8. Model peptické ulcerace Zzaludku na zvireti
Michal Jurajda

1. Cil

Vysvétlit etiopatogenezi vzniku peptickych ulceraci Zaludku a dvandctniku. Demonstrovat na
zvifecim modelu ulcerogenni plisobeni nesteroidnich antiflogistik a antiulcerézni plsobeni
blokatort H2 receptort.

2. Uvod do problematiky

Peptické ulcerace v Zaludku a dvandctniku vznikaji pfi nerovnovdze v plisobeni obrannych
slizni¢nich mechanismi a agresivnich Zalude¢nich $tdv. Vznik peptickych ulceraci usnadiiuji
latky a stavy, které vedou ke zhorSeni trofiky zalude¢ni sliznice a ke sniZzené produkci hlenu.
Uplatnuje se také zvySend sekrece ZaludeCnich §tdv. Naopak protektivné ptsobi latky snizujici
sekreci HCI nebo latky zvySujici sekreci hlenu.

3. Material a metody

Laboratorni zvitata (Rattus norvegicus) la¢nd po dobu 24 hodin, indometacin substance, ranitidin
(RANITAL, Lek Pharmaceutical), anestetickd smé&s, chirurgické instrumentarium, katetr.

4. Postup

U laboratornich potkanii vyvoldme aplikaci suspenze indometacinu do Zaludku vznik peptickych
ulceraci. Porovnanim kontrolni a pokusné skupiny zjistujeme antiulcer6zni piisobenf ranitidinu.

Zvitata uvedeme do lehké inhalacni éterové narkézy. Pomoci katetru nasondujeme Zaludek a
poddme ranital (u kontrolni skupiny fyziologicky roztok). Po ptl hodiné opét v lehké éterové
nark6ze aplikujeme vSem zvifatim suspenzi indometacinu. Experiment vyhodnocujeme po 24
hodindch. Zvifata utratime preddvkovanim etheru a vypreparujeme zaludek. Zaludek
rozstfihneme podél velké kurvatury a sliznici pod tekouci vodou zbavime zalude¢niho obsahu a
hlenu s krvi. Prepardty Zaludku napneme mezi dvéma skly a spocitime léze. Poté napneme
zaludky na korkovou desticku a zafixujeme v 10% formalinu. Trvalé preparity vyfotime a
vyhodnotime plochu a pocet 1ézi. K hodnoceni miiZeme pouZzit program ImagelJ.

5. Vysledky
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Porovname pocty a plochy Zzaludecnich 1ézi mezi pokusnou a kontrolni skupinou. K zjisténi
statisticky signifikantniho rozdilu pouZijeme neparovy neparametricky test (napt. Mann —
Whitney U test).

6. Zavér

Nékolik pozndmek k moZné interpretaci vysledkii (zavér samoziejme koncipuji studenti sami),
napt. o¢ekdvany ndrtst hodnot je... mozné zdroje chyb pii mefeni
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9. Radiacni poSkozeni krevnich bunék 1. a II.

Lydie Izakovi¢ova Holla

1. Cil

Cilem praktického cviceni je zjistit, jak se méni v disledku celotélového ozareni davkou 4 Gy u
experimentdlnich potkant pocet, eventudln¢ dalsi vlastnosti erytrocyti, leukocytl a trombocyti,
a to ve dvou riznych ¢asovych odstupech po ozareni (3 a 20 dni, tj. ve stadiu nejhlubsi deprese a
ve stadiu regenerace). Ddle nds zajimd, zda dochdzi ke zméndm hmotnosti ozafovanych zvitat a
nékterych jejich organt (sleziny).

2. Uvod do problematiky

Po celotélovém ozéfeni vysSich organizmu se rozviji tzv. nemoc z ozéfeni, jejiZ projevy zavisi na
velikosti davky a na tom, zda Slo o jednordzové ozédfeni nebo organizmus obdrzel vyslednou
ddvku v dlouhych casovych intervalech. Vedle primdrnich poruch, vyvolanych vlastnim
ozéarenim, probihaji v organizmu i sekundarni reakce, které mohou dale poskozovat tkang.
Citlivost na ozafeni ionizujicim zfenim je u riiznych tkani rozdilna. Uginky zafeni se projevuji
nejvyraznéji u bunck, které se intenzivné déli. Mezi nejcitlivéjsi bunky patii bunky lymfatické
tkdn¢ a kostni dfené€, dale pak bunky stfevni sliznice. Po ozafeni se méni krevni obraz, v rané fazi
dochdzi ke vzestupu poctu bilych krvinek v periferii (v disledku vyplaveni nezralych leukocytl
z kostni dfen€), po némZ nésleduje jejich prudky pokles, ktery je charakteristickym rysem
klinického stddia onemocnéni (je zptisoben depleci prekurzorti ve dieni). Po ozareni vyssimi
davkami se ihned objevi pokles lymfocytl (v diisledku jejich vyssi citlivosti na ozafeni a aktivace
stresové osy) pretrvdvajici relativné dlouhou dobu. Rychle také dochazi k poklesu poctu
trombocytll, pozdéji i erytrocytl (jejichz Zivotni doba v cirkulaci je nejdelsi, a proto trva nejdéle,
nez se projevi ,,deficit™ erytropoezy v periferni cirkulaci). MnoZstvi erytrocytu v periferni krvi je
totiZ ddno vztahem mezi jejich ,,pfitokem* (zde kvantifikovanym pomoci retikulocyti) a jejich
odtokem (ozafenim pouzitou davkou nejsou erytrocyty v periferii postizeny), ktery miZeme
povazovat za danou davkou neovlivnitelny, tj. u potkana 100/56 = 1.79% denné¢, (prumérna délka
Zivota erytrocytu u potkana €inf totiz 56 dni). Vysledky by mély potvrdit elementarni logickou
uvahu, Ze rychlost produkce (zde indikovand koncentraci retikulocytil) a koncentrace erytrocytt
se po ozafeni méni kazda jinak, 1 kdyZ pfirozené v zdkonité souvislosti.

Diky tomu, Ze u potkana pfetrvava tvorba krevnich elementl ve slezin€ i postnatdln¢, bude se
ménit béhem vyvoje nemoci z ozéateni i hmotnost a bunécnost sleziny (po prvotni depleci vzroste
hmotnost sleziny nad pivodni troven a hemopoeza ve sleziné rychle nahrazuje ptetrvavajici
mensi deficit hemopoezy v kostni dieni).

Pozndmka: Mezi potkanem a ¢lov€kem jsou velké rozdily jak v radiosenzitivité (tedy citlivosti na
ozdfeni - potkan je mnohem odolnéjsi a je tedy schopen tolerovat vy$s$i ddvky zafeni), tak i
v krevnim obraze (u potkana je obraceny pomeér v zastoupeni pocti neutrofili/lymfocytl oproti

lidem a kratS{ Zivotni doba erytrocytl v periferii-kolem 56 dnl — z4visi na kmeni potkant).

3. Material a metody
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Hayemuv roztok, Biirkerova komtirka, svételny mikroskop, mikropipeta 25 puL, kyveta tloustky 1
cm, fotometr s barevnym filtrem pro 530 - 550 n (SPECOL), transformacni roztok podle
Drabkina, Tiirkliv roztok, bani¢ka s 475 pl prokainového roztoku (20ti ndsobné zfedéni), barvici
roztok 1 (Eosin Y + fosfatovy pufr pH 6.8), barvici roztok 2 (Azur II + fosfatovy pufr pH 6.8),
oplachovaci roztok (fosfatovy pufr pH 7.2).

