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ABSTRAKT

Presented thesis devotes to comparative study of usability of fixation agents and
colouring methods for the study of histology and histochemistry of Culex pipiens s.1.
mosquito males.

The study was carried out in males of Culex pipiens quinquefasciatus Say, which
is a significant transmitter of filariasis. Histological and histochemistry studies of the
structure of the whole abdomens or prepared testicles were carried out on the material
fixed by fixation agents Carnoy and Bouin of Dubosque-Brasil modification. Fixed
tissue was cast in paraplast or resin. Histological sections were done by means of
automatic microtome Leica and half-thin sections by means of ultra microtone Reichert.
Section preparations were coloured by Mayer or Harris haematoxylin or by colouring
method according to Mallory. Semi-thin sections from materials cast in resin were
coloured by toluidine blue.

Fixation agent Bouin, Dubosque-Brasil modification proved as more convenient
than Carnoy, either for the preparation of paraffin sections or for fabrication of half-thin
sections from tissues cast in resin. The next advantage of this fixation is that fixed tissue
can be stored for unlimited period of time without over fixation of the tissue as it is in
the case of fixation by Carnoy.

For general histological preparations Mallory colouring is apparently the most
convenient from the used methods; it provides better orientation in coloured tissue
thanks to the whole spectrum of colours-pink to red colouring of cell nuclei, blue
colouring of tissue and secretions. In case of colouring of male genital organs all used
colourings (Mallory, Harris and Mayer haematoxylin) seem to be comparable.

Casting in resin with connection to colouring by toluidine blue (also
histochemistry proof for carbohydrates) has shown to be suitable for visualisation of
finer structures, in male genital organs particular developmental phases of male sex

cells were distinguished.
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UVOD

V posledni dobé jsme svédky neustdlého se zvySovani teploty, coz ma za
nasledek i zmény v druhovém slozeni krev sajiciho hmyzu. Vyskyt novych druhti sebou
pfinasi i rizika v podobé€ novych, dfive se nevyskytujicich onemocnéni.

Jednim z takovychto druht hmyzu jsou pravé komafi, ktefi ve svété patii
k velmi vyznamnym vektorim urcitych nemoci, mezi kterymi je mozno jmenovat
malarii, zlutou zimnici, filaridzy a celou fadu dalsich chorob.

Komafi nejsou tedy jen obtiznym hmyzem, ale i hmyzem, ktery mtze ¢lovéka
ohroZovat jak na zdravi, tak i na zivoté. Jejich nebezpeci tkvi pravé v tom, ze mohou sat
krev na infikovanych subjektech a tyto infekce pak dale prenaset.

Prace je zaméfend na obsdhnuti celé fady histologickych technik, z nichZz pak
vybrané budou posuzovany v praxi podle jejich vhodnosti pro studium pohlavniho
ustroji komart, respektive pro jednotlivé tkané.

Vysledky by mohly piispét k naslednému selektivnéjSimu vybéru vhodnych

histologickych technik pfi studiu komart.



1. SOUCASNY STAV

1.1. Komafri jako prenaSeci chorob

1.1.1. Komaroviti

Celed” komaroviti (Culicidae, Nematocera, Diptera) patii mezi obtizny hmyz
pravé tim, Ze fada z nich saje krev zvifat i ¢lovéka. Patii sem pfenaSeci rliznych nemoci,
jako je malarie, dengue, zlutd zimnice a cela fada dalSich virovych onemocnéni.
Zékladnim morfologickych znakem dvoukftidlych je pfitomnost jen jednoho (pfedniho)
paru kiidel, zadni péar je pfeménén v tzv. haltery — kyvadélka, pomoci nichz je
udrZovéana rovnovéha za letu (Langrova et al., 2005).

Komaroviti maji stni bodavé-savé ustroji, které slouzi k sani krve (samice)
nebo rostlinnych $t4v (samci 1 samice). Bodavé stilety jsou v klidu uloZzeny v dlouhém a
zlabkovitém dolnim pysku a jejich délka zavisi na charakteru potravy. U krevsajicich
samic jsou dlouhé a ostré a slouzi soucasné k nabodnuti kiize i k sani krve, kratké bodce
samci dovoluji nanejvys sani nektaru (Macek, 2001).

Vyvoj komart, zejména larev, je vétSinou uzce spojen s vodnim prostredim.
Samicka klade vajicka do blizkosti vodniho prostfedi (napt. kométi rodu Aedes), nebo
ptimo do vody (komafi rodu Culex) (Langrova et al., 2005).

Dospélci lihnouci se z kukel se zivi nektarem a samic¢ky u anautogenich druhii
saji krev jiz v prvnim gonotrofnim cyklu. Samicky autogenich druht kladou vajicka
prvniho cyklu bez sani krve. Samicky krevsajicich druht potiebuji krev pro dokonceni
vyvoje vajicek, teprve po jejim nasati kladou vajicka. Zastupci nekterych celedi (napf.
¢el. Culicidae, Chironomidae apod.) v obdobi pareni vytvaii pocetné roje shlukujici i
tisice dospélci (Langrova et al., 2005).

Kutikula komarti je nepropustna pro vodu, znemoziuje smaceni téla, ale také
odpatovani vody znitra téla. Ma na svém vné&jSim povrchu vyristky, ke kterym se
upinaji svaly. Svaly jsou vesmés pii€né pruhované, cévni systém je jako u ostatniho
hmyzu otevieny. Dychacim tstrojim jsou tracheje, rourovité utvary, opatfené uvnitt

spirdlovitou intimou, které jsou zaziva vyplnény vzduchem (Kramar, 1958).



Rozmnozovacim tstrojim u hmyzu jsou parové pohlavni organy (gonady)
s parovymi vyvody splyvajicimi v neparovou pohlavni trubici ustici vné pohlavnim
otvorem (gonoporem). Pohlavnimi organy u samci jsou varlata (testes) slozena
z folikul@i pohlavnich vyvoda (vasa deferentia) spojenych do spoleéného chamovodu
(ductus ejaculatorius), do n€hoz usti i1 pridatné (akcesorické) zlazy. RozSifena Cast
chamovodu (vesicula seminalis) slouzi k nahromadéni spermatu. Pfidatné zlazy vylucuji
sekret slouzici k vyzivé a pfenosu spermii a nebo k tvorbé tzv. spermatoforii

vyskytujicich se napt. u motyli (Macek, 2001).

1.1.2. Infekce piendSené komary

Mezi infekce pifenaSené komary patii pfedevSim arbovirové encefalitidy
(vychodni a zapadni komska, japonskd, saintlouiskd, kalifornska apod.), arbovirové
hemoragické horeCky (Rift Valley, west Nile, bunyamvera, oropouche), dengue, zluta
zimnice, Chikungunya, valtickd horecka, filariézy, leishmaniéza kozni, maléarie,
tularémie a trypanozomiaza africkd (spava nemoc) (Gopfertova et al., 2006).

Dalsi choroby pfenasené komary jsou Murray Valley encefalitida (Husa et al.,
2006), O nyong-nyong, Ross River (zptisobené arboviry rodu Togaviridae), La Crosse
encefalitidy (zptsobené arboviry rodu Bunyaviridae) (Lobovska, 2001).

1.1.2.1 Japonska encefalitida, vychodni a zapadni koriskd, kalifornska aj.

Tato onemocnéni jsou vyvolavana infekcemi ze skupin alfaviri, bunyavirQ a
flavivirti. Jsou to akutni infekce kratkého trvani, vétSinou probihaji inaparentné nebo
mirn¢. Pfenasi se bodnutim infikovaného komara (rizné druhy). Japonska encefalitida
se vyskytuje sporadicky i v epidemiich, spiSe sezonn¢ v mnoha oblastech Asie, od Indie
pres Koreu, Indonésii, Cinu, aZ po Japonsko. Zapadni a vychodni kotiské encefalitidy se
vyskytuji vUSA a vKanadé a nckterych oblastech Jizni a Stfedni Ameriky
(Gopfertova et al., 2006).



1.1.2.2. Dengue

Je akutni hore¢naté onemocnéni zptisobené flaviviry (BartoSova et al., 2005).
Casty je dvoufizovy pribéh (Gopfertova et al., 2006). Vysoka horecka, bolesti
v kostech, kloubech a svalech jsou charakteristické na poc¢atku onemocnéni. Druha faze
se objevuje s horeckou a vyrazkou na kazi, kterd postihuje vétSinu téla (Husa et al.,
2006). Tato nemoc je Casta zejména v tropech a subtropech, jeji vyskyt se v poslednich
dvaceti letech dramaticky zhorSuje. Nejvyssi vyskyt je v karibské oblasti,
v jihovychodni Asii, Indii a Pacifiku, ale v poslednich letech bylo hldSeno napt. i
nékolik importovanych piipadi do CR. Zdrojem je ¢lovék, ptipadné nékteré druhy opic
(Gopfertova et al., 2006). Onemocnéni se piendsi komary, ptedev§im Aedes aegypti,
Ae. albopticus (v poslednich letech se §ifi po Evropé, pravdépodobné v dusledku

klimatickych zmén), de. sculletaris (Husa et al., 2006).

1.1.2.3. West Nile

Nékaza timto virem probiha ¢asto velmi lehce, nebo asymptomaticky, jen u 1%
infikovanych mtze vyvolat vazné encefalitidy. Piivodcem onemocnéni je West Nile
virus, patfici mezi flaviviry. NejvyznamnéjSim rezervoarem infekce jsou ptaci. Pfenos
probiha zpravidla bodnutim ornitofilniho infikovaného komara rodu Culex, vyjimecné
transfuzi, transplantaci nebo vertikdlné z matky na dit€. Onemocnéni se cela desetileti
vyskytovalo endemicky s ¢asnym vzplanutim v epidemiich pouze v Africe a v zemich
Sttedniho vychodu. Pozdéji se vyskytlo v Rumunsku, Rusku a ve Stfedozemi. V roce
1999 se nahle rozsifilo na zéapadni polokouli, zejména do mnoha stati USA

(Gopfertova et al., 2006).

1.1.2.4. Filarioza

Filari6za je zanétlivé onemocnéni, které postihuje lymfaticky systém. Muze
vzniknout dokonce aZ i nékolik let po navratu z tropickych a subtropickych oblasti.
samicCky rodi zivé larvy, ty jsou nasaty pienaSecem (komari, ovadi, muchnicky), ve

kterém dozravaji v infek¢ni larvy, jez jsou bodnutim vpraveny do dalsiho hostitele.



Klinické ptiznaky jsou imérné rozsahu postizeni lymfatického systému. Akutni
fazi doprovazi horecka, zanét lymfatickych cest vede k jejich varixim, které mohou

praskat. Chronicky proces vede k elefantidze koncetin apod. (Lobovska, 2001)

1.1.2.5. Malarie

Je charakterizovana tiesavkou, zimnici, horeckou, pocenim s naslednou
apyretickou fazi, Casto se projevuji prijmy, rozviji se anémie a splenomegalie
(Gopfertova et al., 2006). Pavodcem infekce je prvok Plasmodium, ktery ma Ctyti
druhy (P falciparum, P. ovale, P. vivax a P. malarie) (Podstatova, 2001). Ne;jtézsi
formu onemocnéni vyvolava Plasmodium falciparum. Rozvijeji se ptiznaky jaterniho a
ledvinného selhéni, encefalopatie, mozkovy edém az kéma, miize dojit i ke smrti (vice
nez 10% ptipadh). Ostatni plasmodia vyvolavaji leh¢i formu vétSinou neohrozujici zivot
pacienta (Gopfertova et al., 2006). Maléarie se milize pfenaSet pifirozené bodnutim
infikovaného komara rodu Anopheles, nebo piimo z krve infikovaného clovéka (Husa
et al., 2006). Onemocnéni se vyskytuje pfedevsim v tropickych oblastech Afriky, Asie,
Stfedni a Jizni Ameriky. Infikovani komafi se mohou dostat s leteckou dopravou i do
mirného pasma, byly popsany piipady onemocnéni u lidi v okoli letist’ (letiStni malarie).
V naSich podminkéch jsou hldSend importovana onemocnéni vétSinou u turistl, kteti
pobyvali ve vySe uvedenych oblastech (Gopfertova et al., 2006).

Navzdory celosvétové eradikaéni kampani predstavuje malarie jeden
z nejvétsich zdravotnickych problémii v tropickych oblastech. Jednim z pokusti o
eradikaci je preruseni zivotniho cyklu samicky komara rodu Anopheles. Rocné je
zaznamenano 300 az 500 milioni klinickych ptipadl a az 1 az 3 miliény lidi ro¢né na

malarii zemie (BartoSova et al., 2005).

1.1.2.6. Zlutd zimnice

Zluta zimnice je akutni onemocnéni riizné zavaznosti, zpiisobené flavivirem.
Vyskytuje v tropickych oblastech Ameriky a Afriky, ale také v Karibiku, USA a jizni
Evropg&. Onemocnéni je prenaSeno komarem rodu Aedes aegypti, ktery predtim sal na

infikovaném jedinci (BartoSova et al., 2005), virus na ¢lovéka prenaseji pouze samicky
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komart (Gépfertova et al., 2006). Caste¢na eradikace tohoto druhu komard vedla ke
snizeni epidemického vyskytu zimnice. Vektorem v Africe mezi opicemi miize byt i Ae.
Africanus a Ae. simpsoni. Opice se pak stavaji zdrojem aktivniho pifenosu viru
(BartoSova et al., 2005).

