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1. lékarska fakulta UK v Praze je jednou z nejvyznamnéjsich vzdélavacich a védeckych instituci v Ceské republice uzna-
vanou v zahrani¢i, coz vychazi jak z jejich tradic tak i z jejiho soucasného postaveni. Unikatnost teoretickych Ustavid
a jejich propojeni s klinickymi pracovisti fakultu nepfimo stavi do role vylucné instituce. 1. I€karska fakulta je vyznam-
nym centrem lékarského a biomedicinského vyzkumu v CR a pro dalsi kvalitativni rozvoj tohoto vyzkumu je nutné
vychovavat a pomahat s védeckou praci nasim studentdm, ktefi budou jednou na nasi praci navazovat a rozvijet ji.
Vedeni fakulty ve snaze navazovat na vSe pozitivni co v minulosti vzniklo a v reflexi na trendy, které se v souc¢asné dobé
na nasich i zahranicnich vysokych Skolach rozvijeji, obnovilo konani studentskych védeckych konferenci.

Tradice védeckych konferenci byla obnovena v roce 2000 a jeji letosni jiz 7. rocnik jen potvrdil, ze tento krok pro
podporu rozvoje tvirciho potencialu pregradudlnich a postgradualnich studentl byl krokem spravnym. Studenti by jiz
v rdmci pregradudlniho studia méli participovat na vyzkumné Cinnosti fakulty a fakultnich nemocnic a je na nas jim
ukazat krasu védeckého badani a objevovani nezndmého. Studentska védecka Cinnost na nasi fakulté by neméla byt jen
“tésné" pred soutéZi o nejlepsi praci, proto vedeni fakulty od akademického roku 2006/7 umoznilo, aby byla celoro¢ni
¢innosti se zafazenim mezi volitelné predméty.

Kvalita vSech 81 praci, které byly do soutéze ptihlaseny, byla i v letoSnim roce velmi dobra. Bylo ocenéno celkem 13
vitéznych praci a to ve Ctyfech sekcich — dvou pregradualnich (teoreticka a klinickd) a dvou postgradualnich (prednasky
a postery). Zvlastni ceny pro t¥i vybrané ocenéné vitéze jesté navic udélovaly redakce Medical Tribune, Zdravotnickych
novin a nakladatelstvi Galén s.r.o. I kdyz poctem praci byly pregradudini sekce pomérné dobfe zastoupeny, je mym
pranim, aby pravé na téchto konferencich predevsim pregradudlni studenti ve vétsi mife zacinali a zkusili si prednést
a obhajit svoje vysledky. Nejlepsi vybrané prace postoupi do celostatniho kola, které se bude konat na podzim 2006
a budou po recenznim fizeni otiStény v Prague Medical Report.

Chci podékovat pfedsedtim, véem ¢lendim hodnoticich komisi, také pracovnicim oddéleni pro védy 1. LF, které se na
pripravé letosni studentské konference podilely a zejména ucitelim, ktefi se pregradudlnim a postgradualnim studen-
tdim po cely rok a seznamuiji je s Iékarkou védou.

I letosni ceny, které fakulta mohla pfedat student@im byly jisté velmi zajimavé a mohly byt udéleny s laskavou
podporou firem Olympus, s.r.o., Astra Zeneca Czech Republic s.r.o., nakladatelstvi Galén, s.r.0., nakladatelstvi Grada
Publishing a.s., redakce Medical Tribune a redakce Zdravotnickych novin.

Pfeji nam vSem, aby i budouci rocniky studentské védecké Cinnosti na nasi 1. Iékarské fakulté byly stejné tak Uspés-
né, jako ten letosni.

prof: MUDr. Tomas Zima, DrSc.
dékan Univerzity Karlovy v Praze,
1. /ékarské fakulty

Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., dékan Univerzity Karlovy v Praze, 1. Iékarské fakulty
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7. studentskou védeckou konferenci zahaji dékan 1. Iékarské fakulty prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA dne 22. kvétna
2006 v 8.00 hodin ve Velké zasedaci mistnosti dékanatu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.

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

SEKCE PREGRADUALNICH PRACI bude probihat 22. kvétna 2006 od 8.15 hodin v poslucharné Stomatologické
kliniky 1. LF, Katefinska 32, Praha 2.

SEKCE POSTGRADUALNICH PRACI bude probihat 22. kvétna 2006 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 p¥inesli sviij osobni notebook.
K pozvance je pfilozen ¢asovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

Prof. MUDFr. Ale$ Zak, DrSc. Prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA
prodékan pro védeckou cinnost, akreditaci a evaluaci dékan 1. lékarské fakulty

Veskeré informace o konani SVK:

Oddéleni pro védeckou cinnost a zahranicni styky 1. LF
Karolina Havelkova, tel.: 224 964 330

e-mail: karolina.havelkova@Ifl.cuni.cz

PFijméte, prosim pozvani na slavnostni vyhlaseni vysledkii 7. studentské védecké konference 1. LF, které
se bude konat dne 7. 6. 2006 ve 14.30 hod. v Akademickém klubu 1. LF, Fausttiv dim, Karlovo nam. 40,
Praha 2.

prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc. MBA
dékan 1. LF
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STANOVENI PODOCYTU V MOCI METODOU PRUTOKOVE CYTOMETRIE
U ZANETLIVYCH ONEMOCNENI LEDVIN

Autorka: Bc. Zaneta BrySkova, 2. r.
Skolitelka: MUDr. Karin Malickova, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Prétokova cytometrie je laboratorni metoda umoziiujici sou¢asné méreni fady parametrdl na velkém mnoZstvi
Castic. Jiz drive prezentované studie prokazaly, Ze mocové podocyty jsou zndmkami glomeruldrniho poskozeni. Podocyty
maji omezenou schopnost bunécného déleni a poskozeni vede ke snizeni jejich poctu. Podocyturie odrazi aktivitu
a zavaznost glomerularniho poskozeni. Cilem této prace bylo vypracovat metodiku analyzy bunék mocového sedimentu
pacientll s onemocnénimi glomeruld na pritokovém cytometru.

Metodika: Priitokova cytometrie je zalozena na imunofluorescenci nebo na stanoveni obsahu bunécné DNA. PFi
detekci podocytl v moci jsem uZivala monoklondlni protilatky proti podocalyxinu, znacené phycoerythrinem (PE),
a protilatky proti cytokeratinlim, znacené fluresceinizothiocyanatem (FITC). Gate byl stanoven pomoci propidium jodi-
du, ktery penetruje pouze bunécnou membranou mrtvych bunék. Hlavnim hlediskem byla spravna volba separace
mocového sedimentu. Nejvice zdafilou metodou se stala separace ultrafiltraci na systému Millipore (ultrafiltry s otvory
o prdmeéru 5 pm).

Vysledek: Nejvyznamnéjsim vysledkem mé prace je vypracovani standardni metody separace a znaceni podocytd pro
méfeni na pritokovém cytometru. Provedla jsem analyzu mocovych sedimentd u 13 nahodné vybranych pacientl
s akutnim zanétlivym onemocnénim ledvin. Podocyty chybély u zdravych kontrol. Nejvyssi namérené hodnoty vyskytu
podocytd v mocovém sedimentu byly 35,43%, 56,49%, 70,44%. U pacienta s naméfenou hodnotou az 40% podocyt{
v mocovém sedimentu doslo po imunosupresivni terapii k poklesu na 16,28%.

Zaveér: Byla nalezena vhodna metoda zpracovani a separace mocového sedimentu s naslednym znacenim pomoci
monoklonalnich protilatek. Eliminovala se autofluorescence mocového sedimentu. Tato metoda uchovava Zivotaschop-
nost podocytl. Domnivam se, Ze je tfeba vyzkouset dvoji znaceni s pouzitim druhého specifického znaku podocytd.

ULTRASTRUKTURA KARDIOMYOCYTU EXCITOMOTORICKEHO SYSTEMU
Autor: Petr Handlos, 4. r.
Skolitel:  prof. MUDF. Libor Pa¢, CSc., Anatomicky ustav LF MU v Brné

Uvod: Prokézat pritomnost kardiomyocytd excitomotorického systému ve sténé vv. pulmonales srovnanim ultrastruktury
téchto kardiomyocytl s kardiomyocyty nachazejicimi se v nodus sinoatrialis a nodus atrioventricularis.

Metodika: Vv. pulmonales a myokard z oblasti nodus atrioventricularis a nodus sinuatrialis pro potfeby elektronové
mikroskopie byl ziskan z 5 srdci dospélych jedincl muzského pohlavi ve véku od 26 do 52 let odstranénych pfi transplan-
taci tohoto organu na CKTCH v Brné.

Vysledky: Ve vSech vysetfovanych vv. pulmonales jsme prokdzali kromé kardiomyocytl kontraktilniho myokardu,
kardiomyocyty zcela odlisné strukturni stavby. Po jejich detailnim srovnani s kardiomyocyty nachazejicich se v nodus
sinoatrialis a nodus atrioventricularis jsme dospéli k zavéru, ze ndmi nalezené kardiomyocyty jsou soucasti excitomoto-
rického systému srdce.

Zavér: Kardiomyocyty excitomotorického systému jsou relativné konstantni soucasti tunica media vv. pulmonales,
coz potvrzuje klinickd pozorovani, kdy atypické nekoordinované a ziejmé nenormalni vyboje kardiomyocytl téchto
ostrlivkd prevodniho systému ve sténé vv.pulmonales vedou k fibrilacim sini.

ANALYZA MUTACE 1100DELC GENU CHEK2 V POPULACI PACIENTO SE
SPORADICKYM KARCINOMEM KOLOREKTA A FAMILIALNi ADENOMATOZNI
POLYPOZOU

Autor: Ondrej Havranek, 5.r. i
Skolitel:  MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK

Uvod: Ceska republika patii mezi staty s nejvyssi incidenci kolorektalniho karcinomu. Prestoze je vétsina kolorektalnich
karcinomd sporadického plivodu, vyznamnou ¢ast pacientl, predevsim z hlediska prediktivni onkologie, tvofi nemocni
s vyskytem hereditarnich karcinom@. Do soucasné doby byla objevena fada gend, jejichz mutace zvysuiji riziko vzniku
kolorektalniho karcinomu (APC, MLH1, MSH6, SMAD4, BMPR1a) a vedou k rozvoji hereditarnich nadorovych syndrom(
s nebo bez vyskytu polypd, jako je napriklad familiarni adenomatdzni polypdza (FAP). Intenzivni pozornost je vénovana
rovnéz modifikaci nadorového rizika na zakladé mutaci v tzv. ,genech s nizkou penetranci*. Mezi tyto geny patfi i gen
CHEKZ, u kterého byla popsana patogenni mutace 1100delC podilejici se na vzniku syndromu hereditarniho vyskytu
kolorektalniho karcinomu a karcinomu prsu.

Metody: Provedli jsme detekci patogenni mutace CHEKZ c.1100delC u 433 pacientl s kolorektalnim karcinomem
a 113 pacientl s FAP. Mutace byly analyzovany pomoci denaturacni vysokoucinné kapalinové chromatografie (DHPLC)
PCR produktu zahrnujiciho exon 10 genu CHEKZ. Nalezené mutace byly ovéreny sekvenovanim na automatickém sekve-
natoru ABI310.
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Vysledky: V souboru 433 pacientl jsme identifikovali celkem 3 nosice sledované mutace (0,7%); v souboru pacientd
s diagn6zou FAP nebyla studovana mutace nalezena.

Zavéry: Vyskyt alely CHEK2*1100delC je v Ceské republice nizky. Ackoliv Cetnost nalezu mutace v populaci pacient
s kolorektalnim karcinomem je vyssi nez v nenadorové populace, je pravdépodobné, Ze nosi¢i mutace predstavuji méné
nez 1% vSech nemocnych.

Podeékovani: Prace byla podporena grantem Ligy proti rakoviné Praha 2005

SROVNANI METODY IMMUNODOT A ELISA PRO DETEKCI SEROLOGICKYCH

MARKERU CELIAKIE

Autor: Jitka Hlavata, 5.r. .
Skolitel: MUDr. Petr Kocna, CSc., Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Cilem studie je porovnani dvou technologii detekce sérologickych marker celiakie, klasické ELISA metody
a moderniho jednoduchého testu ImmunoDot.

Metodika: Stanoveny byly protilatky AGA-A, AGA-G, atTG-A a atTG-G metodou ELISA (Dialab) a BlueDot (Biovendor).
Vyhodnoceno bylo 96 nemocnych ve trech kategoriich hodnot.

Vysledky: V pripadé negativni atTG-A (<10U/ml) a vysoce pozitivni atTG-A (80-205U/ml) se obé techniky shodly ve
100%. Hodnoty atTG-A lehce nad hranici cut-off 10-20U/ml (n=32) byly vyhodnoceny metodou ImmunoDot v 56,2%
pozitivné a v 43,8% negativné.

Pro atTG-G hodnoty ziskané metodou ImmunoDot mnohem lépe odpovidaly ostatnim sérologickym markerfim, a to
v celém spektru. U obou pacientd, ktefi méli velmi nizkou hodnotu atTG-A a velmi vysokou hodnotu AGA-G, byly shodné
stanoveny vysoké hodnoty i pro atTG-G narozdil od rutinnich testd.

Zavéry: Stanoveni AGA-A a AGA-G se lisi celkové ve 20,8% pfipadd. Dlvodem je pravdépodobné zvoleny antigen -
gliadin, rutinné pouzivand metoda ELISA pracuje s purifikovanym a-gliadinem.

Srovnanim vizualniho hodnoceni (negativni, pozitivni) a softwarového hodnoceni opticky scanovanych prouzké (hod-
noceno indexem 0-100) jsme dospéli pouze k 8,6% rozpord, v naprosté vétsiné téchto pripadd byl negativni vysledek
vizualné chybné urcen jako pozitivni.

Metoda ImmunoDot je jednoduchou a spolehlivou variantou detekce protilatek a je vhodna pro mensi laboratore, kde
by metoda ELISA byla pfilis nakladna.

GEN K()QUJfo PROMYELOCYTE LEUKEMIA ZINC FINGER PROTEIN (PLZF) JAKO
KANDIDAT PRO SYNDROM POLYDAKTYLIE LUXACE U POTKANA

Autofi: Michaela Krupkova, 4. r., FrantiSek Liska, Lucie Sedova, Ondfej Seda, Drahomira Kienova, Vladimir Kien
Skolitel:  prof. MUDr. Vladimir Kien, DrSc., Ustav biologie a Iékafské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Sponténni mutace modelovych organism jsou vyznamnym prostfedkem pro odhalovani funkci gendl a vyvojo-
vych genetickych mechanism@. Mutantni gen Lx je odpovédny za syndrom polydaktylie-luxace potkana (PLS), jehoz
hlavnim projevem je preaxialni polydaktylie zadnich koncetin. Mutantni gen Lx mapuje na chromozom 8 do oblasti
homologické mysimu chr. 9 a lidskému chr.11g24. Homologicka oblast mysiho chr.9 kdéduje syndrom luxoid podminény
mutaci genu P/zf ktery je rovnéz kandidatem pro mutaci Lx potkana. PlzFkoduje transkripéni faktor, ktery je mimo jiné
negativnim reguladtorem RAR (retinoic acid receptor) genu.

Material a metody.Vychozimi potkanimi kmeny pro vytvoreni genetického modelu malformacniho syndromu byl in-
bredni normodaktylni hypertenzni kmen SHR a darcem mutantni alely Lx byl polydaktylni kmen PD/Cub. Produkce
kongenniho kmene SHR.Lx s postupnym zuzovanim PD segmentu chr.8 s mutantni alelou Lx s pouzitim PCR detekce
rekombinaci. Testovani interakce mutace Lx s kyselinou retinovou jeji peroralni aplikaci brezim samicim a diferencidlni
barveni fétl na kost a chrupavku.

Vysledky: Pfi vyvoji kongenniho kmene byl segment s genem P/zfz(izen z plvodnich 30Mb az na 0.5 Mb pii zachova-
ném fenotypu preaxialni polydaktylie. Mutace méni fenotypové projevy malformacniho ucinku kyseliny retinové. Sekve-
naci nebyla prokazana mutace v kédujicich oblastech Plzf

Zavér: Plzf z(stava nejpravdépodobnéjsim kandidatnim genem pro PLS, ale na rozdil od mysi luxoid jde o mutaci
v regulacni oblasti.

ANALYZA EXPRESE APOPTOTICKYCH GENO U TRAIL-SENZITIVNICH
A REZISTENTNICH BUNEK LEUKEMICKE LINIE HL60

Autofi: Sergiu Leahomschi, 4. r., Pavel Klener Jr., Jan Zivny
Skolitel:  MUDr. Jan Zivny, Ph.D, Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

Akutni leukémie predstavuji Siroké spektrum malignich onemocnéni klonalniho charakteru s dosud omezenymi moz-
nostmi Gcinné terapie. TRAIL (Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand) spousti apoptdzu u mnoha typ(
malignich bunék, zatimco normalni buriky jsou vic¢i TRAILu rezistentni. Rezistence v{ic¢i apoptdze se Casto spojuje se
zménénymi expresemi regulatorl apoptozy, jako naptiklad cFLIP, ¢leny rodiny BCL2, proteind inhibujici apoptdzu (IAPs),
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TRAILu a jeho receptord, proteind DISCu (Death inducing signaling complex), aj. Cilem studie bylo provedeni kompara-
tivni analyzy exprese Sirokého spektra vyznamnych apoptotickych regulatorl u HL60 TRAIL-rezistentnich linii a u kont-
rolni TRAIL-sensitivni HL60 linie za Gcelem zjisténi moznych molekularnich mechanizm@ vzniku rezistence vici receptory
spousténé apoptoze. Analyzovali jsme expresi 30 proteind uplatiiujicich se na rznych Urovnich regulace apoptdzy
pomoci real-time RT-PCR. Vysledky studie ukazuji, Ze na zakladé celkové komparativni analyzy exprese téchto apopto-
tickych regulatord mdzeme identifikovat dva TRAIL-rezistentni fenotypy odvozené z HL60 linie. Pro oba dva fenotypy
jsou charakteristické upregulace a downregulace rdiznych apoptotickych gend ve srovnani s kontrolnim TRAIL-senzitiv-
nim fenotypem HL60 linie. Fenotyp I se odliSoval od kontrolniho TRAIL-senzitivniho fenotypu upregulaci signald antia-
poptotickych gen BCL2, MCL1, cIAP1, cIAP2 a proapoptotickych genll BID, BIM-L, BAG, BAD zatimco fenotyp II se
odlisoval od kontrolniho TRAIL-senzitivniho fenotypu downregulaci signal& TRAILu, DcR1 (decoy receptor 1), FADD
a antiapoptotického gend cIAP2, upregulaci signald proapoptotickych gend BID a BAD a nedetekovatelnou expresi OPG
(osteoprotegerin). Tyto nové ziskané poznatky nam umozni lépe porozumét molekuldrnim mechanizmlim regulace
apoptotického signal@ na rliznych Grovnich receptory spousténé apopdzy.
Podporeno.: GAUK 50/04/c, IGA MZ NR8317-4 a LCO6044.

VYSETRENI INAKTIVACE CHROMOSOMU X POMOCI METHYLACNE SPECIFICKE PCR
Autor: Jakub Minks, 4. r., Lenka Dvorakova, Robert Dobrovolny, Martin Hiebicek
Skolitel: = MUDr. Ivan Sebesta, CSc., Ustav dédi¢nych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN

Kompenzace dvojnasobného poctu X chromosomd u Zen je zajisténa nahodnou inaktivaci maternalniho (Xm) ¢i pater-
nalniho (Xp) chromosomu X. Lze ocekavat, ze pomér aktivniho Xm : Xp v populaci bude odpovidat Gaussovu rozdéleni.
U fady gonozomalné dédicnych chorob je tize projevd onemocnéni u heterozygotek zavisla na mife inaktivace zdravé
alely; vzacné u nich miize onemocnéni probihat stejné tézce jako u hemizygotnich muzd.

Pro vysetieni je vyuzito délkového polymorfismu v promotoru genu pro lidsky androgenni receptor. DNA na inaktiv-
nim X chromosomu (Xi) je na rozdil od aktivniho (Xa) methylovana. Po modifikaci bisulfitem se DNA izolovana z leukocytd
amplifikuje methylacné specifickou PCR s primery pro Xi a Xa. Vzniklé produkty jsou genotypovany. Ze zastoupeni obou
alel na Xi a Xa chromosomech se urci posun inaktivace.

Vysledky studie na 100 kontrolnich vzorcich DNA nepotvrzuiji v literatufe diskutovanou zavislost posunu na véku. Pét
procent kontrolnich vzork vykazovalo vyrazny posun (? 20:80). Vysetfili jsme dale 16 heterozygotek pro gonozomainé
dédi¢né choroby a jejich pribuznych. Vyrazny posun jsme pozorovali u 7 Zen z 5 rliznych rodin.

Ovéfili jsme spravnost metody a dosahli vyssi presnosti, nez pi pouziti methylacné senzitivnich restrikénich endonuk-
leas. Aplikaci bisulfitové metody chceme pfispét k objasnéni manifestace gonozomalné dédi¢nych nemoci u heterozygo-
tek, vyhledat rodiny s dédi¢nym posunem X inaktivace a pokusit se najit pric¢iny tohoto jevu.

Prace byla financovéna z grantu IGA MZNR8361-3/2005

ASOCIACNI ANALYZA TOLERANCE GLUKOZY V NOVEM SOUBORU
REKOMBINANTNICH INBREDNICH KMENO POTKANA PXO

Autori: Marie Morysova, 3. r., O. Seda, L. Sedova, D. Kienova, F. Liska, M. Jankd, L. Kazdova, T. Zima,
. J. Tremblay, P. Hamet, V. Kfen
Skolitel: MUDr. Ondfej Seda, Ph.D., Ustav biologie a Iékafské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Rekombinantni inbredni (RI) kmeny savéich modeld jsou vyznamnym néstrojem funkéni a komparativni genomiky
multi-faktorialnich znak( véetné obezity, hypertenze, inzulinové rezistence ¢i dyslipidémie. V nedavno ustaveném sou-
boru RI kmend potkana PXO segreguiji alely dvou zavedenych modeld metabolického syndromu — spontanné hypertenz-
niho (SHR) a polydaktylniho (PD/Cub) kmene potkana a normolipidemického a normotenzniho inbredniho kmene Brown
Norway.

Metody: Detailni genetickou charakterizaci celé sady PXO jsme provedli pomoci PCR typizace vice nez 300 mikrosa-
telitnich marker(. Dospéli samci 14 PXO kmenl (n=7-13/kmen) a progenitord SHR-Lx (n=13) a BXH2 (n=18) byli po
dobu 1 tydne krmeni dietou s vysokym obsahem sachardzy. Poté byl proveden oralni glukdzovy tolerancni test. Ziskana
data jsme podrobili statistické (ANOVA), asociacni a vazebné analyze.

Vysledky: Genotypizaci se nam podafilo vyznamné rozsifit pivodni mapu na vice nez 700 markerll, pokryvajicich
rovnomérné cely genom. Glykemicky profil prokdzal u mnoha parametrd signifikantni gradient mezi kmeny, nezbytny
k provedeni asocianich a vazebnych analyz, napf. u AUC . od 203 do 606 mmol/1/180min. Asociacni analyza
naznacila pfitomnost diskrétnich lokus ovliviujicich variabilitu zkoumanych znak@ (napf. lacna glykémie a lokus D12Mit8,
p<0,0001; AUC, ., ... @ D20Mgh1, p=0,0006).

Zavér: Soubor kmenl PXO predstavuje vhodny model pro funkéni a komparativni genomiku inzulinové rezistence.
Pilotni asociacni analyza odhalila nékolik novych kandidatnich lokus@ pro toleranci glukdzy.
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ROLE RECEPTORU V UDRZOVANI HOMEOSTAZY NITROBUNECNE SIGNALIZACE
V PLICICH

Autorka: Martina Novakova, 5. r.
Skolitel: doc. MUDr. Jaromir Myslivecek, Ph.D., Fyziologicky ustav 1. LF UK

Fyziologicka funkce plic je mimo jiné i vysledkem vzajemné interakce sympatického a parasympatického autonomniho
nervového systému ve smyslu zajisStovani homeostatické intracelularni odpovédi. V této praci jsme se zaméfili na urceni
Ulohy jednotlivych receptorovych podtypd adrenergnich receptorl a muskarinovych receptorll v udrZovani stabilni intra-
celuldrni signalizace. K tomu jsme pouzili nasledujici modely: mysiho kmene 129SV]/C57BI6 a mysiho kmene, kterému
byl vyfazen gen pro kortikotropin releasing hormon (CRH KO; vytvoreny na stejném genetickém zakladé). Tyto dva
kmeny jsme sledovali jednak za klidovych podminek, jednak jsme se zabyvali i vlivem nespecifické aktivace adrenergni-
ho a glukokortikoidniho systému (imobilizacni stres). Mimoto jsme porovnavali i rozdily mezi pohlavimi (jak v zakladnich
hladinach sledovanych parametr, tak pod vlivem imobilizacniho stresu). Sledovali jsme vazebné charakteristiky nasle-
dujicich podtyp@ adrenergnich receptor(i: o, o, o, (Novakova a MysliveCek, 2005), B, B, a navic i muskarinové
receptory (Myslivecek et al., 2006). Uroven nitrobunécné signalizace byla sledovana zjistovanim hladiny nitrobunécné-
ho cAMP (cyklického adenosinmonofosfatu).

Mnozstvi receptorovych vazebnych mist bylo snizeno u mysi s chybéjicim genem pro CRH ve srovnani s vékové
odpovidajicimi jedinci kontrolniho kmene (WT). Nejvétsi rozdil jsme pozorovali u podtypd a,-adrenergnich receptord.
Stres pdsobil hluboky pokles receptorovych densit vech sledovanych receptorli u WT jedincl. Zmény u CRH KO mysi
byly vyjadfeny v mnohem mensi mife. Nasli jsme zmeény v receptorovych charakteristikach jak u WT, tak u CRH KO
jedincd.Receptorova odpovéd’ na stres byla pohlavné odlisna. Urover nitrobunécné signalizace korelovala se zménami
v mnozstvi receptord.

Tyto ndlezy svéddi pro vyznam receptorové exprese v udrzovani fyziologické funkce bunék jak za bazalnich podmi-
nek, tak za podminek patologickych (imobilizacni stres). Zarovén jsou prvnim dokladem o pohlavné zavislé odliSnosti
reakci na stresovou zatéz v plicich.

1. Novakova M., Myslivecek J,: Identification of all o.1-adrenoceptor subtypes in rat lung. Gen. Physiol. Biophys. 24.: 349-353,
2005

2. Myslivecek J.,, Novakova M., Palkovits M., Krizanova O., Kvetnansky R.. Distribution of mRNA and binding sites of adreno-
ceptors and muscarinic receptors in the rat heart. Life Sci. 78: 2006 (in press)

REGULATION OF RAP1GAP2/14-3-3 BINDING IS A NOVEL MECHANISM OFC
PROSTACYCLIN AND NITRIC OXIDE INHIBITORY FUNCTION IN HUMAN

PLATELETS
Author:  Pavel Riha, 5. r.
Tutor: Priv.-Doz. Dr. med. Albert Smolenski, Dipl. Biol. Meike Hoffmeister, PhD., Institute for

Biochemistry 1I, University of Frankfurt, Medical School, Frankfurt am Main, Germany

Thrombocytes are discoid anuclear cell fragments involved in cellular mechanisms of blood clot formation. Platelet
activators like ADP or thrombin cause rapid intense induction of Rap1B. Rap1B is a Ras-like small guanine-nucleotide-
binding protein that controls integrin (alpha)Illb(beta)3 activity in platelets. Recently, Rap1GAP2 was characterized as
a new GTPase activating protein of Rap1B in platelets (Blood 105: 3185-3192). Rap1GAP2 diminishes Rap1B activity
and thereby inhibits platelet aggregation and adhesion. Ubiquitously expressed 14-3-3 proteins modulate enzymatic
activity, regulate protein localization and inhibit or mediate protein interactions.

The interaction of Rap1GAP2 and 14-3-3 was studied in transfected COS-1 cells and in platelet lysates by co-immu-
noprecipitations, pull-down assays and Western Blots. The Rap1GAP2/14-3-3 binding site was mapped by mutational
analysis. The regulation of Rap1GAP2/14-3-3 interaction was assessed by using phosphomimetic mutants of Rap1GAP2
in transfected COS-1 cells and by activators of Rap1GAP2 phosphorylation in intact human platelets studied ex vivo.
14-3-3 beta and zeta isoforms were identified as binding partners of Rap1GAP2. The 14-3-3 binding site was mapped to
N-terminal region of Rap1GAP2. The Rap1GAP2/14-3-3 binding is regulated by phosphorylation of Rap1GAP2 by cAMP-
and cGMP-dependent protein kinases (cAK and cGK): Rap1GAP2 phosphorylation by cAK and cGK abolishes 14-3-3
binding in human platelets. Since both kinases are well-established mediators of inhibitory effects of prostacyclin (PGI2)
and nitric oxide (NO) on platelet activation and aggregation, the blockade of 14-3-3 binding to Rap1GAP2 by cAK- and
cGK-mediated phosphorylation represents a new mechanism of PGI2 and NO inhibitory function in human platelets.

NOVY KONGENNI MODEL METABOLICKEHO SYNDROMU

AutoFi: Stépanka Senky¥ova, 3.r., Ondiej Seda, Lucie Sedova, Franti$ek Li$ka, Drahomira Kfenova,
. Tomas Zima, Ludmila Kazdova, Vladimir Kren

Skolitel: MUDr. Ondfej Seda, Ph.D., Ustav biologie a IékaFské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Kongenni kmeny jsou v procesu pozi¢niho klonovani stale nezbytnou soucasti prikazu pritomnosti tzv. QTL
v misté genomu s prokazanou vazbou s danym fenotypem. Mezi QTL pro inzulinovou rezistenci a dyslipidémii patfi mj.

14




SEKCE PREGRADUALNI — TEORETICKA CAST ®

Usek chromozdému 20 spontanné hypertenzniho kmene (SHR) potkana, inbredniho modelu esencidlni hypertenze
a metabolického syndromu. Cilem této studie byla analyza vlivu zminéného Useku chr.20 SHR pdvodu na metabolické
parametry a kompletace sady kongennich kmenl na genetickém pozadi inzulin-senzitivniho, normolipidemického
a normotenzniho kmene Brown Norway (BN/Cub).

Metody: Kongenni kmen BN.SHR20 byl vytvoren prenesenim Useku chromozému 20 z kmene SHR na genetické
pozadi vysoce inbredniho kmene BN/Cub. Diferencidlni segment u BN.SHR20 byl charakterizovan pomoci sady 22 mik-
rosatelitnich marker@. Porovnali jsme glukdzovou toleranci, hladinu triacylglycerold (TG), cholesterolu a morfometricky
profil dospélych samct kmen& BN/Cub a BN.SHR20 za podminek standardni a vysokosacharézové (HSD) diety. Ziskané
vysledky byly analyzovany pomoci dvojcestné analyzy rozptylu (two-way ANOVA).

Vysledky: Pfeneseny Usek chromozomu 20 SHR plivodu byl vymezen u kmene BN.SHR20 v oblasti mezi D20Rat17
a D20Rat2 (140Mb). Nové ustaveny kmen BN.SHR20 vykazal signifikantné snizenou toleranci glukézy oproti kontrolni-
mu kmeni BN/Cub, jeji markantné&jsi zhorseni po HSD a vétsi nardst hladiny TG a soucasné zvySeny index adiposity
(0,91+0,01 vs. 0,85+0,03, p<0,001).

Zavér: Ustavili jsme novy kongenni kmen BN-SHR20. Tento kmen potvrdil vyznam definovaného Useku chromozomu
20 u SHR pro metabolické a morfometrické aspekty metabolického syndromu.

KLASIFIKACE STUPNE MALIGNITY FOLIKULARNIHO LYMFOMU S POUZITIM
MARKERU KI-67

Autorka: Jana Spackova, 5. r. )
Skolitel:  MUDr. Jan Stritesky, CSc., Ustav patologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Stanoveni stupné malignity (grading) folikularniho lymfomu, maligniho onemocnéni postihujiciho zejména lymfa-
tické uzliny a extranodalni lymfaticka centra, je i v dnesni dobé svizelnd, navzdory tomu, ze existuje celad fada metod. Za
nejobjektivnéjsi z nich je dnes povazovana Berardova metoda, zaloZzena na kvantitativnim stanoveni mnoZstvi centro-
blastll v definované plose fezu lymfatickou uzlinou. Pfesna identifikace centroblastli je znacné subjektivni. Nasim cilem
bylo pokusit se tento proces objektivizovat.

Material a metodika: V fezech obarvenych hematoxylinem — eosinem byly vyhledany a pocitany centroblasty, presné
podle plvodni Berardovy metody. Paralelné s nimi byl proveden imunohistochemicky prtikaz proliferacniho markeru Ki-
67. Mezi Ki-67 pozitivnimi bunikami byly identifikovany centroblasty a pocitany. Vyskyt bunék v obou skupinach byl
statisticky srovnavan, samostatné pro grade I, II i III.

Vysledky: Marker Ki-67 oznacil vSechny centroblasty, spolecné s dalSimi proliferujicimi burikami. Pocet identifikova-
nych Ki-67 pozitivnich centroblastd pozitivné koreloval s mnozstvim centroblastd v standardnim histologickém barveni,
jejich identifikace vSak byla méné Casové narocna a objektivnéjsi.

Zaveér: Metoda znaceni proliferujicich bunék pomoci markeru Ki-67 vyrazné snizi mnozstvi bunék, mezi kterymi je
treba identifikovat centroblast. Grading folikuldrniho lymfomu se tak objektivizuje a usnadriuje se jeho provedeni.

CHARAKTERISTIKA DYNAMIKY GENETICKE ARCHITEKTURY METABOLICKEHO
SYNDROMU NA ZAKLADE DIFERENCIALNI VAZEBNE ANALYZY

Autofri: Iva Ullmanova, 3. r., Ondiej Seda, Frantisek LiSka, Ludmila Kazdova, Lucie Sedova, Drahomira
Kienova, Kvéta Pelinkova, Tomas Zima, Junzheng Peng, Johanne Tremblay, Pavel Hamet,

. Vladimir Kfen . .

Skolitel: odb. as. MUDr. Ondiej Seda, PhD., Ustav biologie a Iékaiské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: V patogenezi metabolického syndromu se uplatiiuje jednak genetickd komponenta, ktera je vyslednici péisobeni
vice gend, interagujicich mezi sebou, jednak faktory vnéjsiho prostredi, napf. dieta a medikace. Zkoumali jsme Ulohu
definovaného segmentu chromozomu (chr.) 4 hypertenzniho kmene SHR (vneseného na genetické pozadi kmene Brown
Norway (BN) u kongenniho kmene BN.SHR4) v dynamice genetické architektury metabolického syndromu.

Metody: Byly vytvoreny 2 segregujici F2 populace samc@ PDxBN (n=149, PD...polydaktylni kmen potkana),
a PDxBN.SHR4 (n=94), jejichz geneticky pool se liSi pouze vySe zminénym Usekem chr. 4. Opakované jsem stanovili
metabolicky profil za podminek standardni diety, sachardzové diety a po podani dexametazonu (>80 fenotyp(). Celoge-
nomovou charakterizaci obou F2 populaci jsme provedli pomoci PCR typizace 220 mikrosatelitnimi markery. Diferencial-
ni vazebna analyza byla provedena intervalovym mapovanim v programu MapManager (v.b20).

Vysledky: V populaci PDxBN bylo identifikovano 24 signifikantnich i sugestivnich QTL (lokusy kvantitativnich znakd)
na chr. 3, 7, 8, a 17, zatimco v populaci PDxBN.SHR4 jsme nalezli celkem 22 QTL prevazné s lokalizaci na chr. 1,8,10
a 18. Ackoli nékteré jsou konkordantni pro obé populace vétsina vykazuje diskordanci pro sledované znaky. Zavér:
Jelikoz jedinym genetickym rozdilem obou populaci je vneseny diferencialni segment chr. 4 SHR plvodu, Ize tento Usek
povazovat za podstatnou determinantu komplexni prestavby dynamické architektury metabolického syndromu.
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Predavani cen vitézlim 7. roniku SVK. Dékan fakulty profesor Tomas Zima a Mgr. Hana Kolesova. Na dolnim snimku s Pavlem Kusakem.
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CHRIPKA-BANALNI VIROZA NEBO VAZNA HROZBA?

Autorky: Lucia Bockova, 5. r., Jana Dziakova, 5. r.
Skolitelka: MUDr. Miriam Schejbalova, Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF UK a VFN

Chripka je dnes jiz opakované diskutovanym tématem. Pravidelny nardst nemocnosti je zatéZi pro zdravotnicka zafizeni
ekonomiku statu. Zname i par prikladd z déjin, kdy velké pandemie znacné snizily pocty obyvatel ve velké Casti svéta.
Mnoho lidi vnima chfipku jako respiracni virdzu, nemoc spiSe nepfijemnou nez zavaznou, a takfka nezbytnou soucast
zimniho obdobi. Ackoliv existuje dostupna a Gcinna prevence - ockovani, proockovanost v CR je nizka. Je to dUsledek
bagatelizovani problému, neinformovanosti nebo jde o dlivody financni? Tuto i jiné otazky ohledné prevence chfipky
zkouma predlozena prace. Vyzkum byl zaméFen na populaci studentd VS, Setfeni probéhlo formou dotaznik{. Vysledky
jsme zpracovaly do tabulek a grafil. SouCasti prace je i metaanalyza nékolika dalSich epidemiologickych Setfeni. Z odpovédi
studentd vyplyva, Ze jejich informovanost o chfipce je dobra a proockovanost ve vzorku prevysuje celostatni primér.
ProtoZe je dnes aktudlni problematika ptaci chfipky, vénovaly jsme pozornost i této otazce. Studenti maji informace
0 této nemoci a védi o moznosti jejiho prenosu na ¢lovéka. Jen desetina dotazovanych uvadi, Ze stat ma dost prostiedk?
k zabranéni pandemie, pouze polovina se ale pfipadné pandemie obava. Vétsina svétovych odbornikd se domniva, ze do
nékolika let Ize s prakticky stoprocentni jistotou ocekavat dalSi pandemii chfipky. Kdy a kde udefi, nevi nikdo. Je ale
mozné, Ze bude brzo v popredi svétovych for otazka: Vyhubi lidstvo chfipka nebo AIDS?

ZASTAVENI PRACOVNICH MODELU DO ARTIKULATORU V PROMERNYCH
HODNOTACH A POMOCI INDIVIDUALNIHO NASTAVENI MECHANICKYM
A ELEKTRONICKYM OBLICEJOVYM OBLOUKEM

Autorka: Eliska Feltlova, 2. r.
Skolitelka: prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: V dnesni dobé je nejbéznéjsim stanovenim polohy horni a dolni Celisti vzhledem k poloze temporomandibularniho
kloubu pomoci obli¢ejového oblouku. Obli¢ejovy oblouk se da stanovit jak mechanickym prenosem, tak presnéjSim
a modernéjsim elektronickym pfenosem. Tyto metody se mohou pouZit i pro rekonstrukci meziCelistnich vztahl pfi
zhotoveni celkové snimatelné ndhrady, pro stanoveni kloubni drahy a to jak fyziologické, tak patologické. Cilem sdéleni
je porovnat jednotlivé metody pfi zastaveni pracovnich modell do artikulatoru s ohledem na individualizaci pfenosu
anatomickych hodnot obli¢eje a priibéhu a sklonu kloubni drahy.

