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Abstrakt

V predkladané praci se nas tym zabyval stresgrsrgeni katetrizaci, kde byla provéda
bud’ stimulace nebo ablacégvodniho srdiiho systému v celkové anestezii, na modelovém
druhu prasete domacih8ys scrofa domestita

V pribéhu experimentu byla zffvana hladina stresovych markerkortizolu,
kortizonu, dehydroepiandrosteronu a jeho sulfattlEB(S). Tyto markery byly stanoveny
z krevniho séra, které bylo odebrarfopgtedem uéenych situacichdhem kazdé katetrizace.
Prvni odlér byl odebiran jegtna farn, druhy po uvedeni do anestezietitpo stimulaci
nebo ablaci fevodniho systému srél@ho actvrty po ukorgeni experimentu. Kortizol a
kortizon byly stanoveny metodou HPLC, DHEA(S) koomémi kity. Vysledky byly
statisticky zpracovany neparametrickymi testy (deaykazovala normalni rogiéni dle
Gausse).

Strikné lze experimenty shrnout takto: 1. Stanoveni dimihé& rytmu u marker
béhem katetrizéniho vykonu, 2. LiSi se hladiny stresovych maikeantienych khem
katetrizace s bazalni hladinou? 3. LiSi se hladiimgsovych markérv pribéhu operaniho
vykonu? 4. Zjisni pongru kortizol/kortizon.

V prvnim experimentu nevysla statisticka zavistwstdenni dob(p >0.05) pro Zzadny
z marked. U experimentu 2 byl Friedmawn test pro sledované markery statisticky
vyznamny, pro kortizol a DHEAS na hladimyznamnosti p <0.05, pro kortizon a DHEA na
hladirg vyznamnosti p<0.001. Pro experiment 3 byl teststieky vyznamny na hladinp
<0.05 pro kortizol a kortizon, pro DHEA(S) byl zeoly test nevyznamny. &vrtého
experimentu byl Friedmdn test statisticky signifikantni na hladinyznamnosti 0.001
(p<0.001).

Hladiny marke# se neliSily u odéra provadgnych rano a odpoledne, oproti nasim
piedpokladim nevykazovaly tedyiedpokladany diurnalni rytmus. Vy&ilujeme si to
nizkym wkem prasat, ktera j@Shentla pevré ustaveny diurnalni rytmus. U experimentu 2 a
3 byla prvni hladina u kazdého markeru vzdy nejnidzeme ji tedy ozrigt za bazalni,

v pribéhu experimentu se pak hladinymily statisticky vyznamé#, korespondovaly

s uvedenim prasat do anestezie (pokles kortizalopak zvySeni kortizonu a DHEA(S).
Poner kortizol/kortizon je nejvysSi u prvniho o, poté klesa. fedpokladame, Ze je to tak
proto, Ze vysoka hladina kortizolu nahle klesneusinbyt v €le konvertovana na kortizon,

zvySuje se tedy aktivita enzymufEHSD?2.



Abstract

In our study, we analyzed four stress markers igmtcortisone, DHEA and DHEAS) in
blood serum in young sows using minimally invadmeart catheterisation as the stress factor.

The marker levels were assessed in four definadgeeof the experiment, beginning
with the baseline level on the day before interien(l), the second period was after the
introduction of anaesthesia (2), the third wasraftaducting tissue stimulation or ablation
(3), and the final period was after the end ofdatneterisation (4). Cortisol and cortisone
were detected using HPLC method, DHEA(S) by comrakkds. For statistical analyses
non-parametric tests were used (due to non starislandsian data distribution).

In our study we arranged these experiments: 1.mMaluvariability in these markers
concentration during heart catheterisation waetes2. Are there differences between stress
markers concentration the day before experimentngéag 1) and in the day of the
catheterisation (samplings 2, 3, 4)? 3. Are therderédnces between these markers
concentration during operation (the first samphmgs excluded)? 4. The cortisol/cortisone
ratio was calculated.

We found only minimal statistical differences indied markers between the morning
and afternoon group (p > 0.05) in experiment 1. fested markers was Friedman test
statistically significant for cortisol and DHEAS ®.05), for cortisone and DHEA p<0.001.
Experiment 3: For cortisol and cortisone was p §0for DHEA(S) there were statistical
differences only minimal (p >0.05) in experimen@a@d 3. Friedman test was statistically
significant, p<0.001 in experiment 4.

Conclusions: Experiment 1: The absence of circadamation in GCs levels could
originate either at an early age of our experimepigs or in stressful conditions on the
experiment day or most likely the day before (egcial isolation, fasting, transport, and
catheterisation), respectively. We can concludeethis no difference in the stress load
between morning and afternoon experiments. ExpetirBeand 3: The first stress markers
level was the lowest; therefore we could conclude toncentration is the basal level. Then
levels of all markers increased and statisticaligniicant changed. After anaesthesia
induction cortisol decreased, cortisone, DHEA(S)réased, it corresponds to anaesthesia
effect. Cortisone, DHEA and DHEAS acted as balareetdem against the stress injurious
effect Experiment 4: Cortisol/cortisone ratio whe tighest the day before experiment, then
decreased. We suppose cortisol concentration slydddgcreased, BEHSD2 activity

increased and changed cortisol to cortisone.



Uvod k diserta éni praci

Stres, jeho funkce, pozitivni i negativriinky na organismus, je dnes velmi
studované téma ve vSectirpdowdnych a medicinskych oborech. Stejak kvantifikace
stresovych hormana dalSich markér které napovi o stresoveé &étdaného jedince. Diky
tomuto studiu jsme schopni odhadnout miru streduyjzvtat, tak u lidi a zlepsit tak pieo
né. U zvirat jde gredevsim o zajighi jejich welfare, zlepSenim podminek jejich chovu,
nagiklad ubytovanim ve vhodnych podminkach (optimabiikost aclenitost ubytovani,
které poskytuje dostatek Ukdytoptimalni misto na odgmek i aktivitu, obohaceni prasdi
hernimi prvky, typ podestylky, apod.), zda jeietiilépe samotnému, v paru, socialnich
skupinach apod. (u tohoto je pallekité zajistit vhodnou skladbu socialni skupiny a
zaji¥ovat jeji funknost tak, jak je to pro tato zeta frirozené - nap odbirem subadultnich
mlad’at v dol&, kdy je pro ®& prirozené skupinu opustit a pokusit se 0 samostatiog,z
apod.).

Diky studiu stresu a jehaipobeni na organismus je mozné také zlep8hdhr
lé¢ebného postupu ve veterinarni i humanni mediditiZze se jednat néjklad o vhodnou
volbu kombinace anestezie a analgezie tak, abymstéezatz byla pro pacienta co nejnizsi,
glukokortikoidi, nebo volba poopetai p&e a medikace.

V nasi praci jsme se zabyvali p&studiu stresové zéte kEhem operéniho vykonu
(srdeni katetrizaci) na modelovém druhu prasete dom&@8he scrofa domestigktery je
v medicirg hojré vyuzivanym zuiecim modelem pro svou fyziologii podobngdaveku.
Pokusy byly provaghy ve spoléné Experimentalni laboraicsrdeni elektrofyziologie
Nemocnice na Homolce a 1.LF UK v Praze, ktera jéstéma v budo¥ Fyziologického
Ustavu 1.LF UK v Praze. N&S experiment bylégsti rozsahlejSiho a komplej$iho
experimentu a byl za#hen na kvantifikaci stresovych marker krevniho séra, testovan byl
kortizol, kortizon, dehydroepiandrosteron (DHEAEhRO sulfat -DHEAS i nami gredem
definovanych momentech experimentu, které jsmeguaii za kléové pro testovani stresové
reakce, a tudiz pro zmy v koncentracichgthto markei.

NaSe prace byly publikovany v impaktovanéasopise (Physiological Research) a
dvou recenzovanyakasopisech (Prague Medical Rep@aitskoslovenska fyziologie).

V priloze diserténi prace jsou dale uvedeny ditanky, které nejsou jejim podkladem ani
souwdsti, ale tématicky se k ni vztahuji. Tytdnky vznikly lEhem mého magisterského
studia na Hrodowdecké fakukt UK v Praze, pod vedenim Doc. RNDr. Daniela Frymy,

Zabyvali jsme se studiem stresu u socialniho dhlbdavce - mysi bodlinat@comys



cahirinus)pomoci neinvazivnich metod a&th vzorku a naslednym hodnocenim koncentraci

glukokortikoidi pomoci imunologického stanoveni.



1. Literarni avod
1.1 Obecna charakteristika stresu a stresové reakce

1.1.1 Stres
Problematice stresu a jeh@gobeni na organismus je v gaané dob vénovana znéna

pozornost jak v humanni a veterinarni medictak i v zoologickych oborech.

U medicinskych obdrnam mohou znalosti pomodiignizovani stresu néijlad @i béznych
opera&nich vykonech, poopetai p&i apod. V zoologickych oborech (nay behavioralnich
studiich) niizeme zji&nim, jestli jsou zviata stresovand, |épe porozitrejich Zivotu ve
volné @irode nebo upravit jejich Zivotni podminky v zajeti.dnfnace o hladinach stresovych
hormoni nam také dovoluji nahlédnout do socialni strukekypin zviat.

Termin stres je velmi obtizné definovat. Pohledtn@sovou reakci se vigehu let
meénil. Prvni se stresovou reakci zabyval Selye (19&@)y ji definoval jako reakci na
podret, kterému byl organismus vystaven a mohl ho pogkBtedpokladalo se, Ze toto vede
k nespecifické fyziologické a behavioralni odpd nazyvané obecny adapid syndrom.

V dnesni dob je na stres nahliZzeno jako na soubor oddg\kterymi organizmus reaguje na
zakz a na faktory poSkozujici jeho homeostazu.

Stimuly, které homeostazu narusuji, se nazyviagsety. Jde o potencionélgkodlivé
nebo nefedvidatelné podiy, které vyvolavaji stresovou reakci a aktivujesbvé osy. Tyto
podréty mohou mit nejenizny pivod (mohou pochazet jak z vfnitho, tak i vijSiho
prostedi organismu), ale i povahu.ie jimi byt napiklad hor€ka, strach, nahla zna
environmentalnich podminek, nedostatek potravyytiknerovnovaha v socialnim systému
skupiny, apod. ( n&pGrandin 1997, DeVries et al. 2003, Weingrill et2904, Young et al.
2004, Monclus et al. 2006).

1.1.2 Stresova reakce
Pokud je organismus vystaveaispbeni stresoru, spusti se stresova oépodde o

komplex nespecifickych fyziologickych, hormonélnitehavioralnich odpédi, ktery ma
za ukol ochranit jedincered nezadoucimi vlivy stresoru (Fleshner et al. 1@88hinik 1998,
Mostl a Palme 2002, Romero 2004, Young et al. 200dpovd’ na stres obvykle vede ke
zménadm endokrinnich a metabolickych pochiadorganismu a probih& jak na trovni
jednotlivych burk, tak i na arovni organismu jako celku. Tyto reaf®ou vysoce
konzervativni a probihaji wt8iny taxori obratlovd veetre lidi jednotre.

