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Anotace

This master thesis deals with possibilities of using nanoparticles of different metals
as markers for immunolabelling in the low voltage electron microscope. It presents the low
voltage electron microscope LVEM 5 (Delong Instruments, Brno, Czech Republic) as a
new type of a table-size microscope specially designed for observation of specimens

composed of elements with low atomic numbers.
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1. Uvod a cile prace

Laboratot elektronové mikroskopie byla zalozena na zacatku sedmdesatych let jako
servisni pracovis$té¢ s hlavnim ukolem poskytovat sluzby v oboru biologické elektronové
mikroskopie. V soudasnosti patii ke spole¢nym pracovistim Biologického centra AV CR a
Ptirodovédecké fakulty jako soucést Parazitologického ustavu.

Laboratot elektronové mikroskopie dlouhodobé spolupracuje na projektu
nizkonapétového elektronového mikroskopu (LVTEM) a na vyvinuti novych nanocastic
konjugovanych s protilatkami pro ultrastrukturdlni diagnostiku v biomedicing.
Nizkonapétovy elektronovy mikroskop vyvinul prof. Armin Delong a pod jeho vedenim
firma Delong Instruments, a.s. tento typ mikroskopu vyrabi. V rdmci spolupriace na
uplatnéni LVTEM mikroskopu v biologii mé laboratof elektronové mikroskopie zaptijéen
mikroskop s ozna¢enim LVEM 5 [1].

Cile této diplomové prace jsou:

e Provést literarni resersi k dané problematice

e Zvladnout teoretické i experimentalni zéklady prace s LVEM 5

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

e Navrhnout a vyzkouset postup konjugace vhodnych nanocéstic s protilatkou

e Na vhodném modelovém systému provést s pfipravenou znacenou

protilatkou imunolokalizaci

Tato prace je financovana zprojektu Nové nanocastice pro ultrastrukturalni

diagnostiku KAN200520704.



2. Teoreticka cast

2.1. Nanocéastice v biomediciné

Pod pojmem nano si piedstavime jednotkovou ptedponu vyjadiujici 10 nasobek
zékladni fyzikalni jednotky. Hlavnim vyznamem tohoto slova, které pochazi z fectiny, je
malost - trpaslictvi. Tento vyznam také plati pro termin nanoparticules, ¢esky nanocastice
[2,3].

Nanocastice v medicing jsou zatim ve fazi Givah a testovani. Uvazuje se o n€kolika
riznych technologiich. Jednou z nich je pouZziti materiali se specidlni strukturou na
nanoskopické urovni. Lehce odbouratelné nanoobaly by dokazaly vyhledat bunku, vstoupit
dovnitf, uvolnit ze sebe 1¢k a nechat se odbourat buiikou. Mezi nanotechnologie vyuzitelné
v mediciné bude mozné zatadit 1 nanotechnologické stroje (¢i nanoroboty) pracujici na
biochemickém principu. Vytvofily by tunely skrz bunécnou sténu a cytoplazmatickou
membranu cilové buiiky. Tunely by umoznovaly prostup pouze specifickym latkam, tzn. ze
stejnd latka vyskytujici se pfirozené v organismu by neprosla, ale latka stejnd a pouze
specialné oznacena (napf. nanocastici Au) by se bez problémi dostala dovnitt. Tyto tunely
by regulovaly i mnozstvi a rychlost prichodu latek. Takové zafizeni by se dalo pouzit
napftiklad pro ni¢eni rakovinotvornych bun¢k. Zatim vsak tento napad ziistava jen relativné
malym primyslem s velkymi piekazkami. Cas takového pokroku je méfen v dekadach,
ne v rocich [3].

Nanocastice jsou definovany jako struktury, u kterych nejméné jeden rozmér
nepiesahuje velikost jednotek az stovek nanometrti. Nanostruktury Ize délit podle
chemického slozeni na kovové (napt. Au, Ag, Pd, Pt), polovodicové — kvantové teCky
(napt. QD) a nekovové (napft. uhlikové nanotrubice). Ve své praci jsem se zaméfila nejprve
na komercné vyrabéné Au, pozdéji na laboratorné pfipravené nanocastice Ag, Pd, Cosz Oy,
Si0,, TiO; a polovodicové nanokrystaly quantum dots. K zobrazeni nanoc¢éstic se pouzivaji
elektronové mikroskopy [4].

Suspenze jemné rozptylenych nanocéstic jsou oznacovany jako koloidy [6].
Koloidy nazyvame takové soustavy, kde jedna latka se vyskytuje v malych casteckach
(koloidni castice) a kde tyto castecky jsou rozptyleny v druhé latce. Tato smés tvori

koloidni systém (koloidni roztok, koloidni disperzi) [5]. V naSem piipadé¢ se jedna o



kovové nanocastice v rozmezi 5-15 nm, kter¢ jsou rozptyleny ve vodném roztoku. Vyuziva
se metody, pii které jsou nanocastice, které jsou nabité, obalené ionty. Tim se jejich naboj
vyrusi, zastavaji v roztoku separované. Nanocastice jsou tak chranéné pied rizikem
ireverzibilnich agregaci pii jejich syntéze, béhem skladovani a pfi jejich pouzivani. Kvuli
elektrondenznimu charakteru jsou kovové nanocastice snadno rozpoznatelné v transmisnim
elektronovém mikroskopu a jsou tedy idedlni znackou (markerem) pii imunolokalizaci
bunéénych komponent — proteintll, enzymil, cukri — v bunééné ultrastruktute. Navic jejich
¢asticovy charakter pomahd pifi imunoznafeni stanovit mnozstvi jednotlivych hledanych
makromolekul v dané struktufe tim, Ze poc¢tu nanocastic, které lze rozeznat v bunééné
ultrastruktufe po provedeni imunoznaceni, odpovida jejich pocet diky specifické vazbé se
znacenou protilatkou. Pro ptipravu komplexi protilatka-nanocéstice v imunocytochemii

pouzivame nanocastice se stanovenou velikosti a s izkym velikostnim rozpétim [6].

2.2. Elektronova mikroskopie

2.2.1. Transmisni elektronova mikroskopie

Transmisni (prozatrovaci) elektronovd mikroskopie (TEM) v biologii pfinesla
v pribéhu vice nez pul stoleti mimofddné mnozstvi poznatk. Transmisni elektronovy
mikroskop (obr.1) slouzi k pozorovani a zvétSovani velmi malych objektt, které jiz nejsou
svételnym mikroskopem zobrazitelné. Jakykoliv mikroskop mize maximalné rozlisit dva
body lezici od sebe ve vzdalenosti pfiblizné poloviny vlnové délky zdroje osvétleni.
Abychom mohli hloubé&ji proniknout do mikrosvéta, na ktery uz svételny mikroskop
nestaci, musime proto pouzit zaifeni s mnohem kratsi vilnovou délkou nez ma viditelné
svétlo. Pouziti linedrniho svazku urychlenych elektroni se zd4 jako nejlepsi zplsob feSeni
[7,8,9,26].

Konstrukéné se da elektronovy mikroskop povazovat za analogii mikroskopu
svételného. Zakladnim rozdilem vsSak je, Ze k zobrazeni preparatu v elektronovém
mikroskopu pouzivdme proud primarnich urychlenych elektronti [8,26]. K tpravé
prochazejiciho elektronového svazku tubusem se pouzivaji misto optickych c¢ocek

elektromagnetické ¢ocky, které vytvaii vhodné tvarované magnetické pole. TEM potiebuje

ke své Cinnosti 1 mnoho dalSich systému, které u svételného mikroskopu nejsou, napi.



vysokonapétové zdroje, elektroniku k fizeni mikroskopu a vykonny vakuovy systém pro
vycerpani jeho vnitinich prostor.

Soucasny transmisni elektronovy mikroskop dosahuje rozliSovaci schopnosti, ktera
umoznuje zobrazit atomovou strukturu anorganickych a proteinovych krystali. V ptipadé
zobrazovani biologickych objektt je situace horsi, co se tyCe rozliSovaci schopnosti.
Dtivodem je maly kontrast téchto objektli, protoze biologicky material se sklada z prvka
s nizkym atomovym ¢&islem (C, O, N, H, P). Prvky s nizkym atomovym ¢islem rozptyluji
elektrony v elektrickém poli jadra vyrazné méné. Jelikoz kontrast v TEMu vznika ptevazné
odstranénim pruzné rozptylenych elektronii ze zobrazovaciho svazku, je pfi energii
pouzivané¢ v TEMu (100kV) kontrast nedostateCny. Pro jeho zvySeni u téchto vzorkl
pfistupujeme ke kontrastovani, kdy do vzorku ptidavame elektrondenzni kontrastujici
¢inidlo. Tyto kontrastujici ¢inidla obsahuji slouc¢eniny atomi tézkych kovi jako je citrat
olova nebo octan uranylu, na kterych dochdzi k lepSimu rozptylu priméarnich elektronti.
Tento postup vSak miize vnaset do pozorovaného vzorku nepiesnosti a artefakty.
V urcitych piipadech pifinasi kontrastovani dobré vysledky, ale pfi nartistajicich narocich
na rozliSeni a pozorovani biologického materidlu co nejbliZze nativnimu stavu jiz nestaci
[7,8,9].

V soucasné dob¢ pracnost pripravy preparatii, finan¢ni naro¢nost této techniky s
bouflivé se rozvijejicimi metodami bunécné biologie vedla k ur¢itému odchodu od metod
transmisni elektronové mikroskopie. Vyvoj vSak stile pokraCuje, hledaji se nové typy

mikroskoptl, mezi kterymi je nizkonapétovy elektronovy mikroskop.



Obr.1. Transmisni elektronovy mikroskop JEOL 1010

2.2.2. Priprava vzorki pro TEM

Vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii nesmi obsahovat vodu, protoze
v mikroskopu jsou vystaveny vysokému vakuu a z mokrych preparat by se voda bouilivé
uvolnovala. To by vedlo jednak k jejich degradaci a za druhé k rozptylu primarnich
urychlenych elektronti na molekuldch plynné vody a k jejich zbrzdéni. Proto je nutné
biologicky materidl, ktery obsahuje vysoké procento vody, pied pozorovanim
v mikroskopu upravit tak, aby zddnou vodu neobsahoval. Druhou podminkou, ktera
vyplyva z penetracni schopnosti elektrond, je, ze tloustka preparatu nesmi prekrocit 100
nm. Silngj§imi preparaty elektrony neprojdou, a pokud ano, nelze obraz dobie zaostfit

[11,12]. Ptipravu preparatt 1ze rozd¢lit do n€kolika kroki:

1. Fixace

Prvnim krokem pfipravy preparatl pro TEM je v naprosté vétsiné piipadd fixace.
Jejim cilem je zachovat bunécnou ultrastrukturu s minimem zmén oproti nativnimu stavu,
zabranit degradacnim procestim a stabilizovat vzorek do dalSich krokii pfipravy. K fixaci
biologickych objektl se pouzivaji chemické metody nebo fyzikalni jako je kryofixace nebo

pouziti mikrovin [24].



Chemické fixace je zalozena na reakci neékterych chemickych ¢inidel se slozkami
biologickych objekti, které¢ vedou kjejich stabilizaci a imobilizaci bez vétSich
ultrastrukturdlnich zmén. Aditivni fixace nejlépe zachovava bunécnou ultrastrukturu
z hlediska elektronové mikroskopie. Dochazi k pfeméné cytoplazmy v gel transparentni
pro elektrony v disledku vytvofeni sit¢ vazeb mezi fixaénim c¢inidlem a molekulami
vzorku. Ptikladem fixacnich Cinidel jsou glutaraldehyd a formaldehyd.

Glutaraldehyd obsahuje dvé aldehydické skupiny, diky kterym je schopen se
zarovenl vazat ke dvéma funkénim skupindm, a tak vytvaret mustky napf. mezi dvéma
bilkovinnymi molekulami. Pii fixaci reaguje pievazné s peptidy a bilkovinami. Chemicka
reakce glutaraldehydu s bilkovinami probihd ve dvou krocich. V prvnim kroku vétSina
bilkovin za¢ne po styku s glutaraldehydem do 30 vtefin vytvaret prizracné gely, ale reakce
s proteiny zabudovanymi v membranach a mikrofilamentech trva nékolik hodin.
Dokonceni reakce je pomalé, proto se Casto pro zkvalitnéni fixace pouzivd kombinace
glutaraldehydu s formaldehydem, kdy pfitomnost formaldehydu zarucuje rychlou a
glutaraldehyd zase kvalitni fixaci. Je to dano tim, Ze formaldehyd mé pouze jednu
aldehydickou skupinu, kterou se vaze na aminoskupiny bilkovin. Diky své malé molekule
se tedy vyznacuje vysokou penetracni rychlosti. Je tfeba udrzovat velikost fixovaného
materialu v rozumnych mezich a v ptipad¢ vétsich vzorkl v jejich stfedu ocekavat ¢astéjsi
vyskyt artefakti. Formaldehyd se v soucasné dob¢ pouziva vétSinou ke specialnim ucelim,
napft. k ptipravé preparatii pro nasledné imunoznaceni, protoze lépe zachovava antigenicitu
preparatu [9,13,14].

Oxid osmicely ma silné oxidacni uGCinky, sdm se redukuje a tvoii slouCeniny,
ve kterych ma niz8i mocenstvi. Pii reakci s organickymi slou¢eninami vzniké tzv. osmiova
cerii, kterd zplsobuje z€erndni preparati po fixaci OsOs. Velice ochotné reaguje
s mastnymi kyselinami v bunéénych membranach. Dusledkem je vynikajici fixace
membran a jejich zvyraznéni v bunécné ultrastruktuie, protoze navazané atomy osmia
ptsobi diky svému vysokému atomovému Cislu (76) jako kontrastujici ¢inidlo a dobie
rozptyluji prochdzejici primarni elektrony. Naproti tomu nereaguje s glycidy a dal$imi
bunéénymi komponentami, takze se v soucasné dobé pouziva jako sekundarni fixaéni
¢inidlo po primarni fixaci aldehydy. Pfi této kombinaci je ultrastruktura vzorku vétSinou
nejlépe zachovana [9,13].

