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1. UVOD

Ackoli jsou mineralni latky v zivo¢isném organizmu zastoupeny v malém mnozstvi, presto
maji vyznamny vliv na uplatnéni normélniho prtibéhu neurohumoralnich, imunitnich a
metabolickych procest, a tim i na uzitkovost, zdravi, reprodukci atd. Z hlediska rozdilné
potfeby organizmu na saturaci mineralnimi ldtkami hovofime o esencidlnich,
neesencialnich a toxickych prvcich. Tento zplsob déleni je do jisté miry zavadégjici,
protoze i pii podavani esencialniho prvku mize dojit k poSkozeni organizmu z davodu
dosazeni toxické davky.

Oblast mineralni vyzivy a primyslu se intenzivné rozviji. Pro aplikaci do diet
podavanym zvifatim jsou stale vyvijeny nové produkty krmivarskych biotechnologii.
Vyznamnym trendem této doby jsou prvky vadzané na rozlicné organické nosice. Tyto
zdroje ptedstavuji nutri¢ni faktory, které mohou pozitivné ovlivnit stravitelnost, retenci i
bilanci zkrmovanych prvkl. Toto tvrzeni podporuji mnozi autofi z jejichz praci vyplyva
vyssi vyuzitelnost organickych zdroji nez je tomu u anorganickych soli prvkda.
Biologickou vyuzitelnost mineralii ovliviiuje cela fada dalSich faktort, napt. druh, vk,
uroven uzitkovosti zvitete, skladba krmné déavky atd.

Pokud zadate klicové slovo ,selenium™ do celosvétové pouzivaného vyhledavace
,»Google” (www.google.com) pak se zobrazi téméf Ctrnact milionti odkazii, které se
vztahuji k tomuto tématu. Tyto odkazy obsahuji Siroké spektrum nejriznéjSich ptispévkl z
oblasti komer¢ni, populérni i védecké. Pokud jde striktn€ o poznatky v rdmci medicinského
vyzkumu muze byt pouzito stranek ,,PubMed* (www.pubmed.gov), kde se zobrazi vice
nez osmnact tisic ptivodnich védeckych praci. Z uvedenych faktii vyplyva, ze na vyzkum
biologického efektu selenu je soustfedén velky zajem pracovist po celém svété. Zminény
biologicky ulinek je zpravidla vazan na celou tfadu selenoproteini. Tyto ,,funkcéni®
bilkoviny (hlavné enzymy) obsahuji selen kovalentné vdzany na aminokyselinu cystein.
Mezi  nejvyznamnéj$i  selenoproteiny  savcll  fadime  glutathionperoxidazy,
thioredoxinreduktazy, jodothyronindeiodinazy, selenofosfatsyntdza, selenoproteiny K, P,
M, N, S, W, 15 kDa, 18 kDa (Papp et al. 2007).

Selen patii k nejvice toxickym stopovym prvkiim. Vstupni branou selenu pro zvitata
jsou rostliny, které pfijimaji selen z pudy v anorganické formé. Vyskyt selenu v padé
celosvétové podléha zna¢né variabilité. Ceska republika se fadi mezi zemé s nizkym

piijmem selenu. Jiz v Sedesatych letech byly publikovany prvni zpravy o vyskytu



onemocnéni mladych kategorii skotu souvisejicich s deficitem selenu (Kursa 1969).
Vyskyt klinickych forem selenového deficitu v podobé nutricni svalové dystrofie byl
zaznamenavan v pozde¢jsi dobé témito autory: Vrzgula et al. (1972), Kursa et Kroupova
(1975), Anke et al. (1983), Kvicala et al. (1997), Pavlata et al. (2001). Otravy selenem
(selendzy) probihaji bud’ akutné, subakutné nebo chronicky. Podle druhu a uzitkovosti
hospodaiskych zvitat udavaji literarni udaje potiebu selenu mezi 0,1 - 0,3 mg.kg™! suSiny
krmiva (Shenkel et Flachowsky 2000). V USA je suplementace krmné davky pro driibez,

ovce a skot stanovena na maximalni hodnotu 0,3 mg.kg™! suSiny krmiva (FDA 1997).



2. LITERARNI PREHLED

2.1 VOLNE RADIKALY

Za zakladatele ,,radikdlové® chemie jsou povazovani Henry John Horstman Fenton (1854-
1929), ktery roku 1884 popsal vznik hydroxylového radikélu pii oxidaci kyseliny vinné za
pritomnosti Zeleza ve svém pojednani ,, Oxidation of tartaric acid in the presence of iron“,
a Moses Gomberg (1866-1948), ktery v roce 1900 popsal trifenylmethylovy radikal ve své
praci ,,An instance of trivalent carbon: triphenylmethyl“, a o dvacet Ctyii let pozd&ji své
poznatky shrnul v pojednani ,, Organic Radicals “.

Existenci superoxidového radikalu pii reakci v plynné fazi poprvé predpovedél
Marshall (1926), ve vodném roztoku pak Haber er Willstatter (1931). Avsak prikaz
tohoto radikdlu byl umoZnén teprve vyvojem elektronové spinové rezonancni
spektroskopie (Saito er Bielski 1961). Tento objev odstartoval a do jist¢ miry umoznil
vyzkum volnych radikald, ktery je v soucasné dobé v rozkvétu. Této, do jisté miry,
popularity vyuzivd komer¢ni sektor k propagaci svych produkt. Ty mohou vznik volnych
radikali redukovat, ale je potieba velkého nadhledu pii chapani promyslenych

marketingovych strategii jednotlivych firem.

2.1.1 Definice

Béhem zivota organizmu ptirozené vznika tada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen
species — ROS) a dusiku (reactive nitrogen species — RNS). Z ¢etnych pokust vyplyva, ze
tyto latky maji znacny fyziologicky a patogeneticky vyznam (Reaume 1996, Goldfarb
1999, Seifried ef al. 2003, Valko ef al. 2004, Schumacker 2006). Volené radikaly pohotove
reaguji s riznymi biologickymi strukturami, napf. mastnymi kyselinami a lipidy,
aminokyselinami a  proteiny, mononukleotidy a polynukleotidy i stadou
nizkomolekularnich metaboliti, koenzymti a jinych soucasti zivé hmoty (Vodrazka 2002).
Diky tomu se staly vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a
signalnimi molekulami bunééné regulace. Za urcitych okolnosti mohou ptisobit jako

toxické latky a jako dezinformaéni agenti (Stipek et al. 2000).



Tab. 1 Reaktivni formy kysliku a dusiku (Usmar et Hallivell 1996, Stipek et al. 2000)

Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy dusiku

volné radikaly volnymi radikaly

Latky, které nejsou

Latky, které nejsou

volne radikaly volnymi radikaly

superoxid, Oy
hydroxylovy radikal, HO'
peroxyl, ROO"
alkoxyl, RO’
hydroperoxyl, HO,"

ozon, O3

peroxid vodiku, H>O,
kyselina chlorna, HOCI

singletovy kyslik, 'O,

nitrosyl, NO*
nitroxid, NO
kyselina dusita, HNO;
oxid dusity, N,O3
oxid dusicity, N2Oy

oxid dusnaty, NO'
oxid dusicity, NO'

nitronium, NO,*
peroxynitrit, ONOO
alkylperoxynitrit, ROONO

Jak vyplyva z tabulky 1, pouze n€které z reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS)

jsou volné radikaly (latky s neparovym elektronem).

Volny radikal vznik4 trojim zpisobem(Sjodin et al. 1990):

- homolytickym Stépenim kovalentni chemické vazby (kazdy fragment si ponechava

jeden neparovy elektron),

- redukci (pfidanim jednoho elektronu k molekule),

- aoxidaci (ztratou jednoho elektronu z molekuly).

Prvni ze zptsobt je velmi energeticky naro¢ny a proto v biologickém systému volné

radikaly vznikaji odejmutim nebo piidanim elektronu. Radikdly mohou byt neutralni

Eastice nebo zaporné ¢i kladné nabité ionty (Stipek et al. 2000).

Obecné je radikal velice reaktivni ¢astice, diky jeho snaze doplnit si parovy elektron, a

tak jsou schopné rychle se navazat na jinou strukturu nebo elektron piedat jiné molekule

nebo ji ho odejmout. Pokud dojde k reakci radikdlu s jinou molekulou, tak si z této

molekuly doplni parovy elektron a zaroven ztéto molekuly radikdl vytvoii. Timto

zpusobem se radikdlové reakce $ifi do okoli a teprve po setkani a reakci dvou radikalii

dojde k jejimu ukonceni — terminaci (Halliwell et Gutteridge 1985, Reynolds et al. 2007).



2.1.1.1 Reaktivni formy kysliku

Naésledné reakce popisuji prubéh kompletni redukce kysliku (Clarkson et Thompson 2000):

02+ e — 02" superoxidovy radikal

02"+ H20 — HO2"+ OH% hydroperoxylovy radikal

HO:"+ ¢ +H — H202 peroxid vodiku

H202 + ¢ — "OH + OH: hydroxylovy radikal
V posledni reakci elektron (v potadi Ctvrty) redukuje hydroxylovy radikdl na dalsi
molekulu vody (v reakci uvedena disociovana forma, tedy hydroxylovy ion OH::a nikoli
H20):

HO" +¢ — OH:

Vyse popsana cCtyt elektronovd redukce molekuly atmosférického kysliku na dveé

molekuly vody je nezbytnou reakci pro aerobni zpiisob Zivota. Probiha v dychacim fetézci

v mitochondriich, v aktivnim centru enzymu cytochromoxidazy, a umoziuje transformaci

energie chemickych vazeb Zivin do adenozintrifosfatu —ATP (Khalimonchuk ef al. 2007).

e Superoxid
- ma oxidacni i reduk¢ni vlastnosti,
- podléha dizmutaci, pii které jedna jeho molekula poskytuje elektron druhé (zaroven se
oxiduje i redukuje):
02"+ 02"+ 2H"— H202 + O2
- tato reakce ve vodném prostiedi probiha velkou rychlosti a biologickych systémech je

jeste urychlovana enzymem superoxiddizmutazou (Yu 1994, Van Camp et al. 1997).

e Peroxid vodiku
- z chemického hlediska neni volnym radikdlem, ale uc€astni se pii jejich vzniku,
- jeho reakce s biomolekulamy jsou pomérné pomalg, ale z ptitomnosti tranzitnich kovt se
pohotové redukuje:
H20: + Fe?" — HO" + OHo+ Fe**
- pfi této Haber-Weissoveé reakci (t¢zZ znama jako Fentonova reakce) vznikd vysoce

toxicky hydroxylovy radikal, ktery okamzité napadéa okolni biomolekuly (Sohal 2002).



e Kyselina chlorna
- je syntetizovana neutrofilnimi granulocyty pomoci myeloperoxidazy:
H202 + Cl&+ H" — HCIO + H20
- Jjelikoz je silny oxidant, tak je neutrofily vyuZzivana (spolu s ROS a NOS) jako
baktericidni prostfedek (Stipek et al. 2000).

2.1.1.2 Reaktivni formy dusiku

e  Oxid dusnaty

- v organismu je syntetizovan pomérné slozitym enzymovym mechanismem,

- in vivo reaguje s vétSinou biomolekul velmi pomalu, nebot’ jeho difuze do krve a
inaktivace hemoglobinem je mnohem rychlejsi,

- dostatecné rychle reaguje pouze s tranzitnimi kovy,

- jeho metabolity jsou velmi reaktivni,

- pohotové se vaze na hemové Zelezo a sluCuje se s fenoly (Tyr), thioly (Cys, GSH,

albumin) a se sekundarnimi aminy (Squadrito et Pryor 1998).

e Peroxynitrit
- nejvyznamnéjsi je reakce oxidu dusnatého se superoxidem za vzniku toxického
peroxinitritu:

NO™ + 02" — OONO:
- fyziologické podminky nejsou pro jeho syntézu idealni (| koncentrace NO a
superoxidu), avSak pii intenzivni syntéze NO a superoxidu (aktivované granulocyty) mtze
koncentrace peroxinitriti dosdhnout vyznamnych hladin,
- in vivo je piimo odpovédny za nitraci a hydroxylaci aminokyseliny tyrozinu - Tyr

(Stipek et al. 2000).



2.1.2 Nejvyznamnéj$i funkce volnych radikali v organizmu

o Cytochromoxiddza

- je posledni funkéni enzym dychaciho fetézce ve vnitini membrané mitochondrii,

- pfijima elektrony pochézejici ze zivin a pfedava je na molekularni kyslik (redukuje ho
¢tyfmi elektrony za vzniku dvou molekul vody, pfi¢emz se uvolni energie pro syntézu ATP
(viz. vyse),

- redukce kysliku probiha na aktivnim centru enzymu a probihd ve stupnich,

- toxické meziprodukty ziistdvaji vdzany na enzym - mimo néj by tvofily reaktivni

metabolity a poskozovaly okolni biomolekuly.

e Monooxygendza

- aktivuje kyslik podobnym zplsobem v endoplazmatickém retikulu jater a
v mitochondriich nadledvinek,

- dioxygen je redukovan tfemi elektrony az na uroven hydroxylového radikalu, ktery je
vyuzit k hydroxylaci fady endogennich a exogennich latek véetné 1€k,

- hydroxylace je vyznamnou reakci pii syntéze cholesterolu a pii jeho pieméné na zlucové
kyseliny,

- xenobiotika se mohou po hydroxylaci konjugovat s hydrofilnimi latkami, tim se stanou

rozpustnéjsi ve vode, a snadnéji se vylouci z téla (Cotton et al. 2007).

e Fagocyty

- neutrofilni granulocyty a makrofagy pouzivaji reaktivni formy kysliku k odstranovani
zbytkl mrtvych bunék a k zabijeni bakterii,

- jejich funkce popisuje kapitola 2.4 Imunitni systém.

o Signalni molekuly

- bunécné pochody jsou fizeny mnoha extracelularnimi i intraceluldrnimi signaly, které
pomoci bunécné informacni sit¢ ovliviiuji aktivitu enzymli a expresi genl. Stav
oxidoredukéniho prostiedi a RONS se na tomto fizeni podili bud’ pfimo, nebo ovlivnénim

regulacnich molekul (Elliott ez Elliott 1997).



2.2 ANTIOXIDANTY

Pted 2,5 miliardami let dosSlo, zddvodu fotosyntetické aktivity sinic, ke vzestupu
koncentrace kysliku v zemské atmosfére. Tento vzestup ptsobil jako stresovy faktor, ktery
mohly pfezit jen druhy organizmi u nichz se vyvinuly mechanizmy chranici pied timto
vysoce reaktivnim prvkem.

Antioxidant je latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu ROS - sniZuji pravdépodobnost
jejich vzniku nebo je pfevadéji do méné reaktivnich nebo nereaktivnich stavi.
Antioxidanty se zpravidla déli na latky télu vlastni, na 1é¢iva s antioxida¢nim uc¢inkem
(Probukol, Chelata¢ni latky, Kys. ethylendiamintetraoctova, Penicilamin, N-acetylcystein,
atd.) a na syntetické antioxidanty (Ebselen, Nitroxidy, Dimethylsulfoxid, atd.).

Latky télu vlastni se dale déli na (Stipek et al. 2000):

- metabolity, kofaktory a hormony (Koenzym Q, Nikotinamid, Melatonin),

- antioxidacni enzymy (Superoxiddizmutiza, Glutathionperoxidaza, Katalaza, Lakto-
peroxiddza, DT-diaforaza),

- antioxidac¢ni vitaminy (vitamin A, C, E),

- antioxidacni substraty (Thioly, Glutathion, Kys. lipoova, Plazmalogeny)

- stopové prvky (Zinek, Méd’, Selen).

2.2.1 Selen, jeho charakteristika a vyznam

Selen (Se, Selenium) je chemicky prvek s atomovym cislem 34 a s relativni atomovou
hmotnosti 78,96. V periodické soustaveé prvkil je zafazen mezi sirou a telurem do VI. A
skupiny (chalkogeny). Elementarni selen se v pfirodé vyskytuje jen velmi vzacné v
nekolika krystalickych formach, jejichz barva je bud’ Seda nebo tmavée Cervena. Tvoii Sest
stabilnich izotopli a to: "*Se, 7°Se, "’Se, "*Se, #Se a ’Se. Tyto izotopy se piirozend
vyskytuji v nasledujicim procentickém zastoupeni: 0,87; 9,02; 7,58; 23,52; 49,82 a 9,19
(Hoffmann er King 1997). Relativni zastoupeni selenu v zemské kuie je velmi nizké 0,05
az 0,09 ppm.

Selen se v pfirod€ vyskytuje jak v anorganickych tak v organickych slouc¢eninach. Ve
sloudeninich se vyskytuje v mocenstvi Se? (selenid), Se** (selenatan), Se** (seleni¢itan) a
Seb* (selenan). Organicky selen se vyskytuje ve formé aminokyselin — selenomethioninu a

selenocysteinu (Se-Met a Se-Cys).



Tento prvek je obvykle ziskavan z odpada po spalovani siry, pii vyrob¢ kyseliny sirové
nebo jako doprovodny produkt po elektrolytické vyrobé médi ze sulfidickych rud. Do
prostiedi se miize selen uvoliovat pii spalovani uhli ¢i jinych fosilnich paliv (Risher et
McDonald 2003). Jak elementarni selen tak jeho slouceniny jsou vyuzivany jako soucast:
fotografickych zafizeni, pfipravkil na ¢iSténi zbrani, skel, plastli, barev, Samponi proti
lupim, fungicidd, vitaminovych a mineralnich doplnk.

Vstupni branou selenu pro zvifata jsou rostliny, které pfijimaji selen z puady
v anorganické form¢. AvSak jeho dostupnost v pudach je velmi rozdilnd a méni se
v zavislosti na uzemi, napt. nizky obsah selenu je zaznamenavan v oblastech se sope¢nou
¢innosti a na kyselych pidach (Mushak 1985, Surai 2006). Pfitomnost dalSich prvka
(napt. siry, hliniku, Zeleza) mulZe negativn¢ ovlivnit pfijem selenu rostlinami
(Jonnalagadda et Rao 1993, Terry et al. 2000).

Selen byl objeven vroce 1817 §védskym chemikem a lékaiem Jonsem Jakobem
Berzeliem (1779 —1848), ktery tento prvek pojmenoval po fecké bohyni M¢ésice - Selene.
Jedna se o metaloid (polokov), ktery se svymi vlastnostmi podoba sife a teluru. Selen byl
dlouhou dobu povazovan za toxicky prvek (napf. v souvislosti s alkalickou chorobou u
pasouciho se skotu). Jako prvni popsali diilezitost selenu (dfive tfeti faktor) Schwarz et
Foltz (1957). Nejvétsi zdjem od objevu esenciality Se byl zaméfen na rozpoznani
biologicky aktivnich struktur, kterych je Se strukturdlni soucasti. Toto snazeni mélo za
nasledek objev Rotrucka et al., (1973), ktery oznacil jiz dfive popsanou glutathion

peroxidazu (Mills 1957) za selenoenzym.

2.2.1.1 Metabolizmus selenu

Selen je vstiebavan predevsim v duodenu. Pokud se jedna o selen anorganicky a organicky
je mechanizmus vstfebavani odlisny. SeleniCitan je vstfebavan pomoci pasivni difuze,
zatimco pro absorpci selenanu je nutny aktivni transport spolu se sodikovymi ionty (Van
Dael 2002). Molybdenan a sulfat jsou vstiebavany stejnou cestou jako seleni¢itan a mohou
pii jeho absorpci vyvolavat antagonistické interakce (Underwood et Suttle, 1999).
Absorpce Se-Met probihd v tenkém stievé pomoci sodikového transportniho systému,
ktery je specificky pro neutrdlni AMK, a je inhibovana metioninem. Se-Cys je vstiebavan
podobnym mechanizmem a to pomoci nosicli pro zasadit¢ AMK. Tento proces je

inhibovan lysinem a argininem (Wolffram ez al. 1989a, b, Wolffram 1999).



Metabolické cesty anorganického a organického selenu se od sebe vzajemné odliSuji a
jsou zndzornény na obrazku 1. Selen pouzity na syntézu selenoproteinli musi byt nejprve
transformovan na hydrogen selenid, ktery je dale transformovan a inkorporovéan do télnich
proteinti (Daniels 1996).

Anorganicky selen je postupné redukovan, pies riizné meziprodukty, az na hydrogen
selenid. Ten mize byt zabudovan do selenoproteinu nebo je vylou¢en moci. Aby byla
moznd jeho inkorporace, musi dojit k transformaci na selenofosfat, ten je poté pomoci
selenocysteinyl-tRNA (dle UGA kodonu) zabudovan do selenocysteinylového zbytku.
Pted samotnou exkreci selenidu moci je nutna jeho pfeména na metylované metabolity
(Lobinski et al. 2000).

