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SLOVO UVODEM

Tradici fakultnich studentskych védeckych konferenci jsme obnovili v roce 2000. Podle nového &islovani je tedy
leto$ni Fakultni Studentska védecka konference 2002 tfeti v pofadi. Tradice studentskych konferenci je mnohem stardi.
Mnozi ucitelé, ktefi jsou na Celnych mistech fakulty v hodnoceni védy vitézili v 60., 70., ¢ 80. letech ve fakultnich
a celostatnich kolech studentskych konferenci. To ukazuje, jak dulezité je podchytit studenty k védecké prici vas.
Doufam tedy, ze studenti, ktef{ letos prezentuji své price, nejen uspéji v celostatnich kolech, ale budou svou tcasti ziskani
pro védu a jednoho dne z nich budou vyznamni ucitelé nadi fakulty. Studenti doktorského studia by méli vystupovat spise
na opravdovych védeckych konferencich. Pfesto je vyznamné, pokud si zejména v nizsich ro¢nicich zkusi vystoupeni
nanedisto na nasem studentském foru a porovnaji svilj projev a vysledky s dalsimi kolegy. Nejvice nds pak tési pokud
v poslednich letech ob&as vidime pregradudlni studenty vystupovat na opravdovych &eskych védeckych sjezdech. Nase
fakulta m4 velky védecky potencidl, ale jisté plati: Cim vice se nim bude dafit ziskavat studenty pro védeckou praci, tim
lepsi budoucnost fakultu éeka.

Atmosféra studentskych konferenci je desitky let stejnd. Kontrastuje vysokd kvalita nékterych praci s nervozitou
studentd, ktefi vystupuji Casto poprvé na vefejnosti a maji rychle zasvétit posluchace do problematiky, vysvétlit cil své
préace a uvést jeji vysledky.

Studentska védeckd konference rozhodné mezi fakultnimi akcemi neni akei opomijenou. Hodnotici komise i letos
vybraly fadu praci k ocenéni. Rad bych jim touto cestou podékoval za skvélou praci. Za precizni pfipravu a organizacni
zajisténi konference dékuji prof. MUDr. Vladimiru Tesafovi, DrSc., prodékanovi pro védeckou prici a vyzkum, vedouci

oddéleni pro védeckou prici a vyzkum pani Jitce Buczkové, jejimu kolektivu oddéleni védy a pani Mgr. Vlasté
Helekalové, vedouci oddéleni vnéjsich styka.

Pripravy pfistiho ro¢niku jsou zahdjeny a doufim, Ze i procteni tohoto sborniku pfispéje k tomu, ze dal$i studenti
ziskaji odvahu na védeckém foru vystupovat.
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doc. MUDr. Stépan Svacina, DrSc.
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3.rocnik Studentské védécké
konference na 1.LF slavnostné
zahdjil dékan 1. lékarské fakulty
doc. MUDr. Sz‘e}ba’n Svacina, DrSc.
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POZVANKA

3. STUDENTSKA VEDECKA KONFERENCE
1. 1ékarské fakulty
konana pod zastitou dékana 1. LF
doc. MUDr. Stépédna Svaciny, DrSc.

20. KVETNA 2002

Univerzita Karlova v Praze

1. 1ékaiska fakulta

3. studentskou védeckou konferenci zahdji dékan 1. lékarské fakulty
doc. MUDrx. Ste)bdn Svacina, DrSc. dne 20. kvétna 2002 v 8.00 hodin
v zasedaci mistnosti dékandtu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.

Studentskd védecka konference bude uspofddina ve dvou sekcich. Sekce postgradualnich praci
a sekce pregradudlnich praci, ktera je rozdélena na ¢ést teoretickou a preklinickou.

Sekce pregradudlnich praci bude probihat 20. kvétna 2002, a to:
klinicka &ast: od 8.15 hodin v posluchdrné Stomatologické kliniky 1. LF, Katefinska 32, Praha 2
teoreticka &ast: od 13.00 hodin v posluchdrné Stomatologické kliniky 1. LF, Katefinské 32, Praha 2

Sekce postgradudlnich praci bude probihat 20. kvétna 2002
od 8.15 hodin v zasedaci mistnosti dékandtu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2

Prace mohou byt prezentovany v Ceském i anglickém jazyce.
Doba pfednésky bude maximalné 10 minut a prostor pro diskusi 5 minut.
K dispozici bude dataprojektor, zpétny projektor a diaprojektor s moznosti dvojprojekce.

Uéastm’ky konference zaddme, aby si pfinesli sviij osobni notebook.
K pozvince je prilozen ¢asovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

prof. MUDr. Vladimir Tesai, DrSc. doc. MUDr. Stépan Svaéina, DrSc.
prodékan pro védeckou prici a vyzkum dékan fakulty

Veskeré informace o konani 3. SVK:
Oddéleni pro védeckou &innost

a zahraniéni styky 1. LF

Tatiana Krilov4, tel. 249 643 58
e-mail: tkral@Ifl.cuni.cz



SEZNAM UCASTNIKU 3. STUDENTSKE VEDECKE KONFERENCE 1. LEKARSKE FAKULTY

Sekce praci pregradudlnich studentd
- teoreticka ¢ast

Jandovd Zuzana

Jetabkova V., Kemlink D.
Kalin¢ik Tom4s
Mejstitkova Ester
Pelichovska Tereza

Polacek Hubert

Riha Pavel, Wittner Michal
Sedy Jiti

Zipotocky Michal
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Sekce praci pregradudlnich studentd
- klinicka ¢dst

Bajerovd Jana
Bosanska Lenka
Fuchsova Tereza
Hippmann Radek.
Klempit Jifi
Knizkové Jana
Mazinkovi Veronika
Nesnidal Petr

Stebel Jakub
Vankov4 Zdenka
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Sekce praci
v doktorském studijnim programu

Canovi Nikolina, MUDr.
Honzik Tom4s, MUDir.
Hoifinek Daniel, MUDr.
Jifickova Adriana, MUDr.
Kaminsky Ondfej, Mgr.
Kasalovi Zdislava, MUDr.
Kucera Tomas, MUDr.
Malonovi Eva, MUDr.
Melechovsky David, MUDr.
Ort Michael, MUDr., Ing.
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11. Pafizkova Jitka, MUDr.

12. Rosickd Martina, MUDr.
13. Tesatovda Markéta, Ing.

14. Tyblovid Michaela, MUDr.
15. Uhlikov4 Petra, MUDr.

16. Vanickova Zdislava, MUDr.
17. Vecefové Jaromira, Mgr.

18. Vejrazka Martin, MUDr.
19. Vevera Jan, MUDr.

20. Zimeénik Libor, MUDr.

Sekce posterii v doktorském studijnim programu

S
Nk LWk o

O 0Nk W

Benesova Petra, MUDr.
Bob Petr, RNDr.,PhD.
Bshm Marek, MUDr.
Canova Nikolina, MUDr.
Frasko Roman, MUDr.
Kasalovd Zdislava, MUDr.
Langrova Katefina, MUDr.
Liskova Petra, MUDr.
Lojkova Denisa, Mgr.
Pavlista David, MUDr.

. Rathous Ivo, MUDr.

Rasova Kamila, PhDr.

. Starkova Lucie, MUDr.
. Tréa Stanislav, MUDr.
. Valkounovi Iveta, MUDr.
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HODNOTITELSKE KOMISE

Hodnotitelské komise 3. studentské védecké konference 1. LF konané dne 20. 5. 2002

Sekce pregradudlnich studenti
klinicka ¢ast

predseda: prof. MUDr. Jan Skrha, DrSc.
¢len: doc. MUDrx. Pavel Martisek, DrSc.

teoreticka ¢ast

predseda: prof. MUDr. Emanuel Necas, DrSc.
¢lenové:  RNDr. Jana Ledvinovi, CSc.
doc. MUDr. Karel Smetana, DrSc.

Sekce postgradualnich studenti

predseda: prof. MUDr. Jif{ Kraml, DrSc.
élenové:  doc. MUDr. Frantisek Perlik, CSc.
doc. MUDx. Drahomira Kfenova, CSc.



ABSTRAKTA PRACI UCASTNIKU
3. STUDENTSKE VEDECKE KONFERENCE
PODLE UMISTENI V SEKCICH
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SEKCE PRACI PREGRADUALNICH STUDENTU - CAST TEORETICKA

1. misto

SUCCESSFUL ENGRAFTMENT OF DONOR CELLS DEPENDS ON TIME INTERVAL BETWEEN
CYCLOPHOSPHAMIDE AND IRRADIATION IN EXPERIMENTAL MURINE MODEL OF BONE
MARROW TRANSPLANTATION.

Autofi:  Tereza Pelichovsk4, Ludék Sefc

Skolitel: RNDr. Ludék Sefc, CSc. - Ustav 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. misto

VYZNAM NT-3/TRK C SIGNALIZACE PRO TVORBU PACINIHO TELISEK NA BERCI U MYSI
Autor Jiti Sedy

Skolitel:  doc. MUDr. Milos Grim, DrSc. - Anatomicky ustav 1. LF

Vyvoj mechanoreceptori je podminén morfogenetickymi interakcemi senzitivnich nervi a cilovych bunék v periferii.
V téchto interakcich se uplatiiuji neurotrofiny a neureguliny. Cilem této studie je zjistit vyznam neurotrofinu N'T-3
a jeho Trk C receptoru pro tvorbu Paciniho télisek, kterd jsou jednim z opouzdfenych, rychle se adaptujicich mechanore-
ceptortl. Na membrana interossea cruris a pfilehlé plose distalniho konce fibuly se konstantné vyskytuje skupina téchto
télisek. Jsou inervovina z n. interosseus dorsalis a jejich pocet je dobfe stanovitelny.
Ke studiu byly pouzity novorozenci mutantnich kment mysi s inaktivovanym genem NT-3 (Tessarollo et al., 1997)
a'TrkC (Farinas et al. 1994). Byly analyzovani homozygoti, heterozygoti i wild type. Téliska byla zndzortiovana po mikro-
preparaci in situ prikazem acetylcholinesterazy (Karnovsky, Roots 1964) modifikovanou pfidinim Tritonu X-100
do inkuba¢niho media.

Stanoveni poctu Paciniho télisek ukazalo, ze N'T-3/ TrkC signalizace je jednim z faktort, ktery se uplatiiuje za jejich
vyvoje. U TrkC mutantnich my3i se Paciniho téliska tvofila v mensim poctu nez u kontrolnich zvifat a u NT-3 mutant
byl jejich pocet jesté nizsi. Nebylo vsak zjisténo jejich Gplné vymizeni.

3. misto

ANALYZA MORFOLOGICKYCH FENOTYPU LABORATORNIHO POTKANA
Autofi:  Viclava Jeiabkova, David Kemlink

Skolitel: prof. MUDr. Vladimir K¥en, DrSc. - Ustav biologie a 1ékafské genetiky 1. LF a VFN

Laboratorni potkan je jiz dlouho pouzivin v biomedicinskych oborech k vyzkumu fyziologie a patofyziologie jako
modelovy organismus. Rekombinantni inbredni (RI) kmeny laboratorniho potkana jsou uziviny k mapovini mende-
lovsky dédi¢nych a kvantitativnich znakd. Sada rekombinantnich inbrednich kment je fixovand F2 populace vznikld
opakovanym kfizenim dvou vysoce inbrednich progenitornich kmeni systémem bratr x sestra. Vysledkem je soubor



kment nesoucich rizné kombinace genomu progenitornich kment v homozygotni formé, ¢imz je simulovina populace
s kontinudlni distribuci kvantitativnich znakd. Vyhodou je zvyseni heritability komplexnich genetickych znaki a zvySeni
vyhlidek na mapovani vyvolavajicich QTL (quantitative trait loci). RI kmeny se rovnéz pouzivaji k odhalovani interakei
genomu s prostfedim. Geneticky profil RI kmend pak popisuje tzv. SDP (strain distribution pattern), ktery je souborem
DNA markerti. SDP je zakladem pro vazebnou genetickou mapu RI kmenii a zdroven se pouziva pro asociaéni analyzu.
Ta sestiva z nékolika statistickych metod porovnavajicich SDP s fenotypem jednotlivych RI kment a odhaluje oblasti
genomu, které odpovidaji za rozdily mezi RI kmeny v zadaném fenotypu a obsahovat modifikujici geny. V této praci byl
studovan potkani model poruchy vyvoje konéetin - syndrom polydaktylie-luxace (PLS). Asociaéni studie byly provede-
ny s vysledky digitdlni morfometrické analyzy parametri zadnich koncetin po podani kyseliny retinové (RA).

BEZ OCENENI:

LOKALIZACE CD36 INZERTU VTRANSGENNI LINII VAZEBNOU ANALYZOU
Autor: Zuzana Jandovi

Skolitel: prof. MUDr. V. Kien, DrSc., MUDr. F. Ligka - Ustav biologie a genetiky 1. LF a VFN

Sponténné hypertenzni kmen laboratorntho potkana (SHR) je modelem lidské esencidlni hypertenze s defekty
v metabolismu glukézy a mastnych kyselin. U tohoto kmene byla prokdzana mutace v genu Cd36/Fat-fatty acid translocase,
ktery funguje jako ligand pro mnoho dalsich molekul u¢inkujicich v rozli¢nych fyziologickych a patologickych procesech.

Defekty SHR kmene byly ¢astecné zlepSeny po jeho transgenezi konstruktem nesoucim standardni Cd36 alelu. V labo-
ratofi profesora Levana byl Cd36 konstrukt lokalizovin v transgenni linii technikou FISH do oblasti 11q11. K pfes-
néj$imu zamapovani a urCeni mista inzerce Cd36 transgenu jsme pouzili intercross populaci mezi transgenni linif a kon-
gennim kmenem nesoucim mutantni alelu Cd36 od kmene SHR. Genotypizaci jsme provedli metodou PCR. Pro de-
tekci Cd36 konstruktu jsme pouzili primery amplifikujici fragment 320 bp v oblasti exonu 5/6 podle potkani-lidské ho-
mologie. Pro jeho zamapovéni jsme uzili primerd pro mikrosatelitni markery v oblasti jeho inzerce na chromosomu 11.
Pro vyhodnoceni vysledki genotypizace jsme vyuzili po&itaového programu MapManager QTX. Vazebnou analyzou
jsme potvrdili inzerci Cd36 konstruktu do intervalu mezi markery D11Rat20 a D11Rat21. Tento interval dlouhy 4 cM
obsahuje minimalné 8 genovych clustert, jejichZ regulacni sekvence by mohly ovliviiovat genovou expresi Cd36 kon-
struktu v transgenni linii.

Tato prdce byla podporovdna grantem GA CR 204/98/K015.

EFFECT OF MAGNESIUM SULPHATE ON ACUTE POSTHYPOXIC CHANGES OF CORTICAL
EXCITABILITY IN EARLY RAT ONTOGENESIS

Autor:  Tomas Kalin¢ik

Skolitel: ~ doc. MUDr. Dana Maresovi, CSc. - Fyziologicky ustav 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.; MgSO.) 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
valuet SEM), hypoxia-group 21.5s 2.02, hypoxiatMgSO.-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+MgSO.-group 52s £0.65. Due to the high SEM these
values are not significant to prove the effect of MgSO. on the AD:s.

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,
31d 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.
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The ADs of the single evoked fits in the 12-days rats hypoxia-group reached: Ist fit 12.4s, IInd 27.6s, I1I1d 23.5s.,
IVth 25.1s, Vth 20.4s, VIth 20.6s. The ADs of the single evoked fits in the 12-days rats hypoxia+MgSO.-group reached:
Ist fit 14.3s, IInd 15.9s, I1Ird 14.45, 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 PRI DIAGNOZE AKUTNI LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE; VYRAZNA
SUPRESE CERVENE A MEGAKARYOCYTARNI RADY U TEL/AML1+ AKUTNI LYMFOBLASTICKE
LEUKEMIE

Autofi:  Ester Mejstiikovd, Tomas Kalina, Jan Trka, Petr Smisek, Jan Stary

Skolitel:  MUDr. Ondiej Hrugdk, PhD. - Ustav imunologie 2. LF a FN Motol

Uvod: vznik akutni lymfoblastické leukémie (ALL) zpisobuje supresi normalni krvetvorby. Ta je zodpovédnd za
klinické projevy ALL. Vztah mezi leukemickymi blasty a hostitelem je diilezity pro pochopeni patogeneze ALL.
Nendhodné genetické aberace jsou pficinou rozdilného biologického chovani leukemickych bunék. Nebylo doposud
zcela jasné, zda jednotlivé podtypy ALL maji odlisny vliv na nemaligni krvetvorbu.

Metody: do studie jsme zahrnuli vSechny 102 pacienty 1é¢ené ve FN Motol v letech 1997-2001, data jednoho
pacienta se nepodafilo ziskat. Analyzovali jsme tudiz data 101 ditéte. U kazdého pacienta jsme vyhledali minimalni pocet
trombocytl, minimédlni hodnotu hemoglobinu a minimaln{ a maximalni pocet leukocyta pied zahijenim 1é¢by. Ziskana
data jsme porovnali podle podtypu ALL (zrala B ALL, T ALL, TEL/AML1+, hyperdiploidni, BCR/ABL+,
MLL/AF4+ a non-hyperdiploidni bez zminénych fuznich gend).

Vysledky: bil fada. Potvrdili jsme jiz zndmy fakt, ze MLL/AF4+ ALL i'T ALL byvaji spojeny s vysokym poctem leuko-
cytl (primérnd hodnota maximélni leukocytézy: 300.10%/1, respektive 239.10%/1). Naprostd vétsina pacientd s hyper-
diploidni ALL méla pomérné nizky pocet leukocyti. Cerveni krevni fada. TEL/AML+ ALL korelovala v nasem souboru
se signifikantné niz§i hodnotou hemoglobinu (p=0.0015). Praimérnd hodnota byla 61 g/l s nipadné nizkou variabilitou
(rozsah: 35 g/1-89 g/1). Hladina hemoglobinu u hyperdiploidni ALL méla bimodélni rozvrstveni (1. modus 70 g/1, 2. modus
100 g/1). Skutecnost, zda se epidemiologicky jednd o bimodalni rozvrstveni, se nyni snazime potvrdit v popula¢ni celondrodni
studii. Krevni desticky. Zjistili jsme, ze TEL/AML1+ ALL se dédle uniformné poji i s nizkou hodnotu trombocyti
(pramérna hodnota 38.10%/1, rozpéti 16-65.10%/1, p=0.0352). Oba BCR/ABL+ pacienti méli vyraznou trombocytopénii
(19.109/1 resp. 55.109/1). U dalsich podtypt bylo rozpéti hodnot trombocyti podstatné vétsi a rozdily nebyly signifikantni.

Zaveér: zjistili jsme, ze podtyp ALL hraje roli v supresi normalni krvetvorby pfed zahdjenim lécby. U TEL/AML + ALL
byla vyznamné suprimovéna krvetvorba Cervenych krvinek a desticek. U dalsich podtypii jsme takto nizkou variabilitu u nék-
terého z parametrii nezaznamenali.

ODPOVEDE MOZGOVE]J KORY NA BOLESTIVU STIMULACIU: CASOVA A PRIESTOROVA LOKA-
LIZACIA POMOCOU EEG A FMRI.
Autofi:  Hubert Polacek, Jifi Vrana, R6za Rachmanova

Skolitel: doc. PhDr. Andrej Stanédk, CSc. - Ustav normilni, patologické a klinické fyziologie 3. LF

Uvod: na $pecificky kritkodoby bolestivy podnet Tudsky mozog reaguje meratelnymi zmenami elektrickej aktivity,
prietoku krvi a metabolizmu.

Predlozena praca vychddza z predpokladu Ze tieto zmeny v uréitych oblastiach mozgu vykazuji minimélnu indi-
vidudlnu variabilitu. Cielom price je lokalizovat funkéne odlisné oblasti aktivity mozgovej kory kontralaterilne k poso-
biacemu elektrickému impulzu.

Metodika: 10 dobrovolnikov (muZov, pravikov vo veku22 #4 rokov) bolo stimulovanych na ukazoviku pravej ruky
intradermdlnou ihlovou elektrédou. Intenzita pridu bola nastavena 20% nad bolestivy prah a 20% nad senzoricky prah
v druhej Casti experimentu. Odpoved mozgu bola u kazdej osoby snimané 88 kandlovym EEG (BrainScope®) a 1,5 T
MR (Siemens Magnetom Vision). Pri obidvoch zédznamoch bol pouzity identicky stimulaény protokol (pri bolestivej
aj nebolestivej stimuldcii 2 x 4 bloky klud-stimuldcia, v kazdom bloku 24 fézickych podnetov nasledovanych rovnako
dlhou periédou kludu). S pouzitim programov BESAT™, BrainVoyagerT™ a Statistica 6.0 boli interaktivne prepojené a
vyhodnotené obidva zdznamy.

Vysledky: vietky zdznamy ukézali pri bolestivej stimuldcii vyznamné aktivicie v okoli laterdlnej fisiry. Primdrna somato-
senzoricka oblast bola pri bolestivej stimulacii vyznamne aktivovana len u 3 osob. Rozdiely v priestorovej lokalizacii EEG
a fMRI zdrojov boli v priemere mensie ako 2 cm.
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U 8 0s6b boli na zéklade oboch zaznamov v okoli laterdlnej fistry rozliSené 2 oddelené oblasti aktivicie: predna - s maxi-
mom aktivity v 78 ms, tangencidlnou orienticiou elektrického dipélu, lokalizovand do frontdlneho operkula v tesnej blizkosti
inzuly a zadnd - s maximom 115 ms, prevazne radidlnou orientdciou dipélu, lokalizovand presne do sekundérnej soma-tosen-
zorickej oblasti. Predna oblast vykazovala vyznamné zvySenie prietoku (MRI) pri bolestivej stimulacii, zatial ¢o pri nebolestive;
stimulécii nebola vyznamne aktivovang.

Zaver: vysledky $tadie ukazali dobri kompatibilitu EEG a fMRI udajov. Kombinovand analyza umoznila po prvykrat
rozli§it 2 funkéne odlisné oblasti aktivicie v okoli laterdlnej fisury kontra-laterdlne k stimulovanému prstu. Oblast
vo frontdlnom operkule v tesnej blizkosti inzuly bola aktivovand skér a prevazne len pri bolestivej stimuldcii v porovnani
so sekundirnou somatosenzorickou oblastou.

SPATTAL COGNITION AFTER SHORT-LASTING HYPOBARIC HYPOXIA
Autofi:  Pavel Riha, Michal Wittner
Skolitelé: prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc.,

doc. MUDr. Dana Maresova, CSc.,

MUD:r. 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 X 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 FRVS 2452/2002.

ANATOMICKA STUDIE PRUBEHU N. DORSALIS PENIS/CLITORIDIS A JEHO VZTAHU K OS PUBIS
Autor:  Jifi Sedy
Skolitel: MUDr. Ondiej Narika - Anatomicky dstav 1. LF

Objasnéni priibéhu nervus dorsalis penis je zakladnim pozadavkem zachovani nervové cévniho svazku zasobujiciho
glans penis pfi chirurgické konverzi genitilu u pacientt s transexualismem. K preparaci prabéhu nervu a ke sledovani
jeho vztahu k os pubis byla pouzita téla z pitevnich cvideni a muzské a Zenské panve ze sbirek Anatomického
ustavu. N. dorsalis penis/clitoridis se oddéluje z n. pudendus jiz po jeho vystupu z foramen infrapiriforme. Ve fossa
ischiorecta-lis lezi kranidlné od n. pudendus a do trigonum urogenitale vstupuje podél medidlniho okraje ramus
inferior ossis pubis hluboko pod diaphragma urogenitale. Pfeti¢i se na laterdlni stranu crus corporis cavernosi
penis/clitoridis medidlné od lig. fundiforme a zacatku m. gracilis a pokracuje na dorsum penis/clitoridis. U muze
podmiriuje n. dorsalis penis zldbek na medialni ploge r. inferior ossis pubis sméfujici anteromediokranidlnim smérem.
Pod dolnim okrajem facies symphysialis se zlabek sti¢i kranidlné na predni plochu corpus ossis pubis, kde bézi
paralelné se symfyzou do poloviny jeji délky. Zlabek podminény priibéhem n. dorsalis clitoridis se na rozdil od zldbku
pro n. dorsalis penis pfetd¢i na pfedni plochu corpus ossis pubis dfive a po corpus ossis pubis bézi mediokranidlnim
smérem jen do dolni 1/4 vysky facies symphysialis. Vztah nervus dorsalis penis/clitoridis k os pubis a tvar Zldbku,
ktery podmiiiuyje, je tedy rozdilny u obou pohlavi a muze slouzit jako jeden z dal$ich zndmek pohlavniho dimorfismu
na panvi.
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TESTOVANI PROTINADOROVYCH UCINKU PMEDAP IN VITRO
Autor: Michal Zapotocky
Skolitel: ~doc. RNDr. Berta Otova, CSc., RNDr. Jitka Hanzalova - Ustav biologie a 1ékafské genetiky 1. LF a VFN

Tato price je souldsti studia protinddorovych ucinki litky 9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-2,6-diaminopurinu

(PMEDAP, UOCHB AV CR). PMEDAP je v buiikich fosforylovan mitochondridlni AMP-kinasou a cytoplasmatickou
NDP-kinasou na PMEDAPpp, ktery je kompetitivnim substrat-inhibitorem pol &. Vysledkem je terminace DNA
fetézce de novo. Cytostaticky uc¢inek PMEDAP byl testovin na 4 bunéénych liniich: REH (B leukemie), CCRF-CEM
(T leukemie), HeLa (ca délozniho ¢ipku) a MRCS (lidské embryonélni fibroblasty). Hodnotili jsme pfeziti bunék za 24,
48 a 72 hodin po kultivaci s 0; 0,15; 0,3; 1,5; 3; 15 a 30 pg PMEDAP per ml média. Cytostaticky G¢inek byl vyhodnocen
XTT-testem. XTT, zlutd tetrazoliové sil, je metabolizujici buikou pfeménovin na oranzovy formazan. Zmeéna hodnoty
absorbance po 4 hod piisobeni XTT proto odpovidd mnozstvi prezivajicich bunék. Kromé toho byla hodnocena indukee
apoptézy po plsobeni PMEDAP: (i) pritokovou cytometrii (FC) po barveni Annexinem V a (i) vySetfenim DNA
(fragmentace). Annexin se vize na fosfatidylserin, ktery je v Casnych fazich apoptozy exponovan na povrchu bunék, a to
v dusledku zmén ve fosfolipidové dvojvrstvé membrén.
PMEDAP signifikantné potlacuje bunéénou proliferaci u viech 4 testovanych linii. U¢inek je zavisly na ddivee PMEDAP
a délce pusobeni. Dédvka 30 a 15 pg/ml potlaci proliferaci u vSech 4 linii. Bunky REH a CCRF-CEM byly k PMEDAP
citlivéjsi; k inhibici ristu doslo i pfi koncentracich 3 a 1.5 pg/ml. Indukee apoptézy (FC) byla prokazina pouze u linii
REH a CCRF-CEM,; fragmentace DNA vsak nebyla nalezena u Zddné ze studovanych linii.
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SEKCE PRACI PREGRADUALNICH STUDENTU - CAST KLINCKA

1. misto

ZVLASTNI CENA ZDRAVOTNICKYCH NOVIN

HUNTINGTONOVA NEMOC: ANALYZA VZTAHU MEZI KLINICKYMI PROJEVY, ANAMNESTICKYMI
DATY A VYSLEDKY POMOCNYCH VYSETROVACICH METOD

Autor:  J. Klempif

Skolitel: ~ doc. MUDr. Jan Roth, CSc. - Neurologicks klinika 1. LF a VFN

Uvod: Huntingtonova nemoc (HN) je autozomélné dominantné dédi¢né onemocnéni, projevujici se progresivnim
postizenim motoriky, intelektu a psychiatrickymi abnormalitami. Prevalence HN je 1:20 000. Nejcastéji se manifestuje
mezi 35. - 45. rokem v€ku a medidn pfeziti se pohybuje okolo 15 - 18 let. Patologicky gen je lokalizovan na chromo-
zomalnim lokusu 4p16.3, kde dochézi k nadmérnému zmnozeni po¢tu (CAG)n tripletd (>41), které davaji vznik poly-
glutaminové sekvenci kédujici protein huntingtin. Na CT nebo MRI je charakteristicka ztrata konvexity pfednich rohu
postrannich komor a jejich balénovité rozsifeni, k cemuz dochdzi v zévislosti na atrofizaci ncl. caudatus. Kauzalni lécba
HN dosud neexistuje.

Soubor a metodika: vySetfili jsme soubor 80 pacientd s HN potvrzenou genetickym vySetfenim (34 muzi a 46 Zen)
a porovnali jej se souborem 43 norem (14 muzi a 29 Zen). U véech osob byla pomoci CT v orbitomeatdlnim sklonu méfena
nejvétsi plocha caput nuclei caudati (CNC). Velikost plochy CNC byla stanovena manuilné pomoci kurzoru a funkei
TRACE a ROI. Retrospektivné z dokumentace a z informaci od nemocnych a rodinnych pfisludnika byly ziskiny
informace ohledné véku na pocitku nemoci a délky trvini onemocnéni, charakteru dédi¢nosti ve smyslu materndlni
& paterndlni heredity, charakteru inicidlnich symptomd nemoci (psychiatrickych nebo motorickych). Pocet (CAG)n
tripletd byl stanoven genetickou analyzou DNA z perifernich leukocytii. Nashromazdéna data byla vyhodnocena pomoci
standardnich statistickych metod (F test, t test, korela¢ni analyza, Mann-Whitneytiv test, uni-ANOVA a Kol-
mogorovova - Smirnovova testu pro jeden vybeér).

Vysledky: velikost plochy CNC je signifikantné mensi ve srovndni s normami (p < 0,001). Pocet (CAG)n triplett
vyrazné inverzné koreluje s klinickym poc¢itkem HN (a = 0,001). Velikost atrofie CNC signifikantné inverzné koreluje
s délkou trvani HN (a = 0,001). Pfirozend atrofie CNC u zdravych osob rovnéz inverzné koreluje s vékem (o = 0,01),
ale nikdy nedosdhne miry atrofie CNC jako u HN. Pocet (CAG)n tripletl neni rozhodujici pro to, jestli inicidlni symp-
tomy HN budou neurologické ¢&i psychiatrické. Nebyla pozorovina zévislost mezi paternélni nebo materndlni hereditou
a po¢tem (CAG)n triplett u nemocnych s HN. Rovnéz typ heredity neovliviiuje vék na pocitku HN. Vék nemocnych
na poc¢atku HN neni zavisly na inicidlni neurologické ¢ psychiatrické symptomatice.

Zavér: planimetrie CNC vyznamnym zpisobem pfispivé k diferencidlni diagnostice HN, nebot existuje jen nékolik
malo dalsich neurodegenerativnich onemocnéni, které klinickou symptomatologii a soucasnym vyskytem atrofie CNC
mohou pfipominat HN.

2. misto

DIAGNOSTICKY A TERAPEUTICKY PRISTUP K ALERGII NA BILKOVINU KRAVSKEHO MLEKA
V DETSKEM VEKU

Autor: Tereza Fuchsova

Skolitel: prim. MUDr. Pavel Frithauf, CSc. - Klinika détského a dorostového lékaistvi 1. LF a VFN

Alergie na bilkovinu kravského mléka (ABKM) je jednou z nejeastéjsich potravinovych alergii v détském véku. Podle
riznych epidemiologickych studii trpi timto onemocnénim 2-3% kojencti. Pocet déti s ABKIM s vékem klesd a u vétsiny
(80%) se do ptedskolniho véku rozvine tolerance. Klinickd manifestace ABKIM muze byt kozni, gastrointestinalni nebo
respiraéni, Casto se mohou tyto projevy kombinovat. Zasadni problém spoéiva v tom, ze ABKM znemoziiuje kojencim
pfijimat jejich vyhradni stravu - mléko.

Cilem této studie je prezentace diagnostického a terapeutického postupu, provedeni analyzy sebranych dat, jejich vy-
hodnoceni a srovnani s vysledky zahrani¢nich studii. Dalsim zdmeérem bylo potvrzeni vztahu mezi vyskytem ABKM
a délkou plného kojeni.

