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ABSTRAKT

Bc. Sarka Kroupova
Ucinek huminovych latek na experimentéiné pogkozeny gastrointestindlni trakt

u potkana
Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Gl prace: Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jaké Gcinky maji huminové
latky na experimentalné poskozeny gastrointestinalni trakt cytostatikem

5-fluorouracilem u potkana.

Metody. Experiment probihal 5 dni a bylo v ném pouZito 24 potkand kmene
Wistar. Ti byli rozdéleny do 4 skupin (E, F, G, H) po 6 jedincich. Druhy a Ctvrty
den byla zvifata umisténa do metabolickych kleci a byl jim podan testovaci
roztok LAMA testu, tzv. LAMA roztok. LAMA test je test stfevni propustnosti.
Sleduje se koncentrace cukrl (lactulosa, manitol, sukralosa, xylosa)
vyloucenych modi za 5 hodin. Treti den bylo zvifatdm podano cytostatikum 5-
fluorouracil. Po celou dobu experimentu mély skupiny pristup k pitné vodé, jen
s tim rozdilem, Ze skupiny E a G mély vodu bez pfimési, skupiny F a H mély
vodu s primési huminovych latek. Paty den byla zvifata utracena v éterové
narkoze a byly jim odebrany tkanové vzorky tenkého streva. Vzorky jsme

zpracovali a pozorovali pod svételnym mikroskopem.

Vysledky. MoC jsme zanalyzovali na plynovém chromatografu. Vysledky jsme
zpracovali pomoci statistického programu a umistili je do tabulek. Z vysledkd
LAMA testu se nam protektivni G¢inek neprokazal. Histologické preparaty vSech
skupin byly témér shodné s fyziologickou stavbou stény tenkého stieva. Jediny

A4

u preparatd skupin, které mély pristup k vodé s huminovymi latkami.



Zavéry. Huminové latky jsou vsSudypfitomné. Pro své Iécivé ucinky byly
pouzivany jiz v davnych dobach. K ovéfeni téchto ucinkl na experimentalné

poskozeny gastrointestinalni trakt bude treba jesté mnoho studii.



ABSTRACT

Bc. Sarka Kroupova

Effects of humic substances on the experimentally injured gastrointestinal tract

in rats.
Diploma work
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Study programme: Special worker in laboratory methods

Background: The aim of those diploma work was find out what effects have
humic substances on experimentally injured gastrointestinal tract by cytostatic,

5-fluorouracil, in rats.

Methods. The experiment proceeded five days and it was used twenty-four rats
of Wistar breed. They were divided into four groups (E, F, G, H). Every group
contained six individuals. The second and the fourth day animals were located
into the metabolism cages. We administered sense solution of LAMA test (LAMA
solution) them. LAMA test is test of intestinal permeability. It is measured
concentrations of sugars (lactulosa, manitol, sucralosa, xylosa) excluded by
urine for five hours. The third day was handed to 5-fluorouracil to the animals.
Throughout experiment groups had access to drinkable water, just with
difference, that the groups E and G had water without admixture, groups F and
H had water with admixture of humic substances. The fifth day animals were
euthanized by ethereal narcosis and removed them samples of tissue from
small intestine. We were processed the samples and observed under the light

microscope.

Results: We analyzed the urine on the gas chromatograph. We processed the
results by the help of statistical programme and located them to the tables. The
results of LAMA test didn't demonstrated us protective effect. The histological

preparations of all groups were almost coincident with physiological constitution



of small intestine's wall. Only subjectively estimative difference was lower
infiltration of leucocytes in the villus. Lower infiltration was observed at
preparations of groups (F, H), that they had access to water with humic

substances.

Conclusions: Humic substances are omnipresent. They were used for its
curative effects in the old days. To verify these effects on the experimentally

injured gastrointestinal tract will be need yet much studies.



1. UVOD




Jeden z mnoha nezadoucich ucinkd IéCby cytostatiky je poskozeni stievni
bariéry.

Diplomova prace se zabyva experimentalnim poskozenim bariérové
funkce stfeva cytostatikem. V experimentu bylo pouzito cytostatikum

5-fluorouracil.

Dalsi casti experimentu bylo sledovani G¢inku huminovych latek na
poskozeni streva.

Huminové latky vznikaji rozkladem organické hmoty a jsou
vsudypritomné. Jsou to latky, které dokazi odzbrojit a nicit infekni patogeny a
smrtelné viry, pomahat v prevenci nemoci, a dokonce i IéCit a obnovovat
nemocné a poskozené tkané a organy rostlin, zvirat a ¢loveka.

Cilem prace je dokazat, ze huminové latky, maji schopnost IéCit a obnovit

poskozenou strevni sliznici.
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2. TEORETICKA CAST
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2.1. Tenké strevo

Tenké strevo je nejdelSi ¢asti gastrointestinalniho traktu (GIT). Je 3 — 5

m dlouhé, prlimér ¢ini 3 — 4 cm a zaujima plochu okolo 300 m?. *

2.1.1. Anatomie tenkého streva

Tenkeé strevo se sklada ze 3 Casti:
e duodenum (dvanactnik)
e jejunum (lacnik)

e ileum (kycelnik)

2.1.1.1. Duodenum

Duodenum je prvni Casti tenkého stfeva. Ma podkovovity tvar a je dlouhé
20 — 28 cm’. Navazuje na pylorus (vratnik) Zaludku, sta&i se vpravo mezi
slinivku a jatra, obtaci se kolem pravé ledviny a vraci se zpét na levou stranu.
Je zav&3en na peritonedlnim zavésu, ktery ho fixuje k zadni st&né bfidni dutiny.’

Dle svého pribéhu se déli na 4 Casti :

pars superior (od pyloru ve vysi

L1 doprava dozadu, dotyka se

jater)

e pars descendens (sestupuje po
pravém boku L2, L3 pred hilem
pravé ledviny)

e pars horizontalis  (prechazi
zprava nalevo pred télem L3)

e pars ascendens (podél levého

boku L2 $ikmo doleva vzhdru). 2

-12 -



Sliznice duodena je bohaté zrasena, tvori ji Kerckringovy rasy (plicae
circulares), které jsou dale rozclenény slizni¢nimi klky (villi intestinales). Kazdym
klkem probihd céva krevni a lymfatickd. ' Klky duodena maiji listkovy tvar.
Specifické pro duodenum jsou Brunnerovy zlazy. Jsou to tuboalveolarni zlazy
vytvorené vedle Lieberkiihnovych krypt do kterych casto Usti. Produkuji
alkalicky hlen (pH= 8,1 — 9,3), ktery ma za ukol chranit sliznici proti ucinku
kyseliny chlorovodikové.

Dalsi zvlastnosti duodena je podélné vyvyseni (plica longitudinalis

duodeni), které se nachazi v pars descendens. Na vyvyseni jsou dvé papily:

e papilla duodeni major (Vateri): vyvySené misto, kde Usti ductus
pancreaticus a ductus choleductus. Papila obsahuje dutinu, kde se oba
vyvody spojuji pred spole¢nym vyusténim (ampulla hepatopancreatica)

e papilla duodeni minor (Santorini): umisténa nad Vateri, Usti na ni ductus

pancreaticus accessorius

Dale duodenum prechazi v dalSi ¢ast tenkého streva, jejunum. Hranice

duodena a jejuna se nazyva flexura duodenojejunalis. 2

2.1.1.2. Jejunum

Je nejdel8im Usekem tenkého stfeva, mé&fi 1,5 — 2 m, primér 3 cm. 3

Spolecné s ileum jsou pripojeny zavésem (mesenterium). Tvori klicky, konci
vlevé slabiné, kde plynule prechdzi vileum. Ma cetné plicae circulares,
Brunnerovy Zlazy chybi. V jejunu se nachazi uzliky lymfatické tkané (noduli

lymphatici solitari). 2

2.1.1.3. Ileum

Je posledni &asti tenkého stfeva, méFi necely metr a ma proimér 2,5 cm. 3

Rasy sliznice se postupné snizuji az nakonec vymizi. V ileu jsou uzliky lymfatické

-13-



tkand (noduli lymphatici agregati). ? Tato lymforetikuldrni tkaf se nazyva
Peyerovy plaky. * Pfechazi na pravou stranu bfisni dutiny, kde Usti do tlustého
stfeva. ' VyUsténi distalniho konce ilea do tlustého stfeva se nazyva ostium

ileale (ileo caecale). 2

Obrazek 1. Tenké a tlusté stfevo + fez sténou tenkého streva.
1. duodenum, 2. jejunum, 3. ileum, 4. slepé strevo, 5. apendix,
6. vzestupny tracnik, 7. pricny tracnik, 8. sestupny tracnik, 9. esovita
klicka, 10. konecnik, 11. stfevni klky, 12. svalovina, 13. bunky epiteluy,

14, lymfatické cévy >
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2.1.2. Fyziologie

2.1.2.1. Uvod trdveni a vstrebadvani

Bilkoviny, tuky a sacharidy jsou Stépeny na vstrebatelné jednotky
prevazné v tenkém streveé. Produkty traveni, vitaminy, minerdly a voda
prochazeji sliznicemi a vstupuiji do lymfy nebo krve.

Traveni je systematicky proces, kterého se Ucastni travici enzymy (Tab.1).

Bunky sliznice tenkého stfeva, enterocyty, tvori kartaCovy lem. Kazdy
enterocyt ma na svém apikalnim povrchu mikroklky. Apikalni povrch je oblast
bohata na enzymy. Luminadlni strana je tvorena vrstvou, ktera je bohata na
sacharidy (glykokalyx). Membrany slizni¢nich bunék obsahuji glykoproteinové
enzymy, které hydrolyzuji sacharidy a peptidy. Vedle kartacového lemu a
glykokalyxu se zde nachazi nepromichana vrstvicka vody. Pres tuto vrstvu musi
latky difundovat, aby se dostaly k bunkam sliznice. DalSi prekazkou difuze je
hlenovy povlak. Latky prechazeji z lumen gastrointestinalniho traktu (GIT) do
extracelularni  tekutiny, do Ilymfy a krve diftzi, aktivnim transportem,

sekundarnim aktivnim transportem (spfazenym) nebo endocytdzou. °

-15-



KATALYZOVANA FUNKCE

ZDROJ ENZYM AKTIVATOR SUBSTRAT NEBO PRODUKT
, , HYDROLYZA 1:4 a, TVORBA
SLINNE SLINNA  a - AMYLASA . a-LIMITNICH DEXTRINU,
ZLAZY (PTYALIN) Cl- SKROB MALTOTRIOSY A MALTOSY
LINGVALNI | LINGVALNI
ZLAZY LIPASA TRIGLYCERIDY | MK, 1,2 — DIACYLGLYCEROLY
STEPI PEPTIDICKE VAZBY
PROTEINY A PRILEHLE K AROMATICKYM
PEPSINY(PEPSINOGENY) HCI POLYPEPTIDY AMK
ZALUDEK ZALUDECNI LIPASA TRIGLYCERIDY MK, GLYCEROL
STEPI PEPT.VAZBY
PROTEINY A PRILEHLE K ARGININU A
TRYPSIN (TRYPSINOGEN) ENTEROPEPTIDASA | POLYPEPTIDY LYSINU
CHYMOTRYPSINY PROTEINY A STEPI PEPT.VAZBY PRILEHLE
(CHYMOTRYPSINOGENY) TRYPSIN POLYPEPTIDY K ARGININU A LYSINU
ELASTIN+NEKT. | STEPI VAZBY VEDLE
ELASTASA (PROELASTASA) TRYPSIN PROTEINY ALIFATICKYCH AMK
ODSTEPUJE AMK Z COOH
KONCE, KTERE MAJ{ AROM.
KARBOXYPEPTIDASA A PROTEINY A CI ROZVETVENY ALIFATICKY
(PROKARBOXYPEPTIDASA A) TRYPSIN POLYPEPTIDY POSTRANNI RETEZEC
ODSTEPUJE AMK Z COOH
KARBOXYPEPTIDASA B PROTEINY A KONCE, KTERE MAJ BAZ.
(PROKARBOXYPEPTIDASA B) TRYPSIN POLYPEPTIDY POSTRANNI RETEZEC
, KAPENKY VAZE SE NA KAPENKY TUKU
KOLIPASA (PROKOLIPASA) TRYPSIN TUKU A TVORT KOTVU PRO LIPASU
PANKREATICKA LIPASA TRIGLYCERIDY MONOGLYCERIDY, MK
CHOLESTERYLESTERYHYDROLASA ESTERY CHOLESTEROL
PANKREATICKA o - AMYLASA Cl- SKROB JAKO SLINNA AMYLASA
RIBONUKLEASA RNA NUKLEOTIDY
DESOXYRIBONUKLEASA DNA NUKLEOTIDY
EXOKRINNI | FOSFOLIPASA A2
PANKREAS (PROFOSFOLIPASA A) TRYPSIN FOSFOLIPIDY MK, LYSOFOSFOLIPIDY
ENTEROPEPTIDASA TRYPSINOGEN TRYPSIN
AMINOPEPTIDASY POLYPEPTIDY ODSTEPUJE AMK Z N-KONCE
DIPEPTIDASY DIPEPTIDY 2 AMK
MALTOSA,
GLUKOAMYLASA MALTOTRIOSA GLUKOZA
LAKTASA LAKTOSA GALAKTOSA, GLUKOSA
SACHARASA SACHAROSA FRUKTOSA, GLUKOSA
o - LIMITNI
a — LIMITNI DEXTRINASA DEXTRINY GLUKOSA
STREVN{ NUKLEOVE PENTOSY, PURIN. A
SLIZNICE NUKLEASY A PRIBUZNE ENZYMY KYSELINY PYRAMID. BAZE
CYTOPLASMA
BUNEK STREVNI DI, TRI A
SLIZNICE PEPTIDASY TETRAPEPTIDY AMK

v.vr
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2.1.2.2. Traveni a vstrebavani sacharidd

Traveni:

V tenkém stifevé se polysacharidy pdsobenim pankreatické o — amylasy
rozkladaji na maltosu a maltotriosu. V zevni c&asti kartaCového lemu se
oligosacharidy pomoci glukoamylasy rozkladaji na maltosu a glukosu, nebo
plsobenim o — limitni dextrinasy na glukosu.  Disacharidy jsou pomoci laktasy

nebo sacharasy rozloZzeny na jednotlivé monosacharidy. ®

Vstrebavani:

Hexosy a pentosy se rychle vstiebavaji sténou tenkého streva, prechazeji
z bunék sliznice do obéhu kapilarami, které usti do vena portae.

