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ABSTRAKT

Bc. Kristyna Zabovéa
Histopatologicka analyza reproduk&nich organt samcul potkana po
kratkodobém podani diethylftalatu
Diplomova prace
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace
Cilem nasSeho experimentu bylo prokazat, zda kratkodobé pusobeni
diethylftalatu muze zplsobit zmény spermatogeneze samciho pohlavniho

organu.

Metody

Pokus byl proveden na samcich potkana kmene Wistar, kterym byl
jednorazové podan diethylftalat. Potkani byli rozdéleni do dvou skupin po péti
zviratech. Prvni skupiné, skupiné C, byl diethylftalat Oekanal 10 mg aplikovan
intraperitonealné, fedény s 1 ml aqua pro injectione a 1 ml 100% ethanolu.
Skupiné C bylo podano 0,4 ml této smési. Druhé skupiné, skupiné D, byl podan
diethylftalat Pestanal 1 g subkutanné v mnozstvi 0,2 ml. Po 12 — ti dnech byla
zvifata usmrcena a byly jim odebrany organy, ze kterych jsme zhotovili
histologické preparaty. Preparaty jsme nasledné vyhodnocovali pod svételnym

mikroskopem.

Vysledky

Odebrané organy z pokusnych zvifat mély fyziologickou stavbu i velikost.
V histologickych preparatech, zkoumanych pod svételnym mikroskopem, byly
v parenchymu jater nalezeny rozdilné velikosti jader Kupferovych bunék a

prekrvené sinusoidy. V preparatech ledvin jsme pozorovali napadné prekrveni



glomerull. Preparaty varlat potvrdily vysledky z pfedchozi studie, tedy Ze

spermatogeneze porusena nebyla.

Zavéry

Vysledky v obou skupinach prokazaly, Ze v pfislusnych koncentracich
nemél diethylftalat zadny vliv na spermatogenezi. V nékolika preparatech varlat
skupiny D jsme nalezli infiltraci zanétlivymi bufikami, jejichz pfitomnost oviem

nemuze byt s jistotou pfisouzena pusobeni diethylftalatu.



ABSTRACT

Bc. Kristyna Zabova

Histopathological analysis of rat male reproductive organs after short — term
application of diethyl phthalate

Diploma work
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Study programme: Special worker in laboratory methods

Background
The aim of our experiment was extend, if diethyl phthalate can cause

changes in spermatogenesis of rat male reproductive organs after short — term

application.

Methods
The experiment was effected on Wistar rat males, by which was handed

up diethyl phthalate by a single application. Rats were separated into two
groups after five animals. To first group, group C, was intraperitoneally applied
diethyl phthalate Oekanal 10 mg diluted with 1 ml aqua pro injectione and 1 ml
100% ethanol. Group C was handed up 0,4 ml of this mixture. To second group,
group D, was handed up diethyl phthalate Pestanal 1g by subcutaneous
injection in the amount of 0,2 ml. After 12 days were animals euthanized and
their organs were sampled. Their size and weight approached physiological
parameters. From the organs were made the histological preparations, which

were evaluated by the light microscopy.

Results

In hepatic parenchyma were found different sizes of Kupfer’s cells cores
and congested sinusoids. In the preparation of kidneys we observed prominent
congestion in glomerular capillaries. The results from preparations of testicles

showed that the spermatogenesis was not affected



Conclusions
Results in both groups proved, that diethyl phthalate had no influence on

spermatogenesis in a related concentrations.



1.UVOD A CIL DIPLOMOVE PRACE

V této diplomové praci jsme se zabyvali estery 1,2-benzendikarboxylove
kyseliny, pfesnéji jejim diethyl esterem. Cilem bylo prokazat toxické poskozeni

samcich reprodukénich organti potkana po jednorazovém podani diethylftalatu.

Diethylftalat je synteticky vyrabéna latka s Sirokym spektrem pouziti, od
vyroby parfému, pfes koupelové pfipravky, zmék&ovani polyvinylchloridu, az po
vyrobu pesticidd. Spolu s ostatnimi estery kyseliny ftalové je zafazen na

seznam toxickych latek ohrozujicich lidskou reprodukci.

V experimentalni Casti této diplomové prace jsme zkousSeli ucinky dvou
pesticidl obsahujicich diethylftalat. Jednalo se o vyrobky spolecnosti
Sigma-Aldrich, prodavané pod komercnimi nazvy Oekanal a Pestanal. Tyto
latky jsme testovali na potkanech kmene Wistar, kterym jsme latky podali

jednorazove intraperitonealné a subkutanné.

Experiment byl vyhodnocen pomoci histologickych preparatu
z odebranych organu a tkani. Posuzoval se vliv diethylftalatu na morfologicky
obraz varlete potkana a dalSi odebrané organy. Vysledky jsme srovnali
s vysledky pilotniho experimentu na toto téma, u kterého byl diethylftalat

podavan gastrickou sondou.
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TEORETICKA CAST
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2. ANATOMIE TESTIS

2.1. Testis

Varle je parovy organ a muzska pohlavni Zlaza. Ma tvar elipsoidu, ze
stran je mirné zplostélé a je ulozeno ve skrotu. K jeho zadni strané pfriléha

protahlé nadvarle. Rozmeéry varlete jsou pfiblizné:

> kraniokaudalné 4 - 5 cm
» prfedozadné 3 - 3,5cm

» napfi¢ 2,5 cm

Hmotnost varlete se pohybuje vrozmezi 18-25 g. Levé byva vétsSi a tézsi a
polozeno asi 0 1 cm nize nez pravé. Varle je tuhé, pruzné, citlivé na tlak a ma

hladky povrch. *

VétSinu povrchu varlete a cast nadvarlete kryje leskly poviak -
epiorchium, neboli lamina visceralis. Pod ni lezi tunica albuginea, tuha
vazivova membrana, ktera tvofi vlastni povrch varlete. Na povrchu je bila a jeji
hlubSi vrstvu tvofi cévnatd, a proto naCervenala, tunica vasculosa.

Na sagitalnim fezu vidime septula testis — vazivové pfepazky, které se
od stén véjifovité sbihaji na zadni okraj a rozdéluji tkarn varlete na lobuli testis.
Lobuli testis tvori 200 - 300 laltékd kuzelovitého tvaru, obracené hrotem
dozadu, kde se nachazi hilus varlete (misto vstupu a vystupu cév a vystupu
vyvodnych kanalkl, na zadnim okraji varlete). Ve svém parenchymu obsahuiji
tubuli seminiferi contorti — mnohocetné sto¢ené kanalky, kterych je vice na
bazi laliCku a ke hrotu lali¢ku se sbihaji v tubulus seminifer rectus, ktery pak
pfechazi do sité kanalkd, kterou zacinaji odvodné cesty varlete.

StoCeny kanalek je obklopen vrstvickou vaziva, pod kterou je lamina
basalis, na niz naseda zarodecny (semenotvorny) epitel. Epitel se sklada
z dvojich bunék:

» spermatogenni bunky

» podpurné Sertoliho bunky

12



Ve sténé stoCenych kanalkd probiha spermatogeneze — proces dozravani a
tvarové pfemény nediferencovanych zarodecnych bunék ve vysledné, tvarové a

funk&né diferencované muzské pohlavni buriky schopné oplozeni, spermie. *

Mediastinum testis
Tunica
albuginea

Ductus
deferens

Septula testis

Lobuli testis Ductus

epididymis
Tubuli seminiferi
contorti

Ductuli
efferentes
testis

neeeshon Tubulus seminifer rectus

Obr. 1: Anatomie testis 2

2.2. Vmezerena tkan varlete

Vmezefena tkan varlete vypliiuje prostory mezi kanalky a sestava
z fidkého fibrilarniho vaziva, bohatého na fibroblasty, zirné buriky a makrofagy.
Ve vazivu se nachazeji nervy, krevni a lymfatické cévy. Kapilary jsou
fenestrované, dochazi proto Kk prachodu krevnich bilkovin sténou. Za
embryonalniho vyvoje, v puberté a po ni se v intersticiu uplatiuji Leydigovy
bufiky — nepravidelné buriky ovoidniho tvaru, které predstavuji pfiblizné 20%
bunécné populace ve varleti. Obsahuji enzymy, které syntetizuji hormony —

androgeny (hl. testosteron). *

2.3. Spermatogeneze

Spermatogeneze je sloZity proces tvorby a vyvoje muzskych pohlavnich
bunék zavisly na dostateCné stimulaci pohlavnimi hormony, zejména
testosteronem. Na pocCatku vyvoje jsou spermatogonie, primitivni zarodecné
bunky nasedajici na bazalni membranu semenotvornych kanalku, které se
mitoticky déli v primarni spermatocyty. Primarni spermatocyty podstupuji
meiotické déleni, ¢imz se v nich redukuje poCet chromozom( a vznikaji tak

sekundarni spermatocyty, které nasledné projdou druhym meiotickym délenim,
13



jehoz produktem jsou spermatidy. Spermatidy obsahuji haploidni pocet
chromozomu (23) a dale zraji ve spermatozoa (spermie) v hlubokych zahybech

cytoplazmy Sertoliho bunék.

Zrala spermatozoa jsou uvolfiovana ze Sertoliho bunék a stavaji se
volnymi v lumen kanalku. Spermatozoa opoustéji varlata ne plné pohybliva.
Jejich zrani a ziskani pohyblivosti pokracuje béhem pruchodu nadvarletem.
Jsou dukazy o tom, Ze pohyblivost spermii je zlepSovana relaxinem, ktery je

pravdépodobné produkovan prostatou.
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3. STRUKTURA A FUNKCE SERTOLIHO BUNEK,
HEMATOTESTIKULARNI BARIERA

3.1. Podpurné Sertoliho bunky

Sertoliho bunky jsou vysoke, Stihlé buriky s jadrem pfi bazi a na luminalni
ploSe maji rozvétvené plazmatické vybézky. Tvofi ochranné a vyzivu zajistujici
prostfedi a v jejich vyklencich a zahybech probiha spermatogeneze. Bocni
okraje Sertoliho bunék jsou spojené mezibunénymi junkcemi, takze tyto bunky
tvofi souvislou vystelku kanalk( varlete. Mezi lamina basalis a Sertoliho
burikami jsou uloZzené spermatogonie.

V procesu spermatogeneze prostupuji vyvojova stadia pohlavnich bunék
mezi Sertoliho burikami, hluboce zanofeny do jejich vybézk(l, az se spermatidy
usadi v zahybech luminalnich vybézkl a zde se méni ve spermie. Propojeni
Sertoliho bunék je povazovano za cestu iontovych a chemickych vliva pfi
koordinaci cyklu spermatogeneze. Sertoliho burnky se v dospélosti u Clovéka

nemnoZi, jsou véak odolné vi&i noxam véeho druhu. *

3.2.  Funkce Sertoliho bunék
Funkce Sertoliho bunék zahrnuji: strukturalni podporu; vytvoreni

neprostupné a imunologické bariéry; ucast na pohybu zarodeCnych bunék a
uvolfiovani zralych spermii; vyzivu zarode¢nych bunék diky produktum, které

secernuji a dalsi.

