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8. Model peptické ulcerace žaludku na zví�eti 
Michal Jurajda 

 
 
 

1. Cíl 
Vysv�tlit etiopatogenezi vzniku peptických ulcerací žaludku a dvanáctníku. Demonstrovat na 
zví�ecím modelu ulcerogenní p�sobení nesteroidních antiflogistik a antiulcerózní p�sobení 
blokátor� H2 receptor�. 

2. Úvod do problematiky 
Peptické ulcerace v žaludku a dvanáctníku vznikají p�i nerovnováze v p�sobení obranných 
slizni�ních mechanism� a agresivních žalude�ních š�áv. Vznik peptických ulcerací usnad�ují 
látky a stavy, které vedou ke zhoršení trofiky žalude�ní sliznice a ke snížené produkci hlenu. 
Uplat�uje se také zvýšená sekrece žalude�ních š�áv. Naopak protektivn� p�sobí látky snižující 
sekreci HCl nebo látky zvyšující sekreci hlenu. 

3. Materiál a metody 
Laboratorní zví�ata (Rattus norvegicus) la�ná po dobu 24 hodin, indometacin substance, ranitidin 
(RANITAL, Lek Pharmaceutical), anestetická sm�s, chirurgické instrumentárium, katetr. 

4. Postup 
 
U laboratorních potkan� vyvoláme aplikací suspenze indometacinu do žaludku vznik peptických 
ulcerací. Porovnáním kontrolní a pokusné skupiny zjiš�ujeme antiulcerózní p�sobení ranitidinu. 

Zví�ata uvedeme do lehké inhala�ní éterové narkózy. Pomocí katetru nasondujeme žaludek a 
podáme ranital (u kontrolní skupiny fyziologický roztok). Po p�l hodin� op�t v lehké éterové 
narkóze aplikujeme všem zví�at�m suspenzi indometacinu. Experiment vyhodnocujeme po 24 
hodinách. Zví�ata utratíme p�edávkováním etheru a vypreparujeme žaludek. Žaludek 
rozst�ihneme podél velké kurvatury a sliznici pod tekoucí vodou zbavíme žalude�ního obsahu a 
hlenu s krví. Preparáty žaludku napneme mezi dv�ma skly a spo�ítáme léze. Poté napneme 
žaludky na korkovou desti�ku a zafixujeme v 10% formalínu. Trvalé preparáty vyfotíme a 
vyhodnotíme plochu a po�et lézí. K hodnocení m�žeme použít program ImageJ. 

 

5. Výsledky 
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Porovnáme po�ty a plochy žalude�ních lézí mezi pokusnou a kontrolní skupinou. K zjišt�ní 
statisticky signifikantního rozdílu použijeme nepárový neparametrický test (nap�. Mann – 
Whitney U test). 

6. Záv�r 
 
N�kolik poznámek k možné interpretaci výsledk� (záv�r samoz�ejm� koncipují studenti sami), 
nap�. o�ekávaný nár�st hodnot je… možné zdroje chyb p�i m��ení 
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9. Radia�ní poškození krevních bun�k I. a II. 
Lydie Izakovi�ová Hollá 

  

1. Cíl 
Cílem praktického cvi�ení je zjistit, jak se m�ní v d�sledku celot�lového ozá�ení dávkou 4 Gy u 
experimentálních potkan� po�et, eventuáln�  další vlastnosti erytrocyt�, leukocyt� a trombocyt�, 
a to ve dvou r�zných �asových odstupech po ozá�ení (3 a 20 dní, tj. ve stadiu nejhlubší deprese a 
ve stadiu regenerace). Dále nás zajímá, zda dochází ke zm�nám hmotností oza�ovaných zví�at a 
n�kterých jejich orgán� (sleziny). 
 

2. Úvod do problematiky 
Po celot�lovém ozá�ení vyšších organizm� se rozvíjí tzv. nemoc z ozá�ení, jejíž projevy závisí na 
velikosti dávky a na tom, zda šlo o jednorázové ozá�ení nebo organizmus obdržel výslednou 
dávku v dlouhých �asových intervalech. Vedle primárních poruch, vyvolaných vlastním 
ozá�ením, probíhají v organizmu i sekundární reakce, které mohou dále poškozovat tkán�.  
Citlivost na ozá�ení ionizujícím zá�ením je u r�zných tkání rozdílná. Ú�inky zá�ení se projevují 
nejvýrazn�ji u bun�k, které se intenzívn� d�lí. Mezi nejcitliv�jší bu�ky pat�í bu�ky lymfatické 
tkán� a kostní d�en�, dále pak bu�ky st�evní sliznice. Po ozá�ení se m�ní krevní obraz, v rané fázi 
dochází ke vzestupu po�tu bílých krvinek v periferii (v d�sledku vyplavení nezralých leukocyt� 
z kostní d�en�), po n�mž následuje jejich prudký pokles, který je charakteristickým rysem 
klinického stádia onemocn�ní (je zp�soben deplecí prekurzor� ve d�eni). Po ozá�ení vyššími 
dávkami se ihned objeví pokles lymfocyt� (v d�sledku jejich vyšší citlivosti na ozá�ení a aktivace 
stresové osy) p�etrvávající relativn� dlouhou dobu. Rychle také dochází k poklesu po�tu 
trombocyt�, pozd�ji i erytrocyt� (jejichž životní doba v cirkulaci je nejdelší, a proto trvá nejdéle, 
než se projeví „deficit“ erytropoezy v periferní cirkulaci). Množství erytrocyt� v periferní krvi je 
totiž dáno vztahem mezi jejich „p�ítokem“ (zde kvantifikovaným pomocí retikulocyt�) a jejich 
odtokem (ozá�ením použitou dávkou nejsou erytrocyty v periferii postiženy), který m�žeme 
považovat za danou dávkou neovlivnitelný, tj. u potkana 100/56 = 1.79% denn�, (pr�m�rná délka 
života erytrocytu u potkana �iní totiž 56 dní). Výsledky by m�ly potvrdit elementární logickou 
úvahu, že rychlost produkce (zde indikovaná koncentrací retikulocyt�) a koncentrace erytrocyt� 
se po ozá�ení m�ní každá jinak, i když p�irozen� v zákonité souvislosti.  
Díky tomu, že u potkana p�etrvává tvorba krevních element� ve slezin� i postnatáln�, bude se 
m�nit b�hem vývoje nemoci z ozá�ení i hmotnost a bun��nost sleziny (po prvotní depleci vzroste 
hmotnost sleziny nad p�vodní úrove� a hemopoeza ve slezin� rychle nahrazuje p�etrvávající 
menší deficit hemopoezy v kostní d�eni).  
 
Poznámka: Mezi potkanem a �lov�kem jsou velké rozdíly jak v radiosenzitivit� (tedy citlivosti na 
ozá�ení - potkan je mnohem odoln�jší a je tedy schopen tolerovat vyšší dávky zá�ení), tak i 
v krevním obraze (u potkana je obrácený pom�r v zastoupení po�t� neutrofil�/lymfocyt� oproti 
lidem a kratší životní doba erytrocyt� v periferii-kolem 56 dn� – závisí na kmeni potkan�).  
 

3. Materiál a metody 
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Hayem�v roztok, Bürkerova kom�rka, sv�telný mikroskop, mikropipeta 25 µL, kyveta tlouš�ky 1 
cm, fotometr s barevným filtrem pro 530 - 550 n (SPECOL), transforma�ní roztok podle 
Drabkina, Türk�v roztok, bani�ka s 475 µl prokainového roztoku (20ti násobné z�ed�ní), barvící  
roztok 1 (Eosin Y + fosfátový pufr pH 6.8), barvící roztok  2 (Azur II + fosfátový pufr pH 6.8), 
oplachovací  roztok (fosfátový pufr pH 7.2).  
 
