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Dne 24. Kvétna 2004 probéhl jiz 5. rocnik obnovené Studentské védecké konference na Univerzité Karlové v Praze -
1. Iékarské fakulté. Pri pohledu na kvalitu prednesenych praci jsme radi, Ze jsme se k tradici prezentace védeckych praci
studentd na studentské védecké konferenci vratili.

Poroty mély tézky Ukol pfi vybirani ocenénych, ale myslim, Ze v konkurenci mnoha praci rozhodly velmi dobre. VSem
ocenénym blahopfeji a jsem rad, ze bylo mozné je predstavit ¢lenlim Védecké rady 1. LF na jejim ¢ervnovém zasedani.

Velmi si vazim vysoké trovné praci pregradualnich student( a zacinajicich doktorand@l. Trochu méné mne tési prezen-
tace doktorand(l Ctvrtych a vysSich ro¢nikd. Tito studenti by méli vystupovat bézné na Ceskych lékarskych sjezdech
a dokonce ti nejlepsi i na sjezdech zahranicnich. Jejich Gcast na studentské konferenci ma vsak urcity smysl v tom, ze
mladsi studenti vidi, na jakou Uroven by méla jejich prace dospét.

Je mné ale zndmo, ze dokonce néktefi pregradualni studenti prednesli v tomto roce sva sdéleni také na celostatnich
Iékafskych sjezdech. V situaci, kdy se diskutuje o tom, Ze kvalita zajemci o studium mediciny klesa mne tato skutec¢nost
tési dvojnasobné

Naudit studenta tviiréi védecké praci je v jistém smyslu vyvrcholenim ¢innosti nasi fakulty. Tato ¢innost studentt se
odehrava v problematickych ekonomickych podminkach. Predstava, ze pred nami stoji lidé, ktefi vétSinou zadarmo ¢i za
smésnou Castku stipendia dokdzali kvalitné védecky pracovat a zaroven obhajit vynikajici védecké prace, je z mnoha
hledisek neuvéritelna.

Musim podékovat studentlim pregradualnim i postgradudlnim, Ze ¢asto ve sloZitych podminkach drzi kvalitu védecké
prace na nasi fakulté vysoko.

Vsichni soucasni vedouci pracovnici fakulty vzpominaji na své védecké zacatky v dobé studia. Je tedy jisté, Ze i nyni
pred nami stoji ti, ze kterych postupné vznika generace novych asistentd, docentd, profesorl nasi fakulty, nezatizena jiz
dobou totality. Domnivam se, Ze pravé v tom je velkd nadéje nasi fakulty i celé univerzity.

prof MUDr: Stépéan Svacina, DrSc, MBA
dékan 1. [ékarské fakulty

= ..... .'. r
- - / N

JiZ 5. rocnik studentské védecké konference zahdjil tradicné dékan Univerzity Karlovy v Praze — 1. LF prof, MUDY; Stépén Svacina, Drsc.,
MBA spolecné s prodékanem pro védeckou praci a vyzkum prof. MUDr. Viadimirem Tesarem, DrSc,, MBA.
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konana pod zastitou deékana 1. LF
Prof. MUDr. Stepana Svaciny, DrSc., MBA
24. KVETNA 2004
Univerzita Karlova v Praze
1. Iékarska fakulta

5. studentskou védeckou konferenci na 1. LF UK zahaiji dékan 1. Iéka¥ské fakulty prof. MUDr. Stépéan Svacina, DrSc., MBA
dne 24. kvétna 2004 v 8.00 hodin v zasedaci mistnosti dékanatu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.

Studentska védecka konference bude usporadana ve dvou sekcich. Sekce postgradudlnich praci a sekce pregraduélnich
praci, kterd je rozdélena na Cast teoretickou a preklinickou.

SEKCE PREGRADUALNICH PRACI bude probihat 24. kvétna 2004, a to:

klinicka cast: od 8.15 hodin v poslucharné Stomatologické kliniky 1. LF, Katefinska 32, Praha 2

teoreticka cast: od 13.00 hodin v poslucharné Stomatologické kliniky 1. LF, Katefinska 32,
Praha 2

SEKCE POSTGRADUALNICH PRACI bude probihat 24. kvétna 2004 od 8.15 hodin v zasedaci mistnosti dékanatu
1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2

Prace mohou byt prezentovany v ceském i anglickém jazyce. Doba prednasky bude maximalné 10 minut
a prostor pro diskusi 5 minut. K dispozici bude dataprojektor, zpétny projektor a diaprojektor s moznosti
dvojprojekce a postery (rozmér 160x120 cm).

Ucastniky konference zadame, aby si pfinesli sv{ij osobni notebook.

K pozvance bude pfiloZzen ¢asovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

Prof. MUDr. Vladimir TesaF, DrSc., MBA Prof. MUDr. Stépan Svacina, DrSc., MBA
prodékan pro védeckou praci a vyzkum dékan 1. Iékarské fakulty

Veskeré informace o konani 5. SVK:

Oddéleni pro védeckou cinnost a zahranicni styky 1. LF
Tatiana Kralova, tel. 22496 4358

e-mail: tkral@If1.cuni.cz
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THE USE OF CD38+ ANTIGEN EXPRESSION ON CD8+ T- LYMPHOCYTES

AS A MARKER OF HIV-1 INFECTION.

Author: AKANDO Benoit, 5. r.

Advisor: MUDr. Michal Holub, Ph.D., Laboratory of Infectious Immunology 3 Department of Infectious and
Tropical Diseases, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Introduction: persistent viraemia and progressive decline in number of T-lymphocytes characterize HIV infection. Also,
human immunodeficiency virus (HIV)-1 is responsible for chronic immune activation that may partly cause the decrease
in CD4+ T- cells. The aim of this study was to evaluate an association between expression of activation markers CD28
and CD38 on CD8+ T- lymphocytes and other routine laboratory parameters of HIV-1 infection such as CD4+ count and
viral load of HIV-1 RNA.

Methods: we analyzed expression of CD28 and CD38 antigens on CD8+ T-lymphocytes in 10 newly diagnosed HIV+
persons. Also, we compared these data with results obtained in previous study in 16 HIV-positive patients treated with
highly active antiretroviral therapy (HAART) and healthy controls (n=19). The percentage of CD8 T-lymphocytes with
CD28 and CD38 expression was determined with three-color cytometric analysis.

TABLE 1: CORRELATION BETWEEN EXPRESSIONS OF ACTIVATION MARKERS CD28+ ON CD8+ T- LYMPHOCYTES AND VIRAL LOAD.
DATA ARE PRESENTED AS MEAN + STANDARD ERROR " P < 0.01.

CD8+/CD28+ T-cells (%) r=0.918" r = 0.356
CD8+/CD38+ T-cells (%) r=0.842 r=-0.272

TABLE 2: DIFFERENCES IN HIV-1 RNA PLASMA VIRAL LOAD, PERCENTAGES OF CD4+ T-LYMPHOCYTES AND CD8+/ CD38+
T-LYMPHOCYTES. *P < 0.01 (DIFFERENCE BETWEEN NEWLY DIAGNOSED AND HAART TREATED HIV-POSITIVE PATIENTS).

Viral load (log (copies/ ml)) 0 2.7 +0.8 2.6 £ 0.6

CD8+/ CD38+ T-cells (%) 46.6 + 2.1 68.4 + 5.3 46.1 £ 3.7

CD4+ T-cells (%) 41.8 £ 10.4 20 + 3.1 24 £ 1.7
Results:

Conclusion: although number of treatment nad've patients in our study is small, we can assume that HAART limits the
chronic activation of the immune system in majority of HIV-infected persons. Moreover, the negative correlation between
activation of CD8+ T-lymphocytes (cytotoxic T-lymphocytes - CTL) as evidenced by a decline of CD28 antigen expres-
sion (activated cells are losing CD28 antigen from their surface) and percentage of CD4+ T-lymphocytes indicates that
CTLs” play a role in the destruction of CD4+ T-lymphocytes.

MOLECULAR NATURE OF PARADOXICAL HEART RATE INCREASE AFTER

APPLICATION OF CARBACHOL IN DEVELOPING CHICK EMBRYO

Author: Rastislav Ballay, 3. r.
Advisor: Jaromir Myslivecek, Institute of Physiology, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

We have used the chick embryos of white Leghorn to study the changes of heart rate (HR) after application of carbachol
(muscarinic agonist) /n ovo. Developing embryos from the day 13 /7 ovoto day 21 (hatching) were exposed to continual
infusion of carbachol starting at the day 13. The solutions were applied from the osmosis-based apparatus to the
papyraceous membrane. Embryos in 14% and 15% day in ovo were exposed to BIM (bisindolmaleimide). BIM is specific
PKC (phosphokinase C) inhibitor and we applied gradient concentration of BIM. Embryonic HR was determined using
acoustokardiogram method (ACG). ACG is non-invasive technique to record the pulsating pressure waves. ACG signals
were sometimes distorted. For these purposes, we had to use spectral analysis (Fourier transform) to restore and
calculate HR. Simultaneously, densities of muscarinic (MR) and B-adrenergic (BAR) receptors in chick heart ventricles
were measured using radioligand biding of specific receptor antagonists with rapid filtration we detected the receptors.
The ligands used were [3H]-quinuclidynyl benzilate for the MR and [3*H]-CGP 12177 for the BAR.

Long-term exposure of carbachol increases the HR in days 13 to 15. From the day 16 carbachol had negative effect
on HR compare to control. Infusion of BIM (days 14 and 15) increased HR. Application solution of carbachol with BIM
potentiate the increase of HR. Densities of MR and BAR were balanced after carbachol treatment from the day 13 to day
21. There were no substantial changes in comparison to control.



We can therefore conclude that more than one mechanism are responsible for the HR and receptor regulation in the
developing heart.

IZOLACIA, KULTIVACIA A IDENTIFIKACIA HLADKYCH SVALOVYCH BUNIEK

AORTY LABORATORNEHO POTKANA

Autor: Marek Grega, 3. r.
Skolitel: MUDr. Martin Vejrazka, Ustav Iékaiské biochemie 1. LF

Pre Stadium pdsobenia volnych radikalov na cievnu stenu je potrebné izolovat’ a kultivovat' hladké svalové bunky
(vascular smooth muscle cells, VSMC). Izolovali sme ich z aorty laboratdrneho potkana kmena Wistar veku asi 4 tyZdne,
hmotnosti do 120 g. Aortu sme sterilne odobrali, preplachli kultivatnym médiom DMEM a mechanicky oistili od okolitej
vazivovej tkane. Adventiciu sme odstranili inkubaciou s roztokom kolagendazy. Dalej sme aortu pozdizne rozstrihli a intimu
odstranili d'alSou inkubaciou v kolagendze. Nasledovalo enzymatické rozvolnenie buniek medie pomocou elastazy
a kolagenazy. Bunky sme kultivovali v kultivacthom médiu DMEM.

Po dlhodobej kultivacii dochadza k zmendm v morfoldgii VSMC, bunky rychlo stracali svoj vretenovity tvar. PGvodny
tvar si zachovavali dihsie pokial boli pestované na kultivacnych nadobach potiahnutych tenkou vrstvou kolagénu. Vplyv
na ich morfoldgiu malo tiez zlozenie kultivacného média. Vretenovity tvar ostaval lepsie zachovany pri pouZziti média
DMEM s pridavkom 10% fetalneho bovinného séra a ECGS (endothelial cell growh suplement, 30 mg/ml).

Pokial’ sme dosiahli morfologicky stabilnt kultdru po dobu niekol'kych pasazi, testovali sme ich kontraktilitu po stimu-
lacii noradrenalinom. Na jej preukazanie sme pouzili skld potiahnuté filmom silikénovej gumy, pod ktorou bola vrstva
tekutého silikdnového oleja. Bunky prisadnuté na takyto film vytvarali po podrazdeni noradrenalinom a naslednej kon-
trakcii vrasky viditené pod fazovym kontrastom v mikroskope.

Pri pouziti uvedenych kultivacnych podmienok sa néam podarilo udrzat’ bunky morfologicky i funkéne odpovedajlce
VSMC do deviatej pasaze.

ANALYZA MUTACE 3819DEL5 GENU BRCA1 V CESKE POPULACI

Autor: Ondfej Havranek, 3. r.
Skolitel:  MUDr. Michal Zikan, Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1.LF

Karcinom prsu je nejCastéjsSim zhoubnym nadorem Zen u nas, 5-10% vznikd na podkladé vrozené mutace. Asi 52 %
mutaci je pfitomno v genu BRCAL1, ktery je tak spolu s genem BRCA2 (32%) hlavnim predispozi¢nim genem. Mutace
v tomto genu vyrazné zvysuje riziko karcinomu prsu, kolem 80% ve véku do 70 let, a karcinomu ovaria, 40-60% do
70 let. Cilem prace je zhodnotit Cetnost mutace 3819del5 genu BRCA1 v Ceské populaci Zen s karcinomem prsu vzhle-
dem k diagnostice genetickych dispozici.

Testovano bylo 500 pacientek s karcinomem prsu a 300 zdravych lidi. DNA byla amplifikovana pomoci PCR a mutace
detekovana elektroforézou v agarosovém gelu. Rozdil délky normaini a mutované alely se projevil vznikem dvou frag-
mentd.

V testovaném souboru 500 pacientek s karcinomem prsu byla nalezena jedna mutace, v kontrolnim souboru 300 lidi
nebyla nalezena zadna. Podil mutace 3819del5 na vzniku nadoru v populacd’ Zen s karcinomem prsu je tedy pfiblizné
1:500. Pro presnéjsi odhad by bylo nutné otestovat mnohem vétsi soubor pacientt. Podle jiné studie je vyskyt mutace
3819del5 mezi ostatnimi v BRCA1 genu 14%. Z toho by se dalo usuzovat na ¢etnost mutace 3819del5 1:300 v populaci
Zen s karcinomem prsu. Z nalezu mutace u zdravé Zeny vyplyva nutnost preventivni péce s nékolika moznostmi zasahu.
Od precizniho sledovani po preventivni mastektomii.

Mutace 3819del5 je v Ceské populaci jednou z nejcastéjSich mutaci genu BRCAL. Je nutné se zamyslet, jaky vyznam
by mélo vysSetfovani vSech pacientek s karcinomem prsu na pritomnost této a dalSich ¢astych mutaci genu BRCA1, které
by v pfipadé testovani konkrétnich mutaci bylo velice levné. Podminkou ovéem je dostate¢né mnozstvi zachycenych
mutaci.

VLIV AKUTNIHO A CHRONICKEHO PODAVANI AMFETAMINU NA CHOVANI

POTKANU V MORRISOVE VODNIM BLUDISTI

Autorky: Markéta Hruba, 4. r. a Maria Hybelova, 4. r.
Skolitel:  Prof. MUDr. Sixtus Hynie, DrSc. a Doc. MUDF. Véra Klenerova, DrSc., Farmakologicky Gstav 1. LF a VFN

Amfetamin (AMF) je Casto zneuZivana navykova latka, ktera mdze mit odlisné behavioralni (c¢inky v zavislosti na podané
davce a chronicité jejiho uzivani. Cilem této studie bylo testovani Ucinku akutniho a chronického podavani AMF na
prostorovou pamét’ potkan( v Morrisové vodnim bludisti. Pouzili jsme samce 3 kmen0 potkan(, jmenovité Wistar (Velaz,
Praha), Sprague- Dawley a Lewis (Charles River Laboratories, Némecko). Kmen Lewis vykazuje deficitni aktivitu hypo-
talamo-hypofyzarni-nadledvinové osy. V Morrisové vodnim bludisti byli potkani trénovani ve schopnosti nalezeni nevidi-
telné Unikové plosiny. Sledovali jsme zejména dva parametry, a to latenci (doba) dosazeni Gnikové plosiny (s) a vzdale-
nost uplavanou k dosazeni plosiny (m). Za pouZiti programu TRAM (poskytnut Dr. L. Neradem) bylo mozné sledovat
dalsi parametry, jako jsou ucinnost nalezeni cesty, tortuosita, tigmotaxe aj. AMF (sulfat) byl aplikovan i.p. jednorazové



v davkach 1 nebo 8 mg/kg, a to 1 nebo 5 hodin pred vlastnim testem. PFi chronickém podavani po dobu 14 dnd jsme
pouzivali davku 4 mg/kg; posledni davka byla 24 hodin pred vlastnim testem. U kmene Wistar se po davce 1 mg/kg
nepatrné snizila latence i vzdalenost potfebna k dosazeni Unikové plosiny. AMF v davce 8 mg/kg vyvolal vyrazné zhorSe-
ni vykonu u vSech kmenl potkand. Vétsina potkand nenalezla cil v limitu 60s, z{stavala prevazné v jednom segmentu
bludisté a pohybovala se po vnéjsim obvodu tohoto zafizeni. Efekt AMF vymizel pfi testu provedeném za 5 hod po
aplikaci latky. Chronické podavani AMF mélo jen malé Gcinky na prostorovou pamét: kmen Lewis, u kterého je uceni
pomalejsi nez u ostatnich kmen(, zlepsil své vysledky v testu, u kmene Sprague-Dawley, ktery vykazoval rychlé uceni,
AMF vysledky neovlivnil, a u kmene Wistar doslo ke zhorSeni vykonu po chronickém AMF. Zavérem lze shrnout, ze
vysoka davka amfetaminu vyvolala nejen kvantitativni, ale i kvalitativni zmény v prostorové paméti, jak dokumentujeme
i filmovymi zaznamy. Tyto ucinky vSak vymizi béhem 5 hodin po aplikaci amfetaminu.

Podporovano FRVS 2877/2003 a MSM 1111 0000 1

AKTUALNOST AUTOMOBILOVYCH EMISI V TROPOSFERE

Autor: Pavel Melichercik, 3. r.

Skolitelé: Doc. MUDr. Otakar Klein, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN, Ing. Jana Ostatnicka,
Cesky hydrometeorologicky tstav, Usek ochrany &istoty ovzdusi

V obdobi 1990-1999 v CR doslo k vyznamnému poklesu koncentraci oxidu sificitého a suspendovanych Castic (TSP),
které demonstrujeme v grafické podobé. Rychly rozvoj automobilové dopravy v CR ma za nasledek narlist emisi oxid{
dusiku a sekundarné vznikajiciho troposférického (pfizemniho) ozdnu, ktery vznika celou fadou chemickych reakci tzv.
prekursortl (oxidy dusiku a t&kavé organické latky) za Gcinku slunecniho zafeni a spolupisobeni O,. Z tohoto divodu
jsou v soucasné dobé u nas, stejné jako v sousednich evropskych zemich, povazovany za nejvyznamnéjsi latky znecis-
t'ujici ovzdusi oxidy dusiku (zejména oxid dusicity), troposféricky 0zon a jemné suspendované Castice 2,5 ym. Nar(sta
zavaznost znecisténi ovzdusi benzenem. V nasi praci predkladame vysledky celorocniho kontinudlniho méreni koncent-
race benzenu na typické méstské stanici (Praha - Smichov) a pfiméstské stanici (Praha - Libus) v zavislosti na ro¢nim
obdobi (zima, Iéto), pracovnich dnech a dnech pracovniho klidu. Pfedkladané vysledky (celorocni koncentrace benzenu
v dg/m? dle méFeni CHMU) ukazuji zavislost vySe hladin koncentraci benzenu na rannich a odpolednich Spicek v zimnim
obdobi (méstska stanice Praha-Smichov: 5,5-6,3 pg/m? a priméstské stanice Praha-Libus: 2,3-3 pg/m3). Zavislost na
rannich a odpolednich dopravnich Spickach je méné vyrazna u této priméstské stanice oproti stfedu mésta. Hodnoty
celorocnich koncentraci benzenu jsou podstatné nizsi v priméstské stanici Libus, nez u méstské stanice vlivem mensiho
benzenu v pfizemni atmosfére pfi letnich bezoblacnych podminkach oproti oblacnému pocasi v zimnim obdobi. Prace
upozoriiuje na nové vysledky vykladu mutagenniho-karcinogenniho Gcinku benzenu objevem nékolika typd metabolitll
benzenu, které vyvolavaji fenomén intracelularniho oxidacniho stresu, zejména uvolnénim radikalu oxidu dusnatého.
Konstatujeme, Ze vétSina namérenych hodnot celorocnich koncentraci benzenu v uvedenych lokalitach se pohybuje pod
hodnotou 5 pg/m?, ktera je cilovou hodnotou imisniho limitu pro benzen doporucenou evropskou komisi do roku 2010.
Nutno vSak upozornit, Ze k této hodnoté celoro¢niho priiméru sledovanych koncentraci, budou vzaty i hodnoty kratko-
dobé prekracujici, které nabyvaji na zavaznosti vzhledem k mnohahodinovému setrvavani benzenu v organismu po jeho
expozici inhalaci.

STRESS BRINGS ABOUT THE DIFFERENT CHANGES IN QUANTITIES OF LUNG
MUSCARINIC, A -ADRENERGIC AND B-ADRENERGIC RECEPTORS IN CRH
KNOCKOUT MICE IN COMPARISON TO WILD TYPE MICE.

Autorky: Novakova Martina, 3. r. a Porazikova Karolina, 3. r.
Skolitel: MUDr. Mysliveéek Jaromir, Ph.D., Institute of Physiology, First Faculty of Medicine, Charles
University in Prague

Glucocorticoid hormones are essential in activation of the transcription of PNMT (phenylethanolamine N-methyltransfe-
rase), the enzyme that catalyse the biosynthesis of adrenaline. This is important in view of the roles which glucocorti-
coids play in the adaptation to stress. We investigated whether the immobilisation stress have an effect on the densities
of muscarinic (MR) and of a,- (AAR) and B-adrenergic receptors (BAR) in the lungs of CRH (corticotropine releasing
hormone) knockout mice (CRH KO). Lung tissue can serve as a model of tissue in which the effects of sympathetic
neurotransmiters (i.e. adrenaline or noradrenaline) are antagonised by the effects of parasympathetic neurotransmit-
ters. Therefore it is possible to suppose the existence of heterologous regulation between these receptor systems
(adrenergic and muscarinic). Compounds [*H]quinuclidinyl benzilate and [*H]CGP 12177, [*H]prazosin were utilised as
specific markers of the muscarinic and adrenergic receptors, respectively.

The amount of receptor binding sites in CRH KO mice were decreased in comparison to their wild type counterparts.
This decrease was the most prominent in AAR densities. The stress brings about profound decrease in MR, BAR and AAR
both in wild type and knock-out animals. The changes in BAR densities brought by stress were more prominent in CRH
KO animals. On the other hand, the changes in the densities of MR and AAR brought by stress were more noticeable in
WT animals.



We can therefore conclude that: 1) CRH knock-out is able to change the densities of MR, AAR and BAR in the lung
tissue; 2) stress reaction differs in CRH KO animals in comparison to their WT counterparts. Our results showed that
lacking of CRH influence the development of stress reaction on the level of receptor proteins

KASRUT VE SVETLE MINULOSTI A PRITOMNOSTI

Autorka: Sabina Richterova, 5. r.
Skolitel: Doc. MUDr. Otakar Klein, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1.LF a VFN

Kasrut je souborem ustanoveni judaismu, jez urcuji, jaké potraviny, pokrmy se smi-nesmi jist, jakym zplisobem maji byt
pfipravovany a pojidany. V doslovném prekladu kofen tohoto hebrejského slova (stejné jako slovo koser) znamena vse,
co je ,vhodné, naleZité, spravné”. Ackoliv jde o velmi propracovany systém doporuceni, prikazl a zakaz{, v detailech
velmi obsahlych a sloZitych, hlavni zédkony, z nichZ se odvozuji, jsou pomérné jednoduché. Zakladaji se na biblickych
ustanovenich v Tore, blize specifikovanych v Talmudu (sbirce pravnich norem judaismu). Na téma vyznamu téchto
stravovacich pfikaz{ se v priibéhu staleti vedly nekonec¢né disputace a uvadéla se nejrozmanitéjsi zddvodnéni mysticky-
mi pocinaje a medicinskymi konce. Z hlediska dnesnich hygienickych a dietologickych poznatkd neni pochyb, Ze néktera
doporuceni kasrutu maji opravdu Uzky vztah ke zdravi. Ve své praci predkladam srovnani nékterych dnesnich nazord na
vyZivu s timto starozakonnym odkazem. V tradicnim pojeti ma kasrut ale také neméné dllezity vyznam socidlni, eticky
a duchovni.

DEGENERACE NEURONALNICH BUNEK HIPPOCAMPU PO VICENASOBNEM
PODANI KYSELINY KAINATOVE

Autofri: Riljak Vladimir, 6. r. a Mgr. Milotova Martina
Skolitel:  Prof. MUDr. Milo$ Langmeier, DrSc., Fyziologicky Gstav 1.LF

Uvod: Pro studium neuroplasticity centralniho nervového systému se s Uspéchem vyuziva Ucinkd kyseliny kainatové.
Tato neurotoxicka substance slouzi jako model fady chorob (napf. temporaini epilepsie, fady neurodegenerativnich
onemocnéni apod.). V centralnim nervovém systému se vaze na specifické kainatové receptory a tak vyvolava masivni
depolarizaci neuronalnich bunék, coz ve svém dUsledku mlZe vést aZ k jejich zaniku.

Metodika: V tomto experimentu jsme podavali kainat laboratornim potkantim typu Wistar /samci, vaha 250-300g/
v Sesti davkach (5mg resp. 10mg), vzdy ob jeden den. Po dvou dnech od posledni aplikace byla zvifata v hluboké
pentobarbitalové narkdze transaortalné perfundovana (neutralnim paraformaldehydem), jejich mozky vyjmuty a zpra-
covany na kryostatu. Nasledné byly fezy obarveny kombinaci DNA barveni Hoechst a Fluoro-Jade B (to umoZziuje
identifikovat zanikajici neurony). Preparaty byly hodnoceny ve svételném mikroskopu.

Vysledky: U zvifat vystavenych Sesti davkam 10mg KA jsme pozorovali nasledujici morfologické zmény: CA1 oblast
hippocampu: vyrazné zeslabeni tloustky vrstvy pyramidovych bunék, vyrazné snizeni denzity bunék, marginalné Ize
pozorovat glidzu.

CA2 oblast: velmi malé mnoZstvi degenerovanych bunék a to prevaze ve vrstvé bunék pyramidovych. V porovnani
s CA1 oblasti je tloustka této vrstvy méné tangovana. Glidza je zde méné vyrazna, avsak denzita pyramidovych bunék
této oblasti je rovnéz snizena.

CA3 oblast: Nenalezli jsme prakticky Zzadné degenerujici buriky, zni¢ené neurony jsou jiz ¢astecné nahrazeny gliézou,
ktera lemuje lakuny po zaniklych pyramidovych bunkach.

Hillus gyrus dentatus: nejsou patrny zadné degenerujici neurony, pouze identifikujeme znacnou glidzu.

Gyrus dentatus: oba listy (dorsalni i ventralni) jsou prakticky bez morfologickych zmén.

Pfi podani davky Sest krat 5mg KA je patomorfologicky nalez nasledujici: nejvyraznéji degeneruje oblast CA1, prede-
vsim jeji zaCatek, prechod této oblasti v CA2 zlstal intaktni. Oblast CA3 a hillus gyrus dentatus: prakticky veskeré
pyramidové bunky podlehly destrukci a byly ¢astecné nahrazeny glii.

Zavér: Porovnani pozorovanych zmén u zvifat vystavenych davce Sest krat10mg a Sest krat 5mg dovoluje uzavrit, ze
nejvice kainat-vulnerabilni strukturou je oblast CA3, ktera byla prakticky celad zni¢ena jiz nizsi z obou davek. Stejné tak
velmi snadno podléhaji destrukci interneurony hillu gyrus dentatus. Vyrazné tangovana jiz pfi nizsi davce byla i oblast
CA1, kde vSak dochazi k degeneraci ponékud pozdé&ji. Nejrezistentnéjsi vici kainatu se tedy jevi oblasti obou listd gyrus
dentatus, kde ani pfi vySsi z obou davek nelze pozorovat Zadné akutni morfologické zmény. Je patrnd pouze lehce
snizenda denzita bunék této oblasti.

Kardinalni otazkou pochopitelné zlstava jaky je mechanismus pozorované bunécné smrti, resp. jakym mechanismem
kainat zanik bunék vyvolava. Zda se na ném podileji predevsim jeho nespecifické, celkové toxické ucinky, ¢i zda zanik
neuronalnich bunék je dan jeho excitotoxickym ucinkem, tedy masivni depolarizaci neurond vedouci az k jejich zaniku.



VLIV NEUROTROPHINU A JEJICH RECEPTORU NA VYVOJ PACINIHO TELISEK

Autor: Ji¥i Sedy, 6. 1.

Skolitelé: Prof.. MUDr. Milo$ Grim, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF, Prof. Jan Kudera, MD, PhD, Department of
Neurology, Boston University, USA

Paciniho téliska jsou rychle se adaptujici mechanoreceptory, ulozené zejména v podkoZi, na periostu a v interossealnich
membranach. Jejich vyvoj je podminén komplexnimi interakcemi axon@ senzitivnich neuron a cilovych bunék v periferii
(Zelend, 1994). V této interakci se uplatiiuji neurotrophiny, které podminuji diferenciaci a prezivani sensitivnich neuro-
nl. Zatimco pro proprioceptivni a nociceptivni zakonceni byly zjistény neurotrophiny, které jejich vyvoj podmifiuji, neni
dosud znamo, které neurotrophiny jsou nutné pro vyvoj Paciniho télisek. Objasnit tento vztah je cilem predkladané
studie.

Byly pouZzity transgenni mysi s vyfazenymi geny pro nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), neurotrophin-3 (NT3) a neurotrophin-4 (NT4) a jejich TrkA, TrkB, TrkC a p75"™® receptory. Genotypizace trans-
gennich zvifat byla provadéna pomoci PCR s pouzitim prislusnych primer{. Skupina Paciniho télisek na bérci u novoro-
zenych zvifat byla kvantifikovana in situ po imunohistochemickém znazornéni prlikazem cholinesterazy, nebo na sério-
vych polotenkych eponovych fezech. Exprese neurotrophind a jejich receptorll v Paciniho téliscich byla provadéna
pomoci protilatek v kryostatovych fezech.

Delece genu pro jednotlivé rlistové faktory, pravé tak jako pro jejich jednotlivé Trk receptory vedly ke snizeni poctu
Paciniho télisek a jejich inervujicich axond, ale nikdy k jejich Gplné absenci. Deficity byly nejvétsi u /737 mutantni mysi,
méné u BDNF” a nejméné u NT74 mysi. Delece NGF méla minimalni dopad. Mutanty s vyfazenymi geny pro neurotro-
phinové receptory ukazaly, Ze nejvétsi dopad ma signalizace prostrednictvim receptord TrkA a TrkB, méné TrkC a prakticky
zanedbatelna je signalizace pres p75"™ receptor. PouZili jsme proto vicenasobné mysi mutanty, které ukazaly, Ze vytvo-
feni plného poctu Paciniho télisek a inervujicich neurond vyZaduje expresi N73, zaroven s expresi BDNF nebo NT4.

Tyto vysledky ukazuji, Ze pro vyvoj Paciniho téliska a jeho inervujiciho neuronu je nejvyznamnéjsi N73 v koexpresi
s nékterym z dalSich neurotrophind. Tato signalizace vyZzaduje predevsim TrkA a TrkB receptor.

ASOCIACE EXPRESE GENU MRP5 S REZISTENCI K 9-[2-(FOSFONOMETHO-XY)

ETHYL]-2,6-DIAMINOPURINU V MODELU HEMATOLOGICKYCH MALIGNIT

Autor: Michal Zapotocky, 5. r.
Skolitel: Doc. RNDr. Berta Otova CSc., Ustav biologie a IékaFské genetiky 1. LF a VFN, Mgr. Jilia Starkova

V UOCHB AV CR jsou vyvijeny acyklické nukleosidfosfonaty, mezi kterymi méla nejvétsi protinadorovy tcinek latka 9-[2-
(fos-fonomethoxy)ethyl]-2,6-diaminopurin (PMEDAP). Ale i u nej-Gcinnéjsich latek je v priibéhu protinadorové terapie
pozorovana rezistence k Ié¢bé, nejCastéji mnohocetna Iékova rezistence. Gen MRP5 (rodina Multidrug Rezistance Asso-
ciated Protein-MRP) byl sledovan v priibéhu dlouhodobé aplikace PMEDAP v in vitro a in vivo experimentech. V in vitro
pokusu byly buriky CCRF-CEM kultivovany po dobu 5 tydnd v RPMI s PMEDAP o kon-centraci 0 a 1 pumol.I"t, Kazdych
sedm dni byly odebirany vzorky k vySetfeni exprese genu MRP5 metodou kvantitativni RT-PCR. V experimentu na této
monoklonalni kultufe se ukazalo, Ze exprese genu MRP5 stoupa v zavislosti na Case a je to déj reverzibilni. T-lymfom
SD10/96 rostouci na inbredni linii potkan Sprague-Dawley/Cub byl pouZzit pro /n vivo experiment. Ctyfi po sobé jdouci
pasaze poslouzily k modelovani dlouhodobé terapie. 4 hodiny po posledni davce byla v kazdé pasézi provedena autop-
sie, nadory byly zvazeny a byly odebrany bunky na vysSetfeni exprese MRP5 metodou RQ-RT-PCR. Porovnavali jsme
hmotnosti lymfom( a expresi MRP5. Pfestoze byly po 1. pasazi nadory léCenych zvifat signifikantné mensi nez u kontrol,
byla soucasné zvysena exprese MRP5. Ve 2. pasazi byla jiz citlivost k PMEDAP snizena a exprese MRP5 byla signifikant-
né zvySena. Ve 3. a 4. pasazi nebyly lymfomy citlivé k PMEDAP a exprese MRP5 byla srovnatelnd s lymfomy nelécenych
zvitat. Z toho Ize usoudit, Ze se vyselektoval klon malignich bunék, v kterych pfi rezistenci hraje roli jiny mechanismus.

vvr

dobé probéhne hodnoceni vlivu dalsich gen(i.



Prace studentdj hodnotily komise sloZené z pedagogd 1. LF









PRVNI POMOC PRO STREDNI SKOLY

Autofi: Denisa Darsova 5. r., Michaela Ingrischova 5. r., Barbora Jindrova, Lenka Bosanska, Mirek Zvolsky
Skolitel: as. MUDr. Vaclav Vavra, Klinika anesteziologie a resuscitace 1. LF a VFN (dale jen KAR)

Uvod: Spravné poskytnuti laické prvni pomoci v prvnich minutach postizeni ma rozhoduiici viiv na vitalitu tkani, hlavné
CNS, a tedy kvalitu preZiti poskozenych. S cilem zlepsit znalosti zachrannych postupd u stfedoskolskych studentd probi-
ha na prazskych SS jiz tfetim semestrem projekt vyuky technik prvni pomoci. Tento osvétovy program uskuteciuje
7 studentl 1. LF UK ( IV.-VI. roc. ) pod zastitou organizace IFMSA (International Federation of Medical Students Associa-
tions) a KAR 1. LF UK a VFN, zastoupené as. MUDr. Vaclavem Vavrou.

Metodika: Vyuka probihd ve dvou vyucovacich hodinach formou diskuse mezi mediky a studenty. V Gvodu je studen-
tlm zadan dotaznik, ktery testuje jejich znalosti z poskytovani prvni pomoci. Poté nasleduje vlastni vyklad, ktery dopl-
nuje svymi zkuSenostmi z praxe MUDr. Vavra. Druha Cast vyuky je vénovana nacviku praktickych dovednosti- uvedeni
postizeného do stabilizované polohy a kardiopulmonalni resuscitace na modelu s automatickym vyhodnocovanim. Zhru-
ba tyden po skonéeni seminare zjistujeme u studentli opakovanym zadanim dotaznik(l retenci pfedanych poznatkd.
Zaveér: Do soucasnosti jsme proskolili cca 200 studentd. Vysledky dotaznikovych Setfeni i nase subjektivni dojmy nazna-
Cuji nedostatecnou Uroven znalosti o prvni pomoci. Obecné se nase prednasky setkaly s kladnym pfijetim u stfedosko-
14k i pedagogd. Projekt pokracuje dale v ramci IFMSA CZ, sekce Public Health.