Metodika: U vybrané pacientky, kterd ma patologické diskopathii temporomandibuldriho kloubu, jsme prenesli ana-
tomické hodnoty a nastaveni kloubnich drah pomoci mechanického obli¢ejového oblouku. Pomoci specialnich pomdcek
jako je kovova Izice, ramena oblouku a silikonové otiskovaci hmoty doslo k preneseni anatomickych hodnot pacientky do
artikulatoru a k zastaveni pracovnich modelll. Druha metoda vyuZila elektronicky prenos obli¢ejovym obloukem. Pomoci
pocitace jsme analyzovaly hodnoty podélného a pricného sklonu kloubni drahy, BenettGv Ghel a pohyb a hodnoty pro
nastaveni fezakového a Spickového vedeni. Méreni jsme opakovali celkem ctyrikrat. Z téchto méreni jsme vybrali hod-
noty, které se sobé nejvice podobaly a podle nich jsme nastavili hodnoty na artikuldtoru a zastavili pracovni model.

Vyysledky: Elektronicky zéznam presné rozliSuje hodnoty anatomické a funkéni, umoznuje individuaini nastaveni polo-
hy pracovnich model8, vyhodna je i rychlost pfenosu Udajl. Individudlni nastaveni je vzdy spojeno s rozptylem mére-
nych hodnot, ktery vSak neni statisticky vyznamny.

Zavér: Formou kasuistickych sdéleni jsme zanamenali rozdily pfi pouziti piné sefiditelného artikulatoru pfi prenosu
v prdmérnych hodnotach, pfi prenosu mechanickym obli¢ejovym obloukem za pomoci nastaveni tomogramu temporo-
mandibuldrnich kloubd a pocitacovym oblicejovym obloukem s naprostou individualizaci pfenosu mezicelistnich vztah(
vcetné konkrétnich hodnot kloubni drahy. Prispévek zhodnoti vSechny tfi metody porovnanim dosazenych hodnot u jednoho
konkrétniho pacienta.

POLYMORFISMY GENU PRO GLYOXALASU I U HEMODIALYZOVANYCH PACIENTU

Autorka: Alexandra Germanova, 4. r., PFF UK

Skolitelka: doc. MUDr. Marta Kalousova, Ph.D, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF
UK a VFN

Konzultantka: RNDr. Marie Jachymova, Ph.D, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK
a VFN

Uvod: Produkty pokrodilé glykace (AGEs) se spoluli¢astni v patogenezi fady chronickych onemocnéni, napt. diabetes
mellitus, kardiovaskularnich onemocnéni, chronického selhani ledvin a neurodegenerativniho onemocnéni. AGEs mohou
primo poskodit strukturu extracelularni matrix, zménit jeji fyzikalni a chemické vlastnosti a po interakci s RAGE (recep-
torem pro AGESs) indukuji prozanétlivou odpovéd'. AGEs vznikaji neenzymatickou glykaci a vlivem oxidacniho a karbony-
lového stresu. Jejich prekursory, reaktivni karbonylové slouceniny, mohou byt enzymaticky detoxifikovany prosttrednic-
tvim specifickych reduktas, napf. glyoxalasy I. Cilem prace bylo studium polymorfism{ tohoto enzymu.

Metodika: Sledovanou skupinou je 235 pacient(i s chronickym selhanim ledvin léCenych hemodialyzou a 90 kontrol.
Polymorfismus A111E (419A/C) na 4. exonu genu pro glyoxylasu I byl vySetfen metodou zaloZzenou na principu RFLP
(restriction fragment length polymorphism) s naslednou vizualizaci elektroforézou na agarozovém gelu.
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Vysledky: Nenalezli jsme signifikantni rozdil v genotypovych a alelickych frekvencich polymorfismu A111E genu pro
glyoxalasu I u dialyzovanych pacient(l a kontrol (genotypy: c2= 0.048, p= 0.9; alely: c2= 0.004, p= 0.9).

Zavér: Prvni vysledky ukazuji, Ze polymorfismus A111E genu pro glyoxalasu I u hemodialyzovanych pacientd se nelisi
od bézné populace. Je pfedmétem dalsiho studia, zda genetické markery souvisi s klinickym stavem pacientl a vysledky
dalsich laboratornich vysetreni.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO - 0 64165.

SANACE DEFEKTU CHRUPU HYBRIDNI NAHRADOU — POROVNANI DVOU TYPU

KOTVENI

Autofi: Radek Hippmann, 5. r., Jakub Stebel, 6. r.
Skolitelka: prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Hybridni nahrady jsou zvlastni typy rozsahlych snimatelnych nahrad kotvenych na radixy piirozenych zubfi nebo
na implantaty. Vyhodou téchto nahrad je dobra stabilita a pomalejsi resorbce kosti alveolarniho vybézku. Cilem nasi
studie bylo subjektivni i objektivni porovnani kvality sanace kotvenim na radixy zubl proti kotveni na implantaty.

Materidl @ metoda: Do nasi studie bylo zahrnuto celkem 35 pacientdl. Z tohoto poctu bylo 18 nahrad kotvenych na
implantdty a 19 s vyuzitim korenl. Subjektivné pacienti zhodnotili néhrady pomoci dotazniku s kategoriemi: dfivéjSich
zkuSenosti, pripadné porovnani nahrad, celkova spokojenost, estetika, problémy s ndvykem, retence a pfipadné dopo-
ruceni tohoto oSetreni. Poté byli pacienti vySetieni klinicky a doplnéna kratkd anamnéza Hodnocena byla dle daného
dotazniku stabilita, retence, atd. Ziskané Udaje jsme zpracovali a statisticky porovnali obé skupiny.

Vysledky: Pfi subjektivnim hodnoceni nahrad byla vétSina pacientl celkové spokojena se svou nahradou. Retence
byla ve vétsiné pripadd hodnocena jako vyborna az dobra, jen ve 4 pripadech jako nevyhovuiici. Estetika byla vyborna
az dobrad a ve 3 prfipadech vyhovuijici. S privyknutim nebyly zjistény problémy. Jen 1 pacient by tento typ sanace
nedoporucil. Jediny signifikantni rozdil mezi obéma skupinami byl v pfedchozim uzivani snimatelné nahrady. U klasic-
kych hybridnich nahrad mélo 44,4% predchozi zkuSenost proti 88,9% u nahrad na implantatech. Objektivné nebyl rozdil
mezi obéma skupinami v retenci a stabilité.

Diskuse a zavéry: Sanace pomoci hybridni nahrady je subjektivné i objektivné vhodna. Rozdil mezi kvalitou pfi pouziti
radixd zubl nebo implantatd jsme nezjistili.

HYDROCEPHALUS U DETI S DIAGNOSOU NEROFIBROMATOSIS VON
RECKLINGHAUSEN TYP 1

Autorka: Marie KaluZova, 5. r.
Skolitel:  MUDr. Borivoj Petrak, CSc., Klinika détské neurologie UK 2. LF a FN Motol

Uvod: Neurofibromatosis von Recklinghausen typ 1 (NF 1) je onemocnéni patfici mezi neurokutanni syndromy. Inciden-
ce v populaci je 1 : 3000 — 4000. Gen pro NF 1 je lokalizovan na 17. chromozomu, ma charakter tumor — suppressor
genu a jeho produktem je neurofibromin. Mezi klinické nalezy u NF 1 patfi také hydrocephalus.

Cilem predkladané studie je zhodnotit vyskyt hydrocephalu a jeho etiologii u déti s diagnosou NF 1.

Metodika: Je hodnocena skupina 229 pacientl se zakladni dg. NF1. Podminkou po zafazeni do této skupiny bylo
zobrazovaci vySetfeni mozku - MRI, vzacné CT mozku. V souboru je 123 chlapcll (54 %) a 106 divek (46 %). Vék
pacientl je od 7 mésicl do 21 let 6 més. véku. VSichni pacienti byli vySetieni v Ambulanci pro neurokutanni syndromy
polikliniky FN Motol, pfipadné na Klinice détské neurologie UK 2. LF a FN Motol.

Vysledky: Hydrocephalus se vyskytl u 20/229 (9 %) pacientd s NF 1. Ve 14 (6 %) pripadech byl zplsoben nadorem
mozku nebo arachnoidalni cystou. U 6 (3 %) déti Slo o vzacnou stenosu distalni ¢asti aqueductu (bez pritomnosti
expansivniho procesu, krvaceni nebo zanétu v anamnese), z toho u 2 déti se stenosa mokovodu rozvinula béhem
sledovani. Procesy charakteru gliomu se podilely na rozvoji hydrocephalu v 10/20 (50 %) ptipad@. V 6/20 (30 %) byl
hydrocephalus zplisoben nadorovym procesem (gliomem) lokalizovanym jinde neZ v oblasti optického chiasmatu a optikd,
u 4/20 (20 %) pfi gliomu chiasmatu. U 2/20 (10 %) Slo o expansivné se chovajici arachnoidalni cystu, a u 2/20 (10 %)
v dlsledku expansivné se chovajiciho plexiformniho neurofibromu.

Zavér: Diagnosa NF 1 je v détském véku spojena s rizikem vyskytu hydrocephalu u 9 % pacientd. Rozvoj hydroce-
phalu je potfeba zahrnout do klinického obrazu diagnosy NF 1. Nejcastéjsi pricinou rozvoje hydrocephalu byly nadorové
procesy charakteru gliomu, a to prevazné mimo optickou drahu. Hydrocephalus se mlize u NF 1 rozvinout v pribéhu
Zivota i bez pritomnosti expanse — pfi pomalu progreduijici stenose distalni ¢asti mokovodu. Moznost rozvoje stenosy
mokovodu je jednim z dlivodl indikace kontrolniho zobrazeni v pribéhu Zivota pacienta s NF 1.

Podporovéno : vyzkumnym zémérem MZ CR 00000064203, ViZ KDN FNM ¢ 6051
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FLUID TREATMENT — THE MAIN TOPIC IN THERAPY OF PATIENTS WITH ADULT

RESPIRATORY DISTRESS SYNDROME

Author : Radek Kaniok, 4. r.

Tutors: Vladimir Cerny, assoc. prof., M.D., Ph.D., FCCM, Pavel Dostal, M.D., Ph.D., Department of
Anaesthesiology and Intensive Care Medicine, Charles University in Prague, Medical Faculty in
Hradec Kralové, University Hospital in Hradec Kralové

Introduction: Fluid therapy plays an important role in the support of cardiovascular function and organ oxygen supply.
In critically sic patiens, the positive fluid balance is associated with formation of edemas and may adversely affect
pulmonary functions. The aim of project was to review a cumulative 7 day fluid balance in relation to mortality and
morbidity of patients with ARDS treated in an intensive care unit.

Material & Methods: These parameters were evaluated: — age, sex, type of admission, APACHE II score, SOFA score,
paO,/FIO, ratio, fluid balance on the day 7, use of elimination techniques, duration of mechanical lung ventilation,
duration of hospitalization, survival Retrospective observational study in patients with ARDS hospitalized in the years
2001-2005. For statistical analysis, MedCalc version 8.0 statistical package was used .

Results: Following data was obtained: mean age 52 years, mean APACHE II score 24, entry SOFA score 10, type of
ARDS — pulmonary in 22 patients, extrapulmonary in 45 patients, mean paO,/FIO, ratio at admission 173, mean value of
7 day liquid balance +2875 ml, mean length of stay in ICU 13.6 days, duration of artificial lung ventilation 11 days. Only
a part of the study results will be presented. Sixty seven patients were included into the study. Forty eight patients
survived, 19 patients died (mortality 21%). Cumulative fluid balance 7 days after admission was significantly higher in
patients who died than in the survivors (6295 ml vs. 1618 ml, p = 0,01).

Discussion & conclusion: It exists relation between fluid balance and oxygenative lung function and also duration of
artificial lung ventilation but sensitivity ratio of determination of liquid balance is relatively low. Higher positivity of fluid
balance is associated with a worse clinical outcome in patients with ARDS. Value of fluid balance in 3 day of hospitali-
zation has the same predictive value as SOFA score and APACHE II score at admission.

UROVEN ENDODONTICKEHO OSETRENI OBYVATEL CESKE REPUBLIKY A JEHO
VLIV NA ONEMOCNENI PERAPIKALNICH TKANI

Autor: Pavel Kusak, 5. r.
Skolitel: odb. as. MUDr. Ludék Pefinka, CSc., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Na 200 ortopantomogramech ndhodné vybranych pacienti stomatologické kliniky, zachycujici obé ozubené Celisti, autor
analyzuje uroven endodontického oSetreni. Endodonticky oSetfené zuby jsou rozdéleny do skupin podle kvality oSetieni
(lege artis, kratka korenova vypli, dlouhd k.v.). U vSech skupin je navic sledovana periapikalni oblast s ohledem na
kvalitu lamina cortikalis, jejiz poskozeni signalizuje zanét v oblasti hrotu korene.

Vysledky: Z celkem 4981 analyzovanych zubt jich bylo endodonticky oSetfeno 360 (7,2 %). Z 360 endod. oSetfenych
zubl bylo lege artis oSetfeno pouze 49 (13,6 %), pricemZ s periapikalnim nalezem bylo diagnostikovano 187 zubd
(51,9 %) ze vSech endodonticky oSetrenych.

Zavérem studie je rozbor moznych pricin a porovnani ziskanych Gdajl s podobnymi studiemi v zahranici.

ZUBNI KRI1Z
Autorka: Eva Kocianova, 2. r.
Skolitelka: prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Elektronicky zaznam stavu dutiny Ustni umoziiuje snadnou grafickou informaci pro lékare, Ize ho vyuZit i k identifikaci
osob ¢i pro komunikaci pfi predavani statistickych udajl. Pro potfeby statni zpravy ¢i zdravotnich pojistoven. Stomato-
logové shromazd'uji Udaje do rliznych databazi a Casto vyuZivaji napf. MS Access database nebo MS Excel Sheets. Tyto
systémy obsahuji mnoho volného nestrukturovaného textu, ktery nelze dale zpracovat. Elektronicky strukturovany za-
znam v grafické podobé ma vyhodu, Ze je struény a vécny. Cilem studie je aplikovat graficky zubni k¥iZ pfi analyze stavu
chrupu studentd stomatologie.

Metodika: Vybrali jsme celkem 10 studentd. Zhotovili jsme makrofotografie dutiny Ustni, provedli jsme rtg vysetieni
— ortopantomogramy, studenty jsme vysetfili a nalezené informace jsme zaznamenali do elektronického zubniho kfize
(strukturovany elektronicky zaznam) — zaznamenali jsme pocet a roz¢lenéni zubl v zubnim oblouku, extrakce, pfitom-
nost kazl (rozsah) a vyplni (rozsah a material), endodontické oSetfeni, pfitomnost fixnich a snimatelnych nahrad (ko-
runky, méstky apod.), nespravné profezavani zubl, ortodontické anomalie jako jsou napriklad obraceny a zkfiZzeny skus.
Poté jsme vyjadrili poCet kazli, vypIni a extrakci pomoci indexu kazivosti KPE. VSechny hodnoty a nasnimané obrazky
jsme ukladali do databaze vybranych pacientll. Vysledky jsme pak porovnavali mezi vybranymi pacienty.

Vysledky: Soubor byl nehomogenni, ndhodnym vybérem jsme zavzali studenty jak s intaktnim chrupem, tak s velmi
destruovanym. Z 10 pacientd jsme u dvou zjistili, Ze nedoslo k zaloZeni jednoho stalého tfetiho molaru. Vékovy primér
vybranych pacientu je 24,3 let na osobu. Nezjistili jsme Zadné vyrazné dentalni anomalie, jen drobné komprese. U poloviny
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vybranych pacientt probihd nebo probéhla ortodonticka lécba. Celkovy index kazivosti stalého chrupu KPE u vysetfovanych
pacientl vysel 27, 2 %.

Zavér: Elektronicky zubni kFiz v grafické podobé optimalné dokumentuje stav i priibéh oSetfeni, ma atributy teoretic-
ko-poznavaci i ryze praktické.Prokazali jsme, Ze elektronicky zubni kfiz mdzeme vyuzit zaznam stavu chrupu, ale i nejen
pro stanoveni rdznych indexd pouZzivanych v klinické praxi.

TUKOVA TKAN A SYSTEMOVY ZANET U PACIENTU S RENALNIM SELHANIM

Autofi: J. Krajickova, 4. r., M. Dolinkova, Z. Lacinova, M. Haluzik
Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu
1. LF UK a VFN

Uvod: U pacientd s chronickym rendlnim selhdnim Ié¢enym hemodialyzou (RS) je pritomna chronickd zanétliva reakce
podilejici se na zhorSeni progndzy i rozvoji kardiovaskularnich komplikaci. Cilem této studie bylo zjistit, zda je tukova
tkan signifikantnim zdrojem prozanétlivych faktorl u téchto nemocnych.

Metodika: 17 pacientkdm s RS a 12 stihlym zdravym Zenam (K) byla na pred zacatkem operace (RS — transplantace
ledviny, K - cholecystektomie) odebrana krev a na pocatku operace vzorek podkozni a visceralni tukové tkané. Sérové
koncentrace leptinu, adiponectinu a resistinu byly stanoveny metodou ELISA a genové exprese leptinu, adiponectinu,
resistinu, adiponectinovych receptor( 1 a 2, IL-6, TNF-a. a MCP-1 metodou real-time PCR.

Vysledky: Sérové koncentrace leptinu byly signifikantné zvySené u pacientek s RS oproti kontrolni skupiné, ale expre-
se leptinu se vyznamné nezménila. Hladina adiponectinu v séru, jeho genova exprese, ani exprese adiponectinovych
receptort nebyly onemocnénim ovlivnény. U pacientek s RS byla vyznamné zvySena sérova hladina i exprese resistinu
v podkozni i visceralni tukové tkani. Doslo také k signifikantnimu vzestupu genové exprese TNF-o, IL-6, MCP-1.

Zavér: Tukova tkan se vyznamné podili na systémovém zanétu pacientll s RS produkci prozanétlivych cytokind.

PROTILIf\T’KY PROTI FOSFATIDYLETHANOLAMINU (APE) U PACIENTU
S TROMBOZAMI

Autorka: Kristyna Masova, 4. r.
Skolitelé: prof. MUDr. Terezie Fucikova DrSc., prim. RNDr. Ivana Janatova, MUDr. Karin Malickova, Klinicka
imunologie a alergologie — laboratof, Ustav klinické biologie a laboratorni diagnostiky 1. LF a VFN

Uvod: Trombdza je onemocnéni postihujici tepennou & Zilni ¢ast cévniho systému v jakékoli lokalité, které vznikéd kom-
pletnim ¢i parcidlnim uzavérem cévy trombem. Mezi hlavni patogenetické mechanismy trombdzy patti alterace krevniho
toku, zména koagulace krve (hyperkoagulace) a poskozeni cévni stény. aPE, jakozto jedny z antifosfolipidovych protila-
tek (APLA), mohou byt jednou z pficin trombofilnich stavll nejspiSe prostrednictvim svého vlivu na trombocyty, endotel,
antitrombin III, inhibitory hemostdzy ¢i urychlenim procesu aterosklerdzy. APLA se nevaZzi k fosfolipiddm pfimo, ale
prostfednictvim plazmatickych vazebnych protein (kofaktorl), ke kterym patfi p2GP1, protrombin, annexin V nebo
HMWK, LMWK a HMWK-vazebné proteiny, f XI, prekallikrein v pripadé protilatek proti fosfatidylethanolaminu. K rutinné
stanovovanym APLA pfi trombdzach vzniklych na autoimunitnim podkladé patfi protilatky proti fosfatidylserinu (aPS),
B2GP1 (ap2GP1), kardiolipinu (aCL). aEA bylo dosud vénovano malo pozornosti, a proto bylo cilem mé prace zjistit, zda
jsou i tyto protilatky asociovany s trombdzami.

Metodika: Vysetfila jsem 6 sér pacientll s tromboticymi pfihodami v anamnéze a 34 bez nich na pfitomnost aPE, aPS,
aB2GP1 a aCL ve tfidé IgG a IgM. Ke stanoveni uvedenych protilatek jsem pouzila metodu ELISA (diagnosticka souprava
AESKULISA Ethanolamine-GM, Némecko).

Vysledky: Oproti pacientim bez manifestnich tromb6z jsem u pacientd s tromb6zami nalezla statisticky vyznamné
zvysené hladiny aPE (pro IgG p=0,05, pro IgM p=0,02), stejné tak hladiny aPS (pro IgG p=0,05, pro IgM p=0,02)
a aa2GP1 (pro IgG p=0,03, pro IgM p=0,02). Hladiny aCL (pro IgG p=0,06, pro IgM p=0,07) nebyly ve skupinach
pacientl s /bez trombdz vyznamné statisticky odliSné.

Zaveér: Vzhledem k tomu, Ze protilatky proti fosfatidylethanolaminu byly ve tfidé IgG i IgM statisticky vyznamné
asociovany s trombdzami, doporucuji také je zahrnout do skupiny rutinné vySetrovanych APLA pfi podezieni na trombd-
zy autoimunitni patogeneze.

ZUBNI KRI1Z
Autorka: Blanka Pastelakova, 2. r.
Skolitelka: prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Elektronicky graficky zubni kiiz shromazd'uje a zaznamenavé skutecnosti v redlné dutiné dstni pacienta. Umozfiu-
je sledovat a porovnavat ¢asové zmény v této lokalizaci a zaroven z ného Ize usuzovat na budouci vyvoj dané oblasti
a tim naptiklad volbu vhodného protetického feseni.

Metodika: Vybrali jsme celkem 12 pacientl s rliznym typem oSetreni. Pacienty jsme vySetfili, zhotovili jsme fotogra-
fickou a rentgenologickou dokumentaci. Zjisténé Udaje jsme zaznamenali do elektronického zubniho kfiZe (strukturova-
ny elektronicky zaznam) — pocet a rozclenéni zubl v zubnim oblouku, extrakce, pfitomnost (rozsah) kazl a vyplni
(rozsah i materidl), endodontické oSetfeni, pritomnost fixnich a snimatelnych nahrad (korunky, mlstky apod.), ortodon-
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tické anomalie. VSechny hodnoty a nasnimané obrazky jsme ukladali do databazi jednotlivych pacientd. Vysledky mezi
jednotlivymi pacienty jsme porovnali. Hodnotili jsme tedy pacienty s intaktnim chrupem, chrupem klasicky osetfenym,
ortodonticky oSetfenym chrupem, chrupem s fixni ¢i snimatelnou nahradou a implantaty.

Vysledky: Pfi vybéru pacientd jsme snazili o co mozna nejsirsi skalu stavu chrupu. Vysledkem bylo tedy porovnavani
jednotlived rdzného véku i pohlavi. Mladsi pacienti méli chrup intaktni, klasicky oSetfeny, ¢i opatfeny ortodontickym
aparatem. Rozsahy kazd a vyplIni byly pfiméfené jejich véku a extrakce se tykaly ortodontickych feSeni ¢i zdravotnich
potizi. U pacientd vyssiho véku jsme zaznamenali pfitomnost fixnich ¢ snimatelnych nahrad kotvenych na vlastnich
zubech nebo implantatech vzhledem ke ztraté vétsiho poctu vlastnich zub@. Na rozdil od mladych jedincl jsme u nich
stanovili rozsahlejsi zasahy a jejich vétsi mnozstvi ze stany Iékare, odhalené krckové oblasti v disledku véku pacientd
pripadné parodontozy.

Zavér: Stav chrupu jednotlivych pacientd se podle predpokladu lisil jen ¢astecné v zavislosti na jejich véku, vibec
vSak na jejich pohlavi. Analyza vysledkd prokazala, Ze elektronicky zubni kiiz mdze byt pouzit k identifikaci osob, k registraci
pribéhu terapie i pro ozfejmeni stavu pii bézném klinickém vysetfeni bez RTG malo ziejmych. Jedna se predevsim
0 zuby nezaloZené, neprorezané ¢i napf. implantaty.

PROBLEMATIKA KOURENI NA PRAZSKYCH ZAKLADNICH SKOLACH

Autorky: Eva Rackova, 5. r., Eva Vnenkova, 5. r., Eva Wallenfelsova, 5. r.
Skolitelka: MUDr. Eva Kralikova, CSc., Ustav epidemiologie a Centrum léCby zavislosti na tabaku 1. LF UK a VFN

Uvod: Vétsina kuiakd (90 %) zacina koufit béhem détstvi a dospivani. Marketing tabakovych vyrobkd je proto zaméFen
pravé na tuto vékovou skupinu. Cilem nasich seminar je interaktivné informovat o dopadech koufeni na organismus
a faktech tykajicich se tabakového préimysiu.

Metodika: Hlavni napini nasi prace byl seminaf zaméreny na prevenci kourfeni na zakladnich Skolach na Praze 7
a Praze 2. Vychazeli jsme z britského programu QUIT Primary School. Data jsme ziskavali dotaznikovym Setfenim.

Vysledky: Predbézné vysledky nasi prace jsou nasledujici: 45 % déti z naseho souboru (N = 279, z toho divek 158
a chlapcli 121) ve véku od 10 do 15 let ma zkuSenost s cigaretou. Priimérny vék uZziti prvni cigarety je 10 let, median 11 let.

Zaveér: Nikotinismus u déti je zavaznym problémem, zavislost vznika rychleji a jiz po relativné malém poctu vykoure-
nych cigaret. Az polovina déti, které cigaretu vyzkousi, zacne pravidelné kourit. Dle nasich vysledku by bylo vhodné
zacinat s preventivnimi programy jiz u déti od 8 let véku.

PILOTNI STUDIE POUZITi MANUALU DROGOVE PREVENCE
U HOSPITALIZOVANYCH ADOLESCENTO

Autofi: Stépan Sulek, 5. r., Katefina Vackova
Skolitel: = MUDr. Pavel Kabicek, CSc., Klinika détského a dorostového lékaFstvi 1. LF UK a VFN Praha

Uzivani navykovych latek patfi do syndromu rizikového chovani a podle studie ESPAD u nas stoupa. Souvisi s nejcastéj-
S$imi pri¢inami mortality adolescent(l, kam patfi dopravni nehody, otravy a sebevrazdy. Cilem nasi studie bylo otestovat
novy Manual drogové prevence pro praktické |ékare pro déti a dorost (PLDD) jako screeningovou metodu pro rozpozna-
ni uzivani navykovych latek se tfemi dotazniky: obecna psychosocialni adaptace, dotaznik na pfitomnost zavislosti MKN
— 10 a preklad anglického dotazniku CRAFFT. Béhem 5 mésicl jsme oslovili 53 hospitalizovanych dospivajicich (13
chlapct, 40 divek, vék 15,7 + 1,6). VSichni podepsali informovany souhlas, Ze budou vypovidat pravdivé. Soubor jsme
rozdélili podle nékolika kritérii a porovnali dotazniky CRAFFT a MKN-10. ZkuSenost s alkoholem referovalo 90,5 %,
s marihuanou 35,8 %, s dalSimi ilegalnimi drogami 7,5 %. CRAFFT zachytil uzivani navykovych latek Iépe nez MKN — 10
u dospivajicich se zkusenosti s tabakem (p < 0,00001 vs. p < 0,001), a to i mezi souCasnymi a byvalymi kuraky
v intervalu poslednich 30 dnli (p < 0,001 vs. p < 0,05), s alkoholem (p < 0,00001 vs. p < 0,01) i s marihuanou (p <
0,0001 vs. p < 0,001). Vice kladnych odpovédi v CRAFFTu maji dospivajici starsi 15 let (p = 0,057), dospivajici s horsim
Skolnim prospéchem (p=0,059) a nezdpornym ndzorem na drogy (p < 0,05). VSichni dospivajici se zkuSenostmi
s marihuanou maji predchozi zkusenost s tabakem (p < 0,001). Nenasli jsme signifikantni rozdily v zadném ze sledova-
nych parametrd v zavislosti na pohlavi. Manual drogové prevence je vhodnou screeningovou metodou pro PLDD.

POLYMORFISMY GENﬂ’PRO ADIPONECTIN A RESISTIN U PACIENTEK
S MENTALNI ANOREXII A OBEZITOU - PILOTNI STUDIE

Autofi: Stépan Sulek, 5. r., M. Dolinkova, Z. Lacinova, J. K¥izova
Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, III. interni klinika - klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF a VFN

Adiponectin a resistin jsou adipocytarni hormony, které se mohou podilet na vzniku obezity a inzulinové rezistence.
Jejich geny predstavuji nové kandidatni geny zodpovédné za inzulinovou rezistenci a diabetes mellitus 2. typu. Cilem
studie bylo stanovit Cetnost jednonukleotidovych polymorfism 45T>G a 276T>G adiponectinového genu a 62G>A a -
180C>G resistinového genu u pacientek s obezitou, mentalni anorexii a u kontrolni skupiny Stihlych Zen a porovnat vliv
jednotlivych genotypl na koncentrace sledovanych hormondi.
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Stanovili jsme sérové hladiny adiponectinu, resistinu, TNF-alfa a inzulinu a provedli DNA analyzu u 17 mentalnich
anorekti¢ek, 51 obéznich a 17 stihlych Zen. Polymorfismy jsme detekovali polymerazovou fetézovou reakci (PCR)

Vv

vvr

skupin podle genotypd jednotlivych polymorfismt nebyly zjistény rozdily ve sledovanych parametrech. Pouze u kontrolni
skupiny byl Body Mass Index (BMI) vyznamné vyssi u G/G genotypu nez u nosi¢d alely T v pozici 276 adiponectinového
genu (23,48+0,85 vs. 19,7+0,95, p<0,05). U mentalnich anorekti¢ek byla vyssi frekvence alely G u polymorfismu RETN
-180 ve srovnani s kontrolami (p<0,04). Nase pilotni studie neprokazala vliv sledovanych polymorfism& na hladiny
adipocytarnich hormond.

PRVNI POMOC PRO VEREINOST — PREDSTAVENI PROJEKTU

Autorky: Andrea Speldova, 2. r. M. Ingrischova, MUDr. B. Jindrova
Skolitel: MUDr. Vaclav Vavra, Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny 1. LF a VFN
(dale jen KARIM)

Uvod: Spravné poskytovani laické prvni pomoci v prvnich minutach postizeni ma rozhodujici viiv na preZiti poskozenych,
(zejména posthypoxické prokrveni tkani, hlavné CNS). S cilem zlepsit znalosti zachrannych postupl u verejnosti
a stfedoskolskych studentt, probihd od roku 2004 projekt vyuky technik prvni pomoci.Tento osvédceny program usku-
teCnuje 11 studentd 1. LF UK (IL.-V. ro¢.) a mladi Iékafi pod zastitou KARIM 1. LF UK a VFN, zastoupené as. MUDr.
Vaclavem Vavrou. 5

Metodika: 11 student{ 1. LF UK a mladi lékafi od roku 2004 proskolili 997 ucastnikd. Skoleni probiha 2-3x do mésice
v Akademickém klubu nebo v sidlech soukromych firem. Kurz trva 2 hodiny, jeho soucasti je teoretickad hodina a praktic-
ky nacvik Zivot zachrafujicich Gkond.

Vysledky: Ucastnici kurz{ ocenuji, Ze jsou jim prednaseny nejnoveéjsi poznatky, které si mohou v praktické ¢asti pfimo
sami vyzkousSet. Zaroven mohou pokladat skoliteldm dotazy, které je zajimaji. Setkavame se s kladnym ohlasem, proto-
Ze jim ziskané znalosti umozruji se rychle rozhodovat pfi poskytovani prvni pomoci.

Zavér: V roce 2006 bychom radi oslovili s nabidkou proskoleni 1. pomoci i mimoprazské oblasti. Vesli jsme v jednani
i s pojistovnou Generali, abychom v ramci jejich akci proskolili jak mladez, tak i dospélé. Je skutecnosti, Ze absolventi
kurzl pfi setkani s poranénymi nevahaiji a diky ziskanym znalostem dokaZzi fundované pomoci do pfijezdu Iékare.

PROTIL’I'\TK’Y PROTI ANNEXINU V JAKO RIZIKOVY FAKTOR OPAKOVANYCH
SPONTANNICH POTRATU

Autorka: Radka Svancarova, 4. r.

Skolitelé: prof. MUDr. Terezie Fucikova, DrSc., prim. RNDr. Ivana Janatova, MUDr. Karin Malickova, Klinicka
imunologie a alergologie — laboratoi, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK
a VFN

Uvod: Annexin V, izolovany v poloviné osmdesatych let z lidské krve pupe¢nikovych arterii a z placent, je G¢inym inhibi-
torem na fosfolipidech zavislych koagulacnich reakci. Tento kalcium dependentni protein plsobi jako kompetitivni inhi-
bitor pfi vazbé koagulacnich faktorl na fosfatidylserin exprimovany na vnéjsi vrstvé membrany syncytiotrofoblastu.
Formuije jakysi antitromboticky Stit kolem negativné nabitého fosfatidylserinu a hraje tak zfejmé vyznamnou roli pfi
udrZovani normalni funkce placenty. Protilatky proti annexinu V (AVAb) jsou proto spojovany se vznikem placentarnich
trobdz, apoptdzou syncytiotrofoblastu a snizenim sekrece hCG. Cilem mé prace bylo zjistit prevalenci sérovych AVAD a jejich
vztah k reprodukénimu selhani u pacientek s/bez historie spontannich potratd v anamnéze.

Metodika: Vysetfila jsem séra 6 pacientek s anamnézou jednoho nebo vice spontannich potratl, které netrpi autoi-
munitni ani tromboembolickou chorobou; séra 7 pacientek s anamnézou jednoho nebo vice spontannich potrat(
a autoimunitni nebo tromboembolickou chorobou; séra 13 pacientek s diagndzou neplodnost, bez spontanniho potratu
v anamnéze; a séra 9 pacientek se SLE a/nebo APS a zadnym selhanim reprodukce v anamnéze. Hlavnim kritériem
analyzy byla pfitomnost/nepfitomnost spontannich potratfl. Pacientky byly proto rozdéleny na 2 skupiny — potracejici/
nepotracejici — s cilem zjistit, zda se od sebe ve vyskytu protilatek liSi. K detekci AVAb byla pouzita ELISA metoda.
V téchto sérech byly kromé IgG a IgM protilatek proti annexinu stanoveny také protilatky proti kardiolipinu, fosfatidylse-
rinu a etanolaminu.

Vysledky: Séra pacientek se spontannimi potraty vykazovala signifikantné vyssi hladiny AVAb v tfidé IgG v porovnani
se séry pacientek bez potratld (p=0,005). Hladiny AVAb v tfidé IgM, protilatek proti kardiolipinu, fosfatidylserinu
a etanolaminu se v jednotlivych skupinach pacientek vyznamné nelisily.

Zavér: Na zakladé vysledkd mé prace se zda, ze anti-annexinové protilatky by mohly byt lepsim prediktorem opako-
vanych spontannich potratd neZ dosud vySetfované protilatky proti kardiolipinu. Vznika zde ale otazka, zda by ptotilatky
proti annexinu V nemohly byt pouze nasledkem opakovanych potratd. Tento problém by proto vyzadoval dalsi zkouma-
ni.



VYSKYT HIATOVE HERNIE V BEZNE ENDOSKOPICKE PRAXI

Autofri: J. Ténaiova, 6. r., K. Lukas, K. Hrubant, R. Britha, A. Novotny, J. Petrtyl, V. Jirasek, T. Svestka,
P. Urbanek, L. Tiima

Skolitel:  prim. MUDr. Karel Lukas, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF
a VFN a Gastroenterologické centrum VFN

Hidtova hernie (HH) je ¢astym nalezem pfi endoskopii horni ¢asti traviciho traktu. Presto Udaje o incidenci a prevalenci
HH v populaci jsou nedostacujici. Samotna HH je asymptomaticka a projevi se komplikaci. Obvykle se jedna o pfiznaky
refluxni choroby jicnu, jako je pyrdza, nocni reflux, paleni za sternem a anémie. Vyskyt HH u endoskopovanych pacient(
je v literatufe udavan kolem 20 %. HH je definovana jako premisténi distalniho jicnu a ¢asti zaludku jicnovym hiatem do
mediastina. Obvykle je ziskanym stavem, vznikd oslabenim fixace gastroezofagedini junkce, vytazenim zaludku pfi
kratkém jicnu ci vytlaenim Zaludku zvySenym intraabdomindalnim tlakem. Rizikovymi faktory pro vznik HH jsou proto:
ochablost pojiva ve stafi, zvraceni, kasel, chronicka traumata, tlaceni na stolici, obezita, ascites, téhotenstvi. Vyznam HH
spociva v oslabeni antirefluxnich mechanismd branice, zmenseni délky i tlaku dolniho jicnového svérace a zadrZeni
refluxatu ve vaku hernie, ¢imz je zvySena expozici jicnové sliznice kyselinou. HH je jednim z rizikovych faktord pro vznik
refluxni ezofagitidy (RE). Lécba, konzervativni i chirurgickd, je indikovana pouze u hernii, které pdsobi tlakem na okoli
nebo které jsou komplikovany slizni¢nimi zménami. V nasi retrospektivni studii byla analyzovana data 1000 pacientd ve
véku 18-96 let gastroskopicky vysSetfenych od ledna do ¢ervna 2005 na IV. Interni klinice VFN a 1. LF UK v Praze. Pfi
endoskopii byla HH definovana jako cirkularni vytazeni zaludku delSi nez 2 cm od branice k linii Z (zméfeno pfi vysouvani
endoskopu). Dle velikosti byla HH klasifikovana jako mala do velikosti 3 cm, jako velka nad 3 cm. HH byla zjiSténa u 166
pacientd, coZ je 16,6 % z celkového poctu endoskopovanych. Z toho 53,61 % tvofili muzi. Vyskyt HH se lisi v rliznych
vékovych kategoriich. V kategorii od 18-35 let se HH vyskytuje vice u Zen, od 35-70 let prevladaji muzi, nad 70 let je
vyskyt HH vétsi u Zen. Studie ukazala, ze prevalence HH stoupa s vékem. NejcastéjSim typem je axialni HH s vyskytem
94,58 %. U 50 % pacientd s HH byla zéroven diagnostikovana RE rdzného stupné, dle nasSich statistickych zjiSténi
vyznamné Castéji u muzd (p<0,001).

KOURENI NA ZAKLADNICH SKOLACH

Autor: Jan Vseticka, 6. r. i
Skolitelka: prof. MUDr. Drahoslava Hruba, CSc., Ustav preventivniho lékafstvi LF MU

Za poslednich 10 let se vyrazné zvysil pocet kouficich divek ve véku 15 let. Tato studie méla za cil zjistit priCiny této
situace.

Na nahodné vybranych zakladnich Skolach v Brné a v Détském diagnostickém Ustavu jsem osobné ziskal 210 dotaz-
nikd od zakd 8. a 9. tfid, 108 chlapcl a 102 divek. Do dotaznik( jsem zaradil otazky na koufeni, dalsi zneuzivané latky,
hodnoceni sama sebe a vztah k socialné patologickym jevaim.

Vysledky byly statisticky zpracovany programem Epilnfo. Porovnaval jsem rlizné skupiny (divky x chlapci, kufaci x
nekuraci...), zda se lisi v odpovédich na otdzky. Za statisticky vyznamnou jsem povazoval hodnotu p < 0,05.

Nezjistil jsem vyznamny rozdil v koufeni a uzivani drog mezi chlapci a divkami. Divky se od chlapcl lisily v sebeobraze
— témér 3 x Castéji jsou nespokojené se svym vzhledem, 3 x Castéji se povazuji za obézni, 6 x Castéji si neoblékaji néjaké
Saty jen proto, Ze se v nich citi tlusté.

Kuraci x nekuraci (obé pohlavi) : kufaci maji 3 x Castéji kuraky v rodiné nebo koufici kamarady. Kuraci 8 x Castéji
vyzkouseli marihuanu. Kuraci méné casto odsuzuji vandalismus a kradez.

Kuracky x nekuracky : nekuracky 7 x Castéji povazuji koureni za odpudivé. Kuracky jsou 4 x Castéji zcela nespokojeny
se svym vzhledem. Kufacky Cast&ji premysli o jidle, Kufacky maiji vice Zivotnich cilli nez nekuracky.

