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ABSTRACT

The present work deals with the effects of organic and inorganic forms of selenium
(Se) on lymphatic tissue and organs. Two nine-week experiments were carried out,
involving a total of 36 rabbits (three groups of six rabbits per experiment).The animals
were supplemented with an inorganic form of selenium as sodium selenite (Na,SeOs) in
dosages of 0, 0.15 and 9 mg of Se per kg of food (dry matter basis) in the first experiment,
and the organic form of Se as selenised algae (Chlorella) in dosages of 0.15, 0.3 and 4.3
mg of Se per kg of food (dry matter basis) in the second trial. During the experiment, blood
samples were collected on a periodical basis (periods of 0, 4 and 9 weeks) to determine the
selenium level in serum, as well as to establish blood immunity parameters. At the end of
the experiment, the animals were put down, dissected and sampled for lymphatic organs
and tissues for histological and immunohistochemical examination. The samples were
processed by standard histological techniques and stained with haematoxylin and eosine.

None of the experiments showed clinical symptoms associated with a deficiency of
selenium, or, on the contrary, toxic effects of the same. Macroscopically, we have not seen
any pathological changes to internal organs. A clear influence of Se on the monitored
parameters of the immune system of rabbits was not shown, more specifically in the
histological structure of the thymus, surface and mesenteric lymph nodes, Peyer's patches,
appendix and spleen, the representation of CD79" cells in the lymphatic organs, the
numbers and percentage of the respective types of leukocytes and the phagocytic activity
of neutrophils. The activity did not show the effect of selenium on growth intensity in
rabbits, while a statistically significant increase in the Se concentration in serum (P<0.05)
was only recorded in week 4 of both experiments.
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1 UVOD

Selen (Se) se fadi mezi esencidlni stopové prvky ve vyzivé zvifat. O jeho
nezbytnosti svédc¢i skutecnost, ze je jedinym mikroelementem vyuzivanym organizmem na
zéklad¢ genetické informace (Kvicala, 2003). Prostfednictvim selenoproteini a dalSich
metaboliti zasahuje selen do celé fady procesi v organismu, vCetné imunitnich reakci.
Tento fakt prokazala fada védeckych studii provedenych na hospodatskych a laboratornich
zvitatech. Pozitivni vliv selenu byl sledovan nejen pfi suplementaci doporucenymi
davkami, ale také pti davkach supranutri¢nich. Pii nadstandardnich davkach selenu je vSak
od ur¢itych hodnot vysoké riziko toxicity tohoto prvku.

Imunitni systém se sklada jednak z integrovanych struktur v podobé lymfatickych
organti atkani, jednak z volnych bun¢k, které se podileji na imunitnich reakcich.
Dosavadni poznatky o vlivu selenu na stavbu lymfatickych orgdnd jsou vSak torzovité.
Prace zabyvajici se timto problémem byly provadény zejména na kufatech. Jak pfi
vysokych, tak i pfi nizkych davkach selenu byla pozorovana atrofie thymu, Fabriciovy
burzy a sleziny (Peng et al., 2009, 2011a, 2011b, 2011c, 2012).

Tato prace usiluje o rozsifeni poznatkl o vlivu davky a formy selenu na strukturu
lymfatickych orgdnii a dalSich parametrii souvisejicich s imunitnim systémem u kralikd.
Prace vychazi z ptredpokladu obdobného efektu vysokych a nizkych davek selenu
prokdzaného u jinych hospodaiskych zvifat (Peng et al., 2009, 2011a, 2011b, 2011c,
2012).
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Imunitni systém kralika

Imunitni systém se spolecné s nervovou a endokrinni soustavou podili na zajisténi
integrity organizmu a na udrzeni jeho funkci ve fyziologickych mezich (Jelinek a Jelinek,
2002). Mechanizmy, kterymi imunitni systém zajiS§tuje ochranu organizmu proti invazi
a poskozeni ze strany mikroorganizmu, cizorodych latek a transformovanych bunék, Ize
rozdélit do dvou zékladnich, vzajemné komunikujicich kategorii: na nespecifické a na
antigenné specifické (Junqueira et al., 1999; Hoftejsi a Bartiiikova, 2005; Ross a Pawlina,
2006).

Nespecifické (vrozené, neadaptivni) imunitni mechanizmy jsou prvnim
a jednoduchym systémem obrany organizmu, ktery nevyzaduje ptfedchozi setkani
s antigenem (Kindt et al., 2007). Tento systém je evolu¢né star$i a nema imunologickou
pamét. Nespecifické imunitni mechanizmy tvoii anatomické (klze, sliznice) a fyzikalni
bariéry (teplota, nizké pH), chemické medidtory (komplementovy systém, interferony,
lektiny) a v neposledni fad¢ bunky (neutrofily, makrofagy, NK bunky) (Hofejsi
a Bartiinkova, 2005; Kierszenbaum, 2007; Kindt et al., 2007; Toman, 2009).

Specifické (ziskané, adaptivni) imunitni mechanizmy jsou evolu¢né¢ mladsi
a charakterizuji je: antigenni specifita, diverzita, imunologickd pamét a schopnost
rozpoznat vlastni a cizi (Kindt et al., 2007). Mezi tyto mechanizmy fadime humoralni
(zaloZenou na protilatkach) a bunécné zprostfedkovanou imunitu (zaloZenou na
T lymfocytech) (Hofejsi a Bartinkova, 2005; Kierszenbaum, 2007; Kindt et al., 2007).

Imunitni systém sestdvd z bunck formovanych ve specializované lymfatické
organy, a dale zjednotlivych molekul a bun¢k rozptylenych v riznych tkanich celého
organizmu (Toman, 2009).

Z funk¢niho hlediska se lymfatické organy déli na primarni a sekundarni (Kindt
etal., 2007).

Primarni lymfatické organy jsou mistem vzniku, diferenciace a maturace
imunokompetentnich bun¢k (Hotej$i a Bartinkova, 2005). U kralikd mezi né fadime:

- kostni dien

- thymus

- apendix

- Peyerovy plaky

- sacculus rotundus
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Sekundarni lymfatické organy jsou mistem, kde probihaji hlavni faze antigenné
specifickych imunitnich reakci (Hotejsi a Bartiinkova, 2005). U kralik k nim patfi:

- lymfatické uzliny

- slezina

- apendix

- Peyerovy plaky

- sacculus rotundus

2.1.1 Thymus

Thymus je mistem, kde progenitory T Ilymfocyti prodélavaji proliferaci,
diferenciaci a maturaci, ktera vede k produkci funkéniho T bunécného repertoaru.
Nejvétsiho rozvoje dosahuje thymus do obdobi puberty, poté nasleduje involuce (Tichy et
al., 2004). Thymus kralik dosahuje nejvétsi absolutni vahy od 4. do 5. mésice veku (Blin,
1973). Involuce thymu je charakterizovana postupnou depleci lymfocytli (obzvlasté
v kiife), zvétSenim poctu epiteloretikularnich bun€k a invazi parenchymu adipocyty.
U dospélych zvirat pak thymus predstavuje pouze tizky pruh lymfocytli, v némz pievladaji
epiteloretikularni buiiky, obklopeny tukovou tkani (Eurell et al., 2006).

Thymus je plochy, lalo¢naty organ (Kindt et al., 2007) Sedortizové (Zlutortizové)
barvy, tuhé konzistence (Jelinek a Jelinek, 2002), ulozeny v mediastinu, kranidln¢ pred
velkymi cévami srdce (Haley, 2003).

V porovnani s ostatnimi lymfatickymi organy, které se v embryonalnim vyvoji
zakladaji vyluéné z mezenchymu, ma thymus dvoji embryonélni piivod. Lymfocyty thymu
jsou odvozeny z mezenchymovych bunék pronikajicich endodermovym epitelovym
zakladem, jenz vznika ze tieti a ¢tvrté faryngalni vychlipky (Junqueira et al., 1999).

Na povrchu thymu se nachéazi tenké vazivové pouzdro, slozené z vnitini a vnéjsi
vrstvy, sestavajici z kolagennich a retikularnich vldken, mezi nimiz se pfrilezitostné
nachazeji shluky lymfocytl. Z vnitini vrstvy pouzdra odstupuji do parenchymu organu
vazivova septa (Pearse, 2006) d¢lici organ na jednotlivé, v hloubce neuplné oddélené
lalicky (lobuly) (Tichy et al., 2004). Kazdy z lobuli je slozen z periferni tmavé zony
- kiry a z centralni svétlé zony - diené (Junqueira et al., 1999).

Vlastni parenchym thymu pfedstavuje nosné stroma z epiteloretikularnich bun¢k
(Banks, 1993) a dale volné bunky (Tichy et al., 2004). Epiteloretikularni bunky se déli do

raznych populaci, které se 1isi expresi antigent, ultrastrukturou (De Waal et al., 1997)
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a schopnosti syntetizovat thymické hormony (thymolin, al thymosin, B4 thymosin,
thymopoetin a thymovy humoralni faktor) (Pearse, 2006). Imunohistochemicky lze tyto
buniky rozdé€lit do ¢tyt rozdilnych subtypti: subkapsularni kortikalni, vnitini kortikalni,
medularni a Hassalova téliska (Pearse, 2006).

Jak jiz bylo zminéno, parenchym lobull thymu je rozliSen na ktiru (a) a dfen (b)

a. Kiira thymu

Kiura thymu se sklada z epiteloretikularnich bunék, objemné populace T lymfocyta,
malého mnozstvi makrofagi a velkych lymfocyt (Junqueira et al., 1999).

Epiteloretikularni buriky jsou hvézdicovité elementy s velkymi, svétle se barvicimi
ovalnymi jadry a dlouhymi rozvétvenymi cytoplazmatickymi vybézky, které obsahuji
Cetna intermediarni filamenta (Junqueira et al.,, 1999; Eurell et al., 2006). Timto
usporadanim vybézkl piipominaji astrocyty CNS (Samuelson, 2007). Jednotlivé buiky se
vzdjemné spojuji pomoci desmozomil, ¢imz vznikd cytoretikulum - bunécénd sit
(Samuelson, 2007). Dalsi epiteloretikularni bunky pak vytvaieji kontinualni vrstvu,
odd¢lujici ktiru od stromalnich elementd, véetné vazivovych sept a krevnich cév. Podobné
bunky oddéluji i kiiru od diené (Samuelson, 2007).

V kiife miiZzeme pozorovat rizna vyvojova stadia lymfocytll. V subkapsularni
oblasti se nachazi velké mitoticky aktivni lymfoblasty (Pearse, 2006). Smérem od vnéjsi
kary ke kortikomedularni junkci se nachazi malé, méné mitoticky aktivni bunky (Pearse,
2006). V subkapsularnim regionu a hluboké kufe podléha vétsina (95 - 99 %) lymfocytd
apoptoze a apototické burnky jsou nasledné fagocytovany makrofagy (tingible body
macrophages - TBM) (Pearse, 2006). Eurell et al. (2006) popisuji Casty vyskyt téchto
makrofagt v blizkosti dien¢ thymu.

Oblast kortikomeduldrni junkce je charakterizovana hojnymi krevnimi cévami
(ptevladaji arterioly) s malym mnozstvim perivaskularniho vaziva, zralymi a nezralymi
T lymfocyty, dendritickymi buiikami, riznym poctem perivaskularnich B lymfocytd
a plazmatickych buné€k. S pfibyvajicim v€kem se zvySuje pocet B lymfocytl
a plazmatickych bunék (Pearse, 2006).

14



b. Dfen thymu

Dfenl jednotlivych lobulll splyva ve slozity strom pfedstavujici centralni, svétlou
oblast thymu (Novotny et al., 1966). Lymfocyty diené jsou vétsi neZ jejich kortikalni
prekurzory a jejich jadro je vice vezikularni s vyraznymi jadérky (Maxie a Jubb, 2007).
VétSina  epiteloretikuldrnich  bun€k  dfené¢  vykazuje obdobnou ultrastrukturu
jako epiteloretikularni bunky kury, jiné jsou vétsi a jejich epitelovy plvod je vice patrny
(Eurell et al., 2006).

Pro dfenn thymu jsou typické piiblizné kulovité az nepravideln¢ sférické utvary,
tzv. Hassalova téliska (Novotny et al., 1966). Hassalova téliska tvofi jedna ¢i vice
kalcifikovanych nebo degenerovanych velkych centralnich bunék, které jsou obklopeny
koncentricky se skladajicimi plochymi keratizovanymi buiikami (Eurell et al., 2006).
Bunky Hassalova téliska jsou spojeny desmozomy a obsahuji svazky intermedidrnich
filament (Eurell et al., 2006). Piesna funkce Hassalovych télisek dosud nebyla objasnéna
(Junqueira et al., 1999).

Dal$imi bunkami diené jsou dendritické buniky, makrofagy, B lymfocyty,

neuroendokrinni buniky, mastocyty a eozinofilni granulocyty (Pearse, 2006).

2.1.2 Apendix

Apendix (AP) kralika je dilezitym mistem, kde nezralé IgM™ B lymfocyty
podstupuji dalsi diverzifikaci Ig repertoaru (Mage et al., 2006) prostiednictvim somatické
hypermutace a genové konverze. Tyto procesy jsou ovlivnény vnéjSimi antigeny
a superantigeny stfevni mikroflory (zejména Bacteroides spp. a Bacillus spp.) (Becker
a Knight, 1990; Weinstein et al., 1994a; Weinstein et al., 1994b; Pospisil a Mage, 1998;
Vajdy et al., 1998). Od 9. tydne Zivota az do dospélosti AP kralika prodélava morfologické
zmény a zmény v distribuci B a T lymfocyta (Mage, 1998). Tyto zmény koresponduji se
zménou funkce AP (Weinstein et al., 1994b).

Nezbytnost AP u kraliki prokazali Dasso a Howell (1997), kdy po neonatalni
apendektomii doSlo ke snizeni hladiny intestinalnich IgA, IgM, IgG a témér ke ztraté
intestinalni antigenné specifické odpovédi a redukci plazmatickych bunék produkujicich
IgA.

AP kralika predstavuje slepé koncici vybeézek valcovitého tvaru, ktery odstupuje od

hrotu slepého stieva. Délka AP se pohybuje v rozmezi od 7 do 10 cm, primérna tloustka
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stény je 3,2 mm, primérna vaha 6,9 g (Enticknap, 1953). AP tvofi pfiblizné¢ polovinu
z celkové gastrointestinalni lymfatické tkané (GALT) kralika (Perey et al., 1968).

Stavba stény je podobna jinym tusekim tlusté¢ho stfeva, s pfevahou lymfatické
tkan¢€, ktera poskytuje orgénu i typicky vzhled (zlutohnédou barvu a vyraznou tloustku
stény) (Percy a Barthold, 2007). Svétlost AP je srovnatelna s tenkym stievem (Bockman,
1983).

Ve sliznici se nachazeji Lieberkiihnovy krypty (Vacek, 1986). Klky apendixu maji
specificky tvar (houbovity vzhled), ktery je unikatni pro AP a sacculus rotundus (Mage,
1998). V epitelu sliznice ptevladaji poharkové bunky (Vacek, 1986). Oblast nad
lymfatickymi noduly (LN) je kryta specializovanym epitelem — epitel asociovany
s folikuly (follicule associated epithelium, FAE), nékdy téZ oznaCovany jako epitel domu
(Neutra, 1998; Beyaz a Asti, 2004; Magalhaes et al., 2007; Shaykhiev a Bals, 2007).

FAE je tvofen pocetnymi membranéznimi (M) bunkami, enterocyty, vyjimecné
poharkovymi a enteroendokrinnimi bunikami, méné makrofagy a plazmatickymi buiikami
(Bockman, 1983; Cesta, 2006a; Newberry, 2008).

M bunky jsou dillezitym induktorem imunitni odpovédi a diferenciace B bunééné¢ho
repertoaru. Pfes svou tenkou cytoplazmu transportuji z lumen apendixu makromolekuly
a bakterie a prezentuji je lymfatickym bunkam (Bockman, 1983; Neutra, 1998; Hathaway
a Kraehenbuhl, 2000; Kucharzik et al., 2000), které vytvareji bazolateralni invaginace
V jejich bunécné sténé.

Lamina propria mucosae apendixu obsahuje Cetné velké LN prorazejici pies
slabou, $patn¢ vyvinutou lamina muscularis mucosae do tela submucosa (Klika, 1986).

Zakladnu kazdého LN tvoii bazdlni LN s germindlnim centrem (GC), apikalné
odstupuje korona a dom. Bazalni noduly od sebe déli tenka vazivova trabekula (Waksman
et al., 1973). GC velmi pfipominaji folikularni strukturu Fabriciovy burzy ptaka
a Peyerovych plaki ilea ovci (Reynolds a Morris, 1983).

V LN apendixu (pfedev§im v bazalnim LN a domu) pievladaji B lymfocyty, jsou
zde také Cetné zastoupeny makrofagy (Bockman, 1983). T lymfocyty v AP tvoii pfiblizné
7 - 40 % z celkového poctu lymfocytt (Hanoka et al., 1977; Bast et al., 1979).

Cetnost T lymfocyt v LN se v pribéhu Zivota méni. V GC jsou pfitomny jiz od
samého vzniku. Tyden po narozeni je populace CD4" T lymfocytli a v mensi mife téz
CD8" T lymfocytii zastoupena vice v domu a koroné. Pozdgji dochazi (na rozdil od oblasti

dému korony) k vyraznému zvySovani poctu CD4" T lymfocytl v bazalnim LN (Mage,
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1998). Také mnozstvi CD8" T lymfocytl s vékem pfibyva. V dospélosti jsou pocetn&jsi
Vv oblasti domu a korony a v interfolikularni oblasti (Mage, 1998; Dasso et al., 2000).

2.1.3 Sacculus rotundus

Unikatnim organem kraliki je makroskopicky patrné, silnosténné rozsiteni
terminalni Casti ilea, tzv. sacculus rotundus (SR), znamy téz jako ampulla ilei nebo
ileocekalni tonzila (Besoluk et al., 2006). Tento organ plni zpocatku funkci primarniho
lymfatického organu, v némz progenitory B lymfocytii proliferuji, diverzifikuji své V(D)J
geny prostiednictvim genové konverze (Becker a Knight, 1990; Weinstein et al., 1994a)
a somatickou hyperbodovou mutaci (Pospisil et al., 1995; Lanning a Knight, 1997).
Pozdgji podléha SR podobné jako AP morfologickym zménam (Mage, 1998) a stava se
z n¢ho sekundarni lymfaticky organ (Wu a Chen, 2007).

Na povrchu ma SR svétle rizovou barvu, jsou zde makroskopicky patrné
polygonalni arény (LF jsou velmi blizko tunica serosa) a na vnitini strané nepravidelné
projekce (Besoluk et al., 2006).

Jak uvadi Snipes (1978), oproti ileu se SR vyznacuje typickymi klky, velkym
mnozstvim krypt a agregovanych LN, silngjsi st€nou, Sir§im lumen a nevyraznou svalovou
vrstvou. Ventralni sténa je tenkd s agregovanou lymfatickou tkani, dorzalni je velmi silna

a lymfatické struktury jsou zde roztrouseny (Alboghobeish a Zabiehy, 1996).

2.1.4 Mizni uzliny

Mizni wuzliny jsou r0zné¢ velké organy lymforetikuldrni tkané, ovalného,
fazolovitého nebo nepravidelného tvaru vlozené do pribéhu miznich cév (Novotny et al.,
1966). Mizni uzliny vytvareji v organizmu série za sebou propojenych filtrti, které hraji
zasadni roli v obrané proti mikrobiim a rozsevu nadorovych bunék (Junqueira et al., 1999).

Velikost miznich uzlin mize byt v fadu milimetri az nékolika centimetrd (Banks,
1993). Mizni uzliny maji ¢ast konvexni a na opacné strané jsou opatieny vkleslinou (hilus),
kterou do organu vstupuji artérie, nervy a opousti jej vény (Junqueira et al., 1999). Na
povrchu a na fezu maji Sedou, Sedobilou, riZovou nebo nacervenalou barvu (Novotny
etal., 1966).

Mizni uzliny jsou uzavieny do pomérné silného vazivového pouzdra (Novotny
et al., 1966), jehoz zakladem je kolagenni vazivo s obsahem elastinovych vlaken (Tichy

et al., 2004). Z vazivového pouzdra odstupuji do nitra organu vazivova septa, jejichz
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tloustka zavisi na velikosti mizni uzliny. V oblasti hilu se vazivové pouzdro zesiluje a
smérem do dfen¢ mizni uzliny se rozpada ve stroma hilu tvofené spleti vazivovych tramct
(Novotny et al., 1966).

Vlastni parenchym mizni uzliny sestava z kiry (tzv. superficidlni kiira) (a),

parakortikalni oblasti (b) a ze dfen¢ (c) (Tichy et al., 2004; Kierszenbaum, 2007).

a. Kira mizni uzliny

Vné¢js$i ktura se skldda z primarnich a sekundarnich LN vzajemné oddé€lenych
diftzni lymfatickou tkani (Eurell et al., 2006; Willard-Mack, 2006; Samuelson, 2007). LN
jsou kulovité nebo ovoidni Gtvary (Novotny et al., 1966). Primarni LN se skladaji pfevazné
z malych lymfocytl s nepravidelnym jadrem, kondenzovanym chromatinem a nepatrnou
cytoplazmou (Mills, 2007). Podkladem LN je sitovina retikularniho vaziva z retikularnich
bunck a vldken (Novotny et al., 1966). Po antigenni stimulaci se z primarniho LN stava
sekundarni LN se svétlym GC.

GC vykazuji specifickou polaritu ke zdroji antigenu (Maxie a Jubb, 2007). V GC
Ize rozlisit tfi zOny: svétlou, tmavou a plastovou (Eurell et al., 2006). Strukturu a tvar GC
tvofi vzdjemné spojené diferencované folikuldrni dendritické buiiky, které na svém
povrchu zachytavaji pomoci komplementového nebo Fc receptoru imunokomplexy
a prezentuji je B a T bunkam (Wright et al., 2006; Mills, 2007). Tmavou zénu GC tvoii
blastické buiky s velkym vezikularnim jadrem, nékolika malymi, zfetelnymi nukleoly
apruhem Dbazofilni cytoplazmy (Mills, 2007). Mensi buiiky s kondenzovanym
chromatinem a nevelkym mnozstvim cytoplazmy tvofi fidCeji osidlenou svétlou zénu.
Buiiky svétlé zony jsou témét nerozeznatelné od bungk periferni plastové zony (Mills,
2007). V GC muzeme také pozorovat makrofagy, plazmatické buiky, imunoblasty
a T lymfocyty (Wright et al., 2006; Mills, 2007).

b. Parakortikalni oblast

Pod superficialni ktirou se rozprostira parakortex (Ross a Pawlina, 2006). Pro tuto
oblast jsou typické postkapilarni venuly s vysokym endotelem (high endothelial venules
- HEV), interdigitujici dendritické bunky (Mills, 2007) a T lymfocyty (Kierszenbaum,
2007). Hlavnim mistem migrace lymfocyti do mizni uzliny jsou HEV (Young et al.,
2006), které jsou vystlany kubickymi az cylindrickymi endotelialnimi bunikami s pomérné

velkymi ovalnymi jadry, vezikularnim chromatinem a s nejasnymi nukleoly (Mills, 2007).
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V parakortexu jsou &etnéjsi malé T lymfocyty (CD4" nebo CD8") (Mills, 2007),
pomocné T lymfocyty prevladaji (Kierszenbaum, 2007). V zavislosti na reaktivnim stavu

mizni uzliny se mohou v rizném zastoupeni vyskytovat T nebo B lymfoblasty (Wright

et al., 2006).

c. Dren mizni uzliny

Dfent vyplituje centralni oblast mizni uzliny (Tichy et al., 2004; Ross a Pawlina,
2006). Lymfaticka tkan odstupuje z parakortexu v podobé medularnich provazcu, které se
v pribé¢hu diené vétvi a anastomozuji. Medularni provazce jsou od sebe oddé€leny siti
medularnich sinust a vazivovymi tramci (Eurell et al., 2006). Dieniové provazce sestavaji
z retikularnich bunék, retikularnich vldken, B lymfocytl, makrofaghi a plazmatickych
bunék (Ross a Pawlina, 2006; Mills, 2007; Samuelson, 2007).