 

4. Postup 
 
a) Stanovení po�tu erytrocyt� - melanžérová metoda: 
 
 
Provedení: Do melanžéru pro �ervené krvinky nasajeme pomocí gumové násavky krev p�esn� po 
zna�ku 0.5 (�ed�ní 1:200). O�istíme pe�liv� hrot melanžéru od krve a zkontrolujeme výšku 
sloupce krve. P�itom je nutné, aby byl melanžér ve zcela kolmé poloze. Zcela nepatrn� 
povytáhneme jemným nasátím sloupec krve v melanžéru  a kolmo jej vložíme do lahvi�ky s 
Hayemovým roztokem. Tento roztok nasajeme s již nasátou krví po zna�ku 101. Potom sejmeme 
opatrn� gumovou násavku, uzav�eme palcem a ukazovákem ob� ústí melanžéru a dob�e mícháme 
2-3 minuty. Po odkápnutí n�kolika kapek z melanžéru vpustíme další kapku krevní suspenze pod 
krycí sklí�ko po�ítací kom�rky, až se kapka rozlije v souvislé vrstv� mezi krycím sklem a spodní 
plochou kom�rky. Cca za 3 minuty po�ítáme krvinky ve 20 obdélnících: 
 
E = � 20          x  10 000 p�i �ed�ní 1: 200 (po�et/µL) 
 
 
b) Stanovení množství hemoglobinu - hemiglobinkyanidová metoda: 
 
Roztokem ferrikyanidu draselného se hemoglobin oxiduje na hemiglobin (methemoglobin). Ten 
se pomocí kyanidu draselného p�em�ní na hemiglobinkyanid. Stabilní barevný komplex má 
hn�do�ervenou barvu a hodí se k fotometrickému stanovení. 
 
Provedení: Do zkumavky se 7 ml transforma�ního roztoku podle Drabkina p�idáme 25 µl krve a 
po promíchání necháme 10 min stát. Potom m��íme extinkci vzorku ve fotometrické kyvet� 
tlouš�ky 1 cm oproti Drabkinov� roztoku. Sou�asn� m��íme extinkci standard� o známých 
koncentracích pro kalibra�ní p�ímku. Z této p�ímky ode�teme koncentraci Hb v g/l. 
 
 
c) Stanovení hematokritu - mikrohematokritová hodnota: 
 
Centrifugujeme kapiláry délky 75 mm s nasátým krevním sloupcem 3 min. p�i 100 000 g. 
Odd�lený sloupec erytrocyt� se ode�ítá pomocí ode�ítacího za�ízení (tabulka). Z po�tu 
erytrocyt�, množství hemoglobinu v krvi a hematokritu je možno spo�ítat tzv. indexy �ervené 
krvinky podle t�chto vztah�:  
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MCV (µm3) =  Hct x 10 / po�et ery v miliónech, kde MCV je st�ední objem erytrocytu v µm3 
MCH (ng) = Hgb x 10 / po�et ery v miliónech , kde MCH je st�ední korpuskulární  
                                                                                                          hemoglobin v ng. 
MCHC (%) = Hgb / Hct   x  100, kde MCHC je st�ední korpuskulární hemoglobinová  
                                                                                                          koncentrace v %. 
d) Po�ítání leukocyt� - melanžérová metoda:  
 
Provedení: Krev odebíráme analogicky jako u �ervených krvinek p�íslušným melanžerem, který 
má d�lení 0.5, 1, 11. Krev nasáváme p�esn� ke zna�ce 0.5 (�ed�ní 1: 20). Pomocí násavky 
dosajeme �edicí roztok pro bílé krvinky po zna�ku 11. Bílé krvinky po�ítáme v 50 st�edních 
�tvercích:  
 
L = �         x 100  p�i �ed�ní 1: 20 (po�et/µl) 
 
 
e) Po�ítání krevních desti�ek - dle Piettových: 
 
Provedení: Do bani�ky s prokainovým roztokem napipetujeme 25 µl krve. Z�ed�ná krev se nechá 
stát alespo� 20 minut, aby nastala hemolýza a aby se trombocyty stabilizovaly a zvýraznily. Poté 
se krev prot�epe a napipetuje do prostoru Bürkerovy kom�rky. Trombocyty se nechají cca 10 min 
sedimentovat a potom se po�ítají p�i zv�tšení 240x, resp. 150x v dob�e zaclon�ném sv�telném 
poli. 
 
T = � 20               x 1 000  (po�et/µl)     
 
 
f) P�íprava periferního nát�ru: 
 
Kapku krve jsme kápli na podložní sklí�ko asi 1 cm od pravého okraje. Druhé sklí�ko položíme 
na toto sklí�ko vlevo od kapky krve pod úhlem 30 - 40 °. (�ím je tento úhel ost�ejší, tím je nát�r 
ten�í). Kapku rozet�eme rychlým pohybem ve sm�ru od kapky. Nát�r má být homogenní, 
rovnom�rný a p�im��en� tenký, což vyžaduje jistý cvik. Dlouhé okraje mají být rovné, na konci 
nát�ru cípaté až do ztracena. 
 
Barvení: Nát�ry mají p�ed barvením schnout 0.5-4 hodiny. Barví se pomocí soupravy 
LEUKODIF 200 (LACHEMA Brno).  
 
Provedení:  
• Krevní nát�ry se zhotoví obvyklým zp�sobem na odmašt�ná sklí�ka a nechají se uschnout 

voln� na vzduchu.  
• Roztoky 1-4 se nalijí do vhodných nádobek  
• Nát�r se fixuje tak, že se pono�í 5x na 1 sekundu do fixa�ního roztoku. Po každém pono�ení 

se nechá roztok stéci a jeho p�ebytek se odstraní ot�ením kapky o st�nu nádobky 
• Fixovaný nát�r se pono�í 3x na 1 s do barvícího roztoku 1. Po každém pono�ení se nechá 

roztok stéci a jeho p�ebytek se odstraní ot�ením kapky o st�nu nádobky 
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• Nát�r se pono�í 6x na 1 s do barvícího roztoku 2. Po každém pono�ení se nechá roztok stéci a 
jeho p�ebytek se odstraní ot�ením kapky o st�nu nádobky 

• Sklí�ko se opláchne oplachovacím roztokem a nechá se zaschnout voln� na vzduchu   
 
 
g) Nát�r na stanovení retikulocyt� - nep�ímá metoda pomocí brilantkrezylové                                           
mod�i: 
 
Provedení: Nát�r zhotovíme obvyklým zp�sobem na plochu podložního sklí�ka s p�edem 
nanesenou zaschlou kapkou 1% brilantkrezylové mod�i. Nabarvené preparáty necháme �ádn� 
uschnout p�ed dalším zpracováním. 
 
 
h) Po�ítání retikulocyt�: 

 
Provedení: Ur�uje se po�et mladých erytrocyt� se zbytky ribonukleové kyseliny v plasm�, tzv. 
substantia reticulofilamentosa (zbytky RNA se pomocí brilantkrezylové                                           
mod�i obarví tmav� mod�e, takže retikulocyty m�žeme odlišit od zralých erytrocyt�). 
Po�ítáme s imerzí, p�i 10-násobném zv�tšení objektivu. Ur�ujeme po�et retikulocyt� 
p�ipadajících na 1000 erytrocyt� a výsledek uvádíme v tisícinách (promile). Z jistého hlediska 
informativn�jší je vypo�ítat z této hodnoty a ze zjišt�ného po�tu erytrocyt� absolutní po�et 
retikulocyt� (p�epo�et faktorem x 109 /l). 
 
 
i) Diferenciální rozpo�et bílých krvinek: 

 
Provedení: Po�et jednotlivých druh� ur�ujeme nejmén� na 100, lépe na 200 leukocyt�, nát�r 
p�itom prohlížíme meandrovit�, protože rozložení jednotlivých subtyp� bílých krvinek není v 
nát�ru stejnom�rné. Po�et jednotlivých druh� nakonec vyjád�íme procentuáln�. 

 
Vyšet�íme skupinu potkan� kontrolních a 2 skupiny potkan� ozá�ených (v první budou zví�ata 
ozá�ená p�ed t�emi dny a ve druhé potkani ozá�ení p�ed 20 dny). P�ed za�átkem experimentu 
uvedeme zví�ata do lehké anestézie (inhala�ním podáním Halotanu), zvážíme je a poté podáme 
intraperitoneáln� (i.p.) Rometar s Narcamonem v dávce 0.5 ml/100 g (roztok získáme smícháním 
0.5 ml 2% Rometaru s 10 ml 1% Narcamonu), �ímž uvedeme zví�ata do celkové anestézie. 
Torakotomií otev�eme hrudník a odebereme krev ze srde�ní komory do 2 ml plastikové st�íka�ky 
s jehlou namo�enou do heparinu.  
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Obrázek 1: Odb�r krve ze srde�ních dutin 

 
Ihned po skon�ení odb�ru odkápneme 2 kapky na 2 podložní sklí�ka pro zhotovení krevního 
nát�ru a stanovení retikulocyt� (sklí�ko pro po�ítání retikulocyt� bude ozna�eno). Zbytek krve 
vyst�íkneme do zkumavky s protisrážlivou oxalátovou sm�sí a jemn� promícháme. Po  odb�ru 
krve zvážíme také vypreparované sleziny, jejichž odb�r provádíme ze st�ední laparotomie. 
 
