


UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOLOGICKYCH A LEKARSKYCH VED

DI1ZERTACNI PRACE

MORFOLOGICKE A FUNKCNI ZMENY
V SAMCIM REPRODUKCNIM SYSTEMU

OVLIVNENI HEMATOTESTIKULARNI
BARIERY

Védni obor: Farmakologie a toxikologie

Skolitel: Doc. RNDy. Vladimir Semecky, CSc.
Vedouci katedry: Doc. RNDr. Vladimir Semecky, CSc.

Hradec Kralové, bfezen 2006 Mgr. Martin Kopecky



PODEKOVANI

Dékuji panu doc. RNDr. Vladimiru Semeckému, CSc. za to, ze mi poskytl
spousty cennych rad a zkusenosti, za odborné vedeni a pomoc v prubc¢hu experimentt.
Deékuji pani Blance Slechtové za trpélivost nejen béhem prvnich pokust pii krijeni a
barveni histologickych fezi, ale pfedevsim béhem mnoha dalsich experimentd. Dékuji
pani Ing. Zuzané¢ Millerové za pomoc béhem experimentt a za kompletni pfipravu
polosilnych  fezt. Dékuji PharmDr. Petrovi Nachtigalovi, PhD za vytvofeni
neopakovatelné atmosféry v laboratofi. Dékuji vSem vyse jmenovanym za krasné chvile,
které jsme spolecné prozili. Maj dik patif také vsem ostatnim pracovnikim Katedry
biologickych a lékafskych véd, ktefi se bud’ podileli pfimo na experimentu, nebo na

vytvatreni vyborné pracovni atmosféry bé¢hem celého experimentu.

Deékuji svym rodicum za jejich podporu a obétavost a za to, ze mi umoznili
studium na vysoké skole. Dékuji své manzelce Jané za trpélivost, kterou se mnou méla
béhem sepisovani prace a za to, ze celou praci precetla a zkontrolovala. Dékuji své
mésicni dcerce Klarce za to, ze klidn¢ spala a umoznila mi dokonceni této prace.
Dékuji véem mym pratelim za vytvofeni idealnich podminek béhem celého studia i po

v

nem.



Obsah

OBSAH

SEZINAM ZKRATEK.......ciitriiiiiirnnnieiiennnienieennescossesnsssssssnssssssssssssses 6
L8170 J 5 7
TEORETICKA CAST ....covurrririeenensisissstssesssssssssssssssssssssssssssssssssenns 9
MORFOLOGIE VARLAT A NADVARLAT «..covuvertrirteiereieseisississsssssssssssssesesesesssssssssssssss 9
INterStCIAINT tRAL coooviivieeeciecie ettt ettt ettt eae et teeae s eteereeneerenas 10
Semenotvorné KaANALKY .....c.covveiririniicccccccccccteeteeee e 10
HematoteStRularng DATTELa ...cuvevicviceieeeeeeeereceeeeeete ettt ettt et e ev et v e esenas 12
SPErMAtOZENEZE ...ttt 13
Rizeni teSHKUIATNICH FURKCT cvveovveeeeeeeeeeeseeeeeeeeee e seseseseeeeeeee s seseseseeessese s seseseseseseesenees 15
MEZIBUNECNA SPOJENT c...vitiiititiieteteieteteietee ettt s st se s s ssssssesennnas 16
TESNA SPOJENL..uiiiiiiiiiic s 16
Adherentni SPOJENT ....cvviuiiiiiiiiic s 20

N XYttt 26
CYTOSKELET ..vcviveteteveteiestsssessssssssesesesesesessssssessssssssesesesesesesessssasassssssssssssesesesesnas 30
MIKFOTUDULY v 30
MIKLOFIAMENTA . vvieiereeiieiitetcee ettt s et st sa b e e s esessebessesesessesensesenes 30
Intermediarnd flAMENTA «.ooivivieieeceieeeceee ettt beae bbb bebe st b b ens 31
CytOSKElet V& VALIEH wuvuieieieiiiicicicicicicieiieieie bbbttt 32
PROLIFERACNI AKTIVITA VE TKANI VARLAT A APOPTOZA, PROHIBITIN ......... 34
Proliferacni aktivita ve vatlateCh. ..o 34
APOPLOZA .ottt 36
PLORIDITIN 1ottt ettt ettt et ettt ese et e et e s easeseesensenseseeresensessereesensens 37
KKRYPTORCHISMUS....cuvtiviieteteresessiisssssssssssssssesesesessssssssssssssssssssssssesesesesssssssssssssssns 38
BUSULFAN ..ttt ettt ettt s e enes s ssesesesesesesesessennnsnnans 40
MATERIAL A METODIKA .......ccocvnininienerernininssssssesssssssssssssssssssssens 45
OPERACI NAVOZENY KRYPTORCHISMUS......c.cotrteieteueneneniirensesesesesesenesessssesesesesenens 45
APLIKACE BUSULFANU ...vetetiiiisessssessesesesssesessssssssssssssssssssssssesesesssssssssssssssssssesesess 46
HISTOLOGICKE ZPRACOVANT ORGANU....cuiieierereieieiiiiieie st sesese s 46
BARVENT HEMATOXYLIN — EOSIN ....cutieteteteueienineireeeesesesesenesesessssesesesesesessssssesesens 48
ZPRACOVANI VZORKU PRO POLOSILNE REZY ...cvevevevieiiiiesesereressessssesesesesesesens 49



IMUNOHISTOCHEMIE .....cuctevetsrerieseisessesssseesessssssesessssssesessssssessssssssessssssesessssssesessssens 52
TUNEL ..ottt ettt e e e e te e be e e raeeabeebeeeseeeaseeseennes 54
CHEMIKALIE .vvtutevettieteeeiesesesieseseeesesessesesessesesessesessssesesessesesessesessssesesessesessssesensssesens 56
STATISTICKE HODNOCENT....cucutuiiiieteteteieieeisisteseseesesesessseesesesesesesesssssesesesesesssens 57
VYSLEDKY ...cuveiiiiieieseesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 58
IKRYPTORCHISMUS ....vvevaiereevisseseesessessessssessessssssesesssssessssssssessssssssessssssesessssssesessssnes 58
HMONOST VALIAL ...ttt ettt et 58
Vysledky histologického hodnocent ..., 59
BUSULFAN . ...c.ctitttetieste ettt sttt b st s et st s st a s st b s sasses s ssssesessnsnes 66
HMOtNOST VALTAL ...ttt ettt ettt ettt ettt 66
Vysledky histologického hOANOCENT w.uvuvrrvvevvvvveeeeeeeeeeeeesesssessssseesoosssssseeeeessess e 67
CYTOSKELET ...ouvuitevevieeaetesessesesesesaesesesessese s sessesesessesesessssssesssssesesssssesssssssesssessssesans 75
Aktin hladkosvalovych Bun€k.........occeviiiiiiiiiiinicccceecceceeeeenee 75
ALREI 1ottt e ettt e e te b e et et ereebe et et eabere e b et et eraebe et e bensereebeebenbeneens 75
TUDUIN 1.ttt ettt b et s et b et e s bese s esessebessesesessesensesenes 78
VIMIEIIEIN 1eeuviiiecie ettt ettt et et eeteeeteeteebeebeebeebeebeenbeenseerseenseenseenseenseenseenseensesnns 81
MEZIBUNECNA SPOJENIT ....vitiiititiieteteieteteietete ettt s s ses s sss s ssssssessnnnas 85
TESNA SPOJCIU vvvvvvvveeeesessssesssseeeeeeeessssssssssssssssssssssesssesessssssssssssssssssssssssesssesesssssssssssnssssss 85
Adherentnd SPOJENT ....cuviiiiiiiiiiiii s 85
INCXY v vvvvveeeeeeessesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnsssssenes 90
PROHIBITIN, PCNA, TUNEL ....oooviiiiieecteteeeeeeeeete ettt 94
Kontrolni SKUPINY....ccciiiiiiiiiiiii s 94
Exprese prohibitinu a PCNA, TUNEL ve vatlatech kryptorchizovanych zvifat.....96
Exprese prohibitinu a PCNA, TUNEL ve varlatech po aplikaci busulfanu............ 101
DISKUSE ....cuciiiiiiiiieeeeenneceeeeeeeeeeeeennsssssssseeseesesssnnssssssssssssssssssnnsnsnnnsnns 106
ZAVER .....cooeirtrieteisssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssasans 120
SEZNAM POUZITE LITERATURY ......coocevrrerrrrrrrersrssssssssssssssnns 123



Seznam kratek

SEZNAM ZKRATEK

ABP - androgen binding protein
ADP — adenosin difosfat

AJ - adherent junction (adherentni
spojent)

ALP — alkalicka fosfataza

AMH - anti-mulleriansky hormon
AMP - adenosin monofosfat
ATP - adenosin trifosfat

BSA — hovézi sérovy albumin

BTB - blood — testis barrier (hema-
totestikularni bariéra)

cAMP — cyklicky adenosin monofosfat
DAB - diaminobenzidin

DHT - dihydrotestosteron

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina
ED - smés Epon-Durkupan

EDMS - ethandimethansulfonat

eNOS — endotelova nitric oxide (NO)
syntaza

ES - ektoplazmatické specializace
FAK - focal adhesion kinase

FSH - folikuly stimulujici hormon
GJ — gap junction (nexy)

GnRH - gonadotropni rastovy hormon
(gonadoliberin)

hCG - lidsky choriovy gonadotropni

hormon

HSP - heat shock protein

IF - intermediarni filamenta

IP, — inositoltrifosfat

JAM - junctional adhesion molecule
kDa - kilodalton

L-CAM - liver-cell adhesion molecule
LH - luteiniza¢n{ hormon

mRNA — mitochondriilni ribonukleova
kyselina

MRP-1 -multidrug resistance-associated
protein

NCAM - neural cell adhesion molecule
OSP - oligodendrocyte specific peptide
PBS - fosfore¢nanovy pufr

PCNA - proliferative cell nuclear
antigene

PHB - prohibitin

SHBP - steroid hormon binding
protein

SO — sham-operated zvifata (operované
kontroly)

T - testosteron

TeBP - testosteron binding protein

TJ - tight junction (tésna spojeni)

TK - tubulobulbarni komplexy

TNF-a - tumor nekrotizujici faktor alfa
UA — uranylacetat

2.0 — zonula occludens protein
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Zdravi je podle definice Svétové zdravotnické organizace stav uplné télesné,
dusevni a socialni pohody. Poruchy reprodukce nejsou pouze otazkou poruchy
tyzického zdravi, ale zasahuji také psychickou a socidlni stranku zivota clovéeka. Potize
s pocetim ma v Ceské Republice zhruba 15% pard a muzska neplodnost je na viné
téméf v poloviné pfipadu (zdroj ISCARE IVF Centrum Praha). V soucasné populaci se
stale zvySuje pocet muzu se snizenou fertilni schopnosti, u nichz jsou pfitomny ruzné
degenerativni zmény varlat s poruchami spermatogeneze. K témto zménam muze
dochazet vlivem genetickych predispozic, nékterych patologickych stavi, zivotniho stylu
(drogy, kouteni, alkohol), vyskytu raznych polutantd v zivotnim prostfedi, apod. (Baker
et al. 2000; Sharpe 2000). Patologické zmény varlete jsou vysledkem déji odehravajicich
se na molekularni drovni. Sledovani parametra, které hraji dualezitou roli béhem
patologickych zmén varlete, mtuze byt cennym voditkem pro urceni dalstho osudu
poskozeného varlete. Operativné navozeny kryptorchismus (unilateralni nebo
bilateralni) u dospélych potkant je jednim z modela studia tohoto poskozeni. Jinym
modelem je podani vybraného xenobiotika s toxickym ucinkem na bunky zarodecné
linie (napf. néktera cytostatika) nebo na Sertoliho bunky (napf. ftalaty) (Jiang 1998;
Richburg et al. 2002; Suominen et al. 2003).

Jednim z morfologickych piistupt pouzivanym ke zjisténi poskozeni bunck a
tkani je uréeni dynamickych zmén nékterych parametri pomoci imunohistochemickych
metod. S vyuzitim imunohistochemie je mozné lokalizovat proteiny v tkanovych fezech
na zaklad¢ interakce antigen-protilatka. Nejnapadnéjsim morfologickym znakem
poskozeni zarode¢ného epitelu je odtrzeni zarodec¢nych bunck z epitelu do lumen
kanalku. Pfedpoklada se, Ze oddéleni zarodecnych bunck od Sertoliho bunc¢k je
dusledkem  poskozeni  adhezivnich  proteind  specializovanych  adherentnich
mezibunéénych spojeni (zonula adherens) a/nebo jejich pozménéné interakce se
strukturami cytoskeletu bun¢k (Boekelheide, 2002; Wang, 2002). Zaroven dochazi k
poskozeni i dalSich typu mezibunécnych spojeni — nexy (Defamie et al. 2001), a zejména
zonula occludens (tésna spojeni) mezi sousednimi Sertoliho bunkami, které jsou soucasti
hematotestikularni bariéry (Cheng, 2002). Dochazi také ke zménam v cytoskeletarnim

uspofadani jednotlivych typt bunék ve varlatech — mikrotubuld, mikrofilament i
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intermediarnich mikrofilament (Aumuller and Seitz 1988; Richburg and Bockelheide

1996).

Tato dizertacni prace si klade za ukol posoudit vliv modelového xenobiotika -
busulfanu a vliv operativné navozeného jednostranného kryptorchismu (pfesun varlete
ze Sourku do bfiSni dutiny) na morfologicky obraz tkané varlete potkana (stav
zarodecného epitelu 1 intersticialni tkané mezi semenotvornymi kanilky) a na
spermatogenezi. Cilem této prace je zhodnotit pomoci histologickych a
imunohistochemickych metod nékteré zmény odehravajici se ve varleti na drovni
cytoskeletarnich vlaken, zmény v expresi proteint specializovanych mezibunéénych
spojeni mezi jednotlivymi populacemi testikularnich bunék a pokusit se porovnat

proliferacni  aktivitu  testikularnich ~ bunék s rozsahem  jejich  poskozeni.
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TEORETICKA CAST

MORFOLOGIE VARLAT A NADVARIAT

Varle s nadvarletem jsou ulozeny pod stydkou sponou v Sourku (scrofums)
hruskovitého az kulovitého tvaru, rozdéleném septem (septum scroti) na dvé poloviny;
jeho polohu na kuzi udava sev (raphe scroti). Vatle (festis) je parova muzska pohlavni zlaza
ovoidniho tvaru. Je dlouhé 4 - 5 cm a Siroké 2 - 3 cm o hmotnosti asi 18 - 25 g. Jeho
zadni okraj je pfekryt nadvarletem. Tfi vrstvy membran, visceralni #unica vaginalis, tunica
albuginea a  tunica vasculosa, predstavuji testikularni obal. Rozsifeni membrany tunica
albuginea do varlete ve formé vazivovych sept (septula testis) vede k utvareni vice nez 250
pyramidalnich lalacka (lobuli testis). Lalacky jsou orientovany bazi smérem k povrchu,
jejich vrcholky sméfuji k hilu varlete a jsou v nich ulozeny 2 - 3 stocené semenotvorné
kanalky (zubuli seminiferi contorti). Ty se v hilu varlete postupné spoji do 20 - 30 pfimych
semenotvornych kanalka (#ubuli seminiferi recti), které jsou navzajem propojeny, takze
tvotf sit’ovité rete festis. Z této sit¢ vznika dal$im spojovanim 10 - 20 sirsich vyvodnych
kanalka (ductuli efferentes testis), jez vstupuji do nadvarlete. Vazivo, v némz lezi tubuli recti

a pocatecni ¢ast ductuli efferentes se nazyva mediastinum testis.

Krevni zasobeni varlat vychazi hlavné z testikularnich tepen, které jsou vétvemi
arteria spermatica interna. Po piestupu slozitou kapilarni siti vstupuje krev do cetnych
testikularnich Zil, jez utvareji anastomozujici sit’, plexus pampiniformis. Tato sit’ se spojuje
a vznika tak vema spermatica interna. Lymfaticka drenaz vatlete je téZz bohata. Inervace
varlete je zajiSténa nervovou pleteni pfichazejici podél cév (plexus testicularis), ktera
obsahuje vlakna senzitivni, sympaticka a parasympaticka.

Nadvarle (epididymis) je protahly trubicovity organ na zadnim obvodu vatlete.
Masivnéjsi cast, hlava (caput epididymidis), sestupuje po zadnim obvodu varlete jako télo
(corpus epididymidis) a zuzuje se v ocas (cauda epididymidis) dale prechazejici v chamovod.
Povrch nadvarlete tvofi silnd vazivova membriana pevné spojena s vazivem uvnitf
nadvarlete. Do jeho hlavy vstupuji vyvodné kanalky (ductuli efferentes testis), které uvnitt
tormuiji lalacky (lbuli epididymidis). Kanalky lalackta se ze strany napojuji do jediného
vyvodu nadvatlete (ductus epididymidis). Tento az 6 m dlouhy kanalek je zpocatku ulozen

na zadnim obvodu hlavy, pak mnohondsobné stocen tvoii t¢lo a ocas nadvarlete, dale

pfechazi v chamovod (vas deferens). Jeho vazivova sténa obsahuje mnozstvi cirkularné
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usporadané hladké svaloviny, vnitini povrch kanalku vystyla dvoufady cylindricky epitel

(Cihak 2002; Dylevsky et al. 2000; Junnqueira et al. 1999).

Dv¢ zakladni funkce varlat, spermatogeneze a steroidogeneze, se odehravaji
ve dvou raznych kompartmentech varlat, které jsou od sebe morfologicky i funkcéné
odlisné, ve své cinnosti vSak na sebe uzce navazuji. Spermatogeneze probiha
v tubularnim kompartmentu — v zarodecném epitelu semenotvornych kanalkd,

steroidogeneze pfevazné v intersticialni tkani mezi kanalky.

INTERSTICIALNI TKAN

Prostor mezi semenotvornymi kanalky je vyplnén shluky vazivové tkané, nervi,
krevnich a lymfatickych cév (pfedstavuje u clovéka asi 12 — 15 % celkového objemu
varlat). Testikularni kapilary jsou fenestrované a dovoluji volnou pasaz makromolekul,
jako jsou krevni bilkoviny. Vazivo sestava zriznych typd bunék zahrnujicich
fibroblasty, nediferencované vazivové elementy, jsou zde pfitomny také bunky
imunitnfho systému — lymfocyty, makrofagy, zirné burky.

Vlastnimi endokrinnimi elementy jsou Leydigovy buiiky. Jsou vétsinou
zakulacené ¢i polygonalni, obsahuji centralné ulozené jadro a eosinofilni cytoplazmu
bohatou na malé tukové kapénky obsahujici cholesterol. Syntéza steroidnich hormont je
zprostiedkovana enzymy, které se nachazeji v hladkém endoplazmatickém retikulu a

v cytoplazmé (Cihak 2002; Junnqueira et al. 1999).

SEMENOTVORNE KANALKY

V tubularni ¢asti varlete (ve vystelce semenotvornych kanalka — zubuli seminiferi)
probiha spermatogeneze. Do zarode¢ného epitelu jsou vnofeny Sertoliho bunky, jez
pfedstavuji 35 — 40 % jeho objemu. Druhym typem bunék jsou bunky zarodecné linie
v razném stadiu spermatogeneze. Kromé Sertoliho a zarodecnych bunck se kolem
semenotvornych kanalka nachazeji peritubularni myoidni buiiky (myofibroblasty),
které obsahuji aktin a jsou schopné spontanni kontrakce. Jsou prostupné pro androgeny
a metabolické slozky nutné pro vyvoj zarodecného epitelu.

Sertoliho buriky jsou podlouhlé elementy tvaru pyramidy s cetnymi
postrannimi vybézky. Jejich baze ptisedaji k bazalni laminé, zatimco jejich volné apikalni
konce vyc¢nivaji do lumen semenotvornych kanalkd. Tyto bunky obsahuji velké

mnozstvi hladkého endoplazmatického retikula, mitochondrii a lyzosomu, drsné

10
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endoplazmatické retikulum a dobfe vyvinuty Golgtho komplex. Jejich protahlé jadro
casto nabyva trojuhelnfkového tvaru. Sousedni Sertoliho bunky jsou na urovni
spermatogonii k sobé poutany pomoci tésnych spojeni (tight junctions). Sertoliho bunky
jsou odolné vuci nepifiznivym podminkam jako je infekce, malnutrice ¢i pronikava
radiace (Junnqueira et al. 1999).

Sertoliho bunky zastavaji nékolik funkci, které se méni v prabéhu vyvoje jedince.
V embryonalnim obdobi jsou Sertoliho bunky prvnimi diferencujicimi se bunikami
v indiferentni gonadé a pod jejich kontrolou je zahajeno formovani testikularnich
provazcu, znichz se pozdéji tvoif semenotvorné kanalky. Dale diky jejich vlivu
nedochazi k meiotickému déleni vcestovalych zarodecnych bunck a v neposledni fadé¢
indukuji diferenciaci Leydigovych bunék. V tomto obdobi produkuji také anti-

milleriansky hormon (AMH) (Sharpe et al. 2003).

V prubé¢hu puberty dochazi k funkénim i morfologickym zménam Sertoliho
bunék, kjejich maturaci. V ramci vyzravani ztraci Sertolitho bunky schopnost
proliferace. Pocet Sertoliho bunck je tak urcen jiz pfed dosazenim dospélosti. U vétsiny
zivocisnych druhu, véetne clovéka, se Sertoliho bunky déli ve dvou obdobich — (i) ve
fetalnim obdobi a kratce po narozeni (u clovéka cca do konce 1. roku zivota); (ii)
v obdobi pfed zahajenim puberty (ve véku 10-13 let) (Franca et al. 2000; Sharpe et al.
2003). Pocet Sertoliho buné¢k ve varleti urcuje mnozstvi produkovanych spermii, nebot’
kazda Sertoliho butitka ma omezenou kapacitu pro pocet zarodec¢nych bunék, které
muze podporovat (tento pocet se mezidruhove lis]) (Orth et al. 1988; Sharpe et al.
2003). Proliferace Sertoliho buné¢k je pozitivné regulovana FSH, negativné thyroidnimi
hormony a vedle nich se v tomto procesu uplatiuji také rastové faktory (De Franca et

al. 1995; Sharpe et al. 2003).

Béhem maturace Sertoliho bunék dochdzi ke zménam exprese nékterych
proteinti, které slouzi jako markery pro wurcovani vyzralosti Sertoliho bunék
v diagnostice raznych syndroma spojenych s poruchou tvorby spermif. Dospélé
Sertoliho bunky se vyznacuji snizenou sekreci AMH, sniZzenou expresi aromatazy (a tim i
tvorby estrogenti v dospélych Sertoliho burikach) (Turner et al. 2002), snizenou expresi
NCAM - neural cell adhesion molecule INCAM je dulezity pro adhezi gonocytt béhem
jejich migrace v indiferentni gonade¢) (Laslett et al. 2000; Orth et al. 2000), cytokeratinu
18 (Bar-Shira Maymon et al. 2000; Steger et al. 1996), a naopak zvySenou expresi
lamininu a,; v bazalni membran¢ semenotvornych kanalkd (Pelliniemi a Frojdman 2001),

v prubéhu prvni vlny spermatogeneze se v dozralych Sertoliho bunkach objevuje

11
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transkripéni faktor GATA-1 (Yomogida et al. 1994) a ve zralych Sertoliho bunkach se
nachazf také inhibitor cyklin-dependentnich kindz - p27™*", blokujici proliferaci (Beumer
et al. 1999; Cipriano et al. 2001).

Vyskyt nezralych Sertoliho bunc¢k v dospélém varleti resultuje v poskozeni
spermatogeneze, nebot’ tyto nezralé bunky jsou schopné vyzivovat a podporovat pouze
nezrald nebo casnad stadia zarodecnych bunck (od gonocyti po nediferencované
spermatogonie). Obracené, snizeni poctu meiotickych a postmeiotickych stadii
zarodec¢nych bunck v zarode¢ném epitelu muze vést k sekundarnim zménam v Sertoliho
bunkach, u nichZz se mohou druhotné objevit znaky nezralych Sertoliho buné¢k (Sharpe

et al. 2003; Sharpe et al. 1993)

V dospélosti vykonavaji Sertoliho bunky nékolik rozlicnych funkci. Tvofii
ochranné a vyzivu zajist'ujici prostfedi pro zarodecné bunky. Fagocytuji a vstiebavaji
bunéény material z procesu spermatogeneze, secernuji do lumen semenotvornych
kanalka tekutinu, ktera odtéka smérem k vyvodnym cestim pohlavnim a je vyuzivana
k transportu spermii. Dale je vnich pod vlivem FSH a testosteronu produkovan
androgeny vazici protein (Androgen binding protein, ABP) a peptid inhibin, ktery
omezuje syntézu a uvolnovani FSH v pfednim laloku hypofyzy. Tyto funkce Sertoliho
bunék jsou nezbytné pro zdarny pritbéh spermatogeneze (Cihdk 2002; Junnqueira et al.

1999).

HEMATOTESTIKULARNI BARIERA

V pubert¢ dochazi mezi sousednimi Sertoliho bunkami k vytvofeni
mezibunéénych spojeni zonula occludens (tight junctions, TJ) a tim k formovani
hematotestikularni bariéry (blood — testis barrier, BTB) (Sharpe et al. 2003). Vytvofeni
BTB je zavislé na pfitomnosti zarode¢nych bunék v semenotvornych kandlcich a tvorba
T] zac¢ina v okamziku, kdy se v kanalcich objevuji prvni zygotenni a/nebo pachytenni
spermatocyty. Pokud nejsou pfitomny, BTB se nevytvati (Cavicchia et al. 1991).

Hematotestikularni bariéra je slozita morfologicka i funkéni jednotka, na jejiz
stavbé a funkci se podileji také endotelové bunky kapilar a jejich bazalni membrany,
peritubularni myoidni bunky nachazejici se kolem semenotvornych kanalka, vlastni
bazalni membrana kanalka a cytoplazmaticka membrana Sertoliho bunck. Zatimco cévni
struktury a peritubularni myoidni bunky vytvareji pouze jakysi hruby pfedfiltr (ackoliv i
v nich lze nalézt TJ), ostatni komponenty zodpovidaji za vlastni bariérovou funkci

(Ganong 1997; Junnqueira et al. 1999). Fyzikalné-chemické vlastnosti BTB brani
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prostupu velkych a hydrofilnich molekul do adluminalnftho kompartmentu zarode¢ného
kanalu. Na funkci BTB se také podileji efluxni transportéry jako napt. P-glykoprotein,
MRP-1 (multidrug resistance associated protein) ad. (Bart et al. 2002), jejichz funkci je
odstraniovat z bunék cizorodé molekuly, které se do bunck dostavaji prostou diftzi

(Schinkel 2001).

Bazéalné od TJ, mezi Sertoliho bunikami, se nachazeji spermatogonie, které lezi
pfi bazalni membrané a jsou tedy umistény pfed vlastni BTB. Po nékolikerém
mitotickém déleni se diferencuji ve spermatocyty, které prostupuji skrz BTB do
adluminalnfho kompartmentu zarode¢ného kanalu. BTB tedy chrani az meioticky se
délici spermatocyty a vyzravajici spermatidy pfed pusobenim toxickych latek obsazenych
v krvi. Zaroven vytvaii i bariéru imunologickou. Diferencujici se spermie by mohly byt
organismem rozpoznavany jako cizorodé a provokovat imunitni odpovéd vedouci
k jejich znic¢eni. BTB zamezuje prostupu leukocytd (na cemz se podili také systém Fas
receptor - Fas ligand, ktery spousti apoptézu T-lymfocyta (Ashkenazi a Dixit 1999;
Riccioli et al. 2003)) a imunoglobulintd do lumen semenotvornych kanalka (Ashkenazi a

Dixit 1999; Bart et al. 2002; Cheng a Mruk 2002; Junnqueira et al. 1999).

Vzhledem k existenci této bariéry jsou zarodec¢né bunky zavislé na Sertoliho
bunkach v dodavce zivin a metabolitd. Do luminalntho oddilu epitelu semenotvornych
kanalka mohou latky obsazené v krvi pronikat pouze pfes cytoplazmu Sertoliho bunék.
Touto bariérou napf. snadno prochazeji androgeny, méné snadno progesteron a
estrogeny, ale BITB zabranuje pfechodu cholesterolu nebo kortikoidt z intersticidlniho

prostoru do lumen semenotvornych kanalka (Cihdk 2002; Junnqueira et al. 1999).

Dusledkem funkce jednotlivich komponent BTB je, mimo jiné, také rozdilné
slozeni extracelularnich tekutin na obou stranach bariéry - mezi krvi v testikularnich
kapilarach a tekutinou v lumen semenotvornych kanalka varlete. Tekutina obsazena
v lumen semenotvornych kanalkd obsahuje malé mnozstvi glukézy a bilkovin, je bohata
na androgeny, estrogeny, draslik, inositol a na kyselinu glutamovou a asparagovou (Bart

et al. 2002; Ganong 1997).

SPERMATOGENEZE

Spermatogeneze se d¢li na dvé  faze, spermatocytogenezi  a
spermatohistogenezi. V prubéhu spermatogeneze vznikaji ze spermatogonii pfes
stadium primarnich a sekundarnich spermatocytt spermatidy, které po probéhlé meidze

obsahuji haploidni pocet chromozému a polovicni mnozstvi DNA ve srovnani
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s vychozimi spermatogoniemi. V prabc¢hu spermatohistogeneze se spermatidy procesem

cytodiferenciace pfeménuji ve spermatozoa.

Spermatogonie se nachazeji u bazalni membrany zarode¢ného epitelu. Jsou to
relativné malé bunky, v cytoplazmé bohaté na ribozomy, obsahuji velké stérické jadro
s velkym jadérkem. Spermatogonie typu A zlstavaji u bazalni laminy zarodecného
epitelu, mitoticky se déli a davaji vzniknout dalsim generacim spermatogonii typu A a
spermatogoniim typu B. Spermatogonie typu B se pfeménuji ve spermatocyty 1. fadu
(primarni spermatocyty).

Spermatocyty 1. fadu jsou nejvétsi zarodecné bunky v zarodecném epitelu.
Kratce pfed zahajenim meiézy v nich dochazi ke zdvojeni mnozstvi DNA obdobnym
zpusobem jako pfi mitéze. Zahy vstupuji do profaze prvniho redukcniho déleni, ¢imz je
zahdjena meidza. Profaze 1. zractho déleni trva okolo 22 dnd, béhem nichz Ize rozlisit
leptotenni, zygotenni, pachytenni a diplotenni stadium profaze. Prvnim meiotickym
délenim vznikaji spermatocyty II. fadu (sekundarni spermatocyty). Spermatocyty II. fadu
nenachazime v zarode¢ném epitelu casto, protoze rychle zahajuji druhé meiotické
déleni. Pii II. zracim déleni se kazdy sekundarni spermatocyt rozdéli ve dve spermatidy,
aniz by probéhla S-faze, proto spermatidy obsahuji pouze polovi¢ni mnozstvi DNA ve

srovnani se spermatocyty II. fadu.

Spermatidy jsou ulozeny ve vrstvé pobliz lumen semenotvornych kanalkd.
V blizkosti jadra se vyskytuje mohutné vyvinuty Golgiho aparat, v cytoplazmé cetné
volné ribozomy, nepiili§ vyvinuté endoplazmatické retikulum a velky pocet
mitochondrif. Tyto kulatobunééné elementy vstupuji do slozit¢tho procesu
spermatohistogeneze, v jehoz prabc¢hu se spermatidy, kulovité ¢i polyedrické bunky
s velkym kulatym jadrem postupné elonguji, vytvaii se akrosom, bictk a dalsi struktury
nezbytné pro funkci zralych spermii. Tento proces se odehrava castecné v kanalcich
varlete a po uvolnéni spermatid ze zarode¢ného epitelu pokracuje v nadvarleti. Zde
spermie plné dozravaji béhem 12 — 14 dnd a teprve pak mohou byt soucasti ejakulacni
tekutiny. Od zacatku vyvoje spermatogonie se tedy muze zrala spermie uplatnit pfiblizné
za 72 dni (Cihdk 2002; Dylevsky et al. 2000; Klika 1986).