Zluta zimnice probiha ve 2 stadiich. Prvni stadium se rozviji nahle, objevuje se
vysoka horecka, tfesavka, nauzea, zvraceni, bolesti v zddech. Typickym pfiznakem je
bradykardie v prvnich dnech horecky (Fagetovo znameni). Druhé stadium nastupuje po
pfechodném poklesu teploty, dochazi ke krvaceni do traviciho traktu, klize, dutiny ustni.
V této fazi se objevuji piiznaky z poskozeni jater, objevuje se ikterus. (Gopfertova et
al., 2006).

Existuji dvé formy Zluté zimnice: méstska, kdy je prenos z ¢lovéka infikovaného
komarem na neimunniho jedince atd. a dzunglova, lesni forma, ktera je typicky

ptirodni, s ohniskovou infekci (Lobovska, 2001).

1.2. Techniky vyuZzivané pri studiu

1.2.1 Fixace

Fixace slouzi k rychlému usmrceni bunék a tkani (Jelinek et al., 2007). Jejim
ucelem je zachovat strukturu bunék a tkani ve stavu, ktery je co nejpodobné&jsi tomu,
jaky maji za ziva (Mahakova a Seichertova, 2002); zastaveni procesu autolyzy (Cech
et al., 1998; Sladek, 2000; Cech a Horky, 2005). Fixa¢ni proces je vlastné¢ denaturace
bunécnych a tkanovych proteinti, spojena s jejich vysrazenim. Denaturaci bilkoviny
ztraceji enzymovou a hormonalni aktivitu, méni se jejich rozpustnost a €asto i jejich
fyzikalng chemické vlastnosti (Cech et al., 1998; Cech a Horky, 2005). Fixaénimi
prostfedky se zplisobi na struktufe bunky relativné mensi zmény, neZ jsou vyvolavany
posmrtnymi pochody (Sladek, 2000).

Jsou uZzivany riizné fixacni tekutiny a jejich volba se pfizpisobuje sledovanym
zamérum, protoze ne vSechny fixacni latky jsou vhodné pro fixaci vSech tkanovych

komponent (Jelinek et al., 2007).
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Cech et al. (1998), Maiiakova a Seichertova (2002), Cech a Horky (2005),
Jelinek et al. (2007) d¢li fixacni metody na fyzikalni a chemické.

Fyzikalni fixacni prostiedky jsou fixace suchym teplem nebo varem, lyofilizace
(freeze drying, vysouseni za nizké teploty) a mrazova substituce. Lyofilizace a mrazova
substituce denaturuje proteiny pouze v omezené mife a ty si zachovavaji antigenni
vlastnosti (Cech et al., 1998; Cech a Horky, 2005). Maiiakova a Seichertova (2002)
vyzdvihuji metodu fixace pomoci mikrovinné trouby (MW-fixace), jejim principem je
povareni ve fyziologickém roztoku (vhodné pouze pro svételnou mikroskopii) nebo
v chemickém fixativu.

Pro chemickou fixaci se pouzivaji: aldehydy (naptfiklad formaldehyd,
glutaraldehyd), alkoholy (ethanol, methanol), kyseliny (kyselina octova, trichloroctova,
pikrova), soli tézkych kovi (HgCl,, oxid osmicely, dvojchroman draselny) (Manakova
a Seichertova, 2002).

Mezi hlavni faktory ovlivilujici vysledek fixace patfi zejména pH, teplota,
schopnost penetrace fixaéniho ¢inidla, osmolalita (tlak osmoticky aktivnich latek),

koncentrace a doba trvani fixace (Bancroft a Stevens, 1996).

1.2.1.1. Formaldehyd, formol a fixacni smési s nimi

Formaldehyd je &asto vyuZivany fixaéni prostiedek (Cech et al., 1998),
uchovava zejména dobie proteiny a lipidy, nikoliv sacharidy (Cech a Horky, 2005).
Bohuzel jeho pary jsou siln€ agresivni a drazdi vSechny sliznice a roztoky
formaldehydu ptsobi drazdivé na kazi (Cech et al., 1998). Formaldehyd pii del§im
stani, hlavné na svétle, ¢astecné oxiduje v etanol a kyselinu mravenci, které ho
znehodnocuji. Kyselinu mravenci lze z formaldehydu odstranit praSkovym uhli¢itanem
vapenatym (Cech a Horky 2005). Formaldehyd fixuje i v&t§i objekty do hloubky
(Lellakova et al., 1992). Formaldehyd ¢i jiné podobné fixacni tekutiny se vyuzivaji pfi
studiu tukli a tukovitych latek (Jelinek et al., 2007). Pouziva se samotny, tak i ve
smésich. Prodavany roztok je 35-40%, byva znam pod nédzvem formalin (Bancroft a

Stevens, 1996).
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Formalin je dnes jednou z nejvice uzivanych fixa¢nich tekutin (Vacek, 1995).
Formol je dobry fixacni prostfedek, vhodny zejména pro piehledné histologické
preparaty (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995; Sladek, 2000), mén¢ vhodny je pro
vySetfeni cytologicka. Rychle pronika, tkan se po formolu dobie barvi, pii kratkodobé
fixaci nerozpousti tuky, tkan dobie tvrdi a konzervuje, tkan se muiZe ponechat ve
formolu 1 delsi dobu (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995). Formalin je kromé
fixace tuki a lipoidii vhodny i pro fixaci nervové tkdné pro stiibfeni, pro fixaci velkych
pfedmétt, pro plankton. Po fixaci formalinem je vhodné barveni Sudan III pro tuk nebo
jinak hematoxylin (Jirovec, 1958). Nevyhody formolu jsou v tom, Ze zpusobuje urcité
zbobtnani tkan¢; buinkam dodéva sklovitého vzhledu; v krevnatych organech (napf.
slezina) vznikaji Casto po fixaci formolem rezavé hnéd¢ zbarvené ,.formolové
srazeniny®, ty Ize vSak odstranit (Vacek, 1995).

Fixacnimi prostiedky s formolem jsou napiiklad neutralni formol; slany formol
(Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995); bromformol (pouziva se k fixaci neuroglie);
Othova (hodi se pro piehledné preparaty) a Miillerova tekutina (Vacek, 1995);
Beauchampova fixdz (vhodna pro plosténky) (Lellakova et al., 1992) a v neposledni
fad¢ 1 Schafferv formol-alkohol (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992; Vacek,
1995), ktery se hodi se zejména pro celé drobné zivocichy, hlavné cervy (Jirovec,

1958; Vacek, 1995), pro totdlni preparaty (Jirovec, 1958).

1.2.1.2. Etanol a fixacni smési s etanolem

Etanol je c¢ira, bezbarva a hotlava kapalina (Bancroft a Stevens, 1996), pouziva
se v systematické zoologii na fixaci a konzervaci suchozemského materidlu v 70%
koncentraci. V histologii se pouziva v 96% az 100% koncentraci, a to bud’ samostatné
nebo jako soucast jinych fixacnich tekutin.V nizSich koncentracich 30-50% je
vyhodnym maceracnim prosttedkem (Knoz a Opravilova, 1992).

Etanol Spatné pronika (Vacek, 1995), rozpousti lipidy a zplsobuje smrsténi
tkané (Vacek, 1995; Cech a Horky, 2005). Tkai se ale chemicky neméni, a proto se
pouziva k fixaci pro nékteré specidlni ucely, jako napf. k prikazu vapniku, Zeleza

v neurohistologii, (Vacek, 1995), dale napiiklad k fixaci hlenu (Sladek, 2000). Etanol
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fixuje glykogen, ale 1 jadra, pouZiva se pro totalni preparaty hmyzu, po fixaci etanolem
se pouziva jako barvivo pro glykogen Bestiv karmin (Jirovee, 1958), jinak Heidenhein,
Delafieldiiv hematoxylin (Jirovec, 1958; Lellakova et al., 1992).

Alkohol-formol-kyselina octovd (AAF) je rychle pronikajici fixa¢ni tekutina,

ktera je zvlasté vhodna pro vétsi fragmenty tkdn€. Na ptipravu se pouziva 40% formol,
ledové kyselina octova a 96% etanol (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995).

Alkohol — formaldehyd je vyborny pro fixaci vajicek a malé embryony. Jako
univerzalni fixacni prostfedek na zoologické objekty - hlavné botanicky material — se
misi alkohol, formaldehyd, ledova kyselina octova v poméru 60:40:2 (Lellakova et al.,
1992).

Na piipravu Carnoyovy fixdZze se pouziva absolutni alkohol, chloroform,
koncentrovana kyselina. Je to jedna z nejlepSich fixacnich tekutin (Lellakova et al.,
1992) a vniké rychle do objektii (Lellakova et al., 1992; Bancroft a Stevens, 1996),
hodi se na fixovani ¢lenovcu (Lellakova et al., 1992; Knoz a Opravilova, 1992), na
objekty s chitinem, hmyz, pavouky, koryse (Jirovec, 1958), k fixaci tkan€ pro prikaz
nukleovych kyselin a k fixaci pro prikaz glykogenu (Vacek, 1995). Barvi se
Heidenheinem, Dominicim, hematoxyliny (Jirovec, 1958; Lellakova et al., 1992).

Carnoyho tekutina ma rizné modifikace — napi. Géhreho modifikace Carnoy,
kterd se nejlépe hodi pro objekty s chitinem, hmyz, pavouky, korySe; nebo

Newcomerova stala modifikace Carnoy, ktera je vhodna pro stejny ucel (Jirovec, 1958).

1.2.1.3. Sublimat (chlorid rtut’naty) a fixacni smési se sublimdtem

Sublimadt tvofi bilé krystalky rozpustné ve vod¢ a alkoholu (Knoz a Opravilova,
1992), je jedovaty (Knoz a Opravilova, 1992; Cech a Horky, 2005). Ve smésich se
pouziva nasyceny vodny roztok (Knoz a Opravilova, 1992). Sublimat je ve vodném
roztoku silnym oxida¢nim prostfedkem, ktery velmi siln€ srazi bilkoviny. Fixaze
obsahujici sublimat jsou vhodné pro malé objekty, resp. malé fragmenty tkani (Knoz a
Opravilova, 1992). Barvitelnost je po fixazich se sublimatem velmi dobra (Knoz a
Opravilova, 1992; Lellakova et al., 1992). Po fixaci vSak téméf vzdy zastavaji ve tkani
amorfni a krystalické srazeniny cerné barvy, které jsou sloZeny jednak z kovové rtuti,

jednak zkalomelu. Je nutné je zpreparati odstranit tzv. jodovanim. (Knoz a
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Opravilova, 1992). K jodovani se pouziva jodova tinktura nebo Lugoliv roztok (Knoz
a Opravilova, 1992; Vacek, 1995). Sublimat je vyuzivan pro svou schopnost dobie
zachovévat obecnou strukturu cytoplazmy a jadra (Cech a Horky, 2005; Jelinek et al.,
2007), jadra po fixaci zachovavaji svou barvitelnost, metoda se hodi se pro Feulgena a
pro fixaci drobnych objektt, které jsou zpracovdvany pro totdlni preparaty (Jirovec,
1958; Lellakova et al., 1992). Po fixaci je vhodné barveni hematoxyliny,
Heidenheinem, Mallorym, Giemsou (Jirovec, 1958; Lellakova et al., 1992), Mannova
metoda, Azureosin, Feulgen (Jirovec, 1958).

Sublimat-alkohol podle Schaudina se pouZziva na ncktera histologicka vysetfeni,
na fixaci prvokil ve tkanich i roztérech. Na pfipravu se pouziva nasyceny vodni roztok
sublimatu a 96% etanol (Knoz a Opravilova, 1992), podle jinych autort se pfidava
jesté kyselina octova (Lellakova et al., 1992; Vacek, 1995). Fixace je uzivand i pro
nektera histochemickd vysSetfeni (Feulgenova reakce, plazmalova reakce) (Vacek,
1995). Po této fixaci je vhodné barveni Giemsou, Heidenheinem, Azur-eosinem
(Lelldkova et al., 1992; Jirovec, 1958), Mannovou metodou, metodou podle Malloryho
(Jirovec, 1958).

Sublimat-Formol-Kyselina octova (tekutina Stieveho) je tekutina, kterd velmi
rychle pronikd, hodi se dobfe k fixaci i vétSich kouskli tkan¢ (Knoz a Opravilova,
1992; Vacek, 1995) a pro nékteré histochemické ucely (Feulgenova a plazmalova
reakce) (Vacek, 1995). Fixace je vhodna pro nasledné barveni hematoxyliny,
Heidenheinem, Malloryho metodou, Mannovou metodou , barvenim podle Giemsy,
Azureosin, Feulgen (Jirovec, 1958).