Poté stanovíme po�ty jednotlivých krevních element� (erytrocyt�, leukocyt� a trombocyt�), dále 
množství hemoglobinu, hematokritu a zhotovíme krevní nát�ry pro po�ítání diferenciálního 
krevního obrazu a stanovení zastoupení retikulocyt� výše uvedenými postupy.   
 

 

5. Výsledky 
Získaná data budou porovnána vzájemn� mezi všemi skupinami (tj. budeme sledovat rozdíly 
mezi skupinou kontrolních zví�at, potkan� ozá�ených p�ed 3 dny a p�ed 20 dny), abychom mohli 
posoudit dynamiku zm�n parametr� krevního obrazu. Statistické zpracování Mann-Whitney 
testem bude dopln�no korekcí na mnohonásobné srovnání vybranou metodou (Holm,  
Bonferroni). 
 
 

6. Záv�r 
Z výsledk� praktika vyhodnotíme dosažené zm�ny v krevním obraze a vysv�tlíme p�ípadné 
odchylky od p�edpokládaných výsledk� (možné zdroje chyb).   
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10. Ikterus u laboratorního potkana 
 Lukáš Pácal 

1. Cíl 
Cílem praktika je diagnostikovat ikterus a jeho typ. 

2. Úvod do problematiky 
Ikterus (žloutenka) je žluté zabarvení k�že a sliznic zp�sobené zvýšenou hladinou bilirubinu 
v séru. P�i mírném zvýšení nemusí být žluté zbarvení z�etelné (subikterus). Pro zvýšenou hladinu 
bilirubinu v séru se používá termín hyperbilirubinémie. Bilirubin je kone�ný produkt degradace 
hemu. P�i zániku erytrocyt� se z nich uvol�uje hemoglobin, z hemové �ásti je hemoxygenázou 
odstran�no železo a zbytek je p�em�n�n na bilirubin. Další zpracování bilirubinu se d�je 
výhradn� v hepatocytech. Po vstupu do hepatocytu následuje jeho rychlá konjugace 
s glukuronovou kyselinou proti koncentra�nímu gradientu do žlu�i. Vzniká ve vod� nerozpustný 
konjugovaný bilirubin. 

Podle mechanismu vzniku d�líme ikterus do t�í skupin: prehepatální, hepatální a posthepatální. 

Prehepatální ikterus vzniká nadm�rnou tvorbou bilirubinu p�i zvýšeném rozpadu erytrocyt� 
(hemolytické anémie). Hepatocyty nestíhají konjugovat a vylou�it všechen bilirubin, zvyšuje se 
jeho hladina v séru a jeho ukládání v tkáních zp�sobuje jejich žluté zbarvení. 

Hepatální ikterus je zp�soben poruchou metabolizmu bilirubinu v játrech (vychytávání, 
konjugace nebo vylu�ování z hepatocytu) nebo poškozením až zánikem hepatocyt� p�i jaterních 
chorobách. 

P�í�inou vzniku posthepatálního ikteru je cholestáza (porucha odtoku žlu�i). 

3. Materiál a metody 
Anestetická sm�s (1% Narcamon s Rometarem), chirurgické instrumentárium, opera�ní stolek, 
injek�ní st�íka�ky, jehly, nit�, tampony, zkumavky, heparin, reagencie na stanovení bilirubinu 
v plazm�, proužky na diagnostiku bilirubinu a urobilinogenu v mo�i. 

4. Postup 
a) Modelování obstruk�ního ikteru podvazem ductus choledochus 
Laboratorního potkana zvážíme a uvedeme do celkové anestézie. Hmotnost si zaznamenáme. 
Potkana fixujeme na opera�ním stolku a provedeme laparotomii. Pomocí rozv�ra�e otev�eme 
dutinu b�išní a najdeme játra, žaludek a duodenum, ve spojce jater a duodena je spolu s venou 
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portae ductus choledochus. Ductus choledochus opatrn� odd�líme od vena portae a podvážeme. 
Opera�ní ránu uzav�eme ve dvou vrstvách. Potkana umístíme do klece na b�icho. Nakonec 
umyjeme a uklidíme opera�ní nástroje. Stejný postup mimo podvazu ductus choledochus 
provedeme u kontrolních potkan�. Další fáze pokusu následuje za týden. 

b) Diagnostika ikteru 
Potkana uvedeme obvyklým zp�sobem do narkózy. Porovnáme váhu zví�at p�ed a po operaci, 
sledujeme zabarvení uší, paci�ek a ocasu a porovnáme s kontrolními zví�aty. Srde�ní punkcí 
odebereme krev do st�íka�ky propláchnuté heparinem. Krev ze st�íka�ky (již bez jehly) opatrn� 
vst�íkneme do plastové zkumavky ur�ené k centrifugaci. Po 10 minutách centrifugace (3000 
otá�ek za minutu) získáme plazmu, kterou dále analyzujeme. Sledujeme zabarvení plazmy po 
centrifugaci. Punkcí mo�ového m�chý�e odebereme mo�. Pomocí indikátorových papírk� 
vyšet�íme p�ítomnost bilirubinu a urobilinogenu. 

5. Záv�r 
Popíšeme pozorované zm�ny. Porovnáme hladiny bilirubinu v plazm� a v mo�i mezi pokusnými 
a kontrolními zví�aty. 
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11. Model venózní trombózy u laboratorního 
potkana 

Dana Bu�ková 

1. Cíl 
Porovnat hmotnost trombu vytvo�eného ve venózním �e�išti v nep�ítomnosti a v p�ítomnosti 
heparinu a srovnat nam��ené hodnoty koagula�ních test� v obou skupinách pokusných zví�at.  

2. Úvod do problematiky 
Trombózou rozumíme vytvá�ení krevních sraženin uvnit� cirkula�ního systému. Ke vzniku tohoto 
stavu vede poškození cévní st�ny (zán�tem, aterosklerózou), vyšší srážlivost krve (p�i poruše 
antikoagula�ních faktor� nebo uvoln�ním koagula�ních faktor� z poškozené tkán�) a snížená 
rychlost pr�toku krve (nap�. u ležících pacient�). K t�mto mechanism�m p�ispívá i zvýšená 
viskozita krve (u polycytémie, dehydratace apod.).  

Mezi p�irozené antikoagula�ní faktory pat�í specifický endotelový protein trombomodulin a 
plazmatické proteiny jaterního p�vodu (protein C, protein S a antitrombin III). Heparin (a� už 
t�lu vlastní nebo dodávaný za lé�ebným ú�inkem) snižuje srážení krve aktivací antitrombinu III.  

3. Materiál a metody 
anestetická sm�s (20 díl� 1% Narkamonu a 1 díl 2% Rometaru, 2 ml hypotonického roztoku (25 
% roztok fyziologického roztoku), roztok heparinu v Michaelisov� pufru, injek�ní jehly a 
st�íka�ky (1 st�íka�ka na 2 ml s obsahem 0,2 ml natrium citricum), chirurgické instrumentárium, 
prepara�ní stolek, vlhká kom�rka (Petriho miska s filtra�ním papírem, namo�eným ve 
fyziologickém roztoku), tampony, papírová vata, gáza, SEVATEST aPTT Test, koagulometr KC 
4A a p�íslušenství, centrifuga, zkumavky, automatická pipeta 100 µl, trombinové reagens 

4.  Postup 
Model venózní trombózy u laboratorního potkana dle Hladovce (1986) umož�uje kvalifikovat i 
kvantifikovat tvorbu trombu ve venózním �e�išti, která se dá standardn� vyvolat spole�ným 
p�sobením dvou základních patogenetických mechanism� poškozujících cévní endotel – 
p�sobením hypotonického roztoku a stagnací krve ve venózním �e�išti. Hmotnost trombu je 
možno modifikovat aplikací heparinu. Aktuální situaci v koagulaci je možno monitorovat pomocí 
koagula�ních test�, nap�. aPTT (aktivovaný parciální tromboplastinový �as) a TT (trombinový 
�as), nebo stanovením koncentrace fibrinogenu.  

