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Zkratky

ZKRATKY POUZITE V TEXTU

ABP - androgen binding protein
AMH - anti-Milleriansky hormon
AMP - adenosin monofosfat
AP-1 - aktivaéni protein 1

ATP - adenosin trifosfat

Bcl - B-cell ymphosoma

BSA - bovine serum albumine
BrdU - bromodeoxyuridin

BTP - blood-testis barier

CENP-F - centromer protein F
CRGP - calcitronin gene-related peptide

CX - connexin

DAB - diaminobenzidin

DD - death domain (doména)
DHT - dihydroxytestosteron
DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina
DR - death domain receptor

EDMS - ethandimathensulfonat
FADD - Fas activating death domain

FasL - Fas ligand
FasR - Fas receptor
FSH - folikulostimulaéni hormon

GFAP - glial fibrilal acidic protein
GLUT - glukbzovy transportér
GMP - guanosin monofosfat
GnRH - gonadoliberin

hCG - human choriogonadoliberin
HDL - high density lipoproteins
HSP - heat shock protein

IF - intermediami filamenta
INSL-3 -insulin like peptide hormon
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Zkratky

LH - luteinizaéni hormon

PBS - fosforeCnanovy pufr

PCNA - proliferation cell nuclear antigen

SEM - standardni chyba pruméru

SHBG - steroid hormon binding globuline

SO - sham-operated

TeBG - testosteron binding globuline

™ - transmembranovy

TNF - tumor necrosis factor

TRADD - tumor necrosis receptor activating death
domain

UA - uranylacetat
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UvoD

Zhoubné buijeni Ize definovat jako vysledek mistné

regulovaného ristu autonomni povahy , ktery vede
ke wvzniku atypickych struktur. Nador je sloZen
z bunék, které se mnoZi nezavisle na vrozeném
.Stavebnim planu® organismu. O malignim nadoru
(rakoviné) mluvime v pfipadé, pronika-li nadorova
tkan do sousedni zdravé tkané a odplavuji-li se
nadorové bufky do jinych organu, kde mohou
vytvofit dcefinné nadory, tzv. metastaze. Cilem |é€by
je odstranit vS8echny maligni burky (kurativni
terapie). Neni-i to mozné, je tfeba se
pokusit © zpomaleni rustu nadoru a nemocnému tak
prodlouzit Zivot nebo alespori zlepsit jeho kvalitu
(paliativni terapie) ( Lulimann &t al., 2001).

Po onemocnénich kardiovaskularniho systému
zaujimaji v soucasné dobé druhé misto v pfi¢inach
umrti nadorova onemocnéni. Pfes obrovsky pokrok
v poslednich desetiletich nejsou vysledky
chemoterapie zhoubného bujeni uspokojivé. Hlavnim
duvodem a dosud nevyfeSenym problémem je fakt,
Zze bunécny metabolismus zdravych i nadorovych
bunék je vpodstat® shodny, zé&ehoZ plyne, ze
veskeré zasahy, které ovlivnénim shodnych
metabolickych dé&ji niéi nadorové bufiky, mohou
poskozovat i buriky zdravé.

Pfedpokladem (spé&sné chemoterapie je nalezeni
odli$nosti mezi nadorovou a zdravou bufikou a cileny
chemoterapeuticky zasah do urgitého metabolického

procesu. VZdy je Zadouci kombinace vice zasah,
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které viestrannéjsim zplsobem narusi nadorovy rist
(Hynie et al., 1984).

Diky moZnostem sou€asné mediciny mlzZe byt asi
jedna tietina nemocnych zhoubnym nadorem
vylé€ena lokalni terapii — chirurgickym zasahem
nebo ozafovanim. Problémem v8ak zustava, Ze
velka &ast tumorl vytvari velmi brzy mikrometastazy,
jejichz G€inna lédba vyzaduje systémovy pfistup
jakym je chemoterapie, obvykle doplnéna

chirurgickou léEbou &i ozafovanim.

Cilem této rigorézni prace je posouzeni vlivu
cytostatika busulfanu a vimentinu na morfologicky
obraz tkané varlete potkana, stav zarode&ného
epitelu a spermatogenezi. K vyhodnoceni
experimentu  je  pouzito  histologickych a
imunohistochemickych metod.
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TEORETICKA CAST

MORFOLOGIE VARLAT
A NADVARLAT

VARLE

Varle (testis) je parova muZska pohlavni 2laza
ovoidniho tvaru. Jeho délka je 4 — 5 cm a $itka 2 — 3
cm, hmotnost se pohybuje mezi 18 az 25 g. Zadni
okraj varlete pfekryva nadvarle, spolu s nimz je
umisténo v Sourku (skrotu). Testikularni obai tvofi tfi
vrstvy membran - visceralni tunica vaginalis, tunica
albuginea a tunica vasculosa. -

Membréna tunica albuginea se do varlete rozsifuje
ve formé& vazivovych sept (septula testis), &imz
dochazi k vytvofeni vice nez 250 pyramidalnich
lalu¢ku (lobuli testis). Tyto lalliky jsou orientovany
bazi smérem k povrchu varlete a jejich vrcholky
smeéfuji k hilu varlete. Uvnitt kazdého lalic¢ku jsou 2 -
3 stotené semenotvorné kanalky (tubuli seminiferi
contori). Vnitfni sténa téchto kanalki je vystiana
spermiogennim epitelem (epithelium
spermatogenicum), ze kterého se v puberté zaginaji
diferencovat spermie.

Vhilu varlete se stofené semenotvorné kanalky
postupné spojuji do 20 — 30 seminiferi recti, které
jsou navzajem propojeny, takZe tvofi sitovité rete
testi. Ztéto sité vznika dal$im spojovanim 10 — 20
§irsich vyvodnych kanalkd, ductuli efferentes testis,
jeZ vstupuiji do nadvarlete. Vazivo, v ném# lezi tubuli
recti, zaCatky ductuli efferentes a kde konéi prepazky

oddélujici lalGcky varlete, se nazyva mediastinum
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testis. VkaZzdém varleti je pfes 300 m
semenotvornych kanalka, pficem2 predstavuji 80 —
90 % testikularni hmoty. Tyto kanalky jsou tvofeny
bazalni membranou, na kterou nasedaji bunky
spermatogenni vyvojové linie a specifické podplrné
Sertoliho bunky {(epitheliocytus sustenans) (Dylevsky
et al., 2000).

Shluky vazivové tkané, nervy, krevni a lymfaticke
cévy vypifuji prostor mezi semenotvornymi kanalky.
Testikularni kapilary jsou fenestrovane a dovoluji
volnou pasaZ makromolekul, jako jsou napf. krevni
bilkoviny. Vazivo je sloZzeno zriznych typu bunék
zahrnujicich fibroblasty, nediferencované vazivové
elementy, 2irné bunky a mikrofagy. Béhem puberty
se téZ objevuji Leydigovy buiky (endocrinocytus
intersticialis) (Junnqueira et al., 1997).

V okoli nadvarlete vstupuji do varlete tepny a nervy
a vystupuji z ngj Zily a lymfatické cévy, formuje se
zde tzv. hilus testis. Krvi jsou varlata zasobena
pfedev8im z testikulamich tepen, které jsou vétvemi
arteria spermatica interna. Po pfestupu sloZitou
kapilarni siti vstupuje krev do etnych testikularnich
zil, které utvareji anastomozujici sit - plexus
pampiniformis. Propojenim této sité vznika vena
spermatica interna. Pravé vena spermatica usti
pfimo do vena cava, leva vstupuje do renalni vény.
Bohata je také lymfaticka drenaZ varlete.

Inervace varlete je zajisténa nervovou pleteni
pfichazejici podél cév (plexus testicularis), ktera
obsahuje  vldkna senzitivni, sympaticka a
parasympaticka.  Sto¢enym  kanalkim  chybi
senzitivni viakna, obal varlete je bohat& inervovan.
Z tohoto divodu jsou onemocné&ni nebo zranéni
varlete velice bolestiva (Dylevsky et al., 2000).

-9.
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NADVARLE

Nadvarle (epididymidis) je protahly trubicovity organ
umistény na zadnim obvodu varlete. Masivnéjsi ¢ast,
hlava (caput epididymidis), sestupuje po zadnim
obvodu varlete v télo (corpus epididymidis) a zuZuje
se vocas (cauda epididymidis), déle pfechazejici
v chamovod. Povrch nadvarlete je tvofen silnou
vazivovou membranou, ktera je pevné spojena
s vazivem uvnitf nadvarlete. Do hlavy nadvarlete
vstupuje 8 - 12 vyvodnych kanalka (ductuli
efferentes testi). Tyto kanalky uvnitf nadvarlete
formuji laltcky (lobuli epididymidis).

V kazdém laluéku je todity kanalek o délce asi 15
cm, do néhoz usti vizdy nékolik vyvodnych kanalkl
varlete. Kanalky lali¢k( se ze strany napojuji do
jediného vyvodu nadvarlete (ductus epididymidis).
Kanalek muZe byt az 6 m dlouhy, zpoééatku je uloZen
na zadnim obvodu hlavy, poté je mnohonasobné
stoCen a tvofi télo a ocas nadvarlete, dale pfechazi
vchamovod. Jeho vazivova sténa obsahuje
mnozstvi cirkularné usporadané hladké svaloviny,
vnitfni  povrch  kanalka je wvystlan vicefadym
cylindrickym epitelem vybavenym mikroklky. Epitel
produkuje  kysely sekret, ktery znehybriuje
spermatozoa (spermie) a Setfi jejich minimalni
energetické rezervy. Pied po$kozenim nizkym pH
jsou spermatozoa chranéna zasaditym koloidnim
roztokem, ktery si pfinaseji ze semenotvornych
kanalklu varlete. Tyto kanalky se vyprazdiuji do
vysoce propojené anastomozujici sité vyvodi
nazyvanych rete testis.

-10 -
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Spermatozoa jsou dale transportovana kanalky
ductuli  efferentes do ductus epididymidis
prostiednictvim tlaku testikularni tekutiny, pohybu
fasinek a stahu pfivodnich kanalkli. Posun spermii
celym nadvarletem trva 12 — 14 dni; béhem této
doby podléhaji spermatozoa morfologickym a
funk&nim zménam nutnym pro zarodecéné bunky, aby
ziskaly schopnosti potiebné k oplozeni vajicka.
Nadvarle téz slouZi jako zasobnik spermatu. Pfi
déletrvajici sexualni abstinenci se spermie rozpadaiji
a jsou fagocytovany tzv. spermatofagy. Cévni
zasobeni i inervace nadvarlete jsou v principu stejné
jako u varlete (Dylevsky et al., 2000).

PRIDATNE STRUKTURY

Varle s nadvarletem jsou uioZeny pod stydkou
sponou ve vaku zvaném Sourek (scrotum). Ma
hruskovity az kulovity tvar a je rozdélen mediannim
septem (septum scroti) na dv& poloviny; jeho
polohu na kuzi udava Sev (raphe scroti). Stavba
Sourku je vrstevnata, pfiCemz jednotlivé wvrstvy
odpovidaji vrstvam bfi$ni stény (Zrzavy et al,
1978).

Chamovod (ductus efferentes) je parovy organ,
dlouhy 35 — 40 cm, se silnou vrstvou hladké
svaloviny. Tvofi soudast semenného provazce
spolu s testikularni arterii, plexus pampiniformis a
svazky nervovych viaken. Pied vstupem do prostaty
se chamovod rozSifuje vusek zvany ampulla
ductus deferentis, v jejiz koncové &asti vyastuji do
ductu semenné vacky (vesiculae seminales).

Nasledné se ductus zanofuje do prostaty

-11 -
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segmentem zvanym ductus ejaculatorius a otevira

do pfisludné ¢asti uretry.

Semenné vacky ({vesiculae seminales) jsou
pfidatné pohlavni Zlazy tvofené alveolarnimi
Zlazami, pojivovou tkani a svalovinou. Jsou
parovym organem produkujicim viskézni nazZloutly
sekret, ktery tvoii 60 — 70 % ejakulatu Cloveka.
Obsahuje latky aktivujici spermie jako je fruktoza,
kysefina askorbova, fosforylcholin, ergothionein,

flaviny a prostagiandiny.

Dalsi pfidatnou pohlavni zlazou je prostata. Jedna
se o tuhy svalové Zlaznaty organ, ktery obklopuje
fibroelastické pouzdro bohaté na hladkou svalovinu.
Pfedstavuje soubor 30 - 50 vétvenych
tuboalveolarnich Zlazek, jejichz vyvody se oteviraji
do prostatické &asti uretry. Mezi tyto Zlazky patfi
slizniéni, submukézni a hlavni Zlazky. Prostata
vytvaii tekutinu specifické viné, ktera obsahuje
spermin, kyselinu  citronovou, cholesterol,
fosfolipidy, fibrinolysin, fibrinogenazu, zinek a
kyselou fosfatazu, pficemz ji v sobé skladuje aZ do
okamziku ejakulace.

Dalsi kapalina pro semennou plasmu pochazi
z Cowperovy Z4zy (glandulae bulbourethrales)
umisténé proximainé od membrandzniho Useku
uretry, do které se vyprazdiiuje. Jedna se
tuboalveolarni Zlazu produkujici hlen, ktery ma
lubrikacni funkci (Junnqueira et al., 1997).

-12-
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FUNKCNi ORGANIZACE VARLAT

Mezi zakladni funkce varlat patfi spermatogeneze
a steroidogeneze, odehravaji se ve dvou rtznych
kompartmentech varlat, které se od sebe Iisi
morfologicky i funk&né. Presto, Ze jsou anatomicky
oddéleny, ve své Cinnosti na sebe UGzce navazu;i.
Spermatogeneze se odehrava v tubularnim
kompartmentu — semenotvornych  kanalcich,
steroidogeneze pievazné v intersticiu mezi kanalky.
Oba tyto déje jsou fizeny jednak zvy$si etaze
hypothalamo-hypofyzami, jednak lokalnimi faktory
parakrinné a autokrinné (Pacik, publikace v tisku).

INTERSTICIUM

U C&lovéka predstavuje intersticium 12 — 15 %
celkového objemu varlat a zahrnuje endokrinni
funkci spodivajici v tvorbé steroidnich androgend.
Viastnimi endokrinnimi elementy jsou Leydigovy
buriky. Ve vétsiné pfipadl jsou zakulacené &
polygonalni, obsahuji centralné ulozené jadro a
eosinofilni cytoplazmu bohatou na malé tukové
kapénky obsahuijici cholesterol. Ten je substratem
pro enzymy $tépici postranni fetézce, které jsou
pfitomné v mitochondriich Leydigovych bunék.
Produktem této reakce je pregnenolon, ktery dale
prochazi fadou promé&n vrcholicich v syntézu
muZského pohlavniho hormonu testosteronu.
Syntéza je zprostfedkovana enzymy hladkého
endoplazmatického retikula.

-13-
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Cinnost i polet Leydigovych bunék zavisi na
hormonalnich podnétech. V prubéhu téhotenstvi
pfechazi z mateiské krve do plodu placentarni
gonadotropni hormon a stimuluje pocetné
intersticialni  bufky fetalniho varlete k produkci
androgenu (fetalni Leydigovy buniky). Tyto
intersticialni buriky zustavaji piné diferencovany az
do poloviny patého mésice téhotenstvi, poté
regreduji. Po zbytek téhotenstvi zustavaji vlastni
Leydigovy buriky v klidu a to az do prepubertalniho
obdobi, kdy znovu zaénou syntetizovat testosteron
jako odpoved na podnéty luteizaéniho hormonu
hypofyzy. Testosteron zajistuje pfimo nebo
nepifimo embryonalni diferenciaci vnéj$iho a
vnitfniho genitdlu muZzskym smérem, muZsky
sekundarni vyvoj vpuberté a uchovéani libida a
potence v dospélosti u muzu.

Krom& vlastnich  endokrinnich  elementq,
Leydigovych bunék, jsou ostatnimi souéastmi
vmezefene tkané elementy krevniho a lymfatického
obéhu, nervy, pojivo a bufiky imunitniho systému —
makrofagy a lymfocyty (Junnqueira et al., 1997).

TUBULARNI SLOZKA

Funkci tubularni sloZky je spermatogeneze, ktera
probiha vhlavni ¢&asti varlat -  vystelce
semenotvornych kanalkl. Do terminativniho epitelu
jsou vnofeny Sertoliho buriky, jez piedstavuji 35 —
40 % jeho objemu. Tvofi podplrnou strukturu ve
stavbé kanalkl a jejich Okolem je podporovat
spermatogenezi jak topograficky, tak metabolicky
(Pacik, publikace v tisku).

=14 -
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Sertoliho buriky jsou podlouhlé elementy tvaru
pyramidy, z ¢asti obklopuijici bufiky semenotvorné
linie &Cetnymi postrannimi vybézky. Jejich baze
pfisedaji k bazalni lamin&, zatimco jejich volné
apikalni konce ¢&asto vy€nivaji do lumen
semenotvornych kanalkia. Tyto burky obsahuji
hojné hladké endoplazmatické retikulum,
mitochondrie, lysozomy, drsné endoplazmatické
retikulum a dobie vyvinuty Golgiho komplex. Maji
protahlé jadro, které Casto nabyva trojuhelnikového
tvaru. Na urovni spermatogonii jsou pfilehajici
Sertoliho bunfky k sobé poutany pomoci tésnych
spojeni (tight junctions), které zprostfedkovavaji
jejich iontové a elektrické propojeni (Junnqueira et
al., 1997).

Funkéni i morfologickd diferenciace a zrani
zarodeénych bunék odehravajici se mezi Sertoliho
bunkami je koordinovana prostiednictvim fady
pusobkud jimi produkovanymi — steroidy, proteiny,
cytokiny, rustovymi faktory, opioidy, prostaglandiny
a modulatory bunéZného déleni. Objem varlat u
Clovéka je wvyrazn& ovlivnén poétem Sertoliho
bunék, ktery roste az do 15. roku véku. Jejich
proliferaéni aktivita je stimulovana androgeny a
folitropinem (FSH). Jakmile prvni zarodeéné buriky
podstoupi prvni meiotické déleni, déleni Sertoliho
bunék je ukonéeno.

Sertoliho buriky rozdéluji semenotvorny epitel na
dva hlavni prostory, bazalni a adluminalni prostor.
Spermatogonie lezici v bazalnim kompartmentu
maji volny pfistup klatkdm obsaZenym v krvi.
V prlib&hu spermatogeneze postupuje potomstvo
spermatogonii  timto systémem mezibuné&nych
kontaktl a ocita se v adluminalnim kompartmentu.

