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Seznam zkratek

25-HCh 25-hydroxycholesterol
ATB antibiotikum
CD “cluster of differentiation* — povrchovy znak leukocyta

CI,MDP-lIp  dichlormethyl difosfonat ve formeé lipozomu

CR3 receptor pro komplement typ 3

CSF faktor stimulujici kolonie

DC dendriticka buika

EAO experimentalni autoimunitni orchitida
EDS ethyl-dimethylsulfonat

EK experimentalni kryptorchismus

FSH folikuly stimulujici hormon

GIT gastro-intestinalni trakt

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytli a makrofaga

hCG lidsky choriogonadotropin

HE hematoxylin - eozin

ICAM-1 intracelularni adhezivni molekula
IFN-y interferon

IGFBP-3 protein vazici inzulinu podobny ristovy faktor
IL-1 interleukin 1

IS imunitni systém

LB Leydigovy bunky

LH luteiniza¢ni hormon

LIF faktor inhibujici leukémii

LPS lipopolysacharid — bakterialni endotoxin



MC zirna bunka
MCP-1 monocyty piitahujici protein
MDF od makrofagii odvozeny faktor

Mpoc™ mikrodispergovana oxidovana celuldza

MF makrofagy

MHC-II hlavni histokompatibilni komplex tfidy 2
MIF faktor inhibujici migraci makrofagu
NK piirozeny zabijec¢

NO oxid dusnaty

PMB peritubuldrni myoidni buiiky

ROI’s reaktivni kyslikaté intermediaty
ROS reaktivni kyslikaté slouceniny

SB Sertoliho buniky

Tof-p transformuyjici rastovy faktor
TLR’s “toll — like* receptory

TMF testikularni makrofagy

Tnf-a tumor nekrotizujici faktor

TnfR1 receptor pro Tnf

TP toluidin - pyronin

tPA tkanovy aktivator plazminogenu

VCAM-1 vaskularni adhezivni molekula
7B zarodecné bunky

7T zeleny trichrom



Abstrakt. V této studii jsme studovali zmény zarode&ného epitelu potkana Wistar po

aplikaci MDOC™ ve formé& gelu na hrot experimentdlnd poranéného varlete.
Experiment trval dvanact dni. Délka operovanych varlat nebyla v porovnani
s kontrolami vyznamné snizena. Objevili jsme vyznamnou degeneraci zarodecného
epitelu. V lumen tubuli se nachazely apoptotické a mnohojaderné bunky. Pocetné
populace testikularnich makrofagi vykazovaly znamky fagocytarni ¢innosti. Pozorovaly
jsme buniky Langhansova typu. V apikalni ¢asti varlete se objevila vyznamna loziskova

infiltrace bunkami imunitniho systému, kterd méla charakter chronického zanétu. Tyto

vrwe



Abstract. We had studied changes of Wistar rat germinal epithelium after aplication

MDOC™ in the form of gel applied to experimentaly injured testicular peak. Our
experiment had lasted for twelve days. Operated testicles was not reduced in size
significantly compared with controls. There were apoptotic and multinuclear cells in
seminiferous tubules. We recorded numerous populations of testicular macrophages and
their phagocytic character. There were also Langhans giant cells. We observed
significant infiltration of immune system cells in the apical part of operated testicles in
CTM

focal way. Infiltration showed character of chronical inflammation. MDO probably

caused these changes by its chemotactic effects.



1. Cil rigorozni prace.
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Ptipravky na bazi oxidované celuldézy pouzivané k zastavé krvaceni a prevenci
pooperacnich adhezi jsou znamy jiz po néjakou dobu. Pro potieby I¢kaiské veédy je
nutné zkoumat mechanizmy, kterymi ptisobi na organizmus.

Na Katedie biologickych a Iékafskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy probihaji jiz fadu let experimenty na modelovych poskozenich zarode¢ného
epitelu samct laboratornich potkanii. Ma piedchozi prace, ktera byla primarn¢ zamétena
na studium apoptotickych zmén zarodecného epitelu potkana béhem experimentalniho
kryptorchismu, byla navic obohacena o aplikaci MDOC™, Vysledky byly ptekvapujici,
ukazovaly na interferenci této latky simunitnim systtmem a do jisté miry
pfedznamenaly smér dalSiho vyzkumu.

Tato prace ma za cil popsat obraz zmén vyvolanych lokélnim hemostyptikem

MDOC™ ve formé gelu na testikularni tka.
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2. Teoreticka Cast
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2. 1. Vztah imunitniho systému a testikularni tkané.

2.1.1. Varle jako imunitné privilegovana struktura.

Ke strukturam, kde funguje imunitni systém ve zvlaStnim rezimu
(imunotolerance), se fadi pfedni o¢ni komora, mozek, pregnantni déloha a varle. Ve
varleti dochéazi v obdobi puberty k tvorbé zralych spermatozoi, jejichz proteiny jsou
imunogenni. V intersticidlnim kompartmentu funguji mechanismy, které chrani
zarodecné bunky pred autoimunitni atakou. Ty dokonce zabranuji odhojeni §tépu
cizorodé tkan¢, jak ukazuje tada experimentli. Imunotolerance byla dlouhou dobu
vysvétlovana pouze existenci hemato-testikularni bariéry. Jeji integrita ovSem neni
konstantni, navic byla prokdzdna imunogenicita preleptotennich zarode¢nych bunék vné
bariéry. Mezi dal§i faktory podporujici imunotoleranci lze zafadit produkci
protizanétlivych cytokint bunikami IS a somatickymi bunikami, dale sniZenou schopnost
testikularnich makrofagti podpofit zanétlivou reakci, defekt v aktivaci lymfocytd T a
tlumivé ucinky androgenti na produkci zanétlivych cytokini. Také je diskutovana uloha
testikularnich DC a MC.»*343

OvSem tyto mechanismy nejsou schopny za urcitych podminek zamezit
zanétlivé reakci. U Cloveka je zanét reprodukéniho traktu vyznamny etiologicky faktor
neplodnosti. Zatimco symptomatickd orchitida zapfi¢inénd bakteridlni nebo virovou

v

infekei (nejvyznamngjsi je virus piiusnic) je méné Castd, asymptomaticky zanét ma u
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infertilnich muzt prevalenci vyssi. Biopsie varlat neplodnych muzi odhali zanétlivé
infiltraty a granulomy kolem pifimych tubulti a i v rete testis. Déle jsou zasazeny i
vyvodni tubuly a nadvarle, mize dojit az nekr6zam. U neplodnych muzt také Casto
nachazime protispermiové protilatky v ejakulatu a v krvi. Mimo infekéni pficiny byva
Vv anamnéze vasektomie, Uraz, torze, nador varlete, dale se uvadi cysticka fibroza a
expozice (ZB) cestou GIT. K vyvolani zanétu se v experimentech pouziva aktivni

imunizace testikularni tkani, nebo podani specifickych lymfocyti T (EAO — viz. nize).

2,37

2. 1. 2. Buiiky imunitniho systému ve varleti.

Velka vétSina udaji pochazi z experimentti na hlodavcich.

Testikularni makrofagy.

AZ 25% z intersticialnich bunék varlete u savci jsou makrofagy. Predstavuji
zhruba 80% vSech leukocytl ve varleti a vykazuji mnoho pro MF typickych znaki: Fc
receptorem zprosttedkovana fagocytoza, receptor MHC II, receptor pro komplement,
sekrece cytotoxickych molekul, adherence ke sklenénym povrchiim atd. U potkant jsou
MF kulového tvaru s vroubkovanym jadrem, najdeme zde pocetné lysozomy,
polymorficka rezidudlni téliska, mikrovili a cytoplazmatické vacky. Dlouhé filopodie a
lamelopodie vybihaji z povrchu MF do lymfatického prostoru. NejzajimavejSim
ultrastrukturdlnim znakem jsou prstovité vybézky. Tyto struktury existuji v mistech, kde

jsou MF a LB v pifimém kontaktu. Jsou slozené z dlouhych vybézkt LB, které jsou
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vsunuty do opouzdienych jamek v MF. U potkana se vybézky tvoii tésné pied
pubertoy 89111213