Anestézie 
Laboratorní potkany po úvodní inhala�ní anestézii uvedeme do celkové narkózy podáním sm�si 
20 díl� 1% NARKAMONU a 1 dílu 2% ROMETARU i.p. v množství 0,5ml/100g váhy.  
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Opera�ní výkon 
Experimentální zví�ata (laboratorní potkani 180-220 g) rozd�líme na dv� skupiny:  

• 1. skupina: experimentální venózní trombóza bez antikoagula�ní terapie  

• 2. skupina: experimentální venózní trombóza s antikoagula�ní terapií  

Zví�at�m podáme do vena jugularis 2 ml hypotonického roztoku (25% roztok fyziologického 
roztoku). Ve skupin� s antikoagula�ní terapií p�idáme do tohoto roztoku ješt� vypo�tené 
množství heparinu tak, aby zví�e dostalo antikoagula�ní dávku 4 U/kg. Zví�e fixujeme na 
opera�ním stolku v poloze na h�bet�. N�žkami rozst�ihneme kraniokaudáln� k�ži cca 1cm 
lateráln� od manubrium sterni tak, aby byla viditelná v. jugularis externa v míst�, kde se zano�uje 
pod m. pectoralis. Cévu nepreparujeme! Jehlu zavedeme kraniáln� p�es m. pectoralis do v. 
jugularis tak, aby hrot jehly p�i jejím mírném zvednutí lehce prosvítal tenkou st�nou žíly. Do 
vény velmi pomalu aplikujeme fyziologický roztok (bez nebo s heparinem, podle skupiny). 
Opera�ní ránu uzav�eme v jedné vrstv� n�kolika stehy.  

Ze st�ední laparotomie pomocí o�ního rozv�ra�e otev�eme dutinu b�išní a tupou preparací opatrn� 
uvolníme cévní svazek abdominální aorty a vena cava inf. tak, aby bylo pod uvoln�ný cca 2 cm 
dlouhý segment možno naložit dv� ligatury (horní ligatura pod levou renální vénou, dolní cca 2 
cm pod horní). Ob� ligatury zatáhneme. Po uplynutí 10 min rozst�ihneme hrudník ve st�ení �á�e a 
provedeme intrakardiální odb�r krve do st�íka�ky s p�ipraveným citrátem (1:9). Dob�e 
promíchanou krev ze st�íka�ky opatrn� st�íkneme do plastikové zkumavky pro centrifugaci. Po 
10 min centrifugace (3000 ot) získáme plasmu, kterou dále analyzujeme.  

Po odb�ru krve ze srdce (zví�e uhyne) vyst�ihneme cévní segment z dutiny b�išní a umístíme ho 
do vlhké kom�rky. Segment zvážíme nejprve celý, pak jej rozst�ihneme, opláchneme 
fyziologickým roztokem, vysušíme a znovu zvážíme. Z rozdílu obou hmotností vypo�ítáme 
hmotnost trombu (tímto postupem se do jisté míry relativizuje rozdíl v délkách segment� 
izolovaných na jednotlivých pracovištích).  

Laboratorní �ást 

a) aPTT (aktivovaný parciální tromboplastinový �as) 
Do 0,1 ml plasmy p�idáme 0,1 ml kefalinkaolinového reagens a stejné množství 0,025 mol/l 
CaCl2. Kefalinová složka reagens aktivuje XII. Hagemann�v faktor vnit�ní koagula�ní kaskády. 
Kaolinová zrna standardn� imitují membrány krevních desti�ek, které byly od plasmy odd�leny 
centrifugací. Koagula�ní faktory obsažené ve vzorku plasmy po aktivaci kefalinkaolinovým 
reagens a po p�idání 0,025 mol/l CaCl2 za�nou srážet fibrinogen v plasm� na fibrin. Dobu srážení 
(s) registruje koagulometr jako aPTT.  

b) Trombinový �as (TT) 
P�idání standardního množství trombinu k plasm� zp�sobí p�em�nu fibrinogenu na fibrin 
v ur�itém �ase, jehož délka závisí na množství a kvalit� fibrinogenu a na p�ítomnosti p�ípadných 
inhibitor� krevního srážení.  
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Do 0,2 ml vyšet�ované plasmy p�idáme 0,2 ml trombinového reagens. Koagulometr m��í �as, za 
kterou se suspenze srazí.  

Prodloužený TT je p�i snížené hladin� fibrinogenu, dysfibrinogenémii, v p�ítomnosti heparinu a 
p�i získaných poruchách koagulace (DIC).  

c) Stanovení fibrinogenu dle Clausse 
Po p�idání vysoce koncentrovaného trombinu ke z�ed�né plasm� (z�ed�ní eliminuje vliv 
inhibitor� koagulace) je doba koagulace p�ímo úm�rná koncentraci fibrinogenu.  

K 0,2 ml vyšet�ované plasmy �ed�né 1:9 fyziologickým roztokem p�idáme 0,2 ml trombinového 
reagens. Koagulometr zm��í �as srážení. Z kalibra�ní k�ivky pak p�ímo ode�teme koncentraci 
fibrinogenu v plasm� v g/l.  

Zvýšené hodnoty bývají u zán�tlivých a neoplastických onemocn�ní a u akutních interních stav�. 
Snížené hodnoty nacházíme u hypofibrinogenémie, DIC, p�i fibrinolytické lé�b�, p�i t�žkých 
poruchách jaterního parenchymu.  

5. Výsledky 
bez heparinu s heparinem 

 
m trombu 

[mg] aPTT [s] TT [s] Fgen [g/l]  
m trombu 

[mg] aPTT [s] TT [s] Fgen [g/l] 

1.     1.     
2.     2.     
3.     3.     
4.     4.     
5.     5.     
6.     6.     
 

Výsledky zapsané do tabulky srovnáme pomocí neparametrického nepárového Wilcoxonova 
testu.  

9. Záv�r 
Zhodnotíme výsledky experimentu na základ� provedené statistické analýzy.  
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12. Experimentáln� navozený diabetes 
mellitus u pokusného zví�ete - diagnostický 

pr�kaz glukózovým toleran�ním testem 
Kate�ina Ka�ková 

1. Cíl 
Provedení glukózového toleran�ního testu k pr�kazu porušené schopnosti regulace glykémie,  
pop�. manifestního diabetu u pokusného zví�ete s experimentáln� vyvolaným diabetem. 
Seznámení se s možnostmi diagnostiky diabetu mellitu a hodnocením nález�.  

2. Úvod do problematiky 
Diabetes mellitus (DM) je syndrom charakterizovaný deficiencí ú�inku inzulinu. Z hlediska 
p�í�in deficitu inzulinu rozeznáváme dva základní typy onemocn�ní: (1) DM typu I - porucha 
vzniká v d�sledku absolutního nedostatku inzulinu p�i autoimunitní destrukci ß bun�k 
Langerhansových ostr�vk� pankreatu a (2) DM typu II - relativní deficience vzniká v d�sledku 
inzulinové rezistence v periferních tkáních normáln� citlivých na inzulin (kosterní sval, tuková 
tká�, játra).  

P�i manifestním diabetu je možno zjistit hyperglykemii již nala�no (�6.7mmol/l v žilní nebo 
kapilární krvi po osmihodinovém la�n�ní). Její opakovaný pr�kaz sta�í ke stanovení diagnózy 
diabetu. Krom� manifestního diabetu ovšem existuje i tzv. porušená glukózová tolerance (PGT), 
kdy je glykemie nala�no normální, ale po zát�ži glukózou dlouho p�etrvává hyperglykémie a její 
maximální hodnota je vyšší než norma (�11.1mmol/l za dv� hodiny po podání glukózy). K 
rozlišení sporných p�ípad� diabetu a odhalení PGT slouží glukózový toleran�ní test. U �lov�ka 
jej v naprosté v�tšin� p�ípad� provádíme v modifikaci perorální, kdy vyšet�ovaný vypije 
standardní dávku rozpušt�né glukózy (75g) a glykémie se stanovuje v �ase 0 (tj. nala�no), za 60 a 
120 minut. U pokusného zví�ete vzhledem k nesnadné perorální aplikaci glukózy použijeme 
modifikaci intraperitoneální. Krev na stanovení glykémie odebíráme z ocasní žíly v �ase 0, 30 a 
90 minut.  

