérodatna odchylka 1,6
Minimum 12,5
Maximum 20
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415  Stanoveni distribuce nanodastic v konjugatu Aul0Os + streptavidin v TEM

Obr. 19 — M¢éfteni priméru nanocastic v konjugatu AulOs + streptavidin.

Tab. XVIII — Pramér nanocastic v konjugatu AulOs + streptavidin a jejich Cetnost.

NavoCastic | (CETNOST | iiockstic | CETNOST
NANOCASTIC NANOCASTIC
(nm) (nm)
7 8 9,5 122
7,5 14 10 80
8 66 10,5 34
8,5 100 11 20
9 112 115 4
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Obr. 20 — Distribuce velikosti nanocastic v konjugatu AulOs + streptavidin.

4.1.6  Stanoveni distribuce nanocastic v konjugatu Aul0Os + streptavidin ve FESEM

Obr. 21 — Méfeni praiméru nanocastic v konjugatu Aul0Os + streptavidin ve FESEM.
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Tab. XIX — Primér nanocastic v konjugatu AulOs + streptavidin a jejich ¢etnost.

Nanockstic | CETNOST |\ (Gorismie | CETNOST
NANOCASTIC NANOCASTIC

(nm) (nm)
7 1 10,5 93
7,5 4 11 87
8 10 11,5 52
8,5 21 12 29
9 62 12,5 9
9,5 89 13 4
10 99

, 120

S 100 -

2

E 80 -

3
60 -
40
20
0

7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12 125 13

pramér nanoéastic (nm)

Obr. 22 — Distribuce velikosti nanocastic v konjugatu AulOs + streptavidin.
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Tab. XX — Hodnoty ziskané métenim v TEM a FESEM.

TEM FESEM
Pocet nanocastic 560 Pocet nanocastic 560
Ekvivalentni primeér 9,2 Ekvivalentni primér 10,2
Smérodatna odchylka 0,8 Smérodatna odchylka 1,0
Minimum 7,0 Minimum 7,0
Maximum 11,5 Maximum 13,0

Tab. XXI — Hodnoty ziskané métenim ve FESEM.

FESEM - Feret

Pocet nanocastic 560
Ferettiv prumér 12,4
Smérodatna odchylka 1,1
Minimum 9,5
Maximum 16,0




4.1.7  Stanoveni distribuce nanocastic v konjugatu Aul0s + protein Av TEM

Obr. 23 — Méfeni priméru nanocastic v konjugatu AulOs + protein A.

Tab. XXII — Primé&r nanocastic v konjugatu Aul0Os + protein A a jejich ¢etnost.

NaNocAsTic | CETNOST | ((odhstic | | CETNOST
) NANOCASTIC ) NANOCASTIC
5,5 3 85 121
6 7 9 76
65 23 95 35
7 59 10 17
75 94 10,5 9
8 113 11
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Obr. 24 — Distribuce velikosti nanocastic v konjugatu AulOs + protein A.

4.1.8  Stanoveni distribuce nanodastic v konjugatu Aul0Os + protein A ve FESEM

Obr. 25 — Méteni priméru nanoc¢astic AulOs + protein A ve FESEM.
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Tab. XXIII — Primér nanocastic v konjugatu AulOs + protein A a jejich Cetnost.

NAIIVRgg&%%C CETNOST NAII\IR&J&?;IC CETNOST
NANOCASTIC NANOCASTIC
(nm) (nm)
7 32 9,5 55
7,5 89 10 42
8 122 10,5 29
8,5 97 11 10
9 79 11,5 5
, 140 -
S 120 -
o
e
8 100 -
E
8

.
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o 1

1 o N o = B =B = N
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11,5

pramér nanoéastic (nm)

Obr. 26 — Distribuce velikosti nano¢astic v konjugatu AulOs + protein A.
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Tab. XXIV — Hodnoty ziskané métenim v TEM a FESEM.

