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Morfocytometric characteristic of haemocytes in panative haematology.
Abstract

Standard haematological procedures in preclinaatity studies are mostly carried out
on mammals, more recent haematotoxicological magglisesent invertebrates because
they can be used in the screening of myelotoxiditythe present study, we examined
haemocytes ofCulex pipiens as a new potential alternative haematological iwo v
model. Preparations for microscopic analysis wesaelenfrom the hemolymph stained
by Pappenheim's method for overstriking morpholaggt by toluidin blue and AGQNOR
for overstriking nucleoles. Microscopic photos werecessed by image analysis and
size of cells, nuclei and nucleoli were evaluatei. types of haemocytes were found:
granulocytes, prohemocytes, spherulocytes, plasyig® adipohemocytes and
oenocytes. Thanks to image analysis we made a metf profile of each type of
haemocytes and set the nucleolar coefficient. Wecrdged significant differences
among prohemocytes, plasmocytes and oenocytesizéhe grounds of nucleoles size
we divided haemocytes to next two significant goumage analysis seems to be very
helpful for distinction among various haemocytesirout we can’t use it for generally
separation without personal control thanks to preseof statistically significant

findings for only some comparisons cell types.
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Uvod

V dnesni dob si miZzeme povSimnout, Ze se v mnoha biomedicinskychistud
v oblastech laboratorni hematologie, imunolagiieoxikologie pouZivaji jako biomodel
v preklinické casti testovani igvazm® savci, ktéi maji ucitou fylogenetickou
podobnost glovéekem. Tyto studie tykajici se testovani novyckielinych postujp
a bezpénosti I&iv vSak nardzZeji na tité pravni a etické problémy, které jsou ré&¥n
spojené s ekonomickou 2at.

Vyvstava tedy otazka, zdali by se dalo vyuzit prekpinické testy jiné zivéisnée
druhy, které by tyto pravni a etické problémy aalsilly ¢i zmirnily a tim zarove
i snizily ekonomickou z&F v preklinickécasti testovani. Vhodnymi adepty pro novy
biomodel v tétocasti testovani by se mohli stat bezobratli, zejméikg pravnimu
vymezeni, nenatmému chovu, rychlosti rozmnozovani a rychlému vivdgdnim
Z nej\tSich problém vyuziti bezobratlych jako biomodelu je vSak nedt&ha znalost
jejich fyziologickych funkci a hodnot. Tak je tomiu experimentalni hematologii,
kde nejsou zcela prozkoumany haemocyty bezobratiigtomné v hemolyni.
Jiz v mnoha ¥deckych publikacich byli bezobratliggmétem zkoumani, avSak igsto
narazime na ditou nesourodost nomenklatury objevenych haeniocdgbzmanitost
fadu bezobratlych vede k pemé vysoké fyziologické, strukturni i fuki variabili€.
Kvili omezenému mnoZstvi objemu hemolymfy, pouZitidibg/ch metod pozorovani
¢i pouzivani diznych laboratornich postamachazime rozdilné vysledky.

Proto jsme se rozhodli vybrat jednoho zastupce doelzobratlych, konkrén
komara druhuCulex pipiens, u kterého za pouziti &elné mikroskopie, obrazové
analyzy a barvicich metod daime morfometrické charakteristiky haemagykteré
budou slouzit jako zdroj informaci o stavu haemocya fyziologickych podminek.
Timto krokem se otevira moznost vyuzit tento sgejeiko biomodel v preklinick&asti

testovani.



1. Sowasny stav
1.1. Okghovy a imunitni systém hmyzu

Obk¢hovy systém hmyzu se skladé z tekuté slozky - hemiyl coz je tekutina,
ktera jecira, viskdzni a slamavzluté barvy (Khanna 1964, Jones 1965). Hemolymfa
proudi v &Ini dutine nazvané haemocoel (Haine et al. 2007), jeji prjeudodmirn
metabolismem, pohybem &hetni cévou, ktera udrzuje kontinualni proud hemmdyy
(Tartes et al. 2002). DalSi sloZzkou ¢bbvého systému je sloZzka celularni, ktera
predstavuje i jednu ze sloZzek imunitniho systému risgau (Brayner et al. 2005).
Humoralni slozku imunitniho systému zé&jif antimikrobialni peptidy (Lowenberger
2001), reaktivované volné radikaly dusiku a kysl{klappi et al. 2000) a enzymaticka
kaskada, ktera figobuje regulovatelnou koagulaci k zastaveni pamdéfuta et al.
1996). DalSi vyznamnou obranou proti patagenje schopnost fagocytézy hlavn
u granulocyi (Asgari and Schmidt 2003), dale schopnost ,endapsli coz je
obklopeni cizorodé latky nejprve mikrofilariemi &leé plazmocyty, které vytvd
kapsuly, na kterou poté w@oelektron denzni haemocyty (Chen and Laurence )1985

a v neposledniad ,melanizace“(Asgari and Schmidt 2003).
1.2. Haemocyty

Poprvé byly haemocyty popsany uPediculus humanus Janem
Schwammerdanem v roce 1758 jako takzvané ,bilé rikréunky” (Crosley 1975).
Muzeme je najit uz v embryonalnich stadiich, kde mazodermalni jovod (Dorn
1978). Haemocyty se vyplavuji do hemolymfy z henedjwiych organf, které jsou
sloZzené z iregularnich bék a které se formuji do kedicovitého tvaru retikularni
buiky (Ling 2009, Francois 1975). Po vyplaveni rigeme vylodit, Ze se haemocyty
po uvolréni do olghu dale nediferencujéi nedochazi-li k transformaci na jiny typ
burgk (Berger 2008). Dosud nebylo mnoho napsano o vBgath haemocit které se
vyskytuji viiSi hmyzu, ¥etns jejich paitu u jednotlivych druf, ¢i o jejich ekonomické
duleZitosti. Je to dano hlagmalou velikosti hmyzu, dale naopak velkyntieon druli
hmyzu a s tim i spojenymi malymi hodnotami Wpobureék k identifikaci, které jsou

zavislé na mnozstvi cirkulujici hemolymfy (Castidibal. 2006).



