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Souhrn

Tématem mé diplomové prace je vliv pfidavku fepkového Srotu na biochemické a
hematologické ukazatele u laboratorniho potkana. Cilem bylo zjistit, zda lze sdjovy
extrahovany $rot, ktery je do Ceské republiky dovéZen ze zahrani¢i, nahradit fepkovym
extrahovanym Srotem produkovanym na uzemi republiky a zda budou ovlivnény sledované
ukazatele. Jako pokusné zvife byl zvolen laboratorni potkan. Experiment probihal ve
Fyziologickém ustavu Akademie véd v CR v Praze. Do pokusu bylo zafazeno 24 samcii
albinotického kmene Wistar narozenych 1. Cervna 2013. Zvitata byla rozdélena podle diet na
4 skupiny po Sesti jedincich. Kazda skupina byla krmena od 12. 7. 2013 do 27. 8. 2013 jinou

dietou, jez se lisi obsahem fepkového Srotu.

Po ukonceni experimentu dne 27. 8. 2013 byla zvifata uspana. Pomoci injekéni
stiikacky jim byla odebrana krev ke stanoveni hematologickych a biochemickych ukazatelt.
Z hematologickych parametri byly zjiStovany tyto ukazatelé: pocet erytrocyta (Er),
hematokrit (Hk), hemoglobin (Hb) a stfedni objem erytrocyti (MCV). Z biochemickych
ukazatell pomoci pouziti seti od firmy PLIVA- Lachema Diagnostika s.r.o. Brno byly
vySetieny tyto ukazatelé: mocovina, glukdza, cholesterol, triacylgylcerol a celkova bilkovina.

VSechna zvifata byla zvaZena a sledoval se vliv pfidavku fepkového Srotu na vahu jedinct.

Vysledky vSech méfeni byly statisticky vyhodnoceny. Pomoci programu Microsoft
Exces se stanovovaly zakladni statistické popisné charakteristiky (pramér hodnot, smérodatna
odchylka, rozptyl). Pro porovnéani vSech jedinci mezi sebou byl pouzit program Statistika,
test ANOVA. Stanovili jsme hypotézu H: pfidavek fepkového Srotu nema vliv na hodnotu

ukazatele. Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05.

Nulova hypotéza byla pfijata pro vSechny hematologické a biochemické ukazatele,
kromé cholesterolu. Zde zamitame nulovou hypotézu a tvrdime, ze vliv fepkového Srotu ma
vliv na hladinu cholesterolu v krvi. Prokazana nizsi hladina cholesterolu je viak zad4na a RES

Ize vyuzit jako adekvatni nahradu za SES.

Klicova slova: potkan, fepkovy srot, hematologie, biochemie



Summary

This master’s thesis deals with the effect of adding the rapeseed meal on biochemical
and haematological conditions in the rat. The objective was to determine whether the soybean
extraction meal imported to the Czech Republic from abroad may be substituted by
indigenous rapeseed extraction meal while the physiological values remain within normal
limits. As experimental animal a laboratory rat was chosen. The experiment took place on the
grounds of Physiology Academy of Sciences of the Czech Republic in Prague. The
experiment included 24 male of Wistar albinotic strain born on June 1st 2013. The animals
were divided according to their diets into 4 groups of 6 specimens. Each group has been fed

by diet containing different amount of rapeseed meal since 12. 7. 2013 to 27. 8. 2013.

After finishing the experiment on August 27th 2013 animals were anesthetized. Using
a syringe, blood sample and plasma was taken to specify haematological and biochemical
markers. As to the haematological markers the following indicators were investigated:
number of erythrocytes (Er), hematocrit (HKk), hemoglobin (Hb) and mean corpuscular
volume (MCV). As to the biochemical markers, using sets from PLIVA-Lachema s.r.o0. Brno
company the following indicators were examined: urea, glucose, cholesterol, triacylglycerol,
and total protein. All animals were weighed, the effect of adding the rapeseed meal on their

weight was investigated.

The results of all measurements were statistically evaluated. By using Microsoft
Excel, basic descriptive statistical characteristics (average values, standard deviation, and
variance) were determined. For the mutual comparison of all specimens, ANOVA test in
software “Statistika” was used. The hypothesis HO was established as follows: addition of
rapeseed meal does not affect the value of the indicator. P-value must be greater than the

significance level a = 0.05.

The null hypothesis was accepted for all haematological and biochemical parameters, except
for cholesterol. In case of cholesterol we reject the null hypothesis and claim that adding
rapeseed meal has an effect on blood cholesterol levels. However, the lower cholesterol level
proven is requested and rapeseed extraction meal can thus be used as an adequate substitute

for soybean extraction meal.

Keywords: rat, rapeseed meal, red blood count, biochemicals
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1.0VOD

Pokusy na laboratornich potkanech se provadé¢ji jiz od 19. stoleti, kdy se zkoumali
vlivy chemickych latek na organismus zvifete. Laboratorni potkan je domestikovany divoce
zZijici potkan, ktery je kosmopolitné rozsifen. Dnes je potkan nej€astéji pouzivané laboratorni
zvite, diky snadné adaptabilité na laboratorni podminky, rychlému rozmnozovani a nizkym
nakladim na chov a potravu. Jelikoz se studiem potkant zabyvalo a stile zabyva mnoho
védcel, jsou znamé veskeré biologické a fyziologické hodnoty. Diky znalosti téchto hodnot,
lze jednoznacné urcit rozdily od normélu v rdmci pokusti. Z téchto zminénych divoda, jsem

vyuzila laboratorniho potkana kmene Wistar i ve své diplomové praci, zabyvajici se vlivem

fepkového extrahovaného Srotu jako nahradu za sdjovy extrahovany $rot.

So6jovy extrahovany Srot je vyznamnou bilkovinnou soucéasti krmnych smési pro
zvitata. Soja je z 90 % péstovana na izemi USA a Jizni Ameriky. Ekonomické néklady na
dovoz a zkrmovani s6ji jsou vysoké a proto se hledaji nové a cenové prijatelnéjsi komponenty

do krmnych smési.

V mé praci jsem svou pozornost vénovala fepkovému extrahovanému Srotu. Na rozdil
od s0ji, je fepka péstovana prevazné na tzemi Evropy (15 mil tun), coz snizi ndklady spojené
s dopravou. V Ceské republice je fepka olejnd nejpéstovanégjsi olejninou na orné puds.

Vynosnost fepky je aZ 7,5 tun na hektar zemédélské pidy.

Slozenim se viak oba druhy $rotu v n&kterych Zivinovych parametrech lisi. Repkovy
extrahovany Srot ma 2 krat vyssi obsah vldkniny nez s6jovy a ma i vySsi obsah energie.
Z téchto diivodii nelze RES a SES ve vyzivé zaménit, aniz by nebyl proveden pokus, ktery
potvrdi ¢i vyvrati vliv na zdravi jedincti. Do pokusu bylo zatfazeno 24 samcti, rozdélenych do
4 skupin, lisicich se obsahem RES. Rozdily pfi krmeni mezi RES a SES budu zjiitovat na
vybranych hematologickych a biochemickych ukazatelich.



2. VEDECKA HYPOTEZA A CIL
PRACE

Cilem této prace je posouzeni vlivu piidavku fepkového Srotu do diety laboratorniho
potkana na zdravotni stav prostfednictvim hodnot Cerveného krevniho obrazu a vybranych
biochemickych ukazateld. Experiment probihal jako souc¢ast projektu Grantové agentury
Ceské republiky pod nazvem ,, Transformace a speciace selenu v potravnim fetézci: vliv diety
obohacené selenem® pod registracnim ¢&islem 13- 04580S a Fyziologickym ustavem

Akademie véd v Praze.

Bude testovdna hypotéza, Ze nahrada sdjového Srotu fepkovym Srotem neovlivni
negativné sledované ukazatele. Pfedpokladame, ze diety nebudou mit zadny vliv na méfené
parametry laboratorniho potkana a fepkovy extrahovany Srot bude zafazen jako levnéjsi

alternativa za sojovy extrahovany Srot.



3.LITERARNI RESERSE

3.1. Laboratorni potkan
3.1.1. Historie a ptivod
Laboratorni potkan je pfedkem divokého potkana (Rattus norvegicus). Potkan se tadi
do ¢eledi mysovitych (Muridae) a fadu hlodavcu (Rodentia). Pivodni vlasti divokého potkana
je Indie, severni ast Ciny a jizni ¢ast Ruska (Sharp et al., 2013). Zasluhou lodni dopravy se
pocatkem v 18. stoleti rozsitil z Asie do Evropy, kde se stal konkurentem pro krysu obecnou

(Rattus rattus). Do konce 18. stoleti se divoka forma potkana rozsitila i do Afriky a Ameriky.

V soucasné dobé je potkan rozsifen po celém svété (Zivna, 2001).

3.1.2. Nomenklatura potkanii

Rige: Zivocichové (Animalia)
Kmen: Strunatci (Chordata)
Podkmen: Obratlovci (Vertebrata)
Ttida: Savci (Mammalia)
Rad: Hlodavci (Rodentia)
Podrad: Myomorpha
Celed’: Mysoviti (Muridae)
Rod: Rattus
Druh: Potkan ( Norvegicus)

(Sharp et al., 2013)



Potkani se déli do dvou skupin: inbredni zvifata oznaCovana jako rod (strain) a
outbredni zvifata oznacovana jako kmen (stock) (Sharp et al., 2013). Inbredni zvitata vznikaji
opakovanym kiizenim bratra se sestrou po 20 generaci. Oubredni zvifata maji na rozdil od

inbrednich, méné nez 1 % piibuznosti v generaci (Zivna, 2001).

3.1.3.  Vyuziti potkana

Od druhé poloviny 19. stoleti se datuji pokusy na zvitatech. Jako prvni pokusna
zvitata se vyuZzivala ochocend hospodaiska zvifata. Prvni zpravy o pouziti potkana k pokusiim
pochazi z roku 1856, kdy Waller a Philipeaux provedli adrenalektomii a sledovali jeji vliv na
fyziologické parametry zvitete. Po roce 1880 byly zahdjeny prvni chovné pokusy se snahou
ziskat homogenni populaci. V roce 1900 je na Chicagské univerzit¢ zahajen chov
albinotickych potkanli, na ktery roku 1906 navazuje Wistar Institute. Tam byl odchovan
albinoticky kmen Wistar, dnes jeden z nejpouzivanéjSich potkanich kment. Mezi dal$i dnes
hojné pouzivané kmeny patii Long Evans (vytvofeny dr.Longem a dr.Evansem roku 1915) a
Sprague-Dawley (albinoticky kmen z farmy Sprague-Dawley v Madisonu ve Wisconsinu,
vytvoten 1924) (Zivna, 2001).

Dnes patii laboratorni potkan mezi jedno z nejuZivangjSich laboratornich zvifat, hned
po mysi. Ve velké mife je vyuzivan ve farmakologii, toxikologii, endokrinologii, embryologii,
teratologii, experimentalni chirurgii, onkologii, v experimentech v oblasti reprodukce a
vyzivy. Potkana diky své odolnosti organismu nelze vyuZit pro praci v mikrobiologii,

imunologii apod. (Suckow et. al., 2006).

3.1.4. Chovani potkantu

Domestikaci doprovazi vzdy fada zmén, jak v oblasti morfologie, tak i chovani.
Domestikace potkana zpiisobila ztratu plachosti, vymizeni Unikové vzdalenosti a sniZeni
agresivity. Rada vlastnosti pfetrvava nadale, jako je napfiklad tzv. komfortni chovéni.
Komfortni chovani pfedstavuje Cisténi srsti, protahovani, panackovani, znaCkovani aj. Pfi

znemoznéni téchto vlastnosti byvaji zvitata stresovana (Sharp et al., 1998).



Jako vysledek domestikace je i snizeni hmotnosti mozku, coz vyplyva z pohodIngjsiho
zivota v lidské péci. Ostrost smyslli je snizend vymizenim mladSich oblasti mozku, a tim
potkan neni zatéZovan mnozstvim vnéjsich podméta. V dusledku této skuteénosti ma potkan
vice Casu, ktery travi hranim. Pokud je potkanim podavano dostatek moznosti na hrani a
zpestfeni Casu, jsou tato zvifata vice adaptabilni a rezistentni vici stresu. V praxi je tento
pozadavek velmi tézko splnitelny, nebot’ byva v rozporu s ptisnymi hygienickymi pravidly.
Domestikace ¢asto méni i socialni uspofadani a naruSuje socialni struktury u potkana (Zivna,

2001).

V soucasnosti je uznavano pres 50 kment laboratornich potkant, v Ceské republice
jsou chovany a pouzivany zejména tyto kmeny: Wistar, Lewis, Sprague-Dawley, Osborne
Mendel, Fisher a Long-Evans.