Transport nékterych cukrd je ovliviiovan mnozstvim Na™ ve stfevnim
lumen. Vysoka koncentrace Na* usnadriuje vstup cukrd do epitelidlnich bunék,
zatimco snizena koncentrace Na* tento proces tlumi.

Transport glukosy je zavisly na sodném iontu (SGLT 1, Na* - glukosovy
kotransportér). Jde o symport. Sodné ionty se pohybuji do bunék podle svého
koncentracniho spadu spolecné s glukosou. Na® je transportovan do
mezibunécnych prostor, glukosa je prenasena pomoci GLUT 2 do intersticia a
odtud do kapilar. Energie pro prenos glukosy se ziskava nepfimo aktivnim
transportem Na* ven z buriky. Pokud Na* - glukosovy kotransportér chybi —
tézké prijmy.

Galaktosa se prenasi jako glukosa. Fruktosa je prenasena pomoci

usnadnéné diflize a pentosy pomoci prosté difuize. °

2.1.2.3. Traveni a vstrebavani lipidi

Traveni:
Na dorsalnim povrchu jazyka je Ebnerovymi Zldzami secernovana
lingvalni lipasa. Je aktivni v ZaludeCnim obsahu a mdZe stravit az 30 %

triglycerid@ v potravé. °
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Traveni vétsiny tukl zacina v duodenu, hlavni roli zde hraje pankreaticka
lipasa, jejim plsobenim vznikaji volné mastné kyseliny (MK) a
monoacylglyceridy. ® Lipasa plsobi pouze na emulgované tuky, ty na svém
povrchu musi mit kapénky kolipasy. Tuky jsou emulgovany v tenkém strevé
ZluCovymi kyselinami, lecitinem a monoglyceridy — vznikaji micely. Tyto
valcovité agregaty prijimaji lipidy, jsou velice ddlezité pro transport do
enterocytl. Micely se pohybuji dle koncentracniho spadu k lemu slizni¢nich
bunék pres nehybnou vrstvu. Lipidy difunduji ven z micel, do bunék vstupuiji
pasivni diftzi, uvnitt bunék jsou esterifikovany, ¢imz se udrzuje pfiznivy
koncentraéni gradient z lumen do nitra bunék. ZluCové kyseliny zlistavaji ve

stfevnim lumen, kde jsou k dispozici pro tvorbu novych micel.

Vstrebavani lipidd:

Monoglyceridy, cholesterol, MK z micel do bunék vstupuji pasivni difuzi.
DalSi osud zavisi na velikosti MK. MK s fetézcem dlouhym 10 — 12 uhlik{
prechazeji do portalni krve z bunék primo, stejné jako volné (neesterifikované)
MK. MK, které maji retézec delSi nez 12 uhlikll se v burikach reesterifikuji na
triglyceridy, Cast cholesterolu je esterifikovana. Dale jsou triglyceridy a estery
cholesteroly obaleny vrstvou proteind, cholesterolu, fosfolipidd a tvofi
chylomikrony. Chylomikrony buriku opoustéji a vstupuji do lymfatickych cév
pomoci exocytdzy. Nejvétsi vstiebavani tukl se odehrava v horni ¢asti tenkého

stfeva, znaéné je i v ileu. ©

2.1.2.4. Traveni a vstrebavani bilkovin

Traveni:

Traveni bilkovin zacind v Zaludku pomoci pepsinti, ty jsou ve formé
proenzym(, aktivovany jsou az pomoci kyseliny chlorovodikové v Zzaludku —
vysledkem jsou polypeptidy rlizné velikosti. Aktivita pepsin{ (pH optimum 1,6 —
3,2) kondi, jakmile se Zaludecni obsah smisi s alkalickou pankreatickou St'avou
v duodenu (pH kolem 6,5). ® Vtenkém stfevé jsou polypeptidy &t&peny

proteolytickymi  enzymy  pankreatu (trypsin, chymotrypsin, elastasa,
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karboxypeptidasa ®) a stfevni sliznice (endopeptidasy, exopeptidasy) — vznikaji

aminokyseliny (AMK), které vstupuji do krevniho ob&hu. °

Vstrebavani:

L — AMK se vstfebavaiji rychleji nez D — izomery. L — AMK se do stfevniho
lumen prenaseji aktivné, D — AMK pomoci pasivni diflize. Transport uskuteciuje
fada prenasecll, nékteré maji podobny princip jako prenos glukosy s pomoci
Na* (napf. neutrdlni AMK, fenylalanin, methionin). PfenaSe¢ pro bazické a
neutralni AMK je nezavisly na sodném iontu. Vstfebavani je rychlé v duodenu a
jejunu a pomalé vileu. ® 2 = 5 % AMK neni vstiebano, dale putuji do tlustého

stfeva, kde jsou pomoci bakterii rozloZeny. 3

2.1.2.5. Vstrebavani vody a elektrolytd

Do strev prichazi denné asi 2 | pozité vody a 7 | produkovanych travicich
st'av. 98 % tekutin se zpétné vstreba sliznici tenkého i tlustého stfeva a stolici
ztracime asi 200 ml tekutin. >

V tenkém i tlustém stfevé se voda pohybuje v obou smérech podle
mistnich osmotickych gradientl. Luminalni membrana vSech enterocytd,
v tenkém i tlustém stfevé, je propustnda pro Na®. Bazolaterdlni membrana
obsahuje NA/K ATPazu.

V tenkém stfevé je Na* dllezity pro vstiebani glukosy a nékterych AMK.
PFitomnost glukosy v tenkém stfevé stimuluje prenos Na* — toto je fyziologicky
podklad pro zamezeni ztrat vody.

CI" je secernovan do lumen tenkého strfeva. Chloridové kandly jsou
aktivovany cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat). Enterocyty pfenadseji Na* K*
ClI" prostfednictvim  1Na*-1K™2ClI" kotransportéru na svych bazolateralnich
membranach. Voda prechazi do stfeva nebo z ného ven do té doby nez je
osmoticky tlak stfevniho obsahu stejny jako v plazmé.

Duodenalni obsah mize byt hypertonicky nebo hypotonicky, zalezi na

potravé, kdyz chymus vstupuje do jejuna, je jeho osmolalita blizkd osmolalité
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plazmy. Tato osmolalita je pak udrZovana béhem prlichodu chymu celym
tenkym strevem.
K* je do stfeva secernovan jako slozka hlenu. Draselné kanaly jsou

piitomny jak v lumindlni, tak i v bazolateralni ¢asti membrany enterocyt. °

2.1.2.6. Vstrebavani vitamind a minerald

Vitaminy:

Vitaminy rozpustné ve vodé se vstfebavaji rychle. Resorpce vitaminl
rozpustnych v tucich zavisi na resorpci tukd. Pokud je snizena resorpce tukd,
znamena to nedostatecnou resorpci vitamind. VétSina vitamind se vstrebava

v horni &asti tenkého stieva, ale vitamin B12 se vstfebava a7 v ileu. ®

Kalcium:

Vapnik se vstrebava ze 30 — 80 % aktivnim transportem nebo pasivni
difdzi. Aktivni transport je facilitovan 1, 25-dihydroxycholekalciferolem
(metabolit, ktery vznika z vitaminu D v ledvinach), tim Ze ve slizni¢nich bunkach
indukuje syntézu Ca* vazajiciho proteinu. Vstfebavani Ca* se prizplsobuje

potfebam organismu. ©

Zelezo:

Lépe se vstfebava Zelezo dvojmocné (Fe®*) neZ trojmocné (Fe*).
V potravé vétsi ¢ast zaujima Fe®*, v Zaludku proto dochdzi k redukci na Fe?*.
VétsSina zeleza se vstrebava v horni Casti tenkého streva. Buriky sliznice obsahuji

intraceluldrni prenadet Zeleza. ®

2.1.2.7. Rizeni funkdi traviciho traktu

Ve sténé traviciho traktu se nachazi 2 nervové pletené:
e myentericky (Auerbach(iv) plexus — lezi mezi zevni longitudindini a

stfedni cirkularni svalovou vrstvou
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e submukdzni (Meissnerdv) plexus — leZi mezi stfedni cirkularni a
vnitfni longitudindlni svalovou vrstvou v submukéze ’

Oba plexy jsou navzajem propojeny, obsahuji neurony motorické,
sekretni, senzitivni a interneurony. Motorické neurony inervuji hladky sval.
Sekre¢ni neurony reguluji endokrinni a exokrinni sekreci ve sliznici. Senzitivni
neurony reaguji na tah, napéti, glukdzu. °

Submukdzni plexus je spojen s fizenim endokrinni a exokrinni sekrece
bunék traviciho traktu. Myentericky plexus je spojen s peristaltickou aktivitou.

Z vegetativniho nervového systému je dvoji inervace:

e parasympaticka cholinergni nervova zakonceni
(pregangliova vlakna) aktivitu GIT zvysuji
e sympaticka noradrenergni nervova zakonceni

(postgangliova vldkna) aktivitu GIT tlumi ®

2.1.2.8. Strevni motilita a jeji rizeni’

Kontrakce tenkého stfeva jsou koordinovany pomalou vinou tenkého
stfeva, vinou depolarizace hladkého svalu, ktera postupuje kaudalné od kruhové
hladké svaloviny duodena. ® Pomalé viny generuji intersticidlni (Cajalovy)
buriky. °

Existuji 2 typy stfevnich pohyb(:

e segmentacni kontrakce
e peristaltické viny ’

Segmentacni kontrakce: prstencovité kontrakce v pravidelnych
intervalech. Pohybuji chymem tam a zpét a zvysuiji jeho expozici slizni¢nimu
povrchu.

Peristaltické viny: roztaZeni stény vlivem naplné vyvola cirkularni
svalovou kontrakci za mistem plsobeni podnétu a naopak svalové ochabnuti

v Useku pfed nim. Dochazi k posunu obsahu travici trubice smérem dopiedu. °

-21 -



Rizeni motility:

« Nervy
o plexy v GIT (submukdzni, myentericky)
o sympatikus, parasympatikus
o Castecné i somatické motoneurony
e Hormony
o tvorené v GIT (gastrin, sekretin, cholecystokinin,...)
o CasteCné i ostatni (napr. glukokortikoidy a katecholaminy pfi
stresu)
« plsobky GI imunitniho systému

« histamin, PGs, LTs, cytokiny °

2.1.2.9. Bariérova funkce strevni sliznice

Strevni sliznice predstavuje nejvétsSi  epitelovou plochu v téle.
Charakteristicky rys jejiho epitelu je rychla obména (3 — 4 dny) a zpevnéni

adhezivnimi strukturami (napr. tésné spoje).

Na sliznicich se vyskytuji zakladni buriky pfirozené imunity, tj. neutrofily,
makrofagy, NK, dendritické, zirné a dalsi bunky. K nim se pfifazuji i epitelové
bunky jako integralni soucast prirozené (vrozené) obranyschopnosti sliznic,
kterd realizuje procesy chranici hostitele v prvnich minutach po vystaveni
patogennimu (infekénimu) podnétu. Bylo prokazano, Ze epitelové bunky jsou
zapojené do cytokinové sit€, jsou vybavené fadou receptorli schopnych
rozpoznat rlzné podnéty ajsou schopné, konstituné nebo po stimulaci

mikroorganismy a jejich slozkami, produkovat fadu cytokinl a chemokind.