Fixacni Cinidla se aplikuji rozpusténé v pufrovacich roztocich. Diivodem je, aby se
fixacni roztok co nejvice blizil svymi vlastnostmi, jako pH, teplota apod., prostfedi, ve

kterém se vzorek nachéazel do chvile odebrani, a nedoslo k reakci fixovaného objektu na



zménu vnéjSiho prostiedi, ktera by mohla vést k jeho poskozeni napt. smrsténi fixovanych
bunék. Pufry v elektronové mikroskopii by mély mit dostateCnou tlumici kapacitu, aby
nedoSlo béhem fixace ke zméné pH, protoze systém se okyseluje vznikem kyseliny
glutarové. Pufry by mély byt chemicky stabilni a odolné proti degradaci enzymy a jinymi
biologicky aktivnimi latkami. Nemély by tvofit precipitaty, interferovat s fixacnim
¢inidlem, inhibovat nebo naopak stimulovat bunécné funkce. Mezi nejpouzivanéjsi
v soucasné dobé patii fosfatovy a kakodylanovy pufr a pufry oznacované zkratkami TRIS,
PIPES, HEPES. Mezi jejich pfednosti patii pfedevsim nizky stupeni toxicity a kompatibilita
s fyziologickymi funkcemi bunék [9,13,14,23].

2. Dehydratace

Po fixaci a promyti preparatu nasleduje jeho zaliti do vhodné pryskytice. Bohuzel
vétSina zalévacich médii rutin€ pouZzivana pro ptipravu vzorki pro TEM neni misitelna
s vodou, a proto je nutné po fixaci nahradit volnou vodu ve vzorku kapalinou, ktera je
misitelna jak s vodou, tak se zalévacim médiem. K tomuto ucelu slouzi dehydratace, kdy
vzorek je postupné umistovan do roztokl s rostoucim podilem dehydrata¢niho ¢inidla, az
je jim nahrazena vSechna voda v systému. Nejcastéji se jako dehydratacni ¢inidla pouzivaji
etanol a aceton. Aceton je misitelny se vSemi pryskyficemi, etanol pouze se Spurrem.
Etanol je nejbéznéjsi dehydratacni €inidlo, jehoZ nevyhodou je moZnost reakce se zbytky
OsO4 za vzniku precipitati. Dale muaze zplisobovat extrakci bunééného materidlu, ale

v menSim poméru nez aceton [9,11].

3. Zalévani

Ucelem zalévani je dat vzorku takové vlastnosti, aby ho bylo mozné rozfezat na
ultratenké fezy o maximalni tloustce 100 nm. Jako zalévaci médium se pouzivaji
pryskyfice, na které je kladeno velké mnozstvi pozadavkii. Mély by vykazovat dostatecnou
mechanickou pevnost vtenké vrstvé, byt stabilni ve vakuu a pifi ozafeni primdrnimi
elektrony. Nemély by rozptylovat primarni elektrony, tedy nepiispivat obrazem vlastni
struktury k vyslednému obrazu na stinitku mikroskopu. Jejich polymerizace by méla byt
rovnomérna bez objemovych zmén a poSkozeni ultrastruktury. Pryskyficné smési by mély
mit nizkou viskozitu a mély by byt rozpustné v béznych dehydrata¢nich ¢inidlech, aby
bylo mozné preparat snadno a dobie pryskyfici prosytit. Vzniklé blocky by mély mit
pfiméienou tvrdost, aby se daly dobie krajet [9,11].



Pro ultrastrukturalni ucely a metodu imunoznacéeni se nejcastéji pouzivaji dva typy
zalévacich médii: epoxidové a akrylatové pryskytice. Vybér vhodné pryskyfice zavisi na
vlastnostech studovaného vzorku a zda je vzorek piipravovan napt. pro ultrastrukturalni
studii ¢i imunoznaceni.

Epoxidové pryskyfice jsou viceslozkové pryskyfice dlouhodobé pouzivané
v elektronové mikroskopii. Jejich vyhodou je rovnomérnd polymerizace bez vétSich
objemovych zmén pii 60° C. Jsou ponckud citlivéjsi na osvit elektrony. Mezi nejcastéji
pouzivané patii Spurr [13]. Jeho nejvétsi prednosti je nizka viskozita, doporucuje se proto
pro zalévani hufe infiltrovanych materiald, jako je rostlinny material, ale pouziva se i pro
hmyz a tkanovy material.

Akrylatové pryskyfice jsou zalévaci média, kterd je mozné pouzivat i pii velmi
nizkych teplotach, a proto jsou vhodné pro imunocytochemické ucely. Pfi polymerizaci
jsou citlivé na obsah vzduchu. Pro zalévani pii nizkych teplotich jsou nejvhodné&jsi
zelatinové nebo polyetylenové kapsle a pii iniciaci UV svétlem je tfeba se vyhnout
postfixaci OsQyg, ktera by mohla zptsobit nerovnomérné vytvrdnuti blocku [9,11,13]. Mezi
akrylatové pryskyfice patii LR- White a LR- Gold média. K jejich pfednostem patii nizka
viskozita a snadna infiltrace [11,13]. Lowicryly patii také k metakrylatovym pryskyticim
pouzivanym pro imunocytochemické ucely, protoze jsou schopné polymerizovat za velmi
nizkych teplot po iniciaci UV svétlem. Lowicryl K4M je poldrni pryskyfice, kterd je
schopna polymerizovat s obsahem vody do 5% a miliZe byt pouZzita az do -35° C [9,13].

Nizkoteplotni zalévani je metoda, ktera se pouziva predevsim pfi zalévani preparat
pro imunoznaceni, aby se minimalizovala extrakce, agregace a premisténi bunécénych
komponent. Vychazi se pfi ni zklasicky chemicky fixovaného vzorku, nejlépe smési
formaldehydu a glutaraldehydu. Dehydratace se provadi etanolem a zacind pii 0° C.
Teplota v dalSich krocich klesé v zavislosti na stoupajici koncentraci etanolu az k -35° C
nebo -50° C, pti¢emz nesmi dojit ke zmrznuti preparatu. Pii pozadované teploté se provede
infiltrace a UV svétlem iniciovana polymerizace. Pro tyto ucely se daji pouzit pouze
Lowicrylové pryskyfice. Tato metoda 1épe zachovéava antigenicitu studovaného vzorku

[9,11,13].

4. Priprava ultratenkych rezii
Blocek je nejprve upraven do tvaru pyramidy a pomoci ultramikrotomu nakrajen na

ultratenké fezy o tloustce 80-100 nm. Na krajeni ultratenkych ezl se pouzivaji sklenéné



nebo diamantové noze. Zatimco sklenéné noze jsou levné, je mozné jich piipravit jakékoliv
mnozstvi a po pouziti je vyhodit, diamantové noze jsou drahé, jejich cena zavisi na délce
fezné hrany a pfii jejich poskozeni je nutné je znovu za pomérn€ vysokou cenu piebrousit.
Sklenény ntiz je schopen ukrojit z jednoho mista na fezné hrané asi 30 ultratenkych fezd,
diamantovy ntz nakréji tolik fezi, kolik je tfeba. Diamantovy niz poskytuje vyrazné
kvalitnéjsi ultratenké fezy. Jeho cena odrazi skuteCnost, ze diamant je nejtvrdsi piirodni
material, jehoZ opracovani neni snadné. Blocky se proto vétSinou prediezavaji na
sklenéném nozi a diamantovy nliz se pouZzije az na ultratenké kréajeni [9,15,25].

V dnes$ni dobé se pouzivaji noze s riznym thlem fezné hrany 45°, 35° a 25°. Dale
se pouzivaji noze s thlem fezné hrany 35° a s oscilaci. Pro pfipravu 20 nm ultratenkych
fezl je potfeba té nejjemnéjsi techniky. Studerr a Kohl zavedli tento oscilujici niz, aby
minimalizoval kompresi, protoZe pii krajeni se fez hodné deformuje. Ukazalo se, Ze tento
vibrujici niiz velice usnadiiuje krajeni 20 nm ultratenkych fezt [15].

Barva ultratenkého fezu charakterizuje jeho tloustku. Dochazi k odrazu svétla na
povrchu fezu a na vodni hlading€, na kterou se fezy splavuji. V disledku interference maji
fezy v zavislosti na tloustce urcitou barvu. Pro pozorovani v TEM jsou nejvhodnéjsi
stiibrno-zlaté az zlaté fezy (tloustka cca 80 nm), pro pozorovani v LVEM jsou fezy

prihledné (tloustka cca 20 nm) a nejsou vidét na hladin€ vody [9].

5. Kontrastovani

Biologicky materidl zality do pryskyfice ma skoro stejnou hustotu jako zalévaci
hmota. Tato skute¢nost je pfi¢inou toho, ze ultratenké fezy maji v TEM minimalni
kontrast. Nejvice pouzivanym zpisobem kontrastovani fezl je selektivni adsorpce tézkych
kovi na bunécné organely. Protoze tézké kovy vice rozptyluji primarni elektrony, zvySuji
tak kontrast struktur, na které se adsorbovaly. K prvnimu kontrastovani dochazi pti fixaci
Os0s. V ostatnich ptipadech se fezy kontrastuji bud’ pied zalitim, tzv. v bloku, nebo po
nakrajeni na ultratenké fezy pfimo na sitkach. Nejcastéji pouzivana kontrastovaci ¢inidla
jsou octan uranylu a citrat olova.

Octan uranylu (U = atomové cCislo 92) se pouzivd v podobé vodnych nebo
alkoholickych roztokii a reaguje piedev§im s nukleovymi kyselinami a proteiny. Citrat
olova (Pb = atomové ¢islo 82) zvySuje obecné kontrast membrén, proteinil, nukleovych
kyselin a glykogenu. Pokud se ke kontrastovani pouZziji postupné ob¢ latky, vzorek ziska

rovnomérny kontrast v§ech bunéénych struktur [13].



Vlastni kontrastovani fezu se vétSinou provadi na hladin€ kontrastujici latky.
V prvnim kroku se kontrastuje octanem uranylu, ktery reaguje se svétlem za vzniku hnédé
sraZeniny, proto se musi zamezit ptistupu svétla. Ve druhém kroku se kontrastuje roztokem
citritu olova, ktery pro zménu reaguje se vzdusnym CO, za vzniku nerozpustného
uhli¢itanu olovnatého. Proto je tieba pifi kontrastovani minimalizovat kontakt roztoku
olova se vzduchem. Pfidava se proto NaOH nebo KOH do komurky pro kontrastovani,
které snizuji obsah CO,. Kontrastovani patii mezi velmi ¢asté zdroje artefakti diky Casté

tvorbé precipitatl jak v pfipad€ soli olova, tak uranylu [9,13].

2.3. Nizkonapétovy elektronovy mikroskop

Nizkonapétovy elektronovy mikroskop je novy typ elektronového mikroskopu,
ktery umoznuje pozorovat biologické preparaty priblizujici se skutenému vzhledu
pozorovaného objektu. Jeho nizké urychlovaci napéti o hodnoté 5 kV staci k rozptylu
primarnich elektronil i atomy lehkych prvki (C, O, N, H, P). ZvySeni kontrastu obrazu
biologickych vzorkl je dosazeno snizenim energie elektronti, ¢imz se zvysi pocet interakci
mezi elektrony a zkoumanym vzorkem. ZvySeni kontrastu obrazu je tedy dosazeno i1 bez
pouziti kontrastujicich Cinidel, které mohou do pozorovaného biologického objektu vnaset
artefakty. Z toho plyne, Ze jeho obrovskou vyhodou je prohlizeni vzorku blize nativnimu
stavu [16,17,18,39].

Po dlouha Iéta se provadély pokusy, kdy se pozorovaly biologické tezy pii
urychlovacich napétich od 5 do 15 kV. Tyto pokusy vSak skoncily netispéchem v diisledku
fady technickych problému. Jednim z téchto problému, ktery znehodnocoval kvalitu
optiky, bylo nabijeni riznych ¢asti mikroskopu zplsobené nedostate¢nym vakuem. Dal$im
problémem byl zdroj elektronti a detekce, kdy elektronové zdroje mély nizky jas a z tohoto
divodu byl obraz obtizné detekovatelny.

Az v devadesatych letech minulého stoleti se profesor Delong vratil k mySlence
LVTEM a pokusil se piekonat tyto technické problémy. Realizace tohoto mikroskopu byla
uspesnd. Zkonstruoval uzivatelsky a cenové dostupny nizkonapétovy elektronovy
mikroskop ve stolnim provedeni, ktery pracuje pifi urychlovacim napéti 5 kV (obr.2)

[19,20].
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Obr.2. Nizkonapétovy elektronovy mikroskop LVTEM 5

ZmenSenim vSech soucasti mikroskopu se dosdhlo toho, Ze vzhledové se cely
elektronovy mikroskop podobé spiSe mikroskopu svételnému. Zkracenim stfedni volné
drahy priméarnich elektront urychlenych napétim 5 kV byla umoznéna miniaturizace
tubusu elektronového mikroskopu tak, ze bylo mozné umistit ho pod optickou cast
mikroskopu. ZmenSeni elektronové optiky umoznilo pouziti cofek tvofenych
permanentnimi magnety, které nevyzaduji proudové zdroje a chlazeni. Dalsi technickou
novinkou bylo luminiscen¢ni stinitko z vysoce u¢inného monokrystalického YAG krystalu.
Zdrojem elektroni je Schottkyho katoda, ktera je tvofend hrotem z wolframového
monokrystalu, udrzovanym na teploté kolem 1 800 K a pokrytym tenkou vrstvou oxidu
zirkoni¢itého ZrO; [21,19,38].

Kromé zobrazeni v transmisnim rezimu (TEM), kdy proud elektroni prochazi
preparatem a obraz vznikd na stinitku, je mikroskop schopen pracovat i v jinych
zobrazovacich rezimech jako je STEM (skenovaci transmisni elektronovy mikroskop) a
SEM (skenovaci elektronovy mikroskop). STEM je rezim pro objekty pro elektrony
prostupné a rezim SEM pro objekty pro elektrony nepropustné [16,19,20,27].
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2.3.1. Konstrukce mikroskopu

Mikroskop je tvofen ze dvou zakladnich Casti. Prvni ¢asti je miniaturizovany
elektronovy mikroskop obsahujici elektron-optickou soustavu zakonceny luminiscencnim
stinitkem. Druhou ¢asti je klasicky svételny mikroskop, ktery slouzi ke zvétSovani a

pozorovani obrazu na luminiscen¢nim stinitku (obr.3) [18,19,22].

objektiv svételného mikroskopu
stinitko YAG-Ce

alektrostaticky projektiv

objektiv oktuptly

clona objektivu

Eu:pan!n detektor BSE
ndenzor

clona objektivu

anoda

extraénl elektroda

elektronowv zdroj (Schottky FEG)

[ L ".-.I:L it ank |
Obr.3. Zjednoduseny fez nizkonapét'ovym elektronovym mikroskopem, YAG — ytrium-
hlinity granat, BSE — detektor odrazenych elektronti, FEG — katoda s polem fizenou emisi

[49].