Velikost téla se 1isi podle kmene. U potkana je znacny sexudlni dimorfismus ve
velikosti a hmotnosti. Primérna velikost dospélého laboratorniho potkana je 20-25 cm od
¢enichu po kofen ocasu. Dospély samec dosahuje hmotnosti 250 - 500 g, samice pouze 200 -
320 g (Knotkova et al., 2000). Pii odliSovani pohlavi je rozhodujici anogenitalni vzdalenost

(Zivna, 2001)

Ocas je u kotfene silny a zuzuje se na konci do utlé Spicky. Ocas je Supinkaty a dlouhy
jako 85 % délky téla a hlavy (Suckow et. al., 2006). Ocas slouzi jako termoregulaéni a
rovnovazny organem (Zivna, 2001). Pétef potkana je jako u vsech savci slozena ze 7 obratlii
krénich, 13 hrudnich, 6 bedernich, 4 kiizovych a 27 - 30 ocasnich obratlti (Suckow et. al.,
2006). Zeber je 13 pari. Na hrudni konéeting jsou 4 prsty, palec je zakmnély. Na panevni
koncetiné€ je 5 prsti. Kost holenni a Iytkova sriistaji v jednu kost. Nozdry jsou uzaviratelné
(adaptace na vlhké az vodni prostfedi). Srst ma podsadu a pomérné hrubé pesiky (Zivna,
2001). Zubni vzorec pro hlodavce: jeden kvadrant zahrnuje 1 fezdk (dortstaji neustale) a 3
molary. Povrchova vrstva smaltu na fezacich obsahuje Zluto-oranzovy pigment na bazi zeleza
(Sharp et al., 2013). Jazyk ma 4 typy papil: vlaknité, houbovité, hrazené a listkové (Suckow
et. al., 2006). Srdce je tvofeno pravou a levou sini s pravym a levym srde¢nim ouskem a
pravou a levou srde¢ni komorou. Potkan mé 2 horni duté Zily, pravou a levou. Jicen je kryt
rohovitou vrstvou a neumoziiuje potkaniim zvracet. Zaludek je vakovitého tvaru a ma
Zlaznatou a svalnatou cast (Sharp et al., 2013). Sharp et al. (2013) udava, ze tenké sttevo ma 3
oddily: duodenum (10 cm dlouhé¢), jejunum (100 cm) a ileum (3 cm). Jatra potkana vazi 10 g

na 250 g zivé hmotnosti jedince a maji ctyfi laloky (Suckow et. al., 2006).



Zvlastnosti potkana je, ze nema Zlu¢ovy méchyi. Prava plice ma 4 laloky a leva pouze
1. Thymus pfetrvava (Zivna, 2001). Potkani déloha je stejné jako u mysi samice dvojroha,
placenta diskoidalni. Samice potkana maji 6 parit mlécnych bradavek. Penis samce je
vyztuzen chrupavkou. Varlata sestupuji mezi 30 az 40 dnem do skrotalniho vaku. Potkan ma
5 paru pridatnych pohlavnich zlaz umisténych kolem mocového méchytre (Suckow et. al.,

2006). Stejné jako ostatni hlodavci nemaji potkani potni zlazy (Sharp et al., 2013).

Tabulka ¢. 1 Hodnoty vybranych ukazateli laboratorniho potkana (Sharp et al., 2013,

Knotkova et al., 2000)

Pocet chromozémli 42

Télesnd teplota 37,3-38,8°C

Pocet pulsl 200 - 600 / min

Pocet decht 66 — 210 / min

Krevni tlak systolicky 116 — 130 mmHg (15,4 — 17,3 kPa)
Krevni tlak diastolicky 181 -110 mmHg (9,3 — 12,5kPa)
Pohlavni dospélost 4 -8 tydnd

Pouziti k plemenitbé 8 — 10 tydn(
Vyuzivani v plemenitbé 8 — 12 mésicl

Estralni cyklus 4 -5 dni

Estrus 7-20h

Doba gravidity 20—24 dni

Pocet mladat ve vrhu 6—-12

Hmotnost mladéte pfi narozeni 35-70¢g

Doba odstavu 21-28 dni
Hmotnost mladat pfi odstavu 35-50¢g

Pocet vrhll za rok 7-9

Objem Zaludku (dospélé zvite) 11-16 ml

Produkce moci (dospélé zvire) 11-15ml/den
Produkce trusu (dospélé zvire) 9-15g/den

Potkani jsou zvifata se soumracnou aktivitou. V chovu Ize diky svételnému cyklu
upravit aktivitu jedinc pro potieby oetfovateld (Sharp et al., 2013). Ziji socialné ve
skupinach s vyvinutou sam¢i 1 samici hierarchii, teritoridlni hierarchie je potlacena.
Teritorium je znackovano moci. U samcli dochdzi k hierarchickym bojim, které vSak byvaji
mirnéj$i neZ u mysi a spiSe ritualizované. V pitiznivych podminkach se potkan miize dozit

véku vice nez 3 let (Zivna, 2001).



3.2. Hematologie

Slovo hematologie pochazi zteckych slov haimatos= krev a logos= nauka.
Hematologie (nauka o krvi) je véda zabyvajici se tvorbou, slozenim a funkci krve a
krvetvornych organi. Vénuje se pfi¢indm, mechanizmim vzniku a projeviim patologickych

zmén krve a nasledné jejich diagnostice a terapii (Doubek et al., 2003).

3.2.1. Krev

Krev je nepostradatelnou télesnou tekutinou proudici v uzaviené cévni soustave.
Podili se na vytvafeni vnitiniho prostfedi organismu. Pro spravnou funkci krve je dilezité,
aby neustale cirkulovala télem (Doubek et al., 2003). Tento pohyb je uskute¢fiovan pomoci
pulzace srdce a cév. Pfi stahu (systole) srdce je krev vytlacovana do tepen o niz§im tlaku a

naopak pii ochabnuti (diastole) se krev z zil vraci do srdce (Reece, 2011).

Hlavni funkce:
1) Transportni

Uskute¢niuje pienos (transport) dychacich plyni 0,a CO,. Krev ptenasi kyslik z plic
do tkani a oxid uhli¢ity ztkani do plic (Rokyta et al., 2000). Rozvadi k bunikdm ziviny
(glukozu, aminokyseliny, mastné kyseliny, atd.) vstfebané v zazivacim traktu a odvadi
odpadni latky k exkre¢nim organtim (ledviny, kiize a plice) (Sova et al., 1990). Prenasi

hormony (vznikajici ve Zlazach s vnitini sekreci), vitaminy a mineralni latky (Pecka, 2002).

2) Regulaéni

Udrzuje stalost vnitiniho prostfedi (homeostazu). Na homeostdze se podili: stala
hodnota pH, staly osmoticky tlak, staly pomér iontti a obsah vody (Sova et al., 1990). Krev se

podili na uchovani mnozstvi hemostazou a hemokoagulaci (Rokyta et al., 2000).
3) Obranna

Obranna funkce krve spociva v nespecifickych a specifickych reakcich imunitniho
systému zprostiedkovanych bilymi krvinkami (Rokyta et al., 2000) Jako obranné slozky
v krvi jsou leukocyty, imunoglobuliny, cytosiny, proteiny akutni faze, aj. Fagocytuji
mikroby, ¢astice cizorodych bilkovin a Skodliviny, které pronikly do organismu (Sova et al.,

1990).



3.2.1.1. SloZeni krve

Krve obsahuje 80 % vody a 20 % suSiny. Sklada se z krevni plazmy (55 %) a
bunéénych soucasti (45 %) (Pecka, 2002). Mezi bunétné soucasti se fadi erytrocyty (Cervené
krvinky), leukocyty (bile krvinky) a trombocyty (krevni desticky). Krevni plazma je tekuta
slozka krve, mirn¢ nazloutlé barvy, skladajici se z90 % vody a 10 % anorganickych a

organickych latek v ni rozpusténych (Rokyta et al., 2000).

3.2.1.2. Hematokrit

Hematokrit udava pomér objemu cervenych krvinek k celkovému objemu Krve.
Zjisténi hematokritové hodnoty se provadi odstfedénim sloupce nesrazlivé krve, ktery se
rozdeli na jednotlivé slozky podle specifické hmotnosti (Reece, 1998). Slozky se mohou
rozd¢€lit na hematokritovou hodnotu (40 %) a podil krevni plazmy (60 %). Na objemovém
podilu krvinek se vice nez 99 % podileji erytrocyty (Sova et al., 1990). Cervené krvinky se
nahromadi nejnize a tvofi sloupec, ktery se oznacuje jako PCV (packed cell volume).
Leukocyty a trombocyty lezi v podobé, tenké, bélavé vrstvicky nad nimi. Tvofi vrstvu 0,5-1
%. Nejvyse je krevni plazma (Reece, 1998). Hematokrit u potkana ma tfikrat vyssi hodnotu
nez hemoglobin. Ringler et al (1979) udava hodnotu hematokritu pro potkana v rozmezi 0,39-
0,54 1/1. Knotkova et al (2000) udava uzsi rozmezi hodnot hematokritu a to v rozmezi 0,36-
0,48 1/l

3.2.1.3. Objem krve

Objem krve tvoii ptiblizné¢ 7-10 % hmotnosti dospélého zvitete (Reece, 1998). U
laboratorniho potkana se udava objem 5 az 7 ml na 100 g télesné hmotnosti (Harkness et al.,
1995). Celkovy objem krve ovlivituje veék zvitete (dospélé zvife ma nizsi objem krve), fyzicka
namaha, vyziva, bfezost, pfijem tekutin, aj. U zvifete v klidu obiha 50 % krve v krevnim
fecisti, 20% krve je obsazeno v jatrech, 15 % ve slezin€, 10 % v kizi a zbyvajicich 5 %
Vv ostatnich organech a tkdnich. Objem krve nelze stanovit pfimou metodou piesné, nebot’
prostym vykrvenim se ziskd pouze kolem 50% krve. Zbyld polovina krve se nachazi
Vv kapilarach, zilnych splavech, cévach a organech (Reece, 1998). Nepiimd metoda je
pfesngjsi, kde se pouzivaji specialni barviva pro znaceni Cervenych krvinek (Sova et al.,

1990).



3.2.1.4.  Viskozita krve (vazkost)

Viskozita krve je odpor, kterym kapalina plsobi proti sile, ktera ji uvadi do pohybu.
Vazkost je podminéna ptitomnosti krevnich elementti, krevnich bilkovin (dtlezity je pomér
albuminti a globulint) a vody. Viskozita krve je 4-5 x vyssi nez je viskozita vody, ktera je
rovna nule (Sova et al., 1990). Fyziologické hodnoty se pohybuji kolem hodnoty 1,5-2,5
mPa*s (Pecka, 2002). Viskozita je rozdilna v jednotlivych oddilech krevniho fecisté. V aorte,
ktera je Sirokd, je viskozita mens$i, zvySuje se v menSich cévach. Viskozita stoupd pii
procesech, pfi kterych se zvySuje pocet krevnich bunék, teplota nebo mnozstvi bilkovin

Vv krevni plazmé (Pecka, 2002).

3.2.15. Barvakrve

Cervend barva krve je zplsobena pfitomnosti hemoglobinu, ktery je obsazen
v ¢ervenych krvinkach. Barva zavisi na nasyceni hemoglobinu kyslikem. Barva mize byt od
cervené az po modravé fialovou. Pii vysokém obsahu kysliku je krev jasné cervena (Reece,

1998).
3.216. pHKkrve

pH vyjadiuje zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych ionti v Krvi.
Tato koncentrace je v krvi relativné stala. Krev savet ma hodnotu pH kolisajici v uzkém
rozmezi 7,3-7,5 pticemz odklon o 0,3- 0,4 na ob¢ strany miize mit za nésledek smrt (Sova et
al., 1990). Zilni krev je mirné kyselej$i nez krev tepenna. Jestlize ma tepenna krev hodnotu
pH = 7,4, pak Zilni krev bude mit hodnotu asi 7,36 (Reece, 1998). Snizeni pH se oznacuje
jako aciddza a projevuje se az bezvédomim. Zvysend hodnota pH nad 7,8 se nazyva alkaldza,

vyznacujici se tetanickymi kie¢emi (Sova et al., 1990).
3.2.1.7.  Onkoticky tlak

Onkoticky (koloidné osmoticky) tlak je tvofen tlakem plazmatickych bilkovin proti
intersticiu. Hodnota tlaku ¢ini 3,5 kPa (Doubek et al., 2003)



3.2.1.8. Osmoticky tlak

Osmoticky tlak vyjadiuje rozdil mezi plazmou a vodou na idedlné polopropustné
membrané (Doubek et al., 2003). Tlak krve je ovlivnén piitomnosti soli (napt. NaCl) a
organickych latek (pfedevsim bilkovin). Hodnota osmotického tlaku se vyjadiuje
kryoskopicky, tj. pomoci teploty, pii které roztok zamrza (Sova et al., 1990). Osmoticky tlak
je zavisly na osmolarité. Dosahuje hodnoty asi 750 kPa (Doubek et al., 2003).

Roztoky, které maji shodny osmoticky tlak s krevni plazmou, se nazyvaji izotonické.
Roztok s niz$im osmotickym tlakem nez je krevni plazma se oznacuje jako hypotonicky a

hypertonické roztoky maji vyssi osmoticky tlak nez plazma (Sova et al., 1990).

3.2.2. Krevni bunky

V krvi se nachazeji tyto typy bunék: Cervené krvinky (erytrocyty), bilé krvinky
(leukocyty) a krevni desticky (trombocyty)(Pecka, 2002).

3.2.3. Cervené krvinky

Slovo Cervena krvinka neboli erytrocyt pochazi z feckého slova erytros= Cerveny a
kytos = buiika (Pecka, 2002). Sav¢i cervené krvinky jsou bikonkavni disky bez jader. Je to
jedina buika v téle neobsahujici jadro (Rokyta et al., 2000). Jaderné Cervené krvinky maji
ptaci, plazi a ryby. Cervena krvinka savci je elastickd, na povrchu je membrana tvofena
fosfolipidy, sacharidy, skeletalnimi proteiny (zodpovédné za tvar), aktinem (umoZznujici
deformaci), transmembranovymi proteiny( tvofici transportni kandly) aj.( Doubek, 2003).
Takto tvofend membrana je prichodna pro iontyNa*, K* a Cl~ pfi¢emz uvniti buiiky se naléza
vice drasliku nez v plazmé (Sova et al., 1990). Sodiku a chloru je naopak vice v plazmé nez v
nitru bunky. V centru buiiky je uloZzeno krevni barvivo zvané hemoglobin, které tvoii 90 %
veSkeré suSiny krvinek. Zbyvajicich 10 % piedstavuji ostatni bilkoviny, lipidy, glukéza,
mineralni latky a nékteré enzymy (Sova et al., 1990).

