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1. Uvod

Histologie je védni disciplina zabyvajici se mikrostrukturou zivocisnych 1 rostlinnych
tkdni a jejich zménami. V SirSim pfesahu muzeme histologii pojmenovat jako anatomii
bunék a tkani (Gartner a Hiatt, 2007). Obecné se zde jedna o mikroskopické vySetfovani
velmi tenkych platkil tkan¢ fixovanych v médiu (nejcastéji parafinu). Pfed samotnym
zalitim do média projde vzorek mnoha chemickymi latkami, které bud’ zastavi samovolné
procesy V buinice, nebo piispéji k zprithlednéni ¢i lepSimu zpracovani daného vzorku
tkan¢. Pfedmétem histologického vySetfeni mohou byt vSechny typy tkani téla
zkoumaného organismu. Zpracovani jednotlivych tkani se pak v zévislosti na jejich
anatomickych a chemickych specifikacich muze liSit (Junqueira a kol., 1997; Vacek,
1996).

Histologie je v posuzovani otrav ryb nebo rakl silnym a velmi ¢asto pouZivanym
nastrojem na odhaleni miry poSkozeni vySetfovanych tkani vystavenych rozlicnym
chemikaliim a chovnym reZzimim. Cely proces lze rozd¢lit na n€kolik krokt, kterym se
prace vénuje v prvni casti prace a podrobné&ji popisuje spravné metody vedouci
k vytvoteni kvalitniho a interpretovatelného vzorku. Podrobnéji se zabyva procesem
fixace, odvapnéni, odvodnéni, zalévani do média, krajeni, barveni a montovani.
Popisované metody jsou vyuzity pii tvorbé vlastnich preparati a jejich vyhodnocovani
v experimentalni ¢asti prace. Hlavnim cilem této prace je pfiblizit proces spravného
zpracovani vzorkli raka a nasledné klasifikovat bunéné zmény ve zpracovavanych
vzorcich.

Jelikoz se u rakt velmi ¢asto vySetfuji hepatopankreas a Zabry, niZe je popsana jejich
anatomicka a fyziologicka funkce. Popis a pochopeni jejich struktury pomaha pochopit
bunécné zmeény zpisobené vystavenim organismu chemickym latkdm. Vzavérecné Casti
reSerSe se prace vénuje typickym patologickym zménam obou zminénych organi
zpusobenych rozli¢nymi latkami (nebo jejich smésmi), které se mohou potencionalné
vyskytovat v nasich povrchovych vodach.

2. Histologické zpracovani tkani raka
2.1. Fixace

Po smrti celého organismu dochazi vinou pferuseni zasobovani tkani kyslikem, ATP a
minerdly k posmrtnym zménam. Tyto zmény nenastdvaji okamzité. VétSina bunék
vykonavé dale svoji funkci, dokud nejsou kviili nedostatku chemického substratu pro své
reakce pfinuceny pfejit na jiné reakce napf. z aerobniho spalovani na anaerobni.
V bunkéch pak pozorujeme bunécnou dezorganizaci a poruchu bunééného metabolismu.
V Cinnosti ale bohuZzel ziistdvaji nativni proteolytické enzymy, a proto zde dochézi
K procesu autolyzytj. posmrtnému samonatraveni (Vacek, 1988; Jirkovska, 2006).

Tento proces je jednim z rizik pfi odbéru vzorku na histologické zpracovani. Aby
nedochazelo k posmrtnym zménam, je nutné vzorek co nejdiive zafixovat tj. zbavit
veskeré enzymy a bunécéné soucasti jejich piirozené funkce (mizeme zde hovofit o
denaturaci vzorku). Hlavnim divodem fixace je tedy zachovat strukturu bunék a potazmo
tkdni ve stavu co nejpodobnéjSimu tomu, v némz se vyskytuji v zivém organismu. Nema
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tedy smysl odebirat vzorky zrozkladajicich se Zivoéichi, ale pouze z bezprostiedné
usmrcenych nebo uhynulych organismu (Junqueira, 1997). V histologické praxi jsou
uzivany dvé hlavni cesty fixace vzorkl, a to zejména chemicka a okrajové i1 fyzikalni
(Hopwood, 1969).

2.1.1. Chemicka fixace a typy pouzivanych fixativ

Fixace je provadéna ponofenim vzorka tkani do roztoku (Cinidel) a je zavisla na
mnoha faktorech. Diulezitymi vlastnostmi kazdého c¢inidla musi byt vysoka rychlost
prostoupeni ¢inidla do odebraného materialu. Na rychlost prostoupeni ¢inidla ma vliv
velikost vzorku, ale obecné se ¢asové rozmezi fixace pohybuje v zavislosti na pouzitém
fixativu od 12 do 48 hodin. Fixa¢ni ¢inidlo nesmi ovliviiovat vysledky barveni
Vv pozd¢jsich fazich tvorby preparatu a jeho nativni buné¢nou stavbu (Junqueira, 1997).

Mezi faktory ovliviiujici proces fixace patii i pH, pficemz fixace je nejucinnéjsi pii
neutrdlnim pH vrozmezi mezi 6-8. Kyselé pH pak podporuje tvorbu formalinovo-
hemového pigmentu, ktery se projevuje jako ¢erné polarizovatelnd usazenina v tkani a je
tudiz nezddouci. Z tohoto divodu je roztok pro fixaci pufrovan (tj. je do n¢ho ptidan
tlumivy roztok zajist'ujici konstantni pH v prub¢hu fixace). Dal$im faktorem je objem
pouzitého fixativa. Literatura popisuje pouziti vy$siho mnozstvi fixativa, a to v poméru
50:1 (Habrova, 1986), popiipadé 20-50:1 (Vacek, 1988).

Velmi dilezita je i teplota, pfi niz je vzorek uchovavan po dobu prostupovani ¢inidla
tkanémi. V nékterych piipadech se doporucuje fixovat vzorky pii teploté 4-6°C v lednici.
Zpomali se sice proces fixace, ale zadroven se zpomaluji autolytické déje (Jirovec, 1958).
Obecné proto muzeme Fici, Ze s rostouci teplotou se rychlost fixace zvySuje. Dle
Perracia a Mitlera (1972) je pro vlastni fixaci idealni postupné zvySovani teploty od cca
4°C .

K dispozici je velké mnoZstvi fixacnich latek, bohuzZel Z4dna z nich nedokéaze splnit
vSechny poZadavky. Pii vybéru Spatného fixativa pak hrozi tvorba artefakti, Spatné
prostoupeni tkani nebo jsou to latky nebezpecné ¢loveku a jeho zdravi (Habrova, 1986)

Piehled roztokii pouZivanych k fixaci vzorkii urcenych pro histologické zpracovani

Etanol-Pro fixaci se pouziva v koncentraci vyssi nez 70% (Jirovec, 1958). Pti dlouhodobé
fixaci v etanolu se snizuje barvitelnost tkani a smrst'uji se jemné bunécné struktury, a
proto se v dnes$ni dobé¢ jiz pfiliS nevyuziva. Pokud ano, tak se uziva jako denaturovany
etanol s piimési benzenu nebo benzinu. (Cizkova, 2018).

Formaldehyd (jeho 37-40% vodné roztoky jsou uvadéné pod nazvem formalin nebo
formol)-Je jednim z nejCastéji pouzivanych fixativ. Pouziva se v koncentraci okolo 4%.
Jeho pronikani do vzorku je pomémné rychlé a to mezi 24-44 hodinami v zavislosti na
velikosti vzorku (Vacek, 1988).

Davidson- Preferované ¢inidlo slozené z ledové kyseliny octové (115ml), formalinu
(220ml), 95% etanolu (330ml) a destilované vody (335ml). Davidson by mél byt
nahrazen po 24-72 hodinach 70% etanolem. Optimalni doba fixace se pohybuje mezi 24-
48hodinami. Nasledné¢ mize byt vzorek skladovan bud’ v 70% etanolu, nebo v roztoku
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Davidsona, do n€hoz nebyla pfidana kyselina octova. Optimalni sila tkdné¢ by se méla
pohybovat mezi 4-5mm. Jedna se o preferované cinidlo pro fixaci rakd, nebot ma
odvapnovaci uc¢inky (Shaw a Battle, 1957).

Bouin (Bouiniv roztok)- Je roztok zluté barvy a je jednim z nejuzivangjSich fixa¢nich
tekutin. Jednd se o smés kyseliny pikrové, vodného roztoku formolu, kyseliny octové a
vody. Tento roztok velmi dobfe pronika do vzorki, pficemz doba fixace se pohybuje
v rozmezi 0d 8 do 24hodin (Vacek, 1988) piipadné od nékolika do 18hodin (Bancroft a
Stevens, 1996). Nehodi se pro fixaci krevnatych orgéni, nebot’ krev ufinkem Bouina
hemolyzuje a stava se z ni tvrdd hmota znesnadiujici krajeni na mikrotomu. Vypird se
v80 % etanolu (Vacek, 1988).Bouiniv roztok se sklada ze saturovaného vodného
roztoku kyseliny pikrové (75ml), 25ml 40% formaldehydu a 5 ml ledové kyseliny octové
(Bancroft a Stevens, 1996).

Hellyho roztok (Zenkerova tekutina)- Sklada se z950ml destilované vody, 25g
dichromanu draselného, 50g chloridu rtutnatého a 50g ledové kyseliny octové. Jako
jedno z mala fixativ neobsahuje formaldehyd. Velmi dobie stabilizuje proteiny a
fosfolipidy, bohuzel v§ak hydrolyzuje DNA (Bancroft-Stevens, 1996).

Bakerova tekutina- Bakerova tekutina se sklada z formolu, vody a chloridu vapenatého.
Jedna se o tekutinu nerozpoustéjici tuky, a proto se hodi na prikaz lipida (Vacek, 1988).

Pasteelova tekutina- Je vhodna pro tkané ur¢ené k prikazu polysacharidu. Fixuje vzorky
v rozsahu 4-24hodin. Nasledné je tkan prevedena do bezvodého etanolu (Cizkova, 2018).

Existuje jesté nespocet dalSich fixativ, ktera se v§ak nevyuzivaji rutinné, a proto ve vyse
uvedeném vyctu chybi.

Obrdzek I- vievo: Bouiniiv roztok s jiz umisténym vzorkem v kazeté v pribéhu fixace.;uprostied: Cisty
Bouin v zasobnim kanystru.; vpravo. Vzorky v kazetach umisténé v roztoku formaldehydu (foto: V. Kucera).
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2.1.2. Fyzikalni fixace a jeji metody

M¢éné Casto uzivand cesta pro fixaci vzorkii. Hlavnim principem je zde ovlivnéni
transportnich funkci vody pro enzymy. Jelikoz nejsou tyto metody vyuzivany pii fixaci
vzorktl raka, nebudeme se jimi piili§ podrobn¢ zabyvat. Nize jsou uvedeny pouze nékteré
postupy vyuzivané v histologii.

Freezing drying

Freezing drying je draha metoda kombinujici prudké zmrazeni a plsobeni vakua.
Pouziva se pii prukazu citlivych latek, jako jsou napt. enzymy. Malé kousky tkané se pfi
této metodé zmrazi na -60 ° C a soucasné vysusi ve vakuu (Pearse, 1980).

Hluboké zmrazeni

Fixace hlubokym zmrazenim je provadéna pouzitim tekutého dusiku pii teploté
-196°C. Zabrani se tak krystalizaci vody a naslednému potrhani bun¢k krystaly. Pouziva
se Vv histochemii nebo cytochemii (Habrova, 1986).

Fixace suchym teplem

Fixace suchym teplem je témét vyhradné bakteriologickd metoda, pfi niz se fixuje
natér n¢kolikerym protazenim podlozniho sklicka plamenem Bunsenova hotaku (Vacek,
1988).

2.2. Odvapnéni

Odvapnéni (dekalcifikace) je proces, pii némz jsou nerozpustné vapenaté soli
obsazené v tkani prevedeny do roztoku (Vacek, 1988).