Pavodre se gedpokladalo, Ze je stresova odpdwnespecificka a organismus tak

reaguje na vSechny stresory stgfBelye 1936). V dnesdni ddke ale zastavan nazor, ze



nekteré typy stresarvyvolavaji specifickou kombinaci fyziologickychbehavioralnich

reakci (Greenberg et al. 2002). Na akufidgbeni stresoru se snazi organismus reagovat tak,
aby jeho jisobeni zrusil, nebo alespomezil. Reakce na s#j$i nebo dlouhodatjSi

pusobeni stresoru vede k dlouhodisb odpowdi a k jeho potléeni dochazi pomaleji

(Dallman 2003). Z pohledu organismu je okamzitgchld odpo¥d’ na akutni stres (Utok
predatora, ndhla environmentélni&ra) pro peziti organismu @leZitéjSi nez dlouhodoba
odpowd’ na chronicky stres (Orchinik 1998).

U sava aktivuje pisobeni stresoru éosy: sympato-adreno-medularni (SAM) a
hypothalamo-hypofyzagadrenalni (HPA). SAM osa stimuluje produkci katgemini
(adrenalinu a noradrenalinu) #edé nadledvin a jéizena hlava sympatickym nervovym
systémem. Je tedy velmi rychl4, adrenalin (respadrenalin) je vyltovan Ehem vtéin
nebo minut. Adrenalin je syntetizovaredevSim v teni nadledvin, noradrenalinie byt
tvoren i v centralnim a perifernim nervovém systémakenzor noradrenalinu a adrenalinu -
dopamin je mozné nalézt jak yethi nadledvin, tak v noradrenergnich neuronet&méhu
noradrenalinu na adrenalin fenylethanolamin-N-ntetgkferdzou (FNMT) indukuje kortizol.
Katecholaminy jsou ve vysSi Feisyntetizovany a secernovany siresovych situacich a
maji za ukol &lo rychle gipravit na fisobeni stresoru. Noradrenalin a adrenalin se vadou
dvé skupiny adrenergnich recepipa ap.

Metabolickymi &inky zvySuji dostupnou zasobu energiefpbhou pro mozek a
ostatni zivots dulezité organy, i pro kosterni svaly, tytdirky zahrnuji nagiklad
glykogenolyzu v jatrech a kosternich svalech, zjiy@ncentrace volnych mastnych kyselin,
zvySuji obsah laktatu v plazmZvySeny metabolismus takétgmbi kalorigenni g&inek
katecholamif. Katecholaminy zvy3uiji kidost a zlepSuji kognitivni funkce. VSechny tyto
Gcinky pripravuji €lo na zatZovou situaci a pomahaji takgikonat fisobeni stresoru.

Druhou stresovou osou je HPA osa, ktera ma dzaé spousti mechanismy. BEdi
muzZe @Fmo navazovat na SAM osu (v tomtiigads ptisobi na hypothalamus adrenalin),
pokud tomu tak neni, dostava hypothalamus neuroe@nal z mozkovély, kam gichazi
informace vyvolavajici stregjpno ze smyslovych drah. Paraventrikularni jadrodtlyplamu
vylucéuje kortikoliberin (CRF - corticotropin releasingctor, rtkdy ozn&ovan jako CRH -
corticotropin releasing hormone), ktery putuje dedmiho laloku hypofyzy. Hypofyza
vylu¢uje ACTH (adrenokortikotropni hormon), ktery kremmieciStém putuje k nadledvinam
a stimuluje jejich kru k produkci glukokortikoid (GC). Reakce HPA osy je pomalejsi,
glukokortikoidy jsou vylodeny a vyplaveny do krvethem rgékolika minut. GC pak fsobi



na cilové tkad a spousti takizné reakce (n&pmobilizaci energie, zpomaleni traveni a
rastu, inhibici reprodukce, sniZeni funkce imunitteré vedou k obn@vhomeostazy.

Regulace HPA osy j#zena hlava z hypothalamu a jeji aktivitu reguluji samotné GC
pomoci negativni zpné vazby. GC nasedaji na receptory v mozku a$ylajy odpo¥d,
ktera vypina reakce HPA osy na jakékoliv Urovnihejpisobeni, tedy na Grovni potkeni
produkce CRF, ACTH i GC.

Stresovou osu lze regulovat iggim podanim ACTH (vede két8i aktivaci nadledvin
a zvysené koncentraci GC) nebo dexametazonu (kiexy, naopak sniZuje koncentraci
ACTH v krevni plazm, ¢imz se snizi i koncentrace GC v krvi (hapradbury et al. 1994).

Stresova odpad’ vede k manifestaci fyziologickych a behavioralnzohn
vedoucich k zachrarjedince (emergency life-history) (Orchinik 1998¢eBner a Orchinik
2002, Boonstra 2004), naopak ostatni funkce, kieganismus zatim ke své bezpredni
zachrag nepotebuje, jsou potkeny (nap. ztrata ovulace u samic a erekce u sgmc
(Orchinik 1998, Sapolsky et al. 2000).

P¥i stresové reakci dochazi také keémd@m metabolizmu culiy pii kratkodobém
stresu vedou tyto zény predevsim k mobilizaci energie. GC zvySuji hladinukglgonugimz
dojde ke zvysSeni hladiny glukdzy v krvi. Ta je htéw zdrojem energie pro mozek a svaly.
Pro efektivigjSi dopraveni energie k cilovym tkanim se zvySviidlak a tepova frekvence,
zlepSi se pitok krve mozkem a diky tomu se zlepSuji kognitiferikce. Pokud podih pasobi
déle a stresova reakcgepe z akutni v chronickou, dojde naopak ke zvyi&adiny
inzulinu. Jedinec dav&gdnost vysokokalorické diet nespdebovana energie se uklada ve
forme zasob. Trvale zvySeny kalorickyijem miZe vést k obezit pogipac az k inzulinové
rezistenci, coz fize vyustit az v tzv. steroidni diabetes (Rosen. €t9%63).

Mira stresové odpa@di mizZe byt rozdilna naiznych urovnich - jak meziiznymi
taxony, tak i meziiznymi jedinci uvnit jednoho taxonu. Modulace stresové odjmibvnize
byt zpisobena najiklad aktualnim stavem jedince, socialnimi nebaremmentalnimi
podminkami (Orchinik 1998, Boonstra 2004). Indivathi variabilita stresové odpédi se
odrazi pedevsim v temperamentu jedince - jedinci s Kjjginpovahou inklinuji spise k
pomalejSi reakci (tzv. ,freeze-hide") a jsou viedivwinovani HPA osou. Naopak jedinci
temperament)Si preferuji rychlejSi reakci (tzv. ,fight-flighj“a vice aktivuji SAM osu
(Grandin 1997, Korte et al. 2005). Rozdily jsouétaezi divokymi zwiaty a zviaty stejného
druhu chovanymi v zajeti, divoké #ata reaguji intenziviji reakci ,fight-flight* (Grandin
1997, Kunzl a Sachser 1999, Kinzl et al. 2003gs8iva odpasd’ mize byt mirgjSi, pokud



jedinec stresord@kava, nebo je na jehdifpmnost jiz habituovan (Greenberg et al. 2002,
Boonstra 2004, Romero 2004, Keay et al. 2006).

1.2 Charakteristika glukokortikoid &, mechanismy jejich p dsobeni a
zpusoby regulace
Glukokortikoidy (kortizol, kortikosteron) jsou stgédni hormony produkovanéikou

nadledvin. Vznikaji z cholesterolu jako derivatpgesteronu, cholesterolovy z&klad s 27
atomy uhliku je u kortikoidl zkracen na 21 uhlik Maji dilezitou ulohu v kontrole
metabolismu tégt vSech tkani v organismu. GC owvliyi metabolismus cukra pati mezi
stresové hormony.

Je grekvapivé, Ze kortizol a kortikosteron neni Wduan stejnou grou u viech
Zivacisnych taxoi. Ryby, obojzivelnici, plazi a ptaci produkuji gikortikosteronu, savci
vcetre lidi vice kortizolu. Mezi savci tvd zvlastni skupinu hlodavci (viz review Breuner a
Orchinik 2002), u kterych majiciteré druhy jako hlavni GC kortikosteron — hgpotkani,
mySi doméci (Touma et al. 2003kkiteré kortizol — nap kiecci (Castro a Matt 1997) nebo
mys bodlinata (Lamers et al. 1986).

Glukokortikoidy jsou biologicky aktivni pouze pakunaji na svém jedenactém uhliku
navazanou hydroxylovou skupinu (kortizol, kortikerstn). Pokud se zde vyskytuje jina
funkeni skupina (nap keto- skupina u kortizonu nebo 11-dehydrokortikosnu), jsou
inaktivni. Kortizon je také vytuw&n kirou nadledvin, misto hydroxylové skupiny na C-11
obsahuje keto- skupinu, ktera amn charakter molekuly na hydrofilni a znemozni paknik
burg¢nou membranou a navazani na cytoplazmatické regeptortizon vytva&i zasobni
pool kortizolu pro pipady, kdy je pdeba zvySena koncentrace kortizolu (hggh stresové
reakci nebo diurnalnim rytmu). Konverze kortizolidortizon (a naopak) je prové&ua d¥éma
izoenzymy 1B-HSD 1 a 18-HSD 2 (1B-hydroxysteroid dehydrogenaza 1, 2), o kterych se
zminim v nasledujicim textu.

Kortikoidy se mohou v plazenvyskytovat bd’ nevazané (5-10 %) nebo vazané (90-
95%) na globulin transkortin (CBG, corticoid bindiglobulin), gipadré v mensi mie na
albumin. Volné GC jsou malé lipofilni molekuly, kkemohou diky hydrofobnimu charakteru
vstupovat pes bugénou membranu dovriiburék a aktivovat tak membranové i
cytoplazmatické receptory (Bamberger et al. 1996hidik 1998, Bertram a Hanson 2002,
Breuner a Orchinik 2002). Vazbou na globulin saintharakter GC na hydrofilni, a proto
nemohou prostupovat bé&tnou membranou. Globuliny&ni timto mechanizmem dostupnost
GC pro cilové biiky (Challis et al. 1995, Breuner a Orchinik 2002nfiero 2002).



Transkortin je syntetizovan v jatrech (Berduscalel993, Fleshner et al. 1995, Challis et al.
1995), chemicky péitk nadrodir serpini. Molekula CBG se sklada zZkolika skladanyctf-
lista (A, B, C) a deseti helixi. Protein obsahuje také strukturu osmzanou jako RCL
(reactive centre loop), ktera prochazi struktumérzou, kdyz CBG vytvii s GC komplex.
Pokud je vytvieen komplex GC-CBG (tzv. aktivni konformace globulinpodili se RCL
struktura na rozpadu vazby GC-CBG. Vazba GC-CBgajezena na vysoké
komplementarit povrchi obou molekul diky vodikovym @istkim. | kdyZz ma molekula GC
pét polarnich atora uhliku, vazby na CBG jsou schopny pouze uhlikylCa1C-20 (Klieber

et al. 2007). Za fyziologickych podminek je navdzadisociace steroidu a CBG reverzibilni
a je tim tedy kontrolovan podil biologicky aktivhisteroidi kolujicich v krevnintegisti. Je
zajimavé, Ze afinita CBG ke GC neni zavisla na tzaa, jedinec je nebo neni stresovan
(Fleshner et al. 1995). Testy ukazaly, Ze s&zwnych fazich vyvoje jedince secernujemé
mnoZstvi CBG - hem intrauterinniho Zivota a kratce po porodu jedemtrace CBG vysoka,
béhem rekolika dni po porodu klesne na hodnoty, které jgbpodobnédm u dosglych
jedinal. To miZe znamenat, Ze po porodu dojde ke&mhpreference fenosu GC - nejdve

je preferovan fenos volnych GC, poz{ navazanych na albumin a poté vazanych na CBG
(tato preference pak trva po zbytek zZivota). Totim [pozorovano u ovci i u prasat domécich
(Berdusco et al. 1993, Challis et al. 1995, Kattetshl. 1996, Heo et al. 2003).

