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lékarské fakulté jiz Ctvrtda obnovend studentskd védecka konference. Studenti soutéZili ve 4 kategoriich pre-
gradualni-teoretické, pregradualni-klinické, postgradualni prednaskové a postgradualni posterové. V kazdé ze
sekci soutézil dostateny pocet praci nejméné 12 a nejvice 24. To umoznilo porotam adekvatné prace ohod-
notit a rozdélit financni odménu tém, kdo se umistili na prvnich 3 mistech. Zdravotnické noviny udélily navic
samostatnou cenu jedné z praci. UCastnici dostali také vécné ceny od nakladatelstvi Galén a Grada.

Ceny jsme tradi¢né studentiim udélili pred Védeckou radou 1. LF dne 27.5. 2003. Vedeni fakulty si vazi
zejména vsech pregradudlnich studentll, ktefi pf¥i narocném studiu dokdzou najit ¢as pro védu. Pracovisté
fakulty tak mohou z jejich fad vybirat vhodné adepty pro postgradualni studium. Studentska védecka konfe-
rence je vhodnou prileZitosti pro postgradudlni studenty nizsich ro¢nik@, ktefi maji moznost vyzkouset si pre-
zentaci svych prvnich vysledkd. Prakticky vsSichni ucitelé fakulty zacinali svou védeckou drahu na studentskych
védeckych konferencich. Je tedy snad opravnéna nadéje, ze mezi témi, jejichZ prace jsme letos slyseli, jsou ti,
kdo se stanou vyznamnymi osobnostmi nasi fakulty v pfistich desetiletich.

Dékuji prodékanovi pro védeckou praci a vyzkum profesoru Vladimiru Tesafovi, pracovnikim oddéleni védy
a pani magistfe Vlasté Helekalové za pomoc pfi organizaci konference a editaci sborniku konference. Dékuji
také a sponzor@m — firmé Johnson & Johnson, nakladatelstvim Galén s.r.o. a Grada Publishing spol. s r.o. a
Zdravotnickym novinam za podporu konference.

Blahopreji vsem, kdo zvitézili, dékuji vSem, kdo se zGcastnili a preji hodné Uspéchl tém, kdo postoupili do
celostatniho kola studentské védecké konference. }

prof. MUDr. Stépan Svacina, DrSc.
dékan fakulty

Dékan 1. LF profesor Stépan Svacina predavé ceny vitéziim
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4. studentskou védeckou konferenci zahdji dékan 1. Iékarské fakulty
prof. MUDr. Stépan Svacina, DrSc. dne 19. 5. 2003 v 8.00 hodin
v zasedaci mistnosti dékandtu 1. LE Na Bojisti 3, Praha 2.

Studentské védeckd konference bude usporadéna ve dvou sekcich. Sekce postgradudlnich praci a sekce
pregradudlnich praci, ktera je rozdélena na Cast teoretickou a preklinickou.

Sekce pregradualnich praci bude probihat 19. kvétna 2003, a to:

7 vz

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

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

Sekce postgradualnich praci bude probihat 19. kvétna 2003 od 8.15 hodin v zasedaci mistnosti déka-
natu 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 mozZnosti
dvojprojekce a postery (rozmér 160x120 cm).

Ucastniky konference zadame, aby si pfinesli svlj osobni notebook.

K pozvance je pfilozen Casovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

prof. MUDr. Vladimir Tesa¥, DrSc. prof. MUDr. Stépan Svacina, DrSc.
prodékan pro védeckou praci a vyzkum dékan 1. LF

Veskeré informace o konani SVK:
Oddéleni pro védeckou cinnost
a zahranicni styky 1. LF

Tatiana Kralova, tel. 224964358
e-mail: tkral@Ifl.cuni.cz
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TEORETICKA CAST
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Clenové: prof. RNDr. Frantisek Vitek, DrSc.
doc. MUDr. Drahomira Kfenova, Csc

Prezentace praci 4. studentské védecké konference
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HLADINA HETEROPLAZMIE MTDNA MUTACI PRI PRIPRAVE

TRANSMITOCHONDRIALNICH CYBRIDU

Autofri: Olga Brantova, Ing. Markéta Tesafova, J. Sladkova, L. Cerna, J. Housték a Jifi Zeman

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

Mitochondridlni poruchy se projevuji velmi rdznorodymi onemocnénimi jejichz spolecnou charakteristikou jsou
defekty v systému oxidacni fosforylace (OXPHOS). Systém OXPHOS je jako jedind vyjimka v sav¢im organismu
kdédovan funkénim propojenim genl v mitochondrialni DNA (mtDNA) a jaderné DNA (nDNA). Transmitochondrialni
cybridy (buriky vzniklé fuzi enukleovanych fibroblastd s rO burikami, buriky zbavené vlastni mtDNA) jsou vyuzivany
k rozliseni pfi¢iny onemocnéni, mtDNA nebo nDNA. V nasi studii byla technika transmitochondridlnich cybrid& vyu-
Zita ke studiu vlivu jaderného pozadi na fenotypové projevy mutaci mtDNA.

Materidly a metody: Ke studiu bylo pouzito 7 linii fibroblastd od 7 pacientd s heteroplasmickou mtDNA mutaci
A3243G , mnozstvi mutované mtDNA bylo 27%, 33%, 19%, 58% a 34% a jedna linie fibroblastd s mtDNA mutaci
A8344G, heteroplazmie 47 %. Hladina heteroplazmie mtDNA mutaci byla stanovena denzitometricky pomoci radioak-
tivni PCR-RFLP analyzy. Metoda Southern blotu byla vyuZita k analyze mnoZstvi mtDNA ve zkoumanych burikach.

Vysledky: Po transfekci, ktera je prvnim krokem pfi pfipravé rho 0 burek z fibroblastll, doslo k prudké zméné
v hladinach heteroplazmie mtDNA mutaci a to az o0 49%. Ve 2 liniich nebylo moZné po transfekci mutaci mtDNA
A3243G detekovat, v ostatnich liniich doSlo k narlistu mnozstvi mutované mtDNA. V priibéhu dlouhodobé kultiva-
ce nebyly zaznamenany zmény v hladiné heteroplazmie, ani celkové mnoZstvi mtDNA se v prlibéhu experimentu
neménilo.

Zavér: Ve studovanych bunéénych liniich fibroblast doslo po transfekci k vyraznym zménam v mnoZstvi mutova-
nych mtDNA molekul. Domnivame se, Ze tyto zmény mohou byt zplisobeny existenci rozdilu v hladindch hetero-
plazmie mezi jednotlivymi fibroblasty dané bunécné linie.

Podporeno GA UK 4/2002/c

UZITI MAKROPOREZNIiCH POLYMERﬁ NA BAZI

2- HYDROXYETHYLMETHAKRYLATU PRI EXPERIMENTALNICH OPERACICH
MICHY

Autofi: Ales Hejcl, Petr Lesny, Martin PFadny, Pavla Jendelova, Jifi Michalek, Eva Sykova
Skolitel: prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc., Ustav Experimentalni mediciny AVCR

Trauma C¢i jind poskozeni misSni vedou v misté |éze ke tvorbé gliové jizvy, ve které nedochazi ke tvorbé a
prenosu nervového impulsu. Tkan vytvorena v jizvé dale inhibuje regeneracni procesy v miSe. Biokompatibilni
makroporézni polymerni hydrogely implantované do mista |éze brani tvorbé jizvy a zaroven slouzi jako struktu-
ralni opora pro regeneraci michy. Bylo operovano 26 laboratornich potkand, u nichZz jsme v celkové anestesii
provedli laminektomii ve dvou az tfech segmentech v Urovni Th 6-8. Poté jsme otevieli a vyvésili duru mater.
Skalpelem a mikrondzkami jsme provedli hemisekci o délce 1 mm. Po zajisténi hemostazy jsme vloZili hydrogel,
ktery jsme velikosti prizpGsobili 1ézi. Pouzité hydrogely byly kopolymery 2-hydroxyethylmethakryldtu (HEMA)
s kyselinou methakrylovou (MA) a [2-(methakryloyloxy)ethyl] trimethylamonium chloridu (MOETACI). VSechny
hydrogely mély shodné mechanické vlastnosti a porozitu, liSily se ale elektrickym nadbojem na povrchu. Dura
mater byla zasita a celé misto bylo prekryto svaly, podkozim a kdzi. Po mésici byla ¢ast michy obsahujici
hydrogel vyoperovana a zpracovana histologicky a imunohistochemicky. V implantovanych hydrogelech jsme
po jednom mésici pozorovali vrlstani bunéénych elementl. V hydrogelech jsme nalezli GFAP-pozitivni astrocy-
ty a NF160-pozitivni axony, vétsina bunék, vristajicich do hydrogeld, véak méla morfologické vlastnosti vazivo-
vych elementl. VSechny implantované hydrogely byly obaleny vazivovym pouzdrem. Biokompatibilni hydroge-
ly aplikované do misni 1éze vytvareji v misté léze prostfedi, kterym mohou prispét k regeneraci poSkozené
tkané. Modifikaci fyzikalné-chemickych vlastnosti takového prostfedi dosahneme zlepSeni jejich podplrného
efektu pfi regeneraci misni tkané.

Podporovéno granty LNOOAO65, MSMT CR J13/98:11100004, AVOZ 5039906-1024, GACR: 304/03/
1189.



EXPRESE MUSKARINOVYCH A B-ADRENERGNICH RECEPTORU V SRDECNI A
PLICNI TKANI MYSIHO KMENE 129S6 JAKO PRVNI FAZE PRO SROVNANI
STAVU S KMENE 129S6 S KNOCKOUTOVANYM GENEM PRO
ACETYLCHOLINESTERASU

Autofi: Martin Klein, Marian Teplicky

Skolitel: MUDr. Jaromir Mysliveéek, Ph.D. — Fyziologicky Gstav 1. LF UK

Uvod. Muskarinové a b-adrenergni receptory patii mezi receptory spiazené s G proteiny. Méni-li se intenzita
signalu, ktera na né plsobi, mohou se jejich vlastnosti a poCet zménit. Nastava-li tato eventualita u ovliviiova-
nych receptor@i, hovofime o homologni regulaci, méni-li se vlastnosti ¢i pocet i jinych receptor, jde o regulaci
heterologni. Cilem této prace je ovéfit homologni a heterologni regulaci poctu muskarinovych acetylcholino-
vych receptorl (MR) a a-adrenergnich receptorl (d-AR) u mysi kmene 129S6. Metodika. Stanovovali jsme
pocty receptorl v tkani mysich srdci a plic zvifat kmene 12956 metodou vazebnych pokusl se specifickymi
tritiovanymi antagonisty: [*H]JQNB pro MR, [?H]CGP pro &-AR za pouziti scintilacniho pocitace Beckman LS1801.
Pracovali jsme metodou duplikaci 3 vzork{ z 10 zvifat. Vysledky. Pocet receptord (B,,,): B, (srdce, MR) =
2,14 £0,32 fmol/mg tkané&; B, (srdce, b-AR) = 1,57 0,25 fmol/mg tk.; B, (plice, MR) = 6,76 +0,77 fmol/
mg tk.; B, (plice, b-AR) = 40,22 +5,81 fmol/mg tk. Zavér. Nade vysledky poctd muskarinovych a b-adrener-
gnich receptorl u kmene 12956 nebyly podle nasich zjisténi dosud v dostupné svétové odborné literature
zverejnény. Uvedené receptorové charakteristiky kmene 129S6 jsou nezbytnym predpokladem pro druhou
etapu vyzkumu stanovovani expresi receptord u mysi kmene 129S6 s knockoutovanym genem pro acetylcho-
linesterasu.

ZMENY MNOZSTVI NO PRODUKUJICICH BUNEK V PONTOMESENCEPHALICKEM
PRECHODU U KRYSY V ZAVISLOSTI NA VEKU JEDINCE.

Autor: Martin Magner

Skolitel: prof. MUDr. Pavel Petrovicky, DrSc., Anatomicky Gstav 1. LF UK

Nejvétsi koncentrace NO produkujicich bunék v mozkovém kmeni je ponto-mesencephalicky prechod a jeho
jadra — ncl. latero-dorsalis (L-D) a komplex ncl. pedunculo-pontinus a ncl. parabrachialis (PePo). Obé jadra jsou
zapojena do aktivacniho systému. Cilem nasi prace bylo zjisténi, jaky podil na téchto funkcich mize mit pfitom-
nost NADPH-d v zavislosti na véku.

Studovali jsme soubor 38 krys kmene Wistar v casovém rozmezi — den porodu az dospélost. Vékové inter-
valy byly: v prvnim tydnu — kazdy den, ve 2.a 3. tydnu kazdy treti den a déle kazdy sedmy den az do véku 100
dni. K prlikazu NADPH-diaphorasy jsme poufZili prazské modifikace metody podle Scherer-Singler et al. (1983).
Sledovana jadra jsme studovali ve tfech zakladnich Urovnich — I. (Baringtonovo jadro), II. (zadatek aquaedu-
ctus mesencephali) a III. (commissura colliculorum inf.). V téchto Urovnich jsme stanovovali absolutni pocty
NADPH-d positivnich bunék (dale NO b.) a v jednotlivych vékovych skupinach jsme je pak vyjadfili jako procen-
to stavu v den porodu. Stranova asymetrie byly minimalni a proto nebyla zohlediovana. Jako representativni
se jevila Uroven II. PoCet NO b.v L-D dosahuje prvého maxima — 230% ve tfetim dni véku, po mirném poklesu
na 170% v 7. dni nasleduje 16. den druhé maximum — opét 230%. Toto maximum klesd na hodnotu 120%
v dospélosti. Po¢et NO b. v PePo ma prvni maximum — 200% v patem dnu, po mirném poklesu ke 150%
v sedmém dnu se pocet NO b. opét zvysuje ke druhému maximu — 320% v 16. dnu. Toto maximum potom
zvolna klesd na hodnotu 150% v dospélosti.

VOLTAGE-DEPENDENT K* AND NA* CURRENTS IN ASTROCYTES AFTER

EXPOSURE TO ELEVATED K* CONCENTRATION

Autofi: Helena Neprasova, M. Andérova, D. PetFik, A. Chvatal

Skolitel: prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc., Department of Neuroscience, Institute of Experimental Medicine,
ASCR Prague

Increased extracellular [K*], has been observed in many pathological states. In astrocytes, exposure to eleva-
ted extracellular K* evokes changes in their morphology and GFAP expression, ultimately leading to astroglio-
sis. Using the patch-clamp technique in the whole-cell configuration, we studied changes in the membrane
currents of astrocytes in spinal cord slices from 10-day-old rats after exposure to high K* concentration. The
lumbar part of the spinal cord was incubated for 3 hours in artificial cerebrospinal fluid (ACF) containing 50 mM
K*. Cells were identified as astrocytes by positive immunostaining for GFAP or S1004. In astrocytes with
complex current pattern, characterized by the expression of inward rectifier K* (K), A-type K* (K,), delayed
outward rectifying K* (K,.) and Na* currents (I,,), 50 mM K* incubation caused the up-regulation of I, and
down-regulation of K, currents. Astrocytes characterized by passive K* currents were divided into 2 groups
according to the expression of additional voltage-activated currents: astrocytes (A1) with K, and K, currents,



and astrocytes (A2) with K, and K, currents. In both Al and A2 astrocytes, a down-regulation of K, currents
was observed after exposure to 50 mM K*. The membrane potential of all astrocytes was shifted to more
positive values. We conclude that in mature astrocytes (complex, A1 and A2), the incubation of the spinal
cord in 50 mM K* results in the down-regulation of K, currents. In addition, up-regulation of I, was observed
in complex astrocytes.

AKTIVITA NAD(P)H OXIDAZY V CIEVNE]J STENE NORMOTENZNEHO A
HYPERTENZNEHO POTKANA.

Autor: Michal Orlicky

Skolitel: MUDr. Martin Vejrazka, Ustav lékaFské biochemie, 1. LF UK

Fibroblasty, hladké svalové bunky a endotelové bunky cievnej steny produkuju superoxid (O,) systémom
NADH a NADPH oxidaz. Superoxid rychlo reaguje s NO, ktorého vazodilatacny ucinok je dobre popisany,
deaktivuje ho a takto spdsobuje vazokonstrikciu. Tymto spdsobom by mohli systémy NADH a NADPH oxidaz
regulovat’ tonus cievnej steny a krvny tlak a ich porucha by mohla viest’ k hypertenzii a arteroskléroze.

Cielom naSej prace bolo zaviest metédu, pomocou ktorej by bolo mozné merat’ aktivity NADH a NADPH
oxidaz pre dalsie studium ulohy tychto systémov pri hypertenzii.

Vychadzali sme z fotometrickej metddy s nepermeabilnym derivatom formazanu WST-1 (CAS 150849-52-
8), ktory redukciou meni farbu.

Redukcia WST-1 bunkami je inhibovatelna superoxiddizmutazou a tironom (synteticky Specificky scavenger
superoxidu), takZe redukénym agens, ktoré reaguje s WST-1 je s najvacSou pravdepodobnostou O,". Daju sa
rozlisit' tri systémy redukujice WST-1: (1) povrchova NADH a (2) povrchova NADPH oxidaza, ktoré ako zdroj
elektrénov vyuzivaju extracelularne pridané nukleotidy, a (3) systém zavisly na intraceluldrnych zdrojoch elek-
trénov. Metéda modze byt pouzitd na meranie v mikrotitracnych dostickach a je preto vhodna na zistovanie
vplyvu réznych latok na produkciu superoxidu bunkami.

Produkcia superoxidu bola merana na bunecnych kultirachwfibroblastov aorty normotenzného (Wistar a
Brown Norvergicus) a spontanne hypertenzného (SHR) potkana. Preukazali sme produkciu O,” v normotenznych
i hypertenznych bunecnych kultirach, pricom na fibroblastoch hypertenzného potkana sme zistili vyssi trans-
membranovy elektronovy prenos. Na stimulaciu angiotenzinom II (AT II), reagovala kazda kultdra produkciou
0,-odlidne. Difenylenjodinium (DPI), inhibitor flavinovych enzymov vratane NADH a NADPH oxidaz, zrusil efekt
AT II na bunky.

Tieto vysledky podporuju hypotézu, ze porucha regulacie tvorby reaktivnych foriem kyslika NADH/NADPH
oxiddzami moéze hrat’ rolu v patogenéze hypertenzie.

Podporené grantom Karlovej univerzity GAUK 16/00/1.LF/C a GAéR303/02/1282/A.

EFFECT OF TOTAL BODY IRRADIATION DOSE TOGETHER WITH PROPER TIMING
BETWEEN CYCLOPHOSPHAMIDE AND IRRADIATION ON ENGRAFTMENT OF
DONOR CELLS IN EXPERIMENTAL MURINE MODEL OF BONE MARROW
TRANSPLANTATION

Autor: Tereza Pelichovska, Ludék Sefc

Skolitel: RNDr. Ludék Sefc, CSc., Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK

Objective . Cyclophosphamide (CY) and total body iradiation (TBI) are together used as conditioning regimen
for patients indicated for bone marrow tranplantation. However, TBI exerts significant toxic side efects, mainly on
pulmonary, kidney, heart muscle and intestinal tissues. This also influnces the morbidity and mortality of transplan-
ted patients. We have used a murine model to examine what effect has TBI dose on bone marrow engraftment.

Materials and Methods. C57B1/6 Ly5.2 and congenic Ly5.1 mice were used. Mice were pretreated with CY
(135mg/kg)i.p., and after 2, 5 or 7 days underwent 0, 2, 4, 6 or 8 Gy of TBI. Control mice were irradiated only.
Two hours after TBI, mice were transplanted with 2*10° bone marrow cells. The chimerism (% of donor hemato-
poesis) was repeatedly measured in individual mice. The ratio between Ly5.1 and Ly5.2 mononuclear cells were
determined in peripheral blood using Becton Dickinson FACScan cytometer.

Results. Control mice without CY achieved stable chimerism according to TBI dose (2, 4, 6 Gy) approx 5%,
25% and 50%. CY administered 2 days prior TBI led to significantly lower engraftment of donor cells, reaching
maximal 25% even if higher dose was delivered ( 4, 6, 8 Gy resp ). On the other hand, percentage of chimerism
in mice pretreated with CY 5 or 7 days before TBI and even reduction of TBI does ( 2, 4 Gy ) led to significantly
high chimerism of more then 70%.



Conclusion. The engraftment after bone marrow transplantation depends on proper timing between CY and
TBI. This regime allows reduction of TBI by 50% and still resulting in significantly high chimerism.

KVANTIFIKACIA BUNIEK VO VZORKE STANOVENIM DSDNA POMOCOU BIS-
BENZIMIDU

Autor: Roman Pethd

Skolitel: MUDr. Martin Vejrazka, Ustav léka¥ské biochemie 1.LF UK

Vseobecnym problémom pri pokusoch prevadzanych na materidle z tkanivovych kultdr je kvantifikacia buniek
vo vzorkach. Pri nemozZnosti ich priameho ratania mozno sice vyuzit' niektord z metdd nepriamej kvantifikacie
popisanych v literatire, avsak ich pouzitie je limitované. V tejto praci sme sa zamerali na kvantifikaciu buniek
stanovenim dsDNA pomocou florescencnej sondy bis-benzimidu (Hoechst 33258,CAS 23491-45-4).

wBis-benzimid je interkalacné farbivo, ktoré sa viaze na A-T pary dsDNA, pricom dochadza k zosilneniu jeho
fluorescencie. RNA, ssDNA, ani oligonukleotidy fluorescenciu nezosilfuju.

Problémom tejto techniky vSak je, ze DNA pre stanovenie bis-benzimidom musi byt uvolnena z histénov a
dobre homogenizovana vo vzorke. ROzni autori popisali niekolko spésobov ako toho dosiahnut, napr. pouZzitim
roztoku o vysokej idnovej sile, dodecylsiranu sodného (SDS) alebo heparinu. Roztok o vysokej idnovej sile,
dobre fungujuci s Cistou DNA, nedokazal z homogenatu buniek uvolnit DNA dostato¢ne reprodukovatelne.
Pouzitie SDS viedlo k nespecifickému vzostupu fluorescencie sondy, ¢oho dosledkom bola opéat nereproduko-
vatelnost’ vysledkov. Ako najvyhodnejsie sa ukazalo pouzitie desatminttovej extrakcie DNA z buniek pomocou
roztoku obsahujlceho 7,7 % amoniaku a 0,4 % Tritonu X-100 pri 37 °C. Potom bola vzorka doplnena l'adovym
Tris-HCI pufrom (10 mmol.I*, pH 7,0) s NaCl ( 0,1 mol.I'!). Aby sme zabranili rozstiepeniu dsDNA vo vzorke
pritomnymi DNazami, obsahoval roztok 10 mmol.I* EDTA. K takto pripravenej vzorke sme pridali bis-benzimid
(1 ég.ml) a zmes bola inkubovana 30 minut pri 37 °C potme. Fluorescencia bola merana pri excitacii 354 nm,
Sirka Strbiny 5 nm, emisii 460 nm, Sirka Strbiny 5 nm. Tento postup zarucoval dobru linearitu a reprodukovatel’-
nost’ merani pre suspenzie obsahujlce 1 az 2.10° buniek na 1 ml.

FUNKCNA AKTIVACIA MOZGU PRI BOLESTIVE] STIMULACII, ZMENY PRI
SUCASNEJ SVALOVE]J KONTRAKCII.

Autofi: Hubert Polacek, Jifi Vrana, R6za Rachmanova

Skolitel: doc. PhDr. Andrej Stanéak, CSc. Ustav normalni, patologické a klinické fyziologie 3. LF UK

Uvod: Aj napriek komplexnym znalostiam o anatomickej Struktire mozgu ¢loveka a mnohym pracam, ktoré sa
zaoberaju jeho funkciou, stale nepozname funkény vyznam a variabilitu zapojenia Struktir mozgu dokonca ani
pri spracovavani najjednoduchsich podnetov.

Cielom prace je na zaklade funkéného EEG a fMRI vySetrenia dobrovolnikov poskytnit’ novy pohlad na
procesy odohravajlce sa v mozgu pocas kratkodobej bolestivej stimulacie a ukazat’ ako su aktivacie v jednotlivych
korovych oblastiach alterované sicasne vykonavanou svalovou kontrakciou (zistit' oblasti pripadného gatingu
bolestivého signalu).

Metodika: Dobrovolnici (10 muzov, pravakov) boli v prvej Casti experimentu bolestivo stimulovani kratkodo-
bymi elektrickymi pulzami na prostredniku pravej ruky, v druhej Casti stlacali medzi palcom a ukazovakom pravej
ruky elasticky gumeny valCek a v tretej Casti siiCasne stlacali valcek a boli bolestivo stimulovani. Hemodynamic-
ka odpoved mozgu bola u kazdej osoby snimana 1,5 T MR (Siemens Magnetom Vision). Udaje boli vyhodnote-
né s pouzitim programov BrainVoyager™ a Statistica 6.0.

Vysledky: Pri bolestivej stimulacii boli zistené aktivacie bilateralne v inzule, frontalnom operkule a sekundar-
nej somatosenzorickej oblasti, kontralateralne v talame, primarnej somatosenzorickej oblasti a sekundarnej
motorickej oblasti, ipsilaterdlne v prednom laloku mozocka a premotorickej oblasti, pri kontrakcii okrem vset-
kych spomenutych este v primarnej motorickej oblasti. Pri oboch podnetoch sicasne boli vSetky oblasti akti-
vované vyraznejSie, navysSe sa zvyraznila aktivacia ipsilateralnej primarnej somatosenzorickej oblasti.

Sucet aktivacii pri jednotlivych podnetoch bol vo vSetkych oblastiach mensi ako pri oboch podnetoch
spracovavanych sucasne, na gatingu sa vsak (aktivne) podielalo hlavne okolie kontralateralneho centralneho
sulku, ipsilateralna inzula, sekundarna somatosenzoricka oblast, frontalne operkulum a predny lalok mozocka.

Zaver: Hemodynamicka aktivacia funkénych oblasti mozgu pri sic¢asnom posobeni bolesti a svalovej kontrak-
cie sa neda vysvetlit' suctom aktivacii pri jednotlivych podnetoch. Vysledky ukazuju zvySenie objemu aj inten-
zity aktivacie jednotlivych oblasti pri si¢asnom pdsobeni oboch podnetov.