Tento krok je zeyména u zpracovavani raka velmi dilezity, nebot’ rak uklada dostupné
minerdly 1 do hepatopankreatu. Tvoii si tim dal§i zdsobarnu mineralnich latek nutnych
k rekalcifikaci krunyie ve fazi postecdysis tj. obdobi po vyméné krunyte (Kozak, 2013).

Samotné odvapnéni se provadi pomoci kyselin jako je naptiklad 5% kyselina dusi¢na,
5% kyselina trichloroctovd a 22-23% kyselina mraven¢i nebo za pomoci
komplexotvarnych slou€enin jako jsou EDTA (etylendiamintetraoctova kyselina). Proces
dekalcifikace je zavisly na typu roztoku a velikosti dekalcifikovaného vzorku a pohybuje
se v rozmezi od nékolika hodin po n¢kolik dni. Po vyjmuti z odvapnovaciho roztoku je
tieba vzorek dikladné oplachnout v Cisté vodé a nasledné uchovat az do dalsi procedury
v 70% etanolu (Vacek, 1988).

Rychlost dekalcifikace je mozné zvysit i1 elektrickym proudem. Podle autort jsou ionty
Ca?" uvoliiovany z tkané efektivnéji v pfitomnosti elektrického proud (Ducey a Shippy,
1950; Scheliga, 1952).
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2.3. Odvodnéni

Cely proces odvodnéni (dehydratace) je provadén fadou etanolovych lazni
s vzestupnou koncentraci. Postupné zvySovani koncentrace namisto pfimého ponoteni do
100% etanolu je provadéno jako prevence pred smrsténim tkané (Vacek, 1988).

V dneSni dobé existuji pfistroje tzv. tkanové procesory, které jsou schopny pfi
nastaveni programu automaticky pfesouvat vzorky mezi jednotlivymi koncentracemi a
tim dosahnout perfektniho odvodnéni. Vétsinou se zacina tkan odvodiiovat v etanolu o
koncentraci 70% a postupné se pies 80% a 96% dostaneme az k 100 % etanolu. Pfistroje
tohoto typu vétSinou pracuji s péti nadobami rozdilnych koncentraci a S vyssi teplotou.
V extrémnich pfipadech (mald velikost vzorku, urgentni vysetfeni) je mozné dobu
procesovani tkan¢ zkratit az na 2hodiny. V tomto piipad¢ vstupuje do hry 1 pouziti vakua
a rovnéz alkoholova fada se lisi svymi koncentracemi (Bancroft a Stevens, 1996).

Stejné jako u vSech piedchozich kroki je doba odvodnéni zavisla na velikosti vzorku,
tj. 1cm® odpovida 2-4h v 70% etanolu, 2-6h v 80% etanolu, 4-6h v 96% etanolu a
tiikrat1-4h v 100%etanolu. Dohromady proces trva kolem 20-24hodin (Jirkovska, 2006).

2.4. Prosyceni tkané¢ rozpoustédlem a zaliti do média
2.4.1. Xylen a parafin/ etanol-ether a celodiin

Pfed zalitim vzorku do parafinu je potfeba odstranit ptebyte¢ny etanol. Ten by pfi
zbytkovém podilu v tkdni mohl vytvofit tvrdsi, Spatné zpracovatelnou hmotu. Pro tyto
ucely se vyuzivaxylen, ktery je nésledné¢ odpafen rozpuSténym parafinem. Prosyceni
parafinem pfi teploté¢ 58-60°C odpaii a nahradi veskery xylen ve vzorku. Tento krok je
také n€kdy popisovan jako ,,projasnéni“. Parafin je zde uZivan i pro zpevnéni tkang€ pro
Vv samostatné miizkové kazeté (Junqueira, 1997).

Zalévani do formicek se provadi v termostatu, kde se zjednodusen¢ jedna o nahiivany
zasobnik na rozpustény parafin, vyhifivané nadoby na formicky a chlazenou plochu pro
fixaci vzorku v pozadované poloze. Tento proces muze byt provadén jak manualné, tak i
automaticky naptiklad v zalévaci lince (Bancroft a Stevens, 1996). Zde je automaticky
vpoustén parafin do vybranych formicek. Oproti starému systému tvorby papirovych
formicek a jejich tvarovani a ofezdvani (Vacek, 1988) je zde uSetfeno velké mnozstvi
¢asu a manualni lidské prace.

Pti pouziti celoidinu tj. nitratu celuldzy je misto xylenu vzorek prosycen etanol-
etherem po dobu 6-8 hodin. Tento postup je vyuZzivan ptedev§im pii tvorbé preparati
z tvrdsSich tkéani. Postup prosyceni spociva v postupném ponoteni tkan¢ do vzestupné fady
koncentraci celoidinu. Zacina se na 2% a postupuje se pies 4%, 8% a finaln¢ 10%
koncentraci celoidinu (Lauschova a kol., 2007).

Nasledné je vzorek zalit 10% celoidinem (Cizkova, 2018) a pies exikétor, kde jsou
odpafeny pary etanol-eteru pomoci listu papiru nebo filtracniho papiru, vysusen do
konzistence mékké gumy. Takovyto blok je odfiznut a ponechan delSi dobu na vzduchu,
aby jesté vice ztuhnul. Findln€ je blok vytvrzen ponofenim do etanolu o koncentraci
75-80% po dobu 24 hodin. Nasledné je v etanolu ponechan aZz do krajeni na mikrotomu.
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Nevyhodou zalévani do celoidinu je dlouh4a doba piipravy preparatu pohybujici se
v fadech tydnd. Neni vhodna vzhledem k povaze etanol-eteru na pfipravu prikazu lipida,
které¢ jsou zde extrahovany a neda se vyuzit po fixaci tkdné Bouinem. Naopak jeho
vyhodou je velka Setrnost, nebot’ zalévani celoidinem se déje pii pokojové teploté (na
rozdil od parafinu kdy je vzorek ohfivan na teplotu 58-60°C). V celoidinu je také mozno
krajet tvrdsi tkdné, které by nebylo mozné krajet zalité v klasickém parafinu (Vacek,
1988).

2.5. Krajeni na mikrotomu
2.5.1. Typy vyuzivanych mikrotomii

Mikrotom je specificky pfistroj slouzici v histologické praxi pro odfezdvani
ultratenkych platkt tkané€ zalité v médiu. Jednd se o velmi piesny piistroj pohybujici se
fddové v hodnoté stovek tisic korun. V dnesni dobé miizeme najit nékolik typt
mikrotomtl. Stejné tak existuje i velké mnozstvi typi nozi vyuzivanych pii krajeni.
Kazdy mikrotom je designovan pro specificky ucel, ackoliv mnoho z nich je mozno
pouzivat i univerzaln¢é. Mikrotomy miizeme rozdélit do dvou zakladnich skupin, a to
manudlnich a automatickych (Mohammed a kol., 2012). Ve své préaci uvedu jen nékteré
Z typu.

Houpaci mikrotom je v Cambridge vynalezeny a Casto pouzivany mikrotom minulého
stoleti, ktery je dnes uz prakticky nevyuZzivan a je zde uveden pouze pro ilustraci vyvoje
histologické techniky v poslednich desetiletich (Bancroft a Stevens, 1996).

Rota¢ni mikrotom (také nazyvany Minot po svém vynalezci) je V dneSni dobé jeden
Z nejcastéji vyuzivanych mikrotomd. Stal se velmi popularnim pro piesné tezy jiz od sily
3um a svoji schopnosti odfiznout 1 velmi tvrdé tkané (Bacroft a Stevens, 1996). Oproti

A

houpacimu mikrotomu je t&€z8i a stabilné;jsi (Sloane a Harris, 1952).

Sankovy mikrotom je vyuzivan predevS§im v laboratofich potykajicich se s tvrdymi
tkdnémi nebo velkymi bloky tkani. Nejcastéji je uzivan v neuropatologii, kde jsou
histologicky vySetfovany velké bloky mozkové tkané (Mohammed a kol. 2012).

wev s

mikrotomem (Bacroft a Stevens, 1996).

Sliding mikrotom je zvlastnim typem, nebot’ se zde pohybuje niiz a ne blok tkané. Je

krajeni vétsich celoidinovych bloki (Bancroft, 2008).
Laserovy mikrotom je uzivany pro ptfesné bezkontaktni krajeni sekci bez tepelného
poskozeni. Je vybaven moderni femtosekundovou laserovou technologii. V zavislosti na

zpracovavaném materidlu je mozné dosahnout sily fezu od 5 do 100um. Dalsi vyhodou
tohoto pfistroje je absolutni minimum artefakti ve vysledném fezu (Tobie, 1958).
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2.5.2. Krgjeni sekci

Nez je odd€len platek s tkani vhodnou na mikroskopické pozorovani, je tfeba z blocku
odfezat vrstvu nepotiebného média (v tomto ptipadé napi. parafinu)- tomuto se fika
trimovani. Aby bylo trimovani tj. odstranéni nepotiebnych ¢asti parafinu uspesné, musi
byt blo¢ek ochlazen na optimalni teplotu (déje se tak napt. potiranim plochy blocku
Stétcem namocenym do ledové tiisté). Nasledné nastavime na mikrotomu sklon ostii a
silu fezu, ktera se pfi trimovani pohybuje mezi 10-15um. (Bacroft a Stevens, 1996).

Poté, co je zbloku odstranén piebyteény parafin a je obnaZena ¢ast tkan¢ vhodné
k pozorovani, je mikrotom pfenastaven podle naSich preferenci na jinou silu fezu,
vétSinou mezi 1-10um (Junqueira, 1997) a je zhotoveno nékolik (az nékolik desitek)
ultratenkych platki, které jsou nasledné umistény na hladinu vodni 1azné a po propnuti
nasledné na podlozni skli¢ka. Zde jsou ponechany 5-10 minut, aby p#i pokojové teploté
osychaly (Bacroft a Stevens, 1996).

2.6. Deparafinace a zavodnéni

ProtoZe je vétSina vyuzivanych barviv hydrosolubilnich tj. rozpustnych ve vodé, neni
je ve form¢& vodnych roztokit mozno implementovat do preparatu a tim ho obarvit.
Vzhledem ke skutecnosti, Ze byl v ptedchozich krocich vzorek odvodnén a nasledné zalit
do parafinu, je proto tfeba vzorky zpétn¢ zavodnit. V prvnim kroku je vzorek zbaven
parafinu aplikaci xylenu (2 lazn¢ po pé€ti minutich) a nésledné je vzorek vzdy na pét
minut ponofen do sestupné fady alkoholovych lazni. Zac¢indme na 100 % etanolu a
kon¢ime na 70%. Nasledné fezy na podloznich sklickach vypereme v tekouci vode.
Zavodnovani vzorku je ukonceno pfi finadlnim ponofeni vzorku do roztoku 70% etanolu
(Bancroft a Stevens, 1996; Vacek, 1996).

2.7. Barveni preparatu

Vzhledem Kk tomu, Ze se neobarvené fezy daji sledovat pouze mikroskopem s fazovym
kontrastem, je tfeba vétSinu tkani na histologické vySetfeni obarvit. Existuje Siroka Skala
barviv uzivanych v histologické praxi. Miizeme je rozdélit na barviva bazofilni (zésadita,
jadernd), ktera jsou schopnd svymi radikaly obarvit jaderny chromatin a eosinofilni
(kyseld4, plazmaticka) schopnéa obarvit svymi radikaly cytoplazmu bunky. S oznacenim
jadernd a plazmatickd se setkdvame ptfedevSim ve starSi literatufe (Vacek, 1988 a
Habrova 1986).