U potkana kmene Wistar trva proces spermatogeneze piiblizné 42 dni. Leblond
et al. rozlisili 19 stupna spermatohistogeneze (vyvojovych stupnu spermatidy) a 14 stadif
(charakteristickych konfiguraci jednotlivych generaci zarodecnych bunck - u ¢lovéeka se

s

téchto stadif rozliSuje Sest) semenotvorného epitelu, pficemz se nékolik generaci vyviji
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soucasn¢ — ¢im je bunka zralejsi, tim se vyskytuje blize klumen semenotvorného

kanalku (Leblond a Clermont 1952).

RIZENI TESTIKULARNICH FUNKCI

Vedle spermatogeneze je nejvyznamnéj$im procesem probihajicim ve tkani
varlat tvorba steroidnich androgennich hormont - steroidogeneze. Hlavnim
androgenem u clovéka, stejné jako u vétsiny ostatnich zivocichd, je testosteron; kromeé
néj se do krve =zvarlat dostavaji 1 nékteré dalsi androgeny, zejména
dehydroepiandrosteron. Podobné jako ostatni steroidni hormony se testosteron vaze
v krvi na transportni proteiny - steroid hormon binding protein (SHBP), testosteron
binding protein (TeBP) nebo androgen binding protein (ABP). Testosteron ma povahu
prohormonu, ktery je v tkanich metabolizovan enzymem 5a-reduktizou na ucinnéjsi
metabolit - dihydrotestosteron (DHT). Testosteron, popf. dihydrotestosteron,
ovliviiuje celou fadu procest probihajicich v riznych tkanich (Bart et al. 2002; Cihak
2002; Silbernagl a Lang 2001). Jejich ucinky jsou zprostfedkovany androgennimi
receptory. Ty se nachazeji v Sertoliho bunikach — v rizném mnozstvi podle jejich vyvoje
(Sharpe et al. 2003). Existuji i doklady o pfitomnosti androgennich receptort v populaci
zarodecnych bunék (Winters 1987) a také v peritubularnich myoidnich burkach kolem

semenotvornych kanalkd (Suarez-Quian et al. 1999).

Uvolnovani testosteronu a c¢innost varlat jsou fizeny gonadotropnimi hormony
adenohypofyzy. Pulzni sekrece gonadoliberinu (GnRH) vyvolava v pfednim laloku
hypofyzy vydej folikuly stimulujictho hormonu (FSH) a luteiniza¢nfho hormonu (LH),
tato sekrece je inhibovana prolaktinem. LH podporuje rast Leydigovych bunck a sekreci
testosteronu, coz zpétnovazebné inhibuje uvolnovani GnRH a LH. FSH podporuje

v Sertoliho burikach tvorbu inhibinu, ktery zpétné tlumi uvolnovani FSH i ABP.

Snizena sekrece androgent muze byt zpisobena nedostatkem GnRH, napf. pfi
poskozeni hypotalamu (tumory, ozafovani, genetické defekty) ¢i pii fyzické a psychické
zatézi. Dal${ pficinou muze byt inhibice pulzntho uvolnovani gonadotropinu
prolaktinem a rovnéz poskozeni hypofyzy (tumory, hyperplazie, traumata) nebo varlete
(geneticky, celkovd tézki onemocnéni). Uéinek androgend miZe byt ovlivnén
enzymatickymi defekty v hormonaln{ syntéze nebo defektem receptorovym. Moznymi
pficinami nadbytku androgend mohou byt enzymatické defekty v syntéze steroidnich
hormont, tumory produkujici testosteron nebo iatrogenni podavani androgent.

Nadmérna produkce androgent nebo uméla aplikace testosteronu muze vést k omezené
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fertilité u muzu i Zen a k maskulinizaci (virilizaci) zenského organismu (Silbernagl a Lang
2001). Pro fizeni normalni testikularni funkce jsou kromé androgenti nezbytné nékteré
lokalni faktory s parakrinnim, autokrinnim a intrakrinnim pusobenim jako ruastové

faktory, interleukiny a inhibin s aktivinem.

MEZIBUNECNA SPOJENI{

Soudrznost epitelovych bunék je velka a kjejich oddéleni je tfeba pomérné
znacné mechanické sily. Je tomu tak zéasti diky vazebné schopnosti glykoproteind, jez
jsou integralnimi proteiny bunéénych membran, a diky pfitomnosti malého mnozstvi
proteoglykanti v mezibunécném prostoru. Kromé toho se v membranach vyskytuji
specializované struktury (mezibunééna spojent), ktera pfispivaji k udrzovani vzajemného
styku sousednich bunck. Slouzi jako impermeabilni utésnéni mezibunééného prostoru,
ktera brani volnému prostupu latek (tésna spojeni), jako mista zvysené soudrznosti

bunck (pfedevsim adherentni spojeni a desmosomy) a mezibunééné komunikace
(nexy)*. U vétsiny epitelt jsou vSechny tyto typy spojeni pfitomny soucasné (Alberts et
al. 1997; Junnqueira et al. 1999).

Centrum vsech téchto mezibunécénych spojeni tvofi rizné transmembranové
proteiny, které se shlukuji do fad, vlaken nebo jinych formaci (claudiny v tésnych
spojenich, cadheriny v adherentnich spojenich, desmogleiny a desmocolliny
v desmosomech, integriny ve fokalnich adhezich a hemi-desmosomech, connexiny
v nexech). Stavebn{ proteiny (napt. ZO-1), kotevni (pfipojujici) proteiny (napf. cateniny,
vinculin, a-actinin, plakoglobin, desmoplakin nebo talin) a signalni proteiny (napt. FAK
- focal adhesion kinase, razné fosfatazy) tvoii pfidatné struktury transmembranovym
proteinim a casto je spojuji s cytoskeletem — mikrofilamenty, mikrotubuly nebo

intermediarnimi filamenty (Segretain a Falk 2004).

TESNA SPOJENI

Tésna spojeni (zonula occludens, tight junction - TJ), se nachazeji v epitelech
vétsinou nejblize apexu bunky. Vytvateji souvisly pas obkruzujici obvod bunky, v misté

tohoto pasu zevni vrstvy pfiléhajicich bunéénych membran splyvaji ve forme

* V $irsim slova smyslu se mezi mezibunééna spojent fadi i nékteré dalsf typy spojeni — chemické
synapse mezi neurony nebo imunologicka spojeni pomoci MHC molekul ti{dy I (Segretain a
Falk, 2004)
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anastomozujicich linii. Pocet vytvofenych linif kontaktu zavisi na typu a funkci epitelu -
¢im vice je nad sebou vytvofenych linif, tim dokonalejsi je utésnéni. Tato vice ¢i méné
pevna utésnéni zabranuji pronikani molekul paracelularni cestou od apikaln{ ¢asti epitelu
kbazi a naopak. TJ] také hraji klicovou ulohu v udrzovani polarity jednotlivych
epitelialnich bun¢k. Komplex T] okolo apikalnfho okraje epitelidlni bunky zabranuje
diftzi membranovych proteint, a tak zstava slozeni apikalni plasmatické membrany
odli$né od membrany bazalni.

TJ] jsou tvofeny raznymi typy proteind. Existuyji minimalné 3 typy
transmembranovych proteini — occludin, claudiny, junctional adhesion molecules
(JAM). Nad to se na funkci a stavbé T] podileji dalsi asociované proteiny (ZO-rodina
proteint, cingulin, symplekin...). Diky velké wvariabilit¢ téchto proteind a jejich
vzajemnym interakcim existuji rizné typy TJ v rtznych tkanich, které se lisi schopnosti

»utésnéni® (Harhaj a Antonetti 2004).

OCCLUDIN

Occludin (55kDa) byl prvnim proteinem identifikovanym v T] epitelovych a
endotelovych bun¢k (Furuse et al. 1993). V ruznych bariérovych systémech (napt.
mozek-krev, retina-krev) bylo prokazano, ze occludin je klicovym proteinem T]J, jehoz
exprese je nutnd pro bariérové funkce T] v tkanich (Antonetti et al. 2002; Bolton et al.
1998; DeMaio et al. 2001; Wan et al. 1999). Naproti tomu, occludin neni nutny pro
zachovan{ strukturaln{ integrity T], které se mohou vytvofit i bez jeho pfitomnosti — pak
ovsem nejsou pln¢ funkéni (Saitou et al. 1998; Saitou et al. 2000). Occludin interaguje
s nékolika strukturalnimi napf. ZO-1 (Fanning et al. 1998) i regulacnimi napf. E3-
ubiquitin-protein ligaza (Traweger et al. 2002) proteiny TJ.

Occludin byl detekovan ve varlatech mysi a potkana, ale ne u morcat a lidi
(Moroi et al. 1998). V mysich varlatech byl pomoci imunohistochemie lokalizovan
v mistech, kde se nachaz{ T] (Cyr et al. 1999). U transgennich occludin’" deficientnich
mysi nebyly postnatalné nalezeny vyrazné zmeény ve struktufe semenotvornych kanalkd,
ale v dospélosti doslo k atrofii tubula a k vymizeni zarode¢nych bunck z epitelu (Saitou
et al. 1998; Saitou et al. 2000). K poskozeni T] a occludinu doslo také po
intratestikularni aplikaci glycerolu (Wiebe et al. 2000). Mensi cast occludinu se nachazi
v bazolateralni membrané¢ Sertoliho bunek, kde pravdépodobneé slouzi jako depo (Lynch

et al. 1995). Pfesna role occludinu v testikularnich T] nenf plné vysvétlena.
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CLAUDINY

Jsou velkou rodinou transmembranovych proteind, které se podileji na utvareni
T]J. V soucasné dob¢ je popsano minimalné 24 zastupcu této rodiny proteintt (Harhaj a
Antonetti 2004), které jsou ruznou mérou zastoupeny v ruznych tkanich, resp. typech
bunck, a diky této rozmanitosti existuji specifické typy TJ vytvofené v riznych tkanich.
Claudiny reguluji permeabilitu a bariérovou funkci TJ. Nepfitomnost claudinu resultuje
v desintegraci struktury TJ, proto se pokladaji za zakladni kameny struktury T] (Cheng a
Mruk 2002). Byly prokazany odlisné funkce rtznych zastupct rodiny claudint pomoci
studif na transgennich mysich. Napt. claudin-1"" deficientni mysi umiraji béhem prvniho
dne po narozeni v duasledku transepidermalnich ztrat tekutin (Furuse et al. 2002),
claudin-11"" deficientni my$i vykazuji abnormality v nervovém a reprodukénim systému
(Gow et al. 1999). Nékteré mutace v genech pro claudiny byly popsany v souvislosti
s nadorovym bujenim u lidi, konkrétné claudin-1 je upregulovan u kolorektalniho
karcinomu, claudin-3 a -4 u karcinomu ovaria (Hough et al. 2000; Miwa et al. 2000).
Nektefi zastupci rodiny claudint jsou také stavebnimi jednotkami iontovych
paracelularnich kanald, claudin-4 (Colegio et al. 2002) a claudin-16 (Simon et al. 1999).
Occludin a claudiny mohou tvofit oligomery i heterooligomery. O claudinech je znamo,
ze pouze nékteré dvojice claudini mohou spolu oligomerovat (claudin-1 s -3, claudin-2
s -3), kdezto jiné nikoliv (claudin-1 s -2) (Tsukita a Furuse 2000). Pfesné molekularni
uspofadani jednotlivych proteinu ve struktufe T| vsak neni dosud uspokojivé popsano.

Ve vatleti bylo identifikovano 7 typu claudina — claudin-1, -3, -4, -5, -7, -8, -11.
Claudin-11/OSP (oligodendrocyte specific peptide) byl detekovan v Sertoliho bunkach,
jeho exprese byla indukovana v mysim varleti ve stejné dobé, kdy se tvoii

hematotestikularni bariéra (10. - 16. den postnatalné) (Hellani et al. 2000; Morita et al.
1999). Jeho exprese je ovliviiovana FSH a TNF-o. a u transgennich claudin-117"

deficientnich mysi byla pozorovana sterilita a T] nebyly pfitomny mezi Sertoliho

bunkami (Hellani et al. 2000).

JUNCTIONAL ADHESION MOLECULES

JAM-1 je transmembranovy protein nachazejici se v epitelidlnich a endotelovych
TJ, JAM-2 v endotelu a vystelce lymfatickych cév. Identifikovan byl 1 JAM-3 (Aurrand-
Lions et al. 2001b). Na rozdil od occludinu a claudint prochazeji JAM pouze jedenkrat
membranou (Martin-Padura et al. 1998). Reaguji s dalsimi proteiny TJ, podileji se na

regulaci permeability TJ, ale pfesna tloha téchto molekul neni dosud znama (Cheng a
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Mruk 2002). Bylo ovsem prokazano, ze JAM se podili na transendotelidlni migraci
leukocyta do mista zanétu jako odpovéd na prozanétlivé cytokiny (Ozaki et al. 1999).
Pomoci Northern blotu byly ve varlatech identifikovany JAM-1 a -2 (Aurrand-Lions et
al. 2001a). Z tohoto duvodu jsou JAM-1 a -2 zkoumany jako proteiny potencialné
regulujici prostup preleptotennich a leptotennich spermatocyta z bazalniho do

adluminalniho kompartmentu zarodecného epitelu.

ZO-PROTEINY

ZO-proteiny jsou periferni membranové proteiny, které jsou soucasti

b3

cytoplasmatické desticky TJ]. Nachazeji se ve vsech typech T] epitelidlnich i
endotelovych bunék. ZO-1 a ZO-2 se nachazeji také v adherentnich spojenich
v burnkach, které netvoii T] (napf. fibroblasty) (Itoh et al. 1999b). ZO-proteiny patif do
rodiny proteint MAGuK (membrane-associated guanylate kinases), interaguji s mnoha
ruznymi proteiny (claudiny, occludin, F-aktin, JAM, G-proteiny, o-catenin,
connexiny,...) (Ebnet et al. 2000; Fanning et al. 1998; Furuse et al. 1994; Giepmans a
Moolenaar 1998; Itoh et al. 1999a; Itoh et al. 1999b; Meyer et al. 2002) i vzajemné mezi
sebou. ZO-1 a ZO-2 se nachazeji také v bunécném jadfe — podileji se napf. na regulaci
bunééného cyklu (Balda a Matter 2000; Gottardi et al. 1996).

Ve varleti potkana a mysi byly zatim prokazany ZO-1 a ZO-2, které jsou zde

exprimovany od okamziku zahajeni tvorby T] (Byers et al. 1991).

Mezi dalsi proteiny podilejici se na struktufe a funkci TJ, a které byly detekovany
ve vatleti, patif napf. cingulin (v blizkosti ZO-1 v hematotestikularni bariéfe a v mistech
kontaktu Sertoliho bunék se spermatidami — ektoplazmatické specializace) (Citi a
Denisenko 1995), symplekin (vedle T] se nachazi také v bunécném jadfe epitelovych i
endotelovych bunek) (Keon et al. 1996) a dals{ proteiny (vice viz. review (Cheng a Mruk
2002).

Mezibunéc¢na spojeni typu TJ jsou dynamickou strukturou, jejiz stavba a funkce
je regulovana celou fadou mechanismt — fosforylace proteint, role malych GTPaz a
GTP-vézajicich proteint (Ras, Rho,...), regulace pomoci cAMP, Ca**. Mimoto je funkce
TJ ovliviiovana Sirokym spektrem rastovych faktort, hormonu, xenobiotik, cytokind,
proteaz, inhibitort proteaz, ale u varlat vzhledem k umisténi pfi bazi semenotvorného
kanalku také proteiny extracelularni matrix (kolagen, laminin, heparan sulfat,...) nebo

peritubularnimi myoidnimi bunikami, resp. jejich sekre¢nimi produkty (Harhaj a
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Antonetti 2004; Cheng a Mruk 2002). Napf. hydrokortizon, prolaktin nebo nenasycené
mastné kyseliny zvysuji expresi occludinu v endotelovych 1 epitelidlnich bunkach
(Antonetti et al. 2002; Stelwagen et al. 1999). Naproti tomu TNF-a, interferon-y a
interleukin-1P zvysuji permeabilitu T] (Bolton et al. 1998; Harhaj a Antonetti 2004).
Permeabilita T] muze byt regulovana bud pfimo — modifikaci proteind TJ, nebo
nepfimo — ucinkem na proteiny cytoskeletu. Ve varleti byl prokazan pozitivni vliv
testosteronu na tésnost spojeni, ktery dokonce ochranil T pfed toxickym vlivem CdCl,

a stimuloval expresi occludinu (Chung a Cheng 2001).

TJ nachazejici se v semenotvorném kanalu maji urcité rozdilné a specifické
vlastnosti, kterymi se 1i$i od TJ existujicich v jinych tkanich.
1) Nejsou vytvofeny pii narozeni, ale tvoif se az v puberté¢ (u potkana cca od 15. dne).

2) Maji unikatni stavbu a lokalizaci - v semenotvorném kanalu varlete se TJ
nachazeji mezi Sertoliho bunkami pfi bazi kanalu, tim se podileji na vytvofeni
hematotestikularni bariéry.

3) Jedna se o dynamickou strukturu, ktera se musi otevfit a opét zaviit pfi
prichodu preleptotennich/leptotennich spermatocytt do adluminalniho kompartmentu
zarodecného kanalu, kde pokracuje spermatogeneze meiézou. K tomuto déji dochazi ve
stadiu VIII-IX zarode¢ného epitelu. Béhem prostupu spermatocyti skrz bariéru musi
dojit k restrukturalizaci nejen T7, ale také dal$ich mezibunécnych spojeni — adherentnich
spojeni 1 desmosomut (Cheng a Mruk 2002; Lui et al. 2003). Mechanismy vedouci
k docasnému rozruseni téchto spoju nejsou znamy, ale pfedpoklada se, Zze zdrojem
stimult, které regulujf tento d¢j, jsou prochazejici spermatocyty. V prubéhu tohoto déje
dochazi napf. k fosforylacim a defosforylacim molekul proteintt v TJ, a také k jejich

oligomerizacim (Chen et al. 2000; Chen et al. 1997).

ADHERENTNI SPOJENI

Mezi spoje, které drzi epitel pohromadé vytvafenim mechanickych vazeb, patii
adherentni spoje (zonula adherens, adherent junction - AJ), desmosomy,
hemidesmosomy a nékdy se sem fadi jesté tzv. fokalni spoje (focal contact). AJ a
desmosomy vytvafeji spojeni dvou sousednich bunek, zatimco hemidesmosomy a
fokalni spoje spojuji epitelialni bunky s bazalni membranou nebo extracelularni matrix.
Vsechny tyto spoje vytvareji mechanickou silu stejnym zptsobem. Molekula, ktera vné
bunky vytvail spojeni, prochazi membrianou a uvnitt bunky je pfipojena na

cytoskeletarni filamenta. Timto zptusobem jsou cytoskeletarni filamenta provazana do
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sité, ktera prochazi z bunky do burky a protkava celou epitelidlni tkan (Alberts et al.

1997; Konradova et al. 2000).

V semenotvorném kanalu varlete 1ze nalézt vSechny 4 typy adherentnich spojen,
z nichz néktera jsou specializované uzpusobena pro funkci v semenotvorném epitelu a

jsou pro tento epitel zcela unikatni (Cheng a Mruk 2002).

1) S NAPOJENIM NA AKTINOVA VLAKNA
A. ZONULA ADHERENS (A))

nachazeji se v adluminalnim kompartmentu zarodecného kanalu. V zarodecném
epitelu existuji navic dva typy specializovanych AJ - ektoplazmatické specializace a

tubulobulbarni komplexy.

EKTOPLAZMATICKE SPECIALIZACE (ES)

V zarodecném epitelu se vyskytuji dva typy ES — apikalni (mezi Sertoliho
buntkami a hlavickami spermatid) a bazalni (mezi Sertoliho bunkami navzdjem a mezi
Sertoliho bunikami a spermatocyty pii bazi epitelu). Apikalni ES jsou tvofeny pifilehlymi
membranami Sertoliho bunky a hlavové casti spermatidy, submembranovou vrstvou
s tesné¢ nahloucenymi aktinovymi vlakny a cisternami endoplazmatického retikula
pfipojenymi na mikrotubuly (pouze ze strany Sertoliho bunck) — jde o heterotypicky
(nesoumeérny) typ spojeni (Takai a Nakanishi 2003). V prub¢hu spermatogeneze se u
potkana apikalni ES vytvafeji v okamziku, kdy spermatidy dozraji do stadia 8.
Degradovany a odstranény jsou ve stadiu 19 (Beach a Vogl 1999; O'Donnell et al. 2000;
Russell 1977). Bazalni ES mezi Sertoliho bunikami existuji v komplexu s TJ, klasickymi
AJ a nexy a podileji se na vytvafeni hematotestikularni bariéry. ES jsou dynamické
struktury, které podléhaji neustale pfestavbé, coz umoziuje ukotveni, a zaroven i pohyb,
zarodecnych bunck epitelem. Tato prestavba je castecné regulovana fosforylacnimi
reakcemi (Siu et al. 2003). Na stavbé ES se podileji tyto proteiny — aktin, ot-actinin,
fimbrin, espin, vinculin, nectin, afadin, B1-integrin, paxillin, gelsolin, myosin VIIa, INK
(integrin-linked kinase) (Cheng a Mruk 2002; O'Donnell et al. 2000; Takai a Nakanishi
2003). Zajimava je pfitomnost integrinii v téchto spojenich (v Sertoliho bunkach),
nebot’ jejich partnerem ve vazbé v mezibunéénych spojich byva laminin — protein
bazalni membrany. Nedavno vsak byl lokalizovan lamininy, v adluminalnim prostoru
kanalku wvarlete, tedy mimo bazalni membranu, ktery by mohl byt v zarode¢nych

bunkach proté¢jskem integrind (Koch et al. 1999).
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TUBULOBULBARNI KOMPLEXY (TK)

TK se v zarodecném epitelu vyskytuji v mistech, kde se nachazi nebo nachazely
apikalni ES, které postupné nahrazuji. V misté, kde je Sertoliho bunka pfipojena k hlavé
spermatidy, se vytvafeji prstovité vybézky v membrané spermatidy, které koresponduji
s invaginacemi membrany Sertoliho bunék. Adhezni molekuly nectin-2 a nectin-3 jsou
koncentrovany v membranach Sertoliho bunék i1 spermatid, kde se navic nachazeji i
vezikuly pfipojené k membrané. TK jsou zainteresovany v procesu rozlozeni ES a
internalizace extracelularnich domén adheznich molekul v pribéhu uvolnovani

spermatid ze zarodecného epitelu (Guttman et al. 2004).

B. FOKALNI SPOJE (FOCAL CONTACT, FOCAL ADHESION)
- jednoduché spoje, které pfipojuji testikularni bunky k bazalni membrané.
V téchto spojich nalézame integriny, vinkulin, padolin, podileji se na ném také proteiny

bazalnf membrany jako laminin, fibronektin ad. (Segretain a Falk 2004).

2) S NAPOJENIM NA INTERMEDIARNI{ FILAMENTA

desmosomy — mezi Sertoliho a zarode¢nymi burikami

hemidesmosomy — pfipojeni k bazalni membrané

Na stavbé téchto spojeni se podili napft. plakoglobin, desmocoliny, desmogleiny,
paxillin a dal$i proteiny. Desmosomy jsou slozité diskoidni struktury vytvofené na
povrchu bunky, ktera je pfifazena obdobné struktufe bunky sousedni. Na vnitfn{ strané
membrany kazdé zbunék je tzv. dponova ploténka, do niz se upinaji svazky
intermediarnich filament vétsinou cytokeratinového typu. Jejich funkci je zajist’ovat

bodové, obzvlast¢ pevné mechanické spojeni (Alberts et al. 1997; Junnqueira et al.

1999).

PROTEINY ADHERENTNICH SPOJU VE VARLETI

Mezi proteiny, které tvofi adherentni spoje, patfi adhezni molekuly a dalsi
asociované proteiny. Adhezni molekuly se déli do 4 hlavnich skupin: imunoglobuliny,
cadheriny, selectiny a integriny (Nachtigal et al. 2001). Dale v textu se budeme vénovat

pfedevsim adheznim molekulam ze skupiny cadherini a proteinim s nimi asociovanymi.
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CADHERINY A CATENINY

Cadheriny  jsou  rodina  transmembrianovych  glykoproteint,  které
zprosttedkovavaji adhezi bunék a jejichz funkce je zavisli na pfitomnosti Ca®" ionta.
Tvoif rodinu proteint, ktera je tvofena nejméné 6 skupinami, které mohou byt rozliseny
na zaklad¢é slozeni proteinové domény, genomové struktury a fylogenetické analyzy
sekvence proteinu — celkem je znamo vice nez 30 raznych cadherint. Pati{ sem klasické
cadheriny neboli cadheriny typu-I (E-, N-; P-cadherin, L-CAM), atypické neboli
cadheriny typu-II (napf. cadherin-6, -7, -8, -10, -11), desmosomalni cadheriny
(desmocoliny, desmogleiny), protocadheriny (protocadherin-1, -2, OL-protocadherin,
CNR-protocadheriny) a Flamingo cadheriny (cadherin-related receptor-like proteiny)
(Alberts et al. 2002; Cheng a Mruk 2002; Johnson et al. 2000; Nachtigal et al. 2001).

KLASICKE CADHERINY

Molekuly klasickych cadherint (E-cadherin — epithelial; N-cadherin — neural; P-
cadherin — placental; L-CAM - liver-cell adhesion molecule) se skladaji z extracelularni
adhezivni domény, transmembranové casti a cytoplazmatické domény. Extracelularni
doména je zodpovédna za mezibunécnou adhezi mezi cadheriny. Je slozena ze Ctyf az
péti opakujicich se casti, které se skladaji asi ze 110 aminokyselin. Tato struktura je
uréena k vazan{ Ca®" iontd. Piitomnost Ca®* iontd je nezbytna pro adhezi cadherinovych
molekul mezi sousednimi bunkami. Cytoplazmaticki doména (-COOH konec)
interaguje s cytoplazmatickymi proteiny z “armadillo” rodiny nazyvanymi cateniny,
konkrétné s -cateninem a ¥-cateninem. Tento komplex se vaze s a-cateninem, ktery
zprostiedkovavé vazbu s aktinovymi vlakny. I tento proces vyzaduje pfitomnost Ca*" a
je regulovain GTPiazami. V nepfitomnosti Ca®" je cadherin inaktivovin a snadnéji
podléha proteolyze (Cheng a Mruk 2002; Nachtigal et al. 2001).

N-cadherin je exprimovan Sertoliho 1 zarodecnymi bunkami (spermatocyty a
spermatidy) a vytvafi zde komplex s B-cateninem u potkant i u lidi (Andersson et al.
1994; Chung et al. 1998). Podili se na ukotveni zarodecnych buné¢k v epitelu a na jejich
transportu epitelem (Chung et al. 1998; Newton et al. 1993). N-cadherin nebyl prokazan
v Leydigovych ani v peritubularnich myoidnich bunkach (pouze v endotelu
testikularnich kapilar) na rozdil od E-cadherinu, ktery se naopak nevyskytuje
v zarodecném epitelu (v prabéhu vyvoje varlete ani v dospélosti). V intersticialn{ tkani se
ovsem E-cadherin u potkana vyskytuje jak ve fetdlnich Leydigovych bunkach, tak i
v dospélosti (Byers et al. 1994; Chung et al. 1998). Nebyl ale detekovan v lidském varleti
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(Andersson et al. 1994). P-cadherin byl detekovan pouze v Sertoliho burikach do 8. dne
postnatalné a v dospélosti se vyskytuje pouze v peritubularnich myoidnich bunkach u
mysi (Lin a DePhilip 1996). P- a N-cadheriny jsou ve varleti potkana razné exprimovany
v prub¢hu postnatalniho vyvoje. Zatimco mRNA P-cadherinu je nejvyssi v dobé tvorby
BTB a poté dochazi k poklesu hladin na méné nez polovién{ uroven, hladina mRNA N-
cadherinu stoupa az do 42. dne po narozeni (uvolnéni prvnich spermatid z epitelu do
lumen kanalu), poté dochazi k mirnému poklesu a hladina se jiz drzi na konstantni

trovni (Cyr et al. 1992).

CATENINY

B-catenin a y-catenin interaguji s cytoplazmatickou doménou cadherint. o-
catenin zajist’'uje spojeni s aktinovym cytoskeletem bud’ pfimo, nebo pfes aktin-vazajici
proteiny (napf. a-actinin, vinculin, ZO-1) (Cheng a Mruk 2002; Watabe-Uchida et al.
1998). Jednotlivé typy catenint existuji v ruznych dalsich subtypech charakteristicky se
vyskytujicich v riznych tkanich (napf. o,-catenin, O -catenin, Ol-catenin) (Janssens et
al. 2003). Cadheriny, cateniny a komplex cadherin/catenin maji dvé hlavni funkce. Jsou
zodpovédné za mezibunécnou adhezi a podileji se na prenosu signalu v bunce. Adhezni
a signalizacni vlastnosti téchto molekul nemohou byt oddéleny. Jakakoliv zména
v expresi nebo funkci cadherintt by mohla vést k zahajeni nebo progresi patologického
procesu. Variabilita interakci cadherind a catenini umoznuje vytvofeni raznych
signalizacnich systému v odlisnych tkanich (Cheng a Mruk 2002; Nachtigal et al. 2001).
Ve varlatech jsou cateniny exprimovany v Sertoliho i v zarodecnych bunkach
v komplexu s cadheriny napf. jako soucast ektoplazmatickych specializaci (Lee et al.
2003). Dale napf. o-catenin je hojny v peritubularnich myoidnich bunkach (Janssens et
al. 2003) a catenin oznacovany jako p120™" je soucasti spoji desmosomalniho typu mezi

raznymi typy bun¢k v zarode¢ném epitelu (Johnson a Boekelheide 2002).

DESMOSOMALNI CADHERINY - DESMOGLEINY A
DESMOCOLLINY

Jsou znamy 3 zastupci obou typu desmosomalnich cadherint. Na rozdil od
klasickych cadherint interaguji s vlakny intermediarnich filament (Buxton a Magee

1992). Byly prokazany i v zarodecném epitelu varlete kolem spermatid (Wine a Chapin
1999).
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NECTINY A AFADIN

Vedle komplexu cadherin/catenin se ve vétsiné adheznich spoji nachazi také
nectiny a afadin. Jsou znamy 4 rGzné nectiny oznacované jako nectin-1, -2, -3 a -4. Ve
varleti byly detekovany nectin-2 a -3 (nectin-2 v Sertoliho bunkach a nectin-3
v elongovanych spermatidach) (Ozaki-Kuroda et al. 2002). Intracelularni doména
molekuly nectinu interaguje s afadinem (oznacovany také jako AF-6). Afadin je aktin
vazajicim proteinem (ktery interaguje také se ZO-1 nebo a-cateninem). Dohromady
vytvateji nectin/afadin komplex. Nectin i afadin pati{ do rodiny immunoglobulin-like
adheznich molekul. Afadin byl detekovan také v T] (Cheng a Mruk 2002; Ikeda et al.
1999b) a na zéklad¢ nékolika pozorovani se predpokldda, ze nectin/afadin komplex se
podili na organizaci nové vznikajicich T] (Gumbiner 1996; Takai a Nakanishi 2003;
Vleminckx K 1999). U fibroblastd v bunécné kultufe byla sledovana dynamika tvorby
AJ a ukdzalo se, ze vytvofeni nectin/afadinového spojeni dvou sousednich bunék
ptedchazi tvorbé E-cadherin/cateninového propojeni (Takai a Nakanishi 2003). V AJ
spolu komplexy cadherin/catenin a nectin/afadin neinteraguji pfimo, ale pfes nékteré
proteiny jako napf. ZO-1 (Yokoyama et al. 2001). Zpusob, jakym se komplex
nectin/afadin podili na pevnosti adherentnich spoji, neni presné vysvétlen, ale u afadin’
"~ transgennich mys{ byla pozorovina porusena struktura i funkce nejen adherentnich
spojeni, ale také T] (Ikeda et al. 1999b).

Nectin-2/afadin a nectin-3/afadin komplexy jsou soucasti ektoplazmatickych
specializaci spolecné s o f;-integtin/laminin a cadherin/catenin komplexy (Mulholland
et al. 2001). Role cadherin/cateninovych komplext v apikalnich ES je nejasnd, spis se
zda, ze se na tvorbé téchto spojeni podileji pouze minoritné a apikalni ES jsou tvofeny

pfrevazné systémem nectin/afadin (Takai a Nakanishi 2003).

TESTIN

Testin je AJ-asociovany protein existujici ve dvou variantach (testin I a testin II),
ktery se vyskytuje v Sertoliho bunkach. Jednd se o produkt Sertoliho bunck, ktery se
vyskytuje v AJ (ektoplazmatické specializace i tubulobulbarni komplexy) pfedev$im mezi
Sertoliho bunikami a pozdnimi spermatidami (Grima et al. 1998; Cheng a Mruk 2002).
Poskozeni AJ mezi Sertoliho a zarode¢nymi bunkami vede ke zvysSeni exprese testinu.