-15-
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V ném jsou pokrocilejsi stadia bunék
spermatogenni linie chranéna pfed produkty
pfinasenymi krvi bariérou krev-testis. Tato bariéra
je vytvarena pravé tésnym spojenim Sertoliho
bunék a prochazeji prfes ni androgeny, méné
progesteron a estrogeny, pfiemz zabrafiuje
piechodu krevnich bilkovin, cholesterolu nebo
kortikoidu  z intersticialniho prostoru do lumina
semenotvornych  kanalkid  (Pacik, publikace

v tisku ).

Hlavni funkce Sertoliho bunék jsou :

e mechanickd podpora, ochrana pfed
metabolity z krve nebo pred
imunologickym atakem, regulace vyZivy
vyvijejicich se spermii

o fagocytoza prebytku cytoplazmatickych
fragmentl spermatid pomoci lysozomi
Sertoliho bunék

e sekrece tekutiny do lumina
semenotvornych kanalkd, ktera odtéka
smérem k vyvodnim cestam pohlavnim a
je vyuZivana k transportu spermii

e produkce anti-millerianského hormonu
(glykoproteinu, ktery vyvolava
v embryonalnim vyvoji u muzskych ploda
regresi Millerovych vyvodi)

Mezi dalSi funkce Sertoliho bunék patfi jejich
schopnost konvertovat testosteron na estradiol,
vyluCovani vazebného proteinu pro androgeny a
vyluCovani inhibinu (pod kontrolou FSH a
testosteronu) a omezovani syntézy a uvolfiovani
FSH v adenohypofyze. Viechny tyto jejich funkce

-16 -
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jsou nezbytné pro zdarny prubéh spermatogeneze.
Sertoliho burfiky jsou neobyéejné odolné vidéi
nepfiznivym podminkam jako je infekce, malnutrice
nebo pronikava radiace.

Kromé Sertoliho bunék se v tabularni ¢asti vyskytuji
peritubularni bufky (myofibroblasty), které obsahuji
aktin a maji schopnost spontanni kontrakce. Jsou
prostupné pro androgeny a metabolické slozky nutné
pro vyvoj germinativniho epitelu.

Buriky  spermatogenni  vyvojové linie  jsou
seskupeny do 4 — 8 fad, které zaujimaji prostor mezi
bazalni laminou a prusvitem tubulu. Tyto buiiky se
nékolikrat opétovné déli a nakonec diferencuji ve

spermie v procesu spermatogeneze.

Vyvoj spermii, ktery je zakladni tubularni funkci, je
zahajovan délenim kmenovych bun&k a konéi
tvorbou zralych spermatozoi. Probiha
v semenotvornych kanalcich varlete, a to ve dvou po
sobé nasledujicich etapach — spermatocytogenezi a
spermiogenezi.

Pii spermatocyfogenezi spermatogonie (primitivni
zarode¢né bunky nasedajici na bazalni membranu
semenotvornych kanalku) pfi dosaZeni pohlavni
zralosti prochazeji fadou mitotickych déleni a nové
vzniklé elementy sleduji jednu ze dvou nasledujicih
cest :

e po jedne ¢i dvou mitézach mohou zUstat jako
nediferencované kmenové bunky —
spermatogonie typu A

¢ v prubéhu nasledujicich mitotickych cykli se

diferencuji na spermatogonie typu B schopné

dal$iho vyvoie
-17-
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Spermatogonie typu B se vyvijeji v zarodeéné

buiky s diploidni sadou chromozomu v jadfe
(spermatocyty prvniho fadu), které vstupuji do
midzy zahmujici dvé po sobé nasledujici déleni —
prvni a druhé zraci déleni (perioda zrani). Ke
zdvojeni DNA (4N DNA) dochazi kratce pied
zdvojenim midzy, tudiz kaZdy spermatocyt
obsahuje dvojnasobné mnoZstvi DNA (46
chromozdmu), pfitemz kaZdy chromozém je
tvofen dvéma chromatidami. Mezi nejvétsi bunky
spermatogenni linie patfi primarni spermatocyty,
zaujimaiji stfedni vrstvu semenotvornych kanalkd
a jejich jadra jsou charakteristickd piitomnosti
chromozomii  vrlznych fazich spiralizace.

Primarni spermatocyty vstupuji do prvni meiotické
profaze, bé&hem niz prochazi &tyfmi stadii —
leptogenni, zygoteni, pachytenni a diplotenni.
Tato profaze dospiva do stadia diakineze ustici
v separaci chromozomu. Cela profaze trva okolo
22dnu, poté burky vstupuji do metafaze a
v nasledujici anafazi postupuji chromozémy
k protiiehlym pélum.

Jako vysledek prvniho meiotického déleni déleni
vznikaji mensi  buiky, tzv. sekundarni
spermatocyty (presmermatidy), které obsahuji 23
jadernych  chromozomU zdvojenych ve 2
chromatidy (2N DNA). Tyto bufiky jsou uloZeny
v germinativnim epitelu ve 2 — 3 vrstvach a rychle
vstupuji do druhé faze meiotického déleni. Jejich
rozdélenim vznikaji spermatidy obsahujici 23
jednotlivych  chromozom(  tvofenych  jednou
chromatidou (1N DNA). Vysledkem celého
meiotického déleni jsou buriky s haploidnim
poctem chromozomu. (Pfi oplozeni pak splyvaji
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haploidni  spermie s haploidnim  oocytem
v diploidni burfiku — zygotu).

Dale spermatidy prochazeji slozitym vyvojem
zvanym spermiogeneze. Dochazi k diferenciaci
zahrnujici  tvorbu akrosomu, kondenzaci a
protaZzeni jadra, vyvoji biCiku a ztraté vétsiny
cytoplazmy. Vysledkem je spermie
(spermatozoon), kterd je nasledné uvolnéna do
lumen semenotvorného kanalku. Posledni faze
dozravani spermii se odehravaji v nadvarleti.
Formovani a zrani lidskych spermii timto
uspoiradanym procesem spermatogeneze
z primitivnich zarodeénych bunék trva asi 74 dni
(Junnqueira et al., 1997).

U potkana kmene Wistar trvd tento proces
pfiblizné 42 dni. Leblond et al. RozliSili 12 stupnu
spermiogeneze a 14 stadii semenotvorného
epitelu, pfiemZ se nékolik generaci vyviji
souasné — &im je buika zralejsi, tim se
vyskytuje blize klumen tubulu (Leblond et al.,
1952).

U potkana je semenotvorny epitel sloZen
zruzné vyzralych typl pohlavnich bunék, které
jsou uloZzeny nad sebou smérem od bazalni
membrany do lumen kanalki — spermatogonie,
spermatocyty 1. fadu, spermatocyty II. fadu ,
spermatidy a spermatozoa. Z nékterych typu
spermatogonii, z tzv. kmenovych bunék, vznikaji
proliferujici spermatogonie oznaované jako A, a
A1 typ. A typ se 4krat mitoticky déli a vznikaji A; —
A4 generace. Ztypu As vznikaji bud nové A,
spermatogonie jako neustale se obnovuijici zdroj
novych pohlavnich bunék, nebo se dale vyvijeji
do intermedialniho typu. Z intermediainihc typu

-19-
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vznika midézou B typ spermatogonii, ktery je
CetngjSi nez typ A a je kompletnéji obklopen
Sertoliho butikami (Johnson, 1970). Mitotickym
délenim spermatogonii typu B vznikaji primarni
spermatocyty, které se meioticky déli a pocet
jejich chromozému se redukuje na polovinu —
vznikaji sekundarni spermatocyty. Ty se rychle
déli a vznikaji populace haploidnich spermatid.
Nové vytvofené spermatidy se uz nedéli a
vV procesu spermiogeneze se z nich tvoii zralé
gamety — spermatozoa, uvoliujici se do lumen
kanalkd (Marsala, 1983).

K hodnoceni proliferaéni aktivity zarode¢nych
bunék v prubéhu spermatogeneze se pouzivalo
morfometrické hodnoceni histologickych Fezl
nebo hodnoceni poétu zarodec¢nych bunék po
jejich zni€eni ozafenim rentgenovym zarenim.
Metodou, ktera se stale vyuZiva, je audiograficka
detekce "°C-thymidinu nebo *H-thymidinu. Castsji
se v8ak pouziva imunohistochemicky prikaz
bromodeoxyuridinu (BrdU), ktery se zabudovava
v prub&hu S-faze bunéfného cyklu do DNA.
VsouCasné dobé se kexperimentalnimu
uréovani buné&cné proliferace pouziva zejména
detekce antigenl, které jsou selektivné
exprimovany v pribéhu rlznych fazi bunééného
cyklu. Jako markery proliferaéni aktivity bunék
jsou dnes vyuZivany napf. tyto proteiny — PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen), Ki-67, méné
Casto potom Gu/S cykliny nebo CENP-F
(Centromere protein F).

=20 -
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RIZENi TESTIKULARNI FUNKCE

Vedle spermiogeneze je nejvyznamnéj§im
procesem, ktery probiha ve tkani varlat tvorba
steroidnich androgennich hormonl. Androgeny
hraji klicovou roli v regulaci vyvoje kmenovych
bunék, pfitemz jsou tyto UCinky zprostredkovany
androgennimi receptory v semenotvornych
tubulech. Primarni uloha je pfipisovana Sertoliho
bufikam, ackoli existuji doklady o pfitomnosti
androgennich receptort i v populaci kmenovych
bunék (Winters, 1987). Androgenni receptory se
nachazeji také v peritubularich myoidnich
burikdch  kolem  semenotvornych  kanalku
(Suaréz-Quian et al., 1999).

Jako u vétSiny ostatnich Zivocichll je hlavnim
androgenem u ¢lovéka testosteron; kromé
testosteronu se do krve zvarlat dostavaji i
nékteré dalsi androgeny, zejmeéna
dehydroepiandrosteron. Podobné jako ostatni
steroidni hormony se testosteron vaze v krvi na
protein, ktery se nazyva steroidni hormony-
vazajici globulin (Steroid Hormon Binding
Globulin — SHBG nebo Testosteron Binding
Globuline - TeBG). Testosteron ma povahu
prohormonu, ktery je v tkanich metabolizovan 5-
a-reduktazou na mnohem U&inn&j$i metabolit —
dihydrotestosteron (5-o-DHT) (Travnicek et al.,
1978).

Testosteron, popf. dihydrotestosteron, vznikajici
v Sertoliho bunkach a v nékterych organech,

podporuje rust penisu, semenotvornych kanalk( a

Sourku. Testosteron i FSH jsou potiebné pro
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tvorbu a zrani spermii, podporuji sekre¢ni ¢innost

prostaty (snizenim viskozity ejakulatu) a
semennych vackd (pfimichanim fruktozy a
prostaglandin() a také podporuji sekrec¢ni ¢innost
mazovych a potnich 2iaz v oblasti podpazi a
genitalu. Testosteron zvySuje tloustku kuze,
pigmentaci skrota, stimuluje rlst hrtanu -
mutovani, ochlupeni stydké krajiny, podpazi,
hrudniku a voustd, jeho pfitomnost je odpovédna
za vypadavani vlast u muz(. Rovnéz podporuje
libido a agresivni chovani, snizuje koncentraci
HDL (high density lipoproteins) (Silbernagel et al.,
2001).  Vledvinach stimuluje renalni retenci
elektrolytt a tvorbu erytropoetinu, ktery je
hlavnim rastovym faktorem pro kmenové buiky
krvinek &ervené fady (Cihak, 1988). Podporou
rastu svall a kosti (tvorbou proteint), ristu kosti
do délky, jejich mineralizaci a uzavienim
epifyzarnich  &térbin  oviiviiuje  testosteron
télesnou vySku a stavbu, muzské pohlavni znaky
lebky a panve, vétsi robustnost kosti apod.
Gonadotropni hormony adenohypofyzy fidi
uvolfiovani testosteronu a &innost varlat. Plzni
sekrece  gonadoliberinu  (GnRH)  vyvolava
v pfednim laloku hypofyzy vydej folitropinu (FSH)
a lutropinu (LH), pficemz je tato sekrece
inhibovana prolaktinem. LH pak podporuje rist
Leydigovych intersticidlnich buné&k varlete a
sekreci testosteronu, coZ zpétnovazebné inhibuje
uvoliovani GnRH a LH. FSH podporuje
v Sertoliho burikach tvorbu inhibinu, ktery tlumi
uvolinovani FSH i proteinu vazajiciho androgen
(ABP).
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Snizend sekrece androgeni miZe byt

zapficinéna nedostatkem GnRH, ﬁapf. pii
posSkozeni hypotalamu (tumory, ozafovani,
geneticke defekty) & pfi fyzické a psychické
zatézi. Dalsi pfic¢innou muze byt inhibice pulzniho
uvoliiovani gonadotropinu prolaktinem a rovnéz
poskozeni  hypofyzy (tumory, hyperplazie,
traumata) nebo varlete (geneticky, celkova tézka
onemocnéni). Dale mohou u&inek androgent
oviiviiovat enzymatické defekty v hormonalni
syntéze nebo defekty receptoru pro testosteron.
Moznymi pfi¢inami nadbytku androgent muzZe
byt enzymaticky defekt v syntéze steroidnich
hormond, tumor produkujici testosteron nebo
iatrogenni  podavani. Nadmérna produkce
androgenl nebo uméla aplikace testosteronu
muZe mit za nasledek omezenou fertilitu u Muzi |
Zzen a maskulinizaci (virilizaci) Zenského
organismu.

Generativni porucha varlete v8ak mulze byt
omezena i bez znatelnych poruch produkce
pohlavnich hormond, napf. pii chybgjicim
sestupu varlete (kryptorchismus), pfi genetickych
defektech nebo poSkozeni varlete (zanéty,
ozarovani, poruchy prokrveni) (Silbernagl et al.,
2001).

Kromé& testosteronu jsou pro fizeni teétikulérni
funkce nezbytné nékteré lokaini  faktory
s parakrinnim,  autokrinnim a  intrakrinnim
pusobenim, jako napf. rustové faktory,
interleukiny a inhibin s aktivinem  (Pacik,
publikace v tisku).
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HEMATOTESTIKULARNI BARIERA

Morfologickym podkladem hematotestikularni
bariéry (blood-testis barier, BTB) je uspofadani
Sertoliho bunék. Tato bariéra se - funkéné
projevuje rozdilnym sloZzenim extracelularnich
tekutin na obou stranach — mezi krvi a lumen
semenotvornych kanalku variete. Prokazana byla
pozorovanim, Ze testikularni tekutina obsahuje
jen velice malo latek, které jsou pfitomné v krvi.
Za tuto bariéru je zodpovédny systém té&snych
spojeni, tight junctions, vytvofeny mezi. Sertoliho
bufikami. Spojeni jsou vytvofena blizkymi
membranami  protilehlych  Sertoliho  bunék,
ukazuji mista vymizeni intracelularnich prostor,
coz viditelné pfispiva k ucinnosti BTB (Johnson et
al., 1977).

Mezibuné&na spojeni ve varlatech jsou :

o tight junction ~ vytvafeji souvisly pas, a
tim obkruzuji obvod buriky, jsou vytvareny
prostiednictvim integrainich
membranovych proteind, jako je napf.
occludin nebo claudiny

e adherens junction — obkruZuje jako pas
jednotlivé  burky, pfispiva  kjejich
soudrZznosti a zajiStuje tak mechanické
spojeni téchto bunék

o dezmosom - struktura vytvoiena na
povrchu bufky, je pfifazena k podobné
struktufe bunky sousedni; jsou rozmistény
podeél postrannich membran vétsiny
epitelovych  bunék; zajistuji bodove,
obzvlasté pevné spojeni bunék
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+ gap junction — volne spojeni, vyskytujici

se prakticky kdekoli podél boé&nich
membran epitelovych bunék; toto spojeni
zajidtuje metabolické a elektrické propojeni
bunék, jejich kooperaci a pfedavani
informaci béhem vyvoje i béhem funkce
jednotlivych  organu;  jsou  tvofeny
integralnimi - membranovymi proteiny -

coonexiny.

Kromé cytoplazmatickych membran Sertoliho
bunék a tight junctions tvofi slozitou
morfologickou a funkéni jednotku endotolvé
buriky kapilar, véetné jejich bazalnich membran,
peritubularnich myoidnich bunék nachazejicich
se kolem semenotvornych kanalki a viastni
bazalni membrana kanalkd.

Takto funkéné propojené komplexy se u potkana
vyvijeji mezi 15. — 18. dnem po narozeni, tudiZ ve
stejny Cas, kdy se v semenotvornych kanaicich
objevuji spermatocyty. Diferencujici se spermie
by mohly byt organismem rozpoznany jako
cizorodé a provokovat imunitni odpovéd' vedouci
k jejich zni¢eni. BTB vylucuje jakykoli kontakt
mezi vyvijejici se spermii a imunitnim systémem,
zamezuje prostupu imunoglobulind do lumen
semenotvornych kanalk(. Navic bariéra chrani
zarodecné bunky pfed pusobenim toxickych latek
obsazenych v krvi (Junnqueira et al., 1997).

Tekutina obsaZzena vIlumen semenotvornych
kanalkl obsahuje malé mnoZstvi glukézy a
bilkovin, je bohatd na androgeny, estrogeny,
draslik, inositol a na kyselinu glutamovou a

asparagovou. Toto sloZeni se li§i od sloZeni

_25.
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krevni plazmy & lymfy a je zavislé na funkci

hematotestikularni bariéry (Ganong, 1997).

B
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VIMENTIN

Intermediarni filamenta jsou jednou z hlavnich
strukturalnich sloZek cytoskeletonu spolu
s aktiniovymi  mikrofilamenty a s mikrotubuly.
Cytoskeleton hraje duleZitou roli pfi kontrole a
regulaci mnoha bunécnych funkci zahrnujicich
kontrakci, migraci, proliferaci, syntézu proteinQ,
genovou expresi a apoptézu. V bunkach jsou
intermediarni filamenta relativné hojna, priemz se
v nich vyskytuji od jadra aZ po buné€nou membranu.
To naznaCuje, Ze intermediarni filamenta maji
duiezité  mechanické vlastnosti v poskytovani
strukturalni stability bunék a ve vysilani nebo
transdukci mechanickych signali na biologické
odpovédi (reakce) (Wang et al., 2002).