TEM FESEM
Pocet nanocastic 560 Pocet nanocastic 560
Ekvivalentni primeér 8,2 Ekvivalentni primeér 8,6
Smérodatna odchylka 0,9 Smeérodatna odchylka 1,0
Minimum 55 Minimum 7,0
Maximum 11,0 Maximum 11,5

Tab. XXV — Hodnoty ziskané méfenim ve FESEM.

FESEM - Feret

Pocet nanocastic 560
Ferettiv prumér 10,2
Smérodatna odchylka 0.8
Minimum 8,5
Maximum 12,5

Laboratorné pfipravené palladiové i komeréné¢ dodané zlaté konjugity byly jak

v TEM, tak ve FESEM stabilni, nedochazelo k jejich vypafovani a nenachazely se v nich

z4dné agregaty.

Laboratorné ptipravené palladiové nanocastice vykazovaly vétsi rozptyl Castic nez

komer¢né délané.

Palladiové i zlaté nanocastice jsou vhodné pro konjugaci a pro imunoznaceni.
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4.2 Priprava konjugatu

Pti ptiprave palladiovych konjugat jsem vyzkousela rizné postupy konjugace. Tyto

postupy jsou uvedeny na stranach 18-25. V nasledujici tabulce je popsano, s jakymi proteiny

jsem jednotlivé nanocastice konjugovala a jaky byl vysledek.

Tab. XXVI — Vysledky imunoznaceni.

NANOCASTICE PROTEIN VYSLEDEK TESSTT fgjﬂf&l‘“
Pd10s streptavidin vyborny ano
Pd10s protein A vyborny ne
Pd15c streptavidin zadny ne
Pd15c protein A zadny ne
Pd15¢ :;Jrggt;\\l)ijj?; #adny ne
Pd15c rlgG zadny ne
Pd15c [o[€] dobry ne
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4.3 Testovani pripravenych konjugati

Konjugatem piipravenym dle protokolu ¢. 1, ktery je uveden na stran¢ 18, jsem
naznacila vzorek BSA. ZnaCeni jsem provedla podle postupu uvedeného na stran¢ 16.
Pripravenym konjugatem jsem BSA znacila v den konjugace, po 14 dnech a po 28 dnech.

Naznacené sitky jsem poté pozorovala v TEM i ve FESEM. Sitky jsem prohlizela pfi
zvétSeni 50 000. V TEM jsem jednotlivé sitky prohliZela pii urychlovacim napéti 80 kV, ve
FESEM pii urychlovacim napéti 8 kV. Po kazdém imunoznaceni jsem potidila snimky
identického mista na sitce v TEM i ve FESEM, které jsem poté porovnavala. Pro statistické
vyhodnoceni stability konjugatu v ¢ase jsem pro jednotliva imunoznaceni potidila celkem 9
snimki v TEM 1 FESEM.

Ze snimki, které jsem v téchto mikroskopech pofidila, jsem pomoci programu
Image J vyhodnotila, jak se konjugat v Case rozpada a tim také kvalitu pripraveného
konjugétu.

Data, ktera jsem ziskala pfi prohlizeni vzorkd v TEM i ve FESEM (Obr. 19, 20),
jsem vlozila do tabulky (Tab. XXVII).

Primérmé vysledky znafeni Pd10s + streptavidin jsem poté porovnavala se zna¢enim
Aul0s + streptavidin (Tab. XXVIII), které byly komeréné vyrabéné.

Pro lepsi orientaci jsem z vysledku vytvotila také grafy (Obr. 21, 22).
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Obr. 19 — Imunoznaceni BSA konjugatem Pd10s + streptavidin, fotografie z TEM.

SE SEM YAG 80KV X50000 WDO91imm 100nm

Obr. 20 — Imunoznacéeni BSA konjugatem Pd10s + streptavidin, fotografie z FESEM.