4. Postup

a) Stanoveni poctu erytrocytii - melanzérova metoda:

Provedeni: Do melanZzéru pro ¢ervené krvinky nasajeme pomoci gumové ndsavky krev piesné po
znacku 0.5 (fedéni 1:200). Ocistime peclivé hrot melanzéru od krve a zkontrolujeme vysku
sloupce krve. Pfitom je nutné, aby byl melanZér ve zcela kolmé poloze. Zcela nepatrné
povytdhneme jemnym nasitim sloupec krve v melanzéru a kolmo jej vlozime do lahvicky s
Hayemovym roztokem. Tento roztok nasajeme s jiZ nasatou krvi po znacku 101. Potom sejmeme
opatrn¢ gumovou ndsavku, uzavieme palcem a ukazovdkem obé& Usti melanZéru a dobfe michdme
2-3 minuty. Po odkapnuti nékolika kapek z melanZéru vpustime dalSi kapku krevni suspenze pod
kryci sklicko pocitaci komirky, aZ se kapka rozlije v souvislé vrstvé mezi krycim sklem a spodni
plochou komurky. Cca za 3 minuty poc¢itime krvinky ve 20 obdélnicich:

E=2>20 x 10 000 pfi fedéni 1: 200 (pocet/pL)

b) Stanoveni mnoZstvi hemoglobinu - hemiglobinkyanidova metoda:

Roztokem ferrikyanidu draselného se hemoglobin oxiduje na hemiglobin (methemoglobin). Ten
se pomoci kyanidu draselného pfeméni na hemiglobinkyanid. Stabilni barevny komplex ma
hnédocervenou barvu a hodi se k fotometrickému stanoveni.

Provedeni: Do zkumavky se 7 ml transformac¢niho roztoku podle Drabkina pfiddme 25 pl krve a
po promichdni nechdme 10 min stit. Potom méfime extinkci vzorku ve fotometrické kyveté
tloustky 1 cm oproti Drabkinové roztoku. Soucasné¢ méfime extinkci standardii o zndmych

koncentracich pro kalibraéni pfimku. Z této ptimky odecteme koncentraci Hb v g/l.

¢) Stanoveni hematokritu - mikrohematokritova hodnota:

Centrifugujeme kapilary délky 75 mm s nasatym krevnim sloupcem 3 min. pii 100 000 g.
Odd¢leny sloupec erytrocytii se odecitdi pomoci odecitaciho zafizeni (tabulka). Z poctu

erytrocytll, mnozstvi hemoglobinu v krvi a hematokritu je moZno spocitat tzv. indexy cervené
krvinky podle téchto vztahi:
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MCV (um®) = Het x 10/ pocet ery v miliénech, kde MCV je stfedni objem erytrocytu v m’

MCH (ng) = Hgb x 10/ pocet ery v miliénech , kde MCH je stfedni korpuskuldrni
hemoglobin v ng.

MCHC (%) =Hgb / Hct x 100, kde MCHC je stiedni korpuskuldrni hemoglobinova
koncentrace v %.

v, s s

d) Pocitani leukocytu - melanzérova metoda:

Provedeni: Krev odebirdme analogicky jako u ¢ervenych krvinek piisluSnym melanzerem, ktery
ma déleni 0.5, 1, 11. Krev nasdvame piesné¢ ke znacce 0.5 (fedéni 1: 20). Pomoci ndsavky
dosajeme fedici roztok pro bilé krvinky po znacku 11. Bilé krvinky pocitime v 50 stiednich
Ctvercich:

L=X x 100 pii fedéni 1: 20 (pocet/ul)

e) Pocitdni krevnich desticek - dle Piettovych:

Provedeni: Do banic¢ky s prokainovym roztokem napipetujeme 25 pl krve. Zfedéna krev se necha
stat alesponl 20 minut, aby nastala hemolyza a aby se trombocyty stabilizovaly a zvyraznily. Poté
se krev protiepe a napipetuje do prostoru Biirkerovy komurky. Trombocyty se nechaji cca 10 min
sedimentovat a potom se pocitaji pti zvétseni 240x, resp. 150x v dobie zaclonéném svételném
poli.

T=220 x 1000 (pocet/ul)

J) Priprava periferniho ndtéru:

Kapku krve jsme kapli na podlozni skli¢ko asi 1 cm od pravého okraje. Druhé sklicko poloZime
na toto sklicko vlevo od kapky krve pod thlem 30 - 40 °. (Cim je tento thel ostiejsi, tim je natér
tenci). Kapku rozetfeme rychlym pohybem ve sméru od kapky. Ndtér md byt homogenni,
rovnomérny a pfiméten¢ tenky, coz vyzaduje jisty cvik. Dlouhé okraje maji byt rovné, na konci
ndtéru cipaté az do ztracena.

Barveni: Natéry maji pted barvenim schnout 0.5-4 hodiny. Barvi se pomoci soupravy
LEUKODIF 200 (LACHEMA Brno).

Provedeni:

e Krevni natéry se zhotovi obvyklym zpisobem na odmasténa sklicka a nechaji se uschnout
volné€ na vzduchu.

e Roztoky 1-4 se naliji do vhodnych nddobek

e Natér se fixuje tak, Ze se ponoii 5x na 1 sekundu do fixa¢niho roztoku. Po kazdém ponoteni
se nechd roztok stéci a jeho ptebytek se odstrani otfenim kapky o sténu nadobky

¢ Fixovany nétér se ponoii 3x na 1 s do barviciho roztoku 1. Po kazdém ponotfeni se necha
roztok stéci a jeho piebytek se odstrani otfenim kapky o st€énu nddobky
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e Natér se ponoii 6x na 1 s do barviciho roztoku 2. Po kazdém ponofeni se necha roztok stéci a
jeho prebytek se odstrani otfenim kapky o sténu nddobky
e Sklicko se oplachne oplachovacim roztokem a nechd se zaschnout volné na vzduchu

g) Nadtér na stanoveni retikulocytii - nepiimd metoda pomoci brilantkrezylové
modfi:

Provedeni: Natér zhotovime obvyklym zpisobem na plochu podlozniho sklicka s pfedem
nanesenou zaschlou kapkou 1% brilantkrezylové modii. Nabarvené preparity nechdme tadné
uschnout pfed dalS$im zpracovanim.

h) Pocitani retikulocytii:

Provedeni: Urcuje se pocet mladych erytrocytll se zbytky ribonukleové kyseliny v plasmé, tzv.
substantia reticulofilamentosa (zbytky RNA se pomoci brilantkrezylové
modii obarvi tmavé modie, takZe retikulocyty mizeme odlisit od zralych erytrocyti).

Pocitame s imerzi, pifi 10-ndsobném zvétSeni objektivu. Urcujeme pocet retikulocytt
pfipadajicich na 1000 erytrocytd a vysledek uvddime v tisicindch (promile). Z jistého hlediska

vev s

retikulocytt (pfepocet faktorem x 10°/1).

i) Diferencidlni rozpocet bilych krvinek:

Provedeni: Pocet jednotlivych druhl urCujeme nejméné na 100, 1épe na 200 leukocytd, natér
pfitom prohliZime meandrovité, protoZe rozloZeni jednotlivych subtypl bilych krvinek neni v
natéru stejnomérné. Pocet jednotlivych druhti nakonec vyjadiime procentudln¢.

VySetiime skupinu potkanti kontrolnich a 2 skupiny potkant ozédfenych (v prvni budou zvitata
ozarend pied tfemi dny a ve druhé potkani ozareni pred 20 dny). Pied zacitkem experimentu
uvedeme zvitata do lehké anestézie (inhalacnim poddanim Halotanu), zvdzime je a poté poddme
intraperitonedlné (i.p.) Rometar s Narcamonem v davce 0.5 ml/100 g (roztok ziskdme smichdnim
0.5 ml 2% Rometaru s 10 ml 1% Narcamonu), ¢imz uvedeme zvifata do celkové anestézie.
Torakotomif otevieme hrudnik a odebereme krev ze srde¢ni komory do 2 ml plastikové stiikacky

s jehlou namocenou do heparinu.
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Obrazek 1: Odbér krve ze srdecnich dutin

Ihned po skonceni odbéru odkdpneme 2 kapky na 2 podlozni sklicka pro zhotoveni krevniho
ndtéru a stanoveni retikulocytti (sklicko pro pocitani retikulocytii bude oznaceno). Zbytek krve
vystiikneme do zkumavky s protisrdZlivou oxaldtovou smési a jemné¢ promichdme. Po odbéru

s

krve zvazime také vypreparované sleziny, jejichzZ odbér provadime ze stfedni laparotomie.

