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1. UVOD DO HISTOLOGICKEHO ZPRACOVANI RYB

Histologie je nauka o mikroskopické stavbé a struktute tkani organismt za pomoci
jejich nakrajeni na tenké fezy s naslednym obarvenim (Genten a kol., 2009). Dle toho,
jakou ¢ast organismu histologie zkouma se dale d€li naptiklad na nauku o skladbé bunky
(cytologii) nebo nauku o mikroskopické stavbé organti (mikroskopickou anatomii).
Vznik histologie jako oboru je uzce spjat s vynalezem svételného mikroskopu, pomoci
kterého muzeme tkané zvétsit az 2000nasobné (Vacek, 1988). Pozd¢ji byl vyvinut
elektronovy mikroskop, diky kterému mtizeme sledovat mnohem detailnéji struktury
tkani, u kterych mizeme dosahnout az 400krat vétsiho zvétseni nez pomoci svételné
mikroskopie (Junqueira a kol., 1997). Pti pozorovani vzorku optickym mikroskopem
vyuzivame paprsky prochazejiciho svétla. Proto je potieba vyrobit dostate¢né tenky a
dobfe prlsvitny preparat, ktery musime pfedem odpovidajicim zpiisobem upravit.
Upravou tkani pro histologické pozorovani se zabyva histologicka technika. V poéatcich
byly histologické techniky velmi prosté. Pifiprava vzorku spocivala naptiklad
VvV rozcupovani tkané¢ ¢i jejim rozmélnénim mezi dvéma sklicky (Vacek, 1988).
metodam. JelikoZ je histologie naukou o mikroskopické struktuie tkani, je pro nas
vybornym nastrojem pro stanovovani chorobnych neboli patologickych stavli organismi.
Histologicky obraz rybich organt je velmi podobny histologickému obrazu orgéant
suchozemskych zivocicht (Takashima a Hibiya, 1995). Vyjimku tvofi unikatni rybi
zébry, které suchozemsti zivoc¢ichové nemaji a vytvaii tak specificky histologicky obraz.
Navic jsou rybi zabry organem, ktery je v neustalém kontaktu s vodou a k tomu je to jesté
organ velice citlivy na okolni prostfedi. Pomoci histologickych technik mizeme odhalit
znamky onemocnéni, které neni schopen chovatel ryb ani nikdo jiny jednoduse
identifikovat béznym vysetfenim obsadky ryb. Zdravotni stav ryb je v akvakultufe velmi
dalezitym parametrem, ktery nelze vyhodnocovat pouze na zdklad¢ chovani a fyzického
stavu organismu. Histologie tkani patii do baterie ptidatnych vysetieni pfispivajicich ke
stanoveni spravné diagnozy (Genten a kol., 2009). Tato prace se zaméfuje na vyuziti
histologického zpracovani rybich zaber, které jsou vhodné pro mnoho rtznych typt
vySetieni, nebot’ jsou v ptimém styku s krvi a probiha na jejich povrchu fada chemickych

pochodu dulezitych pro Zivot organismu.



2. ZABRY
2.1. Morfologicky popis

Zabry ryb jsou tvofeny 4-mi pary Zabernich oblouktl (Dubsky a kol., 2003), které
jsou soucasti splanchokrania (Dvorak a kol., 2020) a nachazeji se v zaberni dutiné na
okraji hltanu na kaudalnim konci hlavy. Nékteré ryby, konkrétné ryby dychajici
atmosféricky kyslik, mohou mit pocet Zabernich obloukl redukovany. Takto redukovany
pocet Zabernich oblouk? maji napf. ryby z rodu Anabas (Bone a Moore, 2007). Zaberni
oblouky tvoii parové kosti 0s pharyngobranchiale, os epibranchiale, os ceratobranchiale
a 0s hypobranchiale. Vnéjsi strana téchto kosti je opatiena jakymsi zlabkem, ve kterém
je ulozenéd céva, ktera slouzi pro ptfivod krve k zabernim listkim. Na vné&jsi okraj
Zabernich obloukt navazuje respiracni tkan (Obr. 1). Bez respira¢ni tkan¢ byva paty
oblouk, tvofeny parovou kosti 0s ceratobranchiale. Nékteré ryby jej maji zakrnély anebo
ho maji zesileny a nese pozerakové zuby (napt. u Cyprinidae) (Dvotak a kol., 2020).
Kazdy z zabernich oblouki je vybaven svaly umoziiujicimi ziskani co nejlepsi pozice pro
proudéni vody (Evans a kol., 2005; Dubsky a kol., 2003). Hlavni funkci rybich zaber je
vymeéna plynt. Pies zabry dochazi také k exkreci amoniaku a dalSich iontd podilejicich

se na osmoregulaci (Dubsky a kol., 2003).

Na vnitini stran€ (smérem do Ustni dutiny) jsou zaberni oblouky opatieny zabernimi
tyCinkami (Obr. 1). Ty rybam slouzi k ziskavani potravy (filtrace) a zaroven ochranuji
zaberni listky pted poranénim. Ryba pies né filtruje potravu nasavanim vody ale i pouhym
otevienim tlamy a plavanim. Pocet Zabernich tyCinek je druhové specificky. U nékterych
druhtl a jejich mezidruhovych ktizencl je dokonce diilezitym taxonomickym znakem
(Dubsky a kol. 2003). Obecné lze fici, ze hustéjsi filtracni apardt maji ryby
planktonofagni (napt. Hypophthalmichthys molitrix) nez ryby piscivorni (napf. ESOX
lucius) (Dvorak a kol., 2020).
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Obr. 1: Histologicky podélny fez Zabernim aparatem plidku kapra obecného (Cyprinus carpio),
modré Sipky oznacuji Zaberni tyCinky, ¢ervené §ipky oznacuji Zaberni listky, barveno H&E,

zvétseno 100x; foto: J. Kocour.

Vngjsi strana zabernich oblouktl je opatfena zabernimi listky (Obr. 1, 2), které na
kazdém oblouku tvoii 2 fady. Takto parové uloZené dorzoventralné zplostélé Zaberni
listky na oblouku nazyvame primarni Zaberni lamela. Kazda lamela ma svou chrupavcitou
oporu, ptivodnou (aferentni) a odvodnou (eferentni) cévu a mnoho dalSich propojujicich
cév. Pfivodné a odvodné cévy vedou po celé délce primarni lamely a v prubéhu se vétvi
na mnoho menSich tepének. Kazda pfivodna tepna ma jakousi rozsifeninu ptiblizné ve
své prvni tietiné od zakladu (Takashima a Hibiya, 1995), ktera funguje jako tzv,
,branchidlni srdce®. Kazda primarni lamela nese ze spodu a shora vedle sebe paralelné
uspotadané pilkruhové ploché sekundarni lamely, které jsou ve velkém poctu postaveny
kolmo na primarni lamely. V histologickych fezech se bere jako pomyslna hranice mezi
primarni a sekundarni lamelou tecna mezi epitelem nachazejicim se mezi dvéma
sousednimi sekundarnimi lamelami. Sekundarni lamely velmi vyrazné zvétsuji plochu
pro styk s vn&j$im prostfedim, a tim vyznamné zvétSuji respiracni plochu. Sekundarni
lamely jsou protkany tenkymi cévami, které¢ spojuji ptivodné a odvodné tepny a jsou
pokryté slabym epitelem. Dochazi zde k vyméné plynti mezi organismem a vnéj$im
prostfedim. Povrch sekunddrnich lamel tvoii 96% plochy vymény plynd na Zabrach
(Hughes, 1972). Kromé velké plochy k vymén¢ plyni vyznamné piispiva i kratka difuzni
vzdalenost mezi vodou a krvi. V zZabernich listcich (primarnich lamelach) jsou u
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kostnatych ryb pfitomna i svalova vldkna, kterd jsou dulezita pii postaveni zaberniho
listku pfi prutoku vody okolo n¢j (Wilson a Laurent, 2002). Postavenim zabernich listk

dochazi k vytvoreni jakéhosi jemného sita, pfes které protéka voda.

VL2875 AR
““\AA"”‘})H })!

: ‘ .
&\.\\\\ " -&

Obr. 2: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), barveno

H&E, zvétseno 40x; foto: J. Kocour.

Zaberni dutinu piekryva a chrani skielové vigko (Dubsky a kol., 2003) tvofené
operkularnimi kostmi (0S operculare, o0s reoperculare, os interoperculare, 0s
suboperculare) (Dvoiak a kol., 2020). Vngjsi okraj skielového vicka je opatien kozni
fasou, ktera uzavira zaberni dutinu pii nasavani vody (Dubsky a kol., 2003). Rozdily mezi
zabrami ryb s rozdilnymi Zivotnimi potfebami porovnali Hoar a Randall (1984). Zjistili,
ze ryby pelagické, rychle plovouci, maji mnohem vetsi plochu Zaber nez naptiklad
benticky zijici zabohlavec americky (Opsanus tua) ¢&i lezoun indicky (Anabas
testudineus). Rovnéz se lisi difuzni vzdalenost krve, ktera je u tunaka pouze 0,533 pm,

zatimco u zabohlavce az 10 um.
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Obr. 3: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), barveno
H&E, zvétseno 100x%; foto: J. Kocour.

2.2. Cévni systém

Odkyslicena krev se do zaber dostava ptes bfisni aortu a srdce (Dubsky a kol., 2003),
dale pokracuje do zaber aferentni (pfivodnou) tepnou. Z té jsou zasobovany Zaberni
listky, ve kterych dochazi k okysliceni krve. Ze zabernich listkli je sbirana krev do
eferentni (odvodné) tepny, odkud je dale krev vedena do hibetni aorty. Na rybich zabrach

rozliSujeme 2 typy cévnich systéml arterio-arteridlni a arterio-vendzni.

2.2.1. Arterio-arterialni cévni systém

Cévy tohoto systému jsou Casto oznacovany jako dychaci, to z diivodu, Ze jsou
odpovédné za ptrenos kysliku mezi krvi a okolnim prostiedim. V tomto systému jsou
vyzivovany vZdy jednotlivé zaberni listky, a to vzdy aferentni (ptfivodnou) tepnou, ktera
se rozklada podél celé délky Zaberniho oblouku. U kazdého Zaberniho listku se vétvi a
tim vznikd sit’ aferentnich (pfivodnych) vldse¢nic. Vldse¢nice mohou byt vybaveny
jakymisi roz$ifeninami ¢i dilatacemi, u kterych se predpoklada, ze hraji aktivni roli pti
tlumeni tlaku pulzujici krve. RozSitenina tohoto typu byla nalezena napiiklad u okouna

ficniho (Perca fluviatilis) (Fromm, 1974) nebo u pstruha duhového (Oncorhynchus
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mykiss) (Laurent a Dunel, 1976). Podél celé délky piivodnich vlase¢nic jsou pravidelné
rozmisténé aferentni lamelarni arterioly, které mohou zasobovat pouze jednu nebo i vice
sekundarnich lamel. Prutok krve seckundarnimi lamelami probiha v prostorach
vymezenych tzv. ,,podplrnymi buitkami® (,,pillar cells*). Tyto prostory byvaji Casto
oznacovany jako lamelarni sinusoidy. Potom, co rybi krev projde sekundarnimi lamelami,
je sbirana do eferentnich (odvodnych) arteriol (kapilar). Odtud je dale vedena do eferentni
vlase¢nice. Smér proudéni krve touto cévou je v opacném sméru nez u aferentni arterioly.
V blizkosti piechodu eferentni (odvodné) vlasecnice do eferentni (odvodné) tepny se ve
sténé nachazi svalovy svérac. Tento svérac je inervovan a muze hrat roli pfi regulaci
pritoku krve sekundarnimi lamelami (Evans a kol., 2005). Po tom, co se rybi krev dostane
do eferentni (odvodné) tepny, je krev dale vedena do hibetni aorty, odkud je rozvadéna
do téla ryby. Smér toku krve v sekundarnich lamelach je opa¢ny nez smér proudéni vody.
Tento fakt vyrazné zvySuje schopnost vymény plynt (Obr. 4) (Takashima a Hibiya,
1995).

ABA—55
i
EBAY  &om
¥
BV 2
AFA :.-" ~ .q..u". -
ALA = NA
—ELA
=
N
L 2 EFA
()

Obr. 4: Schéma pritoku krve v cévnim systému Zabernich obloukt a Zabernich listk(i, ABA-
aferentni tepna, AFA-aferentni vlase¢nice, ALA-aferentni lamelarni arterioly, ELA-eferentni
arterioly, EFA-eferentni vlase¢nice, EBA-eferentni tepna, L, ILV, NA, BV-cévy arterio-

venodzniho systému; pievzato z Evans a kol. (2005).

14



2.2.2. Arterio-veno6zni cévni systém

Systém je Casto oznac¢ovany jako nerespiracni (Obr. 4). Jeho funkce neni GipIné jasna,
ale pravdépodobné se podili na zasobovani zabernich tkani zivinami (Evans a kol., 2005).
Umoznuje vstup krve do zilniho obéhu, aniz by tato krev prosla Zabernimi lamelami.
Arterio-vendzni systém je tvoien vysoce usporadanou siti cév, ktera pfipomina Zebiik.
Krev vyskytujici se v arterio-venoznim systému se ¢asto vyznacuje niz§im hematokritem
nez krev v arterio-arterialnim systému. To bylo prokazano naptiklad u pstruha duhového

(Oncorhynchus myskiss) (Ishimatsu a kol., 1988; Olson, 1984).

2.3. Nervovy systém

Nervova zakonceni rybich zaber jsou odvozena od VII. (licniho), IX.
(jazykohltanového) a X. (bloudivého) nervu. Kromé prvniho zaberniho oblouku jsou
vSechny oblouky inervovany X. bloudivym nervem. Histochemickymi studiemi byla

popséna nervova vlakna spojena s aferentnimi, eferentnimi tepnami a vlasecnicemi

(Evans, 1998).

2.4. Epitel

Epitel pokryvajici primarni a sekundarni lamely je odlisny jednak svym umisténim,
ale také i tloustkou krevniho ob&hu. Epitel primarnich lamel je siln€jSi nez epitel
sekundarnich lamel, nebot’ je slozeny z vice vrstev bunék. V epitelu primarnich lamel se
vyskytuje velké mnozstvi velkych chloridovych a hlenovych bun¢k. Epitel sekundarnich
lamel je dlazdicovy (Obr. 5). Obsahuje také endotelové bunky, kterym se fika podpurné
bunky (,,pillar cells*). Neobsahuje ale chloridové ani hlenové buiky. U nékterych ryb lze
nalézt vyjimky (Wilson a Laurent, 2002).
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Obr. 5: Schématicky nakres prafezu sekundarni Zaberni lamelou a mikrofotografie potizena
transmisnim elektronovym mikroskopem, PC- podpiirné buiiky ,,pillar cells*, NU- jadra
epitelovych bunék, PF- , ptiruby* (napojeni) podptirnych bun€k na okolni bunky, PE- epitelové
buiiky ,,pavement cells“, RBC- erytrocyty, OM- vnéjsi cévni prostor, BM- bazalni membrana,

MF- mikrofilamenta, C- kolagenni vlakna; pfevzato z Olson (2002) (upraveno).