Hematoxylin & Eosin (H&E)

Hematoxylin je barvivo extrahované ze stromu s latinskym nazvem Haematoxylin
campechianum. Toto barvivo neni barevné samo o sobé. Typické zbarveni piinasi az
oxidac¢ni produkt hematincoz je zasadité barvivo schopné diferencovat jadra jednotlivych
bunck ve fialovém az Cerném odstinu (Titford, 2005). Je mozné ho ziskat dvéma
zakladnimi cestami. Prvni z nich je pfirodni cestou pfi vystaveni svétlu a vzduchu. Tento
proces vSak trva velmi dlouho (okolo 3-4mésicli) a je proto nevhodny pro laboratorni
vyuziti. Druhou moZnosti je pfidani oxida¢niho ¢inidla jako je napiiklad jodi¢nan sodny
(timto postupem ziskame velmi bézné uzivany Mayertiv hematoxylin) nebo oxid rtutnaty
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¢imz ziskame Harrisiv hematoxylin (Vacek, 1998). Pokud do <¢istého roztoku
hematoxylinu pfiddme néckteré z téchto Cinidel, k oxidaci dochdzi téméf okamzité¢ a
roztok je ptipraven k pouziti. Na rozdil od pfirodni cestou vzniklého hematinu je nadale
oxidovan a pokud neni montovan, ¢asem ztrati svou rozliSovaci a barvici schopnost a
pfeméni se v bezbarvou latku (Titford, 2005).

Eosin je jednim znejvice vhodnych barviv kombinovatelnych s riznymi formami
hematoxylinu. Jeho hlavni schopnosti je ale pfesné (pfi spravné provedené diferenciaci)
obarveni jednotlivych struktur a rozliSeni mezi cytoplazmou jednotlivych typt bun¢k a
zaroven 1 riznymi druhy pojivovych tkanovych vlaken. Je nejcastéji pouzivan jako 0,5-
1% vodny roztok s pridanim krystalu tymolu (velmi silné antiseptikum zarucujici sterilitu
barviciho roztoku). Je vhodné do roztoku pfidat jesté kyselinu octovou (0,5ml na 1000ml
roztoku), protoZze se zostii barevné piechody mezi rizovou a ¢ervenou. Eosin je tedy
kyselé barvivo schopné diferencovat cytoplasmu (riizné odstiny rtizové), svalova vladkna
(tmavé rizova/Cervend), cervené krvinky (oranzova az ¢ervend) a fibrin (tmavé rizova)
(Bancroft a Stevens, 1996).

Aplikace barviva

Jak jiz bylo popsano vySe v kapitole Deparafinace a zavodnéni je platek ptilepeny na
podloznim skli¢ku zavodnén a zbaven parafinu. Nasleduje uz samotné barveni, kdy je
celé¢ sklicko se vzorkem ponofeno do vodného roztoku barviva. Pro Mayeriv
hematoxylin se doba ponofeni do roztoku pohybuje mezi 5-10minutami (Bancroft a
Stevens, 1996) popi. 3-10minutami (Vacek, 1988,1996). Nasledné je vzorek peclivé
oplachnut pod tekouci vodou po dobu nejméné péti minut. Po oplachnuti dochézi
k diferenciaci v 1% roztoku kyselého alkoholu. Tento krok je provadén, protoze
hematoxylin sice obarvi jadra bungk, ale zaroven pftibarvi i tkanové slozky jako napiiklad
vazivo. Nasledné je vzorek opét omyvan pod tekouci vodou a ponoien do 1% roztoku
eosinu po dobu asi 10minut (Bancroft a Stevens, 1997) popt. 1-5minut (Vacek, 1988).
Vzorek je pak opét oplachovan a finaln¢ odvodnén tadou alkohold. Na zavér je vzorek
projasnén dvéma laznémi xylenu a je pfipraven na pozorovani a pfipadné montovani pro
tvorbu trvalého preparatu.

2.8. Montovani

Jedna se o posledni krok, kdy vzorek obarveny H&E zalijeme do uzavirajiciho média.
Vétsinou se jednd o latky rozpustné v xylenu, a proto je staci pouze aplikovat. Mezi latky
dfive vyuZivané a spiSe pfirodniho charakteru miZeme zatadit husty cedrovy olej,
kanadsky balzam anebo z opa¢ného konce spektra umélé pryskytice (Vacek, 1996).

V nasledujici kapitole popisuji anatomickou stavbu a fyziologické fungovani
vySetiovanych organti raka a to jmenovité Zaber a hepatopankreatu. Jednd se o organ
ptichazejici do styku s vnéj$im prostfedim (zabry) a o orgén podilejici se na detoxikaci
xenobiotik (hepatopankreas) vyskytujicich se ve vodnim prostiedi, a tudiz o tkané snadno
postizitelné cizorodymi latkami a vné&jSimi vlivy (Vogt, 2020). Bez pochopeni jejich
fyziologické funkce a anatomické stavby neni mozné posuzovat dopady na organismus
pii zménach jejich primarni bunééné struktury.
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3. Zabry
3.1. Morfologicky popis

Rak je organismem opatfenym ochrannym krunyifem znemoziujicim piijem latek a
jejich vylouceni prostou diftizi ptes povrch téla. Raci télo je schopno ptimé difuze pouze
Vv mistech mé¢kké membrany kloubli a spodiny zadeCku. Tato metoda je ale silné
nedostacujici (Zarenkov, 1982). Z tohoto diivodu se u rakti vyvinuly slozitd zabry, které
pIn¢ zabezpecuji ptisun kysliku, mineralnich latek ale i vylu¢ovani metabolitii. Povrch
Zaber je schopen piijimat a vyluovat dychaci plyny a mineraly asi 300x efektivnéji nez
krunyt (Vogt, 2002; Péqueux, 1995).

Kwvili zranitelnosti jemného zaberniho aparatu jsou zabry umistény V tzv. zabernich
komorach na bocich hlavohrudi. Komory jsou parové a jsou na rakovi pozorovatelné jako
dv¢ linie tdhnouci se od ustniho pole az k bazim hrudnich kracivych koncetin. Samotné
prekryti zaber a vytvofeni linie (mezery v krunyii) je tvofeno zahybem karapaxu, tj.
vnéj§i ochrana hlavohrudi raka tvofena priméarné chitinem, uhli¢itanem vapenatym a
Z mensi ¢asti fosfore¢nanem vapenatym. Tento piekryv Zaber je odborné oznacovan jako
branchiostegit. Linie tvofené spodnim okrajem branchiostegitu se nazyvaji brachialni
brazdy. Zahyb karapaxu je tedy mechanickou ochranou pied vniknutim vétsich necistot a
zaroven 1 ochranou ptred utokem predatorti na nejzranitelnéjsi ¢ast raciho téla. Drobné
mechanické necistoty pak pred vnikem do aparatu odcloni jesté husté Stétiny pokryvajici
spodni okraj brachialni brazdy. Jako ochrana samotného povrchu zaber samoziejmé
slouzi i slizova vrstva (Zarenkov, 1982).

l Prostor pro vypuzovanivody z Zaberniho aparatu |

Obrazek 2- Vnéjsi popis raka mramorovaného (Procambarusfallax f. virginalis) uzivaného pro testy a
histologické pokusy. B-branchiostegit, CR- cervikdlni ryha, BKS-branchio-kardialni Sev, (foto:V. Kucera).
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3.2. Zaberni komplex a jeho piidruzené &asti

Na téle raka mizeme najit hned nékolik typl Zaber. Jsou umistény v zaberni dutin¢ a
lisi se pouze zakladnou odkud ,,vyristaji“. Mizeme proto rozliSovat tii zakladni typy:

Podobranchie tj. zabry vyrustajici z epipoditi. Epipoditem nazyvame ploché vyristky
membranovitého typu vyristajici z koxalniho ¢lanku koncetiny (Huxley, 1879).

Artrobranchie tj. zabry umisténé na mé¢kké membrané mezi bazi nohou a télem. Pokud
jsou artrobranchia rudimentalni, mohou se naptiklad u raka fi¢niho podilet na vylu¢ovani
slizu (Bock, 1925).

Pleurobranchie tj. zabry vyrastajici nad koncetinami (Huxley, 1879).

Béhem diferenciace zaber se jako prvni vyviji zabry na koxdalni casti koncetiny a
nasledné migruji do svoji finalni polohy (Holdich a Reeve, 1988).

\Vuey cavapact
hemocoel

Dlevvalavanch
avthvohranch

podobrenda
tvandaial chamber

Obrazek 3- Schématicky ndkres obecné stavby branchialni dutiny a rozloZeni typii Zaber u desetinozcii

(Decapoda). (autor:Fox, 2006).
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Rak proto mize mit z kazdé strany na kazdém hrudnim ¢lanku az 4 zabry (napfi. u raka
ficniho se nachazi 1 podobranchie, 2 artrobranchie a 1 pleurobranchie). Na kazdém
Clanku se vSak pocet miuze liSit, a proto se zpravidla udavd pouze celkovy pocet
funkénich zaber v jedné Zzaberni komote. Tento pocet byva druhové nebo rodoveé

specificky (rak ficni 18, Cambaridae 17, raci jizni polokoule v rozmezi mezi 12-21)
(Vogt, 2002).

Zabry rakd, jak bylo jiz popsino vyse, jsou hlavnim orginem zajiitujicim pienos
minerali a dychacich plynt mezi télem raka a vnéjSim prostfedim. Z tohoto divodu je
nutné, aby mély zabry co nejvétsi povrch slouzici k prenosu latek. Celd stavba zaber je
podminéna této skuteénosti. Zabry mizeme popsat jako rozvétvené tzv.
trichobranchialniho typu. Zékladem zaber je kmen, ze kterého vyristaji Zaberni
filamenta. Téch byva okolo 300 na kazdém kmenu. Filamenta jsou pokryta kutikulou o
sile od 1 do 15 micrometrii v zavislosti na ¢innosti probihajici na dané ¢asti zaber. Tyto
kmeny a bunky kmentl jsou inervovany z ganglii hibetnich ¢lankid (Fomicev, 1986).

Obrdzek 4- Odhalenad zaberni dutina (oznacend Zlutou elipsou) raka mramorovaného (Procambarus fallax
f. virginalis), (foto: V. Kucera)
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Obrazek 6- Vlevo: blizsi pohled na filamenta Zaberniho apardtu, vpravo: kmen podobranchie oddéleny
Z Zaberniho aparatu, (foto:V. Kucera).

Pfidruzené ¢asti zaberniho komplexu

Nedilnou soucasti komplexu Zaber jsou i dal$i vyristky na téle raka slouZici bud’
K vhanéni vody do zaberniho aparatu a tim zlepSeni pfijimani kysliku nebo vyristky
zajistujici pripadné odstranéni necistot z aparatu. Do skupiny ,,Cisti¢i* mlizeme zaradit
setobranchie tj. dlouhé vyrtstky vychazejici z papil na tieti maxilipedétj.nohocelisti a
prvnich c¢tyfech pereopodach tj. kracivych koncetinach. Tyto vyrlstky pronikaji pii
pohybu koncetin mezi zaberni filamenta a uvoliuji ptipadné necistoty z zaber (Vogt,
2002). Mezi dalsi pomocnou strukturu mizeme zatadit veslovity vyrastek nachazejici se
Vv oblasti druhého paru Celisti tzv. skafognatit, tj.exopod vyrlstajici z druhé maxily. Pfi
jeho kmitani je voda z Zaberni dutiny tlacena smérem dopiedu ve sméru rostra, kde je
vypousténa po stranach Ustniho pole a v zadni ¢asti Zaber mezi bazemi nohou a spodnim
okrajem krunyfe naopak diky vytvofeni podtlaku nasdvana nova, okyslicend voda
proudici k zabram. Skafognatit spolupracuje se specifickymi kyslikovymi receptory na
filamentéach zaber. Ty pfi poklesu hladiny kysliku v hemolymf¢ vysilaji signal skafognitu
ke zvyseni frekvence kmitani a tim zvySeni pritoku okysli¢ené vody zaberni dutinou.
V normalnich podminkach je u raka fi¢niho (Astacus astacus) frekvence kmitani
skafognatitu mezi 44-150 kmity za minutu a touto frekvenci je do Zaberni dutiny vhanéno
mezi 0,2-0,81 litry vody za hodinu (Wolvekamp a Waterman, 1960). Objem vody zavisi
na velikosti zvifete, momentalni kondici raka a pravé probihajicich fyziologickych
procesech (Holdich, 2002).