Studie se zacastnilo celkem 21 déti se suspektni ABKM, vySetfenych na gastroenterologické ambulanci. U zminéného souboru
byla odebrdna anamnéza se zaméfenim na uréeni doby zavedeni kravského mléka do vyzivy, vyskytu rodinné alergické zitéze,
doby zavedeni terapeutického proteinového hydrolyzatu. Bylo provedeno fyzikdlni vySetfeni, pfedevsim zhodnoceni stavu vyzivy.
Terapeuticky byla viem détem ze stravy eliminovéna bilkovina kravského mléka a nasazen proteinovy hydrolyzit.

Rozborem dat jsme mimo jiné zjistili, Ze u vétsiny (15) déti bylo (oproti béznému priméru v CR) predéasné ukonéeno
kojeni, u stejného poctu déti pak doslo k rozvoji pfiznaku jesté pfed 3.mésicem véku. U 7 déti byla navic zjisténa



14

pozitivni rodinna alergicka zatéz. U 3 déti doslo béhem studie k rozvoji tolerance. Z hlediska klinickych projevi se
u 15 déti rozvinuly gastrointestindlni p¥iznaky, 6 déti mélo pfiznaky kozni. Respira¢ni pfiznaky se ve sledovaném souboru

nevyskytovaly.

2. misto
PARANEOPLASTICKE AUTOPROTILATKY - METODIKY, PRVNI ZKUSENOSTI
Autor: Zdenka Vankova
Skolitelé: RNDr. Ivana Janatkovi,
prof. MUDr. Terezie Fuéikovd, DrSc.
- Ustav klinické imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Uvod: paraneoplastické syndromy - incidence, vyskyt Neurologické paraneoplastické syndromy - piehled, incidence
uvddénd v literatufe, charakteristika jednotlivych syndromi, asociované karcinomy, vyskyt paraneoplastickych autopro-
tilatek u téchto syndromi.

Paraneoplastické antineuronalni autoprotilatky - pfehled zakladnich autoprotilatek (ANNA-1, ANNA-2, PCA-1,
anti-MAG,anti-GAD), charakteristika hlavnich autoantigend, kritéria rozpoznani jednotlivych autoprotilitek v metodé
nepfimé imunofluorescence, karcinomy nejcastéji asociované s vyskytem paraneoplastickych autoprotildtek.

Metodika a materidl: pouzity 2 metody - metoda nepfimé imunofluorescence a Westernblot - princip metod,
konkrétni postup, vyuzity substrit, zhodnoceni a porovnini obou metod, jejich vyhody a nevyhody, mozna diagnosticka
uskali.

Vysledky: piehled vysledkd stanoveni paraneoplastickych autoprotilitek u sledovanych pacientd s autoimunitnim
onemocnénim (roztrousend skleréza, diabetes mellitus), porovnini se souborem zdravé populace, porovnini vysledki
obou metod u stejnych pacientd.

Zavér: zhodnoceni vysledki, porovnani s oéekdvanymi udaji, moznost rutinniho stanoveni antineurondlnich parane-
oplastickych autoprotilatek a jeho vyznam, mozné vyuziti v Casné diagnostice nador.

3. misto

KOURENI, PREVENTIVNI KARDIOLOGIE A GYMNAZISTI

Autor: Lenka Bosansk4

Skolitel: MUDr. Eva Kralikovd, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod: kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou pfi¢inou stile vice nez 50% umrti v rozvinutych zemich, proto
zasluhuji nadi pozornost. Vime, ze fada z rizikovych faktord (RF) KVO je ovlivnitelna. Moje price spocivala v infor-
movani studentd gymndzii o moznostech prevence KVO, se zaméfenim na souvislosti koufeni. Jejich vlastni znalosti
jsem hodnotila podle anonymniho dotazniku. Souédsti navstév ve Skolach byla diskuse a ukdzka objektivizace nék-
terych RF (krevni tlak, CO ve vydechovaném vzduchu).

Metodika: prvni fizi projektu pfedstavoval anonymni dotaznik s 15 otdzkami, které vyzadovaly samostatné slovni
vyjadfeni studentt stfednich $kol. Chtéla jsem zjistit aktivni znalost zdkladnich pojmu souvisejici s RE KVO,
pozitivni i negativni pfiklady z vlastniho Zivotniho stylu mladych lidi, vlivu koufeni, stresu, vyzivy. Dotaznik jsem
vyhodnotila a podle vysledkd byl upraven obsah pfedndsek. Hlavni ¢4sti projektu je pfedndska spojena s diskusi vzdy
v 1 tfidé vybrané stfedni Skoly. Omezeny pocet studentd umoziiuje lepsi komunikaci a aktivni ucast. Pfednédsejicimi
byli studenti 5. ro¢niku 1. LF UK v rimci terénni praxe stdze z hygieny a nékolik individudlné pfipravenych studentt
4. a 5. ro¢niku. Pfedndsky na téma prevence KVO a koufeni se uskute¢nily na 5 gymnaziich v Praze a okoli a jedné
vyssi odborné skole v Praze. Struktura vykladu: dvodni vysvétleni zdkladnich pojmi v problematice KVO, s dirazem
na nedostatky zjisténé v dotazniku, dale zakladni nosologické jednotky KVO, které jsou ovlivnitelné Zivotnim stylem,
¢ast vénovand koufeni a dal$im rizikovym faktoram. Zavér pfedndsky byl vyhrazen pro diskusi a vyplnéni kratkého
dotazniku jako rychlou zpétnou vazbu, pochopeni vykladu a vysvétlovanych pojmau.

Vysledky: znalosti problematiky KVO jsou v cilové skuping spi§ pasivni a chdpané jako teorie, mladi lidé nemaji
pocit, Ze se jich riziko pfimo dotyka. Diskuse se zucastiiovali aktivné, problematika je zajimala. Na otdzku, jestli zméni
zpusob Zivota (napf. koufeni), se vétsinou vyjadfovali nepfesvédiivé, Ze se pokusi, nebo ziporné. Pro nis to byla zaji-
mavi zkuSenost v jedndni s dospivajicimi a nachidzeni zpuisobu, jak je zaujmout. D4l se soustfedime na podporu a vétsi
motivaci mlddeze k aktivnimu pfedchédzeni rizikovym faktoraim KVO.

Zavér: obecné se naSe predndsky setkaly s kladnym pfijetim stfedoskoldkd a pozitivnim hodnocenim feditela
a uciteld navstivenych Skol. Néktef{ projevili zdjem o dalsi spolupréci. Projekt pokracuje dal v raimci IFMSA CZ jako
projekt Public Health, podobnym zpisobem je realizovin na Lékatské fakulté UK v Plzni.
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BEZ OCENENI:

KOURENI, TEHOTENSTVI A PLOD
Autofi:  Nina Raslova, Jana Bajerova
Skolitel: MUDr. Eva Krélikovd, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod: koufeni je vyznamnym rizikovym faktorem béhem téhotenstvi, a to nejen pro matku, ale i pro plod. Bohuzel,
mezi nasimi t€hotnymi Zenami koufi az 20%.

Metodika: navstévovaly jsme poporodni oddéleni Gynekologicko-porodnické kliniky 1. LF UK a metodou fizeného
pohovoru jsme zjistovaly data tykajici se koufeni v téhotenstvi, porodu i znalosti a nizord matek na vliv koufeni
v t€hotenstvi na plod. Objektivizace koufeni méfenim CO ve vydechovaném vzduchu.

Vysledky: z 98 matek, které byly v obdobi Setinedéli po porodu (vétsinou 2-3 dny) koufily pravidelné 3, ptilezitostné
5 a byvalych kufacek bylo 30. Znalosti matek o vlivu koufeni na plod byly alarmujici, jejich aktivni zdjem byl nizky.
Nasimi informacemi byly pfekvapeny. Jejich gynekologové se na jejich koufeni vétSinou ptali, kufackdm vSak radili
Casto jen koufeni omezit (ne pfestat).

Zavér: v naSem souboru byla prevalence koufeni niz8i, nez se uvadi, znalosti matek o vlivu koufeni na plod vsak velmi
malé.

HODNOCENI REPLIK KOVOKERAMICKYCH KORUNEK V ELEKTRONOVEM RASTROVACIM
MIKROSKOPU DVA ROKY PO ZHOTOVENI

Autor:  Radek Hippmann
Skolitel: doc. MUDr. Tatjana Dostélové, DrSc. - Stomatologicka klinika 1. LF a VFN

Uvod: osetfeni pomoci kovokeramickych korunek je velmi stabilni sanaci z hlediska spojeni kovové konstrukce
a fazety. Vrstva glazury by méla chranit korunku pfed agresivnim prostfedim dutiny ustni, hladky povrch nédhrady
omezuje usazovini zubniho povlaku. Nevyhodou z hlediska Zivotnosti fixni nihrady je zvySend tvrdost tohoto mate-
ridlu. Cilem studie bylo objektivné zhodnotit stav keramické sanace po dvou letech uzivini v dutiné dstni.

Materiil a metoda: dva roky po zhotoveni jsme klinicky vySetfili skupinu 52 kovokeramickych korunek. Potom jsme
je otiskli adi¢ni silikonovou hmotou a v laboratofi jsme zhotovili repliky situace v dutiné dstni. V elektronovém
rastrovacim mikroskopu Jeol 5500 LV jsme hodnotili stav okluze - okluzni reliéf, anatomicky tvar, vestibuldrni
a ordlni plochu korunky i oblast krckového uzavéru. Posun okraje korunky v oblasti krckového uzévéru nelze méfit
v elektro-novém rastrovacim mikroskopu, a proto jsem pouzili srovndvini se standardnim modelem Ivoclar-Williams.

Vysledky: po dvou letech vétsina korunek vykazuje jen malé znamky klinického opotfebeni. V rastrovacim elektro-
novém mikroskopu jsou hrbolky dobie formovany. Mezihrbolkové ryhy jsou lehce vyhlazeny. Vestibuldrni plocha kera-
mické korunky je stejné hladka jako povrch vlastniho zubu. Klinicky patrnd $térbina v oblasti krékového uzévéru, mékka
spodina a tmavé zabarveni signalizuje pfitomnost kazu. Ten lze jednoznacné potvrdit i nélezem na replice tvrdych
i mékkych tkini. Po dvou letech je zfejmé, Ze proces abraze v kombinaci se fyziologickou zménou v oblasti marginalni
gingivy vede ke vzniku §térbiny v oblasti krckového uzavéru. Ta se pohybuje v rozmezi 45,0 um - 108,3 um. Zavaznéjsi
posun jsme nalezli vestibulirné (89,1 (SE 12,1) proti 63 um orédlné (SE 7,0). Tento rozdil je statisticky vyznamny.

Diskuse a zdvéry: proces abraze i s pribéh fyziologickych zmén v oblasti kré¢kového uzavéru s sebou prinasi objek-
tivni zménu povrchu korunky i signifikantni zménu polohy okraje korunky.

ZPRAVA O VYSKYTU KOURENI A JEHO ROZLOZENI PODLE VEKU A POHLAVI MEZI STUDENTY
GYMNAZIA NA PRAZACCE, PRAHA 3

Autor:  Jana Knizkova

Skolitel: MUDr. Eva Kralikova, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod: koufeni je nejvyznamnéjsi preventabilni pficinou smrti. Prevalence vzristi zejména mezi mladezi. V CR stile
chybi komplexni zékon na kontrolu tabaku, nyni se diskutuje o zdkazu reklamy na tabakové vyrobky.

Metodika: Studenti 1.a 4. ro¢. se zdcastnili 2 navazujicich besed o koufeni a odvykani, vlivu na zdravi a Zivotnim
stylu. Na zavér vyplnili dotaznik - viz vysledky (N = 92).

Vysledky: z 92 dotazanych (70 z 1. ro€., 22 z 4. ro€.) si nejméné jednou zapdlilo 77, tedy 83,7%, pficemz mladsi né-
padné vedou - v mladsi skupiné 82.9% (N = 70), na rozdil od starsich, kde jde 0 77.3% (N = 22). Z divek (celk. 59, 45 ml.,
14 st.) si jich alespon 1x zapililo 51, tedy 86.4%, pficemz trvale koui{ 17 divek (12 pravid. v prim. 10-20 cig./den - sedm
z této dvandctky je mladsich 16 let !, a 5 koufi pfilezitostné v intervalu 1/tyd. az 1/mésic s tend. ke kratsim
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intervaliim; 28.8% resp. 20.3% - denné). Z 33 hochu si alesp. 1x zapdlilo 24, tedy 72.7%, kouii 8 (7 pravid.,1 pfilez.;
24.2%, resp. 20.3%). Tristnim zji§ténim je, Ze z onéch 77 si jich 67 zapélilo do 15. roku (28 z nich pfed dovrs.12ti let,
povéts. divky). Divky vedou i v uziti dal$ich drog, kdy marihuanu vyzkouselo téméf 50% mladsich a asi 45% starsich déti,
v tvrdych drogich pak opét vedou divky 1. r., 13.3%, za hochy 4. r. 12.5% (nasl. divky 4. r. 7.1%, hosi 1. r. 4%).

Zavér: nejvic koufi mladsi dospivajici, pfedeviim divky. Ty jsou i nejéastéjsimi uzivatelkami tvrdych drog v jejich
sirokém spektru. Zvlastni je, Ze ve vét§iné piipadu pochézeji déti-kufici z Gplnych rodin vysokoskoldka nekufiaka, a z<&asti
i jejich sourozenci koufi. Je tedy na misté zamyslet se nad tim, jak funguje rodina & prevence v ni a celéspolecnosti
a nakolik je ucinnd legislativa.

ZAVEDENI IMUNOFENOTYPIZACE LYMFOCYTU BRONCHOALVEOLARNI LAVAZE NA PRU-
TOKOVEM CYTOMETRU V LABORATORI USTAVU IMUNOLOGIE A MIKROBIOLOGIE
Autor: Veronika Mazikovi
Skolitel: MUDr. Helena Mareckové, CSc.
- Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je neinvazivni metoda, pii niz se pfi bronchoskopii instiluje a opét aspiruje 150 - 300 ml
fyziologického roztoku. Provadi se nejcastéji v oblasti stfedniho laloku, v piipadé lokalizované choroby v postizené
oblasti. Lavézni tekutina je ziskand z urovné bronchiold a alveold. Lze v ni mimo jiné hodnotit i krevni elementy.
Imunofenotypizaéni vySetieni vyuzivdi moznosti znaceni povrchovych, ale i intraceluldrnich molekul monoklonalnimi
protilatkami a jejich detekci pomoci pritokového cytometru. VySetfeni periferni krve jen nedokonale odrdzi zmény,
které probihaji v misté zanétu, a proto bylo mou snahou zavést imunofenotypizaéni vy$etfeni bronchoalveoldrni lavize,
jako nejblizéiho dostupného kompartmentu zdnétlivych zmén u plicnich chorob.

Pro vysetfovini BALu pomoci pratokového cytometru nelze pouzit standardni postup znaceni a zvlasté vyhodno-
covani, proto jsem musela na pocitku mé prace fesit nékolik metodickych problémi: bylo potieba pouzit vhodny filtr
k odstranéni fibrinu a ovéfit moznost skladovini vzorku do druhého dne. Pfi vySetfovini periferni krve se pouziva
rutinni program hodnotici pouze 2 typy fluorescence. Tento postup nelze pro imunofenotypizaéni vysetfeni BALu
pouzit, protoze je nutné hodnoceni vice parametri najednou, tedy 3 typy imunofluorescenéniho znaceni, kdy vyuzivime
panleukocytirni znak CD45 k vybéru hodnocené populace.

Celkem jsem vySetfila 30 pacientd s rGznymi diagnézami plicniho postizeni a své vysledky jsem porovnavala s lite-
rarnimi udaji, s diagnézou a klinickym stavem pacienti.

V soucasnosti se v svété pouzivd imunofenotypizacni vySetfeni nejcastéji pro diferencidlni diagnostiku sarkoidéza
vs. jiné fibrotizujici procesy: u sarkoidézy je index CD4/CD8 vétsi nez 3, u ostatnich fibrotizujicich procesii mensi nez
0,5 (u riznych autort rizné). K jeho poklesu nebo inverzi mize dojit u polékového poskozeni nebo hypersenzitivni
pneumonitis.

Vysetieni poméru pomocnych a cytotoxickych bunék je dilezité pro diferencidlni diagnostiku. Zastoupeni aktiva¢nich
znakd (chemokinové receptory, HLA-DR) je pomickou pfi odhadu aktivity procesu a monitoraci odpovédi na terapii.

MEDICI A KOURENI
Autor: Petr Nesnidal
Skolitel: MUDr. Eva Kralikova
- Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Pricina kazdého patého umrti v Ceské republice - koufeni tabdku - by méla byt tématem vSech obord mediciny.

Na 1. LF UK maji medici v prvnich tfech ro¢nicich teoretické pfedméty, kde se o koufeni mluvi jen okrajove,
v 5. roéniku je 4-6ti hodinovy seminéf o koufeni (epidemiologie, prevalence, vliv na zdravi, princip kufdctvi, metody
odvykani koufeni, legislativa,...), eventuelné néktefi z nich zpracovavaji samostatnou epidemiologickou prici na téma
koufeni v riznych souvislostech (prevalence u 1ékatt a sester, problémy anesteziologie u kufakd atd.), néktef{ poméhaji
v nadi poradné pro odvykéni koufeni.

Na nagf fakulté se sleduje prevalence kufictvi v 5. ro¢niku pravidelné od roku 1989: mezi bylo to stile 20% kufaka,
ve Skolnim roce 1997/98 jen 15%, ve sk. roce 2000/2001 jen 12%, a posledni 3 roky i mezi studenty 1. roénikd: v roce
2000/2001 to bylo 25%, v roce 2001/2002 to je 23% a tento trend sniZovini prevalence koufeni mezi mediky stile
pokracuje jak mezi studenty 5. i 1., ale udivujici je rozdil prevalenci mezi ro¢niky samotnymi!

Jako poslucha¢ 4. ro¢niku mediciny se snazim zmapovat poskytovéni informaci o souvislostech koufeni a zdravi
béhem celého studia, eventudlné bych se rad spolu s nékterymi uciteli fakulty pokusil prosadit vétsi prostor pro tento
rizikovy faktor ve vyuce.
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KLINICKE HODNOCENI KOVOKERAMICKYCH NAHRAD DVA ROKY OD ZHOTOVENI
Autor:  Jakub Stebel
Skolitel: doc. MUDr. Tatjana Dostélova, DrSc. - Stomatologicka klinika 1. LF a VFN

Uvod: osetieni kovokeramickymi korunkami tedy tvofi ve svété jiz déle nez 40 let standard o$etfeni fixni protetickou
praci. Cilem studie bylo objektivizovat redlnou kvalitu kovokeramické konstrukce se slitinou z obecného kovu, kterd
v nasi republice tvof{ jedno ze zdkladnich oSetfeni v bézné klinické praxi. Pro hodnoceni jsme stanovili dobu dvou let,
tedy interval, kdy by podle pfedpokladu EU harmonizovaného Obchodniho zikoniku méla v budoucnu fixni nihrada
zGstat v dutiné dstni v optimalni klinické kvalité.

Material a metoda: sestavili jsme soubor 52 korunek u 19 pacientd (14 Zen a 5 muzii) z keramického materidlu Vita
Omega (VITA) a chrémkobaltniklové slitiny Wiron (Bego). Voditkem pro vybér pacienta byl laboratorni $titek s popi-
sem konstrukce véetné materidlu. Korunky byly zhotoveny pied 2 lety.

Pacienti byli pouceni o spoluprici v klinické studii. Nejprve jsme vyplnili zdznamovou kartu o typu rekonstrukce. Diéle
jsme provedli jsme fotodokumentaci (Dental EYE, Yashica). Stav parodontu jsme vyjadfovali pomoci indexu CPITN.
Podle US Public Health Servis System hodnoceni jsme pfipravili a vyplnili dotaznik charakterizujici sanaci.

Vysledky: klinické vysetfeni lze shrnout do ndsledujicich bodt. Okraj korunky je v drovni margindlni gingivy
(34,6 %) nebo nad nim (65,4 %). Neni rozdil v hodnoceni vestibuldrni (34,6 %; 65,4 %) a orédlni plochy zubu
(32,7 %;.59,6 %). Tato lokalizace s sebou téméf nenese nebezpedi vzniku sekundarniho kazu (1,9 %). Korunky po dvou
letech jsou pfevazné intaktni (96,2 %), pouze ve dvou piipadech (3,8 %) jsme nasli prasklinu, kterd viak neobnazovala
kovovou slitinu. Korunky nezménily anatomicky tvar, ani barvu. Optimalni pfesnost adaptace korunky jsme detekovali
v 71,2 %, sonda se zachytévala v 26,9 %, u jedné korunky jsme nalezli §térbinu v oblasti kré¢kového uzévéru (1,9 %).

Diskuse a zévéry: vysledky studie prokazaly, Ze pacientovi miizeme garantovat plnou dvouletou ziruku na kovo-
keramickou fixni korunku.
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SEKCE PREDNESENYCH PRACI V DOKTORSKEM STUDIJNIM PROGRAMU

1. misto

DVOJi UCINEK APOCYNINU: INHIBITOR FAGOCYTARNI NADPH OXIDAZY, STIMULATOR
PRODUKCE REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU VNEFAGOCYTECH

Autofi  Martin Vejrazka, Radan Micek

Skolitel:  prof. MUDr. Stanislav Stipek, DrSc. - Ustav lékaiské biochemie 1. LF

Apocynin je pfirozené se vyskytujici metoxy-substituovany katechol, ktery se experimentdlné pouzivd jako inhibitor
NADPH oxidézy. Jakkoli mé vyrazny inhibi¢ni efekt ve studiich s neutrofily a makrofégy, neptisobi jako inhibitor
v nefagocytarnich bunéénych systémech. V nasich pokusech dokonce stimuloval produkei reaktivnich forem kysliku
(ROS) fibroblasty cévni stény. V experimentech s makrofigy apocynin zptlsobil zvySeni produkce ROS stanovené
pomoci dichlordihydrofluoresceinu (DCFH) béhem prvnich 15 minut. Poté mél naopak inhibi¢ni ucinek, takze se zd4,
ze byl v pfitomnosti leukocytirni myeloperoxidizy a H,O, pfeménén na jinou slouceninu. Apocynin pfedem oxidovany
H,0,; a peroxidizou z kfenu (HRP) mél bezprostfedni inhibi¢ni efekt na produkci ROS. V nefagocytech apocynin
stimuloval produkci ROS a inhibi¢ni tcinek nebyl zaznamendn ani po 60 minutich. Apocynin uméle preaktivovany
H,0, a HRP v8ak snizil produkci ROS podobné, jako tomu bylo u makrofdga. Stimulaéni G¢inek na produkci ROS
byl potladen tironem a superoxiddismutizou (SOD), takze se zd4, ze produkovand ROS je superoxid (O, 7). Vliv apo-
cyninu inhibovalo i difenylenjodinium (DPI), inhibitor NADPH oxidédzy bez scavengerového efektu.

Lze shrnout, Zze apocynin stimuluje produkci O,~ burikami. V pfitomnosti peroxidizy a ROS je vsak konvertovin na
jinou slouceninu, inhibujici produkei O, ". Lze pfedpokladat, Ze za podminek iz vivo apocynin miiZe mit opaény Gcinek
na fagocyty a nefagocyty: ptsobi jako inhibitor fagocytirni NADPH oxidézy, avsak také jako stimulant produkce ROS
v nefagocytech.

2. misto
ANALYZA MUTACI UNEMOCNYCH S PORFYRIi VARIEGATOU
Autofi:  E. Malonovi, R. Rosipal, J. Zeman, P. Martisek
Skolitel:  doc. MUDr. Pavel Martasek, DrSc.
- Klinika détského a dorostového lékafstvi a Centrum integrované genomiky 1. LF a VFN

Porfyria variegata (PV) je autozomélné dominantni akutni jaterni porfyrie zpisobend astenym defektem proto-
porfyrinogen oxidazy (PPOX), enzymu metabolické cesty syntézy hemu. Onemocnéni ma nedplnou penetranci, je
charakterizovino rizné zdvaznou kozni symptomatologii a akutnim neuroviscerdlni syndromem pfipominajicim néhlé
ptihody chirurgické, gynekologické, neurologické a psychiatrické. Klinicky manifestni pacienti vykazuji typickou fluo-
rescenci plasmy pfi 626 nm, maji zvy$ené porfyriny ve stolici a béhem akutnich atak mohou mit zvySené hodnoty prekur-
zorl porfyrini v mo¢i. U heterozygotnich pacientu je aktivita PPOX v rtiznych tkdnich sniZena pfiblizné na 50% nor-
milni aktivity. Gen pro PPOX se nachézi na chromozomu 1g22-23, gen zaujima pfiblizné 5 kb, skladd se z 13 exoni,
cDNA kéduje protein sklddajici se z 477 aminokyselin. U 6 rozvétvenych &eskych rodin s klinicky a biochemicky diag-
nostikovanou porfyrii variegatou jsme pomoci denaturaéni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) a naslednym
sekvenovianim vzorkd s atypickym DGGE profilem identifikovali patogenni mutace v genu pro PPOX. Nalezli
jsme 4 nové, dosud nepopsané mutace, z toho 1 deleci (1393 del 8 bp), 1 mutaci zpisobujici alternativni sestfih
(IVS 6+1G - A) a 2 mutace zpusobujici ziménu jedné aminokyseliny (W227G, C459Y). Prestoze piibuznost neni
zndma, deleci 8bp v pozici 1393 jsme identifikovali u dvou vySetfovanych rodin. V posledni rodiné jsme nalezli jiz
popsanou mutaci 1177 del G. Funkéni dopad obou mutaci zpusobujicich zménu aminokyselinového slozeni proteinu
jsme otestovali pomoci exprese v prokaryotickém expresnim systému. Exprese variantnich proteind v systému E.coli
prokézala absenci enzymatické aktivity u téchto dvou mutaci, coZ je v souladu s cca 50% aktivitou PPOX vyskytujici se u hete-
rozygotnich pacientl a potvrzuje kauzalnost téchto mutaci. Dostupnost molekuldrné genetického vysetieni zajisti pfesnou diag-
nosu u viech bezpfiznakovych nosi¢t genu a vyrazné tak omezi moznost vzniku Zivot ohrozujici ataky onemocnéni.

Podpora grantem GAUK 5/00/¢.

3. misto

LAMINS A/C ARE NOT ESSENTIAL FOR SPECKLE MORPHOLOGY

Autofi:  Jaromira Vecefovi, Karel Koberna, Jan Malinsky,
Ivan Raska - Institute of Experimental Medicine, AV CR, Prague, Czech Republic and Laboratory of Gene
Expression, Charles University in Prague - First Faculty of Medicine, Czech Republic,
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Tom Misteli - National Cancer Institute, NIH, Bethesda, MD, USA)
Skolitel: prof. RNDr. Ivan Raska, 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 OCENENI:

ODLISNY MECHANISMUS INHIBICE EXPRESE INDUCIBILNI SYNTAZY OXIDU DUSNATEHO
CYKLOSPORINEM A A FK 506 V PRIMARNICH KULTURACH POTKANICH HEPATOCYTU

Autor: Nikolina Canova

Skolitel: prof. Dr. Farghali H., DrSc. - Farmakologicky ustav 1. LF

Nejasnd tloha NO béhem endotoxémie doprovézejici jaterni poskozeni stile zistdva dilezitou oblasti hepatologick-
ého vyzkumu. Cilem této price proto bylo porovnat vliv cyklosporinu A (CsA) a FK 506 na expresi inducibilni syntizy
oxidu dusnatého (iNOS) v hepatocytech stimulovanych prozanétlivymi litkami. Primarni kultury potkanich hepatocyti
byly po stabilizaci rozdéleny do t¥{ skupin: 1. kontrolni, 2. stimulované lipopolysacharidem (LPS 5 pg/ml) nebo cytoki-
novou smési (CS: TNF-a 500 U/ml, IL-18 200 U/ml, IFN-y 100 U/ml), 3. CsA nebo FK 506 (0.1 a 1 pg/ml)
+ LPS/CS. Po 24-hodinové kultivaci byla zméfena koncentrace urey, ALT a nitritd (NO,"), stabilnich produktd NO,
uvolniovanych do kultivaéniho média. Z hepatocyti byla izolovdna celkovdi RNA a metodou RT-PCR stanovena exprese
iNOS genu. Preinkubace s CsA vyznamné potladila expresi iINOS-mRNA navozenou LPS nebo CS, zatimco prein-
kubace s FK 506 neméla vliv na expresi iNOS-mRNA. CsA (0.1 a 1 pg/ml) signifikantné snizil LPS nebo CS indu-
kovany nartist hladin NO,™ o 21%, resp. o 31%, zvysil vyplavoviani ALT a snizil biosyntézu urey. FK506 snizil v zavis-
losti na koncentraci produkci NO,™ 0 3% az 22%. Nase vysledky prokazaly, ze CsA a FK 506 inhibuji expresi iNOS
odlisnym zptsobem: CsA putsobi na transkripéni drovni, kdezto FK 506 pusobi posttranskripng, a ze NO produkovany
béhem endotoxémie a za danych experimentilnich podminek muze chranit hepatocyty pfed bunéénym poskozenim.
Proto by s ohledem na mozné terapeutické dusledky méla byt také v klinické praxi vénovina pozornost modulaci iNOS.

BIOCHEMICKA A MOLEKULARNI STUDIE U DETI S PORUCHAMI GLYKOSYLACE
Autofi:  T. Honzik, E. Malonov4, M. Tesafova
Skolitel: ~ prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc.

- Klinika détského a dorostového lékafstvi a Centrum integrované genomiky 1. LF a VFN

Dedi¢né poruchy glykosylace proteind (CDG syndrom, ,congenital disorders of glycosylation®) je novd skupina
metabolickych onemocnéni s multisystémovym postizenim, které vznikd na podkladé poruch syntézy glykoproteinii.
Klinicky se CDG syndrom nejéastéji manifestuje jiz v kojeneckém véku neprospivinim, psychomotorickou retardaci,
ataxii, neuropatii, pigmentovou degeneraci sitnice, vpicenymi mammilami a hepatopatii. V nasem sdéleni pfedkliddme
vysledky biochemickych a molekularnich vySetfeni u ¢tyt déti s dédi¢né podminénou poruchou glykosylace proteind.

Material a metody: na doporuéeni o3etiujicich lékait z celé CR jsme v roce 2001 vysetiili 102 déti s klinickym
podezienim na CDG syndrom. Sérové zastoupeni asialovanych a nizkosialovanych transferrind bylo studovino turbidi-
metricky pomoci kitu (ChronAlco I.D IT - CDT test) a isoelektrickou focusaci s imunodetekci. Molekuldrnimi meto-
dami byl analyzovin gen pro fosfomannomutézu 2.

Vysledky: poruchu glykosylace proteinti jsme na biochemické drovni prokazali u &tyf déti a dosavadni molekuldrni
vySetfeni objasnila molekularni podstatu onemocnéni u dvou sourozenct s mutaci 422 G >A/357C>A v exonu 5 genu
pro fosfomannomutdzu 2. U postizenych déti se onemocnéni manifestovalo od novorozeneckého véku neprospivinim,
mirnou kraniofacidlni dysmorfii, invertovanymi mammilami, stabismem, tézkou psychomotorickou retardaci, epilepsii,
svalovou hypotonii, mikrocefalii a hepatopatii. U dvou déti se rozvinula ataxie, jeden chlapec ma kardiomyopatii
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s perikardidlnim vypotkem, u jedné divky byla zjisténa hypoplazie mozecku a renitinis pigmentéza.

Zavér: klinické pfiznaky déti s CDG syndromem jsou heterogenni a jejich prognéza neni pfiznivd. Skriningovou
metodou pro diagnostiku CDG syndromu je stanoveni spektra asialovanych a nizkosialovanych transferrint v séru tur-
bidometrickou imunoeseji nebo isoelektrickou fokusaci. Pro potvrzeni diagnézy a upfesnéni, o ktery typ onemocnéni
se jednd, je nutné enzymatické a/nebo molekulrni vysetfeni.

Price vznikla s cdstecnou podporou projektu GA-UK 3/2002/C.

FAKTORY OVLIVNUJICI VZNIK A VYVO] OBSTRUKCNIHO HYDROCEFALU U TUMORU ZADNI
JAMY DETSKEHO VEKU

Autor: Hofinek Daniel - Neurochirurgické oddéleni FNIM

Skolitel: ~ doc. MUDr. Karel Sonka, DrSc. - Neurologicks klinika 1. LF a VFN

Kli¢ovid slova: tumor zadni jamy, obstrukéni hydrocefalus, VP shunt, déti.

