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Tradici fakultních studentsk˘ch vûdeck˘ch konferencí jsme obnovili v roce 2000. Podle nového ãíslování je tedy
leto‰ní Fakultní Studentská vûdecká konference 2002 tfietí v pofiadí. Tradice studentsk˘ch konferencí je mnohem star‰í.
Mnozí uãitelé, ktefií jsou na ãeln˘ch místech fakulty v hodnocení vûdy vítûzili v 60., 70., ãi 80. letech ve fakultních
a celostátních kolech studentsk˘ch konferencí. To ukazuje, jak dÛleÏité je podchytit studenty k vûdecké práci vãas.
Doufám tedy, Ïe studenti, ktefií letos prezentují své práce, nejen uspûjí v celostátních kolech, ale budou svou úãastí získáni
pro vûdu a jednoho dne z nich budou v˘znamní uãitelé na‰í fakulty. Studenti doktorského studia by mûli vystupovat spí‰e
na opravdov˘ch vûdeck˘ch konferencích. Pfiesto je v˘znamné, pokud si zejména v niÏ‰ích roãnících zkusí vystoupení
naneãisto na na‰em studentském foru a porovnají svÛj projev a v˘sledky s dal‰ími kolegy. Nejvíce nás pak tû‰í pokud
v posledních letech obãas vídáme pregraduální studenty vystupovat na opravdov˘ch ãesk˘ch vûdeck˘ch sjezdech. Na‰e
fakulta má velk˘ vûdeck˘ potenciál, ale jistû platí: âím více se nám bude dafiit získávat studenty pro vûdeckou práci, tím
lep‰í budoucnost fakultu ãeká.

Atmosféra studentsk˘ch konferencí je desítky let stejná. Kontrastuje vysoká kvalita nûkter˘ch prací s nervozitou
studentÛ, ktefií vystupují ãasto poprvé na vefiejnosti a mají rychle zasvûtit posluchaãe do problematiky, vysvûtlit cíl své
práce a uvést její v˘sledky.

Studentská vûdecká konference rozhodnû mezi fakultními akcemi není akcí opomíjenou. Hodnotící komise i letos
vybraly fiadu prací k ocenûní. Rád bych jim touto cestou podûkoval za skvûlou práci. Za precizní pfiípravu a organizaãní
zaji‰tûní konference dûkuji prof. MUDr. Vladimíru Tesafiovi, DrSc., prodûkanovi pro vûdeckou práci a v˘zkum, vedoucí
oddûlení pro vûdeckou práci a v˘zkum paní Jitce Buczkové, jejímu kolektivu oddûlení vûdy a paní Mgr. Vlastû
Helekalové, vedoucí oddûlení vnûj‰ích stykÛ.

Pfiípravy pfií‰tího roãníku jsou zahájeny a doufám, Ïe i proãtení tohoto sborníku pfiispûje k tomu, Ïe dal‰í studenti
získají odvahu na vûdeckém foru vystupovat.

doc. MUDr. ·tûpán Svaãina, DrSc.
dûkan fakulty
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3. STUDENTSKÁ VùDECKÁ KONFERENCE
1. lékafiské fakulty 

konaná pod zá‰titou dûkana 1. LF
doc. MUDr. ·tûpána Svaãiny, DrSc.

20. KVùTNA 2002

Univerzita Karlova v Praze
1. lékafiská fakulta

3. studentskou vûdeckou konferenci zahájí dûkan 1. lékafiské fakulty 
doc. MUDr. ·tûpán Svaãina, DrSc. dne 20. kvûtna 2002 v 8.00 hodin 
v zasedací místnosti dûkanátu 1. LF, Na Boji‰ti 3, Praha 2.

Studentská vûdecká konference bude uspofiádána ve dvou sekcích. Sekce postgraduálních prací 
a sekce pregraduálních prací, která je rozdûlena na ãást teoretickou a preklinickou.

Sekce pregraduálních prací bude probíhat 20. kvûtna 2002, a to:
klinická ãást: od 8.15 hodin v posluchárnû Stomatologické kliniky 1. LF, Katefiinská 32, Praha 2
teoretická ãást: od 13.00 hodin v posluchárnû Stomatologické kliniky 1. LF, Katefiinská 32, Praha 2

Sekce postgraduálních prací bude probíhat 20. kvûtna 2002
od 8.15 hodin v zasedací místnosti dûkanátu 1. LF, Na Boji‰ti 3, Praha 2

Práce mohou b˘t prezentovány v ãeském i anglickém jazyce.
Doba pfiedná‰ky bude maximálnû 10 minut a prostor pro diskusi 5 minut.
K dispozici bude dataprojektor, zpûtn˘ projektor a diaprojektor s moÏností dvojprojekce.

Úãastníky konference Ïádáme, aby si pfiinesli svÛj osobní notebook.
K pozvánce je pfiiloÏen ãasov˘ harmonogram jednotliv˘ch vystoupení.

prof. MUDr. Vladimír Tesafi, DrSc. doc. MUDr. ·tûpán Svaãina, DrSc.
prodûkan pro vûdeckou práci a v˘zkum dûkan fakulty

Ve‰keré informace o konání 3. SVK:
Oddûlení pro vûdeckou ãinnost
a zahraniãní styky 1. LF
Tatiana Králová, tel. 249 643 58
e-mail: tkral@lf1.cuni.cz
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Hodnotitelské komise 3. studentské vûdecké konference 1. LF konané dne 20. 5. 2002
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ABSTRAKTA PRACÍ ÚâASTNÍKÒ 
3. STUDENTSKÉ VùDECKÉ KONFERENCE 

PODLE UMÍSTùNÍ V SEKCÍCH



1. místo
SUCCESSFUL ENGRAFTMENT OF DONOR CELLS DEPENDS ON TIME INTERVAL BETWEEN
CYCLOPHOSPHAMIDE AND IRRADIATION IN EXPERIMENTAL MURINE MODEL OF BONE
MARROW TRANSPLANTATION.
Autofii: Tereza Pelichovská, Ludûk ·efc
·kolitel: RNDr. Ludûk ·efc, CSc. - Ústav patologické fyziologie 1. LF

Objective: Cyclophosphamide is a commonly used chemotherapeutic drug in cancer chemotherapy and in immuno-
suppression. It is used, along with total body irradiation (TBI), as a conditioning regimen for patients indicated for
hematopoietic stem cell transplantation. TBI is usually delivered starting one or two days after CY pretreatment.
We have used a murine model to evaluate importance of proper timing between CY and TBI on effectivity of bone mar-
row engraftment.

Materials and Methods: C57B1/6 Ly5.2 and congenic Ly5.1 mice were used. Mice were pretreated with Cy
(135 mg/kg) i.p., and after 2, 3, 5, 7, 10 or 14 days underwent 5 Gy of TBI. Control mice were irradiated only. Two hrs
after TBI, mice were transplanted with 2*106 bone marrow cells. The chimerism (% of donor hematopoiesis) was
repeatedly measured in individual mice up to 10 months after transplantation. The ratio of Ly5.1 and Ly5.2 mono-
nuclear cells were determined in peripheral blood using Becton Dickinson FACScan cytometer.

Results: control mice without CY achieved stable chimerism approx. 30% of donor cells already 1 month after trans-
plantation. CY administrated 2 days prior TBI led to significantly lower short-term engraftment of donor cells but
after 3 months chimerism reached levels comparable to controls. On the other hand, if the interval between CY and TBI
was prolonged to 5 or 7 days, the percentage of donor cells exceeded 80%. High efficiency of bone marrow depletion
using the interval of 5 or 7 days between CY and TBI corresponded to previously obtained data showing higher depletion
of recipient pluripotential hematopoietic progenitors (CFU-S) after such treatment.

Conclusion: the engraftment after bone marrow transplantation depends on proper timing between CY administration
and TBI. Our data showed that longer period (5 or 7 days) between CY administration and TBI led to significantly
higher engraftment compared to the interval of 2 days.

2. místo
V¯ZNAM NT-3/TRK C SIGNALIZACE PRO TVORBU PACINIHO TùLÍSEK NA BÉRCI U MY·I
Autor Jifií ·ed˘
·kolitel: doc. MUDr. Milo‰ Grim, DrSc. - Anatomick˘ ústav 1. LF

V˘voj mechanoreceptorÛ je podmínûn morfogenetick˘mi interakcemi senzitivních nervÛ a cílov˘ch bunûk v periferii.
V tûchto interakcích se uplatÀují neurotrofiny a neureguliny. Cílem této studie je zjistit v˘znam neurotrofinu NT-3
a jeho Trk C receptoru pro tvorbu Paciniho tûlísek, která jsou jedním z opouzdfien˘ch, rychle se adaptujících mechanore-
ceptorÛ. Na membrana interossea cruris a pfiilehlé plo‰e distálního konce fibuly se konstantnû vyskytuje skupina tûchto
tûlísek. Jsou inervována z n. interosseus dorsalis a jejich poãet je dobfie stanoviteln˘.
Ke studiu byly pouÏity novorozenci mutantních kmenÛ my‰í s inaktivovan˘m genem NT-3 (Tessarollo et al., 1997)
a TrkC (Farinas et al. 1994). Byly analyzováni homozygoti, heterozygoti i wild type. Tûlíska byla znázorÀována po mikro-
preparaci in situ prÛkazem acetylcholinesterázy (Karnovsky, Roots 1964) modifikovanou pfiidáním Tritonu X-100
do inkubaãního media.

Stanovení poãtu Paciniho tûlísek ukázalo, Ïe NT-3/ TrkC signalizace je jedním z faktorÛ, kter˘ se uplatÀuje za jejich
v˘voje. U TrkC mutantních my‰í se Paciniho tûliska tvofiila v men‰ím poãtu neÏ u kontrolních zvífiat a u NT-3 mutant
byl jejich poãet je‰tû niÏ‰í. Nebylo v‰ak zji‰tûno jejich úplné vymizení.

3. místo
ANAL¯ZA MORFOLOGICK¯CH FENOTYPÒ LABORATORNÍHO POTKANA
Autofii: Václava Jefiábková, David Kemlink
·kolitel: prof. MUDr. Vladimír Kfien, DrSc. - Ústav biologie a lékafiské genetiky 1. LF a VFN

Laboratorní potkan je jiÏ dlouho pouÏíván v biomedicínsk˘ch oborech k v˘zkumu fyziologie a patofyziologie jako
modelov˘ organismus. Rekombinantní inbrední (RI) kmeny laboratorního potkana jsou uÏívány k mapování mende-
lovsky dûdiãn˘ch a kvantitativních znakÛ. Sada rekombinantních inbredních kmenÛ je fixovaná F2 populace vzniklá
opakovan˘m kfiíÏením dvou vysoce inbredních progenitorních kmenÛ systémem bratr x sestra. V˘sledkem je soubor
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kmenÛ nesoucích rÛzné kombinace genomÛ progenitorních kmenÛ v homozygotní formû, ãímÏ je simulována populace
s kontinuální distribucí kvantitativních znakÛ. V˘hodou je zv˘‰ení heritability komplexních genetick˘ch znakÛ a zv˘‰ení
vyhlídek na mapování vyvolávajících QTL (quantitative trait loci). RI kmeny se rovnûÏ pouÏívají k odhalování interakcí
genomu s prostfiedím. Genetick˘ profil RI kmenÛ pak popisuje tzv. SDP (strain distribution pattern), kter˘ je souborem
DNA markerÛ. SDP je základem pro vazebnou genetickou mapu RI kmenÛ a zároveÀ se pouÏívá pro asociaãní anal˘zu.
Ta sestává z nûkolika statistick˘ch metod porovnávajících SDP s fenotypem jednotliv˘ch RI kmenÛ a odhaluje oblasti
genomu, které odpovídají za rozdíly mezi RI kmeny v zadaném fenotypu a obsahovat modifikující geny. V této práci byl
studován potkaní model poruchy v˘voje konãetin - syndrom polydaktylie-luxace (PLS). Asociaãní studie byly provede-
ny s v˘sledky digitální morfometrické anal˘zy parametrÛ zadních konãetin po podání kyseliny retinové (RA).

BEZ OCENùNÍ:

LOKALIZACE CD36 INZERTU V TRANSGENNÍ LINII VAZEBNOU ANAL¯ZOU
Autor: Zuzana Jandová
·kolitel: prof. MUDr. V. Kfien, DrSc., MUDr. F. Li‰ka - Ústav biologie a genetiky 1. LF a VFN

Spontánnû hypertenzní kmen laboratorního potkana (SHR) je modelem lidské esenciální hypertenze s defekty
v metabolismu glukózy a mastn˘ch kyselin. U tohoto kmene byla prokázána mutace v genu Cd36/Fat-fatty acid translocase,
kter˘ funguje jako ligand pro mnoho dal‰ích molekul úãinkujících v rozliãn˘ch fyziologick˘ch a patologick˘ch procesech.

Defekty SHR kmene byly ãásteãnû zlep‰eny po jeho transgenezi konstruktem nesoucím standardní Cd36 alelu. V labo-
ratofii profesora Levana byl Cd36 konstrukt lokalizován v transgenní linii technikou FISH do oblasti 11q11. K pfies-
nûj‰ímu zamapování a urãení místa inzerce Cd36 transgenu jsme pouÏili intercross populaci mezi transgenní linií a kon-
genním kmenem nesoucím mutantní alelu Cd36 od kmene SHR. Genotypizaci jsme provedli metodou PCR. Pro de-
tekci Cd36 konstruktu jsme pouÏili primery amplifikující fragment 320 bp v oblasti exonu 5/6 podle potkaní-lidské ho-
mologie. Pro jeho zamapování jsme uÏili primerÛ pro mikrosatelitní markery v oblasti jeho inzerce na chromosomu 11.
Pro vyhodnocení v˘sledkÛ genotypizace jsme vyuÏili poãítaãového programu MapManager QTX. Vazebnou anal˘zou
jsme potvrdili inzerci Cd36 konstruktu do intervalu mezi markery D11Rat20 a D11Rat21. Tento interval dlouh˘ 4 cM
obsahuje minimálnû 8 genov˘ch clusterÛ, jejichÏ regulaãní sekvence by mohly ovlivÀovat genovou expresi Cd36 kon-
struktu v transgenní linii.

Tato práce byla podporována grantem GA âR 204/98/K015.

EFFECT OF MAGNESIUM SULPHATE ON ACUTE POSTHYPOXIC CHANGES OF CORTICAL
EXCITABILITY IN EARLY RAT ONTOGENESIS
Autor: Tomá‰ Kalinãík
·kolitel: doc. MUDr. Dana Mare‰ová, CSc. - Fyziologick˘ ústav 1. LF

Neuronal cell is extremely sensitive to the hypoxia. A certain damage of the function can be found in the activity of
central nervous system.

The changes in the activity of rat brain were observed in 12-days and 25-days rats after exposure to a hypobaric
hypoxia (duration: 60 min., pressure: 410 hPa). The effect of Magnesium Sulphate (0.3 g/kg i.p.; MgSO4) on the dura-
tion of the epileptic seizures was monitored by electrocorticography. The exposure was followed by the periodic
AC-stimulation (duration: 15 sec.; frequency 8 Hz; intensity: 3-5 mA) in right senzorimotor area and the measurement
of the evoked cortical activity. The stimulation was repeated six times in one-minute intervals (timed from the end of
each fit to the beginning of the next stimulation).

In the 12-days rats the average duration of evoked cortical seizures (ADs) reached: control group 23.5s± 0.89 (mean
value± S.E.M), hypoxia-group 21.5s 2.02, hypoxia+MgSO4-group 14.9s ±1.50. In the 25-days rats the ADs reached:
in control-group 3.6s ±0.38, hypoxia-group 7.9s±0.93, hypoxia+MgSO4-group 5.2s ±0.65. Due to the high SEM these
values are not significant to prove the effect of MgSO4 on the ADs.

The Magnesium Sulphate has no remarkable protective effect on the acute-hypoxia-injured neurones in rat brain.
Duration of the seizures of the 12-days hypoxia-injured rats was rising after the first epileptic seizure (kindling). Mag-
nesium Sulphate is able to eliminate the kindling. In the 25-days hypoxia injured rats no kindling was found, the 2nd,
3rd and 4th fits were significantly shorter than the 1st one. The duration of the seizures in the 12-days hypoxia-injured
rats proved to be 273% longer than in 25-days animals in average.
Supported by MSM111100001.

9



The ADs of the single evoked fits in the 12-days rats hypoxia-group reached: Ist fit 12.4s, IInd 27.6s, IIIrd 23.5s.,
IVth 25.1s, Vth 20.4s, VIth 20.6s. The ADs of the single evoked fits in the 12-days rats hypoxia+MgSO4-group reached:
Ist fit 14.3s, IInd 15.9s, IIIrd 14.4s, IVth 14.8s, Vth 17.2s, VIth 12.9s

There are protective mechanisms activated after the first epileptic fit, which are able to shorten the period of the following seizure
in older individuals (25days).

SUPRESE KRVETVORBY P¤I DIAGNÓZE AKUTNÍ LYMFOBLASTICKÉ LEUKÉMIE; V¯RAZNÁ
SUPRESE âERVENÉ A MEGAKARYOCYTÁRNÍ ¤ADY U TEL/AML1+ AKUTNÍ LYMFOBLASTICKÉ
LEUKÉMIE
Autofii: Ester Mejstfiíková, Tomá‰ Kalina, Jan Trka, Petr Smí‰ek, Jan Star˘
·kolitel: MUDr. Ondfiej Hru‰ák, PhD. - Ústav imunologie 2. LF a FN Motol

Úvod: vznik akutní lymfoblastické leukémie (ALL) zpÛsobuje supresi normální krvetvorby. Ta je zodpovûdná za
klinické projevy ALL. Vztah mezi leukemick˘mi blasty a hostitelem je dÛleÏit˘ pro pochopení patogeneze ALL.
Nenáhodné genetické aberace jsou pfiíãinou rozdílného biologického chování leukemick˘ch bunûk. Nebylo doposud
zcela jasné, zda jednotlivé podtypy ALL mají odli‰n˘ vliv na nemaligní krvetvorbu.

Metody: do studie jsme zahrnuli v‰echny 102 pacienty léãené ve FN Motol v letech 1997-2001, data jednoho
pacienta se nepodafiilo získat. Analyzovali jsme tudíÏ data 101 dítûte. U kaÏdého pacienta jsme vyhledali minimální poãet
trombocytÛ, minimální hodnotu hemoglobinu a minimální a maximální poãet leukocytÛ pfied zahájením léãby. Získaná
data jsme porovnali podle podtypu ALL (zralá B ALL, T ALL, TEL/AML1+, hyperdiploidní, BCR/ABL+,
MLL/AF4+ a non-hyperdiploidní bez zmínûn˘ch fúzních genÛ).

V˘sledky: bílá fiada. Potvrdili jsme jiÏ znám˘ fakt, Ïe MLL/AF4+ ALL i T ALL b˘vají spojeny s vysok˘m poãtem leuko-
cytÛ (prÛmûrná hodnota maximální leukocytózy: 300.109/l, respektive 239.109/l). Naprostá vût‰ina pacientÛ s hyper-
diploidní ALL mûla pomûrnû nízk˘ poãet leukocytÛ. âervená krevní fiada. TEL/AML+ ALL korelovala v na‰em souboru
se signifikantnû niÏ‰í hodnotou hemoglobinu (p=0.0015). PrÛmûrná hodnota byla 61 g/l s nápadnû nízkou variabilitou
(rozsah: 35 g/l-89 g/l). Hladina hemoglobinu u hyperdiploidní ALL mûla bimodální rozvrstvení (1. modus 70 g/l, 2. modus
100 g/l). Skuteãnost, zda se epidemiologicky jedná o bimodální rozvrstvení, se nyní snaÏíme potvrdit v populaãní celonárodní
studii. Krevní destiãky. Zjistili jsme, Ïe TEL/AML1+ ALL se dále uniformnû pojí i s nízkou hodnotu trombocytÛ
(prÛmûrná hodnota 38.109/l, rozpûtí 16-65.109/l, p=0.0352). Oba BCR/ABL+ pacienti mûli v˘raznou trombocytopénii
(19.109/l resp. 55.109/l). U dal‰ích podtypÛ bylo rozpûtí hodnot trombocytÛ podstatnû vût‰í a rozdíly nebyly signifikantní.

Závûr: zjistili jsme, Ïe podtyp ALL hraje roli v supresi normální krvetvorby pfied zahájením léãby. U TEL/AML + ALL
byla v˘znamnû suprimována krvetvorba ãerven˘ch krvinek a destiãek. U dal‰ích podtypÛ jsme takto nízkou variabilitu u nûk-
terého z parametrÛ nezaznamenali.

ODPOVEDE MOZGOVEJ KÔRY NA BOLESTIVÚ STIMULÁCIU: âASOVÁ A PRIESTOROVÁ LOKA-
LIZÁCIA POMOCOU EEG A FMRI.
Autofii: Hubert Poláãek, Jifií Vrána, Róza Rachmanová
·koliteº: doc. PhDr. Andrej Stanãák, CSc. - Ústav normální, patologické a klinické fyziologie 3. LF

Úvod: na ‰pecifick˘ krátkodob˘ bolestiv˘ podnet ºudsk˘ mozog reaguje merateºn˘mi zmenami elektrickej aktivity,
prietoku krvi a metabolizmu.

PredloÏená práca vychádza z predpokladu Ïe tieto zmeny v urãit˘ch oblastiach mozgu vykazujú minimálnu indi-
viduálnu variabilitu. Cieºom práce je lokalizovaÈ funkãne odli‰né oblasti aktivity mozgovej kôry kontralaterálne k pôso-
biacemu elektrickému impulzu.

Metodika: 10 dobrovoºníkov (muÏov, pravákov vo veku 22 ±4 rokov) bolo stimulovan˘ch na ukazováku pravej ruky
intradermálnou ihlovou elektródou. Intenzita prúdu bola nastavená 20% nad bolestiv˘ prah a 20% nad senzorick˘ prah
v druhej ãasti experimentu. Odpoveì mozgu bola u kaÏdej osoby snímaná 88 kanálov˘m EEG (BrainScope®) a 1,5 T
MR (Siemens Magnetom Vision). Pri obidvoch záznamoch bol pouÏit˘ identick˘ stimulaãn˘ protokol (pri bolestivej
aj nebolestivej stimulácii 2 x 4 bloky kºud-stimulácia, v kaÏdom bloku 24 fázick˘ch podnetov nasledovan˘ch rovnako
dlhou periódou kºudu). S pouÏitím programov BESATM, BrainVoyagerTM a Statistica 6.0 boli interaktívne prepojené a
vyhodnotené obidva záznamy.

V˘sledky: v‰etky záznamy ukázali pri bolestivej stimulácii v˘znamné aktivácie v okolí laterálnej fisúry. Primárna somato-
senzorická oblasÈ bola pri bolestivej stimulácii v˘znamne aktivovaná len u 3 osôb. Rozdiely v priestorovej lokalizácii EEG
a fMRI zdrojov boli v priemere men‰ie ako 2 cm.
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U 8 osôb boli na základe oboch záznamov v okolí laterálnej fisúry rozlí‰ené 2 oddelené oblasti aktivácie: predná - s maxi-
mom aktivity v 78 ms, tangenciálnou orientáciou elektrického dipólu, lokalizovaná do frontálneho operkula v tesnej blízkosti
inzuly a zadná - s maximom 115 ms, prevaÏne radiálnou orientáciou dipólu, lokalizovaná presne do sekundárnej soma-tosen-
zorickej oblasti. Predná oblasÈ vykazovala v˘znamné zv˘‰enie prietoku (fMRI) pri bolestivej stimulácii, zatiaº ão pri nebolestivej
stimulácii nebola v˘znamne aktivovaná.

Záver: v˘sledky ‰túdie ukázali dobrú kompatibilitu EEG a fMRI údajov. Kombinovaná anal˘za umoÏnila po prv˘krát
rozlí‰iÈ 2 funkãne odli‰né oblasti aktivácie v okolí laterálnej fisúry kontra-laterálne k stimulovanému prstu. OblasÈ
vo frontálnom operkule v tesnej blízkosti inzuly bola aktivovaná skôr a prevaÏne len pri bolestivej stimulácii v porovnaní
so sekundárnou somatosenzorickou oblasÈou.

SPATIAL COGNITION AFTER SHORT-LASTING HYPOBARIC HYPOXIA
Autofii: Pavel ¤íha, Michal Wittner
·kolitelé: prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc.,

doc. MUDr. Dana Mare‰ová, CSc.,
MUDr. et Mgr. Michal Wittner - Charles University in Prague,
First Faculty of Medicine,
Institute of Physiology

To enable a better understanding of the spatial learning and memory, we investigated the effect of the short-lasting
hypobaric hypoxia on the spatial performance of rats in the Morris water maze. Male Wistar rats were exposed to the
short-lasting 60-minute hypobaric hypoxia equivalent to the altitude of 7000 meters (23000 feet). The animals were
divided into three groups, each group was subdivided by age (30 and 100 days) and there were at least seven subjects
in each subgroup. The first group was exposed to the short-lasting hypoxia prior to the water maze training (acquisition
group), while the second group received eight days of the pretraining in the water maze before the hypoxic stress
(retention group). The last group was sham-treated animals (control group). We found the subjects after the hypoxic
stress performed significantly better in comparison with the sham-hypoxic animals (the difference between the acquisi-
tion and the control group averaged over all training sessions was six seconds; P < 0.002, two-way ANOVA groups × age).
Further, the first day after the transient hypoxia, we observed slight (not significant) improvement of the spatial perfor-
mance in the retention group compared to the control group. However, there were no statistically significant differences
between the control and either the acquisition or the retention group after three months since the beginning of the ex-
periment. While the overall performance of adult rats was significantly better, we have found no groups × age interac-
tion. Our findings are consistent with literature suggesting that the hypoxia acutely improves performance in tasks
sensitive to spatial learning and memory and that both new learning and demonstration of an established place response
are susceptible to such influences.

This study was supported by grants MSM 111100001 and FRV· 2452/2002.

ANATOMICKÁ STUDIE PRÒBùHU N. DORSALIS PENIS/CLITORIDIS A JEHO VZTAHU K OS PUBIS
Autor: Jifií ·ed˘
·kolitel: MUDr. Ondfiej NaÀka - Anatomick˘ ústav 1. LF

Objasnûní prÛbûhu nervus dorsalis penis je základním poÏadavkem zachování nervovû cévního svazku zásobujícího
glans penis pfii chirurgické konverzi genitálu u pacientÛ s transexualismem. K preparaci prÛbûhu nervu a ke sledování
jeho vztahu k os pubis byla pouÏita tûla z pitevních cviãení a muÏské a Ïenské pánve ze sbírek Anatomického
ústavu. N. dorsalis penis/clitoridis se oddûluje z n. pudendus jiÏ po jeho v˘stupu z foramen infrapiriforme. Ve fossa
ischiorecta-lis leÏí kraniálnû od n. pudendus a do trigonum urogenitale vstupuje podél mediálního okraje ramus
inferior ossis pubis hluboko pod diaphragma urogenitale. Pfietáãí se na laterální stranu crus corporis cavernosi
penis/clitoridis mediálnû od lig. fundiforme a zaãátku m. gracilis a pokraãuje na dorsum penis/clitoridis. U muÏe
podmiÀuje n. dorsalis penis Ïlábek na mediální plo‰e r. inferior ossis pubis smûfiující anteromediokraniálním smûrem.
Pod dolním okrajem facies symphysialis se Ïlábek stáãí kraniálnû na pfiední plochu corpus ossis pubis, kde bûÏí
paralelnû se symf˘zou do poloviny její délky. Îlábek podmínûn˘ prÛbûhem n. dorsalis clitoridis se na rozdíl od Ïlábku
pro n. dorsalis penis pfietáãí na pfiední plochu corpus ossis pubis dfiíve a po corpus ossis pubis bûÏí mediokraniálním
smûrem jen do dolní 1/4 v˘‰ky facies symphysialis. Vztah nervus dorsalis penis/clitoridis k os pubis a tvar Ïlábku,
kter˘ podmiÀuje, je tedy rozdíln˘ u obou pohlaví a mÛÏe slouÏit jako jeden z dal‰ích známek pohlavního dimorfismu
na pánvi.
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TESTOVÁNÍ PROTINÁDOROV¯CH ÚâINKÒ PMEDAP IN VITRO
Autor: Michal Zápotock˘
·kolitel: doc. RNDr. Berta Otová, CSc., RNDr. Jitka Hanzalová - Ústav biologie a lékafiské genetiky 1. LF a VFN

Tato práce je souãástí studia protinádorov˘ch úãinkÛ látky 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-2,6-diaminopurinu
(PMEDAP, ÚOCHB AV âR). PMEDAP je v buÀkách fosforylován mitochondriální AMP-kinasou a cytoplasmatickou
NDP-kinasou na PMEDAPpp, kter˘ je kompetitivním substrát-inhibitorem pol δ. V˘sledkem je terminace DNA
fietûzce de novo. Cytostatick˘ úãinek PMEDAP byl testován na 4 bunûãn˘ch liniích: REH (B leukemie), CCRF-CEM
(T leukemie), HeLa (ca dûloÏního ãípku) a MRC5 (lidské embryonální fibroblasty). Hodnotili jsme pfieÏití bunûk za 24,
48 a 72 hodin po kultivaci s 0; 0,15; 0,3; 1,5; 3; 15 a 30 µg PMEDAP per ml média. Cytostatick˘ úãinek byl vyhodnocen
XTT-testem. XTT, Ïlutá tetrazoliová sÛl, je metabolizující buÀkou pfiemûÀován na oranÏov˘ formazan. Zmûna hodnoty
absorbance po 4 hod pÛsobení XTT proto odpovídá mnoÏství pfieÏívajících bunûk. Kromû toho byla hodnocena indukce
apoptózy po pÛsobení PMEDAP: (i) prÛtokovou cytometrií (FC) po barvení Annexinem V a (ii) vy‰etfiením DNA
(fragmentace). Annexin se váÏe na fosfatidylserin, kter˘ je v ãasn˘ch fázích apoptozy exponován na povrchu bunûk, a to
v dÛsledku zmûn ve fosfolipidové dvojvrstvû membrán.
PMEDAP signifikantnû potlaãuje bunûãnou proliferaci u v‰ech 4 testovan˘ch linií. Úãinek je závisl˘ na dávce PMEDAP
a délce pÛsobení. Dávka 30 a 15 µg/ml potlaãí proliferaci u v‰ech 4 linií. BuÀky REH a CCRF-CEM byly k PMEDAP
citlivûj‰í; k inhibici rÛstu do‰lo i pfii koncentracích 3 a 1.5 µg/ml. Indukce apoptózy (FC) byla prokázána pouze u linií
REH a CCRF-CEM; fragmentace DNA v‰ak nebyla nalezena u Ïádné ze studovan˘ch linií.
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1. místo
ZVLÁ·TNÍ CENA ZDRAVOTNICK¯CH NOVIN
HUNTINGTONOVA NEMOC: ANAL¯ZA VZTAHÒ MEZI KLINICK¯MI PROJEVY, ANAMNESTICK¯MI
DATY A V¯SLEDKY POMOCN¯CH VY·ET¤OVACÍCH METOD
Autor: J. Klempífi
·kolitel: doc. MUDr. Jan Roth, CSc. - Neurologická klinika 1. LF a VFN

Úvod: Huntingtonova nemoc (HN) je autozomálnû dominantnû dûdiãné onemocnûní, projevující se progresivním
postiÏením motoriky, intelektu a psychiatrick˘mi abnormalitami. Prevalence HN je 1:20 000. Nejãastûji se manifestuje
mezi 35. - 45. rokem vûku a medián pfieÏití se pohybuje okolo 15 - 18 let. Patologick˘ gen je lokalizován na chromo-
zomálním lokusu 4p16.3, kde dochází k nadmûrnému zmnoÏení poãtu (CAG)n tripletÛ (>41), které dávají vznik poly-
glutaminové sekvenci kódující protein huntingtin. Na CT nebo MRI je charakteristická ztráta konvexity pfiedních rohÛ
postranních komor a jejich balónovité roz‰ífiení, k ãemuÏ dochází v závislosti na atrofizaci ncl. caudatus. Kauzální léãba
HN dosud neexistuje.

Soubor a metodika: vy‰etfiili jsme soubor 80 pacientÛ s HN potvrzenou genetick˘m vy‰etfiením (34 muÏÛ a 46 Ïen)
a porovnali jej se souborem 43 norem (14 muÏÛ a 29 Ïen). U v‰ech osob byla pomocí CT v orbitomeatálním sklonu mûfiena
nejvût‰í plocha caput nuclei caudati (CNC). Velikost plochy CNC byla stanovena manuálnû pomocí kurzoru a funkcí
TRACE a ROI. Retrospektivnû z dokumentace a z informací od nemocn˘ch a rodinn˘ch pfiíslu‰níkÛ byly získány
informace ohlednû vûku na poãátku nemoci a délky trvání onemocnûní, charakteru dûdiãnosti ve smyslu maternální
ãi paternální heredity, charakteru iniciálních symptomÛ nemoci (psychiatrick˘ch nebo motorick˘ch). Poãet (CAG)n
tripletÛ byl stanoven genetickou anal˘zou DNA z periferních leukocytÛ. NashromáÏdûná data byla vyhodnocena pomocí
standardních statistick˘ch metod (F test, t test, korelaãní anal˘za, Mann-WhitneyÛv test, uni-ANOVA a Kol-
mogorovova - Smirnovova testu pro jeden v˘bûr).

V˘sledky: velikost plochy CNC je signifikantnû men‰í ve srovnání s normami (p < 0,001). Poãet (CAG)n tripletÛ
v˘raznû inverznû koreluje s klinick˘m poãátkem HN (α = 0,001). Velikost atrofie CNC signifikantnû inverznû koreluje
s délkou trvání HN (α = 0,001). Pfiirozená atrofie CNC u zdrav˘ch osob rovnûÏ inverznû koreluje s vûkem (α = 0,01),
ale nikdy nedosáhne míry atrofie CNC jako u HN. Poãet (CAG)n tripletÛ není rozhodující pro to, jestli iniciální symp-
tomy HN budou neurologické ãi psychiatrické. Nebyla pozorována závislost mezi paternální nebo maternální hereditou
a poãtem (CAG)n tripletÛ u nemocn˘ch s HN. RovnûÏ typ heredity neovlivÀuje vûk na poãátku HN. Vûk nemocn˘ch
na poãátku HN není závisl˘ na iniciální neurologické ãi psychiatrické symptomatice.

Závûr: planimetrie CNC v˘znamn˘m zpÛsobem pfiispívá k diferenciální diagnostice HN, neboÈ existuje jen nûkolik
málo dal‰ích neurodegenerativních onemocnûní, které klinickou symptomatologíí a souãasn˘m v˘skytem atrofie CNC
mohou pfiipomínat HN.

2. místo
DIAGNOSTICK¯ A TERAPEUTICK¯ P¤ÍSTUP K ALERGII NA BÍLKOVINU KRAVSKÉHO MLÉKA
V DùTSKÉM VùKU
Autor: Tereza Fuchsová
·kolitel: prim. MUDr. Pavel Frühauf, CSc. - Klinika dûtského a dorostového lékafiství 1. LF a VFN

Alergie na bílkovinu kravského mléka (ABKM) je jednou z nejãastûj‰ích potravinov˘ch alergií v dûtském vûku. Podle
rÛzn˘ch epidemiologick˘ch studií trpí tímto onemocnûním 2-3% kojencÛ. Poãet dûtí s ABKM s vûkem klesá a u vût‰iny
(80%) se do pfied‰kolního vûku rozvine tolerance. Klinická manifestace ABKM mÛÏe b˘t koÏní, gastrointestinální nebo
respiraãní, ãasto se mohou tyto projevy kombinovat. Zásadní problém spoãívá v tom, Ïe ABKM znemoÏÀuje kojencÛm
pfiijímat jejich v˘hradní stravu - mléko.
Cílem této studie je prezentace diagnostického a terapeutického postupu, provedení anal˘zy sebran˘ch dat, jejich vy-
hodnocení a srovnání s v˘sledky zahraniãních studií. Dal‰ím zámûrem bylo potvrzení vztahu mezi v˘skytem ABKM
a délkou plného kojení.
Studie se zúãastnilo celkem 21 dûtí se suspektní ABKM, vy‰etfien˘ch na gastroenterologické ambulanci. U zmínûného souboru
byla odebrána anamnéza se zamûfiením na urãení doby zavedení kravského mléka do v˘Ïivy, v˘skytu rodinné alergické zátûÏe,
doby zavedení terapeutického proteinového hydrolyzátu. Bylo provedeno fyzikální vy‰etfiení, pfiedev‰ím zhodnocení stavu v˘Ïivy.
Terapeuticky byla v‰em dûtem ze stravy eliminována bílkovina kravského mléka a nasazen proteinov˘ hydrolyzát.
Rozborem dat jsme mimo jiné zjistili, Ïe u vût‰iny (15) dûtí bylo (oproti bûÏnému prÛmûru v âR) pfiedãasnû ukonãeno
kojení, u stejného poãtu dûtí pak do‰lo k rozvoji pfiíznakÛ je‰tû pfied 3.mûsícem vûku. U 7 dûtí byla navíc zji‰tûna
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pozitivní rodinná alergická zátûÏ. U 3 dûtí do‰lo bûhem studie k rozvoji tolerance. Z hlediska klinick˘ch projevÛ se
u 15 dûtí rozvinuly gastrointestinální pfiíznaky, 6 dûtí mûlo pfiíznaky koÏní. Respiraãní pfiíznaky se ve sledovaném souboru
nevyskytovaly.

2. místo
PARANEOPLASTICKÉ AUTOPROTILÁTKY - METODIKY, PRVNÍ ZKU·ENOSTI
Autor: Zdenka VaÀková
·kolitelé: RNDr. Ivana Janatková,

prof. MUDr. Terezie Fuãíková, DrSc.
- Ústav klinické imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Úvod: paraneoplastické syndromy - incidence, v˘skyt Neurologické paraneoplastické syndromy - pfiehled, incidence
uvádûná v literatufie, charakteristika jednotliv˘ch syndromÛ, asociované karcinomy, v˘skyt paraneoplastick˘ch autopro-
tilátek u tûchto syndromÛ.

Paraneoplastické antineuronální autoprotilátky - pfiehled základních autoprotilátek (ANNA-1, ANNA-2, PCA-1,
anti-MAG,anti-GAD), charakteristika hlavních autoantigenÛ, kritéria rozpoznání jednotliv˘ch autoprotilátek v metodû
nepfiímé imunofluorescence, karcinomy nejãastûji asociované s v˘skytem paraneoplastick˘ch autoprotilátek.

Metodika a materiál: pouÏity 2 metody - metoda nepfiímé imunofluorescence a Westernblot - princip metod,
konkrétní postup, vyuÏit˘ substrát, zhodnocení a porovnání obou metod, jejich v˘hody a nev˘hody, moÏná diagnostická
úskalí.

V˘sledky: pfiehled v˘sledkÛ stanovení paraneoplastick˘ch autoprotilátek u sledovan˘ch pacientÛ s autoimunitním
onemocnûním (roztrou‰ená skleróza, diabetes mellitus), porovnání se souborem zdravé populace, porovnání v˘sledkÛ
obou metod u stejn˘ch pacientÛ.

