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Pouzité zkratky

atd.
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1 Abstract



The aim of my rigorose work was to inspect and assess the effects of
time and application of calcium/sodium salt of microdispersed oxidised cellulose
(MDOC) to the structural components of testes, especially in the time after an
operational localization of one testis into the intraabdominal cavity.

We used a model of an experimental unilateral cryptorchidism in the

adult male Wistar rats.

The surgery was performed under standard conditions using a method
introduced in the Department of Biological and Medical Sciences of the Faculty
of Pharmacy Charles University. The rats were killed by overdosage of aether
aenesthesia and the bilateral testes were removed. The tissues were
immediately histologically processed. After the histological modifications we
tained the sections with hematoxylin — eosin, green trichrome, Periodic acid
Schiff and toluidin blue histological stainings.

The evaluation was histological with optical microscope. We compared
our results with studies, which are described in the theoretical introduction of my
work.

In the preparations from the time interval of 7 days after surgery with
injection application of 1% solution of calcium/sodium salt of MDOC under the
tunica albuginea we randomly measured the diameter of the seminiferous
tubules. The diameter of the tubules that contained germ cells was about 200
pm. The diameter of the tubules almost without germ cells was about 80 — 150
pm. Germ cells in the seminiferous tubules were in most cases degenerating.
The significant decrease in seminiferous tubules diameter is described just in
the day 7 after operation in the abdominal testes.*°

We observed the tubules filled mostly with Sertolli cells with a few germ
cells, which were mostly apoptotic. In other tubules, we saw higher number of
germ cells, near the basement membrane spermatogonies laid, some were
apoptotic, near the lumen of the tubule were on the Sertolli cells’ bodies
connected other stages of seminiferous epithelium. Some of these cells were
apoptotic. In the tubules were multinuclear giant cells. In the intersticium were

wrinkled Leydig cells.



Unusual in this time was the appearance of the tubules with completely
disintegrated construction of the germinative epithelium. The bodies of Sertolli
cells were damaged, lumen was filled with free deposits of germ cells with the
signs of degeneration and between them there were amorphous clusters of
eosinophilous material. Studies described similar changes in day 15 of
cryptorchidism.°

Another atypical finding was the clusters of macrophages. They were in
the place of injection under tunica albuginea, but even in intersticium and near
blood — vessels.

In the preparations from the time interval of 12 days after surgery with
application of gel of calcium/sodium salt of MDOC into the cutted apex of the
testis we observed tubules with apoptotic germ cells. In damaged tubules were
macrophages phagocyting degenerated cells and lipids. Some tubules were
completely degenerated and without germ cells. We observed lymphocytes,

monocytes, multinuclear giant cells.

In time intervals 6, 7 and 12 days the application of calcium/sodium salt
MDOC amplify the signal for chemotaction of cells MF system.

The application of calcium/sodium salt MDOC causes rasant changes in
tubules, it is probably in connection with the rise of inflammation.

In control and contralateral testes there were no changes observed.



2 Uvod a cil rigorézni prace



Ukolem rigdzni prace bylo posouzeni a sledovani vlivu éasu a aplikace
sodno-vapenaté soli mikrodispergované oxidované celulézy na strukturalni
komponenty varlat a to v ¢asech 6, 7 a 12 dnd po umisténi jednoho varlete
intraabdominalné.

Model experimentalniho unilateralniho kryptorchismu u potkana jsme
pouzili pro studium zmén, které mohou nastat i u lidskych varlat at' uz poruchou
jejich intraskrotalniho sestupu Ci aplikaci xenobiotik poskozujicich vyvoj
zarodec€ného epitelu.

Katedra biologickych a lékafskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy se delSi dobu zabyva studiem tohoto modelu, latky poskozujici
semenotvorny epitel jsou Casto léCiva, velmi Casto antineoplastika, ale i
pesticidy, téZké kovy a jiné latky ze zivotniho prostredi.

Experiment jsme vyhodnotili pomoci makroskopickych nalezi a

histologickych metod.



3 Teoreticky uvod
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3.1 Sertoliho bunky

Sertoliho buriky se rozprostiraji od baze smérem k apexu semenotvorného
epitelu a interaguji s vyvijejicimi se zarode¢nymi bufkami od pocCatku do konce
spermatogeneze. Maji enormni povrchovou plochu, ta jim poskytuje nést
ohromny pocet vyvijejicich se zarodeCnych bunék v poméru pfiblizné 1 : 50
(Sertol. burika : zarode&né buriky).' 3

Morfologicky jsou Sertoliho buriky klasifikovany do dvou kategorii. Typ A
Sertol. bunék nese v cytoplazmickych kryptach zralé spermatidy, pfipravené pro
uvolnéni do lumen tubull. Typ B Sertol. bunék cytoplazmické krypty témér
neobsahuje. V prabéhu 14 stadii epitelialniho cyklu se typ A pfeménuje v typ B
Sertol. bunék a tim se Sertol. bunky pfizpasobuji buné&fnym zménam
nastavajicim v priib&hu vyvoje a pohybu zarodeénych bunék.® 4

Funkce Sertoliho bunék vétSinou pfimo souvisi s vyvojem a pohybem
zarodecénych bunék.

1. Cytoskelet Sertoliho bunék zajiStuje tvar, pozici a transport organel
v testis, tvofi a stabilizuje bunééné membrany na stranach kontaktu burika -
bufika a bufka - extracelularni matrix, pomaha pfi pohybu vyvijejicich se
zarode¢nych bunék a podili se na uvolnéni zralych spermatid ze
semenotvorného epitelu.

Sklada se ze tfi hlavnich sloZek, aktinu, intermediarnich filament a
mikrotubulU.

Aktinova filamenta jsou sloZzena z monomerd aktinu, znichz kazdy
polymerizuje do linearniho fetézce se strukturou helixu. V Sert. bunkach se
vyskytuje monomerni G aktin a polymerni F aktin, pfevaha jednoho ¢&i druhého
typu ovliviuje bunéény tvar a pohyb.

Intermediarni filamenta jsou lokalizovana na stranach pfipojeni bunka -
bufika a burika - extracelularni matrix, kde asociuji se dvéma typy kotvicich
spojl, s desmozémy a hemidesmozdmy. Je znamo nékolik typl intermediarnich
filament, u€astni se nejspiSe zajiStovani integrity semenotvorného epitelu.

Mikrotubuly jsou tvofeny tubuliny, je znamo Sest zakladnich typa tubulind
napr. a, B, €. Hlavni stavebni slozky cytoskeletu mikrotubull jsou a a B tubuliny.

Zajistuji sloupcovity tvar, polohu a transport intracelularnich organel, premisténi
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spermatid v semenotvorném epitelu a uzplsobeni tvaru membrany Sert. bunék
nepravidelnému tvaru spermatickych hlaviCek, které jsou ulozeny v kryptach
béhem spermatogeneze.

2. Ugast v premistovani zarodednych bunék. Mikrotubuly spole¢né
s proteiny jako je dynein, myosin VIl a , ATPazami a GTPazami napomaha na
strané ektoplazmovych specializaci pfi migraci elongovanych spermatid napfic
semenotvornym epitelem.

3. Sertoliho buriky jsou nepostradatelné pro uvolnéni zralych
spermatid ze semenotvorného epitelu , ucCastni se kaskady zahrnujici
enkapsulaci hlavicek spermatid, vylouCeni spermatid z krypt Sertol. bunék a
uvolnéni hlavicek spermatid.

4. Po uvolnéni zralych spermatid z cytoplazmickych krypt, fagocytuji
Sertol. buriky rezidualni téliska, ktera byla uvolnéna ze spermatid i
degenerované zarodecné bunky.

5. Sertol. bunky podstupuji aktivni pinocytézu a receptory
zprostfedkovanou endocytézu v adluminalnich a bazalnich kompartmentech
epitelia.

6. Sertol. bunky sekretuji mnohé latky jako napf. proteazy, inhibitory
proteaz, hormony, energetické substraty, ristové a parakrinni faktory. Proteazy
a inhibitory protedz se U¢astni napt. oprav, ristu a déleni tkani.>

Je prokazana zvySena sekrece aktivatoru plazminogenu (serinové
proteazy) ve stadiich VII - VIII epitel. cyklu, coz poukazuje na potfebnost této
proteazy pfi Stépeni spoju mezi Sertol. a zarodecnymi burikami a tim dojde
uvolnéni elonguijicich spermatid do lumen tubul(.’

Rustové, autokrinni a parakrinni faktory jsou molekuly, které buduji na
bunéény povrch receptory k indukci kaskady prenosu signalu ovliviiujiciho rast
bunék, jejich diferenciaci a funkci, patfi sem napf. TGF a, TGF B. Tyto faktory
hraji hlavni roli v zajiStovani spermatogeneze a pohybu zarodecnych bunék.

7. Slozky extracelularni matrix na bazalni membrané obklopujici
semenotvorné tubuly tvofici bazalni membranu, ktera je spojena se Sertol.
bufikami a vyvijejicimi se zarodeCnymi burikami, maji u€ast na pohybu bunék.
Sertol. bunky vyluCuji slozky extracelularni matrix, kolagen a laminin,

prispivajici ke strukturalni celistvosti semenotvorného epitelu. Laminin je kliCovy
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v zajiStovani integrity tésnych spojl Sertol. bunék, kolagen je dulezity pro
regulaci bariéry tésnych spoju Sertol. bunék.

8. Sertoliho  burfiky opatfuji  Ziviny, znichZz mnohé jsou
nepostradatelné pro preziti zarodeCnych bunék, napf. lipidy, aminokyseliny,
ionty kovu, vitaminy. Kdyz byly kultivovany zarode&né buriky, bylo jejich preziti
vyznamné prodlouzeno po pfidani kokultur Sertol. bunék.

9. Metabolismus Sertoliho bunék je velmi dullezity pro biologii testis,
nebot’ vytézek energie je nezbytny nejen pro spermatogenezi, ale i pro vyvoj a
pohyb zarode¢nych bunék. Sertol. buriky metabolizuji glukézu na laktat, coz je
preferovany zdroj energie zarode¢nych bunék a pyruvat. NejspiSe pomoci gap
junctions je tento zdroj energie pfenasen k zarodeCnym burikam pro zajisténi

jejich preziti.?

3.1.1 Znaky diferenciace Sertoliho a zarodeénych bunék ve
fetalnich a rané postnatalnich lidskych varlatech

Znalost vyskytu fetalnich znakd béhem prenatalniho a c¢asné
postnatalniho vyvoje muze byt dllezita pro pochopeni mechanismi vedoucich
k jejich znovuobjeveni pfi poruchach u dospélych varlat.”

Folker E. Franki (2004) provedl studii exprese markrd Sertoliho a
zarodecnych bunék u 25 lidskych varlat v rozpéti obdobi od 8 tydnu téhotenstvi
do 4 let véku, za pouZziti specifickych protilatek.