EXPRESE EPITOPU ROZPOZNATELNYCH GALEKTINEM-1 V JADRECH LIDSKYCH
KERATINOCYTU

AutofFi: Josef Prazak, Barbora Dvofankova, Zuzana Holikova, Hans-Joachim Gabius, Karel Smetana
Skolitel: prof. MUDr. Karel Smetana, DrSc., Anatomicky Gstav 1. LF UK

Galektiny predstavuji rodinu cca 20 endogennich lektinl rozpoznavajicich d-galaktosidy. Jejich funkce nevyZaduje
pfitomnost dvojmocnych kationt{l. Jsou exprimovany fadou bunék a podileji se na mezibunéénych interakcich a
interakcich bunék s mezibunécnou hmotou. Galektiny-1 a -3 se vyskytuji i v bunécnych jadrech a hraji vyznamnou
Ulohu pri sestfihu pre-mRNA. Udaje o expresi jadernych epitopll rozpoznatelnych obéma galektiny nejsou znamy.
V této studii byly pouzity biotinylované rekombinantni galektiny-1, -3, -5 a -7, jejichZ pomoci byla zjistovana pfitom-
nosti prislusnych ligandd v jadrech kultivovanych epidermalnich bunék. Pro funkéni charakterizaci bunék byla zaro-
ven znazorfiovana intermediarni filamenta. Proliferujici buriky byly zjistovany pomoci priikazu proteinu Ki-67 a buriky
kmenové byly znazornény priikazem proteinu ANp634. Mozny vztah vazby galektind k sestfihu pre-mRNA byl odha-
dovan priikazem sestfihového faktoru SC-35. Rekombinantni galektiny-3, -5 a -7 nerozpoznavaly epitopy v bunécnych
jadrech keratinocytl. Galektin-1 se vazal na bunétnd jadra keratinocytd izolovanych z vlasovych folikulli avSak
nerozpoznaval jadra keratinocyt( izolovanych z interfolikularni epidermis. Bunky s jadry s vazebnymi misty pro galek-
tin-1 byly negativni pfi prlkazu cytokeratinu-10 a pozitivni pfi prikazu cytokeratinového peptidu 37. Galektin-1-
reaktivni epitopy se nachazely u bunék s Ki-67 pozitivnimi i negativnimi jadry. VétSina bunék s galektin-1-reaktivnimi
jadry exprimovala ANP634. U vétsiny galektin-1 pozitivnich bunék nebyla pozorovana kolokalizace vazebnych mist
pro galektin-1 s faktorem SC-35. Obé molekuly se vSak nachazely v tésné blizkosti. Zavérem Ize shrnout, Ze galek-
tin-1 rozpoznava bunky odvozené z vlasovych folikull o nichZ je zndmo, Ze obsahuji multipotentni epidermalni
kmenové bunky. Vazebnd mista pro galektin-1 se v jadrech nachazeji v blizkosti tzv. ,nuclear speckles", které
exprimuji sestfihovy faktor SC-35, a maji tak pravdépodobné vztah k sestfihu pre-mRNA.

MORFOLOGICKA ALTERACE NEURONALNICH BUNEK HIPPOCAMPU |
LABORATORNIHOQO POTKANA INDUKOVANA SUKCESIVNIM PODAVANIM
KYSELINY KAINATOVE

Autor: Riljak Vladimir

Skolitel: doc. MUDr. Milo$ Langmeier DrSc., Fyziologicky tstav 1. LF UK

Napli projektu
Existuje rozsahlé pisemnictvi dokumentujici GcCinky kyseliny kaindtové na Zivy organismus i bunécné kultury.
Invenci tohoto experimentu méa byt proSetfeni histopatologického nalezu v kainat-vulnerabilni ¢asti hippocam-
palni formace, po vicenasobném podani této latky.

Uvod

Kyselina kainatova je jednim z mnoha agonistl glutamatovych receptord. Tyto jsou klasifikovany na skupinu
metabotropnich a ionotropnich receptorll. Druhd ze jmenovanych skupin zahrnuje integralni kationt-specific-
ké komplexy délené na receptory NMDA, AMPA a receptory kainatové. Podavani alfa-kyseliny kainatové, majici
velmi potentni aktivitu na glutamatergni systém bezobratlych i obratlovcl /projevujici se mohutnou depolari-
zaci/ je idedlnim modelem fady patofyziologickych stav(i /epilepsie, Alzheimerova choroba/.

Neurotoxickym a neuroplastickym Gcinkdm této latky je vénovana znacna pozornost, nebot’ studium zani-
ku neuronalnich bunék po jim vyvolaném inzultu by mohlo poodhalit elementarni principy neuroplastickych
pochodll v CNS.

Metodika

V nasem modelu byla kyselina kainatova podavana i.p. ve tfech davkach ob jeden den, vzdy 8mg/1000g a
po dvou dnech byla zvifata /laboratorni potkan typu Wistar/ perfundovana perfliznim roztokem v hluboké
pentobarbitalové narkdze. Mozky byly nasledné zpracovany na zmrazovacim mikrotomu a podrobeny DNA
barveni /Hoechst/ s Fluoro-Jade B k odliSeni prezivajicich a odumirajicich bunék.

Vysledky

Fluoro-Jade B pozitivni burky byly pfitomny hlavné v CA1 oblasti hippocampu, ¢astecné také v hilus gyri
dentati. CA3 oblast a oba listy gyrus dentatus byly v zasadé neposkozeny. Barveni na DNA odhalilo signifikantni
redukci pocCtu bunék v oblasti CA1, bez vétSich zmén v CA3 oblasti a gyrus dentatus. Pozorovali jsme rovnéz
znacnou dilataci komorového systému.

Zavér a diskuse

Klicovou otdzkou je pochopitelné to, zda pozorované zmény jsou vyvolany hyperexcitaci nervovych bunék
a jejich naslednou smrti nebo zda jsou spiSe dlsledkem pfimého neurotoxického Gcinku /daného produkci
volnych kyslikovych radikal@/ kyseliny kainatové. Na tuto otdzku neni jednoduché odpovédét. Vyse zminéna
dilatace ventrikuldrniho systému svédci spiSe pro pfimy toxicky efekt kainatu. Neopominutelna je vSak i role
tkanové hypoxie zplsobena pravé hyperexcitaci nervovych bunék. Jednou z cest, kterd by snad citlivéji
diskriminovala oba mechanismy bunécné smrti, by mohlo byt podani specifickych antagonistl kainatovych
receptorll. V téchto otazkach je mnoho nejasného a poznani na samém pocatku.



THE TRANSFER OF MUTANT CD36 GENE FROM SHR/OLA, SPONTANEOUSLY

HYPERTENSIVE RAT, ONTO GENETIC BACKGROUND OF PD/CUB STRAIN,

MODEL OF METABOLIC SYNDROME X

Author: Pavel Riha

Advisor: prof. MUDr. Vladimir Kfen, DrSc., Institute of Biology and Medical Genetics, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague

Essential hypertension, insulin resistance, hyperinsulinemia, dyslipidemia and obesity are one of the most
severe health threats for population. From the genetic point of view, multiple genes as well as gene — gene
and gene — environment interactions determine these very complex disorders.

The deletion mutation of Cd36/Fat in the SHR was identified as one of the important factor involved in
insulin resistance. In order to better understand its role in metabolic disorders, it was decided to develop a
new rat congenic strain PD.SHR-Cd36 by transferring mutant Cd36/Fat gene from SHR strain onto the gene-
tic background of PD/Cub strain. SHR is widely recognized animal model of essential hypertension with dysli-
pidemia and insulin resistance. PD/Cub is the recently established animal model of the metabolic syndrome X.

Cross — intercross and backcross mating has been used for the development of the congenic strain. The
equivalent of six backcross generations has been reached in the derivation of PD.SHR-Cd36 congenic strain.

Isolated DNA acquired from the tail biopsies of bred animals was genotyped using primer amplifying frag-
ments in intron 13 and exon 14 of Cd36 gene. To distinguish heterozygosity in Cd36 region of RNO4 polymor-
phisms in the flanking microsatellite markers D4Rat7, 116 and D4Brol were used. After the electrophoresis on
acrylamide gel the PCR products were visualised with ethidium bromide.

The preliminary results gained in the fourth generation show a significant difference (P = 0,019; unpaired
two-tailed t-test) in mean serum triglycerides levels between PD (2,13 £ 0,15 mmol/l) and PD.SHR-Cd36
(2,70 £ 0,14 mmol/l). After the congenic strain is completed, the role of the mutant Cd36 gene in the
model of the metabolic syndrome X will be analyzed.

This study was supported by grant GA CR 303/01/1010

INFLUENCE OF THE PROLONGED HYPOBARIC HYPOXIA ON THE REFERENCE

MEMORY

Authors: Pavel Riha, Michal Wittner

Advisors: prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc., doc. MUDr. Dana Maresova, CSc., MUDr. Mgr. Michal Wittner,
Institute of Physiology, First Faculty of Charles Medicine University in Prague

The hypobaric hypoxia causes a decrease of tissues’ oxygenation and severely alters physiological and psycho-
logical processes in the elevation and duration dependent way. To extent these findings we assessed the
cognitive and motor consequences of the exposure to the severe hypobaric hypoxia of various duration.

Twenty male Long Evans rats aged 110 £ 10 days (mean + SD) at the beginning of the experiment were
trained in the Morris water maze to master the allothetic navigation task based on the finding of the submer-
ged platform. The permanent memory trace was let to consolidate for 200 days. Afterwards these rats (aged
330 £ 20 days; mean + SD) were exposed to the control conditions or to the hypobaric hypoxia (atmosphe-
ric pressure 400 hPa; simulated altitude 7000 m; ambient temperature 18 °C) lasting (a) 1 hour, (b) 4 hours,
(c) 16 hours, (d) 32 hours. The rats were tested in the Morris water maze immediately after the returning to
the normobaric conditions and again on each of the following three days.

Rats’ escape track lengths revealed that the severe hypobaric hypoxia lasting 4 hours or less had no
influence on the rats’ reference memory recall. The prolonged hypobaric hypoxia lasting 16 and 32 hours
resulted the significant (P = 0.0018, one-way ANOVA) reference memory impairment pronounced mostly
one day after the ending of the hypobaric hypoxia. That day the rats’ mean + SEM escape track lengths were
1.29 £ 0.17m, 1.28 £ 0.07 m, 1.32 £ 0.11 m, 2.65 = 0.25 m, 4.50 £ 0.37 m (control group and groups
exposed to 1, 4, 16 and 32 hours of the hypobaric hypoxia respectively). The reference memory impairment
diminished during next days. Escape latencies changed in the same way as track lengths.

No rats’ average swim speed changes that served as an indicator of the motor component of the task
were observed, neither other obvious motor impairments such as disorders of the motor coordination and the
hypodynamia.

The results are consistent with analogous studies suggesting the reference memory impairment after the
hypobaric hypoxia is caused by the decrease in tissues’ oxygenation, the hippocampal cholinergic functions
decrease, the development of the high altitude cerebral edema, the decompression sickness, or indirectly
due to the hypoxia induced retinopathy.



ROST A DIFERENCIACE MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH BUNEK U PACIENTO S
LYMFOIDNIMI MALIGNITAMI

Autofi: MUC. Hana Strnadova, Mgr. Tereza Purkrabkova, MUDr. Petra Obrtlikova, MUDr. David Stehlik
Skolitel: MUDr. Robert Pytlik, I. interni klinika 1. LF a VFN

Uvod a metodika. V predkladané praci jsme studovali rlstové a difereciacni vlastnosti mezenchymovych
kmenovych bunék (MSC) u pacientd s lymfoidnimi malignitami. Buriky byly odebirdny po podpisu informo-
vaného souhlasu od pacientl podstupujicich rutinni trepanobiopsii kostni dfené z diagnostické ¢i kontrolni
indikace. Burniky byly péstovany v kompletnim a-médiu (a-MEM + 20% fetdlni teleci sérum + penicilin +
streptomycin + glutamin) v Gvodni koncentraci 10° nebo 7.5x 106 bunék na 75 cm? kultivac¢ni lahev a v
poctu 10° na 100 mm Petriho miskach. Ve druhé pasazi byly buriky péstovany ve 100 mm Petriho miskach
v koncentracich 1.5, 3, 5 a 10/cm2. Hodnocen byl celkovy pocet bunék a pocet kolonii z 1. a 2. pasaze
(CFU-F 1, CFU-F2). Osteogenni diferenciace byla zkoumana kultivaci v osteogennim médiu (kompletni a-
médium + fosfat kyseliny askorbové + glycerol-fosfat + dexamethason) a naslednym von Kossovym barve-
nim na mineralizaci a barvenim na alkalickou fosfatazu. Myogenni diferenciace byla zkoumana pomoci 24-
hodinové inkubace s 5azacytidinem. Inkorporace bromodeoxyuridinu (BrDU) byla zkoumana standardnimi
metodami.

Vysledky. Pocet kolonii z 1. pasaze nebyl zavisly na véku, pohlavi ¢i onemocnéni pacienta, koreloval
pouze s poctem adherujicich fibroblastovych bunék (r = 0.772, p <0.001). Pocet kolonii z 2. pasaze pfi
Gvodnim inokulu 10 bunék v 1. pasazi vykazoval vyraznou zavislost na diagndze: u pacientl s chronickou
lymfatickou leukémi a mnohocCetnym myelomem byl pozorovan signifikantné vétsi pocet kolonii nez u
pacientll s lymfomy (p = 0.04 az 0.007). Tyto vysledky byly potvrzeny i z inokula 7.5x105 bunék z 1.
pasaze. Kupodivu, pfi nasazeni 7.5x10°® bunék do prvni pasaze jsme pozorovali vyssi pocCet kolonii v pasazi
druhé, bez ohledu na stejny pocet nasazovanych bunék.

Nejvyraznéjsi inkorporaci bromodeoxyuridinu se ndm podafilo prokazat u bunék 5-8. den po presazeni
do nového média (25-100% v jednotlivych koloniich). Po 2 az 3 tydnech kultivace jsme nepozorovali
témér zadnou inkorporaci BrDU.

Pfi kultivaci v osteogennim médiu se nam podafilo prokazat jak tvorbu alkalické fosfatazy, tak minerali-
zaéni jadra pomoci von Kossova barveni. Bunky si tedy udrzely svou schopnost diferenciace do osteoblas-
tové linie. Po 24-hodinové inkubaci s 5-azacytidinem jsme jiz v prlbéhu prvniho tydne dalsi kultivace
pozorovali tvorbu syncytii a po 4 tydnech barveni na specifické myogenni markery.

Zaveér. Kultivaci MSC u pacientl s lymfoidnimi malignitami jsme pozorovali a) rozdilny typ rdstu v zavislosti
na druhu malignity, b) schopnost diferenciace téchto bunék do specializovanych bunék menzenchymo-
vych linii. Tato zjisténi mohou mit roli pfi zkoumani tlohy MSC v patogenezi hematologickych malignit i v
terapeutickém vyuziti této bunécné populace.

Prdce byla podporovéna grantem GAUK No 203710 19/02 a Vyzkumnym zamérem No 206019-1.

NADMERNA EXPRESE, NEUROTOFINU-3 VE SVALECH MYSI S VYRAZENYM

GENEM ER81 ZACHRANI AXONALNI PROJEKCE PROPRIOCEPTIVNICH

NEURONU K MOTONEURONUM

Autor: JiFi Sedy

Skolitelé: prof. Jan Kucera, MD, Ph.D., Department of Neurology, Boston University, USA, prof. MUDr. Milo$
Grim, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF UK

Uvod. ER81, ¢len ETS rodiny transkripénich faktord, je klicovy faktor regulace projekci proprioceptivnich Ia
neuron k misnim motoneurontm (Arber et al., 2000). Er81(-/-) mutantni mysi maji vyrazné poruchy motori-
ky, rezultujici z chybéni téchto projekci a s tim spojené redukce poctu svalovych vietének ve svalech. Neurot-
rophin-3 (NT-3) je rlstovy faktor patfici k neurotrofinlim, ktery mimo jiné facilituje funkci Ia aferentnich
neuronll a utvareni svalovych vietének (Chen et al., 2002). Chybéni NT-3 ve svalu ma za nasledek vymizeni
svalovych vietének (Ernfors et al., 1994). U dvojité mutantni mysi Er81(-/-);myo-NT-3, ktera ve svalu expri-
muje zvySené mnozstvi NT-3 se svalova vieténka tvofi a pohybova aktivita je zachovana. Nasim cilem bylo
zjistit, zda v tomto pfipadé budou projekce Ia aferentnich vlaken k motoneuronfim zachovany.

Material a metody. Do spindlnich ganglii mysi (Er81(-/-);myo-NT-3, Er81(-/-), myo-NT-3, wild type) fixova-
nych perfuzi 4% PFA bylo aplikovano lipofilni barvivo Dil. Pak byly tkané 7 dni inkubovany pfi 40s C ve 4% PFA.
Vypreparovany Usek michy byl zalit do 3,5% agaru, krdjen na vibratomu a fezy byly studovany ve fluorescenc-
nim mikroskopu s rhodaminovym filtrem a fotografovany.

Vysledky. U Er81(-/-) mutantnich mysi jsme v segmentech L,-L, pozorovali podobné jako Arber et al. (2000)
vyraznou redukci projekci proprioceptivnich Ia neuroné k motoneurondm. Navic se ukazalo, Ze redukce vyka-
zuje urcity gradient. V segmentu L byl Ubytek vyjadfen nejméng, v drovni L, nejvice. U Er81(-/-);myoNT-3



dvojitych mutant byla hustota projekci srovnatelnd s kontrolou. U samotné myo-NT-3 mutanty jsme vyraznéji
zvysenou denzitu projekci nezjistili.

Zavér. Nadmérna exprese NT-3 ve svalu zabrani ztraté projekci sensitivnich Ia neuronl k motoneuronim
podminéné absenci Er81. Molekuldrni mechanizmus této kompenzace neni zatim jasny. Pfedpokladame, ze
nadexprese NT-3 ve svalu aktivuje v Ia neuronech néktery z dalSich genl ETS rodiny, ktery zastoupi chybéjici
ER81. Tuto moznost naznacuje zjisténi, Ze jiz samotna exprese Er81 je podminéna plsobenim NT-3 (Patel et
al,, 2003).

VLIV DLOUHODOBEHO PUSOBENI 9-[2-(FQSFONOMETHOXY)ETHYL]-2,6-
DIAMINOPURINU (PMEDAP) NA NADOROVE BUNKY

Autor: Michal Zzapotocky,

Skolitelé: doc. RNDr. Berta Otova , CSc., RNDr. Jitka Hanzalova, Ustav biologie a Iéka¥ské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: PMEDAP je kompetitivnim substrat-inhibitorem pol d a zaroveri podmifiuje terminaci DNA fetézce de
novo. Cilem prace bylo sledovani cytostatického Gcinku a rozvoj rezistence u bunék T lymfomd v zavislosti na
davce a délce plisobeni PMEDAP. Metodika: Burfiky CCRF-CEM byly kultivovany 5 tydn v médiu RPMI+10%
FCS bez anebo s PMEDAP (1 mmol/l; 10 mmol/l). XTT test byl délan v intervalu 7 dn po 24 a 72 hodinach
kultivace v mikrodesti¢kach. Pro stanoveni citlivosti bunék k PMEDAP byla pouzita testovaci davka této latky 1;
10; 100 mmol/l. Pro pokus in vivo byly pouzity lymfomy rostouci na inbrednich potkanech SD/Cub. 14 dni po sc
injekci 106 bunék byl poloviné zvitat 10 dnl aplikovan PMEDAP (sc, 2xdenné, 5mg/kg). 24 hodin po posledni
davce nasledovala kultivace bunék izolovanych z léenych a nelécenych lymfom0 v 96-jamkovych mikrodestic-
kach v mediu RPMI +ATB+10% FCS+rlstové faktory. Po 48 hodinach kultivace byla XTT testem hodnocena
proliferacni aktivita nadorovych bunék bez plsobeni PMEDAP a po kultivaci s PMEDAP v koncentracich 50 a 10
émol/I.

Vysledky a zavér: Buriky pod stalym tlakem 1 émol/l PMEDAP mély po 21 dnech statisticky vyznamné vyssi
proliferacni aktivitu oproti kontrolnim bunkam (0 émol/l). Rezistence se vyviji v zavislosti na davce a Case.
Davka 1mmol/l PMEDAP, jeZ je 7x nizsi nez IC, pro CCRF-CEM (7 mmol/l) umoZnila rozvoj rezistence a naopak
davka 10 mmol/I byla jiz po 14 dnech cytotoxicka. 10 denni plsobeni PMEDAP in vivo nesnizilo citlivost bunék
lymfomu k dalsi davce latky.
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BIOCHEMICKE PROJEVY MITOCHONDRIALNE KODOVANE MUTACE V MTATP6

GENU

Autofri: Daniela Fornliskova, Ing. Markéta Tesafova, P. Jesina, A. VojtiSkova, H. Hansikova, J. Housték, J. Zeman

Skolitel: prof. MUDr. Ji¥i Zeman, DrSc., Laboratof pro studium mitochondrialnich poruch, Klinika détského
a dorostového lékaistvi 1. LF UK a VFN

Systém oxidacni fosforylace (OXPHOS), katalyticka draha tvofena péti multipodjednotkovymi komplexy zabu-
dovanymi ve vnitfni mitochondridlni membrané, zajistuje v bufice syntézu naprosté vétsiny ATP. Deficit kom-
plexu V (ATP syntaza), zplsobeny prevalentnimi bodovymi mutacemi mitochondridlné kédovaného genu
MTATPS, je Castou pricinou zavaznych mitochondridlnich encefalomyopatii, manifestujicich se syndromem NARP
nebo Leighovym syndromem.

U chlapce s mitochondrialni encefalomyopatii, laktatovou acidézou a mikrocefalii byla nalezena heteroplaz-
micka delece 2 bp (9205delTA) MTATP6 genu. Mnozstvi mutované mtDNA ve svalu (69%), fibroblastech
(85%), krvi (68%) pacienta a v krvi matky (64%) bylo vyrazné vyssi, nez v krvi babicky (4%). V nasi studii se
snazime objasnit funkéni dopad mutace 9205delTA, kterd je v oblasti stop kodonu M7ATP6 genu, na systém
OXPHOS.

Ve fibroblastech byla zjisténa snizena aktivita komplexu IV (cytochrom c oxidaza; rezidualni aktivita 13%),
snizena syntéza ATP a respirace stimulovana ADP (pokles na 30 — 50%) a také nizsi hodnota mitochondrialniho
membranového potencialu ve stavu 4 (FACS analyza vyuzivajici TMPM sondu). Nativni elektroforéza (BN-PAGE)
komplexi OXPHOS a dvourozmérna elektroforéza podjednotek jednotlivych komplexd ukdzaly vyrazné snizeni
obsahu komplexu V ve svalu a mirné snizené mnozstvi komplexu V ve fibroblastech. Zadné zmény nebyly
zaznamenany v mnozstvi ostatnich komplex@ respiracniho fetézce. WesternBlot analyza s vyuZitim monoklo-
nalnich protilatek proti a podjednotce ATP syntazy, ve shodé s nativni elektroforézou, nedetekovala ve svalu
komplex V ani intermediaty vznikajici pfi sestavovani celého komplexu. Ve fibroblastech komplex Vi interme-
diadty pritomné byly.

V soucasné dobé probihaji také studie na drovni mRNA s cilem potvrdit hypotézu, ze mikrodelece narusuje
posttranskripéni procesy tvorby separatnich mRNA-ATP8/ATP6 a mRNA-COXIII z plvodné polycistronniho
transkriptu a zplsobuje tak vznik fuzni mRNA(ATP8/ATP6/COXIII).

Prdce byla podporena grantem VZ 1111 00003

KOURENI, TEHOTENSTVI A PLOD
Autofi: Jana Bajerova (5. ro¢. PfF UK), Nina Raslova (5. ro€. 1. LF UK)
Skolitel: MUDr. Eva Kralikova, CSc. - Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF a VFN

Uvod: koufeni je vyznamnym rizikovym faktorem b&hem téhotenstvi, a to nejen pro matku, ale i pro plod.
Jedna z péti nastavajicich matek koufi, i s védomim, Ze ohroZuje své dité. Koufeni se na patologickém priibéhu
téhotenstvi a vyvoji plodu podili mnoha mechanismy. Koufi-li Zzena v téhotenstvi, dochazi Casto k rlstové
retardaci. Za nejvyznaméjsi nasledky koureni matky patfi zhorSena poporodni vyZiva (redukce kojeni), vyssi
riziko syndromu nahlé smrti, zvy$ena respirani nemocnost a vyssi riziko zhoubnych nadorl v détském véku.
BohuZel mezi nasimi téhotnymi koufi 20 %.

Metodika: Setfeni jsme provadély na poporodnim oddéleni Gynekologicko-porodnické kliniky 1.LF UK. For-
mou fizeného pohovoru jsme zjistovaly data tykajici se koufeni v téhotenstvi, porodu i znalosti a nazorl matek
na vliv koufeni v téhotenstvi na plod. Objektivizace koufeni- méfenim CO ve vydechovaném vzduchu (za
poslednich 12 hodin).

Vysledky: z 263 dotazanych matek, které byly v obdobi Sestinedéli po porodu (vétSinou 2-3 dny) koufilo
pravidelné 13 matek, prileZitostné 17 a 33 matek prestalo koufit v téhotenstvi. TéméF polovina kufacek vi, ze
koufeni zplsobuje nizsi porodni hmotnost ditéte, ale 40% kufacek vibec nevi, co si pod slovy o Skodlivosti
koufeni na plod predstavit. Ani jedna kufacka nevédéla, ze koufeni zplsobuje zpomaleny rlst a vyvoj plodu.

Zavér: v nasem souboru byla prevalence koufeni vyssi, nez se uvadi, znalosti matek o vlivu koureni na plod
malé. Vétsina kufacek by rada prestala koufit, pfevazna vétsina nékdy zkousela prestat, ale nelspésné.



QT DISPERZE U PACIENTO LECENYCH DOSULEPINEM

Autor: Stépan Havranek
Skolitel: doc. MUDr. Otomar Kittnar, CSc., Fyziologicky Ustav 1. LF UK

QTdisperze (QTd) je definovana jako rozdil nejkratSiho a nejdelsiho QT intervalu naméfeného v jednotlivych
svodech urcitého svodového systému. QTd je fyziologickym jevem, avsak narlst hodnot QTd miZe byt zplso-
ben celou fadou pf¥icin.

Je zndmo, ze nékterd antidepresiva, zejména tricyklicka, vykazuji ve vyssich davkach kardiotoxicitu jako
jeden z nezadoucich Gcinkd. Cilem této prace bylo zjistit, jestli u pacientl 1éCenych profylaktickymi davkami
dosulepinu existuji zmény QTd a popripadé jestli jsou zmény QTd zavislé na plasmatické koncentraci dosulepi-
nu.

K mérFeni byly pouzity elektrokardiografické a vektorokardiografické zaznamy a povrchové potencialové mapy
ziskané od 27 psychiatrickych pacientl Ié¢enych dosulepinem a od 37 zdravych dobrovolnikd. QTd byla vypo-
¢itéana z QT intervalG naméfenych v 80ti svodovém systému. U psychiatrickych pacientll byly znamé hodnoty
plasmatické koncentrace dosulepinu.

Primérné hodnoty QTd (£SD) u dosulepinové skupiny se ukazaly byt signifikantné vyssi [70(£21)ms] neZz u
skupiny kontrolni [34(£12)ms]. Zavislost mezi plasmatickou hladinou dosulepinu a QTd byla také signifikantni
(p<0,001) pti korelacnim koeficientu 0,7871.

Navzdory faktu, Ze pfi vypoctu QTd z naméfenych QT v 80ti svodovém systému, jsou vysledky velmi
slibné, pouziti klasického 12ti svodového systému podobné zavislosti neprokazuje.

