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RANVIEROV ZAREZ - METODICKY PROBLEM
Belej K., Fusekova E., Ochodnicka E., Boselova L.

Ustav histolégie a embryolégie, JLF UK Mald Hora 4, 036 01 Martin

Pri stadiu ultrastruktary periférneho nervu sme venovali zvlastnu pozornost’
oblasti nddia a paranddia myelinizovanych periférnych nervovych vlakien. Oblast’ nodia je
z funkéného hladiska délezitd pre vedenie vzruchu. Je miestom, kde dochadza k
polarizacii a depolarizacii membrany axénu, ktora je v tejto oblasti obnazena - nie je kryta
myelinovou posvou. Zasahuju sem mikroklky Schwannovej bunky a prekryva ju suvisla
bazdlna membrana. Sledovali sme morfologické zmeny nddia myelinizovaného
periférneho nervového vlakna za fyziologickych podmienok na natiahnutej a povolenej
koncatine. Zamerali sme sa na zmeny axonu v tejto oblasti.

Nervus ischiadicus sme excidovali a rychlo ponorili do velkej kvapky 3%
Glutaraldehydu pufrovaného fosfatovym pufrom na pH 7,2 - 7,3. Vo fixaénom roztoku
sme nerv rozdelili ostrou ziletkou na 1 mm segmenty, aby sa tkanivo rychlo a kvalitne
prefixovalo. Spracovali sme ho metodikami pre elektronovomikroskopické pozorovanie.
Experimentalny materidl pri deleni v kvapke fixaéného roztoku obsahoval na
ultraStrukturalnej urovni mnozstvo artefaktov.

Zistili sme, Ze tento postup fixacie materialu, ktory sa v praxi bezne pouziva, nie
je vhodny pre spracovanie periférneho nervu. Preto sme nervus ischiadicus morcata u 12
experimentalnych zvierat fixovali in situ v zareze medzi svalmi stehna na uvolnenej
koncatine tak, Ze sme na obnazeny nerv naliali fixacny roztok. Po 10 min. fixacie in situ
sme vyexcidovali nerv a ponorili do kvapky fixaéného roztoku, kde sme ho porcovali na 1
mm dlhé segmenty. Dalie spracovanie bolo zhodné s vyssie uvedenym spdsobom.

Podl'a nasich zisteni pri elektronovomikroskopickych pozorovaniach povoleného
a natiahnutého nervus ischiadicus morcata moézeme konStatovat, ze nddium
myelinizovaného periférneho nervového vlakna a nervové vlakno celé si konStruované
vel'mi domyselne. PevnejSie Casti /kryté myelinovou poSvou/ si prerusované pruznymi
utvarmi /nédium/, ktoré dovoluji mechanické pohyby v dosledku kontrakcie okolitych
svalov, zohybania kibov a natahovania konatin. Tento fakt méZe sGasti vysvetlit' aj
modelaciu nodii v CNS, kde nie je vytvorené sudkovité rozsirenie axénu v oblasti
Ranvierovho zarezu, lebo axény CNS nepodlichaju dizkovym zmenam.

[1] Bunge,R.P.,Glial Cells and the Central Myelin sheath.Physiol. Rev., 48 /1968/
197 - 251

[2] Landon,D.N., The Peripheral Nerve. London - New York, Chapman and Hall
/1976/ 836

[3] Mugnaini,E., Fine Structure of Myelin Sheaths. Weinheim - New York, Verlag
chemie /1978/ 3 - 31
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ELEKTRONDENSNI INKLUZE V PATOLOGICKY ZBARVENE LIDSKE
GINGIVE (DASNI) - EDX MIKROANALYZA

Oldfich Benadal, Zora Venclikova®

IMikrobiologicky tstav AV CR, Videriskd 1083, 142 20 Praha 4 - Kr¢, ZV)ﬁzkumn)} ustav
stomatologicky MZ CR, Vinohradska 48, 120 00 Praha,.e-mail: benada@biomed.cas.cz

Patologicky, Sed¢, zbarvena gingiva a sliznice se vyskytuje u neékterych pacientd,
kterym bylo nutné z protetickych divodu zhotovit kofenové nastavby a korunky ze
stomatologickych slitin, obvykle pouZivanych v Ceské republice. ~Charakteristickym
znakem, nachazenym pfii elektronmikroskopickém vysetiovani biopsii Sedé zbarvené
gingivy, je pfitomnost elektrondensnich inkluzi v preparatech.

V této studii jsme se zaméfili na tyto otazky, které je mozné odpovédét pomoci
EDX mikroanalyzy:

- Jaky je nejvhodné&jsi zpisob preparace mikrobiopsii lidské gingivy pro uéely EDX
mikroanalyzy a korelace jejich vysledkt s histologickymi nalezy?

- Existuje zavislost mezi kompozici stomatologickych slitin a vyskytem elektrondensnich
inkluzi?

Mikrobiopsie odebrané se souhlasem pacientl byly fixovany dvé a pul hodiny
2,5 % glutaraldehydem. Polovina vzorkl byla dale zpracovana klasickym zptisobem pro

transmisni elektronovou mikroskopii. U druhé poloviny byla vynechana postfixace OsOj4.
Odvodnéné vzorky byly zality do Eponu 812. Ultratenké fezy byly nabirany na klasické
médeéné sitky a na plastikové sitky pokryté formvarovym filmem. Sitky byly dale pfimo
pouzity pro analyzy a nebo jesté kontrastovany podle [1].

TEM analyzou byl v subepitelidlnim vazivu zjistén vyskyt elektrondensnich
partikuli lokalizovanych, jak ojedinéle, tak i ve skupinach. Elektrondensni partikule byly
zjiStény ve fibroblastech i v extracelularni matrix. EDX mikroanalyza byla provedena ve
STEM modu elektronového mikroskopu Philips CM12/STEM. Tento zptisob byl vybran,
jelikoz umoziuje zéroven zaznamenat digitalné obraz analyzovaného preparatu a to i z
nekontrastovanych preparati fixovanych pouze glutaraldehydem. V elektrondensnich
partikulich byly zjistény nasledujici prvky: Ag, Zn, Ti, Fe, Cr, Cu, Ca, S, Se, Si a Mg.
Inkluze obsahujici stfibro vzdy obsahovaly i siru a vykazovaly charakteristicky ovalny
tvar. Tento typ inkluzi bylo mozné detekovat na vSech typech preparati tj. postfixovanych

OsO4 i nepostfixovanych, kontrastovanych i nekontrastovanych a dokonce i na fezech
pfipevnénych na klasickych médénych sitkach. Protetické slitiny pouzité u pacientl
obsahovaly pouze tyto kovy: Ag, Au, Cu, Pt, Zn, Sn a Cd. Z vyse uvedeného je patrné, ze
nékteré inkluze byly tvofeny i prvky, které se v protetickych slitinach nevyskytuji. Tyto
predbézné vysledky ukazuji, ze se na vyskytu elektrondensnich partikuli v gingivé mohou
podilet kromé koroze stomatologickych slitin i jiné mechanizmy.

Tato prdace byla podporovina grantem ¢. 4084-3 interni grantové agentury Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky.

[11E. S. Reynolds, J.Cell. Biol. 17 (1963), 208-212

CYTOPLAZMATICKE STRUKTURY SCHWANNOVEJ BUNKY PO
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ISCHEMICKOM POSKODENI
Boselova L., Belej K., Ochodnicka E., Fusekova E.

Ustav histologie a embryoldgie, JLF UK, Mala Hora 4, 036 01 Martin

Ischemické 1ézie v periférnom nerve experimentalnych zvierat z morfologického
hladiska st v literatire uvadzané s mnohymi rozdielnymi zavermi [1,2,4,5]. Je to
sposobené vicSou rezistenciou nervu na ischémiu a tym obtiaZznostou vyvolat' totalnu
ischémiu v experimente. Autori [3,6] uvadzaju, ze z jednotlivych stcasti myelinizovanych
nervovych vlakien st na ischémiu najcitlivej§ie Schwannove bunky. V nasej praci sme
sledovali ischemické zmeny v cytoplazmatickych komponentoch v n. ischiadicus morcat’a.

Ischémiu sme vyvolali podvdzom aorta abdominalis. Zvierata prezivali 1, 2, 4 a
8 dni. N. ischiadicus sme odoberali tesne nad jeho rozvetvenim. Nervy pokusnych aj
kontrolnych zvierat sme spracovali beznou metdédou pre elektronova mikroskopiu.