Diferenciace Sertoliho a zarodeCnych bunék zahrnuje ztratu exprese
fetalnich znak( v dospélosti. U Sertol. bunék to znamena ztratu vyskytu anti-
Mdullerianského hormonu (AMH), membranového M,A antigenu a cytokeratinu
18, proteinu intermediarnich  filament v puberté. Exprese proteinu
intermediarnich filament vimentinu setrvava do dospélosti.

U zarodeénych bunék se v normalnich dospélych varlatech ztraci fetalni
znaky zarode¢né buriky jako je alkalicka fosfataza, somaticka isoforma

angiotenzin-konvertujiciho enzymu (sACE) a M,A antigen.”
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Vyvojové Embryonalni Stfedné Pozdné Postnatalni

obdobi 8 az 12 tydnu | fetalni fetalni 2az5let
13 az 23|23 az 35
tydnu tydnu

AMH +++ +++ +++ +++

CK18 +++ - - -

VIM +++ + + +

M>A - + + ++

SACE - + + +

Imunohistologické znaky Sertoliho bunék béhem prenatalniho a
postnatalniho vyvoje (AMH anti-Mulleriansky hormon, CK18 cytokeratin 18, VIM
vimentin, M,A M,A antigen, SACE somaticky angiotenzin konvertujici enzym).

+ a +++ indikuje intenzitu vyskytu , - znaci absenci vyskytu znaku

AMH je specificky diferenciaéni znak Sertol. bunék. AMH byl identifikovan
v granuléznich bunikach ovaria a v nadorech gonad, které mély puvod
v Sertoliho a granuléznich burkach.

Vimentin je obvyklym v Sertol. burikach, ale exprese CK18 byla
demonstrovana pouze do dvaceti tydnl t€hotenstvi. Pozdéjsi vyskyt exprese
CK18 v Sertol. bunkach je znam za patologickych stavu v dospélosti jako u

poskozeni tubul(l, zastaveni vyvoje spermatogénii atd.”

14




3.2 Hematotestikularni bariéra

Priléhajici Sertoliho bunky jsou k sobé& poutany na urovni spermatogonii
systémem tésnych spoju tzv. tight junctions (TJ), zonula occludens, ty tvofi

hematotestikularni bariéru.* %3

3.2.1 Funkce hematotestikularni bariéry

Hematotestikularni bariéra (HTB) rozdéluje semenotvorny epitel varlat do
dvou kompartmentu.

Bazalni kompartment obsahuje spermatogonie a spermatocyty ve stadiu
preleptotene a leptotene. V adluminalnim kompartmentu jsou spermatocyty ve
stadiu meidzy a spermatidy vrozlicnych stadiich spermatogeneze a
spermiogeneze. Takto je vytvofeno specialni morfologické a biochemické
prostfedi esencialni pro pfipevnéni, déleni a pohyb zarodecnych bunék.

V potkanich varlatech se HTB vytvafi v ase 15 a2 20 dnl véku.> 3932
Souhrnné jsou popsany tfi zakladni funkce HTB :

1. Tvofi specializované prostiedi : Sertoliho bunky syntetizuji, vyluCuji
a selektivné dodavaji produkty nezbytné pro rust a diferenciaci
zarodeénych bunék.

2. Reguluje prichod molekul : Zalezi na velikosti a chemické povaze
latek.

3. Slouzi jako imunologicka bariéra : Zabranuje vstupu imunoglobulin

a lymfocytt do adluminalniho kompartmentu.

V semenotvorném epitelu se soucasné vyskytuji tfi morfologicky a funkéné
odlisné typy buné&nych spoju : a) tésné spoje (TJ), b) kotvici spoje (anchoring
junctions) mezi které se fadi napf. adherentni spoje (AJ) a dale c) komunikaéni

spoje.®
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a) Tésné spoje (TJ)

Tésné spoje jsou oblasti uzkého kontaktu mezi plazmatickymi
membranami sousedicich bunék tvofené fibrilami, které obklopuji bazalni
domeénu kazdé buriky obvykle v po€tu 50 - 100. Fibrily jsou slozené z fady tésné
usporadanych transmembranovych protein(i jako jsou okludin a klaudin. > **

Na rozdil od tésnych spoju nalezenych v ostatnich epitelech maji tyto
spoje ve varleti jedineCnou lokalizaci v blizkosti bazalni membrany, v bazalni
tfetiné semenotvorného epitelu.

Dvé hlavni funkce tésnych spoju :

1. Tvofi bariéru : Semipermeabilni bariéra omezuje pruchod molekul, z velké
Casti ale pasaz molekul zavisi na jejich molekularni hmotnosti a chemickeé
povaze. Permeabilita TJ maze byt regulovana odliSnymi faktory a fyziologickymi
podminkami.

2. Tvofi hranice : TJ vytvari hranice, které udéluji semenotvornému epitelu
bunéCnou polaritu. OhraniCenim epitelia do bazalniho a adluminalniho
kompartmentu se predchazi promichani molekul. °

Klaudiny jsou skupinou o nejméné 24 Cclenech, maji schopnost
polymerizace do linearnich fibril, coZ kontrastuje se schopnosti okludinu
tvoriciho pouze kratké fragmenty viaken. 33

Transmembranoveé proteiny identifikované az dosud v tésnych spojich
zahrnuiji tfi hlavni skupiny : okludin, rodinu klaudin a spojové adhezni molekuly
(JAM). Integralni membranové proteiny okludin a klaudiny ustavuji prameny
tésnych spojl, jez se chovaji jako regulované ,kanaly“ pro paracelularni pasaz
iontd a malych molekul. Po vyzkumu Saitou, Furuse a kol. (2000) na okludin -/-
deficientnich mysich se zjistilo, Ze okludin je nutny pfi spermatogenezi a pohybu
zarodednych bunék.®

Meng, Holdcraft a kol. (2005) potvrdili pfitomnost okludinu - 3 u mysSi a
jeho nezbytnost pro spravnou funkci testis, avSak v lidskych varlatech se
nevyskytuje.

JAM jsou vtazeny do vytvareni bunééné polarity epitelialnich bunék.

VSechny transmembranové proteiny TJ pfimo interaguji s perifernimi TJ
proteiny fungujicimi jako adaptory. Adaptory obsahuji nékolik protein budujicich

domén, to jim povoluje vytvaret mnohé bilkoviny TJ a spojovat je do signalnich
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molekul a cytoskeletu. Mezi adaptory se fadi napf. proteiny jako zonula
occludens-1 (ZO-1), ZO-2, ZO-3 (p 130/20-3).2

b) Kotvici spoje
Jsou rozliseny 4 typy kotvicich spoji: 1. adherentni spoje (AJ, zonula
adherens), 2. fokalni kontakty nebo adheze, 3. desmozémy, 4.
hemidesmozémy.
Hlavni odliSnost mezi témito Ctyfmi typy spoju je ta, ze adherentni spoje a
fokalni adheze pouzivaji k vazbé aktinova filamenta, zatimco druhé dva typy

pouzivaji intermediarni filamenta.

1. Adherentni spoje (AJ)
V testis jsou téz pritomny dva modifikované typy adherentnich spoju,
ektoplazmické specializace a tubulotubularni komplex.
Spolecnou vlastnosti téchto spoju je to, Ze pfipojuji cytoskelet burnky bud
k dalSi bufice nebo k extracelularni matrix a tim vytvafi sit’ zajistujici tkanovou
celistvost. Je naznaceno, Ze se spoje mohou uc€astnit i transdukce signalu
regulujicich bunécné procesy jako proliferace bunék, diferenciace a pohyb.
Proteiny adherentnich spoju identifikované v testis :
1. kadherin-katenin. VétSina kadherinl jsou glykoproteiny slozené
z nékolika domén : dvou cytoplazmickych, jedné transmembranové
a péti kalcium vazajicich domén. Pokud je nedostatek kalcia, jsou
kadheriny inaktivni a nachylné k proteolyze. Kadheriny se vétSinou
vazi k B-kateninu nebo y-kateninu. Podani anti-N-kadherinovych
protilatek in vitro poruSilo adhezi zarodecnych bunék k Sertoliho
burikam.®
2. nektin-afadin-ponsin, (NAP jednotka). Nektin je na kalciu nezavisly
protein  bunéfné adheze, je slozeny ze tfi domén:
transmembranové, cytoplazmické a tfi extracelularnich domeén.
Sestaveni bunécné adhezni jednotky NAP je zprostfedkovano
z Casti kazdym Clenem rodiny  nektinl interaguijicich
homo/heterotypicky s dalSi molekulou nektinu na protéjSi bunééné

membrané. Bouchard , Dong a kol. (2000) uvedli, ze nektin 2-/-
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mys$i byly infertiini a vykazovaly defektni morfologii spermatu.®

Afadin ma dvé varianty, 1-afadin byl nalezen ve vSech tkanich.
Takai, Nakanishi (2003) prokazali vazbu mezi a-kateninem a 1-
afadinem, coz dokazuje vztah mezi bunéCnymi adheznimi
jednotkami kadherin-katenin a NAP jednotkou.*®

Ponsin se podili na tvorbé komplexu bud vazbou s 1l-afadinem nebo

vinkulinem.?

3. integrin-laminin. Mercucio (1990) a Mecham (1991) uvedli, ze y 3
lamininovy Fetézec lamininu 12 ( lamininy jsou glykoproteiny
sloZzené z a, B, y fetézce) je v testis lokalizovany u adluminalniho
kompartmentu semenotvorného epitelu. Vysledky zkoumani
naznacuji, ze y 3 lamininovy fetézec muze byt stavebni partner a 6

B 1 integrinu v ektoplazmickych specializacich.'” 18

Specifické ektoplazmické specializace jsou modifikované typy
adherentnich spoji nalezené pouze v testis. Jsou dulezité pro translokaci
spermatid a nejspisSe i stabilizaci ostatnich typl spojl pfitomnych mezi Sertoliho
a Sertoliho a zarodecnymi bunkami.

Existuji apikalni a bazalni ektoplazmické specializace, s apikalnimi
nejvice interaguje NAP komplex, s bazalnimi spiSe kadherin-katenin komplex.
Prokazany protein pfitomny v apikalnich ektoplazmickych specializacich je
napf. a ¢ B 1 integrin. Mezi dalSi proteiny ektoplazmickych specializaci se fadi

napf. fimbrin, espin, paxilin, vinkulin, myosin VII A atd.>

Tubulotubularni komplex

Dalsi modifikovany typ adherentnich spoju je tubulotubularni komplex
nalezeny mezi Sertoliho burfikami na urovni té€snych spoju a mezi Sertoliho
bufikami a elongovanymi spermatidami zralymi pro uvolnéni do lumen tubulu.
Tubulotubularni komplex existuje jako dvojice tubularnich struktur obklopenych
aktinem.