Volné GC jako malé lipofilni molekuly prochazi kignou membranou a vazou se na
intracelularni receptory. V likdch se nachéazeji dva typy receptechopnych vazat GC,
mineralokortikoidni (MR) a glukokortikoidni (GR) dmbes et al. 1994, Bamberger et al.
1996, Seckl 1997). Tyto proteiny piatlo nadrodiny transkrimich faktofi aktivovanych
ligandem, podobhjako receptory pro tyreoidalni hormony, vitamig, Progesteron,
estrogeny, androgeny a jiné steroidni hormony (SE2%7). Oba receptory maji velmi
podobné vazebné domény (Lombes et al. 1994, S86KI, Davies a MacKenzie 2003), ale
liSi se svou afinitou k ligaricm. MR ma velkou afinitu jak pro mineralokortikoidy
(aldosteron), tak pro glukokortikoidy. GR ma velkafinitu jen pro glukokortikoidy. MR
dokaze rozpoznat GC od aldosteronu &kterych tkanich vazerpdnoste aldosteron,
nagiklad v distalnim tubulu, slinnych Zlazach, potnitézach a v kolonu. To je mozné diky
dalSimu reguléenimu faktoru, enzymu BtHSD. Tato rozdiln& afinita vede k hypotéze, Ze
MR jsou optimalizovany pro odp&¥ pii bazalnich hladindch glukokortikaigkdezto GR
pro hladiny glukokortikoid v jejich zvySené koncentraci, tedy kdyZ jsou MRé@aturovany
(nag. diurnalni rytmus nebo stres) (Orchinik 1998, Pauret al. 1999, Romero 2004). GR a
MR se nachéazeji néilad ve strukturach mozku, kde ovlji regulaci HPA osy (napv



hippokampu, paraventrikularnim jadru hypothalaptadnim laloku hypofyzy), v ledvinach,
jatrech a dalSich tkanich (Brown et al. 1996, S&&d7, Perreau et al. 1999, Davies a
MacKenzie 2003). Oba receptory jsou v tkanich rbaiy nestejnosing, proto mize stejny
podret vyvolat v tiznych mistech rozdilné odp&i (podle toho, jestli se GC navazi na GR
nebo na MR) (Young et al. 2004). Komplex GC-recepstupuje do buktneho jadra, kde
pusobi jako transkrigni faktor. Rozpoznava sekvence DNA, které se ngzBRES
(glucocorticoid response elements), tyto sekvesoe npejastji palindromické (Seckl 1997).

DalSim regulénim faktorem, ktery kontroluje mnozstvi GC dostupn@ burgcné
receptory, je enzym BIHSD, ktery pati do nadrodiny SCAD (short chain alcohol
dehydrogenasis). Objevuje se ve dvou izoformacp:H3D1, ktera fisobi jako reduktdza a
118-HSD2, kterd mé dehydrogenazovou aktivitu3-HSD1 je NADP(H) dependentni
enzym, 1B-HSD2 NAD dependentni. @bzoformy se liSi také svym sloZzenim (tiggad
poctem aminokyselin) a vyskytem. f<HSD1 se vyskytuje hlawnwve strukturach mozku (v
mozeku, hippokampu, hypofyze, hypotalamu neliide, 13-HSD2 se v mozku dosfgho
jedince téndt nevyskytuje, ale svouiteZitou roli ma v mozku vyvijejiciho se plodu (Skeck
1997). 1B-HSD1 katalyzuje redukci GC na 11. uhliku anintak inaktivni keto- derivaty GC
na jejich aktivni formu. Naopakipobi 1B-HSD2, ktera mani aktivni GC na jejich inaktivni
formy (Seckl 1997, Bertram a Hanson 2002). Expld$eHSD1 je regulovanadmem stresu
a zvySené koncentrace GC, kdy ma mozek ochréadt pepiznivymi vlivy pasobenim GC.
118-HSD2ochraiuje MR gred navazanim GC v mistech, kde ma ligdposté navazan
aldosteron, napv ledvinach (Brown et al. 1996, Seckl 1997), neimych organech, které
by mohlo nadrérné mnoZzstvi GC poSkodit, napvaria nebo Leydigovy liky v testes
(Seckl 1997, Michael et al. 2003, Sharp et al. 2B6hda et al. 2008). Tato izoforma se
vyskytuje také v placeéit kde ma za ukol ochranit plodgal vysokou koncentraci GC a
zabranit tak fenosu matiskych GC k plodu (Brown et al. 1996, Seckl 1997nyya997,
Klemcke et al. 2003).

GC jsou metabolizovanytedevsim v jatrech a v menSiimi v jinych tkanich.
Metabolity GC (GCM) jsou hydrofilni a mohou tak kyytéla vylouwteny ma@i nebo trusem.
Na &chto krocich se podili hlagrba-, 53-reduktazy a & a P
hydroxysteroiddehydrogenazy (Tomlinson a Stewabtl2®ichael et al. 2003).
Metabolizmus GC se uiznych druli Zivocichi liSi a slozeni vylotenych metabolit
jednotlivych druli je mizné. Spektrum vylatenych metabolit je pro kazdy druh specifické a
navic se mohou metabolity liSit i intraspecifickg&vislosti na pohlavi, néjlad u mysi
domaci (Touma et al. 2003) a potkana (Lepschy. 0817).
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1.2.1 Cyklické zm ény glukokortikoid G
Hladiny GC podléhaji cyklickym zémam, a to jak sezonnim, tak diurnalnim. Je zajimaeé

CBG tento rytmus nevykazuje (Fleshner et al. 198Bx6nni vykyvy mohou byt dany
zvySenou kompetici (n&po zdroje potravy, Ukryty nebo sexualni partnéRomero 2002,
Huber et al. 2003, Boonstra 2004). Diurndlni valit@pak souvisi pedevsim s aktivitou
jedince - nejvyssi hladiny GC jsoiifomny v obdobidsne pred pa&atkem aktivity, nejnizsi
ve spanku. Druhy s denni aktivitou maji tedy vysadiny GC za svitani, druhy sdm
Becker et al. 1985a, b, Horky 1985, Bradbury el 884, Kramer a Sothern 2001, Young et
al. 2004).

Prasata domaci gak zivocichum s denni aktivitou, proto maji nejvyssi hladinu
glukokortikoidi rano. V rkterych studiich byly nalezeny peaky dva, jederoramlalSi
odpoledne, coz korespondovaldasy, kdy byla prasata v zajeti krmena (Geveririd.et
2003, Hillmann et al. 2008). Podobny vysledek et pozorovan u potkar{Krieger a
Hauser 1978).

Ciradianni rytmy se utvéji v prabéhu ontogeneze; u mladych jedineebyl diurnalni
rytmus zaznamenan, objevuje se &idm puberty, u prasat je to véku 15 tydri (von
Borell a Ladewig 1992, deJong et al. 2000). Rtspvirata maji rytmus jiz pkastabilni, u
prasat ve ¥ku okolo 20 tydi (Ruis et al. 1997). Cirkadianni rytmugibe byt ovlivrén
stresem a rize byt v obdobi zvySeného stresu pigtanebo dokonceide UplE vymizet.

S diurndlni variabilitou jeféba p@itat i pii planovani pokus protoze ke zvySeni

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

1.2.2 Vliv ustdjeni a transportu na hladiny GC

s

U zvirat Zijicich v zajeti ma také na hladiny GC vliv tygtdjeni. Jedinci v prazdném stani
vykazuji vysSi miru stresu a snizeného welfaretinestajeni vice vybaveném (deJong et al.
2000, Waiblinger a Knig 2004. Pokud jsou jedinci vystaveni novému piesdi, zvySuje to
také miru stresu (Dantzer a Morméde 1983, Gran@@7 1Désautés et al. 1999). Takédém
transportu se hladiny GC a jinych stresovych mdrkeySuji (Becker et al. 1985 b, Dalin et
al. 1993), u prasat domacich pak vice u samic reaimé, vyssi hladiny GC byly nalezeny

pii prepra¥ v zimnich ngsicich a u delSich tras (Averos 2007).
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1.3. Dehydroepiandrosteron (DHEA), dehydroepiandros  teronsulfat
(DHEAS)
Tyto steroidni hormony jsou tweny bul’ v nadledvinach, gonadach, placgenhebo

v centralni nervové soustayako neurosteroidy. DHEA(S) syntetizovanéuzmych tkanich
maji také #zné mechanismy dinku. Zatimco steroidy syntetizované v gonadachoneb
nadledvindch maji endokrinniéidek (tedy jsou secernovany do krevnih@loly putuji ke
vzdalenym cilovym tkanim a jejich koncentrace jatren¢ nizka), neurosteroidy maji lokalni
autokrinni nebo parakrinni ¢iinek (viz review Schumacher et al. 2000). Produkce
neurosteroid byla prokdzana dvojim apobem: (1) byly hladiny DHEA(S) stejné nezavisle
na provedeni challenge tégdex i ACTH), které psobi stejs jako u GC, tedy dex tvorbu
snizuje, ACTH zvysuje; (2) nadledviny krys nejsah@pné tvéit DHEA(S), i presto byly v
jejich  mozku nalezeny oba tyto steroidy (viz Bauli@ Robel 1998). Sulfoestery
neurosteoril nemohou prochazet hematoencefalickou bariérou, radil od
nesulfatovanych. DHEA a DHEAS maji odliSnéspbeni p modulaci nervovéhotstu —
zatimco DHEA selektivé zvySuje fist axonu, DHEAS zaséist dendrit (viz nag. reviews
Baulieu a Robel 1998, Schumacher et al. 2000).

DHEA je konvertovdn na DHEAS tgobenim sulfotransferdzy vike nadledvin,
jatrech a tenkém igvw. DHEAS je hlavni cirkulujici formou atgobi jako z&sobni pool
DHEA. Krom¢ cholesterolu p&t DHEAS k nejvice zastoupenym cirkulujicim steford
v plaznt.

DHEA ma Siroké spektrumcinku, je to slaby androgen aigobi jako prekurzor
androgei i estroged. DHEA i DHEAS maji pozitivni efekt naceni a pardt’.

Plazmatické hladiny DHEA(S) se émi v pribéhu starnuti, nejvyssi hladiny jsou
v mladi, poté stale pomalu klesajiteBpoklada se, Ze nedostatek DHEAZe zpmisobit
degenerativni z&ny na mozku u starsich lidi (Baulieu et al. 2000).

DHEA(S) mize pisobit jak ges intracelularni, tak i membranové receptory. Mezi
membranoveé receptory, na které DHEA(S¥qbi pati nag. GABAA (receptory kyseliny-
aminomaselné), NMDAN-methylD-aspartat receptoryy,1, apod.

