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Abstrakt

V predkladané praci se nas tym zabyval stresem pfi srdecni katetrizaci, kde byla provadéna
bud’ stimulace nebo ablace prevodniho srde¢niho systému v celkové anestezii, na modelovém
druhu prasete domaciho (Sus scrofa domestica).

V pribéhu experimentu byla zjistovana hladina stresovych markert - kortizolu,
kortizonu, dehydroepiandrosteronu a jeho sulfatu —-DHEA(S). Tyto markery byly stanoveny
z krevniho séra, které bylo odebrano pfi predem urcenych situacich béhem kazdé katetrizace.
Prvni odbér byl odebiran jesté na farmé, druhy po uvedeni do anestezie, tfeti po stimulaci
nebo ablaci prevodniho systému srdecniho a Ctvrty po ukonceni experimentu. Kortizol a
kortizon byly stanoveny metodou HPLC, DHEA(S) komer¢nimi kity. Vysledky byly
statisticky zpracovany neparametrickymi testy (data nevykazovala normalni rozdéleni dle
Gausse).

Strucné lze experimenty shrnout takto: 1. Stanoveni diurnalniho rytmu u marker(
béhem katetriza¢niho vykonu, 2. LiSi se hladiny stresovych markerd naméfenych béhem
katetrizace s bazalni hladinou? 3. Lisi se hladiny stresovych marker( v pribéhu operacniho
vykonu? 4. Zjisténi pomeéru kortizol/kortizon.

V prvnim experimentu nevysla statisticka zavislost na denni dobé (p >0.05) pro Zadny
z markerd. U experimentu 2 byl Friedman(v test pro sledované markery statisticky
vyznamny, pro kortizol a DHEAS na hladiné vyznamnosti p <0.05, pro kortizon a DHEA na
hladiné vyznamnosti p<0.001. Pro experiment 3 byl test statisticky vyznamny na hladiné p
<0.05 pro kortizol a kortizon, pro DHEA(S) byl zvoleny test nevyznamny. U Ctvrtého
experimentu byl Friedman(v test statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti 0.001
(p<0.001).

Hladiny marker( se neliSily u odbérd provadénych rano a odpoledne, oproti nasim
predpokladiim nevykazovaly tedy predpokladany diurnalni rytmus. Vysvétlujeme si to
nizkym vékem prasat, ktera jesté neméla pevné ustaveny diurnélni rytmus. U experimentu 2 a
v pribéhu experimentu se pak hladiny ménily statisticky vyznamné, korespondovaly
s uvedenim prasat do anestezie (pokles kortizolu, naopak zvysSeni kortizonu a DHEA(S).
Pomér kortizol/kortizon je nejvyssi u prvniho odbéru, poté klesa. Pfedpokladame, Ze je to tak
proto, Ze vysoka hladina kortizolu nahle klesne a musi byt v téle konvertovana na kortizon,
zvysuje se tedy aktivita enzymu 11p3-HSD2.



Abstract

In our study, we analyzed four stress markers (cortisol, cortisone, DHEA and DHEAS) in
blood serum in young sows using minimally invasive heart catheterisation as the stress factor.

The marker levels were assessed in four defined periods of the experiment, beginning
with the baseline level on the day before intervention (1), the second period was after the
introduction of anaesthesia (2), the third was after conducting tissue stimulation or ablation
(3), and the final period was after the end of the catheterisation (4). Cortisol and cortisone
were detected using HPLC method, DHEA(S) by commercial Kits. For statistical analyses
non-parametric tests were used (due to non standard Gaussian data distribution).

In our study we arranged these experiments: 1. Diurnal variability in these markers
concentration during heart catheterisation was tested. 2. Are there differences between stress
markers concentration the day before experiment (sampling 1) and in the day of the
catheterisation (samplings 2, 3, 4)? 3. Are there differences between these markers
concentration during operation (the first sampling was excluded)? 4. The cortisol/cortisone
ratio was calculated.

We found only minimal statistical differences in studied markers between the morning
and afternoon group (p > 0.05) in experiment 1. For tested markers was Friedman test
statistically significant for cortisol and DHEAS (p <0.05), for cortisone and DHEA p<0.001.
Experiment 3: For cortisol and cortisone was p <0.05, for DHEA(S) there were statistical
differences only minimal (p >0.05) in experiment 2 and 3. Friedman test was statistically
significant, p<0.001 in experiment 4.

Conclusions: Experiment 1: The absence of circadian variation in GCs levels could
originate either at an early age of our experimental pigs or in stressful conditions on the
experiment day or most likely the day before (e.g. social isolation, fasting, transport, and
catheterisation), respectively. We can conclude there is no difference in the stress load
between morning and afternoon experiments. Experiment 2 and 3: The first stress markers
level was the lowest; therefore we could conclude this concentration is the basal level. Then
levels of all markers increased and statistically significant changed. After anaesthesia
induction cortisol decreased, cortisone, DHEA(S) increased, it corresponds to anaesthesia
effect. Cortisone, DHEA and DHEAS acted as balanced system against the stress injurious
effect Experiment 4: Cortisol/cortisone ratio was the highest the day before experiment, then
decreased. We suppose cortisol concentration suddenly decreased, 11B-HSD2 activity
increased and changed cortisol to cortisone.



1. Literarni Gvod

1.1 Obecna charakteristika stresu a stresové reakce
Problematice stresu a jeho plisobeni na organismus je v souc¢asné dobé vénovana znacna

pozornost jak v humanni a veterinarni medicing, tak i v zoologickych oborech.
U medicinskych obor ndm mohou znalosti pomoci pfi snizovani stresu napriklad pfi béznych
operacnich vykonech, pooperacni péci apod.

