Biochemické analyzy krve pro zjisténi oxidacniho stresu skotu | Sekaninova a kol.

BIOCHEMICKE ANALYZY KRVE

PRO STANOVENI OXIDACNIHO STRESU
SKOTU

Mgr. Jana Sekaninova, Ph.D.!
Mgr. Martina Jankd, Ph.D. 1
doc. Ing. Jifi Bezdi¢ek, Ph.D.?
Ing. Jaromir Duch&éek, Ph.D.3
prof. Mgr. Marek Petfivalsky, Dr.?
doc. RNDr. Lenka Luhovd, Ph.D.!

doc. Ing. Ludék Stadnik, Ph.D.3

1 Katedra biochemie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci
2 Katedra zoologie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

3 Katedra chovu hospodafskych zvifat, Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroju,
Ceska zemé&délska univerzita v Praze

2024



Biochemické analyzy krve pro zjisténi oxidac¢niho stresu skotu | Sekaninova a kol.

Certifikovana metodika

Tato metodika vznikla vramci vyzkumného projektu Optimalizace fFizeni reprodukéni
vykonnosti dojeného skotu (NAZV - QK22010270) financovaného z Programu aplikovaného
vyzkumu Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky.

Metodika je urcena védeckym pracovnikiim, studentlim, pracovnikim v oblasti biochemie
a dalsim, ktefi se zajimaji o problematiku oxida¢niho stresu a jeho laboratornim stanovenim
ze vzork( krve.

Abstrakt

Oxidacni stres je stav, ke kterému dochazi v disledku nedostatec¢né eliminace nadmérné
vznikajicich reaktivnich forem kysliku. V soucasné dobé je velice aktualnim tématem v fadé
oblasti, v€etné chovu hospodarskych zvifat. UZitkovost zvifat (chovného skotu) je velmi
vysokd, a to nejen v oblasti produkéni. Snaha je také o velmi Uspésnou reprodukci, nebo
udrzeni dobrého zdravotniho stavu atd. UzZitkovost vSak mlze byt negativné ovlivnéna fadou
faktord, véetné rliznych forem stresu. Obecné je snahou, vytvofit pro chovand zvifata co
nejlepsi podminky, tak aby byly co nejméné vystaveny stresovym situacim. K tomu je dllezité
dokonale znat jejich fyziologii, a tedy i to, jak reaguji na zmény prostredi, napf. ménici se klima,
nebo na zmény ve slozeni krmiva. Jednim z velmi vyhodnych ndstroj(, jak zjistit a vyhodnotit
celkovy fyziologicky stav zvitete, je vySetfeni oxidacniho stresu z krve. Pfedklddana metodika
detailné popisuje proces odbérl krve skotu, jejich zpracovani a vybrané biochemické analyzy,
napf. stanoveni aktivity antioxidacnich enzym(, celkové antioxidaéni kapacity, celkového
oxidac¢niho statusu nebo protein( teplotniho Soku. Soucasti metodiky jsou principy pouzitych
metod, podrobné pracovni postupy i vyhodnoceni vysledk(l. VSechna stanoveni jsou
z plvodné publikovanych metodik prepracovdna pro stanoveni v 96-jamkovych
mikrotitracnich destic¢kach s vyuZitim mikrodestickového spektrofotometru. To pfinasi vyhodu
v potfebé mensiho mnoiZstvi vzorku, mensi spotfeby chemikalii a dale mozZnosti soubézné
analyzy fady vzork( najednou. Na zdkladé ziskanych vysledk( biochemickych analyz Ize ziskat
pfehled o oxidac¢nim stavu (nebo stresu) u sledovaného zvirete.
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peroxidace lipid(, antioxidacni enzymy, celkova antioxidacni kapacita, celkovy oxidacni status
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I. Cil metodiky

Primarnim zamérem metodiky bylo vytvofit manual vhodny pro pravidelné sledovani
oxidac¢niho stresu skotu, tj. parametru, kterym lze hodnotit celkové zdravi a pohodu zvitat
v danych podminkach. Nejjednodussim zplsobem, jak zjistit, zda se zvife nachazi ve stavu
oxidacniho stresu je vySetreni tzv. biomarkerd oxidacniho stresu z odebrané krve zvirat. Cilem
této metodiky je tedy navrhnout standardizovany protokol pro odbér, zpracovani a analyzu
vzorkd krve skotu, ktery je nezbytny pro zajisténi reprodukovatelnosti vysledkd. Vybranymi
parametry sledujicimi oxidacni stres jsou hladiny antioxidantl, produkty peroxidace lipidQ
a aktivity antioxida¢nich enzymi. Mezi parametry hodnotici stresové podminky dale patfi
zvysena hladina tzv. proteinl teplotniho Soku. Soucasti metodiky je optimalizace
spektrofotometrickych metod pro stanoveni parametrl oxidacniho stresu s vyuzitim
mikrodestickového spektrofotometru pro jednoduché, rychlé a Usporné otestovani vétsiho
mnozstvi vzorkd. Pomoci vysledk(l stanoveni oxidacniho stresu je nasledné moiné
identifikovat faktory, které pfispivaji k jeho zvySeni, jako jsou napf. vyZivové nedostatky,
stresové podminky nebo onemocnéni. V ndvaznosti na tento metodicky postup by mohla byt
pro odborniky a chovatele realizovana $koleni o vyznamu oxidacniho stresu, jeho pfic¢inach
a dusledcich, a moZnostech jeho stanoveni. DalSim uzZitecnym ndstrojem by mohlo byt
vytvoreni platformy pro sdileni dat a vysledkd mezi vyzkumniky, veterinafi a samotnymi
chovateli pro podporu kolektivniho pokroku v oblasti zdravi skotu.
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Il. Popis metodiky

1. Uvod

1.1 Oxidacni stres

Reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS) jsou zapojeny do
fyziologickych a patofyziologickych procest v organismu. Casto jsou spole¢né oznacovany jako
reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS). Pfehled RONS shrnuje Tab. 1.

Tab. 1 Reaktivni formy kysliku a dusiku (upraveno podle Smith et al., 2019).

Reaktivni formy kysliku

Radikdalové povahy: Superoxidovy anion radikal 0z-
Hydroxyl OH
Peroxyl ROy
Alkoxyl RO
Hydroperoxyl HOy
Neradikalové povahy: Peroxid vodiku H,0,
Kyselina chlorna HOCI
Ozon O3
Singletovy kyslik 0,
Peroxydusitan ONOO
Radikalové povahy: Oxid dusnaty NO
Oxid dusicity NOy
Neradikdalové povahy: Peroxydusitan ONOO
Alkylperoxydusitan ROONO
Oxid dusity \PIOZS
Tetraoxid dusiku N204
Kyselina dusita HNO,
Nitrylovy kation NO,*
Nitrosoniovy anion NO
Nitrosoniovy kation NO*
Nitrylchlorid NOCl

Obecné jsou RONS povazovany za Skodlivé pro organismus. Jejich zvySena koncentrace
je spojena napf. s1)poskozenim nukleovych kyselin (velmi citlivd je vtomto sméru
mitochondridlni DNA); 2) poskozenim bunéénych membran vedouci k peroxidaci lipid(; 3)
modifikaci protein(i atd. Avsak RONS maji vyznamnou roli v procesu apoptdzy bunék i
imunitni odpovédi. Organismus (buriky) se brani vici plUsobeni RONS antioxidanty, které
mohou byt enzymové nebo neenzymové povahy (Tab. 2). RONS hraji roli v fadé béznych
fyziologickych procesu, které by bez jejich pritomnosti nemohly probéhnout. Pfikladem muze
byt zapojeni volnych radikal( do cyklicky se opakujicich reprodukénich mechanizmd, jako jsou
ovulace, maturace oocytd, vznik a zanik Zlutého téliska atd. DalSim prikladem zapojeni volnych
radikald do fyziologickych procesli muizZe byt angiogeneze a to napf. v ramci vznikajiciho
Zlutého téliska. Hlavnimi angiogennimi faktory jsou VEGFa (vaskuldrni endotelovy rlstovy
faktor); FGF2 (fibroblastovy rlistovy faktor), HIF faktor (transkrip¢ni faktor indukovany hypoxii)
a dalsi. Pfitom faktor VEGF je aktivovan pravé volnymi radikdly a mirnym oxidaénim stresem,
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vyvolanym v tomto pripadé H,O; (Kim et al., 2017; Gonzalez-Pacheco et al., 2006). Zvysena
koncentrace volnych radikall v rizny a v urcitych lokalnich procesech je tedy nezbytna.

Tab. 2 Prehled nejznaméjsich antioxidantl (upraveno podle Da Costa et al., 2012).

Neenzymové antioxidanty: Vitamin C
Vitamin E
Karotenoidy
Glutathion
Flavonoidy
Polyaminy

Enzymové antioxidanty: Superoxiddismutasa SOD EC1.15.1.1
Katalasa CAT EC1.11.1.6
Glutathionperoxidasa GPx EC1.11.1.9
Glutathionreduktasa GR EC1.6.4.2
Thioredoxinreduktasa TrxR EC1.8.1.9

Obecnd definice oxidacniho stresu je formulovdna jako naruseni rovnovahy mezi
tvorbou RONS a jejich odstrariovanim pomoci antioxidacniho systému. Mira vznikajiciho
oxidacniho stresu muze byt vyjadfena také indexem oxidacniho stresu, ktery se vypocitd jako
pomér oxidant(/antioxidantim. Na urcité lokalni (bunécné) urovni mize byt mirny oxidacni
stres spojeny s béznymi fyziologickymi procesy, avSak vyrazné zvySeni oxidacniho stresu
naopak pfinasi zhorSeni produkcnich a reprodukénich proces(i. Prikladem negativniho
dUsledku oxidacniho stresu je napf. v chovu skotu snizeni mlé¢né produkce nebo zhorseni
reprodukce (Jézwik et al., 2012; Hejel et al., 2021; Zhao et al., 2015).