Se-Met je nejprve demetylovan a nasledné konvertovan na Se-Cys. Alternativné miize
byt hydrogen selenid ze Se-Met uvolnén cestou L-methionin-y-lydzy. Také Se-Cys miize
byt metabolizovany na selenid. Avsak tato reakce vyzaduje specificky enzym (Se-Cys-3-
lyazu), ktery katalyzuje rozklad Se-Cys na alanin a hydrogen selenid. Pro spravnou funkci
zminovaného enyzymu je nutny kofaktor pyridoxin-5-fosfat (Sunde 1994). Se-Met, ktery
neni vyuzity k tvorbé selenoproteinil, je zabudovan do tkani s vysokou urovni syntézy
proteint. Jednd se napi. o kosterni svalovinu, jatra, ledviny, slinivku bfisni, zaludek,
mukozu gastrointestinalniho traktu a ¢ervené krvinky (Schrauzer 2000). Inkorporaci selenu
do proteinil téla se vytvaii tkdnové rezervy, které mohou byt vyuzity pfi stavech zvysené
potteby tohoto prvku jako je gravidita nebo obrana proti chorobdm (Behne et
Kyriakopoulos 2001).

Sunde (1990), definuje Ctyfi druhy selenoproteinti: specifické selenoproteiny; proteiny
se zabudovanym selenocysteinem na pozici cysteinového kodonu; proteiny se
zabudovanym selenomethioninem na pozici, kterd ndlezi methioninu; a na proteiny vazici
specifické selenoproteiny. Ty jsou v organizmu zastoupeny napt. glutathionperoxidazou,
thioredoxinreduktdzou a jodothyronindejodindzou.

Selenid je pii transportu do jater specificky vazany na albuminy, kde je nejprve
metylovan a poté je vyluCovan z organizmu (Ganther e Lawrence 1997). Selen mtze byt
vyluCovan vydechovanym vzduchem, moc¢i i1 vykaly (Hawkes et al 1992, 1994).
Procesem metylace probiha detoxikace selenu v organizmu a jeji Groven je zavisla na
mnozstvi detoxikovanych latek (Kobayashi er al. 2002). Jsou znamé tfi druhy
metylovaného selenu, jejichz tvorba je zavisla na davce selenu. Pokud je selen pfitomen

v organizmu v nizké, normalni nebo slabé toxické koncentraci dojde k jeho monometylaci
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a k naslednému vyluCovani moc¢i (Howard 1999). Jakmile hladina monometylovaného
selenu dosdhne toxické Urovné, dojde ke zvySeni koncentrace trimetylovaného selenu v
moc¢i a dimetylovaného selenu ve vydechovaném vzduchu (Ganther 1986). Hlavni
metabolit selenu vznikly po jeho metylaci je metylselenol, ktery byl pozdé¢ji Kobayashim
et al. (2002) popsan jako selenocukr (1B-metylselenol-N-acetyl-D-galactosamine). U lidi
vystavenych vysokym davkdm selenu byl zjistén velmi napadny cesnekovy pach
vydechovaného vzduchu, ktery byl pravdépodobné zplisoben piitomnosti dimetyl selenidu

(Bopp et al. 1982).

Obr. 1 Schématické znazorneni metabolizmu selenu (Sunde 1994, Schrauzer 1998)

Selenocysteinové (Se-Cys) proteiny

I

Selenometioninové (Se-Met) proteiny Se-Cys Selenan
Transsulfurace
Se-Met Se-Cys-B-lyaza Selenicitan
Exhalace

Serine (Ser)

(CH3);Se «+»(CH3).Se <« CH3SeH Se? GS-Se-SG
l [Ser]Cys-tRNA (Ser, UGA)
Exkrece
moci i
Proteiny vaZzici selen <« »Selenid < [P]Ser-tRNA (Ser, UGA)

|

[Se]Cys-tRNA (Ser, UGA)

|

Specifické selenoproteiny
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2.2.1.2 Toxicita selenu

Selen patii k nejvice toxickym stopovym prvkiim. Otravy selenem (selendzy) probihaji
bud’ akutn€, subakutné nebo chronicky a mohou nastat napt. neodbornou suplementact,
nebo v oblastech kde se selen hojn¢ vyskytuje (O’ Toole et Raisbeck 1995). Tyto oblasti se
lokalné vyskytuji v mnoha zemich napt. USA, Rusko, Izrael, Indie, Austrélie, atd.

Mechanizmus toxicity selenu jesté neni zcela objasnéna. Predpoklada se, Ze pti redukei
seleni¢itanu dochazi k formaci velkého mnozstvi volnych radikalt (nésledek — poSkozeni
tkani). Velky vyznam ma také nahrazovani siry v nékterych AMK a tim i v proteinech
(Raisbeck 2000). Toxicita mtize byt vyvolana nékolika diivody. Napt. zkrmovanim rostlin,
které velmi efektivné kumuluji nebo konvertuji selen z prostiedi (kozince z celedi
bobovitych). Déle zkrmovanim pice a obilovin s vysokym obsahem vyuzitelného selenu,
ktery je v rostlinach kumulovan z diivodu vysokého obsahu vyuzitelného selenu v ptdé,
nebo kombinaci obou predeslych zptisobii (Rosenfeld e Beath 1964, Underwood et Suttle
1999). Akumulac¢ni schopnost rostlin je zavislad na pidnim druhu a na pH.

Chronickéd otrava selenem (alkali disease) je pozorovana u pasoucich se zvirat a
projevuje se celkovou skleslosti, kachexii, vypaddvanim srsti, ztuhlosti a bolestivosti
koncetin. Subakutni otrava (blind staggers) je charakteristicka postupnou ztratou zraku
s naslednym kolapsem a smrti. Akutni otrava vznik4 zejména po poziti vét§iho mnozstvi
rostlin kumulujicich selen a probiha rychle za ptiznakd dyspnoe, kolikovych bolesti,
cyanozy, slabosti a kon¢i smrti v disledku respiraéniho selhani (Pavlata 2004).

Podle druhu a uzitkovosti hospodaiskych zvitat udavaji literarni idaje potfebu selenu
mezi 0,1 - 0,3 mgkg' suSiny krmiva (Shenkel et Flachowsky 2000). V USA je
suplementace krmné davky pro driibez, ovce a skot stanovena na maximalni hodnotu 0,3
mg.kg! sus. krmiva (FDA 1997).

Pii davce 5 mg Na2SeOs.kg™! Zivé hmotnosti téla byl zaznamenan uhyn dvou (celkovy
pocet Ctyfi) dvanactimésicnich jehnat jiz po Sestnacti hodindch od podani (Smyth et al.
1990). Akutni intoxikace nastupuji pti ddvkach 20 - 80 mg Sekg! Zivé hmotnosti t&la
(Puls 1988). Tabulka 2 shrnuje u vybranych zvifecich druh davky, pfi kterych dochazi

k amrti pravé 50 % pozorovanych jedinct (lethal dose - LDso).
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Tab. 2 LDso pri podavani Na2SeOs u riiznych druhii zvirat [mg Se.kg™ Zivé hmotnosti téla]

Druh

. LDso Pi‘evzato z

zvirete

Mys 32 , )

Cummins et Kimura (1971)

Potkan 4,8-7,0

Kralik 1,0 Pletnikova (1970)
Prase 13.0-18,0 Miller er Williams (1940)

Skot 9,9-11,0

2.2.1.3 Selenoproteiny

Biologicky efekt selenu je vazan na celou fadu selenoproteint (Se-P). Se-P obsahuji tento
prvek kovalentné vazany na aminokyselinu cystein a tvofii tak selenocystein (Se-Cys). Dle
udajii uvadénych riznymi autory dnes zname 25-30 Se-P, avSak charakteristika jejich
funkce byla popsana pouze u nékterych z nich (Behne et Kyriakopoulos 2001; Papp et al.
2007). Vé&tsi cast Se-P predstavuje intracelularni antioxidacni enzymy, které se podileji na
inaktivaci volnych radikali a redukci peroxidu vodiku a lipidl na alkohol a vodu (Behne et

Kyriakopoulos 2001; Jacques 2001).

e Glutathionperoxidazy (GPxs)

- katalyzuji redukci peroxidu vodiku a organickych peroxidii a tim chrani bunky pted
oxidativnim poskozenim (H.02 + 2GSH —“% 5 GSSG + 2H20, nebo

ROOH + 2GSH — 5 GSSG + H0 + ROH),

- zatim bylo identifikovano pét GPxs - cytozolova (klasickd) GPx, gastrointestinalni GPx,
plazmova GPx, fosfolipidova GPx a GPx lokalizovana v jadrech spermii,

- nejnovejsi vysledky prokazaly u lidi dalsi dvé GPxs — prvni je lokalizovana v ¢ichovém
epitelu a druhd v embryonalni tkani (Kryukov et al. 2003),

- cytozolova GPx (EC 1.11.1.9) byla prvnim identifikovanym selenoproteinem (viz vyse).

e Jodothyronindeiodinadzy (IDs)

- hlavni fyziologicky ucinek IDs je katalyzovat prubéh aktivace a inaktivace thyroidnich
hormoni, které reguluji rizné metabolické procesy a jsou nepostradatelné pro normalni
vyvoj mozku v prubéhu fetalniho vyvoje (Arthur et al. 1990, Behne et al. 1990),

- skupina IDs obsahuje tfi zastupce — ID typu 1, 2 a 3,
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- ID prvniho typu zabezpecuje stalou hladinu 3,3",5-trijodtyroninu (T3) v krevni plazmé
pfeménou biologicky neaktivniho tyroxinu (T4) a eliminuje reverzni 3,3",5-trijodtyroninu
(rT3) z obéhu (Berry et al. 1991),

- ID typu 2 katalyzuje konverzi T4 na T3 a T3 na 3,3"-dijodtyronin (T2) a udrzuje lokalni
intracelularni produkei T3 z plazmového T4 (Leonard et al. 2000),

- typ 3 je enzym, ktery ma schopnost inaktivovat tyroidni hormony tvorbou rT3 z T4 a T2
z T3 — tento mechanizmus chrani sav¢i mozek pied nadmérnou hladinou T3 (Kaplan 1986)

a reguluje ptivod T4 a T3 z matky na plod (Mortimer et al. 1996).

o Thioredoxinreduktdzy (TRs)

- tato skupina enzymi se zucastiiuje redukce bilkovinnych disulfidii a nékterych dalSich
sloucenin (Surai 2001),

- spomoci NADPH (donor elektronu) redukuje TR thioredoxin, ktery poté zvySuje
redukéni kapacitu enzymt s antioxidacni aktivitou (Zhong et al. 2000, Jacques 2001),

- biologickd funkce je zatim popsana u tfi typt TR, nejvyznamnéjs$i funkce popisuje

tabulka 3.

Tab. 3 Nejvyznamnéjsi ulohy thioredoxinu v organizmu (Arnér et Holmgren 2000)

Efekt Uloha thioredoxinu
Syntéza DNA donor H pro ribonukleovoureduktazu
Redukee disqlfzdick}'/ch udrzuje intracelularni proteiny v redukovaném stavu
proteinu
Redukce H202 ochrana pted oxida¢nim stresem a indukci apoptozy
Regulace apoptozy reguluje smér apoptozy
Imunomodulace funguje jako ko-cytokin a chemokin a stimuluje eozinofily
Gravidita podporuje implantaci a zachovani gravidity
Porod pfi narozeni chrani pfed hypoxii
CNS pomaha pieziti neuronil pii ischémii

o Selenofosfatsyntetaza 2
- katalyzuje reakci selenidu s AMP za vzniku selenofosfatu, ktery slouzi jako donor selenu

pii biosyntéze selenocysteinu (Guimaraes et al. 1996).

e Selenoprotein P (Se-PP)
- Se-PP ptedstavuje asi 50 % selenu krevni plazmy (Read et al. 1990, Akesson et al. 1994)

v

- jeho nejvyznamnéjsi tlohou je transport selenu ke vzdalenym tkanim,
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- u Se-PP deficitnich mysi byl prokdzan snizena distribuce selenu do mnohych tkani napf.
mozek, varlata atd. (Hill ez al. 2003, Peters et al. 2006),

- vedle transportni funkce je velmi vyznamna jeho schopnost vytvéret chelatové vazby
s tézkymi kovy, coz snizuje riziko neurotoxicity (Whanger 2001),

- Se-PP chrani endotelialni bunky (Atkinson et al. 2001, Steinbrenner et al. 2006b)
astrocyty (Steinbrenner et al. 2006a) pfed oxidativnim poSkozenim a inhibuje oxidaci

LDLs (Traulsen et al. 2004).

e |5 kDa selenoprotein (Se-P15)

- je pritomen ve vétSin€ tkani nejvice vSak v mozku, plicich, varlatech, jatrech, Stitné zlaze
a ledvinach (Kumaraswamy et al. 2000),

- jeho zastoupeni je pfimo zavislé na piijmu selenu dietou (Ferguson et al. 2006),

- predpoklada se jeho role v regulaci pribéhu apoptdzy (Apastolou et al. 2004),

- je potencidln¢ vyznamna slozka regulace patologickych procest, zvlasté rakoviny

(Cheung et al. 1999).

o Selenoprotein W (Se-PW)

- jedna se o pomérné maly protein (9,5 kDa), ktery se vyskytuje rovnomérné ve vSech
tkanich (Vendeland et al. 1993, Gu et al. 1999),

- jeho vyssi vyskyt ma za nasledek zvySenou ochranu bunék pred oxidacnim stresem
(Jeong et al. 2002),

- nedostate¢ny piijem selenu v dieté¢ ma za nasledek niZsi vyskyt Se-PW ve tkdni kosterni

svaloviny, srdce, zazivaciho traktu, prostaty a pokozky (Whanger 2000).

e Selenoprotein N (Se-PN)

- je ptitomen ve vétSing tkdni v membrané endopazmatického retikula (Papp et al. 2007),

- u mysi bylo zjisténo, zZe jeho koncentrace vzriustd v pribéhu embryonalniho vyvoje (Petit
et al. 2003),

- jednd se o doposud jediny selenoprotein (65 kDa), ktery je pfimo spojovan
s onemocnénim (Moghadaszadeh et al. 2001, Rederstorff et al. 2006),

- nékolik typli myopatii je davano do spojitosti s geny, které koduji Se-PN (Rederstorff et
al. 2006), avSak mechanizmus vzniku téchto na Se-PN zavislych myopatii neni doposud

detailnéji prozkouman.
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e Selenoprotein R (Se-PR)

- prevazné je obsazen v jadru a cytoplazmé bunck (Kim et Gladyshev 2004),

- je také znam jako metionin-R-sulfoxidreduktdza a patii do rodiny enzymu katalizujicich
pribéh redukce oxidovanych metionininovych rezidui, tento proces je velmi dulezity
jelikoz pfi oxidaci methioninu dochédzi k vyznamnému zvySovani koncentraci ROS, a ty

mohou zpiisobit poskozovani proteint (Stadtman 2006).

o Selenoprotein M (Se-PM)

- u mysi je lokalizovan ve tkéanich srdce, plic, ledvin, délohy, placenty, ale nejvice je
zastoupen ve tkénich §titné Zlazy a mozku (Korotkov ef al. 2002),

- v soucasné dob¢ je uvazovano o jeho tloze v pribéhu Alzheimerovy choroby (Hwang et

al. 2005), avsak jeho role neni dostatecn¢ objasnéna.

e Selenoprotein S (Se-PS)
- predpoklada se, Ze tento protein ma regula¢ni tlohu u makrofagy produkovanych
cytokinl a tim hraje vyznamnou ulohu v priibéhu zanétlivé reakce (Curran ef al. 2005, Gao

et al. 2006).

e Selenoprotein K (Se-PK)

- jeho pfevazna ¢ast se nachazi v srde¢ni a kosterni svaloving,

- vyS8i exprese Se-PK vede ke snizovani koncentrace intracelularnich ROS a k vyssi
ochrang kardiomyocyta pfed oxidativnim stresem (Lu ez al. 2006).

e Selenoproteiny, u kterych nebyly charakterizovany funkce

- do této skupiny patii selenoproteiny H, O, I, Ta V.

2.2.1.4 Selen, jeho vliv na hematologické parametry a imunitni systém

2.2.1.4.1 Selen a hematologické parametry

U déti s vyssim piijmem selenu byla zjisténa slaba tendence ke sniZzovani koncentrace

hemoglobinu a ke snizovani hodnot hematokritu (Jaffe et Mondragon 1972). Hawkes et
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Turek (2001) zjistili, u muzi suplementovanych bud’ nizkou nebo vysokou davkou selenu,
péti procentni pokles hodnot poctu bilych krvinek u skupiny s vysokym piijmem selenu a
deseti procentni nartst u skupiny s nizkym piijmem selenu. U obou skupin byly tyto
rozdily zplisobené zménou poctu neutrofilnich granulocyti. V poctu lymfocyti
nezaznamenal, u skupiny s vysokym piijmem, statisticky vyznamny narast poctu. Tato
studie nezjistila vyznamny efekt na procento aktivovanych cytotoxickych lymfocyth
(CD8") a na koncentraci sérovych imunoglobulini.

U potkani, ktefi byly suplementovani dietou obsahujici selenicitan sodny, nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily v koncentraci hemoglobinu, hodnoté hematokritu a

poctu ¢ervenych krvinek (Turan ef al. 1999a,b).

2.2.1.4.2 Selen a imunitni parametry

Z mnohych praci vyplyva, Ze adekvatni ptijem selenu je esencialni faktor a mize chrénit

imunitni systém ptfed oxidativnim poskozenim (Clark et al. 1996, Baum et al. 1997,

McKenzie et al. 1998, Rivera et al. 2003, Simek et Krasa 2007, Vega et al. 2007).
Deficience selenu snizuje aktivitu bunécné (Combs et Combs 1986, Peretz et al. 1991),

1 humoralni imunity (Marsh et al. 1981) a zpomaluje vyvin primarnich lymfoidnich organii

vvvvvv

Tab. 4 Prehled zmén vybranych parametru imunitniho systému pri deficienci selenu

(McKenzie et al. 1998)

Stav Parametr Zvite
1 shlukovani trombocytl a syntéza leukotrienti clovek
l titra IgG a IgM clovek
! produkce protilatek lymfocyty clovek, mys
l chemotaxe neutrofild koza
! aktivita leukocytl a neutrofilti prase
! baktericidni aktivita neutrofila potkan
0 CD4" T lymfocytt mys$, ovce
! CDS8" T lymfocyti mys, ovee
! CD47/CDS8" thymocytt mys$
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Suplementace selenu povzbuzuje bunécnou imunitu trojim zpsobem. Za prvé, selen
zvySuje expresi receptoril interleukinu 2 (IL2) na T lymfocytech, ¢imz podporuje jejich
imunitni odezvu na antigeny (Roy et al. 1994). T bunky diky svym pomocnym signalim,
které poskytuji B lymfocytim, hraji klicové postaveni v priab&hu tvorby protilatek a tim se
vysvétluje ucinek selenu v tomto procesu. U starSich jedincii byla po podavani selenu
zjisténa efektivnéj$i imunitni odpovéd’ - ve vztahu k IL2 (Roy ef al. 1995). Za druhé, selen
chrani imunokompetentni buniky pted poskozenim, které vznikd v disledku oxida¢niho
stresu. Posledni mechanizmem se jevi redukce agregace krevnich desticek snizovanim

poméru tvorby tromboxanu ku leukotrieniim (McKenzie ef al. 1998). Na nejvyznamnéjsi

efekty suplementace poukazuje tabulka 5.

Tab. 5  Prehled zmén vybranych parametru imunitniho systému pri dostatecné

suplementaci selenu (McKenzie et al. 1998)

Stav Parametr Zvire
Invitro
! aktivace NF-xf3 ¢lovek
1 protilatkova odpoveéd’ (primarni i sekundarni) na viry skot, ovce
! smrt bun€k kize v disledku UV zétfeni mys, ¢loveék
l poskozeni DNA a peroxidace lipida mys, ¢lovék
1 apoptoza nadorovych bunck mys, Clovek
1 aktivita makrofagu ¢lovek
0 aktivita CD8" T lymfocyta ¢lovek
In vivo
1 migrace neutrofii skot, ovce
1 afinita receptort IL2 mys, ¢lovék
1 ploriferace a funkce T lymfocyti mys, Clovék
1 aktivita NK T lymfocytd mys, ¢loveék
0 aktivita CD8" T lymfocytt mys$
] podpora opoicvirénéh‘o typlrl 0dp0V§dj vedouci k my3
lepsi antigenni odpovédi
! vyskyt rakoviny klize vyvolané UV zafenim mys

Dotace selenu zvySuje schopnost neutrofilnich granulocyti pohlcovat mikroorganizmy
a stimuluje jejich mikrobicidni aktivitu (Boyne et Arthur 1979, Gyang et al. 1984, Grasso
et al. 1990, McKenzie et al. 2002b, Flora 2007). Byl zjistén vyznamny pozitivni efekt
suplementace selenem, kterd vedla ke zvysSené intracelularni eliminaci Staphylococcus

aureus (Arvilommi et al. 1983) a Escherichia coli (Grasso et al. 1990) neutrofilnimi
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granulocyty in vitro. Sordillo et al. (1997) zjistili, pfi snizeném selenovém statusu
organizmu, pokles baktericidni aktivity neutrofild.