2.5. Bunécné typy

2.5.1. Podpiirné buiiky ,,Pillar cells*

,WPillar cells” jsou jedine¢nym typem endotelovych bunék vyskytujicich se pouze
Vv rybich zabrach, kde plni hlavné podptrnou funkci (Obr. 5, 6). Hlavnim ukolem tohoto
typu bunék je vymezovat prostor pro krev. Skladaji se z jakéhosi kmene, ve kterém se
nachazi centrum bunky. Jsou opatfeny tenkymi rozsifeninami cytoplazmy, jez mohou
ptipominat pfiruby, kterymi jsou propojeny s dal§imi podptrnymi buitkami. Dochazi tak
k vymezeni celého prostoru pro krev (Evans a kol., 2005) a vytvofeni podptrného
systému pro pribéh tenkych vlasecnic. Podpirné bunky jsou tvofeny kolagenovymi
sloupy bunétné membrany, které jsou umisténé kolmo na epitelové vrstvy (Bettex-
Galland a Hughes, 1973). U pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) bylo in vivo
mikroskopii prokazano, Ze pomoci kontrakce podptrnych bunék dochazi skrze lamelarni
sinusoidy K regulaci prutoku krve reagujici na stres, hypoxii nebo aktivitu organismu
(Evans a Claiborne, 2006; Sundin a Nilsson, 1998).
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Obr. 6: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), zelené

Sipky oznacuji podptrné builky ,,pillar cells, barveno H&E, zvétSeno 600x; foto: J. Kocour.

2.5.2. Epitelové buiiky ,,Pavement cells“

Znamé také pod zkratkou PVC jsou nejhojnéji vyskytujici se bunky (vice nez 90%)
zaberniho epitelu (Obr. 5, 7) (Wilson a Laurent, 2002). Jsou dlazdicovitého az kubického
tvaru s tvarové rozliénymi jadry, téz znamé také jako bunky respiracni. Jadra bun€k
dlazdicovitého tvaru byvaji stlacend, zatimco jadra bun€k kubického tvaru byvaji
zakulacena. Epitelové buiky obsahuji maly pocet mitochondrii a jsou propojeny pomoci
mikrofilament umisténych v periferni cytoplazmé (desmozomy). Piitomny jsou také
mezerovité spoje, pomoci kterych mezi sebou buniky komunikuji. U kostnatych ryb,
konkrétné euryhalinnich druht (napt. Anguilla Anguilla) nebyla ptitomnost téchto spoji
prokazana (Sardet a kol., 1979). Apikalni membrany téchto bunék jsou vybaveny
mikroklky, které zvétsuji jejich plochu pro vyménu plyni nebo iontt (Goss a kol., 1998).
Nekteré PVC se ucastni na aktivnim pfijmu iontll, a tim i na osmoregulaci organismu na

arovni zaber.
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Obr. 7: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), Zluté
Sipky oznacuji epitelové bunky ,,pavement cells®, barveno H&E, zvétSeno 400%;

foto: J. Kocour.

2.5.3 Nediferencované bunky

Narybich zabrach se vyskytuji i nediferencované buiiky. Nachazi se hlavné v bazalni
epitelové vrstvé a jsou typické pomérem velkého jadra ku mnozstvi plazmy v burce.
Diferenciaci téchto bun€k vznikaji chloridové a epitelové PVC bunky (Wilson a Laurent,
2002).

2.5.4. Hlenové bunky

Tyto buniky se také oznacuji jako poharkovité. Maji ovalny tvar se zplo§télym jadrem
(Obr. 8). Cytoplazma obsahuje endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a
mitochondrie, podilejici se hlavné na tvorbé a transportu mucinu. Na zabrach se nachazi
predevsim na eferentnich a aferentnich okrajich primarnich lamel (Takashima a Hibiya,
1995).
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Obr. 8: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), ¢ervené

Sipky znaci lokalizaci hlenovych bunék, barveno H&E, zvétseno 400x%; foto: J. Kocour.

2.5.5. Neuroepitelialni bunky

Neuroepitelialni buniky se nachazeji hluboko v epitelu, po celé eferentni hrané
zaberniho vlakna, nejvice vSak na jeho konci. Zajimavosti téchto bunék je jejich inervace.
Nachézeji se uvniti Zaberniho vlakna a predpoklada se, ze funguji jako sensory kysliku
ve vodé a podileji se tak na regulaci prutoku krve tim, Ze produkuji serotonin (Wilson a
Laurent, 2002).

2.5.6. Chloridové buniky (buiiky bohaté na mitochondrie)

Tyto buniky jsou téZ zndmé pod ndzvem ,,mitochondria rich cells* ¢i bunky bohaté
na mitochondrie. Zatimco epitelové bunky se nachdzeji v prubéhu celych Zabernich
lamel, chloridové bunky se vyskytuji hlavné na aferentnich (zadnich) stranach primarnich
lamel a v mistech mezi sekundarnimi Zabernimi lamelami. V epitelu sekundarnich lamel
se tyto bunky zpravidla nevyskytuji. Hlavnim znakem téchto bunék je jejich tvar, velikost

a pocet mitochondrii. Oproti okolnim buiikam zaberniho epitelu jsou veliké a maji vejcity
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tvar. Rozdilny je i pocet mitochondrii uvniti téchto bunék. Buriky bohaté na mitochondrie
1ze na podkladé funkce a struktury rozdélit do tii skupin typickych pro danou kategorii
ryb (Evans a kol., 2005). V této praci se budu vénovat pouze jedné skupiné bunék
bohatych na mitochondrie, které se nachazeji u kostnatych ryb. Zde jsou také nejcastéji

oznacovany jako ,,chloridové bunky*.

Jednou z funkci chloridovych bunék je vylucovat soli béhem adaptace na moiskou
vodu (Foskett a Scheffey, 1982). Nov¢jsi studie jim pfipisuji u ryb adaptovanych na
sladkou vodu pijem ionti Na™ a Cl" v prostiedi s nizkym obsahem vapniku (Hirose a kol.,
2003).

2.5.6.1. Chloridové buriky u druhii Zijicich ve slané vodé

Vyznamnym znakem té€chto bungk je sloZity tubularni systém tvofeny rozsahlymi
zahyby bazolateralni membrany (Philpott, 1980) a zasahujici do majoritni ¢asti bunééné
cytoplazmy. Je to misto exprese aktivniho transportniho enzymu Na*- K*- ATP-azy, ktery
se podili na exkreci NaCl témito bunikami (Karnaky a kol., 1976). Apikalni membrana
bunék je konkavni, zapu§téna, tvotici jakési pory mezi epitelovymi buitkami. Membrana
je opatfena mikroklky a je funkéné nespecializovana (Kiiltz a Somero, 1995).
Mezibunécéné spoje chloridovych a epitelovych bunék jsou tésné a tvofi relativné
nepropustnou bariéru pro ionty (Sardet a kol., 1979). Zejména u moiskych ryb se
chloridové bunky vyskytuji v mnohobunéénych komplexech jesté spolu s takzvanymi
akcesornimi bunikami (AC). Ty obsahuji také velké pocty mitochondrii, ale velikostné
jsou mnohem mensi. Dokonce i jejich tubularni systém je méné vyvinuty a stupen exprese
Na*- K- ATP-4azy je u nich také nizsi. Jejich skute¢na funkce je spornd. U pstruha
obecného (Salmo trutta) AC vypadaji jako samostatny bunécny typ (Pisam a kol., 2000).
U tilapie nilské (Oreochromis niloticus) jsou AC pouze vyvojovym stadiem bunck
bohatych na mitochondrie (Wendelaar Bonga a kol., 1990; Wendelaar Bonga a VVan Der
Meij, 1989).
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2.5.6.2. Chloridové buriky u druhii Zijicich ve sladké vodé

U sladkovodnich druhti ryb se tento typ bun¢k vyskytuje predevsim na aferentni, tedy
zadni stran¢ Zabernich primarnich lamel (Obr. 9). Nékteré znaky maji tyto bunky spole¢né
s chloridovymi bunikami slanovodnich druht ryb. Shodné jsou membranové zahyby
tvorici tubularni systém napojeny na mitochondrie. Rozdil je v absenci mnohabunéénych
komplex, kdy se chloridové bunky ve vétsing piipadl vyskytuji jednotlivé mezi bunkami
epitelovymi. Mezi chloridovymi a epitelovymi buiikami existuji rozsdhlé mezibunécné
spoje tvorici relativné nepropustnou bariéru pro ionty. Apikalni membrany téchto bunék
netvoii krypty tak, jak tomu bylo u moiskych ryb, ale jsou v jedné roving€, ptipadné
mohou i prominovat nad povrch bun¢k v okoli. Tubularni systém se u téchto bunék
vyskytuje, ale je ve srovnani s mofskymi rybami mnohem méné vyvinuty. Pisam a kol.
(1987; 1988; 1990; 1995; 2000) u nekterych sladkovodnich druhti popsal dva podtypy
téchto bunék nachazejici se naptiklad u lososa obecného (Salmo salar), tilapie nilské
(Oreochromis niloticus) ¢i hrouzka obecného (Gobio gobio). Podtypy jsou znaceny jako
aap, ato:

e dle stupné cytoplazmatického barveni osmiem pozorovaného pod mikroskopem

e dle morfologie apikalni membrany

e dle rozsahu tubularniho systému a tvaru bunky
a-typ bunék — cytoplazma se barvi svétle. Apikalni membrany jsou obvykle hladké,
sdobfe vyvinutym tubularnim systémem. Nachazeji se prevazné v oblasti mezi
sekundarnimi lamelami a maji protahly tvar. Tento typ mulzZe tvofit komplexy s AC
bunkami.
p-typ bunék — je opakem a-typu. Cytoplazma se osmiem barvi tmavé. Maji slozité
vyvinuté vybézky apikalni membrany, ale tubularni systém je rozvinuty mén¢. U pstruha
obecného (Salmo trutta) tvoii tento typ také komplexy s AC bunkami (Pisam a kol.,
2000).

U euryhalinnich druhtt dochézi po pfechodu ze sladké do slané vody ke zmnozeni a-
typu bunék, které se méni na chloridové buriky typické pro moiské ryby. U a-typu bunék
mize dochazet ke zméné jejich poctu, velikosti, hustoty cytoplazmy a po¢tu mitochondrii.
Zatimco se tyto buiitky méni a mnozi, u druhého typu bunék dochézi k opacné situaci, -
buniky pii pfechodu do slané vody degeneruji. Specifick¢é funkce o a f bunck u

sladkovodnich ryb zatim nebyly dostate¢né prozkoumany (Evans a kol., 2005). Shikano
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a Fujio (1998) prokazali, ze a-typ bunék ma v porovnani s S-typem vyssi hladinu Na*-
K*-ATP-azy.

Obr. 9: Histologicky fez Zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss),

oranzové Sipky oznacuji chloridové burky, barveno H&E, zvétseno 1000x; foto: J. Kocour.

3. FYZIOLOGICKE FUNGOVANI ZABERNIHO
APARATU

3.1. Pfenos a vyména plynt

Hlavnim mistem vymeény plyni jsou sekundarni zaberni lamely. Jejich povrch tvoii
96% plochy vymény plynii na zabrach (Hughes, 1972). Plocha zaber se udava v rozmezi
0,1-0,4 m?-kg?, ale i vice jako napt. u tuiidka, kde tato plocha dosahuje az 1,3 m?-kg. U
ryb, které k dychani vyuzivaji pomocné dychaci orgény, mize tato plocha dosahovat
mensich rozméra, a to kolem 0,1 m?kg? (Evans, 1993). Difuzni vzdalenost, tedy
vzdalenost voda-krev, je dle zpiisobu Zivota druhové specificka a je uréena tloustkou
lamelarniho epitelu pohybujiciho se vV rozmezi od 10um az po méné nez lum, a to

naptiklad u tunaka (Evans a kol., 2005).
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3.1.1. O, chemoreceptory

Receptory jsou rozmistény po celém zabernim oblouku a jsou inervovany IX. a X.
hlavovym nervem. Uvnitt zabernich cév jsou receptory, které jsou schopny reagovat na
hypoxemii nebo napi. na injekci kyanidu. Neni jasné, zdali tyto receptory reaguji na
zmény tlaku kysliku v krvi. Popsény byly také receptory, které jsou citlivé na snimani
kysliku z vnéjsiho prostredi u ryb, které mohou dychat vzduch (Evans a kol., 2005).
Neuroendokrinni fyziologie kyslikovych receptort je velmi malo prozkoumand, nicméné
nekteré vysledky studii naznacuji, Ze by se na ni mohli podilet neuroepitelialni bunky,

jako je tomu v plicich suchozemskych organismut (Youngson a kol., 1993).

3.1.2. CO2 chemoreceptory

Chemoreceptory, které jsou citlivé na zmény COz, jsou primarné rozmisténé pouze
na prvnim zabernim oblouku. Je ale mozné je nalézt i jinde, protoze nervové reakce byly
pti pokusech pieruseny pouze po denervaci vSech zabernich obloukt (Reid a kol., 2000).
CO2 receptory jsou citlivé spiSe na vnéjsi neZ na vnitini zmény CO2, coZ bylo prokazano
injek¢ni aplikaci acetozalamidu (latka zvysujici tlak CO2 v Kkrvi), ktera u pstruha

duhového neméla vliv na zménu dychaci frekvence (Gilmour, 2001).

3.1.3. Prenos Oz

Pfenos kysliku pfes rybi Zabry je druhové variabilni. Experimenty potvrdily, Ze
ptenos kysliku je ovlivnén Zaberni perfuzi neboli pritokem krve (Malte a Weber, 1985).
Pokud se doba setrvani krve na povrchu uréeném pro vyménu plynu piiblizi difuzni
rovnovazné dob¢ pro konkrétni plyn v systému s omezenou perfuzi, jedna se o difuzni
omezeni. Model pienosu plynu, ktery navrhli Malte a Weber (1985) predpoklada, ze pfii
velkém prutoku krve bude pievladat omezena difuze, a tedy i piijem O2. Omezeni difuze
se projevi thned po snizeni gradientu parcialniho tlaku mezi vodou a krvi, ke kterému

dochazi naptiklad v hypoxickém prostiedi (Perry a Gilmour, 2002).
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3.1.4. Prenos CO>

Prestoze by se mohlo zdat, ze ptenos CO2 u ryb bude limitovan priatokem krve
zabrami neboli perfuzi, pfedpoklada se, ze je mnohem vice limitovan difuzi (Malte a
Weber, 1985), a to i pies fakt, ze voda ma mnohem vétsi kapacitu pro CO2 nez pro Oz
(Perry a Gilmour, 2002). Omezeni difuze souvisi s piesunem HCO3z  do ¢ervenych
krvinek. Vétsina vylouc¢eného COz je totiz v plazmé prenaSena jako HCOg', ktery se musi
dostat do ¢ervenych krvinek, kde je nésledn¢ dehydratovan za pomoci katalyzatoru.
Rychlost této nekatalyzované reakce je totiz piili§ pomala (1-3 sekundy) na to, aby
probéhlo efektivni vylouceni CO2 zabrami (Cameron a Polhemus, 1974). U kostnatych
ryb ale CO2 nema piistup ke katalyzatoru (Gilmour a kol., 1994), takze HCOz™ vstupuje
do ¢ervenych krvinek pies membranovy vyménik CI/HCO3™ a ptedpoklada se, ze praveé
tento krok nasledné velmi omezuje rychlost vylu¢ovani CO2. Uvedeny mechanismus
potvrzuji studie Desforges a kol. (2001) a Perry a Gilmour (1993), které poukazuji na

difuzné omezeny systém pienosu COa.

