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1. Uvod a cil bakalafské prace



Ukolem této bakalaiské prace bylo posouzeni vlivu diethyl ftaldtu na morfologicky obraz
varlete potkana, spermatogenezi a stav zarodecného epitelu. Ftalaty jsou znamé jako jedovaté
latky. Jsou klasickym pifkladem xenobiotik — cizorodych latek, kterym jsou alespon v malych
koncentracich lidé neustale vystavovani.

Setkavame se s nimi v kosmetickém pramyslu, kde jsou casto pfisadami do parfémau, laka
na vlasy & deodorantt. Casto se vyuzivaji také jako zmékéovadla pii virobé PVC. Do styku se
s nimi dostavaji také novorozenci, protoze ve zdravotnickych zafizeni se stale vyuzivaji vyrobky
z mékéeného PVC s obsahem ftalata (katetry, dychaci trubice, soupravy pro transfuze, inftze,
hemodialyzu, aj.). Nejvice nebezpecné jsou détské hracky vyrobené z PVC mékcéeného ftalaty,
protoze déti berou hracky do dst a nasledkem toho se skodlivé ftalaty vstiebavaji sliznici.

Ftalaty ohrozuji schopnost reprodukce, ktera zpusobuje vrozené vyvojové vady varlat,
prostaty a penisu, neplodnost, dale muze také zpusobit smrt plodu v déloze, zpomalit
nitrodélozni vyvoj, atrofii ledvin ¢i naruseni funkce jater.

Experiment byl vyhodnocen pomoci histologickych nalezt odebranych tkani potkant po

kratkodobém pusobeni ftalatu.



2. Teoreticka cast



2.1. Morfologie varlat a nadvarlat

2.1.1. Varle

Vatle (testis) je parova muzska pohlavni Zlaza, ktera je umisténa mimo bfisni dutinu,
v Sourku (scrotum). Ma tvar ovoidu dlouhého 4 - 5 cm a Sirokého 2 - 3 cm. Hmotnost varlete je
18 - 25 g. Na zadni sténé na né shora navazuje nadvarle.

Vétsinu povrchu varlete a ¢ast nadvarlete kryje leskly povlak — epiorchium (lamina
visceralis). Kolem varlete je parietalni list této puvodni peritonealni vychlipky — periorchium
(lamina parietalis). Oba dva listy v sebe pfechazeji v hilu varlete. Kolem vétsiny povrchu varlete
tak vznika §térbina — cavum serosum scroti — oddélena ¢ast peritonealni dutiny.

Pod lamina visceralis je na vlastnim povrchu varlete bild vazivova tunica albuginea.
Vazivové piepazky (septula testis) vstupuji do nitra varlete a rozd¢lujf je tak na 200 — 300 laltcka
(lobuli testis). Uvnitt lalacka se nachazeji stocené 2 - 3 semenotvorné kanalky (tubuli seminiferi
concorti). Jejich celkova délka vjednom varleti je 250 — 300 m. Epitel, ktery vystyld sténu
kanalkt, se nazyva epithelium spermatogenicum. Je to vicevrstevny semenotvorny epitel, ktery se

sklada ze dvou bunéc¢nych linif — spermatogennich a podpurnych (Sertoliho) burnek.

2.1.2. Nadvarle

Nadvarle (epididymis) je protahly, trubicovity organ na zadnim obvodu varlete. Sklada se
ze tif ¢asti — hlavy nadvarlete (caput epididymis), téla (corpus epididymis) a ocasu (cauda
epididymis). Cely organ je orientovan tak, ze hlava lezi za hornim pélem varlete a télo a ocas
sestupuji po zadnim obvodu varlete. Pfi dolnim poélu pfechazi nadvarle ostrym ohbim
v chamovod (ductus deferens).

Povrch nadvarlete tvofi silna vazivova membrana, ktera je pevné spojena s vazivem uvnitf
nadvarlete. Do caput epididymidis vstupuji ductuli efferentes testis (8 - 12 kanalkt), které formuji
lalicky — lobuli epididymidis. Kazdy z nich obsahuje stoceny kanalek asi 15 cm dlouhy. Ty se
postupné spojuji a vyustuji do jediného kanalku nadvarlete — ductus epididymidis. Na konci
cauda epididymidis pokracuje kanalek nadvarlete v ductus deferens spojujici nadvatle s mocovou

trubici (urethra masculina).