Populace testikularnich MF neni homogenni, Ize ji rozd¢€lit pomoci protilatek
ED1 a ED2 na tii typy. MF ED1'ED2", ED1'ED2" a ED1'ED2" . Prvni typ reprezentuji
cirkulujici monocyty a “nové pfichozi” MF, které maji pravdépodobné na starosti
zanétlivou odpoveéd (demonstrovana schopnost prezentovat antigen). Druhy typ je
piechodny (“nové ptichozi” MF se postupné méni) a tieti typ piedstavuje rezidentni MF
(okolo 85%), které produkuji velké mnozstvi TGF-8 a pfispivaji spiSe k imunotoleranci.
Populace TMF je udrZzovéna vice proliferaci (mit6zou) nez migraci zvenci a pozitivné
reaguje na podavani hCG. 012141520

Ptitomnost testikuldrnich MF je nezbytnd pro normalni funkce a vyvoj LB.
Transgenni potkani s nizkym poctem MF vykazuji malé hladiny testosteronu a

snizenou fertilitu. Pokud jsou ovSem TMF aktivované béhem zanétlivych
procest (experimentalné pomoci LPS, ¢i kolagendzy), je steroidogeneze téZ inhibovéna.
D¢je se tak pomoci produkce cytokinii TMF jako NO, IL-1 a TNF-a, které tlumi expresi
genu pro steroidogenezi a produkce nékterych ROS, které poskozuji mitochondrie
| B o1216

Makrofagy, a to nejen testikularni, syntetizuji 25-hydroxycholesterol (MDF).
Ten, produkovany TMF, je nejcastéji pfeméinovan na testosteron, ale pusobi i jako
signalni molekula, napt. brzdi rist naddorovych buné¢k, ¢i zvysSuje akumulaci iontt
vapniku v hladké svaloving. Byla prokazana negativni zpétna vazba mezi produkci
testosteronu a produkei 25-HCh.’

Za podminek EAO dochazi ksilnému zvySeni jak prozanétlivych tak

rezidentnich TMF. Pokud je potkaniim podavan EDS k selektivni destrukci LB, dochézi

k vyznamnému poklesu TMF (po pfechodném mirném zvySeni), a to i v ptipadé, ze je
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suplementovan testosteron. Po znovuobjeveni LB se vraci TMF k normélnim poctim.
LB (ale ne testosteron) jsou proto dtilezité pro existenci MF ve varleti.®*"®

Byla vSak také popsana nezbytnost TMF pro vyvoj LB. Ve své studii provedli
Gaytan a kol. selektivni depleci TMF pomoci CI;MDP-lp u potkanti rizného stari.
Injikace paty, desaty a patnacty den staii zpusobila vyznamnou inhibici vyvoje LB.
Normalni vyvoj byl nastolen az po znovuosidleni varlete MF. Dale byl v experimentu
pouzit hCG, jehoz podavani zpusobilo 7krat vyssi nartist poctu LB v testes obsahujici
MF a zadny nartst v testes bez MF. Toto pozorovani ukazuje na zprostfedkovatelskou
ulohu TMF v pasobeni hCG na LB v postnatalnim vyvoji, TMF slouzi pravdépodobné
jako skladist¢ gonadotropinu. Ve varleti bez TMF (opét pomoci Cl,MDP-lp) je také
znemoznéna normalni diferenciace LB z jejich prekurzorl (u varlat dospélych potkanti
po podani EDS), jak ukazuje dalsi studie Gaytan a kol 184924

Ovlivnéni po¢tu TMF zarode¢nymi buitkami neni pravdépodobné. Za podminek
experimentalniho kryptorchismu (deplece zarode¢nych bunck) nedochdzi ke zméndm

V poctu TMF.}%

Jak jiZz bylo zminé€no, TMF lze experimentilné (in vivo) aktivovat pomoci
kolagenazy, ¢i LPS. Jejich schopnost produkovat prozanétlivé cytokiny je vSak
Vv porovnani s MF z peritonea alterovana, jak ukazuji ve své studii Kern a kol. (pouzili
LPs).t

Bryniarski a kol. uvadéji vyssi hladiny produkce cytokini (TNF-a, IL-6, -10 ,-
12) u peritonealnich MF v porovnani s TMF za normdlnich podminek. Po podani
kolagenazy vzroste produkce cytokini vice u TMF. TMF vSak produkuji méné ROI’s,
Z ¢ehoz autofi usuzuji na sméfovani imunitni odpovédi ve varleti spiSe k humoralni

kaskadg.?
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Hedger a kol. popisuji zvySenou (400krat) produkci MCP-1 testikularnimi
bunikami (LB, peritubularni buiiky aj.) jako odpovéd’ na LPS. MCP-1 stimuluje nartst
poctu TMF.?

Zajimavé udaje pochazeji se studie Zipara a kol. Ta zkoumala pfitomnost TLR’s
na mySich Sertoliho bunkach. Pfitomnost receptorii byla prokézéana, navic jejich
obsazeni spustilo produkci MCP-1. Data indikuji zapojeni Sertoliho bunék v imunitni
odpovédi.23

Déle byla nalezena spojitost mezi hormony hypofyzy a TMF. Potkani,
kterym bylo provedeno odstranéni hypofyzy, vykazovali vyznamné snizeni poltu a
velikosti TMF, LB nebyly tak citelné zasazeny. Po podani folitropinu a lutropinu doslo
k signifikantnimu nardstu poctu TMF 2

Huang a kol. zaznamenali prolaktinem zprosttedkované (u potkand
s hyperprolaktinémii) zvySeni produkce TNF-o v TMF, které vedlo ke snizeni produkce
testosteronu LB.%

Rodriguez zkoumal poskozeni kontralateralniho varlete pii experimentélni
testikularni torzi. TMF zde indukovaly apoptézu zarode¢nych bunék produkei TNF-0.

Dulezité poznatky ptfindsi studie Frungieri a kol. zaméfend na hodnoceni TMF
neplodnych muzi. Makrofagy exprimuji geny pro IL-1 a TNF-a a jsou lokalizovany jak
V intersticiu tak ve sténé tubulti a dokonce v lumen tubulti. U muza trpicich “Sertoli cell
only* a “germ cell arrest™ syndromem vzrostl celkovy pocet TMF dvojnasobné. U vsech

neplodnych muzii byl zfetelny posun TMF z intersticia do lumen tubuli.?’
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Lymfocyty ve varleti.

B-lymfocyty se ve varleti za normalnich okolnosti nevyskytuji, pouze pfi
zanétu.”

Lymfocyty T se vyskytuji v testes potkanti i ¢loveéka a zaujimaji zde asi 10 az
20% bunék IS. V kontrastu ke krevnimu feéisti, kde prevladaji regulatorni CD4" T
buiiky, ve varleti hraji prim cytotoxické CD8" T buiiky a NK buiiky. CD8" T lymfocyty
jsou primarn¢ zodpovédny za ochranu proti virové infekci a za protinddorovou ochranu.
NK buiikky maji potencial produkovat IFN-y a ovliviiovat tak TMF, zvySuji expresi
MHC II na TMF a také produkci prozanétlivych cytokinll. Pfi experimentalni depleci
LB se snizuje pomé&r CD8" k CD4". U neplodnych muzi bylo prokazino zvyseni poétu
T lymfocyti’l.5’8’10’28

Ziparo a kol. demonstruji schopnost Sertoliho bunék tlumit proliferaci T
lymfocytu. Aktivované periferni B a T lymfocyty exprimuji molekulu PD-1; pokud je
na ni navazan ligand PD-L1, dochazi k inhibici proliferace. Sekrece PD-L1 Sertoliho
buitkami pomaha udrzovat imunotoleranci testes.”