Závûr: zhodnocení v˘sledkÛ, porovnání s oãekávan˘mi údaji, moÏnost rutinního stanovení antineuronálních parane-
oplastick˘ch autoprotilátek a jeho v˘znam, moÏné vyuÏití v ãasné diagnostice nádorÛ.

3. místo
KOU¤ENÍ, PREVENTIVNÍ KARDIOLOGIE A GYMNAZISTI
Autor: Lenka Bo‰anská
·kolitel: MUDr. Eva Králíková, CSc. - Ústav hygieny a epidemiologie l. LF a VFN

Úvod: kardiovaskulární onemocnûní (KVO) jsou pfiíãinou stále více neÏ 50% úmrtí v rozvinut˘ch zemích, proto
zasluhují na‰i pozornost. Víme, Ïe fiada z rizikov˘ch faktorÛ (RF) KVO je ovlivnitelná. Moje práce spoãívala v infor-
mování studentÛ gymnázií o moÏnostech prevence KVO, se zamûfiením na souvislosti koufiení. Jejich vlastní znalosti
jsem hodnotila podle anonymního dotazníku. Souãástí náv‰tûv ve ‰kolách byla diskuse a ukázka objektivizace nûk-
ter˘ch RF (krevní tlak, CO ve vydechovaném vzduchu).

Metodika: první fázi projektu pfiedstavoval anonymní dotazník s 15 otázkami, které vyÏadovaly samostatné slovní
vyjádfiení studentÛ stfiedních ‰kol. Chtûla jsem zjistit aktivní znalost základních pojmÛ související s RF KVO,
pozitivní i negativní pfiíklady z vlastního Ïivotního stylu mlad˘ch lidí, vlivu koufiení, stresu, v˘Ïivy. Dotazník jsem
vyhodnotila a podle v˘sledkÛ byl upraven obsah pfiedná‰ek. Hlavní ãástí projektu je pfiedná‰ka spojená s diskusí vÏdy
v 1 tfiídû vybrané stfiední ‰koly. Omezen˘ poãet studentÛ umoÏÀuje lep‰í komunikaci a aktivní úãast. Pfiedná‰ejícími
byli studenti 5. roãníku 1. LF UK v rámci terénní praxe stáÏe z hygieny a nûkolik individuálnû pfiipraven˘ch studentÛ
4. a 5. roãníku. Pfiedná‰ky na téma prevence KVO a koufiení se uskuteãnily na 5 gymnáziích v Praze a okolí a jedné
vy‰‰í odborné ‰kole v Praze. Struktura v˘kladu: úvodní vysvûtlení základních pojmÛ v problematice KVO, s dÛrazem
na nedostatky zji‰tûné v dotazníku, dále základní nosologické jednotky KVO, které jsou ovlivnitelné Ïivotním stylem,
ãást vûnovaná koufiení a dal‰ím rizikov˘m faktorÛm. Závûr pfiedná‰ky byl vyhrazen pro diskusi a vyplnûní krátkého
dotazníku jako rychlou zpûtnou vazbu, pochopení v˘kladu a vysvûtlovan˘ch pojmÛ.

V˘sledky: znalosti problematiky KVO jsou v cílové skupinû spí‰ pasivní a chápané jako teorie, mladí lidé nemají
pocit, Ïe se jich riziko pfiímo dot˘ká. Diskuse se zúãastÀovali aktivnû, problematika je zajímala. Na otázku, jestli zmûní
zpÛsob Ïivota (napfi. koufiení), se vût‰inou vyjadfiovali nepfiesvûdãivû, Ïe se pokusí, nebo zápornû. Pro nás to byla zají-
mavá zku‰enost v jednání s dospívajícími a nacházení zpÛsobu, jak je zaujmout. Dál se soustfiedíme na podporu a vût‰í
motivaci mládeÏe k aktivnímu pfiedcházení rizikov˘m faktorÛm KVO.

Závûr: obecnû se na‰e pfiedná‰ky setkaly s kladn˘m pfiijetím stfiedo‰kolákÛ a pozitivním hodnocením fieditelÛ
a uãitelÛ nav‰tíven˘ch ‰kol. Nûktefií projevili zájem o dal‰í spolupráci. Projekt pokraãuje dál v rámci IFMSA CZ jako
projekt Public Health, podobn˘m zpÛsobem je realizován na Lékafiské fakultû UK v Plzni.



15

BEZ OCENùNÍ:

KOU¤ENÍ, TùHOTENSTVÍ A PLOD
Autofii: Nina Ra‰lová, Jana Bajerová
·kolitel: MUDr. Eva Králíková, CSc. - Ústav hygieny a epidemiologie l. LF a VFN

Úvod: koufiení je v˘znamn˘m rizikov˘m faktorem bûhem tûhotenství, a to nejen pro matku, ale i pro plod. BohuÏel,
mezi na‰imi tûhotn˘mi Ïenami koufií aÏ 20%.

Metodika: nav‰tûvovaly jsme poporodní oddûlení Gynekologicko-porodnické kliniky 1. LF UK a metodou fiízeného
pohovoru jsme zji‰Èovaly data t˘kající se koufiení v tûhotenství, porodu i znalostí a názorÛ matek na vliv koufiení
v tûhotenství na plod. Objektivizace koufiení mûfiením CO ve vydechovaném vzduchu.

V˘sledky: z 98 matek, které byly v období ‰etinedûlí po porodu (vût‰inou 2-3 dny) koufiily pravidelnû 3, pfiíleÏitostnû
5 a b˘val˘ch kufiaãek bylo 30. Znalosti matek o vlivu koufiení na plod byly alarmující, jejich aktivní zájem byl nízk˘.
Na‰imi informacemi byly pfiekvapeny. Jejich gynekologové se na jejich koufiení vût‰inou ptali, kufiaãkám v‰ak radili
ãasto jen koufiení omezit (ne pfiestat).

Závûr: v na‰em souboru byla prevalence koufiení niÏ‰í, neÏ se uvádí, znalosti matek o vlivu koufiení na plod v‰ak velmi
malé.

HODNOCENÍ REPLIK KOVOKERAMICK¯CH KORUNEK V ELEKTRONOVÉM RASTROVACÍM
MIKROSKOPU DVA ROKY PO ZHOTOVENÍ
Autor: Radek Hippmann
·kolitel: doc. MUDr. TaÈjana Dostálová, DrSc. - Stomatologická klinika 1. LF a VFN

Úvod: o‰etfiení pomocí kovokeramick˘ch korunek je velmi stabilní sanací z hlediska spojení kovové konstrukce
a fazety. Vrstva glazury by mûla chránit korunku pfied agresivním prostfiedím dutiny ústní, hladk˘ povrch náhrady
omezuje usazování zubního povlaku. Nev˘hodou z hlediska Ïivotnosti fixní náhrady je zv˘‰ená tvrdost tohoto mate-
riálu. Cílem studie bylo objektivnû zhodnotit stav keramické sanace po dvou letech uÏívání v dutinû ústní.

Materiál a metoda: dva roky po zhotovení jsme klinicky vy‰etfiili skupinu 52 kovokeramick˘ch korunek. Potom jsme
je otiskli adiãní silikonovou hmotou a v laboratofii jsme zhotovili repliky situace v dutinû ústní. V elektronovém
rastrovacím mikroskopu Jeol 5500 LV jsme hodnotili stav okluze - okluzní reliéf, anatomick˘ tvar, vestibulární
a orální plochu korunky i oblast krãkového uzávûru. Posun okraje korunky v oblasti krãkového uzávûru nelze mûfiit
v elektro-novém rastrovacím mikroskopu, a proto jsem pouÏili srovnávání se standardním modelem Ivoclar-Williams.

V˘sledky: po dvou letech vût‰ina korunek vykazuje jen malé známky klinického opotfiebení. V rastrovacím elektro-
novém mikroskopu jsou hrbolky dobfie formovány. Mezihrbolkové r˘hy jsou lehce vyhlazeny. Vestibulární plocha kera-
mické korunky je stejnû hladká jako povrch vlastního zubu. Klinicky patrná ‰tûrbina v oblasti krãkového uzávûru, mûkká
spodina a tmavé zabarvení signalizuje pfiítomnost kazu. Ten lze jednoznaãnû potvrdit i nálezem na replice tvrd˘ch
i mûkk˘ch tkání. Po dvou letech je zfiejmé, Ïe proces abraze v kombinaci se fyziologickou zmûnou v oblasti marginální
gingivy vede ke vzniku ‰tûrbiny v oblasti krãkového uzávûru. Ta se pohybuje v rozmezí 45,0 um - 108,3 um. ZávaÏnûj‰í
posun jsme nalezli vestibulárnû (89,1 (SE 12,1) proti 63 um orálnû (SE 7,0). Tento rozdíl je statisticky v˘znamn˘.

Diskuse a závûry: proces abraze i s prÛbûh fyziologick˘ch zmûn v oblasti krãkového uzávûru s sebou pfiiná‰í objek-
tivní zmûnu povrchu korunky i signifikantní zmûnu polohy okraje korunky.

ZPRÁVA O V¯SKYTU KOU¤ENÍ A JEHO ROZLOÎENÍ PODLE VùKU A POHLAVÍ MEZI STUDENTY
GYMNÁZIA NA PRAÎAâCE, PRAHA 3
Autor: Jana KníÏková
·kolitel: MUDr. Eva Králíková, CSc. - Ústav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Úvod: koufiení je nejv˘znamnûj‰í preventabilní pfiíãinou smrti. Prevalence vzrÛstá zejména mezi mládeÏí. V âR stále
chybí komplexní zákon na kontrolu tabáku, nyní se diskutuje o zákazu reklamy na tabákové v˘robky.

Metodika: Studenti 1.a 4. roã. se zúãastnili 2 navazujících besed o koufiení a odvykání, vlivu na zdraví a Ïivotním
stylu. Na závûr vyplnili dotazník - viz v˘sledky (N = 92).

V˘sledky: z 92 dotázan˘ch (70 z 1. roã., 22 z 4. roã.) si nejménû jednou zapálilo 77, tedy 83,7%, pfiiãemÏ mlad‰í ná-
padnû vedou - v mlad‰í skupinû 82.9% (N = 70), na rozdíl od star‰ích, kde jde o 77.3% (N = 22). Z dívek (celk. 59, 45 ml.,
14 st.) si jich alespoÀ 1x zapálilo 51, tedy 86.4%, pfiiãemÏ trvale koufií 17 dívek (12 pravid. v prÛm. 10-20 cig./den - sedm
z této dvanáctky je mlad‰ích 16 let !, a 5 koufií pfiíleÏitostnû v intervalu 1/t˘d. aÏ 1/mûsíc s tend. ke krat‰ím
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intervalÛm; 28.8% resp. 20.3% - dennû). Z 33 hochÛ si alesp. 1x zapálilo 24, tedy 72.7%, koufií 8 (7 pravid.,1 pfiíleÏ.;
24.2%, resp. 20.3%). Tristním zji‰tûním je, Ïe z onûch 77 si jich 67 zapálilo do 15. roku (28 z nich pfied dovr‰.12ti let,
povût‰. dívky). Dívky vedou i v uÏití dal‰ích drog, kdy marihuanu vyzkou‰elo témûfi 50% mlad‰ích a asi 45% star‰ích dûtí,
v tvrd˘ch drogách pak opût vedou dívky 1. r., 13.3%, za hochy 4. r. 12.5% (násl. dívky 4. r. 7.1%, ho‰i 1. r. 4%).

Závûr: nejvíc koufií mlad‰í dospívající, pfiedev‰ím dívky. Ty jsou i nejãastûj‰ími uÏivatelkami tvrd˘ch drog v jejich
‰irokém spektru. Zvlá‰tní je, Ïe ve vût‰inû pfiípadÛ pocházejí dûti-kufiáci z úpln˘ch rodin vysoko‰kolákÛ nekufiákÛ, a zãásti
i jejich sourozenci koufií. Je tedy na místû zamyslet se nad tím, jak funguje rodina ãi prevence v ní a celéspoleãnosti
a nakolik je úãinná legislativa.

ZAVEDENÍ IMUNOFENOTYPIZACE LYMFOCYTÒ BRONCHOALVEOLÁRNÍ LAVÁÎE NA PRÒ-
TOKOVÉM CYTOMETRU V LABORATO¤I ÚSTAVU IMUNOLOGIE A MIKROBIOLOGIE
Autor: Veronika Mazáková
·kolitel: MUDr. Helena Mareãková, CSc.

- Ústav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Bronchoalveolární laváÏ (BAL) je neinvazivní metoda, pfii níÏ se pfii bronchoskopii instiluje a opût aspiruje 150 - 300 ml
fyziologického roztoku. Provádí se nejãastûji v oblasti stfiedního laloku, v pfiípadû lokalizované choroby v postiÏené
oblasti. LaváÏní tekutina je získaná z úrovnû bronchiolÛ a alveolÛ. Lze v ní mimo jiné hodnotit i krevní elementy.
Imunofenotypizaãní vy‰etfiení vyuÏívá moÏnosti znaãení povrchov˘ch, ale i intracelulárních molekul monoklonálními
protilátkami a jejich detekci pomocí prÛtokového cytometru. Vy‰etfiení periferní krve jen nedokonale odráÏí zmûny,
které probíhají v místû zánûtu, a proto bylo mou snahou zavést imunofenotypizaãní vy‰etfiení bronchoalveolární laváÏe,
jako nejbliÏ‰ího dostupného kompartmentu zánûtliv˘ch zmûn u plicních chorob.

Pro vy‰etfiování BALu pomocí prÛtokového cytometru nelze pouÏít standardní postup znaãení a zvlá‰tû vyhodno-
cování, proto jsem musela na poãátku mé práce fie‰it nûkolik metodick˘ch problémÛ: bylo potfieba pouÏít vhodn˘ filtr
k odstranûní fibrinu a ovûfiit moÏnost skladování vzorku do druhého dne. Pfii vy‰etfiování periferní krve se pouÏívá
rutinní program hodnotící pouze 2 typy fluorescence. Tento postup nelze pro imunofenotypizaãní vy‰etfiení BALu
pouÏít, protoÏe je nutné hodnocení více parametrÛ najednou, tedy 3 typy imunofluorescenãního znaãení, kdy vyuÏíváme
panleukocytární znak CD45 k v˘bûru hodnocené populace.

Celkem jsem vy‰etfiila 30 pacientÛ s rÛzn˘mi diagnózami plicního postiÏení a své v˘sledky jsem porovnávala s lite-
rárními údaji, s diagnózou a klinick˘m stavem pacientÛ.

V souãasnosti se v svûtû pouÏívá imunofenotypizaãní vy‰etfiení nejãastûji pro diferenciální diagnostiku sarkoidóza
vs. jiné fibrotizující procesy: u sarkoidózy je index CD4/CD8 vût‰í neÏ 3, u ostatních fibrotizujících procesÛ men‰í neÏ
0,5 (u rÛzn˘ch autorÛ rÛzné). K jeho poklesu nebo inverzi mÛÏe dojít u polékového po‰kození nebo hypersenzitivní
pneumonitis.

Vy‰etfiení pomûru pomocn˘ch a cytotoxick˘ch bunûk je dÛleÏité pro diferenciální diagnostiku. Zastoupení aktivaãních
znakÛ (chemokinové receptory, HLA-DR) je pomÛckou pfii odhadu aktivity procesu a monitoraci odpovûdi na terapii.

MEDICI A KOU¤ENÍ
Autor: Petr Nesnídal
·kolitel: MUDr. Eva Králíková

- Ústav hygieny a epidemiologie l. LF a VFN

Pfiíãina kaÏdého pátého úmrtí v âeské republice - koufiení tabáku - by mûla b˘t tématem v‰ech oborÛ medicíny.
Na 1. LF UK mají medici v prvních tfiech roãnících teoretické pfiedmûty, kde se o koufiení mluví jen okrajovû,

v 5. roãníku je 4-6ti hodinov˘ semináfi o koufiení (epidemiologie, prevalence, vliv na zdraví, princip kufiáctví, metody
odvykání koufiení, legislativa,…), eventuelnû nûktefií z nich zpracovávají samostatnou epidemiologickou práci na téma
koufiení v rÛzn˘ch souvislostech (prevalence u lékafiÛ a sester, problémy anesteziologie u kufiákÛ atd.), nûktefií pomáhají
v na‰í poradnû pro odvykání koufiení.

Na na‰í fakultû se sleduje prevalence kufiáctví v 5. roãníku pravidelnû od roku 1989: mezi bylo to stále 20% kufiákÛ,
ve ‰kolním roce 1997/98 jen 15%, ve ‰k. roce 2000/2001 jen 12%, a poslední 3 roky i mezi studenty 1. roãníkÛ: v roce
2000/2001 to bylo 25%, v roce 2001/2002 to je 23% a tento trend sniÏování prevalence koufiení mezi mediky stále
pokraãuje jak mezi studenty 5. i 1., ale udivující je rozdíl prevalencí mezi roãníky samotn˘mi!

Jako posluchaã 4. roãníku medicíny se snaÏím zmapovat poskytování informací o souvislostech koufiení a zdraví
bûhem celého studia, eventuálnû bych se rád spolu s nûkter˘mi uãiteli fakulty pokusil prosadit vût‰í prostor pro tento
rizikov˘ faktor ve v˘uce.



KLINICKÉ HODNOCENÍ KOVOKERAMICK¯CH NÁHRAD DVA ROKY OD ZHOTOVENÍ
Autor: Jakub Stebel
·kolitel: doc. MUDr. TaÈjana Dostálová, DrSc. - Stomatologická klinika 1. LF a VFN

Úvod: o‰etfiení kovokeramick˘mi korunkami tedy tvofií ve svûtû jiÏ déle neÏ 40 let standard o‰etfiení fixní protetickou
prací. Cílem studie bylo objektivizovat reálnou kvalitu kovokeramické konstrukce se slitinou z obecného kovu, která
v na‰í republice tvofií jedno ze základních o‰etfiení v bûÏné klinické praxi. Pro hodnocení jsme stanovili dobu dvou let,
tedy interval, kdy by podle pfiedpokladu EU harmonizovaného Obchodního zákoníku mûla v budoucnu fixní náhrada
zÛstat v dutinû ústní v optimální klinické kvalitû.

Materiál a metoda: sestavili jsme soubor 52 korunek u 19 pacientÛ (14 Ïen a 5 muÏÛ) z keramického materiálu Vita
Omega (VITA) a chrómkobaltniklové slitiny Wiron (Bego). Vodítkem pro v˘bûr pacienta byl laboratorní ‰títek s popi-
sem konstrukce vãetnû materiálu. Korunky byly zhotoveny pfied 2 lety.
Pacienti byli pouãeni o spolupráci v klinické studii. Nejprve jsme vyplnili záznamovou kartu o typu rekonstrukce. Dále
jsme provedli jsme fotodokumentaci (Dental EYE, Yashica). Stav parodontu jsme vyjadfiovali pomocí indexu CPITN.
Podle US Public Health Servis System hodnocení jsme pfiipravili a vyplnili dotazník charakterizující sanaci.

V˘sledky: klinické vy‰etfiení lze shrnout do následujících bodÛ. Okraj korunky je v úrovni marginální gingivy
(34,6 %) nebo nad ním (65,4 %). Není rozdíl v hodnocení vestibulární (34,6 %; 65,4 %) a orální plochy zubu
(32,7 %;.59,6 %). Tato lokalizace s sebou témûfi nenese nebezpeãí vzniku sekundárního kazu (1,9 %). Korunky po dvou
letech jsou pfieváÏnû intaktní (96,2 %), pouze ve dvou pfiípadech (3,8 %) jsme na‰li prasklinu, která v‰ak neobnaÏovala
kovovou slitinu. Korunky nezmûnily anatomick˘ tvar, ani barvu. Optimální pfiesnost adaptace korunky jsme detekovali
v 71,2 %, sonda se zachytávala v 26,9 %, u jedné korunky jsme nalezli ‰tûrbinu v oblasti krãkového uzávûru (1,9 %).

Diskuse a závûry: v˘sledky studie prokázaly, Ïe pacientovi mÛÏeme garantovat plnou dvouletou záruku na kovo-
keramickou fixní korunku.
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1. místo
DVOJÍ ÚâINEK APOCYNINU: INHIBITOR FAGOCYTÁRNÍ NADPH OXIDÁZY, STIMULÁTOR
PRODUKCE REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU V NEFAGOCYTECH
Autofii Martin VejraÏka, Radan Míãek
·kolitel: prof. MUDr. Stanislav ·típek, DrSc. - Ústav lékafiské biochemie 1. LF

Apocynin je pfiirozenû se vyskytující metoxy-substituovan˘ katechol, kter˘ se experimentálnû pouÏívá jako inhibitor
NADPH oxidázy. Jakkoli má v˘razn˘ inhibiãní efekt ve studiích s neutrofily a makrofágy, nepÛsobí jako inhibitor
v nefagocytárních bunûãn˘ch systémech. V na‰ich pokusech dokonce stimuloval produkci reaktivních forem kyslíku
(ROS) fibroblasty cévní stûny. V experimentech s makrofágy apocynin zpÛsobil zv˘‰ení produkce ROS stanovené
pomocí dichlordihydrofluoresceinu (DCFH) bûhem prvních 15 minut. Poté mûl naopak inhibiãní úãinek, takÏe se zdá,
Ïe byl v pfiítomnosti leukocytární myeloperoxidázy a H2O2 pfiemûnûn na jinou slouãeninu. Apocynin pfiedem oxidovan˘
H2O2 a peroxidázou z kfienu (HRP) mûl bezprostfiední inhibiãní efekt na produkci ROS. V nefagocytech apocynin
stimuloval produkci ROS a inhibiãní úãinek nebyl zaznamenán ani po 60 minutách. Apocynin umûle preaktivovan˘
H2O2 a HRP v‰ak sníÏil produkci ROS podobnû, jako tomu bylo u makrofágÛ. Stimulaãní úãinek na produkci ROS
byl potlaãen tironem a superoxiddismutázou (SOD), takÏe se zdá, Ïe produkovaná ROS je superoxid (O2

.-). Vliv apo-
cyninu inhibovalo i difenylenjodinium (DPI), inhibitor NADPH oxidázy bez scavengerového efektu.

Lze shrnout, Ïe apocynin stimuluje produkci O2
.- buÀkami. V pfiítomnosti peroxidázy a ROS je v‰ak konvertován na

jinou slouãeninu, inhibující produkci O2
.-. Lze pfiedpokládat, Ïe za podmínek in vivo apocynin mÛÏe mít opaãn˘ úãinek

na fagocyty a nefagocyty: pÛsobí jako inhibitor fagocytární NADPH oxidázy, av‰ak také jako stimulant produkce ROS
v nefagocytech.

2. místo
ANAL¯ZA MUTACÍ U NEMOCN¯CH S PORFYRIÍ VARIEGATOU
Autofii: E. MaloÀová, R. Rosipal, J. Zeman, P. Martásek
·kolitel: doc. MUDr. Pavel Martásek, DrSc.

- Klinika dûtského a dorostového lékafiství a Centrum integrované genomiky 1. LF a VFN

Porfyria variegata (PV) je autozomálnû dominantní akutní jaterní porfyrie zpÛsobená ãásteãn˘m defektem proto-
porfyrinogen oxidázy (PPOX), enzymu metabolické cesty syntézy hemu. Onemocnûní má neúplnou penetranci, je
charakterizováno rÛznû závaÏnou koÏní symptomatologií a akutním neuroviscerální syndromem pfiipomínajícím náhlé
pfiíhody chirurgické, gynekologické, neurologické a psychiatrické. Klinicky manifestní pacienti vykazují typickou fluo-
rescenci plasmy pfii 626 nm, mají zv˘‰ené porfyriny ve stolici a bûhem akutních atak mohou mít zv˘‰ené hodnoty prekur-
zorÛ porfyrinÛ v moãi. U heterozygotních pacientÛ je aktivita PPOX v rÛzn˘ch tkáních sníÏena pfiibliÏnû na 50% nor-
mální aktivity. Gen pro PPOX se nachází na chromozomu 1q22-23, gen zaujímá pfiibliÏnû 5 kb, skládá se z 13 exonÛ,
cDNA kóduje protein skládající se z 477 aminokyselin. U 6 rozvûtven˘ch ãesk˘ch rodin s klinicky a biochemicky diag-
nostikovanou porfyrií variegatou jsme pomocí denaturaãní gradientové gelové elektroforézy (DGGE) a následn˘m
sekvenováním vzorkÛ s atypick˘m DGGE profilem identifikovali patogenní mutace v genu pro PPOX. Nalezli
jsme 4 nové, dosud nepopsané mutace, z toho 1 deleci (1393 del 8 bp), 1 mutaci zpÛsobující alternativní sestfiih
(IVS 6+1G→A) a 2 mutace zpÛsobující zámûnu jedné aminokyseliny (W227G, C459Y). PfiestoÏe pfiíbuznost není
známa, deleci 8bp v pozici 1393 jsme identifikovali u dvou vy‰etfiovan˘ch rodin. V poslední rodinû jsme nalezli jiÏ
popsanou mutaci 1177 del G. Funkãní dopad obou mutací zpÛsobujících zmûnu aminokyselinového sloÏení proteinu
jsme otestovali pomocí exprese v prokaryotickém expresním systému. Exprese variantních proteinÛ v systému E.coli
prokázala absenci enzymatické aktivity u tûchto dvou mutací, coÏ je v souladu s cca 50% aktivitou PPOX vyskytující se u hete-
rozygotních pacientÛ a potvrzuje kauzálnost tûchto mutací. Dostupnost molekulárnû genetického vy‰etfiení zajistí pfiesnou diag-
nosu u v‰ech bezpfiíznakov˘ch nosiãÛ genu a v˘raznû tak omezí moÏnost vzniku Ïivot ohroÏující ataky onemocnûní.

Podpora grantem GAUK 5/00/c.

3. místo
LAMINS A/C ARE NOT ESSENTIAL FOR SPECKLE MORPHOLOGY
Autofii: Jaromíra Veãefiová, Karel Koberna, Jan Malínsk˘,

Ivan Ra‰ka - Institute of Experimental Medicine, AV CR, Prague, Czech Republic and Laboratory of Gene
Expression, Charles University in Prague - First Faculty of Medicine, Czech Republic,

SEKCE P¤EDNESEN¯CH PRACÍ V DOKTORSKÉM STUDIJNÍM PROGRAMU
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Tom Misteli - National Cancer Institute, NIH, Bethesda, MD, USA)
·kolitel: prof. RNDr. Ivan Ra‰ka, DrSc. - Institute of Experimental Medicine, AV CR, Prague, Czech Republic

and Laboratory of Gene Expression, Charles University in Prague - First Faculty of Medicine, Czech Republic

Nuclear lamins are the major component of the nuclear lamina, but also play an important role in the functional
organization of the interior of the cell nucleus. We have tested whether lamin A/C contributes to the organization
of pre-mRNA splicing factor compartments. Using lamin A/C negative mouse embryonic fibroblasts we show that loss
of lamin A/C has no significant effect on the distribution of several pre-mRNA splicing factors and does not affect
speckle morphology as examined by light and electron microscopy. Time-lapse microscopy suggests that the dynamic
properties of speckles are unchanged upon loss of lamin A/C and FRAP analysis demonstrates that the mobility of SF2
splicing factor is the same in lamin A/C positive and negative cells. Furthermore, speckles persist after nuclear matrix
preparation both in lamin positive and negative cell lines. These results demonstrate that lamins A/C are not essential
for speckle morphology.

BEZ OCENùNÍ:

ODLI·N¯ MECHANISMUS INHIBICE EXPRESE INDUCIBILNÍ SYNTÁZY OXIDU DUSNATÉHO
CYKLOSPORINEM A A FK 506 V PRIMÁRNÍCH KULTURÁCH POTKANÍCH HEPATOCYTÒ
Autor: Nikolina Canová 
·kolitel: prof. Dr. Farghali H., DrSc. - Farmakologick˘ ústav 1. LF

Nejasná úloha NO bûhem endotoxémie doprovázející jaterní po‰kození stále zÛstává dÛleÏitou oblastí hepatologick-
ého v˘zkumu. Cílem této práce proto bylo porovnat vliv cyklosporinu A (CsA) a FK 506 na expresi inducibilní syntázy
oxidu dusnatého (iNOS) v hepatocytech stimulovan˘ch prozánûtliv˘mi látkami. Primární kultury potkaních hepatocytÛ
byly po stabilizaci rozdûleny do tfií skupin: 1. kontrolní, 2. stimulované lipopolysacharidem (LPS 5 µg/ml) nebo cytoki-
novou smûsí (CS: TNF-α 500 U/ml, IL-1ß 200 U/ml, IFN-γ 100 U/ml), 3. CsA nebo FK 506 (0.1 a 1 µg/ml)
+ LPS/CS. Po 24-hodinové kultivaci byla zmûfiena koncentrace urey, ALT a nitritÛ (NO2

-), stabilních produktÛ NO,
uvolÀovan˘ch do kultivaãního média. Z hepatocytÛ byla izolována celková RNA a metodou RT-PCR stanovena exprese
iNOS genu. Preinkubace s CsA v˘znamnû potlaãila expresi iNOS-mRNA navozenou LPS nebo CS, zatímco prein-
kubace s FK 506 nemûla vliv na expresi iNOS-mRNA. CsA (0.1 a 1 µg/ml) signifikantnû sníÏil LPS nebo CS indu-
kovan˘ nárÛst hladin NO2

- o 21%, resp. o 31%, zv˘‰il vyplavování ALT a sníÏil biosyntézu urey. FK506 sníÏil v závis-
losti na koncentraci produkci NO2

- o 3% aÏ 22%. Na‰e v˘sledky prokázaly, Ïe CsA a FK 506 inhibují expresi iNOS
odli‰n˘m zpÛsobem: CsA pÛsobí na transkripãní úrovni, kdeÏto FK 506 pÛsobí posttranskripãnû, a Ïe NO produkovan˘
bûhem endotoxémie a za dan˘ch experimentálních podmínek mÛÏe chránit hepatocyty pfied bunûãn˘m po‰kozením.
Proto by s ohledem na moÏné terapeutické dÛsledky mûla b˘t také v klinické praxi vûnována pozornost modulaci iNOS.

BIOCHEMICKÁ A MOLEKULÁRNÍ STUDIE U DùTÍ S PORUCHAMI GLYKOSYLACE 
Autofii: T. Honzík, E. MaloÀová, M. Tesafiová
·kolitel: prof. MUDr. Jifií Zeman, DrSc.

- Klinika dûtského a dorostového lékafiství a Centrum integrované genomiky 1. LF a VFN

Dûdiãné poruchy glykosylace proteinÛ (CDG syndrom, „congenital disorders of glycosylation“) je nová skupina
metabolick˘ch onemocnûní s multisystémov˘m postiÏením, které vzniká na podkladû poruch syntézy glykoproteinÛ.
Klinicky se CDG syndrom nejãastûji manifestuje jiÏ v kojeneckém vûku neprospíváním, psychomotorickou retardací,
ataxií, neuropatií, pigmentovou degenerací sítnice, vpáãen˘mi mammilami a hepatopatií. V na‰em sdûlení pfiedkládáme
v˘sledky biochemick˘ch a molekulárních vy‰etfiení u ãtyfi dûtí s dûdiãnû podmínûnou poruchou glykosylace proteinÛ.

Materiál a metody: na doporuãení o‰etfiujících lékafiÛ z celé âR jsme v roce 2001 vy‰etfiili 102 dûtí s klinick˘m
podezfiením na CDG syndrom. Sérové zastoupení asialovan˘ch a nízkosialovan˘ch transferrinÛ bylo studováno turbidi-
metricky pomocí kitu (ChronAlco I.D II - CDT test) a isoelektrickou focusací s imunodetekcí. Molekulárními meto-
dami byl analyzován gen pro fosfomannomutázu 2.

V˘sledky: poruchu glykosylace proteinÛ jsme na biochemické úrovni prokázali u ãtyfi dûtí a dosavadní molekulární
vy‰etfiení objasnila molekulární podstatu onemocnûní u dvou sourozencÛ s mutací 422 G >A/357C>A v exonu 5 genu
pro fosfomannomutázu 2. U postiÏen˘ch dûtí se onemocnûní manifestovalo od novorozeneckého vûku neprospíváním,
mírnou kraniofaciální dysmorfií, invertovan˘mi mammilami, stabismem, tûÏkou psychomotorickou retardací, epilepsií,
svalovou hypotonií, mikrocefalíi a hepatopatií. U dvou dûtí se rozvinula ataxie, jeden chlapec má kardiomyopatii
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s perikardiálním v˘potkem, u jedné dívky byla zji‰tûna hypoplázie mozeãku a renitinis pigmentóza.
Závûr: klinické pfiíznaky dûtí s CDG syndromem jsou heterogenní a jejich prognóza není pfiíznivá. Skríningovou

metodou pro diagnostiku CDG syndromu je stanovení spektra asialovan˘ch a nízkosialovan˘ch transferrinÛ v séru tur-
bidometrickou imunoesejí nebo isoelektrickou fokusací. Pro potvrzení diagnózy a upfiesnûní, o kter˘ typ onemocnûní
se jedná, je nutné enzymatické a/nebo molekulární vy‰etfiení.

Práce vznikla s ãásteãnou podporou projektu GA-UK 3/2002/C.

FAKTORY OVLIV≈UJÍCÍ VZNIK A V¯VOJ OBSTRUKâNÍHO HYDROCEFALU U TUMORÒ ZADNÍ
JÁMY DùTSKÉHO VùKU
Autor: Hofiínek Daniel - Neurochirurgické oddûlení FNM
·kolitel: doc. MUDr. Karel ·onka, DrSc. - Neurologická klinika 1. LF a VFN

Klíãová slova: tumor zadní jámy, obstrukãní hydrocefalus, VP shunt, dûti.
Autofii se zab˘vali faktory, potenciálnû ovlivÀujícími vznik a v˘voj obstrukãního hydrocefalu u nemocn˘ch s nádorem

v zadní jámû lební v dûtském vûku.
Na neurochirurgickém oddûlení FNM v období od 1.ledna 1997 do 31.12.2001 podstoupilo 59 pacientÛ neurochirurgick˘ v˘kon
pro nález expanzivního procesu v zadní jámû lební. Pacienti bez radiologick˘ch známek hydrocefalu byli ze studie vylouãeni.

Zb˘vajícím 39 pacientÛm (66%) byla na základû radiologického nálezu zavedena pfiedoperaãnû zevní drenáÏ. Zevní ko-
morová drenáÏ byla dle v˘deje a tolerování uzavfiení systému nemocn˘m na konci prvního pooperaãního t˘dne zru‰ena
(11 nemocn˘ch, 19%) nebo byl nemocn˘m zaveden VP zkrat (28 nemocn˘ch, 47%).
Mezi sledovan˘mi parametry u obou skupin (vûk, radikalita v˘konu, typ expanze, pohlaví, délka trvání symptomÛ v období
pfied v˘konem) nebyly nalezeny statisticky v˘znamné rozdíly.

Závûr: pfietrvávání obstrukãního hydrocefalu u nemocn˘ch po odstranûní expanze v zadní jámû nelze dle této studie
ovlivnit radikalitou v˘konu a ãasností diagnózy.

TESTING OF EXPIRATORY FLOW LIMITATION IN PRE-SCHOOL CHILDREN
Autofii: Adriana Jifiiãková, Jan ·ulc, Alena Dohnalová 
·kolitel: doc. MUDr. Otomar Kittnar, CSc. - Fyziologick˘ ústav 1. LF

Introduction: application of negative expiratory pressure (NEP) at the mouth during tidal expiration provides a simple
non-invasive method for detecting expiratory flow limitation (EFL) during spontaneous breathing.

Method: 70 children aged 3.7±1.9 yrs were studied. 31 were admitted for different respiratory diseases 39 were without
any respiratory disease. No differences between the groups regarding age, height and weight were found. All pts were in
a good clinical condition. Children were examined in a semirecumbent position without any sedation. After minimally two
consecutive tidal breaths a preset NEP of -5cmH2O was applied and triggered about 20-40 miliseconds from the onset
of expiration. The total duration of NEP application did not exceed duration of tidal expiration. EFL was considered when
tidal expiratory flow does not change with applied NEP.

Results: EFL was found in 14/31 (45%) children of RD group and in 6/39 (15%) of the NRD group. It was found
a significant difference between the groups ( p = 0,006).

Conclusions: the children with respiratory diseases exhibited EFL more frequently compared to the other group.
NEP method represents a reasonable approach for EFL testing in non-cooperating children.

Supported: Res. and develop. prog. MSM - 11110000

VLIV CYKLOSPORINU A NA PRIMÁRNÍ KULTURU HEPATOCYTÒ POTKANA: KORELACE MORFO-
LOGICK¯CH A BIOCHEMICK¯CH PARAMETRÒ
Autofii: Tomá‰ Kuãera, Nikolina Canová
·kolitelé: prof. MUDr. Jindfiich Martínek, DrSc. - Ústav pro histologii a embryologii 1. LF,

prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc. - Farmakologick˘ ústav 1. LF
Úvod: k neÏádoucím úãinkÛm imunosupresiva cyklosporinu A (CsA) patfií jeho hepatotoxické pÛsobení. Experimentál-

ní studie poukazují na jím zv˘‰enou tvorbu voln˘ch kyslíkov˘ch radikálÛ a zv˘‰ení hladiny intracytoplasmatického 
vápníku jako v˘znamné mechanismy toxického pÛsobení, schopné vyvolat apoptózu. Tento efekt byl prokázán v r. 2000 
v primární kultufie potkaních hepatocytÛ. Na‰ím cílem bylo ovûfiit proapoptotické pÛsobení CsA hodnocením morfologie
bunûk na svûtelnû a elektronmikroskopické úrovni a porovnat je se znaãením apoptotick˘ch bunûk Annexin-V-bio-tinem.
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Metodika: primární kultury potkaních hepatocytÛ byly inkubovány po dobu 20 h v kultivaãním mediu s CsA
(50 mikromol/l). Poté byla ãást kultur inkubována s Annexin-V-biotinem (Immunotech, Francie) pro detekci apoptózy.
Pro vizualizaci biotinylovaného annexinu byl pouÏit Streptavidin-Alkaline phosphatase (DAKO, Dánsko) s detekcí
pomocí alfa-naftylfosfát/FAST Red TR. Na kulturách barven˘ch metodou H-E byla provedena kvantifikace zmûn mor-
fologie bunûk a jejich jader v rámci nûkolika kategorií. Subcelulární zmûny byly hodnoceny v EM. Pro zji‰tûní funkãního
stavu bunûk byla v supernatantu mûfiena produkce urey a aktivita ALT.

V˘sledky: v tkáÀov˘ch kulturách vystaven˘ch pÛsobení CsA do‰lo ke zv˘‰enému odluãování bunûk od nosiãe, byl
zaznamenán vy‰‰í v˘skyt bunûk s apoptotickou morfologií a vy‰‰í poãet jader s alterovan˘m chromatinem. Pfiisedlé buÀky
mûly vakuolizovanou cytoplasmu. Pomocí EM byl ovûfien mj. nekrotick˘ charakter vût‰iny odluãujících se bunûk.
Znaãení bunûk pomocí annexinu potvrdilo jeho schopnost vázat se na nekrotické buÀky a tudíÏ neumoÏnilo kvanitativní
hodnocení apoptózy. CsA sníÏil produkci urey a zv˘‰il aktivitu aminotransferáz v supernatantu.