Rozlisovaci schopnost LVTEM se podle vyrobce pohybuje v rozmezi od 2 do 2,5
nm, coz dostacuje pro studium biologickych vzorki. Maximalni zvétSeni, kterého tento
mikroskop miize dosahnout je piiblizn¢ 145 000 krat (145 K). Vysledné zvétSeni je dano
sou¢inem zvétseni obou mikroskopli, kdy miniaturizovany elektronovy mikroskop
dosahuje maximalniho zvétSeni 375x a svételny mikroskop 400x. Unikétnosti tohoto

mikroskopu v porovnani se standardnimi pfistroji pracujicimi s urychlovacim napétim
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100kV, rozlisSovaci schopnosti 0,4 nm a s max. zvétSenim 600 krat (600 K) je, ze
dosahujeme pfiblizné dvacetinasobného kontrastu [28].

U nizkonapétového elektronového mikroskopu jsou primarni elektrony podstatné
vice rozptylovany atomy vzorku. Ty, které jsou elasticky rozptylené, jsou odstranény z
obrazu clonou v objektivu, coz vyrazné¢ zvySuje kontrast ve srovnani s kontrastem obrazu
vysokonapétového TEM. Jednou z limitujicich skuteCnosti je, Ze snizenim energie
urychlenych elektronti dochazi ke zmenseni hloubky prostupnosti elektroni materidlem, a
proto je nutné pouzivat preparaty tloustky 20-30nm [31,32,33].

Fokusaci elektronii béhem jejich prichodu tubusem zajistuji ¢ocky. Elektronova
optika LVTEM je zalozena na vytvoteni elektronovych ¢ocek z permanentnich magnett.
Usporadani ¢ocek s permanentnimi magnety se vyrazné lisi od ¢ocek elektromagnetickych,
které se standardné¢ pouzivaji u 100 kV transmisniho elektronového mikroskopu.
Elektronové Cocky z permanentnich magneti nemohou byt realizovany jako jednoduché
So¢ky bez nezadouciho rozptylu magnetického pole. ReSenim tohoto problému je
zabudovani magnetického obvodu s dvéma mezerami (obr.4). Noveé vyvinuté elektronové
¢ocky tvofené permanentnimi magnety umoziuji piiblizné desetinasobné zmenseni optiky,

diky ¢emuz byla také uskute¢nitelna miniaturizace elektronového tubusu [16,19]

\
"8

A .

&4
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¥

(1)

L

Obr.4. Rez a parametry elektronové optiky dvojité coéky z permanentnich magneti. Cast

1 je integrovana do prostoru katody a protilehld ¢ast 2 do objektivové ¢ocky [16].
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Elektronovy obraz vytvofeny soustavou objektivovych a kondenzorovych cocek
tvofenych permanentnimi magnety je dale zvétSen projekéni soustavou, kterou tvori dvé
elektrostatické ¢ocky (projektorové cocky a mezi¢ocky). Tento obraz je posléze pieveden
na svételny obraz pomoci luminiscenéniho stinitka, které ma 4 az 10 nm v priméru. Toto
stinitko je vyrobeno z vysoce ucinného materidlu tvofeného monokrystalem YAG
(yttrium-hlinity granat) a v porovnani s praskovymi luminofory prakticky neméd Zadnou
mikrostrukturu [16,19]. Také se vyznacuje vysokou odolnosti k radiacnimu poskozeni. Ke
konecnému zvétSeni obrazu slouzi opticky mikroskop, ktery je spojen s vykonnou CCD
kamerou. Nevyhodou tohoto systému je, Ze magneticka pole cocek jsou konstantni a ménit
1ze jedin€ urychlovaci napéti a do urcité miry pozici preparatu. Ovladani mikroskopu se tak

dosti lisi od postupti béznych ve 100 kV TEM.

Obr.5. Drzék preparatu a komora preparatu nizkonapét'ového elektronového mikroskopu

LVTEM 5

Dal8im prvkem soustavy je drzék preparatu (Obr.5). Velikost tubusu elektronového
mikroskopu a komory preparatu umoziuji vycerpat mikroskop k velmi vysokym hodnotdm
vakua. Hodnota pracovniho vakua mikroskopu se pohybuje kolem 107 Pa, coZ je vice neZ
hodnota vakua ve 100 kV transmisnim elektronovém mikroskopu vybaveném termoemisni
katodou. Diky tomu byly odstranény problémy spojené s kontaminaci a elektrickym

nabijenim vnitini ¢asti mikroskopu. Vysoka hodnota vakua je také nutna pro spravnou
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funkci Schottkyho katody, kterd poskytuje vysoce koherentni svazek elektronti. Vakuovy
systém zahrnuji dvé malé iontové pumpy a turbomolekularni vyvéva.

Koneénym vystupem z nizkonapétového elektronového mikroskopu je zédznam
obrazu pozorované¢ho vzorku. Snimek je zaznamenan digitdlné¢ pomoci slow-scan CCD
kamery. Digitalni zdznam umoziuje sledovat ziskany obraz v digitalni podob¢ pfimo na

obrazovce monitoru pocitace a také si jej ulozit do paméti [16,19].

2.3.2. Interakce elektronového svazku s preparatem

Interakce elektronového svazku s hmotou preparatu je vlastnim zdrojem obrazu.
Podle prichodu elektronového svazku hmotou preparatu lze elektrony zjednodusSené

rozd¢lit do tii kategorii:

e Elektrony, které projdou objektem bez interakce

e Elektrony, které¢ jsou pruzné rozptyleny na atomech vzorku bez ztraty
energie, ale s vyraznou zménou trajektorie (pruzny rozptyl)

e FElektrony, které interakci s elektrony atomi objektu ztratily energii

(neelasticky rozptyl)

Pruzny (elasticky) rozptyl — dochazi k nému, kdyz urychleny elektron proléta
elektronovym obalem atomu preparatu. Je vychylen pod thlem, ktery je tim vétsi, ¢im
blize miji elektron jadro a ¢im vétsi je ndboj jadra. Dokonce tento uhel mize dosdhnout
180° a elektron miize byt zpétn¢ odrazen. Pti téchto d&jich se predpoklada, ze se energie
primarnich elasticky rozptylenych elektront neméni. Ta ¢ast elektronti, ktera je rozptylena
s dostate¢n¢ velkym thlem, je zachycena objektivovou clonou a tim vyfazena z tvorby
obrazu na stinitku. Vyfazeni ¢asti elektront zptisobi zménu intenzity elektronového svazku
a vznika tak kontrast obrazu, ktery se oznacuje jako amplitudovy. Kromé toho se na tvorbé
elektronti, odchylenych pod riznym thlem. Co se tyce nizkonapé&tového elektronového

mikroskopu, pfevlada pti dopadu elektrontli na preparat pruzny rozptyl [8,7,34].
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Nepruzny rozptyl — vedou k nému srazky primarnich elektrond s elektrony na
orbitach atomil preparatu. Protoze jde o srazku dvou ¢astic o stejné hmotnosti, mohou pfi
ni urychlené primarni elektrony utrpét velkou ztratu energie, ale nedojde k jejich odchyleni
z puvodni drdhy. Tim padem vSechny elektrony projdou do zobrazovaciho systému a
podileji se na tvorb&é obrazu na stinitku. Protoze zména energie a rychlosti pfispéje ke
zméné jejich vinové délky, maji vliv na ostrost obrazu. Jsou jednim ze zdroji vad
zobrazeni. Jejich nepfiznivy vliv roste s tlousStkou prepardtu a sniz§im urychlovacim
napétim [8,7,34].

Optimalni by pro transmisni elektronovou mikroskopii bylo, kdyby vSechny
elektrony byly rozptyleny jen pruzné. Nepruzné rozptylené elektrony jsou nezadouci. Jsou
totiz jednak pfi¢inou fatidlniho radiacniho poskozeni, jednak v disledku toho, Ze se
nachdzeji v blizkosti optické osy, se dostanou do konec¢ného obrazu. V dusledku ztrat
energie se u nich uplatiiuje chromatickd vada objektivu. Je-li jejich pocet velky, vznikne

krom¢ radia¢niho poskozeni i vyrazna hranova neostrost a ztrata rozliseni [9,34].

2.3.3. Priprava preparatia pro LVTEM

Nizké urychlovaci napéti, pouzivané v LVTEM, ma za nasledek snizeni penetracni
schopnosti primarnich elektroni, které jsou schopny projit ultratenky fez o tloust'ce kolem
20 nm. Experimentalné bylo zjisténo, ze optimalni tloustka je 15-20 nm pro objekty se
specifickou hmotnosti 1 g/cm’. Takova tloustka je priblizné stejna jako stiedni volna dréha
elektronil s energii 5 kV v organickém materidlu s vySe uvedenou hustotou [35,36]. Podle
velikosti se objekty pro nizkonapétovou elektronovou mikroskopii rozdéluji do dvou
velkych skupin: Jeden typ, ktery pievysuje penetraéni schopnost, se musi krajet do podoby
ultratenkych fezii. Druhym typem jsou cCastice, které jsou dostatecné malé, aby byly svou

velikosti pod penetra¢nim limitem

e Tenké rfezy o tloust’ce 20 nm
Ptiprava ultratenkych fezli viz kapitola Ptiprava preparatd pro TEM (kroky 1-3)
stejné. Krok 4 - kontrastovani je v piipad¢ vzorki pro LVEM vynechén, diky schopnosti
tohoto mikroskopu rozptylovat atomy lehkych prvki 1 bez ptidavku atomt tézkych kovi. I

nekontrastované preparaty vykazuji v LVTEM dostatecny kontrast [17,37,38,33,39].
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K pfipravé ultratenkych fezli o tloust’ce 20 nm se pouziva kvalitni ultramikrotom a
oscilujici diamantovy niiz s feznou hranou 45° a 35° [15]. Nejlépe se 20 nm fezy piipravuji
z blocki zalitych do epoxidovych pryskyfic, a sice z nejtvrdsi varianty PolyBedu 812 a ze
sttedné tvrdé varianty Aralditu. Spurr ve své nejtvrdsi variantné se také dd nakrajet do
podoby 20 nm fezl. Problémy pii krajeni vykazuje pryskyfice Durcupan a metakrylatové
pryskyfice reprezentovan¢ LR Whitem a Lowicrylem HM 20. I kdyz lze krajet 20nm
ultratenké fezy standardné¢ a reprodukovatelné, zlistdva piiprava takto tenkych fezil
kritickym krokem a vznikd pii ném fada artefaktl jako je napf. ,chatter- periodické

zesileni a zeslabeni ultratenkého fezu [15,17,32,33].

o Castice
Castice nakapnuté na podlozni nosné blané. O typech blan pouzivanych

v elektronové mikroskopii pojednava nésledujici kapitola 2.4.

e Metoda negativniho kontrastu

Je uréena pro pozorovani vzorkil, jejichz velikost je hluboko pod tloustkou
ultratenkych fezli, napt. rliznych biologickych makromolekul (proteinti, lipoproteind,
polysacharidii, nukleoproteinovych komplexti), isolovanych bunénych organel
(mitochondrie, membranové systémy) a celych bunck (bakterie, viry). Princip metody
spociva v zachyceni vzorku na podlozni f6lii natazenou na sit'ce a jeho zaliti kontrastujicim
¢inidlem, které obsahuje tézky kov. Kontrastujici ¢inidlo obklopi vzorek a vytvori temné
pozadi, v némz se jednotlivé objekty jevi jako svétlé diky mensSi schopnosti rozptylovat
primarni elektrony, pfitom pronikne do povrchovych nerovnosti objektu, coZz umoziuje
jejich pozorovéani. Kontrastujici c¢inidlo by mélo byt snadno rozpustné, vysoce
elektrondenzni, nereagovat se vzorkem a mélo by byt stalé pii ozafeni elektrony. Nejvice
vyuzivana je kyselina fosfowolframova o koncentraci kolem 2%. [9,40]. Diky jeji stalosti

je mozné roztok dlouho skladovat.

2.4. Podlozni blany v elektronové mikroskopii

Blany, kterymi se elektronmikroskopické sitky pokryvaji, slouzi jako

elektrontransparentni podklad pod vzorky. Je dilezité, aby podlozni blany byly co nejtenci,
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byly dobfe smacitelné, pevné pii manipulaci a stabilni v proudu elektronti. Také by nemély
vykazovat vlastni strukturu. Povrch blan by mél byt hydrofilni. Nejvyssi hydrofilitu ma
povrch blan kratce po jejich zhotoveni. V pribéhu casu vSak dochazi k vytraceni
povrchového naboje, blany se tak stavaji hydrofobnimi a jsou tedy Spatné smacitelné [13,
43]. Nejcastéji pouzivané blany v elektronové mikroskopii jsou formvarové a uhlikové
podlozni blany. Formvarové blany nevyhovuji svou tloustkou LVEM. Uhlikové blany

predstavuji vyssi kvalitu, je mozné je piipravit v tloustkach 3-5 nm [13,42,43].

Formvarova blana — Formvar (polyvinyl formaldehyd) mtze byt koupen ve forme
prasku nebo jiZ rozpusStény v chloroformu nebo ethylen dichloridu jako 0,25 az 0,5 %
roztok. Polyvinyl formaldehyd ma schopnost vytvéiet po zaschnuti na hladkych povrsich,
napf. skla, tenké filmy. Tloustka formvarovych blan se pohybuje v rozmezi 20 az 40 nm.
Tloustka blany zavisi pfimo imérné na koncentraci formvaru v roztoku (¢im je roztok
koncentrovanéjsi, tim bude blana silnéjsi). Také tloustku blany ovliviiuje rychlost vytazeni

podlozniho sklicka z roztoku (¢im rychleji, tim tenci blana) [42,43,9].