Mizni uzlina je prostoupena systémem vzdjemné na sebe navazujicich Stérbin -
sinusi. Aferentni lymfatické cévy na rGznych mistech mizni uzliny vustuji do
subkapsularniho sinusu mezi vazivovym pouzdrem a superficidlni kiirou mizni uzliny
(Novotny et al., 1966; Junqueira et al., 1999; Eurell et al., 2006). Subkapsularni sinus je
propojen se sinusy dien¢ prostiednictvim intermediarnich (trabekulérnich) sinust paralelné
probihajicich s vazivovymi trabekuly pouzdra (Junqueira et al., 1999; Ross a Pawlina,
2006). Medularni sinusy ptedstavuji sit’ vétvicich se a anastomozujich kanalka sbihajicich
se smérem Kk hilu, kde vstupuji do eferentnich lymfatickych cév (Eurell et al., 2006). Tyto
poté prochazeji vazivovym pouzdrem a opoustéji mizni uzlinu v oblasti hilu (Novotny
et al.,, 1966). Vlastni sténu sinusi tvoii ploché endotel-like retikularni bunky, které
vytvareji souvislou vystelku v proximdlni ¢asti sinust v blizkosti pouzdra a vazivovych
tramcl. U parenchymu jiZ vystelka neni souvisld. Lumina sinust jsou prostoupena hustou
siti retikuldrnich bun€k spojenych prostfednictvim tenkych vyb&zkd se sténou sinust.

Makrofagy, lymfocyty a dendritické bunky lezi voln¢ v lumen sinust (Eurell et al., 2006).

2.15 Slezina

Slezina predstavuje nejvetsi sekundarni lymfaticky organ v téle (Eurell et al., 2006;
Kierszenbaum, 2007; McGavin a Zachary, 2007; Toman, 2009), ktery je vlozen do
krevniho ob&hu, obdobné jako mizni uzliny do prabéhu cirkulace lymfy (Novotny et al.,
1966; Tichy et al., 2004).

Ukolem sleziny je zachyceni antigenti z krevniho obéhu, zajisténi systémové

imunitni odpovédi (Toman, 2009), destrukce starych nebo poSkozenych erytrocytl
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a metabolizmus hemoglobinu a Zeleza (Banks, 1993). Slezina je také mistem produkce
lymfocytd (Jelinek a Jelinek, 2002) a u nékterych druhti hospodaiskych zvirat slouzi i jako
depozitum krve (McGavin a Zachary, 2007).

Slezina je uloZena v dutin€ bfiSni, v levém podzebii a duplikaturou pobfisnice je
pfipojena k velkému zaktiveni zaludku (Jelinek a Jelinek, 2002). Tvar a velikost sleziny je
mezi domacimi zvifaty znacné variabilni. Obecné je to plochy, podlouhly organ (McGavin
a Zachary, 2007). Na pfi¢ném fezu ma pfiblizné trojuhelnikovy tvar a tmavé Cervené az
modrocerné zbarveni (Cesta, 2006b).

Na povrchu slezina je kryta pomérné silnym vazivovym pouzdrem (Klika, 1986;
Cesta, 2006b; Ross a Pawlina, 2006; Kierszenbaum, 2007; McGavin a Zachary, 2007,
Samuelson, 2007), které se sklada z kiizicich se lamelézné uspotfadanych kolagennich
vlaken s pfimési vlaken elastickych (Novotny et al., 1966; Tichy et al., 2004). U nékterych
zvitat, zejména Vv hloubce pouzdra, lze objevit bunky hladké svaloviny (Novotny et al.,
1966; Tichy et al., 2004). Z vazivového pouzdra do nitra orgdnu odstupuji vazivové trdmce
(Cesta, 2006b; Kierszenbaum, 2007; McGavin a Zachary, 2007; Samuelson, 2007), které
Cleni tkan sleziny v neuplné oddily (Junqueira et al., 1999; Jelinek a Jelinek, 2002).
Vazivové tramce sleziny kralikli nejsou tak cetné jako naptiklad u ptezvykavcl. Ve
vazivovych tramcich probihaji arterie, vény, lymfatické cévy a nervy (Junqueira
a Carneiro, 2005; Eurell et al., 2006; Ross a Pawlina, 2006).

Na rozdil od jinych lymfatickych organii neni parenchym sleziny organizovan
v kiiru a dren (Kierszenbaum, 2007; McGavin a Zachary, 2007). Parenchym tvoii dvé
strukturalné a funkéné odlisné jednotky - Cervena pulpa (a) abila pulpa (b) (Elmore,
2006a; Eurell et al., 2006; Kierszenbaum, 2007; McGavin a Zachary, 2007; Samuelson,
2007). Na Cerstvém nebo fixovaném fezu je mozné tyto kompartmenty rozli§it pouhym

okem (Junqueira et al., 1999; Jelinek a Jelinek, 2002).

a. Bila pulpa

Bila pulpa je tvofena lymfatickou tkani (Novotny et al., 1966; Belko, 1992;
Junqueira et al., 1999; Jelinek a Jelinek, 2002; Junqueira a Carneiro, 2005; Eurell et al.,
2006), ktera se sklada z periarteriolarnich lymfatickych plasta (PALP), LN (Belko, 1992)
a marginalni zony (Cesta, 2006b). U kraliku bila pulpa piedstavuje 35 % z celkové hmoty
sleziny (Novotny et al., 1966), proto se v nékterych publikacich setkavame s Ffazenim

kralikti do skupiny zvifat s obrannym typem sleziny (Banks, 1993).
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Periarteriolarni lymfatické plaste (PALP)

V misté, kde vystupuji artérie z vazivovych tramct, se kumuluji lymfocyty a dévaji
zéklad PALP (Belko, 1992; Jelinek a Jelinek, 2002). Toto nahromadéni se postupné
zvétSuje, az vytvoii silnou vrstvu okolo centralni arterie (arteria centralis) (Belko, 1992).
Nosnym substratem jsou koncentricky uspofadana retikularni vlakna a ploché retikularni
bunky (Satodate et al., 1986).

PALP se sklada z vnitini a vnéjsi ¢asti (Matsuno et al., 1989; Belko, 1992; Van
Rees et al., 1996). Ve vnitini ¢asti se nachazeji T lymfocyty (Belko, 1992), zejména CD4"
(Kraus, 2003), mensi podet CD8, interdigitujici dendritické buiiky a migrujici
B lymfocyty (Van Rees et al., 1996). Vnéjsi ¢ast obsahuje malé a stiedni lymfocyty (B a T
lymfocyty), makrofagy a po antigenni stimulaci také plazmatické buniky (Matsuno et al.,
1989; Van Rees et al., 1996).

Lymfatické noduly (LN)

LN se nachazeji v pribéhu PALP. Casto se vyskytuji pfi vétveni centralnich arterii
(Ward et al., 1999). Jsou tvofeny pievazné B lymfocyty, méné folikularnimi dendritickymi
buitkami, CD4" T lymfocyty. CD8" T lymfocyty se zde nevyskytuji (Van Rees et al.,
1996). Podobné jako u miznich uzlin vznikaji po antigenni stimulaci v lymfatickych
nodulech GC.

Margindlni zona

Na rozhrani mezi ¢ervenou a bilou pulpou je lokalizovana marginalni zona (Klika,
1986). Marginalni zona je nejcastéji definovana jako oblast s charakteristickou bunécnou
smési lymfocytl (B lymfocyty jsou povazovany za specifickou skupinu necirkulujicich
B lymfocytd (Van Rees et al., 1996)), erytrocytt, trombocytd, granulocyti a monocytu
(Belko, 1992). Za zéaklad hranice bilé pulpy a marginalni zony poklada Belko (1992)
priubéh cirkumferentniho retikula a vné&j$i PALP. Od PALP a LN oddélujimarginalni zénu
skupiny makrofagi ,,metallophilic macrophages* a marginalni sinus (Satodate et al., 1986;
Mebius a Kraal, 2005). ,,Metallophilic macrophages* marginalni zoény jsou jedinou
skupinou makrofagli na vnitini strané marginalni zoény sousedici s PALP a LN (Matsuno
et al., 1989; Mebius a Kraal, 2005). Funkce téchto makrofagi neni piesné znama (Mebius
a Kraal, 2005). Na periferii téchto makrofagi se nachazi systém anastomozujicich kanalka
- marginalni sinus (Mebius a Kraal, 2005; Eurell et al., 2006). Do marginalniho sinusu se

vyprazdnuji kapilary bilé pulpy, ale také terminalni kapilary ¢ervené pulpy (Eurell et al.,
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2006). Smérem 0d marginalniho sinusu k ¢ervené pulpé se nachazi pomérn¢ silny prstenec
tvofeny retikuldrnimi bufikami, makrofdgy margindlni zény, dendritickymi builkami
a stiedné¢ velkymi B lymfocyty (Mebius a Kraal, 2005). Poté marginalni zoéna plynule

ptrechazi do slezinnych provazcu ¢ervené pulpy (Eurell et al., 2006).

b. Cervena pulpa
Cervena pulpa tvoii podstatnou &ast celého organu (Novotny et al., 1966). Sklada

se z trojrozmérné sité slezinnych (Billrothovych) provazcti a z vendznich sinust (Cesta,

2006b; Eurell et al., 2006).

Provazce cervené pulpy (Billrothovy provazce)

Houbovita tkan Billrothovych provazcu je tvorena retikularnim vazivem, do né¢hoz
jsou kromé lymfocytli vloZeny fixni a pohyblivé makrofdgy, plazmatické buriky,
erytrocyty, trombocyty, granulocyty a megakaryocyty (Novotny et al., 1966; Saito et al.,
1988; Matsuno et al., 1989; Belko, 1992; Wilkins a Wright, 2000; Tichy et al., 2004;
Mebius a Kraal, 2005; Eurell et al., 2006; Ross a Pawlina, 2006; Kierszenbaum, 2007;
Samuelson, 2007). Na rozdil od CD4" T lymfocyti se CD8" T lymfocyty v ¢ervené pulpé
bézné vyskytuji (Wilkins a Wright, 2000).

Venozni sinusy

Druhou slozkou ¢ervené pulpy jsou venozni sinusy (Novotny et al., 1966). Vendzni
sinusy jsou nepravidelné, vétvici se a opet anastomozujici Stérbinkovité prostory (Tichy
et al., 2004). Jejich vystelku tvoii endotelové buriky, které maji protahly tvar ve sméru
dlouhé osy sinusti (Novotny et al., 1966; Klika, 1986; Junqueira et al., 1999; Eurell et al.,
2006; Ross a Pawlina, 2006; Samuelson, 2007). Endotelové buriky spoc¢ivaji na nesouvislé
bazalni membran¢ (Klika, 1986; Eurell et al., 2006; Ross a Pawlina, 2006). Zevné od
endotelovych bunc¢k se nachdzi vrstva retikuldrnich vlaken, ktera souviseji s vldkny
slezinnych provazci a bilé pulpy (Novotny et al., 1966). Ve stén¢ sinusi probihaji
cirkularné a kiizi se téméf kolmo s bunikami endotelu (Novotny et al., 1966; Junqueira et
al., 1999; Eurell et al., 2006). Tato transverzalni vlakna spolu s témi, ktera jsou orientovana
podélné, vytvaieji celistvou sit obemykajici buniky sinusti a makrofagy, jez zaujimaji

prostor mezi sousednimi endotelovymi bunikami (Junqueira et al., 1999).
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2.1.6 Lymfaticka tkan sliznic

Slizni¢ni imunitni systém tvoii sliznice dutiny ustni a nosni, dychaciho systému,
traviciho a urogenitalniho traktu a také sliznice oka, vnitiniho ucha, vyvoda exokrinnich
zlaz veetné mlécné zlazy (Hotejsi a Bartiinikova, 2005). Morfologické a funk¢ni zvlastnosti
slizni¢nich lymfatickych tkéni daly vzniknout souhrnnému pojmu, ktery zahrnuje tato
specifika. Mluvime proto tedy o lymfatické tkani asociované se sliznicemi (MALT-
mucosa associated lymphoid tissue) (Toman, 2009). MALT je pak dale ozna¢ovana podle
anatomickych lokalit: v nosni sliznici NALT (nasal associated lymphoid tissue), ve tkani
bronchit BALT (bronchus associated lymphoid tissue), ve stievni sténé GALT (gut
associated lymphoid tissue) (Haley, 2003; Hofejsi a Bartuiikova, 2005; Cesta, 2006a).
Hlavni funkei MALT je antigenné specificka produkce a sekrece IgA, Th2 zavisld imunitni
reakce a tvorba imunologické tolerance (Gormley et al., 1998; Haschek et al., 2009).
MALT tvofi organizovand lymfatickd tkan (LN) a difuzné rozptylené bunky (B a T
lymfocyty, makrofagy, neutrofily, eozinofily a mastocyty (Hofej$i a Bartinkova, 2005))
V epitelu nad bazalni membranou, v lamina propria nebo vV intersticiu (Bienenstock
a Clancy, 2005). Organizovana lymfaticka tkan je mistem indukce imunitni reakce (Hofejsi
a Bartinkova, 2005; Cesta, 2006a; Toman, 2009), difuzni lymfaticka tkan je pak

predevsim efektorovou ¢asti (Hotej$i a Barttiikova, 2005).

2.1.6.1 Lymfaticka tkan gastrointestindlniho traktu (GALT)

Imunitni systém sliznice gastrointestindlniho traktu (GI) zahrnuje solitdrni nebo
agregované LN, intraepitealni lymfocyty, plazmatické buiky a makrofagy (Eurell et al.,
2006).

Organizovand lymfaticka tkan gastrointestinalniho traktu je u kralikti pfedstavovana
jednak Peyerovymi plaky a dale vySe popsanymi lymfatickymi organy — apendix
a sacculus rotundus (2.1.2; 2.1.3).

Peyerovy plaky

Peyerovy plaky (PP) jsou makroskopicky patrné ovalné nebo protahlé arény
agregovanych LN (Junqueira a Carneiro, 2005) nahodné distribuované v mukoze
a submukoze GI (Schuurman et al., 1994), orientované podél antimezenterické stény stfeva
(Schuurman et al., 1994; Maxie a Jubb, 2007). Velikost, pocet, distribuce a slozeni PP se
mize druhové nebo geneticky lisit (Cesta, 2006a). Pocet PP se stava konstatni pred nebo

kratce po narozeni (Cornes, 1965). U kraliku se poc¢et PP pohybuje v rozmezi 2 - 10, kazdy
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sestava ze 40-50 LN (Heel et al., 1997). Podobné¢ jako v apendixu LN pokryva FAE ktery
sestava z enterocytd, mezi nimiz se nachazi vétsi pocet M bunék (u kralika 50 % (Haley,
2003)) (Toman, 2009), mononukleart, nepatrné¢ poharkovych bunék (Ermak a Owen,
1986) a shluky T lymfocyti (Faulk et al., 1969), B lymfocyty se v FAE nevyskytuji
(MacDonald, 2003). Pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu bylo zjisténo, ze
M bunky se nachazi v jamkach (Owen a Jones, 1974). FAE od bazalniho LN odd¢luje dom
(Cesta, 2006a). DOém sestava z lymfocytl, plazmatickych, dendritickych, centrocyte-like
butieck a makrofagti (MacDonald, 2003). CD4" T tvofi souvislou vrstvu pod FAE (Rouse
et al., 1982). Po antigenni stimulaci jsou vyraznym rysem PP germindlni centra
scentrocyty a centroblasty (Spencer et al., 1986). LN jsou vzajemné oddéleny
lymfatickymi sinusy (Eurell et al.,, 2006) a zoénou (interfolikularni) bohatou na
T lymfocyty, mezi nimiz jsou diseminovany makrofagy a dendritické bunky (Ermak
a Owen, 1986). Podobn¢ jako je tomu u miznich uzlin v T dependentni oblasti Peyerovych

plak se nachazi HEV, které¢ umoznuji recirkulaci lymfocyta (Eurell et al., 2006).

2.1.6.2 Lymfaticka tkan dutiny nosni (NALT)

U druht s dobfe vyvinutym BALT zpravidla nebyva tGplny Waldeyeriv okruh,
avSak v dutin€ nosni, pfi Usti do hltanu sliznice chova bilateralni symetrickou agregovanou
lymfatickou tkan (Kuper et al., 1992). NALT mirné prominuje do dutiny nosni (Kraal,
2005). Strukturou se velice podoba PP (LN, dom, interfolikularni oblast a FAE). Na rozdil
od PP, T a B bunééna oblast je pfiblizn¢ stejné velikosti, intraepitealni lymfocyty jsou
mén¢ pocetné (Sminia a Kraal, 1999). Eferentni lymfatické cévy a HEV odstupuji hluboko
do interfolikularni oblasti k okraji LN (Sminia a Kraal, 1999; Bienenstock a McDermott,
2005).

Pii porovnéani s laboratornimi hlodavci je NALT kralikli rozséhlejsi. Nejvétsi
zastoupeni NALT u kralika je v oblasti 1 - 3,3 cm od hrotu nosu. NALT tvofi zejména
pruh lymfatické tkané na ventromedialni strané a na spodu ventralniho nosniho pruchodu,

a na lateralni a dorsolateralni stran¢ nosohltanového prichodu (Casteleyn et al., 2010).

2.1.6.3 Mandle

Mandle jsou solitérni nebo agregované LN obklopené difuzni lymfatickou tkéani
v lamina propria mucosae sliznice dutiny ustni, isthmus faucium a hltanu (Novotny et al.,
1966; Bacha a Bacha, 2000; Tichy et al., 2004). Tonzily byvaji n¢kdy oznacovany jako
lymfoepitelové organy (Tichy et al., 2004). Na povrchu mandli je epitel odpovidajici
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vystelce pfislusné ¢asti dutiny ustni nebo hltanu (Novotny et al., 1966; Tichy et al., 2004).
Epitel byva siln€¢ prostoupen lymfocyty, neutrofily a makrofagy (Novotny et al., 1966;
Eurell et al., 2006). Povrch mandli mize byt relativné hladky nebo mtize mit povrchové
invaginace (fossulae tonsillares), které navazuji na tonzilarni krypty (Novotny et al., 1966;
Tichy et al., 2004; Eurell et al., 2006). Od okoli je mandle oddélena pomérn¢ silnym
vazivovym pouzdrem (Novotny et al., 1966). Z pouzdra do nitra organu odstupuji slaba
septa nesouci krevni a eferentni lymfatické cévy (Tichy et al., 2004). Aferentni lymfatické

cévy v mandlich chybi (Tichy et al., 2004; Eurell et al., 2006; Ross a Pawlina, 2006).

2.1.6.4 Lymfaticka tkan bronchii (BALT)

Lymfaticka tkan dychacich cest je vazana na sliznici bronchti (Toman, 2009).
BALT je strukturalné a funkéné podobny PP stieva (Gartner a Hiatt, 2007; Toman, 2009),
avsak oblasti jsou méné patrné (Bienenstock a Clancy, 2005). BALT neni konstitutivni
strukturou u vSech druht zvitat (Pabst a Gehrke, 1990). Jeji ¢etnost se 1isi, od 100 % u
kralikti a potkant, 50 % u morcat, 33 % u prasat, zatimco u zdravych kocek, lidi (Pabst a
Gehrke, 1990) a pstu (Brownstein et al., 1980) se nevyskytuje. U kralikt, potkant, morcat a
kufat BALT mtzeme pozorovat makroskopicky (Bienenstock et al., 1973, 1982). Okrsky
BALT jsou lokalizovany pfevazné podél bronchl ve vSech plicnich lalocich, zejména pak
pii bifurkacich bronchti a bronchiolt (Cesta, 2006a; Gartner a Hiatt, 2007; Toman, 2009).
Epitel pokryvajici folikuly BALT je Casto méné specializovany, mohutné infiltrovan
lymfocyty a jsou zde pfitomny M buiky (Toman, 2009). M buriky jsou vimentin pozitivni
(Gebert a Hach, 1992). Pod epitelem se nachazi oblast domu a LN, ktery byva obvykle
pouze jeden (Bienenstock et al., 1973; Sminia et al., 1989). Zastoupeni jednotlivych
populaci lymfocyti a jejich uspofadani odpovidda pomérim znamym z GALT (Toman,
2009), ptevladaji B lymfocyty (Gartner a Hiatt, 2007). Plazmatické bunky se nachazi
pouze na periferii BALT (Bienenstock et al., 1973; Milne et al., 1975). Rozlisit
perifolikularni oblast je mozné pouze po antigenni stimulaci (Bienenstock et al., 1973).
Aferentni lymfatické cévy v BALT chybéji (Bienenstock a Clancy, 2005; Gartner a Hiatt,
2007).
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2.2 Selen a jeho biologické vlastnosti

2.2.1 Selen

Selen (Se) je esencidlni mikroelement ve vyziveé zvitat i lidi, avSak jeho abundantni
pfisun pisobi v organizmu toxicky (Johnson et al., 2000). Prostfednictvim selenoproteinti
a dalSich metaboliti selen reguluje oxidac¢ni stres, redoxni a dalsi dulezité procesy téméf ve
vSech tkanich a bunéénych typech, véetné¢ bunék nespecifické a specifické imunity
(Bainbridge, 1976; Behne et al., 1988; Gromer et al., 2005).

Selen se v piirodé¢ vyskytuje v organické i anorganické forme. Anorganicka forma
se nachazi v riznych minerdlech v podobg seleniGitanu (™), selenanu (*®), selenidu (?)
i jako elementarni (°). SeleniGitan a selenan jsou pouZivany jako mineralni doplngk ve
vyzivé zvitat 1 lidi. V organickych slozkach krmiva je selen integralni soucasti
aminokyselin selenomethioninu (SeMet), selenocysteinu (SeCys) a selenocystinu, které
ptedstavuji ptirozeny zdroj selenu (Shils a Shike, 2006; Surai, 2006). V organickych

slougeninach se tento mikroelement vyskytuje v redukovaném stavu (Se’?) (Zeng, 2009).

2.2.2 Absorpce a metabolizmus selenu

Vsechny formy selenu jsou v tenkém stfevé snadno absorbovany. Jak uvadéji
Gmoshinskii a Mazo (2006), je tento prvek vstfebavan z vice jak 60 %, v nékterych
ptipadech az ze 100 %. Mezi anorganickym a organickym selenem existuji rozdily
v absorpci a nasledné utilizaci (Reilly, 2006).

Selenan je absorbovan aktivnim transportem spolu se sodikovymi ionty (podobné
jako sira, ktera ma velice podobné fyzikalni a chemické vlastnosti (Zeng, 2009)),
predevsim v ileu (Arduser et al., 1985; Wolffram et al., 1985; Fairweather-Tait, 1997;
Gmoshinskii a Mazo, 2006), naproti tomu seleniCitan pasivni difuzi v jejunu (Arduser
et al., 1985; Fairweather-Tait, 1997; Gmoshinskii a Mazo, 2006). Rychlost vstfebavani
seleni¢itanu je nizs§i nez u selenanu (Gmoshinskii a Mazo, 2006). Ob¢ anorganické formy
pii absorpci jsou v kompetici s anorganickymi slouc¢eninami siry (Arduser et al., 1985).
SeMet a SeCys je absorbovan stejnym transportnim enzymovym systémem jako methionin
(Met) a cystein (Cys) (McConnell a Cho, 1965; 1967; Wolffram et al., 1989), i zde dochazi
ke kompetici mezi methioninem (Met), cysteinem a selenovymi analogy (McConnell

a Cho, 1965). Vstiebavani SeMet probiha 1épe neZz vstiebavani selenicitanu (Daniels,
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1996). Mira absorpce selenu ve stfevé neni zavisla na stavu saturace organizmu timto
mikroelementem (Hall, 2007).