Hlavnimi Ukoly bunék prirozené imunity je rozpoznat, pohlcovat,
zpracovavat a predkladat antigeny burikdm adaptivni imunity, tj. lymfocyt@im.
K nejucinnéjsim element@im v predkladani antigenl T lymfocyttim patfi buriky

dendritické, které jsou pritomny v lymfatickych folikulech sliznic, v lamina
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propria a mezenterialnich uzlinach. Na zakladé studii z posledni doby se zda, ze
vysledek slizni¢ni imunitni odpovédi, tj. indukce jeji tolerance nebo stimulace,
zavisi na Ucasti rlznych subpopulaci dendritickych bunék zodpovédnych za

aktivaci rozdilnych T bun&&nych subpopulaci na sliznicich. 2

2.1.2.10. Lymfaticka tkarn streva

Lymfaticka tkan stfeva (Gut Associated Lymphatic Tissue; GALT) je
tvorena jednak tkani organizovanou, kterou predstavuji lymfatické folikuly —

napt. Peyerovy platy, apendix !

jednak v epitelu volné rozptylenymi
intraepitelovymi lymfocyty (IEL) nebo lymfocyty v lamina propria (LPL),
umisténymi v mezibuné&né hmot& pod vrstvou epitelu. '* Organizovana
lymfaticka tkan je kryta epitelovou vrstvou, kterd obsahuje i zvlastni druh
membrandznich epitelovych bunék (M bunky), které pohlcuji antigeny

a predavaiji je ze stfevniho lumen do prosttedi folikulu. !

Jednim z hlavnich obrannych faktorl humoralni povahy na sliznicich je
IgA, které ma dvé podtridy (IgA 1 a IgA 2). V sekretech prevazuji polymerni
formy IgA, produkované plazmatickymi burikami ve sliznicich a exokrinnich
Zlazach, zatimco v cirkulaci je IgA v podobé monomeru produkovaného kostni
dreni. Polymerni IgA i pentamerni IgM jsou epitelovymi burikami prenaseny
aktivnim mechanismem do sekretd. Sekrecni IgA je zde vyhodnym obrannym
faktorem, je obtizné Stépitelné proteazami ajeho hlavni funkci je blokovat
adherenci bakterii na slizni¢ni povrch a branit priniku antigend do vnitiniho

prostiedi organismu. !

Celkové mnozstvi IgA produkénich bunék ve stfevé (7 x 10'!) a denni
produkce IgA ve stfevé (2 az 5 g) spolu s produkci IgA v ostatnich lymfatickych
tkanich (1 az 2 g) dokazuji, ze IgA je nejvyraznéji zastoupenou tridou
imunoglobulint a nejlépe dokumentuje vyznam a efekt antigennich podnétl

ptitomnych ve stievé. !
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2.1.3. Histologie

2.1.3.1. Obecna stavba travici trubice

Sténa travici trubice se sklada ze 4 vrstev (Obr. 2):

Mukoéza ohraniCuje lumen. Sklada se ze 3 Casti (epitel, lamina propria,
muscularis mucosae). Epitel je vicevrstevny dlazdicovity v Ustni duting,
oropharyngu, jicnu a analnim kanalu. V Zaludku, stfevech a konecniku je
jednovrstevny cylindricky epitel. Lamina propria je vrstva fidkého vaziva,
kde jsou obsazeny krevni a lymfatické cévy. Muscularis mucosae je tenka
vrstva hladké svaloviny, ohrani¢uje mukézu.

Submukdza je vrstva hustého neusporadaného vaziva. Obsahuje nervovy
plexus submucosus Meissneri, krevni a lymfatické cévy. 3

Muscularis externa je vétsSinou tvorena ze dvou vrstev hladké svaloviny
(vnitrni cirkularni a vnéjsi longitudinalni). Mezi témito vrstvami lezi plexus
myentericus Auerbachi. Az po horni ¢ast jicnu je svalovina kosterni, po té
prechdzi ve svalovinu hladkou. Zaludek ma na rozdil od jinych &asti GITu
tf vrstvy muscularis externa. 3

Serdza a adventicie jsou zevni obaly traktu, které se lisi podle lokalizace.
Jicen a konecnik jsou upevnény na misté vazivovou adventicii.
Intraperitonedlni organy (zaludek, jejunum, ileum, colon transversum et
sigmoideum) jsou pripojeny pomoci mezenterii a pokryty ser6zou. Serdza
je tenka vrstva fidkého vaziva lemovana jednovrstevnym dlazdicovitym
epitelem (mezotelem). Retroperitonealni organy (duodenum, colon
ascendens et descendens) jsou k zadni sténé bfisni pripojeny adventicii a

na prednim povrchu jsou pokryty serézou. 3
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Obr. 2.Schéma vrstev stény traviciho traktu. 1°

2.1.3.2. Sliznice tenkého streva

Je bledérlzova, krytd jednovrstevnym cylindrickym epitelem, ktery ma

resorpéni schopnosti. 2

Mukdéza a submukéza dohromady tvofi fady stalych zahybl, plicae
circulares (Kercringovy chlopné), ty se vyklenuji do lumina a tim zvétSuji plochu
povrchu 3. Plicae circulares jsou 6 — 8 mm vysoké a od poloviny tenkého stfeva

jich ubyva , v ileu uz nejsou. ?

Hlavni rozpoznavaci znak tenkého stfeva jsou do lumina vycnivajici

prstovité vybézky, stfevni klky (villi intestinales). Jsou pokryté epitelem, stroma
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klku je tvoreno fidkym vazivem lamina propria. Kazdy klk obsahuje centralni

slepé ukoncenou lymfatickou kapilaru (mlécnici), pravé tak jako krevni

kapildry.®® V duodenu klky maiji listkovity tvar, v dalSich Usecich jsou kyjovité

nebo kuZelovité. Vysoké jsou 0,3 — 1 mm, na 1mm? podle mista pfipada 10 —

40 klk& 2 (Obr. 3, 4).

Glandulae intestinales, zlazy tenkého streva (Lieberkiihnovy Zlazy) jsou

vytvoreny ve véech oddilech tenkého stfeva mezi klky ve formé krypt. 2 Jsou to

jednoduché (Casto stocené) tubuldzni Zlazky, které se nachazeji v lamina

propria. ** Buriky Zlazovych krypt:

Buriky stfevni sliznice:

e Poharkové
e Panethovy
e Enteroendokrinni

 Nediferencované (kmenové). 2

Enterocyty — nejpocetnéjsi burky, pokryvaiji
klky. Na kazdém enterocytu je priblizné 3000
mikroklk(. Na hranici mezi burikou a luminem
tvofi lem, ktery ma pruhovany vzhled a
nazyva se zihany lem. Funkci enterocytl je
traveni, absorpce, zpracovani lipidd a tvorba
chylomiker, transport mengich Zivin 3
(Obr. 5).

Poharkové bunky — lezi mezi enterocyty,
jejich pocet postupné narlstd od duodena
kileu. Na povrch sliznice secernuji kysely
glykoprotein  (hlen), ktery maze stény
traviciho traktu a tim je chrani proti

pankreatickymi enzymy a bakteriemi. 13

-26 -



M bunky — ploché membranové epitelové
bunky, které pokryvaji jednotlivé lymfatické
uzliky a Peyerovy plaky, které jsou ulozeny
v lamina propria. Jejich funkci je pomoc
zahdjit imunitni odpovéd’ tim, Ze pohlcuiji
antigeny z lumina a predavaji je lymfoidnim
burikam. 3

Panethovy bunky - lezi v bazich krypt.
Produkuji komplex proteinl a polysacharidd.
Maji velka acidofilni sekrecni granula, ktera
obsahuji lysozym, ktery pomaha potlacit
stfevni mikroflor@. 13

Enteroendokrinni  bunky - nachazi se
v kryptach tenkého streva. Produkuji hormony
a aminy (sekretin, cholecystokinin, gastricky
inhibi¢ni polypeptid, motilin). 1
Nediferencované bunky — maji vysokou
mitotickou  aktivitu s malym  mnoZstvim
mikroklkG.  Vznikaji  z nich  enterocyty,
poharkové bunky, M buniky, Panethovy
buriky.

2.1.3.3. Mistn/ rozdily tenkého streva

Duodenum: Hlavni rozdil je pritomnost duodenalnich (Brunnerovych) Zlaz
v submukédze. Produkuji alkalicky sekret (pH 8,1 — 9,3) , ktery vstupuje
kryptami do lumina duodena a chrani jeho vystelku pred kyselym
chymem a zvySuje pH v luminu na hodnoty, které jsou optimalni pro
funkci pankreatickych enzyml. Do duodena také uUsti ZluCovod a
pankreatické vyvody. Klky duodena jsou prstovité nebo listovité.
Duodenum je uloZeno retroperitonedlné. 3

Jejunum: Je uloZeno intraperitonedlné. Ma dlouhé listovité klky, Cetné

plicae circulares. Neobsahuje Brunnerovy ?lazy ani Peyerovy plaky. 3
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Ileum: Je to intraperitonedlni organ. Ma méné klkd, maji palickovity tvar.
Lamina propria obsahuje cetné shluky lymfatickych uzlikl (Peyerovy

plaky. 13

klk = rozvEtvenim nervu
Centralni chylosni véna
Stfevni Zlazka

Submukosni sval
submukosni nervovy plexus

Cirkularni sval

Myentericky plexus
Longitudalni sval

Serosa

T

™ SUEMUKOZA
LYMFATICKY LELT
MUSCULARIS MUCOSAS

LYMFATICKA FTLeA — s, ; ; i Gy [ SVALOVINA
Hia
TEPHA e
CIRKULARNE SVALOVINA

MYENTERICKY PLENLE

LOMGITUDTMALHE
SWALOVINA

Obr. 4. Rez sténou tenkého stfeva. 8
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Obr. 5. Enterocyt. 8

2.2. Cytostatikum 5-fluorouracil

2.2.1. Obecné

H
N @]
5-fluorouracil (5-FU) je fluorovany pyrimidin | Y
strukturalné podobny uracilu. Je to antimetabolit NH
s antineoplastickou aktivitou. *° F
Mechanismus pdsobeni je komplexni. Zfejmé O

plsobi 3 rliznymi cestami. Za prvé deoxyribonukleotid

, , o, , o FLUOROURACIL
leku, 5-fluoro-2 "-deoxyuridin-5 " -fosfat, inhibuje

tymidilatsyntetasu, ¢imz inhibuje metylaci kyseliny deoxyuridylové na kyselinu
tymidilovou, a interferuje tak se syntézou DNA. Navic je fluorouracil v malém
rozsahu inkorporovan do RNA, ¢imZ vznikd nepfirozena RNA. Za treti inhibuje

utilizaci preformovaného uracilu pri syntéze RNA blokadou uracilfosfatasy.
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Vzhledem k nepostradatelnosti DNA a RNA pro déleni a rlist bunék fluorouracil
patrné vyvolava rlistovou dysbalanci a smrt bunék. **

Odbouravani 5-FU na neaktivni metabolity je zajiSténo enzymem
dihydropyrimidindehydrogenasou (DPD). Tento enzym se nachdzi jak ve
zdravych, tak v nadorovych bunkach. Nedostate¢na aktivita DPD ve zdravych
bunkach zplsobuje vysokou toxicitu 1éCby, naopak nadmérna aktivita enzymu
pozorovana u nékterych nadord vysvétiuje jejich rezistenci k 5-fluorouracilu.

Jeho indikaci je 1é¢ba karcinomu tracniku, konecniku, prsu, zaludku a
slinivky bfisni u vybranych pacientli, u nichz je onemocnéni povazovano za
chirurgicky nelécitelné, karcinomu prostaty, nadorl plic, plesury a mediastina,
karcinomu mocového méchyfe a mocovych cest, gynekologické nadory,
karcinomu jater a Zlu¢ovych cest. %

Lék se podava nitroZilng, ve formé ,bolusu™ (pfimo ze strikacky), nebo ve
formé infuze. V nékterych pripadech se podava ve formé ,kontinualni inflze",
kterd probihad 24 hodin az nékolik tydnd. *’

Fluorouracil je kontraindikovan u pacientll, ktefi jsou precitlivély na
fluorouracil, dale u pacientd ve Spatném nutri¢nim stavu, u pacientd s Gtlumem
kostni diené a u pacientll s potenciondlné zavaznymi infekcemi. Podavani
fluorouracilu téhotnym je prisné kontraindikovano a kojicim matkdm neni

doporugovano. **

2.2.2. Metabolismus 5-FU

5-FU se preménuje na tfi hlavni aktivni metabolity:
o fluorodeoxyuridin monofosfat (FAUMP)
o fluorodeoxyuridin trifosfat (FAUTP)
e fluorouridin trifosfat (FUTP)

Hlavni mechanismus aktivace 5-FU je preména na fluorouridin

monofosfat (FUMP) bud’ pfimo pomoci orotatfosforibosyltransferasou (OPRT) s

kofaktorem fosforibosylem pyrofosfat (PRPP), nebo nepfimo pres fluorouridin
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(FUR) uridinfosforylasou (UP) a uridinkinasou (UK). FUMP je dale fosforylovan
na fluorouridin difosfat (FUDP), ktery je dale fosforylovan na aktivni metabolit
FUTP. Nebo FUMP mize byt preveden na fluorodeoxyuridin difosfat (FAUDP)
ribonukleotidreduktasou (RR). FAUDP je postupné fosforylovan a defosforylovan
a vede k tvorbé aktivnich metabolitl FAUTP a FAUMP.

Alternativni cesta aktivace zahrnuje reakci premény 5-FU pomoci
tymidinfosforylasy (TP) na fluorodeoxyuridin (FUDR), ktery je nasledné
fosforylovan tymidinkinasou (TK) na FAUMP.

DPD zprostfedkovava preménu 5-FU na dihydrofluorouracil (DHFU), je to
krok katabolismu 5-FU v normalnich i nadorovych bunkach (Obr. 6).