Stanoveni oxidacniho stresu v rdmci biochemickych analyz krve je velmi dobrym
nastrojem nejen pro predchdazeni a feSeni produkénich a reprodukénich problémd, ale také
pro pochopeni fyziologickych procesu.

1.1.1. Parametry oxidacniho stresu stanovené z krve

Pro biochemické analyzy krve jsou zdkladnimi slozkami krevni plazma, krevni sérum,
pfipadné lyzaty erytrocytll. Krevni plazma se ziskd zcentrifugovanim krve s pfitomnou
antikoagulacni latkou, kterda zabrani jejimu srazeni. Oproti tomu, v pfipadé absence
protisrazlivého Cinidla, dochazi ke srazeni krve a vytvoreni krevni srazeniny (koagulum). Po
jejim odstranéni zlistava krevni sérum, které ma totozné slozeni jako plazma a lisi se pouze
tim, Ze sérum neobsahuje koagulacni faktory, véetné fibrinogenu, coz je pro nékteré analyzy
vyhodné.

V krvi, konkrétné v jejich slozkach: krevni plazmé, séru nebo v lyzdtech erytrocyt(, lze
stanovit nasledujici parametry:

e celkovou antioxidacni kapacitu

e celkovy oxidacni status

e aktivity antioxidacnich enzym,

e produkty peroxidace lipidQ

e mnozstvi proteinu teplotniho Soku

e adalsi parametry, kterymi se v této metodice nezabyvame.
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Celkovy oxidacni status a celkova antioxidacni kapacita

Mnozstvi jednotlivych oxidacnich (Tab. 1) nebo antioxidacnich latek (Tab. 2) Ize méfit
v laboratofich samostatné, méreni jsou vSak ¢asové ndroc¢nd, pracnd a nakladnd. Proto byly
vyvinuty metody pro stanoveni souhrnu vsech pfitomnych oxidantd nebo antioxidantl ve
vzorku, které nazyvame celkovy oxidacni status (TOS z angl. ,Total Oxidant Status“) nebo
celkova antioxidacni kapacita (TAC z angl. ,Total Antioxidant Capacity”) (Erel, 2004; Erel,
2005). Miru oxidac¢niho stresu vyjadruje index oxidacniho stresu (OSl), ktery se vypocita jako
pomér TOS ku TAC.

Antioxidacni enzymy

Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) je jednim z nejvyznamnéjsich enzymu, ktery se
uplatiuje v aerobnich organismech v ochrané proti reaktivnimu superoxidovému radikalu.
Vyskytuje se v bunkach prakticky vSech Zivych organismu: u zvirat, rostlin, hub, prokaryot
(Bafana et al., 2011). Jeho enzymova aktivita byla prokdzana v roce 1969 (McCord & Fridovich,
1969). V aktivnim centru se nachazeji rizné kovy, podle kterych se SOD déli na isoformy
obsahujici Cu/Zn, Fe, Mn nebo Ni. U savcl jsou popsany tfi isoformy SOD: SOD1 (Cu/Zn-SOD)
lokalizovana v cytosolu; mitochondrialni SOD2 (Mn-SOD) a extracelularni SOD3 (Cu/Zn-SOD).
Jejich geny jsou u ¢lovéka umistény na chromozomech 21 (SOD1), 6 (SOD2) a 4 (SOD3).
Vsechny tfi isoformy katalyzuji preménu velmi reaktivniho superoxidového radikdlu na
molekuldrni kyslik a H,02 a tim zabrani oxidacnimu poskozeni bunéénych slozek plisobenim
superoxidu. Jedna se o dismutacni reakci, kdy jeden superoxidovy radikal je oxidovan
a soucasné druhy redukovan. Vyznamné je v organismech studovdna nejen nedostatecna
produkce, ale také nadprodukce superoxiddismutas. Napt. defekty genu SOD jsou spojovany
s onemocnénim amyotrofickou laterdlni sklerézou (Mondola et al., 2016; Martinelli et al.,
2023). Naopak nadprodukce SOD vlivem trizomie 21. chromozomu, je spojena s Downovym
syndromem (Epstein et al., 1987).

Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6), podobné jako SOD, je zasadnim antioxidacnim enzymem
u aerobnich Zivocichd (vyskytuje se i u nékterych anaerobnich). Tento enzym byl intenzivné
studovan jiz v prbéhu 19. stoleti a byl zakladem pro vyzkum pusobeni enzyma (Zdmocky &
Koller, 1999). Primarni funkci tohoto enzymu je regulace hladiny reaktivniho peroxidu vodiku.
Katalasa katalyzuje Stépeni dvou molekul H,0; za vzniku molekuly kysliku a dvou molekul vody
(podobné jako u SOD se zde také v podstaté jednd o dismutaci, v tomto pripadé H,0;). Tato
reakce je duleZita predevsim pro eliminaci H.02 z divodu jeho mozné rychlé premény na velmi
reaktivni hydroxylovy radikal v pribéhu Fentonovy reakce, pfipadné Haber-Weissovy reakce.
U ¢lovéka je aktivni katalasa tetramer obsahujici hemové skupiny (s Fe3*). Gen kédujici
katalasu se nachdzi na 11 chromozomu. Katalasa je pfitomna viadé orgdnd, nejvyssi
koncentrace je ale v jatrech. Katalasy jsou v bunkach pfitomny vétSinou v peroxizomech
(spole¢né s dalsimi enzymy, napt. s peroxidasou); vyskytuji se také v cytosolu savcich
erytrocytll. Popsany byly také nehemové katalasy, obsahujici mangan, které se vyskytuji
u bakterii a archei (Glorieux & Calderon, 2017; Yuan et al., 2021).

Do antioxidacni ochrany patfi i tzv. glutathionovy systém (Obr. 1). Jeho soucasti je
glutathionperoxidasa (GPx, EC 1.11.1.9), kterd zajistuje detoxikaci organickych
a anorganickych peroxidi pomoci redukovaného glutathionu (GSH). Regeneraci oxidovaného
glutathionu (GSSG) na redukovany GSH zajistuje enzym glutathionreduktasa (GR, EC 1.6.4.2),
ktery vyuzivd NADPH jako redukéni Cinidlo. Pfitomnost GPx byla prokdazdna ve vSech savcich
tkanich. Byly nalezeny dva hlavni typy GPx. Prvni se vyznacuje pfitomnosti selenu ve formé
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kovalentné vazaného selenocysteinu v aktivnim misté a reaktivitou s organickymi
hydroperoxidy a peroxidem vodiku (Rotruck et al., 1973). Druhy typ GPx nevyZaduje selen pro
katalyzu a jen velmi malo reaguje s peroxidem vodiku (Mannervik, 1985). U savcl bylo
identifikovano zatim 8 rdznych forem glutathionperoxidas, z nichz GPx obsahujici v aktivnim
centru aminokyselinu selenocystein jsou GPx1; GPx2; GPx3 a GPx4 a obsahujici jen cystein jsou
GPx5; GPx7 a GPx8. V pfipadé GPx6 je u ¢lovéka v aktivnim misté selenocystein, zatimco
u hlodavcl cystein. Prvni savéi selenoprotein (GPx1) identifikoval Mills v roce 1957, vyskytuje
se predevsim v cytosolu a mitochondriich (Mills, 1957). GPx2 je exprimovana piedevsim
v gastrointestindlnim traktu. GPx3 je oznacovana jako plazmatickd nebo také extraceluldrni
glutathionperoxidasa a je produkovdna predevsim ledvinami a placentou. Jeji funkce
v ochrané pred oxidacnim stresem se vztahuje predevsim k extraceluldrnimu prostiedi. GPx4
je zapojena do spermatogeneze. Nedostatek GPx4 je spojeny u samcu s neplodnosti (Flohé et
al., 2022). GPx5 jsou produkovany v hlavé nadvarlete a chrani spermie proti oxida¢nimu
poskozeni. S narlstajicim vékem muze byt produkce GPx5 sniZzena, coz mlzZe souviset se
zvySenym poctem abnormalnich spermii ve vysSim véku (O'Flaherty, 2019). GPx6 je
exprimovana predevsim v ¢ichovém epitelu u isoforem GPx7 a GPx8 je jejich vyznam stale
studovan (Flohé et al., 2022).

NADP* REDUKOVANY GLUTATHION
\ _(2GSH) / ROOH

GPx

i% ROH + H,O
/ " (GssG) \ T
NADPH + H* \OXIDOVANY GI.UTATHION N) 2H,0

Obr. 1 Glutathionovy systém (upraveno podle Alamu et al., 2020). GR — glutathionreduktasa, GPx —
glutathionperoxidasa.