Ke zndmym mechanizmiim navozeni imunotolerance patii zajisté také systém
Fas/Fasl. Receptor Fas (téz Apo-1 ¢i CD95) po navazani svého ligandu (Fasl) spousti
signalni kaskadu vedouci k programované bunééné smrti — apoptoéze. Nékteré bunky IS
exprimuji (inducibiln€) obé molekuly. Existuje hypotéza vysvétlujici imunotoleranci ve
varleti interakci autoreaktivnich T lymfocytl nesoucich na svém povrchu Fas a
Sertoliho bun€k nesoucich Fasl. Ta se vSak ukazuje jako chybnd, protoZe T buiky a
Sertoliho buiiky spolu na normalnich okolnosti neptichdzeji do kontaktu. Navic Allesio
a kol. nepotvrdili pfitomnost Fasl na SB, pouze na zralych spermatozoich.3’6

Ve své studii Hedger a kol. hodnotili vztah T lymfocyti a prostiedi

testikularniho intersticia. Neprokdzali signifikantni zménu v intenzité tlumivych G€inkt

18



intersticia na T lymfocyty v souvislosti se zménami hladin hypofyzarnich hormont ani

funkci LB.?®

Dendritické bunky

U potkanii, mysi i clovéka jsou ve varleti relativné mald mnozstvi dendritickych
bunék. Jejich vyznam vSak rozhodné neni zanedbatelny, prezentace autoantigenu
(Iymfocytim T) hraje diilezitou roli v rozvoji autoimunity. Po navozeni EAO je pocet
DC zvySen (zlistavaji vSak v intersticiu), naristd u nich produkce cytokint a jejich

receptord, také schopnost stimulovat T buiiky je Vy§§i.5‘29‘30

Mastocvyty (zirné bunky)

Ve varleti (Clovek, potkan,pes) se vyskytuji za normalnich okolnosti pouze mala
mnozstvi MC. Jejich aktivita je inhibovana Leydigovymi builkkami (byla nalezena
negativni zpétnd vazba mezi MC a testosteronem, pozitivni mezi MC a estradiolem).
Podavani 1écivych piipravki, které stabilizuji MC se ukazuje jako pifinosné pro 1écbu
nékterych typt neplodnosti.S’10

Fijak a kol. zaznamenali desetindsobné zvySeni poctu MC, jejich ¢asteCnou
degranulaci a lokalizaci v celém intersticidlnim kompartmentu pii EAO u potkana.32

Ve své studii prokazali Roaiah a kol. dvé populace MC (intersticialni a
peritubularni) u pacientii s azoospermii. Pacienti trpici “Sertoli cell only* a “germ cell
arrest“ syndromem vykazovali signifikantni nariist poéu MC v obou skupinach.*®

MC jsou pravdépodobné zapojeny do indukce apoptodzy cestou TNF-a/TNFR1 3
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Neutrofily.

Neutrofily jsou pfitomny ve varleti pouze za patologickych podminek. Patii sem
infekce a zéanét, nékteré nadory, testikuldrni torze, hormonalni 1écba, poskozeni

varlete.>*°

2. 1. 3. Cytokiny.

Cytokiny (a ristové faktory) jsou polypeptidy produkované mnoha druhy bunck
imunitniho i neimunitniho ptivodu. Plsobi auto-, ¢i parakrinné a hraji dalezitou ulohu
Vv testikularnim prostredi. Je s podivem, ze varle obsahuje takové cytokiny a v takovych
koncentracich, které by v jinych tkanich zptisobily zanétlivou reakci. Patii sem napt. IL-
1, IL-6, TNF, IFN-y, LIF a SCF. Ve varleti jsou produkovany bunkami IS, Sertoliho
buikami, Leydigovymi a peritubuldrnimi bunkami, spermatogoniemi a dal§imi
zarodeénymi bunikami. Cytokiny fidi rGzné testikularni funkce, naptiklad proliferaci
zarode¢nych bunek. Za patologickych podminek IS pomoci cytokinii reguluje imunitni
odpovéd’, coz ma negativni dopad na spermatogenezi.5’34

Rodina IL-1 zahrnuje dva ligandy IL-la (membranové vazany) a IL-1P
(sekretovan ven z bungk) a receptorového antagonistu IL-1ra. IL-1 je produkovén ve
varleti TMF, LB, SB (konstitutivni produkce IL-1a), zarode¢nymi buiikami. Je
zajimavé, Ze po experimentalni depleci ZB dojde k vymizeni IL-1 ze Sertoliho bunék.
IL-1 ma mnoho efektl zprostiedkovanych receptory IL-1R1 a IL-1RII. Podle vice studii
inhibuje 1L-1 bazalni a LH/hCG-stimulovanou produkci testosteronu LB. Naproti tomu

IL-1B (produkovan stimulovanymi TMF) podporuje proliferaci prepubertalnich LB.

Déle ptisobi (IL-1a) jako rtstovy faktor SB a podporuje téz riist zarode¢nych bunék.

20



Béhem zanétlivych procesti zaznamenavame ve varleti jeho zvySenou produkei. IL-1
zanét podporuje napf. proliferaci lymfocyti pfes zvySenou tvorbu IL-2

v T-buiikach. 33>

TNF-a je za fyziologickych podminek produkovan ZB (zejména kulovymi
spermatidami). Pasobi pies receptory TNFR1 a TNFR2, které jsou na SB a LB.
V zarodecném epitelu podporuje spermatogenezi stimulaci hladin transferinu a
laktatdehydrogenazy. V nizkych hladinach pusobi proti apoptdze ZB; pokud jsou jeho
hladiny zvySeny béhem patologickych procestu (prozanétlivy efekt), apoptozu spousti.
Ma vyznamny parakrinni efekt na SB, podporuje zde tvorbu IL-1a, IL-6, ¢i IGFBP-3.
TNF-a je zapojen v doCasné restrukturalizaci tésnych spojii a umoziuje tak prichod
zarodecnych bunck béhem spermatogeneze. Chronicky piivod tohoto cytokinu zplsobi
ztratu ZB. 33037

TNF-a (stejné jako IL-1, IFN-y a LPS) zplsobuje in vitro narist ICAM-1 a
VCAM-1 u potkanich SB, coz jsou molekuly specificky vazici lymfocyty. Stejné
cytokiny a LPS stimuluji tvorbu také NO v Sertoliho bunkach. V intersticiu zpusobuje
TNF-a pokles hladiny testosteronu.>*

Produkce IL-6 je ve varleti (LB a SB) podminéna zanétlivymi impulzy (stimuluji
pomoci TNF-a a IL-1). IL-6 sam zanét podporuje (je to nejucinnéjsi aktivator B a T

lymfocytt), stimuluje vSak také proliferaci SB a jejich tvorbu transferinu. >34

LIF je strukturadlné¢ podobny IL-6 a je produkovdn zejména peritubuldrnimi

buitkami. LIF ma proliferacni a antiapoptoticky vliv na ZB, ale zfejmé hraje urcitou roli

i v intersticiu. 3
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Uloha SCF a jeho receptoru c-kit ve varleti je kliova pro primordialni
spermatogonie (kmenové bunky v testes, typ Ap). Mutace cytokinu nebo receptoru
zpusobi infertilitu ztratou schopnosti migrace, proliferace a schopnosti déleni téchto

spermato gonii.34

Interferony mizeme rozdélit na tfi hlavni typy: IFN o,B (produkovéan nékterymi
buiitkami napadenymi virem) a y (produkovan aktivovanymi lymfocyty a NK). Ve
varleti probihd nepretrzitd produkce IFN-y Casnymi spermatidami, dal§i tvorba je
vyprovokované virovou infekci. IFN-a je produkovan (prikkaz in vitro) SB a PMB.
Receptory se nachazeji na SB a LB. IFN-y tlumi steroidogenezi v LB, jeho
experimentalni pfivod vede ke ztraté hmotnosti varlat. Podavani pacientim trpicim
orchitidou zpusobenou virem piiusnic mé lécebny efekt. Ziparo a kol. nalezli zvySenou
expresi PD-L1 (viz vyse) a dokonce objeveni se MHC tiidy 11 u mysich SB po podani
IFN-y, 43538

TGF-a a B jsou rustové faktory pritomné ve varleti. TGF-a Plsobi zejména na

Y L

TMF (viz vyse).Tento cytokin piisobi stejn€ jako TNF-o (viz vySe) a testosteron pfi
restrukturalizaci tésnych spojii hematotestikularni bariéry.gﬂ"&_”41

Vyznamnym regulatorem imunologické homeostazy jak za fyziologickych tak
za patologickych podminek je systém Fas/Fasl (viz vySe). Experimentdlni podavani
TNF-a a/nebo IFN-y zvySuje expresi Fas.?

Ziparo a kol. pozorovali zvyseni po¢tu ICAM-1, VCAM-1 a expresi ICAM-2 po
kultivaci Sertoliho bunék s TNF-a, LPS, ¢i INF-y. Prvni dva cytokiny také stimulovaly

SB ktvorbé IL-6. Tato studie dokazuje souvislost mezi SB a buikami IS

zprostiedkovanou cytokiny.39
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imunotolerance ve varleti. Hedger a kol. sledovali expresi cytokint i jejich mRNA ve
varleti potkana po podani LPS a porovnavali s expresi v jatrech (kontrola) . Exprese
prozanétlivych IL-1p a TNF-a byla v porovnani s kontrolni tkdni nizsi, naopak tvorba
kontrole vysoké hladiny a to i bez stimulace LPS. Tyto dva cytokiny tlumi mnoho
prozanétlivych procestt zprostiedkovanych MF a lymfocyty, zejména produkci a
pusobent jejich cytokind.