2.1.3. Sourek
Sourek (scrotum) se svoji polohou i puvodem fadi k muzskym zevnim pohlavnim
organum. Je to kozn{ vak hruskovitého az kulovitého tvaru. Septum scroti — vazivova piepazka,

rozdéluje $ourek na dvé dutiny — pro pravé a levé varle. >



2.2. Sertoliho buriky

Podpurné Sertoliho bunky pochazeji z embryonalntho mezodermu. Jsou to dlouhé stihlé,
vysoce specializované bunky semenotvorného epitelu varlat. Nasedaji rozsifenou bazi na bazalni
laminu semenotvorného kanalku a dosahuji az k lumen kanalku.

Sertoliho bunky proliferuji az do zacatku puberty. Jejich finalni pocet je korelovany
mnozstvim zarode¢nych bunc¢k produkovanych dospélym vatletem. Rust Sertoliho bunck je
ovliviiovan hlavné folikul stimulujicim hormonem (FSH) z hypofyzy.

Tyto bunky maji velka ovalna svétla jadra obsahujici nendpadné jadérko. Uvnitf bunck se
nachazi dobfe vyvinuté drsné endoplazmatické retikulum, Golgiho komplex a cetné
mitochondrie. Naopak hladkého endoplazmatického retikula je méné. Do cytoplasmy téchto
bunek jsou zanofena jednotliva stadia zarode¢nych bunck, které Sertoliho bunky vyzivuji a chrani
(hematotestikularn{ bariéra). Pomoci zonula occludentes jsou okraje bunék tésné¢ pfipojeny
k sousednim Sertoliho bunkam.

Podpuarné bunky maji fadu funkei. Patff mezi né fyzicka opora pro spermatogenni buriky,
dale fizeni vyzivy vyvijejicich se spermatozoi, ochrana pfed autoimunitnim utokem
imunoglobulind v krvi a fagocytéza rezidualnich télisek. Bunky také secernuji tekutinu pro

transport semene, inhibin a estrogen. **

2.3. Hematotestikularni bariéra

Pfi spermatogenezi vznikaji na diferencujicich se spermatogennich bunkich nové,
specifické proteiny a glykoproteiny. Protoze tento proces zacina jiz po vyvoji imunitnfho systému,
mohou byt povrchové molekuly rozpoznany jako ,,cizi* antigeny. Hematotestikularni bariéra
chrani vyvijejici se spermie pfed autoimunitnim poskozenim. Téz pomaha vytvafet osmoticky
gradient, ktery podporuje pohyb tekutiny do tubularniho lumen.

Bariéra mezi krvi a testes rozdéluje vystelku semenotvornych kanalkti na dva funkcni
oddily. Prvnim z nich je bazalni oddil, ktery lezi mezi bazalni laminou a spojovacim pasem. Tento
oddil obsahuje spermatogonie. Latky, které proniknou pfes bazalni laminu, jsou do tohoto oddilu
pfenaseny krvi. Druhym funkénim oddilem je luminalni, ktery dosahuje od spojovaciho pasu az
dovnitf k luminu. Kromé latek, které vychytavaji podpurné bunky a pifenaseji je pfes svou

cytoplazmu do tohoto prostoru, sem latky pfenasené krvi nepronikaji.



Tekutina uvnitf semenotvornych kanalka je odlisnd od plasmy. Obsahuje velké mnozstvi
androgenu, estrogend, drasliku, inositolu, kyseliny glutamové a asparagové. Naopak je chuda na

7, . v s ey v s JERIR P A . , , csv 25
bilkoviny a glukosu. Udrzent jejiho slozent je zavislé pravé na hematotestikularni bariéfe. »



2.4. Spermatogeneze

Spermatogeneze je slozity proces tvorby a vyvoje spermii, na jejimz konci je zrala muzska
pohlavn{ bunka. Cely proces je zavisly na hormonu testosteronu a lze jej rozdélit na tii faze:

spermatocytogenezi, meidzu a spermiogenezi.

2.4.1. Spermatocytogeneze

Pii spermacytogenezi dochazi fadou mitotickych déleni k produkci primarnich
spermatocytt ze spermatogonii (primitivni zarode¢né bunky). Rozlisuji se spermatogonie A, které
zustavaji nediferencovanymi kmenovymi bunkami a jsou schopny produkovat dalsi A i B bunky.

Dale spermatogonie B, které prochazeji dalsimi mitézami a jsou schopné dalsiho vyvoje.

2.4.2. Meibza
Meibza je proces zahrnujici dvé po sob¢ jdouci bunécna déleni. Vysledkem je vznik ctyf

haploidnich spermatid z jednoho diploidnfho primarntho spermatocytu.

Meié6za I.