Proteiny teplotniho Soku

Jak bylo vySe uvedeno, oxidaéni stres je velmi vyznamnym fenoménem na bunécné,
tkanové i celoorgdnové urovni. Mimo jiz uvedené enzymové nebo neenzymové antioxidanty
se v tomto sméru vyznamné uplatiuji také proteiny teplotniho Soku (,,Heat shock proteins“,
Hsp). Tyto proteiny byly plvodné spojovany s tepelnym stresem, odkud dostaly také sv(j
nazev. Byly objeveny v roce 1962 u Drosophily melanogaster italskym genetikem F. Ritossou.
Zvyseni jejich mnozstvi vSak nastava nejen vlivem zvySenych teplot, ale i pfi dalSich stresovych
situacich, vyvolanych napf. UV zafenim, vlivem infekce, chemickymi latkami atd. Hsp jsou
charakterizovany jako chaperony, které chrdni ostatni proteiny pred jejich degradaci
(Taherkhani et al., 2020; Kalmar & Greensmith, 2009). Hsp byly identifikovany jak u eukaryot,
tak i prokaryot. Rozdélujeme je podle molekulové hmotnosti na Hsp40 (16-30 kDa; malé Hsp)
a ddle Hsp60, Hsp 70, Hsp 90 a Hsp 110. Hsp s vysokou molekulovou hmotnosti (60-110 kDa)
jsou vétsinou zavislé na ATP (Taherkhani et al., 2020; Kalmar & Greensmith, 2009; Dahiya &
Buchner, 2019). Hsp se ucastni také dalSich procest v burice, jako je napt. apoptdza, zanétlivé
procesy a odstrafiovani poskozenych proteina.
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Peroxidace lipidt

Negativni pUsobeni volnych radikdld se muiZe projevovat posSkozenim organickych
molekul: proteind, nukleovych kyselin a lipid(. Zvlasté hydroxylovy radikal dokaze reagovat se
vsemi témito molekulami. Vyznamnym procesem v této oblasti je peroxidace lipida, kdy volné
radikaly zpuUsobuji oxidacni poskozeni nenasycenych mastnych kyselin. Pokud se jedna
o nenasycené mastné kyseliny fosfolipidl bunécné membrany, tak je toto oxidacni poskozeni
velmi nebezpecné, nebot samotné oxidacné poskozené molekuly maji radikdlovou povahu,
coz vyvola fetézovou reakci. Zasadni roli v peroxidaci lipid( hraji také nékteré ionty, predevsim
Fe?*.V pfitomnosti iontl Zeleza se H20, mlze pfeménit na velmi reaktivni hydroxylovy radikal
(Fentonova reakce). Proto je snaha buriky minimalizovat koncentraci volnych iont( Zeleza a to
napf. jeho uklddanim do feritinu. Peroxidace lipid(i pfitom muZe byt vyvoldna nejen volnymi
radikaly (hydroxylovy radikal; superoxidovy radikal; atd.), ale také plsobenim UV, ionizujicim
zatenim nebo chemickych latek. Finalnimi produkty oxidacniho rozpadu mastnych kyselin jsou
pak reaktivni latky karbonylové povahy (malondialdehyd, 8-hydroxynonenal), které prokazuji
vysokou reaktivitu vici proteinim a podili se tak na dalSim poskozeni bunécnych slozek.
V soucasné dobé je peroxidace lipidd studovana také v souvislosti s fadou onemocnéni, jako
jsou napf. rakovina, cukrovka, neurodegenerativni onemocnéni (Yin et al., 2011; Reed, 2011;
Niki, 2009), a dale také s nékterymi formami bunécné smrti, napf. ferroptéza (Wang et al.,
2023; Ursini & Maiorino, 2020).

2. Vlastni metodika

2.1. Odber a zpracovani krve pro biochemickou analyzu

Odbér krve a jeji zpracovani musi probihat v souladu s hygienickymi, etickymi a dalSimi
platnymi predpisy. Vzorky biologického materialu v odbérovych nadobkach/zkumavkach musi
byt radné oznaceny, musi byt jednoznacné uvedeno, o jaky material se jedna (plazma, sérum
a lyzat erytrocyt(), Cisla zvitete, a data odbéru, eventualné dalsich udajd. Ke kazdému vzorku
je vyhotovena/pripravena dokumentace, kterd upresnuje udaje o vzorcich, tedy napf. misto
a hodina odbéru, kdo odbér provadél, umisténi vzorkl pri skladovani nebo transportu atd.

2.1.1 Odbéry krve

Odbér krve zvifatlim musi byt provadén za dodrzZeni hygienickych a etickych pravidel
a v souladu se zakonnou legislativou, napf. v souladu se zakonem na ochranu zvirat proti
tyrani ¢. 246/1992 Sbh. ve znéni pozdéjsich novelizaci a navazujicich pravnich predpist. Odbér
krve probiha u skotu z vena jugularis externa (podobné jako u malych prezvykavcl a koni)
nebo z vena caudalis mediana za pomoci standardnich odbérek HEMOS pro skot s jehlou 1,2
x 27 mm, ze kterych se krev ihned prelije po vyznacenou rysku do odbérovych zkumavek
s antikoagulacnim cinidlem nebo gelem (musi byt zachovan spravny pomér objemu krve
a antikoagulantu). Odbér krve muze byt proveden do odbérovych zkumavek i rovnou, bez
pouziti odbérek HEMOS.

Idedlni doba odbéru je rdno. Zvifata by neméla byt stresovana. Stres se mize projevit
zvysenim stresovych hormon( a glukosy v krvi. Krev musi byt odebirana za stejnych podminek,
stejné polohy (pozice/postaveni) zvifat a ze stejného mista na téle.

Analyzy parametrl oxidacniho stresu jsou stanovovdny jak v séru aplazmé, tak
i v lyzatech erytrocyt(. Proto se krev odebira do dvou typl zkumavek: 1. zkumavky obsahujici
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antikoagulacni ¢inidlo heparin pro ziskani nesrazlivé krve a nasledné po centrifugaci plazmy
a erytrocytll a 2. zkumavky obsahujici gel, ktery po centrifugaci oddéli ze srazlivé krve sérum
od zbytku krevnich elementa.

2.1.2 Zpracovadni odebrané krve

Po samotném odbéru krve, a i béhem jejiho nasledného zpracovani je nutné uchovavat
vzorky pfi nizké teploté kolem 4 °C, aby nedochdzelo k denaturaci protein(, a tak ke ztraté
enzymoveé aktivity, ktera je stanovovana naslednymi biochemickymi analyzami.

2.1.2.1 Zpracovani srazlivé krve pro ziskdni krevniho séra

Pro ziskani krevniho séra se necha krev odebrana do zkumavek obsahujicich gel nejprve
srazit. Po nasledné centrifugaci dojde k oddéleni krevniho séra od zbytku krevnich ¢asti, kdy
na rozhrani obou vrstev brani jejich opétovnému promichani gel.

Detailni pracovni postup je nasleduijici:

1. Zkumavky s odebranou krvi uchovavejte po dobu dvou hodin v lednici, nebo pfi
teploté 4 °C, kdy dojde k potfebnému srazeni krve a soucasné nizka teplota
zajisti vhodné podminky pro nasledujici biochemické analyzy.

2. Po dvou hodinach zkumavky s krvi zcentrifugujte po dobu 10ti minut pfi 600 g
a teploté 4 °C. Béhem centrifugace dojde k oddéleni krevniho séra.

3. Sérum preneste do nové zkumavky a ndsledné rozdélte na alikvoty
v pfislusnych objemech dle poctu a pozadavkl naslednych biochemickych
analyz.

4. Alikvoty krevniho séra skladujte pred dalSim zpracovanim v mrazdku pfti teploté
- 60 °C.

2.1.2.2 Zpracovdni nesrdZlivé krve pro ziskdni krevni plazmy a lyzdtu erytrocytu

Pro ziskdni plazmy a erytrocyt(, pro nasledné analyzy oxidacniho stresu, se pouziva
nesrazliva krev odebrand do zkumavek obsahujicich heparin, nebot pFitomnost
antikoagulacniho ¢inidla EDTA mUze rusit stanoveni enzymovych aktivit.

Detailni pracovni postup pro ziskani krevni plazmy je nasledujici:

1. Po odbéru uchovavejte zkumavky s krvi maximalné po dobu dvou hodin
v lednici, nebo pfi teploté 4 °C.

2. Nasledné zkumavky s nesrazenou krvi zcentrifugujte po dobu 15ti minut pfi
600 g a teploté 4 °C. Béhem centrifugace dojde k oddéleni krevni plazmy od
zbytku krevnich bunék (erytrocyty, leukocyty a krevni desticky).

3. Plazmu preneste do nové zkumavky a poté rozdélte na alikvoty v pfislusnych
objemech dle poctu a pozadavkl naslednych biochemickych analyz. Zbytek ve
zkumavce — krevni buriky dale zpracujte pro pfipravu lyzatd, viz nize.

4. Alikvoty krevni plazmy skladujte pred dalSim zpracovanim v mrazaku pfi teploté
- 60 °C.

Detailni pracovni postup pro pripravu lyzatu erytrocytt je nasledujici:
1. Po odebrani veskeré krevni plazmyzistanou ve zkumavce, erytrocyty
s minimalnim mnoZstvim leukocytl a krevnich desti¢ek. Supenzi promichejte
a odeberte 100 ul bunék (dale jen erytrocytd) do nové mikrozkumavky, do
které nasledné pridejte 900 ul vychlazené destilované vody.
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2. Obsah mikrozkumavek zvortexujte a mikrozkumavky ponechte 15 min v lednici
nebo pfi teploté 4 °C.

3. Poté mikrozkumavky zcentrifugujte po dobu 10ti minut pfi 10 000 g a 4 °C.

4. Supernatant po centrifugaci = lyzat erytrocytd rozdélte na alikvoty
v pfislusnych objemech dle poc¢tu a pozadavkl naslednych biochemickych
analyz.

5. Alikvoty lyzatl erytrocytl skladujte pred dalSim zpracovanim v mrazaku pfi
teploté - 60 °C.

2.2. Vlybrané biochemické analyzy pro stanoveni oxidacniho stresu

Pristrojové vybaveni:

Mikrodesti¢kovy spektrofotometr s moznosti méreni fluorescence
Chlazena centrifuga
Termoblok

Material:

96-jamkova mikrotitracni desticka pro méreni ve VIS oblasti
96-jamkova mikrotitracni desticka pro méreni v UV oblasti

96-jamkova mikrotitracni desti¢ka pro méreni fluorescence

Roztoky:

PBS pufr (PBS z angl. ,Phosphate Buffered Saline”): 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,4 g Na;HPOq4
a 0,24 g KHPOa rozpustte v 800 ml destilované vody. Upravte pH na hodnotu 7,4

a doplnite objem do 1 litru.

