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ABSTRACT
This thesis is a comparative histological study of accessory gonads (prostate) in

model animal males.

The animals compared included males of the mosquito species Culex pipiens s.l. as a
representative of insects and males of the mouse as representatives of mammals.
Furthermore, three staining methods applicable to histological examination of the prostate
were compared.

Histological and histochemical investigation of the mosquito was performed on its
abdominal part or on its prepared gonads. The urinary bladder with the prostate was
prepared from the male mouse. The tissue was fixed in Bouin’s fixative or in the Dubosque-
Brasil modification. The fixed tissue was embedded in paraffin and sliced on a Leica rotary
microtome. Two histological staining methods, viz. the Mallory method and the
hematoxylin- eosin method, and one histochemical staining method, using paraldehyde-
fuchsin light green orange G, were applied to the histological sections.

Staining after Mallory appeared to suit best the comparative histological
examinations. This technique provided the best picture of the tissues and cells in the two
species studied. Hematoxylin-eosin staining, popular for mammal tissues, was not very
suitable for insect tissues because the cells were not stained to a sufficient extent. As regards
the staining of the male gonads with paraldehyde-fuchsin light green orange G, the result
was non-representative for either species.

The histological and histochemical comparative studies showed similar structures of
the prostate and other organs of the male reproductive system.

For insects to be usable as model animals, many investigations focussing particularly
on immunohistochemistry and electron microscopy with immunolabelling or in situ

hybridization will have to be performed.
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Uvod

Téma Histologické a histochemické studium samci ptidatné pohlavni zlazy komara
Culex pipiens s.I. jako modelového zivocicha lidské predstojné zlazy (lat. prostata) jsem si
zvolil zejména z divodu vysokého nartstu incidence rakoviny prostaty v poslednich deseti
letech. Nartst ¢inni piiblizné o 100 %, jak je patrné na grafu 1, uvedeného v piiloze.
Incidence uvéadéna v literatufe ¢ini 4% vSech nadorovych onemocnéni (60 piipadi na
100 000 tisic muzi) (Dusek, 2006). Dalsim zavaznym a Castym onemocnénim je hyperplazie
prostaty. Incidence onemocnéni prostaty souvisi se starnutim. Mikroskopicky prokazatelnou
benigni hyperplazii prostaty (BHP) ma ve tteti dekad¢ 8 % muzi, v paté dekade jiz vice nez
40 %, v Sesté 70 % a nad 80 let pies 80 % muzt (Kawaciuk, 2002). Mou praci bych chtél
piispét ke zlepSeni poznani vzniku rakoviny prostaty, benigni hyperplazie prostaty a jinych
patologickych zmén pozorovatelnych v histologickych fezech.

Ve své praci jsem pracoval s experimentalnimi zvifaty, ktera jsem vyuzival
K histologické a histochemické studii prostaty. Histologicka studie umoziuje zkoumat organ
a jednotlivé tkané ¢i buriky jako celek, dale umozni rozpoznat rozdily ve stavbé hmyzi a
savCéi prostaty na mikroskopické Urovni. Histochemicka studie dale umozZni rozpoznat

funkéné mikroskopickou stavbu prostaty hmyzu.



1. Soucasny stav

1.1. Hmyz jako modelovy organismus
Koméii se vyskytuji od oblasti tropti aZ po severska pasma. V Ceské Republice se

vyskytuje na 40 druhtt komart. Nekteré druhy komart jsou znamé pievazné
z epidemiologického hlediska. Pienaseji nebezpecné parazitarni infekce (malarie, spava
nemoc) a virové infekce (virus Tahyfia a West Nile virus, hore¢ka Dengue). Vyznamni
mohou byt i z hlediska vyzkumného. Hmyz jako takovy muze byt vyuzivan misto pokusnych
savcl.

| kdyZ se to nezd4d, hmyz ma podobné organy jako lidé, naptiklad stfevo, srdce,
nervovou soustavu €1 vyluCovaci a pohlavni organy. VSechny maji mnohem jednodussi
stavbu, napiiklad organizace nervové soustavy hmyzu je jina, neciti bolest, a to je jeden z
davodi, pro¢ jsou vhodné jako modelové organismy. Nekteré pochody v jejich téle 1ze od
sebe snadno oddélit a tim zptistupnit védeckému vyzkumu.

Jeden z vyznamnych védeckych postupt vyuzivanych pii studiu hmyzu je dekapitace.
Jedna se o odstiihnuti fidiciho centra hmyzu, tedy jeho mozku a hlavniho zdroje hormond.
V tomto stavu lIze na hmyzu sledovat, jak pisobi fizené pokusy napiiklad dodavanim

hormonu.

Hmyz nam slouzi jako modelovy organismus a ma to hned nékolik divodu. Jednak
jsou to divody samoziejm¢ ekonomické, protoze chov hmyzu je levnéjsi nez chov néjakych

vySSich organismd, jako jsou tieba mysi. Dale jsou to divody etické.

1.2. Pohlavni systém

1.2.1. Anatomie muZskych pohlavnich organii
Muzské pohlavni organy zahrnuji vnitini (organa genitalia masculina interna) a

zevni (organa genitalia masculina externa). Mezi muzské vnitini pohlavni organy patii



varlata (testes), nadvarlata (epididymis), chamovody (ductus deferentes), méchyikové Zlazy
(glandulae vesiculosae) a vypuzovaci kanalky (ductus ejaculatorii). Dale prostata a mocova
trubice (urethra maskulina). Do urethry usti parové zlazy (glandulae bulbourethrales)
(Cihak, 2001).

1.2.1.1. Varle (testis)
Testis (fec. orchis) je parovy organ, muzska pohlavni zlaza. Je uloZeno ve scrotu. K

jeho zadni strané ptiléhd protdhlé nadvarle. Hilus varlete je misto vstupu a vystupu cév a
vystupu vyvodnych kanalk na zadnim okraji varlete. Povrch varlete je kryt tunica vaginalis

testis, periorchium a tunica albuginea (Cihak, 2001).

1.2.1.2. Vyvodné cesty varlete
Vyvodné cesty z varlete zacinaji jako tubuli seminiferi recti z jednotlivych lalicka

varlete. Tyto pfimé kanalky se schazeji u hilu varlete, navzajem se propojuji a vytvareji rete
testis. Ze zadu se do rete testis pfidava vazivo z tunica albuginea a zptedu do ného

prechazeji prepazky oddélujici lalicky varlete (Cihak, 2001).

1.2.1.3. Nadvarle (epididymis)
Nadvarle je protahly esovity utvar nasedajici na horni pdl varlete. Rozeznavame na

ném hlavu (caput), télo (corpus) a ocas (cauda), jez pokracuje v chamovod. Ocas je
spole¢né s varletem pfipoutana ke scrotu pomoci "ligamentum scrotale™. Hlava se sklada
z kanalku vytvarejicich nadvarleci lalicky (lobuli epididymidis) pokracujici v nadvarleci
vyvod (ductus epididymidis), ktery tvofi télo a ocas. Jako pozlstatky vyvoje nachazime v
okoli varlete a nadvarlete rudimentarni organy - appendix epididymidis, appendix testi,
paradidymis, ductuli aberantes (HERACEK, 2009).



1.2.1.4. Sourek (scrotum)
Scrotum je vak hruskovitého tvaru, tvofeny kazi a podkoznim vazivem a zavéSeny

pod symfysou za kofenem penisu (Cihak, 2001). Zakladi se parové, a proto je zcela
rozdélen pomoci piepazky (septum scroti), projevujici se na povrch jako Sourkovy Sev
(raphe scroti) (HERACEK, 2009).

Septum scroti, stiedni, sagitalné¢ postavena vazivova prepazka, rozdéluje scrotum ve
dvé dutiny, z nichz kazdd obsahuje varle v jeho obalech. Kize scrota je tenka,
pigmentovand, v dospé€losti s fidkymi silnymi chlupy, s velkymi mazovymi Zlazami a s

mnoZstvim potnich zlaz (Cihak, 2001).

1.2.1.5. Chamovod (ductus deferens)
Ductus deferens pokracuje z nadvarlete jako silna svalova trubice. Spojuje nadvarle s

mocovou trubici. Prochazi scrotem spolu s cévami varlete a vytvaii funiculus spermaticus,
provazec semenny (Liepert, 2006).

Poté prochazi tfiselnym kanalem skrze canalis inguinalis a po vystupu z anulus
inguinalis profundus probiha chamovod subperitonealné, zahyba dorzalné a medialné,
posléze 1 kaudaln¢ za zadni sténu mocového méchyre kde se kiizi s ureterem. Za méchyiem
se chamovod rozsifuje ve vietenovity utvar — ampulla ductus deferentis, poté se opét zuzuje
a po velmi kratkém tseku se spojuje s vyvodem semenného vacku v ductus ejaculatorius.
Ductus deferens se nakonec stac¢i kaudalné a medialné k prostaté¢ (UPOL.CZ).

Prochazi prostatou a vstupuje zezadu do mocCové trubice. Tam usti na bocich

hrbolku zvaného colliculus seminalis (UPOL.CZ).