Po absorpci je seleniCitan v erytrocytech redukovan na hydrogen selenid (H,Se),
ktery je selektivné vazan na albumin a transportovan do jater nebo ledvin (Suzuki a Ogra,
2002). Na rozdil od selenicitanu, je selenan pfimo transportovan do jater nebo vyloucen
moci (Shiobara et al., 1999; Kobayashi et al., 2001; Suzuki a Ogra, 2002). Chemicka forma
selenu urcuje, jakou cestou probéhne jeho metabolizace (Finley, 2006). Pro syntézu
selenoproteini musi byt veSkeré formy absorbovaného selenu transformovany na H,Se
(Kvicala, 2003). Selenan (SeO%) je redukovan pies selenigitan (SeO*), seleno diglutathion
(GSSeSG) a glutathion persulfid (GSSeH) na hydrogen selenid (Foster a Sumar, 1997,
Finley, 2006). Protoze SeMet snadno acyluje Met-tRNA, mlze byt nespecificky
inkorporovan do proteint, alternativné v jatrech nebo ledvinach katabolizovan cestou
transsulfurace na SeCys (Finley, 2006; Shils a Shike, 2006). Specificka SeCys B-lyaza
degraduje SeCys na alanin a H,Se (Sunde, 1990; Suzuki et al., 1998; Finley, 2006). Dal$im
zdrojem H;Se muze byt alternativni drdha metabolizmu SeMet cestou
selenometylselenocysteinu (CH3SeCys) a metylselenolu (CH3SeH) (Finley, 2006). H,Se je
postupné¢  metylovan  S-adenosylmethioninem  na  CHsSeH,  dimetylselenid
a trimetylselenonium (Finley, 2006) nebo fosforylovan selenofosfatsyntazou 2 na
monoselenofosfat, ktery je aktivnim donorem selenu (Finch a Turner, 1996; Kvicala, 2003;
Hoffmann a Berry, 2005; Xu et al., 2007). Tento makroergicky intermediat je pouzit
k selenizaci diive pfipraveného serin-tRNA, a ten se pak za pusobeni specifického
elongacéniho faktoru a specifické struktury mMRNA nazvané SECIS (selenocystein inserting
structure) vaze na triplet UGA (uracil-guanosin-adenosin) piepisované RNA (Kvicala,
2003). U jinych bilkovin slouzi UGA jako stop kodon (Papp et al., 2007). Jak jiz bylo vySe
poznamenano, SeMet se muize nespecificky inkorporovat do organti a tkani s vysokou
metabolickou aktivitou (kosterni svalovina, erytrocyty, slinivka bfis$ni, jatra, ledviny,
Zaludek a sliznice GI (Hansson a Jacobsso, 1966). V proteinech tvoii nespecificky
inkorporovany SeMet zasobu selenu, ktera je vyuzita pfi zvySené potiebé selenu ve
stresovych situacich, kdy obvykle dochazi ke snizeni piijmu krmiva (Pierce a Tappel,
1977).
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2.2.3 Exkrece selenu

Selen je z organizmu vylucovan moci, vykaly i vydechovanym vzduchem.
MnozZstvi a proporce kazdého typu zavisi na obsahu a form¢ elementu v dieté (Beath et al.,
1934). Exkrece selenu probiha primarné moci (Yang et al., 1989). Tento zpisob exkrece
reguluje 1 homeostazu selenu (Daniels, 1996). U zvitat s adekvatnim obsahem selenu
v dieté je hlavnim metabolitem v mo¢i selenocukr (Kobayashi et al., 2002). Kuehnelt et al.
(2005) identifikovali v mo¢i lidi tii selenocukry. Selenocukr 1 (metyl-2-acetamid-2-deoxy-
seleno-B-D-galaktopyranosid) a jeho deacylovany analog selenocukr 3 (metyl-2-amino-2-
deoxy-1-seleno-B-D-galaktopyranosid) jsou hlavnimi slozkami. Naproti tomu selenocukr 2
(analog selenocukru 1) se v mo¢i vyskytuje v minimalnim mnozstvi. Pii zvySeném piisunu
selenu se vmoc¢i nachazi ion trimetylselenonia (Kuehnelt et al., 2005). Pii vysoké
suplementaci selenu je selen ve formé dimetylselenidu a dal$imi metylovanymi slou¢enami
vylu¢ovan plicemi (McConnell a Roth, 1966) a v GI je neabsorbovana ¢ast nadbyte¢ného
selenu vyloucéena vykaly (Surai, 2006).

2.2.4 Selenoproteiny

Biologicky efekt selenu je zprostiedkovan selenoproteiny, ackoli u nékterych
slouCenin o nizké molekularni hmotnosti (kyselina metylselenova, metylselenocystein,
SeMet, GSSeSG) byly biologické ucinky také potvrzeny (napi. protinadorova aktivita na
zvifecich modelech a in vitro studiich) (Papp et al., 2007).

Nejbézngjsi forma selenu v savéich proteinech je SeCys, ktery je kotranslacné

inkorporovan do rostouciho polypetidového fetézce (Papp et al., 2007).

Mezi dalsi proteiny s obsahem selenu pati:

a) Proteiny se selenem nespecificky inkorporovanym v prubéhu translace. Pfi
vysoké obsahu SeMet v dieté, nizkém obsahu Met a nizkém intracelularnim
poméru siry a selenu je v proteinech Met nahrazovan SeMet (Behne
a Kyriakopoulos, 2001; Papp et al., 2007).

b) Selen vazici proteiny, které vazi selen jako kofaktor. V téchto proteinech neni
selen inkorporovan, ale vazan k polypeptidu. Zda se, Ze tyto proteiny maji vztah
k neoplastickym procesim (Papp et al., 2007). U savct byly identifikovany
nasledujici proteiny: 14 kDa, 17 kDa a 56 kDa (SPB1 a SPB2) (Behne

a Kyriakopoulos, 2001). SPB1 zasahuje do detoxikaénich procest, regulace
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bunécného ristu, transportu proteini v Golgiho aparatu, starnuti a metabolizmu
lipidd. V nadorech byl zjistén pokles exprese SPB1 i SPB2 pfi porovnani
s normalni tkani (Papp et al., 2007).

Pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecyl siranu
sodného (SDS-PAGE) bylo identifikovano vice jak 40 selenoproteint (Reilly, 2006), avsak
pouze nékteré selenoproteiny byly izolovany a blize specifikovany (Arthur a Beckett,
1994; McKenzie et al., 2002b; Kvicala, 2003).

Na zakladé umisténi SeCys lze selenoproteiny dé¢lit do dvou skupin. V prvni
skupiné, kam nalezi thioredoxin reduktazy a selenoproteiny S, R, O, I, K, se SeCys nachazi
Vv blizkosti C terminalniho konce. Druhou skupinu tvoii glutathion peroxidazy, jodthyronin
dejodazy, selenoproteiny H, M, N, T, V, W, selenofosfat syntaza 2 (SPS2) a 15 kDa
selenoprotein, v nichz je SeCys na N terminalnim konci (Papp et al., 2007).

Biologické vlastnosti jednotlivych selenoproteinti shrnuje tabulka 1:
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Tabulka 1 Selenoproteiny a jejich funkce

Rodina
selenoproteini Clen/oznadeni Lokalizace Subcelularni lokalizace Funkce
Glutathion peroxidaza 1 " y . . Antioxidacni aktivita
(GPx1, cGPx, GSH-Px) VSechny bufiky Cytozol, mitochondrie Ochrana proti virovym infekcim
Epitel GI a jater (vysoka
Glutathion peroxidaza 2  exprese) y e y .
(GPx2, GI-GPx) Epitel plic, kize, mlécné Cytozol, ER Ochrana GI pted oxidacnim poskozenim
o zlazy
N , .
g Glutathion peroxidaza 3 Ja:cra, lveflw,n Y ,srdce, Sekret,plasma, gy e
gv. plice, Stitna zlaza, GI, . . Antioxidac¢ni aktivita
5 (GPx3, eGPx) s 1 extracelularni tekutina
= mlécna zlaza
g* Antioxida¢ni aktivita, ochrana membran
2 pred oxidac¢ni destrukei, ptfima redukce
e .. ’ s
s Distribuce v riznvch fosfolipidovych a cholesterolovych
= Glutathion peroxidaza 4 . yem Cytozol, mitochondrie, hydroperoxidu, ochrana pted oxida¢nim
O tkanich, varlata (vysoka

(GPx4, PHGPX)

Glutathion peroxidaza 6
(GPx®6)

exprese)

Cichovy epitel,
embryonalni tkan

jadro

Neni znama

poskozenim DNA, regulace drahy

15 lipoxygenasy a 5-lipoxygenazy,
fertilita samcl (maturace, motilita

spermif)

Neni znama

0€

upraveno dle: Fairweather-Taita et al. (2010) a Hawkese a Alkana (2010); 2Papp et al. (2007); ° Banning et al. (2008); Gl — gastrointestinalni

trakt;

ER- endoplazmatické retikulum



pokracovani Tabulky 1

Rodina « "
Clen/oznaceni

selenoproteint

Lokalizace

Subcelularni lokalizace

Funkce

Thioredoxin reduktaza 1
(TrxR-1, TR1, Txnrdl)

Thioredoxin reduktaza 2
(TrxR-2, TR2)

Thioredoxin
reduktazy

Thioredoxin reduktaza 3
(TrxR-3, TR3)

Siroké exprese

Siroka exprese

Varlata (specificky)

Cytozol, jadro

Mitochondrie

Cytozol, jadro, ER

Regulace intracelularniho redoxniho
stavu, redukce thioredoxinu, buné¢na
signalizace

Regulace intracelularniho redoxniho
stavu, redukce thioredoxinu

Regulace intracelularniho redoxniho
stavu

Jodthyronin -5’-

Ledviny, jatra, $titna

Integrélni protein

Metabolizmus thyroidnich hormont,

> dejodaza, typ 1 7l4za, hnéd4 tukova tkan,  plazmatickych membran®  dejodace thyroxinu (T4) na biologicky

= (DIO-1, DI1, 5°IDI) lvlypof)'/za aktivni3,3',5,-trijodothyronin (T3)

2 Jodthyronin -5°- Stitna zlaza, CNS, Integralni protein Metabolizmus thyroidnich hormont,

'2 dejodaza, typ 1l hypofyza, hnéda tukova membran ER? dejodace thyroxinu (T4) na biologicky

'g (DIO-2, DI2) tkan, kosterni svalovina. aktivni3,3',5,-trijodothyronin (T3)

&

5 Jodthyronin -5’- . )

= dejodaza, typ Il E}Iacggta,’ gj;lsh' Embryo Irlltegralmlf r O}tlem bran® Inaktivace thyroidnich hormont
(DIO-3, DI3) ravidni déloha plazmatickych membran

? Homeostaza a transport Se, antioxida¢ni

[«B] ’ . .

= . Mozek (vysoka exprese) aktivita.

(@) )

S Selenoprotein P jatra a varlata, dalsi tkan¢, Sekret, cytozol Ochrana proti neurotoxicite”,

) (SelP, Seppl) » . y

S plazma pravdépodobné ochrana pred

g kardiovaskularnim onemocnénim®

1€

upraveno dle: Fairweather-Taita et al. (2010) a Hawkese a Alkana (2010); * Baqui et al. (2000), > Whanger (2001), ©Hara et al. (2001)
Gl — gastrointestinalni trakt; ER- endoplazmatické retikulum



pokracovani Tabulky 1

Rodina

o Clen/oznaceni Lokalizace Subcelularni lokalizace Funkce
selenoproteini
Selenoprotein W Mozek, srdce, kosterni Cytozol, mén¢ bunécna Metabolizmus kosterniho a srde¢niho
(Selw) svalovina, tlusté stfevo, membrana®(Yeh et al., svalstva, antioxidac¢ni aktivita
prostata. 1995)
Thymus, burza Fabricii,
slezina®
Selenoprotein N Siroka exprese Membrana ER Regulace redoxni signalizace,
(SelN) homeostdza vapniku ©
E‘ Selenoprotein S Siroka exprese Membrana ER, Regulace zanétlivych cytokini (IL 1,
2 (SelS) cytoplazmaticka IL 6, TNFa), odstranéni proteint
g_ membrana S nespravnou vyssi strukturou z ER
S Selenoprotein K Srdce, kosterni svalovina,
3 (SelK) pankreas, jatra, placenta, ° Membréna ER %,

Selenoprotein R
(SelR, MSrB1)

Selenoprotein H
(SelH)

Thymus, slezina, mizni
uzliny, °

Siroka exprese

Siroka exprese

plazmatickd membréana ¢

Cytozol, jadro

Jadro

Predpoklada se antioxidacni aktivita

Antioxidant, oprava protein,
metabolizmus methioninu

DNA vazebny protein, regulace genti
syntézy glutathionu a druha faze
detoxikace

[43

upraveno dle: Fairweather-Taita et al (2010) a Hawkese a Alkana (2010): *Yu et al. (2011); ° Yeh et al. (1995); ® Arbogast a Ferreiro (2010);

Y Lu et al., (2006); ® Carlson et al. (2010); " Verma et al.(2011); ¢ Kryukov et al. (2003); ER- endoplazmatické retikulum



pokracovani Tabulky 1

Rodina

o Clen/oznaceni Lokalizace Subcelularni lokalizace Funkce
selenoproteini
Selenoprotein | Neni znama Transmembrana Neni znama
(Sell)
Selenoprotein M Mirna exprese - srdce, plice, Lumen ER Antioxida¢ni aktivita,
(SelMm) ledviny, déloha, placenta skladani proteini v ER
Vysoka exprese - §titna
7laza, mozek®
o Selenoprotein O Neni znama Neni znama Neni znama
= (SelO)
g_ Selenoprotein T Mizni uzliny, thymus, Membrany ER a Golgiho  Redoxni regulace, bun&éna adheze
2 (SelT) slezina” aparatu®
3 Selenoprotein V Varlata Lumen ER Neni znama
(Selv)
15kDa selenoprotein Vysoka exprese - mozek, Lumen ER Mozna regulace apoptdzy', skladba
(Sel15) plice, varlata, jatra, Stitna glykoproteint
7laza, ledviny®
Selenofosfat syntdza2  Neni znama Cytozol Syntéza selenoproteini
(SPS2)

upraveno dle: Fairweather-Taita et al (2010) a Hawkese a Alkana (2010); * Korotkov et al. (2002),° Carlson et al. (2010), “Grumolato et al.
(2008),d Sengupta et al. (2009),° Kumaraswamy et al. (2000), Papp et al. (2007), ER- endoplazmatické retikulum
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2.2.5 Selen a imunitni systém

Rada experiment?l prokazala, Ze adekvatni piijem selenu je nezbytny pro buitkami
zprostifedkovanou i humoralni imunitu (McKenzie et al., 2002b). Mechanizmy, kterymi je
selen zapojen do velice komplexni sbirky procest, které poskytuji ochranu proti

patogeniim a malignité, nejsou doposud zcela ztetelné (Arthur et al., 2003).

2.2.5.1 Vliv selenu na funkci fagocytii

Po aktivaci fagocytujicich leukocytd dochazi k respiracnimu vzplanuti, kdy se
zvySuje produkce reaktivnich metabolitd kysliku (ROS) (Forman a Torres, 2002;
McKenzie et al., 2002b). ROS ptedstavuji pro organismus dvojse¢nou zbran, kdy na jednu
stranu jsou nezbytné pro zvySeni antimikrobidlni aktivity fagocytii, intraceluldrni
signalizaci a vzajemnou bunénou komunikaci, avSak ve vysoké koncentraci poskozuji
lipidy, proteiny a nukleové kyseliny (McCord, 2000). Rovnovahu mezi pro organismus
pfiznivym a naopak negativnim u¢inkem ROS =zabezpeCuji pravé selenoproteiny
(Hoffmann, 2007). Dopad nedostatku selenu (selenoproteintl) nespociva jen v nedostatecné
ochrané¢ fagocytujicich bunék pfi respiracnim vzplanuti (Arthur et al., 2003), ale ma také za
nasledek nedostate¢ny metabolismus HjSe, ktery vede ke ztraté aktivity membranového
enzymového komplexu NADPH oxidazy a tedy supresi respiraéniho vzplanuti (McKenzie
et al., 2002b; Hoffmann, 2007). Krom& ROS disponuji fagocyty dal$im ucinnym
mikrobicidnim prostfedkem, metabolity oxidu dusnatého (RON) (Hoftej$i a Bartliikova,
2005), které syntetizuji ruzné druhy NO syntaz (NOS). Pti aktivaci fagocyti dochazi
K intenzivni syntéze oxidu dusnatého a superoxidového radikalu, které spolu reaguji za
vzniku vysoce toxického peroxinitritu. Podobné jako u ROS je také nadbytek RON
provazen nepiiznivymi G¢inky na lipidy, proteiny a DNA (McKenzie et al., 2002b). Pii
deficitu selenu dochazi ke zvyseni exprese indukované NO syntazy (iNOS). Prabhu et al.
(2002) tento d&j pfipisuji zvySené aktivaci nuklearniho faktoru kappa B (NFkB). Zvyseni
aktivace NFxB zavislé na ROS poté vede k posileni transkripce iNOS (Baek et al., 2000).
Selenoproteiny kromé samotné fagocytarni aktivity ovliviiuji rovnéz migraci téchto bunék

(viz. dale).

2.2.5.2 Vliv selenu na lymfocyty, NK bunky a LAK burnky
Hlavni imunostimulacni u¢inek selenu je pfipisovan zvySené regulaci exprese o a 3
fetézce receptoru pro interleukin 2 (IL2R). IL2R je exprimovan na rtiznych imunitnich

bunkach, zejména na T a B lymfocytech (McKenzie et al., 2002b; McKenzie et al., 2006).
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Zvyseni exprese IL2R vede k zvySené proliferaci a diferenciaci lymfocytd (Hoffmann,
2007) a k aktivaci a proliferaci NK bunék (Kindt et al., 2007). Pfi vysokych davkach
selenu v diet¢ Hoffmann et al. (2010) pozorovali zvySenou expresi interleukinu 2 (IL2)
apovrchovou  expresi  vysoce  afinniho  fetézce  IL2R.  Naopak  ztrata
selenoproteint v T lymfocytech vyrazné redukovala expresi IL2R, na sekreci IL2 vSak
neméla zadny vliv (Carlson et al., 2010). Na fizeni proliferace T lymfocyti se regulaci
aktivace NFxB podili také TrxR1 a TrxR2 (Ueno et al., 2007). Suplementace selenem
usmériuje vyvoj prekurzoria CD4" T lymfocyti k fenotypu Thl (Hoffmann et al., 2010).
Dal3im u¢inkem selenu je zvyseni toxicity CD8" bunék, LAK a NK bunék (Kiremidjian-
Schumacher a Roy, 1998). NK buiiky a CDS8" buiky disponuji protinadorovym
a antimikrobialnim proteinem NK lysinem (Hong et al., 2006). Jelikoz TxrR inaktivuje NK
lysin, deficit selenu tedy zvySuje vnimavost bun¢k k tomuto peptidu (McKenzie et al.,
2002b). Vysoké davky selenu ptsobi toxicky na B lymfocyty (Vega et al., 2007). Larsen
(1993) se domniva, ze deficitem selenu a vitaminu E jsou vice zasazeny T nezli B
lymfocyty, a sice z divodu vyssiho obsahu nenasycenych mastnych kyselin a vétsi fluidity

membran.

2.2.5.3 Vliv selenu na lymfatické organy

Marsh et al. (1986) se domnivaji, ze deficit selenu a vitaminu E postihuje
nejvyraznéji primarni lymfatické organy. Ve Fabriciové burze (BF) pozorovali pii deficitu
selenu postupnou degeneraci epitelu doprovazenou lymfocytodepleci. V thymu pak byly
tyto histopatologické nalezy pozorovany pouze pii soucasném nedostatku selenu
avitaminu E. Peng et al. (2011c) pozorovali u kufat suplementovanych selen deficitni
dietou signifikantni pokles velikosti a relativni hmotnosti thymu a BF za soucasné
lymfocytodeplece a zvySené frekvence pfitomnosti apopototickych bun¢k v obou
organech. Jak uvadi Mc Kenzie et al. (2002a), deficit selenu vyvolava apoptézu zvysenim
oxidaéniho stresu a expresi proapotickych gend. Deficit selenu také zpomaluje rist BF
zasahem do bunééného cyklu B lymfocytia (Peng et al., 2011c). Pii deficitu selenu Peng
et al. (2011c) pozorovali zvySeni po¢tu bun¢k v G1 fazi a naopak pokles poctu bunek
v S fazi bunécného cyklu. U mysi ztrata selenoproteinii vede k mirné az tézké atrofii
thymu, sleziny a miznich uzlin. Hmotnost téchto organil a celularita klesla v rozmezi od
50 % az po 80 % (Carlson et al., 2010).

Nejen deficit, ale také nadmérna suplementace selenem ma negativni dopad na

lymfatické organy. Imunitni systém je vysoce senzitivni k toxickému ucinku selenu
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(Johnson et al., 2000). Pti davce vyssi nez 5 mg Se/kg krmiva v anorganické formé
(Na;SeO3) byla pozorovana atrofie a zvySeny pocet apoptotickych buné¢k v BF (Peng et al.,
2009). Lymfocytodeplece a kongesce thymu byla patrna u kutat suplementovanych davkou
vy$$i nez 5 mg Se/kg krmiva (Na,SeOgs) (Peng et al., 2011a). Pfijem 10 - 15 mg Se/kg
krmiva (Na,SeOs3) zpusobil ve sleziné kurat lymfocytodepleci PALP a LN, dale zvyseni
poctu apoptotickych bun¢k a inhibici bunééného cyklu lymfocytd (Peng et al., 2011b).
Podobné Johnson et al. (2000) uvadi snizenou celularitu ve sleziné pti davce 9 mg Se/kg
krmiva (Na,SeO3). Green a Albers (1997) popisuji pti suplementaci 20 mg Se/kg krmiva
(selenomethion) nekrézu lymfocyti a atrofii GALT a sleziny u divokych kachen.

2.2.5.4 Vliv selenu na produkci protilatek

Vliv selenu na produkci protilatek je znacné variabilni, zavisi na antigenu,
zivoCisném druhu, pohlavi, véku, a také na tom, zda je selen podavan v kombinaci
s vitaminem E nebo samostatné. Na jednotlivé izotypy imunoglobulinii plsobi deficit
selenu ruznorodé (Larsen, 1993), napt. Spallholz et al. (1973) uvadéji u mysi snizeni titru
IgM, 1gG a IgA.

2.2.5.5 Vztah selenu k zdnétlivému procesu

Regulace aktivace NF«kB je jednim z klicovych krokl fizeni zanétlivého procesu
(Zhang et al., 2002). Promotory genii mnoha prozanétlivych cytokinl, chemokind
a adhezivnich molekul vlastni vazebné misto pro tento transkripéni faktor (Pan a Mcever,
1993; Read et al., 1997; McKenzie et al., 2002b). Selenoproteiny metabolizmem ROS
brani aktivaci NFxB, ale také inhibuji nuklearni translokaci a vazbu na promotory cilovych

gend (Brigelius-Flohe et al., 2000; Zhang et al., 2002).

2.2.5.6 Vliv selenu na metabolity kyseliny arachidonové

Metabolity  kyseliny arachidonové (eikosanoidy) vykazuji  prozanétlivé
I imunosupresni vlastnosti (Calder a Field, 2002). Kyselina arachidonova se pomoci
fosfolipdzy A2 nebo kombinaci fosfolipazy C a diacylglycerol lipazy uvoliuje
z fosfolipidovych membran a déle metabolizuje cestou 5- lipoxygenazy na leukotrieny
nebo cyklooxygendzou na prostaglandiny (Toman, 2009). Vysoka hladina peroxidu
Vv burice inhibuje enzym cyklooxygenazu. Pii nedostatku selenu byl pozorovan pokles
biosyntézy leukotrienu B, (LTB,) Vv alveolarnich makrofazich (Gairola a Tai, 1985).