U IL-1B a TGF-B byla prokazana pouze jejich inaktivni forma, coZ ukazuje na
testikularni regulaci cytokint jak na transkrip¢ni tak na postranslaéni trovni.

Kern a kol. zjistili podobné hladiny cytokinti IL-1, TNF-a a IL-6 u testikuldrnich
I peritonedlnich MF. OvSem tvorba GM-CSF (pravdépodobné tlumi zéanétlivou
odpovéd) byla u TMF osmkrat vy$si. Podani LPS zasadné nezvysilo hladiny cytokinii u
TMF (na rozdil od peritoneélnich), zato byl zaznamenéan pokles GM-CSF ctytikrat. Az
podavani LPS v kombinaci s IFN-y zvysilo hladiny IL-1, TNF-o a IL-6 u TMF."

Aktivin a inhibin jsou glykopeptidy,které jsou ve varleti produkovany Sertoliho

tlumivé na sekreci FSH, aktivin ji naopak podporuje, uplatiiuje se zde negativni zpétna
vazba. Aktivin vykazuje jak stimula¢ni tak inhibi¢ni vliv na bunky zarode¢ného epitelu.
Hedger a kol. prokazali zpétnovazebny tlumivy vliv aktivinu A na hladiny IL-1 a IL-6
ve varleti potkana za podminek normalni spermatogeneze 1 zéanétu.*?

MIF je od lymfocyth odvozeny faktor, ktery vykazuje pocetné regulacni u¢inky
na MF, zvySuje naptiklad jejich akumulaci v misté zanétu. LB produkuji MIF
konstitutivné a je to pravdépodobné jeden z mechanizmii, jakym udrzuji pfislusny pocet

MF v testes. Experimentalné snizuje MIF hladiny inhibinu, coz ukazuje na jeho
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parakrinni roli v regulaci SB. Hedger a kol. hovoii ve své studii o esencialni roli tohoto
cytokinu. Po experimentalni depleci LB totiz téméf okamzité pievzaly tvorbu MIF
Sertoliho buiiky.*®*

M-CSF a MCP-1(viz vyse) se také podileji na udrzeni populace MF ve varleti.
Sekrece MCP-1 je vysoka pfi zanétlivych stimulech a byla lokalizovana v SB, LB, PMB
a “nove¢ prichozich” MF (viz vyse). MCP-1 je zodpovédny za ptichod novych monocytii

do varlat.?>?
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2. 2. Nékteré zmény souvisejici s testikularnim poskozenim.

Existuje cela fada modeld, na kterych mtizeme popsat zmény ukazujici na
poskozeni varlete. Patii sem experimentdlni autoimunni zanét, kryptorchismus,

ischemie/reperfuze varlete, poranéni, podani toxickych latek, hormonalni deprivace aj.

Béhem experimentdlniho kryptorchismu dochazi vlivem tepelného stresu
K postupné degeneraci zarodeéného epitelu. Typicka je masivni ztrata zarodeénych
bunék a jejich uvolilovani do Iumen semenotvorného kanalku. Objevuji se
mnohojaderné spermatidy, jadra jsou pokroucend a chromatin dezorganizovany.
V téchto bunikach jsou také rozsifeny cytoplazmatické intercelularni miistky a rozruSen
systém mikrotubul. Vyzravani spermatid je zastaveno. Pozdni spermatidy muzeme
nalézt u baze Sertoliho buné€k, patrnd je také vakuolizace epitelu. Snizeni poctu SB
nepiiznivé ovliviiuje hemato-testikularni bariéru, dochazi k redukei fibril tésnych spoji.
Leydigovy bunky byly pozorovany hypertrofické. Mizeme pozorovat apoptotické
bunky. Ztrata ZB je ddna jak apoptézou tak odluovanim, formaci mnohojadernych
obfich spermatid. K dalS$im znakiim degenerace patfi také ukladani kapének lipidi do
SB. Je zde redukce priméri semenotvornych kanalki a také snizeni hmotnosti varlete.

Z hlediska hladin hormonti dochazi pti EK ke zvySeni plazmatickych hladin
FSH (aZ dvojnasobn¢) a LH (aZ trojnasobn¢), k postupnému zvySovani plazmatickych
hladin estrogentli, plazmaticky testosteron je nezménén, ale klesa jeho koncentrace
Vv intersticialni testikularni tekutiné a byla prokdzana snizena tvorba Leydigovymi

butikami in vitro, &5 66:67. 74
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U kryptorchickych pacient dochazi k ¢aste¢né (zrala stadia ZB), ¢i Gplné ztraté
zarode¢nych bun¢k a tato zména koreluje s poSkozenim hemato-testikularni bariéry. Pii
absenci ZB vykazuji Sertoliho buiikky znaky nezralosti (ovalné jadro, jedno malé
jadérko). Tésné spoje mezi SB jsou zde pokroucené, preruSované a casto kolmé
k bazalni membrané. Pokud je zachovana ¢asteéna produkce alespon nezralych ZB,
maji SB morfologické charakteristiky jako zralé, tésné spoje nejsou pierusované a

hemato-testikularni bariéra je kompetentni.”

Pfi experimentidlnim poranéni varlete tupym pfedmétem unilaterdlné popisuji
Srinivas a kol. vyrazné snizeni poc¢tu haploidnich bunék a to u obou varlat, pficemz
poranéné varle bylo postizeno vice. Sérové hladiny testosteronu byly niZ8i nez u
kontroly, naopak hladiny FSH a estradiolu byly vyssi. Hodnoty LH nebyly ovlivnény.
PoSkozeni epitelu je zplsobeno protispermiovymi protilatkami, proti poskozeni
zdravého varlete pusobi orchiektomie ipsilateralniho a podavani (:y1<losporinu.68’69

Ozka a kol. hodnotili poskozeni kontralateralniho varlete. V experimentu pouZili
jak skupinu potkand s tupym poranénim ipsilateralniho varlete, tak s trZznou ranou
(poskozena tunica albuginea). Ob& skupiny mély snizené hladiny inhibinu B.
Histologicka analyza prokéazala sniZeni Johnsonova skore (u obou varlat).”

Pfi unilateralnim poranéni varlat u muzu (stfelna, bodna a tupa poranéni) byly
také popsany nckteré markery. Patii sem zvySeni hladin FSH a LH a snizeni produkce
zralych spermii, pfipadné nalez protispermiovych protilatek u paciend, kteti podstoupili
orchiektomii. Pacienti, kterym bylo poSkozené varle zachranéno, nevykazovali zvlastni

odchylky ve sledovanych parametrech.71
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V experimentech s podavanim olova potkanim byl zjistén Skodlivy vliv na
zarodeCny epitel a zmény hladin nekterych hormonii. Dochazi k davkové zavislému
poklesu poctu zarode¢nych bunék (od spermatogonii po zralé spermatidy). Byla
pozorovana zvysSena vakuolizace SB. SniZzené hladiny plazmatického testosteronu (o
80%) ukazuji na poruSenou funkci LB. Také byly prokdzany snizené hladiny FSH a

LH.72'73

Dalsim modelem pro zkoumani testikularniho posSkozeni je expozice 2,5-
hexandionem. Tento toxicky diketon zpusobuje irreverzibilni testikularni atrofii.
Dochézi k vakuolizaci SB, snizeni tvorby tekutiny semenotvornych kanalki, k masivni
ztraté zarodecnych bunék apoptoézou i odlu¢ovanim. Polymeraci tubulinu SB je poruSen
transport zarodecnych bunék. Také byla popsédna zména tvorby SCF smérem k solubilni

y L .o . 76,77
formé (x membranova), coz poskozuje ZB.

Ftalaty jsou dlouho zndmy svoji Skodlivosti pro samc¢i reprodukcni systém.
Primérnim cilem toxicity jsou Sertoliho buriky. Je pfitomna vakuolizace SB, poruseni
jejich cytoskeletu, poskozeni funkce FSH receptorti. Vysledkem je apoptoza

, . g, 77
zarodec¢nych bunek.
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2. 3. Vlastnosti a pouziti polymerii glukozy a jejich derivatii.

2. 3. 1. p-glukany

B-glukan je chemické oznaceni polymeru B-glukézy. Polymery mtizeme délit dle
polohy glykosidové vazby.