Poté stanovime pocty jednotlivych krevnich elementt (erytrocyti, leukocytl a trombocytt), dale
mnozstvi hemoglobinu, hematokritu a zhotovime krevni natéry pro pocitani diferencidlniho
krevniho obrazu a stanoveni zastoupeni retikulocytll vyse uvedenymi postupy.

5. Vysledky

Ziskana data budou porovndna vzdjemné mezi vSemi skupinami (tj. budeme sledovat rozdily
mezi skupinou kontrolnich zvifat, potkant ozédfenych pied 3 dny a pied 20 dny), abychom mohli
posoudit dynamiku zmén parametrli krevniho obrazu. Statistické zpracovani Mann-Whitney
testem bude doplnéno korekci na mnohondsobné srovnani vybranou metodou (Holm,
Bonferroni).

6. Zavér

Z vysledkli praktika vyhodnotime dosaZené zmény v krevnim obraze a vysvétlime piipadné
odchylky od pfedpoklddanych vysledkli (moZné zdroje chyb).
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10. Ikterus u laboratorniho potkana
Lukas Pacal

1. Cil

Cilem praktika je diagnostikovat ikterus a jeho typ.

2. Uvod do problematiky

Ikterus (Zloutenka) je Zluté zabarveni kiize a sliznic zpusobené zvysenou hladinou bilirubinu
v séru. Pfi mirném zvySeni nemusi byt Zluté zbarveni zietelné (subikterus). Pro zvySenou hladinu
bilirubinu v séru se pouziva termin hyperbilirubinémie. Bilirubin je kone¢ny produkt degradace
hemu. Pfi zdniku erytrocytli se z nich uvoliiuje hemoglobin, z hemové ¢asti je hemoxygendzou
odstranéno Zelezo a zbytek je pfeménén na bilirubin. DalSi zpracovani bilirubinu se déje
vyhradn¢ v hepatocytech. Po vstupu do hepatocytu ndsleduje jeho rychld konjugace
s glukuronovou kyselinou proti koncentracnimu gradientu do Zluci. Vznikd ve vodé nerozpustny

konjugovany bilirubin.
Podle mechanismu vzniku délime ikterus do tif skupin: prehepatalni, hepatalni a posthepatalni.

Prehepatdlni ikterus vznikd nadmérnou tvorbou bilirubinu pfi zvySeném rozpadu erytrocytt
(hemolytické anémie). Hepatocyty nestihaji konjugovat a vyloucit vSechen bilirubin, zvySuje se
jeho hladina v séru a jeho ukladani v tkanich zptisobuje jejich Zluté zbarveni.

Hepatdlni ikterus je zpusoben poruchou metabolizmu bilirubinu v jitrech (vychytdvéni,
konjugace nebo vylu¢ovani z hepatocytu) nebo poskozenim az zdnikem hepatocytii pti jaternich
chorobdéch.

Pti¢inou vzniku posthepatdlniho ikteru je cholestdza (porucha odtoku Zluci).

3. Material a metody

Anestetickd smés (1% Narcamon s Rometarem), chirurgické instrumentdrium, operacni stolek,
injek¢ni stikacky, jehly, nit€, tampony, zkumavky, heparin, reagencie na stanoveni bilirubinu
v plazmé, prouzky na diagnostiku bilirubinu a urobilinogenu v moci.

4. Postup

a) Modelovani obstrukéniho ikteru podvazem ductus choledochus

Laboratorniho potkana zvdZime a uvedeme do celkové anestézie. Hmotnost si zaznamendme.
Potkana fixujeme na opera¢nim stolku a provedeme laparotomii. Pomoci rozvérale otevieme
dutinu bfiSni a najdeme jatra, Zaludek a duodenum, ve spojce jater a duodena je spolu s venou
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portae ductus choledochus. Ductus choledochus opatrné oddélime od vena portae a podvazeme.
Operacni ranu uzavieme ve dvou vrstvach. Potkana umistime do klece na bficho. Nakonec
umyjeme a uklidime operacni ndstroje. Stejny postup mimo podvazu ductus choledochus
provedeme u kontrolnich potkanii. Dalsi faze pokusu nésleduje za tyden.

b) Diagnostika ikteru

Potkana uvedeme obvyklym zptisobem do narkézy. Porovndme vdhu zvitat pfed a po operaci,
sledujeme zabarveni usi, pacicek a ocasu a porovnidme s kontrolnimi zvitaty. Srde¢ni punkci
odebereme krev do stiikacky proplachnuté heparinem. Krev ze stitkacky (jiz bez jehly) opatrné
vstiitkneme do plastové zkumavky urcené k centrifugaci. Po 10 minutidch centrifugace (3000
otdcek za minutu) ziskdme plazmu, kterou ddle analyzujeme. Sledujeme zabarveni plazmy po
centrifugaci. Punkci mocového méchyfe odebereme mo¢. Pomoci indikdtorovych papirki
vySetfime piitomnost bilirubinu a urobilinogenu.

5. Zavér

PopiSeme pozorované zmény. Porovndme hladiny bilirubinu v plazmé a v moc¢i mezi pokusnymi
a kontrolnimi zvitaty.
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11. Model venozni trombozy u laboratorniho
potkana

Dana Bucékova

1. Cil

Porovnat hmotnost trombu vytvofeného ve vendznim feciSti v nepfitomnosti a v piitomnosti
heparinu a srovnat naméiené hodnoty koagulacnich testli v obou skupindch pokusnych zvitat.

2. Uvod do problematiky

Trombd6zou rozumime vytvéfeni krevnich srazenin uvniti cirkula¢niho systému. Ke vzniku tohoto
stavu vede poSkozeni cévni stény (zdnétem, ateroskler6zou), vyssi srazlivost krve (pfi poruse
antikoagulacnich faktori nebo uvolnénim koagulacnich faktori z poskozené tkan¢€) a snizena
rychlost prutoku krve (napf. u lezicich pacientl). K témto mechanismim pfispiva i zvySena
viskozita krve (u polycytémie, dehydratace apod.).

Mezi ptirozené antikoagulacni faktory patii specificky endotelovy protein trombomodulin a
plazmatické proteiny jaterniho piivodu (protein C, protein S a antitrombin III). Heparin (at’ uz
télu vlastni nebo doddvany za Ié¢ebnym tcinkem) sniZuje sraZeni krve aktivaci antitrombinu III.

3. Material a metody

anestetickd smés (20 dilti 1% Narkamonu a 1 dil 2% Rometaru, 2 ml hypotonického roztoku (25
% roztok fyziologického roztoku), roztok heparinu v Michaelisov€é pufru, injekéni jehly a
stiikacky (1 stiikacka na 2 ml s obsahem 0,2 ml natrium citricum), chirurgické instrumentarium,
preparacni stolek, vlhkda komitrka (Petriho miska s filtraCnim papirem, namocenym ve
fyziologickém roztoku), tampony, papirova vata, gdza, SEVATEST aPTT Test, koagulometr KC
4A a prisluSenstvi, centrifuga, zkumavky, automaticka pipeta 100 pl, trombinové reagens

4. Postup

Model vendzni trombdzy u laboratorniho potkana dle Hladovce (1986) umoziuje kvalifikovat i
kvantifikovat tvorbu trombu ve vendznim fecisti, kterd se dd standardné vyvolat spoleCnym
pusobenim dvou zdkladnich patogenetickych mechanismi poskozujicich cévni endotel —
pisobenim hypotonického roztoku a stagnaci krve ve vendznim feciSti. Hmotnost trombu je
mozno modifikovat aplikaci heparinu. Aktudlni situaci v koagulaci je mozZno monitorovat pomoci
koagulacnich testl, napt. aPTT (aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as) a TT (trombinovy
¢as), nebo stanovenim koncentrace fibrinogenu.