Zistili sme, Ze ischémia zapri¢inila ubudanie az Gplné vymiznutie GER, vznik
vakuol, ktoré pochadzali z alterovanych organel. Plazmalema Schwannovych buniek
neobsahovala pinocytotické vezikuly. Jadrovda membrana bola zvlnenda, alebo tvorila
zahyby. Alteracie boli najmarkantnej$ie na Stvrty den po ligature, kedy mnoZzstvo rézne
velkych vakuol a denznych teliesok tvorili podstatnu Cast’ cytoplazmy Schwannovej
bunky. Alterované organely boli aj vo vnutornom cytoplazmatickom kanali, v lateralnych
sluc¢kach a Schmidtovych - Lantermannovych §trbinach, ktoré boli dilatované. Na 8. den
sme pozorovali viac buniek, ktorych cytoplazma obsahovala GER a mitochondrie bez
dilatacii s dobre znazornenou vnutornou struktirou.

Nase vysledky ukazali, ze Schwannove bunky su na ischémiu citlivejSie ako
axony. Stupen poskodenia bol rdzny, zahriioval dezintegraciu ribozomov a vznik vakuol, v
zévislosti na diZke ischémie. Zistili sme, Ze vznik vakuol v cytoplazme je proces
reverzibilny, ktory je prejavom vyuzitia vlastnych proteinov cytoplazmy pri redukcii
proteosyntézy. Degenerativne zmeny v Schvannovych bunkich si po predizenom
prezivani vystriedané kompenza¢nymi procesmi, ¢o sa prejavilo na 8. nami sledovany den.

1] Davis,J.N.,In : Fahn,es /Ed./: Advances in neurology 26 /1979/ 350

2] Hess,K. /et al/ J.Neurol.Sci. 44:1 /1979/ 19 - 43

3] Ide,C. /et al/ Progress in Neurobiol.34 /1990/ 1 - 38

4] Korthals,J.K., Wisniewski,N.H., J.Neurol.Sci. 24 /1975/ 65 - 76

5] Parry,G.J., Brown,M.J., Ann.Neurol. 11 /1982/ 147 - 154

6] Weller,R.O.,Cervos - Navarro,J. /eds/ : Pathology of Peripheral nerves /1977/
255

—, e, — —



Bulletin CSEM ¢. 9, 1998

SENZORICKE ZAKONCENIA CESTODA PROTEOCEPHALUS EXIGUUS
(PROTEOCEPHALIDEA)

Magda Brunanska, Margaretha K. S. Gustafsson, Hans — Peter Fagerholm

Parazitologicky ustav SAV, Protifasistickych bojovnikov 5, 040 00 Kosice, Slovenska
republika, E — mail: brunan@saske.sk

Senzorické  zakonCenia vtegumente cestodov  reprezentuju s velkou
pravdepodobnostou receptory [1]. Ich ultrastruktira bola Studovana doteraz len u
zastupcov vel'kych skupin cestodov ako st napr. Pseudophyllidea [2], Cyclophyllidea [3],
Caryophyllidea [4] alebo Tetraphyllidea [5]. Menej znamym radom st Proteocephalidea,
zahriiujuce parazitov lososovitych a pstruhovitych ryb.

Dospelé¢ Cervy P. exiguus boli ziskané zcreva pstruha duhového,
Onchorhynchus mykiss. Cestody, rozdelené na 14 Casti, boli po oplachnuti fyziologickym
roztokom fixované v 3.5% gluteraldehyde v 0.1 M kakodylatovom pufri pocas 3 hod.
Potom boli spracované beznou metodikou pouzivanou pre pripravu vzoriek pre
elektronovi mikroskopiu.

Senzorické zakoncenia vyskytujuce sa v tegumente P. exiguus su dvojaké:
s ciliou, alebo bez cilie. Ciliarne receptory su lokalizované predovsetkym na lateralnych
stranach skolexu. Maju cibul'ovity alebo ovalny tvar. Obsahuju mitochondrie, mnoho
elektron-svetlych vezikil, prilezitostne mikrotubuly. Cilium réznej dizky (od 0.4 do 1.4
pm) je centralne situované v bazalnom teliesku, ktoré je obklopené dvomi
elektrondenznymi ,,goliermi®. Cilium obsahuje mikrotubuly. Cilidrne receptory opisané
vtomto prispevku su podobné ciliarnym receptorom, ktoré si zname u inych
plathelmintov. Ro6zni autori predpokladaji, ze cilidrne receptory sluzia u réznych druhov
cestodov bud’ ako mechano- alebo chemoreceptory [6]. Je pravdepodobné, ze senzorické
zakonCenia s dlhsimi ciliami sluzia ako mechanoreceptory, kym zakondenia s kratS$imi
ciliami mézu reagovat aj na chemické podnety.

V tegumente P. exiguus sa nachadzaji aj nervové zakoncenia, ktoré neobsahuji
cilium. Su uplne ponorené do tegumentu, maji kyjovity tvar a su lokalizované prevazne
v blizkosti lateralnych prisaviek. Receptory su prichytené k tegumentu cirkularnymi
dezmozdémami, ktoré st napojené na elektrondenzny ,,golier”. Niektoré z tychto receptorov
obsahuju ,koren*, ktorého ultrastruktira bola opisand i dokumentovana [7]. VSetky
receptory tohoto typu maju velké mitochondrie, poukazujuce na vysoku metabolicka
¢innost’. Tieto senzorické zakoncenia by mohli monitorovat’ stupenn kontrakcie skolexu
pocas procesu jeho prichytenia k ¢revu hostitela a tym by mohli mat’ mechanorecepénu
alebo propriorecepénu funkeiu.

[1] Smyth J. D., The physiology of cestodes (1969).

[2] Andersen K., Z. Parasitenkd. 46 (1975), 253.

[3] Fairweather 1. et al., Parasitology 86 (1983), 89.

[4] Richards K. S. et al., J. Parasitol. 68 (1982), 416.

[5] Gabrion C. et al., Ann. Parasitol. Hum. Comp. 54 (1979), 573.
[6] Czubaj A. et al., Int. J. Parasitol. 11 (1996), 1217.

[7] Brunanska M. et al., Int. J. Parasitol. 28 (1998), 667.
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ULTRASTRUKTURNI TOPOCHEMIE GLYKOGENU V ROHOVKOVEM
EPITELU NEKTERYCH SAVCU

Svatopluk Cech

Ustav histologie a embryologie, Lékaiska fakulta MU, Jostova 10, CZ - 662 43 Brno.
E-mail: scech@med.muni.cz

Rohovka savcll (v€etné predniho epitelu) vyuziva jako zakladni energeticky
substrat glukozu. Tu v pievazné mite ziskava difuzi z komorového moku, asi 10 % po-
chazi ze slz a z cév sklerokornealni oblasti. Kornealni epitel kromé volné glukézy nad-
to obsahuje zasobu glykogenu, ze kterého mize byt gluk6za kdykoliv uvolnéna podle
okamzitych metabolickych potieb. Zatimco o svételné mikroskopickém, resp. histoche-
mickém, vyskytu a rozloZeni polysacharidu v piednim epitelu u riznych druhi savci je
shromazdéno sdostatek tidajui, stale dosud chybéji podrobna data o jeho molekularni or-
ganizaci a submikroskopické distribuci [1]. Jejich doplnéni s vyuzitim elektronové mikro-
skopické histochemie je vénovana ptedlozena prace.

Ultrastrukturni vizualizace glykogenu byla provedena elektronoveé mikrosko-
pickou modifikaci PAS reakce znamé ze svételné mikroskopie, kterou vypracoval a do
praxe zavedl Thiéry [2]. Je zaloZena na sukcedanni aplikaci jodisté kyseliny (PA), thio-
semikarbazidu (TSC) a proteinatu stiibra (SP). Pfednostmi PA-TSC-SP postupu jsou
vysoka elektronova denzita glykogenovych ¢astic, dokonala reprodukovatelnost vysledkt a
vysoka specificnost, kterou Ize testovat celou fadou zpilisobii; v praci bylo pouzito vyne-
chani jodisté kyseliny stejné jako thiosemikarbazidu nebo proteinatu stiibra a blokady
aldehydovych funkénich skupin dimedonem (Merck), popt. NaHSOs. Studovany byly
rohovky mysi (Mus musculus var. alba) a prasete (Sus domesticus). VySetfované vzorky
pochazely z centralni oblasti organu.