Uhlikova blana — Tenké vrstva uhliku se nanasi na sitky pomoci metody ptfimého
a nepiimého naprasovani. Vlastni uhlikové blany vynikaji svou kvalitou a je mozné je
pfipravit v tloustkach 2 aZz 10 nm. Vyznacuji se dobrou tepelnou stabilitou, vysokou
vodivosti, homogenitou povrchu, jsou elektron-transparentni a lze je pouzit jako podlozni
blanu pod riizné izolované Castice stejné jako pod fezy. Nemaji témét zadnou strukturu ani
pii nejvétSich zvétSenich, proto se pouzivaji hlavné pii praci, ktera vyzaduje nejvyssi
rozliSeni. Nevyhodou uhlikovych blan je, Ze jsou oproti jinym bldndm vice fragilni

[8,9,42,].

2.4.1. Princip metody pripravy uhlikovych blan

Uhlikové blany se piipravuji napafovanim atomii uhliku na slidu v napafovaci
aparatufe. Do ni se umisti uhlikové tyc€e, z nichz jedna ma zizeny konec do hrotu a druha
méa konec plochy (obr.6). K vytvarovani uhlikovych elektrod se pouzivaji specidlni

ofezavatka. Upravené konce elektrod se o sebe opiou a pii prichodu elektrického proudu
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v misté zuzeni dojde ke zvyseni odporu a v disledku toho ke zvySeni teploty na hodnotu,

pii které se z dané¢ho mista zacne vypatrovat uhlik.

0 =)

Obr.6. Nejcastejsi zplsob ofezani a uspotradani uhlikovych elektrod [42].

Celd procedura se provadi po vycerpani prostoru naparovacky alespon difizni
vyvévou. Vrstvicka nanesend na slidé se splavi na vodni hladin€. Proces napafovani se
provadi po vy&erpani prostoru napatrovaci aparatury na hodnotu 1,3x 10*az 1,3x 10~ Pa.
Uhlikové blany miZeme piipravovat dvéma zpiisoby. Prvnim z nich je pfimé napafovani,
pfi kterém je uhlik napafovdn pfimo na slidu. Druhym zplsobem je tzv. nepiimé
napafovani. Vypafené c¢astice uhliku jsou odraZzeny zpovrchu podlozniho sklicka
nastaven¢ho v ur€itém uhlu k elektroddm a dopadaji na Cerstvé odstipnuty kousek slidy,
ktery je zastinén pted piimym dopadem c¢astic C (obr.7) Pfi nepfimém napafovani se tvoii

vice homogenni uhlikové blany [43].
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Obr.7. Pomucka pro neptimé napatrovani uhlikovych blan [43].

2.4.2. Elektronmikroskopické sit’ky

Sitky slouzi v elektronové mikroskopii k pohodIné manipulaci s ultratenkymi fezy.
Vyrabéji se z médi, niklu, zlata a dalSich materialia elektrogalvanickym leptanim. Jejich
primér se v soucasnosti ustalil na 3 mm a je mozné na internetu najit celou fadu liSici se
tvarem, velikosti a uspofadanim otvort. Sitky s velkymi otvory dovoluji pozorovat vétsi
plochu fezu, ale skryva se zde nebezpeci, ze se fez prohne a popraska. Pro béznou praci se
pouzivaji sitky 300-400 MESH. Tato zkratka (MESH) vyjadfuje pocet otvori na
vzdalenost jednoho palce. Cim vétsi hodnota, tim vétsi podet mensich otvortl. K zabranéni
rozpadu kiehkych blan pfi manipulaci se vzorkem se pouzivaji sitky s velikosti otvori
600-1000 MESH. Existuji také elektronmikroskopické sitky se znacenymi otvory (obr.8).

Usnadnuji orientaci na preparatu v nizkonapétovém elektronovém mikroskopu, protoze

vvvvvv
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Obr.8. Cu sitky se znaCenymi loukotémi [44].

Prohybani fezl v dasledku osvitu elektronovym svazkem nebo pfili§ velkych ok
pouzitych sit€k se da zabranit potazenim sitky tenkou blanou, ktera fez podepie. K témto
ucelim se pouzivaji formvarové nebo uhlikové blany. Jejich nevyhodou je, Ze pomérné
rychle stdrnou a stavaji se hydrofobnimi. To ztéZuje nabirani fezl a pfinasi i mensi kontrast
v mikroskopu. Navic tloustku blany je nutné pficist k tloust'ce fezu, takze fezy by mély byt
ten¢i. Pred pouzitim je potieba sitky omyt, protoze mohou byt znecisténé prachem a
zbytky roztoki, které se mohou v mikroskopu nabijet a zptsobit deformaci obrazu. Pro
imunoznaceni se nepouZivaji médéné sitky. Je to zplsobeno tim, Ze b&hem postupu
imunoznaceni a promyvani preparatu ve vod¢ by se sitka pokryla vrstvou médénky, coz by

vedlo k znehodnoceni vzorku. Pouzivaji se proto vyhradné niklové sitky [43].

2.5. Imunolokalizace

Imunolokalizace je metoda, ktera umoziiuje lokalizovat antigeny na
elektronmikroskopické urovni pomoci protilatek, které nesou znacky tzv. elektrodenzni
markery. Nejcastéji se jednd o konjugaty koloidniho zlata. Princip imunoznaceni je dan
vazebnou interakei epitop - paratop, €ili antigen — protilatka [47].

Mezi antigenem (Ag) a protilatkou (Ab) se uplatiuji nekovalentni vazby zahrnujici:
vodikové mistky, hydrofobni vazby a van der Waalsovy sily. ProtoZe jsou tyto vazby

slabé, silnd interakce Ag-Ab vyzaduje velké mnozstvi téchto vazeb. Kromé toho kazda z

. . r r W N2 _7 W . r
téchto vazeb funguje na velmi malou vzdéalenost (méné nez 1 A = 10 mm), takze silna
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vazba je podminéna vysokou komplementaritou mezi Ag a Ab, s ¢imz souvisi vysoka
specifita Ag-Ab interakce [46].

Komplex antigen-protilatka je reverzibilni. Pomér rychlostnich konstant vzniku a
rozpadu takového komplexu udavéa rovnovazna asociacni konstanta K, kterd byva pro
typické komplexy antigen-protilatka v rozmezi 10*-10"" I/mol. Pievracena hodnota K, je
disociaéni konstanta Kgi. Cim vys$3i je Kas, tim vy$si je afinita protilatky k antigenu. Toto
se tyka interakce jednoho vazebného mista s jednoduchym antigenem. Kdyz je komplexni
Ag nesouci mnoho epitopti smichan s protilatkami nesoucimi mnoho paratopi, interakce
Ab s Ag na jednom misté zvysi pravdépodobnost reakce na dalSim misté. Sila takovéto
vazby mezi multivalentni protilatkou a antigenem je nazyvana avidita. Vyslednd avidita je
mnohem vyss§i neZ pouhy soucet afinit jednotlivych protilatek a rovnd se jejich soucinu.
Imunoznadeni je mozné provést metodou piimého nebo metodou nepiimého znaceni

[46,47,48].

Piimé znacfeni - Pfi pfimém imunoznaceni se na preparat nanese primarni
protilatka, kterd se navaze na antigen. Primarni protildtka je konjugovana s markerem,
nejcastéji se jednd o partikule koloidniho zlata, a imunolokalizuje tak dany antigen (obr.9

vlevo) [6,29,61].
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Obr.9. Pfimé znaceni (vlevo) a nepiimé znaceni (vpravo) [56].

Neprimé znaceni — Nepiimé imunoznaceni je dvoustupiiova n¢kdy také nazyvana
sendvi¢ova metoda. Nejprve je pouzita protilatka proti studovanému antigenu tzv. primarni
protilaitka. V dalSim kroku se pouzije markerem oznacend protilatka proti primarni
protilatce, kterd se ted’ stava antigenem. T¢ se fikd sekundarni protilatka. Tato sekundarni
protilatka je vétSinou polyklonalni a az n€kolik molekul sekundarni protilatky se muze
vazat na primarni protilatku, kazda na jinou ¢ast (obr.10). Tim dochazi k amplifikaci
signalu, protoZe jedna molekula antigenu je oznacena nékolika molekulami markeru. Tato
vazat napf. protein A, ktery se vaze na Fc oblast (krystalizujici fragment) protilatky

[6,29,47,61].
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Obr.10. Neptimé imunoznaceni — zesileni signalu - molekula antigenu je oznacena

nekolika molekulami markeru [56].

2.6. Konjugace

Koloidni zlaté nanocastice se nyni Siroce vyuzivaji pii lokalizaci bunécnych
komponent pomoci imunocytochemickych metod. Jsou populdrni diky své snadné
rozpoznatelnosti v biologickych preparatech a jejich schopnosti tvofit stabilni komplexy
s mnoha makromolekulami pouzivané v imunocytochemii. Mezi tyto makromolekuly patii
fada proteintl, napt. protein A, protein G, imunoglobuliny, lektiny a n¢které polysacharidy.
Za vhodnych podminek se samovoln¢é spojuji s nanocasticemi zlata bez ztraty jejich
specifickych vazebnych vlastnosti. Vysledkem je komplex, ktery mulze byt pouZit
v imunocytochemii jako zlatem oznafend protilatka. Takovymto komplexem mulize byt

napiiklad protein A vadzany na nanocCéastice Au (obr.l11). Protein A se pevné vaze
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k Sirokému okruhu imunoglobulinovych tfid, a proto komplex protein A-Au muize byt
pouzit k lokalizaci antigenu v buiice nebo ve tkani diky vazbé Ag-Ab. V ultrastrukturadlnim
obrazu imunoznacené tkané¢ odhaluje vyskyt zlatych nanocéstic distribuci hledaného

antigenu ve tkani [6,29,49].

O

VAVAY

P :

CLo— |

A A
NH 2

AN
7
_|_

NH2 //
N\

Obr.11. Konjugat protein A + Au nanocastice

Konjugaci vybranych proteinti s kovovymi nanocasticemi rozdélujeme na dva typy

- elektrostatickou a kovalentni.

Elektrostaticka konjugace zavisi na 3 fyzikalnich jevech:

e Zaporny ndboj nanocastice se vaze s pozitivné nabitym proteinem (obr.12)

e Hydrofobni adsorpce proteinu k povrchu nanocastice

e Nanocastice se vaze na disulfidické mustky protilatky

Timto zpisobem se velmi snadno konjuguji napf. nanocéstice Au. Aby byl

vysledek konjugace co nejlepsi, je tfeba pouzit optimalni mnozstvi reaktantl. Dalsi
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parametry, kterymi jsou izoelektricky bod proteinu (pI), pH a mnozstvi proteinu, maji vliv
na konjugaci. Ve vodném roztoku muze ovlivnit pH vazebné interakce mezi proteinem a
Au nanocastici [6,49]. Pravdépodobné se nejvic proteinil navaze v jejich izoelektrickém
bod¢. To je hodnota pH, kdy je volny naboj proteinu nulovy. Odpudivé a pfitazlivé sily
jsou vyrovnany. Kdyz se hodnota pH pftiblizuje izoelektrickému bodu proteinu, stava se
protein kompaktnéjSim a nasledkem je, ze vice molekul mlze ,,pasovat® na povrch
nanocastice. Proto tedy vice proteinti bude tvofit komplex se Au nanocasticemi, kdyz je pH
blizko izoelektrickému bodu proteinu. Tento efekt je velmi dobfe demonstrovan na modelu
protein A — Au. Pocet molekul na jednu 11 nm ¢astici se zvysil z 9 pii pH 7,2 na 13 pii pH

6,1. Obecny postup elektrostatické konjugace [6,29,49,50]:

1. Vybrat si vhodnou velikost Au-nanocéstic. Je tieba zvazit, ze ¢astice by mély byt

dobie viditelné na vzorku a Ze men$i Au-komplexy mohou produkovat vetsi
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2. Upravit pH roztoku proteinu a nanocastic. Uzite¢ny startovni bod je vybrat protein,
aby jeho pH se blizilo izoelekrickému bodu. pH Au nanocastic miize byt upraveno
pfidanim 0,1 M HCI nebo 0,1 M NaOH (je mozné také pouzit K,COs, protoze ma

mensi vliv na agregaci). pH Au-nanocastic je nejlepsi métit indika¢nim papirkem.

3. Ptidat ptislusny protein k roztoku nanoc¢astic. VSe musi byt peclivé promichano. Ke
stabilizaci proteinu s navazanou nanocastici se pouziva PEG (polyethylen glykol)
nebo imunochemické blokujici ¢inidlo, jako je BSA (hovézi sérovy albumin) nebo
roztok ze suSen¢ho mléka. Tyto blokujici agens zabranuji agregaci a nespecifickym
vazbam behem konjugace. Nedostatecné obalené Castice se srazi pridanim roztoku
NaCl. Prebytky proteinu mohou byt odstranény odsatim supernatantu po

centrifugaci modifikovaného koloidu.

4. Vysledkem elektrostatické konjugace je komplex protein snavazanou Au

nanocastici, ktery se dale pouziva v imunoznaceni jako sekundérni protilatka.
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Obr.12. Zaporny naboj Au nanocastice se vaze s pozitivné nabitym proteinem [56].

Kovalentni konjugace

Kovalentni konjugace je novéjsi typ reakce vzniku komplexu protein - nanocastice.
Je zalozena na pevnych kovalentnich silich mezi proteinem a nanocastici. Podstatou je

reakce funk¢nich skupin (-COOH, -SH, -NH,).

Pti kovalentni konjugaci dochazi k navéazéni koloidnich nanocastic na protein
pomoci latek, obsahujici thiolové a karboxylové skupiny. Takové latky se svymi
thiolovymi skupinami vézou na povrch nanocastice. Molekula obsahujici thiolovou

skupinu miiZze interagovat s nanoc¢asticemi a vytvofit kovalentni vazbu [29].

Jednou ztéchto latek je kyselina dihydrolipoovda (DHLA). Je to prahledna,
bezbarva kapalina, kterd vznikd plnou redukeci kyseliny lipoové. Molekula kyseliny
dihydrolipoové obsahuje dvé thiolové skupiny a jednu karboxylovou skupinu (obr.13).
Karboxylova skupina pomahd stabilizovat vysledné koloidy b&éhem elektrostatického

odpuzovani [51,52,53].
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Obr.13. Vzorec DHLA (dihydrolipoové kyseliny) [53].

