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Diurnalni zmény hladiny salivarniho kortizolu psa

Souhrn

Pojem welfare zvifat je VsouCasné dobé Casto spojovan se stresem. Stres piimo
souvisi se zvySenim hladiny nékterych hormont, u psit pak predevSim s narGstem hladiny
hormonu kury nadledvin, kortizolu. Kortizol Ize stanovit invazivni metodou z krve, stale vice
vSak stoupd zajem po moznostech méfeni jeho koncentrace neinvazivnim zpiisobem, ktery
muze predstavovat sledovani hladiny kortizolu ve slinach. U fady hormont bylo popsano
kolisani jejich hladiny v pribéhu dne, tzv. cirkadialni rytmus. Literarni udaje tykajici se zmén
hladin kortizolu ve slinach pst jsou nejednoznaéné. Tato diplomova prace si kladla za cil
zjistit, jak se hladina kortizolu méni ve slinach psa v priubéhu dne.

K ziskdni dat byly pouzity salivarni vzorky od 7 psi a 6 fen riznych plemen
a velikosti. Vsechna zvitata byla ve véku od 3 do 8 let, zdrava a nebyla kastrovana.Vzorky
byly odebirany kazdé dvé hodiny po dobu dvou dnd, ptic¢emz psi na proces odbéru slin byli
5 dnt pfedem uvykani. Hladiny slinného kortizolu pak byly stanoveny pomoci imunologické
metody ELISA.

Meéteni hladiny salivarniho kortizolu testovanych pst jednoznaéné prokazalo stiidani
hladiny Kkortizolu v prubéhu dne. K vyznamnému naristu hladiny kortizolu dochazelo mezi
Sestou a osmou hodinnou ranni, do polednich hodin ktivka kortizolu klesala. Tento trend byl
popsan také u Cloveka a je oznaCovan jako ,,awakening effect”. Dale bylo hodnoceno, zda se
méni hladina kortizolu v zavislosti na pohlavi testovanych zvifat. Rozdil v naméfené
koncentraci kortizolu ve slindch sledovanych psi a fen nebyl statisticky vyznamny.
V pracich, kde bude studovan vliv stresu na koncentraci hormonu kortizolu je tieba
cirkadidlni stfidani tohoto hormonu zohlednit, jinak mize dojit k nepfesné¢ a zavadégjici
interpretaci vysledkid. Za splnéni této podminky lze kortizol pouZit jako mozny fyziologicky
marker stresu, je vsak vhodné jej doplnit dal§imi stresovymi markery a sledovanim zmén

Vv chovani zvifat v experimentu.

Klicova slova:Pes, fyzicka z4téz, sliny, kortizol, stanoveni



Diurnal changes in dog salivary cortisol levels

Summary

The concept of animal welfare is currently often associated with stress. Stress is directly
related to an increase in the level of some hormones, and in dogs mainly to an increase in the
level of the adrenal cortex cortisol hormone. Cortisol can be determined by the invasive
method from the blood, but there is a growing interest in the possibility of measuring its
concentration in a non-invasive way, which can be monitoring the level of cortisol in saliva.
For a number of hormones, fluctuations in their levels during the day, the so-called circadian
rhythm, have been described. Literature data on changes in cortisol levels in the saliva of dogs
are inconclusive. This diploma thesis aimed to find out how the level of cortisol changes
in the saliva of the dog during the day. Salivary samples from 7 males and 6 females
of different breeds were used to obtain data

and size. All animals were 3 to 8 years old, healthy and not neutered. Samples were
taken after two hours for two days, with dogs on the sampling processg get used to 5 days
in advance. Salivary cortisol levels were then determined by immunological ELISA.

Measurement of the salivary cortisol level of the tested dogs clearly showed alternation
of cortisol levels during the day. There is a significant increase in cortisol levels between six
and eight o'clock in the morning, and by noon the cortisol curve decreases. This trend has also
been described in humans and is referred to as the "awakening effect”. It was further
evaluated whether cortisol levels change depending on the sex of the test animals.
The difference in the measured concentration of cortisol in the saliva of the observed dogs
and bitches was not statistically significant.

In works where the effect of stress on the concentration of the hormone cortisol will
be studied, the circadian alternation of this hormone must be taken into account, otherwise
inaccurate and misleading interpretation of the results may occur. If this condition is met,
cortisol can be used as a possible physiological marker of stress and it is appropriate
to supplement it with other stress markers, such as changes in the behavior of the monitored

animals.

Keywords: Dog, physical load, spit, cortisol, determination
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1 Uvod

V soucasnosti je pojem welfare zvifat ¢asto spojovan se stresem. Stres piimo souvisi
se zvySenim hladiny nékterych hormoni, u pst pak pfedev§im s narGstem hladiny hormonu
kary nadledvin, Kortizolu. Kortizol Ize stanovit invazivni metodou z krve, stdle vice vSak
stoupa zajem po moznostech méfeni jeho koncentrace neinvazivnim zpusobem, ktery
predstavujestanoveni hladiny kortizolu ve slindch. U fady hormonti bylo popsano kolisani
jejich hladiny v pribehu dne, tzv. cirkadidlni rytmus. Literarni idaje tykajici se zmén hladin
kortizolu ve slinach pst jsou nejednoznacné. Tato diplomova prace si proto kladla za cil

zjistit, jak se hladina kortizolu méni ve slinach psa v pribéhu dne.



2  Védecka hypotéza a cile prace
2.1 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda v prabéhu dne dochazi u psi ke zménam

v koncentraci hladiny kortizolu ve slinach.

2.2 Védecké hypotézy

Hypotéza 1:
V pribehu dne se méni koncentrace kortizolu ve slinach psa.

Hypotéza 2:
Hladina salivarniho kortizolu ve slinach pst a fen se lisi.



3 Literarni reSerse
3.1 Stres

Definici stresu je mnoho. Obecné je stres stav, kdy dochazi k naruSeni homeostazy
v disledku vnitinich nebo vné&jSich nepiiznivych sil, kterym se fika stresory. Jako odpovéd’ na
tyto stresory mobilizuje  organismus velmi slozit¢é  spektrum  fyziologickych
a behaviordlnich odpovédi. Tyto odpovédi maji za cil tuto rovnovédhu opét obnovit
(Reeder et Kramer, 2005).

Jedna — li se o odpovéd, ktera motivuje jedince k vy$S§im vykoniim, nazyvame ji eustres
(Kittnar et al., 2010). Eustresy zahrnuji situace sice zatézujici a stresové, ale paralelné
i ptijemné. Eustresem nazyvame stav, kdy vlivem zvySeni hladiny glukagonu v krvi nastva
zaroven zvyseni glykémie. S timto se soucasné zvySuje i krevni tlak a tepova frekvence.Krev
zvySuje svij pratok vitdlnimi organy a vzhledem k periferni rezistenci vici inzulinu, kterou
zajistuji glukokortikoidy, je velké mnozstvi glukdzy rezervovano pro mozek (Kittnar et al.,
2010).

Distres je naopak vniman jako negativni, Spatny stres, ktery pomalu jedince nici
(Lazarus, 1974).

Stresory mohou byt vnitini, napiiklad nedostatek kysliku ve tk&nich a hypoglykémie,
nebo vnéjsi, které se tykaji teploty, cviceni ¢i zranéni. Dals$i stresory mohou byt psychické
povahy, ty zahrnuji podnéty, které ovliviiuji emoce, vyvolavaji zlost, uzkost nebo strach
(Reeder et Kramer, 2005). Existuji dvé fyziologické reakce, diky kterym je organismus
schopen se adaptovat: hypotalamus-hypofyza-kiura nadledvin (HPA) a sympato-adreno-
medulérni osa (SAM) (Kyrou et Tsigos, 2009).

Odezva na podnét je zapocata ve chvili, kdy je stresovy faktor vniman jako takovy zvifecim
mozkem. Obé tyto osy vychazeji z hypotalamu ajsou modulovany limbickymi vstupy (Reeder
et Kramer, 2005).



3.1.1 Obecny adaptacni syndrom (GAS)

Reakce organismu na jednotlivé stresory je specifickd, avSak pii kazdé stresové reakci
miZeme v organismu zaznamenat obecné posloupnosti a z&konitosti. Tato stresova reakce
se naazyva obecny adaptacni syndrom (GAS) (General Adaptive Syndrom) (Fontana
et Mad’a, 2014).

GAS je soubor dlouhodobych i kratkodobych reakci na stres a jeho cilem je obnovit
homeostazu (stalé vnitini prostiedi). (Kittnar et al., 2010). Né&kteti tento model neuznavaji,
jelikoz nezohlednuje vSechny procesy, které souviseji se stresev, avsak lepsi a presnéjsi nikdo
neformuloval(Buckner et al., 2017).

GAS se déli do tfi fazi: poplachova, adaptacni a faze vycerpani.

Bezprostiedné po reakci na stresor nastdva faze poplachova. Tato faze je
charakteristicka aktivaci osy SAM (sympato-adreno-medularni), z ¢imz je spojené vyplaveni
katecholaminu — adrenalin a noradrenalin (Kittnar et al.2010). Katecholaminy jsou tvotfeny
v adrenergnich postgangliovych neuronech sympatiku (noradrenalin) a ve dieni nadledvin
(Fontana et Mad’a, 2014). Faze poplachova se vyznacuje zvySenim krevniho tlaku a dal§imi
mechanismy, které jsou typické pro reakci ,,boj nebo utek*. Mimo ptipravy tela pro svaloovu
praci je také aktivovana osa HPA (hypotalamus-hypofyza-nadledviny) a systém POMC
(prekurzor ACTH) (Trojan, 2003). Po piisobeni stresoru se organismus vraci zpét k normalni
urovni aktivity. Pokud plsobi nepfili§ intenzivné déle, nastdva faze adaptace (BernaSkova
et Polach, 2016).

V adaptacni fazy dochazi k dalsi aktivaci systéemu HPA a POMC). Hladina Kkortizolu se
nadale zvySuje a kortizol za pomoci lipolytického a glukoneogenetického tc¢inku zajistuje
dalsi substrat pro energetické reakce. Tato faze je typickd odolnosti organismu proti Stresu
(Trojan, 2003). Télo bud’ aktivuje mechanismy napomahajici pro odbourdni stresu nebo se
snazi minimalizovat jeho Skodlivost. Reakce maji za Gi¢el zachovat objem télesnych tekutin
a zaroven udrzet rezervu energie pro vitalni organy (Fontana et Mad’a, 2014). Pti jesté vétSim
narastu hladiny kortizolu by doslo k jeho proteokatabolickému a imunosupresivnimu ucinku,
¢i v nejhor$im piipadé k demineralizaci kosti (Trojan, 2003).