Déti z diagnostického Ustavu se lisily od Zakd ZS v mnoha odpovédich, Castéji koufi, berou drogy, jsou spokojenéjsi
s tim jak vypadaji, méné odsuzuji socialné patologické jevy.

Zavér: U divek se potvrdila souvislost mezi negativnim sebeobrazem a kourenim. Téz existuje vztah mezi kourenim
a postojem k socialné patologickym jevim.

Potvrzuje se i teorie, Ze koureni je startovaci drogou — kuraci Castéji vyzkouseli i jiné drogy.



SEKCE PREGRADUALNI — KLINICKA CAST

Predavani cen Akademického klubu 1. LF UK — na hornim snimku s dékanem 1. LF UK Jakub Minks. Na dolnim snimku Radka Svancarova.
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SEKCE POSTGRADUALNI — pFednasky ®

DETEKCE CHROMOSOMOVYCH ABERACI V BUNKACH DIFUZNiCH GLIOMU
METODAMI MOLEKULARNI CYTOGENETIKY A JEJICH PRINOS PRO
DIAGNOSTIKU A LECBU

Autofri: Babicka L., 2. r. PGS, Zemanova Z., Kramar F., Ransdorfova S., Hrabal P., Kozler P., Michalova K.
Skolitelky: prof. Ing. Kyra Michalova, DrSc., RNDr. Zuzana Zemanova, CSc., Centrum nadorové cytogenetiky,
Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Difusni gliomy jsou heterogenni skupina mozkovych tumord rfiznych histologickych subtyp(, které se od sebe navzajem
liSi odezvou na léCbu a progndzou onemocnéni. Jejich diagnostika zaloZena na bunécné morfologii je subjektivni a rovnéz
terapeutické moznosti jsou znacné omezené. V posledni dobé je proto kladen stale vétsi ddraz na analyzu genomu
bunék mozkovych nador(l a na detekci specifickych chromosomovych aberaci. Podle nalezu téchto aberaci Ize blize
specifikovat subtyp nadoru, upfesnit progndzu a eventuelné modifikovat terapii pfislusného pacienta.

K detekci chromosomovych aberaci v glidinich burikdch pouzivdme I-FISH s lokus-specifickymi a/nebo a-satelitnimi
sondami od firmy Abbott-Vysis™. V zavislosti na typu nadoru sledujeme nejcastéjsi chromosomové aberace, tj. delece
tumor-supresorovych genll p53, p16 a RB1, delece chromosomovych oblasti 1p36 a 19q13, amplifikace £GFR genu,
trisomie chromosomu 7 a monosomie chromosomu 10.

Metodou I-FISH jsme vysetfili vzorky nadorové tkané celkem 86 pacientl s histologicky diagnostikovanym gliomem
(3x pilocyticky astrocytom, 7x fibrilarni astrocytom, 10x difuzni astrocytom, 13x anaplasticky astrocytom, 34x glioblas-
tom, 4x oligodendrogliom, 15x anaplasticky oligodendrogliom). I-FISH poskytla informativni vysledek u 80 pacientd
(93 %), u 6 nemocnych bylo vySetfeni neinformativni z dévodu Spatného odbéru vzorku. Provedli jsme korelaci cytoge-
netickych vysledkd s histologickymi a klinickymi nalezy; I-FISH potvrdila nebo zpfesnila diagndzu a progndzu nemocné-
ho. Nejvétsi klinicky dopad mél zejména nalez kombinovana delece 1p36 a 19q13 u Sestnacti pacientd s anaplastickymi
oligodendrogliomy, ktery je povazovan za ukazatel dobré odpovédi na chemoterapii. U vSech téchto nemocnych byla
proto doporucena chemoterapie jako primarni Ié¢ebnd modalita.

Molekularné cytogeneticka analyza je vhodna diagnosticka metoda pro detekci chromosomovych aberaci v bunkach
mozkovych nador(. PFispiva k upfesnéni diagndzy a progndzy pacientl s difiznimi gliomy a miZe vést k volbé individualni
IéCby podle stanoveného rizika. ;

Prace byla podporena grantem IGA MZ CR 1A/8237-3 a MZO 00064165

LOKALIZACE BUNECNEHO PRIONOVEHO PROTEINU V KREVNICH DESTICKACH.
Autofri: Adéla Brouckova, 3. r. PGS, Karel Holada
Skolitel:  Dr. Ing. Karel Holada, Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Tento rok byl ve Velké Britanii publikovan jiz treti pfipad pfenosu vCID krevni transfuzi. Za jejich plvodce je povaZzovan
patologicky prionovy protein vznikajici z normalni formy oznacované PrPc. Informace o vlastnostech PrPc v krvi jsou
potfebné pro porozuméni jeho fyziologické funkce a v neposledni fadé jeho ulohy v prenosu prionovych chorob krvi.
Lokalizaci PrPc jsme studovali imunofluorescencni mikroskopii. Na zakladé predchozich studii, které prokazaly expresi
PrPc v a-granulich krevnich desti¢ek, jsme se zaméfili na sledovani fluorescencniho signalu PrPc a o-granularniho
markeru P-selektinu. V pfipadé klidovych desti¢ek jsme dosahli separovaného signalu PrPc a P-selektinu, pficemz PrPc
poskytoval vyrazny signal v intracelularni oblasti. a-granularni P-selektin nebyl detekovan. Cytosolarni lokalizace PrPc
byla vyloucena dvojitym znacenim s aktinem. Po aktivaci destiCek v suspenzi ¢i adhezi na fibrinogen kolokalizoval PrPc
a P-selektin v intracelularni oblasti, zatimco na bunécné membrané zlstaly signaly separované. Tyto vysledky naznacuij,
Ze Cast intracelularni frakce PrPc je orientovana na druhou stranu o-granuldrni membrany, nez P-selektin. Izolace
organelové frakce s naslednou aplikaci proteinasy K potvrdila, ze vétsi ¢ast PrPc je citliva vici proteolyze, a tedy orien-
tovana vné organelové membrany. Rozdilna lokalizace PrPc a P-selektinu na cytoplazmatické membrané mize byt
zplsobena lokalizaci PrPc v lipidovych raftech, kterou jsme prokazali flotaci na sacharozovém gradientu.

GACR310/04/0419, GACR310/05/H533

CLONING, LOCALIZATION AND CHARACTERIZATIO OF NEURONAL-LIKE NITRIC
OXIDE SYNTHASE IN APLYSIA CALIFORNICA

Authors: M. Buganova'?, 6. r. PGS, Y.V. Panchin?, R.Sadreev?, P.Uvarov?,

Tutors: prof. MUDr. P. Martasek, DrSc., 1. Department of Pediatrics and Center for Integrated Genomics,
1st Faculty of Medicine, Charles University, Prague a assoc. prof. Leonid Moroz, PhD., 2. Whitney
Lab, University of Florida, St. Augustine, FL, USA

Intro: To study the role of NO on the level of individual neurons, we cloned the nitric oxide synthase from a model
organism Aplysia californica and mapped NOS-containing (nitrergic) neurons in the CNS. Further we characterized
enzymatic activity of nitric oxide synthase (ApNOS) in the central nervous system of Aplysia californica, and provided
biochemical evidence for NO-cGMP signaling in molluscs.
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Methods: Nitrergic neurons were localized in the CNS using /n situ hybridization and immunocytochemistry. ApNOS
activity, was determined as citrulline formation. The activity of soluble guanylyl cyclase was stimulated as a result of NO
interaction with its heme prosthetic group and the levels of cGMP were estimated by radioimmunoassay.

Results: A similar pattern of NOS expression was observed with both techniques and matched the known distribution
of NADPH-d reactive neurons in the CNS. Up to 177 central neuronal somata were found to be labeled with NOS
selective RNA-probes. ApNOS activity revealed its calcium-/calmodulin- and NADPH- dependence. A representative set
of inhibitors for mammalian NOS isoforms suppressed NOS activity in Aplysia. The basal levels of cGMP were estimated
to be 44.47 fmol/lg of protein. Incubation of Aplysia CNS with the NO donors and simultaneous phosphodiesterase
inhibition prior to the assay showed a several fold increase in basal cGMP levels. Addition of a selective inhibitor of
soluble guanylyl cyclase, completely abolished this effect.

Conclusion: This work confirms that ApNOS produces NO, which may indeed function as a messenger in the mollus-
can CNS, and that cGMP acts as one of its effectors.

Supported by grant GACR 303/05/0336 and GAUK 10/2004.

LOKALIZACE PYRUVAT: NADP* OXIDOREDUKTAZY VE SPOROZOITECH

CRYPTOSPORIDIUM PARVUM

Autofi: Vlasta Ctrnacta, 3. r. PGS, Jeffrey G. Ault, FrantiSek Stejskal, Janet S. Keithly

Skolitelka: doc. MUDr. Marie Staiikova, CSc., III. klinika infek¢nich a tropickych nemoci 1. LF UK
a FN Na Bulovce s poliklinikou

Cryptosporidium parvum je jednobunécny, obligatorni, vnitrobunécny parazit, ktery infikuje sav¢i gastrointestinalni
epitelium. Zpdsobuje prdjmy u zdravych jedincl, které samovolné odeznivaji, ale méze také zplsobit chronicky, Zivotu
nebezpecny prijem u imunodeficientich pacietll, proti kterému zatim nebyla nalezena Uspésna lécba. Kryptosporidium
obsahuje fadu enzymd, které vyuziva pfi svém anaerobnim, fermentativnim metabolismu, a které se v savcich burkach
nevyskytuji. Pokud jsou tyto enzymy kritické pro preZiti parazita, mohou byt vhodnymi kandidaty jako cilova struktura
pro potencidlni novy inhibitor, popfipadé Iék proti kryptosporididze. Jednim z takovychto enzym{ je unikatni flzni pro-
tein pyruvat: NADP* oxidoreduktaza (CGpPNO), ktera se sklada ze dvou odlisSnych, konzervovanych domén: z N-terminal-
ni pyruvat: ferredoxin oxidoreduktdzy (PFO) a z C-terminalni cytochrom P450 reduktazy (CPR). Na rozdil od podobné
fuze, kterd byla lokalizovana v mitochondrii fotosyntetického biCikovce Euglena gracilis, GoPNO nema N-termindlni mi-
tochondrialni smérovaci sekvenci do mitochondrie. Pomoci dvou polyklonalnich protildtek proti oligopeptidu v GpPFO
a proti oligopeptidu v doméné CpCPR, které jsme poutzili pro western blot analyzu, jsme ukazali, Zze celd GpPNO flze je
exprimovana ve sporozoitech C. parvum. Konfokalni a transmisni elektronova mikroskopie potvrdila nasi hypotézu, ze
CpPPNO je lokalizovan v cytoplazmé a ne v mitochonrii jako u £. gracilis. Navic, distribuce GoPNO neni striktné smérova-
na do cytoplazmy, ale tento protein se nachazi i v krystalickém télisku, coz je organela vlastni tomuto organizmu, jejiz
funkce neni dosud zndma.

VLIV NiZKOKALORICKE DIETY NA MARKERY ENDOTELIALNI DYSFUNKCE
U OBEZNICH ZEN A ULOHA ENDOKRINNI FUNKCE TUKOVE TKANE V TOMTO
PROCESU

Autori: R. Dolezalova?, 3. r. PGS, K. Anderlova?, J. Housova?, L. Bosanska?, D. Haluzikova'?, Z. Lacinova?,
J. Kfemen! a M. Haluzik?,
III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

. 2Ustav télovych. Iékafstvi 1. LF UK a VFN

Skolitel: doc. MUDr. M. Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Uvod: Za ¢asné stadium procesu aterosklerézy je povazovéna endotelidlni dysfunkce (ED). Trvale zvy$end aktivace
endotelu je doprovazena zvySenou plazmatickou koncentraci solubilnich endotelidlnich adhesivnich molekul (CAMs).
Jednim z moznych faktor ovliviujicich funkci endotelu je porusena funkce tukové tkané. Cilem nasi prace bylo popsat
vztah mezi akumulaci visceralniho tuku a ED u obéznich Zen a zjistit vliv nizkokalorické diety (VLCD) na vybrané parame-
try ED.

Metodika: U 12 obéznich zen (BMI 45,7+6,7kg/m?) pred a po 3-tydenni VLCD a u 12 zdravych kontrol (BMI 24+4,3kg/
m?) byly méreny sérové koncentrace E-selektinu, SICAM-1, sVCAM-1, PAI-1, matrix metalloprotedzy-9 (MMP-9), myelo-
peroxidazy (MPO), adiponectinu a resistinu.

Vysledky: Sérové koncentrace E-selektinu, SICAM-1, PAI-1 a resistinu byly signifikantné vyssi u skupiny obéznich Zen
pred VLCD ve srovnani s kontrolni skupinou (23,74 + 10,81 vs. 9,13+4,7 ng/ml, 138,3+71,99 vs. 77,79+28,6 ng/ml,
42,87+14,76 vs. 32,45%£6,23 ng/ml, 6,48+2,42 vs. 4,26+1,26, p<0.05). Koncentrace adiponectinu byly naopak signifi-
kantné nizsi u obéznich Zen nez u kontrol (14,23 £4,91 vs. 21,64 £9,42). Nebyly nalezeny vyznamné rozdily v hladinach
sVCAM, MPO a MMP-9. Vlivem VLCD doslo k signifikantnimu poklesu BMI a E-selektinu. Nebyl prokdzan vliv VLCD na
koncentrace VCAM-1, MPO a MMP-9, adiponectinu a resistinu. Stejné tak nebyly nalezeny korelace mezi hladinami
adipocytarnich hormon{ a markert ED bazalné ani po VLCD.
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Zaveér: Nase studie ukazuje, ze zvySené mnozstvi tukové tkané u obéznich Zen je spojeno s ED a Ze i kratkodoba
dietni intervence mlze pozitivné ovlivnit nékteré cirkulujici parametry ED. Zmény hladin adiponectinu a resistinu se
v tomto procesu vyznamné neuplatriuji. )

Podporovano grantem 8302-5, 7782-4 a VZ MZCR 64165,

BIOCHEMICKE MARKERY ABUSU ALKOHOLU U NEMOCNYCH S CIRHOZOU JATER
Autofi: Dousa M., 2. r. PGS, Zima T., Briha R.
Skolitel: doc. MUDr. R. Briiha, CSc., IV. interni klinika - klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Nejéastéjsi pricinou cirhdzy jater v zemich Evropy a Severni Ameriky je abusus alkoholu. Informace o abstinenci
alkoholu je zasadni informaci pfi rozhodovani o zafazeni nemocnych na transplantacni listinu Ci o strategii symptomatic-
ké 1écby u nemocnych s cirhdzou jater. Biochemické markery abusu jsou objektivnimi parametry pozivani alkoholu
majici rdznou senzitivitu, specificitu a lisi se délkou abstinence béhem které se jejich hodnoty vraceji k normalu. Bézné
pouzivané markery (GMT, pomér AST/ALT, MCV (stfedni objem erytrocytd) maji senzitivitu 27-52 % a specificitu 85—
90 %. V poslednich letech je za marker s vysokou senzitivitou a specificitou povazovan Carbohydrat deficientni transfe-
rin (CDT).

Metodika: v nasi studii jsem na nasi klinice sledovali 66 jedincd, dle hodnoty CDT a dokumentace aktivniho abusu
alkoholu jsme stanovovali senzitivitu a specificitu tohoto vySetieni. Cilem této studie je ziskat racionalni navod k diagnose
etiologie cirhdzy jater dle biochemickych marker( a informovat o ném klinickou vefejnost.

Vysledky: Vysetfili jsme 41 jedinc s dokumentovanym aktivnim abusem alkoholu (28 s cirhdzou jater, 7 s chronickou
pankreatitidou) a 25 kontrolnich jedinc (15 s cirhdzou, 2 s chronickou pankreatitidou) bez aktivniho abusu alkoholu.
Stredni hodnota CDT v téchto skupinach byla 3.98+1.9% resp. 2.07+0.64% (stat. rozdil p?0.001), GMT 5.6+6.7 ukat/
| resp. 2.1+0.65 ukat/| (p=0.104), AST 1.64+1.58 ukat/| resp. 1.34+1.4 ukat/| (p=0.19), ALT 1.19+1.47 ukat/I resp.
1.24%1.84 ukat/l (p=0.97), triglyceridy 1.3£0.7 mmol/l resp. 1.2+0.8 mmol/l (p=0.83), ferritin 423+£530 ug/I resp.
728+773 ug/l (p=0.36) and MCV 99.3%9 fl resp. 92.1+9.4 fl (p=0.003). Hodnota CDT nad 3 % byla nejspolehlivéjsi
znamkou abuzu alkoholu s senzitivitou 81 % a specificitou 97 %. Elevace GMT, pomér AST/ALT nad 2, vysoké MCV méli
senzitivitu 71%, resp. 34%, resp. 54% a specificitu 64%, resp. 78%, resp. 88%. Pritomnost nebo nepfitomnost cirhozy
jater neméla vliv na spolehlivost CDT. Kombinace pozitivniho CDT a vysoké hodnoty MCV ma 90% senzitivitu a 91%
specificitu. Dle vysledkd je CDT nejvhodnéjsi rutinné stanovitelny biologicky marker aktivniho ablzu alkoholu, jehoz
spolehlivost mlze byt zvySena kombinaci s vySetfenim zakladni biochemie a krevniho obrazu (MCV).

CLINICAL TRIEAL OF ITOPRIDE FOR TREATMENT POSTOPERATIVE PARESIS OF
GASTROINTESTINAL TRACT AFTER LAPAROSCOPIC CHOLECYSTECTOMY.

Authors: Roman Frasko, 7. r. PGS, Robert Giirlich, Pavel Maruna
Tutor: doc. MUDr. Robert Giirlich, CSc., I. chirurgicka klinika 1. LF UK a VFN, Klinika transplantacni
chirurgie IKEM

Introduction: Postoperative ileus is a frequent adverse event after laparoscopic cholecystectomy. The goal of this study
was to evaluate the potential benefit effect of prokinetic drug Itopride hydrochloride for amelioration of gastric motility
in early post-operative period after this surgery.

Aims and methods: Fifty patients treated with itopride hydrochlorid or placebo perorally were examined in a rando-
mized double-blind manner. Patients were observed for three days after LCE. EGG redords were measured 6 hrs, 24 hrs
nad 48 hrs after this surgery.

Results: In comparision of both groups nausea was more often in the day of surgery in placebo group and even in the
second day. The physiological EGG curves were found in comparison palcebo/itopride in 40%/56% patients (p<0,05) in
day of surgery, in 56%/68% patients (p<0,5) first day after surgery, and in 80%/88% patients (p<0,5) second day after
LCE.

Conclusion: Perioperative use of Itopride advanced the normalisation of EGG curve after LCE. Itopride was well
tolerated, and we did not observed serious adverse effects during therapy. Our date suggest that itopride accelerates
restoration of postoperative ileus after laparoscopic cholecystectomy.

This work was supported by a grant IGA MZ CR 90453.
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VYZNAM METODY INTERFAZICKE FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE
PRO NEINVAZIVNI DIAGNOSTIKU KARCINOMU MOCOVEHO MECHYRE

Autofi: Lucie Houskova, 2. r. PGS, Zuzana Zemanova, Mirko Babjuk, Michael Pesl, Kyra Michalova
Skolitelka: prof. Ing. Kyra Michalova, DrSc., Centrum nadorové cytogenetiky Ustav klinické biochemie
a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Karcinom mocového méchyre je heterogenni skupina malignich onemocnéni. Nejcastéjsi formou jsou urotelidlni karci-
nomy, které pfedstavuji az 90 % vsech karcinom{ mocového méchyfe. Nadory mohou mit povrchovy charakter, mohou
infiltrovat do okolni svaloviny nebo metastazovat. Variabilita nadoru je pravdépodobné determinovana na genetické
Urovni. U pacientd s karcinomy mocového méchyre byla popsana fada chromosomovych aberaci, které vyznamné kore-
luji s klinickym stadiem onemocnéni. Jejich identifikace pfispiva nejen k upresnéni diagnostiky, ale i k predikci progndzy
a odpovédi na lécbu.

Pro detekci genetickych aberaci v nadorovych burnkach ziskanych z mocového sedimentu pouzivdme metodu viceba-
revné interfazni FISH s vyuzitim DNA kitu Vysis® UroVysion Bladder Cancer Recurrence Kit (Abbott - VYSIS™), ktery
obsahuje centromerické sondy pro chromosomy 3, 7, 17 a lokus-specifickou sondu pro oblast 9p21 (p16/CDKN2A
gen).U vsech vzorkd analyzujeme minimalné 25 morfologicky abnormalnich bunécnych jader. Celkem jsme analyzovali
117 vzork& modi, ziskanych od 70 muz(l a 47 Zen. Metoda I-FISH prokazala pozitivitu v 58 vzorcich z celkem 83 vzorkd
s histologicky stanovenou pozitivitou. Ve 14 z 26 s histologickym nalezem grade 1 (G1; 53,8 %), 16 z 26 s nalezem
grade 2 (G2; 61,5 %) a ve 28 z 31 s nalezem grade 3 (G3; 90,3 %). Vysledky molekularné-cytogenetické analyzy jsme
porovnali s histologickymi nalezy. U 11 pacient{ s histologickym nalezem G1 jsme detekovali bialelickou deleci lokusu
9p21. U dalSich tfi nemocnych z této skupiny jsme prokazali aneuploidii chromozom( 3, 7 a 17 v jednom klonu a bialelickou
deleci lokusu 9p21 ve druhém klonu. U 6 pacientd s histologickym nalezem G2 jsme nalezli bialelickou deleci lokusu
9p21. DalSich sedm nemocnych z této skupiny mélo aneuploidii chromosom( 3, 7 a 17 a ve tfech pripadech jsme
detekovali oba klony. U dvou pacientl s ndlezem G3 jsme prokazali bialelickou deleci lokusu 9p21, dalSich 25 mélo
aneuploidii chromosom{ 3, 7 a 17 a u jednoho nemocného jsme nalezli oba klony.

V této studii jsme prokazali korelaci mezi histologickou klasifikaci a konkrétnimi chromosomovymi aberacemi. Nase
vysledky potvrzuji, Ze I-FISH s kitem UroVysion® Ize efektivné vyuzit jako neinvazivni metodu pro selekci pacientd
k cystoskopii.

Prace byla podporovana granty MSM 0021620808 a IGA MZ ND8095-3.

LECBA ONKOLOGICKYCH ONEMOCNENI GIT NA 1. CHIRURGICKE KLINICE VFN

A 1. LF UK ( Rozbor za obdobi 1. 1. 2004-31. 8. 2005)
Autofi: MUDr. Dato Jatchvliani, 4. r. PGS, doc. MUDr. Jan Svab, CSc., MUDr. Ivana Vitkova
Skolitel:  doc. MUDr. Jan Svab, CSc., 1. chirurgicka klinika — bFisni, hrudni a Grazova chirurgie 1. LF UK a VFN

Uvod: Problematika onkologickych onemocnéni je stale aktudlni. Jen v CR je kazdoroné zaznamenano cca 55.000
novych pripadd. V soucasnosti se hledaji jednak cesty k lepsi diagnostice, jednak k Ucinnéjsi terapii. Na nasi klinice
mimo standardni IéCby malignit GIT, probiha i ovérovani metody peroperacni identifikace sentinelové uzliny (SLN). Cil:
Statisticky zhodnotit Uspésnost dosavadni chirurgické 1éCby za sledované obdobi. Poukazat ( mimo klinicka stadia one-
mocnéni a sloZitosti provedenych vykon{) na faktory ovliviiujici osud pacienta. Srovnat pfinos identifikace SLN se
standardnim postupem.

Metoda: Do souboru byly zafazeny pacienti s dg. C15-C21 za obdobi 1. 1. 2004-31. 8. 2005. Zdroj — PC systém 1.
chir. kliniky Nasledné rucni zpracovani jednotlivych chorobopist, operaénl'ch protokold, histopatologickych a propousté-
jicich zprav. PFi peroperacnim hledani SLN byl poZit jiz vypracovany postup (indikace, kontraindikace, zplsob provedeni
vykonu atd.)

Vysledky: Za sledované obdobi bylo operovano 298 pacient(i s malignitou GIT uvedenou v dokumentaci. Statisticky
rozbor strategie l1é¢by ukazal nejcastéjsi anatomické lokalizace nadoru v GITu, procentualni zastoupeni provedenych
vykonu, nejCastéjsi per- a pooperacni komplikace atd. Byly vyhodnoceny i prvni vysledky identifikace SLN.

Zavér: Predkladame statistické udaje k diskusi a k porovnani s vysledky z jinych renomovanych pracovist. Rucni
zpracovani dat odhalil rozdil cca 0 15% v pocitaCové evidenci provedenych vykond ve sledovaném souboru. Nizky pocet
oSetfenych pacient@ t.C. ndm v soucasnosti nedovoluje doporudit rutinni uplatnéni koncepce SLN v onkochirurgii GIT.

MOLEKULARNI PRICINY DISPOZIC KE VZNIKU ALKOHOLIZMU - OPIOIDNI

A KANABINOIDNI SYSTEM

Autofi: Kmoch Vladimir?, 2. r. PGS, Sery Omar? , Znojil Vladimir?, Zvolsky Petr!
Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN,
2Laboratof neurobiologie a molekularni psychiatrie, PfFirodovédecka fakulta, Masarykova
Univerzita v Brné

Skolitel:  prof. MUDFr. Petr Zvolsky, DrSc.

Uvod: Ve vztahu k alkoholizmu byl zatim zkouman bezpocet genovych polymorfizme, z nichZ nejvice studovanymi byly
polymorfizmy gend, které jsou soucasti dopaminovych a opioidnich systémd. Posledni dobou je vyzkum dispozic
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k alkoholizmu zamérovan i na netradi¢ni kandidatni geny, jakymi jsou napriklad interleukiny (9), které ovliviiuji vyvoj
a diferenciaci dopaminového systému. Opioidni systém a kanabinoidni systém patfi mezi modulatory dopaminového
systému, které jsou v soucasné dobé v souvislosti s alkoholizmem studovany.

Hypotéza: Je znamo, Ze aktivace opioidnich receptord zvysuje aktivitu mezolimbického dopaminového systému, ze
kterého projekce pokracuje do prefrontalni kiry, striata, nucleus accumbens (5). VSechny tyto oblasti se podileji na
pocitech slasti, vznikajicich uzivanim psychoaktivnich latek, na kterych vznika zavislost.

Endogenni opioidni systém je modifikovan alkoholizmem a naopak. Je uznavana teorie ,,Opioid compenzation hypo-
thesis", ktera tvrdi, ze deficit endogennich opioidi vede k alkoholovému cravingu a zvySené konzumaci alkoholu. Je
prokazano, Ze opioidni antagonista naltrexon v nizkych davkach snizuje pfijem alkoholu u zavislych na alkoholu.

Vyzkum se v poslednich nékolika letech zaméfuje na endogenni kanabinoidni systém. Aktivace téchto receptord
vede ke zvySeni hladin endoopioidd (4), mimo to zvySuje syntézu serotoninu, inhibuje dopaminovou aktivitu, ma anti-
cholinergni Gcinky, prokoagulacni Gcinky. To vSe ovliviiuje naladu, chut’ k jidlu, pamét’, vnimani bolesti, imunosupresi aj.
Jak ukazuji animalni modely, delece CB1 receptoru u mysi vede k vyraznému snizeni pfijmu alkoholu (3) a Ize predpokla-
dat, Ze tento receptor hraje roli ve vyvoji syndromu zavislosti, coz by mohlo byt terapeuticky uzite¢né u alkoholizmu
napfiklad vyuzitim antagonistli kanabinoidnich receptord.

Metodika: Bude poufZit rozsifeny soubor 450 osob zavislych na alkoholu dle MKN-10, DSM IV a MAST a 450 zdravych
kontrol. Ze zmrazené krve po izolaci DNA izolacnim kitem MoBio (USA) bude provedena amplifikace specifického Useku
DNA metodou PCR, poté vizualizace na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu, nasleduje restrikéni analyza vhod-
nym enzymem a digitalni snimek fotoaparatem Olympus Camedia 3030. Zavérecna analyza dat povede ke statistickému
zpracovani programem CCS Statistica, USA)

Zavérem je mozné konstatovat, Ze mezi kandidatni geny, které by mély byt zkoumany ve vztahu k alkoholizmu v nasi
praci, patfi polymorfismy gend pro receptory OP 3 a CB1.

Podporeno grantem IGA MZ CR NF/5991-3/2000.

VLIV CHOPN NA NASALNI MUKOCILARNI CLEARANCE U BYVALYCH KURAKUO

(PRVNI VYSLEDKY)

Autofri: V. Koblizek?, 3. r. PGS, F. Salajka?, M. Dittrich?, I. Krulichova?!, M. Tomsova?

. LF!, Farmaceuticka fakulta2 UK v Hradci Kralové

Skolitel: doc. MUDr. F. Salajka, CSc., Plicni klinika, LékaFska fakulta UK v Hradci Kralové

Uvod: Dle sporadickych literarnich dat Ize u nemocnych s CHOPN predpokladat existenci zanétlivych zmén také v nosni
sliznici.S chronickym zanétem je pravdépodobné asociovana sekundarni poruha cilidrni ¢innosti (tzv. sekundarni cilidri
dyskineza).

Cil: Pomoci méreni nasalni mukocilidrni clearance posoudit funkci cilii respiracnich epitelii a ev. prokazat pritomnost
cilidrni dyskinezy v této lokalité u nemocnych s CHOPN a ukdzat tim na mozné Sifeni zanétu (pominéného CHOPN) do
hornich ¢asti respiracniho systému.

Metodika: VysSetfeni mukocilidrni clearance pomoci sacharinového testu, jehoz vysledkem je tzv. ¢as nasalni mukoci-
lidrni clearance (NMCC cas). Vysledky: Od ledna do prosince 2005 jsme zatim vySetfili NMCC ¢as u 19 byvalych nekurak(
s CHOPN (15 muzd a 4 Zen) ve véku od 42 do 81 let (prdmérny vék 62,5 let). CHOPN (1xI, 8xII,6xI1I,4xIV dle GOLD) byl
u vSech ve stabilni fazi (nejméné 6 T bez exacerbace). Kontrolni skupinou bylo 19 zdravych dobrovolnikl (nekurakd,
neatopiky, bez nasalni Ié¢by a bez respiracniho infektu v pfedchozich 6 T). Jednalo se o0 7 muzd a 12 zen ve véku od 22
do 72 let (prdmérny vék 42,6 let). NMCC ¢as u nemocnych s CHOPN byl v rozmezi 5 minut 57 sekund aZz 120 minut
(pr@mérna hodnota 31 minut 1 sekunda). NMCC ¢as u kontrol byl v rozmezi 2 minut 19 sekund az 24 minut 57 sekund
(pr@mér 11 minut 45 sekund). Dle statistické analyzy (test Mann-Whitney) je NMCC ¢as u nemocnych CHOPN signifi-
kantné pomalejsi nez u zdravych dobrovolnik( (p-hodnota = 0,002). Stupen zavaznosti CHOPN nekoreloval s NMCC
Casem (p-hodnota = 0,584).

Zavér: Byvali kuraci s CHOPN maji signifikantné delSi NMCC ¢as nez zdravi dobrovolnici. NMCC Cas nekoreluje se
stupném CHOPN (dle GOLD). Tato prvni data naseho cilidrniho vyzkumu (zahrnujiciho také ultrastrukturaini a nativni
mikroskopické vySetfovani cilii) ukazuji na moznost existence postizeni nasalniho mukocilidrniho transportu u nemoc-
nych s CHOPN ve srovnani se zdravymi dobrovolniky.

Prace je podporovana IGA MZ CR (NR 8419-4/2005) a MZ 000179906.

INFLUENCE OF SONIC HEDGEHOG ONTO THE AORTIC ARCHES DEVELOPMENT IN

AVIAN EMBRYOS

Author: Mgr. Hana Kolesova, 3. r. PGS
Tutor: prof. MUDr. Milo$s Grim, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF UK

Sonic hedgehog (Shh) is produced in embryos in notochord floor plate and foregut and influences formation of many
structures including blood vessels. The aim of this study is to clarify the impact of Shh onto the aortic arches develop-
ment. Quail embryos in developmental stages 10 - 23 HH were used. Function of Shh was inhibited by cyclopamine
(5ug/ml), which was delivered in stages 9 -13 HH and embryos were re-incubated. As a second type of Shh inhibition
the 5E1 antibody was used. Antibody was produced abundantly to the embryo by the hybridoma cells, which were



delivered into the amnion cavity. The expression of Shh was detected by mRNA hybridisation in situ and by immunohis-
tochemistry (5E1 Ab). Vascular system was visualised with QH1 antibody and with ink perfusion. Shh mRNA was
detected from stage 11 HH in notochord and floor plate of the neural tube and from stage 18 HH also in the foregut. The
Shh protein was detected approximately three stages later than mRNA. Aortic arches are formed in branchial region in
cranio-caudal gradient from the stage 11 HH. In embryos inhibited with cyclopamine branchial arches were reduced in
form (the head of the embryo was markedly malformed - open brain syndrome, cyclopia). Aortic arches were develo-
ped; however, their lumen was enlarged and irregular. The application of cells producing 5E1 antibody has similar effect
on aortic arches as cyclopamine. Moreover, it inhibits capillary plexuses formation and leads to the increase of QH1
positive cells (hemopoeitic cells, macrophages and QH1 positive cell debris) in mesenchyme of branchial arches.
These observations demonstrate the effect of Shh on angiogenesis in branchial arches.

MOLEKULARNE GENETICKA ANALYZA DBH A MOZNOSTI MRI
U HYPERKINETICKYCH DETI

Autofi: Kopeckova Marta, 4. r. PGS, Zagatova Veronika, 2. r. PGS, Paclt Ivo, Kfepelova Anna,
Skolitelé: prof. MUDr. Goetz Petr, Ustav biologie a Iékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol,
doc. MUDr. Ivo Paclt, CSc., Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN

Hyperkineticky syndrom se vyskytuje asi u 6-10% détské populace v poméru chlapcl a divek 3:1. K zakladnim sympto-
mdm patfi nadmérna aktivita, nepozornost a impulzivita, vyjimkou nejsou ani dalsi pridruzené psychické poruchy.
ADHD je onemocnéni multifaktorialni a geneticky heterogenni. V soucasné dobé je znamo vice nez 30 gend podilejicich
se na vzniku a vyvoji onemocnéni. Jednotlivé alely téchto gend mohou byt v populaci relativné ¢asté, protoze nepred-
stavuji klasické mutace, ale polymorfismy, které jsou pric¢inou arteficialni aktivity produktu. Zamérili jsme se na hlubsi
studii genu pro DBH, v némz provadime molekularné-genetickou analyzu 7 polymorfism(, konkrétné Taq B1/B2, G444A,
C1912T, 5°- ins/del, G910T, C-1021T a C1603T v souboru 100 déti s ADHD. Sledujeme, které z polymorfismd maji
majoritni vliv na pokles hladiny DBH v séru a tudiz, které se vyznamné podili na zavaznost hyperkinetického syndromu
u déti. Vysledky jsou téZ porovnany s polymorfismy v dalSich kandidatnich genech a s kontrolni skupinou déti, u nichz
byly pfiznaky ADHD vylouceny testem Connersové. Na zakladé soucasnych poznatk{ ziskanych zobrazovacimi metoda-
mi Ize soudit, ze klicovym ndlezem u ADHD jsou drobné dysfunkce ve frontalni a striatalni oblasti mozku. Déle byly
zaznamenany zmény objemu v oblasti cerebella, nucleus caudatus a globus pallidus. Podle fady studii je ve zdravé
populaci objem bazalnich ganglii pravé strany vétsi nez strany levé,zatimco u déti s ADHD je tato asymetrie obracena.

Predmétem nasi prace je téz méreni vybranych struktur bazalnich ganglii na MRI a jejich hodnoceni pomoci progra-
mu Scanview.

Predbézné vysledky svédci o souvislosti mezi polymorfismy TagAl (v genu pro DRD2), C-1021T, C910T, TagBl1,
C1603T a C1912T (v genu pro DBH) a ADHD. Homozygoti pro tuto rizikovou alelu se ve vySetfovaném souboru vysky-
tovaly s vyrazné vyssi frekvenci u postizenych déti nez u kontrolni skupiny. U ostatnich gend byly rizikové alely ptitomny
v nadpolovi¢ni vétsiné ve skupiné déti s ADHD.

VYZNAM ENDOKRINNI FUNKCE TUKOVE TKANE U KRITICKY NEMOCNYCH
Autofi: Kiemen J., 2. r. PGS, Dolinkova M., Lacinova Z., Krajickova J., Haluzik M.
Skolitel:  doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Cilem nasi studie bylo zkoumat podil endokrinni produkce tukové tkdné na rozvoji inzulinové rezistence kriticky
nemocnych pacientd.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 10 pacientl podstupujicich elektivni kardiochirurgicky vykon hospitalizovanych na
jednotce intenzivni pooperacni péce (JIP). Vzorky tukové tkané byly odebirdny na zaCatku a na konci operace. Krevni
odbéry byly provedeny predoperacné, bezprostiedné po operaci a po 6, 12, 24, 48 a 120 hodinach od pfijeti na JIP.
Hladiny cytokind byly méfeny na pfistroji Luminex, exprese prislusnych mRNA v tukové tkani pomoci RT PCR.

Vysledky: B&hem operace nedoslo k signifikantnim zménam exprese mRNA pro leptin a adiponectin v zadné tukové
tkani. DosSlo vSak k vyznamnému vzestupu mRNA pro IL-6 v obou typech tukové tkané, pro resistin a TNF-o. pouze
v subkutanni tukové tkani. K vyraznému vzestupu sérovych koncentraci doslo u IL-6, mirn&jsi vzestupy sérovych kon-
centraci byly zaznamenany u TNF-q, leptinu a resistinu. Naproti tomu doslo k mirnému pooperacnimu poklesu koncen-
traci adiponectinu. Inzulinova rezistence byla nejvyssi ve 12. hodiné po operaci, kdy bylo potfeba podat 8-nasobnou
davku inzulinu oproti vychozi davce.

Zavér: V nasi studii jsme prokazali, Zze jak visceralni, tak i subkutanni tukova tkan je vyznamnym producentem
prozanétlivych cytokind. Tyto faktory se pak velmi pravdépodobné podileji na vzniku pooperacni inzulinové rezistence
u pacientd po elektivnim kardiochirurgickém vykonu.

Podporovano projektem CLINICIP a MSM 0021620814.
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OSETRENI HLUBOKYCH DEFEKTU KLOUBNI CHRUPAVKY TRANSPLANTACI

AUTOLOGNICH CHONDROCYTU NA PEVNEM NOSICI
Autofi: MUDr. Jan Lehky, 1. r. PGHS, doc. MUDr. Ales Podskubka, CSc., prof. MUDr. Pavel Dungl, DrSc.
Skolitel:  prof. MUDr. Pavel Dungl, DrSc., Ortopedicka klinika 1. LF UK a Fakultni nemocnice Motol

Uvod: Hluboké defekty kloubni chrupavky nemaji schopnost spontanniho zhojeni a vedou k ¢asnému rozvoji artrozy.
ViypInéni defektu hyalinni chrupavkou umoziuji v soucasnosti dvé chirurgické metody. VypInéni defektu osteochondral-
nimi $tépy ze zdravého mista kloubni plochy nebo vyplnéni defektu transplantaci autolognich chondrocyttl. Tato metoda
predstavuje v dnesni dobé optimalni FeSeni. Problém je ve zplsobu fixace namnozenych chondrocytd v defektu. Novou
moznost predstavuje vypinéni defektu chondrocyty fixovanymi na biologickém nosici z kyseliny hyaluronové nebo kola-
genu. Cilem studie bylo v prospektivni studii ovéfit moznosti této metody a ovéfit kvalitu novotvorené chrupavky.