Molekuly obsahujici thiolovou skupinu —SH mohou reagovat s kovovymi
nanocasticemi za vzniku kovalentni vazby. Nejedna se o béznou kovalentni vazbu. ZvySeni
pevnosti thiolové kovalentni vazby se vyskytuje v polyvalentnich thiolech jako je DHLA.
Nanocastice opatifené DHLA molekulami jsou déle konjugovany s proteiny, jako jsou napf.
avidin, streptavidin, protein A za pouziti konjugacniho cinidla EDC (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karboiimid hydrochlorid). EDC zajistuje vazbu mezi latkami
obsahujici amino skupinu (protein) a karboxylovou skupinou. EDC je spousté¢ kovalentni
konjugace, rozstipe —SH mustky, vznikaji fragmenty, které se vazou na nanocastice

(obr.14) Vazba —SH s Au je pevna vazba[52,53].

nfn
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b

Obr.14. Schéma DHLA fragmenty navazané na nanocastici [53].
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Pii pouziti DHLA se EDC jednim koncem vaze na karboxylovou skupinu DHLA a

svym druhym koncem na amino skupinu molekuly proteinu (obr.15).

or "
H W o 2. R-NH, ¥
ol o4 —0\

Obr.15. Tvoteni amidovych vazeb mezi DHLA navazané s nanocastici a proteinu, ktery

obsahuje aminovou skupinu za pouziti EDC [53].
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Postup prace

1. Detekovat a méfit velikost riznych typli nanocastic nejprve v TEM JEOL

1010 a LVTEM 5.

2. Statisticky vyhodnotit velikost a stabilitu nanocastic pod elektronovym

svazkem hlavné¢ v LVTEM 5 a porovnat s vysledky z TEM JEOL 1010.

3. Vybrat nanocastice, které mohou byt pouzity jako markery v LVTEM 5 a

pokusit se je konjugovat s vhodnou sekundarni protilatkou.

4. Na vhodném modelovém systému provést imunoznacent.
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4. Material a metody

V tabulce €.1. jsou uvedeny vSechny nanocéstice, které byly v praci pouzity. Au
nanocastice jsou komeréné vyrobené firmou AURION. Nanocastice Au 5 nm, Pd, Ag a
Co304 vyprodukoval Dr. Slouf z Ustavu makromolekularni chemie — Praha. Podrobny
popis syntéz studovanych nanocéstic je uveden v podanych piihlaskdch vyndlez a
uzitnych vzorti [54,55]. Nanocéstice SiO; a TiO, byly zakoupeny od firmy Aldrich,

nanocastice QD od firmy Invitrogen.

Nanocdastice a Primérna
Stav Dodavatel
jejich velikost velikost
Au (15, 10, 6 nm) Roztok AURION Komer¢né vyrobené

Au 5 nm Roztok UMCH - Praha _

Pd 10 nm Roztok UMCH - Praha _

Ag 10 nm Roztok UMCH - Praha B
C030418 nm Roztok UMCH - Praha B
Si0; 5-15 nm Praskovy stav Aldrich 10 nm

TiO; 25 nm Praskovy stav Aldrich 25 nm

QD 10 nm Konj;ﬁ;[iglgg anti Invitrogen B

Tabulka €.1. Piehled pouzitych nanocéstic

e Au (15,10, 6 nm)
Nanocastice Au dodané firmou AURION slouzily jako standardy, protoze firma
AURION testuje vSechny nanocastice Au, které produkuje a uvadi jejich velikost a
rozptyl velikosti. Data sheet nebyl k dispozici v pribéhu mé experimentalni préce,
ale vychazela jsem z obecnych udaji na internetu, ktery firma AURION udava.

Nanocastice Au jsou monodisperzni s koeficientem variace < 15 %, ale ve vétSiné

pfipadt < 10 %. Tyto produkty byly dodané v PBS s 15 mM NaNj; [56].
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Au 5 nm

Chemické slozeni: Au

Au jsou monodisperzni s koeficientem variace < 20 %

Tyto produkty byly dodané v roztoku kombinaci Na[BH4] a NH,OH roztoki.

Tvar: sférické, izometrické nanocastice

Pd 10 nm

Paladiové nanocastice s velikosti v rozsahu 5 az 15 nm

Chemické slozeni: Pd

Podle protokolu ptipravy by u danych nanoc¢éstic méla byt smérodatnd odchylka
¢iselné distribuce velikosti (Sitka ¢iselné distribuce velikosti): <3 nm

Tvar: sférické, izometrické nanocastice

Ag 10 nm

Stiibrné nanocastice s velikosti v rozsahu 5 az 15 nm

Chemické slozeni: Ag

Podle protokolu piipravy by u danych nanocastic méla byt smérodatna odchylka
¢iselné distribuce velikosti (Sitka ¢iselné distribuce velikosti): <3 nm

Tvar: sférické, izometrické nanocastice

CO304 18 nm

Nanocastice oxidu kovu s velikosti v rozsahu 5 az 20 nm

Chemické sloZeni: oxid kobaltnato-kobaltity

Podle protokolu piipravy by u danych nanocastic méla byt smérodatna odchylka
¢iselné distribuce velikosti (Sitka ¢iselné distribuce velikosti): <3 nm

Tvar: menSi nanoCastice sprumérem < 10 nm pifevazné sférické, s veétSim
primérem narudsta pocet ¢astic kubického tvaru, vEtsi Castice s primérem > 15 nm

prevazné kubické.

SiO; 5-15 nm
Oxid kiemicity (SiO; - 5-15 nm) byl zakoupen v praskovém stavu od firmy Aldrich
o pramérné velikosti 10 nm, ¢istoté 99,5%, MW 60,09.
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TiO, 25 nm
Oxid titanicity (TiO; - 25 nm) byl zakoupen v praskovém stavu od firmy Aldrich o
pramérné velikosti 25 nm, ¢istoté 99,7% a MW 79,9.

Polovodi¢ové nanokrystaly:

Quantum Dots ( OD + anti rabbit IgG - 10 nm)

Kvantové teCky (= quantum dots) jsou polovodi¢ové nanocastice skladajici se z
polovodi¢ového jadra nejcastéji tvofenym kombinaci prvku II. a VI. nebo III. a V.
skupiny, které muze byt stabilizovano obalem z anorganickych soli (napt. CdS,
ZnS) (obr.16). Rozpustnost ve vode je zajisténa nabitymi organickymi molekulami,
které jsou kovalentné vazany na povrch kvantové tecky pomoci thiolovych skupin.
Tyto molekuly mohou slouzit pro navazani dalSich funkénich ligandt nebo
biomolekul. Kvantové teCky nachdzeji pouziti jako fluorescencni znacky v
analytické chemii, molekularni biologii a mediciné diky svym vybornym optickym
vlastnostem. Nejcastéjsi biomolekulou je kralici IgG. Standardné se pouziva
k imunoznacéeni v optické mikroskopii, protoze je na ném navazana fluorescenéni
latka. Tento produkt byl dodan firmou Invitrogen o koncentraci 1 uM roztok v 1 M
betainu, 50 mM boratovém pufru o pH 8,3 s 0,05 % azidem sodnym pro konzervaci

[4,57].
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Obr.16. Schéma struktury QD - jadro (tvofené¢ kombinaci prvku II. a VI. nebo IIl. a V.
skupiny) CdSe, obal (stabilizuje) ZnS a navazana biomolekula [57].

4.1. Priprava vzorki nanocastic pro TEM a

LVTEM

4.1.1. Cisténi elektronmikroskopickych siték

Nanocastice jsem nakapala na homogenni uhlikovou blanu, kterd byla vytvotfena na
médénych elektronmikroskopickych sitkach firmy Tesla o priméru 3 mm s velikosti
otvori 400 MESH. Nov¢ sitky se pfed pouzitim musi dokonale umyt. Nejprve jsem je
ponechala 5 minut v roztoku 50% kyseliny octové, poté jsem je umistila na 5 minut do
jarové vody, nasledné promyla 5 minut v destilované vodé a dalSich 5 minut v acetonu.
Nakonec jsem je nechala ususit na filtracnim papiru. Takto vyc¢isténé sitky se uskladni
v Petriho miskach na suchém a ¢istém misté. Po delsi dob¢ uskladnéni je dobré sitky pred

pouzitim znovu promyt. Staci 5 minut v acetonu a nechat oschnout.

4.1.2. Priprava uhlikovych podloZnich blan

Uhlikové blany se pfipravovaly v napafovaci aparatute JEOL JEE 4C (Obr.17).

Atomy uhliku byly napatfovany na cerstvé odstipnuty povrch slidy. K napafovani se
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pouzivaly uhlikové elektrody z Cistého uhliku o priméru 5 mm a délce 10 cm od firmy

Karbotechnik.

Obr.17. Napatovaci aparatura JEOL JEE 4C

4.1.2.1. Metoda primého naparovani

V prvnim kroku se ptipravila podle doporu¢ené¢ho ndvodu napatovaci aparatura. Po
predCerpani aparatury se po otevieni zvonu recipientu upravily uhlikové elektrody
ofezanim ve specidlnim ofezavatku (POLARON, Watford England). Konec jedné
elektrody byl ofezan na hrot o priméru pfiblizné 1 mm, druha elektroda byla zarovnana
obrousenim na smirkovém papife do plochého konce. Konce upravenych elektrod se o
sebe opatrné opiely, aby nedoslo ke zlomeni ofezan¢ho hrotu. Déle se do zvonu umistil
keramicky stiep s kapkou oleje pro orientaci, aby bylo vidét mnozstvi napareného uhliku.
Pro zamezeni kontaminaci blan byla slida odStipnuta bezprostfedné ptfed uhlikovanim.
Platek slidy byl umistén na otaCivy stolek napatfovaci aparatury stranou k uhlikovym
elektrodam bezprostfedné po jeho odstipnuti. Povrch se Cisti pfilozenim bézné lepici
pasky. Po strhnuti pasky je povrch platku slidy v nejvétsi Cistoté. Povrch slidy byl priblizné
ve vzdalenosti 10 cm od elektrod.

Cerstvé odstipnuty kousek slidy zaruduje, Ze je povrch v maximalni &istoté. Aby
nedoslo k uvolnéni slidy ze stolku, byla pfipevnéna pomoci oboustranné uhlikové lepici

pasky. Vyhoda uhlikové lepici pasky je, ze odvadi statickou elektiinu, je stabilni ve vakuu
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a neméni v ném své vlastnosti. Zvon recipientu se ptiklopil zpatky a podle navodu se
pokracovalo v Eerpani aparatury. Po vy&erpani prostoru zvonu na hodnotu 1,3 x 10° az 1,3
x 10* Pa, bylo mozno zagit uhlikovat. Uhlikové elektrody se zacaly pomalu Zhavit
pozvolnym piidavanim zhaviciho proudu, ktery byl pozdéji ustaven na hodnotadch mezi 30
- 40 A. Doba uhlikovani, podle empirického odhadu, byla 1 az 2 minuty v zavislosti na
velikosti Zhaviciho proudu. Cim vét§i proud, tim krat$i doba. Po pouhlikovani se kousky
slidy z aparatury vyjmuly a splavily na hlading destilované vody.

Splaveni se provedlo ve splavovaci vanicce s vypusti. Uprostfed vani¢ky byl
vyroben plisek s otvory, na ktery se poklada filtratni papir s elektronmikroskopickymi
sitkami. Vanicka se naplnila destilovanou vodou cca 1 cm pod okraj. Pod vodni hladinu se
pomoci pinzety ponofil kousek filtracniho papiru, ktery se polozil na pliSek s otvory. Na
ponoteny filtracni papir se pomoci pinzety poskladaly ¢isté elektronmikroskopické sitky
tésn¢ vedle sebe, aby byla snaz$i manipulace se splavovanim uhlikové blany. Pokud je
uhlikovd blana potfeba jen jako nosna bléna pro nanocéstice, nezalezi, zda je sitka
umisténa matnou ¢i lesklou stranou na filtracni papir, a tim padem je jedno na jakou stranu
elektronmikroskopické sitky bude bldna splavena. Pokud ma byt bldna pouzita jako
podlozni blana pod fezy, je diillezité ji umistit na matnou stranu sitky.

Nasledovalo samotné splaveni uhlikové blany. Slida s napafenym uhlikem se
pozvolna nofila do destilované vody pod uhlem 45°. Blana se pomalu oddé¢lovala od
povrchu slidy a zlstala plavat na vodni hladin€. Po splaveni se blana pomoci foukani
navedla nad filtra¢ni papir se sitkami a poté se oteviela vypust vody. Béhem vypousténi se
kontrolovala poloha blany, aby nedoSlo k jejimu pfilepeni k okrajim vani¢ky nebo
dokonce k potrhani. Po vypusténi vody byl filtraéni papir se sitkami s nanesenou

uhlikovou blanou umistén do Petriho misky a ponechén vyschnout do druhého dne.
4.1.2.2. Metoda neprimého naparovani

Metoda nepiimého napatfovani je velice podobna s piedchozi metodou. Postup
ptipravy uhlikovych blan metodou nepfimého napatfovani byl pfevzat z knihy Methods of
Preparation for Elektron Microscopy, D.G. Robinson, 1987. Rozdilem je, Ze odstipnuta
slida se umist'uje do zakrytu, aby nedochéazelo k pfimému naparovani atomt uhliku. Tim se
zajistuje vice homogenni povrch uhlikové blany. Jako pomiticka pro nepiimé naparovani
slouzi zvlastni drzék vyrobeny technikem Jifim Vanéckem z oddéleni LEM. Do drzaku se

vlozila dvé €ista podlozni sklicka. Obé strany, na které se sklicka pokladaji, jsou naklonéna
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pod uhlem 45° k elektrodam. Pro kontrolu mnozstvi napafeného uhliku slouzi lehce
piesahujici papirek umistény pod podloznim sklickem. Intenzita cerného zabarveni papirku
nam ukazuje piibliznou tloustku uhlikové blany. Odstipnuta slida se polozila na podlozni
sklicko, lezici na strané, kterd je zastinéna pfed piimym dopadem atomul uhliku. Druhé
podlozni skli¢cko umisténé naproti slidé na nezakryté stran¢, bylo ocisténo jarovou vodou a
etanolem a bunicitou vatou otfeno do sucha. Takto pfipravend pomtcka se polozila na
otaceci stolek napatovaci aparatury.

Pti vlastnim uhlikovani jsou vypafené castice uhliku odraZzeny z povrchu ¢istého
podlozniho sklicka na nezakryté strané€, nastaveného 45° thlu k elektrodam, a dopadaji na
Cerstvé odstipnuty kousek slidy. Po uhlikovani se blana ze slidy opét splavila ve splavovaci
vaniCce, stejné¢ jako v pfedchozim postupu, a filtraéni papir se sitkami s nanesenou
uhlikovou blanou se nechal oschnout do druhého dne v Petriho misce. Abych ziskala
homogenni blanu jako nosnou blanu pro nakapané nanocéstice, pouzivala jsem metodu
nepiimého naparovani. Kdyz jsem potiebovala uhlikovou blanu jako podpirnou blanu pod

fezy pro imunoznaceni, pouzila jsem metody pfimého naparovani.