Pokud stres trva pfilis dlouho, ¢i je pfilis silny, nastava faze vycerpani. Tato faze mize
nastat i v piipade, jeli sekrece kortizolu narusena (napiiklad poskozenim kiry nadledvin)
(Trojan, 2003). Tato faze, kdy jsou stres a s nim spojené adapta¢ni mechanismy brany jako

Skodlivé, se oznacuje distres (Fontana et Mad’a, 2014).



3.1.2 Stresova osa sympato-adreno-medularni (SAM)

Stresovda osa SAM odpovidd na stresor téméf okamzit€. Odpovéd pochézi
z posteriorniho hypotalamu, kde je aktivovan sympaticky nervovy systém,ktery posléze
pusobi na dien nadledivn. Tento systém vede K uvoliiovani noradrenalinu ze spinalnich
ganglii a také kuvoliovani katecholaminu zdiené nadledvin (drenalin, noradrenalin
a dopamin) (Reeder et Kramer, 2005).

Po vyplaveni andrenalinu a noradrenalinu dochdzi ke zvySeni srde¢niho vydeje,
krevniho tlaku a v neposledni fadé ke srazlivosti krve. Tento proces vede také k roztazeni cév
v mozku a svaloving, a naopak ke stazeni cév v klzi, gastrointestinalnim traktu, slezing,
pankreatu a jatrech. Hormony také stimuluji glykogenolyzu v jatrech a kosternich svalech,
a diky tomu poskytuji energii bunkam centralni nervové soustavy, svaliim a sdrci. Také maji
schopnost zvySovat resorpci glukdzy ve stfevech, inhibovat sekreci inzulinu a stimulovat
lipofyzu. V tomto stavu se také zvySuje bdé€lost a zlepSuji se kognitivni funkce. VSechny tyto
kroky organismus postupné pfipravuji na blizici se zatézovou situaci a pomahajitak prekonat
pusobeni stresoru. Organ, ktery je inervovany prostiednictvim sympatického nervového
systtmu je inervovan také parasympatickym nervovym systémem.Pravé aktivace
parasympatického nervového systému napomaha k regulaci stresové osy SAM, naopak osa
SAM reguluje aktivaci parasympatického nervového systému. Aktivace slouzi také k dosazeni

dynamické rovnovahy mezi systémy opozi¢nimi i dopliikovymi (Reeder et Kramer, 2005).

3.1.3 Stresova osa hypotalamo-hypofyzarni (HPA)

Osa hypotalamus — hypofyza — nadledviny je soubor sekretorickych tkani, které se ve
stresovych situacich vzajemné po sobé aktivuji. V zavislosti na tomto procesu za¢ne vylev
kortizolu do krve. Tento d&j se nazyva descendentni aktivace. Informace pfenasena mezi
jednotlivymi Gseky je pfedevs§im na hormonalni trovni(Engelmann, 2004).

Hypotalamus ma za ukol zpracovavani perifernich vjemt. Vjemy mohou byt fyzické
(zranéni, nedostatek kysliku nebo nadmérnd namaha), psychycké (ulek,pohled na néco
nepiijemného, nervozita) (Mattsson, 2009). Na stimul hypotalamus reaguje exocytazou: CRH
a arginin — vasopresinem (AVP) z neurosekre¢nich bunék. Oba hormony maji za ukol aktivaci

sekre¢nich bun¢k pfedniho laloku hypofyzy, které zahaji exocytoézu ACTH, coZ je preces, pii



kterém bunky uvoliuji vétsi molekuly ¢i struktury do svého blizkého okoli. Ten nasledné
prochazi sténou kapilar, odkud je krevnim ob&hem piendsen az k cilovému organu, kife

nadledvin. Zde se navaze na kompetentni receptor a spusti syntézu a sekreci kortizolu. Cela

vvvvvv

inhibice vlastnimi produkty, pfedev§im samotnym kortizolem (viz Obrazek ¢. 1) (Engelmann,
2004).

OSA HPA

Stres —

s »

Hypotalamus

CRH

jf Hypotyza
'ACTH )
Nadledviny

i @l@

| Kortizol |

et

Metabolicke
efekty

Obrazek ¢. 1: Osa HPA
(dostupné z:https://www.sallypattison.com.au/adrenal-fatigue-2/)



Kuvolnéni CRH z hypotalamu dochazi na zakladé senzorickych informaci nebo
predchozi aktivace osy SAM. Hypotalamus také spousti sekreci ACTH v adenohypofyze.
Krevnim fecistém ACTH také ovliviiuje produkci dal$ich hormonu. Ovliviiuje zvySovani
vyplavovani glukokortikoidti (kortizolu) v kiife nadledvin. Glukokortikoidy zajist'uji hlavni
adaptaéni efekt, zejména zpomaléni traveni, tlum imunitnich reakci amobilizaci energie
(Engelmann, 2004).

3.2 Nadledviny

Nadledviny (lat. glandulae adrenales s. suprarenales), jsou malé parové organy
svnitini sekreci. Nachazi se kraniomedialné (na hornich polech) od ledvin
v retroperitonealnim tuku (Trojan, 2003). Leva ¢ast nadledvin leZi na urovni druhého
bederniho obratle a prava ¢ast lezi na trovni tfinactého hrudniho obratle. U pst se hmotnost
zlazy pohybuje od 1 do 2 grami. Nadledviny se d€li na dve &asti, jejichz vyvoj probihal
odli$né¢ — na kiiru a dfen. Kira nadledvin je lokalizovana zevné a tvoti 80-90 % Zlazy.
Je mezodermalniho pivodu a na fezu ma zlutou barvu. Dienl je mens$i ¢asti nadledvin,
puvodem je z neuroektodermu neutralni liSty, a na fezu je tmaveé hnéda (Svoboda, 2001).

Nadledviny syntézou sekreci fady hormont zasahuji do mnoha zakladnich zivotnich
procestt (Wallace, 2009).Skladaji ze dvou funkcénich casti. Z vnéjSi casti neboli kiry
nadledvin a vnitini ¢asti, dfené nadledvin. Tyto ¢asti se embryologicky, funkéné i anatomicky
111 (Reece, 2009).

Kira nadledvin prezentuje znacné vyznamnou, Zivotné dilezitou endokrinni zlazu a je
tvofena tfemi zonami. Kazdd ze zon je charakteristicka specifickou sekreci hormont.
Povrchova zona glomeruldza (klubi¢kova) produkuje hormony mineralokortikoidy, zona
fasciculata (sloupcovd) a zona retikularis (sitovitd) tvoii androgeny a glukokortikoidy (viz
Obrazek ¢. 2) (Reece, 2009).

3.2.1 Hormony kiry nadledvin

Hormony kury nadlevin se fadi mezi steroidy. Tyto hormony i se svymi prekurzory
nemohou byt ulozeny v bunkach a jsou tedy ihned po syntézec vyluovany do krve.

Mineralokortikoidy a glukokortikoidy jsou produkovany v nadledving, kdezto androgeny



se Vv nadledviné, tukové tkani, pohlavnich zlizach a dalSich tkanich pouze transformuji

na estrogeny (Svoboda. 2001).

e aldosteron
MINERALOKORTIKOIDY
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GLUKOKORTIKOIDY
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kortikosteron

ANABOLICKE A POHLAVNI
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N 2Zona reticulan’s
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noradrenalin
dopamin

Obrazek ¢. 2: hormony kury nadledvin
(dostupné z: https://cit.vfu.cz/klinpat_atlas/nadled.html)

1. Glukokortikoidy

NejvyznamnéjSimi hormony, které se fadi mezi glukokortikoidy jsou kortizol
a kortikosteron. Dale do této skupiny patii kortizon a 11 — dehydrokortikosteron. V jaké
koncentraci glukokortikoidy cirkuluji je u jednotlivych druht zvifat znacné odlisné,
predev§im diky rozdilim v citlivosti tkani a negativni zpétné vazbé(Reynolds et al., 1999;
Romero et al., 2008).

Glukokortikoidy jsou velice vyznamné pro cirkulaéni, metabolickou, krevni i imunitni
adaptaci na fyzicky ¢i emocni stres. Jejich samotnd sekrece je fizena hypofyzou

U nékterych hlodavet — mysi, potkant a kralikd, u ptaki, obojzivelniki a ryb je
dominantnim glukoortikoidem kortikosteron. Kortizol pak pfevlada u prasat, koc¢ek, primatd,
krav, psi a u hlodavctli, zejména u kieckii a morcat. Vztah mezi hormony se mize ménit
Vv pribéhu rtuznych fazi zivota zvitete, pasobi — li u n¢j oba hormony (Reynolds et al., 1999;
Romero et al., 2008).

U pst se vyskytuje kortizol a kortikosteron ve stejném poméru.



Vsechny glukokortikoidy, v¢etné kortizolu, hraji velkou roli v nékterych fyziologickych
pochodech. Ovliviiuji napfiklad tvorbu glukozy, zvySuje glukoneogenezi v jatrech, maji vliv
také na imunitni systém, nervovy systém, snizuji rezistenci vici infekci a v neposledni fadé se

vyskytuji i u zanétlivych procest (Mourek, 2005).
Hormon kortizol

Kortizol je hormon steroidni povahy, ktery reprezentuje skupinu glukokortikoidu.
Jeho syntéza probihd v kiufe nadledvin.VSechnyhormony kury nadledvin, véetné kortizolu
jsou derivatem cholesterolu, ktery je trvalou soucasti buné¢nych membran (Mourek, 2005).

Zakladni strukturou tvofici kortizol je cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro. Podle
struktury se kortizol (viz Obrazek ¢. 3) fadi mezi C21 adrenokortikalni steroidy a vznika
hydroxylaci progesteronu (Trojan, 2003).

Hlavnim ukolem kortizolu je zabezpecit pro organismus dostate¢né mnozstvi Zivin
a zajistitenergii po vycCerpani jaternich zasob glykogenu. (Greenstein et Wood, 2011;
Bernaskova et Poléach, 2016).

