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Neinvazivni monitorovani stresovych hormont ve slinach
kralikl

Souhrn

Tato diplomova prace se zamértuje na neinvazivni sledovani hormon( stresu ve slinach
kralikQi. V teoretické c¢asti prace byla pozornost vénovadna stresu obecné a stresovym
hormontm. Dale byl popsan cirkadianni rytmus a v posledni kapitole teoretické ¢asti byla
popsana problematika odbéru vzork( a jejich analyza obzvlasté ze slin.

Praktickd Cast byla vénovdna méreni hodnot jednotlivych parametrd ze slin zvifat.
Kralici byli rozdéleni podle pohlavi. Nasledné byly vzorky vysSetfeny a zpracovany. V posledni
Casti se preSlo k ovéreni hypotéz, kdy se potvrdilo, Ze steroidni hormony jako kortizol,
kortizon, kortikosteron a testosteron koreluji s Urovni stresu, kterému je zvife vystavené.

Cilem bylo vyvinout a ovéfit metodu pro monitorovani kortizolu, kortizonu,
testosteronu a kortikosteronu, coz je klicové pro hodnoceni jejich stresové reakce. Studie
ukazala Uspésné vyuziti metody HPLC/MS ke kvantifikaci drovni kortizolu, kortizonu,
kortikosteronu a testosteronu ve slinach kralik(. Vysledky této studie by mohly ovlivnit péci
o zvifata, a neinvazivni monitorovani hormon( stresu ve slinach kralik(i mdze byt uzitenym

nastrojem v oblasti veterinarni péce, etologie a védeckého vyzkumu.

Kli¢ova slova: Stres, sliny, kortizol, kortizon, kortikosteron, HPLC/MS, metabolom.



Non-invasive Monitoring of Stress Hormones in Rabbit
Saliva

Summary

This thesis focuses on the non-invasive monitoring of stress hormones in rabbit saliva.
The theoretical part of the thesis addressed stress in general and stress hormones.
Furthermore, the circadian rhythm was described, and the last chapter of the theoretical part
addressed the issues of sample collection and their analysis, particularly from saliva.

The practical part was dedicated to measuring the values of individual parameters
from animal saliva. Rabbits were divided by gender. Subsequently, the samples were
examined and processed. In the final section, hypotheses were tested, confirming that steroid
hormones such as cortisol, cortisone, corticosterone, and testosterone correlate with the level
of stress to which the animal is exposed.

The aim was to develop and verify a method for monitoring cortisol, cortisone,
testosterone, and corticosterone, which is crucial for evaluating their stress response.
The study demonstrated the successful application of the HPLC/MS method for quantifying
levels of cortisol, cortisone, corticosterone, and testosterone in rabbit saliva. The results
of this study could influence animal care, and non-invasive monitoring of stress hormones
in rabbit saliva could be a valuable tool in the field of veterinary care, ethology, and scientific

research.

Keywords: Stress, saliva, cortisol, cortisone, corticosterone, HPLC/MS, metabolome.
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1 Uvod

Hodnoceni stresu u zvifat je aktudlnim tématem v oblasti welfare a neinvazivni metody
se neustdle vyvijeji a zdokonaluji ve snaze vyvinout metody Setrné ke zvifatliim.

Pti fesSeni stresovych situaci je v organismu savcl zapojeno mnoho endokrinnich
mechanismu. Glukokortikoidy vylu¢ované nadledvinami jsou v prvni linii reakce organismu
k pfekonani stresovych situaci (Mc Ewen 2010). Pfi monitorovani priibéhu glukokortikoidnich
koncentracnich hladin se obvykle vyuZivaji vzorky plazmy jako matrice pro stanoveni
koncentracnich urovni stresovych hormon( (kortizon, kortizol, kortikosteron), které slouzi
jako parametry aktivity nadledvin.

Samotny odbér vzorkd krve mizZe bohuzZel zvife rusit a pfivadét jej sdm o sobé
do stresové situace a tim ovlivnit vypovidaci uroven experimentu (Touma & Palme 2005).
Neinvazivni metody alternativnich matric se proto nabizeji jako vhodné feSeni. Neinvazivni
metody vyuZivaji dalsi biologické matrice — sliny, vykaly, pot, mléko, vlasy / pefi /srst
pro stanoveni glukokortikoidU.

Dobfe naplanovany odbér vzorku zarazeny do kontextu stresové osy v organismu
zvitete je nutny a je nutné jej posuzovat v zdvislosti na cili studie (dopad akutniho
nebo chronické stresu, ad.). Vidy je nutnd detailni znalost metabolismu a vylucovani
stresovych hormond, jejich cirkadianni rytmy, rychlosti zpozdéni, s jakou se objevuji v dané
biologické matrici, validace pro kazdy druh a pohlavi a dalsi parametry.

V posledni dobé se v odborné literatufe rada studii zabyva matrici slin,
které predstavuji vhodnou alternativu ke krevni plazmé. Diplomova prace se zabyva vyvojem
analytické metody a feSenim problém0 tykajicimi se odbéru vzorku slin krdlika domaciho
(Oryctolagus cuniculus f. domesticus), jeho skladovani, zpracovani vzorku pro jeho analyzu
analytickou metodou (HPLC/MS). Spravné aplikované neinvazivni techniky pro sledovani
metabolitd glukokortikoidli ve vzorcich budou pak uZitecnym ndstrojem pro hodnoceni
dobrych Zivotnich podminek zvifat pfi jejich chovu.



1 Védecka hypotéza a cile prace

Pfi feSeni stresovych situaci je v organismu savcll zapojeno mnoho endokrinnich
mechanismu. Glukokortikoidy vylu¢ované nadledvinami jsou v prvni linii reakce organismu
k pfekonani stresovych situaci. Pfi monitorovani pribéhu glukokortikoidnich koncentraénich
hladin se obvykle vyuzivaji vzorky plazmy jako matrice pro stanoveni koncentracnich drovni
stresovych hormonu (kortizon, kortizol, kortikosteron), které slouzi jako parametry aktivity
nadledvin. Samotny odbér vzorkd krve muZe bohuZel zvife rusit a pfivddét jej sdm o sobé
do stresové situace atim ovlivnit vypovidaci Urovern experimentu. Neinvazivni metody
alternativnich matric se proto nabizeji jako vhodné reSeni. Neinvazivni metody vyuzZivaji dalsi
biologické matrice — sliny, vykaly, pot, mléko, vlasy / pefi /srst pro stanoveni glukokortikoida.
Dobfe naplanovany odbér vzorku zarazeny do kontextu stresové osy v organismu
zvitete je nutny a je nezbytné jej posuzovat v zavislosti na cili studie (dopad akutniho nebo
chronické stresu, ad.). Vidy je nutnd detailni znalost metabolismu a vylu¢ovani stresovych
hormond, jejich cirkadialni rytmy, rychlosti zpoZzdéni, s jakou se objevuji v dané biologické
matrici, validace pro kazdy druh a pohlavi a dal$i parametry. V posledni dobé se v odborné
literature fada studii zabyva matrici slin, které predstavuji vhodnou alternativu ke krevni
plazmé.

H1: V organismu existuji latky — stresové hormony, jejichz hladiny koreluji s Grovni stresu,
jimZ je organismus vystaven.

H2: Jako stresové hormony v organismu kralika domdaciho (Oryctolagus cuniculus
f. domesticus) lze vyuzit nékteré steroidni hormony v metabolické draze cholesterolu —
kortizon, kortizol, kortikosteron, ad.

H3: Existuji koncentracni rozdily v Grovni stresovych hormond, které koreluji s aktualni Zivotni
situaci, v které se zvife nachazi: stres versus pohoda (,fight or flight” versus ,peace”).



2 Literarni reserse

2.1 Stres a stresové hormony

Kratkodoby stres md ochranny charakter, pomahda télu vyrovnat se a pfizplsobit
se dané stresové situaci. Naopak dlouhodoby stres mulzZe poskodit zdravi jedince
(Ivkovi¢ et al. 2015).
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Obrazek 1: Syntéza steroidnich hormont (Haggstrom & Richfield 2014)

Stres je v biomediciné pojmenovani pro situace, kdy jsou hladiny glukokortikoid(
(hormony vylucované klirou nadledvin) a katecholamini (hormony vyluCované dreni
nadledvin) zvyseny jakoZto reakce na urcity prozitek (Lepschy et al. 2008; Mc Ewen 2010).
Prekursorem téchto steroidnich hormonu je cholesterol (Taves et al. 2016), jak je vyznaceno
na obrazku 1, kde je vyobrazena steroidogeneze. Tento proces zacéina syntézou cholesterolu,
ktery pak pokracuje fadou modifikaci v nadledvinach, aby se stal jednim z mnoha steroidnich
hormont. Jednim z konecnych produktll této drahy je kortizol. Aby se kortizol uvolnil
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z nadledvin, nastava kaskada signalizace. Hormon uvoliujici kortikotropin uvolnény
z hypotalamu stimuluje kortikotropy v predni hypofyze k uvolnéni ACTH, ktery prenasi signal
do klry nadledvin. Zde zona fasciculata a zona reticularis v reakci na ACTH wvylucuji
glukokortikoidy, zejména kortizol (Su, Ge & Xie 2024).

Katecholaminy a glukokortikoidy se uvolfuji v pribéhu nékolika sekund az minut
po pusobeni stresoru. Obé skupiny hormonu jsou rychle metabolizovany a vyluéovany moci
a vykaly (Lepschy et al. 2008). Glukokortikoidni hormony také zprostifedkovavaji
homeostatické reakce na zmény prostfedi (Ouyang et al. 2011), podfizuji se cyklickym
zménam — diurnalnim a sezénnim. Sezénni kolisani mlze byt zplsobeno zvysenou kompetici
o potravu, sexudlnimi partnery atd. Diurndlni vykyvy jsou dané denni aktivitou jedince
(Michael Romero 2002).

Kdyz se zvite setkd se stresorem aktivuje se paraventrikuldrni jddro hypotalamu a locus
coeruleus (oblast v mozkovém kmeni tvorena Sedou hmotou, vytvafi se zde noradrenalin
(Bouret & Sara 2005)), aby zaktivovali sympaticko-adrenomoduldrni systém, to vede
k uvolnéni katecholaminl z dfené nadledvin, jako je napf. noradrenalin a adrenalin. Ddle
se aktivuji sympatické nervy (Kooriyama & Ogata 2021).

Centrem fyziologie stresu je osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA = Hypotalamic-
Pituitary-Adrenal axis) jejimz vyslednym produktem je kortizol a dalSi glukokortikoidy (Gunnar
et al. 2009). Osa HPA reguluje cirkulujici hladiny glukokortikoidd a je hlavnim
neuroendokrinnim systémem u savc(, ktery umoZnuje rychlou reakci a obranu proti stresu
(Spiga et al. 2014).

Stres aktivuje sympatiko adrenomedularni systém, tato reakce zmobilizuje sily
v organismu (Chida et al. 2006). Hormon uvolnujici kortikotropin (CRH) je produkovan lokdalné
v hypotalamu a se stresem se sekrece rychle zvySuje. CRH wvyvolava sekreci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) z hypofyzy, ktery stimuluje uvolfiovani kortizolu.
Kortizol je hlavni glukokortikoidni hormon a je vylucovan kdrou nadledvin do krevniho recisté,
kde stimuluje zvySeni srde¢ni frekvence a dechové frekvence, ¢imz transportuje vice kysliku
a energie prendsejici krev do koncovych organd, jako jsou svaly a mozek. Télo se pfipravuje
na preziti a reakci ,bojuj nebo utec”. Periferni krevni cévy se stahuji, aby zabranily ztraté krve,
zatimco mozek uvolnuje endorfiny pro ulevu od bolesti (Mc Ewen 2010).

Dlouhodobé vysoké hladiny glukokortikoidd mohou snizovat kondici a mohou vést
k potlaceni reprodukéni vykonnosti (Schuster & Schaub 2001). Sekrece téchto hormonu také
zhorSuje vykonnost deklarativni paméti (de Quervain et al. 2000). Osa HPA je mimo jiné
aktivovana, pokud mozek potrebuje pfisun energie, kterou mu osa HPA zajisti pfisunem
glukdzy (Peters et al. 2004).

Béhem infekénich onemocnéni se koncentrace kortizolu a kortizonu v téle zvysuiji.
Glukokortikoidy vyvolavaji protizanétlivé a imunosupresivni Ucinky, které jsou prospésné
pro zvife tim, Ze omezi patofyziologické nasledky infekéniho onemocnéni (Toth et al. 1992).
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Kortikosteron a kortizol ovSsem nejsou vylucovany ve stejné vysi u vSech Zivocich(.
Hlavnim glukokortikoidem lidi a vétSiny savcu je kortizol, zatimco u nékterych Zivocichl jako
napft. ryby, obojzivelnici a ptaci prevazuje kortikosteron (Skarlandtova et al. 2010).

V soucasné dobé existuji dlkazy, které naznacuji, Ze limbické oblasti, jako
je hipokampus, prefrontalni kiira a amygdala, se zdsadnim zplsobem podileji na regulaci
ucinkl stresu na pamét prostfednictvim vzajemného plsobeni stresovych hormon( a stresem
aktivovanych neurotransmiterd (Sandi 2011; Ulrich-Lai & Herman 2009).

