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1. Etické zasady provadéni experimentii na
zviratech

Dana Buckova

Uziti zvifat v experimentu je tizce svazano a rozvojem lékaiské védy. Jiz ve starovékém Recku
byly provadény pokusy na zvifatech k objasnéni nékterych fyziologickych otazek (Corpus
Hippocraticum, 400 let pt.n.l). Vyrazny rozvoj védy pfineslo ovSem az obdobi renesance. Prave
z této doby se zachovalo mnoho udajii o experimentalni praci na zvitatech (Anatomica de Motu
Cordis et Sanguinis in Animalibus, Exercitatio, 1628).

V 18. stoleti pak vzniké prvni hnuti proti pokustim na zvitatech (Introduction to the Principles of
Moral and Legislation, 1789), které nabyva vyraznych rozméri ve Viktoridnské Anglii v 19.
stoleti a vede k zalozeni prvni anti-vivisekcionistické organizace ,,The Victoria Street Society*.
Vroce 1876 je také v Anglii pfijat prvni zdkon na ochranu pokusnych zvifat pod nazvem
,Cruelty to Animals Act*.

Objeveni anestetik v prvni poloviné 19. stoleti pfineslo velky pokrok v oblasti experimentt,
nebot’ umoznilo provadét bolestivé zadkroky na zvifatech az po znecitlivéni. Vyznam pokust na
zvifatech zdtiraznil v roce 1865 ve své knize ,,Uvod do studia experimentalni mediciny* Claude
Bernard (1813-1878), profesor vSeobecné experimentalni fyziologie v College de France. V jeho
knize je jiz popsan experiment v pravém slova smyslu, jak jej zndme dnes.

Jestlize se koncem 19. stoleti zacina objevovat pokusné zvife jako zvite ,,sui generis®, ve 20.
stoleti jsou jiz zakladany chovy laboratornich zvifat, tzn. zvifat chovanych pouze pro laboratorni
ucely. V obdobi mezi I. a II. svétovou vélkou jsou odchovany inbredni kmeny mysi, potkanii a
morcat, které znamenaji velky pfinos pro experimentalni praci, ktera byla do té¢ doby provadéna
na geneticky nehomogennich a nespecifikovanych zvitatech. V této dob¢ je jiz bézné pouzivan
termin ,,laboratorni zvife“. S rozvojem experimentii a chovi pro tyto ucely souvisi potieba
omezit nebo odstranit nehumanni aspekty prace se zvitaty.

V roce 1959 byla definovana biology Williamem Russellem a Rexem Burchem, v knize
,Principy huménnich experimentalnich technik* (Principles of Humane Experimental Technique)
tzv. koncepce tii ,,R, kterd dnes patii mezi hlavni zdsady odpovédného a rozumného uziti zvitat
v pokuse. Tti ,,R“ jsou navic pfijimdny fadou ochranaiskych organizaci. Tato piesnd a
srozumitelna formulace zasad pro uziti zvifat v experimentu byla velkym ptinosem pfi formulaci
legislativy v celé fad& zemi, zakon CNR 246/92 Sb. (v Giplném znéni 167/93) nevyjimaje.

Tt1,,R* jsou pocatecni pismena anglickych slov: Reduction, Refinement, Replacement:



1. Reduction — SniZzovani

Jakykoli postup, ktery vede k dosazeni stejného mnoZzstvi informaci za pouziti niz§iho poctu
zvifat nebo k maximalizovani ziskanych informaci z jednoho zvitete.

2. Refinement — Zmirovani

Vyraz "zmirfovani" znamena upraveni vSech procedur, které zasahuji do Zivota laboratorniho
zvitete od jeho narozeni az po jeho smrt. Tim se minimalizuje bolest a utrpeni, které zviie
proziva, a pozveda uroven jeho Zivota.

3. Replacement — Nahrazovani

Néhrada zvitat v pokusech technikami ,,in vitro®, videozdznamem, filmy, matematickymi modely
atd. Zvirata mohou byt nahrazovana témito alternativami, pokud je dosazeny vysledek na stejné
nebo vyssi kvalitativni Grovni ve srovnani s pokusem na zvifeti.

Tti ,,R* knaplnéni svého obsahu vyzaduji znacny obsah znalosti a praktickych zkuSenosti
ziskanych odpovidajicim vzdélanim a praxi. Tim jsou splnény podminky nejen pro odpovidajici
kvalitu provadéného vyzkumu, ale i pro odpovédné uziti laboratornich zvifat. Odpovidajici
vzdélani je vyzadovano i Radou Evropy v konvenci na ochranu obratlovci uzivanych pro
experimentalni a védecké ucely z roku 1985. Je zde uvedeno, ze osoby provadéjici experimenty,
nebo se jich Gcastnici, musi mit odpovidajici vzdelani a vycvik. Ve stejném smyslu hovoii i US
Animal Welfare Act zroku 1986. Také zdkon CNR 167/93 vymezuje v §17 nutnost
odpovidajiciho vzdé€lani pro pracovniky, ktefi fidi a kontroluji experimenty.

Podminky pouziti zvifat k pokusnym téelim v CR upravuje zakon &.246/1992 na ochranu zvifat
proti tyrani (ve znéni zakona 162/1993 Sb., 167/1993 Sb., 77/2004 Sb.) a vyhlaska ministerstva
zeméedélstvi €.311/1997 Sb. o chovu a vyuZiti pokusnych zvifat. Tyto zdkony stanovuji podminky
pro ochranu zvifat v hospodatskych a zdjmovych chovech, volné zijicich a pokusnych zvitat. V
¢asti zdkona pojednavajici o podminkach chovu a ochrany pokusnych zvitat jsou zahrnuty nize
uvedené body (zkracené znéni):

Ucdel zakona

Utelem zékona je chranit zvifata, jeZ jsou Zivymi tvory schopnymi pocitovat bolest a utrpeni,
pied tyranim, poskozovanim jejich zdravi a jejich usmrcenim bez diivodu, pokud byly zptisobeny
byt’ 1 z nedbalosti ¢loveékem.

Ochrana pokusnych zvirat

Za pokusy na zviratech se povazuji:
- oveteni védecké domnénky a ziskani novych poznatki
- stanoveni diagnozy
- vyvoj a ovefeni biologického produktu véetné zjisténi jeho ucinku a ziskéani vyrobku
tohoto charakteru
- testovani



- pouziti zvitete v rdmci pokusného zkoumani jeho reakci
- vyuky

Pokusy se smé&ji provadét jen na pracovistich, kterym bylo Ustfedni komisi pro ochranu zvitat
udéleno opravnéni (akreditace), maji potiebné odborné zptlisobilé pracovniky a zafizeni
vyhovujici pro pfislusny druh a mnozstvi pokusnych zvifat (zvifetnik). Pokusy mohou byt
povoleny pouze po ovéieni, ze pfi souCasném stavu nelze zajistit poznatky nebo jejich vyuziti
jinymi metodami a zptisob provedeni musi byt eticky opodstatnén.

Opodstatnéné divody experimentu na zviteti:
- poznani, prevence a lécba nemoci, studium fyziologickych stavli a funkei ¢lovéka nebo
zvifete
- studium poskozeni zevniho prostiedi
- zakladni a vyhledavaci vyzkum
- ovéfovani nezdvadnosti latek
- vyroba sér, ockovacich latek, diagnostickych souprav, jinych biologickych materiala a
1€kt
- zachovani a rozmnozovani Zivého materidlu pro védecké tcely
- vyuka na stfednich a vysokych skoléach, v postgradualnim studiu ptfedevsim v oblasti
mediciny a pfirodnich véd, pokud nelze ti¢elu dosahnout jinak.

Pokusy se musi provadét na zvifatech k témto ucelim chovanym, odpovidajicich kvalitou,
definovanych a standardizovanych z hlediska genetického, zdravotniho stavu a podminek jejich
zivotniho prostiedi. Toulava a zab&hla domaci zvifata nesmé&ji byt k pokustim pouzivana. Osoby
provadéjici pokusy na zvifatech jsou povinny zabezpecit, aby nebyla zvifeti pusobena bolest
vétsiho rozsahu nez je nevyhnutelné vzhledem k ucelu pokusu, provadét pokusy v mistnim nebo
celkovém znecitlivéni (ledaze by ucel pokusu anestézii vyluoval), pouzivat zvifata k pokusiim
pouze jedenkrat, pokud neni opakovani soucasti pokusu, zajistit piiméfenou péci o zvirata,
pfipravovat a planovat pokusy pfedem, snazit se minimalizovat mnozstvi potfebnych zvifat a
provadét usmrcovani zvifat bez utrpeni a bolesti (divodem k usmrceni zvifete je ukonceni
pokusu na pokusném zvifeti). Ridit a kontrolovat pokusy na zvifatech jsou opravnéni lékafi,
veterinafi a osoby s jinym vysokoskolskym vzdélanim biologického sméru, pokud k tomu maji
potiebné zkuSenosti a osvédceni pifislusnym organem ochrany zvifat.

Organy ochrany zvifat
- ministerstvo
- tstfedni komise (jmenuje ministr zemédélstvi po dohod¢€ s ministrem zivotniho
prostiedi)
- organy veterinarni spravy (mestské, krajské)
- ustfedni organy statni spravy a Akademie véd Ceské republiky
- odborné komise jednotlivych pracovist.

V dalsich castech zékona jsou specifikovany podminky pro chovna a uzivatelska zafizeni,



podminky péce o zvifata, podminky vyuziti zvifat, evidence zvitat, sloZzeni a ¢innost odbornych
komisi, atd.



2. Bezpecnost prace v praktickych cvicenich
ustavu patologicke fyziologie

Sirka Kuchti¢kova

1. Laboratorni rad

a) Obecna pravidla
Posluchaci jsou povinni chodit na cviceni v¢as, podle rozvrhu praktickych cviceni.
Posluchac je povinen dbat pokynii vyucujiciho k bezpecné praci v laboratofi.

Béhem pobytu v laboratofi musi mit poslucha¢ pracovni plast’, poptipad€ vhodnou pracovni
obuv. Pokud to vyzaduje charakter prace i ochranné bryle, §tit a rukavice.

K praci pouzivé poslucha¢ vyhrazeny prostor a ptidélené pracovni pomicky, za néz osobné
odpovida.

Z osobnich véci si do laboratote posluchac¢ ptinasi pouze pracovni denik, psaci potfeby a skripta.

Po ukonceni prace posluchac uvede své pracovisté do piivodniho stavu, umyje a odevzda svéfené
pomticky.

V laboratofi smi poslucha¢ vykonévat jen prace souvisejici s naplni cviceni pod dohledem
asistentdl.

V laboratofi je zakazano jist, pit a koufit.

Kazdé poranéni nahlasi posluchac¢ vyucujicimu.

Posluchac je povinen tfidit odpad podle pokynli vyucujiciho.
b) Prace v chemické laboratori

Vsechny manipulace s latkami dymavymi, drazdivymi, t€kavymi, zdravi Skodlivymi je nutné
provadét v digestofi.

Pti praci s hotlavymi kapalinami je nezbytné vypnout v okoli do bezpe¢né vzdalenosti vSechny
zdroje plamene.

Posluchactim je zakazano odnaset cokoli z prostord laboratofi.

Po ukonceni pokusu je tieba zkontrolovat uzavieni plynu,vody a vypnout vSechny elektrické
spottebice. Rovnéz je tieba zkontrolovat, zda jsou uzavieny nadoby s chemikaliemi, zvlasté témi,



se kterymi se pracovalo.
¢) Prace s biologickym materialem a laboratornimi zviraty:
Vsichni posluchaci jsou povinni byt ockovani proti tetanu a hepatitide typu B.

Vsechny prace spojené s praci s laboratornimi zvifaty musi poslucha¢ vykonavat po seznameni
s pracovnim protokolem a pod dohledem asistenta.

Pfi manipulaci s laboratornim zvifetem u tohoto nevyvoldvat neSetrnym a agresivnim zachdzenim
stres.

Pti praci s biologickym materialem jsou posluchaci povinni pouzivat ochranné rukavice a dalsi
ochranné pomucky dle instrukci vyucujiciho.

Tekuty odpad je shromazd’ovéan do urcenych nddob nebo vylivek. Pevny odpad je shromazd’ovan
ve specialnim kontejneru umisténém v laboratofi.

d) Prvni pomoc pri urazech
Kazd¢ zranéni, uraz i nevolnost je tieba ihned ohlasit vyucujicimu.
Poranéni se eviduji do deniku urazd.

ZasaZeni kyselinami a hydroxidy
Postizené misto ihned oplachneme velkym mnoZstvim tekouci vody a u kyselin neutralizujeme
2% roztokem hydrogenuhli¢itanu sodného. K neutralizaci postizené¢ho mista u hydroxidt
pouzijeme 1% roztok kyseliny octové nebo 2% roztok kyseliny borité.

Poranéni o¢i leptajicimi latkami
Oci ihned diikladné oplachnout velkym mnozstvim vody. Neutralizaci u o¢i neprovadime.
Ptilozime sterilni kryti. Toto zranéni si vyzaduje odborného I¢kare.

Poziti kyselin
Co nejdiive postizenému podat neutralizacni prostiedek ( suspenze oxidu hofecnatého v ledové
vod¢€) a ihned vyvolat zvraceni. Vyhledat lékafskou pomoc.

Poziti hydroxidi
Postizenému podame co nejrychleji vypit vétsi mnozstvi 1% kyseliny octové, ledoveé ochlazené
nebo vEtsi mnozstvi citronové Stavy. Pokusime se rychle vyvolat zvraceni. Vyhledame
odbornou pomoc.

Poziti jinych latek
Je nutné tyto latky co nejdiive dostat ze zaludku. Jako dévidlo mtize slouzit nasyceny roztok

kuchytiské soli. Je nutné vyhledat odbornou pomoc.

Rezné a bodné rany



Pfi tomto poranéni nechame krev zprvu odtéci, tim se vyplavi necistoty . Ranu oSetiime
desinfekénim prostfedkem, steriln€ ptekryjeme. U ran vétSiho rozsahu vyhleddme odbornou
pomoc.

Poranéni o¢i
Oko pievazeme sterilnim obvazem s mekkou podlozkou, aby se zabranilo pohybu vicka a
vyhleddme odbornou pomoc.

Otrava jedovatymi latkami a plyny bezvédomim
Postizené¢ho vyneseme na Cerstvi vzduch a nechdme leZet ve stabilizované poloze a vyckame
ptichodu Iékare. Je-li postizeny v bezvédomi a nedycha, zahajime ihned um¢lé dychani.

Mdloba
Postizeného ulozime v klidu, uvolnime tésny odév. Je- li oblicej rudy, podlozime hlavu mirné
nahoru. Je-li bledy, ulozime hlavu mirn¢ dolt a zvedneme nohy. Na celo piikladame studeny
obklad, zajistime dostate¢ny piivod Cerstvého vzduchu , kontrolujeme dech a srdecni ¢innost. Dle
zavaznosti volame 1ékate. V piipad¢, ze postizeny nedychd, zavadime umélé dychani.

I'Jrazy elektrickym proudem

Pokud se postizeny stale dotyka elektrického vedeni, je tieba nejdiive vypnout proud.V piipade,
ze postizeny nedychd, zahdjime ihned umélé dychani a neprodlené ptivolame l1ékaiskou pomoc.
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3. Laboratorni zvirata pouzivana
v experimentu

Sirka Kuchti¢kova

1. Typy kment

a) Outbredni populace
Kazdy jedinec takového souboru je geneticky jedineény a tudiz odliSny od ostatnich.
Outbredni populace nejsou geneticky definované, i kdyz mohou mit nékteré spole¢né rysy
(napf. kmeny potkanti Wistar). Outbredni zvifata stejné kolonie mohou byt geneticky
rozdilnd a naopak outbredni zvifata raznych kolonii (tj. i rGznych jmen) mohou byt
geneticky podobna. Vyhodou outbrednich populaci je vysoka produktivita, tedy i levnost
a snadna dostupnost.

b) Inbredni kmeny
Inbredni kmen je produkci 20 a vice pafeni bratr x sestra, kdy vSichni jedinci jsou
odvozeni od jediného paru. Generace F1, ktera vznika kiizenim dvou inbrednich kment,
je taktéz souborem geneticky totoznych jedincd, ktefi nejsou homozygotni, jsou
heterozygotni ve vSech lokusech, ve kterych se rodicovské kmeny lisi.

c) Kongenni a koisogenni kmeny
Dva kmeny jsou koisogenni tehdy, jestlize se mezi sebou li§i v jediném lokusu jako
nasledek bodové mutace v diferencnim lokusu.Jejich vyhodou je moznost exaktniho
studia biologickych tc¢inkl tohoto lokusu.
Dva kmeny jsou kongenni tehdy, jestlize se 1iSi v uritém lokusu a prilehlé malé Casti
chromozomu.Kongenni kmeny jsou produktem opakovanych (obycejné nejméné 12)
zpétnych kiizeni.

d) Rekombinantni inbredni kmeny
Jsou odvozeny opakovanym sourozeneckym kiizenim od generace F2 dvou inbrednich
kmend. Prislusnici rekombinantniho kmene jsou pak opakovanim jedné kombinace F2.

¢) Mutantni kmeny
Tyto kmeny jsou nositelem definované mutace.Ta muze byt bud’ patologické povahy a
takovy kmen slouzi jako biomodel nebo muze jit o mutaci v rdmci vnitrodruhového
polymorfismu.Takovy kmen pak slouzi ke studiu charakteru a vyzkumu polymorfismu ve
sledovaném lokusu.V soucasné dobé lze ziskat kmeny s definovanou mutaci v geonomu -
tzv. knock-out technologie.

f) Transgenni kmeny
Vznikaji pienosem a integraci urCitého sledovaného genu do genomu zygoty
definované¢ho kmene. U vzniklych transgennich organismii je mozno za definovanych
podminek studovat biologickou funkci pteneseného genu.

2. Rozdéleni laboratornich zvirat z hlediska genetického
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a) Isogenni zvirata, tj. geneticky identicka ( kmeny inbredni a odvozené a F1 hybridi,
vzniklé kiizenim inbrednich kmenil)

b) Neisogenni zvirata, tj. geneticky neidenticka ( outbredni kmeny a randombredni
populace)

V prvni skupin€ se snazime zajistit genetickou uniformitu zvifat, nejcastéji uzkou piibuzenskou
plemenitbou (Casto za Gcelem fixace genu), v druhé skuping je cilem zachovat co nejvetsi
genetickou heterogenitu vyloucenim piibuzenské plemenitby.

3. Rozdéleni laboratornich zvirat z hlediska mikrobialniho
osidleni, resp. pritomnost ¢i nepritomnost patogennich
zarodku.

Konvencni zvitata obvykle chovana v ,,otevienych* zvéfincovych zatfizenich bez bariéry
s nezndmym a obvykle nekontrolovanym mikrobidlnim osidlenim, nebo kontrolou zaméienou
pouze na piitomnost zarodkil pfenosnych na ¢lovéka.

SPF zvirata (specified pathogen free) nebo také za bariérou chovana zvitata, ktera byla
v isolatoru imysIn¢€ osidlena definovanou mikroflérou, umisténa za bariéru a jsou kontrolovana
na pritomnost ndhodné ziskanych nezadoucich mikroorganismd.

SPF technologie ma odrazZet prubéZznou mikrobidlni kontrolu v chovné kolonii s naslednou
specifikaci pfitomnych a nepfitomnych zarodkt.Tento systém ma vyloucit pfitomnost
specifikovanych (potencialnich) patogennich mikroorganismd.

Gnotobiologicka zvifata ziskana hysterektomii a chovana v izolatoru bezmikrobni technologii,

prokazatelné€ prosta vSech dalSich forem zivota (germ free nebo axenicka), nebo zamérné€ osidlena
jednim, dvéma ¢i vice mikroorganismy (mono-, di-, polyxemicka zvifata).
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4. Prace s laboratornimi zviraty. Priprava
zvirete k pokusu.

Dana Bucékova

1. Cil

Sezndmit se s manipulaci s laboratornim zvifetem, provést anestézii, laparotomii a naucit se
zakladni chirurgické techniky - suturu, ligaturu a kanylaci. Seznamit se s topografii organti dutiny
btisni u laboratorniho potkana.

2. Material a metody

Sklenéné akvarium s vikem pro inhala¢ni nark6zu, inhalacni anestetikum, vahy, anestetickd smés
(20 dild 1% Narkamonu a 1 dil 2% Rometaru), operacni stolek, operacni kazeta obsahujici
injek¢ni stiikacky a jehly, nizky, pinzety, pean, ocni rozvérac, Sici material, jehelec, chirurgické
jehly, gazu a tampony, jodova tinktura.

3. Postup

Zvite uchopime palcem a ukazovakem za ocas, vyzvedneme z klece hlavou doli a rychle je
umistime do sklenéného akvaria.

a) Anestézie

Na papirovou vatu na dn¢ akvaria nalijeme cca 20ml inhalacniho anestetika a uzavieme akvarium
vikem. Nejprve pozorujeme excitaci, pak zvife pomalu usind. Mizeme pozorovat dilataci zornic,
nystagmus, nepravidelné dychani. S prohlubujici se narkdézou mizi nejprve vickovy, pozdéji
rohovkovy reflex a zuzuji se zornice. Ve fazi chirurgické narkézy se zastavuji pohyby hmatovych
chlupti na cenichu. V tomto stadiu je nutno vyjmout zvife z akvdaria, aby nedoslo k dechové
zastaveé a smrti (varovnymi pifiznaky je nepravidelné povrchni dychani a dilatace zornic). Zvife
vyjmuté z akvaria zvazime a podle aktudlni vahy zvifete vypocitame davku anestetika, kterd ma
byt zviteti podana.

0,5ml smési Narkamon/Rometar na 100g vahy zvirete.