Apikalni tubulotubularni komplexy jsou viditelné v epitelu az ve stadiu VIl
a na konci stadia VIII jsou rychle degradovany lysozomy Sert. bunék. Bazalni

tubulotubularni komplexy jsou tvoreny ve stadiich Il - V. Apikalni tubulotubularni
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komplexy jsou nepatrné delSi nez bazalni. Kazda zrala spermatida muze
obsahovat 4 az 24 tubulotubularnich komplexud, které nejspiSe predchazi

predéasnému uvolnéni elongovanych spermatid do lumen tubuli.®

2. Fokalni kontakty

Fokalni kontakty nebo téz fokalni adheze jsou slozené vétSinou
z integrin a pfipojuji aktinova filamenta bunék k extracelularni matrix. Jsou
nalezeny témér ve vSech epitelech, ackoli nebyly zkoumany v testis, jejich
proteiny zde byly identifikovany a pfedpoklada se jejich u¢ast na bunécné
adhezni funkci v ektoplazmickych specializacich. Fokalni adheze jsou
dynamické struktury regulujici pohyb bunék a ucastnici se transdukce

signalu. Proteiny fokalnich adhezi jsou napf. integrity, vinkulin, talin, paxillin.

3. Desmozomy

Desmozdmy jsou kotvici spoje bunka-bunka pouzivajici intermediarni
filamenta. Jsou sloZené ze dvou hlavnich domén : extracelularni jadro (dren,
desmoglea) a symetricka hustota cytoplazmickych plakt lezici paralelné
s plazmatickou membranou. Intermediarni filamenta se  pfipojuji
k cytoplazmickym plakim a vytvafi napfi¢ burfikou celistvou sit. Proteiny

desmozomu jsou kadheriny, armadillo proteiny a plakiny.

4. Hemidesmozdmy
Hemidesmozoémy jsou bunécné spoje spojujici cytoskelet burky s pod
ni lezici bazalni membranou. Jsou pfipojeny Kk cytoskeletu pomoci

intermediarnich filament.

c) Komunikacéni spoje
Ze dvou typl komunikaénich spojd : gap junctions a chemické synapse
jsou v souvislosti s pohybem zarodecnych bunék prozkoumany gap junctions.
Pomoci gap junctions jsou mezi dvéma prilehlym burfikami vyménovany ionty a
malé molekuly, zprostfedkovavaji také signaly mezi Sertoliho a zarodeCnymi
bufikami, maji ufast na koordinaci pohybu Zzarodeénych bunék

v semenotvorném epitelu. Tvofi je proteiny konexiny.
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3.2.2 Regulace HTB a modely pouzivané k jejimu studiu

HTB je vysoce dynamicka struktura, protoze musi byt schopna
periodického rozestavéni se pro umoznéni migrace zarodec¢nych bunék napfic
bariérou.

Béhem spermatogeneze prochazi napfi¢ HTB preleptotenni a leptotenni
spermatocyty, které jsou umistény v bazalnim kompartmentu.

Tento proces vyZaduje schopnost oddélitelnosti a znovuobnoveni spoju
Sertoliho burika - Sertol. burika a Sertol. burika - zarode¢na burika.

HTB je regulovana pomérné slozitou siti signalnich kaskad a rychlym
obratem spojovych molekul.* ©

Sertoliho buriky kultivované in vitro na Matrigelem potaZzenych platech za
bunééné hustoty primérné mezi 0,5 a 1,2 x 10° bunék/cm? vytvorily funkéni
bariéru z tésnych spoji. Shromazdéni a udrzovani bariéry z tésnych spoju byly
vymeéreny transepitelialni elektrickou rezistenci (TER), polarizovanou sekreci
proteind Sertoliho bunék atd. Tento in vitro model pouzilo mnoho védcu, napf.
Lui W.Y. (2001).> 9

Bylo prokazano, Ze rozhodujicimi regulatory dynamiky HTB jsou cytokiny
(napt. TGF B3, TNF a), kindzy, fosfatazy, oxid dusny, intracelularni Ca®*.>®

Tento model in vitro vS8ak neni dokonaly, tésnost bariéry HTB, ktera je
jednou z nejpevnéjsich bariér v sav€im téle, je in vitro nizsi.

Pfidani androgenu, cAMP, proteazovych inhibitord do kultur Sertoliho
bunék muize zvysit pevnost HTB in vitro, coz naznacuje pfispévek mnohych
biologickych faktord in vivo k tésnosti této bariéry.

Tento in vitro model je pouzitelny pro studium dynamiky té€snych spoja.
Tvobu HTB in vivo podporuji i sloZky extracelularni matrix jako je heparan sulfat
a laminin. Pro funkCnost tésnych spoju je esencialni také protein kolagen,
protoZze kultivace Sertoliho bunék in vitro za pfitomnosti antikolagenu a3
znamenala poruseni shromazdéni tésnych spoja.

Formace HTB neni zavisla na pfitomnosti zarode¢nych bunék, jejich ztrata
ze semenotvorného epitelu in vivo nezabranila vytvoreni bariéry.

Dodani testosteronu do kultury Sertoliho bunék in vitro zvySilo TER.

Testosteron ma téz pfinejmensSim zc€asti vliv na regulaci permeability HTB,
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nejspise ovlivnénim hladiny okludinu a ZO — 1. Estrogeny ovSem funkci bariéry
t&snych spojti nereguluji.* 2 2% 32

Okanlawon a Dym (1996) ukazali, Ze chlorochin (antimalarikum a inhibitor
proteaz) je schopny zvySit TER v zavislosti na davce a zvySovat tak tésnost
bariéry HTB v porovnani se Sertoliho burikami kultivovanymi za nepfitomnosti
chlorochinu.?

Pfi studiu regulace dynamiky v TJ byl pouzit in vivo model u potkanu
medikovanych CdCl,. Bylo zjiSténo, Zze dynamika HTB je in vivo regulovana
TGFB, a TGFB3 cestou p38 MAP kinazy. PoSkozeni bylo doprovazeno ztratou
occludinu a ZO -1 ze struktur na aktinu zalozenych adherentnich spoju,
jmenovité kadherin/katenin a nektin/afadin proteinovych komplext. Doslo téz
k indukci nespecifického proteazoveho inhibitoru makroglobulinu a, chraniciho
epitel pfed nechténou proteolyzou. Vysledky studie ukazaly, ze TGFB/p38MAP
kindza signalizaCni kaskada je uzita k regulaci AJ a TJ dynamiky v testis a cely
déj je zprostiedkovan pusobenim TGFB3; na integralni membranové proteiny a
adaptéry AJa TJ. 8

DalSi in vivo model studia HTB je glycerolovy. Podobné jako po podani
chloridu kademnatého, rozruSi intratestikularni injekce glycerolu HTB a
v dusledku toho spermatogenezi. Glycerol nezasahuje steroidogenezi Leydig.
bunék nebo sérové hladiny FSH a LH.?

Cytokiny (napf.TGF ) mohou reverzibilné porusit HTB a adhezi mezi
Sertol. - Zzarode¢nymi burikami v epitelu prostfednictvim p38-mitogenné
aktivované proteinové kinazy signaliza¢ni drahy snizenim hladiny TJ proteinu
(napf. okludin) a adaptor(i (ZO-1) v HTB.%®

V HTB je vyuzivan jedineény mechanismus ,zavazani“ a ,odvazani“ mezi
adherentnimi a tésnymi spoji, bez naruSeni integrity HTB, umoziujici pohyb
preleptotennich a leptotennich spermatocytu.®

SoucCasna existence a interakce mezi AJ a TJ je pro fyziologii HTB
nezbytna.? ©

Jedine¢na architektura AJ a TJ je ovSem i pFiCinou extrémni citlivosti varlat
na toxikanty z vnéjsiho prostiedi (napf. kadmium, Cd). Primarnim cilem kadmia
je E-kadherin, soucast AJ. V epitelech jako je napf. tenké stfevo, jsou TJ

umistény v apikalni Casti bunécného epitelu a AJ je nasleduji, tim TJ
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,zapecetuji“ environmentalni jedy z dosahu AJ. V testis jsou tak AJ pfilehlé
k extracelularni matrix pfiléhajici k intersticiu, kam environmentalni jedy mohou
bezprostfedné pfistoupit jako napf. Cd k E-cadherinu AJ. Efekt kadmia je
Sasové a davkové zavisly. °

AJ pfitomné v testis po boku TJ se tak mohou stat molekularnim ter€em
jedt z vnéjsiho prostredi. °

HTB ma dulezitou roli v integrité spermatogeneze. PoruSeni této bariéry
zpuisobuje poskozeni gametogeneze.® °

HTB nemUze byt lehce rozruSsena napf. fyzikalnimi vlivy, nevratna ztrata

TJ vede ke kompletni degeneraci zarodeéného epitelu.’

3.2.3 Regulace dynamiky bunéénych spojt v testis

1. Cytokiny.

Na tésné spoje v rozlicnych tkanich maji vliv prostfednictvim : a) zasazeni
exprese a/nebo syntézy, b) redistribuci, c) stupném fosforylace v proteinech
tésnych spoju. Ve varleti se podili TGF B, a TGF B3 a TNF a na dynamice
tésnych spojli Sertoliho bunék zasazenim exprese okludinu a /nebo ZO-1.

Cytokiny mohou ménit stadium fosforylace proteini adherentnich spoja

nebo porugovat interakce existujici mezi jejich proteiny a aktinovymi viakny.* ©

2. Proteazy a inhibitory proteaz.

Proteazy jsou enzymy hydrolyzujici peptidové vazby ve specifickych
mistech, déli se na endopeptidazy a exopeptidazy.

Exopeptidazy (peptidazy) stépi peptidové vazby u C a N konce polypeptidu,
obvykle 1 nebo 2 aminokyselinové zbytky od jejich konce.

Peptidové vazby vnitfiné Stépi  endopeptidazy (proteinazy), jsou napf.
serinové, aspartazy atd.>

Serinova proteaza PA (41 kDa) zasahuje in vitro sekreci Sertoliho bunék.
Sekrece PA byla pozorovana na nejvysSi urovni ve stadiich VII a VIII epitel.
cyklu.® %
Mezi cysteinové proteazy patfi kathepsiny, kathepsin L (39 kDa) je sekre¢ni

produkt Sertol. bunék. Kathepsin L je experimentalné stanoven v nejvyssi
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koncentraci ve stadiich VI a VII, coz naznaluje jeho ucCast na pohybu
elongovanych spermatid k lumen tubult. Zjistilo se, Ze kathepsin L mize byt
stimulovan onkogeny a nadorovymi proteiny a mize se podilet na metabolismu
a invazi nadorovych bunék.® %

V testis, rete testis, epididymis a ductus efferens je pfitomna aspartaza,
kathepsin D. Kathepsin D se vyskytuje v primarnich spermatocytech, v Sertoliho
i Leydigovych bunkach, nejvice ve stadiich VII az IX epitel. cyklu, je tudiz
mozny jeho vliv na uvolnéni zralych spermatid do lumen tubult .