1.2.1.6. Provazec semenny (funiculus spermaticus)
Funiculus spermaticus je svazek utvart, které doprovazeji a obklap&ji chamovod od

jeho vystupu z hlavy nadvarlete az do prichodu inguinalnim kanalem. Provazec obsahuje
chamovod, tepenné a Zilni pletené, nervové pletené, mizni cévy a nitkovité zbytky

peritonealni vychlipky (Cihak, 2006).
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Primarni mezenchymalni zhoubné nddory semenného provazce jsou velmi vzicnym
onemocnénim, poprvé popsanym v roce 1845. Dle dostupnych zdroji bylo do roku 1978
dokumentovéno v literatufe pouze 212 piipadii tohoto onemocnéni. Vyskytuji se u
adolescentti, a dale pak pfedevS§im u muzi nad padesat let, zatim nebyl publikovan

liposarkom s metastazami (Vagner, 2008).

1.2.1.7. Méchyrkové Zlazy (glandulae vesiculosae)
Glandulae vesiculosae jsou parové ptidatné Zlazy muzského pohlavniho aparatu,

oznaCované téz jako vesiculae seminales. Maji protahly tvar a jsou uloZeny Sikmo
laterokranialn¢ vzhiiru, za zadni st€énou mocového méchyie nad prostatou, lateralné¢ od

ampularniho tGseku ductus deferens a rovnobé&zné s nim (Cihak, 2006).

1.2.1.8. Zlaza piedstojna (prostata)
Prostata je ptridatnd pohlavni zlaza muze, ulozena kolem zacatku mocové trubice,

tésné pod moCovym méchyfem. Prostata ma tvar komolého, piedozadné mirn¢ oplostélého
kuzele, obracen¢ho bazi vzhiru k méchyfi. Baze prostaty tésné ptiléhd k mocovému
méchyii. Do baze se vtlaCuje cervix vesicae. Hrot prostaty miii dopiedu doli a dosahuje k
diaphragma urogenitale.

Prostatou od baze k apexu probiha tisek mocové trubice. Urethra pak dale
pokracuje samostatné. Uvniti prostaty probiha urethra blize piedni stén¢ a d¢li prostatu na
preurethralni ¢ast a retrourethralni ¢ast.

Mezi rectum a prostatu je vloZeno septum rectovesicale. Je to vazivova ploténka

do niz jsou také vnoteny glandulae vesiculosae.

1.2.2. Fyziologie prostaty
Prostata dodava 15—30% objemu tekutiny ejakulatu. Jeji sekret je tekuty,

bezbarvy, kyselé reakce (pH 6,4). Obsahuje zinek (v glykoproteinovém komplexu), kyselinu
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citronovou, prostaglandiny, polyaminy — spermin a spermidin, imunoglobuliny, kyselou
fosfatasu a proteasy.

Zinek ovliviiuje metabolismus testosteronu v prostaté, mimo to se v komplexu
prikladd na bunéénou membranu spermii. Kyselina citrénova ve formé citrati ma funkci
pufru. Prostaglandiny stimuluji svalovinu d€lohy a pfispivaji tim k transportu spermii.
Spermin ovliviiuje pohyblivost spermii a jejich schopnost oplozeni vajicka (krystaly sperminu
lze prokédzat v zaschlém ejakulatu, cozZ ma vyznam pro soudni Iékatstvi). Proteasy plsobi
fedéni ejakulatu.

Prostata je (jako ostatni ptidatné pohlavni zlazy) sensitivni na hormony. Testosteron
se ve stromatu prostaty méni pomoci 5-a-reduktasy v G¢innéjsi dihydrotestosteron. Ten

ucinkuje na stroma i na zlazové buiky a udrzuje prostatu v ¢innosti (Jarolim, 2000).

1.2.3. Patofyziologie prostaty

1.2.3.1. Hyperplasie prostaty
Castym onemocnénim prostaty je hyperplasie 1z oblasti vnitini zony, pro zmnoZeni

zlazové tkan€ oznacovand téz jako adenom prostaty. Vyskytuje se ve vysSim véku (n¢kdy
vsak jiz po 40. roce). Mechanicky omezuje vyprazdiiovani mocového méchyie.

Pficmou je v€kem snizend schopnost prostaty odbouravat vznikajici
dihydrotestosteron, jehoz pak ve stromatu piibyva. To vyvolava rust zldzek a jejich
novotvorbu ve vnitini zon€. Diive se predpokladalo, ze tento proces postihuje pievazné
lobos medius. Neni tomu tak vzdy. V piipadech, kdy je lobos medius postizen a rychle se
zvétsuje, mize vzhledem k jeho poloze dojit k situaci, ze kranidln€ vyklene sliznici v oblasti
uvula vesicae a zezadu ji preklopi pies ostium urethrae internum. Dojde pak k ventilovému
efektu. Tlak tekutiny v méchyii tiskne vyklenutou sliznici do ostium internum, které uzavira

Pokud se v prostaté objevi nddorové bujeni, vyskytuje se ptevazné v zevni zoné a je
podpofeno androgeny. Jeho priivodnim jevem je zvySend produkce kyselé fosfatasy, jejiz

hladina v krvi je pak diagnostickou pomtickou a také testem uspéSnosti lé¢by nadoru.
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Karcinom prostaty (KP) je v soufasné dobé povazovan za jeden z hlavnich
medicinskych problémt v muzské populaci. V poslednich letech dosSlo k vyznamnému
nartstu incidence KP. V Evropé tvoii 11 % vSech karcinomi u muzi, v EU umird na

KP 9 % ze vSech pacientd, kteti na karcinom umiraji (Lukes, 2009).

1.2.3.2. Prostaticka intraepitelialni neoplazie (PIN)
Jedna se o intraepitelialni neoplastické zmény vyvodu a acinii prostaty, které délime

na PIN nizkého stupné a PIN vysokého stupné. Zmény tohoto typu jsou obecné uznavany za

predchiidce vlastniho karcinomu prostaty (Lukes, 2009).

1.2.3.3. Prostatitis
Histologicky pojem prostatitidy znamena pfitomnost tkanové infiltrace zanétlivymi

buiikami. Obvykle se hodnoti popisné podle jejich piitomnosti (napf. neutrofilnich
leukocytll), mononukledrnich leukocytl (lymfocyt, makrofagli, plazmatickych bunék),
eozinofilnich leukocytii nebo granulomti. Podle charakteru infiltrace, dalSich zmén (edém,
hyperemie, jizveni atd.) a spektra bunék lze zanét histologicky charakterizovat jako akutni

nebo chronicky (Belej, 2007).

1.2.3.4. Malakoplakie
Malakoplakie prostaty je velmi vzacna, velka vétSina ptipadd je spojena s infekcemi

mocového traktu zptisobenych E. coli.
Problematicka je pouze diagnostika tzv. ¢asné malakoplakie, kdy je infiltrat tvofen prevazné
histiocyty s eosinofilni cytoplasmou a kdy velmi vérné napodobuje adenokarcinom prostaty.

Imunohistochemicky lze snadno prokazat histiocytarni povahu 1éze (Hes et al., 2008).
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1.2.3.5. Benigni myoadenomatozni hyperplazie
Benigni myoadenomatozni hyperplazie (BMH) patii k velmi ¢astym nalezim u

populace star§ich muzi. U muzi ve vékovém rozmezi 50-60 let véku se udava zvétseni
prostaty u 50 % pacientii. Vysledky z pitevniho materialu hovoti o prevalenci 8 % u muzi
ve véku mezi 40-50 lety a 90 % u muzl kolem 80 let.

Histologicky obraz neni zcela jednotny. Casto je obraz v drobnych a arteficialng
poskozenych ¢astkach ziskanych pfi transuretralni resekci necharakteristicky.

Malé noduly maji vétSinou pfevazné stromalni komponentu tvofenou obvykle fidkou
mesenchymalni tkani ¢i hladkou svalovinou. U hladkosvalovych nodulii je nutné odlisit
leiomyom prostaty.

Dale je mozné nalézt utvary piipominajici fibroadenom prsu ¢&i fyloidni tumor.
V ramci hyperpldzie jde o drobné, ptevazné mikroskopické utvary.

Velké noduly jsou z vétsi ¢asti tvofeny adenomat6zni tkéni. Tvofeny jsou malymi 1
velkymi aciny. U nékterych vétSich acini je moZné nalézt papilarni projekce do lumen, n€kdy
s fibrovaskularnim stromatem. V okoli acinti jsou casto pfitomné denzni pievazné

lymfoplasmocytarni zanétlivé infiltraty (Hes et al, 2008).

1.2.3.6. Sklerozujici adeno6za
Termin sklerozujici adendza pouzili poprvé Young a Clement v roce 1987, pro

velkou podobnost popisovaného prostatického procesu s obdobnou 1ézi v prsu. Velkou ¢ast
piipadti sklerozujici adendzy (SA) tvoii vedlejsi nalezy v materidlu z prostatektomii. Jde
obvykle o 1ézi, kterd je svym rozsahem velmi mala.

Pfi malém zvétSeni dominuje ndlez pruhli a nakupeni Zzlazek ¢i jednotlivych
epitelovych bunék v proliferujicim stromatu. V mens$im poctu piipadil je stroma edematozni
¢1 myxoidni. Afekce je vétSinou velmi dobie ohrani¢end. OvSem na okraji miZze vytvaret
dojem invazivniho ristu do stromatu. V okoli SA jsou ¢asto hojné vietenovité stromalni

buiiky. Zlazky SA byvaji ohrani¢ené eosinofilni hyalinni tkani, coZ je pro SA velmi typické.
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Buiiky SA obvykle postradaji vyrazné atypie ¢i jadérka. Mitotickd aktivita u SA je vétSinou

nulova, avSak sledovani pfitomnosti mit6zy neni pfilis ptinosné (Hes et al, 2008).