Intermediarni filamenta (IF)

Svoji tloustkou (10 - 12 nm) stoji IF mez
mikrofilamenty (7nm} a mikrotubuly (23 nm). IF se
nachazeji v cytoplazmé a také v jadfe (laminy — IF
typu V). Na rozdil od mikrofilament a mikrotubulll
jsou IF tvofena zriznych typQ vldken, ktera jsou
specificka pro dany typ bunék. Podle struktury se IF
déli do Sesti skupin : IF typu | a Il zahrnuji
cytokeratiny, kterych je znamo vice nez 20 typl.
Mezi IF typu lll jsou fazeny vimentin, desmin, GFAP
(glial fibrilal acidic protein) a peripherin. IF typu IV se
nachazeji v neuronech, jedna se o neurofilamentovy
protein a a-internexin. Dal§i nové popsana IF se
vétsinou oznaéuji jako IF typu VI — nestin, synemin,
paranemin a tanabin (Evans, 1998; Paramio et al.,
2002).
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Hlavni funkci IF je funkce strukturni. Podili se na
udrzovani tvaru bunék, rozmisténi nékterych
organel, na propojeni bunék ve tkanich a tvofi
zakladni zpevihovaci sit a organizaéni zaklad celého
nepodileji na pohybovych funkcich bunky, se
ukazuje, Ze i néktera IF jsou dynamickou strukturou,
podilejici se na transportnich funkcich uvniti' bufky,
interaguji s riznymi molekulami — kinazy, fosfatazy —
a maji tudiz také schopnost modulovat jejich funkce
(napf. vimentin ovliviiuje funkci fosfolipazy Ay)
(Helfand et al., 2004; Junnqueira et al., 1999;
Paramio et al., 2002).

Vimentin vytvaii filamenta, ktera jsou typicka pro
buiky mezenchymového pivodu (napf. fibroblasty,
chondroblasty, mikrofagy, endotelové burky, hladka
svalovina cév) a embryonalni nebo nediferencované
buiky. Molekulova hmotnost vimentinu je 56 — 58
kDa (Junnqueira et al., 1999). Je nezbytny pfi
vitalnich mechanickych a biologickych funkcich jako
jsou kontraktilita, migrace, rigidita bunék, vyztuha
bunék a proliferace.

Na zakladé dfivéjsich vyzkumi se védci domnivali,
Ze vimentin m& pouze minoritni roli pfi bunéénych
funkcich a jeho role byla spiSe kontroverzni. Objevilo
se nekolik dikazl, Ze vimentin neni nezbytn& nutny
pro nékteré bunétné funkce. Napi. kolaps
vimentinovych vlaken ve fibroblastech nezpusobil
Zadné zjevné zmény ve zménach tvaru bunék.
Bunélny rast a proliferace nejsou ovlivnény
nedostateCnosti vimentinovych siti. Na trovni celych
zvifat a tkani, se mysi s nedostatkem vimentinu
nevyznacuji ziejmymi rozdily ve vyvinu, mnoZeni a
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strukturalnimi  nebo  fyziologickymi  odliSnostmi
riznych tkani a organls (Wang et al., 2002).

Spousta soucasnych praci vak silné naznaduje, ze
vimentin je opravdu nezbytny pro mnoho Zzivotnich
funkci bunék. Je dokazano, Ze miroinjikovani peptidu
intermediarnich filament do kultury fibroblastd
zpusobi hiuboké zmény ve tvarech bunék,
mikrofilament a mikrotubuld. Porovnavaji-li  se
primarni fibroblasty odebrané z vimentin-deficitnich
mysich embryi s fibroblasty z normalnich mysich
embryi, zjisti se, Ze vimentin-deficitni burky se
vyznacuji Ubytkem motility, chemotaktické migrace a
opozdénym hojenim ran. Také bunééna proliferace
vimentin-deficitnich bunék je pomalejsi v dusledku
nazor, Zze mitéza neni u bunék s nedostatkem
vimentinu zménéna (Wang et al., 2002).

Struktura a motilita vimentinu v buiikach

Siroka $kala metod molekularni biologie poskytuje
pohled na mechanismy podilejici se na dynamickych
viastnostech vimentinu. Je-li vimentin mikroinjikovan
do bunék, rychle se formuji oddélené &astice, které
jsou pozdé&ji inkorporovany do sité endogenniho
vimentinu. To ukazuje, Ze se exogenni vimentin
muzZe inkorporovat do endogenniho vimentinu, co2
naznacuje, Ze jejich rovnovaha je regulovana
rovnovahou mezi podjednotkami vimentinu a
vimentinem polymerizovanym do vlaken. Vyména
podjednotek je nepolarni a vyskytuje se podél celé
délky polymerizovanych intermediarnich filament
(Helfand et al., 2004).

Studie provadéna na nehybnych bufkach
zpracovanych pro imunofluorescenci, v urditych
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¢asovych  intervalech  rozkladného  procesu,
nasledovaného trypsinizaci a rozmistovanim bunék,
odhaluje, Ze formace sité intermediarnich filament je
komplexni proces s mnoha dil€imi kroky. Kratce po
rozmisténi bunék zalina vimentin formovat
juxtanuklearni ,Cepicku” a poCetné ne-filamentové a
s membranou nevazané proteinové  agregaty
(.,CasteCky"), které se disperguji do celé cytoplazmy.
Béhem 1 - 2 hodin se pocet vimentinovych Castic
sniZzuje. Po 4 — 6 hodinach jsou vimentinové ¢astice
ziejmé pouze v nékterych perifernich &astech,
pravdépodobné vzhledem k hojnosti dlouhych fibril,
které jsou pfikladem mezifaze sité intermediarnich
filament v cytoplazmé&. Proto mohou byt tyto ¢astice
povazovany za prekurzory shromazdovani dlouhych
intermediarnich filament. Vysledek tohoto
experimentu naznaduje, Ze nejméné 2 morfologicky
zietelne strukturalni formy (Eastice vimentinu a
dlouha intermediarni filamenta) se shromazduji ve
vysoce regulovaném procesu, aby formovaly
rozsahlou cytoskeletarni sit (Helfand et al., 2004).
Strukturalni usporadani vimentinovych
intermediarnich filament v bufikach naznaéuje, Ze
snesou stres vyvolany tahem. Fyzikalni interakce
bufika-buiika se dramaticky sniZuji u vimentin-
deficitnich bunék na rozdil od bun&k bez deficitu
vimentinu. Z toho plyne, Ze vimentin je ddleZity pro
udrZovani mechanickych interakci mezi bukami,
pravdépodobn& pfenosem nékterych kontraktilnich
sil generovanych burikami. Tyto vysledky ukazuji, e
vimentinova intermediarni filamenta jsou potfebna

pro mechanickou silu bunétného cytoskeletonu a

pro ochranu bunééné strukturaini integrity (Helfand
et al., 2004).
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Intermediarni  filamenta v dospélych Sertoliho
bunkach jsou vimentinového typu (Franke et al,
1979). Vimentin se vyskytuje vbazalni a
perinukiearni oblasti Sertoliho bunék a vyzaiuje
do apikalni cytoplazmy, kde se spojuie se
specializovanymi membranovymi strukturami — néco
jako dezmosomy — mezi Sertoliho burfkami a
sousednimi zarodeénymi burikami. Zda se, ze
vimentinova filamenta hraji roli pfi zakotveni
zarodeénych bunék v semenotvorném epitelu
(Amlani and Vogl, 1988). Distribuce vimentinu
v Sertoliho  burtkach je zavisla na fazi
spermatogenniho cyklu, a vypada to, Zze souvisi
s mistem prodluzovani hlavicek spermatid (Amlani
and Vogl, 1988; Hall et al., 1991; Allard et al., 1993:
Zhu et al.,, 1997).
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KRYPTORCHISMU

Kryptorchismus (rete testis) je vyvojové podminéna
porucha sestupu varlete z retroperitonealniho
prostoru cestou kanalu tiisleného do Sourku. Varle
muZe byt zadrzeno v retroperitoneu, tiiselném
kanalu nebo pfed nim. Cast&ji je retinovano jen
jedno varle, ale mohou byt retinovana obé. Odhaduje
se, 26 1 — 7 % muzl ma nesestouplé varle.
Nesestoupi-li varle do Sourku do konce prvniho roku
Zivota ditéte, pozdéji uz nesestoupi (Stork et al,
1981).

Sestup varlete do Sourku v pribéhu nitrodélozniho
vyvoje plodu je dé&j nékolika stupriovy, na kterém se
podileji : nékteré anatomické struktury
(gubernaculum,...), mechanické vlivy (tlak v dutiné
biiSni) a podiéha také latkové regulaci (INSL-3 —
insulin like peptide hormone, peptid tvofeny fetalnimi
Leydigovymi  buftkami, ktery stimuluje  rust
gubernakula; dale androgeny, AMH — anti -
Miilleriansky hormon, CGRP - calcitonin gene-
related peptide) (Klonisch et al., 2004).

Jednim Z hlavnich etiologickych faktoru
kryptorchismu je pfechodny hypogonadotropni stav
vdobé sestupu varlat, kdy ma funkci matefského
hCG piebirat LH. Vzacné dochazi k ektopickému
kryptorchismu. V85 % se jednd o jednostranny
kryptorchismus postihujici asi 3 % donogenych
novorozenych chlapcli, u nedonosenych je
prevalence kolem 30 % (Hadziselimovic, 2002;
Leissner et al., 1999).

Hormonaini terapie gonadotropiny (GhRH  nebo
hCG - pokud se po é&tyitydenni 1éébé GnRH ve
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formé nasalniho spreje nedostavi efekt — asi v 50 %,
je nutno navazat bezprostfedné terapii pomoci hCG,
ktery ma vyrazny aditivni efekt, jeho nevyhodou viak
je Dbiologicky charakter preparatu a nutnost
bolestivého intramuskularniho podani — s uspésnosti
kolem 70 %) je indikovana tehdy, jsou-i pfitomny i
jiné znamky endokrinni poruchy, anebo jako pokus o
ovlivnéni — vuatlém détstvi pfi  oboustranném
kryptorchismu.

V operaéni 16¢bé byla navrZzena cela fada ruznych,
leckdy velmi sloZitych zpusobU oréhidopexe.
Predpokladem uspéchu takové operace je uvolnéni
spermatického provazce v dostateéném rozsahu a
délce tak, aby varle bylo mozné piesunout bez tahu
do skrota. Orchidopexe by méla byt provedena
nejdéle do véku péti let. Biopsie retinovanych varlat
totiz prokazaly, Ze pozdéji provedena orchidopexe
nezabrani poruse spermiogeneze. Kryptorchické
varle je tfeba operovat i v pozdéjS§im dospéiém véku,
nebot je prokazano, Zze riziko vzniku nadoru
v retinovaném varleti je 30krat veétsi nez ve varleti
ulozeném v Sourku. Proto kryptorchismu rozpoznany
aZz v dospélosti muZze byt i indikaci k orchidektomii
(Stork et al., 1981).

Produkce testosteronu v dobé& dospivani u chlapcu
s jednostrannou poruchou sestupu varlat nebo
poruchou oboustrannou se zagina rozvijet jako u
pfimeéien& vyvinutych jedincl, avsak jiz od 13 let
vySe jsou hodnoty muzského pohlavniho hormonu
vkrvi vyrazné ni28i nez u dobie plodnych a
potentnich muzi. V ejakulatech muzd, ktefi byli
legeni pro oboustrannou poruchu sestupu varlat, se
nejCastéji setkavame s nalezem azospermie nebo
tézké oligospermie. Také u jednostrannych
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kryptorchik( asi v poloviné pfipadu je spermiogenni
funkce i vsestouplém varleti nedokonala.
Heterosexualni vyvoj je u kryptorchiki oproti dobfe
plodnym a potentnim muZum jen nevyrazné
opozdénéjSi. Pfi rozboru pohiavni aktivity muzu
s uvedenou vyvojovou poruchou se viak ukazalo, ze
u nich dochazi k mirmému opoZdéni prvniho vyronu
semene a frekvence poluci je v dobé dospivani
niz§i. V dospélém véku u kryptorchiki je méné
projevl vysoké sexuaini aktivity, napf. opakovani
koitu tyZz den, a dfive se u nich dostavuji obdobi
dlesich sexualnich abstinenci (Stork et al., 1981).

Pokud neni kryptorchismus lééen, objevuji se :

o degenerace zarodecnych bunék jiz 6 — 12
mésicu po narozeni

o morfologické zmény na Urovni elektronové
mikroskopie v 1 — 2 letech

 morfologické zmény na Urovni svételné
mikroskopie ve 3 - 4 letech

¢ Kklinicky manifestovana atrofie varlete v5 - 7
letech.

Velmi zavaznou komplikaci kryptorchismu je nador,
nejCastéji seminom a maligni teratom, a infertilita (v
kryptorchickém varleti je zpomalena a? zastavena
maturace gonocyti ve spermatogonie typu A,
gonocyty po &ase degeneruji) (Huff et al., 1993;
Leissner et al., 1999).

Je-li  kryptorchismus operativné navozen u
experimentalnich zvifat, dochazi vijeho dlsledku
k rychlé degeneraci zarodeénych bunék a infertilité.
Ztohoto dlvodu je pouzivan jako model pro

sledovani mechanismi vedoucich k poskozeni

spermatogeneze. Poskozeni zarodeéného epitelu
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kryptorchického varlete je zapfic¢inéno vlivem wvyssi
teploty v biisni dutiné. Mechanismy vedouci k tomuto
poskozeni nejsou jeSté dosud zcela vysvétleny,
pfesto, Ze z nékolika praci, které byly publikovany za
poslednich 10 let vyplyva, Ze jejich vysledkem je
apoptoza zarodeénych bunék (Bargawi et al., 2004,
Heiskanen et al., 1996; Henriksen et al., 1995; |keda
et al., 1999; Kumagai et al., 2002).

Pusobenim zvy3ené teploty na varle dochazi k fadé
morfologickych a  funkénich  zmén  nejen
v zarodeéném kanalu a intersticialni tkani varlete, ale
také ksystémovym zménam hladin nékterych
hormonu. Je-li my$ vexperimentu postizena
oboustrannym kryptorchismem, stoupa u ni sérova
hladina FSH, pficemz sérové hladiny LH a
testosteronu  zustavaji nezménény. V pfipadé
jednostranného kryptorchismu myS8i dochazi také
pouze ke zvySeni FSH a jeho hladiny dosahuji po 28
dnech stejné Urovné jako u hemikastrovanych
jedinct  (Mendis-Handagama et al., 1990). U
jednostranné kryptorchickych potkani dochazi po 28
dnech ke zvy3eni sérovych hladin FSH a k mirnému
poklesu hladiny testosteronu vséru (na rozdil od
mysi) (Aumuller et al, 1980). Dalsi zménou je
zvySeni exprese mRNA receptort pro LH i FSH a
pokles androgennich receptord (Winters, 1987).

Sertoliho bufiky ve varleti jevi znamky regrese,
dochazi také k vymizeni endoplazmatického retikula
aktinovych vidken v okoli membrany. Kryptorchismus
trvajici 7dni vede k poSkozeni struktury aktiniovych
vlaken nejen v  Sertoliho bunkach, ale také
v peritubularnich myoidnich burikach (Maekawa et

al., 1995). Dochazi také ke zménam v uspofadani
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intermediarnich filament v Sertoliho bufkach -
vimentin (Wang et al., 2002b).

Exprese nebo funkce mnoha  signalnich,
transportnich, receptorovych a dalSich proteind,
enzym0l apod. se v kryptorchickém varleti zvySuje i
sniZuje, napf.

e snizuje se koncentrace ABP (androgen
binding protein) v abdominainim varleti, coz
svéddi o poskozeni Sertoliho bunék

¢ klesa aktivita DNA polymerazy p a y, pfiéemz2
se nemeéni aktiviia DNA polymerazy a

topoizomerazy I

¢ klesa aktivita cholesterylester hydrolazy (jiz po
24 hodinach po navozeni kryptorchismuy)

e kiesa exprese fosfodiesterazy 4 a
glukézového  transportéru  GLUT-3  pii
soucasném zvyseni exprese GLUT-2

¢ klesa hladina HSP-70 (heat shock protein)

e zvySuje se peroxidace lipidi a produkce
volnych kyslikovych radikald, atd.

Otazka ovlivhéni spermatogeneze
v kontralateralnim skrotalnim varieti kryptorchismem
je stale diskutovana a dosud nebyl npalezen
jednoznacny zavér (Lee and Coughlin, 2001; Wang
et al., 2002b; Watts et al., 2000).

APOPTOZA

Apoptoza je jednou zforem bunééné smrti. Pod
pojmem bunéna smrt se rozumi ireverzibilni ztrata
vitalnich buné&énych funkci. Zjednodusené ji mizeme

délit na nekrézu ( z feckého ,nekrosis” — mrtvost ) a
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apoptozu ( z feckého ,apo” — od, pry¢, z + ,ptosis” —
pad ). Nekréza vznika jako vysledek patologickych
d&jil a je pro ni charakteristicka ztrata integrity
plazmatické membrany, rozvrat membranoveho
elektrochemického gradientu a unik intracelularniho
obsahu. Apoptéza je formou bunééné smrti, diky
které jsou zorganismu odstradovany znicené,
poskozené nebo nechténé burky bez poskozeni
celularniho mikroprostfedi. Morfologicky je apoptoza
popisovana smrsténim burky, ztratou kontaktu se
sousednimi bufikami, kondenzaci chromatinu a jeho
marginaci ( nahusténi na okraji jadra ), fragmentaci
DNA. V pozdéjdich stadiich dochazi ktvorbé
apoptotickych télisek ( ve fragmentech jsou
obsaZzeny celé organely, popi také Casti
kondenzovaného a rozpadlého jaderného materialu
). Tato té&liska jsou rychle fagocytovana. Apoptdza
jedné bunky je proces, ktery trva 2 az 4 hodiny.
Regulace apoptdzy je sloZity proces a zahrnuje
mnoho rlznych proteinl, které jsou lokalizované
v bun&éné membrané, cytosolu, endoplazmatickém
retikulu, mitochondriich a jadfe. Vykonnymi proteiny
jsou kaspazy (cystein-aspartyl proteasy), které jsou
dvojiho druhu — efektorové a iniciatorové. Efektoroveé
kaspazy (napf. kaspazy 3, 6 a 7) jsou zodpovédné
za rozklad bunéénych souéasti a iniciatorové
kaspazy (napi. kaspazy 2, 8, 9 a 10) za aktivaci
efektorovych kaspaz (Thornberry et al., 1998).
Kaspazy jsou produkovany jako inaktivni proenzymy
zname jako prokaspazy. Aktivace kaspaz miZe byt
vyvolana dvéma ruznymi mechanismy, a to tzv.
mitochondrialni (neboli vnitini) cestou nebo death
receptorem zprostiedkovanou (neboli vnéji) cestou.