Pokud je organismus vystaven plisobeni stresoru (Skodlivému nebo nepfedvidatelnému
podnétu), spusti se stresova odpovéd. Jde o komplex nespecifickych fyziologickych,
hormonalnich a behavioralnich odpovédi, ktery ma za ukol ochrénit jedince pred vlivy
stresoru (Fleshner et al. 1995, Orchinik 1998, Mdstl a Palme 2002, Romero 2004, Young et
al. 2004). Odpovéd na stres obvykle vede ke zménam endokrinnich a metabolickych pochod(i
v organismu a probiha jak na urovni jednotlivych bunék, tak i na Grovni organismu jako
celku. Tyto reakce jsou vysoce konzervativni a probihaji u vétsiny taxond obratlovci véetné
lidi jednotné.

U savcl aktivuje plsobeni stresoru dvé osy: sympato-adreno-medularni (SAM) a
hypothalamo-hypofyzarné-adrenalni (HPA). SAM osa stimuluje produkci katecholamin(
(adrenalinu a noradrenalinu) z dfené nadledvin a je fizena hlavné sympatickym nervovym
systémem. Je tedy velmi rychld, adrenalin (resp. noradrenalin) je vylu€ovan béhem vtefin
nebo minut. Druhou stresovou osou je HPA osa, kterd mé dva rlizné spoustéci mechanismy.
Paraventrikulérni jadro hypothalamu vylucuje kortikoliberin (CRF - corticotropin releasing
factor, nékdy oznacovan jako CRH - corticotropin releasing hormone), ktery putuje do
predniho laloku hypofyzy. Hypofyza vyluCuje ACTH (adrenokortikotropni hormon), ktery
krevnim Fecistém putuje k nadledvinam a stimuluje jejich kliru k produkci glukokortikoid(
(GC).

1.2 Charakteristika glukokortikoid(l, mechanismy jejich plsobeni a
zplsoby regulace
Glukokortikoidy (kortizol, kortikosteron) jsou steroidni hormony produkované kirou

nadledvin, maji dllezitou Glohu v kontrole metabolismu témér vSech tkani v organismu, patri
mezi stresové hormony.

Glukokortikoidy jsou biologicky aktivni pouze pokud maji na svém
jedenactém uhliku navazanou hydroxylovou skupinu (kortizol, kortikosteron). Kortizon je
také vytvaren kdrou nadledvin, misto hydroxylové skupiny na C-11 obsahuje keto- skupinu,

kterd zméni charakter molekuly na hydrofilni a znemozni tak priinik bunéénou membranou.



Kortizon vytvéri zasobni pool kortizolu pro pfipady, kdy je potfeba zvySend koncentrace
kortizolu (napf. pfi stresové reakci nebo diurndlnim rytmu). VoIné GC jako malé lipofilni
molekuly prochazi buné€nou membranou a vaZou se na intracelularni receptory. V burkach se
nachézeji dva typy receptord schopnych vazat GC, mineralokortikoidni (MR) a
glukokortikoidni (GR). MR ma velkou afinitu jak pro mineralokortikoidy (aldosteron), tak pro
glukokortikoidy. GR mé velkou afinitu jen pro GC. MR dokéZe rozpoznat GC od aldosteronu
a v nékterych tkanich vaze prednostné aldosteron, napfiklad v distalnim tubulu, slinnych
Zlazéach, potnich Zlazéch a v kolonu. To je moZné diky dalSimu regulacnimu faktoru, enzymu
11B-HSD (11B-hydroxysteroid dehydrogenaza). Tato rozdilna afinita vede k hypotéze, Ze
MR jsou optimalizovany pro odpovéd pfi bazalnich hladinach GC, kdeZto GR pro hladiny
GC v jejich zvy3ene koncentraci, tedy kdyZ jsou MR plIné saturovany (napf. diurndlni rytmus
nebo stres) (Orchinik 1998, Perreau et al. 1999, Romero 2004). Komplex GC-receptor
vstupuje do bunééného jadra, kde plsobi jako transkripéni faktor.

Dulezitym regulacnim faktorem, ktery kontroluje mnozstvi GC dostupné pro bunécné
receptory, je enzym 11B-HSD, ktery se objevuje ve dvou izoforméch: 113-HSD1, ktera
plsobi jako reduktaza a 11B-HSD2, kterda ma dehydrogenazovou aktivitu. 11B-HSD1 se
vyskytuje hlavné ve strukturach mozku (v mozecku, hippokampu, hypofyze, hypotalamu nebo
kdre), 113-HSD2 se v mozku dospélého jedince témér nevyskytuje, ale svou dllezitou roli ma
v mozku vyvijejiciho se plodu (Seckl 1997). 113-HSD1 katalyzuje redukci GC na 11. uhliku a
méni tak inaktivni keto- derivaty GC na jejich aktivni formu. Naopak pisobi 113-HSD2, ktera
meéni aktivni GC na jejich inaktivni formy. Exprese 113-HSD1 je regulovana béhem stresu a
zvysené koncentrace GC, kdy ma mozek ochranit pred nepfiznivymi vlivy plisobenim GC.
11B-HSD2 ochrafiuje MR pFed navdzanim GC v mistech, kde ma byt prednostné navazan
aldosteron, napf. v ledvinach (Brown et al. 1996, Seckl 1997), nebo v jinych organech, které
by mohlo nadmérné mnozstvi GC poskodit, napf. ovaria nebo Leydigovy buriky v testes
(Seckl 1997, Michael et al. 2003, Sharp et al. 2007, Honda et al. 2008). Tato izoforma se
vyskytuje také v placenté, kde mé za ukol ochrénit plod pred vysokou koncentraci GC a
zabrénit tak pfenosu matefskych GC k plodu (Brown et al. 1996, Seckl 1997, Yang 1997,
Klemcke et al. 2003).