Autofi se zabyvali faktory, potenciilné ovliviiujicimi vznik a vyvoj obstrukéniho hydrocefalu u nemocnych s nidorem
v zadni jimé lebni v détském véku.
Na neurochirurgickém oddéleni FNM v obdobi od 1.ledna 1997 do 31.12.2001 podstoupilo 59 pacientt neurochirurgicky vykon
pro nalez expanzivniho procesu v zadni jimé lebni. Pacienti bez radiologickych zndmek hydrocefalu byli ze studie vylouceni.

Zbyvajicim 39 pacientiim (66%) byla na zakladé radiologického nédlezu zavedena predoperacné zevni drendz. Zevni ko-
morové drendz byla dle vydeje a tolerovini uzavieni systému nemocnym na konci prvniho pooperaéniho tydne zruena
(11 nemocnych, 19%) nebo byl nemocnym zaveden VP zkrat (28 nemocnych, 47%).
Mezi sledovanymi parametry u obou skupin (v&k, radikalita vykonu, typ expanze, pohlavi, délka trvini symptomi v obdobi
pied vykonem) nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily.

Zavér: pietrvavani obstrukéniho hydrocefalu u nemocnych po odstranéni expanze v zadni jamé nelze dle této studie
ovlivnit radikalitou vykonu a asnosti diagnézy.

TESTING OF EXPIRATORY FLOW LIMITATION IN PRE-SCHOOL CHILDREN
Autofi:  Adriana Jifi¢kovd, Jan Sulc, Alena Dohnalova
Skolitel:  doc. MUDr. Otomar Kittnar, CSc. - Fyziologicky ustav 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 -5cmyppo 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. MISM - 11110000

VLIV CYKLOSPORINU A NA PRIMARNI KULTURU HEPATOCYTU POTKANA: KORELACE MORFO-
LOGICKYCH A BIOCHEMICKYCH PARAMETRU
Autori:  Tomas Kuéera, Nikolina Canova
Skolitelé: prof. MUDr. Jindfich Martinek, DrSc. - Ustav pro histologii a embryologii 1. LF,
prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc. - Farmakologicky astav 1. LF

Uvod: k nezadoucim d¢inkim imunosupresiva cyklosporinu A (CsA) patii jeho hepatotoxické ptisobeni. Experimentél-
ni studie poukazuji na jim zvySenou tvorbu volnych kyslikovych radikdla a zvySeni hladiny intracytoplasmatického
vépniku jako vyznamné mechanismy toxického pisobeni, schopné vyvolat apoptézu. Tento efekt byl prokézan v r. 2000
v primdrni kultufe potkanich hepatocytii. Nasim cilem bylo ovéfit proapoptotické pisobeni CsA hodnocenim morfologie
bunék na svételné a elektronmikroskopické rovni a porovnat je se znacenim apoptotickych bunék Annexin-V-bio-tinem.
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Metodika: primarni kultury potkanich hepatocytd byly inkuboviny po dobu 20 h v kultivatnim mediu s CsA
(50 mikromol/1). Poté byla ¢ést kultur inkubovdna s Annexin-V-biotinem (Immunotech, Francie) pro detekei apoptozy.
Pro vizualizaci biotinylovaného annexinu byl pouzit Streptavidin-Alkaline phosphatase (DAKO, Dinsko) s detekei
pomoci alfa-naftylfosfit/FAST Red TR. Na kulturich barvenych metodou H-E byla provedena kvantifikace zmén mor-
fologie bunék a jejich jader v ramci nékolika kategorii. Subceluldrni zmény byly hodnoceny v EM. Pro zjisténi funkéniho
stavu bunék byla v supernatantu méfena produkce urey a aktivita ALT.

Vysledky: v tkanovych kulturich vystavenych pusobeni CsA doslo ke zvy$enému odlucovani bunék od nosice, byl
zaznamendn vy$$i vyskyt bunék s apoptotickou morfologii a vy$si pocet jader s alterovanym chromatinem. Pfisedlé buriky
mély vakuolizovanou cytoplasmu. Pomoci EM byl ovéfen mj. nekroticky charakter vétsiny odlucujicich se bunék.
Znaceni bun€k pomoci annexinu potvrdilo jeho schopnost vizat se na nekrotické buriky a tudiz neumoznilo kvanitativni
hodnoceni apoptézy. CsA snizil produkei urey a zvysil aktivitu aminotransferdz v supernatantu.

Zavér: nas pokus prokazal toxické pisobeni CsA v koncentraci 50mikromol/] na primérni kulturu potkanich hepa-
tocytd, coz je patrné z morfologickych pozorovéni i z biochemickych méfeni. Dale byla zhodnocena moznost vyuziti
Annexin V- biotinu pro detekei apoptotickych bunék v kultufe, kde se ovéfila nutnost diskriminace mezi nekrozou
a apoptozou pii uziti tohoto markeru.

LABORATORNI DIAGNOSTIKA A MONITORACE PERITONITIDY
Autofi:  David Melechovsky, Robert Giirlich, Maruna Pavel
Skolitel:  doc. MUDr. Robert Giirlich, CSc. - I. chirurgicka klinika 1. LF a VFN

Véasnd diagnéza zdnétu pobfisnice v pocitednim stadiu s nejednoznaénym klinickym vyjadfenim nemusi byt vzdy
jednoduchd. V soucasné dobé se v literatufe setkdvime s mnoha novymi laboratornimi ukazateli, které riznou mérou
popisuji aktivitu zdnétlivého procesu. V nasi prici jsme se zaméfili na prakticky vyznam vyuziti cytokini v diagnostice
z4anétd pobfisnice. Porovnivame diagnostickou vihu klinického vysetfeni ve srovnini s naméfenymi plazmatickymi
koncentracemi prozanétlivych cytokint. Domnivime se, Ze diagnéza sekundarni peritonitidy je postavena na zakladé

b
klinického vySetfeni nemocného. Zvysena hodnota PCT nebo IL-6 mize tento klinicky zavér podpofit. U pooperalni
peritonitidy nabyva na vyznamu dynamické sledovini cytokinid. Diagnéza tercidrni peritonitidy je uréena laboratornim
nalezem.

NOVY ANIMALNI MODEL DOWNOVA SYNDROMU: MYSI S CASTECNOU TRISOMII 17. CHRO-
MOSOMU SELHAVAJI V KOGNITIVNICH TESTECH V MORRISOVE VODNIM BLUDISTI
Autofi: M. Ort - Laboratof neurofyziologie paméti, Fyziologicky ustav AV CR, Psychiatrickd klinika 1. LF a VFN
T. Vacik -Ustav molekulrni genetiky a Centrum integrované genomiky AV CR,
S. Gregorové - Ustav molekulirni genetiky a Centrum integrované genomiky AV CR,
J. Forejt - Ustav molekularni genetiky a Centrum integrované genomiky AV CR and
J. Bures - Laboratof neurofyziologie paméti, Fyziologicky ustav AV CR
Skolitelé: MUDr. Jan Bures, DrSc. - Laboratof neurofyziologie paméti, FgU AV CR,
prof. MUDr. Petr Zvolsky, DrSc. - Psychiatricka klinika 1. LF a VFN

Parcidlni trisomie mysiho 16. chromozomu (Ts65Dn) se povazuje za doposud nejlepsi mysi model Downova syndro-
mu (DS), protoze tento mysi chromozom obsahuje vétdinu gend homolognich lidskému chromozomu 21. Je zndmo, Ze
Ts65Dn mysi selhavaji v alohach testujicich prostorovou pamét a modelujicich tak kognitivni deficit u lidi trpicich DS.

V na$i prici ukazujeme vlastnosti ndmi nové pfipravenych my$i s parcidlni trisomii chromozomu 17 (Ts43H),
kterd nese piiblizné 20 gentt homolognich lidskému chromozomu 21. Behaviordlni testovani je soucdsti fady geno- i
tenotypovych analyz zaméfenych na objasnéni nékterych doposud ne pfesné znimych patogenetickych mechanismu
ucinku trisomii.

V piedklidané studii jsme testovali, zda Ts43H trisomické mysi selhdvaji v kognitivnich testech obdobné jako mysi
Ts65Dn, i kdyz sady triplikovanych genii jsou rozdilné. My$i trisomici Ts43H (n = 12) a jejich netrisomiéti sourozenci
(n = 13) byli testovéni sadou kognitivnich prostorovych tloh v modifikovaném Morrisové vodnim bludisti. Mysi se ve
vodnim bazénku ué¢ily hledat podvodni ostriivek, jehoz horni zikladna dosahovala tésné pod hladinu a jejimz nalezenim
pokusnd plavba konéila. Maximdlni povolend doba hleddni byla omezena 1 minutou, zvifata podstoupila 4 hleddni
denné po dobu 7 dnd. Vykonnost kontrolnich mysi v hleddni ostravku doznala béhem tréninku vyznamného zlepseni
(p < .01); doba potiebnd k nalezeni ostrivku poklesla z po¢ate¢nich 4323 s (primértstfedni chyba praméru) v prvnim
tréninkovém dni na 11%3 s ve tfetim dni tréninku a na této urovni jiz zustala. Jejich trisomicti sourozenci se sice také
o néco zlepsili, ale jejich nejlepsi dosazené Casy 29£3 s byly vyznamné hori nezli Casy kontrol.
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Nase vysledky nasvéd¢uji tomu, ze Ts43H trisomické mysi maji kognitivni deficit podobny tomu, jenz byl popsin
u mysi Ts65Dn, a to i pfesto, Ze u obou typii jsou triplikovany jiné geny. Ts43H mysi, podobne jako mysi Ts65Dn, tudiz

predstavuji dobré animalni modely zmén kognitivnich funkei u DS.

Pokusy vyhovuji evropskym smérnicim o pokusech se zvitaty §6/609/EEC.
Podporovino grantem GACR 309/00/1656 a stipendiem HHMI pro J.F.

HLADINA LEPTINU V PERIOPERACNIM OBDOBI U PACIENTU PO BANDAZI ZALUDKU
Autofi:  Pafizkovi Jitka, Maruna Pavel - Ustav Patologické fyziologie 1. LF,

Giirlich Robert - I. chirurgicka klinika 1. LF a VFN Praha,

Frasko Roman - I. chirurgicka klinika 1. LF a VFN Praha,

Haluzik Martin - III. interni klinika 1. LF a VFN Praha
Skolitel: doc. MUDr. Stépan Svaéina, DrSec. - III. interni klinika 1. LF a VFN

Leptin je proteohormon produkovany zejm. bilou tukovou tkani, podilejici se na regulaci pfijmu potravy. Hladina
leptinu v séru je vyznamné zvy$end u obéznich pacientl a obecné u zanétlivych stavi.

Cilem studie bylo zjistit dynamiku sérového leptinu ve vztahu k reaktantim akutni faze (TNF - alfa, IL-1, solubilni
receptor pro IL-2, IL-6) v perioperaénim obdobi u extrémné obéznich pacientd, u kterych byla provedena laparoskopicky
bandaz zaludku.

Metody: do studie bylo zafazeno 18 obéznich pacientd s obezitou 3. stupné - 10 Zen a 8 muzi.Pacienti byli pfi
pfijeti zviZeni a zméfeni, byl vypoéten BMI, vSem pacientim byla odebrina krev po celono¢nim la¢néni pfi pifjmu pied
operaci, a poté 24 h., 48 h., 72 h. po operaci. Vysledky byly porovnény s kontrolni skupinou 12 zdravych probanda.

Vysledky: zjistili jsme statisticky vyznamnou elevaci sérového leptinu ( 32,2 10,2 ug/1) 24 h po operaci ve srovnini
s hladinou sérového leptinu pred operaci (18,4 *ug/l p<0,05). Zavislost sérové koncentrace leptinu a BMI béhem prvnich
24h po operaci byla snizena (r=0,74, p<0,0001 pfed operaci, r=0,42, p<0,05 24 h po operaci). Hladiny leptinu za 24 a 48
h po chirurgickém vykonu se vritily na troveii pfed operaci. Regresni koeficient mél nejvyssi 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 vyznamnou
zévislost mezi hladinou leptinu a IL-1 a mezi hladinou leptinu a koncentraci solubilniho receptoru pro IL-2.

Zavér: beéhem neinfekéni stresové odpovédi predstavované v nadi studii laparoskopickou bfisni operaci jsme zjistili
statisticky vyznamné zvySeni sérové koncentrace leptinu 24 h po chirurgickém vykonu a nisledny rychly pokles jeho
sérovych hodnot 48 a 72 h po vykonu na ptivodni hodnoty. Pfi srovnini dynamiky leptinu s ostatnimi méfenymi
biochemickymi parametry je patrno jeho chovini obdobné ostatnim reaktanim akutni fize. Vyznamnd zavislost
mezi sérovou hladinou leptinu a TNF-alfa podporuje moznost, ze TNF-alfa by mohl byt jednim z diileZitych regulitort
tvorby leptinu v ¢asném pooperacnim obdobi.

Price byla realizovina s podporou Grantu IGA MZ CR 6868-3/2001.

ZMENY SEROVYCH KONCENTRACI GHRELINU U PACIENTEK S MENTALNI ANOREXII
Autofi: M. Rosickd, M. Krsek, M. Haluzik, J. Svobodova, H. Papezovi - Psychiatricka klinika 1. LF a VFN,

V. Justovi, Z. Lacinova
Skolitel:  prof. MUDr. Josef Marek, DrSc. - II1. interni klinika 1. LF a VFN

Uvod: Ghrelin je novy endogenni peptid objeveny v roce 1999 Kojimou et al. pii patrani po endogennim ligandu
receptoru pro sekretagoga ristového hormonu. Jednd se o protein slozeny z 28 aminokyselin s octanoylovou modifikaci
na hydroxyskupiné serinu v poloze 3. Ghrelin je v nejvétsi mife produkovin v Zaludku v buiikédch, které jsou soucdsti
endokrinniho systému zazivaciho traktu. Je silnym stimuldtorem sekrece riistového hormonu ze somatotropnich bunék
hypotyzy a podili se na regulaci pf{jmu potravy a energetické homeostdzy. Svym ucinkem vede ke snizeni energetického
vydeje a zvySeni piijmu potravy a tim k ndristu télesné hmotnosti.

Cil: v nadi studii jsme sledovali zmény sérovych koncentraci ghrelinu ve skupiné pacientek s mentélni anorexii ve srovndni
s kontrolni skupinou normostenickych Zen.

Pacienti a metody: Do studie bylo zafazeno 16 pacientek s mentalni anorexif (vék26.6 +5.5 let) a 13 normostenickych Zen
(v&k 29.2% 9.6 let). Sérové hladiny ghrelinu byly méfeny pomoci RIA kitu (Phoenix Peptides, USA). Sérové koncentrace
leptinu a leptinového receptoru byly detekovany pomoci komeréniho ELISA kitu (BioVendor. Ceska republika, Praha).

Vysledky: u pacientek s mentdlni anorexii byla zjisténa signifikantné niz§i hodnota body mass indexu (BMI) (15.2 +2.8
vs. 207 +2.2 kg.m-2, p<0.0001) a procenta télesného tuku (16.3 *5.7 vs. 23.4+ 76 %, p<0.01). Ve skupiné pacientke
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s mentdlni anorexii byla zjisténa signifikantné vyssi sérovd hladina ghrelinu (443.3 #147.0 vs. 3321 #103 pg/ml, p<0.05),
niz§i sérové hladina leptinu (2.6 +3.1 vs. 51 #3.8 ng.ml-1, p<0.01) a zvySend sérovd hladina solubilniho leptinového recep-
toru (308 £19.0 vs. 21 #15.5 U.ml-1, p<0.05). Nebyla zjisténa korelace mezi sérovymi hladinami ghrelinu a ostatnimi
sledovanymi parametry.

Zavér: v nasi praci jsme zjistili statisticky vyznamné zvyseni sérovych koncentraci ghrelinu ve skupiné pacientek
s mentalni anorexii. Pfi¢inou tohoto zvy$eni by mohla byt chronické snizZeni pfijmu potravy.

PRENOS A DOPAD MUTACE MITOCHONDRIALNI DNA A3243G

NA ENERGETICKY METABOLISMUS

Autofi:  Markéta Tesafova, Hana Hansikov4 a Jifi Zeman

Skolitel:  prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc. - Laboratof pro studium mitochondridlnich poruch,
Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF a VFN

Mezi nejcastéjsi onemocnéni mitochondridlniho energetického metabolismu s materndlni dédi¢nosti v nasi populaci
patii MELAS syndrom zptisobeny mtDNA mutaci tRNAleu(UUR) v poloze A3243G. MtDNA mutace A3243G
vede k substituci adeninu za guanin v dihydrouridinovém raménku tRNA a zpisobuje zménu jejiho vazebného mista
pro transkripéni terminaéni faktor. Klinické pfiznaky onemocnéni zalinaji vétsinou ve Skolnim véku zichvaty bolesti
hlavy, kfecemi, poruchami védomi, svalovou slabosti a regresem dusevniho vyvoje. Mezi méné Casté pfiznaky patfi
diabetes mellitus II. typu a hluchota. V nasem sdéleni pfedkliddme vysledky biochemickych a molekularnich vy3etfeni
v 9 rodindch se syndromem MELAS.

Materidl a metody: MtDNA mutace A3243G byla nalezena u 25 pacientt se syndromem MELAS. Celkovda DNA
byla izolovina metodou fenolové extrakce z krve, svalové biopsie a/nebo kultivovanych fibroblasti. Celkovi DNA
z vlasovych folikuld byla uvolnéna alkalickou lyzou. Pfitomnost mutace A3243G a podil mutovanych molekul mtDNA
byly stanoveny denzitometricky pomoci radioaktivniho PCR-RFLP. Specifické aktivity komplext dychaciho fetézce I,
11, II1, IV, II+I1I a I+II1 byly stanoveny spektrofotometricky.

Vysledky: hladiny heteroplazmie (podil mutovanych molekul mtDNA) se vyznamné lidily nejen interindividudlng
(3-65 % v krvi), ale i intraindividudlné v jednotlivych tkdnich (10-87 %). Nejvyssi hladina heteroplazmie byla nalezena
ve svalu. V 6 z 9 vySetfovanych rodin s mtDNA mutaci A3243G, ve kerych bylo mozno vySetfit vice generaci, doslo pii
mezigeneraénim pfenosu k ndrdstu hladiny heteroplazmie v krvi. Pokles specifické aktivity jednoho nebo vice komplexa
dychaciho fetézce byl nalezen u 21 z 25 pacientl se syndromem MELAS. Nebyla nalezena vyznamnd zévislost speci-
fickych aktivit komplext dychaciho fetézce na hladiné heteroplazmie mtDNA mutace A3243G.

Zavér: diagnostika mitochondridlnich encefalomyopatii vyzaduje tzkou spoluprici mezi postizenymi rodinami, jejich
oSetfujicimi 1ékafi a specializovanymi laboratofemi. U postizenych pacientli je nutno kombinovat enzymaticka
a molekularni vySetfeni v riznych tkanich.

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

VYSKYT OSTEOPOROZY U PACIENTU S ROZTROUSENOU SKLEROZOU MOZKOMISNI (RS)
V ZAVISLOSTI NA MIiRE KORTIKOTERAPIE A STUPNI HYBNEHO POSTIZENI{

Autofi:  Michaela Tyblovd, Eva Havrdova, Jan Stépan, Vit Zikan

Skolitel  as. MUDr. Eva Havrdov4, CSc. - Neurologicka klinika 1. LF a VFN Praha

Uvod: u pacientl s RS, autoimunitnim onemocnénim CNS, které postihuje pacienty progredujicim hybnym deficitem,
pozorujeme Cast&jsi vyskyt osteoporézy vzhledem k véku pacientd. Onemocnéni je ve svych akutnich zhorSenich lé¢eno
vysokymi davkami steroidd, fada pacientd je na dlouhodobé kombinované imunosupresi s malymi davkami cytostatik a kor-
tikosteroidii.

Metoda: u 350 pacientt s RS bylo provedeno osteodensitometrické vySetieni. Z dokumentace pacientd byla zjisténa
zékladni anamnestickd data a vypoctena celkovd dévka aplikovanych kortikosteroida v priibéhu nemoci. Bylo provedeno
skérovani hybnych funkei pacientd (Expanded Disability Status Scale) a dotaznikové Setfeni se zaméfenim na zjisténi
vyskytu osteoporozy.

Vysledky: bylo vysetfeno 59 muzii (ve véku 41,7£12,3) a 240 zen (ve véku 44,1£10,7), EDSS 4,6%1,9. Celkova davka
kortikosteroidu ¢inila v praméru 27+16g. Osteoporéza, tedy ibytek kostniho minerdlu vétsi nez 2,5 SD normy zdravych
vékové odpovidajicich kontrol, byla zji§téna u 25% pacientt. Z téchto pacientt bylo 71% Zen, 29% muzi. Z pacientek
s osteoporézou bylo 65% Zen v menopause. Osteopenii, tedy ubytek kostniho minerdlu o 1-2,5 SD jsme nalezli u 45%
nemocnych. 75% pacientl s osteoporézou mélo EDSS skore vy$si nebo rovno 6, u pacientti s osteopenii ¢inilo 4,42%1,97.
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Mnozstvim aplikovanych steroidd se nelisili tito pacienti od skupiny pacientd s osteopenii. Pouze 15% pacientt
s osteopordzou bylo jesté v remitentni fizi choroby, ostatni byli ve stadiu chronické progrese RS. Remitentnich pacien-
tll s osteopordzou jsme v celém souboru nalezli pouze 2,7%.

Zavér: jako nejvytéznéjsi metoda k posouzeni hodnot mineralizace skeletu se ukédzala densitometrie krcku femoru s
vysokou prediktivni schopnosti pro vyhledani pacientd ohrozenych frakturami. Ve vyvoji osteoporézy u pacientd s RS
hraje roli nejen podané mnozstvi kortikosteroidu, ale také hybnost pacientd a hormondlni zmény - nejnebezpednéjsi je
kombinace dlouhodobé steroidni terapie a menopausy.

Price byla podporovina grantem IGA MZ ¢. 6780-3

ASYMETRIE BAZALNICH GANGLII UDETI S HYPERKINETICKOU PORUCHOU
Autofi:  P. Uhlikovi, I. Paclt, M. Vanéckovd, J. Krasensky, T. Morcinek, Z. Seidl, J. Danes
Skolitel: as. MUDx. Ivo Paclt - Psychiatrickd klinika 1. LF a VFN

Souhrn: vyskyt hyperkinetickych poruch kolisa od 3 do 6% détské populace, s pfevahou chlapci nad divkami v poméru
3:1. Klicové symptomy - nepozornost, impulzivita a hyperaktivita - jsou dédi¢né, mohou vést ke vzniku rizikového chovani
v prefrontostriatdln{ ose. Studie byla zaméfena na zjisténi pravo-levé symetrie bazdlnich ganglii.

Metodou MR (magnetickd rezonance) bylo vySetfeno 13 pacienti s diagnézou hyperkinetické poruchy ve véku
6 - 11 let a 8 zdravych kontrol ve stejném véku. Byla zhotovena volumometrie vybranych bazélnich ganglii (nucleus
caudatus, globus pallidus, putamen). Obtazeni danych struktur bylo provedeno semiautomaticky pomoci vlastniho
programu (Scan View) na kazdém jednotlivém fezu a byl spocitin celkovy objem struktur. Pii statistickém hodnocent
vysledka byl pouzit index symetrie a t-test.

Nucleus caudatus vlevo byl vétsi u 9 pacientd z 13, u kontrolnich pacient byl statisticky vyznamné vétsi vpravo
(p < 0,01). Pro putamen nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi pravou a levou stranou, pfestoze vlevo byl vétsi
u 8 pacienti z 13. Globus pallidus byl vlevo vétsi u vSech 13 pacientd, vysledek je hodnocen jako statisticky vyznamny
(p < 0,01).

Vysetieni velikosti bazédlnich ganglii metodou MR prokazalo signifikantné vyssi vyskyt reverzni levo>pravé asymetrie
globus pallidus u déti s hyperkinetickou poruchou a pfevazujici vyskyt této asymetrie u nucleus caudatus a putamen.

NEINVAZIVNI FUNKCNI DIAGNOSTIKA EXOKRINNI FUNKCE SLINIVKY BRISNi
Autor: Zdislava Vanic¢kova

Skolitel: MUDr. Petr Kocna, CSc. - Ustav klinické biochemie 1. LF a VFN

Uvod: cilem této studie bylo navrhnout neinvazivni funkéni testy exokrinni funkce pankreatu a zavést jejich rutinni
vyuzivani v diagnostice nemoci slinivky bfisni.

Metodika: mnozstvi pankreatické elastdzy 1 (E1) ve stolici bylo stanoveno pomoci ELISA stanoveni (se specifickou
monoklondlni protilitkou, Schebo-Tech, Némecko) u 206 pacienti a zdravych kontrol. Dechovy test se 13-C-znalenym
substritem (13-C-MTG) byl proveden u podskupiny 25 jedinci. U testu s pouzitim 13-C-MTG (mixed triglycerides)
jsme navrhli nasledujici testovaci protokol: pacienti vynechali pfipadnou pankreatickou substituci 1 nebo 3 dny pfed
vySetfenim a lacnili 12 hodin pfed zapocetim testu. V priibéhu testu byly odebirdny vzorky vydechovaného vzduchu
v objemu asi 2 litry do specidlnich hlinikovych vakd, prvni vzorek nalacno pfed poddnim testovaci snidané, dalsi vzorky
v hodinovych intervalech po dobu 6 hodin. Testovaci snidané obsahovala 26 g (4 plitky) bezlepkového kiehkého
kukufi¢ného chleba, 20 g ztuzeného rostlinného tuku, do néhoz bylo vmiseno 250 mg 13-C-MTG. Vzorky byly analy-
zovany pomoci piistroje Isomax-4000 (infracerveny spektrofotometr, Isodiagnostika, Kanada). Pro dal§i vypoéty pomoci
riznych vypocetnich modeld byla pouzita hodnota delta (postihujici rozdil poméru 13-C/12-C oxidu uhli¢itého v bazél-
nim vzorku a vzorcich odebranych v pribéhu testu).

Vysledky: normalni hodnoty pankreatické elastizy 1 ve stolici (> 200 Pg E1/g stolice) byly nalezeny u 150 jedinci,
mirna pankreatickd insuficience u 15 nemocnych (100-200 pg E1/g stolice) a hodnoty svéd¢ici pro tézkou pankreatick-
ou insuficienci (< 100 pg E1/g stolice) u 41 pacientii. Hodnoty E1 nizsi nez 200 mg E1/g stolice dobfe korespondovaly
s diagnézami chronické pankreatitidy (u 46,5%), nadori pankreatu (60,0%) a cystické fibrézy (100%).

Za normalni hodnoty u dechového testu byly povazovany hodnoty kumulativniho vydeje za 6 hodin vétsi nez 29%
podané davky znaceného substritu. U jednotlivych pacientd byl hodnocen kumulativni vydej podaného substritu za
6 hodin a charakter kiivky hodnot delta v ¢ase. Ctyfi z testovanych pacient vykazovali patologické hodnoty testu,
pfi¢emz u 3 z nich byly i nizké hodnoty E1 ve stolici.
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Zavér: pro bézny rutinni screening poruSené exokrinni pankreatické funkce doporutujeme snadné neinvazivni
stanoveni pankreatické elastdzy 1 ve stolici , u vybranych pacientli nasledné pouziti 13-C-MTG dechového testu, ktery je
funkénim testem v pravém slova smyslu a maze byt pouzit k diagnostice 1 k ndslednému monitorovini substitu¢ni 1é¢by.

ZMENY VE VLASTNOSTECH PLAZMATICKE MEMBRANY A JEJICH VLIV NA IMPULSIVITU A DE-
PRESIVITU PRI HYPOLIPIDEMICKE TERAPII.

Autofi:  J. Vevera, Z. Fisar, T. Kvasnicka, H. Papezovi, I. Zukov, L. Starkova

Skolitel: MUDr. H. Papezova, CSc. - Psychiatrickd klinika 1. LF a VFN

Souhrn: podle Endelbergovy teorie snizeni hladin cholesterolu ovliviiuje mikroviskozitu bunéénych membrén, ktera
muZze pfispivat ke snizeni funkce serotoninergniho systému. Timto mechanismem se muZze podilet na vzriistu im-
pulzivniho chovéni a vyskytu afektivnich poruch.V nasi prici jsme zkoumali hypotézu zda snizZeni hladin cholesterolu
povede ke zménam fluidity plazmatické membrény, projevujici se zménou uptaku serotoninu do trombocyta.

Metodika: bylo sledovino 17 osob s hyperlipoproteinémii, kterym byl statiny sniZovdn cholesterol.Osoby byly
vySetfeny pred zaldtkem studie, dile 4 a 8 tydni po nasazeni 1éka.

K objektivizovani ddaja jsme pouzili pfi kazdém méfeni Hamiltonovu $kdlu depresivity, Eysenctiv IVE test, a Zecker-
manovu $kilu.Dile jsme pfi kazdém vySetfeni odebrali vzorky krve a zkoumali uptake SHT a fluiditu plazmatickych
membrin.

Vysledky a zavér: klinicky jsme béhem studie nezaznamenali vyskyt depresivni poruchy ani zménu impulzivity.
Laboratorni vysledky nejsou ke dnesnimu datu vyhodnoceny a budou pfedneseny béhem prezentace.

VYVOJ] SYNDROMU CHRONICKE PANEVNI BOLESTI U INTERSTICIALNI CYSTITIDY V ZAVIS-
LOSTI NA HISTOLOGICKEM NALEZU A TYPU LECBY

Autor: Libor Z4meénik

Skolitel:  doc. MUDr. Tomas Hanus, CSc. - Urologicka klinika 1. LF a VFN

Uvod: Intersticidlni cystitida (IC) je chronické zanétlivé (nebakteridlni) onemocnéni postihujici sténu mocového
méchyfe histologickymi a morfologickymi zménami, které vyvolavaji syndrom chronické panevni bolesti. Etiologie je ne-
jasnd, diagnéza se (i pfes pomérné dikladné histopatologické vySeteni) pfevazné opird o klinicky nélez, kterym se také
vétsinou fidi typ zvolené terapie.

Metodika: vysetfovany soubor obsahuje 112 pacientek ve vékovém rozmezi 15-87 let (pramér 47,5 r.) vysetfenych do
konce bfezna 2002 s pinevnimi bolestmi a podezienim na IC. U 84 pacientek (75%) byla na zdkladé hodnoceni klinického
a histopatologického nélezu (u véech mastocyty v biopsii mocového méchyte, eozinofily a ostatni zanétlivé buriky) diagnos-
tikovina IC. K objektivizaci subjektivnich pfiznakid byl pouzit sestaveny Dotaznik bolesti. Typ terapie byl zvolen na zék-
ladé klinické diagnézy: subjektivni obtize (Dotaznik bolesti), urodynamické vysetfeni, endoskopicky nalez v mocovém
méchyfi (glomerulace) po hydrodistenzi a histopatologické vySetfeni. Pacientky byly rozdéleny do 3 terapeutickych skupin.
Lécba byla u viech (84 pac.) zahdjena perordlni terapii, pacientky se ,stfednim“ stupném obtizi byly léCeny intravezikdlni
terapii, ,t€zké“ formy byly feSeny chirurgicky. Hodnoceni Gspésnosti 1é¢by probihalo na zakladé vyse uvedenych kritérii.

Vysledky: farmakoterapie byla uspéind u 38 pac. (45% ze viech pac.), na intravezikalni 1é¢bu dobfe zareagovalo 26
ze 36 pac. (72%) a Gspésnd byla chirurgicka 1é¢ba u vech 20 takto léCenych pacientek. Nepotvrdili jsme zavislost mezi
tizi klinickych obtizi a histopatologickym nélezem ani mezi nilezem histopatologickym a endoskopickym.