Pti fyziologické stresové reakci jsou také rozdily mezi pohlavimi, pfedpoklada se, Ze jsou
castecné zplsobeny rozdily v metabolismu glukokortikoid samcli a samic (Touma et al. 2003).
PFi posuzovani stresu by se oviem nemélo pfihlizet jen na jeden Udaj — hodnoty jednoho
hormonu, jedné skupiny hormon, atd... Stres by se pro objektivni zhodnoceni mél posuzovat
kombinaci riznych méreni napf. fyziologickych a behaviordlnich (Rushen et al. 2011).

Metabolismus cholesterolu u ¢lovéka je velmi podobny tomu krdli¢cimu, proto se také
na kralicich provadi studie za ucelem pochopeni ucinkd hyperlipidémie na ateroskleréozu
a zvyseny krevni tlak, stejné jako dalSi patologie srdce a cév (Fan et al. 2015). Dospéli kralici
syntetizuji vysoké mnozstvi lipidl, v€etné cholesterolu, z rostlinné stravy s vysokym obsahem
vlakniny. U novozélandskych bilych kralik( dochdzi k syntéze cholesterolu hlavné v jatrech,
nadledvinach, tenkém stfevé a vajecnicich (Aguilar-Roblero & Gonzélez-Mariscal 2020).

HqC

CHj
CHs3

CHy
CHg

HO

Obrazek 2: Cholesterol, strukturni vzorec (Frederick 2014)

2.1.1 Kortizol

Kortizol je uvadén jako jeden z hlavnich stresovych hormont produkovany v kdre
nadledvin a je nezbytny pro pfipravu téla k akci. Tento hormon se zpravidla pouziva jako hlavni
indikdtor stresu (Hellhammer et al. 2009). Kortizol pomdaha pfrizplUsobit se stresorim
a koordinuje metabolismus s kazdodenni aktivitou a fidi spanek. Kromé reakce na stres ma
tedy kortizol svou Zivotné dileZitou ulohu pfi cirkadiannim rytmu. Presto se bézné spojuje jen
se stresem a zejména s negativnimi aspekty stresu (McEwen 2019). Kortizol se aktivné ucastni
na regulaci absorpce vapniku, udrzovani krevniho tlaku, protizanétlivé a imunitni funkce,
glukoneogeneze, Zaludecni kyseliny a sekrece pepsinu (Heshmati et al. 1998; Wiederanders
et al. 1960).
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Tento hormon také zvySuje hladinu cukru v krvi prostfednictvim glukoneogeneze,
potlacuje imunitni systém a pomaha pfi metabolismu tukd, bilkovin a sacharid@l. Cistym
ucinkem je zvyseni koncentrace glukdzy v krvi, ddle doplnéné snizenim citlivosti periferni
tkdané na inzulin, ¢imZ se zabrani této tkani odebirat glukézu z krve (Khani & Tayek 2001).
Kortizol ma permisivni Ucinek na plsobeni hormon, které zvysuji produkci glukézy, jako
je glukagon a adrenalin. Kortizol také snizuje tvorbu kosti. Mnohé z téchto funkci
se uskutecnuji vazbou kortizolu na glukokortikoidni nebo mineralokortikoidni receptory uvnitf
buriky, které se pak vaZzou na DNA a ovliviiuji genovou expresi (Plieger et al. 2018). Kortizol
také hraje dulezitou, ale neptimou roli v jaterni a svalové glykogenolyze (Stépeni glykogenu
na glukdza-1fosfat a glukozu), ke které dochazi v dlsledku plsobeni glukagonu a adrenalinu.
Navic kortizol usnadniuje aktivaci glykogen fosforyldzy, kterd je nezbytna pro to, aby mél
adrenalin ucinek na glykogenolyzu (Khani & Tayek 2001).

Kortizol je vylu¢ovan v diurndinim rytmu, ktery ma u ¢lovéka nejvyssi hodnoty v rannich
hodinach (u nocnich druht zvifat naopak) a ma za ukol probouzet jedince. Poté klesa a znovu
denni aktivity a metabolismu (McEwen & Karatsoreos 2015) a pro pribéh normalni stresové
reakce (McEwen 2019). Adaptivni reakce na stres proto mohou byt naruseny pfi nedostatku
spanku, sménnych reZimech v zaméstnani nebo pfi depresi, kdy hladiny kortizolu v krvi, jsou
v pfiblizné stejné mife po cely den (Young et al. 2004). Ménici se hodnoty kortizolu béhem dne
jsou dlvodem proc by se jeho vzorky mély odebirat vidy ve stejny Cas, pripadné i nékolikrat
denné (Blair et al. 2017). Sekrece kortizolu obecné vrcholi 20-30 minut po stresové udalosti,
jako je tfeba bolest (Buckingham 2006). Ve studii (Beerda et al. 1998) dosahl kortizol ve slinach
vrcholu mezi 16 a 20 minutami po stresovém podnétu a vratil se na vychozi hodnotu béhem
60 minut. Liston et al. (2013) uvedli, Ze denni vykyvy kortizolu podporuji tvorbu a eliminaci
synapsi v mozku, a to ndm pomaha ucit se a pfizplsobovat se.

Pfi dlouhodobém plsobeni nadmérnych hladin kortizolu vznikd Cushingova choroba,
kterd se projevuje napfiklad tloustnutim, atrofii klize, osteopordzou, depresemi, svalovou
atrofii atd. (de Quervain et al. 2000). Naopak snizend tvorba kortizolu, ktera nastava
po nedostatecnosti ledvin, mUze zpUsobit napt. Addisonovu chorobu, ta mé za nasledky ztratu
télesné hmotnosti, mensi chut k jidlu, také sniZzenou toleranci ke stresu, a proto mohou mit
lidé s touto chorobou problém prizpUsobit se fyzickému a emocionalnimu stresu (Henry et al.
2021).

Zvysené hladiny kortizolu mohou mimo jiné vést k proteolyze = rozpadu bilkovin
a k Ubytku sval(l (Yoshioka et al. 2005). U¢inky kortizolu na metabolismus lipidC jsou sloZit&jsi,
protoZe lipogeneze je pozorovana u pacientld s chronicky zvySenymi hladinami cirkulujicich
glukokortikoidt (tj. kortizolu), ackoli akutni zvyseni cirkulujiciho kortizolu podporuje lipolyzu.
BéZnym vysvétlenim tohoto zjevného rozporu je, Ze zvySena koncentrace glukézy v krvi
(pUsobenim kortizolu) bude stimulovat uvolfiovani inzulinu. Inzulin stimuluje lipogenezi, takze
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je to nepfimy dlsledek zvySené koncentrace kortizolu v krvi, ale k tomu dojde azZ po delsi dobé
(Djurhuus et al. 2002).

Pro vyzkumné ucely stanoveni hladin kortizolu je duleZité védét, Ze kortizolovy
cirkadianni rytmus se u lidi vyviji béhem prvniho roku Zivota (de Weerth et al. 2003).

2.1.1.1 Kortizol ve slinach

V krvi je jen 1 % az 15 % kortizolu ve své nevazané nebo biologicky aktivni formé.
Zbyvaijici kortizol je navazadn na sérové proteiny. Nevazany sérovy kortizol vstupuje do slin
intracelularnimi mechanismy a ve slinach setrvava vétsina kortizolu nenavdzana na protein.
Hladiny kortizolu ve slinach nejsou ovlivnény pritokem slin ani slinnymi enzymy (Aardal
& Holm 1995). Studie konzistentné uvadéji vysoké korelace mezi sérovym a slinnym
kortizolem, coZ naznacuje, Ze hladiny kortizolu ve slindch spolehlivé hodnoti hladiny hormonu
v séru (Dorn et al. 2007; Turpeinen & Hamaldinen 2013).

(1L,0H
1
C—0

O

Obrazek 3 Kortizol, strukturni vzorec
(Tomlinson et al. 2002)

2.1.2 Kortizon

Kortizon je jednim z glukokortikoidd, ktery je biologicky inaktivni, jelikoZ ma navazanou
keto-skupinu, a ne hydroxylovou jako maji kortizol a kortikosteron (Skarlandtova et al. 2010).
V pfipadé, kdy se v organismu zvysi potfeba kortizolu (napf. pfi stresu) je kortizon k dispozici
enzymu 11B-HSD1, ktery ho pfeméni na kortizol (Seckl 1997).

Kortizon je pregnanovy (21uhlikovy) steroidni hormon. Je to pfirozené se vyskytujici
metabolit kortikosteroidu, ktery se také pouziva jako farmaceutické proléc¢ivo a neni
syntetizovan v nadledvinach (Drucker & New 1987). Pfirozené vznikd neaktivni metabolit
kortizon v lidském téle hlavné v ledvindch enzymatickou preménou kortizolu pomoci
11-B-hydroxysteroid-dehydrogendzy isozym 2 (Al-Dujaili et al. 2012), naopak v jatrech
se pomoci pUsobeni enzymu 11B-HSD typu 1 mlzZe pfeménit zpét na aktivni steroidni kortizol
(Walker et al. 1992). Kortizol je silny mineralokortikoid, a proto se inaktivuje na kortizon,
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aby nezpUsobil chaos s hladinami elektrolytl — zvySuje hladinu sodiku v krvi, a naopak zvysuje
hladinu drasliku, coz zveda krevni tlak (Quinkler & Stewart 2003).

Kortizon byl poprvé identifikovan americkymi chemiky Edwardem Calvinem Kendallem
a Haroldem L. Masonem pfi vyzkumu na Mayo Clinic (Carlisle et al. 2016). Béhem procesu
objevovani byl kortizon zndm jako sloucenina E (zatimco kortizol byl znam jako sloucenina F)
(Gtéwka et al. 2010).

Kortizon spolu s ostatnimi glukokortikoidy muzZe byt podavan jako prolécivo,
coz znamena, Zze musi byt po poddni preménén télem — jatry na kortizol, aby byl ucinny.
Potlacuje reakce imunitniho systému a tim sniZuje zanét, muize byt podavan intravendzné,
perordlné, intraartikuldrné (do kloubu) nebo transkutdanné (pod k0zi). Rizika existuji pfi
dlouhodobém uZivani kortizonu, jeho poufZiti vsak vede k velmi mirné aktivité a velmi ¢asto
se misto toho pouZivaji silnéjsi steroidy (Barnes 2006).

Kortizonova injekce mliZze poskytnout kratkodobou ulevu od bolesti a mize sniZit otok
zpUsobeny zanétem kloubu, slachy nebo burzy, napfiklad v kloubech kolena, lokte a ramene
a do zlomené kostrée (Cushman et al. 2019). Kortizon je pouzivan dermatology k |é¢bé keloid(
(jizev), zmirnéni priznakl ekzému a atopické dermatitidy (Kierland 1952).

V krevnim séru nad hladinami kortizonu prevazuje kortizol, jejich pomér v séru je 4:1
(Blair et al. 2017).

Termin "kortizon" je ¢asto nespravné pouzivan ve vyznamu bud' jakykoli kortikosteroid
nebo hydrokortizon, cozZ je ve skutecnosti jiny nazev pro kortizol (Drucker & New 1987).

Kortizon byl poprvé komercné vyrabén spolecnosti Merck & Co. v roce 1948 nebo
1949. 30. zari 1949 oznamil Percy Julian zlepSeni procesu produkce kortizonu ze Zlucovych
kyselin. To eliminovalo potfebu pouzivat oxid osmicely, vzacnou, drahou a nebezpecnou
chemikadlii. Ve Spojeném kralovstvi na poéatku 50. let John Cornforth a Kenneth Callow
z Narodniho institutu pro lékarsky vyzkum spolupracovali s Glaxo na vyrobé kortizonu
z hekogeninu ze sisalovych rostlin (Hench 1950; Mukhopadhyay & Kwatra 2018).

CH,OH
[

C—=—0

0

Obrazek 4 Kortizon, strukturni vzorec
(Tomlinson et al. 2002)
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2.1.3 Kortikosteron

Kortikosteron, také zndmy jako 17deoxykortizol a 11B,21-dihydroxyprogesteron,
je 21uhlikovy steroidni hormon kortikosteroidniho typu, produkovany v k{fe nadledvin
(Whitehouse 2011). U lidi ma mensi vyznam, kromé velmi vzacného pfipadu vrozené adrenalni
hyperplazie v disledku nedostatku 17a-hydroxylazy (Ulrich-Lai et al. 2006).

Sekrece kortikosteronu se stejné jako kortizolu zvysSuje, kdyZ jedinec proziva stres,
kortikosteron podporuje zmény chovani a metabolismu, které pomdhaji pfizpUsobit
se stresové reakci (Cockrem & Silverin 2002). Hlavnim ucinkem kortikosteronu v mozku
je regulace aktivace osy HPA pomoci negativni zpétné vazby (Ulrich-Lai & Herman 2009).

Cirkulujici kortikosteron se nepodili pouze na kratkodobé regulaci aktivity osy HPA,
ale také moduluje uéeni a pamét, coz vede k dlouhodobym adaptivnim reakcim (Lyons et al.
2010). S emocnimi vzpominkami je kortikosteron do zna¢né miry spojen s rozpozndvanim
paméti strachu. KdyZ jsou vzpominky na strach znovu aktivovany, hladiny kortikosteronu
se zvysi. Narlst hladin kortikosteronu je spojeno s ulevou od uzkosti. Kortikosteron muze
podminény strach bud usnadnit, nebo prerusit (Albrecht et al. 2013; Korte 2001).