TOS ¢inidlo 1I: 0,0285 g xylenolové oranze a 2,05 g NaCl rozpustte v 225 ml 25 mmol/|
kyseliny sirové a 25 ml glycerolu. Upravte pH na hodnotu 1,75. Roztok Ize skladovat
v lednici az 6 mésica.

TOS &inidlo 11: 0,245 g Fe'"NH4S04 a 0,396 g o-dianisidinu rozpustte v 125 ml 25 mmol/I
kyseliny sirové.

ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) s APS (persiran
amonny) (7 mmol/I ABTS s 2,45 mmol/| APS):

0,038 g ABTS a 0,0056 g APS rozpustte v 10 ml PBS. Roztok nechejte ustalit (tvorbu
kationtu) do druhého dne ve tmé pfi laboratorni teploté.

Pracovni roztok ABTS s APS:

Druhy den, po ustdleni tvorby kationtu ABTS*, roztok naredte PBS pufrem tak, aby

absorbance pti 734 nm byla kolem hodnoty 0,7 (A734 = 0,7).

100 mmol/I K-fosfatovy pufr pH 7:

Ve 100 ml destilované vody rozpustte 17,42 g K;HPOg, vznikne 1 mol/I roztok. Ve 100
ml destilované vody rozpustte 13,61 g KH2POa, vznikne 1 mol/l roztok. Pro pfipravu
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100 mmol/I pufru o pH 7 smichejte 61,5 ml 1 mol/l K;HPO4 a 38,5 ml 1 mol/l KH2POa.
roztok doplrite do objemu 1 I.
50 mmol/I K-fosfatovy pufr pH 7:

50 mmol/I pufr ptipravte fedénim 100 mmol/| pufru, tj v poméru 1:1 s destilovanou
vodou.
250 mmol/I peroxid vodiku:

Podle aktudlni koncentrace 30% roztoku peroxidu vodiku jej vhodné nafedte vodou
tak, abyste ziskali roztok o koncentraci 250 mmol/I. DelSim skladovanim dochazi ke
zménén koncentrace peroxidu vodiku, proto je vhodné vidy pfed mérenim zjistit jeho
aktudlni koncentraci: 30% roztok peroxidu vodiku 500x nafedte vodou, vzorek
pfipravte v 5 opakovanich. 3x promérte absorbanci kazdého vzorku v kfemenné kyveté
pfi 240 nm. Z primérnych namérenych hodnot absorbance vypocitejte aktudlni
koncentraci dle vztahu: ¢ (mol/l) = Ao/€ x faktor fedéni (€ = 43,6 Mcm™ = 1 mM
roztok peroxidu vodiku ma A =0,0436 (I =1 cm) pfi 240 nm).

15 mmol/l GSH:

46,1 mg GSH rozpustte v 10 ml destilované vody.

4,5 mmol/l kumenhydroperoxid:

6,6 ul roztoku kumenhydroperoxidu dopliite do 10 ml destilovanou vodou.

5 U/ml glutathionreduktasa:

K5 ul roztoku glutathionreduktasy o aktivité 500 U pridejte 495 pl 100 mmol/I
K-fosfatového pufru pH 7.

0,75 mmol/I NADPH:

6,3 mg NADPH rozpustte v 10 ml 100 mmol/I K-fosfatového pufru pH 7.

Bradfordovo Cinidlo:

50 mg Coomassie Blue rozpustte ve 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforeéné.
Objem doplrite destilovanou vodou do 100 ml. Roztok uchovavejte ve tmé pfi 4 °C.
Pracovni roztok Bradfordova Cinidla:

Bradfordovo cinidlo nafedte tésné pred mérenim destilovanou vodou v poméru 1:4
(Cinidlo:voda).

Reakéni pufr pro GR:

3 mg EDTA -Na; rozpustte v 10 ml 100 mmol/I K-fosfatového pufru pH 7.

12 mmol/I NADPH:

10 mg NADPH rozpustte v 10 ml reakéniho pufru pro GR.

3,25 mmol/I GSSG:

1,9 mg GSSG rozpustte v 10 ml reakéniho pufru pro GR.

0,1 mmol/I DTNB:

0,4 mg DTNB rozpustte v 10 ml reakéniho pufru pro GR.

TBARS ¢inidlo A:

Pfipravte roztok 20% kyseliny trichloroctové (TCA) a 0,01% butylhydroxytoluenu, tj.

v destilované vodé rozpustte 20 g TCA a 0,01 g BHT, doplrite do objemu 100 ml.
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e TBARS Cinidlo B:
Pfipravte roztok 20% kyseliny trichloroctové, 0,01% butylhydroxytoluenu a 0,65%
kyseliny thiobarbiturové, tj. v destilované vodé rozpustte 20 g TCA, 0,01 g BHT a 0,65
g kyseliny thiobarbiturové, doplite do objemu 100 ml.

e 23,5 mmol/l Tris-HCl pufr s 3,8 mmol/l| EDTA, pH 8,2 (déle jen Tris-EDTA pufr o pH 8,2)
V 800 ml destilované vody rozpustte 2,85 g TRIS baze a 1,41 g EDTA-Na,. Upravte pH
na hodnotu 8,2 a doplrite do objemu 1000 ml.

e 2 mmol/l pyrogallol
Nejprve pfipravte roztok 0,021% HCl v destilované vodé tak, Zze smichate 60 pl 35% HCI
a 99,94 ml destilované vody. Nasledné rozpustte 2,52 mg pyrogalolu v 10 ml vodného
roztoku 0,021% HCI.

Komercni kity:

e Hemoglobin Assay Kit (Sigma-Aldrich, MAK115)
e Bovine Hsp70 ELISA Kit (FineTest)

Chemikalie:

e 30% peroxid vodiku

e 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox)
e hoveézi sérovy albumin (BSA)

e 1,1,3,3-tetraethoxypropan (TEP)

e 80% ethanol (EtOH)

2.2.1 Metody pro stanoveni oxidacnich biomarkeri

2.2.1.1 Celkovy oxidacni status

Oxidacni latky pritomné ve vzorku oxiduji komplex Zeleznaty ion s o-dianisidinem na
ion Zelezity (Erel, 2005). Oxidacni reakce je zesilovana molekulami glycerolu, které jsou
vreakénim médiu  hojné pFitomny. Zelezity ion vytvafi barevny komplex
s xylenolovou oranzi v kyselém prostfedi. Intenzita zbarveni, které Ize mérit
spektrofotometricky, souvisi s celkovym mnozstvim molekul oxidantl pritomnych ve vzorku.
Vysledky (mnozZstvi oxidacnich latek ve vzorku) jsou vyjadieny v koncentracnich ekvivalentech
peroxidu vodiku na objem vzorku (vétSinou pmol ekviv. H;0,/l). Tato metoda byla
optimalizovana pro stanoveni celkového oxidacniho statusu v plazmé, séru i lyzatech
erytrocyt(.

Pracovni postup:

1. Pripravte si kalibra¢ni sadu roztokd peroxidu vodiku v PBS pufru o koncentracich 1-2,5-
5-10-20-40-80 umol/I.
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2. Alikvoty séra, plazmy a lyzatd erytrocytll rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3
minuty, 10 000 g, 4 °C).
3. Vzorky dale uchovévejte na ledu, nebo pfi 4 °C.
Lyzaty erytrocytll 20x narfedte PBS pufrem. Plazmu a sérum pouZijte pro méreni
nefedéné.
5. Do jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky pro méreni ve VIS oblasti napipetujte
35 ul PBS pufru (blank), standardu nebo vzorku minimalné v technickém duplikatu.
Do jamek pridejte 225 ul TOS Cinidla | a zméfte absorbanci pfi 560 nm (= Aseo v Case 0).
Poté pridejte 11 ul TOS cinidla Il.
Desti¢ku mirné promichejte a nechte inkubovat 3 minuty pfi laboratorni teploté.

0 0 N

Po ukonceni inkubace mikrotitracni desticku protfepejte a mérte absorbanci pfi vinové
délce 560 nm (= Asgo po 3 min).

Vyhodnoceni vysledki:

1. Od absorbanci standardi/vzorkd odectéte primérnou absorbanci blanku.

2. Vypocitejte rozdil absorbanci standard(/vzorkl namérenych pfi 560 nm po tfi
minutové inkubaci a po pridani TOS Cinidla | (= Aseo po 3 min - Asgo Vv Case 0).

3. Sestrojte kalibraéni graf s vyuzitim standardnich roztokl a zjistéte rovnici pfimky. Tu
nasledné poutZijte pro vypocet TOS vyjadieného jako ekvivalent koncentrace H,0; na
jednotku objemu analyzovaného vzorku (TOS = umol ekviv. H20/l1). Pfi vypoctech je
nutné zohlednit faktor fedéni vzorku. Vysledné hodnoty TOS lze v pfipadé stanoveni
v lyzadtech erytrocytd vztdhnout na 1 mg hemoglobinu (2.2.4.2 Koncentrace
hemoglobinu).

2.2.1.2 Peroxidace lipidii - koncentrace MDA

Ke stanoveni peroxidace lipidi se nejcastéji vyuzZiva reakce malondialdehydu (MDA)
s kyselinou thiobarbiturovou (TBA), kterou vznika cervené zbarveny komplex MDA:TBA
v poméru 1:2. Adukty MDA a TBA jsou kvantifikovany spektrofotometricky pfi vinovych
délkach v rozmezi 532-535 nm. Tento produkt je mozné stanovit také fluorescencné. Pro
vlastni metodu lze pouzit kalibraci se standardem 1,1,3,3-tetraethoxypropan (TEP), ktery ve
vodném prostredi a nizkém pH hydrolyzuje na MDA, pfipadné lze vyuzit molarni extinkéni
koeficient MDA v dané vinové délce. Tato metoda byla optimalizovdana pro stanoveni
peroxidace lipid(i v lyzatech erytrocyta.