10



3.2.3.1. Pocet erytrocytu

Celkovy pocet erytrocytii lze stanovit pfesnym nafedénim krve a jejich spocitanim
V pocitaci komtirce pomoci elektronového mikroskopu. Po pfepocteni faktorem fedéni se
zjisti celkovy pocet Cervenych krvinek v 1 pl krve. Celkovy pocet lze zjistit i pomoci
elektronickych podéitacich zafizeni (celoskop) (Reece, 1998). Zivna (2001) fika, Ze podet
erytrocytd u laboratorniho potkan je 9 x 10™ vlitru krve. Knotkova et al. (200) uvadi
V literatufe pro poéet erytrocyti rozmezi 5,5- 9,5 10'%/ 1. Zmény v poétu Servenych krvinek
jsou ve vétSin€ piipadi vyvolany zvySenim nebo snizenim krvetvorby, nahradni krvetvorbou
(jatra, slezina), redistribuci (stres) a zvySenym rozpadem nebo ztratami erytrocyti (Doubek et
al., 2003). Oligocytemie, neboli snizeny pocet erytrocytl, je vyvolana anémii nebo uremii.
Opakem oligocytemie je polycytemie. Jde o zvySeni poétu erytrocytd. K polycytemii dochazi
pfi poruseni kostni diené, hypoxickych stavech, vysoké nadmotské vysSce, stresu, aj (Doubek,

2007).
3.2.3.2. Tvar

Typicky bikonkavni tvar erytrocytli savcu poskytuje bufice o 30 % véEtsi povrch nez
tvar koule (Sova et al., 1990). Vyhodou je minimélni vzdalenost pro difuzi dychacich plynt a
vEtsi mnozstvi objemovych zmén vlivem osmotického tlaku bez narusSeni integrity membrany
erytrocyti (Reece, 1998). Tento charakteristicky tvar erytrocytti je udrzovan uspotradanim
molekuly hemoglobinu a pfitomnosti kontraktilnich bilkovin v membrané ¢ervenych krvinek.
Cervené krvinky jsou pruzné. Pii priichodi Gizkymi kapilarami dochazi ke zméné jejich tvaru,

oznacované jako deformabilita ¢ervenych krvinek (Sova et al., 1990).
3.2.3.3. Funkce

Hlavni funkei ¢ervenych krvinek je pienos kysliku z plic do tkani, jelikoZ se vaze na
hemoglobin (Doubek et al., 2003). Mezi dal$i vlastnosti 1ze zatadit spolutcast na pienosu
oxidu uhli¢itého ztkani do plic, transport zivin a pfedev§im aminokyselin. Hemoglobin
z erytrocyti slouzi jako pufr vkrvi a tim se podili na udrzovani pH . Erytrocyty maji
schopnost pohltit na povrchu jedy a ptepravit je do retikulohistiocytarmiho systému, kde

dochazi k detoxikaci pro télo Skodlivych latek (Sova et al., 1990).

11



3.24. Hemoglobin

Hemoglobin je ¢ervené krevni barvivo. Hemoglobin byl izolovan jako Cistd substance
jiz vroce 1865 Wilhelmem Friedrichem Kuhnem (Pecka, 2002). Tvoii 80- 90 % suSiny
cervenych krvinek a 90 % hmotnosti erytrocytu (Penka et al., 2011). Hemoglobin i hematokrit
maji laboratorni potkani obecné vyssi hodnoty ve vzorcich krve odebranych z ocasni zily ve

srovnani s krvi odebranou pfimo ze srdce (Harkness et al., 1995).

Hemoglobin je slozita bilkovina obsahujici globin a nespecifickou, barevnou skupinu
hem. Hem je u vSech obratlovcii stejny, ale globin je druhové specificky. Molekula
hemoglobinu se sklada ze Ctyt skupin hemu spojenych s jednou molekulou globinu. Kazdy
hem obsahuje atom zeleza, na ktery se mize voln¢ a vratné navazat molekula kysliku. Jedna
molekula hemoglobinu tak obsahuje ¢tyfi atomy Zeleza a miize nést ¢tyfi molekuly kysliku.
Hladina hemoglobinu se muze liSit mezi inbridnimi a outbridnimi potkany. Hladina se také
li$1 vékem, pohlavim a zdravotnim stavem jedince (Ringler et al., 1979). Vyssi hodnota byva
naméfena u samcl (v praméru 14,6 g / 100 ml) nez u samic (v pruméru 13,8 g/ 100 ml)

laboratorniho potkana (Mitruka et al., 1981).

Funkce hemoglobinu

Zakladni funkci hemoglobinu je pienos kysliku z plic do tkéni. Tento proces se
nazyva oxygenace. V hemu je kyslik vazan pouze jednou vazbou. Diky této skutecnosti se

kyslik lehce z vazby uvolni (Pecka, 2002).
Globin

Globinové fetézce jsou bilkoviny skladajici se z aminokyselin. Tyto fetézce se lisi
poctem a pofadim jednotlivych aminokyselin (Pecka, 1998). Globin je syntetizovan
Vv ribozomech a jeho podil ¢ini v hemoglobinu 96 % (Doubek et al., 2003). Tvoii ho 2 pary
fetézct. Nejvetsi zastoupeni (97 %) predstavuje tetrametr HbA,, 3 % ptipadaji na HbA, a

pouze nepatrné mnozstvi HbF (fetalni hemoglobin) (Penka et al., 2011).
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Zékladem hemu, jehoz obsah jsou 4 % v hemoglobinu, je protoporfyrin (tetrapyrol-
¢tvetice pyrrolovych jader spojenych methinovymi miustky). Do protoporfyrinu se diky
pusobeni enzymu ferrochelatazy v¢leni Zelezo ¢tyfmi vazbami a vznika hem (Pecka, 2002).
Centralni atom hemu je Fe** . Zdroj Zeleza je plazmaticky transferrin. Jestlize neni Zelezo
v€lenéno do hemu zdivodu piekroCeni vazebné kapacity transferrinu, je uchovavan
v bunikach ve formé ferritinu nebo hemosiderinu. Tyto latky jsou malo rozpustné agregaty
ferritinu. (Doubek et al., 2003). Hemoglobin vypliiuje jednu tfetinu cervené krvinky. Zbylé
dve¢ tetiny jsou vyplnéné vodou a stromatem erytrocytu (Reece, 2011).

Na zelezo hemu, které zistava dvojmocné, se v plicich vaze kyslik a z hemoglobinu

Mrwe

nepiitomnosti jddra a mitochondrii. Energie na uskutecnéni pfenosu se ziskavd anaerobni

glykolyzou.

Karbaminohemoglobin

Po pifedani kysliku tkanim se hemoglobin redukuje. Hemoglobin bez kysliku se
slucuje s oxidem uhli¢itym a vznikd karbaminohemoglobin. Oxid uhli¢ity se vaZe na
aminoskupinu globinti. Takto je transportovana asi ¢tvrtina celkového objemu oxidu

uhlicitého.

Karboxyhemoglobin

Pii spojeni hemoglobinu s oxidem uhelnatym vznika karboxyhemoglobin (HbCO).
Oxid uhelnaty se vaZe na stejné misto jako kyslik, coZ je na Zelezo hemu (Reece, 2011). Jeho
afinita je 200- 300 krat vySsi nez afinita kysliku (Pecka, 2002). Timto spojenim je
znemoznéno vazat kyslik. ZvySené koncentrace oxidu uhelnatého 0,04 % ve vzduchu puisobi

vazné otravy, koncentrace 1 % ptivodi smrt zvifete (Sova et al., 1990).
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Methemoglobin

Methemoglobin se sklada zhemoglobinu a trojmocnym Zelezem. Neni schopen
reverzibilné vazat kyslik. Vznikd pfi oxidaci dvojmocného Zeleza na trojmocné, ucinkem
silnych oxidantii (Reece, 2011). Methemoglobin se tvoii v téle neustadle v malém mnozstvi,
pod 1 % Hb. ZvySsené mnozstvi methemoglobinu vyvolava v organismu tzv.
methemoglobinémii (Rokyta et al., 2000). Dochéazi k ni pfi zvySeném mnoZzstvi dusi¢nant
nebo dusitant ve vodé. Ty se v travicim Ustroji redukuji bakteridlni ¢innosti na dusitany, které
jsou pro zvife jedovaté. Methemoglobin se také tvoii pii zvySeném mnozstvi peroxidd.

Tvorbu peroxidil vyvolavaji nekteré 1éky a chemikalie (Pecka, 2002).
Tvorba Cervenych krvinek

Tvorba cervenych krvinek se nazyva erytropoéza (Reece, 1998). Jde o proces tvorby a
vyvoje Cervenych krvinek v Cervené (erytroidni) vyvojové tadé (Pecka, 2002). V ¢asném
embryonalnim vyvoji se tvofi erytrocyty v mezodermu zloutkového vacku a krvetvorba
probihd uvniti cév (Sova et al., 1990). V prvni tietiné gravidity zacina krvetvorba ve slezin¢ a
v jatrech (Reece, 2011). Od poloviny gravidity az do narozeni (prenatdlni obdobi) se
erytrocyty tvoii v jatrech, sleziné a prevazné v kostni dfeni (Sova et al., 1990). V dobé od
porodu az do dospélosti (postnatdlni obdobi) se cCervené krvinky tvofi vyhradné v
cervené kostni dieni pifedev§im dien obratll, Zeber a plochych kosti. Pti erytropoéze se tvori
z nediferencovanych kmenovych bunck nejdiive prekurzory obsahujici jadro. S postupem
Casu lze sledovat zmenSovani velikosti krvinky, vymizeni jadérka a rozpad jadra (Sova et al.,
1990). Vypuzenim nebo fragmentaci jadra vznikaji retikulocyty, které vyzrévaji na erytrocyty

(Pecka, 2002).
Féaze vyvoje Cervené krvinky
1. Pronormoblast (proerytroblast)

Buiika ma zakulaceny tvar a primér 12-19 um. Jadro je kulaté o priméru 13 pm. Byva

uloZeno centricky a zabird ptfevaznou ¢ast bunky. V bufice se také nachazeji 2 az 4 jadérka.
2. Bazofilni normoblast (erytroblast)

Velikost buitky dosahuje rozméru 8 — 16 um. Jadro je ulozeno ve stiedu erytroblastu,

je kulaté o praméru 8 um (Pecka, 2002).
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3. Polychromatofilni normoblast

Tvar bunky je kulaty a velikost okolo 8- 12 um. Jadro je velmi syté zbarvené. Jeho
prumér je 6- 7 um (Pecka, 2002). Zaujimaji 1- 18 % cervenych krvinek potkana (Doubek et
al., 2003)

4. Ortochormni normoblast

Primér bunky je 8- 10 um, coz odpovida jiz velikosti zralé ¢ervené krvinky. Jadro je

malé a priméru 5 um (Pecka, 2002).
5. Retikulocyty

Retikulocyt predstavuje prechod mezi jadernym erytroblastem a zralym erytrocytem.
Retikulocyt je mlady erytrocyt o velikosti 7- 9 um obsahujici v cytoplazmé po vypuzeni jadra
zbytky plivodni struktury nékterych organel, jako jsou naptiklad ribozomy a endoplazmaticka
retikula. Tyto organely obsahuji ribozomalni RNA a mRNA nazyvajici se substantia granulo-
filamentosa. K zviditelnéni téchto struktur se pouziva tzv. vitalni barveni, které zvyrazni
vnitini struktury obsahujici RNA. Podle mnozstvi zrn a sit¢ l1ze rozeznat nékolik stadii ve
zralosti retikulocytd. Méné zralé retikulocyty vytvaii klubko nebo sit. Zralejsi retikulocyty
obsahuji netiplnou sit’ nebo zrna (Pecka, 2002). Pocet retikulocytii je u mladych potkanii az 20
% a u dospélych jedinct pouze 2-5 % (Doubek et al., 2003).

