aktivitou jakou u PHB pfedpokladajici Wang et al (1999). Proti antiproliferativni
teorii hraje zase fakt, Ze exprese PHB v Sertoliho busikich, které se jiz vice nedéli a
jsou v GO fazi, byla mnohem slab§i ne: exprese PHB ve spermatogoniich a
spermatocytech. Nicméné, pozorovini bunék s velmi silné pozitivnim jidrem a
zéroveil s TUNEL pozitivitou opét ukazuje i na moZnou antiproliferativai funkci
PHB, tj. PHB se nachézf také v jadru bunék, kde se vaZe s Rb proteinem a potladuje
transkripéni aktivitu E2F proteind, jak dokazuji Wang et al. (199%2). Je tedy mo#né, e
prohibitin hraje skuteéné obé dvé role v bufikich jednak v réiznych kompartmentech
~ v mitochondriich a v jidrech, a podruhé také za riznjch podminek — fyziologicky
stav a poskozeni bunék.

ZAVER

Cilem této dizertacni price bylo posoudit vlivy modelového xenobiotika
(busulfanu) a vliv operativné navozeného jednostranného kryptorchismu na
motfologickj obraz thiné vatlete potkana kmene Wistar (stav zirodeéného epitelu i
mtersticidlni thiné mezi semenenotvornymi kandlky), na spermatogenezi. Jako
polusny model ke sledovéni vlivu busulfanu na ziroded¢nou tkin varlete jsme pouili
dospélé samce laboratorntho potkana kmene Wistar o hmotnosti 200 — 250 g.
Jedincim byla aplikovina jedna divka busulfanu (10 mg / kg nebo 40 mg / kg
hmotnosti zvifete) nebo dvé divky busulfanu (10 mg / kg hmotnosti zvifete
v &asovém odstupu 21 dnd - 1. a 21. den). Poté byla zvifata usmrcena v riznjch
intervalech od 7 do 70 dnti po podéni busulfanu. Jednostranny kryptorchismus byl u
pokusnych zvifat navozen (operaci) na dobu od 6 hodin aZ po 121 dnt

Vysledky lze shmout do nisledujici odstavet.

A. Prvni zmény jsme v zirodeéném epitelu semenotvornfch kanalka
kryptorchizovanjch vatlat pozorovali vintervalech 2 a 3 dny. Nejprve doslo
k odluCovini spermatid z epitelu, nisledovaly spermatocyty a spermatogonie.
V priibéhu odluc¢ovini zdrodeénych bunék jsme pozorovali splyvini té&chto bunék do
vicejadernych dtvarti. Kandlky nadvarlat byly vyplnény tekutinou obsahujici rlzné
vyzrilé bunky zérodeéné linie. Poskozeni spermatogeneze resultovalo také ve sniZeni
primémé hmotnosti kryptorchickjch vatrlat u operovanjch zvifat, kteréd jsme
zaznamenali jiZ paty den po operaci. Hmotnost vatlat operovanjch kontrol, stejné
jako hmotnost kontralaterilnich skrotilnich varlat, se v pribéhu pokusu vjrazné
nezménila.

B. Histologickd analjza na trovni svételného mikroskopu ukdzala, Ze tkdn
varlete je citlivd kaplikaci busulfanu. Nejviraznéjii patologické zmény byly patrné
vintervalech 21 — 42 dni po dvou dévkich xenobiotika, kdy doslo krozsihlé
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destrukci zérodeéného epitelu a k vakuolizaci Sertoliho bunék, ziniku spermatogeneze
a zmnoZeni Leydigovych bunék v intersticiu a. Cilem toxického ti¢inku busulfanu byly
mitoticky se délici spermatogonie. Na rozdil od kryptorchickych zvifat doslo po
odeznéni Gcinku busulfanu v poslednich &asovjch intervalech (28, 42 a 70 daf po
druhé dévce busulfanu) k postupné obnové morfologie zirodeéného epitelu a
spermatogeneze. PoSkozeni spermatogeneze se projevilo také ve snifeni hmotnost
varlat a ndslednd obnova byla provizena hmotnostnim vzestupem.

