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Zapojeni nejlepsich pregradualnich studentl do vyzkumné prace je vyvrcholenim Cinnosti kazdé fakulty. Jsem rad, ze
jsme v této oblasti Uspésni a Ze je znovu Studentska védecka konference obsazena. Postgradualni student by mél naopak
predevsim ziskavat zkuSenosti na béznych konferencich a sjezdech Iékarskych spolecnosti. Nasi studenti byli na podzim
minulého roku Uspésni v nové vzniklé celostatni studentské védecké konferenci v Hradci Kralové.

Jsem rad, Ze studenty nadSené pro védu mame, nebot’ v nich je budoucnost fakulty. Mezi nimi jsou nepochybné
budouci asistenti, docenti a profesofi fakulty i novi prednostové. Védecka Cinnost studentd je na fakulté od pedagogické-
ho procesu neoddélitelna a je zarukou rozvoje fakulty v budoucnosti. Té€Sim se, Ze pristim rokem znovu pocet studentd
se zajmem o védu naroste a Ze se pocet Ucastnikd konference dale zvysi.

Prof. MUDr. Stépan Svadina, DrSc.
dekan Univerzity Karlovy v Praze
1. lékarské fakulty

Dékan 1. LF UK prof. MUDr. Stépéan Svacina, DrSc., pri zahajeni 6. ro¢niku studentské védecké konference na 1. LF UK.



6. STUDENTSKA VEDECKA KONFERENCE
1. lékarské fakulty
konana pod zastitou dékana 1. LF
Prof. MUDr. St&pana Svaciny, DrSc.
23. KVETNA 2005
Univerzita Karlova v Praze
1. Iékarska fakulta

6. studentskou védeckou konferenci zahaji dékan 1. Iékarské fakulty prof. MUDr. St&pan Svacina, DrSc. dne 23. kvétna
2005 v 8.00 hodin ve Velké zasedaci mistnosti dékanatu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.

Studentska védecka konference bude usporadana ve dvou sekcich. Sekce postgradualnich praci a sekce pregradual-
nich praci.

SEKCE PREGRADUALNICH PRACI bude probihat 23. kvétna 2005 od 8.15 hodin v poslucharné Stomatologické
kliniky 1. LF, Katefinska 32, Praha 2.

SEKCE POSTGRADUALNICH PRACI bude probihat 23. kvétna 2005 od 8.15 hodin ve Velké zasedaci mistnosti
dékanatu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.
Prezentace probéhne na zakladé hodnoceni komise formou prednasky nebo posteru.

Prace mohou byt prezentovany v ¢eském 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 dvouprojekce a postery
(rozmér 160x120 cm).

Ucastniky konference zadame, aby si pFinesli sviij osobni notebook.
K pozvance je pfilozen ¢asovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

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

Veskeré informace o konani SVK:

Oddéleni pro védeckou cinnost a zahranicni styky 1. LF
Tatiana Kralova, tel.: 224 964 358

e-mail: tkral@Ifl.cuni.cz
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VYRAZENI GENU PRO C-FOS DRAMATICKY MENI MNOZSTVI
BETA-ADRENERGNICH A MUSKARINOVYCH RECEPTORU

Autofi: Jan Benes a Martina Novakova
Skolitel: MUDr. Jaromir Myslivecek, Ph.D. — Fyziologicky ustav 1. LF UK

Uvod: Muskarinové a B-adrenergni receptory jsou dvojici receptordi, které zprostiedkovavaji prakticky protichtidné
Ucinky dané aktivaci autonomniho nervového systému. C-Fos je protein, ktery se v bunécné signalizaci uplatriuje
jako treti posel. Cilem této prace bylo zjistit vliv vyfazeni genu pro c-Fos na density muskarinovych a B-adrenergnich
receptorl v srdecnich komorach a plicich.

Metodika: Stanovovali jsme mnozstvi podtypl muskarinovych receptor( v srdecni tkani potkant metodou saturacnich
pokustl a simplifikovanych saturaci [*H]QNB (pro muskarinové receptory) a [3H]CGP 12177 v homogenatech srdecnich
komor a plic. Vysledky: Zjistili jsme 2—-3nasobné zvyseni poctu jak muskarinovych, tak B-adrenergnich receptord v srdecnich
komorach a plicich.

Zavér: Nase nalezy svédCi pro vyznamnou roli c-Fos v determinaci mnoZstvi receptorll na membranach bunék.

DELKA POLYGLUTAMINOVE DOMéN! GENU AZB1 JAKO PREDIKTOR
VZNIKU KARCINOMU PRSU U NOSICEK MUTACI GENU BRCA1

Autor: Ondrej Havranek .
Skolitel: Odb. as. MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK

Nosicky mutaci v genu BRCAI maji vysoké celoZivotni riziko vzniku karcinomu prsu a ovarii. Nastup onemocnéni variuje
mezi 30-75 lety. Kromé vlastniho predispozi¢niho genu ovliviiuje riziko vzniku nadoru fada epigenetickych a genetickych
faktor@. Jednim z genl, modifikujicich riziko vzniku karcinomu prsu u Zen s mutaci v genu BRCA! je koaktivator estro-
genniho receptoru AZB1 (amplified in breast cancer 1). Protein AIB1 obsahuje polyglutaminovou (polyQ) doménu o variabilni
délce, obvykle mezi 26-28Q. Proteiny s polyglutaminovou oblasti s <26Q a >28Q vykazuji zménénou transaktivacni
schopnost. Pacientky s mutaci v genu BRCA1 z populace Askenazi ZidG s prodlouzenou polyQ doménou AIB1 inklinuji
ke vzniku karcinomu prsu v ¢asnéjsim véku (RR=1,29), zatimco nosicstvi zkracené polyQ domény je ochrannym fakto-
rem snizujicim riziko vzniku onemocnéni (RR=0,55).
Cilem prace je zhodnotit polymorfismus CAG repeatu kodujici polyQ doménu AZB1 ve vztahu k riziku vzniku nadoru prsu
v populaci pacientek s prokazanou mutaci v genu BRCAL.
Analyza repeatu z genomové DNA byla provedena pomoci PCR a nasledné elektroforézy na polyakrylamidovém gelu
s pridavkem Spreadexu (Elchrom Scientific, Basel) po vizualizaci SYBRGoldem (Molecular Probes).
Prekvapiveé, v populaci 122 pacientek s familiarnim vyskytem karcinomu prsu jsme detekovali pouze 3 alelické varianty
(26Q, 28Q a 29Q) v homo i heterozygotnich kombinacich. Ackoliv ¢etnost genotypl s alelou 29Q je vysoka (84 z 122;
69 %), jeji vyskyt nekoreluje s dobou vzniku nadoru na zakladé doposud provedenych statistickych analyz. Pro Upiné
zhodnoceni je provadéna analyza studovaného polymorfismu v neselektované populaci pacientek se sporadickym karci-
nomem prsu a v kontrolni populaci.
Nalezeni vhodného prediktoru pro zpfesnéni rizika vzniku karcinomu prsu je nezbytné zejména pro zlepSeni prevence
vzniku nadoru u zdravych nosi¢ek mutaci genu BRCAL

Prace vznikd s podporou grantu Ligy proti rakoviné

POCITACOVA KONTROLA TVARU ZUBNIHO OBLOUKU A JEHO MOZNE ZMENY

U PACIENTO S ROZSTEPEM

Autor: Radek Hippmann
Skolitel: Prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Rozétépové vady obli¢eje jsou pomérné Castym postizenim, které se vyskytuje v prevalenci asi 1:400. Vice jsou
postizeni muzi nez Zeny. Mezi rozstépovymi vadami, které postihuji stfedni tfetinu obliCeje, se vyskytuji nejcastéji
rozstépy rtu a patra. Vada postihuje ret, Celist a patro bud’ jednotlivé nebo v rlizné kombinaci. Terapie téchto vad je
komplexni. Nejdfive dochazi k Upravé chirurgické na kterou navazuje léCba ortodonticka a proteticka. Z ortodontického
i protetického hlediska ma ddlezity podil pfiznivy tvar zubniho oblouku. Cilem této studie bylo posoudit tvar a rozméry
horniho a dolniho oblouku u rozstépovych pacientl a porovnat vysledky s hodnotami u ndhodné vybraného vzorku
mladsi dospélé populace a u pacientll s ortodontickou terapii bez rozstépovych vad.

Metodika: Vysetfili jsme celkem 837 pacientll. Anamnestické (idaje jsme zaznamenali do karty a zhotovili jsme studijni
modely horniho a dolniho zubniho oblouku. Tyto modely jsme nasnimali pfistrojem Orthoscope a pocitacovou analyzou
jsme detekovali tvar a rozmér Celisti. Proméfili jsme vzdy transverzalni rozméry mezi Spicaky, prvnimi premolary a prvnimi
molary. Poté jsme vyjadrili rozsah souboru, primérnou hodnotu indext a pomoci Studenova T-testu smérodatnou od-
chylku prméru jako miru rozptylu souboru. VSechny hodnoty a nasnimané obrazky jsme ukladali do databaze spolu se
zakladnimi Udaji o pacientech. Vysledky jsme poté porovnavali mezi jedinci se zdravou dentici, s ortodontickymi vadami
a rozstépy.
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Vysledky: PFi srovnani rozmérovych parametr(i jsme dospéli k zavéru, Ze neni signifikantni rozdil mezi rozméry zubnich
obloukd jedincl s rozStépem po ortodontické terapii proti kontrolnimu souboru a pacientlim pouze po ortodontické
léCbé. Rozstépova vada tedy vyrazné neméni a nedeformuje tvar a velikost zubnich obloukd téchto pacientd.

Zavér: Pri ortodontické a protetické terapii rozstépovych vad, kterd navazuje na chirurgickou ¢ast sanace je velky
problém rehabilitovat pacienta jak po strance funkéni tak estetické ve frontalnim Useku chrupu. Po ortodontické 1é¢bé
pred protetickym feSenim neni nezbytné resit zizeny nebo jinak rozmérové zménény zubni oblouk. Viastni proteticka
terapie se tedy mdZe zaméfit pouze na klinické feSeni vCetné aplikace implantatd.

SYNDROM ZLUTYCH NEHTUO — KASUISTIKA

Autor: Jana Hontiova
Skolitel:  MUDr. Magdalena Skofepova, CSc., Dermatovenerologicka klinika 1. LF UK a VFN

Syndrom Zzlutych neht je onemocnéni nejasné etiologie, které sestava z triady nehtovych zmén, lymfedému a respirac-
nich manifestaci (bronchiektazie, pleuralni vypotek, recidivujici pneumonie, bronchitis a sinusitis). Pacient, 66lety muz
s léta trvajici onychomykézou na nehtech nohou, trpél od podzimu 2003 opakovanymi exacerbacemi chronické bronchi-
tidy, pro které byl v péc¢i pneumologa. Od Unora 2004 zahajil dermatolog lé¢bu onychomykdzy peroralnim terbinafinem,
avSak béhem Iécby doslo naopak k novym nehtovym zménam i na nehtech rukou. Laboratorné se v nehtech stfidala
fungalni a bakterialni fléra rlznych druhd. Na zakladé triady Zlutych nehtd, lymfedému prstd rukou a opakovanych
respiracnich infekt(l jsme stanovili diagnézu syndrom Zlutych nehtd a misto antimykotik nasadili [éCbu peroralnim vitami-
nem E v davce 400 mg/den. Zaroven byl pacient v pé¢i pneumologa. V pribéhu IéCby ustoupily edémy prstd, poskozené
nehty se zacaly spontanné odlucovat a na jejich misté narstaly nové nehtové ploténky normainiho vzhledu. Syndrom je
povazovan za vzacny, ale je pravdépodobné, Ze fada pfipadd uniké diagndze, protoze je mylné povaZzovana za terapeu-
ticky refrakterni onychomykdzu. Uvadime proto diferencidini diagnostiku tohoto muiltidisciplinarniho onemocnéni.

AKUTNI INTERMITENTNI PORFYRIE: NOVE MUTACE V GENU PRO
PORFOBILINOGEN DEAMINAZU U PACIETU Z CESKE A SLOVENSKE REPUBLIKY

Autofi: Matous Hrdinka, Dana Ulbrichova
Skolitel: Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového Iékarstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Akutni intermitentni porfyrie (AIP) je autozomalné dominantné dédéné onemocnéni, zplisobené snizenou aktivi-
tou porfobilinogen deaminazy (PBGD, EC: 4.3.1.8), tfetiho enzymu v biosyntetické draze hemu. AIP se projevuje poten-
cialné letalnimi akutnimi zachvaty, které mohou byt vyvolany mnoha vnéjsimi i vnitfnimi faktory. Klinické projevy jsou
znacné variabilni a vice nez 90 % heterozygotnich jedincl zlstava cely Zivot bez pfiznakd. Doposud bylo v genu pro
PBGD identifikovano vice nez 250 mutaci. Cilem prace bylo nalézt molekularni defekty u nové diagnostikovanych nemoc-
nych s akutni intermitentni porfyrii z Ceské a Slovenské republiky.

Metodika: Byla izolovana genomova DNA 36 osob ze sedmi nepfibuznych rodin s akutni intermitentni porfyrii. Mutacni

analyza byla provedena pomoci PCR a denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE). Mutace byly ovéreny
sekvencovanim. K nalezeni asymptomatickych nositel& mutaci byla navrzena restrikéni Stépeni.
Vysledky: Bylo identifikovano celkem osm mutaci, z toho tfi mutace nové (610 C>A, 675 delA, 966 insA) a pét mutaci
dfive popsanych (76 C>T, 77 G>A, 518 G>A, 771+1 G>T, 973 insG). Mutace 518 G>A je nova pro Ceskou a slovenskou
populaci. Zvlastni pozornost zasluhuje nalez dvou mutaci (518 G>A, 610 C>A) u jednoho nemocného. Obé mutace jsou
v 10. exonu genu pro PBGD. y

Zavér: Byly nalezeny tfi nové mutace zplsobujici akutni intermitentni porfyrii u nemocnych z Ceské a Slovenské
republiky. Nase nalezy potvrzuji molekularni heterogenitu akutni intermitentni porfyrie a poskytuji metodologii pro pres-
nou detekci asymptomatickych nositelé patologické alely.

(Podporeno granty GAUK 10/2004/C a Barrande)

JEDNOROZMERNE BAREVNE MAPOVANI SYSTOLICKEHO TRANSATRIALNIHO
PROTOKU: NOVA METODA HODNOCENI COMPLIANCE LEVE SINE

Autofi: Michaela Ingrischova, T. Palecek, J.C. Lubanda, A. Linhart, R. Tréckova, M. Aschermann
Skolitel: as. MUDr. Tomas Palecek, II. interni klinika — klinika kardiologie a angiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Plnici a vyprazdiiovani funkce levé siné (LS) jsou déleZitymi determinantami kardidlni vykonnosti. K hodnoceni
kontraktilni funkce LS Ize pouZzit pomérné velké mnozstvi neinvazivnich parametrd, posouzeni plnici funkce, resp. comp-
liance LS, zlstava v klinické praxi problém.

Cil studie: Na skupiné zdravych jedinc( provést pilotni studii hodnoceni transatrialniho pritoku LS pomoci jednorozmeér-
ného barevného mapovani s méfenim rychlosti propagace systolického proudéni (FVP LS) a s posouzenim zavislosti FVP
LS na zménach predtizeni v porovnani se zménami tradi¢nich parametrd plnici funkce LS: indexu expanze LS (IE),
maximalni rychlosti systolické viny S v plicni Zile (S) a Casové rychlostnim integralu viny S (S-VTI).
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Metodika: 16 zdravych dobrovolnik(l (27+4 let) bylo kompletné echokardiograficky vySetifeno za klidovych podmi-
nek véetné hodnoceni EI, S, S-VTI, FVP LS. Nasledné byla provedena méfeni sledovanych parametrll pfi zvyseni
a poté snizeni predtizeni — vysledky budou prezentovany.

Zavér: Méreni FVP LS u zdravych jedincl je technicky proveditelné.V porovnani s tradicné uzivanymi parametry
plnici funkce LS jevi hodnoty FVP LS mensi zavislost na zméndach predtizeni.

IDENTIFIKACE PODTYPﬂ M, MUSKARINOVYCH ACETYLCHOLINOVYCH
RECEPTORU V SRDECNI TKANI LABORATORNIHO POTKANA

Autor: Martin Klein
Skolitel: MUDr. Jaromir Myslivecek, Ph.D. — Fyziologicky ustav 1. LF UK

Uvod: Muskarinové receptorové podtypy se lisi svoji tkafiovou distribuci. S urcitym zjednodusenim se dé fici, 7e v moz-
kové kife prevlada M, podtyp, v hladké svaloviné a Zlazach M, podtyp a v srdecni tkani savcl vyhradné podtyp M,.
Z nékterych praci vSak vyplyva, Zze se v srdecnich tkanich, s druhovou variablitou, mohou vyskytovat i jiné podtypy
muskarinovych receptord. Cilem této prace je stanovit pfitomnost a mnoZzstvi podtypl muskarinovych acetylcholinovych
receptordl (MR) v srdecni tkani potkand.

Metodika: Stanovovali jsme mnoZstvi podtypl muskarinovych receptord v srdecni tkani potkand metodou kompetic-
nich pokust se specifickym triciovanym antagonistou: [*H]JNMS a specifickymi kompetitory AQ-RA 741 a MT7 toxinu.
Vysledky: Z dFivéjSich pozorovani vyplynulo, Ze se v srdecnich komorach vyskytuji non-M, populace muskarinovych
receptord, které predsavuji 10-15 % celkového mnoZstvi MR. Jako nejpravdépodobnéjsi se zdala existence M, podtypu.
V téchto pokusech potvrzujeme piitomnost M, podtypu a navic se nam podafilo identifikovat i pfitomnost M, podtypu
(v zastoupeni 4,03+1,22 %).

Zavér: Nae vysledky jako prvni ukazuji na pfitomnost podtypu M,, o némz se doposud uvazovalo jako o muskarino-
vém receptoru, vyskytujicim ase pouze v centralnim nervovém systému.

APOPTOZA LEUKEMICKYCH BUNEK PO PODANI MOLEKUL AKTIVUJiCiCH
RECEPTOROVOU A MITOCHONDRIALNI SIGNALNI APOPTOTICKOU DRAHU

Autor: Tomas Kozmik .
Skolitelé: Pavel Klener, Eva Ivanova, Emanuel Ne¢as, MUDr. Jan Zivny, Ph.D.,
Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

Uvod: Nové Iédebné postupy by mohly vyrazné prispét k zefektivéni terapie leukémii, kombinaci klasické cytostatické
léCby, apoptozu indukujicich cytokind a nové vyvijenych cheldtord Zeleza. Analyzovali jsme, zda rezistence vici TRAILem
(Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand) indukované apoptoze je asociovana s rezistenci na jiné,
apoptozu indukujici latky.

Metody: Exprese TRAIL receptord byla méfena pomoci priitokové cytometrie a metodou real-time PCR, apoptoza

pritokovou cytometrii za pouziti Annexin-V-PE kitu a mnoZstvi jednotlivych protein{ z rodiny NF-kappaB transkripcnich
faktord v jadernych lyzatech, metodou na bazi ELISA.
Vysledky: Myeloidni leukemicka linie HL-60 obsahuje asi 1 bunku z 1800 rezistentni na TRAIL. Z rezistentnich bunék
jsme pripravili TRAIL-rezistentni klony. Potvrdili jsme, ze TRAILova rezistence TRAIL-rezistentnich linii je stabilni v ¢ase
a stabilni je i fenotyp z hlediska exprese TRAIL receptord. Zjistili jsme, Ze senzitivita TRAIL-rezistentnich HL-60 bunék na
cytostatika (AraC a Idarubicin), na chelatory Zeleza (PIH, Dp44mT), se signifikantné nelisSi mezi TRAIL-rezistentnimi
a TRAIL-senzitivnimi HL-60 bunécnymi liniemi. K identifikaci potencialniho mechanismu TRAIL rezistence jsme méfili
translokaci protein{l z rodiny NF-kappaB, RELA a p50, do jadra.

Zavér: Bunky myeloidni leukemické linie HL-60 mohou uniknout TRAILem-indukované apoptoze. Kombinaci TRAILuU
a cytostatik pripadné chelatorl Zeleza je mozné indukovat apoptozu u TRAIL rezistentnich klond. U vSech testovanych
HL-60 bunécnych klon TRAIL indukuje translokaci RELA a p50 do jadra.

GAUK 50/2004/c

NOVA MUTACE V GENU ATP7A U NEMOCNEHO S MENKESOVYM SYNDROMEM
Autor: Lubomir Kralik
Skolitel:  Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového léka¥stvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Menkesova choroba je vzacné se vyskytuijici recesivni genetické onemocnéni vazané na chromosom X s té&zkou
poruchou metabolismu médi. Postizeni muzi trpi celkovym nedostatkem médi v désledku poruchy vstfebavani médi ve
stfevé a chybné distribuce médi v téle projevujici se snizenim pevnosti pojivovych tkani a vaznymi neurodegenerativnimi
zménami v raném détstvi. Choroba je zplisobena mutaci Menkesova genu (ATP7A), ktery zaujima asi 140 kb genomové
DNA a obsahuje 23 exond, které koduji 1500 aminokyselin dlouhou transmembranovou ATPasu typu P UCastnici se pfenosu
médi v bufice. V této studu byla provedena mutacni analyza pacientd s Menkesovou chorobou z Ceské republiky.
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Metodika: Genomova DNA dvou nepfibuznych nemocnych s Menkesovym syndromem byla vySetfena pro pritom-
nost mutaci v genu ATP7A vyuZitim pfimého sekvencovani vsech 23 exond, které byly namnozeny pomoci PCR.
Zjisténé mutace byly nasledné rovnéz ovéreny restrikéni analyzou.

Vysledky: V genu ATP7A byly u vySetfovanych nemocnych nalezeny nasledujici mutace: E1249X a Q1288X. Mutace
E1249X dosud nebyla publikovana.

Zavér: V genu ATP7A jsme nasli novou mutaci — E1249X. Tato mutace vede k pred¢asnému ukonceni Menkesova
proteinu. Nalez vede k hlubsimu pochopeni molekularni podstaty Menkesova syndromu a je dlezity rovnézZ pro prenatal-
ni diagnostiku tohoto letalniho onemocnéni v postizenych rodinach.

(Podporeno granty GAUK 7/2004/C a MSM 0021620806)

VLIV POLYMORFIZMU CYP2D6 NA FARMAKOKINETIKU A MIOTICKY UCINEK

TRAMADOLU U ZDRAVYCH DOBROVOLNIKU

Autor: Rudolf Mikoviny

Skolitelé: Ondfej SlanaF, Milan Nobilis', Jaroslav Kvétina*, Jeffrey R. Idle, Frantisek Perlik,
Farmakologicky ustav 1. LF UK, Praha * Ustav experimentalni biofarmacie,
spolec¢né pracovisté CAV a PRO. MED. CS. Praha, a. s., Hradec Kralové)

Uvod: Tramadol je analgetikum, které je metabolizovdno na aktivni metabolit O-desmetyltramadol (M1) polymorfni
cestou CYP2D6.

Cil: Cilem této studie je objektivizovat rozdily ve farmakokinetice a farmakodynamice tramadolu u osob s rozdilnym
genotypem CYP2D6.

Metodika: Farmakokinetické parametry tramadolu a M1 jsme stanovili z plazmatickych koncentraci z odbérd pred

podanim 100 mg tramadolu a 2,5; 4; 8 a 12 hodin poté v sedmiclennych skupinach rychlych (EM), intermediarnich (IM)
a pomalych (PM) metabolizatord. K posouzeni midzy (objektivizace opioidniho Gcinku) jsme ve stejnych Casovych inter-
valech pouzili metodu infracervené pupilometrie.
Vysledky: Prmérné hodnoty (+SD) C ., AUC ,, a t,, byly v genotypové skupiné EM 413+101 nmol/l; 4986+
+1763 nmol.h.I"* a 6,3+0,9 h; ve skupine IM 547+116 nmol/l, 7408+1266 nmol.h.I'a 9,3+2,9 h, a ve skupiné PM
699+155 nmol/l, 1154443121 nmol.h.I""a 25,9+11,9 h. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami jsou statisticky vyznam-
né. V pfipadé farmakokinetickych parametri M1 jsme pozorovali signifikantné nizsi hodnoty C_, AUC ,, a delsi t, ,
u PM ve srovnani s ostatnimi skupinami. Prlmérné hodnoty E__ (maximalni zjisténa miéza) u EM, IM, a PM byly
1,83+0,95; 1,25+0,73 a 0,58+0,24 mm. Hodnoty E__ a AUC UCinku byly signifikantné nizsi u skupiny PM ve srovnani
s EM.

Zavér: Farmakokinetika tramadolu i jeho opioidni plisobeni je zavislé na geneticky determinované aktivité CYP2D6.

Prace byla podporena Rozvojovym projektem UK ¢. 406/405 2005

AKTIVITA NADPH OXIDAZY GRANULOCYTUO PERIFERNI KRVE
U NORMO- A HYPERTONIKU

Autor: Jakub Moravec i
Skolitel: = MUDr. Martin Vejrazka, Ustav lékarské biochemie 1. LF UK

ZvySena aktivivia NADPH oxidazy cévni stény ma svou Ulohu v patogenezi hypertenze. Tento enzym se v mnohém
podoba NADPH oxidaze granulocytd, kterda ma mnohonasobné vyssi aktivitu a podili se na imunitni reakci. Regulace
obou enzym{ se nejspiSe lisi; presto byla popsana vysSsi aktivita fagocytarni NADPH oxidazy u laboratornich potkand
s vrozenou arteridlni hypertenzi (SHR). PFicina tohoto zvyseni mlize byt primarni (napf. zména podjednotky shodné pro
oba enzymy, porucha spolecné ¢asti regulacni kaskady) i sekundarni (indukce NADPH oxidazy jiz popsanym zpétnovazebnym
mechanismem pfi nadprodukci ROS). Cilem predkladané pilotni studie bylo zjistit, zda je NADPH oxidaza granulocytd
aktivnéjsi také u lidi s arterialni hypertenzi. Pokud by tomu tak bylo, mohlo by stanoveni aktivity NADPH oxidazy
granulocytd slouzit jako nova diagnostickd metoda pro klasifikaci ¢asnych fazi hypertenze a pfipadné i predispozice
k tomuto onemocnéni. Zavedli jsme techniku pro stanoveni aktivity NADPH oxidazy v granulocytech izolovanych z pe-
riferni krve pomoci tetrazoliového derivatu WST-1(CAS 150849-52-8). Zabyvali jsme se preanalytickou fazi, stabilitou
vzorkd a rliznymi zplsoby kvantifikace bunék. Aktivita NADPH oxidazy granulocytli osob Ié¢enych pro arteridlni hyper-
tenzi byla o 60 procent vyssi neZ u normotonikd. Pokud se vysledky této pilotni studie potvrdi i v rozsahlejsim souboru,
budeme se zabyvat zménami v aktivité granulocytarni NADPH oxidazy u rlznych typ( arteridlni hypertenze.

VLIV DEFINOVANEHO USEKU CHROMOZOMU 2 SPONTANNE HYPERTENZNIHO
POTKANA NA GLUKOZOVOU TOLERANCI A DISTRIBUCI TELESNEHO TUKU

Autor: Vratislav Prejzek .
Skolitel: MUDr. Ondfej Seda, PhD; Ustav biologie a IékaFské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Multifaktorialni poruchy metabolismu sacharid@ a lipid& jsou zavaznym zdravotnickym problémem zejména ve
vyspélych zemich. Zkoumani takovych komplexnich znak@ v bézné lidské populaci je obtizné, proto se s vyhodou vyuzi-
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vaji geneticky definované modely. V nasi studii jsme sledovali vyznam definovaného Useku genomu na metabolicky
profil nové ustaveného modelového kmene.

Metody: Dvoijité kongenni kmen BN-Lx. SHR2 byl vytvoren vnesenim Useku chromozomu 2 SHR na genetické pozadi

kongenniho kmene BN-Lx. Rozsah diferencidlniho segmentu byl definovan pomoci sady polymorfnich mikrosatelitnich
marker(. Dospéli samci kmenl BN-Lx (n=6) a BN-Lx. SHR2 (n=6) byli krmeni vysokosachardzovou dietou (VSD) po
dobu 1 tydne. Pfed a po podani diety byl proveden oralni glukdzovy tolerancni test (OGTT), na konci experimentu byla
zjisténa hmotnost srdce, jater, ledvin, nadledvin, varlat, epididimalniho a retroperitonealniho tukového télesa. Data byla
analyzovana metodou dvojcestné anylyzy rozptylu s faktory Kmen a Dieta.
Vysledky: Vymezili jsme diferencialni sesgment SHR plvodu u kmene BN-Lx. SHR2 v oblasti mezi D2Mjt5a D2Rat107, coz
predstavuje Usek o velikosti cca 150Mb. BN-Lx. SHR2 vykazal vyrazné odlisny pribéh OGTT, napt. rezidualni plocha pod
glykemickou kfivkou byla signifikantné vyssi u BN-Lx. SHR2 pred i po VSD (484,8+38,5 vs 235,54+33,0 mmol/l/3 h,
p<0,001 pro faktor Kmen). Dale jsme pozorovali signifikantni rozdily ve dvou morfologickych parametrech: relativni
hmotnosti ledvin a retroperitonealniho tukového télesa.

Zavér: Definovali jsme geneticky vliv specifického Useku genomu na metabolismus tukd a sacharidd. Vnesenim toho-
to Useku z kmene SHR na genetické pozadi kmene BN-Lx doSlo k zhorSeni glukdzové tolerance a specifické redistribuci
télesného tuku. Tyto efekty jsou zfejmé zplsobeny geny pritomnymi v rdmci nami definovaného Useku druhého chromo-
zomu potkana. Nové ustaveny dvojité kongenni kmen BN-Lx. SHR2 je proto vhodnym, geneticky presné definovanym
modelem pro vyzkum poruch metabolismu sacharid@ a lipidd.