Z.da se, ze testin ,,monitoruje® funkci AJ (Grima et al. 1998).
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Mnozstvi zarodecnych bunék v rizném stupni vyvoje dava vzniknout obrovské
variaci raznych typa adherentnich spojeni mezi zarode¢nymi a Sertoliho bunkami. Na
téchto spojenich se podileji ruzné proteiny a neni proto divu, ze ve varleti potkana bylo
detekovano minimalné 24 raznych proteint z rodiny cadherini - 3 z klasickych (N-, E-,
P-cadherin) (Andersson et al. 1994; Byers et al. 1994; Wu et al. 1993) a 4 z atypickych
cadherinua (cadherin-0, -8, -10, -11), dale 14 protocadherint (ze 3 skupin — PCDH-a, -3,
%), 2 protocadherin-related cadheriny (FAT, VE-cadherin-2) a 1 cadherin-related
receptor-like protein — flamingo cadherin) prokazanych na urovni mRNA, pfip. i
proteinu (Johnson et al. 2000; Munro a Blaschuk 1996). Navic tyto cadheriny jsou razné
exprimovany v zarode¢ném epitelu v prab¢hu vyvoje varlete.

Adherentni spojeni ve varleti jsou specificka pro svou nesymetricnost. Zatimco
spoje mezi Sertoliho butikami navzajem jsou vétsinou symetrické, spojeni mezi Sertoliho
a zarodecnymi bunkami jsou vétsinou nesymetricka. Takovym pifkladem jsou naptiklad
desmosomalni spoje mezi Sertoliho bunikami a kulatymi spermatidami (pouze Sertoliho
bunky obsahuji intermediarni filamenta) nebo ES mezi Sertoliho a elongovanymi
spermatidami, z jejichz strany v téchto spojenich neexistuji zadné submembrianové
struktury podilejici se na stavbé ES (Johnson et al. 2000).

Na tomto misté je nutné zminit fakt, ze exprese a funkce adherentnich spojeni
ve varleti podléha neustalé hormonalni kontrole, na které se podileji testosteron a FSH.
Je znamo, Ze v situacich, kdy je redukovana hladina testosteronu ve varleti, dochazi
k odloucen{ kulatych spermatid ze zarodec¢ného epitelu (ve stadiu epitelu VII-VIII). Bylo
napf. prokazano, ze exprese N-cadherinu je 7z wvitro stimulovana testosteronem

v ptitomnosti FSH (Perryman et al. 1996).

NEXY

Nexus, neboli volné spojeni (gap junctions - GJ), se vyskytuje prakticky kdekoli
podél boc¢nich membran epitelovych bunck. Je charakterizovan tésnym pfimknutim
sousednich bunéénych membran az na 2 nm. Zajist'uje metabolické a elektrické
propojeni bunek, jejich kooperaci a pfedavani informaci béhem vyvoje i béhem funkce
jednotlivych organd. Bylo prokazano, ze nexy dovoluji vyménu iontd i molekul do
hmotnosti cca 1 kDa - ionty, aminokyseliny, malé peptidy, druzi poslové (cAMP, IP;,

Ca’") a dal3f metabolity (Lampe a Lau 2004; Shibata et al. 2001).

Jednotku nexu, nazyvanou connexon, tvoii proteiny zvané connexiny. Molekuly

connexinu vytvafeji hexamer — connexon. Pfi tvorbé GJ kazda z pifilehlych bunck
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vytvafi jednu cast kanalku, propojenim protilehlych connexont vznikd mezi obéma
bunikami jeden souvisly kanal. Tvorba a zanik téchto kanalt je dynamicky proces,
polocas zivotnosti GJ je cca 2 hodiny. Tento proces je regulovan zménami
membranového potencialu, pH a fosforylaci connexina (Lampe a Lau 2004). GJ mohou
byt tvofeny 2 stejnymi (homotypické GJ) i raznymi (heterotypické GJ) connexony.
Existuji 1 connexony tvofené vice typy connexind (heteromerické GJ). In vitro studie
ovéem prokazaly, Zze ne vsechny kombinace connexini vytvareji aktivni kanaly
(Goldberg et al. 2004). Ackoliv se zd4, ze struktura GJ nenf slozita jako u jinych typu
mezibunéénych spojent, spise to odrazi fakt, ze o pfesnéjsi struktufe téchto spojeni jsou

nase znalosti limitované.

CONNEXINY

Connexiny patii do skupiny integralnich membranovych proteint, které
oligomerizaci vytvareji GJ. Connexinova rodina proteini zahrnuje u ¢lovéka minimalné
20 connexinu, které jsou oznacovany cisly podle molekularni hmotnosti (napf. connexin
31 = 31kDa, connexin 43 =43 kDa,...) (Goodenough et al. 1996; Lampe a Lau 2004,
Plum et al. 2000). Molekula connexinu prochazi ctyfikrait membranou a vytvail 3
cytoplazmatické a 2 extracelularni domény. Connexiny jsou riznou mérou exprimovany
v tkanich — nékteré jsou ubikvitni (napf. connexin43), jiné jsou exprimovany pouze
v omezeném poctu tkani, napf. connexin 37 se nachazi v endotelu, v plicich,
v endokardu a vajec¢niku; connexin 26 v placenté a ve vnitfnim uchu; connexiny 46 a 50
se nachazeji v ocni cocce (Shibata et al. 2001). Ruznost connexind umoznuje vytvofeni
G]J s raznou transportni specifitou a kapacitou. Napt. bunky exprimujici GJ] tvofené
connexinem 43 maji schopnost transportovat 300x vice ATP a 8x vice ADP a AMP

nez-li GJ tvofené connexinem 32 (Goldberg et al. 2002).

Tvorba GJ je komplikovany, regulovany proces zahrnujici biosyntézu connexini
na membranich endoplazmatického retikula, oligomerizaci do connexonu, transport
connexonu k plazmatické membrané, zabudovani do membrany a vytvofeni vlastniho
kanalu (Herve et al. 2004; Segretain a Falk 2004). Béhem vsech téchto déji dochazi
k interakcim molekul connexinti mezi sebou, ale i k interakcim s dal$imi proteiny —
proteiny podilejicimi se na stavbé jinych typt mezibunécnych spojeni — claudiny, ZO-1,
N-cadherin, B-catenin; s cytoskeletem; s enzymy - proteinkiniza C; s intracelularnimi
transportnimi proteiny — caveolin; a s mnoha dalsimi (Herve et al. 2004). ZO-1 a

cateniny jsou napf. dulezité pro transport connexinu 43 k membrané v kardiomyocytech

27



Teoreticka cast - Mezibunéind spojeni

(Wu et al. 2003), E-cadherin a a-catenin ko-lokalizuji s connexiny 26 a 32 v dobé
utvareni GJ a dokonce se zda, ze cadherin-cateninovy komplex i T] mohou fungovat

jako startovaci mista pro vytvofeni GJ (Fujimoto et al. 1997; Herve et al. 2004).

GJ se u obratlovct podileji na riznych biologickych funkcich. Napfiklad v srdci
dovoluji rychly mezibunécny transfer akénich potenciala, zajist'uji koordinovanou
kontrakci kardiomyocyti. Jsou také odpovédné za neurotransmisi ve specializovanych
welektrickych® synapsich. Jejich funkce v nevzrusivych tkanich, jako jsou napf. jatra
nebo cévni sténa, je méné probadana. Predpoklada se, ze pfechodem druhych posla pres
GJ v téchto tkanich dochazi ke koordinaci funkce bunék v téchto tkanich. Jejich role je
dulezitda i v prab¢hu embryonalniho vyvoje ruznych tkani. Poskozena funkce GJ se
podili (nebo je dokonce jednou z pfic¢in) na vzniku patologickych procesi — nékteré
formy neuropatie, urcity typ hereditarni hluchoty, katarakta, néktera onemocnéni ktze,

srdecni choroby, nddorova onemocnéni (Lampe a Lau 2004; Willecke et al. 2002).

CONNEXINY VE VARLETI

V zarode¢ném kanalu varlete byly identifikovany transkripty (mRNA) minimalné
12 riznych connexina (Batias et al. 2000; Risley 2000). Nejvice rozsifeny je connexin 43,
ktery se v mysim varleti objevuje jiz v casnych stadiich embryonalni gonady (Pelletier
1995) a jeho exprese roste kontinualné az do dospélosti, kdy se jeho exprese
v zarodecném epitelu méni v zavislosti na stadiu epitelu. Je piitomen také v Leydigovych
bunkach (Batias et al. 2000; Bravo-Moreno et al. 2001; Perez-Armendariz et al. 1994;
Risley et al. 1992). Dale byly ve varleti detekovany a lokalizovany connexin 26 a
connexin 32 - apikalni region epitelu (Brehm et al. 2002; Risley et al. 1992), connexin 31
v bazalnim kompartmentu epitelu (Mok et al. 1999), connexin 37 v endotelu
testikularnich cév (Tan et al. 1996) a connexin 33 v Sertoliho bunkach ve stadiu epitelu
II-VII (Tan et al. 1990).

Connexin 43 je nejhojnéjsim proteinem GJ testikularnich bunck a je exprimovan
v n¢kolika typech bunék wvarlat. Vyskytuje se v GJ mezi Sertoliho bunkami a
spermatogoniemi i spermatocyty a mezi sousednimi Sertoliho buntkami v bazalnim
kompartmentu zarode¢ného epitelu, kde ko-lokalizuje se ZO-1 proteinem (Batias et al.
1999; Byers et al. 1991). Dale je hojné piitomen v Leydigovych burkach. Jeho exprese je
nezbytna pro postnatilni rozvoj bunck samdci zarodec¢né linie; nedostatecna exprese
connexinu 43 ma za nasledek samci neplodnost (Bravo-Moreno et al. 2001). Vyzkum

provadény na mysich, kterym chybél gen pro connexin 43, prokazal nedostatek
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zarode¢nych bunék bé¢hem fetalntho vyvoje pretrvavajici postnatalné a davajici vznik
syndromu ,,Sertoli cells only testis v dospélosti (Roscoe et al. 2001). Za fyziologickych
podminek je exprese connexinu 43 zavisld na stadiu semenotvorného epitelu a jeho
exprese je redukovana v semenotvorném epitelu s poskozenou spermatogenezi.
U transgennich jun d”” mysi, u nich se v zarode¢ném epitelu vyskytuji pouze Sertoliho
butiky, nebyl v zarodeéném epitelu connexin 43 detekovan a u ebo/ebo mutovanych
mysi, kterym chybi pouze elongované spermatidy, také dochazi poklesu exprese
connexinu 43, ackoliv je exprimovan pfedevsim v bazalnim kompartmentu

semenotvorného kanalu (Batias et al. 1999; Lalouette et al. 1996).

Perez-Armendariz et al. (1994) zkoumali expresi connexinu 43 v prabé¢hu vyvoje
mysich varlat. Connexin 43 detekovali jiz v nediferencovanych gonadach a v bunkach
mezonefrickych tubult 11,5. den po oplozeni. 12,5. den po oplozeni, kdy dochazi
k sexualnimu odliSovani gonad, byl connexin 43 lokalizovan v intersticiu v Leydigovych
bunkich a vsemennych provazcich mezi sousednimi Sertoliho bufikami, kde jeho
exprese rostla 14,5., 16,5. a 18,5. den po oplozeni. Od 12,5. do 18,5. dne po oplozeni byl
connexin 43 také zjistén v mistech spojeni zarode¢nych a Sertoliho bunék (Bravo-
Moreno et al. 2001). Také v nadvarleti byl imunocytochemicky prokazan vyskyt
connexinu 43, a to na bazi epitelu mezi bazalnimi a hlavnimi bunikami a mezi svalovymi

bunkami, které obklopuji ductus epididymidis (Tan et al. 1990).
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CYTOSKELET

Zakladni hmota cytoplazmy eukaryotickych bunék obsahuje slozitou sit’
mikrotubulti, mikrofilament a intermediarnich filament - cytoskelet. Jsou to vysoce
dynamické struktury, kde interakce mezi jednotlivymi molekulami jsou nekovalentni,
proto mohou snadno polymerizovat nebo depolymerizovat. Funkcemi cytoskeletu jsou
pfedevsim pfeména chemické energie v mechanickou, tj. zajisténi funkce pohybové, dale
funkce strukturni - urcovani tvaru bunky a vsech jejich soucasti, udrzovani rozlozeni
organel v bunce a snad i funkce informacni, tj. uchovavani a pfenos informace.

.,

K zakladnim strukturam cytoskeletu se pfipojuji dalsi specifické bilkoviny, tzv.
asociované proteiny, které zastavaji razné funkce. Nékteré asociované proteiny ovliviuji
morfogenezi vlaken, jiné stabilizuji strukturu, podileji se na jejich funkci, spojuji vlakna

do vyssich struktur nebo je spojuji s jinymi buné¢énymi strukturami.

MIKROTUBULY

Mikrotubuly jsou trubicovita vlidkna se zevnim pramérem 24 nm. Délka
mikrotubult je velmi rizna (az nékolik um). Zakladni stavebni jednotkou mikrotubult je
tubulin. Je to heterodimer slozeny z podjednotek a- a B-tubulinu, které maji velice blizké
slozeni aminokyselin. V poslednich letech byl popsan dalsi tubulin - y-tubulin. Tento
tubulin nepolymerizuje do vlaken, ale je soucasti mikrotubuly organizujicich center.
Polymerizace ¢i depolymerizace mikrotubulti muze byt specificky ovlivnéna fadou latek,
napf. mikrotubularnimi toxiny (kolchicin, vinblastin, vinkristin...). Kolchicin vazbou na

tubulin bran{ jeho polymerizaci, vinblastin vyvolava depolymerizaci mikrotubult.

Hlavni funkci mikrotubult je funkce pohybova a strukturni. Zpravidla jsou oba
procesy spojeny. Mikrotubuly jsou strukturalnim zakladem kinocilii a soucasné
mechanickjmi elementy jejich pohybu. Uloha mikrotubulé se predpoklada i pti
nitrobunééném transportu jinych soucasti buniky - pohyb chromozému podél délictho

vieténka, pohyby organel nebo vezikul v bunice (Junnqueira et al. 1999).

MIKROFILAMENTA

Mikrofilamenta vytvafeji v bufice souvislou sit’ nebo jsou soustfedény do
specializovanéjsich struktur. Zakladni bilkovinou mikrofilament je aktin. Aktinové
mikrofilamentum je tvofeno dvéma navzijem obtocenymi fetizky polymerizovaného

aktinu. Pramér mikrofilament je 5 — 7 nm a délka je velmi razna (az ne¢kolik um).
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Mikrofilamenta jsou u svalovych bunék zakladem svalového pohybu, ktery je
vysledkem interakce mezi dvéma proteiny: aktinem a myosinem. Vedle kinetickych
funkci maji mikrofilamenta 1 funkci strukturni. Mikrofilamenta, navzajem pfi¢né svazana
urcitymi asociovanymi proteiny, jsou strukturalnim zakladem nékterych vybézka bunck,
napf. svazky mikrofilament vyztuzuji mikroklky bunc¢k stfevni sliznice. Mikrofilamenta
se patrné podileji také na procesech jako je endocytéza, exocytéza a bunécna migrace.
Predpoklada se, ze filamenta hraji roli pfi pohybu a posunech cytoplazmatickych
komponent. Podileji se na zaskrcovani bunc¢k v prab¢hu bunééného déleni (Junnqueira

et al. 1999).

INTERMEDIARNI FILAMENTA

Tloust’kou (10 — 12 nm) stoji intermediarni filamenta (IF) mezi mikrofilamenty a
mikrotubuly. IF se nachazeji v cytoplazmé a také v jadfe (laminy — IF typu V). Na rozdil
od mikrofilament a mikrotubult jsou IF tvofena z raznych typt vlaken specifickych pro
dany typ bunck. Podle struktury se IF déli do Sesti skupin : IF typu I a II zahrnuji
cytokeratiny, kterych je znamo vice nez 20 typt. Mezi IF typu III jsou fazeny —
vimentin, desmin, GFAP (glial fibrilar acidic protein) a peripherin; typu IV - IF
nachazejici se v neuronech — neurofilamentovy protein, o-internexin. Dalsi, nov¢
popsana IF se vétsinou oznacuji jako IF typu VI — nestin, synemin, paranemin, tanabin
(Evans 1998; Paramio a Jorcano 2002). Ruzné¢ diferencované bunky (epitelialni,
mezenchymové, gliové atd.) maji intermediarni filamenta tvofena rznymi proteiny.
Cytokeratiny se vyskytuji v epitelidlnich bunkach. Vimentin je typicky pro bunky
mezenchymového puvodu, desmin pro bunky svalové, GFAP pro bunky gliové a
neurofilamentovy protein je charakteristicky pro bunky nervové (Junnqueira et al. 1999).

Duvod, pro¢ tomu tak je, zistava stale obestfen tajemstvim.

Hlavni funkci IF je funkce strukturni. V soucasné dobé se ovsem nazory na
funkci IF v bunkach reviduji a ¢asto lze v literatufe najit protichudné nalezy. IF se podili
na udrzovani tvaru bunék, rozmisténi nékterych organel, na propojeni bunék ve tkanich
a tvofi zakladni zpeviiovaci sit” a organizacni zaklad celého cytoskeletu. Bylo oviem
zjisténo, ze fibroblasty ziskané z vimentin”" transgennich mysi, nevykazujf zadné zmény
v usporadani organel, mikrotubult ani mikrofilament (Evans 1998), proto se zda, Zze pro
spravnou organizaci cytoskeletu nejsou nezbytné. Na rozdil od dfivejsich nazort, ze se
IF nepodileji na pohybovych funkcich bunky, se ukazuje, Zze i nékteré IF jsou

dynamickou strukturou, podilejici se na transportnich funkcich uvnitf bunky, interaguji
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s raznymi molekulami — kinazy, fosfatazy a maji tudiz také schopnost modulovat jejich
funkce (napf. vimentin ovliviiuje funkci fosfolipazy A,, keratiny interaguji s ruznymi
kinazami, fosfataizami nebo se zastupci z rodiny 14-3-3 proteint) (Helfand et al. 2004;

Junnqueira et al. 1999; Paramio a Jorcano 2002).

CYTOSKELET VE VARLETI

Tubulin se nachazi v Sertoliho bunkach, v délicim vieténku spermatogonii a
spermatocytt, v manzeté vyvijejicich se spermatid a v jejich biciku. Distribuce tubulinu
v semenotvorném kanalku varlete je zavisla na stadiu epitelu a méni se v prabéhu vyvoje
zarode¢nych bunék (Aumuller a Seitz 1988). Aktin se hojné nachazi v hladkosvalovych
bunkach testikularnich arteriol, v intersticidlnich makrofazich a v peritubularnich
myoidnich bunkach (u potkana se v nich objevuji aktinova vlakna cirkularné uspofadana
mezi 15.-20. dnem zivota, poté kolem 30. dne se objevuji i longitudinaln{ vlakna podél
zarodecného kandlu a 40. den jsou jiz vlakna uspofadana miizkovit¢ (Maekawa et al.
1995)). V zarodecném epitelu se aktin vyskytuje v bazalnim kompartmentu u spojeni
Sertoliho bun¢k a v blizkosti hlav zanofenych spermatid (u adherentnich spojeni typu
ektoplazmatickych specializac) (Aumuller a Seitz 1988). Aktin byl také detekovan
v intercelularnich mustcich a tubulobulbarnich komplexech (Mulholland et al. 2001).
V bazalnim kompartmentu Sertoliho bunék jsou aktinova vlakna uspofadana do

hexagonalnich struktur, které se tvofi u potkana po 30. dni zivota (Maekawa et al. 1995).

IF VE VARLETI

Vzhledem k pfitomnosti riznych typa bunék se ve varleti nachazeji razné typy

IF. Vimentin, desmin a cytokeratiny jsou zastoupeny nejhojnéji.

Vimentin se nachazi ve vaskularnim endotelu, v Leydigovych bunkach,
lymfocytech, peritubularnich myoidnich bunkach, fibrocytech a v Sertoliho burikach,
desmin v peritubularnich myoidnich bunkach a cytokeratiny v epitelu rete testis.
Cytokeratiny byly detekovany také ve vyvijejicich se Sertoliho bunkach u potkana do 14.
dne po narozeni a mizi v okamziku, kdy zacina spermatogeneze (Paranko et al. 1980).
Podobna exprese byla popsana u kralikt (Aumuller et al. 1992). U clovéka v prabéhu
intrauterinntho vyvoje Sertoliho buniky exprimuji také desmin (do 11. — 14. tydne) a
cytokeratiny (do 20. tydne). Vsechny 3 typy IF byly popsany také v dospélém
kryptorchickém varleti a v tubulech, které se nachazely v blizkosti testikularntho nadoru

(Rogatsch et al. 1996).
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VIMENTIN

Vimentin vytvafi filamenta, ktera jsou typicka pro bunky mezenchymového
pavodu (napf. fibroblasty, chondroblasty, makrofagy, endotelové bunky, hladka
svalovina cév) a embryonalni nebo nediferencované bunky. Molekulovd hmotnost
vimentinu je 56 — 58 kDa (Junnqueira et al. 1999). Vzhledem k tomu, Ze v savéich
Sertoliho bunkach jsou IF tvofena vimentinem, kdezto zarode¢né bunky jej neobsahuiji
(nejsou mezodermalnitho puvodu), je vimentin nékdy pouzivan jako marker Sertoliho
bunc¢k v zarodecném epitelu, pfipadné v bunécénych kulturach Sertoli bunék (Suter et al.

1997; Zhu et al. 1997).

b3

Vimentinova vlakna tvofi v bazalni casti epitelu hustou sit’, zniz vybihaji
apikalnim smérem vlakna ke strukturam adherentnich spojeni v cytoplazmatické
membrané Sertolitho bunék (hemidesmosomalni spojeni mezi Sertoliho burkami a
extracelularni matrix a desmosomalni spojeni mezi Sertoliho bunkami a sousednimi
zarodecnymi bunkami). Pfedpoklada se, Zze vimentinova filamenta maji vyznam pro
ukotveni zarodecnych bunék v semenotvorném epitelu (Amlani a Vogl 1988). Ptipojeni
IF vlaken k adherentnim spojenim zprostfedkovavaji tzv. IF asociované proteiny napf.

plektin (Guttman et al. 1999).

Distribuce vimentinu v Sertoliho bunkach se méni podle cyklu semenotvorného
epitelu a zda se, ze souvisi s umisténim a pohybem hlavicky elongujici se spermatidy
uvnitt zarodecného epitelu (Allard et al. 1993; Amlani a Vogl 1988; Hall et al. 1991; Zhu
et al. 1997). Cyklické zmény v distribuci vimentinovych vlaken v Sertoliho bunkach byly
popsany u potkant i u lidi (Aumuller et al. 1992). Jedna se o dynamicky se ménici
vlakna, kde fosforylace a defosforylace vimentinovych jednotek je zavisla na FSH, ktery

tak ovliviiuje uspofadani vimentinovych vlaken v Sertoliho bunikach (Spruill et al. 1983).

Poskozeni vimentinovych filament v Sertoliho bunkach pusobenim nékterych
xenobiottk ma souvislost s porusenim struktury semenotvorného epitelu. Kolaps
vimentinovych vlaken byl pozorovan napf. po podani toluenu (Dalgaard et al. 2001),
mono(2-ethylhexyl)ftalatu (Richburg a Boekelheide 1996), 2,5-hexandionu (Hall et al.
1991) nebo kolchicinu (Allard et al. 1993). Podobné experimentalni snizeni
intratestikularni hladiny testosteronu resultovalo v odluc¢ovani spermatid od Sertoliho
bunék a vjejich uvolnéni do lumen kanalku, které bylo doprovazeno kolapsem
vimentinovych vlaken (Show et al. 2003). Ke kolapsu vimentinovych vldken dochazi
také vlivem nefyziologickych podminek napf. pfi operabilné navozeném kryptorchismu

(Wang et al. 2002b).
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PROLIFERACNI AKTIVITA VE TKANI VARLAT A
APOPTOZA, PROHIBITIN

PROLIFERACNI AKTIVITA VE VARLATECH

Spermatogeneze neni nahodny jev, ale probiha ve vlnich mitotické aktivity
ruznych populaci zarode¢nych bunék v definovanych stadiich spermatogeneze (Leblond
a Clermont 1952). Khodnoceni proliferacni aktivity zarode¢nych bunék v prabéhu
spermatogeneze se pouzivalo morfometrické hodnoceni histologickych feza nebo
hodnoceni poctu zarodec¢nych bunck po jejich zniceni ozafenim rentgenovym zafenim.
Jednou z metod, ktera se stale vyuziva, je autoradiograficka detekce “C-thymidinu nebo
*H-thymidinu, ¢astéji se viak vyuzivd imunohistochemicky prikaz bromodeoxyuridinu
(BrdU), zabudovavaného v prabéhu S-faze bunééného cyklu do DNA.

Detekce antigent selektivné exprimovanych béhem raznych fazi bunééného
cyklu byla zpocatku vyuzivana hlavné ve vyzkumu malignich nadord, dnes je pouzivana
k urcovani bunécné proliferace v ruznych experimentech. Takovyto marker proliferace
by mél splnovat 2 zakladni podminky — (i) antigen musi byt nepfetrzité pfitomen
v bunikach béhem bunééného cyklu vsech typu bunck; (i) pfechod bunky do klidového
stadia musi byt rychle nasledovan vymizenim exprese tohoto antigenu (Scholzen a
Gerdes 2000). V soucasné dobé¢ jsou jako markery proliferac¢ni aktivity bunék vyuzivany

napf. tyto proteiny:

Ki-67

Jedna se o dva proteiny 345kDa a 390kDa (Liu a Klein-Szanto 2000) (resp. 320 a
359kDa (Scholzen a Gerdes 2000)) pfitomné pouze v jadrech proliferujicich bunck. Ki-
67 se akumuluje od pozdni G,-faze az do M-faze, kdy je ho v jadrech pfitomno nejvice
(Kausch a Bohle 2002; Liu a Klein-Szanto 2000). V G,-fazi je pfitomen v nukleolech,
jeho lokalizace v prub¢hu S- a G,-faze se lisi podle pozorovani raznych autort — pouze
nukleoly (Kill 1996), nukleoly + nukleoplazma (du Manoir et al. 1991). V prab¢hu
mitdzy je lokalizovan na povrchu chromosomu, po poruseni nuklearni membrany je ¢ast
i v cytoplazmeé (Scholzen a Gerdes 2000). Neni pifitomen v bunkach nachazejicich se
v G-fazi. Ackoliv se jako marker proliferacni aktivity bun¢k pouziva jiz vice nez dvé

desetileti, nen{ jeho fyziologicka funkce dosud znama.
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PCNA (PROLIFERATION CELL NUCLEAR ANTIGEN)

PCNA je nehistonovy, fylogeneticky konzervovany protein o velikosti 36 kDa
lokalizovany v jadfe bunky (u clovéka a potkana se lisi pouze ve Cctyfech
aminokyselinach). Hraje zasadni roli v metabolismu nukleovych kyselin jako soucast
replikacnich a opravnych mechanismta (funguje napf. jako kofaktor pro DNA
polymerazu y) (Kausch a Bohle 2002). PCNA prstencovité obklopuje DNA a muze se
pohybovat po dvousroubovici obéma sméry (Chieffi et al. 2000). Nejvétsi exprese
PCNA byla zjistena v pfechodu G,/S-fize bunécného cyklu, tésné pfed zacitkem
replikace DNA, naopak nejnizsi v M-fazi (Schlatt a Weinbauer 1994). V praxi se casto
pro urceni proliferacni aktivity v tkanich pouziva PCNA-PI (PCNA- proliferacni index),
vyjadfeny jako pomér poctu PCNA pozitivnich jader bunék k celkovému poctu jader
bunck sledovaného typu (Santamaria et al. 1995; Tanaka et al. 1996; Zeng et al. 2001).

Schlatt a Weinbauer (1994) studovali vyskyt PCNA ve varlatech raznych
zivocisnych druht — potkana, kfecka, opice (rod Macacus) a ¢lovéka. PCNA pozitivai
bunky byly nalezeny u vSech zkoumanych druht. Barveni bylo lokalizovano v jadfe
bunck. V dospélosti byly pozitivni hlavné spermatogonie a spermatocyty a také nékolik

peritubularnich a intersticialnich bunck.

U potkana byly PCNA pozitivni bunky nalezeny v bazalni ¢asti semenotvorného
epitelu. V jednotlivych kanalcich byl obarven jeden (spermatogonie) nebo dva typy
(spermatogonie a spermatocyty) zarodecnych bunck. Vsechny zarodecné bunky ve fazi
mezi diferencujici se spermatogonii az po pachytenni spermatocyty ve stadiu VI byly
PCNA pozitivni. Nejnizsi intenzita barveni oproti ostatnim stadiim byla pozorovana ve

stadiu VII.

Clovék: Viechna stadia diferencujicich se spermatogonii a% po pachytenni
spermatocyty ve stadiu IIT byla silné pozitivni. Zadna tmava spermatogonie A nebyla
obarvena. Svétlé spermatogonie typu A byly PCNA pozitivni ve stadiu V (Schlatt a
Weinbauer 1994).

Pii porovnani Ki-67 a PCNA se zda byt vyhodnéjsim uziti Ki-67, nebot’
vykazuje nizsi background (PCNA znaci obvykle vice bunck nez Ki-67). PCNA existuje
ve dvou formach — s replikaci asociovana a neasociovana forma, ktera je pfitomna témeéf
ve vsech cyklujicich bunkach. Navic PCNA ma dlouhy polocas - 20h (Ki-67 - ~1hod

(Scholzen a Gerdes 2000)), a proto muze byt stale pfitomen i v butikach, které se ocitly
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teprve kratce mimo bunécny cyklus — napt. v klidové G- fazi (Liu a Klein-Szanto 2000).
V lidskych wvarlatech bylo pozitivaich 26,6 = 12,4% Ki-67 a 46,3 £ 9,5% PCNA

spermatogonii (Steger et al. 1998).

DALSI, MENE CASTO POUZ{VANE PROLIFERACNI MARKERY

G,/S cykliny

Cykliny jsou peptidy, které reguluji cyklin dependentni kinazy — kinazy
zodpoveédné za fosforylace/defosforylace proteint intracelulirnich proteint, které
reguluji nebo iniciuji dualezité procesy v prib¢hu bunééného cyklu. G,/S cykliny
kontroluji postup G, faze a jsou exprimovany v G, a S fazi. Jejich hlavni kontrolou je
pfechod G, a S faze — umoznuji zahdjeni replikace DNA (Alberts et al. 2002; Liu a
Klein-Szanto 2000).

CENP-F (Centromere protein F)

Lidsky kinetochorovy protein byl detekovan pouze v dob¢ pfechodu G,/M fazi
— novy marker téchto fazi (Liao et al. 1995; Liu a Klein-Szanto 2000).

APOPTOZA

Apoptéza je programovana bunécna smrt, ktera je morfologicky
charakterizovana svrasténim bunky, kondenzaci jaderného chromatinu a jeho
fragmentaci, vznikem puchyit na cytoplazmatické membrané a rozpadem bun¢k do
apoptotickych télisek. Pfi apoptdze chybi zanétliva reakce. Muze probihat spontanné,
nebo jako odpoved na specifické fyziologické nebo patologické podnéty.

V pribéhu spermatogeneze se apoptoza vyskytuje jako normalni jev, kterym je
redukovana produkce spermii. Timto zptusobem je odstranéna vice nez polovina
zarodecnych bunék. Apoptoticky zanikaji zejména spermatocyty, piflezitostné byl
zaznamenan také zanik spermatogonii. Pomoci histochemickych metod je ovsem
obtizné bunky podléhajici apoptoze zachytit, nebot’ jsou rychle fagocytovany Sertoliho
bunkami (Callard et al. 1995; Miething 1992; Nakanishi a Shiratsuchi 2004; Savill a
Fadok 2000).