Anestézie

Laboratorni potkany po dvodni inhala¢ni anestézii uvedeme do celkové narkézy poddnim smési
20 diltt 1% NARKAMONU a 1 dilu 2% ROMETARU i.p. v mnoZstvi 0,5ml/100g véhy.
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Operacni vykon

Experimentdlni zvitata (laboratorni potkani 180-220 g) rozdélime na dvé skupiny:

e 1. skupina: experimentalni vendzni trombdza bez antikoagulacni terapie
e 2. skupina: experimentdlni ven6zni trombd6za s antikoagulacni terapii

Zvitatim podame do vena jugularis 2 ml hypotonického roztoku (25% roztok fyziologického
roztoku). Ve skupiné s antikoagulacni terapii pfiddme do tohoto roztoku jest¢ vypoctené
mnoZstvi heparinu tak, aby zvite dostalo antikoagulacni davku 4 U/kg. Zvife fixujeme na
operacnim stolku v poloze na hibeté. Nuzkami rozstiihneme kraniokauddlné kuzi cca lcm
laterdln¢ od manubrium sterni tak, aby byla viditelnd v. jugularis externa v misté, kde se zanotuje
pod m. pectoralis. Cévu nepreparujeme! Jehlu zavedeme kranidlné pres m. pectoralis do v.
jugularis tak, aby hrot jehly pfi jejim mirném zvednuti lehce prosvital tenkou sténou Zily. Do
vény velmi pomalu aplikujeme fyziologicky roztok (bez nebo s heparinem, podle skupiny).
Operacni ranu uzavieme v jedné vrstvé nékolika stehy.

Ze sttedni laparotomie pomoci o¢niho rozvérace otevieme dutinu bfiSni a tupou preparaci opatrné
uvolnime cévni svazek abdomindlni aorty a vena cava inf. tak, aby bylo pod uvolnény cca 2 cm
dlouhy segment moZno naloZit dvé ligatury (horni ligatura pod levou rendlni vénou, dolni cca 2
cm pod hornf). Ob¢ ligatury zatdhneme. Po uplynuti 10 min rozstfihneme hrudnik ve stfeni ¢are a
provedeme intrakardidlni odbér krve do stifkacky s pfipravenym citrdtem (1:9). Dobie
promichanou krev ze stiikacky opatrné stitkneme do plastikové zkumavky pro centrifugaci. Po
10 min centrifugace (3000 ot) ziskdme plasmu, kterou ddle analyzujeme.

Po odbéru krve ze srdce (zvife uhyne) vystiihneme cévni segment z dutiny bfisni a umistime ho
do vlhké komurky. Segment zvadzime nejprve cely, pak jej rozstfihneme, oplachneme
fyziologickym roztokem, vysu$ime a znovu zvdzime. Z rozdilu obou hmotnosti vypocitime
hmotnost trombu (timto postupem se do jisté miry relativizuje rozdil v délkiach segmentt

izolovanych na jednotlivych pracovistich).

Laboratorni cast

a) aPTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy cas)

Do 0,1 ml plasmy ptiddme 0,1 ml kefalinkaolinového reagens a stejné mnoZzstvi 0,025 mol/l
CaCl2. Kefalinova slozka reagens aktivuje XII. Hagemanntv faktor vnitini koagula¢ni kaskady.
Kaolinova zrna standardné imituji membréany krevnich destic¢ek, které byly od plasmy oddéleny
centrifugaci. Koagula¢ni faktory obsazené ve vzorku plasmy po aktivaci kefalinkaolinovym
reagens a po piidani 0,025 mol/l CaCl2 zac¢nou srdZet fibrinogen v plasmée na fibrin. Dobu srdZeni
(s) registruje koagulometr jako aPTT.

b) Trombinovy ¢as (TT)

Pridani standardnitho mnoZstvi trombinu k plasmé zplsobi pfeménu fibrinogenu na fibrin
v urcitém Case, jehoz délka zavisi na mnozstvi a kvalit¢ fibrinogenu a na pfitomnosti pfipadnych
inhibitorti krevniho srdZeni.
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Do 0,2 ml vySetfované plasmy piiddme 0,2 ml trombinového reagens. Koagulometr méii Cas, za
kterou se suspenze srazi.

ProdlouZeny TT je pfi sniZzené hladiné fibrinogenu, dysfibrinogenémii, v ptitomnosti heparinu a
pti ziskanych poruchéch koagulace (DIC).

c) Stanoveni fibrinogenu dle Clausse
Po pfiddni vysoce koncentrovaného trombinu ke zfedéné plasmé (ziedéni eliminuje vliv
inhibitorti koagulace) je doba koagulace pifimo imérnd koncentraci fibrinogenu.

K 0,2 ml vySetfované plasmy fedéné 1:9 fyziologickym roztokem pfiddme 0,2 ml trombinového
reagens. Koagulometr zmé&fi ¢as srdzeni. Z kalibracni kiivky pak piimo odecteme koncentraci
fibrinogenu v plasmé v g/1.

Zvysené hodnoty byvaji u zanétlivych a neoplastickych onemocnéni a u akutnich internich stavi.
SniZzené hodnoty nachdzime u hypofibrinogenémie, DIC, pfi fibrinolytické 1€¢bé, pii tézkych
poruchdch jaterniho parenchymu.

5. Vysledky

bez heparinu s heparinem
mt[‘l'l‘l"g‘]‘b“ aPTT [s]| TT [s] [Fgen [g/] mt[‘l'l‘l’;']‘b“ aPTT [s]| TT [s] [Fgen [g/]
1. 1
2. 2
3. 3
4, 4
5. 5
6. 6

Vysledky zapsané do tabulky srovndme pomoci neparametrického nepirového Wilcoxonova
testu.

9. Zavér

Zhodnotime vysledky experimentu na zdklad¢ provedené statistické analyzy.
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12. Experimentilné navozeny diabetes
mellitus u pokusného zvirete - diagnosticky
prikaz glukozovym toleran¢nim testem

Katerina Karnkova

1. Cil

Provedeni glukézového toleran¢niho testu k priikazu porusené schopnosti regulace glykémie,
popt. manifestniho diabetu u pokusného zvifete s experimentdln¢ vyvolanym diabetem.
Sezndmeni se s moznostmi diagnostiky diabetu mellitu a hodnocenim nalezt.

2. Uvod do problematiky

Diabetes mellitus (DM) je syndrom charakterizovany deficienci uc¢inku inzulinu. Z hlediska
pficin deficitu inzulinu rozezndvdme dva zdkladni typy onemocnéni: (1) DM typu I - porucha
vznikd v duasledku absolutniho nedostatku inzulinu pfi autoimunitni destrukci B bunék
Langerhansovych ostravki pankreatu a (2) DM typu II - relativni deficience vznikd v disledku
inzulinové rezistence v perifernich tkdnich normélné citlivych na inzulin (kosterni sval, tukova
tkan, jatra).

kapilarni krvi po osmihodinovém la¢néni). Jeji opakovany prikaz staci ke stanoveni diagnézy
diabetu. Kromé& manifestniho diabetu ovSem existuje i tzv. porusend glukézova tolerance (PGT),
kdy je glykemie nala¢no normdlni, ale po zatézi glukézou dlouho ptetrvava hyperglykémie a jeji
maximélni hodnota je vys$i neZ norma (<I1.Immol/l za dvé hodiny po podani glukézy). K
rozliSeni spornych piipadti diabetu a odhaleni PGT slouZi glukézovy toleran¢ni test. U ¢loveka
jej v naprosté vétSing piipadi provadime v modifikaci perordlni, kdy vysetfovany vypije
standardni davku rozpusténé glukézy (75g) a glykémie se stanovuje v Case O (tj. nalacno), za 60 a
120 minut. U pokusného zvifete vzhledem k nesnadné perordlni aplikaci glukdzy pouZzijeme
modifikaci intraperitonedlni. Krev na stanoveni glykémie odebirdme z ocasni zily v Case 0, 30 a
90 minut.