Kiremidjian-Schumacher et al. (1994), popsali zvySenou ploriferaci T lymfocytt jiz pii
dévce 0,001 mg Sekg™! Zivé hmotnosti na den. U zkoumanych jedincii doslo ke zvySeni
imunitni odpovédi vedouci k naraistu po¢tu CD4" schopnych nicit nadorové buiiky. Cetné
prace potvrzuji zlepSeni lymfocytarni odpovédi jiz pii nizkych davkach selenu (Turner et
al. 1985, Finch et Turner 1989, Stabel et al. 1990, Broome et al. 2004). Nedostatek selenu
ovlivituje rist primdrnich lymfoidnich organt, redukci tvorby lymfocyti a zmény
v rovnovaze subpopulaci CD47/CD8" (Marsh et al. 1986, Chang et al. 1994). U jedincii
stimulovanych phytohemagluthininem-P nebo konkavalinem A vzrostla u thymocyta
exprese znaku CD3", avSak exprese CD4" a CDS8" se snizila (Chang er al. 1994).
Pfitomnost selenu v organizmu zpusobuje nartst subpopulaci CD4" a CD8" a zvySuje
jejich specifickou odpovéd’ na mitogeny, dale zptsobuje delsi piezivani CD4" u pacientl
nakazenych virem HIV - human immunodeficiency virus (Spallholz et al. 1990,
Kiremidjian-Schumacher et al. 1996, 2000, Kiremidjian-Schumacher et Roy 1998,
McKenzie et al. 2002a).

Pokusy na mysich, potkanech a skotu prokazaly negativni dopad vysokych davek
selenicitanu sodného na imunitni odpovéd’, avsak tento dopad nebyl prokéazan pii podavani
selenomethioninu (Koller e Exon 1986, Raisbeck et al. 1998, Yaeger et al. 1998, Johnson
et al. 2000). Spallholz et al. (1990), uvadi toxicky a imunosupresivni efekt selenu jiz pfi

davkach vyssich nez 0,4 mg Se.kg™!' Zivé hmotnosti na den.

2.2.1.4 Selen a poruchy zdravotniho stavu

Charakteristické poruchy zdravotniho stavu mohou byt vyvolany jak nedostatkem tak
nadbytkem selenu. Tyto poruchy jsou vyvolané zménami fyziologickych funkei, které jsou
selenem ovliviiovany. Problematika nadbytku selenu byla jiz diskutovana (kapitola 2.2.1.2
Toxicita selenu), proto se v této kapitole zaméfime spiSe na poruchy vyvolané jeho
nedostatkem.

Mezi choroby vyvolanymi nedostatkem selenu se dle rtiznych autord zatfazuji: nutri¢ni
myopatie, poruchy imunity, mastitidy, poruchy reprodukce (embryonalni mortalita, retence
placenty, ovaridlni dysfunkce, metritidy, degenerace varlat, snizeni motility spermii,

malformace spermii), snizend osmotickd rezistence erytrocytd, erytrocytarni hemolyza,
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anémie, nekroza jater, degenerace tubuli ledvin, exudativni diatéza, pankreaticka fibroza,
nedostate¢ny rust, snizena chladové rezistence, naruSeni syntézy steroidnich hormont a
prostaglandint, kardiovaskularni poruchy, lupénka, rakovina, atd. (Kursa 1969, Kursa et
Kroupova 1975, Shamberger 1983, Miller et al. 1993, Aitken 1994, MacPherson 1994,
Smith et al. 1997, Surai et al. 1997, 1998, McKenzie et al. 1998, Edens et al. 2000,
Avanzo et al. 2002, Birringer ef al. 2002, Pavlata 2004).

2.2.1.5 Rasy, jako nosic¢ prvkii

Véda zabyvajici se studiem fas se nazyva algologie. Rasy jsou jednoduché fotosyntetizujici
organismy, tradi¢né fazené¢ mezi niz8i rostliny. Mezi fasami najdeme jednobunécné i
mnohobunééné formy, télo mnohobunéénych fas je tvoieno stélkou. Nejsou schopné prezit
v suchém prostiedi, ziji proto ve sladké nebo slané vodé, suchozemské formy jsou malé,
nendpadné a hojnéji se vyskytuji ve vlhkych tropickych oblastech. N&které fasy vytesily
problém vyschnuti symbidzou s houbou a tvoii soucast lisejnikd (Rosypal 2003).

Vétsina fas je schopnd fotosyntézy a je proto autotrofni. Chloroplasty vznikly primarni
endosymbidézou se sinici nebo az sekunddrné¢ symbidzou s jinou fasou. Ne&které
jednobunééné fasy jsou mixotrofni nebo sekundarné chloroplasty dokonce Uplné ztratily.

Rasy jsou souéasti vodnich ekosystémi, ruduchy a chaluhy poskytuji potravu i tkryt,

mikroskopické fasy tvofi fytoplankton (Graham et Wilcox 2000).

2.2.1.5.1 Chlorella, jeji systematika a charakteristika

o Systematika
RiSe: Plantae
Oddéleni: Chlorophyta
Trida: Chlorophyceae
Rad: Chlorococcales
Celed’: Oocystaceae
Rod: Chlorella
Druh: Chlorella vulgaris pyrenoidosa, Chlorella pyrenoidosa
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o Charakteristika

Chlorella je rod jednobunécnich sladkovodnich zelenych ftas nalezicich do oddéleni
Chlorophyta. Poprvé byla popsdna az v roce 1890 holandskym mikrobiologem M. W.
Beijernickem. Zastupci se vyznacuji ovalnym tvarem bez bi¢ikli po obvodu, a v priméru
méti 2 — 10 um (www.sinicearasy.cz, www.wikipedia.org).

Zelené tasy vznikly asi pted 400 — 500 miliony lety a zahrnuji vice jak 8000 druhti
¢lenénych do 500 rodi. Pravdépodobné jde o jednu z prvnich jednobunécénych forem s
pravym jadrem. Jeji pfeZiti aZ do dneSni doby je zdlvodinovano silnou genetickou
stabilitou, tvrdosti a pevnosti buné¢né stény a neobvykle i¢innym mechanismem oprav
DNA (Yamada et al. 2006, Kapraun 2007).

Mikrobiologicky tistav AV CR v Tieboni upravil technologii kultivace a finalniho
zpracovani fas rodu Chlorella ve prospéch zvySeni vyuZzitelnosti celého bunééného obsahu
zafazenim dezintegrace celul6zovych stén bunék. V soucasné dob¢ je péstovani Chlorelly
prisn¢ fizeny proces, ve kterém lze vyuzit schopnosti fas absorbovat mikroprvky
z prostiedi (Doucha et al. 1992). V ptipad¢ selenu lze jeho obsah v suSin¢ biomasy z fas
zvySovat v priméru az na 800 mg Se.kg! susiny.

V porovnani s jinymi zdroji organicky vdzané formy selenu (vétSinou se jedna o jeho
chelatovou vazbu) se biomasa Chlorelly vyznacuje i vysokym obsahem [-karotenu,
vitaminu E, kyseliny nikotinové a listové. Vyznamna je ptitomnost specificky biologicky
ucinnych latek predev§im Chlorella ristového faktoru (CGF — chlorella growth factor),
peptidi a glykoproteidi (Doucha 1998). Rada téchto latek zasahuje synergicky se selenem
do biochemickych a fyziologickych procest, ¢imz se ucinek selenu mize posilovat. Jedna
se napiiklad o funkéni vazbu mezi vitaminem E a selenem na urovni peroxidacnich
enzymu nebo o stimulaci fagocytarni aktivity, proliferaci lymfocyt a produkci protilatek

(Kotrbacek et al., 1994a,b, 1996, 1998; Doubek et al., 1995).

2.3 IMUNITNI SYSTEM

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanizmiim organizmu. Jeho
zakladni vlastnosti je rozeznavat Skodlivé od neskodného a adekvatné na tyto podnéty
reagovat. Funkce imunitniho systému zajiStuje spoluprdce imunity pfirozené

(nespecifické) a adaptivni (specifické).
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Nespecifické (neadaptivni, vrozené) mechanizmy imunity jsou evolu¢né star§i a
reaguji na nebezpecny podnét ramcoveé v minutach az hodinach. Na rozdil od specifickych
slozek nemaji imunologickou pamét. Tvoii je jak humordlni, tak bunécéné slozky,
rozpoznavajici cizorodé struktury, které jsou spole¢né riznym skupindm mikroorganizmd,
poptipadé apoptotickym ¢i nadorové zménénym bunkdm. U mikroorganizmi se tyto
formace oznacuji jako struktury charakteristické pro mikroorganizmy (microbe associated
molecular patterns - MAMP). Bunécné nespecifické slozky jsou prezentovany
fagocytujicimi buiikami a pfirozené cytotoxickymi bunikami (NK bunky). Humoralni
slozky nespecifické imunity tvoii komplementovy systém, interferony, lektiny a jiné
sérové proteiny.

Na obran¢ organizmu a udrzovani jeho integrity vic¢i zevnimu prostfedi se podileji i
dal$i soucasti organizmu. Patii k nim neporuseny povrch kiiZe a sliznic a jejich pfirozené
obranné a mikrobicidni mechanizmy (mechanické, chemické a mikrobialni).

Slozky specifické imunity jsou evoluéné mladsi. Oznacuji se také jako adaptivni
(ziskané), nebot’ jejich kone¢ny vyvoj probihd az po styku s pfisluSnym antigenem, kdy se
aktivuji prevazné ty slozky, které maji antigenné specifické receptory pro dany antigen.
K vyvoji specifické imunitni reakce dochazi v pribéhu nékolika dnid az tydnu.
Charakteristickym rysem téchto reakci je vznik imunologické paméti. Specifickd imunitni

reakce se odehrava prevazné v sekunddrnich lymfatickych organech.

2.3.1 Hlavni slozky imunitniho systému

Imunitni reakce zprostfedkovavaji riizné druhy bunck a molekul, ale také jejich vzajemné

interakce. Lymfaticka tkan a lymfatické organy jsou anatomické a funkéni celky, které jsou

tvofeny bunikami imunitniho systému, pojivovymi bunikami a dal$imi strukturami.

2.3.1.1 Lymfatické tkané a organy

Dle funkce se lymfatické tkdn¢ a organy déli na primérni a sekundéarni.

Jako primarni jsou oznacovany kostni dfen a brzlik. Tyto struktury jsou mistem

vzniku, diferenciace a zrani imunokompetentnich bunék.
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Za sekundarni jsou povazovany slezina, lymfatick¢é uzliny a jejich organizované
shluky (Payerovy plaky, apendix, tonsily). Slizni¢ni lymfaticka tkan (mucous associated
lymphoid tissue — MALT) je tvofena lymfatickou tkani, ktera je rozptylena do funk¢nich a
nikoli anatomickych celkl. V sekundarnich lymfatickych organech dochazi k hlavni ¢asti
z antigenn¢ specifickych imunitnich reakeci.

Lymfatické organy jsou propojeny se svym okolim pomoci sité¢ lymfatickych a
krevnich cév, které sbiraji lymfu ztkani a pfivadéji ji do uzlin odkud ji odvadéji do
krevniho fecisté. Ty cévy, které ptivadéji do uzlin lymfu se nazyvaji aferentni cévy a

naopak cévy, které lymfu z uzlin odvadéji se nazyvaji eferentni cévy (Marvan et al. 1998).

2.3.1.2 Bunky imunitniho systému

Bilé krvinky (leukocyty) tvoii podstatnou C¢ast imunitniho systému. VSechny druhy
leukocytt pochézeji z pluripotentnich kmenovych bunék (CD34) nachézejicich se v kostni
dfeni. Kmenové buiiky se ve dfeni nachazeji v omezeném poctu po cely zivot a pod vlivem

urcitych faktort se diferencuji na rtizné druhy leukocytt (obrazek 2).

Obr. 2 Diferenciace ruznych druhu leukocytii z kmenové buiiky (Horejsi et Bartiinkova
2002)
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Pocet leukocytl je druhové rozdilny (tabulka 6) a kolisa pod vlivem fyziologickych
zmén. Vzestup poctu leukocytil se nazyva leukocytéza a dochéazi k ni pfi stresu, fyzické
namaze, zanétlivych procesech apod. Leukopenie je stav kdy dojde k poklesu poctu
leukocytii. K tomuto stavu miize dojit pti poruse mitotického déleni vyvojovych bunék

plisobenim toxinti nebo pii1 nedostatku latek nutnych pro krvetvorbu (Jelinek et al. 2003)

Tab. 6 Celkovy pocet leukocytit a procentualni zastoupeni jednotlivych druhi leukocytit
(Reece 2002, Doubek et al. 2003)

Druh Pocet Zastoupeni jednotlivych druhi leukocytii [%)]
ry leukocyti

zvirete [10°.11] Lymfocyty Monocyty Neutrofily Eozinofily Bazofily
Ovce 7-10 60-65 5 25-30 2-5 0-1
Skot 7-10 60-65 5 25-30 2-5 0-1
Kun 8-11 30-40 5-6 50-60 2-5 0-1
Prase 15-22 55-60 5-6 30-35 2-5 0-1
Kur 20-30 55-60 10 25-30 3-8 1-4

2.3.2 Nespecifické mechanizmy imunity

2.3.2.1 Humoralni slozky

2.3.2.1.1 Komplement

Timto pojmem je oznacovan systém plazmatickych bilkovin produkovanych piedevs§im
jaternimi butikami, z mensi ¢asti makrofagy (Bartiitkova et al. 2007). Zékladnich devét
slozek je oznacovano CI1 - C9. Cely komplementovy systém se sklddd z mnoha enzymi a
ostatnich proteind, které se nalézaji v krevnim séru v neaktivni form¢ (Tizard 2004).
Aktivuji se tremi zpiisoby (Medzhitov et Janeway 2000):
- klasicka cesta — za ucasti komplexu antigenu s protilatkou,
- lektinova cesta — vazba mondzy na lektin pfitomny na mikrobidlnim povrchu,
- alternativni cesta — aktivuji ho vylu¢né specifické povrchy patogent nebo cizorodych
latek.

Aktivace je kaskadovitd reakce, pii niz produkty jedné reakce aktivuji reakci dalsi.

Kone¢ny komplex vazbou na membranu zplisobi lyzu a zniceni buiiky. Prevence poskozeni
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vlastnich tkani pfed G¢inky komplementu je zajiStovana plazmatickymi a membranovymi
inhibitory.
Funkce slozek komplementu (Walport 2001, Griffin et al. 2007):
- zajistuji transport antigenu,
- maji pomocnou funkci pfi prezentaci antigenu,
- vazbou na cizorodé ¢astice zptisobuji jejich opsonizaci pro fagocyty,
- maji chemotaxickou aktivitu,
- zpusobuji osmotickou 1yzu cilovych bunék,
- zpusobuji ptidatnou aktivaci lymfocyta B,

- zvySuji ucinek cytotoxické reakce zprostiedkované protilatkami a aktivitu NK bunék.

2.3.2.1.2 Ptirozené protilatky

Pfirozenymi protilatkami se oznacuji polyreaktivni nizkoafinni protilatky produkované

subpopulaci lymfocyti B1, kodované imunoglobulinovymi geny v zdrode¢né konfiguraci

(Devereux 2002, Tizzard 2004).

2.3.2.1.3 Lektiny vazajici mandzu a dals$i humoralni faktory

Do humoralnich nespecifickych slozek patii interferony, nékteré cytokiny a chemokiny,

sérové proteiny ze skupiny lektinil a pentraxiny (Baggiolini 1998, 2001).

2.3.2.2 Bunécné slozky

2.3.2.2.1 Fagocyty a fagocytoza

Fagocytoza je evolucné velmi stary déj podobny pohlcovani potravnich ¢astic amébami.

Schopnost pohlcovat castice z okoli ma celd fada bun€k: neutrofilni a eozinofilni

granulocyty, monocyty a z nich se diferencujici makrofagy. Fagocytozy jsou schopny také

dendritické bunky, ale pouze v urcité fazi svého vyvoje (Chan et al. 2002).
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Ackoli se fagocyty odliSuji svou receptorovou a enzymatickou vybavou je vétSina
jejich charakteristik shodnd. Zékladnim rozdilem u neutrofilnich granulocytl je, Ze za
normdlnich  okolnosti neexprimuji  hlavni histokompatibilni komplex (master
histocompatibility complex - MHC) II. tfidy, a nejsou tedy s nejvetsi pravdépodobnosti
bunky reprezentujici antigen (Reeves et al. 2002). Granulocyty maji vyznam piedevsim
proti extracelularnim, zatimco makrofagy proti intracelularnim mikroorganizmim (Tizard
2004). Granulocyty jsou schopny vykonavat své efektorové funkce ihned, ale makrofagy
se stavaji plné¢ funkénimi az po aktivaci signaly, které jim poskytuji Th 1 lymfocyty ve
form¢ cytokini — TNF a interferon-y (Chitko-McKown ef Blecha 1992). Neutrofily
cirkuluji v krevnim ob¢hu a jsou v dynamické rovnovaze s poolem neutrofili pfichycenych
na cévni sténé. Téchto perifernich elementil je asi 7 % a zbytek je lokalizovan v kostni
dfeni odkud se pribézné vyplavuji. Zastoupeni v téchto c¢astech se méni vlivem
zanétlivych cytokin, hormonti a bakteridlnich produkti (Bartinkova et al. 2007).
Neutrofily jsou kratce zijici buiiky (polo¢asem v krvi je 6 - 12 hodin), makrofagy ziji
dlouho a mohou se transformovat a ptechazet do riznych aktivacnich stadii.

Prostup fagocytu do poskozenych a infikovanych tkani je umoznén tim, Ze se zachyti
na povrchu endotelidlnich bunék cév, pak mezi nimi prostoupi (diapedéza, extravazace) a
uvnitt tkdné se aktivné pohybuji do mista poskozeni. Na povrchu endotelii zanicenych
tkani se fagocyty (pfedevsim neutrofily) zachycuji, protoze se tu narozdil od klidovych
endotelii exprimuji pod vlivem cytokini nékteré adhezivni molekuly. Nejprve neutrofily
reaguji diky svym sacharidovym strukturdm, které jsou pfitomny ve velkém poctu na jejich
povrchu, se selektiny (adhezivni protein endotelii). Tato prvotni reverzibilni vazba
neutrofily zpomali. V dalsi fazi dochazi k navazani leukocytarnich integrinti na povrchovy
glykoprotein endotelidlnich bunék — ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1; CD45).
Do mist zénétu fagocyty smétuji razné latky s chemotaxickou aktivitou (Medzhitov et
Janeway 1997). Hlavni chemotaxickou latkou pro neutrofily je cytokin interleukin-8 (IL-
8), dalsi chemotaxické latky jsou sloZzky komplementu C3a a C5a, leukotrien B4 a
chemotaxické peptidy pochdzejici z bakteridlnich proteinii (nejznaméjsi je formyl-
metionylleucylphenylalanin). Pro vSechny tyto latky maji fagocyty na svém povrchu
prislusné receptory, jejichz aktivace vede nejen k chemotaxi, ale také k aktivaci fagocytdzy
(Bartinikovéa et al. 2005, Erwig et Henson 2007). Neutrofily, které v misté poskozeni
splnily sviij ukol, béhem kratké doby hynou (tvoii hnis) a jsou odstraiovany dalSimi

fagocyty (hlavné makrofagy).
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Fagocyty maji schopnost rozpoznat povrchové struktury, které se nachazeji na
mikroorganizmech, ale uz se nenachdzeji na vlastnich poSkozenych bunikdch organizmu.
Tyto struktury jsou evolucné velmi konzervované a jsou nezbytné pro jejich Zzivot.
Fagocytozu zprostfedkovavaji zejména interakce mezi povrchovymi lektiny (proteiny
schopné vazat sacharidy) fagocytli a sacharidy nalezejici mikrobidlnim glykoproteinim a
polysacharidiim. Nejvyznamnéjsi povrchové lektiny jsou: mannosovy a laktosovy receptor
(Matsushita et Fujita 1992). Dalsi velmi dualezity mechanizmus pro rozpoznavani
cizorodych castic je opsonizace, ta je zavisld na spoluplisobeni protilatek, slozek
komplementu a dalSich sérovych proteini (Brown 1995). Protilatky vazané na
mikroorganizmy jsou rozeznavany Fc-receptory fagocyti. Na povrchu mikroorganizmt
dochazi k aktivaci komplementového systému, coz vede k usazovani komplementovych
fragmentu, které jsou rozezndvany komplementovymi receptory.