Aplikace PA-TSC-SP postupu ukazala, Ze pool glykogenu v kornealnim epitelu
obou studovanych druhi se liil jak distribuci, tak i formou molekularniho uspofadani.
Zatimco epitelové builky prasete obsahovaly v cytoplazmé téméf vyluéné jen monopar-
tikularni glykogen, tj. b - granula, v buitkdch mysich rohovek polysacharid naproti tomu
vytvarel napadné loziskovité formace. Tato loziska sestavala vétSinou z volné seskupe-
nych, asi 30 nm velkych, partikuli, nevykazujicich na rozdil od a - granul (rozet) nikdy
zadnou zjevnou substrukturu. Shluky glykogenovych zrn v cytoplazmé az na vyjimky
zaujimaly nepravidelné az bizarni tvary a 3 i vicekrat pfesahovaly svoji velikosti obvykla a
- granula ¢i rozety. Vyhodnoceni topografickych vztaht glykogenovych agregaci k ji-nym
bunéénym strukturam potvrdilo, Ze byly v cytoplazmé rozmistény zcela ndhodné. Asi u
1/10 bazalnich a intermediarnich bun€k kornedlniho epitelu mysi byla depozita poly-
sacharidu zjisténa dokonce i uvniti bunéénych jader.

V povrchovych bunkach epitelu obou druhit byla b - granula, popt. loziska gly-
kogenu zastoupena vzdy fid¢eji nebo dokonce i chybéla.

Zda distribuce a molekularni organizace glykogenu v kornealnim epitelu néja-
kym zptisobem souvisi s jeho metabolickou mobilizaci, bude pfedmétem dalsi studie.

[17 S. Cech, Histochem. I. 30 (1998), in press.
[2] J - P. Thiéry, J. Microscopie 6 (1967), 987 - 1018.
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UVAHA O NIZKOVOLTOVEM PROZAROVACIM ELEKTRONOVEM
MIKROSKOPU LVTEM - 5

Armin Delong, Karel Hladil, Vladimir Kolatik

Delong Instruments, Bulharska 48, 612 00 Brno, Ceskd republika, tel: 05-41 21 06 91,
fax: 05-41 2179 76, e-mail: di@sky.cz

Ptesto, Ze idea vytvoreni nizkovoltového elektronového prozarovaciho mikroskopu
je stard jiz 40 let, jde v nasem ptipadé o prvni realizaci vhodnou pro praktické vyuziti. Pro¢
trvala tato vyvojova etapa tak dlouho? Bezpochyby proto, ze v tomto piipadé byla uspésna
realizace fyzikalniho principu mimo technické a technologické moznosti minulosti. Pokusme
se demonstrovat toto tvrzeni na nékolika ptipadech.

Aby mél elektronovy mikroskop, pracujici pouze s 5 kV urychlovaciho napéti,
odpovidajici proporce rozmerové, bylo tfeba od pocatku uvazovat o miniaturizaci celé
soustavy .

K dosazeni vlastnosti srovnatelnych s mikroskopy standardnimi bylo tfeba
docilit Spickovych parametrti jednotlivych komponent. Pokusme se pouze vyjmenovat
obory, kterych se vyvoj tykal:

1/ ultravysokovakuové Cerpaci systémy miniaturnich rozmért

2/ vysoce koherentni zdroje elektroni typu Schottky

3/ zvladnuti vypocetni techniky elektronové optickych prvkli s permanentnimi
magnety

4/ pokrok v oblasti velmi silnych permanentnich magnett

5/ vyvoj v oboru scintilanich materialti pro pfevod elektronového obrazu na
opticky

6/ vyuziti v souc¢asné dobé nejkvalitnéjsich prvki z oboru svételné mikroskopie

7/ orientace na nejnoveéjsi systémy snimani a zpracovani obrazu

8/ mikromechanické zpracovani vétSiny elektronove optickych komponent

9/ zajisténi roz§ifitelnosti systému, at’ jiz o mody rastrovaci nebo o systémy korekce
optickych vad.

Dalsi ptekazkou stojici v cesté k uzivateli je psychologicka bariéra. LVTEM-S5 je
kombinaci mikroskopu elektronového a klasického optického. Kdo bude blize svym
odbornym zaméfenim této rarité? Ten kdo rutiné pfipravuje prepardty pro prozafovaci
elektronovy mikroskop nebo ten, kdo jiz neni spokojen s vysledky dosazitelnymi metodami
svételné optiky? Navic preparace vzorki bude dosti nestandardni a oblast vyuZiti bude rovnéz
limitovana nizkou energii elektrond. Piesto oc¢ekavame, ze mnoho biologli, organochemikd,
virologi a dalSich se po postupném seznameni s pfistrojem shodnou na tom, ze pfinasi novou
kvalitu a zapliiuje dosud neobsazené pole piisobnosti.

Vysoky kontrast nebarvenych biologickych struktur pfes polymerni krystaly az k
nestinovanym replikdm povrchii dovoluje pozorovat objekty podstatné méné modifikované
preparaci nez tomu bylo dosud. Navic nizka energeticka zatéz dopadajicich elektront
zpusobuje minimalni degradaci struktur béhem vlastniho pozorovani.

Doufame, ze éra nizkovoltovych piistroji byla zapocata a o¢ekavame reakce
uzivateld, abychom mohli zohlednit pfipominky a pfani ndm dosud neznamé.
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ELEKTRONOVOMIKROSKOPICKE POZOROVANIE VCASNYCH ZMIEN NA
MYELINIZOVANYCH NERVOVYCH VLAKNACH PO STLACENI
PERIFERNEHO NERVU

Fusekova E., Belej K., Ochodnicka E., Boselova L.

Ustav histologie a embryoldgie, JLF UK, Mala Hora 4, 036 01 Martin

Axony s myelinotvornou Schwannovou bunkou, myelinovou posvou a lamina
basalis tvoria neoddelitelni morfologickii a funkénu jednotku. Velka pozornost sa
venovala vzajomnym vztahom axénov a Schwannovych buniek v priebehu degeneracie
nervovych vlakien [1]. Ultrastrukturalne zmeny v nemyelinizovanych a myelinizovanych
vlaknach vyvolané ligatirou sledovali viaceri autori [2].

Ako experimentdlne zvieratd sme zvolili morcata /Cavia porcellus/ oboch
pohlavi. Zvieratam sme stlacali 'avy n. ischiadicus 1,5 cm nad rozvetevenim na n. tibialis
a n. peroneus communis. Zvieratd sme nechali kratkodobo prezivat. Subezne s
experimentalnou skupinou sme pouzili zvieratd ako sham kontrolu. Po operacii mali
zvieratd poruchy hybnosti lavej koncatiny. Ziskany materidl z experimentdlnej a
kontrolnej skupiny zvierat sme spracovali jednotnou technikou pre TEM.

Pri TEM pozorovani zmien po stladeni neru sme sa zamerali na hodnotenie
vzhladu axoplazmy a na reakciu cytoplazmatickych stcasti Schwannovej bunky.
Cytoplazma Schwannovej bunky je ulozena v tzv. Schmidtovych - Lantermannovych
Strbinach, ktoré su stalou sticastou myelinizovanych nervovych vlakien. Niektori autori [3]
opisali zvySeny pocet Schmidtovych - Lantermannovych Strbin v pociatocnej faze
Wallerovej degeneracie. Pozorovali sme segmentaciu myelinovej posvy do myelinovych
ovoidov. Pri tvorbe ovoidov zohravaji Schmidtove - Lantermannove §trbiny délezita
ulohu. Ich extrémne rozsirenie sme sledovali u vacsiny Schmidtovych - Lantermannovych
$trbin s naslednym vytvorenim Sirokych priestorov. Autori uzatvaraji, ze dilatované
Schmidtove - Lantermannove S§trbiny su irreverzibilne poskodené, devastované ako
dosledok Stiepenia intraperiodalnej a hlavnej denznej linie. To vedie k zruteniu
lamelarneho materidlu a k tvorbe irregularnej masy. NevyluCujeme prave preto aktivnu
ucast’ Schmidtovych - Lantermannovych strbin pri segmentécii myelinovej posvy, sthlasne
spolu s autormi [4, 5]. Axoplazmatické zmeny zahrnovali zhlukovanie neurotubulov a
neurofilamentov, popripade aj ich dezorientaciu.

Vplyvy, ktoré spdsobia poskodenie jednej zlozky vedu nasledne k zmenam aj
ostatnych sti€asti myelinizovaného nervového vlakna. Niektoré vplyvy pdsobia viac na
jednu, iné viac na druht zlozku nervového vlakna. Axény a Schwannove bunky sa liSia
individualnou citlivostou na rozne vplyvy.