Komunikace mezi ob&ma cestami je rozsahla,
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pficemZ kazda znich je reprezentovana ruznymi
iniciatorovymi kaspazami, obé cesty se vdak sbihaji
na urovni aktivace efektorové kaspazy 3 (Saldago et
al., 2002).

MITOCHONDRIALNI (VNITRNI) CESTA

Mitochondridlni cesta je spusténa uvolnénim
proapoptotickych protein z vnitiniho
mezimembranového mitochondridlniho  prostoru.
Z mitochondrie se uvolni cytochrom ¢ a za
pfitomnosti dal$iho faktoru AP-1, prokaspazy 9 a
ATP se vytvaii apoptozom aktivujici kaspazu 9, ktera

dale $té&pi efektorovou kaspazu 3. Uvolhovani
proapoptotickych faktorli je kontrolovano proteiny
Bcl-2 skupiny. Do této skupiny patii proteiny
| proapoptotické (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL), schopné

apoptozu vyvolat, ale také antiapoptotické (Bax, Bac,
| Bid, Bik, Bcl-IS), apoptozu inhibujici. Inhibice &i
| aktivace zavisi na vzajemné rovnovaze mezi nimi
(Keleklar and Thompson, 1998).

| DEATH RECEPTOROVA (VNEJSIi) CESTA

Death receptorova cest =zahrnuje tzv. death
receptory a jejich ligandy. Death receptory jsou
bunééne povrchové receptory, které jsou schopné
aktivovat kaspazovou kaskadu béhem nékolika
sekund po navazani ligandu.

Death receptory patfi do rodiny TNF (tumor
nekrotizujici faktor) gent. Ovliviwji proliferaci,
diferenciaci a apoptdézu bunék. Bylo identifikovano
asi 30 ruznych TNF receptori a 19 ligandu.
Nejznamé&jsimi death receptory jsou Fas, TNFR 1 a
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TNF-pfibuzny apoptézu indukujici ligand (TRAIL)
receptory DR4 a DR5. Charakteristické pro tyto
receptory je piitomnost tzv. death domény (DD)
uvnitf  bufiky, kterd umoziiuje napojeni dalSich
signalizaénich proteind (Gaur and Aggarwal, 2003).

TNF-a svij Gginek uplatiuje spojenim s TNFRT,
pfitomnym v mnoha typech bunék, a TNRF2, ktery
se nachazi pfevazné v leukocytech a endotelialnich
bufikach. Pfi spusténi apoptézy dochazi po spojeni
ligandu a TNFR1 k interakci s adaptorovymi proteiny
TRADD (TNF-receptor associated death domain) a
FADD a aktivaci kaspazy 8. Oproti tomu, TNF-a
muze figurovat také jako antiapoptoticky faktor(Wang
et al., 2003).

Asociace Fas ligandu s Fas receptorem vede
k napojeni adaptorového proteinu FADD a néasledné
prokaspazy 8, ktera je timto aktivovana a muze
aktivovat efektorové kaspazy.

TRAIL spojenim se svymi receptory DR4 a DR5
navozuje apoptézu v mnoha bufikach. Dosud vSak
nebyly idetinfikovany adaptorové molekuly (jako
TRADD, FADD). | zde byly nalezeny mechanismy,
které brani apoptoze (Gaur and Aggarwal, 2003).

B&hem spermatogeneze je apoptdéza povazovana

za béZny jev, diky ni dochazi k redukovani produkce
spermii. Diky apoptéze je odstranéna vice nez
polovina spermii. Apoptoticky zanikaji zejména
spermatocyty, pfileZitostné také spermatogonie.
Takto zanikajici buriky jsou rychle fagocytovany
Sertolihc bufikami, proto je obtizné je zachytit
pomoci histochemickych metod (Savill and Fadok,
2000).
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Experimentalné bylo prokazano, Ze se s ¢asem
signifikantné zvySuje pocet apoptotickych buné&k
v semenotvornych kanalcich v porovnani s kontrolou
a kontralaterainim  skrotalnim  varletem (u
jednostranného  kryptorchismu). ZvySeny pocet
apoptotickych  bun&k proti  kontrole jemozné
pozorovat nejen v kryptorchickém varleti, ale i
v kontralateralnim skrotalnim varleti (Wang et al,,
1998).

Na rozsahlé apoptdze v kryptorchickém varleti se
pravdépodobné podili vice mechanismdi, pficemz jeji

pfi¢ina neni zcela objasnéna.

ol
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BUSULFAN

Synonyma : Busulphan, Busulphanum, Myelosan,
BSF.

Busulfan je bifunkéni alkylaéni cinidlo, latka
s cytostatickym GCinkem, ktera byla syntetizovana na
zakladé zjisténi, Zze dichloridethylsulfid (yperit) vede
k atrofii lymfoidni tkané& a kostni dfené (Hynie et al.,
1984). Po strance chemické se jedna o diester
kyseliny methansulfonové s dvojsytnym alkoholem,
1,4 — dihydroxybutanem (Melichar et al., 1987), tudiz
o 1,4 - butandiol dimethansulfonat (Hartl et al.,
1992). V klinicke praxi se pouziva od roku 1959.

Mechanismus Géinku

Busulfan je chemicky labilni slouenina, po jejiz
systémové absorpci se rychle tvofi radikaly —
karboniové ionty. Navazanim methylové skupiny
tohoto radikdlu na DNA dochazi k interferenci
s replikaci DNA i s transkripci RNA.Tim dochazi ke
zlomum vjejich struktufe a inhibici procesl
bunécného déleni, coZ je pozadovany terapeuticky
ucinek na maligni tumory.

Protinadorova aktivita busulfanu neni specificka na
faze bunééného cyklu, jeho postavent je vyjimecné
diky ucinku i na bunky klidové (v Gg-fazi bunééného
cyklu). To vysvétluje jeho vysokou hematologickou
toxicitu — ni¢i pluripotentni hemopoetické buiiky,
které jsou z 90 % v klidové fazi (AISLP, 2004).

Fyzikalni viastnosti

sl
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Busulfan neni dobie rozpustny ve vodé, ztohoto
divodu je tfeba ho nejprve rozpustit v nepolarnim
prostfedi — napf. ve smési dimethylacetamidu a
polyethylenglykolu nebo v dimethylsulfoxidu, a pote
aplikovat ve vodném roztoku. Zkoumana je také
moznost pfipravy busulfanu ve formé liposomalnich

Lkapsli“ v intravenoézni formé.
Farmakokinetické viastnosti

Davky busulfanu od 2 do 6 mg se podle
provadénych farmakokinetickych studii velmi dofe
vstfebavaji a kineticka data mohou byt pfizplusobena
absorpci podle 0. fadu jednokompartmentového
modelu, prumémy eliminaéni poloéas latky je 2, 57
hod, u malych déti do 5 let véku je niZsi — pfiblizné 2
hod (Hassan et al., 1991). Po peroralnim podani
busulfanu dochazi v travicim ustroji rychle k
hydrolyze, kresorpci a kokamzitemu wvytvoreni
karboniového iontu, ktery zpUsobuje alkylaci. Po i.v.
aplikaci byly nejvy88i 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). Reverzibilni vazba
busulfanu na plazmatické bilkoviny se pohybuje
v rozmezi hodnot do 55 % (ireverzibilné vazba kolem
32 %), ireverzibilni vazba na krevni elementy je 47
%. Rozsahle je  metabolizovan v jatrech
prostfednictvim glutathionové drahy na nejméné 12
metabolitl. Z organismu je vyluSovan modéi, pouze 1
~ 2 % v nezménéné formé.

Farmakokinetické parametry busulfanu byly také
sledovany u pacientll s vysokodavkovou terapii —
1mg / kg podavany peroralné kaZzdych 6 hodin po
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dobu 4 dnd. Byla zjisténa stfedni hodnota
eliminaéniho polocasu, a to 2,3 hod po posledni
davce (po prvni davce byl elimina¢ni polocas
busulfanu 3,4 hod). Mocéové metabolity busulfanu
byly u téchto pacientu identifikovany jako
3-hydroxysulpholan,  tetrahydrothiofen-1-oxid a
sulpholan, pfi¢éemz aktivita téchto sloucenin po
klinické strance zustava nejasna. Bylo zjisténo, Ze
busulfan ve vysokych davkach prochazi placentou a
prostupuje do cerebrospinalni tekutiny
v koncentracich srovnatelnych s plazmatickymi.

Ve farmakokinetickych vlastnostech busulfanu je
mozné pozorovat velké inter — i intraindividualni
rozdily. Podobné je miZeme pozorovat u pacientu
s pfidruzenymi nemocemi, u jednotlivych interakci
busulfanu s dal§imi iéky (napf. fenytoin zrychluje
jeho farmakokinetiku, itrakonazol a metoklopramid
jeho farmakokinetiku zpomaluji) a také v zavislosti na
cirkadialnim rytmu (Hassan et al., 2001).

Indikace a klinické vyuziti

Busulfan nema svyjimkou deprese myeloidni
slozky prakticky zadné farmakologické ulinky (u
chronické myeloidni leukémie byl dlouho lékem
volby). Jiz nizké davky vedou k depresi granulocytl
a trombocytopenii, vysoké davky mohou zpUsobovat
pancytopenii. Lymfoidni tkdn a epitele traviciho
traktu nejsou pfili$ ovlivnény (Hynie et al., 1984).
Busulfan je pouzivan k dlouhodobé regulaci poétu
leukocytu, proto je vhodny klétbé& chronické
myeloidni (granulocytické) leukémie, polycythemia
rubra vera, primarni trombocytémie, Non-Hodgkinova

lymfomu a je Easto pouzivanou soudéasti pfipravného

-43 -




I Teoreticka édst

rezimu pfed transplantaci (Kalous et al., 2001). P¥i

indukéni 1é¢bé se pouziva davka 4 — 8 mg denne,
k udrZovaci lécébé stati 2 mg denné nebo obden.
Dnes je v téchto indikacich pouzivan omezené. Pred
transplantaci kostni dfené se pouZivaji vysoké davky
busulfanu a to 14 — 16 mg/kg peroralné (3,5 az
mg/kg/den , 4 po sobé nasledujici dny), v kombinaci
s dalSimi cytostatiky (cyklofosfamidem, amsakrinem).

NeZadouci u€inky busulfanu

Deprese kostni diené, zvlasté trombocytopenie, se
klinicky manifestuje jako horecka, bolesti v krku,
lokalni hemoragie & anémie a miZe vyustit
v pancytopenii. Proto je pfi |é¢bé nutné pravidelna
kontrola krevniho obrazu, zejména poétu leukocytl.

Obvykle po nékolika letech se ve 3 % vyskytla
difdzni intersticialni plicni fibréza spolu s progresivni
dyspnoi, horeckou, §Selesty a pretrvavajicim
neproduktivnim kaslem. Toto poskozeni muze
komplikovat superinfekce &i kalcifikace. Pfi zjisténi
plicni toxicity je progndza i pfes ukonéeni lécby
busuifanem $patna.

Zvlasté u pacientl s tmavou pleti se v5 — 10 %
vyskytla hyperpigmentace, kterd byla nejvyraznégjsi
v oblastech krku, loktd, kolen, bradavek, na bfise a
dlafiovych ryhach ruky. V nékterych pfipadech se po
deldi terapii busulfanem vyskytuje hyperpigmentace
jako soudast klinického syndromu pfipominajiciho
Addisonovu chorobu, pfiéemz po vysazeni je moZné,
Ze pfiznaky ustoupi. Z kozZnich reakci se velmi
vzacné vyskytuje kopfivka, erythema multiforme,
erythema nodosum, alopecie, vyrazka
~alopurinového typu“ a nadmérna suchost kize
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s Uplnou anhydrézou, vysusenim sliznice dutiny Ustni
a cheildzou.

Nevyznamné jsou hepatotoxické Gcinky pfi béZnych
davkach bususfanu. Ojedinéle se objevily zpravy o
cholestatické Zloutence a abnormalni funkci jater.
Byly-li klé¢bé pouzivany vysoké davky, byla
zaznamenana hyperbilirubinémie, Zloutenka,
hepatalni venookluzivni onemocnéni a
centrilobularmi sinusoidni fibréza s hepatocelularni
atrofii a nekrézou (AISPL, 2004).

Busulfan je schopny indukovat zménu &olky Ci
kataraktu u potkand, vzacné i u CElovéka. Po
transplantaci kostni diené, které pfedchazela |écba
vysokymi davkami busulfanem, bylo popsano
ztenéeni rohovky.

Ojedingéle byly pfi podavani béznych davek
popsany neZadouci G¢inky na gastrointestinalni trakt,
jako je nauzea, zvraceni, prijem, Ubytek hmotnosti,
anorexie a slabost. Nékdy je mozné je odstranit
podavanim délenych davek.

Pfi podavani vysokych davek busulfanu dospélym
pacientum byly pozorovany kiece. Potencialni vyskyt
kie¢i po terapii busulfanem je mozné oCekavat
zejména u pacientt s piedchazejicimi projevy ¢i
urazy hiavy.

Rychla destrukce granulocyti miZe na podatku
chemoterapie zplsobit hyperurikémii. Nebezpedi
nasledné vzniklé nefropatie Ize minimalizovat
zvySenou hydrataci, alkalizaci moémoéi u
hospitalizovanych pacientd a profylakiickym podanim
alopurinolu nebo jinych inhibitort xanthinoxidasy.

U malého poctu pacientl s thalasémii léCenych
vysokymi davkami busulfanu byla popsana srdeéni
tamponada. Vzacné je  zmifovana @ také
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gynekomastie, myasthenia gratis a hemoragicka
cystitida (AISLP, 2004).

Mutagenita

Mutagenita busulfanu byla popsana v ridznych
experimentalnich testech, a to véetné testu
s bakteriemi (Ameslv test), drozofilou i tkadovymi
kulturami  bunék mysiho lymfomu. U hlodavci
prokazaly cytogenetické studie po podavani
busulfanu zvy3enou incidenci chromozomalnich
aberaci v zarodeCnych i somatickych bunikach. Take
v burikach , které byly odebrany pacientim lé¢enych
busulfanem, byly pozorovany rizné chromozomalni

aberace.

Kancerogenita

Busulfan byl na zakladé kratkodobych studii IARC
(Intenational Agency for Research on Cancer)
oznaten za potencialiné karcinogenni. Svétova
zdravotnicka organizace WHO dospéla k nazoru, Ze
existuje kauzalni vztah mezi podavanim busulfanu a
vznikem zhoubného nadoru.

Dale byla u pacientl [é€enych busulfanem popsana
fada histologickych a cytologickych zmeén, véetné
Castych dysplazii postihujicich epitel déloZniho ipku
nebo bronchl. Nékteré ztéchto zmén pfipominaly
prekancerézni léze. Nejvice zprav se tyka
dlouhodobé lécby, avSak prechodné abnormality byly
popsany i po kratkodobé lécbé vysokymi davkami.
Objevuje se stale vice dikazu o tom, Ze busulfan,
stejné jako ostatnl alkylujici latky, iniciuje
leukemickou proliferaci (AISLP, 2004).
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Teratogenita

Teratogenita busulfanu byla prokazana ve studiich
na zvifatech, potencialné teratogenni je busulfan i u
lidi. Popsano bylo i nékolik pfipadl vrozenych
abnormalit, pficemz podminkou jejich vzniku
nemuselo byt pouziti busulfanu (AISLP, 2004).

V1. trimestru téhotenstvi mlize mit podavani
busulfanu za nasledek smrt plodu nebo vrozené
malformace, ve 2. a 3. trimestru muZe vést k poruse
nitrodéloZniho rustu nebo poskozeni gonad plodu. U
gravidnich potkand zplsobuje busulfan sterilitu kvili
nepfitomnosti zarodeénych bunék ve varlatech a
vajeCnicich u saméich i samiCich potomku. Tato
vrozena aplazie zarodeénych bunék &i sterilita viak
nebyla prokazana u lidi.

Existuje ale i mnoho pfipadli narozeni zjevné
zdravych déti pfesto, Ze byly in utero vystaveny
ucinkum busulfanu, a to dokonce i v prib&hu prvniho
trimestru (AISLP, 2004).

Reprotoxicita

U experimentalnich zvifat busulfan interferuje se
spermatogenezi a existuji klinické zpravy o sterilitg,
azospermii a testikularni atrofii u muZskych pacientt.
U pacientek pfed menopauzou se bé&zné vyskytuje
suprese funkce vaje¢nikli a amenorea se symptomy
menopauzy. Dale mize busulfan zpusobit opoZdény
nastup puberty nebo sniZzenou funkci gonad (AiISLP,
2004).

Busulfan je povaZovan za teratogenni, mutagenni a

kancerogenni latku, coZ je hlavnim diivodem odklonu
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od jeho pouzivani pfi 1&Ebé& chronické myeloidni
leukemie (AISLP, 2004).

U experimentalnich zvifat brani aplikovany busulfan
spermatogenezi. Jeho toxické pusobeni je
pfednostni na spermatogonie, a to vice na kmenové
nez diferencované. V zachovalych kmenovych
spermatogoniich nebyly sledovany letalni mutace ani
chromosomaini aberace, pfesto jesté po 44 tydnech
od aplikace busulfanu se objevovaly abnormality
v morfologii hlav spermii. Davka busulfanu nad 30
mg/kg ma za nasledek azospermii a sterilitu (Bucci a
Meistrich, 1987). Zavislost davky busulfanu na
spermatogenezi byl pozorovan u mysi. Po jedné
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 % zarode&nych
kanalkt (Kanastu-Shinohara et al., 2003).

Jiang (1998) experimentalné zkousel plsobeni
busulfanu na spermatogenezi u potkant kmene Long
Evans, kterym byly aplikovany intraperitonealné 2
davky busulfanu (10 mg/kg)v rozmezi 21 dnd. Po 2.
davce (20. den) doslo ve varlatech ke ztratd vétsiny
zarode¢nych bunék. Zachovano zlstalo pouze
nekolik  jednotlivych  spermatogonii v bazalnim
kompartmentu semenotvorného kanalu. Symetricky
a asymetricky délici se spermatogonie A a
diferencujict se spermatogonie B byly pozorovany
48. den. Vnékterych kanalcich se objevily jiz
plereptotenni a pachytenni spermatocyty, Sertoliho
buriky byly stale silné vakualizované. K obnoveni
spermatogeneze ve vétSiné kanalki doslo az 74.
den. Pfitomny byly diferencujici se spermatidy, pfi
bazalni membran& bylo vice spermatogonii B
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Sertoliho buiiky obsahovaly mnohem méné vakuol.