3.2. Osmoregulace a iontova rovnovaha

Struktura a funkce Zzaberniho epitelu je krom vymény plyni i mistem vymény iontt

a osmoregulace.

3.2.1. Osmoregulace u sladkovodnich ryb

Stejn€ jako ostatni organismy, tak 1 ryby vyrovnavaji osmoticky piijem vody
vyraznou glomeruldrni filtraci. Ztraty ionti mo¢i jsou vyrovnavany piijmem iontl na
zabrach nebo z potravy. Sladkovodni ryby Ziji v hypotonickém prosttedi, kde pasivné
pfijimaji vodu, a proto ji nepotiebuiji ,,pit jako motské ryby. Resi tedy, na rozdil od
moftskych ryb, jak se zbavit ptebytecné vody v téle. Dé&je se tak skrze ledviny, které
produkuji velmi nafedénou moc¢ a organismus musi nasledn¢ skrze zabry aktivné piijimat

ionty z vnéjsiho prostiedi (Hwang a Lee, 2007).

24



3.2.1.1. Prijem Na*

Jako prvni popsali mechanismy vymeény iont u ryb Smith (1930) a Krogh (1937),
ktefi zjistili, ze Na™ a CI" jsou ze sladké vody vstiebavany nezavisle, a to tak, Ze sekrece
NHs" a H* je spojena s absorpci Na* a naopak exkrece HCOs™ nebo OH" je spfazena
s absorpci CI" (Krogh, 1937). Nasledné studie tuto myslenku vcelku potvrdily, pouze
upfesnily, ze z termodynamickych diivodi neni mozny pasivni pfijem Na* vyménou za
NHs" (Avella a Bornancin, 1989; Kirschner, 2004; Potts, 1994). V prubéhu let byly
navrzeny dva modely pfijmu Na* Zabernimi buiikami. Prvni model pracuje s variantou,
7e prijem Na* probiha spojenim V-typu H*-ATP-azy a epitelidlniho kanalu pro pfijem
Na". Druhy model pracuje s myslenkou, Ze piijem Na* probiha elektroneutralni vyménou
Na" za H" skrze Na'/H" kanal (Avella a Bornancin, 1989; Kirschner, 1983). Vétsina
pozdé&jsich studii z termodynamickych diivoda upfednostiiuje model V-typu H*-ATP-4za
a epitelialni kanal pro pfijem Na®. Piestoze byl druhy model zpochybnén, ve stinu novych
zjisténi neni uplné¢ vyloucen. Divodem je ndlez pfitomnosti nékolika izoforem
epitelidlnich kanald v sav¢ich ledvinach, které se aktivné podileji na piijmu Na* a Ze
bazolateralni prostup Na* probihd u sladkovodnich ryb pres Na*-K*-ATP-izu
chloridovych bunék. Zajimavosti je, ze enzym Na*-K*-ATP-4za byl pouzit jako marker

ptitomnosti chloridovych bunék (Evans a kol., 2005).

3.2.1.2. Prijem CI’

Pfijmem CI iontl se v porovnani s piijjmem Na® iontli zabyvalo mnohem méné
studii. Lze pfedpokladat, ze vyména Cl” probiha za HCOz". Inhibitory této vymény snizuji
piijem CI a zptisobuji metabolickou alkalozu u sladkovodnich ryb (Evans a kol., 2005).
Hlavni mechanismus byl popsan jako absorpce CI™ s exkreci HCO3z™ pomoci apikalnich
iontovych kanalti (Evans a kol., 2005; Tresguerres a kol., 2006). Tento mechanismus
katalyzuji karboanhydrazy spolu s V-H"-ATP-azou (Wagner, 2007). Aklimatizace tilapii
na sladkou vodu s nizkym obsahem CI°, podpofila vychytavani CI” a stimulovala také
aktivity karboanhydraz a V-H*-ATPazy (Chang a Hwang, 2004).
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3.2.1.3. P¥ijem Ca?"

P#ijem iontl Ca?* chloridovymi buiikami je podobny piijmu Ca®* u savct (Hwang a
Lee, 2007). Po vstupu pfes membranu je Ca?* navazan na kalbindin, ktery difunduje pies
bazolateralni membranu, kde je nasledné Ca®* odstépen pomoci Ca?*-ATP-azy.
V Zabernim epitelu mizeme nalézt také ionty Ca®* dilezité k produkci iont H* a HCO3™
vyuzivanych pro apikalni kandly a pumpy. V histologickych studiich, kdy byla pouzita
specidlni barvici technika fosfore¢nanem kobaltnatym a siranem kobaltnatym, bylo
zji§téno, ze nitrobundény Ca?* se nachéazi v apikdlnich oblastech chloridovych a
epitelovych buné€k zaber mnoha rybich druhti (Conley a Mallatt, 1988; Fliigel a kol.,
1991; Lacy, 1983). Tyto zavéry byly potvrzeny imunohistochemicky u pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) (Rahim a kol. 1988; Sender a kol. 1999).

3.2.1.4. Prostupnost vody

Star$i izotopova a fyziologickd méfeni osmotické a difuzni propustnosti vody pies
zabry naznacovaly, Ze oba dva typy méfeni dosahuji vysSich hodnot u sladkovodnich nez
u mofskych ryb (Evans, 1969; Motais a kol., 1969). Zna¢ny rozdil mezi vysledky méteni
osmotické a difuzni propustnosti naznacuje pfitomnost jakychsi ,,vodou naplnénych
vacku“ v epitelovych buikach zaber sladkovodnich ryb (Motais a kol., 1969). Existuji
rovnéz tzv. aquporiny, coz jsou zndmé proteinové prenaSece prevazné vody. Vyskytuji se
hlavné v ledvinach, ale napiiklad aquaporin-3 (dale jen AQP-3) byl naklonovan ze Zaber
uhote a byla zjisténa 67-69% homologni genetickd shoda s AQP-3 u potkana, mysi a
¢loveéka (Cutler a Cramb, 2002). Exprese AQP-3 byla vyznamné snizena po aklimatizaci
uhoiG ve slané vodé. Homologni protilatka identifikovala imunoreaktivitu AQP-3 v
apikdlnich a bazolateralnich stranach zabernich bunck. Role AQP-3 pii osmoregulaci
neni dostate¢né jasna (Cutler a Cramb, 2002). Jiny aquaporin, konkrétné AQP-1 pienasi
amoniak (Nakhoul a kol., 2001) a oxid uhli¢ity (Nakhoul a kol., 1998) proudici krevnim

fecisStém ryb.
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3.2.2. Osmoregulace u morskych ryb

ey

Druhy ryb zijici v motské vod¢ ¢eli jinému osmotickému plisobeni nez sladkovodni
ryby. Ziji totiz v hypertonickém prostiedi. Jejich télo je hypoosmotické vii¢i okolni vodg,
a tak je pasivni ztrata vody vyrovnavana piijmem moiské vody usty. Dalo by se fici, Ze
motské ryby proto musi pit motfskou vodu a sul vylucuji ledvinami 1 zébrami.
Mechanismy transportu iontli u motskych ryb jsou mnohem jasnéjsi nez u sladkovodnich
(Hwang a Lee, 2007). Soucasny model piedpoklada, ze exkrece NaCl je zprostfedkovana
bazolateralnim kotransportem ve sméru elektrochemického gradientu, ktery katalyzuje
Na*-K*-ATP-aza spolu s exkreci Cl pfes kanaly a mezibunéénym vytlaGovanim Na*
membranovym enzymem je Na*-K*-ATP-4za, ktera je odpovédna za exkreci Na* ionti a
piijem K* iontl v zivo¢isnych buitkach (Hwang a Lee, 2007). Je dilezita pro udrZeni
intracelularni homeostazy, a také je hnaci silou pro mnoho transportnich systémil.
Imunocytochemické studie na zabernich fezech spolu s biochemickymi studiemi na
izolovanych chloridovych bunkach prokazaly nejvyssi vyskyt tohoto enzymu
v epitelialnich bunkach rybich zaber (Brauer a kol., 2005; Dang a kol., 2000; Lee a kol.,
2000; Sakamoto a kol., 2001). Vétsina euryhalinnich druht ryb vykazuje zmény v aktivité
Na*-K*-ATP-azy po zméné salinity (Evans a kol., 2005). Rozdilna salinita je problém,
ktery vyzaduje aktivaci Na*-K*-ATP-4zy a chloridovych bunék. Tyto procesy jsou nutné
pro aklimatizaci ryb. Existuji dvé skupiny reakci Na*-K*-ATP-azy vyvolané zménou
salinity. Prvni skupina vykazuje vy$$i aktivitu Na'-K*-ATP-azy v hyperosmotickém
prostiedi a druha skupina vykazuje vys$§i aktivitu Na™-K*-ATP-4zy v hyposmotickém
prostiedi. Prvni skupina euryhalinnich ryb (napf. losos ¢i tilapie) reaguje na zvysenou
salinitu vyssi aktivitou Na*-K*-ATP-azy a zménou hustoty chloridovych bunék. U této
skupiny ryb se vyskytuje je$té proteinovy enzym V-H*-ATP-aza, ktery je dal$im
vyznamnym hnacim motorem pi{jmu Na* nebo CI". Druha skupina ryb vykazuje zmény
v aktivit¢ Na*-K*-ATP-azy a hustoté bunék pii sniZeni salinity. Tyto ryby jsou také
vybaveny V-H*-ATP-azou. V ptipadé, Ze nevznika elektrochemicky gradient v zabernich
buiikach pomoci V-H*-ATP-azy, miZe byt u této skupiny ryb potiebna vyssi aktivita Na*-
K*-ATP-4zy pro piijem Na* a Cl". Coz naznacuje moznost vyskytu riznych mechanismu

regulace iontl na zabrach ryb (Hwang a Lee, 2007).

27



3.3. Regulace pH na Zabrach ryb

Regulovat zmény acidobazického stavu extracelularnich tekutin uvniti t€la mohou

ryby, stejné jako vSichni obratlovci, pomoci tfi mechanismi (Evans a kol., 2005):

1) Okamzitou zménou hydrogenuhli¢itanovych a nebikarbonatovych pufra v fadu
nékolika sekund.

2) Zménou ,,otevieného* pufracniho systému CO2-HCO3" v fadu nékolika minut.

3) Transportem odpovidajicich acidobazickych molekul mezi organismem a

prostiedim v fadu nékolika minut az hodin.

Protoze ryby Ziji ve vodnim prostiedi, prvni dva mechanismy mohou pouzivat pouze

vV omezené mifte, zatimco tfeti mechanismus je posilen faktem, ze ziji ve vodé.

3.3.1. Respiracni a metabolicka kompenzace

V dobfe provzduSnéné vodé umoziuje odpovidajici Zaberni ventilace odchazet
metabolicky vzniklému CO2 z rybiho téla pry¢. To zpusobi velmi nizké hodnoty tlaku
CO2 v krvi, které nikdy nepievysSuji CO2 nad vodni hladinou na rozdil od obratlovci,
dychajicich atmosféricky vzduch. Diky této vlastnosti jsou i koncentrace bikarbonatl
v krvi velmi nizké. Omezeni zplsobena respiracnimi kompenzacemi délaji ryby silné
zavislymi na vyméné netékavych latek mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim
prostiednictvim Zaber. Zabry jsou v permanentnim kontaktu s vodnim prostiedim, které
mize byt ,,nekoneénym® zdrojem i pohlcovacem rozpusténych latek. Rychlost pritoku
vody pfes Zabry napomaha rybam v regulaci prostupu rozpusténych latek do organismu.
Vysoké prutoky omezuji vznik velkych pH gradientli v dobé vyluCovani kyselin. Na
zabrach obvykle neni potieba dopliikové produkce pufru, jak je tomu u ledvin (Koeppen
a Stanton, 1997). Obecné bylo zjisténo, ze vylucovani zasad je spojeno s absorpci CI°
iontd a naopak vylucovani kyselin je spojeno s absorpci Na® iontd. To vsak ale
neznamend, ze vSechny druhy ryb maji na zabrach stejné usporddani acidobazickych
transportnich proteinli. Typy exprimovanych acidobazickych transportnich proteind a
jejich umisténi se lisi dle druhu ryby a parametri vnéjsiho prostiedi, jako je napiiklad
salinita ¢i pH (Claiborne a kol., 2002; Marshall, 2002).
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3.4. Dusik

Piebyte¢né aminokyseliny v organismu se na rozdil od jinych biomolekul jako jsou
napiiklad mastné kyseliny ¢i cukry, neuklddaji ani nevylucuji. Uhlikaté skelety
aminokyselin se po pfedchozim odstranéni aminoskupiny preménuji na meziprodukty
metabolickych drah (Stryer, 1995), jako jsou mastné kyseliny, ketolatky nebo sacharidy.
Ptebytek dusiku je obvykle vylu¢ovan z téla pry¢. U ryb, které piijimaji potravu bohatou
na bilkoviny se piijem nadbyte¢ného dusiku jesté zvysi. U takovych ryb je vétSina uhliku
ziskavana z aminokyselin (Evans a kol., 2005). Ryby mohou také aminokyseliny pfijimat
z vlastni svalové tkan¢. Pii takovém procesu jsou aminokyseliny deaminovany za vzniku
ATP, ktery je dale vyuzit pro udrZeni energie nebo pfeménu glukozy v jatrech (Walsh a
Wright, 1995). Ryby jsou organismy zijici ve vodé, az na nékteré vyjimky neprodukuji
mocovinu ani kyselinu mocovou, kterou produkuji suchozemsti zivocichové (ptaci, plazi,
atd.), ktefi potiebuji Setfit vodou (Wright, 1995). U vétsiny druhti ryb dochazi k produkci
dusikatych odpadnich produktt, hlavné tedy amoniaku. Odpadni produkty dusikového
metabolismu jsou tedy ihned z téla vyluéovany pry¢. Ryby produkuji i jiné dusikaté
molekuly nez amoniak. Jedna se naptiklad o kreatin, taurin nebo methylaminy. Podil
téchto molekul je vSak zanedbatelny (Evans, 1998). Hlavnim mistem vylu¢ovani
amoniaku jsou rybi Zabry, je tomu tak zpodobného diivodu, zjakého jsou zabry

primarnim mistem vymény plyna.

3.4.1. Amoniak

Amoniak je u nds velmi Castou pfi¢inou poSkozeni ¢i umrti ryb. Ve vodach se
vyskytuje v molekularni nedisociované formé¢ NHz nebo v disociované formé¢ amonného
iontu NH4". Pomér vyskytu téchto forem zavisi na teploté prostiedi a pH. Z hlediska
pruniku téchto molekul do téla, ale i z téla ryb, je bunécna sténa pro disociovanou formu
NH4" témé&f nepropustnd, naopak nedisociovana forma NH3 pronika velmi snadno do
tkani a diky své vysoké afinité k mozku je pro ryby velmi toxicka (Palikova a kol., 2019).
Disociovana forma NH4" tvofi v krvi ryb pfevaznou vétsinu celkového (soucet vech
forem) amoniaku (Evans a kol., 2005). Vétsina akutnich w0¢inkd amoniaku je
pravdépodobné spojena se schopnosti nahrazovat draslik v iontovych ptfenasecich, a tim
narusovat elektrochemické gradienty v centralnim nervovém systému (Cooper a Plum,
1987). Ryby, které maji méné vyvinuty nervovy systém jsou vuci vysSim koncentracim
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amoniaku v krvi tolerantngjsi nez savci. U savcl také dochazi k syntetizaci amoniaku v
misté vyluovani, tedy v ledvinach (Knepper a kol., 1989), zatimco u ryb se na zabrach
produkuje ptiblizné€ jen 25% amoniaku. Ostatni amoniak je produkovan pievazné v jinych
organech, a to piedevsim jatrech, ledvinach a nejméné na zabrach (Evans a kol., 2005).