K vyvolání experimentálního diabetu se u zví�at nej�ast�ji používá alloxan1 nebo streptozotocin2. 
Ob� látky selektivn� toxicky poškozují ß bu�ky Langerhansových ostr�vk� pankreatu a vedou v 
závislosti na dávce k rozvoji r�zn� závažné inzulinopenie, a tedy diabetu typu I. P�sobení 
alloxanu podaného intravenózn� v dostate�n� vysoké dávce je experimentáln� dob�e popsáno. 
Alloxan vyvolá nejprve p�echodnou stimulaci ß bun�k, p�i které dojde k uvoln�ní intracelulárních 
zásob inzulinu a vznikne krátkodobá hypoglykemie. Po n�kolika dnech se pak u zví�at objeví 
inzulinopenie s klasickými p�íznaky diabetu: hyperglykémie, glykosurie, polydipsie a polyurie. 
Tíže projev� je závislá na použité dávce: zni�ení všech ß bun�k, a tedy kompletní inzulinopenie, 
je dosaženo dávkou cca 65mg/kg váhy zví�ete (potkan), v našem p�ípad� volíme zám�rn� dávku 
nižší.  
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Jako pr�kaz rozvoje DM u potkana provedeme modifikovaný glukózový toleran�ní test - 
stanovíme glykémii nala�no a za 30 a 90 min po intraperitoneální aplikaci 20% glukózy.  

 
Obrázek 1. Ukázka hodnocení orálního glukózového toleran�ního testu u �lov�ka (plná kapilární, 
pop�. žilní krev)  

3. Materiál a metody 
Roztok alloxanu ve fyziologickém roztoku (13mg/ml), anestetikum (sm�s 1% Narkamon + 2% 
Rometar, 20:1), 20% roztok glukózy, fyziologický roztok, injek�ní jehly, st�íka�ky, žiletky, 
papírová vata, akvárium, éter, opera�ní stolek, n�žky, pinzety, chirurgické jehly, jehelec, šicí 
materiál, váhy, osobní glukometr, reagen�ní proužky Glucophan a Ketophan, pop�. Diaphan (vše 
PLIVA Lachema), Petriho miska.  

4. Postup 
a) Experimentální navození diabetu 
Zví�e uvedeme do anestézie (inhala�ní úvod, anestetická sm�s 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na 
opera�ním stolku v h�betní poloze. N�žkami provedeme opatrn� incizi k�že na krku ve st�. �á�e. 
Zp�ístupníme opera�ní pole v míst�, kde se v. jugularis externa zano�uje pod musculus pectoralis 
a kanylujeme v. jugularis. Cévu nepreparujeme ani jinak netraumatizujeme, intradermální jehlu 
zavedeme kraniáln� p�es m. pectoralis a bez aspirace aplikujeme roztok alloxanu v objemu 
0.1ml/100g váhy zví�ete. U kontrolních zví�at stejným zp�sobem aplikujeme fyziologický roztok. 
Opera�ní ránu uzav�eme n�kolika stehy. Zví�eti v mezidobí poskytneme náležitou poopera�ní 
pé�i a nutrici, zejm. však dostate�nou hydrataci s ohledem na rozvíjející se hyperglykémii. Další 
fáze pokusu následuje cca za 5 dní.  

b) Glukózový toleran�ní test 
Zví�ata obvyklým zp�sobem uvedeme do narkózy. Okamžit� po nastoupení plné anestézie 
vyšet�íme glykémii nala�no (zví�ata jsou v den pokusu la�ná). Glykémii stanovíme ze vzorku 
žilní krve pomocí osobního glukometru dle doporu�ení výrobce. Potkanovi ot�eme proximální 
�ást ocasu tamponem navlh�eným v alkoholu. Žiletkou na�ízneme p�í�n� k�ži v místech, kde 
probíhá ocasní žíla. Kapku krve opatrn� obtiskneme na reagen�ní zónu proužku. Kapka musí být 
dostate�n� velká, ale nesmí p�etéct p�es okraje reagen�ní zóny. Krvácení zastavíme kompresí 
tamponem. Po zm��ení glykémie nala�no zví�eti aplikujeme 20% glukózu i.p. v dávce 1ml/100g 
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(tj. 2g/kg). Stejným zp�sobem zm��íme glykémii za 30 a 90 minut po podání. V mezi�asech mezi 
m��eními položíme zví�e na b�icho a pod pánev vložíme Petriho misku na zachycení mo�i. Na 
záv�r praktika stanovíme pomocí reagen�ních proužk� semikvantitativn� p�ítomnost glukózy a 
ketolátek v zachycené mo�i.  

5. Výsledky 
Z jednotlivých nam��ených hodnot glykémií zví�at v p�íslušné skupin� (diabetici, kontroly) 
spo�ítáme pr�m�ry a sm�rodatné odchylky. Pr�m�rné hodnoty glykémií v jednotlivých �asech 
m��ení vyneseme do grafu a získáme profily glykémií pro diabetická versus kontrolní zví�ata. 
Statisticky zhodnotíme významnost rozdílu hodnot v 0., 30. a 90. minut� mezi skupinami 
(neparametrický nepárový test).  

6. Záv�r 
Komentá� a interpretace výsledk� - došlo p�sobením alloxanu k vyvolání diabetu nebo porušené 
glukózové tolerance? Co indikuje nález glukózy a ketolátek v mo�i?  

7. Poznámky 
1Alloxan (mesoxalylurea) je organická slou�enina s pyrimidinovou heterocyklickou kostrou. 
Alloxan je oxida�ní produkt kyseliny mo�ové, sám je silným oxida�ním �initelem. Selektivní 
p�sobení je umožn�no transportem alloxanu do ß bun�k pomocí GLUT2 (dostává se i do jater, 
tam je ale detoxifikován). P�echodná hyperinzulinemie je zp�sobena zvýšením intracelulární 
hladiny Ca2+ (depolarizace membrány alloxanem a inhibice Ca2+-ATP-áz) s následnou stimulací 
exocytózy inzulinových sekre�ních granul. K poruše tvorby a sekrece inzulinu vede jednak 
inhibice glukokinázy v d�sledku její oxidace, ale zejm. vlastní oxida�ní poškození a destrukce ß 
bun�k reaktivními metabolity kyslíku. P�i cyklické redukci alloxanu na kyselinu dialurovou a 
oxidaci zp�t na alloxan vzniká superoxid. V dismuta�ní reakci se m�ní na hydrogenperoxid, který 
m�že vstupovat do Fentonovy reakce s Fe2+ za vzniku velmi toxického hydroxylového radikálu. 
Antioxida�ní kapacita ß bun�k je narušena zejm. v d�sledku oxidace glutathionu alloxanem. 
Výsledné oxidativní poškození DNA aktivuje repara�ní enzymy, které pro svou �innost 
významn� spot�ebovávají NAD+ a ATP a narušují tak energetický stav bu�ky, což m�že vést k 
jejímu zániku. 

2Mechanizmus selektivního ú�inku streptozotocinu spo�ívá op�t v jeho transportu do ß bun�k 
prost�ednictvím GLUT2. Vlastním patologickým efektem je alkylace DNA, která podobn� jako v 
p�ípad� alloxanu aktivuje repara�ní pochody sekundárn� vy�erpávající bun��ný metabolizmus. 
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13. Experimentáln� navozená ateroskleróza u 
pokusného zví�ete 

 

Kate�ina Ka�ková 

 

1. Cíl 
a) Objasnit patogenezi aterosklerózy s d�razem na kauzální efekt endotelového poškození 

(funk�ního i organického) jako d�ležitého inicia�ního faktoru. 
b) Ukázat kumulativní efekt kardiovaskulárních rizikových faktor� – hypertenze a 

hypercholesterolemie – na progresi aterosklerózy. 
 