96. den nabylo znovu normalni funkce 80 % kanalkd,
ve zbytku zustaly pouze Sertoliho buriky (Jiang,
1998).

Aich a Manna (2001) testovali vliv jedné davky
busulfanu (10 mg/kg) podavané peroralné na
samcich potkana kmene Indian house rat — Rattus
Raptus. Busulufan byl podavan v &asovych
intervalech 10, 40, 70 a 100 dni od aplikace
cytostatika. Po 40 dnech byly vsemenotvornych
kanalcich pfitomny pouze pouze spermatogonie,
Sertoliho burfiky a zygotenni spermatocyty.
Vintervalu 70 dni byly pozorovany pouze
spermatogonie a zygotenni spermatocyty, nebyly
pfitomny pachytenni spermatocyty, spermatidy a
spermatozoa. 100.den po aplikaci busulfanu byla
spermatogeneze obnovena ve vétsiné
semenotvornych kanalku (Aich and Manna, 2001).
Haddad a kol. (1997) zkoumali pusobeni busulfanu
na zarodeénou tkan varlete potkant kmene Wistar.
Busulfan byl podan v jedné intraperitonealni davce
v Easovych intervalech 8, 10, 11 a 17 tydnu od
aplikace. K maximalnimu poskozeni zarodeéného
epitelu doslo v 8. tydnu. V55 % semenotvornych
kanalk obsahoval zarodeény epitel zarode&né
bufiky pouze do stadia primarnich spermatocytt.
23 % kanalkl obsahovalo pouze Sertoliho buriky a
spermatogonie. Od 10. tydne byly zaznamenany
progresivni zmeny v zarodecném epitelu.
Spermatogeneze se nevratila na Groved kontrolni
skupiny ani do 17. tydne (Haddad et al., 1997).

K dalsimu experimentalnimu pouziti busulfanu patfi
transplantace kmenovych zarodeénych bunék — tzv.
kmenova spermatogonie. Ve varleti zvifete, které
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slouzi jako pfijemce zarodecnych bunék, je tieba
pfed transplantaci zni€it vSechny zarodeéné buniky.
Vtomto piipadé je busulfan podavan dospélym
samcum — u potkan v davce 20 - 45 mg/kg (Moisan
et al.,, 2003). DalSi moznosti je aplikace busulfanu
bfezim samicim (10,5 — 12,5. den bfezosti, v davce
15 mg/kg), €imZ dochazi ke zniCeni samdich plodi
jiZz in utero. Transplantace se nasledné provadi mezi
5. az 12. dnem po narozeni ( Brinster et al., 2003).
Dojde-li  po aplikaci busulfanu k eliminaci
zarodecCnych bunék pouze z &asti, zbyvajici slozky
kmenovych bunék, které Ié¢bu prezily, mohou
kompetovat s transplantovanymi bufikami donora.
Ztohot dtvodu byly spolu busulfanem testovany
jesté jiné latky. V kombinaci estradiolu, busulfanu a
leuprolidu (antagonista choriogonadotropin-
uvoliiujiciho hormonu) dojde ke zni¢eni endogennich
zarodeCnych bun&k, a to beze zmény Sertoliho

bunék pii zachovani optimalni prostiedi potfebného

k rozvoji transplantovanych bunék (Vecino et al,
2001).
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EXPERIMENTALNI CAST

MATERIAL A METODIKA

Experimentalni ¢ast této prace byla provadéna na
dospélych samcich laboratorniho potkana kmene
Wistar (chovna stanice Velaz s. r. o., Unétice).
Béhem experimentu byla zvifata chovana za
standardnich podminek ve vivariu FaF UK s volnym
pfistupem k vodé, krmena byla standardni potravou
(Velas a.s., Lysd nad Labem). V tydennich
intervalech byla pravidelné kontrolovana jejich
hmotnost (na laboratornich vahach Transporta),
jejich zdravotni stav a chovani. Chov a zachazeni
s pokusnymi zvifaty bylo provadéno v souladu
s pravidly schvalenymi Odbornou komisi pro ochranu
zvitat proti tyrani FaF UK.

Operaci navozeny kryptorchismus

Pouzivana zvifata pfi experimentech vazila v dobé
operace 200 - 250g. U =zvifat bylo provedeno
chirurgické navozeni unilateralniho kryptorchismu na
dobu 1 hodiny, 2 hodin, 6 hodin, 12 hodin, 24 hodin,
48 hodin, 3 dnl, 5 dnu, 11 dnh, 22 dnd, 44 dnd, 85
dnl a 121 dnl. V kaZdé skupiné (s vyjimkou kratkych
intervald — 1, 2, 6 a 12 hodin) bylo operovano
minimalné 5 zvifat, 1 daldi zvife vkaZdé skupiné
byio operovano pouze provedenim fezu do kizZe a
svaloviny, s naslednym opétovnym sesitim bez
pfemisténi varlete do bfidni dutiny — operovana
kontrola (sham-operated jedinci — SO). Skupina
dalsich 5 zvifat slouzila jako kontrolni skupina. Za

kryptorchické zvife bylo povaZovano pouze takové
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zvife, u néhoz nedoslo po operaci k sestupu varlete
zpét do Sourku.

Operace viech zvifat byla provadéna v celkové
anestézii za podminek relativni asepse, k anestézii
byl pouzit pentobarbital, v mnozstvi 30-50 mg na
zvite, aplikovany intraperitonealné. Rez o velikosti
asi 2 cm byl veden klUzZi a svalovinou na bfichu.
Lehkym tlakem na skrotum dosglo k vytlaZeni levého
variete a nadvarlete do oteviené bfidni dutiny. Po
prestfizeni m. cremaster a gubernakula bylo varle
vyjmuto z briSni dutiny a zméfeno. Poté bylo opatrné
uloZzeno zpét do bfisni dutiny a za tukové téleso
piiSito ke svaloviné stény biiSni, aby nedochazelo
k sestupu varlete zpét do inguinainiho kanalu a
skrota. Sesitim svaloviny a kuze byla operaéni rana
uzaviena. Po operaci byla zvifata umisténa zpét do
kleci. SO zvifata byla operovana za pouZiti stejnych

materiall i technik jako zvifata pokusna.
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APLIKACE BUSULFANU

Pro experiment byli pouziti dospéli samci potkana
kmene Wistar (chovna stanice Velaz s. r. 0., Unétice)
o hmotnosti 200 — 230 g. V experimentu bylo pouZito
celkem 65 laboratornich potkan(. 15 potkanim byla
aplikovana 1 davka busulfanu 40 mg/kg hmotnosti
zvitete, 15 potkanim byla aplikovana 1 davka
busulfanu 10 mg/kg hmotnosti a 30 potkanim byly
intraperitoneéalné aplikovany 2 davky busulfanu 10
mg/kg hmotnosti v odstupu 21 dnl (1. a 21. den)
(Jiang, 1998). Busulfan (Acros, Giel, Belgie) byl pro
aplikaci rozpoustén v dimethylsulfoxidu (DMSO) a
aplikovan jako 2% roztok. Zbylym 5 potkanum byl
aplikovan pouze DMSO 1. a 21. den (kontrolni
skupina) — tato zvifata byla usmrcena 3 tydny po
aplikaci druhé davky DMSO.

Potkani byli rozdéleny do experimentalnich skupin
po 5 jedincich.
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HISTOLOGICKE ZPRACOVANI

VZORKU

ODBER VZORKU

Na konci daného intervalu byla provedena
euthanasie zvifat pfedavkovanim celého inhalaéniho
anestetika (Aether pro narcosi, Synthesia,
Pardubice-Semtin) s naslednym pferu$enim michy.
Po usmrceni potkanu byla ihned provedeno otevieni
bfini dutiny a vyjmuti varlat a nadvarlat. Po jejich
oci§téni byla zaznamenana délke varlat s pfesnosti
na milimetry a hmotnost (vahy Scaltec, Sartorius AG,
Goettingen, Némecko) s piesnosti na setiny gramu.
Varlata i nadvarlata byla dale ihned podrobena
histologickému zpracovani.

Kazdy odebrany organ byl rozdélen na nékolik ¢asti
z divodu rlznych vysetieni tkani. Pro histologicke i
imunohistochemické hodnoceni hodnoceni byly
organy fixovany v Bouinové roztoku nebo ve 4%
paraformaldehydu (4°C) po dobu 48 — 72 hodin; poté
byly odvodnény acetonem, projasnény xylenem a po
prosyceni parafinem zality do blocku. Histologické
fezy o tloustce 5 — 6 um byly krajeny na diskovém
mikrotomu Leica DSC1 (Leica Microsystems GmbH,
Nussloch, Némecko).

FIXACE, ZALITi DO PARAFINU

4% paraformaldehyd 48 — 72 hodin
fyziologicky roztok 1 hodina

3krat aceton beéhem 16 hodin
xylen 2krat 15 minut
parafin (56°C) 2krat 2 hodiny

zaliti do parafinu
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-
nebo :
Bouinuv roztok 48 — 72 hodin
ethanol 80% 1 hodina
3krat aceton béhem 16 hodin
xylen 2krat 15 minut
parafin (56°C) 2krat 2 hodiny

zaliti do parafinu

4% paraformaldehyd

Roztok se piipravi rozpusténim 4 ¢
paraformaldehydu v 96 ml PBS pfi zahfivani na
maximalné 60°C, poté se necha zchladnout a Zfiltruje

se. Uchovava se v lednici.

Bouinuv fixaéni roztok

nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 mi

formol neutraini 100 ml

Pred pouZitim se pridaji 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  uhliéitanu  vapenatého,  ktery

neutralizuje vznikajici kyselinu mravenéi.

Zalévaci parafin

Tuhy parafin zkvalitnény 3 — 5% bilého vé&eliho

vosku.
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BARVENiI HEMATOXYLIN - EOSIN

xylen 3krat 5 minut

ethanol 96% 5 minut

ethanol 70% Sminut

destilovana voda 5 minut

hematoxylin 10 sekund nebo 5 minut
pramenita voda 5 minut

destilovana voda 3 minuty

eosin 5 sekund nebo 1 minuta
destilovana voda oplachnuti

ethanol 96% 2krat oplachnuti

ethanol : xylen (2:1) 3 minuty

xylen : ethanol (2:1) 3 minuty

xylen 3krat 3 minuty

zamontovani do kanadského balzamu nebo Eukitu.

V pribéhu experimentu se osv&déilo zkraceni
barvicich ¢asli hematoxylinem i eosinem na nékolik
sekund a nafedéni obou barvicich roztoki 1 : 5

destilovanou vodou.

ROZTOKY A CHEMIKALIE
Hematoxylin Hill

hematoxylin 409
jodiénan sodny 049
siran hfinity 3529
destilovana voda 710,0 ml
ethylenglykol 250,0 ml

kyselina octova (ledova) 40,0 ml

Roztok se pfipravi Zza obdasného michani
rozpousténim hematoxylinu, jodiénanu sodného a
siranu hlinittho v destilované vodé, piilie se
ethylenglykol. Nakonec se pfida kyselina octova. Pinj
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se do lahvi, necha se uzrat a pfed pouZitim se
Ziltruje.
Roztok eosinu

1% roztok eosinu v destilované vodé

Roztok se  pfipravi  rozpusténim  eosinu
v destilované vodé za ob&asného michani. Poté se

zfiltruje do lahvi.

ZPRACOVANI VZORKU PRO POLOSILNE
REZY

U vzorku jsme provadéli dva typy fixace :

1) Fixace v 0sQ,

0Os0Oy 2 hodiny (lednice)
proplach v kakodylatovém pufru 3krat 15 minut
(lednice)

4. pufr vlednici do doby, neZ se zpracuji dalsi

vzorky k odvodnovani

2) Fixace v glutaraldehydu a postfixace v 0sO,
fixace v glutaraldehydu do rana 2. dne (16-20

hodin)

proplach v Milionigové pufru 4krat 15 minut
(lednice)

fixace v OsQ, 2 hodiny (lednice)

proplach v kakodylatovém pufru 3krat 15 minut
(lednice)
4. pufr vlednici do doby, neZ se zpracuji dalsi

vzorky k odvodriovani
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2% 0s0y4
4% Os0, (v orig. ampulich) 1, 5mi
kakodylatovy pufr 1,5 ml
kakodylatovy pufr (200 mmol/)
pH = 6,9-7,1 (zasobni roztok)
kakodylan sodny (85,6 g/l) 50 ml
HCI (0,2 mmol/l) 5,0 mi
redestilovana voda ad 100,0 ml
vysledny roztok pH =7,3; 100 mmol/l
kakodylatovy pufr (200 mmol/) 50,0 mi

redestilovana voda 50,0 ml

3% glutaraldehyd

8% glutaraldehyd 1,5ml

Milloniglv pufr 2,5ml
Milloginuv pufr

roztok A — pH = 7,336

NaH,PO,. 2H,O (226 g/) 4150 ml

NaOH (25,5 g/l) 85,0 ml
redestilovana voda 70,0 mi
roztok B

glukdza 544
redestilovand voda ad 100,0 mi

vysledny roztok — ph = 7,68
roztok A — 90 ml + roztok B — 10ml

ODVODNENI

25% ethanol 15 minut (lednice)
50% ethanol 15 minut (lednice)
75% ethanol + 1% UA 15 minut (lednice)
96% ethanol + 1% UA 15 minut

100% etanol + 1% UA 15 minut

100% ethanol 15 minut

100% ethanol 15 minut
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(UA = uranylacetat)

PROSYCOVANI
ihned po poslednim 100% ethanolu
prosycovani smes &. 1 1 hodina {michani)
prosycovani smés §. 2 1 hodina {michani)
odsaje se smés ¢. 2 a do 1/3 lahviéky se naplni
dista smés pryskyfic Epon-Durkupan, lahvi¢ky se
nechaji bez Spuntiku v boxu do dal$iho dne, kdy se

zalévaiji.

PRIPRAVA EPON — DURKUPANU,
PROSYCOVACICH SMESI

Déje se soucasné s odvodiiovanim, vboxu pfi
vihkosti do 40%, michani vkadince vidy po 15
minutach s pfidavkem dal8i soucasti

na 30 vzorku 80,0 ml (pros. smési — 30 ml,
prosycovani — 10 ml, zaliti — 36 ml)

Epon 20,0 ml
Durkupan modry 44,0 ml
Durkupan &erveny 12,0 mi
Durkupan Zluty 1,6 ml (smés zimavne)
Durkupan zeleny 2,4 ml

prosycovani smési :

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

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

ihned po rozmichani se nabere do uzavienych
stfikaéek (aceton se odparuje)

KRAJENi POLOSILNYCH REZU
Polosilné fezy byly krajeny na ultramikrotomu —
ULTRATOME®, v2088, LKB Bromme.
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TOLUIDINOVA MODR S PYRONINEM
Postup barveni polosilnych fezi

Podlozni sklicko bylo tfeba odmastit acetonem a
polosilny fez byl pfenesen do kapky redestilované
vody na podloznim sklicku. Nad kahanem doslo
k odpaieni vody, ¢imZ do$lo k napnuti a pfischnuti
rezu. Déale byl na fezy kapnut barvici roztok, fezy
byly 10 sekund Zihany nad plamenem a oplachnuty
redestilovanou vodou. Nasledné byl fez na skli¢ku
kratce oplachnut 50% ethanolem (dokud se tvoili
oblacky barvy) a poté redestilovanou vodou. Na
plamenem bylo skli¢ko vysu$eno a montovano do
Entalanu nebo pryskyfice.

Roztoky :

1% toluidinova modrf

toluidinova modF 1,09
tetraboritan sodny 1049
redestilovana voda  ad 100,0 ml

1% pyronin

pyronin 05¢
tetarboritan sodny 059
redestilovaa voda ad 50,0 mi

barvici roztok

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

Barvici roztok postupné zraje, skladuje se pii 5°C.
Pred kazdym pouzitim je nutné ho zfiltrovat.
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IMUNOHISTOCHEMIE

Zakladnim  cilem  imunohistochemickych a
imunocytologickych metod je detekce specifickych
antigennich determinant (molekul nebo jejich Casti)
s vyuZitim imunologické vazby, tedy na principu
vazby antigen - protilatka. Tuto vazbu je mozné
definovat jako vztah specifické protilatky, ktera je
zpravidla volna, ke tkarovému antigenu, ktery je
zpravidla pevné fixovan na uréitou strukturu v tkani.
V prib&hu experimentu bylo vyuZito metody tzv.
nepfimé imunohistochemie. Na tkarnové fezy se
nejprve aplikuje primarni protilatka, ktera specificky
rozeznava prokazovany antigen. Sekundarni
protilatka, znadena 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 3krat 5 minut
ethanol 96% 5 minut
ethanol 70% 5 minut
destilovana voda 5 minut

3% H202 v PBS
(nebo 3% H20, v 50% methanolu) 10 - 15 minut

destilovana voda 2krat 5 minut
odkryti antigenu 10 = 20 minut (viz nize)
PBS 2krat 5 minut

10% kozi sérum v PBS
(nebo 10% su$ené miéko — hovézi albumin
v PBS) 30 minut

primarni protilatka inkubace pfes noc pii 4°C

=4 2
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Experimentalni cast

PBS 2krat 5 minut
sekundarni protilatka 30 minut

PBS 2krat 5 minut
DAB 5 sekund - 5 minut
destilovana voda 5 minut
hematoxylin 1 - 2 sekundy
pramenita voda 1 — 2 minuty
destilovana voda oplachnuti
aceton oplachnuti
aceton — xylen (1:1) 3 minuty
aceton — xylen (1:10) 3 minuty

xylen 3krat 3 minuty

Primarni protilatka (fedéni v 5% roztoku

BSA v PBS)

vimentin — my$i monoklonalni protilatka — Mouse
anti-vimentin Ab — klon V9 (LabVision — NeoMarkers,
Fremont, USA)

Odkryti antigenu

Imunohistochemické vysetfeni fez(i bylo provadéno
na parafinovych fezech, u nichZ je nutné provést
pfed inkubaci fezl tzv. odkryti antigenu.
Zpfistupnéni  antigenu je mozné dosahnout
povafenim v mikrovinné troubé v 0,01 mmol/l
citratovém pufru pH = 6 nebo inkubaci s proteazou

(Proteinkinaza K — 20pg/ml — 1 mg/ml).