U mnoha druhi, véetné obojZivelnik(i, plazi, hlodavcd a ptdk(, je kortikosteron
hlavnim glukokortikoidem zapojenym do regulace energie, imunitnich reakci a stresovych
reakci (Katsu & lguchi 2016). Kortikosteron mda u lidi pouze slabé glukokortikoidni
a mineralokortikoidni potence a je dllezity hlavné jako meziprodukt ve steroidogenni draze
od pregnenolonu kaldosteronu (Katsu & Iguchi 2016). Kortikosteron se preménuje
na aldosteron aldosteronsyntazou, ktera se nachazi pouze v mitochondriich glomeruldznich
bunék. Glomerulosa buriky se nachdzeji v zona glomerulosa, coZ je nejpovrchnéjsi oblast
endokrinnich bunék v kiife nadledvin (Kakiki et al. 2009).

Hladiny kortikosteronu se —jak je tomu i u jinych hormon( — liSi mezi samci a samicemi.
Podle studie (Figueiredo et al. 2002) samice potkan( vylucuji v klidovych podminkdch vyssi
mnozstvi kortikosteronu nez samci. V priibéhu estralniho cyklu samic se regulace stresu a jeho
hormony méni. V proestru jsou hladiny kortikosteronu vyssi nez ve fazich estru a diestru
(Atkinson & Waddell 1997).

Béhem stresu, kdy je kortikosteron uvolfiovan do krevniho fecisté, vstupuje do mozku
pres hematoencefalickou bariéru a je roznasen do rdznych oblasti mozku. Bylo prokazano,
Ze béhem stresové reakce jsou zvySené hladiny tohoto hormonu v prefrontdlni kire,
hipokampu a v amygdale (Garrido et al. 2012). Kortikosteron, spole¢né s ostatnimi
glukokortikoidy prispiva i ke starnuti organismu (Spiga et al. 2014). U starych potkani bylo
zjisténo, Ze v prefrontdlni kdre a hipokampu dochazi ke zvySeni bazalnich hladin
kortikosteronu bez jakéhokoliv dalSiho zvySeni hladin pfi stresu. Tyto zvysené miry
glukokortikoidd mUzZou pfrispivat k poSkozeni neuron(, ke kterému dochazi v téchto oblastech
mozku béhem starnuti a stresu (Garrido et al. 2012). Studie, ktera zkoumala starnouci
potkany, odhalila vyrazné zmény v pulzaci kortikosteronu béhem Zivota daného organismu.
StarSi jedinci potkanl (12mésicni), méli béhem cirkadidanniho rytmu nizsi hladiny
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kortikosteronu v nejvyssich fazich v porovnani s mladsimi jedinci, coz poukazuje na potencialni
souvislost mezi naruSenim plasticity kortikosteronu a poruchami, které souviseji s vékem
(Spiga et al. 2014).

Kortikosteron inhibuje syntézu proteinl a tim proteiny degraduje. Ptaci se zvySenymi
hladinami kortikosteronu maji pomalejsi rist pefi béhem obdobi preperovani a delsi obdobi
Spatného létani. Vysledkem tedy je, Ze mnoho ptdkl ma sniZzené hladiny kortikosteronu,
kdyz preperuji, aby se zabranilo degradaci jejich nového pefi (Romero et al. 2005).
Kortikosteron ma i jiné vyvojové ucinky na ptaky. ZvySena hladina kortikosteronu u mladat
vede ke zvySenému Zadonéni o jidlo a agresivité. Kratkodobé to vede k vyssi Sanci ziskat
potravu, ale z dlouhodobého hlediska zvySeny kortikosteron v raném véku ohrozuje kognitivni
funkce ptakl (feSeni problémd, asociace vizualniho podnétu s potravou atd.). Reakci rodicu
na zvySené Zebrani mladat je delSi doba shanéni potravy. To ponechdva hnizdo bez ochrany
delsi ¢as. Aby se tomu zabranilo béhem dlouhych obdobi nedostatku potravy, mohou mladata
nékterych druhl potlacit ¢innost kortikosteronu a snizit tak negativni ucinky, které zvyseny
kortikosteron vyvolava (Loiseau et al. 2001).

Kortikosteron u mladat kralika vykazuje cirkadidnni odchylky spojené s ¢asem krmeni,
se objevuji 0 12 hodin pozdéji. Sekrece kortikosteronu muze byt ovlivnéna mnoha okolnostmi.
Naptiklad stresové faktory spojené s typem ustdjeni mohou mit vliv na kraliky v intenzivnich
chovech. Nedostatecna velikost kleci je také spojena se zvySenim hladiny stresovych hormon(
(Rovirosa et al. 2005).

OH
HO [

O

Obrazek 5 Kortikosteron, strukturni vzorec
(Katsu & lguchi 2016)

2.1.4 Testosteron

Testosteron je primarni androgenni hormon a anabolicky steroid, ktery je vylucovan
varlaty (z Leydigovych bunék) a vaje¢niky (Alzahrani et al. 2019), ¢ast se ale také tvori v kdre
nadledvin (Despopoulos & Silbernagl 2003). Produkce testosteronu je stimulovana sekreci
luteiniza¢niho hormonu (Keskin et al. 2015). Proces syntézy testosteronu z cholesterolu,
objeveny v roce 1935, znacné urychlil védecké zkoumani jeho ucink(i. Tento hormon
zpUsobuje agresivitu a rlst a silu svali (Gosetti et al. 2013), protoZe testosteron stimuluje

17



krvetvorbu a plisobi anabolicky = stavba tkdni. Testosteron se odbourava v jatrech a odpadni
latky se vylucuji ledvinami (Despopoulos & Silbernagl 2003).

Primérné hladiny testosteronu u samci jsou vyrazneé vyssi nez u samic, ale presto jsou
u nich stdle prokazatelné (Kooriyama & Ogata 2021). U Zen se sekrece hormonu pohybuje
okolo 0,3 mg za den, zatimco u mUzZu je to pfiblizné 7 mg (Despopoulos & Silbernagl 2003).
(Kraemer et al. 2001). Hodnoty testosteronu u samc( kralik(i jsou podle (Aguilar-Roblero
& Gonzalez-Mariscal 2020) nizsi v letnich mésicich.

Chronicky stres vyvolava pokles hladiny testosteronu v krvi (Amikishieva et al. 2001),
proto jsou také jeho snizené hladiny spojovany s depresivnimi poruchami (Zitzmann 2009).
Béhem stresovych udalosti mlzZe byt hladina testosteronu v krvi snizena v dlsledku zhorseni
pratoku krve ve varlatech (Kamiya et al. 2003).

Zvyseni hladiny testosteronu zavisi mimo jiné na typu stresoru. Studie ukazuiji,
Ze nejvice udaji o zvyseni hladiny testosteronu béhem stresu bylo zjisténo u zvirat pfi
agonistickém chovani (Cavigelli & Pereira 2000; Loren Buck & Barnes 2003; Mellonijr et al.
1997; Oyegbile & Marler 2005) a v pfipadé lidi pfi soutéZzeni (Zitzmann 2009). Podle Booth
et al. (1989) ma toto zvySeni hladin testosteronu pfipravny ucel, charakteristicky
pro konkurencni prostredi. Navic je prokdzadna pozitivni korelace mezi hladinou testosteronu
a dominanci jedince (Book et al. 2001). U prasat se ukazalo, Ze testosteron ve slindch
je uzite¢nym biomarkerem, protoZe se zvySuje béhem akutniho stresu (Escribano et al. 2014).

U kralikG reguluje testosteron velikost brady a analnich pachovych Z7laz tim,
ze podporuje jejich rast. Zvysuje také znackovaci chovani samcu, obzvlasté znaceni bradou
(Briganti et al. 2003).
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Obrazek 6: Testosteron, strukturni vzorec
(Grossman et al. 2011)
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2.2 Cirkadianni rytmus

Z latinského circa diem znamend cirkadidanni ,pfiblizné den”“ a cirkadianni rytmy
oznacuji biologické oscilace s periodou pfiblizné 24 hodin. Cirkadidnni rytmy jsou zachovavany
mezi Zivymi organismy, od sinic aZ po savce (Spiga et al. 2014).

V predni ¢asti hypotalamu se nachdzi maly parovy organ nazyvan suprachiasmatickd
jadra (SCN), ktera maiji za ukol fidit cirkadianni rytmy v téle podle okolniho prostredi. SCN jsou
umisténa za oCima, a tak mohou synchronizovat télo s denni dobou podle svétla, které
prochdzi sitnici (de Lange 2016).

Bylo prokazano, Ze pfi fizeni cirkadianni aktivity HPA, ma dulezitou roli uvolfiovani
antidiuretického hormonu (ADH) (Kalsbeek et al. 2010), ktery podle studie (Kalsbeek et al.
1992) u potkan( po uvolnéni z SCN silné inhibuje vyplavovani nadledvinového kortikosteronu.

Béhem nastupu svétla u noc¢nich i dennich druht se uvolfiuje vasopresin z neuront SCN
(Kalsbeek et al. 2012), to zpUsobuje i potlaceni plazmatického kortikosteronu (Buijs et al.
1993). U nocnich zvirat, kde svétlo pronika do jejich SCN béhem neaktivni faze, je uvolfiovani
vazopresinu dulezité pro zajisténi nizké hladiny cirkulujiciho kortikosteronu béhem denni faze
cirkadidnniho rytmu (Kalsbeek et al. 1996).

2.2.1 Denni rezim kralika divokého (oryctolagus cuniculus)

Kralik (Oryctolagus cuniculus) ma pozoruhodné silny a organizovany cirkadianni systém
(Jilge & Hudson 2009). Na rozdil od vétsSiny savc(, krdlici vylu€uji dva kortikosteroidy
(kortikosteron a kortizol) a oba hormony vykazuji cirkadidnni rytmus, kdy nejvyssich hodnot
dosahuji odpoledne a nejnizsich kolem usvitu (Aguilar-Roblero & Gonzalez-Mariscal 2020).
Rytmicita aktivity mladat je synchronizovana s navstévami matky a krmenim (Rovirosa et al.
2005).

Je to soumracné zvire, tedy vrchol jeho aktivity nastava pfi vychodu a zapadu slunce
(Szendré et al. 2016), prficemz nejvyssi aktivita nastava pti zdpadu (Aguilar-Roblero
& Gonzdlez-Mariscal 2020). Odhaduje se, Ze kralici potfebuji 6 — 7krat méné svétla pro ostré
vidéni nez ¢lovék. Divoci kralici jsou pres den v norach a vylézaji béhem sera/tmy, kdy prijimaji
potravu a vyluéuji tuhé vykaly, zatimco béhem dne, kdy jsou v norach probiha cékotrofie
(Szendré et al. 2016) (krdlici produkuji dva typy trusu — tvrdé vykaly a mékké neboli cékotrofy,
které pfrijimaji rovnou z fitniho otvoru béhem prvni poloviny dne béhem jejich klidové faze
(Jilge & Hudson 2009)). Mékké vykaly jsou bohaté na Ziviny a vitaminy a tim, Ze projdou znovu
celym travicim traktem dojde k maximalnimu vyuziti Zivin (Guerra Aldrigui et al. 2018).

Jednim z hlavnich faktor( koordinace sezénniho rozmnoZovani, obzvlasté u volné
Zijicich kralikl, je délka dne. Nejvyssi sexudlni aktivita samcl (ve stfedomorském prostredi)
je od uUnora do srpna s vrcholem v kvétnu. Podobné je tomu i u samic, kdy nejvyssi pocet
brezich a laktujicich je na jare, kdy se prodluzuje délka denniho svétla, a sniZzuje se na podzim
(Szendrd et al. 2016). Naopak na ostrové Zembra v severnim Tunisku podle Aguilar-Roblero
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a Gonzdlez-Mariscal (2020) kratké dny stimuluji reprodukci kralikd, zatimco dlouhé dny
ji potlacuji. Tento rozdil mize odrazet geneticky posun spojeny s geografickou izolaci této
populace (a souvisejicimi ekologickymi charakteristikami biotopu), o které je znamo,
Ze je na ostrové pritomna vice nez 2000 let (Ben Saad & Maurel 2002).

2.3 Vzorky hormonu

Existuji rGzné metody méreni glukokortikoidl. Invazivni metody, jako je odbér krve,
vyZaduji odchyt, manipulaci a zavedeni jehly, které vétSinou doprovazi bolest. VSechny tyto
postupy vsak ovliviiuji koncentrace hormon v krvi béhem nékolika minut (Touma & Palme
2005), protoze takovy odbér zvife vétsinou stresuje. Glukokortikoidy se obvykle méfi ze vzorki
plazmy jako méfitko nadledvinové aktivity a tim i pfipadné poruchy. Bohuzel pravé sbér
takovychto vzork(l mlze narusit pohodli zvifete (Palme 2012).