Mezi metaloproteazy se rfadi napf. N-arginin dibazické konvertazy a ucastni

se nejspige zrani a uvolfiovani spermii.>

Do rodiny proteazovych inhibitort patfi :

a) Serinové proteazové inhibitory. Jsou to velké molekuly slozené
z prumérné 400 aminokyselinovych zbytk(. Sertoliho a peritubularni myoidni
buriky syntetizuji napf. PA inhibitor, PAI-1. Hladina PAI-1 narusta
v peritubularnich myoidnich bufikach po jejich vystaveni TGF B nebo TGF a.®

b) Inhibitory cysteinovych proteaz. Jsou znamy tfi typy : cystatiny, stefiny,
kininogeny. Z mnoha typu cystatini vyskytujicich se v télnich tekutinach je v
Sertoliho a Leydigovych bunkach syntetizovan cystatin C, ten muzZe inhibovat
aktivitu kathepsinu.

Velké multifunk&ni proteiny kininogeny pfitomné v systémové cirkulaci se
podili nap¥. na zanétlivé reakci, krevnim srazeni.®

c) Inhibitory aspartazovych proteaz. V testis jsou pfitomny aspartazové
protedzy jako kathepsin D, ACE a renin, specifické inhibitory proti této tfidé
nebyly dosud popsany. Sertoliho bufkami produkovany a, makroglobulin mize
aspartazové proteazy inhibovat. Pfitomnost nespecifického proteazového
inhibitoru a, makroglobulinu je ve stadiich | az VI epitelialniho cyklu. Ukazalo
se, ze d; makroglobulin se spojuje s TGF B3 a N-kadherinem ¢&i B-kateninem,
ale ne s Bi-integrinem a to jasné naznacuje dulezitou roli inhibitord proteaz
v dynamice adherentnich spoju. Regulaci parakrinnich faktord v testis se a;
makroglobulin uc€astni pohybu zarod. bunék z bazalniho k adluminalnimu

kompartmentu.®
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d) Inhibitory metaloproteaz. Sertoliho burnky syntetizuji TIMP-1 a TIMP-2,
které maji vyznam v dynamice spoju. Sledovanim interakce TIMP-1/MMP-9
bylo zjisténo, ze ovliviiuje mnozstvi kolagenu, jenz bude pod moznym vlivem
TNF a v bazalni membrané.

Ukazalo se, ze protilatka proti kolagenu IV nebo rekombinantnimu TNF a
muze porusit funkénost bariéry tésnych spoji Sertoliho bunék. Je naznaceno,
Ze cytokiny reguluji homeostazu extracelularni matrix prostfednictvim svych
efektd na inhibitory metaloprotedz a metaloproteazy, které obratem zasahuji

funk&nost t&snych spoj.>

3. Proteinové kinazy a fosfatazy.

Priblizné 30% vSech bunélnych proteini je fosforylovano a fosforylace
proteinli asociovanymi se spoji je dllezita v regulaci dynamiky adherentnich i
tésnych spoju v testis. Proteiny jako okludin, kadherin, nektin, katenin a B,
integrin  jsou predpokladané substraty proteinu  tyrosinu  a/nebo
serin/threoninové kinazy a jejich funkce jsou regulovany fosforylaci na
specifickych stranach. Je znamo, Ze Sertoliho a zarode¢né buriky jsou
vybaveny rozlicnymi kinazami jako FAK, glykogen syntaza-kinaza-38, PI-3-
kinaza, MAPK atd., z nichz nékteré reguluji dynamiku adherentnich spojl
Sertoliho - zarode€nych bunék fosforylaci 3, integrinu.

Predpokladanym substratem tyrosin-kinazy je napf. signalni molekula 3-
katenin regulujici funkci adherentnich spoji. Tyrosinova fosforylace B-kateninu
koreluje se ztratou kadherinem zprostiedkované bunééné adheze. Oba
receptory tyrosin-kinazy a fosfatazy koimunoprecipituji se slozkami funkéni
jednotky kadherin-katenin, coz ilustruje uc€ast fosforylace proteini na regulaci
dynamiky adherentnich spoju. Adheze bunék zavisi i na stupni fosforylace

komplexu kadherin-katenin.® ?°

4. cAMP a cGMP.
Pfi pouziti Sertoliho bunék kultivovanych in vitro, se ukazal dibutyryl c AMP,
analog ¢ AMP, ktery je nestépitelny fosfodiesterazou ¢ AMP, mit dvojity efekt na

funk&nost bariéry tésnych spoju Sertoliho bunék. Ve 4-20 um nebo 100-500 um
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dibutyryl c AMP bud podporuje nebo porusuje bariéru té€snych spojl. Efekty c
AMP na t&sné spoje Sertol. bunék jsou tedy koncentradné zavislé.?

Byl prokazan pfechodny, ale znatelny narlst v intracelularnich hladinach c
AMP a ¢ GMP v Sertol. burikach v pribéhu sestavovani bariéry tésnych spoju
in vitro.

Po sestaveni bariéry tésnych spoji se snizuje mnozstvi intracelularniho c
AMP a ¢ GMP K jejich bazalnim hladinam. To naznacuje, Ze zatimco ¢ AMP a ¢
GMP nemusi byt nutné pro zajisténi bariéry tésnych spoju Sertoliho bunék, jsou

potifebné pro jeji sestaveni.® ?’

5. GTPazy.

Rho GTPazy jsou dulezitymi regulatory aktinového cytoskeletu a tim
morfologie a pohybu eukaryotickych bunék. Inaktivaci Rho GTPaz v bovinim
spermatickém ocasku C3 koenzymem doslo k inhibici pohybu spermii. Rho-B je
nalezena v potkanich testis na strané bazalnich a apikalnich ektoplazmickych
specializaci a asociuje Siroce se Sertol. bunkami, spermatocyty a elongujicimi,
ale ne jiz elongovanymi spermatidami v epitelu.

Rab GTPazy. V testis je pfitomna napf. Rab8B, podili se na transportu
vezikul z Golgiho sité k bazolateralni membrané a podporuje polarizaci bunék,
coz je nezbytné pro sestaveni a zachovani tésnych a nejspiSe i adherentnich

spoju v epiteliainich burikach.®

6. Kalcium.

Vapnik je dulezitym regulatorem dynamiky spoju i v netestikularnich
tkanich. VycCerpani kalcia ze Sertol. bunék kultivovanych in vitro mize porusit
funkci bariéry tésnych spoji béhem 15 minut. Za absence kalcia se kadheriny

stavaji citlivé k proteolyze.®
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3.3 Leukocyty v testis

Leukocyty, pfesnéji makrofagy, lymfocyty a zirné bunky se nachazi
v testes vétSiny savcl. Stejné jako v ostatnich tkanich téla se ucastni
imunologického dohledu, imunoregulace a remodelace tkani.

Pfirozena imunita je schopnost rozpoznat a usmrtit mikroorganismy a
ostatni  patogeny, zahrnuje  pfedevSim monocyty -  makrofagy,
polymorfonuklearni bunky a nékteré lymfocyty.

Leukocyty jsou odvozeny od béznych kmenovych bunécnych linii

v kostni dfeni procesem zvanym hematopoéza.'! *?

3.3.1 Testikularni makrofagy

Na svém povrchu vytvaii MHC tfidy Il a jejich schopnost vylu€ovat
nékolik dalezitych zanétlivych cytokint zahrnujicich IL-1, TNF a je redukovana
V porovnani s ostatnimi rezidentnimi makrofagy.

V nezralych potkanich testis je relativné malo pfitomnych makrofagu,
jejich pocet nartista v obdobi, kdy se objevuji dospélé populace Leydig. bunék a
zaCina meiotické déleni spermatogennich bunék. PoCet makrofagu vzrusta do
dospélosti a objem intersticialni tkané urcuje jejich pocCet v normalnich
dospélych testis.

Regulace poctu testikularnich makrofagti béhem pubertalniho vyvoje a u
dospélych testis zahrnuje LH, ktery pUsobi pfes stimulaci Leydigovych bunék.
Makrofagy jsou blizce spojeny s Leydigovymi bufikami a projevuji se mezi nimi
vysoce specializované cytoplazmické kontakty, bud pfimo ¢&i pomoci
testosteronu nebo neandrogennimi produkty Leydig. bunék. Kompletni ablace
Leydig. bunék v testis pusobenim cytotoxinu specifického pro Leydig. burky
(EDS ethandimethansulfonat) zredukovala pocet makrofagu asi o 50%. Je téz

mozny vliv cytokinu IL-1 nebo FSH. ** 12
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3.3.2 Organizace prostredi testikularni imunity

Je znacna mezidruhova rozdilnost v organizaci intratestikularniho slozeni
lymfatickych imunitnich bunék. Intersticium lidskych testis se sklada
z rozptylené osidlené volné pojivové tkané s velkymi jasné definovanymi
lymfatickymi cévami a znaCnym pocétem ,usedlych® leukocytl, hlavné
makrofagul. Intersticialni tkané potkant a mysi jsou podobné lidskym, leukocyt(
obsahuji velky pocet, ale lymfaticka tkan je u téchto druhu souvisla
s intersticialni tekutinou.

Makrofagy jsou za normalnich podminek upoutany k intersticialni tkani.

Lymfocyty byly pozorovany v epitelu semenotvornych tubull u rete testis.
Je dokazano, Ze protilatky mohou prestupovat rete testis , ¢imz je naznacena
nekompletnost HTB v tomto misté.

Leukocyty se nachazi po celém genitalnim traktu, makrofagy a lymfocyty
jsou Casto pozorovany v epitelu ductus eferens, epididymis, vas deferens a

pfidatnych Zlazach.'

a) Funkce leukocytt v testis

Dulezitost makrofagli pro spravnou testikularni funkci je vyjadfena
pokusem, kdy mutantni mysSi muzského pohlavi mély redukovany pocet
makrofagl v celém téle a rovnéz méli snizenou fertilitu.

Leydigovych bunék. Rezidentni testikularni makrofagy maji pozitivni efekt na
steroidogenezi Leydig. bunék, nejspis pomoci své trofické aktivity.

Testikularni leukocyty nejspiSe neovlivhuji spermatogenezi pfimo, ale
napf. GM-CSF granulocyty-makrofagy kolonie stimulujici faktor je testikularnimi
makrofagy produkovan ve vysoké koncentraci in vitro a jeho vliv na
semenotvorné tubuly je zkouman.