PRAKTICKY LEKAR A LECBA ZAVISLOSTI NA TABAKU: DOPORUCEN{
A SKUTECNOST

Autorky: Petra Hrifova, 5. r., Daniela Hadkova, 5. r.
Skolitelka: MUDr. Eva Kralikova, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod: V nasi praci jsme se zaméFily na problematiku lécby zavislosti na tabaku v ordinacich praktickych Iékard. Vétsina
osob navstivi béhem roku svého praktického Iékare — z kufakd je to kolem 70%. Kratka intervence (3-5 min.) je jednou
z moznosti I&Cby. I kdyZ jeji Uspésnost je relativné mala (5-8% dlouhodobé valorizované abstinence), stava se nejefek-
tivnéjsi metodou léCby zavislosti na tabaku tim, Ze bude aplikovana na kazdého kufaka. Nasim cilem byla snaha zjistit,
do jaké miry se pacientlm u nas této intervence dostava, také zda jim je nabizena nahradni nikotinova terapie Ci
doporucena navstéva poradny pro odvykani koureni.

Metodika: V fizeném rozhovoru jsme se dotazovaly pacientll v ¢ekarnach praktickych |ékafd v Praze, zda je jejich
|ékaF seznamil se zdravotnimi riziky koufeni a nabidl jim nékterou z moznosti IéCby zavislosti na tabaku, ¢i doporudil
navstévu poradny pro odvykani koureni. DalSi ¢ast otdzek byla zaméfena na informovanost pacientli o moznosti vyuziti
sluZeb téchto poraden. Jako vzor nam slouZil dotaznik pouZity v britském Setfeni zaméfeném na tutéZ problematiku.
Cast dotaznik{ vyplnili s pacienty v rdmci terénni prace z hygieny a epidemiologie studenti 5. ro¢niku.

Vysledky: Do terminu odevzdani abstraktu bylo dotazano 400 pacientd, z nichZ 110 tvofili kufaci. Z dotaznikd vyply-
nulo, Ze méné nez 45% kurakl bylo doporuceno jejich lékafi omezit ¢ zanechat koufeni. Zadnému pacientovi nebyla
doporuéena nahradni nikotinova terapie ani navstéva poradny. Témér 90% kurakl o sluzbach poraden nékde slyselo,
pricemZ necela polovina kurakl nevédéla, co vlastné poradna nabizi. Poradnu navstivil 1 z dotazanych.

Zavér: Priblizné 40% lékarl uvadi, ze svym pacientim doporucuje pfestat koufit, coz se téméf shoduje s nami
zjisténymi vysledky ze strany pacientdl. Vzhledem k tomu, Ze koufeni je vyznamnou pric¢inou morbidity a mortality, méla
by byt kratka intervence a nabidka moznosti IéCby zavislosti na tabaku béznou soucasti primarni péce. Béhem pristiho
mésice bychom jesté rady zvysily pocet dotdzanych. Aktudini vysledky budou prezentovany v tabulkovém a grafickém
zpracovani na konferenci.

INTRACELLULAR CYTOKINES IN PROGRESSIVE MULTIPLE SCLEROSIS TREATED
WITH PULSE CYCLOPHOSPHAMIDE.

Authors: Eva Krasulova, 6. r., Ivana Kovarova, Eva Havrdova, Helena Mareckova
Advisor: Doc. MUDr. Eva Havrdova, CSc., Neurologicka klinika VFN a 1.LF

Introduction: Multiple sclerosis (MS) i a demyelinating disease of the central nervous system (CNS) of young adults.
Immune mediated mechanisms play a crucial role in the patogenesis. Though neurodegeneration with axonal loss is an
early event in the course of MS, the therapeutic approach remains restricted to antiinflammatory drugs. Responsivness
of the patients to all available antiinflammatory drugs is limited.

Aim of the study: To detect if this responsivness is generated by the shift in cytokine production profile of immune
cells, we studied a group of MS patients with monthly pulse methylprednisolone (MP) and cyclophosphamide (CPA)
therapy and looked for correlation between clinical responsivness and proinflammatory cytokine production.

Patients and methods: 40 progressive MS patients (27 females, 13 males, age 46.9+9.2 yrs, duration of MS 14+6.9
yrs, EDSS 4.7+1.2) were divided into 2 groups according to clinical response (7 good responders + 19 stable patients
versus 14 non-responders). Peripheral blood (PB) was taken 14 days after 1g MP and 1g CPA administration. PB from 10
age and sex matched healthy controls was used to compare cytokine production . PB cells were stimulated 4 hours by
mitogen (LPS for monocytes, PMA+ ionomycin for T lymphocytes) in the presence of transport inhibitor protein -



Brefeldin A. Cells were fixed and permeabilized and staining by monoclonal antibodies BD Bioscience (anti CD3 PerCP,
antiTNFalfa FITC, anti IL2 PE, anti IFNgamma FITC and anti IL4 PE, anti IL10 PE, anti IL12 PE and anti CD14 FITC.
Samples were analyzed by flow cytometr FACSCalibur (BD) using three colour imaging.

Results and: Cytokine production did not differ significantly in treatment responders versus non-responders. Signifi-
cant difference (p>0.000001) was detected in production of IFN gamma, TNF alpha, IL2, IL10 and IL12 between MS
patients and healthy controls.

Discussion: Significantly higher expression of CCR5+CXCR3 on CD4 lymphocytes of responders may be explained by
the theory that immunosuppression is effective only where inflammation is still active. The difference in cytokine produ-
ction between MS patients and healthy controls suggests that the immune hyperactivation is still present in the advan-
ced disease even in the second decade of its duration and despite aggressive treatment.

ADIPOCYTARNI HORMONY U ZAVISLYCH NA HEROINU: VLIV METHADONOVE
SUBSTITUCNI LECBY

Autofi: J. Kfemen, 6. r., J. Housova, H. Wilczek, J. Kfizova, M. Haluzik
Skolitel: MUDr. Martin Haluzik CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolismu 1. LF UK a VFN

Uvod: Intenzivni vyzkumy poslednich desetileti zaméFené na vyznam a funkci tukové tkané ukazuji, Ze tato tkar neni
pouze pasivni zasobarnou energie a termoregulacnim prvkem, ale je i aktivnim endokrinnim organem. Historie tzv.
adipocytarnich hormonl (hormon@ produkovanych prevazné tukovou tkani) zacina v roce 1994 objevem leptinu, jehoz
sérové hladiny pozitivné koreluji s obsahem télesného tuku. Poznani leptinu iniciovalo mnoho studii, které kromé objevu
dalsich adipocytarnich hormon( jako je resistin a adiponectin, pfinesly i poznatky o Uloze téchto hormon{ pfi poruchach
vyzivy rdzné etiologie. Nizké hladiny leptinu spoustéji fadu neuroendokrinnich, metabolickych i imunologickych pocho-
dU, vedoucich k adaptaci na hubnuti. Pravidelné uzivani heroinu vede rdznymi mechanismy k vyraznému naruseni
nutricniho stavu, mimo jiné zplsobuje i mnoho zmén v neuroendokrinnim systému. Naproti tomu bylo prokazano, ze
béhem methadonové substitucni Ié¢by doslo kromé zmirnéni zavislosti na droze i k normalizaci nékterych hormonalnich
poruch. Cilem nasi studie bylo porovnat zmény sérovych hladin adipocytarnich hormond u uZivatell heroinu pred a po
ro¢ni terapii methadonem a posoudit mozny vyznam téchto zmén v regulaci nutri¢niho stavu sledovanych pacientd.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 12 osob (veék 26,2+2,1 roku; BMI 22,9+0,5) uzivajicich dlouhobé heroin (9+0,5
roku) a 20 zdravych kontrolnich subjektd (vék 25,1+1,1 roku; BMI 22,1+1,3), vSechny osoby prosly vstupnim fyzikalnim
vySetfenim, uzivatelé heroinu byli navic znova vySetfeni po 1 rok trvajici substitu¢ni terapii methadonem. Byly sledovany
hladiny leptinu, solubilniho leptinového receptoru (SLR), resistinu, adponectinu, TNF-a, inzulinu, kortisolu, C-peptidu,
provedeno bylo i standardni biochemické vysetteni.

Vysledky: Hladiny sérového leptinu, adiponektinu, SLR a kortisolu byly u uZivateld heroinu signifikantné nizsi nez
u zdravych subjektd, naproti tomu hladiny resistinu byly zvysené. Po 1 roce metadonové substitucni Iécby doslo u uZivatell
drog ke vzestupu hladin leptinu a kortisolu, zatimco hladiny SLR a resistinu nebyly substituci ovlivnény. Tyto zmény
nebyly vyraznéji zavislé na nutricnim stavu pacient(, po roce substitucni 1éCby totiz u pacientd nedoslo k signifikantni
zméné body mass indexu.

Zavér: Sérové hladiny adipocytarnich hormond jsou u pacientl se zavislosti na heroinu signifikantné zménény. Bé-
hem roCni substitucni 1é¢by methadonem doslo k normalizaci hladin leptinu, nikoliv vSak dalSich adipocytarnich hormo-
nd. Predpokladame, ze normalizace hladin leptinu mlze byt jednim z mechanizm8, kterym metadonova substituce
normalizuje nékteré neuroendokrinni odchylky spojené s chronickou zavislosti na heroinu.

RIZIKOVE FAKTORY KARDIOVASKULARNICH ONEMOCNENI A POLYMORFISMUS

APOLIPOPROTEINU E V MONGOLSKU VE SROVNANI S CESKOU POPULACI

Autofi: Filip Kuéera, 5. r., Doc. MUDr. Richard Ceska, CSc., MUDr. Michal Vrablik, Ph.D., Mgr. Helena
Svobodova, MUDr. Altannavch, Ph.D., MUDr. Amartushan

Skolitelé: Doc. MUDr. Richard Ceska, CSc., MUDr. Michal Vrablik, Ph.D., III. interni klinika - klinika
endokrinologie a metabolismu 1.LF a VFN

Uvod: Disledkem kardiovaskularnich onemocnéni umira vice nez 50% populace v nasi republice. V rozvojovych zemich,
jako je napf. Mongolsko, dochazi v posledni dobé ke stale zvysuijici se kardiovaskularni mortalité na Gkor Umrtnosti na
infekéni choroby. I zde proto tato problematika nabyva na vyznamu. Cilem nasi prace bylo zmapovat formou pilotni
studie rizikovy profil Mongolska a dale proveést analyzu polymofrismuapolipoproteinu E, ktery hraje roli nejenom v procesu
aterogeneze, ale také v patogenezi onemocnéni jako je napf. Alzhaimerova demence aj., ve srovnani s CR.

Metodika: Studie zahrnovala méstskou populaci Zijici v Ulan Bataru, jez ¢itala 621 jedincd (275 muzd ve véku od 15
do 83 let a 346 zen, ve véku od 18 do 84 let) a dale skupinu lidi z vesnice, Zijici tradi¢nim zplsobem Zivota mimo mésta,
sestavajici ze 123 jedincl (60 muzd ve véku od 14 do 73 let a 63 Zen ve véku od 15 do 78 let).

U vSech probandu byl stanoven BMI, obvod pasu, vysSetien TK, dale kazdy vyplnil dotaznik zaméreny na rodinnou
a osobni anamnézu z hlediska kardiovaskularnich rizikovych faktorl. U kazdého byl odebran vzorek krve za Ucelem
typizace apolipoproteinu E.

Vysledky: Prevalence obezity, hypertenze, diabetu mellitu, ICHS a abluzu cigaret a alkoholu v rodinné a osobni
anamnéze, polymorfismu apolipoproteinu E, v zavislosti na skupiné a pohlavi, je srovnana s ¢eskou populaci.



Zavér: Kardiovaskularni rizikovy profil mongolské populace vykazuje nékteré podstatné rozdily vzhledem k Ceské
populaci, nicméné pilotni studie sestavala pouze z omezeného poctu jedinci.

ROZDILNA BAROREFLEXNI REGULACE PRI HRUDNIM A BRANICNIM DYCHANI
Autofi: Jana Rotreklova, 5. r., Vladimir Tuka, 5. r., Jan Molinsky, Jan Malik, Jan Simek, Dan Wichterle
Skolitel: MUDr. Jan Malik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolismu 1. LF a VFN

Uvod: Abnormality baroreflexni regulace jsou spojeny se zvySenym rizikem Umrti u pacientdl po infarktu myokardu
a u pacient se srde¢nim selhanim. Reflexni zmény vyvolané ventilacnimi pohyby mohou nezavisle na doprovod-
nych zménach krevniho tlaku interferovat s baroreflexnim okruhem.

Metody: Studovali jsme 12 zdravych dobrovolnikll (6 Zen, vék 23 + 1 let). Kazdy subjekt podstoupil v ndhodném
poradi dvé 3-minutové epizody hrudniho a brani¢niho dychani. Ventilacni frekvence 0.1 Hz (6 dechd/min) byla fizena
optickym signdlem a konstantni dechovy objem byl udrzovan zpétnovazebné pomoci spirometru. Byly zaznamenany
EKG a neinvazivni krevni tlak na prstu (Finapres). Variabilita srdecni frekvence (SF), systolického krevniho tlaku (TKs)
a baroreflexni senzitivita (BRS) byly stanoveny spektralni a cross-spektralni metodou v nizkofrekvencnim pasmu.

Vysledky: Pfi hrudnim dychani byla i pres totoznou ventilacni frekvenci a dechovy objem nalezena signifikantné
zvySena variabilita SF, zvySend BRS a trend ke snizené variabilité TKs v porovnani s brani¢nim dychanim (Tabulka).
Rozdil v BRS byl nezavisly na srdecni frekvenci.

Zavér: Hrudni dychani je oproti brani¢nimu dychani spojeno s efektivnéjsi baroreflexni regulaci. Fyziologickym pod-
kladem je patrné rozdilnd aktivace tlakovych receptorl v hrudni aorté a mechanoreceptorll v plicich a v levé srdecni
komore. Tento nalez, pokud by byl ovéfen u pacientl s organickym srde¢nim onemocnénim, ma potencidlni klinicky
vyznam, protoZe trénink hrudniho dychani by mohl zlepsit jejich progndzu.

hrudni branicni p
Variabilita SF (ms?) 7273 + 4972 5792 + 4863 0.019
Variabilita TKs (mmHg?) 119+49 16.2 £ 15.2 0.39
BRS (ms/mmHg) 24.7 £ 10.1 193+ 8.1 0.0004

RESPIRACNI VARIABILITA INTEGRALU RYCHLOSTI PROUDENI KRVE —
PREDIKTOR REAKTIVITY NA VOLUMEXPANZI U ZDRAVYCH DOBROVOLNIKO

Autofi: Hana Skalicka, 5. r., Roman Skulec, Ale$ Linhart, Ond¥ej Cermak, J. Bélohlavek, T. Kovarnik,
M. Aschermann
Skolitel:  MUDr. Roman Skulec, II. interni klinika — klinika kardiologie a angiologie 1. LF a VFN

Zhodnoceni zda pacient s hypotenzi bude anebo nebude odpovidat na volumexpanzi zvySenim srdecniho vydeje je
jeden z nejobtiznéjsich Ukol& v péci o kriticky nemocné. Doposud neni znamy dostatecné spolehlivy prediktor reaktivity
na volumexpanzi. Je vdak mozné, ze jim mUze byt stanoveni respiracni variability nékterych prdtokovych parametr(
pomoci transtorakalni echokardiografie (TTE).

Cil: Zjistit, zda respiracni variabilita integralu rychlosti préitoku krve aortalni chlopni (ACH) je prediktorem pozitivni
reaktivity na volumexpanzi u zdravych spontanné ventilujicich jedincg.

Metoda: U 12 dobrovolnikd jsme pomoci TTE za standardnich podminek stanovili respiraéni variabilitu respiracni
variabilitu integralu rychlosti proudéni krve ACH (AVTI ACH) na pocatku studie a po indukci hypovolemie nitroZilni
davkou furosemidu 0,5 mg/kg. Poté byli dobrovolnici randomizovani k podani volumexpanze (skupina A) anebo k dalSimu
Ziznéni bez volumexpanze (skupina B). Posléze byly opét stanoveny sledované parametry. Pfi kazdém méreni jsme
echokardiograficky stanovili srde¢ni index (C.I., |/min/m?).

Vysledky: Indukce hypovolemie vedla za 90425 minut k préimérné diuréze 16924262 ml a k signifikantnimu poklesu
C.I. 0 25% (p<0,001). Zaroven jsme, ve srovnani s vstupni hodnotou, pozorovali vyrazny narlist AVTI ACH (5,64+3,01
a 22,81+7,60, p<0,0001). Po randomizaci a podani volumexpanze doslo ve skupiné A ve srovnani s predchozim mére-
nim k vyznamnému nardstu prmérného C.I. 0 49% a k poklesu priimérné AVTI ACH na 3,49+1,88 (p<0,001). Statis-
ticky vyznamny narlst C.I. a pokles AVTI ACH byl pozorovan u vsech jednotlivcl ve skupiné A. Naopak, ve skupiné B
nedoslo k zadné vyznamné zméné C.I. a AVTI ACH.

Zavér: Nardst AVTI ACH stanovené pomoci TTE je citlivym prediktorem pozitivni reaktivity na volumexpanzi u zdra-
vych spontanné ventilujicich jedincl. Zda bude tento parametr prediktorem reaktivity na volumexpanzi i u kriticky
nemocnych s nizkym minutovym srdecnim vydejem musi potvrdit dalsi randomizované klinické studie.



PREGNANCY-ASSOCIATED PLASMA PROTEIN-A (PAPP-A) U CHRONICKY
HEMODIALYZOVANYCH PACIENTO

Autor: Stépan Sulek, 3. r.
Skolitel: MUDr. Lenka Fialova, CSc., Ustav lékaFské biochemie 1. LF

PAPP-A je metaloproteindza, jejiz sérové hladiny se zvysuji u chronicky dialyzovanych pacientfi. Nedavné studie nazna-
Cuji, ze PAPP-A by mohl byt cennym ukazatelem akutniho koronarniho syndromu. V nasi studii jsme sledovali sérové
hladiny PAPP-A u dvou skupin chronicky hemodialyzovanych (HD) pacientd. Dale jsme sledovali souvislost mezi hladina-
mi PAPP-A a rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni (LDL, HDL a celkovy cholesterol, CRP, TK, BMI). Soubor
tvofilo 23 HD pacientt s CHRI na podkladé glomerulonefritidy (GN) (15 pacient(l) nebo chronické intersticialni infekCni
nefritidy (CIIN)(8 pacient(l). V kontrolni skupiné (KS) bylo zafazeno 13 nedialyzovanych pacientl s rliznym stupném
CHRI. Koncentrace PAPP-A v séru byly stanoveny TRACE metodou (Time Resolved Amplified Cryptate Emission). Hladi-
ny PAPP-A byly u HD pacientd s GN (25,54+12,79 mIU/I) i CIIN (20,81+9,02 mIU/I) signifikantné zvySené ve srovnani
s KS (9,61+4,01 mIU/I), (GN vs. KS p<0,0005; CIIN vs. KS p<0,001), ale mezi obéma skupinami HD pacientd nebyl
rozdil. Byla prokazana vyznamna pozitivni korelace mezi koncentracemi LDL cholesterolu a PAPP-A (r=0,49; p<0,05)
a hrani¢né pozitivni korelace mezi PAPP-A a celkovym cholesterolem (r=0,40; p=0,061) u HD pacient(. V kontrolni
skupiné byla zjiSténa pozitivni korelace mezi PAPP-A a systolickym TK (r=0,64; p<0,05). Studie potvrdila, Ze hladiny
PAPP-A se vyznamné zvysuiji u HD pacientd. Nase vysledky naznacuji moZnou souvislost hladin PAPP-A a kardiovaskularnim
rizikem.

SMYKOVA RYCHLOST V PRIVODNE TEPNE DIALYZACNIHO CEVNIHO PRISTUPU
U DIABETIKO

Autofi: Vladimir Tuka, 5. r., Jan Malik, Jana Rotreklova, 5. r.
Skolitel: MUDr.Jan Malik, CSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF

Uvod: V populaci Ceské Republiky je 6-7% diabetik@, k rozvoji diabetické nefropatie dochazi u cca 20% z nich. Diabetici
jsou indikovani k hemodialyze ¢asné&ji nez nediabetici a maji v chronickém hemodialyzacnim programu vice komplikaci.
Jde mj. o kratsi Zivotnost cévniho pristupu a Castéjsi vyskyt ischemie koncetiny s cévnim zkratem. Po jeho vytvoreni
prudce stoupa pritok pfivodnou tepnou, a to i pfes vyskyt diabetické angiopatie. Vysoké hodnoty smykové rychlosti jsou
znamym etiopatogenetickym faktorem napf. v rozvoji chlopennich stendz. PoloZili jsme si otazku, zda maji diabetici
vysSi hodnoty smykové rychlosti v pfivodné tepné nez nediabetici.

Metody: Celkem bylo ultrasonograficky vySetfeno 31 pacientd s cévnim zkratem vychazejicim z a. radialis a 32 paci-
entd se zkratem vychazejicim z a. brachialis. Byl méfen prlmér pfivodné tepny, systolicka, end-diastolicka a stredni
rychlost. Predpokladali jsme parabolické poiseuilleovo rozloZeni rychlosti toku v cévé a vypocitali jsme smykovou rych-
lost WSR (wall shear rate) podle vzorce: WSR (s') = 4-1/d, kde vje rychlost toku krve a dje vnitfni primér tepny.

Vysledky:

Diabetes Ano Ne Ano Ne

WSR max (s) 5047 £ 4145%*) 2256 £ 1114*%*) 2012 + 579%) 1540 + 638%*)
WSR min (s) 2740 + 1857%*) 1461 + 703*) 1080 + 382 894 + 293
WSR mean (s!) 3734 £ 2906**) 1802 + 868**) 1445 + 495 1149 + 424

*) pro p<0,05; **) pro p<0,01

Zavéry: Diabetici maji statisticky vyznamné vyssi hodnoty smykové rychlosti v pfivodné tepné (zejména v pripadé
distalnich zkrat{l). Tyto hodnoty jsou srovnatelné s hodnotami WSR u nemocného s tésnou aortalni stendzou. Lze pred-
pokladat, Ze vysoky WSR je jednim z patofyziologickych mechanism0 ¢astého rozvoje komplikaci cévniho zkratu u diabetikd.

DIAGNOSTICKY VYZNAM STANOVENI PROTILATEK PROTI FOSFOLIPIDUM

Autorka: Zdenka Vankova, 6. r.

Skolitelé: MUDr. K. Mali¢kova, Prof. MUDr. T. Fuéikova, DrSc., RNDr. I. Janatkova, Ustav imunologie a
mikrobiologie 1. LF UK a VFN (dale jen UIM)

Uvod: Antifosfolipidovy syndrom (APS) je systémové autoimunitni onemocnéni charakterizované Klinicky tepennymi
a/nebo ven6znimi trombézami, recidivujicimi spontannimi potraty nebo trombocytopenii a laboratorné pozitivitou anti-
fosfolipidovych protilatek (APLA) a/nebo piitomnosti lupusového antikoagulans. V imunologické laboratofi UIM je od
roku 2000 vysetfovano Siroké spektrum APLA ve tfidé IgG a IgM. V této praci jsme se zaméfili na rozdily v titrech
a spektru APLA u pacientll s primarnim ¢i sekundarnim APS a pozitivnimi laboratornimi nalezy u lidi, jejichZ klinicky
obraz nesveéddi pro APS.



Metodika: Stanoveni APLA se provadi metodou ELISA, a to nejprve screeningové proti smési fosfolipidd, pozitivni vzorky
jsou dale testovany proti jednotlivym fosfolipidlim (B-2-glykoproteinu, kardiolipinu, fosfatidylserinu, fosfatidylinositolu
a kyseliné fosfatidové). Celkem bylo v UIM v roce 2002 a 2003 provedeno 4195 screeningovych vysSetreni a 164 typizaci.
Typizovano bylo celkem 49 pacientd (1,2%) s prokazanou pozitivitou autoprotilatek proti aspor jednomu fosfolipidu. Tito
nemocni byli rozdéleni do 4 skupin: sk. 1 — primarni APS (n=13), sk. 2 — sekundarni APS (n=13), sk. 3 — pacienti
s autoimunitnim onemocnénim bez pfiznakd APS (n=10) a sk. 4 — pacienti bez prikazu autoimunitni choroby (n=13).

Vysledky: Ve sk.1 jsme nalezli statisticky vyznamné vyssi titry vSech APLA ve tfidé IgM nez ve sk.4. Stejny byl
i vysledek srovnani skupin 2 a 4 (s vyjimkou protilatek proti kardiolipinu). Hladina APLA ve tfidé IgM vsSak korelovala
s celkovou hladinou IgM jednotlivych pacientd. Ve tfidé IgG a mezi ostatnimi skupinami jsme Zadny statisticky vyznam-
ny rozdil nezaznamenali. Nebyl nalezen vztah mezi pozitivitou konkrétni protilatky a klinickym obrazem.

Zavér: 1. Pro stanoveni diagndzy APS je tfeba vySetfit celé spektrum APLA ve tfidé IgG i IgM a zejména v izotypu IgM

je dllezitd také vyse titru APLA.
2. SpiSe nez pozitivita jedné APLA ma klinicky vyznam jakakoli kombinace APLA.

AN EVENT-RELATED FMRI STUDY OF BRAIN ACTIVATION DURING VOLUNTARY
AND PASSIVE HAND MOVEMENTS IN HEALTHY CONTROLS.

Author: Nolan D. Walker, Robert Jech, Petr Dusek, Petra Havrankova and Thomas Sieger
Advisor: MUDr. Robert Jech, Ph.D., Department of Neurology, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague

Aim: The performance of voluntary and passive hand movements respectively uses different cortico-subcortical mecha-
nisms of motor planning, execution and somatosensory perception. We wanted to localise these areas and compare
their cortical activation patterns. If these results showed significant and relevant areas of activation we would use this
model to test writer's cramp patients.

Methods: Ten right-handed healthy subjects participated in the study. The subjects made a single flexion and exten-
sion of the fingers of their right hand. Subjects were asked to move their hand randomly approximately 10 times during
the 6-minute task. The passive task was exactly the same as the voluntary except that the examinator moved their
fingers passively. The fMRI was examined on the 1.5 T scanner Siemens Symphony using EPI sequence. The beginning
and duration of each movement was recorded by a video camera. An event-related design was used for analysis
(SPM99).

Results: Voluntary movement elicited a significant increase of the BOLD (Blood Oxygenation Level Dependent) signal
in the primary sensori-motor cortex (SM1), supplementary motor cortex (SMA) and in the cerebellum (group analysis,
P<0.05, corrected). Activation was highest in the contralateral SM1, putamen and in the ipsilateral cerebellum.

Passive movements showed activation in the same regions as voluntary movements. However the areas with incre-
ased BOLD signal were much greater and particularly extended in the primary and secondary somatosensory areas.
SMA and left putamen activation was located more posteriorly than during voluntary motion. Passive versus voluntary
motion revealed higher activation in the left SM1 and in posterior part of the right superior temporal gyrus (BA42)(P<0.05,
corrected). In comparison the voluntary versus passive motion was associated with a lesser but significant increase in
the left premotor and dorsolateral prefrontal cortex (P<0.001, uncorrected).

Conclusion: The active areas show the expected activation of both premotor: planning of movement and somatomo-
tor: execution of movement. Surprisingly, passive movements were accompanied by larger activations than the volun-
tary ones. We attributed this to the entirely novel nature of the task’s movement, learning as well as the emotional
response to human touch. In particular the activation of the right BA42 can be attributed to the recognition mechanisms
and perhaps the processing of the newly experienced proprioception and tactile stimulation. The greater activation in
premotor cortex in voluntary tasks and the slightly different parts of the putamen and the SMA involved in passive tasks
suggests that there are differences in the cortical regions involved in the planning and execution of movements. This
model is thus suitable for testing writer’s cramp patients are known to show variations to controls in these areas but as
yet have not been tested in voluntary and passive movements.



Studenti pri pripravé prezentace svych praci.









CLINICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF CHILDREN WITH COX
DEFICIENCY

Authors: Marek Bohm?, Ewa Pronicka?, Elzbieta Karczmarewicz3, Maciej Pronicki4, Dorota Piekutowska-
Abramczuk®, Ewa Popowska®, Jolanta Sykut-Cegielska?, Hanna Mierzewska?, Hana Hansikova?,
KateFina Vesela!, Hana Houst'kova?l, Josef Housték! and Jifi Zeman!?

Advisor:  Prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc., Center of Integrated Genomics, Department of Pediatrics?,First
Faculty of Medicine,Charles University in Prague, Czech Republic and Division of Metabolic
Diseases, Department of Paediatrics?, Department of Biochemistry and Experimental Medicine?,
Department of Pathology* and Department of Medical Genetics®, The Children’s Memorial Health
Institute, Warsaw, Poland

Clinical, biochemical and molecular characteristics of cytochrome c oxidase (COX) deficiency was studied in 177 children
from 140 unrelated families from Poland and Czech and Slovak Republics. Methods: The activities of respiratory chain
(RC) complexes were measured spectrophotometrically in isolated muscle mitochondria and/or cultivated fibroblasts in
children with suspicion of mitochondrial disease. PCR-RFLP, Southern blot and cyclic sequencing were used for mutation
analyses in mtDNA and SURF1 and SCO2 genes. Results: Isolated COX deficiency was found in 99 children whereas in
78 children the decrease in COX activity was observed in combination with other RC disturbances. mtDNA deletions
were detected in 7 children, mtDNA depletion in 1 child, mutation A3243G in 6 and mutations A8344G, A8348G, G8364A
and del9205TA each in one case. Mutations in SURF1 gene were found in 46 children with Leigh syndrome (72% with
the mutation 841delCT), mutations in SCO2 gene were present in 8 children with early development of encephalomy-
opathy and/or cardiomyopathy (G1541A was detected in 80%). The first clinical onset of disease was in 39% of children
early after birth and in 40% of children in the age from 3 till 18 month. Failure to thrive was observed in 64% of patients,
encephalopathy in 90%, hypotony in 72% and cardiomyopathy in 23%. In most children, increased levels of lactate and
alanine were found in blood and CSF. The course of the disease was usually progressive, 67% of affected children died
in early childhood. Conclusion: COX deficiency in childhood represents a very heterogeneous group of diseases with
unfavourabale prognosis. Detailed characterisation of COX on the protein and molecular level is necessary for genetic
counselling in affected families. Mutations 841delCT in SURF1 gene and G1541A in SCO2 gene are prevalent, at least in
Slavonic population.

Acknowledgments: This work was partly supported by IGA NR/8065-3 and MSM 111100003.

VYUZITI INFRACERVENE TERMOGRAFIE V DIAGNOSTICE PORUCH CELISTNIHO
KLOUBU: PREDBEZNE VYSLEDKY

Autofri: Hana Fikackova, Jan Tax, Monika Meszarosova, Radek Jirman
Skolitel: Doc. MUDr. Leo$ Navratil CSc., Ustav biofyziky a informatiky 1. LF

Uvod: Temporomandibularni poruchy (TMP) jsou povazovany za nejcastéjsi pricinu bolesti v orofacialni oblasti nedental-
niho pdvodu. Infracervena termografie je neinvazivni, neionizujici pomocna diagnostickd metoda zobrazujici mnozstvi
tepla emitovaného kizi. Klinické studie prokazaly teplotni symetrii podle stfedni osy u zdravych jedincl. Asymetricky
teplotni obraz mlze byt povaZzovan za indikator patologickych stavi spojenych se zménou povrchové teploty (neurovas-
kularni poruchy, zanétlivé procesy, ischemické zmény, maligni onemocnéni povrchové ulozenych struktur).

Cile studie: 1) Vypracovat metodiku termografického vySetfeni a vyhodnoceni termogramd obli¢eje. 2) Zhodnotit prinos
infracervené termografie v diagnostice TMP.

Metodika: Termograficky vySetfené osoby byly rozdéleny podle diagndzy do 3 skupin: Skupina A: dobrovolnici bez
vedlejsiho patologického nalezu (36 osob); skupina B: dobrovolnici s vedlejSim patologickym nalezem (21 osob); skupi-
na C: pacienti s TMP (90 osob). Termografickd méreni byla provadéna kamerami s infraCervenym detektorem, ktery ma
teplotni rozliSitelnost 0,08 °C pri teploté 30 °C. Teplotni obrazy byly vyhodnoceny programem ThermoAnalyzer. Ke
statistickému zpracovani byly pouzity teplotni odchylky mezi pravou a levou stranou obli¢eje v nami zvolenych oblas-
tech.

Vysledky: V jedné z péti analyzovanych oblasti jsme prokazali, Ze infraCervena termografie je schopna na hladiné
vyznamnosti 0,05 oddélit skupinu zdravych dobrovolnik(i od skupiny pacientd s bolestivou TMP. V této oblasti je mozné
u pacientl s jednostrannou bolesti povazovat teplotni rozdily vétsi nez 0,3 °C za diagnosticky vyznamny. Neprokazali
jsme schopnost infracervené termografie od sebe odlisit jednotlivé diagnostické podskupiny TMP. JelikoZ byla dosud
provedena analyza teplotni zmén pouze v 5 oblastech, povazujeme vysledky této studie za predbézné.

Zavér:_Sestavili jsme metodiku termografického méfeni a vytvorili nastroj (program ThermoAnalyzer) umoznujici
zajistit standardni postupy pfi vyhodnocovani teplotnich obrazll obliceje. V souladu s vysledky zahrani¢nich studii tato
studie prokazala schopnost infraCervené termografie odlisit pacienty s TMP od zdravych dobrovolnikd.



ZVYSENY OXIDACNI STRES U HEMODIALYZOVANYCH PACIENTO
Autorka: Magdaléna Hoiejsi (Marta Kalousova, Sylvie Sulkova, Tomas Zima)
Skolitelka: MUDr. Marta Kalousova, Ph.D., Ustav IékaFské biochemie 1. LF

Uvod: Hemodialyzovani (HD) pacienti jsou vystaveni oxida¢nimu stresu, ktery méize pispivat k urychlené ateroskleréze.
Oxidacni stres mlize byt potencovan intravendzni (i.v.) aplikaci Zeleza. AOPP (produkty pokrocilé oxidace proteind) jsou
markerem oxidacniho stresu a PAPP-A (pregnancy-associated plasma protein-A) je novy marker akutnich koronarnich
syndrom(l, asociovany se zanétem a oxidacnim stresem. Cilem prace bylo zjistit vliv i.v. aplikace Zeleza na koncentrace
PAPP-A a AOPP u HD pacientd.

Metodika: PAPP-A byly stanoveny imunochemicky (TRACE) a AOPP spektrofotometricky u 20 (PAPP-A), resp. 10
(AOPP) HD pacientl v priibéhu dialyzy bez a s i.v. aplikaci 62,5 mg glukonanu sodno-zelezitého v 65. minuté HD.

Vysledky: Pozorovali jsme zvySeni koncentrace PAPP-A v 60. minuté HD, které pretrvavalo do 130.minuty HD a nasledny
pokles PAPP-A k predialyzacnim hodnotam na konci HD (p<0.005). Po i.v. podani Zeleza doslo k vzestupu PAPP-A
(z 36,0+9,9 na 79,6+28,9 mU/l, p<0,0001) i AOPP (z 93,0+33,5 na 143,7+48,8 pmol/l, p<0,01). Na konci HD koncen-
trace PAPP-A klesla (p<0,0001) a koncentrace AOPP se jiz dale neménila.