Kromé toho je odbér krve u vétsiny zvifat v zoologickych zahraddch mozny pouze
po anestezii, kterd mize byt pro zvifata a odborné pracovniky nebezpecna a nelze ji provadét
pro dlouhodobé studie reprodukéni aktivity, kdy je nezbytny pravidelny odbér vzork( (Harper
& Austad 2000). K inhala¢ni anestezii se pristupuje ¢asto i ve veterindrni praxi, ve chvili, kdy
Iékar neznd, nebo nema specializaci na drany druh zvifete. Inhalac¢ni anestetika, vS8ak m{zZou
nepfiznivé ovlivnit vysledky krevnich parametrd, obzvlasté u fretek (Ott Joslin 2009). V pfipadé
drobnych zvitat a jejich malé velikosti cév je Casto nemozné odebrat vzorky krve bez poskozeni
cév a hematom( (Wasser et al. 2000). Napfiklad pravé krevni cévy krdlika jsou kiehké
a ndachylné k tvorbé hematomdi, proto je tfeba pfi odbéru vzorku postupovat opatrné
(Ott Joslin 2009). U takovych zvirat také neni mozZné opakovat odbéry a hodnotit
napf. hormonalni stav jedince pfi probihajici nemoci nebo jeho kolisani v pribéhu dne.
Neinvazivni metody umoznuji napf. sledovat kratkodobé i dlouhodobé zmény koncentraci
glukokortikoid a jejich metabolitl, které jsou zdsadni pro dlouhodobéjsi studie sledujici
napft. kolisani hodnot v pribéhu jednotlivych roénich obdobi (Touma et al. 2004).

Biologové se vétSinou snazi minimalizovat Ujmu studovaného druhu a vzrlstd
tak zdjem o ziskavani glukokortikoidnich metabolitl co mozna nejméné invazivni metodou.
Ddraz na neinvazivni metody je kladen obzvlasté tam, kde se jednd o vyzkumy zabyvajicimi
se welfare zvifat. Jedna se napf. o méreni hormonu ze vzorku trusu (Mostl et al. 2005; Romero
& Fairhurst 2016), dale ze srsti (Davenport et al. 2006), kostic (Hunt et al. 2014), pefi (Romero
& Fairhurst 2016), slin, mléka (Schmidt et al. 2010), nebo i z Zelvich drapl (Baxter-Gilbert
et al. 2014).

Nékteré druhy matric ale nejsou pfilis praktické, napf. mléko je omezeno na zvifata
v laktaci a odbér vzork( moci je ¢asto nesnadny (Sheriff et al. 2011). Kortizol v chlupech
by mohl spiSe plsobit jako méritko stresu pokozky (napf. UV zareni) nez, Ze by odrazel
systémové hladiny glukokortikoid( (Skobowiat et al. 2011).
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Kadlecova et. al (2023) zaznamenali zvySené hladiny kortikosteronu ve slinach kralik(
v 15:00h. Podobné Szeto et. al (2004) uvedli ve své studii zvySeni kortikosteronu ve vecernich
hodinach, konkrétné hladina kortikosteronu v krvi kraliki dosahla maximalnich hodnot 30,01
(£ 2,62) ng/ml kolem 18:00. Kralik je tedy zvife vykazujici spiSe noc¢ni aktivitu nez denni. Vné;jsi
hluk nebo krmeni v pribéhu dne vSsak mohou zménit jeho vzorce chovani na vyssi aktivitu
béhem dne. Z tohoto dlvodu by zvifata chovand v laboratornich podminkach, kde jsou krmena
prevainé pres den, kdy je i vétsi hluk, mohla byt no¢nim odbérem stresovana a hodnoty
by byly zvysené. V tomto ptipadé mlze byt relevantni odbér slin pouze ve 12hodinovych
cyklech (Kadlecova et al. 2023).

2.3.1 Odbér vzorki krve krevsajicim hmyzem

Alternativou k béZznému odbéru krve, alespon pro zvifata chovana v zajeti, by mohla
byt aplikace Sténic sajicich krev (Reduviidae, Heteroptera) (Voigt et al. 2004), nebo zakefrnic,
coz je biologickd technika odbéru krve, kterou lze ziskat krev ze Zil, které jsou jinak
pro experimentatory nedostupné (Voigt et al. 2003). Kromé toho, Ze prekondavaji problém
s dostupnosti Zil, jsou zakefnice pozoruhodné také nékolika dalSimi zpUsoby: 1. vstrfikuji
do rany latky tiSici bolest, 2. nezplsobuji hematomy a 3. zkonzumovana krev je okamzité
pfi poziti smichana s antikoagulanty (Voigt et al. 2004).

BohuZel neni zcela mozné predpovédét ucinek traveni broukd na hladinu hormon.
Na jedné strané by stfevni tekutiny Sténice mohly napfiklad degenerovat molekuly,
coz by vedlo ke snizeni koncentrace hormonu s ¢asem, ktery uplynul od sani. Na druhou stranu
by se koncentrace hormond mohla také zvysit, protoze hormony by mohly byt zadrzovany
ve stieveé kvlli jejich velkym rozmériim. Koncentrace hormon( v pozité krvi zastava konstantni
priblizné po dobu 8 hodin, a vyznamné se nelisi od koncentraci v krvi ziskané vSednimi
metodami. (Voigt et al. 2004).

2.3.2 Analyza hormonu z vykalt

Vzorky vykall maji vyhodu snadného sbéru, a to bez stresovani zvifat (Mostl & Palme
2002).

Glukokortikoidy ve vykalech jsou po defekaci ddle metabolizovdny bakteridlnimi
enzymy podle podminek prostredi (Palme et al. 2005). Proto je doporuceno sbirat vzorky
ihned po defekaci (Touma & Palme 2005).

Fekalni glukokortikoidy mohou byt oSetfeny mrazem, pridanim kyseliny nebo alkoholu,
steroidy nejsou po takovémto postupu ovlivnény (Millspaugh & Washburn 2004). Skladovani
vzorkd v lednici, pred jejich premisténim do mrazdku, muiZe pomoci snizit mozny
metabolismus bakteridlnich enzym( (Mostl et al. 2005).
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2.3.3 Odbér vzorki slin a analyza hormonti ve slinach

Primarni sliny jsou slozenim velmi podobné plazmé, jsou produkovany acinarnimi
burikami slinnych Z1az, do kterych prestoupi z plazmy voda a elektrolyty. Tyto primarni sliny
jsou ndsledné upraveny do podoby sekundarnich slin ve slinnych vyvodech, a to sekreci
a resorpci iontl. SloZeni slin se lisi podle toho, ve které slinné Zlaze vznikly (Proctor 2016).
Napf. u alfa amylazy, bylo vypozorovano, Ze jeji hladina se lisi podle mista v ustech, odkud byl
vzorek odebrdn. Priusni a podcelistni Zldzy produkuji vy$si hladinu alfa amylazy oproti
podjazykovym Zlazam (Robles et al. 2013).

Kralici maji tfi hlavni slinné Zlazy: ptiusni, podcelistni a podjazykové. Tyto Zlazy maji
klicCovou roli pfi traveni potravy pomoci sekrece slin, které obsahuji rGzné enzymy, vodu,
mukopolysacharidy a glykoproteiny (Al-Saffar & Simaway 2014). Studie Kadlecové et. al (2023)
prokazala, Ze koncentrace kortikosteronu v krali¢ich slinach kolisaji béhem dne i bez plisobeni
jakéhokoli zjevného stresu a tuto skutecnost je tfeba vzit v Uvahu pfi interpretaci vysledka,
zejména pokud je tato metoda pouZita k vyhodnoceni stresu.

Cook et al. (1996) zjistili vyznamné korelace mezi hodnotami kortizolu v séru a slinach
po stimulaci ACTH u prasat a dokonce navrhli, aby byl kortizol ve slinach lepsim indikatorem
stresu nez kortizol méreny ve vzorcich krve. | u potkan( bylo prokazano, Ze slinné Zlazy mohou
produkovat maly podil hormon (leko et al. Yokota 2019).

Vysledky studie Romera et. al (2002) ukazuji, Ze hladina glukokortikoidnich hormon(,
a konkrétné kortizolu, se zvysSuje v krvi zvitete, kterému byl vzorek odebran, tfi minuty
nebo méné po zahdjeni manipulace se zvifetem. Naproti tomu Kobelt et. al (2003) zjistili,
Ze u zvitat béhem c¢tyf minut od zacdtku manipulace nedoslo k zadnému zvyseni hladin
kortizolu ve slinach, coz mdze naznacovat, ze ke zménam koncentrace ve slindch dochazi

pozdéji nez v krvi.
2.3.3.1 Odbér vzorki

Na rozdil od vzorkll moci nebo trusu lze provddét opakované odbéry slin v kratkych
casovych intervalech, coz usnadnuje pribézné sledovani zvifat (Escribano et al. 2012).

Kortizol a ostatni steroidy ve slinach jsou velmi stabilni, proto mohou byt vzorky
uchovavany pfi pokojové teploté po nékolik dni, v domacich lednicich nebo mrazacich (Nalla
et al. 2014). Clemets a Parker (1998) prokazali, Ze vzorky slin pro analyzu kortizolu odoldavaji
nejméné pét dni teplotnim vykyvim mezi 15 °C a 38 °C. Kromé toho jsou koncentrace kortizolu
stabilni pfi 5 °C po dobu aZ 3 mésicl nebo pfi-20 °C a -80 °C po dobu nejméné jednoho roku.
Jedind zaznamenana zména byla po jednom mésici skladovani pfi pokojové teploté (Garde
et al. 2009). Durdiakova (2013) zkoumala stdlost testosteronu pfi pokojové teploté, pfi 4 °C,
-20°Ca-80 °C. Po dobu jednoho mésice, v zddném z téchto pripad(, nebyly zjistény jakékoliv
vyznamné odchylky.
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Sekrece vody a dalSich slozek slin jsou fizeny parasympatickym a sympatickym
nervovym systémem. Sympatické a parasympatické (zvysuji pratok slin) vétve autonomniho
nervového systému totiz inervuji slinné zlazy (Lagerlof et al. 1994). Pokud je jedinec ve stresu,
nemusi byt v jeho ustni dutiné dostatek slin, a proto je i odbér slin ztizen. Aktivace sympatiku
podnécuje myoepitelialni bunky a krevni cévy k sekreci slinnych protein(i. Naopak aktivace
parasympatiku stimuluje muskarinovy receptor M3 a poté vtahuje vodu do lumen pres tésna
spojeni (tight junctions) po gradientu osmotického tlaku pochazejiciho z druhého posla
(G proteinu) (Proctor & Carpenter 2007).

Spravné nacasovani odbéru vzorku je velmi dllezité, naptiklad urcita stresova uddlost
zpUsobi zvyseni kortizolu po 15-20 minutach po vystaveni stresovému zaZitku. Poté hladina
zacne klesat, takZe odbér vzorku po tomto case jiz neni pfilis uzZite¢ny (Oster et al. 2017).
V ptipadé chronického stresu z(stdva hladina kortizolu vysoka po celych 24 hodin, coz vede
k oslabeni cirkadianniho cyklu a potla¢ené reakci na budouci stresory (Lam et al. 2019).

Kralikim se vétsinou sliny odebiraji vytérem z Ustni dutiny vatovymi tycinkami. (Baker
et al. 2001). Mimo to existuje hlavné u jinych druh( zvifat a lidi mnoho zpUsobd, jak odebirat
sliny. U lidi se mUZe provadét pasivni slinéni nebo plivani. Dale je mozné pouZit vybaveni jako
jsou tfeba zkumavky Salivette®, které obsahuji tampon k odbéru slin pomoci Zvykani
(Alzahrani et al. 2019). Ve studii (Baker et al. 2001) byl krdlikiim proveden odbér slin tak,
Ze se zviratim nejdrive podal injekéné pod kGzi pilokarpin, ktery mimo jiné zvysuje sekreci slin,
poté byly sliny odebrany vatovymi tampony. Ve starsich studii jako je napf. (Chauncey et al.
1963) a (Pull & Reynolds 1979) se mliZzeme setkat spiSe s odbérem slin pfi anestezii kralikd.

2.3.3.2 Analyza hormonti — metody

Vyhodou stanoveni kortizolu ve slindch je odraz biologické aktivity hormonu,
protoze odrazi miru volné frakce hormonu v krvi (Sheriff et al. 2011). Volny kortizol prostupuje
do slin, ve kterych se rychle pfeménuje na kortizon, protoze slinné Zlazy maji vysokou hladinu
11B-HSD2. Pomér kortizolu ku kortizonu v krvi je pfiblizné 4:1, zatimco ve slinadch je tento
pomér obraceny pravé kvuli jiz zminénému enzymu (Blair et al. 2017). Koncentrace kortizolu
je tedy ve slindch oproti séru nizsi, proto jsou vyzadovany citlivéjsi metody pro méreni hodnot
hormonu. Z téchto divod( se nabizi jako vhodné tfeseni pouziti hmotnostni spektrometrie,
ktera ma vétsi citlivost a také specifitu (Proctor 2016). Podle studie (Chen et al. 2020) Ize pouzit
hodnoty ziskané ze slin stejné tak jako markery hormona v krvi.