Fixa¢ni smés sublimdt-kyselina octovd fixuje dobfe jadra, je vhodna pro fixaci
drobnych objektl pii zpracovani na totdlni preparaty (Jirovec, 1958; Knoz a
Opravilova, 1992). Pro nasledné barveni jsou vhodné metody: barveni hematoxyliny,
Heidenhein, Mallory, Mann, Giemsa, Azureosin, Feulgen (Jirovec, 1958).

Zenkerova fixdz fixuje dobfe jadro i cytoplazmu (Jirovec, 1958; Knoz a
Opravilova, 1992). Ptipravu popisuji napt. (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995).
Vhodné jsou barvici metody Heidenhein, Giemsa, Dominici, hematoxyliny, Mann,

Mallory, Feulgen (Jirovec, 1958).
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Tekutina Hellyho mé podobné slozZeni i podobny zplisob pouziti jako Zenkerova

tekutina, ale misto ledové kyseliny octové se pred pouzitim pfidava neutralni formol.
Hodi se zvlasté k fixaci krevnatych organi (Vacek, 1995), fixuje velmi dobte jadra
(Jirovec, 1958; Lellakova et al., 1992) i plazmu, nékdy i mitochondrie, vhodné jsou
barvici metody Heidenhein, Giemsa, Dominici, hematoxyliny, Mann, Mallory, Feulgen
(Jirovec, 1958).

SUSA odle Heidenheina) se sklada ze sublimatu, chloridu sodného,
destilované vody, kyseliny trichloroctové, kyseliny octové ledové a formolu (Knoz a
Opravilova, 1992; Vacek, 1995), velmi rychle pronika, fixuje dobfe jadra. Je vhodna
fixaz pro piehledné histologické preparaty (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992).
Po této fixaci jsou vhodna zejména barveni: Heidenhein, Mallory, Dominici (Jirovec,
1958).

Steinmannova fixdz se piipravuje z koncentrované kyseliny dusi¢né,
koncentrovaného vodného roztoku sublimatu a destilované vody. Barvime boraxovym

karminem nebo Schubergovym solnym karminem (Lelldkova et al., 1992).

1.2.1.4. Kyselina chromova a fixacni smési s kyselinou chromovou

Kyselina chromova se samostatné k fixaci neuziva, osvédcila se vsak ve smési
s jinymi fixa¢nimi prostfedky, kdy za pfitomnosti jinych kyselin zvySuje barvitelnost
tkan¢ (Knoz a Opravilova, 1992). Slouceniny chromu dobfe stabilizuji proteiny a
fosfolipidy, hydrolyzuji vSak DNA a do tkanovych vzorkd pronikaji velmi pomalu
(Cech et al., 1998).

Formolflemming podle Navasina fixuje dobfe jadra. Hodi se pro fixaci velkych
objekt, nebot’ je vném mozno materidl i prechovavat (Jirovec, 1958; Knoz a
Opravilova, 1992). Na ptipravu se pouziva 1% vodny roztok kyseliny chromové, 40%
formol a ledova kyselina octova. (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova,1992). Fixace je
vhodna pro barveni Heidenheinem, rtiznymi hematoxyliny (Jirovec, 1958).

Champy fixuje velmi dobfe cytoplazmu, mitochondrie, Golgiho aparat. Na
pfipravu se pouZziva 1% kyselina chromovd, 3% vodny roztok dichromanu draselného a

2% kyselina osmiceld (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992). Pro barveni jsou
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vhodné metody Heidenhein, Benda, Altmann, Kuhl-Nassonow, Volkonsky (Jirovec,
1958).

Némcova fixdz fixuje velmi dobfe cytoplazmu, mitochondrie a Golgiho aparat.
Na ptipravu se pouziva 1% kyselina chromova, dichroman draselny a 40% formol
(Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992). Pro barveni jsou vhodné metody

Heidenhein, Benda, Altmann, Kuhl-Nassonow, Volkonsky (Jirovec, 1958).

1.2.1.5. Kyselina osmicela a fixacni smési s kyselinou osmicelou

Kyselina osmiceld velmi dobfe zachovava strukturu bunék, vhodnd je pii
cytologickych vysetienich pro zvyraznéni mitochondrii, Golgiho aparatu, aj. Jen parami
kyseliny osmicelé 1ze fixovat napt. prvoky v natéru na sklicku (Knoz a Opravilova,
1992).

Flemmingova fixaz fixuje velmi dobfe jadra, cytoplazmu a nékdy i
mitochondrie. Na ptipravu se pouZziva 1% kyselina chromova, 2% kyselina osmicelé a
ledova kyselina octova (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992). Vacek (1995)
doporucuje na ptipravu této fixaze oxid chromovy 1%, oxid osmicely 2% a ledovou
kyselinu octovou, ktera se piidava tésné pred pouzitim. Vhodné jsou napt. barvici

metody Heidenhein, Benda, Altmann (Jirovec, 1958).

1.2.1.6. Kyselina pikrova a fixacni smési s kyselinou pikrovou

Kyselina pikrové (trinitrofenol) jsou Zzluté krystalky rozpustné v destilované

vod¢ (Lellakova et al., 1992), rychle sraZi bilkoviny, dobfe pronikéd do objektu. Objekty
zbarvuje zluté (Knoz a Opravilova, 1992), vypira se 70% alkoholem (Lellakova et al.,
1992). Objekty fixované kys. pikrovou se dobfe barvi hematoxylinem a karminem
(Lellakova et al., 1992).

Kyselina pikrova se pouziva se ve formé nasyceného vodniho roztoku, obvykle
v kombinaci s formolem a kyselinou octovou (Bouinova tekutina) (Cech et al., 1998;
Cech a Horky, 2005). Bouinova tekutina patfi mezi hodné pouzivané fixdze. Rychle
pronikd, zachovava barvitelnost. Fixuje dobife jadra, je vhodnd pro povSechny

histologicky obraz. Neni vhodna na fixaci piekrvenych orgénl, napt. sleziny
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(hemolyzuje krev a tim vznikaji srazeniny) (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995) a
pro zalévani do celoidinu. Fixuje 1 vétsi objekty, napi. embrya, moiské ZivoCichy (Knoz
a Opravilova, 1992). Déle je to velmi dobréd fixaz pro prvoky, obojzivelniky a viibec
mnoho zivocisnych objektd. Je vhodné nasledné barveni Boraxovym karminem,
hematoxyliny...(Lellakova et al., 1992).

Piipravu Bouin-Allenovy fixaze popisuje (Jirovec, 1958). Fixuje dobie jadra,
povSechny histologicky obraz, i pro vétsi kusy embrya, moiskd zvifata, nehodi se
k zalévani do celoidinu (Jirovec, 1958).

Dubosque-Brasil fixuje dobife jadra, motské zivoCichy a embrya (Knoz a
Opravilova, 1992), je vhodna i1 pro povsechny histologicky obraz, nehodi se k zalévani
do celoidinu (Jirovec, 1958). Jde o modifikaci Bouinovy smési, je vhodnd zejména pro
fixaci objektl, do kterych jiné fixacni prostfedky Spatné pronikaji, napt. ¢lenovcl. Na
pfipravu se pouziva kys. pikrova, 80% etanol, koncentrovand kyselina octova a 40%
formol (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992).

Dalsimi fixa¢nimi smésmi s kyselinou pikrovou jsou naptiiklad Pasteelsova
tekutina (hodi se k fixaci tkani uréenych k prikazu polysacharidi) (Vacek, 1995) a
Gendreova tekutina - ob& v Zivogisnych tkanich dobie stabilizuji glykogen (Cech et al.,

1998); nebo Rossmantiv roztok (Bancroft a Stevens, 1996).

1.2.1.7. Metanol

Pouziva se témét vyhradné na fixaci krevnich natéri (Knoz a Opravilova,
1992; Lellakova et al., 1992). Extrahuje lipidy a tkan po nich zna¢né€ ztvrdne a smrsti
se. Pouziva se vétsinou jen ve smésich (Cech et al., 1998; Cech a Horky, 2005). Je to
Cista, bezbarva a hotlava tekutina, ktera je vysoce toxicka, misitelnd s vodou, etanolem

(Bancroft a Stevens, 1996).

1.2.1.8. Aceton

Aceton je Cista, bezbarva a hotlava tekutina (Bancroft a Stevens, 1996), ktera
se pouziva k fixaci tkani, ze kterych chceme zachovat strukturu nékterych enzymi,
napfi. fosfatdz nebo lipaz. Fixace se provadi za chladu. Vzhledem k tomu, Ze ma slabé

pronikaci schopnosti, je mozné jim fixovat jen malé kousky tkani (Knoz a Opravilova,
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1992). Extrahuje lipidy ztkénovych vzork a zplsobuje jejich znacné smrSténi a

ztvrdnuti (Cech et al., 1998; Cech a Horky, 2005).

1.2.1.9. Kyselina octova

Kyselina octova sama o sob¢ fixuje zivociSné tkané velmi nedokonale a
uplatiiuje se proto jen ve fixaénich tekutinach nebo smésich (Cech et al., 1998).

Ledova kyselina octova (=100%) se pouziva ve smésich obsahujicich sublimat,
kyselinu chromovou a kyselinu osmicelou. Jeji vyznam spociva v tom, ze snizuje pH
roztoku a tim urychluje fixacni U€inek celé smési a souCasné zvysuje 1 barvitelnost. Ve
slabsi koncentraci (1%) v kombinaci s barvivem zvyraziiuje jadra v buiikach (Knoz a

Opravilova, 1992).

1.2.1.10. Kyselina trichloroctova

Velmi rychle srazi bilkoviny, rychle pronika (Knoz a Opravilova, 1992). Sama
0 sobé fixuje opét velmi nedokonale a uplatiiuje se ve fixacnich smésich (Cech et al.,
1998), zejména se uziva jako piimés k fixdzim se sublimatem (Susa) a fixdzim
obsahujicim kyselinu pikrovou (Knoz a Opravilova, 1992). Pro fixaci bezobratlych se
ptidava 5% kyselina octova v poméru 1:1. Barvi se naptiklad gentianovou violeti...

(Lellakova et al., 1992).

1.2.1.11. Oxid osmicely

Oxid osmicely denaturuje velmi jemné proteinové slozky a proto jsou uzivany i
pro fixaci pfi elektronmikroskopickych studiich, bohuZzel téZ jeho pouziti podstatné
omezi paletu vyuzitelnych barvicich technik pro svételnou mikroskopii (Jelinek et al.,
2007). Pomalu pronika do tkang, inhibuje enzymy a je toxicky (Cech a Horky, 2005).
Uziva se k fixaci zejména pfi cytologickych vySetfenich, napt. mitochondrii, Golgiho
komplexu, centriold, dale k fixaci lipidd, které se zaroven s fixaci zbarvi ¢erné (redukci

oxidu osmicelého) (Vacek, 1995).

19



1.2.2. Vypirani po fixaci
Po fixaci je nutné vzorek zbavit fixacniho ¢inidla. To se provadi vypiranim

vzorku v tekouci vodé, poptipadé alkoholu (Sladek, 2000; Cech et al., 1998).

1.2.3. Zalévani

Po fixaci a vypirani vzorkl tkani a organt se bud’ vzorky zmrazi a kréji na
zmrazovacim mikrotomu; a nebo se vzorky prosyti vhodnou latkou, kterd se po
zchladnuti, polymeraci ¢i jinym zpliisobem pfeméni v dobte krajitelnou hmotu. Vzorky
zalité do zalévaciho média se oznacuji jako tkanové blocky; ty se pak krajeji na
mikrotomech (Cech et al., 1998). Zalévaci média se rozdéluji na ve vodé rozpustna
(elatina, celodal) a ve vod& nerozpustna (parafin a paraplast nebo celoidin) (Cech a
Horky, 2005). Nejbéznéji se pro svételnou mikroskopii uziva zalévani do parafinu,

pfipadné celoidinu (nitrocelulozy) (Jelinek et al., 2007).

1.2.3.1. Zalévani do médii rozpustnych ve vodé

Zalévani spociva v prosyceni vzorkll tkdn€ teplou zelatinou nebo celodalem,
popi. polyetylenglykoly (Cech et al., 1998). Maji tu vyhodu, Ze se tkan nemusi
odvodnovat a nedochézi k jejimu smrsténi. Jeji nevyhodou je, ze se médium pfibarvuje
a fezy se obtizné napinaji (Cech a Horky, 2005). Z médii misitelnych s vodou se
pouziva nejvice Zelatiny. Zalévani do celodalu a do voskii nerozpustnych ve vodé
zlstava omezeno jen pro specialni ucely (Vacek, 1995).

Princip zalévani do Zelatiny je v prosyceni tkanového blocku vypraného ve vodé
postupné koncentrovangjsimi roztoky Zelatiny pii teploté 37°C (Vacek, 1995; Cech a
Horky, 2005), pak se blocek zchladi, zelatina ztuhne a blo¢ek se zpevni formolem
(Vacek, 1995), zelatinové blocky fezeme na zmrazovacim mikrotomu (Knoz a
Opravilova, 1992; Vacek, 1995).