DEVELOPMENT OF A NEW METHOD FOR THE TRANSFER OF BIOLOGICALLY

ACTIVE PROTEINS INTO HUMAN THROMBOCYTES

Author:  Pavel Riha

Advisor: Priv.-Doz. Dr. med. Albert Smolenski, Institut fiir Biochemie II, Klinikum der
Johann Wolfgang Goethe-Universitdt, Frankfurt am Main, Germany

One of the best ways to perform the analysis of the function of a target protein in the living cellular environment is its
introduction into cells. The standard method is the transfection with a plasmid encoding the target protein. Since this
method requires cells equipped with a fully functional gene expression system, it cannot be performed in thrombocytes.
The object of this study was to develop a new method for introduction of intact fully functional protein into living
thrombocytes.
In the first experiment we tested a viral protein transduction domain method. The green fluorescent protein (GFP) was
tagged with the translocation motif (TLM) of PreS2-domain of hepatitis-B virus surface antigen (TLM-EGFP). Platelets
were incubated with various concentrations of TLM-EGFP at different temperatures and incubation times. Neither flow
cytometry nor Western Blot of platelet lysates (anti-GFP antibody) were able to detect successful introduction of TLM-
EGFP.
The second experiment was the application of the protein transfection reagent ,ProteoJuice™ (Novagen) to intro-
duce GFP. Since this method has been intended for transfection of eukaryotic cells, it was needed to optimise
ProteoJuice concentration, GFP concentration, ambient temperature and incubation time. Flow cytometry detec-
ted strong GFP fluorescence from platelets incubated with GFP and ProteoJuice. A confocal microscop (630x
magnification) was used to ascertain the localisation of GFP inside the platelets. Using GFP fluorescence and phyco-
erythrin tagged antibodies against membrane localized P-selectin, we cannot definitely ascertain, whether the light
emitted by GFP originated from extracellular ProteoJuice-GFP complexes tightly attached to the membrane of
thrombocytes or from intracellularly introduced GFP.

This study was supported by grant Deutsche Forschungsgemeinschaft SFB 553

and scholarship Program na podporu rozvoje internacionalizace

INSULIN PROTECTS MICROVASCULAR ENDOTHELIAL CELLS FROM CYTOTOXIC

EFFECTS OF OXIDIZED LDL IN VITRO

Author:  Pavel Riha

Advisor: Anne Ncgre-Salvayre, Dr Pharm, Ph.D., INSERM U-466, Faculté des Sciences Médicales, Université
Paul Sabatier, CHU Rangueil, Toulouse, France

Hyperlipidemia, hyperglycemia and oxidative stress cause the loss of integrity of the vascular endothelium and its
dysfunction. The oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) interfere with regulatory pathways of inflammation, apopto-
sis or proliferation, and thus they are considered to play the major role in atherogenesis. To contribute to better unders-
tanding of these processes, we investigated effects of oxLDL on human microvascular endothelial cells (HMEC-1) under
the insulin treatment.

After the incubation in medium containing (a) high concentration of glucose, (b, c) glycation reagents glyoxal (GO)
or methylglyoxal (MGO), or (d) in control conditions, HMEC-1 were exposed for 24 hours to copper ion-oxidized LDL
(10 mg/dl) together with insulin (1 pg/ml) or placebo (PBS). The number of surviving HMEC-1 was determined by
the MTT-test. Lipid peroxidation was assessed by measurement of thiobarbituric acid reactive substances in medium.
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The MTT-test revealed that oxLDL-induced apoptosis of HMEC-1 was significantly (P < 0.0001, one-way ANOVA)
reduced by insulin (cell survival (mean £ SEM): 102.8+7.5 %, 29.3+1.4 %, 44.8+3.0 % in control, placebo or insulin
treated group, respectively). The survival of insulin-treated cells incubated with oxLDL and (a) glucose, (b) GO or
(c) MGO were always significantly (P<0.0001, two-way ANOVA, treatment x concentration) higher than cell survi-
val of appropriate placebo-treated groups.
High ambient concentrations of glucose, glycation reagents and oxLDL induce apoptosis of cultured endothelial cells
that could be largely prevented by insulin in vitro. These findings suggest a novel role of insulin in direct sustaining
the endothelial integrity.

This study was supported by the Prix de Medecine Républigue Francgaise et Groupe Fournier

EXPERIMENTALNI UZITI HYDROGELU V PLASTICKE A REKONSTRUKCNI
CHIRURGII

Autor: Dita Simeckova
Skolitel: MUDr. Karel Urban, Klinika plastické chirurgie 1. LF UK a FN Na Bulovce

V této praci bychom se chtéli zaméFit na pouziti hydrogell se zvySenym obsahem karboxylovych skupin pro podkozni
implantace v rekonstrukcni a estetické chirurgii. Tyto hydrogely maji vynikajici biotoleranci a biostabilitu. Jejich hlavni
vyhodou je minimalni reakce na cizi téleso po implantaci a vynikajici inertnost, takze neadheruji ke tkanim ani k vazivovému
pouzdru, které se kolem nich mize, ale také nemusi vytvofit, coz zajiStuje reverzibilitu implantace, ktera je obzviasté ddlezita
u elektivnich chirurgickych zakrok{. V experimentu planujeme pouziti dvou typl hydrogell: WIOL-C a AQUACRYL 90.
Modelem pro implantaci hydrogelu se stal potkan. Jedné skupiné potkan( byl hydrogel implantovan ve formé folie
a druhé skupiné ve formé vlakna. Prvni vyhodnoceni vysledkd probéhlo po 6 mésicich po implantaci, kone¢né po 1 roce
s explantaci a histologickym vySetfenim vzorku, vcetné celkového vyhodnoceni.

Explantace po 6 mésicich a 12 mésicich: Implantat bez kolonizace zanétlivymi elementy, pouzdro tenké vazivové bez
zanétu, mnohojaderné buriky nepfitomny. Priimérna tloustka vazivového pouzdra je 20—40 mm.

Po histologickém vysetieni vzorkd jsme si potvrdili pfedpoklad vytvoreni velmi jemného vazivového pouzdra. S odstupem
6 mésicl nedoslo k jeho ztluténi, ztuhnuti nebo kontrakci. Lze také predpokladat, Ze tyto vysoce kompatibilni povrchy,
ke kterym neadheruji ani proteiny ani burky, nebudou kolonizovany bakteriemi a snizi tak riziko infekce implantatu.
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GAMMA-HYDROXYBUTYRIC ACID STABILITY AND NEOFORMATION
IN BIOLOGICAL FLUIDS

Authors:  Mgr. Katefina Berankova, K. Mutiianska, M. Balikova
Advisor: Doc. Ing. Marie Balikova CSc., Ustav soudniho Iékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN

Gamma-hydroxybutyric acid (GHB) is a naturally occuring substance in biological fluids in nanomolar concentration and
it is formed in GABA metabolism.

In many countries it is an illicit drug known as ,Liquid Ecstasy" popular among youths at dance parties. Recently it has
also become misused in criminal offences in order to influence a victim.

In the interpretation of toxicological findings it is important to differentiate between endogenous and exogenous levels
of GHB. The GHB level in biological samples (both antemortem and postmortem) can increase during storage as a result
of microbial effects. There is also a significant difference between living and deceased humans’ GHB concentration in
biological fluids.

The aim of our study was to analyse samples (blood, urine) obtained from living and deceased subjects and stored under
various conditions of temperature (-20 °C, +4 °C) and preservation (with or without NaF) in order to investigate the GHB
level and its possible neoformation.

Samples were analysed over the eight-month period, prepared by liquid-liquid reextraction with silylation and identified
by gas chromatography-mass spectrometry method (GC-MS).

Our findings indicate a strong effect of storage conditions on GHB neoformation in fluids and suggest a high increase of
GHB in postmortem samples (both blood and urine), whereas only a slight increase in antemortem urine and no GHB
detected in antemortem blood have been observed.

SMEROVANE POLYMERNI KONJUGATY V TERAPII SPINOCELULARNICH

KARCINOMU HLAVY A KRKU

Autofi: MUDr. Jan Boucek, Jan Betka, Karel Ulbrich, Blanka Rihova
Skolitelé: Prof. RNDr. Blanka Rihova, DrSc., MBU AV CR, Prof. MUDr. Jan Betka, DrSc.,
Klinika ORL 1. LF UK a FN Motol

Nadory hlavy a krku tvofi Sestou nejcastéjsi malignitu v evropskych zemich. Z toho spinocelularni karcinomy (HNSCC)
tvori vice nez 90 %. Navzdory pokrokim v chirurgickych, a také v ostatnich léCebnych pFistupech, neprekracuje pravdé-
podobnost preziti pacienta s HNSCC v horizontu 5 let 50 %.

Smérované polymerni konjugaty na bazi A-(2-hydroxypropyl)metakrylamidu (HPMA) predstavuji novou perspektivu pro
chemoterapeutickou lé¢bu nadord.

Preklinické studie dokazuiji, Ze tato léCiva maji nejen cytostaticky, ale i imunomodulacni Gcinek a pritom vykazuji pouze
minimalni nezadouci Ucinky.

Cytostatické Gcinky konjugatl smérovanych protilatkou rozpoznavajici EGFR jsme testovali na linii FaDu, experimental-
nim modelu HNSCC. Exprese receptor(l a specificita vazby byla stanovena pomoci pritokové cytometrie (Becton Dickin-
son FACSorter).

Prokazali jsme, Ze cytostatické UCinky /n vitro vyjadrené jako IC, (koncentrace doxorubicinu inhibujici proliferaci léce-
nych bunék na 50 % ve srovnani s kontrolou) jsou u protilatkou smérovanych konjugatd priblizné 20x vyssi ve srovnani
s konjugatem nesmérovanym (bez protilatky) a 10x vySsi ve srovnani s volnou protilatkou.

NaSe /in vitro, spolecné s pravé probihajicimi /in vivo experimenty naznacuji, Zze by smérované konjugaty mohly byt
perspektivni lé¢ebnou modalitou v Ié¢bé HNSCC.

ULTRASTRUKTURALNI ZMENY MITOCHONDRII V KULTIVOVANYCH KOZNiCH
FIBROBLASTECH PACIENTU S MITOCHONDRIALNIMI PORUCHAMI

Autofi: Mgr. Olga Brantova, Jana Sladkova, Markéta Tesaiova, Hana Hansikova, Jifi Zeman
Skolitelé: RNDr. Hana Hansikova, CSc., RNDr. Jana Sladkova, CSc., LaboratoF pro studium mitochondrialnich
poruch, Klinika détského a dorostového lékafstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Mitochondridlni onemocnéni predstavuii rozsahlou skupinu dédi¢né podminénych i ziskanych onemocnéni jejichz
incidence je odhadovana na 1:5-10 000. Pro jejich fenotypovou variabilitu je diagnostika mitochondrialnich chorob velmi
naro¢na a mikroskopické metody vcetné elektronové mikroskopie zde maji nezastupitelnou roli. V nasi studii jsme se
zamé¥ili na ultrastrukturalni zmény mitochondrii v liniich kultivovanych fibroblast nesoucich tfi réizné patologické muta-
ce v mitochondridlni DNA (mtDNA), 3243A—G (53 % heteroplazmie), 8344A—G (48 % heteroplazmie) a 8993 T—G
(91 % heteroplazmie), které vedou k rozvoji zavaznych klinickych onemocnéni.

Metodika: Pro sledovani zmén ultrastruktury mitochondrii v kultivovanych fibroblastech byla zavedena Luftova meto-
da fixace bunék pro elektronovou mikroskopii. Aktivity komplexd dychaciho fetézce byly sledovany spektrofotometricky,
proteinovy profil pomoci dvourozmérné elektroforézy, hladina heteroplazmie mtDNA pomoci RFLP.

Vysledky: Ve vSech liniich fibroblastl byly patrné zmény v ultrastruktufe mitochondrii. V burikach byla pfitomna hetero-
genni smés abnormalnich, ¢astecné zvétSenych mitochondrii s kristami nezvyklého tvaru nebo chybéjicimi. Uroven zmén
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mitochondridlni ultrastruktury byla rozdilnd mezi jednotlivymi burkami dané bunécné linie. Tyto rozdily by mohly byt
zplisobeny zménami v hladinach heteroplazmie mtDNA mutace mezi jednotlivymi burikami, které jsme jiz dfive prokazali.
Zavér: Analyza fibroblastl nesoucich rlizné mtDNA mutace prokazala vyskyt stejnych strukturnich abnormalit mito-

chondrii bez zavislosti na typu mutace.
Podporovano MSM 0021620806

THE EXPRESSION AND FUNCTION OF CAENORHABDITIS ELEGANS NUCLEAR
HORMONE RECEPTOR 40

Authors: Mgr. Eva Brozova, Katefina Simeckova, Zdenék Kostrouch a Marta Kostrouchova
Advisor: MUDr. Marta Kostrouchova, CSc., Laboratory of Molecular Biology and Genetics, Institute of
Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

C. elegans nuclear hormone receptors (NHRs) that are distantly homologous to vertebrate retinoid receptors may be
divided according to their region directly involved in the contact with DNA, the P box. We are studying NHRs that are
characterized by the P box sequence CNGCKT. NHR-40 belongs to the subgroup that has 9 amino acid residues in the
inner part of the second zinc finger, similar to mammalian retinoid receptors.

The expression of nhAr-40, detected by RT PCR, starts in embryos and continues during larval stages. There are at least
3 isoforms of NHR-40 due to differential splicing and the use of at least two promoters that we have begun to characte-
rize. Transgenic lines carrying a GFP reporter gene controlled by either promoter showed expression in muscles and
neuronal cells. A truncated region of the first promoter leads to expression in neurons while the second promoter
additionally drives expression of nhr-40::GFP in ventral and dorsal nerve cords, utse and uvl, 2 and 3 cells. The function
of NHR-40 was studied by RNA interference, by induction of expression of mutated constructs in transgenic animals and
using a nhr-40 deletion strain kindly provided by The C. elegans Gene Knockout Consortium. The nAr-40loss-of-function
phenotype revealed a role during late embryogenesis and in the L1 stage.

REGULATED OVEREXPRESSION OF DIPEPTIDYL PEPTIDASE-IV AND ITS

GROWTH INHIBITORY EFFECT IN HUMAN GLIOMA CELLS

Autor: MUDr. Petr Busek .

Skolitel:  Prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc., Laborator biologie nadorové buiiky, Ustav lIékaiské biochemie
a experimentalni onkologie 1. LF UK

Numerous biologically active peptides contain an evolutionary conserved proline residue as a proteolytic-processing
regulatory element. Limited proteolysis of such peptides by proline specific dipeptidyl peptidase-IV (DPP-1V, EC 3.4.14.5)
and DPP-1V related , Dipeptidyl peptidase-1V activity and/or structure homologs” (DASH) leads to both quantitative and
qualitative changes of their signaling potential. Several DASH have been shown to participate in the regulation of
multiple important cellular programs, including cell growth, transformation, invasion and tumor metastasis.

T98G glioma cells were transfected with DPP-IV using a Mifepriston inducible expression system. The transfected cells
robustly upregulate DPP-IV mRNA and exhibit a hundred fold increase in DPP-IV enzymatic activity upon Mifepriston
induction. The growth of induced cells is substantially suppressed. Further, DPP-IV upregulation is accompanied by
a decreased invasive potential as assessed by the Matrigel invasion assay. In addition, we detected parallel decrease in
expression of another enzymatically active DASH — fibroblast activation protein — and upregulation of NK1, a receptor of
substance P, which is a DPP-IV substrate and glioma cell proliferation stimulator.

Together, observed antioncogenic effect of DPP-1V in glioma cells may be mediated by hydrolytic modification of auto- or
paracrine growth factor(s), DASH substrate(s). Further, existence of an integral and cooperating ,,DASH system”, invol-
ving DASH, their substrates and corresponding receptors is suggested by the observation of concomitant changes of
expression of other DASH and a compensatory modulation of NK1 expression.

ULOHA P21/WAF1 PRI CAMP-DEPENDENTNI DIFERENCIACI F9 BUNEK

EMBRYONALNIHO KARCINOMU NA PARIETALNI ENDODERM
Autofi: Mgr. Blanka Drdova, MUDr. Jifi Vachtenheim, CSc.
Skolitel: = MUDr. Jifi Vachtenheim, CSc., Oddéleni molekularni biologie pneumologie KPHCH, FN Bulovka

Protein p21/WAF1 (p21) je multifunkéni protein, ktery ma zasadni vyznam zejména pri zastaveni bunécného cyklu v G1
fazi. Hraje ulohu také pfi inhibici apoptdzy a ma casto zvysenou hladinu pfi senescenci a diferenciaci nékterych typd
bunék. Pri diferenciaci F9 bunék mysiho embryonalniho karcinomu na parietalni endoderm jsme zjistili, Ze z proteing,
které se Ucastni bunécného cyklu, vykazuje nejvyraznéjsi zménu pravé cyklin dependentni kindzovy inhibitor p21. K jeho
akumulaci v diferencovanych bunkach pfispiva zvyseni hladiny jeho mRNA i stabilizace proteinu. Zatimco v nediferenco-
vanych bunkach byl p21 lokalizovan jen v jadre, u diferencovanych bunék dochazi k ¢astecné relokalizaci do cytoplazmy.
S timto kompartmentem je asociovana jeho znama antiapoptoticka funkce. K urceni vyznamu vysoké hladiny proteinu
pri diferenciaci byly ziskany klony F9 bunék ektopicky exprimujici p21 v nediferencovaném stavu. U nich vSak nebyly
detekovany markery typické pro diferenciované bunky, takze sam protein diferenciaci nenavozuje. Profil bunécného
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cyklu z pritokové cytometrie téchto klond se od kontrolnich F9 bunék lisi jen lehce zvySenym poctem bunék v G2 fazi.
Byl také ziskan klon s ektopicky exprimovanym antisense p21, ktery v diferencovaném stavu sniZil hladinu endogeniho
proteinu. Tento klon vykazuje vétSi subGifazi indikujici vétsi frakci apoptotickych bunék na konci diferenciace.
V reporterovych studiich byl sledovan vliv p21 na expresi trombomodulinu, specifického markeru parietalni diferenciace
F9 bunék. Transfekce exogeniho p21 aktivovala trombomodulinovy promotor-reportér v nediferencovanych i diferenco-
vanych F9 bunkach. Transfekce p21-antisense konstruktu naopak inhibovala aktivitu tohoto promotoru-reportéru. Trans-
fekce p21 také zvySovala aktivitu GAL-p300(1-1303), ktery byl testovany s trombomodulinovym promotorem s vazebnymi
GAL misty. To naznacuje, ze p21 mize plsobit na transkripci pres derepresi p300 N-termindlni represorové domény
a zvysovat tak funkci p300 koaktivatoru. Souhrné vysledky naznacuji pozitivni Glohu p21 pfi transkripci marker( diferen-
ciace a moznou apoptotickou Ulohu béhem diferenciaci F9 bunék embryonalniho karcinomu na parietalni endoderm.

PRINOS LEUKOCYTARNI FILTRACE PRI TRANSPLANTACI SRDCE

Autofi: MUDr. Lubos Dvorak, Pirk J., Kovar J., Honsova E., Janek B.
Skolitel:  Prof. MUDr. Jan Pirk, DrSc., Klinika kardiovaskularni chirurgie, IKEM Praha

Uvod: Leukocyty, zvlaété aktivované neutrofily zodpovidaji za poskozeni endotelu darcovského myokardu pi reperfuzi
u transplantace srdce (TxS), ¢imz se podili na ¢asné i pozdni mortalité po TxS. Zapojeni leukocytarnich filtrd do okruhu
mimotélniho obéhu a okruhu sekundarni krevni kardioplegie (SKK) je prileZitosti ke snizeni reperfuzniho poskozeni
postischemického srdecniho Stépu.

Metodika: Bezpecnost a efektivnost leukocytarni fitrace jsme ovérovali u 40 pacientll indikovanych k TxS, ktefi byli
v ramci prospektivni klinické randomizované studie rozdéleni do skupiny A (n=20) s pouZitim leukocytarnich filtr( a kontrolni
skupiny B (n=20) s pouzitim pouze techniky prosté SKK. Sledovali jsme markery myokardialniho poskozeni, markery
metabolizace kys. arachidonové (TxB2), krevni obraz, biopsie myokardu, hemodynamické hodnoty, imunologické marke-
ry a fadu dalSich klinickych ukazatel@. Béhem ro¢niho pooperaéniho sledovani jsme hodnotili endomyokardialni biopsie,
echokardiografie i ultrazvukové a koronarografické vysSetfeni véncitych tepen.
Vysledky: Dosud dosazené vysledky naznacuiji pfiznivy vliv leukocytarni filtrace pfi reperfuzi srdecniho Stépu na prevenci
ischemicko-reperfuzniho poskozeni myokardu, zejména v oblasti ultrastrukturalnich zmén myokardu, markerd reperfuz-
niho poskozeni, pooperacniho fungovani stépu a klinického priibéhu, i vyskytu rejekénich epizod.

Zaveér: Pourziti leukocytarnich filtrd pfi TxS je efektivni, bezpe¢nou a jednoduchou metodou ochrany myokardu, ktera
predchazi vyznamnému reperfuznimu poskozeni a zlepSuje tak potransplantacni fungovani srdecniho Stépu. .

Tato prace je realizovana v ramci grantového projektu ¢. 036 IGA MZ CR

POLYMORFISMY PARAOXONASY 1 U PACIENTU S DIABETEM MELLITEM 2. TYPU
Autor: MUDr. Milan Flekac
Skolitel:  Prof. MUDr. Jan Skrha, DrSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie

a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Uvod: U pacientd s diabetem byl opakované prokéazan vystupfiovany oxidacni stres a jednou z moznych pricin se zda byt
i snizena antioxidacni aktivita paraoxonasy 1 (PON1).

Metody: DNA byla ziskana z leukocytd vendzni krve konvencénim postupem izolace. Analyza byla provedena metodou

PCR- RFLP na 109 osobach s DM 2. typu (dle kritérii WHO) a 80 zdravych kontrolach. Byly zméFeny nasledujici bioche-
mické parametry: glykémie nalacno 9,29+3,09 mmol/I, koncentrace triacylglycerold 1,91+0,32 mmol/l, LDL- cholestero-
lu 3,22+0,78 mmol/l a glykovany hemoglobin 6,65+1,76 % u diabetikd, glykémie nalacno 4,95+0,49 mmol/I, koncent-
race triacylglycerold 1,43+0,63 mmol/l, LDL cholesterolu 3,00+£0,66 mmol/l ve skupiné zdravych kontrol. U vSech
sledovanych byla exkrece albuminu moci v mezich normy. Rozdil ve vékové distribuci a zastoupeni pohlavi nebyl mezi
obéma skupinami statisticky vyznamny. Zaméfili jsme se na 2 SNP v kddujici oblasti genu (L55M,Q192R) a 2 SNP
v promotorové (-107C/T, -907 G/C).
Vysledky: Vysledkem bylo zjisténi statisticky signifikantniho rozdilu v ¢etnosti vyskytu alel L/M v pozici 55 (P=0,01) a Q/R
v pozici 192 genu PON1 (P=0,01). V souboru diabetik(i byly ¢etnosti alel nasledujici: L=0,583, M=0,417, naproti tomu
u kontrol L=0,850, M=0,150. V pfipadé polymorfismu Q192R pak Q=0,849, R=0,151 u DM 2. typu a Q=0,543, R=0,457
u kontrol. V promotorové oblasti nebylo mezi obéma soubory shledano ani u jednoho ze studovanych SNP statisticky
signifikantniho rozdilu.

Zavér: Vysledky Setfeni ukazuji na to, Ze studované polymorfismy kdduijici oblasti genu pro paraoxonasu 1 mohou byt
genetickymi faktory asociovanymi s diabetem mellitem 2. typu.
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ZMENY ENDOKRINNI FUNKCE TUKOVE TKANE U MORBIDNE OBEZNICH

PACIENTEK A PACIENTEK S MENTALNI ANOREXII

Autor: MUDr. Petra Kleiblova

Skolitelé: Doc. MUDr. Pavel Calda, CSc., Gynekologicko-porodnicka klinika 1. LF UK a VFN,
Doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie
a metabolizmu 1. LF UK a VFN

V poslednich letech bylo prokazano, ze tukova tkan vytvari fadu hormonainé aktivnich latek, ovliviiujicich energeticky
metabolizmus. Poruchy v syntéze i aktivité téchto tzv. adipocytarnich hormonl (adipocytokindl) se spolupodileji na
vzniku réiznych metabolickych syndromd. ZvIasté intenzivné je studovan jejich mozny podil na vzniku a rozvoji inzulinové
rezistence.
Cilem prace bylo charakterizovat expresi adipocytokin{i (adiponectin, leptin, resistin) v bilé tukové tkani na Grovni mRNA
a porovnat sérové koncentrace téchto hormond u dvou extrémnich poruch nutri¢niho stavu: 12 pacientek s morbidni
obezitou (BMI>40 kg/m?), 10 pacientek s mentalni anorexii (BMI<17,5 kg/m?). Kontrolni skupinu tvofilo 10 zdravych
stihlych Zen. Vzorky subkutanni tukové tkané byly odebrany biopsii, genova exprese byla méfena pomoci kvantitativniho
PCR v redlném case. Relativni kvantifikace genové exprese sledovanych adipocytarnich hormon( byla provedena pomoci
softwaru REST-XL. Koncentrace adipocytokind v séru byly stanoveny komercnimi ELISA a RIA kity.
Sérové koncentrace leptinu pozitivné korelovaly s BMI u vSech sledovanych skupin, zatimco koncentrace adiponectinu
korelovaly s BMI negativné. Koncentrace resistinu se mezi sledovanymi skupinami neliSily. Exprese leptinu v podkozni
tukové tkani byla v porovnani s kontrolni skupinou u obéznich pacientek vyznamné zvysena (6,8x; p=0,002) a u men-
talnich anorekticek snizena (1,7x; p=0,52). Exprese adiponectinu byla pfiblizné 1,5% nizsi u pacientek s obezitou i mentalni
anorexii ve srovnani s kontrolni skupinou.
Nase vysledky ukazuiji, Ze sérové hladiny leptinu a adiponectinu koreluji s hodnotami BMI, zatimco sérové hladiny resis-
tinu nejsou patrné nutriCnim stavem primarné regulovany. V pripadé leptinu odpovidaji zmény jeho genové exprese
dynamice zmén proteinu v séru, avsak exprese adiponectinu je u mentalnich anorekti¢ek snizend, prestoze jeho koncen-
trace v séru jsou vysoké. Zvysené koncentrace adiponectinu mohou byt disledkem jeho zpomalené metabolizace Ci
jiného mechanizmu relativné nezavislého na regulaci genové exprese.

Podporovano projektem MSM 0021620814

DYNAMIKA DIFERENCIACE PODOCYTU V PRIMOKULTURE

Autofi: MUDr. Jan Krtil, Markéta Kazderova
Skolitel:  Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Podocyty (visceralni glomerularni epitelidini buriky) jsou terminalné diferencované epiteliini bufiky, které zevné
naléhaji na bazalni glomeruldrni membranu. Poskozeni téchto bunék vede k rozvoji proteinurie, resp. nefrotického syn-
dromu. Jednou z pouZzivanych metod ke studiu podocytd jsou in vitro kultivované primarni linie téchto bunék. Predpokla-
da se, ze v primokulture dochazi nejprve k dediferenciaci a proliferaci a pozdé&ji opét k diferenciaci podocytd do terminal-
niho fenotypu. Dynamika téchto zmén vSak doposud nebyla studovana. Cilem nasi prace bylo zjistit, jak se v primokulture
podocytd méni v pribéhu ¢asu exprese proteind charakterizujicich diferenciaci a proliferaci téchto bunék.

Metodika: Glomeruly izolované z potkand kmene Wistar (samci, 150-170 g) byly kultivovany po dobu jednoho tydne.
Podocyty proliferujici z glomerul& byly oddéleny a nasledné samostatné kultivovany po dobu ¢tyf tydnl. Na zacatku
samostatné kultivace podocyt(i a dale ve Ctyf jednotydennich intervalech byly sledovany nasledujici parametry: pocet
bunék v kultufe, metabolicka aktivita bunék MTT testem, exprese proteinfl WT-1, PCNA, synaptopodin imunofluorescen-
ci a exprese PCNA Western blotem.

Vysledky: V priibéhu kultivace doslo ke snizeni poctu i metabolické aktivity bunék, dale ke zméné distribuce exprimova-
ného synaptopodinu, a to z perinuklearni na cytoplazmatickou, a konecné k plynulému poklesu exprese PCNA.

Zavér: Podocyty v primokulture snizuji proliferacni aktivitu a ziskavaji znaky diferencovaného fenotypu.

AUTOMATIZOVANY POCITACOVY ALGORITMUS DAVKOVANI INZULINU
U KRITICKY NEMOCNYCH PACIENTU

Autofi: MUDr. Jaromir Kiemen %, Blaha 1.2, Anderlova K., Svaéina $.!, Hovorka R.3, Haluzik M.t
Skolitel: Doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie
a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Uvod: U kriticky nemocnych pacient@ hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce se velmi ¢asto vyskytuje hypergly-
kémie. Nedavna rozsahla studie Van den Berge prokazala, Ze intenzifikovana inzulinova terapie snizuje mortalitu u pacientd
hospitalizovanych na JIP po kardiochirurgickych vykonech aZ o 42 % oproti standardni terapii.