Metodika: U vybraych pacientl s vhodnym chondralnim defektem byla odebrana drobna Castecka zdravé chrupavky,
nasledné pomnoZena in vitro a fixovana na biologickém nosici. U poloviny pacientd byl pouzit nosi¢ z kyseliny hyaluro-
nové a u poloviny z kolagenu. V odstupu 4 tydnl byl implantét fixovan do defektu. Vhojovani bylo sledovano pomoci
MRI ve 3 mésicnich intervalech. Po 12 mésicich po implantaci byla provedena kontrolni artroskopie s vyhodnocenim
mechanickych vlastnosti transplantované tkané pomoci impresniho tonometru a odebranim chrupavky na histologické
a imunohistochemické vysetteni.

Vysledky: Pfi artroskopické kontrole byla novotvorna chrupavky hodnocena makroskopicky, byla zmérena jeji tuhost,
byla odebrana punkcni biopsie na histologické vySetfeni a byla zhotovena fotodokumentace. MR vysetfenim bylo kont-
rolovano vhojovani a prestavba $tépd. Ve spolupraci s laboratofi biomechaniky ¢lovéka pri CVUT bylo vyvinuto a v praxi
odzkouseno méfici zafizeni pro peroperacni stanoveni tuhosti kloubni chrupavky. U pacient@ 10 mésicl po operaci byly
naméreny pomérné hodnoty 60—-80 %. Histologicky nalez prokazuje postupné vyzravani od vazivové chrupavky k pino-
hodnotné chrupavce hyalinniho typu. Nové vytvorena chrupavka se lisi od klasické kloubni chrupavky pouze nerovno-
mérnym rozmisténim chondrocytl a pritomnosti silnych snopcl kolagennich fibril.

Zavér: Transplantace autolognich chondrocytll predstavuje slibnou metodu v oSetreni hlubokych chondralnich defek-
t0. Z vysledkd zahranicnich studii vyplyva, ze vysledkem by mélo byt plnohodnotné obnoveni kloubni plochy a navrat
k plnému zdravi. Vysoké financni naklady je tfeba srovnat s naklady na dlouhodobé Iéceni pacientd s casnym rozvojem
artrézy, nutno je zohlednit snizeni kvality jejich Zivota, omezeni aktivity a pracovni vypadky. Celkovy pfinos metody je
tfeba hodnotit v ¢asovém horizontu minimainé 10 let

EXPRESSION OF CELLULAR PRION PROTEIN ON HUMAN ERYTHROCYTES

Authors: Martin Panigaj, 3. r. PGS, Hana Glierova, Adela Brouckova, Karel Holada
Tutor: Karel Holada, Dr., Institute of Immunology and Microbiology

Cellular prion protein (PrPc) and its conformational altered form (PrPSc) play important role in prion diseases. PrPSc is
only known molecular marker of iliness. Experimental transmission was proved in laboratory animals. Third transmission
of vCID by blood transfusion was described this year. It refers to urgent need of screening test for prion disease. PrPc
is expressed on white cells and platelets. Opinions on its presence on erythrocytes (RBC) are different. Its expression on
RBC was demonstrated by flow cytometry (FACS) with different results. We performed quantitative FACS study of PrPc
on RBC of 8 health donors. We used 3 different antibodies, which detected 36 (FH11), 80 (3F4) and 258 (6H4) mole-
cules PrPc/cell. Altered conformation may lead to unavailability of 3F4 epitope as was shown in proteolysis resistant
PrPSc. Incubation of RBC with proteinase K led to total proteolysis of PrPc. Reduced binding of FH11 and 3F4 may be
due to the truncation of N-term of PrPc. Immunoblot with 6H4 showed that molecular weight of glycosilated PrPc is
slightly higher than brain PrPc but after deglycosilation there is no difference. Decreased binding of 3F4 to denatured
PrP- RBC show, that loss of reactivity is not caused by epitope masking. This suggests that epitope for 3F4 (MKHM) is
modified. We speculate that Lys (K) on PrPc may be glycated. In vitro modification of brain PrPc by NHS-Biotin led to
decrease of 3F4 binding. So, controversial published data about PrPc-RBC expression were likely caused by inappropri-
ate antibody choice. If PrPSc is modified in the same way, it may interfere with its detection in blood. GACR 310/04/
0419, 310/05/H533.

VOLUMETRIE U NEMOCNYCH S NEUROPSYCHIATRICKYM LUPUS ERYTEMATODES

Autofri: Lucie Podrazilova, 5. r. PGS, Véra Peterova, Marta Olejarova, Jan Krasenky,
. Petr Kozelek, Zdenék Seidl, Ctibor Dostal
Skolitel: prof. MUDr. Ctibor Dostal, DrSc., Revmatologicky ustav Praha

Odborny konzultant: as. MUDr. Véra Peterova, CSc., MR oddéleni Radiodiagnostické kliniky

Uvod: Systémovy lupus erytematodes (SLE) je autoimunitni, mnohaorgénové onemocnéni. Neuropsychiatrické postize-
ni, tzv. NPSLE se vyskytuje u vice neZ poloviny pacientl a zahrnuje projevy jak neurologické postihujici centralni i periferni
nervovy systém, tak i psychiatrické. Neuropsychiatrické projevy jako primomanifestace jsou pfitomny u 20 % pacient(
se SLE. Nejsenzitivnéjsi k zobrazeni patologickych loZisek v mozku je vySetfeni magnetickou rezonanci (MR), vyznam
ma sledovat protildtky v séru i likvoru. Podle pievladajicich klinickych projevd jsou doplnéna ostatni funkcni vySetfeni
(elektromyografie, elektroencefalografie, evokované potencialy, kognitivni testy...).
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Metodika: Vysetfili jsme objem patologickych loZisek mozku u 29 pacientll s NPSLE (28 Zen a 1 muz, @ 41 let), 24
SLE pacientt (21 Zzen a 3 muzi, @ 35 let) a 16 zdravych kontrol (14 Zen a 2 muzi, @ 37 let) pomoci tenkych 1,5mm fez{
v MR v sekvenci flow attenauted inversion recovery (FLAIR). Pouzity byly statistické testy: analyza rozptylu (ANOVA),
chi-kvadrat test a Fischerlv test.

Vysledky: Patologicky objem lozisek u NPSLE byl 19,5 £27,8 cm?, u SLE pacientll byl 3,4 £5,4 cm3®a u zdravych
kontrol 0,7 +£0,8 cm3. Primérné trvani nemoci bylo u NPSLE pacientd 7 let a u SLE pacientd 3 roky. Priimérna doba od
vzniku prvnich neuropsychiatrickych projevd je 5 let.

Zavér: Objem lézi se statisticky vyznamné lisi mezi skupinami (p<0,001). V NPSLE skupiné spolu statisticky vyznam-
né koreluje objem Iézi na trvani nemoci a dobé od vyskytu prvnich neuropsychiatrickych projevd (p<0,01). Zavislost
objemu lézi na véku vySetfenych se neprokazala.

Prace vychazi z grantového projektu IGA MZ CR NR 8459-3.

ANALYSIS OF CHR-3 (WNVHR-23) LOSS OF FUNCTION IN L1 LARVAL STAGE USING
WHOLE GENOME MICROARRAYS AND COMPARATIVE TWO DIMENSIONAL
PROTEIN CHROMATOGRAPHY

Authors: 'Michal Pohludka, 2. r. PGS, 2Jaroslav Vohanka, Petr Liby, 2Marta Kostrouchova
Tutor: MUDr. Zdenek Kostrouch, CSc., Laboratory of Molecular Pathology and 2Laboratory of Molecular
Biology and Genetics, Institute of Inherited Metabolic Disorders, 1st Faculty of Medicine, Charles
University, Prague
CHR3 (nhr-23, NR1F4) is an evolutionarily conserved nuclear receptor involved in the regulation of molting and body
morphology in larval development. We studied the role of CHR-3 (nAr-23) by RNAI in L1 stage and analysed the
phenotype on mRNA and protein levels using whole genome microarrays (Affymetrix) and a comparative two dimensi-
onal protein chromatography by ProteomelLab™ PF 2D Protein Fractionation System. Protein profiling was achieved by
Isoelectric chromatofocusing used as the first dimension separation and reversed phase chromatography separating
proteins by hydrophobicity as the second dimension. The differentially expressed proteins were detected by ProteoVue
and DeltaVue Software. Microarrays data subjected to computer analysis using GeneSpring program detected clusters
of similarly regulated genes. Two dimensional chromatography revealed multiple fractions containing differentially ex-
pressed proteins in CHR3 (n7Ar-23) inhibited fractions suitable for analysis by mass spectroscopy. Genome and proteome
wide analysis may help to further characterize phenotypes of gene inhibition by RNAI.

KONZERVATIVNI MOZNOSTI LECBY KOMPLIKACI NITROHRUDNI
GASTROEZOFAGEALNI ANASTOMOZY

Autofi: Rathous Ivo, 5. r. PGS, Kotrlikova Eva, Lukas Milan, Svab Jan
Skolitel: prof. MUDr. Milan Lukas CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Jicnové anastomdzy maiji velky poCet komplikaci. PFicina je v chybéni serdzy na jicnu v jeho nitrohrudnim préibéhu.
Umisténi jicnu v mediastinu je dalSim nepfiznivym faktorem. Pfi vzniku mediastinitidy ne nemocny ohrozen Uumrtim ve
vysokém procentu. Mozné komplikace anastomozy jsou dehiscence, piStél, absces, krvaceni, stenoza. Dehiscence je
defekt v anastomoze, pistél je vytvoreny kanal mezi anastomdzou a dalSim anatomickym prostorem ¢i zevnim prostie-
dim, pistél mdze tedy byt vnitfni ¢i zevni. Absces vznika oranicenim zanétlivého loZiska pyogenni nembranou. Krvaceni
nastava ihned po operaci ¢i v nékolikadenim az nékolikatydenim odstupu po operaci mlze byt do lumen zaZivaciho
traktu ¢i do okolnich anatomickych prostor. V tomto pfipadé do mediastina ¢i dutiny bfisni. Stendza mize vzniknout
Casné, jiz primarnim hojenim anastomozy i v delsim ¢asovém odstupu. Bude proveden rozbor priznakd a diagnostiky
komplikaci.

Bude demonstrovana kazuistika nemocného operovaného na jiném pracovisti. Po nitrohrudni gastroezofagealni ana-
stomoze byl propustén domd, rehospitalizovan na pracovisti, kde byl operovan, znovu propustén domd. Dale byl hospi-
talizovan na plicnim oddéleni pro abscedujici pronchoneumonii s hnisavou expekroraci. Po propusténi se obratil na nase
pracovisté a po prokazani Uniku kontrastni latky anastomézou do abscesové dutiny v pohrudnicni dutiné byla zavedena
nsojejunalni sonda a nemocny po dobu 6 tydn{ vyZivovan pouze touto sondou ambulantné. Bez dalsich zasah( doslo ke
zhojeni abscesu i anastomdzy. Nemocny perooralné realimentovan a je po dobu 6 mésicli bez obtizi.

NIKOTIN ZMIRNI DEGENERACI NEURONU HIPPOCAMPU VYVOLANOU PODANIM

KAINATU
Autor: MUDr. Vladimir Riljak, 2. r. PGS
Skolitel:  prof. MUDr. Milos Langmeier, DrSc., Fyziologicky ustav 1. LF UK

Aplikace kainatu, analogu glutamatu, je celosvétové uzivany experimentalni model lidské temporalni epilepsie. Na expe-
rimentalnich modelech fady jinych chorob (Parkinsonova choroba apod.) bylo prokdzano, Ze nikotin ma nebo by mohl
mit protektivni a IéCebny potencidl. Tato latka je v poslednich letech intenzivné studovana, nebot’ jeji pouZiti pfi terapii
zminénych chorob se zda velmi slibné.
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Cilem této prace bylo objasnit, zda centralni nervovy systém (predevsim hippocampus), projevi mirnéjsi degenerativ-
ni zmény v pripadé, Ze bude zvifatlm pfed podanim kainatu aplikovan nikotin.

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

Prvni skupin€ byl podan nikotin i.p. v davce 1mg/kg. Druhé skupiné byl podan kainat 10mg/kg.Treti skuping byl
podan nikotin i.p. v ddvce 1mg/kg a nasledné jim byl po 30 minutach podan kainat 10mg/kg (konvulsivni davka). Ctvrté
skupiné byl podan fyziologicky roztok v objemech odpovidajicich 1atkdm Gcinnym. Dva dny po aplikaci byla zvifata
transkardialné perfundovana neutralnim paraformaldehydem, jejich mozky obarveny jednak kombinaci barveni Fluoro-
Jade B a Hoechst (vyhodnoceni rozsahu neurodegenerace) a jednak byly barveny na NADPH-diaforazu (NADPH-d), ke
kvantifikaci nitrergniho systému CNS. Hippocampus zvifat, jimz byl pfed aplikaci kainatu podan nikotin, vykazoval vyraz-
né mirnéjsi degenerativni zmény, nez hippocampus zvifat, kterym byl podan pouze kainat. Méné postizeny byly prede-
vSim oblasti CA1 a CA3 hippocampu. Kvantifikace NADPH-d pozitivnich bunék ukazala signifikantni narGst jejich denzity
po aplikaci nikotinu a jejich vyrazny Ubytek po aplikaci kainatu. U skupiny, které byly podany obé latky doslo
k signifikantnimu nardstu denzity NADPH-d pozitivnich bunék v CA1 oblasti hippocampu.

Zjistény Ubytek denzity NADPH-d pozitivnich bunék u zvifat, kterym byl podan pouze kainat, je zfejmé zplsoben
excitotoxickymi vlastnostmi kainatu, které mohou vyvolat zanik nervovych bunék.Vzestup denzity NADPH-d pozitivnich
bunék u skupiny, které byl podan pouze nikotin, je mozno vysvétlit zménou genové exprese nitric oxid syntazy a naslednym
vzestupem rezistence CNS k dalsi noxe (v nasem pripadé kainatu).

DIPEPTIDYLPEPTIDAZE-IV AKTIVITOU A/NEBO STRUKTUROU HOMOLOGNI
(DASH) MOLEKULY V LIDSKYCH MOZKOVYCH NADORECH.

Autorka: Jarmila Stremeiiova, 2. r. PGS i
Skolitel: prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc., LaboratofF biologie nadorové buiiky, Ustav biochemie
a experimentalni onkologie 1. LF UK

Dipeptidylpeptidaza-1V (DPP-IV) odstépuje X-Pro dipeptidy z N-konce Fady biologicky aktivnich peptid(. Tato proteoly-
ticka Uprava miZe vést ke kvalitativnim i kvantitativnim zménam jejich signalniho vyznamu. Tim se spolu s dalSimi DPP-
IV aktivitou a/nebo strukturou homolognimi molekulami (DASH) podili na regulaci bunécné proliferace, diferenciace,
migrace, invazivity, adheze a apoptdzy a proto je studovan jeji vyznam v imunoregulacnich procesech a v patogenesi
nadorovych onemocnéni. Cilem nasi prace bylo popsat dosud neznamy expresni vzorec DASH molekul v lidskych nena-
dorovych mozkovych tkanich a nadorech astrocytarniho pdvodu rizného WHO stupné malignity. Prostfednictvim real
time RT-PCR, enzymové aktivitni histochemie, imunohistochemie a kinetického fluorimetrického stanoveni enzymatic-
kych aktivit s inhibi¢nimi studiemi jsme prokazali v nadorech vysokého stupné malignity (WHO grade III a IV) vyznamné
vysSi enzymatickou aktivitu DASH molekul, nesenou vétSinové DPP-IV, 8 a 9. Tato aktivita, stejné tak jako exprese
mRNA DPP-1V, tésné korelovala s expresi receptoru CXCR4, jehoz vazebny partner, chemokin SDF1, vyznamny prorUs-
tovy faktor astrocytarnich tumor(, je substratem DPP-IV aktivity.

Nase vysledky potvrzuji pfitomnost DASH molekul v astrocytarnich nadorech, popisuji zmény jejich expresniho vzor-
ce souvisejici se stupném malignity a naznacuji funkéni zapojeni DASH molekul do auto- a parakrinnich smycek regulu-
jicich rdstové vlastnosti nadorovych bunék.

STUDIUM CYTOKINU A REGULACNICH MOLEKUL U ANCA-ASOCIOVANE

VASKULITIDY

Autorka: MUDr. Zdenka Vaiikova, 3. r. PGS
Skolitel: MUDr. Helena Mareckova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: ANCA-asociovana vaskulitida (AAV) je autoimunitni onemocnéni charakterizované nekrotizujicim zanétlivym po-
stizenim malych cév, v jehoz patogenezi se uplatriuji efektorové mechanismy jak humoralni, tak bunécné imunity. Cilem
této prace bylo komplexné posoudit bunécné zprostfedkovanou imunitni odpovéd’ u souboru pacientll s AAV v rlizném
stadiu onemocnéni.

Metodika: Metodou fluorescencni priitokové cytometrie jsme vysetfili 94 vzorkd periferni krve od 69 pacientd s AAV
(42x anti-PR3 pozitivni, 27x anti-MPO pozitivni; 39x Wegenerova granulomatoéza (WG), 19x mikroskopickd polyangiitida
(MPA), 9x renalné limitovana vaskulitida (RLV) a 2x syndrom Churga a Straussové (CSS); 51x vySetreni v dobé remise,
43x v dobé aktivity onemocnéni) a 32 zdravych jedincl. Stanovovany byly konstitucni i aktivacni povrchové molekuly
lymfocytl, exprese chemokinovych receptorlic a produkce intracelularnich cytokind.

Vysledky: Pacienti s AAV vykazuji zvySenou produkci interferonu gama (IFN3) a vyssi expresi povrchovych molekul
CCR5, CD30, CRTH2, HLA-DR, CD80 i CD86 oproti zdravym kontroldm (p < 0,02). U pacient@ anti-PR3 pozitivnich byla
prokazana nizsi exprese CXCR3 a vyssi exprese CD30 na CD4 pozitivnich lymfocytech ve srovnani s anti-MPO pozitivnimi
pacienty (p= 0,03). Produkce IL2 a CCR5 byla nizsi u pacientl s WG a MPA nez u pacientd s RLV (p < 0,05).

Zavér: Nase vysledky potvrzuji aktivaci imunitniho systému a T lymfocytli u pacientd s AAV. Rozdilné vysledky u pacientd
anti-PR3 a anti-MPO pozitivnich svéd¢i pro rozdilnou regulaci imunitni odpovédi, pficemz anti-PR3 pozitivni pacienti
a také pacienti s generalizovanou formou onemocnéni vykazuji posun imunitni odpovédi k Th2 typu.

37




® SEKCE POSTGRADUALNI — prednasky

AN EXPRESSION STUDY OF SEVEN PUTATIVE NUCLEAR RECEPTORS ORGANIZED
IN A CLUSTER ON CHROMOSOME V OF CAENORHABDITIS ELEGANS

Authors: 1Jaroslav Vohanka, 2. r. PGS, 2Michal Pohludka, 2Zdenek Kostrouch and *Marta Kostrouchova
Laboratory of Molecular Biology and Genetics and 2Laboratory of Molecular Pathology, Institute
of Inherited Metabolic Disorders, 1t Faculty of Medicine, Charles University, Prague.

Tutor: MUDr. Marta Kostrouchova, CSc., Laboratory of Molecular Biology and Genetics

Chromosome V contains a group of seven sequences recognized by the computer program GeneFinder as potential
nuclear hormone receptors (NHRs). In order to identify whether genes from this cluster may be functional NHRs, we
studied their expression during C. elegans development. RT-PCR identifies transcripts of all seven genes. The expression
of all members of this cluster starts in embryos. Six of these genes are expressed throughout development while one
member of this cluster is only expressed in embryos and early larval stages. We prepared constructs of GFP fusion genes
containing various regions of genomic sequences. At least 2 different fragments containing putative promoters were
prepared for each gene of the cluster; one consisting of approximately 500 bp and a second of approximately 2000 bp.
The longer constructs contain parts of the coding sequences of the preceding genes. Our results show that members of
this gene cluster have a diverse expression pattern and are likely to be functional NHRs.

STUDIUM ZMEN PROTEINU U NEFROTICKEHO SYNDROMU

Autorka: Ing. Lucie Vojtova, 2. r. PGS .
Skolitel:  prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Proteinurie je zplsobena zvySenou permeabilitou glomerularni bazalni membrany, poskozenim membrany, podocytl
a narusenim sekre¢né-reabsorbcnich tubularnich pochod@. U proteinurii neni dosud znamo presné slozeni modifikova-
nych ¢i degradovanych proteinti v modi, ale predpoklada se jejich mozny toxicky vliv na tubuldrni bunky a progresi
onemocnéni. Analyzovali jsme proteiny v moci u pacientll s nefrotickym syndromem metodou 2D elektroforesy. Dale
jsme studovali vliv odstranéni albuminu na analyzu vzorku a Ucinek proteas v moci. Vysetfili jsme 20 vzorkd moce
pacientl s nefrotickym syndromem a jinymi nefropatiemi (amyloidosa AL, Wegenerova granulomatosa).

K odstranéni albuminu u vzorkd, kde je koncentrace albuminu vyssi jak 2 g/l, byla vyuZita metoda srazeni siranem
amonnym. Proteiny jsou poté déleny na zakladé svych isoelektrickych bodd metodou isoelektrické fokusace na poly-
akrylamidovych stripech s imobilizovanym linedrnim gradientem pH 3-10 a nasledné jsou separovany SDS elektrofore-
sou v 12 % polyakrylamidovém gelu podle molekulové hmotnosti. Vizualizace protein{ je provadéna stfibrem a k hodnoceni
elektroforeogramu je pouzivan program Phoretix 2D expression verze 2005.

Odstranénim albuminu se zvysi prehlednost celého spektra a zvyrazni se rozliSeni proteind v oblasti > 30 kDa.
Porovnanim jednotlivych proteinovych map sledovanych vzorkl modi je patrné, Ze bez pritomnosti inhibitor( proteas
dochézi k vyrazné proteolyze projevujici se zvySenym mnozstvim protein{i v oblasti 10 kDa a naopak Ubytkem protein
v oblasti 50 kDa.

Byla optimalizovana metoda 2D elektroforesy pro vzorky pacientl s nefrotickym syndromem. Zjistili jsme, ze metoda
odstranéni albuminu siranem amonnym zlepSila prehlednost proteinového spektra a ze proteasy pravdépodobné hraji
svou Ulohu pfi degradaci proteind pfi tubularnich pochodech.

OXID UHELNATY INHIBUJE PROLIFERACI KARCINOMU PANKREATU

Autofi : Jaroslav Zelenka, 2. r. PGS, Zdenék Knejzlik, Martin Lenic¢ek, FrantiSek Smid, Tomas Ruml,
. Roberto Motterlini a Libor Vitek .
Skolitel: doc. MUDr. Libor Vitek, PhD., MBA., Hepatologicka laboratof, Ustav klinické biochemie

a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Oxid uhelnaty (CO) byl donedavna povaZovan pouze za toxicky odpadni produkt degradace hemu. Soucasné
vyzkumy vSak ukazuji, Ze je vyznamnou informacni molekulou s velkym terapeutickym potencidlem, predevsim u kardio-
vaskularnich nemoci. Ucelem této studie bylo prozkoumat vliv CO na proliferaci lidského adenokarcinomu pankreatu.

Metodika: Ve studii byly pouzity bunécné linie lidského adenokarcinomu pankreatu BxPC3 (in vitro) a CAPAN-2 (in
vitro a in vivo). Jako zdroj CO byla pouzita substance uvolujici oxid uhelnaty (CORM-2) a jako kontrola jeji inaktivni
analog (iCORM-2). V /n vitro studii byla sledovana inhibice proliferace tkanovych kultur substanci CORM-2. V in vivo
studii byly athymickym (nu/nu) mysim xenotransplantovany buriky CAPAN-2 a nasledné byly mySim denné i.p. injekci
podavany CORM-2, nebo iCORM-2. Bylo sledovano prezivani mysi a rlist nadord.

Vysledky: CORM-2 (20-200 uM) inhiboval proliferaci bunék karcinomu pankreatu (in vitro), a to imérné podané
davce. V in vivo studii, mysi, které dostavaly CORM-2, prezivaly signifikantné déle nez ty, které dostavaly iCORM-2 (37,7
dni vs 17,2 dni, p=0,002). Objemy nador mysi IéCenych latkou CORM-2 byly navic signifikantné mensi nez nadory mysi
s iICORM-2, nebo kontrolnich mysi (0,038 vs. 0,087 cm?, p=0,008, resp. vs. 0,512 cm?, p=0,001).

Zavér: Oxid uhelnaty uvolfovany z CORM-2 vyznamné inhibuje proliferaci lidskych bunék karcinomu pankreatu in
vitro i in vivo a prodluzuje dobu prezivani mysi s implantovanym modelem karcinomu.
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VIRUS GBV-C/HGV

Autofi: Viktor Aster, Jaroslav Konig, Marie Stanikkova, Hanus Rozsypal
Skolitelka: doc. MUDr. Marie Starikova, CSc., III. klinika infekcnich a tropickych nemoci 1. LF UK a FN Na
Bulovce

Uvod: Virus GBV-C/HGV dle sou¢asnych poznatk nemé vztah s patologickému postizeni jater, ledvin, kostni dfeng, &i
jiného orgénu. V poslednich letech jsou publikovany studie 0 mozném beneficnim vlivu koinfekce virem GBV-C/HGV
u HIV infikovanych osob na vyvoj HIV nemoci. Nasim cilem bylo stanoveni prevalence GBV-C/HGV (dale jen HGV)
infekce u HIV pozitivnich pacientd a zjistovani mozného vlivu HGV na prlibéh infekce HIV stanovenim imulogickych
a virologickych markerl progrese HIV infekce.

Metodika: V roce 2003 aZ 2005 jsme vysetfili séra u 329 HIV pozitivnich pacientli z AIDS-centra FN Na Bulovce Praha
na pfitomnost markerl HGV infekce semikvantitativnim stanovenim HGV RNA metodou PCR a anti-E2 protilatek meto-
dou ELISA. Pacienti byli vySetfovani v pllrocnich intervalech. 217 pacientd bylo vysetfeno 3x, 263 2x a 329 1x. V den
odbéru byla zjiStovana HIV virémie a pocet CD4 lymfocytl. Zavislost poctu CD4 lymfocytl a virové naloze HIV na infekci
virem HGV jsme zjistovali statistickymi metodami.

Vysledky: Z 329 HIV pozitivnich pacientd mélo v prvoodbérech 107 (32,5 %) pozitivni test na pfitomnost HGV RNA,
test na pritomnost anti-HGV protilatek byl v pozitivni u 123 (37,4 %) a 12 (3,6 %) pacientd mélo oba markery pozitivni.
Byla prokazana pozitivni zavislost In (poctu CD4 lymfocytd) na virémii HGV (P=0,02) i na pfitomnosti anti-HGV protilatek
(P<0,001). U pacientl bez HAART terapie byla prokazana pozitivni zavislost na In (poc¢tu CD4 lymfocytd) na pfitomnosti
viru HGV. Zavislost virémie HIV na virémii HGV, ¢i na hladiné protilatek anti-HGV prokazana nebyla.

Zéavér: Prevalence infekce HGV u HIV pozitivnich pacientl z AIDS-Centra Praha je vy3§i nez v bézné populaci CR. Viv
HGV infekce na virovou naloz HIV v nasi studii nebyl prokazan. Pacienti s recentni nebo anamnestickou HGV infekci méli
vySSi poCty CD4 lymfocytd. Tato zavislost byla vyznamnéjsi u pacientd bez HAART terapie. Vysledky naseho sledovani
jsou obdobné s vysledky studii, poukazujicich na benefi¢ni vliv HGV infekce ve vztahu k poctim CD4 lymfocytd u HIV
infikovanych.

VLIV PPAR-o AGONISTU NA INZULINOVOU SENZITIVITU

Autofi: Bosanska L., 1. r. PGS, Anderlova K., DoleZzalova R., Housova J., Jahodova J., Pavlovicova R.,

. Skrha J. a Haluzik M.

Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF
UK a VFN

Podavani fibratl v experimentalnich studiich zlepsilo inzulinovou senzitivitu, u lidi jednoznacny efekt nebyl prokazan.
Cilem studie bylo objasnit vliv 3-mésicniho uZivani agonisty PPAR-a. — fenofibratu (200mg/den) na inzulinovou senzitivi-
tu méfenou pomoci hyperinzulinemického-izoglykemického clampu u obéznich pacientek s DM 2. typu. Sledovan byl
také vztah adipocytarnich hormont adiponectinu a resistinu k metabolickym Gcink@im fenofibratu.

Obézni Zeny s DM 2. typu na dieté nebo peroralnich antidiabeticich mély pred i po 1écbé fenofibratem ve srovnani
s kontrolni skupinou vyznamné vyssi BMI, hladiny glykémie, triglyceridd, glykovaného hemoglobinu a aterogenni index,
ale nizsi HDL-cholesterol a koncentrace adiponectinu. Podavani fenofibratu vedlo k vyznamnému poklesu hladin trigly-
ceridt (3,12+0,50 vs. 2,07+0,3 mmol/l, p<0,05); ostatni parametry vcetné sérovych koncentraci adiponectinu a resis-
tinu zlstaly nezménény (13,75+1,71 vs. 12,95+1,59 mg/ml, p>0,05; 5,25+0,78 ng/ml vs. 5,6+1,00 ng/ml, p>0,05).
Inzulinova senzitivita u pacientek s DM byla pred zaCatkem léCby niZsi nez u kontrolni skupiny zdravych Zen. Po 3mésic-
nim podavani fenofibratu byla zaznamenana u obéznich pacientek s diabetem tendence ke zvyseni inzulinové senzitivity
méFené hyperinzulinemickym clampem. Z vypocitanych parametr(i inzulinové senzitivity doslo k signifikantnimu zvyseni
indexu M (spotfeba glukézy) a M, .. (spotfeba glukdzy korigovana ztratami inzulinu) (3,43+0,68 vs. 4,20+0,70 mg.kg*.min™,
p<0,05; 3,43+0,62 vs. 4,20+0,77 mg.kg™.min*, p<0,05). Ostatni parametry (MCR, M/I a MCR/I) se vyznamné nezménily.

V nasi studii tedy 3mésicni podavani fenofibratu u pacientek s DM 2. typu a obezitou nevedlo k presvédCivému
ZlepSeni inzulinové senzitivity ani k vyznamnému ovlivnéni endokrinni funkce tukové tkang.

Podporovano grantem IGA 8302-5 a V.Z MSM 0021620814.

THE EFFECT OF IMMUNOSUPPRESSANTS ON NON-SPECIFIC IMMUNITY CELLS

FOLLOWING KERATOPLASTY IN MICE

Author: Mgr. Petra Bysterska, 2. r. PGS

Tutor: prof. Dr. Hassan Farghali DrSc., Institute of Pharmacology, 1t Faculty of Medicine, Charles
University, Prague, Czech Republic, MUDr. Petra Svozilkova Ph.D., Institute of Pharmacology,
Department of Ophthalmology, 1t Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic

Background: To evaluate the efficacy of FK506, mycophenolate mofetil (MMF) and aminoguanidine (AG) on macrophage
and neutrophil infiltration and on prevention of graft rejection following keratoplasty in mice (Tx). Materials and me-
thods: Tx in mice (C57BL/10 to BALB/c) was performed. Therapy included FK506 (0.2 mg/kg), MMF (30 mg/kg) or AG
(0.1 g/kg), started at the day of Tx and was injected i.p. for 8 weeks. Corneas were excised on the 3“and 7t day after
Tx and on the day of rejection. Immunohistological evaluation using antibodies against macrophages, neutrophils and



iNOS was performed. Results: On the 3 day after Tx, a massive infiltration of macrophages and neutrophils into corneal
grafts was revealed in controls. Treatment with FK506 or MMF led to a decrease of neutrophils, but not macrophages.
In contrast, AG reduced macrophage migration into allografts, whereas neutrophil infiltration has not been attenuated
on the 3 day after Tx. On the 7" day, there was higher number of cells in all treated groups compared with controls.
Conclusions: During rejection, FK506 or MMF reduced neutrophil infiltration, whereas AG decreased the number of
macrophages. FK506 significantly inhibited iNOS expression in rejected grafts. Within the first two weeks after Tx
a significant reduction of relative risk (RR) of rejection was observed for FK506 (RR 0.15) and MMF (RR 0.28). Preven-
tive effect of FK506 could be observed for at least 29 days, MMF for at least 3 weeks after Tx.

Supported by GACR 305/03/D130 and V.Z MSM 0021620807, FK 506 was kindly supplied by Fujisawa GmbH (Germa-
ny) and MMF by Roche (Czech Republic). Thanks to Prof. Ivan Raska for giving us the possibility to use the confocal
microscopy and to Prof. Martinek.

EXPRESE GALEKTINCI Vv NQRMI'\LNi LIDSKE EPIDERMIS, SLIZNICI JAZYKA
A Z NICH ODVOZENYCH NADORU

Autofi: Zdenék Cada, 1. r. PGS, Martin Chovanec, Luka$ Lacina, Jan Plzak, Karel Smetana Jr., Hans-
. Joachim Gabius
Skolitel: prof. MUDr. Karel Smetana, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF UK

Uvod: Galektiny jsou endogenni proteiny uplatriujici se jako adhezivni a rlistové regulétory v biologii nadord.

Byla provedena srovnavaci fenotypova studie hodnotici expresi galektinG -1,-2,-3,-4,-7,-8,-9 za poufZiti imunocyto-
chemickych metod a jejich vzajemna komparace v normaini lidské epidermis, dlazdicobunécném epitelu jazyka, bazoce-
luldrmim karcinomu a v dlazdicobunéném nadoru jazyka.

Metodika: Byly pfipraveny zmrazené fezy vzorkd. Galektiny byly detekovany imunocytochemickymi metodami . Vy-
sledky byly zpracovany pocitacovou analyzou za pomoci programu LUCIA.

Vysledky: Exprese jednotlivych galektin{ byla zavisla na typu studovaného epitelu a nadoru. . Za jeden z vyznamnych
nalezl povazujeme expresi galektinu -1 ve vSech vrstvach epitelll jazyka nikoliv v epidermis.Exprese galektinu -9 byla
detekovana v aktivné proliferujicich basalnich burikach obou typd dlazdicobunécnych epiteld. U bazocelularnich karcino-
md& doslo k vyrazné redukci vSech studovanych typd galektinG. U spinocelularnich karcinomd nebyl tento nélez tak
markantni.

Zavér: Fenotypova analyza galektind objevuje zfejmé tumor asociujici exprese vyuzitelné v dalSich klinickych studii.

Tato studiie byla podporena grantovym projektem Ministerstva skolstvi, middeZe a telovychovy No. MSM0021620806
a No. 1M0021620803, GACR 304/04/0171, MZ CR No. NR/9049-3.

UCINEK KYSELINY ETHAKRYNOVE NA RUST VIRU VAKCINIE
AutoFi: Zdenék Cizek, 3. r. PGS, Martin Vokurka, Zora Mélkova
Skolitelka: MUDr. Zora Mélkova, Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Virus vakcinie (VV) byl v minulosti vyuzivan k Uspésnému ockovani proti cernym nestovicim, zplisobenym pfibuznou
variolou. Roku 1980 byla tato vysoce nakazlivd nemoc prohlasena za vyhlazenou, nicméné z obav pred bioterorismem
se v soucasnosti zacind s ockovanim vybranych skupin populace znovu. Ockovani vakcinou, obsahuijici Zivy virus vakci-
nie, ma fadu nezadoucich reakci, a to v€etné vzacnych, za to vsak téZkych az smrtelnych komplikaci. Z téchto dlvodi je
tfreba hledat nové latky obecné ucinné proti poxvirové infekci.

V nasi laboratofi jsme pozorovali inhibicni efekty kyseliny ethakrynové (EA) na rlist VV v bunécné linii HelLa G.
V navaznosti na predchozi pokusy pokraCujeme v analyze Ucinku EA. Zkouméame vliv EA na rdistovy cyklus W a na
expresi virovych protein{l v rliznych ¢asovych intervalech. U¢inek EA studujeme také in vivo na mysich.

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze zvysujici se koncentrace EA inhibuje rdst viru vakcinie, a to 5 uM 10x a 10 pM 100x.
Western blot analyza ukazala, Ze tato inhibice je spojena se snizenou expresi virovych proteind. Kvalitativni zastoupeni
proteindl VV se zda byt srovnatelné s neinhibovanou expresi a pokusy s inhibitory DNA syntézy hydroxyureou a cytosin
arabinosidem naznacuji, Ze EA neinhibuje expresi pozdnich proteind WV.

Davku, kterd by pfi pri distribu¢nim prostoru mysi méla zajistit Gc¢innou koncentraci EA v organismu, Ize jednoduse
aplikovat intraperionedlné ¢i subkutanné. Avsak vzhledem ke kinetice vylu¢ovani EA ledvinami je nutno tuto aplikaci
v nékolikahodinovych intervalech opakovat. Pri aplikaci 8,5-11,4 mg EA/kg v 6hodinovych intervalech jsou nezadouci
Ucinky v podobé zvysené diurézy po dobu 2 dnli zvladnutelné. EA ¢i néktery jeji derivat se tak jevi jako potencionalné
vyuzitelny k 1é¢bé postvakcinacnich komplikaci pfi ockovani virem vakcinie u lidi.
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VLIV KOROZNIHO PROSTREDI NA PEVNOST VAZBY MEZI DENTINEM
A KOMPOZITNIMI VYPLNOVYMI MATERIALY

Autofri: Michal Dudek, 1. r. PGS, Pavel Bradna
Skolitelé: RNDr. Pavel Bradna, CSc., MUDr. Jarmila Prochazkova, CSc., Vyzkumny ustav stomatologicky
1. LF a VFN

Uvod: Odolnost adhezivniho spoje mezi tvrdymi zubnimi tkdnémi a vypliiovymi kompozity je kli¢ova pro dlouhodobé
Uspésné osetreni témito modernimi materidly. V soucasné dobé se objevuji nové adhezivni systémy nabizejici zjednodu-
Seny pracovni postup, ovsem jejich spolehlivost neni ovérena dlouhodobymi laboratornimi a klinickymi zkouskami za
rliznych podminek. Nasim cilem bylo porovnat odolnost adhezniho spoje nékolika odlisnych typl adhezivnich systém
v roztoku 1,5 % laurylsiranu sodného obsazeného v zubnich pastach, modelového dezinfekéniho roztoku Corsodyl
s obsahem 0,2 % chlorhexidinu, Ustni vody Elmex obsahujici 0,025 % F a destilované vodé (kontrolni skupina) pfi
expozici po dobu 2 mésicl a teploté 37°C.

Metodika: Testovany byly adhezivni systémy GLUMA COMFORT BOND s pracovnim postupem ve dvou krocich (zvlast’
leptani, priming a bonding spolecné) a iBOND (leptani-priming-bonding v jednom kroku). Pro kazdé prostredi bylo
pripraveno 10 vzorkd od kazdého adhezivniho systému (celkem 80 zub(). Pouzity byly intaktni molary a premolary,
u nichZ po odstranéni skloviny byla pomoci adhezivnich systém( zhotovena vyplii z kompozitniho materidlu CHARISMA
(vSe Heraeus Kulzer). Po skonceni expozice byla zméfena pevnost vazby ve smyku, vyjadrena v (MPa). Vysledky byly
statisticky zpracovany metodou analyzy rozptylu ANOVA a Tukeyho post-hoc testem p=0,05. Déle byl pomoci rastrova-
ciho elektronového mikroskopu hodnocen charakter lomu.