K porovnavani a poté klasifikaci haemacyse v pramenech objevujtizné
zpusoby. Negasgji se vyuziva swtelnd mikroskopie (Araujo et al. 2008, Aladaileh
et al. 2007, Battison et al. 2003, Da Silva et24l00), dale transmisni elektronova
mikroskopie (Berger and Slakiova 2008, Araujo et al. 2008, Brayner et al. 2005)
skenovaci elektronova mikroskopie (Mabhilini and étgjran 2008, Aladaileh et al.
2007) imunofluorescence (Castillo et al. 2006) nebe pouziva iptomnost
monoklonalnich protilatek mAb proti jednotlivym dhim haemocyt (Gardiner and
Strand 1999).

1.3. Klasifikace haemociyt

Klasifikace hmyzich haemoadytbyla pivodré zaloZzena na morfologii, ktera
byla pozorovana pod &telnym a elektronovym mikroskopem. Zatim nebyly sémy
haemocyty u vSech drahtiSe hmyzu, ale bylo rozpoznano zékladnich sedni typ
haemocyi, které jsou nej@nsjsi. Radime sem adipohemocyty, oenocyty, plasmocyty,
granulocyty, koaguocyty, prohemocyty a sferulog@ynha 2009, Lea 1986, Beaulaton
1979, Gupta 1979, Raina 197@&dipohemocyty maji mtiznou velikost, vyznauji se
ovoidnim tvarem s lipidovymi a granularnimi sloZkawmcytoplazng, kde Ize také
zahlédnout drsné endoplazmatické retikulum a Golgkomplex, coZz poukazuje
na syntetickou a sekretorialdinnost buiky (Butt and Shields 1996, Barracco and
Loch1989, Gupta 1979)Granulocyty maji tiznou velikost a tvar. Jadro je malé
a vcytoplazmd se nachazeji stejnotvaré acidofilni inkluzeéktéré inkluze maiji
strukturélni charakteristiky melanosomalnich nebenglanosomalnich plastid
V cytoplazné se také nachazi bohatat shrubého endoplazmatického retikula.
Granulocyty se vyvijeji z plasmodyta jejich celkovy objem v hemolymfije od 30
do 65% (Raina 1976, Akai and Sato 1973, Hagopiati )l @enocyty jsou velké ovalné
buinky, u kterych se mohou v acidofilni cytoplazmryskytovat i d¢ excentricky
uloZena jadra. Cytoplasma je hladka a hyalinni. d0gty se podileji na transportu
lipida skrz svoji biomembranu (Butt and Shields 1996, §Migworth 1988, Locke
1969).Plasmocyty jsou zastoupeny vzdy vice nez 28% z celkovéhoattaphaemocyit
u wetsSiny hmyzu. Maji #iznou velikost a tvar hla¥n na rozhrani cytoplazmy.

Jadro tvei kolem 40-50% biiky, v cytoplazné se nachazeji basofilni granula, hrubé



endoplazmatické retikulum a Golgiho komplex. Plasyty jsou pohyblivé biky
schopné fagocytdzy. Jsou tedy v prvni linii obrgmmpti patogeim a tedy velmi
dulezitou celularni slozkou imunitniho systému. Vyp®ji substance, které apobuji
degranulaci granulocitpii koneiné fazi enkaspulace, a také mohou pomoci svych
specifickych granul fivést granulocyty do apoptdézy (Pech and Strand 20G0na
1976, Gupta 1979Prohemocyty jsou nejmensi hiky v hemolymg. Maji velké jadro

a maly pruh basofilni cytoplazmy. Viiehu mitézy se z nich vyviji plazmocyty
a pravépodobrg i granulocyty. Prohemocyty vSak pochazeji z kmenbvburgk,
ale v odbornych pramenech lze nalézt i tezi, Zdgmwcyty mohou byt kmenovymi
buinkami. Dosud byla dde popsana transformace prohemacyta granulocyty,
plasmocyty a sferulocyty. (Berger and Stkeiva 2008, Yamashita and lwabuchi 2001,
Akai and Sato 1973).Koaguocyty jsou z pravidla malé hiky, které jsou hyalinni,
kiehké a nestalé. JAdro maji relativmalé a excentricky uloZzené (Gupta 1979).
Serulocyty jsou ovoidni biiky obvykle ¥tSi nez prohemocyty, ale mensi nektaré
plasmocyty. V gkterych gipadech jsou sferulocyty zastoupeny okolo 4 %. flgzoma
obsahuje velké acidofilni inkluze. \kterych gipadech se mohou sferulocyty

vyvinout z prohemocyit (Yamashita and Iwabuchi 2001, Ashhurst 1982).
1.4. HaemocytyelediCulicidae

Prohemocyty jsou nejmenSi hiky vyskytujici se v hemolyngf buika miva
kulovity profil s pfimérem 5-8 um. Z celkového ptu haemocyt u rodu Culex
predstavuji 9,3 %. Prohemocyty maji velké, centrdimiséné jadro, které vyplje
témet celou buiku, takZe cytoplasma zaujima jen Uzkou oblast kqlama. Chromatin
je rozptyleny a v &kterych butkach jsou pitomna jadérka. V cytoplazmmizeme
vidét pouze mélo organel, viditelné je hrubé endopldimké retikulum a mitochondrie
(Brayner et al. 2005, Akai and Sato 197%rulocyty jsou ovalné biky o priméru
8-10 um, maji kulaté jadro, které ma kondenzovehsomatin s velkym jadérkem.
Cytoplasma obsahuje organely, jako jsou hrubé dadomtické retikulum
a mitochondrie. Sferulocytyredstavuji 1,6 % z celkového ¢ta haemocylt (Brayner
et al. 2005).Adipohemocyty jsou vzacné, malé a protahlénky velikosti 8-15 um
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na délku. Adipohemocyty obsahuiji kulaté jadro, tiveytoplasmy se nachazeji lipidové
vezikuly, mitochondrie a denzni granula. Tvgouze 0,8% z celkového rozjto
haemocyi (Brayner et al. 2005, Akai and Sato 197@gnocyty maji kulaty tvar, ktery
ma [iblizné 6-13 pm v pitméru, s malym, excentricky uloZzenym jadrem. Cytoplazm
je bohatd na vakuoly, které mohou byt n&p# heterogennim elektrodenznim
materialem nebo naopak mohou byt zcela prazdnétdplaznt se objevuje také
hladké endoplazmatické retikulum a mitochondrie.n@sty tvai kolem 4,6%
z celkového rozp#iu cirkulujicich haemocwt (Brayner et al. 2005, Akai and Sato
1977). Plasmocyty jsou nefastji pozorované biky, predstavuji 43,4% z celkového
poctu. Jsou pozorované dva tygighto burgk, granulované a agranulované plasmocyty.
Tyto buiky jsou velmi polymorfni, mohou mitizné \etenovité tvary, pap maze jit