(1->3)- B-D-glukany jsou intenzivné¢ studovany pro své imunostimulacni
vlastnosti. Nejaktivnéjsi jsou ty, které obsahuji postranni vétveni v poloze C6 (viz
Obr.1). Naptiklad schizophyllan (izolovan zhouby Schozophyllum commune) je
rozvétveny na kazdé tieti glukdzové jednotce a postranni vétev je tvorena (1->6)- B-D-

glukézovymi zbytky.*>*

CH.OH

@5“»

CH-0OH

C 0

OH N

OH

Obr. 1 Molekula p-glukanu.*
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(1->3)- B-D-glukany (dale jen PB-glukany) se nachazeji naptiklad v moiskych
fasach, bakteriich a obilovinach (zde obsahuji rovnéz glukézu vazanou B(1->4)), ovSem
nejcastéji jsou ziskdvany z bunécnych stén hub. Obecné je lze rozdé€lit na rozpustné a
nerozpustné ve vodé. Nejstudovanéjsimi B-glukany jsou lentinan, schyzophyllan,
grifolan a krestin.

Mezi hlavni imunofarmakologické vlastnosti B-glukanti patii zvySeni odolnosti
proti bakteridlnim, virovym, mykotickym a parazitdlnim onemocnénim, dalezity je vSak
také jejich protinadorovy efekt, #4548

Imunostimula¢ni u¢inek je zprostfedkovan fadou mechanizmii. Nejmarkantnéji
se projevuje zvysSeni fagocytarni a proliferativni Cinnosti fagocytl, zejména MF. B-
glukany s vy$$i molekulovou hmotnosti mohou byt MF fagocytovany, tato aktivace
vede k produkci cytokini (IL-6, INF-y,TNF-a a dalSich). Dilezité jsou interakce
B-glukant s receptory MF, patii sem receptory TLR-2, dectin-1, CR3, laktosylceramid a
pravdépodobné i dalsi. Navazani B-glukanu na receptory zplsobuje zvySeny pohyb MF
a jejich fagocytarni schopnost, degranulaci, tvorbu ROI’s a volnych radikald, tvorbu
cytokinti (interleukiny, interferon, GM-CSF). Dale dochdzi také k aktivaci bunék B a T.
Zajimavé je, ze aktivace lymfocytl probiha ve prospéch subpopulace Thl, coz svéd¢i o
protialergickém pusobeni B-glukant. B-glukany jsou také schopny piimo aktivovat NK
buiiky, 44547

Diulezité je, ze aktivace imunitnich mechanizmli smétfuje proti jakémukoli
pritomnému antigenu, mikroorganizmu ¢i nadorové bunce. V Japonsku jsou vyuzivany
fungélni B-glukany v 1écbé rakoviny klinicky, hovoii se o Gsp&$né 1écbé melanomu.
Vétsina dikazl o protinddorové aktivité se tyka lentinanu, krestinu a schizophyllanu,
vyuziva se také chemické modifikace jejich struktury (zejména pro lepsi rozpustnost ve

vod¢€). Dobrou ucinnost vykazuje kombinace [B-glukanu a klasické protinddoroveé
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terapie, navic existuji diikazy potvrzujici snizeni nezadoucich uc¢inkt antineoplastik pii
podéavani B-glukant. Tento efekt je pfisuzovan jejich antioxida¢nimu ptisobeni.
Protiinfek¢ni (zejména protibakteridlni) aktivita B-glukan byla prokdzéna na
fad¢ modelti. Lécba méla pozitivni efekt ve smyslu snizeni mortality a poklesu poctu
bakterii u zvifat infikovanych naptiklad Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium leprae, Streptococcus pneumoniae a dalSimi.
Lentinan vykazuje téZ protivirovou aktivitu u chiipkového viru, herpes viru, myxoviru a
dalgim.**
Opét se ukazuje benefit kombinace tradi¢ni antiinfekéni 1é¢by a B-glukanu.
K dal8im t¢inkim B-glukant patii zlepSeni hojeni ran, snizovani hladin glukézy
v krvi ¢i zlepSeni GIT potizi. B-glukan ziskany z obilovin (i vazby 1->4) poméha

snizovat hladiny krevniho i jaterniho cholesterolu.***°

2. 3. 2. Oxidované derivaty glukant

Cross a kol. popisuji ve své praci oxidaci B-glukanu ze Saccharomyces
cerevisiae, ktera zlepsila jeho rozpustnost ve vod¢. Oxidovany f-glukan si udrzel své
imunostimulaéni vlastnosti, které byly demonstrovany u T a B bunék a MF.%

B-glukany, kde je linearni ftetézec slozen 2z D-glukézy nebo 2-
deoxy-2-aminoglukézy vazbou 1->4, jsou nejrozsitengjsi pfirodni polysacharidy. Patii
sem celuldza, chitin a chitosan. Pokud nechame celuléozu oxidovat na C6, vznikne

polyglukuronova kyselina.
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Oxidovana regenerovana celul6za (obchodni nazvy Oxycel, Surgicel, Interceed
a jiné) je snad nejvice pouzivanym materidlem pro zastavu mistniho krvaceni (lokalni
hemostatikum).*

Béhem chirurgickych vykoni se k lokalni hemostaze pouziva elektrokoagulace
¢i ligace krvacejici cévy nebo prave lokalnich hemostatik, ktera jsou vhodna zejména u
tkani s difiznim charakterem krvaceni (mozek, jatra ledviny, slezina, plice). Pouzivaji
se preparaty obsahujici fibrin, trombin a kolagen (TachoSil), Zelatinové houby
(Spongostan), kostni vosk, kyanoakrylatova tkanova lepidla a oxidovana regenerovana
celuldza (dale jen oxidovana celuloza). Ta se prikladd pfimo na krvéacejici misto nebo
organ, po nasyceni krvi se méni na hnédou az ¢ernou rosolovitou hmotu, kterd pomaha
pfi tvorbé krevni sraZeniny a pfitom vyviji mirny tlak na krvacejici misto. Vyhodou je
biologickd vstiebatelnost, antimikrobni ucinek, schopnost vychytdvat volné radikaly.
Oxidovana celuloza se dale pouziva pro prevenci postoperacnich adhezi a v 1é¢bé ran.
Pro 1é¢bu ran byva v kombinaci s kolagenem, takova kryti mohou navic obsahovat
sttibrné ionty pusobici mikrobicidng ?0°1°#%3

Gago a kol. ve své studii prokdzali zvySeni produkce tPA u lidskych
mezotelidlnich bun¢k vystavenych plisobeni oxidované celuldzy in vitro. Diky tomu
doslo ke zvySeni fibrinolytické aktivity. Tento u¢inek se uplatiuje v neprospéch

postoperativnich adhezi.>*

Bylo prokazano sniZeni postoperativnich adhezi u Zen po laparoskopické
myomektomii, taktéZ sniZzeni adhezi po operativnich zakrocich na ovariich, nebo po

, , < (1ixr 7
zékrocich na déloze (oba dva kralic¢i model).ss"%’5
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Studie Spanglera a kol. potvrdila antimikrobni aktivitu oxidované celulézy in

vitro, a to proti ATB-rezistentnim bakteriim.*®

2.3.3.MDOC™

Mpoc™ je obchodni nézev pro mikrodispergovanou Ca**/Na’ sil kyseliny (1-
>4)-B-D-polyanhydroglukuronové (PAGA). Je vyrabéna firmou Alltracel Pharma Ltd.
(Dublin, Irsko) hydrolyzou oxidované celulozy (MDOC™ — mikrodispergovana

oxidovana celuloza).

o], e

n{1-p)

Obr.2 Chemicka struktura MDOC™. Nahodny kopolymer polyanhydroglukuronové

kyseliny a polyanhydroglukézy ve formé soli.”

Jedna se o bily amorfni praSek o molekulové hmotnosti od 50 do 200 kDa.
Latka je biokombatibilni, neutralni, vstfebatelné hemostyptikum, které se pouziva

’ v 1L I ’ I3 ’ 1
k zastav¢ kapilarniho a parenchymat6zniho krvaceni.”®

Jelinkova a kol. zkoumali imunostimulaéni vlastnosti MDOC™. Prokézali
stimulaci spontanni proliferace mySich splenocytii a lidskych bilych krvinek (in vitro).