Zavér: diagnéza a 1écba intersticidlni cystitidy se opird pfevazné o klinicky nédlez. Biopsii méchyfe u pacientek
s panevnimi bolestmi lze vyuzit pfevazné k vylouceni jiné patologie.
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1. misto

VYHODNOCENI FUNKCNI A BIOTRANSFORMACNI KAPACITY LABORATORNIHO JATERNIHO
MONOLAYER BIOREAKTORU

Autor:  Nikolina Canovd

Skolitel: ~ prof. Dr. H. Farghali, DrSc. - Farmakologicky ustav 1.LF

Hepatocyty (HC) v primérnich tkafovych kulturich (TK) byvaji metabolicky méné aktivni diky inadekvétni oxyge-
naci a kumulaci odpadnich produkti. Jiz nékolik let jsou proto na nasem pracovisti vyuzivany perfundované HC imobi-
lizované v agarézovych nitich jako prototyp jaterniho bioreaktoru (BR). V soucasnosti jsme zrekonstruovali tzv. jaterni
monolayer BR a pokusili jsme se stanovit jeho funkéni a metabolickou kapacitu a vysledky porovnat s konvenénimi TK.
Membréanovy BR, ve kterém jsou HC omyvany perfuznim médiem okyslicovanym skrze specidlni, pro plyny propustnou,
teflonovou f6lii, byl sestaven podle neddvno publikované price (1). Deska BR byla potazena kolagenem, osazena izolo-
vanymi potkanimi HC a event. pfekryta druhou vrstvou kolagenu (tzv. sendvicovy model). Funkéni a metabolickd vykon-
nost HC v BR byla testovina v priibéhu 48 hodin pomoci biosyntézy urey, vyplavoviani ALT, biotransformace cyk-
losporinu A (stanoveno HPLC) a porovnina s HC v TK. Rychlost a stupeii produkee urey v BR byla vyznamné vyssi
nez v TK, vyplavovani ALT z HC se v prvnich 20 hodindch nezvySovalo a koncentrace CsA v perfuzitu klesla o 80%
oproti vychozi hodnoté. Pfi pouziti BR, pfedevsim sendvicového modelu, jsme pozorovali vétsi funkéni stabilitu bunék
nez v konvenénich TK. Protoze perfundované HC si dlouhodob& uchovévaji vysokou vykonnost, probihd v soucasné
dobé intenzivni vyzkum zaméfeny na testovani riznych typu jaterniho BR, ktery by mohl byt kromé farmako-toxiko-
logickych studii potencidlné vyuzit jako bioumély orgin urceny k pieklenuti obdobi mezi ndstupem jaterniho selhani
a spontdnni regeneraci ¢i transplantaci jater.

(1) Langsch A, Bader A: Biotechnology and Bioengineering, 2001.fuo

Podporeno IGA MZ 5885-3, GA CR 305/00/1129, J13/98:111100002.
Podporeno GACR 305/00/1129, IGA MZ 5885-3 , J13/98:111100002.

2. misto

EPIDEMIOLOGICKA SITUACE ZADNI POLYMORFNI DYSTROFIE ROHOVKY
V CESKE REPUBLICE

Autofi:  P. Liskova, M. Filipec

Skolitel: doc. MUDr. M. Filipec, CSc. - O¢ni klinika 1. LF a VFN

Cil: cilem této studie bylo zjistit prevalenci a typ dédi¢nosti zadni polymorfni dystrofie rohovky (ZPD) v Ceské republice.

Metodika: u ¢lent rodin s vyskytem ZPD jsme provedli analyzu zdznamu klinickych vySetfeni provedenych v letech
1986-2000. V rodindch se ZPD jsme provadéli aktivni Setfeni. Diagnéza ZPD byla stanovena na zakladé anamnestick-
ych udaju, vySetieni na §térbinové lampé a zrcadlové mikroskopie, kterou jsme provedli k vyloudeni ¢ potvrzeni diagnézy
ZPD u nékterych pacienti.

Vysledky: celkem bylo vySetfeno 179 ¢lend ze Sestnécti rodin se zaznamenanym onemocnénim ZPD. ZPD jsme
diagnostikovali u 87 jedinci (50 Zen a 37 muzit). Zadné znamky ZPD nejevilo 92 &lent vysetienych rodin (50 Zen a 42
muzt). Ve 31 pfipadech se jednalo o potomky prvniho fidu. VySetieni zrcadlovou mikroskopii jsme provedli u 44 pa-
cientd se ZPD a dile u 18 potomkd prvniho fidu pacientli se ZPD jako potvrzeni nilezu ziskaného vySetfenim
na $térbinové lampé. Patnict vySetfovanych rodin vykazuje autozomélné dominantni (AD) typ dédi¢nosti. U jedné
rodiny nelze vylou¢it autozomalné recesivni typ dédi¢nosti.

Zavér: diagnéza ZPD byla stanovena u 87 pacientti ze 16 rodin. 15 rodin vykazuje AD typ dédi¢nosti. Dvé z ndmi
sledovanych rodin jsou vhodné k provedeni vazebné analyzy. Na zdkladé dostupnych udaja v literatufe se domnivdme, Ze
se jednd o nejvétsi kontinualné sledovany soubor pacientt se ZPD na svété a zdroven o nejcastéjsi rohovkovou dystrofii
v Ceské republice.

3. misto
DLOUHODOBE ZMENY POCTU NEURONU SYNTEZUJICICH OXID DUSNATY VYVOLANE
KAINATEM A CHRONICKOU HYPOXII
Autor:  Petra Benesova
Skolitelé: doc. MUDr. Milo$ Langmeier, DrSc. - Fyziologicky tstav 1. LF,
prof. MUDr. Jan Betka, DrSc. - Klinika ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF a FN Motol
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Histochemickou analyzou (NADPH-diafordza barvenim) jsme testovali vliv kainatu podaného i.p. 1 den po skonéeni
chronické hypoxie na jednotlivé oblasti hippocampu a na primarni sluchovy cortex. Prikazem NADPH-diaforizy,
enzymu kolokalizovaného s nitric oxide syntizou (NOS), miZeme nepfimo usuzovat na produkci oxidu dusnatého (NO).

Experimentalnimi zvifaty byli samci laboratorniho potkana kmene Wistar vlastniho chovu. Od 2. do 17. dne véku
byla mladata, spole¢né s matkou, vystavena vlivu chronické hypoxie v hypobarické komote v simulované vysce 7000m,
vzdy 8 hodin denné. 18. den, tedy 1 den po skonleni ptsobeni hypoxie, byl zvifatim 1.p. aplikovan kainat (2,5 mg/kg).
K experimentim byly pouzity 4 skupiny zvifat:

1. Mladata vystavena hypoxii

2. Mladata vystavend hypoxii, kterym byl 18. den véku aplikovan kainat

3. Mladata nevystavend hypoxii

4. Mladata nevystavend hypoxii, kterym byl 18. den véku aplikovan kaindt
90. den véku, tj. v dob& dospélosti byla zvifata usmrcena v hluboké thiopentalové narkéze transaortilni perfuzi 4%
pufrovaného paraformaldehydu. 40mm tlusté, na kryostatu nakrijené fezy byly obarveny na prikaz NADPH-diaforiza
pozitivnich neuront. Poté byly NADPH-diafordza pozitivni neurony kvantifikoviny v jednotlivych ¢astech hippocampu
(CA 1, CA 3, hilus, dorzalni a ventralni list gyrus dentatus) a v primarnim sluchovém cortexu.

Z vysledka je patrné, Ze chronicka hypoxie piisobici v perinatilnim obdobi snizuje pocet NADPH-diaforéza pozi-
tivnich neurond v oblastech CA 1 a CA 3 v porovnéni s kontrolni skupinou. V hilu, dorzilnim a ventralnim listu gyrus
dentatus a ve sluchové kufe jsou rozdily oproti kontrole nevyznamné. Kainat aplikovany normoxickym zvifatim pocet
NADPH-diaforéza pozitivnich neuroni v oblastech CA 1, CA 3 a ve sluchovém cortexu rovnéz snizuje a v hilu a dorzal-
nim listu gyrus dentatus neméni. Kainét aplikovany hypoxickym zvifatim pocet NADPH-diaforaza pozitivnich neuront
v oblastech CA 1, CA 2, v hilu a ventrdlnim listu gyrus dentatus snizuje, v dorzdlnim listu gyrus dentatus a ve sluchové
kafe je rozdil oproti kontrole zanedbatelny.

Tato price je podporovina grantem UK 32/2001/C/1.LE GACR 305/02/1238 a MISM 1111 00001.

BEZ OCENENI:

PSYCHOBIOLOGICKE PROJEVY DISOCIACE
Autofi:  Petr Bob, Radek Ptacek, Ivo Paclt
Skolitel: prof. MUDx. Petr Zvolsky, DrSc. - Psychiatricka klinika 1. LF a VFN

Uvod: Disociace pfedstavuje poruchy normdlnich integrovanych funkei paméti, védomi nebo identity. Podle
nékterych zahrani¢nich studii ma pfiblizné 8-15% vsech psychiatrickych pacientt disociativni onemocnéni. Neurofyzio-
logicky jsou tyto symptomy pravdépodobné generovany epileptickou aktivitou v temporalnim laloku.

Metoda: v této studii byla pouzita Ceskd verze skaly disociativnich zkudenosti (DES) (Bob, 2000) za ucelem diag-
nostiky disociativnich symptomd (napf. absorbce, amnézie, depersonalizace, derealizace) v rozsahu skaly 0-100.

Vysledky: prostiednictvim DES byl realizovin vyzkum disociace celkem u 246 osob (z toho 104 muzii a 142 Zen).
Z toho 87 nihodné vybranych normélnich dospélych osob s medianem DES 5,78. 75 osob s diagnézou depresivni poru-
chy s medianem 11,39 a 84 osob s diagnézou epilepsie s medianem 13,07. Cronbachovo alfa Ceské verze testu pro
N = 246 vyslo 0,922.

Zavér: tyto pfedbézné vysledky potvrdily signifikantné vyssi vyskyt disociativni symptomatologie u uvedenych skupin
nez u normélni skupiny kontrolni. Zvlasté pak pacienti s vysokou mirou disociace (>25) vyzaduji zvlastni terapeutickou po-
zornost pro Castou farmakorezistenci souvisejici s posttraumatickou stresovou poruchou v disledku expozice trauma-
tickych podnétd v minulosti. Depresivni pacienti s témito symptomy mohou byt ¢asto indikovéini na antikonvulziva, za-
timco u téchto pacientd s epilepsii je pozitivni indikace na antidepresiva, coz v $irsim kontextu odpovida komplementarité
vztahu epilepsie a deprese, kdy v piipadé epilepsie mohou disociativni symptomy vyjadfovat interiktdlni symptomatologii.

AKTIVITY KOMPLEXU DYCHACIHO RETEZCE: SROVNANI POLAROGRAFICKE A SPEKTROFO-
TOMETRICKE METODY

Autofi: M. Béhm, L. Wenchich, Z. Drahota, T. Honzik, H. Hansikova, J. Houstek a J. Zeman

Skolitel:  prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc. - Klinika détského a dorostového lékastvi a Centrum Genomiky, 1. LF a VFN

Uvod: Mitochondrie se t¢astni mnoha metabolickych pochodi, ale jejich zékladni biologickou funkei je tvorba ATP.

Geneticky podminéné i ziskané poruchy mitochondrialniho energetického metabolismu pfedstavuji heterogenni skupinu



28

onemocnéni, jejichz diagnostika zavisi na fadé biochemickych i molekuldrnich vySetfenich. Cilem nasi studie byla snaha
porovnat vysledky spektrofotometrickych a polarografickych analyz komplext dychaciho fetézce v izolovanych svalovych
vldknech a izolovanych svalovych mitochondriich u pacientl s podezienim na mitochondridlni onemocnéni.

Materil a metody: vySetfovany soubor tvoii 59 pacientil od kojeneckého véku az do dospélosti, u kterych jejich osetfu-
jici 1ékafi indikovali svalovou biopsii. Mezi nejcastéjsi klinické piznaky patfily progresivni hypotonie, svalova slabost, myo-
patie, encefalopatie, psychomotoricka retardace a progresivni externi oftalmoplegie. Spektrofotometricky jsme studovali
aktivity komplext dychaciho fetézce 1, 11, III a IV v izolovanych svalovych mitochondriich. Polarografickou metodou
s pouzitim substratd, které umoziujici analyzovat funkce komplexd dychaciho fetézce, jsme stanovili spotfebu kysliku u
33 pacientd v saponinem permeabilizovanych svalovych vldknech a u 26 pacienti v izolovanych svalovych mitochondriich.

Vysledky: u 36 z 59 pacientd vySetfenych spektrofotometrickou metodou a u 37 z 59 pacientt, u nichz byla pouzita
polarografickd metoda, byly nalezeny snizené aktivity jednoho nebo vice komplexii dychaciho fetézce. V izolovanych
svalovych mitochondriich byly vysledky spektrofotometrické analyzy ve shodé s polarografickym méfenim u 23 z 33
pacientd (70 %), v izolovanych svalovych vlaknech u 23 z 26 pacientt (88 %).

Diskuze a zavér: Polarografickd metoda nabizi ve srovndni se spektrofotometrickou metodou odlisny pohled na
mitochondridlni funkce. Zatimco spektrofotometrickd méfeni umoznuji stanovit maximéln{ aktivity komplext dychaciho
fetézce ,in vitro“, polarograficki méfeni analyzuji aktivity komplexd dychaciho fetézce za podminek podobnym
intramitochondridlnim pomérim ,in vivo“ a studuji funkei respiraéniho fetézce jako celku.

Price vznikla s podporou projektu GAUK 1/2002/.

POOPERACNI PERKUTANNI ELEKTROGASTROGRAFIE U LAPAROSKOPICKE BANDAZE
ZALUDKU, SROVNAVACI STUDIE S PROKINETIKEM GANATON
Autor: Roman Frasko

Skolitel: ~doc. MUDr. Robert Giirlich, CSc. - I. chirurgicka klinika 1. LF a VFN

Perkutinni elektrogastrografie je technika umoziujici sledovini Zalude¢ni peristaltiky neinvazivnim zptsobem. V tomto
piispévku autor prezentuje vysledky poopera¢niho sledovani nastupu fyziologické gastrointestinalni ¢innosti u nemocnych pod-
stupujicich na 1. chirurgické klinice VFN a 1. LF UK laparoskopickou neadjustabilni bandaz Zaludku pro morbidni obesitu.

Jsou srovnany dvé skupiny nemocnych. Jedna, kterd v perioperaénim obdobi uZivala prokinetikum Ganaton (Itopridi
hydrochloridum) a druha skupina zddné prokinetikum v periopera¢nim obdobi neuzivajici.

Zaludeéni peristaltika byla sledovina celkem ve Ctyfech perioperacnich dnech- jeden den pfed vykonem, v den operace,
asi 3-4 hodiny po jejim ukonceni a déle dva pooperaéni dny. Ziskané vysledky nevykazuji signifikantni rozdil v ¢asnosti nds-
tupu fyziologické peristaltiky v poopera¢nim obdobi u této skupiny nemocnych.

VLIV ATORVASTATINU NA MIKROVASKULARNI REAKTIVITU U PACIENTU S HYPERCHO-
LESTEROLEMII

Autofi:  Z.Kasalova, T. Stulc, M. Prazny, M. Vrablik, J. Skrha, R. Ceska

Skolitel:  prof. MUDr. J. Skrha, DrSc. - IIL. interni klinika 1. LF a VFN

Cilem nasi studie bylo ovéfit hypotézu, Ze hypercholesterolémie je spojena se snizenim mikrovaskuldrni reaktivity
(MR) a ze hypolipidemicka lécba povede alespon k ¢astecné upravé této poruchy.

Metody: 26 pacienti s hypercholesterolémii (celkovy cholesterol >7,0 mmol/l), bez klinickych projevi aterosklerézy,
bylo léCeno atorvastatinem v dévce 20 mg denné po dobu 8-12 tydnii. MR na kuzi pfedlokti byla vy3etfena na zacitku
a na konci 1é¢by laser-dopplerovskou metodou. Hodnoty MR pred 1é¢bou byly porovnany s kontrolni skupinou zdravych
osob.

Vysledky: celkovy cholesterol klesl po 1é¢bé o 31%, LDL-cholesterol o 40%. Pfi hodnoceni celé sledované skupiny
pacientt se MR po 1é¢bé vyznamné nezménila. Parametry MR byly u pacientt s hyperlipidémii jiz pred terapii srov-
natelné se skupinou zdravych kontrol (+4%, NS). Vyrazné zlepseni MR (+27%, p<0,05) po 1é¢bé atorvastatinem bylo
patrné u podskupiny pacientt, ktefi méli hodnoty MR pfed 1é¢bou snizené; nebyla vsak patrna Zadna souvislost mezi
zménami cholesterolu a zménami MR.

Zavér: Mikrovaskuldrni rektivita je ukazatelem cévnich zmén, které se objevuji spiSe v pozdgjsich fézich procesu
aterogeneze; neni patrnd souvislost mezi MR a hladinou cholesterolu. U pacientd s hypercholesterolémii bez komplikaci
je mikrovaskuldrni reaktivita srovnatelnd s hodnotami u zdravych osob a terapii atorvastatinem nebyla oovlivnéna.
Pouze u osob se snizenou MR vedla 1é¢ba atorvastatinem jiz po nékolika tydnech k zlepseni MR; toto zlepseni bylo
nezévislé na hypolipidemickém ucinku 1é¢by.
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KOURENI A IDIOPATICKE STREVNI ZANETY
Autor: Katefina Langrova - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN
Skolitel: MUDr. Eva Krilikova, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Koufeni oznadila Svétovd zdravotnickd organizace za nejvétdi preventabilni pfi¢inu pfedCasnych dmrti na svété.
V Ceské republice roéné umiri asi 23 000 lidi na nasledky koufeni, tedy kazdé paté umrti je zptisobeno pravé tabikem.

Také gastrointestindlni trakt je ovlivnén abusem tabdku a ve skupiné jeho onemocnéni souvisejicich s koufenim
nachizime také idiopatické zanéty stfevni (Inflammatory bowel disease - IBD).

Hlavnimi pfedstaviteli této skupiny jsou dvé onemocnéni: ulcerosni kolitida (ulcerative colitis - UC) a Crohnova nemoc
(Crohn's disease - CD). Etiologie zistivé zatim nezndmd, je ale jasné, Ze na vzniku se podili jak dédi¢nd predispozice,
tak faktory zevniho prostiedi - nejvyznamnéjsim je koufeni.

Vztah mezi IBD a koufenim byl poprvé popsin v roce 1976, od té doby byla této problematice vénovina velka po-
zornost (stovky praci) a vétsina se shoduje v nazoru, ze koufeni je rizikovym faktorem pro vznik CD, kdezto protektivnim
pro vznik UC, pfi¢emz nejohrozenéjsi skupinou pro vznik UC jsou kufici, ktefi pfestali koufit. Dosud vsak chybi
literdrni ddaje o vlivu pasivniho koufeni na rozvoj a prabéh IBD.

Pilotni studie provddénd na gastroenterologickych pracovistich v Praze zkouma souc¢asné kufické ndvyky, kuiickou
anamnézu a expozici pasivnimu koufeni u pacient trpicich IBD. Zatim bylo v souboru 31 pacientt 11 nemocnych UC,
19 nemocnych CD. Ve skupiné nemocnych CD bylo 9 (47,4%) soucasnych kuidkd, 6 (31,6%) byvalych kufaki a 4
(21,1%) nekufaki. Ve skupiné nemocnych UC bylo 2 (18,2%) soucasnych kutdkd, 3 (27,3%) byvali kufaci a 6 (54,5%)
nekufiki. Pasivnimu koufeni byli vystaveni nemocni CD ve 12 (63,2%), nemocni UC ve 4 (36,4%) ptipadech; expozice
pasivnimu koufeni vyjidfena kvantitativné byla primérné 10502 cig.hod., resp. 539 cig.hod. Data ziskand v této pilotni
studii potvrzuji uvddénou zédvislost mezi aktivnim koufenim a vznikem IBD a naznacuji, Ze souvislost mezi pasivnim
koufenim a IBD je obdobnd i kdyz s méné té€snou vazbou. Celkem bude vysetfeno 150 - 200 pacientd.

VLIV IMOBILIZACNIHO STRESU NA CHOVANI POTKANU KMENE WISTAR V ZARIZENI PRO
"OPEN FIELD"

Autofi:  Denisa Lojkova, Lenka Trneckova

Skolitelé: prof. MUDr. Sixtus Hynie, DrSc. a doc. MUDr. Véra Klenerové, DrSc. - Farmakologicky ustav 1. LF

Vystaveni organismu stresovym podnétim (stresordm) vyvoldva vyrazné naruseni homeostizy. U potkani kmene
Wistar jsme zjistili, Ze imobiliza¢ni stres vyvolal v zafizeni pro pasivni vyhybani amnestickou reakei, kterd byla nejsilnéji
vyznacena, jestlize byl stresor poddn 1 hodinu pfed averzivnim stimulem. Zajimalo nis, jak se projevi stejny typ stresoru
na chovéni potkani v dal$im zafizeni pro behavioralni studie, které netestuje pamét, ale jiné dilezité behavioralni para-
metry urovné excitability. Pokusy jsme provedli na samcich potkani kmene Wistar, kterym jsme aplikovali 1 hod trvajici
imobiliza¢ni stres kombinovany s ponofenim do vody (21+1°C) (IMO+C60). Pokusy byly provedeny v souladu se zasada-
mi Helsinské deklarace o zachédzeni se zvifaty. Pro behavioralni sledovini jsme pouzili metodu ,open field“ podle Lita.
Expozice IMO+C byla ukon&ena 60 nebo 240 min pfed pocatkem testu, ktery trval 15 min.

Nasli jsme signifikantni rozdily v chovédni potkana v 5ti zdkladnich parametrech, pohybu, frekvenci pfebéhu, myt,
panickovini a doby imobility. Ve srovnini s kontrolami byly prvé 4 parametry vyrazné utlumeny u IMO+C60/60 a u
IMO+C60/240 se chovéni uz vracelo k normé. Parametr imobility byl ovlivnén opacné nez u ostatnich parametrd.
Statisticka analyza vysledki prokézala vysoce signifikantni rozdily jak mezi kontrolami a stresem, tak i mezi obéma
stresovymi skupinami zvifat. Nase vysledky odpovidaji svym prabéhem chovani potkant pfi pasivnim vyhybani, ale test
v "open field" se jevi citlivéjsim. Nélezy rovnéz jsou v dobré korelaci s nalezenymi zménami v hladiné plazmatického
kortikosteronu. Nase nilezy ukazuji na citlivé ovlivnéni potkanti imobiliza¢nim stresem a mohou mit vyznam jako mo-
del pro hledani intervence se stresovymi stavy u ¢lovéka.

Podporovdno granty IGA MZCR I-6627-3 a MSM 1111 0000 1.

KOMPLIKACE PO DISSEKCI AXILY PRO KARCINOM PRSU - RETROSPEKTIVNI ZHODNOCENI
Autor: David Pavlista
Skolitel:  doc. MUDr. Markéta Duskova, CSc. - Klinika plastické chirurgie 3. LF UK a FN KV

Uvod: cilem price je zhodnotit vyskyt a typ poopera¢nich komplikaci po radikalni exenteraci axily, které maji souvis-
lost s provedenym chirurgickym vykonem.
Typ studie: retrospektivni klinickd studie.
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Metodika: Byla provedena retrospektivni analyza pooperacnich komplikaci u 116 vybranych pacientek, které byly
operoviny 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 zafazeny nemocné, u kterych nebyla aplikovina radioterapie axily ani chemo
terapie, byly po dobu nejméné 12 mésicii po operaci bez znimek lokoregiondlni rekurence a u kterych bylo v disekatu
axily nalezeno nejméné 10 lymfatickych uzlin. Operace byly provadény 9 riiznymi operatéry. Hodnoceny byly ¢asné
(vyskyt infekce, seromu, hematomu) a pozdni (otok, parestezie, ztuhlost, bolest a slabost horni konetiny) komplikace.
Porovnan byl vyskyt obtizi v zavislosti na véku pacientek, na poétu disekovanych uzlin a rozsahu operaéniho vykonu na
prsu. Statistickd vyznamnost jevii byla hodnocena Fisherovym exaktnim testem.

Vysledky: alespoii jedna komplikace se vyskytla u 65 % pacientek. U Casnych komplikaci (hematom, infekce, serom)
neni statisticky vyznamna jejich zévislost ani na vé€ku pacientky, ani na mnozstvi odstranénych uzlin. Stastisticky vyz-
namny (p<0,05) je vyskyt infekce v zdvislosti na rozsahu vykonu na prsu, ktery pravdépodobné souvisi s velikosti rané
plochy. Z pozdnich komplikaci (otok, parestezie, ztuhlost, bolest a slabost horni kongetiny) je vyznamn4 nizsi bolestivost
u pacientek nad 55 let (p<0,05) a niz§{ vyskyt pocitu slabosti a parestezii u pacientek s parcidlnim vykonem na prsu
(p<0,05). Vétsi obtize u mladsich pacientek jsou pravdépodobné zptisobeny jejich vys$si kazdodenni fyzickou aktivitou
oproti star§im Zendm. Vy3§{ polet subjektivnich komplikaci u pacientek po ablaci prsu je vysvétlovin nejen rozsahem
ranné plochy, ale i psychosocialnimi davody.

Zavér: Disekce axily patfi mezi standartni chirurgickou 1é¢bu karcinomu prsu. Samotny chirurgicky vykon bez
nasledné radio ¢i chemoterapie je spojen s 65 % dlouhodobou morbiditou pacientek. Vzhledem k posunu diagnostiky
karcinomu prsu do nizsich stadii, je tfeba hledat méné invazivni stagingovou metodu, ktera snizi morbiditu pacientek.
Perspektvni se ukazuje medota sentinelové uzliny.

ZMENY CEVNIHO ZASOBENI STREVA U IDIOPATICKYCH ZANETLIVYCH ONEMOCNENI STREV
SE ZVLASTNIM ZAMERENIM NA CROHNOVU CHOROBU

Autori: 1. Rathous, D. Kachlik

Skolitel:  doc. MUDr. Milan Lukas, CSc. - IV. interni klinika 1. LF a VFN

Prace vychézi ze studia cévniho zasobeni normélniho stfeva, které probihd v Anatomickém ustavu 3. LF UK Praha.
Stejnou metodou nyni zadinime zpracovavat stfevo postizené idiopatickym zdnétem.
V této prici bude prezentovin zpiisob odbéru a zpracovani stieva.
Daile bude prezentovin prvni vysledek zpracovini stfeva postizeného Crohnovou chorobou. Bude provedeno srovnéni
s normalnim stfevem.

FUNKCNIi A DECHOVE PARAMETRY U ROZTROUSENE SKLEROZY MOZKOMISNI (RS) - MOZNY
PODIL NA VZNIKU UNAVY

Autofi:  Kamila Rasové, Petr Brandejsky, Eva Havrdova, Jan Ruzicka

Skolitel: as. MUDr. Eva Havrdové, CSc. - Neurologicka klinika 1. LF a VFN

Uvod: z literarnich udaja vyplyva, Ze se snizené funkéni a dechové parametry mohou podilet na vzniku dnavy u
nemocnych s RS.

Metoda: u 54 nemocnych v remitentnim stadiu RS, ktefi neméli Zadné akutni respira¢ni onemocnéni, jsme hodnotili
stupen disability dle Expanded Disability Status Scale (EDSS) a tnavu dle Modified Fatigue Impact Scale (MFIS).
Vysetfovali jsme dechové (metodou pritok-objem na spirometru) a funkéni (metodou anaerobniho prahu na bicyklovém
spiroergometru) parametry, které jsme porovnavali s normami zdravé netrénované populace. Ke statistické analyze jsme
vyuzili Statistical Analysis System.

Vysledky: v souboru bylo 14 muzi a 40 zen, pramérny vék byl 37,03 10,1let, EDDS2,8 +1,53, délka trvani onemoc-
néni 8,33 +6,62. Maximélni funkéni parametry W/kg, HR, VE/kg, MET, VO,/kg/ml, BF, VTex (p<0,001), O,HR
(p<0,05) a spirometrické parametry PEF (p<0,001) a MEF5 5 25 (p<0,05) byly signifikantné sniZeny, zatimco hod-
noty RQ, EqO,, EqCO, VCin, VCex, ERV, FVC, FEV; byly v normé. Unava se signifikantné zvySovala v zavislosti na
stupni EDSS (p<0,05), pfedevsim s postizenim mentalniho a mozec¢kového funkéniho systému, vékem (p<0,1) a délkou
trvani onemocnéni, naopak se snizovala s relativni vdhou (p<0,1). Mezi inavou a nékterymi spiroergometrickymi
parametry METS (p<0,001), VTex, HR, VO,/kg/ml, O,HR (p<0,05), W/kg, VE/kg (p<0,1) jsme prokazali statisticky
vyznamnou zévislost, zatimco mezi inavou a spirometrickymi parametry ne.

Zavér: funkéni parametry jsou jiz u nemocnych s RS s relativné nizkym stupném disability sniZzené. Snizuji se v zdvis-
losti na EDSS a délce trvini onemocnéni, podileji se na vzniku dnavy. Signifikantné snizené hodnoty vydechovych ry-
chlosti, z kterych mizZeme usuzovat na svalovou slabost nemocnych s RS, se na vzniku tnavy pravdépodobné nepodileji.
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ZMENA KINETICKYCH PARAMETRU VYCHYTAVANI TRIJODTHYRONINU ERYTROCYTY,
SEROTONINU TROMBOCYTY A FLUIDITY MEMBRAN U PACIENTU S DEPRESI
Autor: Lucie Starkova

Skolitel a spoluautor: RNDr. Zdenék Fisar, CSc., MUDr. Ivo Paclt, CSc. - Psychiatricka klinika 1. LF a VFN

U pacienti s depresi byly opakované v riznych studiich pozoroviny zmény vlastnosti bunéénych membran oproti
zdravym kontroldm. Tyto zmény perifernich parametri mohou byt odrazem systémovych zmén u pacienti s depresi.
Pacienti s depresivnim onemocnénim maji narusenou aktivitu hypotalamo - hypofyzo - thyroidalni osy. Pfedpokldda se
souvislost mezi depresi a zménou parametrd vychytivani L-T3 do erytrocytd.Vzijemné ovlivnéni parametri L-T3
a L-tryptofanu hraje roli v dynamické dostupnosti plazmatického tryptofanu. Dostupnost tryptofanu v plazmé je dilezita
pro syntézu serotoninu v mozku. Trombocyty se bézné pouzivaji jako model centralni funkce serotoninu. Serotonin je
transportovan pies membrinu specifickym pienasedem (SERT).

U depresi pfedpoklddime na zdkladé mnohych studii sniZzenou aktivitu SERT, kterou posuzujeme na zikladé zmény
kinetickych parametra vychytivini serotoninu do trombocyti. Je pravdépodobné, Ze u pacientt s depresi budou kinetické
parametry vychytdvani do erytrocyti i trombocytd zménény. Tyto zmény mohou byt v disledku zmén v lipidoproteinovych
interakcich. Zména membrinové fluidity muize ovliviiovat funkei transmembrdnovych pfenaseovych systému.

Do nasi studie bylo zahrnuto 18 osob s prvné diagnostikovanou depresi pfed nasazenim medikace a po 1 mésici lécby
citalopramem v dévce 10 az 60 mg a 28 zdravych kontrol. Deprese byla klinicky hodnocena pomoci Hamiltonovy skaly
a Beckovy sebeposuzovaci $kaly pro depresi. Sledovali jsme zmény kinetickych parametra (K, a V ,,,,) vychytavani tri-
jodthyroninu erytrocyty a serotoninu trombocyty. Déle jsme u vzorka pacientd s depresi méfili fluiditu plazmatickych
membrin erytrocytd.

Cilem studie bylo zjistit, zda dochazi ke statisticky vyznamnym zméndm jednotlivych parametrii v prabéhu lécby
a zda mezi sebou né&jakym zpusobem koreluji. Zajimalo nds také jaky vliv md na tyto interakce podavani antidepresiv.

ELEARNING - PODPORA VYUKY KLINICKYCH OPERACNICH OBORU NA 1. LEKARSKE
FAKULTE UK
Autofi:  S.Tréa, M. Spunda, 7. Krika, J. Svab, M. Peskova
Skolitelé: doc. MUDr. Z. Kréka, CSc. - I. chirurgicks klinika 1. LF a VFN,
doc. ing. M. Spunda, CSc.- Ustav biofyziky 1. LF

Na klinickych ustavech lékaiské fakulty je zakladni podminkou praktické vyuky ucast studentd pii vySetfovacich
a lé¢ebnych postupech. Je obtizné dosihnout souladu mezi potfebami vyuky a okamzitymi moznostmi Gstavi, zvlasté
u operacnich obort. Jedna z mozZnosti jak lépe zpfistupnit tuto oblast je vyuzit vypoletni techniku (fakultni pocitacové
sité) a modern{ metody zobrazeni dat. Ke spoluprici na tomto tématu jsme byli vyzvini Ustavem biofyziky 1. LF UK
ina 1. chirurgické klinice VFN a 1. LF.