Vypocitanou davku natdhneme do stiikacky, nasadime jehlu a aplikujeme formou
intraperitonealni injekce. Pfi aplikaci drzi jeden student zvife za kiizi na hibeté bfichem nahoru a
mirn¢ natahne druhou rukou dolni koncetinu zvifete. Druhy student pak provede vpich skrze
kGzi a bfisni sténu mirn¢ lateralné zhruba ve vysi pupku. Po proniknuti do dutiny bfisni se
stiikacka sklopi a zavede jest¢ asi 1 — 2 cm do peritonealni dutiny a injikuje se cela davka
anestetika. VyCkame nastupu anestézie (cca 5 min) a poté zvife fixujeme na operacni stolek. V
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piipadé potteby mizeme v pribehu opera¢niho vykonu prodluzovat narkézu ptidanim 1/4 - 1/2
vypoctené davky anestetika.

b) Provedeni laparotomie

Pti operacnim zakroku se snazime dodrzet maximalni Cistotu. Zvife fixujeme na opera¢nim
stolku v poloze na hibeté. Nejprve pfipravime operacni pole - ostiithame srst v medialni ¢asti
biicha od processus xiphoideus po symfyzu a desinfikujeme kiizi jodovou tinkturou. Laparotomii
provedeme ve dvou vrstvach. Operatér s asistentem nadzvednou pinzetami v medialni roviné v
urovni pupku pfi¢n€ kozni fasu, kterou operatér nizkami prostiihne a rozsifi operacni fez
kranialné k processus xiphoideus a kaudaln¢ k symfyze. Stejnym postupem pronikneme ptes
bfisni sténu v linea alba. Okraje rany zarouskujeme a nalozime rozvérac.

¢) Ligatura v. cava
Nalezneme bii$ni aortu a podél ni probihajici v. cava inf. Jemnou tupou pinzetou opatrné
oddélime obé tyto cévy od sebe v misté odstupu aa. renales. Pomoci peanku tupé odpreparujeme
v. cava od spodiny, opatrné podvleCeme pomoci zahnuté pinzety navlek a zauzlime nékolika
chirurgickymi uzly.

d) Kanylace v. jugularis

Niizkami rozstfihneme kraniokaudalné ktizi cca 1 cm lateralné od manubrium sterni tak, aby byla
viditelna v. jugularis externa v misté, kde se zanotfuje pod m. pectoralis. Cévu nepreparujeme!
Jehlu zavedeme kranidlné ptes m. pectoralis do v. jugularis tak, aby hrot jehly pii jejim mirném
zvednuti lehce prosvital tenkou sténou Zily, tim se piesvéd¢ime o jejim spravném zavedeni. Do
vény velmi pomalu aplikujeme pozadovanou latku nebo fyziologicky roztok.

e) Sutura

Operacni ranu uzavieme ve dvou vrstvach. K $iti pouzijeme silonové vlakno, pro §iti bfisni stény
vice zahnutou jehlu, pro Siti kiize jehlu rovnéjsi. Jehla je béhem S$iti fixovana v jehelci. Nejprve
Sijeme sténu bfisni spolu s peritoneem, a to pokracovacim stehem, v tomto piipadé pouZzijeme
navlek délky cca 30 — 40 cm. Prvni steh naloZime na kranidlnim konci rany a udélame dvakrat
uzel na kratSim konci vlakna. Dale pokracujeme del$sim vldknem, stehy klademe asi 0,5 cm od
sebe, 2 — 3 mm od okraje rany. Jednotlivé stehy musi asistent operatéra ihned dotahovat a nit mit
pod neustalym napétim. Posledni steh neutahujeme a smycku pouzijeme k zauzleni jako druhy
konec.

Kozni fez Sijeme jednotlivymi stehy asi v 0,5 cm vzdéalenostech. Uzly klademe pii jednom okraji
rany nad kizi (ne ve stfedu rany). Po skonceni sutury ranu desinfikujeme jodovou tinkturou,
zvife umistime do klece na bticho a nechame jej v klidu a teplém prostiedi.

4. 7.aveér

Stru¢ny popis topografie bfisni dutiny u potkana, popt. srovnani s topografii ¢lovéka.
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5. Anestesie laboratornich zvirat

Sirka Kuchti¢kova

1. Uvod

Nové poznatky a pokrok v lékatrskych i biologickych védach je trvale spojen s pokusy na
laboratornich zvitatech.

V soucasné dob¢ se hledaji a uz i aplikuji alternativni metody, aby se minimalizoval pocet
laboratornich zvifat uvedenych do pokust. Nicméné fada experimentii se bez zvifectho modelu
neobejde.

Z toho divodu volba vhodného druhu pokusného zvifete, spravna manipulace s nim a predevsim
volba vhodného zpiisobu anestézie vyrazné ovliviluje jak pribeh experimentalni prace, tak jeji
vysledky. Vybér vhodného zptlisobu anestesie zavisi na celé fad¢ faktort. Je nezbytné ptihlédnout
k:
1. Povaze chirurgického vykonu (zda se jedna o akutni nebo chronicky pokus) a tomu i
prizpisobit hloubku anestézie a analgezie
2. Znalosti vlivu anestetik na sledované pokusné parametry
3. Druhové specifickym rozdilim v citlivosti a davkovani anestetik u jednotlivych druhti
laboratornich zvifat
4. Technickému a personalnimu vybaveni laboratotre

2. Priprava pokusného zvirete pred anestesii

Velmi dilezitym ptfedpokladem uspéSného provedeni celkové anestézie je zhodnoceni
zdravotniho stavu pokusného zvitete.

K zamezeni predoperacnich 1 pooperacnich komplikaci, zejména zvraceni, a k odlehceni
zazivaciho traktu a krevniho ob€hu je vhodné, aby zvifeti pfed pokusem byla na urcity casovy
usek odejmuta potrava.Voda musi byt samoziejmé k dispozici a je eventuelné odejmuta az tésné
pted pokusem.

Pozor! U malych laboratornich zvitfat je dlouhodobé hladovéni spojeno s nebezpecim vzniku
hypoglykémie a acidozy.

Uprava stavu hydratace

Zjistime-1i pfiznaky dehydratace, provadime infuzni terapii krystaloidnimi roztoky v davce
10ml/kg/hod. V ptipadé nedostupnosti zily miizeme podat subkutdnné depo Ringerova roztoku
vdavce 20-30ml/kg. Takovato zvifata do pokust nezallefiujeme. Naopak sledujeme jejich
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zdravotni stav a pokracujeme v terapii.

Premedikace
K zabranéni vyskytu bradykardie,bronchospasmu a k omezeni slinné sekrece podavame atropin
v druhove specifickych davkach, 10-15 minut pied zavedenim samotné anestézie.

Sedace

K snadnéj$i manipulaci se zvifetem, nebolestivym vykonlim a zklidnéni potencidlni agresivity
nebo k premedikaci pted celkovou anestézii miizeme pouzit nékterd sedativ (propionylpromazin,
dehydrobenzperidol, xylazin)

Celkova anestézie
V zésadé¢ rozeznavame dva zpiisoby celkové anestézie.
1. Injekéni anestézie, pii které je v tekutin€ rozpusténé anestetikum injikovano intraven6zné,
intramuskularn€, subkutanné nebo intraperitonealné.
2. Inhala¢ni anestézie, pti které jsou vdechovéna za pomoci inhalacnich zafizeni plynna
nebo tekuta anestetika.

3. Injek¢ni anestézie

Jako vstupni cestu do organismu muzeme volit intravenézni — i.v.,subkutanni-s.c.,
intramuskularni-i.m. nebo intraperitonealni — i.p. aplikaci. Zpisob podani je pak rozhodujici
v davkovani, rychlosti a nastupu ucinku i pro jeho délku.Pfi i.m., s.c. nebo i.p. injekci dochazi
k aktivni resorpci anestetika tkdnémi nebo pfes peritoneum. Rychlost resorpce je zavisla od
zpusobu aplikace,od mista aplikace, a od stavu krevniho ob¢hu.Pfi i.v. injekci se dostava
anestetikum pfimo do krevniho obéhu a odtud do CNS.

Subkutanni aplikace

Provadime do volnych tkani krku, mezi lopatky nebo stény hrudni. Resorpce farmaka je
opozdénd. Tento zpiisob aplikace je pouzivan pii premedikaci anebo k podani depot tekutin pii
uprave stavu hydratace.

Intramuskularni aplikace

Je velmi Casto pouzivana k anestézii laboratornich zvitat, zejména kralikii a morcat. Davame
prednost aplikaci do musculus quadriceps nebo do musculus gastrocnemius hluboko do stehenni
svaloviny.

Intraperitonedlni aplikace

Tento zpiisob anestézie je vyluéné provadén u malych hlodavci.Zvife pfitom drzime v Sikmé
poloze hlavou dolt a injikujeme do horniho kvadrantu hypogastria.Je mozny jesté jeden zptisob
podani farmak intraperitonealn¢ za pomoci asistenta, a to tak, ze premedikované zviie uchopime
za volnou kizi na krku bfiSkem nahoru, mirn¢ natdhneme zadni nozicky, ¢imz napneme biisni
sténu a poté aplikujeme injekéné farmaka skrze kiizi a bii$ni sténu mirn€ lateralné zhruba ve vysi
pupku kolmo na sténu. Po proniknuti do bfiSni dutiny se jehla sklopi a zavede asi 1 cm a
provadime vlastni aplikaci. Pii tomto podavani anestézie musime brat v potaz velikost a ulozeni
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jater, kterda by mohla byt nespravné vedenym vpichem poskozena. Tento zplisob aplikace nalezi
zkuSenym experimentatorim.

Intravenozni aplikace

Farmaka aplikujeme do povrchové lezicich vén zvifete. U kralika pouzivame véna antebrachii
nebo vena saphena , velmi dobfe pfistupna je véna marginalis auricularis.

U morcete je punkce obtizna.V tivahu ptichazi usni véna nebo véna antebrachii. U nékterych
druhti laboratornich zvitat ptfipadaji k ivahu pro aplikaci ocasni vény. U laboratorniho potkana
ptipada v tivahu ocasni véna. Uspéch aplikace do téchto cév je zavisly na zruénosti a zkugenosti
experimentatora, proto radéji volime jiny zpiisob podani anestézie.

Manipulace a imobilizace laboratornich zviiat, zpiisoby podani farmak.

Mys laboratorni (Mus musculus var. alba)

Mys zvedame z boxu za kofen ocasu a ihned ji pokladdme na drsnou podlozku. Jestlize ji
uchopime pouze za Spi¢ku ocasu, za¢ne po ném Splhat a mize nas kousnout.K intraperitonedlni
aplikaci uchopime mys za volnou ktizi v §ijjové krajin€ palcem a ukazovdkem a ocas drzime mezi
ctvrtym a patym prstem.Zvife pak obratime do polohy na zadech. S mysi manipulujeme velmi
jemnég. Hrubé zachazeni vyvola stres, ktery miize modifikovat nasledny ucinek anestetik a méni
tak spolehlivost pokusu.

Nejcastéji podavame anestetika intramuskularné do svaloviny stehna nebo intraperitoneadlné asi
2-3 mm laterdln€ od pupku. Intravenozni injekce vyzaduje znacnou zrucnost a praxi. K punkci
uzivame nejcast¢ji lateralni ocasni vénu nebo dorzalni metatarzalni vénu. Pistup k vén¢ usnadni
spravné drzeni, ohfati mySi pod infraervenou lampou a ponotfeni ocasu do vody teplé 40-50*C
na jednu az dvé minuty. Pfi opakovaném podavani je tfeba cévu preparovat a kanylovat.

Laboratorni potkan( Rattus norvegicus var. alba)

S potkanem je tfeba manipulovat klidné a bez vahani, protoze pii zkusmych trhavych pohybech
rukou se potkan snadno poleka, citi se ohrozen a mtze zautocit. Pti pfenaSeni drzime potkana
palcem a ukazovackem levé ruky za ocas, asi v poloviné jeho délky, rychle vyzvedneme z klece
s hlavou visici dolti a polozime na podlozku nebo pravé stehno. Nyni palcem a ukazovédkem
pravé ruky uchopime zvife za volnou kiizi v krajiné Sije a pieto¢ime na zéda. Jestlize potkana
uchopime pouze za ocas, ma tendenci podobné jako mysS po ocase Splhat a mohl by nas
nepiijemné pokousat.

Pti druhé metod¢€ uchopime zvite dlani pravé ruky pies hibet s palcem kolem krku a pod bradou
tak, Ze nas nemize v zddném piipad¢ kousnout. U zlych,divokych nebo nemocnych potkanti
pouzivame kozené rukavice.Pfi punkci ocasni zily miizeme potkana zabalit do rousky nebo
rucniku,lze pouzit i specialni odchytovy a odbérovy box.

Subkutdnni injekce podavame do volné kize v oblasti $ije, intramuskuldrni injekce do skupiny
stehenniho svalstva. Intraperitonealni aplikaci podavame zviteti v poloze na zadech.

Zvire pritom drzime v Sikmé poloze hlavou dolii a injikujeme do horniho kvadrantu
hypogastria.Je mozny jeste jeden zpiisob podani farmak intraperitonedlné za pomoci asistenta a
to tak, Ze premedikované zvire uchopime za volnou kuzi na krku briskem nahoru, mirné
natiahneme zadni nozicky,cimz napneme brisni sténu a poté aplikujeme injekcné farmaka skrze
kuzi a brisni sténu mirné lateralné zhruba ve vysi pupku kolmo na sténu.Po proniknuti do brisni
dutiny se jehla sklopi a zavede asi 1 cm a provadime viastni aplikaci.PFi tomto podavani
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anestézie musime brat v potaz velikost a ulozZeni jater, ktera by mohla byt nespravné vedenym
vpichem poskozena.Tento zpusob aplikace nalezi zkusenym experimentatoriim.

Pro intravenozni aplikaci pouzivame nejcCastéji ocasni vény. Tato je u mladych jedinci snadno
pfistupna, protoze klize na ocase neni zrohovatéla. U starSich jedinci je tfeba tyto zrohovatélé
vrstvy odstranit a ponofit ocasek do teplé vody, aby se Zila dilatovala. Uspéch aplikace do téchto
cév je zavisly na zrucnosti a zkusSenosti experimentatora. Pfi opakovaném podavani je tfeba cévu
preparovat a zakanylovat.

Morce (Cavia porcellus)

Manipulace s morcetem je velmi snadnd. Morce uchopime zezadu palcem a ukazoviakem kolem
krénich partii a ostatni prsty ho sviraji kolem hrudniku. Pfedni koncetiny morcete vycnivaji mezi
naSimi prsty. Druhou rukou podpirdme jeho zadni ¢ast.

Intravenozni aplikace farmak u morcete je pomérné obtizna. Je zdvisla na praxi a zkuSenosti
experimentatora. V tvahu pfipadd uSni marginalni véna po predchozim tfeni boltce ukazovakem
a palcem a po dilataci xylenem.Dale je k dispozici véna cephalica a dorzalni metatarzalni véna.
Pouziti intraperitonedlni cesty podéani anestetik je u morcete pro malou vzdalenost mezi sténou
bfisni a bfisSnimi organy dosti riskantni.PfedevS§im hrozi poranéni jater a moCového méchyie.
Subkutdnni injekce se pouziva ziidka, vétSinou pro premedikaci a dopInéni depot tekutin. Kazi
hibetu morcete je obtizné shrnout v fasu. Intramuskuldrni injekce se podava do svaloviny stehna
a tato aplikace je nejrozsifend;jsi.

Kralik (Oryctolagus cuniculus)

Vétsina kralika je krotkd a neagresivni, ale mohou se vyskytnout jedinci, ktefi Skrabou,kousou
nebo kopou.Pfi nesetrné manipulaci se uvolnuji katecholaminy do obéhu v masivnim mnozstvi,
coz Cini kralika citlivéj$im na srdecni arytmie a ohrozuje se tak pribéh anestézie,dale prudké
vymr$téni zadnich nohou muze vést k fraktufe patefe snéslednou ireverzibilni paralyzou
koncetin.

Ke zvifeti v boxu nebo kotci proto ptistupujeme klidné,poklepdvame jemné prsty nad jeho hlavou
a uSima a pfed zvednutim k nému promlouvame klidnym monoténnim hlasem.Jednou rukou
uchopime kralika za volnou kiZi o oblasti lopatek, zatimco druhou ruku ho hladime podél hibetu
az sklouzneme podjeho zadnim koncetiny. Teprve potom vyzvedneme kralika zboxu a
pritiskneme k télu.Kralika nikdy nepokladdme na kluzkou podlozku,kde je znacné nejisty a
podléha panice. Intramuskularni aplikace se provadi hluboko do stehenni svaloviny musculus
quadriceps a musculus gastrocnemius nebo do musculus humeri piedni koncetiny. Subkutanni
injekce aplikujeme do volné klize v oblasti lopatky. Kize je zde velmi volna a snadno se z ni
vytvoii kozni tasa. Intravenozni injekce podavame nejcastéji do marginalni zily.Asistent stoji za
kralikem a palci drzi ucho sklonéné smérem k anesteziologovi. Zadni Cast téla zvitete se pritom
opird o jeho hrudnik. Svymi pfedloktimi pak asistent fixuje kralika po obou strandch. Obéma
prsty ptsobi kompresi marginalni usni zily pfi bazi ucha. Misto vpichu volime co nejdistalnéji,
abychom v pfipadé netspésného pokusu mohli provést dalsi punkci o néco proximalngji. V
laboratoftich, kde se s kraliky rutinné manipuluje, je ¢asto k dispozici odbérovy box, ktery umozni
zafixovani kralika a snadnou manipulaci s nim i jedné osob¢.

Piehled injekéni anestézie u jednotlivych laboratornich zvirat.
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MYS
Sedace:
Dehydrobenzperidol 3mg /kg i.m.; délka G¢inku 60 minut

Injekéni anestézie:

Ketamin 100mg/kg i.m.,i.p. + xylazin 16 mg/kg i.m., i.p. , délka chirurgického stadia anestezie
90 minut = 0,1-0,2 ml/10g Z.v.i.p.

Ketamin 200mg/kg i.m., i.p.

Ketamin 200mg/kg i.m. + diazepam 5 mg/kg i.m.

LABORATORNI POTKAN

Sedace:

Dehydrobenzperidol 0,8 mg/kg i.m.

Diazepam 2,5 mg/kg i.m.

Atropin 0,05mg/kg s.c., i.m. 30 minut pfed vykonem k minimalizaci slinné a bronchiélni
sekrece (zvlasté u anestézie diethyletherem a ketaminem)

Injek¢ni anestézie:

Pentobarbital 20mg/kg i.p.

Ketamin 100mg/kg i.m..i.p. + xylazin 16 mg/kg i.m., i.p. = 0,5 ml/100g z.v.i.p.. Nevyhodou je
zvysena diuréza. Délka ucinku 60 — 90 minut.

MORCE
Sedace:
Xylazin 4mg/kg i.m., délka G¢inku 10-15 minut, dosazend sedace je velmi slaba. Hrozi zvraceni.

Injekéni anestézie:
Ketamin 150 mg/kg i.m. + xylazin 5 mg/kg i.m., délka chirurgického stadia anestézie 40 minut.
Spéanek po anestezii 2-4 hodiny.

KRALIK

Sedace:

Diazepam 5-10 mg/kg i.m., délka ucinku 3-4 hodiny, mirn4 sedace.Vhodné i k premedaci ke
ketaminové anestézii.

Injek¢ni anestezie:

Ketamin 50-70 mg/kg i.m. + xylazin 4- 5 mg /kg i.m. K prodlouzeni anestézie je mozno
ketamin/xylazin ziedit fyziologickym roztokem v poméru 1:3. Délka chirurgického stadia
anestézie kolisa od 45-60 minut, spanek po anestézii 45-75 minut.

Pentobarbital 25-40 mg/kg i.v., mala terapeuticka $ife, moznost vyskytu dechové deprese.
Thiopental 25-30 mg/kg i.v., stadium lehké chirurgické anestézie 10-20 minut.

4. Inhalacni anestézie

Ptedstavuje u zdravého zvirete nejlépe fiditelnou celkovou anestézii a je v principu proveditelna
u vSech druht laboratornich zvirat.Jeji nejjednodussi provedeni spociva ve vdechovani par
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anestetik v boxu.

Daéle 1ze pokracovat maskou a pro nejlepsi zajisténi dychacich cest v pribéhu inhala¢ni anestézie
je trachedlni intubace, poptipad¢ u akutnich stavii tracheostomie.

Nejcastéji pouzivanym inhalacnim anestetikem je diethylether, halotan a methoxyfluran.
Anestézii mizeme udrzovat pomoci smési oxidu dusného a kysliku v poméru 1:1 a 0,5-1%
koncentraci methoxyfluranu.

Malou nevyhodou inhala¢ni anestézie je ten fakt, ze zvifata v inhala¢nich boxech reflexivné
zadrzuji dech, a tim padem muze dojit k fad€ komplikaci souvisejicich s respiracnim a ob¢hovym
systémem.

Resuscitace

Béhem aplikace anestetik mtize dojit u vybranych skupin laboratornich zvirat ke komplikacim.
Jedna se vétSinou o zastavu dechu.

Pfi intraven6znim podéni barbiturati k tomuto dochazi u kralik(i.Vytazenim jazyka
zprichodnime dychaci cesty a jemnou maséazi hrudniku a bficha se pokouSime nastartovat
respiraci.Pfi déletrvajici zastavé dychani musime kralika zaintubovat a fizené ventilovat Cistym
kyslikem.

Podobné je to u laboratorniho potkana pfi inhala¢ni anestézii v boxu. Cyanoza sliznic, usi a v
interdigitalnich oblastech svéd¢i pro ohrozeni respiracnim selhdnim. Thned musi nasledovat
energicka opatfeni, nebot’ potkani Spatné toleruji apnoi a vzapéti nastava i srdecni zastava.Uméla
respirace zalezi na jemném foukani vzduchu nebo Iépe Cistého kysliku do dutiny ustni za pomoci
katetru.K obnové respirace u potkana mize pomoci i jemnad masaz hrudniku. Obc¢as pomutze i

houpani zvitete hlavou doli.