1.2.1 Cyklické zmény glukokortikoid(
Hladiny GC podléhaji cyklickym zménam, a to jak sezdnnim, tak diurnalnim. Sezénni vykyvy

mohou byt dany zvySenou kompetici (napf. o zdroje potravy, Ukryty nebo sexualni partnery)

(Romero 2002, Huber et al. 2003, Boonstra 2004). Diurnalni variabilita pak souvisi predevsim



s aktivitou jedince - nejvyssi hladiny GC jsou pfitomny v obdobi tésné pfed poCatkem

v v

v v

et al. 1981 a,b, Becker et al. 1985 a, b, Horky 1985, Bradbury et al. 1994, Kramer a Sothern
2001, Young et al. 2004).

Prasata doméci patfi k zivocichlim s denni aktivitou, proto maji nejvyssi hladinu
glukokortikoidl rano. Ciradianni rytmy se utvareji v pribéhu ontogeneze; u mladych jedinct
nebyl diurnalni rytmus zaznamenan, objevuje se az béhem puberty, u prasat je to ve véku 15
tydn{ (von Borell a Ladewig 1992, deJong et al. 2000). Dospéla zvirata maji rytmus jiz pIné
stabilni, u prasat toto nastava ve véku okolo 20 tydnd (Ruis et al. 1997). Cirkadianni rytmus
mize byt ovlivnén stresem a mliZe byt v obdobi zvySeného stresu potlacen nebo miize
dokonce Uplné vymizet.

S diurnalni variabilitou je tfeba pocitat i pfi planovani pokusd, protoze ke zvyseni

hladin GC nemusi dojit vlivem stresu, ale jen jejich pfirozenym diurnalnim rytmem.

1.3 Dehydroepiandrosteron (DHEA), dehydroepiandrosteronsulfat
(DHEAS)

Tyto steroidni hormony jsou tvofeny bud v nadledvindch, gonadach, placenté nebo
v centralni nervové soustavé jako neurosteroidy. DHEA je konvertovan na DHEAS
plsobenim sulfotransferazy v klife nadledvin, jatrech a tenkém stfevé. DHEAS je hlavni
cirkulujici formou a pdsobi jako zasobni pool DHEA. DHEAS patfi k hojné zastoupenym
cirkulujicim steroidiim v plazmé. DHEA ma Siroké spektrum Gc¢inku, je to slaby androgen a
plsobi jako prekurzor androgend i estrogenl. DHEA i DHEAS maiji pozitivni efekt na uceni a
pamét’.

DHEA(S) mlzZe plsobit jak pres intracelularni, tak i membranové receptory. Mezi
membranové receptory, na které DHEA(S) plsobi patfi napf. GABAA (receptory kyseliny y-
aminomaselné), NMDA (N-methyl D-aspartat receptory), a1, apod.

DHEA(S) je produkovan také placentou a plisobi tak na plod. Koncentrace téchto
steroid(l jsou zavislé na véku, po narozeni je hladina vysoka, pak kleséa do péti let véku, kdy
koncentrace opét zacina rdst. Nejvyssi hladiny jsou mezi 20.-30. rokem véku, poté se
koncentrace snizuje (u muzd i u Zen) (Baulieu e tel. 2000, Goodyer et al. 2001, Gartside et al.
2010). DHEA(S) je, stejné jako kortizol, vyplavovan pfi zvySeném mnozstvi CRH a ACHT,
tedy pFi akutnim stresu (napf. Nieschlag et al. 1973). Na rozdil od kortizolu ale vyssi hladiny
DHEA(S) pretrvavaji i pfi dlouhodobém plsobeni stresoru (tedy i pFi chronickém stresu).



Stejné jako hladiny kortizolu je hladina DHEA(S) ukazatelem aktivity HPA osy (napf.
Goodyer et al. 2001, Maninger et al. 2010).

DHEA(S) ma antiglukokortikoidni u¢inky, plisobi tedy jako protivaha negativnich
vlivl stresu (Kimonides et al. 1998, 1999, Morgan et al.2004, Maninger et al. 2009, 2010).

Podobné jako kortizol vykazuje DHEA(S) také diurnalni variabilitu. Nejvyssi hladiny
jsou zaznamenavany rano, v pribéhu dne potom klesaji. U mladsich jedinct byl zaznamenén
vyrazngjsi cirkadianni rytmus, u starsich osob s poklesem hladin DHEA(S) pak klesala i
intenzita cirkadianni variability, aZz vymizela UplIné (Ceresini et al. 2000, Whetzel et al. 2010,
Maninger et al. 2010).

1.4. Vliv operacniho vykonu a anestezie na hladinu stresovych
hormon( u prasat doméacich

V naSem experimentu byl pouZit minimalné invazivni operacni vykon, srdeCni
katetrizace. Mnoho studii porovnavalo pouziti otevieného chirurgického vykonu s jeho
minimalné invazivni variantou u prasat domacich, autofi nezaznamenali statisticky vyznamny
rozdil v hladinach glukokortikoidl (napf. Mansour et al. 1992, Bessler et al. 1994, Burpee et
al. 2002, Margulis et al. 2005, Matsumoto et al. 2005, Duchene et al. 2008). To znamen4, Ze i
neinvazivni zakrok vede ke zvySeni GC.

Anestezie se pouziva ke zmirnéni dopaddl operacnich vykond na pacienta, obecné
dochézi ke sniZeni vyplaveni stresovych hormonl a tim padem potlaceni negativnich G¢inkd
stresové reakce na stres béhem chirurgického vykonu. V naSem pfipadé jsme pouzivali
kombinaci Propofolu a Morfinu.

Propofol se pouZiva spolu s opiatem (napf. Sufentanil, Remifentanil, Morfin, apod.)
k nitrozZilni anestezii (total intravenous anesthesia, TIVA). Kombinace Propofolu a opiatu
snizovala vyplaveni katecholamin( i glukokortikoid(l do krevniho fecisté a namérené hladiny
tak byly dokonce niZzsi nez pred operaci (Fragen et al. 1987, Schricker et al. 1999, 2000, Ihn et
al. 2009) neZ u inhala€ni anestezie (napf. Schricker et al. 2000, Ledowski et al. 2005, Ihn et
al. 2009, Kostopanagiotou et al. 2010), pfiCemz opidty maji tyto GC€inky vyraznéjsi nez
propofol (Shricker et al. 2000). Propofol sniZuje aktivitu HPA osy, dochazi tedy nejen ke
snizeni produkce a sekrece kortizolu, ale i ACTH a CRH.