AZ 80 % podaného 5-FU je metabolizovano DPD v jatrech.

Katabolismus 5-FU kondi inaktivnimi degradacnimi produkty (napf. CO,,

mocovina a o-fluoro-B-alanin). Inaktivni metabolity jsou vylou¢eny mod. **

rgﬁJ

Y
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ot
o o]

inhibition

Nature Reviews | Cancer

Obr. 6. Metabolismus 5-FU. &
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2.2.3. Nezadouci Ucinky 5-FU

Mezi bézné nezadouci ucinky patfi stomatitida a ezofagofafyngitida

(mohou vést az k ulceraci), prljem, anorexie, nauzea, zvraceni, enteritida,

kreCe, duodenalni vred, vodnaté stolice, duodenitida, gastritida, glositida,

faryngitida. Po kazdé lécbé 5-FU nasleduje leukopenie, okolo 30. dne je pocet

bilych krvinek v normdlnim rozmezi. U znacného poctu pripadd dochazi

k alopecii a dermatitidé (makulopapularni rash), nejcastéji se objevuje na

kon&etinach, vétsinou je reverzibilni. **

Nezadouci ucinky na jednotlivé systémy:

hematopoeticky:  pancytopenie, trombocytopenie, agranulocytdza,
anémie, tromboflebitida

kardiovaskularni: myokardalni ischémie, angina

gastrointestinalni: ulcerace, krvaceni, intrahepatalni a extrahepatalni
sklerdza, akalkuldzni cholecystitida

hypersenzivni reakce: anafylaxe, generalizované alergické reakce
centralni nervovy systém: akutni cerebelarni syndrom, nystagmus, bolest
hlavy, letargie, nevolnost, slabost

klZe: suchost, praskani, fotosenzitivita, projevujici se erytémem nebo
zvySenou pigmentaci klZze, zilni pigmentace, syndrom palmoplantarni
erytrodyzenstezie, projevujici se mravencenim rukou a nohou
nasledovaném bolesti, erytémem a otokem

ocni: fotofobie, slzeni, zhorSeni zraku, nystagmus, diplopie, stendza
slzného kanalku, zrakové zmény

psychiatrické: dezorientace, zmatenost, euforie

regionalni komplikace arteridlni infUze: arteridlni aneurysma, arterialni
trombdza, arterialni ischémie, krvaceni v misté katetru, ucpani, posunuti
nebo prosakovani katetru, embolizace, fibromyositida, abscesy, infekce
v misté katetru, tromboflebitida

jiné: epistaxe, zmény nehtd (véetné jejich ztraty) **
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Diagnostické interference 5-FU jsou zvysSeni alkalické fosfatasy, sérovych
transaminas, sérového bilirubinu, laktatdehydrogenasy. Plazmaticky albumin
mdZe byt snizen v dsledku lékem navozené malabsorpce bilkovin. 1*

5-FU je vysoce toxicky Iék s uzkym bezpecnym terapeutickym rozpétim,
proto by mél byt podavan pouze pod dohledem kvalifikovaného Iékare.
Vzhledem k vaznym toxickym reakcim by pacienti méli byt po dobu lécby

hospitalizovani. **

2.2.4. Vliv 5-FU na strevni sliznici

Mukozitida je klinicky vyznamné poskozeni sliznic a podslizni¢ni tkang. *°

Je to velmi ¢asta komplikace antineoplastické chemoterapie. %° PFi [é¢bé& 5-FU se
vyskytuje aZ u 40 % pacientd. !

RozliSujeme 2 typy mukozitidy:

o mukozitida dutiny ustni (MDU)
e mukozitida GIT
Mukozitida predstavuje vyznamnou komplikaci onkologické lécby
s nemalymi nasledky, jako jsou napriklad omezeni peroralniho prijmu, bolesti u
MDU, zvydeni incidenci infekci, prodlouzeni doby hospitalizace a negativni
ovlivnéni 1é¢by pacienta.

Mukozitida je slozity komplexni proces probihajici v nékolika fazich

vyvoje. V soucasnosti je definovano 5 fazi priibéhu:

e iniciace: ihned po podani cytostatika dochazi k poSkozeni DNA a
nasledné apoptdze epitelii v bazalni vrstvé sliznice a dale endotelii a
fibroblastl v submukdze. Uvoliuji se volné kyslikové radikaly, které
vedou k dalSi apoptdze bunék. Klinicky nejsou na sliznici patrné zadné
zmény.

e Up - regulace: vlivem cytostatika a kyslikovych radikald dochazi
v oblasti epitelu a submukdzy k aktivaci nuklearniho faktoru kappa B

(NF-kappaB), ktery zvySuje aktivitu desitek dalSich mediatorli, coz

.....
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beta a IL — 6). Rovnéz je aktivovana sfingomyelinasa a ceramid-
syntetasa hydrolyzuijici sfingomyelin bunécnych membran.

o amplifikace: vtéto fazi dominuji biologické zmény v epitelu a
submukdze diky pozitivni zpétné vazbé zvysujici nadale produkci
cytokind.

e ulcerace: poskozeni tkané dosahuje maxima. Nastava ztrata integrity
sliznice, vznikaji defekty obnazujici submukdzu. V této fazi je vysoké
riziko systémové infekce.

e hojeni: klesd produkce cytokind, dochazi ke stimulaci migrace,
proliferace a diferenciace epiteliadlnich bunék, které vedou k vyhojeni
defektd. V oblasti GIT vSak pretrvava funkéni nedostatecnost sliznice
s omezenou enzymatickou aktivitou a malabsorpci jesté nékolik tydn(

po zhojeni. %2

GIT je vzhledem k vyraznému prokrveni a vysoké mitotické aktivité
epitelu obzvlasté citlivy na plsobeni cytostatik. Mukositida vedouci k atrofii
sliznic, krypt a klkd, pfipadné i defektdm se klinicky manifestuje prevazné
abdominalni bolestivosti, prljmy, dyspepsii a je vstupni branou pro rozvoj
systémovych infekci, na kterych se podili predevSimim gram negativni tycky
jako napf. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa nebo Clostridium sp.
Tézka GIT mukozitida se nazyva neutropenickd enterokolitida a je typicka u
vysokodavkovych rezim@. %

Moznosti ovlivnéni GIT mukozitidy jak z hlediska Uplného zabranéni
vzniku, tak zmirnéni neni prilis. Uréitou ochranu sliznic Zaludku a duodena
vykazuje ranitidin a omeprazol. Snizuji vyskyt epigastrické bolesti a erozi po
chemoterapii.

Pro podporu regenerace sliznic GIT je zajimava moznost parenteralniho Ci
peroralniho podani aminokyseliny, glutaminu. Glutamin je vyznamny pro
zajisténi integrity sliznic GIT. Dosavadni vysledky jsou sporné, zda glutamin
snizil incidenci mukozitidy & ne. 2! Studie z roku 2001 prokazala, Ze oralné
podany glutamin vyznamné snizil stupen poskozeni stfevni absorpce a

permeability u pacientd lé¢enych 5-FU. Vysledky se shoduji s predchozimi
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studiemi, Ze parenteralné podany glutamin ma ochranné Ucinky na strevni
sliznici. Intestinalni permeabilita je citlivy ukazatel morfologické integrity sliznice
tenkého streva. Strevni permeabilita byla maximalné zvySena 8. a 10. den po
zaCatku chemoterapie. 5-FU snizuje strfevni absorpci a zvySuje strevni
permeabilitu. Oralni podani glutaminu je levny a vhodny zplsob poskytujici
vyzivu pacientim se zachovanym ustnim pfijmem. Ordlné podany glutamin

vyznamné redukoval trvani a intenzitu préjmu. 23

2.3. Huminové latky

Huminové latky (HS — humic substance) jsou prirodni latky (smés
organické hmoty). * Huminovymi latkami se nazyvaji Zlutohné&dé & tmavohnédé
latky, které se rozpoustéji v roztocich alkalicky reaguijicich latek, z nichZ se opét
vylucuji plisobenim kyselin. Jako dlleZitd slozka pldy vznikaji biochemickymi
preménami organickych (pfevazné rostlinnych) zbytk( a jsou hlavni slozkou
ptirodniho humusu. 2° Jsou &iroce rozdieny po celém zemském povrchu a tvori
prirozenou soucast vSech suchozemskych i vodnich ekosystému. Tvori zakladni
soucast raselin a slatin, jsou obsazeny v lignitech a hnédém uhli. Cennymi zdroji
humusovych latek jsou zejména oxyhumolity. 2> Jejich struktura je velice
rozmanita, obsahuji mnoho riznorodych funkénich skupin, ¢imz maiji fadu velmi

zajimavych vlastnosti. %°

2.3.1. Vyskyt a klasifikace HS

HS je nejrozsirengjsi material s obsahem organického uhliku na zemském
povrchu. Nalézame je ve vSech typech pld jako hlavni slozku humusu, jejich
koncentrace zavisi na danych klimatickych podminkach. HS nalézame ve vsech
typech vod, ve formé pevné, rozpusténé nebo koloidni. HS nachazime v lignitu,

uhli, ropé a fosilnich palivech. Lignit m{ze obsahovat 30 — 60 % HS.
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HS je smési téchto latek:

e Huminové kyseliny: frakce HS, nejsou rozpustné ve vodé
ani v kyselinach, jsou rozpustné v zasadach. Huminové
kyseliny (HA - humic acids) jsou nejvyznamnéjsi
extrahovatelné soucasti HS.Jsou tmavé hnédeé.

e Fulvokyseliny: frakce HS, jsou rozpustné ve vodé, v
kyselinach i zasadach. Zstavaji v roztoku po odstranéni
HA okyselenim. Fulvokyseliny (FA - fulvic acids) jsou
svétle Zluto - hnédé barvy.

e Humin: frakce HS, neni rozpustny ve vodg, v kyselinach
ani zasadach. Ma &ernou barvu. ¥

e Hymatomelanové kyseliny (HY — hymatomelanic acids):

frakce HS, jsou rozpustné v alkoholu a acetylbromidu. %

2.3.2. Vznik HS

Dynamicky proces jehoz vysledkem vznikaji HS se nazyva humifikace.
Je to soubor mnoha biochemickych reakci. > Mezi védci o humifikacnich
cestach nepanuje shoda, a tak je uvadéno mnoho teorii (Obr. 7). Jediné, v ¢em
se shoduji, je prvotni zdroj materialu, tvoreny prevazné rostlinami a v mensi
mife véemi ostatnimi organizmy. %

e Lignitova teorie: Podle této teorie lignin tvori kostru HS. Modifikace
ligninu zahrnuje ztratu methoxy skupin (OCH3) a tvorby o-hydrofenoll a
oxidaci alifatickych postrannich fetézcl se vytvori COOH skupiny. Takto
modifikovany material podléha dalSim proménam, ze kterych vznikaji HA
aFA. ¥

e Polyfenolova teorie: Degradaci ligninu, fas a mikroorganismt vznikaji
chinony. Reakci chinonli, AMK a amoniaku je do HS za&lefiovan dusik. %/

e Melanoidinova teorie: Je zaloZzena na reakcich zalozena na reakci mezi

monomery redukujicich cukrll a aminokyselin. Aminoskupiny peptid{
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reaguji s karbonylovymi skupinami cukrl. Vysledny produkt prochazi
dalSimi reakcemi (reorganizace, cyklizace a dekarboxylace), jejichz
vysledkem jsou hné&dé melanoidiny srovnatelné s HS. 2

e Teorie polynenasycenych struktur: Popisuje vznik HS z polynenasycenych
slozek, jako jsou MK, karotenoidy a alkenony. Tato teorie nevysvétluje

vysoky obsah dusiku v HS. 2

ZBYTKY ROSTLIN

L .
R — , - MODIFIKOVANY
PREMENA PUSOBENIM ORGANISMU > " | 1GNIN

J

CUKRY POLYFENOLY AMINO PRODUKTY
SLOUCENINY ROZLOZENEHO

/ LIGNINU

CHINONY

HUMINOVE LATKY '

T R
VA Rl

MECHANISMY VZNIKU HS
Obr. 7. Mechanismy vzniku HS. %/

2.3.3. Struktura HS

Huminové kyseliny (HA) a fulvokyseliny (FA) jsou latky o velkém
rozsahu molekulovych hmotnosti (2 000 — 200 000 g/mol), které obsahuiji
trojrozmérné zesiténé molekuly, jejichz centrem je jadro aromatického
charakteru, obsahuijici téZz kyslikaté a dusikaté heterocykly. Na toto jadro
navazuji fetézce alifatického charakteru s bohatym obsahem rliznych funkénich
skupin. Jde o karboxylové a hydroxylové kyseliny. %

Hypoteticka struktura HA obsahuje volné a vazané -OH skupiny,
chinonové struktury s rlizné navazanymi -COOH skupinami, dusikem, kyslikem

na aromatické kruhy (Obr. 8). %
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Obr. 8. Strukturni model HA. %’

Hypoteticky model struktury FA obsahuje aromatické a alifatické

struktury na kterych jsou navazany reaktivni skupiny obsahujici
kyslik (Obr. 9). %/
OH  COOH ?Hon
HOOC CH, CH CHg
C CQ
! CH;—COOH
HOOC CH- CHOH
~ R
COOH OH CHf_ﬁ COOH
o
STRUKTURME MODEL FA (BUFFLEHO MODEL)