Existuje n€kolik zpisobl vylucovani amoniaku z téla ryb:

e Amoniak prochazi ptes zabry jako NHs po pfiznivych difuznich gradientech krve
a vody. Bylo zjisténo, Ze mirné sniZzeni pH prostiedi (vody) zvysilo vyluc¢ovani
celkového amoniaku u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), kapra obecného
(Cyprinus carpio) a karase zlatého (Carassius auratus) (Avella a Bornancin,
1989; Claiborne a Heisler, 1986; Maetz, 1972; Maetz, 1973). Naopak pii zvyseni
pH vody se snizilo vylu¢ovani celkového amoniaku u pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) (McGeer a Eddy, 1998; Wilkie a Wood, 1991; Wright a
Wood, 1985).

e Amoniak je vylu¢ovan pomoci pfenasece Na*/NH4* u sladkovodnich ryb. Tento
model ale neni jesté Giplné prozkoumany (Evans a kol., 2005).

e Amoniak prochazi difuzi NH4", ktera je v8ak velmi minimalni, protoZe buné&&né
struktury jsou pro NH4* velmi malo propustné. Mofské ryby maji nékteré spoje
mezi chloridovymi bufikami mélké, zvySujici propustnost Na*, a z toho davodu

v

jsou nejspiSe propustnéjsi i pro NH4* (Evans a kol., 1989).

3.4.2. Mocovina

Koncentrace mocoviny v rybi krvi je velmi nizké a pravdépodobné souvisi i lisi se
dle taxonomickych skupin. VétSina ryb je amonotelnich, a tak v jejich krvi byva stabilni
koncentrace mocoviny a vylucovani dusiku probiha ptevazné formou amoniaku. Vyssi

koncentrace mocoviny byly naméfeny v krvi ryb zijicich v prostiedi, které je pro

vylucovani amoniaku nevhodné, tedy prostiedi s vysokym pH (Evans, 1993).

3.4.3. Dusitany

Dusitany jsou meziproduktem procesu nitrifikace, pii kterém dochazi k oxidaci
amoniaku. Dusitany jsou pro ryby toxické. Jejich toxické koncentrace se mezidruhoveé

lisi (Tomasso, 1994). Pii otravé dusitany se oxiduje dvojmocné Zelezo v hemoglobinu
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na trojmocné, a tim zhemoglobinu vznikd methemoglobin. Zpétnou redukci
methemoglobinu zprosttedkovava NADH-dependentni methemoglobinreduktaza (Kiese,
1974). Methemoglobin neni schopen vazat a poté pfenaset molekuly kysliku, proto ryby
postizené methemoglobinemii trpi hypoxii. Mimo to mohou také subletalni koncentrace
inhibovat rust ryb (Kiese, 1974; Williams a Eddy, 1986). Existuji dikazy, ze
mechanismus praniku dusitant do téla ryb je skrze CI/HCOs™ kanal v chloridovych
bunkach (Evans, 1993; Tomasso a Grosell, 2005). Chloridy a dusitany se navzajem
kompetitivné vylucuji v moznosti priachodu timto kandlem. Pfitomnost chloridi ve
vodnim prostiedi tedy snizuje miru pfijmu dusitant do téla ryby (Mazik a kol., 1991).
Krev ryb po otravé dusitany ma v dusledku obsahu methemoglobinu ¢okoladové hnédou
barvu a rybi Zzabry tedy nejsou Cervené ale hnédé. Mikroskopicky je na postizenych

zabrach mozné pozorovat hyperplazii ¢i edém (Velisek a kol., 2018).

3.5. Hormonalni kontrola

3.5.1. Prolaktin

Prolaktin je hormon peptidové povahy produkovany adenohypofyzou. U
sladkovodnich ryb hraje vyznamnou roli pfi osmoregulaci (Evans a kol., 2005). Podani
prolaktinu nékterym moiskym rybam sniZzilo aktivitu Na*-K*-ATP-4zy, nicméné& nemélo
zadny vliv na expresi tohoto enzymu. Aplikace prolaktinu pstruhu obecnému a tilapii
neméla na Na*-K*-ATP-4zu zadny vliv (Madsen a kol., 1995; Herndon a kol., 1991).

3.5.2. Kortizol

Tento hormon produkovany interrenalni tkani nadledvinek je hlavnim
kortikosteroidem fungujicim jako glukokortikoid a mineralokortikoid (Evans, 1998;
Greenwood a kol., 2003). Na zabrach ryb G¢inkuje ve spojeni s prolaktinem. Bylo totiz
zjisténo, ze aktivita H*-ATP-4zy zaber byla stimulovana pravé kortizolem (Lin a Randall,
1993). Kelly a Wood (2001) také zjistili, Ze tento hormon zvySuje piijem Na* a CI

epitelovymi buiikami Zaber.
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4. METODY HISTOLOGICKEHO ZPRACOVANI TKANIi
SE ZAMERENIM NA ZABRY

4.1. Odbér vzorku

Odbér vzorku tkané je prvnim krokem tvorby histologického preparatu. Samotny
odbér muze probihat ze zivého nebo usmrceného organismu. V piipadé odbéru vzorku
tkan€ ze zivého organismu se tento odbér nazyva biopsie. Pii odbéru tkané€ z usmrceného
organismu takovy odbér nazyvame nekropsie. Obecné postupujeme tak, ze vyfizneme
tkan, kterou chceme zkoumat a dale ji postoupime fixaci. Pfi odbéru Zaber ryb mizeme
u vétSich ryb odebirat celé¢ Zaberni oblouky. U menSich ryb je vhodnéjsi odebrat celou
hlavu a pouze odstranit Zaberni vicka, ktera zakryvaji Zaberni oblouky (Obr. 10). U
ranych vyvojovych stadii (vackovy pludek) je vhodné odebirat celé ryby. Velikost nami
odebraného vzorku tkan¢ ovliviiuje nasledné kvalitu fixace. Pro bézné histologické ucely
a za pouziti obvyklych fixacnich tekutin je vhodna velikost odebrané¢ho bloc¢ku o hrané
0,5 cm (Genten a kol., 2009). V piipadé nutnosti fixace vétsiho vzorku by jeho tloustka
nem¢la byt vétsi nez 1 cm. Velikost vzorku je dilezita z divodu fixace, kdy u velkych
vzorkli by fixa¢ni ¢inidlo do jaddra vzorku proniklo pozdé¢ a mohlo by zde dojit

k autolytickym procestim a tim k jeho znehodnoceni (Habrova, 1986).

P#i samotném odbéru je nutné dbat na to, aby nedoslo k jakémukoli mechanickému
poskozeni tkan€ (rozdrceni, roztrzeni atd.) zplisobenému napiiklad pfi manipulaci.
Takové poruseni by totiz mohlo zkreslit ¢i Gplné znicit vnitini strukturu tkang, ktera je
velice dulezitd pro vyhodnocovani histologickych preparati. Snaha zamezit
mechanickému poskozeni vzorkd by méla platit po celou dobu tvorby histologického
preparatu. Zaroven je nutné dbat na to, aby vzorek nebyl po celou dobu kontaminovan

chemikaliemi, vyjma chemikalii potfebnych pii tvorbé vzorku (Baria, 2019).
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Obr. 10: Odbér vzorku zaber plidku kapra obecného (Cyprinus carpio L.); foto J. Kocour.

4.2. Fixace

Z dtivodu zabranéni znehodnoceni odebranych tkani samovolnymi rozkladnymi
procesy (autolyza) ¢i ¢innosti bakterii, musi byt odebrané vzorky (tzv. tkanové blocky)
co nejrychleji osetieny — fixovany (Vacek, 1988). Fixace je rychlé usmrceni bunék, které
zabrani zminénym autolytickym procestim a provadi se co nejrychleji po odebrani vzorku
(Genten a kol., 2009). Postup pii fixaci zahrnuje pouziti prostfedkii dvojiho druhu —
fyzikalni (zejména suchym teplem) a chemické. V pfipad€ zpracovani surovin
zivo¢isného puvodu vyuzivame zejména chemické prostiedky (viz. nize). Pred vlastni
chemickou fixaci se vzorky nejcastéji vkladaji do tzv. histologickych kazet (Obr. 11),
které jsou vyrobeny z plastu. Do kazety se vlozi odebrany vzorek a nasledné se zavie
ptiklopnym vickem. Je dulezité vzorky dikladné oznacit jak externé na kazeté, tak i
interné vlozenim papirového Stitku s oznacenim do kazety z divodid mozného smazani
externiho oznaleni. Zaviena kazeta se v piipadé chemické fixace vlozi do fixa¢niho

¢inidla.
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Obr. 11: Odebrany vzorek pludku kapra obecného (Cyprinus carpio L.) ve spodnim

dilu histologické kazety, ptipraveny na chemickou fixaci; foto J. Kocour.

4.2.1. Fyzikalni fixace

Metody fyzikalni fixace (teplo, chlad) se v histologii vyuzivaji velmi zfidka. Asi
nejrozsifenéjsi metodou fyzikalni fixace je tzv. ,freezing-drying™ metoda, ktera se
vyuziva hlavné pfi histologickém stanoveni citlivych latek jako jsou naptiklad enzymy.
Pii této metod¢ se vyuziva chladu a vakua. Kousky tkané se rychle zmrazi ve vakuu na
teplotu ptiblizné -60°C a nasledné dojde k jejich vysuseni (Vacek, 1988). Takto je mozné
zpracovavat pouze malé vzorky tkani. Pfi zpracovani vétSich vzorka tkani nedochazi
k rychlému zamrazeni v jadie, kde vznikaji krystaly, které ni¢i fixovanou tkan a zkresluji
histologické vysetieni. Tento zplsob fixace je narocny na technické vybaveni a vyuziva
se jen ziidka (Eltoum a kol., 2001).
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4.2.2. Chemicka fixace

Chemické latky, které vyuzivame k fixaci nazyvame chemickd ¢inidla ¢i fixativa.
Vyuzivaji se pro jejich snadnou dostupnost, snadnou piipravu a jednoduchost pouziti.

Spravné fixativum by mélo spliiovat nasledujici pozadavky:

1) Musi rychle pronikat do jadra odebraného vzorku.
2) Nesmi ménit strukturu bunék.

3) Nesmi ovlivnit barvitelnost tkani.

Cinidel, ktera spliiuji tyto pozadavky existuje mnoho druhti. Kazdé ¢inidlo ma své
piednosti, ale i své nevyhody. Néktera fixativa velmi denaturuji bilkoviny, ale jsou stale
vyuzivana pro svou schopnost udrzovat strukturu cytoplazmy a jadra. Takovym ¢inidlem
je naptiklad chlorid rtutnaty. Cinidlo, které pouze jemné denaturuje bilkoviny je
napiiklad formalin. Fixa¢ni ¢inidla lze dle Habrové (1986) rozdélit do ¢tyf hlavnich

skupin:

1) Mineralni kyseliny — oxid osmicely (kyselina osmicela); oxid chromovy (kyselina
chromova)

2) Soli kovii — sublimat chloridu rtutnatého; dvojchroman draselny

3) Organické kyseliny — kyselina octova; kyselina trichloroctova; kyselina pikrova

4) Organické redukéni prostifedky — ethanol; methylalkohol; formaldehyd (formalin)

Proto, aby byly omezeny nebo potlaceny nezadouci G¢inky a podpoieny dobré
vlastnosti ¢inidel, byly vyvinuty fixa¢ni smési. Existuje mnoho druhd smési. Nejcasté&ji
pouzivanymi jsou: Bouinlv roztok a Zenkeriv roztok (nékdy Hellyho roztok). Fixaéni
¢inidlo musi byt v dostatecném objemu, udava se asi 50x vice neZ je objem ndmi
odebraného vzorku (Habrova, 1986). Jini autoti uvadéji i pomér 1:20 a je také velmi
dalezité zvolit dostatecné velkou nadobku nebo histologickou kazetu, aby nedoslo
k pomackani vzorku (Baria, 2019). Fixaci je mozné urychlit a zkvalitnit obasnym
michanim nadobky s ¢inidlem. Pro fixaci vzorkd rybich zaber se ve vétsing ptipadi
vyuziva 10% pufrovaného formaldehydu (Obr. 12). Obcas je také vyuzivano
Davidsonovo fixaéniho ¢inidlo, které obsahuje kyselinu octovou a miize zptisobit otok a
odvapnéni tkani. Pfi uziti tohoto ¢inidla je tieba tkané prevést po 12-24 hodinach do 70%
ethanolu. Tento krok zabrani ztvrdnuti tkani (Mumford a kol., 2007).
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Obr. 12: Lahvi¢ky s chemickym ¢inidlem pfipravené k fixaci vzorki,; foto: J. Kocour.

4.3. Odvapnéni

Pii histologickém zpracovani tkani mohou zpisobovat problémy zvapenatélé
struktury. Konkrétné u histologického zpracovani zaber tento problém piredstavuje
kostény podklad Zebernich oblouktll. V ptfipadé, Ze nas zajima pouze zaberni tkan,
muzeme se tomuto problému vyhnout tim, ze ji odfizneme skalpelem od kosténého
podkladu a dale zpracovavame pouze zaberni tkan. V opa¢ném piipadé, kdy potfebujeme
mit soucasti vzorku i Zaberni oblouk, nebo zpracovavame vzorky od malych ryb ¢i celou
rybu pfipadné mame vzorky starych ryb, je vhodné tkan¢ odvapnit. Odvapnéni se provadi
pomoci slabych organickych kyselin. Tento proces neméni strukturu bun¢k, ale méni
strukturu vapenatych (mineralizovanych) tkani (Smith a kol., 2018). Samotny proces
odvapnéni (demineralizace) je zaloZen na preméné nerozpustnych mineralnich soli na soli
rozpustné. Dilezita je doba odvapnéni. Proces by mél byt rychly, proto je nutné zajistit
dostatecné mnozstvi dekalcifikacniho roztoku. Doba odvapnéni je zdvisla také na
velikosti vzorku (Vacek, 1988). Mezi nejznaméjsi dekalcifikaéni Cinidla patii kyselina

mravenci, kyselina dusi¢na ¢i EDTA.
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4.4, Odvodnéni

Timto krokem v pfipravé histologického preparatu se zamezi smrsténi tkané. Provadi
se fadou alkoholl a xylent, kde jsou vzorky zbaveny vody, aby mohly byt nasledné
prosyceny parafinem (Genten a kol., 2009). Fixovany tkanovy bloc¢ek se ptesouva z lazni
o niz§i koncentraci alkoholu do lazni s vyssi koncentraci alkoholu. Pfi pfimém vlozeni
vzorku do koncentrovaného alkoholu by doslo ke zminovanému smrsténi tkan€. Prvni
odvodnovaci lazni je 70% alkohol, od které¢ho se postupuje pies 80%, 96% az k tzv.
absolutnimu alkoholu (100% alkohol). Obecné plati pravidlo, ze ¢im vétsi je tkanovy
blocek, ktery chceme odvodiovat, tim déle se musi louhovat v alkoholové l1azni (Tab. 1).
Pro proces odvodnéni se v histologickych laboratofich vyuziva prosycovaci automat
(Obr. 13, 14). Ptestoze je automat vitanym pomocnikem, je tieba pfi jeho pouziti dbat na
spravnou volbu programu. Pfi zvoleni Spatného programu by totiz mohlo dojit ke
znehodnoceni vzorku. Pii nedostatecné Casté vyméné ¢i vyuZivani kontaminovanych
roztokd chemikalii uvnitf automatu muze dochéazet k nedostate¢nému odvodnovani.
V pfipad€ uzivani automatu obsahujiciho i roztoky na prosyceni, tak i ke Spatnému

prosyceni vzorkl (Baria, 2019). Nize je uvedena tabulka s ptehledem odvodnovani:

Tab. 1: Piehled odvodiiovani, zavislost velikosti vzorku na Case (Vacek, 1988).