[1] Spencer /et al/, Posttraumatic peripheral nerve regeneration /1981/, 411 - 429
[2] Kapeller /et al/, Proc.R.Soc.B., 167 /1967/ 282 - 292

[3] Webster : Ann.N.Y. Acad.Sci, 122 /1965/ 29 - 38

[4] Ghabriel /et al/, Prog.Neurobiol. 17 /1981/ 25 - 58

[5] Krinke /et al/, Acta neuropathol. 69 /1986/ 168 - 170
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APPLICATION OF NONCHARGING MICROSCOPY IN SEMICONDUCTOR
FABRICATION

Otakar Hutar

Institute of Scientific Instruments, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Krdlovopolska 147, CZ — 61264 Brno, Czech Republic, e-mail: ota@isibrno.cz

The manufacturers of VLSI integrated circuits become the greatest users of
noncharging scanning electron microscopy. This technique employs a low PE landing
energy in the range from approx. 500 to 3000eV in the dependence on the material being
observed. The SEMs are used for two main purposes in production line: For checking
patterned structures after lithographic and etch operation and for measuring critical
dimensions /CD/ in the micron and submicron range. The image resolution is better than
3nm for the landing PE energy below lkeV. The low landing energy of PE reduces
significantly the radiation damage of semiconductors /breakdown of pn junction/ and
dielectrics. SEs collected by low voltage detectors carry information about the voltage
contrast, which is utilised in a special category of low voltage SEMs — electron beam
testers for the functionality evaluation of the complex devices like microprocessors.

To achieve the noncharging condition for the electrically nonconductive layers /
photoresists SiO, , Si 3Ny, etc./ it is necessary to match the landing energy of PE /E,/ so
that the total yield of electrons /BSE + SE/ emitted from the surface would be equal to 1
in each point of the surface area imaged. This particular energy is denoted by E, on the
curve of total electron emission yield versus E, and it is characteristic for each material.
The control of the PE energy can be ensured using PE electron retarders either a cathode
lens or an electrostatic detector objective lens /EDOL/ system. The advantage of the EDOL
system is the absence of strong electric field in the vicinity of the specimen surface, the
specimen can be tilted and the working distance can be small. EDOL is usually immersed
in the objective lens. The image is created mostly by SEs, which can cause overbrightness
of the edges and sensitivity to the surface contamination. In the case of the cathode lens
the BSEs contribute to the imaging much more than SE. The strong electric field between
the specimen surface and anode disturb the natural space distribution of the emitted signal
electrons. Therefore this field to the detector attracts more BSEs while the SE trajectories
go near the optical axis and uselessly escape through a detector aperture. The working
distance is higher compared to EDOL in order to prevent the discharges.

Another problem is the determination of the E, energies. E, value depends on
the local tilt angle and also on the technological history of the specimen. For instance the
plasma etch can cause the shift of the E, value by about more than hundreds of eV. Due to
such an operation, the chemical composition of the layer is influenced, as well as the
surface and bulk electrical conductivity of the dielectrics. Charging is also dependent on
the scan speed.

A method that allows finding out the noncharging conditions for each point of
the image field is still under development. This method is based on the measurement of the
curve of the signal vs time for the first several microseconds and different energies. The
noncharging condition is reached when the signal does not vary with time.

This project No.A2065703 is supported by the Grant Agency of the ASCR.
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ULTRASTRUKTURA EPITELU TRACHEY KRALIKU PO INHALACI
PREPARATU PLACEBO INHALER

Vaclava Konradova, Jiti Uhlik, Ludék Vajner, Jarmila Zocova

Ustav histologie a embryologie 2. LF UK, V tvalu 84, 150 06, Praha 5 - Motol
e-mail: vaclava.konradova@lfimotol.cuni.cz

Abychom zjistili, zda pozorované zmény v epitelu dychacich cest po aplikaci
jedné terapeutické davky aerosolu bronchospasmolytickych preparati patficich jak do
skupiny selektivnich B, sympatomimetik tak i mezi parasympatolytika jsou zplsobeny
aplikovanymi  bronchospasmolytiky nebo nespecifickymi  latkami  obsazenymi
v inhalovaném aerosolu, prostudovali jsme v experimentu G¢inek aplikace dvou vdechi
aerosolu preparatu Placebo inhaler. Tento aerosol ma podle vyrobce stejné slozeni jako
preparat Ventolin bez ucinné latky.

30 minut po aplikaci 2 vdechti preparatu Placebo inhaler lemoval tracheu kraliki
lehce alterovany vicetady cylindricky epitel s fasinkami. Intercelularni prostory epitelu
byly uzké, apikalni spojovaci komplexy ztistaly intaktni.

Poskozeni fasinkovych bun€k Gc¢inkem inhalace preparatu Placebo inhaler bylo
lehké az stfedné zavazné. Nepozorovali jsme téméf edém a alteraci kortikdlnich oblasti
cytoplazmy fasinkovych bunék, ani zanik ¢asti volnych kinocilii. V hlub$ich partiich
cytoplazmy tasinkovych bunék se objevily jen mirné znamky patologické alterace. Ke
stimulaci diferenciace novych fasinkovych bunék nedoslo.

Sekre¢ni elementy byly po inhalaci preparatu Placebo inhaler stimulovany jen
lehce. K vydavani sekretu bylo stimulovano pouze 16+1% poharkovych bunék.
U jednotlivych poharkovych bunék jsme se setkali se zndmkami pocinajictho prechodu
k apokrinnimu zpusobu sekrece, ojedinéle i se soucasnym vyprazdiiovanim vSech
hlenovych granul v buiice. PoSkozeni poharkovych bunék vyvolané inhalaci vehikul
nebylo vyrazné. Vyprazdnéné, degenerované poharkové bunky piedstavovaly jen 4+0%
sekrecnich elementl. Podle ocekdvani nedoslo ani k stimulaci diferenciace novych hlen
secernujicich elementd.

V souhlasu se stupném patologické alterace fasinkovych bunék byl tasinkovy
lem nad epitelem jen lehce naruSen. Zaznamenali jsme jen lehky ubytek kinocilii na
8,4+0,4/ pmz. Alterované fasinky piedstavovaly celkem jen 4,4+1% vSech kinocilii. Doslo
zejména k narGstu lehce poskozenych patologickych fasinek. Aplikace malé davky
preparatu Placebo inhaler nenarusila proces ciliogeneze. V oblasti jen lehce naruseného
fasinkového lemu jsme nepozorovali morfologické znamky naruSeni samocistici
schopnosti epitelu.

Poskozeni epitelu zplsobené aplikaci 2 vdechti preparatu Placebo inhaler bylo
lehké az stiedné zavazné. Pfedpoklad, Zze posSkozeni epitelu dychacich cest vyvolané
aplikaci bronchospasmolytickych preparati je vice zpusobovano latkami, které jsou
k vlastni ti¢inné substanci v tlakovych davkovacich nadobkach ptidavany, se nam v naSem
experimentu nepodafil prokazat.
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CHANGES IN THE DEVELOPING SPERMATOZOA AFTER LONG - TERM
TREATMENT WITH LEAD ACETATE IN THE RABBIT

Milan Maretta, Elena Marettova

Department of anatomy and histology, University of veterinary medicine Kosice,
Komenského 73

Experimental investigations in animal treated with lead compounds revealed
changes in the seminiferous epithelium and in the endocrine function of the testis [Hildebrand
et al., 1973]. Some authors failed to demonstrate morphological changes in gonads of male
animals treated with lead compounds [Baratt et. al, 1989; Wenda-Rozewicka et al., 1996].
The purpose the this study was to establish the effects of lead on the developping
spermatozoa.

The experimental animals (n=6) were aloved to drink freely 1% aqueous solution
of lead acetate while the controls (n=6) drank distilled water. The duration of the
experiment lasted 80 days. For electron microscopic studie testes were cut into 1 mm
blocks and fixed in 2,5% glutaraldehyde in cacodylate buffer, pH 7.4 for 2 h at 4 °C and
postifixed in 1% OsO,. Dehydratation was carried out in acetone and embedded in
Durcupan medium. Ultrathin sections were contrasted with uranylacetate and lead citrate.

The testicles from animals in the controll group consisted of seminiferous
epithelium comprised of typical Sertoli cells and spermatogenic cell types at different
developmental stages.