Obr. 9. Strukturni model FA. %’

Huminy jsou koloidné chemické latky — polyony se skladaji ze zakladnich
jednotek vzniklych kondenzaci nebo polymeraci nejjednodussich zakladnich
slozek, spojenych pfimo nebo mistkovou vazbou. Jadro je tvoreno
pravdépodobné Sesticlennym, pripadné péticlennym kruhem. Zda jde o cykly
kondenzované nebo izolované nebylo dosud rozhodnuto. Na jadre jsou
umistény rlizné reaktivni skupiny (pfedevsim kyslikaté), které urcuji chemickou
povahu HS. Jednotliva jadra jsou pak spojena napf. kyslikovou vazbou. K jadru
jsou pripojeny predevsim skupiny —OH. Jsou vSak mozné i dalSi napf. -COOH,;
-CH3; -SO3H; -PO3H,; -OCH3; -NHy; -NH- ; =N- . %

Zastoupeni jednotlivych prvkl zobrazuje tabulka:

PRVKY (%)
LATKY C H 0 N
FA 44 — 49 35-5,0 44 — 49 20-4,0
HA 52 — 62 30-5,5 30-33 35-5,0

Tab. 2. Zastoupeni prvkd. %’
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Nejvyssi zastoupeni maji vétsSinou karboxylové skupiny. FA maji vysSi
obsah COOH skupin nez HA. Urcit molekularni strukturu HS je komplexni a
nesnadny ukol. %8

Soli HS se nazyvaji humaty a soli FA se nazyvaji fulvaty. % Tyto soli se
vyznacuji vybornou rozpustnosti ve vodé. Primérna molekulova hmotnost
humatu draselného je 32 000 g/mol. Frakce o molekulové hmotnosti nizsi nez
70 000 g/mol se oznacuji jako nizkomolekularni a vyznacuiji se tim, Ze vykazuji
priznivejsi uzitné vlastnosti. Obsah drasliku v humatu draselném se pohybuje v
rozmezi 14 — 16 %. Mnozstvi sodiku v humatu sodném se pohybuje v rozmezi
8,5 — 9,5 %. Jednad se tak o latky s mimoradnou biologickou Gé&innosti. 2
Pfidavaji se do pldy, podporuji zakoferiovani mladych rostlin, pfispivaji
ke zvySeni vykonnosti rostlin a jejich odolnosti k nepfiznivym Cinitellim, zvysSuji
G¢innost mineralniho hnojeni, snizuji kyselost pldy. %° Vyrabi se z oxyhumolitu
(slozka humusu s vysokym obsahem HA, je to vychozi surovina pro vyrobu
sodnych a draselnych soli HA) neutralizaci a extrakci pfitomnych huminovych

kyselin hydroxidem draselnym nebo sodnym ve vodném prostiedi. %°

2.3.4. Vlastnosti HS

Jevi se jako netavitelné amorfni slouceniny kyselého charakteru, které
pri karbonizaci neposkytuji dehet, ale poskytuji velké mnozstvi CO,. Jsou
nehydrolyzovatelné, za normalnich teplot a maji velkou odolnost vici rozkladu.
V roztocich se chovaji jako lyofobni koloidy se znacnou sorpéni schopnosti.
Vyznaduji se vysokym obsahem vody, kterou nelze mechanicky odstranit. 2°
—COOH skupiny jim davaiji kyselost a jsou to mista absorpce a vymény kationtd.
MnoZstvi aromatickych struktur se oznaluje jako aromaticita. *® Ta ma vliv na
stabilitu a chovani HS. HA maji schopnost sorbovat tézké kovy vytvarenim
komplex@ s funkénimi skupinami (~COOH; —C=0; —OH) vazanymi na povrchu
HA. 2°
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2.3.5. Aplikace HS

Humus je komplexni smés latek s mnoha vlastnostmi, ktera ma Siroké

spektrum uZiti. Nejvice je vyuZivan v zemédélstvi. >

2.3.5.1. Zeméedélstvi

V zemédélstvi se humus pouziva pro zvySeni Urodnosti pldy. Jako
hnojivo jsou nejvice vyuzivany soli HA, humaty. Dale se pouziva dusikem
upraveny humus, ten je upraven zredénym roztokem hydroxidu amonného.
Amonny humus je efektivni stimulator rlstu rostlin. Humus zlepSuje dobu

navratu Zivin. Humaty zlepuji fyzikalni vlastnosti pidy. *

2.3.5.2. Pridmysl a Zivotni prostredi

V literatufe se uvadi mnoho aplikaci téchto materidld v prdmyslu.
Nékteré z nich jsou: zlepSeni vlastnosti studni¢nich vod, pfisada do cementu,
barvivo na kdZi, pro pfipravu indiga k barveni dfeva, k zesileni gum, pfi liti oceli,
barvivo v inkoustu, pfi vyrobé cukrl, soucast krmiva pro dobytek, barviva pro
keramické dlazdice, barvivo pro prfipravu Nylonu 6, zmékcéovadlo pro PVC,
prisada k pripravé a barveni PVC, iontoméni¢, smés k odsoleni vody, pri
recyklaci papiru.

V Zivotnim prostiedi se HS pouZivaji k odstranéni iontl tézkych kovd
(Fe, Ni, Hg, Cd, Cu), organickych latek z kontaminovanych vod. HS maji
vyznamnou vyménou kapacitu kladnych iontd (katex). Modifikaci HS se zvétsi
sorpCni vlastnosti. Napfiklad Uprava HS nesitovacimi cinidly, vyroba katexd
z raseliny v pritomnosti kyseliny sirové, fosfore¢né. HS se také pouzivaly
k sorpci plynli, napfiklad odpadni plyny z kafilerie, hlavné sirovodik. Humat

sodny byl pouZivan k odstranéni oxidu sifi¢itého z koufovych plynd. *°
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2.3.5.1. Medicina a farmacie

HA, jakoZto soucast raseliny, byly pro své |é¢ebné vlastnosti znamé jiz
v davnych casech. Mezi vyznamné terapeutické Ucinky patfi antivirova aktivita,
a antikoagulacni Uc¢inek. Podobné Ucinky mohou mit i syntetické HA (fenolické
polymery), vyrobené polymeraci z ortho a para difenoll. Dle zakladni latky se
polymery déli na katecholovy typ odvozeny z o-difenolli, hydrochinonovy typ
odvozeny z p-difenol a pyrogalovy typ odvozeny z trifenold. 3!

Antivirovy Uc¢inek HA byl prokazan pfi in vitro studii viru Coxsackie A, viru
chripky A a herpes simplex. Jsou efektivni proti obalenym i neobalenym vir@im.
Stejny ucinek maji i syntetické polymery. Antivirova aktivita spociva v inhibici
replikace viru nebo adsorpce viru (u cytomegaloviru HA obsadi pozitivné
nabitou doménu virového obalu — znemoznéni pripojeni viru k buné¢nému
povrchu). Selektivni inhibice byla prokazana u téchto vird: HIV-1, HIV-2,
cytomegalovirus, virus vakcinie A. Inaktivace u téchto vird: polio virus typ 1,
virus parainfluenzy typ 3. Adenovirus typ 2, ECHO virus typ 6 ukazaly malou
nebo ?4dnou odpovéd’ na pFirodni HA. 3!
jsou v lécbé lidi, tak i zvifat. Hlavnimi indikacemi u lidi byly revmatoidni
artritida, chronicky a subchronicky zanét genitalii. Zpravy o UspéSném pouziti se
tykaji onemocnéni zubd, dermatitidy, ekzém0, popalenin, dekubitl a infekCnich
ran. Ve veterinarni mediciné maji raSelinové léky tyto UspéSné vysledky:
zlepSeni serdznich otokd, artritidy, pohmozdénin, akutnich a chronickych
lipooxygendsové cesty v cyklu kyseliny arachidonové. 3!

LéCiva sila raselinovych koupeli je znama jiz odpradavna. Byla
vyhledavana lidmi s koznimi problémy a potizemi pohybového aparatu. V
balneoterapii (koupele, zabaly a obklady) ma raselina své misto odjakziva a jeji
prospéSnost je provéfena generacemi. V balneoterapii se pouZivd pouze
raselina, ktera je uznana jako IéCiva (ze schvalenych prirodnich 1éCivych zdrojd).

Balneologickou raselinu pouzivame jako podplrny prostiedek pfi syndromech
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svalového pretizeni pri sportu, pracovnim zatizeni, degenerativnich procesech
pohybového Ustroji, uvoliiuje srlsty, koznich problémech, zanétlivych
procesech, prfi revmatismu, ischiasu, pfi poruchach Ilatkové vymeény
organismu. >

Profibrinolyticka a antikoagulacni aktivita HA spociva v inhibici adheze a
zvySeném uvoliovani t — PA (tkanovy aktivator plasminogenu). t — PA je
povazovan za regulator antitrombotického obranného mechanismu. 3*

DrivéjSi experimenty dokazaly, ze HA, zvlasté, HY tvori aktivni kyslik
(0zdn) za pritomnosti kysliku, vody a zareni. Zakladem téchto experimentd je
hypotéza, Ze tento proces urychli hojeni a snizi proliferaci zhoubnych
nadorovych bunék. HY muze pomoci béhem hojeni produkci aktivniho kysliku.
Proliferace nadorovych bunék je omezena interkalaci HY do fetézcl molekuly
DNA. Klinické testy a experimenty in vitro dokazaly, ze se zkratil ¢as hojeni a

dodlo k redukci po¢tu nadorovych bunék o 70%. 32
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Zvirata

Pro pokus byli pouziti dospéli samci potkana kmene Wistar o hmotnosti
247 — 299 g. Zvirata byla chovana za standardnich podminek ve vivariu. Méla
volny pristup k vodé a byla krmena standardni potravou.

Studie byla provadéna v souladu se zakonem ¢. 246/1992 Sb. O ochrané

zvirat proti tyrani.

3.2. Vlastni experiment

Ve studii bylo pouzito celkem 24 potkan@ oznacenych HL, HR, ZAD,
P.BOK, L.BOK, CISTA. Jedinci byli rozd&leny do 4 skupin (E, F, G, H) po 6
kusech. Skupiny E, G mély pristup k pitné vodé bez pfimeési. Skupiny F, H byly
napajeny vodou s pridanim roztoku humatu (vodaHU) o koncentraci 2mg/ml.
Testovaci obdobi trvalo 5 dni.

1l.den od 6 — 18 hodin byla odebrana vSem skupinam potrava, pristup
k napajeci vodé nebo vodaHU ad libidum, vecer krmna smés ad libidum.

2.den byla zvifata umisténa do metabolickych kleci a byl jim aplikovan
1 ml LAMA roztoku intragastricky, moc¢ sbirana po dobu 5 hodin, po té byla
zvirata dana zpét do kleci, krmivo, napajeci voda ¢i vodaHU ad libidum.

3. den bylo vSem skupinam i.p. podano 0,5ml Fluorouracilu (pocitano
davka 25mg/200g hmotnosti zvirete.

4. den byla zvifata umisténa do metabolickych kleci a byl jim aplikovan
1 ml LAMA roztoku intragastricky, moc¢ sbirana po dobu 5 hodin, po té byla
zvirata dana zpét do kleci, krmivo, napajeci voda ¢i vodaHU ad libidum.

5. den byla provedena eutanazie pokusnych zvifat predavkovanim
éterovych par a po exitu byly vypreparovany a odebrany tkanové vzorky
z tenkého stfeva. Odebrany byly cca 1cm velké Useky z hranice duodeno —
jejuna a cca 1cm dlouhé kousky stredni ¢asti ilea.

Organy jsme histologicky zpracovali a pozorovali pod mikroskopem.

Sbiranou moc jsme zanalyzovali na plynovém chromatografu.
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3.3. Histologické zpracovani vzorku

Tkané jsme bezprostredné po vytéti fixovali v Bouinové tekutiné po dobu
48 hodin. Ucelem fixace je zabranit samovolnému rozkladu tkané plisobenim
enzymd. Po té jsme tkan odvodnili vzestupnou alkoholovou fadou, projasnili
xylenem a zalili do parafinu. Parafinové blocky jsme nakrajeli na mikrotomu
Leitz Wetzlar na 7um silné fezy. Pomoci preparacnich jehel jsme rezy prenesli
na podlozni sklicko. Pred barvenim jsme fezy odparafinovali fadou xylen,
sestupna alkoholova rada, voda. Po té jsme provedli barveni na hematoxylin
eozin (H — E), na methylovou zelen — pyronin a na alcidnovou modr —
hematoxylin - eosin. Po barveni jsme fezy odvodnili pomoci vzestupné
alkoholové rady a projasnili xylenem. Nabarvené fezy jsme zamontovali do

kanadského balzamu.

3.3.1. Fixace a zaliti do parafinu

Bouinlv roztok 2 dny

Ethanol 80 % 1 hodina

3x aceton béhem 24 hodin
Xylen 2x 15 minut
Parafin (56 °C) 2 hodiny

Zaliti do parafinu a vytvoreni blockd.