Metodika: Cilem nasi substudie, kterd je soucasti projektu 6. RP EU CLINICIP (Closed Loop Insulin Infusion for
Critically Il Patients), bylo porovnat standardni protokol inzulinoterapie k udrZeni glykémie v hodnotach 4,4-6,1 mmol/!
pouZivany na JIP u pacientll po kardiovaskularnich operacich a pocitaovy algoritmus MPC (Model Predictive Control)
vyvijeny pro planovany automatizovany systém CLINICIP. Do studie bylo zafazeno 20 pacientd s glykémii pfi pfijmu na
JIP vyssi nez 6,7 mmol/I (diabetici i nediabetici, obé pohlavi), 10 subjektd bylo randomizovano pro Ié¢bu podle standard-
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niho protokolu, 10 pro lé¢bu pomoci MPC algoritmu. Glykemie byly méfeny v hodinovém intervalu po dobu 48 hodin,
u MPC algoritmu byla rychlost inzulinové infuze upravovana po 1 hodiné, u standardniho protokolu po 1-2 hodinach.
Hodnotili jsme nasledujici ukazatele: dobu, po kterou byla glykémie udrZzovana v cilovych hodnotach, dobu, po kterou
byli pacienti v hyperglykémii (>8,3 mmol/I), dobu nutnou k dosazeni cilovych mezi, primérnou glykémii, spotfebu insu-
linu za 48 hod a pocet hypoglykemickych epizod (glykémie <2,9 mmol/l).
Vysledky: MPC algoritmus udrzel glykémii v cilovych mezich déle nez standardni protokol (26,3+2,1 h vs 20,3+2,5 h),
rovnéz primérna glykémie byla pfi pouZiti MPC algoritmu nizsi (6,47+0,11 vs 6,72+0,23 mmol/l). Oproti tomu pouZiti
standardniho algoritmu umoznilo rychlejsi dosazeni cilovych hodnot glykémie (8,9+1,2 vs 10,340,9 h). Doba, po kterou
se u pacientl vyskytovala hyperglykémie, se u obou algoritm@ nelisila (7,3+1,9 u standardniho protokolu vs. 7,3+1,3 h
u MPC algoritmu), prmérna spotfeba inzulinu byla vyssi pfi pouZiti MPC algoritmu (230,2+38,8 vs 199,1+27,8 IU/48 h).
U dvou pacientd Ié¢enych pomoci standardniho protokolu jsme zaznamenali po jedné hypoglykemické epizodé.

Zavér: Nase vysledky ukazuji, Ze pouziti MPC algoritmu vede k lepsi kontrole glykémie u kriticky nemocnych pacient
nez standardni protokol.

Studie byla podporovana 6. rémcovym projektem EU CLINICIP

STUDIUM PATOGENETICKYCH DUSLEDKU 6 MUTACI UROMODULINU
PODMINUJICIHO FAMILIARNI JUVENILNi HYPERURIKEMICKOU NEFROPATII
(FIHN)

Autofi: Mgr. Martina Kublova?, Petr Vylet'al’, Katefina Hodaiova?, Marie Kalbacova’, Veronika Baresova‘,
Jan Zivny?, Stanislav Kmoch? )
! Centrum aplikované genomiky, Ustav dédi¢nych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN,

. 2Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK)

Skolitel: Stanislav Kmoch, UDMP, 1. LF UK a VFN

Familidrni juvenilni hyperurikemicka nefropatie (FJHN) (OMIM 162000) je autozomalné dominantni ledvinné onemocné-
ni charakterizované juvenilni hyperurikémii a dnavou artritidou. Onemocnéni progreduje ve 3.-5. dekadé Zivota a vede
k rendlni insuficiency. FJHN je geneticky heterogenni. Jednou z pfi¢in onemocnéni jsou mutace v genu pro Tamm-
HorsfallGv protein, uromodulin (UMOD) lokalizovaném na chromosomu 16p11.2. V nasi studii jsme analyzovali UMOD
gen v 19 FJHN rodinach. V 6 rodinach jsme nalezli onemocnéni podminujici mutace — Cys32Tyr, Cys126Arg, Met229Arg,
Pro236Leu, Val273Phe a Cys317Tyr. Patogeneticky mechanismus nalezenych mutaci jsme studovali metodou exprese
rekombinantnich proteinl v mysich burikach AtT20. Sledovali jsme dynamiku a miru expozice UMOD na plazmatické
membrané bunék (prditokova cytometrie), stupen post-translacni modifikace (Western blot) a lokalizaci proteinu v burice
(fluorescencni konfokalni mikroskopie).

Experimenty ukazaly, Ze vSechny nalezené mutace vedou k rlizné mire postiZzeni transportu a expozice proteinu na
plasmatickou membranu. Rznd mira postizeni je nasledkem odliSné schopnosti spravného sbalovani a nedostatecné
post-translacni modifikace jednotlivych proteind a s jejich naslednou retenci v endoplasmatickém retikulu, Golgiho apa-
ratu ¢i transportnich vaccich..

Nase vysledky umoznily DNA diagnostiku v postizenych rodinach, potvrdily Ze FIHN je geneticky heterogenni onemocné-
ni a naznacily, Ze rlizna tize klinického postizeni pozorovana u jednotlivych rodin mize odrazet odliSné patogenetické
dlsledky onemocnéni podminujici mutace.

7-ALFA-HYDROXY-4-CHOLESTEN-3-ON, NOVY MARKER MALABSORPCE
ZLUCOVYCH KYSELIN, U PACIENTU S CROHNOVOU CHOROBOU

Autofi: MUDr. Martin Lenicek, Lenka Dudkova, Stanislav Adamec, Milan Luka$, Libor Vitek
Skolitel: Doc. MUDr. Libor Vitek, Ph.D., MBA, UKBLD 1. LF UK a VFN

Uvod: U pacient@ s Crohnovou chorobou (CD) ¢asto dochézi k malabsorpci Zluovych kyselin, kterd prispivé ke vzniku
nékterych komplikaci, jako naptiklad zvySené prevalenci pigmentové cholelitiazy. V predkladané studii byla ve skupiné
pacientll s CD stanovena sérova koncentrace 7-alfa-hydroxy-4-cholesten-3-onu (cholestenu), nového markeru malab-
sorpce ZluCovych kyselin.

Metodika: Sérové koncentrace cholestenu byly stanoveny ve skupiné pacientli s CD po iledlni resekci (n=34), se

zanétlivym postizenim ilea (n=16), s postizenim pouze tlustého stfeva (CD+UC, n=10) a u zdravych kontrol (n=43).
Cholesten byl extrahovan na SPE C8 kolonce pfi 64 °C, eluovan smési hexan:chloroformu (95:5), vysusen dusikem
a rozpustén v acetonitrilu. Vzorky byly rozdéleny pomoci HPLC (na koloné SGX C18, 40x250 mm, velikost Castic 4 um)
s mobilni fazi acetonitril:voda (95:5) a detegovany pfi 241 nm.
Vysledky: Pacienti s CD po resekci ilea méli signifikantné vyssi sérové koncentrace cholestenu [median 119,4 ng/ml
(min 11,8-max 437,8)] nez zdravé kontroly [12,5 (2,7-30,4)] p<0,001. Mirné zvySena hladina cholestenu byla
pozorovana i u pacientd s ileitidou [17,9 (3,4-189,3)], nicméné rozdil neni statisticky vyznamny (p=0,051). Postizeni
tlustého stfeva nema na hladinu cholestenu vliv.

Zavér: Sérova koncentrace cholestenu se zda byt spolehlivym markerem malabsorpce Zluovych kyselin u pacientt
s CD a velmi dobie koreluje s tizi postizeni terminalniho ilea. Pro posouzeni vyznamu tohoto markeru jakozto prediktoru
rizika pigmentové cholelitidzy je zapottebi dalsiho vyzkumu.
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REGULATION OF GENE EXPRESSION BY THYROID HORMONE RECEPTORS IN

HUMAN GLIAL TUMOURS AND A GLIOBLASTOMA CELL LINE U373

Authors: MUDr. Petr Liby, Michal Pohludka, Marta Kostrouchova, Zdenek Kostrouch

Advisor: MUDr. Zdenek Kostrouch, CSc., Laboratory of Molecular Pathology, Institute of Inherited
Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Thyroid hormone plays a crucial role in brain development. Contrary to that, thyroid hormone receptors are dispensable
for brain development in knock-out animals, indicating that unliganded receptors are the cause of the developmental
defect. The regulation by thyroid hormone receptors is dependent not only on the ligand but also on interacting trans-
cription cofactors.

In this project, we attempted to characterize and quantify the expression of thyroid hormone receptors in glial tumors,
control samples and an astrocytoma cell line, the U373.

On the mRNA level, thyroid hormone receptors TRal, TRo2 and TRP of expected sizes were amplified from all examined
cases. Quantification analysis was performed on a group of diffuse astrocytomas — grade II (4 cases), glioblastoma
multiforme — grade IV (4 cases) and one sample of epileptic tissue removed for therapeutic purposes. All samples had
a similar pattern with relative expression close to ratios 64xTRq2>16xTRB1>1xTRql. Additional experiments designed
to quantify the expression using calibrated quantitative PCR are currently in process.

Western blot revealed expression of multiple immunoreactive proteins of sizes smaller as well as bigger than transfected
human thyroid hormone receptor TRal. On the cellular level, glial tumors showed strong expression of anti-TRol
antibody immunoreactive proteins in nuclei as well as in the cytoplasm. TRa2 immunoreactive proteins are localized
predominantly in the cytoplasm. Similar expression pattern was found in U373 glioblastoma cell line. The nature of
immunoreactive proteins and their relation to TRal have to be determined. Transfection experiments show that thyroid
receptors in U373 cells are capable of transcription activation from thyroid responsive promoters but exogenous recep-
tors are necessary for efficient activation of exogenous thyroid responsive promoters. Our results indicate that thyroid
receptors TRal, TRo2 and TRp are expressed in glial tumours but their subcellular localization and their functionality
may be impaired. We are conducting experiments aimed to characterization of thyroid receptors on protein level and
identification of interacting proteins.

STUDY OD THE DYNAMICS OF NO IN THE BACTERIAL NOS-LIKE PROTEINS FROM
BACTERIAL PATHOGENS BACILLUS ANTHRACIS AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Authors: Ing. Ivan Mikula?, Clément Gautier?, Jean-Christophe Lambry?, Pierre Nioche? Pavel Martasek?,
C.S. Raman® and Anny Slama-Schwok?

Advisor: Prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., ! Department of Pediatrics And Center for Applied Genomics,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague, 2 Laboratory of Optics and Biosciences,
INSERM U451, France, 3 Dept. Biochemistry & Molecular Biology, University of Texas Medical
School, Houston, Texas, USA

Some Gram-positive bacterial pathogens harbor a gene that encodes a protein (HNS, Heme domain NO Synthase-like)
with striking sequence identity to the heme domain of mammalian NO synthases (NOS). Unlike the latter, however,
a diflavin containing reductase domain is not covalently fused to HNS. Interestingly, HNS lacks the N-terminal Zn?** -
chelating domain characteristic for mammalian NOSs and ability to bind tetrahydrobiopterin. Currently, there is no
incontrovertible direct proof that HNS is capable of generating NO under physiological conditions. Nevertheless, the
unique properties of HNS make it an excellent model system for probing how the heme environment tunes NO dynamics
and comparing it to a mammalian NOS (eNOS,,)). We have utilized ultrafast transient spectroscopy to probe NO binding
in HNS from Bacillus Anthracis (BA) and Staphylococcus Aureus (SA).
NO rebinding in HNS-SA is much faster than that measured in either HNS-BA or eNOS in both oxidized and reduced
forms in the presence of arginine. We tested whether these distinct rates could arise from different energy barriers for
NO recombination by measuring rebinding kinetics at various temperatures. The data are consistent with a high energy
barrier for recombination of (5,2+0,9 kcal.mol!) that isolates the second site from the heme in HNS-SA. In contrast,
a second site is coupled to the heme and separted by a low energy barrier of (3,1+0,7 kcal.mol*) in HNS-BA. The
hypothesis of a second NO site in the latter also consistent with the effect of the NO concentration on NO rebinding,
similar to that found in eNOS, . This effect is lacking in HNS-SA probably because of its high energy barrier isolating this
site from the heme. The accessibility of this site to NO ligands is discussed in the context of cavities often found in
hemoproteins. Our work suggests that the substrate and cofactor, via their extensive H-bonds network with the heme,
control NO release from eNOS, ..

Supported by grant GAUK 21/C/2004
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DEGENERACE NEURONU PO PERORALNIM ABUSU ALKOHOLU U POTKANU
Autofri: Mgr. Martina Milotova, MUDr. Vladimir Riljak
Skolitel:  Prof. MUDr. Milo$ Langmeier DrSc., Fyziologicky ustav 1. LF UK

Uvod: Experiment sméfuje k objasnéni vlivu ethanolu, jako neurotoxické tky, na vyvoj populaci neuronélnich a glialnich
bunék v hippocampu. Tato studie by mohla pfispét k objasnéni poskozeni mozku béhem ontogenetického vyvoje.

Metodika: Bfezim samicim laboratornich potkan( typu Wistar byl od od 1. dne brezosti do odstaveni mladat (30 dni

ode dne porodu) podavan p.o. 20% roztok ethanolu. To znamena, Ze mladata byla vystavena expozici alkoholu béhem
prenatainiho ipostnatdlniho vyvoje (v matefském mléce). 15 zvifat bylo 18. den a 15 zvifat bylo 35. den postnatalniho
vyvoje, v hluboké pentobarbitalové narkdze, transaortalné perfundovano (neutralnim roztokem paraformaldehydu),
jejich mozky vyjmuty a zpracovany na kryostatu. Nasledné byly fezy obarveny kombinaci DNA barveni Hoechst a Fluoro-
Jade B (to umozriuje identifikovat zanikajici neurony). Preparaty byly hodnoceny ve svételném mikroskopu Olympus AX
70 s epifluorescenci.
Vysledky: U zvifat usmrcenych 18. i 35. den postnatalniho vyvoje jsme se predevsim zaméfili na morfologické zmény
v oblastech hippocampu: CA1, CA3 a gyrus dentatus. V téchto oblasech bylo mozné pozorovat skupiny stale degeneru-
jicich bunék. Dale jsme v hlavné ve ventralnim listu oblasti gyrus dentatus identifikovali buriky s jemné granulovanymi
jadry a velké mnozstvi glie.

Zaveér: U vSech zvitat, ktera byla vystavena soucasné prenatalni a postnataini expozici 20% ethanolu, byly v oblastech
hippocampu CA1, CA3 a gyrus dentatus jasné patrné morfologické zmény neuronalnich a glidinich bunék. Pozoruhodné
bylo zjisténi, ze i tficetpét dni od prenatalni expozice 20% 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 neuronalnich a glidlnich bunék.

ZMENENA VYKONNOST VE VODNIM BLUDISTI U MYSI SOUVISi SE ZMENAMI
DIFUZNICH PARAMETR0O V MEZIBUNECNEM PROSTORU MOZKU

Autori: MUDr. Michael Ort'?, Vorisek, 1.34, Antonova, T.>4, Mazel, T.>*, Meyer-Luehmann, M.5, Jucker, M.5,
Hajek, 1.5, Sykova, E.>#, Bures, 1.1 .
LaboratoF neurofyziologie paméti, Fyziologicky ustav AV CR, ?Psychiatricka klinika 1. LF UK
v Praze, *0Oddéleni neurovéd, Ustav experimentalni mediciny AV CR, “Centrum buné¢né terapie
a tkanovych nahrad, 2. LF UK v Praze, *Neuropatologické oddéleni, Ustav pro neuropatologii

. University v Basileji, °Radiologické oddéleni, IKEM Praha . .

Skolitelé: MUDr. Jan Bures, DrSc., LaboratoF neurofyziologie paméti, FgU AV CR, Prof. MUDr. Petr Zvolsky,
DrSc., Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Poskozeni intelektovych funkci u Alzheimerovy demence (AD) se ponejvice pricita Ubytku neurondl a zménam
v interneuronalnim pfenosu u postizenych osob. Interneuronalni pfenos se odehrava jednak na synapsich, a jednak
mimo né. V nasi praci jsme se zabyvali difuzi latek v mezibubécném prostoru (ECS), kterad je zakladem nesynaptické
prenosu signalll odehravajicim se mimo interneuronalni synapse.

Metodika: Studovali jsme parametry mezibunécné diflize u transgennich mysi APP23, a to u mysi starych 6 a 18
mésicl. Pomoci elektrofyziologickych (iontoforéza v realném case) a zobrazovacich (NMR) metod jsme urili koeficienty
diftze pro molekuly TMA (tetramethylammonium, nepronika z ECS do bunék) a vody (ktera bunéénymi sténami naopak
pronika). Ze ziskanych vysledk( jsme dopocitali podil mezibunééného prostoru z celkového objemu mozku (frakce ECS).
V mozku testovanych mysi byl poté imunohistochemicky stanoven rozsah amyloidovych plakd.

Vysledky: U mladych mysi se méfené parametry transgennich mysi neliSily od kontrol. U starych mysi, u kontrol, doslo
k poklesu frakce ECS (z 20 na 15 %) a ke snizeni diftize vody (0 10 % oproti mladym mysSim) a tato sniZeni byla u samicek
vyraznéjsi nezli u stejné starych samci; difliize TMA se u kontrol s vékem nezménila U starych transgennich mysi se
naopak frakce ECS zvysila, (z 20 na 22 %), stejné tak diflize vody, diflize TMA se snizila. U téchto transgenik( byla difiize
TMA nizsi u samicek nezli u samci a korelovala se zvySenim rozsahu amyloidovych plakd v mozku samic (20 % u samic,
ale jen 10 % u samcll) a se zhorSenim jejich vykonnosti v Morrisové vodnim bludisti oproti samctim.

Diskuse: V mezibunécné matrix starnoucich jedincl dochazi k degradaci molekul zadrzujicich vodu, a tim dochazi ke
zmen3eni frakce ECS. Pfichdzime s predstavou, Ze pritomnost ¢astic amyloidu v mozku p€sobi v opatném smyslu,
amyloid zadrzuje vodu (zvétsuje frakci ECS) a zaroven plsobi jako pfekazka volné diftizi neurotransmitterd. Oboji vede
ke zhorseni synaptického prenosu a k deficitu mozkové vykonnosti.

Zavér: Je tedy Ize vyslovit domnénku, Ze na poskozeni intelektovych funkci u AD se podileji i zmény charakteristik
mezibunécného prostoru CNS a diftize latek v ném. ) )

Podporeno granty: GACR AVOZ5039906, MSMT LNOOA65S a J13/98111300004
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ASSEMBLY INTERMEDIATES OF CYTOCHROME C OXIDASE IN VARIOUS
TISSUES OF PATIENTS WITH SCO2 AND SURF1 MUTATIONS

Authors:  Mgr. Lukas Stibiirek, K. Vesela, H. Hansikova, P. Pecina, M. Tesarova, L. Cerna, J. Housték,
J. Zeman

Advisor:  Prof. MUDr. Jifi Zeman DrSc., KDDL and Center of Applied Genomics, First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague

Eukaryotic cytochrome coxidase (COX) is a multimeric inner mitochondrial membrane protein complex encoded by both
the mitochondrial and nuclear genomes. Assembly of the mammalian enzyme requires several assembly factors in
addition to the structural subunits and prosthetic groups. We studied various tissues and fibroblast cultures from six
patients with mutations in COX assembly factors SCO2 and SURF1. SCO2 is copper-binding protein presumably involved
in formation of the Cu, center of COX2. The function of SURF1 is unknown. Immunoblot analysis of native gels demon-
strated severely decreased COX holoenzyme levels in skeletal muscle and brain of SCO2and SURFI patients and in heart
of SCOZ patients, whereas fibroblasts and particularly liver of SCO2 patients were only moderately affected. The SCO2
protein levels were severely reduced in all probed SCOZ patient samples. COX subcomplexes and unassembled subunits
were found accumulated in patient tissues, some of them apparently identical to known assembly intermediates of
human enzyme. Heart, brain and skeletal muscle of SCOZ2 patients contained increased levels of COX1eCOX4eCOX5A
subcomplex, three COX1-containing subcomplexes, COX4¢COX5A subcomplex and two subcomplexes composed of sin-
gle COX4 or COX5A. The overall pattern and subunit composition of subcomplexes identified, confirms the role of human
SCO2 in biogenesis or maintenance of COX2. The detection of COX4eCOX5A subcomplex suggests that the association
of these nucleus-encoded subunits might precede their addition to COX1 during the complex assembly. We speculate
that tissue-specific consequences of SCO2 and SURFI mutations, along with quite dissimilar levels of assembly interme-
diates found in various control tissues, suggest the existence of tissue-specific differences in human COX assembly
process.

Supported by GAUK 17/2004/C/1.LE GACR 303/03/H065

PARALLEL PHENTERMINE LEVELS IN BLOOD SERUM AND SALIVA COLLECTED BY
SALIVETTE

Authors:  Mgr. Miroslava Szkutova, V. Habrdova, M. Balikova, M. Matoulek, S. Svadina
Advisor: Doc. Ing. Marie Balikova, CSc., Ustav Soudniho lékafstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN

For some years, oral fluid samples have been attracting the attention for detection of psychoactive substances in impai-
red drivers for their non-invasive collection under direct observation and for the expectation that saliva drug levels may
reflect psychomotoric state of a driver more closely than in urine. We have used the opportunity to study the partition of
phentermine, the structural isomer of methamphetamine, between blood and saliva in human patients under therapeu-
tic treatment. Blood and saliva of patients on therapy with 15 mg phentermine p.o. daily were collected 2.5 hours after
morning dose. For saliva collection, neutral and citric acid types of Sarstedt Salivette have been chewed for 3 min within
5 min interval. Phentermine in samples was assayed by GC-MS validated methods. The saliva sample volumes were
sufficient but variable in the range 1-3 ml without significant differences in obtained volumes between two types of
Salivette. The mean concentration ratio saliva/serum was 6.1 at the first saliva collection. After repeating the collection
using Salivette with citric acid, the ratio saliva/serum dropped to 1.4. Even if the exact volume of oral fluid collected in
the described way was beyond our control and varied with impact on concentration, this study has supported the idea
that saliva can be convenient sample for detection of basic drugs reflecting serum concentration in parallel, with higher
concentration than in serum. Therefore, oral fluids may allow broader detection window in time after the dose.

NUCLEAR HORMONE RECEPTOR 60 IS INVOLVED IN CAENORHABDITIS ELEGANS
EMBRYONIC DEVELOPMENT AND IS LOCALIZED IN NUCLEAR PERIPHERY

Authors: Mgr. Katefina Simeckova, Eva BroZova, Zdenék Kostrouch, Marta Kostrouchova
Advisor: MUDr. Marta Kostrouchova, CSc., Laboratory of Molecular Biology and Genetics, Institute of
Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

C. elegans nuclear hormone receptors (NHRs) that are distantly homologous to vertebrate retinoid receptors may be
divided according to their region directly involved in the contact with DNA, the P box. We are studying NHRs that are
characterized by the P box sequence CNGCKT. Here, we present our results on NHR-60, a receptor that contains 11
amino acids in the inner part of the second zinc finger. This region is likely to be involved in the dimerization or
association of NHR-60 with other functionally connected proteins.

We find that NHR-60 appears to be expressed as only a single isoform. The expression of nAr-60 starts in embryos and
continues throughout the development. Transgenic lines carrying nhr-60.:GFP transcriptional fusion protein show ex-
pression in seam cells, pharyngeal gland cells and ray cells of the male tail. By RNA interference and by using transgenic
lines carrying mutated constructs from heat shock regulated promoter, we found that NHR-60 first functions during
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embryogenesis. NHR-60 specific antibodies, raised in rabbits, detected NHR-60 predominantly in the nuclear peri-
phery at the nuclear lamina. This is a surprising localization for a NHR.

STUDIUM ZMEN PROTEINU V MOCI 2D ELEKTROFOREZOU

Autor: Ing. Lucie Vojtova .
Skolitel:  Prof. Tomas Zima DrSc., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Proteinurii nachazime u fady onemocnéni ledvin a je Casto spojena s nefrotickym syndromem. Nefroticky syndrom je
klinicko-laboratorni syndrom charakterizovany velkou proteinurii, hypoproteinémii, edémy, hypercholesterolémii a lipidu-
rii. Proteinurie je zplisobena zvySenou permeabilitou glomerularni bazalni membrany (zména naboje membrany), posko-
zenim membrany, podocytll a narusenim sekrecné-reabsorbcnich tubuldrnich pochodd. U proteinurii neni dosud znamo
presné slozeni modifikovanych ¢i degradovanych proteind v modi, ale pfedpoklada se jejich mozny toxicky vliv na tubu-
larni buniky a progresi onemocnéni. Prace je zaméfena na studium zmén protein(i v souvislosti s nefrotickym syndromem
a jeho moznym ovlivnénim terapii pomoci modernich analytickych technik.

V soucasné dobé jsme zavedli techniku 2D elektroforézy. Proteiny jsou nejprve déleny na zakladé izoelektrickych bodd
metodou izoelektrické fokusace s vyuzitim komercné pfipravenych 7 cm polyakrylamidovych stripll s imobilizovanym
linedrnim gradientem pH 3—10. Nasledné jsou separovany SDS-elektroforesou v polyakrylamidovém gelu podle moleku-
lové hmotnosti. Vizualizace rozdélenych proteinl je provadéna stfibrem nebo coomassie blue.

Pro Ucely analyzy proteind v moci je na zakladé nasich vysledkll vhodna metoda izoelektrické fokusace s celkovym
poctem 124 kVh a SDS elektroforesy v 12% homogennim polyakrylamidovém gelu. Celkové mnozstvi proteinli nanesené
na strip je 50 pg. Ve vybranych vzorcich jsme nalezli zajimavé rozdily u proteinurie do 5 g/l, kde se vyskytuji proteiny
0 molekulové hmotnosti 12 kDa a hodnoté izoelektrického bodu 9, které vsak u proteinurii do 10 g/l nenalézame.

Byla zavedena a optimalizovana metoda 2-D elektroforesy proteinl v moci a predbézné vysledky svéd¢i pro rozdily
spektra protein(l pfi rlizné zavazné proteinurii. Vybrané izolované proteiny budou dale identifikovany pomoci MALDI-TOF
MS ve spolupraci s FPBT VSCHT.

ADJUVANTNI IMUNIZACE MYSI INAKTIVOVANYM CHRIPKOVYM VIREM (A A B)
CESTOU RESPIRACNIHO TRAKTU

Autofi: Mgr. Peter Zanvit, M. Havli¢kova, M. Jirkovska a L. Prokesova
Skolitel: Doc. MUDr. Ludmila Prokesova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Slizni¢ni imunizace inaktivovanym virem ¢asto nevede k navozeni dostate¢né imunitni odpovédi, proto je snaha
posilit imunitni odpovéd’ pomoci vhodného adjuvans. My jsme poufZili jako adjuvans G+ nepatogenni bakterii Bacillus
firmus (BF) s vyraznymi imunostimulacnimi vlastnostmi jako adjuvans pro imunizaci mysi inaktivovanym chfipkovym
virem.

Metody: Mysi BALB/c byly imunizovany intratrachealné (IT) nebo intranasalné (IN) pomoci formaldehydem inaktivo-

vanych virl chfipky B/Sichuan 379/99, B/Yamanashi/166/98, B/Lee/40 a A/PR/8/34. Jako adjuvans byl pouZity formal-
dehydem inaktivovany BF nebo delipidovany BF (DBF). Po imunizaci byla méfena hladina protilatek v séru a sekretech
pomoci metody ELISA. Lokalni odpovéd' v plicich byla sledovana histologicky. Hladina cytokin{ byla méfena pomoci real-
time PCR.
Vysledky: Imunizace samotnym inaktivovanym virem chfipky B nevede k navozeni dostate¢né imunitni odpovédi. PouZiti
BF a zvlasté DBF jako adjuvans vedlo k vyznamné protilatkové odpoveédi, jak systémové tak sliznicni. Imunizace samot-
nym inaktivovanym virem chfipky A navozuje uspokojivou protilatkovou odpovéd’, efekt adjuvans byl nicméné patrny. IT
imunizace vyvolala vysoké hladiny protilatek v plicich, zatimco IN imunizace navodila produkci protilatek jak v plicich tak
i ve stfevé. Imunizaci dochazelo také k zvySovani hladin cytokin@ v plicich. 77 vivo experimenty potvrdili vyrazny protek-
tivni efekt imunizace. Vyrazna kfizova protekce proti znacné odliSnému kmenu B/Lee byla pozorovana po imunizaci virem
B/Yamanashi.

Zavér: BF/DBF se jevi jako velmi G¢inné adjuvans pro imunizaci mysi inaktivovanym chfipkovym virem cestou respi-
racniho traktu. )

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou Ceské Republiky 310/02/0467 a 310/03/H147

CHARACTERIZATION OF CAENORHABDITIS ELEGANS MUTANT STRAIN RB839

Authors: Ing. Eva Zouharova, M. Kostrouchova, J. Krijt, V. Kozich
Advisor: MUDr. Viktor KoZich, CSc., Ustav dédi¢nych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN

C. elegansis a widely used model organism. The aim of our ongoing study is to examine whether the genetically modifed
C. elegans strains may be suitable models for studying disorders of homocysteine metabolism. As deficiency of cystathio-
nine beta-synthase (CBS) is the main cause of homocystinuria in humans, we first started to characterize C. elegans
strain RB839, in which a part of the F54A3.4 gene- an ortholog of human CBS- has been deleted.