Do celodalu mizeme tkan zalévat bud piimo, nebo po prosyceni celodalem,
ziedénym etanolem (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995). Zaliti je rychlé, celodal
se dobie feze, daji se krajet velmi tenké fezy. Nevyhodou je, Ze se celodal pii barveni

siln€ ptibarvuje (Knoz a Opravilova,1992).
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Vosky rozpustné ve vodé€ patii po chemické strance mezi polyetylenglykoly.
Tkén opét nemusime odvodnovat; nevyhodou je, Ze se fezy obtizné napinaji na podlozni

sklicka (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995).

1.2.3.2. Zalévani do médii nerozpustnych ve vodé

VétsSina zalévacich médii neni misitelna s vodou a proto musi byt tkan
odvodnéna a prosycend médiem, ve kterém se zalévaci hmota rozpousti. Obvykle se
tkan odvodiuje stoupajici fadou alkoholli, nasleduje prosyceni tkdné rozpoustédlem
zalévaciho média (Jelinek et al., 2007).

Zalévani do médii nerozpustnych ve vodé zahrnuje obvykle 4 az 5 krokd, jejichz
sled u zalévani do parafinu je nésledujici: odvodnéni vzorkli etanolem; prosyceni
vzorkl latkou, ktera rozpousti parafin a misi se s etanolem (tzv. projasnéni); prosyceni
vzork &istym parafinem; zaliti vzork® do zkvalitnéného parafinu (Cech a Horky,
2005). Zkvalitnény parafin neobsahuje plynné produkty a mechanické necistoty
z parafinil a je obohacen o vé&eli vosk (Cech et al., 1998). Principem zalévani vzorkt
tkani do parafinu je prosyceni odvodnéni tkan€ parafinem rozehfatym na teplotu 56 —
58°C. Rozehtaty parafin vyplni vSechny Stérbiny ve tkani, kde rovnéz ztuhne. Poté se
pii fezani nedrobi, nemackéa a timto zplisobem lze dosahnout idealnich fezti (Vacek,
1995; Sladek, 2000). BohuZel zvysena teplota snizuje aktivitu ¢etnych enzymu, rovnéz
vede k smr$t'ovani tkané (Jelinek et al., 2007). Parafin se nehodi k zalévani tkani tuzsi
konzistence a k zalévani tkani, v nichz maji byt prokazovany lipidy (extrakce lipida
organickymi rozpoustédly) (Vacek, 1995).

Po odvodnéni se vzorky prosyti latkou, kterd rozpousti parafin a misi se
s ethanolem: napf. benzen a xylen nebo methylbenzoat, methylsalicilat a cedrovy ole;j.
Dokonalé prosyceni tkdnovych vzorkl rozpoustédly parafinu se projevi zvySenim jejich
transparence, z tohoto diivodu se tato etapa nazyva projastiovani vzorki (Cech et al.,
1998). Nasleduje prosyceni tkani parafinem, kdy se tkanovy bloc¢ek prenasi do tekutého
parafinu, a to bud’ pfimo nebo pfi Setrném zalévani pres benzen-parafin (Vacek, 1995).
Vzorky se prosycuji pii teploté 56°C v termostatu, obvykle ve 3 laznich €istého parafinu

v otevienych nadobkach. (Cech et al., 1998). Posledni fazi je zaliti vzork®, k Gemuz se
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pouzivéa zkvalitnéného parafinu (Vacek, 1995). Rozehtaty parafin se nalije do zalévaci
komiirky a do ni se pfenesou vzorky tkan¢ piedtim prosycené parafinem. Kdyz parafin
dikladné ztuhne, komtrka se odstrani a pfebytecny parafin se odkroji, ¢imz se ziska
parafinovy blocek. Od 80. let se k zalévani misto zkvalitnéného parafinu pouziva smés
Cistého parafinu a plastickych polymerti (Paraplast) nebo smés Cistého parafinu a
plastickych polymert s pfimési dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery slouzi jako
zmékcovadlo (Paraplast-Plus) (Cech et al., 1998).

Dals$im zalévacim médiem je_celoidin: pouziva se k zalévani velmi hutnych tkani
a organd ($lacha, chrupavka, odvapnéna kost a zub) (Vacek, 1995; Cech a Horky,
2005) nebo velkych objekti (Knoz a Opravilova, 1992; Cech a Horky, 2005). Po
odvodnéni etanolem se vzorky prosyti rozpoustédlem celoidinu (bezvody ethanol éter),
vzorky se prosyti celoidinem, zaliji se do 10% celoidinu. Posledni a zavérec¢nou etapu
predstavuje tvrzeni celoidinovych blockl, pii které se celoidinové bloky vlozi
maximalné na 24 hodin do 70% neb 80% ethanolu (Cech et al., 1998). Zalévani do
celoidinu nezplsobuje smrsténi tkdn¢ (Vacek, 1995); nevyhodou je, ze zalévani trva
pomérné dlouhou dobu, krajeni celoidinovych blokl v tenkych fezech je obtizné (Knoz
a Opravilova, 1992; Vacek, 1995). Celoidin se nehodi k zalévani tkani fixovanych
tekutinami s kyselinou pikrovou, ktera brani prosyceni tkané celoidinem, a musi byt
proto pred tim z tkané slozitou cestou odstranéna (Vacek, 1995).

Zalévani do celoidin-parafinu je kombinaci obou piedchozich metod. Pfi
zalévani se postupuje dvéma zpusoby: bud’to se odvodnéna tkan nejdiive predbézné
prosyti nizkoprocentnim celoidinem v methylbenzoatu nebo methylsalicylatu a poté se
obvyklym zptsobem zalije do parafinu; a nebo se vzorky podle b&ézné receptury prosyti
a zaliji do celoidinu a po vykrojeni bloki z celoidinového kolace se tyto dodatecné
prosyti rozehfatym parafinem. Toto zalévani je vhodné pro zalévani vzorka z kiZze,
z kosterni svalové tkan¢ (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995; Cech et al., 1998) a
dale pro tkané, které maji byt krajeny v tenkych fezech (Knoz a Opravilova,
1992;Vacek, 1995).
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1.2.4. Krajeni

Z tkanovych blocka, zalitych do nékterého zuvedenych médii se zhotovuji
pomoci mikrotomu histologické fezy (Cech a Horky, 2005).

Rozlisuje se mikrotom sankovy a rota¢ni. U sankového mikrotomu se pohybuje
nlz a blocek je proti nému vysouvan o nastaveny pocet mikrometrti. Rota¢ni mikrotom
pracuje na opacném principu — proti pevné uchycenému nozi se pohybuje blok
upevnény na posuvné ty€i. Mikrotomy rota¢niho typu se pouzivaji pro krdjeni sériovych
feztl (Sladek, 2000; Cech a Horky, 2005). Pristroj, kterym lze krajet nativni i fixovany
materidl pii nizkych teplotach (-20°C a vice) se nazyva kryostat, pouziva se hlavné
v histochemii (Cech a Horky, 2005).

Rezy jsou po nakrajeni pieneseny na podlozni sklo, kde jsou natazeny na kapce
vody (Manakova a Seichertova, 2002). K lepeni parafinovych fezli na podlozni skla
se nejCastéji uziva bilek-glycerin, nékdy Zzelatina nebo néktera syntetickd lepidla.
Parafinové fezy se po nalepeni susi (Jelinek et al., 2007) a to v termostatu nebo na 40°C
vyhtaté ploténce. Teplem parafin zmékne, voda se vypaii a fez na skle se pfilepi a napne
(Sladek, 2000). Pak jsou fezy odparafinovany a prevedeny zpét do vody. Ve vétSing
piipadi jsou pak barveny (Jelinek et al., 2007).

1.2.5. Barveni

Cilem barveni je zvyraznit ve tkanich a bunkach ty struktury, které chceme
studovat, ptipadné odlisit nékolik tkanovych soucasti tim, ze se zvyrazni raznymi
barvivy. Proto se vétSinou snazime, aby barveni bylo selektivni, tj. dostate¢né specifické
pro jednu tkdnovou strukturu (napt. hematoxylin barvi modfe jadra). Barveni difiizni
(nespecifické) se pouziva jen pro dobarveni ostatnich struktur (eosin) (Cech et al.,
1998).

K barveni se uzivaji pfirozend a syntetickd barviva. Pfirozena barviva jsou
hematoxylin, karmin, orcein, Safrdn (Manakova a Seicherova, 2002; Jelinek et al.,
2007). Hematoxylin je extrakt z kampesSkového dubu, karmin je extrakt ze samicek
cervce nopalového, orcein je extrakt z nékterych liSejnikii a Safran extrakt z blizen

Safranu (Jelinek et al., 2007). Synteticka barviva jsou xantinové derivaty (eosin,
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erythrosin, fluorescein), trifenylmethylenova barviva (bazicky fuchsin, kysely fuchsin,
aninlinova modf, svétla zelen), triazinova barviva (thionin, azury, toluidinova modf,
methylenovd modf), azo-barviva (olejova cerven, sudanova cCerven) (Manakova a
Seichertova, 2002).

Pfirozena 1 synteticka barviva mohou byt kysela ¢i zasaditd (Manakova a
Seichertova, 2002; Jelinek et al., 2007). Kyselé barvivo je schopno vazby na zasadité
(acidofilni) slozky tkan¢, kdezto zésadité barvivo se vaZze na kyselé (basofilni) slozky

tkan¢ (Manakova a Seichertova, 2002).

1.2.5.1. Hematoxyliny

Vychozi latkou pro hematoxylinovd barviva je hematoxylin, ziskany
z kampeskového dieva ze stfedni Ameriky. Je skoro bezbarvy, ale oxidaci se méni na
vlastni barvivo — hematein (Titford, 2005). Teprve pak tvofi s riiznymi kationty barevné
laky (Jelinek et al., 2007). Hematein miize vznikat bud’ pfirozenou oxidaci (zrani) pfi
vystaveni svétlu a vzduchu, jde o pomaly proces, ptiklady takovych hematoxylinll jsou
Ehrlichtiv a Delafieldiv hematoxylin. Druhy zpasob je chemicka oxidace, vyuziva
napiiklad jodi¢nan sodny (Mayeriv hematoxylin) nebo oxid rtutnaty (Harrisiv
hematoxylin), pfeménuji hematoxylin na hematein okamzit¢.

Hematoxylin Delafieldlv je pfirozené zrajici kamencovy hematoxylin. Pro jeho
pfipravu se pouzivad hematoxylin, 95% alkohol, nasyceny roztok kamence amonného,
glycerol (Bancroft a Stevens, 1996). Jirovec (1958) uvadi jako vhodné fixacni tekutiny
skoro vSechny fixaze, pokud neobsahuji kyselinu osmicelou. Hematoxylin barvi jadra a
chromatin modie, hodi se k orientacnim histologickym preparatim, nutno dobarvovat
bud’ eosinem nebo Van Giesonem. Je vhodny pro totdlni preparaty, krevni roztéry,
roztéry fixované za vlhka, fezy (Jirovec, 1958).

Na ptipravu Harrisova hematoxylinu se pouziva vysoce toxicky chlorid rtutnaty,
jde o cisté jaderné barveni (Bancroft a Stevens, 1996). Vhodné fixacni tekutiny jsou ty,
které neobsahuji kyselinu osmicelou. Metoda je vhodna pro stejny ucel jako Delafieldav

hematoxylin (Jirovec, 1958).
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Ehrlichliv_hematoxylin patfi mezi barviva ,pfirozené zrajici. Je to jaderné

barvivo, barvi hlen v¢etné mukopolysacharidi chrupavky (Bancroft a Stevens, 1996).
Pro ptipravu se pouziva hematoxylin, absolutni alkohol, voda, ledova kyselina octova,
kamenec draselny (Knoz a Opravilova, 1992). Nejvhodnéjsi fixacni tekutiny jsou
fixaze, které neobsahuji kyselinu osmicelou (Jirovec, 1958). Poskytuje vyrazné syté
modré zbarveni bunéénych jader a chromatinu (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova,
1992). Vhodné pro barveni totalnich preparat, fezii a krevnich roztéri (Knoz a
Opravilova, 1992).

Heidenhainiiv zelezity hematoxylin je barveni, kde se jako moftidlo / oxidant a
pouzivan pro zndzornéni riznych struktur v zavislosti na stupni diferenciace (Bancroft
a Stevens, 1996). Barveni je vhodné po vsSech fixazich (Jirovec, 1958), hodi se
k barveni jader (chromatinu), 1 k barveni néckterych organel, napf. mitochondrii,
centrioll, svalovych fibril (Vacek, 1995). Po obarveni je jadro hnédé aZz cerné a svaly
Sedocerné (Manakova a Seicherova, 2002), chromatin, mitochondrie, sekre¢ni granula
se obarvi Cervenohnéd¢ az ¢erné (Vacek, 1995).

Weigertiv _hematoxylin je Zelezity hematoxylin, ve kterém je pouZivan chlorid

zelezity jako barevné motidlo / oxidaéni ¢inidlo. (Bancroft a Stevens, 1996). Barveni
je vhodné pouzit po formolu, alkoholu i sublimatovych fixdzich, hodi se zejména pro
celoidinové fezy. Po obarveni jsou jadra ¢ernd, dobarvuje se van Giesonem, vazivo je
pak cervené, svaly zluté (Jirovec, 1958).