2. Úvod 
Jedním z nejd�ležit�jších a velmi pravd�podobn� kauzálních moment� v patogenezi 
aterosklerózy je poškození endotelu chronickou expozicí chemickým, biologickým i fyzikálním 
noxám (nap�. hypertenze, hypercholesterolemie (zejm. oxidované �ástice LDL), reaktivní 
metabolity kyslíku, homocystein, n�které mikroorganizmy aj.). Zpo�átku funk�ní poškození 
posléze startuje cévní remodelaci zasahující všechny složky st�ny cévy, které je podstatou 
aterosklerotického procesu. Omezený pr�tok cévou a oblen�ná perfúze celé zásobované oblasti, 
pop�. úplný uzáv�r aterosklerotickým procesem nebo �ast�ji trombotizací v oblasti 
aterosklerotického plátu, jsou d�vodem klinické manifestace aterosklerózy, nej�ast�ji v podob� 
ischemické choroby srde�ní, mozku �i dolních kon�etin, akutního infarktu myokardu a cévních 
mozkových p�íhod.  

3. Materiál a metody 

V experimentu budou použiti potkani kmene Wistar. V bod� A, B i C (viz níže Postup) budeme 
pracovat se dv�ma skupinami zví�at – 1) kontrolní (pouze kanylace a. carotis), 2) pokusná 
(kanylace a. carotis a denudace endotelu). V rámci bodu C budeme srovnávat sledované 
parametry mezi t�mito skupinami zví�at a dále si prohlédneme preparáty zhotovené stejným 
postupem (body A - C) u dalších dvou exp. model�: 3) hypertenzní zví�ata (opera�n� navozená 
hypertenze �áste�nou ligaturou abdominální aorty, následn� kanylace a. carotis a denudace 
endotelu), 4) hypercholesterolemická zví�ata (dietn� navozená hypercholesterolemie obohacením 
potravy o živo�išné tuky, následn� kanylace a. carotis a denudace endotelu).  

Anestetikum, opera�ní stolek a instrumentarium, fyziologický roztok, injek�ní jehly, st�íka�ky, 
Fogartyho arteriální embolektomický katetr 120 602F, 60cm, nápl� max. 2ml → ∅ 4mm (obr. 1), 
0.5% Evansova mod�, fixace dle Bouina, alkohol, xylen, parafin, mikrotom, hematoxylin-eosin, 
protilátky (anti-vWf aj.). 
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Obrázek 1. Schematicky Fogartyho arteriální embolektomický katetr. 
 
 

4. Postup 
a) Experimentální navození aterosklerózy 
Zví�e uvedeme do anestézie (inhala�ní úvod, anestetická sm�s 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na 
opera�ním stolku v h�betní poloze. N�žkami provedeme opatrn� incizi k�že na krku pon�kud 
lateráln� od st�. �áry. Zp�ístupníme opera�ní pole v míst�, kde se z a. carotis communis rozd�lují 
a. externa carotis interna a externa (viz obr. 2). Podvážeme a. carotis ext., zavedeme Fogartyho 
katetr a provedeme denudaci endotelu nafouknutým balónkovým katetrem (postup detailn� viz 
obr. 3). Poté podvážeme a. carotis externa pod místem vpichu. U kontrolních zví�at postupujeme 
stejným zp�sobem ovšem bez nafouknutí balónku. Opera�ní ránu uzav�eme v jedné vrstv� 
n�kolika jednotlivými stehy. Zví�eti v mezidobí poskytneme náležitou poopera�ní pé�i a nutrici.  
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Obrázek 2. Schéma opera�ního p�ístupu a topografie tepen krku.  
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Obrázek 3. Praktické provedení úvodní �ásti experimentu. A – podvaz a. carotis externa, B – 
zavedení Fogartyho katetru, C – zavedení katetru do a. carotis communis, inflace balónku a 

deendotelizace zp�tným tahem, D – uzav�ení místa punkce podvazem a. carotis ext. 
 
 
b) Euthanasie a zhotovení preparát� cév 
Zví�ata budou utracena v �asových intervalech 3, 14 a 28 dní po provedení denudace endotelu. U 
poloviny zví�at v každé skupin� (nativní preparáty) aplikujeme 1 hodinu p�ed euthanasií 
Ewansovu mod� i.v. do ocasní žíly (1mg/kg). P�ed euthanasií provedeme pro ú�ely fixace 
preparát� cév tlakovou perfúzi (proplach fyziol. roztokem a násl. fixace Bouinovou tekutinou po 
dobu 16-ti hodin). Poté vyst�ihneme cévy, odvodníme, zalijeme do parafinu a krájíme 
mikrotomem �ezy tlouš�ky ~4	m. Barvíme p�ehledn� hematoxylin-eosinem a speciálními 
protilátkami – anti-von Willebrand�v faktor (endotel), anti-elastin (tunica media). 
 
 
c) Hodnocení histologických preparát� cév 
Obarvené preparáty prohlížíme ve sv�telném (H-E, elastin) a fluorescen�ním (anti-
vWf/DAB/fluorescein) mikroskopu a hodnotíme následující parametry: (i) tlouš�ku intimy a 
medie (mm), (ii) pr�m�r lumen, (iii) plochu lumen (mm2) na p�í�ných �ezech cévou a (iv) délku 
defektu endotelu (mm) na podélných �ezech cévou. Schematické znázorn�ní sledovaných 
parametr� ukazuje obr. 4. 
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Obrázek 4. Hodnocení sledovaných parametr� na histologických preparátech cév. A – parametry 

hodnocené na p�í�ných �ezech cévou (hematoxylin-eosin), B – podélný �ez cévou (technika 
“roláda”) ukazující (ne)kompletní reendotelizaci (Evansova mod�, anti-vWf ). 

 
 

5. Výsledky 
U jednotlivých nam��ených hodnot (viz tab. 1) spo�ítáme deskriptivní statistiku (pr�m�ry a 
sm�rodatné odchylky) a graficky znázorníme (sloupcové, pop�. krabicové grafy). Statisticky 
zhodnotíme významnost rozdílu hodnot v intervalech 3, 14 a 28 dní mezi skupinami kontrolních 
a pokusných zví�at skupiny 1 a mezi pokusnými zví�aty skupin 1, 2 a 3 (neparametrické nepárové 
testy). 
 
 kontrola pokusná 1 

(normo TK/CH) 
pokusná 2 

(↑↑↑↑TK) 
pokusná 3 

(↑↑↑↑CH) dny 

    3 
    14 tlouš�ka intimy 

+ medie (mm) 
    28 
    3 
    14 ∅∅∅∅ lumen (mm) 
    28 

plocha lumen     3 
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    14 (mm2) 
    28 
    3 
    14 délka defektu 

endotelu (mm) 
    28 

 
 

6. Záv�r 
Komentá� a interpretace výsledk� – došlo v d�sledku denudace endotelu k nastartování 
aterosklerotického procesu? Jak byla progrese aterosklerózy ovlivn�na p�sobením dalších 
kardiovaskulárních rizikových faktor� (hypertenze a hyperlipidemie)? Jakým zp�sobem se 
endotel za fyziologických okolností podílí na udržení normálních morfologických a funk�ních 
pom�r� v cév�?  
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14. EKG a arytmie na zví�ecím modelu - 
zm�ny EKG p�i adrenergní stimulaci, 

hypokalcemii a hyperkalemii  
   Kate�ina Ka�ková 

1. Cíl 
Popsat a vysv�tlit p�í�inu zm�n EKG p�i adrenergní stimulaci, hypokalcémii a hyperkalémii, 
experimentáln� vyvolané podáním adrenalinu, blokátor� Ca-kanál� (verapamil) a KCl, jako 
modelových situací a potencionáln� život ohrožujících patofyziologických stav� v humánní 
medicín�.  

2. Úvod do problematiky 
Autonomní nervový systém (sympatický prost�ednictvím ß1 adrenergních receptor� a 
parasympatický prost�ednictvím M2 cholinergních receptor�) moduluje p�edevším rychlost 
geneze ak�ního potenciálu v pacemakerových bu�kách SA uzlu (chronotropní efekt) a vedení AV 
junkcí (dromotropní efekt). Adrenergní stimulace má rovn�ž vliv na kontraktilitu myokardu 
(inotropní efekt).  