NMDA receptory pat mezi glutamatové ionotopni kanaly, jsotitpmné v mnoha
strukurach centralni nervové soustavy a jsou negbpro synaptickou plasticituceni a
pantt. NMDA kanaly ovliviiuji vtok vapenatych iofit dovnitt buiky. Pozitivni modulace
NMDA receptofi zvySuje jeho pmik do burk a néasledné zvySeni aktivace enaym
zavislych na vapenatych iontech - tifad fosfolipazy A (PLA;) — miZe vest k oxidatinimu
stresu (pokud nejsoufippmny kontraregukni mechanismy). Tato pozitivni modulace
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zvySuje excitabilitu cilovych butk a zlepSuje paitové mechanismy (Bikova et al. 2000).
DHEA(S) pati mezi pozitivni modulkéni faktory NMDA receptat.

Oproti NMDA receptoim mé misobeni pes GABA, inhibi¢ni efekt a pevaZzuje tedy
negativni modulace (Baulieu a Robel 199&iBiva et al. 2000, Schumacher et al. 2000,
Goodyer et al. 2001, Morgan et al. 2004, Gartsitlale 2010), vSechny tyto receptory
moduluji proces pa#i (Bic¢ikova et al. 2000).

DHEA(S) je produkovan také placentoutespbi tak na plod. Plazmatické koncentrace
téchto steroid jsou zavislé nadku, po narozeni je hladina vysokd, pak klesa&olgt veku,
kdy koncentrace @ z&ina rist. Nejvyssi hladiny jsou mezi 20.-30. roke#skw, poté se
koncentrace snizuje (u miuzu zen) (Baulieu e tel. 2000, Goodyer et al. 20Bartside et al.
2010). Akoliv se v pubett zatina objevovat vyssi hladiny DHEA(S), ,adrenarchetg ni
odliSna, neni zavisla ani na produkci estrogersiptteronu nebo gonadotropifGoodyer et
al. 2001). NizSi hladina DHEA(S)t#e zpisobit degenerativni zény mozku a mize byt
spojena se snizenim kognitivnich funkci u stargdb (Baulieu et al. 2000, Gartside et al.
2010). S poklesem hladin je také spojenoinapySené vysouseni pokozky, odbouravani
kostni hmoty osteoklasty nebo snizeni libida, vBgdito funkce se zlepsi po podani 50mg
DHEA v podol& potravinoveého dopku (pod lekéskym dohledem) (Baulieu et al. 2000,
Morgan et al. 2004).

DHEA(S) je, stejt jako kortizol, vyplavovanip zvySeném mnozstvi CRH a ACHT,
tedy @i akutnim stresu (ndpNieschlag et al. 1973). Na rozdil od kortizola a}/SSi hladiny
DHEA(S) pretrvavaiji i i dlouhodobém fisobeni stresoru (tedy figchronickém stresu).
Stejre jako hladiny kortizolu je hladina DHEA(S) ukazatel aktivity HPA osy (nap
Goodyer et al. 2001, Maninger et al. 2010).

DHEA(S) ma antiglukokortikoidnidinky, pasobi tedy jako protivaha negativnich
vlivu stresu (Kimonides et al. 1998, 1999, Charney 2M®tgan et al. 2004, Maninger et al.
2009, 2010).

Podobu jako kortizol vykazuje DHEA(S) také diurnalni vabilitu. NejvysSi hladiny
jsou zaznamenavany rano, vip¢hu dne potom klesaji. U mladSich jedirzyl zaznamenan
intenzita cirkadianni variability, az vymizela apl(Ceresini et al. 2000, Whetzel et al. 2010,
Maninger et al. 2010).
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1.4. Vliv opera éniho vykonu a anestezie na hladinu stresovych
hormon & u prasat domacich

V naSem experimentu byl pouzit minimdlnnvazivni operani vykon, srdéni
katetrizace. Mnoho studii porovnavalo pouziti o¢eseho chirurgického vykonu s jeho
minimalre invazivni variantou u prasat domacich, @utezaznamenali statisticky vyznamny
rozdil v hladindch glukokortikoid (nagr. Mansour et al. 1992, Bessler et al. 1994, Bugiee
al. 2002, Margulis et al. 2005, Matsumoto et aD2@Duchene et al. 2008). To znamena, Ze i
neinvazivni zakrok vede ke zvySeni GC.

Anestezie se pouziva ke zmimh dopad oper&nich vykormi na pacienta, obeé&n
dochazi ke snizeni vyplaveni stresovych horimariim padem poté&ni negativnich dinkua
stresové reakce na stregshbm chirurgického vykonu. V naSentigadct jsme pouzivali
kombinaci Propofolu a Morfinu.

Propofol ma vlastnosti slabé kyseliny lipofilni @, ma rychly nastupcinku a je
rychle degradovéan, proto je vhodny jako anestetikugjen pi kratkodobych operanich
vykonech, nap kardioverzich, ale i v intenzivni medi¢ipro kazdodenni pouziti u paciént
Pasobi redevsim jako blokator n&foveé fizenych L-kalciovych kanalv srdci a sniZuje tak
sympatickou aktivitu alfa i beta adrenergnich reécep(viz review Krzych et al. 2009). Ma
také antioxidativni vlastnosti (diky fenol-hydrogyE skupig v chemické strukite),
potlaiuje oxidativni vzplanuti neutrofil(Kelbel a Weiss 2001).

Propofol se pouziva spolu s opiatem (napufentanil, Remifentanil, Morfin, apod.)
k nitrozilni anestezii (total intravenous anesthge3iVA). Alternativou k takovéto anestezii je
pouziti inhal&ni anestezie s pouzitim anestetickych plyfmag. Sevofluran, Isofluran,
Enfluran) spolu s opiaty. V mnoha pracich @upmrovnavali @inky obou tym anestezii na
produkci stresovych markier Kombinace Propofolu a opiatu snizovala vyplaveni
katecholamif i glukokortikoidi do krevnihofecist¢ a nandiené hladiny tak byly dokonce
niz8i nez ped operaci, nebo u kontrolni skupiny (Fragen efl@7, Schricker et al. 1999,
2000, lhn et al. 2009) nez u inh&td anestezie (ndpSchricker et al. 2000, Ledowski et al.
2005, Ihn et al. 2009, Kostopanagiotou et al. 204&rana et al. 2010),figemz opiaty maji
tyto inky vyrazregjSi nez Propofol (Shricker et al. 2000). Propofuksje aktivitu HPA osy,
na rozdil od Sevofluranu, dochazi tedy nejen ké&esmiprodukce a sekrece kortizolu, ale i
ACTH a CRH. Nejspi$ se takj@ synergickou reakci Propofolu a opiatu na hypotétké
receptory, které pottaiji aferentni bolestivé stimuly a snizuji tak vym@ai CRH (nejspis

prostednictvim zvySeni koncentrace inhibiidABA receptod).
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Propofol ma kratky pokeas degradace, proto sniZuje hladinu stresovych enaj&n
béhem operace, po dvou hodinach po operaci jsougiditny na Urovni baseline a srovnatelné
s inhal&ni anestezii (Fragen et al. 1987, Schricker €G00, Kostopanagiotou et al. 2010).

1.5 Shrnuti
Stres a vliv stresovych hormibma organismus je dnes velmi diskutovanym jevemswée

podstat stres neni negativni reakce, naopak je veliteaty, pokud organizmu hrozi
nebezpeéi. Diky stresoveé reakcélb nastartuje mechanismy pebné k jeho zachrara

naopak potléi ty, které se zachranou bezpiesit nesouvisi. B této reakci dojde k
vyplaveni stresovych hormérikatecholamin, glukokortikoidi), které zfisobuji nap.

zvySeni hladiny glukdzy v krvi (jako zdroj energieo mozek a svaly), zvySuje se krevni tlak
a tepova frekvence, a tim dochazi k lepSimu prolrzrotre dulezitych orgag.

Nebezpeény je dlouhodoby nebo chronicky stres, ktery mamganismus velmi negativni

vliv (napr. trvale zvySeny krevni tlak, dlouhodbbvySena hladina glukozy v krviihe vést

az k tzv. steroidnimu diabetu, porucham ovulacerbkce, apod.).

Rizné metody stanoveni hladin stresovych honimmdgm umo#uji detekovat
pusobeni akutniho i chronického stresoru a standeitttbdoby hormonalni profil daného
jedince et socialrg Zijicich Zivaiichu. Pro ziskani validnich vysledlge nezbytné spra¥n
zvolit typ experimentu a metodu afth s ohledem na nami zkoumany problém.

Pokud zjistime, jaky poah pasobi jako stresor, ieme jeho fisobeni eliminovagi
alespa minimalizovat. B operanich vykonech to rize byt napiklad kombinace anestézie,
kterd nezvysuje hladinu GC, nebo pouZziti gnvazivni techniky operace. \fipact
podminkéach, fipadré pokud grepravujeme vice zkat volit prepravu tak, aby ziata na sebe
zvykla byla gepravovana spateé. U zvirat chovanych v zajeti pakibeme zlepSit jejich
welfare napiklad piidanim obohacujicich prikustajeni/chovnych #&eni, zlepSenim
fyzikélnich podminek (vhodna teplota, intenzitétk vihkost, apod.) nebo vhodnym
sestavenim skupiny (u socialnichiat). Stanoveni hladin stresovych hormiona proto

velky vyznam.
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2. Cile a hypotézy

V této préci jsme si stanovili nasleduijici cile:

1. Stanovit hladiny stresovych marker(kortizolu, kortizonu, DHEA a DHEAS) u
modeloveho druhu prasete domaciho z krevniho séra.

2. Optimalizovat néasovani odéra krve pro detekci markéra ugit situace, které by mohly
mit na hladinu stresovych markevliv a stanovit tak protokol pro odb krevnich vzork
béhem stresové zéte.

3. Porovnat hladiny stresovych marker katetriz&énich vykori provadgnych v dopolednich
a odpolednich hodinach a zjistit tak, zda neni $@mwcirkadianni rytmus vyplavovagthto
markef.

4. Porovnat hladinu studovanych martkbéhem srdéni katetrizace s hodnotami odebranymi
na domaci fargv nestresovych podminkéach.

5. Porovnat stresové markery vip¢hu srd€ni katetrizace, vigdem stanovenych situacich,
které by mohly mit vliv na hladinu stresovych homo

6. Zjistit hodnotu poréru kortizol/ kortizon v piibéhu katetrizaniho experimentu a zjistit tak
aktivitu 113-HSD.

7. Zjistit, zda minimala invazivni planovana srdei katetrizace ma vliv na HPA osu a
nasledné vyssi vyplaveni GCirku nadledvin. Tato #feni by mohla pomoci zlepSit
planovany kardiologicky vykon ve veterinarni i humé medicig (nagiklad spravnym

natasovanim experimentu).

Hypotézy:

Pri naSi praci jsmeesili tyto hypotézy:

1. Prase doméaci gatmezi druhy s aktivitou dhem dne, fedpokladali jsme, Ze se bude
hladina GC liSit u operaci provadych kthem dopoledne a odpolednae@pokladali jsme
vySSi hladinu u dopolednich a#th, coz by korespondovalo s nalezy uiavis denni
aktivitou.