Alkohol Blodek mensi 0,5 cm® | Blogek do 1 cm® | Blodek pres 1 cm?®

70% 2 hod. 2 hod. 4 hod.

80% 2 hod. 4 hod. 6 hod.

96% 6 hod. 6 hod. 6 hod.
100% 1. 1 hod. 2 hod. 4 hod.
100% I1. 1 hod. 2 hod. 4 hod.

100% I11. 1 hod. 2 hod. 4 hod.
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Obr. 13: Prosycovaci automat Histomaster

2052/1.5 (MDS-group, Germany) - pohled zptedu; foto: J. Kocour.

Obr. 14: Prosycovaci automat pohled z boku; foto: J. Kocour.
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4.5. Prosyceni tkané rozpoustédlem a zaliti do média

Tkan, kterd prosla odvodiiovaci procedurou je nutno prosytit takovou latkou, ktera
rozpousti parafin a zaroven se misi s absolutnim alkoholem (Genten a kol., 2009). To
z divodu, ze parafin se nemisi s alkoholem. Takovou latkou je nejb&éznéji benzen a xylen.
Pti prosycovani benzenem vyuzivame 3 benzenovych ldzni, do kterych postupné
vkladame vzorek. V kazdé lazni jej ponechame 15 minut, tim dosdhneme dokonalého
prosyceni a zesvétleni vzorku. To proto, ze benzen ma vysoky bod lomu svétla. Tkanovy
bloc¢ek zesvétla az zprasvitni, proto se nékdy tento krok nazyva prosvétleni (Junqueira a
kol., 1997; Mumford a kol., 2007). MIé¢né zakaleni uprostied tkanového blocku muize
byt zpisobeno nedokonalym odvodnénim. V takovémto ptipad¢ je nutné tkan vratit do
absolutniho alkoholu. Zustane-li alkohol ve tkani, tkan pii nasledném prosycovani

ztvrdne. To miiZe zpisobovat problémy pii krajeni histologickych fezt (Vacek, 1988).

Naslednym krokem je prosyceni parafinem. To muzeme provadét bud’ piimo
parafinem, nebo Setrnéji pomoci tzv. benzen-parafinu. Benzen-parafin je nasyceny roztok
parafinu benzenem pii teploté 40°C. Po lazni v benzen-parafinu musime vzorek pienést
do ¢istého parafinu. Tkan je vhodné prosycovat parafinem v otevienych nadobach, a to
znovu dvéma nebo tfemi ldznémi. Dobu prosycovani musime urcovat dle velikosti
vzorku. Pfi prosycovani parafinem musime stale udrzovat jeho teplotu. Ta nesmi
prekrocit 58°C, jinak tkan ztvrdne, smrsti Se a to zptisobi problémy pti nasledném krajeni

histologickych fezi (Vacek, 1988).

K vlastnimu zalévani se nejcastéji vyuziva kvalitniho parafinu (Junqueira a kol.,
1997). V piipadé pouziti nekvalitniho parafinu mize dojit k tzv. stlaceni fezli (Baria,
2019). Provadi se v zalévaci komurce (Genten a kol., 2009) (Obr. 16), ktera mize byt
Z jakéhokoli materialu (papir, kov, atd.). Zjednodusené feceno, zalévaci komurka je
nadobka, do které se naleje predem rozehtaty parafin na teplotu kolem 60°C a co
nejrychleji se do n¢ho vlozi tkanovy blocek. V pribéhu zalévani je potieba dbat na to,
aby nedochazelo k nadmérnému zahiivani vzorku a parafinu. Protoze takové zahiivani
muzZe vést k potrhani ¢i ke scvrknuti tkan€ (Baria, 2019). Pro zalévani vzorku do parafinu
existuji specialni zalévaci automaty (Obr. 15). Takovy automat obsahuje zasobnik
s rozehfatym parafinem. Obvykle je vybaven i vyhfivanou pracovni plochou, ktera
zamezuje chladnuti parafinu. Nékteré zalévaci automaty maji 1 zchlazovaci pracovni

plochu, ktera pomaha rychleji upevnit vzorek v parafinu v komutrce. Nejvhodnéjsi
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pracovni postup je takovy, ze naplnime zalévaci komurku rozehfatym parafinem a na
rozehtaté pracovni plose do parafinu vlozime vzorek. Jeho polohu mizeme upravit
pinzetou ¢i jinym nastrojem tak, aby byly pfi nasledném fezani vidét dobfe vSechny
struktury. Nasledn¢ zalévaci komirku pfemistime na zchlazovaci pracovni plochu, kde
dojde k zchlazeni parafinu, a tim i jeho ztvrdnuti. Zchladnutim parafinu se upevni vzorek

v zalévaci komutrce (Mumford a kol., 2007).

Obr. 15: Parafinovy zalévaci automat pfipraveny k zalévani tkani; foto: J. Kocour.

Obr. 16: Ruzné velikosti zalévacich komurek; foto: J. Kocour.
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4.6. Krajeni na mikrotomu

Zalité tkanové blocky (Obr. 19) se nasledné musi nakrajet na co nejtenci platky.
Snazime se krajet fezy n¢kolik mikrometrt silné, zpravidla 5-7um (Genten a kol., 2009).
Pro histochemické zpracovani tkani se délaji fezy o trochu siln€jsi nez pti obycejném
histologickém zpracovani. Obvykle to byva 7um. Pro klasické histologické zpracovani se
nejbéznéji délaji fezy tlusté Sum (Obr. 19). Pii nasledném pozorovani pod svételnym
mikroskopem je tato tloustka vhodna z toho diivodu, Ze jsou vSechny buné¢né struktury
dobfe patrné. V piipadé moc silnych fezii mize ptes sebe byt vidét vice prekryvajicich se
bungk, a to mize koneéné hodnoceni znesnadnit ¢i zkreslit. Naopak pfili§ tenké fezy
nemusi zobrazit tkanové struktury celé a prehledné. Hlavni snahou tedy je sefiznout
pouze jednu vrstvu bunék (Baria, 2019). Rezy zhotovujeme pomoci specialnich piistroji,
které nazyvame mikrotomy (Junqueira a kol., 1997). Mikrotomii rozeznavame nékolik

druhd.

¢ Prvnim druhem je mikrotom sankovy. Ma pohyblivy niiz a ndmi vytvofeny
blocek je usazen na miste, kde se nepohybuje.

e Druhym typem je mikrotom rota¢ni (Obr. 17), ktery funguje v podstaté
opac¢né nez mikrotom sankovy. Ma nepohyblivy niiz a pohybuje se zde pouze
nami Vytvoreny parafinovy bloc¢ek ve svislé roviné. Pomoci rota¢niho
mikrotomu muizeme vytvafet tzv. sériové fezy (Obr. 21), které vznikaji
spojenim jednotlivych fezl. Sériové fezy mohou svym vzhledem pfipominat
dlouhou pasku.

e Tietim typem je mikrotom zmrazovaci. U starSich typd se zmrazeni
provadélo kapalnym oxidem uhli€itym. Modernéj$i typy maji elektrické
zmrazovaci zafizeni, které velmi zjednoduSuje praci. Vykonnéjsi a
dokonalejsi nasledovnik zmrazovaciho mikrotomu se nazyva kryostat. Tento
zpusob krajeni zmrazeného vzorku naléza vyuZiti v klinickych provozech,
kde potfebuji rychle stanovit diagnozu, piipadné pii histochemickych
stanovenich. Hlavni vyhodou je rychlé zhotoveni fezli bez zalévaci

procedury, ktera je jinak nezbytna (Junqueira a kol., 1997; Vacek, 1988).

Posouvéani vzorku o ndmi zvolenou silu fezu se déld automaticky. Napiiklad u
rota¢niho mikrotomu dochazi k posunu vzorku vzdy po odfiznuti fezu z parafinového

bloku.
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Obr. 17: Rotaéni mikrotom; foto: J. Kocour.

V piipadé, Ze jsme vzorek zalévali do média, musime pted krajenim odstranit
ptebyte¢nou hmotu média. To mizeme ud¢lat naptiklad obycejnym skalpelem. Vrstva
média na vzorku by méla zistat pfiblizné Smm. Poté vzorek upneme do svorky a
mikrotomem krajime (Obr. 19). Pokud jsme vzorek ptedtim nezalévali a vyuzivame
zmrazovaciho mikrotomu nebo kryostatu, vzorek rovnou upneme do svorky a poté
krajime (Junqueira a kol., 1997; Vacek, 1988). Kvalitu fezani muze ovlivnit kvalita ostfi,
sklon a rychlost samotného krajeni. Pokud se ve vzorku ukazuji ryhy, je to znameni Ze je
¢epel noze tupa a je potieba ji vyménit. Rychlost krajeni je také dilezita, vzorky by se
meély krajet pomalu a s velkou peclivosti (Obr. 18). V piipadé drobného zastaveni pii
krajeni mohou vznikat artefakty. Pti krajeni je také nutné sledovat teplotu vzorka a
parafinovych blocku. PFili§ vysoka teplota mize vést ke ,,shrnovani fezi* neboli vzniku
varhankt. Ke shrnovani miZe vést také tupy nliz nebo jeho Spatny sklon. Pfi nedostate¢né
prosyceném vzorku parafinem miize také dochazet k rozdroleni a vypadavani tkané

z parafinového bloku (Vacek, 1988).
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Obr. 18: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss), jiz na
prvni pohled jsou vidét souvisla mista, kde je vzorek Spatné nakrajeny, barveno H&E, zvétseno

40x; foto: J. Kocour.

Obr. 19: Detailni snimek krajeni Sum fezi z parafinového blocku na rota¢nim mikrotomu;

foto J. Kocour.
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Po krajent je potteba vzniklé fezy napnout. Napinani se d€la pomoci vyhtivané vodni
lazné (Obr. 21) (Junqueira a kol., 1997). Teplota vodni lazn¢ by méla byt pfiblizné o 5-
10°C nizi ne je teplota tani parafinu. Rezy se snadno pii takové teplot& napinaji a parafin
pii takové teploté nebude tat. Pii problému Se Spatnym napindnim fezi (fezy jsou
,,shrnuté*) se doporuéuje mirné zvysit teplotu vody (Baria, 2019). Rez polozime opatrné
na hladinu vody (staci i kapka vody), kde se rozprostie (napne) na hladin€. Pro napinani
ezl je také mozné vyuzit ethanol, ze kterého ale poté musime fez pienést na hladinu vody
(Suvarna a kol., 2013). Dulezité je také udrzet Cistou vodu v napinaci lazni. Pfi
nepravidelné vyméné mize dochazet ke vzniku plisni, které mohou pozdé€ji znehodnotit
vzorek. Cistotu je také dulleZité zachovat u podloznich sklicek, kterda mazeme znegistit

koznimi buiikami ¢i necistotami z rukou (Baria, 2019).

Pred tim, neZ za¢neme napinat fezy, musime mit pfipravend Cistd podlozni skla,
kterymi se plovouci fezy podebiraji (Genten a kol., 2009). Pod napnuté fezy (na hladiné
vidime rovny fez bez zahybtl) se do vodni lazné ponoti podlozni skli¢ko a opatrné se na
néj V piijatelné poloze fezy pfichyti. Nasledn¢ se fezy pokladaji na vyhfivanou desku

nebo vyhiivany okraj lazné¢ a nechaji se oschnout.

Obr. 20: Velmi nepovedeny histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového, k rozruseni
vzorku tkan¢ doslo hrubym zachézenim pfi pienaSeni a nasledném napinani vzorku, barveno

H&E, zvétseno 40x; foto: J. Kocour.
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Obr. 21: Napinani sériovych fezl vzorku Zaber na vodni hlading; foto: J. Kocour.

4.7. Barveni preparatu

Vétsina tkani, az na vyjimky, je po provedeni pfedchozich operaci bezbarva. Pri
prohlizeni bezbarvého preparatu pod svételnym mikroskopem by byly jednotlivé
struktury $patné rozeznatelné (Genten a kol., 2009; Junqueira a kol., 1997). Z tohoto
duvodu byly vyvinuty barvici metody, které pomahaji zviditelnit vybrané tkan¢ a jejich
struktury, poptipadé rozlisit jednotlivé typy tkani. Pii barveni se vyuziva rozdilnych afinit
bunéénych organel k vybranym typtim barviv (Vacek, 1988).

4.7.1. Zakladni druhy barviv

Barviva se d¢li na dva zakladni typy:

e Barviva zasaditd, nékdy téz bazickd, kterd barvi intenzivné jadra bunék
(jaderny chromatin). Z tohoto diivodu se ob¢as nazyvaji téz barviva jaderna.
e Barviva kysela, ktera intenzivné barvi cytoplazmu velkého mnozstvi bunék.

Z tohoto divodu se n¢kdy nazyvaji téz barviva plazmaticka (Vacek, 1988).
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I ptes to, ze barviva nazyvame kyselymi a zdsaditymi, nejsou to kyseliny ani zasady.

Jejich nazev je odvozen od toho, zda barviva obsahuji kyselé nebo zasadité radikaly.

Podle barvitelnosti jednotlivych organel kyselymi ¢i zasaditymi barvivy mluvime o jejich

bazofilii, eosinofilii a neutrofilii (Junqueira a kol., 1997; Vacek, 1988).

Nejbéznéji pouzivanym kyselym barvivem je eosin. Naopak nejcastéji vyuzivanym

zasaditym (bazickym) barvivem je hematoxylin. Spojenim téchto dvou barviv ziskame

nejuniverzalngjsi barvici metodu — hematoxylin-eosin (H&E) (Genten a kol., 2009;

Jungueira a kol., 1997). Stejn¢ tak jako pii chemické fixaci, i zde se vyuziva rtizného

spojeni barviv. Vétsinou dochazi ke spojeni zasaditého a kyselého barviva. U nékterych

barviv mize dojit ke vzniku tzv. metachromazie, coz je jev, pii kterém se nékteré slozky

tkani nebarvi zakladnim tonem barviva (Suvarna a kol., 2013). K metachromazii dochazi

naptiklad u roztoku toluidinové modfi, kdy se hlen barvi fialové ¢ervené (Vacek, 1988).

Barviva se déli i podle pavodu:

pfirodni (pfirozend). Mezi piirozena barviva fadime rGzné extrakty
rostlinného nebo zvifecitho pavodu. Prikladem takovychto barviv jsou
hematoxylin, karmin, nebo Safran.

syntetickd (uméld). Synteticky vyrabéna barviva svym vyuZzivanim vyrazné
prevysuji barviva piirodni. V dne$ni dobé se jiz uméle vyrabi dokonce i
néktera piirozenad barviva (napf. hematoxylin) a dochazi tedy k tplnému

nahrazeni ptirodnich barviv (Vacek, 1988).