Závûr: ná‰ pokus prokázal toxické pÛsobení CsA v koncentraci 50mikromol/l na primární kulturu potkaních hepa-
tocytÛ, coÏ je patrné z morfologick˘ch pozorování i z biochemick˘ch mûfiení. Dále byla zhodnocena moÏnost vyuÏití
Annexin V- biotinu pro detekci apoptotick˘ch bunûk v kultufie, kde se ovûfiila nutnost diskriminace mezi nekrozou
a apoptozou pfii uÏití tohoto markeru.

LABORATORNÍ DIAGNOSTIKA A MONITORACE PERITONITIDY
Autofii: David Melechovsk˘, Robert Gürlich, Maruna Pavel
·kolitel: doc. MUDr. Robert Gürlich, CSc. - I. chirurgická klinika 1. LF a VFN

Vãasná diagnóza zánûtu pobfii‰nice v poãáteãním stadiu s nejednoznaãn˘m klinick˘m vyjádfiením nemusí b˘t vÏdy
jednoduchá. V souãasné dobû se v literatufie setkáváme s mnoha nov˘mi laboratorními ukazateli, které rÛznou mûrou
popisují aktivitu zánûtlivého procesu. V na‰í práci jsme se zamûfiili na praktick˘ v˘znam vyuÏití cytokinÛ v diagnostice
zánûtÛ pobfii‰nice. Porovnáváme diagnostickou váhu klinického vy‰etfiení ve srovnání s namûfien˘mi plazmatick˘mi
koncentracemi prozánûtliv˘ch cytokinÛ. Domníváme se, Ïe diagnóza sekundární peritonitidy je postavena na základû
klinického vy‰etfiení nemocného. Zv˘‰ená hodnota PCT nebo IL-6 mÛÏe tento klinick˘ závûr podpofiit. U pooperaãní
peritonitidy nab˘vá na v˘znamu dynamické sledování cytokinÛ. Diagnóza terciární peritonitidy je urãena laboratorním
nálezem.

NOV¯ ANIMÁLNÍ MODEL DOWNOVA SYNDROMU: MY·I S âÁSTEâNOU TRISOMIÍ 17. CHRO-
MOSOMU SELHÁVAJÍ V KOGNITÍVNÍCH TESTECH V MORRISOVù VODNÍM BLUDI·TI
Autofii: M. Ort - Laboratofi neurofyziologie pamûti, Fyziologick˘ ústav AV âR, Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

T. Vacik -Ústav molekulární genetiky a Centrum integrované genomiky AV âR,
S. Gregorová - Ústav molekulární genetiky a Centrum integrované genomiky AV âR,
J. Forejt - Ústav molekulární genetiky a Centrum integrované genomiky AV âR and
J. Bure‰ - Laboratofi neurofyziologie pamûti, Fyziologick˘ ústav AV âR

·kolitelé: MUDr. Jan Bure‰, DrSc. - Laboratofi neurofyziologie pamûti, FgÚ AV âR,
prof. MUDr. Petr Zvolsk˘, DrSc. - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

Parciální trisomie my‰ího 16. chromozomu (Ts65Dn) se povaÏuje za doposud nejlep‰í my‰í model Downova syndro-
mu (DS), protoÏe tento my‰í chromozom obsahuje vût‰inu genÛ homologních lidskému chromozomu 21. Je známo, Ïe
Ts65Dn my‰i selhávají v úlohách testujících prostorovou pamûÈ a modelujících tak kognitívní deficit u lidí trpících DS.

V na‰í práci ukazujeme vlastnosti námi novû pfiipraven˘ch my‰í s parciální trisomií chromozomu 17 (Ts43H),
která nese pfiibliÏnû 20 genÛ homologních lidskému chromozomu 21. Behaviorální testování je souãástí fiady geno- i
fenotypov˘ch anal˘z zamûfien˘ch na objasnûní nûkter˘ch doposud ne pfiesnû znám˘ch patogenetick˘ch mechanismÛ
úãinku trisomií.

V pfiedkládané studii jsme testovali, zda Ts43H trisomické my‰i selhávají v kognitívních testech obdobnû jako my‰i
Ts65Dn, i kdyÏ sady triplikovan˘ch genÛ jsou rozdílné. My‰í trisomici Ts43H (n = 12) a jejich netrisomiãtí sourozenci
(n = 13) byli testováni sadou kognitívních prostorov˘ch úloh v modifikovaném Morrisovû vodním bludi‰ti. My‰i se ve
vodním bazénku uãily hledat podvodní ostrÛvek, jehoÏ horní základna dosahovala tûsnû pod hladinu a jejímÏ nalezením
pokusná plavba konãila. Maximální povolená doba hledání byla omezena 1 minutou, zvífiata podstoupila 4 hledání
dennû po dobu 7 dnÛ. V˘konnost kontrolních my‰í v hledání ostrÛvku doznala bûhem tréninku v˘znamného zlep‰ení
(p < .01); doba potfiebná k nalezení ostrÛvku poklesla z poãáteãních 43±3 s (prÛmûr±stfiední chyba prÛmûru) v prvním
tréninkovém dni na 11±3 s ve tfietím dni tréninku a na této úrovni jiÏ zÛstala. Jejich trisomiãtí sourozenci se sice také
o nûco zlep‰ili, ale jejich nejlep‰í dosaÏené ãasy 29±3 s byly v˘znamnû hor‰í neÏli ãasy kontrol.
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Na‰e v˘sledky nasvûdãují tomu, Ïe Ts43H trisomické my‰i mají kognitívní deficit podobn˘ tomu, jenÏ byl popsán
u my‰í Ts65Dn, a to i pfiesto, Ïe u obou typÛ jsou triplikovány jiné geny. Ts43H my‰i, podobne jako my‰i Ts65Dn, tudíÏ
pfiedstavují dobré animální modely zmûn kognitívních funkcí u DS.

Pokusy vyhovují evropsk˘m smûrnicím o pokusech se zvífiaty 86/609/EEC.
Podporováno grantem GAâR 309/00/1656 a stipendiem HHMI pro J.F.

HLADINA LEPTINU V PERIOPERAâNÍM OBDOBÍ U PACIENTÒ PO BANDÁÎI ÎALUDKU
Autofii: Pafiízková Jitka, Maruna Pavel - Ústav Patologické fyziologie 1. LF,

Gürlich Robert - I. chirurgická klinika 1. LF a VFN Praha,
Fra‰ko Roman - I. chirurgická klinika 1. LF a VFN Praha,
Haluzík Martin - III. interní klinika 1. LF a VFN Praha

·kolitel: doc. MUDr. ·tûpan Svaãina, DrSc. - III. interní klinika 1. LF a VFN

Leptin je proteohormon produkovan˘ zejm. bílou tukovou tkání, podílející se na regulaci pfiíjmu potravy. Hladina
leptinu v séru je v˘znamnû zv˘‰ená u obézních pacientÛ a obecnû u zánûtliv˘ch stavÛ.
Cílem studie bylo zjistit dynamiku sérového leptinu ve vztahu k reaktantÛm akutní fáze (TNF - alfa, IL-1, solubilní
receptor pro IL-2, IL-6) v perioperaãním období u extrémnû obézních pacientÛ, u kter˘ch byla provedena laparoskopicky
bandáÏ Ïaludku.

Metody: do studie bylo zafiazeno 18 obézních pacientÛ s obezitou 3. stupnû - 10 Ïen a 8 muÏÛ.Pacienti byli pfii
pfiijetí zváÏeni a zmûfieni, byl vypoãten BMI, v‰em pacientÛm byla odebrána krev po celonoãním laãnûní pfii pfiíjmu pfied
operací, a poté 24 h., 48 h., 72 h. po operaci. V˘sledky byly porovnány s kontrolní skupinou 12 zdrav˘ch probandÛ.

V˘sledky: zjistili jsme statisticky v˘znamnou elevaci sérového leptinu ( 32,2 ±10,2 ug/l) 24 h po operaci ve srovnání
s hladinou sérového leptinu pfied operací ( 18,4 ±ug/l p<0,05). Závislost sérové koncentrace leptinu a BMI bûhem prvních
24h po operaci byla sníÏena (r=0,74, p<0,0001 pfied operací, r=0,42, p<0,05 24 h po operaci). Hladiny leptinu za 24 a 48
h po chirurgickém v˘konu se vrátily na úroveÀ pfied operací. Regresní koeficient mûl nejvy‰‰í hodnotu pro leptin a TNF-
alfa 24 h po operaci (r=0,40, p<0,05) a pro leptin a IL-6 24 h po operaci (r=0,29, p<0,05). Nenalezli jsme v˘znamnou
závislost mezi hladinou leptinu a IL-1 a mezi hladinou leptinu a koncentrací solubilního receptoru pro IL-2.

Závûr: bûhem neinfekãní stresové odpovûdi pfiedstavované v na‰í studii laparoskopickou bfii‰ní operací jsme zjistili
statisticky v˘znamné zv˘‰ení sérové koncentrace leptinu 24 h po chirurgickém v˘konu a následn˘ rychl˘ pokles jeho
sérov˘ch hodnot 48 a 72 h po v˘konu na pÛvodní hodnoty. Pfii srovnání dynamiky leptinu s ostatními mûfien˘mi
biochemick˘mi parametry je patrno jeho chování obdobné ostatním reaktanÛm akutní fáze. V˘znamná závislost
mezi sérovou hladinou leptinu a TNF-alfa podporuje moÏnost, Ïe TNF-alfa by mohl b˘t jedním z dÛleÏit˘ch regulátorÛ
tvorby leptinu v ãasném pooperaãním období.

Práce byla realizována s podporou Grantu IGA MZ âR 6868-3/2001.

ZMùNY SÉROV¯CH KONCENTRACÍ GHRELINU U PACIENTEK S MENTÁLNÍ ANOREXIÍ
Autofii: M. Rosická, M. Kr‰ek, M. Haluzík, J. Svobodová, H. PapeÏová - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN,

V. Justová, Z. Lacinová
·kolitel: prof. MUDr. Josef Marek, DrSc. - III. interní klinika 1. LF a VFN

Úvod: Ghrelin je nov˘ endogenní peptid objeven˘ v roce 1999 Kojimou et al. pfii pátrání po endogenním ligandu
receptoru pro sekretagoga rÛstového hormonu. Jedná se o protein sloÏen˘ z 28 aminokyselin s octanoylovou modifikací
na hydroxyskupinû serinu v poloze 3. Ghrelin je v nejvût‰í mífie produkován v Ïaludku v buÀkách, které jsou souãástí
endokrinního systému zaÏívacího traktu. Je siln˘m stimulátorem sekrece rÛstového hormonu ze somatotropních bunûk
hypof˘zy a podílí se na regulaci pfiíjmu potravy a energetické homeostázy. Sv˘m úãinkem vede ke sníÏení energetického
v˘deje a zv˘‰ení pfiíjmu potravy a tím k nárÛstu tûlesné hmotnosti.

Cíl: v na‰í studii jsme sledovali zmûny sérov˘ch koncentrací ghrelinu ve skupinû pacientek s mentální anorexií ve srovnání
s kontrolní skupinou normostenick˘ch Ïen.
Pacienti a metody: Do studie bylo zafiazeno 16 pacientek s mentální anorexií (vûk 26.6 ±5.5 let) a 13 normostenick˘ch Ïen
(vûk 29.2± 9.6 let). Sérové hladiny ghrelinu byly mûfieny pomocí RIA kitu (Phoenix Peptides, USA). Sérové koncentrace
leptinu a leptinového receptoru byly detekovány pomocí komerãního ELISA kitu (BioVendor. âeská republika, Praha).

V˘sledky: u pacientek s mentální anorexií byla zji‰tûna signifikantnû niÏ‰í hodnota body mass indexu (BMI) (15.2 ±2.8
vs. 20.7 ±2.2 kg.m-2, p<0.0001) a procenta tûlesného tuku (16.3 ±5.7 vs. 23.4± 7.6 %, p<0.01). Ve skupinû pacientke
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s mentální anorexií byla zji‰tûna signifikantnû vy‰‰í sérová hladina ghrelinu (443.3 ±147.0 vs. 332.1 ±103 pg/ml, p<0.05),
niÏ‰í sérová hladina leptinu (2.6 ±3.1 vs. 5.1 ±3.8 ng.ml-1, p<0.01) a zv˘‰ená sérová hladina solubilního leptinového recep-
toru (30.8 ±19.0 vs. 22.1 ±15.5 U.ml-1, p<0.05). Nebyla zji‰tûna korelace mezi sérov˘mi hladinami ghrelinu a ostatními
sledovan˘mi parametry.

Závûr: v na‰í práci jsme zjistili statisticky v˘znamné zv˘‰ení sérov˘ch koncentrací ghrelinu ve skupinû pacientek
s mentální anorexií. Pfiíãinou tohoto zv˘‰ení by mohla b˘t chronické sníÏení pfiíjmu potravy.

P¤ENOS A DOPAD MUTACE MITOCHONDRIÁLNÍ DNA A3243G 
NA ENERGETICK¯ METABOLISMUS
Autofii: Markéta Tesafiová, Hana Hansíková a Jifií Zeman
·kolitel: prof. MUDr. Jifií Zeman, DrSc. - Laboratofi pro studium mitochondriálních poruch,

Klinika dûtského a dorostového lékafiství 1. LF a VFN

Mezi nejãastûj‰í onemocnûní mitochondriálního energetického metabolismu s maternální dûdiãností v na‰í populaci
patfií MELAS syndrom zpÛsoben˘ mtDNA mutací tRNAleu(UUR) v poloze A3243G. MtDNA mutace A3243G
vede k substituci adeninu za guanin v dihydrouridinovém raménku tRNA a zpÛsobuje zmûnu jejího vazebného místa
pro transkripãní terminaãní faktor. Klinické pfiíznaky onemocnûní zaãínají vût‰inou ve ‰kolním vûku záchvaty bolestí
hlavy, kfieãemi, poruchami vûdomí, svalovou slabostí a regresem du‰evního v˘voje. Mezi ménû ãasté pfiíznaky patfií
diabetes mellitus II. typu a hluchota. V na‰em sdûlení pfiedkládáme v˘sledky biochemick˘ch a molekulárních vy‰etfiení
v 9 rodinách se syndromem MELAS.

Materiál a metody: MtDNA mutace A3243G byla nalezena u 25 pacientÛ se syndromem MELAS. Celková DNA
byla izolována metodou fenolové extrakce z krve, svalové biopsie a/nebo kultivovan˘ch fibroblastÛ. Celková DNA
z vlasov˘ch folikulÛ byla uvolnûna alkalickou l˘zou. Pfiítomnost mutace A3243G a podíl mutovan˘ch molekul mtDNA
byly stanoveny denzitometricky pomocí radioaktivního PCR-RFLP. Specifické aktivity komplexÛ d˘chacího fietûzce I,
II, III, IV, II+III a I+III byly stanoveny spektrofotometricky.

V˘sledky: hladiny heteroplazmie (podíl mutovan˘ch molekul mtDNA) se v˘znamnû li‰ily nejen interindividuálnû
(3-65 % v krvi), ale i intraindividuálnû v jednotliv˘ch tkáních (10-87 %). Nejvy‰‰í hladina heteroplazmie byla nalezena
ve svalu. V 6 z 9 vy‰etfiovan˘ch rodin s mtDNA mutací A3243G, ve ker˘ch bylo moÏno vy‰etfiit více generací, do‰lo pfii
mezigeneraãním pfienosu k nárÛstu hladiny heteroplazmie v krvi. Pokles specifické aktivity jednoho nebo více komplexÛ
d˘chacího fietûzce byl nalezen u 21 z 25 pacientÛ se syndromem MELAS. Nebyla nalezena v˘znamná závislost speci-
fick˘ch aktivit komplexÛ d˘chacího fietûzce na hladinû heteroplazmie mtDNA mutace A3243G.

Závûr: diagnostika mitochondriálních encefalomyopatií vyÏaduje úzkou spolupráci mezi postiÏen˘mi rodinami, jejich
o‰etfiujícími lékafii a specializovan˘mi laboratofiemi. U postiÏen˘ch pacientÛ je nutno kombinovat enzymatická
a molekulární vy‰etfiení v rÛzn˘ch tkáních.

Práce vznikla s podporou projektu GAUK 4/2002/C.

V¯SKYT OSTEOPORÓZY U PACIENTÒ S ROZTROU·ENOU SKLERÓZOU MOZKOMÍ·NÍ (RS)
V ZÁVISLOSTI NA MÍ¤E KORTIKOTERAPIE A STUPNI HYBNÉHO POSTIÎENÍ
Autofii: Michaela T˘blová, Eva Havrdová, Jan ·tûpán, Vít Zikán
·kolitel as. MUDr. Eva Havrdová, CSc. - Neurologická klinika 1. LF a VFN Praha

Úvod: u pacientÛ s RS, autoimunitním onemocnûním CNS, které postihuje pacienty progredujícím hybn˘m deficitem,
pozorujeme ãastûj‰í v˘skyt osteoporózy vzhledem k vûku pacientÛ. Onemocnûní je ve sv˘ch akutních zhor‰eních léãeno
vysok˘mi dávkami steroidÛ, fiada pacientÛ je na dlouhodobé kombinované imunosupresi s mal˘mi dávkami cytostatik a kor-
tikosteroidÛ.

Metoda: u 350 pacientÛ s RS bylo provedeno osteodensitometrické vy‰etfiení. Z dokumentace pacientÛ byla zji‰tûna
základní anamnestická data a vypoãtena celková dávka aplikovan˘ch kortikosteroidÛ v prÛbûhu nemoci. Bylo provedeno
skórování hybn˘ch funkcí pacientÛ (Expanded Disability Status Scale) a dotazníkové ‰etfiení se zamûfiením na zji‰tûní
v˘skytu osteoporozy.

V˘sledky: bylo vy‰etfieno 59 muÏÛ (ve vûku 41,7±12,3) a 240 Ïen (ve vûku 44,1±10,7), EDSS 4,6±1,9. Celková dávka
kortikosteroidÛ ãinila v prÛmûru 27±16g. Osteoporóza, tedy úbytek kostního minerálu vût‰í neÏ 2,5 SD normy zdrav˘ch
vûkovû odpovídajících kontrol, byla zji‰tûna u 25% pacientÛ. Z tûchto pacientÛ bylo 71% Ïen, 29% muÏÛ. Z pacientek
s osteoporózou bylo 65% Ïen v menopause. Osteopenii, tedy úbytek kostního minerálu o 1-2,5 SD jsme nalezli u 45%
nemocn˘ch. 75% pacientÛ s osteoporózou mûlo EDSS skore vy‰‰í nebo rovno 6, u pacientÛ s osteopenií ãinilo 4,42±1,97.
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MnoÏstvím aplikovan˘ch steroidÛ se neli‰ili tito pacienti od skupiny pacientÛ s osteopenií. Pouze 15% pacientÛ
s osteoporózou bylo je‰tû v remitentní fázi choroby, ostatní byli ve stadiu chronické progrese RS. Remitentních pacien-
tÛ s osteoporózou jsme v celém souboru nalezli pouze 2,7%.

Závûr: jako nejv˘tûÏnûj‰í metoda k posouzení hodnot mineralizace skeletu se ukázala densitometrie krãku femoru s
vysokou prediktivní schopností pro vyhledání pacientÛ ohroÏen˘ch frakturami. Ve v˘voji osteoporózy u pacientÛ s RS
hraje roli nejen podané mnoÏství kortikosteroidÛ, ale také hybnost pacientÛ a hormonální zmûny - nejnebezpeãnûj‰í je
kombinace dlouhodobé steroidní terapie a menopausy.

Práce byla podporována grantem IGA MZ ã. 6780-3

ASYMETRIE BAZÁLNÍCH GANGLIÍ U DùTÍ S HYPERKINETICKOU PORUCHOU
Autofii: P. Uhlíková, I. Paclt, M. Vanûãková, J. Krásensk˘, T. Morcinek, Z. Seidl, J. Dane‰
·kolitel: as. MUDr. Ivo Paclt - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

Souhrn: v˘skyt hyperkinetick˘ch poruch kolísá od 3 do 6% dûtské populace, s pfievahou chlapcÛ nad dívkami v pomûru
3:1. Klíãové symptomy - nepozornost, impulzivita a hyperaktivita - jsou dûdiãné, mohou vést ke vzniku rizikového chování
a asi u jedné tfietiny pacientÛ trvají do dospûlosti. Nejpravdûpodobnûj‰í pfiíãinou poruchy jsou strukturální a funkãní odchylky
v prefrontostriatální ose. Studie byla zamûfiena na zji‰tûní pravo-levé symetrie bazálních ganglií.

Metodou MR (magnetická rezonance) bylo vy‰etfieno 13 pacientÛ s diagnózou hyperkinetické poruchy ve vûku
6 - 11 let a 8 zdrav˘ch kontrol ve stejném vûku. Byla zhotovena volumometrie vybran˘ch bazálních ganglií (nucleus
caudatus, globus pallidus, putamen). ObtaÏení dan˘ch struktur bylo provedeno semiautomaticky pomocí vlastního
programu (Scan View) na kaÏdém jednotlivém fiezu a byl spoãítán celkov˘ objem struktur. Pfii statistickém hodnocení
v˘sledkÛ byl pouÏit index symetrie a t-test.

Nucleus caudatus vlevo byl vût‰í u 9 pacientÛ z 13, u kontrolních pacientÛ byl statisticky v˘znamnû vût‰í vpravo 
(p < 0,01). Pro putamen nebyl zji‰tûn statisticky v˘znamn˘ rozdíl mezi pravou a levou stranou, pfiestoÏe vlevo byl vût‰í
u 8 pacientÛ z 13. Globus pallidus byl vlevo vût‰í u v‰ech 13 pacientÛ, v˘sledek je hodnocen jako statisticky v˘znamn˘
(p < 0,01).

Vy‰etfiení velikosti bazálních ganglií metodou MR prokázalo signifikantnû vy‰‰í v˘skyt reverzní levo>pravé asymetrie
globus pallidus u dûtí s hyperkinetickou poruchou a pfievaÏující v˘skyt této asymetrie u nucleus caudatus a putamen.

NEINVAZIVNÍ FUNKâNÍ DIAGNOSTIKA EXOKRINNÍ FUNKCE SLINIVKY B¤I·NÍ
Autor: Zdislava Vaníãková
·kolitel: MUDr. Petr Kocna, CSc. - Ústav klinické biochemie 1. LF a VFN

Úvod: cílem této studie bylo navrhnout neinvazivní funkãní testy exokrinní funkce pankreatu a zavést jejich rutinní
vyuÏívání v diagnostice nemocí slinivky bfii‰ní.

Metodika: mnoÏství pankreatické elastázy 1 (E1) ve stolici bylo stanoveno pomocí ELISA stanovení (se specifickou
monoklonální protilátkou, Schebo-Tech, Nûmecko) u 206 pacientÛ a zdrav˘ch kontrol. Dechov˘ test se 13-C-znaãen˘m
substrátem (13-C-MTG) byl proveden u podskupiny 25 jedincÛ. U testu s pouÏitím 13-C-MTG (mixed triglycerides)
jsme navrhli následující testovací protokol: pacienti vynechali pfiípadnou pankreatickou substituci 1 nebo 3 dny pfied
vy‰etfiením a laãnili 12 hodin pfied zapoãetím testu. V prÛbûhu testu byly odebírány vzorky vydechovaného vzduchu
v objemu asi 2 litry do speciálních hliníkov˘ch vakÛ, první vzorek nalaãno pfied podáním testovací snídanû, dal‰í vzorky
v hodinov˘ch intervalech po dobu 6 hodin. Testovací snídanû obsahovala 26 g (4 plátky) bezlepkového kfiehkého
kukufiiãného chleba, 20 g ztuÏeného rostlinného tuku, do nûhoÏ bylo vmí‰eno 250 mg 13-C-MTG. Vzorky byly analy-
zovány pomocí pfiístroje Isomax-4000 (infraãerven˘ spektrofotometr, Isodiagnostika, Kanada). Pro dal‰í v˘poãty pomocí
rÛzn˘ch v˘poãetních modelÛ byla pouÏita hodnota delta (postihující rozdíl pomûru 13-C/12-C oxidu uhliãitého v bazál-
ním vzorku a vzorcích odebran˘ch v prÛbûhu testu).

V˘sledky: normální hodnoty pankreatické elastázy 1 ve stolici (> 200 µg E1/g stolice) byly nalezeny u 150 jedincÛ,
mírná pankreatická insuficience u 15 nemocn˘ch (100-200 µg E1/g stolice) a hodnoty svûdãící pro tûÏkou pankreatick-
ou insuficienci (< 100 µg E1/g stolice) u 41 pacientÛ. Hodnoty E1 niÏ‰í neÏ 200 mg E1/g stolice dobfie korespondovaly
s diagnózami chronické pankreatitidy (u 46,5%), nádorÛ pankreatu (60,0%) a cystické fibrózy (100%).

Za normální hodnoty u dechového testu byly povaÏovány hodnoty kumulativního v˘deje za 6 hodin vût‰í neÏ 29%
podané dávky znaãeného substrátu. U jednotliv˘ch pacientÛ byl hodnocen kumulativní v˘dej podaného substrátu za
6 hodin a charakter kfiivky hodnot delta v ãase. âtyfii z testovan˘ch pacientÛ vykazovali patologické hodnoty testu,
pfiiãemÏ u 3 z nich byly i nízké hodnoty E1 ve stolici.
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Závûr: pro bûÏn˘ rutinní screening poru‰ené exokrinní pankreatické funkce doporuãujeme snadné neinvazivní
stanovení pankreatické elastázy 1 ve stolici , u vybran˘ch pacientÛ následné pouÏití 13-C-MTG dechového testu, kter˘ je
funkãním testem v pravém slova smyslu a mÛÏe b˘t pouÏit k diagnostice i k následnému monitorování substituãní léãby.

ZMùNY VE VLASTNOSTECH PLAZMATICKÉ MEMBRÁNY A JEJICH VLIV NA IMPULSIVITU A DE-
PRESIVITU P¤I HYPOLIPIDEMICKÉ TERAPII.
Autofii: J. Vevera, Z. Fi‰ar, T. Kvasniãka, H. PapeÏová, I. Îukov, L. Stárková
·kolitel: MUDr. H. PapeÏová, CSc. - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

Souhrn: podle Endelbergovy teorie sníÏení hladin cholesterolu ovlivÀuje mikroviskozitu bunûãn˘ch membrán, která
mÛÏe pfiispívat ke sníÏení funkce serotoninergního systému. Tímto mechanismem se mÛÏe podílet na vzrÛstu im-
pulzivního chování a v˘skytu afektivních poruch.V na‰í práci jsme zkoumali hypotézu zda sníÏení hladin cholesterolu
povede ke zmûnám fluidity plazmatické membrány, projevující se zmûnou uptaku serotoninu do trombocytÛ.

Metodika: bylo sledováno 17 osob s hyperlipoproteinémií, kter˘m byl statiny sniÏován cholesterol.Osoby byly
vy‰etfieny pfied zaãátkem studie, dále 4 a 8 t˘dnÛ po nasazení lékÛ.
K objektivizování údajÛ jsme pouÏili pfii kaÏdém mûfiení Hamiltonovu ‰kálu depresivity, EysencÛv IVE test, a Zecker-
manovu ‰kálu.Dále jsme pfii kaÏdém vy‰etfiení odebrali vzorky krve a zkoumali uptake 5HT a fluiditu plazmatick˘ch
membrán.

V˘sledky a závûr: klinicky jsme bûhem studie nezaznamenali v˘skyt depresivní poruchy ani zmûnu impulzivity.
Laboratorní v˘sledky nejsou ke dne‰nímu datu vyhodnoceny a budou pfiedneseny bûhem prezentace.

V¯VOJ SYNDROMU CHRONICKÉ PÁNEVNÍ BOLESTI U INTERSTICIÁLNÍ CYSTITIDY V ZÁVIS-
LOSTI NA HISTOLOGICKÉM NÁLEZU A TYPU LÉâBY
Autor: Libor Zámeãník
·kolitel: doc. MUDr. Tomá‰ Hanu‰, CSc. - Urologická klinika 1. LF a VFN

Úvod: Intersticiální cystitida (IC) je chronické zánûtlivé (nebakteriální) onemocnûní postihující stûnu moãového
mûch˘fie histologick˘mi a morfologick˘mi zmûnami, které vyvolávají syndrom chronické pánevní bolesti. Etiologie je ne-
jasná, diagnóza se (i pfies pomûrnû dÛkladné histopatologické vy‰etfiení) pfieváÏnû opírá o klinick˘ nález, kter˘m se také
vût‰inou fiídí typ zvolené terapie.

Metodika: vy‰etfiovan˘ soubor obsahuje 112 pacientek ve vûkovém rozmezí 15-87 let (prÛmûr 47,5 r.) vy‰etfien˘ch do
konce bfiezna 2002 s pánevními bolestmi a podezfiením na IC. U 84 pacientek (75%) byla na základû hodnocení klinického
a histopatologického nálezu (u v‰ech mastocyty v biopsii moãového mûch˘fie, eozinofily a ostatní zánûtlivé buÀky) diagnos-
tikována IC. K objektivizaci subjektivních pfiíznakÛ byl pouÏit sestaven˘ Dotazník bolesti. Typ terapie byl zvolen na zák-
ladû klinické diagnózy: subjektivní obtíÏe (Dotazník bolesti), urodynamické vy‰etfiení, endoskopick˘ nález v moãovém
mûch˘fii (glomerulace) po hydrodistenzi a histopatologické vy‰etfiení. Pacientky byly rozdûleny do 3 terapeutick˘ch skupin.
Léãba byla u v‰ech (84 pac.) zahájena perorální terapií, pacientky se „stfiedním“ stupnûm obtíÏí byly léãeny intravezikální
terapií, „tûÏké“ formy byly fie‰eny chirurgicky. Hodnocení úspû‰nosti léãby probíhalo na základû v˘‰e uveden˘ch kritérií.

V˘sledky: farmakoterapie byla úspû‰ná u 38 pac. (45% ze v‰ech pac.), na intravezikální léãbu dobfie zareagovalo 26 
ze 36 pac. (72%) a úspû‰ná byla chirurgická léãba u v‰ech 20 takto léãen˘ch pacientek. Nepotvrdili jsme závislost mezi
tíÏí klinick˘ch obtíÏí a histopatologick˘m nálezem ani mezi nálezem histopatologick˘m a endoskopick˘m.

Závûr: diagnóza a léãba intersticiální cystitidy se opírá pfieváÏnû o klinick˘ nález. Biopsii mûch˘fie u pacientek 
s pánevními bolestmi lze vyuÏít pfieváÏnû k vylouãení jiné patologie.
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1. místo
VYHODNOCENÍ FUNKâNÍ A BIOTRANSFORMAâNÍ KAPACITY LABORATORNÍHO JATERNÍHO
MONOLAYER BIOREAKTORU
Autor: Nikolina Canová
·kolitel: prof. Dr. H. Farghali, DrSc. - Farmakologick˘ ústav 1.LF

Hepatocyty (HC) v primárních tkáÀov˘ch kulturách (TK) b˘vají metabolicky ménû aktivní díky inadekvátní oxyge-
naci a kumulaci odpadních produktÛ. JiÏ nûkolik let jsou proto na na‰em pracovi‰ti vyuÏívány perfundované HC imobi-
lizované v agarózov˘ch nitích jako prototyp jaterního bioreaktoru (BR). V souãasnosti jsme zrekonstruovali tzv. jaterní
monolayer BR a pokusili jsme se stanovit jeho funkãní a metabolickou kapacitu a v˘sledky porovnat s konvenãními TK.
Membránov˘ BR, ve kterém jsou HC om˘vány perfuzním médiem okysliãovan˘m skrze speciální, pro plyny propustnou,
teflonovou fólií, byl sestaven podle nedávno publikované práce (1). Deska BR byla potaÏena kolagenem, osazena izolo-
van˘mi potkaními HC a event. pfiekryta druhou vrstvou kolagenu (tzv. sendviãov˘ model). Funkãní a metabolická v˘kon-
nost HC v BR byla testována v prÛbûhu 48 hodin pomocí biosyntézy urey, vyplavování ALT, biotransformace cyk-
losporinu A (stanoveno HPLC) a porovnána s HC v TK. Rychlost a stupeÀ produkce urey v BR byla v˘znamnû vy‰‰í
neÏ v TK, vyplavování ALT z HC se v prvních 20 hodinách nezvy‰ovalo a koncentrace CsA v perfuzátu klesla o 80%
oproti v˘chozí hodnotû. Pfii pouÏití BR, pfiedev‰ím sendviãového modelu, jsme pozorovali vût‰í funkãní stabilitu bunûk
neÏ v konvenãních TK. ProtoÏe perfundované HC si dlouhodobû uchovávají vysokou v˘konnost, probíhá v souãasné
dobû intenzivní v˘zkum zamûfien˘ na testování rÛzn˘ch typÛ jaterního BR, kter˘ by mohl b˘t kromû farmako-toxiko-
logick˘ch studií potenciálnû vyuÏit jako bioumûl˘ orgán urãen˘ k pfieklenutí období mezi nástupem jaterního selhání
a spontánní regenerací ãi transplantací jater.
(1) Langsch A, Bader A: Biotechnology and Bioengineering, 2001.tuo

Podpofieno IGA MZ 5885-3, GAâR 305/00/1129, J13/98:111100002.
Podpofieno GAâR 305/00/1129, IGA MZ 5885-3 , J13/98:111100002.

2. místo
EPIDEMIOLOGICKÁ SITUACE ZADNÍ POLYMORFNÍ DYSTROFIE ROHOVKY 
V âESKÉ REPUBLICE
Autofii: P. Li‰ková, M. Filipec
·kolitel: doc. MUDr. M. Filipec, CSc. - Oãní klinika 1. LF a VFN

Cíl: cílem této studie bylo zjistit prevalenci a typ dûdiãnosti zadní polymorfní dystrofie rohovky (ZPD) v âeské republice.
Metodika: u ãlenÛ rodin s v˘skytem ZPD jsme provedli anal˘zu záznamÛ klinick˘ch vy‰etfiení proveden˘ch v letech

1986-2000. V rodinách se ZPD jsme provádûli aktivní ‰etfiení. Diagnóza ZPD byla stanovena na základû anamnestick-
˘ch údajÛ, vy‰etfiení na ‰tûrbinové lampû a zrcadlové mikroskopie, kterou jsme provedli k vylouãení ãi potvrzení diagnózy
ZPD u nûkter˘ch pacientÛ.

V˘sledky: celkem bylo vy‰etfieno 179 ãlenÛ ze ‰estnácti rodin se zaznamenan˘m onemocnûním ZPD. ZPD jsme
diagnostikovali u 87 jedincÛ (50 Ïen a 37 muÏÛ). Îádné známky ZPD nejevilo 92 ãlenÛ vy‰etfien˘ch rodin (50 Ïen a 42
muÏÛ). Ve 31 pfiípadech se jednalo o potomky prvního fiádu. Vy‰etfiení zrcadlovou mikroskopií jsme provedli u 44 pa-
cientÛ se ZPD a dále u 18 potomkÛ prvního fiádu pacientÛ se ZPD jako potvrzení nálezu získaného vy‰etfiením
na ‰tûrbinové lampû. Patnáct vy‰etfiovan˘ch rodin vykazuje autozomálnû dominantní (AD) typ dûdiãnosti. U jedné
rodiny nelze vylouãit autozomálnû recesivní typ dûdiãnosti.

Závûr: diagnóza ZPD byla stanovena u 87 pacientÛ ze 16 rodin. 15 rodin vykazuje AD typ dûdiãnosti. Dvû z námi
sledovan˘ch rodin jsou vhodné k provedení vazebné anal˘zy. Na základû dostupn˘ch údajÛ v literatufie se domníváme, Ïe
se jedná o nejvût‰í kontinuálnû sledovan˘ soubor pacientÛ se ZPD na svûtû a zároveÀ o nejãastûj‰í rohovkovou dystrofii
v âeské republice.

3. místo
DLOUHODOBÉ ZMùNY POâTU NEURONÒ SYNTÉZUJÍCÍCH OXID DUSNAT¯ VYVOLANÉ
KAINÁTEM A CHRONICKOU HYPOXIÍ
Autor: Petra Bene‰ová
·kolitelé: doc. MUDr. Milo‰ Langmeier, DrSc. - Fyziologick˘ ústav 1. LF,

prof. MUDr. Jan Betka, DrSc. - Klinika ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF a FN Motol

SEKCE POSTERÒ V DOKTORSKÉM STUDIJNÍM PROGRAMU
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Histochemickou anal˘zou (NADPH-diaforáza barvením) jsme testovali vliv kainátu podaného i.p. 1 den po skonãení
chronické hypoxie na jednotlivé oblasti hippocampu a na primární sluchov˘ cortex. PrÛkazem NADPH-diaforázy,
enzymu kolokalizovaného s nitric oxide syntázou (NOS), mÛÏeme nepfiímo usuzovat na produkci oxidu dusnatého (NO).

Experimentálními zvífiaty byli samci laboratorního potkana kmene Wistar vlastního chovu. Od 2. do 17. dne vûku
byla mláìata, spoleãnû s matkou, vystavena vlivu chronické hypoxie v hypobarické komofie v simulované v˘‰ce 7000m,
vÏdy 8 hodin dennû. 18. den, tedy 1 den po skonãení pÛsobení hypoxie, byl zvífiatÛm i.p. aplikován kainát (2,5 mg/kg).
K experimentÛm byly pouÏity 4 skupiny zvífiat:

1. Mláìata vystavená hypoxii 
2. Mláìata vystavená hypoxii, kter˘m byl 18. den vûku aplikován kainát 
3. Mláìata nevystavená hypoxii
4. Mláìata nevystavená hypoxii, kter˘m byl 18. den vûku aplikován kainát

90. den vûku, tj. v dobû dospûlosti byla zvífiata usmrcena v hluboké thiopentalové narkóze transaortální perfuzí 4%
pufrovaného paraformaldehydu. 40mm tlusté, na kryostatu nakrájené fiezy byly obarveny na prÛkaz NADPH-diaforáza
pozitivních neuronÛ. Poté byly NADPH-diaforáza pozitivní neurony kvantifikovány v jednotliv˘ch ãástech hippocampu
(CA 1, CA 3, hilus, dorzální a ventrální list gyrus dentatus) a v primárním sluchovém cortexu.

Z v˘sledkÛ je patrné, Ïe chronická hypoxie pÛsobící v perinatálním období sniÏuje poãet NADPH-diaforáza pozi-
tivních neuronÛ v oblastech CA 1 a CA 3 v porovnání s kontrolní skupinou. V hilu, dorzálním a ventrálním listu gyrus
dentatus a ve sluchové kÛfie jsou rozdíly oproti kontrole nev˘znamné. Kainát aplikovan˘ normoxick˘m zvífiatÛm poãet
NADPH-diaforáza pozitivních neuronÛ v oblastech CA 1, CA 3 a ve sluchovém cortexu rovnûÏ sniÏuje a v hilu a dorzál-
ním listu gyrus dentatus nemûní. Kainát aplikovan˘ hypoxick˘m zvífiatÛm poãet NADPH-diaforáza pozitivních neuronÛ
v oblastech CA 1, CA 2, v hilu a ventrálním listu gyrus dentatus sniÏuje, v dorzálním listu gyrus dentatus a ve sluchové
kÛfie je rozdíl oproti kontrole zanedbateln˘.

