Priprava vzorku pro transmisni elektronovy mikroskop

2,5% GTA v 0,2M pufru (Cerstvy!!!) v nejméné 4 hod
vypiraci roztok (stejny pufr co byl pouZzit pro fixaz)....... 3 x15 min
pufr (fosfatovy) + 2% roztok OsO4 1:1 .....ccovevvvriennnneee, 2 hod
VYPITaCH FOZLOK ....ecvveiveiecie e 3 x15 min
30%0 ACEION  ..oveeieeieieie e 15 min

5090 ACEION .. 15 min

T0% ACELON ..o 15 min (moZnost pferusit pfes noc)
800 ACEION ...t 15 min

90%0 ACETON ..vveeieeieiete e 15 min

0590 ACEION ....eeeiiieiie e 15 min

10090 8CELON ..ot 15 min
pryskyfice + aceton 1:2 .....cccceviviieniiiinieniiie, 1 hod
pryskyfice +aceton 1:1 ....occcoceiviieiiiiin e 1 hod
pryskyfice +aceton 2:1 . ....ccccceviivieeiieiieieiece e 1 hod

Cista pryskyfice (EXIKALOr) ......ccccoovviriniiiereesc e, 24 hod

zalévat do formicek a dat do termostatu ...........c..c.ce.ne. 24 hod

Material krajet na polotenké fezy pomoci ultramikrotomu a dale na ultratenké fezy.
Polotenké fezy barvit na sklicku pomoci toluidinové modie. Ultratenké fezy kontrastovat na
sitkach pomoci uranylacetatu a lead citratu. Velmi malé vzorky nebo suspense zalévat pied a
nebo tésné po fixaci do 2% agaru. Agar nejdiive zahfat asi na 100°C a nechat vychladnout na

62°C. Zalévat pii 62°C, potom krajet na malé kousky a zpracovavat dle standardnich postupu.



Obr. 1. Membranovy komplex povrchového epicytu u Gregarina garnhami, interni lamina
(Sipka) a porovité struktury. Transmisni elektronova mikroskopie.

Obr. 2. Oblast protomeritu u Gregarina polymorpha. Viditelny je membranovy komplex
povrchového epicytu a septum (Sipky) oddé€lujici protomerit od deutomeritu. Transmisni
elektronova mikroskopie.



Priprava vzorki pro skanovaci elektronovy mikroskop

Parazitovanou tkan nakrajet na malé kousky a ponofit do fixdze. Bunécné suspenze
nakapat na kousky naldmanych z poly-L-lysinovych sklidek (cca 6 mm?). Nechat buiiky

sednout a adherovat, pak celé sklicka pomofit do fixaze.

2,5-3% GTA v 0,2M pufru (Cerstvy!!!) oo, pies noc
vypiraci roztok (stejny pufr co byl pouZit pro fixaz, pH 7.0)..... 3 x15 min
pufr (fosfatovy) + 2% roztok OsOg 1:1 .....ccoccvvvieinnnnns 2 hod

vypiraci roztok (stejny pufr co byl pouzit pro fixaz, pH 7.0)..... 3 x15 min
30%0 BCEION  ..eovveeeeecieie e s 15 min

5090 ACEION ..ot 15 min

T0% ACELON .ot 15 min (moZnost pferusit pfes noc)
8090 ACEION ... 15 min

90%0 ACELION ..veveieeeeecierie et s 15 min

95%0 ACETON ...veveiieeecierie e 15 min

10090 BCELON ..ot 15 min

Vzorky vysusit pfi kritickém bodé pouzitim CO, a pokovit.

Obr. 3. Zvinéni zahybu epicytu na povrchu deutomeritu v dusledku pohybu bunky u
Gregarina garnhami. Skenovaci elektronova mikroskopie.



Obr. 4. Povrchové epicytarni zahyby apikalni ¢asti protomeritu na misté po zataZeni
epimeritu u gamonta Gregarina garnhami. Skenovaci elektronova mikroskopie.



Obr. 5. Povrchovy epicyt u Gregarina garnhami. Viditelné jsou kapky mukosubstance mezi
zahyby epicytu. Skenovaci elektronova mikroskopie.

Obr. 6. Gamont Gregarina polymorpha. Povrchovy epicyt je oddélen od bunécné
cytoplasmy. Skenovaci elektronova mikroskopie.



Mrazové laméani a hluboké mrazové leptani
Fixace vzorkt v 2,5% GTA v 0,2M pufru s pfidanim kryoprotektantu (glycerol). Rychlé
zmrazeni vzorki v tekutém dusiku, ldmani vzorku a tvorba repliky pomoci pfistroje Balzer,

odstranéni biologického materidlu z repliky pomoci bélidla nebo kyseliny a destilované vody.

Repliky namontovat na sitku a prohlizet v TEM.

Obr. 7. Povrchovy epicyt u gamonta Gregarina polymorpha. Transmisni elektronova
mikroskopie (metoda mrazového leptani)..



Obr. 8, 9. Povrchovy epicyt u gamonta Gregarina polymorpha. Transmisni elektronova
mikroskopie (metoda mrazového leptani). Porovité struktury pozorovatelné mezi jednotlivymi
zahyby epicytu jsou spojeny s exkre¢nim vackem, ktery pravdépodobné vylucuje mukus na
povrch bunky.