Primarni spermatocyty se bc¢hem prvniho meiotického déleni rozdéli a vznikajf
sekundarni spermatocyty. Kratce pfed zahidjenim mitézy dochazi ke zdvojeni DNA — stava se
tetraploidni (4n DNA), spermatocyt tak obsahuje 46 chromozomu (22 part autozomi + XY).
Prvni meiotické délen{ se sklada ze 4 faz{ — profaze, metafaze, anafaze a telofaze.

Béhem profaze se 23 part homolognich chromozomu paruji bod po bodu a vytvafeji
mustky, které sparovanym chromozomiim dovoli vyménu DNA (,,crossing over®). Dale dochazi
k zaniku jaderné membrany. V prabéhu metafaze se pary chromozomu sefadi v ekvatorialni
roviné. Nasleduje faze anafaze, kdy dvouchromatidové chromozomy se rozchazeji k opacnym
polam burnky, kam jsou pfitahovany pomoci délictho vieténka. V posledni fazi — telofazi — se
u protilehlych péla bunky seskupuji haploidni (1n) sady chromozomu, tzn. ze vznikly sekundarni
spermatocyt obsahuje jeden chromozom z kazdého homologniho paru chromozomu. Vysledkem
prvniho meiotického déleni jsou sekundarni spermatocyty obsahujici 23 jadernych chromozomu

zdvojenych ve dvé chromatidy ( 2n DNA).

Meio6za II.
V pribé¢hu druhého meiotického déleni se rozdéli sekundarni spermatocyty a vzniknou

spermatidy. Pfi tomto déleni je obsah DNA rozdélen na polovinu, pocet chromozomu zistava



stejny — haploidni (In). Vysledkem je spermatitida s haploidnim poctem chromozomu

1 haploidnim mnozstvim DNA.

2.4.3. Spermiogeneze

Posledni faze spermatogeneze se nazyva spermiogeneze. Je to komplexni proces tvorby
spermie ze spermatidy, ktery probihd v nadvarleti. Pfi tomto procesu dochazi k mnoha
strukturalnim zménam — tvorba akrozomu, pfesun centriol a vytvofeni biciku, dile pfesun
cytoplazmy a mitochondri, kondenzace jaderného chomatinu a oddéleni rezidualnich télisek.
Vysledkem je zrald spermie skladajici se z hlavicky, krcku a bi¢iku. Na hlavicce se utvaif
akrozomalni vacek obsahujici enzymy dulezité pro oplodnéni vajicka. Aby spermiogeneze

/ Voo A v s 2,5,6
probihala spravné, je nutna dostatec¢na tvorba testosteronu. ="
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2.5. Vliv ftalatd na funkci spermii

Je mnoho zputsobu, jak mohou xenobiotika poskodit plodnost muzt. Napfiklad
chemikalie mohou projevit pfimy ucinek na zarodecny epitel, nebo mohou uacinkovat tim, Ze
ovlivn{ hormonaln{ regulaci mezi hypotalamem, hypofjzou a pohlavnimi zlazami. "

Ftalaty jsou chemicky estery kyseliny ftalové.” Jedna se o aromatickou dikarboxylovou

kyselinu. Jeji sumarni vzorec je C;H O, a strukturnf vzorec vypada takto:

HO O
OH

Kyselina ftalova je bila krystalicka latka.

Diethylftalat, tedy ester kyseliny ftalové, ma sumarni vzorec C,H,,O, a ma tuto

o, O/_
5 o/

Podle studii, které byly provadény na zvifatech, jsou ftalaty znamé jako jedovaté latky

strukturu:

ohrozujici schopnost reprodukce, kterd zpusobuje vrozené vady a neplodnost.

Ftalaty jsou klasickym pifipadem sloucenin, kterym jsou alespon v malych koncentracich
lidé neustale vystavovani. Mnoho védcu se dnes zaméfuje na zkoumani poskozeni plodnosti tzv.
»slouceninami znecist’ujici prostfedi”, ale je tfeba pfipomenout, ze mnoho tfd 1éka ma
pfinejmensim schopnost zpusobit pfechodné poskozeni plodnosti.

Vystaven{ ftalatd u clovéka muze nastat cestou znecisténé potravy, 1éciv, krevnich

konzerv, dyalizacni trubice nebo na pracovisti.