Pro vétSinu savci je kortizol hlavni stresovy hormon, jehoz ukolem je udrzeni
v organismu homeostazu pii stresu psychickém ¢i fyzickém. Jeho hladina je fizena

komplikovanou zpétnou vazbou, ktera spo¢iva v tom, ze hormon pusobi zpétné a inhibuje tak

sekreci ACTH (Gjerstad et al., 2018).



O

Obrazek ¢. 3: Molekula kortizolu (Ganong 2005)

Sekrece kortizolu je regulovidna pomoci adenohypofyzéarniho adrenokortikotropniho
hormonu, ktery se uvoliiuje v zavilosti na mnozstvi uvolnéného kortikotropinu (CRH), HPA

osy.

Biosyntéza kortizolu

Metabolickou vychozi latkou vSech adrenokortikdlnich steroidnich hormont je
cholesterol (Wallace at al. 2009), ktery je trvalou soucasti bunéénych membran (Mourek
2005).Je tedy prekurzorem steroidnich hormont. Steroidni hormony jsou tvofeny ve vSech
vrstvach kiiry, a proto obsahuji Cetné tukové kapénky, jenz slouzi jako zasobarny pro
cholesterol. Jediny rozdil vjednotlivych vrstvach je pouze v jejich enzymatické vybave, ktera
je spojena stvorbou rozdilnych hormonu (Boron et Boulpaep, 2017). Dalsim zdrojem
cholosterolu pro bunky jsou plazmatické lipoproteiny (HDL, LDL). Kortizol (i dalsi drobné
molekuly steroidnich hormonti) volnéptechazi ptes plazmatickou membranu piimo do
krevniho fecisté, buitkky nadledvin tedy nepotrebuji zdsobni vacky. Sam kortizol se syntetizuje
pouze dle poptavky organismu, a ne do zasoby (Esposito et Bianchi, 2012).

Cholesterol tvofi hlavni ¢ast plazmatickych zivo€iSnych membran, tedy pfiblizné 30 az

40 % plazmatickych membran lipidd (Nelson et Cox, 2008). Radi se mezi lipidové latky,

10



ktera se odvozuje od triacylglycerolt (Reece, 2009). Jeho mensi ¢ast je tvoiena z acetatu, ale
vétSina je vychytdvana z lipoproteinovych castic v krvi, pronez se v klite nadledvin nachazi
velké mnozstvi receptortt (Wallace et al., 2009).

Prvni krok potfebny pro zahajeni syntézy steroidnich hormonii je transport
intracelularniho cholesterolu z vnéjsi do vnitini mitochondrialni membrany. Buiiky nadledvin
jsou vybavené hladkym endoplazmatickym retikulem, ktery se prolina se s cetnymi
mitochondriemi a nepfitomnosti zasobnich vacka. Cely tento pfenos je fizen nosiCovym
proteinem. Vse za¢ina vytvoienim progesteronu v mitochondriich, ktery je zakladni latkou pfi
vzniku kortizolu. V dusledku vytvareni steroidnich hormonut se
cyklopentanoperhydrofenantrenové jadro cholesterolu proti celkovému poc¢tu uhlikti neméni
(Ganong, 2005).

Po odstépeni Sestiuhlikiipostranniho fetézce a za oxidace na dvacatém uhliku se
z cholesterolu stava pregnenolon. Celou tuto reakci katalyzuje cholesteroldezmolaza,
enzymz rodiny cytochromt, konkrétnéji enzym P450scc (side-chain cleavage = Stépeni
postranniho fetézce), coz je enzym se skupiny cytochromu, odStépujici postranni fetézec
cholesterolu za vzniku pregnenolonu (Wallace et al., 2009).

Pregnenolon je dehydrogenovan (odstépeni vodiku z organické latky) na progesteron
v endoplazmatickém retikulu (ER), soucasné probiha katalyza
3 — hydroxysteroiddehydrogenazy. Tento enzym se zapojuje 1 do pfemény
170 — hydroxypregnenolonu na 170 — hydroxyprogesteron. Oba tyto hormony vznikaji
Z progesteronu pii souCasné katalyze 170 — hydroxylazy ¢ili P450c17. Striktné fizené
hydroxylace progesteronu davaji vznik kortizolu.

Vlivem 218 hydroxylazy, P450c21 se do uréitych poloh progesteronu postupné ptidava
OH — skupina. Nejdiive nastdvd hydroxylace progesteronu na 17a hydroxyprogesteron
a posléze hydroxylace na 11 — deoxykortiol. Coz je hormon, ktery cestuje zpét do
mitochondrii, kde dochazi k jeho hydroxylaci na jedenactém uhliku a nasledné vznika
vysledny produkt neboli kortizol (cely tento proces je znazornén na Obrazku ¢. 4) (Ledvina et
al., 2009).
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Obrazek ¢&. 4: Biosynzéta kortizolu
Obrazek znazoriuje lokalizaci jednotlivych krokt biosyntézy — mitochondrium

(mitochondrie), endoplasmic reticulum (endoplasmatické retikulum). Steroidni hormony jsou
syntetizovany enzymové katalyzovanymi reakcemi z cholesterolu. (Dostupné z:
https://www.wikiskripta.eu/w/Synt%C3%A9za_steroidn%C3%BDch_horm%C3%B3nov#/m

edia/File:Steroidogenesis.svg)

Sekrece kortizolu

Jak bylo psano vyse, kortizol vznika v sekrecnich buiikach v kiife nadledvin v zona
fascicularis. Produkce kortizolu je regulovina hypotalamo — hypofyzarni osou kiry
nadledvin, kterd& ma pozitivni odezvu na fyziologické i psychické stresové podnéty.

Z hypotalamu fidi endokrynni ¢innost klry nadledvin nejdiive kortikoliberin, ktery reguluje
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sekreci ACTH z piedniho laloku hypofyzy. Hytalamus uvolfiuje kortikoliberin (CRH), coz je
hormon stimulujici syntézu a sekreci hormonu ACTH z hypofyzy, a arginin — vasopresin.
Tyto dva hormony reaguji na stresové podnéty spuSténim syntézy pro — hormonu
proopiomelanokortinu (POMC) vV kortikotropnich bunkach piedni hypofyzy. Z POMC je
posléze tvofen ACTH, ktery se dale uvoliuje do krevniho obéhu (Talabér et al., 2005).

Piimo u pst cirkuluje v krevni plazmé volné piiblizné 10 % kortizolu. Zbyly kortizol se
ze 75 % vaze na specificky protein Cortisol Binding Globulin (CBG, transkortin) a z 15 % na
al kysely glykoprotein nebo albumin. Po navazani na globulin se lipofilni charakter kortizolu
meni na hydrofilni, coz zplUsobuje nepropustnost bunééné membrany. Touto zménou
globuliny méni dostupnost kortizolu pro cilové buiiky (Kittnar et al., 2010).

Dilezitym ukazatelem je také vaznost krevni plazmy, kterd u psa ¢ini 270 mmol/l,
pfiCemz mezi volnym a vaznym kortizolem se nachazi rovnovazny stav a biologickou aktivitu
ma pouze volny hormon. Takto navazany kortizol plni zasobni funkci, jelikoz ho vazba chréni
pred metabolizaci v jatrech (Trojan, 2003).

Syntéza transkortinu probih4 v jatrech a jeho vazba s kortizolem spociva na vysoké
komplementarité povrchti obou molekul diky vodikovym mustkim (Klieber et al., 2007).
Obvykle je navazani steroidi na CGB vratné, diky ¢emuZ je kontrolovan podil biologicky
aktivniho kortizolu v krevnim fecisti. AvSak schopnost slu¢ovat se s CBG neni zavisla na
tom, jeli jedinec vystaven stresové situaci (Kittnar et al., 2010).

Dojde-li ke vstupu kortizolu do cilové bunky, navaze se na glukokortikoidni receptor.
V této podobé je premistén do jadra, kde dojde na navazani na specifické prvky a dale psobi
jako transkrip¢ni faktor. Tento proces ma za nasledek syntézu RNA a proteini. V cilovych
tkanich vyvolavaji proteiny bud’ inhibi¢ni nebo stimula¢ni reakce (Gjerstad et al., 2018).

V tkéni se nachazi dva typy receptorii: glukokortikoidni a mineralokortikoidni, které se
lisi svou afinitou. Glukokortikoidni receptory mohou vézat pouze glukokortikoidy, zatimco
mineralokortikoidni vazou jak glukokortikoidy, tak aldosteron. Tyto receptory jsou ve tkanich
rozlozeny nerovnomérné, coZ ma za nasledek vyvolani odliSnych odpovédi na stejny podmét
na riznych mistech. Schopnost pfeménovat inaktivni formu kortizolu na aktivni a naopak mé
enzym 11B3-HSD. Tento regulacni faktor ma dvé formy, jedna se chova jako reduktaza a druha
jako dehydrogenaza (Kittnar et al., 2010).

Kortizol je schopen sam regulovat vlastni hladinu v krvi pomoci negativni zpétné

vazby. Ma schopnost inhibovat vlastni syntézu, a tak udrzet hladinu ve stanovenych mezich.
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M¢éné vyrazna zpétna vazba se nachazi v hypotalamu, ale i tady kortizol inhibuje za pomoci
interakce transkripci genu pro CRH (Trojan, 2003).Tento G¢enek se projevuje i na druhém
hormonu, jimz je antidiureticky hormon (ADH, vazpresin), avSak kortizol zde pusobi
rozdilnou dobu. Jeli stres chronicky, je zpomaleni procesti vyraznéjsi u CRH, kdezto
u narazového zvyseni strresu je inhibice u ADH (Watts, 2005).

K velmni vyznamné negativni zpétné vazb& dochazi v adenohypofyze. Kortizol zde
snizuje receptory pro CRH namembrané kortikotrofnich bunék, dale inhibuje transkripci genu
pro prekurzor ACTH (POMC) a nakonec na posttransla¢ni arovni blokuje vylev exocytnich
vacka s ACTH. Timto procesem dojde kcelkovému snizeni produkce ACTH
a tim i ke snizeni produkcekortizolu v nadledvinéch. (Gjerstad et al., 2018).

Nadmérna produkce kortizolu mize u psu zpusobit Cushingiv syndrom, ktery se
projevuje nejcasteji alopecii, polyurii polydipsii a jinymi koznimi zménami. KdeZto sniZzena

produkce ma za nasledek Addisonovu chorobu (Castillo at al., 2009).
Uginky kortizolu

Utinky kortizolu je mozné rozdélit do tfi kategorii: proteokatabolické wginky,
intermediarni a protizanétlivé ucinky. Jeho nejvyznamnéjsi funkci je zvysSeni hladiny glukézy
Vv téle a inhibice mnoha anabolickych procest (Trojan, 2003).