2. OdkEr, ktery jsme odebirali v nestresovych podminkaomaciho prosgedi by nel byt
hladinam prvniho odisu.

3. Srdeéni katetrizace p#t mezi minimalg invazivni operani vykony, ale i tyto vedou ke
spuskni stresové reakce.i€dpokladali jsme, Zze dojde kKstu hladiny stresovych marker

b¢hem katetrizace.
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4. Zjisenim pongru kortizol/kortizon jsme chiti stanovit aktivitu steroidogeneze \iile
nadledvin a zarove aktivitu 113-HSD, kter4 mini pomér mezi €mito dwma steroidy.
Predpokladali jsme zvySenou tvorbu kortizolu opratitkzonu (v porovnani s nestresovymi
hladinami, ne absolutni koncentrace) ulghu stresové reakce.
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3. Metodika pokus 0

3.1 Pokusna zvi rata:
V nasich experimentech jsme pouZzili jako modelomjhdorase domac8(s scrofa

domesticy konkrétré kiizence plemen Landrace a Velké bilé. Pracovali jseneamicemi
dvanéct tydn starymi, s vahou 40-50 kg. Zata byla volena tak, aby jé3tebyla v pubeéta
vysledky nebyly pipadré ovlivnény cyklickymi zménami hormoi béhem estralniho cyklu.
Prasata pochéazela z farmy Agro Jesenice a.s., érstgnice Ragovice (RCH CZz-
21045103).

Na farne byla prasata chovana podle kon¥iich chovnych norem (teplota prisesdi
20 °C, vlhkost vzduchu mezi 40 a 70 %ir@dni s¥telny cyklus, regulované odiravani).
Krmena byla vyvaZenou stravou, schvalenou pro stamd vyZivu prasai{os Il, Velaz,
CR). Pitna voda byla podavéad libitum

3.2. Experimenty
VSechny experimenty provédé na prasatech doméacich na naSem pracovisti bylagny

v souladu se zakony aiffizenimi platnymi WCR i EU spojenymi s praci a vyzkumem na
zvirecich modelech. Experimenty byly posouzeny etidkamisi 1. LF UK a byly ji

schvaleny jako vyhovujici vSem platnyrfedpigim.

Pribéh jednotlivych experimeiitbyl stejny, byla pouZzita stejna metodika chovuuysaich
zvitat, jejich transportu, medikace, anestezie, kaita i odbra krve a zpracovani krevniho
vzorku. LiSi se jen ptiem pokusnych zvat (data ziskana ode vSechiavinebyla vhodna ke
zpracovani pro vSechny experimenty), ktera bylalkugim pouZzita a metodikou
statistického zpracovani ziskanych dat.

Délka trvani experimentu bylatiplizné shodna pro vSechna experimentalnirata.
Zvitata byla v domovské fadnden ged experimentem odbibna do samostatného kotce, a
nebylo jim podavano krmeni. V den experimentu lpfvezena do nasi labor&to kde byla
hodinu ponechéna v klidu, poté premedikovana, wspapaintubovana {iblizn¢ pal hodiny
po premedikaci), poté byl prov&d viastni operéni vykon. Od z&itku premedikace ke
skorteni operace pra@hlo primérné 2,5 hodiny na jedno ztd. Experiment skail
usmrcenim zwete. Casové odchylky jsou sami@mé mozné, kwli komplikacim i
zakroku, nebyly vSakasté.
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3.2.1 Anestezie a pouzith medikace
K premedikaci a sedaci byl pouzit Stresnil (azapgre davce 5mg/kg, Atropin (atropin

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

Pro zajis¢ni intravendzniho (1V) fistupu byla pouzita 18G nebo 20G IV kanyla do
hlavni usni zily. Pro uvedeni do anestezie byl figako bolus 1% Propofol v davce 2mg/kg
a Morfin (1% morfini hydrochloridum trihnydricum) davce 2mg/kg.

Poté bylo prase zaintubovano potinpou laryngoskopickou kontrolou. K intubaci
byla pouzita 7 nebo 7.5 mm orotrachedlni trubicelifest byla zvolena podle velikosti
prasete).

Anestezie byla udrzovana kontinualnim podavaniop&folu (v davce 4mg/kg) IV
infuzi. Jako analgetikum byl podavan Morfin (v déav@,2 mg/kg) jako IV bolus kaZzdou
hodinu probihajici anestezie.

Ventilace byla udrzovana natpnérném objemu 8-10 ml/kg, get decli byl 15/min.
Béhem IV anestezie byl zkdti kontinuald méren stedni arterialni tlak (MAP), srdai
frekvence (HR), saturace kyslikem (§Ca vydechova kapnometrie (P@Os vyuzitim

multiparametralniho bed-side monitoru.

3.2.2 Srde éni katetrizace
Srdeni katetrizace byla bilateralni, pravo a levostérprovadna standardnim katetriaam

postupem (vstupips arteria a vena femoralis s pouZzitim 7-9F shelatetrizace byla
provadna jako sotiast rozsahlejSich elektrofyziologickych pokus kterych byla pouzivana

elektricka stimulace a radiofrekvini ablace pevodniho systému srégho.

3.2.3 Odbér krve
Krev jsme odebirali z jugularni zily wéyiech gesré stanovenych situacich experimentu.

Prvni odkr byl volen tak, abychom & predstavu o hladinhméienych marker u pokusného
zvirete v nestresovych podminkach, ¢a¥a domaci farg druhy odir nasledoval 10 minut
po intubaci a uvedeni do anestezietitl0 minut po srd@i stimulaci nebo ablaci tkan
pievodniho systému sréleiho actvrty po ukorgeni experimentugsné pred usmrcenim
zvitete. Pro nazornost je vytteno schéma (obr. 1)
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EXPERIMENT

Odbkery krve T T T T
1. na farns 2. po 3. Po stimulaci 4. ukorteni
intubaci a nebo ablaci experimentu
Gvodu do pievodniho
anestezie systému
srde&niho

Obr. 1: Schématické zobrazeni eédbtestovanych markér

Testované markery jsme vyBatali z krevniho séra. K tomuto vygeni bylo zapdebi
odebrat 10 ml krve. K oddbu byly pouzity zkumavky odivového systému Vacutainer (BD
Vacutainer, SSt Il Advance). Po 30 minutoveé inkulvgookojové teplat byly zkumavky
centrifugovany (2000 x g) 15 minut, poté bylo séroisato do mikrozkumavek a uchovano
do dalSich analyzip-20°C.

3.2.4 Laboratorni analyza
Laboratorni analyzy byly provédy v laboratdich Endokrinologického Ustavu v Praze

(odckleni steroid a proteofaktar). Pro kvantifikaci kortizolu a kortizonu byla pdta&

metoda HPLC (High performance chromatography) pqatetokolu, ktery byl pouzit a
publikovan jiz dive (Siminkova et al. 2008). DHEA(S) pak byly stanoveny komn@mi

radiometrickymi kity.

o

3.2.5 Popis experiment 0 a statistické zpracovani vysledk
Experimenty (pehled):

1. Stanoveni diurnalniho rytmu u prasat domacich ppdgicich katetrizéni vykon

2. LiSi se hladiny stresovych markemaneienych khem katetrizace s bazalni hladinou?

3. LiSi se hladiny stresovych marker pribéhu operaniho vykonu?

4. Zjisténi porreru kortizol/kortizon
3.2.5.1 Experiment 1: Stanoveni diurnalniho rytmu prasat domacich podstupujicich
katetriza®ni vykon
K tomuto experimentu bylo pouzito 23 pokusnychiali ktera byla roztlena do dvou
skupin, podle denni doby, kdy podstupovala expemairi vykon. Do skupiny zvat
katetrizovanych rano (2atek pokusu v 9:00), bylo tmzeno 13 prasat, do skupiny
odpolednich (z&tek pokusu v 15:00) 10.

ExperimentieSi jen, zda se liSi ranni a odpoledni skupinytkateanych prasat,

nereSi dynamiku zrny marketi v celkovém pitbéhu experimentu.
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Ziskané hodnoty testovanych mairkdayly rozctleny do dvou skupin (ranni a odpoledni),
podle denni doby, ve které byla provad katetrizace. Pro kazdou skupinu zwld§/l
proveden nezvisly statisticky test, kterym byl&tépa zakladni statistickd data (median,
maximum a minimum na#étenych hodnot) pro kazdy marker v kazdém testovamiaobi
(odbér 1-4, viz metodika krevniho odtu).

Nametené hodnoty nevykazovaly normalni releshi dle Gausse, proto byl pro
statistické hodnoceni pouZzit neparametricky Mannitiddy test. Ten byl navrZzen pro dva
nezavislé vybry (pro ranni a odpoledni testovaci skupinu) pradfamarker a pro kazdy
odker zvlag'.
3.2.5.2 Experiment 2: LiSi se hladiny stresovych nkexiz naméi‘enych @hem katetrizace s
bazalni hladinou?

K tomuto experimentu bylo pouzito 25 testovanyclmisaprasat. U tohoto pokusu bylo
mozné zanedbat dobu, kdy byla proudal katetrizace (dle vysletipredchoziho pokusu to
bylo mozné).

Diky tomuto experimentu jsme mohli zjistit dynamikmeny testovanych markér
v pribéhu experimentu a zhodnotit tak vliv jednotlivychoiid na hladinu markeér

Vzhledem k tomu, Ze data nevykazovala standardnis&@vské roztkeni, byl pro
testovani hladin stresovych markguouzit neparametricky Friedmahntest pro 4 zavislé
vybéry (pro 4 odiry v predem stanovenych situacich, viz metodikasodlixrevniho vzorku).
Odbéry béhem operace (odby 2-4) byly porovnavany s odiem v gedpokladanych
nestresovych podminkach (1. eédb
3.2.5.3 Experiment 3: LiSi se hladiny stresovyclanker: v pribéhu operahiho vykonu?

K tomuto experimentu bylo pouzito stejnych 25 ptasaetodika byla stejna, jen se
porovnavaly ziskané hodnoty jeihem katetrizéniho vykonu (tedy bez prvniho o).
Ziskali jsme tim pedstavu, zda se statisticky liSi hladiny mailkgouze Bhem operace. Byl
pouzit neparametricky Friedmaintest pro 3 zavislé vy (pro odigr 2-4).

3.2.5.4 Experiment 4: Zji#ni pomeéru kortizol/kortizon

Pomer kortizol/kortizon byl pditan pro kazdé experimentalni &vizvlag, byl zjisStn median,
minimum a maximum z nagtenych hodnot. V &kterych gipadech byly hladiny kortizonu
rovny nule a proto neSel p@mkortizol/kortizon vypgitat (proto se p&et nangrenych hodnot
u pokusnych zvat liSi v jednotlivych odérech; pro 1. odér n=18, pro 2. a 3. odb n= 25,
pro 4. n= 21). Pro zji8hi statistické vyznamnosti byl pouZzit neparamefriékiedmaniiv

test pro kazdy parametr pro 4 zavisle &ngb
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4. Vysledky

4.1. Experiment 1: Stanoveni diurnalniho rytmu u pr  asat domacich
podstupujicich katetriza €ni vykon
Pro vSechny markery (kortizol, kortizon, DHEA(S)ld vypca:itana zakladni statisticka data

(minimum, maximum, median) pro kazdou sledovatist experimentu (viz kapitola
Metodika,cast 3.2.3, Oddr krve). Zviata byla rozélena do dvou skupin, podle toho, zda
byla katetrizace prov&da v rannich nebo odpolednich hodinach. Bi@ma data vykazovala
Siroké rozpti hodnot, které rizeme picist velkym interindividualnim rozdim v hladindch
meétenych marka.

Vysledky budou prezentovany pro kazdy marker zvVIE®mentovany budou jen
mediany, v tabulkach jsou kranmedianu zapsana i minima a maxima pro ukazku telké

rozptylu nangicenych hodnot.