Zavér: Lv. podani zeleza ve formé glukonanu sodno-Zelezitého zvySuje zatéZ oxidacnim stresem a tim mize prispivat
ke komplexu faktor(l podilejicich se na cévnim postizeni u HD pacientd. 5

Studlie byla podporena grantem IGA MZ CR NR/8094

HYPERHOMOCYSTEINEMIE U PACIENTO V INTENZIVNI PECI JAKO PREDIKATOR
MORBIDITY A MORTALITY

Autor: Tomas Hyanek
Skolitelka: Doc. MUDr. Dana Maresova, CSc., Fyziologicky tustav 1. LF

Uvod: Zvysena hladina homocysteinu (Hcy) v krvi je ve formulaci Motulskeho - ekogeneticky rizikovy faktor
s multifaktoridlnim ucinkem, dosud nedokonale prozkoumanym. Vysledky experimentalnich i epidemiologickych studii
ve velké prevaze dokazuiji pficinnou souvislost mezi zvySenou hladinou Hcy a zvySenym vyskytem kardiovaskularnich,
tromboembolickych a obliteranich onemocnéni. Z odbornych diskusi poslednich let vyplyva, ze nejenom znamy mole-
kularné geneticky pdvod HHC z deficitu MTHFR(677C>T je jesté umocriovan dlivodem nutricnim - deficitem kritickych
vitamin& (koenzym{)-nezbytnych pro Gsp&nou remethylaci a transulfuraci Hey (folat, B, a B,,). Toxickych Gcind zvy3e-
né hladiny homocysteinu bylo popséna celad fada:pfimo na endothelidini buriky, degradaci elastinu, syntézu kolagenu,
na koagulacni proteiny ve smyslu zvySeni prokoagulacni aktivity, sniZeni fibrinolyzy, zvySeny oxidacni stress a dalsi.
Zatimco v bézné populaci pacient suplementace vitamind pfinasi efekt v snizeni hladiny Hey i rizika kardiovaskularnich
chorob, populace pacientl intenzivni péce (IP) nebyla zatim studovana. Nepfiznivé ovlivnéni fluidokoagulacni rovnovahy
musi byt pro Iékafe intenzivisty alarmujici. Kratka doba hospitalizace na pracovisti IP, Casté multiorganové postizeni
pacientl, stavy téZkého katabolizmu a vyrazné vyssi incidence HHC v populaci pacientd IP nas vedlo k potfebé hledat
vztah mezi mHHC, zavaznosti multiorganového postizeni pacientt, délkou hospitalizace a mortalitou.

Metodika: 79 nahodné vybranych pacientd IP z let 2001-2003, hladina celkového homocysteinu (tHcy) stanovena
rutinni enzymatickou metodou na automatickém analyzatoru Synchron LX 20 2. den hospitalizace; dale urCena zavaz-
nost stavu pacienta pomoci score APACHE II. (vSeob.uznavany skorovaci systém ke standardizaci stavu pacienta v intensivni
péci);sledovana délka hospitalizace, mortalita;nasledné pak stanovena zavislost Hcy a vybranych parametrd APACHE II.
skore.

Vysledky: frekvence HHC v populaci pacientl IP je velmi vysoka. Z celkového poctu vysetfenych JIP NNH cinila
1:3,15, z pacientd hospitalizovanych na ARO pak 1:2,71. Vstupni vySetfeni tHcy vyznamné statisticky koreluje s tizi
onemocnéni prezentovanou hodnotou score APACHE II., stejné vyznamné jako s ledvinnou funkci dokumentovanou
hladinou kreatininu a urey (p= 0,0039). Jako prognosticky marker mortality vSak tHcy nelze pouzit protoze s hladinou
tHcy vyznamné nekoreluje (p=0,124)

Zavér: Hyperhomocysteinemie se vyskytuje v nemocni¢ni populaci pacientd daleko c¢asté&ji nez se dosud predpokla-
dalo, protoze nebyla systematicky vySetfovana a na JIP se s jejim negativnim Gcinkem nepoditd a protoZze nemocnost
téchto pacientl je mnohem nepfiznivéjsi.

ODLISNA DYNAMIKA LEPTINU A KORTIZONU V PRUBEHU POOPERACNI
STRESOVE ODPOVEDI

Autofi: I. Chachkhiani, R. Giirlich, P. Maruna, J. Kofranek
Skolitel: Doc. MUDr. Robert Giirlich, CSc., I. chirurgicka klinika-b¥i$ni, hrudni a Grazova chirurgie 1. LF
a VFN

Uvod. Leptin je hormon a reaktant akutni faze s pleiotropnimi efekty v klidovém i zanétlivém obdobi. Efekty leptinu
v reakci akutni faze pravdépodobné zahrnuji i modulaci stresové HPA osy. Nasledujici studie hodnotila dynamiku akut-
nich zmén leptinu a glukokortikoid& v pribéhu pooperacni stresové odpovédi.



Pacienti a metodika. Predmétem studie byli 1.) pacienti po operaci kolorektalniho karcinomu (16 osob), 2.) pacienti
po bandazi zaludku (13) a 3.) pacienti s rozvojem pooperacni sepse (22).4) kontrolni skupina (18). Koncentrace leptinu,
ACTH, kortizolu, TNFalfa , IL-6, CRP a alfa,-antitrypsinu (AAT) byly méfeny mezi 7. aZz +3. dnem vzhledem k operacnimu
vykonu, resp. 2. den po objeveni se priznak{ sepse.

Vysledky. VSechny sledované parametry reagovaly na operacni trauma zvySenim +12 h, resp. v pipadé leptinu +24 h od
zaCatku operace. Vzestup leptinu je vyraznéjsi u 1. skupiny a odrazi rozsah operacniho zakroku. Koncentrace kortizolu 1. sku-
piny dosahovaly septickych hodnot, stejné tak i maximalni koncentrace leptinu u 2. skupiny. Ostatni parametry 1. a 2. skupiny
se od septickych hodnot odliSovaly na p < 0,01. Nebyla prokazana stat. vyznamna korelace mezi leptinem a kortizolem, resp.
leptinem a ACTH.

Zavér. Vzestup koncentrace leptinu v pooperacnim obdobi odrézi odliSnou regulaci syntézy leptinu v klidovém obdobi
a v pribéhu zanétové odpovédi. Inhibicni efekt leptinu na stresovou HPA osu byl dokumentovan /in vitro, ale jeho
vyznam in vivo je zpochybnovan. V nasi studii nebyla prokazana statisticky vyznamna zavislost kortizolu ve vztahu
k leptinu ani k dalsim zanétlivym parametrlim. Rozdilnd dynamika leptinu a kortizolu po chirurgickém zakroku ukazuje,
Ze oba faktory podléhaji odliSné regulaci.

MODULATION OF GLYCAN STRUCTURE IN SQUAMOUS EPITHELIA AND

MALIGNANCY: A KEY TO REGULATE PROTEIN-CARBOHYDRATE RECOGNITION

IN SITU

Authors: Chovanec M, Plzak J, Betka J, Smetana K Jr, Plzdkova Z, Gabius H-J

Advisors: Prof. MUDr. Karel Smetana Jr., DrSc., Institute of Anatomy, Prof. MUDr. Jan Betka, DrSc., Department
of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, First Faculty of Medicine, Charles University in
Prague

Squamous epithelia represent a morphologically and functionally stratified tissue with a pool of proliferating cells located
basally. The aim of this study was detection and analysis of differentiation-dependent regulation of glycan epitopes
relevant for information transfer in cells of the epithelium. Using simultaneous double labeling at the single-cell level we
visualized ligand structures by labeled plant and endogenous lectins and differentiation markers immunocytochemically.
In both normal epithelia and squamous cell carcinomas we detected differentiation-dependent expression of glycoli-
gands for galectin-3. The level of a-2,3/6-sialylation, a key regulator (switch) for reactivity with tissue lectins, was also
influenced by the cellular differentiation status. A subpopulation of cells with distinct features in this respect was
discovered in carcinomas.
Functional relevance of these changes in glycan structure is proposed to be mediated by the ensuing modulation of
lectin-carbohydrate interactions /n situ.
This study was supported by Ministry of Education, Youth and Sport of the Czech Republic,
project No. MSM111100005 and Grant Agency of the Czech Republic, projects No. 304/02/0463 and 304/03/P027.

INAKTIVACE GENO BRCA1 A BRCA2 U SPORADICKEHO KARCINOMU PRSU

Autorka: Mgr. Markéta Janatova
Skolitel: Doc. MUDr. Bohuslav Matous, CSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1.LF

Karcinom prsu je nejcastéjsim zhoubnym nadorem v nasi Zenské populaci. Vyskytuje se v hereditarni (5-10% pfipad()
a sporadické formé. Pficinou vétSiny dédicnych karcinomd jsou zarodecné mutace genll BRCAI a BRCAZ. Kromé inakti-
vujici mutace zavisi vyvoj nadoru i na ztraté druhé, intaktni alely BRCA. U vétSiny karcinom@ prsu, které vznikaji
v nepfitomnosti dédi¢né mutace, Gloha gend BRCA1/2 neni dostatecné znama. Ztraty alel v lokusech BRCAI a BRCAZ
jsou sice ¢astym nalezem, somatické mutace téchto gentl se vsak podafilo prokazat jenom v ojedinélych pfipadech.

V nasi studii jsme se zaméfili na analyzu inaktivace genl BRCA1/2 u 40 neselektovanych vzorkd karcinomu prsu.
Ztrata heterozygosity intragenovych nebo v blizkosti genu lezicich marker( byla vyuzita k uréeni vypadku alel BRCA1/2.
U vzorkl se ztratou heterozygosity jsme provedli mutacni analyzu. Screening byl provadén pomoci PTT (protein trunca-
tion test) analyzy a pfimého sekvenovani produktd RT-PCR. K potvrzeni a charakterizaci mutaci bylo pouZzito sekvenova-
ni vhodnych fragmentl PCR. Analyza genetického materidlu ziskaného z periferni nesrazlivé krve slouzila k odliseni
zarodecnych mutaci.

Ztrata alely BRCA1 byla prokazana u 8 nadorovych vzorkd (21%), ztrata alely BRCA2 pak u 13 nadorl (33%). V genu
BRCA1 byly nalezeny dvé somatické mutace, zplsobujici zkraceni genového produktu a tim jeho inaktivaci. Jedna se
o zatim nepopsané somatické mutace genu BRCA1. PFi analyze produktl RT-PCR genu BRCAZ bylo nalezeno 7 sestfiho-
vych variant. Vysvétleni, zda se jedna o alternativni genovy sestfih nebo o disledek inaktivujici genové mutace, vyzadu-
je sekvencni analyzu provadénou na Urovni genomové DNA.



Nase analyzy potvrzuji Glohu somatickych mutaci u genu BRCA1 a patrné i BRCAZ2v tumorogenezi. Ve shodé s vysledky
dalSich laboratofi jsou vSak somatické mutace téchto gend Fidkym nalezem.

LYSOSOMALNI ENZYMOPATHIE: DYNAMICKE STUDIE ODBOURAVANI
SFINGOLIPIDU V KULTURACH NORMALNICH A MUTANTNICH BUNEK

Autorka: Jana Keslova
Skolitelka: RNDr. Jana Ledvinova, CSc., konsultant: RNDr. Befekadu Asfaw, CSc., Ustav dédi¢nych
metabolickych poruch 1.LF a VFN

Sfingolipidy pfedstavuji skupinu komplexnich lipid{, které jsou charakteristickou soucasti eukaryotické plasmatické

membrany. Maji ddleZitou tlohu v mnoha biologickych procesech, zejména pfi kontrole bunééného rlstu, rozpoznavani

a signalizaci. Degradace sfingolipid probiha v kyselém prostiedi lysosom& postupnym Gcinkem specifickych hydrolas.

Mutace v genech kodujicich tyto enzymy nebo jejich proteinové aktivatory maji za nasledek poruchu katabolickych

mechanismd, vznik substratovych deposit v lysosomech a Spatnou funkci bunécnych systémd s velmi zavaznymi zdra-

votnimi nasledky pro pacienta.

Sfingolipidové aktivatorové proteiny (SAPs, saposiny A, B, C, D) jsou dleZitymi kofaktory hydrolas odbouravajicich
glykosfingolipidy s kratkymi, maximalné trisacharidovymi fetézci a ceramid. Defekt SAPs prekurzoru (prosaposinu)
s naslednou absenci vSech saposinti vede ke komplexni sfingolipidose s hromadénim celé fady sfingolipid v tkanich
(sulfatidu, globotriaosylceramidu Gb,Cer, galakto- a glukosylceramidu, laktosylceramidu, ceramidu a Caste¢né GM3
gangliosidu).

Pro analyzu metabolickych cest sfingolipid se s Uspéchem vyuzivaji dynamické studie na kulturach koznich fibro-
blastd s radioaktivné zna¢enymi substraty.

Tyto experimenty jsme v nasi praci vyufzili ke sledovani dvou cill:

1. Porovnat stupen degradace nékolika radioaktivné znacenych sfingolipidd ([*H]sulfatid, [*H]globosid, [*H]sfingomyelin,
[®H]GM2 gangliosid) v bunkach s dédi¢nou poruchou katabolické funkce pfislusného enzymu a v burikach s deficitem
prosaposinu.

2. Zjistit a porovnat Ucinek rekombinantnich a-galaktosidas pfidanych do kultivatniho média, na odbouravani Gb,Cer
burikami pacientd s Fabryho chorobou, a monitorovat tento proces pomoci triciem znacenych sfingolipidovych mar-
kerd.

Nase studie ukazala, ze:

1. Stupen poruchy degradace sfingolipidd v ddsledku nepfitomnosti proteinovych aktivatorl (deficit prosaposinu) je
podobny obrazu isolovanych enzymovych deficitll u jednotlivych sfingolipidos, tj. Fabryho choroby(deficit aktivity a-
galaktosidasy A), pozdné-infantilni formy sulfatidosy (deficit arylsulfatasy A), Farberovy choroby (deficit kyselé cera-
midasy) a tyka se vyznamné hromadéni laktosylceramidu.

Obraz degradace GM2 v bunkach s deficitem prosaposinu vSak ukazuje neuplny blok na Urovni GM3 na rozdil od

bunék pacienta se sialidosou (nefunkéni a-N-acetyl- neuraminidasa). Tento vysledek nasvédcuje, Ze spolulcast sa-

posind na odbouravani GM3 /n vivo neni kriticka.

2. Pro Iécbu Fabryho choroby jsou v soucasnosti dostupné dvé rekombinantni a-galaktosidasy: Fabrazym™ (agalsi-

dase beta, Genzyme) a Replagal™ (agalsidase alfa, TKT).

Po aplikaci téchto enzym{ ke kultufe koZnich fibroblastd pacientli s Fabryho chorobou jsme pomoci [*H]Gb,Cer

markeru (globosid, prekursor substratu Gb,Cer) zjistili, Ze internalizace agalsidase beta byla ve tfech linich bunék

s Fabryho chorobou vzdy vysSi nez u agalsidase alfa. Pfesto je nutné zd(raznit, Ze oba enzymy jsou schopny velmi

ucinné odbouravat kriticky substrat Gb,Cer na méné polarni produkty a maji tedy cilené terapeutické UCinky.

Podporovano granty GACR 303/03/H065 a MSM 111100003

IMUNOHISTOCHEMICKE MARKERY PRO DETEKCI APOPTOZY PRIMARNICH
POTKANICH HEPATOCYTU

Autofi: Tomas Kucera, Nikolina Canova
Skolitelé: Prof. MUDr. Jindfich Martinek, DrSc., Ustav pro histologii a embryologii 1. LF a Prof. Dr. Hassan
Farghali, DrSc., Farmakologicky ustav 1. LF a VFN

Vliv rliznych latek s toxickymi nebo lé¢ebnymi efekty na apoptdzu jaterni buniky je vyznamnym hlediskem jejich pdsobeni.
V ramci daného experimentu je dlleZité rozliSovat mezi programovanou bunécnou smrti — apoptdzou a nekontrolovanym
rozvratem bunécného metabolismu koncicim lyzou buriky — autolyzou. Pro detekci jsme pouzili tfi imunohistochemické
markery - protilatky proti aktivované kaspaze-3, aktivované kaspaze-9 a protilatku proti Stépenému laminu A - pro identi-
fikaci spontanni apoptozy primarnich potkanich hepatocytll. Vysledky jsme konfrontovali s morfologickym hodnocenim
bunék.

Pro morfologické hodnoceni byly primarni potkani hepatocyty kultivované na krycim skle fixovany paraformaldehydem
a barveny metodou hematoxylin-eosin. Pro EM byly buriky po fixaci v Karnovského smési zality do Eponu. Byly zhotoveny
ultratenké fezy a po dvojitém kontrastovani vysetfovany. Imunohistochemicka detekce probéhla s vyuzitim cleaved caspa-
se-3 (Asp175) antibody, anti cleaved caspase-9 (Asp353) antibody (rat specific) a anti cleaved lamin A (Asp230) antibody



podle modifikovaného protokolu, ktery vychazel z doporuceni vyrobce (Cell Signaling Technology). Po vizualizaci s uzitim
DAB jako substratu pro peroxidazu byla jadra dobarvena hematoxylinem.

Vysledek ukdzal rozdilnou miru shody mezi jednotlivymi imunohistochemickymi metodami a hodnocenim bunécné
viability i bunécné smrti podle morfologickych kriterii. Zatimco pozitivita pro aktivovanou kaspazu-3 byla detekovatelna
pouze v bunkach s ,typicky apoptotickymi” znaky, imunoreaktivita pro Stépenou kaspazu-9 a stépeny lamin A pretrvava-
la i v bunikach, ziejmé sekundarné nekrotickych. Viabilni hepatocyty, i znacna Cast nekrotickych, byly vSak negativni pro
vSechny apoptotické markery.

Pro pfesnou detekci apoptdzy je nutno soubézné pouZivat vice metod, které postihuji rlizné faze apoptotického
procesu. Morfologické srovnavaci vyhodnoceni vSak musi byt provedeno vzdy pro ovéfeni spravnosti vysledkd.

REPLIKACNE DOMENY A REPLIKACNE OHNISKA

Autori: Ligasova Anna, Koberna Karel, Malinsky Jan, Pliss A., Raska Ivan, Berezney R.
Skolitel: RNDr. Karel Koberna, CSc., Ustav bunééné biologie a patologie 1. LF

Replikacia jadrovej DNA prebieha v subnuklearnych miestach nazyvanych replikacné ohniska, tvorenych niekolkymi
V tejto praci sme urobili detailn(i svetelnomikroskopick (SM) a elektrénmikroskopickd (EM) analyzu usporiadania repli-
kovaného chromatinu HelLa buniek v priebehu S fazy bunkového cyklu. Zistili sme, Ze jadrovy chromatin je v skorej
S faze replikovany cez 1100 + 80 replikacnych ohnisk (RO, SM objekty). V d'alSom priebehu S fazy dochadza k zniZeniu
obraze bunkového jadra bol chromatin replikovany pomocou replikacnych domén (RD, EM objekty). Na rozdiel od RO
bola vel'kost’ RD pocas celej S fazy konstantnd, takisto pocet RD vykazoval d'aleko mensSie rozdiely v priebehu S fazy.
Pocet RD bol v skorej a v strednej S faze ~ 2100, v neskorej S faze sa znizil na ~ 1400. Je teda zrejmé, ze RO su zloZené
z jednej alebo viacerych RD. Nase vysledky tiez ukazuju, Zze RD pretrvavaju aj po replikacii a pocas nasledujiceho
bunkového cyklu. Ich vel'kost' je vSak mensia, o zrejme odraza nutnost’ dekondenzacie chromatinu v priebehu replika-
cie. Takisto bola velkost' RD u buniek znacenych biotinylovanym deoxyuridinom pocas 3 alebo 10 minut rovnaka. Preto
predpokladame, Ze RD predstavuju zakladné chromatinové jednotky replikacie.

VOLUMETRICKE MERENI LEZI V MOZKU U NEMOCNYCH )
S NEUROPSYCHIATRICKYM LUPUS ERYTEMATODES POMOCI MAGNETICKE
REZONANCE.

Autofi: Lucie Linkova, 2V. Peterova, 2J. Krasensky, !M. Olejarova, 2Z. Seidl, 2 J. Danes, !C. Dostal
Skolitelé: Prof. MUDr. Ctibor Dostal!, DrSc., As. MUDr. Véra Peterova?, CSc., ‘Revmatologicky tstav,
20ddéleni MR, Radiodiagnostické kliniky 1. LF a VFN

Studie porovnava objem patologickych lozisek mozku v obraze magnetické rezonance (MR) u 11 nemocnych
s neuropsychiatrickym lupus erytematodes (NPSLE) s rdiznou klinickou manifestaci v zavislosti na véku, aktivité nemoci
vyjadiené pomoci Systemic lupus disease acitivity index (SLEDAI) a dobé trvani nemoci.

Metodika: 11 NPSLE pacientd (10 Zen a 1 muz, 0 vék 42 let) s rozdilnou klinickou symptomatologii a 11 pohlavim
i vékem odpovidajicich zdravych kontrol bylo vySetfeno pomoci 1,5mm tenkych fez& mozku na MR 1,5T Philips v sekvenci
Flow attenuated inversion recovery (FLAIR).

Vysledky: Celkovy objem patologickych lozisek u nemocnych byl 9,56+6,3 cm?® a u kontrol 0,78+0,88 cm3. Po statis-
tickém zhodnoceni (T test) byl nalezen statisticky vyznamny rozdil (p<0,01) ve objemu lézi u obou skupin. Nenalezli
jsme zavislost na aktivité nemoci. Slabé vyznamna byla zavislost na dobé trvani nemoci (p<0,5), statisticky vyznamné
byla prokadzéana zavislost na dobé od vyskytu prvnich neuropsychiatrickych projevd (p<0,01).

Zavér: Celkovy objem patologickych lozisek mozku u nemocnych s NPSLE je statisticky vyznamné vyssi oproti zdra-
vym kontroldam. Z relativné malého souboru se neprokazala zavislost objemu loZisek na aktivité nemoci vyjadiené
SLEDAI. Nalezena byla zavislost na dobé trvani nemoci a zejména na dobé od vyskytu prvnich neuropsychiatrickych
projevdi. Zde byl prokazan statisticky nardist objemu loZisek v zavilosti na obou vySe zminénych promeénnych.

Prace vychadzi z vyzkumného zéméru MZCR 000000230728 Revmatologického ustavu
a z vyzkumného zémeéru CEZ J13/98: 1111.0000.1 - 206016 Neurologické kiiniky.

STRUCTURAL AND BIOCHEMICAL STUDIES OF HUMAN COPROPORPHYRINOGEN

OXIDASE, AN ENZYME DEFICIENT IN HEREDITARY COPROPORPHYRIA

Author: Ivan Mikula

Advisor:  Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Department of Pediatrics and Centre for Integrated Genomics,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Heme acts as a prosthetic group for essential hemoproteins. Coproporphyrinogen oxidase (CPO) [E.C.1.3.3.3.] catalyzes

the sixth step in heme biosynthesis. The inherited deficiency of CPO causes hereditary coproporphyria (HC), inherited in
an autosomally dominant fashion. To better understand heme biosynthesis and address the molecular pathology of HC,



we studied recombinant wild-type CPO (using a glutathione-S-transferase expression system) and two naturally occur-
ring mutants (R331W and del390Gly). Wt-CPO and mutated-CPO were purified to electrophoretic homogeneity with
specific activities of 4265 nmol/hr/mg protein (wt-CPO), 2100 nmol/hr/mg protein for R331W-CPO and a residual (<1%)
activity for del390Gly-CPO. In its active form, human CPO is dimeric. According to the hydrodynamic properties derived
from analytical ultracentrifugation, CPO has a nearly globular shape. Both mutation of CPO did not affect dimer forma-
tion and sedimentation properties, but led to a significant amount of tightly bound coproporphyrin (R331W), respective-
ly no bound of coproporphyrin (del390Gly). The catalytic efficiency (Kcat/Km) of the R331W-CPO was four-fold lower
than wt-CPO, the pI for R331W was 5.56 as compared to 6.40 for wt-CPO, but pH optima were similar (6.8 for wt-CPO,
6.6 for R331W-CPO). Similar characterization is in progress for the whole spectrum of naturally occurring mutants,
which, together with our crystallization trials, will add to our knowledge of the molecular pathology of HC and heme
biosynthesis. [Supported by Grant from MSMT of Czech Republic (LN 00A079) and grant Barrande].

LYMPHOGRAPHIC MAP OF THE BREAST

Authors: David Pavlista, Oldfich Eliska, Markéta Duskova
Advisor: Doc. MUDr. M. Duskova, CSc., Klinika plastické chirurgie FNKV

Aim:To acquire a basic orientation and to map the lymphatic drainage of the breast. To simplify and improve the
technique of targeted resection of the lymphatic vessels including the sentinel node, based on the functional anatomy of
the breast.

Methods: A post mortem study was performed on 20 female cadavers of an average age of 75 years. After slow
intradermal administration of Patent Blau into the periareolar region and the centers of the individual quadrants of the
breast, the lympahtics were visualized and a careful resection of these lymphatics and lymph nodes was performed. The
lymphatics were drawn onto a schematic map of the breast on a transparent sheet and afterwards a summation of all
schematic maps was performed. A map of the lymphatic vessels of the breast was based on this summation.

Results: After subcutaneous administration of patent blue, the lymphatics of the breast demonstrated great variabi-
lity. The subareolar plexus and draining sentinel node in the axilla, as well as one or two supplying lymphatics were
clearly visualized. Administration of the contrast material into the center of the breast did not lead to visualization of
lymph nodes in any of the cases. Despite great variability in the lymphatic drainage of the breast, there are one or two
main collecting lymphatics which lead to one or several sentinel nodes located in the lower part of the lateral margin of
the pectoralis major muscle at the level of the 3-4% rib.

Conclusion : The vasa lymphatica mammaria magna (large lymphatic vessels of the breast) play a dominant role in
the lymphatic drainage of the breast. From the course of the lymphatic vessels it is evident that the breast cannot be
divided into functionally separate segments. According to the lymphatic map of the breast, one can assume that in
carcinoma of the breast it is the lymphatic drainage and not the localization of the tumor that plays a primary role in the
development of metastases.

One cannot ignore the existence of alternative drainage pathways of the breast, but their role in the beginning of
dissemination of tumor cells in comparison with the axilla is negligible. After administration of patent blue into the
parenchyme of the breast, no lymphatics were visualized in any of the cases.

Intradermal administration of Patent Blau is a reliable and effective method of visualizing lymphatic vessels and the
draining lymph nodes of the breast.

Due to the meandering course of lymphatics in the breast, we cannot underestimate the role of radiation therapy
after breast conserving surgery.

JAK INFORMUJI O KOURENI CESKE DENIKY?

Autor: JiFi PesSina
Skolitel: MUDr. Eva Kralikova, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

vaod: Koufeni je nejvyznamnéjsi preventabilni pFic¢inou smrti na svété. Na nemoci zplisobené tabdkem umird nyni
v Ceské republice kolem 22.000 osob ro¢né, to je pfiblizné 60 imrti denné. Postoje medialnich pracovnikd ke kuracké-
mu chovani jsou zasadni pro pravdivou informovanost obcanl kazdého spolecenstvi a v naSem staté, ve srovnani
s nékterymi zapadnimi staty, neni situace v tomto sméru pfizniva.

Metodika: Byl proveden rozbor clank(l zabyvajicich se problematikou koufeni, které vysly v letech 1998 - 2003
v Lidovych novinach na titulni strané a v pfiloze Zdravi. Podle obsahu byly ¢lanky rozdéleny do 14 kategorii. Ve sledova-
ném obdobi vyslo 166 clankd zabyvajicich se koufenim. Celkem bylo zpracovano 567 normostran textd.

Vysledky: Z vyzkumu je patrné propojeni tabakismu s politickymi otazkami. V obdobi 1998 — 2001 prevazovaly clan-
ky informujici o koufeni jako vazném samostatném a rostoucim problému dnesni spolecnosti. Drtiva vétsina téchto
¢lankd obsahovala pouze strohé konstatovani o Skodlivosti kouteni. V letech 2002 - 2003 se zménil trend, jakym média
informovala o problematice koufeni. V tomto obdobi se psalo ¢im dal tim vice o koureni v kontextu s tabakovou rekla-
mou, ktera byla davana do spojitosti s politickymi otazkami a kauzami.

Zavér: Zverejnéné texty maiji rliznou odbornou kvalitu obsahu, rozsah a relevanci. V zachycenych textech pfevazuiji
materialy, v nichZ je téma koufeni zastoupeno jen minimalné. Obsahu hodnocenych textll dominuje tématika zdravot-



nich souvislosti koureni, nasledovana snahou o osvétu. U specifickych textd prevazuje snaha informovat o protikuracké
politice. V celkovém pojeti textd dominuje predevsim snaha plnit zpravodajské povinnosti na strané jedné a osvétové
plisobeni na vefejnost na strané€ druhé. Celkové vyznéni Clank( ma v souvislosti se snahou o kontrolu koufeni dileZitou
informacni Glohu smérem k Siroké verejnosti a média se mohou velice efektivné zapojovat do kontroly koufeni v Ceské
republice.

VLIV GALVANICKYCH JEVO NA EXPRESI CD MOLEKUL A PROLIFERACNI
AKTIVITU LYMFOCYTO IN VITRO.

Autori: Stépan Podzimek, Jarmila Prochazkova, Karel Hana, Hana Kuderova, Jifina Bartova
Skolitelka: MUDr. Jarmila Prochazkova CSc., Vyzkumny tstav stomatologicky 1. LF a VFN

Uvod: Uvoliiovéani kovovych iontd z dentélnich materiald je podporovéano galvanismem a méiZze u vnimavych osob zp(iso-
bit zdravotni problémy. Cilem prace bylo prokdzat do jaké miry dokdzi galvanické jevy ovlivnit zivé burky in vitro.
Zkoumali jsme proto, jak proudy o intenzité 3, 10 a 20 mikroampér a napéti 80, 200 a 300 milivoltli pfi Casové zatézi 24
hodin ovliviiuji proliferaci lymfocytl a expresi povrchovych molekul bunék periferni krve CD 3, 19, 11a, 18, 69 a 95.

Metodika: Mononuklearni burky byly separovany z buffy coatu centrifugaci na Ficoll-Paque gradientu. Bunky pfitom-
né v interfazi byly odsaty a po opakovaném promyti spocitany a naredény na koncentraci 10¢ bunék v mililitru. Poté byly
buriky ovlivnény rfiznou intenzitou proudu a napéti po dobu 30, 60, 120 minut a po 24 hodin. Proliferace lymfocyt byla
méfena po stimulaci PWM, Con A a E.coli. Exprese povrchovych molekul byla sledovana Facsovou analyzou u vzork(
s plisobenim proudd a napéti po dobu 24 hodin.

Vysledky: Kratkodobé plisobeni galvanickych proud( a napéti ( méné nez 2 hodiny ) neovliviiuje proliferaci lymfocytd na
statisticky vyznamné hladiné. Pokles proliferace byl zaznamenan po 24-hodinovém plisobeni proudd 10 a 20 mikroampér.
Exprese povrchovych molekul CD 19, 11a/18, 19/69 a 19/95 byla zvySena po plsobeni proudu 20 mikroampér. Pdsobenim
proudd 3 a 10 mikroampér byla snizena exprese CD 3, 3/69 a 3/95. Exprese povrchovych molekul CD 11a/18, 3/69 a 3/95
byla téZ snizena po plsobeni napéti 80 mV. Plsobenim napéti 200 a 300 mV byla snizena exprese CD 3, 19, 11a/18 a 3/95.
Z vysledkd vyplyva trend zvysené exprese povrchovych molekul plisobenim proudu o velikosti 20 pA a naopak snizené
exprese plisobenim napéti, predevsim o velikosti 200 a 300 mV.

Zavér: Dlouhodoby vliv galvanismu mlize u vnimavych osob ovlivnit proliferaci lymfocytl a expresi povrchovych
molekul. Nase vysledky potvrzuji hypotézu, Ze Ustni dyskomfort nemusi byt pouze subjektivnim pocitem pacienta, ale
byva zaloZen na skute¢ném bunééném dyskomfortu zprostfedkovaném uvolriovanim kovovych iontd z dentalnich mate-
riall na zakladé galvanickych jevd. 3

Tato studie je podporena grantem IGA MZ CR C.NK 7722-3.

TKANOVA A KLINICKA REAKCE PRI PENTASACHARIDOVE PREVENCI, FAZE I

Autor: Stanislav Trca
Skolitel: Doc. MUDr. Zdenék Krska, CSc., I. chirurgicka klinika-bfi$ni, hrudni a Grazova chirurgie 1. LF a VFN

Uvod: Arteridlni a Zilni trombdza jako projevy tromboembolické nemoci (TEN) jsou celosvétové udavany jako vyznamna
pricina dlouhodobé morbidity a mortality. V tomto sdéleni je pozornost vénovana Zilni trombose. Vétsina rizikovych
faktor( jejiho vzniku se tyka zpomaleni toku krve a zmén hemostazy. Dalsi vyznamnou pfic¢inou trombdzy je poskozeni
stény cévy. To vysvétluje, proC jsou chirurgické vykony vysoce trombogenni. Velkd pozornost je vénovana nadale mole-
kule heparinu. Vyzkum vedl k vytvoreni pentasacharidového preparatu, vytvoreného plnou chemickou syntézou defino-
vanych a identickych entit.

Metodika: Sledovanou skupinou byli pacienti s operacné lé¢enou zlomeninou proximalni tietiny stehenni kosti opero-
vanych na I. chirurgické klinice VFN a I. LF UK v Praze v obdobi 11/2001 — 2/2002. Farmakologicka prevence TEN byla
rutinné provadéna nefrakcionovanym (sk. 1, UHF) a frakcionovanym (sk. 2, LMWH) heparinem v béznych profylaktic-
kych davkach. Srovnani se skupinami pacientl s farmakologickou prevenci kratkodobym - 1 tyden (sk. 3) a dlouhodo-
bym - 1mésic (sk. 4) podavanim pentasacharidu — fondaparinu (Arixtra) v optimalizované davce (2,5mg pro die).
V prvni fazi prezentujeme zhodnoceni hemostazeologického laboratorniho screeningu (INR, APTT, TT, Fbg., AT III, D
dimer, PLT). Sledovani kazdého pacienta po dobu 1 mésice. Metody statistického hodnoceni: t-test, Mann — Witney Rank
Sum test, F test.

Vysledky: Zaznamenan vétsSi rozptyl u D-dimeru ve skupiné 1 (UHF) a skupiné 3 (pentasacharid kratkodobé) ve
srovnani se sk. 2 (LMWH) a sk. 4 (pentasacharid dlouhodobé). Dale zaznamenano signifikantni snizeni trombocytli ve
sk. 1 (UHF). Toto svédCi pro stabiln€jsi hemostazeologicky stav ve skupinach dlouhodobého podani pentasacharidu
a LMWH.

Zavér: Dlouhodoba farmakologicka prevence TEN LMWH a zvlasté pentasacharidy se jevi jako vhodna metoda vzhle-
dem k jeji ucinnosti, bezpe€nosti, statisticky signifikantné lepsim vysledkdm. Je ji mozné po zacviku pacienta ¢i ve
spolupraci se sluzbou domaci péce provadét dlouhodobé pfi domacim oSetreni.

V otazkach Zilniho tromboembolizmu pak doslo od Sirokého rozsifeni nefrakcionovaného heparinu (UFH) v prevenci
a 1écbé k vyvinuti diferenciaci slozek a frakcionaci nizkomolekularniho heparinu (LMWH), dnes dominantniho preparatu
v prevenci a postupné i v fadé léCebnych indikaci, az k vyvinuti plné syntetického pentasacharidu.