37



Obr.19. LVTEM 5 (145 K) uhlikové blana ptipravend metodou nepiimého naparovani
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Uhlikové blany vynikaji svou kvalitou a je mozné je pripravit v tloustkach 2 — 10
nm. Uhlikové blany piipravené nepfimym naprasovanim maji homogenni povrch a jsou
elektrontransparentni. Blany piipravené metodou nepifimého napraSovéni byly pouzity jako
podlozni blany pod nakapnuté nanocastice. Nemaji téméf Zadnou strukturu ani pfii
nejveétsich zvétsenich, proto se pouzivaji hlavné pii praci, kterd vyzaduje nejvyssi rozliseni.
Nevyhodou téchto uhlikovych blan oproti blanadm pfipravenych pifimym naprasovanim je,

ze jsou vice fragilni. Témito fotografiemi byl potvrzen rozdil mezi nimi (obr.18 a obr.19).
4.1.3. Priprava vzorki nanocastic

Pro zobrazeni v LVTEM 5 byly pfipraveny tyto kovové nanocastice Au (6, 10, 15
nm), Pd (10 nm), Ag (10 nm), oxidy CO304 (18 nm), SiO, (5-15 nm), TiO, (25 nm) a
polovodicové nanokrystaly QD. Byly nakdpnuty 3 pl téchto Castic na podlozni uhlikovou
blanu pfipravenou metodou nepiimého napraSovani. Sitky byly za okraj uchyceny
v kiizovych pinzetach. Nechaly se 10 min zaschnout a zbytek byl odsan velice opatrné
filtraénim papirem, aby se vzorek neporusil.

Nanocastice oxidu kfemicitého a oxidu titani¢ité¢ho byly k dispozici v praskovém
stavu. Oba typy nanocastic byly rozpustény v etanolu a acetonu. Pokus rozdispergovat tyto
nanocastice oxidl byl proveden pomoci sonifikace. Nejprve byly vzorky SiO, a TiO,
rozpu$téné v etanolu a acetonu sonifikovany po dobu 1 hodiny. Poté se ¢asovy interval
dalsich vzorka prodlouzil o dalsi hodinu, takze vzorky byly celkem sonifikovany 2 hodiny.
K prohlizeni preparati byl pouzit vysokonapétovy elektronovy mikroskop TEM JEOL
1010 od firmy JEOL a nizkonapétovy elektronovy mikroskop LVTEM 5 od firmy Delong

Instruments.

4.2. Priprava ultratenkych rezu o tloustce 20 nm

pro LVTEM

Vzorek slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus, které salo 72 hod byl pfipraven
nasledujicim zptusobem. Slinné Zlazy znasaté samice klistéte Ixodes ricinus byly
vypreparovany, promyty a fixovany v 4% formaldehydu a 0,5% glutaraldehydu po dobu 1

hodiny pfi 4 °C. Promyti slinnych Zldz bylo zpracovdno pomoci moderni nizkoteplotni
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techniky (PLT) s pouzitim zafizeni EM CFD (Leica, Vienna, Austria). Material byl
dehydratovan se zvySujici se koncentraci etanolu za snizujici se teploty (30% pii 0 °C,
50% a 70% pti— 20 °C, 100% pii — 35 °C ), poté infiltrovan a zalit do pryskyfice Lowicryl
K4M (Polysciences) pii — 35 °C a na zavér polymerizovan UV zéafenim pii — 35 °C po
dobu 2 dnti. Rezy byly nakrajeny diamantovym noZem na ultramikrotomu LEICA [58].
Vzorek slinnych zlaz klistéte 1xodes ricinus, které salo 72 hod mi poskytla laborantka Petra
Masarova, kterd zné&j rovnéz pfipravila fezy o tloustce 20 nm, protoze ptipravit takto

tenky fez vyzaduje dlouholeté zkuSenosti.
4.3. Elektrostaticka konjugace

Pro elektrostatickou konjugaci jsem vybrala Au o velikosti 5 nm a protein A.
Nejprve jsem upravila pH nanocastic pomoci 25 mM K,CO; na pH 7. Ke 4 ml nanocastic
Au o velikosti Snm jsem ptidala 200 pl 25 mM K,CO;,

Déle jsem navazila 1 mg proteinu A a smichala s 1 ml 5 mM pufru NaHCO;, Abych
vibec mohla pfipravit kvalitni konjugét, provedla jsem nejprve vyfedovaci fadu tabulka
¢.2., kterd po vizualnim vyhodnoceni potvrdila, zZe nejvice stabilni konjugat je v piipadé, Ze
protein a nanocastice reaguji v poméru 1 : 1. Pfiddnim 10% roztoku NaCl jsem otestovala
stabilitu konjugatu. V poméru 1 : 1 je po pfidani NaCl roztok zakalen do Cervena. Tato
barva vypovida o tom, Ze pii této koncentraci je konjugat stabilni. Ostatni koncentrace
mély fialové zbarveni, coz vypovida o nefunkénosti konjugatu, doslo k agregaci. Nejlepsi
reakéni pomér je teoreticky 7 ul roztoku nanocastic : 7 ug proteinu A. Smichala jsem 7 pl
roztoku proteinu A s 200 pl roztoku nanocasti Au 5 nm, protoze 200 pl nanocastic Au
odpovida 7 pg proteinu A. VSe bylo michéno pfti pokojové teplote.

Roztok jsem stabilizovala ptidavkem 12 pl 1% PEG. Poté jsem vzorek
centrifugovala (Amicon Ultra 4) pii 11 800 ot/min po dobu 30 minut. Vysledny roztok
jsem nekonzervovala azidem sodnym, protoze jsem kvalitu vzniklého konjugatu stejny den

ovéfila imunoznacenim.
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MnoZstvi proteinu v pg 21 14 10,5 7 3,5 0

MnoZstvi nanoc¢astic 200 pl nanocastic ~ 7 pug proteinu A

Pomér
3:1 2:1 1,5:1 1:1 0,5:1 0:1
protein/nanocastice

Tabulka € .2. 35 pg proteinu odpovida 1 ml nanoc¢éstic Au o hmotnosti

nano&astic 3,5 *10” g/ml.

4.4. Imunoznaceni

K imunoznaceni byl pouzit vzorek slinnych Zlaz klistéte Ixodes ricinus, které salo
72 hodin. Ze vzorku byly pfipraveny 20 nm fezy postupem popsanym Vv kapitole 4.2..
Cilem imunoznaceni bylo lokalizovat ve slinnych zlazach glykany. Na to byla pouzita
primarni protildtka Biotinylated Wheat germ Aglutinin (WGA) od firmy Vector. WGA
patii mezi lektiny a znaci glykany (N-acetyl glukosamin, N-acetyl neuraminova kyselina).
Ke zviditelnéni této vazby byla pouzita sekundarni protilatka namifend proti primarni
protilatce. Jako sekundarni protilatka byl pouzit konjugat, mnou vyrobeny komplex protein
A-Au5 nm, a komer¢né vyrobeny konjugat QD navazany s krali¢im IgG.

Do velké Petriho misky byl dovnitt natazen parafilm, ptitlacen, obloZzeny mokrou
buni¢inou a na néj bylo do sloupce nadavkovano nékolik kapek o objemu 50 pl bloku
(TBS (Tris pufrovany fyziologicky roztok)/5 mg Tween 20/300 mg BSA (hovézi sérovy
albumin)/15 mg glycin), na které byly na povrch umistény Ni-sitky s fezy. Celé bylo
piikryto a dano do lednice ptfes noc (nesmi dojit k iplnému odpareni, proto byl zvolen vétsi
objem kapky).

Byla pfipravena prvni primarni protilatka — vybrany Biotinylated Wheat germ
Aglutinin nafedén 1 : 100 pl TBS. Pak se do sloupce nanesly kapky o objemu 25 pl a sitky
se opatrné prenesly na povrch kapek. Na mista kontroly se dalo jen TBS, aby kontrola byla
ucinna. Vzorky byly ponechany v prvni primarni protilatce 2 hod pii pokojové teploté
ptikryté Petriho miskou.

Pak byly sitky promyvéany a ponechdny 2 min v 6 kapkach TBS s Tween 20. Byly

pouzity zvlastni pinzety na kontroly, aby nedoslo ke kontaminaci vzorkd.
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Byla pfipravena druhd primarni protilatka — vybrany Rabbit IgG Anti Biotin byl
nafedén 1 : 300 ul TBS. Opét byly naneseny 25 ul kapky do sloupce na mista vzorka. Na
mista kontroly bylo dano jen TBS. Sitky byly ponechany 2 hod pii pokojové teploté
ptikryté Petriho miskou.

Nasledovalo promyti. Sitky byly promyvany v 6-ti kapkach TBS s Tween 20.
Znovu byly brany zvlastni pinzety na kontrolu, aby nedoslo ke kontaminaci a tim padem k
falesnym vysledktim.

Byla pfipravena sekundarni protiladtka — vybrany mnou pfipraveny konjugat protein
A-Au 5 nm a komer¢né vyrobeny konjugat QD-rabbit IgG. Konjugat protein A-Au 5 nm
byl nafedén 1 : 40 0,5% BSA. Komer¢né vyrobeny konjugat QD-rabbit IgG byl natedén
1:20 0,5% BSA. Sekundarni protilatky byly dany i na mista kontrol. Sitky byly ponechany
2 hod pfi pokojové teploté prikryté Petriho miskou.

Nasledovalo promyti 3x 2 min v TBS s Tween 20 a 3x 2 min v TBS a 3x v H,0.
Vzorky byly osuSeny a ponechany na filtraénim papife v nové Petriho misce a pfipraveny

k prohlizeni.

4.5. Pracovni podminky mikroskopt

a) TEMJEOL 1010
Vzorky byly prohlizeny standardné v TEM JEOL 1010 vybaveném MegaView III
kamerou s rozlisenim 1024 x 1024 pixelt a snimacim softwarem AnalySIS 3.1. Snimky
byly potizeny v 16 bitovém formatu a pomoci programu AnalySIS pfevedeny do 8

bitového formatu. Mikroskop pracoval pti urychlovacim napéti 80 kV.

b) LVTEM 5 kV

Na mikroskopu LVEM 5 byl obraz sniman CCD kamerou Proscan HSS 1300
a softwarem ProDIA pii urychlovacim napéti 5 kV. Mikroskop byl z€erpan do provozniho
vakua a kvalitn¢ setizen. Snimky byly pofizeny v 16bitovém formatu a pomoci programu

Image J prevedeny do 8bitového formatu.
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4.6. Statisticke zpracovani

Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci programu Image J. Tento program je
voln¢ dostupny na internetu [59]. Image J je vyuzivany predev§im v riiznych oblastech
veédy a vyzkumu, velmi hojné 1 v diagnostice v 1€karstvi [60].

Nejprve je tieba zadat udaj o velikosti pixelu pro kalibraci daného snimku. Velikost
pixelu se méni se zménou zvétSeni v mikroskopu.. Kalibrace se provadi na méfitku ve
snimku. Nasleduje prahovani nebo-li vybér tirovné Sedé pro odeéteni pozadi a objekti.
K tomu se pouziva funkce Treshold, ve které se nastavi stupen Sedi, nad ktery jsou objekty
cerné a pod ktery jsou objekty bilé. Poté jsou nanocastice analyzovany pomoci funkce
Build, ktera automaticky detekuje a vyhodnocuje parametry nanocastic. U nanocastic byl
primér ur¢ovan dvéma zpusoby. Ekvivalentni primér byl vypocitan jako primeér kruhu,
ktery vznikl z plochy pixelli méfené nanocastice. Feretiv prumér je maximalni vzdalenost
dvou pixelti v méfené nanocastici.

Tato data byla exportovana do tabulky a v programu Microsoft Excel zpracovana.
V programu Microsoft Excel jsem pracovala se statistickymi funkcemi — ekvivalentni
pramér, pocet, minimum, maximum, smerodatnd odchylka a Feretiv primér. Vysledky
statistického vyhodnoceni jsou uvedeny v tabulkach a histogramech, coz je sloupcovy graf,

ktery udava rozlozeni cetnosti nanocastic na jejich velikosti.
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5. Vysledky

1. Detekovat a méfit velikost riznych typli nanoc¢éstic nejprve v TEM JEOL 1010 a
LVTEM 5

2. Statisticky vyhodnotit velikost a stabilitu nanocastic pod elektronovym svazkem

hlavné v LVTEM 5 a porovnat s vysledky z TEM JEOL 1010

Prvnim ukolem této experimentalni ¢asti prace bylo detekovat vybrané nanocastice
v TEM JEOL 1010 pracujicim pii urychlovacim napétim 80 kV a poté se pokusit o
vizualizaci téchto nanocastic v LVTEM 5 od firmy Delong Instruments pracujicim pii
urychlovacim napéti 5 kV. Nejprve jsem pouzila komeréné vyrobené Au od firmy Aurion,
protoze o komercné vyrobeném Au je zndmo, Ze velikostni rozpéti nanocastic neni tak
velké, proto slouzi jako standardy. Preparaty jsem vzdy pro kontrolu prohlédla nejprve v
TEM JEOL 1010 a zmétila velikost nanocastic. Poté jsem se ty samé nanocastice pokusila
vizualizovat v nizkonap&tovém elektronovém mikroskopu LVTEM 5.

Detekce nanocastic v LVTEM 5 byla uspé$nd, proto jsem provedla statistické
vyhodnoceni velikosti pruméru nanoc¢astic (Au 10 nm, Pd 10 nm, QD 10 nm) pfi zvétSeni
150 tisic krat (dale150 K).

Zacala jsem pracovat se Au o velikosti 15 nm (obr.20, 21).
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Tomm

Obr.20. Snimek nanocéstic Au (15 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 150 K

Nanocastice Au o velikosti 15 nm byly dobie detekovatelné a métitelné jak v TEM

JEOL 1010, tak v LVTEM 5. Déle jsem pouzila Au o velikosti 10 nm (obr.22, 23), abych
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zjistila, zda je nizkonapétovy elektronovy mikroskop schopen rozlisit nanoc¢astice s jesté

mensi velikosti.