6. Erytrocyty

Erytrocyt je jiz dospéla cCervena krvinka. Nazyva se téZ normocyt. Je to bezjaderna
krvinka o praméru 6,7- 7,7 um (Pecka, 2002). Erytrocyty potkana maji v priméru 6,2 pm
(Schermen, 1967). Typické pro potkani krvinku je vyznamna anizocytéza, coz znamena, Ze
vSechny krvinky nemaji stejnou velikost. Nekteré krvinky jsou mensi (mikrocyty) a nékteré

vétsi (makrocyty) (Doubek et al., 2003).
Priibéh erytropoézy

Erytropoéza zacina multipotentni kmenovou buinikou (CFU-blast- colony forming unit-
blast), coz je vychozi buiika pro krevni elementy, se schopnosti sebeobnovy (vznik 2

identickych bun¢k) (Doubek et al., 2003).
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Na kmenovou bunku navazuji specifické progenitorové bunky CFU-GEMM a z nich
vychézejici E/Meg progenitor. Do této chvile vychdzeji erytropoéza a megakaryopoéza ze
spolecné linie, ale nadale jiz pokracuji samostatné. Erytropoéza postupuje pies erytroidni
prekurzory BFU-E (burst forming unit-erythroid) a CFU-E (colony forming unit-erythroid),
jez jsou zavislé na pfitomnosti erytropoetinu (EPO) a davaji vznik jiz diferencovatelnym
proerytroblastim (Penka et al.,, 2011). Ve vyvojové fadé¢ po proerytroblastech nésleduji
bazofilni erytroblasty, polychromatofilni erytroblasty a ortochromni erytroblast, posledné
jmenovany jiz neni schopny déléni (Penka et al., 2011). V tomto stddiu dochazi k vypuzeni
jadra, které je fagocytovano ostrivkovymi makrofagy po zméné metabolické aktivity
(Doubek et al., 2003). Poté nasleduje stupen proerytrocyt, zvany téz jako retikulocyt, ktery je
jiz bezjaderny. Retikulocyty maji proteosyntetickou aktivitu, obsahuji polynomy, a dochazi
Vv nich k syntéze hemoglobinu. Po 48 hodinach dochazi k vyzrani retikulocytli az na kone¢né

stadium Cervenych krvinek (Pecka, 2002)
Regulace erytropoézy

Erytropoéza je regulovdna hormonem erytropoetinem, coz je po chemické strance
glykoprotein (Pecka, 2002). Hormon se v prvni fad¢ tvoifi v juxtaglomerularnim aparatu
ledvin a Caste¢né i v jatrech. Pusobi na urovni nediferencovanych kmenovych bunék a
zvysuje jejich diferenciaci na zralejsi formy Cervené vyvojové fady a déale vyvolava uvolnéni
retikulocytli z krvetvornych organti (Sova et al., 1990). Signalem pro jeho zvySenou tvorbu je
pokles parcidlniho tlaku kysliku v krvi protékajici témito organy (Rokyta et al., 2000).
Erytropoetin stimuluje kostni dfenl k zahgjeni tvorby novych cervenych krvinek (Reece,
1998). Takto nové vzniklé erytrocyty se V krvi objevuji aZ po 5 dnech od zahajeni jejich
tvorby.

Na regulaci erytropoézy maji také vliv dalsi hormony. Krvetvorba je podporovana
rastovym hormonem, kortikoidy, sam¢imi pohlavnimi hormony a hormony stitné zlazy.

Naopak na snizeni krvetvorby se podileji sami¢imi pohlavnimi hormony (Pecka, 2002).

Pii procesu erytropoézy se uplatiiuji i nékteré vitaminy a minerdlni latky (Pecka,
2002). Na dozravani ¢ervenych krvinek se uplatiuje predev§im vitamin By, Kyselina listova,
kyselina nikotinova, vitaminy B,, By kobalt. Na erytropoéze se podileji i jatra, ktera slouzi

jako zasobarna vitaminu B;,, kyseliny listové a Zeleza.
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Dal$im organem slouzicim pro spravnou erytropoézu je zaludek produkujici kyselinu
chlorovodikovou, ktera je nezbytnd pro uvolnéni Zeleza z komplexu organickych molekul.
V Zaludku se secernuje i vnitini faktor, ktery je nutny pro vstiebavani vitaminu By, (Sova et

al., 1990).
Zanik Cervenych krvinek

Cervena krvinka Zije od 60 do 140 dni podle druhu zvifete. U drobnych savci jako je
potkan nebo my$ Ziji erytrocyty krats$i dobu (Doubek et al., 2003). Harkness et al. (1995)
tika, Ze zivotnost Cervené krvinky u potkana je 45 az 68 dni. Tim jak erytrocyt starne,
prodélava metabolické zmény. Membrana se stdva tuzsi a zaroven kieh¢i, méni tvar a stava se
kulatéjsi. Soucasn¢ dochazi k hemolyze (rozpadu erytrocytti) asi 10 % starych erytrocytd
V cévach. Zbylé erytrocyty jsou selektivné odstranény z krevniho ob&hu specializovanymi
bunikami MPS (mononuclear phagocytic system). K rozpadu ¢ervenych krvinek dochazi bud’

uvniti cévniho systému, nebo mimo cévni systém (Doubek et al., 2003).

1) Rozpad uvnitf cévniho systému- nitrocévni rozpad

Rozpadem erytrocytl se uvolni hemoglobin. Pti tomto typu rozpadu se hemoglobin déli
na a- - dimery a vaZe se na plazmaticky glykoprotein haptoglobin. Vznikne pevny komplex
hemoglobin- haptoglobin (Hb-Hp), ktery nemitize byt vyloucen ledvinami (Doubek et al.,
2003). Tento komplex je z krevniho ob&hu odstranovan pomoci MFS a to pfedevsim v jatrech
(Pecka, 2002). Pfi extrémnim rozpadu dcervenych krvinek miiZze nastat nedostatek
haptoglobinu. Takto volny hemoglobin se vylucuje ledvinami nebo dochazi k oxidaci dimért
za vzniku methemoglobinu, ktery obsahuje Fe3* (Doubek et al., 2003). Z molekuly
methemoglobinu jsou uvolnény globinové fetézce. Zbyvajici hematin je navazan na dalsi
transportni bilkovinu hemopexin. Jestlize je kapacita hemopexinu pifesycend, je hematin
pfechodné¢ vazany na albumin. Dochazi ke vzniku methemoglominového komplexu
zadrzovaného v ledvinach. Hemopexin v jatrech uvoliiuje hematin a volny nosi¢ se vraci zpét

do krevniho ob&hu a vyvazuje hematin z methemoglominového komplexu (Pecka, 2002).

Vysledkem nitrocévniho rozpadu cervenych krvinek je St€peni hemoglobinu na hem a
globin. Nastava uvolnéni Zeleza z hemu a zbytek je metabolizovan v tkadnovych makrofazich

na bilirubin (Pecka, 2002).
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2) Rozpad mimo cévni systém- rozpad v tkanovych makrofazich

Proces rozpadu je provazen odbouravanim erytrocytd v MFS, a to ve sleziné, jatrech a
kostni dfeni. Nedochazi ke vzniku dimer( ani k vazbé hemoglobinu na haptoglobin (Pecka,
2002). Cely mechanizmus odbouravani uvolnéného hemoglobinu vede pies nekolik
meziprodukti. Hem se rozpadem a otevienim portifirinového kruhu oxidaci metinohemovych
skupin méni na verdhemoglobin. Po odStépeni Zeleza a bilkoviny globinu vznika
z verdphemoglobinu biliverdin (zelené barvivo) (Pecka, 2002). Biliverdin je dale redukovan
na bilirubin (zluté barvivo) (Reece, 1998). Volny bilirubin, ktery je nerozpustny ve vodé¢, je
uvolnovan do plazmy, kde se vaze na bilkovinu albumin a je transportovan do jater. Zde se
bilirubin spoji s kyselinou glukuronidovou a vytvaii bilirubinglukuronid, ktery je jiz
rozpustny ve vod¢. Nasleduje uvolnéni do zluce a tim i pfechod do stieva. V tlustém stieve je
diky pfitomnym bakteriim bilirubinglukuronid redukovan na urobilinogen a sterkobilinogen
(ob¢ latky bezbarvé) (Pecka, 2002). Oba tyto produkty jsou v oxidované formé vylouceny
jako  sterkobilin, coz je hnédy pigment dodavajici vykalim typickou barvu. Cast
urobilinogenu se ze stfev vstiebava do krve a vraci se opét do jater. Dalsi ¢ast se nedostava do
jater, ale putuje do velkého krevniho ob¢hu a je vylou¢ena moci, kde ptredstavuje jeji typickou

barevnou soucasti (Reece, 1998).
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3.2.5. Stanoveni zakladnich hodnot erytrocyti

Mezi zakladni hodnoty Cervenych krvinek jsou fazeny: stfedni objem erytrocytu,
hemoglobin erytrocytu a stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech. Pro vypocet
ukazatelli se pouzivaji hodnoty hemoglobinu, hematokritu a poctu cervenych krvinek

(Doubek et al., 2003)

Stiredni objem erytrocytu

Stfedni objem erytrocytu (MCV= mean corpuscular / cell volume) se vypocita

Z hodnoty hematokritu a poctu erytrocytii podle vzorce

Ht (1/1) * 105

MCV =
Ery/I

Jednotkou stiedniho objemu erytrocytu (MCV) je femto= fl= 107>,

Hemoglobin erytrocytu

Hemoglobin erytrocytd (MCH= mean corpuscular/ cell hemoglobin) udava mnozstvi
hemoglobinu v 1 erytrocytu (Pecka, 2002). MCH se vypocita z koncentrace hemoglobinu
Vv krvi a po¢tu erytrocyti podle vzorce (Doubek et al., 2003):

_ Hb(g/D) * 102

MCH
¢ Ery/I

Jednotkou hemoglobinu erytrocytii (MCH) je piko=p = 10712,

Stiredni koncentrace hemoglobinu v erytrocytu

Stifedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC= mean corpuscular/ cell
hemoglobin concentrartion) udava mnozstvi hemoglobinu v erytrocytarni mase (Pecka,

2002). MCHC se vypocita z koncentrace hemoglobinu a hodnoty hematokritu podle vzorce:

Hb (g/D)

MCHC = 57y )

Jednotkou stfedni koncentrace hemoglobinu v erytrocytech (MCHC) je g/l erytrocytarni masy
(Doubek et al., 2003).
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Tabulka ¢&. 2 Piehled vybranych hodnot hematologickych ukazateltl (Sharp et al., 2013; Zivna,
2001)

Ukazatel Hodnota v jednotkach
Pocet erytrocytli 9x 10"/l
Hematokrit 0,40 (0,35-0,45)
Hemoglobin 150 g/1 (110 - 190 g/I)
Velikost erytrocytu 6,5 um
Primérny objem erytrocytu (MCV) 46 - 65 fl
Primérna barevna koncentrace Hb (MCHC) | 310-400 g/I
Primérny obsah hemoglobinu (MCH) 18- 23 pg
Retikulocyty 0-25%
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3.3. Repka olejna

Repka olejna je jednoleta olejnina péstujici se v oblasti mirného pasu (Zeman, 1990).
Pro olejniny je typické hromadéni tuku v plodech nebo semenech rostliny ve velkém
mnozstvi. Pod pojmem fepka se zahrnuje fepka a fepice. Patii mezi dvoudélozné rostliny do
¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) (Suchy et al., 2007). Druh vznikl po kiizeni brukve zelné
(B. oleracea) s 18 chromozomy a brukve fepice (B. campestris, B. rapa) s 20 chromozomy.
Repka olejka se péstuje ve v podruzich B. napus L. subsp. napus — brukev fepka olejka a B.
napus L. subsp. Rapifera Metzger — brukev fepka tufin — kolnik (Baranyk et al., 2007). Podle

doby péstovani se rozlisuji formy jarni a ozima.

Repka olejna- ozima
V péstovani fepka ozimé diky vyssi vynosnosti (Baranyk et al., 2007). Vegetacni doba fepky
v Ceské republice je 300- 340 dni. Rostlina kvete od konce dubna az do zaGatku kvétna
(Zeman, 1990). Semeno zacina klicit, pokud teplota piesahne +1 °C. Rostlina je diky sile

kotenového kréku schopna odolévat i holomraziim az do teploty — 20 °C (Vasék et al., 2000)

Repka olejné- jarni

V dne$ni dobé se fepka jarni péstuje na znaén€¢ mensi plose predev§im pro nizsi a
kolisavé vynosy oproti fepce ozimé (Baranyk et al., 2007). Oproti fepce ozimé je rostlina
citliva na nevlidné podasi. Repka jarni kvete od konce kvétna a zatatkem Cervna (Zeman,
1990).

3.3.1. Historie péstovani

K velkému rozmachu v péstovani dochazi po roce 1960, kde je vySlechtén novy druh
,,0. V Ceské republice se druh ,,0 za¢ina péstovat od roku 1974 (Vasak et al., 2000). Tento
druh obsahuje oproti diive pé€stovanym druhiim méné kyseliny erukové, ktera zplsobuje
zhorSeni chuti, zdravotni problémy jako napiiklad poSkozeni myokardu a poruchy ristu.
V Ceské republice se po roce 1984 zacala péstovat odrida ,,00“ s minimalnim obsahem
kyseliny erukové (maximum 2 %) (Zeman, 1990). V dnesni dobé se $lechti odruda ,,000°

S niz§im obsahem vlakniny a zvySenym obsahem tuku a bilkovin (Baranyk et al., 2007).
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Repka je v celosvétovém méfitku &étvrtou nejpéstovangjsi plodinou. Repce se pii
pestovani dobfe dafi od nizin az do nadmoiské vysky 700 m a pfi prumérné ro¢ni teploté 6,5-
8,5 °C. Hlavni oblast pro péstovani v Ceské republice je soustfedéna do bramboraiské a
fepai'ské oblasti. Repka olejnd dosahuje od 100 az do 150 cm. Kvétenstvi vytvaii hrozny a
kvét je tvofen 4 zlutymi korunnimi platky (Baranyk et al., 2007). Sklizenn byva v druhé
polovin¢ Cervence (Vasak et al., 2000). Po sklizni nasleduje pteciSténi a uprava vlhkosti
semene. Osemeni ma vice vrstev a predstavuje 12- 16 % hmotnosti semene. Obsahuje 9- 16
% oleje, 15- 18 % bilkovin a 31- 34 % vlakniny. Zbyla semena, délohy a embrya obsahuji 47
% oleje, 28- 30 % bilkovin a 3 % vlakniny.

Repka obsahuje fadu slozek, které snizuji energetické a dietetické vlastnosti.
Nejvyznamnéj$i jsou antinutricni latky, jez zastupuji taniny (1,5 %), glukosinolaty (0,9 %),
sinapiny (1,5 %), fytin a kyselinu erukovou (Baranyk et al., 2007). Kyselina erukova pasobi
Skodlivé na ¢innost srde¢niho svalu, Zlaz s vnitini sekreci, zejména pohlavnich organd,
zhorSuje plodnost a poSkozuje cévy. SniZzuje piijem potravy, rist a vyuZiti energie (Suchy et

al., 2007).