KORUNKOVE A MUSTKOVE MATERIALY NA BAZI POLYMERO PO 2 LETECH

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

Uvod: Stomatologicka verejnost hleda jiz léta idedlni rekonstrukéni materidl pro fixni protetiku, ktery by se
barevné, pevnosti a trvanlivosti podobal pfirozenému zubu. Jednu z moznosti tvoii techniky, kde fazetovani je
zajisténo plasty. Cilem nasi studie bylo posoudit, jak odolavaji tyto materialy v dutiné Ustni.

Metodika: Sestavili jsme soubor 50 korunek u 15 pacientd (4 zen a 11 muzd) s fazetami z plastu (C+B,
Dental) a kompozitniho plastu (Sinfony, ESPE), se slitinami us$lechtilych kovl (Aurix, Safina) a obecnych kov(
(Wiron, Bego). Dva roky po zhotoveni jsme korunky klinicky vySetfili, otiskli jsme je adi¢ni silikonovou hmotou
(Aquasil, Detrey Dentsply) a v laboratofi jsme zhotovili repliky situace v dutiné Ustni. V elektronovém rastro-
vacim mikroskopu Jeol 5500 LV (Jeol) i klinicky jsme hodnotili stav okluze — okluzni reliéf, anatomicky tvar,
vestibularni a oralni plochu korunky i oblast krckového uzavéru.

Vysledky: Vysledky Ize shrnout do nasledujicich bod@. Okraj korunky je vestibularné v Grovni marginalni
gingivy (14 %) pod (30,0 %) nebo nad ni (56 %). Neni statisticky vyznamny rozdil v hodnoceni vestibularni a
oralni plochy zubu . Pfi tomto typu sanace nachazime ve 32 % zanétlivé zmény v oblasti kréckového uzavéru.
To s sebou nese zvySené nebezpeli vzniku sekundarniho kazu (14 %). Pfitomnost sekundarniho kazu i zanét-
livé zmény jsou v pfimé korelaci s nepresnou adaptaci okraje korunky po 2 letech. Pouze u 68 % korunek jsme
nasli idealni stav, kdy se sonda nezachytava u okraje korunky. Korunky po dvou letech jsou prevazné intaktni
(98 %). Korunky, prestoze mély stabilni anatomicky tvar, ménily barvu fazety. Pouze 10 % praci vykazovalo
optimalni barevnou shodu s okolnimi vlastnimi zuby. V rastrovacim elektronovém mikroskopu jsou viditelné
znamky abraze.

Zavér: Na zavér lze fici, ze korunkové a mistkové materidly na bazi polymerd jsou v nasich ordinacich
bezesporu metodou volby. Mechanické i chemické usporadani vazby mezi kovovou slitinou a fazetou u kompo-
zitnich plastd je velmi stabilni. Nevyhodou materialu pres kvalitni zpracovani i lesténi je neuzavfeni povrchu a
moznost penetrace Castic z potravy, koufeni apod. Tato vlastnost se negativné projevi na mirném zabarveni
fazety, pfipadné ztraté transparence materialu.

TRANFUZNI PRAXE U KRITICKY NEMOCNYCH KARDIAKO

AutofFi: Ales Kovarik, Gabriela Dostalova
Skolitel: MUDFr. Jan Bélohlavek , II. interni klinika - klinika kardiologie a angiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Podavani transflzi u kriticky nemocnych je ¢asté a ¢ini v priméru az 2 jednotky krve tydné. Doporuce-
ni, kdy transfuzi indikovat, jsou ale nejednoznacna. (Nejedna se o akutné krvacejici pacienty). VétSinou se
fidime arbitrarné stanovenou hladinou hemoglobinu v Sirokém rozmezi od 70 do 120 g/I. V poslednich letech
se ale objevilo nékolik praci, kriticky hodnoticich praxi podavani transfuzi na intenzivni péci. Zda se, Ze restrik-
tivni politika podani transfuzi az pfi poklesu hemoglobinu na hodnoty kolem 70 g/I zlepSuje prognézu kriticky
nemocnych s vyjimkou pacientl s akutnimi formami ischemické choroby srdecni.

Cil studie: zhodnotit souCasnou praxi podavani transfuzi u kriticky nemocnych kardiakd



Metody: retrospektivni analyza dokumentace pacientd hospitalizovanych na koronarni jednotce, kterym
byla podana krevni transfuze

Vysledky: za obdobi 3/2001 — 12/2001 bylo hospitalizovano celkem 642 nemocnych, 57 z nich byla podana
transfuze. Prlimérny vék transfundovanych byl 70 £ 8 let, z toho 32 nemocnych (56 %) bylo hospitalizovano
pro akutni formy ICHS. ,Trigger point" pro podani transfuze byl 88,5 + 7,5 g/l, prdimérné bylo podano 3,4 (1-
18) jednotky/pacienta/hospitalizaci, nejCastéji byly podany 2 j/pacienta/hospitalizaci. Mortalita transfundova-
nych cinila 12,3 %, mortalita vSech pacientl na KJ za posledni 3 roky &ini 3,4 %.

Zaveér: V soucasnosti pouZivany ,trigger point" pro podani transfuze kardiak@im vyZadujicim intenzivni péci je
90 g/I, mortalita transfundovanych je vyznamné vyssi. Podle nam znamych Udajl se jedna o prvni studii
v Ceské literatufe hodnotici transfzni praxi u kriticky nemocnych kardiakd.

OPOMIJENE ASPEKTY RIZIKOVEHO CHOVANI

Autor: Jaromir Kiemen, 5. rocnik 1 . LF UK
Skolitel: doc. MUDr. Otakar Klein, CSc., Ustav hygieny a epidemiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Cast vyuky 5. ro¢niku na Ustavu Hygieny a epidemiologie 1. LF UK v Praze je vénovana tzv. terénni stazi,
jejimz predmétem je seminaf vedeny mediky se studenty prazskych stfednich Skol zaméreny na prevenci HIV/
AIDS a dalsich pohlavnich chorob. Soucasti seminafe je anketni Setfeni zakladnich znalosti dospivajici mladeze
v této zavazné problematice.

Metodika: Své Setfeni jsem rozsifil o Udaje ziskané svymi kolegy v letech 2000-2003, ¢imZ vznikl soubor 910
studentd 14 prazskych stfednich Skol ve véku 14-19 let, z toho bylo 303 studentll 4 gymnazii, 367 studentd
7 stfednich prdmyslovych Skol, 161 studentl 1 stfedni zdravotni Skoly a 79 studentl 1 umélecké stredni skoly.
Do souboru jsem vybral respondenty, kterym byly zadany shodné otazky. Anketa byla zaméfena na znalosti v
problematice HIV/AIDS a dalSich STD (zplsoby pfenosu, projevy onemocnéni, ochrana pred nimi, pocty HIV
pozitivnich osob v CR a ve svété).

Vysledky: VétSina studentll naseho souboru vykazala znalosti o HIV/AIDS, kapavce a syfilis, avSak neméla
znalosti o zdravotné zavazné Sifici se nakaze chlamydii trachomatis a viry hepatitid typu C a B, i dalSich STD jako
jsou svrab, trichomonidza, herpes genitalis, mykdzy a dalsi STD. Za zavazné povazuji zjiSténi, ze mala cast
respondentd povazovala za ochranu pred Sitenim STD i hormonalni antikoncepci a dalsi neGc¢inné metody.
Pfiblizné jen pétina respondentd uvedla jako moznost prenos infekce transplacentarné z matky na dité Ci
infikovanou jehlou, naopak néktefi povazuji za rizikovy i samotny dotyk s nemocnym. 40 % respondent(
neuvedlo Zadny specificky pfiznak STD, pouze tfetina studentl sledovaného souboru ma predstavu o fado-
vych poctech hlasenych pfipadl HIV/AIDS, jak ve svété, tak v CR.

Zaveér: Uvedené Setfeni poukazalo na minimalni znalosti dalSich zdravotné zavaznych STD, z nichZ nékteré
nabraly na vyznamu zvlasté v poslednim desetileti, a to chlamydiovych infekci a hepatitidy typu C, Sifici se
hlavné mezi intravenoznimi uzivateli drog (promorenost této populace Cini az 70 %). Tyto mezery ve znalos-
tech témito chorobami ohrozené dospivajici mladeze je nezbytné vyplnit.

BIOLOGICAL WARFARE AND TERRORISM: THE REALITIES OF TODAY

Author: Linos Pantelakis

Advisor: prof. MUDr. Vladimir Becko DrSc., Institute of Hygiene and Epidemiology, Charles University in
Prague - First Faculty of Medicine

Political developments in recent years, perhaps more than ever before, have brought the issue of biological
weapons to the forefront of defense planning. The fear of a biological attack has spread globally and has
already begun to influence public health and medical education in some countries. Indeed, healthcare speci-
alists are major contributors to the public debate about the ways to prevent or protect societies against such
threats. This presentation aims to summarize the existing information on the potentialities of current biologi-
cal warfare systems, possible ways to defend against them, as well as some current controversies centered
around the public health policies that should be adopted in that regard. Dividing this broad topic into three
parts, we may initially conduct a quick review of the use of biological weapons throughout history, focusing
especially on the tremendous developments in this field of military research - and its applications - during the
20th century. For although such forms of warfare have probably been used since the dawn of mankind, the
morbidity and mortality caused by them since the second world war is incomparable to any previous era. The
second part is devoted to the ,current state of affairs", namely a description of both the existing offensive
and defensive systems in use. For the former, we analyze the conditions and process of weaponization,
illustrated by some examples of biological warfare agents. As for the latter, we present the various possibilities
for detection, barriers, containment and decontamination procedures, ranging from biological neutralization
units on the battlefield to real-time epidemiological surveillance systems for great populations. Here we should
also include a sho rt mention of the international treatises and pacts (along with their legal or political



shortcomings) that aim to regulate or prohibit the use of these weapons. Finally, we discuss the society
issues that are raised by the impact of the biological threat on health policy, such as the intrinsic efficacy and
therefore the usefulness of defensive measures, their consequences on the allocation of healthcare funds,
and the need to retain civilian democratic control of the structures and orientations of public health.

DLOUHODOBE PROVIZORNI RESENI U MLADYCH PACIENTU PO 5 LETECH
Autor: Jakub Stebel
Skolitel: doc. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Ortodonticka terapie nebo Grazy zub@ u mladych pacientd jsou ¢asto spojeny s potfebou korigovat
anomalie i proteticky. Rozvoj novych adhezivnich technik, technologii i vlastnich pracovnich postupl dovoluje
oddalit klasické protetické feseni a chranit zdravé zubni struktury. Cilem studie bylo objektivné zhodnotit
kvalitu této terapie po 5Sletech pouzivani v dutiné Ustni.

Metodika: Vychozi klinickou skupinu tvofilo 20 pacientl (18 Zen a 2 muzi). Primérny vék byl 21,5 let.
Dlouhodobé provizorni sanaci jsme mohli rozdélit podle typu defektu na: korekci tvaru zubu, doplnéni mezery
a feSeni polrazové ztraty. Terapii jsme provadéli aplikaci fazet z kompozitniho materiadlu Charisma (Heraeus
Kulzer) pfimo v Ustech pacienta. Déle jsme zhotovovali dentapregové mustky (Ribbond) i adhezivni konstruk-
ce z kovovych slitin. Ve dvou pfipadech jsme se rozhodli pro klasické fixni feseni (Vita Omega + Wiron, Bego).

Vysledky: Po 5 letech pfi kontrolnim vySetfeni jsme hodnotili stav sanace u 32 zubl podle nasledujicich
kritérii: kvalita marginalniho okraje sanace, adaptace okraje, anatomicky tvar korunky, pfitomnost kazu, barev-
na stalost fazety, diskolorace okraje povrchu vyplné — rekonstrukce, hladkost povrchu, citlivost po vykonu. I
kdyz oSetfené zuby vyhovovali a vySetfeni pacienti sami nepozadovali Upravu, o stoprocentnim stavu sanace
muUzeme mluvit pouze u korunek. Nejcastéji jsme detekovali poruseny povrch sanace, ¢asto v kombinaci
s diskoloraci rekonstruované plosky. Zména anatomického tvaru s sebou pfinasela odlomeni plosky i zabarveni
fazety. Celkovy stav oSetfeni jsme zhodnotili jako velmi dobry, zuby nebyly vyrazné barevné ani tvarové zmé-
néné, adaptace okraje byla ve vSech pfipadech vyborna, ve dvou pfipadech jsme detekovali vyskyt sekundar-
niho kazu.

Zavér: Adhezivni techniky, které nevyzaduji preparaci celého pilife jsou bezesporu trendem moderni prote-
tiky. Mensi ztrata tvrdych zubnich tkani, pfirozeny pribéh abraze a s tim spojend zména v oblasti krc¢kového
uzavéru by méla zajistit integraci nahrazené casti zubu ¢i mezic¢lenu do oblasti pfirozeného chrupu. Pfi pfisné
kontrole kvality sanace bylo ve vyborném klinickém stavu pouze polovina zubl. Dlouhodobé provizorni sanace
vyZzaduje optimalni hygienu pacienta i pravidelné kontroly.

KLINICKA ANATOMIE PRISTITNYCH ZLAZ

Autor: JiFi Sedy

Skolitelé: MUDr. Ondiej Nafika, Anatomicky ustav 1. LF UK, MUDr. Svatopluk Adamek, CSc., III. chirurgicka
klinika 1. LF UK a FNM

Uvod. Parathyroidektomie (PTE) je vykon, ktery klade zna¢né naroky na zkudenost operatéra. Poloha 7laz a
jejich pocet je v 80 % konstantni, ale ve zbyvajicich 20 % mize byt zdrojem komplikaci. Horni pristitné zlazy
se obvykle nachazeji nad zkfizenim a. thyroidea inferior (ATI) a n. laryngeus recurrens (NLR), zatimco dolni pod
timto kfiZzenim, vétSinou ventralné od NLR. Nasim cilem bylo (1) vypracovat optimalni postup odbéru pristit-
nych Zlaz od darcd organd k transplantaci (2) optimalizovat operaéni postup pfi PTE.

Material a metodika. Studie byla provadéna na télech zemrelych v Hlavové Ustavu patologické anatomie 1.
LF UK. Preparovali jsme spole¢né s chirurgy 38 tél (18 Zen, 20 muz(l) ve véku 46 az 92 let. PFistitna téliska
jsme hledali nejprve na zkfizeni ATI a NLR, nasledné na zadni ploSe Stitné Zlazy, podél pribéhu NLR a ATI,
v krénich vybéZcich thymu a v pfednim hornim mediastinu. Téliska jsme hodnotili makroskopicky i mikroskopic-
Kky.

Vysledky. Celkem jsme nalezli a odebrali 133 télisek, ktera jsme identifikovali makroskopicky. PFistitna zlaza
byla nalezena v 75 %. NejCastéji byla zaménéna za lymfatické uzliny (11%), laldéek Stitné zlazy ( 9 %),
tukovou tkan (3,75 %) a tkan thymu (1,5 %). Mezi hornimi a dolnimi télisky pravé a levé strany nebyl
zaznamenan rozdil v procentu Uspésnosti identifikace.

Diskuse. Nejddlezitéjsimi komplikacemi PTE jsou anatomické variety a moznost zamény pristitnych télisek
za okolni utvary. Ve specializovanych centrech je udavana az 95% uspésnost, cozZ je vice nez v naSem souboru
(75%). Uspésnost je dana pouzitim predoperacnich zobrazovacich metod, které umozni lokalizovat az 80%
télisek. Kromé toho je preparace hypertrofickych télisek snazsi.

Zavér. Ze studie vyplyvaji tato doporuceni : Vypreparovat a Setfit NLR a pak nalézt jeho zkfizeni s ATI - do
vzdalenosti 2 cm kranialné a kaudalné od tohoto mista lezi vétSina télisek. Pokud nejsou téliska nalezena,
preparovat dale ve vazivu podél pr@ibéhu ATI a NLR, na zadni plose stitné Zlazy, v tukové tkani a v krcnich



vybézcich thymu. Je tfeba pamatovat na Casté variety této krajiny. Nacvik preparace v pitevné rozsifuje
zkuSenost operatéra.

DIAGNOSTICKY VYZNAM STANOVENI PROTILATEK PROTI A-FODRINU

Autor: Zdenka Varnkova

Skolitelé: RNDr. Ivana Janatkova, prof. MUDr. Terezie Fudikova, DrSc., MUDr. Karin Mali¢kova, Ustav
imunologie a mikrobiologie 1.LF UK

Uvod. Sjégren@iv syndrom (SS) je chronicky probihajici zanétlivé onemocnéni postihujici predevéim exokrinni
Zlazy, jehoz charakteristickymi klinickymi projevy jsou Unava, xerostomie a xeroftalmie (sicca syndrom). Stano-
vit spravnou diagnézu SS je pomérné obtizné, nebot’ 7adny z dosud provadénych testd ¢i stanovovanych
laboratornich marker neni dostatecné specificky a/nebo senzitivni. V posledni dobé je mozno vyuzit v diagnostice
SS vysetreni protilatek proti a-fodrinu (komponenta membranového skeletonu), resp. jeho apoptotickému
fragmentu. V této praci jsme sledovali vyskyt téchto protilatek u jednotlivych skupin pacientd a v kontrolni
populaci (viz.nize) a jejich vyznam v diagnostice a patogenezi SS.

Metodika. Celkem bylo vySetfeno 81 vzork( sér, jednalo se o séra pacientl se SS (skup.A, n=11), se
systémovym nebo organovym autoimunitnim onemocnénim (skup.B, n=21), s Gstnim dyskomfortem (skup.C,
n=18) a zdravé kontroly (skup.D, n=31). Protilatky proti a-fodrinu (ve tfidé IgG a IgA) byly stanoveny meto-
dou ELISA. Ostatni autoprotilatky byly stanoveny v rutinnim provozu imunologické laboratore.

Vysledky. Ve tfidé IgG bylo zaznamenano celkem 17 pozitivnich vysledkd (z toho 12 ve skup.B, 5 ve skup.D,
zadny ve skup. A a C). Ve tfidé IgA bylo jako pozitivni stanoveno 14 vzork( (zadny ve skup.A, 8 ve skup. B,
2 ve skup.C a 4 ve skup.D). Koncentrace autoprotilatek proti a-fodrinu u nemocnych skup.A se statisticky
nelisily od koncentraci ve skup.C a D.

Zavér. Z vysledkd vyplyva, ze k odhaleni SS nestaci stanoveni titru protilatek proti a-fodrinu. Tyto autopro-
tilatky vSak mohou mit ochrannou roli a pfitomnost vysokych titrll by mohla nasvédCovat moznému poskozeni
exokrinnich zlaz (slinnych a slznych) v budoucnosti.

OPTIMALIZACE VYSETRENI PERMEABILITY ALVEOLOKAPILARNI MEMBRANY

AutofFi: Hana Votavova, MUDr. Hana Jiskrova, doc. MUDr. Karel Kupka, CSc., J. Votruba, prof. MUDr.
Martin Samal, DrSc., Ustav nuklearni mediciny 1.LF UK a VFN

Skolitel: doc. MUDr. Karel Kupka, CSc., Ustav nuklearni mediciny 1.LF UK a VFN

U intersticialnich plicnich proces@ a dalSich plicnich onemocnéni vzrlista permeabilita alveolokapilarni membrany
(PAM). Po inhalaci aerosolu *°"Tc-DTPA (diethylentriaminopenta-octové kyseliny znacené techneciem) ji Ize
méfFit jako rych-lost prestupu molekul DTPA z alveolarni tekutiny do krve. Cilem prace byla optimalizace hodno-
ceni vysledku vySetfeni. Metodika. U 82 pacientli jsme po inhalaci aerosolu méfili pokles radioaktivity nad
plicemi po dobu 30 minut. Hodnotili jsme presnost odhadu méfenych hodnot mono- a bi-exponen-cialni funkci
(MF, BF) a vyuzitelnost vybranych parametrQ kfivek (poloc¢asu T/2, reziden¢niho ¢asu TR a normalizované
rezidualni aktivity NORA) pro diferenciaci typu onemocnéni. Vysledky. Odhad mérenych hodnot pomoci BF byl
statisticky vyznamné presnéjsi nez odhad MF (p<0,01). To odpovida skutecnosti, Ze u vétsiny vysetifenych
byla PAM patologicky zvySena a radioaktivita v alveolech klesala jiz v prlibéhu vy-Setfeni pod Uroven radioakti-
vity v krvi. Rozdily mezi prmérnymi hodnotami parametrd kfivek ve skupiné nemocnych kryptogenni fibrotizu-
jici alveolitidou a jinymi chorobami plic byly statisticky vyznamné, jednotlivé hodnoty se vSak vyrazné prekryva-
ly. Nejlepsi rozliSeni obou skupin umoznily T/2 a NORA (standardni vzdalenost mezi primérnymi hodnotami
1,214 a 1,156 standardni odchylky). Zavér. Prestoze BF lépe vystihuje méfené hodnoty ve sledovaném caso-
vém intervalu, T/2 (MF) a NORA lépe popisuji zavaznost poruchy PAM.

PROJEKT PREVENTIVNI KARDIOLOGIE A ZDRAVY ZIVOTNI STYL PRO ZAKY
ZAKLADNICH SKOL

AutofFi: Kamila Zimova, Lenka Bosanska

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

Uvod: Projekt prevence kardiovaskuldrnich onemocnéni na zékladnich $kolach (ZS) navazuje na lofisky preventiv-
ni program zaméreny na skupinu stfedoskolskych studentl. I tentokrat je cilem zlepsSit informovanost zakd, dale
prostfednictvim anonymnich dotaznikd zajistit data pro zpracovani ukazatell jako je prevalence koufeni déti
vékové skupiny 11-16 let, zmapovat nakolik si Zaci uvédomuji zdravotni Skodlivost koufeni a naduzivani alkoholu,
jaké jsou jejich motivace nekoufit, dokazi-li si jiz v tomto véku vytvofit pevné rozhodnuti stat se nekurakem.
Pfesun projektu k mladSim vékovym skupindam byl zvolen v disledku faktu, Ze prvni cigarety byvaji vykoufeny



mezi 11.-13. rokem Zivota. Snahou je, aby si zaci z prednasek odnesli védomi, ze sami aktivné mohou do urcité
miry ovliviiovat sv{lj zdravotni stav, vnuknout jim odpovédnost za své vlastni zdravi, vzbudit zajem o ziskavani
dalSich informaci a upozornit, Ze i v mladém véku je plsobeni rizikovych faktorli nezanedbatelné.

Metodika: Ve spolupraci s pedagogy ZS Zaci 6.-9. tfid vyplnili Gvodni dotaznik o 16 otazkach, tykajicich se
znalosti Skodlivosti koufeni a zneuzivani alkoholu, zjistujicich, zda byl jiz zak ve styku s cigaretou, alkoholem ci
drogami, jeho motivy nekoufit apod. Po vyhodnoceni byl upraven obsah prednasek pro konkrétni tfidy. Zpra-
covana data jsme dali k dispozici i pedagoglim, aby si tak mohli |épe zmapovat situaci na vlastni Skole. Praci
jsme zadali studentm 5. ro¢niku 1.LF UK v rdmci terénni praxe staze z hygieny. Byly probrany cile projektu,
osnova prednasek a moznost pouZiti pomlcek pro zpestfeni hodin (barevnych plakatd, méfeni TK ¢i mnoZzstvi
CO ve vydechovaném vzduchu smokerlyzerem). V hodiné studenti rozdali kratky dotaznik s dotazy na preva-
lenci koufeni, znacky cigaret, vlivu reklamy. y

Vysledky: Do terminu odevzdani abstraktu jsme navstivili 2 ZS. Z dotaznikl vyplynulo, Ze v kazdé tFidé
nékolik Zakd zkouselo koufit. V povédomi zakd je skodlivé plsobeni koufeni na plice, v téhotenstvi a na celko-
vy vzhled. Vliv na dal$i organy (srdce a cévy) si neuvédomuji. Nejcastéji uvadéné ddvody pro¢ nekoufit:
financni, strach z prozrazeni, vliv na zdravi.

Zavér: Diskuze ve tfidach se vzdy spontanné rozbéhla, Zaci pokladali dotazy. BEhem bfezna a dubna navsti-
vime dalsi tfidy a konkrétni vysledky budou prezentovany na konferenci.

PREVALENCE FAMILIARNIHO HYPERALDOSTERONISMU V CESKE REPUBLICE

Autofi: David Zogala, A. Hofinek, Z. Lacinova, M. Hampf, R. Bernhardt, B. Strauch, T. Zelinka, J. Widimsky
Skolitel: doc. MUDr. Jifi Widimsky, CSc., III. int. klinika VFN Praha, MDC Berlin

UVOD: Familidrni hyperaldosteronizmus (dale FH) je typ primarniho hyperaldosteronismu (dale PH), podminény
vznikem chimerického genu, ktery zplsobuje patologickou regulaci tvorby aldosteronu hormonem ACTH.
Klinicky se projevuje jako hypertenze stfedniho aZ téZkého stupné.

CIL PRACE: Cilem studie bylo pomoci nize uvedenych metod urcit prevalenci FH v populaci pacientl se
stfedné tézkou az tézkou hypertenzi vys. na IIIL. interni klin. VFN.

METODY: Studie byla zpracovana na souboru 422 pacientl (276 Zen, 146 muzl, pr@m. vék 51 let)
s hypertenzi. K potvrzeni dg. PH byl pouzit nalez nizkych koncentraci reninu (pod 0.7 ng/mi/h), zvySenych
hladin aldosteronu (nad 150 pg/ml) a zejména poméru aldosteron/renin v plazmé > 50. K uréeni FH byla u
pacientl s PH provedena geneticka analyza pomoci PCR a elektroforézy. K odhaleni jinych pFic¢in sek. hyper-
tenze byly pouZity béZné metody.

VYSLEDKY: PH byl ve skupiné nalezen u 97 pacientl z celkového poctu 422 osob (23%). FH byl gen.
analyzou potvrzen u 3 pacientl se zjisténym PH (3% z PH, 0.7 % ze v3ech hypertonikd).

ZAVER: FH je vzacnéjsi formou PH. PH naopak je Castou pficinou vysokého krevniho tlaku u stfedné tézké
az tézké hypertenze.
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ROLE AKTIVOVANYCH MAKROFAGU V INTRATEKALNI IMUNITNI ODPOVEDI U
BAKTERIALNI MENINGITIDY

Autofi: Ondiej Beran, Michal Holub, Jarmila Hnykova, Marie Staiikova, Alena Lobovska

Skolitel:  doc. MUDr. Marie Staiikova, CSc., III. klinika infekénich a tropickych nemoci 1. LF UK a FN Na Bulovce

Meningealni makrofagy (mf) predstavuii prvni linii obrany CNS pii bakterialni infekci. Jejich role spociva v prezentaci bakterialnich
antigen® a produkci cytokind, které mnohonasobné zesiluji imunitni odpovéd’ pfi bakterialni meningitidé. Cilem nasi studie byla
analyza poctu mf v likvoru, jejich aktivovanych forem a hladin cytokinG v likvoru ve vztahu ke klinickému pribéhu akutni
bakterialni meningitidy.

Metodika. Do studie bylo zafazeno 10 pacientd prijatych na JIP infekéni Kliniky s akutni bakteridini meningitidou. Lumbalni
punkce (LP) byly provedeny v den pfijeti a v odstupu 3-5 dni.