Tato práce je podporována grantem UK 32/2001/C/1.LF, GAâR 305/02/1238 a MSM 1111 00001.

BEZ OCENùNÍ:

PSYCHOBIOLOGICKÉ PROJEVY DISOCIACE
Autofii: Petr Bob, Radek Ptáãek, Ivo Paclt
·kolitel: prof. MUDr. Petr Zvolsk˘, DrSc. - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

Úvod: Disociace pfiedstavuje poruchy normálních integrovan˘ch funkcí pamûti, vûdomí nebo identity. Podle
nûkter˘ch zahraniãních studií má pfiibliÏnû 8-15% v‰ech psychiatrick˘ch pacientÛ disociativní onemocnûní. Neurofyzio-
logicky jsou tyto symptomy pravdûpodobnû generovány epileptickou aktivitou v temporálním laloku.

Metoda: v této studii byla pouÏita ãeská verze ‰kály disociativních zku‰eností (DES) (Bob, 2000) za úãelem diag-
nostiky disociativních symptomÛ (napfi. absorbce, amnézie, depersonalizace, derealizace) v rozsahu ‰kály 0-100.

V˘sledky: prostfiednictvím DES byl realizován v˘zkum disociace celkem u 246 osob (z toho 104 muÏÛ a 142 Ïen).
Z toho 87 náhodnû vybran˘ch normálních dospûl˘ch osob s medianem DES 5,78. 75 osob s diagnózou depresivní poru-
chy s medianem 11,39 a 84 osob s diagnózou epilepsie s medianem 13,07. Cronbachovo alfa ãeské verze testu pro 
N = 246 vy‰lo 0,922.

Závûr: tyto pfiedbûÏné v˘sledky potvrdily signifikantnû vy‰‰í v˘skyt disociativní symptomatologie u uveden˘ch skupin
neÏ u normální skupiny kontrolní. Zvlá‰tû pak pacienti s vysokou mírou disociace (>25) vyÏadují zvlá‰tní terapeutickou po-
zornost pro ãastou farmakorezistenci související s posttraumatickou stresovou poruchou v dÛsledku expozice trauma-
tick˘ch podnûtÛ v minulosti. Depresivní pacienti s tûmito symptomy mohou b˘t ãasto indikováni na antikonvulziva, za-
tímco u tûchto pacientÛ s epilepsií je pozitivní indikace na antidepresiva, coÏ v ‰ir‰ím kontextu odpovídá komplementaritû
vztahÛ epilepsie a deprese, kdy v pfiípadû epilepsie mohou disociativní symptomy vyjadfiovat interiktální symptomatologii.

AKTIVITY KOMPLEXÒ D¯CHACÍHO ¤ETùZCE: SROVNÁNÍ POLAROGRAFICKÉ A SPEKTROFO-
TOMETRICKÉ METODY
Autofii: M. Böhm, L. Wenchich, Z. Drahota, T. Honzik, H. Hansikova, J. Houstek a J. Zeman
·kolitel: prof. MUDr. Jifií Zeman, DrSc. - Klinika dûtského a dorostového lékafiství a Centrum Genomiky, 1. LF a VFN

Úvod: Mitochondrie se úãastní mnoha metabolick˘ch pochodÛ, ale jejich základní biologickou funkcí je tvorba ATP.
Geneticky podmínûné i získané poruchy mitochondriálního energetického metabolismu pfiedstavují heterogenní skupinu
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onemocnûní, jejichÏ diagnostika závisí na fiadû biochemick˘ch i molekulárních vy‰etfieních. Cílem na‰í studie byla snaha
porovnat v˘sledky spektrofotometrick˘ch a polarografick˘ch anal˘z komplexÛ d˘chacího fietûzce v izolovan˘ch svalov˘ch
vláknech a izolovan˘ch svalov˘ch mitochondriích u pacientÛ s podezfiením na mitochondriální onemocnûní.

Materiál a metody: vy‰etfiovan˘ soubor tvofií 59 pacientÛ od kojeneckého vûku aÏ do dospûlosti, u kter˘ch jejich o‰etfiu-
jící lékafii indikovali svalovou biopsii. Mezi nejãastûj‰í klinické pfiíznaky patfiily progresivní hypotonie, svalová slabost, myo-
patie, encefalopatie, psychomotorická retardace a progresivní externí oftalmoplegie. Spektrofotometricky jsme studovali
aktivity komplexÛ d˘chacího fietûzce I, II, III a IV v izolovan˘ch svalov˘ch mitochondriích. Polarografickou metodou
s pouÏitím substrátÛ, které umoÏÀující analyzovat funkce komplexÛ d˘chacího fietûzce, jsme stanovili spotfiebu kyslíku u
33 pacientÛ v saponinem permeabilizovan˘ch svalov˘ch vláknech a u 26 pacientÛ v izolovan˘ch svalov˘ch mitochondriích.

V˘sledky: u 36 z 59 pacientÛ vy‰etfien˘ch spektrofotometrickou metodou a u 37 z 59 pacientÛ, u nichÏ byla pouÏita
polarografická metoda, byly nalezeny sníÏené aktivity jednoho nebo více komplexÛ d˘chacího fietûzce. V izolovan˘ch 
svalov˘ch mitochondriích byly v˘sledky spektrofotometrické anal˘zy ve shodû s polarografick˘m mûfiením u 23 z 33 
pacientÛ (70 %), v izolovan˘ch svalov˘ch vláknech u 23 z 26 pacientÛ (88 %).

Diskuze a závûr: Polarografická metoda nabízí ve srovnání se spektrofotometrickou metodou odli‰n˘ pohled na 
mitochondriální funkce. Zatímco spektrofotometrická mûfiení umoÏÀují stanovit maximální aktivity komplexÛ d˘chacího
fietûzce „in vitro“, polarografická mûfiení analyzují aktivity komplexÛ d˘chacího fietûzce za podmínek podobn˘m 
intramitochondriálním pomûrÛm „in vivo“ a studují funkci respiraãního fietûzce jako celku.

Práce vznikla s podporou projektu GAUK 1/2002/c.

POOPERAâNÍ PERKUTÁNNÍ ELEKTROGASTROGRAFIE U LAPAROSKOPICKÉ BANDÁÎE
ÎALUDKU, SROVNÁVACÍ STUDIE S PROKINETIKEM GANATON
Autor: Roman Fra‰ko
·kolitel: doc. MUDr. Robert Gürlich, CSc. - I. chirurgická klinika 1. LF a VFN

Perkutánní elektrogastrografie je technika umoÏÀující sledování Ïaludeãní peristaltiky neinvazivním zpÛsobem. V tomto
pfiíspûvku autor prezentuje v˘sledky pooperaãního sledování nástupu fyziologické gastrointestinální ãinnosti u nemocn˘ch pod-
stupujících na 1. chirurgické klinice VFN a 1. LF  UK laparoskopickou neadjustabilní bandáÏ Ïaludku pro morbidní obesitu.

Jsou srovnány dvû skupiny nemocn˘ch. Jedna, která v perioperaãním období uÏívala prokinetikum Ganaton (Itopridi
hydrochloridum) a druhá skupina Ïádné prokinetikum v perioperaãním období neuÏívající.

Îaludeãní peristaltika byla sledována celkem ve ãtyfiech perioperaãních dnech- jeden den pfied v˘konem, v den operace,
asi 3-4 hodiny po jejím ukonãení a dále dva pooperaãní dny. Získané v˘sledky nevykazují signifikantní rozdíl v ãasnosti nás-
tupu fyziologické peristaltiky v pooperaãním období u této skupiny nemocn˘ch.

VLIV ATORVASTATINU NA MIKROVASKULÁRNÍ REAKTIVITU U PACIENTÒ S HYPERCHO-
LESTEROLÉMIÍ
Autofii: Z. Kasalová, T. ·tulc, M. Prázn˘, M. Vrablík, J. ·krha, R. âe‰ka
·kolitel: prof. MUDr. J. ·krha, DrSc. - III. interní klinika 1. LF a VFN

Cílem na‰í studie bylo ovûfiit hypotézu, Ïe hypercholesterolémie je spojena se sníÏením mikrovaskulární reaktivity
(MR) a Ïe hypolipidemická léãba povede alespoÀ k ãásteãné úpravû této poruchy.

Metody: 26 pacientÛ s hypercholesterolémií (celkov˘ cholesterol >7,0 mmol/l), bez klinick˘ch projevÛ aterosklerózy,
bylo léãeno atorvastatinem v dávce 20 mg dennû po dobu 8-12 t˘dnÛ. MR na kÛÏi pfiedloktí byla vy‰etfiena na zaãátku
a na konci léãby laser-dopplerovskou metodou. Hodnoty MR pfied léãbou byly porovnány s kontrolní skupinou zdrav˘ch
osob.

V˘sledky: celkov˘ cholesterol klesl po léãbû o 31%, LDL-cholesterol o 40%. Pfii hodnocení celé sledované skupiny
pacientÛ se MR po léãbû v˘znamnû nezmûnila. Parametry MR byly u pacientÛ s hyperlipidémií jiÏ pfied terapií srov-
natelné se skupinou zdrav˘ch kontrol (+4%, NS). V˘razné zlep‰ení MR (+27%, p<0,05) po léãbû atorvastatinem bylo
patrné u podskupiny pacientÛ, ktefií mûli hodnoty MR pfied léãbou sníÏené; nebyla v‰ak patrná Ïádná souvislost mezi
zmûnami cholesterolu a zmûnami MR.

Závûr: Mikrovaskulární rektivita je ukazatelem cévních zmûn, které se objevují spí‰e v pozdûj‰ích fázích procesu
aterogeneze; není patrná souvislost mezi MR a hladinou cholesterolu. U pacientÛ s hypercholesterolémií bez komplikací
je mikrovaskulární reaktivita srovnatelná s hodnotami u zdrav˘ch osob a terapií atorvastatinem nebyla oovlivnûna.
Pouze u osob se sníÏenou MR vedla léãba atorvastatinem jiÏ po nûkolika t˘dnech k zlep‰ení MR; toto zlep‰ení bylo
nezávislé na hypolipidemickém úãinku léãby.
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KOU¤ENÍ A IDIOPATICKÉ ST¤EVNÍ ZÁNùTY
Autor: Katefiina Langrová - Ústav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN
·kolitel: MUDr. Eva Králíková, CSc. - Ústav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Koufiení oznaãila Svûtová zdravotnická organizace za nejvût‰í preventabilní pfiíãinu pfiedãasn˘ch úmrtí na svûtû.
V âeské republice roãnû umírá asi 23 000 lidí na následky koufiení, tedy kaÏdé páté úmrtí je zpÛsobeno právû tabákem.

Také gastrointestinální trakt je ovlivnûn abusem tabáku a ve skupinû jeho onemocnûní souvisejících s koufiením
nacházíme také idiopatické zánûty stfievní (Inflammatory bowel disease - IBD).
Hlavními pfiedstaviteli této skupiny jsou dvû onemocnûní: ulcerosní kolitida (ulcerative colitis - UC) a Crohnova nemoc
(Crohn's disease - CD). Etiologie zÛstává zatím neznámá, je ale jasné, Ïe na vzniku se podílí jak dûdiãná predispozice,
tak faktory zevního prostfiedí - nejv˘znamnûj‰ím je koufiení.

Vztah mezi IBD a koufiením byl poprvé popsán v roce 1976, od té doby byla této problematice vûnována velká po-
zornost (stovky prací) a vût‰ina se shoduje v názoru, Ïe koufiení je rizikov˘m faktorem pro vznik CD, kdeÏto protektivním
pro vznik UC, pfiiãemÏ nejohroÏenûj‰í skupinou pro vznik UC jsou kufiáci, ktefií pfiestali koufiit. Dosud v‰ak chybí
literární údaje o vlivu pasivního koufiení na rozvoj a prÛbûh IBD.

Pilotní studie provádûná na gastroenterologick˘ch pracovi‰tích v Praze zkoumá souãasné kufiácké návyky, kufiáckou
anamnézu a expozici pasivnímu koufiení u pacientÛ trpících IBD. Zatím bylo v souboru 31 pacientÛ 11 nemocn˘ch UC,
19 nemocn˘ch CD. Ve skupinû nemocn˘ch CD bylo 9 (47,4%) souãasn˘ch kufiákÛ, 6 (31,6%) b˘val˘ch kufiákÛ a 4
(21,1%) nekufiákÛ. Ve skupinû nemocn˘ch UC bylo 2 (18,2%) souãasn˘ch kufiákÛ, 3 (27,3%) b˘valí kufiáci a 6 (54,5%)
nekufiákÛ. Pasivnímu koufiení byli vystaveni nemocní CD ve 12 (63,2%), nemocní UC ve 4 (36,4%) pfiípadech; expozice
pasivnímu koufiení vyjádfiená kvantitativnû byla prÛmûrnû 10502 cig.hod., resp. 539 cig.hod. Data získaná v této pilotní
studii potvrzují uvádûnou závislost mezi aktivním koufiením a vznikem IBD a naznaãují, Ïe souvislost mezi pasivním 
koufiením a IBD je obdobná i kdyÏ s ménû tûsnou vazbou. Celkem bude vy‰etfieno 150 - 200 pacientÛ.

VLIV IMOBILIZAâNÍHO STRESU NA CHOVÁNÍ POTKANÒ KMENE WISTAR V ZA¤ÍZENÍ PRO
"OPEN FIELD"
Autofii: Denisa Lojková, Lenka Trneãková
·kolitelé: prof. MUDr. Sixtus Hynie, DrSc. a doc. MUDr. Vûra Klenerová, DrSc. - Farmakologick˘ ústav 1. LF

Vystavení organismu stresov˘m podnûtÛm (stresorÛm) vyvolává v˘razné naru‰ení homeostázy. U potkanÛ kmene
Wistar jsme zjistili, Ïe imobilizaãní stres vyvolal v zafiízení pro pasivní vyh˘bání amnestickou reakci, která byla nejsilnûji
vyznaãena, jestliÏe byl stresor podán 1 hodinu pfied averzivním stimulem. Zajímalo nás, jak se projeví stejn˘ typ stresoru
na chování potkanÛ v dal‰ím zafiízení pro behaviorální studie, které netestuje pamûÈ, ale jiné dÛleÏité behaviorální para-
metry úrovnû excitability. Pokusy jsme provedli na samcích potkanÛ kmene Wistar, kter˘m jsme aplikovali 1 hod trvající
imobilizaãní stres kombinovan˘ s ponofiením do vody (21+1°C) (IMO+C60). Pokusy byly provedeny v souladu se zásada-
mi Helsinské deklarace o zacházení se zvífiaty. Pro behaviorální sledování jsme pouÏili metodu „open field“ podle Láta.
Expozice IMO+C byla ukonãena 60 nebo 240 min pfied poãátkem testu, kter˘ trval 15 min.

Na‰li jsme signifikantní rozdíly v chování potkanÛ v 5ti základních parametrech, pohybu, frekvenci pfiebûhu, mytí,
panáãkování a doby imobility. Ve srovnání s kontrolami byly prvé 4 parametry v˘raznû utlumeny u IMO+C60/60 a u
IMO+C60/240 se chování uÏ vracelo k normû. Parametr imobility byl ovlivnûn opaãnû neÏ u ostatních parametrÛ.
Statistická anal˘za v˘sledkÛ prokázala vysoce signifikantní rozdíly jak mezi kontrolami a stresem, tak i mezi obûma
stresov˘mi skupinami zvífiat. Na‰e v˘sledky odpovídají sv˘m prÛbûhem chovaní potkanÛ pfii pasivním vyh˘bání, ale test
v "open field" se jeví citlivûj‰ím. Nálezy rovnûÏ jsou v dobré korelaci s nalezen˘mi zmûnami v hladinû plazmatického 
kortikosteronu. Na‰e nálezy ukazují na citlivé ovlivnûní potkanÛ imobilizaãním stresem a mohou mít v˘znam jako mo-
del pro hledání intervence se stresov˘mi stavy u ãlovûka.

Podporováno granty IGA MZâR I-6627-3 a MSM 1111 0000 1.

KOMPLIKACE PO DISSEKCI AXILY PRO KARCINOM PRSU - RETROSPEKTIVNÍ ZHODNOCENÍ
Autor: David Pavli‰ta
·kolitel: doc. MUDr. Markéta Du‰ková, CSc. - Klinika plastické chirurgie 3. LF UK a FN KV

Úvod: cílem práce je zhodnotit v˘skyt a typ pooperaãních komplikací po radikální exenteraci axily, které mají souvis-
lost s proveden˘m chirurgick˘m v˘konem.

Typ studie: retrospektivní klinická studie.
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Metodika: Byla provedena retrospektivní anal˘za pooperaãních komplikací u 116 vybran˘ch pacientek, které byly
operovány na Gynekologicko-porodnické klinice 1.LF UK a VFN v Praze v letech 1994 - 2000 pro karcinom prsu v I 
a II stadiu dle FIGO. Do souboru byly zafiazeny nemocné, u kter˘ch nebyla aplikována radioterapie axily ani chemo
terapie, byly po dobu nejménû 12 mûsícÛ po operaci bez známek lokoregionální rekurence a u kter˘ch bylo v disekátu
axily nalezeno nejménû 10 lymfatick˘ch uzlin. Operace byly provádûny 9 rÛzn˘mi operatéry. Hodnoceny byly ãasné
(v˘skyt infekce, seromu, hematomu) a pozdní (otok, parestezie, ztuhlost, bolest a slabost horní konãetiny) komplikace.
Porovnán byl v˘skyt obtíÏí v závislosti na vûku pacientek, na poãtu disekovan˘ch uzlin a rozsahu operaãního v˘konu na
prsu. Statistická v˘znamnost jevÛ byla hodnocena Fisherov˘m exaktním testem.

V˘sledky: alespoÀ jedna komplikace se vyskytla u 65 % pacientek. U ãasn˘ch komplikací (hematom, infekce, serom)
není statisticky v˘znamná jejich závislost ani na vûku pacientky, ani na mnoÏství odstranûn˘ch uzlin. Stastisticky v˘z-
namn˘ (p<0,05) je v˘skyt infekce v závislosti na rozsahu v˘konu na prsu, kter˘ pravdûpodobnû souvisí s velikostí rané
plochy. Z pozdních komplikací (otok, parestezie, ztuhlost, bolest a slabost horní konãetiny) je v˘znamná niÏ‰í bolestivost
u pacientek nad 55 let (p<0,05) a niÏ‰í v˘skyt pocitu slabosti a parestezií u pacientek s parciálním v˘konem na prsu
(p<0,05). Vût‰í obtíÏe u mlad‰ích pacientek jsou pravdûpodobnû zpÛsobeny jejich vy‰‰í kaÏdodenní fyzickou aktivitou 
oproti star‰ím Ïenám. Vy‰‰í poãet subjektivních komplikací u pacientek po ablaci prsu je vysvûtlován nejen rozsahem 
ranné plochy, ale i psychosociálními dÛvody.

Závûr: Disekce axily patfii mezi standartní chirurgickou léãbu karcinomu prsu. Samotn˘ chirurgick˘ v˘kon bez
následné radio ãi chemoterapie je spojen s 65 % dlouhodobou morbiditou pacientek. Vzhledem k posunu diagnostiky
karcinomu prsu do niz‰ích stádií, je tfieba hledat ménû invazivní stagingovou metodu, která sníÏí morbiditu pacientek.
Perspektvni se ukazuje medota sentinelové uzliny.

ZMùNY CÉVNÍHO ZÁSOBENÍ ST¤EVA U IDIOPATICK¯CH ZÁNùTLIV¯CH ONEMOCNùNÍ ST¤EV
SE ZVLÁ·TNÍM ZAMù¤ENÍM NA CROHNOVU CHOROBU
Autofii: I. Rathous, D. Kachlík
·kolitel: doc. MUDr. Milan Luká‰, CSc. - IV. interní klinika 1. LF a VFN

Práce vychází ze studia cévního zásobení normálního stfieva, které probíhá v Anatomickém ústavu 3. LF UK Praha.
Stejnou metodou nyní zaãínáme zpracovávat stfievo postiÏené idiopatick˘m zánûtem.
V této práci bude prezentován zpÛsob odbûru a zpracování stfieva.
Dále bude prezentován první v˘sledek zpracování stfieva postiÏeného Crohnovou chorobou. Bude provedeno srovnání
s normálním stfievem.

FUNKâNÍ A DECHOVÉ PARAMETRY U ROZTROU·ENÉ SKLERÓZY MOZKOMÍ·NÍ (RS) - MOÎN¯
PODÍL NA VZNIKU ÚNAVY
Autofii: Kamila ¤asová, Petr Brandejsk˘, Eva Havrdová, Jan RÛÏiãka
·kolitel: as. MUDr. Eva Havrdová, CSc. - Neurologická klinika 1. LF a VFN

Úvod: z literárních údajÛ vypl˘vá, Ïe se sníÏené funkãní a dechové parametry mohou podílet na vzniku únavy u
nemocn˘ch s RS.

Metoda: u 54 nemocn˘ch v remitentním stadiu RS, ktefií nemûli Ïádné akutní respiraãní onemocnûní, jsme hodnotili
stupeÀ disability dle Expanded Disability Status Scale (EDSS) a únavu dle Modified Fatigue Impact Scale (MFIS).
Vy‰etfiovali jsme dechové (metodou prÛtok-objem na spirometru) a funkãní (metodou anaerobního prahu na bicyklovém
spiroergometru) parametry, které jsme porovnávali s normami zdravé netrénované populace. Ke statistické anal˘ze jsme
vyuÏili Statistical Analysis System.

V˘sledky: v souboru bylo 14 muÏÛ a 40 Ïen, prÛmûrn˘ vûk byl 37,0±3 10,1 let, EDDS 2,8 ±1,53, délka trvání onemoc-
nûní 8,33 ±6,62. Maximální funkãní parametry W/kg, HR, VE/kg, MET, VO2/kg/ml, BF, VTex (p<0,001), O2HR
(p<0,05) a spirometrické parametry PEF (p<0,001) a MEF75, 50, 25 (p<0,05) byly signifikantnû sníÏeny, zatímco hod-
noty RQ, EqO2, EqCO2 VCin, VCex, ERV, FVC, FEV1 byly v normû. Únava se signifikantnû zvy‰ovala v závislosti na
stupni EDSS (p<0,05), pfiedev‰ím s postiÏením mentálního a mozeãkového funkãního systému, vûkem (p<0,1) a délkou
trvání onemocnûní, naopak se sniÏovala s relativní váhou (p<0,1). Mezi únavou a nûkter˘mi spiroergometrick˘mi
parametry METS (p<0,001), VTex, HR, VO2/kg/ml, O2HR (p<0,05), W/kg, VE/kg (p<0,1) jsme prokázali statisticky
v˘znamnou závislost, zatímco mezi únavou a spirometrick˘mi parametry ne.

Závûr: funkãní parametry jsou jiÏ u nemocn˘ch s RS s relativnû nízk˘m stupnûm disability sníÏené. SniÏují se v závis-
losti na EDSS a délce trvání onemocnûní, podílejí se na vzniku únavy. Signifikantnû sníÏené hodnoty v˘dechov˘ch ry-
chlostí, z kter˘ch mÛÏeme usuzovat na svalovou slabost nemocn˘ch s RS, se na vzniku únavy pravdûpodobnû nepodílejí.
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ZMùNA KINETICK¯CH PARAMETRÒ VYCHYTÁVÁNÍ TRIJODTHYRONINU ERYTROCYTY,
SEROTONINU TROMBOCYTY A FLUIDITY MEMBRÁN U PACIENTÒ S DEPRESÍ
Autor: Lucie Stárková
·kolitel a spoluautor: RNDr. Zdenûk Fi‰ar, CSc., MUDr. Ivo Paclt, CSc. - Psychiatrická klinika 1. LF a VFN

U pacientÛ s depresí byly opakovanû v rÛzn˘ch studiích pozorovány zmûny vlastností bunûãn˘ch membrán oproti 
zdrav˘m kontrolám. Tyto zmûny periferních parametrÛ mohou b˘t odrazem systémov˘ch zmûn u pacientÛ s depresí.
Pacienti s depresivním onemocnûním mají naru‰enou aktivitu hypotalamo - hypofyzo - thyroidální osy. Pfiedpokládá se
souvislost mezi depresí a zmûnou parametrÛ vychytávání L-T3 do erytrocytÛ.Vzájemné ovlivnûní parametrÛ L-T3 
a L-tryptofanu hraje roli v dynamické dostupnosti plazmatického tryptofanu. Dostupnost tryptofanu v plazmû je dÛleÏitá
pro syntézu serotoninu v mozku. Trombocyty se bûÏnû pouÏívají jako model centrální funkce serotoninu. Serotonin je
transportován pfies membránu specifick˘m pfiena‰eãem (SERT).

U depresí pfiedpokládáme na základû mnoh˘ch studií sníÏenou aktivitu SERT, kterou posuzujeme na základû zmûny
kinetick˘ch parametrÛ vychytávání serotoninu do trombocytÛ. Je pravdûpodobné, Ïe u pacientÛ s depresí budou kinetické
parametry vychytávání do erytrocytÛ i trombocytÛ zmûnûny. Tyto zmûny mohou b˘t v dÛsledku zmûn v lipidoproteinov˘ch
interakcích. Zmûna membránové fluidity mÛÏe ovlivÀovat funkci transmembránov˘ch pfiena‰eãov˘ch systémÛ.

Do na‰í studie bylo zahrnuto 18 osob s prvnû diagnostikovanou depresí pfied nasazením medikace a po 1 mûsíci léãby
citalopramem v dávce 10 aÏ 60 mg a 28 zdrav˘ch kontrol. Deprese byla klinicky hodnocena pomocí Hamiltonovy ‰kály
a Beckovy sebeposuzovací ‰kály pro depresi. Sledovali jsme zmûny kinetick˘ch parametrÛ (Km a Vmax) vychytávání tri-
jodthyroninu erytrocyty a serotoninu trombocyty. Dále jsme u vzorkÛ pacientÛ s depresí mûfiili fluiditu plazmatick˘ch
membrán erytrocytÛ.

Cílem studie bylo zjistit, zda dochází ke statisticky v˘znamn˘m zmûnám jednotliv˘ch parametrÛ v prÛbûhu léãby
a zda mezi sebou nûjak˘m zpÛsobem korelují. Zajímalo nás také jak˘ vliv má na tyto interakce podávání antidepresiv.

ELEARNING - PODPORA V¯UKY KLINICK¯CH OPERAâNÍCH OBORÒ NA 1. LÉKA¤SKÉ
FAKULTù UK
Autofii: S. Trãa, M. ·punda, Z. Kr‰ka, J. ·váb, M. Pe‰ková
·kolitelé: doc. MUDr. Z. Kr‰ka, CSc. - I. chirurgická klinika 1. LF a VFN,

doc. ing. M. ·punda, CSc.- Ústav biofyziky 1. LF

Na klinick˘ch ústavech lékafiské fakulty je základní podmínkou praktické v˘uky úãast studentÛ pfii vy‰etfiovacích
a léãebn˘ch postupech. Je obtíÏné dosáhnout souladu mezi potfiebami v˘uky a okamÏit˘mi moÏnostmi ústavÛ, zvlá‰tû
u operaãních oborÛ. Jedna z moÏností jak lépe zpfiístupnit tuto oblast je vyuÏít v˘poãetní techniku (fakultní poãítaãové
sítû) a moderní metody zobrazení dat. Ke spolupráci na tomto tématu jsme byli vyzváni Ústavem biofyziky 1. LF UK
i na 1. chirurgické klinice VFN a 1. LF.

V souãasnosti probíhá v˘cvik v práci s digitální záznamovou technikou, seznámení se základy filmafiské techniky
a praktické získávání dovedností pfii zpracování obrazového materiálu. Vzniká základ archivu digitáních v˘ukov˘ch
videosouborÛ. Tyto pocházejí z prostfiedí operaãních sálÛ na‰eho ústavu. Jsou pofiizovány na videokameru formátu D8
a zpracovánány na PC se sofwarem umoÏÀující ãinnost filmové stfiiÏny.

Vzhledem k úzké specializaci oboru ãinnosti, potfiebou ãetn˘ch okamÏit˘ch reakcí na neoãekávané zmûny situace,
povaÏujeme za nezbytné zvládnutí techniky seznámen˘m odborníkem -lékafiem, nikoli profesionálním kameramanem.

V na‰em sdûlení - pfiedná‰ce - budeme elektronickou formou prezentovat téÏ první konkretní v˘sledky, tedy
videosekvence a moÏnosti tûchto informaãních medií v na‰ich podmínkách.

Tato forma v˘uky je vyuÏitelná jak ve v˘uce pre- tak i postgradujální a má tedy v˘znam i pro akreditaci pracovi‰tû.
Zámûr koresponduje se souãasn˘m programem Evropské unie: Akãní plán eEurope. Souãástí je i iniciativa Elektro-

nické uãení (eLearning).
V˘sledky budou postupnû prezentovány v rámci fakulty, zpfiístupnûny studentÛm na fakultním WWW serveru. Dále

lze poãítat s uvolnûním pfiístupu i pro dal‰í vybraná akademická pracovi‰tû. Jedná se o vstupní sdûlení.

OVLIVNùNÍ EXCITABILITY MOZKU U DOSPùL¯CH POTKANÒ VYSTAVEN¯CH V¯·KOVÉ HYPOXII
Autofii: Iveta Valkounová, Dana Mare‰ová, Stanislav Trojan
·kolitel: prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc. - Fyziologick˘ ústav 1. LF

Úvod: bûhem stárnutí organismu vznikají v mozku morfologické a funkãní zmûny, které mohou zpÛsobit i zmûnu
excitability korov˘ch neuronÛ.
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Metodika: samci potkana kmene Wistar ve vûku 90 dnÛ a 18 mûsícÛ byli vystaveni v˘‰kové hypoxii 7000 m v hypo-
barické komofie po dobu 8 hodin dennû, 13x v prÛbûhu 17 dní. Epileptické záchvaty jsme vyvolávali opakovanou (5x)
nadprahovou elektrickou stimulací senzorimotorické kÛry 18. den pokusu.

V˘sledky: nadprahová elektrická stimulace senzorimotorické kÛry vyvolala epileptick˘ záchvat - korov˘ následn˘
v˘boj (KNV). Opakovanou expozicí hypobarické hypoxii se trvání záchvatÛ u 90 denních zvífiat (proti zvífiatÛm hypoxii
nevystavovan˘m) nezmûnilo (3,26 s vs. 3,02 s), u 18 mûsíãních se zkrátilo (2,72 s vs. 1,28 s).

Závûr: sníÏená schopnost zpûtného vstfiebávání glutamátu u stárnoucích potkanÛ, inhibiãní pÛsobení katecholaminÛ,
jejichÏ hladina se bûhem hypoxie sniÏuje a po jejím skonãení doãasnû stoupá, a zmûny v interakci mezi glutamátem a os-
tatními neurotransmitery, jako s dopaminem a s GABA, by mohly b˘t pfiíãinou popsané rozdílné excitability.

Práce je podporována GA UK 31/2001 a MSM 111100001.
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1. místo
SUCCESSFUL ENGRAFTMENT OF DONOR
CELLS DEPENDS ON TIME INTERVAL
BETWEEN CYCLOPHOSPHAMIDE
AND IRRADIATION IN EXPERIMENTAL
MURINE MODEL OF BONE MARROW 
TRANSPLANTATION

Tereza Pelichovská
Autofii: Tereza Pelichovská, Ludûk ·efc
·kolitel: MUDr. Ludûk ·efc, CSc. - Institute of Pathophysiology,

Charles University in Prague - First Faculty of Medicine, Czech Republic

Introduction

Cyclophosphamide (CY) is frequently used in cancer chemotherapy. It is used either alone or in combination with
other chemotherapeutics in treatment of solid tumors. It is also used for treatment of hematological malignancies.
Together with total body irradiation (TBI), it is used in the conditioning regimen for hematopoietic stem cell trans-
plantation (HSCT). However, CY has undesirable side effects. It does not suppress only the bone marrow and the 
immune system but it also exerts toxic systemic effects. The main goal of using CY in treatment of hematological ma-
lignancies is to eliminate the patients leukemic hematopoiesis and to allow successful HSCT. Then detailed knowledge
of CY and TBI interaction and its influence on hematopoietic tissue could allow us to minimalize CY and radiation 
doses and thus diminish harmful effects of the treatment.

Many studies on CY action have been done on murine model. The recovery from sublethal CY damage has been
studied (1). Our data showed that the regeneration curve after CY administration follows a unique pattern. Single dose
of CY alters the bone marrow microenvironment in such way that it either induces or suppresses regeneration of pluripo-
tent hematopoietic progenitors (CFU-S) depending on time after CY injection.

The radioprotective effect of CY given 1 or 3 days prior to irradiation has been described previously (2). Blacket and
Botnick (3) have pointed out the importance of time interval between CY and irradiation on regeneration rate of
hematopoietic progenitors. CY given before TBI enhanced engraftment of erythropoietic cels (4). All these published
results led us to study the influence of different time interval between CY administration and TBI on hematopoietic re-
covery, especially on complete engraftment of donor cells after syngenic bone marrow transplantation.

Material and Methods

Animals: C57B1/6 KaThy (Ly5.2) and congenic Ly5.1 female mice 6 to 8 weeks old were used. They were housed
in clean conventional animal rooms and maintained on acidified water.

Drugs: Cyclophosphamide (FARMOS, Finland) was dissolved in distilled water and injected intraperitoneally in 
a volume of 0,5 ml. The dose was 135 mg / kg.

Total body irradiation: 60Co, 1 to 6 Gy for post-irradiation dip, 5 Gy for competitive repopulation assay, 7.5 Gy for
spleen colony assay.

Progenitor test: The pluripotent hematopoietic progenitors CFU-Sday8 were determined by the spleen colony tech-
nique (5). Pooled bone marrow samples from 3 to 5 mice were prepared. Groups of 10 recipient mice were lethally irra-
diated with 7.5 Gy of 60Co. The cells were injected after appropriate dilution in PBS-BSA. The spleen colonies were
counted after 8 days. The mean colony numbers were corrected for colony overlap as described previously (6).

[3H]thymidine suicide assay for determination of CFU-S proliferation: The method described by Becker et al. (7)
was used. Bone marrow cells were collected and incubated in the M199 medium with 10 mmol HEPES, 7.4 MBq (200
mCi) of [3H]thymidine (3HTdR) per ml, for 20 min at 37° C. The cell suspensions were washed, diluted and injected 
into irradiated mice to determine the CFU-S content. The fraction of CFU-S killed by 3HTdR was calculated.

SEKCE PRACÍ PREGRADUÁLNÍCH STUDENTÒ - âÁST TEORETICKÁ
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Competitive repopulation assay: Competitive repopulation assay according to Spangrude et al has been modified (8).
Groups of five Ly5.2 mice were pretreated with CY on day 7, 5, and 2 before TBI. Control mice received only irradiation.
Irradiation dose was 5 Gy. 2 hrs after the irradiation, mice were transplanted with 4 x 106 bone marrow cells from the
congenic (Ly5.1) donor.

Evaluation of chimerism: % of donor hematopoiesis was measured in monthly intervals in individual mice up to pe-
riod of 8 months after transplantation. Peripheral blood was obtained by retroorbital bleeding. Erythrocytes were lysed
and leukocytes were stained with monoclonal antibodies against Ly5.1 and Ly5.2 antigens. The ratio of Ly5.1 (donor 
originated) and Ly5.2 (host originated) white blood cells was determined on Becton Dickinson FACScalibur cytometer.

Statistics: Means ± SEM.

Results
CFU-S regeneration after CY.
CFU-S in femur were depleted by 85% after single dose of CY (135 mg/kg). There occurred rapid recruitment of

CFU-S into cell cycle and regeneration to pretreatment levels between days 1 to 3 after CY. This transient recovery was
followed by proliferation block of CFU-S and secondary deep decrease in numbers on days 5 to 7 after CY (Fig. 1)

Fig.1.: CFU-S numbers and % in S-phase of cell cycle after CY administration (135 mg/kg).

Post-irradiation dip.
TBI severely depleted hematopoietic cells (D0 for CFU-S is approx. 0.9 Gy - unpublished results). Thirty percent of

progenitors that survived irradiation (1 to 6 Gy) disappeared from the bone marrow within first 24 hrs after irradiation.
Only after this period ("post-irradiation dip") regeneration started. Pretreatment with CY 2 days before TBI complete-
ly abolished the dip and regeneration of CFU-S started immediately. On the other hand, CY given 7 days before TBI
enhanced the post-irradiation decrease 10 times compared to control mice. (Fig. 2)

Fig. 2.: Post-irradiation decrease (dip) and/or regeneration of bone marrow CFU-S in control and CY pretreated mice 
during first 24 hrs after total body irradiation.

Effect of different time intervals between CY and TBI on post-transplantation chimerism.
Control mice reached 30% of donor cells in blood within the first month after the BMT and this level remained stable
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for the whole period of the experiment. Pretreatment with CY 2 days prior to TBI resulted in significantly lower
short-term engraftment and chimerism reached levels observed in control mice only after 3 to 4 months. Prolonged time
interval (5 or 7 days) between CY and TBI led to significantly higher chimerism early after transplantation and the per-
centage of donor cells reached 90% after 3 to 4 months. (Figure 3)

Fig. 3.: Percentage of donor cells in mice after CY (135 mg/kg), total body irradiation (5 Gy), and bone marrow trans-
plantation (4 x 106 bone marrow cells).

Discussion
Cyclophosphamide is a very potent alkylating agent. Toxic metabolites are cleared from the blood within 30 minutes.

All later effects on hematopoiesis observed in mice are thus indirect consequences of microenvironmental changes caused
by cyclophosphamide (1). Regeneration of pluripotent hematopoietic progenitors (CFU-S) follows a characteristic 
pattern in the bone marrow, with transient regeneration followed by a secondary deep and long lasting depression. This 
recovery kinetics is unique and specific for CY. The regeneration curve can be divided into two distinct phases. Early 
(1 to 3 days) after CY, when rapid regeneration occurs and all progenitor cells are actively dividing (% of cell in cell 
cycle is 50% or higher). Later (5 to 7 days) after CY, the secondary decrease of progenitors takes place and virtually no
CFU-S are in S-phase.

Hematopoietic cells are one of the most sensitive cells to irradiation. As CFU-S are progenitor cells determined by
a clonal assay, the cells that were detected in the bone marrow 10 min after irradiation were fully viable and functional.
The further decrease within next 24 hrs (post-irradiation dip) should thus be a consequence of microenvironmental
changes that do not support CFU-S recovery during this period. If irradiation was delivered 2 days after CY, when bone
marrow microenvironment extensively supported proliferation and expansion of progenitor cells, the post-irradiation dip
was abolished and CFU-S that survived irradiation started immediate regeneration. Controversially, irradiation 7 days af-
ter CY, when proliferation of progenitors in the bone marrow was suppressed, significantly enhanced post-irradiation dip.