Mayertv hematoxylin je kamencovy hematoxylin, pouziva se zde jodi¢nan
sodny. Pouzivd se jako jaderné barvivo pro zvyraznéni glykogenu v enzymovych
histochemickych technikach (Bancroft a Stevens, 1996). Ptipravuje se z hematoxylinu,
destilované vody, amonného nebo draselného kamence, jodicnanu sodného, kyseliny
citronové, chloralhydratu (Kmoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995; Bancroft a
Stevens, 1996).

Dalsi hematoxylinova barviva jsou napiiklad Hematoxylin Bohmeruv (Vacek,

1995), Loyezlv hematoxylin, Verhdeffiiv hematoxylin, Coletiv hematoxylin, Carazzitiv

hematoxylin (Bancroft a Stevens, 1996).
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1.2.5.2. Barveni Weigert — van Gieson

Jde o kombinované barveni, k barveni jader se pouziva Zelezity hematoxylin a
dobarvuje se kyselym fuchsinem a kyselinou pikrovou (trinitrofenol) (Jelinek et al.,
2007). Zelezity hematoxylin zbarvi jadra (resp. chromatin) temné hnéds, kyselym
fuchsinem jsou Cervené zbarvena kolagenni vldkna vaziva a kyselina pikrovéd barvi
svaly zluté (Vacek, 1995; Manakova a Seicherova, 2002; Jelinek, 2007). Barveni je
vhodné pouzit po vSech rliznych fixazich. Metoda je vhodna ke studiu vaziva, pro

prehledné histologické preparaty, embrya (Jirovec, 1958).

1.2.5.3. Eosin

Eosin je syntetické barvivo, jde vlastné¢ o skupinu barviv; a to bromeosint a
jodeosint (Cech et al, 1998). Je to nejvhodnéjdi barvivo na kombinovani
s kamencovymi hematoxyliny pro znazornéni hlavni histologické architektury tkani
(Bancroft a Stevens, 1996). Cytoplazmu barvi lehce rizové, svalovou tkan Cervené a

vazivo rizové (Cech a Horky, 2005).

1.2.5.4. Barveni hematoxylin-eosin (HE)

Jde o standardni metodu hematoxylinového a eosinového barveni pro parafinové
fezy (Bancroft a Stevens, 1996).

Nejprve se odparafinované a ve vodé vyprané fezy obarvi roztokem
hematoxylinu, ten barvi buné¢nd jadra, soucasné piibarvi i vazivo. Pak se fezy vyperou
v tekouci vodé a vlozi do eosinu (Cech et al., 1998). Po obarveni je jadro modré az
cerné, kolagen rizovy a svaly rizové (Manakova a Seichertova, 2002), cytoplazma

bunék je razova az Cervena (Sladek, 2000).

1.2.5.5. Heidenheinnv azan
Metoda vyuziva k barveni jader roztok azokarminu G a po diferenciaci tohoto

jaddrového zbarveni a moteni fezli v roztoku kyseliny fosfowolframové se dobarvuje
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smési anilinové modie a G-oranze. Vysledek: ¢ervené zbarveni jader, Cervené zbarveni
erytrocytl, modie je zbarveny kolagen, hlen a konetné oranzové-Cervené svaly.
Cytoplazma fady bun¢k, na dostatecné tenkych fezech, se obarvi bled¢ modie (Jelinek
et al., 2007). Metoda umoziuje bezpeéné odliseni vaziva od ostatnich tkani (Cech a
Horky, 2005). Material se pfed barvenim fixuje fixa¢nimi prostfedky obsahujicimi

sublimat (Knoz a Opravilova, 1992; Vacek, 1995).

1.2.5.6. Barveni Massonovymi trichromy

Barveni Massonovymi trichromy se uziva zvlasté pii vySetfovani kolagenniho
vaziva (Vacek, 1995; Cech et al., 1998). Rozeznavaji se tii hlavni druhy trichromi:
trichrom modry (kolagenni vazivo se barvi modre), trichrom zluty (kolagenni vazivo se
barvi zlut¢), trichrom zeleny — kolagenni vazivo se barvi zelené. K fixaci jsou vhodné
témef vSechny fixacni tekutiny az na formol. (Vacek, 1995)

Prvnim znich je modry Massontv trichrom. Pro pfipravu tohoto barveni se
pouziva hematoxylin, kysely fuchsin a anilinovd modi (Manakova a Seichertova,
2002). Vysledek tohoto barveni: jadra jsou zbarvena c¢erné, kolagenni vldkna a
mukoidni substance modfe, cytoplasma vétSiny bun€k je zbarvena Cervené (Jelinek et
al., 2007).

Zluty Massoniiv_trichrom je metoda, kde se pouZiva hematoxylin, erythrosin a
Safran (Manakova a Seichertova, 2002). Vysledek tohoto barveni: jadra jsou zbarvena
modfe nebo Cerné (dle uzitého hematoxylinu), cytoplazma bunék je Cervena a kolagen
je zlatoZluty (Jelinek et al., 2007), svalstvo se barvi Cervené (Vacek, 1995; Manakova
a Seichertova, 2002).

Zeleny Massonuv trichrom poskytuje barevné odliSeni zakladnich druht tkani

(Vacek, 1995). Pouziva se hematoxylin, kysely fuchsin a svétla zelen; po obarveni je
jddro modré az cerné, kolagen zeleny a svaly Cervené (Mamnakova a Seichertova,
2002). Metoda je vhodnd pro prehledné histologické preparaty obratloved i
bezobratlych zivocichli (Knoz a Opravilova, 1992).
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1.2.5.7. Mallory

Barveni vyuziva hned 3 roztoky, barveni popsali naptiklad Knoz a Opravilova
(1992). Poskytuje polychromatické obarveni fezll. Jadra se barvi cervené nebo
oranzov¢, jadérka oranzové nebo zluté, vaziva, sliz a sekrety modie. Je to vhodna
metoda pfi studiu vaziva, chitinu, fezovych preparati hmyzu a embryologickych

preparatii (Jirovec, 1958; Knoz a Opravilova, 1992).

1.2.5.8. Mannova rychla metoda pro piehledné histologické rezové prepardty

Ptipravu popisuji Knoz a Opravilova (1992), pfed barvenim jsou vhodné
hlavné sublimétové fixdze, ale 1 Bouin. Barveni poskytuje bichromatické barveni
fezovych preparatl: chromatin, bunéénd jadra a kolagen se zabarvi modfe; jadra,
jadérka a cytoplazma cervené. Metoda je vhodna pro studium bunéénych jader a

krevnich elementi ve tkanich (Knoz a Opravilova, 1992).

1.2.5.9. Weigertitv resorcin-fuchsin

Kone¢nym vysledkem tohoto barveni je hnédé az fialové zbarveni elastickych
vlédken (Bancroft a Stevens, 1996). Pouzivaji se barviva resorcin a fuchsin (Manakova
a Seichertova, 2002). K barveni lze pouzit parafinové fezy z tkdn¢ fixované prakticky

vSemi fixacnimi tekutinami (Vacek, 1995).

1.2.5.10. Dominici (Barveni oranZi-eosinem a toluidinovou modjii)

Jde o Casto pouzivané piechledné barveni, uziva se téméft po vsech fixacich tkané
mimo fixace oxidem osmicelym. Vysledek barveni — jadra bun€k se barvi modte,
chrupavka a hlen modrofialové, cytoplazma bunék riizove, vazivo ¢ervené, erytrocyty
oranzové (Vacek, 1995). Metoda je vhodna pfi studiu bunécnych jader a krevnich
elementli ve tkanich a fezech, v protozoologii a pii studiu bakterii v fezech (Knoz a

Opravilova, 1992).
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1.2.5.11. Karminové barvici metody

Boraxovy karmin Grenacherliv je metoda, jejiz metodiku popsali napiiklad
Jirovec (1958), Knoz a Opravilova (1992), je vhodnd po fixaci alkoholem,
sublimatovymi fixazemi, Canoy, Bouin (Jirovec, 1958). Barvi jadra cervené (Jirovec,
1958; Vacek, 1995), pouziva se hlavné pro totalni preparaty (Jirovec, 1958).

Solny karmin podle Schuberga popisuji Knoz a Opravilova (1995) jako metodu
vhodnou pro barveni mensich Zivo€ichil in toto (pfi hotoveni totalnich preparati) napf.
motolic, tasemnic, ploStének apod. Nékteré vnitini organy, napt. gonady, se barvi syté
cerveng, jiné jsou jen svétle Cervené nebo se pii diferenciaci zcela odbarvi.

Kamencovy karmin podle Mayera je metoda, kde se jako diferencia¢ni roztok
pouziva 0,5 — 1% siran hlinito-draselny. Metodiku pro pfipravu tohoto barviva popisuji
Knoz a Opravilova (1992). Hodi se pro barveni totdlnich i fezovych preparati,
poskytuje monochromatické v raznych tonech Cervené barvy, syté Cervené se barvi

bunécnd jadra (Knoz a Opravilova, 1992).

1.2.5.12. Orcein
Orcein je Cervené barvivo, které se pripravuje extrakci z liSejniki (Knoz a
Opravilova, 1992). Vhodné pro barveni elastiky, ktera se bézné nezbarvi. Orcein tato

vlakna zbarvi ¢ervenohnéd¢ (Jelinek et al., 2007).

1.2.5.13. Aldehydovy fuchsin a resorcinovy fuchin

Vyuzivaji se k barveni elastickych vldken, u aldehydového fuchsinu se vldkna
zbarvi fialové, u resorcinového fuchsinu modro¢erné (Cech et al., 1998). Pied
barvenim aldehydovym fuchsinem je vyhodna je zejména fixace Bouinovou tekutinou

nebo formolem (Vacek, 1995).

1.2.5.14. Barveni jader jadrovou Cerveni
Barveni jadrovou Cerveni slouzi k dobarvovani jader, kterd se barvi Cervené.

Toto barveni daleko pied¢i barveni jader kamencovym karminem. (Vacek, 1995).
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1.2.5.15. Barveni jader galocyaninem
Vhodné je zejména k znazornéni nukleovych kyselin a nervovych bunék,
nukleové kyseliny barvi tmavé modfe, ostatni struktury se pfibarvuji svétlounce modie

(Vacek, 1995).

1.2.6. Montovdni iezii

Obarveny fez je tieba zabezpecit proti vyschnuti a poSkozeni. Toho se dosdhne
tak, ze se fez prevrstvi kapkou inertniho tuhnouciho média a prekryje se krycim
sklickem, tzv. montovani. Dfive byl nejpouzivanéj$Sim montovacim médiem kanadsky
balzam (pryskyfice z kanadské jedle), ktery pln€ nahradily pryskyftice syntetické (napf.
Entellan, Eukitt aj.) (Cech a Horky, 2005).

1.2.7. Histochemie a histochemické metody

Histochemie je hrani¢ni obor mezi histologii a chemii, jehoz Ukolem je
zjiStovani charakteru a distribuce chemickych latek v buiikach a tkénich histologickych
tezii (Cech a Horky, 2005). Histochemické metody a postupy musi spliiovat dva
zakladni pozadavky, a to vérohodné reflektovat biochemickou rtiznorodost bunck a
tkani a kvalitné zachovavat jejich mikroskopickou strukturu (Cech et al., 1998; Cech a

Horky, 2005).

1.2.7.1. Cukry

Cukry jsou v zivo€isnych bunkach a tkanich hojné rozSiteny. Vyskytuji se ve
form& monosacharidd, oligosacharidd a slozenych cukri (Cech et al., 1998).

Slozené cukry byvaji pomérné¢ Casto asociovany s proteiny a oznacuji se jako
mukosubstance (Cech et al., 1998; Cech a Horky, 2005). Tyto mukosubstance se
rozd€luji na polysacharidy (glykogen, Skrob, celuldza, chitin), proteoglykany
(mukopolysacharidy), glykoproteiny (patii sem sekrecni produkty endo- a exokrinnich
zlazovych buné€k, glykokalyx, amyloid aj). V praxi se zcukrd prokazuji praveé
mukosubstance, k fixaci Ize pouzit vétSinu fixacnich tekutin, vzorky se zalévaji do

parafinu.
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K prikazu mukosubstanci se pouzivaji: bazickd barviva (alcidnovd modt,
thionin, toluidinovd modi nebo metylenovd modi), oxida¢ni metody (zejména PAS
reakce) a lektiny. Kazdy z postupli se doporucuje doplnit bud’” chemickou blokaddou
funk¢nich skupin (napi. acetylace hydroxyli) nebo enzymatickou extrakei studované
mukosubstance (amylaza, hyaluronidaza, neuraminidaza) (Cech a Horky, 2005).