Ve slinach se nachazi i enzym chromogranin A (CgA), ktery je uvolfiovan spolec¢né
s katecholaminy z difené nadledvin (Taupenot et al. 2003). CgA se pouziva jako biomarker
v krvi a slinach pro neuroendokrinni nddory a homeostdzu kardiovaskularniho systému lidi
(Helle & Corti 2015). U lidi hladiny CgA ve slinach vypovidaji o cirkadiannim rytmu, kdy hladiny
CgA ve slindch dosahuji vrcholu po probuzeni a klesaji béhem hodiny. Hladiny enzymu
pak zlstavaji béhem dne na nizké urovni (Den et al. 2007). Naopak u pst nebyly objeveny
zadné cirkadianni variace po méreni CgA kazdé ctyfi hodiny (Kanai et al. 2008). Ve studii
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(Escribano et al. 2015), ktera se zabyvala mérenim stresovych hodnot ze slin prasat, se zjistilo,
Ze 30 minut po vystaveni stresové situaci, méla zvirata vyssi koncentrace CgA, a mimo jiné také
vy$si hodnoty testosteronu ve slinach.

Ve studii (Baker et al. 2001) byly sliny z vytéru extrahovany pomoci fosfatem
pufrovanym fyziologickym roztokem po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po opakované
extrakci byly vytazky slin spojeny a filtrovany pres filtracni papir, dialyzovany, lyofilizovany
a skladovany pfi -20 °C, dokud nebyly pouzity. Jednotlivé slozky slin Ize stanovit pouZitim
imunologickych ¢i biochemickych metod, jako je napfiklad ELISA (enzymatickd imunoanalyza),
spektrofotometrie nebo chromatografie (Ivkovié et al. 2015).

Pro méreni hormond, jako napf. kortizol a kortizon, vzhledem k jejich dllezZitosti
v diagnostice, existuje mnoho analytickych metod. V poslednich nékolika letech se znacné
rozvinula metoda pro analyzu hormon( ve slinach a vséru, a to LC-MS (liquid
chromatography—mass spektrometry = kapalinovd chromatografie-tandemovd hmotnostni
spektrometrie) (Chen et al. 2020). Dalsi velmi rozsifenou a u¢innou metodou pro kvantitativni
stanoveni metabolitl v télnich tekutinach (Matuszewski et al. 2003) je HPLC-MS/MS
(high-performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry = vysokoucinna
kapalinovd chromatografie — tandemova hmotnostni spektometrie) (Chen et al. 2020).
Gossetti at al. (2013) shrnuli stanoveni steroidl pomoci UHPLC-MS/MS (ultra-vysokoucinné
kapalinové chromatografie-tandemové hmotnostni spektrometrie) v rlznych lidskych
matricich, véetné slin.

Hormon je ve zminénych metoddach extrahovan do organického rozpoustédla, kterym
muze byt dichlormethan (Turpeinen et al. 2009), smés hexanu a methyl-terc-butyletheru (Alvi
& Hammami 2019), anebo ethylacetat (Chen et al. 2020). Nemusi se ovSem provadét jen
extrakce do rozpoustédla, existuje také extrakce na pevné fazi (SPE) — kolonky. SPE muze byt
bud’ off-line nebo on-line. Pfi pouziti off-line mize priprava trvat dlouho a je zvysend i jeji
slozitost. Naopak online SPE je rychlejsi a dochazi k nizSim ztratam latek (Jones et al. 2012).
Dalsi zpUsob je percipitace protein(. Tato rychld metoda, ma ale nevyhodu v poklesu citlivosti
méreni, a to tim, Ze vzorek musi byt nafedén precipitacnim cinidlem (J6nsson et al. 2003).
Pro detekci kortizolu se ¢asto uziva hmotnostni spektrometrie s mobilni fazi voda + acetonitril
nebo voda + methanol, pficemz methanol prispiva k tvorbé iontl (Chen et al. 2020).
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3 Metodika

Studie byla provedena na platformé metabolomickych pristup(, které byly aplikovany
na sérii vzork( ziskanych v experimentdlnich studiich na vhodné vybranych skupinach kralikt
pfi jejich oSetfeni — rGzné faze a porovnany s vzorky ziskanymi v klidovém stavu
experimentalnich zvifat. Byl vytvoren panel biomarkeru, ktery byly pouzity pro monitorovani
urovné stresu. Byly vyvinuty metodiky zaloZené na pokrocilych analytickych metodach
(HPLC/MS) a jejich aplikaci na skupiny vyse definovanych skupin vzork( byly porovnany
koncentracni Urovné a vyvozeny pfislusné zavéry. Kromé zminéného cileného pfistupu
("targeted analysis") byly na vzorky aplikovan i necileny pfistup ("unttargeted analysis").
Studie byla vyhodnocena pomoci pokrocilych statistickych metod a byly vyvozeny zavéry
o vlivu uvedenych stresovych situaci na koncentraéni Urovné vybranych stresovych
biomarkeru.

V predkladané diplomové praci bylo feSeno nékolik na sebe navazujicich ukold, kterym
jsou vénovany nasledujici podkapitoly. A to vyvoj metodiky a vlastni stanoveni glukokortikoidd
ve slinach kralika. Vyvijend metodika se sklddala ze dvou krokl — pfipravy vzorku
pro analytické stanoveni a vlastni HPLC-MS metody.

3.1 Chemikalie

Pro analyzu obsahu kortikoidd ve slindch pomoci metody LC-MS jsem poufZila tyto
chemikalie ve vypsanych koncentracich a Cistoté:

Methanol p.a. CHsOH (Fisher Scientific, CR)
Acetonitril CH3CN (Fisher Scientific, CR)
Voda miliQ H20 CZU v Praze

Chloroform p.a. CHCIs (Fisher Scientific, CR)
Hydroxid amonny NH4OH (Fisher Scientific, CR)
Siran horec¢naty MgSOa (Fisher Scientific, CR)

3.2 Pouzité aparaty k pripravé vzorku

Ultrazvukova lazen
SpeedVac™
Délici aparat: délici ndlevka, kruh, stojan, kadinka

Filtracni aparat: frita, odsavaci barka, pojistna lahev, vodni vyvéva, gumové propojeni
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3.3 Priprava vzorkd

Ptriprava vzork( pro vyhodnoceni se sestavala zlogicky navrienych krok(l, které
respektovaly charakter vzorku a zdroven vlastnosti stanovovanych latek. Cilem bylo stanovit
nasledujici kortikoidy — kortizon, kortizol, kortikosteron a testosteron, které jsou pfitomné
ve slinach kralika.

Vzorky byly ziskany odbérem slin z dutiny Ustni kralika na buniéinovou tycinku, ktera
byla nasledné extrahovdna do methanolu.

Akutni stres se u kralikd navodil vysetfenim simulujicim veterinarni prohlidku —
pfiblizné ve 12 hodin. Kralici byli ustdjeni v DEP — stdji (Demonstracni a experimentalni
pracovisté). Experiment byl proveden na péti samcich a péti samicich podobného véku —okolo
Sesti mésich. Kralici po vyjmuti z kotce byli zvednuti, byly jim prohlédnuty zuby po otevieni
tlamy, oci, usi, prohmatana brisni krajina, zvedani koncetin jako u prohlidky hybnosti kloubd,
ostfihani drapu.

3.4 Stanoveni kortikoidli HPLC-MS analyzou

Kvalitativni a kvantitativni stanoveni kortikoid( — kortizol, kortizon, kortikosteron
a testosteron — bylo realizovdno metodou kombinujici separacni metodu — vysokoucinna
kapalinova chromatografie s vysoce citlivou detekéni metodou — hmotnostni spektrometrii.

Analytické podminky HPLC-MS systému:

Instrument: Hmotnostni spektrometr - 3200 Q-Trap (Applied Bio-systems,

Kanada).
Chromatograficky systém HPLC — Ultimate 3000 (Di-onex, USA).

Analyticka HPLC kolona — Synergi Fusion-RP 10, 100 x 2,0 mm,

2,5 um (Phenomenex, USA).

lonizace: ESI (+) pozitivni ionizacni méd
Skenovaci rezim: Full scan —80-1000 Da
Pritok kolonou: 200ul/min

PFima infuze: 15ul/min roztoku vzorku o koncentraci 250 pg/ml

(optimalizace MRM prechod()

Teplota kolony: 40 °C
Objem nastfiku: 5ul

Doba analyzy: 30 min
lon Spray Voltage: IS = 5500V
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Curtain gas: CUR = 25 psi

Collision gas: CAD = medium
Temperature: TEM =600 °C
lon source gas 1: GS1 =50 psi
lon source gas 2: GS2 =50 psi

Ptiprava roztoku referencnich latek: kortizol, kortizon, kortikosteron a testosteron jsou
spole¢né slozky potencidlné pritomné ve slindch kralika, takze byly komeréné ziskavany
a poutzity jako referencni latky v této studii. Zasobni roztoky kortizol, kortizon, kortikosteron
a testosteron kazdy (0,20 ug/ml) byly pfipraveny rozpusténim jejich standardd v methanolu.
Po filtraci pfes 0,45 um Millipore byl roztok referencni latky pfimo pouzit v HPLC/MS analyze.

Parametry MRM pfechodu:

Kortizol

Molarni hmotnost: 362,46 g/mol
Sumarni vzorec: C21H3005

Systematicky nazev: 11B,17,21-trihydroxypregn-4-en-3,20-dion

Detek¢ni prechod:

C21H3005 363,2 2> 121,1

“Declustering potential” DP (V) 50V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 30V
Collision Energy (CE); 6V

Konfirmacni prechod:

C21H3005 363,2 2 97,1

“Declustering potential” DP (V) 50V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 32V
Collision Energy (CE); 10V
Kortizon

Molarni hmotnost: 360,45 g/mol
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Sumarni vzorec: C21H2805

Systematicky nazev: 17a,21-Dihydroxypregn-4-ene-3,11,20-trione

Detek¢ni prechod:

C21H3005 361,1 - 119,1

“Declustering potential” DP (V) 55V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 31V
Collision Energy (CE); 14V

Konfirmacni prechod:

C21H3005 361,1 -2 95,1

“Declustering potential” DP (V) 50V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 32V
Collision Energy (CE); 12V

Kortikosteron

Molarni hmotnost: 346.467 g/mol
Sumarni vzorec: C21H3004

Systematicky nazev: 11B,21-Dihydroxypregn-4-ene-3,20-dione

Detekéni prechod:

C20H2208 347,1 =2 121,1

“Declustering potential” DP (V) 70V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 32V
Collision Energy (CE); 10V

Konfirmacni prechod:

C20H2208 361,1 =2 95,1

“Declustering potential” DP (V) 70V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 81V
Collision Energy (CE); 10V
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Testosteron

Molarni hmotnost: 288,42 g/mol
Systematicky nazev: 17B-hydroxyandrost-4-en-3-on
Sumarni vzorec: C19H2802

Detek¢ni prechod:

C19H2802 389,1 - 109,1

“Declustering potential” DP (V) 60V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 32V
Collision Energy (CE); 12V

Konfirmacni prechod:

C19H2802 389,1 - 97,1

“Declustering potential” DP (V) 60V
“Enterance Potential” EP (V) 10V
Cell Enterance Potential (CEP) 30V
Collision Energy (CE); 12V

Validacni parametry HPLC-MS:
Byla provedena validace metody a nalezeny d(lezité validaéni parametry:
Tabulka 1 Validace HPLC/MS metody — validacni parametry

LOD LOQ Linearita Pfesnost Spravnost
(ng/ml) (%)
Kortizon 0,10 0,33 1-10000 99,15 98,35
Kortizol 0,20 0,66 1-10000 98,75 98,15
Kortikosteron 0,05 0,17 1-10000 99,30 99,05
Testosteron 0,01 0,03 1-10000 99,45 99,10
Kortizon
Limit detekce (LOD) 1,2 ng/ml slin
Limit kvantifikace (LOQ) 4,0 ng/ml slin
Kortizol
Limit detekce (LOD) 1,2 ng/ml slin
Limit kvantifikace (LOQ) 4,0 ng/ml slin
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Kortikosteron

Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml slin
Limit kvantifikace (LOQ) 0,10 ng/ml slin
Testosteron

Limit detekce (LOD) 0,03 ng/ml slin
Limit kvantifikace (LOQ) 0,10 ng/ml slin

Interference: Volbou selektivnich MRM piechodl a jejich testovanim se spikovanymi realnymi
vzorky a spikovanymi ,blanky”, bylo ovéreno ze k interferencim nedochazi.

Rozsah jednodenni (,intra-day”“) a mezi-denni (,inter-day”) presnosti byl 0,20-1,25 %.
Pfesnost byla stanovena metodou nejmensich ¢tvercl a stanovena 98,25-99,20 % a relativni
smérodatnd odchylka 0,40 — 1,65 %.

Vzorky byly skladovany pfi -20 °C v mrazaku chranéné pred svétlem. LOD a LOQ bylo
0,03 a 0,40 ng/ml.

Optimalizované analytické podminky:

Byla vyvinuta HPLC-MS metoda, ktera splfiovala prvni uvedeny pozadavek na idealni
separaci, nicméné doba analyzy se pohybovala kolem 25 minut. Upravou podminek Ize zkratit
celkovy ¢as analyzy pfi zachovani Uplné separace vsech komponent. Podminky analyzy byly
nasledujici a separace je zachycena na nasledujicim chromatogramu — obrazek 7.