1.2.3.7. Svétlobunécéna kribriformni hyperplazie
Svétlobunécna kribriformni hyperplazie (SKH) se vyskytuje typicky v centralni ¢asti

prostaty. Spada do spektra benigni hyperplazie prostaty. Je tvoiena epitelidlnimi bunikami se
svétlou cytoplasmou, malymi jadry a nevyraznymi malymi jadérky. Vrstva bazalnich bunék je
pritomna a ve vét$iné ptipadi je velmi napadna.

Ovsem vrstva basalnich bun€k né¢kdy mizZe byt inkompletni, zvlasté na tangencialnich
fezech. Na Sikmém fezu rovnéZ n€kdy zanikéd kribriformni architektonika a struktury SKH

maji charakter svétlobunécnych hnizd (Hes et al, 2008).

1.2.3.8. Prostaticka intraepitelialni neoplazie (PIN)
V soucasné dob¢ se rozeznavaji dvé kategorie PIN: ,,low-grade* a ,,high-grade*.

V mladSich v€kovych kategoriich se spiSe vyskytuji ,low-grade“ PIN, kdezto
procento ,high-grade PIN vzrtsta spole¢né s vékem. RovnéZ existuji klinicko-patologické
studie, které odhaduji vice jak desetiletou periodu mezi pfitomnosti ,low-grade“ PIN a
vznikem invazivniho karcinomu.

PIN je definovana jako intraluminalni proliferace sekretorickych bunék
s cytologickymi atypiemi, misty neodliSitelnymi od bun€k karcinomu. Mohou byt pfitomné
cytologické atypie bez zvySené celulizace.

PIN lIze zachytit ve 3 zakladnich ristovych typech:

1. Bunky PIN nahradi normdlni epitel zlazek a zlstane zachovana jen vrstva bazalnich
bunék. PIN tak svym rlstem napodobuje intraduktdlné se Sifici prostaticky
adenokarcinom (PAK).

2. PIN invazivné roste pies sténu duktu ¢i acinu.

3. Bunky PIN rostou mezi bazdlnimi buikami a buiikami sekretorické vrstvy.
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Dalsi c¢lenéni vyuziva sledovani celkové architektury. Rozezndvaji se nasledujici

architektonické varianty: ,trsovity* (tufting), mikropapilarni, kribriformni a plochy.

Mezi vzacné podtypy PIN patii PIN s mucindzni cytoplasmou (v€etné prstenéitych
bun¢k), malobunééna PIN s neuroendokrinnimi rysy.

Hlavnim diagnostickym znakem pro stanoveni PIN je vedle architektoniky tvar jader.
Jadra jsou zvétSend, hyperchromaticka s nepravidelnym chromatinem, parachromatinovym
projasnénim, s nepravidelnymou jadernou membrdnou a piitomna jsou zvetSend jadérka.
Paradoxné jadra u ,,high-grade* PIN jsou relativné monomorfni, oproti situaci u ,,Jow-grade*
PIN. Jadérka jsou vyraznd, nepravidelna, obas mnohotna.

Cytoplasma je obvykle lehce amfofilni a granularni, n€kdy eosinofilni ¢i vodojasna.
V cytoplasmé se mtize nachdzet amorfni eosinofilni sekrece, eosinofilni krystaloidy, corpora
amylacea a vzacné lipofuscin. V lumen Zlazek je nékdy pfitomen mucin. Dokumentovana

byla rovnéz mucin6zni metaplazie v bunkach lemujicich PIN (Hes et al, 2008).

1.2.3.9. Adenokarcinom prostaty (PAK)
Patii v naSich zemépisnych Sifkach k velmi Castym onemocnénim. PAK je velmi

vzacny ve véku do 40 let, poté jeho incidence zvolna vzriista. Pro Ceskou Republiku nebyla
studie prevalence dosud zpracovana. V soucasné¢ dobé probihaji diskuse 0 mozném zavedeni
screeningu PAK. Je pomérné velky rozpor mezi nalezy tzv. latentnich PAK pfi pitvach a
vyskytem nadori s Klinickou symptomatologii. Prevalence v pitevnim materialu dosahuje az
80% u muzi.

Histologicky vzhled PAK se 1isi podle gradi. Obecné plati, ze PAK je tvofen malymi
nahromadénymi Zzlazkami, které jsou relativné uniformni. Nékdy vytvaii glomeruloidni
struktury.

Déle je nutné zaméfit se na invazi suspektnich Zldzek. Podezielé jsou Zzlazky
infiltrujici mezi jednozna¢né benigni Zzlazky, dale glandularni struktury tvofici pruhy,
splyvajici ve vétsi celky €i naopak jednotlivé buiiky mezi normalni prostatickou tkani. Vzdy

je vysoce suspektni, nepodafi-li se prokazat basalni vrstvu bunék. U fady dalSich afekei je
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basalni vrstva nesouvisla. Dilezity je ndlez bunck s vyrazné odlisnou cytoplasmou, néz
Vv okolnich benignich zlazkach, dale bun¢k s amfofilni a vodojasnou cytoplasmou. V lumen
zlazek PAK se nachazi modravy hlen, jemné vlockovity ruzovy material, krystaloidy ¢i

nekroticka hmota (Hes et al., 2008).

1.2.4. Histologie muZskych pohlavnich organi

1.2.4.1. Testis (varle)
Varle ma stavbu slozené tubuldzni zlazy. Povrch varlete je obalen silnou blanou z

kolagenniho vaziva, zvanou tunica albuginea, od niz vybihaji dovnitt vybéZzky vaziva, jez
rozdéluji varle na malé lalicky v poctu 200 — 300 (Vacek, 1995). ZvInéni kolagennich
vlaken v tunica albuginea dovoluje jeji rozsifovani pii erekci (Kelly, 1999).

Kazdy lalicek je sloZen z velkého poétu semenoplodnych kanalkt (tubuli seminiferi
contorti), jsou to mnohocetné stocené kanalky, kterych je vice pii bazi lalicku a ke hrotu
lalicku se sbihaji v jeden kandlek (Cihak, 2001). Semenotvorné kandlky jsou vystlany
slozitym vicefadym epitelem (Junqueira et al., 1999). V kanalcich se tvoii muzské pohlavni
buiiky spermie. Sténa kanalkil je sloZzena z tenké vazivové blany, na kterou naseda nékolik
vrstev semennych bunék (Vacek, 1995). Zevné je tubulus obklopen vrstvickou vaziva, na
jejimZ vnitinim okraji jsou myeloidni buiiky, podobné buitkam hladkého svalstva (Cihak,
2001). Semenné buriky jsou kulovitého tvaru a maji kulovité jadro. Postupné se déli a nové
vzniklé buiiky se posouvaji k vnitinimu povrchu kanalku a nakonec se preménuji v bi¢ikovité
buriky spermie (Vacek, 1995).

Sertoliho buriky jsou mezi sebou spojeny zvlaStnim typem mezibunéénych té€snych
kontaktl, tvoficich bariéru mezi vyvijejicimi se pohlavnimi builkami a prostorem mezi
kanalky, kde probihaji cévy. Vzhledem k ptitomnosti této bariéry nemohou pronikat proteiny
produkované vyvijejicimi se pohlavnimi buiikami do prostorii mezi semenoplodnymi
kanalky, odtud do krve a lymfy a indukovat tvorbu protilatek proti pohlavnim bunikam.

Poruseni této bariéry miiZze byt pfi¢inou neplodnosti antigenni povahy.
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Mezi semennymi buiikami jsou ulozeny podpirné buiky Sertoliho. Jsou to
podlouhlé, oplostélé buniky pyramidového tvaru s meéchyikovitym jadrem s velkym
nukleolem. Ve svételném mikroskopu jsou hranice Sertoliho bunék malo zfetelné v disledku
toho, Ze jsou opatfeny Cetnymi postrannimi vybézky. Vybézky Sertoliho bun¢k jsou spojeny
specialnimi mezibunéénymi kontakty (Junqueira et al., 1999, Vacek, 1995).

Histopatologicky vyzkum provedeny u pacientd s ,,Peyronie's disease” prokazal
nezadouci pfemény kolagenniho vaziva v tunica albuginea (Anafarta, 1994). Peyronie je
nemoc lokalizovana jako poruchy pojivové tkané. Zptisobuje poruchy topofeni penisu. Vede
k bunééné proliferaci a nadmérné produkci extracelularni matrix v tunica albuginea.

Budouci zdokonalovani studia zvifecich modelii by mohlo pfispét k podrobnéjsim
znalostem o patofyziologii Peyronieovy choroba a fibromatoses obecné. Navic zvifeci model
muze v budoucnu umozZnit vE&tSi pfipravenost v hodnoceni terapeutické intervence
Peyronieovy choroby (Mulhall, 2004).

Nadory varlat patii mezi vzacné onemocnéni. VétSinu nadorti varlat predstavuje
heterogenni skupina germinalnich nadorti - od forem benignich po vysoce maligni nadory.
Spektrum histologickych typt se méni v zavislosti na véku pacienta v ¢ase diagnozy.

U vice nez 80 % nadord v dospélém véku byly v okolnim parenchymu varlete
pritomny oblasti intratubularni neoplazie — karcinomu in situ (CIS). CIS znamena piitomnost
atypickych bun€k podobnym germinalnim v semenotvorném epitelu nebo lumen stocenych
kanalka testis. Pritomnost CIS v bioptickém materidlu znamenad zvySené riziko vzniku
terminalniho nadoru varlete (Bajciova, 2007).

