9. PRILOHY

V nasledujicim textu jsou pfedloZzeny verze protokoli a postupy, které byly v ramci
predkladané prace vyzkouseny, nicméné nepiinesly uspokojivé vysledky. Uelem zvefejnéni
téchto postupti by mélo byt ur€eni sméru pro ptipadné zajemce, kteti by radi vyuzili a dale

rozsifili a optimalizovali metody popisované v predkladané praci.

9.1. Znaceni kachnich mikroglii/makrofagi na kryorezech

Protoze kachni mikroglie/makrofagy nereagovaly s protilatkami vyuzivanymi ke znaceni
mikroglii u mysi, byla vyzkouSena protilatka KULO1 znacici buitky monocyto-makrofagové
fady u kufat (Mast a kol. 1998). Dle vyrobce by tato protilatka méla reagovat také
s aktivovanymi mikrogliemi. U kachen vSak nebylo jeji pouZiti uspé$né a protilatkové znaceni

bylo nahrazeno znacenim lektinovym (viz 4.2.2.).

Tabulka 4 — Protilatky a jejich fedéni neuspésné zkousené ke znaceni mikroglii/makrofdgii v CNS kachen.
IRy — Inkubadni roztok pro imunohistochemii (viz 4.2.1.1).

Primarni protilatka Redéni v IR ¢ Sekundarni protilatka Redéni v IRy
Monoclonal rabbit anti- Goat anti-rabbit Alexa

) 1:250, 1:100 ® 1:1000
Ibal antibody (WAKO) Fluor™ 488 (INVITROGEN)
Mouse anti  Chicken Donkey anti-mouse
Monocyte/Macrophages 1:250, 1:100 Alexa Fluor® 488 | 1:1000
(KULOI1; ABD SEROTEC) (INVITROGEN)

9.2. Imuno-transmisni elektronova mikroskopie

9.2.1. Postup zpracovani tkané metodou PLT

Metoda postupného snizovani teploty (PLT) byla zkouSena na infikované mysi miSe, 10 dpi.
Fixace tkan¢ probihala stejnym zplisobem a stejnym fixa¢nim roztokem jako v piipadé tkané
zpracovavané pii pokojové teploté a zalévané do pryskyfice LR White (viz 4.4.1).

Druhy den byla nafixovana tkan pievezena do Laboratofe elektronové mikroskopie
(Biologické centrum AV CR, Ceské Budgjovice). Bdhem transportu byla tkai ve fixaénim
roztoku uchovavana na ledu. Nafixovana a promyta tkan byla po konzultaci s Ing. Janou
Nebesatovou, CSc. a Petrou Masafovou zpracovavana v kryosubstitucni jednotce LEICA
EMAFS podle protokolu odvozeného od metodiky uvedeného v ¢lanku autorti Fabig a

kolektiv 2012 nasledujicim zpiisobem:




Roztoky pro zpracovani tkané¢ metodou PLT:
e Vzestupna etanolova fada — 30%, 50%, 70%, 80%, 100%
e Lowicryl K4M

= komponentA—-24g¢g
= komponentB-17,3 g
= komponentC—-0,1 g

Postup zpracovani tkané v kryosubstitu¢ni jednotce

e TI: teplota 0 °C udrzovana po dobu 30 min — 30% etanol
e S1: postupné stoupani na teplotu 20 °C po dobu 60 minut — 50% etanol
e T2:teplota —20 °C udrzovana po dobu 30 minut — 70% etanol
e S2: postupné stoupani na teplotu 20 °C po dobu 30 minut — 80% etanol
e T3: teplota —30 °C udrzovana po dobu 18 hodin — nasledujici 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 — ¢isty Lowicryl K4M
e T4: teplota —30 °C udrzovana po dobu 48 hodin — ¢isty Lowicryl K4M, polymerizace
UV svétlem
Ptipravené blocky byly zpracovavany a krajeny stejnym zpisobem, jako v piipadé pryskyfice
LR White (viz 4.4.1). Nasledn€¢ byly imunohistochemicky znaceny metodou imunogold
shodnym zpiisobem jako LR White ultratenké tezy (viz 4.4.2). Postup fluorescencniho

znaceni je popsan niZe.

9.2.2. Fluorescen¢ni znaceni pryskyficovych rezii pro CLEM

Netspésné pokusy o fluorescenéni znaceni byly aplikovany jak na fezy 2 pm silné na
podloznim skle, tak i na ultratenké fezy na elektronmikroskopickych sitkach. Postup byl
vyzkouSen na fezech tkané zalévané v pryskyfici LR White (viz 4.4.1.) 1 Lowicryl K4M

(viz vyse).



Fluorescenéni znadeni fezi silnych 2 um na podloznich skli¢kach

Postup znaceni probihal shodnym zplsobem, jako znaceni kryofezli — nejprve byly

vyzkouseny roztoky pro IHC (viz 4.2.2.1.), poté 1 roztoky pro iTEM (viz 4.4.2.1).

Fluorescenéni znadéeni ultratenkvych fezi

Ultratenké tezy byly fluorescencné znaleny stejnym zplsobem, jako v pfipadé¢ metody
imunogold az do faze vymyvani sekundéarnich protilatek (viz 4.4.2.2.), rovnéz primarni
protilatky byly fedény na stejné hodnoty, jako v ptipadé GspéSné pouZzitého znaceni zlatymi
partikulemi (viz Tabulka 2). Nasledné byly sitky montovany na podlozni skla pomoci
montovaciho media VectaShielD s DAPI. Ozkouseny byly roztoky modifikované jak pro IHC
tak 1 pro iTEM.

9.2.3. Odmaskovani epitopi metodou HIER (Brorson 1998)
Jelikoz zadny zplsob fluorescenéniho znaceni pryskyficovych fezl na podloznich sklech i
ultratenkych fezl na elektronmikroskopickych sitkach nebyl uspésny, pired samotné znaceni

byl navic zatazen krok odmaskovani antigenti citratovym pufrem.

Slozeni citratového pufru (ptipraveny pufr byl uchovavan pii 4 °C maximalnég tyden)

e 0,01 M citratovy pufr, pH 0,6
e (,05% Tween 20

Postup odmaskovani epitopu metodou HIER

Podlozni skla byla zahtivana v nddobé¢ s citratovym pufrem 3x3 minuty v mikroviné troubé
pii vykonu 500 kV, nasledné byly v pufru ponechany dalSich 15 minut pti pokojové teploté.

Elektronmikroskopické  sitky  sultratenkymi  fezy  byly  zahfivany
v mikrozkumavkéch s 50 pl citratového pufru v PCR cycleru (C1000 THERMAL CYCLER; BIO-
RAD) 15 minut pfti teplote 95 °C a nésledné zchlazeny na pokojovou teplotu.

Poté nasledovalo fluorescen¢ni znacenti, které je popsano vyse.