Cil: posouzeni doby pretrvavani rizika a zhodnoceni tkafiové odezvy pii prevenci pentasacharidy.

Zarazeni do skupin: dvojité slepa studie. Hodnoceni klinického stavu véetné hojeni ran prostrednictvim skérovani,
komplexni laboratorni biochemicka a hematologicka monitorace, Uplna monitorace predchorobi.

ZpUsob IéCby (druh vykonu, potfeba reintervence, antibiotika, imunoterapie, podani krevnich nahrad a derivatd, dalsi
pridruzena medikace). Zplisob podani ve vsech skupinach subkutanni injekci.

Sledovani klinického stavu véetné hojeni ran, komplexni laboratorni biochemicka a hematologicka monitorace, moni-
torace predchorobi, zplisob Iécby - druh vykonu, potfeba reintervence, antibiotika, imunoterapie, podani krevnich na-
hrad a derivat{, dalsi pfidruzend medikace.

Sledované laboratorni parametry:
— Le, KO + diff, kompletni biochemické vySetteni krve a modi.
— Renalni funkce, jaterni testy.
— AT I1I, fibrinogen, APTT, TT, D-dimer kvantitativné.
Cytoadhesivni molekuly: ICAM-1, E-selectin, P-selectin, C3, anti Xa aktivita, IG .
kvantitativné, CD 14 kvantitativné v seru, IL-6.
Tyto budou hodnoceny:
1. predoperacné: pri prijeti
2. pooperacné: do 6 hodin po operaci
7. - 8.pooperacni den
27. - 32. pooperacni den
Follow-up: po 4-5 tydnech statistické a klinické hodnoceni, kromé uvedenych monitorovanych hodnot, celkové zhodno-
ceni hemostazeologické statusu a anamnézy v dobé studie.

CAENORHABDITIS ELEGANS HAS ONLY ONE a-GALACTOSIDASE
AND a-N-ACETYLGALACTOSAMINIDASE ORTHOLOG

Authors: Jakub Sikora, Jana Hujova, Robert Dobrovolny, Dana Holanova
Advisors: Prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc., RNDr. Jana Ledvinova, CSc, MUDr. Martin Hfebicek, Institute of
Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Human o-galactosidase A (a-GAL) and a-N-acetylgalactosaminidase (a-NAGA) are true paralogs sharing a common
ancestral gene. Deficiencies of these enzymes cause two well-characterized human lysosomal storage disorders - Fabry
(a-GAL deficiency) and Schindler (a-NAGA deficiency) diseases.

BlastP searches for orthologs of human a-GAL and o-NAGA revealed a single C.elegans gene (CeGAL/NAGA) with
significant homology to both human genes.

We elucidated gene organization of CeGAL/NAGA by cDNA sequencing including 3" and 5° UTR. We performed
phylogenetic analyses and homology modeling of CeGAL/NAGA based on 3D structure of chicken a-NAGA.

0-GAL and a-NAGA activity measurements in C.elegans mixed culture homogenate revealed presence of both enzy-
me activities. However, the a-GAL activity was completely inhibited by N-acetylgalactosamine — a-NAGA inhibitor.

To study the expression of CeGAL/NAGA in C.elegans, we created C-terminal GFP fusion of the whole CeGAL/NAGA
ORF under the control of its natural promoter. Presence of CeGAL/NAGAGFP transgene was confirmed at the of gDNA,
cDNA and protein levels. No GFP signal was observed under standard laboratory conditions. We have employed CON A
and NH4Cl treatment in order to alkalise lysosomal pH. Both methods resulted in distinct GFP signal in membrane bound
compartment of coelomocytes. Immunofluorescence detection of GFP fusion protein showed transgene expression in
muscle and in some cases in gut and vesicular compartments of ceolomocytes suggesting differential accessibility of
tissues to alkalization treatment.

RNA interference assays directed against the CeGAL/NAGA employing combination of microinjection and feeding
approaches have not so far revealed any abnormal phenotype.

The hypothesis of single ortholog in C.elegans was further supported by phylogenetic, homology modeling and
biochemical analyses. We determined tissue expression and examined the effect of RNAi with the aim to evaluate
C.elegans as a model organism for Schindler and Fabry diseases.

MUTATIONS IN SCO2 RESULT IN TISSUE-SPECIFIC CYTOCHROME C OXIDASE
ASSEMBLY DEFECTS

Author: Lukas Stibdrek, Katefina Vesela, Markéta Tesafova, Hana Hansikova
Advisor:  Prof. MUDr. Jiii Zeman, DrSc., Center of Integrated Genomics and KDDL, First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague and General Teaching Hospital

Cytochrome c oxidase (COX) assembly factor Sco2 presumably affects provision of Cu* to Cu, site of MTCO2. We studied
the interactions and levels of COX subunits in heart, skeletal muscle, liver, kidney and fibroblasts from 3 patients with
COX deficiency and mutations in SCOZ (two G1541A homozygotes and one C1280T/G1541A compound heterozygote).
Methods: Activity of COX was determined spectrophotometricaly. Interactions and levels of COX subunits were charac-
terised by 1D-PAGE (native), 2D-PAGE (native/denaturing), SDS-PAGE and immunoblot analysis.



Results: The activity of COX was markedly decreased in heart and skeletal muscle but only mild decrease was found
in liver and cultured fibroblasts. Tissue-specific COX assembly defects were found with decreased levels of holo-enzyme
complex and increased levels of specific assembly intermediates. In the liver and fibroblasts, most of the relevant cross-
reactive material was located in holo-enzyme spots whereas in heart and skeletal muscle were detected severely
decreased levels of holo-enzyme and markedly increased levels of assembly intermediates. Heart and skeletal muscle
contained three major faster migrating assembly intermediates: the first one comprised only MTCO1, the second MTCO1,
COX4 and COX5A and the third contained at least MTCO1, COX4, COX5A and MTCO2. The tissues from C1280T/G1541A
heterozygote showed apparently more severe assembly defects and lower steady-state levels of COX subunits than
tissues from G1541A homozygotes. Conclusions: We demonstrate that tissue-specific decrease in COX activity in pati-
ents with SCO2 mutations is associated with similar extent of tissue-specific COX assembly impairment resulting in
decreased levels of holo-enzyme complex and increased levels of assembly intermediates.

Supported by GACR-303/03/H065.

VLIV KANABINOIDO NA VLASTNOSTI BUNECNE MEMBRANY

Autorka: Marie Velenovska
Skolitel: RNDr. Zdenék Fisar, CSc., Psychiatricka klinika 1. LF a VFN

V Gcincich fady biologicky aktivnich latek hraji Glohu membranové lipidy, nebot’ znacna ¢ast membranovych proteind
vyZzaduje pro svou spravnou funkci specifické interakce s urcitymi lipidy ¢i cholesterolem. Lipidova dvojvrstva se uplat-
nuje jako zasobarna amfifilnich a lipofilnich latek a jeji viastnosti maji mj. vliv na dostupnost specifickych vazebnych mist
receptorl a stav iontovych kanald. Kanabinoidy jsou psychoaktivni latky rozpustné v tucich. V nasem projektu byla
testovana hypotéza, podle niz ma uzivani marihuany vliv na dynamické vlastnosti lipidové dvojvrstvy a tim i na aktivitu
membranovych proteind zapojenych do transmembranového pfenosu nervového signalu. Byla ziskana a porovnana
data 20 kurakd marihuany a 20 kontrol, charakterizujici nékteré jejich kognitivni funkce a byli u nich stanoveny tyto
parametry: aktivita prenaseCe pro serotonin v trombocytech, aktivita Na*K*-ATPazy v erytrocytech a fluidita plazmatic-
kych membran erytrocytl. U osob zneuzivajicich kanabinoidy jsme zjistili zvySenou aktivitu SERT (pfenasece pro sero-
tonin), snizenou aktivitu Na*K*-ATPazy a horsi vysledky v kognitivnich testech. Pfi stanoveni fluidity plazmatickych
membran jsme nezjistili statisticky vyznamny rozdil.

Objasnéni vlivu kanabinoidd na vlastnosti bunécnych membran mize prispét k diskusi kolem endokanabinoidniho
systému, ktery by pravdépodobné mohl hrat roli pfi IéCbé nékterych onemocnéni (napf. Parkinsonovy nemoci, roztrou-
Sené sklerdzy, zvySeného nitroocniho tlaku aj.).

PORUCHA CYTOCHROM C OXIDAZY U DfVK,Y S FENOTYPEM WERDNIG-
HOFFMANOVY NEMOCI A S NOVOU MUTACI 1519DELA VE SCO2 GENU

AutoFi: Katefina Vesela, Hana Hansikova, Milan Elleder
Skolitel: Prof. MUDr. Ji¥i Zeman DrSc., Centrum Integrované Genomiky a KDDL 1.LF a VFN

U nékterych pfipadd s podezfenim na spinalni muskularni atrofii (SMA) byla nalezena deficience cytochrom c oxidazy
(COX). V nasem sdéleni predkladame vysledky biochemickych a molekularnich analyz u divky s fenotypem Werdnig-
Hoffmenovy nemoci a COX deficienci. Divka se narodila ve 34 tydnu gestace, Apgar skore byl 4 a 7 v prvni a paté
minuté. Laryngedlni stridor a progresivni hypotonie vedly jiz v neonatalnim obdobi k tézké dyspnoi. Kardiologické vyset-
feni ukazalo pocinajici kardiomyopatii. Divka byla intubovana a trvale ventilovana na novorozenecké jednotce intenzivni
péce, kde zemrela ve véku 4 mésicl. Progresivni priibéh onemocnéni ved! k podezieni na Werdnig-Hoffmanovu choro-
bu, ale molekularni analyzy SMA I genu byly negativni. Aktivity cytochrom c oxidazy byly v izolovanych svalovych
mitochondriich ziskanych ze svalové biopsie ve tfetim mésici véku vyznamné snizeny, zatimco v kultivovanych fibroblas-
tech byla aktivita COX sniZzena jen mirné. Aktivity ostatnich enzym@ dychaciho fetézce (komplex@ I, II a III) byly
v normé. Sekvenovani COX asemblacni genu SCO2 ukazalo, Ze divka je sloZzeny heterozygot pro béznou mutaci G1541A
(E140K) a pro novou, dosud nepopsanou mikrodeleci 1519delA, ktera ma za nasledek posun cteciho ramce a vznik
pozmeénéného a zkraceného proteinu. Nas pfipad dokumentuje, Ze mutace ve SCO2 genu se mohou projevit v neonatal-
nim obdobi hypotonii s SMA fenotypem. SCO2 gen by proto mél byt analyzovan u déti s podezienim na SMA, u kterych
byly molekularni analyzy SMA genu negativni. ; 3

Prace vznikla s podporou projektd: GACR 303/03/H065 a GACR 303/03/D132

APOLIPOPROTEIN E IN PATIENTS WITH RETT SYNDROME FROM CZECH AND
SLOVAK REPUBLICS

Autorka: Daniela Zahorakova
Skolitel:  Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc; Department of Pediatrics and Centre of Integrated Genomics,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and General Teaching Hospital

Background: Apolipoprotein E (apoE) is a polymorphic plasma protein which plays an important role in the lipoprotein
metabolism. ApoE is associated with VLDL-, IDL-, and HDL-chylomicrons and it is the primary compound of lipoproteins



of the CNS. There are three common isoforms of apoE: apoE2, apoE3 and apoE4 and apoE3 is the most frequent in
general population. It was suggested, that apoE2 has neuroprotective and antioxidant effects. The frequency of apoE4
is significantly higher in patients with disorders of lipoprotein metabolism and neurodegenerative disorders, for example
in Alzheimer's disease or in the loss of cognitive functions. Rett syndrome (RTT) is a heurodevelopmental disorder with
unfavourable prognosis affecting almost exclusively females. RTT is in 99.6% of cases caused by ,,de novo”mutations in
MECP2 gene. The aim of our study was to analyse the frequency of apoE2, apoE3 and apoE4 in our group of 48 girls
with RTT.

Methods: Genomic DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes and used to amplify the analysed sequence
of the APOE gene. PCR products were analysed by RFLP.

Results: We found a statistically significant difference in the frequencies of apoE isoforms between RTT patients and
the control population. Allele ¢4 encoding isoform apoE4 was more common in RTT patients. On the contrary, allele €3
encoding apoE3 was less frequent in RTT patients than in the control population.

Conclusions: To date, no study concerning the higher apoE4 occurrence in patients with Rett syndrome was publis-
hed. If future studies confirm our observation, therapeutic intervention, especially in €4/e4 homozygotes with RTT could
be considered. 5

(Supported by grant MSMT LNOOA7S.)

KOMPLEXNI GENOMICKA PRESTAVBA GENU BRCA1 JAKO PREDISPONUJICI

ALTERACE PRO VZNIK KARCINOMU OVARIA

Autor: Michal Zikan

Skolitelé: As. MUDr. Petr Pohlireich, CSc., Doc. MUDr. Bohuslav Matous, CSc., Ustav biochemie
a experimentalni onkologie 1. LF

Urcita ¢ast, 5-10%, vSech karcinom( prsu a vajecnik( vznika na dédiéném zakladé. Tri Ctvrtiny pripadd téchto hereditar-
nich karcinomd prsu souvisi s pfitomnosti alteraci predisponujicich gendi s vysokou penetranci — BRCAI a BRCA2 (17q21
a 13q12-13).

Gen BRCA1 patfi k tumor supresorovym genlim a je spoluzodpovédny za udrzovani genomové stability. PFicinou
predispozice k malignimu nadorovému onemocnéni je pfenos zarodecné mutace inaktivujici jednu z alel (kopii) odpo-
védného genu. V cilové tkani vede pak nasledna genetickd zména (vétsSinou ztrata druhé intaktni alely) k inaktivaci
genu, ktera iniciuje tumorogenezi, napf. v disledku genomové nestability spojené se vznikem dalSich mutaci.

Dosud je zndmo nékolik set hereditarnich mutaci genu BRCA1. Kromé bodovych mutaci jsou zde popisovany i velké
genoveé prestavby rozsahlych oblasti genomové sekvence. Tyto zmény probihaji pfedevsim v oblastech Alu repetivnich
sekvenci (az 41% genomové sekvence genu BRCA1) a jejich podil na vSech alteracich genu BRCA1 je v zapadoevropské
populaci uvadén v rozmezi 15-36%.

Zde prezentujeme pacientku s karcinomem ovaria ve véku do 40 let, ktera byla indikovana k provedeni mutacni
analyzy genl BRCA1 a 2. Protein truncation test a nasledna sekvenacni analyza odhalily vypadek exonll 21 a 22, které
se podileji na stavbé funkéné nezbytné interakéni domény genového produktu. Prestoze se jedna o in-frame deleci, je
tfeba ji povaZovat za alteraci postihujici funkci genového produktu. Nasledna analyza genomové DNA odhalila velkou
genomickou deleci 3,8 kb zahrnujici exony 21 a 22, doprovazenou inverzni inzerci kratkého Useku a kratSi deleci na
zaCatku 20. intronu. Zmény byly pravdépodobné zplsobeny chybnou homologni rekombinaci v oblasti repetitivni Alu
sekvenci.

Jedna se o prvni takovouto komplexni prestavbu genu BRCA1 odhalenou v populaci stfedni a vychodni Evropy.
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T1 LESION LOAD A JEHO VZTAH KE ‘I,(LINICKEMU STAVU A PREDI’KTI’VNi
HODNOTA U PACIENTU S ROZTROUSENOU SKLEROSOU MOZKOMISNI.

Autor: Ondiej Dolezal
Skolitelka: Doc. MUDr. Eva Havrdova, CSc., Neurologicka klinika 1. LF a VFN

Uvod: Préce se zaméfuje na zhodnoceni spolehlivosti NMR zobrazovani v otézce klinického stavu pacientt s RS a vyvoje
tohoto stavu ve smyslu progrese onemocnéni. Prace se snazi nabidnout alternativu v hodnoceni NMR sekvenci v podobé
T1 hypointensnich Iési jako kompromis mezi dvéma jiz v praxi pouzivanymi technikami - atrofii a Flair lesion loadem

Metodika: V projektu jsme pouZili soubor 28 pacientl s verifikovanym onemocnénim RS.Doba sledovani byla 4 ro-
ky.Jako hlavni NMR hledisko jsme zd@raznili mnoZstvi Iézi v T1 vazenych obrazech (T1 lesion load), které se jevi dle
nékolika zahranicnich praci jako nejspolehlivéjsi a ve vztahu ke klinickému stavu pacienta nejpresnéjsi ukazatel. Pacienti
byly sledovani pred zahajenim studie,1 rok a posléze 3 rok a na zavér ve po 4 letech.

Vysledky: 60 % pacientll se stabilnim ¢i zhorsujicim se EDSS odpovida 68 % pacientll se stoupajicim T1 lesion
loadem. Nardst T1 lesion load u tohoto procenta pacientd ve 3. roce sledovani je v korelaci s narlistem disability (EDSS)
ve 4. roce pozorovani u 21 % pacientl. Vyvoj T1 lesion loadu pozvolna nasleduje u vétsiny pacientd trend Flair lesion
loadu (N 28, p value <0,001), ktery nastupuje jako prvni ukazatel postizeni CNS.

Zavér: Prace prokazala, Zze T1 lesion load je validnim ukazatelem destruktivnich zmén v CNS u nemocnych s RS. T1
lesion load je prediktivnim faktorem klinického stavu pacientd. Byla potvrzena ptvodni hypotesa o posloupnosti
chorobnych zmén v prechodu od zanétlivych ukazateld (Flair) k destruktivnim zménam (Atrofie, T1 lesion load).

T1 lesion load se zfejmé velmi rychle stane pomocnym kriteriem v hodnoceni stavu a predikce dalSiho vyvoje one-
mocnéni v klinické praxi. K presnéjsSimu odhadu vyvoje a k ziskani vyssi statistické vyznamnosti je tfeba praci rozsifit na
VEtsi pocet pacientli a sledovat vyvoj stavu v delSim Casovém Useku. Vzhledem k chronicité a z klinické praxe dobie
znamé nepredvidatelnosti onemocnéni je vSak do budoucna nalezeni presnéjSiho morfologického ukazatele s urcitou
prediktivni hodnotou pro dalSi vyvoj onemocnéni zcela nezbytné.

TITANOVY TER(v:f’K MODIFIKOVANY HYDROXYAPATITEM A ZIRKONEM
NEVYKAZUJE ZNAMKY CYTOTOXICITY

Autofi: Zuzana Havlova, Michaela Seydlova, Miroslav Jelinek, Barbora Dvorankova
Skolitelka: Prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF a VFN

Velmi diskutovanou problematikou v oblasti implantologie je povlakovani implantatl. NejCastéji pouzivanym materialem
k povlakovani je hydroxyapatit. VSeobecnou snahou je ziskat takovy povrch implantatd, ktery by zlepSoval oseointegraci
a umoznil tak rychlejsi zatizeni implantatu.

Na titanovych tercicich Ti6Al4V s laserové deponovanou vrstvou hydroxyapatit o tloustce 6-12um s mezivrstvou
zirkonia 50-70nm byly ve spolupraci s Fyzikalnim Ustavem Akademie véd provedeny testy k zjiSténi sloZeni vytvorené
vrstvy — XRD a SEM. V pokusu in vitro byl dale proveden piimy test cytotoxicity. Hodnotici metodou byl celkovy pocet
mysich a lidskych fibroblastd.

Vysledkem je zjisténi, Zze materidl nejevi zndmky cytotoxicity a buriky v jeho okoli nevykazuji zadné morfologické
zmény pfi pozorovani v optickém mikroskopu.

SROVNAVACI STUDIE, P 300 U NASILNE, IMPULZIVNE SE CHOVAJiCiCH
DELIKVENTO

Autofi: Hruby Tomas, Zukov Ilja, Kozelek Petr, Fridrich Pavel, Harsa Pavel
Skolitel: Doc. MUDr. Ivo Paclt, CSc., Psychiatricka Klinika 1. LF a VFN

Uvod: Kognitivni evokované potencidly jsou jednoduchou neinvazivni neurofyziologickou metodou, ktera je schopna
postihnout nékteré aspekty kognitivniho zpracovani informace u ¢lovéka. Nejzndméjsi a nejdllezitéjsi komponentou
kognitivnich evokovanych potencidll je tzv. vina P3. Zmény jeji latence, amplitudy a topografie jsou popsany u Sirokého
spektra onemocnéni. Mimo jiné byly zmény parametrl viny P300 nalezeny nékterych poruch osobnosti a jedincd
s impulzivné agresivnim jednanim. Vétsina autord se vSak shoduje v tom, Ze snizena amplituda viny P300 je typicka pro
impulzivné nasilné agresory, zatimco prodlouzena latence byla Casté&ji popisovana u jedincd s planovanym ¢ jinym
typem agresivity. A zde byla nalezena i korelace miry nasilného chovani s latenci viny P300, ktera je predpokladanym
ukazatelem rychlosti kognitivniho zpracovani, pripadné jeho poruchy pravé u téchto osob. Je tedy pravdépodobné, Ze
existuje néjaky specificky deficit v kognitivnim zpracovani u téchto osob. Metodika: Cilem studie bylo zjistit jaké zmény
parametrd viny P300 se objevuji u jedincl, ktefi byli, m.j. pomoci dotaznikd Eysenck IVE, zafazeni jako impulzivni oproti
jedinclm neimpulzivnim. Zaznam kognitivnich evokovanych potenciall, konkrétné viny P300 byl proveden u 10 delik-
ventl hodnocenych jako impulzivné agresivni (na zakladé studia mechanizmu trestného-nasilného ¢inu, anamnézy)
a zaroven u 10 zdravych, osob vékové parovanych a vzajemné porovnan, primérny vék zkoumanych osob byl 35 let.
Jedinci zarazeni do studie byli z hlediska psychiatrického a neurologického zdravi a skére MMSE bylo rozmezi 30-28
bodd. Ve studii byla vysetfena viny P300 ve sluchové modalité pfi pouziti dvou interstimulacnich intervall, 2 a 3 vtefiny.
Byly porovnany amplitudy a latence viny P300 v oblasti elektrody Pz u obou skupin, statisticka analyza byla provedena



pomoci studentova T-testu. Vysledky: Primérna amplituda u zdravych jedincd byla 7.8, zatimco u osob zafazenych
jakou impulzivni agresofi byl primér 4.4. Vysledky ukazuji na statisticky vyznamné snizenou amplitudu u jedincl dia-
gnostikovanych jako impulzivni agresofi (P < 0.05), zatimco v latenci nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Tyto
vysledky tak podporuiji teorii existence urcitého specifického pozornostniho a kognitivnich deficitu u delikventd s impulzivné
agresivnimi vzorci chovani.

LOKALIZACE AKTIVNICH RIBOZOMALNICH GENU V HELA BUNKACH

Autofi: M. Fialova, K. Koberna, J. Malinsky, A. Pliss, M. Masata, J. Vecefova, M. Bednar a 1. Raska.
Skolitel:  Prof. RNDr. Ivan Raska, DrSc., Laboratof bunééné biologie, Ustav experimentalni mediciny
Akademie véd CR a Ustav bunééné biologie a patologie 1. LF

V této studii jsme se zaméfili na lokalizaci transkripéné aktivnich ribozomalnich gend. Pro jejich lokalizaci jsme poufZili in
situ hybridiza¢ni pfistupy a techniku zaloZzenou na detekci vznikajicich ribozomalnich transkriptd. Svételné mikroskopické
vysledky ukazaly, Ze ribozomalni geny jsou lokalizovany do 10 az 40 fluorescencnich ohnisek. VétSina z nich vykazovala
transkripcni aktivitu. Prokazali jsme, Ze jadérkova ohniska odpovidaji fibrilarnim centrm (FC) a denznim fibrilarnim
komponentam (DFC). Pomoci elektronové mikroskopie jsme transkripéni signal lokalizovali do DFC a do hranicni oblasti
mezi DFC a FC. Transkripéni signal byl tvoreny shluky zlatych Castic. Tyto shluky jsme ztotoznili s morfologickymi
korelaty ,vanocnich stromk&” v DFC. Stereologické vysledky ukazaly, Ze ribozomalni transkripéni jednotka je kompakto-
vana 4 az 5,5 krat.

MERENI TELESNE HMOTNOSTI POMOCI KALIPERU A POMOCI VAHY
NA PRINCIPU BIOIMPEDANCE.

Autorka : Martina Kasperova
Skolitel: Doc. MUDr. Zdenék Vilikus, CSc., Ustav télovychovného lékarstvi 1. LF a VFN

UVOD: Procento télesného tuku je mozno méfit réiznymi metodami. V posledni dobé se k tomuto Gcelu velmi ¢asto
pouziva osobnich vah zaloZenych na principu bioimpedance. Otazkou vsak je pfesnost a spolehlivost takovych méFeni.
CIL: Porovnat vysledky méreni télesného sloZeni pomoci bioimpedancni vahy s klasickou metodou méfeni procenta
télesného tuku pomoci kaliperace. Kaliperace je povaZovana za nejspolehlivéjsi metodu a proto jsme ji pouZili jako
referenéniho standardu. METODIKA: Vysetfili jsme télesné sloZeni u 50 osob (24 muzd a 26 Zen) primérnéhovéku 42,4
+ 10,7 roku jednak metodou kaliperace a jednak pomoci bioimpedancni osobni vahy.Vysledky jsme porovnali dvouvybé-
rovym parovym t-testem na stredni hodnotu pomoci tabulkového procesoru Excel. VYSLEDKY: Zjistili jsme, Ze primérna
télesna vyska vysetfenych osob byla 172,1 + 9,2 cm, priimérna télesnd hmotnost 72,2 + 13,4 kg a télesny tuk 21,19
+ 5,43 % pfi méfeni kaliperem a 24,74 + 7,58 % pfi méfeni impedancni metodou. Rozdil Cinil primérné 3,6 % tuku,
smérodatna odchylka rozdilu byla 4,1 % tuku. Tento rozdil byl statisticky vysoce vyznamny (p = 7,62 x 10-8). Krajni
diskrepance se pohybovaly v rozmezi od - 3,0 % do + 13,1 % télesného tuku. ZAVERY: Zjistili jsme, Ze pfi méfeni
télesného sloZeni osobni vahou na principu bioimpedance, je vysledek zatizen prlimérnym nadhodnocenim 3,6 %
télesného tuku. Méfeni tuku vSak mdze byt nadhodnoceno az o 13,1 % pfipadné podhodnoco az o 3,0 %. Podle nasich
vysledk( jsou méfeni zaloZzena na principu bioimpedance velmi nepfesna a nehodi se ani k orientatnimu posouzeni
télesného slozeni.

EVALUATION OF MICRODENTISTRY TECHNOLOGIES IN THERAPY OF EARLY
CARIES LESION

Author: Martin Miksovsky
Advisor: Doc. MUDr. Zdenék Broukal, CSc., Vyzkumny Ustav stomatologicky 1. LF a VFN

OBJECTIVES: The Czech dental trade offers wide range of microdentistry devices. But their use in dental offices is
limited. The main goal of this study is to compare single microdentistry technologies from the point of view of time-
consuming of treatment, level of pain and on SEM pictures hard dental tissues after preparation.

METHODS:In study we used air abrasion device RONDOflex (KaVo)—pressure 3,2 bar,Al203 particles size 27ém,airscaler
SONICflex (KaVo),special microdentistry burs Fissurotomy (SSWhite).In this study was in vivo treated 276 human
molars (142 patients,1-3 molars each) with fissure caries at a DEJ depth of roughly similar size determined by radiogra-
phs and clinical examination. The treatment was provided by two dentists. Teeth was devided into four groups. Group
1 was treated in classical way according Black by conventional rotary handpiece with green marked diamond. Group
2 was treated with air abrasion, group 3 with oscilating device and group 4 with Fissurotomy burs. The restoration
material in group 1 was amalgam. Cavities in groups 2,3 and 4 were filed with flow composite Flow line (Kulzer). At each
appointment, when the restorative treatment was completed, patients were instructed to rate their pain on the special
5-degree scale(1 is completely painless, 5 require anesthetics). Time requirement was measured during each treatment
from starting preparation to the end of finishing of filling. All data was registered and statistically evaluated(Student
t-test).



RESULTS: Average time required for classical preparation with amalgam filling was 6 min 35 s. Micropreparation
provided by Fissurotomy burs with flow composite filling required 7 min 15 s, by SONICflex consumed 8 min 55 s and by
RONDOflex 10 min 5 s. In inverse order was registered level of pain. Preparation by RONDOflex was completely
painless. SONICflex and Fissurotomy preparation were approximately on the same level of painfulness. The highest
degree of painfulness was registered in classical rotary preparation. SEM pictures shows that air abrasion and oscilating
systems resulted in less trauma to adjacent tooth surfaces than rotary preparation.

CONCLUSIONS:This study clearly shows that microdentistry approach do not take so much time in comparison to
classical preparation. Benefits resulting from gentle approach to soft dental tissue and lower level of pain were accepted
by patients in positive way. Patients in our offices were ready to pay for this advantages. )

Institution grant VUS-VFN No. 0002377901

DEGENERACE NEURONALNICH BUNEK HIPPOCAMPU PO PRENATALNI EXPOZICI
20% ETHANOLU

Autorka: Martina Milotova
Skolitel:  Prof. MUDr. Milo$ Langmeier, DrSc., Fyziologicky Gstav 1. LF

Uvod: Experiment sméfuje k objasnéni vlivu ethanolu,jako neurotoxické latky, na vyvoj populaci neuronalnich a glidinich
bunék v hippocampu. Tato studie by mohla prispét k objasnéni poskozeni mozku v perinatalnim obdobi.

Metodika: V tomto experimentu jsme podavali 20%- ni roztok ethanolu bfezim samicim laboratornich potkand typu
Wistar /od 1. dne bfezosti/ v davkach 2g ethanolu na 1 kg zivé vahy.UCinna latka byla aplikovana denné, od prvniho do
posledniho dne brezosti. /21 dnll bfezosti/. Po porodu jiz nebyla mladata vystavena postnatalni expozici ethanolu.
Zvitata byla usmrcena 35. den postnatélniho vyvoje v hluboké pentobarbitalové narkdze, transaortalné perfundovana
(neutralnim paraformaldehydem), jejich mozky vyjmuty a zpracovany na kryostatu. Nasledné byly fezy obarveny kom-
binaci DNA barveni Hoechst a Fluoro-Jade B (to umoznuje identifikovat zanikajici neurony). Preparaty byly hodnoceny
ve svételném mikroskopu.

Vysledky: U zvifat usmrcenych 35. den postnatélniho vyvoje jsme se predevsim zaméfili na morfologické zmény
v CA3 oblasti hippocampu. V této oblasti bylo mozné pozorovat skupiny stle degenerujicich bunék. Déle jsme tu
identifikovali buriky s jemné granulovanymi jadry a velké mnozstvi glie.

Zavér: U zvifat usmrcenych 35. den postnatainiho vyvoje, které byli vystaveny prenataini expozici 20%-niho ethano-
lu, byly v CA3 oblasti hippocampu jasné patrné morfologické zmény neurondlnich a glidlnich bunék. Pozoruhodné bylo
zjisténi, Ze i tricetpét dni od prenatalni expozice 20%-niho ethanolu, zde bylo mozné pozorovat jesté degenerujici buriky,
coz svédci o nastartovani urcitého procesu, pravdépodobné apoptdzy. Apoptickému mechanismu zaniku neuronalnich
a glidlnich bunék by nasvédcovala i identifikace bunék s jemné segmentovanymi jadry. V ostatnich oblastech hippocam-
pu bylo také mozné pozorovat morfologické zmény neurondlnich a glidlnich bunék.

AFINITNI CHROMATOGRAFIE PRASECIHO PEPSINU A NA
8-HYDROXYCHINOLINU

Autorka: Lenka Novotna
Skolitelka: Ing. Zdenka Kuderova, CSc., Ustav patologické fyziologie 1. LF

Pepsiny patfi mezi aspartatové proteinazy, které jsou syntetizovany Zaludecni sliznici ve formé inaktivnich prekurzord —
pepsinogend. V lidské zaludecni sliznici se nachazi dva typy pepsinogent (PGA, PGC), jejichz vzadjemny pomér ma vztah
k porucham struktury a funkce Zaludecni sliznice.

Afinitni chromatografie je separacni technika pouZzivana k izolaci a charakterizaci biomakromolekul. Principem této
metody je schopnost biologicky aktivnich latek reversibilné tvorit specifické komplexy s jinymi slozkami (ligandy). V préibéhu
této chromatografie nedochazi k denaturaci biomakromolekul.

Byla pripravena vysokotlakd afinitni stacionarni faze obsahujici 8-hydroxychinolin (8-HQ) jako ligand. Modelovym
proteinem byl zvolen praseci pepsin A. Byly optimalizovany chromatografické podminky pro adsorpci a eluci pepsinu na
8-HQ — byl zkouman vliv pH, koncentrace, iontové sily a slozeni promyvaci a eluni mobilni faze. Dale byla urcena
kapacita stacionarni faze pro pepsin, reprodukovatelnost analyz a kalibracni kfivka. Dosazené vysledky byly potvrzeny
stanovenim aktivity pepsinu dle Ansona a Mirskyho.

Ziskané vysledky potvrzuji moznost pouziti afinitni chromatografie na 8-HQ pro izolaci pepsinu.

MYSI A LIDSKE FIBROBLASTY KOLONIZUJI TITANOVY TERCIK MODIFIKOVANY
HYDROXYAPATITEM A ZIRKONEM

Autofi: Michaela Seydlova, Zuzana Havlova, Barbora Dvofrankova
Skolitelka: Prof. MUDr. Tat’jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF a VFN

Dentalni implantologie je obor prochazejici v dnesni dobé velkym rozvojem. Snahou je nejen rozsifit indikace, ale i s tim
souvisejici hledani novych moznych kombinaci material& vhodnych pro implantaci.



V nasem pokusu byl jako model implantatu zvolen tercik z titanové slitiny s laserové deponovanou tenkou vrstvou
hydroxyapatitu s mezivrstvou zirkonia pro zlepseni vazby. V biologickém pokusu byly provedeny testy adheze a prolife-
race s mySimi 3T3 a lidskymi HF8 liniovymi fibroblasty in vitro.

Zhodnocenim testll jsme dosli k zavéru, Ze dané fibroblasty povrch tercikd nejenze kolonizuji, ale i na ném rostou
a aktivné se mnozi.