C. Obéma experimentilnimi pfistupy dolo k vjraznym zménim v uspotadani
cytoskeletimich vliken, pfedeviim aktinovjch a vimentinovjch, v zirodeénjch
buiikich. U keyptorchizovangch zvifat i po podini busulfanu doslo k prvnim zméndm
v expresi aktinu a vimentinu v intervalech, kdy se ze zirodeéného epitelu zataly
odlu¢ovat spermatidy a spermatocyty (od 2. - 3. dne trvini kryptorchismu a 7., resp.
14. den po podini druhé dévky busulfanu). Doslo ke kolapsu vimentinovych vliken
z apikilnich vybézki Sertoliho bunék smérem kjidru a ke snifeni exprese aktinu
v adluminilnich &istech zirodeéného epitelu. Kryptorchismus ani podani busulfanu
neovlivnilo expresi tubulinu v Sertoliho burikich. Pofkozeni aktinovyjch a
vimentinovych vliken miZe zplsobit pofkozeni nékolika typt adherentnich
mezibunéénych spojeni. Rozpad téchto filament a mezibunéénych spojent mize bud’
ptedchizet odlucovini zirodeénjch bunék z epitelu, nebo probihat souéasné s nim.

D. Sledovali jsme vliv poddni busulfanu a vliv navozeného keyptorchismu na
expresi proteint mezibunétnjch spojeni. Zmény v expresi P-cadherinu v z4rodedném
epitelu operovaného vatlete jsme pozorovali jiz po dvou dnech kryptorchismu. Po
podéni busulfanu doslo ke ztrité exprese P-cadherinu v semenotvomych kanilcich aZ
v okamziku vymizeni spermatid z epitelu (od 14. dne po podini druhé dévky
busulfanu). Zda je odlu¢ovini spermatid dtsledkem pogkozeni AJ, nebo poskozeni
spermatid postupné progreduje i v poSkozeni membrinovjch struktur véetné AJ, je
otéizka, kterd zfistiva v nasi prici nezodpovézena. Svoji roli zde hraje také poskozen
proteint adherentnich spojenf a cytoskeletimich vliken ze strany Sertoliho bunék.
Exprese E-cadhetinu (pftomného pfedeviim v intersticidlni tk4ni) se béhem
experimentd vfrazné neménila. Zmény v expresi connexinu 43 byly zivislé na
pHtomnosti spermatocytl. Proto v kryptorchizovanych varlatech doglo k vymizeni
exprese connexinu 43 od 3. a% 5. dne kryptorchismu a u zvifat, jimZ byl aplikovin
busulfan, od 7. az 14. dne po podéni druhé dévky. S obnovou spermatogeneze se
exprese P-cadherinu i connexinu 43 obnovila do uspofidini v zéivislosi na

spermatogennim cyklu zdrodedného epitelu.
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E. Porovninim vysledkd metody TUNEL (pro zjidténi fragmentace DNA
poskozenjch bunék) a aktivity PCNA (proliferaénho markeru) jsme odhalili miznost
mechanismt pofkozeni v obou modelech. U ktyptorchickjch vadat nastalo od 3. dne
masivni odumirini zirodeénjch bunék dokumentované TUNEL pozitivitow. Zistala
viak zachovina PCNA aktivita v odloucenjch i vepitelu zbyljch budkich. U
busulfanem ovlivnénych zvifat jsme TUNEL pozitivai buriky téméf nepozorovali
s vjjimkou spermatogonii, ale doflo k tychlému  poklesu PCNA  aktivity
v semenotvomych kandlcich.

F. Poslednim matketem, kterj jsme v rémci této price studovali, byl protein
prohibitin (PHB). Od 3. dne kryptorchismu a jiz 21. daf po prvni ddvee busulfanu se
v zdrodetném epitelu vedle primdrnich spermatocytt s nezménénou nebo sni¥enou
expresi PHB objevovaly také velmi silné PHB pozitivni spermatocyty s pozitivitou
vjadrech (Tyto builky byly TUNEL pozitivni). Na zikladé téchto visledkd a
porovnini s visledky analyzy exprese PCNA a TUNEL neni piesto zatim moZné
rozhodnout, zda mi prohibitin spiSe antiproliferativni nebo chaperonovou funkei. Je
dokonce mo¥né, Ze prohibitin hraje ob& dvé role v burikich, jednak v rfiznfch
kompartmentech — v mitochondriich a v jidru, a podruhé také za riznych podminek
~ fyziologicky stav versus poskozeni bungk.

Lze tedy uzaviit, e oba dva experimentilni piistupy (podéni busulfanu a
navozeni jednostranného keyptorchismu u potkana kmene Wistar) demonstrované
vtéto prici jsou vhodné modely pro studium diléich mechanisma poskozeni
zirodecného epitelu varlete potkana.
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