Pracovni postup:

1. Pripravte si sadu standard(i TEP (odpovida MDA) pro sestaveni kalibracni kfivky. Pro
pripravu standard( vyuZijte 1 mol/l zasobni roztok TEP, ktery pFipravite smichanim 10 ml
80% ethanolu (EtOH) s 2,5 ul TEP (komercni roztok TEP o molekulové hmotnosti 220,31
g/mol, hustoté 0,919 g/ml a Cistoté 97 %).
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2. Zasobni roztok TEP (1 mol/l) nafedte 80% EtOH na koncentraci 100 umol/l a pfipravte
kalibra¢ni radu v rozsahu 0,025-50 pmol/I.

3. Prejdéte ke stanoveni peroxidace lipidd.
Do 1,5ml mikrozkumavek Eppendorf Safe lock (pFi vysokych teplotach nasledné inkubace
se neoteviraji a nedochazi tak k odparovani roztoku) napipetujte 100 pl standardu/lyzatu
erytrocyt( a pridejte 100 ul 80% EtOH, a to ve dvojim opakovani.

5. Pro kazdy vzorek probiha reakce ve dvou variantdch, bud’s pfidavkem TBARS cinidla A
nebo B. Do mikrozkumavek tedy pridejte 200 ul TBARS ¢inidla A anebo B.

6. Blank pfipravte smichanim 100 ul PBS, 100 pl 80% EtOH a 200 ul TBARS cinidla A anebo
B.

7. Inkubujte po dobu 45 min, pfi 90 °C v termobloku za tmy.

8. Poskonceniinkubace a ochlazeni vzork( na laboratorni teplotu je zcentrifugujte po dobu
10 min pfi 16 000 g a laboratorni teploté.

9. Supernatanty pipetujte po 100 ul (v triplikdtu) pfimo do jamek mikrotitraéni desticky pro
méreni fluorescence.

10. Zmérte fluorescenci pfi vinové délce excitace = 525 nm a emise = 560 nm pfi laboratorni
teploté.

Vyhodnoceni vysledk:

Od fluorescence standard(i/vzork( odectéte primérnou fluorescenci blanku.
Pro kazdy vzorek/standard odectéte hodnoty fluorescence v reakci s ¢inidlem A od
hodnoty fluorescence v reakci s ¢inidlem B.
3. Sestrojte kalibra¢ni graf s vyuzitim standardnich roztokl a zjistéte rovnici pfimky. Tu
nasledné pouZijte pro vypocet koncentrace MDA ve vzorku lyzatu erytrocytd (umol/I).
4. Ziskané hodnoty vztahnéte na 1 mg hemoglobinu (2.2.4.2 Koncentrace hemoglobinu).

2.2.2 Metody pro stanoveni antioxidacnich biomarkerti

MnozZstvi antioxidant( lze stanovit na zakladé méreni vybranych biochemickych
parametrd jako jsou napfiklad stanoveni celkového antioxidacniho stavu anebo jednotlivych
aktivit antioxidacnich enzym{, jako napft. katalasy, superoxiddismutasy, glutathionperoxidasy
nebo glutathionreduktasy.

2.2.2.1 Celkovad antioxidacni kapacita

Celkova antioxidacni kapacita (TAC) se stanovuje pomoci metody vyvinuté Erelem
(Erel, 2004). Pfi této metodé je charakteristicky zelené zbarveny stabilni radikdl ABTS*
redukovan antioxidanty ve vzorku, coZ se projevi snizenim intenzity zbarveni roztoku. Tato
reakce je monitorovana spektrofotometricky a rychlost Ubytku zbarveni je pfimo imérna TAC
vzorku. Vysledky stanoveni TAC jsou vyjadiovany jako ekvivalenty standardu troloxu (ve vodé
rozpustny derivat vitaminu E) na jednotku objemu analyzovaného vzorku (mmol ekv.

12



Biochemické analyzy krve pro zjisténi oxidac¢niho stresu skotu | Sekaninova a kol.

troloxu/l). Tato metoda byla optimalizovana pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity
v plazmé, séru i lyzatech erytrocytu.

Z hodnot ziskanych stanovenim TAC a TOS (2.2.1.1) Ize vypocitat index oxidacniho
stresu dle nasledujiciho vztahu: OSI (%) = (TOS, mmol H,0, ekvivalent/l)/(TAC, mmol trolox
ekvivalent./1)x100.

Pracovni postup:

1. Pripravte si kalibra¢ni sadu roztok( troloxu v PBS pufru o koncentracich 10-20-40-60-
80-100 pmol/I.

2. Alikvoty séra, plazmy a lyzatl erytrocytl rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3
minuty, 10 000 g, 4 °C).

3. Vzorky dale uchovavejte na ledu, nebo pfti 4 °C.
Vzorky (plazmu, sérum i lyzaty erytrocyt() 50x naredte PBS pufrem.

5. Do jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky pro méreni ve VIS oblasti napipetujte
50 ul PBS pufru (blank), standardu nebo vzorku minimalné v technickém duplikatu.
Do jamek pridejte 150 ul pracovniho roztoku ABTS s APS.

7. Desticku mirné promichejte a nechte inkubovat 6 minut pfi laboratorni teploté.

8. Po ukonéeniinkubace mikrotitracni desticku protrepejte a mérte absorbanci pfi vinové
délce 734 nm.

Vyhodnoceni vysledk:

1. Od absorbanci standardi/vzorkd odectéte primérnou absorbanci blanku.

2. Sestrojte kalibracni graf s vyuZitim standardnich roztok, zjistéte rovnici primky a tu
pouZijte pro vypocet TAC vyjadieného jako ekvivalent koncentrace troloxu na jednotku
objemu analyzovaného vzorku (TAC = mmol ekviv. troloxu/l). Pfi vypoctech je nutné
zohlednit faktor fedéni vzorku. Vysledné hodnoty TAC lze v pfipadé stanoveni
v lyzatech erytrocytll vztdhnout na 1 mg hemoglobinu (2.2.4.2 Koncentrace
hemoglobinu).

2.2.2.2 Aktivita katalasy

Aktivita katalasy (CAT, EC 1.11.1.6) se stanovuje upravenou spektrofotometrickou
metodou podle Gotha (1991). Katalasa katalyzuje rozklad peroxidu vodiku na vodu a kyslik:

21,0, —4 50, + 21,0

Rozklad peroxidu vodiku katalytickym plsobenim enzymu se méri spektrofotometricky v UV
oblasti, sledovanim poklesu absorbance v ¢ase pfi vinové délce 240 nm. Tato metoda byla
optimalizovana pro stanoveni aktivity katalasy v lyzatech erytrocyt(.
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Pracovni postup:

1. Alikvoty lyzatQ erytrocytli rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3 minuty, 10 000 g,

4°().

Vzorky dale uchovavejte na ledu nebo pfi 4 °C.

Lyzaty erytrocytd 100x naredte PBS pufrem.

Do jamky 96-jamkové mikrotitrac¢ni desticky pro méreni v UV oblasti napipetujte
200 pl 50 mmol/I K-fosfatového pufru pH 7.

5. Do jamek pfidejte 50 ul nafedénych lyzat( erytrocyta.

6. Reakcistartujte pfidavkem 20 pl 250 mmol/I peroxidu vodiku. Do blankd pfidejte misto
peroxidu vodiku stejné mnozstvi vody. Kazdy vzorek ma sv{j blank pro odecteni
spontannich zmén absorbance v samotném vzorku.

7. Kaidy vzorek mérte alespon v technickém triplikatu.

8. Po zahdjeni reakce (prfidavku peroxidu vodiku) desticku ihned vloZte do
mikrodestickového spektrofotometru a mérte zménu (pokles) absorbance pfi 240 nm
dle nastaveného protokolu s nasledujicimi parametry:

e teplota reakce: 25°C

e doba méfeni: 5 minut
e interval méreni: 1 minuta
e vlnova délka: 240 nm

e pred kazdym zmérenim absorbance v danych intervalech desti¢ku promichat
e nazavér proméfit absorbanci pfi 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy.

Vyhodnoceni vysledk:

1. Od absorbanci vzorkd odectéte primérnou absorbanci blanku.

2. Pro vypocet aktivity katalasy v objemu vzorku pipetovaného do reakce (a, katal)
pouzijte nasledujici vztah:
a=AAXxVc/exlxt
kde AA oznaCuje zménu absorbance ve sledovaném casovém useku (zména
absorbance za 5 min), V. je celkovy reakini objem vjamce mikrotitra¢ni desticky
(0,00027 1), € je molarni absorpéni koeficient peroxidu vodiku (39,4 |/mol.cm), / je délka
optické drdhy, t je celkovd doba méreni v sekundach (300 s).
Délka optické drahy se vypocita podle vzorce: | [cm] = (A977-Ag00)/0,18. Vypocitana
hodnota je pfi dodrzeni pipetovanych objem( do reakce kolem 0,7 cm.