Chromatograficky systém: HPLC Ultimate 300 RS, Dionex, USA
Hmotnostni spektrometr: 3200 QTRAP, AB-Sciex, Kanada

Chromatograficka kolona:
Kolona: ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Pfedkolona: ACQUITY UPLCBEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 um)

Na obrdazku 7 je uveden chromatogram, ktery byl ziskdn optimalizaci analytické metody
s cilem zajistit separaci jednotlivych komponent, které byly monitorovany:
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(%] 7.921 Cortison 18.024 Cortikosteron
11.217 Cortisol 21.048 Testosteron

0 10 0 30 [min)
Obrazek 7 Chromatogram separovanych komponent

Analyt Retencni cas
Cortison 7.92 min.
Cortisol 11.22 min
Cortikosteron 18.03 min
Testosteron 21.05 min

Chromatograficka kolona a podminky:

Kolona: ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)
Pfedkolona: ACQUITY UPLCBEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 um)

Objem nastfiku: 2ul

Slaby promyvaci roztok: Deionizovana voda/ methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok: Methanol

Mobilni faze A: 0,1% kyselina octova v deionizované vodé

Mobilni faze B: 0,1% kyselina octova v methanolu

Pratok mobilni faze: 0,6 ml/min

Gradient mobilni faze: 0 min (10 % B) — 4 min (100 % B) — 7 min (100 % B) — 7,1 min

(10 % B) — 10 min (10 % B)
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3.5 Vzorky

Pfiprava vzorkl pro HPLC/MS analyzu:
Extrakéni priprava vzorku

Vzorky byly jimany na buniéinu — vytfeni tlamy — vazeni pred a po odbéru. Pro extrakci
se pouzije na bunicinu nasakly vzorek a je vlozen do 10 ml falcon zkumavky a je pfidano 10 ml
smési methanol:voda (1:1). Vzorky byly ponechdny ve tmé 30 min v ultrazvuku. Poté byl vzorek
znovu sonikovan po dobu 10 minut a centrifugovan pfi 6000 g (centrifuga 5810R, Eppendorf
AG, Némecko). Supernatant byl odpafen do sucha a rozpustén ve 4 ml 100% methanolu,
filtrovan pres 0,22 mikronovy PVDF injekéni filtr. Takto pfipraveny roztok je predlozen
k H/LC/MS analyze.

32



Obrazek 8 Extrakeni priprava vzork( z odbérovych tycinek na sliny. 1
(vlastni fotografie)

Obrazek 9 Extrakéni priprava vzork(l z odbérovych tycinek na sliny. 2
(vlastni fotografie)

Obrézek 10 Extrakéni priprava vzorkl z odbérovych tycinek na sliny.
3 (vlastni fotografie)
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4 Vysledky

Monitorovani stresovych hormont ve slindch pomoci vysoce ucinné kapalinové
chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS) je perspektivni technika
pouzivana ve védeckém vyzkumu a klinické praxi. V ramci experimentalni ¢i primarné vyvinuta
a validovana metodika HPLC/MS, kterd poskytuje s vysokou presnosti a spravnosti hodnoty
stresovych hormonu ve slindch — viz. experimentalni ¢ast. Proces se sklada z nékolika na sebe
navazujicich se kroka:

Prvnim krokem je odbér vzorkd, kdy jsou odebrany sliny z Ustni dutina pomoci
specidlnich odbérovych sond a vzorek je oznacen smési deuterovanych standard( jednotlivych
latek vidy na ctyfech mistech standard(, kdy je vodik nahrazen deuteriem. Odbér slin je
odbérem neinvazivnim, ktery je pro zvife méné stresujici ve srovnani s odbérem krve, jako
odbérem invazivnim, ktery mulze ovlivnit hladinu hormon( a tim zkreslit ,stresovy
monitoring”“.

Druhym krokem je pak vlastni pfiprava analytickych vzorkd, kdy odebrané vzorky slin
se zpracuji extrakci stresovych hormonl maceraci odbérovych tycinek, oznacenim
deuterovanymi standardy vSech monitorovanych latek, kdy jsou pfipraveny pro naslednou
analyzu metodou HPLC/MS. Pro tento Ucel lze alternativné pouzit rizné metody, vcetné
extrakce pevnou fazi nebo extrakce kapalina-kapalina.

Naslednym krokem je pak separace pomoci vyvinuté a validované metodiky HPLC/MS
— viz experimentalni ¢ast. Extrahované hormony ze supernatantu se separuji pomoci vysoce
ucinné kapalinové chromatografie (HPLC). HPLC separuje molekuly na zakladé jejich afinity
ke stacionarni fazi (obvykle kolona naplnénd specifickym materidlem) a jejich interakci
s mobilni fazi (rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel). Detekce je bezprostiedné provedena
hmotnostni spektrometrii: KdyZz se separované hormony oddéluji z HPLC kolony, jsou
smérovany do hmotnostniho spektrometru. Hmotnostni spektrometrie ionizuje molekuly
a oddéluje je na zakladé jejich poméru hmotnosti k naboji. To vytvari hmotnostni spektrum,
které je v podstaté otiskem molekul pfitomnych ve vzorku. Dalsim krokem je pak kvantifikace
a kvalitativni analyza — konfirmace. Data generovana hmotnostnim spektrometrem jsou
zpracovana pro kvantifikaci hladin stresovych hormonl pfitomnych ve vzorcich slin.
To zahrnuje porovnani signal(i ziskanych ze vzorku se signaly ziskanymi ze znamych standardu.

Interpretace dat je pak ndasledujicim krokem, kdy jsou hladiny stresovych hormon(
kvantifikovany, ¢imz lze data interpretovat a vyvodit zavéry o stresové reakci subjektu.
Faktory, jako je denni doba, podminky prostfedi a individudIni rozdily, mohou ovlivnit hladiny
hormonu a je tfeba je vzit v Uvahu béhem analyzy. Celkové lze fici, Ze HPLC/MS monitorovani
stresovych hormon ve slinach poskytuje cenné poznatky o fyziologickych reakcich na stres
a mlzZe byt pouZito v riznych oblastech véetné psychologie, neurovédy, endokrinologie

a experimentalni veterinarni mediciny.
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Nasledujici grafy jsou barevné odliseny:
Modré vybarveni — grafy pro jednotlivé hormony samcd.
Zelené vybarveni — grafy pro jednotlivé hormony samic.
Grafy bez vybarveni — porovnani stresovych a klidovych hodnot.

4.1 Hladiny kortizolu ve slinach samcu kraliku

Kortizol je steroidni hormon produkovany nadledvinami v reakci na stres. Hraje klicovou
roli v reakci téla na stres, reguluje metabolismus, imunitni funkce a dalsi fyziologické procesy.
Hladiny kortizolu béhem dne kolisaji ve vzoru znamém jako cirkadidanni rytmus. Interpretace
hladin kortizolu ve slindch zavisi na kontextu studie. ZvySené hladiny kortizolu mohou
naznacovat akutni stres nebo chronicky stres, pokud se udrzi v pridbéhu ¢asu. Naopak nizké
hladiny kortizolu mohou naznacovat nedostatec¢nost nadledvin nebo chronické vycerpani
ze stresu.

Méreni kortizolu ve slinach ma aplikace v rlznych oblastech, véetné endokrinologie
a vyzkumu stresu. Pouziva se k hodnoceni Urovni stresu, hodnoceni intervenci pro zvladani
stresu a zkoumani role dysregulace kortizolu v rdznych zdravotnich stavech. Celkové lze fici,
ze odbér vzork( slin pro méreni kortizolu poskytuje neinvazivni a pohodlinou metodu pro
posouzeni Urovné stresu a pochopeni fyziologické reakce téla na stres.

Stanoveni hladin koncentrace kortizolu ve slinach krali¢ich samci muze byt zasadni pro
pochopeni jejich stresové reakce a celkového zdravi. V pribéhu studie je nutné pfi provadéni
experiment(l se zvifaty dodrzovat etické pokyny, véetné minimalizace stresu a nepohodli
béhem odbéru vzorkl a zajisténi dobrych Zivotnich podminek zvitat v prabéhu studie. Celkové
muzZe méreni hladin kortizolu ve slinach krali¢ich samc( poskytnout cenné informace o jejich
stresové reakci a pohodé, coz prispiva jak k védeckému porozuméni, tak k veterindrni péci.

Jakmile jsou zméreny hladiny kortizolu, méla by byt provedena statisticka analyza
k uréeni jakychkoli vyznamnych rozdili mezi vzorky odebranymi za rlznych podminek nebo
v rlznych ¢asovych bodech. Pfi analyze je tfeba vzit v Uvahu faktory, jako je vék, strava,
podminky ustajeni a stresory. Interpretace vysledkd by méla brat v tvahu konkrétni kontext
studie. Napfiklad zvySené hladiny kortizolu mohou naznacovat akutni stres, zatimco chronicky
zvySené hladiny mohou naznacovat chronicky stres nebo zakladni zdravotni problémy.
Je dllezZité vzit v Uvahu pfirozené zmény hladin kortizolu v pribéhu dne a v reakci na rGzné
podnéty. Porovnani hladin kortizolu u samct kralika s hladinami u samic nebo jinych druhd
muzZe poskytnout pohled na rozdily mezi pohlavimi nebo druhové specifické stresové reakce.

Primarné byla pozornost vénovana vyhodnoceni cirkadidlnich biorytm( v Urovnich
hladin kortizolu ve slindch samcu kralika. Byla vybrana skupina kréli¢ich samc( shodného véku
cca 6 mésicu a jim byly odebirany vzorky slin v ¢asovych intervalech dvou hodin, a to v dennich
¢asech 6, 8,10, 12, 14, 16, 18 a 22 h. Vzorky byly zpracovany, vyhodnoceny metodou HPLC/MS
a jejich hladiny vyneseny do grafu — Graf 1. Z ¢asovych zavislosti je zfejmé, Ze ranni hodnoty
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jsou nizké a nasledné stoupaji az ke svému 3-5ndsobku, kdy maxima dosahuji mezi 16.-18.
hodinou odpoledni.

Hladiny kortizolu ve slinach béhem dne - samci
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%D . Kralik1
C
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Denni ¢as v hodinach

Graf 1 Hladina naméreného hormonu kortizolu ve slindch u samcu kraliki béhem dne (biorytmus)

Nasledné byly shodni experimentdlni jedinci podrobeni stresové situaci cca ve 12 h,
kdy jim bylo provedeno modelové vysetreni zdravotniho stavu — prohlidka — jako stresujici
impuls. Zgrafu 2 je zfejmé, Ze hladiny kortizolu ve slindch dosahuji v horizontu minut
zvySenych hladin v porovnani s normalnim cirkadialnim biorytmem.

Hladiny kortizolu ve slinach pfi stresu - samci
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Graf 2 Hladina naméreného hormonu kortizolu ve slinach u samct kralikd pfi stresu
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Hladiny kortizolu ve slinach - priimér samcl ve
stresu a biorytmu
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Graf 3 Primér hladin naméreného hormonu kortizolu ve slindch u samcu kralik( pro stresové hodnoty a
biorytmus

Porovnani obou situaci je zachyceno na grafu 3, kde jsou zachyceny primérné hodnoty
stresovanych a nestresovanych kraliki pri respektovani cirkadidlnich biorytm0. Z nich
je ziejmé, Ze zvySeni koncentracnich hladin kortizolu nastdvd v horizontu jednotek minut
a nasleduje pokles, pficemz zvySené hladiny ve slinach zlstavaji zvySeni po dobu nékolika
hodin a nasleduje jejich navrat na fyziologické koncentrace.

Nejvyssi hodnoty po stresové situaci vrostly o 106 % oproti klidovym hodnotam
v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 16. hodiny, kdy nastava téz vrchol hladin
kortizolu podle cirkadianniho rytmu, takie stresové hodnoty mohli byt mirné ovlivnény

biorytmem.

4.2 Hladiny kortikosteronu ve slinach samct kralikd

Kortikosteron hraje klicovou roli v systému reakce téla na stres, pomaha regulovat riizné
fyziologické procesy, aby se vyrovnalo se stresory. Kortikosteron se uvoliuje v reakci
na stresory, at uz fyzické, psychické nebo environmentdlni. Pomaha télu adaptovat se na stres
mobilizaci energetickych rezerv, potlacenim nepodstatnych funkci (jako je traveni
a reprodukéni funkce) a posilenim kognitivnich funkci a bdélosti. Zatimco kortikosteron je
nezbytny pro zvladdnuti akutniho stresu, chronické vystaveni zvySenym hladinam
kortikosteronu (nebo chronickému stresu) muize mit Skodlivé Ucinky na zdravi.

Odbér vzorku slin je neinvazivni a relativné bez stresovd metoda ve srovnani s odbérem
krve, takze je vhodna pro studium stresovych reakci u lidi i zvifat. Tato metoda je zvlasté
vyhodna ve vyzkumu zahrnujicim kojence, déti a zvifata, kde odbér krve mize byt neprakticky
nebo eticky narocny.

Odraz aktivity osy HPA: Hladiny kortikosteronu ve slinach jsou povaZovany za spolehlivy
indikator aktivity osy HPA. KdyzZ télo zaziva stres, kortikosteron se uvolfiuje do krevniho rfecisté
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a jeho cast difunduje do slin. Zmény hladin kortikosteronu ve slindch proto mohou odrazet
zmény ve stresové reakci téla.