Podle toho, kdy se v procesu histologického zpracovani rozhodneme tkan¢ obarvit,

muzeme barveni rozdélit na dva typy:

Barveni tkan¢ az po fixaci. Tento typ barveni je v histologickych laboratotich
nejbéznéji pouzivany. Tkan€ se barvi nejcastéji Vv fezech pfichycenych na
podloznim skli¢ku.

Barveni tkan€ v Zivém organismu. Pfi barveni zaZiva se jedna o tzv. vitalni
barveni, které se dale déli na pfisné vitalni barveni a barveni supravitalni.
Ptisn¢ vitalni barveni je takova technika, kdy se roztok barviva aplikuje do
téla zivého organismu, zatimco pii supravitalnim barveni se aplikuje barvivo
az na Cerstvé odebrané vzorky tkang, nebo se barvivo aplikuje do cév tésné

po smrti (Vacek, 1988).
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4.7.2. Postup barveni

Pfed samotnym barvenim je tfeba vzorek, v tuto chvili jiz nafezany a pfichyceny
k podloznimu skli¢ku, zbavit parafinu (Genten a kol., 2009). VétSina barviv je na bazi
vody, a tudiz nemisitelna s parafinem. K odparafinovani se nejdfive vyuziva nékolika
lazni xylenu, vétsinou dvou, po dobu cca 5-ti minut. JelikoZ se ani xylen nemisi s vodou,
musi nasledné vzorky projit sestupnou koncentra¢ni ethanolovou fadou (Mumford a kol.,
2007; Vacek, 1988).

Vlastni barveni je pro kazdé barvivo nebo smés barviv specifické. Mezi zakladni
nejpouzivanéj$i barveni patii hematoxylin-eosin (Genten a kol., 2009), kdy se po
odparafinovani barvi fezy nejprve hematoxylinem. Cas barveni je riizny a zaleZi na druhu,
stafi barviciho roztoku, typu tkan¢ a mnoha dalSich faktorech. Je vSak tieba jej dodrzovat
(Vacek, 1988). Obecné doba barveni hematoxylinem trva 3-10 minut. V pribéhu barveni
je mozné kontrolovat stupen obarveni pod mikroskopem (Baria, 2019). Po obarveni ezt
hematoxylinem se fezy oplachnou ve vodég, aby se fez zbavil ptfebytecného barviva.
Protoze hematoxylin obarvi i jiné slozky tkané, musime je odbarvit, a to pomoci
nekolikavtefinové lazné€ v kyselém etanolu. Poté je potieba znovu fezy oplachnout ve
vod¢ a tentokrat zbavit piebyte¢ného etanolu. Nasledné se fezy obarvi v roztoku eosinu,
ve kterém jsou ponoieny po dobu 1-5 minut. Po obarveni eosinem je potfeba vzorky opét
oplachnout vodou a odvodnit vzestupnou fadou alkoholu. Poslednim krokem barveni je
tzv. projasnéni, a to za pomoci xylenu (Vacek, 1988). Postup barveni je vhodné
standardizovat. Cely tento zakladni barvici postup je Vv histologickych laboratotich
provadén bud’to manualné, nebo automaticky pomoci barvicich automati (Obr. 22).
Vyhodou barvicich automatt je, ze vSechny kroky jsou stale stejné a nevznikaji zadné
odchylky mezi jednotlivymi preparaty. Odchylky mohou vznikat pouze pti nedostatecné
vymeéné barvicich 1azni. Ty se proto musi pravidelné ménit dle mnozstvi obarvenych

preparatu (Baria, 2019).

Do automatt se vzorky vkladaji ve specialnich kosicich (Obr. 23), kdy pfistroj po

vlozeni kosiku provede veskeré lazn¢ a proplachovani bez zasahu laboranta.
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Obr. 22: Barvici automat Tissue-Tek® DRS™ 2000 pouzivany v histologické laboratofi
Fakulty rybéafstvi a ochrany vod ve Vodilanech; foto: J. Kocour.

Obr. 23: Specialni kosi¢ek naplnény podloznimi sklicky s napnutymi fezy ptipraveny

k obarveni v barvicim automatu; foto: J. Kocour.
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4.7.3. Specialni barvici techniky

V histologii se preparaty bézné barvi pomoci hematoxylin-eosinu. Dalsi zminéné
techniky nebyvaji béznou soucasti histologického vysetieni a pouzivaji se jen vyjimecné.
Konkrétné u vysSetieni zaber ryb se specialni barveni vyuziva pouze pro doplnkové
stanoveni diagnozy, kdy potfebujeme ve vzorku prokazat konkrétni strukturu a napiiklad
odlisit urcity typ bun¢k nebo obsahu. Velka spousta ztéchto technik se castokrat
kombinuje mezi sebou, a to z divodu snadngjsi prikaznosti dané latky (Genten a kol.,
2009). Rada barvitelnych struktur u ryb ma velmi podobné vlastnosti jako maji struktury

u savcu.

4.7.3.1. Specialni barvici techniky pro fyziologickou tkan Zaber

Nejprve bych uvedl, jak vypada Zzaberni tkan obarvena hematoxylin-eosinem (Obr.
24). Cytoplazma epitelovych, podptrnych, chloridovych bunék a hlenovych bunék se
barvi eosinem rizove. Jadra téchto bun€k se barvi hematoxylinem tmavéji na fialovou
barvu. U chondrocytii Zaberni tkan€ miizeme vidét trosku jiné barveni. Zde se cytoplazma
barvi svétle fialoveé s tmavSim jadrem. Posledni, co miZzeme v histologickém preparatu

vidét, jsou obarvené erytrocyty. Ty maji rizovou cytoplazmu a tmave fialové jadro.

Obr. 24: Histologicky podélny fez primarni lamelou zaberniho aparatu pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss), zIuté jsou oznaceny sekundarni zaberni lamely, zelena Sipka oznacuje
chrupavku, modré Sipky oznacuji chloridové bunky, ¢erné Sipky oznacuji podptrné bunky a

oranzové $ipky oznacuji erytrocyty, barveno H&E, zvétSeno 400%; foto: J. Kocour
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Barveni Alcianovou modii — Tato technika se bézn¢ uziva pro barveni ve svételné
mikroskopii. Alcianova modf byla ptivodné urCena k barveni textilu (Suvarna a kol.,
2013). V histologii je konkrétné vyuzivana k obarveni kyselych mukopolysacharidi ve
vzorcich, které barvi do modrozelena. Jadra v§ech bunék barvi do ¢ervena (Vacek, 1988).
Pti aplikaci této techniky barveni na Zaberni tkan se rizové barvi erytrocyty, epitelové a
podptirné buiiky. Cervené se barvi jejich jadra. Cytoplazma hlenovych bunék je touto
modii obarvena svétle modre a jddro neni zjevné obarveno. Podobnou barvu cytoplazmy
maji také chloridové buiiky, u kterych je viak jadro obarveno ¢ervend. Cervené jadro pii
tomto barveni vykazuji také chondrocyty, které maji cytoplazmu obarvenou na fialovou

barvu (Obr. 25A), a tak jsou snadno rozpoznatelné od ostatnich (Smith a kol., 2018).

Argyrofilni barveni dle Churukiana a Schenka — Vyuziva se k obarveni bunék,
které umi absorbovat stfibro, ale ke vzniku viditelné formy potiebuji redukéni Cinidlo
(Carlson a Hladik, 2009). Metoda vyuziva impregnaéni roztok se specifickym pH (3,8-
4,4), ktery vyrazné redukuje zabarveni pozadi, ¢imz se zvySuje kontrast argyrofilnich
bun¢k (Churukian a Schenk, 1979). Epitelové, podptirné a hlenové bunky se touto
metodou barvi svétle Zlutohnéd€. Pti pohledu do mikroskopu se nam mize zdat, ze bunky
jsou odbarvené. Jejich jadra jsou obarvena hnédé. Podobnou barvu vykazuji jadra a
cytoplazma erytrocytt. Téméf bezbarvé vypadaji chondrocyty, jejichz jadra jsou také
slabé obarvena (Obr. 25B) (Smith a kol., 2018).

»Fontana-Masson* barveni — Pfi této technice se vyuziva soli sttibra, ale neni zde
potieba redukéniho ¢inidla jako u ptedchozi techniky. Tato technika se vyuziva pro
prikaz melaninu ve vzorku (Suvarna a kol., 2013). Rybi zabry se po aplikaci této techniky
barvi naslednym zptsobem. Epitelové, podpirné, hlenové a chloridové bunky maji
obarvenou cytoplazmu do svétle rizové az Cervené. Podobnou barvu vykazuji i
chondrocyty a erytrocyty (Obr. 25C). Smith a kol. (2018) pii této barvici technice také

zaznamenali v tkani Cerna granula, ktera svym slozenim odpovidala melaninu.

»Verhoeff“ barveni — Elastické barveni Verhoeff-Van Gieson je jednoducha
metoda, ktera se pouziva pro vizualizaci elastickych vlaken (Kazlouskaya a kol., 2013).
Rybi zabry, konkrétné nasledujici typy bunék — epitelové bunky, hlenové buiiky,
podputirné bunky a chloridové bunky barvi svou cytoplazmu na Sedofialovou barvu a jejich
jadra jsou tmav¢ fialova. Podobnou barvu jadra vykazuji i chondrocyty, které maji vSak

cytoplazmu ruzovou (Obr. 25D) (Smith a kol., 2018).
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Trichomové barveni (jednokrokové Gomoriho barveni) — Tuto metodu barveni
objevil v roce 1950 George Gomori a bézné se vyuziva pro barveni svalovych vlaken a
na bunécné urovni téz ke stanoveni mitochondrialnich myopatii. V rybi histologii se tato
metoda barveni mimo jiné vyuziva i k diferenciaci rybich zabrohlisti — paraziti
ptfitomnych na zébrach (Kritsky a kol., 1978). Pti tomto jednokrokovém barveni vykazuji
epitelové, podpirné, hlenové a chloridové buniky ¢ervenou a fialovou cytoplazmu a tmavé
modré jadra. Cytoplazma erytrocytll se barvi na tmavé rizovou az Cervenou, zatimco
jejich jadra se barvi na ¢ervenou az fialovou barvu. Jadra chondrocytt se barvi na modrou
az fialovou barvu a jejich cytoplazma se jevi jako svétle modra az svétle Seda (Obr. 25E).

Kolagen obsazeny v zabernim oblouku byva svétle modry az Sedy (Smith a kol., 2018).

»Reticulin“ barveni — Bézn¢ se této techniky vyuziva pro prukaz retikularnich
vlaken tvoticich architekturu hypofyzy nebo stromatu riznych organt a tkani (Rendon a
kol., 1997). Toto barvivo se pouziva ve spojeni s hematoxylinem. Epitelové, podpirné a
chloridové buiiky maji pfi této barvici technice svétle rizovou cytoplazmu. Jejich jadra
jsou obarvena na tmavé rizovou barvu. Hlenové buiky jsou tentokrat 1épe rozeznatelné,
jejich cytoplazma je obarvena na Sedivou barvu, ale jadra nejsou zietelna. Na rozdil od
hlenovych bunék maji erytrocyty Sedo-rizovou barvu a jejich jadra jsou rizova. Kolagen
V Zabernim preparatu vykazuje Sedou az cernou barvu a chondrocyty uvnitt vladkna maji

Sedou az bezbarvou cytoplazmu s rizovym jadrem (Obr. 25F) (Smith a kol., 2018).

Prikaz vapniku dle Kossy — Pro rutinni pritkaz soli vapniku ve vzorku se vyuziva
pravé této metody (Suvarna a kol., 2013). V piipadé vyskytu vapniku ve vzorku pii uziti
této metody bychom mohli vapnik pozorovat jako ¢erné skvrny ve vzorku (Vacek, 1988).
Smith a kol. (2018) ve vzorku Zaber pstruha duhového vapnik neprokazali. Epitelové,
podptirné, hlenové a chloridové buiiky jsou buriky, které pfi tomto barveni bézné mayji
Sedo-rizovou cytoplazmu s Cervenym jadrem. U erytrocytl se cytoplazma viibec
neobarvila ale jejich jadro se obarvilo na ¢ervenou barvu. Jadra chondrocytil se barvi na
rizovou az cervenou barvu a okolni cytoplazma byva rizova az bezbarva (Obr. 25G).

Podobné barvy vykazuje i kolagen uvniti preparatd (Smith a kol., 2018).

»Toluidine blue“ barveni — Podobn¢ jako Giemsovo barveni (uvedeno pozd¢ji) se
této techniky vyuZiva €asto ke stanoveni heparinu v cytoplazmatickych granulich savéich
mastocytd (Smith a kol.,, 2018). Toluidinova modi je vyuzivana k identifikaci

glykosaminoglykanii ve tkani (Carvajal a kol., 2001) a rovnéz ke kvantifikaci rybich
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krevnich bazofili (Tavares-Dias, 2006). Pfi uziti této techniky barveni na zabrach mivaji
svétle modrou az bezbarvou cytoplazmu s modrymi jadry epitelové, podpirné a
chloridové bunky. Hlenové bunky jsou pfi tomto barveni fialové s nezfetelnymi jadry.
Zietelné modré jadro uvnitt bezbarvé cytoplazmy maji erytrocyty. Na prvni pohled

odlisné jsou chondrocyty, které¢ maji tmavé fialovou cytoplazmu s modrymi jadry (Obr.
25H) (Smith a kol., 2018).

Barveni pruskou modii — Toto barvivo je také zndmé pod nazvem Berlinska modf.
Bézné se toto barvivo vyuziva pro prikaz Zeleza ve vzorku. Pomoci této techniky je
mozné ve vzorku prokdzat hemoglobin (Suvarna a kol., 2013). Obarvenim rybich zaber
maji epitelové, podpirné a chloridové buiiky svétle rizovou cytoplazmu a uvnitt maji
modré jadra. Odlisné jsou hlenové bunky, které maji rGzovou cytoplazmu s tmavé
rizovymi jadry. Svétle modrou cytoplazmu s tmavé modrymi jadry maji erytrocyty.

Chondrocyty maji rizovou cytoplazmu s razovymi jadry (Obr. 251) (Smith a kol., 2018).

Obr. 25: Specialni barvici techniky pro zdravou tkan, A-Barveni alciAnovou modfi, B-
Argyrofilni barveni, C-,,Fontana-Masson‘ barveni, D-,,Verhoeff elastic* barveni, E-
Trichomové barveni, F-,,Reticulin“ barveni, G- Prikaz vapniku dle Kossy, H-,,Toluidine blue*

barveni, I- Barveni pruskou modfi; pievzato ze Smith a kol. (2018).
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4.7.3.2. Specialni barvici techniky pro stanoveni infekénich agens

Protoze zabry jsou organ, ktery je neustale ve styku s vodou, ve které miizou byt
infekéni agens, je mozné vyuzit i barvicich technik urenych primarné pro detekci

pritomnych patogent.