Citlivost spermatogennich bunék k autoimunitnimu ataku mize byt dan
faktem, Ze jejich vyvoj se uskutecnuje dlouho po zrani imunity. Byly provedeny
experimenty naznacujici, ze odmitnuti intratestikularnich $tépu muaze byt

indukovano imunizaci oproti antigendm Stépu na zevni strané testis.
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Autoimunita maze vznikat z nedostatku ,periferni tolerance® k antigenim, kdy
autoreaktivni T bunky nejsou vymazany béhem zrani.

V populaci testikularnich potkanich leukocytl prevazuji buriky ucastnici
se fagocytdzy, coz jsou makrofagy, cytotoxické CD8 buriky a NK bunky. Testis
ma zvySenou vrozenou imunitni ochranu, jako mozny kompenzacni
mechanismus pro limitovani rdstu a rozvoje nadoru nebo potencialni infekce
mikroorganismy v testikularnim prostfedi, kde je jinak antigen-specificka
imunitni odpovéd omezena nebo nedostateCna. Leydigovy bunky jsou do
zajisténi této ochrany zapleteny prostfednictvim stimulace testik. makrofagu a

podtu cytotoxickych T- bunék.™

3.3.3 Zanét testis

Nejbéznéji je zplsoben virovymi infekcemi, jako je napf. objeveni se
orchitidy u pfiusnic. Ostatnimi pfi€¢inami jsou infekce reprodukéniho traktu,
environmentalni jedy, trauma, autoimunita.

Nasledkem zanétu je vtok cirkulujicich monocytl, lymfocytl a neutrolild
a produkce zanétlivych cytokinG témito bufikami muze aktivovat pro varle
specifické lymfocyty, nasledkem je autoimunitni orchitis nebo tvorba protilatek.
Cytokiny mohou téz interagovat se svymi receptory v semenotvornych tubulech
a v Leydigovych bunkach a ménit normalni tubuly i homeostazu Leydigovych
bunék.

PosSkozeni varlete zanétem nemusi vzdy vyustit v neplodnost. Nicméné
experimentalni a klinicka zjisténi naznaduji, Zze zanét testis sniZzuje funkce
Leydigovych bunék a ze muzi, ktefi prodélali obdobi zanétu varlete, mohou byt
pozdéji citlivi na nedostatky funkce Leydig. bunék.

Cinnost Leydig. bunék je snizena b&hem kritického onemocnéni a u
revmatoidni artritidy, coz naznacuje také efekt periferniho imunitniho systému
na tyto bunky.

Monocyty a produkty zirnych bunék ovliviuji krevni prutok a vaskularni
permeabilitu, které maji velky efekt na funkci testis.

Hyperstimulace Leydig. bunék napf. luteinizanim hormonem indukuje

téz prfechodnou zanétlivou odpovéd v potkanich testis s narlstajici
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permeabilitou kapilar, akumulaci neutrofill a posSkozenim spermatogennich
bunék. To je dukazem existence komunikacni osy mezi Leydig. burikami a
monocyty, makrofagy a zirnymi burikami.

Proces zanétu muze narusit spermatogenezi a steroidogenezi.

Znalosti o interakci mezi testis a imunitnim systémem jsou stale ve
vyvoji, pfesto jsou dullezité pro porozuméni napf. autoimunitni neplodnosti nebo

idiopatické infertilite. > *2
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3.4 Mikrodispergovana oxidovana celuléza, MDOC

V naSem pokusu €. 1531 a 1559 jsme aplikovali do potkanich varlat
mikrodispergovanou oxidovanou celulézu MDOC (m.doc™ Alltracel Pharma
Itd., Ireland) ve formé 1% vodného roztoku jeji sodno-vapenaté soli. Roztok byl
pfipraven z lyofilizovaného prasku ve vodé dobfe rozpustného krémové bilé
barvy.

V pokusu 1666 jsme do potkanich varlat aplikovali gel sodno-vapenaté soli
MDOC.

Strukturni vzorec znazorfiuje sodno-vapenatou sul MDOC, coz je
kopolymer tvofeny z jednotek polyanhydroglukézy a 1,4 [B-D-

polyanhydroglukuronové kyseliny:

I R

fi

me(0,0;0,4); ne(0,6;1,0) ; p oznacuje molarni frakci vapenatych a sodnych iont(
Sodno-vapenata sul MDOC je vyuzivana v riznych aplikaénich formach

Vv pfipravcich pouzivanych pro hojeni a obnovu tkani, ma vyznamny

hemostaticky Gcinek.?®
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4 Material a metody
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4.1 Pokusna zvirata

Experimentalni ¢ast prace byla provadéna na dospélych samcich
laboratorniho potkana kmene Wistar. Byli chovani za standardnich podminek ve
vivariu FAF UK, krmeni standardni potravou. Chov a zachazeni s pokusnymi
zvifaty byly v souladu s pravidly schvalenymi Odbornou komisi pro ochranu
zvirat proti tyrani.

Potkani byli oznaCeni pomoci kyseliny pikrové: 1. zvife — H, 2. — LP, 3. —
LZ, 4. — PP, 5. — PZ. Klece byly oznacCeny standardné pomoci zavéSenych
umélohmotnych §titku.

U prvni skupiny zvifat jsme chirurgicky navodili unilateralni kryptorchismus
a to na Casové intervaly : 6 dni a 7 dnu. Hmotnost potkanl se pohybovala
v rozmezi mezi 333 — 640 g.

Pfi pokusu provedeném 26.11.2008, kdy jsme sledovali vliv roztoku
MDOC na tkan varlete, bylo operaci varle umisténo abdominalné a nebylo
chirurgicky zabranéno pfipadnému sestupu varlete z bfiSni dutiny. Hmotnost
zvifat se pohybovala v rozmezi 300 — 380 g.

Tkané z odbéru 8.11. 2006 jsme oznacili Cislem 1531, tkané z odbéru 30.
5. 2006 Cislem 1559 a tkané z odbéru 8.12. 2008 Cislem 1666.

4.1.1 Experimentalni provedeni

V8echna zvifata byla operovana v celkové anestézii v podminkach
relativni asepse. K anestézii byl pouZit Narkamon (Spofa) 1% inj. sol. podany
intraperitonealné. MnozZstvi podaného roztoku jsme urcili z hmotnosti zvifat a

jejich individualni odpovédi.

a) Navozeni experimentalniho kryptorchismu
Kuazi a svalovinou jsme vedli fez o velikosti asi 2 cm. Lehkym tlakem na skrotum
jsme vytlacili levé varle a nadvarle do oteviené bfiSni dutiny. Po prestfizeni m.

cremaster jsme varle zméfili. U pokusu 1531 jsme do dolniho pdlu varlat
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injek&né aplikovali 1% roztok pfipravku Loturon (sodno—vapenata sal MDOC). U
pokusu 1559 jsme 1% roztokem sodno—vapenaté soli MDOC varle potfeli. Poté
jsme varle opatrné uloZili do bfiSni dutiny. SeSitim bfiSni svaloviny a kize

catgutem jsme operacni ranu uzavreli.

b) Aplikace gelu sodno-vapenaté soli MDOC na abdominalné umisténé varle
s nastfizenym hrotem bez prestfizeni m. cremaster

Pfi operaci jsme varle opatrné vyjmuli, hrot varlete nastfihli a potreli
gelem Loturon 7180X (sodno-vapenata sul MDOC). Neprestfihli jsme m.
cremaster ani vazivovy pruh gubernaculum testis, nebyl tedy operacné navozen
klasicky experimentalni kryptorchismus. Varle jsme zasunuli zpét do bfisSni
dutiny a operac¢ni ranu jsme seSitim bfisni svaloviny a kiize pomoci catgutu

uzavreli.

V pokusech a) i b) byl postup dale stejny : po operaci jsme zvifata umistili
zpét do kleci. Pravidelné jsme je aZz do probuzeni z anestézie pozorovali, zda
nemaji zapadly jazyk, v nasledujicich dnech jsme sledovali jejich zdravotni stav
a potravni chovani.

Kontrolni zvifata ( shame operated) jsme operovali provedenim fezu kuzi
a bfiSni svalovinou, bez aplikace MDOC. Operacni ranu jsme sesSili stejnou

technikou jako u pokusnych zvifat.

4.1.2 Odbér organ

Euthanasii jsme u vSech zvifat provedli pfedavkovanim celkového
inhalacniho anestetika Aether pro narcosi (Synhesia, Pardubice-Semtin)
v uzavieném prostoru exsikatoru.

Bezprostfedné po usmrceni potkanu jsme provedli otevieni dutiny bfisni
a vynali varlata a nadvarlata. Po jejich ocisténi jsme zméfili s pfesnosti na
milimetry jejich délku (u pokusu 1531, 1559, 1666). Poté jsme varlata i
nadvarlata zvazili na vahach Soehnle s pfesnosti na desetiny gramu (u pokust

1531, 1559). Varlata i nadvarlata jsme ihned dale histologicky zpracovali.
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4.2 Zpracovani organu

Co nejrychleji po odebrani jsme tkané vlozili do fixacni tekutiny. Pfi fixaci
dochazi krychlé denaturaci bilkovin protoplazmy bunék a tkani, musi se
zabranit samovolnému rozkladu tkané pusobenim enzymu. K fixaci vétSiny
tkani jsme pouZzili Bouinovu fixaéni tekutinu, k ¢asti formalin.

Po odvodnéni, projasnéni a prosyceni jsme tkané zalili do parafinu.
Odvodnéni jsme provedli pomoci vzestupné alkoholové fady nebo acetonu.
Doba trvani je 6 az 24 hodin. Projasnéni jsme provedli rozpoustédlem parafinu
— xylen, benzen. Doba trvani je 1 az 6 hodin.

Po prosyceni tkani parafinem a =zaliti vzorkl do vc€elim voskem
zkvalitnéného parafinu jsme vytvorili tkariové blocky. Doba trvani je 1 az 3
hodiny. U pokusu 1666 jsme vzorky tkani prosycovali epoxidovou pryskyfici a
do blo¢ku zalévali také epoxidovou pryskyfici.

Po ztuhnuti jsme tkané v bloCcich krajeli na sankovém mikrotomu Leitz
na fezy tenké 2 az 3 um. U pokusu 1666 jsme pfipravovali polosilné fezy 0,2 az
0,3 um.

Nakrajené fezy jsme lepili na podlozni sklicka pomoci glycerinu s bilkem.

Pfed barvenim jsme fezy odparafinovali fadou xylen, sestupna
alkoholova fada, voda. Na fezech jsme provedli barveni hematoxylin — eosin,
zeleny trichrom a PAS (Periodic Acid Schiff). Po vlastnim barveni jsme provedli
odvodnéni pomoci vzestupné alkoholové fady a projasnéni xylenem. Obarvené
fezy jsme zamontovali do kanadského balzamu.