Primarni tumory varlat patii k nejcastéjsi malignit€ muzt mezi 15.—35. rokem Zivota
(Novak, 1998).

Sekundarni tumory organli scrota jsou vzacnymi az raritnimi nalezy. Byla prokazana
metastdza karcinomu Zaludku do oball varlete a nadvarlete, primarni tumor byl inoperabilni
a generalizovany v peritonedlni dutin€é. Podle literarnich tidaji nejcastéji do orgéni scrota

metastazuji nadory plic, prostaty a gastrointestinalniho traktu (GIT). Pacienti s anamnézou
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tumoru plic, prostaty ¢i GIT maji vyssi riziko rozvoje metastazy ve scrotu (Pali¢ka, Domes
2005).

Metastazy solidnich tumorti do orgdnti scrota byvaji v urologické praxi vzacnymi
nalezy. Lokalizace v obalech varlete a nadvarlete je v literatufe povazovana za extrémné
raritni (Blefari F, Risi O, Pino P., 1992).

Nédor varlat je slozen z n¢kolika typt tkéani, které reprezentuji rizné germindlni
vrstvy (entoderm, mezoderm a ektoderm). Pokud tkan teratomu reprezentuje pouze
entoderm ¢i ektoderm, byvd oznaovan jako tzv. monodermdlni teratom. Elementy
reprezentujici jednotlivé germinalni vrstvy mohou byt zralé, ¢i nezralé, pfipadné se mohou
vyskytovat v kombinaci (O. Hes, M. Hora, H. Veli¢kinova, M. Michal, 2006).

V teratomech byvaji nejCastéji ptitomny struktury epidermis, dermis a koznich adnex,
Casto byva pfitomna nervova tkan. Rovnéz byvaji obvykle zastoupeny rtizné¢ modifikované
sliznice gastrointestinalniho ¢i respiraniho systému. Na rozdil od ovarialnich teratomi byva
ziidka pfitomen parenchym §titné zlazy, vzacné jsou zaznamenany struktury parenchymu
ledviny, prostaty, jater ¢i slinivky (Friedman NB, Moore RA. 1946, Unger PD, Cohen
EL, Talerman A. 1998). Z mezodermu byva piitomna hladka svalovina (Damjanov I.
1997, Waxman M, Vuletin JC, Pertschuk LP et al. 1982).

1.2.4.2. Vmezerena tkan varlete

Vmezetend tkan varlete vypliuje prostory mezi kanalky a sestava z tidkého
fibrilarniho vaziva, bohatého na fibroblasty, zirné bunky a mikrofagy. Ve vazivu jsou
obsaZzeny nervy, krevni a lymfatické cévy (Vacek, 1995). Kapilary jsou fenestrované a
dovoluji volnou pasdz makromolekul, jako jsou krevni bilkoviny. Bohaté lymfatické cévy
zpusobuji, ze slozeni tkanové tekutiny a lymfy izolované z varlete je prakticky totozné

(Junqueira et al., 1999).
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1.2.4.3. Vyvodné cesty varlete
Na konci tubuli seminiferi se lumen zuzuje a pokracuje v kratkém piimém segmentu,

ozna¢ovaném jako tubulus rectus. Tyto piimé tubuly propojuji semenotvorné kanalky s
labyrintem epitelovych vyvodi vytvarejicich rete testis. Rete umisténé ve vazivu mediastina
je pripojeno k horni ¢asti epididymis prosttednictvim 10-20 ductuli efferentes (Junqueira et
al., 1999).

Tubuli seminiferi sestavaji z tuniky z fibrozniho vaziva, dobfe vytvofené bazalni
laminy a slozitého zarode¢ného neboli semenotvorného epitelu. Fibrozni tunica propria
obalujici semenotvomé kandlky je sloZena z n€kolika vrstev fibroblast. Nejvnitingjsi vrstva
pfiléhajici k bazalni lamin€é Sestavad z oplostélych myoidnich buné€k, které maji charakter
hladkého svalstva (Junqueira et al., 1999).

Vyvodné cesty vychazeji z varlete v podobé spiralovité stocenych kanalkt (ductuli
efferentes), jez vypliuji hlavu nadvarlete. Jsou wvystlany jednak kubickym epitelem
vylucujicim sekret, jednak cylindrickym epitelem s fasinkami, takZe na priifezu maji kanalky
hvézdicovity tvar. Tyto kanalky se postupné spojuji v jediny dlouhy klikaty kanalek (ductus
epididymidis) tvofici télo a ocas nadvarlete a navazujici na chamovod (ductus deferens). V
kanalcich nadvarlete se hromadi spermie a nabyvaji tu pIné funk¢ni zralosti.

Chamovod (ductus deferens) probiha v semenném provazci (funiculus spermaticus).
Jeho sténa se skladd ze sliznice, pokryté dvouradym cylindrickym epitelem, a z vrstvy
kruhovité a podéln¢ usporadanych snopcit bunék hladkého svalu. V predstojné zlaze se
chamovod spojuje s vyvodem semennych vacki a usti pak spolecné¢ do mocové trubice.

Semenné vacky (vesiculae seminales) maji podobu sto¢enych trubicovitych tutvaru,
jejichz sténa je slozena ze sliznice tvofici Cetné rozvétvené fasnaté vybézky, pokryté
jednovrstevnym az dvoutadym kubickym epitelem, vyluCujicim husty, lepkavy sekret. Pod
sliznici je vazivové svalova vrstva, slozena z kolagenniho vaziva a ze snopcii bunék hladkého

svalu.
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1.2.4.4. Predstojna Zlaza (prostata)
Povrch prostaty tvoii vazivovy obal, capsula prostatica. Ta zahrnuje dvé vrstvy

vaziva, capsula propria a capsula periprostatica. Capsula propria je pevné srostla s
vazivem a s hladkou svalovinou prostaty. Capsula periprostatica jako husté vazivo obaluje
zvenCi prostatu i s plexus prostaticus a soucasné pouta prostatu k okoli.

Ze stavebniho a praktického hlediska se prostata ¢leni na zony zlaz. Periurethralni
z6na obsahuje slizni¢ni zlazy a obklopuje tésné urethru v kranialnich dvou tfetinach prostaty
nad colliculus seminalis. Vnitini zona obsahuje submukosni zlazy a rozprostira se za
periurethralni zénou a po jejich bocich dopfedu. Vnéjsi zona obsahuje hlavni Zlazy, ulozené
ve fibromuskularnim stromatu prostaty, obklopuje zezadu a ze stran vnitini zonu
(Cihak, 2006).

Zl4za predstojna neboli prostata je slozena z vazivové svalového stromatu, v némz se
nachézi 20-30 tuboalveolarnich Zlazek, jejichz vyvody usti do moové trubice. Zlazky jsou
vystlany jednovrstevnym nizce cylindrickym epitelem, vylucujicim sekret bilkovinné povahy,
jenz spolu se sekretem semennych vacki tvoii soucast spermatu. Sekret se nékdy v zlazkach
prostaty srazi v podobé vejCitych utvari, silné barvitelnych kyselymi barvivy, zvanych
konkrementy prostaty. Prostory mezi zlazkami vypliuje kolagenni vazivo, v némzZ se
nachazeji snopecky bunck hladkého svalu.

Epitel tuboalveolarnich prostatickych zlaz je jednotfady az vicefady, s bunkami
plochymi az vysokymi cylindrickymi. Tvar bunék zavisi na sekrec¢ni aktivit¢, hormonalni
situaci a na staii muze. Vysoké cylindrické burky jsou vlastni ¢inné zlazové bunky (Vacek,

1995).

1.2.5. Pohlavni systém samce komara Culex pipiens

Struktura sam¢iho pohlavniho Ustroji se u jednotlivych druhtt hmyzu odliSuje, ptes
ruzné variace vSak spoleénym znakem zlstdva, ze vyvod ptidatnych zlaz spole¢né s vas
deferens vstupuje do ¢asti ejakulacni trubice, kam se béhem kopulace dostava ze semennych

vackd sperma a misi se sekrety pfidatnych zlaz. Tato smés je béhem kopulace pienasena do
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sami¢tho pohlavniho ustroji. Navzdory morfologické diverzité¢ ptidatnych zlaz lze
formulovat n¢kolik zdkladnich charakteristik, které jsou spolecné pro hmyz jako takovy.
Obecné je sekrecni epitel tvofen jednim nebo nékolika typy bunék, které maji schopnost
syntetizovat a sekretovat proteiny. Obvykle zacind byt diferenciace sekre¢nich bunék
zietelnd ve stadiu pozdni kukly a kon¢i v zacatcich stadia dospélce. Konec diferenciace
téchto bunék je charakterizovan sekreci obrovského mnozstvi materidlu, ktery se poté stava
soucasti spermatu a je pfenaSen pii kopulaci (Chen, 1984).

Ramalingam a Craig (1978) popsali ultrastrukturu saméich pridatnych zlaz u Aedes
triseriatus. Pfidatné Zlazy jsou tvofeny jednoduchou vrstvou sloupcovitych epitelidlnich
bun¢k, které jsou obklopeny vrstvou kruhové svaloviny. Kazda z parové Zlazy je rozd€lena
na anteriorni ¢ast s jednim typem sekreCnich buné¢k a posteriorni ¢ast s dvéma typy.
Transplantacni studie prokézaly, Ze sekrece bun€k anteriorni ¢asti pfidatné Zlazy inhibuje
vicendsobnou inseminaci a stimuluje ovipozici, zatimco bunky posteriorni Casti syntetizuji
latky slizového charakteru, které slouzi ke spojeni granuli z anteriorni Casti a tak pii oplozeni
umoznuji jejich efektivnéjsi ptenos do pohlavnich organti samice (Ranimalingam a Craig,
1976; 1978).