3.2.1. Strukturalni podpora

Sertoliho bunky poskytuji podporu pro vyvijejici se zarode¢né bunky uvnitf
semenotvorného epitelu. Jejich vyznaénym rysem je dobfe propracovana
bunécna kostra, ktera je zodpovédna za usporadani semenotvorného epitelu.
Morfologické studie kazaly, Ze bunécna kostra Sertoliho bunék ma tyto
funkce:

» udrzZuje tvar

» zaijistuje polohu a transport organel uvnitf bunky

15



» vytvaii a stabilizuje bunéfnou membranu v mistech kontaktu dvou
bunék a bunky s extracelularni matrix

» zajiStuje polohu, ukotveni a pomoc pfi pohybu vyvijejicich se
zarodec€nych bunék

» UcCastni se uvolhovani zralych spermii ze semenotvorného epitelu

Cytoskelet Sertoliho buriky se sklada ze tfi hlavnich komponent, tedy
aktin, intermediarni filamenta a mikrotubuly. Tyto soucasti hraji dulezitou roli

v usnadnéni pohybu zarodeénych bunék. *

a) Aktin

Aktinova vlakna jsou slozena z aktinovych monomerli o molekulové
hmotnosti 42 kDa, z nichz kazdy polymeruje do linearniho fetézce
Sroubovitého tvaru, Sirokého pfiblizné 8 nm. V tkanich savcl se vyskytuje v
Sesti ruznych izoformach. V Sertoliho bufce hraje aktin neobycejné
dulezitou roli v udrzeni struktury a kontraktilité buriky. Nalézame zde dva
soubory aktinu, totiz monomerni G-aktin a polymerni F-aktin, které spolu
koexistuji. Aktinova vlakna jsou také hlavni slozkou ektoplazmatické

specializace a tubulobulbarniho komplexu. *

b) Intermediarni filamenta

Intermediarni filamenta jsou lokalizovana v mistech spojeni dvou bunék a
buriky s extracelularni matrix, kde spolupracuji s dvéma druhy kotvicich
junkci - desmosomy a hemidesmosomy. Ve varleti byla prokazana
pritomnost nékolika druhl intermediarnich filament, ktera se uc€astni junkci
mezi Sertoliho burikami a Sertoliho burnkou-spermii. Ackoliv neni presné
znama jejich uloha, rozloZzeni naznaCuje, Ze se podileji na integrité

semenotvorného epitelu. *
c) Mikrotubuly

Mikrotubuly jsou slozené z tubulinu. Doposud bylo identifikovano

nejméné Sest druhd tubulinu: a, B, &, €, y, ¢. Nejvyznamnéjsi stavebni

16



soucasti mikrotubull jsou ale tubulin a a B. Funkce mikrotubulli je pomérné
dobfe prostudovana. Podileji se na:
» udrZeni sloupcovitého tvaru bunky
» ulozeni a transportu intracelularnich organel
» premistovani spermatocytl uvnitf semenotvorného epitelu
» pfizpasobuji tvar bunéfné membrany Sertoliho bunék na
nepravidelné hlavi¢ky spermii béhem spermatogeneze

Mikrotubuly jsou také nalézany v misté ektoplazmatické specializace. *

3.2.2. Uéast na pohybu zarodeénych bunék

Sertoliho buriky jsou pfimo zapojeny do pohybu vyvijejicich se
zarode¢nych bunék, protoze tyto buriky postradaji vlastnosti migrujicich
bunék, jako jsou napf. fibroblasty. Studie prokazaly, ze pfemistovani bunék
pfes semenotvorny epitel je velkou mérou zajisténo ektoplazmatickou
specializaci. Bylo dokazano, Zze mikrotubuly, spoleéné s nékolika proteiny
typu dynein, myosinem Vlla, ATPazami a GTPazami pfitomnymi v misté
ektoplazmatické specializace, pomahaji v migraci bunék pfes semenotvorny
epitel. Nicméné mnoho otazek jesté zUstava nezodpovézenych.

Sertoliho bunky také pomahaji pfi premistovani Cerstvych meiotickych
spermatocytl z bazalniho do adluminalniho kompartmentu v semenotvorném
epitelu. Zda se, ze tento dé& probiha bez poruSeni bariéry postupnym
zprichodriovanim tésnych spojeni nad zarodecnymi burikami a naslednou

tvorbou novych t&snych spojeni pod nimi. *

3.2.3. Uvolnovani zralych spermii ze Sertoliho bunék

Sertoliho buriky jsou nezbytné nutné k uvolhovani zralych spermii ze
semenotvorného epitelu. Tento proces zahrnuje kaskadu déju, z nichz
nékteré zahrnuiji:

» opouzdfeni hlavicky spermie cytoplazmatickymi procesy Sertoliho

bunék

» uvolnéni hlaviCek spermii

» vypuzeni spermii z vyklenkd Sertoliho bunék

17



3.2.4. Fagocytéza

Po uvolnéni zralych spermii z vyklenkt Sertoliho bunék pohlti Sertoliho
buriky zbytky, které byly uvolnény z posSkozenych ¢i degenerovanych
spermii. V tomto ohledu maji Sertoliho buriky funkci makrofagu, udrzujicich

integritu semenotvorného epitelu. *

3.2.5. Sekrecni funkce

Sertoliho buriky jsou sekrecni bunky. Pfiblizné 15% z jejich celkové
produkce proteinl tvofi glykoproteiny. Produkuji androgen-vazajici protein
(ABP), inhibin a Mdallerovu inhibiéni substanci (MIS). Nesyntetizuji
androgeny, ale obsahuji aromatazu, enzym odpovédny za pieménu
androgenl na estrogeny, a mohou tak estrogeny produkovat. ABP
pravdépodobné udrZuje vysoké a trvalé =zasobeni tubularni tekutiny
androgeny. Inhibin snizuje sekreci folikuly stimulujiciho hormonu (FSH). MIS
vyvolava u samcich fétd regresi Mdillerovych vyvodld (embryonalni parova

struktura, ktera dava zaklad vyvodnym Castem Zenského pohlavniho ustroji).

Zbylé proteiny zahrnuji: proteazy, inhibitory proteaz, hormony,

energeticky bohaté latky, riistové faktory apod. **

a) Proteazy a inhibitory proteaz

Sertoliho buriky syntetizuji a vyluCuji proteazy a inhibitory proteaz, které
se UcCastni téméfF vSech bunécnych procesu, zahrnujicich tkanovou
podporu, rlst a vyvoj. Proteazy a jejich inhibitory jsou také zapletené do
pohybu zarodecnych bunék. Napfiklad: katepsin-L hraje roli v uvolhovani

zralych spermii.

b) Ruastové, autokrinni a parakrinni faktory

Rustové, autokrinni a parakrinni faktory jsou sekre¢ni molekuly schopné
vazat se k povrchovym receptorim a navodit tak kaskadu de&ja, které
ovlivni bunécny rist, diferenciaci a funkci. Ve varlatech maji tyto faktory

zasadni roli v podpofe spermatogeneze a pohybu zarodecnych bunék.

18



c) Slozky extracelularni matrix

Je znamé, Ze extracelularni matrix hraje dilezitou roli v buné&ném
pohybu, nicméné jeji ucast na pohybu zarodeCnych bunék je méne jasna.
Ve varleti je extracelularni matrix v okoli lamina basalis semenotvorného
kanalku spojena hlavné se Sertoliho bunkami a burikami zarodeCnymi.
Extracelularni matrix je z velké casti tvofena lamininem, kolagenem
typu IV, heparan sulfatem a entaktinem.

Sertoliho bunky produkuji komponenty matrix, jako kolagen a laminin,
které pfispivaji k strukturalni integritté semenotvorného epitelu.
Peritubularni myoidni buriky (v lamina basalis) pak produkuji fibronektin.
Studie prokazaly, Ze laminin je velmi dllezity v udrzeni integrity tésnych

junkci Sertoliho bunék a tim padem hematotestikularni bariéry. *

3.3. Hematotestikularni bariéra

Hematotestikularni bariéra je pfedstavovana tésnymi junkcemi Sertoliho
bunék lokalizovanych v prvni tfetiné semenotvorného epitelu. Rozdéluje ho tak

na dva zakladni kompartmenty:

» bazalni kompartment (spermatogonie az primarni spermatocyty)

» adluminalni kompartment (sekundarni spermatocyty az spermie)

3.3.1. Koncept hematotestikularni bariéry

Prvni navrh, jak hematotestikularni bariéra vypada, byl vyvinut jiz
70. letech 20. stoleti a byl zalozen na dvou dulezitych nalezech. Nejprve byly
nalezeny velké rozdily ve slozeni tekutiny z rete testis/lumen tubuli seminiferi
contorti a krevni plazmy. Napfiklad se ukazalo, Zze tekutina odebrana z rete
testis obsahovala vice drasliku a chloridd nez krevni plazma. A za druhé se
nasly zmeény v rychlosti, kterou radioaktivni indikatory Ci barviva mohla projit
z krevni plazmy do testikularni tekutiny. Ackoliv z téchto vysledku vyplyvalo,
Ze bariéra existuje, konkrétni diikaz z vétsi ¢asti chybél az do 80. let, kdy se
studiem morfologie a buné&&nou biologii bariéra potvrdila. *

Dnes se uz vi, Ze tekutina uvnitf semenotvornych kanalkd obsahuje velmi

malo bilkovin a glukosy, ale je bohata na androgeny, estrogeny, draslik,
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inositol a kyseliny glutamovou a asparagovou. Udrzeni jejiho slozeni zavisi

pravé na bariére. °

3.3.2. Funkce hematotestikularni bariéry

Hematotestikularni bariéfe se pfipisuiji tfi hlavni funkce:
» vytvari specializované prostredi
» Tidi pruchod molekul

» slouzi jako imunologicka bariéra

Hematotestikularni  bariéra pfimo vytvafi komplexni strukturalni
uspofadani varlete, a to vytvofenim specializovaného prostfedi pro vyvoj
zarode€nych bunék a jejich pohyb. Sertoliho buriky jako takové jsou povinny
syntetizovat, secernovat a efektivné dodavat své produkty, které jsou
nezbytné pro rist a diferenciaci vyvijejicich se zarodeénych bunék. *

Tésna spojeni mezi pfilehlymi Sertoliho burikami blizko bazalni
membrany tvofi bariéru mezi krvi a varletem. Ta brani nadmérnému praniku
velkych molekul zintersticialni tkané a z ¢asti tubull blizko bazalni
membrany (bazalni kompartment) do oblasti blizko tubularniho lumen
(adluminalni kompartment) a do vlastniho lumen. Steroidy vSak pronikaji
touto bariérou snadno a je prokazano, Ze nékteré proteiny pronikaji ze
Sertoliho bunék do Leydigovych a naopak parakrinnim zplsobem.