Vysledky: Po dvoumésicni expozici ve vodé byly nejvétsi hodnoty pevnosti a nejvyssi podil koheznich lom(, svédcicich
o velmi dobré adhezi, nalezeny u systému Gluma Comfort Bond v destilované vodé. U tohoto adhezivniho systému vsak
doslo v prostredi fluoridacniho roztoku ke statisticky vyznamnému poklesu pevnosti vazby (24 -> 18 MPa) oproti kont-
rolni skupiné. V ostatnich prostredich a u adheziva iBond nebyly nalezeny statisticky vyznamné znény pevnosti vazby po
expozici a Cetnosti v zastoupeni jednotlivych typd lomd.

Zaveér: Pokles pevnosti adhezivniho spoje ve fluoridacnim roztoku ukazuje na moznost chemické degradace adheziv
v tomto prostredi.

OCHRANA MYOKARDU LEUKOCYTARNI FILTRACI PRI SRDECNi
TRANSPLANTACI: VYSLEDKY KLINICKE STUDIE

Autofi: Lubos$ Dvorak, Jan Pirk, Stépan Cerny, Eva Honsova, Jan KovaF, Bronislav Janek
Skolitel:  prof. MUDr. Jan Pirk, DrSc., Klinika kardiovaskularni chirurgie, IKEM Praha

Uvod: Pfi transplantaci srdce (TxS) dochazi k reperfuznimu poskozeni déarcovského myokardu aktivovanymi neutrofily.
V této praci jsme hodnotili vliv pouZiti leukocytarnich filtrd (LF) pfi reperfuzi darcovského myokardu na kratkodobé
a stfednédobé vysledky TxS a porovnavali tuto metodu myokardialni ochrany s technikou prosté sekundarni krevni
kardioplegie (SKK).

Metodika: V prospektivni klinické studii jsme randomizovali 40 pacientd indikovanych k TxS do skupiny s pouzitim LF
(n = 20), zarazenych v mimotélnim obéhu a okruhu SKK, a do kontrolni skupiny (n = 20) s pouzitim pouze techniky SKK.
K ovéreni efektivnosti LF jsme analyzovali peroperacné krevni obraz, markery myokardialniho poskozeni (CK-MB, trom-
boxan B2, troponin I, laktat), biopsie myokardu, uvolnéné endotelie (CD 62E), obnoveni rytmu a zotaveni Stépu.
V pooperacnim priibéhu jsme monitorovali CK-MB, hemodynamické hodnoty, davky inotropik a fadu dalSich klinickych
ukazatell. V ramci dlouhodobého pooperacniho sledovani jsme hodnotili endomyokardialni biopsie a ultrazvukové vy-
Setfeni srdce a koronarnich tepen.

Vysledky: Ve skupiné s LF jsme v porovnani s kontrolni skupinou pozorovali zejména priznivéjsi ultrastrukturalni
poskozeni myokardu, nizsi markery reperfuzniho poskozeni, kvalitn€jsi zotaveni a fungovani stépu, pfiznivejsi pooperac-
ni klinicky prlibéh, i mensi vyskyt rejekcnich epizod v potransplantacnim obdobi. Zadny ze sledovanych parametrd
nesvedcil vyznamné v neprospéch skupiny s LF.

Zavér: Vysledky studie potvrzuji predpokladany priznivy vliv leukocytarni filtrace pfi reperfuzi srdec¢niho Stépu na
ischemicko-reperfuzni poskozeni myokardu. Leukocytarni filtrace je efektivni, bezpe¢na a jednoducha metoda ochrany
myokardu, ktera zmirfiuje nasledky reperfuzniho poskozeni a zlepSuje tak kratkodobé i strednédobé vysledky TxS.
Rutinni a systematické pouZivani LF béhem TxS umozni posoudit dlouhodoby prospéch pro pacienty.

Tato prace je realizovana v ramci grantového projektu ¢. 0361GA MZ CR.

KARDIORESPIRACNI ZDATNOST U STARSIHO CYKLISTY 14 LET PO ZAVAZNEM

POLYTRAUMATU
Autofi: MUDr. Zdenék Laciak, 2. r. PGS, Mgr. Petr Fabin, 2. r. PGS
Skolitel: doc. MUDr. Zdenék Vilikus, CSc., Ustav télovychovného lékarstvi 1. LF a VFN

Uvod: 58lety cyklista prodélal pri cyklistickém zavodé pred 14 lety t&7ké polytrauma. Mimo jiné utrp&l hemorrhagicky
Sok, oboustrannou kontuzi hrudniku se sériovou zlomeninou osmi Zeber a kontuzi plic s pravostrannym hemithoraxem

43




® SEKCE POSTGRADUALNI — postery

a oboustrannou dorzobazilarni atelektazou. Po ukonceni rehabilitace pacient navazal na svoji predchozi cyklistickou
sportovni aktivitu. Cyklistice se vénuje od doby Urazu 12 let s primérnym objemem 2—4 hodiny 4x tydné, s priimérnou
intenzitou desetindsobku klidového metabolizmu (rychlost 23-26 km/hod, 10 METs), jeho energeticky vydej podle
kvalifikovaného odhadu (Ainsworthova 1993) vénovany sportu ¢ini 58 tisic kJ tydné.

Metodika: U pacienta jsme provedli komplexni vySetfeni zahrnujici spirometrii s flow-volumem a spiroergometrii do
vita maxima na automatickém analyzatoru Oxycon Delta.

Vysledky: Nasledkem zranéni dosud pretrvava stfedné té&zka restrikéni ventilacni porucha s VC,, 53 % a VC, 45%
nalezité hodnoty. Pfi maximalni zatéZzi dosahl sportovec plicni ventilace 95 I/min (100% nalezité hodnoty) pfi dechové
frekvenci 52/min a dechovém objemu 1,83 1 (63% VC,,). Ukazatel maximalni aerobni kapacity (VO,,__ /kg = 46,9 ml.min')
Cinil 147 % (') nalezité hodnoty pro muze ¢eské populace stejného véku (Seliger 1976, Vilikus 1999). Ventilacni ekviva-
lent pro kyslik dosahl hodnoty 24,6 (84 % ref. hodnoty).

Diskuse: Snizena vitalni kapacita a nizky dechovy objem byly kompenzovany vyssi dechovou frekvenci, takze plicni
ventilace pfi maximalni zatézi dosahla 100 % referencni hodnoty. Viysoka aerobni kapacita pracujicich kosternich svald
umoznila efektivnéjsi vyuziti ventilovaného vzduchu, o ¢emz svédci velmi nizka hodnota ventilacniho ekvivalentu.

Zavér: Posttraumaticka té€Zka restrik¢ni ventilaéni porucha midzZe byt (spésné kompenzovana vysokou aerobni kapa-
citou ziskanou diky vytrvalostni sportovni aktivité.

ULOHA BUNECNEHO PRIONOVEHO PROTEINU V ERYTROPOEZE

Autofi: Glierova H., 2. r. PGS, Panigaj M., Zivny 1.*, Holada K., Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK,
Praha,” Ustav patologie a fyziologie, 1. LF UK Praha

Skolitel:  Dr. Ing. Karel Holada, Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF UK

Priony zpUsobuji skupinu smrtelnych neurodegenerativnich onemocnéni zvanych transmisivni spongiformni encefalopa-
tie (TSE). Jednim z potencidlnich markerd TSE je a&-hemoglobin stabilizujici protein (AHSP) exprimovany na erytroidnich
burikach. Jeho fyziologickou funkci je vazba na a-globinové podjednotky, ¢imz brani jejich precipitaci. V préibéhu priono-
vého onemocnéni je exprese AHSP snizovana, coz naznacuje souvislost mezi erytropoézou a TSE.

Abychom zjistili Glohu PrPc v erytropoéze, indukovali jsme akutni hemolytickou anémii pomoci phenylhydrazinu (PHZ)
podaného i.p. mySim s normalni expresi PrPc (WT) a mySim neexprimujicim PrPc (Prnp -/-). Po pocatecnim poklesu
hematokritu u WT a Prnp-/- doslo ke zvySeni exprese mRNA pro erytropoetin (EPO) v ledvinach, s ¢imz koreluje zvyseni
hladiny cirkulujiciho EPO. Navrat hematokritu k normalu byl u Prnp-/- signifikantné zpomaleny. K ovéreni role prionové-
ho proteinu jsme porovnali Prnp-/- a Tga20 se zpétné vloZzenym genem pro PrPc. Exprese PrPc u Tga20 mysi vedla ke
zlepSeni préibéhu anémie vyvolané fenylhydrazinem. Toto pozorovani nasvédcuje nizsi schopnosti Prnp-/- mysi vyrovna-
vat se s oxidacnim stresem, ke kterému dochazi vlivem plsobeni phenylhydrazinu. Nase vysledky naznacuiji, ze PrPc
hraje roli v procesu erytropoézy.

GACR 310/04/0419, GACR 310/05/H533

GLYCOGENOLYTIC RESPONSE TO GLUCAGON AND ADRENERGIC AGONISTS IN
HEPATOCYTE CULTURE: POSSIBLE INVOLVEMENT OF NITRIC OXIDE SIGNALING

Authors:  Jifi Hodis?, 2. r. PGS, Petr Potmé&Sil 2, Eva Kmonickova?, Zdenék Zidek? Hassan Farghali*
Skolitel: prof. Dr. Hassan Farghali! Institute of Pharmacology; 1 Faculty of Medicine, Charles University;
2Institute of Experimental Medicine, Academy of Sciences Prague, Czech Republic

Background: Glucagon and epinephrine raise the cAMP level that activates protein kinase A leading to the activation of
phosphorylase and glycogen breakdown. The role of nitric oxide (NO) in this process is not extensively studied. In the
present work, we sought to investigate whether NO is produced during glucagon — or adrenoceptor agonist — induced
glycogenolysis in rat hepatocytes in culture.

Materials and Methods: Isolated rat hepatocyte cultures (glycogen rich) were used. NO production (NO,") was asses-
sed under the effect of adrenergic agonists, glucagon, and adrenergic agonist/antagonist pairs, nitric oxide synthase
(NOS) inhibitors. (iNOS) mRNA was examined by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). Glycogeno-
lysis was followed up by estimation of medium glucose levels.

Results: Glucose and NO, released by glycogen-rich hepatocytes was increased as a result of glucagon, epinephrine
or phenyephrine treatments. The increase in glucose and NO, released by epinephrine or phenyephrine was blocked or
reduced by prazocin pretreatment and by NOS inhibitors aminoguanidine and Ne-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME).
iNOS gene expression was upregulated by both glucagon and epinephrine and was partially reduced by L-NAME.

Conclusions: Glycogenolysis occurs through adrenoceptor or glucagon receptor stimulation signaling cascade may
involve NO production downstream of receptor- cCAMP pathways. The Glycogenolytic response to glucagon and adrener-
gic agonists in rat hepatocyte culture with possible involvement of NO signaling is documented in the present study.

Supported by grant IGA MZ NL/7418-3.
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NUCLEOLAR ASSOCIATION OF THE NOR-BEARING CHROMOSOMES

Authors: M. Kalmarova, 5. r. PGS, E. Smirnov, K. Koberna, M. Masata, I. Raska
Skolitel:  prof. RNDr. Ivan Raska, DrSc., Ustav bunécné biologie a patologie, LF UK
a Oddéleni bunécné biologie, Fyziologicky Ustav Akademie véd CR

It is widely accepted that chromosomes occupy more or less fixed positions in mammalian interphase nucleus. It
remains unclear, however, how the large-scale order of chromosome positioning depends on the transcription activity of
various genes. We used the model of the ribosomal genes (coding 18S, 5.8S and 28S rRNA) to address this problem.
Ribosomal genes are organized in clusters termed nucleolus organizer regions (NORs). Only some NORs are transcri-
bed, and termed competent, while the rest remain silent. There is no doubt that active ribosomal genes are located in
cell nucleolus. But how is this activity reflected in the positioning of the whole chromosomes bearing active and inactive
NORs? In this respect, we show that chromosomes with competent NORs are much more frequently associated with
nucleoli, and located closer to each other, than the chromosomes with silent NORs. These data indicate that the activitiy
of NORs may contribute to chromosomal arrangement. This work was supported by grants AV0Z50110509,
MSM0021620806, LC535 and WT07583.

FRAGMENT ANALYSIS OF AMPLIFIED REGION 3Q25.31-3Q28 IN HNSCC
Author: Jan Kastner, 1. r. PGS
Tutors: prof. MUDr. Jan Betka, DrSc., Klinika ORL a Chirurgie Hlavy a Krku 1. LF UK, FN Motol,
prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Amplification of chromosome 3q has been implicated to contribute to the genesis of HNSCC. Here we targeted the
question if early (small) chromosomal changes are detectable in the tumor and macroscopically normal surrounding
mucosa by fragment analysis. Therefore we conducted fragment analysis of chromosomal region 3g26 and surrounding
regions. From twenty patients biopsies of the primary tumors and adjacent mucosa and at 1cm and 2cm from the tumor
border have been collected. Eleven microsatellite markers at loci 3g25.31-3g28 have been amplified and analysed by
capillary electrophoresis. We confirmed high ratios of gains in the samples as previously observed by CGH, which we
called in analogy to losses, GOH (gain of heterozygosity or amplification of one microsatellite allele). We found GOH in
tumor samples as well as high ratios of GOH (up to one third of all informative allelotypes) in adjacent macro- and
microscopically normal mucosa. This indicates that the term ,,molecular dysplasia® should be introduced for preneoplas-
tic processes which are not detectable by conventional histopathological examination. As we detected by fragment
analysis small aberrations in noncancerous (dysplastic or normal) mucosa adjacent to the tumor, we propose that these
loci harbor one or more oncogenes which might be relevant in early carcinogenesis in HNSCC. Our data suggest further
molecular studies to identify mechanisms of early carcinogenesis in HNSCC.

KMENY NEISSERIA MENINGITIDIS, IZOLOVANE OD PACIENT0 S INVAZIVNI
MENINGOKOKOVOU INFEKCI SE LISf VE STIMULACI CYTOKINOVE PRODUKCE

IN VITRO

Autor: MUDr. Martina Kettnerova, 2. r. PGS
Skolitel: doc. MUDr. Michal Holub, PhD. III. klinika infekcnich a tropickych nemoci, 1. LF a FN Na Bulovce

Uvod: Navzdory moznostem efektivni antimikrobialni terapie je invazivni onemocnéni vyvolané bakterii Neisseria menin-
gitidis (NM) stale Zivot ohrozujici infekci. Opakované bylo prokazano, ze tize pribéhu invazivniho meningokokového
onemocnéni (IMO) koreluje s koncentraci zanétlivych cytokinl v séru i s virulenci bakterie [1]. Cilem studie bylo zhod-
notit schopnost kmen( NM, izolovanych od nemocnych s rdiznou tizi IMO, stimulovat produkci cytokind v krvi zdravych
darcd.

Metodika: V modelu periferni lidské krve jsme testovali tfi kmeny NM: virulentni kmen izolovany od pacienta s lehkym
prlbéhem IMO a dva hypervirulentni kmeny, ziskané od pacientd se stfedné téZzkym a smrtelnym prlibéhem IMO. Po
inkubaci krevnich vzorkd s NM jsme analyzovali extracelularni produkci cytokind pomoci priitokové cytometrie a soucas-
né jsme hodnotili i procento monocytd s intracelularni produkci cytokind.

Vysledky: Koncentrace IL-1B, IL-6 a TNF-o byla signifikantné vyssi po stimulaci virulentnim kmenem NM ve srovnani
s obéma hypervirulentnimi kmeny (p < 0.01), mezi nimiz byl také signifikantni rozdil (p < 0.01). Naopak u nemocnych,
od kterych byly testované kmeny NM izolovany, byly nevyssi sérové koncentrace cytokind zjistény u pacientky s fatalnim
virulentni bakterii. Ve stimulaci produkce IL-8 a IL-12 jsme nezaznamenali signifikantni rozdily.

Zaveér: Vysledky studie naznacuiji, Ze stimulace cytokinové produkce kmeny NM se lisi v zavislosti na genotypu a fenotypu
bakterie. Virulence NM hraje pravdépodobné v nadmérné aktivaci imunitni odpovédi pouze sekundarni roli a Ize se
domnivat, Ze hlavnim faktorem v rozvoji excesivni imunitni reakce pfi IMO je geneticka vybava pacienta.

Studie je podporovéana grantem IGA NR 8014/3 a grantem GA CR 310/05/H533.
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1. Deuren MD, Brandtzaeg P, Meer JWM. Update on meningococcal disease with emphasis on pathogenesis and clinical
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MYSI MODEL KONDICIONALNEJ INAKTIVACIE CHROMATIN REMODELACNEHO

FAKTORU SNF2H

Autor: Mgr. Juraj Kokavec, 1. r. PGS
Skolitel:  MUDr. Tomas Stopka Ph.D., Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

Struktura chromatinu je riadena a udrzovana DNA-viaziicimi enzymami s helikdzovou aktivitou, ktoré vyuzivajlic energiu
ATP menia asociaciu DNA s histdnovym jadrom nukleozomu. Doteraz s zname Styri rodiny chromatin remodelacnych
enzymov: ISWI, SWI/SNF, CHD a INO8O0, ktoré su charakteristické Struktirou N-terminalnej (A7P-viaZiice miestoa DEXH-
box) a C-terminalnej (SNFZ/RAD54 homologia) helikazovej domény. Chromatin remodelacny protein Snf2h z helikazovej
podrodiny ISWI (Zmitation SWitch) je nepostradatelnym faktorom diferenciacie a liniovej determinacie hematopoietic-
kych buniek a tiez regulacie skorého embryonalneho vyvinu. Recentne sme vytvorili mysi knock-out (KO) model génu
Sni2h, ktory mal deletované exony 5 az 9 zahffajlce celd N-termindlnu helikdzovi doménu. Ako sa ukazalo, mysie
embrya homozygotné pre deletovanu alelu umierali skoro pocas periimplantacného obdobia nasledkom zastavy prolife-
racie a apoptdzy kmenovych buniek embrya. Najnovsie studie ukazali, Ze protein Snf2h Specificky viaze kl'iCové hema-
topoetické transkriptné faktory GATA-1 a PU.1, mutované v akutnej leukemii.

Nasim hlavnym cielom je Studovat’ Ulohu Snf2h v krvotvorbe a leukemogenéze, a preto sme pripravili tri kondicional-
ne KO konstrukty deletujlice exony N-terminalnej helikdzovej domény. Konstrukty obsahuju Casti génu Snf2h, gény pre
Flp rekombindzu, neomycinovud rezistenciu (PGK-Neo®), tymidin kindzu (HSV-TK) a dalej obsahuju loxP a frt miesta
nevyhnutné pre Cre-zavisli deléciu Snf2h, respektive pre Flp-zavisli exciziu PGK-NeoR. Konstrukty st v sucasnosti
transfekované do embryonalnych kmefovych (ES) buniek selektovanych G418 na pritomnost’ neomycinovej kazety ako
dokaz integracie do gendmu. Bunky dalej podliehaju negativnej selekcii gancyclovirom na zamedzenie nahodnej inter-
gracie konstruktu. ES bunky sa pouziji na generovanie mutantnych mysich KO klonov metédou mikroinjekcii do mysich
blastocyst, ktora je v stcasnosti v nasom laboratdriu zavadzana. Krizenie mysi exprimujlcich Cre-rekombinazu pod
roznymi hematopoietickymi promotormi s nasimi mutantnymi KO liniami povedie ku produkcii mysich klonov s mutaci-
ami Snf2h v hematopoietickych bunkovych liniach. NR9021-4, 301/06/093, LC06044.

VYZNAM ARTEFAKTU ZPOSOBENYCH DENTALNIMI SLITINAMI BEHEM

VYSETRENI METODOU MAGNETICKE REZONANCE

Autofi: Linetskiy I., 2. r. PGS, Hubalkova H., Krupa P., Dostalova T.
Skolitelka: MUDr. Hana Hubalkova, Ph.D., Stomatologicka klinika 1. LF a VFN

Artefakty (deformace vysledného obrazu) vznikajici pfi vySetfeni metodou magnetické rezonance (MR) mohou byt
zpUsobeny rliznymi faktory. V oblasti hlavy a krku vyznamné artefakty vznikaji v dsledku interakce kovovych téles
s vysokofrekvenénim magnetickym polem MR pristroje. Velikost a tvar artefaktl je pfimo zavisld na magnetickych
vlastnostech pritomnych kovd, ze kterych se zhotovuji fixni protetické prace, dentalni implantaty, chirurgické dlahy, fixni
ortodontické aparaty a dalsi. Kvalita obrazu vySetfované oblasti méze byt porusena jeho deformaci, vypadkem zobrazo-
vaného pole (podoba ,cerné diry") nebo obéma mechanizmy. Klinicky vyznam artefaktll pfedstavuje moznou chybnou
interpretaci vysledkd vysetfeni: stanoveni nepfesné az chybné diagndzy, pripadné nemoznost vyhodnoceni vysledkd pro
ztratu obrazu. Pritomné artefakty mohou zkreslit diagnostiku, pribéh a kontrolu lécby u pacientl s onkologickymi
onemocnénimi, v pourazovych stavech, pfi poruchach TMK, u vyvojovych anomalii. Na vysledcich MR méfeni vybranych
slitin in vitro a na kazuistickych sdélenich autoti hodnoti artefakty v zavislosti na chemickém slozeni slitin.

INHIBICE SUPERINFEKCE PRI INFEKCI BUNKY VIREM VAKCINIE
Autorky: Jana LiSkova, 3. r. PGS, Zora Mélkova
Skolitelka: MUDr. Zora Mélkova Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Je obecné uznavanym faktem, Ze pfi virové infekci je nasledna infekce téZze burky dalSim virem inhibovana. I v pfipadé
infekce virem vakcinie bylo popsano, ze bunku jiZz jednou infikovanou nelze po urcitém Case infikovat podruhé. Nase
vysledky vSak ukazuiji, Ze kriticky interval bloku superinfekce zfejmé zacinad pozdéji, nez bylo publikovano.

Epitelidini buriky BSC 40 byly infikovany v Case 0 rekombinantnim virem vakcinie kmene WR exprimujicim RFP
(Cerveny fluorescencni protein). Superinfekce byla provedena rekombinantnim virem exprimujicim GFP (zeleny fluores-
cencni protein) v ¢asech 4 nebo 10 hodin po prvni infekci. Vysledna Cervena a zelena fluorescence infikovanych bunék
byla hodnocena pomoci pritokové cytometrie a fluorescencni mikroskopie v ¢ase 24 hodin po prvni infekci. V ¢asovém
intervalu 4 hodiny po infekci k superinfekci dochazelo, vyznamné procento bunék méfenych prdtokovou cytometrii
vykazovalo Cervenou i zelenou fluorescenci. Tento vysledek byl potvrzen i fluorescencni mikroskopii. V ¢asovém interva-
lu 10 hodin po infekci vSak byla superinfekce jiz blokovana, coz bylo ovéfeno obéma metodami. Priibéh a blok superin-
fekce byl zavisly na experimentalnich podminkach, zejména multiplicité infekce.
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Fenomén inhibice superinfekce je zndmy a detailné prostudovany u fady vir(l, u viru vakcinie vsak neni znamy jeho
mechanismus ani priibéh. Superinfekéni experimenty dovolujici infikovat buriky postupné nékolika rekombinantnimi viry
by podstatné rozsifily moznosti virologickych experimentl a poznatky takto ziskané by mohly mit vyznam pro poznani
patogeneze virovych nakaz. Proto je Ukolem do budoucna blize charakterizovat moznost superinfekce virem vakcinie
v dalSich intervalech po infekci.

VLIV SKLADOVANI NA DISTRIBUCI VELIKOSTI CASTIC LIPOPROTEINU O NizKE
HUSTOTE

Autofi: Jaroslav Macasek, 1. r. PGS, Marie Jirkovska, Eva Tvrzicka, Barbora Starikova, Marek Vecka, Ale$ Zak
Skolitelka: RNDr. Eva Tvrzicka, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Jednotlivé lipoproteinové tfidy (VLDL, IDL, LDL, HDL) separované pomoci ultracentrifugy predstavuji heterogenni
smési Castic, které vykazuiji jistou miru intra — i interindividudlni variability. Studium metabolismu lipoprotein{ a zptesrio-
vani diagnostiky hyper- a dyslipoproteinemie si vyzaduje stalé zdokonalovani laboratornich technik a zavadéni novych
vySetfovacich metod. Moderni chromatografické metody v kombinaci s elektronovou mikroskopii, ktera je absolutni
metodou pro stanoveni velikosti ¢astic, umoZfiuji i v oblasti intaktnich lipoprotein{ detailnéjsi studium. Cilem prace bylo
sledovat vliv pfipravy vzorku a jeho skladovani na velikost Castic separovanych lipoproteind o nizké hustoté LDL.

Metodika. Lipoproteiny LDL byly separovany sekvencni preparativni ultracentrifugaci (frakce o hustoté <1,063),
dialysovany v roztoku o hustoté 1,006, a uskladnény pfi teploté +4°C nebo alternativné -20°C. Nasledné byly zpracova-
ny technikou negativniho kontrastu pro elektronovou mikroskopii. Castice byly vyfotografovany pri zvétSeni 33 333x
a dale pomoci stereomikroskopu prevedeny do digitalni podoby. Velikost ¢astic byla zméfena programem Leica IM500
a namérena data statisticky zpracovana.

Vysledky. Velikosti ¢astic LDL za rliznych podminek pfipravy a skladovani jsou uvedeny v tabulce.

nedialysované LDL (n) pramér(nm) dialysované LDL (n) primér (nm)
ND-Z K030 (204) 21.70 + 5.73 D-Z K030 (252) 30.68 + 6.98%**
ND-N K030 (219) 20.22 + 5.98 D-N K030 (300) 33.72 £ 20.57***
ND-Z OT60B (224) 16.77 £ 2.39 D-Z OT60B (204) 23.00 £ 3.47%*x*
ND-N OT60B (238) 16.98 + 2.43 D-N OT60B (333) 17.52 + 4.05

*** - P < 0.001, Mann-Whitney U-test

ND= nedialysované, D= dialysované, Z= zmrazené, N= nezmrazené

Zavér. Tato pilotni studie ukazala, Ze u sledovanych vzorkd méla dialysa vliv na velikost ¢astic. Dialysované Castice mély vétsi
pr@imér neZ nedialysované. D&vodem mohou byt iontové interakce solného prostredi s lipoproteinovymi ¢asticemi ¢i pfimo
vliv téchto interakci na konformaci apoprotein{. Velikost zmrazenych lipoproteinovych ¢astic byla u dvou vzork( vétsi a
jednoho vzorku mensi nez u nezmrazenych.

PSYCHIATRICKA SYMPTOMATIKA DOBROVOLNE I NEDOBROVOLNE PRIJATYCH
PACIENT0 S PSYCHOTICKOU PORUCHOU, POCITUJICICH OMEZENI PRI PRIJETI,

DATA Z MEZINARODNI STUDIE EUNOMIA
Autofi: Alexander Nawka, 1. r. PGS, Jifi Raboch, Lucie Kuklova, skupina EUNOMIA
Skolitel:  prof. MUDr. Jifi Raboch, DrSc., Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Cilem mezinarodni studie EUNOMIA je podrobné popsat soucasné uziti omezovacich opatfeni a prostredkd
v psychiatrické praxi v jedenacti evropskych zemich a Izraeli, vysledky vyhodnotit a pokusit se nabidnout odpovédi na
otazky vhodné indikace a aplikace téchto opatteni. V Ceské Republice je fesitelem tohoto projektu Psychiatricka klinika
1.LF UK ve spolupraci s PL Bohnice. Psychoticka onemocnéni patfi mezi nejcastéjsi diagndzy u pacientl pfijatych nedob-
rovolné do psychiatrického zafizeni a Ié¢enych proti své vdli.

Hypotéze: Psychicky stav pacientll s psychotickym onemocnénim se upravuje lépe ve skupiné dobrovolné pfijatych
vnimajicich omezeni nez u pacientd pfijatych nedobrovolné.

Metodika: Sbér dat zacal 1. 11. 2002 a skoncil 31. 12. 2005. Spadovou oblasti pro nabér pacientd byla Praha 2, 3, 4,
8 a 10 ( cca. 450 000 osob). Do projektu byly zarazeni postupné vsichni pacienti pfijati na uzaviena psychiatricka
oddéleni v spadové oblasti s hlavni diagndzou s okruhu schizofrenie dle MKN-10. Prvni skupinu tvorili vSichni pacienti
prijati nedobrovolné (N=120), druhou pacienti pfijati dobrovolné, ktefi pocitovali pfi pfijeti urCité omezeni ¢i natlak
(MacArtur — 3 a vicekrat NE), (N=18). Pacienti byly v prlbéhu studie dotazovani sérii dotaznikd ve tfech Casovych
obdobich, a to v obdobi T1 — do 7 dnd po pfijeti, T2 — mésic po pfijeti a T3 — 3 mésice po pfijeti, bez ohledu na to, zda
byli stale hospitalizovani ¢i propusténi. Sérii dotaznikdl jsme hodnotili jak psychopatologické symptomy pomoci Skaly
BPRS (24bodova), tak globalni zhodnoceni zdvaznosti onemocnéni a zhorSeni fungovani, pomoci Skaly GAF.

Vysledky: Prlmérny vék zuCastnénych ve skupiné dobrovolnych pacientl byl signifikantné nizsi 33,0 let, nez ve
skupiné nedobrovolné 39,8 (t-test, p<0,05). Délka hospitalizace je témér identickd u obou srovnavanych skupin, 51,1
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dnl u dobrovolnych pacient, proti 51,5 dndim u pacientd nedobrovolnych. U nedobrovolnych psychotickych pacientd
doslo k absolutni zméné v GAF mezi T1 a T3 celkové o 33,8 bodU, ve skupiné pacientd dobrovolnych to bylo 25,7 bodd,
coz neni signifikantni rozdil. Podobné pfi vyhodnoceni dotazniku BPRS, kde absolutni zména mezi T1 a T3 ve skupiné
dobrovolné Iécenych pacientd byla 13,1 a ve skupiné nedobrovolné lé¢enych 18,4 nedosahla signifikantniho rozdilu.
Zavér: Nedobrovolny vstup sam o sobé a eventudlni uziti dalSich omezovacich opatfeni nevedlo u psychotickych
pacientd k horsi spolupraci v dobé po propusténi, ani k pomalejsi Gpravé psychopatologickych symptomd. Vysledky nasi
studie tedy nepotvrdili ndmi stanovenou hypotézu, protoze psychicky stav pacientd s psychotickym onemocnénim se
upravil stejné tak ve skupiné dobrovolné prijatych pacientd pocit'ujicich omezeni pfi pfijeti jako ve skupiné nedobrovolné
pfijatych Lze tedy konstatovat, Ze na léCbu psychotickych pacientli nema vliv to, zda-li byly pfijati dobrovolné ¢ nedob-
rovolné, protoZe obé skupiny dosahly stejné miry Gzdravy do doby posledniho sledovani, tj. do tfi mésict po prijeti.
Podporeno grantem v rémci patého ramcového programu Evropské Unie ¢. QLG4-CT-2002-01036.

VLIV INOKULACE PORPHYROMONAS GINGIVALIS NA CYTOKINOVY PROFIL

HYPER- A NORMOCHOLESTEROLEMICKYCH POTKANU
Autorka: Mgr. Martina Otcenaskova, 1. r. PGS
Skolitelka: RNDr. Jifina Bartova, Csc., Vyzkumny ustav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Uvod: Porovnanim cytokinovych profilti hyper- a normocholesterolemického potkana po inokulaci suspektniho patogena
zubniho povlaku Porphyromonas gingivalis chceme prispét k objasnéni vyznamu pritomnosti bakterii jako rizikového
faktoru aterosklerdzy.

Metodika: 3 samicim Prazského hereditarné hypercholesterolemického potkana a 3 normocholesterolemickym sami-
cim potkana kmene Wistar stafi 9 mésicd jsme do Ustni dutiny tamponem denné po dobu tfi tydnd inokulovali stér
kolonie bakterie Porphyromonas gingivalis. Kontrolni zvifata (3 ke kazdé skupiné) dostavala PBS.

Po skonceni pokusu byla zvifata utracena a ziskany vzorky séra. Ke stanoveni cytokin{ v séru jsme pouzili komerc¢ni
kit Rat Cytokine Array firmy Ray Biotech, Inc.

Vysledky: Zjistili jsme rozdily v produkci cytokinl mezi jednotlivymi skupinami pokusnych zvifat. U Prazského heredi-
tarné hypercholesterolemického potkana jsme po oralni inokulaci Porphyromonas gingivalis nalezli kvantitativné mensi
produkci cytokin€ oproti kontrolni skupiné. U kmene Wistar byla produkce cytokind po oralni inokulaci Porphyromonas
gingivalis vétsi nez u kontrolni skupiny.

Zaveér: Z téchto predbéznych vysledkd tedy usuzujeme, Ze ordlni inokulace Porphyromonas gingivalis u hyperchole-
sterolemického potkana opacny vliv nez u potkana normocholesterolemického.

STUDY OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF MOUSE RECOMBINANT PRION

PROTEIN
Authors: Alexandr Pavlicek, 2. r. PGS, Karel Holada
Tutor: Ing. Karel Holada, PhD, Institute of Immunology and Microbiology, 1st Faculty of Medicine

Prions are class of the infectious agents that cause a group of fatal neurodegenerative diseases in which the cellular
form of the prion protein (PrP¢) is transformed into the disease-related scrapie variant (PrP).

The two PrP isoforms differ in biophysical properties. The molecular mechanism by which the PrP* is formed and
causes infectivity or neurodegeneration is not fully understand.

Two years ago there were reported first cases of the transmission of the PrP* by blood transfusion highlighting the
need of understanding of PrP interaction with blood cells. For biochemical studies the sufficiant amount od PrP is needed
what underlines the importance of constructing of recombinant PrP.

We cloned gene of full length mouse prion protein (mPrP) into expression vector pHAT10 and purified it using
immobilized metal ion affinity chromatography as his-tagged fusion protein. The insoluble purified mPrP was transfor-
med into soluble form by dialysis using different conditions to refold mPrP in a-helical or B-sheet conformations corre-
sponding with PrP¢ and PrP%. Refolding was analyzed by measuring of CD spectra and by treatment of mPrP by
proteinase K. 5

GACR310/04/0419, GACR310/05/H533

ATM JAKO PREDISPOZICNI FAKTOR U DEDICNEHO KARCINOMU PRSU

Autorka: Jana Prokopcova, 2. r. PGS |
Skolitel: = MUDr. Petr Pohlreich, CSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK

Uvod: Ataxia telangiectasia (AT) je autozomaln& recesivni onemocnéni zplisobené inaktivaci genu A7M. Projevuje se
mozeckovou ataxii, defekty imunitniho systému a predispozici ke vzniku nadord. U heterozygotd, ktefi tvori 0,35 % az
1 % béZné populace, bylo v postizenych rodinach zjisténo vyssi riziko vzniku karcinomu prsu. Cilem prace bylo studium
Ulohy genu A7Mv rodinach s dédi¢nou predispozici ke karcinomu prsu a/nebo ovaria. Byly analyzovany mutace vedouci
ke zkraceni proteinu, které predstavuji vice nez 70% inaktivujicich genovych alteraci u pacientl s AT.
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Metody: Kdduijici sekvence genu A7M byla analyzovana u 179 pacientek z rizikovych rodin u nichZ nebyly nalezeny
mutace genl BRCA1/2. K analyze byla pouzita RNA izolovana z lymfocytd periferni krve, ktera byla zpétné prepsana do
cDNA a amplifikovana v sedmi prekryvajicich se fragmentech. Pre-screening mutaci zpdsobuijicich zkraceni proteinu byl
proveden pomoci PTT (Protein Truncation Test). K presnému urceni genového defektu bylo pouzito automatického
sekvenovani.

Vysledky: Byla nalezena jedna nonsens mutace a tfi sestfihové mutace vedouci k preskoku exonu a posunu cteciho
ramce. Nonsens mutace ¢.5932G>T vede k terminaci translace na kodonu 1978 a byla popsana u pacienta s AT. Mutace
IVS36+1G>A porusujici 5" misto sestfihu je nova. Dalsi sestfihové varianty IVS43-9del5 a IVS10-6T>G zasahuji polypy-
rimidinové Useky na 3’ koncich intrond a také jiz byly popsany. Dvé ze zachycenych mutaci byly nalezeny u pacientek
s bilateralnim karcinomem prsu, dalSi dvé u pfipad(l ¢asného karcinomu prsu.

Zavér: Cetnost mutaci v nasem souboru pacientek byla 2,2 % (4/179), coz svédCi pro vyznam genu A7TMv tumorogenezi.
Teprve analyza vysSiho poctu rizikovych rodin vSak umoZni ziskat statisticky vyznamna data.

Studie byla podporena grantem IGA MZ CR, & NC 9051-3/2006 a Vyzkumnym zémérem MSMT ¢ MSMO021620808.

ZHODNOCENI PERIOPERACNI ZATEZE PRI ZLOMENINACH PROXIMALNIHO

FEMORU MONITOROVANIM TKANOVE REAKCE

Autor: MUDr. Martin SedlafF, 2. r. PGS

Skolitelé: prof. MUDr. Miroslav Zeman, DrSc., I. chirurgicka klinika 1. LF UK a VFN, Ing. Jana Mrazkova,
Centralni hematologické laboratofe 1. LF UK a VFN, prof. MUDr. Jan Kvasnicka, DrSc., Centralni
hematologické laboratoie 1. LF UK a VFN

Uvod: Pfi operacnim fedeni zlomenin proximalniho femoru , které je dnes b&Zznym zplisobem oSetteni, jsou v podstaté
dvé moznosti v indikacnim spektru, endoprotéza nebo osteosyntéza. Kloubni nahradu Ize pouzit ve formé totalni Ci
cervikokapitalni — hemiartroplastiku, syntéza je mozna skluznym Sroubem v kombinaci s nitrodrefiovym hiebem ¢i ex-
traosedini dlahou , jednotlivymi Srouby a Enderovymi pruty.

ProtoZe prevaznou vétsinu nemocnych s touto diagndzou predstavuji nemocni ve vyssich vékovych kategoriich, je
cilem prace objektivizovat perioperacni zatéZz monitoraci hladin proteind akutni faze , cytokind a adhesivnich molekul. Na
zakladé téchto zjisténi pak vybrat nejvhodnéjsi IéCebny postup Unosny pro daného nemocného.

Material a metodika: Sledovanou skupinou bylo 59 pacientl s operacné Iécenou zlomeninou proximalniho femoru,
operovanych na I. chirurgické klinice VFN a 1. LFUK v Praze v obdobi 2004-2006. Monitorovany byly hladiny CRP,
orosomukoidu, interleukind 1 a 6 a adhesivnich molekul a to v nékolika intervalech. Pfed operaci, bezprostfedné po
operaci a 2. a 7. pooperacni den —y tedy do doby pIné mobilizace nemocného.

Vysledky: V soucasné dobé je provadéna finalizace souboru pacientd a jeho statistického hodnoceni. Pfedbézné
vysledky ziskané na tomto souboru pacientl potvrzuji mensi perioperacni zatéZ u nemocnych u kterych byla pouZzita
metoda ,minimal invasive surgery"

Zavér: Zhodnoceni perioperacni zatéze u nemocnych se zlomeninou proximalniho femoru monitoraci tkarové odpo-
védi spolu se zhodnocenim typu zlomeniny a stavu pacienta napomaha ke stanoveni konecné indikace operacni metody.