Enzym syntetizujici LTB4 vyzaduje redukci 12-HPETE pomoci glutathion peroxidazy 4
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(GPx4) nebo dalsimi glutathion peroxidazami (Spallholz et al., 1990). Selen také zasahuje
do produkce prostacyklinti a tromboxant. Nedostatek selenu vedl ke snizeni syntézy
prostacyklinti (Cao et al., 2000) a naopak ke zvySeni syntézy tromboxanu (Zbikowska
et al., 1999). Overexprese GPx4 u linie RBL2H3 bunék (uzivané jako model pro studium
zirnych bungk) snizila produkci leukotrienu C4, LTB, a prostaglandinu D, pfi porovnani
s kontrolou (Imai et al., 1998). Hoffmann (2007) se domniva, Ze mechanizmem snizeni

produkce leukotrienti byla redukce ROS zavislé aktivace NFxB.

2.2.5.7 Vztah selenu k neoplastickym procesim

Zéakladni vyzkum a klinické studie poukazuji na funkci Selenu v ochrané proti
vzniku neoplastickych procestt (Hoffmann, 2007). Protinddorova ochrana selenu je
pfisuzovana obrané pied poskozenim DNA, zvySeni ¢innosti imunitniho systému, inhibici
ristu a apoptdze neoplastickych bunék (Ganther, 1999), minimalizovani vzniku metastaz
a nadorové angiogenezi (McKenzie et al., 2002b). Na druhé strané selenoproteiny (TrxR)
mohou propagovat vyvoj nadort (Felix et al., 2004) tim, ze zvySuji hladinu autokrinniho
rastového faktoru nadorovych bunék (thioredoxinu) (Powis et al., 2000; Nordberg a Arner,
2001; Powis a Montfort, 2001).
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3 CIL PRACE

Cilem této prace bylo rozsifeni poznatki o vlivu anorganické a organické formy selenu
na strukturu lymfatickych organii a tkani kraliku.

Vysoké nebo naopak nizké davky selenu negativné ovliviiuji bunky a organy
imunitniho systému (Peng et al., 2009, 2011a, 2011b, 2011¢, 2012). Podobné studie nebyly
u kralikii doposud provedeny. Polozena hypotéza zni: suplementace vysokymi resp.
nizkymi davkami selenu vyvola u pokusnych kraliki lymfocytodepleci a atrofii
lymfatickych organt.

Prace zahrnuje nasledujici dil¢i cile:

Histologické vySetieni lymfatickych organti a tkani (mizni uzliny, Peyerovy plaky,

apendix, slezina, thymus).

- Imunohistochemické vysetieni - prikaz CD79" bunék v lymfatickych organech

a tkanich.
- Sledovani koncentrace selenu v krevnim séru pokusnych zvitat.
- Vyhodnoceni vybranych krevnich parametrt.
- Posouzeni fagocytarni aktivity neutrofilt.

- Vyhodnoceni dal§ich souvisejicich parametri (hmotnost zZivych zvirat, relativni

hmotnost sleziny).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Experimenty

Byly uskute¢nény dva experimenty:
1. Experiment s anorganickou formou selenu — délka trvani 9 tydna

2. Experiment s organickou formou selenu — délka trvani 9 tydna

4.2 Odbér krve

Krev byla za u¢elem stanoveni obsahu selenu v krevnim séru, fagocytarni aktivity a
diferencialniho rozpoc¢tu odebirana standardni technikou z vena auricularis.

Odbéry krve byly realizovany:

Experiment s anorganickou formou selenu - 0., 4., 9. tyden experimentu

Experiment s organickou formou selenu - 0., 4., 9. tyden experimentu

4.3 Zjistovani zivé hmotnosti zvirat
Ziva hmotnost zvifat byla zjistovana pii kazdém odbéru krve, tj. v obou

experimentech trikrat.

4.4 Pokusna zvirata a ustajeni

Jednotlivé experimenty byly provedeny na 18-ti kralicich plemene ¢incila velka.
Zvitata byla zakoupena v akreditovaném chovatelském zafizeni (BioTest, s.r.0.). Na
zékladé zivé hmotnosti a pohlavi byli kralici rozdéleni do tfi vyrovnanych skupin
(Tabulka 1). Do experimentu byli zarazeni kralici ve véku sedmi mésicti. Zvifata byla
ustajena v akreditovaném ustdjovacim zatizeni Zeméd¢€lské fakulty JihoCeské univerzity
v Ceskych Budgjovicich v normalizovanych klecich odpovidajicich pozadavkim Vyhlagky
o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvitat ¢. 207/2004 a Zékona na ochranu zvitat proti

tyrani ¢. 77/2004 Sb. v platném znéni v dobé experimentu.
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Tabulka 2 Priimeérnd Ziva hmotnost zvirat na zacdtku experimentu a obsah selenu vV krmné

davce
Experimentalni EA EO
pskupina Hmotnost Selen Hmotnost Selen
(kg) (mg/kg sus.) (kg) (mg/kg sus.)
1 2,98 +£0,21 0 3,01 £0,33 0,15
2 3,29+ 0,24 0,15 322+0,15 0,30
3 3,10+ 0,16 9,0 3,26+0,13 4.3

EA - experiment s anorganickou formou Se; EO - experiment s organickou formou Se,
sus — susina

4.5 Vyziva experimentalnich zvirat

Kvyzivé zvifat v obou experimentech byla pouzita kompletni krmnd smeés
shodného slozeni TM - MaK1 (Mlyn Kocanda) (vojtéskové tsusky, oves, pSenice, jeCmen,
pSenicné otruby, pSeni¢né klicky, suSené odstiedéné mléko), do které byl piidan
Aminovitan (Biofaktory Praha spol. s.r.o) s rozdilnym obsahem a formou selenu.

V experimentu s anorganickou formou selenu byl pouzivan Se ve formé
seleni¢itanu sodného (Na,SeOg).

V experimentu s organickou formou selenu byl selen podavan vazany v fase rodu
Chlorella (255 mg/kg susiny) (Mikrobiologicky ustav Akademie véd CR v T¥eboni).
V této fase je selen ze 70 % ve formé selenomethioninu (Fan et al., 1998). Obsah selenu
v komponentech krmné smési byl 0,17 mg/kg suSiny. Voda a krmivo byly zvifatim

k dispozici ad libitum.

4.6 Ukonceni pokusu a odbér vzorkii k histologickému
a imunohistochemickému vySetieni

Zvitata byla na konci experimentu (9. tyden) utracena aplikaci T 61 (Intervet, s.r.0.)
i. v. (v. auricularis ) v davce 2 ml/ks. Bezprostfedné po usmrceni byla provedena pitva, pti
které¢ byl posouzen zdravotni stav zvifat. K histologickému a imunohistochemickému
vySetieni byly odebrany tyto organy:

- thymus

- mizni uzliny (kréni - retrofaryngealni, mezenterialni, poplitealni)

- slezina

- Peyerovy plaky

- apendix
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4.7 Metody zpracovani vzorki biologického materialu

4.7.1 Stanoveni koncentrace selenu v krvi

Koncentrace selenu v krevnim séru (ug/l) byla stanovena spektrofluorometricky

(Kvicala et al., 1995) v Endokrinologickém tustavu v Praze.

4.7.2 Urceni celkového poctu leukocyti

Celkovy pocet leukocyti byl stanoven na automatickém hematologickém
analyzatoru Alvet 2000 (AL Systeme) v laboratofi Katedry veterinarnich disciplin a kvality
produkti Zemédélské fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich.

4.7.3 Urdceni fagocytarni aktivity neutrofili

Do 0,1 ml heparizované krve bylo pfidano 0,05 ml mikrosférickych hydrofilnich
partikuli (Artim s.r.o.). Po hodinové inkubaci pfi teploté 37 °C byl zhotoven krevni natér
a obarven metodou dle Pappenheima. Jako fagocytujici neutrofily byly hodnoceny buiiky
s vice jak tfemi pohlcenymi partikulemi. Fagocytarni aktivita byla vyhodnocena pomoci

mikroskopu Leica DM 2500 (Leica Microsystems) a vyjadiena v %.

4.7.4 Vyhodnoceni diferencidlniho rozpoctu bilych krvinek

Po odbéru krve byl vyhotoven krevni natér, ktery byl po zaschnuti obarven
panoptickou metodou dle Pappenheima. Diferenciace leukocyti byla provedena pomoci
mikroskopu Leica DM 2500 (Leica Microsystems) dle normy ON 84 3209. Touto metodou

bylo zjiSténo procentualni zastoupeni jednotlivych druhti leukocyti.

4.7.5 Vyhodnoceni hmotnosti sleziny

Slezina byla po vyjmuti z dutiny bfiSni zvdzena na analytickych vahdch Kern
440-33 (@) (KERN & Sohn GmbH). Zji§ténd hmotnost sleziny byla nésledn&

relativizovana k hmotnosti zvifete zjisténé pred pitvou (g/kg).
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4.7.6 Histologické a imunohistochemické vySetieni vzorki

4.7.6.1 Fixace

Vzorky tkani odebrané k histologickému a imunohistochemickému vySetieni byly

fixovany v 10% formalinu nebo v Davidsonové tekuting.

4.7.6.2 Vlastni histologické zpracovani tkani:

Odvodnéni a prosyceni tkdni parafinem pomoci autotechnikonu AT 4: 70%
alkohol — 2.5 hod., 80% alkohol — 2.5 hod., 4 x 96% alkohol — po 3 hod.,
aceton — 1 hod., smés acetonu a xylenu (1 : 1) — 20 min., parafin — 3 hod.,
parafin — 2,5 hod.

Zaliti do parafinovych blok

Nartezani fezl o sile 4 — 6 um (saitkovy mikrotom REICHERT).

Ptilepeni na podlozni skla pomoci kamencové Zelatiny, v piipadé
imunohistochemickych reakci na silanizovand podlozni skla.

Barveni preparatt.

K barveni preparatii bylo vyuzito tiech barvicich metod (HE, PFAS, Ziehl-
Neelsen) a jedné primarni protilatky proti antigenu CD79a. (Tabulka 3).
Odvodnéni a montovani preparatd.

Odvodnéné preparaty byly zamontovany do kanadského balzamu.

Tabulka 3 Prehled barvicich metod a pouzité primdrni protilatky

Organy
Barveni Mizni uzlina ) )
Thymus Slezina PP Apendix
K M P
HE + 4+ + + + + +
PFAS + 4+ + + + + +
Ziehl-Neelsen + o+ + + + + +
CD79 + - + + + + +

HE — hematoxylin — eozin; K — kréni; M — mezenteridlni; P — poplitedlni,
PP — Peyerovy plaky
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4.7.6.3 Postup pouzitych barvicich metod

Vilastni metodika barveni hematoxylin a eozin
e Odparafinovani a zavodnéni fezi: 3x xylen — 5 min., 2x 96% alkohol — 5
min., 70% alkohol —5 min.
e Vyprani ve vodovodni vode¢.
e Oplach destilovanou vodou.
e Hematoxylin dle Kod’'ouska — 5 - 7min.
e Alkalizace vodovodni vodou — 10 min.
e Oplach destilovana vodou.
e Eozin ve vodé rozpustny 0.1 % — 5 min.
e Alkohol 80 % — 1 min.
e Alkohol 96 % — dv¢ lazn¢€ po 1 min.
e Aceton — dv¢ lazn€ po 1 min.
e Aceton: xylen (1: 1) po 1 min.
e Xylen — dvé lazné po 1 min.

e Zamontovani do kanadského balzamu.

Viastni metodika barveni PFAS reakce
e Odparafinovani a zavodnéni fezd: 3x xylen — 5 min., 2x 96% alkohol — 5
min., 70% alkohol —5 min.
e Prani fezll v destilované vode¢.
e Oxidace v roztoku kyseliny permraven¢i — 30 min.
e Vyprani ve vodovodni vodé — 5 min.
e Schiffovo reagens — 60 min.
e Vyprani v tekouci vodé — 15 min.
e Obarveni jader hematoxylinem dle Harrisa — 2 - 10 min.
e Alkohol 80 % — 1 min.
e Alkohol 96 % dvé¢ lazn€ po 1 min.
e Aceton — dve lazn€ po 1 min.
e Aceton: xylen (1 : 1) po 1 min.
e Xylen dvé lazné po 1 min.

e Zamontovani do kanadského balzamu.
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Vlastni metodika barveni dle Ziehl-Neelsena

Ztedény hydroxid amonny — 5 min.

Vyprani ve vodovodni vodé — 5 min.

Odparafinovani a zavodnéni fez: 3x xylen — 5 min., 2x 96% alkohol — 5

min., 70% alkohol — 5 min.

Piedbarveni jader Zelezitym hematoxylinem — 10 min.
Oplach destilovanou vodou — 5 min.
Barveni karbolfuschinem pti 37° — 2 hod.
Vyprani v tekouci vodé — 5 min.

Barveni metylenovou modii — 3 - 5 min.
Vyprani ve vodé — 3 min.

Alkohol 96 % — dvé lazné po 1 min.
Aceton — dvé lazné po 1 min.

Aceton: xylen (1 : 1) po 1 min.

Xylen — dvé lazn¢€ po 1 min.

Zamontovani do kanadského balzamu.

4.7.6.4 Imunohistochemické zpracovani vzorkii

Pouzité protilatky

Primarni protilatka

Monoklonalni mysi proti humannimu CD79acy, clone HM-57 (DAKO).

Sekundarni protilatka

Sekundarni protilaitka byla soucasti detekéniho systému EnVision (DAKO)

a v tomto detekénim systému byla navazana spolu s peroxidazou na polymer.

Pouzité detekcni systemy

K detekci vazby primarni protilatky byl u vSech protilatek pouzit detekéni systém

EnVision (DAKO).

Redeént primdrni protildtky

Priméarni protilatka byla fedéna pomoci Antibody diluent (DAKO) v poméru 1:40.
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Pouzité pufry

Citratovy pufr pH 6,0

Fosfatovy pufr pH 7,4 + 0,1 (Phosphate Buffered Saline Tablets, Diagnostic

Biosystems)

Viastni metodika imunohistochemickych reakci

Kontroly

Odparafinovani a zavodnéni fezi: 3x xylen — 5 min., 2x 96% alkohol — 5
min., 70% alkohol — 5 min.

Blokace endogenni peroxiddzy (Protein Block, Serum free, DAKO) — 10
min.

Proplach destilovanou vodou.

Demaskovani antigenu — varem v citratovém pufru pH 6,0 — 10 min.

Oplach ve fosfatovém pufru pH 7,4 + 0,1.

Inkubace s primarni protilatkou po dobu 60 min. pii pokojové teploté
(1:40).

Oplach ve fosfatovém pufru pH 7,4 + 0,1.

Detek¢éni systém EnVision — 45 min.

Oplach ve fosfatovém pufru pH 7,4 £ 0,1.

Vizualizace reakce — 3,3’ diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB,
DAKO).

Oplach vodovodni vodou.

Obarveni jader hematoxylinem dle Kod’ouska.

Alkohol 80 % — 1 min.

Alkohol 96 % dvé 1azné po 1 min.

Aceton — dvé 1azn€ po 1 min.

Aceton: xylen (1 : 1) po 1 min.

Xylen dvé 1azn€ po 1 min.

Zamontovani do kanadského balzamu.

Jako negativni protilatkové kontroly bylo vyuZito nahrazeni primérni protilatky

fedicim roztokem. Jako negativni tkanové kontroly bylo v pouzitych tkdnich pouzito

okolnich bungk s prfedpokladanym negativnim vyskytem hledaného antigenu.

45



4.7.6.5 Metody hodnocent histologickych nalezii
Procentudlni zastoupeni CD79" bunék

Procentuélni zastoupeni CD79" bunék bylo ziskano posouzenim dvouset bundk pii

objektivu 40.

Histometrie
Stanoveni metrickych tdaji bylo provedeno v péti zornych polich u tii zvirat

Vv kazdé pokusné skupiné.

Tabulka 4 Hodnoceni histologickych nalezii (um)

Medularni Medularni Sinusy CP
tramce m.u. sinusy m.u. sleziny
Uzké Siroké Uzké Siroké Uzké  Siroké
135,38+40,30 609,99+ 237,44 187,26+58,41 600,83+200,13 13+0,50  33,5+2,0

m.u. - mizni uzlina; CP — ¢ervena pulpa

Celulizace
Stanoveni celulizace bylo provedeno v plose 1 mm? Vv péti zornych polich u tfi

zvitat v kazdé skupiné.

Tabulka 5 Hodnoceni celulizace - pocet bunék v I um®

Celulizace
Subkapsularni Medularni Medularni Tramce CP
sinusy m.u. tramce m.u. sinusy m.u. sleziny
Slaba Vyrazna Slaba Vyrazna Slaba Vyrazna Husta

3,05+1,90 24,3+£2.15 8,52+4,16 22,18+5,90 2,29+1,09 21,43+5,20 20,17+4,71

M.U. - mizni uzlina; CP — Cervena pulpa

4.8 Statistické zpracovani dat

Pro statistické vyhodnoceni zjisténych dat byla pouzita vicefaktorova ANOVA
S opakovanim (zivd hmotnost zvifat, koncentrace Se v krevnim séru, pocty leukocyti,
neutrofilii a lymfocytil, fagocytarni aktivita) a jednofaktorovda ANOVA (hmotnost sleziny)
v programu Statistika 10 (StatSoft. Inc.). Zakladni statisticka pritkaznost byla akceptovana

na hladiné vyznamnosti P < 0,05.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V pribéhu naseho experimentu nebyly prokdzdny zadné klinické pfiznaky
souvisejici s deficitem nebo naopak toxickym pisobenim selenu tak, jak je popisuji nekteti
autofi. Kupf. Turan et al. (1997) pozorovali u experimentalnich kraliki suplementovanych
selen deficitnim krmivem (9,8 ug Se/kg krmiva) i krmivem s vysokou davkou selenu
(4,2 mg Se/kg krmiva) ztratu srsti v oblasti hibetu a koncetin. Makroskopicky jsme
nezaznamenali patologické zmény vnitinich orgdnt experimentalnich zvifat. U nékterych
jedincu bez rozdilt davky a formy selenu byly zjistény histopatologické zmény v ledvinach
(precipitaty kalcia) a v jatrech (mirnd akutni venostdza). Jednalo se pouze o jednotlivé,

spontanni nalezy nesouvisejici s experimentem.

5.1 Ziva hmotnost pokusnych zviiat

Graf 1 Priimérna ziva hmotnost kralikit s odchylkami (primeér £+ 0,95
interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 2 Primeérnd ziva hmotnost krdlikit s odchylkami (primér + 0,95
interval spolehlivosti) — organicka forma Se
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V zivé hmotnosti zvifat nebyl mezi jednotlivymi skupinami prokazan statisticky
vyznamny rozdil (Graf 1, 2). Podobné vysledky zaznamenali Turan et al. (1997)
v experimentu s anorganickou formou Se, kdy byla kralikim po dobu 12-15-ti tydnt
podavana Se deficitni dieta (9,8 pg/kg krmiva) a dieta s vysokym obsahem Se (4,2 mg/kg
krmiva). Rovnéz Muller et al. (2002) po 10-ti tydenni suplementaci kralikii Se deficitni
dietou (<0,030 mg Se/kg krmiva) a dietou se zvySenym obsahem Se (0,40 mg/kg krmiva)
nepozorovali statisticky vyznamny rozdil v zivé hmotnosti kralikli. Autofi Barnes et al.
(2009) ve své studii na potkanech uvadé&ji, ze deficit (0,005 pg Se/g krmiva) ani
suplementace Se ve form¢ Na,SeO; (podavané davky: 0; 0,016; 0,04; 0,06; 0,08; 0,12;
0,16; 0,24; 0,4; 0,8 ug Se/g krmiva) neovlivnily rist zvitat.

Kim a Mahan (2001) ve svém pokusu s organickou formou Se (kvasnice obohacené
Se) a anorganickou formou Se (Na,SeO3) uvadéji, ze az do davky 5 mg Se/kg krmiva
nepozorovali rozdil v pfijmu krmiva, pfirtistcich a t€lesné hmotnosti u rostoucich prasat.
Rozdily ve sledovanych parametrech byly patrné az pti piijmu nad 10 mg Se/kg krmiva.
Tento trend lze zaznamenat i v nasem pokusu, kdy pfi davce 4,3 mg Se/kg krmiva (selen
vazany v fasach) a 9 mg Se/kg krmiva (Na,SeO3) nebyly pozorovany statisticky vyznamné

zmény v zivé hmotnosti kralikda.
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5.2 Koncentrace selenu v krevnim séru

Graf 3 Priimeérnd koncentrace selenu v krevnim séru s odchylkami
(prumer = 0,95 interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 4 Primeérna koncentrace selenu v krevnim séru s odchylkami
(prumeér £ 0,95 interval spolehlivosti) — organicka forma Se
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Diety s vysokym nebo naopak nizkym obsahem selenu jsou pfi¢inou

signifikantnich zmén koncentrace selenu v krevni plazm¢ (Hawkes et al., 2001).
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Suplementace anorganické formy selenu v davce 4,2 mg Se/kg krmiva vedla ke
statisticky vyznamnému (P<0,05) zvySeni koncentrace selenu v krevni plazmé kraliku.
V naSem experimentu s anorganickou formou selenu doslo u skupiny 3 (9 mg Se/kg suSiny
krmiva) k signifikantnimu zvySeni (P<0,05) koncentrace selenu v krevnim séru po prvnich
¢tyfech tydnech pokusu (pocatecni hodnota 160,08+11,79 pg/l, po ctyfech tydnech
521,42492,24 ug/l). Prodlouzeni zvySeného piisunu selenu o dalSich pét tydnd jiz nevedlo
k jeho vyznamnému zvyseni vV krevnim séru (576,13+55,07 ug/1).

Po ¢tyftydenni aplikaci organické formy selenu dosSlo u vSech experimentalnich
skupin k signifikantnimu zvyseni (P<0,05) jeho koncentrace (Graf 3, 4). Pti prodlouzeni
pokusu o dalsich pét tydni byl u sledovanych skupin zaznamenan mirny vzestup selenu
Vv krevnim séru, avSak bez statistické vyznamnosti.

Lze konstatovat, ze pii zkrmovani anorganické i organické formy selenu doslo
soub&zné se vzrastem selenu v krmné davce ke zvySeni koncentrace selenu v krevnim séru.

U prasat pii suplementaci jak organickou, tak anorganickou formou selenu (5; 10;
15 mg Se/kg krmiva) doslo k signifikantnimu zvySeni (P<0,01) koncentrace selenu
Vv krevni plazmé (Kim a Mahan, 2001). K podobnym vysledkiim dospéli také Ibeagha et al.
(2009) v experimentu provadéném na kravach. Travnicek et al. (2007) zaznamenali
obdobné vysledky u biezich a laktujicich bahnic pfi podavani organické a anorganické
formy selenu. Dieta s organickym selenem se vSak projevila statisticky vyznamné v obsahu
selenu v krevnim séru narozenych jehnat.

U skupiny 1 (bez suplementace selenem) v experimentu s anorganickou formou
selenu doslo k pfechodnému poklesu koncentrace selenu z 182,14+10,19 pg/l na
179,50+5,09 pg/l. Poté nasledovalo zvySeni koncentrace selenu v krevnim séru
(198,60+20,64 pg/l). Lze se domnivat, Ze toto zvySeni bylo zptsobeno uvolnénim selenu
z télesnych zasob pokusnych zvifat.

Pokles koncentrace selenu v krevni plazmé kralikit krmenych selen deficitnim

krmivem byl potvrzen i v dalsich publikacich (Turan et al., 1997; Muller et al., 2002).
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5.3 Histologické nalezy v lymfatickych organech

5.3.1 Histologické nalezy v miznich uzlinach

5.3.1.1 Histologickeé nalezy v krénich miznich uzlinach

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 6)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do n€kolika riizné¢ velkych kompartmentd. V jednom
ptipadé¢ (17 %) byla patrna fokalni hyperplazie parakortexu (cytologicky pleomorfni,
fokalni nebo difuzni oblast zesileni, lymfoidni proliferace pod subkapsuldrnim sinusem,
predominance malych lymfocyti a pocetnych TBM). V dals§im piipadé (17 %) se
vyskytovala mirnd hyperplazie lymfatickych noduli (LN) (zmnoZené LN, piitomné
sekundéarni LN v kortexu). Silné celulizace medularnich tramcti byla pozorovana ve dvou
pripadech (33 %). Medularni sinusy byly v jednom piipadé (17 %) slabé celulizované
av dalsim piipadé (17 %) naopak silné celulizované. Siroké meduldrni tramce se
nachazely ve dvou piipadech (33 %). Makrofagy fagocytujici pigment (MFP) byly patrné
u jednoho zvitete (17 %). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokézan nizky obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany.