Bariéra také chrani zarode¢né buriky pfed pusobenim toxickych latek v
krvi a brani antigennim produktim déleni zarode¢nych bunék vstupovat do
cirkulace a vyvolavat autoimunitni odpovéd. Bariéra téZ pomaha vytvaret

osmoticky gradient, ktery podporuje pohyb tekutiny do tubularniho lumen. 3

3.3.3. Regulace hematotestikularni bariéry

Hematotestikularni bariéra je jednou z nejtésnéjSich bariér v téle savcl. Je
srovnatelnd s hematoencefalickou bariérou a té€snymi junkcemi v endotelu
cév a epidermis. Nicméné hematotestikularni bariéra je odliSna v tom, Ze se
musi pravidelné otvirat, aby mohlo dojit k prachodu jednotlivych vyvojovych
stadii béhem spermatogeneze. Faktory, které fidi utvafeni a udrzeni

hematotestikularni bariéry jsou stale neznamé. Nedostatek informaci o

20



hematotestikularni bariéfe pochazi velkou mérou z nedostatku vhodnych
in vitro a in vivo modelu, které by mohly byt pouzity ke studiu tésnych junkci
Sertoliho bunék. *

3.4. Bunécna spojeni pritomna ve varleti

Specialni spojeni se nachazi mezi bufkami nebo mezi bunkou a
bunénou matrix ve vSech tkanich. Pfedstavuji zplsob komunikace mezi
bunkami a jejich okolim. Zjistilo se, Ze jsou v epitelu pfitomny ftfi typy

morfologicky a funkéné odliSnych spojeni:

a) Tésna spojeni (tight junction — zonula occludens)
b) Ukotvujici spojeni, sestavaijici ze 4 typa:

» Adhezni spojeni (zonula adherens)

» Fokalni adheze

» Desmozomy (macula adherens)

» Hemidesmozomy

¢) Komunikujici spojeni (gap junction)

3.4.1. Tésna spojeni

Prikladem mohou byt tésna/uplna spojeni (tight junctions). Ve varleti jsou
tight junctions mistem tésného kontaktu mezi plazmatickymi membranami
sousedicich bunék. Jsou nejcastéji tvofeny 50-100 fibrilami. Ackoliv neni
biochemické slozeni téchto fibril zcela objasnéno, hypotézou je, ze je v
kazdém vlaknu zastoupen occludin a claudin, které utésnuji paracelularni

prostor. 4

apikalni strana

proteinovy komplex

Occludin
Claudin 1

cytoplazmaticka
membrana

basolaterdlni strana

Obr. 2: Schematické znazornéni t&sného spojeni °
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a) Funkce tésnych spojeni
Tight junctions maji dvé zakladni funkce:
» vytvari bariéru

» formuji hranici rozdélujici semenotvorny epitel na dva kompartmenty

Tight junctions tvofi nepropustnou bariéru, ktera omezuje pruchod
molekul. Nicméné prichod molekul zavisi hlavné na jejich molekulové
hmotnosti a chemické povaze.

Tight junctions dale tvofi hranici, rozdélujici Sertoliho bunky do bazalniho
a adluminalniho kompartmentu, které se od sebe odliSuji. Timto
mechanismem v podstaté dochazi k zabranéni smiseni sekreCnich produktu

Sertoliho bunék uréenych pro rizna vyvojova stadia zarode€nych bunék.

b) Proteiny tésnych spojeni

S membranou asociovana guanylat kinaza (MAGUK) je protein slozeny z
nékolika jednotek, a to: zo-1, zo-2 a zo-3.
Jsou znamy tim, Ze:

» reguluji buné€nou proliferaci a diferenciaci

» kontroluji uspofadani membrany
» fidi signalni transdukci
>

reguluji polaritu bunky.

i. ZO-1

Z0O-1 je periferni membranovy protein o molekulové hmotnosti
210 - 225 kDa, ktery je spojovan s tésnymi junkcemi v epitelidlnich a
endotelialnich burikach. Védci se domnivaji, Ze jeho funkce jsou
prfedevSim stavebni a signalizaCni (regulace transkripce). Je znam pro
jeho pfimé spojeni/interakci s C-koncem occludinu. Je také asociovan s
aktinem a cateninem v epitelialnich a nonepitelialnich bunkach, coz
dokazuje, ze ZO-1 mlze spolupracovat s adherentnimi spojenimi. Ve
varleti je ZO-1 lokalizovan vyhradné v Sertoliho tésnych junkcich a v

misté hematotestikularni bariéry.
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Studie prokazaly, ze ZO-1 ma dvé odlisné izoformy ZO-1" a ZO-1,
které jsou vysledkem alternativniho sestfihu mRNA. Tyto dvé izoformy

hraji rizné role v kompletovani, udrzbé a regulaci tésnych spojeni.

ii. ZO-2
Z0-2 je protein o molekulové hmotnosti 160 kDa pfitomny ve varleti.

In vitro a in vivo studie demonstrovaly, Ze ZO-2 vaze occludin a claudin.

iii. ZO-3

Z0-3 byl identifikovan jako 130 kDa velky polypeptid a pojmenovan
p130. Nasledné byl pfejmenovan na ZO-3, kdyz byla nalezena vysoka
homologie s obéma ZO-1 a ZO-2. Imunofluorescenci a elektronovou
mikroskopii se prokazala pfitomnost ZO-3 v misté tésnych junkci spolu
se ZO-1. Dale byly nalezeny interakce s occludinem, claudinem a

aktinem asociovanych v tésnych spojenich, ale zadna interakce s ZO-2.

iv. Occludin

Doposud nejlépe prostudovany transmembranovy protein tésnych
junkci. Jeho molekulova hmotnost je 60 - 65 kDa a obsahuje Ctyfi
transmembranové domény - dvé extracelularni smycky a jednu
intracelularni. Prvni extracelularni smycka occludinu je z 60% tvofena

tyrosinovymi a glycinovymi zbytky, které se u€astni bunééné adheze.

v. Claudiny

Claudinova rodina transmembranovych proteinu tésnych junkci ma
molekulovou hmotnost od 20 do 24 kDa a sestava pfinejmensim
z 24 &lenl. Claudiny jsou jednim z hlavnich stavebnich prvkld tésnych
spojeni. Ve varleti nachazime sedm raznych claudinu: claudin 1, 3, 4, 5,
7, 8 a 11. Claudin 11, jediny studovany claudin v testis, je omezen na

Sertoliho buriku v misté hematotestikularni bariéry.
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vi. JAMs

JAM, €len nedavno popsané rodiny Ig, byl nalezeny v misté tésného
spojeni epitelialnich a endotelialnich bunék. Jde o integralni
membranoveé proteiny nalézané i v testis. Bohuzel neni zcela jasné, zda
je JAM skute€nou komponentou tésného spojeni. K dneSnimu dni byly
identifikovany JAM 1, JAM 2 a JAM 3. Exprese JAM 1 a 2 ve varleti byla
demonstrovana Northern blotem. Studia ukazala, Ze JAM byva
lokalizovan spolu s occludinem a zo-1. Vysledky studii této rodiny
prokazuji, ze JAM maji ulohu v pohybu bunék semenotvornym epitelem,
ale neni jednoznacné dokazano, zda pohyb vyvijejicich se zarode¢nych

bunék usnadriuji & zpomaluji. *
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Obr. 3: Schematicky nakres demonstrujici molekularni struktury tfi
multiproteinovych komplexu, které se nachazi v Sertoliho tésném
bunéCném spojeni, predstavujici hematotestikularni bariéru. Tésné
spojeni predstavuji komplexy: 1) occludin-zo-1/zo-2; 2) claudin-zo-1/zo-2
a 3) JAM-zo-1. *

3.4.2. Ukotvujici spojeni

Existuji Ctyfi typy ukotvujicich spojeni:
» adhesni spojeni (zonula adherens)
» fokalni adheze
» desmozomy (macula adherens)

» hemidesmozomy
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Kazdy z téchto typu je strukturalné i biochemicky odliSny. Hlavnim
rozdilem mezi nimi mize byt, Ze adhesni spojeni a fokalni adheze vyuZivaji k
pfipojeni aktinova vlakna, zatimco desmozomy a hemidesmozomy
intermediarni filamenta. Ve varlatech jsou modifikovana dvé adhesni spojeni,

jmenovité ektoplazmatické specializace a tubulobulbarni komplexy.

a) Funkce ukotvujicich spojeni

Ackoliv se od sebe jednotliva ukotvujici spojeni liSi, maji jednu hlavni
funkci shodnou. Spojuji vnitfni bunécny prostor nebo cytoskelet k jiné bunce
nebo extracelularni matrix, a to vytvofenim sité, ktera udrzuje tkariovou

integritu.

b) Proteiny ukotvujicich spojeni
Byly nalezeny cCtyfi funkCni jednotky na aktinu zalozenych bunécnych
adhezi:
» cadherin-catenin
» nectin-afadin-ponsin
» integrin-laminin
» vezatin-myosin
Pouze cadherin-catenin a integrin-laminin byly pozitivné identifikovany ve

varleti.

i. Cadherin-catenin

Cadheriny, nejlépe prostudované proteiny adhesnich junkci, jsou
transmembranové proteiny s molekulovou hmotnosti od 115 do 140 kDa.
Jsou znamy tim, Ze reguluji bunécnou strukturu, morfologii a funkci.
Doposud bylo identifikovano vice nez Sest tuctd cadherini. VétSina z
nich jsou glykoproteiny a byvaji slozeny z nékolika domén: dvé domény
cytoplazmatické, jedna doména transmembranova a pét domeén
vazajicich kalcium (bez pfitomnosti kalcia jsou cadheriny inaktivni a
nachylné k proteolyze). Funkce cadherinu zavisi na navazané
cytoplazmatické doméné, a to bud B- nebo y-cateninu. y-catenin, blizky

pfibuzny B-cateninu, je také znam jako plakoglobin. B-catenin se muze
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chovat jako transkripni kofaktor. Komplex cadherin-catenin je nepfimo

spojen k aktinu cytoskeletu pfes a-catenin.

ii. Integrin-laminin
Integriny jsou znamy jako molekuly bunécné adheze mezi burfikami a
extracelularni matrix a interagujici s kolageny a lamininy v extracelularni

matrix v misté fokalni adheze a hemidesmozom. *

3.4.2.1. Modifikovana adhesni spojeni

a) Ektoplazmatické specializace

Ektoplazmatické specializace (ES) jsou modifikovanym typem
adhesni junkce nalézané pouze v testis.* Vyskytuji se v
submembranovych oblastech a v podstaté pfiléhaji na tight junctions
(hematotestikularni bariéru) a k mistim adheze vyvijejicich se bunék
béhem spermatogeneze. Ektoplazmatické specializace se skladaji ze
svazku aktinovych filament vioZzenych mezi plazmatickou membranu a
cisterny endoplazmatického retikula. VIakna uvnitf kazdého svazku
jsou organizovana do pravidelnych hexagonalnich seskupeni a maiji
unipolarni orientaci. Ektoplazmatické specializace nalézame na bazi
bunék pfiléhajicich k hematotestikularni bariéfe — bazalni ES - a ve
vrcholu buriky asociované se spermii — apikalni ES. 1718

Jsou dulezité pro uvolnéni zralych spermii, pfemistovani spermatid
a mozna i pro stabilizaci dalSich typu junkci pfitomnych mezi Sertoliho
burfikami a Sertoliho-zarode¢nou burkou, jako tight junctions nebo
desmozomy. Ektoplazmatické specializace v podstaté zabranuji
pfed€asnému uvolnéni spermii do lumen tubulu.