Cely proces kmitani je fizen tak, aby nasavany proud vody nevtahoval do zaberni
dutiny necistoty. Z toho divodu je smér kmitani casto obracen. U raka cerveného
Procambarus clarkii to jsou asi 2 kmity za minuty v opaéném sméru pii celkovém poctu
112kmitd za minutu (Reiber, 1994). Siln¢€ zvysené pozadavky na kyslik se dostavuji pii
svlékani nebo pii noSeni vajicek u samic (Reiber, 1997).
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3.3. Fyziologické fungovani zaberniho aparatu

Zabry raka funguji jako hlavni brana pro pienos dychacich plyni tedy Oz a CO2, a
rovnéZ pro odstranéni amoniaku z hemolymfy. Existuji zde i buiky epitelu schopné
filtrace patogenti a odpadnich produktti, které kumuluji ve vakuolach a nasledné
napomahaji pii jejich odstranovani z hemolymfy. Jedna se o buiiky zvané nefrocyty
(Holdich, 2002).

Jednim z dulezitych obdobi pro fungovani zaber je proces ekdyze (obdobi svlékani
krunyfe a tim intenzivniho rustu), kvali silné zvySené potiebé kysliku a zaroven
zpétnému aktivnimu vstiebavani chloru a sodiku pro dekalcifikaci krunyie. Zabra se také
aktivné podili na osmoregulaci a rak tak vyménuje s okolnim prostiedim v zavislosti na
dalSich télesnych pochodech i1 vapnik, vodik, hydrouhli¢itanové ionty, sodik a chlor
(Kozak, 2013).
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Obrazek T- Schématicky ndkres smeru proudenti vody uvniti branchialni komory. Prerusovand cdra znact
misto oddéleni branchistegitu. Dlouhé a slabé Sipky naznacuji misto nasdavani vody. Silné Sipky vV horni
casti ndkresu zndzorniuji misto odtoku vody ven zkomory. ab-abdomen, br-branchiostegit, ep-
epibranchialni prostor, fm-filamenta, ch-chelipedy, pe-pereopody, po-podobranchie, sc- skafognatit
(autor: Burggren, 1974).
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Obrazek 8- Schématicky nakres sméru proudeéni vody kolem podobranchidlnichfilament a tok hemolymfy
uvnit? filament. Schémata A a B jsou timtéz filmanetem pouze zobrazenym s 90° rotaci. Plné Sipky uvnitr
filament zndzoriuji tok hemolymfy v aferentnim kandlu, prerusované Sipky tok v eferentnim kandalu. Tok
vody kolem Zaber je naznacen velkymi vertikalnimi Sipkami. (ac-aferentni kandl, ec-eferentni kandl, fe-
epitel filamenta, I-lakuna, s-septum)(autor:Burggren, 1974).

3.4. Vyména dychacich plynti a amoniaku a into-transportni funkce

Na rozdil od motskych zastupci koryst jako jsou humfti nebo krabi, neexistuje u rakt
na zabrach rozc¢lenéni na predni ¢ast, kterd se fyziologicky zaméfuje na vyménu plyna a
zadni Cast specializovanou na iontovou regulaci. Naptiklad u Raka bahenniho (Astacus
leptodactylus) nebo u Raka ¢erveného (Procambarus clarkii) mizeme pozorovat u vSech
zaber stejnou funkci. Rozdéleni na iontovou transportaci a vyménu plynl je totiz
realizovano az na urovni jednotlivych filament (Dickson a kol., 1991; Baradas a kol.,
1999).

U Raka cerveného bylo zjisténo, Ze se témct cely aparat s vyjimkou Spicek Zaber a
celé 6.pleurobranchie specializuje na vyménu dychacich plynt. Méfeni urcujici
fyziologickou funkci byla provedena na zaklad¢ barveni stfibrem-indikdtorem ionto-
transportnich tkani, strukturalni analyzou a méfenim Na*, K" a ATPazy, jakozto hlavnim
hybatelem iontové vymény. Na zakladé téchto méfeni bylo jasné urceno, Ze se na
filamentech liSiepitel, a tudiz i funkce jednotlivych casti zaberniho listku jsou rozdilné
(Dickson a kol., 1991).

Casti filament zastupujici funkci vymény plyni maji velmi tenkou membranu a jsou
chuda na organely, jako jsou napt. mitochondrie. Patrné€ je to pro mensi spotiebu kysliku
u bun¢k samotnych a tim efektivnéjsi ptenos kysliku do t€lniho ob¢hu. Sila kutikuly se
zde pohybuje kolem 2 pm, v zavislosti na druhu raka (Barradas a kol. 1999; Fisher,
1972).
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Takto jemna sténa mezi hemolymfou a vodnim prostfedim zajistuje prostou diftzi
rozpu$téného kysliku do hemolymfy. Rak fi¢ni (Astacus astacus) je schopen takto
z vody vyuzit kolem 49-71% dostupného kysliku. Takto vysokéa efektivnost vyuZzivani
kysliku je blizka rybam a jinym obratlovciim a je velmi vysoka v porovnani s dal§imi
bezobratlymi (Wolvekamp a Waterman, 1960). Zde se také uskutecnuje vyluCovani
odpadnich latek. Prvni z nich je oxid uhlicity, ktery je pravdépodobné transportovan
V télnim ob&hu jako HCOg3", a pfed prostupem membranou filamenta je zde katalyzovana
dehydratace na plynny CO2 , ktery snadnéji membranou prochazi. Amoniak, jakozto
hlavni odpadni produkt metabolismu dusiku, je vylu¢ovan na stejné casti filament prostou
difazi, podobné jako u ryb, a to béhem celého Zivota raka a to dokonce i v dobé svlékani
(Zare a Greenaway, 1998). Zaroven v dobé svlékani dochazi k razantnimu zvySeni
spotieby kysliku (Kozék, 2013).

Predpoklada se také, ze mensi ¢ast obou odpadnich latek, jak amoniaku, tak i oxidu
uhli¢itého je vyloucena nepiimo pfi vymeéné ,,iontu za iont“. Mezi tyto procesy patii
vyména Cl"za HCO3 a vyména Na* za NH4" (Taylor a Taylor, 1992; Péqueux, 1995).

lonto-transportni funkce

Casti filament s into-transportni funkci maji siln&j§i membranu. Stejné znaky mizeme
nalézt 1 na bazidlni membrané¢ podobranchii. Jejich hlavni funkci je udrzovani
osmotického tlaku. Rak nejintenzivngji vyuziva tfi ionty a to Na®, CI- a Ca?*. Jejich
preference pfi pfijimani nebo vylu¢ovani do vodniho prosttedi zavisi na fyziologickych
procesech v rac¢im tele. Sviékani je jednim z nejvice zatézujicich a nejvice energeticky i
iontove narocnych procest. Behem svlékani je nejprve nutno ra¢i krunyt dekalcifikovat a
nasledné opét rekalcifikovat (Wheatly a Gannon, 1995; Wheatly, 1999).

Primarnimi ionty tohoto procesu jsou Na* a CI, a napfiklad u raka Cherax destruktor
je intenzivné pfijiman i Mg?*. Pijimani té&chto iontd je daleko intenzivngjsi ve 3. fazi
svlékéani, nez ve 4. Fazi. Rak se totiz v této fazi snazi intenzivnéjSim piijmem iontd
vyrovnat hladinu mineralt po pfijeti velkého mnozstvi vody bezprostiedné po svleku
krunyte (Zare a Greenaway, 1998).

Experiment s perfuzi (tj. prutokem tekutiny tkani/organem) prokazal, Ze ionto-
transportni epitel je citlivy na ionty Ca?* a Na*, ale nezda se byt citlivy ke zménam CI-.
Coz napovida, Ze se jednd o majoritni cestu pfijmu véapniku a sodiku do organismu.
Stejné tak projevil citlivost k Na* i dychaci epitel Zaber, ktery ale neprojevil citlivost
k iontim Ca®" a CI". Permeabilita membrany ionto-transportnich &asti filament sou¢asné
s laminoupodobranchii je tedy selektivni. Lamina je totiz velmi prostupnd, na rozdil od
filament, pro ionty Cl°, coz naznacuje jeji dilezitou roli v absorpci tohoto aniontu.
Permeabilita membrany se méni v pribéhu svlékani, pravdépodobné v souvislosti
s hladinou ekdyzonu v krvi (Wheatly a Gannon, 1995).
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4. Hepatopankreas (HP, slinivkojaterni zlaza)
4.1. Morfologicky popis

Jedna se o velky trojlalocny organ umistény v hlavohrudi raka pfimo napojeny na
travici soustavu. Jeho hlavni funkci je tvorba a sekrece travicich enzymi, produkce
emulgatori, metabolismus sacharidii a depozice tézkych kovli a vapniku. Je hlavnim
organem piijimani natravenych ¢asti potravy a jejich vstiebani do téla. Az 95% vSech
latek je u raka pfijimano pravé pres slinivkojaterni zlazu. Anatomicky se déli
hepatopankreas do dvou casti, které ptiléhaji k obéma strandm pylorického zaludku.
Kazda ztéchto casti je tvofena stovkami slepé zakonCenych trubic. Tyto trubice jsou
ponofeny do hemolymfy. Dohromady tak vytvarii jakési sbérné potrubi ustici do predsiné
pankreatu (VVogt, 2002).

4.1.1. Svalovina a inervace

Trubice tzv. hepatopankreatické tubuly, se skladaji z jednovrstevného epitelu a jsou
obaleny bazalni laminou spojenou s hustou siti ok tvofenych svalovinou. Sitovany vzhled
formou longitudinalnich vlaken (Holdich a Reeve, 1988). Inervace téchto svalu je
pomé&rné nejistd, ale zdroje se shoduji, Ze jsou nejspise ovladany nervy vedoucimi z okoli
vratniku. Tato svalovina zajiStuje pohyb zazitiny a zaroven vyprazdnovani a napliovani
tubula (Leavitt a Bayer, 1982; Loizzi, 1971; Vogt, 1985).

4.1.2. Epitel a typy bun¢k

Tradi¢né jsou sekce tubulll rozdélovany do 3 zékladnich zon. Jedna se o distalni zonu,
zonu B-bunék a proximalni zonu. V distdlni z6né mizeme nalézt predev§im E-bunky
jakozto embryonalni nebo kmenové bunky, které stoji za vznikem vSech ostatnich typt
bunék nachazejicich se v hepatopankreatu (Al-Mohanna a kol., 1985).

Epitel hepatopankreatu je velmi specificky a je tvofen nékolika druhy
specializovanych bunék. R-bunky (z anglického ,resorptive®), F-bunky (z anglického
»Hfbrillar®), B-buiiky (z anglického ,,blister-like*), E-bunky (z anglického ,,embryonal®) a
na zaveér M-bunky (z anglického ,,midget). Buiiky typu F, B a R jsou typické pouze pro
hepatopankreas a vznikaji mitotickym délenim z E-bunék, jak bylo popsano u raka
ficniho (Astacus astacus). Na rozdil od dfive zminénych typt bunék nejsou M-bunky
typické pouze pro HP, ale bézn¢ se vyskytuji 1 v jinych organech jako je napiiklad vratnik
nebo slepé stievo (Vogt, 1994).