Relativni a absolutni pocty mf a jejich exprese aktivacniho markeru HLA-DR byly vySetfeny trojbarevnou pritokovou
cytometrii, analyza hladin cytokin@l v likvoru byla provedena pomoci metody cytometric bead array (CBA); rutinné byly
stanoveny biochemické ukazatele v likvoru a v periferni krvi. Tize prlbéhu onemocnéni byla stanovena pomoci skore SOFA a
APACHE 1II.

Vysledky. Viysoké relativni zastoupeni aktivovanych mf v likvoru negativné korelovalo se SOFA skérem (r= -0,928, p<0,02) a
sérovym CRP (r= -0,928, p<0,02). Pfi kontrolni lumbalni punkce sledované ukazatele jiz nevykazovali statisticky vyznamné korelace.
Déle jsme pozorovali vyznamné zvySeni hladiny zanétlivych cytokind v likvoru z 1. LP, zejména IL-1b, IL-6, IL-8 a TN®-a.

Zavér. Nase vysledky naznacuji pozitivni roli aktivovanych meningealnich mf s expresi antigenu HLA-DR v imunitni obrané
CNS pri bakteridlni meningitidé. Stanoveni aktivovanych mf v likvoru mlZe tedy slouzit jako uZitetny prognosticky marker této
infekce. Pro analyzu cytokind v likvoru je vhodnou metodou CBA, kterou Ize stanovit hladiny Sesti cytokinl v minimalnim
mnozstvi vzorku.

VLIV SPONTANNI PRODUKCE OXIDU DUSNATEHO NA FUNKCNI A METABOLICKOUY
AKTIVIJU POTKANICH HEPATOCYTU V KONVENCNI A PERFUNDOVANE PRIMARNI
KULTURE

Autor: Nikolina Canova

Skolitel:  prof. Dr. Hassan Farghali, DrSc., Farmakologicky Gstav 1.LF UK

Uvod: Izolace hepatocytl (HC) vede viivem plisobeni EGTA, kolagendzy a tzv. stfihového napéti ke strukturdlnim
zménam architektury jater a ke stresu, ktery indukuje expresi II.typu NO-syntazy (iNOS) v HC. V dUsledku pretrvava-
jici aktivity iNOS i v nestimulovanych primarnich kulturdch HC dochazi ke zvySené produkci oxidu dusnatého (NO).
Proto jsme se v nasi studii zaméfili na stanoveni a vyhodnoceni vlivu spontanni i modifikované produkce NO na
funkéné/metabolickou kapacitu a bunécnou integritu HC v konvencni a perfundované tkanové kulture.

Metody: HC byly izolovany z potkanich jater standardni dvoufazovou perfuzni metodou, poté nasazeny na Petriho
misky (PM) a do vnitfniho prostoru deskového membranového bioreaktoru (DMB), déle kultivovany bud” na jedné
vrstvé nebo jako sendvi¢ mezi dvémi vrstvami kolagenu a v pfipadé DMB navic promyvany kompletnim médiem bez
nebo s pridavkem jedné z imunosupresivnich latek, prednisolonu ¢i cyklosporinu A (CsA). Béhem nasleduijicich 2-3 dnii
byly v danych ¢asovych intervalech odebirany vzorky ke stanoveni hladin nitritd, urey, ALT a CsA (HPLC) v médiu.

Vysledky: V konvenéni i perfundované kultufe prekryti HC druhou vrstvou kolagenu (sendviCovy model) signifi-
kantné snizilo produkci NO a vyplavovani ALT z HC a soucasné vyznamné zvysilo syntetickou aktivitu bunék. Také
prednisolon, ktery je znam pro svoji schopnost inhibovat expresi iNOS, vedle ocekdvaného snizeni hladin NO stimulo-
val biosyntézu urey v HC. Perfuze HC v DMB dale zefektivnila metabolismus CsA a navic nam umoznila sledovat
v redlném Case pozitivni plsobeni CsA na biosyntézu urey a na modulaci hladin NO.

Zavér: Monitorovanim hladin NO v rliznych fazich a podminkach kultivace jsme prokazali, ze spontanné produkova-
ny NO negativné plsobi na funkéni a metabolickou aktivitu HC. Podavani vhodnych inhibitord iNOS jiz béhem izolace
a v prvnich dnech kultivace HC by tak mohlo vedle vyuZiti sendvi¢ového modelu a perfuze primarnich kultur prispét k
udrZeni vyssi funkéni kapacity a stupné diferenciace HC v priibéhu nejen kratkodobych ale i dlouhodobych in vitro
studii.

Podporeno granty IGA MZ NL 7418/3, GACR 305/00/1129 a J13/98:111100002.
LYMFEDEM - POQPERAéNf KOMPLIKACE OPERACE PRO KARCINOM PRSU A

MULTIFREKVENCNI BIOELEKTRICKA IMPEDANCNI ANALYZA JAKO
DIAGNOSTICKA METODA.

AutofFi: MUDr. Michael Halaska, doc. MUDr. Dana Maresova, V. Komarek, MUDr. Petra Benedova
§kq|itel: doc. MUDr. Dana Maresova, CSc., Fyziologicky ustav 1. LF UK
Uvod

Lymfedém je patologické nahromadéni extraceluldrni tekutiny vedouci k postupné fibrotizaci. Incidence se
uvadi mezi 6-30%, kdy klinické disledky pro pacientku predstavuji pocit tézkosti koncetiny, bolestivost, poru-



chu funkce, Casté zanéty. VySetfovacimi metodami jsou méreni obvodu koncetiny, méfeni objemu pomoci
vytlatené kapaliny, tonometrii, CT, PET, Scinti vySetfenim. Novou metodou k méfeni extracelularni tekutiny a
tedy lymfedému je multifrekvencni bioelektrickd impedancni analyza (MFBIA).

Metoda a material

Pacientky indikované k operaci pro karcinom prsu jsou zméfeny pomoci MFBIA a méfenim obvodu koncetiny
1 den pred operaci a nasledné v 2 mésicnich intervalech po dobu 24 mésicd. Testovana skupina je porovnana
s kontrolni skupinou. Sledovany jsou zaroven rozdily v zavislosti na provedeném typu lymfadenektomie: ALND
x SLNB x Sampling.

Vysledky

Prezentovany jsou prlbézné vysledky detekce lymfedému a metodika méfeni.

CARNITINES PROFILE DURING FOETAL AND EARLY POSTNATAL PERIOD

Authors: MUDr. Tomas Honzik, P. Chrastina, RNDr. Hana Hansikova, CSc, M. Bohm, doc. MUDr. Richard
Plavka, CSc, MUDr. Milo$ Zapadlo, CSc, prof. MUDr. Milan Elleder, DrSc.

Advisor: prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc., Department of Paediatrics and Neonatology and Institute of
Inherited Metabolic Disorders, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Carnitines play an important role in the transport of long-chain fatty acids across mitochondrial membranes and their
profile in blood cells and body fluids reflect fatty acid metabolism. The aim of our study was a) fo compare two
methods for carnitine measurement and b) to characterise the differences in concentrations of FC (free carnitines),
TC (total carnitines) and AC (acylcarnitines) in term and premature neonates.

Material: The citrate-blood samples from umbilical cord from 35 term newborns and 28 premature neonates and
their blood spots obtained by heel-stick puncture on the postnatal day 4-6 (term newborns) and on the postnatal
day 7-9 (premature neonates) were analysed.

Methods: FC, TC and AC were measured by electrospray-tandem mass spectrometry (MS/MS) and by radioenzy-
matic method.

Results: In full term newborns, the concentration of FC, TC and the ratio FC/TC were significantly lower and the
ratio AC/FC were significantly higher on the postnatal day 4-6 in comparison with cord blood. In premature neonates
the ratio FC/TC were significantly higher and the concentration of AC and ratio AC/FC were lower on the postnatal
day 7-9 in comparison with levels in cord blood. The carnitines concentration evaluated by radioenzymatic method in
plasma in full-term and premature neonates were lower compared with MS/MS method. Using radioenzyme method,
negative correlation was observed between the levels of FC, TC and AC in cord blood and gestational age and birth
weight (P< 0.05). Using MS/MS method, positive correlation was observed between FC and ratio FC/TC and gesta-
tional age and birth weight (p< 0.05). In premature neonates, no correlation was found between levels of carnitine
and the amount of maternal milk intake.

Conclusions: Higher concentration of carnitines in premature neonates than in term newborns probably result
from higher maternal carnitines concentration during earlier stage of gestation. The investigations of whole blood by
tandem mass may be more appropriate due to indispensable intraerythrocytic carnitine pool and may give more
information about carnitine stores than measurement only plasmatic pool by radioenzymatic method. MS/MS repre-
sent a powerful method for neonatal screening of inborn errors of metabolism.

This work was supported by IGA 6555/3, UK 1/2002/C and VZ 64165

DIFERENCIACNE PODMINENY CHARAKTER SIALYLACE DLAZDICOBUNECNYCH
EPITELU A KARCINOMU HLAVY A KRKU
Autor: MUDr. Martin Chovanec
Skolitel: prof. MUDr. Karel Smetana, DrSc., Anatomicky ustav 1. LF
prof. MUDr. Jan Betka, DrSc., Klinika ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF a FNM

Dlazdicobunécné epitely hlavy a krku predstavuji morfologicky a funkéné stratifikovany typ tkané. Proces
maligni transformace bunék téchto epitell v dlazdicobunécné karcinomy je doprovazen fadou genotypovych
a fenotypovych alteraci, které umoznuji témto bunikdm maligni chovani. Cilem této studie bylo stanovit, typ
vazby kyseliny sialové (42,3/42,6), zdravych dlazdicobunéénych epiteld sliznic hlavy a krku a jejich malignich
protéjska.

Vzorky normalnich dlazdicobunécnych epitelll, dlazdicobunécnych karcinom@ a jejich regionalnich metastaz
byly zpracovany technikami imunohistochemie, lektinové histochemie a reverzni lektinové histochemie. Bylo
uzito techniky dvojitého znaceni s uzitim rostlinnych lektinl, Sambucus nigra lektin (SNL), Maackia amurensis
lektin typ 2 (MAL2), jejich endogennich glykokonjugatli a monoklonalnich protildtek proti panelu cytokerating.

Buriky studovanych normalnich epitel& exprimovaly kyselinu sialovou vazanou v pozici 42,6 v oblasti stratum
basale. 42,3-vazana kyselina sialova byla detekovana suprabasalné a v fadé pfipadl i ve stratum basale. Typ



vazby sialovych kyselin v diferencovanych oblastech dlaZdicobunécnych karcinomd byl analogni suprabasalnim
vrstvam normalnich epitel&. Malo diferencované oblasti téchto nadord vykazovaly vazbu kyseliny sialové v pozici
42,6. Vazba sialovych kyselin v metastazujicich bunkach z regionalnich lymfatickych uzlin odpovida Spatné
diferencovanym oblastem primarnich nador(. Ve vySetfovanych tkanich nebyla detekovany vazebna mista pro
kyselinu sialovou v pozici 42,3/42,6.

Sialové kyseliny jako soucasti vétsiny endogennich glykokonjugatl sehravaijici roli v fadé biologicky vyznam-
nych specifickych interakcich zprostfedkovanych receptory a jejich ligandy. Charakter vazby kyseliny sialové
v normalnich dlazdicobunécnych epitelech hlavy a krku je diferenciatné podminény a tudiz topologicky deter-
minovan. Kvantitativni a strukturalni aberace sialovych kyselin béhem patologickych stavd, véetné procesu
maligni transformace, midze zasadnim zplisobem ovliviiovat specifické interakce mezi burikami samymi, burika-
mi a extracelularni matrix, jakoZ i jiné biologické a patologické fenomény. Glykobiologicka charakterizace méze
vyznamné prispét k porozuméni procesdim epitelidlni diferenciace a progrese dlazdicobunécnych karcinom(
hlavy a krku.

SOMATICKE MUTACE GENU BRCA1 A BRCA2 U SPORADICKEHO KARCINOMU
PRSU

Autor: Mgr. Markéta Janatova

Skolitel: doc. MUDr. Bohuslav Matous, CSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1.LF UK

Karcinom prsu je v nasi Zenské populaci nejcastéjsim zhoubnym nadorem. Pficinou vétsiny dédi¢nych karcino-
mi, které predstavuji 5-10% pfipadd onemocnéni, jsou zarode¢né mutace gend BRCA1 a BRCA2. Kromé
inaktivujici mutace zavisi vyvoj nadoru i na ztraté druhé, intaktni alely BRCA. U vétSiny karcinom(@ prsu, které
vznikaji v nepfitomnosti dédi¢né mutace, se Uloha genll BRCA1/BRCAZ jevi jako omezend. Ztraty alel v lokusech
BRCA1 a BRCAZ jsou sice Castym nalezem, somatické mutace pfislusnych genll se vSak podafilo prokazat
jenom v ojedinélych pripadech.

V nasi studii jsme se zaméfili na analyzu mutaci genl BRCA1/2 u 23 neselektovanych vzork{ karcinomu prsu.
Screening zahrnoval kédujici Useky genl a byl provadén pomoci PTT (protein truncation test) analyzy, ktera
detekuje prevazujici alterace charakterizované zkracenim genového produktu. K potvrzeni a charakterizaci
mutaci bylo pouzito sekvenovani vhodnych fragment& PCR. Analyza genetického materialu ziskaného z periferni
nesrazlivé krve slouzila k odliSeni zarodecnych mutaci. Ztrata heterozygosity intragenovych nebo v blizkosti
genu lezicich markerl byla vyuZzita k urCeni vypadku alel BRCA1/2.

Ztréta alely BRCAI byla prokazana u 4 nadorovych vzork( (17%), ztrata alely BRCAZ2 pak u 6 nadord (26.1%).
Jedina inaktivujici mutace byla nalezena pfi analyze DNA s vypadkem alely v lokusu BRCAI. Detekovana delece
guanosinu 3981 (3981delG) v exonu 11 genu BRCAI vede k ukonceni translace na kodonu 1306 (L1306X)
a zkraceni genového produktu. Genova alterace nebyla prokazana v genetickém materialu ziskaném z periferni
krve. Jedna se o zatim nepopsanou somatickou mutaci genu BRCAI. Pfi analyze DNA s vypadkem alely BRCA2
byl nalezen transkript tohoto genu s deleci exonu 12. Vysvétleni, zda se jedna o alternativni genovy sestfih
nebo o désledek inaktivujici genové mutace, vyzaduje sekvencni analyzu provadénou na Urovni genomové
DNA.

Nase analyzy potvrzuji Ulohu somatickych mutaci u genu BRCA1 a patrné i BRCA2 v tumorogenezi. Ve shodé
s vysledky dalSich laboratofi jsou vSak somatické mutace téchto gend Fidkym nalezem.

VYUZITI METODY ELISPOT K DETEKCI PRODUKCE CYTOKINU U PACIENTO

S CASNOU PARODONTITIDOU

Autofi: IMgr. Zuzana Kratka, *Mgr. Klara Krausova, 20Opatrna J., !Bartova J., Vyzkumny ustav
stomatologicky, 1. LF a VFN, 2Ustav experimentalni botaniky, CAV, Praha

Skolitel: RNDr. Jifina Bartova, CSc., Vyzkumny Gstav stomatologicky, 1. LF a VFN

ELISPOT (Enzyme linked immunosorbent spot) je moderni metoda, ktera umoziuje detekci jednotlivych bunék
produkujici cytokiny (spotd) po jejich specifické aktivaci antigenem. Cilem studie bylo zjistit pocet bunék produku-
jicich IL-4, IFN-gama, IL-6 a IL-10 po mitogenni a bakterialni stimulaci u pacient(l s ¢asnou parodontitidou, u jejich
sourozenc a u zdravych kontrol pouzitim metody ELISPOT.

Bylo vySetfeno 10 pacientll s ¢asnou parodontitidou (ve véku 22 — 37 let), 3 zdravi sourozenci pacientl a 7
zdravych darcli. Mononuklearni bufiky byly izolovany z periferni krve, poté byly kultivovany pfi 37°C a 5% CO, po
dobu 3, 5 a 7 dni. Ke stimulacim byl pouzit Pokeweed mitogen (PWM Sigma, 2 mg/ml), Pokeweed mitogen +
Concanavaline A (PWM 2ug/ml + ConA, Sigma 10mg/ml), usmrcené bakterie £.coli (108bb/ml), A. actinomycetem-
comitans (108bb/ml) a Porphyromonas gingivalis (108bb/ml). Stimulované bunky byly naneseny na desky ELISPOT
(Diaclone, Francie) a po dalsi inkubaci byly buriky lyzovany a byla provedena detekce spotd. Desky byly snimany
barevnou CCD kamerou, snimky byly analyzovany systémem LUCIA G (Laboratory Imaging, Praha).



U pacientd s ¢asnou parodontitidou byl po mitogenni stimulaci zjistén vyssi pocet bunék produkujicich IL-4 a IL-
10 a nizsi poCet bunék produkujicich IL-6 a IFN-gama. Signifikantné vyssi pocet bunék produkujicich IL-10 byl
zjistén po stimulaci A.actinomycetemcomitans u pacientl v porovnani se zdravymi jedinci (neparovy Studentlv t-
test, p=0,05). Po stimulaci Rgingivalis a E.coli bylo aktivovano méné bunék neZz v nestimulovanych kulturach,
nicméné i zde byl zjistén vyssi pocet bunék produkujicich IL-4 a IL-10 a naopak nizsi pocet bunék produkujicich IFN-
gama a IL-6 nez u zdravych osob. Tyto vysledky potvrdily soucasny model rozvoje parodontitidy, ktery predpokla-
da, ze u jedincd vnimavych ke vzniku onemocnéni zplsobuji bakterie zubniho plaku aktivaci zejména Th2 lymfocy-
td, kdezto u jedinch odolnych bakterie aktivuji prevézné Thl lymfocyty. Zavérem mdZeme konstatovat, Ze metoda
ELISPOT se osvédcila jako vhodnd metoda pro sledovani imunitni reakce.

Tato studie byla financné podporovéna grantem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky & 6742-3,

VLIV BAKTER]JI ZUBNIHO POVLAKU NA LIGATUROU VYVOLANOU

EXPERIMENTALNI LEZI PARODONTU U POTKANU KMENE FISHER .

AutofFi: Mgr. Klara Krausova K., Bartova J., Otcenaskova M., Kratka Z., doc. MUDr. Otokar Krejsa, CSc.,
Jana Duskova, Vyzkumny ustav stomatologicky, 1.LF UK a VFN

Skolitel: RNDr. Jifina Bartova, CSc., Vyzkumny ustav stomatologicky, 1. LF a VFN

Uvod: Parodontitida je chronické zanétlivé onemocnéni zavésného aparatu zubl, které byvéa Castou pficinou
jejich ztraty. Patologické zmény jsou charakterizovany resorpci alveolarni kosti, zanétem dasni a pfitomnosti
bakterii zubniho povlaku, z nichz jsou u pacientd za patogeny povazovany zejména Actinobacillus actinomyce-
temcomitans a Porphyromonas gingivalis. Jejich patogenicita byla potvrzena experimentalné u bezmikrobnich
(germ-free) potkand. Vysledky nékolika experimentalnich studii u pokusnych zvifat prokazaly pfiznivy vliv imu-
nizace proti patogen@im zubniho povlaku. Imunizace vSak mlze navodit u nékterych zvifat naopak destrukci
parodontu.

Cil: V nasi studii sledujeme vliv bakterii Actinobacillus actinomycetemcomitans izolovanych ze zubniho povla-
ku na ligaturou navozené léze parodontu u potkanl kmene Fisher.

Metodika: Experimentalni 1éze parodontu byla vyvolana ligaturou zalozenou do sulku kolem prvniho molaru
u jednoho potkana. Po tfech tydnech byl potkan utracen a bakterie pfitomné na ligatufre namnozeny. Pomoci
selektivni pldy byl detekovan a namnozen Actinobacillus actinomycetemcomitans, ktery byl nasledné pouzit
k intragastrické imunizaci u 8 potkand s ligaturou. Imunizace byla provedena tfemi davkami sonikatu bakterii
opakované podavanymi po tydnu.

Vysledky: Zmény na parodontu po tfech tydnech plisobeni ligatury byly hodnoceny radiograficky a zanét-
livé zmény v mékkych tkanich histologicky.

PREVALENCE KAZU CASNEHO_DETSTVi - PROREZOVA STUDIE STAVU ORALNIHO
ZDRAVI PETILETYCH DETI V CR.

Autofi: MUDr. Erika Lencova, doc. MUDr. Zdenék Broukal, Jana Duskova, L. Mrklas

Skolitel: doc. MUDr Zdenék Broukal CSc., Vyzkumny (stav stomatologicky, 1.LF UK a VFN

Uvod: V letech 1998 a 2001 probéhla v Ceské republice celostatni prlifezovd studie stavu chrupu pétiletych
déti. Jeji cilem bylo zhodnotit stav oralniho zdravi pétiletych déti v CR a urcit prevalenci kazu Casného détstvi
ve vySetfené populaci déti. }

Metodika: VySetfovani probéhlo v matefskych Skolach ve 46 nahodné vybranych lokalitach v Ceské Repub-
lice. Lokality byly vybrany Statistickym Gfadem CR pro Ucely oralnich epidemiologickych studii v roce 1987. Do
studie byly zahrnuty déti starSi nez 4 roky a mladsi nez 5 let. V roce 1998 bylo vySetfeno celkem 435 déti a
v roce 2001 celkem 321 déti. Klinické nalezy byly zpracovany do standardnich ukazatel& kazivosti a stavu
chrupu: pocet zubl s kazem - dt, kazivost — dmft, prlmérna hodnota kazivosti 30% déti s nejhorsimi hodno-
tami kazivosti — SiC, stupen oSetfeni — ri.

Vysledky: Zpracovana data: 1998: dt - 2,51, dmft — 3,68, SiC — 7.71, ri- 25,30, % déti bez zubniho kazu —
26,70; 2001 - dt - 2,33, dmft — 3,32, SiC — 7.28, ri- 28,00, % déti bez zubniho kazu — 31,30. Autofi
formulovali epidemiologickou definici kazu ¢asného détstvi jako nejméné jeden horni fezak s kazem a dft
hornich docasnych fezakd vyssi nez dft hornich do¢asnych molard. V roce 1998 bylo 37,3 % vySetfenych déti
postizeno kazem casného détstvi, v roce 2001 to bylo 21,1, coz je signifikantni pokles.

Zavér: Riziko vzniku zubniho kazu se u hornich fezakl lisi od ostatnich segmentt mléného chrupu. Proto se
signifikantni pokles postizeni hornich fezakl zubnim kazem neprojevil rovnéz snizenim celkové prevalence
zubniho kazu v populaci pétiletych déti.v Praze 17. 02. 2003



ZAVISLOST MNOZSTVI PATOLOGICKYCH LOZISEK V MOZKU U NEMOCNYCH S

NEUROPSYCHIATRICKYM LUPUSEM NA VEKU.

AutofFi: IMUDr. Lucie Linkova, 2Peterova V., 3Zvarova J., 'Olejarova M., 2Seidl Z., 2Danes J., 'Dostal C.,
1Revmatologicky ustav 1. LF UK, Praha; 2MR oddéleni Radiodiagnostické kliniky, 1. LF UK, Praha;
3EuroMISE Centrum, Karlova Univerzita a Akademie véd CR, Praha.

Skolitel: prof. MUDr. Ctibor Dostal, DrSc., Revmatologicka klinika 1. LF

Studie vyhodnocuje zavislost patologickych nalezli v MR néalezech v mozku u nemocnych s neuropsychiatrickym
lupusem (NPSLE) na véku.

Pacienti a metodika: 60 nemocnych s NPSLE a 54 zdravych kontrol jsme prospektivné vysetfili pomoci 1,5
T MR v T1 vazenych, T2 vazenych a flow attenuation inversion recovery (FLAIR) sekvenci, nativné a postkon-
trastné. V obou souborech byla spocitana Cetnost patologickych loZisek v bilé hmoté hemisfér a byla korelo-
vana s vékem vysetfenych osob. Soubory byly rozdéleny na 3 vékova pasma: 18 - 39, 40 - 49 a 50 - 59 let.
Pro statistické srovnani soubor(l byla pouzita klasicka analyza rozptylu a kovariance i Freeman-Tukeyho trans-
formace.

Vysledky: pozorovali jsme ptrevahu hypersignalnich loZisek v T2 vazenych obrazech ve frontalnich a
nasledné parietalnich lalocich obou hemisfér, v povodi nékolika mozkovych tepen. Loziska nejcastéji dosa-
hovala velikosti do 3mm a jevila vyraznou subkortikalni prevahu. Jejich podkladem je vaskulopatie, resp.
vaskulitida drobnych cév s mikrotrombdzou a gliézou. Prdmérny pocet lozisek u nemocnych s NPSLE v 1.
vékové skupiné byl 5,18, v 2. vékové skupiné 4,5 a 8,42 ve 3. skupiné. Celkové bylo lozZisek zjisténo
primérné 23,6. Primérné cetnosti lozisek se vyznamné liSily jak v jednotlivych vékovych skupinach u
nemocnych s NPSLE, tak i mezi obéma soubory ( p< 0,001).

Zavér: primérné pocty patologickych loZisek v jednotlivych mozkovych lalocich patrnych v MR nalezech vyka-
zuji u nemocnych s vyznamnou zavislost na véku (na 0,1% hladiné vyznamnosti) a nejvyssi Cetnost jsme zazna-
menali ve vékové skupiné 50 - 59 let, kde se nejspiSe pfidava narlst lozisek v bilé hmoté i z jiné etiologie
(akcelerovana ateroskleroza, arterialni hypertenze, vliv lécby apod.).

Prace vychazi z vyzkumného zaméru MZCR 00000023728 Revmatologického Ustavu a z vyzkumného zaméru
CEZ ]J13/98: 1111.0000.1 - 206016 Neurologické kliniky.

MR Department, Radiodiagnostic Clinic,1%*Medical Faculty, Charles University, Prague, Czech Republic;

’Institute of Rheumatology, 1%t Medical Faculty, Charles University, Prague, Czech Republic.

3EuroMISE Centre of Charles University and Academy of Sciences CR, Prague, Czech republic.

The study evaluates the age dependence of the pathological findings in the cerebral lobes in neuropsychiat-
ric lupus (NPSLE) patients visible on magnetic resonance (MR).

Patients and methods: 60 NPSLE patients were investigated by 1,5T MR in T1 and T2 weighted images
(T1W, T2W) in modes: spin-echo (SE), ultra-turbo spin-echo (UTSE, TSE) and flow attenuation inversion
recovery (FLAIR). The pathological supratentorial white matter lesions were visually counted and correlated
with the age of the patients. The patients were divided to the age groups: 18 - 39, 40 - 49 and 50 - 59 years.
The classical analysis of dispersal or covariance including Freeman - Tukey transformation was used.

Results: we observed the hypersignal focal lesions predominantly in frontal and parietal regions of both
hemispheres in all NPSLE patients, significantly pronounced in FLAIR mode. The most frequent size of the
lesions was 3mm. MR detectable signal changes are supposed to be caused by the vasculopathy or vasculitis of
cerebral arterioles with microthrombosis and gliosis. The patients were divided to the age groups: 18 - 39, 40
- 49 and 50 - 59 years. The average number of foci in the Ist age group was 5,18 in the Ist age group; 4,5 in
the IInd one and 8,42 in the IIIrd one. The numbers of foci in all 4 cerebral lobes differ significantly also among
each other in our NPSLE patients ( p< 0,0001).