V soucasnosti probihd vycvik v prici s digitdlni zéznamovou technikou, sezndmeni se zaklady filmafské techniky
a praktické ziskdvani dovednosti pfi zpracovani obrazového materidlu. Vznikd zaklad archivu digitinich vyukovych
videosoubort. Tyto pochédzeji z prostiedi operacnich sali nadeho ustavu. Jsou pofizoviny na videokameru formatu D8
a zpracovininy na PC se sofwarem umoziiujici ¢innost filmové stfizny.

Vzhledem k uzké specializaci oboru ¢innosti, potfebou Cetnych okamzitych reakei na neocekivané zmény situace,
povazujeme za nezbytné zvlddnuti techniky sezndmenym odbornikem -lékafem, nikoli profesiondlnim kameramanem.

V naSem sdéleni - pfednaSce - budeme elektronickou formou prezentovat téz prvni konkretni vysledky, tedy
videosekvence a moznosti téchto informaénich medii v nasich podminkach.

Tato forma vyuky je vyuzitelnd jak ve vyuce pre- tak i postgradujalni a mé tedy vyznam i pro akreditaci pracovisté.

Zamér koresponduje se soucasnym programem Evropské unie: Akéni plan eEurope. Souéésti je 1 iniciativa Elektro-
nické uceni (eLearning).

Vysledky budou postupné prezentovany v ramci fakulty, zpFistupnény studenttim na fakultnim WWW serveru. Dile
lze poéitat s uvolnénim pfistupu i pro dalsi vybrana akademicka pracovisté. Jedna se o vstupni sdéleni.

OVLIVNENI EXCITABILITY MOZKU U DOSPELYCH POTKANU VYSTAVENYCH VYSKOVE HYPOXII
Autofi:  Iveta Valkounovi, Dana Maresova, Stanislav Trojan

Skolitel: ~ prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc. - Fyziologicky ustav 1. LF

Uvod: béhem stirnuti organismu vznikaji v mozku morfologické a funkéni zmény, které mohou zpisobit i zménu
excitability korovych neurond.
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Metodika: samci potkana kmene Wistar ve véku 90 dnii a 18 mésici byli vystaveni vyskové hypoxii 7000 m v hypo-
barické komote po dobu 8 hodin denné, 13x v pribéhu 17 dni. Epileptické zichvaty jsme vyvolavali opakovanou (5x)
nadprahovou elektrickou stimulaci senzorimotorické kary 18. den pokusu.

Vysledky: nadprahovi elektrickd stimulace senzorimotorické kiry vyvolala epilepticky zachvat - korovy nésledny
vyboj (KNV). Opakovanou expozici hypobarické hypoxii se trvani zichvatli u 90 dennich zvifat (proti zvifatim hypoxii
nevystavovanym) nezménilo (3,26 s vs. 3,02 s), u 18 mési¢nich se zkritilo (2,72 s vs. 1,28 s).

Zavér: snizend schopnost zpétného vstfebavani glutamdtu u starnoucich potkant, inhibi¢ni ptsobeni katecholamini,
jejichz hladina se béhem hypoxie sniZuje a po jejim skonceni docasné stoupd, a zmény v interakci mezi glutamatem a os-
tatnimi neurotransmitery, jako s dopaminem a s GABA, by mohly byt pfi¢inou popsané rozdilné excitability.

Prdce je podporovina GA UK 31/2001 a MSM 111100001.
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SEKCE PRACI PREGRADUALNICH STUDENTU - CAST TEORETICKA

1. misto

SUCCESSFUL ENGRAFTMENT OF DONOR
CELLS DEPENDS ONTIME INTERVAL
BETWEEN CYCLOPHOSPHAMIDE

AND IRRADIATION IN EXPERIMENTAL
MURINE MODEL OF BONE MARROW
TRANSPLANTATION

=

Tereza Pelichovska
Autofi:  Tereza Pelichovska, Ludék Sefc
Skolitel: MUDr. Ludék Sefc, 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: 6€0Co, 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-Sy,5 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 CHTdR) 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 SHTdR was calculated.
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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)
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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 (Dg 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)
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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).

100 [~
S DR TR e i
— -
£ T
B nrr f’* —- CY5 —» - CY7
E i
'5 /”
- 1
5 f
B3 50" g
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Months after transplantation
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. misto

VYZNAM NT-3/TRK C SIGNALIZACE PRO TVORBU PACINIHO
TELISEK NA BERCI U MYSI

Autor:  Jifi Sedy
Skolitel:  doc. MUDr. Milos Grimm, DrSc. - Anatomicky ustav 1. LF

Souhrn

Vyvoj mechanoreceptorii je podminén morfogenetickymi interakcemi senzitivnich nervil a cilovych bunék v periferii.
V téchto interakeich se uplatiiuji neurotrofiny a neureguliny. Cilem této studie je zjistit vyznam neurotrofinu N'T-3 a jeho
trkC receptoru pro tvorbu Paciniho télisek, kterd patii mezi opouzdfené, rychle se adaptujici mechanoreceptory.
Na membrana interossea cruris a pfilehlé plose distilniho konce fibuly se konstantné vyskytuje skupina téchto télisek.
Jsou inervovina z n. interosseus dorsalis a jejich pocet je dobfe stanovitelny.
Ke studiu byly pouzity novorozenci mutantnich kment my$i s inaktivovanym genem NT-3 (Farinas et al., 1994) a s ne-
funkéni tyrosinkindzovou doménou trkC receptoru (Klein et al., 1994) . Byly analyzovini homozygoti, heterozygoti
i wild type. Téliska byla znazorfiovina po mikropreparaci in situ prikazem acetylcholinesterazy (Karnovsky, Roots 1964)
modifikovanou pfiddnim Tritonu X-100 do inkuba¢niho media. Stanoveni poc¢tu Paciniho télisek ukazalo, ze u trkC
mutantnich my$i se tvofi o 10,05 % méné Paciniho télisek a u NT-3 mutant o 37,30% méné nez u kontrolnich zvifat.
NT-3/trkC signalizace je tedy jednim z faktord, ktery ovliviiuje vyvoj Paciniho t&lisek.

Kli¢ova slova: Paciniho téliska - vyvoj - NT-3 - trkC - mys

Uvod

Paciniho, nebo téz Vater-Paciniho téliska jsou jednim z rychle se adaptujicich opouzdienych mechanoreceptort.
Registruji vibrace v rozsahu 20 - 1500 Hz s maximem okolo 200 - 400 Hz. Jsou inervovina aferentnim If nervovym
vldknem, které je obklopeno vnitfnim sloupcem, slozenym ze Schwannovych bunék. Vnitfni sloupec obklopuje nékolik
vrstev lamel a zevni vazivovy obal (Iggo, Andres, 1982). Paciniho téliska lezi v podkozi, v kloubnich pouzdrech, na liga-
mentech, periostu, interossedlnich membranach a také v mesenteriu. Vyvijeji se v prenatdlnim obdobi a jejich pocet je
druhové specificky a je konstantni pro uréitou oblast (Zelend, 1994). U my3i se na dorzalni strané membrana interossea
cruris konstantné naléza 35 - 42 Paciniho télisek (Nava, 1988), kterd inervuje n. interosseus posterior.

Vyvoj Paciniho télisek pravé tak jako vyvoj i dalsich mechanoreceptori je podminén morfogenetickymi interakcemic
senzitivnich nervii a cilovych bunék v periferii, jak doklddaji denervaéni vyvojové studie (Zelend, 1978, 1994). V téchto
interakcich se uplatfiuji neurotrofiny a neureguliny (Lopez et al., 1998, Kopp et al., 1997).

Neurotrofiny jsou skupinou proteinti, které maji fadu trofickych funkeci v dospélém i vyvijejicim se organismu.
Neurotrofiny tvofené cilovymi tkanémi podporuji pfezivani neuront, které danou oblast inervuji a maji vliv na zachovéni
jejich funkce. Do rodiny neurotrofini patfi nervovy ristovy faktor (NGF), rstovy faktor izolovany z mozku (BDNF),
neurotrofin 3 (NT-3), NT-4/5 a ristovy faktor izolovany z gliovych bunék (GDNF). Vechny tyto faktory se vazi na piis-
lu$né tyrosinkinazové receptory (trkA, trkB a trkC) a s niZsi afinitou také na receptor p75 (Barbacid, 1994).

Na TrkC receptor, ktery se vyskytuje v nékolika isoforméch (Tessarollo, 1998), se jako jediny z neurotrofint vize

neurotrofin N'T-3, ktery se viak rovnéz véze na receptory trkA, trkB a p75, ale s mensi afinitou.
Je znamo, ze Paciniho téliska exprimuji p75, trkA (Lopez et al., 1998, Vega et al., 1996), trkB (Stark, 2001) a neuregulin
(Kopp et al., 1997). V piedpokusech jsme zjistili, Ze axon inervujici télisko exprimuje také trkC receptor, a ze i obaly
téliska vykazuji trkC pozitivitu. Zajimalo nds proto, zda se NT-3/trkC signalizace uplatiiuje za vyvoje Paciniho t&lisek.
U NT-3 -/- mysi, kterym chybi proprioceptivni receptory ve svalech (svalovd vieténka a Golgiho slachovd téliska), byla
Paciniho téliska pozorovina, jejich pocet viak sledovin nebyl (Ernfors et al., 1994). Konstantni skupina télisek na bérci
umoziuje zjistit kvantitativné zda je jejich vyvoj narusen, je-li vyfazena NT-3/trkC signalizace.

Materiél a metody

A - Pougité kmeny mysi

Ke studiu exprese trkC receptoru v Paciniho téliscich a k ndcviku preparace télisek byly pouzity normélni dospélé mysi
C57B1 (AnLab, Praha).

Vyznam NT-3/trkC signalizace pro vyvoj Paciniho télisek byl studovin u dvou mutantnich kmend mysi: 1. kmen
s nefunkéni tyrosinkindzovou doménou trkC receptoru (Klein et. al.,, 1994) a 2. kmen s inaktivovanym genem pro
NT-3 (Farinas et al., 1994). Byly pouziti homozygoti (-/-), heterozygoti (+/-) i wild type (+/+). Ve vSech pfipadech

byla hodnocena téliska z koncetin novorozenych mysi. Koncetiny N'T-3 mutantniho kmene nim laskavé poskytla
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prof. MUDr. J. Kucera (Dept. of Neurology, Boston University School of Medicine) a koncetiny trkC mutanty
poskytla prof. Dr. M. Sieber-Blum (Dept. of Cell Biology, Neurobiology and Anatomy, Medical College of Wisconsin).
Genotypizace byla provedena v jejich laboratofich.

B - Imunohistochemické zndzornéni trkC receptoru v Pacinibo téliscich.

Dolni koéetina mysi usmrcenych pentobarbitalem byla fixovina 4% paraformaldehydem pfes noc a poté byla vypre-
parovana skupina Paciniho télisek spolu s nervus interosseus posterior. Vypreparovand téliska byla vyprana v K fosfitovém
pufru, prosycena sacharosou (7.5% a dale 15%), zalita do O.C.T. compound (Miles Scientific) a zmrazena v tekutém
dusiku.

Sériové 8 um silné kryostatové fezy byly pfendseny na silanizovana skla. Po vyprani v PBS byla blokovina endogen-
ni peroxidza (0.6% peroxid vodiku v metanolu) po dobu 20 minut, pak znovu prana. Nésledné byly fezy pre-inkuboviny
s 50 mM glycinem v PBS 20 minut pfi pokojové teploté a pak byly inkuboviny v normélnim kozim séru (NGS, 1:20
v PBS 5 2% BSA) po dobu 20ti minut pfi pokojové teploté k redukci nespecifickych vazeb. Poté byly proplachoviny 3x5
min. s 0.1% BSA (Aurion BSA-C™, pH 7.4 ). Anti-TrkC protilatka (rabbit IgG #sc-117, non-crossreacting with TrkA
and TrkB, Santa Cruz Biotechnology) byla aplikovina v fedéni 1:150 v 0.1% BSA pfes noc pii 4°C. Nésledovala inkubace
s goat anti-rabbit sekundérni protilatkou znacenou peroxiddzou (fedéni 1:200 v 0.1% BSA) po dobu 90 minut pfi poko-
jové teploté. Poté byly fezy prany 6x5 minut v 0.1% BSA. Reakce byla vizualizovina inkubaci v 3-3' diaminobenzidinu
po dobu 10 minut. Negativni kontrola byla provedena pre-absorpci primarni protilatky blokujicim peptidem (200 pg/ml;
#sc -117 P, Santa Cruz Biotechnology).

C - Preparace, zndzornéni a pocitani Paciniho télisek

Byly pouzity koncletiny fixované ve 4% paraformaldehydu a prané v PBS. Byl odstranén m. triceps surae a svaly
hluboké skupiny flexori. P¥i odklapéni m. flexor digitorum longus byl pferusen n. interosseus posterior. Skupina télisek
na distilnim konci fibuly a pfilehlé membrana interossea byla ponechéna in situ spolu s distalni polovinou nervu. Téliska
byla zndzortiovina pritkazem acetylcholinesterazy inkubaci s acetylthiocholinjodidem pfimou metodou (Karnovsky, Roots,
1964) pii teploté 37°C 8-12 hodin. Inkubaéni roztok byl modifikovan pfiddnim tritonu X-100 (250 pl na 37,8 ml

roztoku). Po zndzornéni byla téliska kvantifikovina pod preparaénim mikroskopem.

Vysledky

Imunohistochemicka reakce s protilatkou, kterd se vdaze na trkC receptor ukizala pozitivitu v nervovém vldknu,
ve vnitinim sloupci a slabéji také v lameldch a zevnim vazivovém obalu Pacinihu téliska dospélé mysi (obr. 1). Rovnéz
mysi kritce po narozeni vykazuji téliska trkC positivitu v centralnim nervovém vldknu a ve vnitinim sloupci. Pozitivita
v lameldch a zejména v zevnim vazivovém obalu je vyraznéjsi nez u dospélych zvifat.
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Obr. 2.: Pohled na dorsalni stranu distalni ¢dsti bérce levé ~ Obr. 3.: Paciniho téliska dospélé kontrolni mysi znazornéna
koncetiny kontrolni dospélé mysi zachycuje hlavni skupinu prikazem jejich acetylcholinesterdzové aktivity. Reakéni
Paciniho télisek, kterd slouzila kvantitativnimu sledovéni. produkt je lokalizovin v butikdch vnitfniho sloupce (3ipka)
Teliska (silnd bila $ipka) lezi na periostu distdlniho konci  a v axonech.

fibuly (F) a pfilehlé isti membrana interossea cruris.

Tenk4 bila sipka - n. interosseus posterior.

Na dorsilni strané bérce u mysi lezi podél prabéhu a vétveni nervus interosseus posterior 35-42 Paciniho télisek
(Nava, 1988). Detailngjsi popis ukazuje, ze mald skupinka télisek lezi podél zp&tné vétvicky n. i. p. k proximéalnimu dseku
fibuly. Hlavni a nejvétsi skupina télisek (obr. 2) lezi na dorsilni strané distélniho konce fibuly a pfilehlé ¢4sti membrana
interossea a obsahuje 23-30 télisek s malym rozdilem primérného poc¢tu u dvou studovanych kment (tab. 1., 2.).
Posledni, mald skupinka télisek lezi na tibii medidlné od hlavni skupiny. Preparace télisek po jejich zndzornéni prikazem
acetylcholinesterdzové aktivity (obr. 3) je snadnd u dospélych mysi, kdeZto u novorozenych zvifat se nim dafilo spolehlivé
vypreparovat a zndzornit pouze hlavni skupinu télisek. Zvolili jsme ji proto pro kvantitativni sledovani.

U mysi s afunkéni tyrosinkindzovou doménou trkC receptoru je patrné signifikantni sniZzeni poctu télisek
z 25.57%0.75 télisek u wild type, na pramérny pocet 23+0.65 télisek (-10,05 %) u homozygoti. U heterozygoti byl
pramérny pocet télisek 26.60£0.25 (+ 4,03 %), coz je nesignifikantni rozdil oproti wild type (tab. 1).

U kmene mysi s inaktivovanym genem pro N'T-3 je ubytek télisek vyraznéjsi nez u pfedchoziho kmene. U wild type
jsme nalezli 27.83+0.60 télisek. U heterozygoti 22.00£0.77 (- 20, 95 %). U homozygoti pak pouze 17.45£0.21 télisek,
coz piedstavuje tbytek 37,30 % télisek (tab. 2). Zajimavym zjisténim je vymizeni stfedové oblasti hlavni skupiny télisek
u NT-3 knockout homozygotnich mysi, zatimco u trkC knockoutu ubyvala t&liska difuzné (obr. 4). V misté chybéjicich
télisek byly patrné jen zbytky jejich vazivové slozky.

Diskuse a zavéry

Ovefili jsme, Ze ohraniena skupina stabilniho poctu Paciniho télisek na dorsilni strané bérce u mysi je vhodna ke
studiu vyznamu gend, které jsou exprimovény za vyvoje nervového systému. Jiz dfive byly mechanoreceptory na bérci
vyuzity k elektrofyziologickym, denervaénim a experimentilné embryologickym studiim u ko¢ky (Hunt et al., 1960),
laboratorniho potkana (Zelend et al., 1980), bilé leghornky a japonské kiepelky (Zelend et al., 1997, Grim et al., 1999).
U ptaka odpovidaji Paciniho téliskim téliska Herbstova. Paciniho i Herbstova téliska lze zndzornit osmifikaci nebo his-
tochemickym prikazem jejich acetylcholinesterdzové aktivity (Zelend, 1994).

Je zndmo, Ze Paciniho téliska exprimuji neurotrofinové receptory p75, trkA (Lopez et al., 1998; Vega et al., 1996), trkB
(Stark, 2001) a neuregulin a jeho receptory (Kopp et al., 1997). Imunohistochemicky prikaz trkC receptoru v axonu
iv obalech Paciniho téliska rozsifuje spektrum receptort, které jsou v tomto mechanoreceptoru exprimovany. Toto $iroké
spektrum exprimovanych receptort ukazuje, Ze se - kromé neuregulinu - ve vyvoji a uchovavéni Paciniho t€lisek uplatiiu-
je vice neurotrofint. Nase studie ukazala, ze k nim patii i neurotrofin N'T-3. Jeho vyfazeni mélo za nésledek tbytek 37,30%
Paciniho télisek. Vyfazeni trkC receptoru se projevilo mensim ubytkem télisek, pouze o 10,05%. Tento rozdil lze vysvétlit
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Tabulka 1:

Pocet Paciniho télisek u novorozené mysi s nefunkéni tyrosinkindzovou doménou trkC receptoru ve srovnini s wild type.

Genotyp Paciniho téliska v hlavni skupiné Zmény
(pramér = S.E. M.) v procentech
TekC (+/4) 2557 +0.75 100,00 %
TrkC (+/-) 2660 +0.25 +4,03 %
TrkC (-/-) 23.00 £ 065" 210,05 %

n = 5-8 in each group. *) signifikantné niz§i vzhledem k wild type (p = 0.009) a heterozygottim (p = 0.002).

Tabulka 2: Pocet Paciniho télisek u novorozené mysi s vyfazenym genem pro NT-3 ve srovnani s wild type.

Genotyp Paciniho téliska v hlavni skupiné Zmény
(primér + 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.
*) signifikantné niz§i vzhledem k wild type (p = 0,0043)
**) signifikantné nizsi vzhledem k wild type (p = 0.00016) and heterozygotim (p = 0.00046).

?\.

Obr. 4.: Skupina Paciniho télisek na dorsalni plose fibuly
(F) u novorozené N'T-3 knockout homozygotni mysi.

¢ V centu skupiny (velkd bila Sipka) neni aktivita
. acetycholinesterdzy patrna. Pozitivitu vykazuji pouze
distaln¢ ulozena téliska (tenka bil sipka).
{ Cerna sipka - n. interosseus posterior.
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soucasnou afinitou NT-3 1 k p75, trkA a trkB receptorim, ktera je vSak niZsi, nez v piipadé trkC receptoru.

Zjistili jsme jen Caste¢né vymizeni Paciniho télisek. Za zachovani 62,70% bércovych télisek u NT-3 -/- mutantnich
mysi jsou s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédné dalsi trofické faktory. Pro jejich blizsi uréeni, bude tfeba provést
kvantitativni studie poc¢tu Paciniho télisek po vyfazeni gent kédujicich jednotlivé neurotrofiny a jejich receptory.
Neprovedli jsme dosud podrobnou histologickou studii, ale vymizeni acetylcholinesterazové aktivity v nékterych téliscich
u NT-3 -/- mutantnich novorozenych mys{ pii soucasné persistujicich zbytcich jejich vazivové slozky naznaluje, ze téliska
se zpolitku tvofila, ale jesté v prenatilnim obdobi se zacala rozpadat. Bylo zjisténo (Ernfors et al., 1994), Ze ve spinilnich
gangliich u N'T-3 -/- novorozencii klesd pocet neuroni az na 45+12% jejich obvyklého poctu. Chybéjici neurony patii ke
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skupiné velkych neuront, které inervuji proprioceptory a také nékteré mechanoreceptory (Chen et al., 1999).
Je proto pravdépodobné, Ze rozpad télisek je zpisoben ztritou inervujicich neuroni. K bliz§imu objasnéni vyznamu
NT-3/trkC signalizace bude déle téeba studovat produkei N'T-3 v cilové tkéni, ktera tvoi{ vazivovou slozku Paciniho téliska,
a kterd je zfejmé v urcité fizi vyvoje zdrojem trofickych signalii pro axony neuronti vristajicich do periferie.
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Uvod

Laboratorni potkan je jiz dlouho pouzivin v biomedicinskych oborech k vyzkumu fyziologie a patofyziologie. Stal se
preferovanym modelovym organismem pro studium genetiky mnoha komplexnich chorob jako je hypertenze, non-in-
zulin-dependentni diabetes mellitus, choroby ledvin, autoimunitni onemocnéni a poruchy chovini. V soucasnosti je
kladen velky diraz na objasfiovini podstaty zkoumanych jevit na drovni DNA. Pro uspokojeni téchto pozadavku se
v poslednich letech intenzivné provadi genetické mapovani nejpouzivanéjdich kmend laboratorniho potkana, a to jak
metodou klasického vazebného genetického mapovini, tak fyzického mapovani (radia¢nich hybridd, genomovych kni-
hoven). Na tyto metody strukturdlni genomiky, kterd popisuje genom, navazuji posléze metody genomiky funkéni, které
pomihaji odhalit funkei a interakce vytipovanych kandidatnich gent. Kmen BN (Brown Norway) byl pro léta 2001
az 2003 vybran k Gplné sekvenaci a zafadi se tak spolu s Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhab-
ditis elegans, Arabidopsis thaliana, Mus musculus, viry a bakteriemi do skupiny osmi geneticky nejlépe prozkoumanych
organismi (1.). Tento kmen je jednim z progenitori nimi pouzivanych linii véetné sady PXO.

V této prici je pouzit model genetické determinace malformalniho syndromu koncetin u potkana, ktery spociva
v souboru kongennich a rekombinantnich inbrednich (RI) kmend nesoucich mutantni gen (Lx) pro syndrom polydak-
tylie-luxace (PLS). Tento model je dlouhodobé rozpracovavin od zichytu malformacni mutace v roce 1969 (2.). PLS
je determinovin genem velkého G¢inku Lx, ktery je lokalizovin na potkanim chromozomu 8. Minimalnim fenotypovym
projevem této alely je preaxidlni polydaktylie zadnich konéetin, déle se vyskytuji malformace kosti stylopodia, zeugopo-
dia i pletenct koncetin. Vyvoj kongennich a RI kmenu prokazal vyrazny vliv modifikujicich faktort genetického pozadi
na fenotypovy projev determinujiciho genu Lx (3.) 1 na vysledek interakce tohoto genu s teratogeny (4.).

Rekombinantni inbredni (RI) kmeny jsou dlouho §iroce uziviny k mapovini nejriznéjsich mendelovsky dédi¢nych
a kvantitativnich znakd. Sada rekombinantnich inbrednich kmeni je fixovana F2 populace vznikld opakovanym kiiZzenim
dvou vysoce inbrednich progenitornich kment systémem bratr x sestra (inbredizace) po vice nez dvacet generaci. Vysled-
kem je soubor kment nesoucich riizné kombinace genomi pouzitych progenitornich (rodicovskych) kment v homozy-
gotni formé, ¢imz je simulovdna populace s kontinudlni distribuci kvantitativnich znakd. Kazdy rekombinantni genom
je replikovany jako izogenni linie, diky tomu mohou byt odchylky zptsobené vlivy prostfedi a technickymi chybami mini-
malizovany. Jedinci jednoho kmene jsou tedy geneticky téméf identi¢ti a v rdmci experimentu volné zaménitelni, tedy je
mozné providét studie G¢inkid genud za riznych podminek s geneticky stejné definovanym zvifetem. Vyhodou je zvyseni
heritability komplexnich genetickych znaki a zvyseni vyhlidek na mapovéni vyvolavajicich QTL (quantitative trait loci).

RI kmeny se pouzivaji k odhalovini interakei genomu s prostfedim a pleiotropniho t¢inku gend. Tyto dulezité as-
pekty jsou v genetice jen tézko analyzovatelné, pokud by se pouzivalo klasické mapovani populaci, v nichz je kazdy genom
jedine¢ny. Dalsi vyhodou RI kmenu je, Ze genotypy zjisténé riznymi vyzkumnymi skupinami pouzivajicimi odlisné
metody genotypizace stejnych kmenti mohou byt propojeny k vytvofeni podrobné vazebné mapy. Uzite¢nost RI sad
a pravdépodobnost dspésného mapovini jakéhokoli dédi¢ného kvantitativniho znaku nebo nového monogenné
dédi¢ného znaku je zdvisla na poctu spolehlivych a spravné zafazenych markerd v SDP (strain distribution pattern)(5.).

Kyselina retinova (RA) patii mezi derivity vitaminu A - retinoidy. Jedna se o velmi vyznamnou skupinu 1é¢iv, pouzi-
vanou pfevazné v hematologii, onkologii hlavy, krku a mlé¢né Zlazy jako chemoprofylaktika a v koznim lékafstvi, kde se
podavaji celkové i lokalné.

Teratogenni uc¢inek retinové kyseliny byl popsin jako prvni u mysi, pozdéji i u potkana a nékteré epidemiologické
studie naznacuji teratogenni G¢inek vitaminu A i u ¢lovéka.

Vystaveni embrya nadbytku & nedostatku vitaminu A vede k poruse vyvoje. Spektrum poruch zptsobenych jak nad-
mérnou, tak i nizkou nabidkou retinoidd se muze dokonce pfekryvat, ale existuji i specifické projevy nadbytku.
U riiznych druhii se teratogenni projevy retinoidii 1if a rizné derivity retinolu jsou odlisné silnymi teratogeny. Na kufeci modelu
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vysokd koncentrace RA v blizkosti kon&etinového pupenu kiidla vytvaii nové ZPA (zone of polarizing activity), a zpisobuje tak
zrcadlovou duplikaci prstd. U ostatnich druht patfi mezi projevy encefalokéla, rozstépové vady v oblasti dutiny
uUstni, brachygnathie nebo oéni defekty. U potkant se nadmémné podani all-trans-RA projevi i vysokym poctem fetdlnich
resorpei a nalezy mrtvych plodd (embryoletalita), naopak napf. 13-cis-RA je pro potkany velmi slaby teratogen. Teratogenni
uCinek rovnéz zavisi na vyvojové fizi pisobeni - pii podini okolo 9. gestaéniho dne dominuje postizeni CNS a kraniofacidlni
oblasti, 13. den jsou projevy maximalni na koncetinich a urogenitdlnim systému. Vyznamnou roli také hraje podand dévka. Nizké
dévky (10 mg/kg) jsou toxické v ranych fazich vyvoje, pro vyvolani defekti béhem organogeneze jsou nutné davky vyssi (100 mg/kg).

V organismu retinoidy interaguji s mnoha transportnimi a regulaénimi proteiny, které napifiklad ovliviiuji jejich dis-
tribuci (CRBP) nebo metabolismus (CRABP I a II). Cilovou strukturou jsou oblasti DNA, tzv. response elementy
(RARE), na néz se RA spole¢né se svymi receptory (RAR, RXR ve formé homo- a heterodimert) véze, a reguluje tak
genovou expresi. Mezi geny, které ve svych regulacnich oblastech obsahuji RARE, patfi mimo jiné i homeboxové geny
(u mys$i prokdzan v Hoxal, Hoxb-1, Hoxd4), které hraji klicovou roli béhem vyvoje konéetin. Specifické kombinace Hox
gend ovliviluji expresi cilovych gend, které odpovidaji za jedine¢né vlastnosti diferencovanych tkani (6.).

Vyhleddvini gent majicich v rdmci PLS vztah k pasobeni retinové kyseliny dopliiuje vyzkum morfogeneze koncetin
(7.). Zamérem studie bylo ovéfit variabilitu projevii pisobeni RA u nové sady RI kmend. U této sady byla provedena
morfometricka analyza parametrti zadnich koncetin fétii, které byly vystaveny psobeni RA a tyto vysledky byly pouzity
jako vstupni data pro pfedbéznou asociaéni analyzu.

Material a metody

Pouzité kmeny

Nova sada RI kmentd PXO vznikla za telem studia morfogeneze koncetin a analyzy dGéinku teratogent (kyseliny
retinové a talidomidu). Jako progenitory kment PXO byly zvoleny - polydaktylni, kongenni kmen SHR.Lx a oligodak-
tylni kmen BXH2. Oba nesou alelu Lx podmifujici syndrom polydaktylie - luxace (PLS) (2.). Tyto dva progenitorni
kmeny byly vybriny pro vyrazné rozdilnou expresivitu genu Lx, kterou kombinace gent u kmene BXH2 vyrazné zvysuje,
zatimco genetické pozadi kmene SHR ji snizuje. Stejné je tomu i s modifikaci citlivosti progenitori k G¢inku teratogenu
- kyseliny retinové (8.). PXO kmeny nové doplnuji sady RI kment BXH a HXB, které slouzi jako zvifeci modely
nékterych lidskych onemocnéni (malformace konéetin - PLS, esencidlni hypertenze, inzulinové rezistence) (9.). Véechny
PXO kmeny jsou homozygotni v alele Lx a nesou dalsi rizné kombinace modifikatord pivodu SHR nebo BN. Spole¢né
s ostatnimi RI kmeny vykazuji kontinudlni distribuci projevi PLS.

Usporddini farmakogenetické studie

Samice kmene SHR.Lx byly cilené pfipoustény a den, kdy byly ve vagindlnim vytéru zjistény spermie, byl oznacen 1.
dnem gestace. Tfinacty den gestace bylo biezim samicim podino 100 mg/kg télesné hmotnosti kyseliny all-trans retinové
(Tretinoin) v 10 ml/kg 10% roztoku etanolu v kukufi¢ném oleji Zaludeéni sondou v celkové inhalaéni anestézii. Kon-
trolnim skupindm byl stejnym zpisobem podin pouze rozpoustéci roztok. Dvacity druhy den gestace (pfedposledni den)
byly plody odebrany, zvizeny a byly vyhodnoceny pocty a tvar prsti zadnich i pfednich konéetin, déle byl vyhodnocen
pocet resorpci v jednotlivych vrzich. T¥indcty den byl zvolen pro podini RA podle pfedchozich pozorovani, kterd ukézala
maximélni malformalni u¢inek na zadni koncetiny (7.).