Ektoplazmatické specializace mezi Sertoliho a zarodeCnymi
bufnkami se neustdle béhem spermatogeneze méni, kvdli
nepfetrzittmu pohybu zarodeénych bunék semenotvornym epitelem.
Proteiny spojované s ektoplazmatickou specializaci jsou:
a6B1-integrin, a4B1-integrin, aktin, actinin, myosin Vlla, fimbrin, espin,
vinculin, paxilin, gelsolin, testin apod. *
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b) Tubulobulbarni komplexy

DalSi specifickou strukturou ve varleti, ktera je upravenym typem
adhesni junkce, jsou tubulobulbarni komplexy (TK) nalezené mezi
Sertoliho burikami na urovni tésnych junkci a mezi Sertoliho burikami
a spermiemi pfipravenymi k uvolnéni do lumen tubulu. Tento komplex
existuje jako dvojice tubularnich struktur obklopenych aktinem.
Vyskytuje se opét jako bazalni a apikalni TK.

Funkce tubulobulbarnino komplexu neni zcela znama, ackoliv je
navrzeno nékolik moznosti. Jednou z moznosti je, Zze jsou jakymsi
kotvicim zafizenim mezi Sertoliho bufikou a spermii, které zabranuje
pfedCasnému uvolnéni spermie do lumen kanalku. DalSi moznosti je,
Ze jsou soucasti mechanismu, kterym jsou mezibunécna spojeni,
zvlasté pak ektoplazmatické specializace, demontovany béhem
spermatogeneze. Po wuvolnéni je tubulobulbarni komplex rychle

pohlcen Sertoliho bufikou a uvniti ni degradovan lysozomy. *

3.4.2.2. Fokalni kontakty

Fokalni kontakty, také znamy jako fokalni adheze, jsou na aktinu
zalozené adherentni junkce mezi bunkou a extracelularni matrix.
Fokalni adheze, z velké miry tvofené integriny, spojuji bunécna
aktinova vlakna s extracelularni matrix. Jsou to dynamické struktury

regulujici bunéény pohyb a nalézame je prakticky ve v§ech epitelech. *

3.4.2.3. Desmozomy

Desmozomy jsou druhem ukotvujicich junkci mezi bufkami, které
k pfipojeni vyuZzivaji intermediarnich filament. Nejrozsahleji byly
zkoumany v epidermis, kde maiji dalezité funkce v udrzovani tkanoveé
integrity. Ackoliv je pfitomnost tohoto typu spojeni ve varleti znama,

jeho biochemicka struktura neni dosud prozkoumana. *
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Obr. 4: Schematické znazornéni desmozomu ©

3.4.2.4. Hemidesmozomy

Hemidesmozomy se od desmozomu [iSi strukturalné i funkéné.
Spojuji cytoskelet bunky s bazalni membranou. Jsou v podstaté
obdobou fokalnich adhezi, az na to, ze jsou s cytoskeletem spojeny

pres intermediarni filamenta, ne aktin. *

3.4.3. Komunikujici (mezerové) spojeni

zavieny otevi'eny

konexon
monomer
konexinu
cytoplazmatické

membrany

mezibunéény
prostor

prostor iroky 2-4 nm hydrofilni kandl &"@

Obr. 5: Schematické znazornéni mezerového spojeni ’

a) Funkce mezerovych spojeni (gap junction)
Gap junction je prostfedek, kterym jsou ionty a malé molekuly
vyménovany mezi dvéma sousednimi burikami. Jsou to mezibunééné

kanaly tvofeny nekovalentni interakci dvou hemikanalt - konexonl. Kazdy
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konexon je sloZzen ze 3$esti podjednotek, tzv. konexint. Protoze gap
junction zprostfedkovava signaly mezi Sertoliho a zarode¢nymi bunkami,
maji rozhodujici ulohu v koordinacnich udalostech souvisejicich s pohybem

zarode€nych bunék semenotvornym epitelem.

b) Proteiny gap junction

Gap junction je spojen z proteini konexinl. Kazdy konexin prochazi
plazmatickou membranou c&tyfikrat. Morfologicky dikaz pro pfitomnost gap
junction mezi Sertoliho burikami je znam od 70. let. *
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4. FTALATY

Ftalaty jsou skupinou prumyslovych latek. Jedna se nejCastéji o dialkyl
nebo alkyl-aryl estery 1,2 - benzendikarboxylové kyseliny. Od 30. let 20. stoleti
jsou pouzivany pro razné ucely, v€etné vyroby prostfedki osobni hygieny
(parfému, kosmetiky, mycich prostfedkl). Dale jsou soucasti barev,
prumyslovych umélych hmot, podlahovych materialt, nepromokavych odévd,
détskych hracek, potravinovych oballi, vakl krevnich konzerv, plastikovych

lékarskych pomticek a nékterych legiv. &% 0

Fyzikalni vlastnosti zavisi na délce a vétveni postrannich Fetézcu.
Neékteré ftalaty zajistuji prodlouzeni trvalosti barvy nebo viné, poskytuji lesk
nebo v pfipadé nékterych 1€kl zajistuji jeho postupné uvolhovani. Nicméné
ftalaty jsou v prvni fadé pouzivany jako zmék&ovadla, udélujici flexibilitu jinak
tuhému polyvinylchloridu (PVC). Ukazalo se, Ze tato zmékCovadla se v
prostfedi z plastovych produktd vyluhuji, nasledkem ¢&ehoz jsou Siroce
distribuovany v ekosystému a byly proto zahrnuty do skupiny nejrozsifenéjSich
syntetickych environmentalnich polutantt. Zviasté di-(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP)
je nejbéznéji uzivanym zmékcCovadlem. DalSimi dualezitymi ftalaty jsou:
diethylftalat (DEP), dibutylftalat (DBP), di-iso- a di-n-butylftalat (DiBP, DnBP),
butyl-benzylftalat (BBzP), di-isononylftalat (DiNP) nebo di-n-octylftalat (DnOP). 8
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Obr. 6: Chemické struktury jednotlivych esterl kyseliny ftalové **
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4.1. Metabolismus ftalata

Ftalaty jsou rychle metabolizovany a vyluCovany moci, v mensi mire
stolici. Jejich metabolismus probiha v zavislosti na délce postranniho fetézce. V
lidském organismu jsou ftalaty v 1. fazi biotransformace metabolizovany na
prislusny monoester. Tyto monoestery dialkyl ftalatu s kratSim postrannim
fetézcem (DEP, DBP) jsou poté v 2. fazi biotransformace konjugovany
s kyselinou glukuronovou a vylou¢eny moci. Zatimco dialkyl ftalaty s delSim
postrannim fetézcem (DEHP, DnOP, DINP apod.) hydrolyzuji na pfislusny
monoester, dale pak na oxidacni produkty a az poté podléhaji konjugaci
s kyselinou glukuronovou a jsou vylou€eny. Konjugace je nejCastéji
katalyzovana enzymem uridin-5"-difosfoglukuronyl transferazou. Volné

i konjugované metabolity jsou vyluSovany moéi a stolici. & ** 12
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Obr. 7: Metabolismus ftalat *

4.2. Expozice ftalatim

Lidé jsou témto latkam vystaveni skrz pfijimani potravy, inhalaci a
dermalni expozici po cely Zivot, a to jiz od intrauterinniho zivota. Ftalaty nejsou
kovalentné vazany ve smésich nebo materialech, ve kterych jsou pouzivany.

Dochazi proto k jejich vyluhovani do prostredi. & °

Do zivotniho prostfedi se dostavaji nékolika moznymi cestami. Béhem

vyroby a pouziti PVC materiall, vyluhovanim na méstskych skladkach a
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spalovanim odpadu. Nejvice dochazi k pfijimani ftalatl potravinami a inhalaci
vzduchu.

Pracovni expozice nastava béhem vyroby a zpracovani ftalatd, napfiklad
béhem slu¢ovani DEHP s PVC pryskyfici. Hlavni cesta vystaveni je inhalace.
Lékarska expozice nastava u procedur, které vyuzivaji materialy obsahujici
PVC (hemodialyza; transfuze plné krve, destiCek nebo plazmy; mimotéini
okysliCovani; kardiopulmonalni bypass; intravendzni podani tekutin; enteralni a
parenteralni vyziva; uméla ventilace, apod.).

Ftalaty byly objeveny v mnoha biologickych tekutinach v bézné populaci,
a to v moci dospélych i déti, v séru, spermatu, plodoveé vodé, matefském mléce

i slinach. 8913

4.3. Toxicita ftalata

Bylo popsano mnoho nepfiznivych ucinkd na plodnost a reprodukci u
zvifecich modell pfi podavani ftalata pred pubertou. Expozice esterum ftalatu
(napf. DEHP, DBP a BBP) bé&hem sexualni diferenciace inhibuje hladiny
fetalniho testosteronu z Leydigovych bunék a inzulin-like growth faktoru 3
(Insl3), coz ma za nasledek malformace na androgenu a Insl3 dependentnich
tkani. Soubor téchto pfiznakd se oznacuje jako ,ftalatovy syndrom®. Rozsah
jejich toxicit pro Clovéka ale prozatim zustava neuplné charakterizovany a

sporny. & 713

.Ftalatovy syndrom" se u potkant vyznacuje deformacemi epididymis,
chamovodl, semennych vacku, prostaty, externiho genitalu, dale
kryptorchidismem a testikularnim poskozenim. Jsou také uvadény zmény v
zarodeCnych semenotvornych kanalcich po podavani ftalatd v intrauterinnim
obdobi. Ftalaty jsou dale znamy svoji schopnosti vyvolat: peroxisomovou
proliferaci zvySenim poc¢tu a velikosti peroxisomO (mala bunétna organela
obsahujici oxidoredukéni enzymy, v niz probihaji nékteré oxidacni reakce, vC.

odbouravani peroxidul), hepatomegalii, pfip. hepatocelulérni karcinom. *°
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4.4. Mechanismus plisobeni ftalatu

Mnoho dusledkl expozice ftalatim je zprostfedkovano podskupinou
jadernych receptoru tzv. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARS).
Rodina PPARs zahrnuje tfi rozdilné podtypy: PPARa a PPARB (také znamé

jako NUC1) a PPARy kédovany jinymi geny. % 2°

Leydigovy buriky a dalSi testikularni bunky exprimuji rizné PPARs
podtypy v zavislosti na vyvojovém stadiu. Pfed narozenim jsou na fetalnich
Leydigovych bunkach silné exprimované PPAR a a PPAR y. V postnatalnim
obdobi je PPAR a exprimovan na Leydigovych i Sertoliho bunkach dospélych
potkanu. PPAR 3 je také exprimovan na Sertoliho i Leydigovych burkach.