Skupina 2 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva)

Mizni uzliny se skladaly z né€kolika kompartmenti rozdilné velikosti. V miznich
uzlinach jednoho zvitete (17 %) byla patrna mirna hyperplazie LN a u dalSich tfech zvifat
(50 %) hyperplazie parakortexu (u dvou zvifat difuzni a u jednoho fokalni). Celulizace
medularnich sinusi byla ve tfech ptipadech (50 %) slaba. Ve dvou ptipadech (33 %) byly

medularni tramce $iroké a silné celulizované.

Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do nékolika segmentii rizné velikosti. V jednom
ptipadé (17 %) byla pozorovana mirna hyperplazie LN. Slabé celulizované medularni
sinusy byly patrné ve dvou ptipadech (33 %), naopak siln¢ celulizované sinusy pouze
u jednoho zvitete (17 %). Medularni trdmce byly ve dvou ptipadech (33 %) Siroké a silné

celulizované.
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Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily ve vyskytu hyperplazie
parakortexu a celulizaci medularnich sinust. NejcCastéji se hyperplazie parakortexu
vyskytovala u skupiny 2 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva) (tfi kralici 50 %), u skupiny 1 (bez
suplementace selenem) pouze u jednoho zvitete (17 %). U zvifat skupiny 3 s vysokou
davkou selenu (9 mg Se/kg suSiny krmiva) se hyperplazie parakortexu nevyskytovala.
Mirna hyperplazie LN byla ve vSech experimentalnich skupinach pozorovana u jednoho
zvitete (17 %). Slaba celulizace medularnich sinust byla pozorovéana u tii kraliki (50 %)

skupiny 2, u dvou kralikt (33 %) skupiny 3 a pouze u jednoho zvitete (17 %) skupiny 1.
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Tabulka 6 Histologické ndlezy v krénich miznich uzlindch — anorganickd forma Se

Celulizace Medularni
Atrofie Hyperplazie .
Skupina Medularni s. Medulérni t. tramee MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 %0/6° 0/6 1/6 1/6 1/6 1/6 0/6 216 0/6 216 1/6
2 0/6 0/6 1/6 3/6 3/6 0/6 0/6 216 0/6 216 0/6
3 0/6 0/6 1/6 0/6 2/6 1/6 0/6 216 0/6 216 0/6

% podet zvifat s nlezem; ° celkovy podet zvifat; K — kira; LN — lymfatické noduly; PK - parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici
pigment; s - sinusy; t - tramce

Tabulka 7 Histologické ndlezy v krénich miznich uzlinach — organickd forma Se

Celulizace Medularni
Atrofie Hyperplazie .
Skupina Medulérni s. Medulérni t. tramee MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 21/6" 0/6 1/6 0/6 6/6 0/6 0/6 6/6 0/6 0/6 0/6
2 1/6 1/6 1/6 0/6 2/6 0/6 1/6 3/6 2/6 0/6 1/6
3 0/6 0/6 3/6 0/6 2/6 0/6 1/6 1/6 3/6 2/6 0/6

% polet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; K — kira; LN — lymfatické noduly; PK — parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici
pigment; s — sinusy; t — tramce



Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 7)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovéany do nékolika razné velkych kompartmentid. Ve dvou
ptipadech (33 %) byla pozorovana slabad celulizace subkapsuldrnich sinusi V jednom
piipadé (17 %) byla patrna relativné slaba celulizace kiiry 1 parakortexu (sekundarni LN
byly formovany) (Obr. 9). U jednoho kralika (17 %) ¢ast kompartmenti vykazovala
normalni strukturu, ¢ast kompartmentli byla tvofena pouze parakortexem. V jednom
ptipadé (17 %) byla pozorovana atroficka kiira tvofena pouze atrofickymi LN (Obr. 8).
V dalsim vzorku (17 %) byly nckteré segmenty tvofeny pouze LN a jiné pouze
parakortexem. U Sesti kraliki (100 %) byly medularni trabekuly siln€ celulizované.

Medularni sinusy byly u Sesti zvitat (100 %) slab¢ celulizované (Obr. 5).

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do nékolika segmentl rtizné velikosti. Celulizace
subkapsuléarnich sinust byla v péti ptipadech (83 %) slaba. V jednom piipade (17 %) byla
patrnd mirnd hyperplazie LN. Atroficka ktira byla patrnd u jednoho kralika (17 %).
U jednoho zvitete (17 %) byla viditelna z0iZena kira s atrofickym parakortexem. Pocetné
MFP byly viditelné na hranici kiry a dien¢ pouze v jednom piipadé (17 %) (Obr. 13).
Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokdzdn nizky obsah lipopigmenti
(ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Medularni trabekuly byly
ve dvou piipadech (33 %) zazené. U tiech zvitat (50 %) se vyskytovaly siln€ celulizované

medularni tramce a naopak slabé celulizované tramce byly patrné u jednoho zvitete (17%).

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly tvofeny z nékolika kompartmentl rozdilné velikosti. Slaba
celulizace subkapsularnich sinust byla patrna ve ¢tyfech ptipadech (67 %) (Obr. 2). Ve
tiech ptipadech (50 %) byla patrna mirna hyperplazie LN (v nékterych kompartmentech se
vyskytovaly LN s hypocelularnim okolim). V jednom piipadé¢ (17 %) byly casti
kompartmenti tvofeny parakortexem 1 LN, dal$i casti kompartmentd pouze
hypocelularnim parakortexem. Ve tfech ptipadech (50 %) byly medularni trabekuly uzké
a ve dvou piipadech (33 %) naopak $iroké. V jednom piipadé (17 %) byla pozorovana
slaba a v dalsim piipadé (17 %) silna celulizace medularnich tramcd. Siroké medularni

tramce byly patrné ve dvou piipadech (33 %).
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Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

V experimentu s organickou formou selenu byly patrné rozdily ve vyskytu mirné
hyperplazie LN, v celulizaci medularnich tramct a sinusu a v $ifce medularnich tramcu.
Mirnd hyperplazie LN byla pozorovana u tii kralika (50 %) skupiny 3 (4,3 mg Se/kg
suSiny krmiva), u jednoho kralika (17 %) skupiny 2 (0,3 mg Se/kg suSiny krmiva)
a skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva). Atrofie kliry byla pozorovdna u jednoho
zvitete (17 %) skupiny 1 a skupiny 2. Atrofie parakortexu byla viditeln4 pouze u jednoho
kréalika (17 %) skupiny 2. Slabé celulizované medularni sinusy byly patrné u Sesti zvifat
(100 %) skupiny 1. Ve skupindch 2 a 3 byly pozorovany slabé celulizované medularni
tramce u dvou kralikt (33 %). Silné celulizace medularnich trabekul byla viditelna u Sesti
zvitat (100 %) skupiny 1, u tii zvifat (50 %) skupiny 2 a u jednoho zvitete (17 %)
skupiny 3. Uzké medularni tramce byly viditelné u ¥ zvitat (50 %) skupiny 3, u dvou
zvitat (33 %) skupiny 2. Uzké medularni tramce nebyly pozorovany u skupiny 1. Siroké

medularni tramce se vyskytovaly pouze u skupiny 3 a to u dvou kralikii (33 %).
5.3.1.2 Histologické nalezy v poplitealnich miznich uzlindach

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 8)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly rozdéleny do nékolika rizné velkych segmentd. V jednom
ptipadé (17 %) byla patrna fokalni hyperplazie parakortexu, u dalSich tiech zvitat (50 %)
mirné hyperplazie LN. Celulizace meduldrnich sinust byla ve dvou ptipadech (33 %) silna
a ve tfech ptipadech (50 %) slaba. U dvou zvitat (33 %) se vyskytovaly Siroké a silné

celulizované medularni tramce.

Skupina 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do n¢kolika rGzné velkych segmenti. Ve dvou
ptipadech (33 %) byla pozorovéana fokalni hyperplazie parakortexu. U dalSich dvou zvitat
(33 %) se vyskytovala mirna hyperplazie LN. Celulizace meduldrnich sinust byla ve dvou
ptipadech (33 %) slaba a u jednoho zvifete (17 %) silnd. V jednom ptipadé (17 %) byla
celulizace medularnich tramct slaba, v dalS§im ptipadé (17 %) naopak silnd. Medularni

tramce byly u jednoho zvifete (17 %) Siroké.
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Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do n¢kolika rtzné velkych segmentti. Ve dvou
ptipadech (33 %) byla patrnd mirna hyperplazie LN. Slaba celulizace medularnich sinusi
se vyskytovala ve tfech ptipadech (50 %). Silnd celulizace meduldrnich tramct byla
pozorovana ve dvou piipadech (33 %). Siroké medularni tramce se vyskytovaly u dvou

zvitat (33 %).

Porovnani histologickych ndlezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v mirné hyperplazii LN,
hyperplazii parakortexu a celulizaci medularnich sinust. Mirnd hyperplazie LN byla
nejcastéji pozorovana u skupiny 1 bez suplementace selenem (tti kralici (50 %)), u skupin
suplementovanych selenem (skupina 1 a 2) byla mirna hyperplazie LN porozvana u dvou
kralikt (33 %). Hyperplazie parakortexu byla viditelnd u dvou kralikt (33 %) skupiny 2
(0,15 mg Se/kg susiny krmiva), naproti tomu u zvifat suplementovanych vysokou davkou
selenu (9 mg Se/kg susiny krmiva) nebyla hyperplazie parakortexu patrna. U skupiny 1 se
hyperplazie parakortexu vyskytla u jednoho kralika (17 %). Silna celulizace medularnich
sinust byla patrna u dvou zvifat (33 %) skupiny bez suplementace selenem. U skupiny
s vysokou davkou selenu nebyla u Zadného =zvifete pozorovana silna celulizace

medularnich sinusu.
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Tabulka 8 Histologické ndlezy v poplitedlnich miznich uzlindch — anorganickd forma Se

Celulizace

i . Medularni
Atrofie Hyperplazie .
Skupina Medularni s. Medulérmnf t. tramee MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 0/6 0/6 3/6 1/6 3/6 216 0/6 216 0/6 216 0/6
2 0/6 0/6 2/6 2/6 2/6 1/6 1/6 1/6 0/6 1/6 0/6
3 0/6 0/6 2/6 0/6 3/6 0/6 0/6 216 0/6 216 0/6

% podet zvifat s nalezem; ° celkovy podet zvifat; K — kiira; LN — lymfatické noduly; PK parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici

pigment; s — sinusy; t — tramce

Tabulka 9 Histologické ndlezy v poplitedlnich miznich uzlindch — organicka forma Se

Celulizace Medularni
Atrofie Hyperplazie ,
Skupina Medulérni s. Medulérni t. tramee MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 31/6" 0/6 1/6 1/6 2/6 0/6 1/6 3/6 1/6 0/6 0/6
2 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 3/6 1/6 4/6 0/6 0/6
3 1/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 4/6 1/6 5/6 0/6 0/6

% polet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvifat; K — kira; LN — lymfatické noduly; PK — parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici
pigment; s - sinusy; t — tramce



Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 9)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly formovany do né¢kolika rizné velkych kompartmentt. Slaba
celulizace subkapsularnich sinusi byla patrnd ve dvou ptipadech (33 %). V jednom
piipadé (17 %) byla patrna mirna hyperplazie LN. V dal$im ptipad¢ (17 %) v segmentech
pfevazoval parakortex s atrofickymi LN. V jednom piipadé (17 %) se ve vétSing
kompartmentii vyskytovaly atrofické LN. U jednoho zvifete (17 %) byla patrna difuzné
celulizovana kiira bez formovani LN. Ve dvou ptipadech (33 %) byla také slaba celulizace
medularnich sinusii. Ve tfech ptipadech (50 %) byly meduldrni trdmce silné celulizované
a v jednom ptipadé (17 %) slabé celulizované. Zizené medularni trabekuly se vyskytovaly

u jednoho zvifete (17 %).

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly tvofeny n¢kolika segmenty rozdilné velikosti. Subkapsularni
sinusy byly u péti zvitat (83 %) slabé celulizované. Ve ctyfech ptipadech (67 %) byla ¢ast
kompartmentil tvofena parakortexem bez LN nebo s atrofickymi LN. Dalsi kompartmenty
tvotfily LN s atrofickym nebo absentujicim parakortexem. V jednom piipadé (17 %) byla
v kompartmentech patrnd difuzni celulizace kiry a v casti kompartmetnti ptevladaly
atrofické LN. U jednoho zvifete (17 %) se v nékolika segmentech vyskytoval slabé
celulizovany parakortex s atrofickymi LN nebo bez LN, v dalSich segmentech byla patrna
pouze rezidua klry. Ve c¢tyfech ptipadech (67 %) byly medularni trabekuly uzkeé, u tii

zvitat (50 %) slab¢ celulizované (Obr. 3) a u jednoho (17 %) silné celulizované.

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Mizni uzliny byly tvofeny z n€kolika kompartmenti rizné velikosti. Subkapsularni
sinusy byly u Ctyt zvitat (67 %) slabé celulizované (Obr. 2). Ve tiech piipadech (50 %)
v kompartmentech mizni uzliny pfevladal parakortex s atrofickymi nebo absentujicimi LN,
u jednoho zvitete (17 %) byl vSak parakortex hypocelularni. U dvou zvitat (33 %) byly
z Casti kompartmenty tvofeny parakortexem a difuzné celulizovanym nebo do nodult
formovanym kortexem, v Casti segmenti byly patrné pouze noduldrni formace. V péti
ptipadech (83 %) byly medularni trabekuly uzké, u Ctyt zvitat (67 %) slabé celulizované

a u jednoho zvifete (17 %) siln€ celulizované.
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Porovnani histologickych nadlezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v uspofadani kompartmentt
miznich uzlin, celulizaci medularnich sinust a tramct a v Sifce medularnich tramct. U tii
zvitat (50 %) skupiny 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva) a jednoho zvifete (17 %) skupiny 1
(0,15 mg Se/kg suSiny krmiva) ptevladal v kompartmentech mizni uzliny parakortex
s atrofickymi nebo absentujicimi LN. U Ctyf zvitat (67 %) skupiny 2 (0,3 mg Se/kg suSiny
krmiva) byly nékteré kompartmenty tvofeny parakortexem s atrofickymi nebo
absentujicimi LN, v dalSich kompartmentech ptevladaly LN s atrofickym nebo chybé&jicim
parakortexem. Slaba celulizace medularnich sinust byla pozorovéna pouze u skupiny 1.
Medulérni tramce byly slabé celulizované u Ctyt zvirat (67 %) skupiny 3, u tii kralikd (50
%) skupiny 2 a u jednoho zvitete (17 %) skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva). Silné
celulizované medularni trdmce byly patrné zejména ve skupiné 1 (tfi kralici (50 %))
v dalsich skupinich se vyskytovaly pouze u jednoho zviiete (17 %). Siroké medularni
tramce byly patrné u péti kralika (83 %) skupiny 3 a u Ctyr kralikd (67 %) skupiny 2.

U skupiny 1 se Siroké medularni tramce vyskytovaly pouze u jednoho zvitete (17 %).
5.3.1.3 Histologické nalezy v mezenterialnich miznich uzlindach

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 10)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

V jednom ptipadé (17 %) byla patrna mirna hyperplazie LN, v dalsim pfipadé
(17 %) vyrazna hyperplazie LN (zmnozené LN a sekundarni LN v kiie i ve dfeni)
(Obr. 11). U jednoho zvifete (17 %) se nachazela fokalni hyperplazie parakortexu.
Medularni tramce byly Siroké a silné celulizované ve dvou piipadech (33 %). Ve dvou
pfipadech (33 %) byly medularni sinusy slabé& celulizované a v dalSich dvou ptipadech

(33 %) naopak silné celulizované.

Skupina 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

V jednom piipadé (17 %) byla patrna mirnd hyperplazie LN, v dalS$im piipadé
(17 %) difuzni hyperplazie parakortexu. Celulizace medularnich sinusti byla ve trech
ptipadech (50 %) slaba a ve dvou ptipadech (33 %) silnd. MFP se vyskytovaly u dvou
zvitat (33 %). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokdzan nizky obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany.
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Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

Ve dvou ptipadech (33 %) byla patrna mirna hyperplazie LN a v dal§im ptipadé
(17 %) fokalni hyperplazie parakortexu. Medularni trabekuly byly ve tfech ptipadech
(50 %) silné celulizované a Siroké. Celulizace medularnich sinusti byla u dvou zvirat
(33 %) silna a u jednoho zvitete (17 %) slaba. MFP byly patrné ve tech ptipadech (50 %).
Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazdn nizky obsah lipopigmentt
(ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokéazany.

Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v celulizaci medularnich sinust
atramcl, v Sifce meduldrnich trdmct a vyskytu MFP. Mirna hyperplazie LN byla
pozorovana ve vSech pokusnych skupinach u jednoho zvitete (17 %). Vyrazna hyperplazie
LN byla pozorovana u jednoho zvitete (17 %) skupiny 2 (0,15 mg Se/kg susiny), v dalSich
experimentalnich skupindch nebyla vyrazna hyperplazie LN pozorovana. Hyperplazie
parakortexu byla patrnd vzdy u jednoho zvitete (17 %) vSech experimentalnich skupin.
Slab¢ celulizované medularni sinusy byly nejcastéji patrné (tii zvitata;S0 %) ve skuping 2
suplementované 0,15 mg Se/kg suSiny krmiva, naopak u skupiny 3 s vysokou davkou
selenu (9 mg Se/kg susiny krmiva) byly viditelné pouze u jednoho (17 %) zvifete. Silné
celulizované trabekuly byly patrné u tii zvifat (50 %) skupiny 3, u dvou zvifat bez
suplementace selenem (skupina 1). U skupiny 2 nebyla pozorovana silna celulizace
medularnich tramci. Siroké medularni tramce se vyskytovaly u tif zvitat (50 %) skupiny 3,
u dvou zvitat (33 %) skupiny 1. Ve skupiné 2 nebyly pozorované Siroké medularni tramce.
MFP se nejcastéji vyskytovaly u skupiny s vysokou davkou selenu (tfi zvifata; 50 %). Ve
skupiné 2 byly MFP pozorované u dvou jedinct a u skupiny bez suplementace selenem

nebyly MFP patrné.
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Tabulka 10 Histologické ndlezy v mezenteridlnich miznich uzlindch — anorganicka forma Se

Celulizace Medularni
Atrofie Hyperplazie .
Skupina Medularni s. Medulérni t. tramee MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 %0/6° 0/6 2/6 1/6 2/6 216 0/6 216 0/6 216 0/6
2 0/6 0/6 1/6 1/6 3/6 216 0/6 0/6 0/6 0/6 2/6
3 0/6 0/6 2/6 1/6 1/6 216 0/6 3/6 0/6 3/6 3/6

% polet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; K — kira; LN — lymfatické noduly; PK — parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici
pigment; s — sinusy; t — tramce

Tabulka 11 Histologické nalezy v mezenterialnich miznich uzlinach — organicka forma Se

_ _ Celulizace Medularmni
Atrofie Hyperplazie ,
Skupina Medul4rni s. Meduldrni t. tramce MFP
K PK LN PK Slaba  Silna Slaba  Silna Uzké  Siroké
1 20/6° 1/6 4/6 0/6 4/6 0/6 0/6 6/6 0/6 1/6 0/6
2 0/6 0/6 5/6 0/6 0/6 3/6 0/6 3/6 2/6 3/6 1/6
3 0/6 1/6 4/6 0/6 0/6 0/6 3/6 1/6 3/6 3/6 0/6

% polet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvifat; K — kira; LN — lymfatické noduly; PK — parakortex; MFP — makrofagy fagocytujici
pigment; s — sinusy; t — tramce



Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 11)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Celulizace subkapsularnich sinust byla ve dvou piipadech (33 %) slaba (Obr. 1),
a v dalsich dvou ptipadech (33 %) naopak siln4. Ve ¢tyfech piipadech (67 %) byla patrna
mirnd hyperplazie LN. V jednom ptipadé¢ (17 %) pifevazovaly difuzné celulizované
kompartmenty. U jednoho zvitete (17 %) byla patrna atrofie parakortexu. U Sesti kraliki
(100 %) byla patrnd silnd celulizace medularnich trdmci a u ctyt zvirat (67 %) slaba

celulizace medularnich sinust.

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Subkapsularni sinusy byly v jednom piipad¢ (17 %) slabé celulizované. U péti
kralik (83 %) byla patrnd mirnd hyperplazie LN. U dvou zvifat (33 %) se vyskytovaly
zGzené medularni trabekuly a u dalSich tfech kralikd (50 %) Siroké. Ve tfech ptipadech
(50 %) se ve dieni vyskytovaly siln¢ celulizované trabekuly (Obr. 4). U tfech zvifat (50 %)
byly patrné silné¢ celulizované medularni sinusy (Obr. 6). MFP byly patrné pouze
u jednoho zviiete (17 %) (Obr. 7). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan
nizky obsah lipopigmentl (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany.

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

U dvou zvitat (33 %) se vyskytovaly slabé celulizované subkapsularni sinusy,
naopak u jednoho zvitete (17 %) siln€ celulizované. U Ctyt zvitat (67 %) byla patrnd mirna
hyperplazie LN. U jednoho zvitete (17 %) byla pozorovana atrofie parakortexu. Medularni
tramce byly ve tfech pfipadech (50 %) uzké a v dalSich tfech piipadech (50 %) Siroké.
Celulizace trabekul byla ve dvou ptipadech (33 %) silna a v jednom ptipadé¢ (17 %) slaba.

Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v celulizaci medularnich sinust,
tramct a Vv Sifce medularnich trdmcu. Atrofie parakortexu byla patrnd pouze u jednoho
kralika (17 %) ze skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva) a skupiny 3 (4,3 mg Se/kg
suSiny krmiva). Mirna folikularni hyperplazie byla nejcastéji pozorovdna u skupiny 2
dotované 0,3 mg Se/kg susiny krmiva (pét kralikd; 83 %). Ve zbyvajicich skupinach
(1a3) byla mirna hyperplazie LN pozorovana u Ctyf zvitat (67 %). Slaba celulizace
medularnich sinusii byla pozorovana pouze u zvifat skupiny 1 (Etyii kralici; 67 %). Silna

celulizace medularnich sinust se vyskytovala u ti zvitat (50 % piipadd) skupiny 2. Slabé
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celulizované medularni tramce se vyskytovaly u tii zvitat (50 %) skupiny 3. U skupiny 1
byly u Sesti zvitat (100 %) pozorovany silné celulizované medulérni trdmce. U skupiny 2
se silné celulizované meduldrni trdmce vyskytovaly u tii zvifat (50 %) a u skupiny 3
u jednoho zvitete (17 %). Siroké medularni tramce byly pozorovany u i zvitat (50 %)
skupiny 2 a skupiny 3. U skupiny 1 byly patrné Siroké medulérni tramce pouze u jednoho
zvitete (17 %). Uzké medularni tramce se vyskytovaly u tif kralikd (50 %) skupiny 3,

u dvou kralikl (33 %) skupiny 2. U skupiny 1 nebyly pozorované uzké medularni tramce.