Hladiny kortikosteronu ve slindch byly pouzity v rdznych vyzkumnych kontextech
ke zkoumani fyziologickych a behavioralnich reakci na akutni a chronické stresory.

Shodné jako v ptipadé kortizolu bylo provedeno stanoveni kortikosteronu, tj. jeho
cirkadidlni rytmus, reakce na stres a porovnani mezi obéma hladinami. Z vysledki
prezentovanych v grafech 4-6 je zfejmé, Ze kortikosteron funguje shodné jako kortizol tedy
jako stresovy biomarker. Existuje jeho cirkadialni biorytmus, ktery je pfi monitorovani stresu
nutno respektovat. Zmény v koncentracnich hladinach u kortikosteronu nejsou tak vyznamné
jako u kortizolu.

Hladiny kortikosteronu ve slindch béhem dne -
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Graf 4 Hladina naméreného hormonu kortikosteronu ve slindch u samcu kralik(i béhem dne (biorytmus)
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Graf 5 Hladina naméreného hormonu kortikosteronu ve slinach u samca krélik( pfi stresu
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Graf 6 Primér hladin naméreného hormonu kortikosteronu ve slinach u samct kralik( pro stresové hodnoty a
biorytmus

Graf 5 ukazuje zvySeni hodnot hladiny kortikosteronu po pulsobeni stresoru —
manipulace, kterd probéhla ve 12 hodin. V grafu 4 jsou zaznamenany hodnoty kortikosteronu
zpUsobené biorytmem. Z grafu 6 je zfejmé, Ze hladiny hormonu po stresovém zazitku se vrati
na uroven, kdy je kralik v klidu po Sesti hodinach, na rozdil od udaji pfi méreni kortizolu, zacne
kortikosteron klesat pfiblizné po dvou hodinach.

Nejvyssi hodnoty po stresové situaci vrostly o 74 % oproti klidovym hodnotdm
v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 14. hodiny. V tuto hodinu, jiz zacinaji bézné
stoupat hladiny kortikosteronu ovlivnéné cirkadiannimi rytmy, ale vrchol nastava az o nékolik
hodin pozdé;ji.

4.3 Hladiny kortizonu ve slindach samcu kralika

Kortizon, glukokortikoidni hormon, se Uzce podili na reakci téla na stres. Zatimco velka
¢ast vyzkumu stresu a glukokortikoid(i se zamétuje na kortizol (aktivni formu kortizonu u lidi),
kortizon samotny hraje roli ve fyziologii stresu, zejména v pochopeni dynamiky osy
hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA), kterd reguluje stresova reakce téla.

Kortizon, stejné jako kortizol, se uvolfiuje v reakci na stresory jako soucast adaptivni
reakce téla na vyrovnani se se stresorem. Pomaha mobilizovat energetické rezervy, potladovat
zanéty a modulovat imunitni funkce, aby podpofila reakci téla na stres.

Kortizon, pfeménény z kortizolu v perifernich tkanich, mize plsobit jako zpétnovazebni
signal pro regulaci aktivity osy HPA. ZvySené hladiny kortizonu mohou inhibovat uvolfiovani
hormonu uvoliujiciho kortikotropin (CRH) a adrenokortikotropniho hormonu (ACTH),
coz nakonec vede ke snizeni sekrece kortizolu.

Glukokortikoidy jako kortizon hraji kliCovou roli v metabolické regulaci béhem stresu.
Podporuji glukoneogenezi (produkci glukézy z nesacharidovych zdrojl), zvySuji hladinu
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krevniho cukru a moduluji metabolismus lipidU, aby poskytovaly télu dodatec¢né energetické
zdroje béhem stresovych situaci.

Kortizon spolu s kortizolem vykazuje silné imunomodulacni Ucinky, véetné potlaceni
zanétlivych reakci a modulace aktivity imunitnich bunék. Tyto Ucinky pomahaji tlumit imunitni
reakci béhem stresu, aby se zabrdnilo nadmérnému zdnétu a poskozeni tkani.

Chronicky stres mlze vést k dysregulaci osy HPA a zméné signalizace glukokortikoidd,
ktera se podili na rlznych poruchach souvisejicich se stresem, véetné deprese, Uzkosti
a posttraumatické stresové poruchy (PTSD). Dysregulované hladiny kortizonu mohou pfispivat
k patofyziologii téchto stavu.

Méreni kortizonu spolu s kortizolem ve slinach, krvi nebo moci slouzi jako dulezité
biomarkery ve vyzkumu stresu. UmoZnuji posoudit individualni rozdily v reaktivité stresu,
zkoumat dopad chronického stresu na zdravotni vysledky a hodnotit Ucinnost intervenci pfi
zvladani stresu.

Celkové lze fici, ze zatimco kortizol je ¢asto stfedem pozornosti ve vyzkumu stresu,
kortizon také hraje vyznamnou roli v systému reakce téla na stres. Pochopeni dynamiky
kortizonu spolu s kortizolem poskytuje cenné poznatky o fyziologickych mechanismech, které
jsou zakladem stresu a jeho dopadu na zdravi a pohodu.

Shodné jako v pripadé kortizolu a kortikosteronu bylo provedeno stanoveni kortizonu,
tj. jeho cirkadialni rytmus, reakce na stres a porovndni mezi obéma hladinami. Z vysledkd
prezentovanych v grafech 7-9 je zifejmé, Ze kortizon funguje shodné jako kortizol jako stresovy
biomarker. Existuje jeho cirkadidlni biorytmus, ktery je nutno pfi monitorovani stresu
respektovat. Zmény v koncentracnich hladinach u kortizonu nejsou tak vyznamné jako
u kortizolu.

Hladiny kortizonu ve slindch béhem dne -samci

2,5
E 2 .
ED Kralik 1
§ 1,5 Kralik 2
= Kralik 3
g 1
Kralik 4
152 Krélik 5
0

0,7 0,9 1,1 1,8 2,2 2,4 1 0,2

Denni ¢as v hodinach

Graf 7 Hladina naméfeného hormonu kortizonu ve slindch u samcu kraliki béhem dne (biorytmus)
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Hladiny kortizonu ve slinach pfri stresu - samci
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Graf 8 Hladina naméreného hormonu kortizonu ve slindch u samcu kralik( pfti stresu
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Graf 9 Primér hladin naméreného hormonu kortizonu ve slinach u samcud krélik(i pro stresové hodnoty a
biorytmus

Graf 8 ukazuje hodnoty kortizonu v krali¢ich slindach pred a po plsobeni stresoru —
manipulace s kralikem, kterda byla provedena ve 12 hodiny, cozZ je vidét i v grafu, kde hodnoty
znacné stoupaji s maximalni hodnotou ve 14 hodin. Na grafu 7 je mozné vidét namérené
hodnoty kortizonu béhem dne bez plsobeni stresoru. Jak ukazuje graf 9, nejvétsi rozdil mezi
stresovymi hodnotami hormonu a biorytmem nastal ve 14 hodin, hodnoty se zacaly
vyrovnavat po 18. hodiné, avsak hladiny kortizonu po vystaveni stresu byly stale vyssi nez
primérna hodnota denniho cyklu.

Nejvyssi hodnoty po stresové situaci vrostly o 161 % oproti klidovym hodnotam
v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 14. hodiny.
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4.4 Hladiny testosteronu ve slindch samct kralikt

Méreni hladiny testosteronu ve slinach je predmétem védeckého vyzkumu jiz nékolik
desetileti. Zatimco krevni testy zUstavaji zlatym standardem pro hodnoceni hormonalnich
hladin, méreni testosteronu ve slinach si ziskalo pozornost diky jeho neinvazivni povaze
a potencidlnimu vyuziti v riznych vyzkumnych a klinickych aplikacich. PrestoZe je koncentrace
testosteronu ve slinach nizsi nez v krvi, odrazi volnou, biologicky dostupnou frakci hormonu,
ktera je fyziologicky relevantni.

Méreni testosteronu ve slindch je cenny nastroj pro zkoumani vztah(i mezi hormony
a chovanim, sledovani hormonalnich zmén.

Shodné jako v ptipadé kortizolu, kortizonu a kortikosteronu bylo provedeno stanoveni
testosteronu, tj. jeho cirkadialni rytmus, reakce na stres a porovnani mezi obéma hladinami.
Z vysledki prezentovanych v grafech 10-12 je zfejmé, Ze testosteron neni stresovy biomarker.
Existuje jeho cirkadialni biorytmus, ktery je nutno pfi monitorovani jeho hladin respektovat.
Zmény v koncentracnich hladinach u testosteronu jsou vyznamné z hlediska cirkadialnich
biorytm(, nicméné byl prokazan nulovy efekt pfi monitorovani stresu.

Hladiny testosteronu ve slindach béhem dne -
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Graf 10 Hladina naméreného hormonu testosteronu ve slinach u samca kraliki béhem dne (biorytmus)
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Hladiny testosteronu ve slinach pri stresu - samci
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Graf 11 Hladina naméreného hormonu testosteronu ve slinach u samcd kralikd pfi stresu
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Graf 12 Prlimér hladin naméfeného hormonu testosteronu ve slindch u samcu kralikd pro stresové
hodnoty a biorytmus

Hladiny testosteronu ve slindch samcl kralik( je mozné vidét v grafu 10. Na rozdil
od tfech vyse zminénych hormon( u testosteronu nebyl tak nahly vzestup hladiny hormonu
po pUsobeni stresoru. Graf 11 ukazuje hladinu hormonu u kréliki béhem dne bez stresu.
V grafu 12 je zndzornén rozdil mezi pramérem grafu 10 a 11. Je zde prekvapivé vidét, jak jiz
bylo zminéno, Ze hodnoty po stresové situaci nevzrostly tak moc jako u predeslych hormonu.
Krivky se témér kopiruji a stresové hodnoty jsou jen lehce zvysené.

Nejvyssi hodnoty po stresové situaci vrostly pouze o 18 % oproti klidovym hodnotam
v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 18. hodiny. V tuto hodinu, jiz zacinaji bézné
stoupat hladiny tohoto hormonu ovlivnéné cirkadiannimi rytmy, Uroven stresovych hodnot
tak velmi koreluje s hladinou testosteronu v cirkadidnnim rytmu bez stresu.

43



4.5 Hladiny kortizolu ve slinach samic kralikd

Identické experimenty byl realizovany u stejného poctu samic kralika, jejichZ vék byl
témér shodny se samci, ve snaze posoudit vliv pohlavi na uUroven stresového hormonu
kortizolu ve slinach, a to jak vexperimentu pro posouzeni cirkadidlniho biorytmu,
tak stresového experimentu simulujiciho vySetteni veterinafem.

Hladiny kortizolu ve slinach béhem dne dne -
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Graf 13 Hladina namérfeného hormonu kortizolu ve slinach u samic kralik béhem dne
(biorytmus)
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Graf 14 Hladina naméreného hormonu kortizolu ve slinach u samic kralikd pfi stresu
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Hladiny kortizolu ve slinach - priimér samic ve
stresu a biorytmu
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Graf 15 Primér hladin naméreného hormonu kortizolu ve slinach u samic krélik(i pro stresové hodnoty
a biorytmus

Graf 13 zachycuje hodnoty kortizolu ve slindch samic kralik(, kde byl zpUsoben stres
manipulaci ve 12 hodin. Na grafu 14 jsou vidét hladiny hormonu kortizolu béhem
cirkadianniho rytmu, kde neprobihal Zadny zasadni stres. Na grafu 15 je nepochybné, v kolik
hodin stresor zapuUsobil. Nejvyssi rozdilna hodnota je 10 ng/ml — tedy 239 % ve 14 hodin,
coz mUZe byt zplsobené i tim, Ze kortizol v tuto denni dobu béZzné lehce klesa a stres zacal
pUsobit ve 12 hodiny, tedy ve 14 hodin dosahly hladiny kortizolu maxima. Stresové hodnoty
se vyrovnavaji po 6 hodinach od plisobeni stresoru.