PPAR vy je bud exprimovan velmi slabé& nebo vibec. %

Ftalaty jsou znamé tim, Ze méni expresi genu kédujicich enzymy spojené
s biosyntézou testosteronu. Je nutné zduraznit, Ze PPARs pusobi spole¢né a
snizuji aktivitu dalSich nuklearnich receptort, které maiji roli ve vyvoji testis,
ovliviiuji receptory pro estrogen, thyroidni hormony a kyselinu retinovou.
Pravdépodobné diky témto mechanismim mohou PPARSs, aktivované ftalaty,

meénit testikularni funkce in vivo.

Nedavné studie prokazaly, Zze expozice nékterym ftalatim ma za
nasledek vazné a ireverzibilni zmény ve vyvoji reprodukéniho traktu, hlavné u
muzl. Diky témto studiim roste predpoklad, Zze expozice ftalatim by mohla byt
jednou z hlavnich pfi€in reprodukénich poruch u lidi. Zviasté prenatalni
expozice k témto environmentalnim chemikalim se zda byt nepfiznivym
faktorem na reprodukéni vyvoj a koresponduje s progresivnim poklesem

muzské plodnosti za poslednich nékolik dekad. °

4.4.1. Vliv ftalatt na vyvoj testis

Vyvoj muzského reprodukéniho traktu je dynamicky proces, vyzadujici
interakce mnoha faktorl a hormona. Je potfebna aktivace specifickych cest,
zahrnujici produkci a pUsobeni hormonu, zejména androgenl. Androgeny,
testosteron a dihydrotestosteron (DHT), jsou nejvyznamnéjSimi zakladnimi
faktory pro vyvoj muzského vnitiniho i vnéjSiho genitalu. Béhem fetalniho a

neonatalniho vyvoje jsou androgeny produkované testis nezbytné pro
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diferenciaci epididymis, chamovodid a semennych vackl. Testosteron

podporuje maskulinizaci t&chto reprodukénich struktur. *°

Maskulinizace externiho genitdlu a prostaty je velkou mérou
zprostifedkovana DHT, ucinnéjSim metabolitem testosteronu, ktery vznika
pusobenim 5a-reduktazy. Z tohoto ddvodu je expozice chemickym latkam,
interferujicim s produkci nebo ucinkem téchto hormonUl, zodpovédna za

CasteCnou Ci uplnou zabranu maskuliniza¢niho procesu.

Poruchy testikularniho vyvoje nebo funkce na zacatku Zivota mohou mit
nepfiznivé uc€inky ve smyslu abnormalniho vyvoje dalSich organu
reprodukéniho systému nebo i jinde v téle. Navic, hematotestikularni bariéra
se plné vyviji az pfed pubertou. V détstvi je znama svou zvySenou
permeabilitou, z Cehoz vyplyva, Zze pravé détstvi a predpubertalni obdobi je

nejcitlivéjsi k porucham endokrinniho systému zptsobeného ftalaty. *°

4.4.2. Vliv ftalat na muzskou plodnost

Muzskou plodnost ovliviiuje mnoho faktord. Jsou to napf.: vék, zivotni styl
(koufeni, konzumace alkoholu), environmentalni faktory. Odhady rizika jsou
vétdinou zaloZzené na vysledcich zvifecich studii. V dnesni dobé existuje jen
malo informaci o pusobeni environmentalnich chemikalii na lidskou

(muzskou) plodnost.

Ftalaty mohou porusit endokrinni rovnovahu a tedy zasahovat do
produkce, sekrece, transportu, metabolismu, receptorové vazby a
zprostfedkovani efektd pfirozenych hormond, které fidi vyvojové procesy a
podporuji endokrinni homeostazu v organismu. Tyto chemikalie mohou mit
estrogenni a antiandrogenni ucinky a jsou povazovany za latky napodobuijici

endogenni hormony.

Substance s estrogennimi a antiandrogennimi vlastnostmi byly hlaseny
pro pfi¢innou souvislost s hypospadii (abnormalni vyusténi moCové trubice
na spodni strané pohlavniho udu), kryptorchidismem, redukci spermatické

density a zvy$eného vyskytu testikularnich nadort u zvifecich modeld. % 3
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4.5. Alternativni materialy

Zavedeni plastickych hmot predstavuje jeden z nejvyznamnéjSich
védeckych pokroku. V pribéhu let ale mnoho védcu navrhovalo zastavit pouZiti
plastovych pfedmétl obsahujici extrahovatelné latky, které by mohly pfijit do
kontaktu s lidskymi tkanémi, a byl proto zahajen vyzkum alternativ nahrazujicich
ftalaty (zejména DEHP).

V prabéhu let 2001 - 2004 byl Evropskou unii schvalen a financovan
projekt na studovani novych moznosti ve vyrobé PVC. Cilem tohoto projektu
bylo vyvinout pramyslové technologie pro nahrazeni ftalatd ve vyrobé
flexibilniho PVC, zejména ve vyrobé spotiebniho zbozZi, které pfichazi do
kontaktu s lidskymi tekutinami &i tkanémi, zvlasté pak lékarské pomticky. ®

Pfikladem jedné z alternativ muze byt produkt firmy Danisco a.s.
z Kodané, ktera vynalezla alternativni zmékcovadlo, které dokaze pIné nahradit
zakladni ftalaty, zejména pak DEHP. Produkt Grindsted Soft-N-Safe byl vyvinut
na bazi rostlinného oleje. Je netoxicky, nenarusuje hormonalni rovnovahu a
vyhovuje smérnicim REACH. Udéluje vétSi mékkost PVC a na konci doby
trvanlivosti je plné schopny rozkladu. Grindsted Soft-N-Safe byl schvalen pro
pouziti v produktech, které pfichazi do kontaktu s potravinami, v Evropské unii i
USA. ¥
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5. DIETHYLFTALAT

Diethylftalat (DEP; CAS No. 84-66-2), znamy téZz jako diethylester
kyseliny 1,2-benzendikarboxylove, je bezbarva olejovita kapalina s nepatrnym
zapachem, nizkou tékavosti a nahorklou chuti. Je komeréné vyrabén reakci
ftalanhydridu s acetaldehydem v pfitomnosti kyseliny sirové jako katalyzatoru.
DEP se pouziva jako rozpoustédlo a vehikulum do parfému a kosmetickych
pFipravkl a jako denaturacni prostifedek.

Vyrobky obsahujici DEP jsou napf.: koupelové pfipravky (mydla, oleje,
soli), o¢ni stiny, parfémy a jiné viné, vlasové spreje, laky na nehty, saponaty,
vody po holeni, pletové krémy a také se vyuziva jako zmeékCovadlo plastl

(zubni kartacky, détské hracky, apod.). *>

5.1. Fyzikalni a chemické viastnosti

Nazev: diethylftalat

Chemické nazvy: diethyl-o-ftalat, diethylester ftalové kyseliny, diethylester

kyseliny 1,2-benzendikarboxylové

Obchodni nazev a zkratky: Anozol, DPX-F5384, Estol 1550, Neantine,
Palatinol A, Phthalol, Placidol E, Solvanol, Unimoll DA, DEP 1/

o
0™ CH,
O CHs
DEP o

Struktura: **

Empiricky vzorec: C1oH1404

Molekulova hmotnost: 222,26 7

SavCi metabolity: ethanol, monoethyl ftalat, ftalova kyselina
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Produkty biodegradace: oxid uhliCity a methan (aerobni a anaerobni degradace
22

pudou nebo aktivovanym kalem), kyselina ftalova (primarni degradaci v ptdé)

Cistota, slozeni a kod latky

Cistota vyrab&ného esteru ftalatu je odhadovana mezi 99,7% a 99,97%.
Hlavnimi zneciStujicimi latkami jsou potom kyselina izoftalova, kyselina

tereftalova a maleinanhydrid.

Fyzikalni vlastnosti

Vzhled: pruhledna, bezbarva kapalina bez zapachu
Bod tani: -40,5°C

Bod varu: 298°C

Teplota vzniceni: 161°C

Hustota: 1,120 g/ml pfi 25°C

Tlak pary: pod 0,001 torr pfi 20°C

Rozpustnost
Voda: mirné rozpustny; 1,08 g/l
Misitelny v alkoholu, éterech, ketonech, aromatickych uhlovodicich, benzenu,

alifatickych rozpoustédlech a rostlinnych olejich. **

5.2. Expozice diethylftalatu

DEP se mlze do prostfedi dostat ze vzduSnych emisi, primyslovymi
odpadnimi vodami nebo pevnymi odpadnimi produkty z vyroby a zpracovani
plasti. Do atmosféry mulze vstupovat v podobé& pary nebo specificky pfi
zpopelnéni plastd obsahujicich diethylftalat, pfipadné tékanim nebo
vyluhovanim z produktu, ve kterych je uzit.