o buiky kulatého tvaru v gmeéru 6-22 pum. Plazmaticka membrana se vyaj@
znanymi filopoidiemi a pseudopodiemi. &8ina plasmocyt ma pouze jedno jadro,
ale byly také pozorovany bky plasmocyt s dwma jadry. Uvnit cytoplasmy
se nachazi vice protdhlé a kulaté mitochondriepérandoplasmatické retikulum,
Golgiho komplex a vakuoly (Brayner et al. 2005, Akad Sato 1977)Granulocyty
maji kulovity, az wvetenovity tvar v piméru méti 8-13 um v a fedstavuji 40,3%
z celkové populace haemotytPlasmatickh membrana ma nepravidelné pseudopodia
a philopodia na svém povrchu. V cytoplaznsou uloZzené kulaté nebo podlouhlé
mitochondrie, hrubé endoplasmatické retikulum s¥wji ribozomy (Brayner et al.
2005, Akai and Sato 1977).

1.5. Obrazova analyza

Stavajici potencial biotechnologické aplikace obvdz analyzy a systédm
pro zpracovani obrazu jsou jizgzkoumavany. Systémy obrazové analyzy se ukazuji
byt velmi univerzalnim a dinnym néstrojem pomoci pro biotechnologicky vyzkum.
Predpoklada se, Ze systéemy obrazové analyzy budowiawvat rychlejSi a fesrejsi
kvantifikaci mnoha biotechnologickych analyz (Vetlishitz and Ison 1992).
Z&kladni obrazovad analyza siped v nefeni délek, ploch studovanych objéekt
a urkovani histogramm v jednotlivych barevnych prostorech. K zvyrémh

pozorovanych objeltlze také pouZzit barevné separaceimych barevnych prostir
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raizné metody filtrace, bitové operace s jednotlivypniely obrdzku nebo diskrétni
analyzu pomoci tzného stup& Sedi. Ri rutinnim zpracovani je mozné pouzit
programu, ktery nam jednotlivé Upravydla automaticky (Uozumi et al. 1993, Vincent
1993, Protz et al. 1992). Obrazova analyza se &ktaakolika kroki: ziskani obrazu,
segmentace, ¥Bi a vnitni obrazova extrakce r§s klasifikace a interpretace
(Zapotoczny et al. 2008). Obrazovou analyzou sg\zainnoho praci, kde audtaesSi
hlavre technické parametry obrazové analyzy, matematp@metryci softwarove
problémy (de Carvalho et al. 2007, Shelton et @52 Mclnerney et al. 2002, Eilertsen
et al. 1996).

Obrazova analyza se vyuziva jiZkolik let a v mnoha odivich wdy
a vyzkumu - pedevsSim v medicinskych a biologickych ¢tiich. Nagiklad pi spojeni
s ultrazvukem Ize gizené snimky pouZzitim obrazové analyzy vyhodnotiuréit
patologické zminy na Zldniku (Bodziocha and Ogielab 2009), dale se rikégul
obrazové analyzy vyuZziva v neurochirurgii pestavovani celkového obrazu tumoru,
kdy se spojuji obrazoveé technologie fegpokladanym dstem a histologickymi
piedpoklady. Kvantifikuji se faktory, které nejsoiirpo ihned objasiny, jako jsou:
predpokladanyrst, utla&eni okolni tkas ¢i reakce na l&u (Konukoglua et al. 2009).
Obrazové analyzy lze i vyuzitiipsledovani pétu apoptickych bugk Zivocicht
se spojenim s ptokovym citometrem a fislusnym softwarem. Timto postupem lze
dosahnout nezavislych vysledknéreni. Toto je velmi dlezité napiklad @i vyrobé
nékterych produki pouzivanych v medicén kdy dana kultura, kter4 obsahuje velké
mnozZstvi apoptickych bk, miZze byt nepouzitelna, a tim se zvySuje ekonomick& z4
vyrobku (Plasier et al. 1999).

1.6. Biomodely

V dnesdni dob se v biomedicinskych studiich pouzivaji jako biolely prevazr
savci kwli jejich fylogenetické podobnosti dovékem; tyto studie se tykaji novych
lé¢ebnych postujp a testovani bezprosti (Levine et al., 2004). Pokusy nariatéch
jsou pod pravni kontrolou, ktera odrazi kulturrdifické, etické a ekonomické vlivy
daného statu. Pouzivani pokusnychiaiviak narazi néadu edpigi, které musi byt

splreny (Berger 2003, Paiw 1999). Vyvstavaji otazky prav Zat @i jejich pouzivani
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jako biomodelu. Jde o otdzky usmrceni, velikosperti vzhledem k vyzkumu a jiné
(Bekoff et al. 1994). Zatim se neuvaZuje o natirsalv@ a ostatnich obratlovg kteri
pravdépodobré zastanou biomodely zejména ve vyzkumu toxicity na embalni
vyvoj. Hledaji se vSak i jiné biomodelytisi bezobratlych, které by se také daly pouzit
v preklinické ¢asti vyzkumu. V sotasné dob jsou ve vyzkumu v oblasti laboratorni
hematologie, imunologie i toxikologie velmi oblilyeni experimentalnimi Ziv&@chy
praw bezobratli. Toto tvrzeni se opird o skuiast, Ze nejsou nami na chov jako
jiz zminovani obratlovci. Jejich rozmnozZovani a vyvoj nauimoiuji postupovat
ve vyzkumu rychleji a také zde saneé odpada i mnoho etickych problérntBerger
2005). Jednim z nejtSich problém vyuziti hmyzu jako biomodelu je vSak
nedostaténa znalost jejich fyziologickych funkci a hodnot.akl je tomu

i v experimentalni hematologii, kde nejsou zcelazgoumany haemocyty hmyzu
piitomné v hemolym. Byly sice jizZ v mnoha &deckych pracichiiednétem zkoumani,
avSak i pesto nardZzime na ditou nesourodost jak nomenklatury, tak objevenych
haemocyt, ale i ugeni jejich funkci, které rowZ nejsou zcela prozkoumany.
Pripisujeme to porrné vysoké fyziologické strukturni i furki variabilit,
omezenému mnozstvi objemu hemolymfy, pouZiti regadih metod pozorovani, uziti
riznych laboratornich posti technik. Zalezi také na podminkach experimearg
nejsou standardizované (Pech et al. 1994, Strdothimson 1996).