MUTACNI ANALYZA V GENU PRO APOLIPOPROTEIN B U CESKE POPULACE
OBEZNiCH DETi A 0SOB S DIAGNOZOU ISCHEMICKA CHOROBA SRDECN{

Autofi: Helena Svobodova, Ivan Mazura, Richard Ceska
Skolitel:  Doc. MUDr. Richard Cegka, CSc., III. interni klinika-klinika endokrinologie a metabolismu 1. LF
a VFN

Apoproteiny, bilkovinné slozky lipoproteinovych ¢astic, jsou kofaktory enzymd Gcinnych v lipoproteinovém metabolismu,
zprostredkuji vazbu lipoproteinové Castice na specifické receptory, Ucastni se pfenosu nebo vymeény lipidovych Castic
mezi jednotlivymi lipoproteiny. Apoprotein B je strukturalni pro chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, je ligandem pro LDL
receptor. Testovanym polymorfizmem v tomto genu byla inzerce ¢i delece 3 hydrofobnich aminokyselin leucin-alanin-
leucin v signalnim peptidu genu, které mohou mit pfimy efekt na hladiny plazmovych lipid@. Druhym testovanym
polymorfizmem je tranzice cytozinu (C) thyminem (T) v pozici -265 v promotoru genu. Jde o polymorfizmus délky
restrikCnich fragmentd. Aminokyselinova zaména ma vliv na hladiny apoproteinu B a LDL cholesterolu. VySetfované
soubory tvofi 51 pacient( z II. interni kliniky VFN trpicich aterosklerdzou (Kardio), 63 déti s obezitou II. stupné (Ob II),
36 déti s obezitou III. stupné (Ob III) z Détské léCebny Dr. Filipa v Podébradech zamérené na redukci hmotnosti.
PouZitou metodikou je izolace DNA z krve, zjiSténi koncentrace a Cistoty DNA, fedéni DNA na pracovni koncentraci,
polymerazova fetézova reakce, elektroforeticka analyza DNA, restrikéni analyza, statistické zpracovani dat. Z vysledk®
vyplyva, Ze v souboru Kardio jsou hodnoty LDL vyssi ve skupiné genotypl bez alely T oproti skupiné genotypd s alelou
T. V souboru Ob 1II jsou hodnoty LDL a apoproteinu B vyssi ve skupiné muz{l nez ve skupiné Zen. Hodnoty celkového
cholesterolu jsou vyssi ve skupiné muzli nez ve skupiné Zen. Hodnoty apoproteinu B jsou vyssi ve skupiné genotypl bez
alely T oproti skupiné genotyp( s alelou T. U soubord Ob II a Ob III nebyl nalezen genotyp TT. U 150 jedinc( byla
provedena analyza 2 genetickych polymorfim v genu pro apoprotein B, celkem tedy 300 analyz. S vétSim poctem
sledovanych jedinct by se mohlo podafit objevit nové vztahy a zavislosti mezi genotypem a lipidovym metabolismem
jedincd, pfipadnym rozvojem aterosklerdzy. Vznikla by také moznost porovnavat soubory mezi sebou.

HYBRIDNI NAHRADY KOTVENE IMPLANTATY A ZUBNIMI PILIRI
Autofi: Petr Simidnek, Prokop Radina
Skolitelka: Prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1.LF a VFN

Klicova slova: hybridni ndhrada, dentalni implantaty, zasuvné spoje

Pouziti implantatu/d jako kotevniho prvku snimatelné nahrady pfedstavuje metodu, jak vyfesit problematickou reten-
ci, a to zejména u nahrady celkové. V piipadé bezzubé dolni Celisti je popsana dlouhodoba klinicka Uspésnost uz pri
pouziti dvou implantat(i, obvykle zavedenych do oblasti chybéjicich Spi¢akd, spojenych tfmenovou konstrukci anebo
stojicich samostatné s patrici kulickového zasuvného spoje.

V pfipadé, Ze v dolni Celisti jednostranné zbyvaiji ojedinélé pevné zuby, je neobvyklym feSenim zavedeni implantatu
s cilem zlepsit stabilitu a retenci takovéto nahrady v porovnani s kontrolni skupinou, kde je ndhrada kotvena jednostran-
né vlastnim zubem. Zakladni podminkou je dobry stav zbyvajiciho zubu/-0, zpravidla Spi¢aku/premolaru, ¢imz se tento
postup zasadné odlisuje od moznosti vyuziti i zna¢né oslabenych pilitd ke kotveni tradi¢ni nahrady, bez podpory implan-
tatu. Celkem 5-ti pacientdm byl do dolni Celisti zaveden implantat a s ¢asovym odstupem zhotovena hybridni nahrada
kotvend na vlastnim zubu a implantatu. Kontrolni skupinu tvofilo 5 pacientll s jednim ponechanym zubem, déle 5 paci-
entl se dvéma zuby a 5 pacientli se dvéma implantaty v dolni Celisti.

Nahrady, zubni pilife a zejména pak implantaty byly hodnoceny v ¢asovém odstupu 1 az 6 mésicl po odevzdani
nahrady. Nahrady kotvené kombinaci obou prvkd vykazovaly dobrou funkci srovnatelnou pfi vyuZiti 2 kofenl nebo
2 implantatl. Autofi dale diskutuji indikace tohoto netradi¢niho spojeni zubu a implantatu do zubni nahrady, vyhody,
omezeni a predpokladanou Zivotnost nahrady resp. pilitd pfi takovémto zplsobu osetfeni.

STRESEM INDUKOVANA EXPRESE GENU CASNE ODPOVEDI V MOZKU POTKANUO

S ODLISNOU SENZITIVITOU KE STRESU

Autorka: Lenka Trneckova

Skolitelka: Doc. MUDr. Véra Klenerova, DrSc., Farmakologicky ustav 1. LF a VFN a Universitat Autonomas de
Barcelona, Spanélsko

UVOD: Vyznam studia stresu je v posledni dobé zesilen vyskytem zavazného onemocnéni ,Post-traumaticka stresové

porucha”, které postihuje nékteré jedince vice nez jiné, v zavislosti na typu stresového podnétu a predispozici daného
jedince. Pozornost se nyni také vénuje stresorové specificité odpovédi organismu. Studovali jsme proto vliv dvou typ(



stresord na geneticky odliSnych kmenech potkan(, které maji odliSnou aktivitu hypothalamo-hypofyzarni-nadledvinové
(HPA) osy, na expresi genll ¢asné odpoveédi, které zahajuji adaptacni zmény po stresu.

METODA: Pokusy byly provedeny na samcich potkand kmene Sprague-Dawley (S-D) a Lewis (LE), které maji deficitni
aktivitu HPA osy. Imobiliza¢ni stres (IMO) a tentyz stres s ponofenim potkan@ do vody (IMO+C) byly aplikovany po dobu
15 a 60 min podle zésad o spravném zachazeni s laboratornimi zvifaty. Byla pfipravena sonda pro sledovani genu casné
odpovedi c-fos, a metodou hybridizace in situ jsme na Fezech stanovili expresi téchto gend.

VYSLEDKY: Expresi c-fos jsme stanovili v 5ti oblastech mozku, které hraji kritickou Ulohu ve stresovych odpovédich.
Ve vSech oblastech jsme zjistili oproti kontrolam vysoce signifikantni zvySeni exprese c-fos po aplikaci obou stresor. LE
vykazovali podstatné nizsi expresi c-fos nez S-D, a neni rozdil mezi Ucinky pouzitych stresorl. U S-D byly prokazany
specifické rozdily mezi IMO a IMO+C: v prefrontalnim kortexu ma silnéjsi ucinek IMO (pfevaha psychické slozky) nez
u IMO+C po 60 min expozici. U paraventrikularniho jadra (PVN), které je pfimo aktivovano stresory s prevahou fyzické
slozky, nejsou rozdily mezi obéma stresory, ale v parvocelularni oblasti PVN doslo ke zvySeni exprese po 60 min. Nejvy-
razn&j$i zmény jsme pozorovali v lateralnim septu, kde IMO+C plsobil siln&ji nez IMO v intervalu 15 min.

ZAVER: Nase studie ukazuji na vyznamné ovlivnéni exprese Casného genu c-fos po aplikaci imobilizacniho stresu,
které zavisi na aktivité HPA osy. V lateralnim septu, které ma velky vyznam pro fyzickou komponentu stresu jsme nalezli
vy33i expresi po IMO+C neZ po IMO, coZ pfispiva k poznatklim o stresorové specifickych odpovédich.

Podporeno granty FRVS 980/2004, MSM 1111 0000 1 a GACR 305/03/H148.

ORIGINALNI PRIPRAVA IMUNOAFINITNICH NOSICO POMOCI AFINITNI SORPCE
NA IMOBILIZOVANYCH KOVOVYCH IONTECH

Autorka: Eva Zatloukalova
Skolitelka: Ing. Zdenka Kuéerova, CSc., Ustav patologické fyziologie 1. LF

Imunoafinitni chromatografie je moderni technika pro separaci specifickych proteinl z komplexni smési. Pomoci imuno-
afinitnich nosi¢l Ize téZ imobilizovat proteiny a zvysit tak jejich stabilitu, nebo je mozné pomoci imunoafinitné navaza-
nych enzym{ pfipravit enzymové reaktory.

PFi pfipravé imunoafinitniho nosice byla vyuZita pfirozena afinita protilatek k imobilizovanym kovovym iontlim. Tato
metoda je vyhodna zejména u ptacich imunoglobulind, které nelze vazat k proteinlm A a G a mozZnosti jejich orientova-
né imobilizace tim byly dosud ponékud omezeny. Pfi vyvoji metody jsme vychazely z faktu, Ze imunoglobuliny Ize
separovat pomoci afinitni chromatografie na imobilizovanych kobaltnatych iontech (IMAC-Co2+). Imobilizované kobalt-
naté ionty s orientované navazanou protilatkou byly oxidovany pomoci roztoku peroxidu vodiku na ionty kobaltité, ¢imz
se vazba protilatky na kovové ionty stala ireverzibilni. BEéhem oxidace vSak dochézelo k poskozeni protilatky a jejimu
uvolnéni z nosice. Proto byl postup pfipravy nosic¢e modifikovan a imunoglobuliny byly navazany az na nosic s oxidovanymi
kobaltitymi ionty. Zaroven bylo vylouceno oxidacni plsobeni peroxidu vodiku na protilatku, a bylo tak minimalizovano
jeji poskozeni. Nespecifické interakce protein s neoxidovanymi kobaltnatymi ionty byly omezeny promytim nosice
roztokem EDTA a nespecificky navazané proteiny byly odstranény roztokem imidazolu a mocoviny.

Protilatka navazana na nosic s oxidovanymi kobaltitymi ionty (Co3+-IDA-Sepharosa) byla stabilni a zachovala si svoji
aktivitu.



Dékan fakulty predava cenu Evé Krasulove, vitézce sekce pregradualni — klinické casti.

Na druhém misté v sekci pregraduaini — kiinické casti se umistila Zderika Varikova, studentka 6. rocniku.
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1. misto
VLIV ,NEUROTROPHINﬂvA,JEJICH RECEPTORU
NA VYVOJ] PACINIHO TELISEK

Autor: Ji¥i Sedy (6. rocnik)

Skolitelé: Prof. MUDr. Milo$ Grim, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF UK, Prof. Jan
Kucera, MD, PhD, Department of Neurology, Boston University, USA
Klicova slova: Paciniho téliska — vyvoj — neurotrophiny — Trk receptory - mys

Jitf Sedy

Abstrakt

Paciniho téliska jsou rychle se adaptujici mechanoreceptory, ulozené zejména v podkoZi, na periostu a v interossealnich
membranach. Jejich vyvoj je podminén komplexnimi interakcemi axon senzitivnich neuron( a cilovych bunék v periferii
(Zelend, 1994). V této interakci se uplatiiuji neurotrophiny, které podminuji diferenciaci a prezivani sensitivnich neuro-
nl. Zatimco pro proprioceptivni a nociceptivni zakonceni byly zjistény neurotrophiny, které jejich vyvoj podminuji, neni
dosud znamo, které neurotrophiny jsou nutné pro vyvoj Paciniho télisek. Objasnit tento vztah je cilem predkladané
studie.

Byly pouzity transgenni mysi s vyfazenymi geny pro nerve growth factor (NGF), brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), neurotrophin-3 (NT3) a neurotrophin-4 (NT4) a jejich TrkA, TrkB, TrkC a p75"™® receptory. Genotypizace trans-
gennich zvifat byla provadéna pomoci PCR s pouZitim prislusnych primerd. Skupina Paciniho télisek na bérci u novoro-
zenych zvifat byla kvantifikovana in situ po imunohistochemickém znazornéni priikazem cholinesterazy, nebo na sério-
vych polotenkych eponovych fezech. Exprese neurotrophind a jejich receptorll v Paciniho téliscich byla provadéna
pomoci protilatek v kryostatovych fezech.

Delece genu pro jednotlivé rlstové faktory, pravé tak jako pro jejich jednotlivé Trk receptory vedly ke sniZeni poctu
Paciniho télisek a jejich inervuijicich axond, ale nikdy k jejich Gplné absenci. Deficity byly nejvétsi u /737 mutantni mysi,
méné u BDNF” a nejméné u NT74” mysi. Delece NGF méla minimalni dopad. Mutanty s vyfazenymi geny pro neurotro-
phinové receptory ukazaly, Ze nejvétsi dopad ma signalizace prostrednictvim receptord TrkA a TrkB, méné TrkC a prakticky
zanedbatelna je signalizace pres p75"™ receptor. PouZili jsme proto vicenasobné mysi mutanty, které ukazaly, Ze vytvo-
feni plného poctu Paciniho télisek a inervujicich neurond vyZaduje expresi N73, zaroven s expresi BDNF nebo NT4.

Tyto vysledky ukazuiji, Ze pro vyvoj Paciniho téliska a jeho inervujiciho neuronu je nejvyznamnéjsi N73 v koexpresi
s nékterym z dalSich neurotrophind. Tato signalizace vyzaduje predevsim TrkA a TrkB receptor.

Uvod
Vyvoj mechanoreceptorl je podminén komplexnimi interakcemi mezi vristajicimi nervy senzitivnich neuron@ spinalnich
ganglii a buiikami periferie (Zelena, 1994). V této interakci se uplatiuji neurotrophiny.

Paciniho téliska jsou rychle se adaptujici mechanoreceptory, slozené z centralniho axonu, vnitfniho sloupce, zevnich
lamel a vazivového pouzdra. Jsou ulozena v rliznych Castech téla, jako napfiklad na periostu, mezikostni membrang,
v dermis etc. Centralni axon a vnitfni sloupec Paciniho téliska vykazuje pritomnost cholinesterdzové aktivity.

Neurotrophiny patfi do rodiny rlstovych faktord, které ovliviiuji proliferaci, diferenciaci, prezivani a funkceschopnost
aferentnich neurond. Jedna se o nerve growth factor (NGF), brain derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3
(NT-3) a neurotrophin-4 (NT-4). Neurotrophiny se vazou se s vysokou afinitou na tyrozinkinazové receptory TrkA, TrkB
a TrkC a na nizkoafinitni receptor p75.

NGF se vaze predomimantné na TrkA, BDNF na TrkB a NT-4 na TrkA a TrkB. U NT-3 je v literatufe popisovana vazba
na vsechny neurotrophinové receptory, zejména vsak na TrkC (Ernfors et al., 1994).

Zatimco je znamo, Ze napf. NT-3 je esencialni faktor pro vyvoj svalovych vietének a jejich proprioceptivnich neurond
(Ernfors et al., 1994) a NGF pro vyvoj nociceptivnich neurond a jejich zakonéeni (Patel et al., 2000), nebylo dosud jasné,
které neurotrophiny podmirfiuji vyvoj mechanosenzitivnich neurond, které inervuji Paciniho téliska.

Nasim cilem bylo vytvofit model, ktery umozni kvantitativni analyzu Paciniho télisek, a stanovit roli jednotlivych
neurotrophind a jejich receptorl ve vyvoji téchto mechanoreceptord. y

Predbézné vysledky této prace byly prezentovany na Studentské védecké konferenci (Sedy, 2002), tehdy na zakladé
nalezu deficitd v poctu pouze u NT-3 a TrkC mutant.

Material a metody

Kmeny mysi
V nasi studii jsme pouzili fadu transgennich kmenl mysi. Jednalo se o mutanty (-/-), heterozygoty (+/-) a wild type
kontroly (+/+). Ke genotypizaci mysi jsme pouzivali standartni PCR a Southern blot.

Pouzity byly kmeny s vyfazenymi geny pro jednotlivé neurotrophiny, NGF, 129/balb/c (Crowley et al., 1994), N73,
129/balb/c (Ernfors et al., 1994a), N73°%%< 129/c57bl/6 (Farinas et al., 1996), BDNF, 129/balb/c (Ernfors et al., 1994b)



a NT4, 129/balb/c (Liu et al., 1995), dale kmeny mutantni pro vysokoafinitni receptory 7744, 129/c57bl/6 (Smeyne et al.
1994), TrkB, 129/c57bl/6 (Klein et al.,, 1993) a TrkC,, 129/c57bl/6 (Tessarollo et al., 1997), TrkC,, 129/c57bl/6 (Klein et
al., 1994) a nizkoafinitni receptor p75"™®, 129/balb/c (Lee et al., 1992).

Rovnéz jsme studovali dvojité transgenni N73;BDNFE NT3;NT4a NT4,BDNF a trojité transgenni kmen N73,BDNF;NT4.

Perfuze mysi

U mysi v pentobarbitalové narkdze byl otevien hrudnik a obnazeno srdce. Po odstfizeni ouska pravé predsiné bylo
injikovano do levé komory nejdfive 5ml fyziologického roztoku, pak nasledovala kontinudlni infuzi 4%PFA, dokud nebyly
tkané dostatecné fixovany.

Pocitani Paciniho télisek in situ

Skupina Paciniho télisek na bérci u mysi byla vypreparovana, znazornéna prikazem cholinesterazové aktivity dle Kar-
novského a Rootse (1964) a téliska kvantifikovana.

Eponové rezy

Tkané byly perfundovany 4% PFA s glutaraldehydem, zality do eponu, krajeny na sériové polotenké 1um fezy, barveny
toluidinovou modfi a montovany.

Imunohistochemie

Exprese TrkA, TrkB, TrkC a BDNF byla studovana u embryonalnich, novorozenych a dospélych mysi s pouzitim imunohis-
tochemie. Perfundované bérce byly prosyceny 7,5 %, 15% and 30% sachardzou, zality do OCT média (Sakura Finetek
USA Inc., CA), zamraZzeny a blocky byly krajeny na 10um fezy.

Poté byly fezy preinkubovany v normalnim kozim séru v PBS v koncentraci 1:10, byla blokovéna endogenni peroxida-
za a nespecifické vazby, nasledovala inkubace pfi 4°C s primarni protilatkou anti-TrkA, anti-TrkB, anti-TrkC (sc-118, sc-
12 and sc-117, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) a anti-BDNF pri fedéni 1:50 — 1:300.

Protilatka druhého kroku byla znacena peroxidazou (Sigma, St. Louis, MO). Reakéni produkt byl vizualizovan pomoci
3, 3"~ diaminobenzidin tetrahydrochloridu a H,0,. N&které fezy byly dobarveny hematoxylinem.

Statisticka analyza
VSechna data byla analyzovana s pouzitim prliméru (mean number) a smérodatné odchylky (S.E.M.). Porovnavani
dvou skupin bylo provadéno pomoci Studentova T testu na hladiné vyznamnosti p < 0,05

Vysledky

Novy model pro kvantitativni analyzu Paciniho télisek
Na bérci u mysi existuje specificka konstatni skupina 27-30 Paciniho télisek, zasobenych hlavni vétvi nervus interosseus
posterior, jehoz vlakna jsou pro tato zakonceni specificka (Zelena et al., 1978). Ve vnitfnim sloupci a axonu téchto
Paciniho télisek je mozné prokazat cholinesterazovou aktivitu s pouzitim histochemického znazornéni dle Karnovského
a Rootse (1964). Po preparaci a znazornéni je mozné tato Paciniho téliska kvantifikovat in situ.

Druhou moznosti je krajeni bérce na sériové polotenké eponové fezy, umoziujici pocitani Paciniho télisek v optickém
mikroskopu.

Exprese Trk A, TrkB a TrkC receptrorti
Paciniho téliska se utvareji 17.5 embryonalni den, tj. 2 dny pred porodem. V této dobé, stejné jako pozdéji u novorozené
mysi (obr. 1A, 1B), se ndam podafilo prokazat expresi TrkA a TrkB v centralnim axonu. Exprese TrkC receptoru nastupuje
az u novorozené mysi a to pouze ve vnitfnim sloupci. U dospélé mysi (obr. 1C) je jiz TrkC exprimovan v axonu, vnitfnim
sloupci i vazivovém pouzdre.

RovnéZ se nam podafilo prokazat koexpresi TrkA, TrkB v témze axonu u mysi stafi 17.5 embryonalniho dne a koex-
presi TrkA, TrkB v axonu a TrkC ve vnitfnim sloupci téhoZ Paciniho téliska u novorozené mysi.

Exprese NT-3
Prlikaz NT-3 pomoci protilatky je nesnadny, a proto jsme zvolili metodu priikazu enzymatické aktivity B-galaktozidazy,
jejiz gen nahradi u NT-3*%2<mysi gen pro NT-3.

NT-3 je u této novorozené mysi exprimovan ve fibroblastech zevniho vazivového pouzdra Paciniho téliska (obr. 1D).
Role jednotlivych neurotrophinii
Pfi vyfazeni genl pro jednotlivé neurotrophiny (tab. 1) byly nejvétsi deficity v poctu Paciniho télisek pozorovany u NT-
3 nulové mutanty (46 %). U BDNF/- (28% deficit) a u NT-47 byly deficity mensi a konecné u NGF/- se pocet Paciniho
télisek snizil pouze o 5%.

Pfi studiu viceCetnych mutant jsme nalezli Gplnou absenci Paciniho télisek spolu s nervus interosseus u NT-3;BDNF-
a u NT-37;NT-4" dvojité transgennich i u trojité mutantni mysi NT-37-;BDNF/;NT-4",

65% deficit v poctu télisek byl zaznamenan u NT-37;NT-47- dvojité mutanty.
Role neurotrophinovych receptorii
Nejvétsi deficity v poctu Paciniho télisek u mysi s vyfazenymi geny pro jednotlivé neurotrophinové receptory (tab. 2)
jsme nalezli u TrkA”- (38 %) a TrkB”- (48 %). Role TrkC, analyzovana jednak pro mutantu s vyfazenym celym genem pro
TrkC (TrkC,), jednak s vyfazenim pouze kinazové domény (TrkC,), se ukazala minimalni. U TrkC_7 byl 10% deficit,
u TrkC, " 12% deficit. Snizeni poCtu Paciniho télisek u p757 (12% deficit) bylo rovnéz zanedbatelné.



Nervus interosseus

Z pokusl na kockach je znamo, Ze Paciniho télisko neni zasobeno vice, jak jednim aferentnim nervem (Iggo, 1985).
Nase pozorovani tento vztah potvrzuiji, a to jak u kontrol, tak u jednotlivych mutant, kde Ubytek Paciniho télisek kore-
sponduje s Ubytkem nervovych vldken. V krajni situaci, u dvojitych mutant, které nemaji Zadné Paciniho téliska (viz
vysSe), je rovnéz Uplna absence nervus interosseus.

Diskuze

Skupinu Paciniho télisek na bérci u mysi, inervovanou interossealnim nervem, je mozno po znazornéni priikazem
cholinesterazy pouzit jako kvantitativni model ke studiu vlivu vyfazeni jednotlivych neurotrophinl a jejich receptord.

V Paciniho télisku jsou od 17.5 embryonalniho dne exprimovany TrkA a TrkB, exprese TrkC zacina az u novorozené
mysi. Ve vnéjSim vazivovém pouzdre je exprimovan NT-3.

Deficit v poctu Paciniho télisek je nejvyznamnéjsi u mysi s vyrfazenymi geny pro TrkA a TrkB receptory. Pokud jde
o mysi s vyfazenymi geny pro jednotlivé neurotrophiny, nejvyssiho deficitu bylo dosazeno u NT3”-. Defekty v poctu
telisek korespondovaly s defekty v poctu vidken nervus interosseus.

UpIného vymizeni Paciniho télisek bylo dosazeno az tehdy, pokud byly vyfazeny geny pro dva neurotrophiny, tj. NT-
3 spolu s BDNF a/nebo NT-4. U téchto mutant jsme rovnéz nenalezli interossealni nerv.

Z téchto vysledkl je patrné, Ze nejvyznamnéjSim neurotrophinem pro vyvoj Paciniho télisek je NT-3. Jakakoli kombi-
nace NT-3 s jinym neurotrophinem je totiz kriticka pro jejich vyvoj.

Je potvrzeno, Ze jedno Paciniho télisko je zasobeno jednim interossealnim nervem, tedy jednim neuronem spinalniho
ganglia.

Ukazalo se rovnéz, ze NT-3/TrkA a NT-3/TrkB signalizace je daleko vyznamnéjsi, nez NT-3/TrkC signalizace, coz je
v rozporu s predchozimi studiemi pro ostatni mechanoreceptory (Ernfors, et al., 1994; Szeder et al., 2003; Sieber-Blum
et al., 2004)

Zaveér
ROzna zavislost vyvoje Paciniho télisek na rliznych neurotrophinech koresponduje s rliznou expresi Trk receptord
ve spinalnim gangliu (Pinodn et al., 1996).

Pokud pfijememe fakt, Ze fylogeneticky starsi mechanoreceptory v kizi jsou zavislé na vice neurotrophinech (Rice et

al., 1998), naproti fylogenticky mladsim, zavislym pouze na jednom neurotrophinu (Ernfors, et al., 1994), Ize fadit
Paciniho téliska na bérci u mysi nékam doprostred.
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TABULKA 1. POCTY PACINIHO TELISEK U MUTANTNiICH MYSi PRO JEDEN NEBO VICE NEUROTROPHINO. HODNOTY
JSOU PRUMER + SMERODATNA ODCHYLKA U JEDNOTLIVYCH MUTANT VE SROVANT S KONTROLAMI (WT). PRITOMNOST (+) NABO
CHYBENI (-) N. INTEROSSEUS JE UVEDENA V PARVEM SLOUPCI. HODNOTY OZNACENE* JSOU SIGNIFIKANTNI NA HLADINE VY-
ZNAMNOSTI P< 0.05.

A. Jednotlivé mutanty

WT 275+ 0.4; N=8 100% — +
NGF-/- 26.0 £ 0.7; N=4 96% 5% +
NT4-/- 23.5 £ 0.5; N= 4* 85% 15% 4
BDNF-/- 19.7 £ 0.6; N= 9% 72% 28% +
NT3-/- (PO-P1) 14.7 £ 0.5; N= 6* 54% 46% +
B. Vicecetné mutanty

BDNF-/-;NT4-/- 9.5 £ 0.6; N=4* 35% 65% +
NT3-/-;BDNF-~/- 0+0; N=3 0% 100% -
NT3-/NT4-/- 0£0; N=3 0% 100% -
NT3-/-;BDNF~/-;NT4-/- 0+0; N=3 0% 100% -

TABULKA 2. DEFICITY V POCTU PACINIHO TELISEK U MUTANTNE MYSI S VYRAZENYMI JEDNOTLIVYMI RECEPTORY.
HODNOTY JSOU PROMER + SMERODATNA ODCHYLKA U JEDNOTLIVYCH MUTANT VE SROVANI S KONTROLAMI (WT). HODNOTY
OZNACENE* JSOU SIGNIFIKANTNI NA HLADINE VYZNAMNOSTI P< 0.05.

WT 27.5+ 0.4; N=8 100% —

trkA-/- 17.0 + 0.6; N= 4* 62% 38%
trkB-/- 143 £ 0.3; N= 7* 52% 48%
trkC, /- 23.0 £ 0.7; N= 8* 90% 10%
trkC-/- 25.5 + 0.9; N= 8* 88% 12%
pPTEVTR- 24.3 + 0.4; N= 7% 88% 12%
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Uvod

9-[2-(fosfonomethoxy)ethyl]-2,6-diaminopurin (PMEDAP) je jeden z acyklickych analog nukleotid@, které byly vyvinuty v
Ustavu organické chemie a biochemie AV CR. Obsahuje fosfonomethyleterovou skupinu véazanou k hydroxylové skupiné
postranniho alifatického Fetézce, ktery simuluje cukerny zbytek vazany na heterocyklickou bazi. Fosfonatova skupina je
metabolicky stabilni a neni Stépena bunécnymi hydrolazami. Transportuje se membranou mechanismem podobnym endo-
cytdze, aniz by podléhal defosforylaci. K dosazeni metabolicky aktivniho stavu je potfeba dvou fosforylacnich krok( (PME-
DAPpp). To se déje ucinkem AK2 mitochondridlni adenylatkindzy a NDP-kindzy, kterd se nachazi v cytosolu. Ve formé
difosfatu je jako kompetitivni substrat inhibitor (analog 2—deoxynukleosid-5-trifosfat(l) inkorporovan do Fetézce DNA.
PMEDAPpp inhibuje eukaryotni polymerazu d a plsobi jako terminator branici dalsi elongaci vedouciho viakna pfi replikaci
DNA.

Cytostaticky Gcinek PMEDAP a indukce apoptdzy v podminkach /in vitro byla statisticky vyznamna pro linii lidské B-bunécné
leukemie (Reh) a linii lidské T-bunécné leukémie (CCRF-CEM). Bunécna linie lidského karcinomu délozniho Cipku (Hela)
nebyla k plsobeni PMEDAP citliva (1).

Signifikantni cytostaticky ucinek PMEDAP /n vivo byl zaznamenan na spontannim T-bunécném lymfomu inbredni linie
Sprague Dawley potkan( (SD/Cub). Po podani latky do okoli rostouciho lymfomu doSlo k potlaeni mitotické aktivity
neoplastickych bunék a k indukci apoptdzy v nadorové tkani. Potlaeni progrese maligniho onemocnéni vedlo
k proudlouzeni doby pieziti IéCenych zvifat a zpomaleni metastazovani nadorovych bunék do plic, sleziny a lymfatickych
uzlin (2).

Vliv PMEDAP na priibéh bunécného cyklu a jeho schopnost indukovat apoptdzu byla testovana na lidskych leukemi-
ckych liniich MOLT-4 (lymfoblasticka leukemie), HL-60 (promyelocyticka leukemie) a ML-1 (myeloblasticka leukemie).
Pokusy ukazaly, ze nizké koncentrace analogli nukleotidli vedou k reverzibilnim zménam rlstové rychlosti. K bunécné
smrti apoptézou dochazi az po plsobeni vyssich koncentraci testované latky jako ddsledek kumulace ireverzibilnich
zmén v bunkach (3).

Mnohocetna Iékova rezistence (MDR) je pozorovana u mnoha onkologickych pacientl Ié¢enych chemoterapii. Do
dnesni doby bylo v souvislosti s MDR identifikovano 49 ATP vazajicich transportérl (ABC — ATP binding cassette) loka-
lizovanych na bunécné membrané, které vyvolavaji tento fenomén vypumpovanim rdznych cytostatiskych latek
z nadorovych bunék. Rodina ABC transportnich proteind se sklada z 6 podskupin, kde nejvice prozkoumané jsou dvé
z nich: (/) P-glykoprotein (MDR1), (/) s mnohoCetnou lékovou rezistenci asociované proteiny (MRP). Podrodina MRP je
v soucasnosti zastoupena 13 Cleny (viz http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm).

Nedavné studie prokazaly, Ze dva strukturalné podobni ¢lenové MRP rodiny, MRP4 a MRP5, jsou asociovany s trans-
portem nukleosidd, a to jak pfirozenych, tak syntetickych (4). Jejich schopnost pfenaset pres membranu 3’,5"-cyklicky
adenosinmonofosfat (cAMP) a 3',5- cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) nasvédcuje, ze mohou hrat roli v bunécné
signalizaci (5). V soucasné dobé byla studovana souvislost exprese genli MRP4 a MRP5 s rezistenci v{ic¢i 9-(2-fosfono-
methoxyethyl)adeninu (PMEA). Bylo prokazano, ze MRP5 transportuje kromé PMEA také monofosfatové derivaty thio-
purind (6), které se pouzivaji v protinadorové |é¢bé leukemii. To je zplsobeno afinitou MRP5 nejen k adenosinim, ale
také ke guanosiniim.

Material a metodika

Sloucenina. 9-[2-(fosfonomethoxy)etyl]-2,6-diaminopurin (PMEDAP) vyvinuty v Ustavu organické chemie a bioche-
mie, Akademie véd (UOCHB AV, CR). (7)
A. In vivo experiment.
Zvirata. K experimentu byli pouziti dva aZ tfi mésice stafi samci prazské sublinie Sprague-Dawley inbrednich potkand
(SD/Cub). Potkani byli chovani za konvencnich podminek, krmeni komerénim granulovanym krmivem (Bergman TM2-
CH) a vodou ad /ibitum. V kontrolni i 1éené skupiné bylo vzdy 6 zvifat sourodého stafi.

Tumor. Spontanni transplantabilni T-bunécny lymfom je dobre geneticky definovany model hematologické malignity
(8). V této studii byl pouzit lymfom SD 10/96 pasazovany na syngennich zvifatech. Ve vSech experimentech byla inoku-
lovana suspenze 10° lymfomovych bunék v PBS subkutanné do oblasti pravého stehna.



Davka a protokol podani. PMEDAP byl lé¢ené skupiné potkan( aplikovan v davce 5mg/kg jednou denng, s.c., do
okoli rostouciho nadoru. Terapie byla zahdjena 3 dny po inokulaci lymfomovych bunék. Podani PMEDAP pobihalo v kazdé
pasazi ve tfech cyklech (5 dni aplikace PMEDAP, 2 dny pauza, 5 dni aplikace PMEDAP, 2 dny pauza, 4 dny aplikace
PMEDAP). 4 hodiny po aplikaci posledni davky byla provedena autopsie Ié¢enych i kontrolnich zvifat. Po zvaZeni tumor(
bylo z kazdého odebrano 107 bunék, z nichz se vytvorila smés, ze které se vzala ¢ast bunék pro pasaz (opét 10° bunék)
a Cast na kvantitativni vySetfeni exprese genu MRP5 metodou RQ-RT-PCR (Real-time Quantitative Reverse Transcription
Polymerace Chain Reaction). Tento protokol byl dodrzen u vSech Ctyf pasazi a tim bylo modelovano dlouhodobé poda-
vani PMEDAP /n vivo.

B. In vitro experiment.
Bunky. Jako /n vitro model hematologické malignity pro sledovani exprese MRP5 genu byla zvolena linie T-bunécné
leukemie CCRF-CEM (ATCC CCL 119), ktera byla kultivovana v RPMI médiu obohaceném 10% telecim sérem (FCS).
Davky a protokol podani. Buriky byly kultivovany v médiu s koncentracemi PMEDAP 0 mmol.I*a 1 mmol.I. Expre-
se genu MRP5 u bunék kultivovanych v mediu za ptitomnosti PMEDAP byla srovnavana s expresi u bunék rostoucimi bez
testované latky. Odbér bunék pro RQ-RT-PCR probihal v 7 dennich intervalech po dobu 5 tydn{. V dobé odbéru byly
bunky preneseny do nového kultivacniho media, kontroly bez PMEDAP a testované buriky s PMEDAP. Dale bylo medium
ménéno také v pribéhu tydne a to 72 hodin pfed odbérem bunék pro analyzu. Vyjimkou z tohoto protokolu byl 4. tyden
kultivace. V dlsledku poklesu pH kultivacniho media, byla vyména provedena 120 hodin pfed odbé&rem bunék pro
vySetreni exprese genu MRP5.

C. Kvantifikace genové exprese.
Izolace RNA a reverzni transkripce (RT). RNA byla izolovana z lidskych i potkanich bunék ziskanych v in vivoa in
vitro experimentu modifikovanou metodou dle Chomczynski a Sacchi. Extrahovana RNA byla pfeménéna na cDNA
pomoci MoMLV reverzni transkriptazy podle prilozeného protokolu od vyrobce (Gibco BRL, Carlsbad, TX, USA).
RQ-PCR. Real-time quantification PCR byla provedena v pfistroji LightCycler™ (rapid thermal cycler system od firmy
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), ktery méfi fluorescenci v kazdém cyklu PCR. Pro kvantifikaci exprese
genu MRP5 bylo pouzito fluorescencni barvivo SYBRGreen vazici se na dvouvlaknovou DNA (FMC BioProducts, Rockland
MA, USA) (9). Pro odstranéni chyby dané rliznym poctem bunék, ze kterych byla RNA izolovana, byla stanovena také
exprese tzv. housekeeping genll (pro potkani gen MRP5 to byl B aktin a pro lidsky gen MRP5 B2-mikroglobulin). Relativni
expresi genu MRP5 udava pomér zmérené exprese genu MRP5 a exprese housekeeping genu. Byly navrzeny a zakoupeny
(TIB MolBiol) specifické primery pro lidsky i potkani gen MRP5: 5'CTTTAGAGCATTGCCATTCC 3, 5'GGAGTCAGCCCTTGACA-
GC 3'. Ke kazdé reak¢ni smési o objemu 19 ml, kterd obsahovala 1 jednotku Platinum Taq DNA polymerazy (Gibco BRL —
Life Technologies Inc., Gaithersburg, USA), byl pfidan 1 ml cDNA templatu. Reakce PCR probihala za téchto podminek:
inicialni denaturace 3 minuty a poté 40x 95°C/5s (denaturace), 62°C/40s (annealing) a 72°C/12s (elongace).