K vyvolani experimentilniho diabetu se u zvifat nejéastéji pouziva alloxan' nebo streptozotocin®.
Ob¢ latky selektivné toxicky poskozuji 3 buniky Langerhansovych ostriivkli pankreatu a vedou v
zavislosti na ddvce k rozvoji riizn¢ zdvazné inzulinopenie, a tedy diabetu typu I. Pasobeni
alloxanu podaného intraven6zné v dostatecné vysoké déavce je experimentdlné dobie popsdno.
Alloxan vyvola nejprve pfechodnou stimulaci 8 bunék, pii které dojde k uvolnéni intracelularnich
zasob inzulinu a vznikne kratkodoba hypoglykemie. Po n¢kolika dnech se pak u zvitat objevi
inzulinopenie s klasickymi pfiznaky diabetu: hyperglykémie, glykosurie, polydipsie a polyurie.
TiZe projevu je zdvisld na pouzité ddvce: zni¢eni vSech B bungk, a tedy kompletni inzulinopenie,
je dosazeno ddvkou cca 65mg/kg vihy zvifete (potkan), v naSem piipad¢ volime zamérn¢ davku
nizsi.
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Jako prikaz rozvoje DM u potkana provedeme modifikovany glukézovy tolerancni test -
stanovime glykémii nalacno a za 30 a 90 min po intraperitonedlni aplikaci 20% glukézy.

B diabetes
BrcT
norma

glykemie (mmaol/l)

na laéno 60 min 120 min

Obrazek 1. Ukazka hodnoceni ordlniho gluk6zového toleran¢niho testu u ¢lovéka (plnd kapildrni,
popft. Zilni krev)

3. Material a metody

Roztok alloxanu ve fyziologickém roztoku (13mg/ml), anestetikum (smés 1% Narkamon + 2%
Rometar, 20:1), 20% roztok glukézy, fyziologicky roztok, injekéni jehly, stfikacky, ziletky,
papirova vata, akvdrium, éter, operacni stolek, ntizky, pinzety, chirurgické jehly, jehelec, Sici
materidl, vahy, osobni glukometr, reagen¢ni prouzky Glucophan a Ketophan, popt. Diaphan (vSe
PLIVA Lachema), Petriho miska.

4. Postup

a) Experimentalni navozeni diabetu

Zvite uvedeme do anestézie (inhalac¢ni tvod, anestetickd smé&s 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na
operac¢nim stolku v hibetni poloze. Nizkami provedeme opatrn¢ incizi klize na krku ve stf. ¢ére.
Zptistupnime operacni pole v misté, kde se v. jugularis externa zanotuje pod musculus pectoralis
a kanylujeme v. jugularis. Cévu nepreparujeme ani jinak netraumatizujeme, intradermélni jehlu
zavedeme kranidln¢ pfes m. pectoralis a bez aspirace aplikujeme roztok alloxanu v objemu
0.1ml/100g vahy zvitete. U kontrolnich zvifat stejnym zptsobem aplikujeme fyziologicky roztok.
Operacni rdanu uzavieme nckolika stehy. Zvifeti v mezidobi poskytneme ndleZitou pooperacni
péc€i a nutrici, zejm. vSak dostate¢nou hydrataci s ohledem na rozvijejici se hyperglykémii. Dals{
faze pokusu ndasleduje cca za 5 dni.

b) Glukézovy toleranéni test

Zvitata obvyklym zplsobem uvedeme do narkézy. OkamZzit€¢ po nastoupeni plné anestézie
vysetiime glykémii nalacno (zvitata jsou v den pokusu la¢nd). Glykémii stanovime ze vzorku
Zilni krve pomoci osobniho glukometru dle doporuceni vyrobce. Potkanovi otfeme proximalni
&ast ocasu tamponem navlhéenym v alkoholu. Ziletkou nafizneme piiéné ki v mistech, kde
probihd ocasni Zila. Kapku krve opatrné obtiskneme na reagen¢ni zénu prouzku. Kapka musi byt
dostatecné velkd, ale nesmi pfetéct pres okraje reagencni zony. Krvaceni zastavime kompresi
tamponem. Po zméteni glykémie nalacno zviteti aplikujeme 20% glukézu i.p. v davce 1ml/100g
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(4. 2g/kg). Stejnym zplisobem zméiime glykémii za 30 a 90 minut po podani. V mezicasech mezi
méfenimi poloZime zvife na bficho a pod panev vloZime Petriho misku na zachyceni moci. Na
zaveér praktika stanovime pomoci reagencnich prouzki semikvantitativné piitomnost glukézy a
ketolatek v zachycené moci.

5. Vysledky

Z jednotlivych naméfenych hodnot glykémii zvitat v piislusSné skupiné (diabetici, kontroly)
spocitime pruméry a smérodatné odchylky. Primérné hodnoty glykémii v jednotlivych casech
méteni vyneseme do grafu a ziskdme profily glykémii pro diabetickd versus kontrolni zvitata.
Statisticky zhodnotime vyznamnost rozdilu hodnot v 0., 30. a 90. minut¢ mezi skupinami
(neparametricky nepdrovy test).

6. Zavér

Komentér a interpretace vysledkl - doslo ptisobenim alloxanu k vyvolani diabetu nebo porusené
gluk6zové tolerance? Co indikuje nédlez glukézy a ketoldtek v moci?

7. Poznamky

'Alloxan (mesoxalylurea) je organickd sloucenina s pyrimidinovou heterocyklickou kostrou.
Alloxan je oxidac¢ni produkt kyseliny mocové, sdm je silnym oxida¢nim cCinitelem. Selektivni
pusobeni je umoZnéno transportem alloxanu do B bun¢k pomoci GLUT2 (dostava se i do jater,
tam je ale detoxifikovdn). Pfechodnd hyperinzulinemie je zplsobena zvySenim intraceluldrni
hladiny Ca*" (depolarizace membrany alloxanem a inhibice Ca**-ATP-dz) s naslednou stimulaci
exocytézy inzulinovych sekreCnich granul. K poruSe tvorby a sekrece inzulinu vede jednak
inhibice glukokindzy v disledku jeji oxidace, ale zejm. vlastni oxida¢ni poskozeni a destrukce 63
bunék reaktivnimi metabolity kysliku. Pfi cyklické redukci alloxanu na kyselinu dialurovou a
oxidaci zpét na alloxan vznika superoxid. V dismutac¢ni reakci se méni na hydrogenperoxid, ktery
muze vstupovat do Fentonovy reakce s Fe2+ za vzniku velmi toxického hydroxylového radikélu.
Antioxidacni kapacita 3 bunék je naruSena zejm. v disledku oxidace glutathionu alloxanem.
Vysledné oxidativni poskozeni DNA aktivuje repara¢ni enzymy, které pro svou cinnost
vyznamné spotfebovavaji NAD+ a ATP a naruSuji tak energeticky stav bunky, coZ miize vést k
jejimu zaniku.

*Mechanizmus selektivniho déinku streptozotocinu spo&ivd opét v jeho transportu do B bundk
prostfednictvim GLUT?2. Vlastnim patologickym efektem je alkylace DNA, kterd podobné jako v
piipad¢ alloxanu aktivuje reparacni pochody sekundarné vycerpdvajici buné¢ny metabolizmus.
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13. Experimentilné navozena aterosklerozau
pokusného zvirete

Katerina Karikova

1. Cil

a) Objasnit patogenezi ateroskler6zy s dirazem na kauzdlni efekt endotelového poskozeni
(funkéniho i organického) jako dlleZitého inicianiho faktoru.

b) Ukdzat kumulativni efekt kardiovaskuldrnich rizikovych faktori — hypertenze a
hypercholesterolemie — na progresi aterosklerdzy.

2. Uvod

Jednim z nejdulezitéjSich a velmi pravdépodobné kauzdlnich momenti v patogenezi
aterosklerdzy je poSkozeni endotelu chronickou expozici chemickym, biologickym i fyzikdlnim
noxdm (napt. hypertenze, hypercholesterolemie (zejm. oxidované castice LDL), reaktivni
metabolity kysliku, homocystein, nékteré mikroorganizmy aj.). Zpocitku funkéni poSkozeni
posléze startuje cévni remodelaci zasahujici vSechny slozky stény cévy, které je podstatou
aterosklerotického procesu. Omezeny pritok cévou a oblenéna perfiize celé zasobované oblasti,
popt. duplny wuzdvér aterosklerotickym procesem nebo Castéji trombotizaci v oblasti
aterosklerotického platu, jsou diivodem klinické manifestace aterosklerdzy, nejCastéji v podobé
ischemické choroby srde¢ni, mozku ¢i dolnich koncetin, akutniho infarktu myokardu a cévnich
mozkovych piihod.