Seminiferous epithelium from animals of the treated group exhibited distortion
in the general architecture. Concomitant with the first appearance of spermatids and
spermatozoa several structural differences from the normal were noted. Membrane
bounded vacuoles were conspicouous within the Sertoli cell cytoplasm. The vacuoles
contained a diffuse flocculent material and were often in contact or associated with Sertoli
cells. Their position within the tubule was variable, but most vacuoles were observed
lateral to or at the lunimal aspect of Sertoli cell. Spermatids located near the tubular lumen
exhibited vacuolated cytoplasm. The vacuoles, numerous Sertoli cell processes, and debris
suggest a disorganization of this portion of the tubule. Testicular morphology was highly
variable. This variability was noted in animals of the same age and in different areas of the
testis of the same animal. A cell or group of cells show signs of degeneration as they lie
among other viable cells. Some seminiferous tubules exhibites an essentially normal
morphology. The number of germ cells in the tubules was markedly decreased. Processes
of Sertoli cell cytoplasm did not completely fill the spaces between primary spermatocytes
and spermatids and appeared thin and atrophic. Sertoli cells ceontained heightened number
of lipid droplets and lysosmal elements. These findings support the conclusion that lead is
a potent testicular toxin.

C.L. Barrat, (et al.), Andrologia 21, (1989), 161-166

D.C. Hildebrand (et al.), Amer. J. Obstet. Gynec. 115, (1973), 1058-1065
L. Wenda-Rosewiczka (et.al.), Andrologia 28, (1996), 97-102
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STAVBA LAMINA PROPRIA SEMENNIKOV KRALIKA PO CHRONICKOM
POSOBENI OLOVA

Elena Marettova, Milan Maretta

Katedra anatomie a histologie, Univerzita veterindrskeho lekarstva KoSice, Komenského 73

Poznatky o uc¢inku olova na reproduként ¢innost’ pocetnych druhov zvierat st
vSeobecne zname. Zmenami je postihovand gametogenéza ako i podporné zlozky
semenotvornych kanalikov. V praci podavame pozorovania na Struktirach tvoriacich
lamina propria semennikov kralika.

Experimentalnym zvieratam (n=6) bol podavany v pitnej vode 1%-ny roztok
octanu olovnatého po dobu 80 dni. Odobraté vzorky semennikov boli fixované v 10%-
nom neutralnom formole. Pre elektromikroskopické $tiidium vzorky boli fixované v 2,5%-
nom glutaraldehyde v 0.1 M kakodylatovom pufri, pH 7.4, 2 hodiny pri 4 °C a v 1%
OsO4. Po odvodneni v stipajucom rade aceténu vzorky boli zaliate do Durcupanu.
Ultratenké rezy boli ofarbené uranylacetatom a citratom olova.

Lamina propria kralikov kontrolnej skupiny (Obr. 1) pozostava zamorfnej
zlozky, vlaknitych Struktir a bunkovych elementov. Jej hrubka sa pohybuje od 0.3 — 0.4
um. VIaknité Struktary s zastiipené kolagénovymi vlaknami zatial’ ¢o bunkové elementy
zastupuju myofibroblasty a endotelidlne bunky lymfatickych a krvnych kapilar.

U experimentalnych zvierat (Obr. 2) neboli pozorované vyrazné zmeny
v zastupeni uvedenych Struktar. Zistené zmeny sa prejavovali v lokdlnom pomnozeni
kolagénovych vlaken a ich rozlicnom usporiadani. Lamina basalis vykazovala lokalne
zhrubnutie a invaginaciu smerom k semenotvornym kanalikom. V myoepitelidlnych
bunkach sme pozorovali zvySenie intracytoplazmatickych vakuél. Okrem uvedenych
zmien bola zaznamenana zvySena pritomnost’ makrofdgov a zmeny v povrchovom reliéfe
steny lymfatickych kapilar.
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VYSKYT ELEKTRONOVODENZNYCH GRANUL PRI EXPERIMENTALNEJ
DIABETICKEJ NEUROPATII

Ochodnicka, E., Ochodnicky, M.*, Belej, K., Fusekova, E., Boselova, L.

Ustav histolégie a embryolégie, JLFUK, Mala hora 4, SK-036 01 Martin, e-mail:
histology@jfmed.uniba.sk.*I. Internd klinika, JLF UK, Kollarova 2, 036 59 Martin

Dlhodoby diabetes mellitus vedie u ¢loveka k poskodeniu periférneho nervu a
k naslednym klinickym tazkostiam [1,3]. Je vel'mi malo informécii o morfologickom
podklade vcasnej neurologickej poruchy u ludi, pre etické a technické problémy
s vykonanim biopsie nervu u chorych bez klinickych prejavov nervového ochorenia. Preto
Stadium periférneho nervu pri experimentdlnom diabetes mellitus moze prispiet’
k objasneniu hlavne v€asnych morfologickych zmien pri diabetickej neuropatii [2,5,6].

V nasom experimente sme pouzili dospelych samcov potkana bieleho kmena
Wistar. Diabetes mellitus sme vyvolali podanim intraperitoneélnej injekcie streptozotocinu
a nechali sme zvierata prezivat 4, 8, 14 tyzdiiov bez lie¢by inzulinom. Periférny nerv sme
spracovali beznou metodikou pre elektronovi mikroskopiu.

Pri hodnoteni prie¢nych a pozdiznych rezov periférneho nervu diabetickych
potkanov sme sledovali vyskyt denznych granil po 4, 8, 14 tyzdioch trvania diabetu.
Granuly, ktoré sme v naSom materiali nachadzali su zhodné s morfologickym popisom
granul glykogénu. Pretoze sme priamu chemickt identifikaciu granularneho materialu
nerobili, nazyvame granuly glykogénu podobné alebo elektronovo denzné. V axénoch
myelinizovanych nervovych vlédkien diabetickych zvierat sme nachadzali zhluky
elektronovodenznych granil, obklopenych membranou. Ich velkost' a pocet sa zvySoval
s dizkou trvania diabetu. Po 14 tyzdiioch trvania diabetes mellitus boli agregaty granul
také velké, 7e vypliali skoro cely axén, ktory v niektorych pripadoch az deformovali.
Casto sa na okraji agregitov nachadzali zbytky membran, ktoré pripominali kristy
mitochondrii. Iné zhluky elektronovodenznych granul boli obklopené len jednoduchou
membranou a neobsahovali zvysky membranovych Struktar. Ohrani¢ujiica membrana bola
u niektorych zhlukov prerusena, takze niekol’ko granul sa potom nachadzalo roztrisenych
v axoplazme. Axéony u kontrolnych zvierat takéto agregaty neobsahovali.
Elektronovodenzné granuly sme vnaSom materidli pozorovali aj v cytoplazme
Schwannovych buniek. Tu sa nachadzali volne roztrasené v skupinkach, ale bez
ohranicujtiicej membrany.

U nelieceného diabetes mellitus su zname poruchy glykogénového metabolizmu.
Membranou obklopené granula glykogénu, pritomné pri neuropatiach, sa pravdepodobne
hromadia vo vonkajSich kompartmentoch mitochondrii. Hromadenie glykogénu
v mitochondriach je najskor nasledkom defektu v oxidativnom spracovani glukézy
v diabetickych nervoch [4]. Niektoré zhluky granil, ktoré sme nachddzali v axénoch, boli
obklopené len jednoduchou membranou a membranové zbytky sme v nich nepozorovali.
To by svedCilo pre hromadenie granul aj vhladkom endoplazmatickom retikule.
Schwannove bunky maji podstatny vyznam pre udrzanie fyziologickej funkcie axénu aj
myelinovej pos$vy. Hromadenie glykogénu podobnych grantl vich cytoplazme by
nasvedcovalo pre_pritomnost’ metabolickej poruchy aj v tychto bunkach [7].

Za najpravdepodobnejsiu pric¢inu hromadenia elektronovodenznych glykogénu
podobnych granul v myelinizovanych vldknach perifémeho nervu povazujeme
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hyperglykémiou vyvolané odchylky v metabolizme neurénov a Schwannovych buniek.
Domnievame sa, ze nemozno ani vylucit moznost, ze velké depozity granul, ktoré
deformuju axon, mézu byt prekazkou axonového transportu. Tym by mohli prispievat’
k rozvoju funkénych a morfologickych zmien myelinizovanych nervovych vlakien pri
experimentalnom diabetes mellitus potkanov.