Péce o laboratorni zviirata po celkové anestézii

* Je nutné zajistit dokonalou ventilaci. Trachealni rourku odstrafiujeme az po navratu
polykaciho reflexu.

* Dbat na udrZzovani spravné teploty téla, aby nedoslo k hypotermii. Pouzivame
infracervené lampy nebo elektrické decky .Teplotu zevniho prostfedi udrzujeme na 25°C.

* Pii delSim piespavani ménime polohu

* Probouzejici se zvifata by méla byt izolovana a chranéna pied moZnosti poranéni a
vzajemného napadeni.

*  Vodu k piti podavame az po nédvratu do reflexni polohy.

* Po chirurgickych vykonech dbame na podavani malych davek analgetik k profylaxi
neurogenniho Soku, k prohloubeni dychacich pohybii, ke zlepSeni celkového stavu a
v neposledni fad¢ z etickych divoda.

Euthanazie

Euthanazie ke uspani zvifete s minimem jeho dusevniho a fyzického utrpeni. Metody euthanazie
délime na fyzikalni a chemické. Vybér metody se fidi predevsim druhem laboratorniho zvifete,
poctem zvifat ur€enym k euthanézii, divodem k usmrceni a cilem néslednych vySetieni.

Mezi fyzikalni metody patii a to zejména u malych hlodavcl zlomeni vazu a dekapitace. Jsou
rychle proveditelné, ale mén¢ estetické.

Z chemickych metod je to podani injekénich nebo inhalacnich anestetik, kterymi zvite
predavkujeme.

Jsou to barbiturdty nebo specialné k tomuto ucelu urceny pfipraveny a komeréné dodavany
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kombinovany ptipravek T61. Z inhalacnich anestetik se pouziva ether nebo halothan.

Ptiklady pocitani davek u laboratornich zvifat:
Laboratorni potkan vaha 250 g Davka 0,5 ml/100g

Vypocet:
Podéani 25:2=12,5.....1,25 ml

Kralik vaha2,70 kg Davka: Diazepam 5 -10mg/kg
Amp a 2ml 10mg/ml
Podani 2,7 ml

Davka: Narkamon 5% 60mg/kg
Laga 50 ml 50 mg/ml
Vypocet: 2,7 x 60mg/kg = 162:50(mg/ml)= 3,24 ml z 5% Narkamonu

Dévka: Rometar 2% 5 mg/kg
Lag a 50 ml 20mg/ml
Vypocet: 2,7x5mg/kg= 13,5 : 20(mg/ml)= 0,67 ml z 2% Rometaru

Celkem ve stiikacce smés 3,24 ml 5% Narkamonu a 0,67 ml 2% Rometaru.
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6. Prumérné hodnoty nejcastéji sledovanych
parametri u dospélych laboratornich zvirat

1. Laboratorni mys

Hmotnost

Teplota

Srdeéni frekvence
Arterialni tlak krve
-systolicky
-diastolicky
Dechova frekvence

Mnozstvi krve

Doba srazeni krve
Pocet erytrocytt
Hematokrit

Pocet leukocytt

- neutrofilni granulocyty
- bazofilni granulocyty
-eozinofilni granulocyty
- lymfocyty

-monocyty

Pocet trombocyt
Hemoglobin

2. Laboratorni potkan

Hmotnost

Teplota

Srde¢ni frekvence
Dechova frekvence
Arterialni krevni tlak
- systolicky

- diastolicky

Mnozstvi krve
Doba srazeni krve
Pocet erytrocytt
Hematokrit

Pocet leukocyta

20-90g
37,1 °C
480-740 t/min

95-140 mmHg
20-90 mmHg
84-230 d/min

7,6% télesné hmotnosti
1-3 min

4,7-12,5 mil.mm-3
41%

10 tis.mm-3

20-30%

0-1%

0-1%

35-90%

0-3%

350 tis.mm-3

148¢g/1 (105-160 g/1)

200-500 g
37,3°C
260-600 min-1
66-210 min-1

90-100 mmHg
80 mmHg

5-8 % télesné hmotnosti
2-4 min

5,5-10 mil.mm-3

46%

12,5 tis.mm-3

Sarka Kuchti¢kova
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- neutrofilni granulocyty
-bazofilni granulocyty
-eozinofilni garnulocyty
- lymfocyty

- monocyty

Pocet trombocyti
Hemoglobin

3. Laboratorni kralik

Hmotnost

Teplota

Srdeéni frekvence
Dechova frekvence

Mnozstvi krve

Doba srazeni krve
Pocet erytrocytti
Hematokrit

Pocet leukocytt

- neutrofilni granulocyty
-eozinofilni granulocyty
- bazofilni granulocyty
-lymfocyty

-monocyty

Pocet trombocyt

18-36%

0-1%

1-4%

65-75%

1-6%

600 tis.mm-1

145g/1 (130-150 g/1)

1,5-6 kg

38,5°C

180 min-1(130-300)
53 min-1(38-55)

5% zivé télesné hmotnosti
5-7 min

6,3 mil.mm-3
39,8%

5,2-12 tis.mm-3
8-50%

1-3%

1-8%

20-90%

1-4%

0,130 — 1 mil.mm-3
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7. Pomucky

Sarka Kuchti¢kova

1. Uvodni praktikum. Prace s laboratornim zviretem

Pomiucky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni nark6zu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés ( 10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou pro narkézu a aplikaci
farmak ,ntizky, pinzety anatomické, pean, ocni rozvérac, Sici material, jehelec, chirurgické jehly,
gazu a tampony.

Fyziologicky roztok, jodova tinktura.

2. Alloxanovy diabetes

Faze A: Vyvolani experimentalniho diabetu

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi .

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Roztok alloxanu ve fyziologickém roztoku (13mg/ml).

Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou pro narkézu a aplikaci
farmak,ntizky, pinzety anatomické, pean, Sici material, jehelec, chirurgické jehly a tampony.
Fyziologicky roztok, jodova tinktura.

Faze B: Glukdzovy toleranéni test

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Roztok glukozy (20%).

Glukometr a reagencni prouzky pro stanoveni hladiny glukozy v krvi, reagenéni prouzky pro
stanoveni glukozy v mo¢i ( MelliPhan,GlukoPhan,KetoPhan).

Alkohol pro desinfekci, ziletka, bunicita vata v ptirezech, Petriho miska.

3. Anafylakticka reakce u kralika

Faze A: Senzibilizace laboratorniho kralika

Pomiicky:
Konské sérum, injek¢ni jehla 22G(Cernd), injekeni stiikacka 5 ml, dezinfekce (Septonex spray).
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Faze B: Sledovani zmén v krevnim obraze po anafylaktické reakci

Pomiicky:

Konské sérum, injek¢ni jehla 22G(Cernd) a 21G(zelend), injekeni stiikacka 5 ml.
Zkumavky s vysuSenou smési Stavelanu dle Wintroba.

Hematologicka kazeta obsahujici mikropipetu 25ul,gumovou hadicku a sterilni naustek,
Burkerovu komtirku, buni¢itou vatu v ptitezech.

Banicky s roztoky 475ul pro pocitani jednotlivych krevnich elementt (Tiirkliv roztok pro
leukocyty, Dungeriiv roztok pro eozinofily a prokainovy roztok dle Piettovych pro trombocyty).
Podlozni skla pro zhotoveni krevnich natéri.

Barvici set LeukoDIF a barvici kyvety pro diferencialni pocet leukocytt .

Mikroskop.

Kysely alkohol a ether pro ¢isténi pomtcek.

4. Radiacni poSkozeni krevnich bunék I, I1

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkozu, vahy a zavazi .

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés ( 10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%),
heparin.

Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou pro narkézu, odbérovou
jehlu (rizovou) se stiikackou, nizky, pinzety anatomické, ocni rozvérac, tampony.

Petriho miska na slezinu.

Zkumavky s vysusenou smési Stavelanu dle Wintroba.

Hematologicka kazeta obsahujici mikropipetu 25ul, gumovou hadicku a sterilni naustek,
Biirkerovu komtrku, buni€itou vatu v pfifezech.

Banicky s roztoky 475ul a 4975ul pro pocitani jednotlivych krevnich elementt ( Tiirkdv roztok
pro leukocyty, Haymiiv roztok pro erytrocyty a prokainovy roztok dle Piettovych pro
trombocyty). Zkumavku s transforma¢nim roztokem dle Drabkina pro stanoveni mnozstvi
hemoglobinu.

Sklenéné kapilary pro hematokrit, plastelina na misce.

Podlozni skla pro zhotoveni krevnich natérti. Skla barvena briliantkrezylovou modii pro
retikulocyty.

Barvici set LeukoDIF a barvici kyvety pro diferencidlni pocet leukocytu.

Mikroskop. Centrifuga a odecitaci zatizeni pro hematokrit, spektrofotometr.

Kysely alkohol a ether pro Cisténi pomucek.

Barvena skla s krevnimi natéry.

Mikroskop, imersni olej.

5. Model venozni trombozy u laboratorniho potkana

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injek¢ni stiikacky s jehlou (zelend) pro narkozu a
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aplikaci farmak (oranzova nebo modra), odbérova jehla (rizova) se stiikackou, ntizky, pinzety
anatomické, pean nebo moskyto, ocni rozvérac,o¢ni preparacni pinzety, o¢ni nizky,Sici material,
gaza a tampony.

Heparin, hypotonicky roztok, 2,5% natrium citricum.

Vlhka komiirka (Petriho miska se zvlhé¢enym filtraénim papirem namocenym ve fyziologickém
roztoku).

Centrifuga, koagulometr.

Diagnosticky set pro stanoveni APTT, koagulac¢ni kloboucky,pipety,Spicky a zkumavky.

6. Konzumpc¢ni koagulopatie

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi .

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou(zelend) pro narkozu a
aplikaci farmak (oranzova nebo modra), odbérova jehla (rizova) se stiikackou, ntizky, pinzety
anatomické, pean nebo moskyto, ocni rozvérac, o¢ni preparacni pinzety, ocni ntizky, Sici
material, gdza a tampony.

Heparin, hypotonicky roztok, 2,5% natrium citricum.

Centrifuga, koagulometr.

Diagnostické sety pro stanoveni APTT, fibrinogenu a trombinového casu dle Clause, koagula¢ni
kloboucky, pipety, Spicky a zkumavky.

Mikroskop.

Hematologicka kazeta obsahujici mikropipetu 25ul, gumovou hadicku a sterilni naustek,
Biirkerovu komurku, bunicitou vatu v pfifezech.

Banicky s 475ul prokainového roztoku dle Piettovych pro trombocyty.

Kysely alkohol a ether pro ¢isténi pomticek.

7. Experimentalni Zalude¢ni vied

Pomiicky

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi .

Ether pro narcosi.

Injekéni stiikacka 2 a 5 ml, Zalude¢ni sonda, kadinka.

Fyziologicky roztok, Ranital inj., indometacin (Indren) nebo ketoprofen (Profenid).
Nizky, anatomické pinzety.

Korkova desticka, Spendliky, skla na vyhlazeni povrch sliznice.

Fixac¢ni roztok v kyvete.

8. VySetreni sekrece ZaludeCni Savy v experimentu

Pomiicky:
Akvarium s vikem pro inhalac¢ni narkozu, vahy a zavazi .
Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés ( 10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
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Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou pro narkézu a aplikaci
farmak ,ntizky, pinzety anatomické, pedn, ocni rozvérac, Sici material, jehelec, chirurgické jehly,
gaza a tampony.

Ranital, fyziologicky roztok.

Mikrobyreta, mikropipety, Erlenmayerova barika na titraci, kadinka, centrifugacni kalibrovana
zkumavka.

Fenolftalein, destilovana voda, 0,01mol/l NaOH.

Centrifuga.

9. EKG u potkana

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi .

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou (zelend) pro narkozu,
nuzky, pinzety anatomické, pean nebo moskyto, ocni rozvérac, o¢ni preparacni pinzety, ocni
nuzky, Sici material, gaza a tampony.

Endotracheélni kanyla.

Monitory EKG.

10. Model peritonealni dialyzy u laboratorniho potkana

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni nark6zu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni sttikacky s jehlou(zelend) pro narkézu a
aplikaci farmak (oranzovéa nebo modrd), injekéni stiikacka 20 ml, peritonedlni kanyla, niizky,
pinzety anatomické, Sici material, gaza a tampony.

Ethylenglykol, dialyza¢ni roztok, 7,5% roztok KCIL.

Monitory EKG.

11. Stanoveni kinetiky vylu¢ovani inulinu ledvinami.

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni narkézu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injek¢ni stiikacky s jehlou (zelend) pro narkozu a
aplikaci farmak (oranzova nebo modra), odbérova jehla (rizova) se stiikackou, ntizky, pinzety
anatomické, pean nebo moskyto, ocni rozvérac, o¢ni preparacni pinzety, ocni ntizky, Sici
material, gdza a tampony.

Fyziologicky roztok, inulin 25mg v eppendorfce.

75mM roztok kyseliny beta-indoloctové, konc. HCI, 0,5 % roztok TRITON X-100.
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Centrifuga¢ni zkumavky, mikropipety, Spicky.
Centrifuga, vodni lazen, spektrofotometr.

12. Renalni ischémie, vznik reninu v ledviné

Pomiicky:

Akvarium s vikem pro inhala¢ni nark6zu, vahy a zavazi.

Ether pro narcosi, anestetickd injekéni smés (10 ml Narkamon 1% + 0,5 ml Rometar 2%).
Operacni stolek, operacni kazeta obsahujici injekéni stiikacky s jehlou (zelena) pro narkozu,
nlzky, pinzety anatomické, pean nebo moskyto, o¢ni rozvérac, oni preparacni pinzety, o¢ni
nlzky, Sici material, gaza a tampony.

Fyziologicky roztok, jodova tinktura.

Mikroskopy, preparaty.

13. Akutni infarkt myokardu u kralika

Pomiicky:

Narkoza (Narkamon 5%, Dometat 2%, diazepam), fyziologicky roztok, heparin.
Polypropylenové katetry pro kanylaci artérie a vény, infuzni sety, stiikacky, jehly.
Chirurgické intrumentarium.

EKG monitor a elektrody, zatizeni pro sledovani zmén krevniho tlaku krvavou cestou, dychaci

pristroj.
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8. Model peptické ulcerace Zzaludku na zvireti
Michal Jurajda

1. Cil

Vysvétlit etiopatogenezi vzniku peptickych ulceraci zaludku a dvanactniku. Demonstrovat na
zvitecim modelu ulcerogenni plisobeni nesteroidnich antiflogistik a antiulcer6zni pisobeni
blokatort H2 receptort.

2. Uvod do problematiky

Peptické ulcerace v Zaludku a dvandctniku vznikaji pfi nerovnovaze v plisobeni obrannych
slizni¢nich mechanismii a agresivnich zaludecnich $tav. Vznik peptickych ulceraci usnadnuji
latky a stavy, které vedou ke zhorSeni trofiky Zalude¢ni sliznice a ke snizené produkci hlenu.
Uplatiiuje se také zvySena sekrece zaludecnich §t'av. Naopak protektivné pisobi latky snizujici
sekreci HCI nebo latky zvysujici sekreci hlenu.

3. Material a metody

Laboratorni zvifata (Rattus norvegicus) lacnad po dobu 24 hodin, indometacin substance, ranitidin
(RANITAL, Lek Pharmaceutical), anestetickd smés, chirurgické instrumentarium, katetr.

4. Postup

U laboratornich potkanti vyvoldme aplikaci suspenze indometacinu do zaludku vznik peptickych
ulceraci. Porovnanim kontrolni a pokusné skupiny zjistujeme antiulcerdzni plisobeni ranitidinu.

Zvitata uvedeme do lehké inhalacni éterové narkdzy. Pomoci katetru nasondujeme Zaludek a
podame ranital (u kontrolni skupiny fyziologicky roztok). Po pil hodin€ opét v lehké éterové
narkoze aplikujeme vSem zvifatim suspenzi indometacinu. Experiment vyhodnocujeme po 24
hodinach. Zvifata utratime preddvkovanim etheru a vypreparujeme Zaludek. Zaludek
rozstiihneme podél velké kurvatury a sliznici pod tekouci vodou zbavime Zzalude¢niho obsahu a
hlenu s krvi. Preparaty zaludku napneme mezi dvéma skly a spocitame léze. Poté napneme
zaludky na korkovou desticku a zafixujeme v 10% formalinu. Trvalé preparaty vyfotime a
vyhodnotime plochu a pocet 1ézi. K hodnoceni miizeme pouzit program Imagel.

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

6. Zavér

Neékolik poznamek k mozné interpretaci vysledka (zaveér samoziejmé koncipuji studenti sami),
napt. o¢ekdvany nartst hodnot je... mozné zdroje chyb pii méfeni
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9. Radiac¢ni poSkozeni krevnich bunék 1. a I1.

Lydie Izakovicova Holla

1. Cil

Cilem praktického cviceni je zjistit, jak se méni v disledku celotélového ozareni davkou 4 Gy u
experimentalnich potkant pocet, eventudlné 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). Dale nés zajima, zda dochazi ke zménam hmotnosti ozafovanych zvirat a
nékterych jejich organt (sleziny).

2. Uvod do problematiky

Po celotélovém ozafeni vysSich organizmu se rozviji tzv. nemoc z ozéieni, jejiz projevy zavisi na
velikosti davky a na tom, zda $lo o jednordzové ozareni nebo organizmus obdrzel vyslednou
davku v dlouhych casovych intervalech. Vedle primarnich poruch, vyvolanych vlastnim
ozafenim, probihaji v organizmu i sekundarni reakce, které mohou déle poskozovat tkan¢.
Citlivost na ozafeni ionizujicim zafenim je u riiznych tkani rozdilna. Uginky zéafeni se projevuiji
nejvyraznéji u bungk, které se intenzivné déli. Mezi nejcitlivéjsi bunky patii bunky lymfatické
tkané a kostni diené, dale pak buiiky stfevni sliznice. Po ozafeni se méni krevni obraz, v rané fazi
dochazi ke vzestupu poctu bilych krvinek v periferii (v disledku vyplaveni nezralych leukocytl
z kostni diené€), po némz nasleduje jejich prudky pokles, ktery je charakteristickym rysem
klinického stddia onemocnéni (je zptisoben depleci prekurzorti ve dieni). Po ozafeni vysSimi
davkami se ihned objevi pokles lymfocytt (v diisledku jejich vyssi citlivosti na ozafeni a aktivace
stresové osy) pretrvavajici relativné dlouhou dobu. Rychle také dochazi k poklesu poctu
trombocytll, pozdéji 1 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 dano vztahem mezi jejich ,,pfitokem* (zde kvantifikovanym pomoci retikulocytd) a jejich
odtokem (ozafenim pouzitou davkou nejsou erytrocyty v periferii postizeny), ktery miizeme
povazovat za danou davkou neovlivnitelny, tj. u potkana 100/56 = 1.79% denné¢, (prumérna délka
zivota erytrocytu u potkana ¢ini totiz 56 dni). Vysledky by mély potvrdit elementarni logickou
uvahu, ze rychlost produkce (zde indikovanéa koncentraci retikulocytil) a koncentrace erytrocyti
se po ozafeni méni kazda jinak, i kdyZ pfirozené v zédkonité souvislosti.

Diky tomu, Ze u potkana pfetrvava tvorba krevnich elementl ve slezin€ i postnatalné, bude se
meénit béhem vyvoje nemoci z ozaieni 1 hmotnost a bunécnost sleziny (po prvotni depleci vzroste
hmotnost sleziny nad pivodni Groven a hemopoeza ve sleziné rychle nahrazuje ptetrvavajici
mensi deficit hemopoezy v kostni dieni).

Poznamka: Mezi potkanem a ¢lovekem jsou velké rozdily jak v radiosenzitivité (tedy citlivosti na
ozafeni - potkan je mnohem odolnéjsi a je tedy schopen tolerovat vyssi davky zareni), tak i

v krevnim obraze (u potkana je obraceny pomér v zastoupeni poctid neutrofilii/lymfocytt oproti
lidem a kratsi zivotni doba erytrocytt v periferii-kolem 56 dnii — zavisi na kmeni potkant).

3. Material a metody
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Hayemuv roztok, Biirkerova komtirka, svételny mikroskop, mikropipeta 25 UL, kyveta tloustky 1
cm, fotometr s barevnym filtrem pro 530 - 550 n (SPECOL), transformacéni roztok podle
Drabkina, Tiirkav roztok, banicka s 475 pl prokainového roztoku (20ti ndsobné ziedéni), barvici
roztok 1 (Eosin Y + fosfatovy pufr pH 6.8), barvici roztok 2 (Azur Il + fosfatovy pufr pH 6.8),
oplachovaci roztok (fosfatovy pufr pH 7.2).

4. Postup

a) Stanoveni poctu erytrocytit - melanzérova metoda:

Provedeni: Do melanzéru pro Cervené krvinky nasajeme pomoci gumové nasavky krev ptresné po
znacku 0.5 (fedeéni 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 nasatim 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
opatrné gumovou nasavku, uzavieme palcem a ukazovakem ob¢ usti melanzéru a dobfe michame
2-3 minuty. Po odképnuti nékolika kapek z melanzéru vpustime dalsi kapku krevni suspenze pod
kryci sklicko pocitaci komurky, az se kapka rozlije v souvislé vrstvé mezi krycim sklem a spodni
plochou komurky. Cca za 3 minuty poc¢itame krvinky ve 20 obdélnicich:

E=220 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 transforma¢niho roztoku podle Drabkina ptidame 25 pl krve a
po promichani nechdme 10 min stat. Potom méfime extinkci vzorku ve fotometrické kyveté
tloustky 1 cm oproti Drabkinové roztoku. Soucasné méfime extinkci standardi o znamych
koncentracich pro kalibracni piimku. Z této ptimky odecteme koncentraci Hb v g/I1.