Sequencing of genomic DNA obtained from RB839 revealed deletion between nucleotides 857 and 1548, which predicts
an in-frame deletion of 231 amino acids in the putative active core of the enzyme. Subsequently we characterized the
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phenotype of RB839 nematodes. The body morfology, behaviour, lifespan and egg-laying of RB839 hermaphrodites
did not differ from the wild-type N2 nematodes. We also determined the CBS activity in RB839 strain, which did not
significantly differ from the control strain N2, suggesting that F54A3.4 gene does not serve as cystathionine beta-
synthase in C.elegans. This notion is also supported by the lack of difference in concentration of homocysteine and
other aminothiols in crude extracts of RB839 and wild type N2 strains.
These preliminary data show that the strain RB839 with deleted part of F54A3.4 gene- an ortholog of human CBS- may
not be a proper model for studying human CBS deficiency. However, our study suggests that the F54A3.4 gene may
confer other functions in nematode sulphur metabolism.

This study was supported by The Wellcome Trust Senioe Fellowship to V. K.

Studenti pfi konferenci.
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ZANETLIVE POSKOZENI MOZKU PRI BAKTERIALNI MENINGITIDE:
ROLE CYTOKINO A KORTISOLU

Autofi: MUDr. Ondiej Beran, Jarmila Hnykova, Olga DZupova, Zdenka Lacinova, Michal Holub
Skolitel: MUDr. Michal Holub, Ph.D., III. klinika infekénich a tropickych nemoci 1. LF UK a FN Na Bulovce

Uvod: Navzdory pokrokdim v antibiotické terapii je bakterialni meningitida (BM) onemocn&nim s vyznamnou mortalitou
a morbiditou. V patogenezi tohoto zdvazného onemocnéni hraje dlleZitou roli nadmérna imunitni odpovéd’ v subarach-
noidealnim prostoru. Zamérem studie byla analyza produkce zanétlivych cytokinl a kortisolu v likvoru u pacient s BM
a posoudit vyznam téchto parametrd v patofyziologii BM a moznost jejich vyuZiti jako klinickych markerli onemocnéni.
Metodika: Do studie bylo zafazeno 25 pacientl s diagndzou BM, ktera byla stanovena na zakladé likvorového nalezu.
U pacientl byla rovnéz provedena kontrolni lumbalni punkce za 4 az 5 dni. V parovych vzorcich likvoru a séra byly
vySetfeny koncentrace cytokinll a kortisolu. Pro hodnoceni tize prlibéhu BM bylo vyuZito systém APACHE II, SOFA
a GCS.
Vysledky: Ve studii byla prokézana kompartmentalizace produkce zanétlivych mediatort do CNS. V likvoru z diagnostické
LP korelovala koncentrace kortisolu s tizi pribéhu BM (r=0,596; p<0,01). Negativni korelace byla zaznamenana mezi
koncentraci glukézy a IL-10 v likvoru (r=-0,679; p<0,01). Zajimavé je, ze koncentrace IL-10 v likvoru pozitivné korelova-
la rovnéz s koncentraci proteinu (r=0,604; p<0,01), poctem neutrofild (r=0,98; p=0,049) i hladinami IL-1beta (r=0,50;
p<0,05), IL-6 (r=0,693; p<0,01) a TNF-alpha (r=0,611; p<0,01). V kontrolni LP byl prokdzan vyznamny pokles vSech
zanétlivych mediatord.
naznacuji mozné vyuziti stanoveni dynamiky hladin TNF-alpha, IL-6, IL-8 a kortisolu v likvoru jako vhodnych markerd
regrese BM. 5
5 Studie byla podporena grantem IGA MZ CR c. 8014-3,
grantem GACR ¢. 10/05/H533 a vyzkumnym zamérem MSMT CR ¢. 0021620806

THE CHARACTERIZATION OF PTHE CHARACTERIZATION OF PLATELET
MEMBRANE BOUND CELLULAR PRION PROTEIN

Author: Ing. Adéla Brouckova
Advisor: Dr. Ing. Karel Holada, Institute of Microbiology and Immunology, First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague

The conversion of cellular prion protein (PrPc) into pathological one (PrPsc) is central event in transmissible spongiform
encephalopathies. Various cells including blood elements express PrPc, consequently it could be involved in transmission
of prion diseases by blood. The characteristics of PrPc in cells is essential to know in order to understand the mechanism
of transmission and also the physiological function of PrPc.

The expression of PrPc on blood platelets has been described by previous study and the existence of intracellular PrPc
was proposed (Holada et al., 1998). The current study is aimed on characterization of binding of PrPc on platelet
membrane and the presence of PrPc in lipid rafts. The platelet membrane and organelles were divided by bursts of
sonication and subsequent centrifugation. Both fractions were treated with proteinase K (PK) to compare their sensitivi-
ty. In order to confirm the glycosyl phosphatidylinositol (GPI) anchoring of PrPc, the membrane fraction was treated with
aqueous hydrofluoric acid. The clustering of PrPc in lipid rafts was followed by solubilization in cold Igepal CA-360,
optionally with Triton X-100, and assayed by flotation on sucrose gradient. The proteins were analyzed by western
blotting. The membrane bound PrPc, whose GPI-anchoring was confirmed by HF treatment, was less sensitive to PK
treatment than that in organelles. The PrPc was found in lipid rafts, however, the association was not abolished by
methyl-b-cyclodextrin treatment.

CYTOCHROME P450 2D6 POLYMORPHISMS IN THE CZECH POPULATION

Authors: Mgr. Helena Buzkova, Kristina Pechandova, Ondfiej SlanaF
Advisor: Prof. MUDr. FrantiSek Perlik, DrSc., Clinical Pharmacology Unit, Department of Pharmacology,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Background: CYP2D6, a member of cytochrome P450 enzymes, metabolised over 25% of known and commonly used
drugs. Genetic polymorphisms can cause, upon administration of drug in normal therapeutic dose, abnormal effect on
the efficacy of a drug and its adverse drug reaction.

Aim: The aim of this study was to investigate the frequency of functionally important variant alleles of CYP2D6 gene
through the Czech population.

Methods: DNA of 223 unrelated, healthy volunteers were analysed to detect the presence of CYP2D6*6, *5, *4, *3,
and gene duplication. Presence of CYP2D6*5 and gene duplication was analysed by long range PCR, for other alleles
PCR-RFLP was applied.

Results: The variant allelic frequencies in our population were 0,22%, 3,14%, 22,87%, 1,12% and 3,14% for CYP2D6*6,
CYP2D6*5, CYP2D6*4, CYP2D6*3, and CYP2D6*MxN, respectively. Fifteen subjects carried two variant alleles leading to
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predicted poor type of metabolism, 84 subjects were heterozygous extensive metabolizers. The distribution of variant
alleles complies to the Hardy-Weinberg equilibrium.
Conclusions: The frequencies of functional variant alleles of CYP2D6 in Czech population are in concordance with the
other Caucasians population. The full-text contains more detailed comparison via European white population.
Supported by grant 406/405 2005 (UK Praha)

METODICKE MOZNOSTI DETEKCE BUNEK NESPECIFICKE IMUNITY
V TRANSPLANTATU ROHOVKY U MYSI A EFEKT IMUNOSUPRESIV

NA JEJICH KINETIKU

Autor: Mgr. Petra Bysterska
Skolitelé: Prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc., Farmakologicky ustav 1. LF UK a VFN, MUDr. Petra Svozilkova,
Ph.D., Farmakologicky ustav 1. LF UK a VFN, O¢ni klinika VFN a 1. LF UK

Cil: Prace je zamérena na metody detekce bunék nespecifické imunity, sledovani zmén jejich kinetiky v obdobi po
transplantaci a vliv imunosupresiv na oddaleni rejekce. Cilem je prispét k objasnéni imunologickych mechanism{ vedou-
cich ke vzniku rejekce a tolerance.

Metody: Alogenni ortotopicka transplantace rohovky byla provedena na mysim modelu (darce C57BL/10; H-2°, pfi-

jemce BALB/c; H-29). Opacita rohovky, jako hlavni marker rejekce, byla sledovana obden pod operac¢nim mikroskopem.
Burky byly detekovany pomoci imunohistochemického barveni kryofezli i celych explantovanych rohovek. Zastoupeni
jednotlivych bunécnych populaci (makrofagy, neutrofily, iNOS pozitivni buriky) bylo hodnoceno za pouziti fluorescencni-
ho nebo konfokalniho mikroskopu. FK506 (tacrolimus; 0,2 mg/kg) a aminoguanidin (AG; 0,1 g/kg) byly aplikovany
intraperitonealné po dobu 4 tydnd.
Vysledky: V ¢asném obdobi po transplantaci pfevazovalo v rohovce zastoupeni neutrofilli, v obdobi rejekce byla rohovka
masivné infiltrovana makrofagy. iNOS pozitivni buriky byly pfitomny pouze v obdobi rejekce. FK506 a AG vedly k oddaleni
rejekce, statisticky vyznamny byl efekt FK 506. FK506 blokoval v rejekovanych transplantatech tvorbu proteinu iNOS,
zatimco AG jeho expresi neovlivnil.

Zavér: Nase vysledky dokazuji, ze makrofagy jsou ve velké mite zastoupeny v alogennich transplantdtech rohovky
a v dobé rejekce prevazuji nad ostatnimi bunécnymi populacemi. V ¢asném obdobi po transplantaci pravdépodobné
funguiji jako bunky prezentujici antigen. V dobé rejekce, kdy makrofagy produkuji oxid dusnaty, mohou fungovat jako
buriky efektorové. FK506 blokuje transkripci iNOS a vede k oddaleni rejekce alogenniho transplantatu rohovky. AG
expresi proteinu iNOS neovliviiuje, je znamo Ze blokuje aktivitu jiz vytvofeného enzymu.

Podporeno GA CR 305/03/D130, IGA MZ NI 7531-3 a ViZ MSM 21620807
Podékovani Prof. MUDr: J. Martinkovi, DrSc. a prof. RNDr: 1. Raskovi, DrSc.

INHIBICE RUSTU VIRU VAKCINIE KYSELINOU ETHAKRYNOVOU

Autor: Ing. Zdenék Cizek )
Skolitel: = MUDr. Zora Mélkova, Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

VWV byl v minulosti vyuzivan k Uspésnému ockovani proti cernym nestovicim, zpsobenym pfibuznou variolou. Celosvéto-
vé se jim prestalo ockovat nejpozdéji roku 1980. V soucasnosti se v souvislosti s moznym zneuZitim varioly pfi bioteroris-
mu zacina s ockovanim vybranych skupin populace znovu, nicméné s rizikem pomérné vaznych postvakcinacnich kom-
plikaci. Z téchto dlivodd je tfeba hledat nové latky ucinné proti poxvirové infekci.

V nasi laboratofi jsme pozorovali inhibicni efekty kyseliny ethakrynové (EA) na rlist VV v bunécné linii HeLa G. EA je
znamé klickové diuretikum, intracelularné psobi jako redox modulujici agens, nebot’ inhibici glutathion-S-transferasy
snizuje hladinu redukovaného glutathionu (GSH). Z nasich vysledk{ vyplyva, Ze zvysujici se koncentrace EA inhibuje rlst
viru vakcinie, charakterizovany titraci. Moznym mechanismem plsobeni EA je inhibice virové morfogeneze, protoze pfi
koncentraci EA vyssi nez 10 uM sice nevznikaji infekcni virové Castice, ale exprese virovych proteind je inhibovana pouze
Castecné. Pro morfogenesi (maturaci) VV jsou nepostradatelné pozdni virové SH-proteiny, jejichZ funkce mdZze byt inhi-
bovana SH-modifikujicimi latkami, napf. EA.

Nespecifické ucinky EA na metabolismus kontrolnich ¢i infikovanych bunék byly testovany pomoci charakterizace mito-
chondridlniho membranového potencialu, produkce kyslikovych radikalt a pomoci markerl apoptdzy, pricemz koncent-
race inhibujici rst VV, tj. 10 pM, nejevi cytotoxikcké efekty v neinfikovanych burkach.

In vitro zjisténa inhibicni koncentrace EA 10 uM by méla byt dosaZitelnd i in vivo, pficemz nezadouci Ucinky v podobé
zvySené diurézy by mély byt kratkodobé zvladnutelné. Navrhujeme proto, Ze EA by jako latka béZné pouzivana v humanni
mediciné mohla byt vhodnym kandidatem pro IéCbu akutni poxvirové infekce.
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SROVNANI DIAGNOSTICKYCH METOD, VYUZiVAJICICH TEPOVOU FREKVENCI
JAKO PROSTREDEK URCOVANI VHODNE INTENZITY ZATiZENI POHYBOVE

AKTIVITY, PRI LECBE PACIENTO S METABOLICKYM SYNDROMEM
Autor: Mgr. Petr Fabin
Skolitel: Doc. MUDr. Zdenék Vilikus, CSc., Ustav télovychovného lékafstvi 1. LF UK a VFN

Zarazeni optimalni pohybové aktivity jako soucast lécby pro pacienta s metabolickym syndromem se jevi jako velmi
vyznamny prvek pfi hodnoceni vysledkd studii dané problematiky. Predpokladem pozitivnich zmén sledovanych parame-
trd pfimo souvisejicich s 1écbou pacientli s metabolickym syndromem, je spravné stanoveni intenzity pohybové aktivity
pro jednotlivé pacienty. Vybér vhodné metodiky pfi preskripci intenzity zatizeni pro skupinu pacientd s metabolickym
syndromem je klicovy.

Uvod: Mluvime-li o preskripci a kontrole vhodné intenzity zatizeni je v praxi nejCast&ji vyuzivan systém sledovani
tepové frekvence (TF). Vybrali jsme Ctyfi diagnostické metody, kterymi bylo provedeno stanoveni optimalni TF pro
aerobni pohybovou aktivitu konkrétnich pacientd.

Metodika: U deseticlenné skupiny pacientd s diagnézou metabolického syndromu, jsme provedli optimalni TF Ctyfmi

vybranymi zpGsoby (1, spiroergometrie, 2, CHR test, 3, FIT TEST Polar S 810, 4, vypocet na zakladé vzorcl a dosazova-
nych tabulkovych hodnot). Ziskané vysledky jsme porovnali. Dale jsme hodnotili schopnost pacientl dodrzZet urcené
zatizeni prostrednictvim subjektivniho hodnoceni Borgovou Skalou vnimaného Usili.
Vysledky: Celkové hodnoceni poukazuje na vliv aktudlniho zdravotniho stavu pacienta, ktery se jevi jako zasadni pfi
vybéru metodiky stanoveni optimalni TF. Pro danou skupinu deseti pacienti nebyla Zadna z metod vyhodnocena jako
nevhodna. Pfi vétSim poctu probandd rozdélenych do homogennich skupin napf. (BMI, vék, zdatnost apod.) je mozno
oCekavat vysledky, které potvrdi vhodnost jednotlivych metodik v zavislosti na homogenité skupiny.

Zavér: Dilci vysledky porovnani jednotlivych metod stanovujicich optimalni TF pfi pohybové aktivité pro pacienty
s metabolickym syndromem jsou vyraznym podnétem pro rozsahlejsi studii napf. v rdmci vyzkumného grantu, kde by
bylo mozno hypotézy statisticky potvrdit.

OVLIVNENI POOPERACNI MOTILITY GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU,
SROVNAVACI STUDIE S ITOPRIDEM HYDROCHLORIDEM.

Autor: MUDr. Roman Frasko
Skolitel: Doc. MUDr. Robert Giirlich, CSc., Chirurgicka klinika IKEM

Uvod: Pooperaéni gastroparesa je fyziologickou reakci organismu na operaéni zasah a vyznamné ovliviiuje zp&isob rekon-
valescence nemocného a také jeho subjektivné vnimany komfort v bezprostfednim pooperacnim obdobi. Cilem studie
bylo prozkoumat, zda Ize za pomoci perkutanni elektrogastrografie, metody umoznujici monitoraci myoelektrické aktivity
zazivaciho traktu, zjistit rozdily v ¢asnosti nastupu fyziologické aktivity gastrointestinalniho traktu mezi skupinami ope-
rantd, ktefi v perioperacnim obdobi uzivali prokinetika a ktefi nikoliv.

Metodika: Na I. chirurgické klinice 1. LF a VFN jsme zkoumali dvé skupiny nemocnych podstupujicich laparoskopicky
vykon. Jednalo se o pacienty operované elektivné pro cholecystolithiasu a dale pak o nemocné podstupuijici laparoskopic-
kou bandaz zaludku pro morbidni obesitu. Obé tyto skupiny byly dale rozdéleny do dvou podskupin v zavislosti na uzivani
prokinetika Ganaton (Itoprid hydrochlorid). Zaznam perkutannim elektrogastrografem byl pofizovan v den pred operaci,
dale v den operace, asi 2-3 hodiny po ni a dalsi dva pooperacni dny.

Vysledky: Uvedenym zplsobem bylo vySetfeno celkem 45 nemocnych (laparoskopicka cholecystectomie 25, laparosko-
picka bandaz zaludku 20) U nemocnych podstupujicich oba operacni vykony jsme v den operace a prvni pooperacni den
zjistili signifikantné vétsi pocet pacientdl s normogastrii. Nejcastéjsim patologickym nalezem byla bradygastrie.

Zavér: Podavani prokinetika v perioperacnim obdobi ma pozitivni vliv na navrat fyziologické aktivity zazivaciho traktu,
ktery byl objektivizovany zaznamem pofizenym perkutannim elektrogastrografem.

EXPRESSION OF CELLULAR PRION PROTEIN ON BLOOD CELLS

Author: Mgr. Hana Glierova
Advisor: Dr. Ing. Karel Holada, Institute of Immunology and Microbiology, First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague

The pathogenesis of transmissible encephalopathies is associated with the conversion of cellular prion protein (PrPc) into
a protease-resistant PrPsc. PrPc is found on many cell types including blood elements. Explanation of PrPc function and
its localization within blood elements is necesarry for understanding the disease process and for developement of
methods for detection of prions in blood. It is known, that PrPc contains five Cu?*- binding octapeptide repeats. Cycling
of PrPc has been described in cultured cells in presence of Cu?*. The binding of Cu?* may also play role in the conforma-
tion of PrPc. We studied cycling of platelet PrPc in presence of Cu?* and its sensitivity to proteolysis by proteinase K.
Platelets were incubated in the presence of Cu?* or EDTA and after digestion with protease K analysed by flow cytometry
using monoclonal antibodies 1562 and 6H4. We did not observe neither cycling of PrPc nor any significant difference in
sensitivity of PrPc in the presence of copper ions or EDTA in comparison with standard conditions. In the next study we
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aimed at intracellular localization of PrPc within platelets. Platelet organelles were separated on density gradient by
ultracentrifugation. Western blotting analysis revealed that the majority of PrPc was localized in fractions rich in o-granular
markers (P-selectin and fibrinogen). Our results suggest that PrPc is a platelet a-granular protein and that platelet PrPc
in contrast to neuroblastoma cells is not internalized upon binding of Cu?*ions.

PREVALENCE KOURENI V TEHOTENSTVI, JEHO DUOSLEDKY A UROVEN
INTERVENCE

Autofi: MUDr. Veronika Himmerova, Eva Kralikova
Skolitel: = MUDr. Eva Kralikova, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Koureni b&hem t&hotenstvi mze mit zavazné diisledky jak pro dité tak pro matku. V Ceské republice koufi okolo
25% zen starsich 15 let. Mezi divkami ve véku 15-18 let je okolo 50 % kuracek. Téhotné kufacky by mély byt zvIastnim
cilem pro intervenci, ktera neni v souc¢asné dobé u nas dostatecna.

Cile: zjistit prevalenci koufeni u kufacek, jejich kuracké navyky a faktory spojené s kourenim a dale zmapovat Uroven
poskytnuté intervence.

Metody: V téhotenské poradné pred porodem byl proveden rozhovor se 187 zdravymi téhotnymi Zenami. Byly dotaza-
ny na koureni, Uroven vzdélani, socialni podminky a intervenci poskytnutou jejich gynekologem. K verifikaci odpovédi
tykajicich se koureni byl pouzit Bedfont Smokerlyzer k méreni hodnoty CO ve vydechovaném vzduchu. Dopliujici data
byla po porodu ziskana z nemocnicnich zaznamd. Po porodu byly porovnana porodni vaha a zralost novorozence u kuracek
a nekuracek.

Vysledky: Prevalence koureni béhem téhotenstvi byla 11,3 %. (Béhem téhotenstvi 76 % kuracek redukovalo pocet
vykourenych cigaret za den). Koureni bylo vyrazné spojeno s urovni vzdélani: ani jedna kufacka neméla vysokoskolské
vzdélani, 71,5 % kufacek nemélo ani maturitu, pro porovnani jen 11 % nekufacek nemélo maturitu. Kuracky jsou astéji
samozivitelky (14,3 % vs 1,3 % u nekuracCek) a nezaméstnané (24 % vs 2,7 %). Primérna délka téhotenstvi u kuracek
byla 275,5 dnd, u nekuracek 279,5 dnd. Priimérna porodni vaha novorozence u kufacek byla 3082 g, u nekuracek 3437 g
(rozdil 355 g). Mirna nezralost byla pozorovana u 15 % déti kuracek a u 1,4 % déti nekuracek.

dobnost mirné nezralosti neZ déti nekuracek. Kuracky jsou spiSe Zeny s nizkym nebo zadnym vzdélanim, Casté&ji neza-
méstnané a samotzivitelky s nedostateCnou podporou rodiny. Intervence a poskytovani pomoci témto Zendm ze strany
jejich gynekologa je prakticky nulova.

TECHNICKA USKALI PRO CHIRURGA PRI PEROPERACNI IDENTIFIKACI
SENTINELOVE UZLINY U NEKTERYCH MALIGNIT ZAZIVACIHO TRAKTU
(PRIPADOVA STUDIE)

Autor: MUDr. Dato Jatchvliani — postgradualni student 1. Iékarské fakulty UK v Praze v oboru
~Experimentalni chirurgie" a sekundarni léka¥ I. chirurgické kliniky — b¥isSni, hrudni

. a arazova chirurgie 1. LF UK a VFN

Skolitel: Doc. MUDr. Jan Svab, CSc., prednosta I. chirurgické kliniky — b¥isni, hrudni a Grazova chirurgie
1. LF UK a VFN - hlavni skolitel

Stanoveni sentinelové (,strazni™) uzliny (s. u.), ¢imz se mini prvni lymfaticka uzlina (l. u.) drénujici primarni nador, se
stala od sedmdesatych let minulého stoleti relativné malo invazivni metodou priikazu metastatického Sifeni nadoru
(grading). Ma vyznam i u tumor GIT, kde nadé&ji na dlouhodobé preZivani dava nemocnym jen radikalni chirurgicky
vykon se souCasnym odstranénim co nejvétsiho mnoZstvi regionalnich spadovych 1. u. V studii jsou shrnuty predbézné
vysledky vyzkumu na I. chirurgické klinice 1. LF a VFN, kde je propracovavan tento diagnosticky postup, rozsireny
i o detailni patomorfologicky a imunologicky priikaz vztahu mezi pomoci barevného indikatoru v chirurgickém poli pfimo
zjisténou lymfatickou drenazi a skuteCnym metastatickym postiZzenim takto oznaCenych a pak chirurgicky odstranénych
uzlin. Na zakladé tfi pacient(, kde doslo k peroperacnimu uréeni s. u., jsou zpresnény podminky techniky u karcinomu
Zaludku, tracniku a rekta (tj. misto aplikace barviva, jeho mnoZstvi, jakoz i technika injekce) zvlasté s cilem predejit
modrému zabarveni operacniho pole, coz mlize znepfijemnit chirurgovi praci. Na zakladé predchozich orientacnich
peroperacnich aplikaci a také v souladu s literarnimi Udaji autor mdze potvrdit, Ze Uspésnost prlikazu s. u. zavisi na
lokalizaci nadoru a na vyskytu aberantni lymfatické drenaze s pripadnym vyskytem spadové uzliny i mimo predpoklia-
danou oblast, vCetné moZnosti existence skip-metastazy. Pozornost je vénovana i znaCeni s. u. na peroperacné
odebraném histologickém materialu k snadnéjsi identifikaci pro patologa jakoZ i délce transportni doby pfi nasledném
zpracovani v morfologické nebo imunologické laboratofi. Jako pfi kazdém chirurgickém zakroku, i pfi tomto vySetfeni
s aplikaci barviva v kifehkém operacnim poli, jsou kladeny i pfi zjiStovani s. u. naroky nejen na chirurgovu zrucnost, jez
se vyrazné projevi na Uspésné identifikaci této prvni nador drénujici uzliny, ale i na jeho snaze presné provést
rozsahem minimalni zakrok. Dosahnout presnou techniku stanoveni s. u. je nezbytnym vychodiskem pro dalSi vyzkum
této onkochirurgické problematiky.
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MOTORICKE A KOGNITIVNI DEFICITY U HUNTINGTONOVY NEMOCI

Autofri: MUDr. Jifi Klempii, Natasa Spackova, Olga Novakova, Jan Roth, Neurologicka klinika 1. LF UK
aVFN

Skolitel: Doc. MUDFr. Jan Roth, CSc., Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Cil studie: Analyzovali jsme motorické a kognitivni postizeni u osob v poc¢ateCnich az stfedné pokrocilych stadiich
Huntingtonovy nemoci (HN). Hledali jsme funkce, které jsou nejvice postizeny u HN a jejich klinicky vyznam.

Soubor a metodika: Vysetfili 29 pacientd (11 muzd a 18 Zen) s geneticky verifikovanou HN. Aktualni vék nemocnych
s HN byl 45 let, klinicky pocatek 43,1 a trvani HN 6,7 let, patologicky poCet CAG tripletd 45,3.

Pacienti byli testovani pomoci skaly UHDRS (Unified Huntington ‘s Disease Rating Scale), kvantifikujici miru hybného
postizeni a baterii neuropsychologickych testd.

Vysledky: Stupen motorického postizeni stanoveny pomoci Skaly UHDRS motor assessment (UHDRS-M) koreluje s trvanim
HN (r=0,431, p<0,031). Hloubka deprese mérena Beck Depression Inventory (BDI-II) koreluje s UHDRS-M (r=0,443,
p<0,021).

BDI-II také koreluje s vykonem v pamétiovém testu uceni (AVLT): volné vybaveni (r=-0,404, p<0,037), interference
(r=-0,462, p<0,015), rekognice (r=-0,5, p<0,008).

Motoricky deficit koreluje s vykonem v kognitivnich testech zamérenych na psychomotorické tempo a exekutivni funkce:
Symbol Digit Modalities Test (r=-0,716, p<0,00001), Trail Making Test ¢ast A (r=0,606, p<0,0004) a Cast B (r=0,498,
p<0,007), Verbal Fluency Test (r=-0,499, p<0,005) a Stroop Test (¢ast T (r=0,551, p<0,004), ¢ast S (r=0,484, p<0,014),
st B (r=0,454, p<0,022).

Motoricky deficit vSak koreluje i s kognitivnimi testy jejichZz vykon neni vyrazné ovlivnén psychomotorickym tempem
a motorickym postizenim: Mini Mental State Examination (r=-0,585, p<0,0007), Clock Test (r=-0,429, p<0,018), AVLT
volné vybaveni (r=-0,407, p<0,023), Mattis Dementia Rating Scale (r=-0,473, p<0,0095).

Zavér: Mezi nejvice postizené kognitivni funkce u HN patfi: pozornost, uceni, pamét/, psychomotorické tempo a exekutivni
funkce. Prohlubujici se dysexekutivni syndrom negativné ovliviiuje nejen kognitivni vykon, ale také motoricky vykon.
Depresivni syndrom zhorSuje motoricky vykon a pamét. )

Podporeno grantem IGA MZ CR 7623-3

STAV FYZICKE KONDICE U OBEZNICH PACIENTO S DM2

I PACIENTO S PROSTOU OBEZITOU

Autofi: MUDr. Robert Ku€era, MUDr. Zdenék Lacnak
Skolitel: Doc. MUDr. Brandejsky, CSc., Ustav télovychovného lékafstvi I. LF UK a VFN

Obezita pat¥i k nejéast&j&im onemocnénim nejen v Ceské republice. S nadvahou a obezitou je spojena Fada mechanic-
kych a metabolickych komplikaci. Vime, Ze ucinna lécba obezity se neobejde bez Upravy Zivotniho stylu resp. zmény
stravovacich navykd v kombinaci se zvySenim energetického vydeje, tedy pohybovou aktivitou. Mnoho obéznich ma po
opakovanych redukénich pokusech organismus zadaptovany na nizky pfijem, a proto vhodna a pravidelna fyzicka aktivita
je prakticky jedinou fyziologickou metodou vedouci prokazatelné k dlouhodobému poklesu hmotnosti. Pro udrzeni pacientovi
motivace redukovat je dllezita preskripce vhodné tj. vzhledem k pridruzenym onemocnénim bezpecné ale presto Ucinné
pohybové aktivity.
Cilem studie bylo stanovit fyzickou kondici u obéznich pacientd a obéznich pacientd s diabetem a tyto dvé skupiny
porovnat.

Metody: Pacienti byly vySetfeni spiroergometrii provedenou podle metodiky IBP z roku 1976 (Seliger) s hodnocenim
subjektivniho vnimani zatéze dle Borga.
Vysledky: Celkové bylo vySetfeno 75 pacientd ve véku od 23 do 70 let. Z toho 35 byly pacienti obézni s DM2 a 40
pacientl s prostou obezitou. U pacientl s prostou obezitou fyzicka zdatnost dosahovala téméf 80% ve srovnani
s normou stejného véku a pohlavi, zatimco pacienti obézni s DM2 dosahli primérné zdatnosti 71 % ve srovnani
s normou stejného véku a pohlavi.