-11 -



S ftalaty se muzeme setkat také v nemocnicich, protoze jsou uvolnovany nékterymi
zdravotnickymi pomuckami vyrobené z PVC (katetry, dychaci trubice, soupravy pro transfize,
infaze, hemodialyzu, aj.). A to i pfesto, ze jsou na trhu dostupné alternativni materialy, které PVC
neobsahujf. """

Doktor S. D. Gangolli se zabyval studiem tc¢inkd ftalatd na testikularni tkan. Ucinky na
testikularni tkan vyvolané di(2-ethylhexyl) ftalitem (DEHP) u krysy byly charakterizované
ubytkem vahy organt a histologickymi zménami v kanalcich varlete. Tyto tcinky lze téz vyvolat
ve stfevni sliznici a dalsich tkanich. Poskozeni varlete vyvolané ftalaty bylo provazeno poklesem
obsahu zinku v gonadach a zvysenym vylucovanim tohoto prvku moci. Vystaveni acinku ftalata

preparatu zarodecnych kanalkt krysy meélo za nasledek odlucovani zarodec¢nych bunék od

Sertoliho bunék v zavislosti na podané davce. 1
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. Experimentalni cast
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3.1. Experiment

3.1.1. Zvifata

Pro experiment byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar o pramérné hmotnosti
400 g. Zvifata byla chovana za standardnich podminek ve vivariu Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové s volnym piistupem k vodé a krmena standardni potravou.

Studie byla provadéna v souladu se zikonem ¢&. 246/1992 Sb. O ochrané zvifat proti
tyrani a pod odbornym dohledem Etické komise Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové.

3.1.2. Vlastni experiment

V experimentu bylo pouzito celkem 6 potkani. Kazdy potkan byl oznacen kyselinou
4. LP, 5. — LZ, 6. — PZ. Podle hmotnosti, ktera jim byla naméfena prvni den experimentu, byli
rozdéleni na dveé skupiny. Obéma skupinam byl nasledujicich 10 dni davkovan gastrointestinalni
sondou Diethyl Phthalate Pestanal od firmy Riedel — de Haer. Béhem celého experimentu jsme
sledovali vahu potkanti a potravni chovani. Po 10-ti dnech byla potkanim provedena euthanazie
pfedavkovanim celkovym inhala¢nim anestetikem. Pouzili jsme Aether pro narcosi (Synthesia,
Pardubice - Semtin) v uzavieném prostoru exsikitoru. Po usmrceni jsme provedli otevieni dutiny
bfisni a odebrali tyto organy: prostatu, varlata, ledviny, plice, stfevo, slezinu a jatra. Organy jsme

histologicky zpracovali a pozorovali pod mikroskopem.
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3.2. Histologické zpracovani organu

Thned po odebrani jsme tkané vlozili do Bouinovy fixa¢ni tekutiny na 48 hodin. Ucelem
této fixace je zabranit samovolnému rozkladu tkané¢ pusobenim enzymu. Poté jsme tkané
odvodnili acetonem, projasnili xylenem (z davodu odstranéni ethanolu) a po prosyceni parafinem
zalévali do blockau.

Parafinové blocky jsme po ztuhnuti krajeli na sankovém mikrotomu Leitz — Wetzlar na
fezy tenké 5 um. Nakrajené fezy jsme za pomoci preparacnich jehel pfenesli na podlozni sklicko
a prilepili pomoci glycerinu s bilkem.

Pred vlastnim barvenim jsme fezy odparafinovali fadou xylen, sestupna alkoholova fada,
voda. Poté jsme na fezech provedli barveni hematoxylin — eosin, a dale zeleny trichrom. Po
vlastnim barveni jsme fezy odvodnili pomoci vzestupné alkoholové fady a projasnili xylenem.

Barvené fezy jsme zamontovali do kanadského balzamu a hodnotili pod mikroskopem.

3.2.1. Fixace a zalit{ do parafinu

Fixace v Bouinové roztoku

Bouinuv roztok 3 dny

ethanol 80% 1 hodina

3x aceton béhem 24 hodin
xylen 2 x 15 minut
parafin (56°C) 2 hodiny
parafin (56°C) 2 hodiny

Zaliti do parafinu a vytvofeni blocku.
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3.2.2. Barveni hematoxylin - eozin

odparafinovani:

xylen 3 x 5 minut
96% ethanol 5 minut
70% ethanol 5 minut
destilovana voda 5 minut

Otfeni sklicek bunicinou.

barveni:
hematoxylin 6 — 8 minut
pramenita voda 10 minut

Otfeni sklicek bunic¢inou a kontrola zmodrani jader v mikroskopu.

eosin 2 minuty
destilovana voda oplachnuti
odvodnéni:

96% ethanol 2x oplachnuti
ethanol : xylen (2 : 1) 3 minuty
xylen : ethanol (1 : 2) 3 minuty
projasnéni:

xylen 3 x 3 minuty

Otfen{ skli¢cek bunicinou.

zamontovani do kanadského balzamu

vysledek barveni:

Jadra bunck a chrupavka se barvi modfe, kolagenni vazivo razove a svalstvo cervené.