4.1.1 Kortizol
V prvni ¢ésti experimentu (odi jeS& na domaci far® tedy v nestresovych podminkach)

byl vypaiitan median 145.15 nmol/l pro ranni skupinu a 164$ol/l pro odpoledni
skupinu. Median pro druhy odb(provadny po zavedeni anestezie) byl 272.61 nmol/l pro
ranni skupinu a 327.75 nmol/l pro odpoledni. V gdisti, fazi experimentu (teda po
stimulaci nebo ablacitpvodniho systému sréi@ho) byly stanovené hodnoty medianu,
minima a maxima velmi podobné. Mediany byly 231n@ol/I pro ranni skupinu a 241.00
nmol/l pro odpoledni; minima 82.00 nmol/l pro raanl05.00 nmol/l pro odpoledni
skupinu; maxima 365.00 nmol/l pro ranni a 374.6®Wnpro odpoledni skupinu. Pkdvrtou
¢ast experimentu (po ukodeni experimentu), byl median 143.95 nmol/l pro fanB@24.00
nmol/l pro odpoledni katetrizai skupinu. Ve vSectiastech experimentu byly hodnoty
Mann-Whitney testu nepkazné na hladistatistické vyznamnosti 0.05 (p>0.05), proto
muzeme konstatovat, Ze naSe experimentalitata/iu tohoto testovaného markeru

nevykazovala cirkadidnni rytmus.
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Tab. 1: Median, minimum, maximum a Mann-Whitneyt f@® 2 zavislé vyéry (ranni a

odpoledni skupina) koncentrace kortizolu

Paadi Median |Minimum |Maximum

odkeru Skupina | (nmol/l) | (nmol/l) (nmol/l) |p
rano 145.1% 58.11 716.71 0.55
odpoledne 154.90 121.00 445.53
rano 272.61 58.00 394.22 0.14
odpoledne 327.75 118.00 435.34
rano 231.00 82.00 365.00 0.58
odpoledne 241.82 105.00 374.68
rano 143.9% 50.34/ 405.69 0.20
odpoledne 224.00 122.11] 396.00
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4.1.2 Kortizon
Pro prvnicast experimentu byl median pro ranni skupinu ¢am2.93 nmol/l, pro odpoledni

pak 8.16 nmol/l. Po uvedeni do anestezie byl me2i#gd86 nmol/l pro ranni a 76.50 nmol/I
pro odpoledni skupinu. Preeti ¢ast experimentu byl u ranni skupiny ngem median 35.67
nmol/l, pro odpoledni 127.79 nmol/l. Na konci expemtu byly mediany na#tieny 19.00
nmol/l u ranni skupiny, 124.62 nmol/l u odpoledré. vSechiastech experimentu byl nami
zvoleny neparametricky statisticky test nedqazny (p>0.05), proto fizeme tvrdit, Ze ani u

koncentrace kortizonu nevykazovala experimentalitata diurnélni variabilitu.

Tab. 2: Median, minimum, maximum a Mann-Whitneyt f@® 2 zavislé vyéry (ranni a

odpoledni skupina) koncentrace kortizonu

Paradi Median |Minimum |Maximum

odkeru Skupina | (nmol/l) | (nmol/l) (nmol/l) |p
rano 2.93 0.00 52.00 0.32
odpoledne 8.16 0.00 55.53
rano 28.36 16.68 94.56) 0.52
odpoledne  76.50 13.000 151.31
rano 35.67 15.25 204.00 0.15
odpoledne 127.79 20.93  290.00
rano 19.0( 0.00 363.77 0.15
odpoledne 124.62 9.08 231.00
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4.1.3 DHEA
Pro prvni odbr byl median 0.19 nmol/l pro ranni skupinu a 0.12ofll pro odpoledni

skupinu. U druhéasti experimentu byl median 0.58 nmol/l pro ranfii% nmol/l pro
odpoledni skupinu. Ueti ¢asti 0.69 nmol/l u ranni a 0.74 nmol/l u odpoleskiipiny.

V koneiné ¢asti experimentu byl median ngan 0.90 nmol/l pro ranni a 0.61 nmol/l pro
odpoledni skupinu. Jako dgquesSlych odéra byl test statistické vyznamnosti nékazny pro
vSechnyasti experimentu (p>0.05). Stéjjako u kortizolu a kortizonu, nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil a u nasich experimenitdl zvtat se tedy ani u tohoto markeru

nepotvrdil cirkadianni rytmus.

Tab. 3: Median, minimum, maximum a Mann-Whitneyt f@® 2 zavislé vyéry (ranni a

odpoledni skupina) koncentrace DHEA

Paadi Median |Minimum |Maximum
odkeru Skupina | (nmol/l) | (nmol/l) (nmol/l) |p
1/rano 0.19 0.00 0.76/ 0.59
odpoledne 0.12 0.00 0.53
2|rano 0.58 0.44 1.40, 0.47
odpoledne 0.57 0.33 0.93
3|rano 0.6¢ 0.52 1.40, 0.54
odpoledne 0.74 0.22 2.12
4|rano 0.9( 0.37 1.49] 0.31
odpoledne 0.61 0.37 1.04
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4.1.4 DHEAS
Pro prvnicast experimentu byl nafifen pro ranni skupinu median 0.01 nmol/l, pro odgoie

0.11 nmol/l. Po uvedeni do anestezie byl media8 0rBol/l pro ranni a 0.10 nmol/l pro
odpoledni skupinu. U¢ti casti experimentu byl ranni median 0.65 nmol/l, ddgoi 0.10

nmol/l. U étvrtého odiru byl median 0.11 nmol/l u ranni, 0.13 nmol/l potedni skupiny.
Také pro tento marker jsme tedy Mann Whiteny tasteprokazali cirkadianni rytmus u

DHEAS pro vSechnyasti experimentu (p>0.05) u naSeho experimentalmbdelu.

Tab. 4: Medidn, minimum, maximum a Mann-Whitneyt fg@® 2 zavislé vyéry (ranni a
odpoledni skupina) koncentrace DHEAS

Paradi Median | Minimum | Maximum

odkéru Skupina| (nmol/l) | (nmol/l) | (nmol/l) P

1 rano 0.01 0.00 0.14 | 0.31
odpoledne 0.11 0.00 0.14

2 rano 0.83 0.02 0.18 | 0.38
odpoledne 0.10 0.00 0.26

3 rano 0.65 0.00 0.23 | 0.32
odpoledne 0.10 0.07 0.20

4 rano 0.11 0.07 0.19 | 0.40
odpoledne 0.13 0.07 0.25
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4.2. Experiment 2: LiSi se hladiny stresovych marke  rd nam éfenych
béhem katetrizace s bazalni hladinou?

Stejre jako u predchoziho experimentu, vykazuji n&ené hodnoty velky rozptyl, coz
ukazuje na zrmeé interindividuélni rozdily hladin testovanych keti. Hodnotili jsme
mediany, aby se eliminoval vliv odlehlych n&®nych hodnot. Pro ndzornost jsme vysledky
zpracovali graficky v krabicovych grafech (obr. R-¥ysledky jsou hodnoceny pro kazdy
marker samostatn

4.2.1 Kortizol
Hladiny kortizolu v séru byly nejnizSiigorvnim odkru, tedy na domaci farm

v nestresovych podminkach (148.35 nmol/l), vyslepleterdil nasSe dekavani a tuto hodnotu
muZeme povazovat opravdu za nestresovou, bazalmuhédazi experimentu, po uvedeni do
anestezie, jsme zaznamenali nejvysSi hodnoty med#46.41 nmol/l), poté jiz hodnoty
blizkym hodnotam bazalnim. Friedniartest byl pro tyto 4 odivy staticky vyznamny, na
hladirg vyznamnosti 0.05 (p <0.05).

800,0
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1

€L

Koncentrace kortizolu v séru (nmol/l)

o
o
|

I I I I
1 2 3 4

Pofadi odb éru krevniho vzorku
Obr. 2: Grafické znazo#ni koncentrace kortizolu v séru ve 4 testovanydstech
experimentu. Hranice boxu ukazuji 50% r@emych hodnot markeru, median je vyzea
tlustou linkou uvnit boxu, tykadla ukazuji 25% naienych hodnot, odlehlé hodnoty jsou

znazorrgny hwzdickou.
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4.2.2 Kortizon
Stejre jako u Kkortizolu, byla nejniZzsi koncetrace kortinazaznamenana u prvniho édi

provedeného jeStha domaci far(6.19 nmol/l). U druhého ddtiho odiru hladiny rostly
az ke svému maximuthem teti faze experimentu (66.12 nmol/l), poté hladitgskly, ale
ne k bazalnim hodnotam, n&fané hodnoty bylyiiblizn¢ sedmkrat vyssi nez bazalni.

Friedmarv test byl statisticky vyznamny na hladimyznamnosti 0.001 (p<0.001).
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Obr. 3: Grafické zndzo#éni koncentrace kortizonu v séru ve 4 testovanyéstech
experimentu. Hranice boxu ukazuji 50% r@emych hodnot markeru, median je vy

tlustou linkou uvnit boxu, tykadla ukazuji 25% naienych hodnot, odlehlé hodnoty jsou

znazorrny hwzdickou.

28



4.2.3 DHEA

e

nmol/l), poté hladiny prudce stoupaly az ke svénaximu vectvrté ¢asti katetrizaniho
vykonu, gsrg pied ukorgenim experimentu (0.76 nmol/l). Friedntartest byl statisticky
vyznamny na hladivyznamnosti p<0.001.
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Obr. 4: Grafické znazow#mi koncentrace DHEA v séru ve 4 testovanyébtech experimentu.
Hranice boxu ukazuji 50% naiienych hodnot markeru, median je vyZea tlustou linkou

uvnitt boxu, tykadla ukazuji 25% naenych hodnot, odlehlé hodnoty jsou znazaosn

hvézdickou.
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4.2.4 DHEAS
Mediany koncentrace DHEAS bylyiplizné stejné po celou dobu experimentu, nejnizsi

hladiny byly zaznamenanyigrvnim odkru, pak lehce stouply a v dalSimipéhu
experimentu &staly nendnné (0.09 nmol/l). Friedméan test vySel statisticky signifikantni
(p<0.05).
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Obr. 5: Grafické znazo#ni koncentrace DHEAS vséru ve 4 testovany@stech
experimentu. Hranice boxu ukazuji 50% r@emych hodnot markeru, median je vy

tlustou linkou uvnit boxu, tykadla ukazuji 25% naienych hodnot, odlehlé hodnoty jsou
znazorrny hwzdickou.
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4.3 Experiment 3: LiSi se hladiny stresovych marke  rd v prabéhu
opera éniho vykonu?

Tento experiment je ve své podstgn rozsfenim gedeslého experimentu. Jak je nazamo
v metodick&asti, statisticky se hodnotily jen oftly bchem katetrizéniho vykonu (prvni
odhr se tedy do testu negital). Cheli jsme tak zjistit vliv Ukor provadnych Ehem
samotné katetrizace. Friedniiartest byl tedy péitan ze stejnych hodnot jako uepeslého

experimentu.

4.3.1 Kortizol
NejvysSi hodnoty byly na#étieny ve druhé fazi experimentu, poté hodnoty klesaly

Predpokladame, Ze se ta&la diky vlivu anestezie, ktera tlumi stresovou @akriedmairiv
test byl statisticky vyznamny (p<0.05). Samotnyekdtani vykon ma tedy statisticky

vyznamny vliv na hladinu kortizolu.