[1] Greene D. A. (et al), Diabetes Care 15 (1992), 1902-1925
[2] Hounson L. (et al), Clin. Neurosci. 4; 6 (1997), 380-389
[3] Nathan D. M., N. Engl. J. Med. 328 (1993), 1676-1685
[4] Sima A. A. F. (et al), Acta Neuropathol. 58 (1982), 39-47
[5] Sima A. A. F. (et al), Clin. Neurosci. 4; 6 (1997), 359-364
[6] Thomas P. K., Can. J. Neurol. Sci. 19 (1992), 1-7

[7] Yagihashi S., Diabetes Metab. Rev. 11 (1995), 193-225
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A NOVEL STEREOLOGICAL EVALUATION OF COLOCALIZATION
PATTERNS USING DOUBLE IMMUNOGOLD LABELLING: A STUDY ON DNA
REPLICATION

Anatolij A. Philimonenko'”, Jif{ Janagek®, Ivan Krekule” and Pavel Hozak'

IDepartment of Cell Ultrastructure & Molecular Biology, Institute of Experimental
Medicine, Academy of Sciences of the Czech Republic, Vidernska 1083, 142 20, Prague 4 -
Kré, Czech Republic; e-mail: hozak@biomed.cas.cz; 2Deparl‘ment of Biomathematics,
Institute of Physiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Videnska 1083, 142
20, Prague 4 - Kré, Czech Republic, e-mail: janacek@biomed.cas.cz; 3 Institute of
Cytology and Genetics; Academy of Sciences of Russia, Siberian Division, Lavrentjeva 10,
630090, Novosibirsk, Russia

DNA replication in cells takes place in foci scattered throughout the
nucleoplasm. We have characterised the replicating foci and their dynamics in
synchronised mid S-phase HeLa cells. Permeabilized cells were allowed to elongate
nascent DNA chains in the presence of biotin-dUTP, and the replicating foci were then
identified in ultrathin sections using immunogold labelling of the incorporated biotin. We
have then screened a variety of proteins to see which are present in the mid-S phase foci.
Double immunogold labellings were used, and the digital images were investigated by
stereological and statistical approaches.

Random images of nuclear sections were inspected and the co-ordinates of all
gold particles were recordered using a macro developed for LUCIA (LIM) image-
processing software. In order to analyze the clustering of particles, the pair-correlation
function (PCF) was estimated. PCF is a statistical function describing how many times the
density of events (ie gold particles) differs from to the average density at a given distance
from a typical label (particle). If a clustering is present, it causes an increase in the density
of gold particles in the neighborhood of a typical particle. To analyze the colocalization,
we calculated the pair cross-corelation function (PCCF) describing how the density of
labels of one type changes at some distance from a typical label of the second type. The
functions were estimated from all images of nuclei of each sample simultaneously. The
effect of image boundaries was corrected using the image window covariogram and
assuming stationarity of labels, which can cause some (assumingly low) bias because of
the non-random and non-stationary nature of sampling of label co-ordinates. Finally,
histograms of PCFs and PCCFs were constructed using the density-dependent width of
histogram bars. Confidence intervals (95%) were estimated by Monte-Carlo simulations of
Poisson processes with the density equal to that of the experimentally evaluated labels.
The estimation of cluster sizes was based on the rate of the exponential PCF decrease
down to PCF=1.

A set of experiments was performed for testing the novel stereological approach,
addressing the colocalization of various proteins in replicating foci. The presence of
following proteins in replicating foci was tested: 1), replicative proteins, 2), proteins that
may be involved in regulating DNA synthesis, 3), proteins involved in RNA processing,
4), proteins involved in calcium metabolism, and 5), other proteins. Typical results are
presented showing that the novel approach has a strong potential for providing new and
rigorously verified data.
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UNCOVERING THE SKELETAL STRUCTURES OF CELL NUCLEI: THE USE
OF RESINLESS SECTIONS

Vlada V. Philimonenko'”, Milada gpétovail and Pavel Hozak'

IDepartment of Cell Ultrastructure & Molecular Biology, Institute of Experimental
Medicine, Academy of Sciences of the Czech Republic, Videnska 1083, 142 20, Prague 4 -
Kr¢, Czech Republic, e-mail: hozak@biomed.cas.cz; *Institute of Cytology and Genetics,
Academy of Sciences of Russia, Siberian Division, Lavrentjeva 10, 630090, Novosibirsk,
Russia

During the last three decades, a large amount of data has been obtained, showing
that the cell nucleus is structurally highly organized and compartmentalized. An
underlying structure which could provide a basis for this organization was described - the
“nuclear matrix” or “nucleoskeleton”. Visualization of this structure faces considerable
difficulties because the cell nuclei are highly sensitive to experimental manipulations and
chromatin masses obscure the nucleoskeleton. Another problem is that filamentous
networks cannot be properly visualized in conventional ultrathin sections.

In order to overcome these difficulties and to eliminate the possible structural
artefacts, we have developed a new combined method allowing the visualization of the
nucleoskeleton in more physiological conditions. The cells are first embedded in agarose
beads, permeabilised in “physiological” buffer (PB), the DNA is then cut by enzymes, and
the obscuring chromatin is removed. Three modifications of this relatively gentle
technique were tested, using HeLa cells. The first consists of permeabilization of cells with
0.2% Triton X-100, digestion of DNA with EcoRI and Hae III with subsequent
electroelution of chromatin fragments. About 95 % of total chromatin can be removed
from the nuclei by this procedure and the nuclei retained the capability to replicate and
transcribe. The other two protocols involve DNA digestion with DNase I after
permeabilization (with or without a subsequent prefixation with 2% formaldehyde), and
removal of chromatin fragments by extensive washing in PB. After removal of the
chromatin according to either of the three protocols, cells were fixed in 2.5%
glutaraldehyde, dehydrated and embedded in diethylglycoldistearate (DGD). Semi-thin
sections (500-600 nm thick) were prepared, DGD was dissolved, and the sections were
critical-point dried and observed under the electron microscope. In all cases, the
appearance of the resulting nucleoskeleton was similar, though the degree of preservation
differed. The nucleoskeleton visualized by these techniques consists of nuclear lamina,
nucleolar remnants, and an inner fibrogranular network comprising "core filaments"
mostly covered with granular material referred to as "the diffuse nucleoskeleton".

We then tested if the nucleoskeleton is a stable structure or a transient
transcription-dependent structure as suggested in some papers. A treatment with various
transcription inhibitors was used and the ultrastructure of the nucleoskeleton was then
assessed. Incubation for various periods of time with alpha-amanitin, actinomycin D and
DRB had no dramatic effect on the morphology of nucleoskeleton. Our data suggest that
the nucleoskeleton is a permanent structure of the cell nucleus and it's stability does not
depend on the ongoing DNA transcription.
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VYUZITIE ELEKTRONOVEJ MIKROSKOPIE PRI APLIKACII ROZMEROV
ACIKULARNYCH MINERALOV NA ICH GENEZU A POTENCIALNE
ENVIRONMENTALNE RIZIKO

Jozef Stankovi¢, Eva Samajové, Ivan Kraus

Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského, Mlynska dolina, 842 15 Bratislava
stankovic@fns.uniba.sk

S réznymi aplikaciami tvarov a foriem mineralov sa stretdvame v geologickej
lieratire pomerne &asto. Najéastejiie byva vyuzivany vztah dizky a Sirky minerdlu &i uz
akcesorického, napr. zirkonu [1, 2, 3, 4, 5], ale aj takych, ktoré mdézeme oznacit' ako
horninotvorné, resp. loziskotvorné, napr. illit, kaolinit, halloyzit, zeolity, chryzotil a pod.
[6,7, 8, 9].

V naej praci ktori sme riedili ramci grantu VEGA MS SR ¢&. 1/5234/98
(Elektronovo-optické metédy v mineraldgii prirodnych materidlov na environmentalne
ohrozenych oblastiach Slovenska) sa blizSie zmienime o aplikdciach, ktoré tento vztah
posudzuju a zameriavaju sa na rdzne pretiahle, ihlickovité a vlaknité, resp. acikularne tvary
minerdlov, ktorym sa venvala zvySena pozornost nielen vzhladom na aplikaciu ich
morfologického charakteru na podmienky formovania, $truktirnej usporiadanosti, obsahu
vol'nej vody, mechanizmu dorastania a vyzrievania, pripadnej redepozicie atd’. [6, 7], ale
aj ich pripadného dopadu na podmienky zivotného prostredia [9, 10, 11].

V pripade halloyzitu aplikdcia EM v $tadiu ich foriem tvarov umoznila vytvorit’
obraz o morfologickej variabilite a indikovat’ existenciu niektorych vztahov medzi tvarom
Castic a Struktirnym usporiadanim [7; 12].