1.2.6. Biopticka preparace prostaty
Druhy bioptického vySetfeni prostaty: punkéni jehlova biopsie, transuretralni

resekce, intrakapsularni prostatektomie (enukleace), radikalni prostatektomie.

Punk¢ni biopsii se odebiraji valecky 1 — 2 mm tlusté @ 1 — 2 cm dlouhé. Jsou
odebirany pfes sténu rekta. Punk¢ni valeCky jsou zalévany do parafinu kompletné a
hodnoceny po sériovém prokrajeni. Pied zalitim uvedeme do popisu velikost, tvar a
celkovou morfologii punkce (souvisly valecek, rozdrobena tkan atd.).

Transuretralni resekci jsou zasilany ve formolu fixovany protahlé tkanové prouzky
(veétsinou 10x5x3 mm). Exaktni pfistup je histologické vySetieni vSech kouskl, coz je casto
techniky 1 ekonomicky ndro¢né. Za dostatené lze povaZzovat vySetieni nahodného vybéru

vzorku.
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Radikalni prostatektomii se odebiraji ob¢é glandula vesiculosa a cast ptilehlych
mekkych tkani ptipadné s uzlinami.
Nejlepsi a nejpiehlednéjsi vySetieni je metoda histotopogramu, kdy se vysetfuje

histologicky pruiez celou prostatou (Dvorak, Karel 2008).
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2. Cile prace a hypotézy
Cilem mé bakalafské prace je nalezeni optimalni barvici techniky vhodné pro
histologické a histochemické studium komart Culex pipiens s. I.. Bakalarska prace studuje
samce komarti a mysi a snazi se nalézt shodné struktury pohlavnich organt a jejich shodnou
barvitelnost histologickymi barvivy. Tato shoda by mohla ptispét ke zlepsSeni studia nadort
prostaty a dalSich organii pohlavniho systému.
1) Nalézt barvici techniku, ktera umozni zobrazit shodné struktury pohlavnich organt u
komara a mysi.
2) Srovnat vyhody komara jako modelového organismu pro studium pohlavnich organt
savcl.

3) Nalézt jednoznacné strukturu prostaty u komara Culex pipiens s. I.
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3. Materialy a metody
3.1. Metodika chovu

Chov komart probihal v klimatizované mistnosti pti teploté 25°C, fotoperiod¢ 16L :
8D a relativni vihkosti 75 %. Dospélci byli chovani v plexi boxech (Olejnic¢ek, 1993), kde
byla umisténa miska s vodou pro kladeni vajicek, kostka cukru (zdroj potravy zejména pro
samce) a samicim byla v tydennich intervalech pfedkladana mys. Samice 3 — 4 dny po nasati
krve kladly vaji¢ka v jednotlivych sntiskach (primérny pocet vajicek na snusku 95).

Z nakladenych vaji¢ek se po 48 hod embryonalniho vyvoje lihly larvy 1. instaru,
kterym byl podavan Pangamin jako zdroj potravy. Larvalni vyvoj je rozdélen do 4 stadii —
instarql.

Poté nasleduje stadium kukly trvajici 48 hod. Jako prvni se lihnou samci
charakteristi¢ti velkymi, siln¢ vétvenymi tykadly. Z téchto zakladnich chovli byl odebiran
pokusny material a to ve stadiu kukly. Kukly byly umistény do samostatného plexi boxu
s malym mnozstvim vody. Z vylihlych dospé€lcii byli ke studiu pouZzivani samci a samicky

byly vraceny zpét do chovi.

3.2. Odbér materialu
Odbér materialu 7 komdra Culex pipiens

Anestézie komara byla provedena umisténim zkoumaného objektu v exhaustoru do
mrazu na dobu 10 — 15 minut. Preparaci pohlavnich organu nebo celé abdominalni ¢asti se
provadi ve fyziologickém roztoku pod binolupou typu Olympus, v prostiedi s vhodnou
osmolaritou, na voskové podlozce.
Odbér materidalu 7 mysi

Anestézie mysi byla provedena umisténim zkoumaného objektu do lahve s buni¢inou
nasycenou chloroformem. My§ byla vyjmuta z lahve ve stavu viditelného hlubokého
bezvédomi. MyS§ byla usmrcena piedepsanym zptsobem. Preparace mocového méchyie

s piedstojnou zlazou byla provedena dle piedepsaného postupu.
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3.3. Fixace
Fixace byla provedena z davodu rychlého vysrazeni (denaturace) bilkovin

protoplazmy bun¢k a tkani. Dale aby se zabranilo autolyze a hnilobnym procesim,
zpusobenymi vnitinimi enzymatickymi procesy nebo ¢innosti bakterii.

Byla pouzita Bouinova tekutina, modifikace Duboscq — Brasil, ptredevsim z divodu
rychlého pronikdni do tkéné, ktera se kvalitné barvi.

Tkan byla fixovana po dobu jednoho tydne az jednoho mésice. Po této dob¢ byla
dostatec¢né profixovana, ale zaroven siln€ Zluté zabarvena.

Z dlivodu odstranéni nejen Zlutého zabarveni tkang, ale pfedevsim k vytésnéni
zbytki kyseliny pikrové byly vzorky fixovany v ethanolu hmotnostni koncentrace 70 % po

dobu az tfi dnt.

3.4. Zalévani do parafinu
Tkan byla zalita do parafinu z divodu prosyceni odvodnéné tkané rozehiatym

parafinem pii teploté¢ kolem 56-58°C. Parafin vyplnil vSechny mikroskopické Stérbiny v
tkéni, kterou bylo mozno krajet v tenkych fezech, silnych né¢kolik tisicin milimetru.
Zalévani do parafinu probihalo ve ¢tyfech etapach: 1. odvodnéni tkang, 2. prosyceni

tkéné€ tekutinou rozpoustéjici parafin, 3. prosyceni tkdné parafinem, 4. vlastni zaliti.

3.4.1. Odvodnovani
Odvodnovani tkané bylo provedeno vzestupnou fadou ethanold. Takto se postupuje

pro prevenci smrsténi tkan€ pti vlozeni vzorku do koncentrovaného ethanolu.
Po fixaci Bouinovou tekutinou byl tkanovy blo¢ek pienesen do ethanolu

koncentrace 70 %.

1. EthANOT 7000 ..o 8 hodin
2. Ethanol 7090 .......ooueiieiiei e 8 hodin
3. Ethanol 8090 .......ooueiiieiieie e 8 hodin
4. Ethanol Q0%0 .......ooiuiiiiiiiiie e s 8 hodin
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B EENANOT G000 ... 8 hodin
B. ETNANOT G000 ..o 8 hodin

3.4.2. Prosyceni tkané latkou rozpoustéjici parafin
Tkan byla prosycena z divodu dokonalého odstranéni ethanolu. Prosyceni bylo

provedeno latkou, ktera je rozpustna v parafinu, ale zaroven se misi s ethanolem. Pii studii

bylo zvoleno pouziti methylbenzoatu.

1. Ethanol-methylbenzoat.............cccooiiiiiiiiiiii 1 hodin
2. MEethylDENZOAL .......ooiiiiiee e 6 hodin
3. MEethyIDENZOAL ... 6 hodin
4. MEthYIDENZOAL .....c.vveiiiieiie s 6 hodin

3.4.3. Prosyceni tkané parafinem
Po prosyceni tkané methybenzoatem byly pieneseny tkanové blocky do benzen-

parafinu. Benzen-parafin je nasyceny roztok parafinu v benzenu pii 45°C. Z benzen-parafinu
byla tkan pienesena do ¢istého parafinu.
Prosyceni parafinem probihalo v otevienych nddobach, a to postupné tfemi laznémi

parafinu vzdy Cistého, aby se z tkané dokonale odstranil benzen.

Lo BENZEN ...t 10 minut
2. BENZEN ..o 10 minut
3. Benzen-parafin.........cccooiiiiiiie 1 hodina pti 45°C
4. PArafin ..ooooii e 6 hodin
5. PArAFiN ..o 6 hodin
B. Parafin ..o 6 hodin
T Parafin .o 6 hodin
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3.4.4. Vlastni zaliti do parafinu
K vlastnimu zaliti bylo pouzito zkvalitnéné¢ho a piefiltrovaného parafinu. Zaliti bylo

provedeno do zalévaci plastové komurky.

Zkvalitiiovani parafinu

Parafin byl ponechan v oteviené Petriho misce v termostatu pii teploté 60-70°C po
dobu nejméné jednoho tydne. Po této dobé byl parafin prefiltrovan. Prefiltrovani je velmi
dilezité, protoze parafin prichazejici z vyroby obsahuje Casto piimés riznych pevnych
necistot.

Vybornou kvalitu ma téz parafin, ziskany ze zbytkl starych blokt a z parafinovych
fezii odpadlych pii krajeni blokii. Tento recyklovany parafin byl také pouzivan pfii studii a
proto se zbytky z krajeni shromazd'ovaly.