45



Tab. XXVII — Piehled po¢tu nanoc¢astic Pd10s+ streptavidin pii jednotlivych znacenich.

1. znadeni

2. znaéeni

3. znaéeni

Kontrolni Kontrolni Kontrolni
Prim sitka Prim sitka Prim sitka
Pocet . Pocet . Pocet .
Sastic | POCet tastic | POCC tastic | POCC
¢astic | Pocet | Prim. ¢astic | Podet | Prom. ¢astic | Pocet | Prim.
¢astic | pocet ¢astic | pocet ¢astic | pocet
113 1 32 3 22 1
61 0 56 4 26 6
21 0 51 5 44 2
43 1 59 7 40 9
86 49 0 0 25 47 2 3 43 44 3 3
18 0 63 1 56 2
43 0 36 3 37 3
26 0 48 4 112 2
32 0 59 0 19 1
9 50
;g 49
&
S 48 -
o
S 47 -
46 -
45
44 -
43 -
42 -
41 -

1.den

14.den

Obr. 21 — Znaceni konjugatem Pd10s + streptavidin v Case.

28.den

den
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Tab. XXVIII — Ptehled poctu nanocastic AulOs + streptavidin pfi jednotlivych znacenich.

1. znaceni

2. znaéeni

3. znaéeni

Kontrolni Kontrolni Kontrolni
Pocet Pruvm. sitka Podet Pruvm. sitka Podet Pruvm. sitka
castic pocet castic pocet castic pocet
¢astic | Pocet | Prom. ¢astic | Pocet | Pram. ¢astic | Pocet | Pram.
Castic | pocet Castic | pocet Castic | pocet
63 0 60 1 54 0
61 0 26 0 49 0
46 0 64 0 52 1
60 0 62 0 51 0
712 58 0 0 70 58 1 0 60 57 0 0
57 0 64 0 63 0
52 1 67 0 59 0
43 0 52 0 57 0
68 0 65 0 64 0
o 60 -
;E 58
[=]
@ 56 -
5 54 -
2
52 -
50
48
46 -
44
42 -
a0 -
1.den 14.den 28.den

Obr. 22 — Znaceni konjugatem AulOs + streptavidin v Case.

den
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5 DISKUZE

Ukolem této prace bylo pfipravit protilatky znatené novym markerem — Pd
nanocasticemi — které budou vhodné pro vicendsobnou imunolokalizaci vybranych molekul
ve skenovacim elektronovém mikroskopu s vysokym rozliSenim. Ke splnéni tohoto tkolu
jsem musela nejprve vybrat a otestovat vhodné nanocastice, poté je skonjugovat s protilatkou
a nakonec otestovat kvalitu vzniklého konjugatu pfi imunoznacici reakci.

Pfi vybéru nanocéstic jsem se soustiedila na Pd nanocastice ve tvaru koule a krychle
s velikosti od 10 do 15 nm. Tento vybér byl zalozen na ptedchozich studiich provadénych
v Laboratofi elektronové mikroskopie (Nebesarova et al. 2013), které prokazaly, ze Pd
kromé Au je nejvhodné&jsi variantou k vyuziti jako nového markeru pro imunolokalizaci
ve FESEM.

Pd nanocastice je mozné laboratorné pfipravit ve stejném rozsahu velikosti jako
doposud nejbéznéji pouzivané Au nanocastice. V roztocich jsou pomérné stabilni a maji
ptiblizn¢ shodné vlastnosti jako Au, coz se jevi vyhodné z hlediska konjugac¢nich postupt.
Ke stejnému zavéru dospél ve své praci Kandela et al. 2007, ktery hledal vhodné markery
pro korelativni svételnou a elektronovou mikroskopii.