Hlavnim (Okolem Kkortizolu je bezesporu komplexni regulace energetického
metabolismu, ktera vede ke zvySeni hladiny glukozy v krvi, ktera je hlavnim zdrojem energie
pro mozek a svaly. Tento metabolismus glukozy v téle zvySuje i glukoneogenezi v jatrech,
zvysuje ucinek dalsich glukoneogenetickych hormont, a nakonec zvySuje syntézu mnoha
enzymil. Zaroven dochéazi k zvySovani krevniho tlaku a tepové frekvence, coZ ma za nasledek
zlepseni prutoku krve v potiebnych organech a celkova energie je ucinngji dopravovana
k cilovym tk&nim. Vzhledem Kk lepsimu prutoku krve mozkem jsou zlepSovany kognitivni
funkce. Tyto vSechny reakce jsou vétSinou prechodné a jejich cilem je maximalizace $ance na
pieziti kazdého jednotlivce (Kyrou et Tsigos, 2009; Skarlandtova et al., 2010).

Na stranu druhou snizuje vychytavani glukozy ve svalech, coz mé za tukol Setfit glukozu
pro mozek, ponévadz svaly maji zasoby energie vlastni. Kortizol ma takzvany
hyperglykemicky ucinek, coz znamend, Ze zvySuje hladinu krevniho cukru, jenz Setii pro
mozek. Tento proces je obzvasté¢ dulezity pii stresovych reakcich typu ,fight or flight*
(Trojan, 2003; Sigmund et al., 2014).
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Dalsim procesem, ktery reguluje kortizol je mobilizace tukovych zasob. Kortizol pusobi
lipolyticky (katabolicky ucinek hormonu) na tukovou tkan a tim uvolfuje mastné kyseliny
a glycerol pro dalsi zuzitkovani (Newton, 2000).
1é¢bé specifickych zanétl, u nichzpotlacuje zanétlivé projevy. DalSim vyuziti je pii
alergickych reakci. Vyvolava také apoptozu T — lymfocytd a zabranuje jejich dalsi proliferaci.
Dale inhibuje mnoho procest syntézy, mezi, nez patii krvetvorba, tvorbba kostni hmoty nebo
syntéza kolegennich vlaken, to vSe zejména za ucelem uspory energic. Receptory
glukokortikoidi se také vyskytuji v centralnim nervovém systému, ve kterém se kortizol
podili na tvorbé pamétovych stop. Velice dulezita uloha kortizolu je i v prenatadlnim obdobi,
preedevsim ve vyvoji plic a mozku (Newton, 2000).

Ptidlouhodobém stresu kortizol snizuje rezistenci proti infekcim a na druhou stranu pro
akutnim stresu v imunitnim systému zvySuje nespecifickou imunitu. Jeho uclinky
u katabolismu bilkovin brani tvorbé protilatek a déleni bunc¢k. Timto ptirozené degeneruje
tkan, snizuje pocet eozinofilnich leukocytd a lymfocyt (Bernaskova et Polach, 2016).

Stejné mnozstvi mechanismd mize byt na druhou stranu i naruseno, pusobi-li kortizol
za patologickych podminek v nadbytku nebo vibec. Muze se vyskytnout zvySené riziko
imunitnich, kognitivnich, metabolickych, emocionalnich ¢i kardiovaskularnich poruch
(Esposito et Bianchi, 2012).

BéZnahladina kortizolu u psa pred stimula¢niho ACTH testu je v rozmezi 5-50 ng/ml,
po pouziti ACTH testu se vyskytuji hladiny v rozmezi 54 — 170 ng/ml (Sieber-Ruckstuhl et
al., 2008; Koskova et Agudelo, 2019). Tyto hodnoty se vSak u nékterych autorti 1isi, ti pak
referen¢ni hodnoty pro bazalni koncentraci kortizolu v séru uvadéji o néco vyssi, mezi
10 — 187 ng/ml (Bovens et al., 2014).

Jak bylo psano vyse, metabolismus kortizolu probiha hlavné v jatrech. Pficemz vSechny
matabolity glukokortikoidl jsou hydrofilni a vyluCovany mohou byt z té€la v podobé moci ¢i

zlu¢i (trusu) (Kittnar et al., 2010)

2. Mineralokortikoidy

Mineralokortikoidy jsou produkovany v zona glomerulosa s. arcuata. Hlavnim

predstavitelemje aldosteron, ktery reguluje koncetraci drasliku a sodiku v Kkrvi.
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podporuje resorpci sodnych kationtu a exkreci kotiontd draselnych. Jeho dal$i ulohou
je regulace objemu extracelularbni tekutiny, coZ je tekutina mimo buriky (Dylevsky, 2000;
Novotny, 2010)

Hlavni regulatore sekrece je angiotenzin II, ovSem vliv ma také ACTH, proto se sekrece

aldosteronu zvysuje 1 pfi stresu (Trojan, 2003)

3. Androgeny

Androgeny jsou produkovany v zona reticularis a v zona fasciculata. Androgeny patii
mezi muzské pohlavni hormony. Androgeny jsou syntetizovany piedev§im ve varlatech,
pouze velmi malé procento pripada na kiiru nadledvin. Stejné jako u syntézy glukokortikoidu
a mineralokortikoidua, i tady je prekurzorem pregnenolon vznikajici z cholesterolu.

Maji proteoanabolické ucinky a jejich sekrece je regulovana ACTH (Svoboda, 2001)
3.2.2 Dren nadledvin

Ve dfeni nadledvin se nachdzeji builky polyedrického tvaru s granulovanou
cytoplasmou. Kromé téchto bunék se vni vyskytuji cetné sinusoidy, nervova vlakna
a sympaticka ganglia.

Dfent nadledvin produkuje hormony z rodiny katecholamini: adrenalin (epinefrin)
a noradrenalin (norepinefrin) a dopamin. Tyto hormony se ucastni spolu s kortizolem stresové
reakce organismu (Jungueira, 2005).

Produkce katecholamint neni viibec rovnomérna, 75-80 % bunék produkuje adrenalin
a jen 20-25 % produkuje noradrenalin (Svoboda, 2001).

Sekrece katecholamini je ovlivnéna cirkadiannim rytmem a z ledvin je 10x pomalejsi
nez u nervovych zakonceni. Biologicky poloc¢as rozpadu je od 20 sekund do 10 minut a jejich
vychytavani zajiSt'uji zakonceni sympatiku a chromafinni buiiky diené a jinych orgédnti. Mimo
to dochazi k degradaci enzymy v jatrech (Trojan, 2003).

Noradrenalin patfi mezi stresové hormony, ktery je tvofen predevSim jako mediator
v sympatiku, nepatrné mnozstvi mize byt ovSem produkovan i v dieni nadledvin. Vyplaveni
adrenalinu a noradrenalinu vede k zvySeni srde¢niho vydeje, krevniho tlaku a srazlivosti krve.

Diky zvySené ventilaci noradrenalin zesiluje dodavky kysliku do organismu (Bernaskova et
Poléch, 2016).
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Adrenalin vznikapouze v dfeni nadledvin a je vyplavovan rychle po aktivaci
sympatickyh drah a jeho dalsi sekreci urzuje zvySenba hladina kortizolu. Adrenalin se fadi
mezi hodmony, které pusobi velice rychle, a to je divod, pro¢ jeho metabolické Gcinky
zvysuji glykémii. Dale mé schopnost Stépeni glykogenu v jatrech a tim zpuasobuje rychlou
a kratkodobou hyperglykémii. Nasledkdm toho je také snizena citlivost perifernich tkani pro
inzulin, protoze svaly maji vlastni zasobu glykogenu. Télo tak Setii veskerou dostupnou
energii pro mozek, kde jsou glukdzové transportéry zcela nezavislé na inzulinu (Bernaskova

et Polach, 2016).

3.3 Laboratorni diagnostika hladiny kortizolu

Ke zjistovani hladiny kortizolu se v diagnostice pouzivaji riizné laboratorni metody
a ruzné biologické materidly. Kortizol se stanovuje v séru, heparinizované plazmé, moci
a slinach. V krvi se kortizol vyskytuje v biologicky neaktivni formé, vazany na transkortin
z 92 %. Volné, ve formé biologicky aktivni je kortizol pfitomny pouze v 8 % (Ledvina et al,
2009).

U zvitat je ziskdvani vzorkl velmi komplikované, proto je dobré pouzit malo invazivni
zpusoby. I pfes to, Ze se vyzaduje manipulace se zvitaty, sbér slin je tolerovan vétSinou pst
a technicky je snadno proveditelny (Dreschel et Granger, 2009) U savct se jedna o odebirani
zejména slin, vykald, moci, mléka a srsti. Pfi sbéru vzorkl se vyskytuji zna¢né mezidruhové
rozdily, které se tykaji cesty a ¢asového pribéhu vylu€ovani, ¢i rozdily uvnitf pohlavi (Sheriff
etal., 2011; Cook, 2012).

Koncentrace glukokortikoidl ze slin je méfena zejména dvémi metody: radioimunotest
(RIA) a enzymovy imunotest (EIA). Tyto metody funguji na principu separace komplexu
antigen a protilatka. Metoda RIA byla vyvinuta pro méfeni a detekci molekul, které jsou
pfitomny pouze v malém mnozstvi. Obava z radioaktivity a z celkové bezpecnosti vedla
k nahrazeni radiotopu (pouzivanym pii testech RIA) enzymem, a tedy k vytvofeni moderni
enzymove imunoanalyzy EIA a ELISA. Tyto metody jsou hojn€ vyuzivany dodnes.

ELISA a EIA jsou zalozené na podobném principu, ktery pouziva zakladni
imunologicky koncept, ktery spociva ve vazbé antigenu na specifickou protilatku. Diky
tomuto konceptu lze detekovat velmi malé mnoZstvi antigenu (proteinli, peptidli, hormonu

a protilatek ve vzorku tekutiny). Antigen vtekuté formé je znehybnén v jamkach
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na mikrotitracni desticce, dale se navazuje na specifickou protilatku, kterou je mozno posléze
detekovat sekundarni protilatkou spojenou s enzymem. Substrat v navaznosti na tom poskytne
viditelnou zménu barvy nebo fluorescenci, coz znac¢i pfitomnost antigenu (v naSem piipadé
kortizolu). Kvantitativni nebo kvalitativni meéfeni je vyhodnocovano na zékladé
kalorimetrického méteni. Vyssi citlovost je specifickd pro fluorogenni substraty, které mohou
ptesné méfit hladiny koncentraci antigenu ve vzorku (Gan et Patel, 2013).