Provedeni zaliti

Do zalévaci komurky byl nalit parafin zahtaty na 60°C a byl rychle do ného pienesen
pinzetou tkanovy vzorek. Vzorek byl v komurce podle potieby orientovan zahiatou
pinzetou do svislé polohy. Poté byl ponechan parafin ztuhnout. Komurka byla ponoiena do
studené vody, v niz byl ponechan.

Zalévaci komirka byla odstranéna po dokonalém ztuhnuti parafinu. Parafinovy
bloc¢ek byl pritiznut do obdélniku nebo Ctverce tak, aby vrstva parafinu okolo tkané byla

3-5 mm Siroka.

3.5. Krajeni parafinovych blo¢kii
Parafinové blo¢ky byly krajeny na rota¢nim mikrotomu typu Leica. Parafinovy

blo¢ek byl zhruba setiznut do tvaru ¢tyfbokého hranolu a pritmelen ke krajeci podlozce.
Pfitmeleni bylo provedeno nahianim blo¢ku na spodni strané lopatickou nebo nozem

a blo¢ek byl rychle pftitisknut na podlozku, piipadné bylo pied tim na podlozku nakapnuto

nékolik kapek horkého parafinu. Poté byl po stranach blo¢ek obkrouzen zahtatou lopati¢kou

nebo nozem a tim bylo utésnéno spojeni blo¢ku s podlozkou (Culling, 1957, Vacek, 1995).
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Krajeci podlozka byla upevnéna do neapolské svorky mikrotomu. Do svorky byl
zasazen mikrotomovy niiz a nastaven tak, aby jeho podélna osa byla kolma na smér fezu, tj.
aby ostii noze bylo rovnobézné s predni hranou blocku. Sklon noze byl upraven tak, aby nuz
sviral s rovinou fezu uhel mensi nezli 10°. Horni plocha blocku byla piiblizena k roviné ostii
noze. Blocek byl opét sefiznut skalpelem, aby fezna plocha méla podobu piesného hranolu
(rovnoramenného lichobézniku, ¢tverce, obdélniku), pfiCemz piedni hrana blocku musi byt
rovnobéznd s ostfim noze.

Byla nastavena tloustka fezu na mikrometrického Sroubu na zadanou velikost.

Pti krajeni parafinovych bloki v sérii byly ziskany vSechny fezy z krajeného blocku v
souvislém sledu. Jednotlivé fezy byly pti krajeni spojeny V souvislou a pokud mozno rovnou

pasku.

3.6. Napinani a lepeni parafinovych rezi

Parafinové tezy byly lepeny na podlozni sklicka smési bilku s glycerinem. Smés bilku
s glycerinem byla piipravena pridanim stejného dilu glycerinu k vaje¢nému bilku. Smés byla
uSlehana a prefiltrovana. K filtratu byl pfidan péti milimetrovy kousek kafru za ucelem
konzervace.

Na ¢isté podlozni sklicko bylo naneseno malé mnozstvi smési bilku s glycerinem a
rozetieno hranou maliku stejnomérné po celé ploSe sklicka. Bylo piipraveno nékolik
podloznich skli¢ek. Na sklicko bylo kapnuto par kapek destilované vody vytemperované na
46°C. Na sklicko byly poté pieneseny stéteCkem série parafinovych fezi. Série nesmi byt
piilis dlouha, aby se pii napinani fezy neptehrnuly ptes okraj sklicka.

Podlozni sklicko bylo umisténo na ploténku vyhtatou na 45 —50°C a bylo podlito
destilovanou vodou. Teplem parafin zmekl, fez plovouci na vod¢ se natahl. K napnuti fezu
dochazelo ucinkem povrchového napéti vody na zahiaty parafin. Poté, co byl fez narovnan,
bylo skli¢ko ponechéno na ploténce dokud se voda neodpaftila. K dokonalému pfilepeni fezl

k podloznimu sklicku, byly sklicka ponechany na vyhtivané ploténce ptes noc.

-29 -



3.7. Barveni parafinovych rezii

Pozorujeme-li neobarveny preparat v obyCejném svételném mikroskopu,
nerozezndme jednotlivé slozky tkané, protoze se vzdjemné mnoho nelisi lomivosti svétla
(Vacek, 1995). Z tohoto duvodu byly fezy barveny vhodnymi barvivy. Rzné soucasti
bun¢k a tkani vazou rtiznd barviva, z tohoto divodu se pak daji v mikroskopu zfetelné
odlisit.

Rezy tkani byly barveny jak kyselymi, tak zasaditymi barvivy. Ze skupiny zasaditych
barviv byly pouzity Harrisiv hematoxylin a bazicky fuchsin. Pouzita byla k obarveni jader
bunék. Ze skupiny kyselych barviv byly pouzity eozin, light green. Dalsim barvivem
pouzitym pfi praci byla Oranz G, ktera se fadi do skupiny anionickych azo barviv.

K barveni byla pouzita barviva rozpustna ve vodé¢, proto byly tkanové fezy nejprve
odparafinovany xylenem. Jelikoz je xylen také nerozpustny ve vode¢, musely se tkanové fezy

dale odvodnit vzestupnou fadou ethanoli.

3.7.1. Barveni Hematoxylin — Eozinem
Jadra bunék byla barvena komeréné dodavanym Harrisovym hematoxylinem, ptesné

vzato jde o barevny lak, v némz je hematoxylin oxidovan na hematein. Cytoplazma bunék
byla barvena eozinem, ktery patii do skupiny ¢ervenych bromeozind.

Vlastni barveni

Odparafinovani
Lo XYIBN e 10 minut
2. XYIBN o 10 minut
3. EthAN0l 9690 .....coveiiiie e 5 minut
4. EThAN0I 00 .....veeiviieiiieiie ettt 5 minut
5. EthANOI 7090 .....ooiuviiiie e 5 minut
6. DeStiloOVAanA VOAa.......cuveeiiiiiiiiiec et 5 minut
Barveni
7. Harrisuv HematoXylin .......cueeiiiiiiiiiiiiie e 5 minut
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8. Destilovand VOda.........ccoiiiiiiiiiiiiii e oplachnout

9. Diferenciace v kyselém ethanolu...............ccccoooveiiiiiiiicn nékolik vtefin
4 kapky HCI na 100 ml etoh

10. Vypirdni v teKouct VOAE .........coovviiiiiiiiiiieic e 5 minut
diferenciaci kontroluji pod mikroskopem, popiipadé postup opakuji

T 0 4T T IR T 1 minuta

12. Destilovana voda

13. Diferenciace v kyselém ethanolu.............cccevvirriiiiiiiiiiiieceee e nékolik vtefin

kontroluji v mikroskopu

Odvodnéni
14, Ethanol 9690 3 KIAL .......eviviiiiiiiiie e 5 minut
15, Karbol — XYIBN L:7 ..ot s 5 minut
Projasnéni
16, XYIBN ..o s 5 minut
4V (-1 o SRR 5 minut

Montovani do kanadského balzamu
Vysledky barveni: Jadra bunék tmavé modra, kolagenni vazivo rizova, svalstvo Cervena,

chrupavka modra

3.7.2. Barveni dle Malloryho
Moiidlo obsahuje kysely fuchsin, anilinovou modi a oranz G. Pouziva se piedevSim

pro studium hmyzi tkang.

Lo XYIBIN e 10 minut
2. XYIBN o 10 minut
3. Ehanol 9690 .......oouviiiiiieeee 5 minut
4. ENAN0L 800 .......eeiieiieiiee e 5 minut
5. EthaN0] 7090 ..o 5 minut
6. Destilovanad VOAa.........ccuvvuiiiiiieiiiiiiiiiiiie e 5 minut
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7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Ponceaus S — kysely fuChSIN .......c.ccvveiiiiiiiiiiiiic 3,5 minuty
Destilovana voda
1% roztok kyseliny fosfomolybdenove .............cccceviiiiiiiiiiii 5 minut

Destilovana voda

MallOryNO rOZEOK .......eoiiiiiiic e 9 minut
DestilovAn VOAa .....ccvvviiiiiiiiiiceie e 2x proplachnout
Ethanol 96% 3 KAt .......ccvveiiiiiiiee e 5 minut
KarbDol — XYIBN 117 .o 5 minut
XYIBIN < 5 minut
XYIBIN <t 5 minut

Montovani kanadskym balzdmem

Vysledek barveni: jadra bunék modre, kolagenni vazivo tmavé modie, svalstvo Cervené

3.7.3. Barveni Aldehydovym fuchsinem svétle zelena oranz G

1.