Dale u téchto bunécnych kultur doslo ke zvyseni produkce TNF-a. In vivo MDOC™
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dokazala u mysi stimulovat buniky kostni dfené, krevni monocyty a lymfocyty B.
Stimulace mysich splenocyta MDOC™ byla téméf souméiitelnd se stimulaci pomoci
LPS.*

Pecka a kol. zkoumali vliv riiznych iontd v molekule PAGA (MDOC™) na
jeji schopnost snizovat pocet krevnich desticek v nesrdzlivé krvi. Nejvyraznéjsi vliv
vykazuji ionty vapenaté, zelezité ionty maji mirnéjsi u€inek a u hlinitych ionti je u€inek
zpozdén. Zavedenim sulfatové skupiny klesd vyznamné hemostatickd €innost PAGA.
Dale Pecka popisuje vliv organického kationtu (polybrenu), tvoiiciho s MDOC
intermolekularni komplexy, opét na snizeni poctu krevnich desticek. Sloucenina

nevykazovala ocekdvany hemostaticky efekt.®0®

Nanovlakno

Nanospider™ je patentovana technologie vyvinutdi Technickou Univerzitou
v Liberci (CR) na katedfe netkanych textilii, ktera umoziiuje produkci nanovlaknovych
textilii v primyslovém méftitku.
Tato metoda je Siroce pouZitelna pro vyrobu ultratenkych vladken z mnoha materialt
vcetné polymerd. K vyrobé vldken se pouziva elektrostatického pole o vysokém napéti
mezi kolektorem a kapilarou. Na konci kapilary tvoii kapky tekutého polymeru vlivem
napéti tzv. Taylortiv kuzel. KdyZ elektrické napéti pfekond povrchovou tenzi kapky,
vytryskne elektricky nabity praminek (nanovldkno) polymeru z vrcholu kuzele, pfi¢emz
dochazi k odpafovani rozpoustédla. Nanovldkna jsou zachycovana na rotujicim valci.
Jejich polomér se pohybuje od padesati do ti set nanometrt.

Technologii Nanospider ™ je vyrab&no nanovlakno MDOC™ (Nano-MDOC™).
Textilie pfipravena znanovldkna vykazuje dobry hemostaticky a antibakteridlni

efekt. 6263
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3. Material a metody.
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3. 1. Pokusna zvirata. aplikace MDOC™

Do experimentu byli zafazeni samci laboratornich potkanti Wistar, chovanych za
standardnich podminek ve vivariu FaF UK. Jednalo se o 5 zvifat, pokus byl proveden
dne 26. 11. 2008. Zvitata podstoupila operaci v celkové anestezii za pouziti piipravku
Narkamon Spofa v mnozstvi odpovidajici hmotnosti zvifat a jejich individualni
odpovédi. Subjektim jsme nafizli kiizi a svalovinu peritonea (cca 2cm) a premistili
varle do peritonea. Jednalo se o pravé varle, levé slouzilo jako kontralateralni kontrola.
Na operovaném varleti jsme provedli nastfizeni hrotu varlete, a potfeni tohoto hrotu
MDOC™ ve formé gelu LOT7180X. Poté jsme varle vratili do bfi$ni dutiny. Ranu jsme
zasili tfemi az Ctyfmi stehy Cut-gut. Jeden potkan podstoupil pouze slepou operaci,
kterd spocivala v roztizuti klize a svaloviny peritonea, pfesunu varlete do peritonea a

jeho opétovné navraceni do skrota.

3. 2. Odbér

Nejprve jsme zvifata zvazili. Poté jsme je usmrtili v exsikatoru piipravkem Ether
pro narcosi. Po jejich otevieni jsme odebrali varlata a nadvarlata. Varlata jsme zmé&fili

S ptesnosti na milimetry. Odbér probéhl 8. 12. 2008.
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3. 3. Zpracovani materialu

Materidl jsme zpracovali standardni metodou pro histologickou analyzu
svételnou mikroskopii. Pfi tomto experimentu bylo na prepardty pouZzito barveni
Hematoxylin-cozin (HE) a Zeleny trichrom (ZT). Nové byla pouzita metoda

polosilnych fezii.

3. 3. 1. Priprava epoxidovych pryskyric a barveni polosilnych fezi

Pryskyfice: EPON - DURKUPAN

EPON812......cccevinnennn. 2,5 ml (1 davka)............. 5 ml (2 davky)
Dmodry.........ooveennnn. S55mlocii 11 ml

D cerveny...........oennn LSmlo...oooooooiiiii, 3 ml
Dzluty.....oooovveviiiiinn.. 0.2mlii, 0,4 ml

D zeleny... pohyblivé slozka podle vlhkosti vzduchu v boxu”.

“0,12a70,35 na 1 davku.

Ptiprava musi probihat v digestofi, za pouZziti gumovych rukavic a pii vlhkosti

vzduchu maximalné 60%. Na jeden vzorek tkang je potieba 5 ml pryskyfice.
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Barveni polosilnych fezi:

Barvici roztok (TP) sestava ze 40 ml 1% toluidinové modfi, dale z 10 ml 1%
pyroninu a z 30 ml redestilované vody. Roztok musi byt nékolik dni odstaty, pied
pouzitim nutno zfiltrovat.

Na fezy napnuté na podloznim skli¢ku nakapeme barvici roztok. Zihame nad
plamenem 10 az 20 sekund, pak slijeme a oplachneme. Pak nakapeme na tfezy 50%

ethanol a nechame diferencovat, oplachneme. OsuSen¢ sklicko zamontujeme.

3. 4. Hodnoceni preparatu

Provedli jsme histologické vyhodnoceni fezli za pomoci mikroskopu Olympus

AX 70, kamery Pixelink PL-A642 a programu NIS-Elements AR 2.30.
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4. Vysledky
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4. 1. Makroskopické hodnoceni.

Namétené hodnoty hmotnosti pokusnych zvifat a rozmér jejich operovanych
varlat se po dvanactidennim pokusu pfili§ neli$i od kontroly. Zaznamenali jsme jen
mirny pokles délky operovanych varlat nékterych potkanti v porovnani
s kontralateralnimi varlaty a s varlaty slep€ operovaného potkana. Je titeba mit na zfeteli
interindividualni rozdily. Nalezli jsme hematomy na hrotu varlete a srusty. Podrobnéji

viz tabulka 2.

4. 2. Histologické hodnoceni.

Pti hodnoceni mikroskopickych preparatti vzorki odebranych z naseho pokusu
jsme se zaméfili zejména na zanctlivé zmeny testikularni tkdné€. VSimali jsme si poctu a
typt bunck, které souviseji se zanctlivym poskozenim a v neposledni fad¢ jsme také
hodnotili degenerativni zmény. (Vysledky jsme nakonec porovnali S témi, které jsme
odecetli v minulé praci tykajici se aplikace MDOC™ pii experimentalné navozeném

kryptorchismu’’. Fotodokumentace z obou experiment viz. Obrazova piiloha.)
Na preparatu varlete kontrolniho zvifete jsme pozorovali normalni

spermatogenezi v rtiznych stadiich cyklu zarode¢ného epitelu. Intersticium je v kontaktu

S kanalky a neni edematdzni. Obr. 1.
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Preparaty pochézejici od zvirat, kterym byla aplikovana MDOC™ ve formé gelu
ukazovaly rtizné stupné degenerace zarodeCného epitelu a rizné stupné infiltrace

bunkami IS.

Na Obr. 2 miizeme vidét intersticium bez zanétlivé infiltrace, je edematdzni.
Semenotvorné kanalky trpi vyraznou poruchou vyzravani zarodecnych bunck. Je zde
mnoho degenerujicich a non-dysjunk¢nich forem vyvojové tady zarode¢nych bunck

(mnohojaderné buiiky, apoptotické bunky, shluky eozinofilniho materialu).

V dal§im preparatu jsme pozorovali masivni infiltraci intersticia buiikami IS,
kterd byla zapfi¢inéna chemotaktickym pisobenim MDOC™. Infiltrace je loZiskova,
nachdzi se v apikdlni Casti varlete a je koncentrovdna zejména kolem cévniho feciste.
V jejim sousedstvi jsme zaznamenali rozséhlou degeneraci zarode¢ného epitelu kanalkl
zejména lymfocyty a makrofagy. Obr. 3. Na jinych preparatech jsme také pozorovali

zirné buiky a roz$ifeni semenotvornych kanalka.