Obr.22. Snimek nanocéstic Au (10 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 150 K

ZUERHIT

Obr.23. Snimek nanocéstic Au (10 nm) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K
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Nanocastice Au o velikosti 10 nm byly dobfe detekovatelné a métitelné v obou
typech mikroskopt. Statisticky jsem vyhodnotila velikost téchto nanocastic pomoci
pocitacového programu Image J. VTEM JEOL 1010 jsem provedla statistické
vyhodnoceni z po¢tu 1000 nanocastic (histogram €.1), kdezto z LVTEM 5 mikroskopu
je velice obtizné takovéto mnozstvi nanocastic ziskat. Proto jsem data vyhodnotila

z poctu 20 nanocastic (histogram ¢.2).
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Histogram ¢.1. Velikost Au 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)

Prumér 6,8 Feret 7,9
Pocet 1000 Pocet 1000
Min 5 Min 5,8
Max 10 Max 14,8
Smérodatna odchylka 0,9 Smérodatna odchylka 1,2

Tabulka ¢€.3. Statistické vyhodnoceni méfeni Au 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)

Bylo zméteno 1000 nanocastic Au o velikosti 10 nm a bylo zjisténo, ze jejich primérna

velikost je 6,8 nm. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢.3.
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Histogram ¢.2. Velikost Au 10 nm v LVTEM 5 (145 K)
Prumér 9,7 Feret 9,7
Pocet 20 Pocet 20
Min 8,5 Min 8
Max 10,9 Max 12
Smérodatna odchylka 0,7 Smérodatna odchylka 0,9

Tabulka ¢.4. Statistické vyhodnoceni méfeni Au 10 nm v LVTEM 5 (145 K)

V LVTEM 5 bylo zméteno 20 nanocastic a zjistilo se, ze primérnd velikost Au 10 nm je
9,7 nm. Vysledky méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢.4..

Vysledek detekce Au nanocéstic o velikosti 15 a 10 nm byl kladny, a proto jsem
zkusila pouzit dalsi kovové nanocastice lezici nalevo od Au v periodické soustavé prvkda.
Pd a Ag patii svym atomovym c¢islem mezi lehké kovy. Pouzila jsem Pd (obr.24, 25) a Ag
o velikosti 10 nm (obr.26,27).
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Obr.24. Snimek nanocastic Pd (10 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 150 K
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Histogram ¢.3. Velikost Pd 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)
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Prumér 8,5 Feret 9,9
Pocet 1000 Pocet 1000
Min 5 Min 6
Max 10 Max 12
Smérodatna odchylka 1,2 Smérodatna odchylka 1,4

Tabulka €. 5. Statistické vyhodnoceni méfeni Pd 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)

Pro statistické vyhodnoceni bylo zpracovano 1000 castic Pd o velikosti 10 nm

v TEM JEOL 1010. Primérna velikost nanocastic v TEM je 8,5 nm (tabulka ¢.5.).

L 200%m

Obr.25. Snimek nanocéstic Pd (10 nm) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K
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Histogram ¢.4. Velikost Pd 10 nm v LVTEM 5 (145 K)

Primér 15,8 Feret 15,7
Pocet 20 Pocet 20
Min 14,6 Min 14,3
Max 16,8 Max 16,8
Smérodatna odchylka 0,8 Smérodatna odchylka 0,7

Tabulka ¢€.6. Statistické vyhodnoceni méfeni Pd 10 nm v LVTEM 5 (145 K)
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Obr.26. Snimek nanocastic Ag (10 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 150 K

Obr.27. Snimek nanocastic Ag (10 nm) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K
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Nanocastice Ag o velikosti 10 nm jsou dobfe detekovatelné a méfitelné jak v TEM
JEOL 1010, tak v LVTEM 5. I ptesto, ze Ag je lehky kov, nanocastice Ag byly stabilni po
celou dobu pofizovani snimkil pro méfeni pod svazkem urychlenych primérnich elektrond.
Nanocastice se chovaly stabilné, neménily sviij objem ani nedochézelo k jejich odpatovani.
U téchto nanocastic bylo zjisténo, ze rozpéti velikosti nanoc¢astic je vétsi nez u komercéné
vyrobeného Au. To dokazuje (obr.26), kde velikostni rozpéti je zietelné. Neprovadéla jsem

statistické vyhodnoceni téchto nanocastic.

Jako nejmensi nanocastici jsem pouzila komercné vyrobené Au o velikosti 6 nm,
abych zjistila, zda rozliSeni LVTEM 5 postacuje na vizualizaci takto malych nanocastic.
Opét se podafilo tyto nanocastice detekovat a zméfit jak v TEM JEOL 1010, tak v LVTEM
5 (obr.28, 29).
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Obr.29. Snimek nanocastic Au (6 nm) v LVTEM 35, zvétSeni 145 K

Dokonce se mi podafilo najit stejné misto na vzorku a ziskat tak stejny snimek

z TEM JEOL 1010 a LVTEM 5. Najit stejné misto na vzorku mi umoznily médéné sitky
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se znaCenymi otvory (obr.30). Usnadiiuji orientaci na preparatu v nizkonapétovém

V dal$im kroku jsem se snazila zobrazit nanocastice oxidu kobalti¢itého (18 nm),
oxidu kfemicitého (5-15 nm) a oxidu titani¢it¢ho (25 nm). Vzorky byly pfipraveny
metodou viz. kapitola 4.1.3. Ukézalo se jak v TEM JEOL 1010, tak v LVTEM 5, ze
nanocastice se vyskytovaly pievazné ve shlucich, coz je zfejmé z obrazkl (obr.31,33).
Oxid kobalticity je kubickd 18 nm nanocastice. V projekci do vysledného snimku z TEM
vypadaji jako ¢tverecky.
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Obr.31. Snimek nanocéstic Co304 (18 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 150 K

Obr.32. Snimek nanocéstic Co3O04 (18 nm) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K

56



Nanocastice oxidu kiemicitého a oxidu titani¢it¢ho jsou komeréné dostupné
v praskovém stavu. Tyto nanocastice byly rozpustény v acetonu a etanolu, vortexovany 1
hod, sonifikovany 1 hodinu, poté centrifugovany 10 min a odsaty supernatant byl
sonifikovan dalsi hodinu. I pfes tyto procesy se nepodafilo rozdispergovat tyto nanoc¢astice

oxidu a zbavit je agregati.

S0

Obr.33. Snimek nanocastic SiO, (5-15nm) v TEM JEOL 1010, zvétseni 150 K

Z obrazku (obr.33) je ziejmé, Ze piiprava téchto nanocastic oxidli nebyla uspésna.
Nepodarilo se mi zbavit se agregati a vysledky jsou tedy netspéSné. S nejvétsi
pravdépodobnosti je to zptisobeno nabojem na povrchu nanocastice a z tohoto diivodu ma
zfejm¢ tendenci agregovat Vzhledem ktomu, Ze jsem nemohla rozliSit jednotlivé
nanocastice, neprovadéla jsem Zadné statistické méteni a vyloucila je z dalSiho pozorovani.

Na samém zavéru testovani nanocastic v nizkonapétovém elektronovém
mikroskopu jsem si vybrala zajimavou nanocastici, kterd se svou vrstevnatou strukturou
1181 od ostatnich nanocéstic. Quantum dots je sloZzeno z jadra, které je tvofené kombinaci
prvka (II. a VI. nebo III. a V. skupiny) nejcastéji CdSe a obalu, ktery stabilizuje ZnS.
Standardné se pouziva k imunoznaceni v optické mikroskopii, protoze je na ném navazana
fluorescencni latka. Quantum dots je hafe viditelné v TEM JEOL 1010. Pouzila jsem QD,
protoze jsem predpokladala, Ze bude vykazovat v LVTEM 5 vyssi kontrast a bude tak
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vhodnou volbou pro imunoznaceni v nizkonapétovém elektronovém mikroskopu. Také je

o ném dobfe znamo, Ze ma vysokou cetnost (obr.34, 35).

Obr.34. Snimek nanocastic QD (10 nm) v TEM JEOL 1010, zvétseni 150 K
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Histogram ¢.5. Velikost QD 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)

58



Prumér 6,2 Feret 9,4
Pocet 1000 Pocet 1000
Min 4,3 Min 5.8
Max 10 Max 16,9
Smérodatna odchylka 1,2 Smérodatna odchylka 2

Tabulka ¢€.7. Statistické vyhodnoceni méteni QD 10 nm v TEM JEOL 1010 (150 K)

V TEM JEOL 1010 se hodnota Feretova priméru vyrazné 1isi od ekvivalentniho priméru
(tabulka ¢.7). Diivodem je, jak je zfejmé z obr. 34, ze QD maji elipsoidni tvar. Hodnota
Feretova priméru 9,4 — nejvétsi vzdalenost v plose nanocastice se jevi jako velice dobry

vysledek.

Obr.35. Snimek nanoc¢astic QD (10 nm) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K

V LVTEM 5 nanocastice QD mély zcela jiny tvar (obr.35). Nanocastice nebyly
elipsoidni, ale vykazovaly kulaty tvar, coz dokumentuji i hodnoty namétenych praméra —

ekvivalentnich i Feretova, které jsou stejné (tabulka ¢.8).
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Histogram ¢.6. Velikost QD 10 nm v LVTEM 5 (145 K)
Primér 11,2 Feret 11,2
Pocet 20 Pocet 20
Min 10 Min 9,8
Max 12,7 Max 13,4
Smérodatna odchylka 0,8 Smérodatna odchylka 1

Tabulka ¢€.8. Statistické vyhodnoceni méfeni QD 10 nm v LVTEM (145 K)

Také jsem se pokusila zkoumat stabilitu nanocastic pod elektronovym svazkem
vobou typech mikroskopu. Céstice jsem vystavila ptisobeni elektronového svazku
primarnich urychlenych elektronti o urychlovacim napéti 80 kV v TEM JEOL 1010 a o
urychlovacim napéti 5 kV v LVTEM v 15ti minutovych intervalech po dobu 2,5 hodiny.
Pti osvitu nanocastic bylo velice té¢zké ziskat kvalitni snimek po 15. minutovém intervalu
v LVTEM 5. Nepodatilo se mi zajistit, aby osvit vzorku priméarnimi elektrony v LVTEM 5
byl v priitbéhu celého 15ti minutového intervalu stabilni. Z tohoto divodu se nedalo
porovnavat snimky potizené v téchto intervalech. Mikroskop se pied dalsim ziskanim

snimku musel znovu kvalitn¢ sefidit a tim padem porovnavat 15. minutové intervaly bylo
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nepiesné, proto zde vysledky nebyly uvedeny. Statistické vysledky byly zatizeny piilis

velkou chybou a nelze je pouzit.

3. Vybrat nanocastice, které mohou byt pouzity jako markery v LVTEM 5 a pokusit

se je konjugovat s vhodnou sekundarni protilatkou.

Na zaklad¢ detekce nanocastic v LVTEM 5 a statistickych vysledka jsem usoudila,
Ze nanocastice Au byly nejlepsi, a proto jsem je pouzila v dalSimu kroku této prace.
Vybrala jsem pro konjugaci s proteinem jako idealni marker nanocastice Au. Roztok
nanodastic Au o velikosti 5 nm byl &erstvé vyrobeny v laboratofi Dr. Sloufa..Vyuzila jsem
elektrostatické konjugace podle protokolu uvedené¢ho v predchozi ¢asti (viz. kapitola 4.3.)
Kvalitu konjugitu jsem posoudila imunoznacenim. Byl pouzit nejen vlastni konjugat

protein A-Au 5 nm, ale pro kontrolu i komeréné vyrobeny konjugat QD-Rabbit IgG.
4. Na vhodném modelovém systému provést imunoznaceni.

Slinné zlazy byly vypreparovany a podle standardniho postupu byl ptipraven
preparat pro transmisni elektronovou mikroskopii. Vzorky byly pfipraveny do podoby 20
nm fezl Nejprve jsem preparat zkontrolovala v TEM JEOL 1010, zda doSlo k navazani

ptipraveného konjugatu na primarni protilatku.
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Obr. 36. Snimek imunoznaceného vzorku slinnych 714z klistéte Ixodes ricinus — (konjugat

protein A-Au 5 nm) v TEM JEOL 1010, zvétSeni 100 K

Obr. 37. Snimek imunoznac¢eného vzorku slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus - konjugat
(QD-Rabbit IgG) v TEM JEOL 1010, zvétseni 40 K
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Obrazky ¢. 36,37 zTEM JEOL 1010 dokladaji, ze podle predpokladu se Au
nanocastice vyskytuji v oblasti Acinu III. typu, coz vysvétluje, Ze se zde vyskytuji znacené
glykany (N-acetyl glukosamin, N-acetyl neuraminové kyselina). 20 nm fezy byly velice
potrhané. I pfi nejSetrnéjsi manipulaci se sitkami s20 nm fezy pifi provadéni
imunolokalizace se nepodatilo ptekonat technické potize. Proto se mi z LVTEM 5 podatilo

ziskat pouze jeden snimek (obr.38).

Obr. 38. Snimek imunozna¢eného vzorku slinnych Zlaz klistéte Ixodes ricinus - konjugat
(QD-Rabbit IgG) v LVTEM 5, zvétSeni 145 K

Tato fotografie je naprosty unikat. Pfipravit fezy o tloustce 20 nm z Lowicrylového
bloc¢ku bylo velmi obtizné a byly potrhané uz pied procesem imunoznaceni, jak doklada

snimek ¢. 39, kde je vidét struktura 20 nm fezu v LVTEM 5 jesté pfed imunoznacenim.
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Obr. 39. Snimek 20 nm ultratenkého fezu v LVTEM 5 (zvétSeni 25 K, 50 K)
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6. Diskuze

Ve 21. stoleti, kdy clovek udélal mnoho vyznamnych pokrokl v oblasti biologie,
mediciny a diagnostické techniky, se nabizi otazka, zda se v n€kterych odvétvich da dostat
jeste nékam dal. Pred lety tato otazka vyvstala pravé pro elektronovou mikroskopii, ktera
se zdéala byt zmirajicim oborem, ktery uz vSechny své potencidly a moznosti vycerpal.
Casem se viak ukazalo, Ze zatracovat elektronovou mikroskopii je pfedasné. Technicky a
materialni pokrok umoznil dale zdokonalovat elektronové mikroskopy po konstrukéni a
funk¢ni strance. Také nové metodiky piipravy vzorkli dovolily elektronové mikroskopii
posunout se zase o néco dal [26,3].