Shrnuti histologickych nalezi v miznich uzlinach

Histologicka stavba kiry povrchovych (krénich a poplitealnich) miznich uzlin ¢asto
zcela neodpovidala uspofadani u domacich zvitat. V kompartmentech s vyvinutym
parakortexem se nejednou vyskytovaly pouze primarni nebo atrofické LN, pripadné LN
zcela absentovaly. Tento fenomén byl pozorovan zejména v poplitealnich miznich uzlinach
skupiny s nejvyssi davkou (4,3 mg Se/kg suSiny krmiva) organické formy selenu (ti
kralici; 50 %). U Ctyt zvitat (67 %) skupiny se suplementaci 0,3 mg Se/kg suSiny krmiva
byly nékteré kompartmenty poplitedlnich miznich uzlin tvofeny parakortexem
s atrofickymi nebo absentujicimi LN a jiné naopak s LN a atrofickym nebo chybéjicim
parakortexem. Z uvedenych nalezii by bylo mozno usuzovat na deficienci koordinace
bunécné a imunitni reakce. V nékterych povrchovych miznich uzlinach byla patrna mirna
hyperplazie LN ahyperplazie parakortexu, av$ak nebyl patrny vztah mezi davkou
a formou selenu. Napfiklad v poplitealnich miznich uzlinach kralikti bez suplementace
selenem se mirna hyperplazie LN vyskytovala u tfi kralikt (50 %), naproti tomu u zvifat
suplementovanych selenem (0,15 a 9 mg Se/kg susiny krmiva) u dvou kralikd (33 %).
V experimentu s organickou formou selenu byla mirna hyperplazie LN pozorovana pouze
u jednoho kralika dotovaného 0,15 mg Se/kg susiny krmiva. Hyperplazie parakortexu
V krénich miznich uzlinach byla nejcastéji pozorovana u skupiny suplementované 0,15 mg
Se/kg suSiny krmiva (tii kralici; 50 %). Z uvedenych vysledkl lze ptedpokladat, ze se
jednalo o nespecifickou antigenni stimulaci, protoze v experimentu byla pouzita
laboratorni zvifata z konvenéniho chovu.

V povrchovych miznich uzlinach kralikd suplementovanych organickou formou
selenu byl pozorovan vztah mezi obsahem selenu v krmivu a celulizaci a §ifi medularnich
tramci. V poplitealnich miznich uzlinach pti zvySujicim se obsahu selenu v krmivu byly
Castéji patrné uzké a slabé celulizované medularni tramce. Naproti tomu v krénich miznich

uzlinach se vzrustajici davkou selenu vyskyt husté celulizovanych medularnich tramct
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klesal. Vyskyt zazenych medularnich tramct by mohl naznaCovat sniZzenou imunitni
transformaci v miznich uzlinach. Pti suplementaci anorganické formy selenu nebyly tyto
vztahy pozorovany.

V mezenterialnich miznich uzlinach pfispé€la suplementace organické formy selenu
ke zvySeni Cetnosti vyskytu mirné hyperplazie LN. Podobné¢ jako v povrchovych miznich
uzlinach byl také v mezenteridlnich miznich uzlindch pozorovan vztah mezi celulizaci
a 8ifi medularnich tramca. Pfi zvySujici se davce selenu se zvySovala Cetnost vyskytu
uzkych medularnich tramci a klesala silna celulizace medularnich tramct. Pii
suplementaci anorganické formy selenu byly v mezenterialnich miznich uzlinach castéji
pozorovany MFP.

Abdo (1994) pozoroval u mysi (B6C3F1) a potkant (F344/N) suplementovanych
32 mg Na,SeOs/l pitné vody snizeny pocet lymfocytl v mizni uzlin€ a sniZeni velikosti
LN. V nasich experimentech jsme prokazali pii suplementaci organické formy selenu
nezavisle na davce atrofii LN a parakotexu, ale vzdy pouze u jednoho zvifete
z experimentalni skupiny. Suplementaci vysoké davky organického i anorganické formy
selenu nebyly v miznich uzlinach telat (O'Toole a Raisbeck, 1995) a jehnat (Tiwary et al.,

2006) prokazany patologické zmény.
5.3.2 Histologické nalezy v Peyerovych placich

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 12)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

V péti ptipadech (83 %) byla patrna antigenné aktivovana lymfaticka tkan (svétlejsi
germinativni centra se suspektnimi antigen prezentujicimi makrofagy (APM) a makrofagy
fagocytujici apoptotickd téliska (TBM). Diseminované a agregované MFP byly patrné
ve tfech pfipadech (50 %). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokézéan vyssi obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Vyrazna
exocytoza lymfocyti do epitelu domu byla pozorovana ve tfech ptipadech (50 %).

Skupina 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

V Sesti ptipadech (100 %) byla patrna antigenné aktivovand lymfatickd tkan.
Agregované MFP byly patrné ve ctyfech ptipadech (67 %) a ve dvou ptipadech (33 %)
byly tyto buiniky diseminované. Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan vyssi
obsah lipopigment (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokdzany.
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Ve ctytech pripadech (67 %) byla patrnd vyrazna exocytéza lymfocyti do epitelu domu.

Depozita hyalinni substance se vyskytovala u jednoho zvitete (17 %).

Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvitat (100 %) byla patrna antigenné aktivovana lymfatickd tkan. Ve ¢tyfech
ptipadech (67 %) byly diseminované a ve tfech ptfipadech (50 %) agregované MFP.
Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokdazan vyssi obsah lipopigmenta
(ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. V péti ptipadech (83 %)
byla patrna vyrazna exocytdza lymfocyti do epitelu domu. Depozita hyalinni substance

byla pozorovéana u jednoho zvitete (17 %).

Porovnani histologickych nalezit mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami se nevyskytovaly rozdily v antigenni aktivaci
lymfatické tkané, v Cetnosti vyskytu agregovanych MFP a ve vyskytu depozit hyalinni
substance. Antigenné aktivovana lymfaticka tkan byla pozorovana u Sesti zvirat (100 %)
skupin 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva) a 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva). U skupiny 1 (bez
suplementace selenem) byla antigenné aktivovana tkan pozorovana u péti kraliki (83 %).
Depozita hyalinni substance byla pozorovana u jednoho zvifete (17 %) skupin (2 a 3)
suplementovanych selenem. Vyrazna exocytéza lymfocytt do epitelu domu byla patrna
u péti kralikt (83 %) skupiny 3, u ctyf kralikd (67 %) skupiny 2. U skupiny bez
suplementace selenem byla vyrazna exocytdoza lymfocytli do epitelu domu pozorovana
u tfech pokusnych zvitat (50 %). Diseminované MFP se nej€astéji vyskytovaly u skupiny 3
(Ctyfti kralici; 83 %). U skupiny 1 byly diseminované MFP pozorované u tfech zvifat (50
%) a u skupiny 2 u dvou zvitat (33 %).
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Tabulka 12 Histologické ndlezy v Peyerovych placich — anorganickd forma Se

Antigenné Exocyt6za lymfocytt do
. , MFP . . . .
aktivovana Depozita hyalinni epitelu domu
lymfaticka substance
T a,ic ¢ Diseminované  Agregované Slaba Vyrazna
tkan
*5/6° 3/6 3/6 0/6 0/6 3/6
6/6 2/6 4/6 1/6 0/6 4/6
6/6 4/6 3/6 1/6 0/6 5/6

% pocet zvitat s nalezem; ° celkovy poéet zvifat; MFP — makrofagy fagocytujici pigment

Tabulka 13 Histologické nalezy v Peyerovych placich — organickad forma Se

Antigenné Exocytéza lymfocytt do
. , MFP : o . .
aktivovana Depozita hyalinni epitelu domu
lymfaticka substance
ym a,ic 4 Diseminované  Agregované Y Slaba Vyrazna
tkan
*6/6° 416 416 1/6 0/6 3/6
6/6 4/6 4/6 0/6 0/6 3/6
6/6 6/6 6/6 0/6 0/6 3/6

? poet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; MFP — makrofagy fagocytujici pigment

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 13)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvifat (100 %) byla patrna antigenné aktivovana lymfatickd tkan.
Diseminované a agregované MFP byly patrné ve ctyfech piipadech (67 %). Barvenim dle
Ziehl-Neelsona byl v MFP prokdzan vyssi obsah lipopigmenti (ceroid/lipofuscin)
(Obr. 33). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Ve tiech piipadech (50 %) byla
patrna vyrazna exocytdza lymfocyti do epitelu domu. Ojedin€ld depozita hyalinni

substance byla pozorovana u jednoho zvitete (17 %).

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Antigenné aktivovana lymfaticka tkan byla pozorovana v Sesti ptipadech (100 %).
Diseminované a agregované MFP byly patrné ve ctyfech piipadech (67 %). Barvenim dle
Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan vyssi obsah lipopigmentt (ceroid/lipofuscin).
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Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Ve tiech ptipadech (50 %) byla patrna vyrazna

exocytoza lymfocytl do epitelu domu.

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvifat (100 %) byla pozorovanad antigenné aktivovana lymfaticka tkan
(Obr. 4). Diseminované a agregované MFP byly patrné v Sesti pfipadech (100 %)
(Obr. 15). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan vyssi obsah lipopigmentta
(ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany (Obr. 32). Ve tiech
pripadech (50 %) byla patrna vyrazna exocytoza lymfocytt do epitelu domu.

Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami se nevyskytovaly rozdily v antigenni aktivaci
lymfatické tkané, vyskytu depozit hyalinni substance a v exocytéze lymfocyti do epitelu
domu. Antigenné aktivovana lymfaticka tkan byla pozorovana u Sesti kraliki (100 %)
vSech experimentalnich skupin. Depozita hyalinni substance byla pozorovéna u jednoho
kralika (17 %) skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva). Vyrazna exocytéza lymfocyti do
epitelu domu byla patrna u 50 % zvifat vSech experimentalnich skupin. U skupiny
1 a skupiny 2 (0,3 mg Se/kg suSiny krmiva) byly pozorovany agregované a diseminované
MFP u ¢tyt zvitat (67 %). U skupiny 3 (4,3 mg Se/kg suSiny krmiva) byly diseminované
a agregované¢ MFP u Sesti zvitat (100 %).

Shrnuti histologickych naleza v Peyerovych placich

Peyerovy plaky vSech experimentalnich zvifat vykazovaly histologickou strukturu
odpovidajici danému orgénu. Vyse davky ani forma selenu se neuplatnily ve stimulaci ani
inhibici aktivace lymfatické tkané. Ve vSech pokusnych skupinach obou experimentti byla
pozorovana nespecifickd antigenni aktivace lymfatické tkané.

Pritomnost MFP nebyla vyrazné¢ ovlivnéna ani obsahem ani formou selenu
Vv krmivu. MFP se castéji vyskytovaly u jedinci suplementovanych organickou formou
selenu. U skupiny s nejvyssi davkou organické formy selenu (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)
byly MFP patrné u 100 % jedinci. V MFP byl prokdzan zvySeny obsah lipopigmentl
(ceroid/lipofuscin). Ve vétsiné MFP lIze pigment povazovat za ceroid. Jeho piitomnost
souvisi zejména s deficienci vitaminu E a se zvySenym pfijmem nenasycenych mastnych
kyselin. Na rozdil od lipofuscinu, ktery rovnéz patii mezi lipopigmenty, se ceroid

vyskytuje 1 v mitoticky aktivnich buiikach, neni vazan na vyssi vék, vyskytuje se pfi
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alteraci metabolizmu bunék, akumuluje se rychle a byva pfitomen jak intracelularné, tak
I extracelularné (Jolly et al., 1993). Pivod pigmentu je pfevazné extracelularni. Ceroid je
také spojovan s oxida¢nim poskozenim bunck (Sitte et al., 2000). Produkce ROS je
povazovana za jeden z moznych mechanizmu toxického ptisobeni selenu (Spallholz, 1997).
V naSich experimentech nelze pfitomnost ceroidu v MFP spojovat s toxickym pisobenim
selenu, nebot’ byl pozorovan v MFP u zvitat bez rozdilu davky selenu.

V Peyerovych placich zvifat suplementovanych anorganickou formou selenu byl
zjistén urcity vztah mezi davkou selenu a mnozstvim lymfocyti v epitelu domu. Se
vzrustajici davkou selenu v krmivu rostl vyskyt vyrazné exocytézy lymfocytt do epitelu
domu. U organické formy selenu tento vztah pozorovan nebyl. Tento nalez nelze
jednoznaéné spojit se suplementaci selenem. Depozita hyalinni substance byla
v experimentu s anorganickou formou selenu pozorovana u jednoho zvifete skupiny
ptijimajici selen (0,15 a 9 mg Se/kg susiny krmiva). V experimentu s organickou formou
selenu se depozita hyalinni substance vyskytovala u jednoho zvifete suplementovaného
0,15 mg Se/kg susiny krmiva. Depozita hyalinni substance je obtizné interpretovat jak
Z hlediska etiopatogenetického, tak z hlediska jejich chemické podstaty. Podobné utvary,
nazyvané Splendore-Hoeppliho fenomén, se vyskytuji pii nékterych bakteridlnich,
parazitarnich a houbovych infekcich, spojenych s tvorbou granulomt, ale také kolem
biologicky inertnich substanci (Hussein, 2008). Splendore-Hoeppliho fenomén tvoii
imunokomlexy, tkanové zbytky a fibrin (Hussein, 2008). Vzhledem Kk nepftitomnosti

granulomi 1ze reakci na vySe zminéné typy infekci v naSem experimentu vyloucit.

5.3.3 Histologické nalezy v apendixu

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 14)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

V péti piipadech (83 %) byla pozorovana antigenn¢ aktivovand lymfaticka tkan. Ve
¢tyfech ptipadech (67 %) byly v apendixu agregované a v jednom piipadé (17 %)
diseminované MFP. Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan nizky obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokdzany. Ve tfech

ptipadech (50 %) byla pozorovéana vyrazna exocytéza lymfocytt do epitelu domu.
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Skupina 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

V Sesti piipadech (100 %) byla pozorovéana antigenné aktivovana lymfatickd tkan.
Agregované MFP byly patrné u Sesti zvitat (100 %) a u dvou krélik (33 %) byly tyto
buniky diseminované. Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokdzan nizky obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Vyrazna
exocytoza lymfocytl do epitelu domu byla patrna v Sesti ptipadech (100 %).

Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvifat (100 %) byla pozorovana antigenné aktivovana lymfaticka tkan
(Obr. 16). Ve ¢étytech piipadech (67 %) byly patrné agregované MFP. Barvenim dle Ziehl-
Neelsona byl v MFP prokdzan nizky obsah lipopigmenti (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy
nebyly PFAS reakci prokazany (Obr. 31). V péti piipadech (83 %) byla pozorovana
vyrazna exocytdéza lymfocytd do epitelu domu (Obr. 17). U dvou zvifat (33 %) se

vyskytovala depozita hyalinni substance.

Porovnani histologickych nalezit mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami se nevyskytovaly rozdily v antigenni aktivaci
lymfatické tkané a v poctu agregovanych a diseminovanych MFP. U vSech zvifat (Sest
kralikd) skupin suplementovanych selenem (2 a 3) byla pozorovana antigenné aktivovana
lymfatickd tkan. Ve skupiné bez suplementace selenem se vyskytovala antigenné
aktivovana tkan u péti zvitat (83 %). Vyrazna exocytdza lymfocyti do epitelu domu byla
pozorovana u Sesti zvitrat (100 %) skupiny 2 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva), u péti kraliki
(83 %) skupiny s vysokou davkou selenu (9 mg Se/kg suSiny krmiva) a u tii zvitat (50 %)
skupiny 1 bez suplementace selenem. Depozita hyalinni substance se vyskytovala pouze

u dvou zvitat (33 %) skupiny 3.
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Tabulka 14 Histologické ndlezy v apendixu — anorganicka forma Se

Antigenné Exocyt6za lymfocytt do
. , MFP . . . .
aktivovana Depozita hyalinni epitelu domu
lymfaticka substance
T a,ic ¢ Diseminované  Agregované Slaba Vyrazna
tkan
*5/6° 1/6 416 0/6 0/6 3/6
6/6 2/6 6/6 0/6 0/6 6/6
6/6 0/6 4/6 2/6 0/6 5/6

% pocet zvitat s nalezem; ° celkovy poéet zvifat; MFP — makrofagy fagocytujici pigment

Tabulka 15 Histologické ndlezy v apendixu — organicka forma Se

Antigenné Exocytdéza lymfocytt do
: , MFP : . . .
aktivovana Depozita hyalinni epitelu domu
lymfaticka substance
yn‘tkiirilc 4 Diseminované  Agregované Y Slaba Vyrazna
*6/6° 6/6 6/6 5/6 0/6 6/6
6/6 5/6 5/6 4/6 1/6 5/6
6/6 6/6 6/6 4/6 0/6 6/6

% poet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; MFP — makrofagy fagocytujici pigment

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 15)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvitat (100 %) byla patrna antigenné aktivovana lymfatickd tkan. Ve vSech
pfipadech (Sest kralikll) byly diseminované a misty agregované MFP. V jednom ptipadé
(17 %) byly tyto makrofagy pocetnéjsi. Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokédzan
nizky obsah lipopigmentii (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokézany.
Vyrazna exocytéza lymfocytii do epitelu domu byla pozorovana u Sesti zvitat (100 %).

V péti pripadech (83 %) se v apendixu ojedinéle vyskytovala depozita hyalinni substance.

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Antigenni aktivace lymfatické tkané byla patrnd v Sesti ptipadech (100 %).
Ve Ctyfech pripadech (67 %) byly pozorovany diseminované a agregované MEFP.
V jednom piipadé (17 %) byly MFP pouze diseminované a v dal§im ptipadé (17 %) pouze
agregované. Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazan nizky obsah lipopigment
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(ceroid/lipofuscin) (Obr. 34). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany. Slaba exocytoza
lymfocytt do epitelu domu byla patrnéd v jednom ptipadé (17 %), ve zbyvajicich ptipadech
(83 %) byla pozorovana naopak vyraznd exocytéza do epitelu domu. Depozita hyalinni

substance byla ojedinéle pozorovana ve étyfech piipadech (67 %) (Obr. 18).

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

U Sesti zvifat (100 %) byla patrna antigenné aktivovana lymfaticka tkan. Ve vSech
ptipadech (Sest kralikl) byly diseminované a ojedinéle agregované MFP. Barvenim dle
Ziehl-Neelsona byl v  MFP prokazan nizky obsah lipopigmenti (ceroid/lipofuscin).
Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokadzany. Vyrazna exocytéza lymfocytli do epitelu
domu byla patrna u Sesti zvifat (100 %). Depozita hyalinni substance se vyskytovala

ve ¢tyfech ptipadech (67 %).

Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Ruzné davky organické formy selenu nevyvolaly v apendixu experimentalnich
zvitat rozdily v histologickych nélezech. Antigenn¢ aktivovana lymfaticka tkan byla
pozorovana u Sesti kralikd (100 %) vSech experimentalnich skupin. Depozita hyalinni
substance byla nejcastéji (pét kralika; 83 %) pozorovana u skupiny 1 (0,15 mg Se/kg
susiny krmiva). V dalSich skupinach 2 (0,3 mg Se/kg suSiny krmiva) a 3 (4,3 mg Se/kg
suSiny krmiva) se depozita hyalinni substance vyskytovala u ¢tyt kralika (67 %). Vyrazna
exocytoza lymfocytl do epitelu domu byla pozorovana u Sesti kralikit (100 %) skupin 1
a 3. Ve skupin€ 2 byla patrnd vyrazna exocytoza lymfocytt do epitelu domu u péti kralika
(83 %). Slaba exocytéza lymfocytli do epitelu domu byla pozorovana u jednoho zvifete

(17 %) skupiny 2.

Shrnuti histologickych naleza v apendixu

Podobn¢ jako v Peyerovych placich se vyse davky ani forma selenu se neuplatnily
ve stimulaci ani v inhibici aktivace lymfatické tkan¢ apendixu. Green a Albers (1997)
pozorovali v GALT divokych kachen suplementovanych vysokou davkou selenu (20 mg
Se/kg krmiva) snizeny pocet GC a atrofii LN. Podobné zmény ve skupinach s vysokymi
davkami selenu v naem experimentu potvrzeny nebyly. Cetnost MFP nebyla ovlivnéna
suplementaci riznych forem a davek selenu. Oproti Peyerovym plakit v MFP byl patrny

niz8i obsah lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Suplementace organické formy selenu
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ptispéla ke zvyseni vyskytu hyalinni substance v apendixu. Tato substance byla podobna

substanci popisované v Peyerovych placich.
5.3.4 Histologické nalezy ve sleziné

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 16)

Skupina 1 (0 mg Se/kg susiny krmiva)

Ve tfech ptipadech (50 %) byla patrnd mirnd a ve dvou piipadech (33 %) stfedni
hyperplazie periarteriolarnich lymfatickych plasta (PALP). Vyrazna hyperplazie PALP
nebyla pozorovana u zadného z pokusnych zvifat. Ve dvou piipadech (33 %) byla
pozorovana na periferii LN a v PALP mald, v dalSich dvou ptipadech (33 %) stfedni
aVjednom piipadé (17 %) vyrazna depozita hyalinni substance. Siroké sinusy &ervené
pulpy (CP) byly patrné u dvou zvifat (33 %). Mirna hemosideréza byla pozorovana

u jednoho zvifete (17 %).

Skupina 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Ve Ctyfech pripadech (67 %) byla patrna stiedni (Obr. 21) a ve dvou piipadech
(33 %) mirna hyperplazie PALP. Vyrazna hyperplazie PALP nebyla pozorovana u zadného
z pokusnych zvifat. Mirn4 hyperplazie LN byla pozorovana u tfech zvitat (50 %). Stfedni
depozita hyalinni substance se vyskytovala na periferii LN a v PALP ve dvou pfipadech
(33 %) a mald depozita hyalinni substance ve tiech piipadech (50 %). Mirna
extrameduldrni hemopoeza byla patrna v jednom piipadé (17 %). Siroké sinusy CP se

vyskytovaly u jednoho zvitete (17 %).

Skupina 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva)

Stiedni hyperplazie PALP byla pozorovana ve sleziné Ctyt zvitat (67 %). Mirna
hyperplazie PALP a mirna hyperplazie LN byla patrna u jednoho zvitete (17 %). Vyrazna
hyperplazie PALP nebyla pozorovdna u Zadného z pokusnych zvifat. Ve dvou ptipadech
(33 %) se vyskytovala na periferii LN a v PALP mala, v dalSich dvou ptipadech (33 %)

stfedni depozita hyalinni substance. Siroké CP byly patrné u dvou zvitat (33 %).

Porovnani histologickych ndlezii mezi skupinami
Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v Cetnosti vyskytu hyperplazie
LN a PALP. V experimentu sanorganickou formou selenu byla pozorovana mirna

hyperplazie LN pouze u zvifat suplementovanych selenem. Cetnéjsi byl vyskyt mirné
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hyperplazie LN u jedinct skupiny 2 (50 %) s ptijmem 0,15 mg Se/kg krmiva. U skupiny 3
dotované vysokou davkou selenu (9 mg Se/kg susiny krmiva) byla mirna hyperplazie LN
pozorovana jen u jednoho zvitete (17 %). Hyperplazie PALP se vyskytovala u zvifat vSech
pokusnych skupin. U skupin kraliki suplementovanych selenem pievazovala stiedni
hyperplazie (skupiny 2 a 3, v obou pfipadech ¢tyfti kralici ze Sesti; 67 %). Ve skupiné 1
(0 mg Se/kg suSiny krmiva) byla stiedni hyperplazie PALP pozorovana u dvou kralikt
(33 %). Mirna hyperplazie PALP byla viditelna u tii kralik (50 %) skupiny 1, ve skupiné
2 U dvou zvifat (33 %) a pouze u jednoho zvifete (17 %) ndlezici do skupiny 3. Vyrazna
hyperplazie PALP nebyla pozorovana u zddné z experimentalnich skupin. V pokusnych
skupinach prevladal vyskyt malych a stfednich depozit hyalinni substance na periferii LN
a v PALP. Mald depozita hyalinni substance byla nejcastéji patrna ve skupiné 2 (tii kralici;
50 %). Ve skupiné 1 a skupiné€ 3 se mala depozita hyalinni substance vyskytovala u dvou
kralika (33 %). Stfedni depozita hyalinni substance byla viditelnd u dvou zvitat (33 %)
vSech experimentalnich skupin. Vyrazna depozita hyalinni substance byla pouze u jednoho

zvitete (17 %) skupiny 1.