-16 -



3.2.3. Barveni na kolagen — zelenv trichrom

odparafinovani:
xylen

96% ethanol
70% ethanol
destilovana voda

Otfeni sklicek bunicinou.

barveni zeleny trichrom:
destilovana voda
hematoxylin

70% alkohol

Diferencovat v kyselém alkoholu.

pramenita voda
Kontrola v mikroskopu.
Goldner L.

destilovana voda
Goldner II.

destilovana voda
Goldner 11

destilovana voda

odvodnéni:
96% ethanol
ethanol : xylen (2: 1)
xylen : ethanol (1 : 2)

projasnéni:
xylen

Otfen{ sklicek bunicinou.

3 x 5 minut
5 minut
5 minut

5 minut

oplachnuti
3 -5 minut

oplachnuti

oplachnuti

10 minut
oplachnuti
10 minut
oplachnuti
10 minut

oplachnuti

2x oplachnuti
3 minuty

3 minuty

3 x 3 minuty

zamontovani do kanadského balzamu
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vysledek barveni:
Jadra bunék jsou obarvena modfe, svalovina cihlové cervené, kolagenni vazivo zelené,

erytrocyty oranzove a hyalinnif vazivo cervené.
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3.3. Roztoky a chemikalie

Diethyl Phthalate pestanal 1g

nafedény do 40 ml aqua pro injectione

Bouintv roztok:
nasyceny roztok kys. pikrové 300 ml
neutralni formol 100 ml

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

Parafin:

Tuhy parafin zkvalitnény 3 — 5 % bilého vceliho vosku.

Hematoxylin Hill:

hematoxylin 40¢g
jodi¢nan sodny 0,4 ¢
siran hlinity 352 ¢
destilovana voda 710,0 ml
ethylenglykol 250,0 ml
kys. octova 40,0 ml

Roztok eosinu:

1 % roztok eosinu v destilované vodé.

Goldner I:

2

ponceu de xylidin lg
koncentrovana kys octova 1 ml
destilovana voda 100 ml
b)

oranz G lg
koncentrovana kyselina octova 1 ml
destilovana voda 100 ml
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c)
Fuschin S 1 ml

koncentrovana kys. octova 1ml

destilovana voda 100 ml

Goldner I. se pfipravi smichanim 20 ml roztoku a, 10 ml roztoku b a 10 ml roztoku c.

Goldner II:

1 % vodniho roztoku kys. fosfowolframové.

Goldner III:

svetla zelen 15¢
ledova kys. octova 1 ml
destilovana voda 100 ml

-20-



4. Vysledky
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4.1. Vysledky makroskopickych pozorovani

Na zacatku experimentu jsme vSechny potkany oznacili kyselinou pikrovou a nasledné

zvazili. Podle jejich hmotnosti jsme je rozdélili na dvé skupiny — skupina A s navazenymi vyssimi

hmotnostmi, skupina B s niz§imi.

SKUPINA A SKUPINA B
LP 440 g HL 400 g
LZ 440 ¢ PP 400 g
PZ 420 g HL+LZ 380 g

Tab.1: Tabulka hmotnosti potkanii skupiny A i B.

Nasledujicich 10 dni (krom¢ vikendu 21. a 22.6.2008) byl potkanim podavan

gastrointestinalni sondou Diethyl Phthalate pestanal a to v mnozstvi 0,5 ml skupin¢ A, 0,1 ml

skupiné B. Béhem celého experimentu jsme u potkant sledovali jejich vahu a potravni chovani.

Vysledky jsou v nasledujici tabulce.

Hmotnost potkanti v gramech

SKUPINA A SKUPINA B
datum LP LZ PZ HL PP HL+LZ
16.6.2008 440 440 420 400 400 380
17.6.2008 440 440 420 400 400 390
18.6.2008 460 440 420 400 400 390
19.6.2008 469 460 445 422 490 400
20.6.2008 465 445 430 428 430 410
23.6.2008 475 450 440 440 420 410
24.6.2008 478 449 449 445 425 410
25.6.2008 483 455 450 445 425 415
26.6.2008 489 460 442 445 430 410
27.6.2008 490 401 455 445 430 410

Tab.2: Tabulka navagenych hmotnosti potkanii obon skupin béhem celého experimentn.
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Z tabulky ¢.2 je patrné, Ze vSichni potkani béhem experimentu pfibrali na vaze, a to
v prameéru asi 35 g u obou skupin.
Béhem podavani diethyl ftalatu jsme také vysledovali fidsi exkrementy u obou skupin
potkant.
Po skonceni 10-ti denniho davkovani diethyl ftalatu byli potkani usmrceni (30.6.2008 ).
Odebrali jsme jim vybrané organy, z nichz nejvétsi pozornost byla vénovana varlatim. Jejich

rozméry jsou pro obé¢ skupiny potkant uvedeny v nasledujicich tabulkach:

Potkani skupiny A — parametry odebranych varlat
Hmotnost Odebrany organ
potkana a jeho parametry
LP 500 g Varle: 24 cm + 22 ¢
LZ 460 g Varle: 21 cm + 1,8 ¢
PZ 465 ¢ Pravé varle: 22cm + 1,7 g
Levé varle: 21 ecm+ 1,7 ¢

Tab.3: Parametry odebranych varlat u skupiny A.

