
9. PŘÍLOHY 

V následujícím textu jsou předloženy verze protokolů a postupy, které byly v rámci 

předkládané práce vyzkoušeny, nicméně nepřinesly uspokojivé výsledky.  Účelem zveřejnění 

těchto postupů by mělo být určení směru pro případné zájemce, kteří by rádi využili a dále 

rozšířili a optimalizovali metody popisované v předkládané práci. 

9.1. Značení kachních mikroglií/makrofágů na kryořezech 

Protože kachní mikroglie/makrofágy nereagovaly s protilátkami využívanými ke značení 

mikroglií u myší, byla vyzkoušena protilátka KUL01 značící buňky monocyto-makrofágové 

řady u kuřat (Mast a kol. 1998). Dle výrobce by tato protilátka měla reagovat také 

s aktivovanými mikrogliemi. U kachen však nebylo její použití úspěšné a protilátkové značení 

bylo nahrazeno značením lektinovým (viz 4.2.2.). 

 

Tabulka 4 – Protilátky a jejich ředění neúspěšně zkoušené ke značení  mikroglií/makrofágů v CNS kachen. 

IRIHC – Inkubační roztok pro imunohistochemii (viz 4.2.1.1). 

 

Primární protilátka Ředění v IRIHC  Sekundární protilátka Ředění v IRIHC 

Monoclonal rabbit anti- 

Iba1 antibody (WAKO) 
1:250, 1:100 

Goat anti-rabbit Alexa 

Fluor
®
 488 (INVITROGEN) 

1:1000 

Mouse anti Chicken 

Monocyte/Macrophages 

(KUL01; ABD SEROTEC) 

1:250, 1:100 

Donkey anti-mouse 

Alexa Fluor
®
 488 

(INVITROGEN) 

1:1000 

 

9.2. Imuno-transmisní elektronová mikroskopie 

9.2.1. Postup zpracování tkáně metodou PLT 

Metoda postupného snižování teploty (PLT) byla zkoušena na infikované myší míše, 10 dpi. 

Fixace tkáně probíhala stejným způsobem a stejným fixačním roztokem jako v případě tkáně 

zpracovávané při pokojové teplotě a zalévané do pryskyřice LR White (viz 4.4.1).  

 Druhý den byla nafixovaná tkáň převezena do Laboratoře elektronové mikroskopie 

(Biologické centrum AV ČR, České Budějovice). Během transportu byla tkáň ve fixačním 

roztoku uchovávána na ledu. Nafixovaná a promytá tkáň byla po konzultaci s Ing. Janou 

Nebesářovou, CSc. a Petrou Masařovou zpracovávána v kryosubstituční jednotce LEICA 

EMAFS  podle protokolu odvozeného od metodiky uvedeného v článku autorů Fabig a 

kolektiv 2012 následujícím způsobem: 



 

Roztoky pro zpracování tkáně metodou PLT: 

 Vzestupná etanolová řada – 30%, 50%, 70%, 80%, 100% 

 Lowicryl K4M 

 komponent A – 2,4 g 

 komponent B – 17,3 g 

 komponent C – 0,1 g 

 

Postup zpracování tkáně v kryosubstituční jednotce 

 T1: teplota 0 °C udržovaná po dobu 30 min – 30% etanol 

 S1: postupné stoupání na teplotu 20 °C po dobu 60 minut – 50% etanol 

 T2: teplota −20 °C udržovaná po dobu 30 minut – 70% etanol 

 S2: postupné stoupání na teplotu 20 °C po dobu 30 minut – 80% etanol 

 T3: teplota −30 °C udržovaná po dobu 18 hodin – následující roztoky 

 60 minut – 100% etanol 

 60 minut – Lowicryl K4M: 100% etanol (1:2) 

 60 minut – Lowicryl K4M: 100% etanol (1:1) 

 60 minut – Lowicryl K4M: 100% etanol (2:1) 

 15 hodin – čistý Lowicryl K4M 

 T4: teplota −30 °C udržovaná po dobu 48 hodin – čistý Lowicryl K4M, polymerizace 

UV světlem 

Připravené bločky byly zpracovávány a krájeny stejným způsobem, jako v případě pryskyřice 

LR White (viz 4.4.1). Následně byly imunohistochemicky značeny metodou imunogold 

shodným způsobem jako LR White ultratenké řezy (viz 4.4.2). Postup fluorescenčního 

značení je popsán níže. 

9.2.2. Fluorescenční značení pryskyřicových řezů pro CLEM 

Neúspěšné pokusy o fluorescenční značení byly aplikovány jak na řezy 2 µm silné na 

podložním skle, tak i na ultratenké řezy na elektronmikroskopických síťkách. Postup byl 

vyzkoušen na řezech tkáně zalévané v pryskyřici LR White (viz 4.4.1.) i Lowicryl K4M 

(viz výše). 

 

 

 



 

Fluorescenční značení  řezů silných 2 µm na podložních sklíčkách 

Postup značení probíhal shodným způsobem, jako značení kryořezů – nejprve byly 

vyzkoušeny roztoky pro IHC (viz 4.2.2.1.), poté i roztoky pro iTEM (viz 4.4.2.1).  

 

Fluorescenční značení ultratenkých řezů 

Ultratenké řezy byly fluorescenčně značeny stejným způsobem, jako v případě metody 

imunogold až do fáze vymývání sekundárních protilátek (viz 4.4.2.2.), rovněž primární 

protilátky byly ředěny na stejné hodnoty, jako v případě úspěšně použitého značení zlatými 

partikulemi (viz Tabulka 2). Následně byly síťky montovány na podložní skla pomocí 

montovacího media VectaShielD s DAPI. Ozkoušeny byly roztoky modifikované jak pro IHC 

tak i pro iTEM.  

9.2.3. Odmaskování epitopů metodou HIER (Brorson 1998) 

Jelikož žádný způsob fluorescenčního značení pryskyřicových řezů na podložních sklech i 

ultratenkých řezů na elektronmikroskopických síťkách nebyl úspěšný, před samotné značení 

byl navíc zařazen krok odmaskování antigenů citrátovým pufrem. 

 

Složení citrátového pufru (připravený pufr byl uchováván při 4 °C maximálně týden) 

 0,01 M citrátový pufr, pH 0,6  

 0,05% Tween 20 

 

Postup odmaskování epitopů metodou HIER 

Podložní skla byla zahřívána v nádobě s citrátovým pufrem 3x3 minuty v mikrovlné troubě 

při výkonu 500 kV, následně byly v pufru ponechány dalších 15 minut při pokojové teplotě.  

Elektronmikroskopické síťky s ultratenkými řezy byly zahřívány 

v mikrozkumavkách s 50 µl citrátového pufru v PCR cycleru (C1000 THERMAL CYCLER; BIO-

RAD) 15 minut při teplotě 95 °C a následně zchlazeny na pokojovou teplotu.  

Poté následovalo fluorescenční značení, které je popsáno výše. 

 