U  kryptorchickych varlat bylo experimentalné prokazano, ze pocet
apoptotickych bunc¢k v semenotvornych kanalcich se s casem signifikantné zvysuje

oproti kontrole 1 kontralaterdlnimu skrotalnimu varleti (u jednostranného
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kryptorchismu). To se po wurcité dobé muze projevit snizenim hmotnosti
kryptorchického varlete. U operativné navozeného bilateralnfho kryptorchismu u
potkant bylo nejvétsi mnozstvi TUNEL (Gavrieli et al. 1992) pozitivnich bunck
pozorovano mezi 4. — 7. dnem kryptorchismu (Barqawi et al. 2004). U unilateralniho
kryptorchismu dochazi k poskozeni zarodecnych bunck v abdominalné umisténém
varleti od 2. az 3. dne (Kocak et al. 2002; Li et al. 2003; Watts et al. 2000). N¢ktefi autofi
uvadéji zvySeny pocet apoptotickych bunék proti kontrole nejen v kryptorchickém
varleti, ale 1 v kontralateralnim skrotalnim varleti (Wang et al. 1998).

Pricina rozsahlé apoptézy v kryptorchickém varleti neni plné objasnéna a
pravdépodobné se na ni podili vice mechanismu. Byla popsana p53 - dependentni (Ogi
et al. 1998; Ohta et al. 2003), Fas - dependentni a p53 - independentni (Yin et al. 2002)
cesta apoptdzy, dale byla prokazana role Bcl-2 rodiny proteinu, konkrétné Bel-2 a Bax
(Zhang et al. 2003) a také zvySena funkce NO syntazy a tvorba peroxynitritového
radikalu (De et al. 2004).

PROHIBITIN

Prohibitin je vSudypfitomny, evoluéné konzervovany protein, ktery hraje roli
béhem mnoha procesu v bunikach od bakterii (Kihara et al. 1996) az po clovéka (Sato et
al. 1992). U cloveka existuje prohibitin ve dvou formach — PHB1 (32 kDa) a PHB 2 (37
kDa), které spolu interaguji a vytvafeji komplex (~1MDa) tvofeny pfiblizné 12-16
kopiemi kazdého z proteina (Nijtmans et al. 2000). Ackoliv je PHB pfitomny ve vétsine
bunék, jeho pfesna role neni dosud pln¢ objasnéna a je mu pfipisovano vice funkci —
protinadorova aktivita (Nuell et al. 1991; Sato et al. 1992), role v pfenosu
intracelularnich signala diky moznému spojeni s IgM receptory (Terashima et al. 1994)
nebo estrogenovymi receptory (Montano et al. 1999), indukce apoptézy (Welburn a
Murphy 1998), ucast v regulaci transkripce diky interakci s proteiny E2F a Rb
(retinoblastoma protein), které se podileji na fizeni bunééného cyklu (Wang et al. 1999a;
Wang et al. 1999b; Wang et al. 2002a; Wang et al. 2002b). Role PHB v téchto procesech

vs$ak zustava stale nejasna a mlhava (diskutovano v (Nijtmans et al. 2002).

V posledni dobé¢ se zda, ze PHB by mohl mit ,,chaperonovou® funkci v prub¢hu
tvorby proteint dychaciho fetézce v mitochondriich a byt tak novym typem na

membranu vazanych chaperonovych proteinid (Nijtmans et al. 2002; Nijtmans et al.
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2000). PHB byl skutecné lokalizovan na vnitfni membriané mitochondrii, coz dale

koresponduje s touto hypotézou (Coates et al. 1997; Ikonen et al. 1995).

Ve wvarleti je PHB exprimovan v Sertoliho bunkach v prabéhu celého
spermatogennfho cyklu a také v Leydigovych bunkach v intersticiu. Exprese PHB
v zarodeénych bunkach je zavisla na cyklu zarode¢ného epitelu — nejvyssi exprese byla
pozorovana v leptotennich a pachytennich spermatocytech ve stadiu epitelu VII-IX,
nizsi ve spermatogoniich, preleptotennich a zygotennich spermatocytech, pachytennich
spermatocytech od stadia XI a diplotennich spermatocytech. Z téchto pozorovani autofi
studie odvodili, Ze exprese ve varleti koreluje s antiproliferacni aktivitou PHB

(Choongkittaworn et al. 1993).

KRYPTORCHISMUS

Kryptorchismus je stav, kdy varle jednostranné nebo oboustranné chybi ve
skrotu nasledkem poruchy sestupu z bfisni dutiny. Sestup varlete do Sourku v prabéhu
nitrodéloznfho vyvoje plodu je vicestupniovy déj, na némz se podileji nékteré
anatomické struktury (gubernaculum, ...), mechanické vlivy (tlak v dutiné bifisni) a
podléha 1 latkové regulaci (INSL-3 — insulin-like peptide hormone, peptid tvofeny
fetalnimi Leydigovymi bunikami, ktery stimuluje rast gubernakula; dale androgeny, AMH
— anti-mulleriansky hormon, CGRP — calcitonin gene-related peptide) (Hutson et al.

1997; Klonisch et al. 2004).

Jednim  z hlavnich etiologickych faktort kryptorchismu je pfechodny
hypogonadotropni stav v dobé sestupu varlat, kdy funkci matefského hCG ma pfebirat
vlastni LH. K zadrzeni varlete dochazi nejcastéji v retroperitoneu nebo v inguinalnim
kanalu, vzacné dochazi k ektopickému kryptorchismu. V 85% se jedna o jednostranny
kryptorchismus postihujici asi 3% donosenych novorozenych chlapcti, u nedonosenych
je prevalence kolem 30%. U velké casti postizenych chlapct dojde béhem prvniho roku
zivota k samovolnému sestupu varlat do Sourku (Hadziselimovic 2002; Hutson et al.
1997; Leissner et al. 1999; Wang et al. 1998). V ptipadé pretrvavajictho kryptorchismu se
provadi hormonalni lé¢ba (GnRH nebo hCG - pokud se po ctyftydenni lé¢bé GnRH ve
formé nasalntho spreje nedostavi efekt - asi v 50%, je nutno navazat bezprostfedné
hCG, ktery ma vyrazny aditivni efekt, jeho nevyhodou je biologicky charakter preparatu

a nutnost bolestivého intramuskularntho podani — uspésnost az kolem 70%) nebo
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chirurgicka 1é¢ba (orchiopexe, v méné¢ piiznivém piipad¢ s laparoskopickou
orchiektomii, kterd chrani pfed moznou malignizaci intraabdominalniho testis). S 1é¢bou
je lépe zacit co nejdifve, optimalni se jevi kolem 10. mésice zivota hormonalni 1éc¢ba,
chirurgicky zakrok do konce 2. roku ditéte (Hadziselimovic 2002; Kubicek 1997).

.,

Pii neléceném kryptorchismu se prvni degenerace zarode¢nych bunék objevuji
jiz 6-12 meésica po narozeni (Huff et al. 1993), morfologické zmény na urovni
elektronové mikroskopie v 1-2 letech (Hadziselimovic 1977), na urovni svételné
mikroskopie ve 3-4 letech (Saito a Kumamoto 1989) a klinicky manifestovana atrofie
varlete je detekovana v 5-7 letech (Hutson et al. 1997). Zavaznymi komplikacemi
kryptorchismu jsou vznik nadorti (nej¢. seminom a maligni teratom) a infertilita
(v kryptorchickém varleti je zpomalena az zastavena maturace gonocyti ve

spermatogonie A, gonocyty po case degeneruji) (Huff et al. 1993; Leissner et al. 1999).

Operativné navozeny kryptorchismus u experimentalnich zvifat zpusobuje
rychlou degeneraci zarodecnych bunck a infertilitu, proto je pouzivan jako model pro
sledovani mechanismi vedoucich k poskozeni spermatogeneze. Pficinou poskozeni
zarodecného epitelu kryptorchického varlete je vliv raznych faktora v kombinaci s vyssi
teplotou v bfisni dutiné. Mechanismy vedouci k tomuto poskozeni nejsou dosud plné
osvétleny, byt’ z nékolika praci publikovanych v poslednich 10 letech vyplyva, ze jejich
vysledkem je apoptdza zarodeénych buné¢k (Barqawi et al. 2004; Heiskanen et al. 1996;
Henriksen et al. 1995; Ikeda et al. 1999a; Kumagai et al. 2002).

V dasledku vlivu vyssi teploty na varle dochazi k fadé morfologickych a
funkénich zmén nejen v semenotvorném kanalu a v intersticialni tkani varlete, ale také
k systémovym zménam hladin nékterych hormonu. U bilateralniho kryptorchismu mysi
stoupa sérova hladina FSH; LH a testosteron (T) v séru se neméni. U unilateralnfho
kryptorchismu mysi dochazi také pouze ke zvyseni FSH, jehoz hladiny dosahuji po 28
dnech stejné drovné jako u hemikastrovanych jedinct (Mendis-Handagama et al. 1990).
U potkant (unilateralni kryptorchismu — 28 dnd) dochazi ke zvySeni sérovych hladin
FSH a (na rozdil od mysi) k mirnému poklesu hladiny T v séru a v homogenatu
kryptorchického varlete (Aumuller et al. 1980). Dochazi také ke zménam v expresi
receptort — zvySeni mRNA receptorti pro LH i1 FSH v kryptorchickém varleti (lizuka et

al. 1996) a k poklesu androgennich receptora (Winters 1987).

Sertoliho bunky v kryptorchickém vatleti jevi znamky regrese, ale T] stale brani
pruniku lanthanu (marker funkce TJ) do adluminalniho prostoru semenotvorného

kanalu, ackoliv je pocet linii TJ] v kryptorchickém wvarleti snizen. Dochazi také
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k vymizeni endoplazmatického retikula a aktinovych vlaken v okoli membriany —
poskozeni AJ (Aumuller et al. 1980). Kryptorchismus (7 dni) vede k poskozeni struktury
aktinovych vldken nejen v Sertoliho bunikach ale i v peritubularnich myoidnich bunkach
(Mackawa et al. 1995). Dochazi také ke zménam v usporadani intermediarnich filament

v Sertoliho bunikach — vimentin (Wang et al. 2002b).

Exprese nebo funkce mnoha signalnich, transportnich, receptorovych a dalsich
proteint, enzymu apod. se v kryptorchickém wvarleti zvySuje i snizuje. SniZzena
koncentrace ABP (androgen binding protein) v abdominalnim nadvarleti ukazuje na
poskozeni Sertoliho bun¢k (Aumuller et al. 1980). Méni se aktivity enzymu podilejicich
se na syntéze DNA — klesa aktivita DNA polymerazy $ a y (neméni se aktivita DNA
polymerazy o a topoizomerazy I) (Fujisawa et al. 1988), poly(ADPR)polymerazy (PARP)
— enzym podilejici se na reparaci poskozené DNA (Tramontano et al. 2000). Aktivita
cholesterylester hydrolazy klesa jiz 24 hodin po navozeni kryptorchismu (Hoffmann et
al. 1989), dochazi k poklesu exprese fosfodiesterazy 4 (Farooqui et al. 2001), k poklesu
exprese glukézového transportéru GLUT-3 se soucasnym zvysenim GLUT-2 (Farooqui
et al. 1997) a kpoklesu HSP-70 (heat shock protein) (Guo et al. 2001).
V kryptorchickém varleti dochazi ke zvysené peroxidaci lipida (Ahotupa a Huhtaniemi
1992), k produkci volnych kyslikovych radikalt (Kumagai et al. 2002), v degenerujicich
zarode¢nych bunkach se objevuje ve zvySeném mnozstvi eNOS — zdroj kyslikovych
radikala (Zini et al. 1999).

Otazka ovlivnéni spermatogeneze v kontralateralnim skrotalnim  varleti
kryptorchismem je stale diskutovana a dosud nebyl nalezen jednoznacny zavér (Lee a

Coughlin 2001; Wang et al. 1998; Wang et al. 2002b; Watts et al. 2000).

BUSULFAN

Busulfan je bifunkéni alkylaéni latka, chemickou strukturou alkylsulfon -

1,4 - butandiol dimethansulfonat (Hartl et al., 1992).

Jde o chemicky labilni slouceninu, ktera prenasi alkylové radikaly na télu vlastni
struktury (navazanim na nukleové kyseliny dochazi k interferenci s replikaci DNA i
s transkripci RNA). Nasledkem je inhibice procest bunééného déleni, coz je
terapeuticky pozadovany ucinek na maligni bunky. Z hlediska bunécného cyklu ma
vyjimecné postaveni svym ucinkem i na bunky klidové. Tim je vysvétlena jeho vysoka

hematologicka toxicita, ni¢i pluripotentni hemopoetické bunky, které jsou z 90%
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v klidové fazi. Rezistence nadorovych bunék zavisi na reparacni kapacité poskozeni
nukleovych kyselin a na inaktivaci alkylacnich latek konjugaci s glutathionem (Marek a

kol. 1998).

Busulfan neni ve vodé dobfe rozpustny, proto se musi nejprve rozpustit
v nepolarnim prostfedi — ve smési dimethylacetamidu a polyethylenglykolu (Bhagwatwar
et al. 1996) nebo v dimethylsulfoxidu (Schuler et al. 2001) a poté aplikovat ve vodném
roztoku. Zkoumana je moznost pifipravy busulfanu ve formé liposomalnich ,kapsli
v intravenézni formé (Hassan et al. 2001).

Po peroralnim podani dochaz{ v travicim ustroji rychle k hydrolyze, k resorpci a
k okamzitému vytvofen{ karboniového iontu pusobiciho alkylaci. Po iv. aplikaci byly
nejvyssi koncentrace dosazeny v jatrech, mozku, plicich a ledvinach a to 15 minut po
podani (20% z davky se dostava do mozku) (Hassan et al. 1992). Busulfan ve vysokych
davkach prochazi placentou. Uvadi se, ze ireverzibilni vazba busulfanu na erytrocyty a
plazmatické proteiny dosahuje hodnot 47%, resp. 32% (AISLP 2004). Podléha
rozsahlému metabolismu v jatrech a vylucuje se moci v podobé netucinnych metabolitu.
Pramérny polocas vylucovani je 2,9 - 3,1 hodiny, u malych déti do 5 let véku je nizsi - 2
hodiny (Hassan et al. 1991).

Ve farmakokinetickych vlastnostech busulfanu je mozné pozorovat velké inter- i
intraindividualni{ rozdily. Podobné je muzeme sledovat u pacientd s pfidruzenymi
nemocemi, u jednotlivych interakci mezi busulfanem a dalsimi Iéky (napf. fenytoin
zrychluje, itrakonazol a metoklopramid zpomaluji jeho farmakokinetiku) a také

v zavislosti na cirkadialnim rytmu (Hassan 1999; Hassan et al. 1993; Hassan et al. 2001).

Indikaci busulfanu jsou chronicka myeloidni leukémie (byl dlouho lékem volby),
polycythemia vera a primarni trombocytoza. Pii indukéni 1é¢be se pouziva davka 4-8 mg
denné. K udrzovaci lécbé sta¢i 2 mg denné nebo obden. Pii 1écbé je nutné bedlivé

sledovani krevniho obrazu. Dnes je v téchto indikacich pouzivan omezené.

Dal$i oblasti, kde se busulfan (v kombinaci s cyklofosfamidem) pouziva, je
vysokodavkova chemoterapie pfed transplantaci kostni dfen¢ (Andersson et al. 2002;
Hassan et al. 2002; Schuler et al. 2001). Podavaji se davky 0,8 mg / kg busulfanu ve
dvouhodinové infuzi kazdych 6 hodinpo 4 po sobé¢ nasledujici dny. Celkem tedy 16
davek. Po busulfanu nasleduje podani cyklosfamidu. Vstfebavani busulfanu
z gastrointestinalnftho traktu a jeho metabolické pfemény v jatrech podléhaji natolik
vyrazné variabilit¢, ze se u jednotlivych pacientd mohou plazmatické hladiny busulfanu

lisit az desetinasobné po aplikaci téze davky (Klener 1996).
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Busulfan je povazovan za teratogenni, mutagenni a kancerogenni latku, coz je
hlavni dtvod odklonu od jeho pouzivani pii lécbé chronické myeloidni leukémie. U lidi
bylo popsano nckolik pifpadt vrozenych abnormalit, které vsak nemusely nutné

vzniknout v diasledku uzit{ busulfanu (AISLP 2004).

Reprotoxicita busulfanu se projevuje o obou pohlavi. U Zen pfed menopauzou
se bézné vyskytuje suprese funkce vajecnikt a amenorea se symptomy menopauzy.
Busulfan muze zpusobit opozdény nastup puberty ¢i snfzenou funkei gonad. U muza

byla popsana sterilita, azoospermie a testikularni atrofie (AISLP 2004).

NEZADOUCI UCINKY BUSULFANU
1) akutni nezadouci ucinky

gastrointestinalni:  mukozitida, nauzea, zvraceni, prajem

jaterni: zvyseny bilirubin, venookluzivni nemoc jater
neurologické: celkové i lokalni kfece

plicni: intersticialni plicni fibréza

urogenitalni: hemoragicka cystitida

2) pozdni nezadouci ucinky

infertilita a poskozen{ zarode¢ného epitelu u muza
poskozeni rastu

Sedy zakal

alopecie, hyperpigmentace ktze

U experimentalnich zvifat brani busulfan spermatogenezi. Busulfan pusobi
toxicky pfredev§im na spermatogonie - vice na kmenové nez na diferencované
spermatogonie. I kdyZ letalni mutace ani chromosomalni aberace nebyly v zachovalych
kmenovych spermatogoniich pozorovany, jest¢ po 44 tydnech od aplikace busulfanu se
objevuji abnormality v motfologii hlav spermii. V divce nad 30 mg/kg vede
k azoospermii a sterilit¢ mysi (Bucci a Meistrich 1987). Davkove zavisly vliv busulfanu
na spermatogenezi byl pozorovan u mysi. Po 1 davce 15, 30 nebo 45 mg/kg byla
spermatogeneze pozorovana po 30 dnech v 63%, 8%, resp. 0,8% a po 70 dnech v 98%,

47%, resp. 3% semenotvornych kanalki (Kanatsu-Shinohara et al. 2003).

Haddad a kol. (1997) zkoumali vliv busulfanu na zarodecnou tkan vatlat u
potkantt kmene Wistar (10 mg/kg vjedné intrapetitonedlni davee) v casovych
intervalech 8, 10, 11, 17 tydnu od aplikace. Maximum poskozeni zarode¢ného epitelu

pozorovali v 8. tydnu. V 55% semenotvornych kanalkt obsahoval zarodecny epitel
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zarodecné bunky pouze po stadium primarnich spermatocyti. Ve 23% kanalka byly
pouze Sertoliho bunky a spermatogonie. Od 10. tydne autofi zaznamenali progresivni
zmény v zarodecném epitelu, avsak spermatogeneze se ani do intervalu 17. tydnu

nenavratila na droven kontrolni skupiny (Haddad et al. 1997).

Aich a Manna (2001) zkoumali na samcich potkana (Indian house rat - Rattus
Rattus) také vliv jedné davky busulfanu (10 mg/kg), ovSem po peroralni aplikaci, a sice
v ¢asovych intervalech 10, 40, 70 a 100 dni od aplikace. V intervalu 40 dni obsahovaly
semenotvorné kanalky pouze spermatogonie, Sertoliho burky a zygotenni spermatocyty.
Po 70 dnech pozorovali také pouze spermatogonie a zygotenni spermatocyty bez
pfitomnosti pachytennich spermatocytl, spermatid a spermatozoi. V poslednim
casovém intervalu, 100 dni od aplikace cytostatika, byla spermatogeneze obnovena ve

vétsiné semenotvornych kanalkt (Aich a Manna 2001).

Jiang (1998) zkoumal vliv busulfanu na spermatogenezi u potkant kmene Long
Evans, kterym byly podany 2 davky busulfanu (10 mg/kg) v rozmezi 21 dna
intraperitonealné. 20. den po druhé davce varlata ztratila vétsinu zarodecnych bunék a
zachovano zustalo pouze nékolik jednotlivych spermatogonii v bazalnim kompartmentu
semenotvorného kanalu. 48. den pozoroval symetricky 1 asymetricky se délici
spermatogonie A a diferencujici se spermatogonie B. V nékterych kanalcich se objevily
jiz preleptotenni a pachytenni spermatocyty, Sertoliho bunky byly stile hodné
vakuolizovany. 74. den byla obnovena spermatogeneze ve vétsiné kanalkd. Byly
pfitomny diferencujici se spermatidy, pfi bazalni membrané vice spermatogonii typu B,
Sertoliho bunky obsahovaly mnohem méné¢ vakuol. Pokud zvife po aplikaci busulfanu
zustalo sterilni, tak v tomto intervalu bylo nalezeno v semenotvorném kanalku pouze
malo spermatogonii a spermatocytd mezi masivn¢ vakuolizovanymi Sertoliho bunkami.
96. den 80% kanalkt nabylo znovu normalni funkce, ve zbytku ztstaly pouze Sertoliho

bunky (Jiang 1998).

Busulfan se experimentalné pouziva také pfi transplantacich kmenovych
zarodecnych bunck (kmenové spermatogonie) (Ogawa et al., 1999). Ve vatleti zvifete,
které slouzi jako piijemce zarodecnych bunck, je nutné pred transplantaci znicit vSechny
zarodecné bunky. K tomuto dcelu se dospélym zvifatim podava busulfan (u potkana
v davee 20-45 mg/kg) (Moisan et al. 2003). Druhou moznosti je podavani busulfanu

bfezim samicim (10,5.- 12,5. den bfezosti, 15 mg/kg), a tim zniceni zarode¢nych bunéek
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u samcich plodl jiz zn wtero. Transplantace se poté provadi mezi 5. az 12. dnem po
narozeni (Brinster et al. 2003; Moisan et al. 2003).

Pokud busulfan eliminuje zarodecné bunky jen castecné, zbyvajici slozky
kmenovych bunék pfezivéi lécbu mohou kompetovat s transplantovanymi bunkami
donora. Z tohoto divodu Vecino et al. (2001) testovali spolu s busulfanem jest¢ jiné
latky a dosli k zavéru, ze kombinaci estradiolu, busulfanu a leuprolidu (agonista
choriogonadotropin - uvolnujictho hormonu) dojde ke zniceni endogennich
zarodecnych bunck beze zmény Sertoltho bunc¢k a ztstane zachovano optimalni

prostredi potfebné k rozvoji transplantovanych bunék (Vecino et al., 2001).
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MATERIAL A METODIKA

Experimentalni c¢ast této prace jsme provadéli na dospélych samcich
laboratorniho potkana kmene Wistar (chovna stanice Velaz s. 1. o., Unétice). V pribéhu
experimentu byla zvifata chovana za standardnich podminek ve vivariu FaF UK
s volnym pfistupem k vodé a byla krmena standardni potravou (Velas a.s., Lysa nad
Labem). V pravidelnych tydennich intervalech jsme kontrolovali jejich hmotnost (na
laboratornich vahach Transporta), zdravotni stav a chovani. Chov a zachazeni
s pokusnymi zvifaty byly v souladu s pravidly schvalenymi Odbornou komisi pro

ochranu zvifat proti tyrani FalF UK.

OPERACI NAVOZENY KRYPTORCHISMUS

Pii experimentech byla pouzivana zvifata vazici v dobé operace 200-250g. U
zvifat jsme provedli chirurgické navozeni unilateralnfho kryptorchismu na dobu
1 hodiny, 2 hodin, 6 hodin, 12 hodin, 24 hodin, 48 hodin, 3 dnt, 5 dnu, 11 dnd, 22 dnt,
44 dnu, 85 dnt a 121 dnt. V kazdé skupiné (s vyjimkou kratkych intervala — 1, 2, 6 a 12
hodin) jsme operovali minimalné 5 zvifat, 1 dalsi zvife v kazdé skupiné bylo operovano
pouze provedenim fezu do kuze a svaloviny a jejich opétovnym sesitim bez pfemisténi
varlete do bfisni dutiny - operovana kontrola (sham-operated jedinci - SO). Skupina
dal$ich 5 zvifat slouzila jako kontrolni skupina. Za kryptorchické zvife jsme povazovali

pouze takové zvife, u n¢hoz nedoslo po operaci k sestupu varlete zpét do Sourku.

Vsechna zvifata jsme operovali v celkové anestézii za podminek relativni asepse.
K anestézii jsme pouZivali pentobarbital (30-50 mg na zvife) intraperitonealné. Rez o
velikosti asi 2 cm jsme vedli kizi a svalovinou na bfichu. Lehkym tlakem na skrotum
jsme vytlacili levé varle a nadvarle do oteviené bfisni dutiny. Po pfestfizeni m. cremaster
a gubernakula jsme varle vyjmuli z bfi$ni dutiny a zméfili. Poté jsme jej opatrné ulozili
zpét do bfisni dutiny a za tukové téleso pfisili ke svaloviné stény bfisni (pro zabranéni
sestupu vatlete zpét do inguinalntho kandlu a skrota). Sesitim svaloviny a kize jsme
operacni ranu uzavieli. Po operaci jsme zvifata umistili zpét do kleci. SO zvifata jsme

operovali za pouziti stejnych materialt i technik jako zvifata pokusna.
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APLIKACE BUSULFANU

Pro experiment jsme pouzivali dospélé samce potkana kmene Wistar (chovna
stanice Velaz, s. r. 0., Unétice) o hmotnosti 200 - 230 g. V experimentu bylo pouzito
celkem 65 laboratornich potkant. 15 potkanim jsme aplikovali 1 davku busulfanu
40 mg/kg hmotnosti zvifete, 15 potkanam 1 davku busulfanu 10 mg/kg hmotnosti a
30 potkanam byly intraperitonealn¢ aplikovany dvé davky busulfanu 10 mg/kg
hmotnosti v odstupu 21 dnt (1. a 21. den) (Jiang 1998). Busulfan (Acros, Giel, Belgie)
jsme pro aplikaci rozpoustéli v dimethylsulfoxidu (DMSO) a aplikovali jako 2% roztok.
Zbylym 5 potkanim byl aplikovan pouze DMSO 1. a 21. den (kontrolni skupina) — tato
zvifata jsme usmrtili 3 tydny po aplikaci druhé davky DMSO.

Potkany jsme rozdélili do experimentalnich skupin po 5 jedincich dle

nasledujiciho schématu:

Tyden odbéru | 3 4 5 6 7 9 13
po davce
40 mg/kg X X X
10 mg/kg X X X
Tyden odbéru |, 3 4 5 6 7 9 13
po 1. davce
10+10 mg/kg X X X X X X
Kontrola

HISTOLOGICKE ZPRACOVANI ORGANU

ODBER VZORKU

Na konci daného intervalu jsme provedli euthanasii zvifat pfedavkovanim
celkového inhala¢niho anestetika (Aether pro narcosi, Synthesia, Pardubice-Semtin)
s naslednym pferusenim michy. Po usmrceni potkant jsme ihned provedli otevieni
dutiny bfisni a vyjmuli varlata a nadvarlata. Po jejich ocisténi jsme zaznamenali délku
varlat s pfesnosti na milimetry a hmotnost (vahy Scaltec, Sartorius AG, Goettingen,
Neémecko) s pfesnosti na setiny gramu. Varlata i nadvarlata jsme ihned dale histologicky
zpracovavali.

Kazdy odebrany organ jsme rozdélili na nékolik casti z duvodu raznych
vySetfeni tkani. Pro histologické i imunohistochemické hodnoceni jsme organy fixovali

v Bouinovée roztoku nebo ve 4% paraformaldehydu (4°C) po dobu 48 - 72 hodin; poté
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odvodnili acetonem, projasnili xylenem a po prosyceni parafinem jsme vzorky zalévali

do blockua. Histologické fezy (tloust’ka 5-6 um) jsme krajeli na diskovém mikrotomu

Leica DSC1 (Leica Microsystems GmbH, Nussloch, Némecko).

FIXACE, ZALITIi DO PARAFINU

4% paraformaldehyd 48 - 72 hodin Bouintv roztok 48 - 72 hodin

Fyziologicky roztok 1 hodina Ethanol 80% 1 hodina
3x Aceton b¢hem 16 hodin
Xylen 2x15 minut
Parafin (56°C) 2x2 hodiny

Zaliti do parafinu

4% paraformaldehyd

Roztok se pfipravi rozpusténim 4 g paraformaldehydu v 96 ml PBS pfi zahfivani

na maximalné 60°C, poté se nechd zchladnout a zfiltruje se. Uchovava se v lednici.

Bouinuv fixa¢ni roztok
Nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 ml
Formol neutralni 100 ml

Pred pouzitim se pfidaji 3 ml kyseliny octové ledové na 100 ml roztoku.

Formol neutralni
10 % formol (odpovida 4 % formaldehydu)

Na dno nadoby se nasype 2 cm vysoka vrstva praskovaného uhlicitanu

vapenatého, ktery neutralizuje vznikajici kyselinu mravenci.

Zalévaci parafin

Tuhy parafin zkvalitnény 3-5 % bilého véeliho vosku.
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BARVENI HEMATOXYLIN — EOSIN

Xylen

Ethanol 96%
Ethanol 70%
Destilovana voda
Hematoxylin
Pramenita voda
Destilovana voda
Eosin

Destilovana voda
Ethanol 96%
Ethanol : Xylen (2:1)
Xylen : Ethanol (2:1)
Xylen

Zamontovani do kanadského balzamu nebo Eukitu.

V  pribéhu

experimentu  se

3 x 5 minut

5 minut

5 minut

5 minut

10 sekund nebo 5 minut
5 minut

3 minuty

5 sekund nebo 1 minuta
oplachnuti

2 x oplachnut{

3 minuty

3 minuty

3 x 3 minuty

nam osvédcilo

zkraceni barvicich

¢asu

hematoxylinem i eosin.em na nékolik sekund a nafedéni obou barvicich roztoka 1 : 5

destilovanou vodou

ROZTOKY A CHEMIKALIE

Hematoxylin Hill
Hematoxylin
Jodi¢nan sodny
Siran hlinity
Destilovana voda
Ethylenglykol

Kyselina octova (ledova)

40¢g

0,4 ¢

352 ¢
710,0 ml
250,0 ml
40,0 ml

Roztok se pfipravi za obc¢asného michani rozpusténim hematoxylinu, jodicnanu

sodného a siranu hlinitého v destilované vode, pfilije se ethylenglykol. Nakonec se pfida

kyselina octova. Plni se do lahvi, necha se uzrat a pfed pouzitim se zfiltruje.

Roztok eosinu

1% roztok eosinu v destilované vodé

Roztok se pfipravi rozpusténim eosinu v destilované vodé za obcasného

michani. Poté se zfiltruje do lahvi.
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ZPRACOVANI VZORKU PRO POLOSILNE REZY

U vzorku jsme provadéli dva typy fixace:

1) Fixace v OsO,

0Os0O, 2 hod (lednice)
proplach v kakodylatovém pufru 3 x 15 min (lednice)

4. pufr v lednici do doby, nez se zpracuji dalsi vzorky k odvodnovani

2) Fixace v glutaraldehydu a postfixace v OsO,

fixace v glutaraldehydu do rana 2. dne (16-20 hodin)
proplach v Millonigové pufru 4 x 15 min (lednice)
fixace v OsO, 2 hod (lednice)

proplach v kakodylatovém pufru 3 x 15 min (lednice)

4. pufr v lednici do doby, nez se zpracuji dalsi vzorky k odvodnovani

2% 0sO,
4% OsO, (v orig. ampulich) 1,5 ml
Kakodylatovy pufr 1,5 ml
Kakodylatovy pufr (200 mmol / 1) pH = 6,9-7,1 (zasobni roztok)

Kakodylan sodny (85,6 g / 1) 50,0 ml
HCI (0,2 mmol /1 5,0 ml
Redestilovana voda ad 100,0 ml

Vysledny roztok pH = 7,3; 100 mmol /1

Kakodylatovy pufr (200 mmol /1) 50,0 ml

Redestilovana voda 50,0 ml

3 % glutaraldehyd

8% glutaraldehyd 1,5 ml

Millonigav pufr 2,5 ml

Millonigtv pufr

Roztok A - pH = 7,336 Roztok B
NaH,PO, .2H,0 (22,6 ¢ /1) 4150 ml glukéza 54¢
NaOH (252¢ /1) 85,0 ml redestilovand voda  ad 100,0 ml
Redestilovani voda 70,0 ml

Vysledny roztok (pH = 7,68) Roztok A - 90 ml +Roztok B - 10 ml
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ODVODNENT{
25 % ethanol 15 min (lednice)
50 % ethanol 15 min (lednice)
75 % ethanol + 1% UA 15 min (lednice)
96 % ethanol + 1 % UA 15 min
100 % ethanol + 1 % UA 15 min
100 % ethanol 15 min
100 % ethanol 15 min

(UA = uranylacetat)

PROSYCOVANI
ithned po poslednim 100 % ethanolu
prosycovaci smés ¢. 1 1 hod (michani)
prosycovaci smés ¢. 2 1 hod (michani)

odsaje se smés ¢. 2 a do 1/3 lahvicky se naplni Cista smés pryskyfic Epon-
Durkupan, lahvicky se nechaji bez $puntfki v boxu do dalsitho dne, kdy se zalévaji

PRIPRAVA EPON - DURKUPANU, PROSYCOVACICH SMESI
Dé¢je se soucasné s odvodnovanim, v boxu pii vlhkosti do 40 %, michani v
kadince vzdy po 15 min s ptidavkem dalsi soucasti
na 30 vzorka 80,0 ml (pros. smési — 30 ml, prosycovani — 10 ml, zaliti — 36 ml)
Epon 20,0 ml
Durkupan modry 44,0 ml
Durkupan cerveny 12,0 ml

Durkupan zluty 1,6 ml (smés ztmavne)

Durkupan zeleny 2,4 ml

Prosycovaci smési:

<

.1 20 ml aceton 100 % + 10 ml Epon-Durkupan
.2 10 ml aceton 100 % + 20 ml Epon —Durkupan

<

thned po rozmichani se nabere do uzavfenych stikacek (aceton se odpatuje)
KRAJENI POLOSILNYCH REZU

Polosilné fezy jsme krijeli na ultramikrotomu - ULTRATOME®, V2088, L.KB

Bromme.
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TOLUIDINOVA MODR S PYRONINEM

Postup barveni polosilnych fezua

Metodicka st

Podlozni sklicko jsme odmastili acetonem a polosilny fez pfenesli do kapky

redestilované vody na podloznim sklicku. Voda se nad kahanem odpafi (fezy se napnou

a pfischnou). Na fezy jsme potom kapnuli barvici roztok, zfhali nad plamenem

10 sekund a oplachli redestilovanou vodou. Rez na klicku jsme kratce oplachli 50 %

ethanolem (dokud se tvofi oblacky barvy) a poté redestilovanou vodou. Vysusili jsme

sklicko nad plamenem a montovali do Entalanu nebo pryskyfice.