Conclusions: average numbers of MR foci in NPSLE patients in the cerebral lobes show the significant age
dependency. All our patients age groups differ on 0,1% level of significance.

The work follows from the research projection CEZ J13/98: 1111.0000. 1 - 206016 of Neurological clinic, 1%
Medical faculty Charles university in Prague and the research projection MZCR 00000023728 od Rheumatologic
institute in Prague.

PROF. ZVAROVA:

V praci vychadzim z mé hypotézy:

U jednotlivych souborl nemocnych (SLE, RS, K) se lisi prlmérny pocet supratentoridlnich loZisek uloZenych
souhrnné i v jednotlivych vékovych skupinach.

ReSeni: ve vysledcich statistického zpracovani I jsme testovali rozdily v primérnych hodnotach pomoci analyzy
rozptylu na 5% hladin vyznamnosti. Zjistili jsme vyznamny rozdil mezi prdmérnymi poct supratentorialné uloze-
nych lozZisek podle diagndz jak v celé skupiné (bez rozdéleni podle véku), tak i v jednotlivych vékovych skupi-
nach.

Re: adjustace podle véku je nutnd, po adjustaci se tfi srovnavané skupiny priikazné lisi na 5% hladiné ( p<
0,001).



DIPEPTIDYLPEPTIDAZA IV A AKTIVITOU A/NEBO STRUKTUROU HOMOLOGNI
MOLEKULY (DASH) V NEUROEKTODERMOVYCH NADOROVYCH LINIICH

Autor: MUDr. Radek Malik

Skolitel:  prof. MUDr. Aleksi Sedo, DrSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie 1.LF UK

Dipeptidylpeptidaza IV (DPP-1V; EC 3.4.14.5) zastava vyznamnou Ulohu v procesech bunécné proliferace,
diferenciace, nadorové transformace, organové specifického metastazovani a apoptdzy. V soucasnosti bylo
popsano a charakterizovano nékolik dalSich, v nékterych pfipadech s DPP-IV nehomolognich, molekul s po-
dobnymi enzymovymi vlastnostmi a rovnéz nékolik vysoce homolognich, avsak enzymové neaktivnich protei-
nd. Bunécné specificky vzorec téchto ,DPP-IV strukturalné nebo aktivitou podobnych molekul® (DASH) s
podobnymi, ale nikoliv identickymi vlastnostmi, je vyznamnym, byt dosud jen Castecné prozkoumanym fenoty-
povym rysem. Neuroektodermalni buriky patfi z hlediska exprese a funkce DASH molekul k dosud nejméné
probadanym.

Exprese jednotlivych DASH molekul byla studovana na drovni mRNA (RT-PCR), proteinu (western blotting,
gelova filtrace, gradientova elektroforéza) a enzymové aktivity (pH optima, substratova preference, inhibicni
profil).

Nase vysledky prokazaly rlizné spektrum zastoupenych DASH molekul v jednotlivych linii gliomovych (U87,
U373, U138, Hs683, T98G) a melanomovych (SK-MEL-1, SK-MEL-28, Hs294T) bunék. V nékterych bunéc-
nych liniich jsme prokazali pfitomnost atraktinu, avsak identifikace zbylych DASH molekul dosud neni dokonce-
na. Exprese jednotlivych DASH molekul je téZ specificky regulovana v podminkach deprivace rdstovych fakto-
rd.

Provedli jsme charakterizaci expresniho vzorce DASH molekul v glimovych a melanomovych bunécnych
liniich. PfestoZe neni charakterizace ukoncena, Ize konstatovat, Ze expresni vzorec se lisi u jednotlivych linii a
je specificky regulovan v podminkach deprivace rlistovych faktor(.

LECBA INICIALNI KAZIVE LEZE PRINCIPY MINIMALNI INTERVENCE - AIR
ABRAZIVNI TECHNIKY PREPARACE.

Autor: MUDr. Martin MikSovsky

Skolitel: doc. MUDr. Zdenék Broukal, CSc., Vyzkumny Gstav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Cil: Tato prace je soucasti autorova tématu postgradudlniho studia. Jejim cilem je prdkaz Ucinnosti pouZiti novych
pristrojd v terapii inicialni kazivé léze.

Metodika: Ke studii pouzivame pfistroj RONDOflex firmy KaVo. Jde o zafizeni pracujici na principu air abraze
(sandblasting). Podstatou této techniky je otryskavani povrchu léze krystaly ALO, o velikosti 27€m. Plisobenim
jejich kinetické energie jsou z loziska kazu odstranovany infikované castice. Vyhodou metody je maximalni ochra-
na zdravych zubnich tkani. Na zakladé informovaného souhlasu byli do studie zafazeni pacienti s pozitivnim vzta-
hem k ordlnimu zdravi, u nichz je vysoka pravdépodobnost moZnosti pravidelného sledovani vysledkl oSetfeni.
Precizné diagnostikované kazivé léze byly oSetfeny vySe popsanym zplsobem a vysledné kavity byly zaplnény
flow kompozitnim vyplfiovym materidlem. U pacientd sledujeme ¢asovou naroc¢nost oSetfeni, subjektivni bolesti-
vost pfi vykonu a v pravidelnych intervalech i stabilitu vyplné a tvorbu pfipadného sekundarniho zubniho kazu. Na
extrahovanych zubech sledujeme in vitro pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu povrchy stén kavit po
preparaci air abrazivnimi technikami a srovndvame je se strukturou povrchl vytvorenych standardnim pouZzitim
rotacnich preparacnich nastrojd.

Vysledky: V otdzce ¢asové narocnosti preparace byl u vétsiny pacient(l zjistén jeji nardst ve srovnani s pouzitim
klasickych rotacnich nastrojé. Nardst cinil v priméru 10%. Tato skutecnost je vsak do znané miry kompenzovana
nulovou bolestivosti béhem preparace. Neni tedy nutno aplikovat lokalni anestezii a vysledny Cas oSetfeni se
vyrovna standardnim technikdm a v nékterych pripadech se dokonce zkrati. V pfipadé stability vypIni a vzniku
sekundarniho zubniho kazu jsou nase vysledky zatim pouze kratkodobé a po pllro¢nim sledovani je kvalita jejich
okrajového uzavéru nezménéna a sekundarni zubni kaz neni u 100% oSetfenych pacientl pritomen.

Zavér: Z dosud zjisténych vysledkl studie se minimalné intervencni osetfeni kazivé Iéze pomoci air abrazivnich
pristroji jevi jako vysoce efektivni a komfort oSetfeni zvysujici metoda. Jeji pouZiti je minimalné stresujici pro
pacienta a maximalné ergonomické pro lékare.

IMUNITNI REAKCE U OSOB PROFESNE EXPONOVANYCH RTUTI
AutofFi: Stépan Podzimek, Jarmila Prochazkova, Jifina Bartova, Jana Nerudova, Zdena Cabelkova
Skolitel: MUDr. Jarmila Prochazkova CSc., Vyzkumny Gstav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Uvod: Profesni expozice tézkym kovim méze u vnimavych jedincd negativné ovliviiovat imunitni reakce. Zméné-
na imunitni reakce pak miZe vést k mnoha zdravotnim problém@m.



U vybrané skupiny profesné exponovanych osob bez viditelnych zdravotnich obtizi, pracovnikli elektrolytické
vyroby chldru, jsme sledovali in vitro reaktivitu lymfocytd stimulovanych solemi kov{ a v supernatantu po stimu-
laci lymfocytl tvorbu interferonu gama a autoprotilatek proti jadernym antigentim.

Metodika: Reakce na kovy byla diagnostikovana metodou proliferace lymfocytd modifikovanou pro kovy (Me-
lisa”). V supernatantech tkanovych kultur lymfocytd bez stimulace antigenem a po stimulaci chloridem rtutna-
tym jsme metodou Elisa sledovali in vitro tvorbu interferonu-g a autoprotilatek proti jadernym antigenm.

Vysledky: Vice nez 40% profesné exponovanych osob reagovalo na zinek, rtut’ a hlinik. Pfi porovnani reakce
lymfocytl u osob reagujicich a nereagujicich na rtut’ bylo zjisténo, ze lymfocyty osob se zvySenou imunitni reakci
na rtut’ tvofi vice interferonu-g a méné autoprotilatek proti jadernym antigentim.

Zavér: Z vysledkd vyplyva, Zze u osob reagujicich v testu Melisa” na rtut’ je patrné negativni pdsobeni rtuti
dobre kompenzovano. U osob nereagujicich v testu Melisa” na rtut’ dochazi k nizsi tvorbé interferonu-g a k vyssi
tvorbé autoprotilatek proti jadernym antigentim, coz mlze svédCit pro zvySenou profesni zatéZ organismu kovy
a lymfocyty téchto pracovnik(l jiz nemusi projevovat zvy$enou aktivitu po stimulaci kovy in vitro.

HISTORIE A SOUCASNOST STUDIA ZMEN CEVNIHO ZASOBENI U
IDIOPATICKYCH,STREVNICH ZANETU. _ . ) L
Jsouy CﬁEVNI ZMENU DUSLEDKEM CI PRIiCINOU IDIOPATICKYCH STREVNICH
ZANETU?

Autofi: MUDr. Ivo Rathous, doc. MUDr. Milan Lukas, CSc., D. Kachlik, Z. Uchytil

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

Rozbor dostupné literatury ukaze zplsoby a vysledky provadénych vyzkum@ zmén cévniho zasobeni stfeva u
idiopatickych stfevnich zanétll v minulosti a soucasnosti. Jsou 2 obdobi, ze kterych se vyskytuji tyto prace.
Prvni obdobi 70td léta minulého stoleti a druhé obdobi prelom stoleti. Obé obdobi maji rozdilny vysledek
predevsim v pohledu na pficinu a ddsledek zmén cévniho zasobeni stfeva.

NEUROREHABILITACE U NEMOCNYCH S ROZTROYSENOU SKLEROZOU

MOZKOMISNI PRISPIVA K FUNKCNIM ADAPTACNIM ZMENAM V MOZKU.

Autofi: Mgr. PhDr. Kamila Rasova, Dolezal O., Krasensky J., Havrdova E., Obenberger J., Seidel Z.,
Zalisova M., Stykarova, P.

Skolitel: As. MUDr. Eva Havrdova, CSc., Neurologicka klinika 1.LF UK a VFN

Prestoze je RS chronické zanétlivé onemocnéni, které vede k demyelinizaci az axonalni ztraté, bylo prokazano,
Ze remisi provazi funkéni adaptacni zmény v mozku (Reddy, 2000; Ciffeli 2002). K témto zménam u nemoc-
nych po CMP prispiva neurorehabilitace (Johansen-Berg, 2002). V této studii jsme se pokusili prokazat, ze i u
nemocnych s RS neurorehabilitace pfispiva k funkénim adaptacnim zménam v mozku.

U experimentalni skupiny byl pfed a po terapii hodnocen vliv neurorehabilitace na klinicky stav a kvalitu
Zivota nemocnych (Multiple Sclerosis Functional Composite, Barthel Index, Enviroment Status Scale, Modified
Fatigue Impact Scale, Beck Self Scale, Multiple Sclerosis Quality of Life) a na mozkovou aktivitu (amplituda
signalu v PMO, SMO, putamen, nc. dentatus pomoci fMRI). Pomoci statistické analyzy bylo posuzovano, zda
zmény klinického stavu souvisi se zménami mozkové aktivity. Zmény experimentalni skupiny byly porovnavany
se zménami kontrolnich skupin (skupinou nemocnych, ktefi nepodstoupili neurorehabilitacni program a skupi-
nou zdravych lidi).

V této praci byl potvrzen pozitivni vliv cilené neurorehabilitace na klinicky stav a kvalitu Zivota nemocnych s
RS. U exeprimentalni skupiny doslo k signifikantnimu zlepSeni vSech sledovanych klinickych parametrd, zatimco
u kontrolni skupiny nedoslo k vyznamnym zménam. Klinické zmény byly provazeny zménami mozkové aktivity,
pouze v LPMO, LSMO a P putamen byly signifikantni. Pfestoze neurorehabilitace experimentalni skupiny neby-
la zacilena na zlepseni funkce ruky, ale na kontrolu Fizeni celého téla, doslo ke zlepseni jemné motoriky, chlize
i kognitivnich funkci. I u mozkové aktivity byl naznacen trend k celkové reakci: zvysila-li se amplituda signalu
v mozkové oblasti pfi provadéni paradigmatu levou rukou, zvysila se i pfi provadéni pravou (nc. dentatus,
p=0,008).

V této praci byl potvrzen pozitivni vliv cilené neurorehabilitace na klinicky stav a kvalitu Zivota nemocnych s
RS. Klinické zlepSeni bylo provazeno zménou mozkové aktivity — neprokazali jsme vSak statistickou vyznamnost
souvislost.



SLEPDOVANI ZMEN V EXPRESI GENU CASNE QDPOVEDI V MOZKU POTKANA

V ZAVISLOSTI NA DOBE TRVANI IMOBILIZACNIHO STRESU

Autor: Mgr. Lenka Trneckova

Skolitel: doc. MUDr. Véra Klenerova, DrSc., Farmakologicky Gstav 1. LF UK a Universitat Autonomas de
Barcelona, Spain

Vystaveni organismu stresovym podnétdm (stresorlim) vyvolava vyrazné naruseni homeostdzy. Tyto zmény
se mohou projevit v expresi genll ¢asné odpovédi, z nichz jeden se oznacuje jako c-fos. Zajimalo nas, jak se
méni exprese tohoto genu v zavislosti na délce trvani imobilizacniho stresu ve vybranych oblastech mozku
potkana.

Pro pokusy jsme pouZili potkany kmene Sprague-Dawley. Pokusy byly provedeny podle platnych predpis
0 zachazeni se zvifaty. Imobilizacni stres byl aplikovan po dobu 15, 60, 120 nebo 180 min. Po ukondceni
imobilizace byla zvifata usmrcena a odebrany mozky, které byly nakrajeny na kryostatu na fezy o sile 30 mm
Intenzitu zmén v mnozstvi mRNA jsme sledovali metodou hybridizace in situ na fezech za pouziti radioaktivné
znacené sondy pro mRNA c-fos. Intensitu reakce jsme sledovali vyhodnocenim optické denzity na exponova-
nych filmech, odpovidajici sledované oblasti mozku.

Zjistili jsme, Ze imobilizacni stres ovliviiuje expresi c-fos v zavislosti na oblasti mozku a délce trvani plisobeni
stresoru. V prefrontalni kiife a lateralnim septu jsou hodnoty nejvyssi po stresu trvajicim 15 min. V paravent-
rikuldrnim jadru, stfedni ¢asti amygdala a v locus coeruleus dosahuje genova exprese maxima mezi 15 a 60 min-
trvajiciho stresu. Studium dynamiky genové exprese c-fos umoznilo nalezeni nejvhodnéjSiho Casového inter-
valu pro sledovani dalSich stresovych parametrl u potkand, véetné stresového ovlivnéni kognitivnich funkci.

CEVNI PRISTUPY PRO HEMODIALYZU: ANALYZA STAVU

Autor: MUDr. Martin Valek

Skolitelé: doc. MUDr. Sylvie Sulkova, DrSc., doc. Ing. FrantiSek Lopot, CSc., Interni oddéleni Strahov 1. LF
UK a VFN Praha

Uvod: Cévni pfistupy jsou nutnym predpokladem hemodialyzaéniho Ié¢eni. Dle Dialysis Outcomes Quality Initi-
ative Guidelines je primarni volbou nativni arteriovenozni fistule (AVF). Dle literatury vSak i vice neZ 50%
cévnich pristup tvofi umélohmotné nahrady. Situace v Ceské republice neni zndma. Prace by se méla stat
podkladem pro dalsi dlouhodobéjsi sledovani.

Soubor a metody: Studie se zabyva cévnimi pfistupy pacientli zafazenych do pravidelné hemodialyzacniho
programu na nasem pracovisti k 1.1.2003. Soubor tvofi 104 pacientl ve véku 26 — 90 let (priimér 64,5 let).
Délka dialyzacniho 1éCeni byla mezi 2 mésici a 28 lety (prdmér 4,0 roku). Diabetes mellitus mélo 25% pacientd.

Vysledky: K 1.1.2003 byly cévnimi pfistupy u 87,5% nativni AVF, u 7,7 procent AV zkratl s polytetraflouro-
etylenovym graftem, u 3,8% permanentni a u 1,0% docasny centralni Zilni katétr. Dvacet procent pacientd
mélo zaniklou jednu nebo vice AVF, primérné 1,5. U ostatnich pacientll je souCasna AVF jejich prvni. Primér-
nad funkcénost zaniklych AVF byla 30,4 mésicli, pficemz nebyl zaznamenan rozdil mezi diabetiky a nediabetiky
(30,9 vs. 30,3 ns). U 49% soucCasnych AVF nebyl proveden Zadny intervencni zakrok.U zbyvajicich 51% bylo
provedeno 78 perkutanich transluminalnich angioplastik a 12 chirurgickych zakrokd (pr@mér 1,8 zakrokd na
jednu AVF).

Zaveér: U nasich pacientd je dominantnim cévnim pfistupem nativni AVF. Polovina dialyzacnich zkratll potre-
buje ke své dlouhodobé funkénosti intervencni zakroky. Studie ukazuje, Ze s vyuZitim vcas indikovanych inter-
venénich zakrokd, je mozno u velké vétsiny pacientl docilit dlouhodobé funkénosti nativnich AVF.

DEFICIT CYTOCHROM C OXIDAZY A MUTACE V GENU SCO2

Autofi: Ing. Katefina Veseld, Hana Hansikova, Markéta Tesafova
Skolitel: prof. MUDFr. Jifi Zeman DrSc., Centrum Integrované Genomiky a KDDL, 1. LF UK

Uvod: Mitochondridlni poruchy energetického metabolismu predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni
se zavaznym postizenim funkce CNS, svald a srdce, které jsou nejCasté&ji zplsobeny poruchou komplexu cyto-
chrom c oxidazy (COX). COX je kddovana fadou mitochondrialnich i nukledrnich gen(, v posledni dobé bylo
popsano i nékolik nuklearnich genl nezbytnych pro spravnou assemblaci komplexu. Cilem nasi prace byla
snaha zjistit frekvenci mutaci v asemblaénim genu SCO2 u déti s COX deficienci a dale analyzovat vztah mezi
genotypem a fenotypem.

Metodika: V souboru 30 déti s biochemicky potvrzenou COX deficienci byly mutace v SCO2 genu nalezeny
u Sesti déti ze Ctyf rodin. Mutace v SCO2 genu jsme analyzovali metodou pfimého sekvenovani na automatic-
kém sekvenatoru ALFexpres. Nalezené mutace byly potvrzeny pomoci RFLP.

Vysledky: Mutaci G1541A v SCO2 genu v homozygotni formé, ktera vede k zaméné glutamové kyseliny
v pozici 140 za lyzin (E140K), jsme nalezli u péti déti ze tfi rodin. U vSech déti se po 3-6 mésicich normalniho



psychomotorického vyvoje rozvinula infantilni encefalopatie, atrofie mozku, tézka hypotonie, progredujici
dyspnoe a laktatova acidéza. Ani u jednoho z téchto déti neprokazalo echokardiografické vySetfeni postizeni
myokardu. VSech Sest déti zemfelo ve véku 8-15 mésicl pod obrazem respiracni insuficience. Ve ¢tvrté rodiné
bylo zjisténo, Ze postizeny chlapec je v genu SCO2 sloZeny heterozygot pro jiz uvedenou mutaci G1541A
mutaci, a pro mutaci C1280T, ktera vede ke vzniku stop kodonu na drovni glutaminu 53 (Q53X). U tohoto
chlapce se respiracni insuficience objevila ihned po narozeni a echokardiografické vySetfeni prokazala tézkou
hypertrofickou kardiomyopatii. Chlapec zemfrel jiz ve véku 7 tydn(.

Zavér: SCO2 gen kdduje méd-transportujici protein, ktery vnasi Cu, do podjednotky II cytrochrom c oxida-
zy. U vSech vySe popsanych pacientl vedly mutace v SCO2 genu k poruse aktivity COX. Klinicky projev se vSak
li$il u nositeld homozygotni formy mutace od nositele slozené heterozygotni mutace C1280T / G1541C. V souladu
s ojedinélymi literdrnimi Gdaji heterozygotni forma C1280T / G1541C vedla k rozvoji hypertrofické kardiomy-
opatie, kdeZto u homozygotli G1541A se rozvijela tézka infantilni encefalopatie bez postizeni myokardu.

Prace vznikla s podporou projektu IGA NE 6555-3.

SPATIAL ORIENTATION IN ALTITUDE SICKNESS

Authors: Mgr. MUDr. Michal Wittner, Pavel Riha

Advisors: prof. MUDr. Stanislav Trojan, DrSc., doc. MUDr. Dana Maresova, CSc., Charles University in
Prague First Faculty of Medicine, Physiology Department

To enable a better understanding of learning and memory, we investigated the spatial orientation in the altitude
sickness model. Male Wistar rats aged 30 days were exposed to 60 minute lasting altitude hypoxia equivalent to
7000 meters (23000 feet) prior to solving the allothetic navigation task in the Morris water maze with submerged
platform. The first memory test session was performed about 15 minutes after descent to near sea level conditions.
In addition to measuring escape latencies, we calculated training efficiency as a percentage of successful swims.

The post-hypoxic group performed significantly better in the navigation task compared with the sham-treated
animals (the mean difference of escape latencies was 8 seconds; P = 0.0011, two-way ANOVA, group x session).
The experimental group achieved remarkably higher efficiency in finding the submerged platform especially the first
three days after the hypoxic stress as well (P = 0,0113, two-way ANOVA, group x session). During the following
training sessions the difference in escape latencies remained unchanged in favor of the post-hypoxic group, while
the efficiency of both groups progressively converged. The navigation task was repeated three month after the
exposition to the hypoxic stress with the following results: the escape latencies of both groups were similar, while
the post-hypoxic group demonstrated again higher efficiency in solving the task (P = 0.038, two-way ANOVA,
group X session).

The results show the short-lasting altitude hypoxia enhances the performance of rats in the allothetic navigation
task. Our findings are consistent with several studies suggesting that the transient hypoxic stress improves perfor-
mance in memory tasks based mostly on visual perception.

MUTATION ANALYSIS OF MECP2 GENE IN PATIENTS WITH RETT SYNDROME

FROM CZECH AND SLOVAK REPUBLICS

Authors: Mgr. Daniela Zahorakova, Robert Rosipal

Advisors: Doc. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Center for Integrated Genomics and Department of Pediatrics,
First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

Background: Rett syndrome (RTT) is an X-linked severe neurodevelopmental disorder affecting almost ex-
clusively girls with 1/15,000 frequency worldwide. It is caused by mainly de novo mutations in the ubiquitous-
ly expressed methyl-CpG-binding protein 2 gene (MECPZ). MeCP2 protein contains two main functional doma-
ins, an N-terminal methyl-CpG-binding domain (MBD), followed by a transcriptional repression domain (TRD).
It binds specifically to CpG-methylated DNA and is thought to act as a global transcriptional repressor. There
are 5 prevalent mutations known in the MECPZ that cause RTT. Four of them are detectable by restriction
analysis. We report mutation analysis of 51 patients, all girls, with clinical diagnosis of RTT from Czech and
Slovak Republics.

Methods: Genomic DNA was used to amplify coding sequence and exon/intron borders of MECPZ gene.
Products were examined by restriction analysis and automatic direct sequencing.

Results: The analysis revealed 15 different disease-causing mutations in 38 sporadic patients (75%).
Three of them have not been previously published: a missense mutation - P302S, a small deletion of 3 bp
- 1069delAGC and the deletion of 172 bp along the insertion of 41 bp - 1063dell72bp+ins41bp. Nineteen
patients had missense mutations (R106W, R133C, K135E, T158M, R306C), fourteen patients carried nonsen-
se mutations (Y141X, R168X, S204X, R255X, R270X, R294X) and two had frameshift mutations (806delG and
1157del41bp).



Conclusion: Our results facilitate the diagnosis of RTT at the molecular level in the Slavonic population and
provide insight into the molecular pathology of Rett syndrome.

Supported by grants from GACR 301/01/P068 (D.Z., R.R) and MSMT-LNOOAO79 (P.M.)

VLIV PROPUSTNOSTI PERITONEA NA VYLUCOVANI SODIKU A TEKUTIN
U PERITONEALNE DIALYZOVANYCH PACITENTU

Autofi: MUDr. Oskar Zakiyanov, Vitézslav Kiiha

Skolitel: doc. MUDr. S. Sulkova, DrSc., Interni oddéleni Strahov, 1. LF a VFN

Uvod: B&zné hodnoceni Gdinnosti peritonedlni dialyzy (parametr Kt/Vurea a celkova clearance kreatininu)
nepostihuje bilanci Na a vody. Studie srovnava odstranovani vody a Na v zavislosti na propustnosti peritonea
stanovené peritonedlnim ekvilibracnim testem (PET) a na rezidualni diuréze.

Metodika: U 28 pacientd (13 Z, 15 M, vék 34-81 let, median 51 let) lé¢enych metodou kontinudlni ambu-
lantni peritonealni dialyzy (CAPD) bylo provedeno 48 vySetfeni, kdy byl soubézné vysSetfen PET, odpady Na v
dialyzatu a moci, objem ultrafiltratu a diuréza. Podle vysledkt PETu byli pacienti zvlast’ posuzovani ve 4 skupi-
nach s rlznou propustnosti peritonea (H, HA, LA, L). Pro bilanci Na byla uvaZovana zména koncentrace Na ve
vypousténém dialyzatu vaci vychozi koncentraci.

Vysledky: Odpad sodiku v dialyzatu narlista Gmérné mnozstvi peritonealniho ultrafiltratu (r=0,94), (p<0,05),
pfiemZ neni patrny rozdil mezi jednotlivymi skupinami podle propustnosti peritonea.

Ve skupinach s vyssi propustnosti peritonea (H+HA) byla ultrafiltrace nizsi a soucasné tak nar(istal vyznam
rezidualni diurézy pro vyluCovani Na. Pfi niZSi propustnosti peritonea (L+LA) pacienti odstranovali tekutinu (a
tim i Na) prednostné cestou peritonealni ultrafiltrace. Nebyla nalezena zavislost mezi vylucovanim sodiku moci
a dialyzatem. U anurickych pacientl s nizkou ultrafiltraci hrozi retence tekutin a Na.

Zavér: Odstranovani vody a Na peritonealni dialyzou je pti zvySené propustnosti peritonea nizsi a adekvatni
bilance je proto zavisla na reziduaini diuréze.