Competitive repopulation assay using transplantation of cells differing in a subtype of CD45 molecule (congenic in
Ly5 antigen) revealed significantly higher donor cell engraftment if time interval between CY and TBI was prolonged
to 5 or 7 days compared to 2 days interval and controls without CY.

Cyclophosphamide (CY) along with total body irradiation (TBI) is often used as a conditioning regimen for human
hematopoietic stem cell transplantation. The patients receive CY in 1 or multiple doses followed by after 1 or 2 days.
Our experiments on mice pointed out the significance of the time interval (i.e. status of microenvironment) between CY
and TBI, on the fate of progenitors in the bone marrow. We hypothesize that total body irradiation of actively regene-
rating bone marrow after CY will cause lower depletion of host hematopoietic stem cells and donor hematopoietic cells
will be less competitive compared to only irradiated control mice. On the other hand, irradiation of bone marrow where
hematopoietic microenvironment strongly inhibits hematopoiesis (5 or 7 days after CY) severely depletes host hema-
topoiesis, and donor hematopoietic cells can colonize bone marrow cells more effectively.
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The aim of the pretransplantation patient conditioning is to eliminate the host leukemic hematopoiesis and to en-
sure a successful engraftment of donor stem cells. If the data of combined effects of CY and TBI on murine
hematopoiesis would be proven also for human, it should be considered possible extension of the time interval between
CY administration and TBI which could promote better anti-tumor effect of treatment and allow a high and stable en-
graftment of donor cells. Current experiments are in progress to evaluate if the same engraftment of donor cells can be
achieved using lower doses of CY and/or TBI but properly timed. In addition, human cord blood hematopoietic cells
were transplanted into mice with severe combined immunodeficiency (NOD-SCID mice) treated with different time
combinations of CY and TBI and engraftment of human hematopoiesis will be followed up.
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2. místo
V¯ZNAM NT-3/TRK C SIGNALIZACE PRO TVORBU PACINIHO 
TùLÍSEK NA BÉRCI U MY·I

Autor: Jifií ·ed˘
·kolitel: doc. MUDr. Milo‰ Grimm, DrSc. - Anatomick˘ ústav 1. LF

Souhrn
V˘voj mechanoreceptorÛ je podmínûn morfogenetick˘mi interakcemi senzitivních nervÛ a cílov˘ch bunûk v periferii.

V tûchto interakcích se uplatÀují neurotrofiny a neureguliny. Cílem této studie je zjistit v˘znam neurotrofinu NT-3 a jeho
trkC receptoru pro tvorbu Paciniho tûlísek, která patfií mezi opouzdfiené, rychle se adaptující mechanoreceptory.
Na membrana interossea cruris a pfiilehlé plo‰e distálního konce fibuly se konstantnû vyskytuje skupina tûchto tûlísek.
Jsou inervována z n. interosseus dorsalis a jejich poãet je dobfie stanoviteln˘.
Ke studiu byly pouÏity novorozenci mutantních kmenÛ my‰í s inaktivovan˘m genem NT-3 (Farinas et al., 1994) a s ne-
funkãní tyrosinkinázovou doménou trkC receptoru (Klein et al., 1994) . Byly analyzováni homozygoti, heterozygoti
i wild type. Tûlíska byla znázorÀována po mikropreparaci in situ prÛkazem acetylcholinesterázy (Karnovsky, Roots 1964)
modifikovanou pfiidáním Tritonu X-100 do inkubaãního media. Stanovení poãtu Paciniho tûlísek ukázalo, Ïe u trkC
mutantních my‰í se tvofií o 10,05 % ménû Paciniho tûlisek a u NT-3 mutant o 37,30% ménû neÏ u kontrolních zvífiat.
NT-3/trkC signalizace je tedy jedním z faktorÛ, kter˘ ovlivÀuje v˘voj Paciniho tûlísek.

Klíãová slova: Paciniho tûlíska - v˘voj - NT-3 - trkC - my‰

Úvod
Paciniho, nebo téÏ Vater-Paciniho tûlíska jsou jedním z rychle se adaptujících opouzdfien˘ch mechanoreceptorÛ.

Registrují vibrace v rozsahu 20 - 1500 Hz s maximem okolo 200 - 400 Hz. Jsou inervována aferentním Iβ nervov˘m
vláknem, které je obklopeno vnitfiním sloupcem, sloÏen˘m ze Schwannov˘ch bunûk. Vnitfiní sloupec obklopuje nûkolik
vrstev lamel a zevní vazivov˘ obal (Iggo, Andres, 1982). Paciniho tûlíska leÏí v podkoÏí, v kloubních pouzdrech, na liga-
mentech, periostu, interosseálních membránách a také v mesenteriu. Vyvíjejí se v prenatálním období a jejich poãet je
druhovû specifick˘ a je konstantní pro urãitou oblast (Zelená, 1994). U my‰i se na dorzální stranû membrana interossea
cruris konstantnû nalézá 35 - 42 Paciniho tûlísek (Nava, 1988), která inervuje n. interosseus posterior.

V˘voj Paciniho tûlísek právû tak jako v˘voj i dal‰ích mechanoreceptorÛ je podmínûn morfogenetick˘mi interakcemic
senzitivních nervÛ a cílov˘ch bunûk v periferii, jak dokládají denervaãní v˘vojové studie (Zelená, 1978, 1994). V tûchto
interakcích se uplatÀují neurotrofiny a neureguliny (Lopez et al., 1998, Kopp et al., 1997).

Neurotrofiny jsou skupinou proteinÛ, které mají fiadu trofick˘ch funkcí v dospûlém i vyvíjejícím se organismu.
Neurotrofiny tvofiené cílov˘mi tkánûmi podporují pfieÏívání neuronÛ, které danou oblast inervují a mají vliv na zachování
jejich funkce. Do rodiny neurotrofinÛ patfií nervov˘ rÛstov˘ faktor (NGF), rÛstov˘ faktor izolovan˘ z mozku (BDNF),
neurotrofin 3 (NT-3), NT-4/5 a rÛstov˘ faktor izolovan˘ z gliov˘ch bunûk (GDNF). V‰echny tyto faktory se váÏí na pfiís-
lu‰né tyrosinkinázové receptory (trkA, trkB a trkC) a s niÏ‰í afinitou také na receptor p75 (Barbacid, 1994).

Na TrkC receptor, kter˘ se vyskytuje v nûkolika isoformách (Tessarollo, 1998), se jako jedin˘ z neurotrofinÛ váÏe 
neurotrofin NT-3, kter˘ se v‰ak rovnûÏ váÏe na receptory trkA, trkB a p75, ale s men‰í afinitou.
Je známo, Ïe Paciniho tûlíska exprimují p75, trkA (Lopez et al., 1998, Vega et al., 1996), trkB (Stark, 2001) a neuregulin
(Kopp et al., 1997). V pfiedpokusech jsme zjistili, Ïe axon inervující tûlísko exprimuje také trkC receptor, a Ïe i obaly
tûlíska vykazují trkC pozitivitu. Zajímalo nás proto, zda se NT-3/trkC signalizace uplatÀuje za v˘voje Paciniho tûlísek.
U NT-3 -/- my‰í, kter˘m chybí proprioceptivní receptory ve svalech (svalová vfieténka a Golgiho ‰lachová tûlíska), byla
Paciniho tûlíska pozorována, jejich poãet v‰ak sledován nebyl (Ernfors et al., 1994). Konstantní skupina tûlísek na bérci
umoÏÀuje zjistit kvantitativnû zda je jejich v˘voj naru‰en, je-li vyfiazena NT-3/trkC signalizace.

Materiál a metody
A - PouÏité kmeny my‰í
Ke studiu exprese trkC receptoru v Paciniho tûlíscích a k nácviku preparace tûlísek byly pouÏity normální dospûlé my‰i

C57Bl (AnLab, Praha).
V˘znam NT-3/trkC signalizace pro v˘voj Paciniho tûlísek byl studován u dvou mutantních kmenÛ my‰í: 1. kmen 

s nefunkãní tyrosinkinázovou doménou trkC receptoru (Klein et. al., 1994) a 2. kmen s inaktivovan˘m genem pro 
NT-3 (Farinas et al., 1994). Byly pouÏiti homozygoti (-/-), heterozygoti (+/-) i wild type (+/+). Ve v‰ech pfiípadech 
byla hodnocena tûlíska z konãetin novorozen˘ch my‰í. Konãetiny NT-3 mutantního kmene nám laskavû poskytla 
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prof. MUDr. J. Kuãera (Dept. of Neurology, Boston University School of Medicine) a konãetiny trkC mutanty
poskytla prof. Dr. M. Sieber-Blum (Dept. of Cell Biology, Neurobiology and Anatomy, Medical College of Wisconsin).
Genotypizace byla provedena v jejich laboratofiích.

B - Imunohistochemické znázornûní trkC receptoru v Paciniho tûlíscích.
Dolní koãetina my‰í usmrcen˘ch pentobarbitalem byla fixována 4% paraformaldehydem pfies noc a poté byla vypre-

parována skupina Paciniho tûlísek spolu s nervus interosseus posterior. Vypreparovaná tûlíska byla vyprána v K fosfátovém
pufru, prosycena sacharosou (7.5% a dále 15%), zalita do O.C.T. compound (Miles Scientific) a zmraÏena v tekutém
dusíku.

Sériové 8 µm silné kryostatové fiezy byly pfiená‰eny na silanizovaná skla. Po vyprání v PBS byla blokována endogen-
ní peroxidáza (0.6% peroxid vodíku v metanolu) po dobu 20 minut, pak znovu prána. Následnû byly fiezy pre-inkubovány
s 50 mM glycinem v PBS 20 minut pfii pokojové teplotû a pak byly inkubovány v normálním kozím séru (NGS, 1:20 
v PBS s 2% BSA) po dobu 20ti minut pfii pokojové teplotû k redukci nespecifick˘ch vazeb. Poté byly proplachovány 3x5
min. s 0.1% BSA (Aurion BSA-CTM, pH 7.4 ). Anti-TrkC protilátka (rabbit IgG #sc-117, non-crossreacting with TrkA
and TrkB, Santa Cruz Biotechnology) byla aplikována v fiedûní 1:150 v 0.1% BSA pfies noc pfii 4°C. Následovala inkubace
s goat anti-rabbit sekundární protilátkou znaãenou peroxidázou (fiedûní 1:200 v 0.1% BSA) po dobu 90 minut pfii poko-
jové teplotû. Poté byly fiezy prány 6x5 minut v 0.1% BSA. Reakce byla vizualizována inkubací v 3-3′ diaminobenzidinu
po dobu 10 minut. Negativní kontrola byla provedena pre-absorpcí primární protilátky blokujícím peptidem (200 µg/ml;
#sc -117 P, Santa Cruz Biotechnology).

C - Preparace, znázornûní a poãítání Paciniho tûlísek
Byly pouÏity konãetiny fixované ve 4% paraformaldehydu a prané v PBS. Byl odstranûn m. triceps surae a svaly

hluboké skupiny flexorÛ. Pfii odklápûní m. flexor digitorum longus byl pfieru‰en n. interosseus posterior. Skupina tûlísek
na distálním konci fibuly a pfiilehlé membrana interossea byla ponechána in situ spolu s distální polovinou nervu. Tûlíska
byla znázorÀována prÛkazem acetylcholinesterázy inkubací s acetylthiocholinjodidem pfiímou metodou (Karnovsky, Roots,
1964) pfii teplotû 37°C 8-12 hodin. Inkubaãní roztok byl modifikován pfiidáním tritonu X-100 (250 µl na 37,8 ml
roztoku). Po znázornûní byla tûlíska kvantifikována pod preparaãním mikroskopem.

V˘sledky
Imunohistochemická reakce s protilátkou, která se váÏe na trkC receptor ukázala pozitivitu v nervovém vláknu,

ve vnitfiním sloupci a slabûji také v lamelách a zevním vazivovém obalu Pacinihu tûlíska dospûlé my‰í (obr. 1). RovnûÏ
my‰i krátce po narození vykazují tûlíska trkC positivitu v centrálním nervovém vláknu a ve vnitfiním sloupci. Pozitivita 
v lamelách a zejména v zevním vazivovém obalu je v˘raznûj‰í neÏ u dospûl˘ch zvífiat.

Obr. 1.: TrkC pozitivita
v Paciniho tûlísku u kon-
trolní dospûlé my‰i v ax-
onu a vnitfiním sloupci
(malá ãerná ‰ipka) a zev-
ním vazivovém pouzdfie
(velká ãerná ‰ipka). Slabá
pozitivita je patrná lame-
lách tûlíska (bílá ‰ipka).
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Na dorsální stranû bérce u my‰i leÏí podél prÛbûhu a vûtvení nervus interosseus posterior 35-42 Paciniho tûlísek 
(Nava, 1988). Detailnûj‰í popis ukazuje, Ïe malá skupinka tûlísek leÏí podél zpûtné vûtviãky n. i. p. k proximálnímu úseku
fibuly. Hlavní a nejvût‰í skupina tûlísek (obr. 2) leÏí na dorsální stranû distálního konce fibuly a pfiilehlé ãásti membrana
interossea a obsahuje 23-30 tûlísek s mal˘m rozdílem prÛmûrného poãtu u dvou studovan˘ch kmenÛ (tab. 1., 2.).
Poslední, malá skupinka tûlísek leÏí na tibii mediálnû od hlavní skupiny. Preparace tûlísek po jejich znázornûní prÛkazem
acetylcholinesterázové aktivity (obr. 3) je snadná u dospûl˘ch my‰í, kdeÏto u novorozen˘ch zvífiat se nám dafiilo spolehlivû
vypreparovat a znázornit pouze hlavní skupinu tûlísek. Zvolili jsme ji proto pro kvantitativní sledování.

U my‰í s afunkãní tyrosinkinázovou doménou trkC receptoru je patrné signifikantní sníÏení poãtu tûlísek
z 25.57±0.75 tûlísek u wild type, na prÛmûrn˘ poãet 23±0.65 tûlísek (-10,05 %) u homozygotÛ. U heterozygotÛ byl
prÛmûrn˘ poãet tûlísek 26.60±0.25 (+ 4,03 %), coÏ je nesignifikantní rozdíl oproti wild type (tab. 1).

U kmene my‰í s inaktivovan˘m genem pro NT-3 je úbytek tûlísek v˘raznûj‰í neÏ u pfiedchozího kmene. U wild type
jsme nalezli 27.83±0.60 tûlísek. U heterozygotÛ 22.00±0.77 (- 20, 95 %). U homozygotÛ pak pouze 17.45±0.21 tûlísek,
coÏ pfiedstavuje úbytek 37,30 % tûlísek (tab. 2). Zajímav˘m zji‰tûním je vymizení stfiedové oblasti hlavní skupiny tûlísek
u NT-3 knockout homozygotních my‰í, zatímco u trkC knockoutu ub˘vala tûlíska difuznû (obr. 4). V místû chybûjících
tûlísek byly patrné jen zbytky jejich vazivové sloÏky.

Diskuse a závûry
Ovûfiili jsme, Ïe ohraniãená skupina stabilního poãtu Paciniho tûlísek na dorsální stranû bérce u my‰i je vhodná ke 

studiu v˘znamu genÛ, které jsou exprimovány za v˘voje nervového systému. JiÏ dfiíve byly mechanoreceptory na bérci
vyuÏity k elektrofyziologick˘m, denervaãním a experimentálnû embryologick˘m studiím u koãky (Hunt et al., 1960),
laboratorního potkana (Zelená et al., 1980), bílé leghornky a japonské kfiepelky (Zelená et al., 1997, Grim et al., 1999).
U ptákÛ odpovídají Paciniho tûlískÛm tûlíska Herbstova. Paciniho i Herbstova tûlíska lze znázornit osmifikací nebo his-
tochemick˘m prÛkazem jejich acetylcholinesterázové aktivity (Zelená, 1994).

Je známo, Ïe Paciniho tûlíska exprimují neurotrofinové receptory p75, trkA (Lopez et al., 1998; Vega et al., 1996), trkB
(Stark, 2001) a neuregulin a jeho receptory (Kopp et al., 1997). Imunohistochemick˘ prÛkaz trkC receptoru v axonu 
i v obalech Paciniho tûlíska roz‰ifiuje spektrum receptorÛ, které jsou v tomto mechanoreceptoru exprimovány. Toto ‰iroké
spektrum exprimovan˘ch receptorÛ ukazuje, Ïe se - kromû neuregulinu - ve v˘voji a uchovávání Paciniho tûlísek uplatÀu-
je více neurotrofinÛ. Na‰e studie ukázala, Ïe k nim patfií i neurotrofin NT-3. Jeho vyfiazení mûlo za následek úbytek 37,30%
Paciniho tûlísek. Vyfiazení trkC receptoru se projevilo men‰ím úbytkem tûlísek, pouze o 10,05%. Tento rozdíl lze vysvûtlit 
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Obr. 2.: Pohled na dorsální stranu distální ãásti bérce levé
konãetiny kontrolní dospûlé my‰i zachycuje hlavní skupinu
Paciniho tûlísek, která slouÏila kvantitativnímu sledování.
Tûlíska (silná bílá ‰ipka) leÏí na periostu distálního konci
fibuly (F) a pfiilehlé ãásti membrana interossea cruris.
Tenká bílá ‰ipka - n. interosseus posterior.

Obr. 3.: Paciniho tûlíska dospûlé kontrolní my‰i znázornûná
prÛkazem jejich acetylcholinesterázové aktivity. Reakãní
produkt je lokalizován v buÀkách vnitfiního sloupce (‰ipka)
a v axonech.



souãasnou afinitou NT-3 i k p75, trkA a trkB receptorÛm, která je v‰ak niÏ‰í, neÏ v pfiípadû trkC receptoru.
Zjistili jsme jen ãásteãné vymizení Paciniho tûlísek. Za zachování 62,70% bércov˘ch tûlísek u NT-3 -/- mutantních

my‰í jsou s nejvût‰í pravdûpodobností zodpovûdné dal‰í trofické faktory. Pro jejich bliÏ‰í urãení, bude tfieba provést 
kvantitativní studie poãtu Paciniho tûlísek po vyfiazení genÛ kódujících jednotlivé neurotrofiny a jejich receptory.
Neprovedli jsme dosud podrobnou histologickou studii, ale vymizení acetylcholinesterazové aktivity v nûkter˘ch tûlíscích
u NT-3 -/- mutantních novorozen˘ch my‰í pfii souãasnû persistujících zbytcích jejich vazivové sloÏky naznaãuje, Ïe tûlíska
se zpoãátku tvofiila, ale je‰tû v prenatálním období se zaãala rozpadat. Bylo zji‰tûno (Ernfors et al., 1994), Ïe ve spinálních
gangliích u NT-3 -/- novorozencÛ klesá poãet neuronÛ aÏ na 45±12% jejich obvyklého poãtu. Chybûjící neurony patfií ke
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Tabulka 1:
Poãet Paciniho tûlísek u novorozené my‰i s nefunkãní tyrosinkinázovou doménou trkC receptoru ve srovnání s wild type.

Genotyp Paciniho tûlíska v hlavní skupinû Zmûny 
(prÛmûr ± S.E. M.) v procentech

TrkC (+/+) 25.57 ± 0.75 100,00 %

TrkC (+/-) 26.60  ± 0.25 +4,03 %

TrkC (-/-) 23.00 ±  0.65* -10,05 %

n = 5-8 in each group. *) signifikantnû niÏ‰í vzhledem k wild type (p = 0.009) a heterozygotÛm (p = 0.002).

Tabulka 2: Poãet Paciniho tûlísek u novorozené my‰i s vyfiazen˘m genem pro NT-3 ve srovnání s wild type.

Genotyp Paciniho tûlíska v hlavní skupinû Zmûny 
(prÛmûr ± S.E. M.) v procentech

NT-3 (+/+) 27.83 ± 0.60 100,00 %

NT-3 (+/-) 22.00 ± 0.77* -20,95 %

NT-3 (-/-) 17.45 ± 0.21** -37,30 %

n = 5-8 in each group.
*) signifikantnû niÏ‰í vzhledem k wild type (p = 0,0043) 
**) signifikantnû niÏ‰í vzhledem k wild type (p = 0.00016) and heterozygotÛm (p = 0.00046).

Obr. 4.: Skupina Paciniho tûlísek na dorsální plo‰e fibuly
(F) u novorozené NT-3 knockout homozygotní my‰i.
V centu skupiny (velká bílá ‰ipka) není aktivita 
acetycholinesterázy patrná. Pozitivitu vykazují pouze 
distálnû uloÏená tûlíska (tenká bílá ‰ipka).
âerná ‰ipka - n. interosseus posterior.
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skupinû velk˘ch neuronÛ, které inervují proprioceptory a také nûkteré mechanoreceptory (Chen et al., 1999).
Je proto pravdûpodobné, Ïe rozpad tûlísek je zpÛsoben ztrátou inervujících neuronÛ. K bliÏ‰ímu objasnûní v˘znamu
NT-3/trkC signalizace bude dále tfieba studovat produkci NT-3 v cílové tkáni, která tvofií vazivovou sloÏku Paciniho tûlíska,
a která je zfiejmû v urãité fázi v˘voje zdrojem trofick˘ch signálÛ pro axony neuronÛ vrÛstajících do periferie.
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Úvod
Laboratorní potkan je jiÏ dlouho pouÏíván v biomedicínsk˘ch oborech k v˘zkumu fyziologie a patofyziologie. Stal se

preferovan˘m modelov˘m organismem pro studium genetiky mnoha komplexních chorob jako je hypertenze, non-in-
zulin-dependentní diabetes mellitus, choroby ledvin, autoimunitní onemocnûní a poruchy chování. V souãasnosti je 
kladen velk˘ dÛraz na objasÀování podstaty zkouman˘ch jevÛ na úrovni DNA. Pro uspokojení tûchto poÏadavkÛ se 
v posledních letech intenzivnû provádí genetické mapování nejpouÏívanûj‰ích kmenÛ laboratorního potkana, a to jak
metodou klasického vazebného genetického mapování, tak fyzického mapování (radiaãních hybridÛ, genomov˘ch kni-
hoven). Na tyto metody strukturální genomiky, která popisuje genom, navazují posléze metody genomiky funkãní, které
pomáhají odhalit funkci a interakce vytipovan˘ch kandidátních genÛ. Kmen BN (Brown Norway) byl pro léta 2001 
aÏ 2003 vybrán k úplné sekvenaci a zafiadí se tak spolu s Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhab-
ditis elegans, Arabidopsis thaliana, Mus musculus, viry a bakteriemi do skupiny osmi geneticky nejlépe prozkouman˘ch
organismÛ (1.). Tento kmen je jedním z progenitorÛ námi pouÏívan˘ch linií vãetnû sady PXO.

V této práci je pouÏit model genetické determinace malformaãního syndromu konãetin u potkana, kter˘ spoãívá 
v souboru kongenních a rekombinantních inbredních (RI) kmenÛ nesoucích mutantní gen (Lx) pro syndrom polydak-
tylie-luxace (PLS). Tento model je dlouhodobû rozpracováván od záchytu malformaãní mutace v roce 1969 (2.). PLS 
je determinován genem velkého úãinku Lx, kter˘ je lokalizován na potkaním chromozomu 8. Minimálním fenotypov˘m
projevem této alely je preaxiální polydaktylie zadních konãetin, dále se vyskytují malformace kostí stylopodia, zeugopo-
dia i pletencÛ konãetin. V˘voj kongenních a RI kmenÛ prokázal v˘razn˘ vliv modifikujících faktorÛ genetického pozadí
na fenotypov˘ projev determinujícího genu Lx (3.) i na v˘sledek interakce tohoto genu s teratogeny (4.).

Rekombinantní inbrední (RI) kmeny jsou dlouho ‰iroce uÏívány k mapování nejrÛznûj‰ích mendelovsky dûdiãn˘ch 
a kvantitativních znakÛ. Sada rekombinantních inbredních kmenÛ je fixovaná F2 populace vzniklá opakovan˘m kfiíÏením
dvou vysoce inbredních progenitorních kmenÛ systémem bratr x sestra (inbredizace) po více neÏ dvacet generací. V˘sled-
kem je soubor kmenÛ nesoucích rÛzné kombinace genomÛ pouÏit˘ch progenitorních (rodiãovsk˘ch) kmenÛ v homozy-
gotní formû, ãímÏ je simulována populace s kontinuální distribucí kvantitativních znakÛ. KaÏd˘ rekombinantní genom
je replikovan˘ jako izogenní linie, díky tomu mohou b˘t odchylky zpÛsobené vlivy prostfiedí a technick˘mi chybami mini-
malizovány. Jedinci jednoho kmene jsou tedy geneticky témûfi identiãtí a v rámci experimentu volnû zamûnitelní, tedy je
moÏné provádût studie úãinkÛ genÛ za rÛzn˘ch podmínek s geneticky stejnû definovan˘m zvífietem. V˘hodou je zv˘‰ení
heritability komplexních genetick˘ch znakÛ a zv˘‰ení vyhlídek na mapování vyvolávajících QTL (quantitative trait loci).

RI kmeny se pouÏívají k odhalování interakcí genomu s prostfiedím a pleiotropního úãinku genÛ. Tyto dÛleÏité as-
pekty jsou v genetice jen tûÏko analyzovatelné, pokud by se pouÏívalo klasické mapování populací, v nichÏ je kaÏd˘ genom
jedineãn˘. Dal‰í v˘hodou RI kmenÛ je, Ïe genotypy zji‰tûné rÛzn˘mi v˘zkumn˘mi skupinami pouÏívajícími odli‰né
metody genotypizace stejn˘ch kmenÛ mohou b˘t propojeny k vytvofiení podrobné vazebné mapy. UÏiteãnost RI sad 
a pravdûpodobnost úspû‰ného mapování jakéhokoli dûdiãného kvantitativního znaku nebo nového monogennû
dûdiãného znaku je závislá na poãtu spolehliv˘ch a správnû zafiazen˘ch markerÛ v SDP (strain distribution pattern)(5.).

Kyselina retinová (RA) patfií mezi deriváty vitaminu A - retinoidy. Jedná se o velmi v˘znamnou skupinu léãiv, pouÏí-
vanou pfieváÏnû v hematologii, onkologii hlavy, krku a mléãné Ïlázy jako chemoprofylaktika a v koÏním lékafiství, kde se
podávají celkovû i lokálnû.

Teratogenní úãinek retinové kyseliny byl popsán jako první u my‰i, pozdûji i u potkana a nûkteré epidemiologické
studie naznaãují teratogenní úãinek vitaminu A i u ãlovûka.

Vystavení embrya nadbytku ãi nedostatku vitaminu A vede k poru‰e v˘voje. Spektrum poruch zpÛsoben˘ch jak nad-
mûrnou, tak i nízkou nabídkou retinoidÛ se mÛÏe dokonce pfiekr˘vat, ale existují i specifické projevy nadbytku.
U rÛzn˘ch druhÛ se teratogenní projevy retinoidÛ li‰í a rÛzné deriváty retinolu jsou odli‰nû siln˘mi teratogeny. Na kufiecí modelu
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vysoká koncentrace RA v blízkosti konãetinového pupenu kfiídla vytváfií nové ZPA (zone of polarizing activity), a zpÛsobuje tak
zrcadlovou duplikaci prstÛ. U ostatních druhÛ patfií mezi projevy encefalokéla, roz‰tûpové vady v oblasti dutiny
ústní, brachygnathie nebo oãní defekty. U potkanÛ se nadmûrné podání all-trans-RA projeví i vysok˘m poãtem fetálních
resorpcí a nálezy mrtv˘ch plodÛ (embryoletalita), naopak napfi. 13-cis-RA je pro potkany velmi slab˘ teratogen. Teratogenní
úãinek rovnûÏ závisí na v˘vojové fázi pÛsobení - pfii podání okolo 9. gestaãního dne dominuje postiÏení CNS a kraniofaciální
oblasti, 13. den jsou projevy maximální na konãetinách a urogenitálním systému. V˘znamnou roli také hraje podaná dávka. Nízké
dávky (10 mg/kg) jsou toxické v ran˘ch fázích v˘voje,pro vyvolání defektÛ bûhem organogeneze jsou nutné dávky vy‰‰í (100 mg/kg).

V organismu retinoidy interagují s mnoha transportními a regulaãními proteiny, které napfiíklad ovlivÀují jejich dis-
tribuci (CRBP) nebo metabolismus (CRABP I a II). Cílovou strukturou jsou oblasti DNA, tzv. response elementy
(RARE), na nûÏ se RA spoleãnû se sv˘mi receptory (RAR, RXR ve formû homo- a heterodimerÛ) váÏe, a reguluje tak
genovou expresi. Mezi geny, které ve sv˘ch regulaãních oblastech obsahují RARE, patfií mimo jiné i homeboxové geny
(u my‰i prokázán v Hoxa1, Hoxb-1, Hoxd4), které hrají klíãovou roli bûhem v˘voje konãetin. Specifické kombinace Hox
genÛ ovlivÀují expresi cílov˘ch genÛ, které odpovídají za jedineãné vlastnosti diferencovan˘ch tkání (6.).

Vyhledávání genÛ majících v rámci PLS vztah k pÛsobení retinové kyseliny doplÀuje v˘zkum morfogeneze konãetin
(7.). Zámûrem studie bylo ovûfiit variabilitu projevÛ pÛsobení RA u nové sady RI kmenÛ. U této sady byla provedena
morfometrická anal˘za parametrÛ zadních konãetin fétÛ, které byly vystaveny pÛsobení RA a tyto v˘sledky byly pouÏity
jako vstupní data pro pfiedbûÏnou asociaãní anal˘zu.

Materiál a metody
PouÏité kmeny
Nová sada RI kmenÛ PXO vznikla za úãelem studia morfogeneze konãetin a anal˘zy úãinku teratogenÛ (kyseliny

retinové a talidomidu). Jako progenitory kmenÛ PXO byly zvoleny - polydaktylní, kongenní kmen SHR.Lx a oligodak-
tylní kmen BXH2. Oba nesou alelu Lx podmiÀující syndrom polydaktylie - luxace (PLS) (2.). Tyto dva progenitorní
kmeny byly vybrány pro v˘raznû rozdílnou expresivitu genu Lx, kterou kombinace genÛ u kmene BXH2 v˘raznû zvy‰uje,
zatímco genetické pozadí kmene SHR ji sniÏuje. Stejnû je tomu i s modifikací citlivosti progenitorÛ k úãinku teratogenu
- kyseliny retinové (8.). PXO kmeny novû doplÀují sady RI kmenÛ BXH a HXB, které slouÏí jako zvífiecí modely
nûkter˘ch lidsk˘ch onemocnûní (malformace konãetin - PLS, esenciální hypertenze, inzulinové rezistence) (9.). V‰echny
PXO kmeny jsou homozygotní v alele Lx a nesou dal‰í rÛzné kombinace modifikátorÛ pÛvodu SHR nebo BN. Spoleãnû
s ostatními RI kmeny vykazují kontinuální distribuci projevÛ PLS.

Uspofiádání farmakogenetické studie
Samice kmene SHR.Lx byly cílenû pfiipou‰tûny a den, kdy byly ve vaginálním v˘tûru zji‰tûny spermie, byl oznaãen 1.

dnem gestace. Tfiináct˘ den gestace bylo bfiezím samicím podáno 100 mg/kg tûlesné hmotnosti kyseliny all-trans retinové
(Tretinoin) v 10 ml/kg 10% roztoku etanolu v kukufiiãném oleji Ïaludeãní sondou v celkové inhalaãní anestézii. Kon-
trolním skupinám byl stejn˘m zpÛsobem podán pouze rozpou‰tûcí roztok. Dvacát˘ druh˘ den gestace (pfiedposlední den)
byly plody odebrány, zváÏeny a byly vyhodnoceny poãty a tvar prstÛ zadních i pfiedních konãetin, dále byl vyhodnocen
poãet resorpcí v jednotliv˘ch vrzích. Tfiináct˘ den byl zvolen pro podání RA podle pfiedchozích pozorování, která ukázala
maximální malformaãní úãinek na zadní konãetiny (7.).

Genotypizace
K sestavování SDP je pouÏíváno komerãnû dostupn˘ch souborÛ mikrosatelitních markerÛ (Rat, Mit, Mgh, a dal‰í) 

a nûkolika znám˘ch genÛ (IGF2, Lsn a dal‰í) pomocí standardního protokolu PCR (polymerase chain reaction).
K vyhodnocení polymorfismu délky mikrosatelitních sekvencí (SSLP - simple sequence lenght polymorphism), coÏ jsou
di- aÏ hexanukleotidové repetitivní sekvence - nejãastûji CA motivu, pouÏíváme elektroforetickou separaci v polyakry-
lamidovém gelu a detekci produktu po obarvení ethidium-bromidem fluorescenãnû v UV svûtle. V˘bûr a pofiadí markerÛ
jsou pfiejímány pfieváÏnû ze stávajícího SDP ostatních RI kmenÛ (9.), dále pak z vefiejnû dostupn˘ch vazebn˘ch map 
a z map radiaãních hybridÛ (10., 11.). Z vefiejn˘ch databázov˘ch zdrojÛ vyuÏíváme informace pfiedev‰ím z projektu Rat
Genome Database, které jsou poskytovány na internetov˘ch stránkách rgd.mcw.edu, zdroje informatics.jax.org provozo-
vaného ústavem The Jackson Laboratory a ratmap.gen.gu.se spravovaného spoleãností RatMap.

ProtoÏe jedním z progenitorÛ PXO kmenÛ byl kmen ze sady BXH, kter˘ má pomûr genetick˘ch pozadí BN:SHR
teoreticky 1:1, je u PXO kmenÛ, které vznikly dal‰ím kfiíÏením s kmenem SHR.Lx, tento pomûr jiÏ 1:3 a v markerech,
které byly u kmene BXH2 pÛvodu SHR, není u PXO pfiítomen polymorfismus, v‰echny kmeny mají tyto oblasti pÛvodu
SHR. Toto „nafiedûní“ genetického pozadí BN umoÏÀuje snadnûj‰í vyhledávání minor genÛ tohoto pozadí pomocí aso-
ciaãní anal˘zy. Pro správu SDP a asociaãní anal˘zu je pouÏíván program MapManager QTX v13.
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Morfometrická anal˘za fétÛ
Plody byly fixovány v 96 % etanolu a obarveny diferenciálnû na chrupavku alciánovou modfií a na kost alizarin-sulfá-

tovou ãervení po zprÛhlednûní 10% roztokem hydroxidu draselného. Zadní konãetiny byly analyzovány po získání digitál-
ního obrazu pomocí scanneru s rozli‰ením 2400dpi pomocí systému ImageJ v1.22d dle schématu 1.
Hybridních fétÛ bylo od kaÏdého PXO kmene pfiipraveno k morfologické anal˘ze 5 aÏ 10 od kaÏdého pohlaví.

a Délka chrupavãité tibie j Distál. ‰ífika osifikaãního jádra tibie
b Délka chrupavãité fibuly k Distál. ‰ífika osifikaãního jádra fibuly
c ·ífika hlavice tibie l Délka osifikaãního jádra femuru
d ·ífika hlaviãky fibuly m ·ífika osifikaãního jádra femuru
e Délka chrupavãitého femuru n Délka osifikaãního jádra os. ilii
f Délka chrupavãité pánve Celková plocha a poãet osifikaãních
g Délka osifikaãního jádra tibie jader metatarsÛ
h Délka osifikaãního jádra fibuly Plocha osifikaãního jádra tibie
ch Proxim. ‰ífika osifikaãního jádra tibie Plocha osifikaãního jádra fibuly
i Proxim. ‰ífika osifikaãního jádra fibuly Plocha osifikaãního jádra femuru

Schéma 2.:
Parametry morfometrické digitální obrazové anal˘zy dvojitû barven˘ch vzorkÛ zadních konãetin fétÛ - 22. den gestace.
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Statistická anal˘za
Program MapManager QTX v13 (12.) byl pouÏit pro asociaãní anal˘zu mezi vybran˘mi fenotypov˘mi parametry 

a genetickou mapou RI kmenÛ (vãetnû PXO), která má za úkol urãit vazebnou polohu genÛ ovlivÀujících fenotypové
projevy alely Lx a také kvantifikovat míru vlivu dané oblasti na sledované parametry. Základem byly dva testy: vazebná
anal˘za a intervalové mapování. Vazebná anal˘za po lineární regresní anal˘ze vyjadfiuje pravdûpodobnost vazby jednotliv˘ch
genetick˘ch markerÛ v SDP s pfiedpokládan˘m lokusem (QTL) kvantitativnû ovlivÀujícím hodnotu zkoumaného
parametru (13.). Tento test nezohledÀuje polohu jednotliv˘ch markerÛ v genetické mapû. V˘sledkem je pravdûpodobnost
vazby vyjádfiená hodnotou P a LRS (likehood ratio statistics, analogické k LOD po vydûlení konstantou 4.6), dále pro-
centuální podíl pfiípadného QTL na celkové variabilitû parametru a absolutní pfiíspûvek k hodnotû parametru z regresní
pfiímky. Intervalov˘ test provádí obdobnou statistiku, ale ne pro jednotlivé markery, ale pro jednotlivé pozice na chro-
mozomu odvozené z genetické mapy sestavené pomocí zadaného SDP, v pfiípadû RI kmenÛ vyjádfiené pomocí Haldanovy
funkce (zohledÀuje moÏnost vícenásobn˘ch rekombinací dle Poissonova rozdûlení) (14.).

V˘sledky
Genotypizace
U v‰ech PXO kmenÛ bylo zamapováno celkem 447 mikrosatelitních markerÛ, z toho polymorfních - tedy pÛvodu

BN u BXH2 je 260 markerÛ. PÛvodu SHR (H) u BXH2 je 187 markerÛ. V‰echny PXO kmeny mají chromozomy 2
a 13 celé pÛvodu SHR. Je tomu tak proto, Ïe u progenitorního kmene BXH2 jsou v‰echny námi analyzované lokusy na
tûchto chromozomech tohoto pÛvodu od progenitora SHR.Lx nebo SHR.