Roztoky:

1% toluidinova mod¥ 1% pyronin
toluidinova modf 1,0¢g pyronin
tetraboritan sodny 1,0¢g tetraboritan sodny
redestilovania voda  ad 100,0 ml redestilovana voda

Barvici roztok:

1 % toluidinova modf 40,0 ml
1 % pyronin 10,0 ml
redestilovana voda 30,0 ml

05¢g
05¢g
ad 50,0 ml

Barvici roztok postupné zraje, skladuje se pfi 5°C. Pfed kazdym pouzitim je

nutné ho zfiltrovat.
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IMUNOHISTOCHEMIE

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je detekce

specifickych antigennich determinant (molekul ¢i jejich ¢ast) s vyuzitim imunologické

vazby, tedy na principu vazby antigen - protilatka. Tuto vazbu lze definovat jako vztah

specifické protilatky, jez je zpravidla volna, ke tkanovému antigenu, ktery je zpravidla

pevné fixovan na urcitou strukturu v tkani. Pfi experimentu jsme vyuzivali metody tzv.

nepfimé imunohistochemie. Na tkanové fezy se nejprve aplikuje primarni protilatka,

ktera specificky rozeznava prokazovany antigen. Sekundarni protilatka, znacena

fluorochromem nebo enzymem (v nasich podminkach), se imunologickou vazbou vaze

na protilatku primarni. Specifické barveni je zviditelnéno po pfidani enzym-specifického

substratu.

Pracovni postup

Xylen
Ethanol 96%
Ethanol 70%

Destilovana voda

3 x5 min
5 min
5 min

5 min

3% H,0, v PBS (nebo 3% H,0, v 50% methanolu) ~ 10-15 min

Destilovana voda
Odkryti antigenu
PBS

2 x 5 min
10-20 minut (viz nize)

2 x5 min

10% kozi sérum v PBS nebo 10% susené mléko (hovézi albumin) v PBS

Primarni protilatka
PBS

Sekundarni protilatka
PBS

DAB

Destilovana voda
Hematoxylin
Pramenita voda
Destilovana voda
Aceton

Aceton- Xylen (1: 1)
Aceton- Xylen (1: 10)
Xylen

30 min

inkubace pfes noc pii 4°C
2 x 5 min

30 min

2 x 5 min

5 sekund — 5 minut
5 min

1-2s

1-2 min

oplachnuti
oplachnuti

3 min

3 min

3 x 3 min
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PRIMARNI PROTILATKY (fedéni v 5% roztoku BSA v PBS)

Antigen Typ Klon Redéni | Vyrobce | Odkryti
protilatky antigenu
Connexin 43 Rb-p 1:500 Zymed Citr. Pufr — pHo6
PCNA Mo-m PC10 1:500 | LabVision | Citr. Pufr — pHG6
Tubulin a+f | Mo-m DM1A+DM1B | 1:300 LabVision | Citr. Pufr — pHG6
Prohibitin Mo-m 11-14-10 1:75 LabVision | Citr. pufr — pH6
Aktin Rb-p 1:200 Sigma Citr. pufr — pHO6
Aktin hl. sval | Mo-m HHF-35 1:40 Serotec Citr. pufr — pHG
Occludin Rb-p 1:200 | Zymed protK-1mg/ml
P-cadherin Rb-p 1:150 SantaCruz | Citr. pufr — pHG6
E-cadherin Mo-m G-10 1:30 SantaCruz | Citr. pufr — pH6
OL-catenin Mo-m aCAT-7A4 1:100 Zymed
B-catenin Rb-p 1:200 LabVision | Citr. pufr — pHG6
Claudin 11/OSP | Rb-p 1:100 Abcam Citr. pufr — pHOG
Ki-67 Rb-p 1:50 LabVision | Citr. pufr — pH6
Ki-67 Mo-m MIB-5 1:50 DAKO Citr. pufr — pHOG

Rb-p : Krali¢i polyklonalni

protilatka

Mo-m : Mysi monoklonalni

protilatka

Odkryti antigenu

Zymed - Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA
LabVision - LabVision-NeoMarkers, Fremont, USA

SantaCruz - SantaCruz Biotechnology, USA
Abcam - Abcam, Cambridge, Velka Britanie
DAKO — DAKOCytomation, Carpenteria, USA

Sigma - Sigma -Aldrich Co., Steinheim, Némecko

Serotec — Serotec, Oxford, Velka Britanie

Imunohistochemické vysetfeni jsme provadeéli na parafinovych fezech, kdy je

nutné provést pfed inkubaci fezt s primarni protilatkou tzv. odkryti antigenu.

Zpiistupnéni antigenu lze dosahnout

1) povafenim v mikrovlnné troub¢ v 0,01 mmol / | citritovém pufru pH = 6

2) inkubaci s proteazou (Proteinaza K — 20 pg/ml — 1 mg/ ml).

Séra

Potkani sérum - Rat serum (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

Kozi sérum — Goat serum (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

Hoveézi sérovy albumin - BSA — Bovine serum albumin (Sigma-Aldrich Co.,

Steinheim, Némecko)
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Proteinaza K

20 pg / ml— 1 mg / ml PBS dle protilatky;

Proteinase K (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
Citratovy pufr pH = 6,0

Kyselina citronova - monohydrat 0,99 g

Citronan sodny 0,43 ¢

Destilovani voda ad 500,0 ml

Sekundarni protilatky

Goat anti-rabbit protilatka + 2% potkani sérum
Goat anti-mouse protilatka + 2% potkani sérum

Dako EnVision™— ready to use (DAKOCytomation, Carpenteria, USA)

DAB (diaminobenzidin - substrat pro peroxidazu)

DAB v poméru 20 pl / ml pufru (puft je soucasti kitu)
Dako Liquid — DAB+ substrate-chromogen system (DAKOCytomation,
Carpenteria, USA)

PBS (fosfore¢nanovy pufr)

Chlorid sodny 80,0 g
Chlorid draselny 20¢g
Hydrogenfosforec¢nan draselny 20¢g
Dihydrogenfosforecnan sodny 115¢
Destilovana voda ad 1000,0 ml pH = 6,8

Tento roztok se dale fedi 1 : 10 redestilovanou vodou — pH vysledného roztoku
je 7,43 £ 0,01

TUNEL

K provedeni metody TUNEL (Gavrieli et al. 1992) (TdT-mediated dUTP Nick
End Labelling) jsme pouzili In Situ Cell Death Detection Kit (Alkaline
Phosphatase) - Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko.

Soucasti kitu

1) roztok s TdT — terminalni deoxynukleotidyltransferaza (EC 2.7.7.31)

2) roztok nukleotidt znacenych fluoresceinem

3) anti-fluorescein protilatka znacena alkalickou fosfatazou (Converter AP)
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Postup

1) deparafinizace jako u Hematoxylin & eosin barveni po destilovanou vodu (str.48)

2)  PBS 5 min

3)  0,1% Triton-X v PBS 10 min

4)  Proteinaza-K (20 pg/ml v PBS) 15 min

5  PBS 3 x5 min

6) 5% susené mléko v PBS 30 min

7)  PBS 2x5 min

8)  TUNEL reakéni smés 60 min (37°C)

9  PBS 3x5 min

10)  Converter AP (40ul) 30 min (37°C)

11) PBS 3x5 min

12)  ALP substrat pod kontrolou v mikroskopu

13) PBS 2 x 5 min

14)  destilovana voda oplachnuti

15) fedény hematoxylin max. 3 sekundy

16) pramenita voda —destilovana voda —okyseleni 1% kys. Octovou
pouze kratké oplachnuti

17)  destilovana voda

17)  zamontovani do glycerol — Zelatiny nebo Eukitu

TUNEL reakéni smés

roztok TdT - 4ul + roztok nukleotida - 36ul

ALP substrat — substrat pro alkalickou fosfatazu

TRIS/HCl pufr 1,0 ml
Roztok A 10,0 ul
Roztok B 10,0 ul

0,1M Tris/HCl pufr pH 9

TRIS 0,605¢
HCl 0,018¢

Destilovana voda 100ml
Roztok A: 20 mg Naftol-AS-fosfat v 1 ml dimethylformamidu
Roztok B: 80 mg Fast Red v 2 ml TRIS/HCI pufru
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CHEMIKALIE

aceton (Lachema Brno)

busulfan (Acros, Giel, Belgie)

citronan sodny (RNDr. Jan Kulich Hradec Kralové/ Ricany)
dihydrogenfosfore¢nan sodny (LLachema Brno)
dimethylformamid (Lachema Brno)

Durkupan® (Fluka - Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
eosin (Lachema Brno — 818199)

Epon” (Fluka - Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
ethanol (Lachema Brno)

ethylenglykol (Lachema Brno)

Eukit® (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

Fast Red (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
formaldehyd (LLachema Brno)

glukéza (TAMDA Olomouc)

glutaraldehyd (SPI-Chem, West Chester, USA)

hematoxylin (The Coleman & Bell Co. — 12]S3)
hydrogenfosfore¢nan draselny (Lachema Brno)

hydroxid sodny (RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové/Ricany)
chlorid draselny (Ilachema Brno)

chlorid sodny (ILachema Brno)

jodi¢nan sodny (L.achema Brno)

kakodylan sodny (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
kanadsky balzam (LLachema Brno)

kyselina citronova - monohydrat (TAMDA Olomouc)
kyselina chlorovodikova (TAMDA Olomouc)

kyselina octova (Lachema Brno)

kyselina pikrova (Polskie Odczynniki Chemiczne)

methanol (Lachema Brno)

monohydrat kyseliny citronové (RND. Jan Kulich Hradec Kralové/ Ricany)
naftol-AS-fosfat (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)
oxid osmicely (SPI-Chem, West Chester, USA)

parafin (Lachema Brno)

pentobarbital (Lé¢iva — Zentiva, Praha)

peroxid vodiku 30 % (Chemické zavody Sokolov)

pyronin (Lachema Brno)

siran hlinity (Lachema Brno)
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tetraboritan sodny (RNDx. Jan Kulich, Hradec Kralové/Ricany)
toluidinova modf (SPI-Chem, West Chester, USA)

TRIS (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

Triton-X (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

uranyl acetat (Sigma-Aldrich Co., Steinheim, Némecko)

xylen (Lachema Brno)

STATISTICKE HODNOCENI

Hmotnost varlat béhem experimenti byla vyjadfovana v gramech jako pramérna
hmotnost varlat ve skupin¢ T standardni chyba praméru (SEM).

Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdilu hmotnosti mezi skupinami zvifat byl
uzit Student-Newman-Keulstuv test a za statisticky vyznamny byl povazovan rozdil na
hladiné vyznamnosti p<0,05.

Ke statistickému hodnocen{ byly uzivany programy Microsoft” Excel 2002 a

SigmaStat® verze 2.0.
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VYSLEDKY

KRYPTORCHISMUS

HMOTNOST VARLAT

Rozdily v hmotnostech mezi operovanymi a neoperovanymi (skrotalnimi)

varlaty jsou uvedeny v Grafu €. 1.
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GRAF ¢. 1. Rozdil v hmotnosti mezi operovanymi a neoperovanymi (skrotalnimi)

varlaty po rizné dlouhém intervalu kryptorchismu
(p>0,05 v porovnani s kontrolni skupinou)

Hmotnost varlat kontrolnich a SO (operované kontroly — sham-operated)
jedincd, stejné jako hmotnost kontralateralnich skrotalnich varlat se v prabéhu pokusu

vyrazné nezmeénila.

Snizeni praimérné hmotnosti kryptorchickych varlat u operovanych zvifat jsme
zaznamenali jiz paty den po operaci. V intervalech 22 az 121 dnt dosahovala hmotnost
operovaného varlete cca 40-50% hmotnosti neoperovaného varlete. Rozdil v hmotnosti
operovaného a neoperovaného varlete byl v téchto intervalech kolem 1 gramu.
Hmotnost operovaného varlete, soucasné i rozdil hmotnosti obou varlat, se v téchto

intervalech s narustajici délkou kryptorchismu jiz vyrazné nemeénily.
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Poskozena kryptorchicka wvarlata byla také mensi nez-li varlata skrotalni.
Népadnym znakem byla zména konzistence abdominilné umisténych varlat —
poskozena varlata byla mékka a silné prosakla tekutinou, ktera tvofila vétsinu hmotnosti
kryptorchického varlete. Také z tohoto divodu byla poskozena varlata obtizné

fixovatelna pro histologicka vysetfeni.

VYSLEDKY HISTOLOGICKEHO HODNOCENI

KRATKE INTERVALY DO 24 HODIN (1 HODINA, 2 HODINY,
6 HODIN, 12 HODIN, 24 HODIN)

Nalez ve varlatech, které byly voperovany do bfisni dutiny na dobu kratsi nez 24
hodin, byl srovnatelny s nalezem u kontrolnich jedinct. VSechny semenotvorné kanalky
byly vystlany neporusenym zarodecnym epitelem s pfitomnosti vSech stadii zarode¢nych
bunck. Dvoufady epitel kanalkt nadvarlat byl neporuseny a vlumen kanalka se

nachazelo hojné mnozstvi spermatozoi stejné jako u kontrolnich zvifat.

INTERVALY 2 DNY A 3 DNY KRYPTORCHISMU

V operovanych varlatech zvifat z téchto dvou intervalt jsme zaznamenali prvni
zmeény v uspofadani komponent zarodecného epitelu (ve vétsim rozsahu v intervalu
3 dnu). Tyto zmény se projevovaly predevsim na urovni spontannfho odlucovani razné
zralych stadii zarode¢nych bunék (pfedevsim spermatid a spermatocytd) do lumen
kanalka, kde velmi casto tvofily shluky. Jako prvni se odlucovaly spermatidy (jiz
v intervalu 2 dny — Obr. 1A - Sipka), poté spermatidy spolecné se spermatocyty (od 3.
dne — Obr. 1B, 1C, 3A). V kanalcich, kde nastalo odlucovani zarode¢nych bunck
z epitelu, se zacaly rovnéz objevovat vicejaderné formy bunck. V zarodecném epitelu
jsme pozorovali buniky s vyrazné eosinofilni cytoplazmou a denznim obsahem jadra
(tyto bunky byly sice soucasti epitelu, ale byly zfetelné¢ oddéleny od ostatnich bun¢k —
Obr. 1B - Sipka, detail Obr. 1C). Dalsim nalezem byla tvorba vakuol v Sertoliho
bunkach pfi bazalni membrané, ktera vedla k vyrazné desintegraci usporadani

zarodec¢ného epitelu (Obr. 1B).
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Obrazek ¢. 1. Tkair varlete po 2 dnech (A) a 3 dnech (B, C) kryptorchismu.

Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originaln{ zvétseni (A, B) - 200%, (C) - 400%

V nékterych kanalcich doslo k oddéleni spermatogonii od bazalni membrany.
Funkéni stav varlete potvrdily 1 nalezy v kanalcich nadvarlete, kde se vedle zralych,
diferencovanych spermif vyskytovaly i nezralé kulatobunécné formy zarodecnych bunék.
V ductuli efferentes jiz u nékterych zvifat doslo ke zfetelnému poklesu mnozstvi zralych

spermatozoid.

INTERVAL 5 DNU KRYPTORCHISMU

Vintervalu 5 dnt kryptorchismu jsme ve varlatech pozorovali semenotvorné
kanalky (jak u raznych jedinct, tak 1 v ramci jednoho varlete) ve velmi rozdilném stupni

poskozeni — od neposkozenych kanalkti s kompletnimi stadii spermatogeneze az po ka-
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Obrazek €. 2. Tkar varlete po 5 dnech kryptorchismu.

cerné Sipky — vicejaderné utvary v semenotvornych kanalcich, zelené Sipky - poskozené
spermatocyty s pyknotickymi jadry. Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originaln{
zvétsend (A, B) - 200%, (C, D, E, F) - 400%

nalky, v nichz zustaly zachovany pouze Sertoliho bunky se spermatogoniemi a nékolika
spermatocyty v epitelu (Obr. 2). Ve vétsiné kanalkd jsme zaznamenali progresi
patologickych zmén jako je tvorba vakuol v Sertoliho bunikich (v polosilnych fezech
jsme pozorovali také vyskyt vakuol s pravdépodobné tukovym obsahem — Obr. 3C) a

odlucovani nezralych bunck zirode¢né linie, vcetné masivntho odlucovani
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Obrazek ¢. 3. Tkan varlete po 3 dnech (A) a 5
dnech (B, C) kryptorchismu. Polosilné fezy.

Toluidinova modi-pyronin, originalni zvétseni 200X

Vyisledkovd ist - Kryptorchisnius

spermatocyta  (Obr. 2B,
3B). V mnoha kanélcich
jsme vtomto intervalu
pozorovali splyvani
zarodecnych  bunék do
vicejadernych utvaru.
Neobvyklé nebyly utvary
obsahujici v roviné fezu
6 - 8 jader. Podle struktury
jader v téchto utvarech byla
vétsina  téchto  atvara
tvofena splynutim kulatych
spermatid (Obr. 2C, 2D,
3A, 3B - Sipky). Nckteré
utvary vznikly sloucenim
spermatid a spermatocytu,
vyjimecné jsme pozorovali
utvary vzniklé pouze ze
spermatocyti.Na obrazcich
2E a 2F je demonstrovano
odlucovani  jednotlivych
typa zarodecnych bunék
z epitelu  jednotlivé  bez
spojovani  do  vétsich
utvart.  Zfetelna  jsou
pyknotickd jadra poskoze-
nych spermatocytd (Obr.
2E - zelena Sipka)
V nékterych kanalcich
nabylo poskozeni zarodec-
ného epitelu  takovych
rozmérd, ze jsme v lumen
kanalku zaznamenali pouze

Sertoliho bunky a nc¢kolik
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spermatogonif a spermatocytd pii bazalni membrané (Obr. 2A). V intersticialni tkani
mezi kanalky jsme pozorovali zvySené mnozstvi Leydigovych bunék. V lumen kanalka
proximalni ¢asti nadvarlat (ductuli efferentes) byly u nékolika pokusnych jedincu zcela
prazdné a neobsahovaly témét zadné bunky (Obr. 4C). V distalni ¢asti nadvarlat (ductus
epididymidis) vyplnovala lumen kanalkd tekutina obsahujici rizné vyzralé bunky
zarodecné linie (Obr. 4D), ale v mnohem mensim mnozstvi, nez v ductus epididymidis

kontrolnich jedinci (Obr. 4B).
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Obrazek ¢. 4. Kontrolni nadvarle (A, B), tkan nadvarlete po 5 dnech
kryptorchismu (C, D). (A, C) Ductuli efferentes (B, D) Ductus epididymidis.

Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 200X

INTERVALY 11 A 22 DNU KRYPTORCHISMU

Ve fazi pokrocilych patologickych zmén bylo mozno pozorovat rozdilny stav
zarode¢ného epitelu v jednotlivych semenotvornych kanélcich. V téchto intervalech

jsme v ojedinélych izolovanych semenotvornych kanalcich stile jesté nalézali zralejsi
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formy bunck zarodecné linie — spermatocyty a vyjimecné i spermatidy. Po 22 dnech
kryptorchismu byly spermatidy pfitomny pouze asi v 10% kanalkd. V lumen kanalkd se
stale jesté vyskytovaly odloucené zarodecné bunky (v intervalu 22 dni jiz v mensim
mnozstvi). Vétsina kanalka vsak jiz téméf pozbyla zarode¢nych bunck a jejich epitel byl
tvofen pouze Sertoliho bunkami a zbytkem spermatogonii pfi bazalni membrané.
K patologickym zménam v operovanych varlatech patfila rozsahla vakuolizace
v bazalnich usecich kanalkt. Zmény v intersticiu kolem téchto kanalkt nebyly pfilis
napadné. Bylo mozné pozorovat hyperplastické ostravky Leydigovych buné¢k. Kanalky
nadvarlat u operovanych zvifat byly vyplnény pouze amorfni nebunéé¢nou hmotou (u

operovaného varlete).

Obrazek €. 5. Tkan varlete po 44 dnech kryptorchismu.

Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originalni zvétseni 200X

INTERVALY 44, 85 A 121 DNU KRYPTORCHISMU

V naprosté vétsiné semenotvornych kanalka jsme pozorovali kompletni, nebo
téméf kompletni, eliminaci zarodec¢nych bunck ze zarode¢ného epitelu (Obr. 5).
V takovychto kanalcich volné vybézky Sertoliho bunck zasahovaly do lumen kanalku.
Zbarveni cytoplazmy téchto vybézku bylo eosinofilni. Prafezy takto zménénych kanalka
byly zfetelné mensich rozméra v porovnani s kanalky snormalné probihajici

spermatogenezi. V intersticiu se kolem takovychto kanalkt nachazely hyperplastické

64



Vystedkova iist - Kryptorchismus

ostruvky intersticialnich bunék. V nckterych piipadech tyto ostravky tvofily téméf
uplnou vypln mezi hranicemi semenotvornych tubult. Kanalky nadvarlat u operovanych
zvifat byly vyplnény pouze tekutinou a zbytky bunécného materidlu (u operovaného

varlete).

SKROTALNI VARLATA A NADVARLATA OPEROVANYCH
ZVIRAT, OPEROVANE KONTROLY

Neoperovana skrotalné lokalizovana varlata i nadvarlata pokusnych jedinct ve
vsech sledovanych intervalech kryptorchismu nevykazovala zadné znamky poskozeni a
nalez byl srovnatelny s kontrolnimi jedinci. Podobné u simulované operovanych jedinct
nebyly pozorovany zadné patologické zmény s vyjimkou fidkych nalezt casti
odlouceného epitelu v lumen nékolika kanalkt (pravdépodobné duisledek mechanického

poskozeni epitelu v prab¢hu operace).
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BUSULFAN

Podini 10 mg/kg busulfanu v jedné davce nebo podiani dvou téchto davek
v odstupu 21 dna se neprojevilo na celkovém stavu experimentalnich zvifat. Zvifata
prospivala a pfibyvala na vaze. Ojedinéle se u nékolika jedinct objevila fid$i stolice
svédéici o gastrointestinalni toxicité busulfanu. Davka 40 mg/kg se ukizala byt pro
potkana kmene Wistar davkou letalni. Zvifata rychle hubla, od 5. dne meéla fidkou,

krvavou stolici a vsichni jedinci zemfeli mezi 8. — 10. dnem po aplikaci busulfanu.

HMOTNOST VARLAT

Hmotnosti varlat po podani dvou davek busulfanu jsou uvedeny v Grafu €. 2.
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GRAF ¢. 2. Hmotnost varlat po podani busulfanu (L-levé varle, P-pravé varle)

p>0,05 v porovnan{ s kontrolni skupinou

Ke statisticky nevyznamnému poklesu hmotnosti varlat doslo jiz 21 dnu po
podani jedné davky busulfanu (10 mg/kg) — v grafu oznaceno jako den 0. 42. den po
aplikaci jedné davky klesla hmotnost varlat téméf na polovinu (0,86g * 0,06g). Po
aplikaci dvou davek busulfanu doslo k postupnému klesani hmotnosti varlat potkand.
Nejvyraznéjsi hmotnostni ubytek varlat jsme zjistili v intervalech 21, 28 a 42 dnu od

podani druhé davky. Hmotnost varlat z téchto intervald byla téméf polovicni ve
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srovnani s kontrolni skupinou. 70. den doslo ke vzestupu hmotnosti varlat v dasledku
postupného obnovovani zarodecného epitelu a spermatogeneze. Pfesto hmotnost

téchto varlat dosahla pouze necelych 80% hmotnosti kontrolnich varlat.

VYSLEDKY HISTOLOGICKEHO HODNOCENI

KONTROLNI SKUPINA

Zvitata, kterym bylo dvakrat aplikovano vehikulum DMSO (dimethylsulfoxid),
méla neporuseny zarodecny epitel se Sertoliho buftkami a vsemi stadii zarodec¢nych
buné¢k. Leydigovy burky a dalsi komponenty intersticialni tkané mezi semenotvornymi

kanalky nevykazovaly zadné zmény.

PODANTI 1 DAVKY 10 mg/kg A 1 DAVKY 40 mg/kg BUSULFANU
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Obrazek €. 6. Tkan varlete 7 dnii (A) a 42 dnt (B) po jedné davce busulfanu
(10 mg/kg). Hematoxylin & eosin (kratké batveni), origindlni zvétseni (A) - 200X, (B) - 100X

Ve varlatech potkant nebyly nalezeny vyznamné patologické nalezy 7 dni po
aplikaci 10 mg/kg ani 40 mg/kg. Patologické zmény byly pozorovéany v intervalu 21 dni
(vyjimecny vyskyt vakuol v Sertoliho bunkach) a velmi casto nepfitomnost
spermatogonif pfi bazalnf membrané (Obr. 6A). Zietelnéjsi poskozeni bylo pozorovano
pfedevsim 42 dni od podani busulfanu, kdy v zarodecném epitelu casto chybély vedle
spermatogonif 1 spermatocyty a spermatidy. Rozsah poskozeni byl ov§em heterogenni a

tak jsme vedle sebe pozorovali kanilky velmi poskozené (Obr. 6B — O) i kanilky

s ¢astecné probihajici spermatogenezi (Obt. 6B - X).
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PODANI DVOU DAVEK BUSULFANU 10 mg/kg

Ve skupiné zvifat usmrcenych 7 dntt po podani druhé davky busulfanu nebyly
patrny rozsahlejsi zmény ve stavbé zarodecného epitelu (Obr. 7A). Pozorovali jsme
kanalky se zachovalym zarode¢nym epitelem, v némz bylo mozno sledovat vsechna
vyvojova stadia spermatogeneze s vyjimkou spermatogonii, které ve vétsin¢ kanalka
chybé¢ly (Obr. 7B, 10B). V lumen nékterych kanalka se vsak vyskytovaly shluky
z epitelu jiz odloupanych zarodecnych bunék. Ojedinéle byly v nékterych kanalcich
patrny vyraznéjsi zmény— tvorba vakuol v Sertoliho bunkach (Obr. 7A — Sipka),
vymizeni spermatocyti a kulatych spermatid, zatimco elongované spermatidy byly
v epitelu vzdy pfitomny (Obr. 7B — pravy kanalek; 10B). Intersticialni tkan mezi

kanalky byla nezménéna.

Obrazek ¢. 7. Tkan varlete 7 dnt po druhé davce busulfanu.

Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originalni zvétseni (A) - 100X, (B) - 400X

14. den od podani druhé davky byly stile ve vétsiné kanalkt pfitomny
elongované spermatidy, ale v zarode¢ném epitelu chybély spermatogonie, spermatocyty

a casto 1 kulaté spermatidy.

Na obrazku 8B Ize pozorovat kanalek vystlany pouze Sertoliho butikami, do
nichz jsou zanofeny elongované spermatidy, zatimco ve spodnim kanalku jsou jeste
pfitomny skupiny kulatych spermatid. V lumen kanalkd jsme ve vétsim mnozstvi
pozorovali odloucené skupiny ruzné zralych stadii zarodecnych bunck. K patologickym

zménam patfila také tvorba mensich ¢ vétsich vakuol v Sertoliho bunkach
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pfi bazalni membrané semenotvornych kanalkd, ktera vedla k desintegraci uspofadani

zarodecného epitelu. V intersticiu nebyly patrny vyznamné zmény (Obr. 8A).

Obrazek €. 8. Tkan varlete 14 dnti po druhé davce busulfanu.
Hematoxylin & eosin (kratké barveni),

originaln{ zvétseni (A) - 100X, (B) - 400X

21. den po aplikaci druhé davky busulfanu a v nasledujicich ¢asovych intervalech
(28 a 42 dnu) byly patrny nejvétsi zmeény a nejrozsahlejsi poskozeni tkané varlat.
Pozorovali jsme nejen velké interindividualni rozdily v reakci tkané varlete na aplikované
cytostatikum, ale také rozdilné poskozeni jednotlivich semenotvornych kanalka

v jednom varleti.

U 2 zvifat z21 denni a u dvou z28 denni experimentalni skupiny doslo
k vyraznému poskozeni zarode¢ného epitelu obou varlat. Kolem vakuol v Sertoliho
bunkich se zarodecny epitel dezintegroval a pozorovali jsme kompletni nebo témef
kompletni eliminaci zarode¢ného epitelu ve vétsiné prufezu semenotvornych kanalku.
Zustalo zachovano pouze nékolik kmenovych bunék — spermatogonii pfi bazalni
membrané. V takovychto kanalcich byly pozorovany ruzné zprohybané vybézky
Sertoliho bunc¢k zasahujici do lumen kanalku. Prafezy kanalka byly zfetelné mensi nez-li
kanalki kontrolnich zvifat. V intersticiu se nachazely hyperplastické ostravky
Leydigovych bunc¢k. V nékterych piipadech tyto ostruvky tvotily uplnou vypla mezi
jednotlivymi semenotvornymi tubuly (Obr. 9, 10C).
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U dalsich zvifat v tomto casovém intervalu (21 dnt) nebyly pfitomny takto
vyrazné zmény. V semenotvornych kanalcich bylo sice pozorovano odtrhavani velkych
shluka bunék zarodecného epitelu, presto v nékterych kanalcich stale jesté perzistovaly
elongované spermatidy zanofené do vybézku Sertoliho bunék (ackoliv spermatocyty a
kulaté spermatidy nebyly pfitomny). V poskozenych kanalcich varlat v intervalech 28 a

42 dnf jiz elongované spermatidy zcela chybély.

_ . . @

Obrazek €. 9. Tkan varlete 21 dni po druhé davce busulfanu.
Sipka oznacuje prezivsi, délici se spermatogonii v poskozeném zarodeéném epitelu.
Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originalni zvétseni (A) - 100X, (B) - 200X, (C) -
400%
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Obrazek €. 10. Tkar varlete po
podani dvou davek busulfanu.
(A) kontrolni skupina —

v zarodecném epitelu lze
pozorovat kompletni vyvojova
stadia zarodec¢nych bunek;

(B) 7 dni — pii bazalni membrané
chybi spermatogonie a téméf zcela
také spermatocyty, kulaté
spermatidy jsou v akrosomalni fazi
spermatohistogeneze;

(C) 21 dni — v epitelu jsou
pfitomny pouze Sertoliho burky,
napadny je vyskyt vakuol;

(D) 28 dni — je vidét
znovunastartovani
spermatogeneze, zarodecné bunky
jsou ptitomny do stadia

spermatocytu.

Polosilné fezy.
Toluidinova modf — pyronin.

originalni zvétSeni 400X

Zelené sipky — Sertoliho bunky
Cerné §ipky — spermatogonie
Cervené $ipky — spermatocyty

Bile sipky - spermatidy
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Obrazek &. 11. Tkari vatlete 28 dni po druhé davce busulfanu.