Zona B-bun€k je charakterizovana ptitomnosti dospélych F, R a zejména B-bunék
Vv epitelu. Zavérecnd proximalni ¢ast je téméf bez B-bunék, nebot’ ty jsou na konci svoji
zony eliminovany holokrinni sekreci (Gibson a Barker, 1979; Hirsch a Jacobs, 1928).
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Ve star$i literatufe je mozné se docist, Ze se builky méni béhem Zivota jedna na
druhou. Toto tvrzeni je chybné, buniky se diferencuji pouze v pribéhu mitotického déleni
Z E-bun¢k a po cely svlij zivot uz zlstavaji stejného typu. Starnouci R-buiiky a F-bunky
jsou vylucovany z epitelu v misté setkani sousednich tubulli, nebo ve specifické oblasti
predsiné zaludku, kde se setkava epitel hepatopankreatu a epitel piedsing. Rist obou typt
epiteld je navic sméfovan tak, ze se presné¢ v misté setkani obou typu tkéni zaroven
setkavaji 1 nejstarsi buniky hepatopankreatu (Holdich, 2002).

F-bunky

F-buiikky se v infrastruktufe jevi jako bunky podilejici se na tvorbé a transportu
proteinti. imunohistochemicky bylo prokdzano, ze se zde tvoii travici enzymy, a to jak
proteazy, tak i lipazy a enzymy $tépici celulozu (Mohrlen a kol., 2001). V jejich struktuie
muzeme nalézt rozsahld drsna endoplazmatickéd retikula (dER) a Golgiho aparat. Do
Golgiho aparatu je ,,dovazen® substrat pomoci tzv. kyvnych vacka z endoplazmatického
retikula. Sdm Golgiho aparat pak vypousti pietvorené proteiny v tzv. Golgiho véaccich.
Tyto vacky nésledné migruji k hranici buiiky a jsou vypusStény do tubularniho lumenu.
Stimulaci F-bunék bunék travici tekutinou z zaludku bylo béhem dvou hodin dosazeno
zvySené tvorby vackl s obsahem enzymil smétujicich k hranicim bunky. (Vogt, 1994). F-
buiky neprodukuji kazdd pouze svij specificky typ enzymu, ale jsou schopné tvofit
kompletni set enzymu. Stejné jako u obratlovcl jsou zde enzymy produkovany ve forme
proenzymu, které jsou nasledné pii své cesté do zaludku aktivovany (Mohrlen a kol.,
2001).

R-bunky

Jedna se nejpocetn¢jsi buiiky hepatopankreatu raka. Na zaklad¢ ultrastrukturalnich
pokusi a identifikace nosi¢lt nutrietd bylo objeveno, ze R-buniky maji vedouci pozici pfi
ptijimani (resorpci) zivin (Ahearn, 1987). V apikalni ¢asti bunky najdeme sdruzené
mikroklky, mitochondrie a hladka endoplazmaticka retikula (hER). Bazalni ¢ast sousedici
s hemolymfou je charakteristickdi rozsdhlym tubularnim systémem, drsnym
endoplazmatickym retikulem (dER) a mitochondriemi. Golgiho apardt zde produkuje
typicky tvarovanévacky, jez nejsou nikterak vypoustény do lumenu, coz napovida o jejich
intercelularnim vyuziti (Loizzi, 1971; Al-Mohanna a Nott, 1987; Sagrista a Durfort,
1991).

U raka fi¢niho (Astacus astacus) byly zaznamenany zmény v bunéfné organizaci
v apikdlni zon€¢, a to zejména po nakrmeni jednotlivych jedinct. Vysoky pocet
mitochondrii se naakumuloval pod membranou builkky a doslo k vertikalni organizaci
vackli hER. Toto specifické uspofadani organel reflektuje piijem mastnych kyselin a
jejich transport pies hER az do mitochondrii jakoZto mista pritbéhu p-oxidace. Podobné
uspotadani bylo pozorovano i v potravu-absorbujicich enterocytech savctu (Schiebler a
Schneider, 1991). Po péti hodinach po nakrmeni dosSlo k aktivit¢ v bazalni ¢asti bunek,
coz pravdépodobné reflektuje findlni zpracovavani Zivina jejich export do hemolymfy.
Tubularni systémR-buiiky, jakozto nejnapadnéjsi ¢ast bazalni zony buiiky ma ndvaznost
na mezibunéény prostor a obsahuje malé cCastice. Tyto castice byly histochemicky
charakterizovany jako lipoproteiny (Sagrista a Durfort, 1991). Systém tubulG mimo jiné
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podobny hER je povazovan za misto syntézy tzv. high density lipoproteins(HDL),
kterymi jsou pakptes hemolymfu zasobovany ostatni organy. Je zvlastni, ze HDL
desetinozct obsahuji jako svoji hlavni slozku fosfolipidy (Abdu a kol., 2000).

B-bunky

V jejich centru najdeme velkou objemnou vakuolu, ktera pii své ristu odtlacuje osttani
organely na bunécnou periferii. N&kteti autofi proto povazuji B-bunky za dospélé F-
buiiky a centralni vakuole pfisuzuji jako hlavni ucel skladovani ptipravenych travicich
enzymu (Watling, 2013; Hu a Leung, 2007; Loizzi, 1971;Al-Mohanna a Nott, 1986).
Jejich hlavnim tkolem se zda byt vstfebavani zbytkl z trdveni nebo pifipadné syntéza a
recyklace tukovych emulgatorti. V tomto ptipadé by byla centralni vakuola povazovana
za prostor pro natraveni piijatych zivin (Gibson a Barker, 1979).

Recyklace tukovych emulgatori byla experimentalné testovana na tygtich krevetach
(Penaeus monodon), které byly krmeny nevyvazenou stravou sacharidu, proteint a lipidd.
Dlouhodobé krmeni potravou s vysokym obsahem tuku vedlo ke zvyseni poc¢tu B-bunék
v hepatopankreatu a zvétSeni jejich centralnich vakuol. Pokud byla dieta zménéna a
krevety se zivily takika ¢istym proteinem, pocet B-bunck se nezménil, ale jejich vakuoly
nebyly centraln ale drobné a rozeseté v buiice (Vogt, 1993).

Podle dalsichvyzkumt se zda byt jejich primarni funkcivstfebavani endocytézou, a to
zejménazivins vysokou molekuldrni hmotnosti jako je naptiklad cholesterol. Jako druhé
vysvétleni se jevi to, ze B-bunky zkratka absorbuji veskeré zbytky zanechané v prostoru
lumenu R-bunikami. Ultrastrukturalné je patrné, ze vétSina takto vstiebanych latek je
skladovanav centralni vakuole a pozd¢ji je op€t vypusténa do lumenu (Vogt, 1994). Jedna
se zde o jakousi recyklaci. Toto tvrzeni je podlozeno na zdklad¢ studie, ve kterébyla
pozorovana barva zaludecni tekutiny po jejim opakovaném odebirani. Normalné se
tekutina raka fi¢niho (Astacus astacus) jevi jako hnéda. Shodnou barvu mizeme
pozorovat 1 ve vakuole dospélych B-bunék. Pfi porovnani odebrané Zalude¢ni tekutiny a
obsahu vakuol B-bun¢k od nekrmeného raka, doslo k vyblednuti jak zalude¢ni tekutiny,
tak i obsahu vakuol v B-bunkach (Vogt, 2019).

M-bunky

Jedna se o nejmensi a nejméné Casto se vyskytujici buiiky. M-buiikky mliZeme nalézt
rozeseté po celém travicim traktu raka. Proto miZeme pfedpokladat, Ze pfitomnost M-
hemolymfou (v pfipadé dospélych buné€k), nebo v podobé kmenovych bunék. Jsou to
malé bunky s vy$§im poctem granula. Najdeme je vzdy osamocené v bun&cné struktufe.
Jelikoz chybi v tubuldarnim systému inervace, predpoklada se, ze se M-buiky podili na
regulaci tubularni svalové sit¢ nebo riznych dalSich funkcich hepatopankreatu, popf.
obojiho (Holdich, 2002).
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Obrazek 9- Pricny fez casti hepatopankreatu, barveno H&E. CT-pojivova tkan, L-lumen, F-F-buiika,
B- B-burika, R- R-bunika (40x). (autor: Vogt, 2002, upraveno)
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4.1.3. Funkce detoxika¢ni

Hepatopankreas je hlavnim mistem detoxikace cizich latek z okolniho prostiedi. Jako
takovy dokéaze hepatopankreas kumulovat velké mnozstvi anorganickych i organickych
xenobiotik (King a kol., 1993; Rainbow a White, 1989). HP je také schopen detoxikovat
organické soucasti latek pomoci cytochromu P450(Ashley a kol., 1996).

U sloucenin, které nejsou snadno metabolizovany jako je napf. hexachlorbifenyl
najdeme jejich vétsi ¢ast predevsim v lipidovych kapickach v R-bunikach. Latky snadnéji
metabolizovatelné jako napt. benzo (a)-pyren, byly z vétsi ¢asti obsazeny v cytoplazmé
F-bun¢k. To naznacuje,ze jsou metabolizovany ptedev§im Vv F-buiikach a hlavnim
produktem jsou zejména konjugaty rozpustné ve vodé (Lee, 1989).

Expozice krevet (P. monodon) pesticidu dimethoat v koncentraci 1ul/l po dobu 10 dni
vedla kvyznamnému namnoZzeni vackid dER F-bun€k (Vogt, 2018). Vzhledem
k lokalizaci cytochromu P450 ptsobiciho na membranach ER lze piedpokladat, ze F-
burniky HP jsou preferovanym mistem detoxikace organickych xenobiotik (Brignag-Huber
a kol., 2016).

Dale mizeme najit v hepatopankreatu latky jako je glutathion peroxidaza. Jedna se o
antioxidacni enzym, ktery chrani bunky tkani proti oxidativnimu poskozena tim, ze
redukuje peroxid vodiku a celou fadu dal$ich organickych peroxida (Wang a kol., 2012).

Studie na odbourdvani kovl odhalily rtizné vysledky dokonce i u stejnych druht
(Rainbow a White, 1989; Roldan a Shiwers, 1987). V¢étSina kovl je smérovana pravé do
hepatopankreatu, kde se uklada do kovovych granuli. Zda se, ze pozorované rozdily
zavisi na druhu organismu, chemické sloucening, zplisobu absorpce, koncentraci a dobé
expozice. Kovy jsou nasledné¢ detoxikovany budto vazbou na metalothionein
Vv cytoplazmé ( Del Ramo a kol., 1989; Lyon a kol., 1983) nebo jsou skladovany
v lysozomech R a F-bunék (Ogura, 1959; Roldan a Shivers, 1987). Kovy silnych kyselin
jako je véapnik jsou pfednostné ukladany v koncentricky vrstvenych fosfatovych granulich
a kovy slabych kyselin jako je méd’ v sulfidovych granulich. Kovy na pfechodu mezi
témito dvéma skupinami (napt. Zelezo) jsou ukladany do ferritinovych granuli do
lysozomt F a R bun¢k (Brown, 1982; Lyon a Simkiss, 1984).