3. Material a metody

V experimentu budou pouZiti potkani kmene Wistar. V bodé A, B i C (viz niZe Postup) budeme
pracovat se dvéma skupinami zvifat — 1) kontrolni (pouze kanylace a. carotis), 2) pokusna
(kanylace a. carotis a denudace endotelu). V rdmci bodu C budeme srovndvat sledované
parametry mezi témito skupinami zvitat a ddle si prohlédneme preparaty zhotovené stejnym
postupem (body A - C) u dalSich dvou exp. modelt: 3) hypertenzni zvitata (operacné¢ navozena
hypertenze CasteCnou ligaturou abdomindlni aorty, ndsledné¢ kanylace a. carotis a denudace
endotelu), 4) hypercholesterolemické zvitata (dietné navozena hypercholesterolemie obohacenim
potravy o Zivoci$né tuky, ndsledné kanylace a. carotis a denudace endotelu).

Anestetikum, operacni stolek a instrumentarium, fyziologicky roztok, injekéni jehly, stiikacky,
Fogartyho arteridlni embolektomicky katetr 120 602F, 60cm, ndplii max. 2ml — & 4mm (obr. 1),
0.5% Evansova modf, fixace dle Bouina, alkohol, xylen, parafin, mikrotom, hematoxylin-eosin,
protilatky (anti-vWTf aj.).
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Obrazek 1. Schematicky Fogartyho arteridlni embolektomicky katetr.

4. Postup

a) Experimentalni navozeni aterosklerdozy

Zvite uvedeme do anestézie (inhalac¢ni tvod, anestetickd smé&s 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na
opera¢nim stolku v hibetni poloze. Nuzkami provedeme opatrn¢ incizi kiize na krku ponékud
laterdln¢ od sti. Cary. Zptistupnime operacni pole v misté, kde se z a. carotis communis rozdéluji
a. externa carotis interna a externa (viz obr. 2). Podvdzeme a. carotis ext., zavedeme Fogartyho
katetr a provedeme denudaci endotelu nafouknutym balénkovym katetrem (postup detailné viz
obr. 3). Poté podvdzeme a. carotis externa pod mistem vpichu. U kontrolnich zvifat postupujeme
stejnym zpusobem ovSem bez nafouknuti balénku. Operac¢ni ranu uzavieme v jedné vrstve
nekolika jednotlivymi stehy. Zviteti v mezidobi poskytneme ndleZitou pooperacni péci a nutrici.
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a. carotis interna a. carotis externa

—

a. carotis communis

Obrézek 2. Schéma operacniho pfistupu a topografie tepen krku.
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A B

a. carotis externa a. carotis interna

a. carotis communis

Obrazek 3. Praktické provedeni dvodni ¢4sti experimentu. A — podvaz a. carotis externa, B —
zavedeni Fogartyho katetru, C — zavedeni katetru do a. carotis communis, inflace balénku a
deendotelizace zpétnym tahem, D — uzavieni mista punkce podvazem a. carotis ext.

b) Euthanasie a zhotoveni preparati cév

Zvitata budou utracena v ¢asovych intervalech 3, 14 a 28 dni po provedeni denudace endotelu. U
poloviny zvifat v kazdé skupin€ (nativni preparaty) aplikujeme 1 hodinu pfed euthanasii
Ewansovu modf i.v. do ocasni Zily (Img/kg). Pfed euthanasii provedeme pro ucely fixace
preparati cév tlakovou perfiizi (proplach fyziol. roztokem a ndsl. fixace Bouinovou tekutinou po
dobu 16-ti hodin). Poté vystfihneme cévy, odvodnime, zalijeme do parafinu a krdjime
mikrotomem fezy tloustky ~4um. Barvime piehledné hematoxylin-eosinem a specidlnimi
protilatkami — anti-von Willebranduv faktor (endotel), anti-elastin (tunica media).

¢) Hodnoceni histologickych preparati cév

Obarvené preparity prohlizime ve svételném (H-E, elastin) a fluorescencnim (anti-
vW{/DAB/fluorescein) mikroskopu a hodnotime ndsledujici parametry: (i) tloustku intimy a
medie (mm), (ii) pramér lumen, (iii) plochu lumen (mmz) na pti¢nych fezech cévou a (iv) délku
defektu endotelu (mm) na podélnych tfezech cévou. Schematické znidzornéni sledovanych
parametri ukazuje obr. 4.
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A kontrola

tlouska intimy + medie

LY prumeér lumen™J |

7 plocha lumen

pokus

tlougka intimy + medie

pramér lumen

N

délka defektu
endotelizace

Obrazek 4. Hodnocenf sledovanych parametrt na histologickych preparatech cév. A — parametry

%

hodnocené na pti¢nych fezech cévou (hematoxylin-eosin), B — podélny fez cévou (technika
“rolada’) ukazujici (ne)kompletni reendotelizaci (Evansova modf, anti-vWt ).

5. Vysledky

U jednotlivych naméfenych hodnot (viz tab. 1) spocitime deskriptivni statistiku (priméry a
smérodatné odchylky) a graficky zndzornime (sloupcové, popt. krabicové grafy). Statisticky
zhodnotime vyznamnost rozdilu hodnot v intervalech 3, 14 a 28 dni mezi skupinami kontrolnich
a pokusnych zvitat skupiny 1 a mezi pokusnymi zvitaty skupin 1, 2 a 3 (neparametrické neparové

testy).
pokusna 1 pokusna 2 pokusna 3

kontrola | .\ moTK/CH) | (TTK) (tcry | Y

tloust’ka intimy 13 4

+ medie (mm)

28

3

< lumen (mm) 14
28

plocha lumen 3
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(mm?) 14

28

, 3
délka defektu 14
endotelu (mm) 28

6. Zavér

Komentai a interpretace vysledkii — doSlo v disledku denudace endotelu k nastartovani
aterosklerotického procesu? Jak byla progrese ateroskler6zy ovlivnéna pusobenim dalSich
kardiovaskuldrnich rizikovych faktorti (hypertenze a hyperlipidemie)? Jakym zpisobem se
endotel za fyziologickych okolnosti podili na udrzeni normélnich morfologickych a funkcnich

pomerti v céve?
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14. EKG a arytmie na zvirecim modelu -
zmény EKG pri adrenergni stimulaci,
hypokalcemii a hyperkalemii

Katerina Karkova

1. Cil

Popsat a vysvétlit pfi¢inu zmén EKG pfi adrenergni stimulaci, hypokalcémii a hyperkalémii,
experimentalné vyvolané podanim adrenalinu, blokdtori Ca-kandli (verapamil) a KCI, jako
modelovych situaci a potenciondln¢ Zzivot ohrozujicich patofyziologickych stavii v humanni
medicing.

2. Uvod do problematiky

Autonomni nervovy systém (sympaticky prostfednictvim B1 adrenergnich receptord a
parasympaticky prostfednictvim M2 cholinergnich receptorti) moduluje pfedevSim rychlost
geneze akéniho potencidlu v pacemakerovych buiikdch SA uzlu (chronotropni efekt) a vedeni AV
junkci (dromotropni efekt). Adrenergni stimulace md rovnéZz vliv na kontraktilitu myokardu
(inotropni efekt).

Bilance véapniku v organizmu je udrzovana jeho piiméfenou resorpci z potravy ve stieve
(nabidka, vitamin D), regulovanou exkreci v ledvin¢ (parathormon) a rovnovdhou mezi resorpci a
novotvorbou kosti (parathormon, kalcitonin). Celkova plazmaticka hladina Ca (2.2 - 2.7 mmol/l)
je zhruba z poloviny tvofena ionizovanym, a tedy fyziologicky relevantnim, viapnikem; zbytek je
vazan na bilkoviny (zejm. albumin) a komplexy s bikarbondtem, fosfatem aj. Ionizace kalcia je
ovlivnéna pH. Velky vliv na plazmatickou [Ca2+] maji fosfaty, soucin koncentrace kalcia a
fosfati je zhruba konstantni. Pokles hladiny ionizovaného Ca vede ke zvySeni nervosvalové
drazdivosti. Hypokalcémie prodluZuje repolarizaci, hyperkalcémie ji naopak zrychluje. Mimo to
m4d kalcium pozitivni inotropni ucinek.