73



VL

Tabulka 16 Histologické ndlezy ve sleziné — anorganickd forma Se

Mirna Hyperplazie PALP Depozita hyalinni substance Sinusy CP
Skupina hyperplazie
LN Mirna Stiedni Mala Stiedni  Vyrazna Zuzené Siroké
1 %0/6° 3/6 2/6 2/6 2/6 1/6 0/6 2/6
2 3/6 2/6 4/6 3/6 2/6 0/6 0/6 1/6
3 1/6 1/6 4/6 2/6 2/6 0/6 0/6 2/6

? poet zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; PALP — periarteriolarni lymfatické plasts; CP — Gervena pulpa

Tabulka 17 Histologické ndlezy ve sleziné — organicka forma Se

Mirna Hyperplazie PALP Depozita hyalinni substance Sinusy CP
Skupina hyperplazie
LN Mirna Stiedni Mala Stfedni  Vyrazna Zuzené  Siroké
1 23/6" 2/6 3/6 4/6 0/6 0/6 0/6 0/6
2 2/6 2/6 4/6 3/6 0/6 1/6 1/6 0/6
3 3/6 1/6 5/6 2/6 2/6 0/6 0/6 3/6

® po&et zvifat s nalezem; ° celkovy pocet zvitat; PALP — periarteriolarni lymfatické plasts; CP — Gervena pulpa



Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 17)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Ve sleziné tii zvitat (50 %) byla pozorovana stfedni hyperplazie PALP a u dalSich
dvou zvifat (33 %) mirna hyperplazie PALP. Mirnd hyperplazie LN byla pozorovana u tii
zvitat (50 %). Vyraznd hyperplazie PALP nebyla pozorovana u zadného z pokusnych
zvitat. Ve Ctyfech ptipadech (67 %) se na periferit LN a v PALP vyskytovala malé

depozita hyalinni substance. V jednom ptipad¢ (17 %) byl pozorovan snizeny pocet LN.

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Stfedni hyperplazie PALP byla patrna ve ctyfech ptipadech (67 %). Mirna
hyperplazie PALP se vyskytovala u dvou zvitat (33 %). Vyrazna hyperplazie PALP nebyla
pozorovana u zadného z pokusnych zvifat. Mirnd hyperplazie LN byla pozorovana
ujednoho zvifete (17 %). V jednom piipadé¢ (17 %) se na periferii LN a v PALP
vyskytovala vyrazna depozita hyalinni substance, v dalSich tiech ptipadech (50 %) byla
tato depozita mald. Husté celulizované trabekuly CP byly patrné ve dvou piipadech (33 %)
(Obr. 19). Zazené sinusy CP byly pozorovany u jednoho zvitete (17 %).

Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Stfedni hyperplazie PALP byla pozorovana ve slezing péti zvitat (83 %). U jednoho
zvitete (17 %) se vyskytovala mirna hyperplazie PALP. Vyrazna hyperplazie PALP nebyla
pozorovana u zadného z pokusnych zvitat. Ve sleziné tii zvitat (50 %) byla patrnd mirna
hyperplazie LN. Ve dvou ptipadech (33 %) se vyskytovala na periferii LN a v PALP mala,
v dalSich dvou ptipadech (33 %) stfedn¢ velkd depozita hyalinni substance. U jednoho
zvitete (17 %) byly patrné §irsi, husté celulizované trabekuly CP. Sinusy CP byly §iroké ve
tiech pripadech (50 %) (Obr. 20).

Porovnani histologickych nalezii mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami byly patrné rozdily v Cetnosti vyskytu hyperplazie
LN, hyperplazie PALP, depozitech hyalinni substance a v §irokych sinusech CP. Nejéast&ji
byla mezi zvifaty pozorovana sttedni hyperplazie PALP. U skupiny 3 (4,3 mg Se/kg suSiny
krmiva) se stiedni hyperplazie PALP vyskytovala u péti kralika (83 %), u skupiny 2 (0,3
mg Se/kg susSiny krmiva) byla patrna u ¢tyt kralikt (67 %) a u skupiny 1 (0,15 mg Se/kg
suSiny krmiva) u tii kralikd (50 %). Mirna hyperplazie PALP byla pozorovana u dvou
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zvitat (33 %) skupiny 1 a skupiny 2. U skupiny 3 se mirnd hyperplazie PALP vyskytovala
u jednoho zvitete (17 %). Mirnd hyperplazie LN byla pozorovana u tii zvitat (50 %)
skupiny 1 a skupiny 3. Ve skupiné 2 byla patrna mirna hyperplazie LN u dvou jedinct
(33 %). Ve slezin¢ kralikti pievladala na periferii LN a v PALP mala depozita hyalinni
substance. Pfi porovnani mezi jednotlivymi skupinami bylo nejméné¢ malych depozit
hyalinni substance pozorovdno u skupiny 3 (u dvou zvifat; 33 %), naopak nejvice
u skupiny 1 (u Etyf zvitat; 67 %). Ve skupin€ 2 se depozita hyalinni substance vyskytovala
u tif kralikt (50 %). Stiedni depozita hyalinni substance se vyskytovala pouze u skupiny
3 (dva kralici; 33 %) a vyrazna depozita hyalinni substance byla patrna pouze u skupiny 2

(jeden kralik; 17 %). Siroké sinusy CP byly patrné pouze u tii kraliki (50 %) skupiny 3.

Shrnuti histologickvch naleza ve sleziné

V naSich experimentech nebyly prokdzany jednoznacné vztahy mezi histologickou
stavbou sleziny a formou ¢i davkou selenu. V experimentu s anorganickou formou selenu
byl pozorovan zvySeny vyskyt stfedni hyperplazie PALP u zvifat suplementovanych
selenem (0,15 a9 mg Se/kg suSiny krmiva). U organické formy selenu se vzrustajici
davkou (0,15; 0,3 a 4,3 mg Se/kg suSiny krmiva) rostl vyskyt stfedni hyperplazie PALP.
Dané vysledky by mohly poukazovat na pozitivni plsobeni selenu na proliferace
T lymfocytd, kterou popisuji autoti Hoffmann et al. (2010). V nasem piipadé¢ se vsak spiSe
jednalo o nespecifickou antigenni aktivaci.

Peng et al. (2011b) pii suplementaci vysokymi davkami anorganické formy selenu
(5, 10, 15 mg Se/kg krmiva) popisuji depleci lymfocytd v LN, PALP a kongesci CP.
Podobné Johnson et al. (2000) u mysi suplementovanych 9 mg Se/kg krmiva (Na,SeOs)
prokazali snizenou celularitu v bilé pulpé. Abdo (1994) popisuje ve slezin¢ potkant
(F344/N) dotovanych 32 mg Na,SeOs/l (14,6 mg Se/l) pitné vody snizeny pocet lymfocytd,
snizeni velikosti LN a PALP. V naSem piipad¢ jsme u zddného zvitete suplementované¢ho
vysokou davkou organické (4,3 mg Se/kg susiny krmiva) i anorganické formy selenu (9
mg Se/kg suSiny krmiva) nepozorovali vySe zminéné zmény. Ziskané vysledky se shoduji
s Tiwaryem et al. (2006), ktefi suplementovali ovce vysokymi davkami Na,SeOs (1; 2; 3
a 4 mg Se/kg zivé hmotnosti) a selenomethionu (1; 2; 3; 4; 6 a 8 mg Se/kg Zivé hmotnosti).
Rovnéz O'Toole a Raisbeck (1995) nepozorovali pfi suplementaci telat vysokymi davkami
(5, 10 a 25 mg Se/kg krmiva) anorganické (Na,SeOs) a organické formy selenu

(selenomethionin) zadné patologické zmény sleziny (atrofii nebo splenomegalii).
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Peng et al. (2012) pii suplementaci kufat Se deficitni dietou (0,00342 mg/kg
krmiva) potvrdili depleci lymfocytti v LN, PALP a kongesci CP. Lymfocytodepleci také
popisuji Felix et al. (2004) u selen deficitnich mySi. Nase vysledky nejsou ve shodé
s témito autory, u zadného kralika skupiny bez suplementace selenem nebyla pozorovana
lymfocytodeplece a kongesce CP.

Na periferii LN a v PALP sleziny experimentalnich zvifat se nachdzela hyalinni

substance podobna substanci popisované v dalSich lymfatickych organech.

5.3.5 Histologické nalezy v thymu

Experiment s anorganickou formou selenu

U Zadné skupiny nebyly pozorovany patologické zmény

Tabulka 18 Histologické ndlezy v thymu — organickad forma Se

Mirné hypocelularni

Skupina TBM MFP
Kura Dien
1 20/6° 0/6 0/6 0/6
2 1/6 1/6 1/6 1/6
3 216 0/6 1/6 416

? poet zvifat s ndlezem; ° celkovy pocet zvitat; TBM — makrofagy fagocytujici
apoptoticka téliska; MFP - makrofagy fagocytujici pigment

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 18)

Skupina 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva)

Nebyly pozorovany zadné patologické zmény.

Skupina 2 (0,3 mg Se/kg susiny krmiva)

V jednom pftipadé (17 %) se v thymu vyskytovaly TBM, v dalsim ptipadé (17 %)
byla misty mirn¢ hypocelularni kiira i dfenn thymu. Diseminované MFP byly pozorovany
u jednoho zvitete (17 %). Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokézén nizky obsah
lipopigmentt (ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany.
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Skupina 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva)

Mirn¢ hypocelularni dien byla patrna u jednoho zvitete (17 %). Ve dvou ptipadech
(33 %) byly viditelné suspektni TBM. V jednom piipadé¢ (17 %) byly ve dieni
diseminované MFP, v dal§im ptipad¢ (17 %) se tyto buiiky ve vétSim poctu vyskytovaly
zejména na hranici kiiry a dfené. U dvou zvitat (33 %) se MFP vyskytovaly ojedinéle.
Barvenim dle Ziehl-Neelsona byl v MFP prokazdn nizky obsah lipopigmentt
(ceroid/lipofuscin). Fosfolipidy nebyly PFAS reakci prokazany.

Porovnani histologickych nalezit mezi skupinami

Mezi jednotlivymi skupinami nebyly patrné vyrazné rozdily v histologickych
nalezech v thymu. Suspektni TBM byly pozorovany u dvou zvifat (33 %) skupiny 3 (4,3
mg Se/kg susiny krmiva) a u jednoho zvitete (17 %) skupiny 2 (0,30 mg Se/kg susiny
krmiva). U skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva) nebyly TBM pozorovany. Mirné
hypocelularni kiira a dieti thymu byla patrna u jednoho zvifete skupiny 2. U skupiny 3 se
U jednoho zvitete (17 %) vyskytovala mirné hypocelularni dfefi. MFP byly patrné u Ctyt
zvitat (67 %) skupiny 3 a u jednoho zvitete (17 %) skupiny 2.

Shrnuti histologickvch naleza v thymu

Peng et al. (2011a) pozorovali u kufat suplementovanych vysokymi davkami
anorganické formy selenu (5, 10 a 15 mg Se/kg krmiva) lymfocytodepleci a kongesci
thymu. Autofi dale popisuji vztah mezi zvySujici se davkou selenu a progresi
patologickych 1¢ézi. Podobné¢ Abdo (1994) pozoroval lymfocytodepleci kiry thymu
U potkanii (F344/N) a laboratornich mysi (B6C3F1) pii dotaci 14,6 mg Se/l pitné vody.
Déle vsak uvadi, ze pii suplementaci nizsich davek (0,9; 1,8; 3,7; 7,3 mg Se/l) nepozoroval
vyse uvedené zmény.

U experimentélnich kralikd suplementovanych vysokou davkou anorganické formy
selenu (9 mg Se/kg susiny krmiva) nebyly vySe popisované léze pozorovany. Nase
vysledky se shoduji s autory O'Toolem a Raisbeckem (1995), ktefi nezaznamenali pii
vysokych davkach (5; 10 a 25 mg Se/kg krmiva) organické a anorganické formy selenu
patologické zmény v thymu. U zvifat suplementovanych organickou formou selenu
v davce 0,3 mg Se/kg suSiny krmiva jsme pozorovali v jednom piipadé¢ makrofagy
fagocytujici apoptoticka téliska (TBM), dale mirn€ hypocelularni kiiru a dfenn thymu. Pti
suplementaci vysoké davky organické formy selenu (4,3 mg Se/kg suSiny krmiva) byly

pozorovany TBM u dvou experimentalnich zvifat a u jednoho zvifete mirné¢ hypocelularni
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dfen thymu. Tyto nalezy nelze jednozna¢né dat do souvislosti se suplementaci selenem.
TBM jsou bézné v thymu pozorovany (De Waal et al., 1997). Na druhé strané oxidaéni
stres vyvolany vysokymi davkami selenu je ptfedpokladanou pfi¢inou mitochondrialniho
poskozeni a zvySeni apoptdzy bun¢k a také zvySeni po¢tu TBM (Kim et al., 2003; EImore,
2006Db).

Peng et al. (2011a) pozorovali u kufat dotovanych selen deficitni dietou (0,00342
mg/kg krmiva) lymfocytodepleci kiry a dien¢ thymu. K podobnym naleztim dospéli Marsh
et al. (1986), avSak pouze pii soucasném deficitu selenu a vitaminu E.

U skupiny kraliki bez suplementace selenem nebylo pozorovano snizeni poctu
lymfocytarnich bunék. Nase vysledky jsou v souladu s Abdo (1994), ktery u mysi
(B6C3F1) a potkanti (F344/N) bez suplementace selenem nepozoroval zmény ve stavbé
thymu.

5.4 Imunohistochemické vySetieni

5.4.1 Prukaz CD79 v miznich uzlinach

5.4.1.1 Prikaz CD79V krénich miznich uzlinach

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 19)

CD79" buiiky byly patrné v oblasti LN, v medularnich tramcich a medularnich
sinusech, ojedinéle v parakortexu miznich uzlin. Vysoka intenzita reakce byla pozorovana
v oblasti plastové zony germinativnich center (GC) a v primarnich LN. GC vykazovala
reakci slabou. Procentualni zastoupeni CD79" bunék se lisilo v oblasti medularnich sinusti
a medularnich trdamct. V medularnich sinusech byla cetnost téchto bunck nejvyssi
bylo u skupiny 2 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva) (15%). Ve skupin€ 3 (9 mg Se/kg susiny
krmiva) CD79" buiky tvotily 20 % bunék medularnich sinusti. V meduldrnich tramcich
skupin 2 a 3 CD79" buiiky pfedstavovaly 35 % bunééné populace. Nejnizsi zastoupeni
CD79" bunék bylo pozorovano u skupiny 1 (5 %) (Obr. 22).

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 20)

CD79" buiiky byly patrné v oblasti LN, v medularnich trabekulach a medularnich
sinusech, ojedinéle v parakortexu miznich uzlin. Distribuce CD79" bunék v medularnich

sinusech a medularnich tramcich byla rozdilnd. V meduldrnich sinusech skupiny 1 (0,15
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mg Se/kg susiny krmiva) a skupiny 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva) CD79" buiky
predstavovaly 50 % bunécné populace této oblasti. V medularnich sinusech skupiny 2
(0,3mg Se/kg susiny krmiva) byl pozorovan nepatrné vyssi podet CD79" (60 %).
V medularnich trdmcich bylo nejniz§i zastoupeni CD79" bun&k u skupiny 2 (20 %),
nejvyssi u skupiny 1 (50 %). Ve skuping 3 CD79" buiiky tvofily 40 % bun&k medularnich

tramcu.

5.4.1.2 Prukaz CD79V poplitealnich miznich uzlinach

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 19)

Distribuce CD79" bunék v poplitedlnich miznich uzlinach byla podobna jako
v krénich miznich uzlindch. V medularnich sinusech vsech skupin ptedstavovaly CD79"
buiiky 50 % bunééné populace. Nejvyssi (40 %) zastoupeni CD79" bunék v medularnich
u skupiny 2 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva). Ve skupiné 3 (9 mg Se/kg suSiny krmiva)
CD79" tvotily 25 % bun&k medularnich tramc.

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 20)

CD79" buiiky byly patrné v oblasti LN, v medularnich trabekulach a medularnich
sinusech, ojedinéle v parakortexu miznich uzlin. V medularnich sinusech CD79" tvofily
40 % bunck skupiny 1 (0,15 mg Se/kg susiny krmiva), 25 % bunék skupiny 2 (0,3 mg
Se/kg suSiny krmiva) a 60 % bunék skupiny 3 (4,3 mg Se/kg suSiny krmiva).

v v

(20 %), nejvyssi zastoupeni u 3. skupiny (50 %) a u 2. Skupiny bylo 35 % (Obr. 23, 24).
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Tabulka 19 Procentudini zastoupeni CD79" bunék v lymfatickych orgdanech — anorganickd forma Se

Apendix Peyerovy plaky Kréni mizni uzlina Poplitealni mizni uzlina

Skupina : , Medulami Medulami ~ Medulani Medulérni
Korona Dom Korona Do6m . . . .

sinusy tramce sinusy tramce
1 90 50 80 25 25 5 50 40
2 85 45 85 30 15 35 50 20
3 80 40 85 35 20 35 50 25

Tabulka 20 Procentudlni zastoupeni CD79" bunék v lymfatickych orgdanech — organickd forma Se

Apendix Peyerovy plaky Kréni mizni uzlina Poplitealni mizni uzlina
Skupina , , Medularni Medularni Medularni Medularni
Korona Doém Korona Doém . , . .
sinusy tramce sinusy tramce
1 80 40 80 35 50 50 40 20
2 80 50 80 40 60 20 25 35
3 85 50 85 65 50 40 60 50




5.4.2 Prukaz CD79 v Peyerovych placich

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 19)

CD79" bunky se vyskytovaly zejména v oblasti domu, korony a plastové zéony GC.
Vys§i ¢etnost CD79" bunék byla pozorovana v koroné nez v domu. U skupiny 2 (0,15 mg
Se/kg susiny krmiva) a skupiny 3 (9 mg Se/kg susiny krmiva) CD79" buiiky tvotily 85 %
CD79" bunék v domu vykazovala skupina 1 (25 %), naopak nejvyssi zastoupeni CD79" bunék
bylo patrné u skupiny 3 (35 %). U skupiny 2 CD79" buiiky piedstavovaly 30 % bunék dému.
U vsech pokusnych skupin se v epitelu domu ojedinéle nachazely CD79" buiiky. CD79
bunky osidlovaly interfolikularni oblast (IFO) (Obr. 28).

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 20)

CD79" buiiky osidlovaly zejména oblast domu, korony a plastové zony GC. Dom
i korona byly tvofeny smésnou populaci CD79" a CD79 bunék. U skupiny 1 (0,15 mg Se/kg
suSiny krmiva) a 2 (0,3 mg Se/kg suSiny krmiva) vykazovalo 80 % bunck pozitivni reakci. U
skupiny 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva) bylo 85 % bunék v oblasti korony CD79". Nejnizsi
zastoupeni (35 %) CD79" bunék v oblasti domu bylo pozorovano ve skuping 1, naopak
nejvyssi (65 %) zastoupeni CD79" bunék u skupiny 3. Skupina 2 méla v této oblasti 40 %
pozitivnich bunék. V epitelu dému skupiny 1 byl pozorovan &asty vyskyt CD79°. CD79
buniky formovaly IFO (Obr. 29).

5.4.3 Prikaz CD79 v apendixu

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 19)

CD79" buriky osidlovaly oblast dému, korony a plastové zony GC. Ve svétlé zoné GC
bylo zastoupeni CD79" bunék nizsi. Procentudlni zastoupeni CD79" bungk v domu a korong
se ligilo. V koroné& bylo nejnizsi (80 %) zastoupeni CD79" bun&k u skupiny 3 (9 mg Se/kg
susiny krmiva), naopak nejvyssi (90 %) u skupiny 1 (bez suplementace selenem). U skupiny 2
(0,15 mg Se/kg susiny krmiva) tyto bunky ptedstavovaly 85 % bunécné populace korony.
Oblast domu se skladala ze smésné populace CD79" a CD79". U skupiny 1 CD79" buiiky

v
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pozorovano u skupiny 3 (40 %). CD79" buiiky se bez rozdilu skupin ojedinéle vyskytovaly
Vv epitelu domu. CD79 bunky se nachazely v IFO apendixu (Obr. 25).

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 20)

CD79" buriky se nachazely zejména v domu, koroné a plastové zoné GC. Ve svétlé
z6n& GC byla reakce slaba. Procentualni zastoupeni CD79" bunék v koroné bylo u skupiny 1
(0,15 mg Se/kg susiny krmiva) a skupiny 2 (0,3 mg Se/kg suSiny krmiva) 80 %, u skupiny 2
(4,3 mg Se/kg susiny krmiva) 85 %. Oproti koroné bylo v oblasti domu zastoupeni CD79"
niz$i. U skupin 2 a 3 CD79" buiiky tvofily 50 % a u skupiny jedna 40 % bun&né populace
dému. Ve vsech skupinach se ojedinéle vyskytovaly CD79" buiiky v epitelu domu. CD79
bunky tvotily IFO (Obr. 26, 27).

5.4.4 Prukaz CD79 ve sleziné

Experiment s anorganickou formou selenu (Tabulka 19)

CD79" buiky byly patrné v LN a jako smésna populace s CD79  buiikami
Vv marginalni zo6n€. Vysokou intenzitu reakce vykazovaly priméarni LN a plaStova zona GC.
V marginalni zoné byla intenzita reakce u vsech zvifat stiedni a v GC nizkd. CD79" buiiky se
nevyskytovaly v PALP. Pouze u skupiny 1 (bez piijmu selenu) se ojedinéle v CP vyskytovaly
CD79" buiiky (Obr. 30).

Experiment s organickou formou selenu (Tabulka 20)

Ve slezingé se CD79" builky vyskytovaly v LN a jako smésnd populace s CD79°
buiikami v marginalni zén¢€. Primarni LN a plastova zéna GC vykazovaly vysokou intenzitu
reakce, stfedni intenzita reakce byla pozorovana v margindlni zén€. V GC byla intenzita

reakce nizkd. PALP byly tvofeny CD79" bunikami.

Shrnuti imunohistochemického vySetieni

Pouze v oblasti dému Peyerovych plakii byl pozorovan vztah mezi ¢etnosti CD79"
bunék a davkou selenu. Se zvysujici se davkou selenu rostl po¢et CD79" bunék v této oblasti
zejmeéna pii suplementaci organické formy selenu. Tento nalez by mohl nasvéd€ovat tomu, ze
pti suplementaci organické formy selenu v davce vyssi nezli je doporoucena (0,15 mg Se/kg

suSiny krmiva) dochazi ke stimulaci transformace bun¢k B fady. Tento nalez je vSak
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nespecificky, souvisi s nespecifickou antigenni stimulaci. V dalSich vySetfovanych
lymfatickych organech nebyl pozorovan jednozna¢ny vztah mezi davkou a formou selenu

a &etnosti CD79" bunék.
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5.5 Relativni hmotnost sleziny pokusnych kralikua

Graf 5 Priimerna relativni hmotnost sleziny s odchylkami (primer + 0,95
interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 6 Priimérna relativni hmotnost sleziny s odchylkami (primeér + 0,95
interval spolehlivosti) — organickad forma Se
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Hmotnost sleziny je povazovana za citlivy parametr imunotoxicity (Elmore, 2006a).
Velmi vysoka a naopak velmi nizkd davka selenu v krmivu vede ke sniZeni relativni
hmotnosti sleziny. Pti aplikaci anorganické formy selenu (Na,SeO3z) v mnozstvi vys$Sim nez
5 mg/kg krmiva doslo u kufat K poklesu relativni hmotnosti sleziny v porovnani s kontrolni
skupinou (Peng et al., 2011b). Také Johnson et al. (2000) prokazali u mysi pii davce 9 mg
Se/l pitné vody signifikantni snizeni hmotnosti sleziny. V nasem experimentu s anorganickou
formou selenu byla u pokusné skupiny s nejvys$Sim piisunem selenu (9 mg Se/kg suSiny
krmiva) zaznamenana naopak nejvys$i relativni hmotnost sleziny (Graf 5). V pokusu
s organickou formou selenu jsme u skupiny s nejvyssi davkou selenu (4,3 mg Se/kg suSiny
krmiva) prokazali pokles relativni hmotnosti sleziny, ktery vSak nebyl statisticky vyznamny
(Graf 6). Obdobng, sice maly, ale méfitelny ubytek hmotnosti sleziny zaznamenali u mysi
s pfijmem 0,5 mg Se/kg krmiva Benko et al. (2012). Johnson et al. (2000) vliv zvySenych
davek organické formy selenu (Seleno L methioninu v davce 1, 3 a 9 mg/l pitné vody) na
relativni hmotnost sleziny mysi nepotvrdili.