Tézké kovy jako napf. kadmium jsou také detoxikovany v hepatopankreatu, ale
nejsou zde skladovany v granulich. Jsou navazany na metalothionein cytoplazmy. Tento
jev byl popsan u krevet P. indicus (Nunez-Nogueira a kol., 2006) a u raka P.clarkii (Del
Ramo a kol., 1989). Proces detoxikace neni pozorovatelny svételnou mikroskopii, a tak
zUstava typ bunék podilejicich se na metabolizaci téZkych kovii neznamy (Vogt, 2018).
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5. Patologické zmény pozorovanych struktur

Rozdé€leni zakladnich skupin chemickych latek nebo organismu pisobicich patologické
zmény na pozorovanych organismech a jejich vybranych organech (Vogt, 2020).

e Toxiny v potravé- Aflatoxiny (Ghaednia a kol., 2013), minosin (Vogt, 1990).

e Tézké kovy- Jdepiedevsim 0 produkty antropogenni ¢innosti uvolnéné do vodniho
prostiedi akumulované v potravnim fetézci, dn€ nebo volné ve vod¢. Jedna se
zejména o olovo, méd’ a kadmium.

e Organické polutanty- Zejména se jedna o pesticidy, herbicidy a insekticidy.

e Viry- White spot syndrom virus

e Bakterie

e Protista- Dinoflagellata, Miscrosporidia, Haplosporidia

e Metazoa- Metacerkarie, Rhizocephalarni parazité

e Houby a plisné- Aphanomyces astaci

Protoze jsou zabry v pfimém styku s vodnim prostfedim, je velmi pravdépodobné, ze
pii expozici raka chemické latce dojde K jejich zasaZzeni a piipadné i zm&nam bunééné
stavby. Také hepatopankreas, jakozto hlavni orgén pro detoxifika¢ni funkci, vstiebdvani
nutrienti a latek, které rak pfijimd z vodniho prostfedi, je organem velmi snadno
postizitelnym pii pfitomnosti chemické latky ve vodé (Vogt, 2020). Poskozeni vodnich
organismii chemickymi latkami je velmi casto indukovano pesticidy nebo jejich
toxickymi metabolity. Problém nastava zejména pii smichani nékolika riznych typa
pesticidu a jejich metabolitd. Vznika tzv. koktejl, ktery je Casto vice toxicky nez samotné
latky. Tento efekt se vSak velmi obtizné posuzuje, a tak jeho disledek mizeme pouze
pfedpovidat podle testli provedenych s jednotlivymi latkami a jejich metabolity. Praxe
ukazuje, ze se tyto ptfedpovédi ale mohou markantné lisit od redlnych tc¢inka (Ceyhun a
kol., 2010).

Rak jakoZto necilovy druh ve vodnim prostiedi a zarovenn druh velmi citlivy na
kvalitu vody a zaroven c¢len skupiny Arthropoda, je ideadlnim druhem pro studium vlivu
cizorodych a antropogennich latek ve vodnim prostiedi (Vogt, 2020). Pro laboratorni
testy a pokusy popsané nize v této kapitole jsou vyuzivany neptivodni druhy rakt jako je
rak mramorovany (Procambarus fallax f. virginalis) a rak cerveny (Procambarus clarkii).
Pouzivaji se predev§im kvilli své vysoké reprodukéni schopnosti, moZnosti jejich vyuZiti
coby pokusnych zvifat, jednodussimu odchovu v laboratornich podminkach a jejich
velikosti (Burggren a McMahon, 1983).

Jelikoz se experimentalni cast prace zabyva zménami zpUsobenymi organickym
polutantem, niZe v této kapitole uvadim patologické zmény indukované latkami
potencialné se vyskytujicimi v ptirod¢ a ze stejné skupiny xenobiotik.

28



5.1. Vybrané chemické latky
2-hydroxy-terbuthylazin (T2H)

Jedna se o hlavni degradacni produkt terbuthylazinu. Ten byl vyuzivan od roku 2006
pro kontrolu trav, vodnich rostlin a fas jako ndhrada za zakdzany herbicid atrazin.
Terbuthylazin je obsazen v nejméné 14 bézné uzivanych herbicidnich prostiedcich.
Morfologicka stavba Zaber byla pii koncentraci metabolitu ve vodé 0,75ug/l a 75ug/l
nezménénd oproti kontrole. Zménu morfologie zpiisobila az koncentrace 375 a 750ug/l.
Zmény se tykaly pfedevS§im rozdilné sily membrany filament az celkového rozpadu
filament s mistni infiltraci hemocyty. Se stoupajici koncentraci nabyvaly zmény na
frekvenci.

Na hepatopankreas méla vliv uz ale i nizs$i koncentrace, kde byly patrné zmény
Vv podob¢ alterace tkané. Nejvétsi zmény byly zaznamendny ve dvou nejvyssich
koncentracich, kde skrz epitel tubulll prosakovala hemolymfa a v urcitych mistech doslo i
K aplnému rozpadu struktury hepatopankreatu (Koutnik a kol., 2017). V souvislosti
s vySe uvedenym metabolitem je i1 ndsledujici soubor latek béZzné¢ se vyskytujicich
V ptirodé.

Atrazin-2-hydroxy (A2H), 2-hydroxy-terbuthylazin (T2H) a terbuthylazin-desethyl
(TD)

Raéi vajicka byla vystavena koncentracim potvrzenych viekich CR, a to jak
samostatné, tak i v koktejlu. Skupina A2H-0,66pug/1, skupina T2H-0,73ug/1, skupina TD-
1,80ng/1 a smés dive uvedenych metaboliti v uvedenych koncentracich.

Vystaveni racich vaji¢ek, a pozdé&ji i juvenilt, uvedenym koncentracim jednotlivych
metaboliti nalezenych v fekach, nezplsobilo u zadného jedince histologické zmény.
Odlisné vysledky mizeme pozorovat na hepatopankreatu rakt vystavenych koktejlu. Zde
se jiz dockdme zmény v bunécné struktufe. MiiZzeme pozorovat zejména zvySeni poctu
resorptivnich R- bunék(Velisek, 2017).

Diazinon

Jedna se o organofosfatovy insekticid S neurotoxickym ucinkem. Je to nesystémovy
jed pouzivany k hubeni §vabu, rybenek, mravenci a dalSich organismi. Byl pouzivan
masove¢ predevsim v 70. a 80. letech minulého stoleti. Byl zakazan v roce 2004 pro
domaci uzivani, ale je stale, i kdyZ omezené uzivan v zemédélstvi. Mechanismus ucinku
spoCiva v blokaci acetylcholinesterazy. Je siln¢ toxicky pro témét vSechny skupiny
zivocicht.

Expozice rakt diazinonu vedla k poc¢etnym zménam na bunkach hepatopankreatu a to
zejména na bunkéach travicich. Doslo u nich k vakuolizaci a charakteristické ztraté
hustoty cytoplazmy a pfitomnosti pocetnych zlutych granul. Degenerace bunék zde byla
velmi vyznamna po vystaveni %2 LC 50 po dobu 4dnu (Heiba, 1999).
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Ethion

Tato latka je typickou soucasti organofosfatovych insekticidii a je opakované a ve
vysokych davkach uzivana piedev§im pro sviij velmi kratky ¢as rozpadu.Ethionje
pouzivan pro hubeni msSic, pavoukli a obecné hmyzu. Jedna se o bézné pouzivany
insekticid (Heiba, 1999).

Raci byli pfi pokusu vystaveni Img/l ethionu a néasledné byla koncentrace ethionu a
jeho moznych degrada¢nich produktii zméfena ve vodé a organech raki. Na konci
expozi¢niho obdobi byl ethion akumulovan zejména v jatrech a zabrach. Pti vystaveni
raka /4 96h LC50 (0,36mg/1) zptisobil ethion rozsihlé zmény v bunééné struktufe. Jako
nejvyrazngjsi se jevi vakuolizace, degradace a rozsahlé lyzabunék hepatopankreatu.

Po24hodinach vystaveni se na hepatopankreasu projevila zména tvaru tubuldrniho
lumen. Z normalniho kruhového prifezu se zménil na nepravidelny az rozvétveny. Jindy
blizko u sebe, nyni byly tubuly Siroce oddéleny vrstvami volné pojivovétkané. Byla zde
rovnéz detekovana degradace a vakuolizacebunék. S prodluzujici se dobou expozice se
tato poSkozeni stavalastale patrnéjSimi.

Po 24 hodinach expozice se na Zzabernim aparatu objevovaly zmény, a to zejména
hyperplazie jednotlivych filament, a to pifevazné na jejich $pic¢kach, které projevovaly
rizné malformace. Po 3 dnech se na zébrach projevil i pokles poctu mitochondrii a
cytoplasmaticka vakuolizace. Po 5 dnech bylo mozné na zabrach pozorovat rozsahlou
degradaci epitelu s vakuolami obsahujicim zbytky cytoplazmatické membrany (Desouky,
2013).

Prometryn

Jednd se o selektivni herbicid uZivany pro kontrolu jednoletych jednodé€loznych a
dvoudéloznych rostlin v kulturach fazoli, mrkve a jiné zeleniny. Bylo zjisténo, Ze jiZ pfi
expozici koncentracim momentalné se vyskytujicich v naSich povrchovych vodach,
dochazi k histologickym zmé&nam na zabernim aparatu. Hodnoty se celosvétoveé pohybuji
Vv povrchovych vodach v rozpéti mezi 0,190-4,4ug/l (Vryzas a kol., 2011) a do 1pg/l ve
vod¢ podzemni (Papadopoulou-Mourkidou a kol., 2004).

V testu byla rana stadia Raka mramorovaného (Procambarus fallax f. virginalis)
rozdélena do 4 skupin s rozdilnymi koncentracemi prometrynu (E1-0,51, E2-144, E3-
1440 a E4-4320ug/1). Vsechny skupiny (kromé E1) vystavené prometrynu vykazovaly
histopatologické zmény na zabrach. Pti koncentraci 0,51pg/l (hodnota realné namétena
z ¢eskych fek) nedoslo k zadné histologické zméné na hepatopankreatu. Jak kontrola, tak
skupina E1 mély tubuly tésné u sebe a jednotlivé typy bunék byly pfesné
diferencovatelné a v nativnim tvaru. Znatelné zmény na hepatopankreatu zpisobily az
koncentrace 144 a 1440pg/l. Zmény byly nésledujici. Tubuldrni dilatace s pievahou
mononukledrnich bunék v intersticialni tkéni a destrukce tustfedni dystrofické tkané. Ve
skupiné E3 byly tyto zmény znatelnéjSi. Na zabrach pak koncentrace E2 a E3 daly
vzniknout rozsdhlym pseudocystam (na pohled jako cysta se jevici utvar, ktery ale
postrada obklopujici epitel). Nejznateln€jSimi zménani byla rozsédhld fragmentace a
dilatace filament do pseudocystickych utvart obsahujicich jemnozrnné substance. Stejné
jako u hepatopankreatu se cetnost zmén zvysSovala se vzristajici koncentraci prometrynu.
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Histologie skupiny E4 nebyla pozorovana, nebot’ vSichni jedinci béhem testu uhynuli
(Velisek a kol., 2014).

Metribuzin

Jednd se o asymetricky herbicid ze skupiny triazinti. Poprvé byl registrovan v USA
v roce 1973. Je uzivan pro selektivni kontrolu listnatych a travnich plevell v témét vSech
monokulturdch plodin od zeleniny pfes obili az po travniky (Fairchild a Sappington
2002).

V testu byli jedinci Raka signalniho (Pacifastacus leniusculus) vystaveni dvéma
koncentracim-0,52pg/l (realnd hodnota naméfena v CR) a 3,06pg/l (10% 96h LC50)
(Velisek a kol., 2013). Po 10 dnech nevykazoval hepatopankreas ani zdbry zadné zmény
V bunééné struktuie. VSechny typy bunék mély fyziologicky tvar a byly lehce rozlisitelné.
Zména v bunééné struktute se dostavila az po tficeti denni expozici metribuzinu. Hlavnim
nalezem byla rozsahlé autolyticka dezintegrace tubularniho epitelu hepatopankreatu. Raci
byli zkouméni jest¢ 30dni po experimentu, a protoze zde nebyly odhaleny Zzadné
analogické histopatologické zmény piedpokladd se, Ze popsané zmény byly plné
reversibilni. Toto tvrzeni je zde podlozeno nalezem vys§iho mnozstvi mononuklearnich
bunck v intesticialnim prostoru hemolymfy (Koutnik a kol., 2014).

Mix bensulfuron-metylu a acetochloru (MBA)

Bensulfuron-metyl je herbicid b&Zné uzivany na ryzovych polich v Cing. Jeho
koncentrace byly naméfeny i v Japonsku jak v polich, tak i kanalech a odtokovych
stokach. Jeho ucinek byl prokazan pifi testech na Danio renio jako genotoxicky a
blokujici vyvoj (Parveen a kol., 2005; Jiang, 2009).