Pracovni expozice, pfedevsim inhalacné nebo dermalné, se vyskytuje na
pracovistich spojenych s vyrobou a pouZitim DEP. Nejpravdépodobnéjsi zdroj

expozice je v dnesni dobé& spotfebni zboZi obsahuijici DEP. *°
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5.3. Toxikokinetika a metabolismus diethylftalatu

5.3.1. Absorpce

Informace z pokusU na zvifatech ukazaly, Ze DEP se absorbuje oralni
nebo dermalni cestou. Mysi vylucovaly velké mnozstvi oralné podaného DEP
moci, coZ ukazuje na rozsahlou absorpci. 24h po dermalnim podani
14C-diethylftalatu bylo 9% radioaktivity naméfeno v mogi kralikil, 24% v modi

mysi a 1% v mysich vykalech. ¢ 18

5.3.2. Distribuce

Absorbovany DEP je distribuovan skrz télesné tkané s nejveétsi akumulaci
v ledvinach a jatrech. V experimentech s kraliky Dillingham a Pesh-Imam
byla objevena radioaktivita v plicich, srdci, jatrech, ledvinach, gonadach a
mozku po dermalni aplikaci *C-diethylftalatu. Méné& nez 1% bylo nalezeno
v tukové tkani, svalech a kuzi potkant po 7 dnech od aplikace narazové
davky DEP. Intraperitonedini injekce *C-diethylftalatu podané gravidnim
mySim, prokazaly radioaktivitu v plodové vodé, placenté a fetalnich tkanich,

coz dokazuje, Ze latka muze projit skrz placentu k vyvijejicimu se plodu. ¢ 18

5.3.3. Metabolismus

Metabolismus spoc€iva v hydrolyze DEP na ethanol a MEP, ktery je
pomérné rychle vyluCovan moci. Pfi studiich na mySich byl MEP primarni
metabolit nalezeny v moci, dale pak byla nalezena volna kyselina ftalova. K
hydrolyze dochazi v lumen gastrointestinalniho traktu nebo v burikach strevni
mukosy po oralni aplikaci stejné jako v jatrech, ledvinach ¢&i plicich po
systémove absorpci. DEP je hydrolyzovan na monoester karboxyesterazou z

lidskych/potkanich jater. *° 8

5.3.4. Exkrece

Pfi pokusech na zvifatech se moC jevi jako nejvyznamnéjSi cesta

vyluCovani DEP. Potkani vylu€ovaly 77% oralné podaného DEP pravé modi.
16, 18
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5.4. Toxicita diethylftalatu

V nedavné dobé (2003) publikovala Svétova zdravotnicka organizace
praci o diethylftalatu. Tento dokument obsahuje zavéry publikaci na téma

tykajici se diethylftalatu vydané do fijna roku 2001 a shrnuje ze:

a) Nasledkem rozSifeného pouzivani DEP se oCekava, ze projevy na lidech
budou vyznamné (i kdyz lidé dostavaji davky podstatné nizsi, nez zvifata v

toxikologickych studiich).

b) DEP podstupuje biodegradaci v prostfedi a ma nizsi kapacitu vazat se na
usazeniny a kumulovat se ve zvifatech v potravnim fetézci, nez maji ostatni

ftalaty.

c) Ackoliv DEP hydrolyzuje v téle na monoester a nekumuluje se v tkanich, je
jasné, Ze pfi dermalni expozici mize k0zi penetrovat a Siroce se tak

distribuovat po téle kazdou nasledujici expozici.

d) DEP je slabé kozni a oCni drazdidlo u zvifat a jsou popsané i ojedinélé

pfipady kozniho drazdéni nebo pfecitlivélosti u lidi vystavenych DEP.

e) Ackoliv se mohou vyskytovat zmény hmotnosti jater i ledvin po oralnim
podani, nebyly ve vétSiné studii objeveny zadné vyznamné klinické nebo

histopatologické zmény.

f) Nebyly pozorovany zadné karcinogenni efekty u potkanl po kozni expozici,
ale presto bylo ziskano mnoho nejednoznacnych vysledkd po kozni

expozici u mySi a v in vitro mutagennich studiich.
g) Perinatalni vystaveni DEP nenavodilo Zadné nepfiznivé uc€inky v matkach

ani potomstvu; ani malformace muzskych reprodukénich organu, jak bylo

pozorovano pfi laboratornich zvifecich studiich jinych ftalatu.
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h) Nicméné v nepfetrzitych plemennych studiich byla pozorovana snizena

)

epididymalni spermaticka koncentrace v F1 generaci a snizeni poCtu zivych
F2 mladat na vrh byla pozorovana ve vySSich davkach. Dale byly
pozorovany zmény ultrastruktury v Leydigovych bunkach potkanu a to jen

po dvou dnech oralniho podavani DEP v davce 2000 mg/kg/den.

Do dnesSni doby nebyly hlaSseny zadné nepfiznivé imunologické Ci

neurologické ucinky.

AcCkoliv rizika odhadovana pro vodni organismy jsou povazovana za
relativné nizka (pouzitim standardnich metod odhadovani rizika), nejsou k
dispozici dostate¢né informace k odhadnuti rizika pro pudni nebo moiské

organismy.

Pocet studii publikovanych do roku 2001 zvysilo dalSi znepokojujici zajem

tykajici se esteru ftalatu, véetné DEP, v souvislosti s jejich rozSifenou distribuci

a jejich vlivem na lidské zdravi a Zivotni prostredi. %
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6. EXPERIMENT

6.1. Pouzita zvirata

Pro experiment byli pouziti samci potkana kmene Wistar o primérné
hmotnosti 260 g. Zvifata byla chovana za standardnich podminek ve vivariu
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové s volnym pfistupem
k vodé a potravé.

Studie byla provadéna v souladu se zakonem €. 246/1992 Sb. O ochrané
zvirat proti tyrani a pod odbornym dohledem Etické komise Farmaceutické

fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

6.2. Vlastni experiment

V experimentu bylo pouzito celkem 10 potkand, ktefi byli rozdéleni do
dvou skupin. Kazdy byl oznacen kyselinou pikrovou na riznych ¢astech téla pro
pozdéjSi identifikaci: vzdy HL, PP, PZ, LP, LZ. Diethylftalat byl obéma
skupinam podan jednorazové. Pouzili jsme dvé varianty diethylftalatu a to
Oekanal a Pestanal od firmy Sigma-Aldrich.

Skupiné C byl intraperitonealné podan Oekanal. 10 mg Oekanalu jsme
podavali fedény s 1 ml aqua pro injectione a 1 ml 100% ethanolu. Kazdému
potkanovi bylo do peritonea injekéné vpraveno 0,4 ml této smési. Skupiné D byl
subkutanné podan Pestanal do kozni fasy. Pestanal, v celkovém mnozstvi 1g,

byl podan nezfedény, kazdému potkanovi 0,2 ml.

Po 12 - ti dnech byla potkanim provedena euthanazie predavkovanim
celkovym inhalaénim anestetikem. Pouzit byl Aether pro narcosi v uzavieném
prostoru exsikatoru. Po usmrceni jsme provedli otevieni dutiny bfiSni a odebrali

jsme:
» skupiné C: varle, pfip. hematom na varleti, vazivo varlete, hrot varlete

» skupiné D: varlata, prostatu, mo€ovy méchyf, jatra, ledvinu

Organy a tkané jsme histologicky zpracovali a pozorovali pod svételnym

mikroskopem.
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6.3. Histologické zpracovani vzorka skupiny C

Vzorky odebrané potkanim skupiny C jsme zalévali do epoxidovych
pryskyfic. V prvnim dnu, hned po odbéru, jsme tkan nakrajeli acetonem
odmasténou Ziletkou na malé vzorky a poté je nechali fixovat v 3% roztoku
glutaraldehydu (GA) v pufru. Druhy den jsme pasterkou odsali glutaraldehyd,
vzorky proplachli Millonogovym pufrem a nasledovala fixace 2% kyselinou
osmicCelou. Poté jsme vzorky opét proplachli Millonogovym roztokem, odvodnili
vzestupnou alkoholovou fadou a prevedly je do pryskyfice. Treti den jsme ze
vzorkll opatrné odstranili pryskyfici znehodnocenou vzduchem. Vzorek byl
vpraven do SpiCky kapsle a byl zalit Cerstvou pryskyfici. Formu se zalitymi
vzorky jsme dali na tacek se silikagelem a umistili do termostatu na 3 dny pfi
teploté 58-60°C.

Poté jsme vzorky opracovali a krajeli polosilné fezy na mikrotomu. Na
96% alkoholem odmasténé podlozni sklo jsme nanesli 2 kapky 2% alkoholu a
preparacni jehlou (wolframovym vlaknem) prenesli z vani¢ky noze polosilné

fezy. Nasledovalo vlastni barveni.

6.3.1. Fixace a zaliti do epoxidové pryskyfrice

Fixace:

Fixace v glutaraldehydu 1 den
Millonoguv pufr 3 — 4 x 15 minut
2% kyselina osmicela 1,5 - 2 hodiny
Millonoglv pufr 4 x 15 minut
Odvodnovani:

25% alkohol (vychlazeny) 15 min

50% alkohol (vychlazeny) 15 min

75% alkohol (s 1% uranyl acetatu, vychlazeny) 15 min

96% alkohol (s 1% UA, pokojova teplota) 15 min

100% alkohol (s 1% UA pokojova teplota) 15 min

100% alkohol (Cisty pokojova teplota) 2x15 min
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Prevod do pryskyrfice:

Aceton : Epon+Durkupan (2:1) 1 hodina
Aceton : Epon+Durkupan (1:2) 1 hodina
Epon+Durkupan (Cisty) pfes noc

6.3.2. Barveni polosilnych Fezu

Nechali jsme odpafit 2% alkohol nad kahanem, preparaty se napnuly a
prischly. Na fezy jsme nakapali barvici roztok toluidinové modfi s pyroninem
a 10 — 20 sekund zihali nad plamenem. Po 6 — 8 minutach jsme barvicku slili,
preparaty jsme oplachli redestilovanou vodou, 50% alkoholem a jesté jednou
redestilovanou vodou. Sklicko jsme susili nad plamenem. Poté jsme fezy

prohlédli pod svételnym mikroskopem a zamontovali se do Entalanu.

Barveni:

Toluidinova modf — pyronin 6 — 8 minut
Redestilovana voda oplachnuti
50% alkohol oplachnuti
Redestilovana voda oplachnuti
Zamontovani:

Entalan

6.4. Histologické zpracovani vzorkl skupiny D

Vzorky skupiny D jsme zalévali do parafinu. Po odebrani jsme tkané
nechali po 2-3 dny fixovat v Bouinové fixac¢ni tekutiné. Bouinova fixacni tekutina
brani samovolnému rozkladu tkané enzymy. Po uplynuti doby jsme tkané
odvodnili acetonem, projasnili xylenem a po prosyceni parafinem zalévali do

bloc¢ku.

Po ztuhnuti jsme blo¢ky krajeli na sarikovém mikrotomu Leitz - Wetzlar

na fezy tenké 5 - 7 ym. Na podlozni sklicko jsme aplikovali kapiCku smési
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glycerinu s bilkem, rozetreli, nakapali destilovanou vodu, do které jsme fezy

pomoci preparacnich jehel prenesli.

Pfed barvenim jsme fezy odparafinovali xylenem a sestupnou alkoholovou
fadou. Polovinu Fezl jsme barvili hematoxylin — eosinem, druhou polovinu
zelenym trichromem. Po barveni jsme Fezy odvodnili pomoci vzestupné
alkoholové fady a projasnili xylenem. Obarvené fezy jsme zamontovali do

kanadského balzamu a vyhodnotili pod svételnym mikroskopem.

6.4.1. Fixace a zaliti do parafinu

Bouinav roztok 3 dny

Ethanol 80% 1 hodina

3x aceton béhem 24 hodin
Xylen 2x15 minut
Parafin (56°C) 2 hodiny
Parafin (56°C) 2 hodiny

Zaliti do parafinu a vytvoreni bloc¢ku.

6.4.2. Barveni hematoxylin — eosin

Odparafinovani:

xylen 3x5 minut
96% ethanol 5 minut
70% ethanol 5 minut
Destilovana voda 5 minut

Otreni sklicek buniginou.