Samotna fagocytéza probiha tak, ze dojde ke kontaktu malé ¢asti povrchu fagocytu
s cizorodou &astici prostfednictvim jeho rozmanitych povrchovych receptori. Castice je
poté postupné obalovana membranou fagocytu, az do Uplného pohlceni kdy vznika
fagozom. Uz pfi vytvareni fagozému dochazi k jeho spojovani s lyzozoémy, které obsahuji
fadu baktericidnich latek a hydrolytickych enzymi v tekuting s nizkym pH (Baggioloni et
Dewald 1985). Vzijemné interakce komplementovych a Fc receptori s opsonizovanymi
strukturami vedou k aktivaci membranového enzymu NADPH-oxiddzy (Nox). Ten
katalyzuje reakci NADPH s kyslikem za vzniku superoxidového radikalu (O2"), z néhoz
dalS$imi reakcemi vznikd singletovy kyslik, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal (viz.
kapitola 2.1.1.1 Reaktivni formy kysliku). Vznikly peroxid vodiku reaguje s chloridovym
aniontem za vzniku baktericidnich chlornanovych (ClO") ionti. Tuto reakci katalyzuje
enzym myeloperoxiddza. Popsané déje zahdjené aktivaci Nox se souborné nazyvaji
respiratorni (nékdy také oxidacni) vzplanuti — respiratory burst (Whist et al. 2002, Tizard
2004, Choudhary et al. 2007).

Krom svych efektorovych funkci maji fagocyty dulezité regula¢ni funkce, jelikoz
monocyty a makrofagy produkuji celou fadu cytokini. Neutrofily, ve srovnani s monocyty
a makrofagy, produkuji menS$i mnozstvi cytokind, avSak tato niz$i produkce je
nahrazovana jejich podstatné vysSim poctem v misté¢ zdnétu. Dle HofejSiho er Bartiinkové
(2002), tyto cytokiny zprostiedkovavaji systémovou odpovéd’ na zanét (IL-1, IL-6, TNF),
zesiluji zanétlivou reakci (IL-3, GM-CSF) a reguluji diferenciaci T lymfocytt (IL-12).

27



2.3.3 Specifické mechanizmy imunity

2.3.3.1 Humordalni slozky

Imunitni reakce zaloZzené¢ na protilaitkdch jsou zaloZeny na rozeznavéani antigent
povrchovym antigenné specifickym receptorem B lymfocyti (B-cell receptor - BCR). Za
vhodnych podminek (spoluprice s Th lymfocyty) se takto stimulované B lymfocyty
pomnozi a diferencuji na plazmatické bunky, které produkuji velké mnozstvi protilatek
(Berk 1992).

Pii prvnim setkéni s antigenem dojde nejprve k produkci imunoglobulint tfidy IgM.
K pfesmyku na dal§i izotypy je nutny piimy kontakt aktivovanych lymfocytd T
s lymfocyty B prostfednictvim adhezivnich a kostimul¢nich molekul a za pfitomnosti
cytokinii (Berk et Ziegner 1993). Piesmyk na syntézu IgA kontroluje kromé IL-4 také
transformujici ristovy faktor (TGF-B). Syntéza 1gG2 je zavisla na pfitomnosti typického
produktu Thl lymfocyti, a to interferonu y - IFN-y (Wakabayashi et al. 2002).
Charakteristiku jednotlivych imunoglobulintl popisuje tabulka 7.

Tab. 7 Charakteristika imunoglobulinovych trid (Bartiinkova et al. 2007)

Biologicky
Izotyp Lokalizace polocas Funkce
[dny]

1¢G sérum, intersticidlni tekutina 71 opsonizace, neutralizace, :elktrlvace. kromplrementu,

prunik placentou, sekundarni protilatkova reakce
IgA serum, slzy, sliny, povr’ch 6 opsonizace, ochrana sliznic

sliznic, kolostrum a mléko
IeM sérum, membréna lymfocytd B 6 aktivace komplementu,. primarni protilatkova
reakce, receptor pro antigen na lymfocytech B

IgD sérum, membrana lymfocytti B 3 receptor pro antigen na lymfocytech B
IgE sérum, intersticidlni tekutina 2 ochrana proti parazitim

2.3.3.2 Bunécné slozky

Specificka bunétna imunita je tvoiena lymfocyty T. VétSina z nich vyzrava v thymu pies
stadia, pfi kterych dochazi k preskupovani genti kédujicich receptor pro antigen (7-cell
receptor — TCR). Procesem pozitivni a negativni selekce opousti thymus z pivodniho

poétu prekurzort asi 2 %, z nichz se stavaji zralé¢ lymfocyty T (bud’ CD4" nebo CD8"),
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které¢ osidluji periferni lymfatické organy (Stites et Terr 1994). Zastoupeni hlavnich
populaci lymfocytii v krvi hospodatskych zvitat ukazuje tabulka 8.

Podle typu TCR lze rozdélit T lymfocyty na buiiky nesouci TCR off nebo 9.
Vétsinovym typem jsou buinky nesouci TCR af, ty potifebuji pro sviij vyvoj thymus a
rozeznavaji peptidy vazané v komplexu s MHC. Zatimco lymfocyty nesouci TCR yd
thymové prostfedi nepotiebuji a rozeznavaji antigeny jiného typu nez je MHC (Hein et

Mackay 1991).

Tab. 8 Zastoupeni hlavnich populaci lymfocytu v krvi hospodarskych zvirat

Lymfocyt

D,I:,uh y y CD4" CD8" CD4/8 prevzato z

zvirete T
Thorp et al. (1991), Smith

Ovce 56-64 11-50 8-22 4-22 1,55 et al. (1994)

Skot 45-53 16-21 8-31 10-30 1,53 Park et al. (1992)

oy McGorum et al. (1993),

Kan 3866 1738 56 2037 475 Mgdommeal OO

Prase  45-57 1338 23-43  17-39 14 Pescovitz ef al. (1994),

Saalmiiller et Bryant (1994)

2.3.3.2.1 Intraepitelidlni T lymfocyty

Nachazeji se v epiteliich (klize, sliznice) a jsou zde zastoupeni jak aff tak yo T lymfocyty.
Nékteré buniky chrani velmi exponovand mista blizka t€lnimu povrchu, jiné ziejmé reguluji

slizni¢ni imunitu produkci specifické smési cytokint (Ishikawa et al. 2007).

2.3.3.2.2 NK T-lymfocyty

Ptirozeni zabijeCi (natural killers — NK) jsou popisovany jako bunky schopné rychle
zabijet nékteré nadorové a vorové infikované bunky (Cunningham-Rundles 2002).
Vyznacuji se TCR af}, avSak disponuji celou fadou receptort (stimulacnich a inhibi¢nich)
charakteristickych pravé pro NK bunky. Tyto buiiky produkuji velké mnozstvi cytokint a
proto pravdépodobn¢ maji dilezité regulacni funkce (MacDonald 2002, White ef al. 2005).
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2.3.3.2.3 CD4" a CD8" T-lymfocyty

T lymfocyty exprimujici TCR off se daji dale délit na ty, které nesou na svém povrchu
molekuly CD8 — koreceptor pro MHC 1 a ty, které maji na povrchu molekulu CD4 —
koreceptor pro MHC II (Tizard 2004).

CD8" T buriky jsou prekurzory cytotoxickych T lymfocyti (Tc) nebo pamétové buiky
tohoto funkéniho typu. Tyto bunky maji dilezité regulacni funkce, protoze produkuji
Siroké spektrum cytokinti (Hotejsi et Barttinikova 2002, Jabri et Ebert 2007).

Vétsina CD4" jsou prekurzory pomocnych T lymfocytt (Th), ty lze dale délit podle
produkce hlavnich cytokini — Th1 produkuji IL-2 a INF-y; Th2 produkuji IL-4, IL-5, IL-6
a IL-10; ThO produkuji smés typu 1 a 2; Th3 produkuji TGF-B (Abbas et al. 1996). Jako
regulacni se oznacuji T lymfocyty, které jsou schopny potlaCovat aktivitu jinych
efektorovych T bunék. Pfirozené regulacni T lymfocyty (Treg) tvoii asi 5 % krevnich
lymfocytti a jsou podobné aktivovanym T lymfocytim. Vznikaji v thymu a nesou TCR
rozpoznavajici vlastni autoantigeny. Plsobi jednak produkei tlumivych cytokind, ale 1

pifimym kontaktem s jinymi buitkami (Sarkar e Fox 2007).

e Thl bunky

Zakladni funkci téchto bunék je spoluprace s makrofagy a jejich stimulace k pfeméné
v aktivované makrofagy. Tento proces je nutny v boji proti intracelularnim parazitim, ktefi
dokazi ptezivat uvniti fagozoéml makrofdgii a pro jejich zniCeni jsou nutné dalsi
baktericidni mechanizmy (NO). Aktivované makrofagy nejen 1épe likviduji intracelularni
parazity, ale také produkuji fadu latek podporujicich dals$i stimulaci T bunék (obecné
stimuluji lokalni zanét). Vzajemné ptusobeni Thl a makrofagh je podstatou mechanizmu
tzv. imunopatologické precitlivélosti opozdéného typu (delayed type hypersensitivity —
DTH) (Kroenke et Segal 2007).

e Th2 bunky

Jejich zédkladni funkce je spoluprace s B lymfocyty, které byly stimulovany rozeznanim
antigenu. Tato interakce vede k pomnozeni dané¢ho klonu B bunék a jejich diferenciaci
v plazmatické buniky produkujicich velké mnozstvi protilatek. Pomoc Th2 bunék spociva
v produkeci celé fady cytokint (IL-4, IL-5, IL-6) a piimém kontaktu zprostifedkovaném

né¢kolika pary adhezivnich a signaliza¢nich povrchovych molekul (Lee et al. 2007).

30



K tomu aby se zprekurzorové T bunky stala Th2 builka je nutné, aby se setkala
s antigenem na povrchu profesionalni antigen prezentujici buniky (antigen presenting cell —
APC) za ptitomnosti IL-4. Spolupisobenim signali ptedanych do T buiky dojde
k proliferaci a diferenciaci na klon zralych efektorovych Th2. Ty pak dodavaji B buikdm

potiebné pomocné signaly (Weaver et Unanue 1990).

e Tc bunky

Cytotoxické T lymfocyty rozeznavaji buniky infikované viry nebo jinymi intracelularnimi
parazity a nici je mechanizmy zavislych na bezprostfednim kontaktu mezi Tc a napadenou
bunikou nebo prostfednictvim sekretovanych produkti. Tento zpisob obrany je velmi
radikalni, ale je také znacné riskantni (poskozeni tkani vyvolané Tc mize byt vyssi nez
mozné poskozeni napi. virem). Jeho Ucelem je odstranit z organizmu potencialni zdroj
nakazy (Burgdorf et al. 2007).

Prekurzory Tc musi rozeznat komplexy MHC I s antigennimi peptidy na povrchu APC
(dendritické bunky, makrofagy). Tyto bunky mohou byt virem pfimo infikovany, nebo
pohlti antigeny pochazejici z odumielych infikovanych, nadorovych nebo stresovanych
bunék. Pokud by Tc rozeznaly antigen na jinych buiikach nez APC dostaly by pouze jeden
signal, ktery by jejich aktivitu utlumil. Dojde-li k prvnimu kontaktu na povrchu APC,
prekurzor Tc se zacne délit a diferencovat na klon zralych efektorovych Tc (Weaver et
Unanue 1990). Tomuto procesu napomahaji Thl lymfocyty, které sekretuji IL-2 potiebny
pro proliferaci kloni Tc. Th bunky jsou pro stimulaci Tc jeSté podstatnéjsi, aby byla
dendritickd bunika schopna stimulovat Tc musi byt sama nejprve stimulovana kontaktem
s Th (Rigano et al. 2007).

Efektorové Tc jsou roznaseny krvi do tkani, kde mohou zacit ptsobit. Dilezité je, ze
zralé Tc potiebuji k aktivaci cytotoxickych mechanizmi pouze jeden signal (pifes TCR).

Tc lymfocyty vyuzivaji tifi typl cytotoxickych mechanizmG (Dudek et al. 2006,
Bartinkova et al. 2007):

1. Cytoplazma zralych Tc obsahuje fadu cytotoxickych granuli (lyzozomt), které
obsahuji perforin (bilkovina) a granzymy (protedzy). Perforin je schopny po
kontaktu Tc s ,,vadnou“ buiikou vytvofit v jeji membrané pory, kterymi se do
bunky dostanou granzymy. Ty pak v cytoplazmé §tépi prekurzory proteaz, které
plisobi na dalsi proteiny a tim se spusti kaskada déjt, ktera vyusti az v apoptickou

smrt zasazené bunky.
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Povrch Tc obsahuje protein zvany Fas-ligand (FasL), ktery se vaze na apopticky
receptor Fas (je pfitomny na povrchu riznych typd buiiek). Signaly, které se po
navazani prenesou vyvolaji kaskadu dé&jt opét koncicich apoptickou smrti buriky.

. Predeslé zpisoby vyzaduji nejen uzky kontakt, ale také velké mnozstvi Tc. Proto
Tc pouzivaji k zabijeni cilovych bun¢k své sekretované produkty (zejména cytokin
— lymfotoxin), ktery piisobi podobné jako FasL. Jedna se o méné& specificky proces,

ktery mize poSkodit okolni burky.
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem doktorské diserta¢ni prace bylo porovnat G¢inky zkrmovani diet obsahujici odlisné
formy selenu (anorganicky — NaxSeOs a organicky — selenizovana fasa rodu Chlorella) na

aktivitu leukocytli v krvi ovci a narozenych jehiiat, plemene ovce Sumavska.

Parametry sledované v priibéhu pokusu:

koncentrace selenu v krvi,

pocet leukocyti v krvi a jejich diferenciacni rozpocet,

exprese CD4" a CD8" subpopulaci T lymfocytl v krvi,

fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocyti v krvi,

doplikové udaje — baktericidni aktivita krve, zivé hmotnosti zvirat.

Ptedlozena disertacni prace vznikla v ramci feSeni projekti:
- MSM 600 766 58/06, Trvale udrzitelny zpisob zemédélského hospodatreni v podhorskych
a horskych oblastech zaméifené na vytvafeni souladu mezi jejich produkénim a
mimoprodukénim uplatnénim;
- GACR 523/03/H076, Zvyseni metodologické urovné a teoretického vzdélavani studenti
akreditovaného DSP 4103V Zootechnika - perspektivniho studijniho oboru obecna
zootechnika;
- IG 15/05, Utinnost organicky vazaného selenu v iase rodu Chlorella na vybrané
parametry nespecifické imunity;
- IG 13/06, Vliv zkrmovani diet obsahujicich riznou formu selenu na CD4" a CD8"

subpopulace lymfocytti u bahnic a u narozenych jehnat.

33



4. MATERIAL A METODY

4.1 POKUSNA ZVIRATA A JEJICH USTAJENI

Do pokusu bylo zafazeno patnact osmnéctimési¢nich jehnic plemene ovce Sumavska.
Pokusna zvifata byla ustajena ve Skolnim zemédélském podniku JU v experimentalni staji
akreditované pro pokusné ucely (¢islo akreditace 1020/788/A/00). Jednalo se o zdénou
budovu s pevnym stropem a podlahou. Kazdy kotec byl dostatecné oddélen od sousednich
a mél nadvaznost na venkovni vyb&h s pevnym podkladem. Rozméry jsou uvedeny a
znazornény na situacnim planku v kapitole 10 piilohy.

Jak vyplyva z tabulky 9, pokusné ovce byly rozdé€leny do tfi skupin po péti kusech:

kontrolni - C a dvou experimentalnich - E1 a E2.

Tab. 9 Zivd hmotnost ovci, pocet a hmotnost narozenych jehiiat

Ziva hmotnost ovei [kg] Pocet Primérna hmotnost [kg]
Skupina ., ., narozenych |
(n=5) zacatek 2 mésice po jehiiat na narozenych vrhu
experimentu porodu ovei jehnat
C 37,0+ 2,6 50,0 + 2,7 1 4,6 4,6
El 40,0 + 3,6 52,839 1 4,7 4,7
E2 39,3+6,0 52,3+3,6 1,8 4,4 7,7

Samotny pokus probéhl od cervence 2005 do biezna nasledujiciho roku. Pokusna
zvifata byla chovana na hluboké podestylce. Od zafi do fijna 2005 bylo zahajeno
zapousténi ovci beranem stejného plemene (09047-031CZ). Ovce byly v pribehu pokusu
ve stadiu jalovosti, gravidity a laktace. VSechny ovce zabfezly a porody probéhly
v pribehu Sesti tydnii. Primérny pocet narozenych jehnat na ovci a primérnou hmotnost
jehnat 1 vrhu v ramci skupin uvadi tabulka 9.

Zakladni krmné davka byla shodna pro vSechny skupiny. Rozdil byl pouze v obsahu
selenu v mineralni krmné ptisadé¢ (MKP). Slozeni krmné davky na ks a den: 1180 g sena,
240 g vojtéskovych ususki, 270 g ovesného Srotu, 6 g MKP. Mineralni krmné piisada
(tabulka 10) pro skupinu C neobsahovala selen, pro skupinu E1 obsahovala 180 pg selenu
ve formé selenicitanu sodného (NaxSeOs3) a pro skupinu E2 180 pg selenu vazaného

v biomase jednobunétné sladkovodni fasy rodu Chlorela. Minerdlni krmné pfisada pro

34



skupiny C a E1 obsahovala stejné mnozstvi biomasy fasy rodu Chlorella, jako pro skupinu

E2, ale bez selenu. Celkovy piijem selenu krmnou davkou uvadi tabulka 11.

Tab. 10 Obsah jednotlivych slozek v 6 g mineradlni krmné prisady

Slozka

Skupina P Mn Zn Cu I Se  Chlorella Vit. A Vit.D Vit.E
[¢] [mg] [mg] [mg] [mg] [ug] [mg] [mj] [mj] [mj]

C 0,396 30,6 36 3 0636 0 705,9 5000 600 8,5
El 0,396 30,6 36 3 0,636 180 705,9 5000 600 8,5
E2 0,396 30,6 36 3 0,636 180 705.,9 5000 600 8,5

Tab. 11 Priumeérné slozeni krmné davky na ovci a den a denni prijem Se

Skupina C E1l E2

Obsah  Sus. Se Obsah  Sus. Se Obsah  Sus. Se

Komponent (e] gl [me]l gl [g]  [ugl gl [g]  [wgl

Seno 1180 1010 40 1180 1010 40 1180 1010 40
Vojtéska 240 218 6 240 218 6 240 218 6
Ovesny Srot 270 236 9 270 236 9 270 236 9

MKP 6 6 0 6 6 180 6 6 180
Celkem 1696 1470 55 1696 1470 235 1696 1470 235
Obsah Se

e 37 160 160
[ugkg' sus]

K produkci tfasové biomasy byla pouzita technologie fizené kultivace v solarnich
bioreaktorech Mikrobiologického tistavu Akademie véd CR v Tieboni podle patentu
Doucha et Livanky (1999). Obsah selenu v 1 kg suSiny vyprodukované biomasy tasy rodu
Chlorella byl 255 mg.

4.2 ODBERY A ANALYZA VZORKU

Krev byla odebirdna standartnim postupem v rannich hodinach z vena jugularis
jednorazovou jehlou do heparinizované zkumavky. Odebrana krev byla neprodlené po
odbéru ulozena do prostiedi se stabilni teplotou. Pied zahajenim pokusu byl proveden
kontrolni odbér (dale oznaCovany jako ,,PP”). Po zahajeni pokusu byly odbéry provadény

jedenkrat za mésic a posledni v priméru 3 tydny pted predpokladanym porodem. Odbéry

35



provedené u jalovych zvifat jsou oznaCovany pismenem ,,J”. Obdobi gravidity bylo
rozdeléno na tfi ¢asti: 0-50, 50-100 a 100-150 dnii. Po porodu byly vzorky krve odebrany v
intervalech 1. + 1, 10. £ 2, 30. £ 3 a 60. + 3 den u bahnic a u narozenych jehnat 1. + 1, 3. £
1, 10. = 2, 30. = 3 a 60. =+ 3 den. Ve stejnych intervalech byla také zjistovana ziva

hmotnost pokusnych ovci a jehnat.

4.2.1 Sledované parametry

e Koncentrace Se v krevnim séru
- koncentrace selenu v krevnim séru byla stanovena spektrofluorometricky (Kvicala et al.