Bilance vápníku v organizmu je udržována jeho p�im��enou resorpcí z potravy ve st�ev� 
(nabídka, vitamin D), regulovanou exkrecí v ledvin� (parathormon) a rovnováhou mezi resorpcí a 
novotvorbou kosti (parathormon, kalcitonin). Celková plazmatická hladina Ca (2.2 - 2.7 mmol/l) 
je zhruba z poloviny tvo�ena ionizovaným, a tedy fyziologicky relevantním, vápníkem; zbytek je 
vázán na bílkoviny (zejm. albumin) a komplexy s bikarbonátem, fosfátem aj. Ionizace kalcia je 
ovlivn�na pH. Velký vliv na plazmatickou [Ca2+] mají fosfáty, sou�in koncentrace kalcia a 
fosfát� je zhruba konstantní. Pokles hladiny ionizovaného Ca vede ke zvýšení nervosvalové 
dráždivosti. Hypokalcémie prodlužuje repolarizaci, hyperkalcémie ji naopak zrychluje. Mimo to 
má kalcium pozitivní inotropní ú�inek. 

Bilance draslíku v organizmu (3.8 - 5.5 mmol/l v ECT) je ur�ena jeho p�íjmem potravou a 
exkrecí ledvinami. Na regulaci exkrece ledvinami se podílejí krom� samotné plazmatické hladiny 
kalia hormony aldosteron, inzulin a adrenalin. P�i zachovalé funkci ledvin nedojde ani p�i zna�n� 
zvýšeném p�íjmu kalia potravou k jeho retenci a hyperkalémii. Závažná hyperkalémie (>7 
mmol/l) se rozvíjí zpravidla v oligoanurické fázi akutního renálního selhání a p�i chronickém 
selhání ledvin, pokud není snížen jeho p�íjem potravou; k snížení exkrece draslíku dále dochází 
p�i hypokortikalismu (nap�. m. Addison) a p�i p�edávkování diuretiky šet�ícími K. 
Nejvýznamn�jším projevem hyperkalémie jsou zm�ny p�evodu v myokardu, které mohou vyústit 
v srde�ní zástavu.  
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Obrázek 1. Sou�ásti EKG k�ivky – záznam jednoho elektrického srde�ního cyklu.  

3. Materiál 
Monitory EKG, za�ízení pro záznam EKG, opera�ní stolek pro potkana, sklen�né akvárium 
(inhala�ní narkóza), narkotikum (sm�s 1% Narkamon + 2% Rometar, 20:1), kanyly, st�íka�ky, 
roztoky: adrenalin 1mg/ml (Epinefrin Lé�iva inj., 1mg/ml), verapamil 20mg/ml (Isoptin Abbot, 
40mg/tbl.), KCl 12.5% (Kalium chloratum, plv.).  

4. Postup 
Zví�e uvedeme do celkové anestézie. Po úvodní inhala�ní narkóze aplikujeme sm�s Narkamon + 
Rometar v dávce 0.5 mg/100 g hmotnosti zví�ete i.p. Potkana fixujeme na opera�ní stolek, 
umístíme kon�etinové EKG svody (jehly jednotlivých kon�etinových elektrod zavedeme 
podkožn�) a nato�íme klidový záznam EKG. Zavedeme intraperitoneální kanylu 
(periumiblikáln�). Do st�íka�ky natáhneme 2ml roztoku látky pro konkrétní model (adrenalin, 
verapamil nebo KCl) a pomalu podáme 0.5ml do kanyly i.p. Sledujeme rozvoj EKG zm�n. Za 
kontinuálního sledování EKG takto frakcionovan� (po 0.5ml/každých 5-7min) podáme celý 
objem roztoku (tj. 2ml).  

5. Výsledky 
Popis výchozí fyziologické EKG k�ivky, popis �asových zm�n u jednotlivých model� p�i 
kumulativní expozici ú�innou látkou.  

6. Záv�r 
Vysv�tlení patofyziologického mechanizmu elektrofyziologických zm�n p�i nadm�rné adrenergní 
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stimulaci, hypokalcémii a hyperkalémii.  
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15. Model peritoneální dialýzy na 
laboratorním potkanovi  

 
Julie Bienertová Vašk� 

 
 
1. Cíl 
Demonstrovat využití difúzních vlastností peritonea pro ovlivn�ní hodnot draslíku v organismu. 
Demonstrovat ú�innost peritonea p�i terapeutickém ovliv�ování hyperkalémie p�i akutním 
renálním selhání (ARS). 

 

2. Úvod do problematiky 
P�i peritoneální dialýze se užívají obdobné principy (difúze a filtrace) jako p�i dialýze klasické, 
dialyza�ní membránou je p�itom peritoneum, jehož plocha se rovná p�ibližn� ploše t�lesného 
povrchu, pr�tok krve �iní zhruba 70 ml/min. Velkou výhodou peritoneální dialýzy je vyšší kvalita 
života pacienta a absence krevních ztrát, nebezpe�ím je zejména zvýšené riziko peritonitidy. 

Úkolem je sledování EKG zm�n po podání dialyza�ního roztoku o r�zné koncentraci K+ u 
laboratorního potkana, jehož ledviny jsou nefunk�ní (v d�sledku p�sobení toxické noxy) a u n�jž 
se tedy v d�sledku ARS rozvíjí hyperkalémie.  

3. Materiál a metody 

Anestetická sm�s (1% Narcamon s Rometarem), injek�ní st�íka�ky, inj. jehly, kanyla (pro 
periferní žílu �lov�ka),nit�, 2 pinzety, prepara�ní stolek, chirurgické instrumentárium, tampony, 
papírová vata, gáza, EKG monitor se svody, roztok pro peritoneální dialýzu, 7,5% roztok KCl, 
roztok 0,1M HCl,  bromfenolová �erve�  (indikátor pH 5.0 - 6.8), kapilára na stanovení 
Astrupova vyšet�ení 

4. Postup 
Cílem je u experimentálního zví�ete navodit toxickým poškozením akutní renální selhání 
s manifestní hyperkalémií a sledovat efekt peritoneální dialýzy na rozvoj této hyperkalémie 
Laboratorního potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklým zp�sobem pomocí          
diethyletheru, intraperitoneáln� 1% Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). Nejd�íve         
provedeme odb�r krve z ocasní žíly na stanovení normálních hodnot acidobasické rovnováhy.  
Po provedení kožního �ezu aplikují studenti pracující s kontrolní skupinou zví�at  p�es musculus 
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pectoralis do v. jugularis fyziologický roztok a studenti pracující s  experimentální skupinou 
roztok  ethylenglykolu v množství 0,15ml/100 g t�lesné hmotnosti. Po 15  min  asi v polovin� 
vzdálenosti mezi spina iliaca anterior a pupkem zavedeme kanylu s jehlou, po proniknutí b�išní 
st�nou jehlu odstraníme a kanylu zasuneme ješt� asi o 1 cm hloub�ji do dutiny b�išní a 
zafixujeme leukoplastí.. Z roztoku pro peritoneální dialýzu a roztoku KCl  p�ipravíme roztoky o 
koncentraci 0, 4 a 10 mmol/l. Potkany p�ipojíme k EKG a provedeme výchozí záznam p�ed 
aplikací dialyza�ního roztoku. Poslucha�i zm��í pravítkem na EKG 10 komplex� QRS a spo�ítají 
pr�m�rnou hodnotu v mm. Kontrolní skupina provede dialýzu s roztokem o koncentraci 4 
mmol/l, další 2 skupiny s koncentracemi 0 a 10 mmol/l (celkové množství roztoku vpraveného do 
dutiny b�išní je až 30 ml). Studenti budou kontinuáln� sledovat EKG a po nástupu zm�n 
provedou zápis EKG k�ivek. U jednotlivých EKG zm�n bude zaznamenán �as od podání 
dialyza�ního roztoku do vzniku p�íslušných zm�n, které studenti popíší. Po zachycení nesporných 
známek hyper- nebo hypokalémie na EKG se provede odb�r venózní krve z ocasní žíly na 
stanovení parametr� ABR. Nakonec studenti po otev�ení hrudníku provedou intrakardiální odb�r 
1,5 ml srážlivé krve. Otev�ením hrudníku a punkcí srdce zví�e uhyne. Krev zcentrifugujeme (10 
min p�i 3000 ot/min), stáhneme plasmu a provedeme acidimetrické stanovení alkalické rezervy. 
Ke vzorku 500 µl plasmy p�idáme 10 µl indikátoru (bromfenolová �erve�) a titrujeme 0,1M HCl  
po 1,0 µl. Zaznamenáme spot�ebu HCl a orienta�n� porovnáme alkalickou reservu. 
 