U pokusu 1666 jsme nakrajené fezy nanesli na podlozni sklicko
s redestilovanou vodou, po jejim odpafeni jsme provedli barveni 1%
toluidinovou modfi. Po obarveni jsme na fezy nakapali 50% ethanol, nechali
diferencovat a poté slili a oplachnuli redestilovanou vodou. Rezy jsme nechali
osusit a zamontovali je do pryskyrfice.

Hodnoceni preparatlt jsme provadéli v mikroskopu Hund Wetzlar V300.
Dokumentaci pokust 1531, 1559 jsme pofizovali pomoci digitalni kamery Pixe -
LINK PL-A642, Vitana Corp., USA, svételného mikroskopu Nikon Eclipse E200,

Japan a programu LUCIA, verze 5.0, Laboratory Imaging, Praha, s.r.o.
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U pokusu 1666 jsme dokumentaci pofizovali digitalni kamerou Pixe - LINK PL-
A642, Vitana Corp., USA, svételnym mikroskopem Olympus AX70 a pomoci
programu NIS — ELEMENTS AR 2.30.
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4.3 Postupy zpracovani vzorkii

Postup fixace a zaliti tkani do parafinu, metody barveni hematoxylin —
eosin, zeleny trichrom, PAS — Periodic Acid Schiff jsou popsany detailné

v diplomové praci.?

4.3.1 Priprava a zaliti do epoxidovych pryskyfic, barveni
toluidinovou modfri

Epoxidoveé pryskyfice se v uzavienych lahvickach musi nechat 24 hodin
ustalit pfi pokojové teploté. Pryskyfice se michaji v kadince na
elektromagnetické michacCce za pomalych otacek v digestofi. Jednotlivé slozky
pryskyfice se pfidavaji dle navodu a mezi pfidanimi slozek je nutné smés
promichavat alespon 5 minut. Po pfidani posledni slozky se smés micha 30
minut. Namichana smés pryskyfice se uchovava v uzaviené injekcni stfikacce
pfi pokojové teploté. Na prosyceni a zaliti 1 vzorku tkané do bloCku je potfeba 5

ml pryskyfice.
Epoxidové pryskyfice :

Smés EPON — DURKUPAN:

Epon 812 2,5ml
DURKUPAN modry 55 ml
DURKUPAN d&erveny 1,5 ml
DURKUPAN Zluty 0,2 ml

DURKUPAN zeleny (dle vihkosti vzduchu) 0,1 ml—-0,35 ml

1.) 1% toluidinova modf

redestilovana voda 50 ml
toluidinova modf 19
boritan sodny 1lg
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2.) 1% pyronin

redestilovana voda 50 ml
pyronin 0,59
boritan sodny 0,59

3.) barvici roztok

1% toluidinova modr 40 ml
1% pyronin 10 ml
redestilovana voda 30 ml

Barva se ponecha nékolik dni zrat v lednici pfi 5°C a pred barvenim se

prefiltruje.

Vysledek barveni : zvyraznény sloZzky monocyto-fagocytarniho systému a

Castice obsahuijici lipidy.
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5 Vysledky
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5.1 Vysledky makroskopickych pozorovani

Sestavili jsme tabulku z naméfenych hodnot ziskanych pfi odbérech.
V kazdém z pokusu bylo pouzito 5 potkanu, v pokusu 1531 jeden z pokusnych
potkanl z neznamych pfi€in uhynul po operaci, proto mame odebrany tkané
z celkem 4 pokusnych zvifat v Casovém intervalu 7 dnu po operaci. V asovém
intervalu 6 dnl po operaci (1559) a 12 dnl po operaci (1666) jsme vzdy

odebrali tkané z 5 potkan.

Kryptorchismus, ¢asovy interval 7 dnt, mokré hmotnosti a délky varlat

Injekéni aplikace sodno-vapenaté soli MDOC, unilateralni kryptorchismus, 1531

- hmotnost hmotnost delka delka
Cislo
abdominalni skrotalni abdominalni skrotalni
potkana
varle (g) varle (g) varle (mm) varle (mm)

1 0,8 1,6 18 23
2 1,6 1,6 23 23
3 0,8 1,8 19 23
4 1,1 1,9 18 25

Potkan ¢€.2 byl kontrolni. Hmotnosti i délky abdominalnich varlat jsou

oproti kontralateralnim skrotalnim nizsi.

Kryptorchismus, ¢asovy interval 6 dnli, mokré hmotnosti a délky varlat

Aplikace sodno-vapenaté soli MDOC, unilateralni kryptorchismus, 1559

sislo hmotnost hmotnost délka délka
potkana abdominalni skrotalni abdominalni skrotalni
varle (g) varle (g) varle (mm) varle (mm)
1 0,9 19 22 27
2 1,3 2,2 20 24
3 1,0 2,0 22 25
4 1,3 19 24 27
5 15 1,8 26 24
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Potkan €.5 byl kontrolni, je fyziologické, Zze hmotnost levého a pravého
varlete se muze liSit o nékolik desetin gramu. Hmotnosti a délky abdominalnich
varlat jsou oproti kontralateralnim skrotalnim nizsi, ale méné vyrazné nez po
injek¢ni aplikaci sodno-vapenaté soli MDOC pod tunica albuginea v pokusu
1531.

Aplikace gelu sodno-vapenaté soli MDOC, ¢asovy interval 12 dnu, hmotnost

potkana pfed operaci, pfed odbérem, délky varlat pfi odbéru

Aplikace gelu sodno-vapenaté soli MDOC, abdominalni varle, 1666

Eislo hmotnost hmotnost délka délka
pfed operaci |pfed odbérem operované skrotalni
potkana (9) (9) varle (mm) varle (mm)
1 240 340 17 21
2 260 300 20 20
3 260 360 16 20
4 280 380 18 21
5 240 320 20 20

Potkan €.5 byl kontrolni, délky abdominalnich varlat se od skrotalnich
pFilis nelisi, u 3 potkand jsou mirné zmensené. Hmotnostni pfirdstek v prabéhu

12 dnu od operace poukazuje na dobry zdravotni stav zvirat.
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5.2 Vysledky histologického hodnoceni

Hodnoceni jsme provadéli u kazdého zvifete na fezech obarvenych
zakladnim barvenim hematoxylin — eosin, zeleny trichrom i PAS a toluidinova
modfr.

Hodnoceni histologickych preparatd jsem fadila podle ¢asovych intervalu

kryptorchismu a operativni aplikace sodno-vapenaté soli MDOC.

5.2.1Interval 6 dnu, aplikace sodno-vapenaté soli MDOC,
unilateralni kryptorchismus

Stratifikace zarode¢ného epitelu byla naruSena vakuolizaci a pfitomnosti
velkych mnohojadernych bunék (obr.1). V okoli cév a pod tunica albuginea jsme

pozorovali aktivované makrofagy, jejichZ mnoZstvi Ize pokladat za fyziologické.

5.2.2 Interval 7 dnu, injekéni aplikace sodno-vapenaté soli
MDOC, unilateralni kryptorchismus

V semenotvornych kanalcich jsme pozorovali bohatou cytologickou
vybavu (obr.2), i kdyz nékteré kanalky byly vyplnény témér vyhradné Sertoliho
burikami. Cytoplazma Sertoliho bunék byla vyrazné rozvétvena. Smérem od
spermatogonii, néktera podléhala degeneraci. DalSi vrstvy smérem k luminu
jsou tvofeny jadry a tély Sertoliho bunék a k nim jsou pfifazena vyvojova stadia
zarodeéného epitelu od spermatocytu | (velké bunky) po spermatozoa. U vSech
téchto stadii vSak Ize pozorovat znaky degenerace od pykndzy jader po silnou
eozinofilii cytoplazmy.

Na pfehledném pfFicném fezu varletem jsme pod eozinofilni vrstvou
tunica albuginea pozorovali pficné fezy stoCenymi semenotvornymi kanalky a
zmeéfili jejich pramér. Primér tubult se vyrazné odliSoval v zavislosti na tom,

zda tubuly neobsahovaly témér zadné bunky germinativniho epitelu a nebo
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pokud v nich byla pfitomna stadia zarodecného epitelu. Stadia zarodecného
epitelu se jevila degenerovana.

Randomizacnim méfenim jsme stanovili tloustku 80, 100, 150 az 200 ym
u tubulll bez zarode¢ného epitelu. Tubuly se zarode€nym epitelem mély pramér
podstatné vyssi a to nad 200 um. Porovnat Ize s kontrolnimi varlaty (obr.3).

Domnivame se, Ze v souvislosti s injekéni aplikaci sodno-vapenaté soli
MDOC, jsme pozorovali velké mnozstvi makrofagu (obr.4, obr.5). Aktivované
makrofagy i monocyty (rohliCkovity tvar jadra) jsme pozorovali v intersticiu,
v okoli kanalkl a cév zasobujicich intersticium (obr.4.). Pod vrstvou tunica
albuginea v misté injekcniho vpichu MDOC jsme nalezli pocCetné loZisko
makrofagu, které jsou zvyraznéné PAS barvenim (obr.5).

Sledovali jsme zacatecni stadia mnohojadernych bunék pFedstavujici
non-dysjunkci jader pfi mitotickém déleni zarodecné bunky. Na obrazku 1, ale i
v detailu na obrazku 6 Ize vidét, Ze jadra mnohojadernych bunék jsou vétSinou
uloZena po okrajich burnky v poctu 5 az 20 v silné eozinofilni cytoplazmé. Jadra
jsme pozorovali s chromatinem rozprostfenym i srpkovitym.

Na obrazku 7 jsme v intersticiu pozorovali ostrivky Leydigovych bunék v okoli
cév. Fyziologicky maji méchyfkovity tvar, zde jsou svrastélé (srovnani viz

kontrola obr.3).

5.2.3 Interval 12 dnu, aplikace gelu sodno-vapenaté soli MDOC
do abdominalné umisténého varlete po nastrizeni jeho hrotu,
1666

Na obrazku 8 Ize pozorovat edematozni intersticium, které je odtrzené od
semenotvornych kanalkd. Kanalky nesou znaky poruchy vyzravani zarode¢nych
bunék, v Sirokych luminech kanalkll se vyskytuje populace degenerovanych a
non-dysjunké&nich forem vyvojové fady spermatickych bunék.

Vystelka kanalkll nadvarlete (obr.9) byla prazdna a nejevila znaky
zanétu.

V misté poruseni tunica albuginea jsme pozorovali pfitomnost bunék

zanétu (obr.10). Zanétlivé infiltrované intersticium mélo loZiskovy charakter
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v apikalni Casti varlete jako dlsledek poruseni jeho obalu injekéni aplikaci
sodno-vapenaté soli MDOC. V okoli cévniho fecisté a v okolnim intersticiu jsme
pozorovali téZz rozsahlou degeneraci zarodecného epitelu kanalkua. Vnitfek
kanalkG byl silné eozinofilni, razové zbarveny, doslo v ném ke kompletni
destrukci tubularnich struktur.