1995),

- obsah selenu byl vyjadien v pg.I"! krevniho séra.

e Pocet leukocytii v krvi

- krevni natér byl zhotoven po ziedéni krve Tiirkovym roztokem v poméru 1:20,

- pocet leukocytl byl stanoven mikroskopickou metodou v Biirkerové pocitaci komurce
dle normy ON 84 3206,

- vysledkem byl pocet leukocytti udavany v jednotkach 10°.1" (tj. G.I').

e Diferenciacni rozpocet leukocytii v krvi (Leukogram)

- neprodlené¢ po odbéru byl ptipraven krevni natér, ktery byl obarven panoptickou
metodou dle Pappenheima,

- samotna diferenciace leukocytl byla provedena mikroskopicky dle normy ON 84 3209,

- touto metodou bylo zjisténo procentické zastoupeni jednotlivych druhti leukocyta.

e Fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytu v krvi

- Dbezprosttedné po odbéru krve byla zajisténa inkubace krve s mikrosférickymi
hydrofilnimi partikulemi (MSHP; kod RK 031, Artim s.r.o., Praha), poté byl zhotoven
krevni natér a obarven metodou dle Pappenheima,

- jako pozitivni byly v natéru oznaceny buriky, které pohltily vice nez tfi partikule,

- fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytii byla vyjadiena v procentech (%).
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e CD4" a CD8" subpopulace T lymfocytii v krvi

- procentické zastoupeni CD4" a CD8" subpopulace T lymfocytd v krvi pokusnych zvifat
bylo zjiSténo pratokovou cytometrii analyzou FACS (fluorescents activated cell sorting),

- nejprve bylo provedeno temperovani 500 pl heparinizované krve se 3 ml 0,84 %
chloridem amonnym pti 37 °C po dobu tfi minut, aby doslo k lyzovani erytrocyta,

- poté byly ptidany 3 ml roztoku PBS, promichano a centrifugovano pfi 10 tis. ot. za min
po dobu deseti minut,

- centrifugace byla opakovéna tfikrat a pokazdé bylo ptfidano 5 ml roztoku PSB s 1 %
bovinnim fetdlnim sérem, tento proces je oznaovan jako promyvani,

- 50 ul promyté suspenze a 5 pl protilatky (tabulka 11) bylo postupné odpipetovano do
pripravenych zkumavek, které byly vlozeny do ledu a ponechany 30 minut ve tmé,

- dal$im krokem bylo opétovné promyvani roztokem PBS s 1 % bovinnim fetdlnim sérem
(dvakrat opakovéno),

- samotné méteni bylo provedeno prutokovym cytometrem (Becton Dickinson, SRN).

Tab. 12 Monoklonarni protilatky (mAbs) a izotypové kontroly (IC) pouzité pri analyze

Specifita mAbs Znaceni IC Redéni
N Mouse anti ovine CD4 Mouse 1gG2 )
D4 (MCA2213PE) RPE (1P-458-C100) 1:25
" Mouse anti ovine CD8 Mouse IgG2a )
CD8 (MCA2216F) FITC (1F-458-C100) 1125

e Baktericidni aktivita krve

- vyockovani Staphylococcus aureus (SA) — den pted pouzitim byla provedena inkubace
na krevnim agaru po dobu 24 hodin pii 37 °C,

- vyockovani Candida albicans (CA) — na Sabouraud agar s gentamicinem kultivace 1
tyden pii 37°C,

- piiprava suspenze SA — do zkumavky bylo odpipetovano 400 pl fyziologického roztoku
a pfidano né€kolik kolonii SA,

- ptiprava suspenze CA — dvanact drobnych kolonii bylo pfidano do 0,2 ml fyziologického
roztoku,

- ptiprava média — k 10 ml RPMI 1640 bylo ptidano 40 ml destilované, poté bylo ptfidano
10 kapek hydrogenuhli¢itanu sodného,
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- vzorek byl pipetovan ve dvou sériich po péti zkumavkach (jedna serie pro SA a druha
pro CA), do prvni zkumavky bylo ddno 450 pl heparinizované krve a 50 pl ptislusné
suspenze (SA nebo CA), do druhé¢ 450 pl RPMI a 50 pl zprvni zkumavky (takto
pokracujeme az do paté zkumavky),

- zpaté zkumavky bylo vyockovano 100 ul roztoku vzdy na tii plotny (roztok je tieba
masivné rozockovat po celém povrchu),

- prvni zkumavka byla temperovana po dobu tii hodin pii 37°C,

- dale byly pfipraveny dalsi dvé série, avSak po Ctyfech zkumavkéach s 450 pul RPMI a
znovu rozpipetovano (viz. vyse),

- plotny s SA byly odecitany po 24 hodin a s CA po 36 hodin,

- na plotné byl spocitan pocet kolonii, v ¢ase nula (pocet kolonii v ¢ase nula je bran za 100

%) 1 v Case tfi, a vyjadien v procentech kolonii v ¢ase tii.

e Ziva hmotnost pokusnych jedincii
- hmotnost pokusnych zvitat byla zjiStovana, ve stejnou denni dobu bezprostiedné po
odbéru biologického materidlu, na analogové decimdlni vaze (1€inné rozpéti do 100 kg) a

vyjadiena v kilogramech zivé hmotnosti.
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4.3 ZPRACOVANI A STATISTICKE HODNOCENI DAT

Ke zpracovani této prace byly pouzity programy Microsoft Word 2003 a Excel 2003. MS
Excel byl dale vyuzit pro stanoveni korela¢nich koeficientd, jejichz urovné vyznamnosti
jsou uvedeny v tabulce 13. Pro statistické vyhodnoceni zjiSténych dat byla pouzita
ANOVA Tukeytiv HSD test (dle potfeby pro stejnd nebo nestejnd - n) v programu
Statistika 6. firmy Stat Soft. Zakladni statistickd prikaznost byla akceptovana na hladiné

vyznamnosti P < 0,05. Dalsi dvé hladiny vyznamnosti byly zvoleny na urovni P < 0,01 a P
<0,001.

Tab. 13 Uroveii vyznamnosti korelacnich koeficientit (rxy)

Rozmezi hodnot Korela¢ni koeficient Rozmezi hodnot
rxy>0,3 nizky ey >-0,3

0,3 <ryy<0,5 mirny -03<rmy<-0,5
0,5<r,y<0,7 stiedni -0,5<ry<-0,7
0,7<rxy<0,9 vysoky -0,7<rmy<-09
09<m,;<1,0 velmi vysoky -09<ry<-1,0
rxy =1,0 funkéni (matematickd) zévislost rry=-1,0
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 STRUCNY UVOD

Jako pokusnych zvifat bylo uZito patnacti ovci, které byly rozdéleny po péti kusech do tfi
skupin: kontrolni — C a experimentalni — E1 a E2. Ovce byly krmeny shodnou zakladni
krmnou davkou (viz. kapitola 4 MATERIAL A METODIKA — tabulka 11). Tato zakladni
krmna davka byla obohacena o mineralni krmnou ptisadu, kterd se pro jednotlivé skupiny
liSila pouze v obsahu a formé& uzit¢ho selenu. Mineralni krmna pifisada pro skupinu C
neobsahovala selen, pro skupinu E1 obsahovala 180 pg selenu ve formé selenicitanu
sodného (Na2SeO3) a pro skupinu E2 180 pg selenu vazaného v biomase fasy Chlorela.
Suplementaci 180 pg selenu v anorganické nebo organické podobé na kus a den se
docililo u pokusnych skupin E1 a E2 pfijmu 235 pg Se na kus a den. Uvedené mnoZstvi je
vrozmezi normy (Schenkel et Flachowsky 2000), nedosahuje vSak horni hranice
doporucovanych davek. Nizky obsah Se v krmné davce kontrolni skupiny (C) odrazi jeho

nizky obsah v rostlinnych krmivech.

5.2 OVCE

5.2.1 Zakladni parametry

5.2.1.1 Koncentrace selenu v krevanim séru

Primérna koncentrace selenu (graf 1) v krevnim séru ovci u skupin E1 (114,2 £ 23,6
ug.Ih) a E2 (103,1 + 20,3 pg.1™") byla 1,7 a 1,5 krat vyssi nez u ovei kontrolni skupiny C
(68,6 = 16,8 ng.I'). Rozdily byly statisticky vysoce vyznamné. V ramci pokusnych skupin
byl primérny obsah Se v krevnim séru o 11,4 % vyss$i u skupiny E1 oproti skupiné E2.
Rozdil mezi pokusnymi skupinami nebyl statisticky vyznamny. Obdobné neprokazali
statisticky vyznamné rozdily v obsahu selenu v plasmé, plné krvi i1 €ervenych krvinkdch
Boldizarova et al. (2005) pii suplementaci 300 ug Se.kg™ suSiny krmiva jako seleni¢itan

sodny nebo selenem obohacenych kvasnic.
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Ve srovnani s referenénim rozmezim selenu v krevnim séru 120-150 pg.I"! (Stowe et
Herdt 1992) byly celkové primérné hodnoty i u pokusnych skupin s dotaci 180 pg a tedy
celkovym pfijmem 235 pg niz§i. Referenéniho rozmezi dosdhly pouze individudlni
hodnoty a dil¢i priméry u skupin E1 a E2 (graf 1).

Nejvyssi obsah Se v séru bahnic skupiny E1 byl po 3.- 4. mésicich (na grafu 0.-50. den
gravidity) suplementace selenu (126,5 + 26,6 ug.l!), u skupiny E2 piiblizné o mésic
pozd&ji (na grafu 50-100 dnli gravidity), tedy ve 4.-5. mésice pokusu (123,3 + 12,9 ug.I'h).
U vsech skupin doslo k poklesu Se v krevnim séru v souvislosti s graviditou a laktacni
zatézi v posledni tietiné gravidity a v prvnim tydnu po porodu. U bahnic skupiny E2
pietrval pokles pfiblizné do 30. dne po porodu (graf 1). Ubytek selenu v krevnim séru v

obdobi 100-150. dne biezosti ovci byl popsan Gurdogan (2006).

Graf'1 Obsah Se v krevnim séru ovci [ug.l'] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)
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dny bi‘ezos ti dny po porodu

c:d P<0,001; e:f, g:h, i:j P <0,01; a:b P < 0,05

Velmi zajimavé je zjisténi vyrazné vyssi plodnosti bahnic pfijimajicich selenem
obohacené tasy rodu Chlorella (skupina E2). Vzestup plodnosti o 38 % v selenodeficitnich
oblastech po suplementaci selenu zaznamenali u pocetné skupiny ovei Balicka-Ramisz et
al. (2006). V nasem pokusu se jednalo o 65 % zvySeni plodnosti nez u skupiny kontrolni a

skupiny dotované ,,anorganickou* formou selenu.
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5.2.1.2 Pocet leukocytii v krvi

Dynamiku poctu leukocyti u kontrolni skupiny (C) i u obou pokusnych skupin (E1, E2)
popisuje graf 2. Z grafu je patrné, Ze kontrolni odbér pred vlastnim zahajenim pokusu
nezjistil statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami. Nejvyssi pocet leukocyti byl
zaznamenan u skupiny E2 (9,14 + 1,48 x 10°.1"") a to ptiblizn& o 12 % neZ tomu bylo u
obou ostatnich skupin. Tato vyssi hodnota byla nejvice ovlivnéna jedincem (4162), kterého

hodnoty poétu leukocytii dosahovaly téméi 11 x 10° leukocytt.l! krve.

Graf 2 Pocet leukocytii v krvi ovel [10°.1] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)
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V obdobi od 0. do 150. dne gravidity doslo k poklesu hodnot poctu leukocyti az na
spodni hranici normy 5-11 x 10°.I" uvadénou Bock (1994) a pod spodni hranici normy 6-
10 x 10°.1"" uvadénou Jelinkem et al. (2003). Jelikoz Bock (1994) ve své publikaci uvadi
pritomnost vétSinového podilu gravidnich jedinct, proto budou zjisténa data interpretovana
podle norem udavanych v této publikaci. Zminény propad se odehral v obdobi 50-100 (E1,
E2) a 100-150 dnt gravidity (C). Nejvétsi pokles vykazovala skupina E2 (5,00 + 1,36 %
10°.1"), skupina E2 (5,62 = 1,37 x 10°.1"") a skupin C (5,68 £ 1,20 x 10°.1"). Jako
statisticky vyznamny (P < 0,05) byl tento pokles prokdzan pouze u skupiny E2 a to proti
kontrolnimu odbéru, ktery se uskutecnil pted zacatkem pokusu. Tento nalez odpovida

zjisténi u gravidnich opic druhu makak rhesus (Macaca mulatta) ve srovnani s jalovymi
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jedinci (Rogers et al. 2005). AvSak je nutno zdlraznit jiz vySe uvedeny fakt, ze vyssi
zvifetem. Jinak by byl primér skupiny na Urovni ostatnich dvou. Toto snizeni poctu
leukocytli mize byt zptisobeno v disledku nastupu imunotolerance matky v prib&hu
gravidity vici antigenim plodu. Problematika imunotolerance bude blize probrana
v diskuzi subpopulaci T lymfocyta.

Po porodu dos$lo u vSech skupin k markantnimu nartstu hodnot. U skupina E1 byla
zjisténa nejvys§i hodnota poctu leukocytd (9,72 + 2,69 x 10°.1"), E2 vykazovala jen o
(8,08 £ 1,7 x 10°.I'"). Ackoli byla u skupiny E1 zji$téna nejvyssi hodnota, presto nejvétiiho
relativniho nariistu dosahla skupina E2 (o 44 %). U skupiny E1 byl zjistén narist o 41 % a
u skupiny C o 30 %. Statisticky vyznamny narist poctu leukocytl byl zaznamenéan pouze u
pokusnych skupin - E1 (P < 0,05) a E2 (P < 0,01). Tento nartst mohl byt zptisoben
mobilizaci imunitniho systému z diitvodu bliZiciho se porodu a tim 1 ocekavanym vyS$im
patogennim tlakem okoli (McKenzie et al. 2002, Dolezel 2003). Statisticky vyznamny
narust leukocytii u zen pted a po porodu také zaznamenali Ivanova-Todorova et al. (2007).
Mezi skupinami se, hlavné diky vyssi variabilit¢ hodnot uvniti skupin, nepodaftily prokazat
statisticky vyznamné rozdily. Od 10. dne po porodu bylo zaznamenéno kolisani hodnot bez
statisticky vyznamnych tendenci a to jak v rdmci skupin tak mezi skupinami. U skupiny E2
byla pozorovana, od 10. do 60. dne po porodu statisticky nevyznamna, tendence riistu
hodnot poctu leukocyta.

V dal$im textu je pouzito, pro lepsi srozumitelnost interpretovanych udajt, relativni
zastoupeni jednotlivych typi leukocytl — leukogram. Je vSak nutné brat zfetel na to, Ze na
naristu poctu leukocyti se podilely vSechny slozky. Dé se tedy fici, Zze po porodu nedoslo
ke snizeni absolutnich poctii jednotlivych skupin leukocytti oproti obdobi gravidity. Jinak
feCeno se absolutni pocty vSech skupin leukocytii zvySovaly, i kdyz mohlo soubézné dojit
ke sniZeni jejich relativniho zastoupeni. Statistické hodnoceni rozdili uvnitf 1 mezi
skupinami bylo provedeno jak u relativniho zastoupeni tak po pfepoctu na absolutni ¢isla.
Dosazené vysledky byly shodné zvice jak 95 % a proto se da tvrdit, Ze pfi pouZiti

relativnich ¢isel nedochazi ke zkresleni statistickych analyz.
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5.2.1.3 Zastoupeni a pocet lymfocytii v krvi

Relativni zastoupeni lymfocyti je shrnuto v grafu 3 a porovnani relativniho zastoupeni a
absolutniho poctu je sumarizovano v tabulce 13. Kontrolni odbér prokézal, ze pied
zahajenim pokusu nebyly mezi skupinami statisticky vyznamné rozdily. Nejvyssich hodnot
procentického zastoupeni lymfocytli v leukogramu dosahovala skupina C (71,2 + 3,11 %),
nasledovala E2 (69,2 + 3,03 %) a nejnizsi hodnota byla zjisténa u E1 (67,2 £ 5,07 %). Po
celou dobu pokusu se hodnoty pohybovaly v rozmezi fyziologické normy (50-75 %)
udavanou Bock (1994). Dle Jelinka et al. (2003), se nékteré hodnoty pohybovaly nad horni

mezi jim udavané normy (50-70 %).

Graf 3 Zastoupeni lymfocytii v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (El, E2)

80

70

60 -

Zastoupeni lymfocyti [%]
o

50

PP J 0-50 50-100  100-150 1 10 30 60

dny bi‘ezos ti dny po porodu

a:b P<0,01

V prubéhu pokusu vykazovaly hodnoty procentického zastoupeni lymfocytii u vSech
skupin nesourodé kolisani bez vyraznych tendenci a statisticky vyznamnych rozdila
v ramci skupin nebo mezi skupinami. Statisticky vyznamné rozdily nebyly zaznamenéany
ani mezi rozptyly jednotlivych skupin. Tento stav je v souladu s praci Ivanova-Toldorova
et al. (2007), ktera uvadi statisticky nevyznamné zmény zastoupeni lymfocytl v periferni
krvi u gravidnich zen. Jedina vyjimka byla zjisténa mezi praméry u skupiny E2 (dotovana

organickou formou selenu) mezi obdobim pifed porodem (100-150) a po porodu (1).
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Zminény propad relativniho zastoupeni lymfocytl v leukogramu (o 22 %) se ukézal jako

statisticky vyznamny (P < 0,01).

Tabulka 13 Porovnani relativniho zastoupeni [%] a absolutniho poctu lymfocyti [10°.17] v
krvi ovei u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)

Dny pied porodem Dny po porodu
Skupina  Parametr PP J Celkem
0-50 50-100 100-150 1 10 30

Leu [10°1'] 8,04 7,37 5,72 6,04 5,68 8,08 7,14 7,28 6,06 6,88

C Ly [%] 71,20 71,00 68,60 67,80 72,80 65,80 69,00 68,60 76,00 70,18
Ly [10°.1] 5,72 5,23 3,92 4,10 4,14 532 493 4,99 4,61 4,83

Leu [10°1'] 7,96 6,28 5,96 5,62 5,74 9,72 6,38 6,83 7,27 6,78

E1 Ly [%] 67,20 69,90 71,60 63,20 61,00 62,80 64,80 7225 63,00 66,60
Ly [10°.I"] 5,35 4,39 4,27 3,55 3,50 6,10 4,13 494 4,58 4,52

Leu [10°I"] 9,14 7,05 5,78 5,00 5,48 9,68 6,68 8,10 6,70 7,07

E2 Ly [%] 69,20 70,90 67,80 70,20  74,60° 58,40 64,40 68,00 63,60 67,80
Ly [10°.1] 6,32 5,00 3,92 3,51 4,09° 565> 430 551 4,26 4,79

a:b P <0,01; 'Leu — leukocyty; 2Ly — lymfocyty

Avsak jak bylo poznamenano vyse pokles relativniho zastoupeni v leukogramu nemusi
znamenat zarovei 1 pokles absolutnich hodnot. V relativnich cislech tento pokles vypadal
takto: C 72,8 £ 5,89 % na 65,8 = 7,66 %, a v absolutnich hodnotach byl trend nésledujici:
4,14 x 10°1" na 5,32 x 10°.I'"; E2 74,6 + 6,77 % na 58,4 + 5,94 %, a v absolutnich
hodnotich: 4,09 x 10°.1"! na 5,65 x 10°.I"" (tabulka 13). Skupina E1 nevykazovala pokles
hodnot v relativnim zastoupeni 61,0 + 9,97 % na 62,8 + 4,92 %, ani v absolutnim poctu
lymfocytii: 3,5 x 10°.1" na 6,1 x 10°.I'". Statisticky vyznamny nértist (P < 0,01) o 28 % byl
zaznamenan pouze u skupiny E2. U ostatnich skupin nebyly prokazany, z diivodu vysoké
variability hodnot uvniti jednotlivych soubord, statisticky vyznamné rozdily.

Z relativnich hodnot uvedenych v grafu 3 vyplyva, Ze se 1 pfi tomto stavu nachazi
relativni zastoupeni lymfocyti ve stfedu rozmezi fyziologické normy udavané Bock (1994)
a nemuze se tedy jednat o patologicky stav. Trojan et al. 2003 ve své publikaci uvadi, Ze na
kolisani poc¢tu leukocytii se vétsi a tedy rozhodujici mérou podileji neutrofilni granulocyty.
Z uvedeného je tedy ziejmé, ze na kolisani jednotlivych typt leukocytl v leukogramu se

pfevaznou mérou podileji neutrofilni granulocyty.
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5.2.1.4 Zastoupeni CD4" a CDS8" subpopulaci T lymfocytii v krvi a jejich pomér

Fyziologické normy zastoupeni CD4* a CD8" subpopulaci T lymfocyti (graf 4 a 5) jsou
v publikacich Thorp et al. (1991) a Smyth et al. (1994) uvadény v tomto rozmezi: CD4" 8-
22 %, CD8" 4-22 % a jejich vzajemny pomér by mél dosahovat hodnot kolem 1,55.
V kazdém ptipad¢ je pomér niz8i nez 1,0 povazovan mnohymi autory za patologicky
(Samin et al. 2006, Samri et al. 2007, Yakoub-Agha et al. 2007).

Souhrnné hodnoty subpopulace CD4" v obdobi jalovosti, gravidity a po porodu byly
nasledujici: skupina C 18,7 + 9,37 %, E1 17,3 + 11,8 % a E2 16,1 + 10,68 %.
Z fyziologickych norem uvedenych vySe vyplyva, Ze souhrnné hodnoty se nachdzeji
vramci fyziologické normy pro dany druh zvifete. V celém pribéhu pokusu nebyly

zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.