3. Pro vyhodnoceni pouzijte linearni ¢ast zavislosti absorbance na ¢ase. Aktivitu katalasy
(v objemu vzorku pipetovaného do reakce) vypocitanou dle vzorce vyse je vhodné
prevést na mensi jednotky pkat/nkat/pkat a vztahnout bud na 1 ml analyzovaného
vzorku, na 1 mg proteinl (2.2.4.1 Koncentrace proteind) nebo 1 mg hemoglobinu
(2.2.4.2 Koncentrace hemoglobinu). Pfi vypoctech je nutné zohlednit faktor fedéni
vzorku.
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2.2.2.3 Aktivita superoxiddismutasy

Méreni aktivity superoxiddismutasy (SOD) podle Marklund & Marklund (1974) je

zaloZzeno na schopnosti tohoto enzymu inhibovat autooxidaci pyrogallolu. Jednotka aktivity

SOD (AU — ,arbitrary units“) je definovana jako mnozstvi enzymu, které inhibuje reakci

autooxidace pyrogallolu o 50 %. Pyrogallol ve vodném roztoku rychle oxiduje, a to tim rychleji,

¢im je vyssi pH roztoku. Vznika oxidaéni produkt Zluto-hnédé barvy, ktery vykazuje absorpéni

maximum pfi 320 nm. Tato metoda byla optimalizovana pro stanoveni aktivity SOD v lyzatech

erytrocyt(.

Pracovni postup:

1. Alikvoty lyzatQ erytrocyt(i rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3 minuty, 10 000 g,
4 °C).
Vzorky dale uchovdvejte na ledu nebo pfi 4 °C.

3. Lyzaty erytrocytll 25x naredte PBS pufrem, pH = 7,4.
Do 96-jamkové desticky pro méreni v UV oblasti napipetujte 220 pul Tris-EDTA pufru
(pH8,2) a 20 pl vhodné naredéného vzorku (tj. lyzat erytrocytd s fredénim 25x).

5. V ptipadé blanku je vzorek nahrazen 20 pl Tris-EDTA pufru (pH 8,2).
Nakonec multikanadlovou pipetou pridejte 20 ul 2 mmol/l pyrogallolu
v 0,021% HCI.

7. Kaidy vzorek mérte alespon v technickém triplikatu.

8. Po zahdjeni reakce (pridavku pyrogallolu) desticku ihned vloZzte do
mikrodestickového spektrofotometru a mérte zménu (nardst) absorbance pfi 320
nm dle nastaveného protokolu s nasledujicimi parametry:

e teplota reakce: 30°C

e doba méreni: 4 minuty
e interval méreni: 30 sekund
e vilnova délka: 320 nm

e pred kazdym zmérenim absorbance v danych intervalech desti¢ku promichat.

Vyhodnoceni vysledki:

1.

Prvné vypocitejte primérnou hodnotu autooxidace pyrogallolu v blanku a v jamkach
se vzorky. Z linearni ¢asti zavislosti absorbance na ¢ase zjistéte zménu absorbance za 1
minutu pro kazdou jamku blanku i vzorkd.

Poté vypocitejte primérnou hodnotu zmény absorbance za 1 minutu pro blank
obsahujici pyrogallol bez vzorku. Tato hodnota odpovida 100% autooxidaci
pyrogallolu.

Nasledné dopoditejte procentuelni autooxidaci pyrogallolu vjamkach se vzorky
pomoci troj¢lenky.

Hodnota inhibice autooxidace pyrogallolu SOD obsazenou ve vzorku se vypocita jako
rozdil 100 % (autooxidace pyrogallolu) a vypocitané autooxidace v jamkach se vzorky.
Poté vypocitejte vztazenou aktivitu, tj. vztazeni k jednotce aktivity SOD, kdy 1 AU =
mnozZstvi enzymu, které inhibuje reakci autooxidace pyrogallolu o 50 %:
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100 — o0
~ 50
a, ....vztazena aktivita
f ....tedici faktor
0 ...primérna hodnota autooxidace pyrogallolu v jamce se vzorkem (%)

a, x f [AU]

6. Ze vztaZené aktivity vypocitejte celkovou aktivitu v 1 ml lyzatu erytrocyt(:

a,xV
S [4U]
a ....celkova aktivita v 1 ml lyzatu erytrocyti
a, ....vztazena aktivita
V ....objem natredéného lyzatu odpovidajici 1 ml
V, ....objem lyzatu erytrocytd v reak¢ni smési

a=

7. Nakonec vypocitejte aktivitu SOD v lyzatu erytrocytl vztazenou na 1 mg hemoglobinu
(2.2.4.2 Koncentrace hemoglobinu).

2.2.2.4 Aktivita glutathionperoxidasy

Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy (GPx, EC 1.11.1.9) se provadi pomoci upravené
spektrofotometrické metody podle Flohé & Giinzler (1984). Aktivita GPx se stanovuje na
zakladé dvou sprazenych reakci:

ROOH +2GHS —% 5 GSSG+ROH + H,0

GSSG+2NADPH —°% 52NADP* +2GSH
Glutathionperoxidasa, za ucasti redukovaného glutathionu (GSH), katalyzuje redukci
organickych hydroperoxidd. Vznikla molekula oxidovaného glutathionu (GSSG) je redukovéana
enzymem glutathionreduktasou (GR) s vyuzitim NADPH. Stanoveni Uubytku NADPH (donoru
elektronl reakce) pro zjisténi aktivity GPx je provedeno spektrofotometricky, mérenim

poklesu absorbance v ¢ase pfi 340 nm. Tato metoda byla optimalizovana pro stanoveni aktivity
GPx v plazmé, séru i lyzatech erytrocyt(.

Pracovni postup:

1. Alikvoty méfenych vzork(i rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3 minuty, 10 000 g,
4 °C).
Vzorky dale uchovavejte na ledu, nebo pfi 4 °C.

3. Lyzaty erytrocytd 50x naredte PBS pufrem. Plazmu a sérum poufZijte pro méreni
nefedéné.

4. Do jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky pro méreni v UV oblasti napipetujte:
50 pl 15 mmol/l GSH
10 ul vzorku
50 ul 5 U/ml glutathionreduktasy
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50 ul 0,75 mmol/I NADPH

5. Reakci startujte pridavkem 50 pl 4,5 mmol/l kumenhydroperoxidu. Do blank( pridejte
misto kumenhydroperoxidu stejné mnozstvi vody. Kazdy vzorek ma sv{j blank pro
odecteni pfipadné reakce ve vzorku samotném.

6. Kazidy vzorek mérte alespon v technickém triplikatu.

7. Po zahdjeni reakce pridavkem kumenhydroperoxidu desticku ihned vloite do
spektrofotometru a mérte zménu absorbance pfi 340 nm dle nastaveného protokolu
s nasledujicimi parametry:

e teplota reakce: 25°C

e doba mérfeni: 5 minut
e interval méreni: 1 minuta
e vinova délka: 340 nm

e pred kazdym zmérenim absorbance v danych intervalech desti¢cku promichat
e nazavér promérit absorbanci pfi 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy.

Vyhodnoceni vysledk:

1. Od absorbanci vzorkd odectéte primérnou absorbanci blanku.

2. Pro vypocet aktivity GPx v objemu vzorku pipetovaného do reakce (a, katal) ve vzorku
pouzijte nasledujici vztah:
a=AAXVc/exlxt
kde AA oznaCuje zménu absorbance ve sledovaném c¢asovém useku (zména
absorbance za 5 min), V. je celkovy reakini objem vjamce mikrotitracni desticky
(0,00021 1), € je molarni absorpéni koeficient NADPH (6220 |/mol.cm), / je délka optické
drahy, t je celkova doba méreni v sekundach (300 s).

Délka optické drahy se vypocita podle vzorce: | [cm] = (Ag977-Ag00)/0,18. Vypocitana
hodnota je pfi dodrzeni pipetovanych objem( do reakce kolem 0,5 cm.

3. Pro vyhodnoceni pouzijte lineadrni ¢ast zavislosti absorbance na ¢ase. Aktivitu GPx
(v objemu vzorku pipetovaného do reakce) vypocitanou dle vzorce vyse je vhodné
prevést na mensi jednotky pkat/nkat/pkat a vztahnout bud na 1 ml analyzovaného
vzorku, na 1 mg proteini (2.2.4.1 Koncentrace proteinll) nebo v pripadé lyzatQ
erytrocytll na 1 mg hemoglobinu (2.2.4.2 Koncentrace hemoglobinu). Pfi vypoctech je
nutné zohlednit faktor fedéni vzorku.

2.2.2.5 Aktivita glutathionreduktasy

Aktivita enzymu glutathionreduktasy (GR, EC 1.6.4.2) se stanovuje upravenou
spektrofotometrickou metodou podle Cribba et al. (1989). GR katalyzuje NADPH-dependentni
redukci GSSG za vzniku GSH a NADP*. Redukovany glutathion poté spontdnné reaguje
s chromogennim substratem 5,5 -dithio-bis(2-nitrobenzoovou) kyselinou (DTNB).

NADPH + H' + GSSG—2 5 NADP" + 2GSH
GSH + DINB ——>GS — TNB + TNB
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Vznikajici barevny produkt 5-thio-2-nitrobenzoova kyselina (TNB) se méri spektrofotometricky
jako ndrust absorbance v Case pfti vinové délce 412 nm. Tato metoda byla optimalizovana pro
stanoveni aktivity GR v krevni plazmé a séru.

Pracovni postup:

1. Alikvoty méfenych vzork(i rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3 minuty, 10 000 g,
4°().
Vzorky ddle uchovavejte na ledu, nebo pti 4 °C.
Krevni plazmu nebo sérum 5x nafedte PBS pufrem.
Do jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky pro méfeni ve VIS oblasti napipetujte:
40 pl vzorku
10 pul 12 mmol/I NADPH
150 pl 0,12 mmol/I DTNB

5. Reakci startujte prfidavkem 10 pl 3,25 mmol/l GSSG. Do blankl pridejte misto GSSG
stejny objem reakéniho pufru pro GR. Kaidy vzorek md sv(j blank pro odecteni
pfipadné reakce ve vzorku samotném.