4.3.2 Kortizon
Od druhého odiyu hladina kortizonu vzrostla a tetiho odiru dosahla maxima (66.12

experimentu. Friedmanw test byl na hladivyznamnosti 0.05 statisticky signifikantni
(p<0.05).

4.3.3 DHEA
V ramci druhé a#tvrté faze experimentu byly mediany koncentrace BHEImMi podobné,

vzrastaly od druhéasti experimentu az ke svému maximu vézé&né fazi experimentu.
Friedmarv test neprokazal statistickou vyznamnost na déadirk signifikance (p>0.05).
Opera&ni vykon tedy nema statisticky vyznamny vliv naditeu DHEA v krevnim séru

naSich experimentalnich zZat.

4.3.4 DHEAS
U tohoto markeru byly mediany viiehu operéniho vykonu téni stejné, ani statisticky se

tedy nengnily (p>0.05). Katetrizéni vykon nendl statisticky vyznamny vliv na hladinu
DHEAS.
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4.4 Experiment 4: ZjiSt éni pom éru kortizol/kortizon
Stejre jako u edchozich experimeibyl hodnocen median (pro eliminaci vlivu odlehlych

hodnot a naslednému zkresleni vysledku). Medianépoiyl nejvyssi u prvniho odhu
experimentu, tedy v nestresovych podminkéach (15@8§ prudce klesal a nejnizsi hodnoty
byly zaznamenany na konci experimentu (2.51). Irmeadv test byl statisticky signifikantni
na hladig vyznamnosti 0.001 (p<0.001).

Tab. 5: Median, pget meieni (n), minimum a maximum paim koncentraci

kortizol/kortizon u vSech odioi v pribéhu experimentu.

Paadi n Median | Minimum| Maximum p
odkeru
1 18 15.95 1.71 144.75 0.001
2 25 4.48 1.17 32.65
3 25 2.61 0.44 17.37
4 21 2.51 0.73 20.38
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5. Diskuze

5.1. Experiment 1: Stanoveni diurnélniho rytmu u pr  asat domécich
podstupujicich katetriza €ni vykon
V tomto experimentu jsme se snaZzili zjistit, zdanh#estované markery u experimentalnich

zvirat, prasat domacich, vykazuji cirkadianni varitipii n€éni se jejich hladiny v gibé¢hu
dne. Prasata podstupovala srdekatetrizaci, Slo tedy o &eni them stresové z&te. Jak je
psano asti Metodika {ast 3.1, Experimentalni zaita), jednalo se o mladé, 12 tyidstaré,
samice prasete domacihosRbyl schvalg stanoven prepubertélni, aby se zamezilo vlivu
estralniho cyklu a cyklické z&n¢ pohlavnich hormainna hladiny sledovanych marker

Je dobe znamo, Ze prasata domaci vykazuiji cirkadianmugtv koncentracich
kortizolu (nap. Barnett et al. 1981a, Becker et al. 1985a, Wfira Minton 1991). Pat
mezi zvfata, kterd jsou aktivniips den, tedy maji vy3Si hladinu GC v rannich hainpak
béhem dne postugrklesa, az ke svému minimtigal usnutim; proto jsmetekavali vysSi
hladiny GC khem ranniho experimentu v porovnani s odpolednadoBre jako kortizol
vykazuje diurnalni rytmus i DHEA(S), s nejvySSinadinami rano, v pibéhu dne potom
klesaji (nap. Ceresini et al. 2000, Whetzel et al. 2010, Maeires al. 2010). V naSem
experimentu jsme ale zadny takovy trend nezaznalinatediny market nameienych khem
rannich a odpolednich experimese statisticky vyznangmeliSily, a to v zadné fazi
experimentu (viz Metodikaast 3.2.3).

Mozné ficiny tohoto jevu nizeme rozdlit do dvou skupin: ficiny (1) nespojené se
stresem a (2) spojené se stresovym zatizenim. Drskupinu pak je mozné jé3zdlit do
nékolika podskupin: (2.1) shovani do neznamého priedi a nasledna socialni izolace; (2.2)
hladowni; (2.3) transport z farmy do experimentalni latae; (2.4) katetrizace srdce. Nyni
se budu zabyvat kazdou z nastiych moznosti.

Moznou nestresovouriginou absence cirkadianniho rytmu ve sledovanych
markerech, iize byt nizky, prepubertalni¢k prasnic. To je podgeno i jinymi studiemi,
které u ml&at prasat doméacich (15 tyi@starych) nezaznamenali cirkadianni rytmus fnap
von Borell a Ladewig 1992, Ruis et al. 1997, deJeingl. 2000). Stejhtak, nalezli stabilni
cirkadianni rytmus s maximem v rannich hodinachranmem veer, u prasat starych
nejmért 20 tydm (Ruis et al. 1997, deJong et al. 2000). Opewoiitd zjiS€nim, nalezl Ekkel
et al. (1996) cirkadianni rytmus u prasat starysim oydri.

V druhé skupin (divody absence cirkadianniho rytmu spojené se stoesmakci) je
moznych pi¢in nékolik. Predpoklada se, Ze zvySena hladina GiGiesové reakci, fize
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narusit nebo Upkhzrusit diurnalni rytmus. Stresovou reakcagpbuji stimuly, které se
nazyvaji souhrnqistresory —&mi maze byt vSe, co aktivuje SAM a HPA osu a naruSuie ti
homeostazu organismu nebo welfare jedincei{nEmssens et al. 1994, Pol et al. 2002).

Experimentalni zvata jsou z domaci farmy v den konani experimematusportovana
do laboratee. Jiz den fedtim se ale s prasetentiz& manipulovat a probihajfipravy na
pokus nasledujiciho dne¢Bem této doby je prase vystaveno mnohym stresowyaacém,
které mohou narusit diurnalni rytmus (hagtres zfisobeny sthovanim do neznamého
prostedi jiného kotce; socialni izolaci; hladovm; transportem do laborétn atd.).

Na chovné farm Zila prasata ve skupinDen red transportem do nasi labot@o
bylo ale oddleno od ostatnich a izolovano v samostatném kktiery p‘'edem neznalo.
Najednou se tedy ocitlo v prémeznamém progdi, bylo vystaveno nezvyklému pachu,
necitilo pach své skupiny a navic bylo i bez ostataviat, na ktera bylo zvyklé. Bylo tedy
vystaveno velkému socialnimu stresu. Oboji — tetyfaveni novému, neznamému predt
(Dantzer a Morméde 1983, Becker etl#185a, Grandin 1997, Désautés efl8P9) i socialni
nestabilita s minimem sociélnich kontakfanssens et.al994, Ekkel et al. 1997, Ruis et al.
1997) ntize zmisobit zn&ny stres, tedy zvySenou hladinu GC, ktef@ennarusit diurnalni
variabilitu GC. Oprotidmto nazoim, Geverink et al(2003) nalezl vysSi hladinu GC u samic
prasat ubytovanych ve skupimez kontrolni skupiny, ve které bydlely samostafianssens
et al. (1995) nalezl naruSeny cirkadianni rytmusip@nickém fisobeni socialniho stresu.

DalSim moznym stresorem je transport do experint@nboratde. Experimenty
s transportem provébnap:. Becker et al. (1985b)figkterych zjistili, Ze transport fize
narusit diurnélni rytmus u prasat domécich. Naséa jii transportu vystavena i socialni
frustraci (Barnett et al. 1981b, Ruis et al. 1997/teré jsem se zminila vySse.

Kvili anestézii nasledujici den, neni prase f@sphovani do samostatného kotce
krmeno. Rijem jidla mize mit vliv na koncentraci GC, zabyvali se timin&everink et al.
(2003) nebo Hillmann et al. (2008), nalezli dokodea peaky v hladiGC, rano a
odpoledne, fesre v doke, kdy byla zviata zvykla na podavani krmiva. Opratirtto studiim,
Barnett et al. (1981a) nenalezli odpoledni peakatok: predpokladaného krmeni;
zaznamenali jen dopoledni zvySenou hladinu GC. ¢lk&d je zcela jist stresujici prvek,
proto nize narusit, nebo Upirerusit cirkadianni rytmus.

Transport z domovské farmy do experimentélni latoe je dalSim stresovym
faktorem, ktery mze zvysit hladiny GC (n&pBecker et al. 1985b, Dalin et al. 1993, Averos

2007). Vyssi hladiny kortizolu &y samice prasat oproti safima, a koncentrace kortizolu
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byla zavisla i na rinim obdobi — vysSi hladiny byly v zimnicksicich. Samazejmeé ¢im
delSi transport, tim vySsi hladiny kortizolu (Aver2007).

DalSim z moZnych stresbje samorejme srde&ni katetrizace, kterou Adta
podstoupila. Ta bude diskutovana v nasledujiciniledtiskuze (5.2), ktery se skae
katetrizaci zabyva podroBjn

U tohoto experimentu se klonime k Ay, Ze absence cirkadianniho rytmu je
zpiusobena fedevsim nevyzralosti HPA osy u naSich prepubedidlexperimentalnich zt.
Cirkadianni rytmus rize byt také ovlivin procedurami, kterymi zké proSlo denigd
experimentem, ale nezaznamenali jsme vyznamnétgtké rozdily mezi hladinami GC u
zvirat podstupujicich katetrizaci rano a odpoledneibdtru operaniho vykonu ani u
bazalnich hladin ziskanych defeg experimentem. Samotna shaliekatetrizace teoreticky
muze mit negativni vliv na diurnalni rytmus, ale dopa kterou katetrizace probiha j@lis
kratka na vyvolani nestability celého cirkadianniyimmu. Ri zkoumani vlivu stresu na
jedince je dlezité nejen sledovat absolutni hodnoty GC, alé takjestli je nebo neni
negativié¢ poznamenan diurnélni rytmus testovanych jed{geJong et al. 2000).

5.2 Experiment 2 a 3: LiSi se hladiny stresovych ma  rker

nam éfenych b éhem katetrizace s bazalni hladinou; liSi se hladiny
béhem samotného opera ¢niho vykonu?

Experimenty 2 a 3 bych rada diskutovala zaigowehledem k povaze obou experimgrikdy

se liSi jen nezazenim jednoho odbu do statistického hodnoceni.