1.7. Nucleolus

Nucleolus neboli jadérko je oblast jadra, kde gwati ribozomy (Hernandez-
Verdun 2004). Poprvé bylo popsano roku 1774 FeticiEontanou ve s¥elném
mikroskopu (Bush a Smetana 1970). Struktura jadémkge byt povaZovana
za morfologické vyjateni své funkni ¢innosti, souvisejici se syntézou preribosomalni
ribonukleové kyseliny. Jadérkorquistavuje i skladovaci prostor pro tyto molekuly,
které se nachazeji v nucleolarnich regionech (Sme2802). SiZejni role jadérka tedy
spaiva v ribozomalni syntéze, ktera byla znama jizroklu 1960, ale az vyzkum
v poslednim desetileti prokdzal implicitni funkcadgrka @B vyrobé mRNA
piekladovych mechanisim Bylo také prokazéno, Ze v jadérku vyzravaji nmatdekuly
RNA, wetre tRNA a snRNA (Hinsby et al., 2006). Velikost jaekrse nize liSit
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v zavislosti na fyziologickycli patologickych stavech (Berger 2008). Jadérka moho
byt klasifikovana podle velikosti a distribuce RN & hlavnich nucleolarnich tyip
Za prve: velka jadérka s relat&movnonerné rozcklenou RNA, kterd izeme nazvat
jako kompaktni. Za druhé: prstétg formovana jadérka s RNA pouze v nukleotarn
perifernicasti s jednim velkym fibrilarnim centrem. A Zatf: mikrojadérka, ktera ki
jejich velikosti neni mozné jasnvidét ve sv¥telném mikroskopu. Mikrojadérka jsou
snadno viditelnd az v kikach, které jsou obarvenéribrem diky reakci s AQNOR

¢i toluidinovou modi (Smetana 2002).
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2. Cile prace

l. Cilem této prace je stanovit morfometrické chkegdstiky vSech druin
haemocyi druhuCulex pipiens pomoci s¥telného mikroskopu a zakladnich barvicich

metod pouZzivanych v laboratorni hematologii.

Il. Owverit vyuzitelnost zakladnich moZznosti obrazové analymro pesrgjsi

rozliSeni haemocytpri rutinnim laboratornim hematologickém vyi&eti.
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3. Material a metody
3.1. Odigr hemolymfy

Hemolymfu jsme odebrali z osuSené lar@ulex pipiens nékolika vpichy
preparéni jehlou po celém povrchu larvy né&stém podloznim skiku. Ihned
po odebrani hemolymfy a odsten larvy jsme zhotovili rozr hemolymfy pomoci
druhého skiika. Rozéry jsme ponechali na suchém &istém mist
do zaschnuti. Poté jsme preparaty bandlinymi barvicimi technikami pro ziskani
potrebnych morfologickych dat. Hemolymfu jsme opakavadebirali deseti az dvaceti

larvam z testovaci skupiny.
3.2. Pappenheimovo panoptické barveni

Toto barveni jsme pouzili jako hlavni barvici metodro utovani
morfologickych charakteristik s pomoci obrazové lana UsuSené preparaty
jsme barvili v May-Grimwalday roztoku po dobu 6 minut, poté jsme oplachovali
3 minuty v destilované veéd Po oplachnuti jsme preparatyemistili do kyvety,
kde jsme si fedem pipravili roztok Giemsy-Romanovského s vodou v gaml:3
a nechali jsme dobarvit po dobu 30 minut. Poté jgmmeparaty oft oplachovali
destilovanou vodou, dokud ngstala odtékat modra barva. Nakonec jsme nechali
obarvené preparaty vainna vzduchu zaschnout. Deb obarvené preparaty maji
fialovou barvu a boky pti mikroskopovani maji zné odstiny fialové od modré
po ¢ervenou. Pappenheimovo panoptické barveni &wbvyuziva v hematologii
k urceni diferencialniho rozgtu leukocyti. Toho jsme také vyuZzili v této préaci,
kdy jsme vyhodnotili diferencialni rozpet haemocyt (DHC= differential haemocyte
count) ve sutelném mikroskopuip zvétSeni objektivu 100x. Diferenciélni rozgei byl

utvaren z minimald 50 spa@itanych busk.
3.3. Barveni toluidinovou mdatidle Smetany

Nejprve jsme si ppravili Mcllvainav pufr o pH 5,0. Rozpustili jsme 10,5 g

kyseliny citronové a 35,8 g hydrogenfoskafanu sodného v 500 ml destilované vody
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a zkontrolovali jsme pH pomoci indik@iho papirku. Poté jsme stipravili pracovni
roztok, jenz byl vytvéen rozpusinim 0,03 g toluidinové mdad Standart v 10 ml
Mcllvainova pufru o pH 5,0. Kordma barvici sis vznikne ngedinim pracovniho
roztoku s Mcllvainovym pufrem v potru 1:50. Preparaty jsme posté@ptarvili
v ¢asovém rozmezi 5 - 30 minut, abychom zjistili o@tim cas pro obarveni buh,
aby nedochazelo k nedostatému obarvenici prebarveni. Po ukaeni barveni
jsme oplachli preparaty Mcllvainovym pufrem. Jakptimalni ¢as jsme vyhodnotili
10 minut, kdy byly biiky dostatén¢ obarvené, ale jeShedoslo k pebarveni. Struktury
obsahujici RNA vetn® jadérek se barvi od modré po fialovou barvu. Pépar
jsme vyhodnotili pomoci stelného mikroskopu ip zvétSeni objektivu 100x s imerzi.
Pomoci této metody jsme vyhodnotifi typy jadérek: kompaktni jadérka (aktivni
haemocyt), prsteita jadérka (reverzibikh klidové stadium) a mikrojadérka
(ireverzibilne klidov4d). Nasled#é jsme zmgfili plochy jadérek a stanovili nukleolarni

index, ktery vyjaduje paet nukleoti na p@et burgk.
3.4. AgNOR

Jako dalSi moznost znazeéni jadérek jsme pouZili barveni dle Howela a Blacka
sttibrem. Nejprve jsme sifpravili dva pracovni roztoky, a to roztok Zelatirkterou
jsme gipravili rozpusénim 2 g Zelatiny p.a. v 100 ml 1% kyseliny mrasierDruhy
pracovni roztok jsme fpravili rozpusénim 2,5 g dusihanu stibrného v 5 mi
destilované vody. (Roztok dusianu stibrného musime uchovavat v tem$ot
jinak dojde k neckhému vyredukovani gbra s¥tlem.) Red samotnym barvenim
jsme oba roztoky smichali v pénu 1:1 a pevrstvili pfipravené preparaty a na 25
minut jsme je umistili do tmy. Nakonec jsme prepamplachli pod tekouci vodou
a ve svislé poloze jsme je nechali ususit. i2ofbarvené preparaty majidaozlutou
barvu. Bhem mikroskopovaniip zvétSeni objektivu 100x jsou ja&rviditelna tmay
zbarvena jadérka. Pomoci této barvici metody jsiidirplochy jadérek a zaznamenali

jejich patet pro vyhodnoceni nukleolarniho indexu.
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3.5. Obrazové analyza