Barveni:

Hematoxylin 6-8 minut
Pramenita voda 10 minut
Eosin 2 minuty
Destilovana voda oplachnuti
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Odvodnéni:

96% ethanol 2x oplachnuti
Ethanol : xylen (2:1) 3 minuty
Xylen : ethanol (1:2) 3 minuty
Projasnéni:

Xylen 3x3 minuty

Otreni sklicek buniginou.

Zamontovani do kanadského balzamu.

Vysledek barveni:

Jadra bunék a chrupavka se barvi modfe, kolagenni vazivo ruzové a
svalstvo Cervené.

6.4.3. Barveni na kolagen — zeleny trichrom

Odparafinovani:

xylen 3x5 minut
96% ethanol 5 minut
70% ethanol 5 minut
Destilovana voda 5 minut

Otreni sklicek buniginou.

Barveni zeleny trichrom:

Destilovana voda oplachnuti
Hematoxylin 3 — 5 minut
70% alkohol oplachnuti

Diferencovat v kyselém alkoholu.

Pramenita voda oplachnuti

Kontrola v mikroskopu.
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Goldner I. 10 minut

Destilovana voda oplachnuti
Goldner 1. 10 minut
Destilovana voda oplachnuti
Goldner Il1. 10 minut
Destilovana voda oplachnuti
Odvodnéni:

96% ethanol 2x oplachnuti
Ethanol : xylen (2:1) 3 minuty
Xylen : ethanol (1:2) 3 minuty
Projasnéni:

Xylen 3x3 minuty

Otreni sklidek bunicinou.

Zamontovani do kanadského balzamu.
Vysledek barveni:

Jadra bunék jsou obarvena modre, svalovina cihlové Cervené, kolagenni
vazivo zelené, erytrocyty oranzoveé a hyalinni vazivo Cervené.
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6.5. Roztoky a chemikalie

o Diethylftalat
Diethyl phthalate Pestanal (Sigma — Aldrich) 19

Diethyl phthalate Oekanal (Sigma — Aldrich) 10 mg

(nafedény do 1 ml aqua pro injectione a 1ml 100% ethanolu)

e Priprava fixac¢nich roztoku

a) Priprava Millonogova pufru

Roztok A: NaH,PO, 22,6 g na 1 | redestilované vody
Roztok B: NaOH 12,6 g na 1 | redestilované vody
Roztok C: glukéza 5,4 g na 100 ml redestil. vody

Uchovavaci roztok:

Roztok A 415 ml
Roztok B 85 ml
UpravitpH na 7,1 - 7,3.

Pufr s glukézou:

Uchovavaci roztok 90 ml
Roztok C 10ml
UpravitpH na 7,2 -7,3.

b) Priprava fixaéniho roztoku 3% GA v Millonogové pufru
Ampule s 8% roztokem GA 10 ml
Millonoglv pufr 16,7 ml
(na 3 ml 8% GA potieba 5 ml Millonogova pufru)

c) Priprava 2% kyseliny osmicelé ze 4% roztoku v ampuli

Obsah ampule se 4% roztokem kyseliny osmicelé se fedi ve stejném poméru
Millonogovym pufrem na 2% roztok do vazenky se zabrusem a vi¢kem. Roztok
vydrzi pouzitelny nejdéle tyden, a proto se vzdy pfipravuje mnozstvi, které se
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spotfebuje celé (cca 0,5 ml na 1 vzorek). Zbytek se uchovava ve vazence

v boxu v lednici.

d) Priprava Bouinovy fixa€ni tekutiny

Nasyceny roztok kyseliny pikrove
Neutralni formol

Pred pouzitim: kyselina octova

e Priprava zasobnich roztoku
Pfiprava alkoholu s 1% UA:

300 ml
100 ml
3ml

Do 100 ml alkoholu o urcité koncentraci jsme pfisypali 1 g UA, dikladné

rozpustili a potom pfefiltrovali do tmavé lahvicky se zabrusem. Roztoky se

uchovavali v lednici ve tmé.

e Priprava epoxidovych pryskyfic

Smés Epon — Durkupan:

Epon 812 2,5ml
D modry (B) 55ml
D Cerveny (A/M) 1,5ml
D Zluty (C) 0,2 ml

D zeleny — pohyb. sloZka podle vihkosti vzduchu v boxu

Vlhkost: pod 25%
35 - 40%
50%
Nad 60%
Durkupan:
D Cerveny (A nebo A/M) vlastni pryskyfice
D modry (B) katalyzator €. 1
D zeleny (D) zmékcovadlo
D Zluty (C) katalyzator €. 2
Sm

s C. |
Smés &. Il: A+B+D+C nelze skladovat, sama tvrdne.
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5ml
11 ml
3ml
0,4 ml
0,1 - 0,35 ml/1 davka

0,35 ml

0,3 ml

0,15 mi

neuzivat D zeleny

10mi

10 ml
0,2 ml
0,3 ml

. I: A+B+D lze skladovat v uzaviené stfikacce v lednici nebo digestofi.



Epon:

Epon 812 vlastni pryskyfice 26,79
DDSA plastifikator 18,549
MNA plastifikator 11649
BDMA/DPM-30 katalyzator 0,8 ml

Po smiseni 10 min intenzivné protfepavat, pak 10 min pfedpolymerovat pfi
teploté 58°C a uchovavat pfi 40°C.

e Priprava parafinu

Tuhy parafin zkvalithény 3 — 5% bilého vceliho vosku.

e Priprava barviciho roztoku toluidinové modfi s pyroninem

1) 1% toluidinova modF

Toluidinova modr 1lg
Boritan sodny 1lg
Redestilovana voda 100 ml

2) 1% pyronin

Pyronin 0,59
Boritan sodny 0,59
Redestilovana voda 50 mi

3) barvici roztok

Toluidinova modf 1% 40 ml
Pyronin 1% 10 ml
Redestilovana voda 30 ml

Barvicka musi nékolik dni zrat, skladuje se v lednici pfi 5°C, pfed pouZitim je

nutné ji prefiltrovat.

e Priprava barviciho roztoku Hematoxylin - eosin

Hematoxylin 409
Jodi¢nan sodny 0,49
Siran hlinity 3529
Destilovana voda 710,0 ml
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Ethylenglykol 250,0 mi
Kyselina octova 40,0 ml

1% roztok eosinu v destilované vodé.

e Priprava barviciho roztoku zeleny trichrom

Goldner I.:

a) Ponceu de xylidin 19
Koncentrovana kyselina octova 1mi
Destilovana voda 100 ml

b) Oranz G 1lg
Koncentrovana kyselina octova 1mi
Destilovana voda 100 ml

c) Fuchsin S 1mi
Koncentrovana kyselina octova 1mi
Destilovana voda 100 ml

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

ml roztoku c.

Goldner Il.:

1% vodného roztoku kyseliny fosfowolframové.

Goldner Ill.:

Svétla zelen 159
Ledova kyselina octova 1 mi
Destilovana voda 100 ml
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7. VYSLEDKY

Na zacCatku experimentu jsme obé skupiny po péti potkanech oznacili
kyselinou pikrovou, vzdy: hlava (HL), prava pfedni (PP), prava zadni (PZ), leva
predni (LP), leva zadni (LZ). Pfed vlastnim podani diethylftalatu byli potkani

zvazeny. Souhrn hmotnosti je uveden v tabulce 1.

Potkan Hmotnost Potkan Hmotnost
HL 240 g HL 240 g
PP 280 g PP 260 g
Pz 240 g Pz 240 g
LP 2609 LP 240 ¢
LZ 260 g LZ 260 g

Tab. 1: Tabulka hmotnosti potkant obou skupin pfed provedenim experimentu.

Dne 26. 11. 2008 byl potkanim jednorazové aplikovan diethylftalat.
Skupiné C byl intraperitonealné podan fedény Oekanal, 10 mg Oekanalu s 1 ml
aqua pro injectione a 1 ml 100% ethanolu. V8em péti potkanim skupiny C bylo
nadavkovano 0,4 ml této smési. Skupiné D byl subkutanné do kozni fasy podan
Pestanal. Pestanal, v celkovém mnoZstvi 1g, byl podan nezfedény. Kazdému
potkanovi 0,2 ml.

Po 12-ti dnech (8. 12. 2008) byli potkani usmrceni a byli jim odebrany
organy. Skupiné C jsme odebrali varlata, skupiné D kromé varlat jesté ledvinu,
prostatu, moCovy méchyif a vzorek jater. Pfehled odebranych organi pro

vSechny skupiny jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach.
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SKUPINA C — PARAMETRY ODEBANYCH ORGANU
i ] Parametry sledovanych
Potkan Odebrany organ .
organt
HL Pravé varle Pravé varle: 17 mm
(tkan a hematom) Levé varle: 21 mm
Pravé varle
] Pravé varle: 18 mm
PP (hematom, vazivo z hrotu varlete) .
Levé varle: 21 mm
Levé varle
Pz
Pravé varle Pravé varle: 20 mm
(Kontrola)
Lp Pravé varle Pravé varle: 20 mm
(hrot varlete, tkan varlete) Levé varle: 20 mm
L7 Pravé varle Pravé varle: 16 mm
(hematom, vazivo varlete) Leveé varle: 20 mm

Tab. 2: Parametry odebranych a sledovanych organu skupiny C.

Popis organu pfi odbéru:
» HL: pravé varle mensi, na jeho hrotu hematom
» PP: pravé varle mensi s vazivovymi srlisty a hematomem; odebrana obé
varlata, levé jako kontrola
» PZ: kontrolni (KK)

LP: hrana praveho varlete pferostla

A\

» LZ: pravé varle prerostlé s velkym hematomem na hrotu
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SKUPINA D - PARAMETRY ODEBRANYCH ORGANU

Potkan | Odebrany organ Parametry sledovanych organti

Varlata, prostata, ] o
oL Pravé varle: 20 mm; 1,7 g (mokra vaha)
HL mocovy méchyf, ) o

- _ Levé varle: 21 mm; 1,9 g (mokra vaha)
jatra, ledvina

Varlata, prostata, ] o
o Prave varle: 21 mm; 1,6 g (mokra vaha)
PP mocovy méchyf,
- _ Levé varle: 21 mm; 1,6 g (mokra vaha)
jatra, ledvina

Varlata, prostata, ] o
. Prave varle: 20 mm; 1,7 g (mokra vaha)
Pz mocovy méchyr,
_ _ Levé varle: 22 mm; 1,7 g (mokra vaha)
jatra, ledvina

Varlata, prostata,
. Pravé varle: 22 mm; 1,9 g (mokra vaha)
LP mocovy méchyf,
., . Leveé varle: 21 mm; 1,8 g (mokra vaha)
jatra, ledvina

Varlata, prostata,
. Pravé varle: 21 mm; 1,6 g (mokra vaha)
LZ mocovy mechyr,
» ) Leveé varle: 21 mm; 1,6 g (mokra vaha)
jatra, ledvina

Tab. 3: Tabulka odebranych organd skupiny D, s nejvétsi pozornosti vénovanou
varlatum.