Zavér: Porovnali jsme fyzickou zdatnost pacientll s prostou obezitou a pacientdl obéznich s DM2. Pacienti s prostou
obezitou jsou celkové vice fyzicky zdatna nez druha zkoumana skupina.

VZTAH OXIDU DUSNATEHO K B,-ADRENERGNI LIPOLYZE
A KASKADE CYKLICKEHO AMP

Autor: MUDr. Nikolina Kutinova-Canova
Skolitel:  Prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc., Farmakologicky Ustav 1. LF UK a VFN

Uvod: Modifikace funkci B,-adrenergnich receptor{l (AR) v bilé tukové tkani mliZe vést nasledkem snizené lipolyzy k poruse
metabolismu lipidd. Ackoliv byla v adipocytech detekovana jak endotelidlni tak inducibilni syntaza oxidu dusnatého
(NOS), uloha NO v tukové tkani neni stale objasnéna.

Cilem nasi prace proto bylo studovat mozny vztah mezi produkci NO a transdukéni cestou B-AR-cAMP spoustéjici lipolyzu.
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Metodika: Adipocyty byly izolovany z epididymalni tukové tkané potkan( a poté kultivovany 1) s induktory a inhibitory

lipolyzy: neselektivni (isoprenalin)/selektivni (BRL37344) B,-agonista, neselektivni (propranolol)/selektivni (buprano-
lol) B,-antagonista, analog cAMP (db-cAMP), forskolin jako aktivator adenylylcyklazy (AC), inhibitor fosofdiesterazy
(3-isobutyl-1-metylxantin, IBMX) a inhibitor AC (SQ22,536); 2) s latkami zasahujicimi do signalniho systému NO:
nespecificky (N*-nitro-L-arginin-metylester, L-NAME)/specificky (aminoguanidin, AG) iNOS inhibitor, NO-donor (S-nit-
roso-N-acetyl-penicillamin, SNAP) a analog cGMP (8-Br-cGMP). Produkce NO a lipolyza byly kvantifikovany stanovenim
hladin nitrit8, glycerolu a volnych mastnych kyselin (VMK) ve vzorcich média.
Vysledky: Isoprenalin, BRL, db-cAMP, forskolin a IBMX signifikantné zvysily hladiny jak nitritd, tak i glycerolu a VMK.
Naopak propranolol, bupranolol a SQ vyznamné snizily B-agonisty indukovanou produkci NO a lipolyzu. Navic byla zjiSténa
pozitivni korelace mezi hladinami nitritl a glycerolu, resp. VMK. L-NAME i AG vyznamné potlacily lipolytické plsobeni BRL.
SNAP zvysil uvoliiovani glycerolu a VMK z nestimulovanych adipocytd, ale 8-Br-cGMP nemél Zadny vliv na lipolyzu.

Zavér: Uvedené udaje naznaCuji, Ze stimulace B-AR, pfevazné pak B,-AR, aktivujici CAMP kaskadu vede nejenom
k lipolyze adipocytd, ale soucasné indukuje produkci NO, ktery zfejmé svym plsobenim na nékterou ze slozek této
transdukéni cesty potencuje vysledny lipolyticky efekt a jako signalni molekula s mnohocetnymi Gcinky tak hraje dileZi-
tou Ulohu v metabolismu lipidG bilé tukové tkané.

Podporeno IGA MZ NL 7418/3 a J13/98:111100002

VLIV ZLUCOVYCH KYSELIN A OXIDU DUSNATEHO NA APOPTOZU
JATERNICH BUNEK

Autor: MUDr. Nikolina Kutinova-Canova
Skolitel:  Prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc., Farmakologicky ustav 1. LF UK a VFN

Uvod: Retence a akumulace hydrofébnich zlucovych kyselin (ZK) méze zplisobit doposud nejasnym zplisobem jaterni
toxicitu indukci apoptdzy. Bylo prokdzéno, ze hydrofébni ZK mohou v izolovanych hepatocytech (HC) a mitochondriich
indukovat produkci oxidu dusnateho (NO), ktery je nékterymi autory fazen mezi mediatory apoptdzy. Cilem prezentova-
né prace bylo objasnit vliv ZK na apoptdézu a produkci NO burikami jaterni tkané /in vitro.

Metodika: Precizné nakrajené platky jaterni tkané (PCLS) byly pfipraveny pomoci ,Brendel Vitron Tissue Slicer" z lidskych
a veprovych jater a poté kultivovany v kompletnim RPMI médiu bez nebo s hydrofébnimi ZK, deoxycholovou (DCA)

a glykodeoxycholovou (GDCA), a nebo s hydrofilni ursodeoxycholovou kyselinou (UDCA), v davce 0,5 aZz 2 mM po dobu

3, 12 a 24 hodin. Na konci pokusu byly stanoveny hladiny laktdtdehydrogenazy (LDH) a nitritl v médiu. Vzorky fixované
jaterni tkané byly pouZity k imunohistochemickému barveni marker(: apoptdzy — kaspazami stépeného cytokeratinu 18;
proliferace — Ki-67; exprese inducibilni syntédzy NO (iNOS).
Vysledky: ZK vyrazneJ| pak hydrofébni, v zavislosti na davce a délce inkubace vyznamné zvySovaly hladiny nitrit a LDH
v médiu. VSechny ZK indukovaly expresi iINOS v HC lidskych a v Kupfferovych burkach (KC) obou druhd. Stupen apop-
tozy, ktery byl rozsahlejsi v prasecich PCLS, se po stimulaci s UDCA nelisil od kontroly a narlistal s casem. DCA a GDCA
dokonce mirné snizovaly poCet apoptotickych bunék v priibéhu celé studie. Ve vSech skupinach bylo vice Ki-67 pozitiv-
nich KC nez HC a proliferacni potencial vyrazné klesal s Casem.

Zavér: Vyuziti PCLS odhalilo druhové specifické rozdily v citlivosti lednotllvych jaternich bunék k apoptotickym stimu-
[&m indukovanych ZK. HC exponované nlzkym davkam hydrofobnlm ZK velice rychle vyvinuly rezistenci k apoptdze. Tato
rezistence by mohla byt zplsobena zvySenou expresi iNOS a produkci NO, coz fadi NO mezi dalsi ddleZité signalni
molekuly, které reguluji proces apoptdzy za patologickych podminek provazenych cholestazou.

Podjporeno programem Socrates-Erasmus pri stazi na LF v Koliné n. Rynem

TELESNE SLOZENI U PACIENTO S METABOLICKYM SYNDROMEM

VE SROVNANI SE ZDRAVYMI OSOBAMI
Autori: MUDr. Zdenék Laciak, MUDr. Robert Kucera, Mgr. Petr Fabin
Skolitel: Doc. MUDr. Zdenék Vilikus, CSc., Ustav télovychovného lékafstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Obezita a metabolicky syndrom X (MSX) pat¥i mezi civilizatni onemocnéni, jejichz prevalence v civilizovanych
zemich nebezpecné stoupd. Stanoveni somatotypu a méfeni procenta télesného tuku je mnohem spolehlivéjsi zplisob
stanoveni stupné télesné nadvahy nez obvykle provadéné méreni hmotnostné-vyskového indexu (BMI), méreni poméru
pas/boky (WHR) nebo dokonce od pouhé méfeni tzv. Brocova indexu. Jednotlivé morfologické znaky majici vztah ke
tvaru a sloZeni téla jsou u somatotypu vyjadreny Ciselnymi hodnotami. Podle somatotypu je také mozZno posoudit, jaké
ma jedinec pohybové dispozice.

Cil: Cilem nasi prace bylo porovnat somatotypy u pacientd s MSX a u zdravych osob. Vzhledem k tomu, Ze pacienti
s metabolickym syndromem budou absolvovat dlouhodoby pohybovy reZim v Rekondicnim centru pfi 1. LF UK, chceme
znat vychozi stav télesného sloZeni téchto pacientl a stav, jakého by pacienti méli dosahnout na konci cileného pohybo-
vého rezimu.
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Metodika: V roce 2003 jsme na nasem pracovisti vyvinuli softwarovou aplikaci k usnadnéni a urychleni antropome-
trického vysetfeni somatotypu (z 11 namérenych antropo-metrickych dat) podle metodiky Heathové a Cartera.
Uvedenou aplikaci jsme poufZili ke stanoveni télesného typu u nékolika desitek pacientl s MSX a zdravych osob.
Vysledky: Vychozi somatotypy pacientli s MSX pred zahajenim rekondicniho pohybového reZimu byly vysoce signifi-
kantné méné priznivé neZ u zdravych osob. Tfebaze morfologicko-funkéni dispozice jsou do znacné miry geneticky
determinovany (cca ze 60-70 %), ovlivnitelnou slozku somatotypu se pokusime pohybovou terapii zlepsit tak, aby se
pribliZzila tzv. stfednimu somatotypu.

VYUZITi PSYCHOMETRIE V HODNOCENI RIZIKA ZUBNIHO KAZU
PREDSKOLNICH DETI

Autor: MUDr. Erika Lencova
Skolitel: Doc. MUDr. Zdenék Broukal, CSc., Vyzkumny Ustav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Prezentace podava prehled o moznostech vyuziti psychometrie v hodnoceni postojti rodicl k Gstnimu zdravi jejich pred-
Skolnich déti. Timto zpldsobem se psychometrie mdZe uplatnit v hodnoceni rizika zubniho kazu a dalSich onemocnéni
Ustni dutiny zejména u sledovanych skupin obyvatelstva. Psychometrie vychazi ze vztahu postojl a behavioralnich
schémat. Z tohoto dlivodu naléza uplatnéni i v dalSich programech zamérenych na podporu zdravi i na narodni Urovni.
V terénni epidemiologické praxi se méreni postojli provadi nejcastéji pomoci dotaznik( obsahujicich psychologické skaly.
Spolehlivost a validitu zvoleného typu skdly je nutné ovéfit v pilotni studii. Data ziskana dotazniky jsou zpracovana
pomoci statistickych technik, které v odpovédich respondentl hledaji hypotetické, latentni proménné (spolecné faktory).
Nejcastéji vyuZzivané statistické techniky jsou odvozené od faktorové analyzy (analyza komponent a analyza spolecnych
faktor() a logistické regrese. Ve sféfe verejného zdravotnictvi je méfeni postojll vyuzivano v omezené mire, data ziskana
touto metodou vSak mohou byt vyuZita v rdamci zdravotnickych program@ zameérenych na podporu zdravi populace.
Popisovana metodika byla pouZita pfi zpracovani dotaznikovych dat ziskanych v ramci studie ,,Behavioralni faktory ovliv-
nujici oralni zdravi predskolnich dét™ (doktorandské studium autorky v oboru preventivni mediciny, 2004-2005).
Klicova slova: méreni postojd, oralni zdravi, predskolnich déti, faktorova analyza.

NEJCASTEISI KONTAKTNI ALERGENY V CESKE POPULACI

Autor: MUDr. Alena Machovcova
Skolitel: Doc. MUDr. Daniela Pelclova, CSc., Klinika nemoci z povolani 1. LF UK a VFN

Alergickd kontaktni dermatitida se vyskytuje asi ve 4-7 % vSech koznich onemocnéni. Standardni vysetfovaci technikou
pro zjisténi kontaktni alergie na urcité latky zevniho prosttedi jsou epikutanni testy. Technika vySetteni umozni identifiko-
vat pricinny alergen a pacient se v dalSim Zivoté musi vyvarovat kontaktu s timto alergenem. Standardni evropské sada
alergend je schopna zachytit 70-80 % vsech kontaktni alergii.

Ve shodé se zahrani¢nimi studiemi jsou nase zjisténi obdobna. Nejcastéjsimi kontaktnimi alergeny v ¢eské populaci jsou
soli kovd, zejména soli niklu (13,8-15,3 %). Soli ostatnich kovd (chrom 3,2-4,4 %, kobalt 5,2-5,5 %) jsou dalSimi
vyznamnymi kontaktnimi alergeny. Na prednich mistech kontaktnich alergend jsou dale peruansky balzam (7,3-8,4 %),
smés parfémi (5,8-13,4 %), formaldehyd (2,9-4,2 %). .

Testovani probéhlo v nékolika obdobich (1994, 1997-2001, 2003) na celém Uzemi Ceské republiky. Soubor zahrnoval
pres 15 tisic pacientd.

EXPRESSION OF PRION PROTEIN IN MOUSE ERYTHROLEUKEMIA CELLS

Author: Mgr. Martin Panigaj
Advisor: Dr. Karel Holada, Institute of Immunology and Microbiology, First Faculty of Medicine, Charles
University in Prague

Cellular prion protein is encoded by conserved PRNP gene.

Its hallmark is crucial involvement in pathogenesis of prion diseases. In spite of its importance, the physiological role of
PrPc remains unclear. Prion diseases have very long incubation period. In the effort to detect the disease before manifes-
tation, the molecular markers are searched for.

To such potential marker belongs EDRF (Erythroid Differentiation Related Factor) which expression decreases with the
progress of the disease. EDRF is expressed during hematopoesis and its function is chaperon of a-globine subunits.
Relation between PrPc and EDRF is not known. Our project is aimed at the comparison of expression pattern of PrPc and
EDRF during erythropoesis. For this purpose we use murine erythroleukemia cells (MELs) as a model system. MELs
differentiate in the way of erythrocyte-like cells upon induction by chemical inducer (HMBA). Cells are harvested in
selected time points. Differentiation is monitored by acidic benzidine staining. Then RNA is isolated and processed by
reverse transcription to cDNA. cDNA is used for real-time PCR. We amplify selected genes: PRNP, EDRF, ACTIN and
B-GLOBINE as gene control of hemoglobine synthesis. Level of expression is evaluated as relative ratio to ACTIN. Levels
of proteins are evaluated for PrPc, EDRF and c-Myb by Western blot. Treatment of MELs by HMBA leads to increased
expression of PrPc and EDRF. The ongoing project may help clarify the relation of PrPc to EDRF expression and the
mechanism of EDRF down-regulation during prion diseases.
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CONSTRUCTION AND PURIFICATION OF MOUSE RECOMBINANT PRION

PROTEIN

Author: Mgr. Alexandr Pavlicek
Advisor: Dr. Ing. Karel Holada, Institute of Immunology and Mikrobiology, First Faculty of Medicine,
Charles University in Prague

Prions are class of the infectious agents that cause a group of fatal prion diseases in which the cellular form of the prion
protein (PrP(C)) is transformed into the disease-related scrapie variant (PrP(Sc)). PrP(Sc) is known to be responsible for
the group of diseases call transmisible spongioform encephalopaties, neurodegenerative brain disordes.

The two PrP isoforms differ in their structure and resistance to degradation. The molecular mechanism by which the
PrP(Sc) is formed and causes infectivity or neurodegeneration is not known.

Last year were reported first cases of the transmission of the PrP(Sc) by blood transfusion highlighting the need of
understanding of PrP interaction with blood cells.

We used cDNA of the mouse PrP as a template for PCR. Than we designed the primers for amplification of the mature
PrP. PCR has given sufficient amounts of amplified fragment. The gene coding mature PrP lacking signal peptides
(aminoacides residues 23-231) was inserted into pMal (NEB) plasmid coding Maltosa binding protein (as a tag for affinity
purification) and pHAT (BD Bioscience Clonetech) plasmid coding His affinity tag. Both vectors were transformated into
the strains £. coliXL-1 and E. coliBL-21.

Recombinant PrP was purified on immobilized metalaffinity chromatography. On SDS-PAGE gel stained with coomassie
briliat blue were visualised two bands. Band with lower molecular weigth (MW) around expected MW (25 kDa) and
a band corresponding to double size of MW which corresponds to dimer.

POLYMORPHISMS OF THE MDR1 GENE IN THE CZECH POPULATION

Authors: Mgr. Kristina Pechandova, Helena Buzkova, Ondrej Slanar,
Advisor: Prof. MUDr. Frantisek Perlik, DrSc., Clinical Pharmacology Unit, Department of Pharmacology,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Background: There exists a marked interidividual variability of P-glycoprotein expression and activity, which can be of
clinical importance due to the large number of drugs that are substrates for the transporter. Previously identified poly-
morphisms in MDR1 gene belong among the important causes of this phenomenon.

Aim: Our aim was to investigate the frequency of major functional SNPs of MDR1 gene coding for P-glycoprotein in
the Czech population.

Methods: DNA was isolated from whole blood of 163 healthy, young and unrelated subjects (100 females and 61ma-
les, aged from 23 to 28 years). The genotypes of polymorphic positions C3435T, and G2677T/A were determined by PCR-
RFLP.

Results: Observed allelic frequencies were 56,75%, 47,55%, and 0,61% for the alleles 3435T, 2677T, and 2677A,
respectively. We have found 59 subjects homozygous for 3435T, and 40 for 2677 T alleles. The allelic distribution
complies well with Hardy-Weinberg equilibrium.

Conclusion: Allelic frequencies of functionally important MDR1 variants is in the Czech population similar to that of
other Caucasian populations.

UVOLNENI RTUTI Z ORGANIZMU PO PODANI DMPS U PACIENTU
S AUTOIMUNITNIM ONEMOCNENIM

Autofi: Mgr. Stépan Podzimek, Jarmila Prochazkova, Jifina Bartova, Zdena Cabelkova, Jana Nerudova,
. Vera Stejskal
Skolitel:  MUDr. Jarmila Prochazkova, CSc., Vyzkumny Ustav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Uvod: Uvolfiovéani kovovych iont@ z dentalnich materidld mdZe u vnimavych osob zplsobit zdravotni problémy. Cilem
prace bylo urcit zda uvolfiovani rtuti pfi vyméné amalgamovych vyplni mliZe zhorsit zdravotni stav u pacientd s autoimu-
nitni thyreoiditidou a s prokazanou intoleranci rtuti.

Metodika: U 42 pacient{ s autoimunitni thyreoiditidou vybranych ze skupiny 107 pacient{ s autoimunitnim onemoc-
nénim byla provedena detailni anamnéza, zubni prohlidka a vyplnén dotaznik. Mozna senzitivita vici anorganické rtuti
a Ctyfem formam organické rtuti byla zjiStovana testem proliferace lymfocytl modifikovanym pro kovy — MELISA®.
U pacientl s intoleranci rtuti byla provedena vyména amalgamovych vyplni za nekovové. Pro snizeni zatéZe organismu
rtuti uzivali pacienti pred a po vyméné amalgamovych vyplni chelacni latku DMPS. Koncentrace rtuti v moci byla uréena
pred a po této terapii. Kontrola zdravotniho stavu a kontrolni test MELISA® byl proveden pdl roku po vyméné.
Vysledky: U pacientd s autoimunitni thyreoiditidou byly v moéi pred i po chelacni terapii nalezeny signifikantné vyssi
hladiny rtuti v porovnani se zdravou populaci, ale mnohem nizsi hladiny ve srovnani s osobami profesné exponovanymi
rtuti.
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Po vyméné amalgamd doslo ke zvySeni koncentrace rtuti v moci pred i po terapii DMPS. Po vyméné amalgami se
také zvysila depozice rtuti v ledvinach pred i po chelacni terapii. Rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné. U pacientd,
ktefi podstoupily vyménu amalgamd nebylo pozorovano vyznamné zhorSeni jejich zdravotniho stavu. Po Sesti mési-
cich od vymény amalgam( vétsina pacientll pozorovala vylepseni jejich zdravotnich potizi. Subjektivni zlepSeni zdra-
votniho stavu korelovalo se snizenim reakce na rtut’ sledovanou /in vitro testem MELISA®.

Zavér: U pacientll s autoimunitni thyreoiditidou byly zjiStény vysSsi hodnoty depozice rtuti v porovnani se zdravou
populaci. Vyména amalgami nesignifikantné zvysila hladiny rtuti v moci pacientli a ani nezplsobila Zadny vyrazny
nezadouci ucinek. To mlZe byt dano protektivnim tcinkem DMPS a technikou ochrany pacienta pred neZadouci expozici
béhem odstranovani amalgdmovych vyplni.

Potvrdili jsme pfinosny efekt vymeény amalgamd na zdravotni stav u pacientd s autoimunitni thyreoiditidou.

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

NIKOTIN BRANI DEGENERACI NEURONU HIPPOCAMPU VYVOLANE

PODANIM KYSELINY KAINATOVE
Autofi: MUDr. Vladimir Riljak, MUDr. Martina Milotova
Skolitel: Prof. MUDr. Milos Langmeier, DrSc., Fyziologicky Ustav 1. LF UK

Systémové podani analogu glutamatu laboratornimu potkanovi, kyseliny kainatové, vede ke komplexu zmén, charakte-
rizovanému jak zménami chovani (behavoiralni automatismy apod.) tak morfologickou alteraci fady struktur CNS, prede-
vSim vSak hippocampu.

V odborném pisemnictvi je dokladovano, Ze nikotin by mohl mit nékteré neuroprotektivni Gcinky na CNS podany i.p.
v subconvulsivni davce.

Cilem této prace bylo objasnit, zda hippocampus, nikotinem predlécenych zvifat bude mit jiny histopatologicky nalez, nez
u zvirat, kterym bude podan pouze kainat.

Experiment byl provadén na laboratornich potkanech typu Wistar, o stafi 35 dni.

Prvni skupiné byl podan nikotin i.p. v davce 1 mg/1000 g zivé vahy. Druhé skupiné byl podan kainat 10 mg/1000 g Zivé
vahy. Treti skupin€ byl podan nikotin i.p. v davce 1 mg/1000 g Zivé vahy a nasledné jim byl po 30 minutach podan kainat
10 mg/1000 g zivé vahy (jedna se o konvulsivni davku). Ctvrté skupiné byl podan dle vySe uvedenych schémat fyziolo-
gicky roztok.

Dva dny po aplikaci byla zvifata transkardialné perfundovana (neutralnim paraformaldehydem), jejich mozky obarveny
(Fluoro-Jade B, Hoechst) a preparaty pozorovany mikroskopem Olympus AX 70. Strucny histopatologicky obraz: u prvni
skupiny (pouze nikotin) nebyly pozorovany prakticky zadné zmény proti kontroldam. Druha skupina (pouze kainat):
degeneruijici oblast CA3 a CA1 (ta degeneruje ponékud pozdéji).

Treti skupina (nikotin+kainat): kvalitativné pozorovana vyrazné mensi alterace hippocampu oblast CA1 zcela intaktni.
Kontrolni skupina: nepozorovany zadné morfologické zmény.

Tyto predbézné vysledky (budou jesté doplnény, predevsim o dalsi vékové skupiny zvifat, podrobnéjsi analyzu histologic-
kého obrazu CNS a o nélez EEG), nas vedou k zavéru, Ze i.p. podani nikotinu zabranuje alteraci CNS vyvolané kyselinou
kainatovou, stejné tak zabrani vzniku KA-syndromu. O jeho mechanismu je mozno vést Sirokou diskusi (antioxidacni
vlastnosti nikotinu apod.).

LYTICKA INFEKCE VIREM VAKCINIE INDUKUJE AKTIVACI KASPAZ
Autofri: Mgr. Martina Spisakova, Jana LiSkova, Marie Kalbacova
Skolitel: MUDr. Zora Mélkova, Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Virus vakcinie (VV) z Celedi poxvirQ, plisobi ve vétsiné infikovanych bunék lyzu, tedy nekrdzu. Pfesto jsme v burikach pfi
lytické infekci VV pozorovali aktivaci kaspaz, proces typicky pro apoptotickou formu bunécné smrti.

Aktivaci kaspaz jsme nejprve pozorovali pomoci metod vyuzivajicich priitokové cytometrie, a to ve dvou epitelidlnich
bunécnych liniich (BSC 40, Hela G). Pouzité metody charakterizuji aktivaci kaspaz na tfech drovnich jejich kaskady. Prvni
metoda deteguje aktivované kaspazy vazbou znaceného pankaspazového inhibitoru z-VAD-FMK do jejich katalytického
mista. Druhd metoda urcuje pfimo aktivitu kaspaz pomoci Stépeni fluorogenniho substratu Rhodaminu 110-bis-asparta-
tu. Treti metoda deteguje Stépeny cytokeratin 18, jeden z produktd proteolytické aktivity kaspaz pomoci monoklonalni
protilatky (M30). V porovnani s kontrolami byla v obou bunécnych liniich pfi infekci VV vSemi vySe uvedenymi metodami
stanovena zvySena kaspazova aktivita. K ovéreni specificity pouzitych metod jsme aktivitu kaspaz v téchto burikach dale
charakterizovali western blot analyzou proteolyzy poly(ADP-rib6zo)polymerazy (PARP) a cytokeratinu 18, typickych sub-
stratll kaspaz. Potvrdili jsme sniZeni hladin cytokeratinu 18, avsak zmény hladin PARP jsme nepozorovali. Pfidani pan-
kaspazového inhibitoru z-VAD-FMK neovlivnilo riist VV v epitelidinich burikach, zatimco vedlo k jeho poklesu v makrofézich,
ve kterych infekce VV indukuje apoptézu. Nicméné inhibicni efekty z-VAD-FMK na rlst VV v makrofazich se zdaji byt
podminény spiSe nespecifickym plsobenim na metabolismus hostitelské buriky. Uvedené vysledky je mozné vysvétlit
rozdilnou kinetikou aktivace kaspaz, stability bunéénych proteind a prlibéhu infekce VV. Je mozné uvazovat i o plisobeni
jinych protedz nez kaspaz.
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PARALLEL PHENTERMINE LEVELS IN BLOOD SERUM AND SALIVA
COLLECTED BY SALIVETTE

Authors:  Mgr. Miroslava Szkutova, V. Habrdova, M.Balikova, M. Matoulek, S. Svadina
Advisor: Doc. Ing. Marie Balikova, CSc., Ustav soudniho IékafFstvi a toxikologie 1. LF UK a VFN

For some years, oral fluid samples have been attracting the attention for detection of psychoactive substances in
impaired drivers for their non-invasive collection under direct observation and for the expectation that saliva drug
levels may reflect psychomotoric state of a driver more closely than in urine. We have used the opportunity to study
the partition of phentermine, the structural isomer of methamphetamine, between blood and saliva in human
patients under therapeutic treatment. Blood and saliva of patients on therapy with 15 mg phentermine p.o. daily
were collected 2.5 hours after morning dose. For saliva collection, neutral and citric acid types of Sarstedt Salivette
have been chewed for 3 min within 5 min interval. Phentermine in samples was assayed by GC-MS validated me-
thods. The saliva sample volumes were sufficient but variable in the range 1-3 ml without significant differences in
obtained volumes between two types of Salivette. The mean concentration ratio saliva/serum was 6.1 at the first
saliva collection. After repeating the collection using Salivette with citric acid, the ratio saliva/serum dropped to 1.4.
Even if the exact volume of oral fluid collected in the described way was beyond our control and varied with impact
on concentration, this study has supported the idea that saliva can be convenient sample for detection of basic
drugs reflecting serum concentration in parallel, with higher concentration than in serum. Therefore, oral fluids may
allow broader detection window in time after the dose.

SURFACE MOLECULES — MARKERS FOR DISTINGUISHING TH1 FROM TH2
MEDIATED DISEASE AT LAST?

Author: Zdenka Vankova
Advisor: MUDr. Helena Mareckova, CSc., Department of Immunology and Microbiology, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague

Background: T-helper cell responses to antigens are classified as either Th1l response (cell-mediated, producing esp.
interferon gamma /IFNy/) or Th2 response (antibody-mediated, producing interleukin 4 /IL4/). Recently new surface
molecules considered as typical for Th1 (CXCR3 and CCR5) and Th2 (CRTH2 and CD30) cells have been revealed. The
aim of this study was to assess the correlation of these surface molecules with intracellular cytokines production in
a clinical study, and thus their possible use for the examination of Th1/Th2 imbalance in routine laboratory practice.

Patients and methods: We examined peripheral blood samples in 78 patients (48 with ANCA associated vasculitis,

30 with multiple sclerosis) and 20 healthy controls. Using flow cytometry, we studied the intracellular production of IFNy,
interleukin 2 /IL2/, IL4 and tumour necrosis factor alpha /TNFo/ in CD3+ T cells and interleukins 10 and 12 /IL-10, IL-12/
in monocytes (as inducing cytokines for Th1/Th2 switch); we also measured the percentage of CCR5, CXCR3, CRTH2
and CD30 positive cells.
Results: There was a positive correlation between IFNy and IL12 production (p<0.01). The higher IFNy production
in CD3+ T cells also correlated with increased numbers of CCR5+ and CXCR+ cells (p<0.01, p=0.02 resp.) and the
CCR5+ cells positively correlated with CXCR+ cells (p<0.01). These results support the theory of CXCR3 and CCR5
being typical for Thl response. As far as the Th2 response is concerned, there was nor positive neither negative
correlation between IL4 and other cytokines or surface molecules. In healthy controls there was a positive correla-
tion between CD30+ and CRTH2+ cells, nevertheless, this was not true in the patients.

Conclusion: Due to its relative ease and no need of artificial stimulation the determination of surface molecules is very
convenient for studying the Th1/Th2 response in patients with various immunological disorders. We can clearly recom-
mend CXCR3 and CCR5 molecules for the study of Th1 mediated diseases whereas for the right interpretation of the use
of CD30 and CRTH2 further studies are still needed.

VYVOJ HLADIN CYTOKINO V PRVNIM ROCE ZIVOTA DETi ALERGICKYCH
A NEALERGICKYCH MATEK

Autofi: Mgr. Jan Zizka, Lodinova-Zadnikova R., Kocourkova I., Prokesova L.
Skolitel: Doc. MUDr. Ludmila Prokesova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Osidlovani novorozenct probiotickym kmenem bakterie E. coli 083:K24:H31 (vakcina Colinfant) je provadéno jiz
nékolik desitek let a jeho vliv na rozvoj alergii je znam. Doposud nebyl ovsem pfesné objasnén mechanismus plsobeni
E. coli na organizmus. Pro objasnéni zmén nastavajicich po osidleni jsme sledovali produkci vybranych cytokin@ a protilatek
u zdravych matek a jejich déti a u alergickych matek a jejich neosidlenych a osidlenych déti.