Fotografie pro obrazovou analyzu jsme vyios pomoci CCD kamery
na mikroskopu znky Nicon eclipse 50i s imerznim objektivemé@lujicim 100x.
Obrazovou analyzu jsme provedli v softwaru NIS Edets 2.30 od spoteosti Nicon.
Kazdou fotografii jsme podrobili Gpravami zai@sti, saturaci barev, vybalancovani bilé
barvy a pozadi tak, aby tky na fotografiich byly co nejo®jSi a mohly byt
zpracované pomoci metrickych aplikaci. U kaZzdénklgu obarvené pomoci
Pappenheimovo panoptického barveni jsmeftidimpomoci softwaru plochu hiky
a plochu jadra tak, Ze jsme pomodispusné aplikace kladli &nné body kolem
cytoplazmy a nasle@nkolem jadra, dokud nedoSlo k protnuti prvniho al@dniho
metrického bodu. Software nam poté poskytl Wfamou velikost vyzngené plochy.
Tyto hodnoty jsme si @évé zapsali a dale zpracovali. U hikn obarvenych
toluidinovou modi ¢i AQNOR jsme tento postup opakovali pro ziskani aatelikosti

plochy jadérek.
3.6. Statistika

Ziskané hodnoty velikosti bgk jsme rozdlili podle typu haemocyt
a statisticky zpracovali pomoci oboustranného ttitesa hladig@ vyznamnosti
2a = 0,05. Vysledky jsme uvedli jako velikosti hikna jader + srrodatna odchylka

praméru (tab. 2).
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4. Vysledky
4.1. Morfologie haemocyt

Preparéaty, které jsme obarvili pomoci Pappenheimpaooptického barveni,
jsme prostednictvim s¥telného mikroskopu rozliSili na jednotlivé haemagcyiaseho
biomodelu Culex pipiens do Sesti skupin. Za pouziti popiz dostupné odborné
literatury a naSeho pozorovani jsme tyto haemonytglili na tyto typy: plasmocyty,
granulocyty, prohemocyty, oenocyty, adipohemocytsferulocyty. Morfologie vSech
typt haemocyi nebyla v naSemifpad vzdy stejna, objevovaly sdizné odchylky
ve velikosti jednotlivych typp burék a jejich barvitelnost mezituenymi jedinci

ve skupir také nebyla vzdy totozna.
4.1.1 Plasmocyt

Plasmocyt je nejvice zastoupeny typ haemosyhemolymé& Culexu (obr. 1).
Pro tyto buiky je typicky kulovity tvar a jejich velikost se pgbuje kolem 6-22 pum.
Nékdy se na okrajich bk mohou objevit vybzky piipominajici panozky. Cytoplasma
téchto burk vyplhuje zhruba d¥ tietiny buiky, barvi se sitle mode a neobsahuje
Zadna vyrazna granula. Jadro byva centraloZzené a ma viditetnhrubsSi chromatin,
ktery se barvi sytéervers. Plocha &chto burtk se pohybuje okolo 220 na plocha
jader plasmocyt ma velikost fiblizng 71punf. Zastoupeni plasmodyw diferencialnim

rozpaitu je 41,9 %.

19



Obr. 1.Plasmocyt

4.1.2. Granulocyt

Granulocyt je druhy neéastji zastoupeny haemocyt v hemolyniaSeho
biomodelu (obr. 2). Jedna se onky kulovitého tvaru o velikosti 8-13 um, majici
tmaw mode zbarvenou cytoplasmu s granuly a&tkysi jadro, které je centrén
uloZzené, ale u dkterych bugk miZeme vidt, jak se jadro viceijblizuje k periferii
buiiky. Plocha granulocytarni blly se pohybuje kolem 111 fna plocha jadra tud
priblizng 42 punf. Z celkového rozpau haemocyi tvoii 35 %.
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Obr. 2.Granulocyt

4.1.3. Prohemocyt

Prohemocyty jsou nejmenSiiiky nalezené vifijpravenych preparatech (obr. 3).
Jedna se o liky kulovitého tvaru s typicky velkym jadrem, kteréize gekryvat i cely
povrch buiky. Uzky pruh cytoplasmy kolem jadra maése modrou bravu a je
bez granul. Velikost prohemodyse pohybuje v rozmezi 5-8 um, ploclehto burk
byla nangiena kolem 52 pfn z toho plocha jadra tvbpiiblizng 32 pnf. Z celkového

poctu haemocyt tvori prohemocyty 7,8 %.
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Obr. 3.Prohemocyt

4.1.4. Sferulocyt

Sferulocyt je nejméh zastoupena lilka v celém rozpsiu haemocyt (obr. 4).
Tyto buiky maji ovalny tvar a dosahuiji velikosti kolem 841t. Cytoplasma je stie
modra a obsahuje inkluze. Jadro je velké a certrdbzené. Chromatin se barvi jasnou
cervenou barvou a je hrébuspdadany. Plochaéthto bugk se pohybuje kolem
126 pnf a jadro mé velikostifblizng 47 pnf. Z celkového rozptiu haemocyt tvori
sferulocyty 0,63 %.
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Obr. 4.Sferulocyt

4.1.5. Adipohemocyt

Adipohemocyt ma nejvice specificky tvar ze vSecherhacyfi naSeho
biomodelu (obr. 5). Tyto hiky maji typicky protahly ¥etenovity tvar s centrain
uloZzenym jadrem, které md& hruby chromatin barvieisyt cerveré. Cytoplasma
se barvi sétle mode a niize obsahovat granula. Velikost adipohembag pohybuje
v rozmezi 8-15 um, plochachto burgk byla nangiena kolem 112 pfnz toho plocha
jadra tvdf priblizng 30 pnf. Z celkového p&tu haemocytt tvoii prohemocyty 1,9 %.
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Obr. 5.Adipohemocyt