Vysledky

In vitro experiment. Relativni hodnoty exprese genu MRP5 u CCRF-CEM bunék rostoucich v pfitomnosti latky PME-
DAP byly porovnany s kontrolnim vzorkem bunék, ktery byl kultivovan bez pfitomnosti PMEDAP (viz graf ¢.1). Po sedmi
dnech byla relativni exprese genu MRP5 PMEDAP ovlivnénych bunék nizsi nez u kontrolnich. 14. a 21. den byla exprese
genu MRPS5 signifikantné zvySena v ovlivnénych burikach ve srovnani s kontrolnimi burikami. Po 28. dni se opét exprese
genu MRP5 oproti kontrole snizila (pfedCasna vyména media). A po 35. dni zlstala exprese genu MRP5 vici kontrole bez
signifikantniho rozdilu.

In vivo experiment. Relativni hodnoty exprese genu MRP5 byly porovnany spolecné s hmotnostmi lymfom@ v priibéhu
4 pasazi u potkand, kterym byl aplikovan PMEDAP a u kontrolnich zvifat (viz graf ¢.2 a ¢.3). PfestoZe byly po 1. pasazi
nadory lécenych zvifat signifikantné mensi nez u kontrol, byla statisticky vyznamné zvySena exprese genu MRP5 oproti
kontrole. Po 2. pasazi SD lymfomu byla jiz citlivost k PMEDAP snizenda (viz graf ¢.2) ale zvySena exprese genu MRP5
pretrvavala (viz graf ¢.3). Ve 3. a 4. pasazi jiz nebyly lymfomy citlivé k PMEDAP a exprese MRP5 byla srovnatelna
s lymfomy zvifat, jimZ nebyla aplikovana tato latka.
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(Vysvétlivky ke grafu ¢€.2 a €.3: P1 az P4 |éceni potkani v 1. az 4. pasazi, K1 az K4 kontrolni potkani v 1. az 4. pasazi)

Diskuze a zaveér.

In vitro experiment. V bunécné linii CCRF-CEM doslo ke zvySovani exprese genu MRP5 u bunék ovlivnénych latkou
PMEDAP v zavislosti na dobé kultivace. Tento déj je reverzibilni, jak se potvrdilo po ¢tvrtém tydnu, kdy bylo medium
dopInéné testovanou latkou vyménéno dfive nez v ostatnich tydnech.

In vivo experiment. Na heterogenni populaci bunék lymfom@ rostoucich na potkanech SD/Cub se ukézalo, Ze gen
MRP5 se zvySené exprimuje jiz od pocatku aplikace PMEDAP, ale na zacatku terapie neovliviiuje jeho cytostatické
ucinky. V dalsi fazi aplikace (2. pasaz v tomto protokolu) se snizuje protinadorovy ucinek PMEDAP, ale zvySena exprese
genu MRP5 pretrvava. Snizeni exprese genu MRP5 po 3. a 4. pasazi mize byt vysvétleno selekci klonu nadorovych
bunék, kde za rezistenci k PMEDAP pravdépodobné odpovida jiny gen ¢ mechanismus.

PMEDAP je perspektivni protinadorova latka, jejiz ucinek je zavisly na davce a délce podani. Z vySe uvedeného
vyplyva, Ze gen MRP5 hraje roli v rozvoji rezistence vici této sloucening, ale bude nutné sledovat vliv dalsich gend
k presné&jsSimu pochopeni mechanismu.
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Uvod

Karcinom prsu je nejcast&j$im zhoubnym nadorem zen v Ceské republice, v 5-10 %
pripadd vznika na podkladé vrozené mutace. Asi 52 % mutaci je pfitomno v genu BRCA1,
ktery je tak spolu s genem BRCA2 (32 %) hlavnim predispozi¢nim genem. Mutace v tomto
genu vyrazné zvysuje riziko karcinomu prsu, vice nez 80 % do véku 70 let, a karcinomu Ondfej Havrdnek
ovaria, 40-60 % do 70 let (3). Cilem prace je zhodnotit cetnost mutace 3819del5 v Ceské

populaci s karcinomem prsu vzhledem k diagnostice genetickych dispozici.

Tumor supresorovy gen BRCA1 (breast cancer gene 1) je lokalizovan na dlouhém raménku 17. chromozomu (17qg21),
kde zaujima prostor 81 kpb, mRNA se sklada ze 24 exond, 22 je kddujicich (5592 bp). Proteinovy produkt ma délku 1863
aminokyselin. Mezi jeho nejdlezitéjsi funkce patfi regulace opravy dvouvlaknovych zlom& DNA, regulace transkripce,
regulace bunécného cyklu (zvIasté pii prechodech G1/S a G2/M) a ubiquitinace (1). Porucha funkce genu BRCA1 vznika
tak, Ze mutace jedné alely je zdédéna od jednoho z rodi¢d. V priibéhu Zivota dojde k inaktivaci druhé alely v somatické
burce (somatickd mutace, alelicka ztrata). Nasledna absence funkcniho proteinu zplisobi genomovou nestabilitu posti-
Zené buriky a zvy3eni rizika vzniku karcinomu prsu a ovaria.

Cetnost hereditarnich mutaci genu BRCA1 v populaci je asi 1:800 (3), celkové je znamo nékolik set riznych mutaci
(2). Existuji populace, ve kterych je Cetnost nékterych mutaci velmi vysokd, tyto mutace jsou pro né specifické. Jednou
z nich je populace stfedoevropskych Zid (Askenazitl), u nichz je nékterou z mutaci genu BRCA1 postizeno kolem 2%
jedincd. Nejcasté&ji se jedna o 5382insC a 185delAG.

Mutace 5382insC a 185delAG jsou Casté i v jinych populacich, Siroké rozSifeni maji v Evropé a Severni Americe.
V Ceské republice se vyskytuji nejcastéji tfi mutace: 3819del5, ktera tvori 10 % ze vSech mutaci v genu BRCA1, 300T>G
(10 % ze vSech mutaci v genu BRCA1) a 5382insC (40 % ze vSech mutaci v genu BRCAL1).

Mutace 3819del5 je Casta hlavné v Evropé (Némecko, Dansko, Francie, Polsko, Ceska republika, Bélorusko, i u ¢eskych
a polskych rodin v USA). PFi této mutaci v 11. exonu doslo k deleci péti nukleotidd (GTAAA), kterd zplsobi posun cteciho
ramce s naslednym ukoncenim translace a vznikem kratSiho afunkéniho produktu o délce 1242 aminokyselin. Mutace
3819del5 se stejné jako ostatni hereditarni mutace genu BRCA1 prendsi autozomalné dominantné. Porucha funkce genu
se projevi jiz zminénou genomovou nestabilitou a vznikem nadoru.

Metodika

Pro studii byl pouZit neselektovany soubor pacientek s karcinomem prsu a kontrolni soubor zdravé populace.

Izolace DNA byla provedena z periferni krve pomoci kitu QIAamp DNA Mini Kit (250) od firmy QIAGEN.

PFfi PCR byl amplifikovan Usek o délce 289 bp z exonu 11. Reakéni smés o objemu 12,5 ml méla slozeni: 5 pmol
kazdého primeru, 0,2 mM dNTPs, 1x Pufr (10 mM Tris-HCl, pH 8,8 pfi 25 °C, 50 mM KCl, 0,1 % Triton® X-100), 1,5 mM
MgCl, 0,5 U DNA polymerazy DyNAzyme II (Finnzymes ) a 150 ng DNA. Podminky reakce: Uvodni denaturace 93°C
2 min., 40 cykl@ o0 93°C 0,5 min., 50°C 0,5 min., 72°C 1 min. a zavére¢na elongace 72°C 5 min.

Dlezité je, Zze pokud je pfitomna mutace 3819del5 v jedné alele, dochazi pfi polymerazové fetézové reakci ke
spontannimu vzniku heteroduplexd, hybridizuje jedno vliakno DNA bez mutace a jedno vlakno DNA s mutaci. V dlsledku
neuplné komplementarity v misté mutace je zménéno prostorové usporadani dvouvlaknové DNA a jeji mobilita
v agarosovém gelu. Mutace byla detekovana elektroforézou v 2,5 % agarosovém gelu. Heteroduplexy se v gelu pohy-
buji pomaleji nez homoduplexy a na gelu Ize tudiz pozorovat dva, pfi dokonalém rozdéleni i t¥i produkty. Spravnost
reakce byla zajiSténa pozitivnimi a negativnimi kontrolami.
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Vysledky

V testovaném souboru 500 pacientek s karcinomem prsu byla nalezena jedna mutace, v kontrolnim souboru 300 osob
nebyla nalezena zadna. Frekvence mutace 3819del5 v populaci Zzen s karcinomem prsu je tedy priblizné 1:500. Pro
presnéjsi odhad by bylo nutné otestovat mnohem vétsi soubor pacientd.
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OBR. 2: VYSLEDNA ELEKTROFOREZA

Diskuse

Cetnost mutaci genu BRCA1 v Ceské republice by se dala odhadnout podle studie, kde z 59 nalezenych mutaci 8 bylo
3819del5 (12). Dédicné dispozice ke vzniku karcinomu prsu ma 5-10 % pacientek s nadorem, mutace v genu BRCA1
tvorfi 50 % z nich a dle zminéné brnénské studie je vyskyt mutace 3819del5 mezi ostatnimi v BRCA1 genu 14 %. Z toho
by se dalo usuzovat na Cetnost mutace 3819del5 1:300 v populaci Zen s karcinomem prsu.

Cetnost vyskytu mutace 3819del5 vzhledem ke vsem mutacim genu BRCA1 se v rlznych studiich lisi: ve Francii bylo
nalezeno 40 mutaci, z nich jedenkrat mutace 3819del5 (7), v Polsku 1 ze 17 (11), 1z 5 (8), 2 ze 34 (10) a 1 ze 14 (5),
v USA byly nalezeny 2 mutace u rodin s ¢eskym plvodem (6). Tyto studie byly provedeny ve vybranych rodinach
s vyskytem karcinom@ prsu nebo ovaria spliiujicich urcité podminky (nizky vék onemocnéni, nador u vice pfibuznych),
z Cehoz vyplyvala vysokd pravdépodobnost zachyceni mutace. Pomér mutace 3819del5 k ostatnim v Polsku je 1:14,
takze zde bychom mohli odhadnout Cetnost na 1:600 v populaci Zen s karcinomem prsu.

Nalez mutace u Zen s vyskytem karcinomu prsu je dilezZity pro diagnostikovani mutace u rodinnych pfislusnik.
Prognosticky vyznam ndlezu mutace nebyl zatim potvrzen, odliSny pfistup k 1é¢bé je mozny v provedeni chirurgického
vykonu a hlavné v pozdéjsim sledovani z déivodu mozné recidivy a bilateralniho vyskytu nadoru. Nesmi se také zanedbat
vysSi riziko vzniku karcinomu ovaria. Nalez mutace u zatim zdravého pacienta vede k nékolika moznostem prevence.
Pravdépodobnost vzniku nadoru prsu je kolem 85 % a karcinomu ovaria 40 % (béhem celého Zivota, zvySené je i riziko
jinych nadord, napr. kolorektalni ca., ca. prostaty, to se tyka i pacient( s jiz pfitomnym nadorem). Pacientka mdZze byt
sledovana a zakrok odloZen na dobu vzestupu rizika vzniku nadoru, nebo mlize byt provedena preventivni mastektomie,
kterd velmi podstatné snizi riziko vzniku karcinomu prsu (az k 1 %), a preventivni adnexektomie, ktera dramaticky snizi
riziko karcinomu ovaria (na 3 %). Adnexektomie zaroven zmensi hormonalni stimulaci prsni zlazy, a tak i riziko nadoru
prsu. Existuje i moznost chemoprevence. Pozitivni vliv ma i Uprava Zivotospravy, pacientky by mély snizit konzumaci
alkoholu a nekoufit (9).

Zatimco mutacni analyza celého genu BRCA1 je velmi technicky a financné narocna, analyza jedné nebo nékolika
v dané populaci nejcastéjsich mutaci je snadnd a velmi levna. Kazdy rok se vyskytne v Ceské republice kolem 4500
novych piipadll karcinomu prsu, z nichZ priblizné 230 ma genetickou dispozici, 115 mutaci v genu BRCA a kolem 60
jednu ze tfi nejCastéjsich mutaci. Toto poskytuje moznost relativné jednoduse odhalit 60 mutaci rocné s velkym vyzna-
mem pro rodinu pacientky.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic, autoimmune, inflammatory disease of the central nervous system mediated mainly
by activated autoaggressive T-cells directed against myelin antigens. MS was formerly considered to be a strictly
demyelinating disease but is now recognized to affect both axons and myelin even at an early stage of the disease.

Though in the pathogenesis of MS both inflammation and neurodegeneration are involved, the therapeutic approach
remains restricted to immunomodulating and immunosuppressive drugs. One of them - cyclophosphamide (CPA) - is an
alkylating agent used in selected cases of progressive or worsening MS. Responsivness of the patients to pulse therapy
of CPA is limited and there are no markers available to detect this responsivness early during the administration not to
expose the patient to the toxic agent for a long time unnecessarily.

Aim of the study

To detect if there is a correlation between the responsivness to the pulse therapy of CPA and shift in the cytokine
production profile or expression of the surface molecules on peripheral blood cells of the immune system.

Subjects

MS patients were chosen from the MS Centre, Department of Neurology, VFN and 1.LF UK. Patients with progressive MS treated
with pulse CPA received 800 mg/m? of CPA together with 1 g methylprednisolone i.v. every 4 weeks. Patients received pulse
therapy from 4 to 42 months. Blood was drawn into heparinized tubes (Sodium Heparine) 14 and 30 days after the infusion.

40 patients (F/M = 27:13) with an average age 46.9+9.2 yrs, duration of MS 14+6.9 yrs, and an average disability
score (Expanded Disability Status Scale, EDSS) of 4.7+1.2 were studied. Patients were divided into 2 groups according
to clinical response (7 good responders + 19 stable patients versus 14 non-responders). The control group consisted of
healthy controls (n =12, sex and age matched with the patients group).

Methods

Peripheral blood (PB) was taken 14 and 30 days after 1g MP and 1g CPA administration. PB from 12 age and sex
matched healthy controls was used to compare cytokine production. Following proinflammatory cytokines were investi-
gated: Interferon gamma (IFNg), tumor necrosis factor alpha (TNFalpha), interleukin 12 (IL-12), interleukin 2 (IL-2),
antiinflammatory: interleukin 10 (IL-10). Surface molecules investigated were as follow: CD3, CD80, CCR5, CD3HLADR,
CD19.

PB cells were stimulated in the incubator (temperature 37 °C + 5% CO,) 4 hours by mitogen (LPS for monocytes,
PMA+ ionomycin for T lymphocytes) in the presence of transport inhibitor protein - Brefeldin A. Cells were fixed and
permeabilized and stained by monoclonal antibodies BD Bioscience (anti CD3 PerCP, antiTNFalfa FITC, anti IL2 PE, anti
IFNgamma FITC and anti IL4 PE, anti IL10 PE, anti IL12 PE and anti CD14 FITC). For immunophenotyping we chose
costimmulatory molecule CD 80 PE on B cell (CD 19 PerCP), chemokine receptor CCR5 PE on helper T cells (CD4 PerCP)
and activation marker HLA DR PE on T cells (CD3 FITC). Erythrocytes were lysed by lysing solution (BD Bioscience).
Samples were washed and analyzed by flow cytometr FACSCalibur (BD) using three colour imaging. T lymfocytes were
gated using FSC and CD3 PerCP and the production of TNF alfa, IL 2 and IFN gamma was measured by the programme
Cell Quest. Monocytes were gated using SSC and CD14 FITC and production of IL 10 and IL 12 was measured by the
same programme.

Statistical analysis: results are presented as mean + SD for each group. Statistical significance was calculated using
Student s t-test.

Results

1. Intracellular cytokines in MS patients treated with pulse CPA in comparison with healthy controls.
Significant difference was detected in IFN — gamma (p < 0.000001), TNF alfa (p< 0.00001), IL -2 (p<0.000001), IL-
10 (p<0.000001) and IL-12 (p<0.000001) production between progressive MS patients and healthy controls in the
blood drawn 14 days as well as 30 days after infusion (Graph No 1).
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GRAPH NO 1: INTRACELULLAR CYTOKINES PRODUCED BY THE IMMUNE CELLS FROM MS PATIENTS TREATED WITH CPA IN COMPA-

RISON WITH HEALTHY CONTROLS

2. Surface molecules of the peripheral blood immune cells in MS patients treated with pulse CPA in comparison with

healthy controls.

There was significantly higher expression of CD3 (p=0.04), CD 80 (p=0.001) and CCR5 (p=0.000001) in MS patients

in comparison with healthy controls. (Graph No 2)
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GRAPH NO 2: SURFACE MOLECULES ON IMMUNE CELLS FROM THE MS PATIENTS TREATED WITH CPA

3. Selected intracellular cytokine production and selected surface molecules expressions on the immune cells — respon-
ders versus non-responders — blood tests 14 days after the infusion of CPA.
Cytokine production did not differ significantly in treatment responders and non-responders in the blood drawn 14
days after the application of CPA. There was just one significant difference in expression of the chemokine receptor
CCR5 on CD4+ cells (higher in responders, p= 0.05) — Graph No 3.
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GRAPH NO 3: SELECTED INTRACELLULAR CYTOKINES AND SURFACE MOLECULES OF THE IMMUNE CELLS - RESPONDERS VERSUS
NON-RESPONDERS - 14 DAYS AFTER THE INFUSION

4. Selected intracellular cytokine production and selected surface molecules expressions on the immune cells in respon-
ders and non-responders — blood tests 30 days after the infusion of CPA.
30 days after the infusion significant decline in pro-inflammatory cytokine production appeared in responders.
Difference between responders and non-responders: IL-12 (p=0.002), TNF alfa (p=0.007) and IFN gamma (p=0.02)
— Graph No 4
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GRAPH NO 4: SELECTED INTRACELLULAR CYTOKINES AND SURFACE MOLECULES OF THE IMMUNE CELLS - RESPONDERS AND NON-
RESPONDERS - 30 DAYS AFTER THE INFUSION.

Discussion

Large amount of pro-inflammatory cytokines produced by progressive MS patients in comparison with healthy controls
suggests that even in the chronic progressive stage of multiple sclerosis (when dominant neurodegenerative component
is presumed) and despite aggresive cytostatic treatment immune hyperactivation is still present.

Small number of activated T-cells (CD3+ HLA DR+) and B-cells (CD 19+) in the peripheral blood can be explained by
compartmentalization to the central nervous system, where these cells were massively detected in the active MS lesions.

Higher expression of the chemokine receptor CCR5+ in responders in the blood drawn 14 days after infusion could be
explained by the presence of the inflammatory component affected by CPA, which has already burnt out in non-
responders.



30 days after the infusion of CPA proiflammatory cytokine production was decreased by CPA in responders, but there
was no significant decrease in non-responders.

Practical usefulness of presented work

Multiple sclerosis is a disabling disease of young adults affecting at least 10 000 persons in Czech Republic. Though it is
incurable till now there are some immunomodulatory and immunosuppressive agents introduced into treatment in last
20-30 years. All of them affect inflammatory component of the disease, most of them unfortunatelly only partially
(interferon beta, steroids, cytostatic drugs). There are no surrogate markers leading the clinician in the therapeutical
practice up to now. There is an increasing need to find these markers not to expose the patient the unnecessary risk of
prolonged toxic treatment.

We showed that:
1. it is useful and rational to introduce antiinflammatory treatment with pulse cyclophosphamide and methylprednisolo-
ne even in advanced stages of MS because the inflammatory activity is still present;
2. responders and non-responders may be detected among these patients both clinically and laboratory.
Our work will continue with early stages of MS and with different types of therapeutical approaches (interferon beta,
glatiramer acetate, azathioprine). In case the immune hyperactivation is present in time of diagnosis, there will be an
easy test confirming autoimmune origin of clinical symptoms suggestive of MS available.
Complementary pharmacogenomic studies are planned in the future.
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1. Uvod

Antifosfolipidovy syndrom (APS) je systémové autoimunitni onemocnéni charakterizované
klinicky recidivujicimi trombdzami a/nebo opakovanymi spontannimi potraty a/nebo trom-
bocytopenii a laboratorné pozitivitou antifosfolipidovych protildtek (APLA) a/nebo piitom- Zdenka Varikové
nosti lupusového antikoagulans (viz. tab.1) @,

TAB. 1: DIAGNOSTICKA KRITERIA ANTIFOSFOLIPIDOVEHO SYNDROMU

» Opakované zilni a/nebo tepenné trombdzy » Pozitivita antifosfolipidovych (na kofaktoru dependentnich)
 Recidivujici spontanni potraty” protilatek
o Perzistujici trombocytopenie e Pfitomnost lupusového antikoagulans

Ke stanoveni diagnézy APS je nezbytna piitomnost alespon jednoho klinického a jednoho laboratorniho kritéria, pozitivita
laboratornich testli musi byt prokazana nejméné dvakrat s odstupem 3 mésici.

* Jeden nebo vice spontannich potraté (? 10. tyden gestace) nebo porody mrtvého plodu nebo Umrti novorozence narozeného pred¢asné pro fetalni
distress.

Pres jednoznacna klinicka kritéria APS se nemocni s timto syndromem mohou v klinickych projevech zasadnim zp(iso-
bem lisit®. Typickou klinickou manifestaci APS je hluboka Zilni trombdza dolnich koncetin, nezfidka se onemocnéni
projevi plicni embolii. Velmi Casté je trombotické postizeni mozkovych cév, projevujici se opakovanymi cévnimi mozko-
vymi pfihodami ischemické etiologie nebo tranzitornimi ischemickymi atakami, okluzi vSak mohou byt poskozeny jaké-
koliv visceralni nebo periferni cévy. Opakované ztraty plodu ve druhém a tfetim trimestru gravidity, stejné vsak i spon-
tanni potraty v prvnim trimestru, jsou projevem APS u Zen, které nemusi mit v anamnéze cévni trombdzy. Trombocytopenie
¢i autoimunitni hemolyticka anémie jsou dalSimi moznymi klinickymi projevy APS.

Vyskytuje-li se tento soubor klinickych a laboratornich pfiznaké u nemocnych s jinym autoimunitnim onemocnénim
(nejCastéji se SLE, ale i revmatoidni artritidou, Sjogrenovou nemoci, temporalni arteritidou apod.), je APS povaZovan za
sekundarni. U primarniho APS neni prokazovano jiné autoimunitni onemocnéni®,

Jednim z laboratornich kritérii pro stanoveni diagndzy APS je pozitivita antifosfolipidovych protildtek. Jednd se
o heterogenni skupinu protilatek, které jsou detekovany u pacient s celou Fadou klinickych stav(i ¢ — kromé antifos-
folipidového syndromu také u pacientd s autoimunitnim onemocnénim (SLE, revmatoidni artritida, Sjogrendv syndrom
aj.), s infekEnimi chorobami (syfilis, tuberkuldza, AIDS, infek¢ni mononukledza, Pneumocystis carinii aj.), s nadorovym
onemocnénim (maligni lymfomy, myelom, karcinom plic, prostaty aj.) ¢i s léky indukovanym postizenim (chlorpromazin,
prokainamid, hydralazin aj.) a dokonce i u urcité Casti zdravych jedincll (3-7%, ve vySSim véku i vice)®.

O existenci APLA v séru se uvazuje od roku 1906, kdy Wassermann popsal komplement fixacni test k detekci reagind
v sérech syfilitickych nemocnych. Ve Ctyficatych letech minulého stoleti bylo prokazano, Zze antigenem vazajicim reagin
je kysely fosfolipid, ktery Ize ziskat alkoholovou extrakci z hovéziho srdecniho svalu — odtud nazev kardiolipin. V roce
1946 byl do rutinni laboratorni praxe zaveden V.D.R.L. test (Veneral Disease Reference Laboratory), ve kterém je
antigenem pravé kardiolipin. PFi realizaci V.D.R.L. test{ se opakované objevovaly falesné pozitivni reakce u osob jedno-
znacné neinfikovanych lues, s negativitou konfirmacnich treponemovych testll, avsak s vyskytem rdznych autoimunit-
nich onemocnéni, nejcastéji SLE. U téchto lidi byla faleSna pozitivita V.D.R.L. obvykle trvalym laboratornim nalezem.
Druhou skupinu faleSnych pozitivit tvorfili nemocni se zavaznymi infek¢nimi chorobami, u kterych s vymizenim infekce
vymizela i pozitivita V.D.R.L. testu.

V roce 1983 pouzil Harris poprvé kardiolipin v RIA testu, nasledné byly vyvinuty laboratorné méné naroc¢né ELISA
testy. Pokud je na polystyrénovou desticku nanesen kardiolipin, jsou takto zjiStované autoprotilatky oznaCované jako
antikardiolipinové. Tyto protilatky vsak zk¥izené reaguiji s jinymi fosfolipidy — fosfatidylserinem, fosfatidylcholinem, fos-
fatidylinositolem, fosfatidylethanolaminem a kyselinou fosfatidovou, proto je spravné&jSi miuvit o antifosfolipidovych
protilatkach®.

Fosfolipidy vSak nejsou primarnim cilem APLA. V roce 1990 tfi pracovni skupiny nezavisle na sobé zjistily, ze APLA
asociované s klinickym priikazem trombdz pottebuji k vazbé na fosfolipidy tzv. plazmaticky kofaktor, kterym je B-2-
glykoprotein-1 (32GP1) ®. Jedna se sérovy 50 kDa protein produkovany zejména v jatrech. Je nazyvan apolipoprotein
H, nebot’ je soucasti chylomikron(i, VLDL a HDL. Pfedpoklada se, Ze molekula B2GP1 po vazbé na fosfolipid prodéla



konformacni zmény, které vedou k odhaleni kryptického antigenniho neoepitopu. Protilatky proti tomuto epitopu (na
kofaktoru dependentni) jsou pak ,skute¢né” autoimunitni antifosfolipidové protilatky. Stanoveni anti-B2GP1 protilatek
tak doplniuje diagnostiku APS a umoznuje Iépe rozlisit nebezpecné autoprotildtky a vcas odhalit hrozici riziko klinickych
komplikaci®.

2. Cil prace

V imunologické laboratofi UIM je od roku 2000 vy$etfovano Siroké spektrum APLA ve tfidé IgG a IgM. Cilem této prace
bylo zjistit, zda existuji rozdily v titrech a spektru APLA mezi pacienty s primarnim ¢i sekundarnim APS a lidmi s pozitivnimi
laboratornimi nalezy APLA, jejichz klinicky obraz pro APS nesvédci. Dale nas zajimalo, jaky je klinicky vyznam pozitivity
jednotlivych APLA ve tfidach IgG a IgM a zda Ize z laboratorniho nalezu predikovat vznik nékteré z komplikaci APS.

3. Material a metodika

Ke stanoveni APLA pouzivdme ELISA soupravu firmy Orgentec — BL Diagnostika. Séra jsou na pritomnost protildtek proti
fosfolipiddm testovana nejprve screeningové pomoci diagnostické soupravy Anti-Phospholipid Screen. Jedna se o semi-
kvantitativni vySetfeni ke stanoveni protilatek ve tfidé IgG a IgM proti smési fosfolipidd (fosfatidylserin /PS/ + fosfatidy-
linositol /PI/ + kyselina fosfatidova /PA/ + kardiolipin /CL/ + B-2-glykoprotein-1 /B2GP1/). Pozitivni séra se nasledné
testuji soupravou Anti-Phospholipid Profile, coZ je kvantitativni stanoveni IgG a/nebo IgM protildtek proti jednotlivym
fosfolipid@im (CL, PS, PI, PA a b2GP1).

Celkem bylo v UIM v roce 2002 a 2003 provedeno 4195 screeningovych vysetieni na pritomnost APLA a 164 typizaci.
Typizovano bylo celkem 49 pacientll (1,2%) s prokézanqu pozitivitou autoprotilatek proti aspon jednomu fosfolipidu.
U téchto 49 pacientd, ktefi pochazeli z ambulanci Iékard UIM, jsme pak retrospektivné analyzovali lékafskou dokumen-
taci. Kromé zakladniho onemocnéni pacientl nas zajimalo, zda u pacienta je, ¢i nékdy v minulosti byl, pfitomen néktery
z moznych klinickych projevd APS (zejména tepenné Ci Zilni trombdzy, poruchy reprodukce u Zen nebo trombocytope-
nie).

Na zakladé téchto zjisténi byli nemocni rozdéleni do 4 skupin:

e Skupina 1 — pacienti s primarnim APS: 10 Zen a 3 muzi ve véku od 30 do 73 let, primérny vék 48,6 let.

e Skupina 2 — pacienti se sekundarnim APS: 11 Zen a 2 muZi ve véku od 29 do 70 let, priimérny vék 46,2 let. Zakladni diagndzy:
6x SLE, 3x primarni vaskulitida, 1x ulcerdzni kolitida, 1x pemphigus foliaceus, 1x Sjogrenliv syndrom a 1x autoimunitni
thyroiditida.

e Skupina 3 — pacienti s autoimunitnim onemocnénim bez priznak( APS: 7 Zen a 3 muZi ve véku od 17 do 73 let, primérny
vék 46,9 let. Zakladni diagndzy: 3x sclerosis multiplex, 2x myasthenia gravis, 2x Sjogrentv syndrom, 1x SLE, 1x ulcerdzni
kolitida, 1x Ormondova nemoc.

e Skupina 4 — pacienti s infek¢nimi a alergickymi zanéty, bez priikazu autoimunitni choroby: 9 Zen a 4 muzi ve véku od 27
do 73 let, primérny vek 44,5 let. Zakladni diagndzy: 8x opakované zanéty hornich a dolnich dychacich cest, 3 x atopie,
1x recidivujici mykotické vulvovaginitidy, 1x folikularni pyodermie.

Ziskané Udaje o hladinach APLA jsme podrobili statistické analyze. Testovali jsme, zda existuje statisticky vyznamny

rozdil ve skladbé a hladinach APLA mezi pacienty jednotlivych skupin. V dalsi Casti jsme se soustfedili na pacienty

s primarnim a sekundarnim APS. Zajimala nas Cetnost jednotlivych klinickych pfiznakl v nasem souboru pacientd

a pripadna existence statisticky vyznamného rozdilu ve spektru ¢i titru APLA mezi skupinami nemocnych vytvorenych

podle dominantniho klinického priznaku. Soubory jsme testovali t-testem s vyuzitim programu Microsoft Excel. Statistic-

ky vyznamny rozdil mezi soubory byl stanoven pii p < 0,05.

4. Vysledky

TAB, 2: POROVNANI HODNOT KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH APLA MEZI SKUPINAMI PACIENTU S ROZNYM ZAKLADNIM ONEMOC-
NENIM.

0,358 0,163 0,132 0,106 0,349 0,264 0,463 0,110 0,159 0,150

0,427 0,186 0,148 0,108 0,340 0,293 0,308 0,176 0,166 0,211
0,448 0,020 0,208 0,026 0,343 0,355 0,420 0,007 0,007 0,027
0,467 0,409 0,440 0,341 0,296 0,171 0,319 0,492 0,386 0,467
0,360 0,033 0,453 0,118 0,276 0,260 0,406 0,009 0,004 0,032
0,413 0,208 0,499 0,396 0,477 0,500 0,434 0,075 0,095 0,102

Legenda: 1 — pacienti s primarnim APS, 2 — pacienti se sekundarnim APS, 3 - pacienti s autoimunitnim onemocnénim bez pfiznaké APS, 4 - pacienti
s infekénimi a alergickymi zanéty bez projevd autoimunitniho onemocnéni.

GPI - protilatky proti B-2-glykoproteinu-1, ACL — protilatky proti kardiolipinu, PS — protilatky proti fosfatidylserinu, PA — protilatky proti kys.
fosfatidové, PI — protilatky proti fosfatidylinositolu
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GRAF 1: ZAVISLOST KONCENTRACE PROTILATEK PROTI B-2-GLYKOPROTEINU-1 VE TRIDE IGM NA CELKOVE KONCENTRACI IGM.
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GRAF 2: ZAVISLOST KONCENTRACE PROTILATEK PROTI B-2-GLYKOPROTEINU-1 VE TRIDE IGG NA CELKOVE KONCENTRACI IGG.

TAB. 3: POROVNANI HODNOT KONCENTRACE JEDNOTLIVYCH APLA MEZI SKUPINAMI PACIENTU S RUZNYMI KLINICKYMI PRIZNAKY
APS.

0,393 0,335 0,296 0,339 0,289 0,461 0,413 0,366 0,341 0,387
0,357 0,421 0,456 0,312 0,383 0,499 0,486 0,355 0,474 0,352
0,280 0,384 0,287 0,197 0,408 0,466 0,448 0,253 0,313 0,292

Legenda: A — pacienti s cévnimi trombdzami (n = 20), B — pacientky s poruchami reprodukce (n = 10), C — pacienti s koznimi pfiznaky (n = 11).
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GRAF 3: PODIL PACIENTU S POZITIVITOU DANE AUTOPROTILATKY ZE VSECH PACIENTU S JEDNOTLIVYMI PRIZNAKY.



TAB. 4: SROVNAN] CETNOSTI ZASTOUPEN] JEDNOTLIVYCH KLINICKYCH PROJEVU APS V NASEM SOUBORU S EVROPSKOU EPIDE-
MIOLOGICKOU STUDII®,

5. Diskuze

APS je onemocnéni vzacné. Dosud provedené epidemiologické studie neuvadéji presna Cisla, tykajici se incidence
a prevalence APS. Prevalence primarniho APS se odhaduje na 1-5/100 000 obyvatel a vyskyt sekundarniho APS asi na
50 % vSech nemocnych se SLE (ostatni autoimunity jsou provazeny APS vzacnéji). Z toho vychazi velmi pfiblizny odhad
asi 1000-1500 lidi v Ceské republice, ktefi by mohli splfiovat diagnosticka kritéria APS. Jedna se vSak pouze o odhady,
nepodloZené konkrétnimi epidemiologickymi prlizkumy. 26 pacientl s diagndzou antifosfolipidového syndromu, at’ uz
primarniho nebo sekundarniho, presto neni mnoho, zejména ne pro statistické ucely, Cehoz jsme si védomi. Je tfeba
zdGraznit, Ze nas soubor pacientll vychazi z dvouletého sledovani pozitivnich vysledk@ v laboratofi UIM, kdy z 4195
provedenych screeningovych vySetfeni bylo zachyceno ,pouze” 49 pacientl s pozitivhimi APLA (1,2%).

V prvni ¢asti jsme se zaméfili na sledovani rozdilu v hladinach ¢i spektru APLA mezi jednotlivymi skupinami nasich
pacientll. Ve tfidé IgM jsme u vSech sledovanych protilatek nalezli ve skupiné pacientll s primarnim APS statisticky
vyznamné vyssi hladiny (p< 0,05) nez u pacientd s infek¢nimi a alergickymi zanéty (bez projevd autoimunitniho one-
mocnéni) (viz. tab. 2). Rovnéz u skupiny pacientl se sekundarnim APS jsme nalezli statisticky vyznamné vyssi hladiny
vSech APLA neZ u pacient( s infekénimi a alergickymi zanéty, s vyjimkou protilatek proti kardiolipinu, kde jsme nenalezli
statisticky vyznamny rozdil. Toto zjiSténi odpovida v literatufe popsané malé specificité vysetfeni protilatek proti kardi-
olipinu®3*% a domnivame se proto, ze pouhé vysetfeni protilatek proti kardiolipinu neni dostacujici.