Genotypizace

K sestavovini SDP je pouzivino komer¢né dostupnych souborti mikrosatelitnich markert (Rat, Mit, Mgh, a dalsi)
a nékolika znimych gend (IGF2, Lsn a dals) pomoci standardniho protokolu PCR (polymerase chain reaction).
K vyhodnoceni polymorfismu délky mikrosatelitnich sekvenci (SSLP - simple sequence lenght polymorphism), coz jsou
di- az hexanukleotidové repetitivni sekvence - nejcastéji CA motivu, pouzivime elektroforetickou separaci v polyakry-
lamidovém gelu a detekei produktu po obarveni ethidium-bromidem fluorescenéné v UV svétle. Vybér a pofadi markera
jsou pfejimédny pievdzné ze stivajictho SDP ostatnich RI kmend (9.), dédle pak z vefejné dostupnych vazebnych map
a z map radia¢nich hybrida (10., 11.). Z vefejnych databdzovych zdroji vyuzivime informace pfedev$im z projektu Rat
Genome Database, které jsou poskytoviny na internetovych strankach rgd.mew.edu, zdroje informatics.jax.org provozo-
vaného tstavem The Jackson Laboratory a ratmap.gen.gu.se spravovaného spole¢nosti RatMap.

Protoze jednim z progenitord PXO kment byl kmen ze sady BXTH, ktery md pomér genetickych pozadi BN:SHR
teoreticky 1:1, je u PXO kmeni, které vznikly dal$im kiiZzenim s kmenem SHR.Lx, tento pomér jiz 1:3 a v markerech,
které byly u kmene BXH2 ptivodu SHR, neni u PXO pfitomen polymorfismus, viechny kmeny maji tyto oblasti pivodu
SHR. Toto ,nafedéni“ genetického pozadi BN umoziiuje snadné&jsi vyhledavini minor gent tohoto pozadi pomoci aso-
cia¢ni analyzy. Pro sprava SDP a asocia¢ni analyzu je pouzivin program MapManager QTX v13.
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Plody byly fixoviny v 96 % etanolu a obarveny diferencidlné na chrupavku alcidnovou modii a na kost alizarin-sulfa-

tovou Cerveni po zprihlednéni 10% roztokem hydroxidu draselného. Zadni konéetiny byly analyzovany po ziskani digitl-

niho obrazu pomoci scanneru s rozlisenim 2400dpi pomoci systému Image] v1.22d dle schématu 1.
Hybridnich féti bylo od kazdého PXO kmene pfipraveno k morfologické analyze 5 az 10 od kazdého pohlavi.

a Délka chrupavdité tibie i Distél. $itka osifikaéniho jadra tibie
b Délka chrupavéité fibuly k Distél. sitka osifikaéniho jddra fibuly
C Sitka hlavice tibie 1 Délka osifika¢niho jiddra femuru
d Sitka hlavicky fibuly m Sitka osifika¢niho j4dra femuru
€ Délka chrupav¢itého femuru n Délka osifika¢niho jadra os. ilii
f Délka chrupav¢ité panve Celkovi plocha a pocet osifikacnich
g Délka osifikacniho jadra tibie jader metatarsti
h Délka osifika¢niho jadra fibuly Plocha osifikaéniho jidra tibie
ch | Proxim. §ifka osifika¢niho jddra tibie Plocha osifika¢niho jidra fibuly
i Proxim. $ifka osifika¢niho jidra fibuly Plocha osifika¢niho jadra femuru
]
Schéma 2.:

Parametry morfometrické digitalni obrazové analyzy dvojité barvenych vzorkid zadnich koncetin féta - 22. den gestace.
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Statistickd analyza

Program MapManager QTX v13 (12.) byl pouzit pro asocia¢ni analyzu mezi vybranymi fenotypovymi parametry
a genetickou mapou RI kment (véetné PXO), kterd ma za tkol urcit vazebnou polohu geni ovliviiyjicich fenotypové
projevy alely Lx a také kvantifikovat miru vlivu dané oblasti na sledované parametry. Zdkladem byly dva testy: vazebnd
analyza a intervalové mapovani. Vazebna analyza po linedrni regresni analyze vyjadiuje pravdépodobnost vazby jednotlivych
genetickych markert v SDP s piedpoklidanym lokusem (QTL) kvantitativné ovliviiujicim hodnotu zkoumaného
parametru (13.). Tento test nezohlediiuje polohu jednotlivych markera v genetické mapé. Vysledkem je pravdépodobnost
vazby vyjadfena hodnotou P a LRS (likehood ratio statistics, analogické k LOD po vydéleni konstantou 4.6), déle pro-
centuélni podil pfipadného QTL na celkové variabilité parametru a absolutni pfispévek k hodnoté parametru z regresni
ptimky. Intervalovy test providi obdobnou statistiku, ale ne pro jednotlivé markery, ale pro jednotlivé pozice na chro-
mozomu odvozené z genetické mapy sestavené pomoci zadaného SDP, v pfipadé RI kment vyjadfené pomoci Haldanovy
funkce (zohlediiuje moznost vicendsobnych rekombinaci dle Poissonova rozdéleni) (14.).

Vysledky

Genotypizace

U viech PXO kment bylo zamapovino celkem 447 mikrosatelitnich markerd, z toho polymorfnich - tedy piivodu
BN u BXH2 je 260 markert. Pivodu SHR (H) u BXH2 je 187 markerti. Viechny PXO kmeny maji chromozomy 2
a 13 celé pavodu SHR. Je tomu tak proto, Ze u progenitorniho kmene BXH2 jsou vSechny ndmi analyzované lokusy na
téchto chromozomech tohoto pivodu od progenitora SHR.Lx nebo SHR.

Tabulka 1.: Souhrnné udaje o aktudlnim SDP PXO kment.

pivod u BXH2 genotypy PXO max. délka
chrom. markery B H vRGD 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 sloupcii:

markery - pocet mikrosatelitnich markerii mapovanych na jednotlivych chromozomech,

piivod u BXH2 - pocet mikrosatelitii piivodu BN (B) a SHR (H) u progenitora BXH2 pro jednotlivé chromozomy,
genotypy PXO - pocty genotypii piivodu SHR (H), BN (B) a pocet heterozygotnich genotypii (F),

v RGD - pocet markeri, které jsou v databizi RGD,

max. inter.(cM) - nejvétsi vzddlenost dvou markerii od sebe,

délka (cM) - délka chromozomu dle pozice posledniho nimi mapovaného markeru.
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Tabulka 1 uvadi pocet chromozomaélnich markert zamapovanych na jednotlivych chromozomech, pocet mikrosatelitt
pivodu BN (B) a SHR (H) u progenitora BXH?2 pro jednotlivé chromozomy, markery pfitomné v mapé RGD, pocty
genotypi pivodu SHR, BN a pocet heterozygotnich genotypt (F), maximélni vzdilenosti dvou sousednich lokust
a délku chromozomu dle RGD. V posledni fidce tabulky je uvedena suma zamapovanych markert, celkovy pocet markerd,
které jsou piivodu BN a SHR u progenitora BXH2, pocet markert, které jsou pfitomné v mapach RGD a celkové pocty
genotypu pivodu BN, SHR a heterozygotnich u PXO kmena.

Farmakologickd studie

Po vyhodnoceni nebyly u Ziddného z popsanych parametri pomoci Studentova nepéirového t-testu na hladiné
spolehlivosti 1%o zjistény signifikantni pravolevé rozdily. Mezipohlavni rozdily byly nalezeny pouze u délky osifika¢niho
jadra kosti kycelni. Tento parametr byl v asocia¢ni analyze zaddn pro obé pohlavi oddélené. K asocia¢ni analyze byly
mimo vysledki morfometrické analyzy zadnich konéetin fétd pouzity i dva dalsi souhrnné parametry z hodnoceni typu
zadnich koncetin: Procento resorpci, medidn poétu prstit zadnich koncetin. K nalezenym markerim byly vyhledany
nejblizsi geny podle komparativni mapy potkana a ¢lovéka ze serveru rgd.mew.edu. Tato takzvand virtualni komparativni
mapa je vytvofena na zdkladé mapy radia¢nich hybrida potkana, kterd tvoii jeji kostru. Pomoci sluzby UNIGENE posky-
tované na http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ americkou Narodni 1ékafskou knihovnou lze vyhledat homologni sekvence
k znamym sekvencim. K ndmi nalezenym markeram byly pfifazeny geny v maximaélni vzdélenosti 30 cR, coz odpovida
méné nez 3 cM.

Pro P<0,001 byly nalezeny ndsledujici asociace:

pocet osifikacnich jader metatarsi:
Chromozom 1 - D1Rat292 (104.96cM) P = 0.00008,
IGF-2 - insulinu podobny ristovy faktor 2 (104.96¢cM) P = 0.00060,

délka osifikacniho jadra kosti kycelni u samic:
Chromozom 7 - D7Rat32(11,42cM-TXNRD1 - thioredoxin reduktiza), P = 0.00059

medidn poctu prsti zadnich koncetin:

Chromozom 1 - D1Mgh2(11,98cM - SGK serin/threonin kindza regulované glukokortioidy nebo sérem), P = 0.00072.

Zavér

V riamci sady segregovalo 260 markerti. Pfedpokliddané zastoupeni genotypi pivodu SHR je teoreticky 75 %, ale
podle soucasného stavu SDP je 69,0 %. Markery jsme vybirali komplementdrné ke stdvajicimu SDP ostatnich sad RI
kmenid BXH a HXB. Diky tomu bylo mozné provést asociacni analyzu a vazebnou analyzu jak v samotné sadé PXO, tak
i po spojeni s mapou ostatnich RI kmeni.

Tato teratologicka studie je aplikaci zvifectho modelu poruchy vyvoje konéetin zalozeného na analyze rtiznych pro-
jevit syndromu polydaktylie-luxace u geneticky definovanych kmend laboratorniho potkana. Sada RI kmena PXO
je komplementirni k existujicim saddm HXB a BXH a dopliyje je o dalsi kombinace genetickych pozadi progenitornich
kmend. U PXO kmenu byla potvrzena pfedchozi pozorovéni a byla u nich prokédzana variabilita projevit PLS v kombi-
naci s poddnim retinové kyseliny. Vysledky analyzy autopodia zadnich koncetin naznacuji, Ze tento model je vhodny
k dalsi morfometrické analyze. Asociadni analyza i na malém poc¢tu kment naznacila oblasti genomu, kde je mozné pfed-
pokladat geny malého t¢inku ovliviiujici fenotypovy projev genu velkého ucinku zpiisobujiciho poruchu vyvoje konéetin
za soucasného pisobeni silného teratogenu. Tim lze povazovat tento model, vetné zpiisobu vyhodnocovéni, za vhodny
ke studiu znakd kvantitativni povahy v rimci vyhleddvani genti Gc¢astnicich se regulace vyvoje koncetin.

Projekt bude pokracovat studiem vytipovanych usekil genomu, které vyplynuly z asociaéni analyzy. Jednou z metod bude
morfometricka analyza soubézné piipravovanych dvojité kongennich kmeni, které nesou kromé dseku chromozomu 8
s mutantni alelou Lx i ¢asti chromozomu s pfedpokladanym vyskytem modifikujicich QTL. Kone¢nym cilem je indeti-
fikace a molekuldrné biologickd definice pfislusného genu.
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Uvod

Huntingtonova nemoc (HN) je autozomilné dominantné dédi¢né onemocnéni, projevujici se progresivnim
postizenim motoriky, intelektu a psychiatrickymi abnormalitami. Prevalence HN je 1:20 000. Nejcastéji se manifestuje
mezi 35. - 45. rokem a medidn pfeziti se pohybuje okolo 15 - 18 let. Patologicky gen je lokalizovin na chromozomal-
nim lokusu 4p16.3, kde dochazi k nadmérnému zmnozeni po¢tu (CAG), triplett (>41), které davaji vznik polyglu-
taminové sekvenci kédujici protein huntingtin. Funkce aberantniho huntingtinu v patofyziologii nemoci nebyla doposud
uspokojivé vysvétlena.

Prvni klinické symptomy nemoci mohou byt jak neurologické, tak psychiatrické. Demence je nejzavaznéjsim pro-
jevem onemocnéni, vedoucim ve své plynulé a neodvratitelné progresi k naprosté nesobéstacnosti. Kauzélni 1é¢ba HN
dosud neexistuje. Farmakologickd terapie je pouze symptomatickd.

Makroskopicky je nejvyraznéjsim nalezem v mozku nemocnych s HN relativné selektivni atrofie ncl. caudatus a puta-
men, v pozdéjsich stadiich je patrnd poviechnd atrofie mozku. Na CT nebo MRI je charakteristicka ztrita konvexity
pfednich rohii postrannich komor a jejich balénovité rozsifeni, k ¢emuz dochézi v z4vislosti na atrofizaci ncl. caudatus.

Smyslem studie bylo: a. srovnat velikost caput nuclei caudati u nemocnych s HN vici zdravym kontrolam, b. analy-
zovat vztrahy mezi klinickymi a laboratornimi nélezy u nemocnych HN.

Soubor a metodika

Vysetfili jsme soubor 80 pacienti s HN potvrzenou genetickym vySetfenim (34 muza a 46 Zen). Retrospektivné z do-
kumentace a z informaci od nemocnych a rodinnych piisludnika byly ziskdny informace ohledné véku na poéitku nemoci
a délky trvani onemocnéni, charakteru dédi¢nosti ve smyslu materndlni ¢i paterndlni heredity, charakteru inicidlnich sym-
ptomi nemoci (psychiatrickych nebo motorickych).

Priimérny vék souboru nemocnych v dobé vySetfovéni byl 49,2 let, smérodatna odchylka (SD) 12,7 let, mediin 50,5
let, modus 51 let, maximum 76 let a minimum 20 let, sikmost -0,056 a $picatost -0,35. Pocitek onemocnéni se mani-
festoval u pacientd v priméru v 42,8 letech 12,8 medidn 43 let, modem 55 let, max. 70 rokt, min. 10 rokq, var. rozpéti
60 let, sikmost -0,18 a $picatost -0,28. Priimérnd délka nemoci byla 6,3 let, SD 4,3, medidn 5 let, modus 5 let, max. 18
a min. 1 rok, var. rozpéti 17 let, sikmost 0,87 a $picatost -0,06. Vék na pocatku HN vykazuje rozdéleni normalni, proto
1ze ke statistickému zpracovani pouzit ve statistickém zpracovini parametrickych testd. Paterndlni heredita byla zjisténa
u 42 pacientd (52,5%), materndlni heredita byla zjisténa u 20 pacientt (25%). U 18 pacientd (22,5%) se nepodafilo zjis-
tit, kdo z rodict byl nositelem mutovaného genu (novd mutace, jiny biologicky otec, adopce). Inicialni neurologickou
symptomatiku mélo 54 pacientd (67,5%) a psychiatrickou symptomatiku 22 pacienti (27,5%). U 4 pacienti nebylo
zjisténo, ktery z inicidlnich symptomt HN se objevil jako prvni.

Velikost expanze CAG repetic byla stanovena analyzou DNA z leukocyti periferni krve.

CT vysetieni bylo provedeno piistrojem Place Plus firmy General Electric Medical Systems. Mimo standardni sken
mozku byla vySetfena oblast bazilnich ganglii v fezech o §ifce 5 mm v orbitomeatilnim sklonu. U vsech osob byla
méfena plocha caput ncl. caudati v fezu, kde byla tato oblast shledina o nejvétsim rozsahu. Méfeni tohoto jadra bylo
provadéno manuilné pomoci funkce kurzoru a funkci TRACE a ROI. Aby doslo k minimalizaci odchylek v méfen,
byla plocha pravého i levého jidra zméfena tiikrat a jejich spoleénym aritmetickym primérem byla ziskdna vyslednd hod-
nota. Ve studii jsme nezohlednovali stranovou asymetrii velikosti plochy caput nuclei caudati ani eventualni vliv pohlavi
na velikost tohoto jadra.

Pro komparaci vysledka CT vysetfeni mozku jsme shromazdili skupinu kontrolnich osob, kterou tvofilo 43 pacientd
(14 muzi a 29 zen) o pramérném véku 52,6 let, SD 14,6 let, medidnus 53 let, modus 63 let, max. 80 let, min. 19 let,
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var. rozpéti 61 let, sikmost -0,4 a $picatost 0,24. U téchto pacientd bylo indikovino CT vySetfeni pro diagnézu cefalea
¢ transitorni ischemicka ataka a v pfedchorobi u nich nebylo prokézino Zddné organické postizeni CNS ani neuropsy-
chiatrické onemocnéni. Podminkou zafazeni do kontrolniho souboru byl zcela normalni nalez CT vysetfeni.

Vysledky

Nebyl shledén rozdil mezi souborem pacienti s Huntingtonovou nemoci a kontrolami co se véku tyce (t test 0,227739
(p » 0,227 a = 0,05)). Vz4jemny pomér pohlavi mezi obéma soubory ani v jednotlivych souborech neni vyrovnany. V obou
sledovanych souboru prevazuje pocet Zen nad muzi a to vice v souboru norem. V souboru 80 pacientt s HN bylo testovano na
34 muzi (42,50%) a 46 zen (57,50%). V souboru norem o celkovém poctu 43 osob bylo 14 muzi (32,56%) a 29 zen (67,44%).

Primérna velikost plochy caput nuclei caudati v souboru pacientd s HN byla 0,44 cm?, SD 0,13 cm?, mediin
0,44 cm?2, modus 0,35 cm?, min. 0,7 cm?, max. 0,13 cm?, var. rozpéti 0,56 cm?, sikmost -0,19 a $picatost -0,27. Velikost
plochy caput nuclei caudati rovnéz vykazuje normélni rozdéleni dle hodnot $ikmosti a $picatosti a potvrzuje to i Kol-
mogorv - Smirnovovilv test pro jeden vybér (p = 0.987).
Pramérna velikost plochy caput nuclei caudati v souboru norem byla 1,17 cm?, SD 0,12 cm?, medidn 1,17cm2, modus
1,31 ecm2, max. 1,45 cm2, min. 0,83 cm2, var. rozpéti 0,62 cm?2, sikmost -0,12 a $picatost 0,83 (graf ¢.3).
Oba soubory se ve velikosti caput nuclei caudati signifikantné lisi (obr. ¢. 1 a 2), dle t testu 9,56287 x 10-48
(p < 0,001, a = 0,01).

Obr. & 1.: CT planimetrie caput nuclei caudate norem. Obr. & 2.: CT planimetrie caput nuclei caudate osob

s Huntingtonovou nemoci.

Priimérny pocet (CAG), tripletd mutovaného genu nasem souboru nemocnych byl 46,5 tripletd, mediin 45, modus
45, SD 6,25, max. 81, min. 38, var. rozpéti 43 tripletti, sikmost 3,39, $picatost 15,77. V souboru pacienti s HN je Sest
osob (7,5%), které maji u nichz se projevil tvz. intermedidlni typ dédi¢nosti. Jejich pocet (CAG)n tripletd na chromo-
zomélnim lokusu pro HN se pohybuje v intervalu 36 - 41 CAG tripletti (1 x 38 CAG, 1 x 40 CAG, 4 x 41 CAG).

Pocet CAG tripletd nemé normdlni rozdéleni, nebot ma vétsi spicatost a velky kladny stuperi §ikmosti a potvrzuje to
i Kolmogortiv - Smirnovoviv test pro jeden vybér (p = 0.002). Proto je nutné pro statistickou analyzu pouzit nepara-
metrické testy.

Z korelacni analyzy vyplyva, ze mezi poétem (CAG), tripletii a po¢itkem klinickych symptomd Huntingtonovou
nemoci je vyraznd inverzni korelace (-0,65785, a = 0,001) (graf ¢. 1).

Z korelacni analyzy vyplyva, Ze velikost atrofie caput nuclei caudati vykazuje signifikantni inverzni korelaci va¢i
délce trvani Huntingtonovy nemoci (-0,50916, a = 0,001) (graf ¢. 2). Pfirozena atrofie caput nuclei caudati u nasich
norem viak rovnéz signifikantné inverzné koreluje s vékem (-0,36561, a = 0,01) (graf &. 3). Velikost plochy caput ncl.
caudati v analyzovaném souboru ani u jednoho pacienta s Huntingonovou nemoci nedosahuje nejmensi velikosti
plochy caput nuclei caudati v souboru nasich norem.



Graf. & 1.: Inverzni korelace mezi poctem tripletii a vékem na poc¢itku nemoci
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Graf.. 2.: Atrofie caput nuclei caudati v zavislosti na délce trvani nemoci
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Graf. & 3.: Zmény ve velikosti caput nuclei caudati v prabéhu stdrnuti u zdravych kontrol
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Podle deskriptivnich statistickych metod a Mann - Whitneyova testu (p = 0.422) pocet tripletd neurcuje, zda se
Huntingtonova nemoc inicidlné manifestuje neurologickymi ¢i psychiatrickymi symptomy.
Rovnéz podle deskriptivnich statistickych metod a Mann - Whitneyova testu (p = 0.921 ), neni zavislost v maternalnim
¢i paterndlnim pfenosu na poctu CAG tripletit.
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Podle testu uni-ANOVA pacienti s paterndlnim pfenosem onemocni v priiméru o 3 roky dfive nez pfi pfenosu mater-
nalnim. Tento rozdil v§ak neni signifikantni. Plati tedy, Ze vék na za¢itku onemocnéni nezavisi na paternalnim a mater-
nélnim pfenosu.

Vysledek testu uni-ANOVA rovnéz ukazuje, Ze onemocnéni vznik4 ve stejné dobé bez zavislosti na tom zda se jsou
inicidlni symptomy Huntingtonovy nemoci psychiatrické ¢i neurologické.

Diskuse

Vzhledem k tomu, Ze Zeny maji vétdinou men3i hlavu a mozek (Reiss 1996, Nopulos 2000), tedy i nucleus caudatus,
pfevaha Zen v souboru norem tak zpfistiuje kriteria pro hodnoceni rozdili v primérné velikosti kaudata v nasem souboru
mezi normami a pacienty s HHN.

Data ziskdvani pomoci pocitatové tomografie jsou zatizena mnohem vétsim mnozstvim chyb. Rovnéz stranova
asymetrie mozkovych struktur a jejich velikost v zavislosti na pohlavi v CT obrazu neni patrnd (Raz 1996, Coffey 1998),
proto jsme tyto parametry nehodnotili.

V literatufe je opakované zkoumdna citlivost nélezu atrofie caput nuclei caudati vaci diagnéze HN. Podle nasich
(Roth 1996, 1999, 2000) i zahrani¢nich poznatkt (Aylwardova 2000, Halliday 1998) je plocha caput ncl. caudati citlivy
marker onemocnéni. Byly viak publikovény i price zpochybmiujici vyznam méfeni atrofickych zmén v této oblasti (napf.
Sharma 1996). Tito autofi v§ak vychédzeji z nepfimého méfeni atrofickych zmén pomoci bikaudatové, bifrontilni & jiné
vzdilenosti a po&itdnim indext, které skute¢né ani podle nasich zkusenosti (Roth 1996) neni schopno odlisit normu
od nemocného. Aylwardové (1996) nasla na zikladé MRI vySetfeni bazalnich ganglii u HN korelaci mezi jejich velikosti
a pocitkem nemoci. Osoby s huntingtonskou mutaci v presymptomatickém stidiu maji mnohem mensi bazalni ganglia
nez osoby bez mutace, kromé pallida, které zastiva nepostizeno. Vék na poc¢itku nemoci a délka trinukleotidové sekvence
signifikantné koreluje s mirou atrofie kaudata i celkovym objemem bazalnich ganglii, dokonce 1 pfi opakovaném MRI
vySetfeni (Aylwardova 1997).

V nasi studii se signifikantné lisily vSechny naméfené hodnoty v souboru norem od souboru nemocnych HN. Proto
povazujeme na zakladé nasich vysledka zachyt atrofie caput nuclei caudati za vysoce senzitivni ukazatel nemoci. Existuje
viak celd fada neurologickych onemocnéni, kterd mohou klinickou neurologickou a psychiatrickou symptomatikou a atrofii
caudati nuclei caudati pfipominat HN (tab. &. 1).

Tab. ¢ 1.: Onemocnéni u nichz se vyskytuje makroskopicky patrna atrofie nucleus caudatus (CD - nucleus caudatus,
PUT - putamen, GP - globus pallidum, STN - nucleus subthalamicus)

Nemoc Atrofie ncl. Chorea Poruchy Demence
caudatus chovini

Huntingtonova nemoc Vyrazna od zaditku nemoci Ano Ano Ano

Dentato-rubro-palido Neékdy caput CD, Ano Ano Ano

luysianska atrofie hlavné GP a STN

Neuroakantocytoza CD, PUT a GP Ano Ano Ano

McLeodiv syndrom CD a PUT Ano Ano Ano

AR onemocnéni viazané na 4p 15.3 CD Ano Ano Ano

Spinocerebellarni ataxie typ 3 Mirn4 atrofie CD a PUT Ano Ne Ne

Vyskyt onemocnéni vyse uvedenych onemocnéni je kromé HN nasich geografickych podmikéch raritni nebo nebyl
doposud zachycen.

Ziejmé existuji i jiné faktory v individualni genetické vybavé nez pocet CAG triplett, které s velkou pravdépodob-
nosti ovliviiuji nastup nemoci, jelikoz i v nagem souboru nemocnych HN s midme mnoho pacienti se stejnym poctem
CAG tripletu, ale klinicky pocatek nemoci je Casové velmi variabilni. O nich v§ak lze v soucasnosti pouze spekulovat,
naptiklad dele¢ni polymorfismus (Lucotte 1996), neuroprotektivni uéinky kynurenintransferdzy IT (Yu 1999) a cilidrniho
neurotrofniho faktoru (Emerich 1997), ovlivnéni pocitku HN u potomkd familidrnimi faktory (Rosenblatt 2001).
Nebyl pozorovan vliv poctu (CAG)n triplett na charakter prvnich symptomi (Claes 1995). Obecné plati ¢im vétsi
je expanze, tim Casnéjsi je pocitek nemoci a rychlejsi progrese, zejména v piipadé juvenilnich forem HN.

Instabilita po¢tu (CAG)n je mnohem ¢&astéjsi a vétsi pii paternalnim nez materndlnim pfenosu. U muzi je rovnéz vétsi
tendence k expanzi (CAG)n repetic (Trottier 1994). P¥i genetické analyze CAG tripletii pacientd s juvenilni formou HN
a jeji heredity se v 90% zjistila paterndlni transmise. Vliv pohlavi na velikost expanze CAG tripletii je urcovina odlisnym
mechanismem gametogeneze. P¥i podrobnéj$im sledovini expanze CAG repetic u mysich samcu se zjistilo, Ze k expanzi
nedochdzi pfi mitdze ani meidze, ale v postmitotické fézi pfi maturaci spewrmatid ve spermatozoa v nadvarleti (Kremer 1995).
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Vliv pohlavi na velikost expanze CAG tripletd je urfovdna odlisnym mechanismem gametoze. P podrobnéjsim
sledovani expanze CAG repetic u mysich samci se zjistilo, Ze k expanzi nedochazi pfi mitéze ani meiéze, ale v postmitotické
fazi pfi maturaci spermatid ve spermatozoa v nadvarleti (Kremer 1995).

Zavér

1. Planimetrické méfeni plochy caput nuclei caudati pomoci CT u nemocnych s Huntingtonovou nemoci je vyznamnym
ptispévkem v diferencialni diagnostice této nemoci.

2. V pribéhu nemoci dochdzi k linedrni, progresivni atrofizaci caput nuclei caudati.

3. Cim vice je pfitomno u daného jedince tripletd, tim dfive se nemoc manifestuje.
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2. misto

DIAGNOSTICKY A TERAPEUTICKY PRISTUP
K ALERGII NA BILKOVINU KRAVSKEHO
MLEKA V DETSKEM VEKU.

\

Autorka: Tereza Fuchsova
Skolitel: ~ prim. MUDr. Pavel Frithauf, CSc. - Klinika détského a dorostového lékaistvi 1. LF a VFN

Alergie na bilkovinu kravského mléka (ABKM) je onemocnéni pfevazné kojeneckého véku. ABKM je definovina
jako nezddouci reakce na bilkovinu kravského mléka v disledku imunitni hypersenzitivity. Jednd se o onemocnéni s ne-
jednotnou patogenezou, coz znamend, ze se na rozvoji ABKM u riznych pacientt podili vice riznych imunitnich mecha-
nismu. To také znamend, Ze ne u viech déti probiha ABKM jako klasické alergické onemocnéni cestou IgE-zprostied-
kované reakce. V téchto pfipadech je pouzivini pojmu alergie zavadéjici. Pro ABKM je typicky rozvoj tolerance bilkoviny
kravského mléka.

Jeho incidence v kojenecké populaci ve svété je piiblizné 2-3%. V CR byla v roce 1999 provedena retrospektivni
dotaznikovi studie u praktickych lékaid pro déti a dorost a zjisténa incidence 0,67% (tab. 1). Takto vyznamny rozdil 1ze
vysvétlit bud opravdu niz§im vyskytem ABKM nebo nedokonalou diagnostikou déti s ABKIM.

Tab. 1.

Zemé Autor Rok Incidence [%]
Svédsko Jakobsson 1979 1,9

Anglie Hide,Guyer 1983 2,5

USA Bock 1987 2,2
Diénsko Host 1988 2,3
Holandsko Schrander 1993 2,3

Finsko Saarinen 1999 2,4

CR Friithauf 1999 0,67

ey,

pfi¢emz projevy se mohou kombinovat. Klinickd manifestace zavisi na objemu vypitého mléka a souvisi s dobou mezi
vypitim mléka a rozvojem reakce. Nejkratsi doba rozvoje reakce (fadové v minutich ) se vyskytuje u projevi typu urtiky,
exantému, zvraceni, piskini - wheezingu, pfipadné anafylaktické reakce. Rozvoj reakce v ¥ddu dnu se projevuje nejcastéji
jako ekzém nebo prijem.

Vseobecné uzndvanou terapii ABKM je eliminace bilkoviny kravského mléka a jeho ndhrada extenzivnimi pro-
teinovymi hydrolyzaty bilkoviny kravského mléka. Asi pro 5- 10% déti neni proteinova hydrolyza dostate¢nym oSetfenim
podavané bilkoviny a potfebuji syntetické formule na bazi aminokyselin, u nichz je jesté vice redukovana alergenicita.l
Dle alterace vyzivového stavu ditéte je doporuceno znovuzavedeni mléka do diety. Jednim z divodu je i ndkladnost tera-

pie proteinovymi hydrolyzity.

Soubor

Do souboru bylo zafazeno 21 déti v kojeneckém véku, odeslanych ke gastroenterologickému vySetfeni na KDDL
1. LF UK a VFN. Jednalo se o déti se suspektni ABKIVL.

V souboru jsme sledovali nasledujici parametry:

* Klinickou manifestaci pfiznaka.

* Dobu vyskytu prvnich piiznaki a dobu od prvniho kontaktu s kravskym mlékem.

* Anamnesticky jsme sledovali rodinnou alergickou z4téz.

* Délku kojeni.

* U nékterych déti byl proveden a vyhodnocen reexpozicni test.

¢ Sledovali jsme rozvoj tolerance.



KLINICKA MANIFESTACE

ABKM se v naSem souboru projevovala na kizi a v gastrointestinilnim systému. Respirani projevy se v souboru
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neobjevily - jednalo se o déti vySetfené v gastroenterologické ambulanci. (Tab. 2 , Obr. 1). Kozni pfiznaky méli formu

Obr. 1.
16

14
12

10

pocet reakci
[o°)

urtiky, exantému nebo ekzému. V souboru se
objevily v 33% s tim, ze vice se vyskytoval
ekzém, exantém nebo urtika se v souboru
vyskytly v 9,5%. Cetnost gastrointestindlnich
projevi v souboru byla 71%. Gastroin-
testindlni projevy mély formu prijmdg,
pfi¢emz enterorhagie se objevily ve 24%.
Déti, u kterych neni v tabulce uveden
ani kozni ani gastrointestinlni projev, byly
na ambulanci odesliny z divodu ne-
prospivani. V souboru se také v jednom pfi-
padé vyskytl jako jeden z projevi ABKM
neklid ditéte. Déti, u kterych se ABKM
projevuje témito nespecifickymi pfiznaky
(neklid, neprospivini), patii pravdépodobné

Kize GIT do vyse zminéné skupiny nedokonale diag-
Klinické projevy nostikovanych déti.2
Tab. 2.:
KLINICKE PROJEVY
Kaze GIT Respiracni systém
c. Rok nar. | urtica, exantém ekzém Fvraceni priijem piskdni, ryma
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 - - 2 ¥ _
15 2000 + - = ¥ _
16 2000 - - - enterorhag -
17 2000 - = - enterorhag -
18 2001 - = - + _
19 2001 - = - + _
20 2001 - - - enterorhag -
21 2001 - - = - -

Doba vyskytu prvnich pfiznakii

ABKM je onemocnéni kojeneckého véku, priimérny vék rozvoje ABKM je ve svété riizny, ale nejcastéji je udévana

hodnota 4 mésice.