Dalsi pouzivand metoda je fluoroimunoanalyza. Sem se mohou zafadit metody, které
ke znadeni pouZivaji fluorescenéni latku, napiiklad fluorescein. Casto pouZivand metoda
je také chemiluminiscence. Tato metoda je zaloZena na emisi svétla, jez nastava v okamziku
prechodu substratu z excitovaného do zakladniho energetického stavu (Koivunen et al., 2006).

Akutni stres zvifat se také muze zjiStovat pouzitim technologie IRT (infracervena
termografie), jelikoz pii akutni stresové situasy bylo zjiSténo zvySeni teploty zvifat, kterad
se po ukonceni piisobeni stresoru rychle vratila do normalniho stavu. Tato metoda ovSem
nepusobila na psy konfortné a zvitata vykazovala znamky chovani, jako naptikladotoceni

hlavy, odvraceni pohledu ¢i uplné vyhybani se kontaktu (Travin et al., 2015)

3.3.1 Stanoveni salivarninho kortizolu

Tato prace je zaméfend na posuzovani aktualni hladiny kortizolu ve slinach psi. Odbér
slin lze zafadit mezi neinvazivni a snadny zpusob ziskavani vzorku (Kobelt et al., 2003).
Znacnou vyhodou plazmatického kortizolu je pomérné rychly nastup (3 minuty od zahajeni
manipulace) naopak hladina kortizolu ve slinach a krvi se zvySuje postupné a svého vrcholu
dosahuje 10 — 30 minut po ukonceni zatéze (Foley et Kirschbaum, 2010). I pfes to se jedna
o nejlepsi alternativu pravé k hladindm v plazmé, jelikoz odrazi koncentraci volnych
glukokortikoidli v krvi. Ve slinach jsou obsazeny pouze volné glukokortikoidy, zbytek
je vazany na proteiny a ty pasivni difizi neprojdou pies membranu z krve do slin (Oyama et
al., 2014).

Koncentrace kortizolu ve slinnach mize byt ovlivnéna mnoha faktory, napiiklad
nemoci, podavanim 1€ka, piislusné modulétory i receptory (Hellhammer et al., 2009). Avsak
vyznamné rozdily mezi jednotlivymi plemeny, barvami, hmotnostmi ¢i funkci psa nebyly
prokazany (Cobb et al., 2016).

Na samotny odbér by pes mél byt navykly, toho lze nejlépe dosahnout, kdyZ se na to

bude pes ptipravovat alespon tyden pied experimentem (Sherman et al., 2015). Pfi odbéru
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si Ize pomoci néjakym stimulantem jako je jidlo (at’ uz jeho viné nebo hmotna podoba)
¢i kyselinu octovou nebo citronovou (Kobelt et al., 2003; Damian et al., 2018). Pted
samotnym odbérem je doporuceno, aby pes minimalné¢ 20 minut nejedl a nepil (Colussi et al.,
2018). Odbér je provadén pomoci bavinéného absorpcniho materidlu, filtracniho papiru,
polypropylenové gazy nebo hydrocelulézové houby (Parra et al., 2005; Oyama et al., 2014).
Sliny jsou odebirany z jazyka, dasng, tvrdého patra ¢i licnich vaku (Kobelt et al., 2003; Ley et
al., 2007) a objem slin by mél byt minimaln¢ 25 ml. Vzdy je vhodné odebrat vice vzorkd,
kdyby nahodou byl vzorek kontaminovan (Lensen et al., 2015). Material l1ze skladovat pii
pokojové teploté i n€kolik dni ¢i (Garde et Hansen, 2009).

3.4 Sliny

Sliny jsou z fyziologického hlediska velice dilezité. Vznik slin za¢ina v drobnych
zlazach sliznice dutiny ustni pod jazykem nebo ve velkych slinnych zldzach, které usti do
ustniho prostoru specidlnimi vyvody (Jansky et Novotny, 1981).

Sliny jsou bezbarva, ¢ira ¢i lehce zakalena, ¢asteCné vazka a pénici tekutiny. Skladaji se
z glykoproteinil a ionti, které ovliviiyji vlastnosti slin a diky nimz mohou vykonavat mnoho
rozmanitych funkci (Carpenter, 2013).

Celkove slozen slin zavisi na velikosti sekrece. Pfi zvySeni vylikosti sekrece stoupa
koncentrace dilezitych iotl, pfedevsim Na+ a Cl — a zvySuje se tak osmoticka hodnota slin

(Jansky et Novotny, 1981).

3.5 Sekreceslin

Sliny se tvofi nepfetrzit¢ a tento proces je Casto stimulovan chuti nebo Zvykanim
(Carpenter, 2013).

Sekrece slin je bud’ vyvolana, nebo bazalni. Bazalni neboli stala sekrece je vysledkem
nizké urovné autonomni stimulace vysSimi centry (Trojan, 2003).

Objem vylucovanych slin je u zvifat rizny (Reece, 2011). U bazalni sekrece je to
0,5 ml/minutu, u vyvolané sekrece to muze byt vyrazné vyssi, az 4—7 ml/minutu. Ve spanku
se sekrece slin miZe zpomalit aZ na 0,1 ml slin za minutu. ZvySeni slinéni zasadné ovliviiuje

vyvolavajici podnét (fyzické ¢i psychické povahy) ¢i hydratace organismu (Trojan, 2003).
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Ptistresovych situacich vyssi nervova centra omezuji sekreci slinnych zlaz, coz mé za
nésledek sucho v ustech. Tvorba a produkce slin také klesa pti vysychani ust a hltanu, coz je
spojené s pocitem zizné, tedy dyhydrataci (Carpenter, 2013).

Nejvetsi ¢ast objemu sekrece slin je zajistovana pomoci velkych, parovych zlaz. Zmény
této sekrece jsou pak fizeny prevazné reflexné (Trojan, 2003).

Vsechny slinné zlazy jsou inervovany parasympatickym a sympatickym nervovym
systémem a jejich celkova ¢innost je fizena nervové podminénymi a nepodminénymi reflexy
(coz znazoriuje Obrazek ¢. 5) (Jansky et Novotny, 1981).

Parasympaticka inervace do slinnych Zlaz je zajisténa pomoci pregangliovych
parasympatickych neuront obli¢ejovych a glosfaryngledlnich nervi. Postgangliové axony
probihaji ¢asti mandibularni vétve trojklanného nervu, aby dosédhly slinnych zlaz. Denervace
slinnych zlaz ovliviiuje kompletni funkci 714z, coZ ma zas nésledek snizeni objemu a slozeni

produkovanych slin (Kent et. al 2019).

.. vzhled, vané, chut jidla
/ A Sympaticks \ podminéné reflexy
| viakna ) hover o jidle
\ Thy=Th, ; // i )

e
K ; ganglion cervicale superius
— Acetylcholin
Noradrenalin Slinna Zlaza
~ | camp iPy
o
Cat*

4 sekrece slin

Obrazek ¢. 5: regulace sekrece slin (dospupné z.
https://www.wikiskripta.eu/w/%C5%98%C3%ADzen%C3%AD _sekrece_slin#/media/File:R

egulace-sekrece.jpg).
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3.5.1 Slozeni slinpsa

U psut sliny slouzi ptedevsim ke zvlh¢ovani soust. Produkce slin nastava ve chvili, kdy
pes spatii potravu nebo se da vyvolat vytvofenym podminénym reflexem (Hegewald et
Kawich, 1996).

Mnozstvi slin, které pes vylouci za den se pohybuje od 0,1 do 0,15 I, pH slin je mezi
7,34 — 7,8 a osmoalita je podobna jako v krevni plazmé (Hegewald et Kawich, 1996).

Sliny jsou z 99 % tvofeny vodou, dale z organickych (mucin, a amyldza, lyzozym,
imunoglobulin A) a anorganickych (sodnymi, draselnymi, vapenatymi a chloridovymi,
jodovymi ionty, hydrogenuhli¢itany, fosfaty) latek (Trojan, 1994).

Pes krmeny masem, vylucuje sliny spise hlenovité. Pes, krmeny suchym krmivem ma
sliny fidké a vodnaté. Tento preces souvisi se sympatikem, ktery reguluje produkci malého
mnozetvi vazkych slin (Hegewald et Kawich, 1996).

Ze slinnych 7laz jsou uvoliiovany sekre¢na granula, nazyvajici se zymogeny. Tato
granula jsou zdrojem pravé slinnych enzymu (Ganog, 2005).

Sekreéni granula s enzymy putuji z acinarnich bunék slinych zlaz az do vyvodu.
Zymogeny vytvari dva hlavni travici enzymy. Jednim je vySe zminénd a amylaza, coz je jeden
Z nejhojn&ji se vyskytujicich proteinu slin. Alfa — amylaza zptsobude traveni cukrd v Ustni
duting, avsak ve slinach psa se nevyskytuje (Carpenter, 2013).

Dalsi enzym, ktery zamogen produkuje je jazykova lipdza, ktera Stépi az
30 % triacylglycerolti na mastné kyseliny (Kittnar, 2011).

Glykoprotein mucin zajistuje kluzky charakter pro potravu a chrani Gstni sliznici pred
mechanickym poskozenim. Velice vyznamnou funkci ve slindch maji imunoglobuliny A,
které jsou hlavnimi protilatkami ve slinach. Dalsi latky s ochrannym tG¢inkem jsou laktoferin,
lyzozym a proteiny obsahujici prolin (Trojan, 2003).

Existuji dva mechanismy zajiSt'ujici zvyseni tvorby slin pfi zvySovani sekrece:

a) Mechanismus sekrecni: je unavitelny. Podnét musi plsobit déle nez 20-40
minut. Postupné vede ke sniZzeni obsahu bilkovin, fosforu a nakonec drasliku.
Celkové konecné sloZeni slin se bliZi ke sloZeni krevni plazmy.

b) Mechanismus filtrani: neni unavitelny. Vyuziva zvySeného prokrveni zlaz

(Trojan, 2003)
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3.5.2 Tvorbaslin

Slina, ktera je vylu¢ovana do dutiny ustni se nazyva slinou sekundarni. Primarni slina
se tvoii ve slinnych zldzach v acindrnich bunkédch, vyvody je postupné upravovana
a vyluCovéna do dutiny ustni pravé jako sekundarni slina. Slina vyluCovana acinarmimi
bunikami ma izotonickou povahu (roztok, jehoz osmoticky tlak je stejny jako osmoticky tlak
jiného (porovnavaného) roztoku, v tomto piipadé krevni plasmy). (Ganog, 2005).