Hematoxylin & eosin, originaln{ zvétseni 200X

Ve skupiné zvifat 28 dni od podani druhé davky busulfanu (a vyjimecné i 21
dnt) jsme u nékterych vysettovanych jedinca (pouze v mensi ¢asti zarode¢nych kanalku)
pozorovali vyskyt spermatogonif a také né¢kolika spermatocytu bez pfitomnosti vyssich
forem zarodecnych bunék. Prezivsi kmenova spermatogonie A v M-fazi bunééného
cyklu je zachycena na obrazku 9C (8ipka) jiz 21. den po aplikaci busulfanu. Vzhledem
k odstupu (28 dnt) od podani busulfanu je pravdépodobné, Ze v semenotvornych
kanalcich zvifat z této skupiny jiz dochazi ke skutecnému zahdjeni rekonstrukce
zarodecného epitelu a znovunastartovani spermatogeneze (Obr. 10D, 11). Pro tuto
uvahu hraje fakt, ze v dal$im intervalu (42 dnut) byl tento efekt jiz zcela zfejmy u vSech

zvifat (ackoliv se lisil rozsahem).

42 dni od podani druhé davky busulfanu byla stale jest¢ vyrazné poskozena obé
varlata (v tomto intervalu meéla také nejniz§i hmotnost) a nezaznamenali jsme
pfitomnost spermatid v zarode¢ném epitelu pokusnych zvifat. V bazalni casti
zarodecného epitelu jsme mezi Sertoliho buntkami pozorovali délici se spermatogonie a
také primarni spermatocyty v ruznych stadiich profiaze meiotického déleni (Obr. 12).
Vystelku nékterych kanalka vsak tvofily stale pouze Sertoliho bunky, mezi nimiz se pii
bazalni membrané obcas objevila osamocena spermatogonie. Tyto kanalky byly zfetelné
redukovanych rozmért. V intersticiu varlat u zvifat z této experimentalni skupiny se

stale nachazely napadné hyperplastické ostravky Leydigovych bunck.
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Obrazek ¢. 12. Tkai varlete 42 dni po druhé davce busulfanu.

Hematoxylin & eosin (kratké barveni), originaln{ zvétseni (A) - 100X, (B) - 400%

V poslednim sledovaném intervalu (70 dni od podani druhé davky busulfanu)
jsme jiz zaznamenali vyraznou obnovu zarodecného epitelu ve vétsiné semenotvornych
kanalka (Obr. 13). Rozsah obnovy spermatogeneze se vsak u jednotlivych zvifat lisil. U
bazalni membrany se nachazely spermatogonie, ve sméru do lumen byly primarni
spermatocyty. V mnoha kanalcich jiz byly mezi apikalnimi vybézky Sertoliho bunék
pfitomny kulaté i elongované spermatidy. Ve vétsiné kanalku tak doslo k postupné
obnové vsech vyvojovych fazi zarode¢ného epitelu. Nepfimym dukazem obnovy

spermatogeneze bylo zastoupen{ zralych forem spermatozoi v kanalcich nadvarlete.

Obrazek €. 13. Tkar varlete 70 dni po druhé davce busulfanu.

Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 100X
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Ve varlatech zvifat z této experimentalni skupiny jsme pozorovali i kanalky se
zcela poskozenym zarodeénym epitelem. Tyto kanalky mély epitel tvofen pouze
Sertoliho buntkami s ¢etnymi vakuolami. Spermatogonie v téchto kanalcich zcela
chybély. Prafezy téchto kanalku byly zfetelné redukované. Mnozstvi téchto kanalkd bylo
vsak vyrazné nizsi nez v pfedchozich ¢asovych intervalech.

Intersticialni bunky nebyly jiz vyrazné zmnozeny ve srovnani se zvifaty

z predchozich skupin a nebyly v nich pozorovany vyrazné patologické zmény.
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Vystedkova iist - Cytoskelet

Exprese aktinu, tubulinu i vimentinu vykazovala v kontrolnich varlatech expresi

zavislou na stadiu zarodec¢ného epitelu.

AKTIN HLADKOSVALOVYCH BUNEK

Aktin hladkosvalovych bunék se nachazel pouze v peritubularnich myoidnich

burikich a v tunica media cév v intersticialni tkani (Obr. 14A). V prabéhu poskozeni

tkané wvarlat obéma pfistupy nedoslo k vyraznym

v nejposkozenéjsich semenotvornych kanalcich (Obr. 14B).

zménam v jeho expresi 1

£

Obrazek €. 14. Exprese aktinu hladkosvalovych bunék (A) v kontrolnim varleti

(B) 21 dnt po podani druhé davky busulfanu. Dobarveno hematoxylinem,

AKTIN

originaln{ zvétseni (A) 400X, (B) 200%

Aktinova vlakna se nachazela pfedevsim v peritubularnich myoidnich bunkach.

Exprese aktinu v zarodecném epitelu byla vzdy méné vyrazna nez v peritubularnich

myoidnich bunikdch. Aktinova vlikna jsme detekovali pfi bazi epitelu a také kolem

elongovanych spermatid predevsim ve stadiich III — VIII zarode¢ného epitelu, zatimco

v dal$ich stadiich (IX-XIV) doslo ke snizeni az vymizeni exprese aktinu ze zarode¢ného

epitelu (Obr. 15).
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Obrazek €. 15. Exprese aktinu v kontrolnim varleti. Dobarveno hematoxylinem,

Vystedkova iist - Cytoskelet
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originalni zvétSeni 200X

Obrazek €. 16. Exprese aktinu v kryptorchickém vatrleti (A) 3 dny, (B, C) 5 dnuy,

(D) 22 dnt. Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni 200X
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U kryptorchizovanych zvifat doslo k prvnim zménam v expresi aktinu jiz 3.
den trvani kryptorchismu, kdy se zacaly odlucovat spermatidy do Iumen
semenotvorného kanalku (Obr. 16A). Tento dé¢j byl doprovazen vymizenim aktinovych
vlaken z adluminalnich ¢asti zarode¢ného epitelu. V bazalni ¢asti zarode¢ného epitelu
zustala aktinova vlakna zachovana (Obr. 16B, 16C - Sipka). V dalsich intervalech
dezintegrace aktinovych vlaken dale progredovala. V nejvice poskozenych kanalcich
varlat byla exprese aktinu nejsilnéjsi pfi bazalni membrané, slabsi ztstala zachovana i
v adluminalnich ¢astech semetvorného kanalku, resp. v apikalnich vybézcich Sertoliho
bunc¢k (Obr. 16D).

U zvifat, jimz byl podavan busulfan, doslo k prvnim vyraznéjsim zménam az 7.,
resp. 14. den po podani druhé davky busulfanu, a to v kanalcich, kde zacalo dochazet
k odlucovani spermatid ze zarodecného epitelu. 21. den po aplikaci 2. davky doslo
k uplnému zhrouceni (v nékterych kanalcich k vymizeni) aktinovych vlaken smérem
k bazalnf membrané. Exprese aktin se snizila i v peritubularnich myoidnich bunkach
(Obr. 17A). S postupnou obnovou spermatogeneze v poslednich dvou intervalech
doslo k obnoveni sit¢ aktinovych vlaken,,  vcetné¢ vlaken kolem elongovanych
spermatid. Opétovny vyskyt aktinovych vldken kolem spermatid je zachycen na obrazku
17B - sipka.

",

&’

|+

Obrazek €. 17. Exprese aktinu po aplikaci dvou davek busulfanu. (A) 21 dnu,

(B) 42 dnu. Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni 200X
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TUBULIN

Tubulinova vlakna v Sertoliho bufikach kontrolnich zvifat byla uspofadana do
provazcu mezi zarode¢nymi bunikami od bazilni membrany az do jejich apikalnich
vybézka (Obr 18). Zmény v expresi tubulinu odrazely zmény tvaru Sertoliho bunék, ke
kterym dochazi podle uspofadani zarodecnych bunck v zarode¢ném epitelu. Druhym
typem bunék v zarodeéném epitelu, v nichz se nachazel tubulin, byly elongované
spermatidy. V intersticialni tkani jsme tubulin detekovali pfedevsim ve sténé cév (Obr.

18A — gipka).

Obrazek ¢. 18. Exprese tubulinu v kontrolnim varleti. (A) stadium zarode¢ného

epitelu III-V, (B) — stadium zarodec¢ného epitelu VII-VIII. Dobarveno hematoxylinem,

originalni zvétSeni 200X

Kryptorchismus ani podani busulfanu neovlivnilo expresi tubulinu v Sertoliho
bunkach, ale pouze uspofadani tubulinovych vlaken v Sertoliho bunkach (Obr. 19, 20).
V semenotvornych kanalcich, v nichz byla pfitomna jednotliva vyvojova stadia
spermatogeneze, byl tubulin lokalizovan ve formé provazcu v Sertoliho bunkach mezi
zarode¢nymi bunkami. Ve vakuolizovanych Sertoliho bunkach byla tubulinova vldkna

pfitomna i v bezprostfedni blizkosti téchto vakuol. U_kryptorchickych varlat, kde

zustala zachovana bazélni ¢ast epitelu pouze se spermatogoniemi a spermatocyty, jsme
v bazilnim kompartmentu kanalku pozorovali tubulinova vldkna v Sertoliho bunkach
mezi jednotlivymi zarode¢nymi bunkami ve stejnych konfiguracich jako v kontrolnich
varlatech. V adluminalnim kompartmentu, kde jiz chybély spermatidy, pfip. i

spermatocyty, jsme pozorovali tubulinova vlakna v apikalnich vybézcich Sertoliho
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bunck vlajicich do lumen kanalku bez vazby na cyklus zarodecného epitelu (Obr. 19A,
19B).

V experimentu s busulfanem jsme nezaznamenali vyrazné zmény v konfiguraci
tubulinovych vldken vméné poskozenych kanalcich z prvnich intervala. Ztrata
spermatogonii neméla vliv na uspofadani tubulinovych vldken mezi spermatocyty a
spermatidami.

V kanalcich bez pfitomnosti zarodecnych bunck (v ramci obou experimentd)
byla exprese tubulinu pfitomna v celé cytoplazmé Sertoliho bunck od baze az po do
lumen volné tréici vybézky v obou experimentech. V takovychto kanalcich nebyla
vlakna tubulinu uspofadana do provazct, ale do ruzné uspofadanych shluku, které
vyplnovaly vybézky Sertoliho bunck trcici do lumen kanalka (Obr. 19C, 19D, 20A,
20C).

Obrizek &. 19. Exprese tubulinu v kryptorchickém varleti (A) 3 dny, (B) 5 dnu,

(C) 11 dnu, (D) 22 dnu. Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni 200X
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Obrazek €. 20. Exprese tubulinu po aplikaci dvou davek busulfanu (A) 21 dnu,

(B) 70 dnu, (C) 21 dnd, (D) 42 dnt. Dobarveno hematoxylinem, originaln{ zvétsent
(A, B) —40x, (C, D) — 200%

V poslednich ¢asovych intervalech experimentu s aplikaci busulfanu (28, 42 a 70
dnt) jsme pozorovali opétovnou obnovu strukturalnfho uspofadani tubulinu.
V kanalcich, v nichz byly vedle spermatogonii pfitomny pouze primarni spermatocyty a
zarodecny epitel se jest¢ plné neobnovil, byla zfetelnda postupna strukturalizace
tubulinovych vlaken. Zatimco kolem spermatogonii a spermatocytd byla tubulinova
vlakna jiz uspofadana rovnobézné (kolmo k bazalni membrané), tak nad spermatocyty
tvofila tubulinova vlakna stale jesté neuspofadané shluky ve vybézcich Sertoliho bunék
(Obr. 20D). 70 dni po aplikaci druhé davky busulfanu zaujimala tubulinova vlakna
v kandlcich s obnovenou spermatogenez{ stejnou konfiguraci jako v kontrolnich

varlatech (Obr. 20B).

80



Vystedkova iist - Cytoskelet

VIMENTIN

VII-VIII -4, VII-IX

¢ 7.
Y

ey

Obrazek ¢. 21. Exprese vimentinu v kontrolnich varlatech.

Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni 400X

Exprese vimentinu byla na rozdil od tubulinu v prabéhu spermatogenniho cyklu
epitelu méné uniformni. Ve varlatech kontrolni skupiny se vimentinova filamenta
v Sertoliho burkach vyskytovala v bazalni a perinuklearni oblasti (nejsilnéjsi exprese ve
stadiu I-VI zarodec¢ného epitelu) a vybihala smérem k apikalnim ¢astem bunky. Apikalni
vimentinova vlakna byla v Sertoliho bunikach pfitomna ve stadiich I-VII, poté vymizela
(VII-XI), aby se opét zacala objevovat mezi elongujicimi se spermatidami ve stadiich
(XI-XIV). Vimentin-pozitivni byly také peritubularni myoidni bunky. V intersticiu jsme
nejsilnéjsi pozitivitu pozorovali riznych typech bunck stény testikularnich cév. Pozitivita
byla také v Leydigovych bunkach, fibroblastech a bunkach imunitntho systému (Obr.
21).
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Obrazek €. 22. Exprese vimentinu v kryptorchickém varleti (A, B) 5 dnd,
(C) 11 dnu, (E) 22 dnt, (F) 85 dni a nadvarleti (D) 11 dna.

Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni (C) — 100X,

(A, E, F) — 200%, (B, D) — 400

Prvni zmény se v expresi vimentinu u kryptorchizovanych zvitat objevily 3. —

5. den po operaci, kdy doslo k vymizeni apikalnich vimentinovych vlaken v kanalcich
s poskozenou spermatogenezi. V téchto kanalcich jsme pozorovali silnou expresi
v perinuklearni a bazalni oblasti Sertoliho bunék (Obr. 22A, 22B - Sipka). Vimentinova
vlakna jsme nalezli také kolem jader bunck, které se odloucily ze zarodecného epitelu

(tato porzitivita zustala v téchto bunkach zachovana, i kdyz dosahly nadvarlete — Obr.
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22D - cervena Sipka). Postupny kolaps a dezintegrace vimentinovych vlaken
pokracovala 1 v dalsich intervalech do 22. dne (Obr. 22C, 22E). Od tohoto intervalu,
kdy se vzarodecném epitelu nachazeli jiz pouze Sertolitho bunky, pfip. nékolik
spermatogonif, byla vimentinova vlakna chaoticky uspofadana v bazalni ¢asti kanalka

kolem jader Sertoliho bun¢k (Obr. 22F).

V experimentu s busulfanem jsme prvni zmény pozorovali v semenotvornych
kanalcich zvifat, jimz byla aplikovanad jedna davka busulfanu. 21 dnd a 42 dnt po
aplikaci busulfanu doslo ke zménam exprese vimentinu v bazalnim i apikalnim
kompartmentu Sertoliho bun¢k v kanélcich, v nichz doslo ke ztraté zarode¢nych bunck.
7. a 14. dne po aplikaci druhé davky busulfanu jsme v kanalcich s porusenym
zarodecnym epitelem pozorovali ubyvani vimentinu v apikalni oblasti cytoplazmy
Sertoliho bun¢k. V téchto tubulech jsme zaznamenali vzestup reaktivity vimentinu
kolem jader Sertoliho bunc¢k (Obr. 23A). Ve vétsiné poskozenych kanalka v dalsich
intervalech, kde byl epitel tvofen pouze Sertoliho bunkami, jsme pozorovali progresi
téchto zmén s intenzivni expresi vimentinu v bazalni a perinuklearni oblasti Sertoliho
bunék (Obr. 23B - Sipka). Vimentinova vlakna byla v téchto tubulech dezorganizovana
a nahodné uspofadana. Tyto zmény byly pozorovany predevsim ve varlatech ze skupiny

21 a 28 dnt po aplikaci druhé davky.

Od 28. dne jsme zaznamenali postupnou obnovu zarode¢ného epitelu.
V tubulech s postupné se obnovujicim procesem spermatogeneze jsme pozorovali nové
uspofadani vimentinovych filament nejprve v bazalni oblasti a v oblasti kolem jadra
Sertoliho bunck. V dalsich intervalech se s vyskytem primarnich spermatocytd, pfipadné
spermatid, vimentinova filamenta v apikalni oblasti postupné prodluzovala smérem
k lumen kanalka (Obr. 23C). 70. den se ve vétsiné tubula s obnovenou spermatogenezi
exprese vimentinu nelidila od uspofadani vimentinovych filament v kanalcich varlat
zvifat z kontrolni skupiny (Obr. 23D).

Zmény v expresi vimentinu v intersticialni tkani nebyly silné vyjadfeny.
Nejnapadnéjsi zménou byla zvysena exprese vimentinu v intersticidlnich bunkach varlat
s nejvice poskozenou spermatogenezi (21. — 42. den). Toto zvyseni souviselo se
zvysenym poctem Leydigovych bunck v téchto varlatech. 70 dnua po aplikaci 2. davky
busulfanu doslo opét k normalizaci exprese vimentinu na uroven exprese v kontrolnf

skuping.
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Obrazek €. 23. Exprese vimentinu po aplikaci dvou davek busulfanu —

(A) 14 dnu, (B) 21 dnu, (C) 42 dnu, (D) 70 dnt. Dobarveno hematoxylinem,

otiginaln{ zvétiens (A, D) — 200X, (B, C) — 400
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MEZIBUNECNA SPOJENT
TESNA SPOJENI

CLAUDIN-11/0SP, OCCLUDIN

Protilatky proti claudinu-11/OSP (Kralici polyklonalni protilitka - Abcam,
Cambridge, Velka Britanie — kat. ¢. ab7474 ) a occludinu (Krali¢{ polyklonalni protilatka
- Zymed Laboratories Inc., San Francisco, USA - kat. ¢. 71-1500), které jsme v prab¢hu
experimentu testovali, se v nasich podminkach ukazaly jako nevhodné pro detekci
v potkanim varleti. (Protilatka proti occludinu fungovala ovéem ve vzorcich stejnym

zpusobem zpracovanych tkani nez varle, napf. v tenkém stfeve a ledvinach.)

ADHERENTNI SPOJENI

P-CADHERIN

P-cadherin byl exprimovan pfevazné v zarodecném epitelu, v mensi mife

v intersticialni tkani mezi kanalky.

Exprese P-cadherinu v semenotvorném kanalku kontrolnich varlat se ménila
podle stadia zarodecného epitelu. V prubé¢hu spermatogeneze jsme P-cadherin
detekovali v pachytennich spermatocytech v membrang, ale také v cytoplazmé ve formé
gran pii cytoplazmatické membrané — pfiblizné¢ od stadia zarodec¢ného epitelu I-III
Tato exprese byla pozorovana v pachytennich spermatocytech az do stadia epitelu XI
(Obr. 24D — Cerna Sipka) a zustala zachovana i v diplotennich spermatocytech (XII-
XIII). Po ukonéeni meiotického déleni doslo ke zméné exprese P-cadherinu v kulatych
spermatidach (I-VIII) a v elongujicich se spermatidach (pfiblizn¢ ve stadiu IX-XI),
v nichz jiz byl P-cadherin exprimovan v cytoplazmatické membrané (Obr. 24C, 24D —
cervené Sipky). Expresi P-cadherinu jsme pozorovali také v elongovanych
spermatidach (stadium I-VIII). V intersticialni tkani jsme slabou expresi P-cadherinu

pozorovali v Leydigovych bunkach.
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Obrazek ¢&. 24. Exprese P-cadherinu v kontrolnim varleti.

Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni (A, B) - 200X, (C, D) - 400%

Jiz po dvou dnech kryptorchismu jsme pozorovali zmény v expresi P-cadherinu

v zarodecném epitelu operovaného varlete. Exprese zustala zachovana v zarodecnych

bunkach, které byly soucasti epitelu. Vymizela ovsem ze spermatid, které byly (i

castecné) odlouceny z epitelu (Obr. 25A). V dalsich intervalech (3-11 dni), kdy se

z epitelu odlucovaly také spermatocyty, zustala exprese v cytoplazmé odloucenych

spermatocytu stale zachovana. V nékterych neodloucenych spermatocytech dokonce

zesilila (v cytoplazmé v okoli jadra). Expresi jsme v téchto intervalech pozorovali i

v nékterych odloupanych spermatidich a multinuklearnich utvarech (Obr. 25B, 25C -

sipky). V semenotvornych kanalcich, v nichz doslo k uplnému vymizeni zarodecnych

bunék, se exprese P-cadherinu zcela vytratila (Obr. 25D).
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Obrazek ¢&. 25. Exprese P-cadherinu v kryptorchickém varleti — (A) 2 dny, (B, C)

5 dnu, (D) 22 dna. Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni - 200X

Poskozeni zarode¢ného epitelu busulfanem resultovalo v podobné zmény
v expresi P-cadherinu, jako jsme pozorovali v kryptorchickych varlatech. Po aplikaci 1
davky busulfanu jsme prvni zmény pozorovali az 42 dni po aplikaci (vymizeni
z membrany spermatid, zmény ve spermatocytech). Po aplikaci 2 davek busulfanu byla
exprese P-cadherinu v intervalech 7-28 dnua ovlivnéna pfitomnosti, resp. nepfitomnosti
zarodecnych bunék v zarode¢ném epitelu. Byly-li spermatocyty, resp. spermatidy,
pfitomny v epitelu, nadale jsme v nich byl P-cadherin detekovali jako v kontrolnim
varleti (Obr. 26A). V kanalcich, které byly nejvice poskozeny a obsahovaly pouze
Sertoliho bunky, pfip. nékolik spermatogonii, jsme expresi P-cadherinu nepozorovali. V
intervalech 21-42 dnu jsme pozorovali také nartst exprese P-cadherinu v intersticialni

tkéni (Obr. 26B).
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Obrazek €. 26. Exprese P-cadherinu po aplikaci dvou davek busulfanu

(A) 14 dnu, (B) 21 dndg, (C) 28 dnu, (D) 70 dnt. Dobarveno hematoxylinem, originalni

zvetSent - 200X

V poslednich c¢asovych intervalech (28, 42 a 70 dnu) jsme zaznamenali

postupnou obnovu zarode¢ného epitelu. Se znovuobjevenim se novych spermatocyta se

také znovu objevila exprese P-cadherinu v téchto semenotvornych kanalcich. Exprese

P-cadherinu v téchto spermatocytech byla velmi silnd, nejprve v podobé gran

v cytoplazmé (Obr. 26C), pozdéji i v membrané. Po objeveni se prvnich kulatych

spermatid, se exprese P-cadherinu objevila v jejich membranach. S obnovou epitelu

vintervalu 70 dni od aplikace 2. davky busulfanu doslo také k obnoveni stadium

specifické exprese P-cadherinu a pouze v ojedinélych kanalcich, ve kterych nedoslo

k obnove zarodecného epitelu, nebyla exprese P-cadherinu pfitomna (Obt. 26D).
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E-CADHERIN

E-cadherin byl exprimovan pouze v intersticialni tkani. (Obr. 27). V prabc¢hu
poskozeni varlat obéma pfistupy nedoslo k vyraznym zménam v jeho expresi. Pouze
v experimentu s busulfanem (v intervalech 21-42 dnt po aplikaci 2. davky busulfanu)
jsme pozorovali narust exprese E-cadherinu, ktery odpovidal zvySenému poctu

Leydigovych bunék v intersticialni tkani.

Obrazek €. 27. Exprese E-cadherinu v kontrolnim varleti.

Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni 400X
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NEXY

CONNEXIN 43

Connexin 43 exprimovan  pfevazné¢ v bazalnim  kompartmentu
semenotvornych kanalki mezi jednotlivymi populacemi bun¢k — nejcastéji mezi

Sertoliho bunikami a spermatogoniemi, Sertoli a Sertoliho bunikami a Sertoliho bunikami

a spermatocyty. Vyjimecné jsme expresi connexinu 43 pozorovali mezi pachytennimi

spermatocyty.

P

\ ¢ VII-VIII

VI-VII

&

[

XI-XII

IX-X

Obrazek ¢. 28. Exprese connexinu 43 v kontrolnim varleti.

Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni (A) 100%, (B, C) 200X

Exprese connexinu 43 v semenotvornych kanalcich kontrolnich varlat byla zavisla

na stadiu zarode¢ného epitelu. Ve stadiich I - III byla pozorovana slaba nebo Zadna

exprese, pfiblizn¢ od stadia IV jsme pozorovali expresi connexinu 43 v bazalnim

kompartmentu zarodecného epitelu. Nejsilnéjsi exprese se nachazela v epitelu ve stadiich
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VII — VIII (Obtz. 28A, 28B). Nasledovalo rychlé vymizeni connexinu 43 — ve stadiich IX
a X jsme pozorovali pouze stopy exprese connexinu 43. Od stadia XI do stadia XIV jiz
epitel nevykazoval takika zadnou nebo pouze slabou expresi connexinu 43 (Obr. 28B,
28C). Ve vsech vzorcich varlat jsme connexin 43 detekovali také v intersticiu mezi
semenotvornymi kanalky. Exprese byla hojna zejména v Leydigovych bunkach, na druhou

stranu takika nulovou expresi connexinu 43 jsme zaznamenali v cévnich strukturach.

A s B ||1B

A

Obrazek €. 29. Exprese connexinu 43 v kryptorchickém varleti
(A) 5 dnu, (B) 85 dnu, (C) 3 dny, (D) 85 dnu. Dobarveno hematoxylinem,
originalni zvétseni — (A, B) - 200X, (C, D) - 400X

Ackoliv doslo jiz po 2 dnech trvani kryptorchismu k odlucovani prvnich bunék
ze zarodecného epitelu, exprese connexinu 43 v bazalnim kompartmentu zarode¢ného
epitelu nebyla ovlivnéna (Obr. 29C). Jakmile v zarodecném epitelu doslo k odlucovani
spermatocytu, exprese connexinu 43 v téchto kanalcich poklesla a nasledné uplné
zmizela. V ostatnich kanalcich byl connexin 43 exprimovan nadale podle stadia epitelu.

Takto riznorodou expresi jsme pozorovali zejména v intervalech 3-11 dnu, v nichz byl
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zarodecny epitel riznou mérou poskozen (Obr. 29A). Pii dlouhém kryptorchismu (22-
121 dni) byl jiz connexin exprimovan pouze vV intersticidlni tkani, vyjimecné
v poskozenych semenotvornych kanalcich (Obr. 29B, 29D).

U zvifat, jimz byl aplikovan busulfan (jedna davka), byl connexin 43
exprimovan v bazalnim kompartmentu semenotvornych kanalkd, ackoliv v nich pfi
bazalnf membrané casto chybély spermatogonie. Snizend exprese ovéem byla kolem
vakuolizovanych Sertoliho bunck. Vétsi zmény jsme pozorovali az od okamziku, kdy

doslo k postupnému vymizeni spermatocytd z epitelu - v intervalu 21 dna a ve vétsim

mnozstvi 42 dnf po aplikaci.
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Obrazek €. 30. Exprese connexinu 43 ve varleti po aplikaci dvou davek busulfanu

(A) 14 dnu, (B) 21 dnu, (C) 28 dnu, (D) 70 dnu. Dobarveno hematoxylinem,

originaln{ zvétseni - 200X

Podobny dynamicky vyvoj zmén exprese jsme pozorovali po aplikaci 2 davek
busulfanu. Snizena exprese connexinu 43 byla pfitomna pouze v nékolika

nejposkozengjsich kanalcich v intervalech 7 a 14 dnut od aplikace 2. davky (Obr. 30A).
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Vyjimecné byla také pozitivita pro connexin 43 nalezena v odloupanych castech epitelu
uvnitt lumen kanalka. U zvifat, ktera nejvice zareagovala na podani busulfanu
v intervalech 21 a 28 dni (v epitelu pouze Sertoliho bunky), doslo ke kompletnimu
vymizeni exprese connexinu 43 v zarodecném epitelu kanalkti varlete. Exprese

connexinu 43 v intersticiu zustala nezménéna (Obr. 30B).

S postupnou obnovou zarode¢ného epitelu semenotvornych kanalka se také
znovu objevila exprese connexinu 43 v zarodecném epitelu. V kanalcich, jejichz epitel
obsahoval pouze spermatogonie a jednu fadu spermatocyti mezi Sertoliho bunkami pfi
bazi kanalkt, jsme pozorovali expresi connexinu 43 mezi jednotlivymi bunikami a také
na jejich apikalnim konci odhaleném do lumen kanalkli a nesousedicim s dalsi bunkou
(Obr. 30C). V poslednim casovém intervalu jsme zaznamenali takika uplnou obnovu
zarodecného epitelu a doslo také ke znovunastoleni stadium specifické exprese
connexinu 43. V ojedinélych kanalcich, v nichz nedoslo k obnové zarodeé¢ného epitelu,

exprese connexinu 43 pfitomna nebyla (Obr. 30D).
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PROHIBITIN, PCNA, TUNEL

KONTROLNI SKUPINY

PCNA porzitivita byla v zarodecném epitelu spojena s mitoticky se délicimi
spermatogoniemi ve vsech stadiich zarode¢ného epitelu. PCNA aktivitu jsme téz
zaznamenali u nékterych forem primarnich spermatocytt - leptotenni, zygotenni a

pachytenni spermatocyty (Obr. 31).
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Obrazek €. 31. Exprese PCNA v kontrolnim varleti. Dobarveno hematoxylinem,

originalnf zvétsenf (A) 40, (B, C) - 200

U pachytennich spermatocytd se PCNA pozitivita postupné snizovala a
diplotenni spermatocyty jiz zadnou PCNA pozitivitu nemély (Obr. 31C). Slabou PCNA
pozitivitu  vijadfe 1 v cytoplazmé vykazovaly spermatidy v akrosomalni fazi
spermatohistogeneze. Jadra Sertoliho bun¢k byla vzdy PCNA negativni. Kromé bunék

zarodecné linie byla slabsi prolifera¢ni aktivita pozorovana téz v Leydigovych bunkach
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v intersticiu a peritubularnich myoidnich bunkach (Obr. 31B, 31C). V epitelu kanalka
nadvarlete jsme nalezli mensi pocet PCNA pozitivnich bun¢k. Dozravajici spermatozoa

v lumen kanalka byla vzdy PCNA negativni.

Jako druhy proliferacni marker jsme chtéli vyuzit také Ki-67, ale ani jedna ze dvou
nami zkousenych protilatek (krali¢ci polyklonalni protilatka LabVision-NeoMarkers,
Fremont, USA, kat. ¢. RB-081 Ab-3; mysi monoklonalni protilatka, klon MIB-5,

DAKOCytomation, Carpenteria, USA) nebyla vhodna pro nase experimentalni podminky.

Obrazek €. 32. Exprese prohibitinu v kontrolnim varleti. Dobarveno

hematoxylinem, originalni zvétseni (A) 200X, (B) - 400X, (C, D, E) - 1000%

Exprese prohibitinu (PHB) v zarodecném epitelu v jednotlivych populacich

zarodecnych bunck byla zavislda na spermatogennim cyklu epitelu. PHB byl exprimovan
pfednostné v cytoplazmé ve formé granul. PHB byl stile exprimovan v bazalnim
kompartmentu Sertoliho bunck s nejsilnéjsi pozitivitou ve stadiich V-X a nejnizsi mezi
stadii XIII-II. Apikalni vybézky Sertoliho bunék byly slabé pozitivni ve stadiich I-VIII.
Siln¢jsi pozitivita byla ovSem pfitomna v bunkach zarodecnych. Ve spermatogoniich
jsme nejvyssi expresi pozorovali ve stadiich V-XII, preleptotenn{ spermatocyty byly také
prohibitin pozitivai (VII-VIII) a exprese PHB postupné rostla v leptotennich a
zygotennich spermatocytech. Nejsilnéjsi pozitivitu v zarode¢ném epitelu jsme detekovali

v pachytennich spermatocytech jako granula uspofadana v cytoplazmé kolem jader
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(Obr. 32D - sipka). V diplotennich spermatocytech jsme pozorovali opét pokles
aktivity PHB (Obr. 32B, 32E) a zadna pozitivita nebyla nalezena ve spermatidach.
V intersticialni tkani mezi kanalky varlete byly nejvice pozitivni Leydigovy bunky.
Ostatni typy bunék vykazovaly nizsi pozitivitu.

Ackoliv v prabé¢hu spermatogeneze podléha apoptoze velké mnozstvi
zarode¢nych bunck, zadné TUNEL pozitivni bunky jsme v kontrolnich varlatech

nenalezli (Obr. 33).

