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ABSTRACT

The aim of this study was to find the structural changes in the rat testis after a diazinon, selenium and their combined
administration. The testis structural changes after the diazinon intraperitoneal administration of 20 mg.kg™ b.w., selenium
2 mg.kg'b.w. and both diazinon 20 mg.kg™ b.w. and selenium 2 mg.kg" b.w. were evaluated by histological and
morphometric methods in light microscopy. 36 hours after the diazion i.p. administration, the vacuolization of the
seminiferous epithelium, evacuation of germ cells into the tubule lumen, epithelium necrosis and disintegration, interstitium
extension and fibrotization were observed. The germ cells released from the basal lamina and subsequently they were
visible in the tubule lumen. Blood vessels were damaged and morphometric analysis have shown their significant dilatation
(P<0.05). Diazinon causes the damage of the germinal epithelium in the testes leading to the spermatogenesis failure. The
infertility can then appear. In selenium treated group disintegration of cellular associations in the seminiferous epithelium,
damaged and separating spermatids lines, reduced spermatogenesis and significant vacuolization of seminiferous epithelium
(P<0.0001) were observed. Similar changes as in selenium threated group occured, significant vacuolization of seminiferous
epithelium (P<0.05) was seen. In combined diazinon and selenium treated group protective effects of selenium in
seminiferous epithelium and interstitium were noticed. Further investigation of diazinon and selenium is needed to practical

use this results.
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UVOD

Diazinon je organofosforecny pesticid, uréeny na nicenie
rozneho Skodlivého hmyzu. Patri sem podny hmyz,
Skodcovia na ovoci, zelenine, krmive, kultirnych
plodinach  arozmanity hmyz viiom zamorenych
oblastiach, domacnostiach. Pouziva sa tiez na regulaciu
koznych parazitov zvierat. Ma dlht perzistenciu a relativne
nizku toxicitu pre cicavce (EPA, 2006; Melendres et al.,
1993). Toxicita diazinonu je zapriinend inhibiciou

enzymatického - cholinesterazového  odburavania
cholinergnych mediatorov nervového vzruchu
(acetylcholinu) na takto inervovanych  miestach

organizmu. Pdsobenie sa prejavuje navonok priznakmi
otravy, ako su bolesti hlavy, uzkost, slabost’, strach,
roz8irené zrenice, rozmazané videnie, nevolnost,
zvracanie, kf¢e brucha, hnacka, stazené dychanie, koma az
smrt’ (ATSDR, 2008). Diazinon vykazuje silny Gi¢inok na
pohlavny systém samcov. Organofosforecné pesticidy
v8eobecne spdsobujil zniZenie poctu spermii (Recio-Vega
et al., 2008). Na molekularnej urovni diazinon sposobuje
oxidativny stres a tym zvySenu peroxidaciu lipidov, ¢o sa
prejavuje na bunkovych organelach, bunkich a nimi
tvorenych Strukturach — tkanivach, organoch (Okamura et
al., 2009; Harris et al., 2009; Oostingh et al., 2009;
Salazar-Arredondo et al., 2008; Sarabia et al., 2009).
Zaznamenané boli genotoxické ucinky diazinonu na DNA
spermii potkanov a mysi (Sarabia et al., 2009a; Salazar-
Arredondo et al., 2008). Diazinon sposobuje
histopatologické zmeny a zvySenie lokalnej apoptézy v
semenikoch mysi (Sarabia et al., 2009b). Toxické ucinky
diazinonu sa teda prejavuji komplexne na fyziologickych,
biochemickych a histopatologickych zmenach
zasiahnutého organizmu (Yehia et al., 2007). Niektori
autori navrhujii vyuzivat ucinky silnych antioxidantov