Hlavnim ukolem této prace bylo detekovat vybrané nanocastice nejprve
v transmisnim elektronovém mikroskopu pracujicim pii urychlovacim napéti 80 kV. Poté
se pokusit o vizualizaci téchto nanocastic v nizkonapétovém elektronovém mikroskopu
pracujicim pfi urychlovacim napéti 5 kV a méfit jejich velikost. Nizkonapétovy
elektronovy mikroskop jesté nikdo nikdy nepouzil k detekci a méfeni nanocastic, proto
nemam zadny odkaz na literaturu a nemohu tedy vysledky porovnat s jinymi autory. Jedna
se o pilotni studii. Detekce nanocastic v LVTEM 5 byla uspé$nd, proto jsem provedla
statistické vyhodnoceni velikosti priméru nanocéstic (Au 10 nm, Pd 10 nm, QD 10 nm) pfi
zvétSeni 150 tisic krat (dalel50K). V TEM JEOL 1010 je pouzito ke statistickému
zpracovani 1000 nanocastic, v LVTEM 5 jsou statistické hodnoty méfeny z 20 nanocastic.
Nepodatilo se mi ziskat dostatecné mnozstvi snimkl pii stejnych pracovnich podminkéach
mikroskopu. Z tohoto diivodu bylo porovnavéano jen 20 nanocastic, protoze mikroskop se
rozostfoval a ménila se jeho proudovéd intenzita. Méfeni byla provedena pii stejném
zvétSeni, protoZze se zménou zvétSeni se pifi digitdlnim zdznamu méni pocet pixell
vyznacujicich plochu nanocastice. Z toho divodu je zadouci, aby plochu nanocastice o
dané velikosti pokryval piiblizné stejny pocet pixelt, aby chyba pii prahovani byla
konstantni a srovnatelné pro vSechny snimky.

Vyrobce udava, ze rozliSovaci schopnost LVTEM 5 se pohybuje v rozmezi od 2 —
2,5 nm [30], coz by pro detekci vetSiny nanocastic, které jsem méla k dispozici, mélo
stacit. Abych méla jistotu, Ze uvidim hledané nanocastice, pouzila jsem k detekci nejprve
nanocastice s vetsi velikosti (15 nm) a postupné jsem pii testovani nanocdastic jejich

velikost snizovala. U Au nanocdastic jsem se dostala az na velikost 6 nm. Nejprve jsem
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pouzila kovové nanoc¢éstice komercniho Au (15, 10, 6 nm), protoze je znamo, ze komeréné
vyrobené Au nema tak veliké rozpéti ve velikosti nanoc¢astic. V TEM JEOL 1010 byly
naméfené hodnoty ekvivalentniho priméru 6,8 a Feretova priméru 7,9 men$i nez
vLVTEM 5 — 9,7 pro oba priméry. Na druhou stranu se hodnota Feretova priméru
projevila v TEM JEOL 1010 jako vétsi, coz odpovidd tomu, Ze nanocastice Au 10 nm
nebyly uplné sférické. Velkd hodnota smérodatné odchylky 1,2 nasvédcuje obcasnému
ptekryvu dvou nanocastic, které jsou pak programem vyhodnocena jako jedna nanocéstice.
Snimek, na kterém se provad¢lo statistické vyhodnocovani mohl byt zatizen astigmatickou
vadou. Pomoci LVTEM 5 byly stanovené pruméry blize tém ocekavanym, ale zdsadnim
problémem byl nizky pocet nanocastic pro statistické vyhodnocovani. Statistické vysledky
proto mohou byt zatizeny velkou chybou.

Dale jsem pracovala s Pd o velikosti 10 nm. Pfesto, ze je Pd kov sniz§im
atomovym ¢islem nez Au, snimky Pd 10 nm vykazuji dostate¢ny kontrast srovnatelny s Au
10 nm. Ptekvapila mé pfesnost hodnot ekvivalentniho priméru 8,5 a Feretova praméru 9,9
u nanocastic Pd naméiené v TEM JEOL 1010. Nanocastice byly laboratorné vyrabény, a
proto se rozptyl velikosti nanoc¢astic o¢ekaval vétsi. Hodnoty obou priméra byly lepsi nez
u komerén¢ vyrobenych Au 10 nm nanocastic me¢fenych v TEM JEOL 1010. Komercné
vyrobené Au nanocastice byly dodavany s tim, Ze distribuce velikosti je pomérné uzka,
presto méteni velikosti ukazalo, ze smérodatna odchylka je zhruba stejné velka jako pro Pd
1,2.

Ackoliv je Ag lehky kov, nanocastice Ag o velikosti 10 nm byly po celou dobu
testovani a méfeni stabilni. Nanocastice Ag byly vyrabény laboratorné. Jak vyplyva
z obr.26, rozptyl priméru nanocéstic Ag byl velky, proto nebylo dal statisticky
Zpracovano.

Quantum dots se 1isi svou vrstevnatou strukturou od ostatnich doposud testovanych
nanocastic. Standardné se kvantové tecky pouzivaji k imunoznaceni v optické mikroskopii,
protoze je na ném navazana fluorescen¢ni latka. Quantum dots je haie viditelné v TEM
JEOL 1010. Pfedpokladala jsem, ze v nizkonapétovém elektronovém mikroskopu bude
vykazovat vyssi kontrast, coz jsem potvrdila pofizenymi snimky. Vysledky z TEM JEOL
1010 byly velice dobré. Hodnota Feretova priméru 9,4 vySla vys$si nez hodnota
ekvivalentniho priméru 6,2, coz dokazuje, ze nanocastice QD jsou tyCky a nejsou tedy
sférické. V LVTEM 5 nanocastice QD mély zcela jiny tvar. Nanocastice nebyly elipsoidni,
ale vykazovaly kulaty tvar, coz dokumentuji i hodnoty 11,2 obou naméfenych pramért.

Vysledky jsou velice zajimavé, ale vysvétleni této skuteCnosti je prozatim nejasné. Jedna
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z moznych pficin je, ze v mikroskopu pracujicim o urychlovacim napéti 80 kV je vidét
pouze jadro nanocastice QD (tvofené kombinaci prvku II. a VI. nebo III. a V. skupiny)
CdSe, kdeZto v nizkonap&tovém elektronovém mikroskopu pracujicim o urychlovacim
nap¢ti 5 kV je ziejmé€ vidét i obal této nanocastice tvoreny ZnS.

Abych mohla zminéné nanocastice viibec detekovat, musela jsem si pro né pfipravit
podlozni blany. Z literatury od D.G.Robinsona jsem pievzala metodu nepiimého
napraSovani. Popisuje pfipravu uhlikovych blan nepfimym naprdSenim atomt uhliku.
Zkusila jsem i1 metodu pfimého naprasovani, ale po negativni zkuSenosti jsem ji hned
v zacatku zavrhla. Na vyse uvedenych snimcich (obr. 18,19) je struktura uhlikové blany
znacn¢ promeénna. Je to ddno rozdilnym zplsobem napatfeni uhliku na povrch slidy.
Kvalitnéjsiho homogenniho povrchu blany jsem doséhla metodou nepfimého napatovani,
kdy povrch slidy byl zastinén pfed piimym dopadem atomt uhliku. Béhem procesu
napafovani dochdzi k odpatovani atomti uhliku z elektrod, avSak kromé toho dochézi také
k uvoliovani vétsich Castic uhliku, které na povrchu blan vytvari nehomogenni oblasti.
Zastinénim slidy se zabrani pfimému napateni téchto nestejné velkych castic uhliku na
blanu, protoze vlivem své vahy se neodrazi od mikroskopického sklicka tak snadno, jako
mnohem leh¢i atomy. Uhlikové blana pfipravend pfimym naprasovanim vykazovala vlastni
strukturu v LVTEM 5 a diky ni byly nanocastice na jejim povrchu hiife rozeznatelné, coz
bylo pro mou praci nezddouci. Uhlikova blana pfipravend nepfimym naprasovanim byla
nejvhodnéjsi podlozni f6lii pro vizualizaci nanocastic v LVTEM 5.

Na zaklad¢ vizualizace pouzitych nanocastic v nizkonapétovém elektronovém
mikroskopu a statistickych vypocti jsem jako nejlepsi marker pro metodu imunoznaceni
vLVTEM 5 zvolila Au. Diky jeho elektrondenznosti je dobie rozliSitelné v TEM
1 LVTEM. Provedla jsem elektrostatickou konjugaci Au s proteinem A. Protein A se pevné
vaze k Sirokému okruhu imunoglobulinovych tfid, proto jsem ho zvolila jako vhodnou
protilatku k detekci antigent. Jako dal$i konjugat jsem zvolila komeréné vyrobené QD
navazané s krali¢im IgG, pro ptipad, Ze by elektrostaticka konjugace nebyla tispéSna.

Imunoznacila jsem na slinnych zlazach klistéte Ixodes ricinus, které salo 72 hodin.
Vzorek byl pfipraven podle kapitoly 4.2..Byl zalit do pryskytice Lowicryl K4M, protoze
tento druh pryskyfice zachovava antigenicitu preparatu. Vzorek slinnych zlaz klistéte
Ixodes ricinus o tloustce 20 nm jsem imunoznacila standardnim zpusobem. Jako
sekundéarni protildtku jsem pouzila mnou vyrobeny konjugat Au 5 nm — protein A a
komeréné vyrobeny konjugat QD — rabbit IgG. Vysledky imunoznaceni jsem nejprve pro

kontrolu prohlédla v transmisnim elektronovém mikroskopu. Zjistila jsem, ze vzorek je
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velice potrhany. I pfesto jsem se pokusila o prohlédnuti tohoto vzorku v nizkonapétovém
elektronovém mikroskopu. Podafilo se mi zhotovit pouze jeden snimek, coz je naprosty
unikat.

Dosla jsem k zavéru, Zze i1 kdyz lze krajet 20 nm ultratenké fezy standardné a
reprodukovatelné ze vzorkl zalitych do epoxidovych pryskyfic, zustava ptiprava takto
tenkych fezl kritickym krokem. Pfipraveny fez je i pfed imunoznacenim zna¢né potrhany.
I pfes velice Setrnou praci se nepodafilo fez zachovat do takové miry, aby snimek
z nizkonapét'ového elektronového mikroskopu byl kvalitni.

Nizkonapétovy elektronovy mikroskop je velmi citlivy na tloustku preparatu a na
rozdil od transmisniho elektronového mikroskopu odhali 1 nepatrné vykyvy v tloustce
preparatu. Tento problém by mohlo odstranit pouziti oscilujiciho diamantového noze
s feznou hranou 45° a 35°. Tato technika se soucasné chova Setrné k fezanému materidlu
tim, Ze minimalizuje jeho deformaci [15]. Dalsim nedostatkem ultratenkych 20 nm fezil je
nedostateCné prosyceni preparatu pryskyfici, které se projevuje dirami v fezu.
Neptijemnym dusledkem je potom trhani fezu pii jeho expozici primarnimi elektrony.

Nizkovoltovy elektronovy mikroskop ma fadu vlastnosti, které by ho mohly
ptedurcovat pro aplikaci v biologii a medicing, ale i v polymerni chemii [36]. Pfedstavuje
unikatni pfistroj, ktery vzhledem k pfiznivé cené je schopen v Iékarském a biologickém
vyzkumu nahradit vysokonapétovy TEM JEOL 1010. K jeho plnému vyuziti je tieba
dopracovat a optimalizovat postupy piipravy biologickych materidli a zvyknout si na
odlisny ultrastrukturdlni vzhled studovanych preparatl. Jsou ve své podstaté blizsi
nativnimu stavu preparatu. Jak prokazal profesor Delong i Nebesafova a kol. ve svych
pracech, LVTEM vykazuje dostateCny kontrast pii pozorovani biologickych preparati i
bez pouziti negativnich barviv. Do znaéné miry by mohl byt pouzivan i ke studiu
nanocastic v nékterych oborech nanotechnologie. Prokdzala jsem, Ze mikroskop ma
dostatecnou rozliSovaci schopnost k detekci a méfeni velikosti nanoc¢éstic, které jsou v ném
viditelné a stabilni. Piiprava preparatli je navic velmi jednoducha, pokud jsou k dispozici
uhlikové blany s tloustkou do 5 nm pfipravené nepiimym napraSovanim. Suspenze
nanocastic se jednoduse naképnou na sitky potaZzené uhlikovou membranou. Piebytek
suspenze se po adsorpci nanocastic na povrch uhlikové membrany odsaje a sitky se po
uschnuti mohou bez kontrastovani pfimo prohlizet v LVTEM 5. Je pravdépodobné, Ze
v blizké budoucnosti LVTEM 5 pfinese nové moznosti napt. v rozvoji nanotechnologie.

Experimentalni prace potvrdila, ze piiprava 20 nm fezli z metakrylatovych

pryskyfic je problematickd, reakce mohla byt silna, ale nepodafilo se mi ji na potrhanych
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fezech prokéazat. Nepodatilo se pekonat technické problémy pfi piipraveé preparati, a proto

cestu v rozvoji imunometod na elektron-mikroskopické urovni LVTEM 5 vidim zatim jako

neschidnou. V budoucnu je tieba jesté pracovat na piipravé preparatu a podloznich blan.
Pokrok ve vyzkumu nanocastic a rozvoji nanotechnologie je méten v dekadach, ne

v rocich.
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7. Zavéry

® LVTEM 5 je vhodnym nastrojem pro meéfeni a vizualizaci nanocastic.
Mikroskop prokazal dostate¢nou rozliSovaci schopnost. Potvrdila jsem, Ze

je mozné jej pouzit k testovani a méfeni nanocastic od 5 nm.

® 7 hlediska chovani pod elektronovym svazkem v LVTEM 5 se jako nejlepsi
markery jevily nanocastice Au a Pd. Na zaklad¢ téchto vysledkll bylo Au o
velikosti 5 nm pouzito ke konjugaci s proteinem A a tento konjugét pouzit

k imunoznaceni.

® [munolokalizace byla provedena na 20 nm fezu modelového systému
slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus. Vzhledem ke Spatné kvalité fezi
vysledky imunoznaceni nebyly dobré. Pii soucasnych technologickych
moznostech ptipravy 20 nm fezl neni zatim mozné tuto metodu standardné

vyuzivat k imunoznaceni a je tfeba najit jiny zplisob pfipravy téchto fezi.
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