Graf 4 Zastoupeni CD4" subpopulace T lymfocytit v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C)
a pokusnych (E1l, E2)
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Kontrolni odbér pied pokusem neprokazal statisticky vyznamné rozdily mezi
skupinami. Z grafu 4 je patrnd velmi stabilni tiroveil hodnot, bez statisticky vyznamnych
rozdilt, CD4" u jalovych a gravidnich zvifat u vSech skupin v pokusu. Ivanova-Toldorova
et al. (2007) ve své praci uvadi statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni subpopulace

CD4" T lymfocytd mezi skupinou gravidnich a negravidnich Zen. Oproti tomu Zoller
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(1988) ve své praci na mySich nezjistil statisticky vyznamné rozdily mezi jalovymi a
hodnot a to i po prepoctu relativniho zastoupeni na absolutni hodnoty. Oproti tomu skupina
kontrolni dosahovala nejvyssich hodnot coz je v souladu s udaji McKenzie et al. (1998),
ktery ve své praci popisuje nartst subpopulace CD4" u selenodeficientnich zvifat. AvSak
toto zvyseni nebylo statisticky prikazné.

Souhrnné hodnoty CD8* za celou dobu pokusu byly nasledujici: skupina C 13,0 £ 6,29
%, E1 10,56 + 6,46 % a E2 10,06 + 5,37 %. Uvedené hodnoty zastoupeni CD8" se
nachézeji ve stiedu normy dle Smyth et al. (1994). V prubéhu pokusu nebyly zjistény

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.

Graf'5 Zastoupeni CD8" subpopulace T lymfocytit v krvi ovei [%] u skupiny kontrolni (C)
a pokusnych (El, E2)
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V obdobi jalovosti a gravidity si hodnoty CD8" udrZovaly stabilni urovné bez
statisticky vyznamnych rozdilti v individualni dynamice skupin. Toto zjiSténi je v souladu
s udaji v publikacich Zoller (1988) a Ivanova-Toldorova et al. (2007). Oba autoti shodné
uvadéji zjisténi, ze mezi skupinou gravidnich a jalovych jedinci zahrnutych do pokusu
nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni subpopulace CD8" T lymfocyta.
Stejné jak tomu bylo u piedeslé subpopulace tak zastoupeni CD8" bylo nejniz$i u skupiny

E2. Toto zjisténi je v rozporu s udaji McKenzie et al. (1998), ktery popisuje pozitivni efekt
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suplementace selenu na zastoupeni cytotoxickych T lymfocytd (CD8") u mysi. Avsak
Jukola et al. (1996) a Chiaradia et al. (2002) ve svych pracich zjistili jistou miru
zastupitelnosti deficitniho ¢lanku v ramci komplexniho antioxida¢niho systému jinymi
slozkami pfi ploriferaci lymfocytti u koni, ovci a pst. D4 se tedy tvrdit, Ze pokud je pouze
jedina slozka antioxidativni ochrany organizmu v deficitu pak nemusi dojit ke klinickym
projevim tohoto stavu. V naSem piipadé nemusi deficit selenu vyvolat statisticky
vyznamné rozdily v zastoupeni cytotoxickych T lymfocytl mezi skupinami, pokud jsou
ostatni ¢lanky systému v optimu.

Po porodu doslo u vSech skupin k nardstu relativnich hodnot (rtst absolutnich hodnot
je ekvivalentni se stejnymi tendencemi) CD4" a CD8" subpopulaci T lymfocyta (graf 4, 5).
Toto zvyseni bylo statisticky vyznamné a dosédhlo dvejnasobku normy udavané Thorp et
al. (1991), a u subpopulace CD8", s vyjimkou skupiny E2, pfesahlo horni hranici normy
udavanou Smyth et al. (1994).

Nejnizsi relativni nartst u CD4" byl zjistén u skupiny C a to 0 49,1 % (z 18,1 + 3,44 %
na 35,54 £ 5,5 %), néasledovala E1 63,2 % (ze 16,8 £ 5,4 % na 45,6 + 8,12 %) a nejvyssi
narist byl u E2 67,2 % (z 13,54 £ 2,8 % na 38,94 + 9,22 %). U vSech skupin tento nartst
dosahoval velmi vysoké pravdépodobnosti (P < 0,001). Podobné tomu bylo i u
doslo k prohozeni potadi pokusnych skupin. U skupiny C byl zji§tén nartst o 57 % (z 10,5
+ 5,21 % na 24,44 + 6,03 %), nasledovala E2 68,8 % (ze 6,16 = 2,97 % na 19,72 + 4,3 %)
a nejvyssi narast byl u E1 70,9 % (ze 7,08 £ 3,45 % na 24,3 £ 6,35 %). Statisticka
vyznamnost byla opét na velmi vysoké hladin¢ pravdépodibnosti (P < 0,001). Pouze u
skupiny E1 (dotovand seleniCitanem sodnym) byla zjiSténa jedind vyjimka a to mezi
obdobim 0-50 dnt gravidity a 30. dnem po porodu kdy statistickd vyznamnost mezi
soubory dosahla nizsi, ale presto vysoké pravdépodobnosti (P < 0,01).

Podle Entrican et al. (2002) je vyvoj plodu v matefském organizmu provazen vyssi
zatézi imunitniho systému spocivajici v nastoleni imunotolerance matky vici antigenim
plodu. Na zakladé histologickych vySetfeni Nasar et al. (2002) lze ptedpokladat, Zze se
nastup imunotolerance biezi matky soustfed’'uje prevazné na tkan delohy, a zastoupeni
jednotlivych populaci lymfocyti v periferni krvi neni ovlivnéno. Podle Tizard (2004)
dochazi k naristu subpopulaci CD4" a CD8" pfi zvySeni antigenniho tlaku, coz odpovida
vys$imu riziku infekce v obdobi puerperia vyZzadujiciho posileni imunitniho systému

matky. V této situaci se soucasn¢ zvysil i celkovy pocet lymfocytl zahrnujici i neutrofilni
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granulocyty, které se podileji na procesech nespecifické imunity. Vyrazngjsi narast CD4"
po porodu uvadi téz Raiterova et al. (2004) u mysi infikovanych Toxocara canis.
Nejrychlej$i normalizace extrémnich hodnot CD4" a CD8" subpopulaci byla
zaznamenana u skupiny E2, ktera byla dotovana organickym selenem a vykazovala
osmdesatiprocentni vyskyt dvojcat (u ostatnich skupin nebyl zjistén ani jediny ptipad
narozenych dvojcat). V obdobi po porodu byla u této skupiny zjiSténa nejnizsi variabilita
hodnot a to u obou analyzovanych subpopulaci. Pokles v zastoupeni CD4" mezi 30. a 60.
dnem laktace byl statisticky vyznamny (P < 0,05) pouze u skupiny E2. Tento pokles
dosahl hodnoty 39 % (z 38,94 + 9,22 % na 24,0 = 3,13 %), a znamenal piiblizeni praiméru
skupiny tésné¢ nad horni hranici fyziologické normy (4-22 9%). Ostatni skupiny si stale

udrZovaly hodnoty nad horni hranici normy: C (30,82 + 6,38 %) a E1 (36,8 + 7,57 %).

Graf 6 Pomér CD4"/CD8* subpopulaci T lymfocytii v krvi ovei u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (E1, E2)
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Pomér CD47/CD8* (graf 6) dosahoval u vSech skupin v priméru v obdobi pied
poroden 1,5 a v obdobi po porodu 1,8 — 2,1, coz vylucuje poruchu specifické bunécné
zprostfedkované imunity. Toto vyplyva z praci Yuben et al. (2000), Samin et al. (2006),
Samri et al. (2007), Yakoub-Agha et al. (2007). VSichni zminéni autofi povazuji za

Vv

immunodeficientni stav napt. jedinci infikovani virem lidské imunodeficience (human
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immunodeficiency virus — HIV) vykazuji tendenci k poklesu poméru pod tuto hodnotu.
Ditvodem tohoto snizeni je fakt, ze HIV infikuje pfevazné subpopulaci CD4, makrofagy a
bunky CNS (Bartiilkkovd et al. 2007). Jediny piipad statistické vyznamnosti byl
zaznamenan u skupiny E1 v obdobi mezi 0-50 a 100-150 dnem biezosti. Z diivodu vysoké

variability uvniti souboru tomuto jevu neptikladame hlubsi fyziologicky vyznam.

5.2.1.5 Zastoupeni monocytii v krvi

Zastoupeni monocyti v leukogramu znazornuje graf 7. Fyziologicka norma zastoupeni
tohoto typu bilych krvinek, které jsou vyznamnou souc¢ésti fagocytarni aktivity organizmu,
je dle Jelinka et al. (2003) od 1 do 4 % a dle Reece (1998) do 5 %. Z uvedenych norem je
ziejmé, ze procentické zastoupeni monocytli se udrzovalo po celou dobu pokusu v ramci
fyziologickych hodnot a to u vSech skupin. Nejvyssi souhrnné primémé hodnoty
zastoupeni monocytt dosahla skupina C (1,92 + 1,08 %), nésledovala skupina E2 (1,7 +
1,09 %) a nejnizSich hodnot doséhla skupina E1 (1,43 £ 1,06 %).

Graf 7 Zastoupeni monocytu v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)
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Hodnoty uvnitt skupin C a E2 se vyznacovaly nesourodym kolisanim, ale piesto byla

pramérnd hodnota za celé obdobi pfed porodem nizsi nez soubornd hodnota po porodu.
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Nejvetsi narist byl zaznamenan u obou skupin 10. den po porodu. Po piepoctu na absolutni
¢isla byl tento nartst u skupiny C 47,4 % (z 0,10 x 10°.1"'na 0,19 x 10°.1'") a E2 42,1 % (z
0,11 x 10°1" na 0,19 x 10°1"). Pfe porodem si skupina E1 udrzovala velmi stabilni
hodnoty, které po porodu mirné nartistaly a dosdhly maxima 30. den. Absolutni hodnoty
dosahly maxima stejné jako u obou predchozich skupin 10. den po porodu. Nariist hodnot
(skupina E1) byl nejstrméjsi a dosahl 58,2 % (z 0,07 x 10°.1"' na 0,17 x 10°.I'"). Veskeré
pohyby v ramci skupin nebyly statisticky vyznamné z divodu vysoké variability hodnot.
Ze stejného divodu nebyly zjistény vyznamné rozdily ani mezi skupinami. Tato zjisténi
jsou v souladu s tvrzenim Prochdzkové et al. (1986) a Saker et al. (1998), ze zastoupeni
monocytl (nikoli jejich fagocytarni aktivita, kterd nebyla stanovovana) v periferni krvi je
velkou mérou ovliviiovano individualitou pokusnych jedinct. VySe popsany nartist mohl
byt zplisoben vys$$im patogennim tlakem, ktery je spojen s porodem. Dale lze vyloucit
chronické zanéty u pokusnych zvirat (Reece 1998), protoze po tomto naristu nasledoval

rychly pokles na hodnoty zjistované v obdobi pted porodem.

5.2.1.6 Zastoupeni eozinofilnich granulocytii v krvi

Fyziologické hodnota zastoupeni eozinofilnich granulocytii (graf 8) uvadi Jelinek et al.
(2003) v rozmezi od 1 do 6 % a dle Reece (1998) od 2 do 5 %. Primérné hodnoty
jednotlivych skupin se nachazely vramci norem, které pirekracovaly pouze extrémni
hodnoty nékterych jedincti. Kontrolni odbér pied zahajenim pokusu neodhalil vyznamné
rozdily. Primérné hodnoty za celou dobu sledovani byly u vSech skupin shodné.

Nejvyssi hodnoty byly zjistény v obdobi pied zahajenim pokusu (PP) a u jalovych (J)
zvitat (C 0,34 x 10°.1"", E1 0,40 x 10°.1"a E2 0,37 x 10°.I'"). Vysok4 tiroven zastoupeni
eozinofilii mohlo byt zpusobeno vysSim alergenim tlakem na organizmus, jelikoz se
jednalo o obdobi pozdné letni a podzimni. Toto tvrzeni podporuji informace uvedené v
publikacich Reece (1998) a Fekete et Kellems (2007). Z provedenych rozborti vykali
mizeme piedem vyloucit jako divod zvySeni eozinofili moznou invazi endoparazity.
Moznost zvySeni v disledku alergeniho tlaku podporuje opétovny narGst hodnot po
zimnim obdobi ve stadiu 1. dne u skupiny E2 a 30. dne gravidity u zbylych skupin (u
skupiny C z 0,08 na 0,31 x 10°.I'", E1 20,16 na 0,21 x 10°.1""a E2 z 0,08 na 0,31 x 10°.I'")

kdy pokus probihal v ¢asné jarnim obdobi.
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Graf 8 Zastoupeni eozinofilnich granulocytu v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (E1, E2)
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5.2.1.7 Zastoupeni bazofilnich granulocytii v krvi

Hodnoty bazofilnich granulocytii jsou uvedeny v grafu 9. Rozmezi fyziologické normy
udéava Jelinek et al. (2003) od 0 do 3 % a Reece (1998) od 0 do 1 %. Souhrnné hodnoty za
celou dobu pozorovani se nalézaji v ramci normy a nejsou zde zadné vyznamné rozdily
mezi skupinami. VSechny primérné hodnoty uvedené v grafu 9 se nachazi v uvniti normy
dle Jelinka a kolektivu. Podle druhé normy dle Reece se primérna hodnota skupiny E2 (10.
den po porodu) nachazi nad horni hranici normy.

Dynamika hodnot je obdobna jako bylo vySe uvedeno u eozinofilnich granulocytt.
Nejvyssi hodnoty byly zaznamenany na zacatku (u jalovych zvirat) a ke konci experimentu
(u skupiny E2 1. den a u ostatnich svorné 30. den po porodu). Je patrné, Ze nartst hodnot
bazofili odpovidd naristu hodnot eozinofili. Tento fakt zmiiluje ve své knize Reece
(1998) a Trojan et al. (2003) oba poukazuji na uzkou ,spolupraci® téchto dvou typt
leukocytti. Jejich spoluprace spociva vtom, ze eozinofily (granula obsahuji napf.
histaminazu) tlumi alergickou reakci zatimco bazofily (granula obsahuji napf. histamin,

bradykinin, serotonin) tuto reakci podporuji.
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Graf' 9 Zastoupeni bazofilnich granulocytu v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (E1, E2)
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5.2.1.8 Zastoupeni neutrofilnich granulocytu v krvi a jejich fagocytarni aktivita

Procenticky podil neutrofilnich granulocyti je zndzornén v grafu 10 a absolutni podil
z celkového poctu leukocytll je uvedeno v tabulce 14. Jelinek et al. (2003) udava rozmezi
fyziologické normy od 20 do 50 %. Reece (1998) udava kritictéjsi rozmezi fyziologickych
hodnot od 25 do 30 %. Dle Jelinka et al. (2003) se vétSina uvedenych hodnot naléza ve
fyziologickém rozmezi. Relativni zastoupeni hodnot naméfenych kolem obdobi porodu se

dle Reece (1998) naléza nad horni hranici normy. Vyjimku tvofi v samém zaveéru pokusu

naméfena hodnota pod 10 % a tim ovlivnil primér celé skupiny. Divod takto nizké
hodnoty se nepodafil vysvétlit. Nejvyssi primérné hodnoty doséhla skupina E1 (28,17 +
7,68 %), nasledovala skupina E2 (26,64 £+ 6,64 %) a nejnizsich hodnot dosahla skupina C
(24,3 £ 6,5 %). Absolutni pocet neutrofilti za celou dobu pozorovani byl ve stejném poradi
jako u relativniho zastoupeni. Pfed zacatkem pokusu nebyly zjistény statisticky vyznamné
rozdily. Ty nebyly zaznamenany ani mezi jednotlivymi skupinami v celém pribchu
experimentu. Arthur ef al. (2003) uvadi dopad selenu nikoli pfimo na pocet neutrofili, ale

na zvyseni jejich aktivity a efektivnosti funkci.

53



V obdobi pted porodem si skupina C a E2 udrzovala velmi stabilni uroven hodnot
s vykyvy cca do 10 %. U skupiny E1 byl zjiStén po obdobi 0-50 dne biezosti statisticky
nevyznamny, ale pfesto patrny narlst relativnich hodnot. Tato zjiSténi jsou v souladu
s udaji z pokusu provedeného na negravidnich a gravidnich Zenach, kde nebyly zjistény

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (Ivanova-Toldorova et al. 2007).

Graf 10 Zastoupeni neutrofilnich granulocytii v krvi ovci [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (El, E2)
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ab P<0,01;c:d P<0,05

U vSech skupin zahrnutych v pokusu, s vyjimkou E1, byl objeven po porodu vyznamny
nariist hodnot. Pokud se podivame na absolutni pocCty neutrofili v tabulce 14, tak
nalezneme patrny nartist hodnot i1 u skupiny EIl. Pokud vyjaddiime nartisty hodnot
absolutnich cisel procenticky, tak nejvyssi nartist byl nalezen u skupiny E2 a to 66 %,
nasledovala skupina C se 44,7 % a posledni byla skupina E1 se 40 %. Pfestoze se jednalo o
podstatné zvyseni hodnot, tak jediné statisticky prukazné rozdily byly zaznamenany u
skupiny E2 a to mezi 0-50 dnem biezosti 1. dnem po porodu (P < 0,05), dale mezi 50-100
dnem biezosti 1. dnem po porodu (P < 0,01). Jak je patrné z tabulky 14, tak u absolutniho
poctu neutrofilii byl zjistén vyznamny rozdil pouze mezi 50-100 dnem biezosti 1. dnem po
porodu (P < 0,01). Stav zjistény u skupiny E2 by mohla podpoftit prace Turner et Finch
(1991), ve které jistili nartst polymorfonukearnich lymfocytii v obdobi kolem porodu.

Avsak nejednalo se o statisticky pritkazny rozdil. A proto se spiSe potvrzuje fakt uvadény
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Arthur et al. (2003), ze efekt selenu netkvi ve zmnozeni neutrofild, ale v jejich lepsich
funkcich (napf. uvadi vys$i intenzitu tvorby peroxidovych radikdli a potazmo vyssi
baktericidni efekt). Nartist poc¢tu neutrofili mohl byt zplisoben mobilizaci imunitniho
systému (zahrnujicich nespecifické mechanizmy) z diivodu bliziciho se porodu a tim i
ocekavanym vysSim patogennim tlakem okoli (McKenzie et al. 2002, Dolezel 2003).
Pfedem vylucujeme moznost zdnétlivého onemocnéni jelikoz se hodnoty pohybovaly

v ramci fyziologické normy.

Tabulka 14 Porovnani relativniho zastoupeni [%] a absolutniho poctu neutrofilnich

granulocytii [10°.1] v krvi ovei u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)

Dny pied porodem Dny po porodu
Skupina  Parametr PP J Celkem
0-50 50-100 100-150 1 10 30 60
Leu [10°.I"] 8,04 7,37 5,72 6,04 5,68 8,08 7,14 728 6,06 6,88
C INeu [%] 24,00 22,60 26,20 27,60 23,60 30,00 24,40 24,40 17,60 24,30
Neu [10°1"] 1,93 1,67 1,50 1,67 1,34 242 1,74 1,78 1,07 1,67
Leu [10°1"] 7,96 6,28 5,96 5,62 5,74 9,72 6,38 6,83 7,27 6,78
E1l INeu [%] 26,00 22,40 23,40 33,20 34,40 34,00 31,40 22,25 33,00 2817
Neu [10°1"] 2,07 1,41 1,39 1,87 1,97 330 2,00 1,52 2,40 1,91
Leu[10°1"] 9,14 7,05 5,78 5,00 5,48 9,68 6,68 8,10 6,70 7,07
E2 INeu [%] 2480 23,109 2520 2560 @ 21,80° 36,20>¢ 29,20 25,80 31,60 26,64
Neu [10°.1] 2,27 1,63 1,46 1,28 1,19° 3,50 1,95 2,09 2,12 1,88

a:b P <0,01; c:d P <0,05; 'Leu — leukocyty; *Neu — neutrofilni granulocyty

Smérné hodnoty fagocytarni aktivity neutrofilnich granulocytua - FA (graf 11) jsou
dle mnohych autort uddvana v rizném rozmezi (Sova et al. 1990, Bock 1994, Reece 1998,
Jelinek et al. 2003, Bartinkova et al. 2005, Fekete et Kollems 2007). Nejvice autort se
shoduje na dolni mezi hodnot, kterda mé byt vyssi nez 80 %. NejvysSich primérnych
hodnot fagocytarni aktivity dosdhla skupina E1 (88,93 + 12,49), tésn¢ nésledovana
skupinou E2 (88,3 + 12,34) a posledni v pofadi byla skupina kontrolni C (84,01 + 18,88).
Vsechny primérné hodnoty se nevymykaji fyziologické normé a je v nich zahrnut i odbér
pred pokusem. Jak je patrné z kontrolniho odbéru (PP) nejnizsi statisticky nevyznamna FA
neutrofilt byla zjiSténa u skupiny E2, u které byla tato primérna hodnota ovlivnéna
jedincem s velmi nizkou hodnotou FA na trovni kolem 40 %. Proto byl proveden u tohoto
zvitete tésné pred zacatkem pokusu dalSi odbér, ktery prokézal normalizaci hodnot FA.