¢) Stanoveni hematokritu - mikrohematokritova hodnota:
Centrifugujeme kapilary délky 75 mm s nasatym krevnim sloupcem 3 min. pii 100 000 g.
Oddeleny sloupec erytrocytii se odecitda pomoci odecitaciho zafizeni (tabulka). Z poctu

erytrocytl, mnozstvi hemoglobinu v krvi a hematokritu je mozno spocitat tzv. indexy cervené
krvinky podle téchto vztah:
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MCV (um’) = Het x 10 / podet ery v milionech, kde MCV je stfedni objem erytrocytu v um’

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

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

d) Pocitani leukocytit - melanzérova metoda:

Provedeni: Krev odebirame analogicky jako u ¢ervenych krvinek ptislusSnym melanzerem, ktery
ma déleni 0.5, 1, 11. Krev nasavame piesné ke znacce 0.5 (fedeéni 1: 20). Pomoci nasavky
dosajeme fedici roztok pro bilé krvinky po znacku 11. Bilé krvinky pocitame v 50 stiednich
¢tvercich:

L= x 100 prifedéni 1: 20 (pocet/pl)

e) Pocitani krevnich desticek - dle Piettovych:

Provedeni: Do banicky 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 komtrky. Trombocyty se nechaji cca 10 min
sedimentovat a potom se pocitaji pii zvétSeni 240x, resp. 150x v dobie zaclonéném svételném
poli.

T=220 x 1 000 (pocet/ul)

J) Priprava periferniho ndtéru:

Kapku krve jsme képli na podlozni sklicko 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
ten¢i). Kapku rozetfeme rychlym pohybem ve sméru od kapky. Natér ma byt homogenni,
rovnomérny a piimefené tenky, coz vyzaduje jisty cvik. Dlouhé okraje maji byt rovné, na konci
natéru cipaté az do ztracena.

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

Provedeni:

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

* Roztoky 1-4 se naliji do vhodnych nddobek

* Natér se fixuje tak, ze se ponoii 5x na 1 sekundu do fixa¢niho roztoku. Po kazdém ponoteni
se necha roztok stéci a jeho prebytek se odstrani otfenim kapky o sténu nadobky

* Fixovany natér se ponoii 3x na 1 s do barviciho roztoku 1. Po kazdém ponofeni se necha
roztok stéci a jeho piebytek se odstrani otfenim kapky o sténu nadobky
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* Natér se ponoii 6x na 1 s do barviciho roztoku 2. Po kazdém ponofeni se necha roztok stéci a
jeho ptebytek se odstrani otfenim kapky o sténu nadobky
» Sklicko se oplachne oplachovacim roztokem a neché se zaschnout volné na vzduchu

g) Natér na stanoveni retikulocyti - nepiimd metoda pomoci brilantkrezylové
modii:

Provedeni: Natér zhotovime obvyklym zplsobem na plochu podlozniho sklicka s predem
nanesenou zaschlou kapkou 1% brilantkrezylové modii. Nabarvené preparaty nechame tfadné
uschnout pied dal$im zpracovanim.

h) Pocitani retikulocytii:

Provedeni: Urcuje se poCet mladych erytrocytii se zbytky ribonukleové kyseliny v plasmé, tzv.
substantia reticulofilamentosa (zbytky RNA se pomoci brilantkrezylové
modri obarvi tmaveé modte, takze retikulocyty mtizeme odlisit od zralych erytrocytit).

Pocitame s imerzi, pifi 10-nasobném zvétSeni objektivu. Urcujeme pocet retikulocytt
pfipadajicich na 1000 erytrocytl a vysledek uvadime v tisicinach (promile). Z jistého hlediska
informativnéj$i je vypocitat z této hodnoty a ze zjisténého poctu erytrocyti absolutni pocet
retikulocytt (pfepocet faktorem x 10°/1).

i) Diferencidlni rozpocet bilych krvinek:

Provedeni: Pocet jednotlivych druhti uréujeme nejméné na 100, 1épe na 200 leukocytl, natér
pfitom prohlizime meandrovité, protoze rozlozeni jednotlivych subtypt bilych krvinek neni v
natéru stejnomérné. Pocet jednotlivych druhti nakonec vyjadiime procentualné.

Vysettime skupinu potkanti kontrolnich a 2 skupiny potkant ozéatenych (v prvni budou zvitata
ozarena pied tfemi dny a ve druhé potkani ozareni pted 20 dny). Pied zacatkem experimentu
uvedeme zvifata do lehké anestézie (inhalaénim podanim Halotanu), zvazime je a poté podame
intraperitonealn¢ (i.p.) Rometar s Narcamonem v davce 0.5 ml/100 g (roztok ziskame smichanim
0.5 ml 2% Rometaru s 10 ml 1% Narcamonu), ¢imz uvedeme zvifata do celkové anestézie.
Torakotomii 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 odképneme 2 kapky na 2 podlozni sklicka pro zhotoveni krevniho
natéru a stanoveni retikulocytti (sklicko pro pocitani retikulocytii bude oznaceno). Zbytek krve
vysttikneme do zkumavky s protisrazlivou oxalatovou smeési a jemné promichame. Po odbéru
krve zvazime také vypreparované sleziny, jejichz odbér provadime ze stfedni laparotomie.

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

5. Vysledky

Ziskana data budou porovnana vzajemné mezi vSemi skupinami (tj. budeme sledovat rozdily
mezi skupinou kontrolnich zvifat, potkant ozatenych pted 3 dny a pted 20 dny), abychom mohli
posoudit dynamiku zmén parametri krevniho obrazu. Statistické zpracovani Mann-Whitney
testem bude doplnéno korekci na mnohonasobné srovnani vybranou metodou (Holm,
Bonferroni).

6. Zavér

Z vysledkt praktika vyhodnotime dosazené zmény v krevnim obraze a vysvétlime ptipadné
odchylky od pfedpokladanych vysledkti (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 zvysSenou hladinou bilirubinu
v séru. Pfi mirném zvyseni nemusi byt zluté zbarveni ztetelné (subikterus). Pro zvySenou hladinu
bilirubinu v séru se pouziva termin hyperbilirubinémie. Bilirubin je kone¢ny produkt degradace
hemu. Pfi zaniku erytrocytli se z nich uvoliluje hemoglobin, z hemové ¢asti je hemoxygenazou
odstranéno zelezo a zbytek je pfeménén na bilirubin. Dals§i zpracovani bilirubinu se déje
vyhradné v hepatocytech. Po vstupu do hepatocytu nasleduje jeho rychld konjugace
s glukuronovou kyselinou proti koncentraénimu gradientu do Zluci. Vznikd ve vodé nerozpustny
konjugovany bilirubin.

Podle mechanismu vzniku délime ikterus do tii skupin: prehepatalni, hepatalni a posthepatalni.

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

Hepatalni ikterus je zpusoben poruchou metabolizmu bilirubinu v jatrech (vychytavani,
konjugace nebo vyluCovani z hepatocytu) nebo poskozenim az zanikem hepatocytii pii jaternich
chorobéch.

Ptic¢inou vzniku posthepatéalniho ikteru je cholestaza (porucha odtoku zluci).

3. Material a metody

Anestetickd smés (1% Narcamon s Rometarem), chirurgické instrumentarium, operacni stolek,
injekeéni stfikacky, 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 zaznamename.
Potkana fixujeme na opera¢nim stolku a provedeme laparotomii. Pomoci rozvérace otevieme
dutinu bfi$ni 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 nastroje. Stejny postup mimo podvazu ductus choledochus
provedeme u kontrolnich potkani. Dalsi faze pokusu nasleduje za tyden.

b) Diagnostika ikteru

Potkana uvedeme obvyklym zptsobem do narkézy. Porovndme vahu zvifat pfed a po operaci,
sledujeme zabarveni usi, pacicek a ocasu a porovname s kontrolnimi zviraty. Srdec¢ni punkci
odebereme krev do stfikacky proplachnuté heparinem. Krev ze stiikacky (jiz bez jehly) opatrné
vstitkneme do plastové zkumavky urcené k centrifugaci. Po 10 minutach centrifugace (3000
otaek za minutu) ziskdme plazmu, kterou dale analyzujeme. Sledujeme zabarveni plazmy po
centrifugaci. Punkci mocového méchyfe odebereme moc¢. Pomoci indikatorovych papirkt
vySettime ptitomnost bilirubinu a urobilinogenu.

5. Zavér

PopiSeme pozorované zmény. Porovname hladiny bilirubinu v plazmé& a v mo¢i mezi pokusnymi
a kontrolnimi zvifaty.
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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 pfitomnosti
heparinu a srovnat naméiené hodnoty koagulacnich testli v obou skupindch pokusnych zvirat.

2. Uvod do problematiky

Trombozou rozumime vytvareni krevnich srazenin uvnitt cirkulacniho systému. Ke vzniku tohoto
stavu vede poskozeni cévni stény (zanétem, ateroskler6zou), vyssi srazlivost krve (pii poruse
antikoagulacnich faktorG nebo uvolnénim koagulacnich faktori z poskozené tkan€) a snizena
rychlost prutoku krve (napf. u lezicich pacientll). K témto mechanismiim pfispiva i zvySena
viskozita krve (u polycytémie, dehydratace apod.).

Mezi ptirozené antikoagulacni faktory patii specificky endotelovy protein trombomodulin a
plazmatické proteiny jaterniho pivodu (protein C, protein S a antitrombin III). Heparin (at’ uz
télu vlastni nebo dodavany za lé¢ebnym tcinkem) snizuje srazeni krve aktivaci antitrombinu II1.

3. Material a metody

anestetickd smés (20 dila 1% Narkamonu a 1 dil 2% Rometaru, 2 ml hypotonického roztoku (25
% roztok fyziologického roztoku), roztok heparinu v Michaelisové pufru, injekéni jehly a
stiikacky (1 stfikacka na 2 ml s obsahem 0,2 ml natrium citricum), chirurgické instrumentarium,
preparacni stolek, vlhka komirka (Petriho miska s filtratnim 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) umoznuje kvalifikovat i
kvantifikovat tvorbu trombu ve vendéznim fecisti, kterd se dd standardné vyvolat spolecnym
pusobenim dvou zékladnich patogenetickych mechanismti poskozujicich cévni endotel —
plsobenim hypotonického roztoku a stagnaci krve ve vendznim fecisti. Hmotnost trombu je
mozno modifikovat aplikaci heparinu. Aktualni situaci v koagulaci je mozno monitorovat pomoci
koagulacnich testii, napt. aPTT (aktivovany parcidlni tromboplastinovy ¢as) a TT (trombinovy
¢as), nebo stanovenim koncentrace fibrinogenu.

Anestezie

Laboratorni potkany po uvodni inhala¢ni anestézii uvedeme do celkové nark6zy podanim smési
20 dild 1% NARKAMONU a 1 dilu 2% ROMETARU i.p. v mnozstvi 0,5ml/100g vahy.
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Operacni vykon

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

« 1. skupina: experimentalni venozni trombdza bez antikoagulacni terapie
« 2. skupina: experimentalni ven6zni tromboza s antikoagulacni terapii

Zvitatim podame do vena jugularis 2 ml hypotonického roztoku (25% roztok fyziologického
roztoku). Ve skupiné s antikoagulacni terapii pfidame do tohoto roztoku jest¢ vypoctené
mnozstvi heparinu tak, aby zvife dostalo antikoagulacni davku 4 U/kg. Zvife fixujeme na
operacnim stolku v poloze na hibet¢. Nuzkami rozstfihneme kraniokaudaln¢ kuzi cca lcm
lateraln€ od manubrium sterni tak, aby byla viditelna v. jugularis externa v mist¢, kde se zanotuje
pod m. pectoralis. Cévu nepreparujeme! Jehlu zavedeme kranidln€¢ pfes 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 n¢kolika stehy.

Ze sttedni laparotomie pomoci o¢niho rozvérace otevieme dutinu bfisni a tupou preparaci opatrné
uvolnime cévni svazek abdominalni aorty a vena cava inf. tak, aby bylo pod uvolnény cca 2 cm
dlouhy segment mozno nalozit dvé ligatury (horni ligatura pod levou renalni vénou, dolni cca 2
cm pod horni). Obé¢ ligatury zatdhneme. Po uplynuti 10 min rozstfihneme hrudnik ve stfeni ¢afe a
provedeme intrakardidlni odbér krve do stiikacky s pfipravenym citratem (1:9). Dobie
promichanou krev ze stiikacky opatrné stiikneme do plastikové zkumavky pro centrifugaci. Po
10 min centrifugace (3000 ot) ziskdme plasmu, kterou dale analyzujeme.

Po odbéru krve ze srdce (zvife uhyne) vystithneme cévni segment z dutiny bfisSni a umistime ho
do vlhké komurky. Segment zvazime nejprve cely, pak jej rozstiihneme, oplachneme
fyziologickym roztokem, vysusime a znovu zvadzime. Z rozdilu obou hmotnosti vypocitdme
hmotnost trombu (timto postupem se do jisté miry relativizuje rozdil v délkach segmentt
izolovanych na jednotlivych pracovistich).

Laboratorni cCast

a) aPTT (aktivovany parcialni tromboplastinovy €as)

Do 0,1 ml plasmy ptidame 0,1 ml kefalinkaolinového reagens a stejné mnozstvi 0,025 mol/l
CaCl2. Kefalinova slozka reagens aktivuje XII. Hagemanntv faktor vnitini koagula¢ni kaskady.
Kaolinova zrna standardné imituji membrany krevnich desticek, které byly od plasmy odd¢€leny
centrifugaci. Koagulacni faktory obsazené ve vzorku plasmy po aktivaci kefalinkaolinovym
reagens a po pridani 0,025 mol/l CaCI2 za¢nou srazet fibrinogen v plasmé na fibrin. Dobu srazeni
(s) registruje koagulometr jako aPTT.

b) Trombinovy ¢as (TT)
Ptidani standardniho mnozstvi trombinu k plasmé zplsobi pieménu fibrinogenu na fibrin

v ur¢itém Case, jehoz délka zavisi na mnozstvi a kvalité fibrinogenu a na pfitomnosti ptipadnych
inhibitort krevniho sraZeni.
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Do 0,2 ml vySetfované plasmy piidame 0,2 ml trombinového reagens. Koagulometr méfi Cas, za
kterou se suspenze srazi.

Prodlouzeny TT je pfi snizené hladin¢ fibrinogenu, dysfibrinogenémii, v piitomnosti heparinu a
pii ziskanych poruchach koagulace (DIC).

c) Stanoveni fibrinogenu dle Clausse
Po pfidani vysoce koncentrované¢ho trombinu ke zfedéné plasmé (ziedéni eliminuje vliv
inhibitorti koagulace) je doba koagulace pfimo imérna koncentraci fibrinogenu.

K 0,2 ml vySetiované plasmy fedéné 1:9 fyziologickym roztokem piiddme 0,2 ml trombinového
reagens. Koagulometr zmé&ii ¢as srazeni. Z kalibracni ktivky pak piimo odecteme koncentraci
fibrinogenu v plasmé v g/1.

Zvysené hodnoty byvaji u zanétlivych a neoplastickych onemocnéni a u akutnich internich stavi.
Snizené hodnoty nachézime u hypofibrinogenémie, DIC, pii fibrinolytické 1€cbé, pii tézkych
poruchach jaterniho parenchymu.

5. Vysledky

bez heparinu s heparinem

m trombu m trombu

(mg] _|*PTTIs]| TT [s] |Fgen [g/1] img] _|2PTTIs]| TT [s] [Fgen [g/]

AN N[ ]|WIN|—
SN[ (B [ 0=

Vysledky zapsané do tabulky srovname pomoci neparametrického neparového Wilcoxonova
testu.

9. Zavér

Zhodnotime vysledky experimentu na zéklad¢ provedené statistické analyzy.
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12. Experimentalné navozeny diabetes
mellitus u pokusného zvirete - diagnosticky
prikaz gluk6zovym toleran¢nim testem

Katerina Kankova

1. Cil

Provedeni glukézového tolerancniho testu k priikazu porusené schopnosti regulace glykémie,
popf. manifestniho diabetu u pokusného zvifete s experimentdlné vyvolanym diabetem.
Sezndmeni se s moznostmi diagnostiky diabetu mellitu a hodnocenim naleza.

2. Uvod do problematiky

Diabetes mellitus (DM) je syndrom charakterizovany deficienci u¢inku inzulinu. Z hlediska
pricin deficitu inzulinu rozeznavame dva zakladni typy onemocnéni: (1) DM typu I - porucha
vznikd v dasledku absolutniho nedostatku inzulinu pfi autoimunitni destrukci B bunék
Langerhansovych ostravkii pankreatu a (2) DM typu II - relativni deficience vznikd v dusledku
inzulinové rezistence v perifernich tkdnich normalné¢ citlivych na inzulin (kosterni sval, tukova
tkan, jatra).

kapilarni krvi po osmihodinovém la¢néni). Jeji opakovany prikaz staci ke stanoveni diagnézy
diabetu. Krom¢& manifestniho diabetu ovSem existuje i tzv. porusend glukézova tolerance (PGT),
kdy je glykemie nala¢no normalni, ale po zatézi glukdzou dlouho pietrvava hyperglykémie a jeji
maximalni hodnota je vyssi nez norma (<11.Immol/l za dvé hodiny po podani glukézy). K
rozliSeni spornych pifipadli diabetu a odhaleni PGT slouZzi glukézovy toleran¢ni test. U ¢lovéka
jej v naprosté vétSin€ piipadi provadime v modifikaci peroralni, kdy vysetfovany vypije
standardni davku rozpusténé glukozy (75g) a glykémie se stanovuje v ¢ase 0 (tj. nala¢no), za 60 a
120 minut. U pokusného zvitfete vzhledem k nesnadné peroralni aplikaci glukdzy pouzijeme
modifikaci intraperitonedlni. Krev na stanoveni glykémie odebirdme z ocasni Zily v ¢ase 0, 30 a
90 minut.

K vyvolani experimentalniho diabetu se u zvifat nejéast&ji pouZiva alloxan' nebo streptozotocin®.
Obé latky selektivné toxicky poskozuji B buitky Langerhansovych ostriivkl pankreatu a vedou v
zéavislosti na davce k rozvoji rizné¢ zavazné inzulinopenie, a tedy diabetu typu I. Plisobeni
alloxanu podaného intraven6zné v dostatecné vysoké davce je experimentalné dobie popsano.
Alloxan vyvola nejprve pfechodnou stimulaci 8 bunék, pii které dojde k uvolnéni intracelularnich
zasob inzulinu a vznikne kratkodobd hypoglykemie. Po n€kolika dnech se pak u zvitat objevi
inzulinopenie s klasickymi ptiznaky diabetu: hyperglykémie, glykosurie, polydipsie a polyurie.
TiZe projevu je zavisla na pouzité davce: zni¢eni vSech B bungk, a tedy kompletni inzulinopenie,
je dosazeno davkou cca 65mg/kg vahy zvifete (potkan), v naSem piipad¢ volime zamérné davku
nizsi.
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Jako prikaz rozvoje DM u potkana provedeme modifikovany glukdézovy toleran¢ni test -
stanovime glykémii nalacno a za 30 a 90 min po intraperitonealni aplikaci 20% glukozy.

B diabetes
BrcT
norma

glykemie (mmaol/l)

na laéno 60 min 120 min

Obrazek 1. Ukazka hodnoceni oralniho glukézového tolerancniho testu u ¢lovéka (plna kapilarni,
popf. 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, akvarium, éter, operacni stolek, niizky, pinzety, chirurgické jehly, jehelec, Sici
material, vahy, osobni glukometr, reagencni prouzky Glucophan a Ketophan, popt. Diaphan (vse
PLIVA Lachema), Petriho miska.

4. Postup

a) Experimentalni navozeni diabetu

Zvite uvedeme do anestézie (inhala¢ni uvod, anestetickd smés 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na
operac¢nim stolku v hibetni poloze. Nizkami provedeme opatrn¢ incizi klize na krku ve stf. ¢are.
Zpftistupnime operacni pole v misté, kde se v. jugularis externa zanotfuje pod musculus pectoralis
a kanylujeme v. jugularis. Cévu nepreparujeme ani jinak netraumatizujeme, intradermalni jehlu
zavedeme kranidlné pfes m. pectoralis a bez aspirace aplikujeme roztok alloxanu v objemu
0.1ml/100g vahy zvitete. U kontrolnich zvifat stejnym zpisobem aplikujeme fyziologicky roztok.
Operacni ranu uzavieme n¢kolika stehy. Zvifeti v mezidobi poskytneme naleZitou pooperacni
péci a nutrici, zejm. vSak dostatecnou hydrataci s ohledem na rozvijejici se hyperglykémii. Dalsi
faze pokusu nasleduje cca za 5 dni.

b) Glukézovy tolerancni test

Zvitata obvyklym zplsobem uvedeme do narkédzy. Okamzité po nastoupeni plné anestézie
vySettime glykémii nalacno (zvifata jsou v den pokusu la¢na). Glykémii stanovime ze vzorku
zilni krve pomoci osobniho glukometru dle doporuceni vyrobce. Potkanovi otieme proximalni
Cast ocasu tamponem navlhéenym v alkoholu. Ziletkou naifizneme p¥i¢éné kizi v mistech, kde
probiha ocasni zila. Kapku krve opatrné obtiskneme na reagen¢ni zoénu prouzku. Kapka musi byt
dostatecné velkd, ale nesmi pfetéct pres okraje reagencni zony. Krvaceni zastavime kompresi
tamponem. Po zméfeni glykémie nala¢no zviteti aplikujeme 20% glukoézu i.p. v davee 1ml/100g
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(. 2g/kg). Stejnym zpisobem zmeiime glykémii za 30 a 90 minut po podani. V mezicasech mezi
meéfenimi polozime zvife na bficho a pod panev vlozime Petriho misku na zachyceni moc¢i. Na
zaveér praktika stanovime pomoci reagencnich prouzka semikvantitativné pritomnost glukozy a
ketolatek v zachycené moci.