4.6 Hladiny kortikosteronu ve slinach samic kraliku

Hladiny kortikosteronu ve slidach béhem dne -
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Graf 16 Hladina naméreného hormonu kortikosteronu ve slinach u samic kralik béhem dne (biorytmus)
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Hladiny kortikosteronu ve slinach pfi stresu -
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Graf 17 Hladina naméreného hormonu kortikosteronu ve slinach u samic kralikl pfi stresu
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Graf 18 Primér hladin naméfeného hormonu kortikosteronu ve slinach u samic kralikd pro
stresové hodnoty a biorytmus

Graf 16 ukazuje hladiny hormonu kortikosteronu béhem dne, ve 12 hodin bylo s kraliky
manipulovano, coz pro né byl znacny stresor. Graf 17 zobrazuje data biorytmu samic. Na grafu
18 je mozné vidét srovnani zprimérovanych hodnot mezi stresovymi hodnotami a béznym
dnem. U kortikosteronu, i pres to, Ze je znacny rozdil v hladindch, neni zde takovy rozdil jako
u hormonu kortizolu

Nejvyssi hodnoty kortikosteronu po stresové situaci vrostly o 28 % oproti klidovym
hodnotam v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 18. hodiny, kdy nastava i vrchol
v hodnotach cirkadidanniho rytmu. Urover stresovych hodnot tak byla pravdépodobné
ovlivnéna biorytmem, ale jasné zvyseni po plsobeni stresoru je zde vidét. Stresové hodnoty
se vyrovnaly pfiblizné po 7 hodinach od plsobeni stresoru.
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4.7 Hladiny kortizonu ve slinach samic kralika

Hladiny kortizonu ve slindch béhem dne - samice
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Graf 19 Hladina naméreného hormonu kortizonu ve slinach u samic krélik(i béhem dne (biorytmus)

Hladiny kortizonu ve slinach pfi stresu - samice
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Graf 20 Hladina naméreného hormonu kortizonu ve slindch u samic kralik( pfi stresu
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Hladiny kortizonu ve slindch - pridmér samic ve
stresu a biorytmu
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Graf 21 Primér hladin naméreného hormonu kortizonu ve slindch u samic kralik( pro stresové hodnoty
a biorytmus

Na grafu 19 je mozné vidét, jak stresor zplUsobeny ve 12 hodin zapusobil na hladiny
kortizonu, nejvyssich hodnot dosahoval kortizon 4 hodiny po manipulaci s kralikem. Graf 20
znazornuje hladiny kortizonu v pribéhu dne. V grafu 21 je vidét porovnani stresovych hodnot
a hodnot zplsobenych cirkadiannim rytmem. Pfekvapivé po zprimérovani hodnot se krivky
pfilis nelisi, po 12. hodiné, kdy probéhl stres se hodnoty zvedly dramatictéji, nez tomu
je béiné, ale rozdil nebyl ani 1 ng/ml, Slo pouze o0 13% narust.

Nejvyssi hodnoty kortizonu po plsobeni stresoru vrostly jen o 14 % oproti klidovym
hodnotam v cirkadiannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 16. hodiny, v tu dobu jiz zfetelné
vzristaji hodnoty hormonu ovlivnéné cirkadiannim rytmem, které dosahuji maxima okolo
18. hodiny. Stresové hodnoty se vyrovnavaiji priblizné po Sesti hodinach.

4.8 Hladiny testosteronu ve slinach samic kralikt
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Graf 22 Hladina naméreného hormonu testosteronu ve slinach u samic kraliki béhem dne (biorytmus)
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Hladiny testosteronu ve slinach pfi stresu -
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Graf 23 Hladina naméreného hormonu testosteronu ve slinach u samic kralik( pfi stresu
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Graf 24 Primér hladin naméfeného hormonu testosteronu ve slinach u samic kralikd pro stresové
hodnoty a biorytmus

Graf 22 ukazuje hodnoty ovlivnéné stresem zplisobenym ve 12 hodin. Je mozné vidét,
Ze hodnoty testosteronu jsou u samic velmi variabilni. BEhem cirkadianniho rytmu se nejvyssi
hodnoty testosteronu objevuji okolo 18. hodiny viz graf 23. Na grafu 24 jsou zaznamenany
zpramérované hodnoty grafu 22 a 23, grafy se lisi spiSe jen zvySenymi hodnotami, ale jinak
se tvarem v podstaté kopiruji.

Nejvyssi hodnoty testosteronu po stresoru vzrostly o 77 % oproti klidovym hodnotam
v cirkadidannim rytmu, tento rozdil nastal okolo 18. hodiny, v tento cas vzrUstaji i hodnoty
hormonu ovlivnéné cirkadiannim rytmem, které dosahuji maxima okolo 18. hodiny. Stresové
hodnoty se vyrovnavaji pfiblizné po sedmi hodinach.
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4.9 Statistické vyhodnoceni experimentalni stresové studie

Tukey's multiple comparisons
test
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Tukey's multiple comparisons test
Fyzio M vs. Fyzio F
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Tukey's multiple comparisons test
Fyzio M vs. Fyzio F
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Testosteron
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Fyzio F vs. Ak. stres F -1.020 -1.961 to -0.07934 0.0313
Ak. stres M vs. Ak. stres F 1.520 0.5793 to 2.461 0.0014
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5 Diskuse

Stres je komplexni fyziologickd a psychologicka reakce, ke které dochazi, kdyZ jedinec
vnima hrozbu, vyzvu nebo pozadavek, ktery presahuje jeho schopnost se s tim vyrovnat.
Reakce téla na stres zahrnuje koordinovanou souhru mezi nervovym systémem, endokrinnim
systémem a imunitnim systémem. Vnimani a aktivace: Stres zacind vnimanim stresoru, ktery
mUze byt fyzicky, psychologicky nebo environmentalni. Limbicky systém mozku, zejména
amygdala a hypotalamus, hraje klicovou roli pfi detekci a zpracovani stresord. Kdyz je stresor
vniman, hypotalamus aktivuje stresovou reakci téla.

Aktivace sympatického nervového systému (SNS): Hypotalamus spousti uvolfiovani
signalnich molekul, véetné hormonu uvolnujiciho kortikotropin (CRH)
a adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), které stimuluji nadledvinky k uvolfiovani
stresovych hormond, jako je kortizol a adrenalin. Tyto hormony aktivuji sympaticky nervovy
systém, coz vede k reakci ,bojuj nebo utec”. SNS zvySuje srdecni frekvenci, krevni tlak
a dychani a zaroven presmérovava pratok krve do zakladnich organt a svall, aby pfipravilo
télo na reakci na vnimanou hrozbu.

Aktivace osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA): Kromé SNS aktivuje hypotalamus
osu HPA. CRH uvolfovany hypotalamem stimuluje hypofyzu k uvolfiovani ACTH, coZ zase
stimuluje nadledvinky k produkci kortizolu. Kortizol, ¢asto oznacovany jako ,stresovy
hormon“, pomdha regulovat metabolismus, potladovat zanéty a mobilizovat zasoby energie
pro podporu reakce téla na stres. Chronicka aktivace osy HPA a prodlouzené zvyseni hladin
kortizolu mohou mit negativni Uclinky na zdravi, véetné imunitni suprese, metabolické
dysregulace a kardiovaskularniho rizika.

Stresova reakce je prisné regulovdna mechanismy negativni zpétné vazby,
aby se zabranilo nadmérné aktivaci. Kortizol plisobi negativni zpétnou vazbou na hypotalamus
a hypofyzu, ¢imzZ inhibuje dalsi uvolfovani CRH a ACTH, jakmile se hladina stresu snizi.
To pomaha obnovit homeostazu a vratit télo do stavu rovnovahy.

Vliv na imunitni funkce: Stres mlzZe modulovat imunitni funkce, pficemz akutni stres ¢asto
posiluje imunitni reakce, zatimco chronicky stres maze imunitni funkci potlacit. prodlouzena
aktivace stresové reakce, zejména uvolfiovani kortizolu, maze potlacit produkci imunitnich
bunék a zanétlivych medidtord, diky ¢emuz jsou jedinci nachylnéjsi k infekcim a zanétlivym
stavim.

Chronické nebo opakované vystaveni stresu mGze mit vyznamné dlouhodobé ucinky
na fyzické a duSevni zdravi. Je spojovdn s celou fadou stavid, véetné kardiovaskularnich
onemocnéni, gastrointestindlnich poruch, deprese, Uzkosti a nespavosti. Pochopeni fyziologie
stresu je zasadni pro vyvoj U¢innych strategii pro zvladani stresu a podporu celkové pohody.

Podle grafd v kapitole 4 mUZeme vidét jednotlivé hodnoty hormonl pro samce
a samice kralika domaciho. Dle graf(i biorytmu mlzeme fict, Ze hladiny hormona se fidi
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cirkadidannim rytmem. Podle naseho méreni, hladiny naméfrenych hormond dosahuji maxima
pfiblizné mezi 16. a 19. hodinou. Dalsi, ale mensi vrchol nastdva okolo polednich hodin. Kralik
domdci je nékdy uvadén jako krepuskularni zvite, a jinde jako nokturdlni. Vzhledem k nasim
datim, je aktivita kralika spisSe krepuskularni, tedy soumracna.

Po porovnani narlistu vyse hormonl mezi pohlavimi jsme zjistili, Ze kortikosteron
a kortizon se procentudlné zvysil vice u samc(. Prestoze klidové hodnoty kortikosteronu maji
vyssi samice, tak ndrlst byl mensi nez u samc(. Samclm se hodnoty zvysily 2,6x ve srovnani
se samicemi. Kortizon se samcum zvysil oproti samicim aZz 11,5x. Nejvétsi zména u samic
je vidét v hodnotach kortizolu, které mély rozdil mezi stresovymi a klidovymi hodnotami
239 %, coz je vice jak dvakrat vétsi narust nez u samcl, kde stresové hodnoty narostly o
106 %. Podle hladin kortizolu miZeme fict, Ze samice byly vice citlivé na stres, ale podle
ostatnich hodnot, jsou pohlavi kralikd vtomto pfipadé spiSe vyrovnané. Dlvodem proc
se samicim tak zvysil kortizol po stresové reakci by mohlo byt zapficinéno tim, Ze samice maji
v klidovém stavu vyssi hodnotu kortizonu nez samci, a kortizon se pfeménuje na kortizol,
pokud to organismus potrebuje. VySe testosteronu je u samic nizsi nez u samcd, ale pfi reakci
na stres u nich tento hormon reagoval az Ctyfikrat vice nez samclim, kde se stresové hladiny
pohybovaly blize klidovym hodnotam. Tento jev by mohl byt zplsoben tim, Ze pfti stresu
se samcUm zhorsi pratok krve ve varlatech, ve kterych je testosteron nejvice produkovan.
Na rozdil od samic, kde jsou hlavnim zdrojem tohoto hormonu nadledviny, které u samcu
produkuji méné testosteronu nez praveé varlata.

Hormondlni odpovéd' na stresor je mozné zaznamenat ze slin ve velmi kratkém case,
fadové minut, oproti tomu napfiklad ve vzorkdch moci by mohly byt hladiny stresovych
hormonU opozdénéjsi, protoZe cesta hormonu do slin je pomérné rychla. Jednim z divodu
mUzZe byt i to, Ze jazyk je silné prokrven.

Namérené udaje mohou byt ovlivnény roénim obdobim, odbéry vzorkd probihaly
v breznu, kdy se dny prodluzuji. Navrh pro dalsi studie by mohl byt méfreni béhem jednoho
roku, aby se porovnala jednotlivda ro¢ni obdobi a hormonalni aktivita stim souvisejici.
Cirkadianni rytmus se m(ize odliSovat podle toho, zda jsou dlouhé slunné dny nebo je obdobi
na konci podzimu, kdy se ¢as denniho svétla zkracuje a teploty klesaji.
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6 Zaver

Cilem této prace bylo prokazat, zda existuji latky — stresové hormony, jejichZ hladiny
souvisi s Urovni stresu, kterému je organismus vystaven a zda se tim nasledné daji hodnotit
podminky kralika domaciho (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) v chovu. Dalsim cilem bylo
vyvinout metodu HPLC-MS ke stanoveni stresovych hormon v krali¢ich slinach.

V této praci jsme ovéfili, Ze pomoci metody HPLC-MS m{iZeme stanovit hodnoty
stresovych hormonu ve slindch kralika domaciho. Dale se v naSem vyzkumu pfiSlo na to, Ze
v organismu existuji latky — stresové hormony, kterymi v této praci byly kortizol, kortizon,
kortikosteron a testosteron, jejichz hladiny souvisi s Urovni stresu, kterému je zvife vystavené.
A tyto hormony mohou byt vyuZity jako ukazatelé aktudlni Zivotni situace. Potvrdila se tedy
hypotéza, Ze jako stresové hormony v organismu krdlika domaciho mizeme vyuzit jiz zminéné
Ctyfi steroidni hormony.

Zjistili jsme, Ze hladiny hormonU podléhaji cirkadidannimu rytmu, ale mohou byt
naruseny nahlym stresem. Podle hodnot cirkadidnniho rytmu vykazuje kralik domaci nejvétsi
aktivitu ve vecernich hodinach. Nejvyssi hodnoty v odpovédi na akutni stres byly zaznamenany
v hladinach kortizolu u samic kralik(. Vyhodou odbéru slin je opakované odebirani vzorkd
béhem dne, které by bylo naptiklad pfi odebirani krve u kralikd velmi narocné, v nékterych
pfipadech i nemozné.
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8 Obrazky
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10.

Obrazek €. 1: Syntéza steroidnich hormon( (Haggstrom & Richfield 2014)
Obrazek €. 2: Cholesterol, strukturni vzorec (Frederick 2014)

Obrdzek €. 3: Kortizol, strukturni vzorec (Tomlinson at al 2002)

Obrdzek €. 4: Kortizon, strukturni vzorec (Tomlinson at al 2002)

Obrazek €. 5: Kortikosteron, strukturni vzorec (Katsu & Iguchi 2016)

Obrazek ¢. 6: Testosteron, strukturni vzorec (Grossman et al. 2011)

Obrazek ¢. 7: Chromatogram separovanych komponent

Obrdzek €. 8: Extrakcni pfiprava vzorkl z odbérovych tycinek na sliny. 1 (vlastni
fotografie)

Obrazek €. 9: Extrakéni priprava vzork( z odbérovych tycinek na sliny. 2 (vlastni
fotografie)

Obrdzek ¢. 10: Extrakéni priprava vzorkl z odbérovych tycinek na sliny. 3 (vlastni
fotografie)
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