U téchto experimeritjsme se zaili na porovnani hladin gfenych marker
v raznych, gedem definovanych, fazich pokusu. Prvni hodnota byfena den fed
pokusem, jegtna domaci faré pred zapoetim vSech procedur, febnych k pipraw
zvirete na experimentalni procese@pokladali jsme nejnizSi hodnotu u vSech paraimetr
protoze zuiata byla ndfena v podminkéach, na které jsaizbe zvykla. Vysledky nas
piedpoklad potvrdily, jednalo se opravdu o nejnizgiroty nétenych markaet, proto
muzeme hodnotu odibu na farnd povazovat za bazalni, tedy nezatizenou zvySenyimak
stresem zvat. Redpokladali jsme, Ze poté bude hladina stresovyatkem (predevsim
kortizolu) stoupat a bude vySSi vipehu celého katetrizaiho pokusu. Vzhledem k tomu, Ze
nejvyssi hladina byla u druhého @db (po uvedeni do anestezie a nasledné intubacijéa
hladina kortizolu klesala az &#pk hodnotam blizkym bazalnim, je pra&pddobné, Ze do
procesu regulace HPA osy zasahly ukony, které nujidipkipadré narusuji) jejicinnost

(napiklad anestezie a medikace tiSici bolgsvpkonu).
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V naSem experimentu byla jako anestezie pouzitebkasee Propofolu a Morfinu,
podavanych nitrozZila Anestezie zmituje nezadouci vlivy operace, tlumi bolest a tim i
sekreci katecholamin glukokortikoidh a zminuje tak stresovou reakci. Propofol je pro svou
povahu (vizéast Uvod, 1.4) vhodny jako anestetikum pro kratkgdoperani vykony, mezi
které srdéni katetrizace bezpochyby piatke zmirreéni bolesti byl pouzit opiat (Morfin).
Podle mnoha autbrvede tato kombinace ke sniZeni vyplaveni kateahiolai
glukokortikoidi, nejspis synergickou reakci Propofolu a opiathymothalamické receptory,
a potl&uji tak aferentni bolestivé stimuly a snizuji tagyplaveni CRH a nasledrsnizeni
aktivity celé HPA osy (tedy i ACTH a GC) (Maranaagt2010). Narérené hladiny GC byly
v nekterych gipadech dokonce nizsi nez ty, ngené ped operaci (Fragen et al. 1987,
Schricker et al. 1999, 2000, lhn et al. 2009). TakaSem fipadt hladiny GC klesaly po
podani anestezie az k hodnotam blizkym prvnim@émd{ktery povazujeme za bazalni),
vysledek je tedy v souladu se zrrigmi pracemi. Naopak koncentrace kortizonu a DHBA(S
také vzrostly po druhé fazi experimentu, ale kensbazalnim hladindm se nevrétily. Proto
piedpokladame, Ze tyto steroidy maji za Ukol chrérgainismus fed zvySenou hladinou
kortizolu, a tak ped nezadoucimi vlivy akutniho stresu (Kimonidealef1 998, 1999,
Charney 2004, Morgan et al.2004, Maninger et 8092@010).

Prasata podstupovala experimentalni &ndkatetrizaci. Je to zakrok, ktery fanezi
minimalrg invazivni, coz by mohlo vést k z&w, Ze hladiny GC vzrostou jen miniméaln
Kdyz byly porovnany zakroky (provédeé na prasatech doméacich), kde byl pouzit klasicky
pristup a pistup laparoskopickyg( jiny méns invazivni), nenalezly se Zzadné statisticky
vyznamne rozdily v hladinGC (Mansour et al. 1992, Bessler et al. 1994, Beigt al. 2002,
Margulis et al. 2005, Matsumoto et al. 2005, Duehenal. 2008). To znamena, Ze i
minimalné zatZujici zakrok je pro zvata stresujici a znamena zvysSeni hladiny kortizolu
v krvi, ktera miize mit za nasledek nestabilitu cirkadianniho rytridde je ale dlezité zminit,
Ze hladiny GC mohou bythem operace modulovany dalSimi parametry ii(nagmlena
anestezie, medikace na zimijici bolest, apod.) (Marana et al. 2008).

Koncentrace DHEA(S) je, stajjako u kortizolu, zvySenarpstresove z&ti a reaguje
tedy také na zvySenou koncentraci CRH a ACTH, pjsiia také povazovany za markery
aktivity HPA osy (Goodyer et al. 2001, Maningeakt2010). Kortizon funguje jako rezervni
pool kortizolu v pipact jeho zvySené pegby (nap. pii zménach koncentrace kortizolu
provazejici cirkadianni rytmus, nebo jako v naSéipaut pii stresové z&ti organismu)
(Vogeser et al. 2003). Koncentrace kortizonu v topakusu byla nejnizSifpprvnim odtgru

a poteé rostla, az dosahla svého maximiatidasti pokusu, pak se hodnoty snizily, ale byly
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mnohonasobhvyssi nez hodnoty bazalni. Pokud hodnotime dynamikny koncentraci
kortizolu a kortizonu, Izeigdpokladat, Ze diky zvySené aktdvisoenzymu 14-HSD2
(dalezitého reguléniho faktoru pemeny kortizolu v kortizon a naopak), je vyssi hladina
kortizonu (oproti bazalnim hladinam nagatku experimentu) Zigobena nejspis rapidnim
snizenim koncentrace kortizolu vipghu samotného opefiaiho vykonu po podani anestezie.
Kortizol, ktery byl ve zvySené rré vyplaven vdle prasete fed z&atkem experimentu a je
nyni v jejich organismu tedy jpbyte&ny* je enzymaticky peménén na kortizon, ktery neni
biologicky aktivni. Tim je vlivem atestezie zab&an nezadoucim vlism pasobeni kortizolu

a tim i akutniho stresu.

5.3 Experiment 4: Zjist éni pom éru kortizol/kortizon
Na kortizon nizeme nahlizet jako na inaktivni formu kortizolwe tdke, jak jiz bylo zmimo

diive, gredstavuje rezervni pool kortizolu v dolixdy je ho v organismuédba ve zvySene
miie (napiklad u stresové odpedi, nebo fyziologicky Bhem znén koncentraci GCip
diurnélnim rytmu). Po®r kortizol/kortizon reguluje izoenzym BIHSD, ktery pengiuje
pomoci redukce kortizon v kortizol (3HSD1) a naopak oxidacidni kortizol v kortizon
(118-HSD?2). V tomto ohledu je nejspis néjezitéjSi regulace timto enzymem jednak v
ledvinch (izoformou 13-HSD2), kde svou zvySena@innosti inaktivuje kortizol a zaroyie
zvySenou aktivitou 13-HSD1 v jatrech, kterd naopakgobi obnovenim kortizonu (Vogeser
et al. 2003).

V piipact tohoto experimentu byl pasnhormoni kortizol/kortizon nejvyssi
v nestresovych podminkach prvniho &db poté pondr klesal az k z&ru experimentu, kdy
analgezie, které minimalizuje bolest a tim i stuegporeakci organismu. Koresponduje to s
nahlym snizenim hladiny kortizolu a tim padem zwgShkladiny kortizonu dhem naseho
experimentu. Redpokladame, Ze zvySena hladina kortizonu jesapena zvySenou aktivitou
118-HSD2 a kortizol, ktery byl secernovan ve zvySengermusi byt najednou inaktivovan,

tim padem peménén na svou inaktivni formu, kortizon (Vogeser etz4l03).
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6. Zaver

6.1. Experiment 1: Stanoveni diurnalniho rytmu u pr  asat domacich
podstupujicich katetriza €ni vykon
U tohoto experimentu jsme zjistili, Ze koncentraéeni n€fenych marker mezi skupinami,

které podstupovaly srdei katetrizaci rano a odpoledne, se #eity statisticky vyznamé

(p > 0.05), a to v Zadn#sti experimentu. Z tohoieme usuzovat, Ze ranni a odpoledni
hladiny market se statisticky vyznamdmeneni; nenalezli jsme tedyrpdpokladany
cirkadianni rytmus u takto starych prasat domad®dpoklddame, Ze nej&i podil na
absenci cirkadianniho rytmu ma nevyzrélost HPAaZg tedy cirkadidnni rytmus néla
naSe zwata jest pevre stabilni a funkni. Vysledky ale mohou naz&iaitaké skuténost, ze
stresova z#&¥ neni vysSi u rannich nebo odpolednich katetraaa@asovani operace neni

tedy limitujicim faktorem u planovanych staéch katetrizanich vykori.

6.2 Experiment 2 a 3: LiSi se hladiny stresovych ma  rkeru

nam érfenych b éhem katetrizace s bazalni hladinou; liSi se hladiny
béhem samotného opera ¢niho vykonu?

V téchto dvou experimentech jsme testovalttygech fedem stanovenyatastech pokusu

hladinu stresovych markierkortizolu, kortizonu a DHEA(S). Pro kazdy markekazdécasti
experimentu jsme spiali neparametricky Friedmén test. Pro vSechny markery byla
naneiena nejnizsi hladina u prvniho @db, ktery byl odebran jeSha domaci chovné fagm
den gred samotnym katetrizaim vykonem. Tyto hladiny markiejsme tedy mohli ozridt za
bazalni. Mizeme tedyict, Ze prasata na své domaci famejsou vystavenaigobeni
akutniho stresu. Po tomto adb hodnoty vSech markierostou az k jejich maximu (kortizol
ma maximalni hladinu ve druliésti experimentu, kortizon véeti, DHEA(S) az v z&ru
experimentu). MlZeme pedpokladat, Ze adrendlni sekrece kortizolu reagajékony, které
piedchézeji vlastni katetrizaci a jsou prore\dtresujici. Proto jsme nafiti nejvySsi hladinu
kortizolu po uvedeni zigte do anestezie. Poté anestezie zmirnila stregeafiai a hladina
kortizolu klesala az k bazalnim hladinam v &avexperimentu. fdpokladame, Ze ostatni
metené markery (kortizon, DHEA(S)Yipobi jako protivaha zvySené hlaglikortizolu a
zmimuji tak jeho @inky na organismus,ysobi tedy tak jako protivaha akutnimu stresu,

kteremu je zvie kEhem experimentu vystaveno.
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6.3 Experiment 4: ZjiSt éni pom éru kortizol/kortizon
V tomto pokusu jsme testovali pénkoncentraci kortizolu a kortizonu. Tento parbyl

nejvyssi Bhem prvniho odéru (koncentrace kortizolu a kortizonu byly v tonoiosru
(koncentrace kortizolu byla blizka hladihazalni, koncentrace kortizonu byla 7x vySsi nez
bazalni hladina). fedpokladame, Ze pamkoresponduje s nasSim z#é®m, ktery jsme
provedli jiz u redeSlych experimettExperiment 2 a 3), totiz, Ze hladina kortizoltera
prudce stoupladhem druh&asti experimentu a po podani anestezie a analglezala, musi
byt zvySenou aktivitou enzymu g-HSD2 konvertovana na inaktivni kortizon. Tomu
odpovidaji i vypgitané hladiny porru kortizol/kortizon. Tento po#n je uzit&nym
parametrem ke studiu dynamiky stresové asyeln stresové zé&te, kterou proglana

katetriz&ni operace bezesporu je.
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7. Seznam zkratek:

113-HSD - 1B-hydroxysteroid dehydrogenaza
ACTH - adrenokortikotropni hormon

CBG - transkortin (corticoid binding globulin)
CRF, CRH — kortikoliberin (corticotrophin releasifagtor/hormone)
dex — dexametazon

DHEA - dehydoepiandrosteron

DHEAS - dehydoepiandrosteron sulfat

FNMT - fenylethanolamin-N-metyltransferaza
GABAA receptor - receptor kyselingaminoméaselné
GC — glukokortikoidy

GR - glukokortikoidni receptor

GREs - glucocorticoid response elements

HPA — hypothlamo- hypofyzarni- adrenélni systém
HPLC — High performace liquid chromatography
HR — srdeéni rytmus

IM — intramuskularni

IV — intravendzni

MAP — stedni arterialni tlak

MR — mineralokortikoidni receptor

NAD - Nikotinamid adenin dinukleotid

NADP(H) — Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NMDA receptor -N-methyl D-aspartat receptor
PCQ - vydechova kapnometrie

PLA, - fosfolipaza A

RCL - reactive centre loop

SAM - sympato- adreno- medularni systém
SCAD - short chain alcohol dehydrogenaza

SO, — saturace kyslikem

TIVA — nitrozZilni anestezie (total intravenous atihesia)
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