Potkani skupiny B — parametry odebranych varlat
Hmotnost Odebrany organ
potkana a jeho parametry
HL 465 ¢ Varle: 2,1 ecm + 1,8 ¢
PP 430 g Varle: 22ecm +19 ¢
HL+LZ 420 g Varle: 22cm + 1,7 ¢

Tab.4: Parametry odebranych varlat n skupiny B.

Odebrané organy pifi rozméru i hmotnosti odpovidaly fyziologickym rozméram. Pii
odbéru byly pfedevsim sledovany dlouha osa varlete a mokra hmotnost, které byly ve

tyziologickém rozmezi.
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Na vybranych organech jsme také pozorovali patologické zmény:

LZ — pfekrvené organy

PZ — fibrilace, ptrekrveni, chybéla ¢ast plic

HL — svétlej jatra

PP — prekrvené organy

4.2. Vysledky histologického hodnoceni

4.2.1. Potkani skupiny A
Této skupiné byl davkovan Diethyl Phthalate pestanal o koncentraci 0,5 ml.

>

Zjistili jsme, Ze pfi vyse uvedeném zpusobu podani nebyla ovlivnéna produkce
zarodecnych bunck.

Oproti fyziologickému stavu ale bylo pfitomno vyrazné pfekrveni kapilarni c¢asti
glomerulu.

V jaterni tkani jsme nasli mistni zmény zejména v cévni casti lalicka. Na
preparatu bylo vidét zfetelné rozsifeni jaternich sinust sbihajicich se do centralni
¢asti. Jaterni bunky lemujici tyto sinusy jevily znamky degenerace.

Na preparatu duodena jsme pozorovali v ¢asti intersticia mirnou pocetnéjsi
infiltraci lymfocyty.

V cervené pulpé ve sleziné jsme pozorovali vyrazné piekrveni a pifitomnost

nepocetnych mnohojadernych elementt.

4.2.2. Potkani skupiny B
Této skupiné byl davkovan Diethyl Phthalate pestanal o koncentraci 0,1 ml.

>
>
>

Preparaty varlat a prostaty byly fyziologické, bez patrnych morfologickych zmén.
Ledviny také bez patrnych zmén.

U jater jsme pozorovali podobny obraz poskozeni jaterniho parenchymu jako pii
vyss$i koncentraci.

Obraz duodena byl naprosto fyziologicky.

Prehled vSech komponent sleziny byl bez patrnych zmén.
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5. Diskuze
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Sledovani uc¢inku ftalata na lidsky organismus je v dnesni dobé velmi diskutované téma.
Je intenzivné sledovano proto, ze tyto chemické latky mohou byt nebezpecné pro lidské zdravi.

Mnoho védcu se dnes zaméfuje na vyzkum poskozeni plodnosti ftalaty, tzv. ,,sloucenin
znecistujici prostiedi. Clovék miZe tyto litky dostat do téla prostfednictvim dychani
znecisteného ovzdusi, kozni resorbci, z potravin, z krevnich konzerv ¢i dyalizacnich trubic.
Mladé, vyvijejici se organismy jsou vuci expozici ftalatim citlivéjsi nez organismy dospélé.
Mimofadné citlivé jsou z tohoto hlediska zejména muzské pohlavni organy ve fazi vyvoje, i kdyz
dulezité jsou napf. téz ucinky ftalata na jatra, ledviny, plice ¢i na srazlivost krve.

Vysledky testd provadénych na zvifatech ukazaly, Ze nékteré z ftalata pasobi nepfiznivée
na vyvoj muzskych reprodukénich organt a jsou toxické pro testikularni bunky, které zajist’uji
normélni produkci hormont a spermii. Vysoké koncentrace toxickych ftalata jsou v Ceské
republice v poslednich letech opakované zjistovany v mateiském mléce. ©° Z téchto dévodu se
doporucuje materialy vyrobené z PVC nahrazovat bezpeénéjsimi materialy.