Acetochlor je rovnéz velmi rozsitenym herbicidem plo$né uzivanym jak v Japonsku,
Cing tak i USA. Pokusy s Danio renio kategorizovaly tento herbicid jako endokrinni
disruptor (Yang a kol., 2016).

Zabry Raka &erveného (Procambarus clarkii) po 96hodinové expozici MBA ukazaly
granulované hemocyty uvnitf intralamelarniho prostoru a disorganizaci bunék epitelu
popt. degeneraci kutikuly. Byly také zaznamenany zmény v barveni pomoci H&E.
Kutikula byla rozmazang;si, jadra bunék epitelu zbarvend sytéji a soucasné byla
zaznamenano oddéleni nékterych bunck epitelu od kutikuly. Procenta raku
s posSkozenymi Zabrami (100% u MBA) byla vyrazné vys$$i nez u rakii z kontrolni
skupiny, kde se procentualni zastoupeni rakd s poSkozenim Zaber pohybovalo kolem 4%
(Yuakol., 2017).
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Kyselina peroctova

Kyselina peroctova (KP) je velmi silny oxida¢né-dezinfekcni prostfedek pouzivany
jako terapeuticky agent v akvakultufe a to u ryb, jako dezinfekce v laboratofich,
dezinfekce pfi vyrobé potravin a piva, vlakniny a textilnim pramyslu.(Pechacek, 2014).
Pii koncentraci 10mg/l efektivné ni¢i zoospory puvodce ra¢iho moru hnilecka ra¢iho
(Aphanomyces astaci) a ma potencial se tak stat bézn¢ uzivanou latkou v chovech rakt
(Jussila, 2011).

Raci byli v tomto testu exponovani koncentracim 2 a 10mg/1 po dobu 7dnti a nasledné
byli ponechani 7 dni v Cisté vod¢ pro zjisténi mozného zotaveni. Nejvice postizenym
organem se zde ukézaly byt zabry. Kontrolni skupina nejevila po dobé expozice zddné
zmény na zabrach ani hepatopankreatu. U skupiny exponované koncentraci 2mg/1 byla po
3 dnech stdle pozorovana normadlni organizace epitelidlnich bunék. Po 7 dnech se
projevila disorganizace. U rakd vystavenych 10mg/l po 3dny se projevilo nahromadéni
hemocytl v lakunach, infiltrace granularnich hemocytd, malformace $picek lamel a
disorganizace epitelidlnich bun¢k. Tyto zmény se staly vice znatelnymi s prodluzujici se
expozici. Po 7dnech zotaveni v Cisté vodé doslo k regeneraci nékterych casti zaber,
zatimco jinde zmény pfetrvavaly. Mizeme ale fici, Ze jejich rozsah byl v porovnani
sraky vystavenymi 10mg/l po dobu 7 dnti daleko mensi. Na hepatopankreatu raki
vystavenych 2mg/l nebyly pozorovany zadné zmény. Ve skupiné vystavené vyssi
koncentraci doslo k zvétSeni tubuldrniho lumenu a zvySeni vakuolizace (Chupani, 2016).

Methoprene

Jedna se o insekticid uzivany pro kontrolu komara. Je klasifikovan jako endokrinni
disruptor. Vystaveni sub-letalnim koncentracim kolem 0,05ul/l1 po dobu 24hodin vyustilo
v rozsahlou vakuolizaci epitelialnich bunék a zavaznou dilataci vackii dER a Golgiho
aparatu v F-bunikdch hepatopankreatu. Tento insekticid byl testovan na Humrovi
americkém (Homarus americanus) (Walker a kol., 2010).

Pymetrozine

Novy insekticidni ptipravek pyridin-azomethin. V testech na P.clarkiiv koncentraci
1,034mg/l (hodnota LC50) byla po 24hodinachzaznamenana hepatotoxicita.
Histopatologické vysetieni odhalilo 1éze a narovnavéani tubularniho lumenu, vakuolizaci
epitelialnich bun¢k a jejich lyzu a pokles lipidovych zasob (Yu a kol., 2018).
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6. Experimentalni ¢ast
6.1. Material a metodika
6.1.1. Pokusna zvifata

Test toxicity byl proveden na raku maromorovaném (Procambarus virginalis). Raci byli
odchovani v laboratornich podminkach Fakulty rybafstvi a ochrany vod ve Vodnanech
v Ceské republice. Celkem bylo do testu vyuzito 108 rakdi a pramémé hmotnosti
5,480+0.67g a pramérné délce téla 26,14+2,87mm. Tito raci byli ndhodné rozd¢€leni do tii
nadrzi v hustoté 18rakti na nadrz (vzhledem k opakovani skupiny bylo celkem vyuzito 36
rakti na kazdou experimetalni skupinu). Objem testovacich nadrzi byl 20l. Kanibalismus
byl potlacen piidanim plastovych tkryti. Raci byli krmeni komerénimi peletami (Crabs
Natural, Sera GmbH, Germany) dvakrat denné v davkach odpovidajicich 1% télesné
hmotnosti. Raci byli pfed samotnym pokusem tyden aklimatizovani.

6.1.2. Chemicka expozice

Raci byli vystaveni thiaclopridu (THIA) (([3-(6-Chloro-3-pyridinylmethyl)-2-
thiazolidinylidene]cyanamide) (Sigma Aldrich, Czech Republic, Cistota > 98.0 %)ve
dvou koncentacich, a to koncentraci THenv 4,5ug/l (koncentrace nalezena v povrchové
vod¢ ve Stiedni Evropé(Siiss a kol., 2006) a TH10 64,64ug/l, kterd odpovida 10%
mortalité¢ rakt vystavenych THIA po dobu 96hodin a byla odvozena od piedbézného
testu toxicity 96hLC50, jenz byl soucasti jiné studie. Thiacloprid je vysoce selektivni typ
nového pesticidu patiiciho do skupiny neonikotinoidd. Napadd nervovy systém
bezobratlych a to konkrétné acetylcholin (Tomizawa, 2002). Celkové byly tedy THIA
exponovany dvé skupiny rakt oznacené jako THenv (enviromentalni koncentrace), TH10
(odvozend od 96hLC50) a jedna CON slouZzila jako kontrolni, bez pfidani chemické
latky. Do kazdé nadrze byl vlozen pfistroj na kontinualni méfeni teploty béhem testu.
Dosazené koncentrace THIA ve vodé byly stanoveny analyticky pomoci kapalinové
chromatografie (HPLC-MS/MS) (Hao a kol., 2015) a béhem celého testu nepoklesly pod
95% nominalni hodnoty.

6.1.3. Design experimentu

Aklimatizovani raci byli vystaveni koncentracim THIA (4,5ug/l a 64,645ug/l) po dobu
28dni a nasledn¢ dal$ich 28dni byli ponechani v Cisté vodé kde byla sledovana jejich
depurace. Experiment probihal semistaticky s vyménou lazné kazdy druhy den. Kvalita
vody byla métena vzdy pred a po vyméné lazné. Teplota vody v nadrzich byla 17,00 +
0.72°C , hladina rozpusténého kysliku ve vod¢ 91.19 + 3,77%, pH 7.77 £+ 0.10, svételny
rezim ve form¢ 12hodin tmy /12hodin svétla. Denné bylo sledovano chovani rakl a
zaznamenavana mortalita. Vzorky pro histologickou analyzu (hepatopankreas a Zabry od
2 rakli z kazdé skupiny) byly odebrany 7, 14 a 28 den expozice v THIA a nasledné 14. a
28.den depuracni faze.
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6.1.4. Histologie

Histopatologie byla hodnocena u vSech experimentalnich skupin v danych
vzorkovacich dnech. Vzorky Zaber a hepatopankreatu byly okamzité fixovany v 10%
formalinu. Histologické zpracovani probihalo na tkanovém procesoru Histomaster
2052/1,5 s dobou aplikace lazni a jejich stfidanim podle nasledujici tabulky.

Tabulka 1 — vpravo: protokol uzivany na tkanovém procesoru; vlevo: protokol uzivany na
barvicim automatu.

Barvici automat TISSUE-TEK Tkanovy processor Histomaster 2052/1,5
Lazen Doba aplikace Lazen Doba aplikace
Xylen 10min Etanol 70% 30min

Xylen 10min Etanol 7% 30min

Xylen 10min Etanol 95% 30min

Etanol 100% 5min Etanol 95% lhod

Etanol 96% 5min Etanol 100% 1,5hod

Etanol 80% 5min Etanol 100% lhod

DH0 30sek Etanol 100% 1hod
Hematoxylin 15min Xylen 30min

DH-0 30sek Xylen 30min

Scott’s Tap Water | 4min Xylen 1h

DH>0 30sek Parafin 2x30min
Eosin 1min Parafin 2x30min
DH,0 2sek

Etanol 80% 2min

Etanol 96% 2min

Xylen 10min

Xylen 10min

Nasledné byly vzorky prosyceny parafinem a zality do parafinovych bloc¢ku. Krajeni
bloc¢kil bylo délano rota¢nim mikrotomem s nastavenim tloustky fezu Spm. Barveni H&E
probihalo v barvicim automatu (TISSUE-TEK® DRS™ 2000, SEKURA). Protokol
uzivany pro barveni je popsdn v tabulce vySe. Takto pfipravené preparaty
hepatopankreatu a Zaber byly nasledné¢ zkoumany za vyuziti svételného mikroskopu
kombinovaného s kamerovym systémem E-600 (Olympus BX-51, Japonsko).
Laboratorni pfistroje uzivané pro tvorbu preparatti najdeme v obrazkové piiloze.
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6.2. Vysledky

Zabry rakt z kontrolnich skupin nevykazovaly zndmky poskozeni. Buiiky tvorici
jednovrstevny epitel byly v jednotlivych listeccich vesmés uniformné strukturovany a
pokryty tenkou vazivovou vrstvou. V jednotlivych zabernich listcich byly dobfe patrné
piivodné a odvodné cévy (obrazek 1A). Zména struktury zaber byla pozorovana jiz u
skupiny THenv, kdy po sedmi dnech expozice doslo k patrné vakuolizaci epitelidlnich
bunck a zastieni strukturalni organizace jednotlivych listkl (obrazek 1B).

Po 14-ti denni expozici bylo v zabernich cévach patrné sméstnani krve a loziskovy
vyskyt hyalinnich kapének (obrazek 1C). Kombinace vSech vyse popsanych zmén spolu s
progresivni ztratou tvaru, povrchu a vnitini struktury listeckl byla pozorovdna na konci
expozice (den 28, obrazek 1D). Obdobné zmény a prubéh byly zaznamenany u skupiny
TH10, kde byl ale zaznamendn rychlej§i nastup pozorovanych zmén v Casové ose.
Histologicky obraz Zzaber se v prub&hu regeneracni doby nezménil.