5. Vysledky

Z jednotlivych naméfenych hodnot glykémii zvitat v piislusné skupiné (diabetici, kontroly)
spocitame pruméry a smérodatné odchylky. Primérné hodnoty glykémii v jednotlivych ¢asech
méfeni vyneseme do grafu a ziskdme profily glykémii pro diabeticka versus kontrolni zvitata.
Statisticky zhodnotime vyznamnost rozdilu hodnot v 0., 30. a 90. minuté mezi skupinami
(neparametricky neparovy test).

6. Zavér

Komentar a interpretace vysledkt - doslo ptsobenim alloxanu k vyvolani diabetu nebo porusené
glukozové tolerance? Co indikuje nalez glukdzy a ketolatek v moci?

7. Poznamky

'Alloxan (mesoxalylurea) je organickd slouenina s pyrimidinovou heterocyklickou kostrou.
Alloxan je oxidacni produkt kyseliny mocové, sam je silnym oxida¢nim cCinitelem. Selektivni
pusobeni je umoznéno transportem alloxanu do B bunék pomoci GLUT2 (dostava se i do jater,
tam je ale detoxifikovan). Pfechodna hyperinzulinemie je zplsobena zvySenim intracelularni
hladiny Ca*" (depolarizace membrany alloxanem a inhibice Ca*"-ATP-az) s naslednou stimulaci
exocytozy inzulinovych sekrecnich granul. K poruse tvorby a sekrece inzulinu vede jednak
inhibice glukokinazy v dusledku jeji oxidace, ale zejm. vlastni oxida¢ni poSkozeni a destrukce 8
bunék reaktivnimi metabolity kysliku. Pii cyklické redukci alloxanu na kyselinu dialurovou a
oxidaci zpét na alloxan vznika superoxid. V dismutacni reakci se méni na hydrogenperoxid, ktery
muze vstupovat do Fentonovy reakce s Fe2+ za vzniku velmi toxického hydroxylového radikalu.
Antioxida¢ni kapacita B bun€k je narusena zejm. v disledku oxidace glutathionu alloxanem.
Vysledné oxidativni poskozeni DNA aktivuje repara¢ni enzymy, které pro svou cinnost
vyznamng spotiebovavaji NAD+ a ATP a naruSuji tak energeticky stav bunky, coz miize vést k
jejimu zéniku.

*Mechanizmus selektivniho uéinku streptozotocinu spo&iva opét v jeho transportu do B bundk
prostfednictvim GLUT?2. Vlastnim patologickym efektem je alkylace DNA, ktera podobn¢ jako v
piipad¢ alloxanu aktivuje reparac¢ni pochody sekundarné vycerpavajici bunécny metabolizmus.
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13. Experimentalné navozena aterosklerozau
pokusného zvirete

Katerina Karkova

1. Cil

a) Objasnit patogenezi aterosklerdzy s dirazem na kauzalni efekt endotelového poskozeni
b) Ukazat kumulativni efekt kardiovaskularnich rizikovych faktori — hypertenze a
hypercholesterolemie — na progresi aterosklerozy.

2. Uvod

Jednim znejdulezitéjSich a velmi pravdépodobné kauzalnich momentll v patogenezi
aterosklerdzy je poskozeni endotelu chronickou expozici chemickym, biologickym i fyzikalnim
noxam (napi. hypertenze, hypercholesterolemie (zejm. oxidované castice LDL), reaktivni
metabolity kysliku, homocystein, nékteré mikroorganizmy aj.). Zpocatku funkcni poskozeni
posléze startuje cévni remodelaci zasahujici vSechny slozky stény cévy, které je podstatou
aterosklerotického procesu. Omezeny pratok cévou a oblenénd perfuze celé zdsobované oblasti,
popt. uplny uzavér 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 ptihod.

3. Material a metody

V experimentu budou pouziti potkani kmene Wistar. V bodé A, B 1 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 ramci bodu C budeme srovnavat sledované
parametry mezi témito skupinami zvifat a dale si prohlédneme preparaty zhotovené stejnym
postupem (body A - C) u dalsich dvou exp. modelt: 3) hypertenzni zvifata (operacn¢ navozena
hypertenze Castecnou ligaturou abdomindlni aorty, ndsledné kanylace a. carotis a denudace
endotelu), 4) hypercholesterolemicka zvitata (dietné¢ navozena hypercholesterolemie obohacenim
potravy o zivocisné tuky, nasledné kanylace a. carotis a denudace endotelu).

Anestetikum, operacni stolek a instrumentarium, fyziologicky roztok, injekéni jehly, stfikacky,
Fogartyho arterialni embolektomicky katetr 120 602F, 60cm, naplih max. 2ml — [J 4mm (obr. 1),
0.5% Evansova modf, fixace dle Bouina, alkohol, xylen, parafin, mikrotom, hematoxylin-eosin,
protilatky (anti-vWf aj.).
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balének
(¢arkované po” ™
insuflaci)

Obrazek 1. Schematicky Fogartyho arterialni embolektomicky katetr.

4. Postup

a) Experimentalni navozeni aterosklerozy

Zvite uvedeme do anestézie (inhala¢ni uvod, anestetickd smés 0.5ml/100g i.p.) a fixujeme na
operac¢nim stolku v hibetni poloze. Nuizkami provedeme opatrn¢ incizi kiize na krku ponékud
lateraln€ od stt. ¢ary. Zptistupnime operacni pole v miste, kde se z a. carotis communis rozd¢lu;ji
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 podvaZzeme a. carotis externa pod mistem vpichu. U kontrolnich zvifat postupujeme
stejnym zpusobem ovSem bez nafouknuti balénku. Operacni ranu uzavieme v jedné vrstveé
né¢kolika jednotlivymi stehy. Zviteti v mezidobi poskytneme nalezitou pooperacni péci a nutrici.
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a. carotis interna a. carotis externa

—\

a. carotis communis

Obrazek 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 ivodni ¢ésti experimentu. A — podvaz a. carotis externa, B —
zavedeni Fogartyho katetru, C — zavedeni katetru do a. carotis communis, inflace balonku 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 skupiné (nativni preparaty) aplikujeme 1 hodinu pied euthanasii
Ewansovu modf i.v. do ocasni zily (1mg/kg). Pfed euthanasii provedeme pro ucely fixace
preparatt cév tlakovou perfuzi (proplach fyziol. roztokem a nasl. fixace Bouinovou tekutinou po
dobu 16-ti hodin). Poté vystiihneme cévy, odvodnime, zalijeme do parafinu a krdjime
mikrotomem fezy tloustky ~4um. Barvime piehledné hematoxylin-eosinem a specidlnimi
protilatkami — anti-von Willebrandtv faktor (endotel), anti-elastin (tunica media).

¢) Hodnoceni histologickych preparati cév

Obarvené preparaty prohlizime ve svételném (H-E, elastin) a fluorescenénim (anti-
vW{/DAB/fluorescein) mikroskopu a hodnotime nasledujici parametry: (i) tloustku intimy a
medie (mm), (i) pramdr lumen, (iii) plochu lumen (mm?) na p¥iénych fezech cévou a (iv) délku
defektu endotelu (mm) na podélnych fezech cévou. Schematické znazornéni sledovanych
parametrii ukazuje obr. 4.
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A kontrola

pokus

prumér lumen

tlouska intimy + medie

plocha lumen

N

délka defektu
endotelizace

Obrazek 4. Hodnoceni 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-vWf).

5. Vysledky

U jednotlivych naméfenych hodnot (viz tab. 1) spocitame 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 zvitraty skupin 1, 2 a 3 (neparametrické neparové

testy).
pokusna 1 pokusna 2 pokusna 3

kontrola |\ rmo TK/ICH) | (1TK) ¢achy |9

tloust’ka intimy 13 4

+ medie (mm)

28

3

O lumen (mm) 14
28

3

plocha lumen
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(mm”) 14
28
délka defektu 3
endotelu (mm) =
28
6. Zavér
Komentat a interpretace vysledkii — doSlo v disledku denudace endotelu k nastartovani

aterosklerotického procesu? Jak byla progrese aterosklerézy ovlivnéna pusobenim dalSich
kardiovaskularnich rizikovych faktorti (hypertenze a hyperlipidemie)? Jakym zplsobem se
endotel za fyziologickych okolnosti podili na udrzeni normalnich morfologickych a funkénich

pomért 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 pficinu zmén EKG pfi adrenergni stimulaci, hypokalcémii a hyperkalémii,
experimentalné¢ vyvolané podanim adrenalinu, blokatori Ca-kanali (verapamil) a KCl, jako
modelovych situaci a potenciondlné Zzivot ohrozujicich patofyziologickych stavii v humanni
medicin€.

2. Uvod do problematiky

Autonomni nervovy systém (sympaticky prostfednictvim B1 adrenergnich receptord a
parasympaticky prostiednictvim M2 cholinergnich receptori) moduluje piedevsim rychlost
geneze ak¢niho potencidlu v pacemakerovych buitkdch SA uzlu (chronotropni efekt) a vedeni AV
junkci (dromotropni efekt). Adrenergni stimulace ma rovnéz 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 ledviné (parathormon) a rovnovahou 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, vapnikem; zbytek je
vazan na bilkoviny (zejm. albumin) a komplexy s bikarbonatem, fosfatem aj. Ionizace kalcia je
ovlivnéna pH. Velky vliv na plazmatickou [Ca2+] maji fosfaty, soucin koncentrace kalcia a
fosfatd je zhruba konstantni. Pokles hladiny ionizovaného Ca vede ke zvySeni nervosvalové
drazdivosti. Hypokalcémie prodluzuje repolarizaci, hyperkalcémie ji naopak zrychluje. Mimo to
ma kalcium pozitivni inotropni Gc¢inek.

Bilance drasliku v organizmu (3.8 - 5.5 mmol/l v ECT) je urcena jeho pfijmem potravou a
exkreci ledvinami. Na regulaci exkrece ledvinami se podileji kromé samotné plazmatické hladiny
kalia hormony aldosteron, inzulin a adrenalin. Pti zachovalé funkci ledvin nedojde ani pii znacné
zvyseném piijmu kalia potravou k jeho retenci a hyperkalémii. Zavaznad hyperkalémie (>7
mmol/l) se rozviji zpravidla v oligoanurické fazi akutniho renédlniho selhdni a pfi chronickém
selhani ledvin, pokud neni snizen jeho pfijem potravou; k snizeni exkrece drasliku dale dochézi
pii hypokortikalismu (napf. m. Addison) a pii predavkovani diuretiky Setficimi K.
Nejvyznamnéj$im projevem hyperkalémie jsou zmény prevodu v myokardu, které mohou vytstit
v srde¢ni zastavu.
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Obrazek 1. Soucasti EKG kiivky — zdznam jednoho elektrického srdec¢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., 1mg/ml), verapamil 20mg/ml (Isoptin Abbot,
40mg/tbl.), KCl 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 operacni stolek,
umistime koncetinové EKG svody (jehly jednotlivych koncetinovych elektrod zavedeme
podkozn€) a nato¢ime klidovy zaznam EKG. Zavedeme intraperitonedlni kanylu
(periumiblikaln€). 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
kontinualniho 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 pii
kumulativni expozici u¢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 Vaski

1. Cil

Demonstrovat vyuziti difiznich vlastnosti peritonea pro ovlivnéni hodnot drasliku v organismu.
Demonstrovat uc¢innost peritonea pii terapeutickém ovliviiovani hyperkalémie pii akutnim
rendlnim selhani (ARS).

2. Uvod do problematiky

Pti peritonealni dialyze se uzivaji obdobné principy (difize a filtrace) jako pii dialyze klasické,
dialyza¢ni membranou je pfitom peritoneum, jehoz plocha se rovna pfiblizné 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 rtizné koncentraci K+ u
laboratorniho potkana, jehoz ledviny jsou nefunkcni (v disledku ptsobeni toxické noxy) a u néjz
se tedy v disledku ARS rozviji hyperkalémie.

3. Material a metody

Anestetickd smés (1% Narcamon s Rometarem), injekéni stiikacky, inj. jehly, kanyla (pro
periferni zilu ¢loveéka),nite, 2 pinzety, preparacni stolek, chirurgické instrumentarium, tampony,
papirova vata, gaza, EKG monitor se svody, roztok pro peritonealni dialyzu, 7,5% roztok KCl,
roztok 0,1M HCI, bromfenolovd cervenn (indikator pH 5.0 - 6.8), kapildra na stanoveni
Astrupova vySetteni

4. Postup

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

Po provedeni kozniho fezu aplikuji studenti pracujici s kontrolni skupinou zvifat pies musculus
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pectoralis do v. jugularis fyziologicky roztok a studenti pracujici s experimentalni skupinou
roztok ethylenglykolu v mnozstvi 0,15ml/100 g télesné hmotnosti. Po 15 min asi v poloviné
vzdalenosti mezi spina iliaca anterior a pupkem zavedeme kanylu s jehlou, po proniknuti bfisni
sténou jehlu odstranime a kanylu zasuneme jeSté¢ asi o 1 cm hloub&ji do dutiny bifiSni a
zafixujeme leukoplasti.. Z roztoku pro peritonedlni dialyzu a roztoku KCI pfipravime roztoky o
koncentraci 0, 4 a 10 mmol/l. Potkany pfipojime k EKG a provedeme vychozi zdznam pied
aplikaci dialyza¢niho roztoku. Posluchac¢i 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 mnozstvi roztoku vpravené¢ho do
dutiny bfisni je az 30 ml). Studenti budou kontinudln€ sledovat EKG a po nastupu zmén
provedou zapis EKG kiivek. U jednotlivych EKG zmén bude zaznamenan ¢as od podéani
dialyza¢niho roztoku do vzniku ptislusnych zmén, které studenti popisi. Po zachyceni nespornych
znamek hyper- nebo hypokalémie na EKG se provede odbér vendzni krve z ocasni zily na
stanoveni parametri ABR. Nakonec studenti po otevieni hrudniku provedou intrakardialni odbér
1,5 ml srazlivé krve. Otevienim hrudniku a punkci srdce zvife uhyne. Krev zcentrifugujeme (10
min pii 3000 ot/min), stdhneme plasmu a provedeme acidimetrické stanoveni alkalické rezervy.
Ke vzorku 500 pl plasmy ptidame 10 pl indikatoru (bromfenolova Cerven) a titrujeme 0,1M HCI
po 1,0 pl. Zaznamename spotiebu HCI a orientacné porovname alkalickou reservu.

5. Zavér

Vysvétlit patofyziologicky mechanismus hyperkalémie pii ARS, statistické zhodnoceni vysledkt
(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 glomerularni filtraéni rychlosti (GFR) pomoci stanoveni ledvinné
clearance inulinu. Demonstrovat na zvifecim modelu zmény GFR pfi snizeni poctu funkénich
glomerulll podvazem jedné rendlni arterie.

2. Uvod do problematiky

Glomerularni filtraéni rychlost udavda mnozstvi glomeruldrniho ultrafiltratu (primdrni moce)
vyprodukovaného za jednotku casu. Pokles GFR je vyznamnym ukazatelem posSkozeni funkce
ledvin — ledvinného selhdni. Stanoveni clearence inulinu umozinuje urcit GFR pii nemoznosti
kvantitativniho sbéru moce vysetiovaného subjektu.

3. Material a metody

Inulin, spektrofotometr, kyvety, operacni instrumentarium, anesteticka smés (1% Narcamon s
Rometarem), roztok polyfruktosanu (25mg/1,5ml fyziologického roztoku), 75 mmol/l roztok
kyseliny beta-indolyloctové v methanolu, koncentrovana kyselina chlorovodikova, 0,5 % roztok
Tritonu X-100, spektrofotometr, centrifuga, pipety, injek¢ni stfikacky, inj. jehly, nité, 2 pinzety,
preparacni stolek, tampony, papirové vata, géza.

4. Postup

Laboratorniho potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklym zplisobem pomoci
diethyletheru,poté poddme intraperitonedlné¢ smés 1 % Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g).
Provedeme stiedni laparotomii v linea alba, isolujeme v. cava inferior a podvle¢eme ligaturu pod
arteria renalis sinistra. Studenti pracujici s kontrolni skupinou potkanii nechaji ligaturu
nezatazenou, studenti pracujici s experimentalni skupinou zavazi ligaturu, a tim zrusi ptitok krve
do levé ledviny. Déle provedeme -chirurgické zptistupnéni 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 intrakardidln¢ odebereme 1,5 ml srazlivé krve. Otevienim
hrudniku a punkci srdce zvife uhyne.

Krev zcentrifugujeme (10min pifi 30000t/min). Do zkumavek pipetujeme 50 ml roztoku
indoloctové kyseliny (75mmol/I), 1,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a 50 ml
biologického materidlu (séra). Promichame, inkubujeme pii 60°C 10 min a pak piidame 50 pl
Tritonu X-100 (0, 5 %). Po ochlazeni méfime v kyveté pii 520 nm, absorbanci testu odecitame
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proti kompenzaci testu. Vypocet koncentrace PFS ve vzorku se provede béznym zpiisobem ze
zmétenych absorbanci testu, standardu a znamé koncentrace standardu. Protoze znadme kiivku
zéavislosti koncentrace standardné ziedéného inulinu na absorbanci, je mozné odecist koncentraci
vzorku 1 z grafu. Pokles plazmatickych koncentraci probihd v exponencialni zavislosti na case,
takZe naneseme-li jednotlivé body na semilogaritmicky papir, dostavame piimku.

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

Neékolik poznamek k mozné interpretaci vysledkd, napt. ocekdvany nartst hodnot je... mozné
zdroje chyb pifi méteni, 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 dtsledku protrahované t€¢zké ischémie se snizenim nutri¢niho pritoku (a velmi casto
s morfologickymi zménami) vznika ischemické akutni rendlni selhdni. Na vzniku ischemického
ARS se podileji ¢tyfi hlavni mechanismy:

1. pokles pritoku krve, zejména ktirou ledviny

2. snizeni permeability glomerularni kapilarni stény

3. reflux filtratu z tubuld do intersticia ledvin

4. tubuléarni obstrukce

Dlouhodoba ischémie endotelu v renalnich cévach snizuje produkci vazodilatanich pisobkt
(NO, prostacyklin) a stimuluje uvolnéni vazokonstrikénich latek typu endotelinu. PoSkozeni
bun¢k tubulll a ztrata resorpcni schopnosti vede k nadmérnému ptisunu solutti do oblasti macula
densa distalniho tubulu s aktivaci tubuloglomeruldrni zpétné vazby a konstrikci aferentnich
arteriol Ustici v pokles glomerularni filtrace.

3. Material a metody

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

4. Postup

Leva a. renalis odstupuje z aorty distalnéji nez prava. 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
mesic.
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Laboratorniho potkana uvedeme do celkové anestézie obvyklym zpisobem pomoci
diethyletheru, intraperitonedlné¢ 1% Narcamonu a Rometaru (0,5ml/100g). Potkana upevnime
v poloze na zadech na pracovni stolek a provedeme laparotomii ve stfedni roviné od processus
xiphoideus po symfyzu. Rozevieme operacni ranu a jemnou tupou pinzetou odpreparujeme v.
cava inf. od aorty v mist¢ mezi obéma aa. renales. Peanem provedeme tupou preparaci
abdominalni aorty a opatrné protdhneme pod aortou Sici vlakno. Na aortu jemné ptilozime
ptfipravenou otupé€lou jehlu o priméru 0.5 mm, paralelné s osou cévy a nalozime né¢kolika uzly
ligaturu aorty s jehlou. Jehlu odstranime. Dutinu bfiSni po vrstvach zavieme (sval- pokracovaci
steh, klize- jednotlivé stehy).

Po tfech tydnech provedeme oboustrannou nefrektomii. Ocistime ob¢ ledviny, spolecné
s myokardem zvazime a zapiSeme do protokolu.

Nasleduje histologicka analyza pfitomnosti epiteloidnich bun¢k v ledviné u potkana kontrolniho a
experimentalniho a histochemicky prikaz zvysené produkce reninu v ischemizované ledving.
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Obrazek 1: Detail juxtaglomerularniho aparatu ledvin
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5. Zavér

Vysvétlit patofyziologicky mechanismus hypertenze pii ischemickém akutnim rendlnim selhani,
statistick¢é zhodnoceni vysledkli (formulace nulové a alternativni hypotézy, vybér vhodného
statistického testu pro porovnani vahy ischemizované a neischemizované ledviny u pokusného
zvitete). Strucny popis Goldblattova pokusu dvou a jedné ledviny.
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18. Spirometrické vySetreni

Dana Buékova

1. Cil

Seznamit se zaklady provadeéni a hodnoceni spirometrického vySetfeni a vysetieni usilovného
vydechu pomoci peak-flow metru.

2. Uvod do problematiky

Spirometrie je zékladni vySetfeni slouZici ke zjiSténi funkcniho i1 organického postizeni plic.
Vzhledem k nutnosti aktivni spoluprace pacienta je mozné zpravidla vysetfovat az déti od 6 let.
Spirometrem muizeme zmétit hodnotu klidového nadechu a vydechu (dechovy objem, VT -
volume tidal), inspiracni rezervni objem (IRV - inspiratory reserve volume) a expiracni rezervni
objem (ERV - exspiratory reserve volume), které patii mezi tzv. statické parametry. Jejich
souctem ziskame plicni kapacity: vitalni kapacitu (VC - vital capacity = IRV+ERV+VT) a
inspirac¢ni kapacitu (IC - inspiratory capacity = VT+IRV). RV - rezidudlni objem, tj. objem
vzduchu, ktery i1 po usilovném vydechu ziistane v plicich, v§ak na spirometru zjistit nemtizeme! Z
dynamickych parametrii méfime objem vydechnuty maximalnim usilim za jednu vtefinu (FEV1 -
forced expiratory volume in 1sec), objem vydechnuty s nejvysSim usilim z polohy nejvyssiho
nadechu do maximalniho vydechu (FVC - forced vital kapacity) a priitokové rychlosti (MEF50,
MEF25). FEV1 je u zdravych osob vyssi nez 80% FVC. Pokud je tato hodnota snizena, je to
vétsSinou znamka obstrukce dychacich cest.