V nasem souboru se ABKM rozvinula v praméru v 2,9 mésici, je ovSem nutno zdiraznit, Ze zjisténé hodnoty se

pohybuji od 0 do 9 mésici véku. (Obr. 2, Tab. 3) Vek pii rozvoji reakce souvisi se zavedenim kravského mléka do vyzivy.

Zde muzeme uvazovat i diilezitost podani ditéti tzv. "prvni ldhve" ditéti v porodnici pfed rozvojem laktace.
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Obr. 2.:
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Prvni pfiznaky
Tab. 3a.: Tab. 3b.:
Cislo rok prvni Cislo rok prvni
narozeni priznaky narozeni priznaky
1 1999 4 11 2000 9
2 1999 3 12 2000 3
3 1999 4 13 2000 8
4 2000 2 14 2000 0
5 2000 4 15 2000 0
6 2000 4,5 16 2000 1
7 2000 0,5 17 2000 3
8 2000 1,5 18 2001 2
9 2000 8 19 2001 2
10 2000 2,5 20 2001 0
21 2001 1
Tab. 4.: Tab. 5.:
[ Rok nar. RA pozn. é. rok nar. doba kojeni
1 1999 - - 1 1999 1
2 1999 - - 2 1999 6
3 1999 + O-polyv., S-exem 3 1999 9
4 2000 + M-PNC 4 2000 4
5 2000 + O-polyv., M-polyv. 5 2000 6
6 2000 - - 6 2000 2,5
7 2000 - - 7 2000 0,5
8 2000 - - 8 2000 2
9 2000 + S-ABKM 9 2000 8
10 2000 + S-exem 10 2000 3
11 2000 + O-polyv., M-astma 11 2000 9
12 2000 + M-polyv. 12 2000 4
13 2000 - - 13 2000 12
14 2000 - - 14 2000 5
15 2000 - - 15 2000 0
16 2000 - - 16 2000 1
17 2000 + O-sennd ryma 17 2000 4
18 2001 + O-polyv. 18 2001 2
19 2001 + O-astma, polyv. 19 2001 1
20 2001 - - 20 2001 5
21 2001 - - 21 2001 1

¢ O-otec ¢ M-matka ¢ S-sourozenec
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RODINNA ALERGICKA ZATEZ
Sledovali jsme vyskyt alergickych reakei v rodinich pacientd s ABKIM.(Tab. 4) Zjistili jme, Ze pozitivni alergicka
rodinnd zatéz byla u 48% déti. U 9,5% déti jsme anamnesticky zjistili ABKIM u sourozence.

DELKA KOJENI
Déti byly v praméru kojeny 4 mésice.(Tab.5) Délka kojeni se shoduje s udaji pievzatymi z UZIS pro rok 2000 (Obr.3).

EXPOZICNITEST

Vzhledem k tomu, ze ABKM nelze vyloucit zadnym laboratornim vySetfenim. Lze je pouzivat pouze u pacientt,
u kterych ABKM probiha cestou IgE zprostfedkované reakce. Z téchto divodu je jedinym vieobecné uzndvanym stan-
dardem v diagnostice pouzivin expozi¢ni test. Expozi¢ni test je obvykle providén otevienou formou, coz znamend, Ze je
podano ditéti kravské mléko (pouzivaji se preparaty se snizenym obsahem laktézy) a nasledné se sleduje rozvoj piiznaka
ABKM. Pokud nedojde k rozvoji pfiznaki a dité
snasi kravské mléko bez obtizi, mizeme konstato-
vat rozvoj tolerance. Obr. 3

V nasem souboru byl expozi¢ni test proveden
u 38% déti (Tab. 6). U 75% z nich doslo znovu

k rozvoji pfiznakia ABKM, u 25% jsme po prove- 80%
deni expozi¢niho testu mohli konstatovat toleran- 60% -
ci kravského mléka. 40%
Zaznamenali jsme reakce: 20%
¢ Kozni reakce - 50% 0% . . ' ._I .

100% -

* Gastrointestindln pifznaky - 37,5% do6tjdné  do3mésict  do6mésic  vice nez
e Neklid - 12,5% 6 mésich
Doba kojeni
Tab. 6.:
é. Rok nar. Expo urtica, ekzém |(zvraceni | prijem | piskdni ryma 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 typicky rozvoj tolerance kravského mléka. K rozvoji tolerance dochézi v prvnich letech véku ditéte
s tim, Ze v pfedskolnim véku toleruje kravské mléko pfiblizné 80% déti s ABKIM (Obr. 4). V nasem souboru doslo k roz-

voji tolerance u 14,3% déti.
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Obr. 4.:

100%
80%
60%
40%
20%

0%

all

viroce veZ2letech ve3letech ve4letech
Vék

Zivér a diskuse

V gastroenterologické ambulanci KDDL 1.LF UK byl vy3etfen soubor 21 déti. Jednalo se o déti se suspektni ABKM
v kojeneckém véku. Déti mély kozni (33%), gastrointestindlni (71%) nebo celkové ptiznaky ABKM. Viem détem byla
nasazena dieta ve smyslu eliminace kravského mléka. Kravské mléko bylo nahrazeno extenzivnimi proteinovymi hy-
drolyzity. U déti byla zjisténa ve 48% pozitivni alergickd rodinnd zatéz. U 38% déti byl proveden expozi¢ni test, u 75%
z nich doslo znovu k rozvoji pfiznakd, u 25% byla konstatovina tolerance kravského mléka. Nelze vyslovit souvislost

s délkou kojeni.
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2. misto

PARANEOPLASTICKE AUTOPROTILATKY
- METODIKY, PRVNI ZKUSENOSTI

Autorka: Zdenka Vankova
Skolitelé: prof. MUDr. T. Fuc¢ikovi, DrSc., RNDr. I. Janatkova
- Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

Uvod

Paraneoplastické syndromy jsou heterogenni skupinou symptomu a funkénich poruch u pacientd s malignim tumo-
rem, které jsou v pficinné souvislosti s primdrnim nddorem, ale nejsou zpiisobeny pfimou invazi nddoru, metastdzami,
nidorem navozenou koagulopatii, vaskuldrnimi poruchami, infekci, metabolickym a nutri¢nim deficitem, nebo mecha-
nismy souvisejicimi s terapii maligniho nadoru(V. Jejich incidence je udévana 7-15% u dospélych a mnohem méné u dét-
skych pacientl s malignim nddorem(@. Paraneoplastické projevy se typicky nevyskytuji v misté primarniho naddoru nebo
jeho metastdz, ale spiSe na vzdalenych mistech. Paraneoplastické syndromy se obvykle objevuji paralelné s nidorem, ale
mohou byt pfitomny jiz v ranych stidiich a slouzit jako Casny indikdtor maligni choroby. Jelikoz paraneoplastické
syndromy mohou mit vétsi vliv na kvalitu Zivota a dobu pfeziti pacienta nez vlastni maligni nddor, musi byt kladen duiraz
na jejich v€asnou diagnostiku a terapii.

Neurologické paraneoplastické syndromy jsou degenerativni onemocnéni centrdlniho nebo periferniho nervového
systému, nebo svalové tkdnég, kterd vznikaji v souvislosti s malignitou bez pfimé invaze nddoru. Paraneoplastické
postiZeni nervového systému u pacientd s malignim nidorem bylo poprvé neurology popsino jiz pted vice nez Sedesiti
lety. Od té doby bylo zdokumentovino mnoho neurologickych syndromd, jejichz vyskyt mize byt asociovin s pfi-
tomnosti maligniho niddoru. Timto nidorem byvd nejcastéji malobunéény plicni karcinom (small cell lung cancer
(SCLQ)), ale mohou to byt i gynekologické karcinomy aj. Udaje o incidenci neurologickych paraneoplastickych syn-
dromi u pacientd s malignitou se vyrazné li§i, a to v rozmezi 1-50%®); u malobunééného plicniho karcinomu je uvadéna
incidence asi 4%(@). Hlavni roli v patofyziologii téchto syndromi hraje autoimunitni proces spustény pfitomnosti
nddoru v organismu®@. Bylo detekovdno a charakterizovdno vice nez deset tzv. paraneoplastickych autoprotildtek
(viz.tab.1), tedy protilitek proti vlastnim strukturim organismu, které se vyskytuji pouze u pacientli s malignim
nddorem, a jejichZ objeveni se muze pfedchézet diagnéze maligniho onemocnéni az o nékolik mésica®@. Nejznamé;jsi
paraneoplastické autoprotilitky jsou ANNA-1 (= AntiNeuronal Nuclear Antibody) = anti-Hu (tento nizev pochazi
z prvni slabiky pffjmeni pacienta, u kterého byly tyto protilitky poprvé objeveny), PCA-1 (= Purkinje Cell Antibody)
= anti-Yo 2 ANNA-2 = anti-Ri .

Prehled neurologickych paraneoplastickych syndromii:
* Paraneoplasticka cerebelarni degenerace
* Paraneoplasticka encefalomyelitida a paraneoplasticka
senzitivni neuropatie
* Opsoklonus-myoklonus
* Senzomotorickd neuropatie
* Lambertiv-Eatoniv myastenicky syndrom
* Paraneoplastickd neuromyotonie a stiff-man syndrom
* Paraneoplastick degenerace sitnice
* Paraneoplasticka polymyozitida a dermatomyozitida

Cil price

Problematika stanoveni paraneoplastickych autoprotilatek se dotyka tfech oblasti: 1) technicko-metodologickéd oblast
(vhodny metodologicky postup, optimalni postup pro stanoveni pozitivniho vysledku, vylouceni falesné pozitivnich
vysledkt); 2) diagnosticka oblast (vyuziti v diagnéze karcinomd, diferencidlni diagnéza neurologickych onemocnéni, kdy
symptomy mohou imitovat fadu jinych nosologickych jednotek); 3) preventivni oblast (Casny zachyt karcinomu
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Tab. 1.: Piehled a charakteristika paraneoplastickych autoprotilitek 25, 8).

Autoprotilatka Antigen Western blot Imunohistochemie Asociovany Klinické symptomy
antigen /imunofluorescence karcinom
Anti - Hu HuD, HuC, | 35-40 kDa Jadra- CNS a PNS | SCLC, neuroblastom, | Encefalomyelitida,
(ANNA-1) Hel-N1 neurony, buriky retiny, karcinom prostaty, |senzitivni a autonomni
adrenalni kary, nidoru, seminom, neuropatie
adenohypofyzy rhabdosarkom
Anti -Yo CDR34 34262 kDa Cytoplazma Karcinom ovaria, prsu; | Akutni az subakutni
(PCA-1) CDRé62 -Purkyriovy bb., vzécné vejcovodu, cerebeldrni
nédorové buriky plicni adenokarcinom degenerace
Anti- Ri Nova 55280kDa | Jadra- CNS neurony, Karcinom prsu, Predominantni
(ANNA-2) buriky vejcovodu, vejeovodu, SCLC axialni ataxie,
retiny, nidoru opsoklonus-myoklonus
Anti -Tr neznimy - Cytoplazma a dendrity Hodgkinova Subakutni cerebeldrni
(PCA-2) Purkyriovych 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 ostravky Karcinom prsu, Stiff-man syndrom
(glutamit -glutamic acid | (GADS5, a GAD v mozecku SCLC,
-dekarboxyldza) | decarboxylase | GAD67) (synapse neuront) Hodgkinova choroba
Anti - CV2 Ccv2 66 kDa Oligodendrocyty SCLC, thymom, Uveitida,
sarkom, neuro- retinopatie,
endokrinni tumor encefalomyelitida
Anti VGCC - Neuromuskularni SCLC Lambertav-Eatondv
-VGCC) junkee syndrom
Ma neznamy - Jadérko neuroni Karcinom prsu, Temporalni
varlat epilepsie, amnézie
Anti Recoverin 23kDa Retina- kalcium SCLC Degenerace sitnice
- CARY) vézajici protein

“)WGCC = voltage gated calcium channel (napétové Fizeny kalciovy kandl)

*) CAR = carcinoma-associated retinopathy (retinopatie asociovand s karcinomem)

- vzhledem ke zndmému faktu, Ze paraneoplastické autoprotilatky byvaji pfitomny jiz v raném stidiu a v jinak bezpiiz-
nakovém obdobi). Ve své prici jsem se zaméfila pfedeviim na oblast prvni, tedy na zhodnoceni jednotlivych metod
vyuzitelnych pro stanoveni paraneoplastickych autoprotilatek a na nalezeni takového postupu a fedéni, ktery by mohl byt
vyuzit v béZné rutinni praxi, a to zejména proto, Ze této problematice byla zatim vénovina pomérné mald pozornost.

Metodika

Antineuronalni autoprotilatky lze stanovit metodou nepiimé imunofluorescence na zmrazenych vzorcich tkini
mysiho nebo opi¢iho mozecku a mozku. Dalsi moznosti jsou ELISA, RIA, imunoperoxidédzovd nebo Western blot tech-

nika. Ve své praci jsem vyuZila metodu nepfimé imunofluorescence a metodu Western blot.
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Metoda nepfimé imunofluorescence vyuzivd ke stanoveni protildtek v séru (event. likvoru) pacienta fluorescenéni
latku, kterd mtize byt detekovina ve fluorescenénim mikroskopu. Redéné sérum pacienta je inkubovino se vzorkem tkdné
(mysi, opici). Pro porovnani byly vyuzity substrity dvou rtiznych firem obsahujici rizné typy neuront, véetné neurond
myenterického plexu - fy. The Binding Site (opi¢i mozecek, mozek, periferni nerv, pankreas a my3i Zaludek; pouzito
fedéni 1:50, pro periferni nervy 1:10) a fy. Euroimmun (opi¢i mozecek, periferni nerv a stfevo, pouzito fedéni 1:10).
Pokud jsou piitomny sledované protilitky, navazi se béhem inkubace na pfislusné antigeny. Nenavdzané protilatky jsou
odmyty. V dalsi fézi je pfidin konjugit s navizanym fluoresceinem proti lidskym imunoglobulinim. Po inkubaci se ne-
navazany konjugit odmyje. Ve fluorescenénim mikroskopu pozitivni vzorky vydavaji jasné zelenou fluorescenci v mistech,
kde se navézaly protilatky na antigeny. Pro odecitini vysledkd byla definovina pfesna kritéria (viz.tab.2).

Tab. 2.: Kritéria nepfimé imunofluorescence pro rozliseni ANNA-1,2 a PCA-1

NEURONY MOZECKU ZALUDEK
Purkytiovy bb. Stratum Stratum Neurony
moleculare granulare myenterického plexu

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

hrubd granula; periferni (+) Prilezitostné hrubé granula
proximdlni Golgi (+)

dendrity (+)
ANNA-1 Jadro: (+) - Jadro: (+) Jadro: (+) Jadro: (+)
(anti-Hu) homogenni Jadérko: (-) Jadérko: (-) Jadérko: (-)

Jadérko: (-) Cytopl.: (+) Cytopl.: (+)
ANNA-2 Jadro: (+) Jadro: (+) Jadro: (+) )
(anti-Ri) Jadérko: (-) Jadérko: (-) Jadérko: (-)

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

jemné tecky

Pro metodu Western blot se vyuZivaji vyrobcem pripravené prouzky obsahujici navizané antigeny, které byly ziskdny
z extraktll opidi tkané (konkrétné mozecku) a elektroforeticky separoviny. V pfipadé stanoveni paraneoplastickych auto-
protilatek jsou témito antigeny Hu (38 kDa), Ri (34 a 62 kDa) a Yo (55 a 80 kDa). Prouzky jsou inkubovany s fedénym
sérem. V piipadé pozitivnich vzorki se specifické protilitky navdzou na pfislu§né antigeny. Pro detekci navézanych
protilatek je pouzita enzymem-znacend protilatka proti lidskym Igl, ktera je schopna vyvolat barevnou reakci. Vysledek
odetitdme pomoci $ablony pfilozené vyrobcem.

Od listopadu 2001 do kvétna 2002 bylo vysetfeno celkem 63 vzorkd. Z tohoto poctu bylo 19 sér pacienti s roztrouse-
nou sklerézou (skupina a), 22 sér pacientli s IDDM (skup.b), 11 sér pacientd s karcinomem (skup.c, jednalo se 10x
o gynekologicky karcinom, 1x o SCLC), 1 sérum pacienta s nezhoubnym nédorem (skup.c), 1 sérum pacienta s tumorem
nejasného pavodu (skup.c), 1 sérum pacienta s kopfivkou (skup.c) a 8 sér od kontrolni (zdravé) populace (skup.d).
Pacienti s autoimunitnim onemocnénim (RS a IDDM) byly do souboru zafazeni na zakladé hypotézy, Ze autoimunitni
onemocnéni, alergie i neoplazma jsou rtiznymi disledky spole¢ného vychodiska, kterym je alterace funkce imunitniho
systému, proto se stanoveni paraneoplastickych autoprotilatek jevi jako zajimavé nejen u pacientd s niddorem, ale
i u pacienti s autoimunitnim onemocnénim. Uzky vztah mezi témito dvéma oblastmi lze vysledovat napf. u pacienti
se stiff-man syndromem, kdy kromé pozitivnich anti-GAD protilitek je v 60% pfitomno jiné orgdnové specifické
autoimunitni onemocnéni®. Zafazeni pacientd s IDDM do souboru vysetfenych osob je zajimavé i vzhledem k znimé
pritomnosti anti-GAD protilitek u této choroby.

Vsechny vzorky byly testoviny metodou nepfimé imunofluorescence (vétsina na setech dvou riznych firem), pozitivni
& suspektni nalezy déle testoviny imunoblotovou analyzou (Western blot). Pozitivni nebo suspektni vzorky byly rovnéz
vySetfeny rutinni metodou na stanoveni antinukledrnich, antimitochondridlnich aj. autoprotilitek (metodou nepfimé
imunofluorescence na fezech krysich jater, ledvin a zaludku - fy. The Binding Site), u nékterych pacientd byly dale
vySetfeny nddorové markery.
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Vysledky

Tab. 3.: Piehled vysetfenych osob a pozitivnich vysledki ve sledované oblasti paraneoplastickych autoprotilatek.

Diagnéza Pocet Vékové Pozitivni vysledky
muzi zeny rozpéti 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 zjisténé pozitivni vysledky u souboru pacienta.

Pocet Jiné pozitivni vysledky
Diagnéza muzi Zeny ANF GPCAb anti-GAD anti-myelinové
protilitky
RS 19 IF1: 2/19 (r) 1F1: 2/19 (x) 0 1F1:19/19
(skup.a) 3 16 1F2: 1/14 (r) 1F2: 7/14
IDDM 22 0 0 1F1: 1/22 (r) 1F1: 22/22
(skup.b) 14 8 1F2: 6/10
Karcinom 14 IF1: 1/14 (n) 0 0 1F1: 14/14
(skup.c) 0 14 1F2: 0 1F2: 4/13
Kontrola 8 1F1: 1/8 (n) 0 0 1F1: 6/8
(skup.d) 3 5 1E2: 0 1E2: 0/6
Celkem 63 1F1: 4/63 1F1:2/63 1F1:1/63 IF1:61/63
20 43 1F2:1/43 1F2:17/43

(Cislo pted lomitkem - polet pozitivnich vysledki, &islo za lomitkem - pocet vySetienych osob, IF1- imunofluorescence
fy.The Binding Site, IF2 - imunofluorescence fy. Euroimmun, ANF - antinuklearni faktor, GPCAD - protilatky proti

parietilnim burikim Zaludku, (r) - vysledek ovéfen rutinni metodou, (n) - vysledek rutinni metodou nepotvrzen)

Tab. 5.: Vysledky stanoveni protildtek proti perifernim nervim (myelinu) u vybranych pacientli metodou nepiimé

imunofluorescence (fy. The Binding Site - fedéni 1:50).

C. Muz Nar. Dg. Vysledek pfi fedéni Vysledek pfi fedéni
/zena 1:50 1:10 (viz.vyse)

15a Z 1966 G35 (RS) - +

16a Z 1974 G35 (RS) - +

17a Z 1978 G35 (RS) velmi sl+ +

1b m 1947 E10.7 - +

2b m 1944 E10.3 - +

3b m 1974 E10.3 - +

4b Z 1966 E10.9 - sl+

10b m 1952 E10.7 - +

1d 7 1979 - - +
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Tab. 6 : Porovnini stanoveni anti-GAD protildtek metodou ELISA a metodou nepfimé imunofluorescence.

C. Muz Nar. Dg. Nepfima ELISA
/Zena 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 7z 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 paraneoplastickych autoprotilitek (ANNA-1, PCA-1, ANNA-2) bylo metodou nepfimé
imunofluorescence nalezeno celkem 6 pozitivnich vysledki pii fedéni doporuceném vyrobcem (1:50 pro IIF1 - The
Binding Site, 1:10 pro IIF2 - Euroimmun). Bylo to dvakrit ANNA-2 u pacientd 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 nidoru
(viz.tab.3). Dva vysledky byly pozitivni pouze v metodé I1F1, tfi vysledky pouze v metodé IIF2 a jeden vysledek se ukazal
pozitivni v obou metodéch. Vsechny tyto vzorky byly dédle zkoumany metodou Western blot, kde se jako velmi suspektné
pozitivni jevil vzorek pacientky s RS, nalez PCA-1 u pacientky s gynekologickym karcinomem se nepotvrdil, ale byla
nalezena suspektni pozitivita anti-Yo v pasu 62 kDa u jinych dvou pacientek (Ca ovaria a Ca krcku délozniho).

U pacientky s RS s pozitivnim vysledkem byly déle vy3etfeny nidorové markery CEA (= karcinoembryonélni antigen
- doplitkovy marker pro nemalobunééné karcinomy plic, karcinom endometria a karcinom mammy) a CA 15-3 (marker
pro karcinom mammy), vysledek byl negativni. Jednd se o tficetilou nemocnou s diagnézou roztrousené sklerdzy, kterd
viak mé nékteré atypické symptomy. Pacientka se 16¢1 s boreliézou, dile ma zdufelé uzliny v axillich, subfebrilie, (mozna
souvislost s boreliézou) a vypadavini vlasi. V posledni dobé se u ni objevilo zhoreni hybnosti a spastické stahy oblice-
jového svalstva. Pacientce bylo rovnéz provedeno kompletni interni vySetfeni s negativnim vysledkem. Je zajimavé,
ze vysledek byl pozitivni pravé u takovéto atypické pacientky a jeji podrobnéjsi vySetfeni by mohlo byt pfedmétem dalsiho
zkoumani.

Z 22 vzorkt diabetickych sér jsem metodou IIF1 stanovila pozitivni GAD protilitky 1x, u jinych pacienti viibec
nebyly pfitomny. Pro srovnani bylo 10 z téchto vzorku (véetné 1 pozitivniho v metodé IIF1) vySetfeno i metodou ELISA
(viz.tab.6). V této metodé bylo z t&chto 10 vzorkl pozitivnich 5, vzorek odeéteny jako pozitivni v IIF byl metodou
ELISA stanoven rovnéz jako pozitivni, zjisténd koncentrace byla pomérné vysokd, nikoli véak nejvyssi, nepotvrdilo se
tedy, ze by rozdil ve stanoveni anti-GAD protilatek metodou IIF a ELISA odpovidal pouze vétsi schopnosti metody
ELISA detekovat nizsi koncentrace. Metoda IIF se tedy pro stanoveni pozitivity anti-GAD protilatek u diabetika jevi
jako nevhodna, je otdzkou, jaky by byl vysledek v pfipadé GAD-pozitivity u paraneoplastickych syndromd, nebot tento
nilez jsem nezaznamenala.

Kromé paraneoplastickych autoprotildtek byly na téchto substritech odkryty i jiné autoprotilatky. Jednalo se 2x
o antinukledrni protildtky u pacientd s RS, tento nalez byl potvrzen i rutinnim stanovenim metodou nepf¥imé imunofluo-
rescence na fezech krysich jater, ledvin a Zaludku (fy.The Binding Site). Pozitivita antinukleirnich protilatek ale
v podstaté znemoziiuje dalsi odecitini vysledkd metodou IIF, proto by zfejmé bylo nutné tyto pacienty (pokud by byly
diagnostické nejasnosti) radéji rovnou vySetfovat metodou Western blot, aby nebyla pfipadnd pozitivita pfehlédnuta.
Jednou byly antinuklearni protilitky odeéteny i u pacientky s karcinomem a jednou u vzorku z kontrolni (zdravé popu-
lace), ale tyto nélezy se rutinni metodou nepotvrdily. Mohlo by byt pfedmétem dalsiho zkoumani, o jakou pozitivitu
se jednalo.

V metodé IIF1 (kde je jako substrit pouzit Zaludek) byly 2x u pacienti s roztrousenou sklerézou odkryty pozitivni
protilatky proti parietdlnim burikim Zaludku, rovnéZz potvrzeny metodou pouzivanou v rutinnim provozu (krysi fezy jater,
ledvin a zaludku). V jednom pfipadé §lo o jiz zndmy nilez, v jednom piipadé se viak jednalo v podstaté o ndhodny, prvni
zéchyt, coz jist¢é mize mit vyznam pro o$etfujiciho lékafe a domnivim se proto, Ze by i tyto ndhodné nélezy mély byt
hldseny.

Dalsi stanovenou pozitivitou byly protilatky proti myelinovému obalu perifernich nervii. Tyto protilatky byly pii
fedéni 1:10 (doporuceném obéma vyrobci jako dostateném) v metodé IIF1 pozitivni u véech vySetfenych vzorkid az
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na 2 z kontrolni populace. Pozitivita téchto protilitek u pacientd s RS a IDDM by se jisté dala vysvétlit jejich nemoci
a nebyla by snad az tak zarazejici, pozitivita u 6 z 8 vzorka kontrolni populace jiz v8ak jisté zarazejici je. Proto bylo 10
vzorki vySetfeno zaroven pii fedéni 1:50 (viz.tab.5) a pfi tomto fedéni jiz bylo 9 vzorkid negativnich, jeden pak velmi
slabé pozitivni. Redéni 1:10 se tedy jevi jako nedostate¢né a pozitivni vysledek pii tomto fedéni bez klinického vyzna-
mu. Metodou ITF2 bylo celkem vySetfeno 43 vzorka, z tohoto poctu bylo negativnich 26, zdravd populace zde vysla kom-
pletné negativni. Proto se pro stanoveni téchto protilatek jevi jako lepsi metoda ITF2 (fy.Euroimmun), metodu IIF1 lze
vyuzit pouze pfi vétsim fedéni.

Zavér

Ve své prici jsem se snazila zejména ziskat prvni zkuSenosti se stanovenim paraneoplastickych autoprotildtek, které
je pfes jeho potenciondlni vyznam pro neurologii i onkologii stile ponékud opomijeno. Zabyvala jsem se touto prob-
lematikou zejména po strance technicko-metodologické.

Pro vySetfeni paraneoplastickych autoprotilétek se jako vhodna screeningovd metoda jevi metoda nepfimé imunofluo-
rescence. Osvéddila se souprava fy. Euroimmun, fedéni bych vsak doporucila 1:50. Vyrobcem navrhované fedéni 1:10
neni dostacujici ani pro vySetfeni autoprotilitek u perifernich nervi, nebot v tomto pfipadé byl pozitivni ndlez i u 75%
zdravé populace. K vySetfeni autoprotildtek proti GAD u diabetiki je vyhodnéj§i a mnohem citlivéjsi metoda ELISA nez
metoda nepfimé imunofluorescence. Pro viechny pozitivni vysledky metody nepfimé imunofluorescence je nutna kon-
firmace metodou Western blot.

Na souboru 55 nemocnych (roztrousend skleréza, inzulin-dependentni diabetes mellitus, karcinom (event.jind diag-
n6za)) byla suspektni pozitivita potvrzena metodou Western blot ve 3 pfipadech, tj. v 5,5%.

Piedbézné klinické vysledky nasvédcuji, Ze vySetfeni paraneoplastickych autoprotilitek ma klinicky vyznam jednak
u pacientl s karcinomem, jednak i u pacientd s autoimunitnim onemocnénim, protoze pribéh zakladniho onemocnéni
mél atypicky prabéh. Pfedpokladdm rozsifeni studie na vétsi pocet nemocnych.
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3. misto

KOURENI, PREVENTIVNI KARDIOLOGIE
A STREDOSKOLACI

Autorka: Lenka Bosanska

Skolitel: MUDr. Eva Kralikovd, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod
umrti, proto zasluhuji nasi pozornost. Jejich chronické formy zptsobuji znaéné snizeni kvality Zivota nemocnych. Znime
vliv nékolika faktort, které se podileji na jejich vzniku a progresi a vime, Ze fada z nich je ovlivnitelna. Jednim z nich je
koufeni, které se celkové podili na vzniku asi 24 onemocnéni tii skupin. Zpusobuje 20% kardiovaskuldrnich onemocnéni,
30% nddorovych onemocnéni, nejéastéji rakoviny plic, a 75% chronickych plicnich onemocnéni, pfedevsim chronickou
bronchitidu a emfyzém. Prevalence kufctvi je u nds kolem 32% (35% muzi a 27 % Zeny). V soucasnosti mirné klesd
u star§ich muzd, zatimco vyrazné stoupd u dospivajicich a mladych, pfedeviim Zen (kolem 40 - 50% kutdki ve véku 18
let, 20% ve véku 15 - 16 let).

Projekt prevence kardiovaskuldrnich onemocnéni (KVO) na stfednich skolach je preventivnim programem
zaméfenym na zlepSeni informovanosti studenti stfednich kol vékové skupiny 15 - 20 let. Jeho cilem je vzbudit zdjem
mladych lidi o problematiku KVO, taky o své vlastni zdravi obecné a upozornit, Ze i v mladém véku je plsobeni
rizikovych faktort prokazatelné a nezanedbatelné. V projektu jsme se soustiedili pfedeviim na vysvétleni souvislosti
vzniku a progresi KVO a piisobeni rizikovych faktort - koufeni a nespravné vyzivy.

Metodika

Cely projekt se skladal z nékolika navazujicich ¢asti. Pfipravili jsme uvodni dotaznik a ve spoluprici se stfedoskol-
skymi pedagogy jsme pozadali studenty o jeho vyplnéni. Polozili jsme studentim 15 otdzek, které se tykaly znalosti
pojmu z dané problematiky - co jsou kardiovaskuldrni onemocnéni (KVO), rizikové faktory (RF), aterosklerdza, stres,
zdrava dieta. Dale znalost rizikovych faktorda KVO, duasledka jejich piisobeni a zpusobt, jak onemocnénim piedchizet.
Cist otazek zjistovala, jestli a jak sami studenti predchizeji KVO, jak hodnoti sviij Zivotni styl v souvislosti s uvedenymi
RE. Otazky byly formuloviny zpisobem, ktery vyzadoval odpovéd vlastnimi slovy. Cilem bylo zjistit aktivni znalosti
studentu stfednich $kol a umoznit nidm lepsi p¥ipravu dalsi ¢dsti.

Nisledovalo zaddni price studentim 5. roéniku 1.LF UK v rdmci terénni stiZe z hygieny a epidemiologie. Probirali
jsme cile projektu, osnovu pfednasek a moznosti pouziti raznych pomucek pro zpestfeni hodin. Osnova vykladu obsa-
hovala zdkladni vysvétleni anatomie, fyziologie a patologie srdce a cévniho systému. Odbornd &4st byla prizpiisobena
dosavadnim znalostem studentd z hodin biologie, pfipadné biologickych semindfa. RozliSovali jsme pfinejmensim dvé
kategorie - pfed nebo po absolvovini vyuky biologie clovéka. Vyklad byl dile vénovin mechanismim pulsobeni jed-
notlivych RF a pozornost soustfedéna na nejcastéji uvidéné RF v dotazniku ve spojeni s vlastnim Zivotem - koufeni
a vyzivu. Riznou mirou byl doplnén podle zdjmu studentd o vysvétleni dalsich vliva - stresu, fyzické aktivity, nékterych
neovlivnitelnych faktort jako pohlavi, vék, dédi¢né dispozice, nékteré onemocnéni. Dilezitou soucdsti pfednasek a jejich
vyznamnym ozivenim, o které jsme se snazili pfedevsim, bylo vyuziti riznych dostupnych pomticek. Kromé barevnych
plakatd a obrazki jsme studentim poradili, jak si spoc¢ist BMI, zdjemctim jsme zméfili krevni tlak nebo mnozstvi CO
ve vydechovaném vzduch piistrojem pro objektivizaci kufactvi.