ADJUVANTNI EFEKT BAKTERIE BACILLUS FIRMUS PRI IMUNIZACI
INAKTIVOVANYM CHRIPKOVYM VIREM CESTOU RESPIRACNIHO TRAKTU.
AutofFi: Mgr. Petr Zanvit, Havlickova M.*, Tacner J.*, Chalupna P., Novotna O., Prokesova L.,
Skolitel: doc. MUDr. Ludmila Proke$ova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie, 1. LF a VFN

Uvod: Bacillus firmus (BF) je nepatogenni G+ bakterie vnéj$iho prostiedi, u které byly prokazany, a to jak u
mysi, tak i u lidi, imunostimulacni vlastnosti. Stimuluje makrofagy a lymfocyty a zvySuje protiinfekéni a protina-
dorovou imunitu. Jeho adjuvantni aktivita byla potvrzena pfi slizni¢ni imunizaci bilkovinnym antigenem. Slizni¢ni
imunita je primarni v obrané proti chfipce. Parenteralni imunizace nevyvolava slizni¢ni imunitu. Slizni¢ni vakcina-
ce mrtvym virem neni obvykle dostatecné Gcinna. Testovali jsme moZnosti zvySeni imunitni odpovédi proti
chipkovému viru slizni¢ni imunizaci inaktivovanym virem za pouziti BF jako adjuvants.

Metodika: Imunizovali jsme BALB/c mysi intratrachedlné inaktivovanym chfipkovym virem typu A nebo B
nebo komercni subjednotkovou vakcinou proti chfipce. Jako adjuvants jsme pouzili formolem inaktivovany BF
nebo delipidovany BF (DBF). Imunitni odpovéd’ jsme vyhodnotili testovanim hladin protilatek v séru, broncho-
alveoldrnich lavazich a stfevnich vyplasich (ELISA), blastickou transformaci splenocytl (inkorporace 3H thymidi-
nu) a lokalni produkci cytokind v plicich (RT-PCR).

Vysledky: PFi slizni¢ni imunizaci samotnym inaktivovanym chfipkovym virem nedochazelo k dostate¢né imu-
nitni odpovédi. Jestlize jsme pouZili BF nebo DBF v kombinaci s virem, dosahli jsme vyborné protivirové protilat-
kové odpovédi — a to systémové i sliznicni a detekovali jsme slabou specifickou bunécnou odpovéd. Adjuvant-
ni efekt DBF byl lepsi nez BF. Ochranny efekt imunizace proti chfipkové infekci je v soucasné dobé studovan.
Slizni¢ni imunizace subjednotkovou vakcinou s DBF nebyla pfi pouziti naseho imuniza¢niho schématu Gcinna.

Zavér: BF a DBF se ukazaly jako potencialni adjuvantia pro imunizaci inaktivnim chfipkovym virem cestou
respiracniho traktu. Nedostate¢nd imunogenicita subjednotkové vakciny poukazuje na ddlezitost lipoproteino-
vého obalu pfi slizni¢ni odpovédi.

DETEKCE VARIABILITY V REGULACNICH OBLASTECH APOLIPOPROTEINU(A)

Autor: Mgr. Katefina Zidkova
Skolitel:  doc. MUDr. Richard Ceska CSc., III. interni klinika - klinika endokrinologie a metabolismu, 1. LF a VFN

Cilem postgradualni prace je pokracovat ve vyzkumu genetické variability gen(l se vztahem k rozvoji ateroskle-

rotickych onemocnéni. Kardiovaskularni onemocnéni jsou hlavni pfi¢inou umrti v zapadni spolec¢nosti.Vyvoj
aterosklerdzy je zavisly na celé fadé exogennich a endogennich faktorl. Jednim z nejvyznamnéjsich endogen-



nich rizikovych faktorl se ukazala byt zvySena hladina lipoproteinu(a) [Lp(a)], jehoZ fyziologickd funkce nebyla
doposud objasnéna. Koncentrace lipoproteinu(a) je témér pod vyhradni kontrolou jediného lokusu, kterym je
gen kodujici apolipoprotein(a) [apo(a)]. Snahou tohoto projektu je odhalit miru variability v regulacnich oblas-
tech jmenovaného genu. Existence relativné Castych mikrovariant regulacnich oblasti apo(a) genu a jejich
odlisna kombinace u rdznych jedinci, by mohla do znacné miry vysvétlovat rozsahlou variabilitu v hladiné
apo(a), respektive Lp(a), mezi jedinci.

Pro analyzu regulacnich oblasti apo(a) genu bude uzito molekularné genetickych metod (PCR, DGGE, RFLP,
fragmentacni analyza). Vlastni DNA analyze predchézela prace s NCBI databazemi. Pro vybér primerQ, restrikc-
niho enzymu a pro charakterizaci teplotnich domén u analyzovanych fragmentd bylo pouZito pFislusnych pro-
gram@. Fragmenty oznacCené za nositele variability, na zakladé DGGE, budou osekvenovany za ucelem jejiho
potvrzeni. Zménéna sekvence bude otestovana v pfislusné databazi na pfitomnost vazebného mista.

Variabilita o vyznamné frekvenci v regulacnich oblastech apo(a) genu by podporovala hypotézu, ze rozsahly
rozptyl v hladiné Lp(a) je u rlznych jedincd do znac¢né miry urcovan odliSnou efektivitou transkripce apo(a)
genu.V pfipadé odhaleni takovychto potencionalné vyznamnych polymorfizml se do budoucna pocita
s otestovanim jejich vlivu na miru transkripce za ucelem vybrani funkcnich variant. Varianty regulacnich oblasti
¢i jejich kombinace zvysujici expresi apo(a) genu by mély u svych nositeld zvySovat riziko pfedéasnych infarkt@.
Jejich znalost by tak umoznovala presymptomaticky urcit jedince se zvySenym rizikem rozvoje aterosklerotic-
kych onemocnéni.

ANALYZA MUTACI GENU BRCA1 A BRCA2 — IDENTIFIKACE RIZIKOVYCH
PACIENTEK S KARCINOMEM OVARIA

Autor: MUDr. Michal Zikan

Skolitel: doc. MUDr. Bohuslav Matous$, CSc., Ustav biochemie a experimentalni onkologie, 1. LF UK

Karcinom ovaria je u nas na sedmém misté ve frekvenci vyskytu zhoubnych nadorl u Zen, je ovSéem onemoc-
nénim s velmi vysokou Umrtnosti. V ramci hereditarnich syndrom@ se vyskytuje karcinom ovaria Casto ve spo-
jeni s karcinomem prsu.

Pfevazna vétsina karcinom{ prsu a ovaria se vyskytuje u Zzen sporadicky, bez rodinného vyskytu. Absolutni
riziko vyvoje karcinomu prsu u Zen s negativni rodinnou anamnézou se pohybuje mezi 7-10 %. Jenom mala
Cast vSech karcinomd prsu a ovaria (5-10%) je geneticky podminéna. Vétsina pripad( hereditarnich karcinomd
prsu souvisi s pfitomnosti alteraci predisponujicich gend s vysokou penetranci — BRCAI a BRCAZ (17921 a
13q12-13). Zbyvajici malé procento hereditarnich karcinom@ prsu se vykytuje v souvislosti se vzacnymi gene-
tickymi nadorovymi syndromy jako je Li-Fraumeniho syndrom (mutace genu TP53, 17p13.1), CowdenQv syn-
drom (mutace PTEN genu, 10g23), Peutz-Jeghersiv syndrom (mutace genu LKB1, 19p13), Muir-Torreho
syndrom (varianta Lynchova syndromu s mutacemi v genech MLH1 a MSH2 patficich do tzv. ,mismatch repair®
systému; 3p21, 2p15-16) a ataxie-teleangiektazie (defekt ATM genu, 11g22-23). Mutace BRCA1 a BRCAZ
gend jsou zodpovédné za vétSinu hereditarnich ovarialnich karcinom@ — asi v 70% BRCA1, ve 20% BRCAZ.
Zbyvajici pfipady se tykaji mutaci a alteraci ostatnich gend zodpovédnych za opravu poskozené DNA (MMR —
mismatch repair genes) a jsou vzacné. Hereditarni nadory odlisuje od zvySeného rodinného vyskytu karcinom(
nejasné etiologie predevsim nizky vék v dobé stanoveni diagndzy (obvykle o 15-20 let dfive ve srovnani se
sporadickym karcinomem), bilateraini vyskyt Ci duplicita, autosomalné dominantni forma dédi¢nosti. PFi¢inou
predispozice k malignimu nadorovému onemocnéni je prenos zarodecné mutace inaktivujici jednu z alel odpo-
védného genu. V cilové tkani vede pak nasledna genetickd zména (napf. ztrata) druhé intaktni alely k inakti-
vaci genu, ktera iniciuje tumorogenezi, napf. v dlisledku genomové nestability spojené se vznikem dalich
mutaci. V nasi studii byla metodou protein truncation testu a pfimého sekvenovani analyzovana kodujici sek-
vence genll BRCA1 a BRCA2 u 51 pacientek s karcinomem ovaria v nizkém véku (early onset) nebo s karcinomem
ovaria u pacientek pochazejicich z rodin s ¢etnym vyskytem karcinom@ prsu a vaje€nik@. Ve vySetfované sku-
piné bylo odhaleno 5 inaktivujicich mutaci genu BRCA1, tfi inaktivujici mutace genu BRCA2 a tfi sestfihové
varianty genu BRCA1. U pozitivné testovanych pacientek byli vySetfeni i jejich pfibuzni. Pozitivita je kritériem
pro zarazeni do systému dispenzarni pée zamérené na prevenci a Casnou detekci malignit.
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DLOUHODOBA INTERMITENTNI HYPOXIE V KOMBINACI S APLIKACI KAINATU -

MORFOMETRICKA STUDIE

Autor: MUDr. Petra Benesova

Skolitelé: prof. MUDr. Milo$ Langmeier, DrSc., Fyziologicky Ustav 1. LF UK, prof. MUDr. Jan Betka, DrSc.
Klinika ORL a chirurgie hlavy a krku 1. LF UK a FNM

Histochemickou analyzou (NADPH-diafordza barvenim) jsme testovali vliv kainatu podaného i.p. 1 den po
skonceni chronické hypoxie na jednotlivé oblasti hippocampu a na primarni sluchovy cortex. Prlkazem NADPH-
diaforazy, enzymu kolokalizovaného s nitric oxide syntazou (NOS), mlzeme nepfimo usuzovat na produkci
oxidu dusnatého (NO).

Experimentalnimi zvifaty byli samci laboratorniho potkana kmene Wistar. Od 2. do 17. dne véku byla mlad'ata
vystavena vlivu chronické hypoxie v hypobarické komore v simulované vysce 7000m, vzdy 8 hodin denné.
18.den, tedy 1 den po skonceni plsobeni hypoxie, byl zvifatim i.p. aplikovan kainat (2,5 mg/kg).

365. den véku, byla zvifata usmrcena v thiopentalové narkéze transaortalni perfuzi 4% paraformaldehydu.
40mm tlusté, na kryostatu nakrajené fezy byly obarveny na priikaz NADPH-diafordza pozitivnich neurond. Poté
byly NADPH-diafordza pozitivni neurony kvantifikovany v jednotlivych ¢astech hippocampu (CA 1, CA 3, hilus,
dorzalni a ventralni list gyrus dentatus) a v primarnim sluchovém cortexu.

Z vysledkd je patrné, Ze chronicka hypoxie plsobici v perinatalnim obdobi a kainat aplikovany normoxickym
zvifatlim snizuji po¢et NADPH-diafordza pozitivnich neuronl ve vsech sledovanych oblastech hippocampu
v porovnani s kontrolni skupinou.

Tato prace je podporovéna grantem UK 32/2001/C/1.LE GACR 305/02/1238 a MSM 1111 00001.

ZMENY AKTIVIT KOMPLEX0O DYCHACIHO RETEZCE, V IZOLOVANYCH
TROMBOCYTECH U 29 ZEN S MENTALNI ANOREXII

Autofi: MUDr. Marek B6hm, MUDr. Laszlo Wenchich, MUDr. Hana PapeZova, H. Hansikova a J. Zeman
Skolitel: prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc., Klinika détského a dorostového léka¥stvi a Centrum Genomiky,
1. LFUKa VFN

Uvod: Energie, potfebna pro zajisténi Zivotnich funkci eukaryotnich organism@, je aZ z 90 % zajiStovana
produkci ATP systémem oxidacni fosforylace (OXPHOS) a ATP syntdzou na vnitfni mitochondrialni membrané.
Cilem nasi studie byla analyza aktivit komplex dychaciho fetézce v trombocytech u Zen s mentalni anorexii,
jejichz energeticky pFisun je ve srovnani s normalni populaci velmi nizky.

Material a metody: Soubor je tvofen 29 Zenami s mentalni anorexii ve véku od 18 do 35 let s BMI 15+1.5.
Kontrolni soubor predstavuje 34 zen ve véku 20 az 35 let s BMI 25+7. Spektrofotometricky byly v izolovanych
trombocytech stanoveny aktivity komplexd dychaciho fetézce I, II, III, IV a I+III a kontrolniho enzymu citrat-
syntazy (CS).

Vysledky: U Zen s mentélni anorexii nebyly ve srovnani s kontrolni skupinou nalezeny rozdily v aktivitach
komplexd dychaciho fetézce III, 1V, I+III a CS, ale aktivity komplex@ dychaciho Fetézce I a II byly vyznamné
zvysené: komplex I je 50.8+15.7 nmol/min/mg proteinu, kontroly 34.6+11.2, komplex II je 11.2+3.2 nmol/
min/mg proteinu, kontroly 9.2+3.4, P<0.05).

Diskuze: Prestoze se trombocyty podileji jen malo na celkovém energetickém obratu organismu, predstavu-
ji snadno dostupny biologicky material, ktery lze pouZzit pro studium poruch energetického metabolismu.
Vysledky nasi studie by mohly nasvédcovat tomu, Ze u Zen s mentdlni anorexii dochazi ke zvyseni efektivity
mitochondrialniho energetického systému.

Prdce vznikla s podporou projektu COST 918.40 a VZ 111100003.

ZMENY OBJEMU STRIATA V ZAYISLOSTI NA VEKU A JEJICH PREDIKCE ZA
POUZITI JEDNODUCHEHO MERENI

Autor: RNDr. Jifi Brabec

Skolitel: prof. MUDr. Pavel Petrovicky, DrSc., Anatomicky Gstav, 1. LF UK

Uvod: Volumetrie baséalnich ganglii je v posledni dobé velmi pouZivanou metodou pfi stanoveni klinické diagno-
sy a prognosy mnoha onemocnéni. Pfedpokladem je jen dostatecné mnozstvi normalnich, kontrolnich hod-
not. To vSak chybi ve vétsiné dosud publikovanych praci. Cilem nasi prace bylo (1) shromazdéni velkého
souboru normalnich volumetrickych (dajd, potfebnych ke (2) stanoveni primérného objemu striata, (3)
s vyhodnocenim jeho vékovych zmén a (4) nalezeni jednoduchého méreni, které by mohlo slouzit jako indika-
tor velikosti striata. Metodika: Klasickymi anatomickymi metodami a NMR jsme u 108 zdravych dospélych (18-
89 let) stanovili objemy striata; v rozdéleni na komplex: caudatum-accumbens (CD-Acc) a putamen (Put), a



statisticky je zpracovali. Vysledky: Primérné hodnoty objemu striata jsou 7,48 cm? (SD=0,94) pro muze a
7,42 cm? (SD=0,95) pro zeny. Z toho na putamen v prdméru ptipada 51% a 50,3% ve stejném poradi.
Intersexualni ani interhemisféricky rozdil nebyl v absolutnich objemech nalezen. Striatum se v zavislosti na
véku zmensuje (p<0,0001). Ve vékovém rozmezi 20-50 let pokles objemu &ini 14,3% u muzd a 16,9% u Zen.
Rozdéleni na dvé casti ukazalo, Ze u muzll se komplex CD-Acc zmensi ve stejném vékovém rozmezi o 16,2%,
zatimco u Zen toto zmenseni nebylo prokazano. Putamen se u muzd zmensuje o 12,3%, u Zzen o 23,15%.

Plocha striata v fezu vedeném skrze commissura anterior vykazuje vysokou korelaci k jeho celkovému obje-
mu (p<0,0001, r=0,668). Procentualni podil tohoto fezu (1cm silny) je k celkovému objemu striata 28,56%
(SD=3,05). Je proto velmi vhodny k orientacnimu méfeni.

MUZSKY EKVIVALENT SYNDROMU POLYCYSTICKYCH OVARIi

Autofi: MUDr. Michaela Duskova, Luboslav Starka, Ivana Cermakova
Skolitel: prof. MUDr. RNDr. Luboslav Starka, DrSc., Endokrinologicky Ustav Praha

Syndrom polycystickych ovarii (PCOS) patfi mezi nejCastéjsi endokrinni onemocnéni u zen, postihuje asi 10%
Zen v reproduktivnim véku. PCOS se vyznacuje nejen nerovnovahou v pohlavnich hormonech, ale i vyssi inzu-
linovou resistenci. Pfedstavuje tak riziko pro rozvoj diabetu a kardiovaskularnich onemocnéni. Poznatek o
genetickém podkladu PCOS je zaloZen na pozorovani rodinné vazaného vyskytu tohoto syndromu a hyperan-
drogenémie. Dosavadni nalezy predpokladaji autosomainé dominantni typ dédi¢nosti.

Pokud ma syndrom polycystickych ovarii geneticky zaklad, je evidentni, ze u muzl se tyto geny vyskytuji
také. Je vSak malo literarnich odkazl zabyvajicich se muZskym fenotypem PCOS. Jako muZské symptomy
tohoto syndromu byly navrzeny predCasny vypad vlasd a naznacena hypertrichdza.

V nasi studii jsme vySetfovali skupinu muz@, ktefi podstoupili transplantaci vlas@ a byli vhodni pro [é¢bu
finasteridem (blokator alfa-5 reduktdzy). Nemocni vykazovali analogické hormonalni zmény jako Zeny s PCOS:
nizky globulin vazajici pohlavni hormony (SHBG), vyssi index volnych androgend, subnormalni FSH vztaZené
k normalni hladiné LH a lehce zvySenou koncentraci 17-hydroxyprogesteronu v plazmé. Dale jsme vysSetfovali
inzulinovou rezistenci pomoci inzulinotolerancniho testu.

Na zakladé dosavadnich vysledkd je moZné podpofit hypotézu existence muZského ekvivalentu PCOS. Je
ddlezZité detekovat a charakterizovat tuto rizikovou subpopulaci i ¢asné a seznamit pacienty s moznym rizikem
a snazit se preventivnimi opatfenimi, tj. zménou zivotniho stylu a pravidelnymi kontrolami, snizit rozvoj eventu-
alnich komplikaci do budoucna.

Podekovani : Prace vznikla v ramci grantového ukolu IGA NB 6705-3

KLIDOVY ENERGETICKY VYDEJ PRI HEMODIALYZE

Autor: Ing. Magdalena Foitova

Skolitelé: doc. MUDr. S. Sulkova, DrSc., Interni oddéleni Strahov 1.LF UK a VFN Praha, doc. MUDr. J. Horadek,
CSc., LF UK Hradec Kralové

Jen ojedinélé studie sleduji klidovy energeticky vydej (resting energy expediture, REE) pfi selhani ledvin a
dosud neni nic znamo o prlibéhu hodnot REE pfi hemodialyze (HD). Hypoteticky Ize ocekavat zvySeni REE
béhem HD (vliv zanétlivé odpovédi na mimotélni obéh), které by vSak mohlo byt modifikovano tepelnou bilanci
procedury.

REE jsme méfili metodou nepiimé kalorimetrie (Deltatrac Datex) u 13 HD pacientd (7M, 67, vék 59,8+13,5
let), a to opakované v pribéhu izotermické (AT=0) a termoneutrdini (AE=0) HD. V3echny ostatni parametry
sledovanych dvou HD téhoz pacienta byly shodné. Kontrolni (K) soubor tvofili 4 muZi a 10 Zen (vék 41,3+20,5
let) bez renalniho poskozeni.

Tepelna bilance byla vyrazné odlidna: -199kJ/HD (AT=0) oproti —4 kJ/HD (AE=0). Zmé&iené hodnoty REE
u HD pacientl (7316+919 kJ/den/1,73m? pfed HD) byly srovnatelné s kontrolami (7264+1016 kJ/den/1,73m?),
stejné jako hodnoty vypocitané. V 10.minuté HD hodnoty REE mirné a prechodné klesly (v prdméru o 3,2%
pfi termoneutralni a o 2,8% pfi izotermické HD, ns). V 70. minuté HD se neliSily od vychozi. Po ,lehkém" jidle
ve 110.minuté byly vyssi o 8% pfi izotermické (p=0,06) a o 6,3% pfi termoneutraini HD (ns), na konci HD se
vratily k predialyzacnim. Vyvoj hodnot REE béhem HD byl analogicky pfi obou tepelnych rezimech.

Vysledky nepotvrdily vliv HD procedury ve sledovanych tepelnych rezimech na REE. Uzavirame, ze REE se
u HD pacientd nelisi a neni vyznamné ovlivnén hemodialyzou.



COMPARISON OF CODEINE LEVELS IN SALIVA AND SERUM AFTER AN ORAL

CODEINE ADMINISTRATION

Author:  Mgr. Vilma Habrdova

Advisor: doc. Ing. Marie Balikova, CSc., Institute of Forensic Medicine and Toxicology, First Faculty of
Medicine, Charles University in Prague

The use of saliva or oral fluid specimens for drug analysis has been of great interest for years. Particular
interest has been expressed for roadside drug testing of potentially intoxicated drivers because of advanta-
ges of saliva as a testing specimen e.g. non-invasive collection under direct observation. Similarly as other
drugs, opiates may enter the oral cavity from two sources: they remain in the oral cavity after insufflation or
inhalation of heroin or opium smoking, and/or opiates and their metabolites can be transferred into the oral
cavity from blood. The aim of the first part of the present study was to develop and validate a toxicological
method for opiate determination in serum and saliva. The second part concerns with the experimental eva-
luation of the relationship between saliva and serum levels after oral codeine administration to volunteers.

Three drug-free volunteers were administered a single 60-mg dose of codeine phosphate. Saliva and
serum specimens were collected at various times for 9 h after administration. The samples were prepared for
GC-MS (gas chromatography — mass spectrometry) analysis using solid-phase extraction on SPEC Plus DAU
discs and derivatized by silylation.

The average LOD (limit of detection) value for various opiates was 3 ng/ml in saliva and 5 ng/ml in serum.
The coefficients of variation at concentration levels 10 and 100 ng/ml ranged between 1.7 - 6.0% for saliva,
and 1.0 - 7.0% for serum. In authentic samples of volunteers, codeine levels were 2 to 4 times higher in saliva
than in serum (the mean codeine concentrations 1 h after dose were 444 ng/ml for saliva compared to 97
ng/ml for serum). However, morphine levels in saliva were comparable to those determined in serum.

The relationships between serum and saliva drug levels strongly depend on the pH-value of saliva, conta-
mination of oral cavity, salivary flow rate, and on the intensity of plasma protein binding of the drug. There-
fore, there is no direct relationship between blood and saliva concentration values.

SYNDROM NEKLIDNYCH NOHOU — RODINNE A SPORADICKE FORMY
Autor: MUDr. David Kemlink
Skolitel: Soiia Nevsimalova, prof., MUDr., DrSc, Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Syndrom neklidnych nohou (RLS) je onemocnéni s Castym familiarnim vyskytem, ktery vSak v Ceské populaci
nebyl sledovan stejné tak jako zastoupeni primarnich a sekundarnich forem RLS. Odlisnosti klinického priibéhu
a patofyziologickych souvislosti u sporadické a familiarni formy stejné jako u idiopatické a sekundarni formy
nebyly zatim objasnény.

U pacientl trpicich RLS bylo kromé klinického vySetfeni provedeno stanoveni hematologickych a biochemic-
kych ukazateld véetné hladin erytropoetinu a solubilniho transferinového receptoru. U pacientl s pozitivni
rodinnou anamnézou byly sestavovany rodokmeny stran vyskytu RLS. Soubor 116 pacientd trpicich RLS (59,5
% zen, vékovy prlimér 55.4+SD=12.1 let), obsahuje 31 pacientll (61 % Zen) s pozitivni rodinou anamnesou
(vékovy prdmér 54.6 +14,3 let). U rodinnych forem byl nalezen signifikantné nizsi vék pfi nastupu obtizi
(P<0.01). V ostatnich parametrech nebyly zaznamenany signifikantni rozdily. Ve skupiné pacientl s familiarni
formou nebyl zjistén vyznamné nizsi vyskyt chorob podmifiujicich sekundarni RLS. Ve 21 rodokmenech nepfi-
buznych rodin bylo nalezeno celkem 60 postizenych (vékovy prlimér 49.3+14,4 let), z nich je 60,0% zen. U
50 rodicovskych parl s celkem 106 détmi je procento vyskytu RLS u déti 40,5%. Analyza rodokmen( nasvéd-
Cuje autozomalné dominantnimu typu dédicnosti RLS s nelplnou penetranci. V Ceské populaci potvrdili jsme
nizsi vék pfi nastupu obtizi u rodinnych forem jako jediny klinicky nebo laboratorni ukazatel odliSnosti sporadic-
kych a familiarnich forem RLS.

MITOCHONDRIALNI PORUCHY U HUNTINGTONOVY NEMOCI

AutofFi: MUDr. Ji¥i Klempif!, Hana Hansikova? doc. MUDr. Jan Roth, CSc.}, Jana Zidovska® a Jifi Zeman?;
!Neurologicka klinika a 2Klinika détského a dorostového Iékafstvi, 3Ustav biologie a lékaFské
genetiky, Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Skolitel: doc. MUDr. Jan Roth, CSc., Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Huntingtonova nemoc (HN) je autozomélné dominantné dédi¢né neurodegenerativni onemocnéni s
progredujici neurologickou i psychiatrickou symptomatikou a kognitivnim deficitem. HN je zplsobena expanzi
(CAG), tripletli (>40) na chromozomalnim lokusu 4p16.3. Produktem patologického genu je polyglutaminova
sekvence kddujici protein huntingtin, jehoz funkce nebyla dosud uspokojivé vysvétlena. Prevalence v HN Ceské
republice je cca 1:20 000. U HN Ize IéCit pouze nékteré symptomy a jeji progndza je fatalni.



Soubor a metodika: Vysetfili jsme 18 osob (8 muzl a 10 zen) s geneticky verifikovanou klasickou formou HN
v pocatecnich az stfedné pokrocilych stadiich nemoci .

V trombocytech izolovanych z periferni krve byly spektrofotometricky stanoveny aktivity citratsyntazy (CS)
a komplexd I, II, I+III, III a IV respiracniho Fetézce. Dale byly hodnoceny parametry: vék v dobé vyzkumu,
vék klinického pocatku nemoci a trvani HN, inicidlni a soucasné symptomy (neurologické i psychiatrické),
pocet (CAG), tripletd a heredita (materndlni ¢i paterndini), medikace ¢i komorbidita. Pocet (CAG), tripletll byl
stanoven standardni metodou z leukocytl periferni krve. Ostatni data byla ziskana retrospektivnim zptsobem.