JelikoZ jsou tight junction (tésna bunééna spojeni nachazejici se v epitelovych burikach)
jen velice malo propustna pro vodu, jsou sekundarni sliny hypotonické (jako hypotonicky
se oznacuje roztok, jehoz osmoticky tlak je niz$i nez osmoticky tlak jiného (porovnavaného)
roztoku. Co se fyziologie, a pravé i slin tyce,za hypotonické se zpravidla oznacuji roztoky,
jejichz osmoticky tlak je nizsi nez osmoticky tlak plasmy) (Kittnar, 2011).

Za normélnich podminek jsou sliny v Ustni duting, alkalické a hypotonické, velice
bohat¢ na K+ a naopak pomémé chudé na Na+ a Cl-. Pii zvySené rychlosti toku slin

nedochézi néjak vyznamné ve vyvodech ke zméné jejich slozeni (Ganog, 2005).

3.5.3 Nervové rizeni sekrece slin

Sekreci slin Fidi nervovy systém (Trojan, 2003). Centrum salivace se nachazi
Vv prodlouzené miSe(Ganog, 2005).

Slinné Zlazy jsou inervovany sympatickym a parasympatickym nervovym systémem
a ¢innost téchto 7Zlaz je fizena Cisté nervové nepodminénymi a podminénymy reflexy (Jansky
et Novotny, 1981).

Reflexni sekreci slin vyvolava podnét v ustech. Podminéné reflexy salivace Ize tedy
lehce vyvolat smyslovymi vjemy (Trojan, 2003).

Diky parasympatiku dokézi k silné sekreci slin, ty maji vodnaty charakter a pomérné
nizky obsah organickcych latek (Ganog, 2005). Paralelné¢ dochazi k vazodilatace (rozsifeni
cév) ve Zlazach, ktera je zavisla na mistnim uvolfiovani vazoaktivniho intestindlniho peptidu.
Pokud by byl parasympatikus poSkozen, mohlo by to vést ke zmenseni slinnych zlaz (Trojan
2003).

Naopak stimulace sympatiku vyvolava vyzokontrikci (stazeni cév) slinnych zldz a tim

sekreci mensiho mnozZstvi slin, které jsou naopak na organické latky bohatSi. Na rozdil
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od parasympatiku, pii poruseni sympatického nervu nedochazi k zadnym vyznamnéjSim

zménam (Trojan, 2003).

3.6  Diurnalni rytmus kortizolu

Cirkadianni rytmus neboli vyluovani kortizolu v rytmu cely den je prokdzano jiz
dlouho. Mnoho vyzkumi bylo provadéno u lidi a opic, u nichz byly nejvyssi hodnoty
naméfeny rano (8.00) a niz§i hodnoty v noci (od 20.00)(Ader et Friedman 1968, Orth
et Kovacs, 1998). Tento rytmus je tedy synchronizovan denni dobou, svétlem a spankem. Zda
psi vykazuji stejny vyrazny rytmus je stale predmétem mnoha diskuzi. (Czeisler
etal.,, 1991, Dallman et al., 1978).

Prvni studie byly provadény jiz vroce 1962.Védci Egdahl a Ferin, ktefi studovali
variace kortizolu po ruznych chirurgickych zakrocich, jak v hypotalamu, tak v hypofyze.
Jejich vysledky byly ovSem zpochybnény, jelikoz chirurgické zakroky zptsobily nekrdzu
obou lalokti hypofyzy.

Castillo et al. ve svém vyzkumu potvrdili rozdilnost hladiny kortizolu u psu, ptestoze je
mens$i, nez u lidi nebo potkanl. Tyto rozdily byly vazany ptedev§im na aktivitu
nebo odpocinek psi béhem provadéni vyzkumu. Béhem odpocinku se hodnoty snizovaly
a naopak kdyz byli psi aktivni, hladina kortizolu vzrostla. Hladina kortizolu v 8.00 byla dle
védcl zvysSena vlivem aktivity a vzruseni a jeji pokles v 10.00 a 12.00 byl ziskan u klidnych
a uvolnénych pst poté, co prozkoumali své prostiedi. Ke stejnému zavéru dosli 1 védci
Kempanien a Sartin (1984) a Orth et al. (1988), ktefi tvrdi, ze zaleZi na kokrétnim okamziku,
ve kterém se hladina kortizilu méni. U kazdého zvifete pozorovali individualni zménu hladiny
kortizolu zavislou na vngjSich podnétech.

Ader a Friedman vysvétlovali skute€nost kolisdni hladiny kortizol tim, Ze osa
hypotalamus — hypofyza — nadledvina (HPA) vykazuje dva rizné typy aktivace. Prvni ptimo
zavisi na suprachiasmatickém jadru (SCH), nezbytné pro udrZeni energetické rovnovahy
odpovédné za cirkadianni rytmus hormonti. Dalsi aktivace zavisina stresu z pfijatych podnéta
(Dallman et al. 1978). Dale byl prokazan pokles kortizolu béhem odpocinku.

Dle vyzkumu je zfejmé, ze informace o stfidani hladiny kortizolu jsou riznorodé a je
tteba se zaméfit na detailni popis hladiny kortizolu ze slin psi béhem dnem, coZ ma za cil ma

prace.

23



4 Metodika

V definovanych ¢asovych periodach bylamétena hladina salivarniho hormonu kortizolu
pst. Koncentrace kortizolu ve vzorcich slin pst byla stanovena za vyuziti komer¢niho kitu

a spektrofotometrické metody.

4.1 Material

4.1.1 Zvirata

Hodnoty slinného kortizolu byly stanoveny u7 pst a 6 fen. Psi i feny byli ve véu od 3 do
8 a nebyli kastrovani. Jednalo se, jak o velka plemena jako je holadnsky ovéak, zlaty retrivr,
némecky ovéak malinois, tak i o plemena mala, mezi né patiili sheltie a papilon. Vzorky byly
odebirany po dvou hodinéch, dva rizné dny.

Data byla ziskavana pouze od zdravych jedinct, ktefi netrpéli paradont6zou
¢i jakymkoliv jinym onemocnénim, které zpisobuje krvaceni v duting stni. Psi nesméli byt
agresivni k cizim osobam, zvlasté vici tém, ktefi provadéli samotny odber slin. Na samotny

odbér byla zvifata 5 dni pfed experimentem pfivykana.

4.1.2 Technické zarizeni

Material byl odebiran do zkumavek k tomu ur¢enych Sarstedt Salivette® Cortisol.
Koncentrace kortizolu ve vzorcich odebranych slin se stanovovala pouzitim komer¢niho kitu
Salivary Cortisol ELISA SLV — 2930 od spole¢nosti DRG Instrument GmbH. Kone¢na
koncentrace kortizolu byla stanovena za pomoci spektrofotometru BioTekTM EIX800TM,

zobrazeného na Obrazku ¢. 8.
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Obrazek ¢. 6: Komer¢ni kit, Salivary Cortisol ELISA SLV-2930
Pomoci tohoto kitu byla méfena koncentrace kortizolu ve slinach psi.

Dostupné z: https://store.drg-international.com/images/ELISAKIit_Large New.jpg

Obrazek €. 7: Odbérova zkumavka Salivette® Cortisol.
Do tého zkumavky (viz Obrazek ¢. 7) byly odebirany vzorky slin. Soucasti sady jsou

dveé zkumavkyvlozené do sebe. Ve vnitini zkumavce se nachazi tampoén, do kterého se
vsakuji sliny.Na dné wvnitini zkumavky se nachazi otvor a timb&hem centrifugace
pronikaji sliny dovngjsi zkumavky. Z vnéjsi zkumavky jsou odebrany a podstupuji dalsi
rozbor.

Dostupné: https://www.pro-zdravi-az.cz/doplnkovy-material-pro-navazujici-testy/354-

zkumavka-salivette-.html
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Dostupné z: http://perlenfeen.de/16/biotek-elx800

4.2 Metodika

4.2.1 Sbér materialu

Hladina salivarniho kortizolu byla zjis§t'ovana ze slin pst. Sliny byly odebirany 12kréat
za den, vzdy s douhodinovym rozestupem, tedy ve 2.00, 4.00, 6.00, 8.00, 10.00, 12.00, 14.00,
16.00, 18.00, 20.00, 22.00 a 24.00. Vzorky slin byly odebirany pomoci specialnich
odbérovych zkumavek Sarstedt Salivette® Cortisol, které obsahovaly dal$i vnitini zkumavku
S tamponem. Pravé tyto tampdény byly psim vkladany do licnich vakidi a ponechany tam
nezbytné nutnou dobu k dostate¢nému nasati slin. Kazda zkumavka byla po odebrani vzorku

oznacena jménem psa, dobou odbéru a zamraZena na -17 °C.

4.2.2 Meéreni dat

Hladiny kortizolu byly stanoveny pomoci metody ELISA
(enzyme — linked — immunosorbent assay). Koncentrace kortizolu ve vzorcich byla stanovena
za pouziti komer¢niho kitu Salivary Cortisol ELISA SLV-2930.

Metoda ELISA je biochemicky test, ktery pouziva protilatky a zménu barvy, ktera

je zpusobend enzymem pro detekci pfitomnosti antigenu. V tomto konkrétnim piipadé
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kortizolu. Samotny princim spociva ve vazb¢ protilatky proti hormonu, ¢imz vznikne nami
pozadovany barevny produkt. Mikrotitracni jamky jsou potazeny protildtkou antigenniho
mista konrizolu. Vnitini kortizol zavodi s konjugatem kortizol — kienovou peroxidazou
0 vazbu na protilatku. Po samotné inkubacijsou jamky promyvany a nevazeny konjugat je tim
odstranén. Lze fict, Ze pravé mnozstvi tohoto nevazaného peroxiddzového konjugatu
je nepfimo timérné koncentraci kortizolu ve vzorku. Intenzita vyvinuté barvy po ptidani
roztoku substratu je nepfimo timérna koncentraci kortizolu vevzorku.