3.3.2. Repkovy extrahovany $rot RES

Pti ziskavani oleje z fepkového semene se pouZzivaji metody lisovani nebo extrakce
(Zeman, 1990). Repkovy extrahovany §rot se ziskava pfi extrakci tuku ze semen. Jedna se o
bilkovinné krmivo. V soucasné dobé& fepkovy extrahovany Srot nahrazuje z Casti Srot sdjovy,
ktery je do Ceské republiky dovazen (Baranyk et al., 2007). Repkovy $rot obsahuje 26 %

sacharidu, pfevazujici jsou polysacharidy.
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Tabulka €. 3 Obsah Zivin (g/ kg suSiny) neporuSené¢ho a loupaného fepkového semene v

fepkovém extrahovaném Srotu (Suchy et al., 2007).

RES neporusené RES loupany
Organicka hmota 923 918
Dusikaté latky 396 424
Tuk 21 21
Vlaknina 117 72
NDF 286 193
ADF 209 135
Lignin 88 44
Cukry 105 120

Tabulka & 4 Chemické srovnani (g/kg susiny) fepkového extrahovaného $rotu (RES) a

sojoveho extrahovaného Srotu (Suchy et al., 2007)

RES SES

Dusikaté latky 402 493
Tuk 54 27
Vlaknina 111 70
NDF 295 125
ADF 206 91
Lignin 53 14
Cukry 107 100

RES maé niz§i obsah dusikatych latek a zna¢né vys§i obsah vlakniny v porovnani se
sojovym extrahovanym Srotem. Koeficient stravitelnosti proteinu a dostupnost aminokyselin
jsou nizsi v fepkovém Srotu nez ve $rotu séjovém. Obsah energie hovoii pro pouziti RES,
diky vys$Simu obsahu tuku ve Srotu (Suchy et al., 2007). Zeman (1990) doporucil pouzivani
RES pouze jako doplnék, nikoli jako nahradu za s6jovy extrahovany $rot diky niz§i hodnoté

energie a dusikatych latek.

23



3.4. Biochemické ukazatele

3.4.1. Celkova bilkovina

Bilkovina se sklada z L- a- aminokyselin, které jsou navzajem spojené peptidovymi
vazbami (CO-NH) (Trojan et al., 2003). Molekuly bilkovin se od sebe lisi jak sloZenim
aminokyselin, tak i molekulovou hmotnosti. Aminokyselinovy fetézec se d€li na peptidy,
polypeptidy a proteiny. Podle slozeni bilkovinnych molekul rozliSujeme jednoduché nebo
slozené bilkoviny, které obsahuji vedle bilkovinné slozky i nebilkovivou. Mezi jednoduché
bilkoviny se fadi skleroproteiny (vlaknita struktura) a sferoproteiny (lobularni struktura).
Slozené bilkoviny délime na fosfoproteiny, glykoproteiny, lipoproteiny, nukleoproteiny,
chromoproteiny a metaloproteiny. Hlavni funkci bilkovin je stavebni funkce. Kolagen a
elastin vytvareji pojivovou a kostni tkdn. Dals§i neméné dulezitou funkci je transport oxidu
uhli¢itého a kysliku diky bilkovinému hemoglobinu, Zeleza pomoci transferrinu a lipidi
vyuzitim lipoproteinti. Mezi dal$i ukoly v organismu, za které jsou zodpovédné enzymy a
hormony na bazi peptida a proteinti je katalyticka a regulacni funkce. V neposledni fadé mayji

bilkoviny obrannou a ochranou funkeci pii tvorbé protildtek (imunoglobulini)(Matous et al.,

2010).

V krevni plazmé je 7-8 % bilkovin. U laboratorniho potkana je biologickém séru 45-
84 g/l celkové bilkoviny (Zivna, 2001), pfesnéji 56- 76 g/I (Knotkova et al., 2000). Podle Sovy
et al (1990) se bilkoviny krevni plazmy déli na albuminy, globuliny a fibrinogen.

v

Piedstavuji 80 % vSech plazmatickych bilkovin (Reece, 1998). Podileji se na tvorbé
onkotického tlaku a udrzeni stalé hladiny plazmatické vody. Pfi sniZeném poctu bilkovin ve
vyzivé klesa onkotické tlak, voda unikd z cév a tim dochazi ke vzniku otokl ve tkanich.

Albuminy také slouzi jako pfenaSeci napiiklad hormonii (Rokyta et al., 2000).

Globuliny se déli na a, f a y (Reece, 1998). Jednotlivé frakce se dale déli na a;a a, a
B1 a B,. Molekularni hmotnost je dvojnasobné vétsi nez hmotnost albuminti. Globuliny vazou
nékteré¢ hormony a enzymy. Nejvyznamngéjsi vlastnosti a4 je transport tukti a «, vazba s médi
a volnym hemoglobinem. £ globuliny se ucastni transportu zeleza a tukd v organismu

vvvvvv

(imunoglobuliny) (Reece, 1998).
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Fibrinogen je nejvétsi molekula z plazmatickych bilkovin. Jeho nepostradatelnou

funkeci je ticast na srazeni krve (Rokyta et al., 2000).

Plazmatické bilkoviny maji nékolik funkci. Udrzuji objem krevni plazmy diky
pritomnosti bilkovin, které piisobi na kapilarni membranu, tim vytvari onkoticky tlak, ktery
nasava vodu z intersticia do kapilar. Dalsi funkci se stalost izohydrie vazanim vodikovych
iontd. Po uvolnéni iontu z bilkovin se stavaji proteindtovymi anionty. Jakmile poklesne pH,
anionty se spojuji s HY a uplatiiuji se jako naraznikovy systém. Mezi daldi funkce
plazmatickych bilkovin Ize jmenovat napiiklad nutricni vyznam, vyznam pro suspenzni
stabilitu krve, proteolyticky systém, plazmatické inhibitory protedz a obrana organismu proti

infekcim (Trojan et al., 2003).

3.4.2. Mocovina (Urea)

Po chemické strance je mocovina diamid kyseliny uhli¢ité (H,NCONH,). Ptedstavuje
kone&ny produkt metabolismu bilkovin (Matous et al., 2010). Zivna (2001) ve své publikaci
uvadi, Zze hodnota dusiku mocoviny je pro laboratorniho potkana v rozmezi 1,83 - 3,83
mmol/l. Knotkova et al. (2000) ve své publikaci stanovila pro potkany vyssi rozmezi hodnot
od 0,8 do 3,5 mmol/ I.

Deaminaéni reakce uvoliluji z nadbyte¢nych aminokyselin amoniak, ktery je pro
organismu toxicky. Mocovina vznikd v mo€ovinovém (ornitinovém neboli malém Krebsove)
cyklu z amoniaku. Mocovinovy cyklus je lokalizovan v cytoplazmé a v mitochondriich
jaternich bun¢k. Po prubéhu cyklu je mocovina krvi odvadéna do ledvin, kde pfispiva
k vysoké koncentraci rozpusténych latek recirkulaci mezi sbéracimi kanalky a Henlcovou
klickou. Zde je mocCovina zadrZzena pro neprostupnost membrany klicky a podle mnoZstvi
antidiuretického hormonu putuje do sbérnych kanalkd v dieni (Reece, 2011). Takto je
zajisténo vyluCovani mocoviny ztéla 1 pii snizené¢ produkci definitivni moci. Timto
zpusobem odchézi ztéla 85 % dusikatych latek (Matous et al., 2010). Télo vyda velké
mnozstvi energie na produkci mocoviny a tim odstranéni amoniaku. V porovnani

s amoniakem je mocCovina v béznych koncentracich netoxicka (Reece, 1998).
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3.4.3. Glukoza

Slovo sacharidy vzniklo z latinského pojmu saccharum= cukr. Sacharidy maji zcela
zasadni vyznam ve vyzivé, slouzi jako zakladni zivina. SlouZzi jako energetickd zasoba v téle.
Chemicky jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony. Dale se déli podle
poctu atomu uhlikli na triézy (3 uhliky), tetrézy (4 uhliky), pentézy (5 uhlikd), hexézy (6
uhlikl) atd. (Svacina, 2008). Sacharidy se podle poctu cukernych jednotek déli na
monosacharidy (obsahuji jednu cukernou jednotku), disacharidy, oligosacharidy (obsahujici
2- 10 cukernych jednotek spojenych glykosidickou vazbou) a polysacharidy (obsahujici vice
nez 10 cukernych jednotek) a slozené sacharidy, které obsahuji vedle cukernych jednotek i
jiné slouceniny (Svacina, 2008). Mezi monosacharidy patii glukdéza, fruktéza a galaktoza.
Sacharo6za, laktoza a maltdza jsou zastupci disacharidu (Kittnar et al., 2011). Polysacharidy se
déli na stravitelné, mezi které patii Skrob a glykogen, a nestravitelné, jako je vlaknina
(Holecek, 2006). Hlavni postaveni v metabolismu ptedstavuje gluk6za-6-fosfat, kterd je
vychozi latkou pro syntézu glykogenu, glykolyzu, pentdézovy cyklus a jako meziprodukt pfi
glukoneogeneze a glykogenolyze (Holecek, 2006). VSechny ostatni monosacharidy se
metabolickymi procesy na glukézu méni a zaroven se zni tvofi jiné latky télu potiebné.
Hladina glukézy u laboratorniho potkana je v intervalu 2,8- 7,5 mmol/l (Knotkova et al.,
2000)

Cukry, jako jediné, jsou traveny jiz v dutiné Ustni ptisobenim a-amylazou (pouze u

¢lovéka a prasete), kde se polysacharidy (Skrob a glykogen) §tépi na dextriny. Toto traveni je

vvvvv

pokracuje Sté€peni dextrinu na disacharidy vlivem pankreatické a-amylazy a v dalSich ¢astech

dochazi ke Stépeni az na monosacharidy specifickymi disachariddzami (Rokyta et al., 2000)

Vstiebavani glukozy do enterocytt probiha sekundarné aktivnim Na*t kontransportem
V duodenu a jejunu diky elektrochemickému gradientu Na*/K*-ATPaze. Gluk6zovy nosi¢

GLUT?2 ptevadi glukozu do portalni krve (Kittnar et al., 2011).
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3.4.4. Triacylglycerol

Triacylglyceroly jsou hlavni slozkou lipidi bézné piijaté v potravé (Holecek, 2006).
Jsou to estery neutrdlnich tuk®, které vznikaji reakci mastnych kyselin a alkoholu.
Triacylglycerol je tvofen tfemi molekulami mastnych kyselin s jednou molekulou glycerolu
(Reece, 1998).

vvvvvv

celkovy povrch tukovych ¢astic a zpfistupni je travicim enzymim. K tomuto procesu dochazi
ve dvanactniku pusobenim soli zluéovych kyselin. K hydrolytickému Stépeni dochazi
v dalsich astech tenkého stfeva pomoci pankreatické a stievni lipazy. Uginkem pankreatické
lipazy a kolipazy se z triacyglyceroli uvolni mastné kyseliny z poloh 1 a 3 a dava vznik 2
monoacylglycerolii, které se formuji do micel. Micely jsou jiz lehce rozpustné ve vodném
prostfedi stfevniho lumenu (Holecek, 2006). Dostavaji se do kartdCového lemu a lipidické
latky (mastné kyseliny, cholesterol a monoacylglyceroly) se znich uvoliuji. Vznikaji
strukturné jednodussi latky, jako jsou monoglyceridy nebo diglyceridy, které se vazi na
ZluCové kyseliny a jsou odnaSeny k povrchu enterocyti. Zde dochéazi ke vstfebavani
lipofilnich latek (Rokyta et al., 2000). Delsi mastné kyseliny, monoglyceridy a diglyceridy
nevstupuji rovnou do krve, ale dostavaji se do endoplazmatického retikula, kde se tvofi
chylomikra (tukové kapénky) spojenim triacylglycerolii, cholesterolt, fosfolipidi a -
lipoproteint (Kittner, 2011). Pomoci exostdzy putuji chylomikra do lymfy a posléze hrudnim
mizovodem do krve (Rokyta et al., 2000).

27



3.4.5. Cholesterol

Jde o lipidovou latku odvozenou od triacylglycerolu. Chemickou strukturou je
cholesterol vysokomolekularni alkohol. Cholesterol v organismu je bud’ exogenniho (z
krmiva) nebo endogenniho (z acetatu) ptivodu. Cholesterol je soucasti kazdé bunky v lidském
téle a je dualezitou stavebni jednotkou nervii, mozkovych bun¢k a nékterych hormonii.
Cholesterol se podili na tvorbé bunék, je vychozi latkou pro syntézu steroidnich hormonu a
zlucovych kyselin. Mé funkci pro metabolismus, kde ptedstavuje zdroj vitaminu D a podili se
na inaktivaci toxickych latek (Sova et al., 1990). VétSina cholesterolu vytvotreného v téle je
Vv jatrech konjugovéna za vzniku soli Zlucovych kyselin. Kyseliny jsou pfepraveny do stfev a
podileji se na traveni (Reece, 1998). LDL (Low Density Lipoproteins) lipoproteiny nizké
hustoty transportuji cholesterol z jater ke viem organiim a HDL (High Density Lipoproteins)

transportuji cholesterol od buné€k jednotlivych organii do jater, tedy opaénym smérem (Rybka,
2007). Chylomikrony jsou ¢astice uskuteciiujici pienos TAG piijatého potravou ke tkanim.
VLDL zajistuji ptesun TAG syntetizovanych v jatrech do extrahepatalnich tkani. LDL
dodavaji cholesterol do perifernich tkani a HDL slouzi jako zdroj apo E a C a jsou

zodpovédné za zpétny transport cholesterolu z tkani do jater.