(melatoninu) na zniZenie negativnych ucinkov diazinonu
(Sarabia et al., 2009b

Selén je esencialny mikroelement s rozmanitymi
funkciami v Zivom organizme. Pri vysokych davkach
posobi toxicky. Ako kofaktor sa zucasthuje dejodacie
tyreoidealnych horménov (ATSDR, 2003). Je sudastou
antioxidacnych  enzymov  ako  seléndependentnej
glutationperoxidazy a d’alich antioxida¢ne posobiacich
latok ochrafiujucich membrany bunick a DNA pred
poskodenim volnymi radikdlmi. Selén teda zohrava
vyznamni ulohu pri vzniku nadorovych,
kardiovaskularnych, ale aj inych ochoreni, funkciach
imunitného systému, starnuti organizmu a pri pdsobeni
toxickych latok (Wojtczak, 2003; Sun, Mu a Ma et al.,
2005; ATSDR, 2003). Pésobi ochranne pred toxickymi
u¢inkami niektorych tazkych kovov — kadmia, ortuti,
hlinnika (Xu et al., 2003; Mozofarian, 2009; El-
Demerash, 2004; Abubakar et al., 2003). Vyrazné je
poOsobenie na pohlavny systém Samcov. Pri prekroceni
optimalnych davok posobi toxicky na §truktiry semennika
(Kaur a Kaur, 2000; Parshad a Sud, 1989; Chowdhury
a Venkatakrishna-Bhat, 1983; Nebbia et al., 1987).
Selén vo forme selénoproteinu P a seléndependentne;j
fosfolipidovej hydroxiperoxidovej glutation peroxidazy
(PHGPX) je u cicavcov nevyhnutny pre normalny priebeh
spermatogenézy (Boitani a Puglishi, 2008). Zistené boli
pozitivne Géinky selénu na Leydigove bunky a sekréciu
testosteronu u muzov (Akinloye et al., 2005). Zname
st ucinky selénu v prevencii rakoviny prostaty (Clark et
al., 1998). Selén podporuje plodnost samcov a muzov
zvySenou produkciou a zlepSenim pohyblivosti spermii
(Keskes-Ammar et al.,, 2003). Mnohi autori navrhuj
vyuzivat’ roézne formy selénu ako indikator parametrov
kvality ejakulatu uzvierat (Stradioli et al, 2009;
Kaoruko, 1999) a l'udi (Shinohara et al., 2005; Foresta,
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Flohé a Garolla, 2002). Selén samostatne alebo
Vv kombindcii s vitaminom E alebo N-acetylcysteinom sa
odporaca vyuzivat na liecbu niektorych foriem
neplodnosti muzov (Keskes-Ammar et al, 2003;
Safarinejad a Safarinejad, 2009).

Takmer nezname su uc€inky kombindcie a interakcii
diazinonu aselénu. Kashanian et al. (2008) uvadzaju
ochranné posobenie selénu pred Skodlivymi Ucinkami
diazinonu na DNA tymusu teliat. Autori inej S$tudie
zaznamenali  oproti ucinku  samotného diazinonu
vyraznej$i, ale Statisticky nepreukazny pokles aktivity
cholinesterazy Vkrvnej plazme potkanov po podani
kombinacie selénu a diazinonu, ¢o zna¢i mozZné
znasobenie u¢inku na pokles aktivity cholinesterazy (SiSka
et al., 2008) s naslednym ucinkom na tkaniva.

Cielom experimentu bolo popisat a vyhodnotit
Strukturalne zmeny semennika potkana po
intraperitonealnom podani selénu, diazinonu aich
kombinacie.

MATERIAL A METODIKA

40 samcov potkanov linie Wistar vo veku 3 mesiace bolo
nahodne rozdelenych do Styroch skupin po 10 nasledovne
— kontrolna skupina (K), skupina s podanim selénu (Se),
diazinonu (DZN) akombinacie diazinonu a selénu
(DZN+Se). Zvierata boli umiestnené individualne
Vv plastovych nadobach na podstiel’ke z drevenych hoblin.
V priestoroch pokusného zariadenia sa dodrziavali
zakladné naroky na Zzivotné podmienky (teplota 20 —
22 °C, vlhkost’ 55 £ 10 %, 12 hodinovy svetelny rezim)
a neobmedzeny pristup k vode a krmivu. Samcom skupiny
Se bol podany jednorazovo intraperitonealne selén
(Reachem, Bratislava) vo forme seleni¢itanu sodného
vdavke 2 mgkg™. Samcom skupiny DZN sa aplikoval
jednorazovo intraperitonealne diazinon (Sigma-Aldrich,
USA) vdavke 20 mgkg® Tretej skupine samcov
(DZN+Se) bol podany diazinon v davke 20 mg.kg™ a selén
2 mg.kg™ v samostatnej aplikacii v rovnakom ase. Po 36