»Acid-fast bacteria“ barveni — U tohoto typu barveni je nutno hned na zacatek
uvést, ze nezobrazuje dostateéné dobie strukturu Zaber. Neni tedy vhodné pro sledovani
jejich struktury. Vyuziva se zde kyseliny a kontrastniho barviva, jako je napiiklad
methylenova modf. Pomoci acid-fast technik mutzeme ve vzorku rybich Zzaber
identifikovat ptedevsim acid-fast organismy, piedevsim tedy bakterie. Je ale mozné
identifikovat i mykobakterie, Cryptosporidium sp., Isospora sp. a spory nékterych
mikrosporidii. Klasické acidorezistentni techniky barveni pro svételnou mikroskopii
pouzivaji karbol-fuchsin, kde je hlavni slozkou ziravy a nebezpecny fenol. Nova technika
vyuzivajici zahtaty vodny zasadity fuchsin mize obarvit acidorezistentni patogeny jako
je napt. Mycobacterium marinum. Tato metoda je potencialné cennym a bezpecnéj$im
diagnostickym nastrojem pro vybrané vodni patology (McCollough, 2008). Histologicky
vzorek zaber se pii této technice obarvi nasledovné — epitelové, podpurné, hlenové a
chloridové bunky se totiz pii tomto obarveni jevi odbarveny. Podobné na tom jsou
erytrocyty, které mohou mit slabé modrou cytoplazmu s modrym jadrem. Hezky zfetelné
jsou pii tomto barveni chondrocyty, které vykazuji fialovou cytoplazmu s tmavé modrym

jadrem (Obr. 26A) (Smith a kol., 2018).

»Fite“ barveni — Tato technika je pouzivana také pro stanoveni acid-fast organismi
ve vzorku naptiklad pro stanoveni Mycobacterium leprae (Suvarna a kol., 2013). Stejné
jako ptfedchozi technika, ani tato neni vhodna pro stanovovani struktury Zaber. Protoze
odbarvenou cytoplazmu s modrymi jadry pii tomto barveni vykazuji epitelové, podptirné,
hlenové a chloridové buiky. Erytrocyty se barvi podobnég, ale néktera jejich jadra
vykazuji rizovou az fialovou barvu. Tmav¢ fialova jadra s fialovou okolni cytoplazmou

mivaji chondrocyty (Obr. 26B) (Smith a kol., 2018).

»Grocott methenamine silver“ barveni — Toto barvivo se vyuziva pro prikaz
polysacharidi a to tak, Ze je pod mikroskopem mizeme pozorovat jako cerné skvrny.
Konkrétné se timto zpisobem daji ve vzorku urcovat riizné houby, protoze jejich bunécné
stény jsou plné polysacharidi (Suvarna a kol., 2013). U vzorku rybich Zaber timto

zpusobem muzeme zjiStovat pritomnost Saprolegnia sp. nebo Aphanomyces sp.
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Epitelové, podpirné, chloridové buiiky, a dokonce i erytrocyty a chondrocyty se pfi této
technice barvi na modro-zelenou barvu. Jejich jadra jsou o trochu tmavsi nez okolni
cytoplazma, ale vykazuji podobnou barvu. Z této skupiny bunék se mohou ,,0ddélit
nékteré chondrocyty, které mohou mit lehce nahnédlou barvu (Obr. 26C). V cytoplazmé
hlenovych bun€k se vyskytuji tmaveé Sedd az Cernd granula, jejich jadra ale nejsou

rozeznatelna od okolni cytoplazmy (Smith a kol., 2018).

Barveni mucikarminem — Mucikarmin je barvivo pouzivajici se ve svételné
mikroskopii k obarveni hlenu, kyselych mukopolysacharidi (Suvarna a kol., 2013). Ve
vzorku rybich Zaber ndm muze tato technika byt uzitecna v ptipadé€ zvyseného vylu¢ovani
hlenu naptiklad k prokazani zanétlivého onemocnéni. Hlen se barvi ¢ervené. Cytoplazma
epitelovych, podpurnych, hlenovych a chloridovych bunék se barvi na zlutohnédou
barvu, jejich jadra na tmavé hnédou. Jadra erytrocytti Se barvi na svétle az tmavé hnédou
a okolni cytoplazma na Zlutou barvu. Chondrocyty maji riZovou cytoplazmu s hnédymi

jadry (Obr. 26D) (Smith a kol., 2018).

Gramovo barveni (dle Browna a Brenna) — Gramovo barventi je technika, ktera se
bézné vyuziva k odliSeni dvou velkych skupin bakterii, a to dle uspofadani jejich
bunéénych stén. Bakterie rozliSuje na gram-pozitivni a gram-negativni (Lee, 1968;
Carlson a Hladik, 2009). Mezi gram-negativni ptivodce onemocnéni Zaber u ryb mizeme
zatadit napiiklad Aeromonas sp., Flavobacterium sp. Do skupiny gram-pozitivnich
pivodcl onemocnéni rybich zaber se fadi Mycobacterium sp. Tato technika cytoplazmu
epitelovych, podpirnych, hlenovych a chloridovych bunék a spolu s nimi i erytrocytl
témet nebarvi, jevi se bezbarvé, ale jejich jadra jsou tmavé fialova az Cervena. Svétle
¢ervenou az rizovou cytoplazmu s tmavé rizovymi jadry maji chondrocyty (Obr. 26E)

(Smith a kol., 2018).

»Steiner“ barveni — Této metody se vyuziva hlavné pro detekci nevlaknitych
bakterii. Pii vyskytu bakterii rodu Flavobacterium sp. a dal$ich nevlaknitych bakterii ve
vzorku se tyto bakterie barvi na tmavé hnédou az ¢ernou barvu. Cytoplazma a jadra bunék
Vv Zabernich lamelach se pfi této technice barvi podobné jako u pfedchozi metody, a to na
zlatou barvu. Jadra ale byvaji o trochu tmavsi nez cytoplazma. Barva erytrocytli byva
podobna. Chondrocyty mivaji hnédo-zlatou cytoplazmu s tmavsimi zlatymi jadry (Obr.
26F). Je nutné fici, ze tato metoda nezvyraznuje zadné specifické struktury rybich Zaber

(Smith a kol., 2018).

54



Giemsovo barveni — Giemsovo barveni je technika, pfi které se kombinuji kysela a
zasadita barviva (eosin a methylenova modr). Bézné je pouzivana lékati v praxi. Jde totiz
o rutinni techniku pro stanovovéani jadernych cytoplazmatickych znaka. Jsme pomoci ni
schopni identifikovat protozoa (Suvarna a kol., 2013). Pii této technice barveni jsou
barveny acidické struktury do Cervena, zatimco bazické struktury do modra. Pii aplikaci
na vzorek rybich Zaber se vzorek obarvi nasledovné. Epitelové a podpirné buriky jsou
bunky, kterym se cytoplazma barvi na velmi svétlou riZovou, jejich jadra se barvi ale na
modro. Chloridovym a hlenovym bunkéam se cytoplazma barvi na svétle Sedou az modrou
barvu s modrymi jadry. Erytrocyty maji tmavé riZzovou cytoplazmu s modro-fialovymi
jadry. Cytoplazma chondrocytd se barvi na modro a jejich jadra byvaji tmavé fialova

(Obr. 26G) (Smith a kol., 2018).

»Periodic acid-Shiff“ metoda barveni — Tato technika je zndma také pod
zkracenym nazvem PAS. Jeji vyuZiti prokazuje pfitomnost polysacharidi ve vzorku,
predevsim glykogenu, ale i mucinu (Suvarna a kol., 2013). Epitelové, podpirné a
chloridové bunky i erytrocyty mivaji jadra, ale i okolni cytoplazmu obarvenou na modro-
zelenou barvu. Tmavé rizovou cytoplazmu s nezietelnymi jadry vykazuji hlenové buiky.
Chondrocyty se pfi této technice daji lehce rozeznat proto, ze jejich cytoplazma byva

rizova a jadra zeleno-modra (Obr. 26H) (Smith a kol., 2018).

»Luna“ barveni — Tento zplsob barveni se vyuzivd pro barveni elastinu.
Cytoplazma epitelovych, podpirnych, hlenovych a chloridovych bunék byva bezbarva az
svétle modra s tmavé modrymi jadry. Erytrocyty byvaji podobné obarveny, jejich
cytoplazma byva svétle aZ tmavé modréd s tmav€é modrymi jadry. Tmavé modra jadra

mivaji i chondrocyty (Obr. 261) (Smith a kol., 2018).
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Obr. 26: Specialni barvici techniky pro stanoveni infekénich agens, A-,,Acid-fast bacteria“
barveni, B-, ,Fite” barveni, C-,,Grocott methenamine silver” barveni, D- Barveni mucikarminem,
- Gramovo barveni, F-,,Steiner* barveni, G- Giemsovo barveni, H-,,Periodic acid-Shi
E-G b F-,,St “Db G-G b H-,,Period d-Shiff

barveni, I-,,Luna‘“ barveni; pfevzato ze Smith a kol. (2018).

4.8. Montovani

Uplné poslednim krokem pii tvorbé histologickych preparatii je montovani. Tomuto
kroku se nékdy fika také uzavirani preparatl, protoze jde o zakryti preparatu krycim
sklickem a uzavirajicim médiem (Genten a kol., 2009). Uzavirajici médium je latka, v
podstaté by se dalo fici lepidlo, které ptichyti kryci skli¢ko k podloznimu. Médium by
mélo mit vysoky index lomu svétla, musi byt dokonale prithledné a nesmi poSkozovat
tkan¢ a jejich obarveni. Média lze rozdélit dle misitelnosti do dvou skupin. Prvni
skupinou jsou latky nemisici se s vodou, ale rozpustné v xylenu. Jsou to napiiklad
kanadsky balzam ¢i rtizné syntetické preparaty. Do druhé skupiny fadime latky misici se
s vodou. Takovymi latkami jsou napiiklad glycerin ¢i glycerinova zelatina. Uzavirani
pomoci latek misicich se s vodou je vhodné pro vzorky, které nesmi piijit do styku

s Xylenem naptiklad pfti prokazovani lipidu (Vacek, 1988).
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Samotny postup montovani probihd tak, ze na vzorek naneseme potfebnou vrstvu
uzavirajiciho média a polozime na néj kryci sklicko. Snazime se o to, aby nevznikly
bubliny a tkan byla cela zalitd médiem. V ptipadé vzniku bubliny na vzorku se ji opatrné
snazime odstranit pomoci tlaku na kryci sklo (Obr. 27). Musime v8ak davat pozor na to,
aby nedoslo ke znehodnoceni tkané. Kritickym mistem pfi montovani je také oschnuti
tkané na podloznim skli¢ku. Takové oschnuti mize zplsobit zCernani nékterych jader

(Baria, 2019). Pii montovani musime postupovat rychle, aby fezy neoschly.
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Obr. 27: Histologicky fez jaterni tkani ¢lovéka, vzorek byl znehodnocen vznikem bubliny

pii montovani, barveno H&E, ptevzato z Baria (2019).

4.9. Vyhodnocovani vzorki

K vyhodnocovani histologickych preparati dochazi vétSinou pod optickym
mikroskopem (Obr. 28), kdy hodnotitel pohledem do mikroskopu studuje ptfedem
obarvené vzorky. Pfi vyhodnocovani musime peclivé prohlédnout cely vzorek. Kritickym
mistem vyhodnocovani je rozliSovaci schopnost mikroskopii. Miizeme ji definovat jako
nejmensi vzdalenost mezi dvéma casticemi, pii které je jesté¢ dokdzeme od sebe odlisit
jako dva samostatné objekty. RozliSovaci schopnost nejlepSich svételnych mikroskopti
byva 0,2um a je dana piedev§im cockou objektivu (Junqueira a kol., 1997). Vysledek
mize byt ovlivnén nejen mikroskopem, ale i celou fadou dalsich faktort. Je proto nutné

byt pfi piipraveé preparatu peclivy, ale také znat vysledky dalsich vySetieni konkrétni ryby
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(Marinovi¢ a kol., 2021). K porovnani histologickych preparati lze vyuzit fadu
parametrt. V kapitole 6 je pro piiklad rozepsana metoda hodnoceni, kterou navrhl Bernet
a kol. (1999).

Obr. 28: Vlevo vyhodnocovani vzorku Zaberniho aparatu pstruha duhového (Oncorhynchus

mykiss), vpravo hotové histologické preparaty; foto: J. Kocour.

5. KLASIFIKACE ZMEN ZABERNIHO APARATU

ey

Ryby jsou organismy trvale zijici ve vod¢, ¢imz jsou neustale vystaveny vSem
latkam, které jsou ve vodé rozpustény. Vyssim koncentracim nebezpecnych latek jsou
ryby vystaveny napiiklad v mistech, kde dochazi k malému fedéni odpadnich vod. Jak
uvadi Bernet a kol. (1999), na svété neexistuje zadna standardizovana metoda, kterou by
bylo moZzné hodnotit histologické zmény zplisobené takovymito vlivy. Hodnoceni
histopatologickych zmén tkani se vyuziva naptiklad v toxikologii. Nerregaard a kol.
(2022) dokonce doporucuje zaclenéni histologie spolu s biochemickym rozborem krve a
stanovenim koncentraci prvkd vrybach mezi standartni vedlej$i ukazatele pfi
frekventovaném hodnoceni u¢inkdi riznych typili zneciSténi na volné zijici ryby.
Histopatologické zmény se posuzuji v ramci porovnavani (monitoringu) riznych vodnich
ekosystému. Pro histopatologické zkoumani jsou vhodné ledviny, zabry, jatra a kaze.
Nejcitlivéjsimi organy jsou zabry a kuze, protoze jsou neustale v pfimém kontaktu
s vodnim prostfedim, zaujimaji velkou plochu a maji tenky epitel, ¢imz jsou vsak i
nejsnaze ovlivnitelnymi organy (Mallatt, 1985). Tato prace je zaméfena pouze na rybi

zabry.
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Bernet a kol. (1999) navrhli metodu pro srovnavani histopatologickych zmén. U
kazdého orgénu, tedy i Zaber, je mozné klasifikovat zmény do péti reakénich vzorci,
jakychsi skupin zmén (Tab. 2). Kazdy vzorec obsahuje nékolik zmén tykajicich se bud’
celého organu nebo pouze jeho funkéni Casti. V této praci se budu vénovat pouze metodé,
ktera se zabyva studiem rybich zaber, pro které Bernet a kol. (1999) popsali reakéni

vzorce nasledovné:

Tab. 2: Rozdéleni zmén zaber a jejich odpovidajici faktory dilezitosti (Bernet a kol., 1999).

Reakéni vzorec Funk¢éni jednotka Zmén Faktor
tkang y dileZitosti
Hemoragie, hyperémie, W=1
1) Poruchy krevniho aneurysma ~
obéhu Mezibunéény edém w=1
Strukturni zmény w=1
Plazmatické zmény Ww=1
Usazeniny w=1
Epitel Nuklearni zmény Ww=2
Atrofie W=2
Nekroza W=3
2) Regresivni zmény Roztrhani pilifovych bunék
Strukturni zmény w=1
Plazmatické zmény w=1
Usazeniny w=1
Podpirna tkan
Nuklearni zmény W=2
Atrofie W=2
Nekroza W=3
Hypertrofie w=1
Epitel
Hyperplazie W=2
3) Progresivni zmény
Hypertrofie w=1
Podpirna tkan
Hyperplazie W=2
Exudat W=1
4) Zénét Aktlyace retikuloendotelniho W=1
systemu
Infiltrace W=2
Nezhoubny nador W=2
5) Nador
Zhoubny nador W=3
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Kazdy zpracovany histologicky preparat musi byt mikroskopicky vyhodnocen a
nasledné ohodnocen, aby mohl byt porovnan s jinymi preparaty ohodnocenymi stejnou
metodou (Tab. 3). Ukazatele jednotlivych vzorki se propocitaji na zakladé dvou hodnot,

kterymi jsou ,,faktor dalezitosti* a ,,hodnota skore®.