Mezi souhrnnymi hodnotami FA (primér za celou dobu pozorovani) nebyly zjistény

55



statisticky vyznamné rozdily. Mezi skupinami C a E2 byl zjistén statisticky vyznamny
rozdil mezi rozptyly P < 0,05. Tento rozdil do jisté miry dokumentuje stabilizacni ilohu,
kterou ve své praci piifazuje selenu Beck (1999). Dale toto zjisténi podporuje publikace
Arthur et al. (2003), ktery popisuje vyssi intenzitu funkei fagocyt u selenem dotovanych

jedinct.

Graf 11 Fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytii v krvi ovei [%] u skupiny kontrolni
(C) a pokusnych (El, E2)
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Z grafu 11 vyplyva, ze po celou dobu pokusu nebyly mezi skupinami zjistény
statisticky vyznamné rozdily hodnot FA. Dale je patrné, Ze nejstabilnéjSich hodnot FA po
celou dobu pokusu vykazovala skupina E2. Velmi stabilni trovné dosahovala také druha
za pokusnych skupin (E1), u které byl zjistén nepatrny rozdil hodnot FA mezi obdobim
pired porodem a po porodu. Nesourod¢ kolisani bez vyznamnych tendenci u skupiny
kontrolni (C) bylo navic podtrzeno velkymi vykyvy hodnot (sx = 18,88) jedinct uvnitf
skupiny. I kdyz nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, pfesto zde
jsou patrné rozdily ve stabilit¢ hodnot a to jak na urovni skupin tak jedinct. Obé pokusné
skupiny si udrzovaly velmi stabilni uroveil FA, kterd nebyla naruSovadna vysokou
variabilitou uvnitt skupiny (jako u skupiny C). D4 se tedy tvrdit, Ze zjisténé udaje jsou ve
shodé s Cetnymi pracemi udavajicimi pozitivni efekt suplementace selenu na imunitni

parametry, v tomto piipad¢ na fagocytarni aktivitu neutrofilnich granulocytii (Urban et
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Janstrand 1986, Paulik et al. 1998, Erickson et al. 2000, Arthur et al. 2003, Fekete et
Kollens 2007).

5.2.2 Dopliikkové parametry

5.2.2.1 Baktericidni aktivita krve

Baktericidni aktivita krve je zahrnuta v této podkapitole z divodu vyplyvajiciho z hlavniho
zaméteni disertacni prace coz je efekt selenu na leukocyty a ne na plnou krev. Avsak tato
baktericidita krve je vyznamnou mérou zprostiedkovana leukocyty v krvi. Z tohoto diivodu
byl tento ukazatel zatazen alesponi jako doplilujici tidaj a nebude s nim operovano pfti
formulovani zavért disertacni prace.

Baktericidni aktivita krve byla sledovana na dvou rozlicnych médiich. Prvnim
médiem byl krevni agar, na ktery byla vyockovana krev spolu se Staphylococcus aureus —
SA (graf 12). Druhym médiem byl Sabouradliv agar (s pfidavkem gentamicinu) kam byla
oc¢kovana krev s Candida albicans — CA (graf 13). Ziskané hodnoty jsou uvedeny
v procentech kolonii v ¢ase 3 ku casu 0 (brano za 100 %). Jako fyziologické hodnoty
udava Prochazkova et al. (1987), 0-60 % ptezivajicich kolonii Escherichia coli. Podobné
rozmezi udavd ve své praci Gyetvai et al. (2007) pro Candida albicans a pro
Staphylococcus aureus Borish et Rocklin (1987) a Rodrigez et al. (1996).

V nasem ptipad¢ se jako spolehlivéjsi zda byt baktericidni test s pouzitim CA (graf
13), kde bylo zjisténo hlavné v druhé poloviné pokusu vyrovnanéjsich hodnot, které
dosahly nebo se blizily fyziologickému rozmezi. Baktericidita vi¢i SA (graf 12) po vétSinu
doby pokusu vykazovala nesourodé¢ kolisdni hodnot bez vyraznych tendenci. Avsak i zde
je patrné statisticky nevyznamné snizeni hodnot smérem k fyziologické normé. Pii
porovnani sumarizovanych hodnot obou testli nejsou mezi nimi velké rozdily: C (SA 79,48
+ 30,14 % a CA 72,92 + 30,46 %), E1 (SA 71,26 = 19,45 % a CA 84,13 + 23,56 %) a E2
(SA 77,32 + 14,65 % a CA 76,73 + 25,54 %). Jak je patrné z vySe uvedenych norem
vSechny skupiny se po celou dobu pokusu nachazely nad horni hranici normy.
V individualni dynamice v rdmci skupin nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Ty
nebyly zjistény v pritbéhu pokusu ani mezi jednotlivymi skupinami. Diivodem tohoto stavu

byla vysoké variabilita hodnot baktericidity uvnitt skupin. Déle je patrné, Ze nejvyssi
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variability (v obou pfipadech) dosahovala stejn¢ jako u fagocytarni aktivity neutrofilnich

granulocytd skupina C.

Graf 12 Baktericidni aktivita krve ovci [%] wviici Staphylococcus aureus u skupiny

kontrolni (C) a pokusnych (E1, E2)
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Graf 13 Baktericidni aktivita krve ovci [%] viici Candida albicans u skupiny kontrolni (C)
a pokusnych (El, E2)
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5.2.2.2 Hmotnost ovci

Hmotnost ovci je zndzornéna v grafu 14. Tento ukazatel je zahrnut do této prace z divodu
prokazani podobnosti hmotnosti u jednotlivych skupin v prubéhu pokusu, a tedy vylouceni
statisticky vyznamnych rozdili mezi skupinami v rtistu ovci. Nejvyssi primérna hmotnost
byla zjiSténa u skupiny E1 (50,0 + 0,27 kg), dale u E2 (49,9 + 1,08 kg) a nakonec u C (45,8
+ 0,56 kg). Mezi uvedenymi hodnotami nebyl statisticky prikazny rozdil.

Graf 14 Hmotnosti ovci [kg] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (El, E2)
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Kontrolni zjistovani hmotnosti pfed samotnym zahajenim pokusu neprokazalo
statistickou diferenci mezi skupinami. Primérnd hmotnost byla nejvyssi u skupiny E2
(41,4 kg), tésn¢ nasledovala E1 (40,0 kg) a nejnizs§i hmotnost byla zjisténa u skupiny C
(35,5 kg). Nejvyssi rozdil byl mezi skupinami C a E2 a dosahoval urovné 5,9 kg. Tento
stav se zmenS$il jiz pii dalSim vazeni pokusnych zvitat kdy byl nejvyssi rozdil hmotnosti
zaznamenan mezi skupinami C a E1 (4,8 kg). Zadny z uvedenych rozdili nebyl pritkazny.
Na konci pokusu byl nejvétsi rozdil v hmotnostech 2,8 kg a to opét mezi skupinami C a
El. Je tedy patrné, ze v prib&hu pokusu dochazelo k soustavnému vyrovnavani hmotnosti

jednotlivych skupin. Nepodafilo se potvrdit ptredpoklad z literatury, ze zvirata

suplementovana selenem maji rychlejsi rist (Underwood et Suttle 1999).

59



5.3 JEHNATA

5.3.1 Zakladni parametry

5.3.1.1 Koncentrace selenu v krvi

Pozitivni efekt suplementace selenu bahnicim se projevil i v jeho vysSi koncentraci
v krevnim séru narozenych jehiat (graf 15). Utinek selenu vazaného v biomase fasy
Chlorella byl vtomto piipad¢ pfiznivejsi, nez doplnék selenu v anorganické formé.
Primérny obsah selenu v séru jehnat bahnic skupiny E2 byl o 8,9 % vyS$si neZ u jehiat
skupiny E1 a o 47,8 % vyssi nez u jehiiat skupiny C. Zminény rozdil nebyl statisticky
prikazny mezi skupinami. Obsah selenu v séru v den narozeni byl u jehnat skupiny E1
482 + 73, E2 53,5+ 3,42a303+ 7,4 pgl! uskupiny C a ve 30 dnech v&ku: E1 52,9 +
3,4, E259,0+7,0aC 35,5=+5,8 ug.I"". Statisticky pritkazné rozdily byly mezi skupinami
C a E2 jak v den narozeni (P < 0,05) tak ve v€ku 30. dnt (P < 0,01).

Graf 15 Obsah selenu v krevnim séru jehnat [ug.l''] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych
(El, E2)
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Vliv suplementace selenu matkdm na jeho obsah v krvi narozenych mlad’at prokéazali

rovnéz Pavlata et al. (2003) u telat po injekénim oSetfeni jejich matek preparatem

60



s obsahem selenu a napiiklad i Abdelrahman ef Kincaid (1995) po aplikaci selenového
bolu do bachoru krav (matek). Vyssi hladiny selenu v krevnim séru jehnat od narozeni az
do 30. dne véku u skupin E1 a E2 lze vysvétlit vyssi Girovni transplacentarniho pienosu
selenu (van Saun et al. 1989, Pavlata et al. 2004) a pravdépodobné i vys$im vydejem
selenu kolostrem a mlékem v zavislosti na dietnim piijmu selenu (Grace et al. 2001,
Pavlata et al. 2004, Zhang et al. 2004, Nandakumaran et al. 2006). Rozdily mezi
pokusnymi skupinami E1 a E2 lze dat do souvislosti s vyssi retenci selenu z organickych
forem v organizmu a vys$im vylucovanim do mléka (Knowles et al. 1999) ve srovnani
s anorganickym selenem. Rozdily v obsahu Se v krevnim séru a moci bahnic skupin E1 a
E2 (Travnicek et al. 2007) v obdobi gravidity a zejména laktace souvisi i s vy$§imi naroky
na selen u bahnic skupiny E2 zajistujici vyzivu vétSiho poctu plodi a nasledné i1

narozenych jehnat (viz kapitola Materidl a metody — tabulka 9).

5.3.1.2 Pocet leukocytii v krvi

Pocty leukocytu jehnat ze skupiny C, E1 a E2 jsou uvedeny v grafu 16. Nejvyssi
prumérné hodnoty poctu leukocyti byly zjistény u obou pokusnych skupin E2 (6,99 + 2,9
x 10°.I'") a E1 (6,2 = 2,39 x 10°.1""). Skupina kontrolni dosahovala nejniz$ich hodnot a to o
23,7 % nez skupina E2 a o 13,9 % nez skupina El. Ani jeden uvedeny rozdil nenabyl,
z diivodu vysokych variabilit uvnitf skupin, statistické prukaznosti.

Pocty leukocytl se u kontrolni skupiny (C) pohybovaly s vyjimkou 30. dne po narozeni
pod spodni hranici normy 6-10 x 10°.I'' uvadénou Jelinkem et al. (2003). Dle Bock (1994)
se hodnoty leukocytli skupiny C nachéazely pod spodni hranici normy 3. a 60. den po
narozeni. U skupiny E1 se pocty leukocytli nachazely pod spodni hranici normy dle Jelinka
et al. (2003) 1., 3. a 10. den po narozeni a dle Bock (1994) se po celou dobu pokusu
nachazely nad touto hranici. Skupina E2 se pod spodni hranici normy dle Jelinka et al.
(2003) nachazela pouze 1. den po narozeni a dle Ulrich (1994) se v pribéhu sledovani
udrzovala vysoko nad spodni hranici normy. U skupiny C doSlo mezi 1. a 3. dnem po
narozeni k mirnému statisticky neprikaznému poklesu. Také Batchelder er al. (2007)
popisuje statisticky nevyznamné, ale patrné sniZzeni poctu leukocytli od narozeni do
padesati hodin po narozeni. Déle je z grafu 16 patrnd dynamika narlistu obou skupin

dotovanych selenem. U skupiny E1 tento nartst (o 30,5 %) zapocal po 30. dnu a u skupiny
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E2 dokonce uz po 10. dnu narozeni (o 34,7 %). Knowles et al. (2000) uvadi ve své
publikaci stav kdy po 27. dnu od narozeni mldd’ata dosahuji fyziologickych hodnot
dospélct. Zminénd dynamika nértstu koresponduje se stavem u obou pokusnych skupin a
je vkontrastu se skupinou kontrolni kde k popisovanému nartstu nedoslo. K tomuto
rozdilu mohlo dojit v disledku nedostatku selenu u skupiny C. Pozitivni efekt selenu na
aktivitu leukocyt je popsan v publikaci McKenzie et al. (1998). Rozdil hodnot mezi
skupinou kontrolni a pokusnymi podtrhuje vysSe zminény fakt, ze v tomto obdobi se primér
skupiny C nachdzel pod spodni hranici normy. V kone¢ném diisledku ani tyto dva popsané
stavy nestaCily pro zjisténi statisticky prikaznych rozdili. Nejvétsi mérou se na

nepritkaznosti podilela vysoka variabilita hodnot uvniti skupin.

Graf 16 Pocet leukocytii v krvi jehiiat [10°.1''] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (El,
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5.3.1.3 Zastoupeni lymfocytu v krvi

Procentické zastoupeni lymfocyti je uvedeno v grafu 17. Nebylo potieba uvadét prepocty
na absolutni ¢isla (jak tomu bylo u ovci), protoze dynamiky obou moznosti jsou totozné.
Za celou dobu pozorovani byl nejvétsi podil lymfocyth v leukogramu zjistén u skupiny E1
(70,53 £ 8,21 %), nésledovala C (69,89 + 5,77 %)a nakonec E2 (68,92 + 6,55 %). Rozdily

jsou velmi malé a tudiz statisticky neprikazné. Po vétSinu doby pokusu se hodnoty
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pohybovaly pii horni hranici fyziologické normy (50-75 %) udavanou Bock (1994). Ve
dvou pfipadech byla tato norma nepatrné piekrocena (E1 — 3. den a C — 60. den po

narozeni).

Graf 17 Zastoupeni lymfocytii v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1,
E2)
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Jak je patrné z grafu 17 nejvyssi vykyvy hodnot byly pozorovany u skupiny E1, ktera
po celou dobu pokusu vykazovala nesourod¢ kolisani bez vyraznych tendenci. Nejvyssi
nariist byl zaznamenan mezi 1. a 3. dnem po narozeni (14,9 %). U skupiny C byl tento
narist méné patrny (7,9 %) a nejméné se projevil u skupiny E2 (2,9). Tento narist mohl
byt zpisoben lymfocyty pfitomnymi v mlezivu. Tizard (2004) uvadi obsah lymfocytil
v kravském kolostru na arovni 1 x 10°.ml™" (polovinu tvoti T lymfocyty). Tyto lymfocyty
mohou ve stfeveé piezivat vice nez 36 hodin, cemuz odpovidéa pokles hodnot u skupiny El
mezi 3. a 10. dnem po narozeni (4,3 %). Lymfocyty mohou prostupovat stfevni st€énou pies
epitel Payerovych plakii az do mezenteridlnich miznich uzlin. Williams (1993) zjistil
vyskyt zna¢enych leukocytii v krevnim nétéru novorozenych selat pochazejicich z mleziva
jiz po dvou hodinach od podani.

Dalsi pritbé¢h dynamik odpovida vysledkiim uvedenym Batchelder et al. (2007), kdy po
pocateCnim ndrGstu hodnot doSlo ke stabilizaci bez statisticky vyznamnych diferenci

v ramci skupin. Mezi jednotlivymi skupinami nebyly zjistény vyznamné rozdily.
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5.3.1.4 Zastoupeni CD4+ a CD8+ subpopulaci T lymfocytii v krvi a jejich pomér

Normy pro zastoupeni CD4* a CD8" subpopulaci T lymfocytt (graf 18 a 19) jsou
v publikacich Thorp et al. (1991) a Smyth et al. (1994) uvadény v tomto rozmezi: CD4" 8-
22 %, CD8" 4-22 % a jejich vzajemny pomér u narozenych by mél dosahovat vyssich
hodnot neZ u dospélych zvitat nad 2,0 (Tizard 2004). Stejné€ jako u ovci tak 1 u jehnat je
pomér nizsi nez 1,0 povazovan mnohymi za projev patologického stavu v organizmu
(Samin et al. 2006, Samri et al. 2007, Yakoub-Agha et al. 2007).

Nejvyssi souhrnna hodnota zastoupeni CD4* byla zjisténa u skupiny E1 (32,45 + 14,01
%). Skupina C méla tuto hodnotu o 12,7 % (28,34 = 13,03 %) a skupina E2 0 19,9 % (25,7
+ 11,07 %) niz8i nez skupina El. Zminéné rozdily mezi skupinami nebyly z diivodu

vysoké variability hodnot v rdmci skupin statisticky prikazné.

Graf 18 Zastoupeni CD4" subpopulace T lymfocytii v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni
(C) a pokusnych (E1, E2)
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Z grafu 18 je patrny podobny prib&h dynamik zastoupeni CD4" subpopulace. U vSech
skupin doslo mezi 10. a 30. dnem k narGstu hodnot s naslednym poklesem mezi 30. a 60.
dnem po narozeni. Tato dynamika vypada po ¢iselném vyjadieni takto: u skupiny C doslo
k nartstu na 34,9 % a k poklesu o 11,8 %; u skupiny E1 byl zaznamenan narist o 43,9 %

a pokles 0 31,8 %; a u skupiny E2 byl zjiStén statisticky vyznamny nértst o 45,8 % (P <
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0,05) i vyznamny pokles hodnot 0 35,7 % (P < 0,05). Jednotlivé hodnoty zastoupeni CD4"
se po celou dobu pokusu pohybovaly nad horni hranici normy (skupina C a E1). Hodnoty u
skupiny E1 doséhly 30. den po narozeni dvojnasobku normy uvadénou Thorp et al. (1991).
Skupina E2 se nad touto hranici pohybovala 30. a pouze nepatrn€ i 60. den po narozeni.
Nadlimitni hodnoty zjistila, s nejvétsim narastem po 20. dnu pokusu, ve své praci u mysi
Raiterova et al. (2004). Relevantni tidaje o postpartdlnim vyvoji subpopulaci T lymfocytii
u jehnat nejsou dostatecné. Uvadi se prechodné zvyseni jejich poctl po napojeni mlezivem,
protoze je zde zastoupeno velké mnozstvi lymfocytd 1 x 10°.ml! z &ehoZ je polovina
tvotena T lymfocyty (Tizard 2004). V naSem piipad¢ je pravdépodobnéjsi pfic¢ina naristu
CD4" vys§i antigenni tlak spojeny s vyvojem jedince po narozeni. I kdyz se obé
subpopulace objevuji ve fetdlnim thymu jiz po 35. dnu gestace (Mackay et al. 1986),
ptesto jejich plné funkce nastava az jedenact dni po narozeni (Robinson et Gorham 2007).
Po tomto obdobi dochézi pfi styku s antigenem k proliferaci specifickych kloni stejnym
mechanizmem jako u dospélct. Timto procesem muzeme charakterizovat narast mezi 10. a
30. dnem po porodu.

Nejvyssich hodnot v zastoupeni CD8" T lymfocytti dosahla, stejné jako u piedchozi
subpopulace, skupina E1 (13,68 = 5,57 %), nasledovala skupina E2 s hodnotou o 13,7 %
(11,81 + 6,74 %) a skupina C 0 19,0 % (11,09 + 4,32 %). Ani zde nebyly zjiSténé diference
statisticky vyznamné.

Dynamika zastoupeni CD8" méla podobny prubéh jako u predeslé subpopulace T
lymfocyt (CD4"). Stim rozdilem, ze primémé hodnoty se po celou dobu pokusu
pohybovaly v ramci fyziologické normy udavanou Smyth et al. (1994). Nejvyssi a zaroven
prikazny (P < 0,05) narast o 58,6 % byl zaznamenan u skupiny E2, kterd byly dotovana
organicky vazanym selenem na fasu rodu Chlorella. V potadi druhy nejvyssi nartist byl
prokazan u skupiny E1 a to 0 45,6 % a posledni v potadi s naristem o 15,3 % je skupina
kontrolni. Nejrychlejsi pokles hodnot byl opét prokazan u skupiny E2 a to o 25 %. Pritb¢h
hodnot u této skupiny podporuje tvrzeni Beck (1999) o stabilizacnim plisobeni selenu. Jak
je patrné z vysledkii zastoupeni obou subpopulaci tak statisticky vyznamnych rozdilt
pouze a vzdy dosahovala skupina E2. Divod pro¢ k této prikaznosti doslo prave u skupiny
E2 muze byt v disledku efektivnéjSiho vstfebavani organicky vazaného selenu, ktera je
diskutovana v mnohych publikacich (Koenig et al. 1997, Leng et al. 2003, Boldizarova et
al. 2005). Avsak hodnoty skupiny E2 se statisticky vyznamné neliSily od skupin C a E1.
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Graf 19 Zastoupeni CD8" subpopulace T lymfocytii v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni
(C) a pokusnych (E1, E2)
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Graf 20 Pomeér CD4*/CD8" subpopulaci T lymfocytii v krvi jehnat u skupiny kontrolni (C)
a pokusnych (El, E2)

‘DC BEl ®mE2
6 | -

HH

Pomér CD4/CD8"
[9'%)

10 30 60
dny po narozeni

Pomér obou subpopulaci CD4*/CD8" (graf 20) dosahoval u vSech skupin podobnych

hodnot v rozmezi od 2,0 do 3,2. Za fyziologicky stav se povazuji hodnoty vyssi nez 1,0
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(Yuben et al. 2000, Samin et al. 2006, Samri et al. 2007, Yakoub-Agha et al. 2007), a
proto muzeme vyloucit poruchu specifické bunécné zprosttedkované imunity. Bylo
zjisténo, ze u jehnat hodnoty poméru nabyvaji vyssich hodnot nez u ovci (matek). Tento

stav je v souladu s literarnimi udaji Tizard (2004).