Mezi oxida¢nimi metodami je nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi je tzv. PAS reakce (
z angl. Periodic Acid — Schiff's reagent) (Cech et al., 1998). Pritkaz cukri je zaloZen na
jejich oxidaci, kterd vede k rozstépeni pyranového nebo furanového kruhu cukru a ke
vzniku aldehydovych skupin, tyto skupiny pak reaguji s Schiffovym ¢inidlem a déavaji
cerveno-fialové zabarveni (PAS reakce). Princip klasické PAS reakce je zaloZen na
oxidaci pomoci kyseliny jodisté a ndsledné barvené reakci se Schiffovym reagens
(kyselina fuchsin sifi¢itd), pozitivni zbarveni je cCerveno-fialové (Mandkova a
Seichertova, 2002; Jelinek et al., 2007).

Bazicka barviva pouzivand k prikazu cukrii jsou alcidnovd modf, thionin,
toluidinovd modf, dialyzované koloidni Zelezo. Alcidnovou modii se barvi kyselé
mukoplysacharidy modrozelen& (Cech et al., 1998).

Aplikace thioninu, toluidinové a methylenové modii vyuziva jevu zvaného
metachromasie. Pojem metachromasie znamena, Ze zatimco nékteré slozky tkané se
barvi v zakladnim odstinu barviva (nej¢astéji modie - thioninem nebo toluidinovou
modfi), jiné se zbarvi metachromaticky (tymz barvivem purpurové). Tuto schopnost
vykazuji se téméf vyluéné thiazinova barviva (Jelinek et al., 2007).

Rada kyselych mukopolysacharidi vykazuje vyraznou afinitu ke kationtim
nékterych kovl, zejména dialyzovanému koloidnimu Zelezu (Haleova metoda).
Koloidni Zelezo vdzané na polysacharid se detekuje reakci s ferokyanidem draselnym
v kyselém prostiedi, pii kterém vznika berlinat Zelezity (berlinska modi) (Cech et al.,
1998).

V poslednich letech byla rozpozndna moznost prokazovat rtizné sacharidové
zbytky, ucastnici se na stavbé, hlavné zevniho listu, povrchové bunééné membrany,

vyuzitim lektinl, coZ jsou glykoproteiny vyskytujici se jak v fisi rostlinné, tak zivocisné

(Jelinek et al., 2007). Ziskavaji se z kofenti a semen ¢eledé nekterych vikvovitych, byly
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izolovany z té€lnich tekutin bezobratlych a vaji¢ek nckterych ryb nebo mohou byt i1
puvodu bakteridlniho, sklddajici se z proteinii nebo glykoproteinii neimunni povahy
(Cech et al., 1998). Maji tedy schopnost vazat se na rizné sacharidové zbytky,
zpravidla jeden lektin rozpoznava vice sacharidd, kombinaci raznych lektind je mozné
urcit sledovany sacharid (Jelinek et al., 2007). Ptikladem lektinu a s nim slucitelného
cukru je konkavalin a sacharidy manéza, glukéza (Bancroft a Stevens, 1996).

Princip prikazii je pomérné jednoduchy: bunécnou suspenzi nebo fez tkani
pfevrstvime  kapkou  znaceného  lektinu  (napf.  znaceného  FITC -
fluoresceinisothiocyanatem nebo nékterym enzymem - napt. kienovou peroxidazou a
pod.), po dobé nutné pro navazani nenavazany lektin vypereme a pii pouziti FITC
znaceni je preparat hotovy — studuje se ve fluorescencnim mikroskopu. Pii pouziti
enzymi je nutné tyto jesté vybarvit (u kfenové peroxidazy diaminobenzidinem s
ptidavkem H»O,) (Jelinek et al., 2007).

Déle je mozné stanovit rostlinné Skroby — naptiklad celuldézu, tunicin, chitin.
Chitin se vyskytuje jako bézna soucast kutikuly ¢lenovcii i dalSich bezobratlych, podili
se na utvafeni bunécnych stén u hub a nékterych tas. Pro jejich dikaz se pouziva

metoda Schulzeho, kterou popsal naptiklad (Knoz a Opravilova, 1992).

1.2.7.2. Tuky

Lipidy jsou latky chemicky znaén€ heterogenni, extrahuji se z tkani a organt
organickymi rozpoustédly (napf. benzenem, éterem) (Cech et al., 1998; Cech a Horky,
2005).

Cech a Horky (2005) rozdéluji tuky na neutralni tuky (triacylglyceroly), vosky
(chybé&ji u savci a cloveéka), fosfolipidy (glycerolfosfatidy, sfingomyeliny, ceramidy),
glykolipidy (zahrnuji cerebrosidy, gangliosidy a sulfonamidy), izoprenoidni lipidy
(cholesterol a jeho estery), tuky konjugované s proteiny (proteolipidy, lipoproteiny).

Vzorky uréené k pritkazu lipida se fixuji formolem nebo Bakerovou tekutinou a
pouzivaji se zmrzlé nebo kryostatové fezy (Vacek, 1995; Manakova a Seichertova,

2002; Cech a Horky, 2005; Jelinek et al., 2007), které se po obarveni montuji do
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médii rozpustnych ve vodé. Lipoproteiny se v tukovych rozpoustédlech nerozpoustéji,
1ze je prokazovat na rozdil od ostatnich tukti i ve tkanich zalitych do parafinu.

V praxi se pro znazornéni lipidd uZivaji extrakéni postupy, fluorescenéni a
polariza¢ni priikaz, barevné lyzochromni metody a specidlni skupinové metody, jejichz
uzitenym doplitkkem jsou blokady. K nim je tieba ptikrocit zejména v téch ptipadech,
kdy je podezieni, ze na tvorbé reakéniho produktu se ucastni riizné funkéni skupiny
(Cech a Horky, 2005).

Extrakce se provadi nejcastéji na fezech, bud’ z Cerstvych nebo fixovanych tkani,
za horka nebo studena. Neutralni lipidy jsou rozpustné jiz v chladném bezvodém
acetonu, ostatni lipidy vcetn€é proteolipidi jsou extrahovany pyridinem nebo
chloroformem s etanolem. Velmi stabilni lipoproteiny se rozpoustéji az po rozruSeni
protein-lipidové vazby kyselou hydrolyzou. Extrakéni postupy se pouzivaji bud’
samostatné nebo v kombinaci s ostatnimi histochemickymi metodami pro pritkaz lipidi

Pti fluorescenénim pritkkazu se aplikuje vhodny fluorochrom (napt. 3.4-
benzpyren, akridinovd oranz, sulfat nilské modii, Fosfin 3R, Rhodamin B), ktery
interakci s lipidem vyvola jeho druhotnou fluorescenci. Na druh tuku se usuzuje z barvy
emitovaného svétla (jeho vlnové délky).

Polariza¢né mikroskopicky priikkaz vyuziva toho, Ze nékteré tuky po fixaci nebo
ochlazeni prechazeji do tekutého stavu v krystalické anisotropni Utvary, intenzivné
zafici na tmavém pozadi pii zkiizenych hranolech polarizaéniho mikroskopu (Cech et
al., 1998).

Barevné lyzochromni metody vyuzivaji lyzochromy, barviva, kterd se
pfednostné rozpoustéji v lipidové fazi, ¢imz se tato stane viditelnou ve svételném
mikroskopu. Tuto vlastnost maji ¢ervend sudanova barviva (Sudan III a IV), sudanova
¢ern a olejova Cerven (Oil Red O), ktera diky tomu, ze znazornuj 1 velmi malé kapicky
tuku, je pouzivana nejCastéji. S lyzochromy specificky reaguji tzv. hydrofobni tuky
(triglyceridy, estery cholesterolu a volné mastné kyseliny) (Cech et al., 1998). Tukové
kapky jsou zbarveny ostie Cervené (olejovou cerveni) nebo temné modie az Cerné
(sudanovou cerni) (Jelinek et al., 2007), Sudan III nebo IV tuky barvi Cervené (Vacek,

1995).
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Déle pro prukaz lipidi Vacek (1995) popisuje metodu s oxidem osmicelym,
barveni lipidi sulfatem nilské modie, metodu prikazu mastnych kyselin (podle

Fishlera) nebo metodu k pritkazu cholesterolu podle Schultzeho.

1.2.7.3. Bilkoviny a aminokyseliny

Metody vizualizace bilkovin vyzivaji detekce bud’ volnych funkénich skupin —
NH,, -COOH, -OH (proteiny s vysokym obsahem serinu, threoninu, hydroxyprolinu a
hydroxylysinu) anebo jinych charakteristickych radikal a zbytkd, jakymi jsou napt. —
indolyl (tryprofan), -p-hydroxyfenyl (tyrosin), -imidazolyl (histidin), -gaunidyl
(arginin), -sulthydryl (-SH, cystein) popt. disulfidové mustky (S-S, cystin). Vhodnym
chemickym c¢inidlem se prokazované skupina nebo radikal na fezu pfevede v barevnou
latku, jejiz lokalizace se hodnoti ve svételném mikroskopu. Material uréeny k vySetfeni
proteint se fixuje neutralnim formolem, zaléva se do parafinu. Nezbytnym doplinkem
kazdého postupu jsou blokady, kdy se prokazovana funkcéni skupina ¢i radikal obsadi
latkou znemozfujici vznik reakéniho produktu (Cech a Horky, 2005).

Manakova a Seichertova (2002) poukazuji na to, ze bilkoviny jsou konstantni
soucasti bunék a tkéni a neni ucelné prokazovat zde jejich ptitomnost.

Pro prikaz volnych aminoskupin se cCasto vyuziva jejich oxidace
v aldehydofunkce, které se Schiffovym ¢inidlem (kyselina leukosulfonovd) poskytu;ji
&ervenofialové chinoidni barvivo. Rezy se oxiduji ninhydrinem nebo alloxanem, pouzit
lze také chloramin. Ze zcela jiného principu pak vychdzi metoda s aldehydem 2-
hydroxy-3-naftoové kyseliny. Pfi reakci vznikd almidin a v mist¢ ptvodni —NH»
skupiny kovalentné vazany naftol, ktery s diazoniovou soli dava nerozpustny barveny
azoprodukt (Cech et al., 1998).

Pro prikaz volnych karboxylovych skupin se pfevedou pomoci acetanhydridu
v pyridinu pii 60°C na karbonyly (=C-0O), na které se piisobi hydrazinem 2-hydroxy-3-
naftoové kyseliny. Hydrazonovy derivat bilkoviny, ktery takto vznikne, ziska tak
v mist¢ plivodniho karboxylu naftolové jadro, které spojenim s diazoniovou soli

poskytne nerozpustné azobarvivo.
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Priikaz sulthydryll je zaloZen na schopnostech sulfthydryli redukovat roztoky
obsahujici Fe** a [Fe(CN)s]* v modré nerozpustné barvivo (berlinat Zelezity). Jiny
zpiisob detekce —SH skupin je zaloZen na pouziti organickych sloucenin rtuti (napf. p-
chloro-merkurifenylazo-2-naftolu nebo merkurochrému).

Arginin je soucasti histonii asociovanych s DNA, obsahuji ho i né¢kterd
cytoplazmatickd granula. Prokazuje se tzv. Sakaguchiho reakci s a-naftolem a
alkalickym chlornanem nebo bromnanem. Pozitivni vysledek signalizuje rGzové nebo
ervené zabarveni (Cech et al., 1998).

K prikazu tyrosinu se pouzivd bud’ Millonova reakce s dusi¢nanem rtutnatym a
kyselinou dusitou (Knoz a Opravilova, 1992; Cech et al., 1998) anebo azokopula¢ni
reakce, pfi které se ucinkem kyseliny dusité vznikly diazotyrosin kopuluje s tzv. S-
kyselinou (kyselina 8-amino-1-naftol-5sulfonova) a dava cervenofialové barvivo.

Déle se pti prikazu bilkovin prosazuje metoda znacenych protilatek, zalozena na

pouziti ¢isté latky proti dokazované bilkoving (antigen) (Cech et al., 1998).
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

Cilem ptedlozené¢ prace je nalezeni vhodné fixdze pro histologické a
histochemické studie komarti — vektori ¢etnych patogennich agens. Studie se zamétuje
na samce, ktefi mohou ovliviiovat hematofagni chovani samic pomoci sekretu
vylu¢ovaného ptidatnymi Zldzami. Tento sekret je soucasti ejakulatu predavaného

béhem péfeni do téla samice.

1) Naleézt takovou fixaz, kterd umozZni zalévani studované tkané do parafinu (¢i
paraplastu) ale i do pryskyfice pro ptipravu polotenkych fezu.
2) Srovnanim raznych barvicich postupl vytypovat nejvhodnéjsi metodu, ktera vytvori

co nejprehlednéjsi obraz studované tkang.
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3. METODIKA

Ptedlozena prace pojednévajici o histologickém zpracovani nékterych tkani
hmyzu se realizovala na samcich komart Culex pipiens s.1.. Konkrétnim druhem na
kterém byla studie realizovana byl druh Culex pipiens quinquefasciatus Say, ktery je

vyznamnym pienasecem filariozy.