3. Material a metody

spirometr, peak-flow metr, sterilni ndustky, tabulky referen¢nich hodnot

4. Postup

a) Spirometrické vysetieni

VySetteni se provadi tak, ze vySetfovand osoba se maximaln¢ nadechne mimo pftistroj a pak do
n¢j s co nejvetsim Usilim vydechne. Dosazené hodnoty se vyjadii v procentech nalezité hodnoty,
ktera je tabelovana pro pohlavi, vysku a vék. Hodnoty objemovych parametrti nad 80% nalezité
hodnoty povazujeme za normalni, hodnoty od 60% do 80% odpovidaji lehké poruse, od 40% do
60% stfedné té¢zké a nizsi nez 40% ventilacni poruSe tézkého stupné. Vydechové rychlosti nad
60% nalezit¢ hodnoty povazujeme za normalni, pod 60% nalezité hodnoty za snizené. Snizeni
dynamickych ventila¢nich parametra je typické pro obstrukéni ventilaéni poruchu, u restrikéni
ventilacni poruchy jsou snizeny predevSim parametry statické, u smiSené ventilatni poruchy
nachazime snizeni jak statickych, tak dynamickych ventilacnich parametri. Pro orientacni
rozliSeni obstrukéni a restrikéni ventilaéni poruchy se uziva pomér FEV1/FVC (tzv. Tiffeneau-
index), ktery je pfi nepfitomnosti obstrukce vétsi nez 80%. Je vSak validni jen tehdy, pokud
nejsou zvyseny rezidudlni objemy nebo neni pfitomna tzv. hyperinflace plic.
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b) Stanoveni maximalni vydechové rychlosti (PEF) pomoci peak-flow metru

VySetfovanad osoba se maximalné nadechne mimo pfistroj a pak do néj s co nejvétsim usilim
vydechne. Posuvna rucicka ukéze na stupnici vydechovou rychlost v litrech za minutu. VySetieni
se opakuje zpravidla tfikrat, hodnoti se nejvyssi dosazend hodnota, ktera se vyjadii v procentech

nalezité hodnoty, ktera je tabelovana pro pohlavi, vysku a vek.

5. Vysledky

zméreno | referen¢ni hodnota | % referen¢ni hodnoty

PEF (peak flow meter)
FvVC
FEV1
PEF (spirometr)
MEF50
MEF25
FEV1/FVC (Tiffeneau)

6. Zaveér

Bude obsahovat zhodnoceni zda:

« se jednd o normdlni nalez pii spirometrickém vySetfeni

« event. typ a zdvaznost poruchy
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19. Hyperoxicky test
VySetreni transkutannim oxymetrem

Michal Jurajda

1. Cil

Demonstrovat transkutanni oxymetr a vysvétlit princip jeho funkce. Pomoci transkutanniho
oxymetru odhadnout pravo-levy plicni zkrat.

2. Uvod do problematiky

Pomoci transkutanniho oxymetru jsme schopni méfit parcialni tlak kysliku, ktery difunduje
k méfici elektrodé skrz ktzi. Hodnota takto naméfeného parcidlniho tlaku kysliku je déna
propustnosti ktize pro kyslik a hlavné parciadlnim tlakem kysliku v arterialni krvi, ktera zasobuje
ktzi pod ¢idlem. Toto méfeni mize v nekterych pripadech nahradit potiebu odebirat arterialni
krev ke stanoveni parcidlniho tlaku kysliku v arterialni krvi. Dal§i vyhodou tohoto postupu je
moznost kontinudlniho meéteni. Parcidlni tlak kysliku v arteridlni krvi ziskany pii raznych
frakcich inspirovaného kysliku pak mtize slouZit pro odhad pravolevého zkratu.

3. Material a metody

Transkutanni oxymetr PL 1 (RTO Brno), tlakova lahev s medicindlnim kyslikem, reduk¢ni ventil,
inhalaéni maska s difuzérem a pfivodni hadi¢ky, naplast, destilovand voda, kapatko,
denaturovany lih, gdzové tampony.

4. Postup

Studenti za pomoci asistenta zméti ptcO2 u vybraného dobrovolnika. Méfeni se provede pfi
dychani atmosférického vzduchu a poté pfi inhalaci dychaci smési vzduchu s kyslikem (Fi cca
50%). Z nomogrami se odecte piiblizny pravolevy zkrat.

Nakalibrujeme oxymetr tak, aby udaval parcidlni tlak kysliku 150 mmHg, coz je parcialni tlak
kysliku v okolnim vzduchu.

Elektrodu umistime do masky, kterou lehce uzavieme, tak, aby z ni mohla hyperoxickd smeés
unikat. Otevieme vysokotlaky ventil tlakové lahve, nastavime nizkotlakym ventilem priutok O2
na 151 za minutu.

Nastavime piisadvani kysliku do masky tak, aby parcialni tlak kysliku v masce byl ptiblizné 40, 50
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nebo 450 mmHg. (Dosazitelnd hodnota zavisi zejména na tlaku v kysliku v 1dhvi a tésnosti
piivodniho systému.)

Uzavieme vysokotlaky ventil, nizkotlaky ventil regulujici priitok ponechame otevieny.

U pokusné osoby dobfe odmastime k@zi na vnitini strané¢ pfedlokti a na odmasténou kizi
kapneme kapku vody o priméru asi 1 mm. Cidlo oxymetru piilozime tak, aby kapka vody byla v
kontaktu s elektrodou, ktera je umisténa ve stiedu &idla. Cidlo pfilepime néplasti vzduchotésné ke
ktzi. Vyckame, az se ustali daj na pfistroji, coz trva obvykle 5 az 10 minut.

Ptilozime masku a otevieme vysokotlaky ventil. Odecitime a zaznamendvame udaje oxymetru v
intervalu 15 sekund do ustaleni hodnoty.

Uzavieme vysokotlaky a nizkotlaky ventil, sejmeme masku a odstranime ¢idlo.

Z maximalni dosazené hodnoty ptcO2 a koeficientu k vypocteme maximalni dosaZzenou hodnotu
pa02. Pomoci nomogramu stanovime pro zméfenou FiO2 a maximalni hodnotu paO2 pftiblizné
velikost pravolevého zkratu.

5. Vysledky

Vysledkem praktika jsou hodnoty odhadovaného pravolevého zkratu u pokusnych osob.

6. Zaveér

V zéavéru studenti zhodnoti velikost pravolevého zkratu a prodiskutuji faktory ovliviiujici hodnoty
naméieného ptcO2 (tloustka kiize u muzl a Zen, kosmetika, vliv teploty okolniho prostiedi).
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20. VySetreni bariérové funkce kiize
VySetreni kozni vodivosti

Michal Jurajda

1. Cil

Demonstrovat metody méteni bariérové funkce ktize a vyuziti téchto méfeni v klinické praxi.

2. Uvod do problematiky

Kuze zprostredkovava na prevazné ¢asti povrchu lidského téla kontakt se zevnim prosttedim. Za
jeji bariérovou funkci je zodpovédna predevsim nejsvrchnéjsi vrstva epidermis, stratum corneum.
Bariérovou funkci kize mizeme hodnotit tak, ze kiizi vystavime urcité definované zatézi a
sledujeme reakci klize na zatéz, popiipadé méfime zmeény jejich fyzikdlnich a chemickych
vlastnosti.

3. Material a metody

Podlozni sklicka,1,0 M vodny roztok NaOH, nitrazinova zlut (CAS 5423-07-4), Dermotest
(Chirana), fyziologicky roztok, géza.

4. Postup

Studenti provedou klasickou Burckhardtovu zkousku.Ta spociva ve sledovani rozvoje erytému po
pusobeni 0,5 M roztoku NaOH jako standardni zatézi kozni bariéry.Poté provedou vySetfeni
ptistrojem Dermotest. Tady pfedstavuje standardni zatéz iontoforéza a stav kozni bariéry je
meéfen jako kozni vodivost pii stiidavém napéti o nizké frekvenci. NaruSeni kozni bariéry je
mozné simulovat strzenim povrchové vrstvy epidermis pomoci samolepici pasky nebo

Vv

odmasténim klize pomoci bézné pouzivanych detergentti (SDS v prostfedku na myti nadobi).

Ptistroj Dermotest umozituje méteni elektrické vodivosti klize pii frekvenci stfidavého proudu
32 Hz v rozsahu 0-500 pS. Metoda je kombinovana s iontoforézou stejnosmérnym proudem 1,5
mA, ktera predstavuje pro epidermis standardni zatéz. Ptistroj uklada do paméti 5 namétenych
hodnot vodivosti (V1- za 1 minutu po zahdjeni méteni, V2-za 30 s po zahdjeni iontororézy, V3-
za 60 s po zahijeni iontoforézy, V4-za 30 s po vypnuti iontoforézy, V5-za 60s po vypnuti
iontoforézy.

Indiferentni elektrodu obalime gdzou namocenou ve fyziologickém roztoku a polozime na ni
pfedlokti. Na volarni stranu pfedlokti (vhodnou diky jemné vrstvé rohoviny v této oblasti a
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nizké hustoté potnich zlaz, které mohou vysledek méfeni modifikovat) pfilozime diferentni
elektrodu, podlozenou koleckem filtra¢niho papiru, nasdklym fyziologickym roztokem. Po
stisknuti tlacitka START zacind 3 minuty trvajici meéfeni. P&t vySe uvedenych hodnot kozni
vodivosti V1-V5 je mozno znovu vyvolat na displeji pomoci tla¢itka VYBER. Dermotestem
vySettime 10 posluchacti a 10 posluchacek.

Burckhardtova zkouska

Na volarni stranu piedlokti naneseme kapku 0,5 M NaOH a piekryjeme ji podloznim sklickem.
Po 10 min expozice posuzujeme makroskopicky stav pokozky pod okluzi. Pokud je zjevny
erytém, povazujeme zkousku za pozitivni (+++) ptiznak snizené funkce kozni bariéry. Pokud
erytém nevznikl, opakujeme expozici na dal§ich 10 min (vznik erytému po 20 min expozice-
pozitivita ++). Pokud erytém nevznikl, opakujeme expozici na dalSich 10 min (vznik erytému po
30 min expozice-pozitivita +). Pokud ani po 30 min erytém nevznikl, povazujeme zkousku za
negativni. Tento vysledek svéd¢i o kvalitni bariérové funkci epidermis.

5. Vysledky

Vysledkem praktika bude vyhodnoceni Burckhardtovy zkousky a hodnoty kozni vodivosti
naméifené piistrojem DERMOTEST. Posoudime rozdil kozni vodivosti mezi skupinou muza a
skupinou Zen pomoci analyzy variance?

6. Zavér

V zavéru se studenti vyjadii ke korelaci vysledkii Burckhardtovy zkousky s hodnotami kozni
vodivosti a ke zméndm kozni vodivosti po odstranéni povrchové vrstvy epidermis lepici paskou,
popiipadé po omyti kiize detergentem.
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21. VySetreni perifernich cév pomoci
ultrazvuku

Michal Jurajda

1. Cil

Vysvétlit principy vySetieni krevni cirkulace v perifernich cévach s vyuzitim ultrazvuku a
demonstrovat moznosti klinick€ého vyuZziti.

2. Uvod do problematiky

Proudéni krve v artériich a vénach je mozno detekovat pomoci ultrazvukovych pfistroji
vyuzivajicich Doppleriv efekt. Obvykle méfime rychlost, smér a charakter proudéni. Zmény
proudéni krve v cévach nas mohou informovat o ptipadnych stendzach. U vén na koncetinach
muzeme hodnotit stav zilnich chlopni.

3. Material a metody

Kapesni ,,doppler MULTI DOPPLEX II se sondou EZ8 (Huntleigh Nesbit Evans Diagnostics),
Lultrazvukovy* gel, fonendoskop, rtutovy tonometr.

4. Postup

Studenti zméfti arteridlni krevni tlak na horni koncetiné metodou Riva Rochi a poté ovéri
nameéfenou hodnotu systolického krevniho tlaku pomoci kapesniho doppleru. Zméti arteridlni
krevni tlak na dolni koncetin€ a porovnaji s tlakem na horni koncetin¢.

Studenti se pokusi provést diagnosticky manévr na syndrom horni hrudni apertury pomoci
palpace tepu a pomoci ultrazvuku.

Studenti vySetii vénu jugularis. Budou sledovat jak je proudéni krve ve véné ovlivnéno dychanim
a jak reaguje krevni proud ve véné na Valsalvliv manévr. Déle vySetii povrchové zilni fecisté na
horni koncetin€ se zaméefenim na zilni chlopenni systém.

5. Vysledky

Vysledkem praktika budou hodnoty STK naméfené na horni a dolni konceting, vysledek
diagnostického manévru na detekci syndromu horni hrudni apertury a vysledek vySetfeni zilniho
feCisté na horni koncetiné.
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6. Zavér

V zéavéru se studenti vyjadii k interpretaci vysledki méfeni.
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22. VySetreni krevniho tlaku (TK).
Ambulantni monitorovani TK a tepové
frekvence (SF).

Zmény TK a SF v dusledku zmén polohy téla,
izometrické zatéze a lehké fyzické zatéze.

Anna Vasku

1. Cil

Cilem tohoto cviceni je seznamit se s monitorem Space Lab90207 a procvicit si méfeni TK
rtutovym manometrem pii jednoduchych zatézovych testech. Hodnoceni zmény tlaku krve (TK)
a tepové frekvence (SF) v zavislosti na zméné polohy téla, izometrické zatézi a lehké aerobni
fyzické zatézi.

2. Uvod

Hypertenze je definovana jako systolicky krevni tlak 140 mm Hg a vyssi, diastolicky krevni tlak
90 mm Hg a vy$$i, nebo uZivani antihypertenznich 1é€ki. Cilem rozpoznani a 1é€eni hypertenze je
snizit riziko kardiovaskularnich onemocnéni a s nimi spojené mortality a morbidity.

Ambulantni monitorovani krevniho tlaku se provadi pomoci pfistroji, které je mozno
programovat k méteni krevniho tlaku, pficemz vysetfované osoby pokracuji ve svych normalnich
podezienim na hypertenzi bilého plasté, u hypertenznich pacientli se zjevnou rezistenci na 1écbu,
s ptiznaky hypotenze pfi antihypertenzni medikaci, u nemocnych s epizodickou hypertenzi a s
autonomni dysfunkci. Frekvence méfeni TK a SF se obvykle programuje na 15-20 minutovy
interval béhem dne a na 30-60 min. interval v noci. Kazdy zaznam tohoto 24hod. vysetieni tedy
teoreticky obsahuje 80-56 méieni systolického a diastolického tlaku a srde¢ni frekvence. Stiedni
arterialni tlak se stanovuje podle algoritmu vyrobce pfistroje.

3. Material a metody

Monitor krevniho tlaku Space Lab 90207, rtutovy manometr.

4. Postup
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a) Méreni krevniho tlaku pristrojem Space Lab 90207

Hodnoceni_zmén TK a SF v dusledku zmén polohy téla

Provedeni: Pfistroj naprogramovany vrezimu M (=manual) je asistentem nasazen
vySetfovanému  studentovi. Student méni v danych casovych intervalech polohu téla podle

protokolu 1 a jsou mu pfitom méteny TK a SF.

Méreni | Protokol 1

—

zméteni TK a SF vsed¢€ za 5 min po posazeni

zméteni TK a SF okamzité po ulehnuti naznak

zméieni TK a SF po 5 min lezeni

zméteni TK a SF okamzité po posazeni

zméteni TK a SF po 5 min vsedé

zméteni TK a SF okamzité po postaveni

N | N | | RV

zméteni TK a SF po 5 min vestoje

Naméiené hodnoty se zaznamenaji do uvedené Tabulky 1.
Protokol:

Tabulka 1: Hodnoty TK a SF pfi zménach polohy téla

1 2 3 4 5 6 7

Systolicky TK [mm Hg]

SAP [mm Hg]

Diastolicky TK [mm Hg]

SF [min™]

Hodnoceni zmén TK a SF po izometrické (I1ZM) zatézi

Provedeni: VySetfovand osoba, napojend na monitor, stiskne v dominantni ruce balonek

tenzometru na maximalni hodnotu. Adekvatni silou ruky potom drzi poloviéni hodnotu
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maximalni tenze na stupnici tenzometru po dobu 2 min. Monitor spoustime v rezimu M podle

Tabulky 2, do niz zapisujeme namétené hodnoty TK a SF.

Tabulka 2: Hodnoty TK a SF pfi izometrické zatézi

> po 1. minuté | po 2. minuté 5 min po skon¢eni
Pred | 17M zatsze | 1ZM zitsze 1ZM zétéze
Systolicky TK [mm Hg]
MAP [mm Hg]
Diastolicky TK [mm Hg]
SF [min™]

Hodnoceni zmén TK a SF po lehké fyzické (LF) zatézi

Provedeni: U vySetfovaného posluchace, napojeného na monitor, zmétime TK a SF v klidu
vestoje. Poslucha¢ potom provede 25 drepi pii frekvenci 1 diep/s. Ihned po skonceni ¢innosti a

za dalSich 5 min zméfime TK a SF. Vysledky zapiseme do Tabulky 3.

Tabulka 3: Hodnoty TK a SF po lehké fyzické (LF) zatézi

v okamzité po za S min po
pred skonceni LF zatéZe | skonceni LF zatéze
Systolicky TK [mm Hg]
MAP [mm Hg]
Diastolicky TK [mm Hg]
SF [min™]

b) Méreni krevniho tlaku rtutovym manometrem

Zmény TK a SF po izometrické (IZM) zatézi (méreno tonometrem)

Provedeni: VysSetfovand osoba, napojenda na rtutovy manometr, stiskne v dominantni ruce

balonek tenzometru na maximalni hodnotu. Adekvéatni silou ruky potom drzi polovicni
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hodnotu maximdlni tenze na stupnici tenzometru po dobu 2 min. Naméfené hodnoty TK

(rtutovym manometrem) a SF (palpacn¢) zapisujeme do Tabulky 4.

Protokol:

Tabulka 4: Hodnoty TK a HR po IZM zatézi

pred ihned po ukondeni zatéze
STK DTK SF STK DTK SF
[mm Hg] | [mm Hg] [min™] [mm Hg] | [mm Hg] [min™]

ool an|ns|wN=]| =

Provedeme statistické hodnoceni zmén jednotlivych tlakd a srde¢ni frekvence, zptisobenych IZM

zatezi, pomoci Wilcoxonova testu.

Hodnoceni zmén TK a SF po lehké fyzické (LF) zatézi

Provedeni: U vysetfovaného posluchace, napojeného na rtutovy tonometr, zmétime TK a SF

v klidu vestoje. Poslucha¢ potom provede 25 diept pii frekvenci 1 diep/s. Thned po skonceni

¢innosti a za dal$ich 5 min zméfime TK a SF. Vysledky zapiSeme do Tabulky 5.

Protokol:

Provedeme statistické hodnoceni zmén jednotlivych tlakli a srde¢ni frekvence, zptisobenych LF

zatézi, pomoci Wilcoxonova testu.

Tabulka 5: Hodnoty TK a HR po LF zatézi

pred

ihned po skonceni

LF zatéze

za S min po skonceni
LF zatéze
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n STK DTK SF STK DTK SF STK DTK SF
[mm Hg] | [mm Hg] |[min'] | [mm Hg] | [mm Hg] | [min"] | [mmHg] | [mm Hg] | [min™]
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
P
5. Zavér

Interpretovat zmény v hodnotach TK a SF zpiisobené LF zatézi. Interpretovat zmény v
hodnotach TK a SF, zpisobené 1ZM zatézi. Interpretovat rozdily v hodnotdch TK a SF pfi

zménach polohy téla.

72




23. Statistika I.

Vladimir Znojil

1. Uvod

Vzhledem k velkym rozdiliim mezi lidmi nelze z jediného pfipadu usoudit na vysledky 1écby, k
posouzeni jeji ucinnosti, pfipadné obecnéji k formulaci vztahi mezi skupinami pokusnych
subjektii, proto musime pouZit statistickych metod. Skéla statistickych metod uZzivanych v
medicing je velice Sirokd, jedny metody pouzivame naptiklad k porovnani dvou pomérné malych
nebo shlukovou analyzu) a dalsi pfi statistickych Setfenich na velkych populacich (do této
skupiny mlizeme zatadit i tabulky cetnosti). Mnoho (hlavné modernich metod) Ize jen tézko
spravné pouzit bez pomoci odbornika.

Zakladnim pojmem pii statistickém hodnoceni vysledkt je nulova hypotéza. Nulovou hypotézou
muze byt v nejjednodussich piipadech predpoklad, ze 1é¢bou se stav pacienta nezlepsil, nebo Ze
mezi studovanymi skupinami neni zjistitelny rozdil, nebo Ze dvojice ziskanych veli¢in nejsou ve
vzajemném vztahu cilem statistického testovani je nulovou hypotézu vyvratit. Presnéji feeno
prokazat, ze pravdépodobné neplati.

Pii pouziti vSech statistickych metod je nezbytné védét, ze zadny ze ziskanych vysledkii neni
dogmatem (pravdivy sam o sob¢), kazdy vysledek ziskany védeckymi metodami vcetné
statistickych je spravny jen do urcité (a v pripad¢ statistickych vysledkll navic kvantifikované)
miry. Samoziejm¢, pravdépodobnost spravnosti vétSiny zakladnich poznatki je velmi blizka 1,
hodnota 1 vSak zGstava nedosazitelnym limitem. V pfirodnich védach a mediciné se dost vzilo
pouzivani dvou hrani¢nich hodnot pravdépodobnosti omylu: pod 0.05 (v tomto ptipadé je
obvykle pozivanym terminem "vyznamny" efekt), nebo pod 0.01 ("velmi vyznamny" efekt).