Hepatopankreas kontrolnich skupin byl bez histo-patologickych zmén s obvyklou
strukturou a zastoupenim vsSech typti bun¢k (obrazek 2A). Skupina THenv méla po dobu
expozice pfevazné zachovanou tubularni strukturu, misty naruSenou odlu¢ovanim bunck
od bazalni membrany. Semikvantitativné bylo v tubulech patrné cetnéjsi zastoupeni F
bunck (obrazek 2B). Skupina TH10 vykazovala plosné edematozni zdufeni epitelu a po
14 dnech i loziskova poskozeni tubularni vystelky — Cetné zejména v oblasti bazalni
membrany tubulti (obrazek 2C). V pribéhu regenera¢ni doby byl u obou testovanych
koncentraci THIA pocet F bun€k srovnatelny s kontrolni skupinou, ptetrvaly nalezy
odloucenych bunék od bazalni membrany a u skupiny TH10 pfetrval i edém a loZiskové
poskozeni tubuldrni vystelky (obrazek 2D).
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Obrazek 10: Histologicky vez tkani Zaber raka mramorovaného (Procambarus virginalis) po
expozici THIA v davce 4.5 ug L-1; (A) kontrolni skupina s typickou strukturou zabernich listkii:
el- jednovrstevny epitel, c- vazivova kryci vrstva (kutikula), ves- privodnd a odvodna céva, (B)
skupina THenv po 7 dnech expozice: Sipky vyznacuji mista vakuolizace epitelialnich bunek; (C)
skupina THenv po 14 dnech expozice: elipsy znaci mista Sméstnani krve, hvézdicky znaci okrsky
hyalinizace; (D) skupina THenv po 28 dnech expozice: ztrata tvaru a vnitini strukturdlni
organizace listeckii. Zvetseni x200; H&E.
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Obrdzek 11: Histologicky rez tkani hepatopankreatu raka mramorovaného (Procambarus
virginalis) po expozici THIA; (A) kontrolni skupina s typickou strukturou epitelialnich bunek
tubuli: tl- lumen tubulu, r- resorpcni burky s tukovymi kapénkami, b- blister-like sekrecni
univakuolarni bunky, f- fibrilarni buniky; (B) skupina THenv po 28 dnech expozice: f- fibrilarni
bunky, klinové Sipky vyznacuji mista odlucovani bunék od bazalni membrany, (C) skupina THI10
po 28 dnech expozice: Sipky znaci desorganizaci tubularni vystelky v oblasti bazalni membrany
tubulii, hvézdicky znaci zuzeni az vymizeni tubuldrniho lumen zpiisobené edémem, (D) skupina
THI0 po 28 dnech regeneracni faze testu: klinové Sipky vyznacuji mista odlucovani bunék od

bazalni membrany; Sipky znaci desorganizaci tubuldarni vystelky v oblasti bazalni membrany
tubulii, hvézdicky znaci zuzeni az vymizeni tubularniho lumen zpiisobené edémem. Zvétseni x200;

H&E.
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7. Diskuze

Z4&bry jsou primarnim cilovym organem ptisobnosti vétsiny polutanti rozpustnych ve
vodnim prostiedi. Zaroven mohou byt jednim z prvnich organt reagujicichna toxicitu
polutantu (Desouky a kol., 2013). Histopatologické zmény na zédbrach mohou vyustit
v hypoxii, poruchy dychani, problémy s iontovou regulaci a acido-bazickou rovnovahou
(Alazemi a kol., 1996). Vysledky pokusunaznacuji, Ze expozice rakd thiaclopridu
v koncentracich pfirozené se vyskytujicich ve vodach mize na podkladé zjisténych
histopatologickych zmén narusit mechanismus vymeény plynt.

Expozice thiaclopridu nebyla dfive testovana na racich, ale spiSe na jinych
organismech jako jsou perloocky, larvy vazek a blesivci (Beketov, 2008), vcely (Iwasa a
kol., 2004) Protokol vedeni testli na zminénych organismech a doba expozice se oproti
testu v této praci lisi. NejlepSim srovnadnim jsou z diivodu nejvétsi blizkosti organisml
ziejm& vodni larvy brouki a korySi. Ve studii Betekova (2008)bylopro
thiaclopridstanovenorozmezi 1,8-3,2ug/l pro preziti makrobentosu a
zooplanktonu.ProtoZe testovana environmentalni koncentrace 4,5ug/l byla vyhodnocena
jako koncentrace zpusobujici patologické zmény v hepatopankreatu a zabrach, je velmi
pravdépodobné, ze se hodnota stanovena Beketovem (2008) blizi i kritické hodnoté pro
prezivani raka.

U koryst je hepatopankreas nejvétsi télni zlazou. Jeho hlavni funkci je sekrece
travicich enzymi a absorpce natravené potravy (Miyawaki a kol., 1984). Jedna se o organ
detoxikacni a zaroven velmi citlivy na stres. Hepatopankreas také velmi rychle reaguje na
expozici Skodlivym latkam. Podle Negro a kol. (2011), se pfi zasazeni desetinozct
pesticidem zvysi pocet F-bunék. TentyZz fenomén byl identifikovan 1 v pfipadé nasi studie
v hepatopankreatu rakd vystavenych 14dni environmentalni koncentraci thiaclopridu.
Jelikoz jsou F-bunky hlavnim mistem syntézy proteind a enzymu (Sousa a kol., 2005), je
proces zmnozeni F-bunék pravdépodobné odpoveédi na vzristajici toxicitu v organismu.
Dalsi histopatologické zmény pifi zasazeni insekticidem jsou popisované Vv praci
SaravanaBhavana a Geraldina (2000) jako naptf. melanizace a zeslabeni bazalni
membrany. Tyto histopatologické zmény nebyly pii vystaveni thiaclopridu pozorovany.

Ve skupinéinsektidicii se miizeme s podobnymi histopatologickymi zménami setkat u
ethionu. Jeho davka je vSak v faddech mg/l a zmény jsou podstatné drasticte)si (Desouky,
2013).Vakuolizaci epitelidlnich bun¢k hepatopankreatu mizeme pozorovat i pfi expozici
insekticidu methoprenu popsaného Walkerem a kol. (2010). Na rozdil od naseho testu
vSak zde byl provadén pouze test akutni toxicity. Na druhou stranu,
koncentracemethoprenu, které byli raci pfi tomto testu vystaveni,bylatéméei 10x nizsi nez
koncentrace thiaclopridupouzitav nasem testu. Dalsim insekticidem zpUsobujicim
vakuolizaci epitelidlnich bunék je i pymetrozin (Yu a kol., 2018) a diazinon (Heiba,
1999). Stejné jako u dalSich autori se zmény zplsobené environmentalni koncentraci
nebo koncentraci blizkou environmentalni, stavaji ztetelné az po delSim ¢asovém tseku a
to vétSinou v rozmezi 7-14-30 dnti expozice.

38



8. Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo posoudit na histologické tirovni toxicitu pesticidu
thiaclopridu. Histologické vysSetieni bylo provadéno na hepatopankreatu a zabrach.
ReserSni ¢ast prace se proto zabyva spravnym postupem tvorby histologického preparatu
a fyziologickou a anatomickou stavbou hepatopankreatu a zaber.

Jiz po 7 dnech expozice skupiny THenv (4,5ug/l THIA) doslo k patrné vakuolizaci
epitelidlnich bun€k zaber a zastieni strukturdlni organizace jednotlivych zabernich listka.
Stejnd koncentrace nezpusobila zadné strukturdlni zmény hepatopankreatu. Tato
skuteCnost je pravdépodobné zpiisobena faktem, Zze zabry jsou na rozdil od
hepatopankreatu mén¢ uniformni a citlivéji reaguji na pfitomnost polutantd, jelikoz se
nachazi v pfimém styku s vodnim prostiedim, a tak i pfipadnym polutantem.

Po 14dnech expozice u skupiny THenv doSlo v zabernich cévach k méstnani krve a
k vyskytu loziskovych hyalinnich kapének. Na konci expozice tj. 28. den, vSechny tyto
zmeény pietrvaly a pfidala se ztrata tvaru, povrchu a vnitini struktury Zaber.

Skupina TH10 vykazovala po 14dnech edematdzni zdufeni epitelu a poskozeni
tubularni vystelky hepatopankreatu, a to zejména v oblasti bazalni membrany tubuld. Za
28dni expozice u skupiny THenv dosSlo v hepatopankreatu k strukturalnim zménam -
expozice zpusobila semikvantitativni namnozeni F-bunék. Pravdépodobné vysvétleni této
skuteCnosti je potfeba organismu vytvaret vEét§i mnozstvi proteinli nutnych pro
detoxifikaci pfitomného polutantu (Negro a kol., 2011).

Pocet F-bun¢k u obou testovanych koncentraci THIA se béhem doby depurace nelisil
oproti kontrole. Jedna se zde o jedinou reversibilni zménu odhalenou béhem testu.

Z téchto vysledkd je patrné, ze jiz environmentdlni koncentrace THIA zpusobuje
ireversibilni zmény Zzaber a s prodluzujici se dobou expozice a zvySenou koncentraci
polutantu i ireversibilni zmény hepatopankreatu.
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10. Obrazkova ptiloha- technické vybaveni laboratote

‘
Obrdazek 12- Vlevo: rotacni mikroskop pouzivany V Laboratori vodni toxikologie a ichtyopatologie ve
Vodnanech na Fakulté rybarstvi a ochrany vod.; vpravo: tkanovy procesor Histomaster 2052/1,5 (MDS-

group, Germany) pouzivany k odvodnéni v radé koncentraci etanolu, aplikaci xylenu a naslednému
prosyceni parafinem (foto: V. Kucera).

Obrazek 13- Barvici automat TISSUE-TEK® DRS™ 2000 pro aplikaci heamoxylinu a eosinu (foto: V.
Kucera).
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[

Obrazek 14- vlevo: nahrivana pinzeta pro manipulaci se vzorkem pii zalévani do blocku,; vpravo.: termostat
urceny k zalévani do blockii roztavenym parafinem (foto: V. Kucera).

Obrazek 15- Vlevo: vodni lazen urcend pro montovani slidit na podlozni sklicka; vpravo: opticky mikroskop
s kamerovym systémem Olympus E-600 pro vySetiovani hotovych preparatii (foto:V. Kucera).
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11. Abstrakt

Thiacloprid je vysoce selektivni typ nového pesticidu patficiho do skupiny
neonikotinoidii. Napada nervovy systém hmyzu, a to konkrétn¢ acetylcholinové drahy
(Tomizawa, 2005). Raci byli v testu vystaveni dvéma koncentracim thiaclopridu, a to
environmentalni koncentraci 4,5ug/l (skupina THenv ) a 10% 96hLC50 tj. 64,64ug/l
(skupina TH10). Vzorky hepatopankreasu a zaber byli odebirany 7., 14. a 28. vden
pokusu a 14. a 28den depuracni postexpozicni faze. Odebrané vzorky zaber a
hepatopankreatu byly zpracovany rutinnim histologickym postupem.

Na zabrach byly sledovany zmény jiz po 7dnech expozice environmentalni
koncentraci a intenzita histopatologickych zmén se stupiiovala s prodluzujicim se ¢asem
expozice. Environmentalni koncentrace neméla na hepatopankreas vyznamny vliv.

Na hepatopankreatu byly pozorovany zmény u skupiny TH10 jiz po 7 dnech expozice.
V depuracéni dobé vSechny zmény pretrvavaly, krom¢ semikvantitativnich zmén poctu F-
bunck. Zmény se zdaji byt ireversibilni. Na zdklad¢ provedeného testu se insekticid
thiacloprid jevi jako raky poskozujici jiz v environmentalni koncentraci. Pro potvrzeni
téchto vysledkt by bylo tfeba provést rozsahlejsi test s vétsim mnozstvim vysetiovanych
jedinct.
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12. Abstract

Thiacloprid is a highly selective type of pesticide belonging to the group of
neonicotinods. It attacks nervous systém of the insects,especially acetylcholin system
(Tomizawa, 2002). In our test, crayfish were exposed to two concentrations of the
thiaclopride — environmental concentration 4,5ug/l (THenv) and 10% 96hLC50 64,64ug/l
(TH10). Samples of the tissues (gills and hepatopankreas) were collected 7%, 14" and 28"
day of the test and 14™ and 28" day of the regeneration period. The samples of the
crayfish were processed by routine histological procedure.

The histological changes of gills were mentioned in group THenv after 7 days of
exposure. Intensity and number of changes became more signifiant with an icreased
exposure time. Environmental concentration didn't have marked effect on the
hepatopancreas.

The changes of hepatopankreas tissue were mentioned in group TH10 after 7 days of
exposure. All described changes except the increased numberof F-cells, were found in
both exposed Gross till the end of regeneration period. Based on the obtained results,
thiaclopride has harmful effect on crayfish even at enviromental relevant concentrations.
Futher tests with higher numbers of examined individuals are necessary for the
confirmation of obtained results.
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