Séra
potkani sérum — Rat serum (Sigma-Aldrich Co.,
Steinheim, Némecko)

kozi sérum - Goat serum (Sigma-Aldrich Co.,
Steinheim, Némecko)
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hovézi sérovy albumin — BSA - Bovine serum

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

Proteinkinaza K
20 pg/ml - 1 mg/ml PBS dle protilatky;
Proteinkinase K {Sigma-Aldrich Co., Steinheim,

Némecko)

Citratovy pufr pH = 6,0

kyselina citronova — monohydrat 0,99 g
citronan sodny 6,43 g
destilovana 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 (pufr je soucasti kitu)
Dako Liquid — DAB+ substrate-chromogen systém
(DAKOCytomation, Carpenteria, USA)

PBS (fosfore¢nanovy pufr)

chlorid sodny 80,09

chlorid draselny 20g
hydrogenfosforeénan draselny 2049
dihydrogenfosforeénan sodny 11,59
destilovana voda ad 1000,0ml pH=6,8

Tento roztok se dale fedi 1 : 10 redestilovanou
vodou — pH vysledného roztoku je 7,43 + 0,001.
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Experimentalni cast

CHEMIKALIE

aceton (Lachema Brno)

busulfan (Acros, Giel, Belgie)

citronan sodny (RNDr. Jan Kulich, Hradec
Kralové/Ridany)

dihydrogenfosfore¢nan sodny (Lachema Brno)
dimethylformamid (Lachema Brno)

Durkupan® (Fluka— Sigma — Aldrich Co.,Steinheim,
Némecko)

eosin (Lachema Brno - 818199)

Epon‘g‘(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 (Lachema Brno)

glukéza (TAMDA Olomouc)

glutaraidehyd (SPI — Chem, West Chester, USA)
hematoxylin (The Coleman & Bell Co. — 12JS3)
hydrogenfosforeénan draselny (Lachema Brno)
hydroxid sodny (RNDr. Jan Kulich, Hradec
Kralové/Ricany)

chlorid drasely (Lachema Brno)

chlorid sodny (Lachema Brno)

jodi€nan sodny (Lachema Brno)

kakodylan sodny (Sigma — Aldroch Co, Steinheim,
Némecko)

kanadsky balzam (Lachema Brno)

kyselina citronova — monohydrat (TAMDA
Olomouc)

kyselina chlorovodikova (TAMDA Olomouc)
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Experimentalni cdst

kyselina octova (Lachema Brno)

kyselina pikrova (Polskie Odczynniki Chemiczne)
methano! (Lachema Brno)

monchydrat kyseliny citronové (RNDr. Jan Kulich,
Hradec Kralové/Rigany)

naftol-AS-fosfat (Sigma — Aldrich Co., Steinheim,
Némecko)

oxid osmicely (SPI-Chem, West Chester, USA)
parafin (Lachema Brno)

pentobarbital (Zentiva, Praha)

peroxid vodiku 30% (Chemické zavody Sokolov)
pyronin (Lachema Brno)

siran hlinity (Lachema Brno)

tetraboritan sodny (RNDr. Jan Kulich, Hradec
Kralové/Ri¢any)

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)

- 65 -




Experimentalni cast

STATISTICKE HODNOCENI

Hmotnost varlat béhem experimentt byla

vyjadfovana v gramech jako prumérna hmotnost
varlat ve skupiné + standardni chyba praméru
(SEM).

Pro zjisténi statistické vyznamnosti rozdilu
hmotnosti mezi skupinami zvifat byl uZit Student-
Newman-Keusllv test a za statisticky vyznamny byl
povaZzovan rozdil na hladiné vyznamnosti p<0,005.

Ke statistickému hodnoceni byly uZivany program
Microsoft Excel 2002 a SigmaStat® verze 2.0.
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ROZDIL V HMOTNOSTI OPEROVANEHO
A SKROTALNIHO VARLETE (g)

5 &

VYSLEDKY

KRYPTORCHISMUS

HMOTNOST VARLAT
Rozdily v hmotnostech varlat mezi operovanymi a
neoperovanymi (skrotalnimi) variaty jsou uvedeny

v grafu ¢. 1.

T
ey

1,15*
1,17

J

0,73*

0,01
* [Foa3

GRAF ¢. 1

Rozdil v hmotnosti mezi operovanymi a
neoperovanymi (skrotalnimi) varlaty po ruzné
dlouhém intervalu kryptorchismus

{p>0,005 v porovnani s kontrolni skupinou)

Hmotnost variat kontrolnich a SO (operované
kontroly — sham-operated) jedinc(, stejné jako
hmotnost kontralateralnich skrotalnich varlat se

v pribéhu pokusu vyrazné zmeénila.
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Snizeni primérné hmotnosti kryptorchickych varlat
u operovanych zvifat bylo zaznamenano jiZ paty
den po operaci. Vintervalech 22 az 121 dni
dosahovala hmotnost operovaného varlete cca
40-50% hmotnosti neoperovaného varlete. Rozdil
v hmotnosti operovaného a neoperovaného variete
byl v téchto intervalech kolem 1 gramu. Hmotnost
operovaného varlete, souc¢asné i rozdil hmotnosti
obou varlat, se vtéchto intervalech s narUstajici
délkou kryptorchismu jiz vyrazné neménily.

Kryptorchismem poskozena varlata byla také
mensi néz varlata skrotalni. Velmi napadnym
znakem byla zménéna konzistence abdominalné
umisténych varlat — poskozena varlata byla mékka
a silné prosakla tekutinou, ktera tvofila vétsinu
hmotnosti kryptorchického varlete. Také proto byla
posSkozena wvarlata obtiZné fixovatelna pro

histologicka vysetieni.

VYSLEDKY HISTOLOGICKEHO

HODNOCENI

SKROTALNI VARLATA OPEROVANYCH
ZViRAT, OPEROVANE KONTROLY

Neoperovana skrotalné lokalizovana varlata
pokusnych jedinch ve vSech sledovanych
intervalech kryptorchismu nevykazovala Z2adné
znamky poSkozeni a nalez byl srovnatelny
s kontrolnimi jedinci. Podobné také u simulované
operovanych jedincl nebyly pozorovany Zadné
patologické zmé&ny, vyjimku tvofily fidké nalezy &asti
odlou¢eneho epitelu vlumen nékolika kanalk(
(pravdépodobné dusledek mechanického

poskozeni epitelu v pribéhu operace) (obr. . 1).

B




I Vysledky

KRATKE INTERVALY DO 24 HODIN (1 HODINA,
2 HODINY, 6 HODIN, 12 HODIN, 24 HODIN)
Nalez varlatech, které byly voperovany do bfisni

dutiny na dobu krat$i nez 24 hodin, byl srovnatelny
s ndlezem u kontrolnich jedincu. VSechny
semenotvorné kanalky byly vystlany neporusenym
zarodeénym epitelem s pfitomnosti v8ech stadii
zarode€nych bunék. Dvoufady epitel kanalki
nadvarlat byl neporuseny a viumen kanalku se
nachazelo hojné mnoZstvi spermatozoi stejné jako
u kontroinich zvifat.

INTERVALY 2 DNY A 3 DNY KRYPTORCHISMU
V operovanych varlatech zvifat ztéchto dvou
intervall byly zaznamenany prvni  zmény
v uspofadani komponent zarodeéného epitelu (ve
vétSim rozsahu v intervalu 3 dnl). Tyto zmény se
projevovaly piedevdim na drovni spontanniho
odluéovani ruzné zralych stadii zarodecénych bunék
(pfedevsSim spermatid a spermatocytl) do lumen
kanalkl, kde tvofily velmi ¢asto shluky. Jako prvni
se odluCovaly spermatidy (jiz vintervalu 2 dny),
poté spermatidy spoleéné se spermatocyty (od 3.
dne — obr. €. 2). Vkanalcich, kde nastalo
odluovani zarodecnych bunék z epitelu, se zacaly
rovnéz objevovat vicejaderné formy bunék.
V zarode¢ném epitelu byly pozorovany buiiky
s vyrazné eosinofilni cytoplazmou a denzim
obsahem jadra (tyto buiky byly sice soucasti
epitelu, ale byly zfetelné oddéleny od ostatnich
bunék — obr. €. 2 — Sipka). Dal$im nalezem byla
tvorba vakuol v Sertoliho burkach pfi bazalni
membran&, ktera vedla kvyrazné desintegraci

usporadani zarodeéného epitelu (obr. &. 2).
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' Vysledky

V nékterych kanalcich doslo k oddéleni

spermatogonii od bazalni membrany. Funkéni stav
varlete  potvrdily i nalezy i nalezy v kanalcich
nadvarlete, kde se vedle zralych, diferencovanych
spermii vyskytovaly | nezralé kulatobunééné formy
zarode¢nych bunék. V ductuli efferentes jiz u
nékterych zvifat doslo ke zfetelnému poklesu

mnozZstvi zralych spermatozoid.

INTERVAL 5 DNU KRYPTORCHISMU

V tomto intervalu byly ve varfatech pozorovany
semenotvorné kanalky (jednak u ruznych jedincu,
ale také v ramci jednoho varlete), pficemz stupen
poskozeni byl velmi rozdilny — od nepogkozenych
kanalk(l s kompletnimi stadii spermatogeneze aZ po
kanalky, v nichz zlstaly zachovany pouze Sertoliho
buiky se spermatogoniemi a nékolika spermatocyty
v epitelu (Obr. 3).
Ve vétsiné kanalki bylo mozné zaznamenat
progresi patologickych zmén jako je tvorba vakuol
v Sertoliho burikach (v polosilnych fezech bylo
mozné pozorovat také vyskyt vakuol
s pravdepodobné tukovym obsahem) a odluéovani
nezralych bunék zarodeéné linie, véetné masivniho
odluCovani spermatocyti (obr. & 3). V mnoha
kanalcich dochazelo ke splyvani zarodeénych
bunék do vicejadernych utvar(. Neobvyklé nebyly
Utvary obsahujici v roviné fezu 6 — 8 jader. Podle
struktury jader v téchto Utvarech byla vétsina t&chto
tvard tvofena splynutim kulatych spermatid (obr.
€. 4). Né&které utvary byly vzniklé sloudenim
spermatid a spermatocytl, vynimedné byly
pozorovany Gtvary vzniklé pouze ze spermatocytd.
Dochazelo také k odlucovani jednotlivych typl
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\ Vysledky

zarodeénych bunék zepitelu jednotlivé bez

spojovani do vétsich uatvaru. Zfetelna byla
pyknoticka jadra poskozenych spermatocytl.
Poskozeni  zarodeéného epitelu v nékterych
kanalcich nabylo takovych rozmérl, Ze vlumen
kanalku bylo mozné zaznamenat pouze Sertoliho
buriky a nékolik spermatogonii a spermatocytu pfi
bazalni membrané.

Vétsi mnoZstvi Leydigovych bunék bylo mozné
pozorovat vintersticialni tkani mezi kanalky.
V lumen kanalku proximalni ¢asti nadvarlat (ductuli
efferentes) byly u nékolika pokusnych jedinct zcela
prazdné a neobsahovaly téeméf Zzadné burky
V distalni éasti nadvarlat (ductus epididymidis) bylo
lumen  kanalkl vypInéno  tekutinou, ktera
obsahovala rizné vyzralé bunky zarodeéné linie,
ale vpodstatné mendim mnoZstvi neZz v ductus
epididymidis kontrolnich jedinctl.

INTERVALY 11 A 22 DNU KRYPTORCHISMU

Ve fazi patologickych zmén bylo mozné pozorovat
rozdilny stav zarode¢ného epitelu v jednotlivych
semenotvornych  kanalcich. V'  ojedinélych
izolovanych semenotvornych kanalcich $lo stale
jesté nalezt zralejsi formy bunék zarodetné linie —
spermatocyty a vyjimeéné i spermatidy. Po 22
dnech kryptorchismu byly spermatidy pfitomny
pouze asi v 10% kanalku. Stale se jesté vyskytovaly
vlumen kanalki odlou¢ené zarode¢né buriky (v
intervalu 22 dnud jiz v mendim mnoZstvi). Vétdina
kanalk( v3ak jiz témér pozbyla zarodednych bunék
a jejich epitel vytvarely pouze Sertoliho buiky a
zbytky spermatogonii pfi bazalni membrané. Mezi

patologické zmény v operovanych varlatech patfila
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rozsahia vakuolizace v bazalnich Usecich kanalku.
Prili§ napadné nebyly zmény v intersticiu kolem
téchto  kanalkd. Bylo moZné  pozorovat
hyperplastické  ostrivky Leydigovych  bunék,
Kanalky nadvarlat u operovanych zvifat byly
vyplnény pouze amorfni nebunécnou hmotou (u

operovaného varlete).

INTERVALY 44, 85 A 121 DNU
KRYPTORCHISMU

Naprosta vétsina semenotvornych kanalkiu se
vyznacovala kompletni, nebo téméf kompletni,
eliminaci zarodeénych bunék ze zarodeéného
epitelu (obr. ¢&. 5) Vtakovychto kanalcich
zasahovaly volné vybé&Zky Sertoliho bunék do
lumen kanalku. Zbarveni cytoplazmy téchto
vybézku bylo eosinofilni. Prifezy takto zménénych
kanalku byly zfetelné mensich rozméru v porovnani
s kanalky, v nichz normalné probihala
spermatogeneze. V intersticiu se kolem takovychto
kanalkd nachazely hyperplastickéostriivky
intersticialnich bunék. V nékterych pfipadech tyto
ostruvky tvofily témér Uplnou vyplh mezi hranicemi
semenotvornych kandlku. U nadvarlat operovanych
zvirat byly kanalky vypinény pouze tekutinou a
zbytky bunécného materialu (u operovaného
varlete).

VIMENTIN

Exprese vimentinu byla v prubéhu
spermatogenniho méné uniformni. Ve varlatech
kontrolni  skupiny se vimentinova filamenta
v Sertoliho  buiikach vyskytovala vbazaini a

perinuklearni  oblasti a vybihala smérem
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k apikalnim ¢astem burky. Apikalni vimentinova
vlidkna byla v Sertoliho burfikach v pocateénich
stadiich zarode¢ného epitelu piitomna, poté
vymizela, aby se opét zacala objevovat mezi
elongujicimi se spermatidami v pozdé&jSich stadiich
zarodecného epitelu. Vimentin-pozitivni byly takeé
peritubularni  myoidni bufky. V intersticiu byla
nejsiinéjsi pozitivita pozorovana u ruznych typu
bunék stény tetsikularnich cév. Pozitivita se
vyskytovala  také v Leydigovych  bunkach,
fibroblastech a buiikach imunitniho systému.

Prvni  zmény se vexpresi vimentinu u

kryptorchizovanych zvirat objevily 3. — 5. den po

operaci, kdy dodlo kwvymizeni apikalnich
vimentinovych vlaken v kanalcich s poskozenou
spermatogenezi. V téchto kanalcich byla
pozorovana silna exprese v perinuklearni a bazalni
oblasti Sertoliho bunék (obr. ¢. 12). Vimentinova
vlakna byla nalezena take kolem jader bunék, které
se odloudily ze zarode¢ného epitelu (tato pozitivita
zustala v t&chto burikach zachovana, i kdyz dosahly
nadvarlete). Postupné pokradoval kolaps a
dezintegrace vimentinovych vidken i v dal$ich
intervalech od 22. dne (obr. ¢é. 13, 14) Od tohoto
intervalu, kdy se v zarode&ném epitelu nachazeli jiz
pouze Sertoliho buriky, popf. nékolik spermatogonii,

bylo uspofadani vimentinovych vlaken v bazaini

¢asti kanalku kolem jader Sertoliho bunék chaotické
(obr. €. 15).



Vysledky
BUSULFAN
Aplikace 10 mg/kg busulfanu v jedné davce nebo
aplikace dvou téchto davek v odstupu 21 dni se
neprojevilo na celkovém stavu experimentalnich
zvifat. Zvifata prospivala a pfibyvala na vaze.
Ojedinéle se u nékolika jedincl objevila fidsi stolice
svédéici o gastrointestinalni toxicité busulfanu.
Davka 40 mg/kg se ukazala byt pro potkana kmene
Wistar davkou letalni. Zvifata rychle hubla, od 5.
dne méla fidkou a krvavou stolici a vSichni jedinci
zemreli mezi 8. — 10. dnem po aplikaci busulfanu.
HMOTNOST VARLAT
Hmotnosti varlata po podani dvou davek
busulfanu jsou uvedeny v grafu ¢. 2.
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Graf ¢. 2 Hmotnost varlat po podani busulfanu
(L-leveé varle, P-prave varle)
p>0,005 v porovnani s kontrolni skupinou
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Statisticky nevyznamny pokies hmotnosti varlat byl
zaznamenan jiz 21 dnd po aplikaci jedné davky
busulfanu (10 mg/kg) — v grafu oznaéeno jako den
0. 42. den po podani jedné davky klesla hmotnost
varlat témé&f na polovinu (0,86g + 0,06g). Po
aplikaci dvou davek busulfanu doslo k postupnému
klesani hmotnosti varlat potkand. Nejvyraznégjsi
Ubytek byl zaznamenan v intervalech 21, 28 a 42
dnu ode dne aplikace druhé davky. Hmotnost varlat
z téchto intervalll byla témeéf poloviéni ve srovnani
s kontrolni skupinou. 70. den doslo k vzestupu
hmotnosti varlat dlsledkem postupnéeho
obnovovani zarodecCného epitelu a
spermatogeneze. Presto hmotnost téchto varlat
dosahla pouze necelych 80% hmotnosti kontrolnich
varlat.

VYSLEDKY HISTOLOGICKEHO
HODNOCENI

KONTROLNI SKUPINA

Zvifata, kterym bylo dvakrat podanc vehikulum
DMSO  (dimethylsulfoxid), meéla neporuseny
zarodeény epitel se Sertoliho bunkami a vsemi
stadii bunék. Leydigovy buriky a dal$i komponenty
intersticialni tkané mezi semenotvornymi kanalky
nevykazovaly zadné zmény. (obr. €. 1)

PODANIi 1 DAVKY 10 mg/lkg A 1 DAVKY
40mg/kg BUSULFANU

Ve varlatech potkani nebyly zaznamenany Zadné
vyznamné patologické nalezy 7 dni po aplikaci
10 mg/kg ani 40 mg/kg. Patologické zmény byly
pozorovany pouze v intervalu 21 dni (vyjimeény
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Vysledky

vyskyt vakuol v Sertoliho burikach) a velmi Casto
absence spermatogonii pfi bazalni membrané . Ke
zietelnéj8imu podkozeni doslo piedevsim 42 dni od
aplikace busulfanu, kdy v zarodeném epitelu
chybély spermatogonie, ale i spermatocyty a
spermatidy. Rozsah poskozeni byl ovSem
heterogenni a tak byly vedle sebe pozorovany i
kanalky velmi poSkozené (obr. €. 6 — 0 ) i kanalky
s ¢astedné probihajici spermatogenezi (obr. €. 6 -

X).