hodinach boli vSetci samci usmrteni humannym spésobom,
vykonala sa anatomicka pitva aodobrali sa vzorky
semennikov, ktoré sa fixovali v modifikovanom
Davidsonovom roztoku (Latendresse et al., 2002).
Vzorky sa ofarbili hematoxilin-eozinom a skumali sa
v svetelnom mikroskope Nikon Eclipse E600. Hodnotenie
mikrofotografii bolo uskutoénené komputerizovanym
systémom vyhodnocovania pomocou PC morfometrického
softwaru M.1.S. Quick Photo a mikroskopom Olympus AX
70. V semenniku sa vyjadrilo percentudlne zastupenie
semenotvorného epitelu semennika, prazdnych miest
Vv semenotvornom  epiteli, limenu semenotvornych
kanalikov, intersticia, krvnych ciev v intersticiu. Rozdiely
medzi jednotlivymi skupinami boli vyjadrené ako rozdiely
variability rozptylu priemerov jednotlivych vzoriek medzi
skupinami, ¢o bolo Statisticky zhodnotené jednocestnou
analyzou rozptylu (ANOVA) v software Minitab v.
15.1.30.0 na hladine preukaznosti a=0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na mikroskopickych preparatoch kontrolnej skupiny bola
pozorovana normalna Struktiira semenotvornych kanalikov
a intersticialneho tkaniva. Semenotvorné kanaliky mali
kruhovity az vyrazne elipsovity tvar. Boli zretelne
ohrani¢ené neporuSenou bazdlnou membranou S
prebiehajucou spermatogenézou. Na bazalnu membranu
nasadali ~ Sertoliho,  spermatogonie,  spermatocyty,
spermatidy az po spermie uvolfiujuce sa do lumenu
semenotvorného kanalika. Priestor medzi jednotlivymi
kanalikmi  vypifialo tzke intersticidlne  tkanivo
s viditelnymi krvnymi cievami a Leydigovymi bunkami
(Obrazok 1). Relativne zastapenie hodnotenych Struktar
medzi skupinami udava graf 1 a tabul’ka 1.

Po intraperitonedlnom podani 20 mgkg™ diazinonu sme
pozorovali vyrazné poskodenia semenotvorného epitelu a
roz$irenie intersticialneho tkaniva. Na mnohych miestach
sa od epitelu oddelovala bazdlna membrana. Porusenim
Struktary az rozpadom semenotvorného epitelu vznikli v

Graf 1. Porovnanie relativneho zastipenia $truktir semennika medzi skupinami
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Tabul’ka 1 Porovnanie relativneho zastipenia Struktiur semennika medzi skupinami (%)

aich  morfologickych
abnormalitach. Tiez El-

Prazdne miesta v
epiteli

Semenotvorny
epitel

Intersticium

Aziz et al. (1994)
pozorovali pri oralnom

Lumen

Cievy kanalika

Skupina
X+SD

podavani diazinonu
potkanom v davke 1,5

Kontrola 64,82+7,24 0,38+1,02

10,93+4,31

alebo 3 mg.kg® pocas
65 dni zvySené percento

0,29+0,53 '
odumretych alebo

23,5848,91

Se 55,74+9,11 2,07+2,28***

16,10+6,73

morfologicky
abnormalnych spermii
aich zniZenu

0,76+3,01 25,33+9,48

DZN+Se 50,18+7,63 2,56+2,10*

26,89+9,60

oplodniovaciu
oproti

0,84+1,66 19,53+9,61

schopnost’

DZN 55,16+9,90 6,90+5,55

29,87+9,45

kontrole. Earl et al.

0,94+1,45 (1971) pozoroval

7,1448,29

X-priemer, SD-§tadndardna odchylka; * P<0,05; *** P<0,0001

epiteli prazdne miesta. Vyrazna bola deluminizacia
kanalikov spdsobené tymto rozpadom a uvolnenim sa
zarodo¢nych buniek zo semenotvorného epitelu do lamenu
kanalika. V TahSich pripadoch boli v limene kanalika
pozorované masy poskodenych alebo odumretych spermii,
v najt'azsich pripadoch bolo pozorované plné zastavenie
spermatogenézy  po  rozpade a dezintegracii
nekrotizovaného epitelu. Podobné poskodenia
semenotvorného epitelu vo forme poskodenia spermatid a
v zmenach ich velkosti pozorovali Dutta a Meijer (2003)
pri sledovani u¢inku diazinonu na semenniky ryb. Takisto
Pifia-Guzman et al. (2005) pozorovali poSkodenia
spermatid po intraperitonealnom podani diazinonu mySiam
(8,12 mg.kg™ po dobu 8 a 15 dni). Zmeny v naruseni
spermatogenézy pozorovali aj EI-Hoda a Zidan (2009) pri
oralnom podavani 50 mgkg” diazinonu pocas 65 dni
potkanom. Zistili zmeny v poéte, pohyblivosti spermii