Odebrané organy hmotnostné i velikostné odpovidaly fyziologickym

rozmérum.

7.1. Vysledky histologického hodnoceni

Histologické preparaty jsme dokumentovali na mikroskopu Olympus
Provis AX 70 pomoci pocitaCového programu NIS — Elements AR 2.30.
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7.1.1. Potkani skupiny C

Této skupiné byl jednorazové podan diethylftalat Oekanal 10 mg fedény
1ml aqua pro injectione a 1 ml 100% ethanolu. Potkanim bylo
intraperitonealné podano 0,4 ml této smési. Odebrana varlata se hmotnostné
a rozmérové shodovala s fyziologickymi hodnotami. Na polosilnych
preparatech pro elektronovou mikroskopii byly nalezeny artefakty, které ale

zfejmé souvisely se Spatnou fixaci.

7.1.2. Potkani skupiny D

Této skupiné byl jednorazové podan diethylftalat Pestanal nezfedény.
Kazdému zviteti bylo subkutanné podano 0,2 ml do kozni fasy. Stejné jako

ve skupiné C byly odebrané organy ve fyziologickém rozmezi.

» Preparaty varlat byly fyziologické, bez jakéhokoliv patologického
nalezu. V nékolika znich byly nalezeny zanétlivé burky, jejichz
pritomnost ovSem nemulze byt s jistotou pfisouzena U€inkim
podaného diethylftalatu.

» V parenchymu jater byly nalezeny rozdilné velikosti jader Kupferovych
bunék, prekrvené sinusoidy se stinovitym obrazem erytrocytd.
Kupferovy buriky vypadaly aktivované, c¢asto prominovaly do
sinusoidnich prostora.

» Preparaty ledvin mély opét fyziologickou stavbu, bylo ovSem
pozorovano napadné prekrveni glomeruld. Casto byla az uzaviena
mocova Stérbina.

» Morfologie koagulacni Zlazy byla ve fyziologickém stavu.
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8. OBRAZKOVA PRILOHA

Skupina C

Obrazek 1.: Rez varletem s nalezem artefakttl, toluidinova modF - pyronin,
zvetSeno 400x
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Skupina D

Obrazek 2.: Pfi€ny fez varletem s nalezem zanétlivé infiltrace v intersticiu, HE,
zvétSeno 200x

Obrazek 3.: Pfehledny fez stoCenymi kanalky varlete, HE, zvétSeno 100x
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Obrazek 4.: Jaterni tkan vykazujici rozdilné velikosti jader Kupferovych bunék,
HE, zvétSeno 200x

Obrazek 5.: Parenchym jaternich bunék a pfekrvené sinusoidy se stinovitym
obrazem erytrocytl. Kupferovy bunky se zdaji byt aktivované, HE, zvétSeno
400x
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Obrazek 6.: Pfehledny fez ledvinou s normalni morfologickou stavbou.
Pozorovano pouze napadné prekrveni glomerull, které ¢asto utlaujici
mocovou $térbinu, HE, zvétSeno 200x

Obrazek 7.: Detailni pohled na glandula vesiculosa (koagulaéni Zlazu), jejiz
morfologicka stavba byla ve fyziologickém stavu, HE, 200x
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9. DISKUZE

V dnesni dobé je sledovani ucinku ftalatd velmi probiranym tématem.
Mnoho védcl povazuje za vyhodnéjSi nahradit pouzivani téchto latek jinymi,
lidskému zdravi méné $kodlivymi latkami. -1 1°

Diethylftalat je velice pouzivanou latkou, zejména v kosmetickych a
hygienickych produktech a jako vehikulum vani. Diky tomu s nim c¢lovék

prichazi do kontaktu prakticky denng. ** 1

A. M. Api experimentalné zkouSela toxicitu diethylftalatu, jako vehikula
vuni, na potkanech a kralicich. Diethylftalat v téchto testech prokazal nizkou
uroven toxicity. Testovani jeho pfipadného kozniho drazdéni a precitlivélosti u
lidi a zvirat, stejné jako jeho fototoxicity a fotosenzitivity, demonstrovalo jeho
bezpené pouziti. Dokonce pfi pouZiti nefedéného diethylftalatu nebyly
pozorovany zadné nebo jen minimalni efekty. Vysledky subchronickych a
reprodukCnich studii neukazaly zadné nepfiznivé ucinky. Testy zkouSejici
pfipadnou embryotoxicitu Ci teratogenitu diethylftalatu neprokazaly v tomto

ohledu jeho jedovatost.

| kdyZ mnoho studii na zvifecich modelech, zabyvajicich se
diethylftalatem, neprokazaly Zzadné specifické toxické ucinky, pfesto je
opravnéné se domnivat, Ze i diethylftalat maze byt pro Clovéka nebezpecény.
Lze tak usuzovat z jeho rozSifeného pouziti a dennodenniho kontaktu. Neni se

proto ¢emu divit, Ze ho Ize najit treba v plodové vodé t&hotnych Zen. 8% 1323

Vyvijejici se organismus je k pusobeni ftalatu velice citlivy. Zvlasté citlivy
je pak vyvoj muzského pohlavniho ustroji. Hematotestikularni bariéra, tvorena
tésnymi junkcemi Sertoliho bunék, se plné vyviji az v pfedpubertalnim obdobi, z
¢ehoz vyplyva zvySena citlivost testikularnich bunék k pusobeni toxickych latek
v détském a predpubertalnim véku. Jmenovité di(2-ethylhexyl)ftalat je toxicky
pro reprodukéni vyvoj. Pusobi pfes PPARSs receptory pfitomné na Leydigovych,
ale i Sertoliho burikach. Pokud dojde k ovlivnéni téchto bunék v intrauterinnim

obdobi, zvla§té béhem organogeneze, muze dojit ke vzniku tzv. ,Ftalatového
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syndromu®. Ten se u modelovych organismu projevuje deformacemi epididymis,

chamovod(i, prostaty, externiho genitalu a kryptorchidismem. 7 & 10:13. 2

Tuto skute€nost v nedavném studiu demonstrovali V. S. Wilson et al.
Exponovali gravidni samice Sprague - Dawley a Wistar potkana di(2-ethylhexyl)
ftalatu b&€hem obdobi pohlavniho derivovani. V€etné fyzickych zmé&n samcich
pohlavnich organt prokazali i rozdilné hodnoty testosteronu a InslI3, které Fidi
vyvoj téchto tkani. In utero ftalatem snizené urovné testosteronu v samcich
fétech, omezilo derivovani epididymis ze zakladnich Wolfovych kanalki béhem
organogeneze. Samci F1 generace vykazovali kompletni agenezi epididymalni

tkang. 1

V lofiském roce byla na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové provedena prvni studie, jejimz cilem bylo prokazat, zda bude
mit podani diethylftalatu gastrickou sondou vliv na samci reproduk¢ni organy.
Ftalat byl takto podavan po 10 dnu, béhem nichz byla sledovana hmotnost
zvirat a jejich potravni navyky. Po ukonceni experimentu a usmrceni zvirat se
zkoumala varlata i jiné organy (ledviny, jatra, duodenum a slezina). Odebrané
organy mély fyziologickou stavbu i velikost. V ledvinach bylo nalezeno prekrveni
glomerularnich kapilar, v Cervené pulpé sleziny se také vyskytlo vyrazné
prekrveni a v parenchymu jater se nasly mistni zmény zejména v cévni Casti
lala¢ka. Jaterni bunky lemujici tyto sinusy jevily znamky degenerace. Tato
studie vSak neprokazala zadny vliv diethylftalatu na produkci zarodeCnych

bunék. %*

My jsme na toto téma navazali experimentem, ve kterém jsme
provéfovali, zda pfi jednorazovém podani diethylftalatu intraperitonealné a
subkutanné bude mit tato latka néjaky vliv na spermatogenezi Ci nikoliv. Ftalat
byl obéma skupinam podan ve stejny den. Po 12 — ti dnech jsme provedli
euthanazii a odebrali potfebné organy, které méli fyziologickou stavbu i velikost.
V histologickych preparatech zkoumanych pod svételnym mikroskopem, byly,
podobné jako v predchozi studii, v parenchymu jater nalezeny rozdilné velikosti
jader Kupferovych bunék a prekrvené sinusoidy. V preparatech ledvin jsme
pozorovali napadné prekrveni glomerull. Preparaty varlat potvrdily vysledky

z pfedchozi studie, tedy Ze spermatogeneze porusena nebyla.
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10. ZAVER

Zvifecim modelem v naSem experimentu bylo deset samcl potkana
kmene Wistar o hmotnostech 240 — 280 g, na kterych jsme zkouSeli ucinky
jednorazového podani diethylftalatu. Potkani byli rozdéleni do dvou skupin,
oznaceni, zvazeni a poté jim byl naaplikovan diethylftalat. Skupiné C byl do
intraperitonea injekéné aplikovan fedény Oekanal v mnozstvi 0,2 ml, skupiné D
byl podan subkutanné nefedény Pestanal v mnozstvi 0,4 ml.

Po 12 - ti dnech byli potkani usmrceni a byly jim odebrany organy.
Skupiné C varlata, skupiné D kromé varlat i vzorek jaterni tkané, ledvina,
prostata a moCovy méchyf. Odebrané organy mély fyziologickou stavbu a
velikost. Z téchto organli jsme zhotovili histologické preparaty, které jsme
prohlizeli pod svételnym mikroskopem.

Vysledky v obou skupinach prokazaly, Ze v pfislusnych koncentracich
nemél diethylftalat zadny vliv na spermatogenezi. V nékolika preparatech varlat
skupiny D jsme nalezli infiltraci zanétlivymi bunkami, jejichz pfitomnost ovsem
nemuze byt s jistotou pfisouzena pulsobeni diethylftalatu. Dale jsme nalezli
napadné prekrveni glomerultu v ledvinach, které €asto az utlaCovalo mocovou
Stérbinu, a v parenchymu jater jsme pozorovali rozdilné velikosti jader

Kupferovych bunék a pfekrvené sinusoidy.
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12. SEZNAM ZKRATEK

ABP — Androgen vazajici protein

MIS — Mullerova inhibicni substance

FSH — Folikuly stimulujici hormon

MAGUK — S membranou asociovana guanylat kinaza
ES — Ektoplazmaticka specializace

TK — Tubulobulbarni komplex

PVC — Polyvinylchlorid

DEHP — Di(2-ethylhexyl)ftalat

DEP — Diethylftalat

DBP - Dibutylftalat

DiBP — Di-iso-butylftalat

DnBP — Di-n-butylftalat

BBzP — Butyl-benzylftalat

DINP — Di-iso-nonylftalat

DnOP — Di-n-octylftalat

InsI3 — Insulin like growth faktor 3

PPARs — Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
DHT — Dihydrotestosteron

REACH - Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals
GA - Glutaraldehyd

UA — Uranyl acetat

ED — Epon-Durkupan
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