6. Kazdy vzorek mérte alespon v technickém triplikatu.
Po zahajeni reakce (pfidavku GSSG) desticku ihned vlozte do spektrofotometru a mérte
zménu absorbance pti 412 nm dle nastaveného protokolu s nasledujicimi parametry:

e teplota reakce: 25°C

e doba méfeni: 10 minut
e interval mérfeni: 1 minuta
e vlnova délka: 412 nm

e pred kazdym zmérenim absorbance v danych intervalech desti¢ku promichat
e nazavér promérit absorbanci pfi 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy.

Vyhodnoceni vysledk:

1. Od absorbanci vzorkl odectéte primérnou absorbanci blanku.

2. Pro vypocet aktivity GR v objemu vzorku pipetovaného do reakce (a, katal) poutzijte
nasledujici vztah:
a=AAXxVc/exlxt
kde AA oznaCuje zménu absorbance ve sledovaném c¢asovém useku (zména
absorbance za 10 min), V. je celkovy reakéni objem v jamce mikrotitracni desticky
(0,00021 1), £ je molarni absorpcni koeficient TNB (14150 I/mol.cm), / je délka optické
drahy, t je celkova doba méreni v sekundach (600 s).
Délka optické drahy se vypocita podle vzorce: | [cm] = (A977-Ag00)/0,18. Vypocitana
hodnota je pfi dodrzeni pipetovanych objemU do reakce kolem 0,5 cm.

3. Pro vyhodnoceni poufzijte linearni ¢ast zavislosti absorbance na case. Aktivitu GR
(v objemu vzorku pipetovaného do reakce) vypocitanou dle vzorce vyse je vhodné
prevést na mensi jednotky pkat/nkat/pkat a vztahnout bud na 1 ml analyzovaného
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vzorku nebo na 1 mg protein( (2.2.4.1 Koncentrace proteint). Pfi vypoctech je nutné
zohlednit faktor fedéni vzorku.

2.2.3 Kvantifikace Hsp70

Mnozstvi Hsp70 se stanovuje v séru komercénim kitem zalozenym na sendvicové ELISA
metodé (Bovine Hsp70 ELISA Kit (FineTest). Stanoveni je zaloZzeno na zachyceni proteinu HSP
70 na dno jamek, na které je navazana protilatka. Jako detekcni protildtka je vyuzita protilatka
konjugovana s biotinem. Po promyti je pfidan komplex streptavidinu s kfenovou peroxidasou
(HRP). Nenavazany komplex streptavidinu s HRP jeodstranén, jamky jsou promyty a je pridan
substrat pro HRP — 3,3’,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). Po probéhnuti enzymové reakce
vznika modry produkt, ktery po pridavku kyselého STOP roztoku méni barvu z modré na
Zlutou. Tento produkt je detekovan spektrofotometricky pfi 450 nm. Pro vypocet mnoZstvi
Hsp70 jsou vidy rovnéz proméreny standardy Hsp70 a je sestrojena odpovidajici kalibraéni
kfivka. Nasledné je mnoiZstvi Hsp70 vztazeno na 1 mg proteinu ve vzorku. Tato metoda byla
optimalizovana pro stanoveni mnozstvi Hsp70 v krevnim séru.

Pracovni postup s vyuZitim ,, Bovine Hsp70 ELISA Kit“:

1) Nejprve je potfeba provést ELISA metodu se vzorky séra v monoplikdtu pro zjisténi
vhodného fedéni vzorku.

2) Dadle ELISA opakujte v duplikatu a se standardy Hsp70 pro sestaveni kalibra¢ni kfivky
umoznujici vypocet mnozstvi Hsp70 ve vzorku. Standardy pfipravte v koncentra¢nim
rozpéti 0,3125-0,625-1,125 - 2,5 -5 ng/ml v Sample Dilution Buffer.

3) Vhodné naredte vzorky v PBS pufru a dale s ,Sample Dilution Buffer” dle instrukci
vyrobce kitu.

4) Do jamek desticky v duplikatu napipetujte po 100 ul standardy a blank (tj. Sample
Dilution Buffer).

5) Po 100 ul napipetujte spravné naredéné vzorky a desticku inkubujte pri 37 °C
po dobu 90 minut.

6) Odstrarte obsah jamek a desticku 2x promyjte promyvacim pufrem.

7) Do jamek pridejte 100 ul protilatky znacené biotinem a inkubujte pti 37 °C po dobu
60 min.

8) Odstrarite obsah jamek a desticku 3x promyjte promyvacim pufrem.

9) Do jamek napipetujte komplex streptavidinu s HRP (SABC) po 100 ul a inkubujte pfi 37
°C po dobu 30 min.

10) Odstrante obsah jamek a desticku 5x promyjte promyvacim pufrem.

11) Do jamek napipetujte 90 ul TMB (predem ekvilibrovaného pti 37 °C) a inkubujte pfi
37 °C za tmy po dobu 10 min.

12) Poté do jamek pridejte 50 ul STOP roztoku, dojde k zeZloutnuti pivodné modrého
produktu.

13) lhned zmérte absorbanci pfi 450 nm.

Vyhodnoceni vysledk:

1. Od absorbanci standard( a vzork( odectéte priimérnou absorbanci blanku.
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Z namérenych absorbanci pro standardy Hsp70 sestavte kalibracni krivku.

Ze ziskané rovnice kalibracni kfivky spocitejte mnozstvi Hsp70 ve vzorku, nezapomerite
zohlednit vSechna fedéni vzorku séra.

MnoZstvi Hsp70 v séru vztahnéte na 1 mg proteinu (2.2.4.1 Koncentrace proteint).

2.2.4 Dalsi parametry

2.2.4.1 Koncentrace celkovych proteint

Koncentraci celkovych protein( Ize stanovit metodou dle Bradforda (Bradford, 1976).

Tato metoda je zaloZena na tvorbé komplexu mezi proteiny a triarylmetanovym barvivem

Coomassie Brilliant Blue G-250 v kyselém prostfedi. Po vazbé na protein se absorpcni

maximum CBB G-250 posunuje ze 465 na 595 nm. Jako standard pro tuto metodu se pouziva

hovézi sérovy albumin (BSA). Tato metoda byla optimalizovana pro stanoveni koncentrace

proteinl v krevni plazmé, séru i lyzatech erytrocytu.

Pracovni postup:

1.

Pripravte si kalibra¢ni sadu roztokd BSA v PBS pufru o koncentracich 0,1-0,2-0,3-0,4-
0,5-0,6 mg/ml.

Alikvoty séra, plazmy a lyzatd erytrocytll rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3
minuty, 10 000 g, 4 °C).

Vzorky krevniho séra a plazmy naredte PBS pufrem 100x a vzorky lyzat( erytrocyt
50x.

Do jamky 96-jamkové mikrotitracni desticky pro méreni ve VIS oblasti napipetujte
45 ul vody a pridejte 5 ul PBS pufru (blank), standardu nebo vzorku minimalné
v technickém duplikatu.

Do jamek pridejte 200 ul pracovniho roztoku Bradfordova Cinidla.

Desti¢ku mirné promichejte a nechte inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

Po ukonceni inkubace mikrotitracni desticku protrepejte a mérte absorbanci pfi vinové
délce 595 nm.

Vyhodnoceni vysledk:

1.

Od absorbanci standard(/vzork( odectéte priimérnou absorbanci blanku.

Sestrojte kalibracni graf s vyuZitim standardnich roztokd, zjistéte rovnici primky. Tu
nasledné pouzijte pro vypocet koncentrace celkovych proteind ve vzorku. Pfi
vypoctech je nutné zohlednit faktor fedéni vzorku.

2.2.4.2 Koncentrace hemoglobinu

Koncentraci hemoglobinu s vyuzitim komeréniho kitu ,Hemoglobin Assay Kit“ od firmy

Sigma-Aldrich (MAK115) lze stanovit ve vsech typech vzorkl (plazma, sérum i lyzaty
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erytrocytll). Stanoveni je zaloZzeno na vylepSené Triton/NaOH metodé, kdy dochazi k preméné
hemoglobinu na barevny produkt, ktery lze méfit spektrofotometricky pfi 400 nm. V plazmé
a séru se pritomnost hemoglobinu méfi pouze z dlivodu vylouceni hemolyzovanych vzork
v klinické praxi, kdy mUzZe dojit k ovlivnéni spravnosti vysledk( nékterych stanoveni (aktivity
enzymd, interference pfi méreni absorbanci, atd.). Jako hemolyzované vzorky se oznacuji ty,
kde mnoZstvi hemoglobinu v séru je vyssi nez 0,4 mg/ml a v plazmé 0,2 mg/ml. Koncentrace
hemoglobinu v ptipravenych lyzatech erytrocytl je pouzita pro vyjadreni specifické aktivity
sledovanych antioxidacnich enzym{.

Pracovni postup s vyuZitim ,,Hemoglobin Assay Kit“:

1. Rozmrazte a nasledné zcentrifugujte (3 minuty, 10 000 g, 4 °C) alikvoty plazmy, séra
a lyzatl erytrocytd.

2. Lyzadty erytrocytl 50x narfedte PBS pufrem. Plazmu a sérum pouZijte pro méreni
nefedéné.

3. Kit pro stanoveni koncentrace hemoglobinu vytemperujte na laboratorni teplotu.
Dale postupujte dle instrukci vyrobce kitu, tj dle pfilozeného manudlu.

5. Do jamky 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky pro méreni ve VIS oblasti napipetujte
50 ul PBS pufru (blank), kalibratoru (soucasti kitu) nebo vzorku minimalné
v technickém duplikatu.

6. K blanku a kalibratoru ptidejte 200 ul vody a ke vzorkiim 200 pl reakéniho pufru.
Desti¢ku mirné promichejte a nechte inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté.