Metody: Hladiny cytokin@ a protilatek byly stanovovany pomoci proteinovych mikroarrayi a ELISA testy v sérech
a mléce matek a v sérech a stolicich jejich déti. Vzorky byly odebirany v den porodu, 4 dny a 3, 6 a 12 mésic po
narozeni.
Vysledky: Vysledky cytokinovych mikroarrayi prokazaly rozdily zejména v produkci nékterych chemokin@ (napf. vysoka
Uroven IL-8 v kolostru zdravych i alergickych matek v porovnani s se zralym mlékem). Metodou ELISA byly testovany
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cytokiny IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 IFN-y a TFG-B a imunoglobuliny IgG, IgM a IgA. Vyznamné rozdily mezi sledova-
nymi skupinami subjektd byly zejména zaznamenany v produkci: IL-4 (vyssi hladiny u alergik{l, postupné se snizujici na
Uroven zdravych matek a déti), IL-6 (snizené hladiny v sérech a stolicich osidlenych déti), IL-13 a IFN-y (vysoké
hladiny v sérech a stolicich jednorocnich déti alergickych matek). Produkce protilatek proti E. coli byla ve vSech
vzorcich neosidlenych alergickych matek déti snizena, zatimco mnoZstvi protilatek ve vzorcich osidlenych déti byly
srovnatelné s vysledky déti zdravych matek. Dosud se u Zadného z osidlenych déti alergickych matek neprojevily
priznaky alergického onemocnéni, zatimco u neosidlenych déti alergickych matek byly po jednom roce Zivota projevy
alergii diagnostikovany ve 25 % pripadd.

Zavér: Mezi zdravou a alergickou skupinou a mezi osidlenymi a neosidlenymi détmi byly zaznamenany vyznamné
rozdily. V nékterych pfipadech Ize pozorovat vyrovnani hladin sledovanych parametr u déti zdravych matek a osidlenych
deti alergickych matek. VSechny tfi skupiny matek a jejich déti budou i nadale sledovany i v dalSich letech Zivota.

Prace je podporovana granty IGA MZ ¢. NR/8040-3 a GACR 310/03/H147

Studenti pti konferenci.




Sponzofi 6. rocniku SVK na 1. LF — PhDr. Lubomir Houdek (nakladatelstvi Galén, s.r.0.), MUDr. Miroslav Lomicek
a PhDr. Jana Vytlacilova (nakladatelstvi Grada Publishing, a.s.) predavaji ceny vitézm konference.

[

Pfedavani cen vitézdm 6. rocniku studentské védecké konference.
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1. misto
DELKA POLYGLUTAMINOVE DOMENY GENU AIB1
JAKO PREDIKTOR VZNIKU KARCINOMU PRSU
U NOSICEK MUTACI GENU BRCA1

Autor: Ondfej Havranek (4. rocnik)

Skolitel:  Odb. as. MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D., Ustav biochemie
a experimentalni onkologie, 1. LF UK

Abstrakt

Karcinom prsu patfi mezi nejzévaznéjsi nadorovéd onemocnéni v populaci zen u nas.
Ackoliv vétsina nadorl vznika jako sporadicky karcinom, pfiblizné 5-10 % onemocnéni je Ondfej Havranek
podminéno hereditarné. Dominuijici pfic¢inou dédi¢nych forem karcinomu prsu u nas jsou

mutace v genech BRCAI a BRCAZ. Nosicky mutaci genu BRCAI maiji vysoké celozivotni riziko vzniku karcinomu prsu,
avSak vék nastupu onemocnéni se u jednotlivych pacientek podstatné lisi. V nedavné dobé byl popsan polymorfismus
v polyglutaminové doméné koaktivatoru steroidniho receptoru — genu A7B1 (amplified in breast cancer gene 1) a jeho
vliv na ovlivnéni rizika vzniku karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCA1. Cilem prace byla analyza polyglutaminové
oblasti genu AZB1 v Ceské populaci u 94 pacientek se sporadickym karcinomem prsu, 92 nosi¢ek mutaci genu BRCA1
(zdravych i nemocnych karcinomem prsu) a u 86 zdravych kontrol. Polymorfni oblast genu AZB1 kédujici polyglutamino-
vy fetézec byla amplifikovana pomoci PCR. Pro separaci alel A7B1 byla pouZita polyakrylamidova gelova elektroforéza
s pridavkem Spreadexu nebo denaturacni vysokotlakd kapalinova chromatografie (DHPLC) systému WAVE. Nejvyssi
zastoupeni mély ve vSech analyzovanych populacich alely kodujici 28 nebo 29 glutamind. Analyza zavislosti rizika vzniku
nadoru na genotypu A7ZB! ukazala, ze v populaci pacientek s mutaci genu BRCA1 a obéma alelami s <29 triplety byl
priimérny vék diagndzy karcinomu 45,1 let, zatimco u pacientek s alespor jednou alelou s >29 triplety 40,1 let. V populaci
pacientek se sporadickym karcinomem prsu nebyl nalezen zadny vztah mezi genotypem AZBI a vékem vzniku nadoru.
Domnivame se, Ze po potvrzeni vysledkd na vétsi skupiné pacientek by bylo mozné vyuZit gen AZB1 jako prediktor rizika
vzniku karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCAL.

Uvod

Karcinom prsu je nej¢ast&j$im zhoubnym nadorem v populaci dospélych Zen v Ceské republice. Vétsina pripad@ vznika
sporadicky bez dédi¢ného vlivu, 5-10 % na familiarnim podkladé. Doposud bylo popsano nékolik dédi¢nych syndromd.
Nejvyznamnéjsi z nich je hereditarni vznik karcinomu prsu na zakladé vrozené mutace hlavnich predispozi¢nich gend
BRCA1 nebo BRCAZ (breast cancer gene 1 and 2). Analyza mutaci genl BRCA1/2 probiha ve dvou univerzitnich centrech
v Praze a Brné od roku 1998 [3; 13]. Pres vysoké celoZivotni riziko vzniku nadoru prsu a/nebo ovaria se vék nastupu
onemocnéni v jednotlivych pfipadech velmi lisi. Bylo popsano nékolik rizikovych faktor( prostfedi a Zivotniho stylu, které
ovliviiuji vék vzniku nadoru u nosi¢ek mutaci genl BRCA1/2. Mezi nejdllezitéjsi viivy patfi expozice pohlavnim hormo-
ndm. Riziko vzniku nadoru mohou také vyznamné ovliviiovat specifické alely jinych gend. Ve snaze najit vhodny predik-
tor rizika vzniku nadoru u nosicek mutaci genl BRCA1/2 byly analyzovany polymorfizmy a/nebo mutace fady gen(
(androgenni receptor, RAD51, CHEKZ, CYP17) [8; 9; 11; 15]. V nedavné dobé byl popsan vztah rizika vzniku karcinomu
prsu a polymorfismu polyglutaminové domény genu SRC3 (steroid receptor coactivator 3, nazyvany také amplified in
breast cancer 1 — AIBI), jehoz genovy produkt je zapojen do steroidni signalni kaskady.

Gen AIBI (OMIM 601937) je umistén na chromozému 20 (20q12) a kdduje protein patfici do rodiny koaktivatord
steroidnich receptor{ (steroid receptor coactivator family, src). Proteiny této skupiny se podileji na transaktivaci estro-
genniho receptoru a tim ovliviiuji na estrogenech zavislou transkripci (obr. 1).

CBPIP300 TAFs
AIB1
o POL Il

SV AV ANV A AV

OBR. 1. SCHEMA TRANSAKTIVACNIHO KOMPLEXU ER. PO NAVAZANT ESTROGENU VYTVOFV{T ER DIMER, KTERY JE TRANSLOKOVAN
DO JADRA, KDE OBSAZUJE ER RESPONZIBILN] ELEMENT LOKALIZOVANY V REGULACNICH OBLASTECH ESTROGENY OVLIVNOVA-
NYCH GENU. KOAKTIVATORY ER (NAPR. AIB1) VE SPOLUPRACI S CBP/P300 PROTEINEM JSOU ZODPOVEDNE ZA TRANSAKTIVACI
TRANSKRIPENIHO KOMPLEXU. NAVAZANI ZAKLADNICH TRANSKRIPCNICH FAKTORU — TATA BOX BINDING PROTEINU (TBP) A TBP-
ASSOCIATED FAKTORU (TAFS) JE PODMINKOU PRO ASOCIACI S DNA-DEPENDENTNI RNA POLYMERAZOU II (POL II) A INICIACI
EXPRESE GENU ZAVISLYCH NA ESTROGENECH.
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TABULKA 1 HLAVNI VYSLEDKY PUBLIKOVANYCH STUDIf POLYMORFISMU V POCTU GLUTAMINU GENU AIB1.

Pocet zpracovanych vzorkd Zakladni vysledky Frekvence alel genu AIB1
BRCA1/sporad. karc. prsu/kontroly
Haiman CA et al. (2000) [4] Case-control studie pacientek 26Q: N.S./12,0% /11,9 %
se sporadickym karcinomem prsu.
Sporadicky karc. prsu = 484 Nejcastéjsi alelotypy obsahuji 28 a 29Q. 28Q: N.S./40,4 % /38,9 %
Kontroly bez karc.prsu = 624 Polymorfismus AIB1 neni vyznamnym rizikovym 29Q: N.S./ 46,4 % /47,8 %
faktorem pro vznik sporadického karcinomu prsu.
Patel MS (2000) [12]* = 26Q: N.S./N.S./12,8 %

28Q: N.S./N.S. /37,0 %
29Q: N.S./N.S./50,2 %

Rebbeck TR et al. (2001) [14] | Nosicky mutaci BRCA1 maji vyssi riziko vzniku 26Q: 12,2 % / 16,8 % / N.S.
BRCA1 bez karc. prsu = 326 karcinomu prsu, maji-li AIB1 s > 28Q 28Q: 36,0 % / 41,8 % / N.S.
BRCAL1 s karc. prsu = 330 (OR 1,59) nebo > 29Q (OR 2,85). 29Q: 50,0 % / 40,3 % / N.S.
Sporadicky karc. prsu = 278 Pozdni vék narozeni prvniho ditéte a bezdétnost

Kontroly bez karc. prsu = 170 | jsou spojeny s vyssim rizikem karcinomu prsu.

Dai P and Wong LJ (2003) [2] Pocet pacientek se sporadickym karcinomem prsu, 26Q: 10,3 % / 16,0 % / 18,7 %
BRCA1 s karc. prsu = 16 které maji alespon jednu alelu < 27 Q, je vyznamné 28Q: 51,7 % / 33,3 % / 32,0 %
Sporadicky karc. prsu = 32 vysSi neZ u pacientek s karcinomem prsu a mutaci 29Q: 31, % / 25,9 % / 44,0 %
Kontroly bez karc. prsu = 43 genu BRCA 1/2 nebo nez v kontrolni populaci.

Kadouri L et al. (2004) [7] Analyzovana populace Zid& Askenazi. 26Q: 9,5 % / N.S. / N.S.
BRCA1 bez karc. prsu = 116 RR pro karcinom prsu nosi¢ek mutaci genu BRCA1 28Q: 42,6 % / N.S. / N.S.

BRCA1/2 s karc. prsu = 195 je 0,55 (95 % CI=0,34-0,90) pro pacientky s alespon | 29Q: 46,2 % / N.S. / N.S.
jednou alelou < 26Q a 1,29 (95 % CI=0,85-1,96)
pro pacientky s 2 alelami > 29Q (p=0,025).

Hughes DJ at al. (2005) [5] Zeny s alelami > 28 Q nemaji zvyéené riziko 26Q: 13,0 % / N.S. / N.S.
BRCA1 mut. = 851 karcinomu prsu oproti Zenam majicim alely 28Q: 40,0 % / N.S. / N.S.
BRCA2 mut. = 324 s méné glutaminy (HR pro nosicky mutaci 29Q: 46,0 % / N.S. / N.S.
642 z nich s karc. prsu BRCA1/2=0,88; 95% CI=0,75-1,04).

N.S. — Nebylo stanovovano
* Analyza polymorfismu genu AIB1 ve vztahu ke vzniku osteopordzy. Do studie nebyly zarazeny pacientky s karcinomem
prsu.

Polypeptidovy Fetézec genu AIBI o 160 kDa tvofi 1417 aminokyselinovych zbytk{. V proteinu bylo identifikovéno
nékolik funkcnich domén. Basic helix-loop-helix (bHLH) doména na NH,* konci proteinu, nejméng dvé domény interagu-
jici s receptorem (receptor-interaction domains, RIDs) v centralni oblasti, oblast zodpovédna za kooperaci s kointegratorem
CBP/P300 (CBP-interaction domain, CID) a histonacetyltransferdzovéd doména (HAT) lezici v blizkosti COO- konce protei-
nového fetézce [1]. Detailni krystalografickd struktura proteinu vSak neni dosud znama. Polymorfni glutaminova (Q)
doména, kédovana triplety CAG a CAA, se nachazi v blizkosti COO- konce proteinu. Dle blizce pribuzného proteinu
SRC-1 obsahujiciho obdobnou polyglutaminovou doménu se da predpokladat, ze tato doména pfimo interaguje
s estrogenim receptorem a ovliviiuje jeho transaktivaci.

V minulosti bylo publikovéano nékolik studii, které analyzovaly polyglutaminovou doménu genu AZB! jako mozny
prediktor rizika vzniku sporadického karcinomu prsu a karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCA1/2 (tab. 1). Vzhle-
dem k rozdilnym vysledklim téchto studii a k ¢astému rozdilnému zastoupeni genotypl v rliznych populacich jsme
se rozhodli provést analyzu v nasi populaci.

Cilem prace byla analyza genotypl AIB1 v ¢eské populaci u pacientek se sporadickym karcinomem prsu, nosic¢ek
mutaci genu BRCA1 (zdravych i nemocnych s karcinomem prsu) a u kontrolni populace pomoci alternativnich technik
k pfimému sekvenovani nebo fragmentacni analyze s pouzitim fluorescentné znacenych primer{. Korelaci s klinickymi
Udaji byl analyzovan vztah typu polyQ domény genu A/BI k riziku vzniku karcinomu prsu.

Metody

K izolaci DNA z periferni Zilni krve byl pouZit Wizard Blood DNA isolation kit (Promega). Celkové bylo analyzovano
92 pacientek se sporadickym karcinomem prsu, 39 pacientek s karcinomem prsu a mutaci genu BRCAI, 53 vzork(
od zdravych nosi¢ek mutaci genu BRCAI1 a 86 vzorkl zdravé populace. Konfirmace informovaného souhlasu
s genetickym vySetfenim predchazela odbéru genetického materialu.

Pro PCR amplifikaci bylo pouzito 50 ng genomové DNA. Primery ohranicujici oblast kodujici polyglutaminovou
doménu byly uzplisobeny dle Kadouriho bez florescen¢niho znaceni [7]. 25ml reakéni smés pro PCR se skladala
z 30 pM kazdého primeru [sense: 5-TCCGACAACAGAGGGTGGCTATG-3’; antisense: 5-TTAGAGGTGGGCTGAAG-
-GCCTG-3'; Generi Biotech], z 2,5 ml GoldTag PCR pufru (Applied Biosystems), 0,5 U GoldTag DNA polymerazy
(Applied Biosystems), 1,5 mM MgCl, a z 12,5 mM dNTP's (Invitek). PCR reakce, sestavajici z vodni denaturace 95 °C
10 min, 35 cykll 0 95 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 30 s a zavérecného dosyntetizovani amplikont 72 °C 10 min, byla
provedena v PTC200 PCR cycleru (MJ Research).
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Nasledna analyza zahrnovala rozdéleni PCR fragmentl na 12% polyakrylamidovém gelu (Bio-Rad) s pridavkem
Spreadex Polymer NAB (Elchrom Scientific) ve vertikdlni elektroforéze Miniprotean (Bio-Rad). RozliSovaci schopnost
spreadexového gelu umozriuje na 5 cm dlouhém gelu UpIné oddéleni dvou DNA fragment(, které se délkové lisi
o 1 bp [6]. Gely byly barveny 15 min 0,1% roztokem SYBR gold (Molecular Probes) a vizualizovany UV.

Jako alternativa ke spreadexovym geldm byla uZita fragmentacni analyza PCR amplikon& denaturacni vysokotlakou
kapalinovou chromatografii (DHPLC) systému WAVE 3500 (Transgenomic Inc.). Pro DHPLC analyzu bylo kombinovano
20 ml PCR amplikonl genu AZB1 s 4 ml 191 bp dlouhého PCR amplikonu (genu CHEKZ) slouZiciho jako vnitini standard
[10]. Na kolonu (DNASep cartridge, Transgenomic) bylo naneseno 10 ml smési PCR produktd. Eluce DNA byla provedena
10minutovou aplikaci linedrniho gradientu (40-60 %) Pufru B (25% acetonitril) v 0,1 M trietylamonium acetatatu.
Chromatogramy ziskané na UV detektoru pfi vinové délce 260 nm byly analyzovany softwarem Navigator (Transgeno-
mic).

Primé sekvenovani amplifikovanych vzorkd homozygotll bylo uZito k urCeni presné délky rliznych alel. Analyza pro-
béhla na automatickém sekvenatoru ABI310 (Applied Biosystems) pomoci BigDye Terminator Kitu 3.1 (Applied Biosys-
tems).

Klinicka data byla k dispozici pouze u 53 z 94 vzork{ od pacientek se sporadickym karcinomem prsu, proto byla v této
skupiné k analyze uzita mensi populace. Vzhledem ke zjisténé délce alel byly populace rozdéleny do dvou &asti, na
skupinu s < 28 glutaminy a skupinu s > 29 glutaminy.

SEKCE PREGRADUALNI

Vysledky a diskuse

K analyze délky polyglutaminové domény genu A7BZjsme zvolili dva nové metodické pristupy. Vysledky pfi pouZiti PAGE
se Spreadexem dokumentuje obr. 2A. Pfitomnost stutter band( v elektroforéze, kterym odpovidaji stutter peaky u DHPLC
analyzy, je zplsobena nepresnosti Taq polymerdzy pfi PCR. Druhou metodou byla fragmentacni analyza pomoci DHPLC
(obr. 2B). Sekvenovani umoznilo urceni presné délky jednotlivych alel (obr. 2C).

Zastoupeni alel a genotypl AIB1 v analyzovanych populacich je shrnuto v tabulce 2. Nej¢asté&jsi alely obsahuji 26, 28
nebo 29 glutamind, nej¢astéjsi genotypy jsou 28/28, 28/29 a 29/29. Mezi jednotlivymi populacemi nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v délce polyglutaminové domény genu A7B1.

A B
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OBR. 2. VYBRANE V\'(SL,ED,KY ANALYZY DELKY POLYGLUTAMINOVE DOMENY GENU AIB1 POMOCI SPREADEXOVEHO GELU (A)
A DHPLC (B). SEKVENOVANI PCR AMPLIKONU HOMOZYGOTA S 26 GLUTAMINOVYMI CAG A CAA TRIPLETY (C).

TABULKA 2A CETNOST ALEL GENU AIB1

Alely Nosicky mutaci genu BRCA1 Pacientky se sporadickym karcinomem prsu Kontroly
(pocet glutamind) (N=92) (N=94) (N=86)
25 0 % 0 % 0,6 %
26 10,9 % 12,8 % 12,8 %
27 1,1 % 0 % 0 %
28 41,8 % 42,6 % 34,3 %
29 44,6 % 44,7 % 51,2 %
30 1,1 % 0 % 0,6 %
31 0,5 % 0 % 0 %
32 0 % 0 % 0 %
33 0 % 0 % 0,60 %
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TABULKA 2B ZASTOUPENI GENOTYPU GENU AIB1

Alely Nosicky mutaci genu BRCA1 Pacientky se sporadickym karcinomem prsu Kontroly
(pocet glutamind) (N=92) (N=94) (N=86)
25/26 0 0 1
26/26 1 2 2
26/28 7 11 4
26/29 11 9 13
27/29 1 0 0
27/30 1 0 0
28/28 19 17 11
28/29 31 35 32
28/30 1 0 0
28/33 0 0 1
29/29 19 20 21
29/30 1 0 1
29/31 1 0 0
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OBR. 3, VEK DIAGNOZY U SPORADICKEHO KARC. PRSU (N=65) A KARC. PRSU U NOSICEK MUTACI BRCA1 (N=37) VZHLEDEM
K ROZNYM GENOTYPUM AIBL.

Pr@mérny vék vzniku karcinomu prsu u pacientek s mutaci genu BRCAI se od prlimérného véku pacientek bez
mutace v nasi studii vyznamné lisi (41,3 vs 53,8; p<0,001). Tento rozdil je zplisoben vlivem mutace genu BRCAI na
vznik nadoru prsu u postizenych jedincl. Primérny vék diagndzy sporadického i hereditarniho karcinomu prsu u nej-
CastéjSich genotypl shrnuje obr. 3. U sporadického karcinomu prsu nevidime Zadny vliv na vék vzniku onemocnéni,
naproti tomu mdZeme vidét snizeni véku diagndzy karcinomu prsu u nosi¢ek mutaci genu BRCAI1, kdyz je pfitomna
alespon jedna alela s 29 glutaminy. Primérny vék diagndzy ve skupiné sporadického karcinomu prsu s < 29 a > 29
glutaminy je 53,4 a 54,2 rokd, ve skupiné pacientek s mutaci genu BRCAI 45,1 a 40,1 rok{. Pfitomnost alely s < 26
glutaminy nesnizuje riziko vzniku karcinomu prsu ani u jedné z analyzovanych populaci.

VSechny studie, které zkoumaly polymorfismus genu A7ZB1, byly zalozeny na analyze sekvenovanim nebo uzivaly
automatické sekvenatory s fluorescencné znacenymi primery. V nasi studii jsme ukazali, ze metody spreadexova PAGE
a DHPLC jsou vyborné pouzitelné k analyze polymorfismu genu AZB1 a jsou ekonomicky mnohem vyhodné&jsi. V minulosti
bylo popsano rozdilné zastoupeni alel polymorfismu rliznych gend v rdmci Evropy [9]. Soucasna studie neprokazala
odlisnosti mezi frekvenci genotypll AZB1 v nasi populaci a populacich zahranicnich. Nejcastéji se vyskytujici alely koduji
28 nebo 29 glutamind. Ve shodé se studiemi Rebbecka a Kadouriho [7; 14] a oproti posledni a nejrozsahlejsi studii
Hughese et al. [5] byl nalezen vztah mezi pritomnosti alely A7B1 s > 29 glutaminovymi triplety a vékem vzniku karcinomu
prsu u pacientek s mutaci v genu BRCAI. BohuZel, dosavadni vysledky nedosahuiji statistické vyznamnosti z ddvodu
malého poctu vySetfenych a je nutné je potvrdit zahrnutim vétSiho poctu pacientl s mutaci genu BRCAL. Nizky vyskyt
mutaci v genu BRCA2 v Ceské republice omezuje moznosti kvalitni analyzy této skupiny.
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Souhrn

Martin Klein

Muskarinové receptory jsou receptory sprazené s G-proteiny a dosud bylo identifikovano pét

podtypl. Exprese jednotlivych podtypd je relativné tkanové specificka. Srdce savcl je pova-

Zovano za organ s predominantnim zastoupenim M, podtypu (muskarinova populace u ptak{ se sklada z M,a M, recep-
tor{). Pokusili jsme se identifikovat jiné podtypy muskarinovych receptord nez M2. K tomu jsme pouZzili vazebné kompe-
ticni pokusy s AQ-RA 741 a blokovani M,-M, receptord pomoci kombinace MT7 a AQ-RA 741. Identifikovali jsme malé
mnoZzstvi (v priméru 14,4 %) non-M, subtypu muskarinovych receptord, které pravdépodobné patfi k podtypu M,. Déle
jsme identifikovali marginaini frakci (5,50+1,63 %) receptor podtypu M.. Tyto vysledky predstavuji dal3i ddkaz pfitom-
nosti M, podtypu muskarinovych receptordi v periferni tkani.

Klicova slova: muskarinové receptory; srdce; non-M, muskarinové receptory; MT7 mamba toxin.

Uvod

Jednou z nejddleZitéjsich cest mezibunétné komunikace je pfenos signalu zprostfedkovany receptory. Muskarinové
receptory patfi do rodiny receptor( spfazenych s G-proteiny a pfenaseji signaly parasympatiku. Dosud bylo identifikova-
no a klonovéno pét podtypli muskarinovych receptord. Liché subtypy (M,, M,, M,) stimuluji fosfolipasu C (PLC; pres
pertusis toxin-insensitivni Gg protein), ktera poté Stépi fosfatidilinositolbisfosfat (PIP2) to inositoltrisfosfat (IP3)
a diacylglycerol (DAG).

Sudé podtypy (M,, M,) oproti tomu inhibuji adenylyl cyklasu (AC; cestou pertusis toxin-sensitivniho Gi proteinu), tedy
snizuji mnozstvi cyklického adenosinemonofosfatu (Moscona-Amir et al., 1989) a snizuji aktivitu proteinkinasy A (PKA).

Po dlouhou dobu se predpokladalo, Ze jedinym podtypem MR, pfitomnym v savcich srdcich je M, receptor. Toto také
bylo podpoteno studii s M, knockoutovanymi my3mi (Gomeza et al., 1999). Nicméné, v posledni dobé se koncept srdce
jako plné organu s Gplnou homogenitou podtypd muskarinovych receptorli opét stava predmétem zajmu. Nékteré fyzio-
logické a farmakologické predpoklady podporujici myslenku existence dalSich populaci muskarinovych receptord v srdcich
savcd strucné shrnuje Dhein et al., 2001.

V nasi predeslé praci (Myslivecek et al., 2001) jsme zjistili Ze:
1. V srdecnich sinich se nachazi pouze uniformni populace M, muskarinovych receptord,
2. V komorach se nalézaji dvé populace, pfi¢emz neni pochyb, Ze majoritni je tvofena M, receptory.
3. Minoritni populace je predstavovana M, subtypem. Nelze v3ak zcela jednoznaéné vyloucit moZnost, Ze je pfitomna

jesté dalsi populace (zfejmé M, receptor(); toto jsme zjistili pouZitim nasledujicich postup(:

a) kompeticni vazebné pokusy s AQ-RA 741,

b) blokddou M —M, receptor{l inkubaci s AQ-RA 741 a MT7.

Material a metodika
Reagencie

[BHINMS (/methlyl°H]-N-scopolamin methyl chlorid, sp. a. 84 C/mmol) z Amersham Pharmacia Biotech (Little Chal-
font, Buckinghamshire, England). AQ-RA 741 ((11-({4-[4-(diethylamino)butyl]-1-piperidinyl}acetyl)-5,11-dihydro-
6H-pyrido(2,3-b)) laskavé darovano firmou Boehringer Ingelheim, Biberach, Némecko, MT7 (muskarinovy toxin 7,
toxin zelené mamby) z Peptide Institute, Inc., Louisville, Kentucky, USA.

Pokusna zvirata a pfFiprava tkanovych homogenatii

Pokusy jsme provadéli na dospélych samC|ch laboratornich potkand kmene Wistar starych 46-55 dni. Se zvifaty jsme
zachazeli v souladu s platnou legislativou Ceské Republiky a Helsinskou deklaraci. Zvifata Jsme usmirtili cervikalni disloka-
ci a dekapitaci. Srdecni komory jsme vypreparovali, vazivovou tkan peclivé oddélili a po zvazeni a rozkrajeni na drobné
kousky jsme po dobu 30—45 vtefin homogenizovali homogenizatorem (Ultra-Turrax® T25 basic IKA®-Werke 24,000 r.p.m.)
v ledovém fyziologickém roztoku. Homogenat (100 mg/ml) jsme poté zamrazili pfi -20 °C do provedeni vazebnych
pokustl. Homogenaty jsme pak pred vlastnim pokusem rehomogenizovali.

Radioligandovy vazebny pokus s AQ-RA 741 (antagonista relativné selektivni pro M, receptory)

Kompeticni vazebné studie jsme provedli za pouZiti radioligandu [*(H]NMS modifikovanym postupem, pouzitym jiz dfive
(Myslivecek et al., 2003). Mnozstvi homogenatu, odpovidajici 2,5 mg Cerstvé tkané na zkumavku jsme inkubovali 90 minut
pfi 25 °C v celkovém objemu 0,25 ml. Jako inkubacni médium jsme pouZili fyziologicky roztok a [*H]JNMS (1800 pM).
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Nespecifickou vazbu jsme stanovovali ve zkumavkach s atropinem, pridanym pred zapocetim inkubace (vysledna
koncentrace 5 pM). Inkubaci jsme ukoncovali zfedénim ledovou destilovanou vodou a rychlou filtraci pres filtry ze
sklenénych vldken Whatman GF/B na Brandel cell-harvesteru. Filtry jsme promyvali destilovanou vodou a zadrze-
nou radioaktivitu jsme méfili kapalinovou scintilaéni spektrometrii. Rozsah pouzitych koncentraci AQ-RA 741 byl
od 10 do 10° mol.l%, pfi tfech rlznych koncentracich na rad.