V misté¢ poSkozeni tunica albuginea (experimentalné roztrzenim) dochdzi
k vyhfeznuti testikularni tkané. Je vidét masivni infiltrace tkané (kulatobunéény
infiltrat) a kompletni destrukce tubuldrnich struktur. Zanét ma chronicky asepticky

charakter, uvnitt kanalk je nekroticka tkan (eosinofilni — cervené zbarvenad). Obr. 4.

Diky preparatim zhotovenym jako polosilné fezy jsme doplnili celkovy obraz

zmén zarodeéného epitelu po testikularnim poskozeni a aplikaci MDOC™ o dalsi
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elementy monocyto-fagocytarniho systému. Jedna se o mnohojaderné bunky

Langhansova typu. Vyskytovaly se zejména v centralni ¢asti infiltrat. Obr. 5.

Makrofagy, které se dostaly do nitra tubulli, obsahuji lipidovy pigment jako

dasledek fagocytarni ¢innosti. Obr. 6.

Ve vzdalengjsich partiich od porusené tuniky jsme pozorovali pocetnou populaci
makrofagi, kterd se v neposSkozeném varleti nevyskytuje. Makrofagy nesly znadmky

fagocytarni ¢innosti, coZ se na fezech projevilo jako bilé bubliny uvniti MF.Obr 7.

Pti zkoumani preparatii nadvarlat pochdzejicich od poskozenych testes jsme
zaznamenali rozdilné obrazy. Bud’ byla jejich lumen téméz prazdna (Obr. 8), coz svédci
o tézké poruse spermatogeneze, nebo méla v lumen kromé zralych spermii jesté nezralé

bunécné elementy, coz svédsi o mirngjsi poruse.
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5. Diskuze
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Mpoc™ coby  mikrodispergovana  sodno-vdpenata  stl  kyseliny
polyanhydroglukuronové je oxidovanym derivatem celuldzy. Patii tedy do velké rodiny
B-glukanti. Mnohé z B-glukanti maji vyznamné imunomodula¢ni vlastnosti a kurativni
potencial. Je jisté piinosné hledat paralely mezi G&inky MDOC ™ a dalgimi B-glukany a
jejich derivaty.

Nativni B-glukany izolované naptiklad z hub nebo motskych tas stimuluji
imunitu v boji proti ¢etnym onemocnénim (bakterialni, virova, mykoticka, parazitarni,
nédorové).44’ 45,46

Jejich Uc¢inek je nejvice vyjadien stimulaci fagocytl, hlavné makrofagi.
Mechanizmem je interakce B-glukani s jejich receptory. Pies makrofagy dochazi ke
stimulaci B a T lymfocytt. B-glukany také ptimo aktivuji NK buriky. Takto stimulovana
imunita pak dokaZe bojovat proti pfitomnym antigentim.***>*’

Jako dal$i ucinky B-glukand jsou uvadény: snizeni hladiny krevni glukézy a

cholesterolu, zlepseni funkci GIT & hojeni ran.***°

Oxidované B-glukany maji dnes své nezastupitelné misto v chirurgii. Cross a
kol. demonstrovali imunostimulacni vlastnosti (na T a B lymfocytech) u oxidovaného f3-

il 49
glukanu z kvasinek.

Oxidovana celul6za je Siroce pouzivana jako mistni hemostatikum. Je
biologicky vstfebatelna, ma antimikrobni G€inek a schopnost vychytavat volné radikaly.
Déle se pouziva k prevenci postoperacnich adhezi a v 1€¢bé ran.> %23
Spangler a kol. popisuji antimikrobni aktivitu oxidované celuldzy in vitro proti

ATB rezistentnim bakteriim®®.
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Jelinkové a kol. zkoumali imunomodulaéni vlastnosti MDOC™ in vivo a in
vitro. Zjistili stimulaci proliferace lidskych leukocytii a mySich splenocytt in vitro a

CTM

jejich produkci TNF-a. U mysi in vivo mé¢la MDO stimula¢ni efekt na bunky kostni

dfené, krevni monocyty a lymfocyty B.%

Tnf-o stimuluje ve varleti tvorbu prozanétlivych IL-1, IL6, ICAM-1 a

VCAM-1.3%

V nasem experimentu jsme po dvanéctidennim pokusu s aplikaci MDOC™ ve
formé gelu potkaniim nalezli degenerativni zmény testikuldrni tkdné a jeji zénétlivou
infiltraci buiikami IS. Infiltrace je loZiskova s lokalizaci hlavné kolem cévniho fecisté
Vv apikalni ¢asti varlete a Ucastni se ji zejména lymfocyty a makrofagy. Nalezli jsme
také mastocyty a mnohojaderné buniky Langhansova typu.

V misté, kde doslo k vyhteznuti testikularni tkdné vné tunica albuginea, jsme
zaznamenali masivni infiltraci builkami IS a kompletni destrukci semenotvornych

kanalku.

V na§i minulé praci jsme aplikaci MDOC™ (intratestikularng) skombinovali
s navozenim experimentalniho  kryptorchismu. Kryptorchismus byl navozen
prestfihnutim gubernakula. V mikroskopickych preparatech jsme nalezli vyrazné vice
makrofagul, nez je obvyklé pti kryptorchismu samotném. Déle jsme pozorovali lozisko
(granulom) populace MF tésn¢ pod tunica albuginea, kde se nachazely i lymfocyty.
(Obr. 12) ™

Tato pozorovani vedou k zavéru, ze MDOC™ s vysokou pravdépodobnosti

plsobi chemotakticky na bunky IS.
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Makrotagy zaujimaji az 25% ze vSech intersticidlnich bun€k varlete a jsou
esencialni pro normalni funkce testes. Pii experimentalnim zanétu varlat jsou populace
makrofagii markantné zvétéeny.g'17

U muzu trpicich “Sertoli cell only” a “germ cell arrest” syndromem vzrostl dle
studie Frungieri a kol. pocet testikularnich makrofagli dvojnasobné. U vsSech
sledovanych neplodnych muzt byl zaznamenan posun TMF z intersticia smérem do

lumen kanalk.?’

Lymfocyty B se ve varleti vyskytuji pouze pfi zanétu. Na druhou stranu
lymfocyty T se vyskytuji ve varlatech potkant i ¢lovéka fyziologicky. U neplodnych
muzil bylo prokazano zvyseni poctu lymfocyti T.>8

Fijak a kol. zjistili desetindsobné zvySeni poctu mastocytl v intersticiu pii

. s 32
experimentalnim zanétu varlat u potkana.

PoSkozeni varlete miizeme zkoumat z hlediska riznych parametr (hormonalni,

histologické, histochemické, aj.) na fadé experimentalnich modelt.

Béhem experimentéalniho kryptorchismu dochazi ke ztrat€ zarode¢nych bunék
apoptozou a uvoliiovanim nezralych ZB do lumen kanalkti. Objevuji se mnohojaderné
spermatidy, intercelularni mistky, vakuolizace zarodecného epitelu, lipidické kapénky
v SB. Hematotestikularni bariéra je poruSena. Snizuje se pramér semenotvornych
kanalkd a hmotnost varlete.**®
Srinivas popisuje vyrazné snizeni poctu haploidnich bunék u experimentalniho

poranéni varlete potkana tupym pfedmétem.69
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Ozka a kol. hovoii o sniZzeni Johnsnova skore pii tupém i trzném poranéni

varlete u potkana.”

V naSem piedchozim experimentu s aplikaci MDOC™  za podminek
experimentalniho kryptorchismu (pfestfizeni gubernakula) jsme zaznamenali mnoho
degenerativnich zmén (Obr 9 az 14). Pro n¢€ hovoii uz samotna redukce hmotnosti a
délky operovanych varlat. U délky byla zjisténa redukce o 22,4%, u hmotnosti o 52,6%.
Po sedmidennim kryptorchismu jsme pozorovali jak téméf prazdné semenotvorné
kandlky, tak ty, které vykazovaly degenerovand stddia zdrodecnych bun€k. Degenerace
se projevila pyknozou jader a rozpadem (apoptdza), silnou eozinofilii cytoplazmy,
formaci mnohojadernych bunék. Také jsme nalezli kandlek s kompletné

desintegrovanou stavbou, kde nebyla zachovéana ani t&la Sertoliho bungk.”