Vysledky: Potvrdili jsme inverzni korelaci mezi po¢tem (CAG)n tripletd a vékem pocatku HN (a = 0,01).
Osoby s Cisté neurologickou symptomatikou se v ostatnich hodnocenych parametrech nelisi od osob se sou-
¢asnou neurologickou i psychiatrickou symptomatologii (a = 0,05). Snizena aktivita réiznych mitochondrialnich
enzym{ byla zjisténa u 7 z 18 osob (4 x cytochrom c oxidasy (COX), 3 x QH,:cytochrom c reduktasy (QCCR),
2 x COX/CS, 2 x NADH:cytochrom c reduktasy (NCCR), 2 x sukcinat:koenzym Q reduktasy (SQR),
1 x NADH:koenzym Q reduktasy (NQR)). U 1 osoby doslo k sou¢asném poklesu aktivity 3 enzymatickych para-
metr@ (COX/CS, NQR, SQR) a u 2 osob sniZeni 2 enzymatickych parametrd (1x COX/CS + COX, 1 x NCCR +
QCCR). Pozorovali jsme signifikatni inverzni korelaci mezi poctem (CAG), triplet(l a aktivitou NCCR (a = 0,05).
Nasli jsme pozitivni korelaci mezi aktivitou CS a NCCR (a = 0,05) a rovnéz mezi CS a QCCR (a = 0,01). Také byla
nalezena pozitivni korelace mezi aktivitou NCCR a COX (a = 0,05).

Zavér: Mitochondridlni dysfunkce u HN ma pravdépodobné sekundarni charakter a v perifernich tkanich je
velmi variabilni. Zmény v energetickém metabolismu trombocytl jsou sporadické a nedosahuji intenzity
v ostatnich tkanich a je otdzkou do jaké miry odrazeji zmény v mozku, kde je dychaci fetézec postizen nejvi-
ce. Na vzniku mitochondrialni dysfunkce se miZze podilet zvySeny oxidativni stres, insuficience detoxifikacnich
mechanisml, porucha degradace a interakce mutovaného huntingtinu. Jeji pfesny mechanismus a vyznam
v patologii HN je vSak i nadale nejasny.

Prace vznikla s cdstecnou podporou projektu VZ 111100003

EXPRESE TRANSKRIPCNIHO FAKTORU C-MYB V KURECIM EMBRYU A JEHO

ROLE VE VYVOJI NEURALNI LISTY

Autofi: Ing. Eliska Krejéi, MUDr. Pavel Snajdr

Skolitelé: prof. MUDr. Milo§ Grim, DrSc, Anatomicky Ustav, 1. LF UK, RNDr. Michal Dvofak, CSc., Ustav
molekularni genetiky, AV CR

Transkripéni faktor c-Myb je zatim znam jako jeden z kli¢ovych regulacnich prvké definitivni krvetvorby. Ucastni
se udrzovani populace nezralych myeloidnich a erythroidnich bunék. V priibéhu jejich terminalni diferenciace
exprese c-myb klesa az vymizi. Podle nepocletnych literarnich Udajd je c-myb exprimovan i v nékolika nekrve-
tvornych tkanich. O jeho pfipadné Uloze v ¢asnych fazich embryondiniho vyvoje dosud neni nic zndmo.

Ve svych experimentech jsme se soustrfedili pravé na tato ¢asna stadia vyvoje kufeciho zarodku (stadium 2
— 18 podle Hamburgera a Hamiltona). Expresi genu c-myb jsme detegovali pomoci technik Western a Nor-
thern blot, hybridisaci /n situ a imunohistochemicky. Dale jsme pomoci inhibice exprese endogenniho c-myb
(antisense oligonukleotidy) a nadexprese exogenniho c-myb, studovali na tkanovych explantatech neurdlni
trubice a neuralni ploténky roli tohoto transkripéniho faktoru ve vyvoji neuralni listy.

Zjistili jsme, ze v kufecim embryu je c-myb exprimovan jiz velmi brzy, ve stadiu tvoficiho se primitivniho
prouzku. Jeho pFitomnost neni omezena pouze na urcité primordialni struktury, ale detegujeme ji ve vétsiné
bunék. Vyjimku tvofi pravdépodobné jiz diferenciované krevni buriky v primitivnich cévach (krevni ostrlivky
c-myb exprimuji) a také individualni buriky uvnitf celého embrya, které mohou predstavovat rlizné bunécné
typy. Predpokladame, ze vSechny bunky, které neexprimuji c-myb, jiz ztratily proliferativni potencial.

Aplikace antisense oligonukleotidl na tkanové explantaty neurdlni trubice vede k redukci poctu migrujicich
bunék neuralni listy. Tato redukce mdze byt kompenzovana expresi exogenniho c-myb. Navic antisense oligo-
nukleotidy blokuji indukci bunék neurdlni listy v neuralni ploténce, navozenou BMP4.

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze v Casnych fazich vyvoje kufeciho embrya je c-myb exprimovan témér ve vsech
proliferujicich bunikach. PFi vyvoji neurdlni listy je c-Myb zfejmé nezbytny pro jeji indukci a pro epithelo-mesen-
chymovou transformaci

Podporeno granty:VZ 111100003-3 a GACR 304/03/0463



IMUNOHISTOCHEMICKA DETEKCE ENOS A INOS U ADENOMU A HYPERPLASIE
PRISTITNEHO TELISKA
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Uvod: NO-syntazy (NOS) jsou enzymy katalyzujici tvorbu oxidu dusnatého. Jsou znamy tfi izoformy: endotelo-
va (eNOS) a neuronalni (nNOS), které konstitutivné produkuiji relativné mald kvanta NO, a inducibilni (iNOS),
jez je exprimovana v reakci na nejrliznéjsi podnéty a katalyzuje tvorbu velkého mnozstvi NO. Byla popsana
fada onemocnéni, kde sniZzena Ci zvySena produkce NO predstavuje vyznamny etiopatologicky faktor. V ramci
studia vlivu NO na proliferaci a bunécnou smrt jsme se v této studii zaméfili na onemocnéni pristitnych télisek
spojena se zmnozenim bunék - adenom (PTA) a sekundarni hyperplasie paratyroidey (HPT). Literarni data
tykajici se exprese NOS v tkani pristitného téliska jsou omezend, a proto nasim prvotnim cilem bylo detekovat
eNOS a iNOS v normalnim, adenomatéznim a hyperplastickém pfistitném télisku.

Metody: Vzorky tkané PTA a HPT byly odebrany béhem operace a zpracovany pro imunohistochemicky
prikaz ve zmrazenych fezech. Rezy byly inkubovény s krali¢imi polyklonalnimi protilatkami anti-iNOS a anti-
eNOS (Santa Cruz). Biotinylovanad sekundarni protilatka goat anti-rabbit IgG (Santa Cruz) byla detekovana
pomoci Vectastain ABC-AP kit (Vector). Pro vizualizaci byl pouzit alfa-naftylfosfat a Fast Red TR (Sigma)
jako reagencie pro prlikaz alkalické fosfatazy.

Vysledky: Pozitivita imunohistochemické reakce pro eNOS byla zjiSténa ve vSech vzorcich PTA, HPT i v
normalnim pristitném télisku, prilehlém ke vzorku s PTA. eNOS byla pravidelné detekovana v endotelu cév
vaziva a v Casti kapilarniho FeCisté parenchymu. Nejvyraznéjsi reakce byla zastizena u cév pfisluSejicich k arte-
rialnimu fecisti. Uroven exprese eNOS v endotelu kapilar se lisila mezi jednotlivymi vzorky, ale nebyla charakte-
risticka pro urcitou poruchu. Celkova exprese eNOS byla urcena predevsim zastoupenim veétsich cév v tkani.
Pfitomnost iINOS nebyla potvrzena v zadném z vySetfovanych vzorkd.

Zaveér: Ve vysSetfenych vzorcich jsme prokazali expresi eNOS, kterd v tkani zajistuje predevsim potfebnou
Uroven krevniho zasobeni. JelikoZz nebyly nalezeny zrfetelné rozdily mezi vzorky, nebude pravdépodobné tento
isoenzym vyraznéji prispivat k porusené homeostaze pfristitného téliska. S ohledem na negativni nalezy produk-
ce iNOS, je mozné se domnivat, Ze NO nehraje rozhodujici roli v patogenezi PTA a PGH.

Tato prdce byla podporovana z grantu GAUK 5/2002/C a vyzkumného zameéru J 13/98 111100002-6.

THORAKALNI ELEKTRICKA BIOIMPEDANCE A JEJI MOZNOST VYUZITI PRI

MAXIMALNI ZATEZI
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UVOD: Thorakalni elektrickd bioimpedance (TEB) je jednou z méla neinvazivnich vySetfovacich metod central-
ni hemodynamiky, kterd je pouZzitelna i pfi fyzické zatéZi. Podle metaanalyzy Milese a Gotshalla (1989) byla TEB
pouZzita jen pfi submaximalni dynamické zatézi. CIL: Cilem nasi prace bylo vyzkouset pouzitelnost TEB pfi zatézi
do vita maxima a pomoci TEB zhodnotit hemodynamiku u osob s rfiznou fyzickou aerobni zdatnosti na Grovni
vita maxima. METODIKA: Vysetfili jsme 70 cyklistd resp. 70 nesportovcl srovnatelného véku (3. decennium)
s velmi odliSnou fyzickou zdatnosti. Soucasné s klasickou spiroergometrii byly méfeny hemodynamické ukaza-
tele pomoci TEB na komercné vyrobeném pfistroji HOTMAN™ B100. Ukazatele zdatnosti a hemodynamiky
jsme

porovnali mezi skupinami neparovym Studentovym t-testem. VYSLEDKY-. Technicky hodnotitelnych zazna-
m@ TEB bylo u sk. C 44 (62,3%), u sk. K 47 (67,1%). Cyklisté méli vyssi fyzickou zdatnost ve vsech mé&fenych
spiroergometrickych parametrech (p<0,001). Maximalni srdecni index u sk. C byl 15,7 + 3,8 i miil 1. m? resp.
usk. K 12,9 = 3,3 1. mifl 1. ,2 (p<0,001); index kontraktility (ISI__,) byl 2,95 + 0,70 sec 2resp. 2,21 £ 0,54
sec *(p<0,001) a index systémové vaskularni rezistence (SSVRI, _.) 96 + 32 [dyn.sec.cm ®.m?] resp. 132 +
45 [dyn. sec. cm 5. m?] (p<0,001). ZAVERY: Hodnotitelnost zaznam@ TEB pfi maximalni zatéZzi na bicyklovém
ergometru se pohybovala kolem 65%. U zdatnéjSich osob byly pfi maximalni zatézi pomoci TEB naméreny
vyssi preCerpavaci funkce srdce, vyssi kontraktilita a nizsi systémova vaskularni rezistence, coZ je v souladu s
poznatky z oblasti zatézové fyziologie. TEB je pouzitelna i pfi maximalni zatézi, avsak pro jeji rutinni uplatnéni
bude nutné technicky (nejspiSe s vyuzitim biokybernetickych postup(l) odfiltrovat artefakty zplsobené respi-
raci a pohybem pacienta.



HODNOCENI SOMATOTYPU PODLE CARTERA A HEATHOVE V TABULKOVEM
PROCESORU EXCEL
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UVOD: Jednotlivé morfologické znaky majici vztah ke tvaru a sloZeni téla mohou byt vyjadieny c&iselnymi
hodnotami. Podle somatotypu je mozno posoudit, jaké ma jedinec pohybové dispozice: 1. silové, 2. nesilové
(rychlostni, obratnostni a vytrvalostni). Stanoveni somatotypu je vSak dosti pracné a tedy relativné i Casové
naroc¢né. CIL: Cilem nasi prace bylo vytvorit softwarovou (dale jen SW) aplikaci pro interaktivni stanoveni
somatotypu z 11 namérenych antropometrickych dat v prostfedi MS Excel. METODIKA: PocitaCové stanoveni
somatotypu vyuziva téhoz vypoctového formulare jako autofi Carter a Heathova, avsak v modifikaci uzplsobe-
né pro excelovskou aplikaci. Ke stanoveni jednotlivych komponent somatotypu jsme zvolili interni funkci VER-
TIKALNI VYHLEDAVANI. Ke stanoveni pohybovych viastnosti danych somatotypem podle Chytrackové (1989)
jsme zvolili interni funkci HORIZONTALNI VYHLEDAVANI, ktera podle zjiSténého trojcisli somatotypu vybere z
péti tfid (A aZz E) odpovidajici pohybové dispozice. VYSLEDKY: Po zadani vstupnich dat 11 antropometrickych
parametrfl SW aplikace ihned vraci: 1. Ciselnou hodnotu somatotypu a 2. polohu somatotypu ve formé cerve-
ného bodu interaktivné umisténého v somatografu, 3. slovni interpretaci somatotypu a 4. slovni hodnoceni
pohybovych dispozic. ZAVER: Pocitacové vyhodnoceni somatotypu snizuje riziko chyb na minimum, je plné
reprodukovatelné, je velmi rychlé a interaktivni. SW aplikace by se mohla stat uzite¢nou pomdlckou predevsim
pro télovychovné lékare, ale i pro lékafe jinych specializaci (diabetologie, preventivni kardiologie, obezitolo-
gie), ktefi potfebuji znat morfologické dispozice k pohybové aktivité pacienta.
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INTRODUCTION

Metabolic syndrome X

Insulin resistance often clusters with other risk factors of the cardiovascular diseases as disorders in saccha-
ride and lipid metabolism, dyslipidemia, obesity and essential hypertension (Reaven, 1988). The combination
of these symptoms is called the metabolic syndrome X. The symptoms are one of the most severe recent
health threats and nearly 25 % of population in the western countries suffer from some of them.

Association of symptoms of metabolic syndrome X is a very complex disorder determined by multiple genes,
as well as gene—gene and gene—environment interactions. Cd36/FAT was identified as one of the genes
involved in the insulin resistance and dyslipidemia in rats (Aitman et al., 1999; Pravenec et al., 2000).

Cd36/FAT

CD36 receptor has been independently discovered, described and named as fatty acid translocase, platelet
TSP receptor, platelet glycoprotein GPIIIb or GPIV, platelet collagen receptor or Nak®-antigen. Nowadays it is
classified as a member of scavenger receptor superfamily.

CD36 recognises long-chain fatty acids, oxidised LDLs, anionic phospholipids, TSP, collagen, shed outer
segments of rods, sickle erythocytes and Plasmodium falciparum infected erythrocytes. Therefore CD36 par-
ticipates in many physiological processes as lipid metabolism, adipocytes’ development and maturation, sene-
scent and apoptotic cells recognition, blood clotting, cell adhesion, angiogenesis and vision. Also it is involved
in pathological processes as foam cells formation, sickle cell anaemia and tropical malaria. (Febbraio et al.,
2001)

Cd36 gene has been mapped at centromeric region of rat chromosome 4. CD36 receptor is present on
plasmalemma of adipocytes, monocytes, macrophages, platelets, erythrocytes, microvascular endothelial cells,
pigment epithelia of retina, heart and striated muscle cells. CD36 expressed on rats erythrocytes has been
proved identical with Rt8 blood group antigen (Kren et al., 2001).

The presence of mutant Cd36 allele in SHR rat strain is associated with insulin resistance and dyslipidemia.
These disorders can be improved by introgression of wild type Cd36 allele by congenic strain production or by
transgenic rescue (Aitman et al.,, 1999; Pravenec et al., 2001).

In order to better understand the role of Cd36 in metabolic disorders, a new rat congenic strain PD.SHR-
Cd36 is being developed by transferring the mutant Cd36 gene from spontaneously hypertensive rat onto
the genetic background of PD/Cub strain as the model of metabolic syndrome X.

MATERIALS AND METHODS

Rat strains

The spontaneously hypertensive rat (SHR/OIla) is widely recognized animal model for study of clustering
risk factors for cardiovascular diseases. The increased blood pressure is accompanied by defective insulin
action on glucose metabolism, reduced catecholamine action on lipolysis in adipocytes and dyslipidemia (Rea-
ven et al., 1991). Disorders in fatty acid and glucose metabolism were linked to the spontaneous deletion
mutation (Cd36-) in Cd36 gene (Aitman et al.,, 1999).



The highly inbred polydactylous rat strain (PD/Cub) has been established as a model of polydactyly-luxate
syndrome (Kren, 1975), limb development and teratology (Kren et al., 1996), hypertriglyceridemia and meta-
bolic syndrome X (Sedova et al., 2000).

Highly inbred Brown Norway rat strain (BN/Cub) expresses the wild type of Cd36 gene (Cd36+).

The BN.SHR-II6/Cd36 congenic rat strain (BN.SHR-4) was derived by introgressing the RNO4 segment
carrying mutant Cd36 gene of the SHR origin onto the genetic background of BN/Cub strain (Seda et al.,
2002).

Genotyping

DNA of bred animals was obtained from tail biopsies. Tissues were incubated for 24 hours at 55° C in the
digest buffer with proteinase K (Sigma) to dissolve.

DNA was isolated by phenol-chloroform-isoamylalcohol extraction and precipitated by ethanol. The DNA
pellet was dissolved in the Tris-EDTA buffer.

Polymerase chain reaction was used to detect polymorphisms in intron 13 and exon 14 of Cd36 gene and
flanking markers D4Rat7, 116 and D4Brol. Primers used for the PCR detection of microsatellite markers in
genes or anonymous DNA sequences were synthesized commercially according to published sequences.

After the electrophoresis on 10% or 5% acrylamide gel the PCR products were visualised with ethidium
bromide and detected by Insta DocTM Gel Documentation System Biorad and analysed by Multianalyst Biorad
software.

Hemagglutination

The alloantiserum BN.SHR-4 anti BN was prepared by immunization of BN.SHR-4 rats (Cd36—, ie. Rt8-) by
full blood of BN/Cub rats (Cd36+, ie. Rt8+).

The blood was drawn from the immunized BN.SHR-4 rats by intracardial injection. The taken blood was
substituted by intraperitoneal injection of 5 ml of PBS. The serum was separated by centrifugation. Red
blood cell suspension was obtained from heparinized blood after centrifugation and PBS dilution.

The hemagglutination test was performed on microarrays, where 20 €l of erythrocyte suspension was
mixed with 60 él of alloantiserum BN.SHR-4 anti BN (diluted in PBS to 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 or 1/160 of its
original concentration). The results of the hemagglutination test were assessed one hour after the alloanti-
serum addition and recorded by digital camera.

Metabolic measurement

The male rats aged 4 months (6 per group) of PD/Cub and PD.SHR-Cd36 strain (the equivalent of the
fourth backcross generation) were used in the experiment. The rats had free access to water and they were
fed standard chow. The blood for metabolic measurements was obtained from tail veins under light anesthe-
sia.

The serum concentration of triglycerides was determined in not fasted animals by commercially available
analytical kit (Lachema, Brno, Czech Republic).

RESULTS

Breeding

The cross-intercross (Figure 4) and backcross mating was used for PCR guided development of the new
congenic strain PD.SHR-Cd36. Until these days the equivalent of six backcross generations has been reached
(ca. 98% of PD genetic background obtained).

Genotyping

Cdie D4Bro1 li6

Figure 1: PCR products stained by ethidium bromide. Fragments were amplified by PCR using primers for Cd36, D4Bro1 and I1I6. SHR
corresponds to homozygous Cd36—/Cd36—, PD to homozygous Cd36+/Cd36+ and the first filial generation (F,) to heterozygous
Cd36+/Cd36—. The arrow indicates the fragment length polymorphism in Cd36 of PD rats undistinguishable from F, heterozygous
Cd36+/Cd36-.
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Figure 2: Results of the hemagglutination. Alloantiserum BN.SHR-4 anti BN agglutlnated rat erythrocytes expressing the wild type
CD36/Rt8 (ie. strains PD and BN). Erythrocytes of strains SHR and PD.SHR-Cd36 carrying the mutant CD36/Rt8 did not agglutinate. The
last column of wells displays negative control, where PBS was added instead of the alloantiserum.

The genotyping of bred rats served to guide the development of the new rat congenic strain PD.SHR-
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Figure 3: Serum triglyceride levels (mmol/l) in not fasted animals after standard diet. Values are given as mean + SEM. Significant
difference is shown as * ... P = 0.019 (unpaired two-tailed t-test).
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Figure 4: Pedigree chart of the development of PD.SHR-Cd36 congenic strain by the cross-intercross mating. Circles represent female
rats, squares male rats. Open symbols denote Cd36+/Cd36+ homozygous individuals, dotted symbols Cd36+/Cd36— heterozygous
individuals and filled symbols Cd36—/Cd36— homozygous individuals. Double marriage lines represent mating among siblings.



Cd36. Altogether 4 microsatellite markers were tested on the desired part of the rat chromosome 4.

The PCR pattern of Cd36 gene in PD strain does not allow distinguishing heterozygous Cd36+/Cd36— from
homozygous Cd36+/Cd36+ rats (Figure 1). Hence it was needed to use cross-intercross mating (Figure 4)
instead of quicker backcross mating in the derivation of the congenic strain, before distinct markers were
found.

It was ascertained that the Cd36 region flanking markers D4Rat7, D4Brol and II6 exhibit polymorphism
between SHR and PD strains pronounced as explicitly different lengths of PCR products (Figure 1). Since they
are close enough to Cd36 gene (distant 2, 8 and 12 cM respectively), it is possible to use them to distinguish
the heterozygous Cd36+/Cd36- rats.

Hemagglutination

The hemagglutination enabled to ascertain the presence of the wild type CD36 on rats’ erythrocytes.

The alloantiserum BN.SHR-4 (Cd36-) anti BN distinguished the rat erythrocytes carrying at least one wild
type CD36 receptor. Consequently, the erythrocytes of homozygous Cd36+/Cd36+ and heterozygous Cd36+/
Cd36- rats were agglutinated while erythrocytes of homozygous Cd36—/Cd36— rats exhibit negative reaction
(Figure 2).

Serum triglyceride levels

PD.SHR-Cd36 rats from the equivalent of the fourth backcross generation had significantly (P = 0.019;
unpaired two-tailed ttest) higher mean serum triglyceride level than PD/Cub rats (Figure 3).

The introgression of the mutant Cd36 gene onto PD/Cub genetic background increased the mean serum
triglyceride level in PD.SHR-Cd36 in comparison with PD/Cub stain. This result supports the important contri-
bution of Cd36 gene to triglyceride metabolism.

DISCUSSION

The genetically defined animal model of a disease provides a deeper insight into roles of genes involved in
the particular pathological process. All traits of the metabolic syndrome X are not always expressed together
in one model rat strain. Thus, PD/Cub strain exhibits higher hypertriglyceridemia and insulin resistance than
SHR/Ola. On the other hand, SHR/Ola exhibits much stronger hypertension than PD/Cub. The development
of a new rat congenic strain PD.SHR-Cd36 would make possible to analyse the impact of the mutant Cd36
gene in the interaction with the genetic background of PD/Cub strain as a model of metabolic syndrome X
(Sedova et al., 2000).

Cd36 gene was shown to be involved in the free fatty acids metabolism and the insulin resistance. One of
the reasons is that Cd36 expression is being directly induced by nuclear receptor PPARAE. PPARA is involved in
adipogenesis, insulin action and in positive feedback loop in foam cells formation. Thus the glucose-mediated
up-regulation of Cd36 expression is considered as a possible link between diabetes and angiopathy. Defective
CD36 function was shown to increase serum triglycerides level and decrease LDLs clearance. These metabolic
disturbances are serious risk factors of cardiovascular diseases and animal models make it possible to analyze
the mechanisms of pharmacological intervention.

So far assessed metabolic characteristics of PD.SHR-Cd36 strain are consistent with the assumed role of
Cd36 in triglyceride metabolism. The results are in consent with the study indicating that Cd36-null mice have
extensively increased serum triglyceride levels (Li et al., 2000). The studies of our laboratories (Kren et al.,
2000; Pravenec et al., 2001) implied that the replacement of defective Cd36 by wild type Cd36 from BN/Cub
strain by congenic strain production or transgenesis significantly lowered serum triglyceride levels.

Cd36 was proven to be involved in the action of thiazolidinediones that are used in the therapy of insulin
resistance (Qi et al., 2002; Seda et al., 2003). When the PD.SHR-Cd36 congenic strain is completed (reached
at least the equivalent of the eight backcross generation) and its metabolic characteristics established it
would be exploited for antidiabetic drug testing.

Last but not least, Cd36 mutations are known in humans. Approximately 2 — 3 % of population in South-
East Asia and Sub-Saharan Africa and up to 0.3 % of the European population suffer from the CD36 defici-
ency (called Nak*-negative phenotype). It was proved that among such afflicted people is higher prevalence
of insulin resistance, hypertriglyceridemia, hypertension, coronary heart disease and hereditary hyperthrophic
cardiomyopathy.

The mutant or wild type Cd36 introgression onto various defined genetic backgrounds is an efficient
method to gain new model strains to assess the CD36 role in pathogenesis of symptoms of metabolic syndro-
me X.
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2. misto
NADMERNA EXPRESE NEUROTOFINU-3 VE
SVALECH MYSI S VYRAZENYM GENEM ERS81
ZACHRANI AXONALNI PROJEKCE
PROPRIOCEPTIVNICH NEURONU
K MOTONEURONUM
Autor :  JiFi Sedy
Skolitelé : prof. Jan Kudera, MD, PhD., Department of Neurology, Boston
University, USA; prof. MUDr. Milo§ Grim, DrSc., Anatomicky ustav 1. J)
LF UK

Uvod. ER81, &len ETS rodiny transkripénich faktord, je kli¢ovy faktor regulace
projekci proprioceptivnich Ia neurond k miSnim motoneurondm (Arber et al.,
2000). Er81(-/-) mutantni mysi maji vyrazné poruchy motoriky, rezultujici z chybéni téchto projekci a s tim
spojené redukce poctu svalovych vietének ve svalech. Neurotrophin-3 (NT-3) je rlstovy faktor patfici
k neurotrofinlim, ktery mimo jiné facilituje funkci Ia aferentnich neuronll a utvafeni svalovych vietének (Chen
et al, 2002). Chybéni NT-3 ve svalu ma za nasledek vymizeni svalovych vietének (Ernfors et a/, 1994). U
dvojité mutantni mysi £r81(-/-);myo-NT-3, ktera ve svalu exprimuje zvySené mnozstvi NT-3 se svalova vietén-
ka tvofi a pohybova aktivita je zachovana. Nasim cilem bylo zjistit, zda v tomto pfipadé budou projekce Ia
aferentnich vldken k motoneuronlim zachovany.

Material a metody. Do spinalnich ganglii mysi (£r81(-/-);myo-NT-3, Er81(-/-), myo-NT-3, wild type) fixo-
vanych perfuzi 4% PFA bylo aplikovano lipofilni barvivo Dil. Pak byly tkané 7 dni inkubovany pfi 40s C ve 4%
PFA. Vypreparovany Usek michy byl zalit do 3,5% agaru, krajen na vibratomu a fezy byly studovany ve fluores-
cenénim mikroskopu s rhodaminovym filtrem a fotografovany.

Jiti Sedy

OBR. 1. GRADIENT PROJEKCI SENSITIVNICH NEURONU K MOTONEURONUOM U £R81(-/~) MYSE. TRANSVERSALNT REZY MICHOU NA
UROVNICH L2 — L5. DR — DORSALNf ROH. MERITKO — 100 UM.