2. Cile a hypoteéezy

V této préci jsme si stanovili nasledujici cile:

1. Stanovit hladiny stresovych markerl (kortizolu, kortizonu, DHEA a DHEAS) u
modelového druhu prasete doméaciho z krevniho séra.

2. Optimalizovat nacasovani odbérdl krve pro detekci markerd a urcit situace, které by mohly
mit na hladinu stresovych markerd vliv a stanovit tak protokol pro odbér krevnich vzorkd
béhem stresové zatéze.

3. Porovnat hladiny stresovych marker( u katetrizacnich vykon( provadénych v dopolednich
a odpolednich hodinéach a zjistit tak, zda neni narusen cirkadianni rytmus vyplavovani téchto
marker(.

4. Porovnat hladinu studovanych marker( béhem srdecni katetrizace s hodnotami odebranymi
na doméaci farmé v nestresovych podminkach.

5. Porovnat stresové markery v pribéhu srde¢ni katetrizace, v pfedem stanovenych situacich,
které by mohly mit vliv na hladinu stresovych hormond.

6. Zjistit hodnotu poméru kortizol/ kortizon v priibéhu katetrizacniho experimentu a zjistit tak
aktivitu enzymu 11p3-HSD.

7. Zjistit, zda planovand, minimalné invazivni, srdecni katetrizace ma vliv na HPA osu a
nasledné vyssi vyplaveni GC kdrou nadledvin. Tato méfeni by mohla pomoci zlepsit
planovany kardiologicky vykon ve veterindrni i huménni mediciné (napfiklad spravnym

naCasovanim experimentu).

Hypotézy:

PFi nasi praci jsme Fesili tyto hypotézy:

1. Prase domaci patfi mezi druhy s aktivitou béhem dne, predpokladali jsme, Ze se bude
hladina GC lisit u operaci provadénych béhem dopoledne a odpoledne. Predpokladali jsme
vys$i hladinu u dopolednich odbérd, coZz by korespondovalo s nalezy u zvifat s denni
aktivitou.

2. Odbér, ktery jsme odebirali v nestresovych podminkach doméaciho prostfedi, by mél byt
nejnizsi. U dalSich odbér(l jsme predpokladali narlst téchto koncentraci oproti bazalnim
hladindm prvniho odbéru.

3. SrdeCni katetrizace patfi mezi minimalné invazivni operacni vykony, ale i tyto vedou ke
spusténi stresové reakce. Predpokladali jsme, Ze dojde k predpokladanému ridstu hladiny

stresovych marker( béhem katetrizace.



4. Zjisténim poméru kortizol/kortizon jsme chtéli stanovit miru steroidogeneze v kiie
nadledvin a zaroven aktivitu 11B-HSD, ktera méni pomér mezi témito dvéma steroidy.
Predpokladali jsme zvySenou tvorbu kortizolu oproti kortizonu (v porovnéni s nestresovymi

hladinami, ne absolutni koncentrace) v priibéhu stresové reakce.

3. Metodika experiment(

3.1 Pokusna zvirata
Jako modelovy druh jsme pouZili samice prasete doméciho (Sus scrofa domestica)

v prepubertalnim véku, konkrétné kiizence plemen Landrace a Velké bilé. Prasata pochézela
z farmy Agro Jesenice a.s., chovné stanice Radgjovice (RCH CZ-21045103), kde byla
chovana podle standardnich chovnych norem.

3.2. Experimenty
VSechny experimenty provadéné na prasatech domacich na naSem pracovisti byly provadény

v souladu se zakony a nafizenimi platnymi v CR i EU spojenymi s praci a vyzkumem na
zvifecich modelech. Experimenty byly posouzeny etickou komisi 1.LF UK a byly ji
schvéleny jako vyhovujici vsem platnym predpisdm.

Délka trvani experimentu byla prFiblizné shodna pro vSechna experimentalni zvifata.
Zvirata byla na chovné farmé den pred experimentem oddélena do samostatného kotce, a
nebylo jim podavano krmeni. V den experimentu byla pfevezena do naSi laboratore, kde byla
hodinu ponechana v klidu, poté premedikovéana, uspana a zaintubovana (pfiblizné pdl hodiny
po premedikaci), poté byl provadén vlastni operacni vykon. Od zaCatku premedikace ke
skonceni operace probéhlo prdimérné 2,5 hodiny na jedno zvife. Experiment skonCil
usmrcenim zvifete. Casové odchylky jsou samoziejmé mozné, kvlli komplikacim pfi

zakroku, nebyly vSak Casté.

3.2.1 Anestezie a pouzita medikace
K premedikaci a sedaci byl pouZit Stresnil (azaperon) v davce 5mg/kg, Atropin (atropin

sulfat) v davce 0,05 mg/kg a Narcetan (ketaminhydrochlorid) v davce 14 mg/kg s
intramuskularnim podanim (IM).

Pro zajisténi intravendzniho (1V) prFistupu byla pouZita 18G nebo 20G 1V kanyla do
hlavni usni zily.
Pro uvedeni do anestezie byl pouZit jako bolus 1% Propofol v dédvce 2mg/kg a Morfin (1%
morfini hydrochloridum trihydricum) v davce 2mg/kg.



Poté bylo prase zaintubovano pod pfimou laryngoskopickou kontrolou. K intubaci
byla pouzita 7 nebo 7.5 mm orotracheélni trubice (velikost byla zvolena podle velikosti
prasete).