3.3.2. Barveni H—E

Odparafinovani:
xylen 3x 5 minut
96 % ethanol 5 minut
70 % ethanol 5 minut

destilovana voda 5 minut

Otreni sklicek bunicinou.
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Barveni:
hematoxylin 6 — 8 minut
pramenita voda 10 minut
Otreni sklicek bunicinou.
eozin 2 minuty

destilovana voda  oplachnuti

Odvodnéni:
96 % ethanol 2x oplachnuti
ethanol : xylen (2:1) 3 minuty
xylen : ethanol (1:2) 3 minuty
Projasnéni:

xylen 3X 3 minuty
Otreni sklicek bunicinou.

Zamontovani do kanadského balzamu.

Vysledek barveni: jadra bunék modre, svalstvo Cervené.

3.3.3. Barveni methylova zelen — pyronin

Odparafinovani:
xylen 3x 5 minut
96 % ethanol 5 minut
70 % ethanol 5 minut

destilovana voda 5 minut

Otreni sklicek bunicinou.

Barveni:
methylova zelen — pyronin 30 minut
destilovana voda rychly oplach

Otreni skli¢ek bunicinou.
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aceton oplachnuti

aceton : xylen (1:1) oplachnuti

aceton : xylen (1:10) oplachnuti
Projasnéni:

xylen 3x 3 minuty

Otreni sklicek bunicinou.

Zamontovani do kanadského balzamu.

Vysledek barveni: cytoplazma, jadérka a RNA obarveny purpurové, DNA

zelené az purpurové.

3.3.4. Barveni alcianova modr — hematoxylin — eosin

Odparafinovani:
xylen 3x 5 minut
96 % ethanol 5 minut
70 % ethanol 5 minut

destilovana voda 5 minut

Otreni skli¢ek bunicinou.

Barveni:
alcianova modf 15 minut
hematoxylin 6 — 8 minut
pramenita voda 10 minut (modreni)
Otreni sklicek bunicinou.
eosin 2 minuty
destilovana voda  oplachnuti
Odvodnéni:
96 % ethanol 2x oplachnuti
ethanol : xylen (2:1) 3 minuty
xylen : ethanol (1:2) 3 minuty
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Projasnéni:
xylen 3x 3 minuty
Otreni sklicek bunicinou.

Zamontovani do kanadského balzamu.

Vysledek barveni: jadra bunék jsou obarvena modre.

3.4. Roztoky a chemikalie

Fluorouracil — Teva inj. sol, ampule 5ml/250mg

LAMA roztok: Latulosae 10g, Mannitoli 2g, D-xylosae 2g, Sucralosae 29g
do 100 ml vody

Azid sodny: substance, ke konzervaci moce, cca 3 zrnka do sbérné
nadoby

Voda s primési humatu o koncentraci 2mg/ml

BouinGyv roztok:
nasyceny roztok kyseliny pikrové 300 ml
neutralni formol 100 ml
pred pouZitim se pridaji 3 ml ledové kyseliny octové
na 100 ml roztoku

Parafin: tuhy zkvalitnény 3 — 5 % bilého vceliho vosku

Hematoxylin Hill:

hematoxylin 4049
jodi¢nan sodny 0,4g
siran hlinity 35,29
destilovana voda 710,0 ml
ethylenglykol 250,0 ml
kyselina octova 40,0 ml
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Roztok eozinu: 1 % roztok eosinu v destilované vodé.

Barvici roztoky methylova zelen — pyronin:

roztok A roztok B
2,5 % roztok methylové zelené 1M NaOH 60,0 ml
s pyroninem v destilované vodé kyselina octova ledova 100,0 ml

destilovana voda ad 500,0 ml

Barvici roztok: roztok A + roztok B v poméru 1 : 1

3.5. Zhotoveni polosilnych rezii a jejich barveni

1. den: odbér a fixace v 3% roztoku glutaraldehydu ve fosfatovem
pufru, fixace do dalSiho dne v lednici

2. den: proplach vzorkl pufrem 4x po 15 minut, vzorky v lednici
druha fixace 2% roztokem kyseliny osmicelé ve fosfatovém pufru 2 az
3 hodiny, vzorky v lednici

proplach vzork{ pufrem 4x 15 minut

odvodnéni vzorka:
25% etanol Cisty vychlazeny 15 minut v lednici
50% etanol Cisty vychlazeny 15 minut v lednici

75% etanol s 1% uranylacetatu vychlazeny 15 minut v lednici
96% etanol s 1% uranylacetatu pok.teplota 15 minut
100% etanol s 1% uranylacetatu pok.teplota 15 minut
100% etanol Cisty pok.teplota 2 x 15 minut
prosyceni vzorkd:
smés 100% aceton : epoxidova pryskyfice =2 :1 1 hodina
smés 100% aceton : epoxidova pryskyfice =1 :2 1 hodina
koncentrovana epoxidova pryskyfice = smés Epon + Durkupan do
dalSiho dne v boxu pfi vlhkosti vzduchu do 40%
3. den: zaliti vzorkl do formiek do epoxidové pryskyfice Epon +
Durkupan, blo¢ky umistit do termostatu na 60 °C po dobu 72 hodin
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Krajeni:
Blocky se kraji na ultramikrotomu pomoci sklenénych nozd. Rezy se kraji
silné asi 300 nm (duhové zabarveni, je na nich vidét patrna struktura tkané).

Rezy se sbiraji na podlozni sklicka a po vysuseni nad plamenem se barvi.

Barveni:

Barvici roztok:

1) 1% toluidinova modr
redestilovana voda 100 ml
toluidinova modr 1g
boritan sodny (Borax) 1g

2) 1% pyronin
redestilovana voda 50 ml
pyronin 0,59
boritan sodny (Borax) 0,5¢g

3) Barvici roztok

1% toluidinova modf 40 ml
1% pyronin 10 ml
redestilovana voda 30 ml

Barvicka musi nékolik dni zrat, skladuje se v lednici pfi 5 °C.

Postup barveni:

Na podlozni sklicko se nakape redestilovana voda, do téchto kapek se
pomoci preparacni jehly prenesou nakrajené rezy. Nad kahanem se voda odpafri
a fezy se napnou a prischnou. Na fezy se nakape barvici roztok. Asi 10 sekund
se ziha nad plamenem. Sklicko se oplachne redestilovanou vodou. Na fezy se
nakape 50% alkohol. Sklicko se oplachne redestilovanou vodou. Sklicko se

vysusi nad plamenem.
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Montovani fez{:
Rezy se montuji do Entaldnu. Na fezy se kdpne montovaci latka, opatrné se
priklopi kryci sklicko odmasténé acetonem. Sklicko pfimacknout pinzetou a

bubliny vymackat.

3.6. LAMA test

Tento test se pouziva v ramci diagnostiky poskozeni tenkého streva. Je
to zatéZovy test nemetabolizovatelnymi cukry. Porucha strevni bariérové funkce
mlze vést k prdniku bakterii a toxind do systémového obéhu s nebezpedim
vzniku sepse a moznosti rozvoje multiorganového selhani. Zjistovani strevni
propustnosti je obvykle provadéno po podani nemetabolizovatelnych cukrl o
rGzné molekulové hmotnosti a s rlznym mechanismem absorpce.
Monosacharidy (manitol) se vstfebavaji transcelularni cestou a odrazeji stupen
absorpce malych molekul. Disacharidy (laktuléza) prechazeji pres paracelularni
junkéni komplexy a jejich absorpce odpovida permeabilité pro velké molekuly.
Test se provadi po laénéni, vypitim 100 ml testovaciho roztoku (5 g laktuldzy,
2 g manitolu, 40 g sachardzy ve 100 ml beziontové vody) Po té se mocC sbira po
dobu 5 hodin do nadoby s konzervans (napft. azid sodny nebo chlorohexidin)
(Obr. 10). Manitol je snadno absorbovan; laktuléza se absorbuje diky vétsi
molekulové hmotnosti pouze Castecné. V pripadé vyssich hodnot obou cukrll v
moci mlzeme vyslovit podezfeni na leaky gut syndrom (syndrom déravého
stfeva). Nizké hodnoty obou cukrd svédci o malabsorpci. Cukry vyloucené moci
se zanalyzuji na plynovém chromatografu a vypocitava se index La/Ma.
Normalni hodnota La/Ma indexu je 0 - 0,1. 3*

V naSem experimentu se sbirana moC analyzovala na plynovém

chromatografu ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.
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REVNi-PERMEABILITA, ABSORPCE

MANITOL LAKTULOZA
XYLOZA RHAMNOZA CELLOBIOZA GLUKOZA

FACILITOVANA  PASIVNIDIFUZE =~ PARACELULARNI AKTIVNI
DIFUZE TRANSCELULARNI ABSORPCE TRANSPORT
> PERORALNIi PODANI - LAKTULOZA 10g MANITOL 2g XYLOZA

> 5 HODINOVY SBER MOCI, STANOVENI KONCENTRACI
» VYPOCET INDEXU LA/MA, LAIXY.

Obr. 10. LAMA test. ¥
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4 VYSLEDKY
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4.1. Vysledky LAMA testu

Moc jsme analyticky zpracovali na plynovém chromatografu ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové. Vysledky jsme zapsali do tabulek a dale jsme je
statisticky zhodnotili pomoci statistického softwaru Systat Software, USA.

Program se jmenuje Sigmastat 3.1.

_ koncentrace mg/ml
potkan €. | Diuréza | konc.XY | konc.MA | konc.SU | konc.LA
ml/5h
E1l 0,22 0,716 0,220 2,026 0,265
E2 1,39 0,474 0,135 0,969 0,167
E3 2,99 0,546 0,170 1,198 0,303
E4 2,04 0,584 0,217 1,390 0,199
E5 2,49 0,482 0,258 1,616 0,263
E6 2,56 0,743 0,277 1,817 0,327
F1 1,31 0,461 0,148 1,218 0,207
F2 1,42 0,331 0,158 0,655 0,324
F3 3,18 0,402 0,205 0,950 0,225
F4 0,66 0,478 0,226 1,336 0,206
F5 2,33 0,277 0,104 0,627 0,136
F6 2,15 0,489 0,255 2,281 0,559
El 1,64 0,594 0,185 0,745 0,271
E2 2,07 0,625 0,229 1,142 0,306
E3 1,16 0,691 0,215 1,414 0,320
E4 2,22 0,820 0,264 1,337 0,222
ES 1,17 0,373 0,140 0,690 0,124
E6 0,8 1,290 0,315 3,000 0,368
F1 5,31 0,422 0,093 0,501 0,079
F2 1,26 4,064 0,537 1,765 0,084
F3 1,56 4,779 0,324 1,006 0,051
F4 1,38 2,121 0,182 1,333 0,019
F5 1,37 2,983 0,171 1,939 0,088
F6 0,54 3,039 0,205 1,967 0,055

Tabulka ¢.1 obsahuje diurézu skupin E, F pred a po podani 5 - FU. Dale
obsahuje naméfené hodnoty koncentraci jednotlivych cukrli z plynového
chromatografu (zvyraznény barevné).

Skupina E — aplikace 5 — FU + voda

Skupina F — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
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mnozstvi cukri vylouc¢ené za 5 hodin

pomér k manitolu

potkan €. | Diuréza Xyloza Manitol Sukraléza Laktuléza | LA/MA | SU/MA
ml/5h mg % mg % mg % mg %
E1l 0,22 |0,160| 0,800 |0,050 0,300 0,450 |0,200|0,058|0,100| 0,3333 | 0,6667
E2 1,39 |0,660| 3,300 |0,190 1,000 |1,350|0,500|0,232|0,200| 0,2000 | 0,5000
E3 2,99 1,630 | 8,200 |0,510/2,600|3,580|1,200|0,906 |0,900| 0,3462 | 0,4615
E4 2,04 1,190 | 6,000 |0,440]2,200|2,840|1,000|0,406|0,400| 0,1818 | 0,4545
E5 2,49 |1,200| 6,000 | 0,640 | 3,200 |4,020|1,400|0,655|0,700| 0,2188 | 0,4375
E 6 2,56 1,900 | 9,500 (0,710 3,600 4,650|1,600|0,837|0,800| 0,2222 | 0,4444
F1 1,31 0,600| 3,000 | 0,190/ 1,000 1,600 |0,600|0,271|0,300| 0,3000 | 0,6000
F2 1,42 |0,470| 2,400 (0,220 1,100 0,930 0,300 0,460|0,500| 0,4545 | 0,2727
F3 3,18 |1,280| 6,400 | 0,650 3,300 |3,020|1,000|0,716|0,700| 0,2121 | 0,3030
F4 0,66 0,320| 1,600 | 0,150 0,800 0,880 0,300 (0,136 |0,200| 0,1250 | 0,3750
F5 2,33 |0,650| 3,300 |0,240 1,200 1,460|0,500|0,317 (0,300 | 0,2500 | 0,4167
F6 2,15 |1,050| 5,300 |0,550|2,800|4,900|1,700|1,202|1,200| 0,4286 | 0,6071
E1l 1,64 |0,970| 4,900 (0,300 1,500 |1,220|0,400|0,444|0,400| 0,2667 | 0,2667
E2 2,07 |1,290| 6,500 | 0,470 2,400 2,360 |0,800|0,633|0,600| 0,2500 | 0,3333
E3 1,16 |0,800| 4,000 (0,250 1,300 |1,640|0,600|0,371|0,400| 0,3077 | 0,4615
E4 2,22 |1,820| 9,100 | 0,590 | 3,000 |2,970|1,000|0,493|0,500| 0,1667 | 0,3333
ES5 1,17 |0,440| 2,200 (0,160 0,800 |0,810|0,300|0,145|0,100| 0,1250 | 0,3750
E6 0,8 1,030| 5,200 | 0,250 (1,300 | 2,400 | 0,800 | 0,294 | 0,300 | 0,2308 | 0,6154
F1 5,31 |2,240 11,200 | 0,490 | 2,500 | 2,660 | 0,900 | 0,419 | 0,400 | 0,1600 | 0,3600
F2 1,26 |5,120| 25,600 | 0,680 | 3,400 | 2,220 | 0,800 | 0,106 | 0,100 | 0,0294 | 0,2353
F3 156 |7,460|37,300 (0,510 2,600 |1,570|0,500|0,080|0,100| 0,0385 | 0,1923
F4 1,38 |2,930| 14,700 | 0,250 | 1,300 | 1,840 | 0,600 | 0,026 | 0,000 | 0,0000 | 0,4615
F5 1,37 |4,090| 20,500 | 0,230 | 1,200 | 2,660 | 0,900 | 0,121 | 0,200 | 0,0833 | 0,7500
F6 0,54 |1,640| 8,200 | 0,110 0,600 | 1,060 |0,400|0,030|0,000| 0,0000 | 0,6667

Tabulka ¢. 2 obsahuje vypocitané hodnoty (mg, %) jednotlivych cukrl

vyloucenych za 5 hodin. Hmotnosti cukrl jsme vypoditali vynasobenim diurézy a

koncentrace z analyzatoru. Procenta jsme vypocitali hmotnostnim zlomkem.