Obrazek ¢. 33. TUNEL v kontrolnim varleti. Dobarveno hematoxylinem,

originalni zvétSeni 100X

EXPRESE PROHIBITINU A PCNA, TUNEL VE VARLATECH
KRYPTORCHIZOVANYCH ZVIRAT

Prvni zmény vexpresi PHB a PCNA a prvni TUNEL pozitivni bunky
v zarodecném epitelu jsme pozorovali v nékolika kanalcich jiz po 2 dnech
kryptorchismu. Tyto zmény progredovaly v intervalech 3, 5 a 11 dnu. Pozorovali jsme
snizeni exprese PHB v Sertoliho burkach, v nichz se objevily vakuoly (Obr. 34A). Od
3. dne se v zarodecném epitelu vedle primarnich spermatocytd s nezménénou nebo
snizenou expresi PHB objevovaly také velmi siln¢ PHB pozitivni spermatocyty (Obr.
34B, 34C, 34D - Sipky) s pozitivitou nejen v cytoplazmé, ale v nékterych bunkach i
v jadrech. Nejvetsi pocet takovychto bunck byl pfitomen v intervalu 5 dni. Pozitivita

v jadrech nemeéla podobu gran, ale byla rozprostfena v celém jadfe.
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Obrazek €. 34. Exprese prohibitinu v kryptorchickém varleti a nadvarleti (A)
3 dny, (B, C, D, E, F) 5 dnt, (G) nadvarle — 5 dnt, (H) 11 dna. (Sipky viz. text)
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni (H) - 100X, (A, B, G) — 200X,
(C, D, E, F) - 400x
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Obrazek €. 35. Exprese PCNA v kryptorchickém varleti. (A, B, C) 5 dnu,

(D) 22 dnu, (E) 85 dnu. (Sipky viz. text.) Dobarveno hematoxylinem,
originalni zvétseni (A, D, E) - 200X, (B, C) - 400X
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Ne¢které spermatocyty v poskozeném zarodecném epitelu vykazovaly napadné
vyssi expresi PCNA nez ostatn{ zarodecné bunky v epitelu (Obr. 35B, 35C - Cerné
sipky). Na zaklad¢ porovnani sousednich fezt jsme zjistili, ze PHB a PCNA silné
pozitivni bunky nejsou totozné. Naopak, PHB silné pozitivni (v jadrech) bunky
postupné ztracely cytoplazmatickou PHB pozitivitu, jadernou PCNA pozitivitu a byly
TUNEL pozitivni.

V semenotvornych kandlcich s progredujicim poskozenim jsme nalezli také silné
PCNA pozitivni bunky, a to odloucené spermatocyty vlumen kanalkd. Zatimco
v celistvém zarodecném epitelu byla PCNA pozitivni pouze jadra, v odloucenych
burikach vykazovalo PCNA pozitivitu jadro 1 cytoplazma. Zaznamenali jsme také vyskyt
multinuklearnich bunék, jejichz néktera jadra byla PCNA pozitivni, zatimco jina nikoliv
(Obr. 35C — zelené Sipky). Cytoplazmaticka a v mensi mife i nuklearni PHB pozitivita
byla nalezena také v nékterych odloucenych bunkach i v multinuklearnich utvarech
(exprese PHB v téchto atvarech byla podobné heterogenni jako exprese PCNA) (Obr.
34E, 34F — Cervena Sipka). PCNA a PHB aktivita pfetrvavala v odloucenych bunkach
1 v prab¢hu jejich postupu kanalky nadvarlete (Obr. 34G).

PHB i PCNA pozitivita ztstala nezménéna v Sertoliho a v zarode¢nych burkach
v kanalcich s dosud normalné probihajici spermatogenezi. Jejich exprese v intersticialni
tkani, zejména v Leydigovych bunkach, a v bunkach epitelu kanalka nadvarlete se
nelisila od kontrolnich zvifat.

Primarni  spermatocyty byly prvnimi TUNEL pozitivnimi  bunkami
v zarode¢ném epitelu varlete od 2. dne kryptorchismu (Obr. 36A). Nejvetsi mnozstvi
TUNEL pozitivnich zarode¢nych bunék, spermatogonii a spermatocytd, jsme
pozorovali vintervalech 5 az 11 dnd. V téchto intervalech jsme TUNEL pozitivni

bunky detekovali téméf ve vSech semenotvornych kanalcich (Obr. 36B, 36C).

Vintervalech 22-120 dnt ztstala slaba exprese PHB pfitomna pouze
v nékterych Sertoliho bunkach kryptorchickych varlat. Pokud byly v epitelu stale jeste
pfitomny spermatogonie a spermatocyty, byla i v nich nalezena exprese PHB - slabsi
intenzita v podobé gran v cytoplazmeé. Jaderna PHB exprese byla pfitomna vyjimecné
v n¢kolika spermatocytech pouze v intervalu 22 dnt. Exprese ve zbytcich odloucenych
zarodecnych bunék vIlumen kanalkd byla slabsi nez v pfedchozich intervalech ale
s podobnou charakteristikou. Velmi slabda exprese PHB byla pfitomna v Sertoliho
bunkach v kanalcich bez pfitomnosti zarodecnych bunék. Exprese PHB v Leydigovych
bunkach nebyla kryptorchismem ovlivnéna (Obr. 34H).
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Obrazek €. 36. TUNEL v kryptorchickém varleti.
(A) 3 dny, (B, C) 5 dna, (D, E) 22 dnt. X = TUNEL negativn{ kanalky.
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni (B, D) - 100X, (A, C, E) - 200X
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Pritomnost PCNA pozitivnich bunék v zarodecném epitelu byla zavisla na
stavu zarodecného epitelu. Aktivita PCNA zustala zachovana ve spermatogoniich i
spermatocytech pfitomnych v zarodecném epitelu i ve dlouhych intervalech
kryptorchismu, pokud byly stale soucasti epitelu. Zbytkovou PCNA pozitivitu jsme
pozorovali v bunkach odloucenych z epitelu, ale v mensim mnozstvi a se slabsi
intenzitou nez v kratkych intervalech. Zadnia PCNA pozitivni busika nebyla nalezena

v tubulech, v nichz zistaly pouze Sertoliho bunky (Obr. 35D, 35E).

Vyskyt TUNEL pozitivnich spermatocyti a spermatogonii postupné klesal
s tim, jak zarodecné bunky ubyvaly z epitelu. Od intervalu 22 dnu se jiz nachazely ve
tkani varlat semenotvorné kanalky, v nichZ nebyly pfitomny zadné TUNEL pozitivni
bunky. V téchto kanalcich byl zarodecny epitel tvofen pouze Sertoliho burkami

(Obt. 36D, 36E).

Neoperovana skrotalni varlata

Zadné zmény vexpresi PHB a PCNA a minimalni mnozstvi TUNEL

pozitivnich bunc¢k (tfi) jsme nalezli v neoperovanych skrotalnich varlatech.

EXPRESE PROHIBITINU A PCNA, TUNEL VE VARLATECH
PO APLIKACI BUSULFANU

Exprese prohibitinu poklesla v Sertoliho i zarodec¢nych bunkach, které byly
soucasti zarodecnho epitelu, jiz v intervalech 21 dni po aplikaci 1 davky busulfanu a 7
dni po druhé injekci busulfanu (Obr. 37A). Expresi PHB jsme pozorovali také
v zarode¢nych bunkach (spermatocytech) odloucenych ze zarodec¢ného epitelu do
lumen semenotvorného kanalku (Obr. 37B). V dalsich intervalech jiz prohibitin
z bun¢k tvoficich zarodecny epitel téméf zcela vymizel, pfedevsim v kanalcich, které
byly tvofeny pouze Sertoliho bunkami - intervaly 21 a 28 dnua. PHB byl ve varlatech
zvifat z téchto skupin stale pfitomen v intersticialni tkani — v Leydigovych bunkach i

v dalsich typech bunck (Obr. 37C, 37D).

101



Vystedkovi cast — PCINA, probibitiny TUNEL

Obrazek €. 37. Exprese prohibitinu
ve varleti po aplikaci dvou davek
busulfanu (A, B) 14dnu, (C, D)
21 dnu, (E,F) 28dna, (G) 70 dnu
Dobarveno hematoxylinem, originalni

g R zvétseni (A, B, C, E, G) - 200%, (D, F) -
éuf’&é‘;"* ks 400

St e e
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A =, ~ B

Obrazek ¢. 38. TUNEL ve varleti po aplikaci dvou davek busulfanu.
(A) 7 dnu, (B) 21 dnt, (C) 42 dna, (D) 70 dna. Dobarveno hematoxylinem,

originaln{ zvétseni 200X

Maly pocet TUNEL pozitivnich bunck v zarodecném epitelu jsme nalezli ve
skupinach 21 a 42 dnt po aplikaci jedné davky a 7 a 14 dnd po aplikaci dvou davek
busulfanu pouze sporadicky v n¢kolika kandlcich. TUNEL pozitivai spermatogonie jsou
demonstrovany v semenotvorném kanalku na Obr. 38A. V intervalech s nejvice
poskozenym zarode¢nym epitelem (Sertoliho bunky bez pfitomnosti zarodecnych
bunék) jsme pozorovali TUNEL pozitivni peritubularni myoidni bunky (Obz. 38B).

PCNA aktivita poklesla v zarode¢nych bunkach stejné¢ rychle jako exprese PHB
a zustala zachovana pouze v nékolika spermatogoniich a spermatocytech, které zustaly
pfi bazalni membrané zarodecného epitelu (Obr. 39A, 39B). V nejposkozenéjsich

semenotvornych kanalcich varlat byly diky jejich PCNA pozitivit¢ velmi dobfe
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Obrazek €. 39. Exprese PCNA ve varleti po aplikaci dvou davek busulfanu
(A, B) 7 dnu, (C) 21 dna, (D) 28 dnu, (E, F) 42 dnt. Dobarveno hematoxylinem,
originaln{ zvétseni (A, E) - 40%, (B, C, D, F) - 200%

rozlisitelné prezivsi kmenové spermatogonie pii bazilni membriné, casto pouze
1 bunka v prafezu kanalkem (Obr. 39C). PCNA pozitivitu téchto spermatogonif
(spolecné s pozorovanim mitotického déleni téchto bunék - Obr. 9C) lze povazovat za

dakaz toho, ze diky proliferacnimu potencidlu téchto nejodolnéjsich bunc¢k dochazi
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v pozdé¢jsich intervalech ke znovunastartovani spermatogeneze. Na rozdil od PHB,

aktivita PCNA nebyla pozorovana v odloupanych zarode¢nych butikach.

Stim, jak od 28. dne dochazelo k postupné obnové spermatogeneze, se
postupné obnovovala také exprese PHB v novych zarodeénych bunkach i v Sertoliho
burikach. Nejlépe byla obnova PHB aktivity (jako granula v cytoplazmé) pozorovatelna
v primarnich spermatocytech, které se ve skupinach zacaly objevovat v nékterych

semenotvornych kanalcich jiz v intervalu 28 dni (Obr. 37E, 37F). 70 dni po aplikaci

druhé davky busulfanu byla jiz exprese PHB v obnoveném zarodecném epitelu zavisla
na stadiu epitelu stejné jako u kontrolnich zvitat (Obt. 37G).

Zajimavym nalezem byl vyskyt pomérné vysokého poc¢tu TUNEL pozitivnich
buné¢k v nékterych semenotvornych kanalcich (v intervalech 28 a 42 dnt po druhé davcee
busulfanu). V téchto kanalcich byly TUNEL pozitivni pfedevs$im spermatocyty (Obr.
38C). Jejich pocet se opét snizil v semenotvornych kanalcich varlat zvifat z posledniho

intervalu (70 dnt po podani druhé davky) (Obr. 38D).

Obnova PCNA aktivity korelovala s postupnym objevenim se spermatogonii a
prvnich generaci spermatocytt v zarodecném epitelu. Nejprve se pii bazalni membrané
objevily skupiny PCNA pozitivnich spermatogonii (Obr. 39D) a poté zaujaly postupné
pifibyvajici zarode¢né bunky (nové spermatogonie a spermatocyty) sva mista mezi
Sertoliho bunkami (Obr. 39E, 39F). Vintervalu 70 dni po aplikaci busulfanu byla

v kanalcich s kompletni spermatogenezi exprese PCNA stejna jako u kontrolnich zvifat.

V ireverzibilné¢ poskozenych kanalcich varlat ze skupiny 70 dnt po podani druhé
davky byla pozorovana pouze nizka exprese PHB a zadna PCNA pozitivni bunka

v zarode¢ném epitelu.
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DISKUSE

V soucasné populaci se stale zvySuje pocet muzu se snizenou fertilni schopnosti.
Pfic¢inou je pfitomnost riznych poruch spermatogeneze s pfitomnosti degenerativnich
zmén varlat. Ktémto zménam muze dochazet vlivem genetickych predispozic,
néekterych patologickych stavu, vyskytu raznych polutanta v zivotnim prostredi 1 vlivem
soucasného zivotniho stylu (stres, koufeni, alkohol, 1éky,...) apod. (Baker et al. 2000;

Sharpe 2000).

Patologické zmény varlete jsou vysledkem déja odehravajicich se na molekularni
urovni. V experimentu, kdy experimentalnim zvifetem byl potkan kmene Wistar, jsme
porovnavali vliv modelového xenobiotika - busulfanu a vliv operativné navozeného
jednostranného kryptorchismu (pfesun varlete ze Sourku do bfisni dutiny) na
morfologicky obraz tkané varlete potkana (stav zarodec¢ného epitelu 1 intersticialni tkané
mezi semenotvornymi kanalky) a na spermatogenezi. Pomoci histologickych a
imunohistochemickych metod jsme posuzovali nékteré zmény odehravajici se ve varleti
na urovni cytoskeletarnich vldken, dale zmény v expresi proteini mezibunéénych
spojeni mezi jednotlivymi populacemi testikularnich bunék a porovnavali jsme

proliferacni aktivitu testikularnich bunék s rozsahem jejich poskozeni.

V obou experimentalnich modelech jsme pozorovali postupné progredujic
poskozeni zarode¢ného epitelu v semenotvornych kanalcich (postupné vymizeni
zarode¢nych bunck ze zarodecného epitelu a zmenseni praméru poskozenych
semenotvornych kanalkt) spojené se snizenim hmotnosti varlat a edematéznim
prosaknutim tkané varlete. Vznik, prabéh a dasledky tohoto poskozeni byly vsak v obou

experimentech razné.

V pribéhu prvniho experimentu byl u dospélych potkant kmene Wistar
operativn¢ navozen jednostranny kryptorchismus na dobu od 6 hodin do 121 dni. Pro
pfehlednost a zkraceni lze intervaly do 14 dnt povazovat za kratkodobé, delsi nez 15
dnt za dlouhodoby kryptorchismus. U zvifat kryptorchizovanych na dobu od 6 hodin
do 3 dnu jsme nezaznamenali zadné zmeény v pramérné hmotnosti kryptorchickych
varlat oproti varlatim skrotalnim, ani skrotalné lokalizovanym varlatim kontrolnich
zvifat. To odpovida udajim nalezenym v literatufe, které udavaji signifikantni ubytek
hmotnosti kryptorchického varlete nejdifve 4. den od navozeni kryptorchismu

(Courtens a Ploen 1999; Ogi et al. 1998; Wang et al. 1998).
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Po 5 dnech od opera¢niho zakroku jsme u abdominalné¢ umisténych wvarlat
zaznamenali signifikantni dbytek hmotnosti také v nasem experimentu. Pokles
hmotnosti operovanych varlat pokracoval do 22. dne. V nasledujicich intervalech zustala
hmotnost operovanych varlat pfiblizné¢ stejna az do 121. dne. V téchto intervalech
dosahovala hmotnost operovaného varlete piiblizné 40 - 50 %  hmotnosti
neoperovaného varlete. Poskozena kryptorchicka varlata byla také mensi nez-li varlata
skrotalni, meékka a silné¢ prosakla tekutinou, ktera tvofila vétsinu hmotnosti
kryptorchického varlete. Pramérnda hmotnost neoperovanych skrotalnich varlat byla ve
vsech casovych intervalech kryptorchismu srovnatelna s hmotnosti varlat kontrolnich
jedinct. Nase pozorovani jsou v souladu napf. s vysledky téchto autort (Courtens a
Ploen 1999; Ogi et al. 1998; Wang et al. 1998; Zakaria et al. 2000). Existuje ale také
prace ukazujici dbytek hmotnosti kryptorchického varlete doprovazeny kompenzacni
hypertrofii kontralateralniho skrotalniho varlete, jehoz hmotnost se postupné zvysovala

a po 6 - 12 tydnech (specifické pro rizné kmeny potkant) se ustalila (Watts et al. 2000).

Morfologicky obraz patologickych zmén ve varleti jsme sledovali na drovni
svételného mikroskopu. V semenotvornych kanalcich jedincd, u nichz byl operativné
navozen jednostranny kryptorchismus, se poskozeni zarode¢ného epitelu projevilo
nejprve na urovni spermatid. V nasem experimentu se elongované a kulaté spermatidy
zacaly oddélovat z epitelu do lumen semenotvorného kanalku u nékterych jedincu jiz po
48 hodinach trvani kryptorchismu. Pouze autofi dvou studii uvadéji prvni znamky
poskozeni semenotvornych kanalkd jiz jeden den po navozeni experimentalniho
kryptorchismu (Ogi et al. 1998; Wang et al. 1998). Od 3. dne byly spermatidy
odlucovany ze zarodecného epitelu spolecné se spermatocyty. K nejmasivnéjsimu
odlucovani zarodec¢nych bunék dochazelo v intervalech mezi 3. a 11. dnem trvani
kryptorchismu. Zaroven bylo v téchto intervalech v kryptorchickych varlatech pfitomno
nejvétsi mnozstvi TUNEL pozitivnich bunék (3. den pfevazné spermatocyty, od 5. dne
jiz 1 spermatogonie). Pomoci metody TUNEL lze oznacit jadra bunék, v nichz dochazi
ke zvysené fragmentaci DNA (Gavrieli et al. 1992). Mezi 11. a 22. dnem kryptorchismu
doslo k poklesu poctu TUNEL pozitivhich bunék v semenotvorném kanalku jako
dusledek poklesu celkového mnozstvi zarodecnych bunck v epitelu. V nejdelsich
intervalech doslo ke kompletni nebo témeéf kompletni eliminaci zarodeénych bunck
(v€etné spermatogonif) ze zarode¢ného epitelu vétsiny semenotvornych kanalkd. Vyskyt
TUNEL porzitivnich spermatocyta a spermatogonii v téchto intervalech dale klesal.

Prafezy semenotvornych kanalk  kryptorchickych wvarlat u zvifat =z téchto

107



Diskuse

experimentalnich skupin byly zfetelné menSich rozmérd nez-li kanalky skrotalné
lokalizovanych varlat nebo kontrolnich jedinct. Podobné zmény pozorovali
v kryptorchickém varleti napf. (Courtens a Ploen 1999; Farooqui et al. 2001; Ogi et al.
1998; Wang et al. 1998; Wang et al. 2002b).

Poskozeni zarodecného epitelu varlete se projevilo také v nadvarlatech, v jejichz
kanalcich se vedle postupné se snizujictho mnozstvi vyzravajicich spermii objevovaly
nejprve také nezralé formy gamet a od intervalu 11 dnf ¢asto pouze amorfni nebunéény

material.

PCNA pozitivita ve varlatech kontrolnich zvifat byla spojena s mitoticky se
délicimi spermatogoniemi ve vsech stadiich zarode¢ného epitelu, s leptotennimi,
zygotennimi a pachytennimi spermatocyty, dale s Leydigovymi bunkami v intersticialni
tkani a peritubularnimi myoidnimi bufikami. Podobna pozorovani publikovali (Liang et
al. 2001). U kryptorchickych zvifat v poskozenych semenotvornych kanalcich jsme
silnou PCNA pozitivitu zaznamenali nejen ve zbylych zarodeé¢nych bunkach v epitelu,
ale také v jiz odloucenych spermatocytech. Ale zatimco v celistvém zarodecném epitelu
byla PCNA pozitivn{ pouze jadra, v odloucenych bunkach vykazovalo PCNA pozitivitu
jadro i cytoplazma. PCNA pozitivita cytoplazmy by mohla byt dasledkem poskozeni
jaderné membrany pii regresi odlucujicich se spermatocyta (PCNA prechazi z jadra do
cytoplazmy bunck pfes porusenou jadernou membranu.). Expresi PCNA v cytoplazmé
buné¢k jsme pozorovali i v dalsich organech (jatra, ledviny) v ramci jinych experimenta.
Zde se také jednalo o bunky poskozené. Jinym piipadem, kdy se PCNA nachazi
v cytoplazmé je mitéza bunék, kdy se jaderna membrana rozpousti v prab¢hu déleni
jader). S popisem vyskytu PCNA v cytoplazmé bunék jsme se v nami studované

literatutfe dosud nesetkali.

V mnoha kandlcich se vintervalech 3 - 11 dnu vyskytoval velky pocet
vicejadernych bunék v lumen kanalku. Neobvyklé nebyly utvary obsahujici v roviné fezu
06-8 jader. Tyto utvary vznikly splynutim kulatych spermatid, nékteré utvary také
slouc¢enim spermatid a spermatocytt. Zajimavym zjisténim bylo, Ze pouze néktera jadra
téchto utvard byla PCNA pozitivni. Tato heterogenita byla pozorovana i v ramci
jednoho kanalku. Multinuklearni bunky se objevuji v semenotvornych kanalcich také pfi
jinych modelech poskozeni varlat, napf. po podvazani chamovodu, kdy je zastaven
odtok semenné tekutiny. Zaroven vtomto modelu také dochazi k apoptoze
zarodecnych bunek pfiblizné ve stejném ¢asovém horizontu jako u kryptorchizovanych

zvifat (Anton 2003).
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Ve druhém experimentu byl potkanim intraperitonealn¢ podavan busulfan
(v davce 10 mg/kg). Sledovali jsme intervaly 7, 21 a 42 dnf po aplikaci 1 davky a 7, 14,
21, 28, 42 a 70 dni po aplikaci 2 davek (v odstupu 21 dnt). (Podani davky 40 mg/kg se
ukazalo byt davkou letalni pro potkana kmene Wistar, ackoliv literarni zdroje udavaji i
moznost podani vyssich davek potkaniam (Moisan et al. 2003; Wistuba et al. 2002). Jako
posledni byl zvolen interval 70 dni (10 tydnd). Za tuti dobu probchne cyklus
spermatogeneze u potkana kmene Wistar témét dvakrat, nebot’ diferenciace gamety trva
ptiblizné 42 dnu.

Podéni jedné davky busulfanu (10 mg/kg) resultovalo ve statisticky nevyznamny
pokles hmotnosti varlat jiz 21 dnt po aplikaci. V intervalech 7 a 14 dni po druhé davce
jsme zaznamenali pokles hmotnosti varlat az o jednu tfetinu oproti kontrolni skupiné.
V casovych intervalech 21 az 42 dni po aplikaci dvou davek busulfanu byl pokles
nejmarkantnéj$i a zaznamenali jsme az 50% ubytek hmotnosti varlat jako dusledek
poskozeni zarode¢ného epitelu varlat po aplikaci cytostatika. V poslednim c¢asovém
intervalu, 70 dni po aplikaci druhé davky busulfanu, jsme zaznamenali hmotnostni
narast, av$ak stale byla hmotnost varlat o jednu tfetinu nizsi oproti kontrolni skupiné.
Tento hmotnostni piirastek si mazeme vysvétlit jako dusledek obnovy spermatogeneze
a postupného dortstani zarodecného epitelu. Jiang (1998) ve své praci popisuje také
hmotnostni dbytek varlat u potkantt kmene LONG EVANS po aplikaci dvou davek
busulfanu (10 mg/kg hmotnosti zvifete) ve stejném davkovacim schématu, jako jsme
pouzili v nasem experimentu. Zjistil pokles hmotnosti varlat ve vSech sledovanych
skupinach (20, 48, 74 a 96 dnu po podani druhé davky busulfanu) proti kontrolni
skupiné. Nejvetsi rozdil byl v ¢asovém intervalu 74 dni (pokles o cca 75%). V tomto
intervalu jsme jiz u kmene Wistar zaznamenali spiSe hmotnostni pfirastek, ktery Jiang
pozoroval az v ¢asovém intervalu 96 dni od druhé aplikace busulfanu (Jiang 1998).
Haddad et al. (1997) ve svém pokusu, kdy aplikovali pouze jednu davku busulfanu (10
mg/kg hmotnosti zvifete) samcim potkana kmene WISTAR, také zaznamenali
hmotnostni ubytek wvarlat. V jejich pokusu byl rozdil proti kontrolni skupiné
nejmarkantnéj$i v ¢asovém intervalu 56 dni, vice nez 50%. Od 77. dne pozorovali jiz
zvy$ovan{ hmotnosti, ale hmotnost varlat experimentalnich zvifat nedosahla hmotnosti

varlat kontrolni skupiny ani v c¢asovém intervalu 119 dni po aplikaci jedné davky

busulfanu (Haddad et al. 1997).

Toxicky vliv busulfanu na tkan varlete se projevil také ve zmenseni praméru

semenotvornych  kanalki a v poskozeni procesu spermatogeneze (pozvolné
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degenerativni zmény a pokles poctu zarodecnych bunékv zarode¢ném epitelu). Na
rozdil od kryptorchickych jedinct doslo u zvifat, jimz byl podavan busulfan, nejprve
k vymizeni mitoticky se délicich spermatogonii (¢astecné jiz 21 dnt po podani 1. davky,
takika uplné v intervalech 7 a 14 dni po podani druhé davky), pficemz spermatocyty a
spermatidy ~ zustavaly pfitomny vepitelu a jejich meiotické déleni, resp.
spermatohistogeneze, dale pokracovaly. Doslo ovSem k poklesu poctu PCNA
pozitivnich zarode¢nych bunék bez zvyseni poctu TUNEL pozitivnich bunék. TUNEL
pozitivnimi bunikami byly v téchto intervalech pouze spermatogonie, a to sice v malém
poctu. Nejvetsi poskozeni zarode¢ného epitelu jsme zaznamenali az v delsich ¢asovych
intervalech - 21, 28 a 42 dni po druhé davce busulfanu, kdy doslo k vyraznym zménam
ve struktufe semenotvornych tubult. Z epitelu vymizely téméf vSechny spermatocyty a
spermatidy a pfi bazalni membrané ztstalo zachovano pouze néckolik spermatogonii.
Nejposkozengjsi semenotvorné kanalky byly tvofeny pouze Sertoliho bunikami. Na
rozdil od kryptorchickych varlat se spermatidy a spermatocyty v priab¢hu odlucovani
z epitelu nespojovaly do mnohojadernych utvara a v lumen kanalku se téméf vylucné
nachazely jednotlive. Jiang (1998) ve studii, jejiz podminky byly srovnatelné s nasimi,
zaznamenal 20 dni po druhé intraperitonealni injekci busulfanu ztratu vétsiny
spermatogennich bun¢k a mensi pocet samostatné pfezivajicich spermatogonii,
vyskytujicich se v tésném kontaktu s bazalnim kompartmentem sousednich Sertoliho
bun¢k (Jiang 1998). Aich et al., ktefi aplikovali potkanim kmene Indian house rat
(Rattus Rattus) pouze jednu davku busulfanu, nepozorovali 10. den po injekci zadné
vyraznéj$i zmény v pfestavbé zarodecnych a Sertoliho bunék. 40 dnt po aplikaci
busulfanu pozorovali zmény ve vSech kanalcich, v jejichz epitelu byly pouze
spermatogonie, zygotenni spermatocyty a Sertoliho bunky (Aich a Manna 2001).

Diky pfreziv$im spermatogoniim doslo po odeznéni ucinka busulfanu ke
znovunastartovani procesu spermatogeneze (od intervalu 28 dnt po podani druhé
davky). Zaroven se v novych generacich spermatogonii a spermatocyti obnovila exprese
PCNA. V téchto intervalech byla exprese PCNA v semenotvornych kanalcich pfesnym
markerem mitoticky aktivnich spermatogonii mezi Sertoliho bunikami. Relativné casty
nalez TUNEL pozitivnich zarode¢nych bunék v téchto intervalech lze vysvétlit jako
pfirozenou bunéénou smrt zarodecnych bunek, ke které v prub¢hu spermatogeneze
dochazi. Na rozdil od kontrolnich zvifat se nam TUNEL pozitivni bunky podafilo
v téchto intervalech  zachytit pravdépodobné diky ¢asteéné  synchronizaci

spermatogeneze po jejim opétovném nastartovani. Jinym divodem muze byt, ze ackoliv
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kmenové spermatogonie prezily a daly zaklad novym zarode¢nym bunkam, byla jejich
DNA vlivem mutagenniho uc¢inku busulfanu natolik poskozena, ze se to projevilo i na

,»kvalité® novych spermatogonif a spermatocytu.

V intervalech 42 a zejména 70 dnf po druhé injekci busulfanu jsme jiz obnovu a
rust zarodec¢ného epitelu pozorovali ve vétsiné semenotvornych kanalkd. Po 70 dnech
doslo k obnové vsech vyvojovych fazi zarode¢ného epitelu — spermatogoni,
spermatocyti a v adluminalnim kompartmentu kanalkd byly pfitomny dozravajici
spermatidy. Zahdjeni obnovy spermatogeneze a zarode¢ného epitelu varlete zacalo
probihat u potkana kmene Wistar dfive, nez uvad¢ji jini autofi ve svych studiich. Aich et
al. zaznamenali u potkana Indian house rat az po 70 dnech znovuobjeveni se
spermatogonii typu A a B a zygotennich spermatocytd, tubuly vsak stile postradaly
pachytenni spermatocyty, spermatidy a spermatozoa. Aktivni spermatogenezi pozorovali
ve vétsiné kanalkd az 100 dni po injekci busulfanu — ale jiz po 56 dnech byly
v zarodecném epitelu pfitomny spermatocyty (Aich a Manna 2001). Jiang zaznamenal
zacatek znovuobnovy zdecimovaného epitelu 48. den po aplikaci busulfanu (potkan —
kmen Long FEvans). 74.den pozoroval v nékterych kanalcich jiz spermatidy
v akrosomalni fazi spermatohistogeneze a 96. den normalni spermatogenezi ve vétsing
semenotvornych tubult. Pfesto stejné jako u naSich potkani kmene Wistar zlstaly
v zarodecném epitelu nékterych kanalkt pfitomny pouze Sertoliho bunky bez
pfitomnosti jakychkoliv zarode¢nych bunck (Jiang 1998).

Vysledky podobné nasim zaznamenali 1 jini autofi pii pouziti modelovych
xenobiotik methylmethansulfondtu a ethandimethansulfondtu (EDMS), tedy latek
s chemickou strukturou podobnou busulfanu (Bartlett et al. 1986; Santra a Manna
2002). Ethandimethansulfonat je alkylaéni latka, ktera se cCasto pouziva
v experimentech jako latka toxickd pro Leydigovy buiiky. Po intraperitonealni
injekci EDMS bylo pozorovano progresivni poSkozeni spermatogeneze jiz 3. den po
aplikaci latky. Z intersticia zmizely Leydigovy buniky (na rozdil od busulfanu) a
v tubulech se vyskytovaly stadium - specifické degenerujici pachytenni spermatocyty
ve stadiu VII — VIII spermatogenniho cyklu. K maximalnimu poskozeni doslo po 14
dnech od podani EDMS, kdy tubuly postradaly jednu nebo vice generaci
zarodeénych bunék, obsahovaly lipidové inkluze ¢i riizny pocet degenerujicich
zarodeénych bunék. Mezi 21. a 28. dnem se zacaly obnovovat Leydigovy buiky
Vv intersticidlni tkdni. 70. den po jedné davce EDMS se kvalitativné normalni

spermatogeneze obnovila ve velké vétsSiné semenotvornych kanalkid. Nékolik tubult
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vSak zistalo ve fazi, kdy Vv zarodecném epitelu zlstaly jen Sertoliho bunky a

spermatogonie (Bartlett et al. 1986).

V pribéhu experimentu jsme se dale zaméfili na zmény v uspotradani
cytoskeletu v jednotlivych typech bun¢k varlete. Pomoci imunohistochemickych
technik jsme sledovali zmény v expresi aktinu, tubulinu a intermediarniho
filamenta vimentinu, knimz dochazi v Kontrolnich varlatech v prubéhu

spermatogenniho cyklu a také béhem poskozeni v obou experimentalnich modelech.