Anestezie byla udrzovana kontinualnim podavanim Propofolu (v davce 4mg/kg) 1V
infuzi. Jako analgetikum byl podavan morfin (v davce 0,2 mg/kg) jako IV bolus kazdou
hodinu probihajici anestezie.

Ventilace byla udrZzovana na primérném objemu 8-10 ml/kg, pocet dechd byl 15/min.

3.2.2 Srdecni katetrizace
Srdecni katetrizace byla bilateralni, pravo a levostranna, provadéna standardnim katetrizacnim

postupem (vstup pres arteria a vena femoralis s pouzitim 7-9F sheetu). Katetrizace byla
provadéna jako soucast rozsahlejsich elektrofyziologickych pokusd, u kterych byla pouzivana
elektrickd stimulace a radiofrekvencni ablace prevodniho systému srdecniho.

3.2.3 Odbér krve
Krev jsme odebirali z jugularni Zily ve Ctyfech pfesné stanovenych situacich experimentu.

Prvni odbér probéhl na doméci farmé (pfedpokladali jsme nestresové podminky), dalsi
odbéry nasledovaly vZdy 10 minut po Ukonu, kde jsme pFedpokladali vykyv v hladiné
marker( (druhy odbér po intubaci a uvedeni do anestezie, treti odbér po srde¢ni stimulaci
nebo ablaci tkané prevodniho systému srde¢niho a Ctvrty po ukonCeni experimentu, tésné pred

usmrcenim zvifete. Pro nazornost je vytvoreno schéma (obr. 1)

EXPERIMENT
Odbeéry krve T T T T
1. na farmé 2 po 3. Po stimu_laci 4, uko_n(:enl’
intubaci a nebo ablaci experimentu
Uvodu do pfevodniho
anestezie systému
srdecniho

Obr. 1: Schématické zobrazeni odbér(i testovanych marker

Pro vysetfeni bylo zapotfebi odebrat 10 ml krve, k testovani bylo pouzito krevni sérum.
Markery byly stanoveny v Endokrinologickém Ustavu v Praze (oddéleni steroid( a
proteofaktor(i), kortizol a kortizon metodou HPLC, DHEA(S) komer¢nimi radiometrickymi
Kity.



3.2.4 Popis experiment( a statistické zpracovani vysledk
3.2.5.1 Experiment 1

Pokusna zvifata (n=23) byla rozdélena do dvou skupin, podle denni doby, kdy podstupovala
experimentalni vykon. Do skupiny zvirat katetrizovanych rano (zacatek pokusu v 9:00), bylo
zarazeno 13 prasat, do skupiny odpolednich (zaCatek pokusu v 15:00) 10.

Experiment fesSi jen, zda se liSi ranni a odpoledni skupiny katetrizovanych prasat,
nefesi dynamiku zmény marker( v celkovém pribéhu experimentu.
Ziskané hodnoty testovanych marker(l byly rozdéleny do dvou skupin, podle denni doby, ve
které byla provadéna Kkatetrizace. Pro kaZzdou skupinu zvlast byl proveden nezavisly
statisticky test, kterym byla zjisténa zakladni statistickd data (median, maximum, minimum
namérenych hodnot) pro kazdy marker v kazdém testovacim obdobi (odbér 1-4). Pro
statistické zpracovani byl pouZzit neparametricky Mann-Whitney test pro dva nezavislé vybéry
(pro ranni a odpoledni testovaci skupinu) pro kazdy marker a pro kazdy odbér zvIast’.
3.2.5.2 Experiment 2
K tomuto experimentu bylo pouZito 25 testovanych samic prasat. Diky tomuto experimentu
jsme mohli zjistit dynamiku zmény testovanych marker( v priibéhu experimentu a zhodnotit
tak vliv jednotlivych Gkonli na hladinu markerl. Ke statistickému zpracovani byl pouZit
neparametricky Friedmann(v test pro 4 zavislé vybéry (pro 4 odbéry v pfedem stanovenych
situacich, viz metodika odbéru krevniho vzorku). Odbéry béhem operace (odbéry 2-4) byly
porovnavany s odbérem v predpokladanych nestresovych podminkach (1. odbér).
3.2.5.3 Experiment 3
K tomuto experimentu bylo pouZito 25 prasat, metodika byla stejné jako u experimentu 2, jen
se porovnavaly ziskané hodnoty jen béhem katetrizacniho vykonu (tedy bez prvniho odbéru).
Ziskali jsme tim predstavu, zda se statisticky lisi hladiny marker(i pouze béhem operace. Byl
pouzit neparametricky Friedmann(v test pro 3 zavislé vybéry (odbér 2-4), prvni odbér se tedy
do testu nepocital.
3.2.5.4 Experiment 4
Pomér kortizol/kortizon byl pocitan pro kazdé experimentalni zvife zvIast, byl zjistén median,
minimum a maximum z naméfenych hodnot. V nékterych pfipadech byly hladiny kortizonu
nulové, a proto tedy neSel pomér kortizol/kortizon vypocitat (proto se poCet naméfenych
hodnot u pokusnych zvifat lisi v jednotlivych odbérech; pro 1. odbér n=18, pro 2. a 3. odbér
n= 25, pro 4. n= 21). Pro zjisténi statistické vyznamnosti byl pouZit neparametricky

Friedmann(v test pro kazdy parametr pro 4 zavislé vybéry.
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4. Vysledky

4.1. Experiment 1
NameéFena data vykazovala Siroké rozpéti hodnot, které mizeme pFicist velkym

interindividualnim rozdilim v hladinach mérenych markerd.
Statistickeé rozdily Mann-Whitneyova testu mezi ranni a odpoledni skupinou zvirat
v kazdé fazi experimentu byly jen minimalni (p>0.05) a to pro kaZdy ze sledovanych

marker(. Nenalezli jsme tedy u naSich zvirat cirkadianni rytmus u Zadného z markerd.