Tento vysledny barevny produkt je nasledné méfen ve spektrofotometru. Utelem
spektrofotometru je méfeni absorbance vzorku neboli méfeni pruchodnosti paprski skrze
vzorek. Tmavsi vzorky se vyznaCuji men$i prachodnosti svétla, coz svéd¢i o vyssi
koncentraci kortizolu ve vzorku.

Baleni kitu SLV - 2930, které bylo ktomuto experimentu vyuzito, obsahuje
mikrotitracni jamky s protilatku proti kortizolu, roztoky s rozlicnymi koncentracemi,
kontrolni roztok, enzymaticky ejakulat (coz je smés kortizolu s kienovou peroxidazou),
substratovy roztok, promyvaci roztok a zastavovaci roztok.

Mezi dal$i potfebnd vybaveni patii ¢teCka mikrotittracnich desti¢ek, absorpcni papir,
destilovand voda, kalibrovana pipeta a Casova¢. Samotné sliny musi projit pied testem
ur¢itymi fazemi. mezi neZ patéi zmrazeni, nasledné rozmrazeni, promichani a odstied’ovani
po dobu 15 minut (pii 3000 x g). Timto procesem vznikne bezbarvy supernatant pfipraveny
na pipetovani. Jeli vzorek pfili§ husty, mize byt v ptipadé potieby natedén. Test se provani
pii pokojové teploté, kterou musi mit v§echna ¢inidla i prouzky.

Samotna imunologické reakce by neméla byt pierusovana a je dulezité, aby pro kazdy
vzorek byla pouzita nova pipeta, aby se zabranilo kontaminaci.

Enzymo — imunoloficky test byl proveden piesné podle navodu ptiloZzenému k baleni.
Mikrotitracni desti¢ky byly situovany do drzdku. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl
vzorku a vSech typt standardniho roztoku (0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1,5 ng/ml, 4 ng/ml, 10 ng/ml
a 30 ng/ml) a kontrolniho roztoku (0 ng/nl).

Nasledné se do kazdé jamky ptidalo 200 ul enzymového Konjugatu. Vsechny vzorky
byly poradné promichavany po dobu minimalné deseti sekund a poté inkubovany pii
pokojové teploté dalSich Sedesat minut. B€hem inkubace se doporucuje pouziti ttepacky (300

otacek za minutu).
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Po tomto procesu byl obsah jamek vytiepan a proplachnut promyvacim roztokem (tento
roztok musi byt fedén kvili jeho vysoké koncentraci destilovanou vodou -> 30 ml
promyvaciho roztoku + 1170 ml destilované vody). Aby se zabranilo zkresleni testu nesmi
V jamkach zlstat zadny zybtkovy material, k ¢emuz slouzi savy papir.

Take bylo do kazdé jamky ptidano 200 pl substratového roztoku. Aby mohla
probéhnout enzymaticka reakce je zapotiebi tficeti minutova inkubace, kterd byla zakoncena
pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky.

Vse je zakoncCeno Cteckou mikrotitracnich desti¢ek, ktera stanovi absorbanci kazdé
jamky (pii 450 +- 10 nm). Dle navodu je vhodné jamky odc¢itat alespon deset miut po pridani
roztoku, ktery cely proces zastavuje (zastavovaci roztok).

Z kazdé pouzité sady standardi, kontrol a vzorkd byly vypocitany primérné hodnoty
a vytvoreny standardni kfivky. Vynesenim stfedni absorbance kazdého standardu proti jeho
koncentraci s hodnotou absorbance na vertikalni ose (y) a koncentraci na horizontalni ose (x).
Jelikoz byla pouzita stfedni hodnota absorbance pro kazdy vzorek byla stanovena

odpovidajici koncentrace ze standardni k¥ivky.

4.2.3 Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovana pomoci statistického programu STATISTICA 9.4.

Pro popisnou charakteristiku byl pouzit median, primér, smérodatna odchylka, variacni
koeficien a minimalnimi i maximalnimi hodnoty.

Vliv denni doby na hladinu kortizolu psa byl zjistovan pomoci smiseného linearniho
modelu procedurou Proc Mixed.

Dale byly zjiStovany rozdily mezi vlivem kategoridlnich proménnych (pohlavi)

na hladiny kortizolu.
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5  Vysledky
5.1 Popis dat

Tabulka ¢. 1 uvadi psy a feny, kterym byla méiena ve dvouhodinovém intervalu hladina

salivaniho kortizolu. V tabulce jsou shrnuty Gdaje o plemeni, velikosti a pohlavi.

Tabulka €. 1: Informace o zvifatech vyuZzivanych v experimentu

Jméno Plemeno Velikost N EV]
Kventy Sheltie Maly Pes
Trust Sheltie Maly Pes
Corso Holandsky ov¢ak Velky Pes
Jimmy Zlaty retrivr Velky Pes
Hart Némecky oveak Velky Pes
Ace Belgicky ov¢ak — malinois ~ Velky Pes
Merit Erdelteriér Velky Pes
Eiko Papilon Maly Fena
Suri Borderkolie Stiedni Fena
Amca Labradorsky retrivr Velky Fena
Megi Labradorsky retrivr Velky Fena
Karkulka Némecky boxer Velky Fena

5.2 Hypotéza 1: Hladina salivarni koncentrace hormonu kortizolu
se u psa lisi v prubéhu dne

Tabulka ¢. 2: Popisné statistické parametry pro hladinu slinného kortizolu psa

N Medidan | Prumér | Smérodatna | Minimum | Maximum | Variaéni
odchylka koeficient
Celkové | 13 0,42 0,84 0,78 0,18 3,59 0,60

Z celkovych (psi i feny dohromady) naméfenych dat, zaznamenanych v Tabulce €. 2, je
patrne, Zze primérna hodnota hladiny salivarniho kortizolu u psa je béhem dne 0,84 ng/ml.
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Smeérodatna odchylka (0,78 ng/ml) znazornuje velké odlisnosti naméfenych hodnot, coz
je zptsobené vykyvem hladiny kortizolu v 8.00, coz doklada také hodnota varia¢niho
koeficientu.

Graf ¢. 1: Primérna hladina kortizolu pst
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Grafu ¢. 1 ukazuje cirkadialni stfidani hladin hormonu kortizolu psa. R&no
po probuzenim (8.00 hodin), kdy jsou jeho hodnoty nejvyssi. Po 8.00 hodiné ranni hodnoty
pomalu klesaji, s opétovnym vykyvem kolem 16.00 hodiny, nartst vSak neni statisticky
vyznamny.

Hypotéza 1:,,Hladina salivarni koncentrace hormonu kortizolu psa se 1i§i v pribéhu

dne* byla statistickou analyzou potvrzena.
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5.3

Hypotéza 2: Hladina salivarniho kortizoluu psi a fen se lisi

K potvrzeni, nebo naopak vyvraceni této hypotézy byly pouzity statistické parametry

pro hladinu slinného kortizolu pst a fen zndzornéné v Tabulce €. 3.

Tabulka ¢.3: Popisné statistické parametry pro hladinu slinného kortizolu pst a fen

N Medidn |[Priumér | Smérodatna | Minimum |[Maximum |Variaéni
odchylka koeficient
Psi 7,00 10,42 0,88 0,82 0,20 3,59 0,67
Feny |6,00 |0,44 0,80 0,72 0,18 2,99 0,52

Nazorné zobrazeni prubéhu praimérné hladiny kortizolu u pst a fen béhem sledovaného

casového vyvoje je znazornéno v Grafu €. 2.

Graf. ¢. 2: Primérnd hladina kortizolu psti a fen
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v koncentraci hormonu kortizolu k awakening efektu (Tabulka 4). V tomto obdobi je hladina
kortizolu statisticky vyznamné odliSna od priméru ve zbytku dne. Dals§i vykyv hormonu
je mozné pozorovat u obou pohlavi kolem 16.00 hodiny odpoledne, nartst vSak nebyl

hodnocen jako statisticky vyznamny. Statistickd analyza prokézala, ze hodnoty hladiny

Z Grafu ¢. 2 je mozno vycist, Ze u psu i fen dochazi kolem 8.00 hodin réno

kortizolu u psi a fen se béhem dne statisticky nelisi (Tabulka 4).
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Tabulka ¢&. 4: Popisné statistické parametry pro hladinu slinného kortizolu pro psy

a feny ve 4.00 a 8.00

N Median |Primér | Smérodatna [ Minimum [ Maximum | Variaéni

odchylka koeficient

Psi 7,00 |0,39 0,39 0,04 0,31 0,46 0,0020
4.00
Feny |6,00 0,35 0,36 0,04 0,36 0,44 0,0018
4.00
Psi 7,00 |2,42 2,54 0,41 2,06 3,59 0,170
8.00
Feny |6,00 |2,08 2,23 0,29 1,99 2,99 0,084
8.00

Hypotéza ¢islo 2 tedy potvrzena nebyla. Hladina salivarného kortizolu u pst a fen se

nelisi.
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6 Diskuze

Pojem welfare zvitat je v soucasné dob¢ Casto spojovan se stresem. Stres pfimo souvisi
se zvySenim hladiny nékterych hormoni, u pst pak pfedev§im s narGstem hladiny hormonu
kary nadledvin - kortizolu (Stafleu et al., 1992). Kortizol Ize stanovit invazivni metodou
z krve, kdy je k odbéru tfeba proskolena osoba (Hennessy et al., 1998), stale vice vSak stoupa
zdjem po moznostech meéfeni jeho koncentrace neinvazivnim zplUsobem, ktery mize
predstavovat sledovani hladiny kortizolu ve vykalech (Accorsi et al., 2019; Palme 2019),
moci (Beerda et al., 1996; Rooney et al., 2007), srsti (Bennet et al., 2010; Bryan et al., 2013)
a slinch (Beerda et al., 1996; Dreschel et al., 2009). Pro méteni akutniho stresu jsou vhodné
vzorky slin (Haverbeke et al., 2008; Sherman et al., 2015). Pokud je srovnan odbér krve z zily
pro stanoveni kortizolu a odbér vzorku slin od individualné piipravenéhoho psa, ktery se diva
na odménu, je druhd metoda mnohem jednodussi a pro psa méné stresujici a mize byt vyuZzita
pro studie zaméfené na sledovani akutniho stresu psu (Haverbeke et al., 2008; Sherman et al.,
2015). U fady hormont bylo popsano kolisani jejich hladiny v pribéhu dne, tzv. cirkadialni
rytmus (Beerda et al., 1996). Literarni udaje tykajici se zmén hladin kortizolu ve slinach psu
jsou nejednoznacéné. Tato diplomova préce si kladla za cil zjistit, jak se hladina kortizolu méni
ve slinach psa v pribéhu dne.