Pfi zkrmovéni velmi nizké davky selenu (0,0342 mg Se/kg krmiva) kufatim byla
zji$téna relativni hmotnost sleziny signifikantné€ nizsi v porovnani se skupinou kontrolni (0,2
mg Se/kg krmiva) (Peng et al.,, 2011a; Peng et al., 2012). V naSem experimentu byly
zaznamenany podobné vysledky, kdy skupina bez piidavku selenu méla nizs$i relativni
hmotnost sleziny oproti skupin¢ s doporu¢enym mnozstvim selenu (0,15 mg Se/kg susiny)
v krmné davce. Uvedeny pokles relativni hmotnosti sleziny nebyl statisticky vyznamny
(Graf 5). V nasich experimentech nebylo zvySeni nebo sniZzeni hmotnost sleziny doprovazeno

histologickymi zmé&nami ve sleziné.

86



5.6 Pocet leukocytu v Krvi

Graf 7 Priimerny pocet leukocytii v krvi s odchylkami (primér + 0,95

interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 8 Priimerny pocet leukocytii v krvi s odchylkami (priomér + 0,95

interval spolehlivosti) — organickad forma Se
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Priméré pocty leukocytli se u vSech skupin v obou experimentech nachazely na
za&atku i v prib&hu pokusi v referenénim rozmezi 5,2 — 16,5 10%1 uvadéné Zimmerman et al.
(2010).

Dynamika poctu leukocytt v krvi kraliki v experimentu se suplementaci anorganické
formy selenu (Graf 7) byla ptes odlisny statisticky nevyznamny pocet leukocytli na zacatku
pokusu u vSech skupin obdobna. Po jednomési¢ni suplementaci byla zaznamenana
nevyznamna zména v podobé mirného poklesu nebo vzestupu nepievySujici pocatecni
hodnoty o vice nez 3 %, a nasledné, opét statisticky nevyznamné, zvySeni na konci pokusu.
Nejvyssi vzestup, a to o 17,3 % oproti pocatecni hodnoté, byl u skupiny 2 (0,15 mg Se/kg
skupinami nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil (p<0,01). Nase vysledky jsou blizké
udajim Turana et al. (1997), kteti v experimentu s anorganickou formou selenu nezjistili
statisticky vyznamné rozdily v poctu leukocytt u kraliki krmenych selen deficitni dietou.

V experimentu s dotaci organické formy selenu (Graf 8) byl v poctu leukocytd
zaznamenan obdobny trend jako v pokusu s dotaci anorganické formy selenu. Vzestup poctu
leukocytii nebyl vSak na konci pokusu tak vyrazny jako v pfedchazejicim experimentu:
(2,2 %) u skupiny 2 (0,3 mg Se/kg susiny), u skupiny 3 (4,3 mg Se/kg susiny) byl pouze
3,6 %. Mezi jednotlivymi skupinami nebyly statisticky vyznamné rozdily.

Ptesto, Ze v obou pokusech doslo k jiz zminénému mirnému vzestupu poctu leukocyti
u vSech pokusnych skupin, a to bez ohledu na formu a mnozstvi selenu v krmivu, byl
relativné nejvysS$i vzestup zaznamenan u skupin s pfijmem 0,15 mg anorganické nebo
organické formy selenu v kg suSiny krmiva a naopak, nejnizsi vzestup u skupin s vyssim
obsahem selenu v krmivu (4,3 a 9 mg/kg). Literarni tidaje o vlivu selenu respektive riznych
forem selenu na pocty leukocytii nejsou jednoznacné. Napiiklad Hawkes et al. (2001)
pozorovali 5% sniZeni poctu leukocytii u skupiny muzi s vysokou davkou a naopak 10%
zvySeni u skupiny s nizkou davkou selenu. Rampal et al. (2008) uvadéji, ze dlouhodobé
podavani Na,SeOs; (0,1 a 0,25 mg/kg télesné hmotnosti) zapficinuje u telat progresivni a na
davce selenu zavislé snizeni poctu cirkulujicich leukocyti se soucasnym poklesem
cirkulujicich neutrofild. Naopak Hu et al. (1984) nezaznamenali zZadné podstatné zmény
Vv poctech bilych krvinek u potkant s pfijmem 0,1 mg respektive 1 mg Se/kg suSiny krmiva.

Obdobn¢ Pisek et al. (2008) nezaznamenali markantni rozdily v poctu leukocytti u jalovych,
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biezich nebo laktujicich bahnic v ptipadé diety obsahujici v 1 kg suSiny 0,16 mg Se

Vv organické nebo anorganické formé.

5.7 Pocet lymfocytu a neutrofila v Krvi

Nésledujici grafy (Graf 9, 10) znazorfiuji procentudlni zastoupeni lymfocyti
a neutrofilt (Graf 11, 12) podilejicich se rozhodujicim zpisobem na celkovém poctu
leukocytt.

Ptes odlisnou tendenci v relativnim zastoupeni lymfocytii charakterizovanou Vv piipadé
anorganické formy selenu nevyznamnym poklesem a nasledné¢ mirnym vzestupem ke konci
pokusu a Vv ptipad¢ organické formy selenu vzestupem v pribéhu celého pokusu, je pro oba
V experimentu s anorganickou formou selenu doslo u skupiny 3 (9 mg Se/kg suSiny krmiva)
po mésiéni suplementaci k poklesu relativniho zastoupeni lymfocyti o 10,4 % (p<0,05)
a0 8,2 % na konci pokusu. Tento pokles vSak nemél zadny vztah k histologickym nalezim
v lymfatickych  organech. V pfipadé organické formy selenu (Graf 12) bylo
u skupiny 3 (4,3 mg Se/kg suSiny krmiva) ve srovnani se zbyvajicimi dvéma skupinami
vyznamné niz§i zastoupeni lymfocytt (p<0,05 resp p<0,01) jiz mésic po zahajeni pokusu a na
konci pokusu dosahoval rozdil v zastoupeni lymfocytd mezi skupinami 8 az 11 %.

SpiSe obracena tendence byla v relativnim podilu neutrofild: vzestup v piipadé
anorganické formy selenu po mési¢ni suplementaci, Graf 11 (u skupin 2 a 3 p<0,05) a jeho
nasledujici pokles ke konci pokusu a pokles v piipadé suplementace organické formy selenu
lymfocytt u skupin s nejvyssi dotaci selenu (Graf 9, 10) bylo zastoupeni neutrofild v priibéhu
pokusu u téchto skupin naopak nejvyssi.

VétSina literarnich udaji o vlivu riznych davek selenu na zmény v leukogramu spise
referuje o vzestupu nebo prechodném vzestupu lymfocytd a poklesu procentualniho
zastoupeni neutrofild. Naptfiklad Turan et al. (1997) pozorovali u kralikii v souvislosti
s vysokym obsahem anorganické formy selenu v dieté (4,2 mg/kg krmiva) vyznamny vzestup
lymfocytt a pokles neutrofila. Hawkes et al. (2001) zaznamenali pouze piechodné zvysSeni
lymfocytt o 17 % u muzi suplementovanych vysokou davkou selenu a na konci experimentu
mirné zvySeni u skupin s vysokou i nizkou suplementaci. Rampal et al. (2008) poukazuji na
vysokou negativni korelaci (r = 0,94) mezi koncentraci selenu v krvi a poctem neutrofilti

v krvi telat. NaSe vysledky koresponduji s uvedenymi literdrnimi udaji ptfi podéavani diety
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s organickou formou selenu, v ptipadé zkrmovani anorganické formy selenu nejsou nase
vysledky s literdrnimi odkazy vzdy ve shodé.

Ve srovnani S referencnim rozmezim uvadéné Zimmermanem et al. (2010) byly nami
zjistované hodnoty lymfocytu spiSe vy$$i a hodnoty neutrofil nizsi, a to u vSech skupin

v obou pokusech.

Graf 9 Priimérné zastoupeni lymfocytii v krvi s odchylkami (priomér + 0,95
interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 10 Priimérné zastoupeni lymfocytii v krvi s odchylkami (priimeér + 0,95
interval spolehlivosti) — organicka forma Se
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Graf 11 Primeérné zastoupeni neutrofilit v Krvi s odchylkami (priumér + 0,95
interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 12 Priimérné zastoupeni neutrofilit v Krvi s odchylkami (priumér + 0,95
interval spolehlivosti) — organicka forma Se
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5.8 Fagocytarni aktivita

Graf 13 Priimérna fagocytarni aktivita s odchylkami (primer + 0,95

interval spolehlivosti) — anorganicka forma Se
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Graf 14 Primeérna fagocytarni aktivita s odchylkami (primeér + 0,95

interval spolehlivosti) — organickd forma Se
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V experimentu s anorganickou formou selenu byl bez ohledu na jeho troven v krmné
davce zaznamenan ke konci pokusu viditelny pokles fagocytarni aktivity neutrofila (Graf 13).
Tento pokles byl statisticky vyznamny (P<0,05) pouze u skupiny 2 (0,15 mg Se/kg suSiny
krmiva). U skupiny 3 (9 mg Se/kg suSiny krmiva) byl pozorovan piechodny statisticky
nevyznamny vzestup a nasledny statisticky vyznamny (P<0,05) pokles fagocytarni aktivity
neutrofildi. U zvifat suplementovanych organickou formou selenu (Graf 14) doslo u skupin 2
(0,3 mg Se/kg susiny krmiva) a 3 (4,3 mg Se/kg susiny krmiva) ke statisticky nevyznamnému
pfechodnému vzestupu a naslednému mirnému poklesu fagocytarni aktivity na konci
experimentu. Oproti skupindm 2 a 3 byl u skupiny 1 (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva) trend
fagocytarni aktivity opacny a pripominal pribéh fagocytarni aktivity u skupiny 1
v experimentu s anorganickou formou selenu.

Vzhledem k velké individudlni variabilité fagocytarni aktivity jiz pfi zahdjeni pokusu,
nelze jeji mirny prechodny vzestup (skupina 2 a 3) a pokles hodnotit jako vyznamné ovlivnéni
fagocytarni aktivity neutrofilt aplikaci selenu.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky byly dosazeny za pouziti inertnich partikuli, tedy
metodou nereceptorové zprostredkované fagocytdzy, nelze vyloucit, ze pii pouZziti metody
receptoroveé zprostiedkované fagocytdzy budou vysledky odlisné. Pro porovnani s literarnimi
udaji lze uvést vysledky Ibeaghata et al. (2009), ktefi nepozorovali statisticky vyznamny
rozdil fagocytarni aktivity pii pouziti E coli mezi skupinami s anorganickou (0,3 a 0,5 Se/kg
susiny v podobé Na,SeO3) a organickou formou selenu (0,3 a 0,5 Se/kg susiny v podobé Sel-
Plexu). Obdobné Boyene a Arthur (1979) nepozorovali rozdil ve fagocytoze C. albicans

u selen deficitnich a selenem suplementovanych zvifat.
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6 SOUHRN A ZAVER

Selen je dilezitym faktorem, ktery stimuluje imunitni systém. Piedkladana disertacni
prace se zabyvala vlivem formy a davky selenu na strukturu lymfatickych organti kraliki.
Sledovana byla rovnéz koncentrace selenu v krevnim séru, celkovy pocet leukocyta,
neutrofilt, lymfocytli a rovnéz fagocytarni aktivita neutrofilti. Pfedmétem pozorovani byla
také hmotnost zvifat v pritbé¢hu experimentu.

Byly provedeny dva devititydenni experimenty, do nichz bylo zafazeno vzdy
18 kraliki (tf1 skupiny po Sesti zvitatech) plemene ¢incila velké z konveéniho chovu.

V prvém experimentu byla pouzita anorganickd forma Se v podobé selenicitanu
sodného (Na,SeO3) v davee 0; 0,15 a 9 mg Se/kg susiny krmiva, ve druhém experimentu
organicka forma selenu v podobé selenizované fasy rodu Chlorella v davkach 0,15; 0,3 a 4,3
mg Se/kg suSiny krmiva.

V pribéhu experimentu byla v pravidelnych intervalech (0, 4 a 9 tyden) odebirana
krev z vena auricularis za uc¢elem stanoveni obsahu selenu v krevnim séru, (celkovy pocet
leukocytt, pocet lymfocytdi a neutrofill) a funkcnich parametri imunitniho systému
(fagocytarni aktivita neutrofilt). Pfi odbéru byli krélici také vazeni.

Po uplynuti deviti tydnt byla zvifata utracena, pitvana a odebrany vzorky
K histologickému a  imunohistochemickému  vySetfeni  (thymus, mizni uzliny
(kréni - retrofaryngedlni, mezenterialni, poplitealni), Peyerovy plaky, apendix a slezina), dale
byla zjisténa hmotnost sleziny.

Vzorky byly zpracovany béznou histologickou technikou, obarveny hematoxylinem
aeozinem a Vv indikovanych ptipadech byla provedena PFAS reakce a barveni dle Ziehl-
Neelsena. Pro stanoveni CD79 buné€k bylo vyuzito kiizové reaktivity primarni monoklonalni
mysi protilatky proti hummanimu CD79acy.

V pribéhu experimenti nebyly prokazany zadné klinické pfiznaky souvisejici

s deficitem nebo naopak toxickym ptisobenim selenu.

Koncentrace selenu v krevnim séru

Podle predpokladu byl prokazan pozitivni vliv suplementace selenu na koncentraci
tohoto prvku v krevnim séru. Avsak statisticky vyznamny (P<0,05) nardst koncentrace selenu
byl pozorovan pouze po Ctyitydenni suplementaci, v dal§im prabehu pokust jiz ke statisticky

vyznamnému zvyseni jeho obsahu v krevnim séru nedoslo.
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Ziva hmotnost zviFat
V pribéhu experimentu nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv pouzitych davek
a forem selenu na hmotnost kralikii. Nezavisle na davce a formé selenu byl trend rustu

a zvySovani hmotnosti obdobny.

Histologicka stavba lymfatickych organii

Makroskopicky jsme nezaznamenali patologické zmény vnitinich organu
experimentalnich zvifat. Jednozna¢ny vliv selenu na histologickou stavbu lymfatickych
organt jsme neprokazali ani v jednom z nasich experimentu.

V Peyerovych placich a apendixu nebyl pozorovan zadny rozdil v nespecifické
antigenni aktivaci lymfatické tkané téchto organt.

Ve slezin€ jsme v souvislosti se zvySujici se davkou selenu pozorovali zvySujici se
podil stfedni hyperplazie PALP. Také suplementace anorganické formy selenu vedla ke
zvyseni vyskytu stfedni hyperplazie PALP. Tyto nalezy jsou vsak nespecifické, nebot’ nebyla
provedena cilena antigenni stimulace lymfatického systému.

V poplitedlnich a mezenteridlnich miznich uzlinach bylo pfi suplementaci organické
formy selenu v souvislosti se zvySujici se davkou pozorovana vyssi Cetnost zuzZenych, nizce
celulizovanych medularnich tramct. Tento nalez by mohl naznaovat negativni dopad vyssich
davek selenu na transformaci bun¢k v miznich uzlinach.

Forma ani davka selenu nemé¢la vliv na strukturu thymu.

Zaznamenali jsme rovnéZz, Ze struktura povrchovych miznich uzlin Casto zcela
neodpovidala uspofadani u doméacich zvifat. Na rozdil od jinych lymfatickych organii byl
v makrofazich Peyerovych plakli pozorovan zvySeny podil lipopigmentl (ceroid/lipofuscin).
Z experimentt bylo také patrné, zZe suplementace organické formy selenu pfispéla ke zvyseni

vyskytu hyalinni substance v apendixu.
Imunohistochemické vySetieni

Se zvysujici se ddvkou organické formy selenu rostl vyskyt CD79" bunék v dému

Peyerovych plakd.
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Celkovy pocet leukocyti

Pocet leukocytti v krvi se v pribéhu experimentd pohyboval v rozmezi referencnich
hodnot. Mezi jednotlivymi experimentalnimi skupinami s organickou i anorganickou formou
selenu nebyl pies odlisnou dynamiku v pribéhu experimentu sledovan statisticky vyznamny

rozdil.

Fagocytarni aktivita

V experimentu s anorganickou formou selenu byl na konci experimentu pozorovan
statisticky vyznamny pokles fagocytarni aktivity pouze u skupiny s doporuc¢enou davkou
selenu (0,15 mg Se/kg suSiny krmiva). U skupiny s vysokou davkou selenu (9 mg Se/kg
susiny) byl pozorovén statisticky vyznamny pokles fagocytarni aktivity pouze mezi druhym
a tetim odbérem. U experimentu s organickou formou selenu nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil ve fagocytarni aktivit¢ neutrofili. Fagocytarni aktivita byla jiz na zacatku
experimentu znaéné variabilni, proto nelze zjisténé statisticky vyznamné rozdily povazovat
pii hodnoceni pisobeni suplementace selenem na fagocytarni aktivitu neutrofilt kralika za

relevantni.

Hmotnost sleziny
Relativni hmotnost sleziny nebyla vyznamné ovlivnéna ani davkou ani formou selenu.
Tento ukazatel vSak povaZzujeme za zna¢né nespolehlivy, nebot’ hmotnost sleziny neovliviiuji

pouze patologické zmeény sleziny.

Pocty lymfocytu a neutrofili
Nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv selenu na procentualni zastoupeni

lymfocytl a neutrofild.

Neprokazali jsme ucinek riznych forem a davek selenu v rozmezi 0,15 - 9 mg Se/kg

susiny krmné davky na imunitni systém kralikd ani jeho toxické plsobeni.

Pro dal$i vyzkum doporucujeme:
Vzhledem K negativnim nalezim v histologické stavbé lymfatickych organt pii
danych davkéch selenu, doporucujeme déle se zamétit na stanoveni poctu bun€k imunitniho

systétmu v bunécné suspenzi lymfatickych organti za pouziti pritokové cytometrie.
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Pritokovou cytometrii by bylo rovnéz mozno sledovat jednotlivé populace a subpopulace
lymfocyti v krvi v pribéhu experimentu.

Vzhledem k tomu, Ze se nepotvrdil G¢inek riznych forem a davek selenu v rozmezi
0,15 - 9 mg Se/kg susiny krmné davky, doporucujeme pii studii vlivu selenu na imunitni
systém kralik vyssi davky 10-15mg Se/kg susiny a do pokusu zaradit vice experimentalnich
zvitat.

Rozdilné vysledky by mohlo pfinést pouziti specifické antigenni stimulace imunitniho

systému kraliki.
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7 OBRAZOVA PRILOHA
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Obr. 1 Vyrazna celulizace subkapsuldrnich sinusii v mezenterialni mizni uzliné
(1. skupina — organicka forma Se), HE.

Obr. 2 Slaba celulizace subkasuldm’ch sinusu v kréni mizni uzliné
(3. skupina — organickd forma Se), HE.
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Obr. 3 Slaba celulizace meduldrnich tramcui poplitealni mizni uzliny
(2. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 4 Vyrazna celulizace meduldrnich tramcu mezenteridini mizni uzliny
(2. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 5 Nizka celulizace medularnich sinusii v kréni mizni uzliné
(1. skupina — organicka forma Se), HE.

Obr. 6 Silnd celulizace meduldarnich sinusii v mezenteridlni mizni uzliné
(2. skupina — organickd forma Se), HE.
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Obr. 7 Makrofagy fagocytujici pigment (Sipky) v mezenteri
(2. skupina — organicka forma Se), HE.

Obr. 8 Snizend celulizace parakortexu a atrofické lymfatické noduly v krcéni
mizni uzliné (1. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 9 Relativné slabé celulizovany zevni kortex a parakortex kréni mizni uzliny.
Sekundarni lymfatické noduly jsou vsak formovany
(2. skupina — organickd forma Se), HE.

Obr. 10 V ¢asti kompaﬁment& krcni mll' uziny se nachazi atroficka kiira tvorend
atrofickymi lymfatickymi noduly (Sipka) (1. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 11 Vyrazna reaktivni hyperplazie (lymfatické noduly v oblasti kortexu a meduly)
V mezenteridlni mizni uzliné (1. skupina — anorganicka forma Se), HE.

: s 4 L) e
Obr. 12 SniZend celulizace parakortexu a atrofické lymfatické noduly v mezen-
terialni mizni uzliné (3. skupina — anorganicka forma Se), HE.

y
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Obr. 13 Makrofagy fagocytujici pigment na hranici kiry a direné kréni mizni
uzliny (2. skupina — organicka forma Se), HE.

Obr. 14 Antigenné aktivovana lymfaticka tkan Peyerovych plakii
(3. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 15 Agregované a diseminované makrofagy fagocytujici pigment (Sipky)
v oblasti domu Peyerovych plakii (3. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 16 Antigenné aktivovana lymfaticka tkan apendixu
(3. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 19 Huté elulovné tramce cervené pulpy s?eziny
(2. skupina — organicka forma Se), HE.
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Obr. 20 Siroké sinusy cervené pulpy sleziny
(3. skupina — organickd forma Se), HE.
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Obr. 22 CD79" v B epedntnz" oblasti. CD79" v rozsahlé T dependentni oblasti
poplitedini mizni uzliny (3. skupina — anorganicka forma Se),
Anti - Human CD79a.

110



i : %
ol ¥

Obr. 23 Vysoce pozitivni CD79" buiiky v pldstové zéné germinativniho centra
a v subkapsularnich sinusech. Slabé pozitivni buriky ve svétlé zoné ger-
Minativniho centra. Ojedinélé CD79" buiiky v parakortexu poplitedlni
mizni uzliny (3. skupina — organicka forma Se), Anti - Human CD79a.
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Obr. 24 CD79* buﬁv meduldrnl'h trameich a meduldrnich sinusech poli-
tedlni mizni uzliny (3. skupina — organicka forma Se), Anti — Human
CD79o.
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Obr. 25 CD79" buitky v oblasti lymfatik)ﬁch odulﬁ, oblasti korony a dému
apendixu (2. skupina — anorganicka forma Se), Anti - Human CD790.
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Obr. 26 CD79" buriky v germinativnim centru a oblasti korony apendixu. Inter-
folikuldrni oblast tvorend CD79" buiikami (2. skupina — organicka

forma Se), Anti - Human CD?79o.
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Obr. 27 mésnd populace CD79" a CD79 unék v oblasti dému apendixu '
(2. skupina — organicka forma Se), Anti - Human CD?79a.

Obr. 28 CD79* bunky v lymatickm nodulu, orné a do’mPeyrovyc plaku
(3. skupina — anorganicka forma Se), Anti - Human CD79a.
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Obr. 30 CD79" busiky v oblasti lymfatickych nodulii a marginlm’ zony. Ve sve-
tlé zone germinativniho centra nizka pozitivita bunek. CD79 buriky se
nachdzeji v oblasti PALP sleziny (2. skupina — anorganicka forma Se),

Anti - Human CD79a.
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Obr. 31 Negativni priikaz fosfolipidii v makrofazich apendixu
(3. skupina — organicka forma Se), PFAS.
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Obr. 32 Negativni pritkaz fosfolipidit v makrofizich Peyerovych plakii
(3. skupina — organicka forma Se), PFAS.
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Obr. 33 Priikaz lipopigmentii. Vysoce pozitivni substance v makrofazich fago-
cytujicich pigment v Peyerovych placich (2. skupina — organicka forma Se),
Ziehl-Neelson.
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Obr. 34 Nizce az stredné pozitivni substance v makrofdzich fagocytujicich pig-
ment v apendixu (2. skupina — organickda forma Se), Ziehl-Neelson.
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