Nase pilotni studie méla za kol ovéfit kratkodoby mozny vliv ftalatd na poskozeni
funkce spermii. Pfi tomto pokusu jsme ale také vénovali pozornost dalsim organtm, jako
ledvinam, jatram, stfevu a sleziné. V nasich fakultnich podminkach jsme zjistili, ze nebyla
ovlivnéna produkce zarodecnych bunck. Avsak oproti fyziologickému stavu bylo nalezeno mirné
piekrveni glomerularnich kapilar v kiafe nadledvin, vyrazné piekrveni v cervené pulpé

a pfitomnost mnohojadernych elementa.
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6. Zaver
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Pokusnym modelem pro sledovani vlivu znamého xenobiotika — diethyl ftalatu na
zarodecnou tkan, byli dospéli samci potkana kmene Wistar o hmotnostech 420 — 500 g. Potkani
byli podle jejich hmotnosti rozdéleni do dvou skupin a obéma byl po dobu 10 dni davkovan
gastrointestinalni sondou Diethyl Phthalate pestanal a to v mnozstvi 0,5 ml skupiné¢ A, 0,1 ml
skupiné B. Po skonceni experimentu byla zvifata usmrcena euthanazii.

Odebrané organy svymi rozméry i hmotnosti odpovidaly fyziologickym rozméram. Pfi
odbéru byly pfedevsim sledovany dlouhd osa varlete a mokra hmotnost, které byly ve
tyziologickém rozmezim. Organy jsme histologicky zpracovali a vysetfili svételné mikroskopickou
metodou.

Vysledkem bylo zjisténi, ze v pfislusnych koncentracich pfi vyse uvedeném zptisobu
podani, nebyla ovlivhéna produkce zarodecnych bunék. Oproti fyziologickému stavu bylo
nalezeno mirné piekrveni glomerularnich kapilar v kife nadledvin u potkana ze skupiny A,
davkovaného koncentraci 0,5 ml Diethyl Phthalate pestanalu.

Soucasné i u této koncentrace byla zaznamenana vyraznéjsi aktivace cervené pulpy ve
sleziné, ktera se projevila vznikem mnohojadernych elementt.

Ve tkani jater byly zaznamenany loziskové zmény jak na drovni hepatocyta
(pravdépodobné nekrézy), tak 1 zmény v cévnim fecisti, a to u obou davek.

Soucasti experimentu bylo i sledovani hmotnosti a potravnftho chovani potkant. Obé
skupiny zvifat pfibraly béhem sondovani v praméru 35 g. Avsak jejich vaha neustile kolisala,

pravdépodobné z davodu jejich traumatizace pii gastrickém sondovani.
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8. Obrézkova piiloha
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Seznam obrazku

SKUPINA A

- potkani, ktef{ dostavali gastrointestinalni sondou 0,5 ml Diethyl Phthalate pestanal.

Obrizek 1 — varle, HE, zvétseno 100x
Obrazek 2 — varle, HE, zvétSeno 400x
Obrazek 3 — varle, HE, zvétSeno 200x
Obrazek 4 — nadvarle, HE, zvétseno 100x
Obrazek 5 — nadvarle, HE, zvétseno 400x
Obrazek 6 — prostata, HE, zvétseno 200x
Obrazek 7 — ledvina, HE, zvétseno 200x
Obrazek 8 - ledvina, HE, zvétSeno 400x
Obrazek 9 — jatra, HE, zvétseno 100x
Obrazek 10 —jatra, HE, zvétseno 200x
Obrazek 11 — duodenum, HE, zvétseno 100x
Obrazek 12 — duodenum, HE, zvétseno 400x
Obrazek 13 — slezina, HE, zvétseno 200x
Obrazek 14 — slezina, HE, zvétSeno 400x

SKUPINA B

- potkani, ktef{ dostavali gastrointestinalni sondou 0,1 ml Diethyl Phthalate pestanal.

Obrazek 15 — varle, HE, zvétseno 200x
Obrazek 16 — prostata, HE, zvétseno 400x
Obrazek 17 — ledvina, HE, zvétseno 200x
Obrazek 18 —jatra, HE, zvétseno 200x
Obrazek 19 — duodenum, HE, zvétseno 100x
Obrazek 20 — slezina, HE, zvétSeno 100x
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VYSLEDKY SKUPINY A

Obrazek 1: Prehledny fez stocenymi semenotvornymi kanalky varlete, HE, zvétseno 100x

Obrazek 2: Tunica albuginea a prostor intersticialni tkané pod ni s pfitomnosti pocetnych

makrofagt, HE, zvétSeno 400x
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Obrazek 3: Detailni pohled na germinativni epitel sto¢enych semenotvornych kanalka

s uplnou a neovlivnénou spermiohistogenezi, HE, zvétseni 400x

Obrazek 4: Prehled fezem kanalku ductus epididymidis s centralné pfitomnou normaélni

populaci spermatozoid, HE, zvétseno 100x
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Obrazek 5: Detailni pohled na pln¢ zralé neovlivnéné samci gamety, HE, zvétSeno 400x.