Tabulka 1.: Souhrnné údaje o aktuálním SDP PXO kmenÛ.

pÛvod u BXH2 genotypy PXO max. délka
chrom. markery B H v RGD B H F inter. (cM) (cM)

RNO X 6 5 1 5 21 45 0 10.27 36.48
RNO 1 51 41 10 48 230 325 2 11.73 143.59
RNO 2 47 0 47 47 0 517 0 8.15 112.48
RNO 3 29 29 0 27 193 119 2 17.68 91.49
RNO 4 36 20 16 31 88 305 3 16.10 102.24
RNO 5 25 11 14 25 51 223 1 15.76 105.66
RNO 6 23 6 17 23 40 212 0 17.25 81.77
RNO 7 29 23 6 26 110 207 1 7.91 86.23
RNO 8 9 2 7 9 15 83 1 14.88 71.86
RNO 9 17 11 6 15 55 132 0 15.14 79.52
RNO 10 57 42 15 49 281 345 1 10.28 92.77
RNO 11 12 2 10 12 10 122 0 10.29 41.63
RNO 12 7 7 0 5 34 43 0 18.76 51.79
RNO 13 13 0 13 13 0 143 0 6.77 40.78
RNO 14 12 12 0 10 92 38 1 22.21 63.96
RNO 15 9 8 1 9 38 57 0 13.71 65.40
RNO 16 12 11 1 12 72 60 0 11.25 45.50
RNO 17 9 3 6 9 24 75 0 17.27 47.56
RNO 18 15 5 10 14 21 144 0 6.58 43.25
RNO 19 22 18 4 18 120 122 0 6.87 44.92
RNO 20 7 4 3 6 22 55 0 17.74 44.63

Celkem 447 260 187 413 1517 3372 12

Popis sloupcÛ:
markery - poãet mikrosatelitních markerÛ mapovan˘ch na jednotliv˘ch chromozomech,
pÛvod u BXH2 - poãet mikrosatelitÛ pÛvodu BN (B) a SHR (H) u progenitora BXH2 pro jednotlivé chromozomy,
genotypy PXO - poãty genotypÛ pÛvodu SHR (H), BN (B) a poãet heterozygotních genotypÛ (F),
v RGD - poãet markerÛ, které jsou v databázi RGD,
max. inter.(cM) - nejvût‰í vzdálenost dvou markerÛ od sebe,
délka (cM) - délka chromozomu dle pozice posledního námi mapovaného markeru.
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Tabulka 1 uvádí poãet chromozomálních markerÛ zamapovan˘ch na jednotliv˘ch chromozomech, poãet mikrosatelitÛ
pÛvodu BN (B) a SHR (H) u progenitora BXH2 pro jednotlivé chromozomy, markery pfiítomné v mapû RGD, poãty
genotypÛ pÛvodu SHR, BN a poãet heterozygotních genotypÛ (F), maximální vzdálenosti dvou sousedních lokusÛ 
a délku chromozomu dle RGD. V poslední fiádce tabulky je uvedena suma zamapovan˘ch markerÛ, celkov˘ poãet markerÛ,
které jsou pÛvodu BN a SHR u progenitora BXH2, poãet markerÛ, které jsou pfiítomné v mapách RGD a celkové poãty
genotypÛ pÛvodu BN, SHR a heterozygotních u PXO kmenÛ.

Farmakologická studie
Po vyhodnocení nebyly u Ïádného z popsan˘ch parametrÛ pomocí Studentova nepárového t-testu na hladinû

spolehlivosti 10/00 zji‰tûny signifikantní pravolevé rozdíly. Mezipohlavní rozdíly byly nalezeny pouze u délky osifikaãního
jádra kosti kyãelní. Tento parametr byl v asociaãní anal˘ze zadán pro obû pohlaví oddûlenû. K asociaãní anal˘ze byly 
mimo v˘sledkÛ morfometrické anal˘zy zadních konãetin fétÛ pouÏity i dva dal‰í souhrnné parametry z hodnocení typu
zadních konãetin: Procento resorpcí, medián poãtu prstÛ zadních konãetin. K nalezen˘m markerÛm byly vyhledány 
nejbliÏ‰í geny podle komparativní mapy potkana a ãlovûka ze serveru rgd.mcw.edu. Tato takzvaná virtuální komparativní
mapa je vytvofiena na základû mapy radiaãních hybridÛ potkana, která tvofií její kostru. Pomocí sluÏby UNIGENE posky-
tované na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ americkou Národní lékafiskou knihovnou lze vyhledat homologní sekvence 
k znám˘m sekvencím. K námi nalezen˘m markerÛm byly pfiifiazeny geny v maximální vzdálenosti 30 cR, coÏ odpovídá
ménû neÏ 3 cM.

Pro P<0,001 byly nalezeny následující asociace:

poãet osifikaãních jader metatarsÛ:
Chromozom 1 - D1Rat292 (104.96cM) P = 0.00008,

IGF-2 - insulinu podobn˘ rÛstov˘ faktor 2 (104.96cM) P = 0.00060,

délka osifikaãního jádra kosti kyãelní u samic:
Chromozom 7 - D7Rat32(11,42cM-TXNRD1 - thioredoxin reduktáza), P = 0.00059

medián poãtu prstÛ zadních konãetin:
Chromozom 1 - D1Mgh2(11,98cM - SGK serin/threonin kináza regulovaná glukokortioidy nebo sérem), P = 0.00072.

Závûr
V rámci sady segregovalo 260 markerÛ. Pfiedpokládané zastoupení genotypÛ pÛvodu SHR je teoreticky 75 %, ale 

podle souãasného stavu SDP je 69,0 %. Markery jsme vybírali komplementárnû ke stávajícímu SDP ostatních sad RI 
kmenÛ BXH a HXB. Díky tomu bylo moÏné provést asociaãní anal˘zu a vazebnou anal˘zu jak v samotné sadû PXO, tak
i po spojení s mapou ostatních RI kmenÛ.

Tato teratologická studie je aplikací zvífiecího modelu poruchy v˘voje konãetin zaloÏeného na anal˘ze rÛzn˘ch pro-
jevÛ syndromu polydaktylie-luxace u geneticky definovan˘ch kmenÛ laboratorního potkana. Sada RI kmenÛ PXO 
je komplementární k existujícím sadám HXB a BXH a doplÀuje je o dal‰í kombinace genetick˘ch pozadí progenitorních
kmenÛ. U PXO kmenÛ byla potvrzena pfiedchozí pozorování a byla u nich prokázána variabilita projevÛ PLS v kombi-
naci s podáním retinové kyseliny. V˘sledky anal˘zy autopodia zadních konãetin naznaãují, Ïe tento model je vhodn˘ 
k dal‰í morfometrické anal˘ze. Asociaãní anal˘za i na malém poãtu kmenÛ naznaãila oblasti genomu, kde je moÏné pfied-
pokládat geny malého úãinku ovlivÀující fenotypov˘ projev genu velkého úãinku zpÛsobujícího poruchu v˘voje konãetin
za souãasného pÛsobení silného teratogenu. Tím lze povaÏovat tento model, vãetnû zpÛsobu vyhodnocování, za vhodn˘
ke studiu znakÛ kvantitativní povahy v rámci vyhledávání genÛ úãastnících se regulace v˘voje konãetin.

Projekt bude pokraãovat studiem vytipovan˘ch úsekÛ genomu, které vyplynuly z asociaãní anal˘zy. Jednou z metod bude
morfometrická anal˘za soubûÏnû pfiipravovan˘ch dvojitû kongenních kmenÛ, které nesou kromû úseku chromozomu 8 
s mutantní alelou Lx i ãásti chromozomÛ s pfiedpokládan˘m v˘skytem modifikujících QTL. Koneãn˘m cílem je indeti-
fikace a molekulárnû biologická definice pfiíslu‰ného genu.

47



1. J. H. Nadeau, (1999) Rattus norvegicus and the Industrial Revolution. Nature Genetics 22: 3-4 .
2. V. Kfien, (1975) Acta Univ. Carol. Med. Monograph, LXVIII, 1975, p1-109.
3. V. Kfien, et al. (1996) Recombinant inbred and congenic strains of the rat for genetic analysis of limb morpho-genesis.

Fol. Biol. (Praha) 42: 159-166.
4. V. Bílá, V. Kfien, (1996) Teratonegic action of retionic acid in rat congenic and recombinant inbred strains.

Fol. Biol. (Praha) 42: 167-173.
5. F. W. M. Festing, (1979) Inbred strains in biomedical research. The Macmillan Press Ltd., London
6. S. A. Ross, P. J. McCaffery, U. C. Drager, L. M. De Luca, (2000) Retinoids in embryonal development,

Physiol. Rev. (USA) 80(3): 1022-1046.
7. V. Bílá, V. Kfien, F. Li‰ka, (2000) The influence of the genetic background on the interaction of retinoic acid with Lx Mutation 

of the rat, Fol. Biol. (Praha) 46:264-272.
8. V. Kfien, V. Bílá, R. Ka‰párek, D. Kfienová, A new net of recombinant inbred strains complementary to HXB and BXH sets.

J. Exp. Anim. Sci. 2000; 41:54-56.
9. M. Pravenec, et al. (1999) HXB/Ipcv and BXH/Cub Recombinant inbred strains of the rat: Strain distribution patterns 

of 632 alleles. Fol. Biol. (Praha) 45: 203-215.
10.T. K. Watanabe, et al. (1999) A radiation hybrid map of the rat genom containing 5255 markers. Nat. Genet. May; 22(1):

27-36.
11.R. G. Steen, et al. (1999) A high density integrated genetic linkage and radiation hybrid map of the laboratory rat. Gen.

Research 9: ap 1-8.
12.K. F. Manly, J. M. Olson, (1999) Overview of QTL mapping software and introduction to Map Manager QT. Mammalian 

Genome 10: 327-334.
13.C. S. Haley, S. A. Knott, (1992) A simple regression method for mapping quantitative trait loci in line cros-ses using flanking 

markers. Heredity 69: 315-324 
14.E. A. Carbonell, T. M. Gerig, et al. (1992). Interval mapping in the analysis of nonadditive quantitative trait loci. Biometrics

48: 305-315.

LITERATURA

48



1. místo
CENA ZDRAVOTNICK¯CH NOVIN
HUNTINGTONOVA NEMOC:
ANAL¯ZA VZTAHÒ MEZI KLINICK¯MI
PROJEVY, ANAMNESTICK¯MI DATY
A V¯SLEDKY POMOCN¯CH
VY·ET¤OVACÍCH METOD

Autor: Jifií Klempífi
·kolitel: doc. MUDr. Jan Roth, CSc. - Neurologická klinika 1. LF a VFN

Úvod
Huntingtonova nemoc (HN) je autozomálnû dominantnû dûdiãné onemocnûní, projevující se progresivním

postiÏením motoriky, intelektu a psychiatrick˘mi abnormalitami. Prevalence HN je 1:20 000. Nejãastûji se manifestuje
mezi 35. - 45. rokem a medián pfieÏití se pohybuje okolo 15 - 18 let. Patologick˘ gen je lokalizován na chromozomál-
ním lokusu 4p16.3, kde dochází k nadmûrnému zmnoÏení poãtu (CAG)n tripletÛ (>41), které dávají vznik polyglu-
taminové sekvenci kódující protein huntingtin. Funkce aberantního huntingtinu v patofyziologii nemoci nebyla doposud
uspokojivû vysvûtlena.

První klinické symptomy nemoci mohou b˘t jak neurologické, tak psychiatrické. Demence je nejzávaÏnûj‰ím pro-
jevem onemocnûní, vedoucím ve své plynulé a neodvratitelné progresi k naprosté nesobûstaãnosti. Kauzální léãba HN
dosud neexistuje. Farmakologická terapie je pouze symptomatická.
Makroskopicky je nejv˘raznûj‰ím nálezem v mozku nemocn˘ch s HN relativnû selektivní atrofie ncl. caudatus a puta-
men, v pozdûj‰ích stádiích je patrná pov‰echná atrofie mozku. Na CT nebo MRI je charakteristická ztráta konvexity
pfiedních rohÛ postranních komor a jejich balónovité roz‰ífiení, k ãemuÏ dochází v závislosti na atrofizaci ncl. caudatus.

Smyslem studie bylo: a. srovnat velikost caput nuclei caudati u nemocn˘ch s HN vÛãi zdrav˘m kontrolám, b. analy-
zovat vztrahy mezi klinick˘mi a laboratorními nálezy u nemocn˘ch HN.

Soubor a metodika
Vy‰etfiili jsme soubor 80 pacientÛ s HN potvrzenou genetick˘m vy‰etfiením (34 muÏÛ a 46 Ïen). Retrospektivnû z do-

kumentace a z informací od nemocn˘ch a rodinn˘ch pfiíslu‰níkÛ byly získány informace ohlednû vûku na poãátku nemoci
a délky trvání onemocnûní, charakteru dûdiãnosti ve smyslu maternální ãi paternální heredity, charakteru iniciálních sym-
ptomÛ nemoci (psychiatrick˘ch nebo motorick˘ch).

PrÛmûrn˘ vûk souboru nemocn˘ch v dobû vy‰etfiování byl 49,2 let, smûrodatná odchylka (SD) 12,7 let, medián 50,5
let, modus 51 let, maximum 76 let a minimum 20 let, ‰ikmost -0,056 a ‰piãatost -0,35. Poãátek onemocnûní se mani-
festoval u pacientÛ v prÛmûru v 42,8 letech 12,8 medián 43 let, modem 55 let, max. 70 rokÛ, min. 10 rokÛ, var. rozpûtí
60 let, ‰ikmost -0,18 a ‰piãatost -0,28. PrÛmûrná délka nemoci byla 6,3 let, SD 4,3, medián 5 let, modus 5 let, max. 18
a min. 1 rok, var. rozpûtí 17 let, ‰ikmost 0,87 a ‰piãatost -0,06. Vûk na poãátku HN vykazuje rozdûlení normální, proto
lze ke statistickému zpracování pouÏít ve statistickém zpracování parametrick˘ch testÛ. Paternální heredita byla zji‰tûna
u 42 pacientÛ (52,5%), maternální heredita byla zji‰tûna u 20 pacientÛ (25%). U 18 pacientÛ (22,5%) se nepodafiilo zjis-
tit, kdo z rodiãÛ byl nositelem mutovaného genu (nová mutace, jin˘ biologick˘ otec, adopce). Iniciální neurologickou
symptomatiku mûlo 54 pacientÛ (67,5%) a psychiatrickou symptomatiku 22 pacientÛ (27,5%). U 4 pacientÛ nebylo
zji‰tûno, kter˘ z iniciálních symptomÛ HN se objevil jako první.

Velikost expanze CAG repetic byla stanovena anal˘zou DNA z leukocytÛ periferní krve.
CT vy‰etfiení bylo provedeno pfiístrojem Place Plus firmy General Electric Medical Systems. Mimo standardní sken

mozku byla vy‰etfiena oblast bazálních ganglií v fiezech o ‰ífice 5 mm v orbitomeatálním sklonu. U v‰ech osob byla
mûfiena plocha caput ncl. caudati v fiezu, kde byla tato oblast shledána o nejvût‰ím rozsahu. Mûfiení tohoto jádra bylo
provádûno manuálnû pomocí funkce kurzoru a funkcí TRACE a ROI. Aby do‰lo k minimalizaci odchylek v mûfiení,
byla plocha pravého i levého jádra zmûfiena tfiikrát a jejich spoleãn˘m aritmetick˘m prÛmûrem byla získána v˘sledná hod-
nota. Ve studii jsme nezohledÀovali stranovou asymetrii velikosti plochy caput nuclei caudati ani eventuální vliv pohlaví
na velikost tohoto jádra.

Pro komparaci v˘sledkÛ CT vy‰etfiení mozku jsme shromáÏdili skupinu kontrolních osob, kterou tvofiilo 43 pacientÛ
(14 muÏÛ a 29 Ïen) o prÛmûrném vûku 52,6 let, SD 14,6 let, mediánus 53 let, modus 63 let, max. 80 let, min. 19 let,
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var. rozpûtí 61 let, ‰ikmost -0,4 a ‰piãatost 0,24. U tûchto pacientÛ bylo indikováno CT vy‰etfiení pro diagnózu cefalea
ãi transitorní ischemická ataka a v pfiedchorobí u nich nebylo prokázáno Ïádné organické postiÏení CNS ani neuropsy-
chiatrické onemocnûní. Podmínkou zafiazení do kontrolního souboru byl zcela normální nález CT vy‰etfiení.

V˘sledky
Nebyl shledán rozdíl mezi souborem pacientÛ s Huntingtonovou nemocí a kontrolami co se vûku t˘ãe (t test 0,227739

(p > 0,227 α = 0,05)). Vzájemn˘ pomûr pohlaví mezi obûma soubory ani v jednotliv˘ch souborech není vyrovnan˘. V obou
sledovan˘ch souboru pfievaÏuje poãet Ïen nad muÏi a to více v souboru norem. V souboru 80 pacientÛ s HN bylo testováno na
34 muÏÛ (42,50%) a 46 Ïen (57,50%). V souboru norem o celkovém poãtu 43 osob bylo 14 muÏÛ (32,56%) a 29 Ïen (67,44%).

PrÛmûrná velikost plochy caput nuclei caudati v souboru pacientÛ s HN byla 0,44 cm2, SD 0,13 cm2, medián 
0,44 cm2, modus 0,35 cm2, min. 0,7 cm2, max. 0,13 cm2, var. rozpûtí 0,56 cm2, ‰ikmost -0,19 a ‰piãatost -0,27. Velikost
plochy caput nuclei caudati rovnûÏ vykazuje normální rozdûlení dle hodnot ‰ikmosti a ‰piãatosti a potvrzuje to i Kol-
mogorÛv - SmirnovovÛv test pro jeden v˘bûr (p = 0.987).
PrÛmûrná velikost plochy caput nuclei caudati v souboru norem byla 1,17 cm2, SD 0,12 cm2, medián 1,17cm2, modus
1,31 cm2, max. 1,45 cm2, min. 0,83 cm2, var. rozpûtí 0,62 cm2, ‰ikmost -0,12 a ‰piãatost 0,83 (graf ã.3).
Oba soubory se ve velikosti caput nuclei caudati signifikantnû li‰í (obr. ã. 1 a 2), dle t testu 9,56287 x 10-48

(p < 0,001, α = 0,01).

Obr. ã. 1.: CT planimetrie caput nuclei caudate norem. Obr. ã. 2.: CT planimetrie caput nuclei caudate osob  
s Huntingtonovou nemocí.

PrÛmûrn˘ poãet (CAG)n tripletÛ mutovaného genu na‰em souboru nemocn˘ch byl 46,5 tripletÛ, medián 45, modus
45, SD 6,25, max. 81, min. 38, var. rozpûtí 43 tripletÛ, ‰ikmost 3,39, ‰piãatost 15,77. V souboru pacientÛ s HN je ‰est
osob (7,5%), které mají u nichÏ se projevil tvz. intermediální typ dûdiãnosti. Jejich poãet (CAG)n tripletÛ na chromo-
zomálním lokusu pro HN se pohybuje v intervalu 36 - 41 CAG tripletÛ (1 x 38 CAG, 1 x 40 CAG, 4 x 41 CAG).

Poãet CAG tripletÛ nemá normální rozdûlení, neboÈ má vût‰í ‰piãatost a velk˘ kladn˘ stupeÀ ‰ikmosti a potvrzuje to
i KolmogorÛv - SmirnovovÛv test pro jeden v˘bûr (p = 0.002). Proto je nutné pro statistickou anal˘zu pouÏít nepara-
metrické testy.

Z korelaãní anal˘zy vypl˘vá, Ïe mezi poãtem (CAG)n tripletÛ a poãátkem klinick˘ch symptomÛ Huntingtonovou
nemocí je v˘razná inverzní korelace (-0,65785, α = 0,001) (graf ã. 1).

Z korelaãní anal˘zy vypl˘vá, Ïe velikost atrofie caput nuclei caudati vykazuje signifikantní inverzní korelaci vÛãi
délce trvání Huntingtonovy nemoci (-0,50916, α = 0,001) (graf ã. 2). Pfiirozená atrofie caput nuclei caudati u na‰ich
norem v‰ak rovnûÏ signifikantnû inverznû koreluje s vûkem (-0,36561, α = 0,01) (graf ã. 3). Velikost plochy caput ncl.
caudati v analyzovaném souboru ani u jednoho pacienta s Huntingonovou nemocí nedosahuje nejmen‰í velikosti
plochy caput nuclei caudati v souboru na‰ich norem.
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Graf. ã. 1.: Inverzní korelace mezi poãtem tripletÛ a vûkem na poãátku nemoci

Graf. ã. 3.: Zmûny ve velikosti caput nuclei caudati v prÛbûhu stárnutí u zdrav˘ch kontrol

Podle deskriptivních statistick˘ch metod a Mann - Whitneyova testu (p = 0.422) poãet tripletÛ neurãuje, zda se
Huntingtonova nemoc iniciálnû manifestuje neurologick˘mi ãi psychiatrick˘mi symptomy.
RovnûÏ podle deskriptivních statistick˘ch metod a Mann - Whitneyova testu (p = 0.921 ), není závislost v maternálním
ãi paternálním pfienosu na poãtu CAG tripletÛ.

Graf.ã. 2.: Atrofie caput nuclei caudati v závislosti na délce trvání nemoci 



Podle testu uni-ANOVA pacienti s paternálním pfienosem onemocní v prÛmûru o 3 roky dfiíve neÏ pfii pfienosu mater-
nálním. Tento rozdíl v‰ak není signifikantní. Platí tedy, Ïe vûk na zaãátku onemocnûní nezávisí na paternálním a mater-
nálním pfienosu.

V˘sledek testu uni-ANOVA rovnûÏ ukazuje, Ïe onemocnûní vzniká ve stejné dobû bez závislosti na tom zda se jsou
iniciální symptomy Huntingtonovy nemoci psychiatrické ãi neurologické.

Diskuse
Vzhledem k tomu, Ïe Ïeny mají vût‰inou men‰í hlavu a mozek (Reiss 1996, Nopulos 2000), tedy i nucleus caudatus,

pfievaha Ïen v souboru norem tak zpfiísÀuje kriteria pro hodnocení rozdílÛ v prÛmûrné velikosti kaudata v na‰em souboru
mezi normami a pacienty s HN.

Data získávání pomocí poãítaãové tomografie jsou zatíÏena mnohem vût‰ím mnoÏstvím chyb. RovnûÏ stranová
asymetrie mozkov˘ch struktur a jejich velikost v závislosti na pohlaví v CT obrazu není patrná (Raz 1996, Coffey 1998),
proto jsme tyto parametry nehodnotili.

V literatufie je opakovanû zkoumána citlivost nálezu atrofie caput nuclei caudati vÛãi diagnóze HN. Podle na‰ich
(Roth 1996, 1999, 2000) i zahraniãních poznatkÛ (Aylwardová 2000, Halliday 1998) je plocha caput ncl. caudati citliv˘
marker onemocnûní. Byly v‰ak publikovány i práce zpochybÀující v˘znam mûfiení atrofick˘ch zmûn v této oblasti (napfi.
Sharma 1996). Tito autofii v‰ak vycházejí z nepfiímého mûfiení atrofick˘ch zmûn pomocí bikaudátové, bifrontální ãi jiné
vzdálenosti a poãítáním indexÛ, které skuteãnû ani podle na‰ich zku‰eností (Roth 1996) není schopno odli‰it normu 
od nemocného. Aylwardová (1996) na‰la na základû MRI vy‰etfiení bazálních ganglií u HN korelaci mezi jejich velikostí
a poãátkem nemoci. Osoby s huntingtonskou mutací v presymptomatickém stádiu mají mnohem men‰í bazální ganglia
neÏ osoby bez mutace, kromû pallida, které zÛstává nepostiÏeno. Vûk na poãátku nemoci a délka trinukleotidové sekvence
signifikantnû koreluje s mírou atrofie kaudata i celkov˘m objemem bazálních ganglií, dokonce i pfii opakovaném MRI
vy‰etfiení (Aylwardová 1997).

V na‰í studii se signifikantnû li‰ily v‰echny namûfiené hodnoty v souboru norem od souboru nemocn˘ch HN. Proto
povaÏujeme na základû na‰ich v˘sledkÛ záchyt atrofie caput nuclei caudati za vysoce senzitivní ukazatel nemoci. Existuje
v‰ak celá fiada neurologick˘ch onemocnûní, která mohou klinickou neurologickou a psychiatrickou symptomatikou a atrofií
caudati nuclei caudati pfiipomínat HN (tab. ã. 1).

Tab. ã. 1.: Onemocnûní u nichÏ se vyskytuje makroskopicky patrná atrofie nucleus caudatus (CD - nucleus caudatus,
PUT - putamen, GP - globus pallidum, STN - nucleus subthalamicus)

Nemoc Atrofie ncl. Chorea Poruchy Demence
caudatus chování 

Huntingtonova nemoc V˘razná od zaãátku nemoci Ano Ano Ano
Dentato-rubro-palido Nûkdy caput CD, Ano Ano Ano
luysianská atrofie hlavnû GP a STN
Neuroakantocytóza CD, PUT a GP Ano Ano Ano
McLeodÛv syndrom CD a PUT Ano Ano Ano
AR onemocnûní vázané na 4p 15.3 CD Ano Ano Ano
Spinocerebellární ataxie typ 3 Mírná atrofie CD a PUT Ano Ne Ne

V˘skyt onemocnûní v˘‰e uveden˘ch onemocnûní je kromû HN na‰ich geografick˘ch podmíkách raritní nebo nebyl
doposud zachycen.

Zfiejmû existují i jiné faktory v individuální genetické v˘bavû neÏ poãet CAG tripletÛ, které s velkou pravdûpodob-
ností ovlivÀují nástup nemoci, jelikoÏ i v na‰em souboru nemocn˘ch HN s máme mnoho pacientÛ se stejn˘m poãtem
CAG tripletÛ, ale klinick˘ poãátek nemoci je ãasovû velmi variabilní. O nich v‰ak lze v souãasnosti pouze spekulovat,
napfiíklad deleãní polymorfismus (Lucotte 1996), neuroprotektivní úãinky kynurenintransferázy II (Yu 1999) a ciliárního
neurotrofního faktoru (Emerich 1997), ovlivnûní poãátku HN u potomkÛ familiárními faktory (Rosenblatt 2001).
Nebyl pozorován vliv poãtu (CAG)n tripletÛ na charakter prvních symptomÛ (Claes 1995). Obecnû platí ãím vût‰í 
je expanze, tím ãasnûj‰í je poãátek nemoci a rychlej‰í progrese, zejména v pfiípadû juvenilních forem HN.

Instabilita poãtu (CAG)n je mnohem ãastûj‰í a vût‰í pfii paternálním neÏ maternálním pfienosu. U muÏÛ je rovnûÏ vût‰í
tendence k expanzi (CAG)n repetic (Trottier 1994). Pfii genetické anal˘ze CAG tripletÛ pacientÛ s juvenilní formou HN
a její heredity se v 90% zjistila paternální transmise. Vliv pohlaví na velikost expanze CAG tripletÛ je urãována odli‰n˘m
mechanismem gametogeneze. Pfii podrobnûj‰ím sledování expanze CAG repetic u my‰ích samcÛ se zjistilo, Ïe k expanzi
nedochází pfii mitóze ani meióze, ale v postmitotické fázi pfii maturaci spewrmatid ve spermatozoa v nadvarleti (Kremer 1995).
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Vliv pohlaví na velikost expanze CAG tripletÛ je urãována odli‰n˘m mechanismem gametoze. Pfii podrobnûj‰ím
sledování expanze CAG repetic u my‰ích samcÛ se zjistilo, Ïe k expanzi nedochází pfii mitóze ani meióze, ale v postmitotické
fázi pfii maturaci spermatid ve spermatozoa v nadvarleti (Kremer 1995).

Závûr
1. Planimetrické mûfiení plochy caput nuclei caudati pomocí CT u nemocn˘ch s Huntingtonovou nemocí je v˘znamn˘m

pfiíspûvkem v diferenciální diagnostice této nemoci.
2. V prÛbûhu nemoci dochází k lineární, progresivní atrofizaci caput nuclei caudati.
3. âím více je pfiítomno u daného jedince tripletÛ, tím dfiíve se nemoc manifestuje.

LITERATURA

1. E. H. Aylward, A. M. Codori, P. E. Barta et al. Basal ganglia volume and proximity to onset in presymptomatic Huntington 
Disease. Arch Neurol 1996; 53: 1293-1296.

2. E. H. Aylward, A. M. Codori, A. Rosenblatt, M. Sherr, J. Brandt, O. C. Stine, P. E. Barta, G. D. Pearlson, poss CA. Rate of
caudate atrophy in presymptomatic and symptomatic stages of Huntington¥s disease. Mov Disord 2000; 15(3): 552-60.

3. E. H. Aylward, Li Q, O.C. Stine et al. Longitudinal change in basal ganglia volume in patients with Huntington¥s disease.
Neurology 1997; 48: 394-99.

4. S. Claes, K. Van Zand, E. Legius, R. Dom, M. Malfroid, F. Baro, J. Godderis, J. J. Cassiman (1995) Correlations between 
triplet repeat expansion and clinical features in Huntington's disease. Arch Neurol 1995; 52: 749-53.

5. C. E. Coffey, J. F. Lucke, J. A. Saxton, G. Ratcliff, L. J. Unitas, B. Billig, R. N. Bryan. Sex differences in brain aging:
a quantitative magnetic resonance imaging study. Arch Neurol 1998 Feb; 55(2): 169-179.

6. D. F. Emerich, S. R. Win et al. Protective effect of encapsulated cells producing neurotrophic factor CNTF in a monkey model 
of Huntington¥s disease. Nature 1997; 386: 395-9.

7. G. M. Halliday, D. A. McRichie, V. Macdonald, K. L. Double, R. J. Trent, E. McCusker. Regional brain specifity of brain 
a trophy in Huntington¥s disease. Exp Neurol 1998;154(2):663-72.

8. Lucotte G, Gerard N, Roubertoux P, Schmitt I, Riess O. Relationships of the 2642 deletion polymorphism (delta 2642) in the 
huntingtin gene with the CAG repeat expansion length and age at onset of the disease. Genet Couns 1996; 7(4): 297-302.

9. P. Nopoulos, M. Flaum, D. O'Leary, N. C. Andreasen. Sexual dimorphism in the human brain: evaluation of tissue volume,
tissue composition and surface anatomy using magnetic resonance imaging. Psychiatry Res 2000 Feb 28; 98(1): 1-13.

10.N. Raz, I. J. Torres, J. D. Acker. Age, gender, and hemispheric differences in human striatum: a quantitative rewiew and new 
data from in vivo MRI morphometry. Neurobiol Learn Mem 1995; 63(2): 133-42.

11.A. L. Reiss, M. T. Abrams, H. S. Singer, J. L. Ross, M. B. Denckla. Brain development, gender and IQ in children.
A volumetric imaging study. Brain 1996; Oct; 119 ( Pt 5): 1763-74.

12.A. Rosenblatt, R. R. Brinkman, K. Y. Liang, E. W. Almqvist, R. L. Margolis, C. Y. Huang, M. Sherr, M. L. Franz, M. H.
Abbott, M. R. Hayden, C. A. Ross. Familial influence on age of onset among siblings with Huntington disease. Am J Med Genet 
2001; 8;105(5): 399-403.

13.J. Roth, J. Îidovská, ·. RÛÏiãková, E. Havrdová, M. Preiss, T. Uhrová, V. Línek, P. Doubek, M. Volfová, R. Jech, J. Bauer,
E. RÛÏiÏka. Huntingtonova choroba: vztahy meyi klinick˘mi pfiíznaky, poãtem CAG tripletÛ a atrofií caput nuclei caudati
v CT obrazu.Sborn. lék. 1999; 1: 39-44.

14.J. Roth, E. Havrdová, E. RÛÏiãka. Atrophy of caudate nucleus in Huntington¥s disease measured by means of computed 
tomography. J. Neurol, 2000; 415, 880-881.

15.P. Sharma, L. Savy, J. Britton et al. Huntington¥s disease: a molecular genetic and CT comparson.
J Neurol Neurosurg Psychiatry 1996; 60: 206-8.

16.Y. Trottier, V. Biancalana, J. L. Mandel. Instability of CAG repeats in Huntington¥s disease: relation to parental transmission 
and age of onset. J. Med Genet 1994; 31: 377-382.

17.Yu P et al. Genomic organization and expression analysis of mouse kynurenine aminitransferase II, a possible factor in the 
pathophysiology of Huntington¥s disease. Mamm Genome 1999; 10: 845-52.

53



2. místo
DIAGNOSTICK¯ A TERAPEUTICK¯ P¤ÍSTUP
K ALERGII NA BÍLKOVINU KRAVSKÉHO
MLÉKA V DùTSKÉM VùKU.

Autorka: Tereza Fuchsová
·kolitel: prim. MUDr. Pavel Frühauf, CSc. - Klinika dûtského a dorostového lékafiství 1. LF a VFN

Alergie na bílkovinu kravského mléka (ABKM) je onemocnûní pfieváÏnû kojeneckého vûku. ABKM je definována
jako neÏádoucí reakce na bílkovinu kravského mléka v dÛsledku imunitní hypersenzitivity. Jedná se o onemocnûní s ne-
jednotnou patogenezou, coÏ znamená, Ïe se na rozvoji ABKM u rÛzn˘ch pacientÛ podílí více rÛzn˘ch imunitních mecha-
nismÛ. To také znamená, Ïe ne u v‰ech dûtí probíhá ABKM jako klasické alergické onemocnûní cestou IgE-zprostfied-
kované reakce. V tûchto pfiípadech je pouÏívání pojmu alergie zavádûjící. Pro ABKM je typick˘ rozvoj tolerance bílkoviny
kravského mléka.

Jeho incidence v kojenecké populaci ve svûtû je pfiibliÏnû 2-3%. V âR byla v roce 1999 provedena retrospektivní
dotazníková studie u praktick˘ch lékafiÛ pro dûti a dorost a zji‰tûna incidence 0,67% (tab. 1). Takto v˘znamn˘ rozdíl lze
vysvûtlit buì opravdu niÏ‰ím v˘skytem ABKM nebo nedokonalou diagnostikou dûtí s ABKM.

Tab. 1.:

Zemû Autor Rok Incidence [%]
·védsko Jakobsson 1979 1,9
Anglie Hide,Guyer 1983 2,5
USA Bock 1987 2,2
Dánsko Host 1988 2,3
Holandsko Schrander 1993 2,3
Finsko Saarinen 1999 2,4
âR Frühauf 1999 0,67

ABKM se klinicky manifestuje v rÛzn˘ch systémech, nejãastûj‰í jsou projevy koÏní, gastrointestinální nebo respiraãní,
pfiiãemÏ projevy se mohou kombinovat. Klinická manifestace závisí na objemu vypitého mléka a souvisí s dobou mezi
vypitím mléka a rozvojem reakce. Nejkrat‰í doba rozvoje reakce (fiádovû v minutách ) se vyskytuje u projevÛ typu urtiky,
exantému, zvracení, pískání - wheezingu, pfiípadnû anafylaktické reakce. Rozvoj reakce v fiádu dnÛ se projevuje nejãastûji
jako ekzém nebo prÛjem.

V‰eobecnû uznávanou terapií ABKM je eliminace bílkoviny kravského mléka a jeho náhrada extenzivními pro-
teinov˘mi hydrolyzáty bílkoviny kravského mléka. Asi pro 5- 10% dûtí není proteinová hydrol˘za dostateãn˘m o‰etfiením
podávané bílkoviny a potfiebují syntetické formule na bázi aminokyselin, u nichÏ je je‰tû více redukována alergenicita.1

Dle alterace v˘Ïivového stavu dítûte je doporuãeno znovuzavedení mléka do diety. Jedním z dÛvodÛ je i nákladnost tera-
pie proteinov˘mi hydrolyzáty.

Soubor
Do souboru bylo zafiazeno 21 dûtí v kojeneckém vûku, odeslan˘ch ke gastroenterologickému vy‰etfiení na KDDL

1. LF UK a VFN. Jednalo se o dûti se suspektní ABKM.
V souboru jsme sledovali následující parametry:
• Klinickou manifestaci pfiíznakÛ.
• Dobu v˘skytu prvních pfiíznakÛ a dobu od prvního kontaktu s kravsk˘m mlékem.
• Anamnesticky jsme sledovali rodinnou alergickou zátûÏ.
• Délku kojení.
• U nûkter˘ch dûtí byl proveden a vyhodnocen reexpoziãní test.
• Sledovali jsme rozvoj tolerance.
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KLINICKÁ MANIFESTACE
ABKM se v na‰em souboru projevovala na kÛÏi a v gastrointestinálním systému. Respiraãní projevy se v souboru

neobjevily - jednalo se o dûti vy‰etfiené v gastroenterologické ambulanci. (Tab. 2 , Obr. 1). KoÏní pfiíznaky mûli formu
urtiky, exantému nebo ekzému. V souboru se
objevily v 33% s tím, Ïe více se vyskytoval
ekzém, exantém nebo urtika se v souboru
vyskytly v 9,5%. âetnost gastrointestinálních
projevÛ v souboru byla 71%. Gastroin-
testinální projevy mûly formu prÛjmÛ,
pfiiãemÏ enterorhagie se objevily ve 24%.

Dûti, u kter˘ch není v tabulce uveden
ani koÏní ani gastrointestinální projev, byly
na ambulanci odeslány z dÛvodu ne-
prospívání. V souboru se také v jednom pfií-
padû vyskytl jako jeden z projevÛ ABKM
neklid dítûte. Dûti, u kter˘ch se ABKM 
projevuje tûmito nespecifick˘mi pfiíznaky
(neklid, neprospívání), patfií pravdûpodobnû
do v˘‰e zmínûné skupiny nedokonale diag-
nostikovan˘ch dûtí.2

Tab. 2.:

KLINICKÉ PROJEVY
KÛÏe GIT         Respiraãní systém

ã. Rok nar. urtica, exantém ekzém zvracení prÛjem pískání, r˘ma
1 1999 - + - + -
2 1999 - - - enterorhag. -
3 1999 - + - + -
4 2000 - - - + -
5 2000 - - - enterorhag. -
6 2000 - - - - -
7 2000 - + - - -
8 2000 - - - + -
9 2000 + - - - -

10 2000 - + - + -
11 2000 - + - - -
12 2000 - - - - -
13 2000 - - - + -
14 2000 - - - + -
15 2000 + - - + -
16 2000 - - - enterorhag -
17 2000 - - - enterorhag -
18 2001 - - - + -
19 2001 - - - + -
20 2001 - - - enterorhag -
21 2001 - - - - -

Doba v˘skytu prvních pfiíznakÛ
ABKM je onemocnûní kojeneckého vûku, prÛmûrn˘ vûk rozvoje ABKM je ve svûtû rÛzn˘, ale nejãastûji je udávána

hodnota 4 mûsíce.
V na‰em souboru se ABKM rozvinula v prÛmûru v 2,9 mûsíci, je ov‰em nutno zdÛraznit, Ïe zji‰tûné hodnoty se 

pohybují od 0 do 9 mûsícÛ vûku. (Obr. 2, Tab. 3) Vûk pfii rozvoji reakce souvisí se zavedením kravského mléka do v˘Ïivy.
Zde mÛÏeme uvaÏovat i dÛleÏitost podání dítûti tzv. "první láhve" dítûti v porodnici pfied rozvojem laktace.
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âíslo rok první 
narození pfiíznaky

1 1999 4
2 1999 3
3 1999 4
4 2000 2
5 2000 4
6 2000 4,5
7 2000 0,5
8 2000 1,5
9 2000 8

10 2000 2,5

8

6

4

2

0

do 6 t˘dnÛ do 3 mûsícÛ do 6 mûsícÛ víc neÏ 6 mûsícÛ

Prvn í  pfiíznaky

Obr. 2.:

Tab. 3a.: Tab. 3b.:

âíslo rok první 
narození pfiíznaky

11 2000 9
12 2000 3
13 2000 8
14 2000 0
15 2000 0
16 2000 1
17 2000 3
18 2001 2
19 2001 2
20 2001 0
21 2001 1

ã. Rok nar. RA pozn.