SYSTEM PRO FUNKCNI ANALYZU MUTACI V GENU BRCA1: HIT & FIX METODA

Autorka: Ing. Eva Scholzova, 3. r. PGS,
Skolitel: =~ MUDr. Zdenék Kleibl, Ph.D., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1. LF UK

Mutace v genu BRCAI (Breast Cancer 1; OMIM 113705) jsou zodpovédné za vice jak 50 % dédi¢nych karcinomd prsu
a/nebo ovaria. Funkéni charakteristika mutaci odhalenych béhem screeningu ohrozené populace zen je nutna k presnému
posouzeni rizika vzniku nadoru u missense mutaci nebo v pripadech kdy neni proveditelnd populacné-geneticka studie.
Metody funkéni analyzy mutovaného genu zvySenim jeho exprese za poufZiti konvencnich plazmidd neumoziuji rekapi-
tulaci fyziologickych regulaci /in vivo a ve svém dlsledku mohou vést k zavadéjicim vysledk@m. Konstrukce mutaci
v systému BAC (Bacterial Artificial Chromosome) zarucuje expresi zvoleného genu ve fyziologickych hladinach a se
zachovanim /n vivo regulaci.

Na zakladé vysledkd mutacni analyzy populace zen ohrozenych dédicnym karcinomem prsu/ovaria jsme vybrali
nejCastéjsi mutace v genu BRCA1 (c.181T>G, c.1747A>T, ¢.3700_3704del5, c.5266dupC) pro funkéni analyzu. Kon-
strukce mutaci v BAC byla provedena pomoci rekombinacniho systému bakteriofaga A. Vyuzitim tzv. hit & fix metody
bylo mozné efektivné ziskat i BAC s tak jemnymi zménami v genu BRCA1, které jsme pro funkcni analyzu vybrali.
V prvém kroku se zaméni v BAC cca 20 nukleotidd wild-type (wt) BRCA1 sekvence v okoli baze, kde se nachazi dana
mutace. K tomuto Gcelu se do bakterii vpravi denaturovana linedrni DNA, kterd je na obou koncich homologni k wt
BRCA1 sekvenci alespon v délce 80 nukleotidll a aktivuje se rekombinace. Po selekci pozitivnich klonl jsou v druhém
kroku tyto nukleotidy stejnym postupem preménény zpét na originalni sekvenci a soucasné je vpravena zadana mutace.
Jelikoz je v kazdém kroku metody zménéno vice nukleotidd (cca 20), screening pomoci specifické PCR nebo hybridizace
je velmi efektivni.

BAC systém obsahujici BRCA1 gen s vnesenymi mutacemi bude pouzit pro studium funkénich vlastnosti mutovaného
BRCAL1 proteinu, coz mize umoznit zpfesnéni odhadu rizika vzniku karcinomu prsu/ovaria u nosic¢ek studovanych mutaci.

Projekt vyzkumu byl podporovén grantem IGA ¢. NR/8345-4.



MUTACNI ANALYZA GENU MYH U APC-NEGATIVNICH PACIENTU

S KOLOREKTALNI POLYPOZOU
Autor: Mgr. Martina Sulova, 2. r. PGS )
Skolitel: doc. MUDr. Milada Kohoutova, CSc., Ustav biologie a Iékaiské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Familidrni adenomatdzni polypéza (FAP) je autozoméalné dominantné dédiéna predispozice ke vzniku kolorektalni-
ho karcinomu charakterizovana pfitomnosti stovek az tisicll polypd v tlustém stfevé a rektu. Pficinou vzniku FAP jsou
zarodeCné mutace v tumor-supresorovém genu APC (adenomatous polyposis coli). U 20-30 % pacientd s klinickymi
priznaky FAP a vice nez 90 % pacientd s atenuovanou formou polypdzy (<100 kolorektalnich adenomatdznich polypd,
AFAP) neni identifikovana zarode¢na mutace v genu APC. V téchto pfipadech se uvazuje o ,mnohocetnych adenomech®
neboli MYH-asociované polypdze (MAP). MAP je autozomalné recesivni onemocnéni charakterizované pritomnosti 5-100
kolorektalnich adenomatdznich polypd. Pricinou onemocnéni jsou zarode¢né mutace v genu MYH., MYH protein hraje
dlleZitou roli v systému bazové excizni opravy (BER) jako adenin-specifickd DNA glykosylasa.

Metodika: Genomova DNA byla izolovana z leukocytl periferni krve a byla amplifikovana metodou polymerazové
fetézové reakce (PCR). Mutacni analyza genu MYH byla provedena metodou denaturacni vysokoucinné kapalinové
chromatografie (dHPLC) s vyuzitim systému WAVE (Transgenomic). Typ zamény a jeji presna lokalizace byla uréena
naslednou sekvenaci na genetickém analyzatoru ABI Prism 310.

Vysledky: Molekularné genetickd analyza genu MYH odhalila v testovaném souboru 90 nepfibuznych pacientd
s kolorektalni polypdzou (bez detekované zarodecné mutace v genu APC) 18 variaci v sekvenci DNA. V deseti pripadech
se jednalo o intronické zamény, z nichz pét bylo jiz dfive popsano. U zbylych osmi variaci se jednalo o zamény v exonech.
Dvé z téchto exonickych alteraci predstavuji nejcastéji se vyskytujici mutace Y165C a G362D, které jsou pricinou kolo-
rektalni polypdzy. Dalsi Ctyfi nalezené exonické zamény predstavuiji jiz dfive popsané polymorfismy. Zbylé dvé variace
jsou nové nalezené zamény.

Zavér: U dvou nepfibuznych proband(l byly detekovany bialelické zérodecné mutace v genu MYH, coz potvrzuje
nedavny poznatek, Zze mohou mutace v genu MYH zpisobit fenotyp mnohocetnych adenomd s autozomalné recesivnim
typem dédicnosti. Je prozatim predc¢asné posuzovat vyznam dalSich nalezenych zmén v genu MYH. Tyto sekvencni
zmény totiz vyzaduji podrobnéjsi analyzu véetné korelace s klinickymi projevy.

TKANOVA A KLINICKA REAKCE PRI PENTASACHARIDOVE PREVENCI, FAZE 11
Autor: MUDr. Stanislav Trca, 5. r. PGS, I. chirurgicka klinika 1. LF UK a VFN
Skolitelé: prim. doc. MUDr. Zdenék Krska, CSc., I. chirurgicka klinika 1. LF UK a VFN,

MUDr. Zuzana Kudrnova, Centralni hematologické laboratofe 1. LF UK a VFN,

Ing. Jana Mrazkova, Centralni hematologické laboratofe 1. LF UK a VFN,

prof. MUDr. Jan. Kvasnicka, DrSc., Centralni hematologické laboratofe 1. LF UK a VFN

Uvod: Toto sdéleni navazuje na tvodni prispévek predneseny na 5. SVK. Zpracovava rozsiteny soubor pacient@. Dale na
tuto praci navazuje dalsi sledovani ovlivnéni stavu pacienta a odpovédi organizmu v zavislosti na provedeném operac-
nim chirurgickém zakroku, které probiha téZz na naSem pracovisti.

Pacienti a metodika: Sledovanou skupinou byli pacienti s operacné lé¢enou zlomeninou proximalni tfetiny stehenni
kosti operovani na I. chirurgické klinice VFN a 1. LF UK v Praze v obdobi 2001-2005. K pocatecni referované skupiné 46
pacientd bylo v nasledujicim obdobi doplnéno 59 pacientd.

Vysledky: V soucasné dobé je provadéna finalizace souboru pacientll a jeho statistického zhodnoceni. Pfedbézné
vysledky ziskané na tomto rozsifeném souboru pacientll potvrzuji vysledky prvni faze sledovani. Tedy vyrovnanéjsi
hemostazeologicky stav ve skupinach s farmakologickou prevenci TEN provadénou LMWH a dlouhodobé podavaného
pentasacharidu. Byl pozorovan nizsi vyskyt asymptomatické proximalni i distalni hluboké Zilné trombdzy DK ve skupiné
pacientd s dlouhodobym podavanim pentasacharidu.

Zavér: Vysledky rozsifeného souboru ve shodé se souborem pilotnim potvrzuji vysloveny predpoklad, ze dlouhodoba
farmakologicka prevence TEN zajiSténd preparaty LMWH a zvlasté pentasacharidy pfi jejich dlouhodobém podani se jevi
jako vhodna metoda vzhledem k jeji Ucinnosti, bezpecnosti, statisticky signifikantné lepsim vysledkim.
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1. MISTO

VYSETRENI INAKTIVACE CHROMOSOMU X
POMOCI METHYLACNE SPECIFICKE PCR

Autor: Jakub Minks!?, Lenka Dvorakova!, Robert Dobrovoiny?,
Martin HFebicek!
Skolitel: MUDr. Ivan Sebesta?, CSc.

1 Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, 1. LF UK, Praha Jakub Minks
2 VSCHT Praha

uvoD

Zeny maji v porovnani s muzi dvojnasobny pocet X chromosomé. Kompenzace dévky gentl kédovanych na gonozomech
je u Zen zajiSténa nahodnou inaktivaci jednoho ze dvou chromosom( v burice: maternalniho (Xm) ¢i paternalniho (Xp).
Lze oCekavat, ze pomér aktivniho Xm : Xp v populaci bude odpovidat Gaussovu rozdéleni. Existuji proto jedinci, u nichz
v genech na X chromosomu, které se Gcastni fizeni inaktivace ¢i které maji vliv na rlist buriky. U fady gonozomalné
dédicnych chorob je tize projevll onemocnéni u heterozygotek zavisla na mife inaktivace zdravé alely; vzacné u nich
miZe onemocnéni probihat stejné téZce jako u hemizygotnich muzd.

Inaktivace je fizena geny kddovanymi v XIC lokusu (X inaktivacni centrum), v blizkosti centromery chromosomu X.
Dochazi k ni v casném embryonalnim stadiu za vzniku heterochromatinu, ktery Ize pozorovat jako tzv. Barrovo télisko.
Pro heterochromatin neaktivniho chromosomu X jsou typické mj. modifikované histony a methylované cytosiny v CpG
dinukleotidech DNA.

Cilem nasi prace bylo zavést vhodnou metodu pro hodnoceni posunu inaktivace. Pro ovéreni metody jsme provedli
studii na kontrolnim vzorku 100 Zen. U tohoto souboru jsme vyhodnotili Cetnost a miru posunu, ovéfili korelaci miry
posunu s vékem a zaroven vyhledali Zeny s vyraznym (? 80:20) posunem inaktivace. Takto validovanou metodu vyuZzi-
vame pro vysetfeni posunu u pacientd heterozygotnich pro gonozomalné recesivni dédi¢né metabolické poruchy a jejich
pfibuznych.

METODIKA

Metoda vyuzita pro hodnoceni posunu X inaktivace se opira o tfi pilife: odliSeni paternalniho a maternalniho chromoso-
mu X, odliSeni aktivniho a neaktivniho chromosomu X a kvantitativni analyzu.

Pro vysetieni je vyuzito délkového polymorfismu v promotoru genu pro lidsky androgenni receptor. U pfiblizné 80 %
Zen je jiny pocet opakovani CAG trinukleotidd na paternalnim a maternalnim X chromosomu. VySetfenim rodicd Ize urdcit,
ktery pocet opakovani odpovida chromosomu nesoucimu mutovanou alelu.

DNA na inaktivnim X chromosomu (Xi) je na rozdil od aktivniho (Xa) methylovana. Plsobenim disifi¢itanu se neme-
thylované cytosiny deaminuji na uracily, které se pfi PCR amplifikuji jako thymin. Methylované cytosiny s disifi¢itanem
nereaguji. Po modifikaci se gDNA izolovana z leukocyttl amplifikuje methylacné specifickou PCR s primery pro Xi a Xa.
Ve dvou PCR reakcich (pro Xi a Xa) tedy ziskame vzdy smés produktd o dvou riiznych délkach, kdy jeden odpovida Xp
a druhy Xm. Vzniklé produkty jsou genotypovany na DNA sekvenatoru ABI Alf Express resp. ABI 3100 Avant. Z porov-
nani ploch peak{ odpovidajicich maternalnimu a paternalnimu X chromosomu na Xi a Xa se urci posun inaktivace.

VYSLEDKY A DISKUSE

Ze 100 ndhodné vybranych zen bylo 67 vzork{ (9 az 72 let, primér 35,5 let) informativnich pro délkovy polymorfismus.
Kazdy z téchto vzorku byl hodnocen v dubletu. Pouze u 3 vzorkd se vysledek liSil o vice neZ 10 %. Median i prdmeér
rozdilu mezi hodnocenimi byl mensi nez 4 %.

Spravnost jsme ovéfili stanovenim hodnoty posunu u série 10 uméle vytvorenych vzorkd vzniklych smési dvou
neinformativnich gDNA o znamém molarnim poméru. Pokus byl opakovan dvakrat, linedrni regrese poskytla tyto para-
metry: y = 0,941 x, R2= 0.996, resp. y = 0,921 x, R? = 0.996.

Vyrazny (? 80:20) posun inaktivace jsme pozorovali u 7,5 % Zen, coz je v souladu s dfive publikovanymi vysledky.

V naSem souboru jsme nepotvrdili korelaci miry posunu s vékem (korelacni koeficient linearni regrese R? = 0,003).
Existuje Fada publikaci, které svédCi pro to, Ze posun inaktivace s vékem roste. Jini autofi vSak toto nepotvrdili. Clanky
se ovsem lisi v pouZité metodice, jakoZ i velikosti a vékovym slozenim zkoumaného souboru Zen. Cela otazka, jakkoliv
zajimava a uZiteCna pro stanoveni posunu z periferni krve, je ponékud uméla, nebot’ u vétsiny nemoci jsou pro patoge-
nezi podstatné jiné tkané.



VySetfili jsme dale 16 heterozygotek pro gonozomalné dédi¢né choroby a jejich pfibuznych. Vyrazny posun jsme
pozorovali u 7 Zzen z 5 rliznych rodin. Vyuziti popsaného pfistupu dokumentuje pfipad rodiny s heterozygotné nesenou
mutaci genu pro hypoxanthin-fosforybosyltransferasu (HPRT, EC 2.4.2.8), jez se klinicky projevuje jako Lesch-Nyhan(v
syndrom s hyperurikémii a dnavou artritidou. Obé sestry nesou stejny genotyp, ale rozdilny fenotyp, kdy pouze jedna
z nich méla deficit HPRT. V této rodiné jsme u tfech generaci zen zjistili vyrazny posun inaktivace. Vysetreni dale odha-
lilo, Ze postizena sestra ma preferencné (88:12) inaktivovan maternalni X chromosom nesouci zdravou alelu genu pro
HPRT. Sestra bez klinickych pfiznak{ pfepisuje oproti tomu kopii genu preferencné (15:85) z paternalni, tedy nemutova-
né alely. Tyto vysledky svédCi pro podstatny vliv inaktivace na projevy choroby.

ZAVER
Ovéili jsme spravnost metody a dosahli vyssi presnosti, neZ pfi pouZiti methylacné senzitivnich restrikénich endonukle-
as. Aplikaci bisulfitové metody chceme prispét k objasnéni manifestace gonozomalné dédicnych nemoci u heterozygo-

tek, vyhledat rodiny s dédicnym posunem X inaktivace a pokusit se najit pficiny tohoto jevu.
Prace byla financovana z grantu IGA MZNR8361-3/2005
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INTRODUCTION

Thrombocytes are discoid anucleate cell fragments involved in cellular mechanisms of blood clot formation, repair of
endothelium and regulation of inflammation (Mannel and Grau 1997). Blood platelets are of central importance in the
development of arterial thrombosis and cardiovascular diseases. No other single cell type is responsible for as much
morbidity and mortality as platelets (Bhatt and Topol 2003; Jackson and Schoenwaelder 2003).

Platelet activators like ADP or thrombin cause rapid intense activation of Rap1B (Abrams 2005). Rap1B is a Ras-like
small guanine nucleotide binding protein (Bos, de Rooij et al. 2001). Its function is the control of integrin o, 3, (GPIIb-
IIIa) activity and thus control of platelet adhesion, aggregation and thrombus formation (Bos, de Bruyn et al. 2003; de
Bruyn, Zwartkruis et al. 2003; Chrzanowska-Wodnicka, Smyth et al. 2005). Rap1B cycles between an active GTP-bound
conformation and an inactive GDP-bound conformation. Since Rap1B has a low intrinsic activity, guanine nucleotide
exchange factors (GEFs) are needed to switch Rap1B to the active GTP-bound conformation that triggers platelet
aggregation (Crittenden, Bergmeier et al. 2004). GTPase activating proteins (GAPs) terminate Rap1B-GTP signals and
keep Rap1B in its inactive GDP-bound conformation.

Recently discovered Rap1GAP2 was characterized as the only GAP of Rap1B in platelets (Schultess, Danielewski et al.
2005). Rap1GAP2, a relative of Rap1GAP1 protein (Daumke, Weyand et al. 2004), is the common target of two major
inhibitory pathways in platelets. Endothelium-derived nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGL,) activate platelet guany-
lyl- and adenylyl cyclases. Synthesized cGMP and cAMP activate cGMP- and cAMP-dependent protein kinases (cGK and
cAK, respectively) that phosphorylate Rap1GAP2 on serine 7 residue (Schultess, Danielewski et al. 2005).

NO and PGI, signalling lead to inhibition of platelet activation, adhesion and aggregation (Beavo and Brunton 2002;
Feil, Lohmann et al. 2003), however no direct connections between phosphorylation of a substrate and platelet inhibi-
tion have been revealed yet. Since Rap1GAP2 inhibits Rap1-GTP activity and thereby inhibits integrin function and thus
platelet aggregation, adhesion and thrombus formation, the phosphorylation of Rap1GAP2 may play a central role in
platelet inhibition by NO and PGIL,.

14-3-3 proteins bind discrete phosphoserine or phosphothreonine motifs specifically. 14-3-3 proteins constitute
a ubiquitously expressed evolutionary conserved exclusively eukaryotic protein family. 14-3-3s modulate diverse cellular
processes. The effects of 14-3-3 proteins on their targets are (I) conformational changes, (II) physical occlusion of
sequence-specific or structural protein features or (III) scaffolding. Thus 14-3-3 proteins modulate enzymatic activity,
regulate protein localization and inhibit or mediate protein interactions (Bridges and Moorhead 2005). 14-3-3 proteins
form homo- and heterodimers. 14-3-3 isoforms B, y and  are highly expressed in platelets (Wheeler-Jones, Learmonth
et al. 1996). More than 200 interaction partners of 14-3-3 proteins have been identified in human cells (Pozuelo Rubio,
Geraghty et al. 2004), however so far only one in human platelets: GPIb, a part of the platelet von Willebrand factor
receptor (Mangin, David et al. 2004; Dai, Bodnar et al. 2005).

In order to better understand the regulation of platelet adhesion, aggregation and thrombus formation we studied
Rap1GAP2 function. We identified 14-3-3 proteins as Rap1GAP2 binding partners, mapped the 14-3-3 binding site
within Rap1GAP2 and assessed the regulation of Rap1GAP2/14-3-3 interaction in human platelets.



MATERIALS AND METHODS
Materials

Human thrombin, ADP, sodium-nitroprusside (SNP) and forskolin were obtained from Sigma (Taufkirchen, Germany).
Prostacyclin (PGI,) was purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, USA). Vardenafil was donated by Bayer Pharma
(Leverkusen, Germany).

Rap1GAP2 and serine 7 phosphorylated Rap1GAP2 was detected by corresponding polyclonal antibodies (Schultess,
Danielewski et al. 2005). Commercially available antibodies were used for FLAG-tag detection (Sigma, Taufkirchen,
Germany). Secondary antibodies HRP-coupled goat-anti-rabbit and goat-anti-mouse were from Dianova (Hamburg,
Germany).

Site-directed mutagenesis of Rap1GAP2 was performed by polymerase chain reaction amplification of Rap1GAP2-
FLAG-pcDNA4/TO using mutagenic primer pairs, Pfu DNA polymerase (Stratagene, La Jolla, USA), digestion with Dpnl
(Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) and transformation in XL-10 Gold bacteria.

14-3-3p and 14-3-3( cDNAs were cloned into pGEX-4T3 vector (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) conta-
ining glutathion-S-transferase (GST) cDNA. GST-14-3-3 chimeric proteins were expressed in £. co/i BL21 and purified
on GSH-sepharose (Amersham Bioscience, Freiburg, Germany).

Cell culture and transfection

COS-1 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 10% fetal calf serum (FCS) and 1%
penicillin/streptomycin (P/S) at 37 °C and ambient air supplemented with 5% CO,. Transient transfections of COS-1 cells
were performed with DEAE-dextran. 6x10° cells were seeded per 10 cm dish. On the following day cells were washed
with PBS and expression plasmids were applied in 5.7 ml serum-free medium mixed with 300 pl of DEAE-dextran (1 mg/
ml stock) and 12 pl chloroquine (100 mM stock). After incubation for 2 hours, the transfection mixture was removed
and the cells were cultured in DMEM with 10% FCS and 1% P/S for 24 — 48 hours prior to use.

Platelet preparation

Venous blood was drawn from healthy volunteers taking no medications, who gave their informed consent according to
the declaration of Helsinki. Washed platelets were obtained by sequential centrifugation as previously described (Dani-
elewski, Schultess et al. 2005).

Lysate preparation

Adherent COS-1 cells were detached by scraping with a rubber policeman and washed 3 times with PBS. The lysates
were prepared resuspending washed platelets or washed cells in ice-cold lysis-buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.5; 1% tri-
ton; 150 mM NaCl, 5 mM MgCl, with phosphatase inhibitors (1 mM Na,VO,; 50 mM NaF; 5 mM Na,P,0,) and protease
inhibitors (2 pg/ul aprotinin; 1 ug/pl leupeptin; 0.1 mM PMSF)). After 20 minutes, the lysates were centrifuged at
14000¢ for 20 minutes to remove insoluble material.

Pull-Down experiments

5 ul of GSH-sepharose bead suspension saturated with GST-14-3-3b or GST-14-3-3z were added to 500 pl of platelet or
cell lysate and rotated at 4 °C overnight. The beads were washed 5 times with the lysis-buffer before adding 20 pl
3x Laemmli-buffer and boiling for 5 minutes. Proteins were separated by SDS-PAGE and identified by immunoblotting
as described before (Schultess, Danielewski et al. 2005). Rap1-GTP pull-down assays were performed as described
(Danielewski, Schultess et al. 2005) using GSH-sepharose bead suspension saturated with GST-RalGDS-RBD to precipi-
tate Rap1-GTP from cell lysates. All shown experiments were performed at least 3 times and produced similar results.

RESULTS

14-3-3 interaction with endogenous Rap1GAP2

14-3-3B and 14-3-3( proteins were identified as interaction partners of Rap1GAP2 in human platelets. The endogenous
Rap1GAP2 bound to 14-3-3p and 14-3-3( isoforms with the similar affinity, while control GST-GFP fusion protein did not
bind Rap1GAP2 (Fig. 1).

Mapping of Rap1GAP2/14-3-3 binding site

The 14-3-3 binding site was mapped to N-terminal region of Rap1GAP2. The N-terminus of Rap1GAP2 resembles the
previously described mode I consensus for 14-3-3 binding (Yaffe, Rittinger et al. 1997; Bridges and Moorhead 2005)
with the difference only in the final two amino acid residues. Serine 9 of Rap1GAP2 was predicted as the phosporylated
serine residue required for 14-3-3 binding. This hypothesis was tested by mutational analysis of serine 7 and serine 9
residues of Rap1GAP2 followed by pull-down experiments with GST-14-3-33 and GST-14-3-3C chimeric proteins. Muta-
tion of serine 9 to alanine (S9A) or to glutamic acid (S9E) abolished 14-3-3 binding completely (Fig. 2). The 14-3-3
binding motif includes serine 7, the previously identified phosphorylation site for cGK and cAK. To determine the role of
serine 7 in Rap1GAP2/14-3-3 interaction it was mutated either to alanine (S7A) or to glutamic acid (S7E). Rap1GAP2
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FIGURE 1: BINDING OF ENDOGENOUS RAP1GAP2 TO 14-3-3 PROTEINS

Lysate of freshly isolated washed human platelets was incubated with equal amounts of GSH-sepharose coupled chimeric proteins GST-
14-3-3b, GST-14-3-3z and GST-GFP as control. Bound proteins were eluted from beads and detected with an antibody specific for
Rap1GAP2. The lower panel shows a Rap1GAP2 expression control.

S7A was pulled-down similarly to wild-type Rap1GAP2. Rap1GAP2 S7E mutant, as well as double mutants of serine 7
and serine 9 residues did not bind 14-3-3 at all (Fig. 2).
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FIGURE 2: MAPPING OF RAP1GAP2/14-3-3 BINDING SITE

COS-1 were transfected without or with wild-type FLAG-tagged Rap1GAP2 or various point mutants of serine 7 or serine 9 changed to
alanine or glutamic acid. Equal amounts of GST-14-3-3b (upper panel) and GST-14-3-3z (middle panel) coupled to GSH-sepharose
beads were used for precipitation. Bound proteins were eluted from the beads and visualized by immunoblot analysis with a FLAG-
specific antibody. The lower panel shows the expression levels of Rap1GAP2 proteins.

These results denote the serine 9 of Rap1GAP2 as binding site for 14-3-3 proteins. Serine 7 represents the regulatory
site for Rap1GAP2/14-3-3 interaction.

Regulation of Rap1GAP2/14-3-3 interaction by platelet inhibition pathways

In order to assess the regulation and the physiological role of Rap1GAP2/14-3-3 interaction, intact human platelets
studied ex vivo were treated by cAMP- and cGMP-elevating agents and the Rap1GAP2/14-3-3 interaction was analysed
in pull-down experiments.

The cAMP production in platelets was stimulated by treatment with the receptor agonist PGI, or forskolin, a direct
adenylyl cyclase activator. After treatment, platelets were lysed and GST-14-3-3 was used to precipitate endogenous
Rap1GAP2. Precipitated Rap1GAP2, total Rap1GAP2 and serine 7 phosphorylated Rap1GAP2 were measured by immu-
noblot. Both treatments inhibited Rap1GAP2/14-3-3 interaction. The reduced binding correlated with increased Rap1GAP2
serine 7 phosphorylation (Fig. 3 and Fig. 4).

The cGMP production was stimulated by NO-donor SNP. After the treatment, platelets were handled as previously
described. SNP treatment reduced Rap1GAP2/14-3-3 interaction (Fig. 5). This effect was intensified by preincubation of
platelets with vardenafil (Fig. 5), a potent inhibitor of phosphodiesterase 5 (PDE5) that hydrolyses cGMP efficiently (Feil,
Lohmann et al. 2003). The reduced binding correlated with increased Rap1GAP2 serine 7 phosphorylation as before.

Regulation of Rap1GAP2/14-3-3 interaction by platelet activation pathways

Since Rap1GAP2/14-3-3 interaction was blocked by cAMP and cGMP regulated platelet inhibition pathways, the opposite
effect of platelet activation pathways was hypothesized. The treatment by ADP and thrombin increase Rap1GAP2/14-3-3
binding in platelets. This increased Rap1GAP2/14-3-3 binding correlated with increased levels of Rap1B-GTP isoform (Fig. 6).
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FIGURE 3: REGULATION OF RAP1GAP2/14-3-3 INTERACTION BY PGI,

Freshly prepared washed human platelets were treated with PGI, as indicated. After lysis, equal amounts of GST-14-3-3 coupled to
GSH-sepharose beads were used for precipitation. Bound proteins were eluted from the beads and visualized by immunoblot analysis
with anti-Rap1GAP2 (upper panel) and anti-serine 7 phosphorylated Rap1GAP2 antibodies (middle panel). The lower panel shows the
expression levels of Rap1GAP2 proteins.
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FIGURE 4: REGULATION OF RAP1GAP2/14-3-3 INTERACTION BY FORSKOLIN
Washed human platelets were treated with forskolin as indicated. Then platelets were lysed and analysed as described in Fig. 3.

& & SHEP{10 M)
2 1210 Time min)
+ = & ‘ardenadfl (] M)
3o M MMM Time (ming

e R LT
-bl | pST-RApIGARS
| - TR

Cele;  human platz et

Puall: CET-14-3:3

Blol:  artiekap1GEFE ety
g TR DA ey

b 30

- L4

FIGURE 5: REGULATION OF RAP1GAP2/14-3-3 INTERACTION BY NO
Washed human platelets were treated without or with vardenafil followed by SNP as indicated. Then platelets were lysed and analysed
as described in Fig. 3.

DISCUSSION

Rap1GAP2/14-3-3 Interaction

Serine 9 of Rap1GAP2 is the phosphorylated residue for 14-3-3 protein binding. The identity of the Rap1GAP2 serine 9
kinase remains to be determined. Since the Rap1GAP2/14-3-3 interaction was increased in ADP and thrombin treated
platelets, the possible kinase could be protein kinase B (PKB). PKB is an established element of pathways downstream
of ADP and thrombin.
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FIGURE 6: REGULATION OF RAP1GAP2/14-3-3 INTERACTION BY ADP AND THROMBIN

Freshly isolated human platelets were treated without or with 10 uM ADP for the indicated times or with 1 U/ml thrombin for 1 minute.
Then platelets were lysed and pull-down assays using GST-14-3-3 were performed as described in Fig. 3. In parallel Rap1-GTP levels
were determined by pull-down and immunoblot as described in Materials and Methods. Total cell lysates were analysed by immunoblot
to measure total amounts of Rap1GAP2, serine 7 phosphorylated Rap1GAP2 and Rap1.
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FIGURE 7: A NOVEL INTERSECTION OF PLATELET ACTIVATION AND INHIBITION PATHWAYS

A) Rap1GAP2 is kept inactive by ADP and thrombin triggered 14-3-3 binding. Rap1-GDP can be converted to the Rap1-GTP and
activate platelet adhesion, aggregation and thrombus formation.

B) Stimulation of NO/cGMP and PGI,/cAMP signalling pathways induces phosphorylation of Rap1GAP2 on serine 7 residue followed by
detachment of 14-3-3 proteins. Rap1GAP2 is activated and inhibits Rap1-GTP formation.

Serine 7 of Rap1GAP2 represents a regulatory site modulating 14-3-3 binding. The regulatory function of serine at —
2 position in type I consensus motif for 14-3-3 binding was described rarely, for example in the tumour suppressor
protein p53 (Waterman, Stavridi et al. 1998) and in the protein phosphatase Cdc25C (Bulavin, Higashimoto et al. 2003).

Regulation of Rap1GAP2 activity
Endothelium-derived PGI, and NO trigger cAK- and cGK-mediated phosphorylation of Rap1GAP2 on serine 7 that abolis-
hes Rap1GAP2/14-3-3 interaction. The decreased Rap1GAP2/14-3-3 binding correlates with reduced Rap1-GTP levels
(Fig. 6). Since Rap1GAP2 is the only GAP of Rap1B in human platelets, described mechanism could explain effects of
both PGI, and NO on the inhibition of platelet adhesion, aggregation and thrombus formation.

As platelet activation pathways increase the Rap1GAP2/14-3-3 binding, the regulation of Rap1GAP2/14-3-3 interac-
tion represents a novel intersection of platelet inhibition and activation pathways (Fig. 6).
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uvobp

Metabolicky syndrom je klasickym prikladem komplexniho genetického onemocnéni. U téchto onemocnéni se uplatriu-
je geneticka komponenta, kterd je vyslednici plsobeni vice gend, interagujicich mezi sebou, a zaroven ovlivnéni
faktory vnéjsiho prostredi, napf. dieta a medikace. Jde tedy o soubor komplexnich znak®, ktery vykazuje oligogenni
dédicnost. Detailni geneticka analyza metabolického syndromu v lidské populaci je komplikovana predevsim dvéma
faktory: genetickou heterogenitou a nepresnym vymezenim fenotypu. Proto jsou s vyhodou vyuzivany geneticky
definované modely, které umoznuji detailni zkoumani intermediarnich fenotypl komplexnich onemocnéni, jakym je
pravé metabolicky syndrom.

METODY

Experimentalni kmeny. Polydaktylni kmen potkana PD/Cub (Cub = Charles University, Institute of Biology), Rat
Genome Database (http://rgd.mcw.edu, ID 728161, byl vytvofen z geneticky nehomogenniho kmene Wistar, kde byla
zachycena malformace koncetin, zahrnujici polydaktylii preaxialni (palcové) strany a postiZeni kosti bérce, projevujici se
Juxaci zadnich koncetin (syndrom polydaktylie-luxace). Kmen PD/Cub je od roku 1969 chovan na Ustavu biologie
a lékarské genetiky 1.LF UK systémem cileného kfiZeni bratr x sestra po vice nez 90 generaci (Kfen 1975). U tohoto
kmene byla téZ zjiSténa hypertriglyceridémie (Vrana et al. 1993) a posléze byl ustaven jako model metabolického
syndromu (Sedova et al. 2000;Seda et al 2005) a farmakogenomickych a nutrigenomickych aspektd téchto onemocnéni
(Seda et al 2003; Sedova et al 2004).

Kmen Brown Norway (BN), Rat Genome Database ID 737899, pochézi z divoce Zijicich potkan(l odchycenych v roce
1917 v USA a nasledné chovanych oddélené od ostatnich kmend. Od roku 1964 je tento kmen chovan na Ustavu
biologie a Iékarské genetiky 1. LF UK systémem cileného kfizeni bratr x sestra po vice neZ 90 generaci. Kmen BN/Cub je
Casto vyuzivan jako kontrolni kmen u metabolickych a fyziologickych studii. Genom tohoto kmene byl pIné sekvenovan
a v soucasnosti je systematicky analyzovan i jeho fenom (Kwitek et al., 2006).

Kongenni kmen BN.SHR-116/Cd36 (BN.SHR4), Rat Genome Database ID 728142, byl vytvofen vnesenim segmentu
chromozomu 4 SHR plvodu na genetické pozadi kmene BN/Cub. Kmen BN.SHR4 vykazuje Fadu atribut(l metabolického
syndromu ve srovnani s progenitorovym kmenem BN (Seda et al., 2002) a ma rovnéZ specificky farmakogenomicky
profil (Seda et al., 2003).

Segregujici populace. KfiZzenim potkant kmen& PD/Cub x BN/Cub a PD/Cub x BN.SHR4 a naslednym vzajemnym
kfizenim prvni filialni generace byly vytvoreny dvé skupiny zvifat druhé filidini generace (F2, segregujici populace). Pro
Ucely experimentalniho protokolu byly pouZiti jen samci; n = 149 pro F2 PD/Cub x BN/Cub a n = 94 pro F2 PD/Cub x
BN.SHR4. Geneticky pool téchto dvou skupin se lisi pouze v definovaném Useku chromozomu 4.

Metabolicky protokol. Na zakladé vysledkd pilotni studie, kterd ukazala vyrazny rozdil mezi reakci na podani diety
0 vysokém obsahu sachardzy a dexametazonu mezi kmeny PD/Cub a BN/Cub, resp. BN.SHR4, byl vypracovan experi-
mentalni protokol pro fenotypizaci segregujicich populaci PD/Cub x BN/Cub a PD/Cub x BN.SHR4. Jeho schéma s indikaci
Casové posloupnosti méfeni zobrazuje obr. 1. Tomuto protokolu bylo podrobeno 243 samcll segregujicich populaci ve
stafi 10 mésicl. Bylo stanoveno na 48 pfimo méfenych zakladnich fenotypl (coz odpovida vice nez 3300 pfimym
mérenim) a 35 fenotypd odvozenych. Tato méreni nadale slouzila jako vychozi soubor dat pro analyzu.

Genotypizace. Aby bylo mozné provést genotypizaci obou F2 populaci, bylo nejprve nutné nalézt sadu markerd
polymorfnich mezi kmeny progenitorll, tedy PD/Cub a BN/Cub, resp. PD/Cub a BN.SHR4. V ramci tohoto pfipravného
kroku bylo otestovano vice nez 1000 mikrosatelitnich markerd, z nichz u 330 byl zjistén hledany polymorfismus. Z této
sady bylo vybrano 220 markerd, které pokryvaly rovnomérné cely genom potkana v intervalech 10-15 cM.

Vazebna analyza. Pro provedeni diferencidini vazebné analyzy pomoci intervalového mapovanii byl pouZit program
MapManager (v.b20) u obou segregujicich populaci.
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OBR.1. SCHEMA FENOTYPIZACNIHO PROTOKOLU F2 POPULACI.
OGTT...oralni glukézovy tolerancni test, TG...triglyceridémie, NEMK...neesterifikované mastné kyseliny.
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OBR.2. DIFEREN@IALNfI VAZEBNA ANALV\'(ZA KOMPONENT METABOLICKEHOISYNDROMU VE 2 F2 POPULACICH. SYMBOLY KRUHU,
CTVERCE A TROJUHELNIKA JSOU OZNACENA MISTA NALEZU SIGNIFIKANTNI VAZBY S DANOU SKUPINOU FENOTYPJ — QTL.

VYSLEDKY

Signifikantni rozdily byly patrné uz z vysledk{ fenotypizace (hladina glykémie, triglycerid@ po sacharézové dieté a dexa-
metazonu). Identifikovali jsme nékolik desitek genomickych lokusd vykazujicich signifikantni vazbu s nékterym ze zjisto-
vanych atribut8 metabolického syndromu u obou populaci. Na zakladé diferencialni vazebné analyzy — bylo pro populaci
PDxBN identifikovano cca 24 S|gn|f|kantn| i sugestivnich lokusd na Ch. 3,7,8, a 17, zatimco v populaci PDxBN.SHR4 bylo
vyhodnoceno celkem 22 lokus prevézné s lokalizaci na Ch. 1,8,10 a 18. (Obr. 2). Rada z téchto asociaci nebyla dosud
v literatufe popsana. Ackoli nékteré QTL (lokusy kvantltatlvnlch znak({) jsou konkordantni pro obé populace, vétsina
prokazuje diskordanci pro sledované znaky. Prikladem konkordance je marker D1Wox22 (téz Igf2 = insulin-like growth
factor II) — signifikantni LOD score 4,0 pro populaci PDxBN a LOD score 4,9 pro PDxBN.SHR4 ovliviujici relativni
hmotnost ledvin (avSak v populaci PDxBN.SHR4 téZ relativni hmotnost jaterni tkdné a hladinu neestrifikovanych mast-
nych kyselin).

DISKUSE A SHRNUTI

Z komplexniho posunu genetické architektury slozek metabolického syndromu mdZeme usuzovat na vyznamny epista-
ticky model Gcinku minor gen(, které se vyskytuji jen za danych specifickych podminek (vék, prostfedi, dieta, medikace)
a vyznamné moduluji genotypickou odpovéd’ konstitutivni exprese major gend. Maji-li obé populace jinak stejné gene-
tické pozadi a jedinym rozdilem je vneseny diferencialni segment SHR4, je tento Usek klicovym Cinitelem prestavby
genetické architektury metabolického syndromu.

Vneseni definovaného Gseku chromozdmu 4 SHR pdvodu do sestavy dvou segreguijicich populaci ndm tedy umoznilo
mapovat jeho roli a vliv na posun genetické architektury metabolického syndromu v modelovém systému. Hlavnim
pfinosem této studie je zjiSténi, ze i pomérné nevelkd zména v genetickém fondu segregujici populace miize mit zasadni
vyznam na genetickou determinaci fenotypd souvisejicich s metabolickym syndromem a navic charakter této zmény je
komplexni, nevaZe se zdaleka jen na genomickou oblast, ktera je odlisna ve dvou srovnavanych populacich.

Tato studie byla podporena granty: GACR 301/04/0248, GAA VCR B51 05401, IGA MZ NR/7888, MSM 0021620807CIHR
MT-14654, GEI-53958
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ABSTRAKT

Vychodisko: Adiponectin a resistin jsou adipocytarni hormony, které mohou mit souvislost s obezitou a inzulinovou
resistenci. Jejich geny predstavuji nové kandidatni geny inzulinové resistence a diabetes mellitus 2.typu. Cilem studie
bylo stanovit Cetnost jednonukleotidovych polymorfism& 45T>G a 276T>G adiponectinového genu a 62G>A a -180C>G
resistinového genu u pacientek s obezitou, mentalni anorexii a u stihlych Zen a porovnat vliv jednotlivych genotypl na
koncentrace sledovanych hormond.