4.1.6. Oenocyt

Oenocyty pai mezi nej¥étsi buiky, které mizeme najit v hemolynif Culexu
(obr. 6). Jedna se o tiky protahlého ovalného tvaru o velikosti kolem 64113, které
maji tma¥ modrou cytoplasmu s viditelnymi vakuoly, které yspro tuto biiku
typické. Jadro je malé a uloZzendi periferii buiky. Velikost plochy oenocyt
se pohybuje kolem hranice 263 fim plocha jadra tid piiblizng 39 pnf. Oenocyty

tvori z celkového rozpttu haemocytu 2,5 %.
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Obr.6.0enocyt

4.2. Procentualni zastoupeni jednotlivych haemiocyt

Pomocicetnosti jednotlivych hemoaytv pozorovanych preparatech jsmeilir
diferencialni rozpeet (obr. 7). Zjistili jsme, Ze nejvice jsou v henmalg C. pipiens
zastoupeny plasmocyty (41,9 + 2,4%), déle grantjo€$5 *+ 5,1%), prohemocyty
(7,8 + 1,4%), adipohemocyty (1,9 £ 1,2%), oenocy®5 + 0,5%) a nejmeén

zastoupené jsou sferulocyty (0,63 + 0,5%).
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Obr. 7.Relativni poéet jednotlivych typa haemocyf

4.3. Barveni jadérek toluidinovou midé AQNOR

Po obarveni prepatétoluidinovou modii jsme byli schopni rozeznait druhy
jadérek. Kompaktni jadérko, které se vyama celistvyym povrchem a dobrou
zretelnosti, jeho? velikost dosahujeam&rng 0,83 + 0,167 pfm Druhym typem je
jadérko prstetité, které, jak ndzev napovida, ma tvar prstensteRita jadérka jsou
velikd ptmerné 1,7 + 0,336 prh a jsou doke Zetelnd. Poslednim typem jsou
mikrojadérka, kterd maji nejmensSi velikost a nejsddy Zetelrg viditelna. Jejich
velikost se pohybuje pmérné mezi hodnotami 0,33 + 0,076 inDale jsme porovnali
velikosti jadérek v zavislosti na typu haemocytw t@to studie jsme zahrnuli vSechny
typy, kronmt sferulocyti, které se vyskytly v malém mnoZstvi, a proto sinim
ve vysledcich neni dale githno (tab. 1). ResrEjSi hodnoty o velikosti hmoty jadérek
nam poskytuje barveni AgNOR, které zachycuje sppk@fkyselé proteiny v oblasti
nuklearnich organizatdor (NORs). Pimérna velikost takto obarvenych jadérek je
1,56 + 0,468 pm Také jsme uiili nuklearni péet, ktery udava piet jadérek na piet
burgk s vysledkem 0,995 + 0,069 jadérek na jedntikbu
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Obr. 8.Kompaktni jadérko

Obr. 9.Prsterxité jadérko
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Obr. 10.Mikrojadérko

Obr. 11.Jadérko obarvené AQNOR
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Tab. 1.Velikost jadérek u jednotlivych typa haemocyf

haemocyt Velikost jadérka (1fin
plasmocyt 1,74 £0,061*
granulocyt 0,87 £ 0,059
prohemocyt 1,58 + 0,089
adipohemocyt 0,76 = 0,079
oenocyt 1,67 £0,325

* pramér +SEM
4.4. Morfometrické charakteristiky haemoiyt

Obarvené preparaty Pappenheimovo panoptickym benvgame podrobili
obrazové analyze, kde jsme se 2#linna velikost bugk a jader (tab. 2). zjistili jsme,
Ze nejetSi velikost buky maji eonocyty, zatimco nejmensi velikost jsmengidi
u prohemocylt. Nejwtsi velikost jadra maji plasmocyty, které jsou jvite zastoupeny
v diferencialnim rozp&tu. Naopak nejmensSi velikost jadra maji tvarawvetypické
adipohemocyty. NeptSi pongr velikosti jadra a bitky nalezneme u oenodytkteré
tudiz obsahuji nejtSi mnozstvi cytoplasmy v hae, naproti tomu nejmensi pém
maji prohemocyty. Tato skuteost je dobe vidt ve sw¥telném mikroskopu; hika ma
pouze maly okraj cytoplasmy kolem svého jadra. Oalaee zjistili pomoci t-testu
na hladig vyznamnosti 2= 0,05, Ze plasmocyty, prohemocyty a eonocyty jsou
statisticky vyznam& odliSné od soubdr vSech tyf haemocyi, naproti tomu
granulocyty, adipohemocyty a sferulocyty jsou statky vyznams odliSné pouze

od souboit prve jmenovanych, ale nejsou statisticky vyznamaliSné mezi sebou.
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Tab. 2.Velikost bunék a jader u jednotlivych typa haemocyf

. : . povrch
haemocyt velikost hiky (pnr) velikost jadra (1) buitky/povrch jadra
plasmocyty 220,89 +5,652™%%® 71 62 + 1,537* 3,10 + 0,059*
granulocyty 111,44 + 2,412 42,50 + 1,053 2,67 + 0,059
prohemocyty 52,20 + 1,340 %% 32,83 +0,899 1,60 + 0.017
adipohemcyty 112,97 + 6,692 30,93 + 2,149 3,75+0,164
oenocyty 263,59 + 14,574>¢% 39,39 + 2,284 6,86 + 0,388
sferulocyty 126,57 + 1,755 47,20 +£ 1,245 2,68 + 0,034

a statisticky vyznamné ve srovnani gtyglasmocyt

b statisticky vyznamné ve srovnani gfyogranulocyi

c statisticky vyznamné ve srovnani sfygprohemocyi

d statisticky vyznamné ve srovnani £fycadipohemocyi
e statisticky vyznamné ve srovnani styaeonocyt