Bilance drasliku v organizmu (3.8 - 5.5 mmol/l v ECT) je urena jeho pfijmem potravou a
exkreci ledvinami. Na regulaci exkrece ledvinami se podileji kromé samotné plazmatické hladiny
kalia hormony aldosteron, inzulin a adrenalin. Pfi zachovalé funkci ledvin nedojde ani pfi znacné
zvySeném pifjmu kalia potravou k jeho retenci a hyperkalémii. Zavaznd hyperkalémie (>7
mmol/l) se rozviji zpravidla v oligoanurické fazi akutniho rendlnitho selhdni a pii chronickém
selhani ledvin, pokud neni sniZen jeho pfijem potravou; k sniZzeni exkrece drasliku ddle dochazi
pfi hypokortikalismu (napf. m. Addison) a pfi pieddvkovani diuretiky Setficimi K.
NejvyznamnéjSim projevem hyperkalémie jsou zmény pievodu v myokardu, které mohou vyustit
v srde¢ni zdstavu.
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Obrazek 1. Soucasti EKG kfivky — zdznam jednoho elektrického srde¢niho cyklu.

3. Material

Monitory EKG, zafizeni pro zdznam EKG, operacni stolek pro potkana, sklenéné akvarium
(inhala¢ni narkdza), narkotikum (smés 1% Narkamon + 2% Rometar, 20:1), kanyly, stiikacky,
roztoky: adrenalin 1mg/ml (Epinefrin LéCiva inj., Img/ml), verapamil 20mg/ml (Isoptin Abbot,
40mg/tbl.), KCI 12.5% (Kalium chloratum, plv.).

4. Postup

Zvite uvedeme do celkové anestézie. Po tivodni inhala¢ni narkéze aplikujeme smés Narkamon +
Rometar v davce 0.5 mg/100 g hmotnosti zvifete i.p. Potkana fixujeme na operac¢ni stolek,
umistime koncetinové EKG svody (jehly jednotlivych koncetinovych elektrod zavedeme
podkozn¢) a nato¢ime klidovy zdznam EKG. Zavedeme intraperitonedlni kanylu
(periumiblikdlng). Do stiikacky natdhneme 2ml roztoku latky pro konkrétni model (adrenalin,
verapamil nebo KCI) a pomalu poddme 0.5ml do kanyly i.p. Sledujeme rozvoj EKG zmén. Za
kontinudlniho sledovani EKG takto frakcionované (po 0.5ml/kazdych 5-7min) podame cely
objem roztoku (tj. 2ml).

5. Vysledky

Popis vychozi fyziologické EKG kiivky, popis ¢asovych zmén u jednotlivych modelt pfii
kumulativni expozici i¢innou latkou.

6. Zavér

Vysvétleni patofyziologického mechanizmu elektrofyziologickych zmén pfi nadmérné adrenergni
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stimulaci, hypokalcémii a hyperkalémii.
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15. Model peritonealni dialyzy na
laboratornim potkanovi

Julie Bienertova Vasku

1.Cil

Demonstrovat vyuZiti difiznich vlastnosti peritonea pro ovlivnéni hodnot drasliku v organismu.
Demonstrovat dcinnost peritonea pii terapeutickém ovliviiovani hyperkalémie pfi akutnim
rendlnim selhani (ARS).

2. Uvod do problematiky

Pti peritonedlni dialyze se uZivaji obdobné principy (diftize a filtrace) jako pfi dialyze klasické,
dialyzacni membranou je pfitom peritoneum, jehoZ plocha se rovnd piiblizné ploSe télesného

povrchu, prutok krve ¢ini zhruba 70 ml/min. Velkou vyhodou peritonedlni dialyzy je vyssi kvalita
Zivota pacienta a absence krevnich ztrat, nebezpe¢im je zejména zvySené riziko peritonitidy.

Ukolem je sledovani EKG zmén po podani dialyzaéniho roztoku o riizné koncentraci K+ u
laboratorniho potkana, jehoz ledviny jsou nefunk¢ni (v diisledku ptisobeni toxické noxy) a u n¢jz
se tedy v disledku ARS rozviji hyperkalémie.

3. Material a metody

Anestetickd smés (1% Narcamon s Rometarem), injek¢ni stfikacky, inj. jehly, kanyla (pro
periferni Zilu Clov€ka),nité, 2 pinzety, preparacni stolek, chirurgické instrumentarium, tampony,
papirova vata, gdza, EKG monitor se svody, roztok pro peritonedlni dialyzu, 7,5% roztok KClI,
roztok 0,1M HCI, bromfenolovd cervenn (indikdtor pH 5.0 - 6.8), kapildra na stanoveni

Astrupova vySetieni

4. Postup

Cilem je u experimentdlniho zvifete navodit toxickym poSkozenim akutni rendlni selhani
s manifestni hyperkalémif a sledovat efekt peritonedlni dialyzy na rozvoj této hyperkalémie
Laboratorniho potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklym zpiisobem pomoci
diethyletheru, intraperitonedlné¢ 1% Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). Nejdiive
provedeme odbér krve z ocasni Zily na stanoveni normdlnich hodnot acidobasické rovnovéhy.

Po provedeni koZniho fezu aplikuji studenti pracujici s kontrolni skupinou zvifat pfes musculus
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pectoralis do v. jugularis fyziologicky roztok a studenti pracujici s experimentdlni skupinou
roztok ethylenglykolu v mnozstvi 0,15ml/100 g télesné hmotnosti. Po 15 min asi v poloviné
vzdélenosti mezi spina iliaca anterior a pupkem zavedeme kanylu s jehlou, po proniknuti bfisni
sténou jehlu odstranime a kanylu zasuneme jesSt¢ asi o 1 cm hloubgji do dutiny bfiSni a
zafixujeme leukoplasti.. Z roztoku pro peritonedlni dialyzu a roztoku KCl pfipravime roztoky o
koncentraci 0, 4 a 10 mmol/l. Potkany pfipojime k EKG a provedeme vychozi zdznam pted
aplikaci dialyza¢niho roztoku. Posluchaci zméii pravitkem na EKG 10 komplexti QRS a spocitaji
primérnou hodnotu v mm. Kontrolni skupina provede dialyzu s roztokem o koncentraci 4
mmol/l, dalsi 2 skupiny s koncentracemi 0 a 10 mmol/I (celkové mnozZstvi roztoku vpraveného do
dutiny bfiSni je az 30 ml). Studenti budou kontinudlné sledovat EKG a po ndstupu zmén
provedou zdpis EKG ktivek. U jednotlivych EKG zmén bude zaznamenin cas od podani
dialyza¢niho roztoku do vzniku ptislu§nych zmén, které studenti popisi. Po zachyceni nespornych
zndmek hyper- nebo hypokalémie na EKG se provede odbér ven6zni krve z ocasni Zily na
stanoveni parametri ABR. Nakonec studenti po otevieni hrudniku provedou intrakardidlni odbér
1,5 ml srazlivé krve. Otevienim hrudniku a punkci srdce zvite uhyne. Krev zcentrifugujeme (10
min pii 3000 ot/min), stdhneme plasmu a provedeme acidimetrické stanoveni alkalické rezervy.
Ke vzorku 500 pl plasmy ptfiddme 10 pl indikdtoru (bromfenolova Cerven) a titrujeme 0,1M HCI

po 1,0 ul. Zaznamename spotiebu HCI a orientacné porovname alkalickou reservu.