Stanoveni pritomnosti M, muskarinovych receptorii

Stanoveni pfitomnosti M, muskarinovych receptorl jsme provedli za pouZiti modifikované metody Reever et al.
(1997). Tito autofi pouzili preinkubaci tkané v 30 pg/ml toxinu zelené mamby a 1 uM AQ-RA741 pro zablokovani
ostatnich muskarinovych receptorll nez M,. Tato metoda blokovala 99 % M,, M,, a M, receptory a 85 % M, recepto-
rd, zatimco zachovavala vétSinu M, receptoru. Zbylé receptory pak méfili vazbou s [PH]NMS. V naSem pokusu jsme
pouzili podobny postup a pouzili jsme MT7 toxin misto surového jedu. Tkan jsme preinkubovali 60 minut s MT7
toxinem (10° mol/l) a s AQ-RA 741 (10 mol/l) a poté jsme ji inkubovali 90 minut s [*H]NMS.

Zpracovani dat

Data, ziskana z vazebnych pokust s radioligandem jsme zpracovali podle dfivéjsiho postupu (MysliveCek et al, 2003),
za poufziti softwaru GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Vysledky

Radioligandovy vazebny pokus s AQ-RA 741

Kompetice jsme provedli v celych srdec¢nich komorach bez rozliSeni na pravé a levé komory. Vazebné kompeticni
pokusy s AQ-RA 741 (10 az 10° mol.lI", 3 koncentrace na fad) ukazaly pfitomnost dvou vazebnych mist. Data
(pK,,, PK,, a frakce 1) jsou souhrnné uvedena v tabulce 1. Saturacni kfivka je na obrazku 1.

TABULKA 1 PK_, PK,, A FRAKCE 1 AQ-RA 741
Kompetitor Frakce 1 pK;, nebo pK, PK;,
AQ-RA 741 0,81+0,11 8,24+0,16 6,78+0,88

AQ-RA 741
data from 4 independent experiments
1004 =2
90 A o
80
20 o Legend
S 601 FRACTION1 0.8110
§ 50 - pKi, = 8,24
o 401 pKi, = 6,78
°© 30
O\ 20 .
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0 . . . . . O .
-1 10 9 8 -7 6 -5 -4
log c(AQ-RA 741) [mol.I]

OBR. 1. SATURACNI KRIVKA AQ-RA 741

Kompeticni vazebny pokus s AQ-RA 741 ve tkani preinkubované s MT7
Spoletna inkubace s AQ-RA741 a MT7 toxinem ukazala pfitomnost 5,50+1,63 % M, muskarinovych receptord.

Diskuse

Saturacni kfivka antagonisty AQ-RA 741 dokazuje pfitomnost dvou vazebnych mist v srdecnich komorach potkand.
Je zfejmé, Ze majoritni populace muskarinovych receptor(l patfi k subtypu M,. pK;, AQ-RA 741 naznacuje piitomnost
vice subpopulaci, avsak jako takova nemlize sama vyloucit pritomnost ostatnich lichych subtyp(, protoZe vypocitana
hodnota pKj, lezi mezi odhadovanymi hodnotami subtyp M,, M, a M.. Proto, abychom identifikovali tento minoritni
podtyp, jsme provedli kompetici s koinkubaci AQ-RA 741 a MT7. Tato kombinace prokazala pfitomnost 5,50+1,63 %
M, muskarinovych receptor(l v srde¢nich komorach potkan{l. Mzeme tedy uzaviit s tvrzenim, Ze jsme byli v naSem
pokusu schopni nalézt vice neZ jednu subpopulaci muskarinovych receptor(l v srdeCnich komorach. Hlavni subpopulace
nalezi podtypu M, (viz ¢ast Uvod). Dalsi subpopulace je predstavovana muskarinovym receptorem podtypu M, jak Ize
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usuzovat z koinkubace s AQ-RA 741 a MT7. Tento ndlez je vyznamny zejména z toho pohledu, Ze dosud byl vyskyt
podtypu M, povazovan za zejména centralni. Uloha M, muskarinového receptoru v srdci zlistava nadale predmétem
dalsiho vyzkumu.
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Uvod
Menkesova choroba je vzacné se vyskytujici onemocnéni s téZkou poruchou metabolismu Lubomir Krélik

médi. Postizeni muZi trpi celkovym nedostatkem médi v ddsledku naruseni pfijmu médi ve
stievé a chybné distribuce médi v téle projevuijici se poruchou pojivovych tkani, vaznymi neurodegenerativnimi zména-
mi a zménou struktury viasti. Dédi¢nost Menkesova syndromu je recesivni vazana na chromosom X s vyskytem 1:30000.
VétSina nemocnych, pokud nejsou léceni, zemie do véku tfi let.

Menkes(v syndrom je zplisoben poruchou proteinu ATP7A, ATPasy transportujici méd’, ktera vede k hromadéni médi
v cytosolu a poruse vydeje médi z bunék. Vétsina priznakd Menkesova syndromu je dUsledkem poruchy vydej médi ze
stfeva, ktera vede k celkovému nedostatku médi v téle, coZ se projevi hlavné snizenim aZ ztratou aktivity enzymd, které
méd’ vyzaduiji jako kofaktor pro svou funkci. Uastni se tvorby energie v mitochondriich (cytochrom c oxidasa), pfijmu
zeleza (ceruloplasmin), regulace mnozstvi kyslikovych radikald (superoxiddismutasa), tvorby melaninu (tyrosinasa), pro-
dukce katecholaminu (dopamin B-monooxygenasa) a sitovani kolagenu a elastinu (lysyloxidasa). Nizka hladina médi
a ceruloplasminu v krvi a vysoka hladina médi v kultivovanych fibroblastech jsou vyuzivany v diagnostice onemocnéni.

Gen ATP7A je lokalizovan na dlouhém raménku chromosomu X (Xq13.3), zaujima oblast 140 kb genomové DNA.
Transkript genu ATP7A je 8,5 kb dlouhy, obsahuje 23 exon(l a kdduje protein o 1500 aminokyselinach. Gen ATP7A je
exprimovan ve vSech tkanich mimo jatra. Dosud bylo popsano vice nez 130 mutaci v genu ATP7A u nemocnych
s Menkesovym syndromem (Gu et al., 2001; Hahn et al., 2001; Seidel et al., 2001).

_Prace uvadi vysledky mutacni analyzy genu ATP7A u dvou nepfibuznych nemocnych s Menkesovym syndromem
z Ceské republiky.

Metodika

VlySetfeni byli dva nemocni s typickymi pfiznaky Menkesova syndromu z neptibuznych rodin.

Genomova DNA byla izolovana z lymfocytl periferni krve. Pro amplifikaci kazdého z 23 exonl genu ATP7A byla
navrzena polymerasova fetézova reakce (PCR). Reakce probihala v celkovém objemu 25 pl ve slozeni 50 mM Tris HCI
(pH 9,2), 16 mM (NH,),SO,, 3,5 mM MgCl,, 200 nM kazdy dNTP, 7,5 U Taq polymerasy a 0,4 um oba primery (Tumer et
al., 1997) (Tab. 1.). Pocatecni denaturace byla provedena pfi 95 °C 2 minuty, nasledovalo 30 cykl s denaturaci pfi 95 °C
(30 s), nasedanim primer@ pfi 59 °C (30 s) a extenzi pfi 72 °C (1 min), a zavére¢na polymerace pfi 72 °C (7 min).

VSechny produkty PCR byly sekvenovany.

Zjisténé zmény sekvence byly ovéreny restrikénim stépenim (Obr. 1.).

GGCTTAGAAGTA  GGCTTATAAGTA I
K MD1

MD1 K
GTGAAGCAACTT GTGAAGTAACTT l
MD2 K

OBR. 1. SEKVENCE NUKLEOTDU A ANALYZA POLYMORFISMU DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU MD1, MD2 - PACIENTI
S MENKESOVYM SYNDROMEM, K — NEGATIVNI KONTROLA
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TABULKA 1 PRIMERY POUZITE K AMPLIFIKACI GENU ATP7A

Pfimy primer (5'=3") Zpétny primer (5'=3")
19 TATTCCAAGTTCTTTTATTTTGTGCTG AAATTTCTTAGCATTTGAAGGCAAG 259
20 TATTGCTCAGTTATGTTTCACGTACT GATTATATTGACCACATAGGGC 332

TABULKA 2 NALEZENE MUTACE V GENU ATP7A

Pacient Zména nukleotidu Zména aminokyseliny Disledek
MD1 19 GAA — TAA E1249X zkraceni proteinu
MD2 20 CAA — TAA Q1288X zkrdceni proteinu

Q1288X E1249X
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OBR. 2. SCHEMA PROTEINU ATP7A S NALEZENYMI MUTACEMI

Vysledky

U dvou vysetfenych nemocnych s Menkesovym syndromem byly nalezeny mutace v genu AP7A (Tab. 2.) Obé mutace
ziejmé vedou k predc¢asnému ukonceni proteinu a ztraté jeho funkce (Obr. 2.).

Diskuse

Stanoveni spravné diagndzy je u Menkesovy choroby nezbytné pro zahajeni 1éCby jiz v novorozeneckém nebo ¢asném
kojeneckém véku, coZz ma zasadni vyznam pro predchazeni vaznym porucham nervového systému a mentalniho vyvoje.
Menkes{v syndrom nemusi vzdy byt jednoznaCné rozpoznatelny podle vysledkd biochemickych vySetfeni, jako je hladina
médi a ceruloplasminu v krvi, které jsou u novorozencd vzdy vysoké. ReSeni nabizi molekularné geneticka analyza genu
ATP7A. Dosud bylo v genu ATP7A u nemocnych s Menkesovym syndromem popsano vice nez 130 mutaci. U dvou nami
vySetfenych nemocnych s Menkesovym syndromem jsme nalezli dvé odliSné nonsense mutace (Tab. 2.). Mutace E1249X
dosud nebyla popséana.

Molekularné geneticka analyza mutaci genu ATP7A by méla pomoci potvrdit klinické a biochemické pfiznaky u pa-
cientll s Menkesovym syndromem a zajistit pfesnou diagnostiku této choroby, kterd ziejmé unikd pozornosti. Uvedena
zjisténi jsou zvlasté dlleZita pro genetické poradenstvi v postizenych rodinach.

Podékovani
Prace byla podporena grantem MSM 0021620806.
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C. elegans nuclear hormone receptors (NHRs) that are distantly homologous to ver- j‘ -

tebrate retinoid receptors may be divided according to their region directly involved in Eva BroZovd

the contact with DNA, the P box. We are studying NHRs that are characterized by the

P box sequence CNGCKT. NHR-40 belongs to the subgroup that has 9 amino acid residues in the inner part of the second
zinc finger, similar to mammalian retinoid receptors.

The expression of nhr-40, detected by RT PCR, starts in embryos and continues during larval stages. There are at
least 3 isoforms of NHR-40 due to differential splicing and the use of at least two promoters that we have begun to
characterize. Transgenic lines carrying a GFP reporter gene controlled by either promoter showed expression in muscles
and neuronal cells. A truncated region of the first promoter leads to expression in neurons while the second promoter
additionally drives expression of nAr-40::GFP in ventral and dorsal nerve cords, utse and uvl, 2 and 3 cells. The function
of NHR-40 was studied by RNA interference, by induction of expression of mutated constructs in transgenic animals and
using a nhr-40 deletion strain kindly provided by The C. elegans Gene Knockout Consortium. The n/Air-40loss-of-function
phenotype revealed a role during late embryogenesis and in the L1 stage.
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Cdk = cyklin-dependentni kindza, RA = kyselina retinova, db cAMP = dibutyryl cyklicky
adenosin monofosfat

Uvod

Protein p21/WAF1 (p21) je multifunkcni protein, ktery ma zasadni vyznam zejména pfi zastaveni bunécného cyklu v G1

fazi. Hraje Ulohu také pfi inhibici apoptdzy a ma Casto zvySenou hladinu pfi senescenci a diferenciaci nékterych typQ
bunék.

Blanka Drdovd
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OBR. 1 (A) HLADINY PROTEINU, KTERE SE U(”:/;\Slei BUNECNEHO CYKLU BEHEM DIFERENCIACE. (B) H1 KINAZOVA AKTIVITA
KOMPLEX0 CYKLIN E-CDK2 A HLADINY PROTEINO NEKTERYCH SLOZEK KINAZOVEHO KOMPLEXU.
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F9 bunky mysiho embryonalniho karcinomu se vyznacuji vysokou proliferacni rychlosti a schopnosti diferencovat do
nékolika bunécnych typd. Klicovou Ulohu v jejich diferenciaci ma kyselina retinova, ktera indikuje buriky k diferenciaci na
buriky podobnému primitivnimu endodermu. Za soucasného plisobeni kyseliny retinové a stimulace cAMP signaini drahy
jsou buniky diferencovany na parietalni entoderm (Strickland et. Al., 1980). Jejich diferenciace je doprovazena snizenou
proliferacni rychlosti, morfologickymi zménami a expresi markerd. Zajimalo nas, jakou roli hraje protein p21 v diferenciaci
F9 bunék na parietdlni endoderm.

Vysledky

PFi diferenciaci F9 bunék mysiho embryonalniho karcinomu na parietalni entoderm, jsme zjistili, Ze z proteind, které se
UCastni bunécného cyklu, vykazuje nejvyraznéjsi zménu cyklin dependentni kindzovy inhibitor p21 (Obr. 1A). K jeho
akumulaci v diferencovanych burikach pfispiva zvyseni hladiny jeho mRNA i stabilizace proteinu. Béhem diferenciace se
snizuje kindzova aktivita komplexd cyklinE-cdk2 a postupné nardsta hladina p21 v téchto komplexech (Obr. 1B).

K urceni vyznamu vysoké hladiny proteinu pfi diferenciaci byly ziskany klony F9 bunék ektopicky exprimujici vysokou
hladinu p21 uZ v nediferencovaném stavu. U nich vSak nebyly detekovany makery typické pro diferenciované buriky,
takZe sam protein diferenciaci nenavozuje ani neurychluje. Profil bunécného cyklu z priitokové cytometrie téchto nedife-
rencovanych klon{ se od kontrolnich F9 bunék lisi jen lehce zvySenym poctem bunék v G2 fazi.

Byl také ziskan klon s ektopicky exprimovanou antisepse p21 cDNA, ktery mél v diferencovaném stavu snizenou
hladinu endogenniho proteinu. Jeho profil bunécného cyklu se lisi od kontrolnich F9 bunék tim, ze nejvétsi frakce bunék
se nachazi ve fazi G2/M a objevila se i vtSi subG1 faze indikujici vétsi frakci apoetickych bunék na konci diferenciace (Obr.
2A).

kontrola F9-p21 F9-p21 AS
A)
den 6
obsah DNA
nedif. 24 hvRA dif.
B)

FITC

OBR. 2 (A) PROFILY BUNECNYCH CYKLU, (B) BUNECNA LOKALIZACE P21

V souvislosti s rostouci hladinou p21 béhem diferenciace byla sledovana také jeho bunécna lokalizace. Zatimco
v nediferencovanych bunkach, které se vyznacuji vysokou proliferaci, byl p21 lokalizovan jen v jadre, u diferencovanych
bunék dochazi k Castecné relokalizaci do cytoplazmy (Obr. 2B). S timto kompartmentem je asociovana jeho znama
antiapopticka funkce (Suzuji et al., 2000).

Pro diferenciaci F9 bunék na parietalni entoderm je charakteristicka exprese trombomudulinu (Weiler-Guettler et al.,
1992). Proto byl v reporterovych studich sledovan vliv p21 na expresi tohoto expresi specifického markeru. Transfekce
exogenniho p21 aktivovala trombomodulinovy promotor-reportér v nediferencovanych i diferencovanych F9 bunkach
(Obr. 3A). Naopak, pokud doslo k potlaceni exprese endogenniho p21 transfekci p21 antisense konstruktu nebo p21-si
RNA v diferencujicich se F9 burikach, sniZila se i aktivita trombomodulinového promotoru-reportéru (Obr. 3B).

Zjistili jsme i vliv p21 na zvySeni exprese endogenniho trombomodulinu. Klon s vysokou exogenni expresi p21 byl
diferencovan nejprve pouze v pritomnosti RA (4 dny) a poté indukovan pfidanim db cAMP k diferenciaci na parietalni
entoderm. Pomoci RT-PCR byla zjiSténa vysoka exprese endogenniho trombomodulinu v porovnani s kontrolnimi F9
burikami (Obr. 3C).

Transfekce p21 také zvySovala aktivitu konstruktu GAL-p300 (1-1303), ktery byl testovany s trombomodulinovym
promotorem s vazebnymi GAL misty (Obr. 4). To naznacuje, ze p21 mizZe plsobit na transkripci pfes derepresi p300
N-terminalni represorové domény a zvySovat tak funkci p300 koaktivatoru (Snowden et al., 2000; Girdwood et al., 2003).
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OBR. 3 (A) KOTRANSFEKCE P21 EXPRESNIHO VEKTORU STIMULUJE AKTIVITU TROMBOMODULINOVEHO PROMOTORU- REPORTE-
RU. (B) SNIZENT HLADINY ENDOGENNIHO P21 SNIZUJE AKTIVITU TROMBOMODULINOVEHO PROMOTORU- REPOTERU. (C) ZVYSE-
NI HLADINY P21 U KLONU S EKTOPICKY EXPRIMOVANYM P21 JE DOPROVAZENO ZVYSENOU EXPRES THROMBOMODULINOVE
MRNA.

Zaver

Protein p21 ma jako inhibitor cyklin dependentnich minaz zésadni vyznam pfi regulaci bunécného cyklu, zejména pfi
zastaveni bunék v G1 fazi (Dotto, 2000). S jeho rostouci hladinou béhem diferenciace F9 bunék na PE se zvySuje
i zastoupeni v komplexech cyklin-cdk a pfispiva k inhibici kindzové aktivity téchto komplexd.

Vysledky takié naznacuji pozitivni Glohu p21 pfi transkripci marker( diferenciace. Vysoka hladina proteinu p21 sama
o sobé diferenciaci nenavozuje, ani neurychluje. Rozhoduijici je vliv diferenciacnich induktorli RA a db cAMP. P21 vsak
ovliviiuje expresi trombomodulinu, diferenciacniho markeru, jak bylo prokazano v reportérovych studiich s konstruktem
trombomodulinového promotoru a také v pokusu, kde po stimulaci cAMP signalni cesty v burikach, které byly diferenco-
vany pouze v RA a mély vysokou hladinu p21, doslo k masivni transkripci trombomodulinu. Tato indukce navic potvrzuje
Ulohu trombomodulinu jako specifického markeru parietaini diferenciace.

ZpUsob jakym p21 ovliviiuje transkripce diferenciacniho markeru pravdépodobné souvisi se schopnosti p21 aktivovat
transkripCni koaktivator p300/CBP derepresi jeho represorové domény CRDI1 (snowden et al., 2000). Tento represivni
mechanismus dale vyzaduje vazbu SUMO a histon-deacetylazy 6 na represorovou doménu, coz vede ke snizeni aktivity
transkripcniho koaktivatoru p300/CBP (Girdwood et al., 2003). Testovani konstruktu trombomodulinového promotoru-
reportéru s exogennim p300 a p21 potvrdilo schopnost p21 ovliviiovat aktivitu reportérového konstruktu timto mecha-
nismem v F9 bunkach.

P21 je také zndmy svou antiapoptickou funkci, ktera je asociovana s jeho relokalikzaci do cytoplazmy. p21 je Gcinny
inhibitor prokaspazyv3, ktera se Gcastni Fas-zprostiedkované bunécné smrti. Fosforylovany p21 vstupuje na mitochond-
riich do komplexu s prokaspazou 3 a maskuje misto na jejim NH2 konci, které by stépily cytoplazmatické serin proteinazy
za vzniku aktivované kaspazy 3. (Suzuji et al., 2000). S postupuijici diferenciaci F9 bunék na parietalni entoderm, je p21
CastecCné relokalizovan do cytoplazmy. Klon F9 bunék, kde byla potlacena endogenni hladina p21 vykazoval v profilu
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OBR. 4 KOTRANSFEKCFE P300 A P21 EXPRESNICH VEKTORU AKTIVUJE TROMBOMODULINOVY PROMOTER-REPORTER.

bunécného cyklu vétsi sub G1 fazi indikujici vétsi frakci apoetickych bunék na konci diferenciace. Tento je mlze byt
spojeny s moznou antiapoptickou Ulohou p21 béhem diferenciace.

Zjisténé vysledky ukazuji, ze protein p21 hraje zésadni roli v diferenciaci F9 bunék na parietalni endoderm. V souladu
s funkai inhibitoru cdk se podili na zastavovani bunécného cyklu a snizeni proliferacni rychlosti diferencovanych bunék,
Ucastni se regulace cAMP-zprostredkované transkripce a pravdépodobné brani spusténi apoptdzy.

Vysledky této prace byly publikovany:

Drdova, B. and Vachtenheim, J., »A role for p21 (WAF1) in the cAMP-dependent differentiation of F9 teratocar-
cinoma cells into parietal entoderm,« Exp. Cell Res., Vol. 304, 2005, pp. 293-304.

References

Dotto, G. P. (2000). P21 (WAF1/Cip1): more than a break to the cell cycle? Biochim. Biophys. Acta 1471, M43-M56.

Girdwood, D., Bumpass, D., Vaughan, O. A., Thein, A., Anderson, L. A., Snowden, A. W., Garcia-Wilson, E., Perlina, N. D., Hay,
R. T, (2003). P300 transcriptional repression is mediated by SUMO modification. Mol. Cell 11, 1043-1054.

Snowden, A. W., Anderson, L. A., Webster, G. A., Perlina, N. D., (2000). A novel transcriptional repression domain mediates p21
(WAF1/CIP1) induction of p300 transactivation. Mol. Cell Biol. 20, 2676-2686.

Strickland, S., Smith, K. K., Marotti, K. R., (1980). Hormonal induction of differentiation in teracocarcinoma stem cells: gene-
ration of parietal enndoderm by retinoic acid and dibutyryl cAMO. Cell 21, 347-355.

Suzuji, A., Kawano, H., Hayashida, m., Hayasaki, Y., Tsuomi, Y., Kahane, K., (2000). Procaspase 3/p21 complex formation to
resist fas-medjated cell death is initiated as a result of the phosphorylation of p21 by protein dinase a. Cell Death. Digger.
7, 721-728.

Weiler-Guettler, H., Yu, Soff G., Gudas, L. J., Rosenberg, R. D. (1992). Thrombomodulin gene regulation by cAMP and
retinoic acid in F9 embryonal carcinoma cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 89, 2155-2159.

61




® SEKCE POSTGRADUALNI — prednasky

3. misto

REGULATED OVEREXPRESSION OF DIPEPTIDYL
PEPTIDASE-IV AND ITS GROWTH INHIBITORY
EFFECT IN HUMAN GLIOMA CELLS

Autofi: Petr Busek (1. rocnik), EvZen Krepela, Vladislav Mares$, Kvétoslava

. Vlasicova, Jan Sevcik a Aleksi Sedo

Skolitel:  prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc., Laboratof biologie nadorové buiiky,
Ustav lékaiské biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK

Introduction

Dipeptidyl peptidase-IV (DPP-1V) is a serine-type peptidase cleaving N-terminal X-Pro
dipeptides from a number of substrates. It is a type II transmembrane protein consisting
of a short cytoplasmic N-terminal, a transmembrane segment, and an extracellular do-
main containing the catalytic region. In native conditions, DPP-IV forms homodimers via Petr Busek

both the b-propeller and catalytic domain with a molecular weight of about 240 000.

Moreover, heterodimers with FAP-a have been observed in fibroblasts and melanocytes. DPP-1V is widely expressed
throughout the body, although with differing intensity (Lambeir et a/ 2003).

Numerous biologically active peptides, systemic as well as local hormones, contain an evolutionary conserved proline
residue as a proteolytic-processing regulatory element (Vanhoof ef a/1995). Limited proteolysis of multiple neuropepti-
des, chemokines, incretins etc. by dipeptidyl peptidase-IV enzymatic activity (De Meester et a/ 2000) leads to both
quantitative and in some cases due to the diversification of their receptor preference, also qualitative changes of their
signaling potential (Busek et a/2004). Such hydrolytic activity was originally recognized as “canonical” DPP-IV/CD26 (EC
3.4.14.5). Work over the past years has demonstrated that DPP-IV has a multitude of physiological roles (Lambeir et a/
2003). Although the greatest part of systemic DPP-IV activity probably resides in DPP-IV/CD26, further studies demon-
strated that a significant amount of DPP-IV activity can be attributed to a growing panel of other proteins, including
Fibroblast-activation protein a/Seprase (FAP), Quiescent cell proline dipeptidase (QPP/DPP-1I/DPP-7), DPP8, DPP9 and
Attractin. Moreover, several additional molecules devoid of the characteristic enzymatic activity, but possessing high
degree of structural similarity to DPP-1V, for example DPP6 and 10, were included among DASH molecules too (Sedo and
Malik, 2001). So far, DPP-1V, FAP and DPP-II/QPP have been shown to participate on the regulation of multiple important
cellular programs, including cell growth, transformation, apoptosis, invasion and tumor metastasis. In contrast to protea-
ses involved in cancer development and progression as the executors of tissue degradation, most DASH operate as
regulatory molecules, modifying biologically active peptides.

Material and methods

The full-length ¢cDNA of human DPP-IV/CD 26 (a generous gift from prof. W-T. Chen, SUNY, USA) was subcloned
into the pGene vector of the Mifepristone inducible Gene Switch system (Invitrogen). DPP-IV negative T98G cells
(ATCC, Middlesex UK) were transfected using Lipofectamine reagent and stable clones were selected with Zeocin
and Hygromycin. Resulting clones exhibited low, but measurable DPP-IV-like enzymatic activity and detectable DPP-
IV mRNA expression, even without Mifepristone stimulation. Such ,leakage” transcription is an inherent property of
the Gene Switch system (manufacturer's manual).

Inducible expression of DPP-IV mRNA was confirmed by real time RT-PCR (Figure 1A) using ABI PRISM 7700 Sequen-
ce Detection System (Applied Biosystems). Cell surface DPP-IV-like enzymatic activity in suspensions of viable cells
(Figure 1B) was assessed by continuous rate fluorimetric assay (Spectrofluorimeter Beckman L50B) using 7-(glycyl-
prolylamido)-4-methylcoumarin (Bachem) as a substrate (Sedo et a/1989). The inducible expression of DPP-IV protein
was further confirmed by immunohistochemistry (not shown).

For growth curve determination, 40 000 cells per well were seeded in a 24 well plate in DMEM supplemented with
10% fetal calf serum, harvested daily in triplicate and counted on Coulter Counter Z2 (Beckman). For cocultivation
experiments, a mixture 1:1 of transfected and untransfected cells was seeded.

Expression of transcript of NK1, the preferential substance P receptor, was assessed according to standard RT-PCR
protocols (Dyad engine, MJ Research) optimized for the purpose in our laboratory. The specificity of the PCR products
was confirmed by sequencing (ABI PRISM 310, Applied Biosystems) using the same PCR primers.

Results
Co-expression of DASH molecules

As shown in Figure 1A, robust upregulation of DPP-IV mRNA in Mifeprietone stimulated transfectants was associated
with about a hundred-fold DPP-IV activity enhancement (Figure 1B). In compliance with the previous reports (Wesley et
al 1999), DPP-1V transfected T98G cells exhibited higher FAP expression than the parental wild cells (not shown). The
expression of FAP however declined during the course of Mifepristone-induced DPP-1V activity upregulation, while there
was only a slight change of Attractin expression (Figure 1A).
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FIGURE 1. (A) QUANTITATIVE ANALYSIS OF DASH TRANSCRIPTS EXPRESSION NORMALIZED TO HUMAN B ACTIN MRNA (ACT).
CIRCLES: DPP-IV, SQUARES: FAP, TRIANGLES: ATTRACTIN (ATTR). (B) CELL SURFACE DPP-IV-LIKE ENZYMATIC ACTIVITY.
TIME 0: INDUCTION OF DPP-IV EXPRESSION IN TRANSFECTED T98G CELLS WITH MIFEPRISTONE.
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FIGURE 2. GROWTH CURVES OF T98G CELLS WITH INDUCIBLE DPP-IV EXPRESSION.

SQUARES: TRANSFECTED CELLS

CIRCLES: TRANSFECTED CELLS UPREGULATING DPP-IV AFTER MIFEPRISTONE INDUCTION AT TIME 0, 24, 48, 72 AND 96 HOURS.
MIFEPRISTONE DID NOT AFFECT THE GROWTH OF PARENTAL WILD CELLS (FIGURE 3). DATA EXPRESSED AS A MEAN OF TRIPLICA-
TES.

DPP-1V and cell proliferation

Cell proliferation was substantially reduced in T98G cells upregulating DPP-IV compared to transfected, but unstimu-
lated counterparts (Figure 2). Moreover, growth in the cell culture could be halted in different growth stages with
cell numbers actually declining upon DPP-1IV upregulation (Figure 2).

The growth arrest could neither be overcome by replacing the media repeatedly nor by cultivation in media with
higher serum content (data not shown). Further, the growth of untransfected T98G cells was not affected in cocultivation
experiments (Fig 3).

Expression of NK1 receptor

DPP-1V transfected cells markedly expressed NK1 (preferential receptor of substance P) mRNA, following the Mifepristo-
ne-induced DPP-IV overexpression. Moreover, the NK1 upregulation was tightly linked to the boost of DPP-1IV hydrolytic
activity (Figure 4). Immunocytochemical detection confirmed NK1 upregulation observed on transcriptional level (Busek
et al, unpublished results).
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FIGURE 3. THE GROWTH OF UNTRANSFECTED CELLS IS NOT AFFECTED BY DPP-IV EXPRESSING CELLS.

(A) DPP-IV TRANSFECTED (TR), UNTRANSFECTED WILD TYPE (WT) CELLS OR A MIXTURE OF WT AND TR WERE SEEDED AND
GROWN FOR 48HOURS WITH (BLUE BOXES) OR WITHOUT (BLACK BOXES) THE ADDITION OF MIFEPRISTONE. THE DECREASE OF
CELL NUMBER IN WT/TR 1:1 MIXTURE IS EVEN LOWER THAN EXPECTED FROM THE GROWTH ARREST OBSERVED IN TRANSFECTED
CELLS. DATA EXPRESSED AS A MEAN OF TRIPLICATES.