Ve své praci jsem pouzivala laboratorné syntetizované nanocastice Pd, které byly
piipravovany v laboratofi RNDr. Miroslava Sloufa, Ph.D. z Ustavu makromolekularni
chemie AV CR, v.v.i. (Slouf et al. 2012). Proto bylo diilezité nejprve konjugaty zkontrolovat
a ur€it V nich distribuci velikosti nano¢astic. Méfeni se tykalo nanocastic Pd10s a Pd15c a
pro srovnani kvality i nanocastic v komer¢né ziskanych konjugatech AulOs + streptavidin a
Aul0s + protein A. V prub¢hu stanoveni distribuce velikosti nanocastic jsem zjistila, Ze se
vV dodanych nanocésticich a v dodanych konjugatech Zadné agregaty nenachazi. Rovnéz
nedochazi k odpafovani nanocastic ani ke zménam jejich objemt a pod svazkem primarnich
elektrond jsou stabilni.

Mg¢feni velikosti nanocastic jsem provadéla jak ve FESEM pracujicim pii 8 kV, tak
v TEM pracujicim pii 80 kV. Ukézalo se, Ze hodnoty ekvivalentnich primért, které jsem
ziskala méfenim nanocastic ve FESEM byly vétsi nez hodnoty ziskané méfenim nanocéstic
v TEM. Tento vysledek byl ve shod¢ s vysledky méfeni Au a Pd nanocéstic v praci

Nebesarova et al. 2013, kde také priméry nanocastic naméfené ve FESEM byly vétsi.
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Vysvétleni miizeme hledat v rozdilném urychlovacim napéti v mikroskopech (TEM 80 kV,
FESEM 8kV). Pfi niz§im urychlovacim napéti dochazi k vétSimu rozptylu na hrané
nanocastice, proto se nanocastice miize jevit jako vétsi. U vSech nanocastic byl také vyrazné
vétsi Feretiv pramér, coz muze byt zplisobeno astigmatismem a také vlivem skenovani
castic ve FESEM, které ma tendenci kulové tvary protahovat do ovalt ve sméru pohybu
primarniho svazku.

Ke stejnym zavéram v podstaté dosli autofi prace (Nebesarova et al. 2013), ktefi dale
zjistili, ze naméiend velikost ve FESEM muze byt ovlivnéna i fadou dalSich parametrti, jako
je napiiklad urychlovaci napéti, velikost méfenych nanocastic, hodnotou zvétSeni a
rozliSenim digitalniho zaznamu.

Z histogramt na str. 28, 29, 36, 37, 40 a 41 je vidét, Ze rozloZeni Cetnosti nanocastic
dle jejich priméru v ptipadé kulovych nanocastic Pd10s a AulOs ma charakter Gaussova
rozlozeni. Jinak tomu bylo v piipad¢ kostek Pd15c, u kterych je mozné v histogramu na str.
32 a 33 zaznamenat dva piky. Tuto zvlastnost si vysvétluji tim, ze se nanocastice mohou
orientovat vaci svazku primarnich elektronti rizné. Navic nékteré se ve vysledném obraze
jevily jako kruhové. Témto objektim pii¢itam mensi pramér (tvofi prvni pik v histogramu),
ktery je pravdépodobné dan tim, ze se pln¢ nevyvinul jejich krychlovy tvar. U téch
nanocastic, které dozraly do tvaru kostek, jsem pravdépodobné namétila vétsi prumér
odpovidajici druhému piku.

Pfi méfeni priméru komeréné vyrobenych konjugati AulOs + streptavidin a AulOs +
protein A (Tab. XX, XXI1V), se ukazalo, ze distribuce velikosti je vyrazné mensi. Zatimco u
laboratorné ptipravenych nanocastic Pd10s se pti méfeni v TEM jejich primér pohyboval
v intervalu od 5 nm do 13 nm, u AulOs + streptavidin se jejich praimér pohyboval v intervalu
od 7 nm do 11,5 nm. Dokazuje to tvrzeni vyrobce, ktery udava, ze je koeficient variace u
10 nm nanocastic mensi jak 10 % 1]