f statisticky vyznamné ve srovnani stposferulocyi

* pramér + SEM
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5. Diskuze

5.1. Odir hemolymfy

Zatim se v odborné literdatl neobjevila univerzalni technika standardniho
odkeéru hemolymfy u larvalniho stadia rodGulex. Nalezli jsme pouze postupy,
kdy hemolymfa byla odebrana po distni sosdku dosgfEeho jedince za pomoci
zchlazené anestezie (Castillo et al. 2006). Dazeny postup spival v oplachnuti
larvy v PBS a imobilizované na ledu po dobu 1-2 uhinPoté se larva probodla
s antikoagulenim ¢inidlem II. (Brayner et al. 2005). ZjednoduSenouiaatou je pouze
oplachnuti larvy destilovanou vodou, imobilizace tedu a rozstzenim trupu
mikronizkami (Silva et al. 2002). Dale byl popsan i postkgly se do larvy koméara
vpravilo pomoci jehly 8-10 pl roztoku sloZzeného 46 Schneiderova media, 10%
fetalniho ho¥ziho séra a 30% citratového pufru. Ziskano bylo120ul Zedné
hemolymfy, ale vysledky dosly pouze kectyfem zmapovanym tymm haemocyt
(Castillo et al. 2006). Kzeme tedy fedpokladat, Ze tato technika nejspiSe nebude
vhodna pro zachyceni vSech typaemocyi. Co se tye metody zchlazeni, je podle
naseho nazoru pro nas e@dihemolymfy z larvyCulexu pipiens nepotebnda, protoze
larvu Ize znehybnit na podloznim sii pouhym osuSenim vody, ve které jsou larvy
pied odiErem chovany, a za naSich laboratornich podminebytey tato technikactko
dostupna a proveditelna.

Podle naSeho nazoru p&awnestandardizace o&ln z divodu velikosti
a nestandardniho mnozZstvi odebrané hemolymfZukex pipiens by mohla byt
nejvetSim problémem pro uvedeni naSeho biomodelu ddipiehé ¢asti testovani.

5.2. Klasifikace haemocyta diferencialni peet

Ke klasifikaci haemocyt jsme pouzili swtelnou mikroskopii doplénou
Pappenheimovym panoptickym barvenim, které nam vdbarstrukturu bugk
v odstinech barev odervené po modrou. Toto barveni nam bylo velmi napom

pii klasifikaci, protoze zné typy haemocytpo obarveni ziskalyizné odstiny jader
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a cytoplasmy, i kdyZ jsme se setkali iagmymi odstiny jadra a cytoplasmy stejnych
typti haemocyi u stejného preparatu, coz mohlo to bytikapené tiznym mnozstvim
hemolymfy v daném mi&tpreparatu, kdy se barvivo nemohlo $ldostat k bitkam.
Rozdily v barvitelnosti jsme zpozorovali iipporovnani vice preparatmezi sebou,
ale tyto rozdily nebyly az tak vyrazné, abychom ifisoudili velky vyznam.

Porovnali jsme vSechny typy haemacytodu Culex s popisy v odborné
literature.

Adipohemocyty maji dle popisriznou velikost, kdy se hiky vyzna&uji
ovoidnim tvarem s lipidovymi a granularnimi sloZkamcytoplazné a lIze také
zahlédnout drsné endoplazmatické retikulum a Golgkomplex, coz poukazuje
na syntetickou a sekretorialdinnost buiky (Butt and Shields 1996, Barracco and
Loch1989, Gupta 1979). Tento popis je podle nag&tmmru velmi dostaljici, pouze
bychom doplnili na zakladpozorovani, Ze hiky mohou mit vybzky na obou koncich.
Pfi pozorovani jsme si povSimli i vyraznych granulphbZel nemiZzeme pomoci
panoptického barveni dokazat, zda se jedna o lipidy

Granulocyty maji dle autdrRaina, Akaia a Hagopiana (Raina 1976, Akai and
Sato 1973, Hagopian 1971%iznou velikost a tvar. JAdro je malé a v cytoplazm
se nachazeji stejnotvaré acidofilni inkluze.¢ktéré inkluze maji strukturalni
charakteristiky melanosomalnich nebo premelanosuctal plastid. V cytoplazng
se také nachazi bohat& krubého endoplazmatického retikula. Granulocyty\sadjeji
z plasmocyt a jejich celkovy objem v hemolyfje od 30 do 65%. #® naSem
pozorovani jsme opravdu narazili na granulocyizngch velikosti, tento jev se nam
vSak nejevil tak vyznamny, abychom je réldd do vice skupin. Mizeme souhlasit,
Ze v plasm se vyskytuji acidofilni inkluze, které se banii panoptickém barveni
tmaw mode. BohuZel bohatou t5i hrubého endoplasmatického retikula
jsme ve swtelném mikroskopu, kili malé rozliSovaci schopnosti, neélin Sanci
zahlédnout. Celkové zastoupeni granuldcytnaSich vysledcich se shoduje s vySe
uvedenymi pracemi.

Oenocyty jsou dle popisv pracich Butta, Wiggleswortha a Locka (Butt and
Shields 1996, Wigglesworth 1988, Locke 1969) velkélné buky, u kterych
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se mohou v acidofilni cytoplazmmachazet i dvexcentricky uloZena jadra. Cytoplasma
je hladka a hyalinni. Oenocyty se podileji na tpanti lipidi skrz svoji biomembranu.
Béhem naSeho pozorovani jsme nenarazili na zadnycgenktery by nél dvé jadra,

Cili stimto popisem nefizeme souhlasit. E#eme pouze souhlasit s ovalnym tvarem
a excentricky uloZzenym jadrem; pro tytorlBy jsme jako charakteristicky znak pouZili
piitomnost vakuol a velikost jadra pro jejiciteni.

Plasmocyty dle popis jsou zastoupeny vzdy ve vice nez 28% z celkového
rozpaitu haemocyt u vétSiny hmyzu. Maiji iznou velikost a tvar hlavnna rozhrani
cytoplazmy. Jadro tud kolem 40-50% biky, v cytoplazrné se nachazeji basofilni
granula, hrubé endoplazmatickeé retikulum a Goldibmplex (Pech and Strand 2000,
Raina 1976, Gupta 1979). S takto uvedenym popiseiiieme souhlasit, pouze
piitomnost basofilnich granul nebyla vzdy éelviditelna a u &terych bugk nebyla
granula pitomna. D&le jsme @ nentli moZnost vidgt hrubé endoplasmatické
retikulum a Golgiho komplex, které &eln& mikroskopie nezachyti.