V této ¢asti se budeme zabyvat jen nejjednodussimi metodami, kterymi mizeme fesSit mnoho
bézné se vyskytujicich problému:

« zjisténi, zda doslo k néjaké zmeéné¢ v hodnoté métené¢ho parametru (naptiklad krevniho
tlaku po zatézovém testu)

« zda se hodnoty sledovaného parametru u dvou skupin mezi sebou lisi (napiiklad vysledky
urcitych laboratornich vySetfeni u zdravych a nemocnych)

 jestli existuje souvislost mezi dvéma studovanymi veli¢inami.

Tyto (a fadu dalSich) problémy lze fesit vice cestami. V nékterych ptipadech miizeme pouzit jiz
znamych informaci (naptiklad o typu rozdéleni dané veli¢iny) k utvoteni vstupnich ptedpokladi,
za nichz lze ptislusnou ulohu fesit jednodussi nebo citlivéj$si metodou. Takovym metoddm
zahrnujicim v sob¢ predpoklady o vlastnostech métfenych veliin fikdme parametrické, tém
metodam, pii nichz téméF zadné vstupni pfedpoklady neuzivame, pak neparametrické. Cim se
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tyto dvé skupiny od sebe 1i§i? Parametrické metody mohou mit (pfi dobrém splnéni predpokladi,
za nichz jsou odvozeny) ponc¢kud véEtsi senzitivitu a dovoluji popsat zjisténé poznatky
kvantitativné (napiiklad velikosti zmény nebo rozdilu a chybou této veli¢iny, pfipadné rovnici
uvadégjici dveé studované veli¢iny do matematického vztahu), neparametrické metody jsou celkové
robustnéjsi. Témei vSechny bézné pouzivané parametrické metody vychazeji z predpokladu
normalniho rozdéleni veli¢in. Ovéfeni jejich predpokladi neni pfili§ jednoduché, a proto jsou v
soucasné dob¢ pouzivany velice asto metody neparametricke.

Neparametrické metody nepocitaji s naméfenymi hodnotami, ale pouze s vysledky jednoduchych
porovnani, pfipadné s pofadim téchto hodnot. Nejjednodussim z testli je takzvany znaménkovy

test, pii kterém naptiklad urcujeme UspéSnost 1éCby znakem "+", neuspésnost znakem "-". Za
prokdzanou uspésnost povazujeme stav, kdy je pocet pfipadd s "-" natolik maly, ze je jeho

pravdépodobnost mensi nez 5%.

Jako piiklad vezméme pokus s 12 subjekty, ktery skoncil s vysledkem 10-krat "+" a 2-krat "-".
Pokud chceme spocitat onu pravdépodobnost vyskytu "-" (netspéchu 1écby), musime nejprve
urCit pocet vSech takovych situaci, pii kterych se vyskytne maximalné 2-krat "-" (tzn., kdy je
vSech 12 "+" nebo je 11-krat "+" a 1-krat "-" nebo 10-krat "+" a 2-krat "-").

+ situace, ze bychom méli samd "+" mize vzniknout jen jedinym zptisobem
- situace s jednim "-" 12 zplsoby (celkem je 12 subjekti, kterykoliv z nich miize mit "-").
+ situace se dvéma "-" vznikne 12*11 zptsoby (poprvé se vybira ze 12 subjektd, podruhé se
vybird z 11 zbyvajicich), protoze se vSak jedna o kombinace a nezalezi na potadi (ktery
byl vybran prvy a ktery druhy), je skutecny pocet moznosti polovi¢ni, tedy 66.
K ziskanému (nebo piiznivéjsimu) vysledku se tedy dostaneme 1+12+66 = 79 zpiisoby. Formalné
tento postup zapiSeme jako soucet kombinacnich c¢isel

F1

2 n 1!
N=2, k _Zk!(n—k)!

k=0 k=0

kde n je celkovy pocet pokusnych objekti (zde 12), m je pocet vybranych (zde 2). Jaky vsak je
celkovy pocet vSech moznych situaci (bez ohledu na pocty "+" a "-")? Tento pocet ziskame z
uvedené rovnice, pokud bychom za m dosadili n, tzn. vypocetli bychom soucet vsech
kombinacnich &isel od 0 do n. Lze snadno spoéitat, je to 2", tedy v nasem piipadé 4096. Hledana
pravdépodobnost je pak prostym podilem 79/4096 = 0.019, tedy v tomto ptikladu méné nez
"pozadovanych" 5%.

Podobnym zptisobem pracuje i medianova ANOVA. Vyhodou téchto metod je, ze umoziuji
srovnavat 1 nelpln€ kvantifikovatelnd data, maji vSak dosti malou citlivost. Nejcastéji
pouzivanymi metodami jsou proto citlivéjsi metody pracujici s potfadimi ziskanych hodnot,
pokud maji nékteré tidaje stejna potradi, pouzijeme jejich primérné hodnoty (naptiklad z potadi
12, 13 hodnotu 12.5, podobné z poradi 10, 11 a 12 hodnotu 11).
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Uloha uvedend v minulém odstavci vede na Wilcoxontv test. Jeho technické provedeni je
jednoduché: spocteme rozdily zmétenych hodnot pied 1é¢bou (xi) a po 1€¢bé (yi) jako

di=Xxi-yi

a vytvofime poradi hodnot d; bez ohledu na znaménko. Spocteme soucet potadi vSech kladnych
hodnot d;, a tim ziskdme hodnotu testovaciho kriteria T. Meze testovaciho kritéria T jsou vétSinou
udany pro hodnoty pravdépodobnosti alfa < 0.5, pro hodnoty alfa > 0.5 lze spocitat meze
testovaciho kriteria

_n*(n+l)

T;—oc - _Tﬂc

rozdéleni je tedy symetrické (je to zcela logické, setfidéni od nejvétsiho Cisla a setfidéni od
nejmensiho musi dat - pii patfi¢né apraveé nulové hypotézy - stejnou odpoveéd).

Takto provedeny test je jednostranny, odpovida tedy na nulovou hypotézu typu: skupina A dava
nizsi nebo stejné hodnoty jako skupina B. Pokud chceme testovat hypotézu, ze skupiny se od
sebe nelisi, musime testovat nejen situaci jiz uvedenou, ale i situaci, ze A dava vyssi, nebo stejné
hodnoty jako B. Na kazdy z téchto testi musime pouzit polovinu piipustné hodnoty
pravdépodobnosti omylu, testujeme tedy tak, ze misto alfa pouZzijeme pravdépodobnost alfa/2 a
test provedeme také pro hodnotu pravdépodobnosti 1-alfa/2. Naptiklad pro 12 pokusii najdeme
pro pravdépodobnost 0.01 (1%) hodnoty Togos = 7 a Tog9s = 78 - 7 = 71. Pokud nam tedy vyjde
soucet potadi mezi 7 a 71 nepodafilo se nam rozdil na urovni pravdépodobnosti 0.01 prokazat.

Cast&ji musime porovnat dvé skupiny ziskané na m a na n nezavislych objektech (porovnavame
napiiklad dva zpisoby 1écby).

V tomto ptipad¢ sestrojime spole¢né potadi hodnot ri a sj, z téchto potadi spocteme pro skupiny o
velikostech m a n soucty

m=>r,
=1

W, = Zn: 5,
=l

tedy soulet pofadi z jedné a/nebo z druhé skupiny. Castéji se proto pouzivaji hodnoty
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mu—m(m+1) _mn-—npp+l)

—W, U, = W,
2

U, =

Pti pouziti takto zavedenych kriterii mluvime o Mann-Whitneyové testu (je pluvodné
definovanému postupu - dvojvybérovému Wilcoxonovu testu - zcela ekvivalentni).

Pro jednostranny test pouzivame jen jednu z hodnot U;, U,. Tabulky kritickych hodnot Uy, jsou
obvykle tabelovany pro m =< n, za prvou skupinu proto obvykle bereme tu mensi. Obdobné jako
pi1 Wilcoxonové testu plati

U,=mn-U_,

a
Protoze na potadi skupin nezdlezi, mizeme (pochopitelné s uvazovanim spravného sméru
porovnani) pouzit vztahu U = min (U;, U,). Pro oboustrannou hypotézu musime opét pouzit
hrani¢nich hodnot alfa/2 misto alfa (stejn¢€ jako u Wilcoxonova testu).

Tretim velmi pouZivanym testem je test vzdjemné souvislosti mezi dvéma kvantitativnimi
veliCinami. Lze provést vice zpusoby, nejbéznéji se z nich v soucasné dobé pouziva vypocet
Spearmanova koeficientu korelace. Pfi jeho vypoctu postupujeme tak, Ze si utvotime dv¢ potadi:
jedno pro veli¢iny x;, druhé pro y;. V idedlnim ptipad¢€ budou oboji potadi v piislusnych dvojicich
meéfenych hodnot stejnd (pokud hodnoty y s rostoucim x vesmés rostou), nebo opacna (pokud
klesaji): Postupujeme tak, ze pro kazdou dvojici hodnot x;, yi spocteme rozdil jejich potadi d;.
Spearmantv koeficient korelace rs potom je

U,=mn-U_,

b
pro test vyznamnosti koeficientu rs 1ze pak pouzit vztahu (n je vesmés pocet dvojic):

hodnoty meznich testovacich kriterii pravdépodobnost t najdeme v tabulkach Studentova
rozdéleni s n-2 stupni volnosti.

Dilezita poznamka: Takto provedeny test neni zcela korektni, pro malé pocty n je 1épe pouzit
tabulek meznich hodnot Spearmanova koeficientu z vétSich statistickych tabulek.

Dalsim problémem je vyskyt stejnych potadi pii tiidéni soubort (viz poznamka vyse). Tyto
situace by se rozhodné nemély ve studovanych datech vyskytovat ptilis asto, vysledky ziskané z
dat tohoto typu jsou nespolehlivé, spoctené hodnoty se od skute¢nych pravdépodobnosti mohou (i
znacng) lisit. Na "nedodrzeni" moznosti vytvofit jednoznacnd potadi (bez opakovani) neni pfili§
citlivy ani Wilcoxontv test (Casto se téZ u nas uziva ve spojeni jednovybérovy Wilcoxontiv test),
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ani Mann-Whitneyiv test, Spearmaniiv test je vSak na vyskyt stejnych potadi v udajich x; 1 y;
velice citlivy. Pokud nejsou tyto pfipady velmi ojedinélé, musime na jejich vyskyt vypocet
hodnoty rs korigovat, pro hodnotu rg pak plati

_A+B-D*

F _—
’ 2./ AR

v tomto vztahu jsou hodnoty, kde

3 3 n
n —H n —H 2
A=——-T,B=—"—-T,D=>d,
12 12 =
korek¢ni Cleny na stejnd potadi jsou v hodnotich x Tx a v hodnotach y Ty, oboji hodnoty
spoc¢teme jako

t—
r'=>»—
12
kde jednotliva t jsou pocty stejnych hodnot ptislusné veliCiny (pro dvojici tedy 7/12, pro trojici
26/12 a podobn¢).

I tyto vztahy jsou vSak jen pfiblizné, pokud nabyvaji métené veli¢iny jen nékolika malo hodnot
(tfeba 3-4) jsou uvedené postupy velmi nespolehlivé. Posoudit vérohodnost vysledkid jde
pochopitelné i v téchto piipadech (celou fadou metod, vesmés dost komplikovanych),
nejjednodussi z nich jsou metody Cetnostnich (kontingenc¢nich) tabulek. Kromé nejjednodussich z
nich (2x2 ptipady) jsou obvykle pravdépodobnosti vysledkl pocitany aproximativnimi metodami
nebo statistickym modelovanim (obvykle metodou Monte-Carlo).

2. Mnohonasobné srovnani

Pii pouziti statistickych metod na slozitéjsi tlohy je tieba brat v tivahu korekci na mnohonasobné
srovnani. Mnohonasobné srovnani vznika napiiklad tehdy, kdyz uréujeme ve které ze tii skupin
ma sledovana veli¢ina nejvyssi hodnotu. Cim vice porovnani déldme, tim je pravdépodobnéjsi, ze
(Casto zcela nahodné) najdeme néjaky rozdil. Pro tyto situace je obvykle pouzivan Bonferoniho
postup: limitni zvolenou hranici vyznamnosti P délime poctem pouzitych srovnani. Jinou,
modernéjs$i, moznost nabizi Holmiv postup. Pfi tomto postupu sefadime vyznamnosti od nejvyssi
(s nejmensi hodnotou P) po nejméné vyznamnou (tedy vzestupné dle P). Pfi N srovnanich
vyndsobime prvou hodnotu ¢islem N, druhou N-1, tfeti N-2 a tak dale, az pfedposledni 2 a
posledni jiz nendsobime. Poté postupujeme od pocatku tabulky a porovnavame znasobené
hodnoty se zadanou mezi (napt. 0.05). Pokud jsou porovnavané hodnoty mensi nez mez, jsou
jednotliva jim pfislusna tvrzeni vyznamna, pokud je vynasobena hodnota vétsi jiz nelze prislusné
tvrzeni a vSechna tvrzeni nésledujici povazovat za vyznamna.
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Problémem téméf vSech metod korekce je obvykle nesplnény ptedpoklad, ze jednotlivé
porovnavané hodnoty jsou na sob& nezavislé, Casto existuji vztahy mezi skupinami, korelace
nebo asociace jednotlivych srovnavanych hodnot. Zanedbani téchto vztahi vede ve vétSing
piipadd (ne vSak nutné!) k tomu, ze korigované pravdépodobnosti jsou "piekorigovany", a ze
jsou tedy vétsi, nez by byt mély (experimentator je tim tedy "poSkozen"). Namitky vuci
korektnosti takto korigovanych srovnani jsou proto vzacné.

3. Design experimentu

vvvvvv

provazeji (i dosti vtipna) zpracovani vice-méné nahodné sebranych medicinskych udaji. Pokud
ma mit studie skutecnou hodnotu je nutné ziskavat udaje presn¢ definovanymi postupy na dobie
definovanych (a standardizovanych) souborech pacientii. Pravé proti této zasad¢ se mnoho studii
prohiesuje: je dosti bézné, ze pii srovnavani nové a star§i lécebné metody neni vybér pacientii
ndhodny a tim mohou byt vysledky znacn€ zkreslené (nejlepSimu chirurgovi umie nejvic
pacientll - operuje vétSinu tézkych ptipadil). Mimotfadnou pozornost je vénovat pokustim, pii
nichz je napiiklad posuzovana kvalita zivota - za této situace se muze velmi silné uplatnit
"placebo efekt", zkresleni vysledka jim vyvolané mtize vést az k jejich bezcennosti (nékteré
vyzkumy, pokud maji byt viibec provedeny, se Casto blizi k hranicim etiky - pacient se nema
dozvedét, jak je 1écen). Pii hodnoceni stavu pacientl mize byt nejen pacient, ale i lékat ovlivnén
svymi ndzory na lék, nebo pouzity postup). Pokustim, pii nichz pacient ani lékat nevédi do
ukonceni experimentu, do které skupiny léCenych pacient nalezi, fikdme "dvojité slepé studie".
Pro tadu problémii mediciny ale asi pfedstavuji jediny dostatecné spolehlivy piistup k ziskani
adekvatnich vysledku.

I v nejjednodussich studiich se rozhodné vyplati mit srovnavané soubory vékoveé, pohlavim a
pripadné i dalSimi charakteristikami dobie vyvazené. Design studii zacatecniki by mél byt také
dost jednoduchy, aby odpovidal na nékolik malo pfesn¢ definovanych otazek.
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24. Statistika I1.

Vladimir Znojil
V kapitolce “Statistika I.” bylo uvedeno n¢kolik nejjednodussich statistickych metod (vesmeés
neparametrickych) a nékteré poznamky kjejich vybéru a konstrukci pokusti. Nemohlo
pochopitelné jit o vycerpavajici prehled, ale spiSe o ilustraci k jejich pochopeni. Tato Cast se
zabyva parametrickymi metodami, opét jen v uzs§im vybéru skupinou metod, ktera je odvozena
pro normalni rozd¢leni sledovanych hodnot.

Divodem pro¢ pouzivame parametrické metody dnes jiz nebyva snadngj$i provadéni
statistickych testli (fada statistickych programi pracuje spolehlivé s neparametrickymi testy), ani
jejich vyssi citlivost (nékdy dost spornd, naptiklad pti Laplaceovsky rozdélenych datech je
neparametricky Mann-Whitnetiv test asymptoticky optimalni) jako spiSe moznost ziskat ptislusné
vztahy “v Ciselném vyjadieni”. Pravé moznost kvantifikace spojend s touto skupinou testd je
jejich hlavni vyhodou. Popisy odvozené z normalniho rozdé€leni proto ¢asto pouzivame i tehdy,
kdyz vlastni testy provedeme neparametricky.

Hustota normalniho rozlozeni je symetrickou kiivkou, popsanou vztahem

! ~(x=4)°

f)= ==

2710

parametr [ v tomto vztahu udava stiedni hodnotu (primér), parametr 6> rozptyl (druhou mocninu
stiedni vzdalenosti od priméru).

Je prokédzano, ze pokud pilisobi aditivné na métenou hodnotu mnoho riznych malych vlivil a
rusivych faktord, bude mit tato veli¢ina rozdé€leni blizici se normalnimu (Ljapunovova véta).
V mediciné (a v biologii) se vSak bohuzel pfili§ Casto setkdvame s piipady, kdy piedpoklad
jednoduché aditivity pasobicich faktorti neni splnén a proto ma vétsina veli¢in rozd¢€leni blizici se
spiSe logaritmicko-normalnimu (normalni rozdéleni nema samotna veliina ale jeji logaritmus),
nekdy se normalnimu rozdéleni blizi spiSe druhé odmocniny z méfenych hodnot (naptiklad u
systolického 1 diastolického krevniho tlaku). Jak je ale mozné posoudit tvar rozdé€leni a jeho
vlastnosti?

Na tvod této ¢asti nejprve nékolik pojmu: primér souboru je soucet vSech hodnot v souboru
déleny jejich poctem. Medidan je hodnota urcena tak, ze polovina hodnot v souboru je mensich a
polovina vétsich (pfi lichém poctu prvki je rovna prvku s pofadim (n + 1) / 2, pfi sudém poctu
priméru mezi prvky s pofadim n / 2 a nasledujicim. Modus je nej€astéji se vyskytujici hodnota.
Mimo tyto hodnoty se pouziva pojmu “geometricky priumér” pro n-tou odmocninu ze sou¢inu n
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hodnot a podobné.

Je ziejmé, ze se témito zplisoby urcené hodnoty sob& vzdjemné nerovnaji (jak by tomu pii
normalnim rozdéleni mélo byt. K optickému posouzeni charakteru distribuce pozorovanych
hodnot mizeme pouzit metody histogramu: celé rozmezi méfenych hodnot si rozdélime na
n¢kolik stejnych useki a spocteme pocty pripadi v jednotlivych usecich (pocet usekl by mél pii
mens$im poctu méteni byt velmi zhruba asi odmocninou z poc¢tu hodnot, (histogram z malého
poctu udajt, tedy asi 10-20 ma ale malou vypovédni hodnotu). Histogram by mél byt peknou
symetrickou zvonovitou funkci, podobnou hustoté pravdépodobnosti normalniho rozde€leni. Pro
posouzeni “normality” ziskanych dat se obvykle pouziva bud’ Kolmogorov-Smirnoviv test, nebo
X>-test; jejich spole¢nou nevyhodou je mald citlivost pfi malych podtech pokusi. Nas ale ve
skute¢nosti nezajima, za se pozorované rozdé€leni vyznamné lisi od normalniho, ale zda mizeme
pozorované rozdéleni povazovat za normalni aniz by byl nas dalsi vypocet zatizen podstatnéjsi
metodickou chybou. K tomu ucelu je mozné k posouzeni normality pouZzit posouzeni momenti.
Z hodnot x; si spocteme soucty

U = Zn:(xi _xo)m

i=1 n

kde x, je praimér hodnot x;. Hodnotu g, nazyvame rozptyl, o = V' &> nazyvame smérodatnou
odchylkou, nebo také standardni deviaci.

Diilezité upozornéni: Takto spocteny rozptyl je vnitrnim rozptylem hodnot v ramci mérené
rady. Jako rozptyl byva obvykle uvadén “vnéjsi” rozptyl, ktery je opraven o vliv chyby priméru,
spocteme jej stejnym zpusobem s tim ze v uvedeném vzoreCku nahradime pocet n upravenym
poctem n-1 (totéz plati pro standardni deviaci).

Pro nasledujici vypocet vyssich momentli pouzijeme hodnoty n a spofteme normované momenty
N z€ vztahu

,7m :/J—m
g

pro hodnoty m =3, 4

Hodnotu n; nazyvame asymetrii, N4 Spicatosti. Pro normalni rozlozeni je asymetrie rovna 0,
SpiCatost 3. Pro parametrickd zpracovani by proto méla byt asymetrie a SpiCatost co nejblize
témto hodnotdm - absolutni hodnota asymetrie by méla byt mensi nez 2, pro nékteré “citlivéjsi”
parametrické testy spiSe pod 1; Spicatost by méla byt mensi nez 4 (hodnoty kolem 1 - 2 obvykle
nevadi). Je ovSem jasné, ze pro maly pocet méfenych hodnot (zvlast pokud nevime, zda byvaji
normalné rozdeleny) je 1épe pouzit metod neparametrickych, nebo méné¢ citlivych metod odhadu
pozadovanych veli¢in.
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Parametrickou analogii Wilcoxonova testu je Studentiiv parovy t-test. Pti tomto testu si spoCteme
rozdily mezi sledovanymi hodnotami pied a po pokusu u vSech pokusnych osob:

Zi = Xi-Yi

pro jednotlivé pokusné osoby. Spocteme primér hodnot z; a oznacime jej z. Ocekavana chyba
praméru je

( pti Mo poCitaném vySe uvedenym vzorcem).