Zdroj cholesterolu buikdm zajistuje LDL. Pro vstup do buiky musi byt LDL
zachycen LDL-receptory na povrchu buiky. Tyto receptory jsou lokalizovany v oplasténé
jamce na povrchu buiiky a rozpoznavaji lipidy podle obsahu apo-E a apo B,yo. Nasleduje
receptorova endocytoza, kdy se jamky vchlipi dovnitf buiiky a vytvoii obalené vacky, které
fazuji s lysozomy. Lysosomalni lipasa uvolni cholesterol a ten putuje bud’ do membrany
anebo se uklada do zasob. Vysoka hladina cholesterolu potlaci expresi genu pro LDL-
receptor, zpusobi nahromadéni v perifernich tkanich, vytvofeni esterti cholesterolu a
nahromadéni v bunkach. (Ledvina, 2005). Vysoka hladina cholesterolu je jednim
z vyznamnych rizikovych faktort srde¢né-cévnich onemocnéni. Tato onemocnéni, mezi ktera

patii ischemicka choroba srdec¢ni, infarkt nebo mrtvice.

Transport cholesterolu z tkanovych bunék do jater umoznuji HDL. HDL ziskava
cholesterol pievazné z endotelu bunék a intimy cév. HDL3 pfijima cholesterol z membran
bunék po koncentraénim spadu, odstrani ¢asti esterti cholesterolu vyménou za TAG a jsou
vychytavany HDL- receptory v jatrech anebo se jaterni lipasou zméni na HDL, (Kittnar et al.,
2011).
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4. Materialy a metodika

4.1. Materialy

Do studie bylo zatazeno 24 samct laboratornich potkani kmene Wistar narozenych 1.
¢ervna 2013. Pokus trval 46 dni, po kterych byli jedinci krmeni specidlni dietou. Pokus byl
zapocat 12. 7. 2013 a odbéry byly provedeny 27. 8. 2013. Potkani byli odchovani ve
Fyziologickém tustavu Akademie véd v Praze. Zvifata byla rozdélena do 4 skupin podle
pfedem zvolené diety. Do skupiny 1 byli zafazeni jedinci znaceni od ¢isla 1 az po cislo 6.
Tato skupina byla zvolena jako kontrolni skupina, se kterou se porovnavaly vsechny
biochemické a hematologické hodnoty. Do skupiny 2 patfila zvitata od Cisla 7 do ¢isla 12.
Jedinci, s ¢isly 13 az 18, byli fazeni do skupiny 3. Posledni 4. skupina zahrnovala potkany od
19 po 24. Zkoumal se vliv na biochemické a hematologické hodnoty zvitat po ptidavku
fepkového Srotu, jako ndhrady za Srot sdjovy. Zvifata byla chovana Vv klecich po 6 kusech
podle zvolené diety v krmeni. Krmeni a napajeni bylo potkanim podavano ad libitum.
Mistnost, ve které byli jedinci odchovani, nemé pfirozeny zdroj svétla. Svételny rezim byl
upraven automaticky jako stfidavy na 12 hodin osvétleni a 12 hodin tmy denné. Primérna

teplota v misté umisténi kleci byla 20 °C pfi relativni vlhkosti 50 %.
4.1.1. SloZeni krmnych smési

Kompletni krmna smés pro potkany musi byt k dispozici neustale. Predklada se
V suchém stavu ve formé granuli. Pfi krmeni touto metodou se nepietrzité podava pitna voda.

Primérna denni spotieba pro dospélého potkana je 18 - 20 g smési. Krmnou smés ST-1 pro

mysi a potkany vyrabi a dodava firma Velaz s.r.o. .

29



Skupina 1

Skupiné 1 byla podavana kompletni krmnd smés ST-1. Kompletni krmnad smés se
skladala ze 46 % pSenice, 22% so6jového extrahovaného Srotu, 12 % rybi moucky, 6 %
kukutice, 5 % pSeni¢nych otrub, 3 % ovsa setého, 2,5 % ususkl pice z vojtésky mladé, 1,5 %
pSenicné krmné mouky, 1,2 % mletého vapence a =zbyld procenta piipadaji na
dihydrogenfosforecnan véapenaty, kamennou siil, DL Methionin, L lysin, vitaminy A, D3, E,
siran méd’naty pentahydrat, seleniitan sodny, buthylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen a

etoxyquin.
Skupina 2

Skuping 2 byla podadvana krmna smés jako skupiné 1, ale sdjovy extrahovany Srot byl

ze 30 % nahrazen fepkovym extrahovanym Srotem.
Skupina 3

Skupina 3 dostavala také kompletni krmnd smes, ale so6jovy extrahovany Srot byl

Vv diet¢ nahrazen ze 60 % fepkovym extrahovanym Srotem.
Skupina 4

Skupin€¢ 4 byla podavana kompletni krmnd smés. V diet€ jiz nebyl zadny sojovy

extrahovany Srot a vSechen byl nahrazen pouze fepkovym extrahovanym Srotem.

4.1.2. Ukonceni experimentu

Po ukonfeni experimentu byla zvifata uspana intraperitonedlnim podanim anestetika
NARKAMON (obsahuji ucinnou latku ketamin) o koncentrace 25 mg/ml spolecné
s analgetikem ROMETAR (obsahujici G€¢innou latku mlazin) o koncentraci 10 mg/ml. Obé
latky se fedily v pfesném poméru 1:1 a davkovaly se v mnozstvi 0, 15 ml na 100 g Zivé
hmotnosti dospélého jedince.  Po nasledném uspani byla zvifatim odebrana krev.
Hematologické hodnoty se mohou lisit v zavislosti na misté a zpisobu odbéru krve.
V uvedeném pokusu byla krev odebrana injekéni stiikackou ze zadni duté Zily. Krev byla
odebrana do zkumavky K, EDTA, ze které¢ se stanovovaly ukazatele ¢erveného krevniho

obrazu.
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4.2. Metodika

4.2.1. Stanoveni hematologickych ukazatelu

Pro stanoveni hematologickych ukazatelti byl pouzit hematologicky analyzator MEK-
5208 K od firmy NIHON KOHDEN. Hematologické ukazatele byly vySetfeny z nesrazlivé
krve z K, EDTA. Takto se méfily z krve erytrocyty (Er), hemoglobin (Hg), hematokrit (Hk) a
stitedni objem erytrocytt (MCV).

4.2.2. Stanoveni biochemickych ukazateli

Pro stanoveni biochemickych parametrii byl vyuZit pfistroj spektrofotometr Libra 22
od firmy Fischer Scientific. Pfi biochemickych reakcich se vyuziva krevni plazma odebrana
do heparinu. Takto se méfi z plazmy mocovina, cholesterol, glukoéza, celkova bilkovina a

triacylglycerol.

Celkova bilkovina
Bilkoviny a peptidy poskytuji v alkalickém prostfedi sroztokem mednaté soli

komplex vhodny k fotometrickému stanoveni.
Triacylglycerol
1) Triacylglycerol Hipass glycerol + volné mastné kyseliny
2) Glycerol + ATP s glycerol- 3- fosfat + ADP
3) Glycerol- 3- Fosfat + 0, % dihydroxyacetonfosfat + H, 0,

POD
4) 2H,0, +4-aminoantipyrin + 4- chlorofenol — chinominové barvivo + 4 H,O
GK- Glycerolkinasa, GPO- glycerol- 3- fosfat- oxidasa, POD- peroxidasa

Glukoéza
V ptitomnosti glukosaoxidasy je gluk6za oxidovand na glukonovou kyselinu a

peroxid vodiku. Peroxid vodiku reaguje v pfitomnosti peroxidasy s fenolem a 4-
aminoantipyrinem za vzniku chinoniminového barviva. Intenzita vzniklého rizového

zbarveni je imérna koncentraci glukosy.
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Mocovina
ureasa

1) Mocovina +2H,0 —— 2 NH} + CO~3

GLGH
2) 2- oxoglutarat + NH*+ NADH — L- glutamat +NAD* + H,0,
GLGH- glutamatdehydrogenazy

Cholesterol
CHE
1) Estery cholesterolu + H,O — Cholesterol + volné mastné kyselny

CHO
2) Cholesterol + 0, — 4- cholestan- 3- on + H,0,

POD
3) 2H,0,+ fenol + 4- aminoantipyrin — chinon +4 H,0
CHE- cholesterolesterasa, CHO- cholesteroloxidasa, POD- peroxidasa

Intenzita vzniklého rizovocerveného zbarveni je umérna koncentraci cholesterolu.

4.2.3. Statistické zpracovani ziskanych hodnot

Vysledky vSech méfeni byly statisticky vyhodnoceny. Pomoci programu Microsoft
Exces se stanovovaly zékladni statistické popisné charakteristiky (primér hodnot, smérodatna
odchylka, rozptyl). Pro porovnani vSech jedincii mezi sebou byl pouzit program Statistika,
test ANOVA. Stanovili jsme hypotézu H,: ptidavek fepkového Srotu nema vliv na hodnotu

ukazatele. Hodnota p musi byt vétsi neZ hladina vyznamnosti o =0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1. Zakladni statistické hodnoty u biochem. ukazatelu

5.1.1. Glukoza
Tabulka ¢. 5 Glukdza

Skupina Primér Pocet potkani Smérodatna Rozptyl
(mmol/l) odchylka (mmol/l) (mmol/l)
Skupina ¢. 1 9,715 6 1,180 1,392
Skupina ¢&. 2 8,619 5 0,670 0,449
Skupina ¢. 3 9,771 6 0,963 0,927
Skupina ¢. 4 10,075 6 1,861 3,463

Tabulka ¢. 6 Glukdéza- ANOVA

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Glukéza (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. ¢len 2082,403 1{ 2082,403| 216,6982| 0,000000
Skupina 6,420 3 2,140 0,2227| 0,879430
Chyba 182,584 19 9,610

Pozn: SC= soucet Ctvercl, PC= prumérny ctverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty glukézy ziskané méfenim pro vSechny zvitata jsou uvedeny v tabulce ¢. 28

Vv piilohéch.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedincl, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro glukézu uvedeny v tabulce €. 5.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.
Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.
Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny
Vv tabulce ¢. 6. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimadme nulovou

hypotézu Hy.
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5.1.2. Mocovina

Tabulka ¢. 7 Mocovina

Skupina Primér Pocet potkani Smérodatna Rozptyl
(mmol/l) odchylka (mmol/l) (mmol/l)
Skupina ¢&. 1 8,5615 6 2,065 4,264
Skupina ¢. 2 8,2362 5 0,710 0,504
Skupina ¢. 3 7,0755 6 0,993 0,986
Skupina ¢&. 4 8,349167 6 1,062 1,128

Tabulka ¢. 8 Mocovina- ANOVA

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Mocovina (Tabulka1)

Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. ¢len 1053,916 1 1053,916| 557,3970| 0,000000
Skupina 9,758 3 3,253 1,7203| 0,205642
Chyba 28,362 15 1,891

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty mocoviny ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny v tabulce ¢. 28

Vv piilohéach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedincl, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro moc¢ovinu uvedeny v tabulce €. 7.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.
Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.
Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 8. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimame nulovou

hypotézu Hy.
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5.1.3.

Celkova bilkovina

Tabulka ¢. 9 Celkova bilkovina

Skupina Pramér (g/ 1) Pocet potkani Smérodatna Rozptyl (g/ I)
odchylka (g/ 1)
Skupina ¢. 1 59,45217 6 6,53124 42,67
Skupina ¢. 2 55,98100 5 12,41249 154,01
Skupina ¢. 3 54,60050 6 9,10076 82,81
Skupina ¢. 4 54,62333 6 6,56348 43,03
Tabulka ¢. 10 Celkova bilkovina
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Celk.bilkovina (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. ¢len 72101,10 1 72101,10 938,8934 0,000000
Skupina 93,95 3 31,32 0,4078 0,749176
Chyba 1459,08 19 76,79

Pozn: SC= soucet Ctverct, PC= primérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty celkové bilkoviny ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 28 v pfilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedincli, rozptyl a

smeérodatnd odchylka, jsou pro celkovou bilkovinu uvedeny v tabulce €. 9.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.

Stanovili jsme hypotézu H,: ptidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.

Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti o =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce €. 10. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimdme nulovou

hypotézu H,.
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5.1.4. Triacylglycerol

Tabulka ¢. 11 Triacylglycerol

Skupina Primér Pocet potkani Smérodatna Rozptyl
(mmol/l) odchylka (mmol/l) (mmol/l)
Skupina ¢&. 1 1,370 6 0,753 0,567
Skupina ¢. 2 1,696 5 0,951 0,904
Skupina ¢. 3 1,694 6 1,274 1,623
Skupina ¢&. 4 2,165 6 0,670 0,449

Tabulka €. 12 Triacylglycerol- ANOVA

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Triacylglycerol
Efekt (Tabulkal)

Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. élen 68,51133 1| 68,51133| 77,43854| 0,000000
Skupina 1,93008 3 0,64336 0,72719 0,548309
Chyba 16,80966 19 0,88472

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ctverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty triacylglycerolu ziskané méfenim pro vSechny zvitata jsou uvedeny v tabulce

¢. 28 v ptilohéch.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedinct, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro triacylglycerol uvedeny v tabulce ¢. 11.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.
Stanovili jsme hypotézu H,: piidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.
Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny
Vv tabulce €. 12. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimdme nulovou

hypotézu Hy.
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5.1.5. Cholesterol

Tabulka ¢. 13 Cholesterol

Skupina Primér Pocet potkani Smérodatna Rozptyl
(mmol/l) odchylka (mmol/l) (mmol/l)
Skupina ¢&. 1 1,087 6 0,161 0,025
Skupina ¢. 2 1,345 5 0,171 0,029
Skupina ¢. 3 0,907 6 0,292 0,085
Skupina ¢&. 4 0,634 6 0,176 0,031

Tabulka ¢. 14 Cholesterol- ANOVA

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Cholesterol (Tabulkal)
Efekt Sigma-omezena parametrizace

Dekompozice efektivni hypotézy

sC Stupné PC F p
volnosti

Abs. ¢€len 22,56097 1 22,56097 518,7617 0,000000
Skupina 1,48268 3 0,49423 11,3641 0,000171
Chyba 0,82631 19 0,04349

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Tabulka €. 15 Cholesterol- Tukeyuv test

Tukeydv HSD test; proménna Cholesterol (Tabulka1)
C. buiiky PFiblizné pravdépodobnosti pro post hoc testy
Chyba: meziskup. PC = ,04349, sv = 19,000
Skupina 1 2 3 4
1,0873 1,3450 0,90700 0,63467

1 1 0,208666 0,458256 0,006767
2 2 0,208666 0,012667 0,000277
3 3 0,458256 0,012667 0,142778
4 4 0,006767 0,000277 0,142778
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Hodnoty cholesterolu ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny v tabulce €.

28 v piilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedinct, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro cholesterol uvedeny v tabulce €. 13.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.
Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.
Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti o =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny
v tabulce ¢. 14. Zde je vyznamny statisticky rozdil mezi hodnotami. Zamitame nulovou
hypotézu H, a pfijimdme hypotézu H;, ktera tikd, ze ptidavek fepkového Srotu ma vliv na

hodnotu ukazatele.

Pro podrobngjsi vyhodnoceni byl pouzit TukeyGv HSD test. Vysledky jsou uvedeny
vtabulce ¢. 15. Mezi hodnotami jsou vysoce statistické vyznamné rozdily (hladina
vyznamnosti 0,01) mezi 4. a 1. i 2. skupinou. Statisticky vyznamny rozdil je i mezi 2. a 3.

skupinou.
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5.2. Hmotnost

Tabulka ¢. 16 Hmotnost

Skupina Primér (g) Pocet potkani Smérodatna Rozptyl (9)
odchylka (g)
Skupina €. 1 487,167 6 12,560 157,754
Skupina ¢. 2 462,833 6 28,244 797,724
Skupina ¢. 3 463,5 6 24,842 617,125
Skupina ¢. 4 500,667 6 45,837 2101,031
Tabulka ¢. 17 Hmotnost- ANOVA
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Hmotnost (g) (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. élen 5496051 1 5496051 5984,213 0,000000
Skupina 6221 3 2074 2,258 0,112913
Chyba 18369 20 918

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty hmotnosti ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny v tabulce ¢. 27

Vv prilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedinci, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro hmotnost jedincti uvedeny v tabulce €. 16.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.

Stanovili jsme hypotézu H,: ptidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.

Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 17. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimdme nulovou

hypotézu Hy.
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5.1. Zakladni statistické hodnoty u hematolog. ukazateli

5.1.1. Erytrocyty
Tabulka ¢. 18 Erytrocyty

Skupina Priamér (T/1) Pocet potkani Smérodatna Rozptyl (T/I)
odchylka (T/I)
Skupina ¢. 1 7,065 6 0,664 0,441
Skupina €. 2 6,942 5 0,312 0,097
Skupina ¢. 3 7,393 6 0,526 0,277
Skupina ¢. 4 6,851 6 0,606 0,367
Tabulka ¢. 19 Erytrocyty- ANOVA
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Erytrocyty (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. élen 1140,251 1 1140,251 3726,280 0,000000
Skupina 0,995 3 0,332 1,084 0,379664
Chyba 5,814 19 0,306

Pozn: SC= soucet ¢tverct, PC= primérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty poctu erytrocytii ziskané meéfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny

Vv tabulce €. 27 v ptilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primér hodnot, pocet jedincii, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro pocet erytrocyti uvedeny v tabulce ¢. 18.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.

Stanovili jsme hypotézu H,: ptidavek fepkového Srotu nemd vliv na hodnotu ukazatele.

Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 19. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijiméme nulovou

hypotézu Hy.
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5.1.2.

HematoKkrit

Tabulka ¢. 20 Hematokrit

Skupina Primér (%) Pocet potkani Smérodatna Rozptyl (%)
odchylka (%)
Skupina €. 1 44,95 6 4,388 19,255
Skupina ¢. 2 42,96 5 1,671 2,792
Skupina ¢. 3 46,95 6 2,607 6,796
Skupina ¢. 4 44,63 6 4,015 16,120
Tabulka ¢. 21 Hematokrit- ANOVA
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Hematokrit (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F P
volnosti
Abs. ¢len 46025,51 1 46025,51 3938,139 0,000000
Skupina 44,40 3 14,80 1,266 0,314180
Chyba 222,06 19 11,69

Pozn: SC= soucet ¢tverct, PC= primérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty hematokritu ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny v tabulce €.

27 v piilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primeér hodnot, pocet jedinch, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro hematokrit uvedeny v tabulce €. 20.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.

Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nema vliv na hodnotu ukazatele.

Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti o =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 21. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijiméme nulovou

hypotézu H,.
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5.1.3.

MCV

Tabulka ¢. 23 MCV

Skupina Pramér (fl) Pocet potkani Smérodatna Rozptyl (fl)
odchylka (fl)
Skupina ¢. 1 63,667 6 1,506 2,269
Skupina €. 2 62 5 3,808 14,501
Skupina €. 3 63,333 6 1,506 2,269
Skupina ¢. 4 65,167 6 3,251 10,569
Tabulka ¢. 24 MCV- ANOVA
Jednorozmérné testy vyznamnosti pro MCV (Tabulkal)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F P
volnosti
Abs. ¢len 92286,71 1 92286,71 13134,44 0,000000
Skupina 27,98 3 9,33 1,33 0,294926
Chyba 133,50 19 7,03

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ctverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty MCV ziskané méfenim pro vSechny zvifata jsou uvedeny v tabulce ¢. 27

Vv ptilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primeér hodnot, pocet jedinci, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro MCV uvedeny v tabulce ¢. 23.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.

Stanovili jsme hypotézu H,: ptidavek fepkového Srotu nema vliv na hodnotu ukazatele.

Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti a =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny

Vv tabulce ¢. 24. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijiméme nulovou

hypotézu Hy.
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5.1.4. Hemoglobin

Tabulka ¢. 25 Hemoglobin

Skupina Primér Pocet potkani Smérodatna Rozptyl
(9/100ml) odchylka (g/200ml) (9/100ml)
Skupina ¢. 1 13,25 6 0,718 0,516
Skupina ¢. 2 13,12 5 0,249 0,062
Skupina ¢. 3 13,417 6 0,835 0,697
Skupina ¢&. 4 12,967 6 0,602 0,362

Tabulka €. 26 hemoglobin- ANOVA

Jednorozmérné testy vyznamnosti pro Hemoglobin (Tabulka1)
Efekt Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy
sC Stupné PC F p
volnosti
Abs. élen 3983,131 1 3983,131 11212,33 0,000000
Skupina 0,660 3 0,220 0,62 0,611118
Chyba 6,750 19 0,355

Pozn: SC= soucet ¢tvercli, PC= prumérny ¢tverec, F= testovaci kriterium, p= hladina vyznamnosti

Hodnoty hemoglobinu ziskané¢ méfenim pro vSechny zvitata jsou uvedeny v tabulce €.

27 v piilohach.

Zakladni statistické hodnoty, jako jsou primeér hodnot, pocet jedinci, rozptyl a

smérodatna odchylka, jsou pro hemoglobin uvedeny v tabulce ¢. 25.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA.
Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nemé vliv na hodnotu ukazatele.
Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti o =0,05. Vysledky testu jsou uvedeny
Vv tabulce €. 26. Mezi hodnotami nejsou vyznamné statistické rozdily. Pfijimame nulovou

hypotézu H,.
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6. DISKUZE

Pokus byl provadén na 24 jedincich laboratorniho potkana kmene Wistar. Potkani byli
rozdéleni do 4 skupin po 6 jedincich. Skupina 1 s kompletni krmnou dietou pro potkany ST- 1
byla zvolena jako kontrolni skupina. Rozdil mezi dal§imi dietami byl v obsahu fepkového
Srotu slouziciho jako nahrada za so6jovy extrahovany Srot. VSechny namérené biochemické a
hematologické hodnoty u skupin 1- 3 byly porovnany s kontrolni skupinou a s referen¢nim
rozmezim zdravych jedinct ziskany z dostupné literatury.

Pro porovnani skupin mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test
ANOVA. Stanovili jsme hypotézu H,: pfidavek fepkového Srotu nema vliv na hodnotu

ukazatele. Hodnota p musi byt vétsi nez hladina vyznamnosti o =0,05.

Z hematologickych ukazateli jsem stanovovala: pocet erytrocytl, hemoglobin,

hematokrit a primérny objem erytrocytil.

Ziskané hodnoty poctu erytrocytii se pohybovaly v rozmezi od 6,31 do 8,18 (T/l).
Zivna (2001) fika, Ze pocet erytrocytii u laboratorniho potkana je 9 x 10% v litru krve.
Knotkova et al. (2000) uvadi v literatufe pro podet erytrocytd rozmezi 5,5- 9,5 x 10/ 1.
Sharp et al. (2013) ¥iké, Ze pocet erytrocytil je u laboratorniho potkana 5-10 x 10/ 1. Uzsi
interval hodnot od 7,2- 9,6 x 10%/ 1 udavéa Suckow et al. (2006). Ziskané hodnoty v pokusu
odpovidaji referenénim hodnotam v dostupné literatuie. Nebyl nalezen zadny signifikantné

vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi skupinami v poétu erytrocytii po zkrmovéani RES.

Ziskané hodnoty hematokritu se pohybovaly v rozmezi od 40 do 50,8 %. Zivna (2001)
uvadi, Ze hematokrit u potkana je v rozmezi 35- 45 % a Sharp et al. (2013) rozmezi od 35-
57%. Ringler et al. (1979) udava hodnotu hematokritu pro potkana v rozmezi 0,39- 0,54 I/I.
Knotkova et al. (2000) udava uzsi rozmezi hodnot hematokritu a to v rozmezi 0,36- 0,48 I/I.
Ziskané hodnoty v pokusu odpovidaji referenénim hodnotam v dostupné literature. Nebyl
nalezen zadny signifikantné vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi skupinami v hematokritu po

zkrmovani RES.
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Ziskané hodnoty hemoglobinu se pohybovaly v rozmezi 11,9 do 14,6 (g/100 ml).
Mitruka et al. (1981) ve své literatute fika, ze hodnota hemoglobinu je vySs$i u samci nez
samic, pohybuje se v praiméru 14,6 g/ 100 ml. Zivna (2001) uvadi, Ze hodnota hematokritu je
u laboratorniho potkana v rozmezi hodnot 110- 190 g/l a stejny interval hodnot uvadi 1 Sharp
et al. (2013). Interval 110- 180 g/l hemoglobinu publikuje v literatufe Knotkova et al.(2000).
Suckow et al. (2006) uvadi pramérnou hodnotu hemoglobinu 15,6 g/ 100 ml. Ziskané hodnoty
Vv pokusu odpovidaji referencnim hodnotdm V dostupné literatufe. Nebyl nalezen zadny

signifikantn& vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi skupinami v hemoglobinu po zkrmovani RES.

Ziskané hodnoty stiedniho objemu erytrocytu (MCV) jsou v rozmezi 56- 71 fl. Zivna
(2001) publikuje hodnoty MCV v intervalu od 46- 65 fl. Stejny interval hodnot pro MCV od
46-65 fl uvadi ve své literatuie 1 Sharp et al. (2013). Interval od 55,1 do 64,2 fl publikuje ve
své literatuie Suckow et al. (2006). Vyssi hodnoty uvadi Feldman et al. (2000), ktery stanovil
referen¢ni rozmezi v intervalu od 55- 71 fl. Feldmanovo et al. (2000) referen¢ni rozmezi
odpovida ndmi naméfenym hodnotam. Nebyl nalezen zadny signifikantné vyrazny rozdil (p >

0,05) mezi skupinami v MCV po zkrmovani RES.

Z biochemickych kazateld jsme stanovovali: gluk6zu, mocovinu, celkovou bilkovinu,

triacylglycerol a cholesterol.

V nasem pokusu se hodnota gluk6zy pohybovala v rozmezi od 6, 15 mmol/ 1 do 13, 95
mmol/ 1. Zivna (2001) a Knotkova et al (2000) uvadi nizsi referenéni rozmezi, neZ jsou nase
naméfené hodnoty. Podle Knotkové et al. (2000) je hladina glukézy u laboratorniho potkana
v intervalu 2,8- 7,5 mmol/l a Zivna (2000) uvadi jesté nizsi interval hodnot od 3,21 do 5,67
mmol/ 1. Glukézu stanovovali ve svych pokusech 1 Suckow et al. (2006), ktefi udavaji
rozmezi 4, 55- 10, 37 mmol/ 1. Velmi podobny interval hodnot od 4, 97 do 10, 19 publikuje
Krinke (2000). Nejvyssi intervalové rozmezi pro glukézu uvadi Sharp et al. (2013). Jeho
referencni rozmezi je od 4, 4- 16, 65 mmol/ 1, coz odpovida hodnotdm naseho naméfeného
intervalu pro glukézu. Nebyl nalezen zadny signifikantné vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi

skupinami po zkrmovéani RES.