Tvar a rozmery Castic ihlicovitych a vlaknitych minerdlov su povazované za
dolezité charakteristiky pri tivahach o ich efekte na zdravie, t.j. ich dopadu na Zivotné
prostredie. V litratire sa konvenéne pripuita [11], ze dizka Gastic nad 8 pm a ich priemer
pod 1 pm najviac koreluje s ich toxicitou a preto reprezentuji potencidlne
environmentalne riziko. Pre kategoriu vztahu dizky verzus Sirka takychto mineralov sa
zavadza [9; 10] index vlaknitosti a z neho interpretovany sklon regresnej krivky je
$pecificky pre kazdy sledovany mineral: chryzotil, tremolit, wollastonit, riebeckit,
krokydolit, amosit, mordenit.
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CHARAKTERISTIKA ZLATA NA ZRUDNENIACH V ZAPADNYCH
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V ramci grantu VEGA MS SR ¢&. 1/5234/98 (Elektronovo-optické metody v
mineralogii prirodnych materidlov na environmentélne ohrozenych oblastiach Slovenska)
sa sledovali vzorky sulfidickych mineralov z haldového materidlu niektorych banskych a
prieskumnych diel, ktoré st mimo prevadzky uz niekol’ko desatroci. Oxidacné procesy na
tychto minerdloch a ich biodegradacia zapriCinuju vznik povlakov a sekundarnych
produktov, pricom sa vSak zachovavaju reliktné Struktiry povodnej mineralizacie. Tieto
nasledné procesy a vyluhy z hald su zaroven spété s negativnou acidifikaciou zivotného
prostredia a byvaju sucastou ekologickych havarii na mnohych lokalitach [1; 2; 3; 4; 5].

Na vyskum sa pouzili nabrusy rudnych vzoriek v ramci ktorych pri stadiu v
odrazenom svetle sa zistila v mineralnej paragenéze pritomnost’ zlata. Po iprave (pokoveni
uhlikom) sa pristapilo k ich analyzovaniu na EM Jeol 840 metddou WDS za podmienok:
urychlovacie napitia 20 kV, pride 12 nA a pouzitia Standardov: Au (rydzie zlato), Ag
(rydzie striebro), Cu (rydzia med’), Fe (kovové Zelezo), Bi (rydzi bizmut), Te (rydzi telur),
Sb (rydzi antimén), Hg (rumelka).

Takto ziskané vysledky sa porovnali s obdobnymi udajmi v literature, pricom sa
potvrdilo, Ze jednotlivé inkluzie zlata v roznych mineralnych asociaciach si zachovavaju
svoje povodné chemické zlozenie napriek vyraznej deStrukcii okolitych mineralov. Tato
vlastnost’ sa preukazala jednak u zlatiniek s vysokou rydzostiou, ktoré s charakteristické
pre jadrové pohoria ZK [6; 7; 8; 9; 14], ale aj pre zlato s vy$§im obsahom Ag, typické pre
mladsie sulfidické Stadium a oblast’ neovulkanitov [10; 11; 12; 13; 15] ako aj pre zlatinky
7o sedimentov [6].
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SROVNANI UCINKU CHOLINERGNI STIMULACE NA SEKRECNI
ELEMENTY TRACHEY A TERMINALNICH BRONCHIOLU

Jiti Uhlik, Vaclava Konradova, Ludék Vajner, Jarmila Zocova

Ustav histologie a embryologie 2. LF UK, V tvalu 84, 150 06, Praha 5 - Motol
e-mail jiri.uhlik@Ifmotol.cuni.cz

Cholinergni stimulace je jednim z hlavnich mechanismti ovliviiujicich funkci
sekre¢nich bunék v dychacich cestach. V experimentu jsme proto srovnali reakci
poharkovych bun¢k v epitelu trachey a Clara bunék v epitelu terminalnich bronchiolti na
celkovou aplikaci acetylcholinu.

Experimentalnim kralikim jsme podali intravenézné bud’ 0,1 mg, nebo 0,5 mg
acetylcholinu a material pro elektronoveé mikroskopické vySetieni jsme odebirali 5 nebo 20
minut po aplikaci zkoumané latky. Pro kvantitativni hodnoceni vysledki jsme uzili nase
metody hodnoceni funkéniho stavu poharkovych a Clara bunék.

Aplikace acetylcholinu stimulovala poharkové buriky epitelu trachey k vydavani
sekretu a urychlovala mechanismus jejich sekrece. Po aplikaci mensi davky acetylcholinu
mél prubeh reakce prolongovangjsi charakter a maximalni stimulace poharkovych bun¢k
bylo dosazeno az za 20 minut po aplikaci. Nadmérné stimulované buiky se po urychleném
vyprazdnéni sekretu jiz vétSinou nezapojovaly do dalSich sekre¢nich cykld, ale
degenerovaly a byly z epitelu vylucovany. 20 minut po aplikaci vyssi davky acetylcholinu
jsme pozorovali v epitelu trachey znamky masivni diferenciace novych sekrecnich
elementll. V epitelu se zménila distribuce poharkovych bunék a objevily se zde ve
zvySeném poctu Casné faze diferencujicich se sekre¢nich bunck.

V epitelu terminalnich bronchiolti byly po aplikaci vétsi davky acetylcholinu
vprvni fazi hlavnim nalezem projevy patologické alterace cytoplazmy Clara bunck.
Pozorovali jsme predevsim dilataci tubuli hladkého endoplazmatického retikula, jez byla
v jednotlivych bunkach rizné vyrazni. Buiniky nebyly stimulovany k vydavani sekretu,
granula byla v cytoplazmé spiSe stiadana. Po dalSich 15 minutach od aplikace vétsi davky
acetylcholinu jsme pozorovali zietelné znamky stimulace Clara bunck k vyluCovani
sekretu. Pouze dvé tfetiny Clara bunék obsahovaly v cytoplazmé sekreéni granula. Znamky
poskozeni cytoplazmy pietrvaly, byly vSak mirnéj§i a jevily tendenci k reparaci. Po
aplikace mensi davky acetylcholinu jsme zaznamenali mensi rozsah projevii patologické
alterace cytoplazmy i niz§i stupen stimulace sekre¢ni aktivity Clara bunc¢k. Ani v jedné
experimentalni skupiné jsme nepozorovali znamky proliferace Clara bunék.

Nase pozorovani dokumentuji odlisnou reakci sekre¢nich elementti trachey a
terminalnich bronchiolti na cholinergni stimulaci. Zatimco poharkové bunky v epitelu
trachey reagovaly na podani acetylcholinu urychlenou stimulaci k vylu¢ovani sekretu,
degeneraci a naslednou hyperplasii, v epitelu terminalnich bronchiolti dominovala v prvni
fazi alterace cytoplazmy Clara bun€k spojend se zpomalenim vyprazdiovani sekretu a az
pozdéji dochazelo k nepfili§ intenzivnimu urychleni sekrece.
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METHODS OF BIOLOGICAL SPECIMEN PREPARATION FOR SEM
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In recent time a number of techniques enabling us preparation of biological
specimens for SEM is available. We would like to remember you the old-fashioned rule
that sometimes it is possible to reach good results even in very simple way.

Direct air-drying of wet samples can be used only for some rigid biological
specimen. Nation [1] described rapid and simple procedure using hexamethyldisilazane
(HMDS) followed by air-drying. We used similar method based on processing of various
biological specimens in dimethoxypropane (DMP) followed by air-drying [2,3]. We
applied our method to unfixed or fixed specimens placed in diluted DMP (mixture of 1
part of DMP acidified with 5 ul of concentrated HC1 per 100 ml of DMP with 3 parts of
absolute ethanol) for 30 minutes. DMP dehydrated specimens by a chemical way. Then
the specimens were placed in pure DMP for 15 minutes and leaved to desiccate on air. We
have applied this method to various animals and their tissues. Results obtained with DMP
are sometimes comparable with those obtained with HMDS, sometimes HMDS revealed
better preservation of the shape. Air-drying from DMP like as HMDS is quick and
inexpensive method suitable for some biological specimens.

We have reached very good results with old and forgotten method, which we
have simplified. Small metal block cooled for 20-30 minutes in liquid nitrogen has been
located on polystyrene plate under binocular microscope. Small biological specimens
were placed on the surface of the block where they frozen immediately. Then they were
freeze-cracked by cutting them with cooled razor blades with mounted cork to prevent
your fingers from damage. Fractured pieces of tissues were put into 70% ethanol at
laboratory temperature and then dehydrated in 96% and absolute ethanol, acetone and
CPD. Results were surprisingly good often resembling more precise cryomethods.