V této praci nebylo potkanlim piestfizeno gubernakulum, varle tedy mohlo
Z dutiny bfiSni sestoupit do skrota a vliv teploty je tedy diskutabilni. Mirnéjsi vliv
teploty naznaCuje i niz§i Ubytek délky varlat v porovnani snaSim piedchozim
experimentem. Semenotvorné kanalky vykazovaly na histologickych preparatech
degenerativni zmény. Jednalo se o pfitomnost apoptotickych a mnohojadernych bunék,

¢1 shluky eozinofilniho materidlu.

Jak je zminéno vyse, MDOC™ je pravdépodobn¢ latkou, ktera puisobi
chemotakticky na bunky IS. Obraz zmén na zarode¢ném epitelu, jak jsme jej pozorovali
Vv této praci je odliSny od zmén nalezenych v experimentu pfedchozim. To je déano

rozdilnymi podminkami experimentt. Dalsi prace na tomto poli by mohly odhalit, jak
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jsou degenerativni zmény zarodec¢ného epitelu zavislé na aplika¢ni formeé MDOC™ a

zpusobu jejiho podani.
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6. Zaveér
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1. Sledovali jsme ucinky MDOC™  na testikularni tka potkana Wistar.
K dispozici jsme m¢li pét zvifat, ktera byla chovana za standardnich podminek
ve vivariu FaF UK. Operovani jedinci podstoupili piemisténi pravého varlete do
bfisni dutiny, nastfihnuti jeho hrotu a potfeni MDOC™ ve formé gelu. Levé
varle slouzilo jako kontralateralni kontrola. Paty potkan byl slepé operovan a

slouzil jako kontrola.

2. Dvanacty den byla zvifata usmrcena, byla odebrana varlata spolu s nadvarlaty,
zméfena a zpracovana standardni metodou pro histologickou analyzu svételnou
mikroskopii. Na hrotu operovanych varlat jsme nalezli hematomy a sristy.
Zaznamenali jsme jen mirny pokles délky operovanych varlat v porovnani

s kontrolami.

3. Histologické preparaty odhalily v porovnani s kontrolou vyznamnou poruchu
spermatogeneze, projevujici se jak apoptotickymi, tak mnohojadenymi
zarode¢nymi buitkami v semenotvornych kanélcich. Kandlky nadvarlat byly bud’
prazdné, nebo obsahovaly nezralé zarodecné builky. Na preparatech se objevily
pocetné populace testikularnich makrofagl nesouci znamky fagocytarni ¢innosti.
V apikalni Casti varlete byla nalezena masivni infiltrace bunikami imunitniho
systému, kterd méla charakter chronického zanétu. V misté, kde se testikularni
tkan dostala za tunica albuginea, doSlo k destrukci semenotvornych kanalk.

V operovanych varlatech se také objevily buniky Langhansova typu.
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4. MDOC™ ve forms gelu s vysokou pravdépodobnosti piisobi chemotakticky na
bunikky imunitniho systému lymfocyty, mastocyty a builky monocyto-

fagocytarniho systému.
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7. Prilohy
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7. 1. Tabulkova priloha

Tabulka 1. Hmotnosti potkanti pied operaci. 26. 11. 2008.

zvife 1 2 3 4 5
ozhacent H LP LZ PP pZ
zZvirete
hmotnost
zvitrete 240 260 260 280 240
[9]

Tabulka 2. Hmotnosti potkanti po operaci a makroskopické hodnoceni odebrané tkan¢.

8. 12. 2008
zvite 1 2 3 4 5(kontrola)
ozhacent H LP LZ PP pZ
zvirete
hmotnost
zvitete 340 300 360 380 320
[a]
délka varlete
operované 17 20 16 18 20
[mm]
délka varlete
kontrolni 21 20 20 21 20
[mm]
, velky
, rana
rana . hematom na
. zhojena,
, zhojena, .. ) hrotu hematom,
nalez ptirostla . B B
hematom na varlete, srast vaziva
hrana
hrotu varlete varle
varlete ” ,
ptirostlé
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Tabulka 3. Hmotnosti zvitat pied navozenim experimentalniho kryptorchismu. 8. 11.

20058,

zvife

oznaceni
zvifete

LP(kontrola)

PP

PZ

LZ

hmotnost
zvifete

[d]

385

395

335

395

375

Tabulka 4. Hmotnosti zvifat a makroskopické hodnoceni odebrané tkané po sedmi-

dennim experimentalnim kryptorchismu. 15. 11. 2005,

zvife

oznaceni
zvifete

H(uhynul)

LP(kontrola)

PP

PZ

LZ

hmotnost
zvirete

[a]

333

390

401

365

hmotnost
kryptor

chického

varlete [g]

0,8

1,1

0,8

hmotnost
skrotalniho
varlete [g]

1,6

1,8

1,9

1,6

délka
Kryptor
chického
varlete [mm]

19

18

18

délka
skrotalniho
varlete [mm]

23

23

25

23
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7. 2. Obrazova priloha

Seznam obrazku

Obrazek 1 Slep¢€ operovana kontrola, varle, ZT, zvétSeno 100x.
Obrazek 2 MDOC™ + poranéni, varle, ZT, zvétSeno 100x.
Obrazek 3 MDOC™ + poranéni, varle, HE, zvétSeno 200x.
Obrazek 4 MDOC™ + poranéni, varle, HE, zvétSeno 100x.
Obrazek 5 MDOC™ + poranéni, varle, TP, zvétSeno 200x.
Obrazek 6 MDOC™ + poranéni, varle, TP, zvétSeno 400x.
Obrazek 7 MDOC™ + poranéni, varle, TP, zvétseno 400x.
Obrazek 8 MDOC™ + poranéni, nadvarle, ZT, zvétseno 100x.
Obrazek 9 Kryptorchismus 7 dnd, varle, HE, zvétSeno 200x 8.
Obrazek 10 Kryptorchismus 7 dntl, varle, ZT, zvétSeno 400x 8.
Obrazek 11 Kryptorchismus 7 dntl, varle, ZT, zvétSeno 200x 8.
Obrazek 12 Kryptorchismus 7 dntl, varle, HE, zvétSeno 400x ",
Obrézek 13 Kryptorchismus 7 dntl, varle, HE, zvétSeno 200x 8,

Obrézek 14 Kryptorchismus 24 hodin, nadvarle, ZT, zvétSeno 200x 8,
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Obrazek 1. Varle, slepé operovana kontrola. ZT, zvétseno 100x. Probihd normalni

spermatogeneze v rtiznych stadiich zarodec¢ného epitelu.

Obrazek 2. Varle, MDOC™ + poranéni. ZT, zvétSeno 100x. Porucha vyzravani ZB.
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Obréazek 3. Varle, MDOC™ + poranéni. HE, zvétseno 200x. Degenerace zarode¢ného
epitelu a infiltrace intersticia.

R G TR AP O
4 7y | ade P

Obrazek 4. Varle, MDOC™ + poranéni. HE, zvétSeno 100x. Masivni infiltrace buitkami

IS, nekroza kanalkli. Vlevo nahote tunica albuginea.
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Obrézek 5. Varle, MDOC™ + poranéni. TP, zvétieno 200x. Zde pozorujeme

mnohojaderné buiiky Langhansova typu.

Obrézek 6. Varle, MDOC™ + poranéni. TP, zvétieno 400x. Patrné jsou makrofagy

s fagocytovanym lipidovym materialem.
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Obrazek 7. Varle, MDOC™ + poranéni. TP, zvétseno 400x. Velky pocet MF pod tunica

albuginea.

Obrazek 8. Nadvarle, MDOC™ + poranéni. ZT, zvétSeno 100x. Kandlky nadvarlete bez

zérodecnych bunék.
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Obrazek 9. Varle, kryptorchismus 7 dnti. HE, zvétSeno 200x. Degenerace tubulu

s velkym po¢tem mnohojadernych bunék.

Obrazek 10. Varle, kryptorchismus 7 dnid. ZT, zvétseno 400x. Apoptotické bunky
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Obrézek 11. Varle, kryptorchismus 7 dnii. ZT, zvétSeno 200x. Vyrazné barveny

Sertoliho buiiky v degenerovaném kanalku.

Obrazek 12. Varle, kryptorchismus 7 dnd. HE, zvétSeno 400x. Infiltrace makrofagy pod

tunica albuginea.
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Obrézek 13. Varle, kryptorchismus 7 dnd. HE, zvétSeno 200x. Populace makrofagii

Vv intersticiu.

Obrazek 14. Nadvarle, kryptorchismus 24 hodin. ZT, zvétSeno 200x. Nezralé zarodeéné

bunky v lumen kanalku.
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