PODANI DVOU DAVEK BUSULFANU 10 mg/kg
Ve skupiné zvifat, kterd byla usmrcena 7 dna po
podani druhé davky busulfanu nebyly patrné zadné
rozsahlej8i zmény ve stavbé zarodeéného epitelu
(obr. €. 7). Bylo mozné pozorovat kanalky se
zachovalym zarodeénym epitelem, ve kterém $la
sledovat viechna vyvojova stadia spermatogeneze
s vyjimkou spermatogonii, kieré ve vétdiné kanalky
chybély. VIlumen nékterych kanalki se v3ak
vyskytovaly shluky zepitelu jiz odloupanych
zarodeCnych bunék. Zcela vyjimeéné byly
v nékterych kandlcich patrny vyraznéjgi zmény —
tvorba vakuol v Sertoliho burikach (obr. & 7 -
sipka), vymizeni spermatocytt a kulatych
spermatid, pii¢emZ elongované spermatidy byly
v epitelu vzdy piitomny . Infersticialni tkan mezi
kanalky z(stala nezménéna.

14. den po podani druhé davky byly stale ve
vétsine kanalkll pfitomny elongované spermatidy,
avsak v zarodec¢ném epitelu chybély
spermatogonie, spermatocyty a ¢&asto i kulaté
spermatidy (obr. €. 8)
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Vysledky

Také bylo mozné pozorovat kanalek, ktery je
vystlan pouze Sertoliho bufkami, do nichZ jsou
zanofeny elongované spermatidy, zatimco ve
spodnim kanalku jsou jésté pfitomny skupiny
kulatych spermatid. V lumen kanalkl byly ve vétdim
mnoZstvi pozorovany odlouéené skupiny razné
zralych stadii zarode¢nych bunék. Mezi patologické
zmeény patfila také tvorba mensich &i vétsich vakuol
v Sertoliho  bufikach pii bazalni membrané
semenotvornych kanalku, ktera méla za nasledek
desintegraci uspofadani zarodecného epitelu.
V intersticiu nebyly patrné Zadné vyznamné zmény
(obr. €. 8).

21. den po aplikaci druhé davky busulfanu a
v nasledujicich ¢asovych intervalech 28 a 42 dnd

byly patmny nejvétsi zmény a nejrozsahlejsi
poskozeni tkané varlat. Pozorovany byly nejen
velké interindividualni rozdily v reakci tkané varlete
na aplikované cytostatikum, ale také rozdilné
poskozeni jednotlivych semenotvornych kanalkl
v jednom varleti.

U dvou zvifat z21 denni a u dvou zvifat z 28
denni experimentalni skupiny doslo k vyraznému
poskozeni zarodecného epitelu obou varlat. Kolem
vakuol v Sertoliho burikdch se zarodeény epitel
desintegroval a byla pozorovana kompietni nebo
temér kompletni eliminace zarodeéného epitelu ve
vetsing  prifezd  semenotvornych  kanalkd.
Zachovano zustalo pouze nékolik kmenovych
bunék - spermatogonii pii bazalni membrané.
V takovychto kanalcich byly pozorovany riizné
zprohybané vybézky Sertoliho bunék zasahujicich
do lumen kanalku. Prifezy kanalku byly zieteln&

mensi neZ prlfezy kanalkl u kontrolnich zvifat.
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Vintersticiu bylo moZné nalézt hyperplastické
ostriivky Leydigovych bunék. Nékterych pfipadech
vytvarely tyto ostruvky uplnou vypli mezi
jednotlivymi semenotvornymi tubuly (obr. €. 9).

U daldich zvifat vtomto ¢asovém intervalu (21
d'm°.|) nebyly takto vyrazne Zmeény.
V semenotvornych kanalcich bylo sice
pozorovatelné odtrhavani velkych shluku bunék
zarode¢ného epitelu, stale jesté v nékterych
kanalcich byly perzistujici elongované spermatidy,
které byly zanofeny do Sertoliho bunék (aékoliv
spermatocyty a kulaté spermatidy nebyly pfitomny).
V poskozenych kanalcich varlat v intervalech 28 a
42 dni jiZ elongbvané spermatidy zcela chybély.

V skupiné zvifat 28 dni od podani druhé davky
busulfanu (a vyjimeéné i 21 dnu} byl u nékterych
vySetiovanych jedincl (pouze v mensi d&asti
zarodeénych kanalku) pozorovan vyskyt
spermatogonii a také nékolika spermatocytlt bez
pfitomnosti vy$8ich forem zarodeénych bunék.
Pfeziv§i kmenova spermatogonie A v M-fazi
bunééného cyklu je zachycena na obrazku jiz 21.
den po aplikaci busuifanu. Vzhiedem k odstupu (28
dnu) od podani busulfanu je pravdépodobné, Ze
v semenotvornych  kanalcich téchto zvifat iz
dochazi ke skuteénému zahajeni rekonstrukce
zarodecného epitelu a znovunastartovani
spermatogeneze. Duvodem této (vahy je fakt, Ze
v dal$im intervalu (42 dnd) byl tento efekt jiz zcela
zfejmy u v8ech zvifat, lisil se pouze rozsahem.

42 dni od podani druhé davky busulfanu byla stale
jesté vyrazné poskozena obé varlata (v tomto

e

nebyla zaznamenana pfitomnost  spermatid
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v zarodeCném epitelu pokusnych zvifat. V bazaini
Casti zarode&ného epitelu byly mezi Sertoliho
bufikami pozorovany délici se spermatogonie a
také primarni spermatocyty v ruznych stadiich
profaze meiotického déleni (obr. &. 10). Vystelku
nékterych kanalkl v8ak tvofily stale Sertoliho
bunky, mezi nimiz se pfi bazalni membrané obéas
objevila osamocena spermatogonie. Rozméry
téchto kanalkku byly napadné redukovanych
rozméru. U zvifat z této experimentalni skupiny se
stale nachazely napadné hyperplastické ostrivky
Leydigovych bunéek.

V poslednim sledovaném intervalu (70 dni od
podani druhé davky busulfanu) byla iz
zZaznamenana vyrazna obnova zarode¢ného epitelu
ve vétsiné semenotvornych kanalku (obr. &. 11).
Rozsah obnovy spermatogeneze se v8ak u
jednotlivych zvifat liSil. U bazalni membrany se
nachazely spermatogonie, ve sméru do lumen byly
primarni spermatocyty. Ve spousté kanalcich se jiz
mezi apikalnimi vybé&Zzky Sertoliho bunék objevovaly
kulate i elongované spermatidy. Ve vétsiné kanalku
tak doslo k postupné obnové véech vyvojovych fazi
zarode¢ného epitelu. Nepfimym dikazem obnovy
spermatogeneze bylo zastoupeni zralych forem
spermatozoi v kanalcich nadvarlete.

Ve varlatech zvifat v této experimentaini skupiné
byly zaznamenany i kanalky se zcela po$kozenym
zarode¢nym epitelem. Epitel téchto kanalk( byl
tvofen pouze Sertoliho burikami s &etnymi
vakuolami. Spermatogonie v t&chto kanalcich zcela
chybély. Prafezy téchto kanalkh byla zietelné
redukované a  mnoZstvi téchto kanalk(i bylo

o
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vyrazné nizsi nez v pfedchozich ¢asovych
intervalech.

Intersticialni bunky nebyly jiZ vyrazné zmnozeny
ve srovnani se zvifaty z pfedchozich skupin a
nebyly v nich pozorovany vyrazné patologické
zmeény.

V expresi vimentinu v experimentu s busulfanem
byly prvni zmény pozorovany v semenotvornych
kanalcich zvifat, kterym byla aplikovana jedna
davka busulfanu. 21 dnu a 42 dnG po aplikaci
busulfanu doslo ke zménam exprese vimentinu
v bazalnim i apikalnim kompartmentu Sertoliho
bunék v kanalcich, vnichz doslo ke ztraté
zarode&nych bunék. 7. a 14. den po aplikaci druhé
davky busulfanu bylo v kanalcich s porusenym
zarodeénym  epitelem  pozorovano  ubyvani
vimentinu v apikalni oblasti Sertoliho bunék.
V téchto tubulech bylo mozné zaznamenat vzestup
reaktivity vimentinu kolem jader Sertoliho bunék
(obr. &. 16A). Ve vétsiné poskozenych kanalcich
v dalSich intervalech, kde byl epitel tvofen pouze
Sertoliho bufikami, byla pozorovana progrese
téchto zmén spojena s intenzivni expresi vimentinu
v bazalni a perinuklearni oblasti Sertoliho bunék
(obr. ¢. 16B - sipka). Vimentinova vlakna v téchto
tubulech byla dezorganizovana a nahodné
uspofadana. Tyto zmény bylo moZné pozorovat
predevsim ve varlatech ze skupiny 21 a 28 dnl po
aplikaci druhé davky.

Od 28. dne byla zaznamenana postupna obnova
zarodetného epitelu. V tubulech s postupné se
obnovujicim  procesem spermatogeneze bylo
pozorovateiné nové usporadani vimentinovych

filament, a to nejprve v bazalni oblasti a v oblasti
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kolem jadra Sertoliho bunék. V dalSich intervalech
se s vyskytem primarnich spermatocytu, pfipadné
spermatid, vimentinova filamenta v apikalni oblasti
postupné prodiuZzovala smérem klumen kanalku
(obr. é. 16C). 70. den se ve vétsiné tubulu
s obnovenou spermatogenezi exprese vimentinu
nelisila od uspofadani vimentinovych filament
v kanalcich varlat zvifat z kontrolni skupiny (obr. &.
16D).

Zmeény v expresi vimentinu v intersticialni tkani
nebyly silné vyjadfeny. Nejvice napadnou zménou
byla zvy$ena exprese vimentinu v intersticialnich
burikach varlat s nejvice poskozenou
spermatogenezi (21. — 42. den). Toto zvyseni
souviselo se zvySenym poétem Leydigovych bunék
viéchto varlatech. 70 dn( po aplikaci 2. davky
busulfanu doslo opét knormalizaci exprese

vimentinu na Urover exprese v kontrolni skupiné.
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OBRAZOVA PRILOHA

Obr. €. 1. Tkan kontrolniho varlete
Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 100krat

Hematoxylin & eosin, originalni zvétSeni 200krat




Obrazovd pFiloha

Obr. ¢. 4. Tkan varlete po 3 dnech kryptorchismu
Detail splyvani bunék do vicejadernych utvart
Polosilné fezy, toluidinova modf-pyronin, originalni
zvétSeni 200krat
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Obr. €. 5. Tkan varlete po 44 dnech
kryptorchismu
Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 200krat

Obr. &. 6. Tkan varlete 7 dnli po jedné davce
busulfanu
Hematoxylin & eosin, originalni zvétSeni 100krat
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Obr. &. 7. Tkan varlete 7 dnli po druhé davce
busulfanu
Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 100krat

Obr. &. 8. Tkan varlete 14 dni po druhé davce
busulfanu

Hematoxylin & eosin, originalni zvétSeni 100krat
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Obr. ¢. 9. tkan varlete 21 dni po druhé davce
busuifanu

Hematoxylin & eosin, originaini zvétseni (A) -
100krat, (B) -200krat
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Obr. é. 10 Tkan varlete 42 dni po druhé davce
busulfanu

Hematoxylin & eosin, originalni zvétSeni 100krat

re

busulfanu

Hematoxylin & eosin, originalni zvétseni 100krat
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Obr. ¢. 12. Exprese vimentinu ve varleti po 5§
dnech kryptorchismu
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni
200krat

Obr. €. 13. Exprese vimentinu ve varleti po 11
dnech kryptorchismu
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni
100krat
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Obr. ¢. 14. Exprese vimentinu ve varleti po 22
dnech kryptorchismu
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni
200krat

Obr. €. 15. Exprese vimentinu ve varleti po 44
dnech kryptorchismu
Dobarveno hematoxylinem, originaini zvétSeni
200krat
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Obr. ¢. 16. Exprese vimentinu po aplikaci dvou
davek busulfanu - (A) 14 dn(, (B) 21 dnd, (C) 42
dntl, (D) 70 dnli
Dobarveno hematoxylinem, originalni zvétseni
(A, D) — 200krat, (B, C) — 400krat
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DISKUSE

Pofet muzi se snizenou fertiini schopnosti se
v souasné populaci stale zvySuje. Pficinou je
piitomnost rGznych poruch spermatogeneze
s piitomnosti degenerativnich zmén varlat. Tyto
zmény mohou byt vyvolany vlivem genetickych
predispozic, nékterych  patologickych  stavi,
vyskytem ruznych polutantl v Zivotnim prostiedi,
ale také vlivem soucéasného Zivotniho stylu — stres,
kouieni, alkohol, Iéky, apod. (Baker et al., 2000;
Sharpe, 2000).

Patologické zmény wve varleti vznikaji jako
vysledek dé&jl, které se odehravaji na molekularni
trovni. V experimentu, kdy byl experimentalnim
zvifetem potkan kmene Wistar, jsme porovnavali
vliv _modelového xencbiotika — busulfanu a vliv
operativné navozeneho jednostranného
kryptorchismu (pfesun varlete ze Sourku do bfisni
dutiny) na morfologicky obraz tkané varlete potkana
(stav zarodecného epitelu i intersticialni tkané mezi
semenotvornymi kanalky) a na spermatogenezi. Za
pouZiti histologickych a imunohistochemickych
metod byly posuzovany nékteré zmény odehravajici
se ve varleti, a to na Grovni cytoskeletalnich viaken,
a porovnavany byla téz proliferaéni aktivita
testikularnich bunék s rozsahem jejich poskozeni.
Vobou  experimentalnich modelech  bylo
pozorovano progredujici poskozeni zarodeéného
epitelu v semenotvornych kanalcich, ve kterych
postupné dochazelo k vymizeni zarode¢nych bunék
ze zarodeCného epitelu a zmengeni priméru
semenotvornych kanalku. To bylo spojeno se
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snizovanim hmotnosti varlat a edematéznim

prosaknutim tkané varlete. Vznik, pribéh a
dusledky tohoto poskozeni v obou experimentech
se vsak lisily.

Béhem prvniho experimentu byl u dospélych
potkani kmene Wistar operativné navozen
jednostranny kryptorchismus na dobu od 6, 12,
48 hodin, dale 3, 5, 11, 22, 44, 85 az 121 dnu. Pro
pfehlednost a zkraceni Ize intervaly do 14 dnu
povaZovat za kratkodobé, del§i nez 15 dnl za
dlouhodoby kryptorchismus. U zvifat, ktera byla
kryptorchizovana na dobu od 6 hodin do 3 dng,
nebyla zaznamenana Zadna zména v primérné
hmotnosti kryptorchickych varlat oproti varlatim
skrotalnim, ani skrotalné lokalizovanym varlatim
kontrolnich zvifat. To se shoduje s udaji uvedenymi
v literatufe, které udavaji signifikantni Ubytek
hmotnosti kryptorchického varlete nejdfive 4. den
od navozeni kryptorchismu (Courtens and Ploen,
1999; Ogi et al., 1998; Wang et al., 1998).

Po 5. dnech od provedeni operaéniho zakroku byl
také v nasem experimentu zaznamenan
signifikantni  Gbytek hmotnosti u abdominalné
umisténych varlat. Pokles hmotnosti operovanych
varlat pokradoval do 22. dne. V intervalech , které
nasledovaly, zlstala hmotnost operovanych varlat
pfiblizn& stejna aZ do 121. dne. V téchto intervalech
dosahovala hmotnost operovaného varlete pfiblizné
40 - 50% hmotnosti neoperovaného varlete.
Poskozena kryptorchicka varlata byla také mensi
nez varlata skrotalni, mékka a silné prosakla
tekutinou, ktera tvofila vétSinu  hmotnosti
kryptorchického  varlete. Primé&rna  hmotnost

neoperovanych skrotalnich varlat byla ve viech
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¢asovych intervalech kryptorchismu srovnateina
s hmotnosti varlat kontrolnich jedincl. Vysledky
naseho pozorovani jsou v souladu napf. s vysledky
téchto autorts (Courtens and Ploen, 1999; Ogi et al.,

1998, Wang et al.,, 1998; Zakaria et al., 2000).
Existuje ale také prace ukazujici ubytek hmotnosti
kryptorchického varlete doprovazeny kompenzacni
hypertrofii  kontralateralniho skrotalniho varlete,
jehoz hmotnost se postupné zvySovala a po 6 — 12
tydnech (specifické pro rizné kmeny potkanu) se
ustalila (Watts et al., 2000).

Morfologicky obraz patologickych zmén ve varleti
byl sledovan na urovni svételného mikroskopu.
V semenotvornych kandlcich jedincl, u nichz byl
operativné navozen kryptorchismus, se poskozeni
zarodeéného epitelu projevilo nejprve na Urovni
spermatid. V naSem experimentu se elongované a
kulaté spermatidy zadaly oddélovat z epitelu do
lumen semenotvornych kanalkld u nékterych jedincl
Jiz po 48 hodinach trvani kryptorchismu. Pouze
autofi dvou studii uvadéji prvni znamky pogkozeni
semenotvornych  kanalkl  jiz jeden den po
experimentalnim navozeni kryptorchismu (Ogi et al.,
1998, Wang et al, 1998). Od 3. dne byly
spermatidy odluSovany za zarodetného epitelu
spoleCné se spermatocyty. K nejmasivnéjdimu
odluovani  zarodeénych  buné&k  dochazelo
v intervalech mezi 3. a 11. dnem trvani
kryptorchismu.

Poskozeni zarodetného epitelu varlete se
projevilo také v nadvarlatech, v jejichz kanalcich se
vedle postupné se  sniZujictho  mnozstvi

vyzravajicich spermii objevovaly nejprve nezralé
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formy gamet a od intervalu 11 dni Casto pouze
amorfni nebunéény material.