5. Zavér

Vysvétlit patofyziologicky mechanismus hyperkalémie pii ARS, statistické zhodnoceni vysledki
(formulace nulové a alternativni hypotézy, vybér vhodného statistického testu)
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16. Stanoveni Kinetiky vylucovani inulinu

ledvinami
Michal Jurajda

1. Cil

Vysvétlit princip stanoveni glomeruldrni filtraéni rychlosti (GFR) pomoci stanoveni ledvinné
clearance inulinu. Demonstrovat na zvifecim modelu zmény GFR pfi sniZeni poctu funkcnich
glomerulll podvazem jedné rendlnf{ arterie.

2. Uvod do problematiky

Glomerularni filtraéni rychlost uddvd mnozstvi glomeruldrniho ultrafiltrdtu (primdrni moce)
vyprodukovaného za jednotku casu. Pokles GFR je vyznamnym ukazatelem poSkozeni funkce
ledvin — ledvinného selhdni. Stanoveni clearence inulinu umozZiuje ur€it GFR pfi nemoZnosti
kvantitativniho sbéru moce vysetfovaného subjektu.

3. Material a metody

Inulin, spektrofotometr, kyvety, opera¢ni instrumentdrium, anestetickd smés (1% Narcamon s
Rometarem), roztok polyfruktosanu (25mg/1,5ml fyziologického roztoku), 75 mmol/l roztok
kyseliny beta-indolyloctové v methanolu, koncentrovand kyselina chlorovodikova, 0,5 % roztok
Tritonu X-100, spektrofotometr, centrifuga, pipety, injek¢ni stifkacky, inj. jehly, nité, 2 pinzety,
preparacni stolek, tampony, papirova vata, gaza.

4. Postup

Laboratorniho potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklym zpisobem pomoci
diethyletheru,poté poddme intraperitonedlné smés 1 % Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g).
Provedeme stfedni laparotomii v linea alba, isolujeme v. cava inferior a podvle¢eme ligaturu pod
arteria renalis sinistra. Studenti pracujici s kontrolni skupinou potkanti nechaji ligaturu
nezatazenou, studenti pracujici s experimentélni skupinou zavaZzi ligaturu, a tim zrusi pfitok krve
do levé ledviny. Déle provedeme chirurgické zpiistupnéni v. jugularis, kam aplikujeme
polyfruktosan (PFS 25mg/1.5ml fyziologického roztoku). V pfedem stanoveném intervalu (po 5,
10, 15 a 30 min) otevieme hrudnik a intrakardialné odebereme 1,5 ml srazlivé krve. Otevienim
hrudniku a punkci srdce zvife uhyne.

Krev zcentrifugujeme (10min pii 30000t/min). Do zkumavek pipetujeme 50 ml roztoku
indoloctové kyseliny (75mmol/l), 1,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a 50 ml
biologického materidlu (séra). Promichdme, inkubujeme pifi 60°C 10 min a pak pfidame 50 pl
Tritonu X-100 (0, 5 %). Po ochlazeni métfime v kyveté pti 520 nm, absorbanci testu odecitdme
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proti kompenzaci testu. Vypocet koncentrace PFS ve vzorku se provede béznym zplisobem ze
zmeétenych absorbanci testu, standardu a zndmé koncentrace standardu. ProtoZe zndme kiivku
zavislosti koncentrace standardné zfedéného inulinu na absorbanci, je mozné odecist koncentraci
vzorku i z grafu. Pokles plazmatickych koncentraci probihd v exponencidlni zavislosti na Case,
takZe naneseme-li jednotlivé body na semilogaritmicky papir, dostdvdme piimku.

5. Vysledky
Stru¢ny ndvod k hodnoceni daného praktika — poznamky ke statistice.
6. Zavér

N¢ekolik pozndmek k mozné interpretaci vysledkti, napt. o¢ekdvany ndrust hodnot je... mozné
zdroje chyb pii méfeni, atd.
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17. Renalni ischemie, vznik reninu v ledviné

Julie Bienertova-Vasku

1. Cil

Ischemizace ledviny u laboratorniho potkana, zhodnoceni makroskopickych zmén a
mikroskopické sledovani granul reninu v ischemizované a neischemizované ledving.

2. Uvod do problematiky

Omezeni perfuze parenchymu ledvin je spojeno s aktivaci systému renin- angiotenzin- aldosteron
(RAAS). V dasledku protrahované tézké ischémie se sniZenim nutricniho pritoku (a velmi casto
s morfologickymi zménami) vznikd ischemické akutni rendlni selhdni. Na vzniku ischemického
ARS se podileji ¢tyfi hlavni mechanismy:

1. pokles pritoku krve, zejména ktirou ledviny

2. sniZeni permeability glomeruldrni kapilarni stény

3. reflux filtratu z tubuli do intersticia ledvin

4. tubulédrni obstrukce

Dlouhodobd ischémie endotelu v rendlnich cévach snizuje produkci vazodilata¢nich pusobki
(NO, prostacyklin) a stimuluje uvolnéni vazokonstrikénich ldtek typu endotelinu. Poskozeni
bun¢k tubulll a ztrata resorpcni schopnosti vede k nadmérnému piisunu solutti do oblasti macula
densa distdlniho tubulu s aktivaci tubuloglomeruldrni zpé&tné vazby a konstrikci aferentnich
arteriol ustici v pokles glomeruldrni filtrace.

3. Material a metody

Anestetickd smés (1% Narcamon s Rometarem), injekéni stifkacky, inj. jehly, kanyla (pro
periferni Zilu ¢lovéka),nité, 2 pinzety, preparacni stolek, chirurgické instrumentarium, tampony,
papirova vata, gaza, EKG monitor se svody, vdhy, preparaty, mikroskop.

4. Postup

Leva a. renalis odstupuje z aorty distdlnéji neZ pravd. Proto je experiment modifikovan tak, Ze
stenosa se provadi na aort€¢ mezi odstupem obou rendlnich tepen. Pfi provadéni stenosy aorty
musime dbat na pfitomnost odstupujici a. mesenterica a podvaz volit tak, aby byl umistén mezi a
renalis sin. a a. mesenterica. Pravd ledvina je intaktni. Tato ledvina hypertrofuje, zatimco
hypoperfundovand leva ledvina se zmenSuje. Laboratorni potkan po vykonu pfeziva cca jeden
mésic.
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Laboratorntho potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklym zpiisobem pomoci
diethyletheru, intraperitonedlné¢ 1% Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). Potkana upevnime
v poloze na zddech na pracovni stolek a provedeme laparotomii ve stiedni rovin€ od processus
xiphoideus po symfyzu. Rozevieme operacni rdnu a jemnou tupou pinzetou odpreparujeme v.
cava inf. od aorty v mist¢ mezi obéma aa. renales. Pednem provedeme tupou preparaci
abdomindlni aorty a opatrn¢ protdhneme pod aortou Sici vldkno. Na aortu jemné ptiloZime
pfipravenou otupélou jehlu o priméru 0.5 mm, paralelné€ s osou cévy a naloZime nékolika uzly
ligaturu aorty s jehlou. Jehlu odstranime. Dutinu bfi$ni po vrstvdch zavieme (sval- pokracovaci
steh, kiize- jednotlivé stehy).

Po tfech tydnech provedeme oboustrannou nefrektomii. Ocistime obé ledviny, spolecné
s myokardem zvdzime a zapiSeme do protokolu.

Nasleduje histologickd analyza ptitomnosti epiteloidnich bunék v ledviné u potkana kontrolniho a
experimentdlniho a histochemicky prukaz zvysené produkce reninu v ischemizované ledving.
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Glomerular
basal lamina

Glomerular
epizhefium

Capsular
epithelium
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cells

Nerve fibers
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S5 * arteriole
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Obrézek 1: Detail juxtaglomeruldrniho aparatu ledvin
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5. Zavér

Vysvétlit patofyziologicky mechanismus hypertenze pti ischemickém akutnim rendlnim selhdni,
statistické zhodnoceni vysledki (formulace nulové a alternativni hypotézy, vybér vhodného
statistického testu pro porovnani vihy ischemizované a neischemizované ledviny u pokusného
zvitete). Stru¢ny popis Goldblattova pokusu dvou a jedné ledviny.
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