Metody a vysledky: Byly stanoveny hladiny adiponectinu, resistinu, TNF-alfa a inzulinu a byla provedena DNA analyza
u 17 mentalnich anorekticek, 51 obéznich a 17 Stihlych Zen. Polymorfismy byly detekovany polymerazovou fetézovou

vy

vy

proband( uvniti skupin podle genotypl jednotlivych polymorfism& nebyly zjistény rozdily ve sledovanych parametrech.
Pouze u kontrolni skupiny byl BMI vyznamné vyssi u G/G genotypu nez u nosicl alely T v pozici 276 adiponectinového
genu (23,48+0,85 vs. 19,7+0,95, p<0,05). U mentalnich anorekticek byla vyssi frekvence alely G u polymorfismu RETN
-180 ve srovnani s kontrolami (p<0,04).

Zavéry: Polymorfismy 45T>G a 276T>G ADP genu a 62G>A a -180C>G RETN genu nemély vliv na sérové koncent-
race ADP a RETN. U stihlych Zzen byl BMI ovlivnén pritomnosti alely T v pozici 276 ADP genu. Mentalni anorekticky mély
vyssi frekvenci alely G u polymorfismu RETN -180 oproti zdravym zenam.

Klicova slova: adiponectin, resistin, polymorfismus, obezita, mentalni anorexie

uvoD

Adiponectin (ADP) a resistin (RETN) jsou nedavno objevené hormony produkované tukovou tkani. Pfedpoklada se, ze
by mohly mit souvislost s obezitou a inzulinovou resistenci.

Adiponectin je tvofen vyhradné v tukové tkani a to ve vyssich kvantech nez ostatni hormony (v¢ insulinu a leptinu).
S mnozstvim tukové tkané jeho hladina klesa. Jeho hladiny jsou snizeny u pacientl s obezitou a diabetem 2. typu® 2,
Podavani rekombinantniho ADP snizuje glykémii u normalnich i diabetickych potkan(i bez zvySeni inzulinémie a vyrazné
zvysuje schopnost inzulinu blokovat glukoneogenezi v jatrech®. Mysi s knockoutem genu pro adiponectin se vyznacuji
inzulinovou resistenci a akcelerovanou aterosklerézou®.

Resistin je proteinovy hormon, jehoZ hladiny jsou vy$si u genetickych experimentalnich model(i obezity a u hlodavcd
s dietou-indukovanou obezitou. Podavani resistinu mysim zhorsuje glukézovou toleranci a plsobeni inzulinu; podani
neutralizujici protilatky proti tomuto hormonu naopak zvysuje inzulinovou senzitivitu®. Béhem hladovéni se exprese
resistinové mRNA snizuje®. Podavani RETN stimuluje produkci glukdzy v jatrech pii isoinzulinemickém stavu a to gluko-
neogenezi a glykogenolyzou®. Udaje o zménach hladin resistinu a jejich souvislosti s obezitou a inzulinovou rezistenci
u lidi jsou rozpornéjsi nez data experimentalni Néktefi autofi zpochybriuji souvislost mezi RETN a inzulinovou resistenci,
v nékterych publikacich napf. nebyly popsany odlisné hladiny tohoto hormonu u obéznich a stihlych jedinci®. Geny pro
RETN a ADP jsou povazovany za nové kandidatni geny inzulinové resistence a diabetu mellitu 2.typu.

U obéznich byly studovany polymorfismy pro oba tyto geny. Byla publikovéna fada praci o jednonukleotidovych
polymorfismech (SNP) adiponectinového genu 276G>T. Opakované bylo zjisténo, Ze se vyskyt G alely v této pozici poji
s porusenou glukézovou toleranci?. Stejni autofi také prokdzali souvislost mezi pfitomnosti alely G v pozici 45 a poru-
Senou glukdzovou toleranci, v jiné praci asociace mezi timto polymorfismem a inzulinovou resistenci zjisténa nebyla®?.
Menzaghi et al. zjistil, Ze genotyp 45G a 276T genu pro adiponectin tésné koreluje s fadou sloZek indikator inzulinové
resistence (télesna hmotnost, obvod pasu, HOMA index, pomér celkového a HDL cholesterolu)®¥.

Vysledky analyzy resistinového genu u obéznich byly publikovény v nékolika pracich. U polymorfismu genu pro
resistin 62G>A byla prokazana u diabetikd 2. typu v Cinské populaci nizsi frekvence alely A neZ u nediabetik(. Diabetici
s GG genotypem méli navic vyssi prevalenci arteridlni hypertenze. Tento polymorfismus autofi povazuji za nezavisly
rizikovy faktor DM 2.typu a arteridlni hypertenze(®), Obdobnou studii prezentovali autofi z Némecka®®, ktefi nepotvrdili



rozdil ve vyskytu alely A u diabetik( a nediabetikd. Jednonukleotidovym polymorfismem -180C>G v promotorové oblasti
resistinového genu se zabyva pouze jedind prace. GG homozygoté méli signifikantné vyssi hladiny resistinové mRNA
v abdominalnim podkozZnim tuku, které pozitivné a nezavisle korelovaly s inzulinovou resistenci a mnozstvim tuku
Vv jatrech®”,

Zatim nebyla publikovana prace, kterad by sledovala zminéné polymorfismy u pacientek s mentalni anorexii.

Cilem nasi studie bylo sledovat polymorfismy +45T>G a +276T>G adiponectinového genu a +62G>A a -180C>G
resistinového genu v ¢eské populaci u obéznich a mentalnich anorekti¢ek v porovnani se stihlymi Zenami a porovnat vliv
jednotlivych genotypd na sérové koncentrace sledovanych hormont. Zmény v sérovych koncentracich uvedenych hor-
mont indukované vyse uvedenymi polymorfizmy by totiz mohly vysvétlit fadu metabolickych odchylek nalézanych
u pacientek s obezitou respektive mentalni anorexii.

METODY

Bylo vySetfeno 51 obéznich Zen, 17 mentalnich anorektiCek a 17 zdravych neobéznich Zen. VSem subjektlim byla po
celonocnim hladovéni odebrana krev, byly zvazeny a zméreny, byl vypocitan body mass index (BMI). VSechny Zeny
podepsaly informovany souhlas.

.V krvi byly stanoveny hladiny adiponectinu, resistinu a TNF-alfa pomoci ELISA kitli (Linco Research, USA; BioVendor,
CR; R&D Systems, USA) a inzulinu pomoci RIA kitu (Immunotech, CR).

Celkova DNA byla izolovana z 500ml nesrazlivé krve izolacnim kitem MagNA Pure Nucleid Acid Isolation Kit (Roche
Diagnostics, GmbH, Mannheim, Némecko) na automatickém izolatoru MagNA Pure Compact (Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Némecko).

Vyizolovana DNA byla pouZzita pro stanoveni 2 polymorfizm( genu pro adiponectin (45 T>G a 276 G>T) a 2 polymor-
fizml genu pro resistin (62 G>A, -180 C>G).

VSechny vySe uvedené polymorfizmy byly detekovany polymerdzovou fetézovou reakci (PCR) na pfistroji My-
Cycler™Thermo Cycler (Bio-Rad, USA) s naslednou restrik¢ni analyzou PCR produktu (RFLP). y

Reakéni smés PCR pro vsechny polymorfismy obsahovala 2x PPP Master Mix (Top-Bio s.r.o., Praha, CR), forward
primer a reverse primer, PCR H,0 (Top-Bio s.r.o., Praha, CR) a 150ng DNA. Produkty PCR a restrikcni analyzy byly
detekovany na 2% agardzovém gelu s 1% ethidium bromidem. Sekvence vSech PCR produktd byla ovéfena enzymatic-
kou sekvenaci na pristroji ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA).

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu SigmaStat (Jandel Scientific, USA). Ze ziskanych dat byly vypo-
citany prlméry a standardni chyby. Vyznamnost rozdilu mezi skupinami byla stanovena neparovym t-testem nebo
Mann-Whitney Rank Sum testem. Rozdily ve vyskytu jednotlivych polymorfism@ byly hodnoceny frekvencni analyzou,
Fischerovymi exaktnimi testy a chi-kvadrat testem.

VYSLEDKY

Koncentrace ADP bny statisticky Wznamné nii§|' u obézn|'ch Zzenv porovném’ S kontroln|' skupinou a mentalnimi anorek-
u mentalnlch anorekticek a nejvyssi u obéznich. Hladiny inzulinu byly statistiky vyznamne vySSi u obéznich oproti
kontrolni skupiné i mentalnim anorektickam. Koncentrace TNF-o. se mezi jednotlivymi skupinami neliSily. (Tabulka 1)

PFi rozdéleni probandd uvniti skupin podle genotyp( jednotlivych polymorfism( nebyly zjistény rozdily v BMI a hladi-
nach ADP, RETN, inzulinu a TNF-c.. Pouze u kontrolni skupiny se li$il BMI u G/G genotypu a nosi¢d alely T v pozici 276
adiponectinového genu (p=0,017).

TABULKA 1 BODY MASS INDEX (BMI), HLADINY ADIPONECTINU (ADP), RESISTINU (RETN), INZULINU A TUMOR NECROSIS FACTO-
RU-ALFA (TNF-A) U PACIENTEK S MENTALNI ANOREXIf, OBEZITOU A KONTROLNI SKUPINY ZDRAVYCH STIHLYCH ZEN.

Mentalni anorekticky Obézni Zeny Kontrolni skupina

N 17 51 17

BMI (kg/m?) 15,4+0,45%% ++ 45+1,60%* 00 22,2£0,79++©°°
ADP (mg/ml) 57,8+6,33%++ 18,7+1,75%00 33,0£6,79+°
RETN (ng/ml) 3,7£0,29%++ 6,840,35% 00 5,42+0,53+©
Inzulin (mIU/ml) 16,4+1,68+ 33,5+3,48%° 17,143,10+
TNF-o. (ng/ml) 2,0£0,87 2,67+1,06 0,85%0,13

Vysledky jsou uvedeny jako prliméry + SEM
*statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p<0,05)
**statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolni skupiné (p<0,001)

+statisticky vyznamny rozdil oproti obéznim zenam (p<0,05)

++ statisticky vyznamny rozdil oproti obéznim Zenam (p<0,001)
© statisticky vyznamny rozdil oproti mentalnim anorektickdm (p<0,05)
00 statisticky vyznamny rozdil oproti mentalnim anorektickdm (p<0,001)




Pfi analyze polymorfism@ bylo zjisténo, Ze alela G v lokusu 62 a alela C v lokusu -180 genu pro resistin a alela T
v lokusu 45 a alela G v lokusu 276 genu pro adiponectin byly zastoupeny vyrazné Castéji nez alely A, G, Ga T
v odpovidajicich lokusech (RETN 62: p<0.0001, RETN -180: p<0.0002, ADIPO 45: p<0.0001, ADIPO 276: p<0.0001).

Na hranici vyznamnosti byla korelace mezi nosicstvim alely G u polymorfismu RETN -180 a diagndzou anorexie ve
srovnani s kontrolami (p=0.06, Fisherdv exaktni test; p<0.04 chi-kvadrat test).

Mezi jednotlivymi polymorfismy nebyl zjistén statisticky vyznamny vztah, vazba bliZici se vyznamnosti byla pouze
mezi polymorfismy RETN 62 a RETN -180 (p<0.07, chi-kvadrat test; p<0.06, frekvencni analyza).

DISKUZE

Cilem nasi studie bylo stanovit ¢etnost polymorfisml 45T>G a 276T>G adiponectinového a 62G>A a -180C>G resisti-
nového genu v Ceské populaci u pacientek s obezitou a mentalni anorexii v porovnani se stihlymi Zenami a posoudit vliv
jednotlivych genotypl na sérové koncentrace sledovanych hormon(. Bylo zjiSténo, Ze hladiny adiponectinu jsou nejvyssi
u mentalnich anorektiCek a nejnizsi u obéznich Zen, hladiny resistinu jsou u nemocnych s mentalni anorexii nejnizsi,
u obéznich naopak nejvyssi. Tato zjiSténi jsou v souladu s dfive publikovanymi pracemi i nasimi drivéjsimi vysledky® 5 18
19, 20)

V nasi praci nebyl nalezen vliv piitomnosti jednotlivych alel na sledované parametry, kromé vztahu mezi G/G genoty-
pem ADP genu v pozici 276 a vyssim BMI u neobéznich zen. Toto pozorovani je v ¢astetném rozporu s praci Fredriksso-
na, ktery zjistil, Ze obézni nosici alely T maji vyssi obsah tuku v organismu nez obézni s genotypem G/G®, Vliv polymor-
fismd na hladiny ADP nebo RETN nebyl v nasi praci zjistén na rozdil od nékterych dfive publikovanych vysledk(. Napfiklad
Hara et al. popsal u osob s BMI nad 26,7 kg/m? s G alelou v pozici 276 nizsi hladiny ADP®. NosiCi alely T v pozici 276 méli
vySsi expresi adiponectinové mRNA ve visceralnim tuku, ktera korelovala s hladinami ADP19), V jiné praci byl G/G geno-
typ SNP 276 ADP genu asociovan se snizenymi hladinami ADPU, Byla prokazana souvislost mezi polymorfismy promo-
torové oblasti RETN genu (-420C>G a -537A>C) a plasmatickymi koncentracemi resistinu4,

Zcela novym zjisténim nasi prace je vyssi frekvence alely G v lokusu -180 RETN genu u mentdlnich anorekticek ve
srovnani se zdravymi Zenami. Prace o polymorfismech genti pro adiponectin a resistin zatim nebyly u nemocnych s touto
diagndzou publikovany.

Nase vysledky jsou nepochybné ovlivnény malym poctem subjektl v jednotlivych skupinach a je nutné je povazovat
za pilotni. Zejména u skupiny pacientek s mentalni anorexii jde vSak o zcela originalni dosud nepublikované udaje.
Predpokladame, Ze po rozsifeni mnoZzstvi pacientd v jednotlivych skupinach mohou nase vysledky dale pFispét k objasnéni
Ulohy endokrinni funkce tukové tkané v etiopatogeneze metabolickych komplikaci obezity a mentalni anorexie.

ZAVER:

Polymorfismy 45T>G a 276T>G ADP genu a 62G>A a -180C>G RETN genu nemély vliv na sérové koncentrace ADP
a RETN.

U stihlych Zen byl BMI ovlivnén genotypem v pozici 276 ADP genu.

Mentalni anorekticky mély vyssi frekvenci alely G u polymorfismu RETN -180 oproti zdravym Zenam.
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ADP adiponectin

BMI body mass index

DNA deoxyribonukleova kyselina

PCR polymerazova fetézova reakce
RETN resistin

RFLP restrikéni analyza PCR produktu
RNA ribonukleova kyselina

SNP jednonukleotidovy polymorfismus
TNF-alfa tumor necrosis faktor alfa
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uvoD

e Rozvoj moderni stomatologie se projevil ve véech jejich odvétvi, véetné endodoncie.

o OSetfeni kofenovych kanalkli se diky novym materialm a vylepSenym postuplim stalo obecné snazsi a spolehlivéjsi.
o Hlavnim cilem nasi studie bylo ziskat prehled o Grovni endodontického oSetfeni obcanl Ceské republiky.

o \VedlejSim Ukolem bylo prokazat souvislost mezi kvalitou endodontického oSetfeni a onemocnénim periapikalnich tkani.
o Vysledky jsme porovnali se studiemi v zahranici.

MATERIAL A METODIKA

Material:
e Hodnoceny byly ortopantomografické (OPG) rentgenové snimky, zachycujici ozubenou oblast horni a dolni Celisti.

o Ve studii byly pouzity rtg snimky pacientd navstévujicich oddéleni chirurgické a zachovné stomatologie stom.
kliniky 1. LF UK.
e Snimky byly zhotoveny v roce 2000.




Metodika:

e Pacienti mladsi 18 let a s méné nez 10 vlastnimi zuby byli vyrazeni.

e M3 nebyly hodnoceny.

e Z celkového mnozstvi bylo vybrano 200 nejlépe Citelnych rtg snimkd.

o Material byl hodnocen nezavisle 2 autory.

o Jako endodonticky osetfené byly hodnoceny vSechny zuby s radioopaknim materidlem v drefové dutiné nebo
v korenovém kanalku.

N

Kvalita oSetreni byla stanovena podle vzdalenosti vypiné od oblasti foramen fysiologicum (dale f.f.).

Rozsah vyplné:
e E O - vypln sahd > 3 mm od oblasti f.f.

e E ® - vypln pfesahuje oblast f.f.

e E - na rtg saha vypln do oblasti f.f.




e Dale byla hodnocena pritomnost zanétu v periapikalni oblasti.

o Kritériem byla ztrata ostré hranice lamina corticalis kolem hrotu kofene nebo rozsiteni periapikalni Stérbiny.

VYSLEDKY

* Na 200 OPG celkem hodnoceno 4981 zubl

e 7 toho endodonticky oSetfeno 360 zubd  7.2%
e Endo celkem 360 100%
e E O - kratka kofen. vypln 281 78.1%
e E @ - dlouha koren. vyplii 30 8.3%
e E - voblastif.f. 49 13.6%
o Periapikalni zanét kofene endodonticky lécenych zubd celkem: 187 51.9%
e perio + E© 52.3%
e perio+ E® 83.3%
e perio + E 30.6%

Srovnani se studiemi v zahranici:

Stat (rok) endo (?) Lege artis perio + endo
CR (2000) 7.2 (4981) 13.6 51.9
Norsko (1993) 1.3 (3282) 66.7 38.1
Holandsko (1988) 2.3 (4196) 49.4 39.2
Belgie (1997) 6.8 (4617) 40.7 40.4
ZAVER
Vysledky studie:
1. zubl s endodontickym oSetfenim 7.2%
2. z toho non lege artis 86.4%

3. ze vSech endod. oSetfenych onemocnélo periapikalnim zanétem 51.9%
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TROMBOZA

Trombdza je onemocnéni postihujici tepennou ¢i Zilni ¢ast cévniho systému jakékoliv velikosti a v jakékoli lokalité, které
vznika kompletnim ¢&i parcidlnim uzévérem cévy trombem. Rézné klinické projevy jsou zavislé na lokalizaci a rozsahu
trombosy. Arteridlni trombosa tak m(ze vyustit v akutni ischemii a manifestovat se napriklad jako AIM, CMP, TIA i
kritick& kondetinova ischemie. Zilni trombosa je nejcast&iji lokalizovand v Zilach dolnich a hornich koncetin, Zilach visce-
ralnich organ@ ¢ mozkovych cév. DalSim a ¢asto prvnim projevem trombdzy je plicni embolie, podle nékterych studii
i Guillain-Barré syndrom, chorea, migrény a epilepsie.

Patofyziologicky mechanismus tepennych a Zilnich trombdz je sice odlisSny, nicméné spole¢nym jmenovatelem mohou
byt nékteré hyperkoagulacni stavy, napf. antifosfolipidovy syndrom.

Antifosfolipidovy syndrom (APS)

APS (primarni ¢i sekundarni) je systémové autoimunitni onemocnéni, které je klinicky charakterizovano recidivujicimi
trombdzami a/nebo opakovanymi spontannimi potraty a/nebo trombocytopenii. V laboratofi je definovan pfitomnosti
antifosfolipidovych protilatek a/nebo priikazem lupus antikoagulans. Vyskyt APS v CR je v soucasné dobé odhadovan na
2000 obyvatel.

Antifosfolipidové protilatky (APLA) nejsou namifeny primo vici fosfolipidlim, ale vici jejich kofaktorlm (B2GP1, prot-
rombin, annexin V nebo HMWK, LMWK, f XI, prekallikrein). Vzajemny vztah APLA, fosfolipidl a kofaktorl popisuje teorie
konformacnich zmén. Ta fika, Ze po navazani fosfolipidu na sviij kofaktor dojde ke konformacni zméné kofaktoru a k odhaleni
kryptického antigenniho neo-epitopu. Teprve vici tomuto epitopu jsou namifeny vlastni antifosfolipidové protilatky.

K APLA patfi protilatky proti fosfatidyserinu, fosfatidylcholinu, fosfatidylinositolu, kyseliné fosfatidové, fosfatidyletha-
nolaminu. APLA mohou byt jednou z pFicin trombofilnich stavll nejspiSe prostfednictvim svého vlivu na trombocyty
(napr. interference s ADP indukovanou agregaci desticek), endotel (napf. zasah do produkce antikoagulacniho a antia-
gregacniho prostacyklinu, poskozeni endotelu zanétem), antitrombin III (antiheparinova aktivita APLA), inhibitory he-
mostazy (napf. poruseni antikoagulacniho efektu kofaktoru APLA B2GP1) i urychlenim procesu aterosklerdzy (zvyseny
influx oxidovanych LDL do makrofagt, rozvoj zanétu v subendotelidlnich oblastech).

Fosfatidylethanolamin (PE)

Fosfatidylethanolamin (molekula PE obr. €. 1) je hlavni strukturalni fosfolipid bunéc-
nych membran savcd. PE je dale soucasti koagulacni kaskady, kdy po vazbé na rdizné ass
proteiny, které se také koagulace Ucastni, zvysuje jejich antikoagulacni a profibrinoly- J)) )
tickou aktivitu. Pro priklad uved'me zvySeni antikoagulacni aktivity aktivovaného pro-

teinu C po vazbé s oxidovanym PE. V pfitomnosti protilatek proti PE je tato funkce I
blokovana a mize dojit k trombdzam. - r

CIL PRACE I j

Protilatky pro fosfatidylethanolaminu (aPE) nepatfi k rutinné stanovovanym APLA (pro- r
tilatky proti fosfatidylserinu -aPS, p2GP1 -a2GP1, kardiolipinu -aCL) pfi podezfeni na 5
trombdzy vzniklé na autoimunitnim podklad&. Proto bylo cilem mé préce zjistit, zda ~ OBR. C.1: FOSFATIDYLETHANOLA-
jsou i aPE asociovany s trombdzami. MIN — MOLEKULA

METODIKA

VySetfila jsem 21 sér nemocnych se systémovymi autoimunitnimi chorobami (14 SLE, 5 PAPS, 1 WG, 1 SS), z nichz u 6
doslo v minulosti ke klinickym projeviim tromboembolismu v souvislosti se zakladnim onemocnénim (hluboka Zilni
trombdza, transitorni ischemické ataky, chronicka tromboembolicka plicni hypertenze, postischemicka epilepsie). Kont-



rolni skupinu tvorilo 19 sér mladych Zen IéCenych pro neplodnost, s podezienim na imunopatologickou pficinu infertility.
U Zadné z nich nebyla nikdy prokadzana tromboembolicka piihoda. Vybrana séra byla analyzovana na pritomnost aPE,
aPS, af2GP1 a aCL v izotypu IgG a IgM.

Ke stanoveni jmenovanych protilatek jsem pouzila metodu ELISA (diagnosticka souprava AESKULISA Ethanolamine-
GM, Némecko).

STATISTICKA ANALYZA

Data (tab. ¢.1 a tab. ¢.2) byla zpracovana on-line statistickym softwarem VassarStats. Pro naméfené veli¢iny byl spoci-
tan prdmér, smérodatna odchylka, median, minimum, maximum a 1. a 3. kvartil.

TAB. C. 1: PACIENTI SE SYSTEMOVYM AUTOIMUNITNIM, VYSKYT POZITIVNICH AUTOPROTILATEK AEA, AB2GP1, ACL, APS
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TAB. C. 2: PACIENTI S NEPLODNOSTI, VYSKYT POZITIVNICH AUTOPROTILATEK AEA, AB2GP1, ACL, APS
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Vzhledem k tomu, Ze data nemaji normalni rozloZeni, byl pro srovnani dat mezi skupinami pouZit neparametricky
Mann-WhitneyQv U-test.
Nulovou hypotézu zamitame na statistické hladiné vyznamnosti & = 0,05 pro p-hodnotu mensi nez 0,05.

VYSLEDKY

U pacientd s trombdzami byly statisticky vyznamné zvysené hladiny aPE (pro IgG p=0,05, pro IgM p=0,02), aPS (pro
IgG p=0,05 , pro IgM p=0,02), ap2GP1 (pro IgG p=0,03, pro IgM p=0,02).

Hladiny aCL (pro IgG p=0,06, pro IgM p=0,07) nebyly ve skupinach pacientd s /bez trombdz vyznamné statisticky
odlisné.

Graficky jsou tyto vysledky znazornény v grafech ¢.1 a ¢.2.
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ZAVER

Prot

ildtky proti fosfatidylethanolaminu byly v izotypu IgG i IgM statisticky vyznamné asociovany s trombdzami.Déle

vzhledem k tomu, Ze aPE mohou byt jediné pfitomné z antifosfolipidovych protilatek, doporucuji zahrnout také je mezi
rutinné vySetfované APLA pfi podezieni na trombdzy autoimunitni patogeneze.

z

vysledkd usuzuiji, Ze by aPE mohly mit prediktivni charakter, coz je tfeba ovéfit prospektivni studii.
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PROTILATKY PROTI ANNEXINU V JAKO RIZIKOVY
FAKTOR OPAKOVANYCH SPONTANNICH POTRATO
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Radka Svancarova

Neplodnost postihuje jeden z péti parl v reprodukénim véku. Priblizné u dvaceti procent z téchto pfipadd je pficina
imunologickd. Opakované spontanni potraty mohou byt (kromé jiného) nasledkem trombdz uteroplacentarnich cév.
Jednou z pricin vzniku téchto trombdz by mohla byt nedostatecnda funkce annexinu V.

Annexin V je protein slozeny z 320 aminokyselinovych zbytk{, jehoZ gen je lokalizovany na kratkém raménku 4.
lidského chromozomu. Je hojné zastoupeny v endoteliich umbilikalnich cév a v placenté (250 mg/10 kg), ale jeho
plasmatickd koncentrace je nizkd (0-5 ng/ml). Tento kalcium dependentni
protein, izolovany v poloviné osmdesatych let z lidské krve pupecnikovych
arterii a z placent, je G¢innym inhibitorem na fosfolipidech zavislych koagu-
lacnich reakci. Plsobi jako kompetitivni inhibitor p¥i vazbé koagulacnich fak-
torll na fosfatidylserin exprimovany na vnéjsi vrstvé membrany syncytiotro-
foblastu. Formuje jakysi antitromboticky Stit kolem negativné nabitého
fosfatidylserinu a hraje tak zfejmé vyznamnou roli pfi udrzovani normalni
funkce placenty. Protilatky proti annexinu V (AVADb) jsou proto spojovany se
vznikem placentarnich trombdz, apoptézou syncytiotrofoblastu a snizenim
sekrece hCG. Tyto protilatky byly poprvé objeveny pred 12 lety u pacientd
s SLE. U mysiho modelu jejich infuze zpUsobila snizeni dostupnosti annexinu
V pro vazbu na fosfatidylserin exprimovany na membrané syncytiotrofoblas-
tu, coz nasledné vedlo ke vzniku placentarnich trombdz a ke ztraté plodu.
Zda se, ze tento mechanismus by se mohl uplatriovat i u lidi, a to predevsim
v dobé diferenciace trofoblastu, pro niz je charakteristicka nejvétsi externali-
zace fosfatidylserinu.

Cilem mé prace bylo zjistit prevalenci sérovych AVAb a jejich vztah
k reprodukcnimu selhani u pacientek s/bez historie spontannich potratd v anamnéze. Dale jsem chtéla posoudit, zda je
dosud stanovovany panel autoprotildtek dostacujici pro vySetfovani moznych imunologickych pricin opakovanych spon-
tannich potrat{, ¢i zda by timto prediktorem mohly byt protilatky proti annexinu V.

Shirala jsem séra pacientek s anamnézou opakovanych spontannich potratl a/nebo se selhdanim IVF, séra pacient
s SLE a/nebo APS. Nasledné jsem vysetfila séra 6 pacientek s anamnézou jednoho nebo vice spontannich potratd, které
netrpi autoimunitni ani tromboembolickou chorobou; séra 7 pacientek s anamnézou jednoho nebo vice spontannich
potratd a autoimunitni nebo tromboembolickou chorobou; séra 13 pacientek s diagndzou neplodnost, bez spontanniho
potratu v anamnéze; a séra 9 pacientek se SLE a/nebo APS a zadnym selhanim reprodukce v anamnéze. Hlavnim
kritériem analyzy byla pfitomnost/nepfitomnost spontannich potratll. Pacientky byly proto rozdéleny na 2 skupiny —
potracejici/nepotracejici - s cilem zjistit, zda se od sebe ve vyskytu protilatek lisi. Ve sledovanych sérech byly kromé IgG
a IgM protildtek proti annexinu stanoveny také protilatky proti kardiolipinu, fosfatidylserinu a etanolaminu.

K detekci AVAb byla pouzita ELISA metoda. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je sendvicova kvantitativ-
ni metoda zaloZena na reakci antigenu (zde AV) s protiladtkou (zde IgG nebo IgM AVADb). Vysledkem ELISA testu je

TABULKA 1 VYSLEDKY — PACIENTKY SE SPONTANNIMI POTRATY
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TABULKYA 2 VYSLEDKY — PACIENTKY BEZ SPONTANNICH POTRATU
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barevna reakce. Spektrofotometrem se poté pfi 450 nm stanovi opticka denzita, z niz se nasledné vypocte koncentrace
specifické protilatky.

Po naméreni vSech optickych denzit bylo zjisténo, Ze séra pacientek se spontannimi potraty v anamnéze vykazovala
signifikantné vyssi hladiny AVAb v tfidé IgG v porovnani se séry pacientek bez potratd (p=0,005). Hladiny AVAb v tfidé
IgM, protilatek proti kardiolipinu, fosfatidylserinu a etanolaminu se v jednotlivych skupinach pacientek vyznamné nelisi-
ly. Pro statistické zhodnoceni byl pouzit Mann-Whitneylv neparametricky test.

Na zakladé vysledkd mé prace se zda, Ze anti-annexinové protilatky by mohly byt lepsim prediktorem opakovanych
spontannich potratl neZ dosud vySetfované protilatky proti kardiolipinu. Vznika zde ale otdzka, zda by protilatky proti
annexinu V nemohly byt pouze nasledkem opakovanych potratll. Tento problém by proto vyZadoval dalsi zkoumani.
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EXPRESSION OF CELLULAR PRION PROTEIN (PRPC)
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Cellular prion protein (PrPc) is protein expressed in various cell lines with the highest level of

expression in neurons, particularly in brain. Attention of the scientist aimed at this protein is enhanced due to its
involvement in Prion diseases, where together with its conformational altered form (PrP%) play crucial role. Although
PrP¢ is protein of a great medical importance, its role in physiological processes remains enigmatic. Some experiments
suggest that it could be involved in processes like prevention of apoptosis, copper metabolism linked to oxidative stress,
signalization and differentiation. Not surprisingly scientists are focused mainly on PrP¢ expressed in neurons, other cell
populations such blood cells, immunocompetent cells etc. are not under such intensive research. Our laboratory is
focused on the biology of PrP¢ in blood system and its possible involvement in prion diseases.

As was already proved in laboratory animals, prion diseases could be experimentally transmitted via blood transfusi-
on. In human there were recently 3 cases of variant Creutzfeld-Jacob disease (infectious member of prion diseases)
transmission by blood transfusion. It emphasizes urgent need of donor screening test for prion diseases. Unfortunately
pathological form of prion protein, PrP*, is currently the only known specific marker of prion diseases. Its detection in
blood is a great challenge. It is known that presence of normal cellular PrP¢ is essential for propagation and amplification
of PrPs, because PrP¢ serve as receptor/substrate for conversion of PrP¢ to PrP%c. Thus tissues with expression of PrP¢
are of a great interest. Blood contains substantial amount of normal PrP¢. Most of cell associated PrP¢ in blood is in
platelets (PLT). The situation is less clear with PrP¢ on RBC. Others and we have previously shown that PrP¢ is detectable
on RBC by flow cytometry (FACS) but there are differences as for its quantity. One study reports minimal content of PrP¢
(MacGregor et al., 1999) and one study even did not detect PrP on RBC (Barclay et al., 1999).

To verify these findings, we used quantitative FACS with fluorescein labeled monoclonal antibodies (MAbs) FH11, 3F4

and 6H4 against different parts of PrPc molecule (PrP,, ., PrP, .. ... and PrP ,, ., respectively, FIG. 1).
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FIGURE 1. : SCHEMATIC STRUCTURE OF PRION PROTEIN AND EPITOPES FOR MABS FH11, 3F4, 6H4

Prion protein before complete post-translational modification (adding of GPI-anchor and N-linked oligosaccharides,
cleavage of N terminal 1-23 signal sequence and C terminal 231-254 signal peptide for GPI-anchor). Final product has
molecular weight 30-35 kDa, which slightly differs due to the heterogeneity of oligosaccharides, bound in two positions
— N181 and N197. Between positions C179 and C214 is disulfidic bond. C-terminus forms stable globular structure
containing three a-helices on the other hand N-terminus is flexible formed structure.

Basis for the choice of these MAbs has its rationale in fact that they are widely used in prion research. Moreover, MAb
3F4 is employed in “hot candidate” for blood donor screening test- Conformation Dependent Immunoassay (CDI).
Measurement was provided on RBC isolated from 8 healthy donors. We found striking differences in binding of the
antibodies. While 6H4 detected almost 300 (113-557) molecules per cell, 3F4 and FH11 detected much less: 80 (33-
137) and 36 (13-74) molecules per cell respectively. But on platelets mAb 3F4 recognizes PrP¢ equally like 6H4. It is
known that 3F4 epitope in PrP% is hidden and is not so accessible like in normal molecule PrP¢. It suggests that PrPc on
RBC may resemble conformation of protease resistant PrPs.

If PrP¢ on RBC resemble by its conformation PrP5 then it may harbor the similar resistance to Proteinase K. Therefore
we treated samples of PLT and RBC with increasing concentrations of proteinase K (1-50 mg/ml, 30 min., 0 °C). But



FACS analysis and Western blot showed gradual and complete cleavage of PrP¢ on both PLT and RBC which means that
RBC PrP¢ probably is not alike PrP5c (FIG. 2 A and B).
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FIG. 2A: PRP¢ ON RBC IS SENSITIVE TO PROTEOLYSIS BY PROTEINASE K MEASURED BY FLOW CYTOMETRY
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FIG. 2B: PRP< ON RBC IS NOT LESS SENSITIVE TO PROTEINASE K TREATMENT THAN PRPSON PLT OR BRAIN UNDER MILD CONDITION

The lower binding of 3F4 antibody to RBC PrP¢ could be due to the N-terminal truncation of PrP¢. PrP¢from Western
blot of RBC ghosts (isolated membranes) detected with MAbs 6H4 and AG4 (PrP, ) shows that it seems that PrP¢ is
mainly in di-glycosylated form, detected as a diffuse band with molecular weight slightly higher (35-38 kDa) than brain
PrPc. This difference diminished after deglycosylation of sample with PNGase F. We did not observe any relevant band
with lower molecular weight suggesting that RBC PrP¢ is not truncated (FIG. 3).
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FIG. 3: COMPARISON OF RBC AND BRAIN PRPC MOLECULAR WEIGHT SHOWS THAT PRPC ON RBC IS NOT TRUNCATED AT N-
TERMINUS. E — RBC, B — Brain, A) Comparison of molecular weights of PrPc, detected by mAb 6H4. B) Molecular weight of PrPC after
deglycosylation by PNGase F.

If conformation prevents binding of 3F4 then we could abrogate it by denaturation. The result of denaturation by
boiling in SDS shows that 3F4 did not detect PrP° in RBC but it detected brain PrP¢. In comparison 6H4 detected PrPc with
similar sensitivity to RBC and brain (FIG. 4).
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FIG. 4: PRP¢ IS NOT RECOGNIZED BY MAB 3F4 EVEN AFTER PROTEIN DENATURATION WITH SDS

PrP¢ is glycosylated protein and oligosacharides may mask epitope for 3F4. But even after deglycosylation, 3F4 did
not bind to PrP° on RBC (FIG. 5).
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FIG. 5 : MKHM EPITOPE FOR 3F4 IS NOT MASKED BY GLYCOSYLATION.

Remaining explanation of weak 3F4 reactivity is that its epitope MKHM on RBC PrP¢ is modified. One of the possibi-
lities is that it could be modified by Advanced Glycation Endproducts (AGE). AGE is class of heterogenous complex
products which is a result of reaction between sugars and free amino groups of proteins. They are formed in aging,
diabetes mellitus or renal failure (Singh et al., 2001, Wautier and Guillausseau, 2001). Interestingly, 3F4 epitope -MKHM
contains free amino group at Lysine residue. RBC are living sufficiently long (3 months), enough time to be modified.
Moreover, recently, modification of Lys residues of brain PrP5 by AGE has been reported (Choi et al., 2004). Analogical
situation may be seen in vitro after experimental modification of Lys residues in brain PrP¢. After treatment with incre-
asing concentrations of NHS- biotin we observed that Lys modification led to loss of 3F4 binding (FIG. 6). For modifica-
tion by AGE speaks also difference between situation in peripheral blood and cord blood. PrP¢ on erythroid CD71+ cells
in cord blood was detected equally well with 3F4 and 6H4 (FIG. 7), suggesting that modification of PrP¢ occurs after
release of RBC into periphery.

Finally we conclude that human RBC belong to cells with low expression of PrPc ~ 300 molecules of PrPc/cell but
because of the high number of RBC in blood it makes (~50%) of blood cell associated PrP¢. Methods which utilize MAbs
FH11 and 3F4 may underestimate quantity of PrP¢ in RBC and therefore underestimate risk of possible involvement in
propagation of PrP%, Since the PrP5 arises from PrP® by conformational change induced by PrP (by endogenously
mutated PrP¢ or by externally introduced PrP5c) then it could possess the same modifications. If similar modification
would be present in blood PrPs then screening tests for its presence in blood utilizing MAb 3F4 may have problems with
its detection.
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FIG. 7 : EQUAL DETECTION OF PRPC ON CD71+ ERYTHROID CELLS IN CORD BLOOD BY MABS 3F4 AND 6H4.
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Sonic hedgehog (Shh)

Protein Sonic hedgehog (Shh) je vyznamnym morfogenem, mitogenem (napf. Duprez et al. 1998) a faktorem piezivani
bunék za embryonaliniho vyvoje obratlovct napf. Watanabe et al. 1998). Podili se opakovné na rliznych mistech a v rliznych
stadiich na formovani fady struktur a poskytuje burikdm polohovou informaci. U obratlovcl jsou znamy tfi proteiny
trum Ucinkd. VSechny tfi proteiny byly pravdépodobné v evoluci obratlovcl vytvofeny duplikaci genu hedgehog (hh),
ktery je znam u drosofily jako jeden z genll kontrolujicich vyvoj. Od drosofily pochazi i nazev. Mutace v tomto genu ma
za nasledek ztratu segmentalniho usporadani trnovitych vybézkd kutikuly a embrya jsou pokryta vybézky v celém
rozsahu a vypadaiji jako jezek.

Shh hraje vyznamnou roli ve vyvoji obratlovcl jiz od ranych stadii embryogeneze, kdy jeho exprese je prvnim
vyrazem pravolevé asymetrie (Levin et al., 1995). V pozdéjsich stadiich Shh ovliviiuje napt. vyvoj koncetiny urcenim jeji
anterio-posteriorni osy (Riddle at al. 1993), fidi vyvoj a diferenciaci motoneurond nervové trubice (Ericson et al., 1996),
je ddleZity pfi urCeni anterio-posteriorni osy stfeva a oddéleni respiracniho traktu od travici trubice (Roberts et al.,
1995), apod. Jeho absence se projevuje znacnymi malformacemi (cyclopii, defekty ve vyvoji nervového systému, atd.;
napt. Hu and Helms (1999).