© © N o gk~ w D

e e o i
A W M L O

OXIAACNT TOZEOK ..vvievvieiiiie sttt ettt 30 sekund
Kyselina STAVEIOVA .......coviiiiiiiiiiiiiceeeceiiice e do zbéleni
Vypirani v teKOUCT VOAE .........eeeiiiieiiii e 5 minut
ELhaN0l 70900 ..o 1 minuta
Aldehydovym fUChSIN ........coiiiiiiiie e 5 minut
ELhaN0l 9690 ......ooiiiiiee e diferenciace
ELhAN0T 7090 ... 5 minut
Destilovand VOda..........oooiiiiiiiiiiiiciii oplachnout
Harristv RematOX Yl .......eeiviiiieiiieiieesiie st 5 minut
. Vypirani v teKouct VOAE .......cccvveiiiiiiiiiieiieesie e 5 minut
. SVEtle Zelenad — OTANZ G ...vvevvvieeiiie e 5 minut
CENAN0T 9690 ... diferenciace
Ethanol 96% 3 KIAL .....ccvvviiiiieiie e 5 minut
CKArDOL — XYIEN 1:7 oo 5 minut
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15, XYIBN . 5 minut
16, XYIBN .t 5 minut
Montovani tkanovych fezli kanadskym balzdmem

Priprava roztoku aldehydového fuchsinu

DEStIOVANA VOUA ...eiiiiiiiiie ettt e et e e e s nntae e e e 100 mi
BazicKy fUCKSIN. ....uviiiiiice e 1 gram
Fuchsin jsem rozpustil ve vrouci vodé a vafil 1 minutu. Po zchladnuti jsem roztok
ptefiltroval a pridal:
Kyselina chlorovOdiKOVA .........ccoiiiiiiiiiii e 2 mi
Paraldenyd..........ooiiiiei s 2 mi
Roztok byl diikladné promichan a nechan v oteviené nadob¢ 7 dni. Posledni den byla
provedena kontrola dostate¢ného ,,vyzrani“ paraldehydfuchsinu tak, Ze byla kapnuta kapka
roztoku na filtracni papir. Uprostied kapky ziistala ¢ervena srazenina a do okoli filtraéniho
papiru se nesitilo Cervené zbarveni.
Hotovy roztok byl prefiltrovan. Srazenina paraldehydfuchsinu zachycena na
filtraénim papiru byla vysusena v termostatu. Vysuseny prasek byl uchovavan v prachovnici.

Priprava oxidacniho roztoku

Manganistan draselny 2,5%0.......ccicuuiiiiiiiiiiiiii e 1 dil
KYSEINA STTOVA 590 1ttt e e e 1dil
Destilovand VOAa ........uvviiiiiiiiiiiiie e 6 dila

Priprava roztoku paraldehydfuchsinu

ETNAN0OT 8000 .. e 100 ml

ParaldenydfUChSINU .........c.coiiiiiiii s 0,5 grami
Pted barvenim jsem pfidal nékolik kapek kyseliny octové ledové.

Priprava roztoku svétle zelena — oranz G

DEStIOVANA VOAQ ...ttt sttt et e e e rneenree s 100 mi
Svetld zelenl (HZht rEeN).......ccoiiiiiieiiiiie e 0,2 gramt
L0211 AL € OO PP PPRPTR 2 gramy
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Kyselina fosfowolframovVA............coccvviiiiiiiiiii 1 gram
Kyselina 0CtoVA I€AOVA ........ocoiiiiiiiiiciic e 1ml
Roztok byl zahiivan pti 60°C do uplného rozpusténi barviv. Po zchladnuti byl roztok
prefiltrovan do zasobni lahve a byla pridana kyselina octova ledova.

Vysledky barveni: Jadra bunék modie az hnédocerné, elastickd vlakna fialove, kolagenni
vlakna zelené, erytrocyty oranzové, sekrecni granula v zavislosti na povaze dekretovaného

produktu zelen€, purpurové nebo cervenofialove.

3.8. Montovani

Montovani bylo provedeno kanadskym balzamem nebo syntetickym médiem.

3.9. Mikroskopie
Obarvené histologické a histochemické preparaty byly prohlizeny pouzitim
mikroskopu znacky Olympus typu BX51.

Fotografie byly pofizovany fotoaparatem piipojenym k mikroskopu.
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4. Vysledky

Histologické a histochemické metody se v této studii pozivaly na tkanich samct
komara Culex pipienss s. |. a mysi. Studie potvrdila moznost pouziti histologickych a
histochemickych metod pro studium saméi ptidatné pohlavni zlazy komara Culex pipiens s.
. a pfedstojné zlazy mysi.

Nejlepsi barveni se jevi Malloryho technika. Tato histologicka technika byla pouzita
pro znazornéni kolagenniho vaziva, sekrec¢nich bun€k pfidatné Zldzy a svalové tkané.
V pohlavnim systému samce komdra jsou ptitomny dalsi tii Zlazy. Lokalizace ptidatné
pohlavni Zl4zy je na obrazku 2. Schématické zobrazeni zlazy na obrazku 1. Epitel je sloZen
Z jedné vrstvy kubickych bunck produkujicich sekrety nezbytné pii procesu rozmnozovani.
Tubus Zlazy je obklopen vrstvou kolagenniho vaziva, jak je viditelné na obrazku 3. Jadra
sekrecnich bunék jsou kolovitého tvaru. Jadra jsou obarvena svétle hnédou. Jejich umisténi
je ve stiedu bunky. Jadra viditelnd ve 400 nasobném zvétSeni jsou oznacena na obrazku 3.

Pfedstojna Zlaza mysi barvend dle Malloryho je na obrazku 4. Patrnd je pfitomnost
nékolika tubuldznich Zlaz. Jednotlivé Zlazy jsou uloZeny v obalu z kolagenniho vaziva.
Buiiky jsou cylindrické a uloZeny v jedné vrstveé. Vazivo mezi zlazkami obsahuje snopecky
hladké svaloviny.

Barveni Harrisovym hematoxylinem eozinem prokazuje srovnatelné vysledky a
metodou dle Malloryho. Preparaty v obou piipadech znazoriuji sam¢i ptidatné pohlavni
7lazy. Zlazy jsou zobrazeny na obrazku 5 a 6. V piipadé barveni hematoxylinem eozinem
jsou lépe znazornéna jadra sekrecnich bunc¢k obarvena tmavé modrou. V piipadé mysi
piedstojné zlazy jsou jadra umisténa pii bazi bunky. Jadra sekre¢nich bun€k sam¢i piidatné
pohlavni Zlazy komara Culex pipiens s. |. jsou zbarvena tmavé ruzové (Obrazek 5).
Kolagenni vazivo neni patrné ani u jednoho z modelovych organismil. V preparatech
ziskanych z mysi ptedstojné zlazy jsou ptitomny snopecky hladké svaloviny obarveny svétle
ruzoveé (Obrazek 6).

Barvenim paraldehydfuchsinem svétle zelenou oranzi G bylo dosazeno zndzornéni

pouze predstojné zlazy mysi (Obrazek 8). Tkan komara Culex pipiens s. I. se pii této
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histochemické metod¢ smrstila a zddnad bunécnd struktura nebyla patrnd (Obrazek 7). Mysi
tkan se touto metodou zbarvila do odstinii Cervené. Kolagenni vazivo, kterd se barvi
Vv odstinech zelené, se nepodatilo prokazat. Metoda ale umoznila zobrazit elastické vlakna ve
sténé mocového méchyfe (Obrazek 9). Elasticka vlakna se zobrazila i pfi barveni dle
Malloryho (Obrazek 10). Presto ze se bunky mysi predstojné zlazy mirn¢ smrstily stale jsou
V nich patrnd jadra. Diky zobrazeni jader v ¢erné barve, 1ze rozeznat jednovrstvé uspotradani
cylindrickych bun€k ptedstojné Zzlazy mysi. Sekrecni granula nabyla touto metodou

zbarvena.

Obrazek 1: Schéma tubuldzni zlazy (Cervené zlaznaty epitel, zelené epitel vyvodnych cest,

modre povrchovy epitel)

Obrazek 2: Samci pohlavni organy komara Culex pipiens s. L(fixace — Bouin; parafin;

Malloryho barveni; Sipka ukazuje sam¢i ptidatnou pohlavni Zlazu)
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Obrazek 3: Sam¢i ptidatnd pohlavni Zldza komara Culex pipiens s. 1. (¢ernd Sipka ukazuje na

vrstvu kolagenniho vaziva obepinajici ptidatnou zlazu, ¢ervena Sipka ukazuje jadro)

Obrazek 4: Predstojna Zlaza mysi (fixace — Bouin; parafin; Malloryho barveni; ¢erna Sipka
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Obrazek 5: Samci ptidatnd pohlavni zldza (fixace — Bouin; parafin; Barveni hematoxilyn

eozin)

Obrazek 6: Piedstojna zlaza mysi (fixace — Bouin; parafin; Barveni hematoxilyn eozin; ¢erné

Sipky ukazuji na snopecky hladké svaloviny)

FEaN - v A o
. kAR, LY _.,J”J’:f

LA, 8 1"".,,17‘._;:1
H : Fs 3 N ﬁ - |
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Obrazek 7: Samci pohlavni orgény (fixace — Bouin; parafin; Barveni paraldehydfuchsin

svétle zelena oranz G)

Obrazek 8: Predstojna zlaza mysi (fixace — Bouin; parafin; Barveni paraldehydfuchsin svétle

zelené oranz G)
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Obrazek 9: Sténa mocového méchyie ((fixace — Bouin; parafin; Barveni paraldehydfuchsin

svétle zelena oranz G, ¢ipka ukazuje na vrstvu kolagenniho vaziva)

Obrazek 10: Sténa mocového méchyte (fixace — Bouin; parafin; Malloryho barveni; Sipka

ukazuje na vrstvu kolagenniho vaziva)
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5. Diskuze

Histologicka a histochemicka studie pohlavnich organti komara Culex pipiens s. |. a
prostaty mysSi ukdzala na moznost vyuzivani Malloryho barvici techniky a barveni
hematoxylin eozinem pro studium téchto tkani.