Naslednym krokem v pfipravé protilatek s novym markerem — Pd nanocasticemi —
byla jejich konjugace s proteinem. V piipadé Pd nanocastic kulového tvaru jsem pouzila
postup popsany v praci Vancova et al 2011, ktery je zalozen na kovalentni konjugaci
nanocastic s proteinem. Pd koloidni nanocastice se lisi od Au predevsim v barvé a stabilité
jejich koloidnich roztokd. Zména barvy Au koloidnich roztokii pomaha urcit nestabilizovany

a stabilizovany roztok v koagulacnim testu. To usnadiiuje nastaveni optimalnich podminek
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pro konjugaci s proteinem, jako je pH, iontova sila a koncentrace proteinu (Leunissen a De
Mey 1989). U bezbarvych Pd koloidnich roztokt ptidavek elektrolyti nezptsobi zadnou
barevhou zménu. Stejn¢ tak nebyly nalezeny z4dné rozdily v absorpci UV zafeni ¢i
viditelné¢ho svétla (Vancova et al. 2011). Proto byl ke konjugaci pouzit postup, pfi némz byl
nejprve modifikovan povrch Pd nanoc¢éstice pomoci DHLA a na takto upraveny povrch byly
navazany molekuly proteinu. Tento postup se s vybornymi vysledky pouzival jiz drive
ke konjugaci Au nanocastic (Roux et al. 2005). V ptipad¢ Pd nanocastic kulového tvaru jsem
touto metodou ziskala konjugat, jehoz kvalitu jsem testovala stejné jako v praci Vancova et
al. 2011 pfi imunoznaceni na standardnim vzorku. K tomu mi slouzil preparat se zalitym
BSA, ktery jsem pfipravila postupem uvedenym na str. 15. Porovnanim cetnosti
imunoznaceni za pouZziti pfipraveného Pd konjugatu a komeréniho Au konjugatu jsem
zjistila, Ze Pd10s konjugaty se streptavidinem a proteinem A jsou svoji kvalitou srovnatelné
s komeréné dostupnymi produkty.

V ptipadé¢ Pd nanokostek jsem zjistila, ze postup kovalentni konjugace pomoci
DHLA nefunguje. Postupné jsem vyzkousela nékolik modifikaci této metody. Divodem
bylo hledani optimélniho postupu, ktery by poskytnul vysoce citlivy a stabilni konjugat.
Nicméné zadna z téchto metod nevedla ke kyzenému tspéchu.

Jako nejlepsi cesta se v pfipadé Pd nanocastic krychlového tvaru jevila pouze
nekovalentni konjugace nanocastic na protein. Pomoci této metody jsem ziskala funkéni
vyrobé bylo mozné ovlivnit depozici atomli Pd na preferencnich mistech tak, ze vznikla
kostka. Ke stabilizaci kostek byla poté pouzita vrstva polyvinylpyrrolidonu (PVP) a bromidu
draselného (KBr). Ztohoto divodu nebylo mozné vytvofit funkéni konjugat pomoci
kovalentni konjugace.

Poslednim krokem bylo ur€it, jak jsou pfipravené Pd konjugéty stabilni, nebo jinymi
slovy, jak se méni jejich Gc¢innost s asem. To jsem zjistila pomoci imunoznaceni vzorku
BSA piipravenym Pd konjugitem, které jsem porovnavala s vysledkem imunoznaceni
vzorku BSA komeréné vyrobenym Au konjugatem. Tento konjugat mi slouzil jako standard
a umoznil mi porovnat intenzitu a ¢etnost imunoznaceni.