Na zévér hodiny jsme rozdali krat$i dotaznik, jehoz vyplnéni trvalo cca 5 min. Testovou formou jsme zjistovali
porozuméni pfednasce a zajimavost vybraného tématu, studenti mohli znimkou ohodnotit pfednasejici mediky a vyjadrit
vlastni pfistup k pfedchizeni KVO. Zaradili jsme tii otazky typu: Co je infarkt myokardu, ateroskleréza, hypertenze?
a nabidli na vybér nékolik jednoduchych spravnych a nespravnych definic. Pozadali jsme také o uvedeni 4 dilezitych RF
KVO. Pro pozdéjsi zpracovani a charakteristiku skupiny jsme zjistovali pohlavi a vék zucastnénych studenti stfednich
gkol.
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Vysledky

Hodnoceni u jednotlivych &asti projektu probihalo oddélené:

o Uvodni dotaznik vyplnilo 112 studentt stfednich skol - 73 divek (65%) a 39 kluka (35%) vékové skupiny 16 - 19
let. Studenti uz v této Césti projevili zdjem o téma KVO a nezbytnou ochotu spolupracovat. Vyhodnoceni bylo komp-
likovano zvolenou formou otizek, studenti psali vlastni myslenky. Na druhou stranu to pfesné splnilo nd§ zdmér
a zjistili jsme, Ze znaji pojmy, které jsou bézné slyset v médiich, ale nevi, co pfesné znamenaji, malokdy je umi vysvétlit
a proto nenachdzeji souvislosti mezi teoreticky zndmymi rizikovymi faktory a vlastnim Zivotem, ktery zatim neni
provizen viznou nemoci. Uvadéli vice moznosti, podle svého uvazeni; ve vyhodnoceni byly pouzity nejcastéjsi formulace
odpovédi odpovidajici znalostem lékafskych termint u laické vefejnosti.

Pod pojmem KVO uvadi poruchy cév a srdce a/nebo infarkt 76% studentil. Dal$i moznosti uvedla podstatné mensi
¢ast dotazanych a to: ucpdni a kornaténi cév 23%, nedomykavost chlopni 22%, angina pectoris 20%. Dalsi: mrtvice,
vysoky krevni tlak, arytmie, Selest byly uvidény v méné nez 10%.

U niésledujicich dvou otdzek je zajimavé jejich srovnani. Prvni zjistovala znalost rizikovych faktord KVO (ot. 1), druhd
se ptala na moznosti (ot. 2), jak KVO piedchazet. Tady studenti uvadéli pfedeviim negaci RF z otizky pfedchozi,
frekvence pojmi se véak odlisovaly: koufeni 62% (ot. 1) proti nekoufit 41% (ot. 2); stres, rozéilovani 58% (ot. 1) a vyhy-
bat se stresu, odpocivat 33% (ot. 2); $patnd vyziva 54% (ot.1) a zdravé jidlo 78% (ot .2); nedostatek pohybu 30% (ot. 1)
a aktivita, sport 70% (ot. 2). Zjistili jsme, Ze koufeni je nejcastéji uvadénym skodlivym faktorem a mezi zpisoby pied-
chazeni jsou spiSe zndmy zdrava vyZiva a sportovani. Dal§im uvedenym zpuasobem pfedchizeni KVO byly 1ékatské kon-
troly a to pro 8% studentd.

Krevni tlak je pojmem ¢asto pouzivanym a jeho vyznam znimy mezi laickou vefejnosti. Predpokladali jsme proto jed-
nozna¢né odpovédi a taky alespori pfedstavu o Ciselnych hodnotich normélniho a vysokého krevniho tlaku. Jestli krevni
tlak miize byt RF KVO odpovédélo 63% studentd ano a jen 22% studentd déle uvedlo spravné hodnoty; 31% ano, ale
hodnoty neuvedlo a 6% nevi odpovédét. Myslime si, Ze star§im vékovym skupindm je pojem a hodnoty krevniho tlaku
zndm lépe, mladi lidé véts§inou nemaji potiZe s timto souvisejici.

Zjistili jsme, Ze pojem ateroskleréza patii k méné zndmym. 51% nezna, 13% pfipousti, ze slyseli, ale neumi vysvétlit,
37% uvadi alespor souvislost s cévama, mensi ¢ist se srdcem. Vyskytli se vSak 1 odpovédi, Ze je to neustdlé zapominani,
nebo néco s patefi. Znazornéni na obr. 1.

Obr. 1.:
60% B Kuci
50% ] nevim souvislost s cévami 0 holky
40% /
30% /
e [ e s
10% / ﬂ je to nemoc zapominani
o = | ”—5
Podle otazky:

Zijeé ty sim tak, abys pfedchizel vzniku KVO? se dotdzana skupina rozdélila na tfetiny: ano odpovédélo 35%, ¢istecné
34% a ne 31%. Dile sami uvadéji konkrétni piiklady v souladu s vyskytem nebo absenci vyse zmiriovanych RF. Bez pfi-
mého dotazu uvadi 19% studentt, zZe kouii a 23% nekoufi; zdravé stravovani 45%, nezdravé stravovani 24%.

Na dalsi obecnou otdzku, jestli koufeni patii mezi RE KVO odpovédeélo ano, resp. ano, bez pochyb 90% studenti; ne,
resp. spis ne 10%. Pfimy konkrétni dotaz na vliv koufeni zménil frekvence odpovédi ze 62% u otizky v vodu dotazniku
na 90% ve druhém pfipadé.

Zajimalo nis také, na kolikdté misto v dmrtnosti v Evropé fadi studenti KVO: 1. misto 27%, 2. misto 31%, 3. misto
23%, 4. a 5. misto celkem 9%, nevi 10% student.

Na dotaz o spravné zdravé vyzivé uvadi studenti bézné znimé doporuceni (ovoce, zelenina, méné tuénych jidel, atd.).
Zidné z uvedenych se viak nevyskytovaly ve vice nez 57% odpovédi. Reflektuje to fakt, Ze neznime univerzilni néko-
likaslovny névod na spravnou vyZivu.

Podobné §iroké spektrum odpovédi bez vyraznéjsich rozdili jsme zaznamenali v otdzce: Co je stres, jestli a jak se mu
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1ze vyhnout? Uvedme vsak, Ze pro 55% studenti je stres nedilnou soucdsti Zivota, 24% se nejasné vyjadiuje, Ze se snazi
nestresovat, 21% stres vétsinou nebo spi§ nepocituje.

Odpotinek, sport, relaxace jsou dilezitou soucdsti Zivota 60% dotdzanych. Negativni odpovéd napi. nesportuji, neni
¢as, nebo relaxovat neumim uvadi 36%, neodpovédélo 4%.

* Po vyhodnoceni dotazniku jsme piistoupili k pfipravé predndsek preventivniho programu. Projektu se zicastnilo
24 studentu 5. roéniku 1.LF UK, ktefi navstivili vybrané tfidy Sesti prazskych stfednich $kol. Hodnoceni pribéhu pfed-
nasek je pfirozené jenom ustni formou a nepfindsi statisticky zpracovatelna data, v naSem projektu vdak zaujima dulezité
misto a probihd na nékolika drovnich. Vyjidieni stfedoskolského ulitele pfitomného na hoding, shrnuti vlastnich
zkudenost{ studenty mediciny a hodnoceni studentd stfednich $kol pfitomnych na pfednédsce (formou kratkého

dotazniku).

* Kontrolni dotaznik vyplnilo 230 studentt stfednich skol, 49% klukd a 51% divek, primérny vék 18 let (smérodatnd
odchylka = 1,53). Pfednasce zcela porozumélo 79,1%, z&asti porozumélo 19,6%, neporozumélo 1,3% studentd. Jako za-
jimavou a pfinosnou ji ohodnotilo 78,7%, 4,4% ocekévalo spiSe néco...(a dile uvidi, nejcastéji, ze hodina bude delsi, nebo
ze dostanou konkrétni névod, co délat). Pro 16,9% byla néplii pfednasky opakovinim. Aktivni snahu pfedchizet KVO
vyjadfilo 23% studentd, snahu alespofi omezit RF KVO ve svém zZivoté¢ 65% a myslenkou se nechce zatézovat 12%.
Ohodnoceni pfednésejicich studentd podle $kolni stupnice: zndmkou 1 - 64.6%; zndmkou 2 - 28,7%; znamku 3, 4, 5
celkem 6,7% studentd. Na otazky tykajici se znalosti pojmi odpovédéla valnd vétsina studenti spravné. Znazornéni
znalosti rizikovych faktort viz obr. 2. Ve srovndni s Gvodnim dotaznikem jsou spravné odpovédi uvidéné Castéji, jelikoz
nejde o tutéz skupinu dotdzanych, nelze jednoduse kvantifikovat ziskané védomosti po absolvovini prednésky.

Obr. 2.: Nejcastéji uvadéné RE KVO v sestupném poradi: koufeni, nezdravd vyziva, stres, nedostatek pohybu, obezita,
nadmérné pozivini alkoholu, obezita, vliv dédi¢nosti, mnozstvi tuku ve stravé.

Rizikové faktory KVO

Rizikové faktory KVO
100%

80%

60%

40%

20%

0%

KOU VYZ STR POH OBE ALK ZIV DED TUK

faktory
Diskuse

Nejucinnéjsi formou preventivnich programt pro mlddez se ukdzaly byt dopliujici peer-programy, tedy sdélovani
informaci prostfednictvi vyskolenych vrstevniki. Tyto ani dalsi formy v§ak nenasly v nasich zemich §irsi uplatnéni a celo-
plosné pokryti, které by umoznilo ovéfeni jejich dspé&nosti podlozené diikazy. Nés§ projekt zapojil jako relevantni zdroj
informaci a motivace mediky rok pfed ukoncenim studia na 1ékafské fakulté. Preventivni pisobeni je nezbytnou souddsti
lékatské profese, i kdyz mnohokrit opomijenou hlavné co se tyce dislednosti. Proto jsme pfesvédéeni, ze nas projekt,
tieba jen v malém poctu zicastnénych , mize byt pfinosem pro obé strany. T3 nds snaha ¢asti student stfednich $kol
aktivné v budoucnu pfistupovat k pfedchédzeni vzniku KVO. Chceme tato rozhodnuti ocenit a podpofit, protoze pochvala
je obecné uznavanou silnou motivaci. Taky se snazime vzbudit u studentd dosud nerozhodnutych nebo nezabyvajicich se
touto myslenkou potfebu zamyslet se nad pusobenim rizikovych faktord. Bézné provézeji jejich Zivot a jak vime, jsou
Casto okolim toleroviny do té miry, Ze mladym lidem nedévaji prfilezitost plné si uvédomit zdvaznost svého chovini.
Jde predevsim o problém koufeni. Nasim cilem nebylo zjistovat prevalenci kufictvi mezi stfedoskolaky, uvédomujeme si,
ze mohlo byt zajimavym srovndnim s pracemi zabyvajicimi se touto problematikou. V rdmci diskuse se studenty se viak
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otdzka kolik lidi vlastné v konkrétni t¥idé koufi vyskytla Casto. Polty se vzdjemné znaéné odlisovali od 15% az k vic nez
50% v jednotlivych skupindch cca 30 lidi. Spole¢nym sdilenym poznatkem vsak byla ochota studentii oteviené pifiznat
jestli a kolik koufi a to v pf{tomnosti spoluzaka i uciteld. Méné otevienosti jsme zaznamenali u dotazi na dals$i drogy
(marihuana, ,tvrdé drogy®), ani tady jsme se nesetkali s Gplnym popfenim. Miize to byt jednim z projevi obecného
tolerantniho nebo pasivniho pfistupu spole¢nosti k danym problémuiim.

Nesporny je vak zdjem studentii o problematiku KVO a taky koufeni. Pracujeme sice s dospivajicimi lidmi, ale
pfirozend détskd zvédavost stile sehrava vyznamnou roli. Je tézké urit do jaké miry ovlivni dostate¢nd informovanost
o rizikich onemocnéni zpisob Zivota (podivejme se na prevalenci kufdctvi u 1ékafi a zdravotnich sester!), ale vlivem byt
muze. Myslime si, Ze i v tomto pfipadé je nesmirné dilezitym faktorem nizor vrstevnikd, nejen v negativnim, ale taky
v pozitivnim smyslu. Je proto spravné jejich nazor podpofit.

Réda bych podékovala vSem, ktefi mi pomahali s realizaci projektu, pfedeviim MUDr. Evé Kralikové, CSc. za cenné
rady a pfipominky, odborné vedeni a zapijéeni pomticek studentim. Déle viem Feditelim a ucitelim stfednich kol za
ochotu a umoznéni realizace pfednisek v dobé vyucovini. V neposledni fadé dékuji vSem pfedndsejicim studentiim
lékatské fakulty za jejich svédomitou pfipravu a dobrou troven samotnych pfedndsek a dal$im za pomoc s organizaci
a pfipravou.

Zavér

Cilem projektu bylo orientaéni zjidténi trovné védomosti z problematiky kardiovaskuldrnich onemocnéni (KVO)
a jejich rizikovych faktorti (RF) u studentd stfednich $kol a nalezeni vhodné formy preventivniho programu pro stie-
doskoldky. Zjistili jsme pomérné dobry teoreticky zaklad u cilové skupiny, hlavnim nedostatkem byla pfedev§im pasivni
znalost problematiky, netdplnost védomosti a dostupnych informaci a tudiz zanedbatelné vnimani mozného rizika
ve vlastnim Zivoté. Setkali jsme se s pozitivnim hodnocenim viech zicastnénych stran. Dulezitou roli sehral aktivni
piistup samotnych stfedoskolakd, snaha dovédét se néco nového, ochota komunikovat se studenty lékaiské fakulty
a hlavné schopnost zhodnotit ziskané informace ve prospéch svého zdravi. Taky byla ovéfena schopnost studenti 1ékafské
fakulty vybrat ze $irokého tématu to podstatné pro mladé lidi, podat odborné informace vhodnou formou, vysvétlit funkci
systému a plsobeni rizikovych faktort, jednoduse feceno, mluvit s laickou vefejnosti o problémech, které se tykaji obou
stran. Sviij preventivné - pedagogicky tkol zvladli a byl jisté zajimavou zkusenosti. Cilova skupina se ukazala byt vhodnou
a pristupnou zvolené formé preventivniho programu a mohla by byt dale sledovina z hlediska efektivity.
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SEKCE PREDNESENYCH PRACI V DOKTORSKEM STUDIJNIM PROGRAMU

1. misto

DVOJI UCINEK APO CYNINU:
INHIBITOR FAGOCYTARNI NADPH
OXIDAZY, STIMULATOR PRODUKCE
REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU
VNEFAGOCYTECH

Martin Vejrazka
Autofi:  Martin Vejrazka, Radan Micek
Skolitel: prof. MUDr. Stanislav Stipek - Ustav lékaiské biochemie 1. LF

Apocynin je pfirozené se vyskytujici metoxy-substituovany katechol, ktery se experimentdlné pouzivd jako inhibitor
NADPH oxidézy. Jakkoli mé vyrazny inhibi¢ni efekt ve studiich s neutrofily a makrofdgy, neplisobi jako inhibitor
v nefagocytirnich bunéénych systémech. V nasich pokusech dokonce stimuloval produkci reaktivnich forem kysliku
(ROS) fibroblasty cévni stény. V experimentech s makrofidgy apocynin zpisobil zvySeni produkce ROS stanovené
pomoci dichlordihydrofluorescinu (DCFH) béhem prvnich 15 minut. Poté mél naopak inhibi¢ni uinek, takze se zda,
ze byl v pfitomnosti leukocytirni myeloperoxiddzy a H,O, pfeménén na jinou sloueninu. Apocynin pfedem oxidovany
H,0, a peroxidizou z kienu (HRP) mél bezprostiedni inhibi¢ni efekt na produkci ROS. V nefagocytech apocynin
stimuloval produkci ROS a inhibi¢ni ucinek nebyl zaznamendn ani po 60 minutich. Apocynin uméle preaktivovany
H,0, a HRP vsak snizil produkci ROS podobné, jako tomu bylo u makrofigi. Stimulaéni u¢inek na produkei ROS byl
potlacen tironem a superoxiddismutizou (SOD), coz nasvéd¢uje tomu, Ze produkovana ROS je superoxid (O, 7). Vliv
apocyninu inhibovalo i difenylenjodinium (DPI), inhibitor NADPH oxidézy bez scavengerového efektu. Lze shrnout,
ze apocynin stimuluje produkei O, ™ butikami. V piitomnosti peroxiddzy a ROS je vak konvertovin na jinou slouce-
ninu, inhibujici produkei O, ™. Lze pfedpoklidat, Ze za podminek iz vivo apocynin mize mit opaény Ucinek na fagocyty
a nefagocyty: pusobi jako inhibitor fagocytirni NADPH oxidazy, avsak také jako stimulant produkce ROS v nefago-
cytech.

Apocynin (4-hydroxy-3-metoxyacetofenon, acetovanilon, CAS 498-02-2) je metoxy-substituovany katechol, pivod-
né izolovany z kofent himaldjské 1é¢ivé trvalky Picrorhiza kurroal. Podobné jako nékteré dalsi methoxy-substituované
katecholy? muze inhibovat produkei superoxidu aktivovanymi neutrofily, pfi¢emz zistdvd zachovdna jejich schopnost
fagocytézy. Pravé produkee superoxidu (O,7) a nédsledné dalsich reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species,
ROS) je podstatou mikrobicidni a cytotoxické funkce neutrofild, podili se v§ak i na poskozeni vlastnich tkani organismu
pfi zanétu. V lidovém l€écitelstvi se rtizné extrakty z Picrorhiza kurroa (pod lidovym nézvem kutaki) pouZivaji v systémech
Ajurvédy a Unani k 16¢bé stavi spojenych s chronickym zanétem. V soucasnosti se tato sloucenina intenzivné studuje
prokdzin dobry efekt apocyninu i pfi 1é¢bé ateroskler6zy3 nebo v prevenci reperfizniho poskozeni plict.

Apocynin inhibuje tvorbu superoxidu prostfednictvim fagocytarni NADPH oxidézy. Pfedpokladany mechanismus
jeho ucinku je inhibice sestaveni cytosolovych a membranovych podjednotek tohoto enzymu, pravdépodobné zabloko-
vanim sulthydrylovych skupin2. Samotny apocynin nepisobi jako scavenger ROSS.

Experimentalné se apocynin vyuziva jako modelovy inhibitor fagocytdrni NADPH oxidézy. V nasich pokusech jsme
chtéli této latky, podobné jako néktefi dal§i autofié, pouzit jako inhibitoru NADPH oxiddzy v nefagocytech. Podéani
apocyninu vak prekvapivé nevedlo ke snizeni produkce ROS, ale naopak k jejimu vyraznému zvyseni. Néktefi autofi jiz
dfive vyslovili domnénku, Ze apocynin neplsobi jako inhibitor NADPH oxidédzy pfimo, ale az po aktivaci peroxidem
vodiku a peroxiddzou?. V misté zdnétu jsou peroxid vodiku i myeloperoxiddza produkovany fagocyty, v nefagocytirnich
buiikich vsak prakticky chybi. Cilem nasi price bylo ovéfit hypotézu, Ze apocynin méd odlidny efekt na imunitné sti-
mulované fagocytarni buiiky a na nefagocyty: v prvnim pfipadé pusobi jako inhibitor NADPH oxidézy a jeho podéni tak
vede ke snizeni produkce ROS, ve druhém ptipadé naopak produkei ROS stimuluje.

Materidl a metody

Veskeré chemikilie pochézely z béznych komerénich zdroju a byly alespon analytické &istoty. Apocynin, kultivaéni
média, Hankiv vyvazeny roztok soli (Hank's balanced salt solution, HBSS), zymosan A ze Saccharomyces cerevisiae,
Histopaque, 2',7'-dichlorofluorescindiacetit (DCFH-DA), kataldza, superoxiddismutéza, difenylenjodinium (DPI), peroxid



70

vodiku a tiron (4,5-dihydroxy-benzendisulfonové kyslina) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich Corp., USA. Peroxidiza
z kienu (horse redish peroxidase, HRP) byla od ICN Biochemicals Inc.

Fibroblasty cévni stény byly pifipraveny z aorty laboratorniho potkana postupem obdobnym, jako bylo publikovino
v literatufe’. Strucné, v celkové anestézii byla vypreparovina hrudni a bfi$ni aorta laboratorniho potkana, oplichnuta
v kultivatnim médiu F12K bez séra s 50 U.ml! penicilinu a 50 pg.ml-! streptomycinu a sterilné rozstfihdna na tenké
prsténky. Ty byly poloZeny na kultivaéni polystyrénovou Petriho misku. Na kazdy krouzek byla polozena kapka kulti-
vaéniho média F12K s 10 % fetdlniho bovinniho séra, penicilinem 50 U.m!'! a streptomycinem 50 pg.ml-1. Po dvou
dnech bylo doplnéno stejné kultivaéni médium, to se déle ménilo dvakrit tydné. P¥i prvni pasazi (po tfech tydnech
od zalozeni primokultury) jsme vysadili antibiotika. Fibroblasty jsme pasizovali jednou tydné v obvyklém fedéni 1:4.
Pro pokusy byly pouzity buriky mezi 7 a 12 pasdzi.

Granulocyty a monocyty laboratorniho potkana byly izoloviny pomoci Histopaque 1083 a Histopaque 1077 (Sigma)
podle protokolu dodavaného vyrobcem. V kritkosti, ve étyfech 15ml polypropylénovych centrifugaénich zkumavkach
byly pfevrstveny vzdy 3 ml Histopaque 1083 tfemi mililitry Histopaque 1077. Nad gradient jsme poloZili vrstvu heparinizo-
vané krve laboratorntho potkana fedéné fyziologickym roztokem 1:3. Po centrifugaci pfi 700 g po 30 minut se vytvofila
vrstva granulocytd na rozhrani Histopaque 1083 a 1077 a vrstva monocytd na rozhrani Histopaque 1077 a fedéného séra.
Izolované krvinky jsme dvakrit promyli ve fyziologickém roztoku a resuspendovali v MEM bez fenolové Cervené.

Opsonizovany zymosan (serum treated zymosan, STZ) byl pfipraven ze zymosanu A ze Saccharomyces cerevisiae.
Suspenzi zymosanu A (asi 5 mg.ml1) jsme vafili 20 minut na vodni ldzni v HBSS. Nabobtnaly zymosan byl zcentrifu-
govén a po odséti supernatantu 30 minut inkubovén v séru laboratorniho potkana (5 mg zymosanu na 1 ml séra). Tento
krok se opakoval celkem tfikrdt. Pak jsme zymosan dvakrit promyli v HBSS a resuspendovali na vyslednou koncentraci
10 mg.ml-1. Alikvéty se skladovaly pfi -85 °C.

2',7'-dichlorofluorescindiacetait (DCFH-DA) byl rozpustén v koncentraci 4 mmol.I'l v 96 % ethanolu, déle fedén
destilovanou vodou na koncentraci 250 pmol.I"1. Tento zdsobni roztok byl rozdélen do alikvéti a skladovén pii -85 °C
v dusikové atmosfére.

2',7'-dichlorofluorescin (DCFH) jsme pfipravili deesterifikaci DCFH-DA jak bylo popsino v literatufe8. Stru¢né,
0,5 ml DCFH-DA 1,0 mmol.I'! v methanolu jsme smisili s 2 ml 10 mmol.I't NaOH. Deesterifikace probihala 30 minut
pii pokojové teploté, pak jsme roztok neutralizovali pfiddnim 10 ml 25 mmol.l-! fostitového pufru, pH 7,4. Roztok byl
uchovévén pii 4 °C v temnu.

Apocynin aktivovany peroxiddzou a peroxidem vodiku jsme pfipravili nsledujicim postupem: k 0,4 ml apocyninu
4 mmol.I'! jsme pfidali 2 ml PBS, 3 jednotky HRP a 100 pl peroxidu vodiku 30 ppm. Po jednohodinové inkubaci jsme
ptidali 8 kU kataldzy a smés jsme inkubovali 15 minut pfi 37 °C. Proteiny jsme denaturovali kratkym varem, po ochlazeni
jsme doplnili MEM bez fenolové Cervené do vysledného objemu 4 ml a precipitit jsme odstranili centrifugaci.

Stanoveni produkce ROS
Ke stanoveni produkce ROS intaktnimi bufikami jsme pouzili
2',7'-dichlorofluorescindiacetit. Tato fluorescen¢ni sonda prochdzi
plazmatickou membrinou do cytoplazmy, kde je bunéénymi estera- O
zami deesterifikovina na nepermeabilni 2',7'-dichlorofluorescin.
DCFH je snadno oxidovin ROS na fluoreskujici DCF6;8-12. | |
Fibroblasty nebo leukocyty byly resuspendoviny v MEM bez
fenolové cervené s 10 pmol.l'! DCFH-DA. Po 30minutové inkubaci C - C H3
pii 37 °C byly promyty v MEM bez fenolové Cervené a 5.104
bunék.ml! bylo resuspendovino ve stejném médiu spolu s apocy-
ninem, jednotlivymi inhibitory a v pfipadé leukocytd s STZ
(1 mg.ml'Y). Fluorescenci jsme méfili pomoci spektrofluorimetru
FluoroMax 3 (Jobin-Yvon) 1 hodinu po 2,5 minutich pfi excitaéni
vlnové délce 501 nm, $térbiné 5 nm a emisni vinové délce 521 nm,
§térbiné 5 nm pii 37 °C. Vzorky byly po celou dobu méfeni mirné

promichavany. OCH3
OH

Obr. 1.
Apocynin (4-hydroxy-3-metoxyacetofenon)
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Obr. 2.: Vliv apocyninu na produkei superoxidu fibroblasty cévni stény.

Suspenze fibroblastd cévni stény (koneina koncentrace 5.104 bunék.ml-!) byla rozdélena na dvé &isti. Polovina byla
30 minut inkubovina s 10 pmol.l-! DCFH-DA pfi 37 °C, druha ¢dst ponechdna jako kontrola. Po promyti MEM

bez fenolové Cervené byla kazda ¢ast suspenze opét rozdélena na dva dily, k jednomu byl na za¢4dtku méfeni pfidin apo-

cynin 100 pmol.l-1, druhy ponechin jako kontrolni. Fluorescence je vyjadfena jako pocet pulsti za sekundu (CPS).
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Obr. 3.:
Vliv apocyninu na fluorescenci DCFH.
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Vliv apocyninu na oxidaci DCFH-DA makrofigy stimulovanymi STZ
Rychlost tvorby ROS makrofagy stimulovanymi 1 mg.ml-1 STZ v pfitomnosti 100 pmol.I'! apocyninu.

12000 —
4

10000
8000
6000
4000

2000

0

—&— APO 100 uM

—m— ctrl

0

v v

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Cas (sec)



72

Vysledky a diskuse

Apocynin zvysil fluorescenci fibroblasti cévni stény osetfenych DCFH-DA oproti kontrole (Obr. 2). Pfitom u bunék,
které nebyly osetfeny DCFH-DA, neved! apocynin ke vzestupu fluorescence. Fluorescence tak nemohla byt zpisobena
samotnou pfitomnosti apocyninu nebo tvorbou néjakého fluoreskujiciho metabolitu apocyninu.

V bezbunééném systému nemél apocynin vyznamny vliv na vzestup fluorescence DCFH deesterifikovaného in vitro
(Obr. 3). Apocynin tedy nezpiisoboval zvyseni fluorescence DCFH ani pfimou interakei s touto sondou. Zvyseni fluo-
rescence po pfiddni apocyninu tak muselo byt zplisobeno zvy$enim produkce reaktivnich forem kysliku bunikami.

Apocynin v koncentraci 100 pmol.I' zvysil v prvni fazi produkci ROS makrofigy stimulovanymi STZ. Rychlost tvor-
by ROS se vsak pomérné rychle snizovala, aZ po 15 minutich byla niz8i nez produkce ROS makrofigy bez pfitomnosti
apocyninu (Obr. 4). Pfidani cerstvého apocyninu vedlo opét ke vzestupu produkce ROS (data nejsou uvedena);
snizeni rychlosti produkce ROS tedy nemohlo byt zpasobeno dosazenim detekéniho limitu DCFH nebo vycerpinim
schopnosti makrofigi tvofit ROS.

Apocynin aktivovany peroxiddzou z kfenu a peroxidem vodiku bezprostfedné inhiboval oxidaci DCFH-DA fibrob-
lasty cévni stény (Obr. 5) i makrofégy a granulocyty stimulovanymi STZ.

Tiron, specificky permeabilni vychytdval superoxidu, prakticky zcela blokoval vliv apocyninu na oxidaci DCFH-DA
fibroblasty cévni stény (Obr. 6). RovnéZz superoxiddismutiza a kataliza alesponi ¢dsteéné snizily stimulaéni déinek
apocyninu na oxidaci DCFH-DA (Obr. 7).

Stimulaéni ucinek apocyninu na produkci ROS fibroblasty cévni stény byl vyrazné potlacen i difenylenjodiniem
(Obr. 8). DPI je inhibitor flavinovych enzymd, ktery nemd scavengerové ucinky!3. Experimentélné se DPI §iroce pouziva
jako inhibitor NADPH oxidéazy41415.

Lze shrnout, Ze apocynin stimuloval produkei reaktivnich forem kysliku, pravdépodobné superoxidu, fibroblasty cévni
stény. Systém produkujici ROS bylo mozné inhibovat difenylenjodiniem. Fagocytirni buniky byly apocyninem nejprve
stimulovany k vyssi produkci ROS, po této tvodni fizi vsak byl apocynin konvertovin pravdépodobné myeloperoxida-
zou a peroxidem vodiku na jinou slouceninu, kterd méla naopak inhibi¢ni efekt na produkci ROS. Apocynin pfedem
aktivovany myeloperoxidizou a peroxidem vodiku in wifro mél bezprostfedni inhibiéni efekt na produkci ROS
fagocytdrnimi i nefagocytdrnimi bunkami.

Schopnost apocyninu inhibovat produkei ROS az po preaktivaci peroxidizou a peroxidem vodiku by mohla byt
farmakologicky vyznamnd: apocynin je aktivovan jen v misté zdnétu, kde je v dostate¢ném mnozstvi pfitomna jak volnd
leukocytirni myeloperoxiddza, tak peroxid vodiku, a zde muze pusobit jako protizanétlivd litka. Na imunitné nesti-
mulované fagocyty pfitom nemd inhibi¢ni ucinek.

Otazkou zistava vyznam zvyseni produkce ROS pusobenim apocyninu. Intraceluldrni ROS maji signalni funkci, spo-
potlaeni produkce mikrobicidnich, ale i cytotoxickych latek, zdroven i podporovat i bunéénou proliferaci a reparaci
poskozené tkiné.

Obr. 5.
Vliv apocyninu aktivovaného peroxiddzou z kfenu a peroxidem vodiku na produkci ROS fibroblasty cévni stény.
Oxidace DCFH-DA fibroblasty cévni stény po pfidini 100 Kmol.l! apocyninu aktivovaného peroxidézou z kfenu
a peroxidem vodiku.
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Obr. 6.:
Vliv apocyninu a tironu na oxidaci

DCFH-DA fibroblasty cévni stény.

Obr. 7.:

Vliv apocyninu, kataldzy a super-
oxiddismutdzy na oxidaci DCFH-
DA fibroblasty cévni stény.

Obr. 8.:
Vliv apocyninu a difenylenjodinia
na oxidaci DCFH-DA fibroblasty

cévni stény.
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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
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Figure 2.: Plasma of patients with porphyria Figure 3.: DGGE of exon 11 protoporphyrinogen oxi-

variegata shows typical fluorescence in 626 nm dase gene from family number 1

. 626mm = ®

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.



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 679T -G W 227 G
3 exon 13 del 8 bp3308-3315
4 intron 6 IV6+1 GSA
5 exon 13 del 8 bp3308-3315
6 exon 13 5371 G- A C459Y

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

cDNA Mean (SEM) Range Percentage
(nmol/mg protein/hour)
pGEX 2T 44 + 0,4 3,6-53
human PPO 1022 +8,8 90,3-128,0 100
W227G 37 £0,1 3,3-4,0 0
C459Y 36 £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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