4.2 Experiment 2
Stejné jako u predchoziho experimentu, vykazuji naméfené hodnoty velky rozptyl, coz

ukazuje na znacné interindividualni rozdily hladin testovanych markerd.

4.2.1 Kortizol
Hladiny kortizolu v séru byly nejnizsi pfi prvnim odbéru, tedy na doméaci farme,

v nestresovych podminkach (148.35 nmol/l), vysledek potvrdil naSe oCekavani a tuto hodnotu
mliZeme povazovat opravdu za nestresovou, bazalni. V druhé fazi experimentu, po uvedeni do
anestezie, jsme zaznamenali nejvy3si hodnoty medianu (246.41 nmol/I), poté jiz hodnoty
kortizolu klesaly az ke svym nejniz8§im hodnotam u ¢tvrtého odbéru, az k hodnotam velmi
blizkym hodnotam bazalnim. Friedmandyv test byl pro tyto 4 odbéry staticky vyznamny (p
<0.05).

4.2.2 Kortizon

v v

provedeného jesté na domaci farmé (6.19 nmol/l). U druhého a tfetiho odbéru hladiny rostly
az ke svému maximu béhem tfeti faze experimentu (66.12 nmol/l), poté hladiny klesaly, ale
ne k bazalnim hodnotam, namérené hodnoty byly pFiblizné sedmkrat vy3si nez bazalni.
Friedman(v test byl statisticky vyznamny (p<0.001).

4.2.3 DHEA
NejniZsi hladiny DHEA v krevnim séru jsme zaznamenali na zaCatku experimentu (0.15

nmol/l), poté hladiny prudce stoupaly aZz ke svému maximu ve Ctvrté ¢asti katetrizacniho
vykonu, tésné pfed ukoncenim experimentu (0.76 nmol/l). Friedman(v test byl statisticky
vyznamny (p<0.001).
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4.2.4 DHEAS
Mediany koncentrace DHEAS byly pfiblizné stejné po celou dobu experimentu, nejnizsi

hladiny byly zaznamenany pfi prvnim odbéru, pak lehce stouply a v dal$im pribéhu
experimentu zdstaly neménné (0.09 nmol/l). Friedman(v test vySel statisticky signifikantni
(p<0.05).

4.3 Experiment 3

4.3.1 Kortizol
Nejvyssi hodnoty byly naméfeny ve druhé fazi experimentu, poté hodnoty klesaly.

Predpokladame, Ze se tak délo diky vlivu anestézie, ktera tlumi stresovou reakci. Friedman(v
test byl statisticky vyznamny (p<0.05). Samotny katetrizatni vykon mé tedy statisticky

vyznamny vliv na hladinu kortizolu.

4.3.2 Kortizon
Od druhého odbéru hladina kortizonu vzrostla a u tfetiho odbéru dosahla maxima (66.12

v v s

experimentu. Friedman(v test byl na hladiné vyznamnosti 0.05 statisticky signifikantni.

4.3.3 DHEA
V rdmci druhé aZ Ctvrté faze experimentu byly medidny koncentrace DHEA velmi podobng,

vzrlstaly od druhé Casti experimentu aZ ke svému maximu v zavérecné fazi experimentu.
Friedman0yv test neprokazal statistickou vyznamnost na dané hladiné signifikance (p>0.05).
Operacni vykon tedy nema statisticky vyznamny vliv na hladinu DHEA v krevnim séru

naSich experimentalnich zvirat.

4.3.4 DHEAS
U tohoto markeru byly mediany v priibéhu operacniho vykonu témér stejné, ani statisticky se

nemeénily (p>0.05). Katetrizalni vykon tedy nemél statisticky vyznamny vliv na hladinu
DHEAS.

4.4 Experiment 4: ZjiSténi poméru kortizol/kortizon
Stejné jako u predchozich experiment(l byl hodnocen median. Median poméru byl nejvyssi u

prvniho odbéru experimentu, tedy v nestresovych podminkéch (15.95), poté prudce klesal a
nejnizsi hodnoty byly zaznamenany na konci experimentu (2.51). Friedman(yv test byl
statisticky vyznamny (p<0.001)
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5. Diskuze

5.1. Experiment 1
Je dobfe znamo, Ze prasata domaci vykazuji cirkadidnni rytmus v koncentracich kortizolu

(napr. Barnett et al. 1981 a, b, Becker et al. 1985 a, b, Griffith a Minton 1991). Patfi mezi
zvirata, kterd jsou aktivni pres den, tedy maji vy3si hladinu GC v rannich hodinach, pak
béhem dne postupné Klesa, az ke svému minimu pfed usnutim; proto jsme oCekavali vyssi
hladiny GC bé&hem ranniho experimentu v porovnani s odpolednim. Podobné jako kortizol
vykazuje diurnalni rytmus i DHEA(S), s nejvyssimi hladinami rano, v priibéhu dne potom
klesaji (napf. Ceresini et al. 2000, Whetzel et al. 2010, Maninger et al. 2010). V naSem
experimentu jsme ale Zadny takovy trend nezaznamenali.

Mozné priciny mizeme rozdélit do dvou skupin: pFiciny (1) nespojené se stresem a (2)
spojené se stresovym zatizenim. Druhou skupinu pak je moZzné jesté rozdélit do nékolika
podskupin: (2.1) stéhovani do nezndmého prostiedi a nasledna socialni izolace, (2.2)
hladoveéni, (2.3) transport z farmy do experimentélni laboratofe, (2.4) katetrizace srdce.

MozZnou nestresovou pFicinou absence cirkadidnniho rytmu ve sledovanych
markerech, mliZze byt nizky, prepubertalni, vék prasnic. To je podporeno i jinymi studiemi,
které u mladat prasat domécich (15 tydn starych) nezaznamenali cirkadianni rytmus (napf.
von Borell a Ladewig 1992, Ruis et al. 1997, deJong et al. 2000). Stejné tak, nalezli stabilni
cirkadianni rytmus s maximem v rannich hodinach a minimem vecer, u prasat starych
nejméné 20 tydnll (Ruis et al. 1997, deJong et al. 2000).