Dale jsou v tabulce uvedené hodnoty pomérd cukrl (laktulosa ku manitolu a

sukralosa ku manitolu). Tyto hodnoty jsme ziskali vydélenim % mnoZzstvi cukr(.

Skupina E — aplikace 5 — FU + voda

Skupina F — aplikace 5 - FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
LA/MA - lactulosa/manitol
SU/MA — sukralosa/manitol
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LA % MA % SuU % XY % LA/ MA SU/MA

pred po |pfed| po |pfed| po pred po pred po pred po
E1l 0,1 04 [ 03] 15 02| 04 0,8 4,9 0,3333 0,2667 0,6667 0,2667
E2 0,2 0,6 1 24 1| 05| 08 3,3 6,5 0,2 0,25 0,5 0,3333
E3 0,9 04 |26 ] 13 |12 | 06 8,2 4 0,3462 0,3077 0,4615 0,4615
E4 0,4 05 | 22 3 1 1 6 9,1 0,1818 0,1667 0,4545 0,3333
ES5 0,7 01 [32] 08 |14 03 6 2,2 0,2188 0,125 0,4375 0,375
E 6 0,8 03 [ 36| 13 |16 | 08 9,5 5,2 0,2222 0,2308 0,4444 0,6154
F1 0,3 0,4 1 25 | 06| 09 3 11,2 0,3 0,16 0,6 0,36
F2 0,5 01 |(11] 34 03] 08 24 | 256 0,4545 0,0294 0,2727 0,2353
F3 0,7 01 [ 33 ] 26 1 0,5 6,4 | 37,3 0,2121 0,0385 0,303 0,1923
F4 0,1 0 08| 13 | 03| 06 16 | 147 0,125 0,0001 0,375 0,4615
F5 0,3 01 [12] 12 |05 09 3,3 | 20,5 0,25 0,0833 0,4167 0,75
F6 12 0 28] 06 | 17| 04 5,3 8,2 0,4286 0,0001 0,6071 0,6667

Tabulka ¢. 3 znazorfiuje shrnuti vysledkd hodnot jednotlivych cukrl a jejich

pomérd pred a po podani cytostatika 5 — FU.

Skupina E — aplikace 5 — FU + voda

Skupina F — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
LA/MA - lactulosa/manitol
SU/MA — sukralosa/manitol
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skupina test analyt P
t-parovy LA pFed a po 0,5
E t-parovy MA pfed a po 0,575
E t-parovy SU pfed a po 0,217
E t-parovy XY pred a po 0,859
E t-parovy LA/MA pfed a po 0,276
E t-parovy SU/MA pred a po 0,267
F t-parovy LA pfed a po 0,087
F t-parovy MA pfed a po 0,735
F t-parovy SU pred a po 0,916
F t-parovy XY pfed a po 0,012
F t-parovy LA/MA pfed a po 0,031
F t-parovy SU/MA pred a po 0,857
Evs. F t-test LA po 0,016
Evs. F t-test MA po 0,7
Evs. F t-test SU po 0,816
Evs. F t-test XY po 0,004
Evs. F t-test LA/MA po < 0,001
Evs. F t-test SU/MA po 0,667
E.F 1-way anova LA pFed a po 0,072
E,F 1-way anova LA/MA pred a po < 0,001
E, F, ko 1-way anova LA/MA pred a po < 0,001
E, F, ko 1-way anova SU/MA pied a po 0,642
E, F, ko 1-way anova LA pFed a po 0,062
F, ko t-test LA po 0,009
F, ko t-test XY po 0,044
F, ko t-test LA/MA po < 0,001

Tabulka ¢. 4 obsahuje statisticky zpracovana data skupin E,

statistického softwaru Sigmastat 3.1.

Skupina E — aplikace 5 — FU + voda

Skupina F — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
LA/MA - lactulosa/manitol

SU/MA — sukralosa/manitol

F pomoci

P — znamena hladina statistické vyznamnosti. Pokud jsou vysledky P < 0,05

jsou statisticky vyznamné. V tabulce jsou zvyraznény tucné jen staticky

vyznamné hodnoty.
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_ koncentrace mg/ml
potkan €. | Diuréza | konc.XY | konc.MA | konc.SU | konc.LA
ml/5h
G1 0,4 1,123 0,351 1,109 0,492
G2 1,18 2,150 0,111 0,523 0,125
G3 2,58 2,332 0,166 0,911 0,239
G4 3,88 1,762 0,116 0,731 0,198
G5 3 2,402 0,183 0,675 0,167
G6 1,43 1,618 0,103 0,223 0,091
H1 1,57 3,577 0,187 1,154 0,259
H?2 2,52 2,100 0,133 0,530 0,221
H3 2,78 2,895 0,171 0,726 0,200
H4 1,78 3,188 0,122 0,520 0,092
H5 4,74 1,850 0,094 0,395 0,070
H6 2,01 3,273 0,153 0,903 0,155
G1 0,4 1,366 0,127 0,565 0,124
G2 0,9 2,541 0,199 0,863 0,163
G3 1,46 1,306 0,138 0,545 0,097
G4 2,27 1,310 0,092 0,335 0,067
G5 1,6 0,901 0,088 0,500 0,099
G6 1,07 1,45 0,12 0,609 0,147
H1 0,51 2,476 0,354 1,808 0,333
H2 1,6 1,645 0,157 0,76 0,195
H3 1,03 3,098 0,256 1,202 0,278
H4 2,35 2,485 0,12 0,703 0,064
H5 1,47 2,366 0,15 0,821 0,164
H6 0,67 2,43 0,387 1,363 0,352

Tabulka €. 5 obsahuje diurézu skupin G, H pred a po podani 5 - FU. Dale
obsahuje naméfené hodnoty koncentraci jednotlivych cukrli z plynového
chromatografu (zvyraznény barevné).

Skupina G — aplikace 5 — FU + voda

Skupina H — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
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mnozstvi cukrl vylou¢ené za 5 hodin

pomér k manitolu

potkan €. | Diuréza Xyloza Manitol Sukraléza Laktuléza LA/MA | SU/MA
ml/5h mg % mg % mg % mg %
Gl 0,4 0,450 | 2,300 | 0,140 | 0,700 | 0,440 | 0,200 | 0,197 | 0,200 | 0,2857 | 0,2857
G2 1,18 | 2,540 | 12,700 | 0,130 | 0,700 | 0,620 | 0,200 | 0,148 | 0,100 | 0,1429 | 0,2857
G3 2,58 6,020 | 30,100 | 0,430 | 2,200 | 2,350 | 0,800 | 0,617 | 0,600 | 0,2727 | 0,3636
G4 3,88 6,840 | 34,200 | 0,450 | 2,300 | 2,840 | 1,000 | 0,768 | 0,800 | 0,3478 | 0,4348
G5 3 7,210 | 36,100 | 0,550 | 2,800 | 2,030 | 0,700 | 0,501 | 0,500 | 0,1786 | 0,2500
G6 1,43 2,310 | 11,600 | 0,150 | 0,800 | 0,320 | 0,100 | 0,130 | 0,100 | 0,1250 | 0,1250
H1 1,57 5,620 | 28,100 | 0,290 | 1,500 | 1,810 | 0,600 | 0,407 | 0,400 | 0,2667 | 0,4000
H2 2,52 5,290 | 26,500 | 0,340 | 1,700 | 1,340 | 0,500 | 0,557 | 0,600 | 0,3529 | 0,2941
H3 2,78 | 8,050 | 40,300 | 0,480 | 2,400 | 2,020 | 0,700 | 0,556 | 0,600 | 0,2500 | 0,2917
HA4 1,78 |5,670 | 28,400 | 0,220 | 1,100 | 0,930 | 0,300 | 0,164 | 0,200 | 0,1818 | 0,2727
H5 4,74 18,770 | 43,900 | 0,450 | 2,300 | 1,870 | 0,600 | 0,332 | 0,300 | 0,1304 | 0,2609
H6 2,01 |6,580 | 32,900 | 0,310 | 1,600 | 1,820 | 0,600 | 0,312 | 0,300 | 0,1875 | 0,3750
G1 0,4 0,550 | 2,800 | 0,050 | 0,300 | 0,230 | 0,100 | 0,050 | 0,050 | 0,1667 | 0,3333
G2 0,9 2,290 | 11,500 | 0,180 | 0,900 | 0,780 | 0,300 | 0,147 | 0,100 | 0,1111 | 0,3333
G3 146 |1,910| 9,600 |0,200 | 1,000 | 0,800 |0,300 0,142 | 0,100 | 0,1000 | 0,3000
G4 2,27 | 2,970 | 14,900 | 0,210 | 1,100 | 0,760 | 0,300 | 0,152 | 0,200 | 0,1818 | 0,2727
G5 1,6 1,440 | 7,200 | 0,140 | 0,700 | 0,800 | 0,300 | 0,158 | 0,200 | 0,2857 | 0,4286
G6 1,07 |1,550| 7,800 | 0,130 0,700 | 0,650 | 0,200 | 0,157 | 0,200 | 0,2857 | 0,2857
H1 0,51 |1,260| 6,300 |0,180 | 0,900 | 0,920 | 0,300 | 0,170 | 0,200 | 0,2222 | 0,3333
H2 1,6 2,630 | 13,200 | 0,250 | 1,300 | 1,220 | 0,400 | 0,312 | 0,300 | 0,2308 | 0,3077
H3 1,03 |1,690| 8,500 |0,160 | 0,800 | 0,780 | 0,300 | 0,201 | 0,200 | 0,2500 | 0,3750
HA4 2,35 |5,840 | 29,200 | 0,280 | 1,400 | 1,650 | 0,600 | 0,150 | 0,200 | 0,1429 | 0,4286
HS5 1,47 3,480 | 17,400 | 0,220 | 1,100 | 1,210 | 0,400 | 0,241 | 0,200 | 0,1818 | 0,3636
H6 0,67 |1,630| 8,200 |0,260 | 1,300 | 0,910 | 0,300 | 0,236 | 0,200 | 0,1538 | 0,2308

Tabulka ¢. 6 obsahuje vypocitané hodnoty (mg, %) jednotlivych cukrd

vyloucenych za 5 hodin. Hmotnosti cukrli jsme vypoditali vynasobenim diurézy a

koncentrace z analyzatoru. Procenta jsme vypocitali hmotnostnim zlomkem.

Dale jsou v tabulce uvedené hodnoty pomérl cukrd (lactulosa ku manitolu a

sukralosa ku manitolu). Tyto hodnoty jsme ziskali vydélenim % mnoZstvi cukr(.