8. Po ukonceniinkubace mérte absorbanci pti vinové délce 400 nm.

Vyhodnoceni vysledk(l dle manualu z komercniho kitu:

Od absorbanci kalibratoru a vzork( odectéte primérnou absorbanci blanku.
Koncentraci hemoglobinu (mg/ml) vypocitejte dle nasledujiciho vzorce:
(Aa00 vzorku/Aasgo kalibratoru) x 1 mg/ml x f (fedici faktor)

koncentrace kalibratoru v jamce = 1 mg/ml

3. Zavér

Predkladana metodika detailné popisuje proces odbérl krve skotu, jejich zpracovani
a vybrané biochemické analyzy vedouci k ziskani obrazu miry oxidaéniho stresu zvirete. Pro
stanoveni parametr( oxidacniho stresu byl vybran z ¢asto velkého mnozstvi publikovanych
metodik vZdy jen jeden zastupce a v metodice detailné popsan jak princip a postup stanoveni,
tak i postup vyhodnoceni a ziskani vysledk(. Tabulka 3 shrnuje vSechny v metodice popisované
parametry oxidacniho stresu, zdroje metod a vzorky, pro které byly tyto metody
optimalizovany.
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Tab. 3 Pfehled stanovovanych parametri oxidacniho stresu v danych typech vzork( a zdroje pouzitych
metod. S — krevni sérum, P — krevni plazma, L — lyzat erytrocyt(.

Metodika podle Vzorek Stanoveni optimalizovano

S ano

Celkovy oxidacni status Erel, 2005 P ano

L ano

S ne

Peroxidace lipid( Hodges et al., 1999 P ne

L ano

. sy S ano

CeIkO\./a antioxidacni Erel, 2004 p ano
kapacita

L ano

S ne

Katalasa Goth, 1991 P ne

L ano

S ne

Superoxiddismutasa Marklund & Marklund, P ne

1974

L ano

S ano

Glutathionperoxidasa Flohé & Giinzler, 1984 P ano

L ano

Glutathionreduktasa Cribb et al., 1989 > ano

P ano

L ne

S ano

Hsp70 Komer¢ni kit P ne

L ne

S ano

Celkové proteiny Bradford, 1976 P ano

L ano

S ano

Hemoglobin Komer¢ni kit P ano

L ano

4. Doporuceni pro praxi

Pro presné stanoveni biochemickych parametru je dllezité dodrzet popsané pracovni
postupy odbéru krve a jejich zpracovani. Nutné je vyloucit pfipadné hemolyzované vzorky
krevniho séra a plazmy. Vzorky po rozmrazeni a béhem méfeni je potfeba skladovat v chladu,
aby nedochdzelo k denaturaci proteint a tim ke snizeni aktivity testovanych antioxidac¢nich
enzym. Je potieba se vyvarovat také opakovanému rozmrazovani vzork(. Pfi pipetovani do
mikrotitracnich desticek je nezbytné zamezit vzniku bublin v jamkach, ptipadné je pred
mérenim ve spektrofotometru odstranit (napt. protfepanim, nebo propichnutim jehlou).
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lll. Stanoveni novosti postupli

V metodice jsou shrnuty soucasné poznatky o moZnosti nejéastéji pouzivanych
biochemickych analyz krve v oblasti oxidacniho stresu, tedy vybrané metody a jejich principy,
detailni pracovni postupy a vyhodnoceni ziskanych vysledkd. VSechna stanoveni jsou
z plivodné publikovanych metodik prepracovana pro stanoveni v mikrotitracnich destickach
s vyuzitim mikrodestickového spektrofotometru. Tento typ stanoveni wvynika rychlym
zmérenim velkého mnozstvi vzork({l najednou, Usporou objemu testovanych vzork( a také
malou spotifebou reagencii oproti klasickému méreni v kyvetach.
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IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika je urcéena védeckym pracovnikiim, studentim, pracovnikim v oblasti
biochemie a dalsim, ktefi se zajimaji o problematiku oxida¢niho stresu a jeho stanovenim.

Metodika sledovani parametr oxidacniho stresu u skotu v krvi predstavuje dllezity
nastroj pro monitorovani zdravi zvirat.

Uplatnéni této metodiky maze byt nasledujici:

1. Diagnostika zdravotniho stavu: Vcasné odhaleni oxidac¢niho stresu muize pomoci
v diagnostice rlznych onemocnéni a zdravotnich problémd, jako jsou napf. zanétlivé
procesy ¢i metabolické poruchy. Biochemicka vySetfeni zamérfend na specifické
biomarkery, jako jsou antioxidanty, véetné enzym( podilejicich se na ochrané proti
oxidacnimu stresu (napr. superoxiddismutasa), mohou poskytnout cenné informace
0 zménach v aktudlnim zdravotnim stavu zvifete.

2. Optimalizace vyzivy: Na zakladé vysledk( testl lze efektivnéji pfizpUsobit nutriéni
strategie, véetné krmné davky, aby bylo zajiSténo dostatecné mnozZstvi mikroprvki,
stopovych prvk( a dalSich Zivin. To miZe vést k lepsi odolnosti zvirat vici stresovym
faktorim a nemocem.

3. Monitorovani reprodukcéniho zdravi: Oxidacni stres muaZe negativné ovlivnit
reprodukéni zdravi skotu. Pravidelnym sledovanim parametr( oxidacniho stresu Ize
rychle identifikovat problémy a provadét cilené intervence, coz mize zlepsit
reprodukéni Uspésnost.

4. Kontrola stresovych stavi a jejich prevence: Metodika mlZe byt aplikovana
k monitorovani skotu v rlznych stresovych situacich, naptiklad béhem porodu,
transportu nebo zmény prostredi. Identifikace zvySeného oxida¢niho stresu v téchto
obdobich umozZiuje v€asné zasahy, které mohou sniZit riziko ndslednych zdravotnich
problém0 a ztrdt v produkci. Sledovani parametrl oxidacniho stresu pfispiva
k vyzkumu fyziologického stavu zvifat a mize napomoci k vyvoji strategii pro zlepseni
Zivotnich podminek skotu, ¢imz se zvysuje jejich celkova pohoda.

Zavedenim této metodiky do praxe mohou chovatelé skotu zlepsit zdravotni stav

a uzitkovost svych zvirat, snizit ekonomické ztraty zpisobené nemocemi a podpofit celkovou
udrzitelnost chovu.
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V. Ekonomické aspekty metodiky

Dobry zdravotni stav zvifat je Uzce spojeny s dobrou ekonomikou chovu. Kazidé
onemocnéni zvifat pfindsi nejen zvySené ndklady, ale predevsim ovliviiuje pohodu zvirat
v chovu/stddu. Vyznamnou roli hraje vtomto sméru prevence stresovym situacim, jejichZ
spole¢nym disledkem muzZe byt rozvoj oxidacniho stresu na urovni bunék, tkani, organu
i celkového stavu organismu.

Jak jiz bylo uvedeno v predchazejici kapitole (lll. Stanoveni novosti postupt), uvedené
biochemické analyzy provedené s vyuzitim mikrodestickového spektrofotometru umozniuji
paralelni analyzu nékolika vzork(, coZ se odradzi na zkraceni ¢asové narocnosti analyzy, a dale
pfindsi Usporu objemu testovanych vzork( vcetné nizsi spotieby reagencii. Tyto benefity
vedou k niz§im ekonomickym nakladlm pti analyzach. Klicové ekonomické faktory mohou byt
nasledujici:

1. Naklady na testovani:

o Pfimé ndklady: zahrnuji cenu biochemickych testl, pouZivanych chemikalii,
reakénich cinidel a dopravy vzorkl do laboratofe. Tyto naklady mohou byt
variabilni v zavislosti na frekvenci testovani a poctu testovanych zvifrat (velikosti
chovu).

o Neptimé naklady: mohou zahrnovat ¢as persondlu pfi odbéru vzorkd, pripravy
laboratore a dalSich administrativnich ukol(.

2. Navratnost investice:

o Zdravi zvifat: pravidelné sledovani oxida¢niho stresu mlzZe vést k ¢asné detekci
zdravotnich problém( a prevenci onemocnéni, coz snizuje naklady na veterindrni
péci a ztraty spojené s Uhynem zvitat.

o ZvySeni produkce: udrZovani optimalniho zdravi skotu muze vést ke zvySeni
produkce a kvality mléka a masa, coz vyrazné zvysuje prijmy farmare.

3. Prevence a management:

o Optimalizace krmné smési: identifikace zvifat trpicich oxida¢nim stresem muze
pomoci farmarim optimalizovat krmnou strategii.

o Zlepseni managementu stdda: strukturované sledovani zdravi znamena lepsi
planovani reprodukce a zlepSeni celkového managementu stada.

4. Dalsi ekonomické prinosy:

o SniZeni vyskytu nemoci: nizsi vyskyt nemoci spojenych s oxidaénim stresem snizuje
naklady na |éCbu a ztrdtu produktivity.

o Snizeni ekologického dopadu: zlepSeny zdravotni stav zvifat mulze vést
k efektivnéjsSimu vyuZiti zdrojd (krmeni, voda, energetické a pfirodni zdroje,
financ¢ni prostredky) a snizeni emisi, coz mize byt ekonomicky vyhodné s ohledem
na budouci regulace a dotace.

V zavéru, implementace metodiky sledovani oxida¢niho stresu u skotu prostrednictvim
vySe uvedenych vybranych vysetfeni z krve se ukazuje jako ekonomicky prospésna strategie,
kterd mlze zlepsit prevenci onemocnéni a zlepSeni zdravi zvitat, zvysit produktivitu a prispét
k ekonomické udrzitelnosti chovu.
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