V soucasné dobé se zkouma vliv Shh produkovaného entodermem embryonalniho stfeva na vyvoj cévniho systému.
Podle jedné z hypotéz je Shh nutny k indukci prekurzorli endothelovych a krevnich bunék (hemangioblast{)
v extraembryonalnich krevnich ostrlivcich (Wilting and Christ, 1995). Novéjsi studie ale ukazuji, Ze Shh neni nutny
k indukci prekurzor@ krevnich bunék, ale je nezbytny pro utvafeni luminizovanych endothelovych trubic, které jsou
zakladem krevnich cév (Vokes and Krieg, 2002). V nedavné dobé bylo zjiSténo, Zze se Shh podili na vyvoji Zzabernich
obloukd, které obklopuji pfedni ¢ast travici trubice (Yamagishi et al., 2006). Soucasti Zabernich oblouk( jsou i velké
cévni kmeny — aortalni oblouky. Vyznam Shh pro jejich tvorbu neni dosud objasnén.

Aortalni oblouky

Aortalni oblouky jsou cévni kmeny, které spolecné s dorsalni a ventralni aortou tvori prvni velké cévy embrya obratlovcd.
Jejich endothelové burky se diferencuji z angioblastd, které jsou determinovany jiz pred gastrulaci (Kirschhofer et al.,
1994). V ranych embryonalnich stadiich jsou pres ventralni aortu napojeny na srdce a krev je z nich odvadéna dorzalni
aortou do celého téla.

V embryogenezi se postupné zaklada Sest parl aortélnich obloukd, které svym vyvojem do jisté miry rekapituluji
evoluéni vyvoj. U ryb a larev obojZivelnik( obstaravaji aortalni oblouky pfitok krve do Zaber. U plazd, ptakd a savcl doslo
ke zméné jejich plvodni funkce a s postupujicim vyvojem se stavaji soucasti velkych tepen hlavy a krku.

Prvni dva pary aortalnich obloukd jsou vytvoreny jen kratce v raném obdobi a stavaji se koncovymi vétvemi cév
vznikajicich z tfetiho paru aortalnich obloukd. Ze tfetiho paru aortalnich obloukl se vyvijeji cévy hlavy a krku (arteria
carotis externa et interna). Ctvrty par aortalnich obloukd je hlavnim kmenem, ktery vede okysli¢enou krev do téla. Levy
oblouk se u ptakl redukuje (vznikad z ného Cast cév pro pravou predni koncetinu) a zachovava se jen pravy oblouk.
U savci vznika aorta z levého oblouku a z pravého se tvofi truncus brachiocephalicus a zaCatek a. subclavia dx. Paty par
aortalnich obloukd zanika v rané embryogenezi. Z Sestého paru aortalnich obloukd pochazeji cévy, které vedou krev do
plic (¢runcus pulmonalis, aa. pulmonales) a ductus arteriosus.

Aortalni oblouky jsou obsazeny v zabernich obloucich, které obklopuji hlavovou ¢ast travici trubice, a proto Ize pred-
pokladat primy vliv Shh produkovaného entodermem embryonainiho faryngu na jejich utvareni. Protoze se aortalni
oblouky zakladaji v rané embryogenezi jsou vhodnym objektem ke studiu vlivu Shh na vyvoj cévniho systému.

Cilem prace je proto studovat vliv proteinu Shh na embryonalni vyvoj Zabernich a aortalnich obloukl a tim pFispét
k objasnéni vyznamu Shh pro vyvoj této krajiny a jejich cév. Jako modelovy organismus byla vybrana embrya japonské
krepelky, u kterych Ize protildtkou QH1 selektivné znacit hemangiogenni buriky a z nich se diferencujici endothelové
buriky a krevni buriky kromé cervenych krvinek (Pardanaud et al. 1987).



MATERIAL A METODY

Oplozena vejce japonské ktepelky (Coturnix coturnix japonica) z chovu Ustavu zemédélské vyroby v Praze-Uhfinévsi
byla inkubovana pfi 38 °C a ke studiu byla pouZita embrya ve stadiich 6-26 HH (Hamburger and Hamilton, 1951), coz
odpovida 23-110 hodindm inkubace. Ke studiu inhibice Shh cyclopaminem bylo pouZito 50 embryi a k inhibici Shh
protilatkou 70 embryi.

Znazornéni Shh na urovni mRNA

mRNA pro Shh byla zndzoriovana pomoci /in situ hybridizace v celych embryich (postup dle Nieto et al., 1996)
s digoxigeninem znacenou RNA antisense sondou. Na pfipravu RNA sond byl pouZit plazmid pcvhh1 s inzertem cDNA pro
Shh ziskany od J. Dodd (Dale et al., 1999). Embrya byla fixovana 4% roztokem PFA v PBT, dehydratovana methanolem
a vybélena smési methanol/peroxid. Odbér embryi a cely dalsi postup byl provadén za podminek zabranujicich kontami-
naci RNAasou. Po rehydrataci byla embrya permeabilizovana proteindzou K, vyprana a dofixovana glutaraldehydem.
Pfes noc pak probihala prehybridizace v hybridizani smési pfi teploté 70 °C. Druhy den byla pfidana k prehybridizacni-
mu roztoku vlastni sonda ve finalni koncentraci 50 ng/ml. Hybridizace byla provadéna 48 hodin pfi teploté 65 °C.
Nasledovalo posthybridizacni prani v roztocich SSC a CHAPS. Inkubace s primarni protilatkou (1:4000) proti digoxigeni-
nu znacenou alkalickou fosfatdzou probihala pres noc pfi 4 °C. Nasledovalo prani (cca 36 hodin) v KTBT a reakce se
substraty alkalické fosfatdzy (NBT a BCIP) do pozadované intenzity zbarveni a nakonec fixace ve 4% PFA.

Znazornéni Shh na drovni proteinu

Protein Shh byl detekovan v kryostatovych fezech pomoci monoklonalni protilatky 5E1 (Hybridoma Bank) v fedéni
1:500. Jako sekundarni protilatka byla pouzita Goat anti Mouse Biotin (Sigma B7264) v fadéni 1:150. Tercidlni protilat-
kou byla Extravidin Px (Sigma 2886) v fedéni 1:100. Jako chromogen byl pouzit DAB (Sigma D5905).

Znazornéni krevnich cév

Endothel krevnich cév jsme znacili pomoci monoklonalni protilatky QH1 (Hybridoma Bank) v parafinovych fezech v fedeni
1:1000. Jako sekundami protildtka byla pouzita Goat anti Mouse Px IgG (Sigma A 4416) a jako chromogen byl pouZit
DAB (Sigma D5905).

Jako dalsi metoda znazornéni cévniho systému byl pouzit nastfik tusi pres vitelinni Zily sklenénou mikrokapilarou.
K nasttiku jsme pouzili netoxickou tus (Pelican) v fedéni 1:10 v PBS.

Inhibice signalni kaskady Shh cyclopaminem.

Cyclopamin (Sigma) je rostlinny alkaloid z Veratrum album, ktery specificky inhibuje funkci Shh (Incardona et al., 1998)
na Urovni jeho signalni kaskady. Cyclopamin jsme aplikovali v davce 5ng v 5él cyclodextrinu, ktery napomaha pozvolné-
mu a plynulému uvolfiovani cyclopaminu do okoli. Roztok byl aplikovan pod vitelinni membranu do branchialni oblasti
embryi ve stadiu 10-18 HH a po 1-3 dnech reinkubace byla embrya odebirana, fixovana a zpracovana pro hodnoceni
v histologickych fezech.

Inhibice Shh proteinu protilatkou 5E1

Dostatek protilatky 5E1 k inhibici Shh v embryu /n vivo jsme dosahli aplikaci 15-30 miliond hybridomovych bunék
produkujicich tuto protilatku. Tyto buriky jsme injekovali pod vitelinni membranu na povrch branchialni krajiny embryi ve
stadiu 10-18 HH. Bunky hybridomové linie 5E1 (Roelink et al. 1995) jsme kultivovali v médiu DMEM obohaceném 10%
fetalnim hovézim sérem a tésné pred aplikaci jsme je centrifugovali a resuspendovali v malém objemu PBS. Po 1-3
dnech reinkubace jsme embrya odebrali a zpracovali pro hodnoceni efektu inhibice.

VYSLEDKY

Vyvoj exprese Shh

Expresi mRNA pro Shh jsme sledovali ve stadiich 10-26 HH pomoci hybridizace /n situ v celych embryich s anti-sense
sondou znacnou digoxigeninem. Hybridizacni signal byl u embrya ve stadiu 6 HH znatelny jen difizné v hlavové oblasti.
Od stadia 11 HH byla mRNA exprimovana v notochordu a spodinové ploténce nervové trubice. Od stadia 13 HH byla
mRNA pro Shh zjisténa také v pfedni ¢asti travici trubice, tedy i v oblasti Zabernich obloukd (obr. 1A). Déle byl signal od
stadia 17 HH patrny v kloace a od stadia 18 HH v zoné polarizacni aktivity koncetinového pupenu horni i dolni koncetiny.
Presnou lokalizaci vyskytu mRNA jsme ovéfovali na fezech.

Ve stejnych stadiich vyvoje jsme v oblasti zabernich obloukd sledovali také expresi proteinu Shh. Znazorfiovali jsme
ho pomoci monoklonalni protildtky 5E1 v kryostatovych fezech. Jeho vyskyt jsme zachytili od stadia 12 HH, kdy je
produkovan v notochordu a ve spodinové ploténce nervové trubice. Od stadia 18 HH Ize protein Shh prokazat také
v entodermu predniho stfeva v oblasti Zabernich obloukd. V téchto tfech lokalizacich je jeho produkce patrna i v dalSich
sledovanych stadiich vyvoje (obr. 1B). Tato zjiSténi odpovidaji Gdajim o jeho vyskytu u embryi kufat bilé leghornky
(napf. Roelink et al. 1995).
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OBR. 1: EXPRESE MRNA PRO SHH A EXPRESE PROTEINU SHH; ZNAZORNEN] AORTALNICH OBLOUKU U NORMALNICH EMBRYI.
A — Exprese mRNA pro Shh znazornéna hybridizaci /n situ. Shh je exprimovan ve spodinové ploténce nervové trubice a v
chordé (bila Sipka), v pfedni ¢asti travici trubice (Zluta Sipka) a tedy i v entodermu Zabernich oblouk{ (oranzova Sipka).

B — Exprese proteinu Shh znazornéna pomoci protilatky 5E1. Pozitivita reakce je patrna ve spodinové ploténce nervové
trubice, v chordé (Cerné Sipky) a v entodermu zabernich oblouk{ (oranzova Sipka)

C — znézornéni aortalnich obloukt u normalniho embrya ve stadiu 18 HH pomoci protildtky QH1. Sipky ukazuji III. a IV.
aortalni oblouk.

D - znazornéni aortalnich obloukd u normainiho embrya ve stadiu 18 HH pomoci nastfiku tusi; I-IV — prvni az Ctvrty aortalni
oblouk.

Celkové Ize shrnout, ze exprese mRNA pro Shh je prokazatelna o jedno az tfi vyvojova stadia dfive nez protein Shh.
Lokalizace mRNA pro Shh a proteinu u kiepelky se shoduje s lokalizaci u kufecich embryi (Roelink et al. 1995).

Vyvoj aortalnich obloukd

Znazornénim endothelu aortalnich oblouk pomoci protilatky QH1 a nastfikem tusi jsme sledovali ¢asovy priibéh vyvoje
aortalnich oblouk( u embryi japonské krepelky.

Od stadia 12 HH vytvoren prvni aortalni oblouk. Ve stadiu 15 HH se k nému pfidava druhy aortalni oblouk a od stadia 18
HH treti a Ctvrty. Ve stadiu 21 HH se vytvati paty aortalni oblouk a ve stadiu 23 HH vznika Sesty oblouk (obr. 1C, D). Ziskali
jsme tak udaje o postupu morfogeneze aortalnich oblouk{l potfebné pro porovnani s jejich vyvojem po inhibici Shh. Jako
dalsi podklad pro toto hodnoceni slouzily tidaje o vyvoji aortalnich obloukd u kufecich embryi (Hiruma a Hirakow 1995).

Inhibice funkce Shh cyclopaminem

Aplikace cyclopaminu vedla k rozdilnym nalezlim. PFiblizné tfetina embryi nepfeZivala aplikaci 5ng cyclopaminu a na
dalSich embryich nebyl patrny Zadny defekt a jen zhruba tfetina vykazovala zfetelné malformace. Tento heterogenni
nalez ziejmé souvisi s tim, Ze cyclopamin se jako lipofilni latka vaze na Zloutek a jeho vazba na embryo proto mize velmi
kolisat (Roelink, osobni sdéleni). K hodnoceni efektu inhibice jsme proto pouZili pouze malformovana embrya (6 embryi
zpracovanych v histologickych fezech a 8 embryi po nastiku tusi). Tato embrya vykazovala malformace hlavy (redukce
telencefalickych vackd, tendence k cyclopii). Aortalni oblouky byly vytvoreny, ale byly dilatované a mély nepravidelny
pribéh (obr. 2 A, B). V fezech bylo patrné jejich nepravidelné lumen a zvySena frekvence QH1 pozitivnich bunék, které

A

OBR. 2: ZABERNI OBLOUKY PO INHIBICI CYCLOPAMINEM
A — aortalni oblouky u embrya po inhibici Shh cyclopaminem. Hlavova oblast embrya je malformovana, aortalni oblouky maji
nepravidelny prdbéh, III. a IV. aortalni oblouk jsou propojeny spojkami; I-IV — prvni az Ctvrty aortalni oblouk; nastrik tusi.
B — aortalni oblouky u normalniho embrya; I-1V — prvni aZ ¢tvrty aortalni oblouk; nastfik tusi.
C — Detail 1. a 2. 7aberniho oblouku s pfislusnymi aortalnimi oblouky (I, II) znazornénymi protilatkou QH1. Sipky — QH1-
pozitivni fagocytujici buriky v mezenchymu Zabernich obloukd.



nebyly zavzaty do cévni stény. Nékteré z téchto bunék byly velké fagocytujici bunky s fagosomy (obr. 2C) Ve srovnani
s efektem inhibice Shh pomoci 5E1 protilatky by nalez fagocytujicich bunék méné vyrazny.

Inhibice proteinu Shh protilatkou 5E1 produkovanou hybridomovymi burikami

Kontrola inhibice

Pomoci sekundarni protilatky, kterd se vaze na anti-Shh protildtku (5E1), jsme v kryostatovych Fezech z embryi, ke
kterym byly aplikovany hybridomové buriky, ovérovali difizi 5E1 protilatky do embrya. Zjistili jsme, Ze sekundarni
protildtka se navazala na mista produkce Shh. Reakce byla patrna v notochordu, spodinové ploténce nervové trubice
a v entodermu predniho stfeva. V téchto lokalizacich je tedy funkce proteinu Shh inhibovana.

OBR. 3: REZ BRANCHIALNI KRAJINOU EMBRYA (21 HH) 24 HODIN PO APLIKACI HYBRIDOMOVYCH BUNEK PRODU-
KUJICICH ANTI-SHH PROTILATKU.

Inkubace se sekundarni protilatkou oznacila mista produkce a tedy i inhibice Shh v entodermu Zabernich obloukd, v chordé a
spodinové ploténce neuralni trubice. V dutiné faryngu jsou patrné hybridomové buriky.

Efekt inhibice Shh protilatkou 5E1

Embrya, k nimz byly aplikovany bunky produkujici anti-Shh protilatku, nebyla na rozdil od inhibice Shh cyclopaminem
malformovana. Aortalni oblouky byly vytvoreny a jejich lumen bylo dilatované a nepravidelné. Ve vychlipkach cévni
stény byly nakupeny QH1 pozitivni buriky ve vyrazné vétsSim mnozstvi, neZ po podani cyclopaminu. Dale byly tyto QH1
pozitivni buriky obsazeny v mezenchymu v celém rozsahu zabernich obloukd, okolo dorzalni aorty a v ektodermu zaber-
nich oblouk@. Nejvétsi z nich méfily na prlfezu az 20ém. Vzhledem ke spektru bunék, které znaci protilatka QH1, Ize
tyto bunky povazovat za prekurzory endothelovych bunék, za hemangiogenni buriky a za fagocytujici buriky podobném
makrofagtim. Vétsina téchto bunék obsahovala fagosomy a jde tedy o fagocytujici buriky. V chimérach kurete a kfepelky
byl tento typ bunék identifikovan jako buriky, které v Casnych stadiich vyvoje pini funkce makrofagll. Pochazeji
z extraembryonalnich krevnich ostrlvk{ a jsou oznacovany jako macrophage-like buriky (Cuadros et al. 1992), na rozdil
od makrofagl, které se diferencuji intraembryonalné az v pozdéjsich stadiich vyvoje.

DISKUZE A ZAVERY

Z nasich nalezl tedy vyplyva, Ze inhibice Shh ma za nasledek rozsahly vyskyt apoptdzy a nasledné fagocytdzy apopto-
tickych télisek. Vystupriovanou apoptdzu je mozné povazovat za nasledek inhibovaného anti-apoptotického pdsobeni
Shh proteinu. U mysSi s vyfazenym genem pro Shh pozoroval Yamagishi et al. (2006) zvySeny vyskyt apoptdzy
v mezenchymu prvniho Zaberniho oblouku ve srovnani s kontrolnimi embryi. Prekvapivé vSak nebyl zvySeny vyskyt
apoptdzy u téchto mysich embryi zjistén ve druhém a tfetim Zabernim oblouku. V nasem pozorovani byla zvySena
frekvence apoptdzy (stanovend na zakladé zvysSeného vyskytu fagocytujicich bunék) zjiSténa v celém rozsahu Zaberni
krajiny.

V tomto stadiu naseho studia nem(izeme zatim rozhodnout, zda apoptdze podléhaji pouze mezenchymové buriky
nebo také endothelové buriky a jejich prekurzory. Vzhledem k tomu, Ze fagocytovana apoptoticka téliska vykazuji QH1
pozitivitu, je pravdépodobné, Ze apoptdze podléhaiji i endothelové buriky a jejich prekurzory. Svédci pro to také infiltrace
vychlipek endothelové stény cév fagocytujicimi burikami.

NaSe dalsi pozorovani se musi proto zaméfit na detekci apoptdzy pomodi jejich ¢asnych marker (napr. aktivované
kaspazy 3) a na studium vlivu déletrvajici inhibice Shh a naslednych zmén v morfogeneze branchidlni krajiny. Dosavadni
vysledky ukazuiji, Ze kratkodoba inhibice Shh produkovaného entodermem embryonalniho faryngu vede u embryi japon-
ské kiepelky k naruseni angiogeneze aortalnich obloukl a k naruseni vyvoje zabernich obloukd.



OBR. 4: ZABERNI OBLOUKY PO INHIBICI ANTI-SHH PROTILATKOU.

A—F — fezy zabernimi oblouky embryi ve stadiu 18 HH (A, B, C) a ve stadiu 21 HH (D, E, F). B, C, E, F — inhibice Shh protilatkou
5E1 produkovanou hybridomovymi burikami, reinkubace jeden den; A, D — kontrolni embrya; reakce s protilatkou QH1; B, C, E,
F — dobarveno hematoxylinem.

A, D — aortélni oblouky kontrolnich embryi; minimalni vyskyt QH1-pozitivnich bunék v mezenchymu.

B — nepravidelné lumen aortalniho oblouku s vychlipkou stény. Vychlipka je infiltrovana QH1 pozitivnimi burikami.

C - zmnozeni QH1 pozitivnich macrophage-like bunék v mezenchymu okolo aortalniho oblouku.

E — zvySeny vyskyt velkych fagocytujicich macrophage-like bunék v mezenchymu a v ektodermu Zabernich obloukd (Sipky).
Malé QH1-pozitivni buriky v mezenchymu je mozné povazovat za angiogenni burky, které dosud nejsou soucasti cévni stény.

F — velké fagocytuijici bunky v mezenchymu pod ektodermem Zaberniho oblouku i v ektodermu.

Zavér
Shh produkovany entodermovymi burikami embryonalniho faryngu se uplatriuje pfi formovani endothelovych trubic

aortalnich obloukd. Déle je Shh nutny pro prezivani bunék v oblasti Zabernich oblouk{, nebot’ jeho kratkodoba inhibice
vede ke zvySenému vyskytu apoptozy a fagocytujicich bunék.

LITERATURA

1. Cuadros M A, Coltey B. Nieto M C, Martin C, 1992. Demonstration of a phagocytic cell system belonging to the hemopoietic
lineage and originating from the yolk sac in the early avian embryo. Development 115(1):157-168.

2. Dale K, Sattar N, Heemskerk J, Clarke J D W, Placzek M, Dodd J, 1999. Differential patterning of ventral midline cells by
axial mesoderm is regulated by BMP7 and chordin. Development 126 (2):397-408.

3. Duprez D, Fournier-Thibault C, Le Douarin N, 1998. Sonic Hedgehog induces proliferation of committed skeletal muscle
cells in the chick limb. Development 125(3):495-505.

4. Ericson J, Morton S, Kawakami A, Roelink H, and Jessell T M. Two Critical Periods of Sonic Hedgehog Signaling Required
for the Specification of Motor Neuron Identity. Cell 87 (1996) 661-673.

5. Hamburger V, Hamilton HL, 1951. A series of normal stages in development of the chick embryo. J Morphol 88: 49-92

6. Hiruma T, Hirakow R, 1995. Formation of the pharyngeal arch arteries in the chick embryo. Observations of corrosion casts
by scanning electron microscopy. Anatomy and Embryology 191(5):415-423.

7. Hu D, Helms J A, 1999. The role of Sonic hedgehog in normal and abnormal craniofacial morphogenesis. Development
126(21):4873-4884.

8. Incardona J B, Gaffield W, Kapur R B Roelink H, 1998. The teratogenic veratrum alkaloid cyclopamine inhibits sonic
hedgehog signal transduction. Development 125(18):3553-3562

9. Kirschhofer K von, Grim M, Christ B, Wachtler £, 1994. Emergence of myogenic and endothelial cell lineages in avian
embryos. Devel. Biol. 163: 270 - 278

10. Levin M, Johnson, R L, Stern C D, Kuehn M, Tabin C,1995. A molecular pathway determining left-right asymmetry in chick

embryogenesis. Cell 82:803-814



11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

Nieto MA, Patel K, Wilkinson DG,1996. In situ hybridization analysis of chick embryos in whole mounts and in tissue
sections. Methods Cell Biol 40: 219-235

Pardanaud L, Altmann C, Kitos B 1987. Vasculogenesis in the early quail blastodisc as studied with a monoclonal antibody
recognizing endothelial cells. Development 100 (2):339-349.

Riddle R, Johnson R, Laufer E, Tabin C, 1993. Sonic hedgehog mediates the polarizing activity of ZPA. Cell 75:1401-1416
Roelink H, Porter JA, Chiang C, Tanabe Y, Chang DI, Beachy PA, Jessell TM. 1995. Floor plate and motor neuron induction by
different concentrations of the amino-terminal cleavage product of sonic hedgehog autoproteolysis. Cell 5;81(3):445-55.
Roberts D J, Johnson R L, Burke A C, Nelson C E, Morgan B A, Tabin C, 1995. Sonic hedgehog is an entodermal signal
inducing BMP-4 and Hox genes during induction and reorganization of the chick hindgut. Development 121:3163-3174
Vokes S A, Krieg P A, 2002. Endoderm is required for vascular endothelial tube formation, but no for angioblast specifica-
tion. Development 129:775-785

Watanabe Y, Duprez D, Monsoro-Burq A-H, Vincent C, Le Douarin N M, 1998. Two domains in vertebral development:
Antagonistic regulation by SHH and BMP4 proteins. Development 125(14):2631-2639.

Wilting J, Christ B, 1995. Embryonic angiogenesis. Naturwissenschaften 83.:153-164

Yamagishi C, Yamagishi H, Maeda J, Tsuchihashi T, Ivey K, Hu T, Srivastava D, 2006. Sonic hedgehog is essential for first
pharyngeal arch development. Pediatric research. 59(3):349-354



3. MISTO

VYZNAM ENDOKRINNI FUNKCE TUKOVE TKANE
U KRITICKY NEMOCNYCH PRI VZNIKU INZULINOVE

REZISTENCE
5
Autor: Kiemen J., Dolinkova M., Anderlova K, Lacinova Z., Krajickova J., P ‘
Blaha J-*, Haluzikova D-, Svacina 5., Haluzik M. Jaromir Kremen

Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc.

III. interni klinika 1. LF UK a VFN
*Klinika anestézie, resuscitace a intenzivni mediciny, 1. LF UK a VFN, Praha

uvobD

U kriticky nemocnych pacient(i hospitalizovanych na jednotkach intenzivni péce se velmi Casto vyskytuje hyperglykémie,
kterd byva téz oznacovana jako ,diabetes z poskozeni®. Za jeji vznik jsou zodpovédné Castecné odlisSné mechanismy nez
u diabetes mellitus 1. a 2. typu a vyskytuje se jak u diabetik{, tak u pacientd bez predchozi anamnézy diabetu. Jednou
z hlavnich pficin hyperglykémie u kriticky nemocnych je uvolnéni kontraregulacnich stresovych hormont (katecholami-
ny, kortisol, glukagon, rlistovy hormon) a nasledna snizena citlivost k Gc¢inkdm inzulinu, kterd je zpdsobena poruchou
postreceptorovych intracelularnich signalizacnich mechanizmd inzulinového receptoru. Velky vliv na vznik hyperglyké-
mie ma také uvolnéni prozanétlivych cytokinl (napf. TNF-o,IL-1, IL-6), které soucasné potencuji produkci stresovych
hormon{. Hyperglykémie ma u kriticky nemocnych pacientd fadu neZzadoucich Gcinkd, pdsobi toxicky a zvySuje oxidacni
stres.

Nedavna rozsahla randomizovana studie Greet Van den Berghe prokazala, Ze intenzifikovana inzulinova terapie (cilo-
va glykémi 4,4-6,1 mmol/l) vyznamné snizuje mortalitu (az o 42 %) i naslednou morbiditu u kriticky nemocnych
pacientl oproti standardni terapii, kdy byl inzulin nasazen az pfi glykémii vyssi nez 12 mmol/I a cilové rozmezi bylo 10—
11,1 mmol/l. Bylo prokazéano snizeni vyskytu nozokomialnich infekci, organovych selhani, polyneuropatie kriticky ne-
mocnych, zpomaleni rozvoje svalové slabosti. Pfesné mechanismy ucinku intenzifikované inzulinové terapie vsak nejsou
zatim zcela objasnény.

Tukova tkan je vyznamnym producentem fady endokrinnich plisobkd, které maji vliv na vznik inzulinové rezistence.

Leptin je vyznamnym regulatorem energetické homeostazy, jeho sérové koncentrace pozitivné koreluji s celkovym
obsahem tuku v organizmu. Ob/ob mysi s mutaci leptinového genu se vyznacuji hyperfagii, morbidni obezitou, inzulino-
vou resistenci a diabetem. Pokles koncentraci leptinu spousti fadu neuroendokrinnich a imunitnich pochodd, vedoucich
k adaptaci na dlouhodobé snizeny prijem potravy.

Adiponectin je protein strukturou fazeny do rodiny TNF-o, exprese jeho mRNA i sérové koncentrace jsou snizeny
u obéznich subjektd, jeho sérové koncentrace pozitivné koreluji s inzulinovou senzitivitou. Byl prokdzan protektivni vliv
adiponectinu pfi rozvoji aterosklerdzy, nebot’ adiponectin brani akumulaci lipid& v makrofazich, vykazuje i Ucinek proti-
zanétlivy.

Resistin je polypeptidovy hormon objeveny v r. 2001. Jedna se o hormon hormon s moznym etiopatogenetickym
vyznamem pii vzniku inzulinové rezistence. Jeho sérové koncentrace jsou podle nékterych praci zvySeny u pacientd
s diabetem mellitem 2. typu, jiné prace tento nalez nepotvrdily, vysledky dosavadnich studii o vztahu resistinu a inzuli-
nové rezistence jsou tedy dosti rozporuplné.

Ineterleukin-6 ma pfimou roli pfi vzniku inzulinové rezistence narusenim signalizacni kaskady v hepatocytech, indu-
kuje tvorbu SOCS-3 (supresoru cytokinové signalizace), ktery inhibuje fosforylaci tyrosinu insulinového receptoru a dalsi
prenos vzruchu.

Exprese TNF-alfa je zvySend u obezity. Jeho zvySené koncentrace narusuji inzulinovou signalizaci, snizuje expresi
genu pro adiponectin. podani anti TNF-alfa protilatek v experimentu zvySuje inzulinovou senzitivitu.

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein) je produkovan makrofagy a endotelidlnimi bufikami cestou aktivace
drahy Nukledrniho faktoru - xB, ktera je odpovédna za produkci TNF-o.. Jeho koncentrace pozitivné koreluji s mnozstvim
tukové tkané a rizikem vzniku aterosklerdzy a kardiovaskularniho rizika.

Cilem nasi studie bylo posouzeni podilu endokrinni dysfunkce tukové tkané na vznik inzulinové rezistence u kriticky
nemocnych. Byly hodnoceny zmény genové exprese vybranych adipocytokind (leptin, adiponectin, resistin, interleukin-
6, TNF-o) v perioperacnim obdobi v podkozni a visceralni (eprikardialni) tukové tkani, a zmény sérovych koncentraci
téchto plisobkd v obdobi pooperacnim.



METODIKA

Do studie bylo zafazeno 10 pacientd. Tito pacienti podstoupili elektivni kardiochirurgicky vykon (aortokoronarni bypass)
a byli hospitalizovani na jednotce intenzivni pooperacni péce (JIP) Kliniky kardiovaskularni chirurgie 1. LFUK a VFN.
Vzorky visceralni a subkutanni tukové tkané byly odebirany na zacatku a na konci operace. Krevni odbéry byly prove-
deny predoperacné, bezprostfedné po operaci po prijeti na JIP a po 6, 12, 24, 48 a 120 hodinach od pfijeti na JIP. VSichni
pacienti byli 1éCeni intenzivni inzulinovou terapii k udrZeni glykémie v rozmezi 4,4-6,1 mmol/| podle protokolu JIP.
Vyvoj inzulinové rezistence byl sledovan hodnocenim zmény rychlosti kontinudlni inzulinové infuze nutné k udrzeni
euglykémie.

VYSLEDKY

Béhem operace nedoslo k signifikantnim zménam exprese mRNA pro leptin a adiponectin ani v subkutanni ani ve
visceralni tukové tkani. Doslo vSak k vyznamnému vzestupu mRNA pro IL-6 v obou typech tukové tkané. Vzestup mRNA
pro resistin @ TNF-a. byl zaznamenan pouze v subkutanni tukové tkani. Mira tohoto vzestupu odpovidala mife vzestupu
sérovych koncentraci uvedenych cytokind.

K maximalnimu (48-nasobnému) vzestupu sérovych koncentraci IL-6 doslo ve 12. hodiné od pfijeti na JIP, mirné&;jsi
(3nadsobné) vzestupy sérovych koncentraci byly zaznamenany u TNF-o. a leptinu. Sérové koncentrace resistinu stouply
2,7nadsobné v 6. hodiné a zlstaly az do 48. hodiny. Naproti tomu doslo k pooperacnimu poklesu koncentraci adiponecti-
nu (na 0,7 nasobek bazalnich hodnot).

Inzulinova rezistence byla nejvyssi ve 12. hodiné po operaci, kdy bylo potfeba podat 8nasobnou davku inzulinu oproti
vychozi davce.

ZAVER

V nasi studii jsme prokazali, Ze jak visceralni, tak i subkutanni tukova tkan je vyznamnym producentem prozanétlivych
cytokind. Tyto faktory se pak velmi pravdépodobné podileji na vzniku pooperacni inzulinové rezistence u pacientli po
elektivnim kardiochirurgickém vykonu.

Podporovano projektem CLINICIP a yMSM 0021620814.

Predavani cen v Akademickém klubu 1. LF UK — zleva MUDr. Jaromir Kfemen, prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., dékan 1. LF UK.
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1. MISTO

OCHRANA MYOKARDU LEUKOCYTARNI FILTRACIH
PRI SRDECNI TRANSPLANTACI: VYSLEDKY
KLINICKE STUDIE

Autofri: Lubo$ Dvorak, Jan Pirk, Stépan Cerny, Eva Honsova, Jan Kovar,
Bronislav Janek

Skolitel:  prof. MUDr. Jan Pirk, DrSc., Klinika kardiovaskularni chirurgie,
IKEM Praha

Lubos Dvorak

Uvod: Pfi transplantaci srdce (TxS) dochdzi k reperfuznimu poskozeni darcovského myo-

kardu aktivovanymi neutrofily. V této praci jsme hodnotili vliv pouziti leukocytarnich filtrl (LF) pfi reperfuzi darcovského
myokardu na kratkodobé a stfednédobé vysledky TxS a porovnavali tuto metodu myokardidlni ochrany s technikou
prosté sekundarni krevni kardioplegie (SKK).

Metodika: V prospektivni klinické studii jsme randomizovali 40 pacientd indikovanych k TxS do skupiny s pouzitim LF
(n = 20), zarazenych v mimotélnim obéhu a okruhu SKK, a do kontrolni skupiny (n = 20) s pouZitim pouze techniky SKK.
K ovéreni efektivnosti LF jsme analyzovali peroperacné krevni obraz, markery myokardialniho poskozeni (CK-MB, trom-
boxan B2, troponin I, laktat), biopsie myokardu, uvolnéné endotelie (CD 62E), obnoveni rytmu a zotaveni Stépu.
V pooperacnim pribéhu jsme monitorovali CK-MB, hemodynamické hodnoty, davky inotropik a fadu dalSich klinickych
ukazatel@. V réamci dlouhodobého pooperacniho sledovani jsme hodnotili endomyokardialni biopsie a ultrazvukové vy-
Setfeni srdce a koronarnich tepen.

Vysledky: Ve skupiné s LF jsme v porovnani s kontrolni skupinou pozorovali zejména pfiznivéjsi ultrastrukturalni
poskozeni myokardu, nizsi markery reperfuzniho poskozeni, kvalitn€jsi zotaveni a fungovani Stépu, pfiznivejsi pooperac-
ni klinicky pr@béh, i mensi vyskyt rejekénich epizod v potransplantatnim obdobi. Zadny ze sledovanych parametr(
nesveédcil vyznamné v neprospéch skupiny s LF.

Zaveér: Vysledky studie potvrzuji predpokladany pfiznivy vliv leukocytarni filtrace pfi reperfuzi srdecniho Stépu na
ischemicko-reperfuzni poskozeni myokardu. Leukocytarni filtrace je efektivni, bezpecna a jednoducha metoda ochrany
myokardu, kterd zmirfiuje nasledky reperfuzniho poskozeni a zlepSuje tak kratkodobé i stfednédobé vysledky TxS.
Rutinni a systematické pouZivani LF béhem TxS umozni posoudit dlouhodoby prospéch pro pacienty.

Tato prace je realizovéna v ramci grantového projektu ¢. 0361GA MZ CR.

Predavani cen v Akademickém klubu 1. LF UK, zleva MUDr. Lubos$ Dvorak, dékan 1. LF UK prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc.



2. MiISTO

VLIV KOROZNIHO PROSTREDI NA PEVNOST VAZBY
MEZI DENTINEM A KOMPOZITNIMI VYPLNOVYMI
MATERIALY

Autor: Michal Dudek, Pavel Bradna

Skolitel:  Pavel Bradna RNDr., CSc., Jarmila Prochazkova MUDr. CSc.,
Vyzkumny uUstav stomatologicky

; Michal Dudek
UVOD: Odolnost adhezivniho spoje mezi tvrdymi zubnimi tkanémi a vyplfiovymi kompozity je

klicova pro dlouhodobé Uspésné osetieni témito modernimi materidly. V soucasné dobé se

objevuji nové adhezivni systémy nabizejici zjednoduseny pracovni postup, ovsem jejich spolehlivost neni ovérena dlou-
hodobymi laboratornimi a klinickymi zkouskami za rdiznych podminek. Nasim cilem bylo porovnat odolnost adhezniho
spoje nékolika odlisnych typt adhezivnich systémi v roztoku 1,5 % laurylsiranu sodného obsaZzeného v zubnich pas-
tach, modelového dezinfekéniho roztoku Corsodyl s obsahem 0,2 % chlorhexidinu, Ustni vody EImex obsahujici 0,025 % F
a destilované vodé (kontrolni skupina) pfi expozici po dobu 2 mésicl a teploté 37 °C.

METODIKA: Testovany byly adhezivni systémy GLUMA COMFORT BOND s pracovnim postupem ve dvou krocich
(zvlast’ leptani, priming a bonding spolecné) a iBOND (leptani-priming-bonding v jednom kroku). Pro kazdé prostredi
bylo pfipraveno 10 vzork{ od kazdého adhezivniho systému (celkem 80 zub{). PouZity byly intaktni molary a premolary,
u nichZ po odstranéni skloviny byla pomoci adhezivnich systém{ zhotovena vyplii z kompozitniho materidlu CHARISMA
(vSe Heraeus Kulzer). Po skonceni expozice byla zméfena pevnost vazby ve smyku, vyjadiena v (MPa). Vysledky byly
statisticky zpracovany metodou analyzy rozptylu ANOVA a Tukeyho post-hoc testem p=0,05. Déle byl pomoci rastrova-
ciho elektronového mikroskopu hodnocen charakter lomu.

VYSLEDKY: Po dvoumési¢ni expozici ve vodé byly nejvétsi hodnoty pevnosti a nejvyssi podil koheznich lomd, svédci-
cich o velmi dobré adhezi, nalezeny u systému Gluma Comfort Bond v destilované vodé. U tohoto adhezivniho systému
vSak doslo v prosttedi fluoridacniho roztoku ke statisticky vyznamnému poklesu pevnosti vazby (24 -> 18 MPa) oproti
kontrolni skupiné. V ostatnich prostredich a u adheziva iBond nebyly nalezeny statisticky vyznamné znény pevnosti
vazby po expozici a etnosti v zastoupeni jednotlivych typd lomd.

ZAVER: Pokles pevnosti adhezivniho spoje ve fluoridacnim roztoku ukazuje na moznost chemické degradace adheziv
v tomto prostredi.

Ze slavnostniho predavani cen v Akademickém klubu 1. LF UK — posledni kontrola diplom@.




3. MISTO

STUDY OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF MOUSE
RECOMBINANT PRION PROTEIN

Autor: Alexandr Pavlicek, Karel Holada
Skolitel: Ing. Karel Holada, Ph.D., Institute of Immunology and Microbiology,
1st Faculty of Medicine -

- 4

Alexandr Paviicek

Prions are class of the infectious agents that cause a group of fatal neurodegenerative disea-
ses in which the cellular form of the prion protein (PrP¢) is transformed into the disease-
related scrapie variant (PrP).

The two PrP isoforms differ in biophysical properties. The molecular mechanism by which the PrPs is formed and
causes infectivity or neurodegeneration is not fully understand.

Two years ago there were reported first cases of the transmission of the PrP by blood transfusion highlighting the
need of understanding of PrP interaction with blood cells. For biochemical studies the sufficiant amount od PrP is needed
what underlines the importance of constructing of recombinant PrP.

We cloned gene of full length mouse prion protein (mPrP) into expression vector pHAT10 and purified it using
immobilized metal ion affinity chromatography as his-tagged fusion protein. The insoluble purified mPrP was transfor-
med into soluble form by dialysis using different conditions to refold mPrP in a-helical or B-sheet conformations corre-
sponding with PrP¢ and PrPs. Refolding was analyzed by measuring of CD spectra and by treatment of mPrP by
proteinase K. 5

GACR310/04/0419, GACR310/05/H533

Slavnostni predavani cen v Akademickém klubu 1. LF UK, zleva Alexandr Pavlicek, prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., dékan 1. LF UK.
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