Skupina G — aplikace 5 — FU + voda

Skupina H — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
LA/MA — lactulosa/manitol
SU/MA - sukralosa/manitol
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LA % MA % SuU % XY % LA/ MA SU/MA

pred | po |pfed| po |pfed| po pred po pred po pred po
Gl 0,20 | 0,05 |0,70| 0,30 | 0,20 | 0,10 2,30 2,80 0,2857 0,1667 0,2857 0,3333
G2 0,10 | 0,20 | 0,70 | 0,90 | 0,20 | 0,30 | 12,70 | 11,50 | 0,1429 0,1111 0,2857 0,3333
G3 0,60 | 0,10 (2,20 | 1,00 | 0,80 | 0,30 | 30,10 | 9,60 | 0,2727 0,1 0,3636 0,3
G4 0,80 | 0,20 (2,30 | 1,10 | 1,00 | 0,30 | 34,20 | 14,90 | 0,3478 0,1818 0,4348 0,2727
G5 0,50 | 0,20 | 2,80 | 0,70 | 0,70 | 0,30 | 36,10 | 7,20 0,1786 0,2857 0,25 0,4286
G6 0,10 | 0,20 | 0,80 | 0,70 | 0,20 | 0,20 | 11,60 | 7,80 0,125 0,2857 0,125 0,2857
H1 0,40 | 0,20 | 1,50 | 0,90 | 0,60 | 0,30 | 28,10 | 6,30 0,2667 0,2222 0,4 0,3333
H2 0,60 | 0,30 (1,70 | 1,30 | 0,50 | 0,40 | 26,50 | 13,20 | 0,3529 0,2308 0,2941 0,3077
H3 0,60 | 0,20 | 2,40| 0,80 | 0,70 | 0,30 | 40,30 | 8,50 0,25 0,25 0,2917 0,375
H4 0,20 { 0,20 |1,10| 1,40 | 0,30 | 0,60 | 28,40 | 29,20 | 0,1818 0,1429 0,2727 0,4286
HS5 0,30 | 0,20 | 2,30 | 1,10 | 0,60 | 0,40 | 43,90 | 17,40 | 0,1304 0,1818 0,2609 0,3636
H6 0,30 { 0,20 | 1,60 | 1,30 | 0,60 | 0,30 | 32,90 | 8,20 0,1875 0,1538 0,375 0,2308

Tabulka ¢. 7 znazorfiuje shrnuti vysledkd hodnot jednotlivych cukrl a jejich

pomérd pred a po podani cytostatika 5 — FU.

Skupina G — aplikace 5 — FU + voda

Skupina H — aplikace 5 — FU + vodaHU

LA — lactulosa, MA — manitol, SU — sukralosa, XY — xylosa
LA/MA - lactulosa/manitol
SU/MA — sukralosa/manitol

Zaveér: Vysledky LAMA testu nam ukazaly, ze testované huminové latky nemély
na tenké strevo protektivni ucinky. Oddvodnit to Ize tim, Ze podavany roztok
humatl byl pfipraven technologii, jejimZ vysledkem byly huminové latky, které

vykazovaly zasaditou povahu. Vysledky LAMA testu se nam protektivni Gcinek

HS na poskozeny GIT nepodafilo prokazat.
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4.2. Histologické vysledky

Ve skupinach (E,G), které byly exponovany jednorazovym i.p. podanim
cytostatika 5-FU a po dobu experimentu mély pristup k pitné vodé, nebyly
pozorovany zasadni zmény v usporadani tkanovych komponent jejuna a ilea
oproti fyziologické charakteristice u kontrolnich jedincl (Obr. pfiloha ¢. 1 —4).
Stroma klk& bylo casto infiltrovano  kulatobunécnou populaci leukocytl
(Obr. priloha €. 5 - 8).

Jedinci z dalSich skupin (F, H), ktefi méli mimo aplikace cytostatika
zajistén pristup k pitné vodé s primési huminovych latek, vykazovali obraz
struktury tkani shodny s vySe popsanymi nalezy (Obr. pfiloha ¢. 9 — 10).

Jediny rozdil, subjektivné odhadnuty, mezi studovanymi skupinami, by
mohl byt povaZovan nalez u vétSiny potkand s pfistupem vodaHU — méné

pocetné zastoupeni kulatobunécného infiltratu ve stromatu klku.

Zavér: Histologicky obraz stén tenkého stfeva u potkanl ve vsech
Ctyrech experimentalnich skupinach testovanych na moznost poskozeni funkce
tenkého stfeva po jednorazovém i.p. podani cytostatika 5-FU, byl plné
porovnatelny s fyziologickym stavem vrstev tvoricich stfevni sténu. Subjektivné

sVV/

skupin, které mély pristup k pitné vodé s primési huminovych latek.

Snimky preparatl byly vyfoceny kamerou PixeLINK PL — A642 verze 5,03

a upraveny v programu NIS — Elements AR 230.
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5.0BRAZKOVA PRILOHA
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A R A BALE .
Obr. 1. PFicny prlfez sténou tenkého stfeva. Ukazuje fyziologické poméry.
ZvétSeni 400x. Barveni methylova zelen — pyronin.

o s \
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Obr. 2.Kartacovy lem jejuna s mikroklky — fyziologicky pomér. ZvétSeni 400x.

Barveni methylova zelen — pyronin.
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Obr. 4. Lieberkiihnovy krypty s hyperpyroninolii hlenovych  bunék.

ZvétSeni 400x. Barveni methylova zeler — pyronin.
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Obr. 5. Infiltrace leukocytd v intersticiu. ZvétSeni 200x. Barveni methylova
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Obr. 8. Infiltrace leukocytli, modfe jsou obarveny hlenové bunky. ZvétSeni

400x. Barveni alcianova modf — H — E.
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Obr. 10. Infiltrace leukocytd + zmnozené hladkosvalové buriky. ZvétSeni 400x.

Barveni H — E.
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6. DISKUZE
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Problematika cytostatické |écby u onkologickych pacientl spociva
v nezadoucich Gcincich 1ékd. 5-FU zkoumany v diplomové praci ma mnoho
nezadoucich Gcinkd. Jeden z nich je poskozeni GIT, snizenim stfevni absorpce a
zvySenim stfevni permeability. Pricina tkvi v poruseném stfevnim epitelu. Vlivem
5-FU dochazi postupné k atrofii sliznic, krypt a klkd. Tyto defekty se klinicky
manifestuji jako abdominalni bolest, prlijmy, poruchy absorpce, permeability
s ¢imz Uzce souvisi neprospivani a malnutrice pacient. Takova to desintegrace

stfevni sliznice je vstupni branou pro systémové infekce. 2% 23

Pro podporu regenerace sliznic GIT je zajimava moznost parenteralniho Ci
peroralniho podani aminokyseliny, glutaminu. Glutamin je vyznamny cinitel pro
zajisténi integrity sliznic GIT. Studie z roku 2001 prokazala, ze oralné podany
glutamin vyznamné snizil stupen poskozeni stfevni absorpce a permeability u

pacientd lé¢enych 5-FU. Glutamin ma tedy ochranné Ucinky na stfevni sliznici. %

V nasi praci jsme se snazili prijit na to, co by mohlo zabranit poSkozeni
stfevni sliznice, pripadné zmirnit ¢ co nejdrive poskozené strevo vratit do
plvodniho fyziologického stavu.

K tomuto ucelu jsme pouzili huminové latky. HS jsou pfirodni latky, které
jsou rozSifeny po celém zemském povrchu. Jejich léCebny efekt je znam

odpradavna. Jejich vyznamné terapeutické ucinky jsou antivirovy efekt, snizuji

.....

Gcinek. V dneéni dobé se HS pouZivaiji v balneoterapii. 3% 3% 33

Prokazat ucinky HS na experimentalné poskozeny GIT jsme se snazili u
24 potkand kmene Wistar pomoci LAMA testu a histologické analyzy tenkého
stfeva.

LAMA test se pouziva v ramci diagnostiky poskozeni tenkého streva. Je to
zatézovy test nemetabolizovatelnymi cukry. ZjiStovani stfevni propustnosti je
obvykle provadéno po podani nemetabolizovatelnych cukrl o rlizné molekulové
hmotnosti a s rliznym mechanismem absorpce. V pfipadé vyssich hodnot obou

cukrll v moci mlzZeme vyslovit podezieni na leaky gut syndrom (syndrom
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déravého stfeva). Nizké hodnoty obou cukrli svéd¢i o malabsorpci. Cukry
vyloucené modi se zanalyzuji na plynovém chromatografu a vypocitava se index
La/Ma. **

Testovaci obdobi trvalo 5 dni. Druhy a Ctvrty den byla zvifata umisténa
do metabolickych kleci a byl jim intragastricky podan LAMA roztok. Treti den byl
zvitatlim intraperitonalné podano cytostatikum 5-fluorouracil. Po celou dobu
pribéhu experimentu méla zvitata z prvni skupiny pristup k pitné vodg, zvirata
druhé skupiny méla pfistup k pitné vodé s primési huminovych latek. Paty den
byla zvifata utracena v éterové narkéze a byly jim odebrany tkanové vzorky

tenkého streva.

Z vysledkd LAMA testu se nam projektivni Gc¢inek HS na experimentalné

poskozeny GIT nepodarilo prokazat.

Na histologickych preparatech skupiny, ktera méla pristup k pitné vodé
bez primési byly vidét vysoké, stihlé klky jejuna ¢&i nizsi klky ilea. Klky byly
lemovany pocetnymi enterocyty se zretelnym kartacovym lemem. Misty byly
enterocyty stfidany poharkovymi bufikami s hlenovym obsahem. Casto bylo
stroma klkd infiltrovano kulatobunécnou populaci leukocytll. Lieberkiihnovy
krypty byly pozorovany beze zmén. Preparaty skupiny s pristupem k pitné vodé
s pfimési HS byly téméf shodné s preparaty predchozi skupiny. Jediny

subjektivné odhadnuty rozdil byl, Ze u preparatd druhé skupiny byla ve

A4

Pilotni studie na podobné téma byla provedena v roce 2006 ve Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové. S rozdilem pouzitych cytostatik (metotrexat, 5-FU)
a humatl obsazenych v pitné vodé. PficemZz vysledky byly téméF shodné
s nasimi. Pro podrobnéjsi interpretaci vysledk( nasi prace jsme v dostupnych
informacnich zdrojich nenalezli obdobné sestavenou studii,kterd by poslouzila

jako referencni sdéleni.
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Myslim, Ze bude potreba jeSté mnoho studii na toto téma, aby se
protektivni uc¢inek na GIT po cytostatické Iécbé 100 % ukazal. Mozna bude
potreba zvolit delSi priibéh experimentu a ne jen jednorazové podani 5-FU. Dale
by se urcité méla provadét podrobnéjsi analyza vzork( s blizSim urcenim
zastupcl leukocytl v kulatobunééném infiltratu pomoci imunohistochemickych

metod.
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7. ZAVER
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V diplomové praci jsme se snazili prokazat jaké ucinky maji HS na
experimentalné poskozeny GIT, konkrétné tenké stfevo. Ucinky jsme zjistovali
pomoci LAMA testu a histologické analyzy.

Ve studii jsme poufzili 24 potkant kmene Wistar, které jsme rozdélili do 4
skupin po 6 zviratech oznacenych pismeny E, F, G, H. Studie probihala 5 dni.
Druhy den experimentu byla zvifata umisténa do metabolickych kleci a byl jim
intragastricky podan LAMA roztok. Treti den byl zvifatim intraperitonealné
podan 5-FU. Treti den byla zvifata opét umisténa do metabolickych kleci a byl
jim podan LAMA roztok. Paty den byla zvifata utracena v éterové narkdze a byly
jin odebrany vzorky tkani tenkého stfeva. Po celou dobu experimentu méla
zvirata pristup k pitné vodé, jen s rozdilem, Ze skupiny E a G méla vodu bez
pfimési a skupiny F a H méla pitnou vodu s pfimési HS.

MoC jsme zanalyzovali na plynovém chromatografu, vysledky zpracovali
do tabulek a statisticky zhodnotili. Z vysledkli LAMA testu se nam protektivni
ucinek HS na GIT neprokazal.

Vzorky tkani tenkého stfeva jsme zpracovali dle uvedenych postupd.
Histologické preparaty byly témér shodné s fyziologickymi poméry. Rozdil oproti
fyziologii byla infiltrace leukocyt ve stromatu klkd.

Jiz z davnych casl je IéCivy a protektivni Gcinek HS dobfe znam. Zda-li
maji tyto Gc¢inky i na GIT poSkozeny cytostatickou lécbou zlstava zatim
otazkou. Je potieba dalSich experimentl k prlkazu protektivniho Ucinku HS na

poskozeny GIT cytostatiky.
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8. SEZNAM ZKRATEK
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5-FU — 5-fluorouracil

AMK — aminokyseliny

DHFU - dihydrofluorouracil

DPD - dihydropyrimidindehydrogenasa
FA — fulvic acids, fulvokyseliny, fulvonové kyseliny
FAUDP - fluorodeoxyuridin difosfat
FAUMP — fluorodeoxyuridin monofosfat
FAUTP - fluorodeoxyuridin trifosfat
FUDP — fluorouridin difosfat

FUDR - fluorodeoxyuridin

FUMP — fluorouridin monofosfat

FUR — fluorouridin

FUTP — fluorouridin trifosfat

GALT — gut associated lymphatic tissue, lymfaticka tkan stfeva
GIT — gastrointestinalni trakt

H — E — hematoxylin — eosin

HA — humic acids, huminové kyseliny
HS — humic substances, huminové latky
HY — hymatomelanic acids, hymatomelanové kyseliny
IEL — intraepitelové lymfocyty

LA — lactulosa

LPL — lymfocyty v lamina propria

LTs — leukotrieny

MA — manitol

MDU — mukozitida dutiny Gstni

MK — mastné kyseliny

OPRT - orotatfosforibosyltransferasa
PGs — prostaglandiny

PRPP — fosforibosylpyrofosfat

RR - ribonukleotidreduktasa

SU - sukralosa

TK — tymidinkinasa
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TP — tymidinfosforyasza

UK — uridinkiasza

UP — uridinfosforylasa

vodaHU — pitna voda s primési humatu

XY - xylosa
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