V detailu kanalku (obr.11) Ize vidét makrofagy. Pozorovali jsme i
nediferencované monocyty a délici se makrofagy. V misté, kde byla poSkozena
tunica albuginea se vyskytoval i vyrazny kulatobunécny infiltrat, lymfocyty.

Barvenim toluidinovou modfi se zviditelnily dalSi slozky monocyto —
fagocytarniho systému (obr.12). Zejména v centralni ¢asti infiltratu se objevily
mnohojaderné burnky.

V makrofazich Ize pozorovat zfagocytované tmavé zbarvené CastecCky
lipidovych pigmentl vyniklé barvenim toluidinovou modfi (obr.13). Lipidovy
pigment se uvolfhuje napfiklad z rozpadlych membran a makrofagy, které se
dostaly do nitra poSkozenych tubull odstranuji fagocytézou degenerovany
material.

Semenotvorné kanalky s poSkozenou spermatogenezi byly vyrazné
rozSifené (obr.14) a obsahovaly razné formy zaniku zarode¢ného epitelu. Dobfe
Ize porovnat s kontrolnim varletem (obr.15).

Bezprostfedné u mista vpichu MDOC pod tunica albuginea jsme
v lozisku degenerace pozorovali poCetnou populaci makrofaga (obr.17, 18).
Nejvice eozinofilni kanalky Ize pozorovat na (obr. 16). Makrofagy se vyskytovaly
v hojném poctu a v detailu (obr.18) jsme nalezli vysoky pocet bunék s ¢ernymi

granuly, mastocyty.

5.2.4 Kontrolni varlata a nadvarlata

Na snimku kontrolniho varlete (obr.3) jsme nahodné proméfili primér
kanalkd, pohyboval se kolem 200 um. Semenotvorné kanalky obrazku 3 a 14
obsahuji kompletni populaci germinativnich bunék.

U kontrolnich nadvarlat jsme pozorovali rezidualni téliska a hlavicky

spermii.?®
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Na obr.3 jsou prifezy kanalky svolnym Iumen s normalni
spermatogenezi a vedle nich jsou kanalky s normalni spermatogenezi, avSak
lumen téchto kanalki je vyplnéno shlukem zarodeénych bunék v rdznych
stadiich vyvoje, pfitomny jsou i patologicky uvolnéné nezralé bunky. Uvoliovani
nezralych stadii takovymto zpUusobem je popisovano jako artefakt souvisejici

s odbérem biologického materialu.
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6 Diskuse
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Pro studium poSkozeni funkce hematotestikularni bariéry se
experimentalné vyuziva unilateralniho i bilateralniho kryptorchismu a to jednak
navozeného operaci €i ovlivnénim hormonalniho stavu v prenatalnim az brzkém
postnatalnim obdobi a nebo ziskaného vrozenou mutaci. Pouzivaji se zvifeci
modely srovnatelné s lidskym modelem (potkani, mysi, opice, vepfi, kralici

atd.).** %

Kryptorchismus je pomérné cCasta porucha formovani pohlavniho
systému novorozenych chlapcl a muze indukovat abnormality v testikularnich
burikach.

Védecky vyzkum v oblasti kryptorchismu je velmi Siroky, pfesto pfiCiny a

mechanismy vSech zmén pfi kryptorchismu nastavajicich nejsou zcela jasné.

V naSem experimentu jsme pouZili operacni navozeni unilateralniho

kryptorchismu u potkant standardni metodou provadénou na Katedie
biologickych a Iékarskych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.
V Casovych intervalech 6, 7 a 12 dna jsme sledovali vliv sodno-vapenaté soli
MDOC v souvislosti s experimentalnim  unilateralnim  kryptorchismem.
V Casovém intervalu 6 dnd jsme abdominalné umisténé varlete zevné potreli
roztokem 1% sodno-vapenaté soli MDOC, v €as. intervalu 7 dnli jsme 1%
roztok sodno-vapenaté soli MDOC aplikovali injekéné do horniho polu
abdominalné umisténého varlete.
V Casovém intervalu 12 dnu jsme aplikovali gel sodno-vapenaté soli MDOC na
abdominalné umisténé varle s nastfizenym hrotem. Pfi tomto pokusu jsme
ovSem neprerusili m. cremaster a nebylo tudiz chirurgicky zabranéno sestupu
abdominalné umisténému varleti.

Hodnotili jsme zmény varlat a nadvarlat v riznych ¢asovych intervalech
po navozeni experimentalniho unilateralniho kryptorchismu a sou€asné aplikaci
sodno-vapenaté soli MDOC makroskopicky a mikroskopicky pomoci optického
svételného mikroskopu. Histologické metody barveni, které jsme pouZili jsou
hematoxylin — eosin, zeleny trichrom, PAS (Periodic Acid Schiff) a toluidinova

modf.
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Odchylky hmotnosti a délek kryptorchickych varlat od kontralateralnich
skrotalnich i skrotalnich varlat kontroly jsme zaznamenali v Casovych
intervalech 6 dnl i 7 dnu. DoSlo ke sniZzeni hmotnosti a délky kryptorchickych
varlat. V ¢asovém intervalu 12 dnu jsme u abdominalnich varlat pozorovali
velmi malé snizeni délky oproti kontralateralnim skrotalnim a skrotalnim
kontroly. Udava se postupné snizovani hmotnosti kryptorchickych varlat u
potkanu ¢&i mysi se signifikantnim poklesem ve dni 7 od operace a
dlouhodobéjsi sledovani udava dalSi pokles hmotnosti mezi dny 8 az 16 u
unilaterainiho  kryptorchismu.'® N&ktefi autofi uvadi nar(ist hmotnosti u
kontralateralniho skrotalniho varlete po navozeni unilateralniho kryptorchismu,

ale postupné az do 6 aZ 12 tydnt od operace a poté jeji ustaleni.®

Je mnohymi vyzkumy potvrzeno, Ze v kryptorchickych varlatech se
s Casem zmenSuje prumér semenotvornych kanalkd, snizuje se pocet

zarodeénych bunék a nastava postupné degenerace germinativniho epitelu. *
10, 31

V preparatech pfipravenych ztkani v ¢asovém intervalu 6 dnl, po
aplikaci 1% roztoku sodno-vapenaté soli MDOC jsme pozorovali znatelnou
vakuolizaci zarode¢ného epitelu, byly pfitomny velké mnohojaderné bunky.
Vyskyt obfich mnohojadernych bunék je uvadén ve dni 7 po navozeni
experimentalniho unilateralniho kryptorchismu u potkand v abdominalnich
varlatech s jejich maximalnim poétem ve dni 5.°

Nékteré zarodeCné buriky byly zdegenerované. Na fezech obarvenych
metodou PAS daly PAS pozitivni reakci nejen akrozomalni komponenty u piné
konfigurovanych spermatozoi a mnohojadernych bunék, objevili jsme i PAS
barvenim zdUlraznéné aktivované makrofagy, jejichz mnozstvi v§ak bylo mozno
pokladat za fyziologické. Monocyty a makrofagy reprezentuji béZznou bunécnou
populaci v intersticiu varlat potkant i Clovéka. Udava se, Ze regulace jejich

pocCtu je zavisla na Leydigovych burikach.

V preparatech z asového intervalu 7 dnu po injekéni aplikaci 1% roztoku

sodno-vapenaté soli MDOC pod tunica albuginea jsme sledovali jednak zmény
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typické pro experimentalni unilateralni kryptorchismus , ale i pfekvapivé zmény

nejspise souvisejici s aplikaci této latky.

Primér semenotvornych kanalkd jsme proméfili na nahodné vybranych
kanalcich prehledného pfiéného fezu, vyrazné se odliSoval v zavislosti na
obsahu bunék zarodecného epitelu. Kanalky obsahujici bufiky zarodecného
epitelu mély primér kolem 200 um, u kanalkl, jez témér neobsahovaly buriky
zarodecného epitelu, byl zjistény prdmér nizsi a to vétSinou od 80 do 150 um.
Znatelny pokles pruméru tubull je popisovan pravé ve dni 7 navozeného
kryptorchismu.'® Buriky zarode¢ného epitelu obsazené v kandlcich jevily

degeneraci.

Nalezli jsme kanalky vyplnéné vyhradné podpurnymi Sertoliho bufikami
s jenom ojedinélymi zarode¢nymi burikami. Barvenim HE jsme podle vyrazné
eozinofilie cytoplazmy a tmavych pyknotickych jader usoudili, Ze zarodecné
buriky podléhaly apoptotické smrti.

Vintersticiu jsme pozorovali ostravkovité usporadané svrastélé

Leydigovy bunky.

V jinych kanalcich jsme nalezli vétSi mnozstvi zarodecnych bunék, u
bazalni membrany spermatogonie podléhajici apoptéze, u lumen kanalku byla
na téla Sertoliho bunék napojena dalSi vyvojova stadia semenotvorného epitelu,
jez projevovala taktéz rysy degenerace. V kanalcich jsme nalezli obrovskeé

mnohojaderné bunky.

Neobvyklym jevem vtomto Casovém obdobi experimentalniho
kryptorchismu bylo objeveni kanalkl s kompletné dezintegrovanou stavbou
zarodecného epitelu. Téla podplrnych bunék byla poSkozena, lumen kanalku
vyplhovaly volné ulozené eozinofilni zarode¢né bunky a mezi nimi se
objevovaly amorfni shluky sférického eozinofilniho materialu. Prazdné lumen
vétsSiny semenotvornych kanalku s fibroznim materidlem a vyplnéné vakuolami

je popisovano ve dni 15 po operaci u kryptorchického varlete.*

48



DalSim atypickym nalezem byly shluky aktivovanych makrofagu.
Nevyskytovaly se pouze pod vrstvou tunica albuginea u mista vpichu, ale i ve

vztahu ke sténé kanalku, vyzivujicim cévam a v intersticiu.

U kontrolnich a kontralateralnich skrotalnich varlat jsme nepozorovali
poskozeni, kromé uvolnénych nezralych bunék v lumen nékolika kanalkl, coz
souvisi s nekropsii. Existuji i studie popisujici zmény u kontralateralniho

skrotalniho varlete pfi unilateralnim kryptorchismu,?®

napfiklad snizeni poctu
pozdnich spermatid, my jsme podobné zmény v nami hodnoceném cCasovém

obdobi neobjevili.