Histologické a histochemické metody umozni uréeni samci pridatné pohlavni zlazy
vici okolni tkani. Prostatické kanalky jsou vystlany jednoduchym valcovitym epitelem s
zvrasnénou sliznici. Prostatické kanalky jsou propojeny hladkou svalovinou s moc¢ovou
trubici (Pinheiro P. F. et. al.). Jak Malloryho barvici technikou, tak hematoxylin eozinem
jsem prokazal ptitomnost hladké svaloviny v okoli pfedstojné Zlazy mysi. Histochemicym
barvenim paraldehydfuchsin svétle zelena oranz G jsem vsak hladkou svalovinu neprokazal.
Vhodnéj$i metodou by mohl byt Massontiv zeleny trichrom. Umoziiuje znazornéni svalovych
vlaken v odstinech Cervené.

Byl u¢inén zavér, ze barvitelnost prostatickych kanalkti je podobna jako u krys
(Hebel & Stromberg, 1976), mysi (Greene, 1966) a zlatych kiecku (Silva et al. 1995).
Existuji vSak rozdily v lokalizaci kanalka ptidatné pohlavni zlazy vici mocové trubici
(Pinheiro P. et al.). Diky histologickému barveni jsem odlisil jednotlivé Zlazy a jejich
vyvody zejména diky tvaru a umisténi bun¢k k bazalni membrane. Umisténi piedstojné zlazy
mysi jsem pozoroval v okoli vytsténi mocové trubice z mocového méchyie. Nenaseda piimo
na mocovou trubici jak je to u lidké prostaty, ale kazda z dvojice Zlaz ma jeden vyvod
vyustujici do mo¢ové trubice. Ptidatna pohlavni zlaza samce komara Culex pipiens s. I. je
lokalizovana lateraln¢ s distalnim pritbé¢hem.

Dalsim podstatnym rozdilem mezi Zlazami a jejich vyvody je V navaznosti na
kolagenni vazivo a hladkou svalovinu. Napiiklad ductus deferens je vystlan také jednou
vrstvou cylindrickych bunék. Na rozdil od piedstojné zlazy je ductus deferens obkrouzen
vrstvou hladké svalovina (Pinheiro P. F. et. al.). Ma studie prokazala, ze bufiky prostatické
zlazy nasedaji na bazalni membranu za kterou nasleduje vrstva kolagenniho vaziva snadno
rozliSitelné pti pouziti Malloryho techniky. Barvenim H&E jsem snadno rozli§i vrstvy

svalovych vlaken, které jsou v ptipadé prostatické Zlazy v jejim stromatu.
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Miiller 2008, pouzil mimo jiné Malloryho trichromu pro znazornéni endokutikuly
slozené pievazné z kolagenniho vaziva. Jeho studie byla provadéna na Pachnoda marginata
a Melanophila acuminata patfici do tfidy Insecta, kam se systematickz fadi i komar Culex
pipiens s. |. Dosel k zavéru ze nemelanizovana exokutikula se barvi v Zlutém nebo
oranzovém odstinu, mesokutikula se barvi ¢ervené a endokutikula se obarvi modie. Mé
vysledky barvenim dle Malloryho jasné ukazuji na tmavé modré zbarveni kolagennich
vlaken.

Abul — Nasr, 1950 pouzil Malloryho barvici techniku ke studii pohlavnich organt
samce a samice tfi riznych zastupci podtiidy Nematocera. Touto technikou prokazali
puvod sekundarnich i primarnich reprodukénich organu. S autorem se shoduje na pouziti
této techniky pro studium pohlavnich organti komara Culex pipienss. I.

Obdobna metoda jako Malloryho barveni je Masoniv modry trichrom. Tuto metodu
pouzil (Dikgolz, 2005) pti studiu houbové infekce larev komara Aedes aegypti. V kombinaci
s 10 % formaldehyd-fosfatovym pufrem zjistil dobry kontrast a zietelné odliseni hostitelské
tkan¢. Mezi témito metodami jsem nenaSel rozdil ani v pouziti barviv ani v barvitelnosti
tkédni. Obé metody maji shodné vysledky barveni, jsou tedy obé vhodné pro studie tkani
komara Culex pipiens s. I.

Metoda dle Malloryho se pii studii ptidatné pohlavni zlazy samce komara Culex
pipiens s. |. osvéd¢ila jako nejlep$i. Zobrazuje nejlépe ze vSech pouzitych technik struktury
tkéan€. Barveni HE u mysi prostatické tkané vyrazné obarvilo jadra tmaveé modrou, v piipadé
piidatné pohlavni Zlazy samce komara Culex pipiens s. . jsou jadra slabé rozliSitelna
V podobném odstinu jako celkova struktura tkané¢.

Barveni hematoxylin eozin je standardni histologicka technika. Hernandez-
Martinez et al. (2002) pouzil tuto techniku pro obarveni sériovych fezii samce komara.
V histologickych fezech obarvenych hematoxylin eozinem pozoroval hematocyty. Pii mé
studii jsem hematocyty nepozoroval.

Ve studii Dong et. al. byl objeven u mysi homolog mediatoru odpovidajiciho za

velikost organti Drosophily melanogaster. Pfi porovnavani tkani mysi a Drosophily byl
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pouzit hematoxylin eozin. Diky histologické metodé byla zjisténo mensi velikosti a hustsiho
usporadani hepatocytl U transgené upravené mysi oproti kontrolni skupiné. Tim se potvrdila
funkce nové objeveného genu, ktery pii Spatné funkci miize zptsobit rakovinné bujeni. Tato
studie upozornila na pouziti Drosophily melanogaster jako mozny modelovy organismus pfi
studiu vzniku rakoviny. Z vysledki mé studie je patrné, Ze komar Culex pipiens s. I. je
vhodny modelovy organismus pro dalsi studie piedstojné zlazy.

V mé studii jsem porovnaval poziti barveni hematoxylin eozin na pfidatnych
pohlavnich Zlazach samce komara Culex pipiens s. |. a pfedstojné Zlazy mysi. Tato technika
umoznuje rozliSit struktury jednotlivych zlaz pohlavniho systému samcti komara Culex
pipiens s. |. Pro dosazeni optimalniho obarveni tkanovych struktur se pfi postupu barveni
pouziva diferenciace, kterd je nutna pro odstranéni prebytecného barviva.

Pouziti samcii mysi jako modelového organismu ma tu vyhodu, Ze histologické fezy
jsou oproti tkani samce komara Culex pipiens s. |. vétsi a pii barveni lze pozorovat
diferenciaci i pouhym okem. Diferenciaci fezli samce komara Culex pipiens s. I. je nutno
kontrolovat pod mikroskopem, coz muze byt problémem z divodu poskozeni optické
soustavy mikroskopu. Dale mtize mit za nasledek vyschnuti a tedy znehodnoceni preparati.

Ve studii sam¢ich piidatnych pohlavnich zlaz Appis mallifera provedenou Landim
2005, jsou popsany zlazy s vysokymi $tihlymi bunikami, v dospé€losti se epitel zlaz oplosti na
velmi ploché¢ bunky. Okolo Zlazy je svalova vrstva. Pro prukaz produkti zlazy byly
histologické fezy barveny histochemickou technikou PAS. Sekrety maji vyraznou pozitivitu,
avSak bunky zlazy nejsou obarveny. V mé studii jsem Zzadnou zménu epitelu zlaz
nezaznamenal a potvrdil jsem piitomnost kolagennich vlaken okolo zlazy. PAS reakce jako
histochemickou metodu jsem neprovadél, pravé z diivodu, Ze se nehodi k barveni ptidatné
pohlavni Zl4zy samcii hmyzu.

Barveni paraldehydfuchsin svétle zelena oranz G bylo provedeno dle postupu
uvedeného V literatuie (Vacek, 1995). Pouziti této histochemicka metody vSak nebylo dosud
publikovano. Ojedinéle se objevuji zminky o samostatném pouZiti jednotlivych barvicich

latek.
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Jako dalsi vyznamné studie provadéné na komarech Culex pipiens s. |. za ucelem
vyuziti jako modelového organismu na misto mySi, by bylo vhodné provést
imunohistochemické studie. Pro takové studie je ovSsem nutné nalézt protilatky pro bunikdm
nebo kolagennim strukturam samci ptidatné pohlavni zlazy. Tyto protilaitky by vyrazné

usnadnily vyuziti hmyzu jako modelového organismu.
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6. Zavér

Nejvhodngjsi barvici technika pro zndzornéni sam¢i ptidatné pohlavni zlazy u
modelovych organismi (komara Culex pipiens s.l. a mysi) je barveni dle Malloryho.
Malloryho barveni prokaze kolagenni struktury samci ptidatné pohlavni zlazy. Diky tomu lze
piidatné pohlavni zlazy odlisit od varlat a jinych Zlaz pohlavniho systému. Barvici technika
hematoxilyn eozin se zda byt také vhodna pro histologické studie, ale jisté obtize predstavuje
proces barveni. Diky minimalni velikosti komari tkdn¢ obtizné kontrolovat diferenciaci tkané
jednotlivymi barvivy.

Vysledky mé studie ukazuji na mozné vyuziti Culex pipiens s.l. jako modelového
organismu pro studium prostaty. Tkan komara Culex pipiens s. I. ma shodné struktury
ptidatné pohlavni Z1azy jako mysi pfedstojna Zlazy. Vyhody vyuZiti toho modelového
organismu spatiuji ve snadnosti chovu. Dale je zna¢nou vyhodou velkd rozmnozovaci
schopnost, ktera umoziuje pouziti velkého poctu novych jedincii za kratkou dobu.

Jednoznac¢né struktury tkan¢ komara Culex pipiens s. I. byly prokazany barvicimi

metodami dle Malloryho a hematoxylin eozinem.
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