Obrazek 6: Prafezy zlazové casti prostaty bez patologickych zmeén, HE, zvétseno 200x
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Obrazek 7: Prehledny obraz kortikaln{ ¢asti ledviny bez patologickych zmén, misty vsak

byly nalezeny vyrazné piekrvené kapilarni ¢asti glomerulu. Tubularni dseky nefronu

vcetn¢ intersticia byly bez vyraznych zmén. HE, zvétseno 200x.

Obrazek 8: Detail piekrveného glomerulu s vyrazné potlacenou stérbinou Bowmannova pouzdra.
V proximalnich tubulech bylo pfi detailnim pohledu vidét degenerujici epitelidlni bunky s jadry.
HE, zvétseno 400x
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Obrazek 9: Prehled tkan{ jater vykazal mistni zmény zejména v cévni ¢asti lalticku. Je zde zfetelné
rozsifen{ jaternich sinusu sbihajicich se do centralni ¢asti. Jaterni bunky lemujici tyto sinusy jevi

znamky degenerace. HE, zvétseno 100x.

Obrazek 10: Detailni obraz jaterni tkané popisujici stav viz vyse. HE, zvétseno 200x.

-37-



Obrazek 11: Pfehledny fez duodenem vykazuje nezménénou strukturu vsech jeho komponent.
Epitelie klkti byly bez zjevnych zmén. V intersticiu jsme pozoovali mirnou pocetnéjsi infiltraci
lymfocyty. Lieberkynské krypty mély normalni morfologii véetné pocetnych mitéz. HE, zvétseno

100x.

-

Obrazek 12: Detailnf obraz Lieberkynskych krypt, HE, zvétseno 400x.
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Obrazek 13: Pfehledny obraz struktur sleziny. V cervené pulpé je vyrazné piekrveni a pfitomnost

mnohojadernych element, HE, zvétseno 200x.

Obrazek 14: Detail aktivované centralni ¢asti folikula bilé pulpy, HE, zvétseno 400x.
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VYSLEDKY SKUPINY B

Obrazek 15: Pfi¢ny fez semenotvornym kanalkem s aplnou spermiogenezou, HE, zvétseni 200x.

Obrazek 16: Detailni prufez tkan{ prostaty s fyziologicky utvafenym epitelem, HE, zvétseno 400x
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Obrazek 17: Korova ¢ast ledviny bez patrnych morfologickych zmén, HE, zvétseno 200x

- . Y % : e 3

Obrazek 18: Piehledny podhled na morfologicky obraz jater. Je zde zachycena loziskova 1éze

jaternich tramcu s vyraznou eozinofilii, HE, zvétswno 200x
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Obrazek 19: Ptehledny pohled na fyziologicky stav soucasti stény duodena, HE, zvétseno 100x.

Obrazek 20: Pfehledny obraz komponent sleziny bez patrnych zmén, HE, zvétseno 100x.
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9. Summary
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The aim of this backelor’s degree was to find out the effects of phthalate on the sperm
function. We used adult rat males of ,,Wistar breed, weighing about 420 — 510 g. The rats were
separated to two groups according to their weight. Both these groups were given diethyl
phthalate Pestanal by gavage for 10 days. It was 0,5 ml for the group ,,A* and 0,1 ml for the
group ,,B“. The animals were killed by euthanasia after the experiment.

Organs were sampled of the abdominal cavity. Their size and weight approached
physiological parametres. We measured mainly the long axis of testes and wet weight, which were
in the physiological range. The organs were processed by histology and examined by light
microscopy.

The results showed that spermiogenesis was not affected by the abovementioned mode
of phthalate administration. We found out only hyperaemia of renal glomerular capillaries in the
rats of ,,A* group, who had been given diethyl phthalate Pestanal in the concentration of 0,5 ml.
We also recorded a pronounced activation of splenic red pulp featuring an increase in number of
multinucleated cells.

The liver displayed lesion of sinuses and lobules with focal necrosis of hepatocytes. Such
changes appeared in animals both exposed to both dosage levels.

Our experimental mode also involved monitoring of body weight and foraging behaviour
of rats. During diethyl phthalate Pestanal administration the rats gained about 35 g in weight.
However, their weight was fluctuating during this 10. day interval, which might be caused by

gavage traumatism.

-44 -