3.1. Metodika chovu

Komafi se chovali v klimatizované mistnosti pii teploté 25°C, fotoperiod¢ 16L :
8D a relativni vlhkosti 75%. Dospélci byli chovani v plexi boxech (Olejni¢ek, 1993),
kde byla umisténa miska s vodou pro kladeni vajicek , kostka cukru (zdroj potravy
zejména pro samce) a samicim byla v tydennich intervalech pfedkladana mys. Samice
3-4 dny po nasati krve kladly vajicka v jednotlivych sntiskach (primérny pocet vajicek
na sniisku 95). Z vykladenych vaji¢ek se po 48 hod embryonalniho vyvoje lihly larvicky
1. instaru, kterym byl poddvan Pangamin jako zdroj potravy. Larvalni vyvoj je rozdélen
do 4 stadii — instarii. Poté nasleduje stadium kukly trvajici 48 hod. Jako prvni se lihnou
samci charakteristicti velkymi, siln¢ vétvenymi tykadly. Z téchto zakladnich chovl byl
odebiran pokusny material a to ve stddiu kukly. Kukly byly umistény po jedné do
epruvet s malym mnozstvim vody. Z vylihlych dospélcii byli ke studiu pouzivani samci

a samicky byly vraceny zpét do chovil.

3.2. Priprava materialu pro histologické studie

3.2.1. Pitvy

Samecci byli z klece odchyceni pomoci exhaustoru a vloZeni do nizké teploty
slouzici jako anestetikum. Uspani samecci byli pomoci entomologickych Spendlikt
fixovani na parafinové podloZzce a pomoci jemnych ocnich pinzet byl odd€len cely

abdomen nebo jen vnitini sam¢i pohlavni Gstroji a vloZen do fixa¢niho roztoku.
3.2.2. Fixace

Ziskané pohlavni orgéany, piip. celé zadecky, byly tedy ihned vlozeny do

fixatniho roztoku, kde byly ponechiany podle typu pouzité fixdze urcitou dobu
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potfebnou k dokonalému prosyceni tkan¢ fixa¢nim ¢inidlem. K fixovani se pouzivaly

Bouin, modifikace Dubosque-Brasil a Carnoyho fixaz.

3.2.2.1. Bouin, modifikace Dubosque — Brasil

Byla pouzivana fix4z Bouin, modifikace Dubosque-Brasil, popsana Otto
Jirovcem (Jirovec, 1958). Tato fixaz byla piipravena smichanim 1g kyseliny pikrové,
150 ml 80% alkoholu, 15 ml kyseliny octové a 60ml 40% formolu. Takto pfipraveny
roztok byl uchovavan v chladnicce. Pfipravené vzorky (pohlavni organy a zadecky) se

v tomto fixaénim roztoku ponechaly ptiblizn€ jeden tyden.

3.2.2.2. Carnoy

Byla pouzivana ptiprava fixacniho roztoku podle Jirovce (Jirovec, 1958):
fixaéni roztok byl pfipraven z6 ml 96% alkohol, 3 ml chloroformu a tésné pted
pouzitim tohoto roztoku byla pfidana koncentrovana kyselina octova (Iml). Roztok se
tedy pfipravuje v poméru 6 (alkohol) : 3 (chloroform) : 1 (kyselina octovd). Fixacni
roztok byl ihned pouzit, vzorky byly v ném ponechany 5 minut pii normalni pokojové
teploté, nebo 10 minut v chladni¢ce. Carnoyho fixdz byla pro kazdé pouziti

pripravovana Cerstva.

3.2.3. Odvodnéni (prevadéni) a zaliti do paraplastu nebo do pryskyiice

Zaliti do paraplastu
Po wuplynuti doby potiebné k nafixovani objektu byly vzorky vyjmuty

z fixa¢niho roztoku a entomologickou pinzetou pieneseny do specidlnich kosSicku
tvofenym nizkou sklenénou trubickou, ktera byla na jednom konci opatiena sitovitym
dnem.

Dal8im krokem bylo tedy odvodnéni a pfevadéni do paraplastu. Postup uvadi
tabulka ¢. 1.

Po téchto procedurach se naplnila zalévaci komirka z umélé hmoty paraplastem
a do ni byly nahfatou pinzetou pfenaSeny vzorky. Zalévaci komurka se zchladila
vloZenim do kelimku se studenou vodou, kde byla ponechana az do uplného ztuhnuti

paraplastu.
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Po ztuhnuti byl z krabi¢ky vyjmut blocek se zalitym vzorkem.
Ptiprava pryskyfti¢nych blocki
Vzorky fixované v fixazi Bouin — modifikace Dubosgue — Brasil byly zalévané

krom¢ paraplastu i do pryskyftice. Postup je uveden v tabulce ¢. 6.

3.2.4. Priprava iezovych preparatii

Parafinové fezy byly zhotovovany na automatickém mikrotomu znacky Leica
RM 2165. Nakrajené fezy byly poklddané na podlozni sklicko mirné potiené glycerin-
bilkem (slouZzi k pfilepeni nakrajené tkané na sklicko) a pokapané destilovanou vodou.
Takto pripravena sklicka se pokladala na elektrickou plotynku vytemperovanou na 40°
C, kde se na ohraté vodé fezy napnuly. Sklicka se ponechavala na plotynce az do
uplného odpatfeni vody. Takto ptipravené preparaty se dale zpracovavaly dle
nasledujicich postupti.

Polotenké pryskyii¢né fezy byly zhotovovany na ultramikrotomu Reichert.

3.2.5. Odparafinovani

Postup odparafinovani uvadi tabulka ¢.2.

3.2.6. Barveni

Po odparafinovani nasledovalo barveni. Byly pouzivany 3 druhy barvicich
postupii: barveni podle Malloryho, barveni v roztoku Mayerova hematoxylinu a barveni
Harrisovym hematoxylinem. Polotenké fezy z materialu zalitého do pryskyfice byly

barveny toluidinovou modfi.

3.2.6.1. Mallory

Pro pouziti tohoto barveni byly potiebné 3 barvici roztoky: roztok ponceau-
kysely fuchsin, roztok 1% kyseliny fosfomolybdenové a konecné smes Mallory.

Pro ptfipravu barviva ponceau-kysely fuchsin se smichal 1 g ponceau de
xylidine, 0,2g kyselého fuchsinu, 294ml destilované vody a 6ml kyseliny octové
(ledové).
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1%  kyselina fosfomolybdenova byla pfipravena 2z 1g kyseliny
fosfomolybdenové, ktera byla v odmérné bance doplnéna do 100 ml destilovanou
vodou. Tento roztok byl nasledné jesté prefiltrovan.

Smés Mallory byla ptfipravena z 0,5g anilinové modfi, z 1g oranze G, ze 2g
kyseliny Stavelové a ze 100ml destilované vody. Tato smés se vafila 5 minut, nechala se
ochladit a po ochlazeni byla pfefiltrovana.

Postup barveni udava tabulka ¢. 3.

3.2.6.2. Mayeritv hematoxylin

Dalsim pouzitym barvenim byl Mayeriv hematoxylin, byl pfipravovan podle
Wolfa (Wolf, 1954). Jeho ptiprava piedstavuje smichani 1000 ml destilované vody, 1g
krystalického hematoxylinu, 0,2g Nal a 50g kamence draselného. Po rozpusténi vSech
latek se ptidalo 50g chloralhydratu a 1g kyseliny citronové.

Pro barveni byla pouzivana modifikace postupu podle Wolfa (Wolf, 1954).
Postup podle Wolfa (Wolf, 1954) je uveden v tabulce ¢. 4.

3.2.6.3. Harrisuiv hematoxylin

Dal$im pouzitym barvenim je Harrisiv hematoxylin, byl pouzivan postup
ptipravy podle Jirovce (Jirovec, 1958). Roztok se pfipravuje nésledujicim postupem:
1g hematoxylinu se rozpusti v 10 ml 96% alkoholu. Za 24 hodin se pfilije 200 ml 10%
siranu hlinitodraselného a piida se 0,5g ¢erveného nebo Zlut¢ho HgO, zahteje se k varu,
rychle ochladi a za 24 hodin zflitruje

Barveno bylo modifikovanym postupem podle Jirovce (Jirovee, 1958). Postup

podle Jirovce je uveden v tabulce €.5.

3.2.7. Montovani
Montovani pfedstavuje kapnuti kapky montovaciho media na sklicko s fezy a
prikryti krycim sklickem. Sklicka se nechala uschnout a poté se mohla pozorovat pod

mikroskopem.
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3.2.8. ProhliZeni pod mikroskopem

Posledni fazi bylo prohlizeni pod mikroskopem a fotografovani
mikroskopickych obrazi. Fotografie byly zhotovovany digitalni kamerou DP 50 firmy
Olympus ptipevnénou na mikroskopu BX 51 firmy Olympus.

Podle vysledkti barveni pak byly porovnavany jednotlivé metody barveni a téz

metody fixace, jejich vhodnost pro pouziti pro jednotlivé tkan¢.

Tabulka €. 1 : Odvodnéni a prevadéni do paraplastu

Procedura Cas, podminky
70% alkohol 3x po 8 hod
96% alkohol 3x po 8 hod
Alkohol: methylbenzoat 1 hod
Methylbenzoat 3x po 6 hod
Benzol 2x po 10 min
Benzol-parafin 1 hod, 45°C
Parafin 4x po 4-6 hod

Zdroj: (Gelbi¢ a Knoz, 1972)

Tabulka ¢.2.: Odparafinovani

Procedura Cas

Xylen I 10 min
Xylen I1 10 min
96% alkohol 3X po 5 min
70% alkohol 2X po 5 min
Destilovana voda 5 min

Zdroj: (Jirovec, 1953)
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Tabulka €. 3: Barveni Mallory - postup

Procedura

Cas

Smés ponceau — kysely fuchsin | 3,5 min

Destilovana voda

Oplachnuti

1 % kyselina fosfomolybdenové | 5 min

Destilované voda Oplachnuti
Smés Mallory 10 min

96% alkohol Oplachnuti
Xylen Opléachnuti

Zdroj: upraveno podle (Jirovec, 1958)

Tabulka ¢. 4: Barveni Mayerovym hematoxylinem podle Wolfa

Procedura Cas

Mayertiv hematoxylin | 3-6 min

Tekouci voda Vypirani, 10 min
Eosin nebo pikrofuchsin | Dobarveni

Zdroj: ptevzato z (Wolf, 1954)

Tabulka €. 5: Barveni Harrisovym hematoxylinem podle Jirovce

Procedura Cas

Voda Vypréni
Harristiv hematoxylin 1-10 min
Obycejna voda Ponofeni
0,1% eosin nebo 1% kongocerven, 1% orange G, van Gieson | dobarveni

Pfevedeni do 96% alkoholu

Ptrevedeni do karbolxylolu

Prevedeni do xylolu

Pievedeni do balzamu

Zdroj: ptevzato z (Jirovec, 1958)
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Tabulka €. 6: Priprava pryskyri¢nych blocka

Procedura Cas
Tak dlouho, dokud se neodstrani zbytky
70% alkohol ‘ ‘
kyseliny pikrové
80% alkohol 15 min
90% alkohol 15 min
96% alkohol 15 min
Propylen oxid 15 min
Pryskyftice + propylen oxid 1:2 1 hod
Pryskyfice + propylen oxid 1:1 1 hod
Pryskyfice + propylen oxid 2:1 1 hod
Cista pryskyfice = exikator 24 hod
Zalévame do zalévacich formicek a dame
24 hod
do termostatu

Zdroj: Gelbi¢, osobni sdéleni, nepublikovano
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4. VYSLEDKY

Histologické a histochemické metody byly v této préci realizovany na tkanich
samct komarti druhu Culex pipiens quinquefasciatus Say. PouZivané fixacni metody
byly Carnoy a Bouin, modifikace Dibosque - Brasil. Tkan byla zalévana do dvou médii
— do pryskyfice a paraplastu. Tkan zalita do pryskyfice byla v rdmci histochemického
prikazu sacharidii barvena toluidinovou modii. Tkan zalitd do paraplastu byla barvena
Harrisovym hematoxylinem, Mayerovym hematoxylinem a Mallorym.

Ukazalo se, Ze ob¢ fixaze se daji pouzivat pro studium tkani komarti. Vyhodné;jsi
se zda byt Bouin, modifikace Dubosque-Brasil, protoze nehrozi ptefixovani studovamé
tkané. Fixacni prosttedek Bouin, modifikace Dibosque-Brasil se ukézal jako vhodny pro
nasledné zalévani jak do parafinu (paraplastu), tak do pryskyfice. Tkané fixované timto
prostfedkem jsou napft. na obrazku ¢. 1, 2,4, 6, 7, 8.

Tkéné byly v Carnoyho fixazi ponechany 5 minut a nebo 10 minut v chladnicce.
Vysledné prepardty se pak zdaly kvalitngj§i u vSech barveni (Mallory, Harrisiiv a
Mayeriv hematoxylin) v pfipad¢ kratsi fixace Carnoyovym fixacnim prostiedkem — tj.
na dobu 5 minut — bylo dosdhnuto vétsiho rozliSeni mezi jednotlivymi strukturami.
FixaZz Carnoy byla pouZita u tkani na obrazku €. 3, 5.