V druhé skupiné (divody absence cirkadianniho rytmu spojené se stresovou reakci) je
moznych pFicin nékolik. Predpoklada se, Ze zvysena hladina GC pfi stresové reakci, mize
naruSit nebo Gplné zrusit diurnalni rytmus.

Na chovné farmé byla den pfed experimentem prasata separovana do samostatného
kotce, byla tedy vystavena stresu ze stéhovani do nového prostredi (Dantzer a Morméde 1983,
Becker et al. 1985a, Grandin 1997, Désautés et al. 1999) i z izolace od doméci skupiny
(Janssens et al. 1994, Ekkel et al. 1997, Ruis et al. 1997) a byla jim odebrana potrava
(Geverink et al. 2003), vSechno toto jsou situace, které zvysuji stres a mohou narusit
cirkadianni rytmus. V den experimentu jsou prasata transportovana do laboratore, to patfi
mezi dalSi stresové situace (Becker et al. 1985b).

Dalsim z moznych stresori je samoziejmé srdecni katetrizace, kterou zvifata podstoupila. Ta
bude diskutovéna v nasledujicim oddile diskuze (5.2), ktery se srdeCni katetrizaci zabyva

podrobnéji.
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Po zvazeni viech zminénych skutecnosti se klonime k zavéru, Ze absence cirkadianniho rytmu
je zplsobena predevsim nevyzralosti HPA osy u naSich prepubertalnich experimentalnich
zvirat. Cirkadianni rytmus mlze byt také ovlivnén procedurami, kterymi zvire proslo den pred
experimentem, ale nezaznamenali jsme vyznamné statistické rozdily mezi hladinami GC u
zvitat podstupujicich katetrizaci rano a odpoledne v priibéhu opera¢niho vykonu ani u
bazélnich hladin ziskanych den pred experimentem. Samotna srdecni katetrizace teoreticky
mliZe mit negativni vliv na diurnalni rytmus, ale doba, po kterou katetrizace probiha je prili$

kratka na vyvolani nestability celého cirkadianniho rytmu.

5.2 Experiment 2a 3
Experimenty 2 a 3 bych rada diskutovala zaroven, vzhledem k povaze obou experimentd, kdy

se liSi jen nezafazenim jednoho odbéru do statistického hodnoceni.

Nejnizsi hodnotu u vSech parametrii jsme predpokladali u prvniho odbéru, protoze
zvirata byla méfena v podminkéch, na které jsou bézné zvykla. Vysledky nas predpoklad
potvrdily, proto mizeme hodnotu odbéru na farmé povazovat za bazalni, tedy nezatizenou
zvysenym akutnim stresem zvitat. Ocekavali jsme, Ze poté bude hladina stresovych markeri
(predevsim kortizolu) stoupat a bude vyssi v priibéhu celého katetrizaéniho pokusu.
Vzhledem k tomu, Ze nejvyssi hladina byla u druhého odbéru (po uvedeni do anestezie a
nasledné intubaci) a poté hladina kortizolu klesala aZ zpét k hodnotam blizkym bazalnim, je
pravdépodobné, Ze do procesu regulace HPA osy zasahly ukony, které moduluji (pfipadné
naruSuji) jeji Cinnost (napfiklad anestezie a medikace tiSici bolest pfi vykonu). Namérené
hladiny GC byly v nékterych pfipadech dokonce niZsi nez ty, namérené pfed operaci (Fragen
et al. 1987, Schricker et al. 1999, 2000, Ihn et al. 2009). Také v naSem pfipadé hladiny GC
klesaly po podani anestezie aZz k hodnotam blizkym prvnimu odbéru (ktery tedy povazujeme
za bazalni), vysledek je tedy v souladu se zminénymi pracemi. Naopak koncentrace kortizonu
a DHEA(S) také vzrostly po druhé fazi experimentu, ale ke svym bazalnim hladindm se
nevratily. Proto pfedpokladadme, Ze tyto steroidy maji za tkol chrénit organismus pred
zvySenou hladinou kortizolu, a tak pfed nezadoucimi vlivy akutniho stresu (Kimonides et al.
1998, 1999, Morgan et al.2004, Maninger et al. 2009, 2010).

Prasata podstupovala experimentalni srde¢ni katetrizaci. Je to zakrok, ktery patfi mezi
méné invazivni, coZ by mohlo vést k zavéru, Ze hladiny GC vzrostou jen minimalné. Kdyz
byly porovnany zékroky (provadéné na prasatech domacich), kde byl pouZit klasicky pristup a
pristup laparoskopicky (Ci jiny méné invazivni), nenalezly se Zadné statisticky vyznamné
rozdily v hladiné GC (Mansour et al. 1992, Bessler et al. 1994, Burpee et al. 2002, Margulis et

14



al. 2005, Matsumoto et al. 2005, Duchene et al. 2008). To znamen4, Ze i minimalné zatéZujici
zékrok je pro zvifata stresujici a znamena zvyseni hladiny kortizolu v krvi, kterd mdze mit za
nasledek nestabilitu cirkadianniho rytmu. Zde je ale dilezité zminit, Ze hladiny GC mohou
byt béhem operace modulovany dalSimi parametry (napf. zvolenou anestezii, medikaci
zmirnujici bolest, apod.) (Marana et al. 2008).