5. Záv�r 
Vysv�tlit patofyziologický mechanismus hyperkalémie p�i ARS, statistické zhodnocení výsledk� 
(formulace nulové a alternativní hypotézy, výb�r vhodného statistického testu) 
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16. Stanovení kinetiky vylu�ování inulinu 
ledvinami 

Michal Jurajda 
 

1. Cíl 
Vysv�tlit princip stanovení glomerulární filtra�ní rychlosti (GFR) pomocí stanovení ledvinné 
clearance inulinu. Demonstrovat na zví�ecím modelu zm�ny GFR p�i snížení po�tu funk�ních 
glomerul� podvazem jedné renální arterie. 

2. Úvod do problematiky 
Glomerulární filtra�ní rychlost udává množství glomerulárního ultrafiltrátu (primární mo�e) 
vyprodukovaného za jednotku �asu. Pokles GFR je významným ukazatelem poškození funkce 
ledvin – ledvinného selhání. Stanovení clearence inulinu umož�uje ur�it GFR p�i nemožnosti 
kvantitativního sb�ru mo�e vyšet�ovaného subjektu. 

3. Materiál a metody 
Inulin, spektrofotometr, kyvety, opera�ní instrumentárium, anestetická sm�s (1% Narcamon s 
Rometarem),  roztok polyfruktosanu (25mg/1,5ml fyziologického roztoku),  75 mmol/l roztok 
kyseliny beta-indolyloctové v methanolu, koncentrovaná kyselina chlorovodíková,  0,5 % roztok 
Tritonu X-100, spektrofotometr, centrifuga, pipety, injek�ní st�íka�ky, inj. jehly, nit�, 2 pinzety, 
prepara�ní stolek, tampony, papírová vata, gáza. 

4. Postup 
Laboratorního potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklým zp�sobem pomocí 
diethyletheru,poté podáme intraperitoneáln� sm�s 1 % Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). 
Provedeme st�ední laparotomii v linea alba, isolujeme v. cava inferior a podvle�eme ligaturu pod  
arteria renalis sinistra. Studenti pracující s kontrolní skupinou potkan� nechají ligaturu 
nezataženou, studenti pracující s experimentální skupinou zaváží ligaturu, a tím zruší p�ítok krve 
do levé ledviny. Dále provedeme chirurgické zp�ístupn�ní v. jugularis, kam aplikujeme 
polyfruktosan (PFS 25mg/1.5ml fyziologického roztoku). V p�edem  stanoveném intervalu (po 5, 
10, 15 a 30 min) otev�eme hrudník a intrakardiáln� odebereme 1,5 ml srážlivé krve. Otev�ením 
hrudníku a punkcí srdce zví�e uhyne. 

Krev zcentrifugujeme (10min p�i 3000ot/min). Do zkumavek pipetujeme 50 ml roztoku 
indoloctové kyseliny (75mmol/l), 1,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodíkové a 50 ml 
biologického materiálu (séra). Promícháme, inkubujeme p�i 60°C 10 min a pak p�idáme 50 	l 
Tritonu X-100 (0, 5 %). Po ochlazení m��íme v kyvet� p�i 520 nm, absorbanci testu ode�ítáme 
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proti kompenzaci testu. Výpo�et koncentrace PFS ve vzorku se provede b�žným zp�sobem  ze 
zm��ených absorbancí testu, standardu a známé koncentrace standardu. Protože známe k�ivku 
závislosti koncentrace standardn� z�ed�ného inulinu na absorbanci, je možné ode�íst koncentraci 
vzorku i z grafu. Pokles plazmatických koncentrací probíhá v exponenciální závislosti na �ase, 
takže naneseme-li jednotlivé body na semilogaritmický papír, dostáváme p�ímku. 

5. Výsledky 
 
Stru�ný návod k hodnocení daného praktika – poznámky ke statistice. 
 

6. Záv�r 
 
N�kolik poznámek k možné interpretaci výsledk�, nap�. o�ekávaný nár�st hodnot je… možné 
zdroje chyb p�i m��ení, atd. 
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17. Renální ischemie, vznik reninu v ledvin� 
  

Julie Bienertová-Vašk� 
 

1. Cíl 
Ischemizace ledviny u laboratorního potkana, zhodnocení makroskopických zm�n a 
mikroskopické sledování granul reninu v ischemizované a neischemizované ledvin�. 

2. Úvod do problematiky 
Omezení perfúze parenchymu ledvin je spojeno s aktivací systému renin- angiotenzin- aldosteron 
(RAAS). V d�sledku protrahované t�žké ischémie se snížením nutri�ního pr�toku (a velmi �asto 
s morfologickými zm�nami) vzniká ischemické akutní renální selhání. Na vzniku ischemického 
ARS se podílejí �ty�i hlavní mechanismy: 

1.   pokles pr�toku krve, zejména k�rou ledviny 
2. snížení permeability glomerulární kapilární st�ny 
3. reflux filtrátu z tubul� do intersticia ledvin 
4. tubulární obstrukce 

 
Dlouhodobá ischémie endotelu v renálních cévách snižuje produkci vazodilata�ních p�sobk� 
(NO, prostacyklin) a stimuluje uvoln�ní vazokonstrik�ních látek typu endotelinu. Poškození 
bun�k tubul� a ztráta resorp�ní schopnosti vede k nadm�rnému p�ísunu solut� do oblasti macula 
densa distálního tubulu s aktivací tubuloglomerulární zp�tné vazby a konstrikcí aferentních 
arteriol ústící v pokles glomerulární filtrace. 

3. Materiál a metody 

Anestetická sm�s (1% Narcamon s Rometarem), injek�ní st�íka�ky, inj. jehly, kanyla (pro 
periferní žílu �lov�ka),nit�, 2 pinzety, prepara�ní stolek, chirurgické instrumentárium, tampony, 
papírová vata, gáza, EKG monitor se svody, váhy, preparáty, mikroskop. 

4. Postup 
Levá a. renalis odstupuje z aorty distáln�ji než pravá. Proto je experiment modifikován tak, že 
stenosa se provádí na aort� mezi odstupem obou renálních tepen. P�i provád�ní stenosy aorty 
musíme dbát na p�ítomnost odstupující a. mesenterica a podvaz volit tak, aby byl umíst�n mezi a 
renalis sin. a a. mesenterica. Pravá ledvina je intaktní. Tato ledvina hypertrofuje, zatímco 
hypoperfundovaná levá ledvina se zmenšuje. Laboratorní potkan po výkonu p�ežívá cca jeden 
m�síc.  
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Laboratorního potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklým zp�sobem pomocí          
diethyletheru, intraperitoneáln� 1% Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). Potkana upevníme 
v poloze na zádech na pracovní stolek a provedeme laparotomii ve st�ední rovin� od processus 
xiphoideus po symfýzu. Rozev�eme opera�ní ránu a jemnou tupou pinzetou odpreparujeme v. 
cava inf. od aorty v míst� mezi ob�ma aa. renales. Peánem provedeme tupou preparaci 
abdominální aorty a opatrn� protáhneme pod aortou šicí vlákno. Na aortu jemn� p�iložíme 
p�ipravenou otup�lou jehlu o pr�m�ru 0.5 mm, paraleln� s osou cévy a naložíme n�kolika uzly 
ligaturu aorty s jehlou. Jehlu odstraníme. Dutinu b�išní po vrstvách zav�eme (sval- pokra�ovací 
steh, k�že- jednotlivé stehy). 

Po t�ech týdnech provedeme oboustrannou nefrektomii. O�istíme ob� ledviny, spole�n� 
s myokardem zvážíme a zapíšeme do protokolu.  
 
Následuje histologická analýza p�ítomnosti epiteloidních bun�k v ledvin� u potkana kontrolního a 
experimentálního a histochemický pr�kaz zvýšené produkce reninu v ischemizované ledvin�.                                                                                                                                              

 
 

 
 

Obrázek 1: Detail juxtaglomerulárního aparátu ledvin 
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5. Záv�r 
Vysv�tlit patofyziologický mechanismus hypertenze p�i ischemickém akutním renálním selhání, 
statistické zhodnocení výsledk� (formulace nulové a alternativní hypotézy, výb�r vhodného 
statistického testu pro porovnání váhy ischemizované a neischemizované ledviny u pokusného 
zví�ete). Stru�ný popis Goldblattova pokusu dvou a jedné ledviny. 