5.3.1.5 Zastoupeni monocytit v krvi

Procentické zastoupeni monocytid v leukogramu je shrnuto v grafu 21. Hodnoty
povazované za fyziologickou normu uvadi Jelinek et al. (2003) v rozmezi od 1 do 4 % a
Reece (1998) udava pouze horni hranici 5 %. Dle uvedenych norem se priméry uvedené
v grafu 21 po celou dobu nachdzi ve vytyCeném rozmezi. Nejvyssi souhrnné hodnoty
zastoupeni monocyti doséhla (shodn¢ jako u ovcei) skupina C (2,5 £ 1,29 %), nasledovala

skupina E2 (2,25 + 1,32 %) a nejnizsich hodnot doséhla skupina E1 (1,95 + 1,54 %).

Graf 21 Zastoupeni monocytii v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (E1,
E2)
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Zastoupeni monocytl v leukogramu se v celém prubéhu pokusu vyznacovalo (u vSech
skupin) nesourodym kolisanim bez vyraznych tendenci a statisticky vyznamnych rozdila
v ramci skupiny i mezi skupinami. Nejvyraznéjsi kolisavost pramérnych hodnot byla

pozorovana v ramci skupiny kontrolni. U skupiny C byla zjisténa nejvyssi hodnota 1. (3,5
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+ 1,29 %), u skupiny E2 byl nejvyssi nartist hodnot zjistén 10. (2,89 £+ 1,05 %) a u skupiny
E1 30. den po narozeni (3,0 + 2,9 %). Zjisténé kolisani je v souladu s publikacemi
Prochazkova et al. (1986) a Saker et al. (1998), ve kterych uvadi velkou variabilitu v

zastoupeni monocytii ovlivnénou individualitou pokusnych jedinc.

5.3.1.6 Zastoupeni eozinofilnich granulocytit v krvi

Rozpéti normy pro zastoupeni eozinofilnich granulocyti (graf 22) uvadi Jelinek et al.
(2003) v rozmezi od 1 do 6 %. Primérné hodnoty vSech skupin se nachazely ve
fyziologickém rozpéti, kterd byla piekraCovdna pouze extrémy. NejvySsi primérné

hodnoty dosahla skupina E2 a to 2,36 + 2,28.

Graf 22 Zastoupeni eozinofilnich granulocytii v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (E1, E2)
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Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény pouze u skupiny E2 a to na dvou hladinach
vyznamnosti. Nartst eozinofilit 30. den byl prikkazny (P < 0,01) proti 1. a 3. dnu a (P <
0,05) proti 10. a 60. dnu po narozeni. Tento narast (o 57,4) byl zplsoben dvéma jedinci, u
kterych se mohlo jednat o kratkodobou reakci ¢i citlivost na alergen (Fekete e Kellems

2007). O kratkodobosti mluvime, protoze hned pifi dalsim odbéru doslo ke statisticky
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vyznamnému poklesu (o 66,7). Z provedenych rozbort vykali miizeme pfedem vyloucit

jako divod zvyseni eozinofili moznou invazi endoparazity.

5.3.1.7 Zastoupeni bazofilnich granulocytii v krvi

Primérné zastoupeni bazofilnich granulocyti je uvedeno v grafu 23. Rozmezi
fyziologické normy udava Jelinek et al. (2003) od 0 do 3 % a Reece (1998) od 0 do 1 %.
Nejvyssi hodnotu priméru vykazovala skupina C (0,78 + 0,55), néasledovala E2 (0,72 +
0,7) a E1 (0,63 = 0,5). Souhrnné hodnoty za celou dobu pozorovani se nalézaly v ramci
normy a nebyly zde zjistény vyznamné rozdily mezi skupinami.

U vSech skupin je patrné velké kolisani hodnot doprovazené velkymi rozptyly uvnitf
skupin. K pfechodnému vyrovnani praméri doslo 30. den po narozeni, kdy vSechny
skupiny dosdhly maxima. Vysoké hodnoty eozinofili 30. den u skupiny E2 dokumentuje
spolupréci téchto dvou typl bilych krvinek v pribéhu alergickych reakci (Reece 1998,
Trojan et al. 2003). V porovnani s dynamikou poctu bazofilii a eozinofili uvedenou v praci
Batchelder et al. (2007) se jedina skupina E2 svym pribéhem podobala. V uvedené praci

doslo k pfechodnému snizeni obou zminénych typt po 1. dnu po narozeni.

Graf 23 Zastoupeni bazofilnich granulocytit v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (El, E2)
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5.3.1.8 Zastoupeni neutrofilnich granulocytui v krvi a jejich fagocytarni aktivita

Graf 24 shrnuje zastoupeni neutrofilnich granulocytii za cely prib¢h sledovani u vSech
skupin. Dle Jelinka et al. (2003) se hodnoty povazované za fyziologické nalézaji v rozmezi
od 20 do 50 %. Reece (1998) udava rozmezi od 25 do 30 %. VSechny hodnoty pfii
porovnani s prvni zmifiovanou normou nalézaji ve vytyceném rozmezi. Nejvyssi primérné
hodnoty doséhla skupina E2 (25,69 + 7,76 %), nasledovala skupina E1 (25,68 + 8,12 %) a
nejnizsich hodnot dosahla skupina C (25,56 + 6,1 %). Jiz pfi prvnim pohledu na uvedené

hodnoty musi byt ziejmé, Zze mezi nimi nemohou existovat statisticky priikazné rozdily.

Graf 24 Zastoupeni neutrofilnich granulocytit v krvi jehnat [%] u skupiny kontrolni (C) a
pokusnych (E1l, E2)
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Dle normy uvedené¢ Bock (1994) se pocet neutrofild 1. den po narozeni u obou
pokusnych skupin pohyboval nad horni hranici normy. Toto zvySeni bylo pouze
piechodné, jelikoz hned dalsi odbér byly hodnoty obou skupin v normalu. Nejvétsi pokles
hodnot byl zaznamenan u skupiny El (o 36 %), ob& ostatni skupiny dosdhly hodnot
blizicich se 10 %. Tento prubéh koresponduje se stavem uvedenym Bartiinkovou et al.
(2007) kdy v okamziku po narozeni dochazi z divodu snizené adhezivity (nizka exprese L-
selektinu a B2 integrintl) k novorozenecké neutrofilii, kterd se vSak do tii dnti po porodu

vyrovnava a dosahuje hodnot nachazenych u dospélych jedincii. Tento proces je patrny i ze
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studie Batchelder ef al. (2007) kdy doslo ke snizeni na fyziologické hodnoty jiz po dvou
dnech. V dal§im prabcéhu pokusu se priméry udrZovaly v rdmci norem bez pritkaznych
rozdild mezi skupinami. Pouze u skupiny E2 byla zaznamena statisticky prikazna
diference (P < 0,05) mezi 1. a 30. dnem po porodu kdy doslo k poklesu relativnich hodnot.
Pokud se vSak podivame na graf 16 zjistime, ze v tomto obdobi doSlo k narGstl poctu
leukocytii. Pokud relativni hodnoty pfepocitdime na absolutni pak zjistime velkou
vyrovnanost poctu leukocytil, kdy pocty z 30. odpovidaji trovni zjisténé 10. a 60. den po
narozeni. Oproti 1. dnu se tedy o pokles jedna, ale neni statisticky vyznamny.

Fyziologické hodnoty fagocytarni aktivity neutrofilnich granulocyti - FA (graf 25)
se dle mnohych autorti udava (Sova et al. 1990, Bock 1994, Reece 1998, Jelinek et al.
2003, Barttikova et al. 2005, Fekete et Kollems 2007) pfevazné spodni hranice normy —
80 %. Nejvyssi primérné hodnoty FA dosahla skupina E2 (71,03 + 19,62), tésné
nasledovana skupinou E1 (61,29 £+ 30,68) a posledni v potadi byla skupina kontrolni C
(60,19 £ 38,79). Tento patrny avSak statisticky nevyznamny rozdil pramért se da chapat ve
1999). Dale je v souladu s praci Arthur et al. (2003), ktery popisuje vysSsi fagocytarni

aktivitu u selenem dotovanych jedinct.

Graf 25 Fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytii v krvi jehnat [%] u skupiny
kontrolni (C) a pokusnych (El, E2)
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Tendence ke zvySovani fagocytarni aktivity jsou patrné u vSech skupin. Nartist v ramci
skupiny E2 byl vys$si nez 40 % a u skupin E1 a C byl nartst vice nez 50 %. Z diivodu nizsi
variability hodnot byl zminény narist statisticky prikazny pouze u skupiny E2 (P < 0,05).
Jiz po 90. dnu gestace jsou neutrofily schopny fagocytdzy bakterii napt. Staphylococcus
aureus. Stale je zde jeste deficit v baktericidni aktivité neutrofili, kterda dosdhne hodnot
dospélych zvitat o deset dnit pozdéji (Tizard 2004). Bartitkova et al. (2007) udéava jako
divod snizené fagocytarni aktivity neutrofil u novorozenych jedinci nikoli hypofunkce
fagocytli, ale snizenou hladinu opsonini (chemotaxické latky). U skupiny E1 byl
zaznamenan ojedinély a ptechodny pokles 10. (o 36,9 %) a u skupiny E2 30. den po
narozeni (o 21,4 %). Ve zminovanych obdobich ob¢ skupiny dosdhly maximalni variability
uvnitf  skupin. SniZeni hodnot u obou skupin nebylo statisticky vyznamné. Da se
nejedna se o tendence skupin. Pokud pomineme tyto dva ojedin€lé poklesy u pokusnych
skupin pak miizeme tvrdit, Zze aroveit FA byla velmi stabilni nad hranici normy. U skupiny
C je patrné pozvolné zvySovani FA aZ do 60. dne po narozeni kdy dosahla fyziologické
normy. Deficitni stav FA pfed 60. dnem byl zplisoben vysokymi odchylkami nékterych

jedinct od priaméru celé skupiny.

5.3.1 Dopliikové parametry

5.3.2.1 Hmotnost jehnat

Vyvoj prumérnych hmotnosti jehnat je zndzornén v grafu 26. Jak je patrné z grafu
vSechny skupiny dosahovaly podobné narGisty hmotnosti bez statisticky vyznamnych
rozdili mezi skupinami. Primérné porodni hmotnosti byly u vSech skupin srovnatelné a
pohybovaly se v rozmezi od 4,4 do 4,7 kg. Nejvyssi primérnd hmotnost byla zjisténa u
obou pokusnych skupin E1 a E2 na urovni 44,6 kg. U skupina C byla hodnota o 3,2 kg
hodnota byla zaznamenana u skupiny C a nejvyssi u skupiny E1. PotéSitelné je zjisténi, ze
primér hmotnosti skupiny E2 se od ostatnich skupin neodliSoval i ptes 80 % zastoupeni
dvojcat. Nejvyssiho denniho priimérného ptirtstku bylo dosazeno u skupiny El a to 0,205
kg, dale je v poradi skupina E2 s 0,198 kg a posledni je skupina C s 0, 172 kg. Nebyl

zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi ptirtistky jednotlivych skupin. Uvedené ptirtstky
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vyrazné nezaostavaji za hodnotami uvadénymi v literatuie (Vejcik ef al. 2001, Ochodnicky

et Poltalsky 2003, Horék et al. 2007).

Graf 26 Hmotnosti jehnat [kg] u skupiny kontrolni (C) a pokusnych (El, E2)

lnc mEI -Ez‘_

22
18 |
e
= 1
5 14
=
2
€ 10 1 -
2
g
=
6
2 ’_I—‘-i m
1 3 10 30

60
dny po narozeni

5.4 REGRESNI A KORELACNI ANALYZA

Jelikoz jednotlivé skupiny dosahovaly velmi podobnych korelacnich a regresnich
koeficienti, proto jsou v dal§im textu sumarizovany. Hodnoty koeficientii budou
posuzovany dle §kaly uvedené v tabulce 13 (viz kapitola 4 MATERIAL A METODY) a to
pfi zjiSténi minimalné stfedni pozitivni ¢i negativni hladiny zavislosti. VSechna uvadéna
tvrzeni byla jiz diskutovana v pfedeslém textu a proto nebudou na tomto misté uvadény

literarni zdroje.

5.4.1 Ovce

U oveci analyza prokazala jednu velmi vysoce negativni a jednu vysoce pozitivni zavislost

(tabulka 15).
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Velmi vysokd negativni zavislost byla zjiSténa mezi zastoupenim lymfocyti a
neutrofilnich granulocyti v leukogramu. JelikoZ se jednd o dva nejvice zastoupené typy
z celé rodiny leukocyti, proto se prudSi narlst jednoho typu odrazi na jeho vysSim
procentickém zastoupeni v leukogramu a logicky i1 na snizeni relativniho zastoupeni
druhého typu. Tato dynamika je patrna z grafii 3 a 10. Pokud doslo ke snizeni jednoho typu
zarovenn doSlo u druhého typu ke zvyseni. Tyto rozdily jsou podmitiovany funkci obou
typil. Zatimco neutrofily jsou diky jejich fagocytarnim funkcim fazeny do nespecifickych
mechanizmit imunity, tak lymfocyty pievadzné zajistuji bunécné zprostiedkované
specifické mechanizmy. Jsou mezi nimi velké rozdily napf. v rychlosti odpovédi na
podrazdéni, zplisobu aktivace jejich mechanizmi, ve specificnosti jejich piisobeni, a

mnoho dalSich. Proto dochézi k vy§§imu nariistu jednoho nebo druhého typu.

Tabulka 15 Regresni a korelacni koeficienty (rx,) zjisténé mezi parametry ovci

Leu Ly CD4 CD8 CD4:8 Mo Eo Baz Neu FA SA CA Se

Leu 0,31 018 024 -0,17 003 004 001 028 -023 -030 -0,17 -0,16
Ly -031 20,02 -0,05 009 -0,13 -0,03 -0,19 -091 -0,08 015 021 -0,07
CD4 0,18 -0,02 075 030 025 -0,05 0,08 -0,01 0,09 -0,15 -021 0,08
CD8 024 -0,05 075 0,32 033 -0,18 0,08 008 005 -0,10 -028 0,05
CD4:8 -0,17 0,09 030 -032 0,10 0,15 -0,04 -0,16 005 -0,05 0112 0,04
Mo 003 -0,13 025 033 -0,10 0,22 0,04 006 001 -0,07 -0,17 -0,19
Eo 0,04 -0,03 -0,05 -0,18 0,15 -022 0,05 -0,33 -0,16 -0,17 0,06 0,01
Baz 0,01 -0,19 008 008 -0,04 004 0,05 0,06 0,05 007 -0,04 0,02
Neu 028 -091 -0,01 0,08 -0,16 006 -033 0,06 0,00 -0,04 -021 0,07
FA -023 -008 009 005 005 001 -0,16 005 0,10 0,13 -0,01 0,18
SA  -030 0,15 -0,15 -0,10 -0,05 -0,07 -0,17 007 -0,04 0,13 0,14 0,05
CA -0,17 021 -021 -028 0,12 -0,17 006 -004 -021 -001 0,14 -0,11

Se -0,16 -0,07 0,08 005 004 -0,19 0,01 0,02 0,07 0,18 0,05 -0,11

Leu —leukocyty, Ly — lymfocyty, CD4 — pomocné T lymfocyty, CD8 — cytotoxické T lymfocyty, Mo —
monocyty, Eo — eozinofilni granulocyty, Baz — bazofilni granulocyty, Neu — neutrofilni granulocyty, FA —
fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytii, SA — baktericidni aktivita krve vuci Staphylococcus aureus,

CA — baktericidni aktivita krve vuci Candida albicans, Se — koncentrace selenu v krevnim séru

Vysoka pozitivni zavislost byla zjisténa mezi subpopulaci CD4" a CDS8". Ob¢
subpopulace predstavuji bunécné zprostiedkovanou specifickou imunitni odpovéd
organizmu. Pokud se organizmus nachdzi ve fyziologickém stavu, pak pomér obou
subpopulaci (4/8) dosahuje hodnot vysSich nez 1. Z toho vyplyva zavislost zastoupeni

jedné subpopulace na subpopulaci druhé.
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5.4.2 Jehnata

U jehiat byly zjistény stejné zavislosti jako u jejich matek (Ly:Neu, rxy = -0,92 a
CD4:CDS8, rxy = 0,75), ale navic byl zjistén stfedni regresni koeficient mezi subpopulaci
CD8" a pomérem subpopulaci CD47/CD8". Diivody prvnich dvou zavislosti jiz byly
vysvétleny u matek a proto je zbyte¢né je opakovat.

Mezi zastoupenim CD8" subpopulace T lymfocyth a pomérem subpopulaci
CD4"/CD8" byl zjistén stiedni regresni koeficient. To znamena, Ze pokud dojde k nartistu
jmenované subpopulace pak se stfedni pravdépodobnosti dojde ke snizeni poméru
subpopulaci. Jelikoz mezi CD4" a CD8" existuje vysoka zavislost pak se da s velkou
pravdépodobnosti predpokladat, ze pii naristu CD4" dojde i k ekvivalentnimu nartstu
CD8". Z toho lze vyvodit hypotézu, Ze pokud dojde k nartistu jednoho ukazatele o jednotku
mnozstvi tak se o tuto jednotku také zvysi ukazatel druhy. Avsak z matematického pohledu
dojde mezi nimi soucasné ke snizeni poméru. A proto nebyla nalezena vyznamna zavislost
mezi subpopulaci CD4", protoze vzajemny pomér podobné se rozvijejicich ukazatell je

vice ovlivitiovan délitelem.

Tabulka 16 Regresni a korelacni koeficienty (rxy) zjiSténé mezi parametry jehnat

Leu Ly CD4 CD8 CD4:8 Mo Eo Baz  Neu FA Se

Leu -0,10 0,03 0,21 -0,12 -0,25 0,26 0,03 0,05 0,03 033
Ly -0,10 0,14 0,06 0,07 -0,18 0,02 031 -092 0,12 -0,05
CD4 0,03 0,14 0,75 0,17 -0,25 036 -0,02 -0,24 -0,25 0,16
CDb8 021 0,06 0,75 -0,s0 -0,17 033 0,13 -0,18 -0,30 0,40
Cbh4:8 -0,12 0,07 0,17 -0,50 0,00 0,04 -0,31 -0,06 0,18 -0,34
Mo -0,25  -0,18 -0,25 -0,17 0,00 -0,26 -0,11 0,04 -0,01 -0,23
Eo 0,26 0,02 036 033 0,04 -0,26 0,06 -0,28 -0,06 0,11
Baz 0,03 031 -002 0,13 -031 -0,11 0,06 -0,35 0,07 0,06
Neu 0,05 -092 -0,24 -0,18 -0,06 0,04 -0,28 -0,35 -0,15 0,04
FA 0,03 o012 -0,25 -030 0,18 -0,01 -0,06 0,07 -0,15 -0,02

Se 0,33 -0,05 0,06 040 -0,34 -0,23 0,11 0,06 0,04 -0,02
Leu —leukocyty, Ly — lymfocyty, CD4 — pomocné T lymfocyty, CD8 — cytotoxické T lymfocyty, Mo —

monocyty, Eo — eozinofilni granulocyty, Baz — bazofilni granulocyty, Neu — neutrofilni granulocyty, FA —
Yty g yly g Yty g Yty

fagocytarni aktivita neutrofilnich granulocytl, Se — koncentrace selenu v krevnim séru
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6. ZAVER

V pribéhu pokusu se prokazal pozitivni ti¢inek suplementace selenu na jeho koncentraci
v krevnim séru ve srovnani se skupinou kontrolni (C) u obou pokusnych skupin a to jak u
ovci tak u jehiat. Podavani riznych forem selenu, jak anorganického (Na2SeOs) tak
organicky vazaného na fasu rodu Chlorella, neprokdzalo u ovci ani u jehnat statisticky
vyznamné rozdily mezi pokusnymi skupinami (E1 a E2).

Pocty leukocytli, zastoupeni jednotlivych typl leukocytl v leukogramu, zastoupeni
CD4" a CD8" subpopulaci T lymfocyti ani jejich poméry, fagocytarni aktivity,
baktericidni aktivity ani hmotnosti nevykazovaly po celou dobu pokusu statisticky
prikazné rozdily mezi skupinou kontrolni a pokusnymi skupinami u ovci ani u jejich
jehnat.

U ovci byly zjistény po porodu statisticky pritkazné nartisty hodnot poctu leukocyti,
zastoupeni neutrofilnich granulocytd a subpopulaci CD4" a CD8".

U jehnat ze skupiny E2 byly prokadzany statisticky vyznamné nartsty fagocytarni
aktivity po 3. dnu a zastoupeni obou subpopulaci T lymfocyti po 30. dnu po porodu.
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