(B) WT AND TR CELLS WERE SEEDED AS SEPARATE DROPS IN OPPOSITE SIDES OF CULTURE DISH AND ALLOWED TO ATTACH. THE
MEDIA WERE THEN REPLACED AND CELLS WERE GROWN WITH (MIFE) OR WITHOUT (KO) THE ADDITION OF MIFEPRISTONE.
CULTURE DISHES WERE PHOTOGRAPHED AFTER 144 HOURS AFTER FIXING AND STAINING THE CELLS WITH METHYLEN BLUE. THE
GROWTH OF WT CELLS IS NOT AFFECTED WHILE ONLY REMNANTS OF TRANSFECTED CELLS ARE PRESENT AFTER ADDITION OF
MIFEPRISTONE.
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FIGURE 4. RELATIONSHIP OF DPP-IV AND NK1 MRNA EXPRESSION AND DPP-IV ENZYMATIC ACTIVITY UPREGULATION IN TRANS-
FECTED T98G CELLS. TIME 0: INDUCTION OF DPP-IV EXPRESSION WITH MIFEPRISTONE. HBA: HUMAN B-ACTIN

Discussion

An antioncogenic effect of DPP-IV was demonstrated by experimentally induced expression in cell lines derived from
melanoma (Wesley et a/ 1999), ovarian carcinoma (Kajiyama et a/ 2002, 2003), non-small cell lung carcinoma (Wesley
et a/ 2004) and lately prostatic carcinoma (Wesley et a/ 2005). DPP-IV upregulation was accompanied by decreased
tumorigenicity and invasive potential, anchorage independent growth, changed cell morphology and growth properties,
and increased apoposis. These complex phenotype changes were possibly due to concomitantly changed expression of
adhesion molecules, growth factors, and ECM degrading proteases as well as to the increased degradation of local
mediators (Wesley et a/ 1999, 2004, 2005; Kajiyama et a/2003).

In our model, the growth of cells expressing DPP-1V is substantially decreased. This is accompanied by downregula-
tion of FAP, a plasma membrane protein with DPP-IV-like enzymatic activity, which may hypothetically represent cell
reaction to the excessive DPP-IV-like activity. Moreover, NK1 upregulation could be interpreted as a compensatory
facilitation of substance P signaling under conditions of its relative deficiency due to its augmented DPP-IV-mediated
degradation. NK1 ligand substance P has a proven proliferation-promoting effect in glioma cells (Palma and Maggi 2000).
The growth of wild type cells was unaffected in cocultivation experiments suggesting that DPP-IV acts rather on a single
cell level.



Conclusions

Experimentally induced expression of DPP-IV in T98G glioma cell line is accompanied by growth arrest that could be
due to decreased proliferation or survival of the cells. The effect of DPP-IV seems to be restricted to the cell
expressing the enzyme as demonstrated by the cocultivation experiments.

The observed changes of FAP expression associated with experimentally induced DPP-IV upregulation may sug-
gest functional and/or regulatory relationships within the DASH group. Moreover, concomitant modulation of NK1,
receptor of biologically active DPP-IV substrate, support existence of hypothetical integral and cooperating ,DASH
system” (Busek et a/ 2004), involving DASH, their substrates and corresponding receptors.

Acknowledgements

This work was supported by grant MSM 0021620808 from the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech
Republic.

We are indebted to professor W-T. Chen, State University of New York, USA, for a kind gift of DPP-IV clones, Cyril
Barinka and Jan Konvalinka, Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic, for the construction of the vector.

References

Busek B. Malik R, Sedo A, 2004, Dipeptidyl peptidase IV activity and/or structure homologues (DASH) and their substrates in
cancer. Int J Biochem Cell Biol. 36: 408-421.

De Meester I, Durinx C, Bal G, Proost B, Struyf' S, Goossens F Augustyns K, Scharpe S, 2000, Natural substrates of dipeptidy/
peptidase IV. Adv Exp Med Biol. 477: 67-8/.

Kajivama H, Kikkawa F, Suzuki T, Shibata K, Ino K, Mizutani S, 2002, Prolonged survival and decreased invasive activity
attributable to dipeptidyl peptidase 1V overexpression in ovarian carcinoma. Cancer Res. 62: 2753-2757.

Kajiyama H, Kikkawa £ Khin E, Shibata K, Ino K, Mizutani S, 2003, Dipeptidy! peptidase 1V overexpression induces up-regula-
tion of E-cadherin and tissue inhibitors of matrix metalloproteinases, resulting in decreased invasive potential in ovarian
carcinoma cells. Cancer Res. 63: 2278-2283.

Lambeir AM, Durinx C, Scharpe S, De Meester 1, 2003, Dipeptidyl-peptidase 1V from bench to bedside: an update on structural
properties, functions, and clinical aspects of the enzyme DPP IV. Crit Rev Clin Lab Sci. 40: 209-94.

Palma C, Maggi CA, 2000, The role of tachykinins via NK1 receptors in progression of human gliomas. Life Sci. 67: 985-1001.

Sedo A, Krepela E, Kasafirek E, 1989, A kinetic fluorometric assay of dipeptidyl peptidase 1V in viable human blood mononuc-
lear cells. Biochimie 71: 757-761.

Sedo A, Malik R, 2001, Dipeptidyl peptidase 1V-like molecules: homologous proteins or homologous activities? Biochim Biophys
Acta 1550: 107-116.

Vanhoof G, Goossens F, De Meester I, Hendriks D, Scharpe S, 1995, Proline motifs in peptides and their biological processing.
FASEB J. 9: 736-744.

Wesley UV, Albino AB Tiwari S, Houghton AN, 1999, A role for dipeptidyl peptidase 1V in suppressing the malignant phenotype
of melanocytic cells. J Exp Med. 190: 311-322.

Wesley UV, Tiwari S, Houghton AN, 2004, Role for dipeptidyl peptidase 1V in tumor suppression of human non small cell lung
carcinoma cells. Int J Cancer 109: 855-866.

Wesley UV, McGroarty M, Homoyouni A, 2005, Dipeptidy! peptidase inhibits malignant phenotype of prostate cancer cells by
blocking basic fibroblast growth factor signaling pathway. Cancer Res. 65: 1325-1334.



SEKCE POSTGRADUALNI — prednasky

Pfedavani cen vitézlm 6. ro¢niku studentské védecké konference na 1. LF UK.

66










1. misto
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Introduction

Adéla Brouckova

The conversion of cellular prion protein (PrPc) into pathological one (PrPsc) is central event

in transmissible spongiform encephalopathies (TSESs). Various cells including blood elements express PrPc, consequently
it could be involved in transmission of prion diseases by blood. The characterization of PrPc in cells is essential to know
in order to understand both the mechanism of transmission of TSEs and the physiological function of PrPc.

The aim of the study

The expression of PrPc on blood platelets has been described by previous study and the existence of intracellular PrPc
was proposed (Holada et al., 1998). The current study is aimed on characterization of PrPc in platelets concerning
anchoring of PrPc, its incorporation in lipid rafts and the intracellular localization.

Conclusions

1. Platelet PrPc is bound on membrane via GPI-anchor.

2. Our results suggest the existence of cytosolic pool of platelet PrPc.

3. The PrPc present in membranes and cytosol is less sensitive to proteolysis than PrPc in platelet organelles.
4. Part of platelet PrPc is incorporated in lipid rafts.
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FIG. 1. CLEAVAGE OF GPI-ANCHOR BY AQUEOUS HYDROFLUORIC ACID. PLATELET MEMBRANES WERE PREPARED BY PLATELET
DISRUPTION BY SONICATION AND SUBSEQUENT CENTRIFUGATION AT 14 000 G FOR 15 MIN. SUPERNATANT CONTAINS BOTH
MEMBRANES AND CYTOSOL. ALIQUOTS TREATED AND NON-TREATED WITH PNGASE F WERE METHANOL PRECIPITATED AND
TREATED WITH HF FOR 48 HOURS. PROTEINS WERE RESOLVED BY SDS-PAGE, TRANSFERRED TO NITROCELLULOSE AND VISUALI-
ZED USING MONOCLONAL ANTIBODY 6H4 AND SECONDARY ANTIBODY LABELED WITH ALKALINE PHOSPHATASE. AFTER CLEAVAGE
OF GPI-ANCHOR THE MOLECULAR WEIGHT DECREASED.



FIG. 2. INTRACELLULAR LOCALIZATION OF PRPC. PLATELETS OBTAINED FROM PRP WERE CYTOSPUN ONTO POLY-L-LYSINE COA-
TED SLIDES, FIXED WIT 1% PFA AND PERMEABILIZED WITH METHANOL. PRPC WAS LABELED WITH COCKTAIL OF MONOCLONAL
ANTIBODIES 6H4 AND 1562 AND GAM-TRITC (A). a-GRANULAR PROTEIN CD62 WAS LABELED WITH POLYCLONAL ANTI-CD62
RABBIT ANTISERUM AND GAR-FITC (B). FIGURE (C) SHOWS THE MERGE OF PRPC AND CD62 FLUORESCENCE.
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37 kDa

FIG. 3. PRPC SENSITIVITY TO PK TREATMENT. PLATELET FRACTIONS WERE PREPARED BY PLATELET DISRUPTION BY SONICATION
AND SUBSEQUENT CENTRIFUGATION AT 14 000 G FOR 15 MIN. THE PELLET CONTAINED ORGANELLES WHEREAS SUPERNATANT
CONSISTED FROM MEMBRANES AND CYTOSOL. BOTH FRACTIONS WERE TREATED WITH PK AT 0°C FOR 30 MIN AND THE PROTEO-
LYSIS WAS STOPPED BY 5 MM PMSF. SAMPLES WERE SEPARATED BY SDS-PAGE, BLOTTED TO NITROCELLULOSE AND PROBED WITH
ANTIBODY 6H4. CM FRACTION IS LESS SENSITIVE TO PK TREATMENT. W — WHOLE PLATELETS, CM — CYTOSOL AND MEMBRANES,
O — ORGANELLES.

Bottom Top
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FIG. 4. LOCALIZATION OF PRPC IN LIPID RAFTS. GEL-FILTERED PLATELETS WERE LYSED IN BUFFER CONTAINING 1% IGEPAL CA-
360. THE SAMPLES WERE SUBJECTED TO FLOTATION ASSAY ON SUCROSE DENSITY GRADIENT AND THE PROTEINS OF EACH
FRACTION WERE SEPARATED BY SDS-PAGE AND IMMUNOBLOTTED WITH MONOCLONAL ANTIBODIES 6H4 AND ANTI-CD59. SE-
CONDARY ANTIBODY WAS LABELED WITH ALKALINE PHOSPHATASE. CD59 IS GPI-ANCHORED PROTEIN, WHICH SERVES AS A MARKER
FOR LIPID RAFTS. W — WHOLE PLATELETS.
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Introduction Martina Spisskové

Vaccinia virus (VV), a member of the orthopoxvirus family, causes lysis in most of

infected cells, with exception of several immune cells in which VV induces apoptosis. Lytic infection is equivalent of
necrotic cell death. Based on our previous results, lytic infection of epithelial cells BSC 40 and HeLa G by VV reveals
characteristics of necrosis — increased plasma membrane permeability — positivity in staining with propidium iodide,
typical changes in cell morphology, absence of DNA ladder formation. However we observed activation of caspases,
a typical hallmark of apoptotic process.

Methods and results

For all experiments were used two different epithelial cell lines — Hela G (human cervical carcinoma cells) and BSC 40
(African green monkey kidney cells). Firstly we observed caspase activation by three different flow-cytometric me-
thods. Used assays characterize caspase activity on three different levels of apoptotic cascade. First method, Caspa
TagTM Fluorescein (VAD) Assay Kit, binds a fluorescein-labeled broad-spectrum caspase inhibitor to active caspases and
detects caspase activation. In the second method, Rhodamine 110 bis-(L-aspartic acid amide) is served as a non-
fluorescent substrate of caspases that is converted by active caspases into a fluorescent product. Third method, M30
CytoDEATH Kit, detects levels of cleaved cytokeratin 18, product of caspase proteolysis. We detected higher caspase
activity in both cell lines infected with VV in comparission to mock-controls by all three used flow-cytometric methods

(Fig. 1).

Caspa Tag Rhodamine 110 bis-(L-apartic acid amide)

250

200 m UNINF 200
5 m CAT 5 m UNINF
2 150 £ 150
8 8 m CAT
s 100 6 100
X X

50 50
0 L O Il
Hela (24 hpi)  BSC 40 (12 hpi) Hela (24 hpi)  BSC 40 (12 hpi)
M30 CytoDEATH (Fluorescein)

200
° T = UNINF
£ 150
S m CAT
S 100
S

50
0 .
Hela (24 hpi) BSC 40 (16 hpi)

FIGURE 1. INCREASED CASPASE ACTIVITY INDUCED BY VV-INFECTION OBSERVED BY THREE DIFFERENT FLOW CYTOMETRY
METHODS.
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To further analyze proteolytic processes, we determined cleavage of typical caspase substrates poly(ADP-ribo-
se)polymerase — PARP, cytokeratin 18 and actin by western blot analysis. However we have not detected any cleava-
ge of PARP or actin in cells with necrotic morphology using this method. We observed cleavage of cytokeratin 18 during
VV-infection by western blot what verify data obtained by M30 CytoDEATH Kit (Fig. 2).

Next step in our experiments was treatment of infected cells with pan-caspase inhibitor z-VAD-FMK and characteriza-
tion of changes in VV growth and PARP proteolysis. Treatment with used caspase inhibitor did not change growth of
VV in epithelial cell lines. On the other hand, we saw some inhibition effects on VV growth in macrophages (Fig. 3).

Conclusion

We can consider about few thing which can influence processes during VV infection:
e role of other proteases than caspases

e Kkinetic of infection — role of inhibitors encoded by VV

¢ depletion of energy sources — apoptotic process can not come in to the end

S0 S & v S ) . . . )
S ¢ A
S P &P L@ Q@ @@
YR PR VR
116 kDa - —— e - — T —— 45 kDa — — -‘ : - -
85 kDa — - —_—— ) i B
24 hpi = 48 hpi - Uninf. CAT Bcl-2
PARP Cytokeratin 18
> ¢ > > & S o
KR R R LR K@
PR AR AR AR AR
43kDa —» [ - -
.

Uninf.  CAT Bcl-2 PKR iNOS
Actin

FIGURE 2. WESTERN BLOT ANALYSIS OF PARP, ACTIN AND CYTOKERATIN 18 CLEAVAGE IN HELA CELLS INFECTED WITH VACCINIA

VIRUS.
Titer of VV-Cat — Hela (18 hpi) Titer of VV-Cat — Macrophages + INFy (18 hpi)
50 m DMSO 50 m DMSO
m Z-VAD-FMK m Z-VAD-FMK
40 40
E €
S 30 g 30
X X
5 20 5 20
L [T
o o
10 10
0 0
0 uM 5uM 10pM 50 pM 100 pM 0uM 5uM 10puM 50 pM 100 pM

FIGURE 3. CHANGES IN VV GROWTH IN HELA CELLS AND MACROPHAGES AFTER PAN-CASPASE INHIBITOR Z-VAD-FMK TREAT-
MENT.
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Uvod a cile

Na adipocyty jako endokrinné-sekrecni bunky udrzujici energetickou homeostazu organizmu

a jako nejvyznamnéjsi Cinitel predurcujici metabolické komplikace obezity se v soucasné dobé Nikolina
zaméfuje fada vyzkumnych projektd s cilem nalézt mechanismy, které reguluji metabolismus Kutinova-Canovd

tukové tkané a které by bylo mozné modifikovat farmakologickymi zasahy [1-6].

Kromé fady hormond, rlistovych faktor(, cytokinG a rznych typd receptord exprimovanych v tukové tkani a plsobi-
cich endokrinné, parakrinné a/nebo autokrinné, hraje klicovou roli pfi stimulaci lipolyzy v tukovych burkach sympaticky
nervovy systém, jehoZ plisobeni je zprostfedkovanou vazbou katecholamin{i na B-adrenergni receptory (B,, B, a B,-AR)
s naslednou aktivaci kaskady adenylylcyklaza/cyklicky adenosin monofosfat (cAMP)/proteinkindza A/hormon senzitivni
lipdza, kterd nakonec Stépi triglyceridy uskladnéné v adipocytech na glycerol a volné masné kyseliny (VMK). V nékolika
studiich bylo ukézano, ze mutace genu pro B.-AR je u nékterych subjektl asociovana s abdominalnim typem obezity
a s jejimi komplikacemi, a ze modifikace funkci B,-AR v bilé tukové tkani mdze byt zodpovédna za poruchu metabolismu
lipidé [7].

Nedavno byla v adipocytech a v lidské tukové tkani, mezi jinymi endogennimi mediatory, detekovana také molekula
oxidu dusnatého (NO) a endotelidlni (eNOS) i inducibilni syntdza oxidu dusnatého (iNOS) [8—10]. I kdyz role endogen-
niho NO v tukové tkani neni stale objasnéna, pfedpoklada se, ze NO mize ovliviiovat metabolismus lipidd v adipocytech.

Proto cilem nasi prace bylo objasnit mozny vztah mezi produkci NO a aktivaci transdukéni cesty B-AR/cAMP vedouci
k lipolyze v bilé tukové tkani potkand a to pomoci:

1. stanoveni vlivu specifickych a nespecifickych B-AR agonistl a antagonistd a modulator( intracelularniho cAMP na

lipolyzu a produkci NO v adipocytech;

2. porovnani efektu specifickych a nespecifickych NOS inhibitorli a NO donord na lipolyzu indukovanou podanim

B,-AR agonisty.

Material a metody

Izolace a kultivace potkanich adipocytd

Adipocyty byly izolovany ze stfihané epididymalni tukové tkané potkand kmene Wistar (samci, 220-300 g) standardni
kolagenazovou metodou [11] a poté kultivovany v CO, inkub&toru (37 °C, 95 % zvlh¢eného vzduchu, 5 % CO,) jako
suspense bunék v kompletnim ,,Dulbecco s Modified Eagle 's Medium" s 10% fetalnim bovinnim sérem po dobu 30, 60,
120, 150 min nebo 24 hodin [12], [13]. Po 3hodinové stabilizaci, byly k primarni kultufe adipocytl pfidany jednotlivé
nebo v kombinacich, které jsou uvedeny nize v sekci “Vysledky”, nasledujici latky:

1. induktory a inhibitory lipolyzy — neselektivni B-AR (isoprenalin, ISO 2 pM)/selektivni B,-AR (BRL-37344, BRL 0,2 uM)
agonista, neselektivni B-AR (propranolol, PRO 20 uM)/selektivni B,-AR (bupranolol, BUP 10 uM) antagonista, analog
cAMP (dibutyryl-cAMP, db-cAMP 1 mM), specificky aktivator adenylylcyklazy (forskolin 50 uM), inhibitor fosfodieste-
razy (3-isobutyl-1-metylxantin, IBMX 500 uM) a specificky inhibitor adenylylcyklazy (SQ 22,536, SQ 100 uM);

2. modulatory signalniho systému NO — nespecificky (N-nitro-L-arginin-metylester, L-NAME 10 mM)/specificky (ami-
noguanidin, AG 10 mM) iNOS inhibitor, NO-donor (S-nitroso-N-acetyl-penicillamin, SNAP 250 uM) a analog cyklické-
ho guanosin monofosfatu (8-bromo-cGMP, 8-Br-cGMP 1 mM). Nékteré z primarnich kultur adipocytl byly preinku-
bavany (preindukovany) s BRL 30 min pred podanim BUP, PRO, SQ, L-NAME, AG nebo SNAP.

Biochemicka analyza

Produkce NO a uroven lipolyzy byly stanoveny pomoci spektrofotometrickych biochemickych metod vzdy na konci inku-
bace adipocytli, kdy byly odebrany vzorky kultivatniho média ke stanoveni hladin NO,, glycerolu a VMK. Nitrity jako
konecné stabilni produkty NO byly v médiu detekovany Griesseovym cinidlem (1% sulfanylamid, 0,1% naftyletylendia-
min, 2,5 % H,PO,) a jejich koncentrace byla odectena z kalibracni kfivky NaNO, pfi 540 nm. Hladiny glycerolu v médiu
byly stanoveny pomoci chromotropového cinidla pfi 570 nm [14] a VMK pomoci RANDOX NEFA (nonesterified free fatty
acid) kitu pfi 550 nm.

Statisticka analyza

VSechny experimenty byly provedeny na adipocytech ziskanych z nejméné 3 potkand a vyhotovenych v triplikatech pro
kazdou reakéni skupinu. Tak byly pro statistickou analyzu ziskany prdiméry z minimalné 9 hodnot. Statisticka vyznamnost
rozdilu dvou prlimér(l byla stanovena pomoci neparového dvouvybérového Studentova #testu. Pro porovnani vice sku-
pin byla pouzita analyza rozptylu ANOVA s post hoc Tukey-Kramerovou metodou mnohonasobného porovnavani. Prosta
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analyza linedrni regrese byla pouzita k urceni zavislosti mezi produkci nitritd a lipolytickou aktivitou latek plsobicich na
B-AR, sila této zavislosti (korelace) byla vyjadrena koeficientem determinace (R?). Za statisticky signifikantni byla pova-
Zovana ta data, pro kterd byla dosazena hladina vyznamnosti (p) nizsi nez 0,05.

Vysledky

V primarni kultufe adipocytd isoprenalin a BRL-37344 signifikantné zvysily hladiny jak nitritd, tak i glycerolu a VMK,
pfiCemZ B,-AR agonista BRL-37344 byl UCinn&jsi ve vSech parametrech vzhledem k 10x niZSi pouZité koncentraci. Na-
opak B-AR antagonisté propranolol a bupranolol vyznamné sniZily -agonisty indukovanou produkci NO a lipolyzu (Obr.
1). Navic byla po podani B-AR agonist a antagonistd a jejich pard zjisténa vyznamna pozitivni korelace (p<0,001) mezi
hladinami nitritd a glycerolu (R2=0,90), resp. VMK (R2=0,84) (Obr. 2).

nitrity

m glycerol

= VMK
. 600 %
2‘ *kk
o
i 500 %
c
o
¥4
400 % ok
(0] Pk k%
E 300 % - .
8 200 % xe
S 100 %
o j i i i

0 % i
kontrola ISO+PRO ISO-+BUP BRL+PRO BRL+BUP

OBR. 1. VLIV B-AGONISTU ISOPRENALINU (ISO) A BRL-37344 (BRL) A JEJICH ANTAGONISTU PROPANOLOLU (PRO) A BUPRANOLO-
LU (BUP) NA PRODUKCI NITRITU, GLYCEROLU A VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN (VMK) V 24 H PRIMARNI KULTURE ADIPOCYTU.
PRO PRUMERY PRISLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU + SEM — ANOVA: * P<0,05, ** P<0,01 A *** P<0,001 VS KONTROLA;
+ P<0,05 A +* P<0,01 VS ISOPRENALIN; # P<0,05 A ** P<0,01 VS BRL.
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OBR. 2. LIVNEAIRNf REGRESE A KORELACE MEZI HLADINAMI NITRITO A GLYCEROLU NEBO VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN (VMK)
PRO SDRUZENE PROMERY ZISKANE PO 24 H INKUBACI ADIPOCYTU S B-AGONISTY, B-ANTAGONISTY NEBO JEJICH KOMBINACEMI.
= KOEFICIENT DETERMINACE.
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OBR. 3. VLIV AKTIVATORU KASKADY ADENYLYLCYKLAZA/CAMP — BRL-37344 (BRL), FORSKOLINU A 3-ISOBUTYL-1-METYLXAN-
TINU (IBMX) NA PRODUKCI NITRITU, GLYCEROLU A VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN (VMK) ADIPOCYTY INKUBOVANYCH V KULTURE

150 MIN.
PRO PRUMERY PRISLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU + SEM — ANOVA: * P<0,05, ** P<0,01 A *** P<0,001 VS KONTROLA;

# P<0,05 A ## P<0,01 VS BRL.
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OBR. 4. VLIV ANVA,LOGE’J 2. POSLU CAMP A CGMP NA PRODUKCI NITRITU A GLYCEROLU V 24 H PRIMARNI KULTURE ADIPOCYTU.
PRO PRUMERY PRISLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU + SEM — NEPAROVY STUDENTUV T-TEST: * P<0,05 A ** P<0,01 VS
KONTROLA.
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OBR. 5. VLIV INHIBITORU ADENYLYLCYKLAZY SQ 22 536 (SQ) NA BRL-37344 (BRL) STIMULOVANOU PRODUKCI NITRITO A GLYCE-
ROLU PO 60 MIN INKUBACI ADIPOCYTU. PRO PRUMERY PRISLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU + SEM — ANOVA: * P<0,05
A ** P<0,01 VS KONTROLA; # P<0,05 A ## P<0,01 VS BRL.

Latky stimulujici intracelularni produkci cAMP, forskolin a IBMX, jiz po 60 min kultivace signifikantné indukovaly
vyplavovani glycerolu z adipocytl, které bylo po 150 min nasledovano progresivnim zvySenim bazalnich hladin nitritd
a VMK (O0br. 3). Samotny db-cAMP vykazoval jesté ve 24. hodiné stejny efekt na produkci NO a stimulaci lipolyzy (Obr.
4). Naopak inhibitor adenylylcyklazy SQ 22,536 vyznamné snizil BRL-indukovanou produkci NO a lipolyzu a to jiz po
30 min inkubace s maximem v 60. minuté (Obr. 5).
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OBR. 6. VLIV DONORU NO, S-NITROSO-N-ACETYL-PENICILLAMINU (SNAP), NA BRL-37344 (BRL) INDUKOVANE UYOLNENf GLYCE-
ROLU A VOLNYCH MASTNYCH KYSELIN (VMK) Z ADIPOCYTU PO 24 H. PRO PRUMERY PRISLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU
+ SEM — ANOVA: * P<0,05 A *** P<0,001 VS KONTROLA; ##*# P<0,001 VS SNAP.
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OBR. 7. VLIV NOS INHIBITORU Ne-NITRO-L-ARGININ-METYLESTERU (L-NAME) A AMINOGUANIDINU (AG) NA BRL-37344 (BRL)
INDUKOVANOU PRODUKCI NITRITO A GLYCEROLU PO 150 MIN INKUBACI ADIPOCYTU V PRIMARNI KULTURE. PRO PROMERY PRI-
SLUSNYCH BIOCHEMICKYCH PARAMETRU + SEM — ANOVA: ** P<0,01 A ¥** P<0,001 VS KONTROLA; * P<0,05 , ## P<0,01 A ### P<0,001
VS BRL.

Z latek zasahujicich do signalnich mechanism@ NO pravé SNAP jako exogenni donor NO pfirozené elevoval hladiny
nitritd v médiu az 27x oproti kontrole a 19x oproti BRL samotnému (data nejsou prezentovana). Navic SNAP vyznamné
zvysil uvoliiovani glycerolu a VMK z nestimulovanych adipocytd, pficemz byl méné efektivnéjsi v indukci lipolyzy nez BRL
a zasadné neovlivnil BRL-indukovanou lipolyzu (Obr. 6). Jak nespecificky inhibitor eNOS/iNOS, L-NAME, tak specificky
iNOS inhibitor, aminoguanidin, jiz po 150 min inkubace signifikantné a dlouhodobé (24 hodin) potlacily BRL-indukovanou
produkci NO a lipolyzu (Obr. 7). 8-Br-cGMP jako analog 2. posla v endogenni kaskadé NO/guanylylcyklaza/cGMP, nemél
zadny vliv na lipolyzu (Obr. 4).

Zaveér

Nase vysledky naznacuji, Ze stimulace B-AR, prevazné pak B,-AR, aktivujici kaskadu adenylylcyklaza/cAMP vede nejenom
k lipolyze adipocytd, ale soucasné indukuje produkci NO, ktery zfejmé svym plsobenim na nékterou ze slozek této
transdukéni cesty potencuje vysledny lipolyticky efekt a jako signalni molekula s mnohocetnymi Gcinky tak hraje dilezi-
tou Ulohu v metabolismu lipidd bilé tukové tkané. Toto tvrzeni mize byt podporeno zde prezentovany vysledky, kdy B-AR
agonisty indukovana syntéza NO a lipolyza byly vyznamné inhibovany specifickymi a v mensi mife i nespecifickymi 3-AR
antagonisty. Navic byla, dle dostupné literatury, viibec poprvé v nasi studii stanovena pozitivni korelace mezi produkci
NO, resp. hladinami nitritd, a lipolyzou, resp. hladinami glycerolu nebo VMK v kultivaénim médiu. Podobné latky zvysujici
intracelularni hladiny cAMP stimulovaly jak produkci NO tak lipolyzu a naopak inhibitor adenylylcyklazy pésobil negativné
na oba sledované parametry. Reciprocné exogenné podany NO indukoval lipolyzu v kultivovanych adipocytech, kdezto
inhibitory NOS bez rozdilu zamezily indukci lipolyzy navozenou podanim B,-AR agonisty. Uvedené Udaje Ize shrnout do
hypotézy, Ze v signalni kaskadé adenylylcyklaza/cAMP aktivované pres B-AR je zapojen také NO, ktery tak svym plisobe-
nim mdZze regulovat proces lipolyzy. K potvrzeni této hypotézy je potfeba i nadale pokracovat v nasi experimentalni praci
s cilem podat uceleny obraz o modulaénim pésobeni produkce NO na metabolismu lipidd v adipocytech bilé tukové
tkané.
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