Zda se tedy, Ze ve tfidé IgM ma pro diagndzu APS vyznam nejen pozitivita APLA, ale i vySe titru APLA, zatimco ve tfidé
IgG je dUlezit&jsi samotna pozitivita APLA a vySe titru jiz nehraje takovou roli.

Mezi ostatnimi skupinami pacient(l jsme ve tfidé IgM Zadny statisticky vyznamny rozdil nezaznamenali, ve tfidé IgG nebyl
statisticky vyznamny rozdil zaznamenan vibec (viz. tab. 2). Po téchto (moZna trochu prekvapivych) zjisténich se nabizela
otazka, zda neexistuje zavislost koncentrace APLA v izotypu IgM na celkové koncentraci IgM. Skutecné jsme statistickymi
metodami tuto zavislost prokazali (viz. graf 1 — korelaCni koeficient r = 0,04, test vyznamnosti korelacniho koeficientu t >t ,
na prikladu protilatek proti 3-2-glykoproteinu-1, podobny vysledek vSak platil i pro ostatni APLA ve tfidé IgM). Pro APLA ve
tfidé IgG jsme obdobnou zavislost neprokazali (viz. graf 2, opét na prikladu protilatek proti 3-2-glykoproteinu-1 a s obdobnym
vysledkem pro vSechny APLA ve tfidé IgG).

V druhé ¢asti jsme se zaméfili na pacienty s klinickymi projevy APS (tedy skupinu 1 a 2). Jednalo se o 26 pacientl (21
zen a 5 muz@), které jsme rozdélili dle dominantniho klinického pfiznaku na: A) pacienty s cévnimi priznaky (n = 20, tj.
77%), B) pacientky s poruchami reprodukce (n = 10, tj. 48% z celkového poctu Zen) a C) pacienty s koznimi pfiznaky
(n = 11, tj. 42%). Opét nas zajimalo, zda mezi takto vytvorenymi skupinami pacientd neexistuje statisticky vyznamny
rozdil — ten jsme vSak nezaznamenali (viz. tab. 3), jak je patrno i z grafu 3. Neda se tedy fici, Ze by pozitivita jedné
konkrétni autoprotilatky v laboratornim nalezu predikovala nékterou z moznych komplikaci APS.

Na zavér uvadime srovnani Cetnosti zastoupeni jednotlivych klinickych priznak{ v nasem souboru s evropskou epide-
miologickou studii Euro Phospholipid Project, provedenou na tisicovce pacientech v priibéhu 10 let na 20 evropskych
univerzitnich centrech (viz. tab.4). Je zifejmé, Ze prestoze je v nasem souboru pouze 26 nemocnych, ¢etnost zastoupeni
jednotlivych priznak{ je obdobna jako v evropské studii, a tedy Ze nas soubor je pomérné reprezentativni.



6. Zaver

Na zakladé nasich zjisténi se domnivame, Ze :

1. Pro stanoveni diagndzy APS je tfeba vySetfit celé spektrum APLA ve tFidé IgG i IgM a zejména v izotypu IgM je
dllezita také vyse titru APLA.

2. Z laboratorniho nalezu pravdépodobné nelze predvidat klinicky obraz pacienta a spiSe nez pozitivita jedné APLA ma
klinicky vyznam nalez pozitivity dvou a vice APLA v libovolné kombinaci.
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ABSTRAKT

Problematika kardiovaskularni imrtnosti se v rozvojovych zemich, jako je napf. Mongol-
sko, dostava do popredi vzhledem k vyraznému zvySeni Umrtnosti na nemoci obéhové-
ho systému, na Ukor mortality na infek¢ni choroby. Nase pilotni studie si dala za cil stavit
vyskyt béznych rizikovych faktor(l kardiovaskularnich nemoci u mongolské populace, soucasné s uréenim polymorfismu
apolipoproteinu E. Soubor jedincl sestaval ze skupiny 621 osob z mésta (275 muzl, 346 Zen) a 123 osob z vesnice (60
muzl, 63 zen). U vSech proband( byla zméfena vyska, hmotnost, obvod pasu, na jejichz zakladé se stanovil BMI, byl
vysetren krevni tlak, kazdy vyplnil dotaznik zaméFeny na rodinnou, osobni a lékovou anamnézu. Na zakladé téchto dajt
byl uréen vyskyt rizikovych faktor kardiovaskularnich onemocnéni. Polymorfismus apolipoproteinu E byl uréen pomoci
analyzy technikou RFLP. VySetfenim zjiSténa prevalence arteridlni hypertenze, obezity a anamnestickymi dotazniky
odhadovana prevalence diabetu, infarktu myokardu, mozkové mrtvice a pozitivni rodinné anamnézy kardiovaskularnich
onemocnéni u méstské a vesnické populace je nizsi nez u Ceské populace. V obou skupinach je bez sledovanych riziko-
vych faktor{ priblizné jedna tfetina muzd a jedna polovina Zen. Distribuce alel apolipoproteinu E v mongolské populaci
je €3 =79,9%, 4 = 16,6%, €2 = 3,5%(doposud vysSetfeno n=286), srovnani s okolnimi populaceni vzhledem k nedostatku
publikaci o apolipoproteinu E neni mozné.

uvoD

Ve vyspélych statech svéta umira na kardiovaskularni choroby nejvétsi ¢ast obyvatelstva. V rozvojovych zemich, jako je
napf. Mongolsko, v soucasnosti dochazi k vyraznému zvysSeni imrtnosti na nemoci obéhového systému, na Gkor morta-
lity na infek¢ni choroby. Je znamo, Ze aterosklerdza je multifaktorialni onemocnéni, na jehoZ vzniku se podileji faktory
zevniho prostiedi, i faktory genetické. Mezi nejdlleZitéjsi faktory vzniku a rozvoje aterosklerdzy patfi poruchy metabo-
lismu plazmatickych lipidG a lipoproteind (hyperlipoproteinemie, dyslipoproteinemie) zplsobené genetickymi odchylka-
mi. A pravé geny kddujici apolipoproteiny, vystupujici v procesu transportu a metabolismu cholesterolu, patfi k nejd@-
lezit&jsim.

Kardiovaskularni riziko u mongolské populace je zatim popsano jen velmi malym poctem publikaci. Nase pilotni studie
si dala za cil stavit vyskyt béZznych rizikovych faktorl kardiovaskularnich nemoci u mongolské populace. Soucasné byl
urcen polymorfismus apolipoproteinu E (apoE).

ApoE je jednim z gend, jehoz polymorfismus ovliviiuje metabolismus lipoprotein{i bohatych na triacylglyceridy. Zpro-
stfedkovava vazbu lipoprotein(i na LDL receptor (apoB/E) a receptor pro chylomikronové remnanty (LRP). Genovy lokus
pro apoE se nachazi se na kratkém raménku 19. chromozomu. Je polymorfni a kéduje 3 hlavni isoformy apo E2, apo E3,
apo E4. Bylo zjiSténo, Ze v porovnani s nejbéznéjsi isoformou apo E3 ma apo E2 znatelny cholesterol snizujici, zatimco
apo E4 naopak cholesterol zvysujici efekt (1), hraje vyznamnou roli v procesu aterogeneze (2). U E2 homozygotnich
jedincd je kauzalni pficinou vzniku hyperlipoproteinémie typu III (familidrni dysbetalipoproteinémie) (3). Vedle Glohy
apoE v metabolismu lipid se v poslednich letech dostava do popredi i jeho vztah k rozvoji Alzheimerovy demence (4),

tvorbé cholesterolovych konkrementd a jinych patologi.
o

Filip K ucera

SOUBOR VYSETRENYCH A METODIKA

Sledovanou mongolskou populaci tvofily dvé skupiny. Prvni

skupinu tvofilo 621 osob (275 muzd, 346 zen) ve véku 15- | | L e

84 let (37,6% 14,3 let) Zijicich ve velkych méstech (Ulaan- ATA AN PP
T

-
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Baatar, Erdenet a Darchan), Druha skupina sestavala ze
123 osob z vesnice (60 muzd, 63 Zen) ve véku 14-78 let
(39,5+ 146,5 let). (Obr. 1)
V obou uvedenych skupinach nebyl vybér omezen zadnym
selekénim kritériem. Udaje a vzorky byly ziskany od zdra-
vych i hospitalizovanych jedincg.

U vSech proband{ byla zméfena vyska, hmotnost, ob-

vod pasu, na jejichz zakladé se stanovil BMI, byl vySetien
krevni tlak. Soucasti studie byl i dotaznik zaméreny na ro-
dinnou, osobni a lékovou anamnézu. Télesna vyska byla

OBR. 1: MISTA ODBERU VZORK( V MONGOLSKU: PLNY KRUH
= MESTSKA POPULACE, OBTAZENE OBLASTI = VESNICKA PO-
PULACE




méFena pomoci pasové miry s presnosti 1 cm. Hmotnost byla stanovena osobni vahou, odectené hodnoty se zaokrouh-
vodorovné ve stiedu vzdalenosti mezi spodnim okrajem Zeber a hibetem kosti kyCelni. Krevni tlak byl méfen po péti
minutovém uklidnéni vsedé na pravé paZzi. Pro méfeni tlaku byl pouZzit sfyngomanometr a hodnoty se odecitaly s pres-
nosti 2 mm.

Nakonec byla kazdému probandovi odebrana z prstu kapka kapilarni krve pro izolaci DNA s pouzitim izolacniho kitu
Whatman Bio Science ®. Po extrakci DNA z testacniho prouzku byla provedena PCR reakce v genu pro apo E. PCR
produkt byl nasledné Stépen restrikéni endonukledzou Cfo I. Restrikéni frakmenty se rozdélily vertikalni elektroforézou
v 10% polyakrylamidovém gelu, na kterém se urcil polymorfismus apo E.

Definice rizikovych faktord:

- arterialni hypertenze (HP): systolicky TK >=140, nebo diastolicky TK >= 90, nebo medikamentdzni [éCba hyperten-
ze v anamnéze, koureni: soucasné pravidelné koureni alespon 1 cigarety denn€, obezita: BMI>=30, abdominalni obe-
zita: obvod pasu >=102cm pro muze, >=88cm pro zeny, rizikova anamnéza kardiovaskularnich onemocnéni: vyskyt

vy

VYSLEDKY

Na zakladé objektivniho vysetfeni byly ziskany Udaje o vyskytu nékterych rizikovych faktord chronickych neinfekénich
onemocnéni ve sledovanych skupinach.

e MESTO:
Graf 1 ukazuje vyskyt rizikovych faktorl kardiovaskularnich nemoci u méstské populace. Nejvétsi rozdil mezi muzi
a Zenami byl zjistén u kuractvi, kde je 7,6x vyznamnéjsi prevalence u muzské populace. Bez sledovanych rizikovych
faktord byla priblizné jedna tfetina muz{ a jedna polovina zen.
Dotazniky zjisténé uzivani 1ékd u sledované méstské populace ukazuji tabulka 1 a graf 2. Nejvice se ve mésté uzivaji
nesteroidni antiflogistika. Lékem prvni volby arterialni hypertenze v naSem souboru je reserpin. LéCba blokatory
kalciovych kanald (pfedevsim nifedipin), beta blokatory, ACE inhibitory a diuretiky se omezuje pouze na méné nez
6% méstské populace.

e VESNICE:
Graf 3 znazorfiuje rozlozeni rizikovych faktorll kardiovaskularnich nemoci u vesnické populace. Mezi vySetfenymi
nebyl ani jeden diabetik. Zadna z Zen neméla infarkt myokardu v anamnéze, nikdo z muz{ nemél pozitivni rodinnou
anamnézu kardiovaskularnich onemocnéni. Kufactvi je 8,6x Castéjsi u muzl nez Zen, podobné jako ve mésté. Bez
sledovanych rizikovych faktor(l byla prfiblizné jedna tfetina muz& a jedna polovina Zen.
Na vesnici se léky uZivaji malo Casté. Lékem prvni volby arteridini hypertenze je u sledovanych jedinc reserpin.
Pouze mala &ast vesnické populace bere ACE inhibitory a blokatory kalciovych kanald. Beta blokatory ani diuretika
nebral nikdo z dotazanych.

o POLYMORFISMUS APOLIPOPROTEINU E U SLEDOVANE POPULACE
Graf 5 ukazuje zjisténé rozlozeni Sesti genotypd apolipoproteinu E ve v doposud vysetfeném vzorku mongolské
populace (n=286). U nikoho nebyl zjistén genotyp €2 / €2, nejpocetnéjsi je zastoupeni genotypu €3 / €3 a dale
€3 / €4, stejné je zastoupeni €2 / €3 a €2 / £4.
Graf 6 znazorfiuje distribuci alel v mongolské populaci. Alela €3 je nejcastéjsi (79,9%), alela €4 je pfitomna v 16,6%.
Nejméné zastoupena je alela €2, ktera je pritomna v 3,5%.

%
60
50
W muZ
40 M Zeny
30
20
0 ms BN [
hypertenze infarkt mozkova diabetes BMI>30 abdomindlni  kufactvi poz. rod. bez riz.
myokardu mrtvice melitus obezita Anamnéza faktor@

GRAF 1: CHARAKTERISTIKA RIZIKOVYCH FAKTORU - MESTO (275 MUZU, 346 ZEN)



NSAID reserpin antibiot. Blokat. vitaminy vazodila- |écba beta nitrdty = ACE  digoxin kordaron diuretika

Ca2+ tatory diabetu blokator inhibitory

kanalt
mu 6,18 400 545 473 182 218 327 327 327 1,09 1,09 036 0,36
Ffeny 11,85 780 636 520 491 462 28 260 231 260 029 029 0,00

GRAF 2: UZIVANT LEKO - MESTO (275 MUZU, 346 ZEN)
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GRAF 3: CHARAKTERISTIKA RIZIKOVYCH FAKTORU - VESNICE (60 MUZU, 63 ZEN)
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GRAF 5: DISTRIBUCE GENOTYPJ APOLIPOPROTEINU E U SLEDOVANE MONGOLSKE POPULACE
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GRAF 6: DISTRIBUCE ALEL APOLIPOPROTEINU E U SLEDOVANE MONGOLSKE POPULACE
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GRAF 7: FREKVENCE ALEL APOLIPOPROTEINU E V MONGOLSKU VE SROVNANI SE SVETEM

DISKUZE

Mongolsko patfi vzhledem k snad nejvétsi konzumaci masa na osobu na svété, naprostému nedostatku vidkniny (ovoce
a zelenina se musi importovat) k rizikovym populacim. VySetfenim zjiSténa prevalence arterialni hypertenze, obezity
a anamnestickymi dotazniky odhadovana prevalence diabetu, infarktu myokardu, mozkové mrtvice a pozitivni rodinné
anamnézy kardiovaskularnich onemocnéni u méstské a vesnické populace je nizsi nez u Ceské populace (5). Ve vesnické
skupiné nebyl Zadny diabetik, je mozné, Ze diabetes typu II. neni diagnostikovan a diabetici I. typu se musi prestéhovat
do mésta, kde mohou byt konpenzovani. Nizkd prevalence infarktu myokardu asi také souvisi s neznalosti symptomda.
Arterialni hypertenze je Castéjsi na vesnici, pravdépodobné kviili vétsi spotfebé sole pfi pfipravé pokrmd a napojtl
a méné Casté uzivani antihypertenziv. Uzivani Iék{ ,zapadniho typu” ovliviiuje ¢asté pouZzivani bylin, silny vliv tradicni
mediciny. Lékem prvni volby arteridlni hypertenze je u obou skupin reserpin a to hlavné z cenovych divodd, beta-
blokatory, ACE inhibitory, diuretika a blokatory kalciovych kanald se uZivaji prakticky jen ve mésté, 1écba celkové zaosta-
va za zjisténou prevalenci.

Graf 7 ukazuje nami ziskané vysledky o distribuci alel apo E v mongolské populaci v porovnani s vysledky publikaci
o jinych svétovych populacich. (6) O apo E v Mongolsku byl doposud publikovan pouze ¢lanek o buriatském etniku na
vychodé Mongolska. Vysledky ziskané touto studii (n=125) jsou prakticky totozné s nami ziskanymi Udaji (doposud
vySetfeno n=286).(7) Nedostatek vice (dajd o stfedni Asii vSak neumoziuje Zzadné dalsi srovnani.
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SMYKOVA RYCHLOST V PRIVODNE TEPNE
DIALYZACNIHO CEVNIHO PRISTUPU U DIABETIKU
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Uvod

Hemodynamické faktory hraji d@leZitou roli v regulaci priitoku cévami, v remodelaci cév,
pri rozvoji aterosklerotickych |ézi. Mezi tyto faktory pocitame také smykovou rychlost
a smykové napéti.

Pfi laminarnim proudéni mzeme tok tekutiny (krve) v trubicich (cévach) rozdélit na
vrstvy, které se po sobé pohybuiji. Tento pohyb popisuje smykova rychlost a smykové Viadimir Tuka
napéti [1]. Smykova rychlost charakterizuje rozdil rychlosti vrstev tekutiny vztazeny na
vzdalenost mezi nimi (v,-v,) / 1, (s*). Smykové napéti oznacuje silu, ktera uvadi do pohybu pomalejsi vrstvu vrstvou
rychlejsi, vztaZzenou na jednotku plochy, (N.m?2). Budeme-li za pomalejsi vrstvu povazovat endotel, mdZzeme hovorit
o smykové rychlosti u stény cévni (wall shear rate, WSR) a o smykovém napéti u stény cévni (wall shear stress, WSS).

vvr

Smykova rychlost a smykové napéti jsou na sobé vzajemné zavislé veliCiny [1]. Zavislost mezi nimi popisuje Newto-
nlv zakon elasticity [2]:

WSS = n * WSR (1)
Tutéz zavislost vyjadfuje i Poiseuillefv zakon [3]:
WSS = (4*n*Q)/(1t*r*) (2)
kde WSS je smykové napéti, h dynamicka viskozita, WSR smykova rychlost, Q pritok a r polomér cévy [1].

Za fyziologickych podminek je WSR v arterialnim fecisti udrzovan na konstantni hodnoté [3]. Pokud dojde ke zméné
WSR, dojde k zapojeni regulacnich mechanism0 slouzicich k navraceni WSR k pdvodni hodnoté. Napr. zvyseni WSR
vlivem zvySeného pritoku krve, jak je tomu napt. pfi zahajeni svalové prace u koncetinovych tepen, vede k arteriodilataci,
a tim k navraceni WSR na pdvodni fyziologickou hodnotu. Analogicky, dojde-li ke sniZeni pritoku krve distalné za
kritickou stendzou, reaguje pfislusny Usek tepny z(zenim. Dialyzacni cévni zkrat je typickym pfikladem ddsledku dlouho-
dobého zvyseni pritoku pFivodnou tepnou na jeji dilataci. Pfi¢inou zvySeni pritoku je chirurgické vytvofeni arteriovenos-
ni anastomozy, ktera vede k prudkému poklesu periferni cévni rezistence.

Diabetes mellitus je ¢asté onemocnéni. V populaci Ceské Republiky je 6,5% diabetikd [4], k rozvoji diabetické nefro-
patie dochazi u 20 az 30% nemocnych s diabetem IL.typu a u 5 az 15% jedincl s diabetem II.typu [5]. Z pacient(
s diabetickou nefropatii plnych 30% je postizeno selhanim ledvin [4], coZ pfedstavovalo v roce 2002 celkem 16730
osob. Diabetici jsou k hemodialyze indikovani casnéji nez nediabetici [6] a v chronickém hemodialyzanim programu se
u nich vyskytuje vice komplikaci. Jde mj. o kratsi Zivotnost cévniho pfistupu, Castéjsi vyskyt ischemie koncetiny s cévnim
zkratem a vznik ,steal syndromu” [7]. Diabeticka makroangiopatie a zejména mediokalcinoza omezuje dilataci pfivodné
tepny [7]. Lze se domnivat, Ze rozdilné hodnoty WSR jsou jednim z patofyziologickych mechanizmd rozvoje ischemie
koncetiny se zkratem jakoZ i kratSi Zivotnosti zkratu. Cilem nasi prace bylo srovnani hodnot WSR v pfivodné tepné
dialyzacniho cévniho zkratu u diabetikd s nemocnymi bez diabetes mellitus.

Metody

Celkem bylo vySetfeno 31 pacientl s cévnim zkratem vychazejicim z a. radialis (11 s diabetem) a 32 pacientd se zkra-
tem vychazejicim z a. brachialis (14 s diabetem) (tabulka 1).

Ultrasonografické vySetfeni privodné tepny cévniho zkratu bylo provadéno linearni multifrekvencni sondou (3-11 MHz)
pristroje Phillips SONOS 5500. Méfeni rychlosti toku a prlméru privodné tepny bylo provadéno v Useku s pravidelnym
lumen 1-3 cm pred arteriovenozni anastomozou.
krve, dale byl odecten prlmér cévy. Pacienti byli vySetfovani cca 2 mésice od zaloZeni zkratu, kdy jiz bylo mozno
oCekavat dosazeni cilového pritoku. Soucasné v této dobé jesté nedoslo k rozvoji komplikaci cévniho zkratu.

Predpokladali jsme laminarni tok a parabolické (Poiseuilleovo) rozlozeni rychlosti toku v cévé. WSR jsme vypocitali
podle vzorce [8-10]:

WSR(s?!) = 4-v/q,

kde vje rychlost toku krve (m-s?) a dje vnitfni primér tepny (m).

Vysledky jsme porovnali neparovym t-testem oddélené ve skupiné zkratl vychazejicich z a. radialis a ve skupiné
zkratl vychazejicich z a. brachialis.



Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 2. WSR nabyva extrémnich hodnot v obou skupinach a bez ohledu na pfitomnost
diabetu. Je-li privodnou tepnou a. radialis, WSR dosahuje témér 2,5 nasobnych hodnot neZ v pfipadé a. brachialis.
Diabetici maji signifikantné vyssi WSRmax, WSRmin i WSRmean oproti nediabetikiim, vychazi-li zkrat z a. radialis. Vy-
chazi-li zkrat z a. brachialis statisticky vyznamny rozdil je moZno pozorovat pouze pro WSRmax, jinak je rozdil nevy-
znamny.

Diskuze

V nasi studii jsme pozorovali pirekvapivé vysoké hodnoty WSR v pivodné tepné cévniho zkratu, zejména v pfipadé
radiocefalického zkratu u diabetik&. WSR dosahuje v pfivodné tepné radiocefalického zkratu hodnot, které dosud byly
v lidském organizmu pozorovany zcela vyjimecné.

VétsSina praci zabyvajicich se hemodynamickymi faktory v cévnich zkratech studuje WSS, ale jeho hodnotu ziskavaji
nepifimo mérenim WSR a vypoctem s pouzitim arbitrarni hodnoty viskozity. Je zndmo, Ze viskozita je zavisla na mnoha
faktorech, mimo jiné na hodnoté WSR [11], hematokritu, proteinech krevni plazmy [12]. U pacientl v hemodialyzacnim
programu dochazi k dlouhodobym zménam krevni viskozity. Viskozita se také vyznamné méni bezprostfedné po dialy-
zacni procedure [13]. Hodnoceni WSS lépe odrazi plsobeni toku krve na endotelové buriky. K vypoctu WSS je mozno
pouzit arbitrarni hodnotu viskozity, ale jen u osob, u nichz nepredpokladame vyrazné odchylky od normy. U ostatnich
pacientl je pro hodnoceni WSS nutno viskozitu zméfit viskozimetry. Vzhledem k témto metodickym nesnazim jsme
v nasi studii pocitali s WSR.

WSR nabyva v lidském organizmu fyziologickych hodnot v rozmezi 300 az 800 s™. Pfi hodnotach kolem 1500 s* je
aktivovan von Willebrand@v faktor [14], pfi hodnotach WSR dosahujicich 8000 s dochazi k pfimé aktivaci desticek.
Oba tyto mechanismy jsou spojeny s vySsSim rizikem intraarterialni trombdzy. WSR v privodné tepné dosahovala vyso-
kych hodnot v obou skupinach. U diabetikll se WSR jiz pohybovala v oblasti, kde dochazi k pfimé aktivaci desticek.
Nabizi se spojeni mezi ¢asnéjsimi a Cast&jsimi komplikacemi u diabetik a vysokymi hodnotami WSR v pfivodné tepné.
Tuto hypotézu musi potvrdit nebo vyloucit dalsi vyzkum.

Bez ohledu na pfitomnost diabetu, WSR dosahovala mnohem vyssich hodnot, byla-li pfivodnou tepnou a. radialis. Jak
bylo uvedeno v Gvodu je reakci na zvyseni priitoku cévou jeji dilatace [15, 16]. U diabetikd jsou cévy postizeny me-
diokalcindzou a aterosklerdzou [7], coz jednak snizuje bazalni prdsvit tepny a jednak omezuje vazodilatacni schopnost
cévy. Tyto léze postupuji centrifugaing, postihuji tedy drive distalné ulozené tepny [14]. To by mohlo vysvétlit: a) proc¢
maji diabetici signifikantné vyssi WSR v a. radialis oproti nediabetikéim a b) pro¢ je WSR v a. brachialis u diabetikli ve
srovnani s nediabetiky jen nepatrné vyssi.

Zavér
Diabetici maji statisticky vyznamné vyssi hodnoty smykové rychlosti v pfivodné tepné (zejména v piipadé distalnich
zkrat). Lze predpokladat, Ze vysoky WSR je jednim z patofyziologickych mechanism{ Castého rozvoje komplikaci cév-

niho zkratu u diabetikd. Je mozno ocekavat, v souladu s praci Konnera [14], Ze u diabetikd zkraty vytvoreny s vyuzitim
proximalnich tepen budou mit delSi Zivotnost a méné komplikaci.

Podékovani
Rad bych podékoval vSem, ktefi se na této praci podileli, zejména skoliteli Dr. Malikovi za trpélivé a zkusené rady.

Zkratky

WSR smykova rychlost (s™)
WSS je smykové napéti (Pa)
n dynamicka viskozita (Pa-s)
Q prétok (ml-s™)
r polomér cévy (m)
v rychlost toku krve (m-s?)
d  vnitini primér tepny (m)
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TABULKA 1. CHARAKTERISTIKY VYSETROVANYCH OSOB

Diabetes Ano Ne Ano Ne
n 11 20 14 18
Muzi/zeny 1/10 6/14 5/9 4/14
Vék (roky) 67 %9 61,2 + 19 65 + 11 67 + 11
Doba od zaloZeni (dny) 61 + 47 52 + 53 73 £59 61 + 54

TABULKA 2. SMYKOVA RYCHLOST WSR V JEDNOTLIVYCH SKUPINACH. HODNOTY ZADANY JAKO PRUMER + SMERODATNA ODCHYL-
KA; *) PRO P<0,05; **) PRO P<0,01

Diabetes Ano Ne Ano Ne
WSR max (s) 5047 £ 4145%*) 2256 + 1114%%) 2012 + 579%) 1540 + 638%)
WSR min (s) 2740 + 1857%) 1461 + 703*) 1080 + 382 894 + 293
WSR mean (s?) 3734 £ 2906**) 1802 + 868**) 1445 + 495 1149 + 424
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CAENORHABDITIS ELEGANS HAS ONLY
ONE a-GALACTOSIDASE

AND a-N ACETYLGALACTOSAMINIDASE
ORTHOLOG
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Human o-galactosidase A (a-GAL) and o-N-acetylgalactosaminidase (a-NAGA) are true paralogs sharing a common
ancestral gene. Deficiencies of these enzymes cause two well-characterized human lysosomal storage disorders - Fabry
(a-GAL deficiency) and Schindler (a-NAGA deficiency) diseases.

BlastP searches for orthologs of human o-GAL and a-NAGA revealed a single C.elegans gene (CeGAL/NAGA) with
significant homology to both human genes.

We elucidated gene organization of CeGAL/NAGA by cDNA sequencing including 3" and 5" UTR. We performed
phylogenetic analyses and homology modeling of CeGAL/NAGA based on 3D structure of chicken a-NAGA.

a-GAL and a-NAGA activity measurements in C.elegans mixed culture homogenate revealed presence of both enzy-
me activities. However, the a-GAL activity was completely inhibited by N-acetylgalactosamine — a-NAGA inhibitor.

To study the expression of CeGAL/NAGA in C.elegans, we created C-terminal GFP fusion of the whole CeGAL/NAGA
ORF under the control of its natural promoter. Presence of CeGAL/NAGAGFP transgene was confirmed at the of gDNA,
cDNA and protein levels. No GFP signal was observed under standard laboratory conditions. We have employed CON A
and NH4CI treatment in order to alkalise lysosomal pH. Both methods resulted in distinct GFP signal in membrane bound
compartment of coelomocytes. Immunofluorescence detection of GFP fusion protein showed transgene expression in
muscle and in some cases in gut and vesicular compartments of ceolomocytes suggesting differential accessibility of
tissues to alkalization treatment.

RNA interference assays directed against the CeGAL/NAGA employing combination of microinjection and feeding
approaches have not so far revealed any abnormal phenotype.

The hypothesis of single ortholog in C.elegans was further supported by phylogenetic, homology modeling and
biochemical analyses. We determined tissue expression and examined the effect of RNAi with the aim to evaluate
C.elegans as a model organism for Schindler and Fabry diseases.
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PORUCHA CYTOCHROM C OXIDAZY U DIVKY
S FENOTYPEM WERDNIG-HOFFMANOVY NEMOCI
A NOVOU MUTACI 1518DELA VE SCO2 GENU

Autofi: K. Vesela, H. Hansikova, M. Elleder a J. Zeman, Centrum Integrované
genomiky, KDDL a UDMP, 1. LF a VFN

Skolitel:  prof. MUDr. Ji¥i Zeman, DrSc., Klinika détského a dorostového
lékarstvi, I. LF a VFN

Uvod :
Mitochondrie jsou nepostradatelnou soucasti vétsiny eukaryotickych bunék. Pdsobi jako S
centrum a kfizovatka metabolismu sacharidd, lipid& a aminokyselin. Zejména jsou sid- Katerina Vesela

lem enzym{ B-oxidace mastnych kyselin, citrdtového cyklu, dychaciho fetézce a ATP-

syntazy. Vzhledem k mnozstvi procesd souvisejicich s témito organelami, tvofi mitochondridlni poruchy molekularné,
biochemicky i klinicky velice heterogenni skupinu onemocnéni se zavaznym postizenim funkce predevsim energeticky
narocnych tkani typu centralni nervové soustavy, svall a srdce (1).

Jednou z nejéastéjsich pricin mitochondrialnich onemocnéni v détském véku jsou poruchy enzymd dychaciho fetéz-
v kojeneckém nebo batolecim véku a prlibéh onemocnéni miva obvykle progresivni charakter, ktery vede k tézkému
fyzickému a psychickému postizeni a ¢asto i k pred¢asnému umrti (2). V soucasné dobé neexistuje zadna lécba, ktera by
priznivé ovlivnila pr@ibéh onemocnéni u pacientd s poruchou COX, terapie je pouze symptomaticka a progndza postize-
nych déti neni prizniva.

V postizenych rodinach se Casto setkdvame s Zadosti genetické poradenstvi a eventudiné i o moznost Ucinné prena-
talni diagnostiky v priibéhu dalSiho téhotenstvi. Genetické poradenstvi v rodinach s mitochondrialnim onemocnénim
i v mitochondrianim genomu. Dédi¢nost poruch zplsobenych mutacemi v mitochondrialni DNA (mtDNA) ma sva speci-
fika, mezi ktera patfi heteroplasmie, existence prahové hodnoty pro biochemicky projev mutace ¢i replikativni segrega-
ce, které délaji prenatalni diagnostiku znacné riskantni (3,4,5). Pro genetické poradenstvi je proto ddlezité pokusit se
objasnit molekularni podstatu onemocnéni v konkrétni rodiné. V priibéhu poslednich 10 let bylo v nasi laboratofi dia-
gnostikovano 66 déti s poruchou COX na biochemické (enzymatické) Grovni. U tfetiny z nich se nam podafilo objasnit
molekularni podstatu onemocnéni nalezem mutaci v nDNA nebo mtDNA.. V nasi praci predkladame vysledky molekular-
nich analyz v nové rodiné s izolovanou porauchou cytochrom c oxidazy u tfimésicni divky.

Popis pripadu

Divka se narodila ze 2. fyziologického téhotenstvi zdravych rodicl ve 34. tydnu gestace. Skore podle Apgarové bylo
4-7-8. PFi propousténi z porodnice byl jeji stav hodnocen jako lehky hypotonicky syndrom, ale jiz v pribéhu prvniho
mésice Zivota se rozvijela tézka svalova hypotonie a laryngedlni stridor. Progredovalo respiracni selhavani, pro které
musela byt od 2. mésice na umélé plicni ventilaci. Klinicky préibéh onemocnéni i vysledek vysetfeni EMG vedli k podezie-
ni na nemoc Werdnig-Hoffman, ale DNA analyza SMA 1. genu toto onemocnéni nepotvrdila. Navic kardiologické vysSet-
feni ukdzalo progreduijici hypertrofii interventrikularniho septa zplsobujici prekazku ve vytokovém traktu levé komory.
Sonografické vysSetfeni CNS, které ukdazalo napadnou gyrifikaci a rozsiteni subarachnoidedlnich prostor, svédcilo pro
pocinajici kortikalni atrofii. Biopsie n. suralis ukazala extrémni profidnuti myelinisovanych vlaken, nalez svédcil pro
demyelinisacni neuropathii. Divka zemrela ve véku tfi mésicl. Zvysené hladiny laktatu ve mozkomisnim moku vedly
k podezieni na mitochondridlni etiologii onemocnéni. Spektrofotometrické vysetfeni aktivit enzym{ dychaciho Fetézce
v izolovanych svalovych mitochodnriich ukazalo vyrazné snizeni aktivity COX, zatimco aktivity ostatnich komplexd dy-
chaciho fetézce byly v referencnim rozmezi. Dvourozmérna elektroforéza proteinového zastoupeni jednotlivych komple-
x{ dychaciho fetézce ukazala snizeni celkového mnozstvi COX. Na biochemické Urovni tak byla stanovena diagndza
izolované poruchy cytochrom c oxidazy.

Metody

COX je sloZena ze 13 proteinovych podjednotek. Tfi nejvétsi podjednotky, které formuji aktivni centrum komplexu, jsou
kddovany v mtDNA, ostatnich 10 protein{ je kddovano v jaderné DNA. Kromé téchto genll se na spravné funkci a asemblaci
celého komplexu podili dalSich 30, jaderné kddovanych geng.

1. krok: sekvenovani mtDNA

Metodou pfimého sekvenovani (AlfExpress - Amersham™) byl nalezen polymorfismus 12308A>G v genu pro tRNA
leucinu (CUN). Tento polymorfismus byl popsan u pacientl s MELAS syndromem a s makrodelecemi v mtDNA, jako
faktor zhorsujici klinické priznaky téchto onemocnéni. Sdm o sob& nemohl byt pri¢inou tézkého onemocnéni u divky,
a proto se pristoupilo k dalSimu screeningovému kroku.



2. krok: sekvenovani genti pro assemblacni proteiny

Dosud byly v souvislosti s COX deficienci popsany mutace v péti genech (Tab 1). Vzhledem ke klinickému priibéhu
onemocnéni jsme molekuldrni analyzu zacali u SCO2 genu, ktery se nachazi na 22. chromozomu. SCOZ2 gen se sklada ze
dvou exonl a protein kddujici ¢ast je dlouha 801 bp. Protein Sco2 je sloZzen z 266 aminokyselin, nachazi se ve vnitfni
mitochondridini membrané a slouzi jako méd-transportujici chaperon. Méd-vazebny motiv CxxxC se nachazi mezi cys-
teiny na pozicich 133 a 137. K analyze byla pouzita metoda pfimého sekvenovani (AlfExpress - Amersham™). Nalezené
mutace byly potvrzeny restrikéni analyzou.