Prohemocytysou dle autar Yamashita a Akaie (Yamashita and Iwabuchi 2001,
Akai and Sato 1973) nejmenSiiy v hemolymé. Maji velké jadro a maly pruh
basofilni cytoplazmy. V gibéhu mitdzy se z nich vyviji plazmocyty a prapoddobré
i granulocyty. Mizeme pouze dodat, Ze uUzky pruh cytoplasmy se barvi
dle panoptického barveni tmavmode. Nalezli jsme také prohemoctyiznych
velikosti, ale tyto rozdily nebyly velmi vyraznéopo jsme se nerozhodli tuto skupinu
dale dlit. Vyskyt velikostnich variant rive sice podpidt tezi, Ze z prohemocit
se pravédpodobr vyvijeji plasmocyty a granulocyty, ale neni ténpy dikaz.

Koaguocyty jsou dle publikace Gupty (Gupta 1974®paxidla malé biky, které
jsou hyalinni, kehké a nestalé. Jadro maji relativmalé a excentricky uloZzené. Podle
tohoto popisu jsme nebyli schopnic¢itly zda tyto biiky nebyly girazeny nagiklad
k prohemocyim, ale diky pedpoklddané nestélosti séiheme domnivat, Ze tyto tiky
jsme nendli Sanci v preparatech zahlédnout.

Sferulocyty jsou dle popié ovoidni buiky obvykle WtSi nez prohemocyty,
ale mensi nezé&které plasmocyty. V&kterych gipadech jsou sferulocyty zastoupeny
okolo 4 %. Cytoplazma obsahuje velké acidofilnilirzle. V reékterych gipadech
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se mohou sferulocyty vyvinout z prohemacy{Yamashita and Iwabuchi 2001,
Ashhurst 1982). Tento popis se $lshoduje s popisem sferulo@ybami objevenych,
pouze jejich celkové zastoupeni v diferencialnimpatu u naseho biomodelu bylo
kolem 1%.

U fadu Culex bylo tedy rozliSeno 6 typhemocyt podle klasifikace nalezené
v publikacich Gupty (Gupta 1979) a Braynera (Brayeteal. 2005): plazmatocyty (PL),
granulocyty (GR), prohemocyty (PR), adipohemocytpD), oenocyty (OE)
a sferulocyty (SF). 2koliv byly bunky dolre vidkt ve swtelném mikroskopu, byl
v nékterych gipadech celkem velky problém sprévodlisit nekteré typy haemocit
Nejcastji bylo obtizné rozliSit granulocyty od plasmogyti kdyZz plasmocyty jsou
vétsi, mohli jsme nalézt i granulocyty podobné veditkoplasmocyi. Jedinym
rozliSovacim znakem mezi nimi byl odstin cytoplasiglikoz granula nebyla vzdy
zietelna. Museli jsme vSak porovnat vice &urv preparatu, abychom si byli jisti,
Ze i odstin souhlasi s danym typem haemiocB@le bylo obtizné rozliSit oenocyty
a sferulocyty. Kuli jejich malému zastoupeni v hemolyimjsme néli pouze malou
moznost je mezi sebou porovnat. Hlavnim rozpozriavamakem se stala velikost
a ulozeni jadra v hice, jelikoz bylo velmi snadné za&nit vakuoly s inkluzemi, které
se v buikdch nachézi. Nejsnaze jsme rozdiferencovali prologty a adipohemocyty
diky jejich typickému tvaru. Prohemocyty jsou nejidebuky, které lze v preparatu
nalézt, a velikost jejich jadra, které zaujima vimZ 2/3 biky, je velmi specificka,
stejre jako velice specifické vyiiky a wetenovity tvar u adipohemodyt Vybézky
nékdy dosahuji velké vzdalenosti odiky, ale mohou byt i velmi malé. Zasadnim
znakem ale ustava wetenovity tvar, ktery maji vSechny adipohemocytyzkeni
jednotlivych tygi haemocyi nam u ®kterych prepardt ztizil fakt, Ze jsme nejspiSe
pii odbiru hemolymfy aktivovali sraZzeci kaskadu ugpbujici shluk buk
sporadicky a pro srovnavaci analyzu byly pouZigparaty, kde se tento jev neprojevil.

P¥i porovnani diferencialniho rozpi s Udaji v dostupné literaey z nichz
se naSe vysledky nejviceilpizily praci Braynera (Brayner et al. 2005), jsmenasli
veliké rozdily. Nami ziskany diferenciélni rozed PL (41,9 * 2,4%), GR (35 £ 5,1%),
PR (7,8 £+ 1,4%), AD (1,9 + 1,2%), OE (2,5 + 0,5%) S* (0,63 + 0,5%)
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se i porovnani s vysledky Braynera PL (43.4%), GR 3%0), PR (9.3%), AD (0.8%),
OE (4.6%) a SF (1.6%) liSi vyznagpouze u p&tu oenocyi, kdy rozdil @i horni
hranici je 1,6% . NlZeme si ale povSimnout, Ze ostatni vysledky od@vib hranice
0,2% ¢i se zcela shoduji s porovnavanymi vysledkyiaziime tedy fedpokladat,
Ze diferencialni rozpmt heamocyt u roduCulex je pongrné stély.

5.3. Barveni jadérek pomoci toluidinové nical AQNOR

Jelikoz dosud nebyla publikovana Zadna praceakisr zvéejnila vysledky
velikosti jadérek utiznych tymi haemocyi rodu Culex, nenabizi se ndm tedy moznost
vzajemného srovnani. e to byt zaficinéno tim, Ze velikost jadérka nebyla
povazovana za signifikantni morfometricky znak, rktdoy mohl byt napomocny

k rozliSeni haemocytu naSeho biomodelu.
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6. Zawr
I. Rozlisili jsme Sest druh haemocyi: granulocyty, prohemocyty, sferulocyty,
plasmocyty, adipohemocyty a enocyty.

[I. Obrazovou analyzou jsme vytkid morfometricky profil kazdého typu haemocytu:
popsali jsme vyznamné rozdily mezi velikosti probegtu, plasmocytu a oenocytu.
Obrazova analyza se zda byt velmi napomocnou metpilagozliSovani fiznych tym
haemocyt, ale hodnocené morfometrické Udaje nejsou Bagta pro diferenciaci

vSech buscnych typi bez hodnoceni kvalitativnich charakteristik.

[ll. Na zaklad velikosti jadérek jsme rozili haemocyty na dalSi dvvyznamné

skupiny.

IV. Pro posouzeni fipadné moznosti pouzivat haemocyty. pipiens
v hematotoxikologii bude jeSpotrebné vyesit otazku standardizace jejich ¢db
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