Pro ur€eni diurnalniho stfidani hladiny kortizolu bylo vyuzZito sledovani koncentrace
kortizolu ve slinach 7 pst a 6 fen, které byly méteny v pravidelnych dvouhodinovych
intervalech. Koncentrace salivarniho kortizolu jsou v pifimé korelaci s koncentracemi
kortizolu v plazmé, a to jak u ¢lovéka (Kirschbaum et al., 1989), tak také psi (Beerda et al.,
1996; Vincent et al., 1992). U vétsiny savci je plazmaticky kortizol navazany na proteiny,
al., 2007). U zdravych psi jsou koncentrace kortizolu ve slinach vysledkem pasivni diftze
volného kortizolu z lalickovych bunék stiedu slinné zlazy (Vincent et al., 1992). Nemoc
a podani 1kt mize ovivnit vazbu kortizolu na proteiny a mize tak byt naruSena korelace
mezi kortizolem v plazmé a kortizolem ve slinach (Dreschel et Granger, 2008). U psi tvofi
koncentrace salivarniho kortizolu pfiblizné 7-12 % z koncentrace kortizolu v plazmé (Beerda,
1996 et al.; Vincent et al., 1992). Mefeni salivarniho kortizolu proto pfedstavuje moznou
metodu hodnoceni adrenokortikalni funkce (Beerda et al., 1996). Odbér vzorka zahrnuje
saturaci absorpéniho materialu slinami v tlamé& psa s nebo bez pouZiti stimulantu slinéni jako

je kyselina citronova, cukr nebo chlorid sodny nebo pamlski jako je syr, parek nebo
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maso(Batt et al., 2008). V fad¢ studii se pes jen necha pasivné pamlskt nacichat (Glenk et al.,
2013). Pritomnost pamlskii muze zvysit produkci slin (Lensen et al., 2015) a produkty
z krmiva mohou vSak také interagovat s protildtkami v imunoeseji, kterou se stanovuje
kortizol (Magnano et al., 1989; Shirtcliff et al., 2001). Colussi et al. (2018) doporucili, ze by
psi 20 minut pfed experimentem nemé¢li jist a pit. Z tohoto diivodu nebyly stimulanty slinéni
v naSich experimentech pouzity a byl dodrzen navrhovany Casovy interval mezi krmenim
a napajenim a odbérem vzorku.Kobelt et al (2003) uvadéji, ze by sliny mély byt odebrany
co nejrychleji, idealné v intervalu 4 minut. Tato Casova perioda pro odbér vzorkl byla v nasi
studii rovnéz dodrzena. Vzorky slin se mohou odebirat z riiznych mist v tlamé — tvare, jazyka,
dasni, nebo tvrdého patra (Kobelt et al., 2003; Ley et al., 2007). V nasi studii byl odbér
slinnych vzorkli proveden z oblasti vnitini strany tvafe. Pro odbér vzork slin existuji rizné
materialy, nejéastéji se pouziva bavina (Bergeron et al., 2002), ale jsou i materialy nové&jsi
jako je filtra¢ni papir (Parra et al., 200). V této studii byl pouzit klasicky odbérovy material,
bavina v odbérovém setu zkumavek Salivette. Zkumavka obsahuje jesté vnitrini zkumavku,
ve které je odbérovy tampon.

Vysledky studii zamétené na sledovani stfidani hladin kortizolu v priibéhu dne se lisi.
Nekteré studie potvrdily, Ze se ve slinach pst kortizol st¥ida v cirkadidlnim rytmu s pikem
v rannich hodinach, s postupnym klesajicim efektem po poledni do vecera (Beerda et al.,
1996; Horvath et al., 2007; Rijnberk et al., 1968). U jinych druhd bylo potvrzeno,
ze cirkadialni rytmus je synchronizovan se svételnymi hodinami, které jsou umistény v ¢asti
mozku oznacované jako nucleus suprachiasmaticus (Czeisler et al., 1991). Podobné jako
u clove€ka, néktefi autofi popsali u psa, rychlé zvySeni hladiny hormonu kortizolu a oznacili
jej jako ,,awakening“ nebo ,response effect (Clow et al., 2010; Stalder et al., 2016).
Nicméné dalsi autofi se domnivaji, Ze u psu k cirkadidlnimu ani diurnélnimu sttidani hladiny
kortizolu nedochazi (Bergeron et al., 2002; Johnston et al., 1978; Koyama et al., 2003). Také
existuji data, ktera tvrdi, Ze psi, ktefi nejsou v tréninkovém rezimu vykazuji cirkadialni
frekvenci stiidani kortizolu, zatimco u pracovnich pst se tento trend nevyskytuje (Kolevska et
al., 2003).

Tato diplomova prace jednoznacné potvrdila, ze ke stéidani hladiny kortizolu ve slinach
psu v prub¢hu dne dochazi. K nejvétsim zménam v koncentraci hormonu doslo kolem 8.00
hodiny ranni, kdy se koncentrace zvysila z hodnoty 0,47 ng/ml na hodnotu 2,40 ng/ml.

Awakening efekt neboli awakening response jsme na modelu slin psa potvrdili. Nejnizsi
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hodnoty kortizolu byly naméfeny v noci 0,25 ng/ml. Tento jev je zcela jisté ovliviiovan
celkovou aktivitou zvifete. Je ziejmé, ze po probuzeni je pes aktivnéjsi a hladina kortizolu
tedy stoupd, naopak béhem dne, a pfedevsim béhem odpocivani a spanku hladina klesa.

Nekteré védecké studie pouzivaji dynamikumeéteni kortizolu v Case, nékteré naopak
pouzivaji pouze jedno méfeni kortizolu nebo absolutni hodnoty denniho méfeni hormont,
diky ¢emuz neni mozné porovnat vysledky jednotlivych studii. Nase studie poukazuje
na nezbytnost sledovani hormonu Kortizolu v ¢ase a také sledovani hodnot ve stejnych
casovych intervalech, jinak mize dojit ke Spatné interpretaci vysledku.

Mezi diurnalnim stifidanim hladiny kortizolu psa a feny nebyl zaznamenan téméf Zarny
rozdil. Primérnéd hodnota hladiny slinného kortizolu psa byla 0,88 ng/ml a feny 0,80 ng/ml.
Z téchto vysledki je zifejmé, Ze neni nezbytné¢ nutné odd€lené analyzovat vysledky méteni
koncentrace kortizolu v zavislosti na pohlavi.

Bylo potvrzeno, Ze salivarni kortizol lze vyuZzit jako marker stresu u pst. Dulezitou
podminkou je srovnavani koncentrace kortizolu ve stejném case. Pro monitoring stresu lze
vyuzit i jiné markery, které charakterizuji fyziologickou odpovéd’ organizmu na stresory
prostiednictvim stresovych os SAM a HPA. Jednim z nich mizZe byt také chromogranin
A (CgA), ktery je produkovan soucasné s katecholaminy b&hem akutni faze stresu, ale je vice
stabilni nez naptiklad adrenalin nebo noradrenalin (Lensen et al., 2019; Ryan et al., 2019).
Také hormony catestatin (CST) a vasostatin (VS) mohou byt sledovany ve slindch pst
a je o nich znamo, Ze nejsou ovlivnény veékem, pohlavim, plemenem ani denni dobou
(Srithunyarat et al., 2017). Dalsim markerem muze byt slinny immunoglobulin A (sIgA),
ktery se méni pii akutnim stresu (Svobodova et al., 2014; Ryan et al., 2019).
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[ Zavér

Cilem préce bylo zjistit, zda dochazi k diurnalnim zménam hladiny kortizolu
u pst. Prvni hypotéza byla potvrzena, z ¢ehoz vyplyva, ze dochazi k diurnalnim zménam
hladiny kortizolu u psi. Denni doba ma vliv na zvySovani vylu¢ovani hormonu kortizolu.
Druha hypotéza potvrzena nebyla, hladina salivarniho kortizolu u psu a fen se neli$i. Rano
(8.00 hodin) doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni hladiny salivarniho kortizolu
a k jeho pribéznému navratu na pivodni hladinu do 12.00 hodin. Dalsi mensi vykyv hladiny
kortizolu byl zaznamenam kolem 16.00 hodiny, tento narust nebyl hodnocen jako statisticky
vyznamny. Salivarni kortizol lze vyuzit jako marker stresu u psi. Dulezitou podminkou je
srovnavani koncentrace kortizolu ve stejném Case. Pro monitoring stresu lze vyuzit i jiné
markery jako chromogranin A (CgA), hormony catestatin (CST) a vasostatin (VS), ¢i slinny
immunoglobulin A (sIgA).
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9  Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACTH adrenokortikotropni hormon
ADH antidiureticky hormon

ATP adenosintrifosfat

AVP vasopresin

CBG transkortin

CgA chromogranin A

CLA chemiluminiscenc¢ni testy

CNS centrélni nervova sooustava

COX 2 cyklooxygenaza 2

CRH adrenokortikotropin stimulujici hormon
CST katestatin

DNA deoxyribonukleova kyselina

ECT objem extracelularni tekutiny

EIA enzymovy imunotest

ER endoplasmatické retikulum

GAS vSeobecny adaptacni syndrom
GHIH somatotropin inhibujici hormon
GHRH somatotropin atimulujici hormon
GIT gastro-intestinalni trakt

GnRH gonadotropiny stimulujici hormon
GR glukokortikoidni receptor

HDL lipoprotein o vysoké hustoté

HPA hypotalamus — hypofyza — ktira nadledvin
HSD

IH inhibujici hormon

IRT infraCervend termografie

IRT infracervena tomografi

LDL lipoprotein o nizké hustoté

PIH dopamin

POMC proopiomelanokortin
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RF retikularni formace

RH releasing hormon

RIA radioimunotest

RNA ribonukleova kyselina
ROS reaktivni formy kysliku
SAA slinné alfa-amyléaza
SAM sympato — adreno — medularni osa
SCC side — chain cleavage
SCH suprachiasmaticke jadro
CST catestatin

VS vasostatin
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