u biglov po podavani
kapsal ~ obsahujticich
diazinon v kukuritnom oleji (20 mgkg® polas 8
mesiacov) rovnako, ako v nafom experimente zastavenie
spermatogenézy. Pozorované bolo aj vyrazné rozsirenie
intersticia so zmnozenim kolagénovych vlaken
fibrotizacia tkaniva a nekrotizacia Leydigovych buniek.
Tieto zmeny by potencionalne mohli suvisiet aj
snaslednou produkciou testosteronu. Rozlicné zmeny
v koncentraciach testosteronu po aplikacii diazinonu
zaznamenali viaceri autori. EI-Aziz et al. (1994) zistil po
oralnom podavani diazinonu potkanom v davke 1,5 alebo
3 mg.kg" pocas 65 dni pokles hladiny plazmatického
testosteronu a znizent oplodnovaciu schopnost’ oproti
kontrolnej skupine. Podobné vysledky v poklese hladiny
testosteronu zaznamenal po oralnom podavani 50 mg.kg™
zivej hmotnosti diazinonu po dobu 65 dni El-Hoda
a Zidan (2009) u potkanov. Naproti tomu, Alahyary et al.

1-semenotvorny epitel, 2-lamen kanalika so spermiami, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva.
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Obrazok 2a. Semennik potkana po i.p. podani diazinonu (200x, HE).
1-dezintegrovany nekrotizovany epitel, 2-laimen vyplneny bunkami epitelu, 3-rozsirené intersticium
s nekrotizovanymi Leydigovymi bunkami, 4-dilatovana poskodena cieva, Sipka-odlupovanie epitelu od bazalnej

membrany.

Obrazok 2b: Semennik potkana po i.p. podani diazinonu (200x, HE).
1-nekrotizovany epitel, 2-odumreté bunky epitelu v lamene kanalika, 3-lamen kanalika s dezintegrovanym epitelom

a rozpadavajicimi sa spermiami, 4-roz§irené intersticium, $ipka-odlupovanie epitelu od bazalnej membrany.
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Obrazok 3a: Semennik potkana po i.p. podani selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-intersticialne tkanivo, 3-lumen kanalika so spermiami .

Obrazok 3b: Semennik potkana po i.p. podani selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-limen s odlupnutymi bunkami epitelu, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva.
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Obrazok 4a: Semennik potkana p i.p. podani diazinonu a selénu (200x, HE).
1-semenotvorny epitel, 2-limen so spermiami, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva, Sipka-prazdne miesta
v epiteli.

Obrazok 4b: Semennik potkana po i.p. podani (200
1-semenotvorny epitel, 2-lumen s odlipnutymi bunkami epitelu, 3-intersticialne tkanivo, 4-krvna cieva, Sipka-
prazdne miesta v epiteli.
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(2008) =zaznamenal po ordlnom podavani diazinonu
potkanom V subakutnom teste pocas 28 dni zvySenie
plazmatickej hladiny testosteronu. El-Hoda a Zidan
(2009) pozorovali u potkanov zniZzenu sekréciu
folikulostimulacného hormoénu a luteinizaéného hormoénu
pri podavani 50 mgkg™ diazinonu oralne polas 65 dni,
ako horménov hypofyzy zabezpecujucich sekréciu
testosteronu a normalny priebeh spermatogenézy
v semennikoch. V naSom experimente boli cievy oproti
kontrolnej skupine poskodené, zmnozené a dilatované, ¢o
Statisticky potvrdilo aj morfometrické hodnotenie
zvySenim  relativneho  zastipenia ciev  (P<0,05).
NajcastejSie pozorované zmeny st vyznacené na obrazku
3.