Vysledky

U nemocného ditéte byly v kddujici sekvenci SCO2 genu nalezeny dvé rlizné mutace 1518delA a 1541G>A (Obr 1).
Divka je tedy slozeny heterozygot 1518delA/1541G>A, delece pochazi od maminky, transice od otce.

Prvni mutace 1518delA, ktera nebyla dosud popsana, je delece jedné baze na pozici 1518 (1518delA), kterd vede
k posunu cteciho ramce. Od pozice 132 aminokyselinového fetézce vyvola syntézu nesmysiného proteinu, ktery postra-
da Cu* vazebné misto (Obr 2). Druhou mutaci je transice1541G>A, ktera vede k nahrazeni kyseliny glutamové na pozici
140 lyzinem. Jedna se o mutaci, kterad byla nalezena u vsech v literatufe dosud popsanych pacienttl. Jeji dopad se
vysvéluje zménou konformace tercialni struktury vlastniho proteinu, ktera ma za nasledek snizenou afinitu k iontdm
médi (6).
Zaveér
U pacientky s klinickymi projevy Werdnig-Hoffmannovy nemoci a izolovanou poruchou cytochrom ¢ oxidazy se podafilo
objasnit molekularni podstatu onemocnéni. Byla nalezena nova (v poradi sedma) mutace v genu SCOZ, jehoz produklt
Sco2 se podili na asemblaci COX. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o poruchu kddovanou jadernou DNA s autozomalné

recesivnim typem dédic¢nosti, bude mozno v postizené rodiné v pfipadé eventualniho dalSiho téhotenstvi nabidnout
moznost prenatalni diagnostiky.
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TAB. 1. GENY PRO ASSEMBLACNI FAKTORY POPSANE
V SOUVISLOSTI S PORUCHOU AKTIVITY COX

—Leigh syndrom .
(svét: x*10 od r.1998; CR+SR: 9x od r.2000)

—hepatopatie, ketoacidézové koma
(svét: 2x od r.2000; CR+SR: neanalyzovano)

—kardiomyopatie y
(svét: 1x od r.2003; CR+SR: neanalyzovano)

—hypertroficka kardiomyopatie
(svét: 15x od r.1999; CR+SR: 7x od r.2003)

—tubulopatie, leukodystrofie ::’4—_ pna:;'l;i(gtka
(svét: 3x od .2000; CR+SR: neanalyzovano) O otec

S — sestra pacientky
K — negativni kontrola

OBR.1 VYSLEDKY SEKVENACNICH A RESTRIKCNICH ANALYZ SCO2
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OBR. 2. DOPAD NALEZENYCH MUTACI NA SEKVENCE NUKLEOTIDU A AMINOKYSELIN VE VYBRANEM USEKU PRISLUSNYCH EXONU
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Uvod

Vliv rliznych latek s toxickymi nebo lé¢ebnymi efekty na apoptdzu jaterni burky je vy-
znamnym hlediskem jejich pdsobeni. Tyto efekty se sleduji /in vitro, kdy se jako model
vyuziva primarnich potkanich hepatocytl, které si na rozdil od bunécnych linii zachova-
vaji po jistou dobu vice charakteristickych znakd typickych pro jaterni burniku /7 vivo (Eckl a Bresgen 2003). Kromé
pripadnych toxickych efektd rliznych latek se tento model vyuziva ke sledovani apoptdzy pri simulaci poskozeni jater,
k jakému dochazi pfi sepsi, cholestaze, ischémii — reperfizi nebo alkoholizmu (Li a Billiar 1999). V ramci daného expe-
rimentu sledujiciho vliv latky na viabilitu bunék je dilezité rozliSovat mezi programovanou bunéénou smrti — apoptdzou
a nekontrolovanym rozvratem bunécného metabolismu koncicim lyzou bunky — nekrézou.

Pro detekci apoptdzy se uziva fady metod zachycujicich proces programované bunécné smrti v jeho nejriznéjsich
fazich a projevech. Tyto metody sleduji morfologické i biochemické zmény apoptotickych bunék /in vitro - apoptotické
markery (Barrett et al. 2001). Pomoci jednotlivych metod je apoptoticky proces sledovan na nékolika Grovnich. Zmény
tykajici se bunécného jadra jsou spojeny zejména s fragmentaci DNA (Maeda et al. 1995), ktera mlze byt zachycena pfi
DNA elektroforéze jako charakteristicky DNA-Zebficek, nebo technikami odhalujicimi fragmentaci DNA na Urovni jednot-
livych bunék. To umoziiuje elektroforéza DNA na Urovni jedné burky - Comet assay a znaceni DNA fragmentd technikou
TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling; Walker a Quirke 2001). Na Urovni cytoplazmatic-
ké membrany dochazi pfi apoptéze ke zménam jeji stavby, coz se projevuje externalizaci fosfatidylserinu na zevni list
cytoplazmatické membrany, kde je ho mozné detekovat specificky se vazajicim proteinem Annexinem V (van Heerde et
al. 2000). Déle dochazi ke zméné propustnosti cytoplazmatické membrany, ¢ehoZ se vyuziva pfi inkorporaci fluorescenc-
nich prob do bunék. Mitochondrie hraje Casto kritickou Ulohu v nastartovani a udrzovani apoptotického procesu a po-
dobné i v integraci vnitini, stresovymi signaly indukované, a vnéjsi, receptory smrti iniciované, cesty apoptdzy (Green
a Reed 1998). Pokles mitochondriového transmembranového potencidlu Ize vizualizovat fluorescencni sondou. Nasled-
né se z mitochondrii do cytosolu uvoliiuje cytochrom c, ktery je mozné detekovat specifickymi protilatkami. Lze rovnéz
prokazat aktivaci proapoptotickych molekul z rodiny Bcl-2 (Wang et al. 2003). Vyznamnym markerem apoptdzy je
pritomnost aktivovanych forem komponent apoptotické signalni a efektorové sité. Jedna se o enzymy rodiny ,kaspaz”,
které se aktivuji Stépenim jednotlivé kaspazy nebo autokatalyticky (Thornberry a Lazebnik 1998). Iniciacni kaspazy,
mezi které se fadi kupfikladu kaspaza-8, jsou aktivovany po stimulaci receptoru s takzvanou doménou smrti. Znamkou
probihajici exekucni faze apoptdzy je prikaz aktivovanych
forem kaspazy-9, kaspazy-3, kaspazy-6 a kaspazy-7 (Mar-
shman et al. 2001). Tyto kaspazy plsobi Stépeni specific-
kych substratd, které nesou oznaceni ,substraty smrti” (Slee
et al. 2001). Patfi mezi né napfiklad reparacni enzym PARP
(poly[ADP-ribose]polymerase), soucasti jaderného skeletu
lamin A a B, intermediarni filamenta vimentin a cytokerati-
ny. Stépné produkty jsou prokazovany protilatkami, rozpo-
znavajicimi specifické epitopy vzniklé ¢innosti kaspaz (Le-
ers et al. 1999).

Cilem této prace bylo detekovat nékteré apoptotické
markery pfi spontanni apoptdze primarnich potkanich hep-
atocytd. Imunocytochemicky jsme prokazovali dvé aktivo-
vané (Stépené) efektorové kaspazy — kaspazu-9 a kaspa-
zu-3. Jako jeden z markerd skupiny ,substratd smrti” jsme
detekovali Stépeny lamin A. Vzdjemné vztahy detekovanych
marker{ v apoptotické kaskadé jsou symbolicky znazorné-

Tomds Kucera

Detekované molekuly v
apoptoticke kaskadé
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ny na obr. 1. Vysledky jsme konfrontovali s morfologickym
hodnocenim bunék na Urovni svételné i elektronové mikro-
skopie.

OBR. 1. SCHEMA ZNAZOR’NUJin INTERAKCE ,DETEVKOVAN\'(CH
MARKERU V APOPTOTICKE REGULACL. (>) ZNAZORNUJE AKTI-
VACI (ENZYMATICKE STEPENI).



METODY

Primarni kultury: Primarni potkani hepatocyty byly nasazeny na sterilni kryci skla 22x22 mm potazena kolagenem (rat
tail collagen I; Sigma) a umistnéna v Petriho miskach o priiméru 35 mm. Hepatocyty byly inkubovany 12 hodin pfi 37°C,
v atmosféfe s 95% vzduchu a 5% CO,, v kultivacnim mediu William E doplnénym gentamicinem, L-glutaminem a 5%
FBS.

Zpracovani kultur pro morfologické hodnoceni: Pro svételnou mikroskopii byly kultury fixovany 4% paraformaldehy-
dem a barveny metodou hematoxylin-eosin. Pro elektronovou mikroskopii (EM) byly bunky nejdfive fixovany 15 min
v Karnovského smési pfi 4°C, poté uvolnény z kryciho skla, postfixovany OsO,, umistény do agarovych krychlicek,
odvodnény a nakonec zality do Eponu 812. Byly zhotoveny ultratenké fezy a po dvojitém kontrastovani vysetfovany
v elektronovém mikroskopu.

Imunocytochemicka detekce: Pro detekci aktivované kaspazy-3 byly burky fixovany 4% paraformaldehydem 20 min
pfi 4°C a poté permeabilizovany v 0,1% Tritonu X-100. Nespecifické vazby byly blokovany 5% normalnim kozim sérem
(NGS) v Tris-NaCl + 0,1% Triton X-100 (TBS/T) po dobu 60 min. Kryci skla s burikami byla inkubovana pres noc ve 4°C
s kralici polyklonalni protilatkou anti-cleaved caspase-3 (Asp175) (Cell Signaling Technology) fedénou 1:800 v TBS/T +
5% NGS. Endogenni peroxidazova aktivita byla blokovana 0,6% peroxidem vodiku v TBS po dobu 30 min. Detekce
navazané primarni protilatky byla provedena pomoci DAKO EnVision+ kit, peroxidase, Rabbit (DAKO) 30 min pfi labora-
torni teploté. Po vizualizaci s uzitim diaminobenzidinu jako substratu pro peroxidazu byla jadra dobarvena hematoxyli-
nem. Detekce Stépeného laminu A a aktivované kaspazy-9 probéhla podle obdobného protokolu témito primarnim
kralicimi protilatkami (Cell Signaling Technology): anti-cleaved lamin A (Asp230) fedéna 1:100 v TBS a anti-cleaved
caspase-9 (Asp353) redéna 1:400 v TBS.

Vysledky

Po 12ti hodinové inkubaci bylo mozné v hematoxylin-eosi-
nem barvenych preparatech pozorovat u primarnich pot-
kanich hepatocytl vyskyt zanikajicich bunék. Kultura byla
tvorena viabilnimi hepatocyty adherujicimi k substratu, které
vytvarely subkonfluentni ,monolayer”, mély oplostély tvar
a obsahovaly velké jadro s rovnomérné rozptylenym chro-
matinem a viditelnym jadérkem (Obr. 2). Bunky zanikajici
procesem apoptdzy bylo mozné identifikovat podle kom-
paktni eosinofilni cytoplazmy tvofici cytoplazmatické vych-
lipky ,blebs” a podle charakteristickych zmén jadra, které
se projevovaly kondenzaci chromatinu priléhajiciho k ja-
dernému obalu (Obr. 3). Tyto bunky se pak rozpadaly na
apoptoticka téliska obsahuijici jaderné fragmenty (Obr. 4).
Nekrotické hepatocyty se odlucovaly od substratu, mély
Spatné se barvici granulovanou cytoplazmu a pyknoticka
jadra (Obr. 5). Nalezy na urovni svételné mikroskopie byly
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potvrzeny elektronmikroskopicky, kdy byl rozdil mezi apop-
totickymi a nekrotickymi hepatocyty dan zejména piitom-
nosti intaktnich membranovych struktur v apoptotickych
bunkach.

OBR. 3. DVA APOPTOTICKE HEPATOCYTY S EOZINOFILNI CYTO-
PLAZMOU TVORICI VYCHLIPKY JADRA VYKAZUJI NASTENNOU
CHROMATOZU. BARVEN] HEMATOXYLIN-EOSIN. ZVETSENI OBJ. 63X.

OBR. 2. VIABILNI A K SUBSTRATU PRISEDLE HEPATOCYTY PO
12 HOD INKUBACL. BARVENT HEMATOXYLIN EOSIN. ZVETSEN{
OBJ. 63X.

B -.-‘
OBR 4 APOPTOTICKE BUNKY ROZPADAJICT SE NA APOPTOTIC-
KA TELISKA. BARVENT HEMATOXYLIN-EOSIN. ZVETSENI OBJ. 63X.




OBR. 6. IMUNOCYTOCHEMICKA DETEKCE STEPENE KASPAZY-3
V PRIMARNI KULTURE POTKANICH HEPATOCYTU. IMUNOPOZI-
TIVITA JE VAZANA NA CYTOPLASMU BUNKY S APOPTOTICKYMI
ZNAKY. BUNKA OBSAHUJE FRAGMENTY JADRA. VIABILNI A AD-
HERUJICT BUNKY, JAKO I BUNKY NEKROTICKE JSOU NEGATIV-
Ni. IMUNOPEROXIDAZOVA REAKCE S DIAMINOBENZIDINEM
(HNEDY REAKCNI PRODUKT). DOBARVENI JADER HEMATOXYLI-
NEM. ZVETSENI OBJ. 63X.

OBR. 5. NEKROTICKE BUNKY S PYKNOTICKYMI JADRY A ZRNI-
TOU SEDE ZBARVENOU CYTOPLAZMOU, KTERE ZTRATILI KON-
TAKT S KOLAGENNIM SUBSTRATEM. BARVENI HEMATOXYLIN-
EOSIN. ZVETSENI OBJ. 63X.

Vysledky imunocytochemické detekce apoptotickych markerl ukdazaly rozdilnou miru shody mezi jednotlivymi markery
a hodnocenim bunécné viability i bunécné smrti podle morfologickych kriterii. Pozitivita pro aktivovanou kaspazu-3 byla
detekovatelna pouze v burikach s ,typicky apoptotickymi” znaky. VSechny nekrotické a viabilni hepatocyty byly negativni
(Obr. 6). Imunoreaktivita pro Stépenou kaspazu-9 a Stépeny lamin A byla pravidelné nalézana v bunkach s apoptotickou
morfologii (Obr. 7, 8). U téchto marker(l byla zaznamenana vazba i na ¢ast bunék fazenych k nekrotickym podle jejich
vzhledu a ztraty kontaktu se substratem (Obr. 9, 10). Viabilni hepatocyty, i znacna ¢ast nekrotickych, byly vSak negativni
pro vSechny apoptotické markery.

OBR. 8. PRUKAZ STEPENEHO LAMINU A S JADERNOU LOKALIZACE.
POZITIVITA JE VAZANA NA KONDENZOVANY CHROMATIN PRILEH-
LY K JADERNE MEMBRANE JEDNO- I DVOUJADERNE APOPTOTIC-
KE BUNKY. JADRA SOUSEDNICH VIABILNICH BUNEK OBSAHUJI-
CICH INTAKTNI LAMIN A JSOU NEGATIVNI. IMUNOPEROXIDAZO-

OBR. 7. IMUNOPOZITIVITA PRO STEPENOU KASPAZU-9 JE PATRN/’A
V CYTOPLAZME APOPTOTICKEHO HEPATOCYTU. IMUNOPEROXIDA-

ZOVAREAKCE S DIAMINOBENZIDINEM (HNEDY REAKCNLPRODUKT). - /4 REAKCE S DIAMINOBENZIDINEM (HNEDY REAKCNE PRODUKT).
DOBARVENT JADER HEMATOXYLINEM. ZVETSENI OBJ. 63X. DOBARVENT JADER HEMATOXYLINEM. ZVETSENI OBJ. 63X.

ZAVER

Byla zhodnocena pouZzitelnost t¥i imunocytochemicky detekovatelnych apoptotickych markerl v primarni kultufe potka-
nich hepatocytll. UZitim protildtek proti aktivované kaspaze-3, aktivované kaspaze-9 a stépenému laminu A, je mozné
detekovat apoptotické hepatocyty, které se nalézaji v exekucni fazi programované bunécné smrti, jeZ pfedstavuje nena-
vratny déj vedouci k zaniku buriky. Ukdzalo se, Ze detekce aktivované kaspazy-3 nejlépe odpovida hodnoceni apoptézy
podle morfologickych kriterii. U bunék v pozde&jsi fazi apoptotického procesu pozitivita pro tento marker mizi. Tento



OBR. 10 PRUKAZ STEPENEHO LAMINU A S JADERNOU LOKALIZA-
Cf Vv (SEKUNDARNE) NEKROTICKYCH BUNKACH. IMUNOPEROXI-
DAZOVA REAKCE S DIAMINOBENZIDINEM (HNEDY REAKCNT PRO-
DUKT). DOBARVENI JADER HEMATOXYLINEM. ZVETSENI OBJ. 63X.

OBR. 9. IMUNOPOZITIVITA PRO STEPENOU KASPAZU-9
V CYTOPLAZME CASTI NEKROTICKYCH BUNEK. IMUNOPEROXI-
DAZOVA REAKCE S DIAMINOBENZIDINEM (HNEDY REAKCNI PRO-
DUKT). DOBARVEN] JADER HEMATOXYLINEM. ZVETSENI OBJ. 63X.

charakter imunoznaceni byl ¢astecné odlisny od vysledk( imunocytochemické detekce ostatnich markerd, které znacily
i buriky, které se nalézaly zfejmé ve stadiu sekundarni nekrdzy. Perzistujici imunopozitivita pro Stépenou kaspazu-9
a Stépeny lamin A je pravdépodobné dana vyssi rezistenci téchto dvou nové vzniklych epitopl vici nespecifickému
Stépeni béhem lytické smrti buriky. Mohl by to byt téZ dlsledek polyklonalniho charakteru uzitych protilatek, které
mohou rozpoznavat dosud neposkozend vazebna mista. Otazka, zda-li aktivovana forma kaspazy-9 je v sekundarné
nekrotickych burikach stale enzymaticky aktivni, nemohla byt uzitymi metodami zodpovézena. Na zékladé negativniho
znaceni téchto bunék pro Stépenou kaspazu-3, ktera je pravé kaspazou-9 aktivovana (Slee et al. 1999), je mozno
predpokladat ztratu enzymatické aktivity kaspazy-9 v pozdéjsi fazi programované bunécné smrti. Pro presnou detekci
apoptdzy je tedy nutno soubézné pouZivat vice metod, které postihuji rlizné faze apoptotického procesu. Morfologické
srovnavaci vyhodnoceni vSak musi byt provedeno vzdy pro ovéfeni spravnosti vysledkd. L
Tato prace byla podporovana z vyzkumného zaméru J 13/98 111100002-6 MSMT CR.
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ORIGINALNI PRIPRAVA IMUNOAFINITNICH
NOSICO POMOCI AFINITNI SORPCE NA
IMOBILIZOVANYCH KOVOVYCH IONTECH
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FEva Zatloukalova

Imunoafinitni chromatografie je moderni technika pro separaci specifickych proteint z komplexni smési. Pomoci imuno-
afinitnich nosicd Ize téZ imobilizovat proteiny a zvysit tak jejich stabilitu, nebo je mozné pomoci imunoafinitné navaza-
nych enzym( pfipravit enzymové reaktory.

Pfi pripravé imunoafinitniho nosice byla vyuzita pfirozend afinita protildtek k imobilizovanym kovovym iont&im. Tato
metoda je vyhodna zejména u ptacich imunoglobulind, které nelze vazat k proteinlm A a G a moznosti jejich orientova-
né imobilizace tim byly dosud ponékud omezeny. PFi vyvoji metody jsme vychazely z faktu, ze imunoglobuliny Ize
separovat pomoci afinitni chromatografie na imobilizovanych kobaltnatych iontech (IMAC-Co?**). Imobilizované kobalt-
naté ionty s orientované navazanou protilatkou byly oxidovany pomoci roztoku peroxidu vodiku na ionty kobaltité, ¢imz
se vazba protiladtky na kovové ionty stala ireverzibilni. BEhem oxidace vSak dochazelo k poskozeni protilatky a jejimu
uvolnéni z nosice. Proto byl postup pfipravy nosice modifikovan a imunoglobuliny byly navazany az na nosic s oxidovanymi
kobaltitymi ionty. Zaroven bylo vylou¢eno oxidacni plsobeni peroxidu vodiku na protilatku, a bylo tak minimalizovano
jeji poskozeni. Nespecifické interakce protein s neoxidovanymi kobaltnatymi ionty byly omezeny promytim nosice
roztokem EDTA a nespecificky navazané proteiny byly odstranény roztokem imidazolu a mocoviny.

Protilatka navazana na nosiC s oxidovanymi kobaltitymi ionty (Co**-IDA-Sepharosa) byla stabilni a zachovala si svoji
aktivitu.
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POROVNANI JEDNOTLIVYCH L
MIKROPREPARACNICH TECHNIK PRI LECBE CASNE
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Martin MikSovsky

Minimalné intervencni stomatologie je smér zubniho lékarstvi zalozeny na relativné nové filosofii pristupu k zubnimu
kazu. Z pohledu MIS je zubni kaz jednim z fady onemocnéni, ktera Ize 1éCit a v nékterych pripadech i vylécit. Zakladem
tohoto pristupu je diagnostika léze v inicidlnim stadiu. Nasledné oSetfeni pak respektuje vztah mezi biomechanickou
funkci zubu a jeho anatomickymi strukturami. Pravé zachovani téchto vyznamnych struktur na povrchu zubu je hlavnim
argumentem minimalné invazivniho pfistupu.

Pro preparaci kavit v ramci MIS (mikropreparaci) se pouziva velké mnoZzstvi pfistrojd a nastrojd umoziujicich maxi-
malni ochranu zdravych zubnich tkani ohranicujicich kazivé loZisko. K dispozici jsou specialni rotacni nastroje s pracovnimi
hlavickami o velmi malém prdméru pohybujicim se ¢asto v desetinach milimetru (Fissurotomy — SS White, Micro Prep -
Bush). Dalsimi zastupci jsou specialni diamantované koncovky aplikovatelné do odstranovacd zubniho kamene, které
umoznuji pristup k aproximalné ¢i okluzné uloZzenému kazu bez poskozeni sousedniho zubu (SONICflex - KaVo). Rucni
nastroje zahrnujici dlatka na sklovinu a exkavatory nejrliznéjSich tvarl a velikosti, doplnéné prostredky slouzicimi
k chemické degradaci kazivych hmot jsou na tuzemském trhu jiz delSi dobu (Carisolv - Mediteam). Na druhé strané
pristroje odstranujici zubni kaz pomoci air-abraze (RONDOflex - KaVo) jsou zatim u nas rozsifeny jen velmi sporadicky.
Tyto pristroje vSak maji Siroké spektrum pouziti v terapii, diagnostice a prevenci zubniho kazu.

PrestoZe nas dentalni trh nabizi pestrou Skalu mikropreparacnich zafizeni, jejich rozsifeni v praxich ¢eskych zubnich
lékarl je zatim velmi sporadické. PFi kurzech poradanych nasim pracovistém jsme zjistili dvé zakladni priciny tohoto
stavu. Obé souviseji s ekonomickou strankou provozovani stomatologické praxe. Prvni pfiCinou je relativné vysoka
porizovaci cena téchto zafizeni a skutecnost, Ze minimalné intervencni oSetfeni nespada do péce hrazené zdravotnimi
pojistovnami. Lékarlm tudiZ nezbyva nic jiného nez nechavat pacienty za toto oSetfeni platit. To se v3ak v Fadé hlavné
venkovskych ordinaci jevi jako problém.

Druhym faktorem nezanedbatelnym v mnohdy pacienty pfedimenzovanych ordinacich je ¢asova narocnost osetteni.
VSeobecné je rozsifen nazor, Ze mikropreparacni techniky jsou podstatné narocnéjsi na Cas ve srovnani s klasickou
preparaci pomoci vrtackl a brouskd. Jasné vyhody plynouci ze Setrného pristupu k zubnim tkanim a téméF absolutni
bezbolestnost osetfeni, které tudiz nevyzaduje aplikaci lokalni anestezie, nejsou zatim vétsiné pacientd a bohuzel ani
stomatologl znamy.

Hlavnim cilem nasi studie bylo porovnani jednotlivych preparacnich technik z hlediska ¢asové naroc¢nosti a bolestivos-
ti oSetfeni. Na rastrovacim elektronovém mikroskopu JEOL JSM-5500 LV byly pofizeny série snimkd dokumentujici
plsobeni jednotlivych technik na tvrdé zubni tkané.

Ve studii bylo pouZito air abrazivni zafizeni RONDOflex firmy KaVo (Castice AL,O, 27 pm), airscaler SONICflex firmy
KaVo, mikropreparacni vrtacky Fissurotomy firmy SS White a klasické Sestibfité vrtacky doplnéné diamantovanymi
brousky firmy Medin. Pomoci téchto zafizeni bylo oSetfeno 276 molarl (142 pacientt) s fisuralnimi kazy priblizné stejné
velikosti zasahujicimi na dentino-sklovinnou hranici. Kazy byly diagnostikovany klinickym vysSetfenim doplnénim o vySet-
feni pomoci laserové fluorescence — Diagnodent a radiologicky. Pacienti byli rozdéleni do Ctyf skupin a kazda byla
oSetfena jinou technikou. Klasicka preparace koncila aplikaci amalgamovych vyplni, pfi mikropreparaci byla jako vyplfio-
vy material pouZzita niskoviskozni kompozita Flow line firmy Kulzer. Cas oSetfeni byl méfen od zacatku preparace po
dokonceni vyplné. Po skonceni oSetfeni byli pacienti vyzvani, aby vyplnili na pétistupriové Skale miru bolestivosti osetre-
ni. Znamka ,1” znamena absolutné bezbolestny zakrok, znamka ,5” pacient vyZaduje pfi oSetfeni anestezii. Vysledky
byly poté statisticky zpracovany a vyhodnoceny. Na rastrovacim elektronovém mikroskopu byly zhotoveny na zubech
preparovanych in vitro jednotlivymi preparacnimi pfistroji série snimkd znazorfujici plsobeni jednotlivych technik na
povrch tvrdych zubnich tkani.

Po vyhodnoceni tdajl byly zjiStény tyto vysledky. Nejkratsi primérny Cas oSetfeni byl naméfen u klasické preparaci
ukoncené amalgamovou vylIni - 6 min 35 s. Mikropreparace pomoci vrtackd Fissurotomy s flow-kompositni vyplni trvala
7 min 15 s, pro oSetfeni SONICflexem bylo zapotiebi 8 min 55 s a nejpomalejsi byla air abraze provadéna pristrojem
RONDOflex, jeji délka byla 10 min 5 s. Opacné poradi bylo zjisténo u bolestivosti zakroku. Air abraze byla pro celou
skupinu pacienti naprosto bezbolestna (prmérna znamka 1,0). U preparace SONICflexem a fisurotomickymi vrtacky



byla zaznamenan priblizné stejny velmi nizky stuper bolestivosti (primérné znamky 2,1 a 2,3). Jako nejbolestivéjsi
metoda se ukazala klasicka preparace (prlimér 4,2). Na snimcich z elektronového mikroskopu je jasné vidét, ze zatimco
klasické preparacni technologie zanechavaji na sténach kavity rozsahla poskozeni zplisobujici preparac¢ni trauma, mikro-
preparace je k tvrdym zubnim tkanim podstatné Setrnéjsi.

Naméfené vysledky presvédCivé dokazuji, Ze se doba potfebnd pro oSetfeni inicidlni kazivé léze v ramci minimalni
intervence vyrazné neli$i od standardné pouzivanych rotacnich technik. Témér absolutni bezbolestnost téchto zakrokd
umoznuje pohodInéjsi spolupraci s pacientem a odbourdva nutnost pouziti lokalni anestezie se vsemi zndmymi negativ-
nimi ddsledky. PfestoZe minimalné invazivni zplsob oSetreni kazu nespada do vykon{ hrazenych ze zdravotniho pojisté-
ni a pacienti ho plati v pIné vysi, je jimi vysoce ocenovan a béhem dvouleté prace s mikropreparacnimi technologiemi
jsme zaznamenali zvySenou poptavku po moznosti oSetfeni pravé témito technikami. )

Prace vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru VUS-VFN ¢. 0002377901”
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Helena Svobodové

Uvod

Apoproteiny, bilkovinné slozky lipoproteinovych ¢astic, jsou kofaktory enzymd Géinnych v lipoproteinovém metabolismu,
zprostredkovavaji vazbu lipoproteinové Castice na specifické receptory, Ucastni se prenosu nebo vymény lipidovych
Castic mezi jednotlivymi lipoproteiny.

Apoprotein B (ApoB) je hlavnim strukturainim apoproteinem LDL ¢astic. Je ligandem LDL receptoru a zprostredkova-
va vychytavani LDL Castic z plazmy. Mutace v genu pro ApoB mohou byt spojeny se snizenou afinitou ApoB k LDL
receptoru.

Inzerce / delece 3 aminokyselin Leucin-Alanin-Leucin v signalnim peptidu genu pro ApoB mdze mit vliv na hladiny
plazmatickych lipid@. S alelou Ins jsou spojovany nizké hladiny cholesterolu a ApoB a vyssi hladiny triglyceridd oproti
alele Del.

Pritomnost substituce cytozinu (C) thyminem (T) v promotoru genu pro ApoB v homozygotni formé (genotyp T/T) je
asociovana s vyssimi hladinami ApoB a LDL cholesterolu oproti genotyplm C/T a C/C.

Cile studie

Cilem studie je stanovit frekvence polymorfizmu Inzerce / delece (Ins/Del) a polymorfizmu Substituce cytozinu thymi-
nem (C-T) v genu pro apoprotein B u osob s ischemickou chorobou srdecni a s obezitou. Dalsim zamérem je posoudit
zavislost studovanych genotypl na hladinach plazmatickych lipidd.

Pacienti

VysSetfili jsme soubor pacient s ischemickou chorobou srde¢ni (ICHS) a dva soubory pacientll s obezitou (Obezita II
a Obezita III). Soubor ICHS tvori pacienti s ICHS, ktefi byli pfijati k provedeni planované koronarni angioplastiky (PTCA).
Soubory Obezita II a Obezita III sestavaji z détskych pacientd s obezitou 2. a 3. stupné, ktefi se z(Castnili IéCebného
pobytu zaméfeného na redukci hmotnosti v détské lécebné.

Metody

Provedli jsme vySetreni lipidogramu zahrnuijici stanoveni celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu, tri-
glyceridl a apoproteinu B. Dale byl u pacientd na zakladé antropometrického vySetfeni stanoven index télesné hmotnosti
Body Mass Index. Geneticka analyza spocivala v izolaci DNA z leukocytd periferni krve, spektrofotometrickém zjisténi
koncentrace a Cistoty DNA, amplifikaci DNA polymerazovou fetézovou reakci. Elektroforetickou analyzu jsme pouzili k stanoveni
polymorfizmu Inzerce / delece. Restrikéni analyzou jsme detekovali polymorfizmus Substituce cytozinu thyminem. Data
byla statisticky zpracovana pomoci Kruskalova-Wallisova testu, Mannova-Whitneyova U testu, A? - testu, Fisherova fakto-
ridlového testu.

Vysledky

Pomoci uvedenych metod jsme stanovili jednotlivé genotypy obou studovanych polymorfizm0. Tab. 1 popisuje zakladni
charakteristiky souboru vySetfenych osob. Graf 1 ukazuje zastoupeni frekvenci jednotlivych genotypd polymorfizmu
Inzerce / delece. Z grafu 2 vyplyva, jaké jsou frekvence jednotlivych genotypl polymorfizmu Substituce cytozinu thymi-
nem. Zavislost studovanych genotypl na plazmatickych hladinach lipidG nebyla prokazana.



TAB. 1: ZAKLADN CHARAKTERISTIKY SOUBORU VYSETRENYCH OSOB.
BMI - BODY MASS INDEX, TC — CELKOVY CHOLESTEROL, HDL — HDL CHOLESTEROL, LDL - LDL CHOLESTEROL, TG — TRIGLYCERIDY,
APOB — APOPROTEIN B, N.D. — NENI K DISPOZICI.

pocet 51 63 36
vék 59.5+ 8.8 13.6 £ 2.5 127 £ 2.6
BMI 29.3 £4.0 30.8 £ 2.8 35.0 £ 4.5
TC [mmol/I] 45+ 1.0 4.4+0.38 4.5+ 0.9
HDL [mmol/I] 1.2+£0.2 1.1+£0.2 1.0+ 0.2
LDL [mmol/I] 2.6 £ 0.7 2.7+0.8 2.7 +0.7
TG [mmol/I] 1.7+ 09 1.0+ 0.5 1.1+04
ApoB [g/I] n.d. 0.8 £ 0.3 0.8 +0.2
100,0
75,0
54,9
50,0 W ICHS
50,0 73 74,4 B Obezita II
35,3 36,1 Obezita III
25,0
op 111 13,9
Ins/Ins Ins/Del Del/Del

GRAF 1: FREKVENCE (V %) JEDNOTLIVYCH GENOTYPU POLYMORFIZMU INZERCE / DELECE U OSOB S ICHS, OBEZITOU 2. A 3.
STUPNE.

100,0
75,0
636 B ICHS
B Obezita IT
Obezita TIT

64,7
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50,0
25,0
0,0
c/c

GRAF 1: FREKVENCE (V %) JEDNOTLIVYCH GENOTYP( POLYMORFIZMU INZERCE / DELECE U OSOB S ICHS, OBEZITOU 2. A 3. STUPNE.
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AI‘!,AL?Z,A MUTACE 3819DEL5 GENU BRCA1l
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Uvod

Karcinom prsu je nejCastéjSim zhoubnym nadorem Zen u nas, 5-10% vznikd na podkladé vrozené mutace. Asi 52 %
mutaci je pfitomno v genu BRCA1, ktery je tak spolu s genem BRCA2 (32%) hlavnim predispozi¢nim genem. Mutace
v tomto genu vyrazné zvysuje riziko karcinomu prsu, kolem 80% ve véku do 70 let, a karcinomu ovaria, 40-60% do 70
let. Cilem prace je zhodnotit Cetnost mutace 3819del5 genu BRCA1 v eské populaci Zen s karcinomem prsu vzhledem
k diagnostice genetickych dispozici.

Testovano bylo 500 pacientek s karcinomem prsu a 300 zdravych lidi. DNA byla amplifikovana pomoci PCR a mutace
detekovana elektroforézou v agarosovém gelu. Rozdil délky normaini a mutované alely se projevil vznikem dvou frag-
mentd.

V testovaném souboru 500 pacientek s karcinomem prsu byla nalezena jedna mutace, v kontrolnim souboru 300 lidi
nebyla nalezena zadna. Podil mutace 3819del5 na vzniku nadoru v populacd’ Zen s karcinomem prsu je tedy priblizné
1:500. Pro presnéjsi odhad by bylo nutné otestovat mnohem vétsi soubor pacientt. Podle jiné studie je vyskyt mutace
3819del5 mezi ostatnimi v BRCA1 genu 14%. Z toho by se dalo usuzovat na ¢etnost mutace 3819del5 1:300 v populaci
Zen s karcinomem prsu. Z nalezu mutace u zdravé Zeny vyplyva nutnost preventivni péce s nékolika mozZnostmi zasahu.
Od precizniho sledovani po preventivni mastektomii.

Mutace 3819del5 je v Ceské populaci jednou z nejcastéjSich mutaci genu BRCAL. Je nutné se zamyslet, jaky vyznam
by mélo vysetfovani vSech pacientek s karcinomem prsu na pfitomnost této a dalSich ¢astych mutaci genu BRCA1, které
by v pripadé testovani konkrétnich mutaci bylo velice levné. Podminkou ovSéem je dostateCné mnozstvi zachycenych
mutaci.
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