Removal of epoxy resin from the semithin sections by alcoholic KOH or NaOH
has been used by various authors. That simple method expose embedded tissue for better
staining or expose epitopes for immunogold techniques and also is useful for anatomic
study, because resin embedding fix three-dimensional arrangement of body components.
Dissolving of resin from previously pre-cutted blocks followed by CPD and gold coating
could reveal many anatomical details even in very composite organs. Control of the whole
dissolving procedure is possible: it could be stopped by absolute ethanol. Some artifacts
could arise due to removal of some sensitive components as well as due to minor changes
of volume during dissolving/drying.

[1] Nation J L., 1983 Stain Technol. 58, 347

[2] Weyda F., 1992: In:Bailey G.W., Bentley J. and Small J.A. (eds): Proc.50™ Annu.
Meeting of the EMSA, Boston, 760.

[3] Weyda F., Nebesarova J., 1994, Proc. 13" Int. Congr. El. Microsc., Paris, 933.
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RASTROVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE NEVODIVYCH VZORKU
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Pii energii primarnich elektronti v desitkach keV je vytézek emitovanych
elektronti vyrazné mensi nez jednotka a podstatna ¢ast dopadajiciho naboje zistava ve
vzorku. Ve vodivém vzorku tak vznikd proud vzorkem, v nevodivém setrvava naboj
lokalizovan u primarni stopy a jeho pole ma destruktivni u¢inek na trajektorie primarnich i
emitovanych elektronli a povrchovym vybojem muize ohrozit citlivé ¢asti piistroje. Proto
jsou nevodivé vzorky pro pozorovani v . REM napoustény nebo pokryvany vodivymi
latkami, ackoliv velmi zaddouci by bylo pozorovat je v ptivodnim stavu.

Obvykla kiivka energiové zavislosti celkové emise elektronti protind na tzv.
kritickych energiich dvakrat jednotkovou troven. Vyssi z téchto energii, obvykle v oblasti
jednotek keV, se nastavuje automaticky: Je-li napfiklad na pocatku energie vyssi nez
kritickd, pak se povrch nabiji zaporné a postupné vznikajici pole snizuje energii dopadu
elektronti do té miry, az je na kritické energii dosazeno nabojové rovnovahy. Tento proces
se ovSem projevi zavislosti celkového proudu emitovanych elektroni na case. Vyuziti
kritickych energii pro zobrazeni nevodivych vzorkl je nasnad€, problematické je ovsem
kritickou energii nalézt. Pivodni metoda zjistovani kritické energie na zakladé Casové
zavislosti obrazového signalu z dosud neosvétleného bodu [1] umoznila pfistoupit k
vyvoji rutinniho postupu zobrazovani nevodivych vzorkd.

Metoda je zavisla na pocitaovém fizeni polohy primarniho svazku, sbéru
obrazovych dat a predpéti vzorku, ktery hraje roli katody v katodové Colce, v niz je
primarni svazek brzdén na zvolenou energii dopadu bez vyznamné zmeény rozliseni obrazu
[2]. Casovy vyvoj celkového proudu emitovanych elektrond, detekovaného na anodé
katodové Cocky, je registrovan v fadé prednastavenych bodd. Nabijeci kiivky jsou poté
integrovany vzhledem k tirovni svych asymptotickych hodnot a postupné jsou vylucovany
zavislosti nejvice se lisici od primérné. Primérny integral je povazovan za Umérny
velikosti vzniklého povrchového naboje a tedy i vzdalenosti od kritické energie. V
uzaviené pocitatem fizené smycce je postupné kritickd energie vyhledana a pouzita k
sejmuti obrazu dosud nevyuzité ¢asti zorného pole. Tento postup [3,4] umoznuje rutinné
sejmout obraz nevodivého vzorku vykazujiciho jednu kritickou energii anebo vice
navzajem blizkych hodnot, jak tomu ¢asto byva u preparati z biomedicinské oblasti.

Bude prezentovan soucasny stav vyvoje metody véetné piikladd vyrazné
heterogennich vzorkd, jejichz rozptyl kritickych energii neumoziluje sejmout obraz
nezatizeny vlivem povrchového naboje. Pro vétSinu preparati je vSak timto piedkladan
velmi efektivni postup zobrazeni nevodivého povrchu.

[1
[2
3
[4

L.Frank, I.Miillerova, Proc. ICEM13, Paris 1994, Vol. 1, 139.

[.Miillerova, L.Frank, Scanning 15 (1993), 193.

L.Frank, M.Zadrazil, [.Miillerova, Mikrochimica Acta [Suppl.] 13 (1996), 289.
M.Zadrazil, L.Frank, I.Miillerova, Proc. ICEM 14, Cancun 1998, in print.
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PORQVNANI' }JLTRASTRUKTURNiCH ZMEN BUNF]K KOMARA Culex sitiens
PO PUSOBENI DVOU VYSOCE PURIFIKOVANYCH MAKROTETROLIDU

Zdengk Ziikal, Jaroslav Weiser” a Josef Jizba®

IMikrobiologicky tistav AV CR, Praha, 2Entomologick)5 tistav AV CR, Ceské Budéjovice a
Laborator bioaktivnich produktii, Praha; zizka@biomed.cas.cz

Utinky makrotetrolidii na ultrastrukturu bunék a tkani byly studovany zejména
jako vliv smési aktivnich latek (monaktin, dinaktin, trinaktin a stopy tetranaktinu) na larvy
komara Culex pipiens [1,2] a na samice rozto¢e Tetranychus urticae [3]. V této praci
porovname Ucinky c¢istého monaktinu a tetranaktinu na buniky a tkan¢ larev komara C.
sitiens.

Produkéni kmen Streptomyces griseus byl kultivovan v bankach na mediu s
rozpustnym Skrobem a kukufi¢nym extraktem pfi 28°C po dobu 4 dnl. Mycelium bylo
extrahovano metanolem a chloroformem a ziskany produkt separovan sloupcovou
chromatografii. Frakce obsahujici monaktin a tetranaktin byly purifikovany
chromatograficky. K pokusiim byly pouzity larvy (Ls) koméra C. sitiens z laboratorniho
chovu, na které bylo pisobeno monaktinem nebo tetranaktinem v konecné koncentraci 0,5
mg/mL po dobu 24 hod. Larvy (v¢etné kontrolnich) byly fixovany 3% glutaraldehydem v
kakodylatovém pufru (1 hod. pfi 40C), postfixovany 1% OsO4 (4 hod. pfi 40C) a po
odvodnéni zality do Vestopalu W. Ultratenké fezy kontrastované uranylacetaitem a
citratem olova byly prohlizeny v elektronovych mikroskopech Philips CM 100 (planfilm
Kodak 4489) a Philips EM 300 (desky ORWO EU-2).

Pti studiu ultrastruktury jsme se zaméfili zejména na zmeény ve svalové tkani
komafich larev. Chromatin v jadrech se shlukuje do blokl pfi jaderné membrané, které
v pfipadé monaktinu jsou mensi, a dale dochdzi ke vzniku drobné&jSich granul v zéné
kolem jadérka, které je zvétSené a kulovité na rozdil od Casto se vyskytujiciho ¢lenitého
jadérka po plisobeni tetranaktinu. Diference jsou také v morfologii jaderné membrany, kde
po pusobeni tetranaktinu dochdzi ke znacné dilataci perinuklearniho prostoru.
Mitochondrie se vyznacuji v obou ptipadech nepravidelnym tvarem, dilataci, kristolyzou a
po pusobeni monaktinu né€kdy navic dochazi i ke hromadéni elektrondensnich granul v
matrix. Sarkoplasmatické retikulum se v obou pifipadech vyznacuje dilataci, snizenim
density a nékdy i rozpadem do vesikuld. Podobné i cytoplasma v obou piipadech vykazuje
znacny ubytek ribosomtl a tim i snizeni density. Svalové fibrily po plisobeni monaktinu i
tetranaktinu jsou znacné neusporadané zejména v [-zon€ a maji Casto nepravidelnou Z-
linii. Nejmarkantnéj$im rozdilem je hromadéni kontrastniho barviva pii pfipravé preparati
pro elektronovy mikroskop v anizotropni z6né po pisobeni tetranaktinu.

[1] Zizka Z., Weiser J., Blumauerova M., Jizba J., Cytobios 58 (1989), 85.

[2] Zizka Z., Folia Microbiol. 43 (1998), 7.

[3] Zizka Z., Pelc R., Jizba ., Kandybin N.V., Sergeeva M.V., Pesticide Biochem.
Physiol. 58 (1997), 165.
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