1 1999 - -
2 1999 - -
3 1999 + O-polyv., S-exem
4 2000 + M-PNC
5 2000 + O-polyv., M-polyv.
6 2000 - -
7 2000 - -
8 2000 - -
9 2000 + S-ABKM

10 2000 + S-exem
11 2000 + O-polyv., M-astma
12 2000 + M-polyv.
13 2000 - -
14 2000 - -
15 2000 - -
16 2000 - -
17 2000 + O-senná r˘ma
18 2001 + O-polyv.
19 2001 + O-astma, polyv.
20 2001 - -
21 2001 - -

• O-otec • M-matka • S-sourozenec

ã. rok nar. doba kojení

1 1999 1
2 1999 6
3 1999 9
4 2000 4
5 2000 6
6 2000 2,5
7 2000 0,5
8 2000 2
9 2000 8

10 2000 3
11 2000 9
12 2000 4
13 2000 12
14 2000 5
15 2000 0
16 2000 1
17 2000 4
18 2001 2
19 2001 1
20 2001 5
21 2001 1

Tab. 4.: Tab. 5.:



RODINNÁ ALERGICKÁ ZÁTùÎ
Sledovali jsme v˘skyt alergick˘ch reakcí v rodinách pacientÛ s ABKM.(Tab. 4) Zjistili jme, Ïe pozitivní alergická

rodinná zátûÏ byla u 48% dûtí. U 9,5% dûtí jsme anamnesticky zjistili ABKM u sourozence.

DÉLKA KOJENÍ
Dûti byly v prÛmûru kojeny 4 mûsíce.(Tab.5) Délka kojení se shoduje s údaji pfievzat˘mi z ÚZIS pro rok 2000 (Obr.3).

EXPOZIâNÍ TEST
Vzhledem k tomu, Ïe ABKM nelze vylouãit Ïádn˘m laboratorním vy‰etfiením. Lze je pouÏívat pouze u pacientÛ,

u kter˘ch ABKM probíhá cestou IgE zprostfiedkované reakce. Z tûchto dÛvodÛ je jedin˘m v‰eobecnû uznávan˘m stan-
dardem v diagnostice pouÏíván expoziãní test. Expoziãní test je obvykle provádûn otevfienou formou, coÏ znamená, Ïe je
podáno dítûti kravské mléko (pouÏívají se preparáty se sníÏen˘m obsahem laktózy) a následnû se sleduje rozvoj pfiíznakÛ
ABKM. Pokud nedojde k rozvoji pfiíznakÛ a dítû
sná‰í kravské mléko bez obtíÏí, mÛÏeme konstato-
vat rozvoj tolerance.

V na‰em souboru byl expoziãní test proveden 
u 38% dûtí (Tab. 6). U 75% z nich do‰lo znovu 
k rozvoji pfiíznakÛ ABKM, u 25% jsme po prove-
dení expoziãního testu mohli konstatovat toleran-
ci kravského mléka.
Zaznamenali jsme reakce:

• KoÏní reakce - 50%
• Gastrointestinální pfiíznaky - 37,5%
• Neklid - 12,5%

Tab. 6.:

ã. Rok nar. Expo urtica, ekzém zvracení prÛjem pískání r˘ma neklid
test exantém

1 1999 - - - - - - - -
2 1999 + + - - - - - -
3 1999 - - - - - - - -
4 2000 + - + - - - - -
5 2000 - - - - - - - -
6 2000 - - - - - - - -
7 2000 + - - + - - - +
8 2000 - - - - - - - -
9 2000 + - + - - - - -

10 2000 +T - - - - - - -
11 2000 + - + - - - - -
12 2000 - - - - - - - -
13 2000 - - - - - - - -
14 2000 + + - - + - - -
15 2000 - - - - - - - -
16 2000 - - - - - - - -
17 2000 +T - - - - - - -
18 2001 - - - - - - - -
19 2001 - - - - - - - -
20 2001 - - - - - - - -
21 2001 - - - - - - - -

ROZVOJ TOLERANCE
Pro ABKM je typick˘ rozvoj tolerance kravského mléka. K rozvoji tolerance dochází v prvních letech vûku dítûte

s tím, Ïe v pfied‰kolním vûku toleruje kravské mléko pfiibliÏnû 80% dûtí s ABKM (Obr. 4). V na‰em souboru do‰lo k roz-
voji tolerance u 14,3% dûtí.
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Obr. 4.:

Závûr a diskuse
V gastroenterologické ambulanci KDDL 1.LF UK byl vy‰etfien soubor 21 dûtí. Jednalo se o dûti se suspektní ABKM

v kojeneckém vûku. Dûti mûly koÏní (33%), gastrointestinální (71%) nebo celkové pfiíznaky ABKM. V‰em dûtem byla
nasazena dieta ve smyslu eliminace kravského mléka. Kravské mléko bylo nahrazeno extenzivními proteinov˘mi hy-
drolyzáty. U dûtí byla zji‰tûna ve 48% pozitivní alergická rodinná zátûÏ. U 38% dûtí byl proveden expoziãní test, u 75%
z nich do‰lo znovu k rozvoji pfiíznakÛ, u 25% byla konstatována tolerance kravského mléka. Nelze vyslovit souvislost
s délkou kojení.
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2. místo
PARANEOPLASTICKÉ AUTOPROTILÁTKY
- METODIKY, PRVNÍ ZKU·ENOSTI

Autorka: Zdenka VaÀková
·kolitelé: prof. MUDr. T. Fuãíková, DrSc., RNDr. I. Janatková 

- Ústav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Úvod
Paraneoplastické syndromy jsou heterogenní skupinou symptomÛ a funkãních poruch u pacientÛ s maligním tumo-

rem, které jsou v pfiíãinné souvislosti s primárním nádorem, ale nejsou zpÛsobeny pfiímou invazí nádoru, metastázami,
nádorem navozenou koagulopatií, vaskulárními poruchami, infekcí, metabolick˘m a nutriãním deficitem, nebo mecha-
nismy souvisejícími s terapií maligního nádoru(1). Jejich incidence je udávána 7-15% u dospûl˘ch a mnohem ménû u dût-
sk˘ch pacientÛ s maligním nádorem(2). Paraneoplastické projevy se typicky nevyskytují v místû primárního nádoru nebo
jeho metastáz, ale spí‰e na vzdálen˘ch místech. Paraneoplastické syndromy se obvykle objevují paralelnû s nádorem, ale
mohou b˘t pfiítomny jiÏ v ran˘ch stádiích a slouÏit jako ãasn˘ indikátor maligní choroby. JelikoÏ paraneoplastické 
syndromy mohou mít vût‰í vliv na kvalitu Ïivota a dobu pfieÏití pacienta neÏ vlastní maligní nádor, musí b˘t kladen dÛraz
na jejich vãasnou diagnostiku a terapii.

Neurologické paraneoplastické syndromy jsou degenerativní onemocnûní centrálního nebo periferního nervového
systému, nebo svalové tkánû, která vznikají v souvislosti s malignitou bez pfiímé invaze nádoru. Paraneoplastické
postiÏení nervového systému u pacientÛ s maligním nádorem bylo poprvé neurology popsáno jiÏ pfied více neÏ ‰edesáti
lety(1). Od té doby bylo zdokumentováno mnoho neurologick˘ch syndromÛ, jejichÏ v˘skyt mÛÏe b˘t asociován s pfií-
tomností maligního nádoru. Tímto nádorem b˘vá nejãastûji malobunûãn˘ plicní karcinom (small cell lung cancer
(SCLC)), ale mohou to b˘t i gynekologické karcinomy aj. Údaje o incidenci neurologick˘ch paraneoplastick˘ch syn-
dromÛ u pacientÛ s malignitou se v˘raznû li‰í, a to v rozmezí 1-50%(2); u malobunûãného plicního karcinomu je uvádûna
incidence asi 4%(3). Hlavní roli v patofyziologii tûchto syndromÛ hraje autoimunitní proces spu‰tûn˘ pfiítomností
nádoru v organismu(2). Bylo detekováno a charakterizováno více neÏ deset tzv. paraneoplastick˘ch autoprotilátek
(viz.tab.1), tedy protilátek proti vlastním strukturám organismu, které se vyskytují pouze u pacientÛ s maligním
nádorem, a jejichÏ objevení se mÛÏe pfiedcházet diagnóze maligního onemocnûní aÏ o nûkolik mûsícÛ(2). Nejznámûj‰í
paraneoplastické autoprotilátky jsou ANNA-1 (= AntiNeuronal Nuclear Antibody) = anti-Hu (tento název pochází
z první slabiky pfiíjmení pacienta, u kterého byly tyto protilátky poprvé objeveny), PCA-1 (= Purkinje Cell Antibody)
= anti-Yo a ANNA-2 = anti-Ri .

Pfiehled neurologick˘ch paraneoplastick˘ch syndromÛ:
• Paraneoplastická cerebelární degenerace
• Paraneoplastická encefalomyelitida a paraneoplastická

senzitivní neuropatie
• Opsoklonus-myoklonus 
• Senzomotorická neuropatie 
• LambertÛv-EatonÛv myastenick˘ syndrom 
• Paraneoplastická neuromyotonie a stiff-man syndrom 
• Paraneoplastická degenerace sítnice 
• Paraneoplastická polymyozitida a dermatomyozitida 

Cíl práce
Problematika stanovení paraneoplastick˘ch autoprotilátek se dot˘ká tfiech oblastí: 1) technicko-metodologická oblast

(vhodn˘ metodologick˘ postup, optimální postup pro stanovení pozitivního v˘sledku, vylouãení fale‰nû pozitivních
v˘sledkÛ); 2) diagnostická oblast (vyuÏití v diagnóze karcinomÛ, diferenciální diagnóza neurologick˘ch onemocnûní, kdy
symptomy mohou imitovat fiadu jin˘ch nosologick˘ch jednotek); 3) preventivní oblast (ãasn˘ záchyt karcinomu 

59



- vzhledem ke známému faktu, Ïe paraneoplastické autoprotilátky b˘vají pfiítomny jiÏ v raném stádiu a v jinak bezpfiíz-
nakovém období). Ve své práci jsem se zamûfiila pfiedev‰ím na oblast první, tedy na zhodnocení jednotliv˘ch metod
vyuÏiteln˘ch pro stanovení paraneoplastick˘ch autoprotilátek a na nalezení takového postupu a fiedûní, kter˘ by mohl b˘t
vyuÏit v bûÏné rutinní praxi, a to zejména proto, Ïe této problematice byla zatím vûnována pomûrnû malá pozornost.

Metodika
Antineuronální autoprotilátky lze stanovit metodou nepfiímé imunofluorescence na zmraÏen˘ch vzorcích tkání

my‰ího nebo opiãího mozeãku a mozku. Dal‰í moÏností jsou ELISA, RIA, imunoperoxidázová nebo Western blot tech-
nika. Ve své práci jsem vyuÏila metodu nepfiímé imunofluorescence a metodu Western blot.
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Tab. 1.: Pfiehled a charakteristika paraneoplastick˘ch autoprotilátek (2, 5, 8).

Autoprotilátka Antigen Western blot Imunohistochemie Asociovan˘ Klinické symptomy
antigen /imunofluorescence karcinom

Anti - Hu HuD, HuC, 35-40 kDa Jádra- CNS a PNS SCLC, neuroblastom, Encefalomyelitida,
(ANNA-1) Hel-N1 neurony, buÀky retiny, karcinom prostaty, senzitivní a autonomní  

adrenální kÛry, nádoru, seminom, neuropatie
adenohypof˘zy rhabdosarkom

Anti -Yo CDR34 34 a 62 kDa Cytoplazma Karcinom ovaria, prsu; Akutní aÏ subakutní 
(PCA-1) CDR62 -PurkyÀovy bb., vzácnû vejcovodu, cerebelární 

nádorové buÀky plicní adenokarcinom degenerace

Anti - Ri Nova 55 a 80 kDa Jádra- CNS neurony, Karcinom prsu, Predominantní  
(ANNA-2) buÀky vejcovodu, vejcovodu, SCLC axiální ataxie,

retiny, nádoru opsoklonus-myoklonus 

Anti -Tr neznám˘ - Cytoplazma a dendrity Hodgkinova Subakutní cerebelární 
(PCA-2) PurkyÀov˘ch bb. choroba degenerace

Anti Amphiphysin 128 kDa Neurofilamenta Karcinom prsu, Stiff-man syndrom
amphiphysin (synapt. (stratum moleculare SCLC

vezikly) a granulare)

Anti - GAD GAD 65 a 67 kDa Pankreatické ostrÛvky Karcinom prsu, Stiff-man syndrom
(glutamát -glutamic acid (GAD65, a GAD v mozeãku SCLC,

-dekarboxyláza) decarboxylase GAD67) (synapse neuronÛ) Hodgkinova choroba

Anti - CV2 CV2 66 kDa Oligodendrocyty SCLC, thymom, Uveitida,
sarkom, neuro- retinopatie,

endokrinní tumor encefalomyelitida

Anti VGCC - Neuromuskulární SCLC LambertÛv-EatonÛv
- VGCC*) junkce syndrom 

Ma neznám˘ - Jadérko neuronÛ Karcinom prsu, Temporální 
varlat epilepsie, amnézie

Anti Recoverin 23kDa Retina- kalcium SCLC Degenerace sítnice
- CAR*) vázající protein

*)VGCC = voltage gated calcium channel (napûÈovû fiízen˘ kalciov˘ kanál)
*) CAR = carcinoma-associated retinopathy (retinopatie asociovaná s karcinomem)



Metoda nepfiímé imunofluorescence vyuÏívá ke stanovení protilátek v séru (event. likvoru) pacienta fluorescenãní
látku, která mÛÏe b˘t detekována ve fluorescenãním mikroskopu. ¤edûné sérum pacienta je inkubováno se vzorkem tkánû
(my‰í, opiãí). Pro porovnání byly vyuÏity substráty dvou rÛzn˘ch firem obsahující rÛzné typy neuronÛ, vãetnû neuronÛ
myenterického plexu - fy. The Binding Site (opiãí mozeãek, mozek, periferní nerv, pankreas a my‰í Ïaludek; pouÏito
fiedûní 1:50, pro periferní nervy 1:10) a fy. Euroimmun (opiãí mozeãek, periferní nerv a stfievo, pouÏito fiedûní 1:10).
Pokud jsou pfiítomny sledované protilátky, naváÏí se bûhem inkubace na pfiíslu‰né antigeny. Nenavázané protilátky jsou
odmyty. V dal‰í fázi je pfiidán konjugát s navázan˘m fluoresceinem proti lidsk˘m imunoglobulinÛm. Po inkubaci se ne-
navázan˘ konjugát odmyje. Ve fluorescenãním mikroskopu pozitivní vzorky vydávají jasnû zelenou fluorescenci v místech,
kde se navázaly protilátky na antigeny. Pro odeãítání v˘sledkÛ byla definována pfiesná kritéria (viz.tab.2).

Tab. 2.: Kritéria nepfiímé imunofluorescence pro rozli‰ení ANNA-1,2 a PCA-1

Pro metodu Western blot se vyuÏívají v˘robcem pfiipravené prouÏky obsahující navázané antigeny, které byly získány
z extraktÛ opiãí tkánû (konkrétnû mozeãku) a elektroforeticky separovány. V pfiípadû stanovení paraneoplastick˘ch auto-
protilátek jsou tûmito antigeny Hu (38 kDa), Ri (34 a 62 kDa) a Yo (55 a 80 kDa). ProuÏky jsou inkubovány s fiedûn˘m
sérem. V pfiípadû pozitivních vzorkÛ se specifické protilátky naváÏou na pfiíslu‰né antigeny. Pro detekci navázan˘ch 
protilátek je pouÏita enzymem-znaãená protilátka proti lidsk˘m Igl, která je schopna vyvolat barevnou reakci. V˘sledek
odeãítáme pomocí ‰ablony pfiiloÏené v˘robcem.

Od listopadu 2001 do kvûtna 2002 bylo vy‰etfieno celkem 63 vzorkÛ. Z tohoto poãtu bylo 19 sér pacientÛ s roztrou‰e-
nou sklerózou (skupina a), 22 sér pacientÛ s IDDM (skup.b), 11 sér pacientÛ s karcinomem (skup.c, jednalo se 10x 
o gynekologick˘ karcinom, 1x o SCLC), 1 sérum pacienta s nezhoubn˘m nádorem (skup.c), 1 sérum pacienta s tumorem
nejasného pÛvodu (skup.c), 1 sérum pacienta s kopfiivkou (skup.c) a 8 sér od kontrolní (zdravé) populace (skup.d).
Pacienti s autoimunitním onemocnûním (RS a IDDM) byly do souboru zafiazeni na základû hypotézy, Ïe autoimunitní
onemocnûní, alergie i neoplazma jsou rÛzn˘mi dÛsledky spoleãného v˘chodiska, kter˘m je alterace funkce imunitního
systému, proto se stanovení paraneoplastick˘ch autoprotilátek jeví jako zajímavé nejen u pacientÛ s nádorem, ale
i u pacientÛ s autoimunitním onemocnûním. Úzk˘ vztah mezi tûmito dvûma oblastmi lze vysledovat napfi. u pacientÛ 
se stiff-man syndromem, kdy kromû pozitivních anti-GAD protilátek je v 60% pfiítomno jiné orgánovû specifické 
autoimunitní onemocnûní(3). Zafiazení pacientÛ s IDDM do souboru vy‰etfien˘ch osob je zajímavé i vzhledem k známé
pfiítomnosti anti-GAD protilátek u této choroby.

V‰echny vzorky byly testovány metodou nepfiímé imunofluorescence (vût‰ina na setech dvou rÛzn˘ch firem), pozitivní
ãi suspektní nálezy dále testovány imunoblotovou anal˘zou (Western blot). Pozitivní nebo suspektní vzorky byly rovnûÏ
vy‰etfieny rutinní metodou na stanovení antinukleárních, antimitochondriálních aj. autoprotilátek (metodou nepfiímé
imunofluorescence na fiezech krysích jater, ledvin a Ïaludku - fy. The Binding Site), u nûkter˘ch pacientÛ byly dále
vy‰etfieny nádorové markery.
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NEURONY MOZEâKU ÎALUDEK

PurkyÀovy bb. Stratum Stratum Neurony 
moleculare granulare myenterického plexu

PCA-1 Jádro: (-) Jádro: (-) Jádro a cytopl.: Jádro: (-)
(anti-Yo) Cytoplazma: (+)- Cytopl.: (-) Cytopl.: (+) - 

hrubá granula; periferní (+) PfiíleÏitostnû hrubá granula
proximální   Golgi (+)

dendrity (+)

ANNA-1 Jádro: (+) - Jádro: (+) Jádro: (+) Jádro: (+)
(anti-Hu) homogenní Jadérko: (-) Jadérko: (-) Jadérko: (-)

Jadérko: (-) Cytopl.: (+) Cytopl.: (+) 

ANNA-2 Jádro: (+) Jádro: (+) Jádro: (+) (-)
(anti-Ri) Jadérko: (-) Jadérko: (-) Jadérko: (-)

Cytopl.: (+) - Cytopl.: (+)
jemné teãky



V˘sledky

Tab. 3.: Pfiehled vy‰etfien˘ch osob a pozitivních v˘sledkÛ ve sledované oblasti paraneoplastick˘ch autoprotilátek.

Diagnóza Poãet Vûkové Pozitivní v˘sledky
muÏi        Ïeny rozpûtí ANNA-1 ANNA-2 PCA-1

RS 19
(skup.a) 3 16 22-51 let 0 IF: 2WB: 1 0
IDDM 22
(skup.b) 14 8 21-64 let IF: 1WB: 0 0 0

Karcinom 14 
(skup.c) 0 14 34-84 let IF: 1WB: 0 IF:1WB: 0 IF: 1WB: 2

Kontrola 8
(skup.d) 3 5 22-57 let 0 0 0
Celkem 63 21-84 let IF: IF: IF:

20 43 2WB: 0 3WB: 1 1WB: 2

(IF=imunofluorescence, WB=Western blot)

Tab. 4.: Jiné zji‰tûné pozitivní v˘sledky u souboru pacientÛ.

Poãet Jiné pozitivní v˘sledky
Diagnóza muÏi Ïeny ANF GPCAb anti-GAD anti-myelinové 

protilátky

RS 19 IF1: 2/19 (r) IF1: 2/19 (r) 0 IF1: 19/19
(skup.a) 3 16 IF2: 1/14 (r) IF2: 7/14
IDDM 22 0 0 IF1: 1/22 (r) IF1: 22/22
(skup.b) 14 8 IF2: 6/10

Karcinom 14 IF1: 1/14 (n) 0 0 IF1: 14/14
(skup.c) 0 14 IF2: 0 IF2: 4/13

Kontrola 8 IF1: 1/8 (n) 0 0 IF1: 6/8
(skup.d) 3 5 IF2: 0 IF2: 0/6
Celkem 63 IF1: 4/63 IF1: 2/63 IF1: 1/63 IF1: 61/63

20 43 IF2: 1/43 IF2: 17/43

(âíslo pfied lomítkem - poãet pozitivních v˘sledkÛ, ãíslo za lomítkem - poãet vy‰etfien˘ch osob, IF1- imunofluorescence
fy.The Binding Site, IF2 - imunofluorescence fy. Euroimmun, ANF - antinukleární faktor, GPCAb - protilátky proti
parietálním buÀkám Ïaludku, (r) - v˘sledek ovûfien rutinní metodou, (n) - v˘sledek rutinní metodou nepotvrzen)

Tab. 5.: V˘sledky stanovení protilátek proti periferním nervÛm (myelinu) u vybran˘ch pacientÛ metodou nepfiímé
imunofluorescence (fy. The Binding Site - fiedûní 1:50).

â. MuÏ Nar. Dg. V˘sledek pfii fiedûní V˘sledek pfii fiedûní
/Ïena 1:50 1:10 (viz.v˘‰e)

15a Ï 1966 G35 (RS) - +
16a Ï 1974 G35 (RS) - +
17a Ï 1978 G35 (RS) velmi sl+ +
1b m 1947 E10.7 - +
2b m 1944 E10.3 - +
3b m 1974 E10.3 - +
4b Ï 1966 E10.9 - sl+
10b m 1952 E10.7 - +
1d Ï 1979 - - +
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Tab. 6 : Porovnání stanovení anti-GAD protilátek metodou ELISA a metodou nepfiímé imunofluorescence.

â. MuÏ Nar. Dg. Nepfiímá ELISA
/Ïena imunofluorescence (koncentrace v ng/ml)

1b m 1947 E10.7 neg. poz. (676,28)
2b m 1944 E10.3 neg. neg.
3b m 1974 E10.3 neg. poz. (61,12) 
4b Ï 1966 E10.9 neg. poz. (89,13)
5b m 1974 E10.9 neg. neg.
6b m 1964 E10.9 neg. neg.
7b m 1947 E10.7 neg. poz. (353,02)
8b m 1959 E10.9 poz. poz. (342,99)
9b m 1968 E10.9 neg. neg.
10b m 1952 E10.7 neg. neg.

Diskuse
Ve sledované oblasti paraneoplastick˘ch autoprotilátek (ANNA-1, PCA-1, ANNA-2) bylo metodou nepfiímé

imunofluorescence nalezeno celkem 6 pozitivních v˘sledkÛ pfii fiedûní doporuãeném v˘robcem (1:50 pro IIF1 - The
Binding Site, 1:10 pro IIF2 - Euroimmun). Bylo to dvakrát ANNA-2 u pacientÛ s RS, 1x ANNA-1 u pacienta s DM,
1x ANNA-2 u SCLC, 1x PCA-1 u gynekologického karcinomu (Ca endometria) a 1xANNA-1 u nezhoubného nádoru
(viz.tab.3). Dva v˘sledky byly pozitivní pouze v metodû IIF1, tfii v˘sledky pouze v metodû IIF2 a jeden v˘sledek se ukázal
pozitivní v obou metodách. V‰echny tyto vzorky byly dále zkoumány metodou Western blot, kde se jako velmi suspektnû
pozitivní jevil vzorek pacientky s RS, nález PCA-1 u pacientky s gynekologick˘m karcinomem se nepotvrdil, ale byla
nalezena suspektní pozitivita anti-Yo v pásu 62 kDa u jin˘ch dvou pacientek (Ca ovaria a Ca krãku dûloÏního).

U pacientky s RS s pozitivním v˘sledkem byly dále vy‰etfieny nádorové markery CEA (= karcinoembryonální antigen
- doplÀkov˘ marker pro nemalobunûãné karcinomy plic, karcinom endometria a karcinom mammy) a CA 15-3 (marker
pro karcinom mammy), v˘sledek byl negativní. Jedná se o tfiicetilou nemocnou s diagnózou roztrou‰ené sklerózy, která
v‰ak má nûkteré atypické symptomy. Pacientka se léãí s boreliózou, dále má zdufielé uzliny v axillách, subfebrilie, (moÏná
souvislost s boreliózou) a vypadávání vlasÛ. V poslední dobû se u ní objevilo zhor‰ení hybnosti a spastické stahy obliãe-
jového svalstva. Pacientce bylo rovnûÏ provedeno kompletní interní vy‰etfiení s negativním v˘sledkem. Je zajímavé,
Ïe v˘sledek byl pozitivní právû u takovéto atypické pacientky a její podrobnûj‰í vy‰etfiení by mohlo b˘t pfiedmûtem dal‰ího
zkoumání.

Z 22 vzorkÛ diabetick˘ch sér jsem metodou IIF1 stanovila pozitivní GAD protilátky 1x, u jin˘ch pacientÛ vÛbec
nebyly pfiítomny. Pro srovnání bylo 10 z tûchto vzorkÛ (vãetnû 1 pozitivního v metodû IIF1) vy‰etfieno i metodou ELISA
(viz.tab.6). V této metodû bylo z tûchto 10 vzorkÛ pozitivních 5, vzorek odeãten˘ jako pozitivní v IIF byl metodou
ELISA stanoven rovnûÏ jako pozitivní, zji‰tûná koncentrace byla pomûrnû vysoká, nikoli v‰ak nejvy‰‰í, nepotvrdilo se 
tedy, Ïe by rozdíl ve stanovení anti-GAD protilátek metodou IIF a ELISA odpovídal pouze vût‰í schopnosti metody
ELISA detekovat niÏ‰í koncentrace. Metoda IIF se tedy pro stanovení pozitivity anti-GAD protilátek u diabetikÛ jeví
jako nevhodná, je otázkou, jak˘ by byl v˘sledek v pfiípadû GAD-pozitivity u paraneoplastick˘ch syndromÛ, neboÈ tento
nález jsem nezaznamenala.

Kromû paraneoplastick˘ch autoprotilátek byly na tûchto substrátech odkryty i jiné autoprotilátky. Jednalo se 2x 
o antinukleární protilátky u pacientÛ s RS, tento nález byl potvrzen i rutinním stanovením metodou nepfiímé imunofluo-
rescence na fiezech krysích jater, ledvin a Ïaludku (fy.The Binding Site). Pozitivita antinukleárních protilátek ale 
v podstatû znemoÏÀuje dal‰í odeãítání v˘sledkÛ metodou IIF, proto by zfiejmû bylo nutné tyto pacienty (pokud by byly
diagnostické nejasnosti) radûji rovnou vy‰etfiovat metodou Western blot, aby nebyla pfiípadná pozitivita pfiehlédnuta.
Jednou byly antinukleární protilátky odeãteny i u pacientky s karcinomem a jednou u vzorku z kontrolní (zdravé popu-
lace), ale tyto nálezy se rutinní metodou nepotvrdily. Mohlo by b˘t pfiedmûtem dal‰ího zkoumání, o jakou pozitivitu 
se jednalo.

V metodû IIF1 (kde je jako substrát pouÏit Ïaludek) byly 2x u pacientÛ s roztrou‰enou sklerózou odkryty pozitivní
protilátky proti parietálním buÀkám Ïaludku, rovnûÏ potvrzeny metodou pouÏívanou v rutinním provozu (krysí fiezy jater,
ledvin a Ïaludku). V jednom pfiípadû ‰lo o jiÏ znám˘ nález, v jednom pfiípadû se v‰ak jednalo v podstatû o náhodn˘, první
záchyt, coÏ jistû mÛÏe mít v˘znam pro o‰etfiujícího lékafie a domnívám se proto, Ïe by i tyto náhodné nálezy mûly b˘t 
hlá‰eny.

Dal‰í stanovenou pozitivitou byly protilátky proti myelinovému obalu periferních nervÛ. Tyto protilátky byly pfii
fiedûní 1:10 (doporuãeném obûma v˘robci jako dostateãném) v metodû IIF1 pozitivní u v‰ech vy‰etfien˘ch vzorkÛ aÏ 
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na 2 z kontrolní populace. Pozitivita tûchto protilátek u pacientÛ s RS a IDDM by se jistû dala vysvûtlit jejich nemocí 
a nebyla by snad aÏ tak zaráÏející, pozitivita u 6 z 8 vzorkÛ kontrolní populace jiÏ v‰ak jistû zaráÏející je. Proto bylo 10
vzorkÛ vy‰etfieno zároveÀ pfii fiedûní 1:50 (viz.tab.5) a pfii tomto fiedûní jiÏ bylo 9 vzorkÛ negativních, jeden pak velmi 
slabû pozitivní. ¤edûní 1:10 se tedy jeví jako nedostateãné a pozitivní v˘sledek pfii tomto fiedûní bez klinického v˘zna-
mu. Metodou IIF2 bylo celkem vy‰etfieno 43 vzorkÛ, z tohoto poãtu bylo negativních 26, zdravá populace zde vy‰la kom-
pletnû negativní. Proto se pro stanovení tûchto protilátek jeví jako lep‰í metoda IIF2 (fy.Euroimmun), metodu IIF1 lze
vyuÏít pouze pfii vût‰ím fiedûní.

Závûr
Ve své práci jsem se snaÏila zejména získat první zku‰enosti se stanovením paraneoplastick˘ch autoprotilátek, které 

je pfies jeho potencionální v˘znam pro neurologii i onkologii stále ponûkud opomíjeno. Zab˘vala jsem se touto prob-
lematikou zejména po stránce technicko-metodologické.

Pro vy‰etfiení paraneoplastick˘ch autoprotilátek se jako vhodná screeningová metoda jeví metoda nepfiímé imunofluo-
rescence. Osvûdãila se souprava fy. Euroimmun, fiedûní bych v‰ak doporuãila 1:50. V˘robcem navrhované fiedûní 1:10
není dostaãující ani pro vy‰etfiení autoprotilátek u periferních nervÛ, neboÈ v tomto pfiípadû byl pozitivní nález i u 75%
zdravé populace. K vy‰etfiení autoprotilátek proti GAD u diabetikÛ je v˘hodnûj‰í a mnohem citlivûj‰í metoda ELISA neÏ
metoda nepfiímé imunofluorescence. Pro v‰echny pozitivní v˘sledky metody nepfiímé imunofluorescence je nutná kon-
firmace metodou Western blot.

Na souboru 55 nemocn˘ch (roztrou‰ená skleróza, inzulin-dependentní diabetes mellitus, karcinom (event.jiná diag-
nóza)) byla suspektní pozitivita potvrzena metodou Western blot ve 3 pfiípadech, tj. v 5,5%.
PfiedbûÏné klinické v˘sledky nasvûdãují, Ïe vy‰etfiení paraneoplastick˘ch autoprotilátek má klinick˘ v˘znam jednak 
u pacientÛ s karcinomem, jednak i u pacientÛ s autoimunitním onemocnûním, protoÏe prÛbûh základního onemocnûní
mûl atypick˘ prÛbûh. Pfiedpokládám roz‰ífiení studie na vût‰í poãet nemocn˘ch.

LITERATURA

1. E. Havrdová et al.: Neuroimunologie, kap.10, str.318-333, Maxdorf, Praha 2001 
2. T. Lothar et al.: Clinical Laboratory Diagnostics - Use and Assessment of Clinical Laboratory Results, kap. 35, str. 997-1003,

TH-Books Verlagsgesellschaft mBH, Frankfurt am Main, 1998
3. J. B. Peter,Y. Shoenfeld: Autoantibodies, B. V. Elsevier Science, Amsterdam 1996
4. A. R. Bradwell, R. P. Stokes, G. D. Johnson: Atlas of Autoantibody Patterns on Tissues, str. 82-88, AR Bradwell, Birmingham 

1997
5. A. R. Bradwell, R. P. Stokes, G. D. Johnson: Advanced Atlas of Autoantibody Patterns on Tissues, str. 63-77, AR Bradwell,

Birmingham 1997
6. P. ·Èouraã, Z. KadaÀka: Autoimunitní paraneoplastická encefalomyelitida/ senzitivní polyneuropatie - klinická a imunologická 

anal˘za, âeská a slovenská neurologie a neurochirurgie, 63/96, 2000, No. 5, str. 274-278
7. P. ·Èouraã., D. DoleÏil, H. Kvapilová, Z. KadaÀka: Autoimunitní paraneoplastická mozeãková degenerace - klinická 

a imunologická anal˘za, âeská a slovenská neurologie a neurochirurgie, 63/96, 2000, No. 2, str. 97-101 
8. B. Giometto, B.Taraloto, F. Graus: Autoimunity in Paraneoplastic Neurological Syndromes, Brain Pathology 9: 261-273, 1999
9. J. Dalmau, H. S. Gultekin, J. B. Posner: Paraneoplastic Neurological syndromes: Pathogenesis and Pathophysiology, Brain 

Pathology 9: 275-284, 1999 
10.K. Conrad, R. L. Humbel, M. Meurer, Y. Shoenfeld, E. M. Tan: Autoantigens and Autoantibodies: Diagnostic Tools and Clues 

to Understanding Autoimmunity, str. 580-618, Pabst Science Publishers, Dresden 2000
11.www.euroimmun.de/neuronale.htm
12.www.bindingsite.co.uk

64



3. místo
KOU¤ENÍ, PREVENTIVNÍ KARDIOLOGIE
A ST¤EDO·KOLÁCI

Autorka: Lenka Bo‰anská
·kolitel: MUDr. Eva Králíková, CSc. - Ústav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Úvod
Kardiovaskulární onemocnûní (KVO) jsou nejãastûj‰í pfiíãinou úmrtí ve vyspûl˘ch zemích, jsou pfiíãinou více neÏ 56%

úmrtí, proto zasluhují na‰i pozornost. Jejich chronické formy zpÛsobují znaãné sníÏení kvality Ïivota nemocn˘ch. Známe
vliv nûkolika faktorÛ, které se podílejí na jejich vzniku a progresi a víme, Ïe fiada z nich je ovlivnitelná. Jedním z nich je
koufiení, které se celkovû podílí na vzniku asi 24 onemocnûní tfií skupin. ZpÛsobuje 20% kardiovaskulárních onemocnûní,
30% nádorov˘ch onemocnûní, nejãastûji rakoviny plic, a 75% chronick˘ch plicních onemocnûní, pfiedev‰ím chronickou
bronchitídu a emfyzém. Prevalence kufiáctví je u nás kolem 32% (35% muÏi a 27 % Ïeny). V souãasnosti mírnû klesá 
u star‰ích muÏÛ, zatímco v˘raznû stoupá u dospívajících a mlad˘ch, pfiedev‰ím Ïen (kolem 40 - 50% kufiákÛ ve vûku 18
let, 20% ve vûku 15 - 16 let).

Projekt prevence kardiovaskulárních onemocnûní (KVO) na stfiedních ‰kolách je preventivním programem 
zamûfien˘m na zlep‰ení informovanosti studentÛ stfiedních ‰kol vûkové skupiny 15 - 20 let. Jeho cílem je vzbudit zájem
mlad˘ch lidí o problematiku KVO, taky o své vlastní zdraví obecnû a upozornit, Ïe i v mladém vûku je pÛsobení
rizikov˘ch faktorÛ prokazatelné a nezanedbatelné. V projektu jsme se soustfiedili pfiedev‰ím na vysvûtlení souvislosti
vzniku a progresi KVO a pÛsobení rizikov˘ch faktorÛ - koufiení a nesprávné v˘Ïivy.

Metodika
Cel˘ projekt se skládal z nûkolika navazujících ãástí. Pfiipravili jsme úvodní dotazník a ve spolupráci se stfiedo‰kol-

sk˘mi pedagogy jsme poÏádali studenty o jeho vyplnûní. PoloÏili jsme studentÛm 15 otázek, které se t˘kaly znalosti 
pojmÛ z dané problematiky - co jsou kardiovaskulární onemocnûní (KVO), rizikové faktory (RF), ateroskleróza, stres,
zdravá dieta. Dále znalost rizikov˘ch faktorÛ KVO, dÛsledkÛ jejich pÛsobení a zpÛsobÛ, jak onemocnûním pfiedcházet.
âást otázek zji‰Èovala, jestli a jak sami studenti pfiedcházejí KVO, jak hodnotí svÛj Ïivotní styl v souvislosti s uveden˘mi
RF. Otázky byly formulovány zpÛsobem, kter˘ vyÏadoval odpovûì vlastními slovy. Cílem bylo zjistit aktivní znalosti 
studentÛ stfiedních ‰kol a umoÏnit nám lep‰í pfiípravu dal‰í ãásti.

Následovalo zadání práce studentÛm 5. roãníku 1.LF UK v rámci terénní stáÏe z hygieny a epidemiologie. Probírali
jsme cíle projektu, osnovu pfiedná‰ek a moÏnosti pouÏití rÛzn˘ch pomÛcek pro zpestfiení hodin. Osnova v˘kladu obsa-
hovala základní vysvûtlení anatomie, fyziologie a patologie srdce a cévního systému. Odborná ãást byla pfiizpÛsobena
dosavadním znalostem studentÛ z hodin biologie, pfiípadnû biologick˘ch semináfiÛ. Rozli‰ovali jsme pfiinejmen‰ím dvû
kategorie - pfied nebo po absolvování v˘uky biologie ãlovûka. V˘klad byl dále vûnován mechanismÛm pÛsobení jed-
notliv˘ch RF a pozornost soustfiedûna na nejãastûji uvádûné RF v dotazníku ve spojení s vlastním Ïivotem - koufiení 
a v˘Ïivu. RÛznou mírou byl doplnûn podle zájmu studentÛ o vysvûtlení dal‰ích vlivÛ - stresu, fyzické aktivity, nûkter˘ch
neovlivniteln˘ch faktorÛ jako pohlaví, vûk, dûdiãné dispozice, nûkteré onemocnûní. DÛleÏitou souãástí pfiedná‰ek a jejich
v˘znamn˘m oÏivením, o které jsme se snaÏili pfiedev‰ím, bylo vyuÏití rÛzn˘ch dostupn˘ch pomÛcek. Kromû barevn˘ch
plakátÛ a obrázkÛ jsme studentÛm poradili, jak si spoãíst BMI, zájemcÛm jsme zmûfiili krevní tlak nebo mnoÏství CO 
ve vydechovaném vzduch pfiístrojem pro objektivizaci kufiáctví.

Na závûr hodiny jsme rozdali krat‰í dotazník, jehoÏ vyplnûní trvalo cca 5 min. Testovou formou jsme zji‰Èovali
porozumûní pfiedná‰ce a zajímavost vybraného tématu, studenti mohli známkou ohodnotit pfiedná‰ející mediky a vyjádfiit
vlastní pfiístup k pfiedcházení KVO. Zafiadili jsme tfii otázky typu: Co je infarkt myokardu, ateroskleróza, hypertenze? 
a nabídli na v˘bûr nûkolik jednoduch˘ch správn˘ch a nesprávn˘ch definic. PoÏádali jsme také o uvedení 4 dÛleÏit˘ch RF
KVO. Pro pozdûj‰í zpracování a charakteristiku skupiny jsme zji‰Èovali pohlaví a vûk zúãastnûn˘ch studentÛ stfiedních
‰kol.