V skupine s podanim 2 mgkg' selénu sa prejavili
degenerativne histopatologické zmeny v spojeni buniek
semenotvorného epitelu. To spdsobovalo v niektorych
kanalikoch uvolfiovanie buniek epitelu, deluminizaciu
kanalikov a Statisticky vysokopreukazny vznik prazdnych
miest v epiteli (P<0,0001). Doslo tiez k znizeniu vysky
epitelu. Uvadzané zmeny st viditelné na obrazku 2.
Podobné zmeny v zniZeni vysky epitelu a poctu
spermatogénnych buniek, poskodeni bunkovych spojeni
boli pozorované po peroralnom podavani 6 a 8 ppm selénu
potkanom po dobu 6, resp. 9 tyzdiov (Kaur a Kaur,
2000). Dalsi autori uvadzaji podobné vysledky po
skrmovani na selén bohatej pSenice potkanmi.
Zaznamenali poSkodenie semenotvorného epitelu —
poskodenie spermatogénnych buniek, tvorenie zhlukov
spermatid a uvolnovanie spermatogénnych buniek do
priestorov lamenu kanalikov. Tieto zmeny boli zavislé od
davky a dizky &asu podavania selénu (Parshad a Sud,
1989). Nebbia et al. (1987) zaznamenali u potkanov po
podavani 16 ppm selénu potkanom v pitnej vode
degenerované spermatidy, oligospermiu a intertubularny
edém. Udavaju od davky zavislé zmeny v poskodeni
Struktar semennika. Chowdhury a Venkatakrishna-Bhat
(1983) zaznamenali po oralnom podavani 6 a 10 ug Se
pocas 90 dni vyznamné poskodenia spermatogénnych
buniek a celkovii degeneraciu semennika, ¢o viedlo
k atrofii semennikov.

Histopatologické zmeny po podani kombinacie diazinonu
20 mg.kg™ aselénu 2 mg.kg™ (obrazok 4) boli podobné
ako v skupine s podanim selénu, no zaroveri boli omnoho
menej vyrazné ako v skupine spodanim diazinonu.
Poskodené boli spojenia buniek semenotvorného epitelu,
&o sposobovalo ich uvolfiovanie do limenu a Statisticky
vyznamny ndarast prazdnych miest (P<0,05), ktory bol vSak
niz§i ako v skupine so samostatnym podanim selénu
(P<0,0001). Vyrazné bolo poskodenie spermatid az ich
uplné odlupovanie a strata ich vrstiev do limenu, ¢im sa
znizovala vyska epitelu a nastal pokles spermatogenézy.
Kombinacia diazinonu a selénu znizovala vzajomné
samostatné toxické ucinky doteraz neznamou interakciou.
To je dolezité zistenie pre moznost zniZenia toxicity
organofosforeénych pesticidov. Podobne Kashanian et al.

(2008) uvadzaji ochranné pdsobenie selénu pred
Skodlivymi G¢inkami diazinonu na DNA tymusu teliat. Su
potrebné dalSie vyskumy na objasnenie  danej
problematiky.

ZAVER

Vysledky intraperitonealneho podania diazinonu ukazali,
ze sposobuje vyrazné poskodenia semenotvorného epitelu
a intersticialneho tkaniva. Nartsa strukturu az dezintegruje
nekrotizovany semenotvorny epitel, utlmuje az zastavuje
spermatogenézu, roz$iruje intersticialne tkanivo,
poskodzuje arozSiruje cievy. Takéto poskodenie
funkénych tkaniv semennika moze spOsobit naruSenie
plodnosti az neplodnost’ pri akutnych otravach. Selén po
i.p. podani spésobuje degenerativne zmeny v spojeni
bunick semenotvorného epitelu, narGisa jeho celistvost
a Struktiru najmé oddel'ovanim spermatid z epitelu, ¢im sa
priamo narusa spermatogenéza, co moze viest' k znizeniu
plodnosti po akuthom predavkovani selénom, alebo
otravach. =~ Kombindcia intraperitonedlne = podaného
diazinonu a selénu vykazuje ochranny vplyv selénu voéi
ucinkom diazinonu. Poskodenia po interakcii diazinonu
aselénu vorganizme sa podobné u¢inkom samostatne
podaného selénu — zmeny celistvosti a $truktiry epitelu,
poskodenie spermatid,
spermatogenézy. Ochranné posobenie je potrebné dalej
skumat, st potrebné d’alsie, najmi biochemické vyskumy
na objasnenie U¢inkov a nasledné vyuzivanie selénu proti
skodlivym t¢inkom diazinonu a potencionalne aj d’al$ich
organofosforeénych pesticidov v praxi.

a uvol’nenie narusenie
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