Faktor duleZitosti (w) je hodnota, ktera udava, jak je funkce organt ovlivnéna a tim,
jak je ovlivnéno preziti ryby (Tab. 2). Dle vyskytujicich-se funkénich zmén se faktor
dulezitosti déli do 3 tid:

¢ 1 -—minimdlni vyznam — patologick4 zména je reverzibilni, navrati se po ukonceni
expozice dané latce plisobici tuto patologickou zménu

e 2 — stfedni vyznam — patologickd zména je ve vétSiné piipadd reverzibilni za
predpokladu, ze je latka, kterd tuto zménu plsobi z prostfedi odstranéna a
organismus ji dale neni vystaven

e 3 —velky vyznam — patologickd zména je ireversibilni, takovou zménou dochazi

k trvalému poskozeni ¢asti nebo celé funkce organu

Hodnota skore (a) je druhy ukazatel udavajici stupen a rozsah zmény. Toto skore se
pohybuje v rozmezi od 0 do 6. Hodnota 0 oznacuje takovy stupen a rozsah, ktery neni
zménén oproti normalnimu stavu a nepfedstavuje tedy zadné ohrozeni. Naopak hodnota

6 oznacuje nejhorsi stupen a tim i zdvazny vyskyt zmén (rozptylené zmény).

Tab. 3: Navrh tabulky indexd zmén jedné ryby, u které byly vySetieny Ctyii organy
(Bernet a kol., 1999).

Reakéni vzoree
Organ |rv; rv; rvs rvs rvs >
org: lorgirvy |lorgirve |[lorgsirvs [lorgirva |lorgirvs |1 org:
org: lorgzarvy |lorgarve |lorgarvs |lorgarva |lorgarvs |1 orge
orgs lorgsrvy |lorgsrve |lorgsrvs |lorgsrva |lorgsrvs |1 orgs
0rgs | orgarvi | orgarva | orgarvs | 0rgarva | 0rgarvs | 0orga
> I rvy I rvo I rvs I rva I rvs Tot-1

Pomoci hodnot faktoru dulezitosti a hodnoty skére je mozné vypocitat Ctyii

ukazatele. Pro zkoumani zmén pouze v jednom organu se vyuziva dvou prvnich vzorca.
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Organovy index
Iorgzzrvzalt (aorg rv alt X Worg v alt)

kde:

org = organ (konstanta)

rv = reak¢ni vzorec

alt = alterace

a = hodnota skore

w = faktor dulezitosti

Timto indexem se vyjadfuje stupen posSkozeni organu a muzeme pomoci n€¢ho
porovnavat organy od riznych jedinct. Je to soucet vSech nasobku faktort diilezitosti a

vSech bodovych hodnot vSech zmén ve vySetfovaném organu. Vysoké hodnoty indexu

vyjadiuji vétsi stupeil poSkozeni orgénu.
Reak¢ni organovy index

Iorg rvzzalt (aorg rv alt X Worg rv alt)

kde:
org rv = konstanta
alt = alterace

org = orgén (konstanta)

rv =reak¢ni vzorec

a = hodnota skore

w = faktor dulezitosti

Tento index se vypocitd souctem vynasobenych faktort dileZitosti a hodnot skoére

zmén odpovidajiciho reakéniho vzorce. Souctem vSech péti reakénich vzorch se ziska

organovy index (Iorg).
Dva nize uvedené vzorce se pouzivaji pro hodnoceni né€kolika organti ryb.
Celkovy index (Tot-1)
Tot-I=2orgZrvZalt (Aorg rv alt X Worg rv alt)

kde:

org = orgén (konstanta)
rv = reak¢ni vzorec

alt = alterace

a = hodnota skore

w = faktor duleZitosti
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Pomoci tohoto indexu se vypocitava a posuzuje stupen zdravotniho stavu ryby a lze
hodnotit stupen posSkozeni mezi vice jedinci. Vypocita se jako soucet vSech organovych

indext jednotlivych ryb.

Celkovy reakéni index

Irv: Eorgzalt (aorg rv alt X Worg v alt)

kde:

rv = konstanta

org = orgén (konstanta)
alt = alterace

a = hodnota skore

w = faktor dulezitosti

Celkovy reakéni index udava hodnotu histologickych zmén ve vSech vySetfovanych
organech jednotlivych ryb. Je to soucet vSech odpovidajicich reakénich indext vSech

vySetfovanych organt.

6. ZMENY ZABERNIHO APARATU

Strukturdlni zmény zaber vznikaji predev§im jako obranné mechanismy nebo
v dusledku poskozeni xenobiotiky ¢i jinymi Skodlivymi faktory vnéjsiho prostiedi.
Nékteré zmény mohou byt nevratné, jiné se mohou po ukonéeni expozice vratit do
puvodniho stavu. Nékteré zmény, obvykle vyvolané pisobenim xenobiotik, mohou
vyvolat i parazité. Takovymi zménami jsou napiiklad hyperplazie ¢i nekroza (Hossain a
kol., 2007; Santos a kol., 2017). Z tohoto divodu je vhodné pted histolologickym
vySetfenim provést parazitologické vySetieni, aby doSlo k jasnému vymezeni U¢inkt
xenobiotik od zmén zpisobenych parazitarni invazi (Marinovi¢ a kol., 2021). Kromé
parazitl je tfeba davat pozor na vyskyt moznych artefaktti. Naptiklad odlupovani epitelu
muze byt zplisobeno Spatnou manipulaci se vzorkem. Takovéto artefakty mohou byt
chybné popsany jako zmény zaber zptisobené napiiklad xenobiotiky (Wolf a kol., 2015).
Zmény zaberniho aparatu muzeme dle Berneta a kol. (1999) rozd¢lit do péti zakladnich

skupin.

62



¢ Obéhové poruchy

Do této skupiny se fadi poruchy zptsobené patologickymi zménami pritoku krve a
tkanovych tekutin. Takové zmény souvisi napiiklad s vyskytem krvacenin (hemoragie)
zpusobenych tnikem krve z cév. Dalsim piikladem ob&hové poruchy je hyperémie, ktera
je zpusobena piekrvenim organu. Aneurysma je rozsiteni cévy, zpusobené strukturalnimi
zménami cévni stény. Poslednim typem zmény, kterd se fadi do skupiny obéhovych

poruch je mezibunéény edém, tedy zvétSeni objemu mezibunééného prostoru (Bernet a
kol., 1999).

¢ Regresivni zmény

Zmény zpusobujici zmenSeni ¢i vymizeni ¢asti organu. Jednd se o zmény nevratne,
zahrnujici architektonické ¢i strukturdlni zmény bunék. Déle sem fadime zmény
plazmatické, zpisobené riznymi typy kapének a depozita vznikla nahromadénim latek z
degenerativnich procesti. RovnéZz sem patii bunééné zmény jako jsou atrofie (snizeni

poctu nebo objemu bunéck), jaderné zmény (zmény tvaru jadra nebo chromatinu) a

nekrozy (stav zpisobeny nevratnou ztratou funkci) (Bernet a kol., 1999).
e Progresivni zmény

Skupina zmén vedoucich ke zvySené aktivité bunck ¢i tkani. Mezi tyto zmény fadime
hypertrofii bunék, coz je zvétSeni jejich objemu bez zmnozeni. Dle Mallatta (1985) je
hypertrofie jesté spolu s nekrozou Castym disledkem puisobeni tézkych kovi. Opakem

hypertrofie je hyperplazie (Obr. 29), pii které dochazi ke zmnozeni poc¢tu bunék, ale

nedochazi ke zvétseni jejich objemu. Hypertrofie, hyperplazie, a odlupovani epitelu jsou
zmeny, které jsou povazované za obranné mechanismy zaber. Hypertrofie snizuje dychaci
plochu a hyperplazie spolu s odlupovanim epitelu (Obr. 30) zvétsuji difuzni vzdalenost,
¢imz dochazi ke sniZeni a zabranéni pfijmu xenobiotik (Mallatt, 1985; Roberts, 2012).
Skupina téchto zmén je reverzibilni, po ukonceni expozice xenobiotiku se tkan zotavi

(Bernet a kol., 1999).
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Obr. 29: Histologicky fez zabernim aparatem plidku kapra obecného, v preparatu je vidét

zietelna hyperplazie zaberniho epitelu, barveno H&E, zvétseno 1000x; foto J. Kocour.

Obr. 30: Histologicky fez zabernim aparatem pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss),
cervené Sipky oznacuji mista, kde doslo k odlupovani epitelu vlivem ptisobeni xenobiotik,

barveno H&E, zvétseno 400x%; foto: J. Kocour.
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o Zanét

Zanétlivé zmény vétSinou souvisi se zménami Z jinych skupin. Dle Berneta a kol.
(1999) uzivaji souCasni autofi pojem zanét pouze ve velmi uzkém smyslu. Do této
skupiny fadime exsudat (tekutina s vysokym obsahem bilkovinnych a buné¢nych zbytka
vylu¢ovana lymfatickymi nebo krevnimi cévami). Dale je sem fazena hypertrofie

retikuloendotelidlniho systému vystylajiciho malé cévy a infiltrace leukocytu do tkané

skrze stény cév.
e Nadory

Posledni skupinou zmén jsou nadory. Nadory jsou mista, kde dochazi k
nekontrolovanému bujeni bunék. Rozd€lujeme je na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou
nadory benigni, tedy nezhoubné, tvorené diferencovanymi buikami, které vytlacuji
bunky ptivodni. Druhou skupinou jsou nadory maligni, tedy zhoubné, tvofené Spatné
diferencovanymi, velmi rychle se mnozicimi bunikami, které napadaji a ni¢i okolni tkan¢.

Jejich chovani je biologicky nepiiznivé (Bernet a kol., 1999).

7. ZAVER

Histologie je vybornym nastrojem ke kontrole a hodnoceni zdravotniho stavu
organismi. U lidi se histologickych vySetieni bézné vyuziva pro stanoveni diagnozy. Pti
zjistovani zdravotniho stavu ryb tomu tak vsSak neni. Histologicka vySetfeni se u ryb
vyuzivaji pfevazné dopliikové, a to i pies to, ze se tak daji stanovit i rizné patogeny a
onemocnéni. Problémem je hlavné delsi doba zpracovani a zna¢né pracnost. Histologické
vySetfeni navic neni vhodné pro diagndézu vSech onemocnéni. Napiiklad Stanoveni
parazitl neni histologicky viubec snadné. Vidime je jen vitezu, z ¢ehoz vyplyva, ze
napiiklad druh ve vét$ing pfipadd nelze stanovit, nebot’ parazita nevidime celého. Velmi
Casto se musi vyuzit dalSiho typu vySetfeni. Nejcastéji pouzivanou tkani pro vySetfeni
zdravotniho stavu ryb byvaji rybi zabry. Pro vétSinu vySetieni jsou vhodné, nebot’ jsou
neustale prokrvované, maji tenky epitel a velkou plochu ur¢enou hlavné pro vyménu

plynl. Navic jsou velmi citlivé na styk s riznymi xenobiotiky.
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Ma prace muze byt ptinosem pro ty, ktefi chtéji pfipravit a vyhodnotit histologicky
preparat zaber. Do budoucna by se mohla stat zdrojem dalsich praci zabyvajicich se

ur¢ovanim zmén Zaberniho aparatu zptisobenych konkrétnimi xenobiotiky.
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9. ABSTRAKT

Histologie Zaber ryb — zpracovani a vyhodnoceni preparati

Histologie je véda zabyvajici se mikroskopickou stavbou a strukturou tkéani
organismu. Tato véda je jedinecna tim, Ze se zabyva zkoumanim tkani nakrajenych na
velmi tenké fezy. Diky tomu mtizeme nahlédnout do mikroskopickych struktur, které
nejsou vidét pouhym okem. Cilem této prace je popsat strukturu zaber, kriticka mista pii
jejich histologickém zpracovani a klasifikovat zmény Zzaber. Dale pak cely prubéh

zpracovani az po vznik histologického preparatu fotograficky zdokumentovat.

Prvni ¢ast této prace je vénovana rybim zabram. Zabry jsou multifunk&nim orgéanem,
ktery je neustéle ve styku s okolni vodou. Probihd ptes n¢ vymeéna plyni a dalSich latek,
navic jsou velmi citlivé na vnéjsi podnéty. Pfes Zabry ryb dochédzi k vymeéné, piijmu, ale
1 exkreci raznych ionti a latek. Zajimavosti je naptiklad prinik dusitanovych iontd, které
se do téla ryb dostavaji skrze vymeénik CI/HCOz". Takovému pruniku zamezuji

chloridové ionty, které se s dusitanovymi kompetitivné vylucuji.

V dalsi ¢asti této prace jsou uvedeny metody histologického zpracovani ryb a je zde
popsano ne¢kolik moznosti histologického zpracovani, které vedou ke stejnému cili, tedy
histologickému, vétSinou také trvalému, preparatu. V pribéhu tvorby preparatu je jednim
krokem barveni. Nejcastéj§im barvivem je hematoxylin-eosin, které velmi dobie
zobrazuje bunécné struktury. Nicméné nékteré struktury jdou od sebe rozlisit hiie,

Vv takovém piipadé€ je mozné pouZit specialni barvici metody.

Vsechny tyto vlastnosti z zaber de¢laji organ vhodny pro diagnostiku ftady
patologickych stavii, nicméné vzhledem k pracnosti a Casté nizké specifité popsanych

zmen se histologické vySetieni zaber vétSinou vyuziva pouze jako vySetteni doplikové.

Kli¢ova slova: vysetfeni, vzorek, hematoxylin-eosin, primarni lamely, sekundarni

lamely, vyména plynil, osmoregulace
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10. ABSTRACT

Histology of fish gills — processing and evaluation of preparations

Histology is the science that deals with the microscopic structure and structure of the
tissues of organisms. This science is unique in that it deals with the study of tissues cut
into very thin sections. This allows us to look into microscopic structures that may not be
visible to the naked eye. The aim of this work was to develop a literature review where
the main task was to describe the structure of the gills, the critical points in their
histological processing and to classify the gill changes. The aim was also to create a

photographic documentation of the histological preparation process.

The first part of this thesis is devoted to fish gills. The gills are a multifunctional
organ that is constantly in contact with the surrounding water. It is a medium for the
exchange of gases and other substances and is very sensitive to external stimuli. Through
the gills of fish, various ions and substances are exchanged, taken in and excreted. An
interesting feature is, for example, the passage of nitrite ions, which enter the body of the
fish through the CI-/HCO3- exchanger. Such passage is prevented by chloride ions, which

are competitively excreted with nitrite ions.

In the next part of this thesis are the topic of methods of histological processing of
fish. Several histological processing options are described in this thesis, which lead to the
same goal, i.e. a histological, mostly also permanent preparation. During preparation, one
step is staining. The most common dye is haematoxylin-eosin. This dye shows the cellular
structures very well. However, some structures are more difficult to distinguish from each

other, in which case special staining methods can be used.

All these properties of gills make it an organ that is suitable for many fish health
evaluation. Despite this, the gills, specifically the histological evaluation of the gills, are

usually only an additional evaluation.

Keywords: evaluation, sample, haematoxylin-eosin, primary lamellae, secondary

lamellae, gas exchange, osmoregulation
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