Aktinova vlakna se nachazela predevsim v peritubularnich myoidnich bunkach,
mén¢ vyraznou aktivitu jsme nalezli v zarodecném kanalku pfi bazi epitelu a také kolem
elongovanych spermatid pfedevsim ve stadiich III — VIII. Tubulinova vlakna se
nachazela pfedevsim v elongovanych spermatidich a v Sertoliho bunkach a byla
uspofadana do provazci mezi zarodecnymi butikami od bazalni membrany az do jejich
apikalnich vybézka. V intersticialn{ tkani jsme tubulin detekovali predevsim ve sténé cév.
Exprese vimentinu v epitelu byla na rozdil od tubulinu méné uniformni a v prabé¢hu
spermatogennfho cyklu se seskupeni vimentinovych vliken ménilo. Vzdy se ovSem
nachazely pouze v Sertoliho bunkach. Vimentin-pozitivni byly také peritubularni
myoidni bunky a v intersticiu rizné typy bunck ve sténé testikularnich cév, méné
intenzivni nalez byl v Leydigovych bunkach, fibroblastech a burkach imunitniho
systému.

Prvni zmény v expresi aktinu byly spojeny v obou modelech s odlucovanim
spermatocytu a spermatid. Od 3. dne kryptorchismu a 14. dne po podani druhé davky
busulfanu doslo k vymizeni aktinovych vlaken z apikalnich casti zarodecného epitelu,
coz bylo spojeno se zhroucenim aktinovych vlaken smérem k bazalni membrané. Dale
vysledky této prace ukazaly, ze podani busulfanu i kryptorchismus resultovaly v
podobné zmény také v konfiguraci vimentinovych filament v Sertoliho bunkach.
Odlucovani{ zarode¢nych bunck z epitelu bylo spojeno s kolapsem vimentinovych
vlaken smérem kjadru Sertoliho bunck, kde tvofila intenzivné zbarveny prstenec
v blizkosti jadra Sertoliho bunck. Vimentinova i aktinova vlikna ztstala piftomna
v Sertoliho bunikich i v nejposkozenéjsich kanalech (byt’ byla neuspofadana v bazalnim
kompartmentu Sertolitho bunék) a zustala jim schopnost opét se uspofadat v prab¢hu
obnovy spermatogeneze (u poskozeni busulfanem). Na rozdil od téchto dvou typu
cytoskeletarnich vlaken nedoslo ke kolapsu tubulinovych vlaken v Sertoliho bunkach.

V nejvice poskozenych varlatech (u obou experimentalnich skupin) byla tubulinova
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vlakna pfitomna v Sertoliho bunkach od bazalntho kompartmentu az po apikalni
vybézky téchto buncék. Doslo pouze ke ztraté stadium specifického usporadani
tubulinovych vlaken v Sertoliho bunkach, coz diky nepfitomnosti zarode¢nych bunék

v epitelu nebylo prekvapenim.

Vyznam pozorovanych skutecnosti nabyde na vyznamu, uvédomime-li si funkci
jednotlivych typu cytoskeletarnich vldken v zarodecném epitelu varlete. Tubulin se
nachaz{ v Sertoliho bunkach, v délicim vfeténku spermatogonii a spermatocytu,
v manzet¢ vyvijejicich se spermatid a v jejich bictku (Aumuller a Seitz 1988). Aktin se
v semenotvorném epitelu vyskytuje v bazalnim kompartmentu u spojeni Sertoliho
bunék a v blizkosti hlav zanofenych spermatid (u adherentnich spojeni typu
ektoplazmatickych specializaci) (Aumuller a Seitz 1988; Maekawa et al. 1995) a byl také
detekovan v intercelularnich mustcich a tubulobulbarnich komplexech (Mulholland et al.
2001). Vimentinova vlakna tvoff v bazalni casti epitelu hustou sit’, zniz vybihaji
apikalnim smérem vlakna ke strukturam adheznich spojeni v cytoplazmatické membrané
Sertoliho bunék (hemidesmosomalni spojeni mezi Sertoliho bunkami a extracelularni
matrix a desmosomalni spojeni mezi Sertoliho burikami a sousednimi zarodecnymi
bunkami). Pfedpokladad se, ze aktinova a vimentinova filamenta maji vyznam pro

ukotveni zarode¢nych bunék v semenotvorném epitelu (Amlani a Vogl 1988;

Mulholland et al. 2001).

Poskozeni aktinovych a vimentinovych vlaken muze zpusobit poskozeni
nHkotvici funkce nékolika typu mezibunéénych spojeni. Rozpad téchto filament a
mezibunéénych spojeni mize bud’ pfedchazet odlucovani zarode¢nych bunék z epitelu,
nebo probihat soucasné s nim. Poskozeni vimentinovych filament v Sertoliho burkach
pusobenim nékterych xenobiotik ma souvislost s porusenim struktury semenotvorného
epitelu. Kolaps vimentinovych vlaken byl pozorovan napf. po podani toluenu (Dalgaard
et al. 2001), mono(2-ethylhexyl)ftalatu (Richburg a Boekelheide 1996), 2,5-hexandionu
(Hall et al. 1991) nebo kolchicinu (Allard et al. 1993). Podobné, experimentalni snizen{
intratestikularni hladiny testosteronu resultovalo v odluc¢ovani spermatid od Sertoliho
bun¢k a vjejich uvolnéni do lumen kanalku, které bylo doprovazeno kolapsem
vimentinovych vlaken (Show et al. 2003). Kolaps vimentinovych vlaken po operabilné

navozeném kryptorchismu pozorovali (Wang et al. 2002b)).

Davky busulfanu, pouzité vtomto experimentu, nezpusobily ireverzibilni
poskozeni zarode¢ného epitelu ve vSech tubulech. Naopak doslo k obnove

spermatogeneze. S objevenim se zarodecnych bunék v zarodecném epitelu doslo také
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k obnové uspofadani vimentinovych a aktinovych vlaken v Sertoliho burnkach. Je
pravdépodobné, ze soucasné s vyskytem novych zarodecnych bunék mezi Sertoliho
bunkami se vyvijelo jejich ukotveni k Sertoliho bunkim pomoci raznych typa
mezibunéénych spojeni. Po znovu objeveni se spermatocytli v epitelu se vimentinova
filamenta zacala organizovat v bazalni a perinuklearni oblasti Sertoliho bunék mezi
spermatogoniemi a spermatocyty. V dalsi fazi doslo k ristu a prodluzovani apikalnich
filament ke spermatidam. Podobny vyvoj jsme pozorovali také u aktinovych vlaken. Je
pravdépodobné, Ze existuji néjaké lokalni faktory, které ovliviiuji reorganizaci obou typu
filament z chaotického a nahodného uspofadani do vysoce organizovanych struktur.
Spruill et al. (1989) prokazal vin witro pokusech, ze FSH vyvolava fosforylaci
vimentinovych jednotek a tim ovliviiuje nové uspofadani filament. Je tedy mozné, ze po
odeznéni ucinku busulfanu, FSH prostfednictvim cAMP indukuje fosforylaci
vimentinovych filament a tim umozni reorganizaci vimentinu. Reorganizace vimentinu
(a aktinu) bé¢hem obnovy spermatogeneze se v$ak mohou ucastnit i dalsi neznamé

faktory (Spruill et al. 1983).

Zasadni roli ve stavbé a funkci hematotestikularni bariéry hraji tésné spoje
(tight junctions — TJ) mezi Sertoliho bunikami, které brani prostupu molekul
z bazalniho do adluminalnftho kompartmentu paracelularni cestou. Je pravdépodobné,
ze v prubéhu poskozeni tkané varlete v ramci obou experimentt dochazi ke zménam
v expresi stavebnich jednotek téchto spoju. Proto jsme pomoci imunohistochemickych
sond chtéli zkoumat expresi strukturnich jednotek tésnych spojeni, konkrétné claudinu-
11/OSP, ktety je povazovan za claudin specificky pro testikularni T| (Hellani et al. 2000
Morita et al. 1999), dale occludinu, jehoz exprese je nutna pro bariérové funkce TJ
v tkanich (Antonetti et al. 2002; Bolton et al. 1998; DeMaio et al. 2001; Wan et al. 1999).
Bohuzel ale komer¢né dostupné protilatky, které jsme vyzkouseli, nebyly vhodné a
pouzitelné pro nase experimentalni podminky (V soucasné dobé probihd na nasem
pracovisti testovani protilatky proti ZO-1, proteinu asociovanému s T]) (Byers et al.
1991). Podobné jsme neuspéli s protilatkami proti proteinim adheznich spoju

a-cateninu a B-cateninu.

Z proteinti adherentnich spojeni (AJ) jsme se zabyvali expresi E-cadherinu a
P-cadherinu (Studium exprese N-cadherinu nebylo dokonceno v dobé sepisovani prace).
Lin a DePhilip (1996) detekovali P-cadherin v Sertoliho bunikich mysi do 8. dne

postnatalné a u dospélych samct pouze v peritubularnich myoidnich bunkach (Lin a
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DePhilip 1996). Na rozdil od téchto autorti jsme P-cadherin u dospélych potkana
pozorovali v zarodecném epitelu a jeho exprese se ménila podle stadia zarode¢ného
epitelu. Ve varlatech dospélych potkanu stejné jako my detekovali P-cadherin napft.
(Andersson et al. 1994; Byers et al. 1994; Wu et al. 1993). Vzhledem k tomu, ze P-
cadherin je membranovy protein (Nachtigal et al. 2001), bylo zajimavé, ze jsme jeho
expresi pozorovali také jako grana v cytoplazmé spermatocytt a az ve spermatidach byl
P-cadherin exprimovan pouze v cytoplazmatické membrané. Vzhledem k tomuto
charakteru exprese P-cadherinu lze usuzovat, ze P-cadherin je ve spermatocytech
syntetizovan a skladovan a posléze vyuzit pro stavbu adherentnich spojeni. V mensim
mnozstvi jsme P-cadherin detekovali v intersticidlni tkani mezi kanalky, konkrétné

v Leydigovych bunkach. E-cadherin byl exprimovan pouze v intersticidlni tkani varlete.

Zménami exprese P-cadherinu a E-cadherinu ve varlatech pfi patologickych
stavech se, pokud je nam znamo, dosud nikdo nezabyval. Zmény v expresi P-cadherinu
v zarodecném epitelu operovaného varlete jsme pozorovali jiz po dvou dnech
kryptorchismu. Exprese zustala zachovana v zarode¢nych bunkach, které byly soucasti
epitelu. Vymizela ovSem ze spermatid, které byly odlouceny ze zarodecného epitelu.
Zda je odlucovani spermatid dusledkem poskozeni AJ, nebo poskozeni spermatid
postupné progreduje i v poskozeni membranovych struktur véetné AJ, je otazka, ktera
zustava v nas$i praci nezodpovézena. Svoji roli zde hraje také poskozeni proteint
adherentnich spojeni a cytoskelatarnich vlaken ze strany Sertoliho bunék. Vzhledem
k tomu, ze adheze mezi zarodeénymi a Sertoliho bunkami je dalezita pro
spermatogenezi a clenové superrodiny cadhering jsou rozhodujici komponenty
adherentnich spoju mezi bunkami, mize byt naruseni bunécné interakce ve varlatech
mimo jiné dusledkem poskozeni funkce cadherint. Cadheriny jsou totiz dulezité pro
udrzeni mnohobunéénych struktur a jejich poskozeni resultuje v desintegraci téchto
struktur (Alberts et al. 2002; Andersson et al. 1994; Johnson et al. 2000). V dalsich
intervalech (3-11 dni), kdy se z epitelu odlucovaly také spermatocyty, zustala exprese
v cytoplazmé odloucenych spermatocyta stale zachovana. To muze opét potvrzovat
fakt, ze v téchto bunkach neplni P-cadherin pouze svou adherentni funkci, ale je v nich
také syntetizovan a skladovan. V semenotvornych kanalcich, v nichz doslo k dplnému

vymizeni zarode¢nych bunck, se exprese P-cadherinu zcela vytratila.

Po podani busulfanu doslo ke ztrat¢ exprese P-cadherinu v semenotvornych
kanalcich az v okamziku vymizeni spermatid z epitelu. Zda se, Ze nemusi jit o pfimy

efekt busulfanu, ale ke zménam exprese P-cadherinu dochazi, protoze v poskozenych
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kanalcich postupné dobiha spermatohistogeneze a dozravajici spermatidy se uvolnuji
z epitelu  fyziologicky. Jakmile dozni ucinky busulfanu na tkan varlete, pfezivsi
spermatogonie se zac¢nou délit a objevuji se spermatocyty a spermatidy, objevuje se
spole¢né s nimi i exprese P-cadherinu (nejprve v podobé gran ve spermatocytech a poté

v membranach spermatid).

V soucasnosti mame malo udaja o toxickém vlivu xenobiotik na cadheriny a
jejich funkci. Byl prokazan negativni ucinek tézkych kovt, zejména rtuti, olova a kadmia,
na cadheriny. Tyto kovy a v nékterych pifipadech i jejich organické slouceniny mohou
pusobit na adhezivni molekuly ve v§ech urovnich jejich syntézy, skladovani, transportu
do membrany i pfi tvorbé a funkei adherentnich spojeni (Prozialeck et al. 2002). Dalsi
studie prokazala toxicky dc¢inek Cd*" iontt na cadheriny v epitelidlnich a endotelidlnich
bunkach plicni tkane (Pearson et al. 2003).

V prub¢hu poskozeni varlat obéma pfistupy nedoslo k vyraznym zménam
v expresi E-cadherinu. Pouze v experimentu s busulfanem jsme pozorovali nartst
exprese H-cadherinu, ktery koreloval svys$sim poctem Leydigovych bunck
v intersticialn{ tkani v intervalech 21-42 dna po aplikaci druhé davky busulfanu.

Dal$im typem mezibunécénych spojeni, ktery jsme studovali, jsou gap junction
(GJ) nebo-li nexy, které jsou tvofeny proteiny zvanymi connexiny. Connexin 43 je
nerozsifenéj$im connexinem ve tkani varlete, pfitomnym jiz od casnych stadii
embryonalni gonady a jeho exprese roste kontinuilné az do dospélosti. Exprese
connexinu 43 se v zarodecném epitelu méni v zavislosti na stadiu epitelu. Je pfitomen
také v Leydigovych bunkiach (Batias et al. 2000; Bravo-Moreno et al. 2001; Pelletier
1995; Perez-Armendariz et al. 1994; Risley et al. 1992). Podobné jako vyse citovani
autofi jsme expresi connexinu 43 zaznamenali ve vsech vzorcich kontrolnich varlat mezi
jednotlivymi populacemi bunc¢k zarodecného epitelu — mezi Sertoliho bunkami a
spermatogoniemi, Sertoliho a Sertoliho bufikami, Sertoliho bunikami a spermatocyty.
Exprese connexinu 43 byla zavisld na stadiu zarodecného epitelu. Ve stadiich I — III
jsme pozorovali pouze slabou expresi, nejvyssi exprese connexinu 43 se nachazela
v zarodecném epitelu ve stadiich VII — VIII. Nasledovalo rychlé vymizeni connexinu 43
a od stadia XI do stadia XIV jiz epitel nevykazoval téméf zadnou expresi connexinu 43.
Tyto vysledky jsou v souladu s pozorovanim Risleyho et al. (1992), ktefi pozorovali
expresi connexinu 43 ve zralych potkanich varlatech zejména ve spojenich Sertoliho
bunck, u spermatocytt a spermatogonii, na povrchu peritubularnich myoidnich bun¢k a

na Leydigovych bunkach (Risley et al. 1992).
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K vymizeni exprese connexinu 43 v kryptorchizovanych varlatech doslo poté, co
se z epitelu oddélily spermatocyty (od 3. az 5. dne kryptorchismu). Pfi dlouhém
kryptorchismu (22-121 dni) byl connexin exprimovan pouze v intersticidlni tkani a
pouze vyjimeéné v méné poskozenych semenotvornych kanalcich. Vyjimecné byla
pozitivita pro connexin 43 nalezena v odloupanych castech epitelu uvnitf lumen
kanalka. U zvifat, jimz byl aplikovan busulfan, byl connexin 43 exprimovan v bazalnim
kompartmentu semenotvornych kanalkd, i kdyz v nich pfi bazalni membrané chybély
spermatogonie. Vétsi zmény (vymizen{ exprese connexinu 43) jsme pozorovali také az
po odlouceni spermatocytli ze zarodecného epitelu. U zvifat, ktera nejvice zareagovala
na podani busulfanu v intervalech 21 a 28 dni (v epitelu pouze Sertoliho bunky), doslo
ke kompletnimu vymizeni exprese connexinu 43 ze zarodecného epitelu kanalkt varlete.
Exprese connexinu 43 v intersticiu zustala nezménéna. S postupnou obnovou
zarodecného epitelu semenotvornych kanalkt se znovu objevila exprese connexinu 43
v zarodecném epitelu. Zajimavé bylo pozorovani exprese connexinu 43 v apikalni
membrané spermatocyti a Sertoliho bunék odhalené do lumen kanalkti v prab¢hu
restaurace spermatogeneze, kde tyto bunky nesousedi s jinou bunkou. Vzhledem
k tomu, ze connexin 43 nebyl pozorovan v zarodecném epitelu poskozenych tubuld, je
pravdépodobné, ze connexin 43 byl podobn¢ jako P-cadherin syntetizovan de novo a
v prub¢hu  znovunastartovani  spermatogeneze  dochazi  k vytvofeni novych
mezibunécénych spojeni typu gap junctions.

Zmény v expresi connexinu 43 v testikularni tkani jako dusledek toxického
inzultu zatim nebyly studovany 7z vive. V literatufe jsme nalezli pouze studie, kde jsou
zmeény zkoumany u azoospermickych pacientt a na bunécnych liniich. Defamie et al.
zjistili, Ze exprese connexinu 43 ve varlatech pacientd se sekrec¢ni azoospermii byla
vyrazné omezena ve srovnani s varlaty vykazujicimi normalni spermatogenezi (pacienti
s exkrecni azoospermif). Na potkanim modelu, kde se v tubulech vyskytovaly pouze
Sertoliho bunky (Sertoli cell-only syndrom), se projevil nedostatek connexinu 43
v Sertoliho bunkach zhorsenou intercelularni komunikaci pfes kanaly typu gap junctions
mezi sousednimi Sertoliho bufikami. Autofi vyslovili také domnénku, Ze nedostatecna
exprese connexinu 43 v Sertoliho bunkich neplodnych pacientdt muze souviset se

zvysSujicim se nebezpecim rakoviny varlat (Defamie et al. 2003; Defamie et al. 2001).

Ve druhé studii autofi sledovali vliv lindanu (y-hexachlorocyklohexan), pesticidu
s karcinogennimi a reprotoxickymi vlastnostmi na testikularni funkci. Na bunéénych

linifich Sertoliho bun¢k 42GPA9 zjistili, Zze lindan v necytotoxickych davkach (50 pM)
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rusi komunikaci pfes kanaly typu gap junctions mezi sousednimi bunikami. Tato zména
byla spojena s casove zavislou redistribuci connexinu 43 z membriny do

cytoplazmatické perinuklearni oblasti (Defamie et al. 2001).

Poslednim markerem, ktery jsme v ramci této prace studovali, byl protein
prohibitin (PHB). Vybrali jsme jej puvodné jako marker antiproliferativni aktivity
v poskozené tkani varlete, ktery by doplnil vysledky analyzy TUNEL a exprese PCNA.
Prohibitin je vsudypfitomny, evolucné konzervovany protein, jehoz pfesna role neni
dosud pln¢ objasnéna (Kihara et al. 1996) (Nijtmans et al. 2000). Diskutuje se
protinadorova aktivita (Nuell et al. 1991; Sato et al. 1992), indukce apoptézy (Welburn a
Murphy 1998), ucast v regulaci transkripce pfes interakci s proteiny E2F a Rb
(retinoblastoma protein), které se podileji na fizeni bunééného cyklu (Wang et al. 1999a;
Wang et al. 1999b; Wang et al. 2002a; Wang et al. 2002b) a ,,chaperonova® funkce
v prabéhu syntézy proteint dychaciho fetézce v mitochondriich (Nijtmans et al. 2002;
Nijtmans et al. 2000). PHB byl lokalizovan na vnitini membrané mitochondrii (Coates
et al. 1997; Ikonen et al. 1995). Exprese prohibitinu v zarode¢ném epitelu v jednotlivych
populacich zarode¢nych bunék byla zavisla na spermatogennim cyklu epitelu. PHB byl
exprimovan pfednostné v cytoplazmé ve formé granul v Sertoliho 1 zarodecnych
bunkach. Nejsilnéjsi pozitivitu v zarodecném epitelu jsme pozorovali v pachytennich
spermatocytech jako granula uspofadana v cytoplazmé kolem jader. V intersticialni tkani
mezi kanalky varlete byly nejvice pozitivai Leydigovy bunky. Ostatni typy bunck
vykazovaly niz§i pozitivitu. Nase pozorovani je vsouladu s pozorovanim

(Choongkittaworn et al. 1993).

V ramci experimentd jsme expresi PHB sledovali i béhem poskozeni
spermatogeneze obéma pfistupy a nalezy jsme porovnavali s aktivitou PCNA a
s analyzou fragmentace DNA - TUNEL ve tkani varlat. Od 3. dne kryptorchismu se
v zarodecném epitelu vedle primarnich spermatocytti s nezménénou nebo snizenou
expresi PHB objevovaly také velmi silné PHB pozitival spermatocyty s pozitivitou
v jadrech. Porovnanim sousednich fezu jsme zjistili, ze PHB silné pozitivai bunky
postupne ztracely jadernou PCNA pozitivitu a byly TUNEL pozitivni. Exprese PHB
poklesla v Sertoliho i1 v zarodecnych bunkach v epitelu jiz 21 dni po prvni aplikaci
busulfanu. Naproti tomu silna exprese PHB byla pozorovana v nékterych zarode¢nych
bunkach (spermatocytech) odloucenych z epitelu do lumen semenotvorného kanalku.

V dal$ich intervalech téméf kompletné vymizela exprese PHB ze zarodecného epitelu,
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ktery byl tvofen pouze Sertolitho bunkami. S tim, jak od 28. dne doslo k obnové
spermatogeneze, se postupné obnovovala i exprese PHB v zarodecnych i Sertoliho

burnkach.

Tyto vysledky nelze pfesto interpretovat zcela jednostranné a neni mozné
rozhodnout, zda prohibitin ma spiSe antiproliferativni (Wang et al. 1999a) nebo
chaperonovou funkei (Nijtmans et al. 2002). Dulezitym faktem je, ze jsme expresi PHB
pozorovali pfedevs$im jako granula v cytoplazmé — coz souhlasi s mitochondrialni
lokalizaci prohibitinu v bunkach. Ale v urcitych stadiich poskozeni bunc¢k jsme

zaznamenali silnou expresi PHB 1 v bunéé¢ném jadre.

Jednou z moznosti je, ze v dusledku snizené exprese PHB je nedostatecna
chaperonova funkce prohibitinu (Nijtmans et al. 2002). V poskozené bunce pak
pfestavaji fungovat proteiny dychactfho fetézce a bunka postupné ztraci energii pro dalsi
zivot. S postupnou obnovou spermatogeneze se op¢t aktivita PHB v mitochondriich
novych zarode¢nych bunék i v Sertoliho bunkach vraci k fyziologickému stavu. Zaroven
ale muze snizeni exprese PHB znamenat, ze se poskozena bunka snazi pfezit. Proto
snizuje expresi molekul s antiproliferativni aktivitou jakou u PHB pfedpokladajici Wang
et al. (1999). Proti antiproliferativni teorii hraje zase fakt, ze exprese PHB v Sertoliho
bunkach, které se jiz vice ned¢li a jsou v G, fazi, byla mnohem slabsi nez exprese PHB
ve spermatogoniich a spermatocytech. Nicméné, pozorovani bunck s velmi silné
pozitivnim jadrem a zaroven s TUNEL pozitivitou opét ukazuje i na moznou
antiproliferativni funkci PHB, tj. PHB se nachazi také v jadru bunck, kde se vaze s Rb
proteinem a potlacuje transkripéni aktivitu E2F proteint, jak dokazuji Wang et al.
(1999a). Je tedy mozné, ze prohibitin hraje skutecné obé dvé role v bunkach jednak
v ruznych kompartmentech — v mitochondriich a v jadrech, a podruhé také za raznych

podminek — fyziologicky stav a poskozeni bunék.
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Cilem této dizertacni prace bylo posoudit vliv modelového xenobiotika
(busulfanu) a vliv operativné navozeného jednostranného kryptorchismu na
morfologicky obraz tkané varlete potkana kmene Wistar (stav zarodecného epitelu i
intersticidln{ tkané mezi semenenotvornymi kanalky), na spermatogenezi a posoudit
pfipadné zmény v nadvarlatech. Zmény odehravajici se ve wvarleti na urovni
cytoskeletarnich vlaken a zmény v expresi proteinu specializovanych mezibunéénych
spojeni mezi jednotlivymi populacemi testikularnich bunck jsme hodnotili pomoci
histologickych a imunohistochemickych metod. Dale jsme porovnavali proliferacni

aktivitu testikularnich bunck s rozsahem jejich poskozeni.

Jako pokusny model ke sledovani u¢inku busulfanu na zarode¢nou tkan varlete
jsme pouzili dospélé samce laboratorntho potkana kmene Wistar o hmotnosti 200 — 250
g. Jedincim byla aplikovana jedna davka busulfanu (10 mg / kg nebo 40 mg / kg
hmotnosti zvifete) nebo dvé davky busulfanu (10 mg / kg hmotnosti zvifete v asovém
odstupu 21 dnti - 1. a 21. den). Poté byla zvifata usmrcena v riznych intervalech od 7 do
70 dnt po podani busulfanu. Jednostranny kryptorchismus byl u pokusnych zvifat

navozen operac¢nim zasahem na dobu od 6 hodin az po 121 dnu.

Vysledky lze shrnout do nasledujici odstavcu.

A. Prvni zmény jsme v zirode¢ném epitelu semenotvornjch kanalkd

kryptorchizovanych varlat pozorovali vintervalech 2 a 3 dny. Nejprve doslo
k odlucovani spermatid z epitelu, nasledovaly spermatocyty a spermatogonie. V prab¢hu
odlucovani zarode¢nych bunék jsme pozorovali splyvani téchto bun¢k do vicejadernych
utvart. Kanalky nadvarlat byly vyplnény tekutinou obsahujici razné vyzralé bunky
zarodecné linie. Poskozeni spermatogeneze resultovalo také ve snizeni pramérné
hmotnosti kryptorchickych varlat u operovanych zvifat, které jsme zaznamenali jiz paty
den po operaci. V intervalech 22 az 121 dna dosahovala hmotnost operovaného varlete
cca 40-50% hmotnosti neoperovaného varlete a zarodecny epitel obsahoval pouze
Sertoliho bunky, mezi nimiz byly pfitomny zbylé spermatogonie. Hmotnost varlat
operovanych kontrol, stejné¢ jako hmotnost kontralateralnich skrotalnich wvarlat, se

v prubéhu pokusu vyrazné nezménila.
B. Histologicki analyza na urovni svételného mikroskopu ukizala, ze tkan

varlete je citliva k aplikaci busulfanu. Nejvyraznéjsi patologické zmény byly patrné
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v intervalech 21 — 42 dni po dvou davkach xenobiotika, kdy doslo k rozsahlé destrukci
zarodecného epitelu, k vakuolizaci Sertoliho bunck, k zaniku spermatogeneze a ke
zmnozen{ Leydigovych bunék v intersticiu. Cilem toxického ué¢inku busulfanu byly
mitoticky se délici spermatogonie. Na rozdil od kryptorchickych zvifat doslo po
odeznéni ucinku busulfanu v poslednich ¢asovych intervalech (28, 42 a 70 dni po druhé
davce busulfanu) k postupné obnové morfologie zarodecného epitelu a spermatogeneze.
Poskozeni spermatogeneze se projevilo také ve snizeni hmotnosti varlat a nasledna
obnova byla provazena hmotnostnim vzestupem.

C. Obéma experimentalnimi pfistupy doslo k vyraznym zménim v uspofadani
cytoskeletarnich vlaken, predevsim aktinovych a vimentinovych, v zarodecném epitelu
varlete. U kryptorchizovanych zvifat 1 po podani busulfanu doslo k prvnim zménam
v expresi aktinu a vimentinu v intervalech, kdy se ze zarodecného epitelu zacaly
odlucovat spermatidy a spermatocyty (od 2. - 3. dne trvani kryptorchismu a 7., resp. 14.
den po podani druhé davky busulfanu). Doslo ke kolapsu vimentinovych vlaken
z apikalnich vybézka Sertoliho bunék smérem kjadru a ke snizeni exprese aktinu
v adluminalnich ¢éastech zarodeéného epitelu. Kryptorchismus ani podani busulfanu
neovlivnilo expresi tubulinu v Sertoliho bunkach. Poskozeni aktinovych a
vimentinovych vlaken muze zpusobit poskozeni nékolika typu adherentnich
mezibunéénych spojeni. Rozpad téchto filament a mezibunéénych spojeni muze bud’

pfedchazet odlucovani zarodecnych bunck z epitelu, nebo probihat soucasné s nim.

D. Sledovali jsme vliv podani busulfanu a vliv navozeného kryptorchismu na
expresi proteini mezibunéénych spojeni. Zmény vexpresi P-cadherinu
v zarode¢ném epitelu operovaného vartlete jsme pozorovali jiz po dvou dnech
kryptorchismu. Po podani busulfanu doslo ke ztrat¢é exprese P-cadherinu
v semenotvornych kanalcich az v okamziku vymizen{ spermatid z epitelu (od 14. dne po
podani druhé davky busulfanu) Zda je odlu¢ovani spermatid dusledkem poskozeni AJ,
nebo poskozeni spermatid postupné progreduje i v poskozeni membranovych struktur
véetné AJ je otazka, ktera zustava v nasi praci nezodpovézena. Svoji roli zde hraje také
poskozeni proteinti adherentnich spojeni a cytoskelatarnich vlaken ze strany Sertoliho
bun¢k. Exprese E-cadherinu (pfitomného pfedevsim v intersticialni tkani) se béhem
experimentd vyrazné nemcnila. Zmeény v expresi connexinu 43 byly zavislé na
piitomnosti spermatocytd. Proto v kryptorchizovanych varlatech doslo k vymizeni
exprese connexinu 43 od 3. az 5. dne kryptorchismu a u zvifat, jimz byl aplikovan

busulfan, od 7. az 14. dne po podani druhé davky. S obnovou spermatogeneze se
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exprese P-cadherinu 1 connexinu 43 obnovila do uspofadani v zavislosti na

spermatogennim cyklu zarodecného epitelu.

E. Porovnanim vysledkd metody TUNEL (pro zji§téni fragmentace DNA
poskozenych bunck) a aktivity PCNA (proliferacniho markeru) jsme odhalili raznost
mechanismt poskozeni v obou modelech. U kryptorchickych varlat nastalo od 3. dne
masivni odumirani zarode¢nych bunék dokumentované TUNEL pozitivitou. Zustala
vsak zachovana PCNA aktivita v odloucenych i v epitelu zbylych bunkach. U
busulfanem ovlivnénych zvifat jsme TUNEL pozitivnl bunky téméf nepozorovali
s vyjimkou  spermatogoniif, ale doslo krychlému poklesu PCNA  aktivity

v semenotvornych kanalcich.

F. Poslednim markerem, ktery jsme v rimci této prace studovali, byl protein
prohibitin (PHB). Od 3. dne kryptorchismu a jiz 21. dnf po prvni davce busulfanu se
v zarode¢ném epitelu vedle primarnich spermatocyti s nezménénou nebo snizenou
expresi PHB objevovaly také velmi siln¢ PHB pozitivai spermatocyty s pozitivitou
v jadrech (Tyto bunky byly TUNEL pozitivni.). Na zakladé téchto vysledka a porovnani
s PCNA a TUNEL neni pfesto zatim mozné rozhodnout, zda ma prohibitin spise
antiproliferativni nebo chaperonovou funkci. Je dokonce mozné, Zze prohibitin hraje ob¢
dvé role v bunkach, jednak v raznych kompartmentech — v mitochondriich a v jadru, a

podruhé také za raznych podminek — fyziologicky stav versus poskozeni bunék.

Lze tedy uzavfit, Ze oba dva experimentalni ptistupy (podani busulfanu a navozeni
jednostranného kryptorchismu u potkana kmene Wistar) demonstrované v této praci
jsou vhodné modely pro studium dil¢ich mechanismui poskozeni zarode¢ného epitelu

varlete potkana.
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