Naznacené sitky jsem poté pozorovala v TEM i ve FESEM. Abych mohla porovnat

intenzitu a ¢etnost imunoznaceni, vyfotila jsem vzdy stejné misto na sit’ce. Nejprve jsem tyto

50



sitky prohlizela v TEM a poté jsem se snazila dohledat stejné misto i ve FESEM. Protoze
jsem ale pouzila neznacené sitky a ve FESEM je vidét vzdy jen maly vyfez sitky, bylo
velmi tézké se zorientovat a stejné misto na sit'ce dohledat. Z tohoto diivodu jsem postup
prohlizeni sit€ék zménila a vhodna mista na sitkach jsem nejdiive vyfotila ve FESEM a poté
jsme sitky prenesla do TEM, kde jiz bylo dohledani, kvili radiaénimu poskozeni, snadné.

Ptfi porovnani stejnych fotografii z TEM a FESEM jsem zjistila, ze se pocet
nanocastic na téchto fotografiich shoduje. Dosla jsem k zavéru, ze pii pozorovani siték
v TEM i ve FESEM ziskam stejné vysledky. I kdyz se ve FESEM pouzivaji mnohem vyssi
proudy primarniho svazku a ohiev vzorku je tak intenzivnéj$i, evidentné¢ nedochdzelo
k odpafovani Pd nanocastic ptfi vyhodnoceni imunolokalizace ve FESEM, ani ke zménam
jejich polohy na ultratenkém ftezu. Z pofizenych snimki jsem poté provedla statistické
vyhodnoceni nanoc¢éstic a vyhodnotila tak kvalitu pfipravené¢ho konjugatu a jeho stabilitu
Vv Case.

Nejlepsi vysledky v tomto sméru vykazal konjugat Pd10s + streptavidin. Cetnost
znaceni standardniho vzorku s BSA pomoci tohoto konjugatu byla bezprostiedné po piiprave
konjugatu, ale i v ¢asovém intervalu jednoho mésice, srovnatelna se znacenim pomoci
komer¢né dodaného konjugatu AulOs + Streptavidin.

Na zéklad¢ popsanych pokusti mohu konstatovat, ze Pd nanocéstice rizného tvaru
jsou vhodnym markerem pro vicenasobnou imunolokalizaci ve FESEM. Z hlediska
konjugace se kulové nanocéstice jevi vhodnégjsi nez krychlové. U té€chto nanocéstic bude
tteba jest¢ v budoucnosti vylepsit metodu jejich konjugace a zajistit vétsi stabilitu ziskanych

konjugatt.
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ZAVERY

Zlaté i palladiové nanocastice jsou pod svazkem primarnich elektronu stabilni,
nedochazi ke zménam objemu ani vypafovani, a proto jsou vhodné pro

imunoznaceni.

Hodnoty ekvivalentnich primért, ziskané méfenim nanocastic ve FESEM, jsou vétsi

nez hodnoty ziskané méfenim nanocastic v TEM.

Feretiv pramér je vétsi nez hodnoty ekvivalentnich primérti namétené v TEM i ve

FESEM.

Distribuce velikosti nanoc¢astic v ptipadé kulovych nanocastic Pd10s a AulOs ma

charakter Gaussova rozloZeni.

Distribuce velikosti nanokostek Pd15¢ mé jiny charakter nez distribuce velikosti

kulovych nanocastic.

Komer¢né syntetizované nanocastice maji mens$i rozptyl velikosti nez laboratorné

pfipravené nanocastice.

U kulovych Pd nanocastic je moZzné ziskat funkcni konjugat pomoci kovalentni

konjugace na protein.

V piipadé¢ krychlovych Pd nanocastic lze vyrobit funkéni konjugat pouze

nekovalentni konjugaci na protein.

Pii potieb& pozorovani stejného mista na dané sitce je jednodus$si prohlizet sitku

nejdiive ve FESEM a poté ji pfenést do TEM.
Na stejnych fotografiich z TEM a FESEM se nachazi stejny pocet nanocastic.

Cetnost znaéeni BSA pomoci Pd10s + streptavidin je srovnatelna se zna¢enim BSA

pomoci komeréné dodaného konjugatu AulOs + Streptavidin.
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