Hodnota testovaciho kriteria je

tedy pomér mezi primérnym rozdilem hodnot a jeho chybou. Vysledek testujeme pomoci t-testu
s poctem stupnii volnosti V = n - 1; tedy poctu méfeni zmenseného o 1. Pokud se nad smyslem
poctu stupnii volnosti trochu zamyslite je jasné, ze toto ¢islo udava pocet hodnot, z nichz mize
byt patfi¢na veliCina (v tomto pfipadé SE) urcena. Jediné méfeni ndm muze poskytnout jen velmi
hruby odhad priméru veli¢iny, o jeji chybé nevime nic. K velmi ptibliznému urceni SE
potifebujeme nejméné 2 méteni, ¢im mame méfeni vic, tim je odhad SE ptesnéjsi. Z této tivahy
také vyplyva tvar hustoty pravdépodobnosti t-rozd€leni: pii malych poctech meéfeni je dost
vysoka pravdépodobnost chybného odhadu SE, vyznamné je hlavné riziko jeho podcenéni, proto
ma toto rozdéleni pfi malém poctu stupitli volnosti vyrazna vysoka “kiidla” k vétsim kladnym i
zapornych hodnotam (a ponékud uzsi maximum nez normalni rozdéleni).

Parametrickou obdobou Mann-Whitneyova testu je neparovy Studentiiv t-test. Pfi tomto testu se
pracuje s pruméry hodnot méfené veliiny x a y v jednotlivych skupinach samostatn€, spocteme
tady SEx a SE, dle pocti pokusii ny, ny. K hlavnim pfedpokladiim provedeni tohoto testu patii
nejen normalita distribuci v obou skupinach, museji mit také ptiblizn€ stejné rozptyly a pocty
méfeni. Pocet stupiili volnosti je v tomto pfipad¢ dan vztahem

Vv=n,+tn, —2

a celkova hodnota SE je dana vztahem
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2 2
[(n, =D *n *SE " +(n, =1)*n, *SE "1*(n, +n,)

n *n,*(n, +n, =2)

SE =

pokud Ize rozptyly povazovat za zcela stejné, ptripadné pokud maji obé skupiny stejny pocet
méfeni, 1ze uvedeny vzorec zjednodusit (upravite dosazenim SE, = SE, a n, = ny). Pokud se pocet
stupiili volnosti (pokusil) mezi skupinami podstatné mezi sebou lisi, je nutno pouzit korekce
poctu stupni volnosti

_(SE,"+SE,’)’

SE." , SE,’

n.—1 n, -1

v

Ze vzorcu a z korekce je patrné, ze mize byt vyhodné pofidit vice méfeni ve skupin€, v niz jsou
(z jakychkoliv divodi) méfeni méné piesna. Pro vypocet SE se dost ¢asto pouziva piiblizny
alternativni vzorec

SE =|SE,> + SE ]

Pokud rozdéleni métfenych hodnot se od normélniho rozd€leni velmi lisi, neni nepéarovy t-test
pouzitelny.

Protoze rozdily hodnot (i ve skupinach) byvaji blize normalnimu rozd€leni nez veliiny samotné
(disledek Ljapunovovy véty, viz vyse) byva vyhodné sdruzit pokusné objekty s kontrolnimi do
ze budou vzhledem ke sledované veli¢iné relevantni (vék, pohlavi, BMI a pod.) byly si co
nejpodobnéjsi, a pifi vyhodnocovani pokusu zachdzime s celou dvojici jako s jedinym
individuem, mizeme pak pouzit jednovybérovych postupti. Velmi casto tim dosdhneme
vyznamné¢jsich vysledkt, nez pfi jednodussim provedeni experimentu.

Dosti ¢asto pouzivanou metodou studia vzajemné zavislosti dvou (i vice) studovanych veliCin je
metoda nejmensich ¢tvercl. Tato metoda je z hlediska svych moznosti mnohem obecnéjsi, nez
metody neparametrické korelace, které jsou nezavislé na matematickém popisu vzajemného
vztahu, odpovidajici parametrické metody jiz s pfedpoklady o kvantitativnich vztazich mezi nimi
pracuji. Nejjednodussim predpokladem vzajemného vztahu méfenych velicin je vztah linearni,
ktery jde vyjadfit rovnici

Vi :y+a*('xi ~ X)
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vniz jsou x; a y; mefené hodnoty a a a b urované koeficienty. Pro urCeni vyznamnosti
vzajemného vztahu a hodnot koeficienti spocteme priméry métenych hodnot x a y a hodnoty
jejich momentt /4> (pro ob¢ veliCiny, dale je proto oznacime L4 a L4). SpoCteme smiSeny moment
métenych dat ze vztahu

n

#xzzi(xi-X)*(y,--y)

Korela¢ni koeficient r,, spo¢teme vztahem

_
" NS

z vyse uvedenych vzorci lze odvodit, Ze korelacni koeficient mize byt v uzavieném intervalu <-
I, 1>. Pokud ma hodnotu nula, vzijemna souvislost mezi veli¢inami chybi, pti kladnych
hodnotach obé¢ veli¢iny spolu rostou (nebo klesaji), pti zapornych hodnotach pii vzristu jedné
veli¢iny druha klesd; pokud je rovna -1, 1 je vazba mezi hodnotami pfesn¢ linearni. Korelacni
koeficient mizeme testovat proti nule, pokud se od nuly vyznamné lisSi mizeme vzéjemnou
souvislost mezi métenymi hodnotami povazovat za prokazanou (pro testovani pouzijeme tabulky
kritickych hodnot korela¢niho koeficientu).

Na rozdil od neparametrickych korelaci je tento parametricky test zaméfen na linearni vztah mezi
méfenymi veliCinami, pokud tento vztah neni linearni, miize byt parametricky korelacni
koeficient v absolutni hodnoté mensi, nez neparametricky. Pro hodnotu a v uvedeném vztahu
plati

a:/’[xy T

H,

Pro strmost sklonu pro vztah x v zavislosti na y pak plati tyz vzorec se vyménou hodnot (4, a 4.
Je zifejmd, Ze strmosti vztahu veliCiny y vii¢i x a x vi¢i y nejsou vzajemné prevracenymi
veli¢inami, jak jsme z popisu linedrnich zavislosti v matematice zvykli. Lze pochopiteln¢ také
odhadnout chyby téchto hodnot (jsou zhruba tmérmné Vv (1 - ryy) ).

Hodnota korelacniho koeficientu neni pfilis citlivd na normalitu vychozich dat, zasadni problémy

nastavaji pti distribucich s “odlehlymi hodnotami”, tedy pti vysoké Spicatosti rozd€leni alespon
jedné z korelovanych veli¢in (na tuto situaci nejsou neparametrické metody pfilis citlive);
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rovnomérné rozdéleni hodnot jedné zveliCin vysledky téméf neovlivni (lze tedy pouzit
klasického postupu, kdy jednu z veli€in nastavujeme (radéji na vice riznych hodnot) a druhou
zaznamenavame (napiiklad souvislost mezi davkou Iéku a 1é€ebnym efektem).

Zavérefna upozornéni: Na tomto misté (i kdyz se tato poznamka statistickych testd netyka)
povazujeme za vhodné upozornit na n¢které dalsi vlastnosti normalné rozdélenych velicin.

O tom, Ze soucet i rozdil dvou normdln€¢ rozdélenych veli¢in maji normalni rozdéleni byla
zminka v uvodu. Tuto vlastnost vSak normalné€ rozdélené veli¢iny pii ndsobeni ani d€leni nemaji
(logaritmus vysledku ma vSak normdlni rozdé€leni tehdy, kdyz logaritmy ndsobenych/délenych
veli€in jsou normalné rozdélené). Pokud jsou chyby (rozptyly) méfenych veli¢in malé vici
méfenym hodnotdm (asi do 10% az 30%, v souvislosti s pozadovanou spolehlivosti vypoctu) neni
rozdil mezi normalnim a logaritmicko-normalnim rozdélenim pftili§ velky a vznikajici zkresleni
muzeme zanedbat, v opacném piipadé musime vypoCty provadét s transformovanymi daty,
v téchto ptipadech je vhodné vysledky takovych méfeni konzultovat. Z tohoto hlediska je velmi
problematicka piedevsim prace s indexy (tedy s vyjadienim vysledku pomérem).
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25. Enzymové a jiné markery vyuzZivané
v diagnostice vybranych patologickych stavi

Lukas Pacal

1. Cil

Srovnani elektoforeogramil izoenzymu laktatdehydrogendzy separovanych v agaré6zovém gelu ze
vzorkl normalnich a patologickych sér.

2. Uvod do problematiky

Laktatdehydrogenaza (LD, EC 1.1.1.27) je cytoplazmaticky ubikvitarni enzym. Katalyzuje
reverzibilni prfeménu laktatu na pyruvat (posledni krok anaerobni glykolyzy). V organizmu jsou
pritomny dva typy polypeptidovych fetézcli oznacovanych jako H (heart) a M (muscle). Kazda
molekula enzymu je tetramer tvofeny jednim nebo obéma typy podjednotek. Riiznymi
kombinacemi téchto podjednotek vznikéd pét izoenzymii (enzymy, které maji stejnou funkeci, ale
lisi se strukturou; primarni izoenzymy vznikaji v disledku rozdili ve struktufe dvou a vice gentl,
v piipad¢ sekundarnich izoenzymu je odliSnost zplsobena posttranslacni modifikaci; izoenzymy
se lisi svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, napft. elektroforetickou pohyblivosti): LD1 (H4),
LD2 (H3M), LD3 (H2M2), LD4 (HM3) a LD5 (M4). Podjednotky M pievladaji v izoenzymech
LD4 a LDS5 vyskytujicich se hlavné v tkanich s pfevahou anaerobniho metabolizmu (kosterni
svalstvo, jatra) kde katalyzuji pfeménu pyruvatu na laktat. [zoenzymy s pfevahou podjednotek H
(LD1 a LD2) katalyzuji preménu laktatu na pyruvat ve tkdnich s aerobnim metabolizmem
(myokard, mozek, ledviny, erytrocyty).

laktat + NAD" — pyruvat + NADH + H”,

redukovany NADH + H" 1ze dokazat nasledujici reakci s tetrazoliovou soli

NADH + H" + tetrazoliova sl (NBT) — NAD" + formazan

ZvySené hodnoty LD v plazmé nachdzime u:
1) poskozeni myokardu
* vzestup izoenzymil LD1 a LD2, napt. pti akutnim infarktu myokardu (LD1/ LD2  vétsi
nez jedna, u zdravych osob je pomér mensi nez jedna)
2) poskozeni jater
* clevace izoenzymi LD4 a LDS5, napt. akutni virova hepatitida, cirh6za, otrava
organickymi rozpoustédly
3) krevnich chorob

85



* hemolytické a megaloblastické anemie

Izoenzymy se 1isi ndbojem, a proto se daji elektoforeticky rozd¢lit. Izoenzym LD1 se pohybuje
nejrychleji smérem k anod€, LD5 naopak ke katod¢€. Pti nasledné inkubaci v roztoku obsahujicim
substrat enzymu (laktat) a barvivo lze vizualizovat jednotlivé izoenzymy, které reaguji se
substratem za vzniku NADH a H+, ktery redukuje bezbarvy indikator NBT na barevny formazan.
Intenzita zabarveni je pfimo imérna mnozstvi jednotlivych izoenzymi.

3. Material

Sklenéna podlozni sklicka (7,6 x 2,6 cm), elektroforetickd vana, el. zdroj, termostat, automaticka
pipeta a Spicky, vzorky séra.

Roztoky:

Barbitalovy puft:

Barbitalum solubile 103 g
Kyselina dietylbarbiturova 1,84 ¢
Aqua destillata ad 1000 ml

Barvici roztok:

Lithiumlaktat (substrat pro enzym)

Koenzym NAD+

Oxidované barvivo tetrazoliova modf (NBT)

PtenaSec elektroni mezi NADH a barvivem (fenazinmethosulfat)
Pufr o pH 8,6 a aktivujici ionty

4. Postup

Na ocisténad sklenénd podlozni mikroskopickd sklicka nalijeme na nivelizaénim stolku 1 %
agar6zovy roztok a nechame ztuhnout.

Na sklicka nanasime analyzované vzorky séra (10 pl) pomoci hrany filtracniho papiru a nechame
15 minut difundovat do agardzy. Na kazdé sklicko nanasime 2 vzorky.

Po 15 minutach povrch gelu oplachneme destilovanou vodou a vlozime do elektroforetické
aparatury. Sklicka s gelem spojime s barbitalovym pufrem pomoci prouzka filtracniho papiru,
uzavieme aparaturu, spojime se zdrojem a délime za nasledujicich podminek : U =200 V, I =
cca 32 mA, t=55min, T = 10°C.

Po ukonceni elektroforetického déleni vlozime sklicka agar6zovou vrstvou dolt do Petriho misek
(3 sklicka/misku) a opatrn¢ podlijeme inkubacnim roztokem. Barvime 45 min pii 37°C. Po
obarveni vlozime na 30 min do vypiraci 1azné a poté vysuSime.
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Obarvena a vysusena sklicka naskenujeme a analyzujeme pomoci softwaru TotalLab.

r 4
5. Zaveér
PocitaCoveé zpracované vysledky elektroforetické separace zaznamename do protokolu. PopisSeme
rozdily mezi spektrem izoenzymt LD z normalniho a patologického séra a interpretujeme je.
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1. Cil

Prokazat
subjektu

26. Hyperlipoproteinemie

Julie Bienertova Vasku

ptritomnost/neptitomnost mutace R395W v genu pro LDL receptor u pokusného
a srovnani vysledku se zdravym kontrolnim subjektem a pacientem s familiarni

hypercholesterolémii.

2. Uvod do problematiky

Priméarni

dyslipidémie jsou vrozené poruchy metabolismu spojené jak s alterovanou hladinou

lipoproteinti v plazmé, jejich neobvyklou distribuci a/nebo tvorbou aberantnich lipoproteinovych

molekul.

Poruchy

mohou obecné postihovat alfa-lipoproteiny (napt. Tangierska choroba, deficit LCAT,

deficit Apo A-1, porucha jaterni triacylglycerolové lipazy) nebo beta-lipoproteiny, kde je pak
mozné dil¢i tfideéni na:

1.
2
3.
4

Mezi nej
1.

poruchy syntézy a sekrece betalipoproteinti

. vyskyt anomalniho apoproteinu B

poruchy v pieméné betalipoproteini

. bézné polygenn¢ determinovana hypercholesterolémie

Castéjsi poruchy metabolismu betalipoproteinti patti

vrozené defekty apoB — predpokladd se u velkého procenta pacientl se Slachovymi
xantomy, kde se diive myslelo na poruchu LDL receptoru

. hypobetalipoproteinémie spojena s modifikovanymi apo B — abnormalni molekuly Apo

B (B-25, B-28, B-37, B-39, B-40, B-46) vedou knizsi stabilit¢ plazmatickych

o voqe .

familiarni hypercholesterolémie — nejcastéjs$i primarni dyslipidémie, heterozygotni
forma ma frekvenci cca 1/500, homozygotni forma je mnohem vzacnéj$i - ma frekvenci
cca 1/10°% na pokladé poruchy LDL receptori dochézi ke zvysené produkci LDL, jejich
prodlouzené cirkulaci a snizenému vychytavani. To vede u heterozygoti ke 2-3x
zvySené plazmatické hladiné LDL cholesterolu oproti zdravym, ICHS se u nich rozviji
béhem tretiho az ¢tvrtého decenia. U homozygotl jsou hladiny LDL cholesterolu 6-8
vyss$i oproti normé¢ a neléceni pacienti vétSinou umiraji na infarkt myokardu pied 20
rokem véku. Podkladem onemocnéni jsou mutace v LDL receptoru.

polygenni hypercholesterolémie — velmi Casté civilizacni onemocnéni, na geneticky
predisponovaném terénu dochdzi sumaci urcitych environmentalnich vlivl (faktory

vnéjsiho prostiedi, zejména faktory zivotniho stylu) k hypercholesterolémii. Je zfetelna
nutri¢ni zavislost, onemocnéni Ize vyrazné¢ kompenzovat dietou.
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Mutace R395W zplisobuje zdménu argininu za tyrozin v pozici 395, coz je podminéno substituci
GGG—-TGG v 9. exonu genu pro LDL-receptor. Tato mutace rusi restrikéni misto pro
endonukleaazu Hpall, takZze normalni alela po PCR a restrikci poskytuje fragmenty 137, 56 a 30
bp, zatimco restrikce mutantni alely vede k zisku alel 167 a 56 bp. Uvedena mutace patii mezi asi
dvacet nejcastéjSich mutaci v LDL receptoru v ¢eské populaci.

3. Material, metody

PCR: molekuldrné-biologickd metoda slouzici k amplifikaci fragmenti DNA o definované délce,
coz umoziuje ziskat v kratkém case velké mnozstvi kopii prislusné sekvence a tim predstavuje
vychodisko pro celou fadu dalSich molekularné-biologickych postupti. Metoda ma tfi faze: 1.
denaturace DNA — odd¢€lovani dvou fetézcii DNA od sebe, 2. annealing — navazani ohranicujicich
oligonukleotidii (primeril) a 3. elongace — syntéza ocekavanych fragmenti DNA.

Roztoky:
H,0, reak¢ni pufr obohaceny o bovinni sérum albumin (RP+BSA)(10xkoncentrovany), MgCl,
(25mM), deoxynukleotid trifosfaty-dNTP (smés dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 10mM), primer 70 a

71 (10mM), genomova DNA pacienta heterozygotniho pro FH, jedince suspektniho z FH a
zdravého Cloveka (asi 50ng/pl), Taq polymeraza (SU/p).

4. Postup

a) Rozpis pripravy mastermixu pro PCR

na 1 vzorek | na 3 vzorky

(v b (\AL))
1. H,O 13,3 40
2. RP+BSA 2,5 7,5
3. MgCl, 1 3
4. dNTP 0,5 1,5
S. primer 70 1,25 3,75
6. primer 71 1,25 3,75
7. DNA 5
8. Taq 0,125 0,38
PCR smés 20
celkem 25

Do 3 oznacenych eppendorfek napipetujeme Sul DNA zkoumaného vzorku (A), pacienta
heterozygotniho pro FH (B) a DNA zdravého c¢loveka (C). Vypocitané mnoZzstvi roztokt 1-6 pro

3 vzorky uvedené v tabulce napipetujeme do zvlastni eppendorfky, nakonec napipetujeme roztok
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8 a dobie pipetou promichejte. Z této smési odebereme 20l a ptidame k jednotlivym vzorkiim

DNA, vse dobfe promichame.

Eppendortky s amplifikacni smési vlozime do amplifikatoru a spustime ulozeny program reakce:

5 . | denaturace annealing elongace
ety (teplota/cas) | (teplota/cas) | (teplota/cas)
1 95°C/5’ 62°C/1’ 72°C/1’
35 95°C/1” 62°C/1’ 72°C/1’
1 95°C/1” 62°C/1’ 72°C/5°

b) Restrikce amplifikovaného produktu prislusnou restriktazou

Roztoky: H,0, restrikéni pufr (10x), Hpall (8U/pl)

Provedeni:

Rozpis restrikéni smési:

1 vzorek (Ul) | 3 vzorky (ul)
1.H,0 7,3 22
2.restrikéni pufr 2 6
3.Hpall (restrik¢ni enzym) 0,7 2,1
4.DNA (amplifika¢ni produkt) 10
celkem 20

Do oznacenych eppendorfek (A,B,C) napipetujeme 10l DNA. Ve zvlastni eppendorfce

promichame roztoky 1-3 a smés rozpipetujeme do eppendorfek s DNA.

Restrikéni smés umistime do termostatu (37°C) na min. 2 hod.

¢) Elektroforeticka separace produktu
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Roztoky: 1xTBE pufr (pfiprava gelu a elektroforeticky pufr), nandseci pufr (bromfenolova
modi:ficol,1:1), etidium bromid

Provedeni:

Priprava 2% gelu: 2g NuSieve agarozy rozvaiime ve 100ml 1xTBE, po zchladnuti na 50°C
piidame 10pl etidium bromidu, nalijeme na misku s hiebenem a nechame 30 minut ztuhnout,
opatrn¢ vysuneme hieben a gel umistime do elektroforetické aparatury s 1xXTBE pufrem

Vzorky pro nanédseni na gel smichdme s nanaSecim pufrem na parafinovém filmu takto: 10pl

vzorku+5pl nanaseciho pufru, cely objem potom naneseme pipetou do komtrek na gelu.

Vzorky pro elektroforézu:

1) DNA A (zkoumany vzorek ) po amplifikaci

2) DNA A po amplifikaci a restrikci

3) DNA B (jedince suspektniho z FH) po amplifikaci

4) DNA B po amplifikaci a restrikci

5) DNA C (zdravého ¢lovéka) po amplifikaci

6) DNA C po amplifikaci a restrikci

7) DNA po kontrolni amplifikaci a restrikci

Po naneseni vSech vzorka piipojime elektroforézu ke zdroji, zdroj nastavime na 90-100V a
nechame asi 30 minut elektroforeticky rozd¢lit fragmenty DNA (DNA je zaporn¢ nabita, putuje
ke kladnému polu, pficemz se do ni navazuje etidium bromid, ktery v UV sviti oranzové¢). Po

skonceni elektroforézy gel prohlizime na UV transiluminatoru a vysledek vyfotime.

4. Vysledky

Popis ziskaného elektroforeogramu ve vztahu k mutaci R935W v genu pro LDL receptor, popis
délky jednotlivych alel.

5. Zavér

Struéné popiSeme princip metody. Zhodnotime, zda zkoumany pacient byl/nebyl
heterozygotem/homozygotem pro mutaci R395W v genu pro LDL a zdivodnime pro¢. Podéame

vysvétleni vysledkt elektroforézy zaznamenanych na kopii fotografie. Zdivodnime, proc¢
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heterozygotni pacient ma po restrikci dany pocet fragmentii DNA ve srovndni se zdravym

jedincem a amplifika¢nim produktem.

92