45



Ziskané hodnoty mocoviny jsou v rozmezi od 6,36 do 12,73 mmol/l. Zivna (2001) ve
své publikaci uvadi, ze hodnota mocoviny je pro laboratorniho potkana v rozmezi 1,83 - 3,83
mmol/l. Knotkova et al. (2000) ve své publikaci stanovila pro potkany rozmezi hodnot od 0,8
do 3,5 mmol/ 1. VSechny nami naméfené hodnoty jsou vyssi nez oba zminéné intervaly.
Uli¢na et al. (2003) uvadi vyssi hodnoty intervalu od 8,5 do 9,3 mmol/ 1, ktery ale nezahrnuje
vSechny ndmi naméiené hodnoty. Az interval 8,8- 13,0 mmol/ I, ktery naméfil Moustafa
(1997) odpovida vSem naSim hodnotdam pro mocovinu. Nebyl nalezen zadny signifikantné

vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi skupinami po zkrmovani RES.

Ziskané hodnoty celkové bilkoviny jsou Vv intervalovém rozmezi 34, 715- 68, 063 g/l.
Zivna (2001) fika, Ze referenéni rozmezi u celkové bilkoviny je 45- 84 g/l. Knotkova (2000)
udava rozmezi od 56- 76 g/l. Ob¢ referen¢ni rozmezi odpovidaji horni hranici nami
naméfenym hodnotam. Celkovou bilkovinou se ve svych publikacich zabyva mnoho dalSich
autorti. Suckow et al. (2006) uvadi interval 55- 66 g/ |, Sharp et al. (2013) 45- 84 g/ | a
podobny interval hodnot od 59- 84 g/ 1 uvadi i Krinke (2000). Nami naméfené hodnota 34,71
je proti ostatnim hodnotam nizka. Zadna dalsi hodnota neklesla pod 42 g/ 1. Jedna se bud’ o
chybu méfeni anebo individualni problém jedince. Az na zminéného jedince nebyl nalezen

z4dny vyrazny pokles ani vzestup celkové bilkoviny po zkrmovani RES.

Primérné ziskané hodnoty triacylglyceroll jsou v intervalu hodnot od 1, 36 az 2, 16
mmol/ l. Suckow et al. (2006) uvadi hodnoty triacylglycerolii v referenénim rozmezi od 0,28
do 1,64 mmol/ 1. Triglyceridy v séru v referencnim rozmezi 0,062 - 0,388 mmol/l uvadi ve
své literatuie Zivna (2000). Obé& referenéni rozmezi jsou nizkd pro nase naméfené hodnoty.
Andrijevic (2001) tikd, Ze referen¢ni rozmezi je u laboratorniho potkana od 1, 67 do 2, 19
mmol/ |. Rozmezi hodnot od 0,77 do 2,60 mmol/ 1 namé&fili ve svych pokusech i Santos et al.
(2000). Posledni zminény interval odpovida vSem naSim naméfenym hodnotim. Nebyl

nalezen Zadny signifikantné vyrazny rozdil (p > 0,05) mezi skupinami po zkrmovani RES.
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Ziskané hodnoty u cholesterolu se pohybovaly od 0,38 do 1, 50 mmol/ 1. Primérna
hodnota u skupiny 4 (0, 63 mmol/ ) je vyrazn¢€ nizsi nez ostatni praimérné hodnoty. Pramér
hodnot u skupiny 1 (kontrolni skupiny) je 1, 087 mmol/ I, u skupiny 2- 1, 345 mmol/ | a
skupiny 3- 0, 907 mmol/ 1. Po statistickém zpracovani dat testem ANOVA, byly zjistény
vysoké statisticky vyznamné rozdily (hladina vyznamnosti 0,01) mezi 4. a 1. i 2. skupinou.
Statisticky vyznamny rozdil je i mezi 2. a 3. skupinou. Suckow et al. (2006) uvadi interval
hodnot od 1, 21 do 2, 27 mmol/ I. Velmi podobné referen¢ni rozmezi od 1, 29 do 2, 58mmol/ |
publikuje 1 Krinke (2000). Nejvyssi hodnoty referen¢niho rozmezi 2,14 az 3,1 mmol/ 1
stanovil ve své publikaci Andrejevic et al. (2001). Zadny referenéni interval hodnot

neodpovidd ndmi naméfenym hodnotam pro 4 skupinu.

Cilem diskuze bylo zvysvétlit, co je pfi¢inou sniZzeni hladiny cholesterolu pii krmeni
100 % nahradou RES za SES. Hypocholesterolemicky uéinek (snizeny obsah cholesterolu)
studuje mnoho védcu jiz n€kolik desetileti. Na snizeni cholesterolu se podili nespocet
ukazateld. V diskuzi si zaméfime pouze na takové ukazatele, které mohou byt ovlivnény

zafazenim RES do krmiva.

Ikeda et al. (1989) zjstili pii pokusech na zvifatech 1 lidech, zZe
hypocholesterolemicky U¢inek ma vlaknina. Baranyk et al. (2007) uvadi ve své publikaci
slozeni fepkového semene. Obsah vlakniny v semeni se pohybuje v rozmezi kolem 10 % a
Hill (1991) uvadi obsah az 16 % hmotnosti semene. RES pouzit v nasem pokusu obsahuje
4,4 % vlakniny. To je v porovnani se SES 2 x vice. Uéinkem vlékniny je utlumeni absorpce
cholesterolu nebo zluéovych kyselin ve stievé (Kritchevsky, 1978). Solomon et al (1991)
provadél pokusy na jehnatech a uvadi, Ze obsah cholesterolu je niz$§i u jedinc krmenych
dietou s fepkovym Srotem neZ u zvifat krmenych dietou se SES. Vahouny et al. (1978) se
V pokusech zabyval celul6zou (tj. slozka vldkniny). Dosel k zavéru, ze krmeni celulézou ma
vyznamny vliv na snizeni absorpce cholesterolu (P < 0,05). I piesto, ze je absorpce
cholesterolu v zazivacim traktu proces komplexni, U¢innost zavisi hlavné na micelarni
rozpustnosti a tim 1 na mnozstvi a sloZzeni Zluovych soli, jakoZ i mastnych kyselin a
monoglyceridli, které jsou tvofeny v pribéhu traveni plsobenim pankreatické lipazy
(Treadwell et al., 1968). Vahouny (1982) tika, Ze absorpce tuku je tizce spjata s absorpci
cholesterolu. Na tento pokus navazali Ikeda et al. (1989) a dospéli ke zjisténi, Ze absorpce

cholesterolu byla vyznamné ovlivnéna jak vlakninou (P <0,001), tak i tukem (p <0,05).
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Peterson (1951) ve svych pokusech potvrdil domnénku, Ze fytosteroly a fytostanoly
fytostanolli jsou rostlinné oleje. Podle Baranyka et al. (2007) fepkovy olej obsahuje az 450-
780 mg/ 100 g steroli. Séjovy olej obsahuje pouze 180- 410 mg/ 100 g sterold, coz odpovida
polovingé obsahu ftepkového oleje. Normen et al. (2000) se domnivaji, ze po probchlé
hydrolyze jsou steroly solubilizovany do micel, ve kterych fytosteroly a hlavné fytostanoly
pravdépodobné vytésiuji cholesterol. Hlavni vlastnosti fytosteroli a fytostanolt je, Ze snizuji
hladinu celkového a LDL cholesterolu az 10-15 %. Rostlinné stanoly jsou snadnéji
konzumovatelné a snizeni hladiny cholesterolu je vyssi a pravdépodobné i trvalé v porovnani
s fytosteroly (O’Neill, 2005). Dalsi vyznamny hypocholesterolemicky ucinek maji
nenasycené mastné kyseliny. SniZeni hladin plazmatického cholesterolu zvySenim zastoupeni
nenasycenych mastnych kyselin v dieté je dlouho znamy fakt (Grundy et al., 1990). Vlivem
nenasycenych mastnych kyselin na hladinu cholesterolu se zabyvali i Cleghorn et al. (2003).
Rikaji, ze pokud se v dieté zvy3i zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin (hlavné kyseliny
linolové, 18:2n-6), dojde ke snizeni LDL-cholesterolu o 6 %. Ptida- li se k nenasycenym
mastnym kyselinam 2 g fytosteroli ve formé rostlinného tuku, snizi se LDL-cholesterol o
dalsich 6 %. Repkovy extrahovany $rot obsahuje podle Baranyka et al. (2007) az 64 %
nenasycenych mastnych kyselin a 22 % kyseliny linoleové. V porovnani se Srotem sdjovym,
kde je obsah nenasycenych mastnych kyselin pouze 23 %, je RES vyznamnym zdrojem.
Baranyk et al. (2007) navic fika, Ze fepka obsahuje méné nasycenych mastnych kyselin (5,3g
/ 100g), které zvySuji hladinu cholesterolu v krvi, nez s6ja (14,5 g/ 100g).

Sova (1990) uvadi , Ze vysoka hladina cholesterolu je rizikovd pro vznik
ateroskler6zy, ischemické choroby srde¢ni, infarkt myokardu, cévni mozkové piihody a
uzavieni tepen dolnich koncetin. Rokyta (1999) tik4, ze zvySeny obsah cholesterolu ma vedle
negativniho vlivu na kardiovaskularni onemocnéni také vliv na vznik nddorti. Po zhodnoceni
téchto faktli z dostupné literatury a po diukladném prostudovani slozeni fepkového Srotu a
jeho vlivu na cholesterol, Ize potvrdit, 72 RES svym sloZenim vyrazné snizil hladinu

cholesterolu v mém pozorovani.

Mimo hematologickych a biochemickych ukazateli se stanovoval vliv fepkového
extrahovaného Srotu na hmotnost jedincti. Hmotnost potkani se porovnavala s hmotnosti
kontrolni skupiny a nebyly sledovany zadné signifikantni rozdily v hmotnostech mezi

porovnavanymi skupinami (p > 0,05).

48



7. ZAVER

Cilem této prace bylo zjidténi a zhodnoceni vlivu pfidavku RES na vybrané parametry
¢ervené¢ho krevniho obrazu a biochemické ukazatele u laboratornich potkant albinotického

kmene Wistar. Pokus probihal za spoluprace Fyziologického ustavu v Praze.

Z ekonomickych divodi se hled4d ndhrada za so6jovy Srot, kterd bude mit stejné nebo
podobné Zivinové slozeni. Byl proveden pokus, zda RES je adekvatni nahrada za SES.
Pokusnym zvitetem byl zvolen laboratorni potkan kmene Wistar. Potkani samci se krmili po
dobu 46 dni rliznymi typy diet s urCitym mnozstvim ptidavku fepkového extrahovaného

Srotu, slouziciho jako nahrada za s6jovy extrahovany Srot.

Z hematologickych parametrd jsem hodnotila: pocet erytrocytt, hematokrit,
hemoglobin a MCV. Z biochemickych parametrti se stanovovala hladina: glukézy, celkové
bilkoviny, cholesterolu, triacylglycerolu a mocoviny. Zméiené vysledky byly statisticky
zpracované. Pomoci programu Microsoft Excel se hodnotily statistické popisné
charakteristiky (aritmeticky primér, smérodatna odchylka a rozptyl). Pro porovnani skupin (€.
2, 3 a 4) mezi sebou a kontrolni skupinou ¢islo 1 byl pouzit test ANOVA v programu
STATISTIKA. Vysledky potvrdily hypotézu, Ze a nebyl zjistén signifikantné vyrazny rozdil
(p > 0,05) v zadném hematologickém ani biochemickém parametru az na hladinu cholesterolu

v krvi.

Pti krmeni 100% nahradou fepkového Srotu za Srot sdjovy bylo zpozorovano vyrazné
sniZeni hladiny cholesterolu v porovnani s kontrolni skupinou. SniZzena hladina cholesterolu je
ze zdravotnich diivodll vitdna a slouZi jako prevence pied zdravotnimi komplikacemi. Po
zhodnoceni namétenych vysledkii a informaci z dostupné literatury lze fepku vyuzit jako
soucast krmné davky pro laboratorni potkany. RES lze povazovat za adekvatni nahradu

sojového extrahovaného Srotu ve vyzive.
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9. SEZNAM ZKRATEK

RES
SES
PCV
MCV
MCH
MCHC
MPS
ADF
NDF
LDL
HDL
Er
Hg
HKk
TAG
ATP

ADP

fepkovy extrahovany Srot
sojovy extrahovany Srot

packed cell volume

sttedni objem erytrocytu
hemoglobin erytrocytu

stiedni koncentrace hemoglobinu erytrocytu
mononuclear phagocytic systém
acido- detergentni vlaknina
neutralné- detergentni vlaknina
Low Density Lipoproteins

High Density Lipoproteins
erytrocyt

hemoglobin

hematokrit

triacylglycerol

adenosintrifosfat

adenosindifosfat

55



10. PRILOHY

Ptiloha 1: Obrazek ¢. 1 Hemogram u laboratorniho potkana

Ptiloha 2: Graf ¢. 1 Zavislost cholesterolu (v mmol/ 1) u jednotlivych skupin diet
Ptiloha 3: Graf ¢. 2 Zavislost hmotnosti (v g) u jednotlivych skupin diet

Ptiloha 4: Tabulka ¢. 27 Hodnoty ¢erveného krevniho obrazu a hmotnosti

Ptiloha 5: Tabulka ¢. 28 Biochemické hodnoty

56