Koncentrace DHEA(S) je, stejné jako u kortizolu, zvySena pri stresové zatézi a reaguje
tedy také na zvySenou koncentraci CRH a ACTH, proto jsou také povaZzovany za markery
aktivity HPA osy (Goodyer et al. 2001, Maninger et al. 2010). Kortizon funguje jako rezervni
pool kortizolu v pfipadé jeho zvySené potieby (napf. pfi zménach koncentrace kortizolu
provazejici cirkadianni rytmus, nebo jako v naSem pripadé pfi stresové zatézi organismu)
(Vogeser et al. 2003). Koncentrace kortizonu v tomto pokusu byla nejnizsi pfi prvnim odbéru
a poté rostla, az dosahla svého maxima u tfeti ¢asti pokusu, pak se hodnoty snizily, ale byly
mnohonasobné vyssi nez hodnoty bazalni. Pokud hodnotime dynamiku zmény koncentraci
kortizolu a kortizonu, Ize pfedpokladat, Ze diky zvy3ené aktivité isoenzymu 11p3-HSD2
(dhlezitym regulacnim faktorem premény kortizolu v kortizon a naopak), je vyssi hladina
kortizonu (oproti bazalnim hladindAm na pocatku experimentu) zplsobena nejspis rapidnim
snizenim koncentrace kortizolu v prdibéhu samotného operaéniho vykonu po podani anestezie.
Kortizol, ktery byl ve zvySené mife vyplaven v téle prasete pred zaCatkem experimentu a je
nyni v jejich organismu tedy ,,pfebytecny* je enzymaticky pfeménén na kortizon, ktery neni
biologicky aktivni. Tim je vlivem atestezie zabranéno nezadoucim vliviim plsobeni kortizolu

a tim i akutniho stresu.

5.3 Experiment 4: ZjiSténi poméru kortizol/kortizon
Pomér kortizol/kortizon reguluje izoenzym 11B-HSD, ktery preméfiuje pomoci redukce
kortizon v kortizol (11p-HSD1) a naopak oxidaci méni kortizol v kortizon (113-HSD2).

V pripadé tohoto experimentu byl pomér hormon( kortizol/kortizon nejvyssi
v nestresovych podminkach prvniho odbéru, poté pomér klesal az k zavéru experimentu, kdy
byl tento pomér nejnizsi. Predpokladame, Ze nejdllezitéjSim vlivem je podani anestezie a
analgezie, které minimalizuje bolest a tim i stresovou reakci organismu. Koresponduje to s
nahlym sniZzenim hladiny kortizolu a tim padem zvysené hladiny kortizonu béhem naSeho
experimentu. Pfedpokladame, Ze zvySend hladina kortizonu je zplisobena zvysenou aktivitou
11B-HSD2 a kortizol, ktery byl secernovan ve zvysené mife musi byt najednou inaktivovan,

tim padem pfeménén na kortizon (\Vogeser et al. 2003).

15



6. Zaver

6.1. Experiment 1

Koncentrace mérenych markerd mezi skupinami, které podstupovaly srde¢ni katetrizaci rano
a odpoledne, se neménily statisticky vyznamné (p > 0.05), a to v Zadné asti experimentu;
nenalezli jsme tedy pfedpokladany cirkadianni rytmus u takto starych samic prasat doméacich.
Predpokladame, Ze nejvétsi podil na absenci cirkadianniho rytmu mé nevyzralost HPA osy a
Ze tedy cirkadianni rytmus neméla naSe zvirata jeté pevné stabilni a funkéni. Vysledky ale
mohou naznacit také skutecnost, Ze stresova zatéz neni vyssi u rannich nebo odpolednich
katetrizaci a naCasovani operace neni tedy limitujicim faktorem u planovanych srdec¢nich

katetrizacnich vykond.

6.2 Experiment 2a 3

v v s

jesté na domaci chovné farmé; mohli jsme je tedy oznacit za bazalni, prasata nejsou tedy

v domécich podminkach vystavena stresu. Po tomto odbéru hodnoty vSech marker( rostou az
k jejich maximu. M{Zeme predpokladat, Ze adrenalni sekrece kortizolu reaguje na tkony,
které pfedchazeji vlastni katetrizaci a jsou pro zvife stresujici. Proto jsme naméfili nejvyssi
hladinu kortizolu po uvedeni zvifete do anestezie. Poté anestezie zmirnila stresovou reakci a
hladina kortizolu klesala az k bazalnim hladindam v zavéru experimentu. Pfedpokladame, ze
ostatni mérené markery (kortizon, DHEA(S)) plisobi jako protivaha zvysené hladiné kortizolu
a zmirfiuji tak jeho GCinky na organismus, jako protivadha akutnimu stresu, kterému je zvire

béhem experimentu vystaveno.

6.3 Experiment 4

Pomér kortizol/kortizon byl nejvyssi béhem prvniho odbéru (koncentrace kortizolu a
kortizonu byly v tomto odbéru nejnizsi), poté pomér klesal az do svého minima u posledniho
testovaného odbéru (koncentrace kortizolu byla blizka hladiné bazalni, koncentrace kortizonu
byla 7x vyssi nez bazalni hladina). Pfedpokladame, Zze pomér koresponduje s nasim zavérem,
ktery jsme provedli jiz u pfedeslych experiment( (2 a 3), totiz, Ze hladina kortizolu, ktera
prudce stoupla béhem druhé ¢asti experimentu a po podani anestezie a analgezie klesala, musi

byt zvySenou aktivitou enzymu 113-HSD2 konvertovana na inaktivni kortizon.
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7. Seznam zkratek

11B-HSD - 11B-hydroxysteroid dehydrogenédza
ACTH - adrenokortikotropni hormon

CRF, CRH - kortikoliberin (corticotrophin releasing factor/hormone)

DHEA - dehydoepiandrosteron
DHEAS - dehydoepiandrosteron sulfat

GABAA receptor - receptor kyseliny y-aminomaselné
GC - glukokortikoidy
GR - glukokortikoidni receptor

HPA - hypothlamo- hypofyzarni- adrenalni systém

HPLC - High performace liquid chromatography

IM — intramuskularni

IV — intravendzni

MR — mineralokortikoidni receptor

NMDA receptor - N-methyl D-aspartéat receptor

SAM - sympato-adreno.medularni systém

TIVA - nitroZilni anestezie (total intravenous anesthesia)
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