Malloryho barveni je podle zjisténych vysledkl pro urcité struktury vhodnéjsi,
bunécna jadra byla zbarvena rizoveé az Cervené, vazivo a sekrety se zbarvily modie.
Pravé diky poskytovani riznorodého zbarveni struktur bude ziejmé vhodnéjsi zejména
pro ptehledné preparaty, které umoziuje kvalitnéj$i rozliSeni jednotlivych komponent
(obréazek €. 8). Samci pohlavni orgény se zbarvily v modrém (misty az cerném) odstinu,
jednotlivé ¢asti pak v riizném stupni tohoto zbarveni (obrazek ¢.3).

Postup barveni Harrisovym a Mayerovym hematoxylinem se v praxi upravil do
nasledujici podoby, ktera je uvedena v tabulkach €. 7 a 8.

Barveni Harrisovym a Mayerovym hematoxylinem se zda byt srovnatelné,
preparaty se v obou piipadech zbarvily podobnym zpiisobem. V pifipadé barveni
samcich pohlavnich organii jsou pak obé dvé hematoxylinova barveni podobné barveni
Mallorym, s tim rozdilem, ze zde byly pfevazné jednotlivé struktury v zavislosti na

stupni diferenciace zbarveny fialové az Cerné. Barveni samcich pohlavnich organt
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Harrisovym hematoxylinem je na obrazku ¢. 6, Mayerovym hematoxylinem je na
obrazku ¢. 4 a 5. Vpfipadé¢ piehlednych preparati poskytovala tato barveni u
jednotlivych struktur opét zbarveni do fialové az ¢erné barvy (Mayertiv hematoxylin —
obrazek ¢. 7). Jadra byly u obou téchto hematoxylinovych barviv zbarvena do tmavé
fialového az cerného zbarveni. I kdyz byl pii obou téchto barvenich hematoxyliny
pouzivan na dobarveni eosin, jeho pouZiti se nijak neprojevilo, coz je zfejmé zplsobeno
nevhodnou dobou diferenciovani.

Zalévani do pryskyfice ve spojeni s barvenim toluidinovou modii (téz
histochemicky priikaz pro sacharidy) se ukazalo jako vhodné pro zndzornéni jemnéjSich
struktur, v samcich pohlavnich orgdnech byly viditelné jejich jednotlivé struktury
(obrazek ¢. 1 a 2). Pryskyfice je téZ diky své tvrdosti vhodnéd k pouziti zejména u
chitinu, jelikoz vtomto ptfipadé na rozdil od pouziti parafinu (paraplastu) témet
nedochazi k poSkozeni jeho struktur. Takové potrhani tkané je viditelné napf. na
obrazku ¢. 3 nebo 5. TéZz pouziti toluidinové modii k histochemickému prikazu
sacharidi v pfipad¢ téchto tkani se ukézalo jako vyuZitelné, tkdné se obarvily do

modrého odstinu.

Tabulka ¢. 7: Barveni Mayerovym hematoxylinem - postup

Procedura Cas

Eosin 1-3 min
Destilovand voda Oplachnuti
Mayertiv hematoxylin | 15 min

Voda z kohoutku 5 min proplachovani
70% alkohol 2x po 3-5 min

96% alkohol 2X po 3-5 min
Xylen 2x po 3-5 min

Zdroj: Upraveno podle (Wolf, 1954)

45



Tabulka €. 8: Barveni Harrisovym hematoxylinem - postup

Procedura Cas

Eosin 1,5 min
Destilovand voda Oplachnuti
Harristiv hematoxylin | 2 min

Voda z kohoutku Proplachovani
70% alkohol 2X po 3-5 min
96% alkohol 2x po 3-5 min
Xylen 2x po 3-5 min

Zdroj: Upraveno podle (Jirovec, 1958)
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Obrazek ¢. 1: Samci pohlavni organy (pryskyrice; Bouin, modifikace Dubosgue —

Brasil; toluidinova modr)

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obrazek €. 2: Sam¢i pohlavni organy (pryskyrice; Bouin, modifikace Dubosgue —

Brasil; toluidinova modr)

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Obrazek ¢. 3: Sam¢i pohlavni organy (paraplast, Carnoy S min, Mallory)

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obrazek ¢. 4: Samdi pohlavni organy (paraplast; Bouin, modifikace Dubosgue —

Brasil; Mayeriv hematoxylin)

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Obrazek ¢. 5: Samci pohlavni orginy (paraplast, Carnoy 5 min, Mayeriv

hematoxylin)

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obrazek €. 6: Samdci pohlavni organy (paraplast; Bouin, modifikace Dubosgue —

Brasil; Harrisiiv hematoxylin)

Zdroj: Vlastni vyzkum
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Obrazek €. 7: Celé zadecky (paraplast; Bouin, modifikace Dubosgue — Brasil;

Mayeriv hematoxylin)

Zdroj: Vlastni vyzkum

Obrazek €. 8: Celé zadecky (paraplast; Bouin, modifikace Dubosgue — Brasil;

Mallory)

Zdroj.:Vlastni vyzkum



5. DISKUSE

Ob¢ fixacni metody jsou podle vysledk prace vhodné pro sledovany ucel -
studium komart. Bouinovu fixaz modifikaci — Dubosque - Brasil k podobnym tcéeltiim
pouzili napiiklad Day (1955); Hernandez-Martinez et al. (2002). Parks a Larsen
(1965) tento fixacni roztok vyuzivaji ke studiu samic¢iho pohlavniho organu — vajecnik.
Prezentované vysledky v této praci dokazuji, ze je vhodna i pii studiu samcich
pohlavnich organti. Nevyhodu Bouinovy fixdze — modifikace Dubosque — Brasil lze
vidét v delsi dob¢ fixace, naopak vyhodu vtom, Ze ji neni nutné pokazdé znovu
pfipravovat a navic, jak potvrdila del$i doba uchovavani tkan¢ (vice nez tyden) v tomto
roztoku, je vhodna téZ pro uchovavani vzorkli. Uchovédvana tkan se neni¢i, nedochézi
k jejimu pfefixovani. Pouze je nutné zamezit jejimu odpareni, aby nafixovana tkan se
neznehodnotila vysuSenim.

Carnoyho fixaz je fixacni metoda, kterd je opét pii studiu komart vyuzivana.
Yiping Lia et al. (2003) tuto fixaZ pouzivaji pro fixaci celych komart. Tento fixacni
roztok je nutné pfipravovat znovu pro kazdé pouziti a doba fixace je kratkd. PouZivani
Carnoyho fixdze mtze byt nevyhodné v tom, ze lehce dojde k prefixovani tkan¢, ktera
se béhem dalSich zpracovavani drobi se a tristi. Wolf (1954) potvrzuje, Ze pii delSim
ucinku se dostavuje smrsténi a ztvrdnuti (zejména kolagenu). V této fixdzi proto neni
mozné tkan pfechovavat, je nutné ji pievést do 70% alkoholu. Rovnéz je nutné
stanoveni vhodné doby na prosyceni studované tkan¢ fixazi. Toto vyzaduje
zpracovavani vétSi mnoZstvi materidlu a tim padem se cela studie prodluzuje ale i1
prodrazuje.

Malloryho barvici metoda se prevazné vyuziva pro barveni samicich
reprodukénich organtt hmyzu — napt. dvoukiidlého hmyzu Diptera, Nematocera (Abul —
Nasr, 1950), kam se systematicky tadi i koméati. Parks a Larsen (1965) pomoci této
metody studovali vajeCniky komart. Gelbi¢ a Knoz (1972) pouzivali tuto bavici
metodu pii srovnavacim studiu mozkovych nervli u larev muchni¢ek. Pfedlozené
vysledky této prace potvrzuji, ze je vhodnd i pro studium samcich pohlavnich organt
komarti. Nevyhodu Malloryho metody je mozné vidét v nutnosti jeji modifikace

(zejména v pouzivané dobé barveni u jednotlivych barvicich roztoki) pro kazdy objekt
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zvlast, jak téz uvadi naptiklad Jirovec (1958). Barveni pfesto poskytuje lepsi rozliSeni
kterd musi probihat rychle a citlivé, aby nedoslo k vyplavovani jednotlivych barviv
tvoticich vlastni barvici roztok. Spatna diferenciace ma za nasledek vyplaveni viech
barev krom& modré.

Metody barveni Harrisovym a Mayerovym hematoxylinem jsou pii studiu
komart opét vyuzivané, i kdyZz Harrisliv hematoxylin je pouzivan ziejmé Castéji. Pfitom
v této praci nebyla zjisténa vyssi vhodnost jednoho nebo druhého hematoxylinového
barveni. Harrisiv hematoxylin vyuzivaji ke studiu komart napt. Lucarotti (1987);
Hernandez-Martinez et al. (2002); Yiping Lia et al. (2003) aj. VétSinou jsou
preparaty dobarvovany eosinem. Tyto barvici metody neposkytuji takové barevné
rozliSeni jako Malloryho metoda.

Zalévani do paraplastu je, jak je uvedeno v této praci, vhodné pfi studiu komart.
Rada studii zabyvajicich se timto tématem jej také hojné vyuziva - napf. Lucarotti
(1987).

Zalévani do pryskyfice je spiSe dominantni v elektronové mikroskopii (Vacek,
1995). Land et al. (1997) toto zalévaci médium v elektronové mikroskopii vyuZivaji pfi
studiu komari v kombinaci s fixaci 1% OsO, a barvenim methylenovou modii. Tato
prace ovSem dokazuje, ze je zalévani do pryskyfice vhodné téz pro svételnou
mikroskopii a nasledné barveni toluidinovou modii, umoziuje pozorovani jemnéjSich
struktur samcich pohlavnich organi. Metodu pouziva pro podobny ucel — pro studium
samci pridatné zlazy Pavlasek (2003). Navic se pak kombinace zalévani do pryskyftice
a barveni toluidinovou modfi ukédzala jako vhodnd pii histochemickém prikazu

sacharidu.
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6. ZAVER

Ptredlozena prace ukazala:

1) Obé¢ fixa¢ni metody (Carnoy a Bouin — modifikace Dubosque — Brasil) jsou
pouzitelné pro studium samcich reproduk¢nich orgdnd komart.

Bouin — modifikace Dubosque — Brasil se zda byt vyhodné;jsi diky skutecnosti,
ze vni nehrozi prefixovani tkané a uchovavand tkan se neni¢i. Po pouziti tohoto
fixacniho prostfedku lze zalévat tkai jak do parafinu (paraplastu), tak do pryskyfice.

V ptipadé¢ Carnoyho fixdze je vzdy potfebné stanoveni doby na prosyceni
studované tkané fixazi. Pti delSi dobé pisobeni tohoto fixacniho ¢inidla (na rozdil od
Bouinovy fixdze — modifikace Dubosque — Brasil) lehce dochazi k ptefixovani
studovaného objektu a ta se nasledné béhem dalSiho zpracovani znehodnocuje, drobi a

tiiSti.

2) Pouzivané barvici metody (Mallory, Harrisiv a Mayertv hematoxylin) lze téz
pro studium komara vyuZzivat, stejné tak pro samci pohlavni organy. V ptipadé barveni
reprodukénich orgédnt jsou vysledky jednotlivych barvicich metod svou kvalitou
srovnatelna.

Malloryho barveni je vhodné zejména pro piehledné preparaty, poskytuje
riznorodé zbarveni struktur a tak umoZiuje kvalitngj$i rozliSeni jednotlivych
komponent. Bunééna jadra zbarvuje rizove az Cervené, vazivo a sekrety modie. Metoda
je vyuzitelnd 1 pro barveni samcich pohlavnich organii - barvi v rizné intenzité
v modrém (misty az cerném) odstinu.

Barveni Harrisovym a Mayerovym hematoxylinem si jsou velmi podobna,
preparaty se v obou piipadech barvi obdobnym zplisobem. V ptipadé barveni samcich
pohlavnich organti lze pak obé dvé hematoxylinova barveni srovnavat s barvenim
Mallory, stim rozdilem, Ze zde se jednotlivé struktury v zdvislosti na stupni
diferenciace barvi ptfevazné fialové az cerné. Jadra se v piipadé obou téchto
hematoxylinovych barviv zbarvi téz do tmavé fialového az Cerného zbarveni. Tyto

barvici metody ovSem neposkytuji takové barevné rozliSeni jako Malloryho metoda.
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3) I kdyz je zalévani do pryskyftice spiSe dominantni v elektronové mikroskopii,
vtéto praci byla dokdzana jeji vyuzitelnost i1 v piipadé mikroskopie svétlené.
V kombinaci s ndslednym barvenim toluidinovou modii umozZiuje pozorovani
jemngjsich struktur sam¢ich pohlavnich organii. Stejné tak je pouziti této kombinace
vhodné pfii histochemickém prikazu sacharidd, tkan€ se barvi do modrého odstinu.

Pryskyfice je navic diky své tvrdosti vhodna k pouziti u chitinu, jelikoz v tomto
pfipad¢é na rozdil od pouziti parafinu (paraplastu) témét nedochédzi k poskozeni jeho

struktur.
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8. KLICOVA SLOVA

Komar — mosquito

Histologie — histology
Histochemie — histochemistry
Barvici metody — stain technology
Mallory - Mallory

Hematoxylin — haematoxylin

Samci pohlavni organ — male reproductive organ
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