V preparatech z ¢asového intervalu 12 dnd po aplikaci gelu sodno-
vapenaté soli MDOC na abdominalné umisténé varle, u kterého byl nastfizen
jeho hrot, jsme v Sirokych luminech kanalkl pozorovali degenerované a non-
dysjunkéni formy vyvojové fady spermatickych bunék. Rozsahla degenerace
zarodecného epitelu byla zejména v kanalcich okolo oblasti injekéniho vpichu
pod tunica albuginea, kde doSlo k porusSeni obalu varlete. V bezprostredni

blizkosti mista vpichu sodno-vapenaté soli MDOC byla loziska masivni

rrrrr

v

struktur a téz intersticium zde bylo vyrazné zanétlivé infiltrované. Kanalky se
jevily silné eozinofilni, vyplnéné nekrotickym infiltratem. Zejména v centralni
casti infiltratu jsme pozorovali dalSi slozky monocyto-fagocytarniho systému,
mnohojaderné bunky. V okoli byly téZz znatelné hojné zastoupené
kulatobunécné lymfocyty i nediferencované monocyty. Ve vzdalenéjSich
Castech od mista vpichu, ve vyrazné rozSifenych a poskozenych tubulech
fagocytovaly makrofagy degenerované soucasti, zejména lipidy, zvyraznéné
barvenim toluidinovou modfi. Nékteré kanalky se jevily prazdné, mély zcela
zfagocytovany obsah. V okoli kanalkd jsme nalezli i vySSi poCet mastocytl.
Dalsi kanalky byly opét vyrazné rozSifené a obsahovaly rizné formy zaniku

zarodecéného epitelu.

PFi hodnoceni zmén v ¢asovém intervalu 12 dnl Ize ze zastoupeni slozek

MF systému usuzovat na vznik zanétu chronického charakteru.’® * Byly
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pritomny pfeménéné mastocyty mnohojaderné bunky, aktivované makrofagy,

lymfocyty a nikoliv neutrofily.

Moznych mechanisma vedoucich k po$kozeni zarodecného epitelu a
apoptotické smrti zarodeCnych bunék pfi kryptorchismu je vice, vedle poruseni
osy hypothalamus — hypofyza — varle jim pravdépodobné& muze byt snizeni
intratestikularni hladiny testosteronu.'® Dullezité je poskozeni Sertoliho bunék
majici za nasledek nedostateCnou funkci hematotestikularni bariéry a z toho
vyplyvaji nasledky vedouci az ke ztraté zarodecného epitelu.

Pro pfesnou identifikaci apoptézy se pouzivaji metody jako je napf.
TUNEL analyza.®®> My jsme pouzili méné citlivou klasickou metodu

histologického barveni a vyhodnoceni optickym mikroskopem.

Sodno-vapenata sl MDOC jak v pfipadé ¢asovych intervall 6 a 7 dnd,
tak v intervalu 12 dnl zpusobila aktivaci monocyto-fagocytarniho systému.

Z intenzivnéjSi odpovédi monocyto-fagocytarniho systému v ¢asovém
intervalu 12 dnu, kde byl pfi aplikaci latkky MDOC nastfizen hrot varlete,
muzZeme usuzovat, Ze sodno-vapenata stl MDOC jako biodegradabilni material

zesiluje signal pro migraci monocyto-fagocytarniho systému.
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Pokusnym modelem pro sledovani zmén v zarodeéné tkani po navozeni
experimentalniho kryptorchismu s aplikaci sodno-vapenaté soli MDOC byli
dospéli samci laboratornino potkana kmene Wistar. Byli chovani za
standardnich podminek ve vivariu fakulty. U experimentalnich jedincd byl
navozen unilateralni kryptorchismus a u abdominalniho varlete injekéné Cci
zevné a u pokusu v Casovém intervalu 12 dna injekéné i zevné aplikovana
sodno-vapenata sul MDOC zavedenou operacni technikou provadénou na
katedfe. U kazdé skupiny byla provedena u jednoho zvifete slepa operace —

kontrolni zvire.

Varlata a nadvarlata lokalizovana abdominalné i fyziologicky byla
odebrana v ¢asovych intervalech 6, 7 a 12 dnu po operaci. Byla zméfena jejich
dlouha osa, u pokusl v €asovych intervalech 6 a 7 dnl téz stanovena mokra
hmotnost. Vzorky tkani byly zpracovany standardni technikou a vySetfeny

histologickymi metodami. Hodnoceni bylo optické svételnym mikroskopem.

Histologicka analyza pomoci svételného mikroskopu prokazala
vintervalu 6 dnu se zevni aplikaci 1% roztoku sodno-vapenaté soli MDOC u
abdominalné umisténého kryptorchického varlete degeneraci ¢asti zarodecnych
bunék. Byly pfitomny velké mnohojaderné buriky, makrofagy v mnozstvi, jez lze

pokladat za fyziologické a zarodecny epitel byl porusen vakuolizaci.

Vintervalu 7 dnd po navozeni unilateralniho kryptorchismu a injek&ni
aplikaci 1% roztoku sodno-vapenaté soli MDOC pod tunica albuginea
abdominalniho varlete jsme nalezli vice zmén v porovnani s fezy kontrolnimi
varlaty. Neékteré semenotvorné kanalky obsahovaly smérem od bazalni
membrany spermatogonie, z nichz ¢ast podléhala apoptdéze, smérem k lumen
jsme pozorovali téla a jadra Sertoliho bunék, k nim byla pfifazena dalSi
vyvojova stadia germinativniho epitelu, z nichz nékteré bunky taktéz jevily
znamky apoptotické smrti. Jiné tubuly obsahovaly témér vyhradné téla Sertoliho
bunék témér bez pfitomnosti bunék zarodeCného epitelu. Kanalky bez
germinativniho epitelu mély podstatné mensi priamér v porovnani s kanalky

obsahujicimi zarodeCny epitel. Nalezli jsme i kanalky, které pFekvapivé uz
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vtomto obdobi mély silné porusené Sertoliho bunky a jejich lumen bylo
vyplnéno volné uloZzenymi burikami s projevy degenerace a mezi nimi byl
pritomny amorfni eozinofilni material. V fezech v misté vpichu injekce sodno-
vapenaté soli MDOC i v okoli cév varlete a v intersticiu se objevila PAS pozitivni

loZiska makrofagu. Sledovali jsme velké mnohojaderné bunky.

V intervalu 12 dna pfi aplikaci gelu sodno-vapenaté soli MDOC na
abdominalné umisténé varle, u néhoz byl opera¢né nastfizen hrot, jsme
sledovali rozsahlou degeneraci zarodecného epitelu. V bezprostfedni blizkosti
mista vpichu sodno-vapenaté soli MDOC byla loziska masivni zanétlivé
infiltrace, v jejichz dosahu doslo ke kompletni destrukci tubularnich struktur a
jevily silné eozinofilni, vyplnéné nekrotickym infiltratem. Zejména v centralni
casti infiltratu jsme pozorovali mnohojaderné bunky. V okoli byly téz znatelné
hojné zastoupené kulatobunécné lymfocyty i nediferencované monocyty. Ve
vzdalenéjSich ¢astech od mista vpichu, ve vyrazné rozSifenych a poskozenych
tubulech fagocytovaly makrofagy degenerované hlavné lipidické slozky. Nékteré
kanalky se jevily prazdné, mély zcela zfagocytovany obsah. V okoli téchto
kanalkd jsme nalezli i vy$Si poCet mastocytu. DalSi kanalky byly opét vyrazné
rozSifené a obsahovaly rizné formy zaniku zarodecného epitelu. Smérem od
apikalni cCasti varlete byly kanalky meéné rozSifené a nejevily vyraznou

vv v

eozinofilii, v intersticiu se nenachazely témér Zadné makrofagy.

PFi hodnoceni zmén v ¢asovém intervalu 12 dnl Ize ze zastoupeni slozek
monocyto-fagocytarniho systému v souvislosti s aplikaci sodno-vapenaté soli

MDOC usuzovat na vznik zanétu chronického charakteru.

V Casovych intervalech 7 dnl a 12 dnu, kdy byla sodno-vapenata sl
MDOC aplikovana do abdominalniho varlete injekéné a nastfizenim hrotu
varlete, doslo k zesileni signalu pro chemotaxi bunék monocyto-fagocytarniho

systému.
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V ¢asovém intervalu 12 dnl po aplikaci gelu sodno-vapenaté soli MDOC
do abdominalniho varlete po nastfizeni jeho hrotu jsme pozorovali razantni
zmény v architektonice semenotvornych tubull souvisejici nejspiSe se vznikem
zanétu.

Z4&dna z popisovanych zmén nebyla pozorovana u kontrolnich varlat.
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8 Obrazova priloha
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Seznam obrazku :

Obrazek 1 Kryptorchismus 6 dnu, varle, HE, zvétSeno 100x
Obrazek 2 Kryptorchismus 7 dna, varle, HE, zvétSeno 40x
Obrazek 3 Kontrolni varle 7 dnu, varle, ZT, zvétSeno 100x
Obrazek 4 Kryptorchismus 7 dna, varle, HE, zvétSeno 200x
Obrazek 5 Kryptorchismus 7 dna, varle, PAS, zvétSeno 400x
Obrazek 6 Kryptorchismus 7 dna, varle, HE, zvétSeno 400x
Obrazek 7 Kryptorchismus 7 dnu, varle, HE, zvétSeno 200x
Obrazek 8 Abdominalni varle 12 dnt, ZT, zvétSeno 100x
Obrazek 9 Abdominalni nadvarle 12 dnu, ZT, zvétSseno 100x
Obrazek 10 Abdominalni varle 12 dnu, HE, zvétSeno 200x
Obrazek 11 Abdominalni varle 12 dnu, HE, zvétSeno 400x
Obrazek 12 Abdominalni varle 12 dnd, TM, zvétSeno 200x
Obrazek 13 Abdominalni varle 12 dna, TM, zvétSeno 400x
Obrazek 14 Abdominalni varle 12 dnd, TM, zvétSeno 400x
Obrazek 15 Kontrolni varle 12 dnt, ZT, zvétSeno 100x
Obrazek 16 Abdominalni varle 12 dnu, HE, zvétSeno 100x
Obrazek 17 Abdominalni varle 12 dnt, TM, zvétSeno 200x
Obrazek 18 Abdominalni varle 12 dnti, TM, zvétSeno 400x
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Obrazek 2 Kryptorchismus 7 dna, varle, HE, zvétSeno 40x
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Obrazek 4 Kryptorchismus 7 dnu, varle, HE, zvétSeno 200x
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Obrazek 5 Kryptorchismus 7 dn(, varle, PAS, zvétSeno 400x
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Obrazek 6 Kryptorchismus 7 dna, varle, HE, zvétSeno 400x
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Obrazek 8 Abdominalni varle, 12 dnt, ZT, zvétSeno 100x
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Obrazek 10 Abdominalni varle, 12 dnu, HE, zvétSeno 200x
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Obrazek 12 Abdominalni varle, 12 dnu, TM, zvétSeno 200x
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Obrazek 14 Abdominalni varle, 12 dnu, TM, zvétSeno 400x
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Obrazek 18 Abdominalni varle, 12 dnu, TM, zvétSeno 400x
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