65



V˘sledky
Hodnocení u jednotliv˘ch ãástí projektu probíhalo oddûlenû:
• Úvodní dotazník vyplnilo 112 studentÛ stfiedních ‰kol - 73 dívek (65%) a 39 klukÛ (35%) vûkové skupiny 16 - 19

let. Studenti uÏ v této ãásti projevili zájem o téma KVO a nezbytnou ochotu spolupracovat. Vyhodnocení bylo komp-
likováno zvolenou formou otázek, studenti psali vlastní my‰lenky. Na druhou stranu to pfiesnû splnilo ná‰ zámûr 
a zjistili jsme, Ïe znají pojmy, které jsou bûÏnû sly‰et v médiích, ale neví, co pfiesnû znamenají, málokdy je umí vysvûtlit 
a proto nenacházejí souvislosti mezi teoreticky znám˘mi rizikov˘mi faktory a vlastním Ïivotem, kter˘ zatím není
provázen váÏnou nemocí. Uvádûli více moÏností, podle svého uváÏení; ve vyhodnocení byly pouÏity nejãastûj‰í formulace
odpovûdí odpovídající znalostem lékafisk˘ch termínÛ u laické vefiejnosti.

Pod pojmem KVO uvádí poruchy cév a srdce a/nebo infarkt 76% studentÛ. Dal‰í moÏnosti uvedla podstatnû men‰í
ãást dotázan˘ch a to: ucpání a kornatûní cév 23%, nedomykavost chlopní 22%, angina pectoris 20%. Dal‰í: mrtvice,
vysok˘ krevní tlak, arytmie, ‰elest byly uvádûny v ménû neÏ 10%.

U následujících dvou otázek je zajímavé jejich srovnání. První zji‰Èovala znalost rizikov˘ch faktorÛ KVO (ot. 1), druhá
se ptala na moÏnosti (ot. 2), jak KVO pfiedcházet. Tady studenti uvádûli pfiedev‰ím negaci RF z otázky pfiedchozí,
frekvence pojmÛ se v‰ak odli‰ovaly: koufiení 62% (ot. 1) proti nekoufiit 41% (ot. 2); stres, rozãilování 58% (ot. 1) a vyh˘-
bat se stresu, odpoãívat 33% (ot. 2); ‰patná v˘Ïiva 54% (ot.1) a zdravé jídlo 78% (ot .2); nedostatek pohybu 30% (ot. 1)
a aktivita, sport 70% (ot. 2). Zjistili jsme, Ïe koufiení je nejãastûji uvádûn˘m ‰kodliv˘m faktorem a mezi zpÛsoby pfied-
cházení jsou spí‰e známy zdravá v˘Ïiva a sportování. Dal‰ím uveden˘m zpÛsobem pfiedcházení KVO byly lékafiské kon-
troly a to pro 8% studentÛ.

Krevní tlak je pojmem ãasto pouÏívan˘m a jeho v˘znam znám˘ mezi laickou vefiejností. Pfiedpokládali jsme proto jed-
noznaãné odpovûdi a taky alespoÀ pfiedstavu o ãíseln˘ch hodnotách normálního a vysokého krevního tlaku. Jestli krevní
tlak mÛÏe b˘t RF KVO odpovûdûlo 63% studentÛ ano a jen 22% studentÛ dále uvedlo správné hodnoty; 31% ano, ale
hodnoty neuvedlo a 6% neví odpovûdût. Myslíme si, Ïe star‰ím vûkov˘m skupinám je pojem a hodnoty krevního tlaku
znám lépe, mladí lidé vût‰inou nemají potíÏe s tímto související.

Zjistili jsme, Ïe pojem ateroskleróza patfií k ménû znám˘m. 51% nezná, 13% pfiipou‰tí, Ïe sly‰eli, ale neumí vysvûtlit,
37% uvádí alespoÀ souvislost s cévama, men‰í ãást se srdcem. Vyskytli se v‰ak i odpovûdi, Ïe je to neustálé zapomínání,
nebo nûco s pátefií. Znázornûní na obr. 1.

Podle otázky:
Îije‰ ty sám tak, abys pfiedcházel vzniku KVO? se dotázaná skupina rozdûlila na tfietiny: ano odpovûdûlo 35%, ãásteãnû
34% a ne 31%. Dále sami uvádûjí konkrétní pfiíklady v souladu s v˘skytem nebo absencí v˘‰e zmiÀovan˘ch RF. Bez pfií-
mého dotazu uvádí 19% studentÛ, Ïe koufií a 23% nekoufií; zdravé stravování 45%, nezdravé stravování 24%.

Na dal‰í obecnou otázku, jestli koufiení patfií mezi RF KVO odpovûdûlo ano, resp. ano, bez pochyb 90% studentÛ; ne,
resp. spí‰ ne 10%. Pfiím˘ konkrétní dotaz na vliv koufiení zmûnil frekvence odpovûdí ze 62% u otázky v úvodu dotazníku
na 90% ve druhém pfiípadû.

Zajímalo nás také, na kolikáté místo v úmrtnosti v Evropû fiadí studenti KVO: 1. místo 27%, 2. místo 31%, 3. místo
23%, 4. a 5. místo celkem 9%, neví 10% studentÛ.

Na dotaz o správné zdravé v˘Ïivû uvádí studenti bûÏnû známé doporuãení (ovoce, zelenina, ménû tuãn˘ch jídel, atd.).
Îádné z uveden˘ch se v‰ak nevyskytovaly ve více neÏ 57% odpovûdí. Reflektuje to fakt, Ïe neznáme univerzální nûko-
likaslovn˘ návod na správnou v˘Ïivu.

Podobnû ‰iroké spektrum odpovûdí bez v˘raznûj‰ích rozdílÛ jsme zaznamenali v otázce: Co je stres, jestli a jak se mu
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lze vyhnout? Uveìme v‰ak, Ïe pro 55% studentÛ je stres nedílnou souãástí Ïivota, 24% se nejasnû vyjadfiuje, Ïe se snaÏí
nestresovat, 21% stres vût‰inou nebo spí‰ nepociÈuje.

Odpoãinek, sport, relaxace jsou dÛleÏitou souãástí Ïivota 60% dotázan˘ch. Negativní odpovûì napfi. nesportuji, není
ãas, nebo relaxovat neumím uvádí 36%, neodpovûdûlo 4%.

• Po vyhodnocení dotazníku jsme pfiistoupili k pfiípravû pfiedná‰ek preventivního programu. Projektu se zúãastnilo 
24 studentÛ 5. roãníku 1.LF UK, ktefií nav‰tívili vybrané tfiídy ‰esti praÏsk˘ch stfiedních ‰kol. Hodnocení prÛbûhu pfied-
ná‰ek je pfiirozenû jenom ústní formou a nepfiiná‰í statisticky zpracovatelná data, v na‰em projektu v‰ak zaujímá dÛleÏité
místo a probíhá na nûkolika úrovních. Vyjádfiení stfiedo‰kolského uãitele pfiítomného na hodinû, shrnutí vlastních
zku‰eností studenty medicíny a hodnocení studentÛ stfiedních ‰kol pfiítomn˘ch na pfiedná‰ce (formou krátkého
dotazníku).

• Kontrolní dotazník vyplnilo 230 studentÛ stfiedních ‰kol, 49% klukÛ a 51% dívek, prÛmûrn˘ vûk 18 let (smûrodatná
odchylka = 1,53). Pfiedná‰ce zcela porozumûlo 79,1%, zãásti porozumûlo 19,6%, neporozumûlo 1,3% studentÛ. Jako za-
jímavou a pfiínosnou ji ohodnotilo 78,7%, 4,4% oãekávalo spí‰e nûco…(a dále uvádí, nejãastûji, Ïe hodina bude del‰í, nebo
Ïe dostanou konkrétní návod, co dûlat). Pro 16,9% byla náplÀ pfiedná‰ky opakováním. Aktivní snahu pfiedcházet KVO
vyjádfiilo 23% studentÛ, snahu alespoÀ omezit RF KVO ve svém Ïivotû 65% a my‰lenkou se nechce zatûÏovat 12%.
Ohodnocení pfiedná‰ejících studentÛ podle ‰kolní stupnice: známkou 1 - 64.6%; známkou 2 - 28,7%; známku 3, 4, 5
celkem 6,7% studentÛ. Na otázky t˘kající se znalosti pojmÛ odpovûdûla valná vût‰ina studentÛ správnû. Znázornûní
znalosti rizikov˘ch faktorÛ viz obr. 2. Ve srovnání s úvodním dotazníkem jsou správné odpovûdi uvádûné ãastûji, jelikoÏ
nejde o tutéÏ skupinu dotázan˘ch, nelze jednodu‰e kvantifikovat získané vûdomosti po absolvování pfiedná‰ky.

Obr. 2.: Nejãastûji uvádûné RF KVO v sestupném pofiadí: koufiení, nezdravá v˘Ïiva, stres, nedostatek pohybu, obezita,
nadmûrné poÏívání alkoholu, obezita, vliv dûdiãnosti, mnoÏství tuku ve stravû.

Diskuse
Nejúãinnûj‰í formou preventivních programÛ pro mládeÏ se ukázaly b˘t doplÀující peer-programy, tedy sdûlování 

informací prostfiednictví vy‰kolen˘ch vrstevníkÛ. Tyto ani dal‰í formy v‰ak nena‰ly v na‰ich zemích ‰ir‰í uplatnûní a celo-
plo‰né pokrytí, které by umoÏnilo ovûfiení jejich úspû‰nosti podloÏené dÛkazy. Ná‰ projekt zapojil jako relevantní zdroj
informací a motivace mediky rok pfied ukonãením studia na lékafiské fakultû. Preventivní pÛsobení je nezbytnou souãástí
lékafiské profese, i kdyÏ mnohokrát opomíjenou hlavnû co se t˘ãe dÛslednosti. Proto jsme pfiesvûdãeni, Ïe ná‰ projekt,
tfieba jen v malém poãtu zúãastnûn˘ch , mÛÏe b˘t pfiínosem pro obû strany. Tû‰í nás snaha ãásti studentÛ stfiedních ‰kol 
aktivnû v budoucnu pfiistupovat k pfiedcházení vzniku KVO. Chceme tato rozhodnutí ocenit a podpofiit, protoÏe pochvala
je obecnû uznávanou silnou motivací. Taky se snaÏíme vzbudit u studentÛ dosud nerozhodnut˘ch nebo nezab˘vajících se
touto my‰lenkou potfiebu zamyslet se nad pÛsobením rizikov˘ch faktorÛ. BûÏnû provázejí jejich Ïivot a jak víme, jsou 
ãasto okolím tolerovány do té míry, Ïe mlad˘m lidem nedávají pfiíleÏitost plnû si uvûdomit závaÏnost svého chování.
Jde pfiedev‰ím o problém koufiení. Na‰ím cílem nebylo zji‰Èovat prevalenci kufiáctví mezi stfiedo‰koláky, uvûdomujeme si,
Ïe mohlo b˘t zajímav˘m srovnáním s pracemi zab˘vajícími se touto problematikou. V rámci diskuse se studenty se v‰ak
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otázka kolik lidí vlastnû v konkrétní tfiídû koufií vyskytla ãasto. Poãty se vzájemnû znaãnû odli‰ovali od 15% aÏ k víc neÏ
50% v jednotliv˘ch skupinách cca 30 lidí. Spoleãn˘m sdílen˘m poznatkem v‰ak byla ochota studentÛ otevfienû pfiiznat
jestli a kolik koufií a to v pfiítomnosti spoluÏákÛ i uãitelÛ. Ménû otevfienosti jsme zaznamenali u dotazÛ na dal‰í drogy
(marihuana, „tvrdé drogy“), ani tady jsme se nesetkali s úpln˘m popfiením. MÛÏe to b˘t jedním z projevÛ obecného
tolerantního nebo pasivního pfiístupu spoleãnosti k dan˘m problémÛm.

Nesporn˘ je v‰ak zájem studentÛ o problematiku KVO a taky koufiení. Pracujeme sice s dospívajícími lidmi, ale
pfiirozená dûtská zvûdavost stále sehrává v˘znamnou roli. Je tûÏké urãit do jaké míry ovlivní dostateãná informovanost
o rizikách onemocnûní zpÛsob Ïivota (podívejme se na prevalenci kufiáctví u lékafiÛ a zdravotních sester!), ale vlivem b˘t
mÛÏe. Myslíme si, Ïe i v tomto pfiípadû je nesmírnû dÛleÏit˘m faktorem názor vrstevníkÛ, nejen v negativním, ale taky
v pozitivním smyslu. Je proto správné jejich názor podpofiit.

Ráda bych podûkovala v‰em, ktefií mi pomáhali s realizací projektu, pfiedev‰ím MUDr. Evû Králíkové, CSc. za cenné
rady a pfiipomínky, odborné vedení a zapÛjãení pomÛcek studentÛm. Dále v‰em fieditelÛm a uãitelÛm stfiedních ‰kol za
ochotu a umoÏnûní realizace pfiedná‰ek v dobû vyuãování. V neposlední fiadû dûkuji v‰em pfiedná‰ejícím studentÛm
lékafiské fakulty za jejich svûdomitou pfiípravu a dobrou úroveÀ samotn˘ch pfiedná‰ek a dal‰ím za pomoc s organizací
a pfiípravou.

Závûr
Cílem projektu bylo orientaãní zji‰tûní úrovnû vûdomostí z problematiky kardiovaskulárních onemocnûní (KVO)

a jejich rizikov˘ch faktorÛ (RF) u studentÛ stfiedních ‰kol a nalezení vhodné formy preventivního programu pro stfie-
do‰koláky. Zjistili jsme pomûrnû dobr˘ teoretick˘ základ u cílové skupiny, hlavním nedostatkem byla pfiedev‰ím pasivní
znalost problematiky, neúplnost vûdomostí a dostupn˘ch informací a tudíÏ zanedbatelné vnímání moÏného rizika
ve vlastním Ïivotû. Setkali jsme se s pozitivním hodnocením v‰ech zúãastnûn˘ch stran. DÛleÏitou roli sehrál aktivní
pfiístup samotn˘ch stfiedo‰kolákÛ, snaha dovûdût se nûco nového, ochota komunikovat se studenty lékafiské fakulty
a hlavnû schopnost zhodnotit získané informace ve prospûch svého zdraví. Taky byla ovûfiena schopnost studentÛ lékafiské
fakulty vybrat ze ‰irokého tématu to podstatné pro mladé lidi, podat odborné informace vhodnou formou, vysvûtlit funkci
systému a pÛsobení rizikov˘ch faktorÛ, jednodu‰e fieãeno, mluvit s laickou vefiejností o problémech, které se t˘kají obou
stran. SvÛj preventivnû - pedagogick˘ úkol zvládli a byl jistû zajímavou zku‰eností. Cílová skupina se ukázala b˘t vhodnou
a pfiístupnou zvolené formû preventivního programu a mohla by b˘t dále sledována z hlediska efektivity.
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1. místo
DVOJÍ ÚâINEK APOCYNINU:
INHIBITOR FAGOCYTÁRNÍ NADPH 
OXIDÁZY, STIMULÁTOR PRODUKCE
REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU 
V NEFAGOCYTECH

Martin VejraÏka
Autofii: Martin VejraÏka, Radan Míãek
·kolitel: prof. MUDr. Stanislav ·típek - Ústav lékafiské biochemie 1. LF

Apocynin je pfiirozenû se vyskytující metoxy-substituovan˘ katechol, kter˘ se experimentálnû pouÏívá jako inhibitor
NADPH oxidázy. Jakkoli má v˘razn˘ inhibiãní efekt ve studiích s neutrofily a makrofágy, nepÛsobí jako inhibitor 
v nefagocytárních bunûãn˘ch systémech. V na‰ich pokusech dokonce stimuloval produkci reaktivních forem kyslíku
(ROS) fibroblasty cévní stûny. V experimentech s makrofágy apocynin zpÛsobil zv˘‰ení produkce ROS stanovené 
pomocí dichlordihydrofluorescinu (DCFH) bûhem prvních 15 minut. Poté mûl naopak inhibiãní úãinek, takÏe se zdá,
Ïe byl v pfiítomnosti leukocytární myeloperoxidázy a H2O2 pfiemûnûn na jinou slouãeninu. Apocynin pfiedem oxidovan˘
H2O2 a peroxidázou z kfienu (HRP) mûl bezprostfiední inhibiãní efekt na produkci ROS. V nefagocytech apocynin 
stimuloval produkci ROS a inhibiãní úãinek nebyl zaznamenán ani po 60 minutách. Apocynin umûle preaktivovan˘
H2O2 a HRP v‰ak sníÏil produkci ROS podobnû, jako tomu bylo u makrofágÛ. Stimulaãní úãinek na produkci ROS byl
potlaãen tironem a superoxiddismutázou (SOD), coÏ nasvûdãuje tomu, Ïe produkovaná ROS je superoxid (O2

.-). Vliv
apocyninu inhibovalo i difenylenjodinium (DPI), inhibitor NADPH oxidázy bez scavengerového efektu. Lze shrnout,
Ïe apocynin stimuluje produkci O2

.- buÀkami. V pfiítomnosti peroxidázy a ROS je v‰ak konvertován na jinou slouãe-
ninu, inhibující produkci O2

.-. Lze pfiedpokládat, Ïe za podmínek in vivo apocynin mÛÏe mít opaãn˘ úãinek na fagocyty
a nefagocyty: pÛsobí jako inhibitor fagocytární NADPH oxidázy, av‰ak také jako stimulant produkce ROS v nefago-
cytech.

Apocynin (4-hydroxy-3-metoxyacetofenon, acetovanilon, CAS 498-02-2) je metoxy-substituovan˘ katechol, pÛvod-
nû izolovan˘ z kofienÛ himalájské léãivé trvalky Picrorhiza kurroa1. Podobnû jako nûkteré dal‰í methoxy-substituované
katecholy2 mÛÏe inhibovat produkci superoxidu aktivovan˘mi neutrofily, pfiiãemÏ zÛstává zachována jejich schopnost
fagocytózy. Právû produkce superoxidu (O2

.-) a následnû dal‰ích reaktivních forem kyslíku (reactive oxygen species,
ROS) je podstatou mikrobicidní a cytotoxické funkce neutrofilÛ, podílí se v‰ak i na po‰kození vlastních tkání organismu
pfii zánûtu. V lidovém léãitelství se rÛzné extrakty z Picrorhiza kurroa (pod lidov˘m názvem kutaki)  pouÏívají v systémech
Ájurvédy a Unani k léãbû stavÛ spojen˘ch s chronick˘m zánûtem. V souãasnosti se tato slouãenina intenzivnû studuje
jako potenciální protizánûtlivá látka s pfiedpokládan˘m vyuÏitím zejména pfii léãbû artritidy1. V pokusech se zvífiaty byl
prokázán dobr˘ efekt apocyninu i pfii léãbû aterosklerózy3 nebo v prevenci reperfúzního po‰kození plic4.

Apocynin inhibuje tvorbu superoxidu prostfiednictvím fagocytární NADPH oxidázy. Pfiedpokládan˘ mechanismus 
jeho úãinku je inhibice sestavení cytosolov˘ch a membránov˘ch podjednotek tohoto enzymu, pravdûpodobnû zabloko-
váním sulfhydrylov˘ch skupin2. Samotn˘ apocynin nepÛsobí jako scavenger ROS5.

Experimentálnû se apocynin vyuÏívá jako modelov˘ inhibitor fagocytární NADPH oxidázy. V na‰ich pokusech jsme
chtûli této látky, podobnû jako nûktefií dal‰í autofii6, pouÏít jako inhibitoru NADPH oxidázy v nefagocytech. Podání
apocyninu v‰ak pfiekvapivû nevedlo ke sníÏení produkce ROS, ale naopak k jejímu v˘raznému zv˘‰ení. Nûktefií autofii jiÏ
dfiíve vyslovili domnûnku, Ïe apocynin nepÛsobí jako inhibitor NADPH oxidázy pfiímo, ale aÏ po aktivaci peroxidem
vodíku a peroxidázou2. V místû zánûtu jsou peroxid vodíku i myeloperoxidáza produkovány fagocyty, v nefagocytárních
buÀkách v‰ak prakticky chybí. Cílem na‰í práce bylo ovûfiit hypotézu, Ïe apocynin má odli‰n˘ efekt na imunitnû sti-
mulované fagocytární buÀky a na nefagocyty: v prvním pfiípadû pÛsobí jako inhibitor NADPH oxidázy a jeho podání tak
vede ke sníÏení produkce ROS, ve druhém pfiípadû naopak produkci ROS stimuluje.

Materiál a metody
Ve‰keré chemikálie pocházely z bûÏn˘ch komerãních zdrojÛ a byly alespoÀ analytické ãistoty. Apocynin, kultivaãní

média, HankÛv vyváÏen˘ roztok solí (Hank's balanced salt solution, HBSS), zymosan A ze Saccharomyces cerevisiae,
Histopaque, 2',7'-dichlorofluorescindiacetát (DCFH-DA), kataláza, superoxiddismutáza, difenylenjodinium (DPI), peroxid
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vodíku a tiron (4,5-dihydroxy-benzendisulfonová kyslina) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich Corp., USA. Peroxidáza
z kfienu (horse redish peroxidase, HRP) byla od ICN Biochemicals Inc.

Fibroblasty cévní stûny byly pfiipraveny z aorty laboratorního potkana postupem obdobn˘m, jako bylo publikováno 
v literatufie7. Struãnû, v celkové anestézii byla vypreparována hrudní a bfii‰ní aorta laboratorního potkana, opláchnuta 
v kultivaãním médiu F12K bez séra s 50 U.ml-1 penicilinu a 50 µg.ml-1 streptomycinu a sterilnû rozstfiíhána na tenké
prsténky. Ty byly poloÏeny na kultivaãní polystyrénovou Petriho misku. Na kaÏd˘ krouÏek byla poloÏena kapka kulti-
vaãního média F12K s 10 % fetálního bovinního séra, penicilinem 50 U.ml-1 a streptomycinem 50 µg.ml-1. Po dvou 
dnech bylo doplnûno stejné kultivaãní médium, to se dále mûnilo dvakrát t˘dnû. Pfii první pasáÏi (po tfiech t˘dnech 
od zaloÏení primokultury) jsme vysadili antibiotika. Fibroblasty jsme pasáÏovali jednou t˘dnû v obvyklém fiedûní 1:4.
Pro pokusy byly pouÏity buÀky mezi 7 a 12 pasáÏí.

Granulocyty a monocyty laboratorního potkana byly izolovány pomocí Histopaque 1083 a Histopaque 1077 (Sigma)
podle protokolu dodávaného v˘robcem. V krátkosti, ve ãtyfiech 15ml polypropylénov˘ch centrifugaãních zkumavkách
byly pfievrstveny vÏdy 3 ml Histopaque 1083 tfiemi mililitry Histopaque 1077. Nad gradient jsme poloÏili vrstvu heparinizo-
vané krve laboratorního potkana fiedûné fyziologick˘m roztokem 1:3. Po centrifugaci pfii 700 g po 30 minut se vytvofiila
vrstva granulocytÛ na rozhraní Histopaque 1083 a 1077 a vrstva monocytÛ na rozhraní Histopaque 1077 a fiedûného séra.
Izolované krvinky jsme dvakrát promyli ve fyziologickém roztoku a resuspendovali v MEM bez fenolové ãervenû.

Opsonizovan˘ zymosan (serum treated zymosan, STZ) byl pfiipraven ze zymosanu A ze Saccharomyces cerevisiae.
Suspenzi zymosanu A (asi 5 mg.ml-1) jsme vafiili 20 minut na vodní lázni v HBSS. Nabobtnal˘ zymosan byl zcentrifu-
gován a po odsátí supernatantu 30 minut inkubován v séru laboratorního potkana (5 mg zymosanu na 1 ml séra). Tento
krok se opakoval celkem tfiikrát. Pak jsme zymosan dvakrát promyli v HBSS a resuspendovali na v˘slednou koncentraci
10 mg.ml-1. Alikvóty se skladovaly pfii -85 °C.

2',7'-dichlorofluorescindiacetát (DCFH-DA) byl rozpu‰tûn v koncentraci 4 mmol.l-1 v 96 % ethanolu, dále fiedûn
destilovanou vodou na koncentraci 250 µmol.l-1. Tento zásobní roztok byl rozdûlen do alikvótÛ a skladován pfii -85 °C
v dusíkové atmosféfie.

2',7'-dichlorofluorescin (DCFH) jsme pfiipravili deesterifikací DCFH-DA jak bylo popsáno v literatufie8. Struãnû,
0,5 ml DCFH-DA 1,0 mmol.l-1 v methanolu jsme smísili s 2 ml 10 mmol.l-1 NaOH. Deesterifikace probíhala 30 minut
pfii pokojové teplotû, pak jsme roztok neutralizovali pfiidáním 10 ml 25 mmol.l-1 fosfátového pufru, pH 7,4. Roztok byl
uchováván pfii 4 °C v temnu.

Apocynin aktivovan˘ peroxidázou a peroxidem vodíku jsme pfiipravili následujícím postupem: k 0,4 ml apocyninu 
4 mmol.l-1 jsme pfiidali 2 ml PBS, 3 jednotky HRP a 100 µl peroxidu vodíku 30 ppm. Po jednohodinové inkubaci jsme
pfiidali 8 kU katalázy a smûs jsme inkubovali 15 minut pfii 37 °C. Proteiny jsme denaturovali krátk˘m varem, po ochlazení
jsme doplnili MEM bez fenolové ãervenû do v˘sledného objemu 4 ml a precipitát jsme odstranili centrifugací.

Stanovení produkce ROS
Ke stanovení produkce ROS intaktními buÀkami jsme pouÏili

2',7'-dichlorofluorescindiacetát. Tato fluorescenãní sonda prochází
plazmatickou membránou do cytoplazmy, kde je bunûãn˘mi esterá-
zami deesterifikována na nepermeabilní 2',7'-dichlorofluorescin.
DCFH je snadno oxidován ROS na fluoreskující DCF6;8-12.

Fibroblasty nebo leukocyty byly resuspendovány v MEM bez
fenolové ãervenû s 10 µmol.l-1 DCFH-DA. Po 30minutové inkubaci
pfii 37 °C byly promyty v MEM bez fenolové ãervenû a 5.104

bunûk.ml-1 bylo resuspendováno ve stejném médiu spolu s apocy-
ninem, jednotliv˘mi inhibitory a v pfiípadû leukocytÛ s STZ
(1 mg.ml-1). Fluorescenci jsme mûfiili pomocí spektrofluorimetru
FluoroMax 3 ( Jobin-Yvon) 1 hodinu po 2,5 minutách pfii excitaãní
vlnové délce 501 nm, ‰tûrbinû 5 nm a emisní vlnové délce 521 nm,
‰tûrbinû 5 nm pfii 37 °C. Vzorky byly po celou dobu mûfiení mírnû
promíchávány.
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Apocynin (4-hydroxy-3-metoxyacetofenon)



71

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

8000000

9000000

0 10 20 30 40 50 60

DCFH-DA

DCFH-DA, Apo

ctrl

Apo

âas (min)

C
P

S

0

1000000

2000000

3000000

4000000

5000000

6000000

7000000

8000000

9000000

0 500 1000 1500 2000

DCFH 20 uM

Apo 100 uM

DCFH + Apo

âas (sec)

C
P

S

2000

4000

6000

8000

10000

12000

0

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

âas (sec)

3500 4000

APO 100 uM

ctrl

Obr. 2.: Vliv apocyninu na produkci superoxidu fibroblasty cévní stûny.
Suspenze fibroblastÛ cévní stûny (koneãná koncentrace 5.104 bunûk.ml-1) byla rozdûlena na dvû ãásti. Polovina byla 
30 minut inkubována s 10 µmol.l-1 DCFH-DA pfii 37 °C, druhá ãást ponechána jako kontrola. Po promytí MEM 
bez fenolové ãervenû byla kaÏdá ãást suspenze opût rozdûlena na dva díly, k jednomu byl na zaãátku mûfiení pfiidán apo-
cynin 100 µmol.l-1, druh˘ ponechán jako kontrolní. Fluorescence je vyjádfiena jako poãet pulsÛ za sekundu (CPS).

Obr. 3.:
Vliv apocyninu na fluorescenci DCFH.
Fluorescence 20 µmol.l-1deesterifikovaného 2',7'-dichlorofluorescinu, 100 µmol.l-1 apocyninu a jejich smûsi.

Obr. 4.:
Vliv apocyninu na oxidaci DCFH-DA makrofágy stimulovan˘mi STZ
Rychlost tvorby ROS makrofágy stimulovan˘mi 1 mg.ml-1 STZ v pfiítomnosti 100 µmol.l-1 apocyninu.



V˘sledky a diskuse
Apocynin zv˘‰il fluorescenci fibroblastÛ cévní stûny o‰etfien˘ch DCFH-DA oproti kontrole (Obr. 2). Pfiitom u bunûk,

které nebyly o‰etfieny DCFH-DA, nevedl apocynin ke vzestupu fluorescence. Fluorescence tak nemohla b˘t zpÛsobena
samotnou pfiítomností apocyninu nebo tvorbou nûjakého fluoreskujícího metabolitu apocyninu.
V bezbunûãném systému nemûl apocynin v˘znamn˘ vliv na vzestup fluorescence DCFH deesterifikovaného in vitro
(Obr. 3). Apocynin tedy nezpÛsoboval zv˘‰ení fluorescence DCFH ani pfiímou interakcí s touto sondou. Zv˘‰ení fluo-
rescence po pfiidání apocyninu tak muselo b˘t zpÛsobeno zv˘‰ením produkce reaktivních forem kyslíku buÀkami.

Apocynin v koncentraci 100 µmol.l-1 zv˘‰il v první fázi produkci ROS makrofágy stimulovan˘mi STZ. Rychlost tvor-
by ROS se v‰ak pomûrnû rychle sniÏovala, aÏ po 15 minutách byla niÏ‰í neÏ produkce ROS makrofágy bez pfiítomnosti
apocyninu (Obr. 4). Pfiidání ãerstvého apocyninu vedlo opût ke vzestupu produkce ROS (data nejsou uvedena);
sníÏení rychlosti produkce ROS tedy nemohlo b˘t zpÛsobeno dosaÏením detekãního limitu DCFH nebo vyãerpáním
schopnosti makrofágÛ tvofiit ROS.

Apocynin aktivovan˘ peroxidázou z kfienu a peroxidem vodíku bezprostfiednû inhiboval oxidaci DCFH-DA fibrob-
lasty cévní stûny (Obr. 5) i makrofágy a granulocyty stimulovan˘mi STZ.
Tiron, specifick˘ permeabilní vychytávaã superoxidu, prakticky zcela blokoval vliv apocyninu na oxidaci DCFH-DA 
fibroblasty cévní stûny (Obr. 6). RovnûÏ superoxiddismutáza a kataláza alespoÀ ãásteãnû sníÏily stimulaãní úãinek 
apocyninu na oxidaci DCFH-DA (Obr. 7).

Stimulaãní úãinek apocyninu na produkci ROS fibroblasty cévní stûny byl v˘raznû potlaãen i difenylenjodiniem 
(Obr. 8). DPI je inhibitor flavinov˘ch enzymÛ, kter˘ nemá scavengerové úãinky13. Experimentálnû se DPI ‰iroce pouÏívá
jako inhibitor NADPH oxidázy4;14;15.

Lze shrnout, Ïe apocynin stimuloval produkci reaktivních forem kyslíku, pravdûpodobnû superoxidu, fibroblasty cévní
stûny. Systém produkující ROS bylo moÏné inhibovat difenylenjodiniem. Fagocytární buÀky byly apocyninem nejprve 
stimulovány k vy‰‰í produkci ROS, po této úvodní fázi v‰ak byl apocynin konvertován pravdûpodobnû myeloperoxidá-
zou a peroxidem vodíku na jinou slouãeninu, která mûla naopak inhibiãní efekt na produkci ROS. Apocynin pfiedem 
aktivovan˘ myeloperoxidázou a peroxidem vodíku in vitro mûl bezprostfiední inhibiãní efekt na produkci ROS 
fagocytárními i nefagocytárními buÀkami.

Schopnost apocyninu inhibovat produkci ROS aÏ po preaktivaci peroxidázou a peroxidem vodíku by mohla b˘t 
farmakologicky v˘znamná: apocynin je aktivován jen v místû zánûtu, kde je v dostateãném mnoÏství pfiítomna jak volná
leukocytární myeloperoxidáza, tak peroxid vodíku, a zde mÛÏe pÛsobit jako protizánûtlivá látka. Na imunitnû nesti-
mulované fagocyty pfiitom nemá inhibiãní úãinek.

Otázkou zÛstává v˘znam zv˘‰ení produkce ROS pÛsobením apocyninu. Intracelulární ROS mají signální funkci, spo-
jenou pfiedev‰ím s úãinkem rÛstov˘ch faktorÛ14-29. Apocynin by tak mohl kromû protizánûtlivého pÛsobení ve smyslu
potlaãení produkce mikrobicidních, ale i cytotoxick˘ch látek, zároveÀ i podporovat i bunûãnou proliferaci a reparaci
po‰kozené tkánû.
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Obr. 5.:
Vliv apocyninu aktivovaného peroxidázou z kfienu a peroxidem vodíku na produkci ROS fibroblasty cévní stûny.
Oxidace DCFH-DA fibroblasty cévní stûny po pfiidání 100 µmol.l-1 apocyninu aktivovaného peroxidázou z kfienu
a peroxidem vodíku.
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Introduction
Porphyria variegata (VP) is an autosomal dominant acute hepatic porphyria resulting from reduced activity of proto-

porphyrinogen oxidase (PPO), the 7th enzyme of hem synthetic pathway (Figure 1) (Brenner, 1980). It  is characterized
by intermittent acute attacks of neurological dysfunction with abdominal pain, hypertension, tachycardia, and peripheral
neuropathy. Skin photosensitivity may be also present. The patients with clinical manifestation show a typical plasma
fluorescence at 626 nm with excitation wavelenght of 405 nm (Figure 2) (Da Silva, 1995), have increased fecal 
porphyrins and, during acute attacks, have increased porphyrin precursors in urine (ALA, PBG). The activity of PPO 
in nucleated cells in heterozygous patients is about 50%. (Deybach, 1981). The penetrance of the disease is low but 
a life-threatening attack can be provoked by factors such as drugs, alcohol or fasting (Kappas, 1995). Asymptomatic 
carriers are rarely detected by measurements of urinary ALA and PBG, faecal porphyrines or plasma fluorescence which
are often within the normal range. Molecular analysis of family members of patients with PV provide exact diagnosis
and thereby help to prevent  manifestation of the disease. The human PPO cDNA and gene have been cloned and
mapped to chromosome 1q22-23. The gene spans about 5 kb, contains 13 exons, the cDNA encodes a protein of 477
amino acids (Nishimura, 1995).

Figure 1.: Hem biosynthetic pathway

75

δ aminolevulic acid (ALA)

Porphobilinogen (PBG)

Hydroxymethylbilan

Uroporphyrinogen

Coproporphyrinogen

Protoporphyrinogen

 PORPHYRIA VARIEGATA

Protoporphyrin

Glycin    +  Sukcinyl CoA

ALA-Synthase

ALA-Dehydratase

PBG Deaminase

Uroporphyrinogen III
Cosyntethase

Uroporphyrinogen
Decarboxylase

Coproporphyrinogen
Oxidase

Protoporphyrinogen
Oxidase

Ferrochelatase
             +Fe

Hem



Methods
Genomic DNA was isolated from peripheral blood leukocytes

using standard procedures. The patients DNA was screened for
the presence of mutations by denaturing gradient gel electro-
phoresis (DGGE) (Figure 3), or heteroduplex analysis (MDE)
of all 13 exons and exon/intron boundaries. Exons with patho-
logic migration profiles on DGGE or MDE were analyzed by
direct sequencing.
The cDNA coding human PPO was expressed in E. coli using

the pGEX 2T vector (Pharmacia), the PPO was expressed as a fusion protein with glutathion S transferase. Missense
mutations were introduced into PPO by site direct mutagenesis (Stratagene). The entire sequences of the mutaed plas-
mids were verified by sequencing of whole inserted cDNAs. Two independent clones from each mutation were prepared.
The assay of wild type and mutated PPO in lysates of overnight bacterial cultures was performed as described previously
(Deybach, 1985). At least four independent activity measurements were performed.

Results
We found mutations in all 6 families with previously clinically and biochemically diagnosed PV. (Table 1) Four new

mutations were detected: one deletion (1393 del 8 bp), two missense mutations (W227G, C459Y) and one splicing mu-
tation (IVS 6+1 G→A). Although the relationship is not known, the deletion 1393 del 8 bp was identified in two of
these families. The pathological significance of missense mutations was confirmed by their expression in prokaryotic sys-
tem, both missense mutations resulted in the absence of PPO activity (table 2).

Discussion and conclusion
In this systematic study we present an analysis of PPO gene defects in six Czech families with porphyria variegata.

In all families we found the patognomic mutations. The consequent molecular analysis was performed in all family mem-
bers and thus asymptomatic carriers of mutations were identified.

The cDNAs PPO containing two novel missense mutations were prepared and expressed in E. coli. The absence 
of PPO activity of identified missense mutations was in agreement with their expected 50% activity in the heterozygous
state and confirmed their pathological significance. We intend to further characterize these mutated clones.
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Figure 3.: DGGE of exon 11 protoporphyrinogen oxi-
dase gene from family number 1

Figure 2.: Plasma of patients with porphyria 
variegata shows typical fluorescence in 626 nm

626 nm
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Table 1.: Mutations in protoporphyrinogen oxidase gene found in Czech patients with porphyria variegata

Family Exon/intron localization Mutation Predicted effect
on amino acid sequence

1 exon 11 del G 1177
2 exon 7 679 T→G W 227 G
3 exon 13 del 8 bp3308-3315
4 intron 6 IV 6+1 G→A
5 exon 13 del 8 bp3308-3315
6 exon 13 5371 G→A C 459 Y

Table 2.: Activities of mutated PPO expressed in E. coli

cDNA Mean (SEM) Range Percentage
(nmol/mg protein/hour)

pGEX 2T 4,4 ± 0,4 3,6 -5,3
human PPO 102,2 ± 8,8 90,3 -128,0 100

W227G 3,7 ± 0,1 3,3 -4,0 0
C459Y 3,6  ± 0,2 3,3 -4,0 0
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Nuclear lamins are the major component of the nuclear lamina, but also play an important role in the functional 
organization of the interior of the cell nucleus. We have tested whether lamin A/C contributes to the organization 
of pre-mRNA splicing factor compartments. Using lamin A/C negative mouse embryonic fibroblasts we show that loss
of lamin A/C has no significant effect on the distribution of several pre-mRNA splicing factors and does not affect
speckle morphology as examined by light and electron microscopy. Time-lapse microscopy suggests that the dynamic
properties of speckles are unchanged upon loss of lamin A/C and FRAP analysis demonstrates that the mobility of SF2
splicing factor is the same in lamin A/C positive and negative cells. Furthermore, speckles persist after nuclear matrix
preparation both in lamin positive and negative cell lines. These results demonstrate that lamins A/C are not essential
for speckle morphology.
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