V mnoha kandlcich se vintervalu 3 — 11 dni
vyskytoval velky podet vicejadernych bunék
viumen kanalkd. Neobvyklé nebyly utvary
obsahujici v roviné fezu 6 — 8 jader. Tyto Utvary
vznikaly splynutim kulatych spermatid, nékteré
atvary také slouéenim spermatid a spermatocytu.
Multinuklealni bufiky se objevuji v semenotvornych
kanalcich také pfi jinych modelech poskozeni varlat,
napf. po podvazani chamovodu, kdy je zastaven
odtok semenné tekutiny. Zaroven vtomto modelu
dochazi také dochazi k apoptéze zarodecnych
bunék pfiblizné ve stejném &asovém horizontu jako
u kryptorchizovanych zvifat (Anton, 2003).

Ve druhém  experimentu byl  potkanum
intraperitoneainé podavan busulfan (v davce 10
mg/kg). Sledovany byly intervaly 7, 21 a 42 dni po
aplikaci jedné davky a 7, 14, 28, 42 a 70 dni po
aplikaci dvou davek (v odstupu 21 dnu). Jako
posledni byl zvolen interval 70 dni (10 tydnu). Za
tuto dobu probé&hne cyklus spermatogeneze u
potkani kmene Wistar téméf dvakrat, nebot’
diferenciace gamety trva pfibiizné 42 dnu. Podani
davky 40 mg/kg se ukazalo byt davkou letalni pro
potkana kmene Wistar, ackoliv literamni zdroje
udavaji i moznost podani vy$sich davek potkanum
(Moisan et al., 2003; Wistuba et al., 2002).

Aplikace jedné davky busulfanu (10 mg/kg)
resultovalo ve statisticky nevyznamny pokles
hmotnosti varlat jiz 21 dnl po podani. V intervalech
7 a 14 dni po druhé davce byl zaznamenan pokles
hmotnosti variat aZz o jednu tfetinu oproti kontrolni
skupiné. V Zasovych intervalech 21 az 42 dni po
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aplikaci obou davek busulfanu byl pokles
nejmarkantnéjsi a byl zaznamenan az 50% ubytek
hmotnosti  varlat jako duasledek po3kozeni
zarodedného epitelu varlat po aplikaci cytostatika.
V poslednim ¢asovém intervalu, tj. 70 dni po
aplikaci druhé davky busulfanu, byl zaznamenan
hmotnostni narust, pifesto byla hmotnost varlat stale
o jednu tfetinu nizst ve srovnani s hmotnosti varlat
v kontrolni skupiné. Tento hmotnostni pfirustek je
mozné si vysvétlit jako dusledek obnovy
spermatogeneze a postupného dorustani
zarodeéného epitelu. Jiang (1998) ve své praci
popisuje také hmotnostni ubytek varlat u potkanu
kmene LONG EVANS po aplikaci dvou davek
busulfanu (10 mg/kg hmotnosti zvifete) ve stejném
davkovacim schématu, jako které bylo pouzito
v nasem experimentu. Zjistil pokles hmotnosti variat
ve v8ech sledovanych skupinach (20, 48, 74 a 96
dni po podani druhé davky busulfanu) oproti
kontrolni skupiné. Nejvétsi rozdil byl v &asovém
intervalu 74 dni (pokles cca o 75%). Vtomto
intervalu byl vnasem experimentu u potkand
kmene Wistar zaznamenan spiSe hmotnostni
pfiristek, 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 Gbytek
varlat. V jejich experimentu byl rozdil oproti
kontrolni  skuping nejmarkantn&jdi v dasovém
intervalu 56 dni, a to vice neZ 50%. Od 77. dne
pozorovali jiz zvySovani hmotnosti, pficem2

hmotnost varlat experimentalnich zvifat nedosahla
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hmotnosti varlat zvifat v kontrolni skupiné ani
v éasovém intervalu 119 dni po podani jedne davky
busulfanu (Haddad et al., 1997).

Toxicita vlivu busulfanu na tkan varlete se projevila
také zmensenim priméru semenotvornych kanalku
a poskozenim procesu spermatogeneze (pozvolné
degenerativhi zmény a pokles poctu zarodeénych
bunék v zarodeéném epitelu). Na rozdil od
kryptorchickych jedincli doslo u zvifat, kterym byl
podavan busulfan, nejprve k vymizeni mitoticky se
délicich spermatogonii (Casteéné jiz 21 dni po
podani 1. davky, témér dpiné v intervalech 7 a 14
dni po aplikaci druhé davky), pfiCemz spermatocyty
a spermatidy zustavaly pfitomny v epitelu a jejich
meiotické déleni, resp. spermatohistogeneze, dale
pokradovaly. Nejvétsi poSkozeni zarodeéného
epitelu bylo zaznamenano aZ v dalSich ¢asovych
intervalech — 21, 28 a 42 dni po druhé davce
busulfanu,kdy doslo kvyraznym zménam ve
struktufe semenotvornych tubuli. Z epitelu vymizely
téméf vSechny spermatocyty a spermatidy a pfi
bazalni membrané =zustalo zachovano pouze
nékolik  spermatogonii.  Nejvice  pogkozené
semenotvorné kanalky byly tvofeny pouze Sertoliho
bufikami. Na rozdil od kryptorchickych varlat se
spermatidy a spermatocyty v prabéhu odluovani
Z epitelu nespojovaly do mnohojadernych utvarl a
viumen kanalki se téméf vyluén& nachazely
jednotlivé. Jiang (1998} ve studii, jejiz podminky
byly srovnatelné s nasimi, zaznamenal 20 dni po
druhé intraperitonedini injekci busulfanu ztratu
vetSiny spermatogennich bunék a mensi podet
samostatné prezivajicich spermatogonii,

vyskytujicich se vtésném kontaktu s bazalnim
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kompartmentem sousednich Sertoliho  bunék
(Jiang, 1998). Aich et al., ktefi aplikovali potkanum
kmene Indian house rat (Rattus Rattus) pouze
jednu davku busulfanu, nepozorovali 10. den po
injekci  2adné vyraznéj§i zmeény v pfestavbé
zarodeénych a Sertoliho bunék. 40 dnl po aplikaci
busulfanu pozorovali zmény ve v8ech kanalcich,
vjejichz epitelu byly pouze spermatogonie,
zygotenni spermatocyty a Sertoliho buriky (Aich and
Manna, 2001).

Diky spermatogoniim, které pfezily, doslo po
odeznéni (¢ink( busulfanu ke znovunastartovani
procesu spermatogeneze (od intervalu 28 dni po
podani druhé davky).

Vintervalu 42 a zejména 70 dni po druhé injekci
busulfanu byla jiz obnova a rust zarodeéného
epitelu pozorovana ve vétsiné semenotvornych
kanalku. Po 70 dnech doSlo kobnové vsech
vyvojovych  fazi zarodecného epitelu -
spermatogonii, spermatocytu a v adluminalnim
kompartmentu kanalka byly pfitomny dozravajici
spermatidy. Zahajeni obnovy spermatogeneze a
zarodecéného epitelu varlete zacalo probihat u
potkana kmene Wistar dfive, nez uvadéji 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 spermatocytu, tubuly v8ak stale
postradaly pachytenni spermatocyty, spermatidy a
spermatozoa. Aktivni spermatogenezi pozorovali ve
vétsiné kanalkl az 100 dni po injekci busulfanu —
ale jizZ po 56 dnech byly v zarodedném epitelu
piitomny spermatocyty (Aich and Manna, 2001).
Jiang zaznamenal zadatek znovutvorby
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| zdecimovaného epitelu 48. den po aplikaci

busulfanu (potkan kmene Long Evans). 74. den
pozoroval v n&kterych kandlcich jiz spermatidy
v akrosomalni fazi spermatohistiogeneze a 96. den
normalni spermatogenezi ve vétsiné
semenotvornych fubull. Pfesto stejné jako u nasich
potkani kmene Wistar zustaly v zarodeCnem
epitelu nékterych kanalkl pfitomny pouze Sertoliho
bufky bez pfitomnosti jakychkoliv zarodecnych
bunék (Jiang, 1998).

Vysledky podobné nasim zaznamenali i jini autofi
pii pouZiti modelovych xenobiotik
methylmethansuifonatu a ethandimethansulfonatu
(EDMS), tedy latek s chemickou strukturou
podobnou busulafnu (Bartlett et al.,, 1986; Santra
and Manna, 2002). Ethandimethansulfonat je
alkylaéni latka, ktera se dCasto pouZiva
v experimentech jako latka toxicka pro Leydigovy
buriky. Po intraperitonedinim injekci EDMS bylo
pozorovano progresivni poskozeni spermatogeneze
jiz 3. den po aplikaci latky. Z intersticia vymizely
Leydigovy bunky (na rozdil od busulfanu) a
v tubulech se vyskytovalo stadium - specificke
negenerujici pachytenni spermatocyty.
K maximalnimu poskozeni doslo po 14 dnech po
podani EDMS, kdy tubuly postradaly jednu nebo
vice generaci zarodeénych bunék, obsahovaly
lipidové inkluze ¢&i rlzny pocet negenerujicich
zarodecnych bunek. Mezi 21. a 28. dnem se zacaly
obnovovat Leydigovy bunky v intersticialni tkani. 70.
den po jedné davce EDMS se kvalitativné normalni
spermatogeneze obnovila ve velké Easti
semenotvornych kanalk. Né&kolik tubull v8ak

zustalo ve fazi, kdy v zarodeéném epitelu zustaly
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jen Sertoliho bufiky a spermatogonie (Bartlett et al.,
1986).

V prub&hu experimentu jsme se dale zaméili na
zmény vuspofadani cytoskeletu v jednotlivych
typech bunék varlete. Pomaoci
imunohistochemickych technik byly sledovany
zmény vexpresi intermediarniho  filamenta
vimentinu, knimZ dochazelo v kontrolnich
varlatech v pribéhu spermatogenniho cyklu a také
b&hem  poskozeni vobu  experimentalnich
modelech.

Exprese vimentinu v epitelu byla relativné malo
uniformni a v prabéhu spermatogenniho cykiu se
seskupeni vimentinovych viaken ménilo. Vzdy se
ovéem tato vlakna nachazela pouze v Sertoliho
bunkach. Vimentin-pozitivni byly také peritubularni
myoidni buriky a v intersticiu ruzné typy bunék ve
sténén testikularnich cév, méné intenzivni nalez byl
v Leydigovych buiikach, fibroblastech a burkach
imunitniho systému.

Vysledky teto prace ukazaly, Ze podani busulfanu i
kryptorchismus resultovaly ve zmény v konfiguraci
vimentinovych  viaken v Sertoliho  buiikach.
OdluCovani zarodeénych bunék zepitelu bylo
spojeno s kolapsem vimentinovych vidken smérem
kjadru Sertoliho bunék, kde tvofila intenzivné
zbarveny prstenec v blizkosti jadra Sertoliho bunék.
Vimentinova vldkna z(stala pfitomna v Sertoliho
burikach i v nejposkozenéjSich kanalech (byt' byla
uspofadana v bazalnim kompartmentu Sertoliho
bunék) a zlstala jim schopnost opét se uspoiadat
v prub&hu obnovy spermatogeneze (u poskozeni
busulfanem).
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Vyznam pozorovanych skuteénosti nabyde na
vyznamu, uvédomime-li si funkci jednotlivych typu
cytoskeletarnich  vlaken v zarode€ném epitelu
varlete. Vimentinova vldkna tvofi v bazalni Casti
epitelu hustou sit, z niz vybihaji apikalnim smérem
vidkna ke  strukturam  adheznich  spojeni
v cytoplazmatické membrané Sertoliho  bungk
(hemidesmosomalni  spojeni mezi  Sertoliho
burikami a extracelularni matrix a desmosomalni
spojeni mezi Sertoliho bufikami a sousednimi
zarodeénymi  burikami). Pfedpoklada se, Ze
vimentinova filamenta (spolu s aktinovymi filamenty)
maji vyznam pro ukotveni zarodetnych bunék
v semenotvorném epitelu (Amlani and Vogl, 1988;
Mulholland et al., 2001).

Poskozeni vimentinovych vlaken muiZe zpusobit
poskozeni  kotvici“ funkce nékolika typl
mezibunéénych spojeni. Rozpad téchto filament a
mezibunéénych spojeni muZe bud pfedchazet
odluéovani zarodec¢nych bunék zepitelu, nebo
probihat sou¢asné s nim. Poskozeni vimentinovych
filament v Sertoliho burikach pasobenim nékterych
xenobiotik ma souvislost s porusenim struktury
semenotvorného epiteiu. Kolaps vimentinovych
viaken byl pozorovan napf. po podani toluenu
(Dalgaard et al.,, 2001), mono(2-ethylexyl)ftalatu
(Richburg and Boekelheide, 1996), 2,5-hexadionu
(Hall let al., 1991) nebo kolchicinu (Allard et al.,
1993). Podobne, experimentalni sniZeni
intatestikularni  hladiny testosteronu resultovalo
v odluCovani spermatid od Sertoliho bunék a v jejich
uvolnéni do lumen kanalkd, které bylo doprovazeno
kolapsem vimentinovych vlaken (Show at al., 2003).

Kolaps vimentinovych vidken po operabilné
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navozeném kryptorchismu pozorovali i Wang et al.
(Wang et al., 2002b).

Davky busulfanu, které byly pouzity vtomto
experimentu, nezpusobily ireverzibilni poskozeni
zarodeéného epitelu ve vsech tubulech. Naopak
doslo k obnové spermatogeneze. S objevenim se
zarodeénych bunék v zarodeéném epitelu doslo
také k obnové usporadani vimentinovych vidken
v Sertoliho  bunkach. Je pravdépodobné, :Ze
soucasné s vyskytem novych zarodeénych bunék
mezi Sertoliho burkami se vyvijelo jejich ukotveni
k Sertoliho  buiikdch  pomoci riznych typu
mezibunéénych spojeni. Po znovu se objeveni
spermatocytll v epitelu se vimentinova filamenta
zacala organizovat v bazalni a perinuklearni oblasti
Sertoliho  bunék mezi spermatogoniemi a
spermatocyty. Vdal$i fazi doslo krustu a
prodluZzovani apikalnich filament ke spermatidam.
Je pravdépodobneé, Ze existuji néjaké lokalni
faktory, které ovliviuji reorganizaci intermediarnich
filament vimentinu z chaotického a nahodného
uspofadani do vysoce organizovanych struktur.
Spruill et al (1983) prokazal v in vitro pokusech, Ze
FSH vyvolava fosforylaci vimentinovych jednotek a
tim ovliviiuje nové uspofadani filament. Je tedy
mozné, ze po odeznéni uginku busulfanu, FSH
prostfednictvim  cAMP  indukuje  fosforylaci
vimentinovych filament a tim umoZni reorganizaci
vimentinu. Reorganizace vimentinu béhem obnovy
spermatogeneze se vi3ak mohou U&astnit i dalsi
neznamé faktory (Spruill et al., 1983).
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ZAVER

Cilem této rigorozni prace bylo zhodnotit a
posoudit vliv modelového xenobiotika busulfanu a
vliv operativné navozeného kryptorchismu na
morfologicky obraz tkané varlete potkana kmene
Wistar (stav zarodeéného epitelu i intersticialni
tkané mezi semenotvornymi  kanalky), na
spermatogenezi a posoudit pfipadné zmény
v nadvarlatech. Zmény, které se déji ve varleti na
Grovni cytoskeletalnich viaken byly hodnoceny
pomoci histologickych a imunochistochemickych
metod. Dale byla porovnavana proliferacni aktivita
testikularnich bunék s rozsahem jejich poskozeni.

Jako pokusny model ke sledovani Gcinku
busulfanu na zarodeénou tkan variete byli pouZiti
dospéli samci laboratorniho potkana kmene Wistar,
jejichz hmotnost se pohybovala mezi 200 a 250 g.
Jedincim byla aplikovana jedna davka busulfanu
(10 mg/kg nebo 40 mg/kg hmotnosti zvifete) nebo
byly podany dvé davky busulfanu (10 mg/kg
hmotnosti zvifete v asovém odstupu 21 dnu, a to
11. a 21. den). Nasledovalo usmrceni zvifat
v ruznych intervalech 7, 14, 21, 28, 42 a 70 dnu po
podani busulfanu. Jednostranny kryptorchismus byl
u pokusnych zvifat navozen operaénim zasahem
na dobu od 6, 12, 48 hodin, dale pak 3, 5, 11, 22,
44,85 a 121 dnu.

Vysledky Ize shrnout nasledovné :

1.  Prvni  zmény v zarodeéném  epitelu
kryptorchizovanych varlat bylo mozZné
pozorovat v intervalech 2 a 3 dny. Nejdfive
dochazelo k odluovani spermatid z epitelu,

nasledované odluéovanim spermatocyti a
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spermatogonii. Béhem odluéovani
zarodeénych bunék bylo pozorovano
splyvani té&chto bunék do vicejadernych
Gtvari. Kanalky nadvarlat vyplfovala
tekutina, ktera obsahovala ruzné vyzralé
buiky  zarodetné linie. Poskozeni
spermatogeneze vyustilo také ve sniZeni
pramérné hmotnosti kryptorchickych varlat u
operovanych zvirat, ktere bylo
zaznamenano jiZ 5. den po operaci
Vintervalech 22 az 121 dni dosahovala
hmotnost operovaného varlete cca 40 -
50% hmotnosti neoperovaného varlete a
v zarodeéném epitelu byly obsaZeny pouze
Sertoliho bufky, mezi kterymi byly pfitomné
zbylé spermatogonie. Hmotnost varlat
operovanych kontrol, stejné jako hmotnost
kontralateralnich skrotalnich varlat,
nepodiéhala v pribéhu pokusu vyraznym

Zménam.

2, Histologickd analyza na urovni svételného
mikroskopu ukazala, Ze tkan varlete je citliva
k aplikaci busulfanu. Nejvice patrné
patologické zmény byly v intervalech 21 -42
dni po dvou davkach xenobiotika, kdy doslo
k rozsahlé destrukci zarode&ného epitelu,
k vakuolizaci Sertoliho buné&k, k zaniku
spermatogeneze a ke zmnoZeni
Leydigovych bunék v intersticiu. Mitoticky
délici se bunky byly cilem toxického u&inku
busulfanu. Na rozdil od kryptorchickych
zvifat dodlo po odeznéni Géinku busulfanu
v poslednich &asovych intervalech (28, 42 a

70 dni po druhé davce busulfanu)
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k postupné obnové morfologie zarodeéného
epitelu a spermatogeneze. Poskozeni
spermatogeneze se projevilo take ve sniZeni
hmotnosti varlat a nasledna obnova byla

provazena hmotnostnim vzestupem.
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