Vysledky. U £r81(~/-) mutantnich mysi jsme v segmentech L,-L, pozorovali podobné jako Arber et a/. (2000)
vyraznou redukci projekci proprioceptivnich Ia neuronli k motoneuron@im. Navic se ukazalo, Ze redukce vykazuje
urcity gradient. V segmentu L, byl Ubytek vyjadfen nejméné, v Grovni L, nejvice. U Er81(~/-);myoNT-3 dvojitych
mutant byla hustota projekci srovnatelna s kontrolou. U samotné myo-NT7-3 mutanty jsme vyraznéji zvySenou
denzitu projekci nezjistili.

Zavér. Nadmérna exprese NT-3 ve svalu zabrani ztraté projekci sensitivnich Ia neurond k motoneurontim
podminéné absenci Er81. Molekuldrni mechanizmus této kompenzace neni zatim jasny. Predpokladame, ze
nadexprese NT-3 ve svalu aktivuje v Ia neuronech néktery z dalSich genl ETS rodiny, ktery zastoupi chybéjici
ER81. Tuto mozZnost naznacuje zjisténi, Ze jiz samotna exprese Er81 je podminéna plsobenim NT-3 (Patel et
al,, 2003).

Uvod

ER81 patfi do ETS rodiny transkripénich faktord. Jeji ¢lenové (napf. PEA3, Erm, Elk 1) se podileji na utvareni
mezineuronovych misnich projekci (Ghosh et al, 1998).

ER81 je klicovy faktor regulace projekci proprioceptivnich Ia neuroni k motoneuronfim v pfednich rozich
misnich (Arber et al, 2000). Je exprimovan mimo jiné v neuronech spinalnich ganglii, motoneuronech a intra-
fusalnich vlaknech (Lin et al, 1998; Arber et al, 2000). Er81(-/-) mutantni mysi maji vyrazné poruchy moto-
riky, rezultujici z chybé&jicich projekci Ia neurond k motoneurondim a s tim spojené redukce poctu svalovych
vietének ve svalech.

Neurotrophin-3 (NT-3) je rdstovy faktor z rodiny neurotrofind, ktery se uplatfiuje v proliferaci, diferenciaci,
prezivani a funkceschopnosti aferentnich neuronli a utvareni svalovych vietének (Chen et al, 1999). Chybéni
NT-3 v koncetinovych svalech u mySi ma za nasledek Uplné vymizeni svalovych vietének (Ernfors et a/, 1994)
a z toho rezultujici vyrazné defekty motoriky. Je prokazano, Ze za toto vymizeni je selektivné odpovédny NT-
3 v kosternim svalu (Chen et a/, 2003).

U dvojité mutantni mysi £r81(-/-);myo-NT-3, ktera ve svalu exprimuje zvySené mnozstvi NT-3 se svalova
vieténka tvofi a pohybova aktivita je zachovana.

Nasim cilem bylo zjistit, zda u dvojité transgennich mysi £r81(-/-);myo-NT-3 zachrani nadexprese NT-3 ve
svalu projekce proprioceptivnich neurond k motoneuronlim. RovnéZ nas zajimalo, zda je porucha utvareni
téchto projekci u Er81(-/-) mysi vyjadfena stejnou mérou v jednotlivych segmentech L, - L,

Material a metodika

V této studii byly pouzity 2 kmeny mutantnich mysi. Kmen mysi s vyfazenym genem £r81 (Arber et al., 2000)
a kmen, u kterého bylo za myogenni promotor vloZzeno zvySené mnozstvi kopii genu pro neurotrophin-3 (myo-
NT-3), ktera umoziiuje selektivni nadexpresi NT-3 v kosternim svalu (Wright et a/.,1997). Zkfizenim téchto
kmen( jsme ziskali dvojité transgenni mys Er81(-/-);myo-NT-3.

Genotypizaci provadél v laboratofi prof. KuCery E. Pound pomoci PCR s pouzitim pFislusnych primerd. Mysi
(Er81(-/-), myo-NT-3, Er81(-/-);myo-NT-3 a kontroly) byly v pentobarbitalové anestezii podrobeny perfuzi 4%
PFA pres levou srdecni komoru. Poté bylo vypreparovano prislusné spinalni ganglion, do kterého bylo aplikova-
no lipofilni barvivo DiI (1,1 -dioctadecyl — 3, 3, 3", 3'- tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Sigma),
rozpusténé v dimethylsulfoxidu. Tkané byly ponofeny zpét do 4% PFA a inkubovany 5-7 dni pfi teploté 40s C.
Poté byl vypreparovan dany Usek michy, zalit do 3,5 % agaru a krajen na vibratomu. Rezy byly pozorovany ve
fluorescencnim mikroskopu a dokumentovany.

Vysledky

U £r81(-/-) mutantnich my3i jsme v segmentech L,-L, pozorovali podobné jako Arber et a. ('00) vyraznou
redukci poctu projekci proprioceptivnich Ia neuronl k motoneurondim. Navic se ukazalo, Ze redukce poctu
vykazuje urcity gradient. V segmentu L, byl Ubytek vyjadfen nejméné&, v segmentu L, nejvice (obr. 1).

V drovni segmentu L, (obr. 2) a v segmentu L, (obr. 3) byla u £r81(-/-);myoNT-3 dvojitych mutant hustota
projekci srovnatelna s kontrolou. Toto zjisténi ukazuje, Ze nadexpese NT-3 ve svalu vede k zachovani projek-
ci, které jsou vyrazné redukovany u Er81(-/-). U samotné myo-NT-3 byla denzita projekci jen lehce zvySena.

Diskuse

Zjistény gradient v hustoté projekci v segmentech L,-L, u £r81(-/-) mySi dobie koreluje s Gdaji o zménach
v poctu vietének v rliznych skupinach koncetinovych svald.

U £r81(-/-) mutantni mysi byla zjiSténa velmi vyznamna redukce v poctu svalovych vietének v proximalnich
svalech koncetin, které jsou inervovany z kranialn&jsich segmentd michy, kdezto v distalnich svalech, inervo-
vanych z kaudalnéjsich segmentd, bylo nalezeno zvySené mnozstvi vietének (Kucera et al, 2002).
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OBR. 2. PROJEKCE NEURONU SPINALNIHO GANGLIA L2 K MOTONEURONOM U £R81(~/-), MYO-NT-3 A ER81(-/-);MYONT-3
MUTANTNIMI KMENY MYS{ V POROVNANI S KONTROLOU (WT).
DR — DORSALNI ROH. MERITKO — 100 UM.

Zjistili jsme, Ze nadmérnd exprese N7-3 ve svalu zabrani ztraté projekci sensitivnich Ia neuron(
k motoneurondm podminéné absenci £r81(-/-). Molekularni mechanismus této kompenzace neni zatim jasny.
Pfedpokladame, Ze nadexprese NT7-3 ve svalu aktivuje v Ia neuronech néktery z dalSich genl ETS rodiny,
ktery zastoupi chybéjici transkripéni faktor ER81. Tuto moznost naznacuje zjisténi, Ze jiz samotna exprese
Er81 je podminéna plsobenim NT-3 (Patel et a/, 2003, v tisku). Pfedbézna zjisténi ukazuji i paralelni zmény
v poctu svalovych vietének ve svalech této dvojité mutantni mysi.

Detailni analyza zmén v poctu vietének bude predmétem dalsi studie, ktera bude zaroven pomoci elektro-
fyziologickych metod charakterizovat odpovidajici zmény motoriky a umozni posoudit funkceschopnost zachra-
nénych projekci. ZvySena doba prezivani téchto mutant dovoluje predpokladat jejich funkcnost.

Zaver

Nadexprese NT-3 v kosternich svalech dvojité mutantni £r81(-/-);myo-NT-3 mysi zabrani ztraté projekci sen-
sitivnich Ia neuronl k motoneurondim podminéné absenci transkripéniho faktoru ER81. Tento poznatek, ktery
predstavuje hlubsi poznani molekuldrniho mechanismu tvorby projekci mezi aferentnimi neurony a motoneuro-
ny, naznacuje moznost pouziti neurotrofin v terapii poruch misni motoriky.
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Er81-/-;myo-NT-3

OBR. 3. PROJEKCE NELVJI,RONO SPINALNfHO GANGLIA L4 K MOTONEURONUM U ER81(-/-), MYO-NT-3 A ER81(~/-);MYONT-3
MUTANTNIMI KMENY MYSI V POROVNANI S KONTROLOU (WT).
DR — DORSALNI ROH. MERITKO — 100 UM.
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EFFECT OF TOTAL BODY IRRADIATION DOSE
TOGETHER WITHG PROPER TININY BETWEEN
CYCLOPHOSPHAMIDE AND IRRADIATION ON
ENGRAFTMENT OF DONOR CELLS IN
EXPERIMENTAL MURINE MODEL OF BONE
MARROW TRANSPLANTATION

Autorka: Tereza Pelichovska

Skolitel: RNDr. Ludék Sefc, CSc., Ustav patologické fyziologie 1.LF UK

INTRODUCTION: Total body irradiation (TBI) is one of the commonly used modalities
in solid malignant tumor treatment. Together with chemotherapeutics, e.g. cyclo-
phosphamide (CY), it is part of the conditioning regimen for hematopoetic stem cell
transplantation. However it exerts important undesirable side effects, mainly on lung, 7ereza Pelichovska

kidney, intestinal, myocardial and skin tissue. The intersticial pneumonitis and fibrotic nefropathy are common causes
of morbidity and mortality of patiens after bone marrow transplantation. Therefore detailed data on engraftment
after TBI/CY conditioning regimen, evaluation of differences after different doses of TBI and investigation of TBI
dose imporatnce in the preparation regiment can provide better insight into this problematic area.

MATERIALS AND METHODS:

® Mice. Congenic Ly5.1 and Ly5.2 mice were used as recipients and donors 8 to 10 weeks old.
® Cyclophosphamide was injected i.p. 135mg/kg 7, 5, 2 days before irradiation.
* TBI. 2, 4, 6 or 8 Gy was used as irradiation dose.
® BMT. 2 hrs after irradiation mice were transplanted with 4*10° bone marrow cells
® Evaluation of chimerism. % of donor hematopoesis was measured from peripheral blood using flow cytometry
Metod (Beton Dickinson FACScan)’
RESULTS:

Effect of TBI on survival of hematopoetic progenitors (CFU-S) in bone marrow within first 24 hrs after irradiation.
Fig 1a. In the control group ( without pretreatment with cyclophosphamide) there is a degrease in number of CFU-
S by cca 20% within first 24 hrs. This phenomenon is called post-irradiation dip. However if CY is administered 2 days
prior to irradiation, this dip is abolished and immediate regeneration occurs - Figlb. But if CY is injected 7 days efore
TBI, the postirradiation dip is enhanced and the numer of CFU-S dramatically decreases.
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Regeneration after CY administration and TBI. Fig 2 demonstrates an unique pattern in regeneration curve
after CY administration and TBI. If CY is administered 2 to 3 days efore TBI, regeneration occurs and numer
of CFU-S grows. But if CY is administered 5 to 7 days before TBI, the regeneration is strongly depressed. This
follow-up is valid for TBI dose from 1 to 8 Gy.

Engraftment after different timing between CY and TBI in preparartion regimen. Fig 3 shows chimerism
(% of donor hematopoesis ) after different timing between CY and TBI. Control group, which didnt receive
any CY pretreatment reached level of stable chimerism at cca 30%. If CY was administered 2 days prior to
TBI, the % of chimerism in short-term engraftment was significantly lower and only after 4 months reached
values of the control group. However extending the time interval between CY and TBI to 5 to 7 days leads
to significantly high chimerism reaching values of "more then 85%.
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Effect of different TBI doses and different time interval between CY and irradiation. Fig 4. In the control
group ( that was only irradiated ), there is a linear relationship between irradiation and engraftment. Increa-
sing TBI dose leads to higher engraftment, reaching 60% when using 6 Gy of irradiation. In the group
pretreated with CY 2 days before TBI increasing of irradiation doesn’t lead to increasing in engraftment,
reaching 25% from the dose 4 to 8 Gy. However when pretreating with CY 7 days before TBI leads to
significantly high chimerism reaching 80% with dose of 4 Gy and 65 % with the dose of 2 Gy. But no
irradiation doesn’t lead to engraftment.

CONCLUSIONS: The regeneration after CY and TBI follows a common pattern for doses from 2 - 8 Gy and
depends on time of CY pretreatment, not on TBI dose. Successful engraftment depends on time interval
between cyclophosphamide and TBI and enables reduction of TBI dose. Reduction of TBI could cause redu-
ction of undesirable side effects of irradiation. But lack of TBI doesn’t lead to engraftment of donor cells
after transplantation. From that we can conclude that there is a need of hit of irradiaition, there is no need
of high dose of irradiation and success of engraftment depends more on timing between CY and TBI.
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KLINICKA ANATOMIE PRISTITNYCH ZLAZ

Autor: Ji¥i Sedy

Skolitelé: MUDr. Ondiej Nafika, Anatomicky Gstav 1. LF UK, MUDr. Svatopluk
Adamek, CSc., III. chirurgicka klinika 1. LF UK a FNM

Uvod. Poloha a pocet pristitnych Zlaz (pristitnych télisek) odpovida podle literar-
nich prament jen v 80 % anatomické normé. Zbyvajici pfipady se vyznacuji varia-
bilitou a jsou zdrojem komplikaci pfi parathyroidektomii (PTE), ktera je proto na-
rocna na zkusenost operatéra. Nasim cilem bylo vypracovat optimalni postup odbéru
pFistitnych ZIaz pro transplantaci a optimalizovat operacni postup pri PTE.

Material a metodika. Studie byla provadéna na télech pitvanych v Anatomickém
Ustavu 1. LF UK a Ustavu patologie 1. LF UK. Preparovali jsme spolecné s chirurgy
63 t&l (29 zen, 34 muzl) ve v&ku 36 aZz 92 let. Teéliska jsme identifikovali podle makroskopického vzhledu
a nalez ovérovali mikroskopicky (vzorky z AU zpracoval autor, vzorky z Ustavu patologie prim. MUDr. Ivana
Vitkova).

Jitf Sedy

Vysledky. Horni pristitné zldzy se obvykle nachazeji ve vazivu na povrchu stitné zlazy nad zkfizenim a. thyroidea
inferior (ATI) a n. laryngeus recurrens (NLR), zatimco dolni leZi pod timto kfizenim, vétSinou ventralné od NLR.
Celkem jsme nalezli a odebrali 237 vzorkd, které jsme identifikovali podle vzhledu. Nenalezli jsme 15 télisek (6
%). Mikroskopické ovéreni 237 vzorkd ukazalo pfistitnou Zlazu v 71,8 %. NejCastéji byla zaménéna za lymfatic-
ké uzliny (8,7 %) nebo za lalGcek stitné Zlazy (6,3 %). Tukova tkan byla nalezena ve 6 % a tkan thymu v 1,2
%. Mezi hornimi a dolnimi télisky a pravou a levou stranou nebyl zaznamenan rozdil v Uspésnosti identifikace.

Diskuse. Anatomicka variabilita a zaména pristitnych télisek za okolni Utvary jsou zdrojem komplikaci vykonu.
Pfi PTE je ve specializovanych centrech udavéana az 95 % Uspésnost. To je vice nez v nasem souboru (71,8
%). Preparace hypertrofickych télisek je ovSsem snazsSi a je usnadnéna pouZitim predoperacnich zobrazovacich
metod, které umozni lokalizovat az 80 % télisek.

Zavér. Ze studie vyplyvaji tato doporuceni: vypreparovat a Setfit NLR a pak nalézt jeho zkfizeni s ATI —
v okruhu do 2 cm od tohoto mista lezi vétSina télisek. Pokud nejsou téliska nalezena, preparovat dale ve
vazivu podél prlibéhu ATI a NLR, na zadni ploSe Stitné Zlazy, v tukové tkani a v krénich vybéZcich thymu. Je
tfeba vzit v Gvahu variabilitu pribéhu cév a nervd této krajiny. Nacvik v pitevné pfispiva k erudici operatéra.

Podporeno z grantu IGA MZ ND 6856-3 (SA)
Uvod

Pristitné Zlazy (pristitna téliska) jsou Ctyfi drobné Utvary uloZené v blizkosti glandula thyroidea (obr. 1, 2).
Produkuiji parathormon, ktery reguluje hladinu kalcia a fosforu v krvi. Jejich velikost je okolo 4 mm. Pocet je
v 80-85 % konstantni (Shields et al., 1991), ale mlZe se pohybovat od 1 do 12 télisek. V 10 % lIze nalézt
pouze tfi téliska, v 5 % se jich vyskytuje pét. Ostatni odchylky v poctu jsou vzacné.

Horni pfistitné Zlazy se nejcastéji nachazeji ve vazivu na povrchu Stitné Zlazy nad zkfizenim a. thyroidea
inferior (ATI) a n. laryngeus recurrens (NLR) . Zlazy jsou zde soucasti vazivové tkané spojujici zadni povrch
stitné ZIazy s pharyngem. Umisténi dolnich ZIaz je variabilng&jsi.

LeZi pod zkfizenim ATI s NLR, vétSinou ventralné od NLR (Pyrtek et al., 1964).

Téliska je vSak rovnéz mozno nalézt uvnitf Stitné zlazy, v jejim pouzdre, retropharyngealné, retroesopha-
gealné, v thymu nebo v jeho krénich vybézcich (Clark et al., 1997, Dvorak et al. 1995). Bilateralni symetrii jevi
horni téliska v 80 % a dolni v 70 % (Clark et al., 1997).

Diky této anatomické variabilité (Wang et al., 1976) je parathyroidektomie (PTE) stale povazovana za
naroCny vykon. NejcastéjSimi komplikacemi PTE jsou nenalezeni Ci zaména télisek za jiné tkané a poranéni
okolnich struktur jako NLR a ATI (Shields et al., 1991).

Cilem nasi studie bylo vypracovat optimalni postup odbéru pristitnych Zlaz pro transplantaci a optimalizovat
operacni postup pri PTE.

Material a metodika

Studie byla provadéna na télech pitvanych v Anatomickém uUstavu 1. LF UK a Ustavu patologie 1. LF UK.
Preparovali jsme spole¢né s chirurgy 63 tél (29 Zen, 34 muz{) ve véku 36 az 92 let.



Provedli jsme limcovy fez a doplnili ho incizi ve stfedni ¢are a sternotomii. Po preparaci podkozi jsme protali
kréni fascie ve stfedni ¢afe a mezi mm. sternohyoidei a mm. sternothyroidei jsme pronikli ke Stitné Zlaze. Tupé
jsme odpreparovali svaly od pouzdra stitné zlazy. Uvolnéné laloky jsme pak odklopili medialné. Voditkem k vyhledani
pristitnych Zlaz bylo kFizeni a. thyroidea inferior a n. laryngeus recurrens (obr. 3). Pokud jsme nenalezli téliska
v této lokalizaci, pokracovali jsme s preparaci na zadni plose stitné zlazy, podél prlibéhu NLR a ATI, v oblasti
krénich vybézk& thymu (obr. 2) a pfedniho horniho mediastina. )

Téliska jsme identifikovali podle makroskopického vzhledu a nalez ovéfovali mikroskopicky (vzorky z AU zpra-
coval autor, vzorky z Ustavu patologie prim. MUDr. Ivana Vitkova).

Vysledky

Celkem jsme nalezli a odebrali 237 vzork(, které jsme identifikovali podle vzhledu. Nenalezli jsme 15 télisek
(6 %). Mikroskopické ovéfeni 237 vzorkd (94 %) ukazalo pristitnou zZldzu v 181 pfipadech (71,8 %). Nejcastéji
byla zaménéna ve 22 pripadech (8,7 %) za lymfatickou uzlinu, v 16 pfipadech (6,3 %) za lalQicek Stitné Zlazy,
v 15 pfipadech (6 %) za tukovou tkan a ve 3 pfipadech (1,2 %) byla nalezena tkan thymu. Mezi hornimi
a dolnimi télisky, ani mezi pravou a levou stranou nebyly zaznamendny rozdily v Uspésnosti identifikace. U
zadného jedince jsme nenalezli vice nez Ctyfi téliska.

V ramci studia odchylek od anatomické normy jsme nalezli doini pdl levého laloku Stitné Zlazy, zasobeny
z pravé a. thyroidea inf., vysoké stépeni truncus brachiocephalicus nad Urovni dolniho pdlu stitné Zlazy a levy
kréni vybézek thymu lokalizovany za vena brachiocephalica sin.

Se vzristajicim poctem provedenych odbérdl jsme pozorovali zvysujici se Uspésnost identifikace.

Diskuse

Poloha a pocet télisek je variabilni a snadno mohou byt zaménéna za jinou tkan.

V Uspésné identifikaci hraje rozhoduijici roli zkuSenost chirurga. Ve specializovanych centrech je udavana az
95 % Uspésnost, coz je vice nez v nasem souboru (71,8 %).

Ztejmé k ni prispivaji nalezy predoperacnich zobrazovacich metod, které umozni lokalizovat az 80% télisek.
Kromé toho je preparace hypertrofickych télisek snazsi. Definitivni ovéfeni Uspésnosti je zalozeno na vysledku
peroperacni biopsie

Udaj o 6 % nenalezenych télisek vychazi z predpokladu o pfitomnosti Ctyf télisek u kazdého pitvaného. Je
tfeba poznamenat, Ze ani v jednom pfipadé nebyl pocet télisek vyssi nez Ctyfi, zatimco v patnacti pfipadech
jsme u jednoho jedince identifikovali pouze tfi Utvary..

Zaména télisek za okolni Utvary je déna velikosti, tvarem a zabarvenim okolnich struktur. Na rozdil od pfistit-
nych 7laz je lymfaticka uzlina tuzsi a elastictéjsi. Samostatné vycnivajici lalGcek stitné Zlazy Ize nalézt v misté
hledaného téliska. Tkan stitné zlazy vsak zpravidla byva svétlejsi nez téliska. K zdméné za tukovou tkan ¢i tkan
thymu dochazi nejCastéji pfi rozsirené preparaci v disledku nenalezeni télisek ve standardni lokalizaci. Tukova
tkan i thymus mohou nékdy svou barvou imitovat télisko. Nemaji vSak cévni stopku ani pouzdro.

Zavér

Na zakladé nasi studie doporucujeme vypreparovat a Setfit NLR a pak nalézt jeho zkfiZzeni s ATI. V okruhu
2 cm od tohoto mista je uloZena vétSina télisek.

V pfipadé neulspéchu je tfeba preparovat dale ve vazivu podél pribéhu ATI a NLR, ve vazivovém pouzdru
na zadni plose stitné Zlazy, v tukové tkani pfi dolnim okraji stitné Zlazy a v krénich vybéZcich thymu. Rovnéz je
tfeba vzit v Gvahu Casté anatomické variety cév, nervl a Stitné Zlazy v této krajiné. Nacvik preparace v pitevné
rozSifuje zkuSenost operatéra.

Podporfeno grantem IGA MZ ND 6856-3 )

Podékovani prim. MUDr. Ivané Vitkové z Ustavu patologické anatomie 1. LF UK za mikroskopickou identifika-
ci vzorkd.



OBR.1. POHLED NA PRISTITNA TELISKA Z DORSALNI STRANY. 1 — GLANDULA PARATHYROIDEA INFERIOR, 2 — GLANDULA
PARATHYROIDEA SUPERIOR, 3 — N. LARYNGEUS RECURRENS, 4 — A. THYROIDEA INFERIOR, 5 — GLANDULA THYROIDEA, 6 — A.

THYROIDEA SUPERIOR

OBR. 2. POHLED NA PRISTITNA TELISKA Z LATERALNI STRANY.
1 — A. THYROIDEA INFERIOR, 2 — GLANDULA PARATHYROIDEA
SUPERIOR, 3 — A. THYROIDEA SUPERIOR, 4 — GLANDULA
THYROIDEA, 5 — GLANDULA PARATHYROIDEA INFERIOR, 6 —
KRCN VYBEZEK THYMU

OBR. 3. POHLED NA GLANDULAE PARATHYROIDEAE (SIPKY) PO
VYPREPAROVANI. SZ — STITNA ZLAZA, NLR — N. LARYNGEUS
RECURRENS, ATI — A. THYROIDEA INFERIOR
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2. misto

DIAGNOSTICKY VYZNAM STANOVENI
PROTILATEK PROTI A-FODRINU

Autorka: Zdenka Vankova, 5.rocnik

Skolitelé: RNDr. I. Janatkova, prof. MUDr. T. Fuéikova, DrSc., MUDF. K. Mali¢kova,
Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN

1.Uvod

Sjogrenliv syndrom predstavuje skupinu autoimunitnich onemocnéni, jez jsou
charakterizovany spolecnymi chorobnymi projevy. Jedna se o pomalu postupujici
zanétlivda onemocnéni postihujici predevsim exokrinni Zlazy, které jsou infiltrova-
ny lymfocyty. Charakteristickd je produkce anti-SSA/Ro a anti-SSB/La autoproti-
latek. NejddleZitéjsi klinické projevy zahrnuji xerostomii, xeroftalmii, zvétSeni slin-
nych Zlaz (sicca syndrom), atrofickou gastritidu, neerozivni polyartritidu a postiZzeni vnitfnich organd. Nemocni
se SS maji zvysené riziko lymfoidni malignity. SS se déli na primarni (Sjégrenova choroba) a sekundarni, asoci-
ovany s jinymi autoimunitnimi chorobami.

Stanovit spravnou diagndzu SS je pomérné obtizné z nékolika dGvod@. Hlavni klinické pfiznaky, suchost oci
i Ust, jsou Castymi subjektivnimi stesky mnoha pacientll. Také testy hodnotici objektivni znamky suchosti oci
a Ust nejsou ani dostatecné senzitivni, ani dostatecné specifické. Dokonce i biopsie slinné zlazy je pouze
v 80% senzitivni a navic jeji hodnoceni do znac¢né miry zaleZi na zkuSenosti chirurga i patologa hodnoticiho
vzorek®. Ani sérologické ndlezy, z nichz hlavni jsou anti-SSA/Ro a anti-SSB/La, nejsou pro SS dostatecné
specifické a jsou Casto pfitomné i u pacientl se SLE nebo RA. Dosud tedy neexistuje zadny dostatecné
senzitivni i specificky sérologicky marker pro tuto diagnézu.

V posledni dobé se vsak objevily zpravy o mozném vyuziti protilatek proti a-fodrinu v diagnostice SS a dosavadni
vysledky naznacuji, Ze by se mohlo jednat o tolik postradany marker, ktery by napomohl napt. v diferencialni
diagndze SS a SLE.

V roce 1997 bylo zjisténo, Ze sérum od NFS/sld mysi po provedené thymektomii ve véku 3 dny - modeld
lidského SS — reagovalo s proteinem o molekulové vaze 120 kDa, ktery byl nasledné zkouman a identifikovan
jako Stépny produkt a-fodrinu, specificky exprimovany v postizenych slinnych zlazach®,

Fodrin je hlavni komponentou membranového cytoskeletu vétsiny eukaryotickych bunék (viz.obr.1) a spe-
kuluje se o jeho mozné Uloze v exokrinni sekreci, ukazalo se totiz, Ze je asociovan s membranovymi iontovymi
kandly a pumpami. Je to heterodimer tvoreny podjednotkou & (240 kDa) a B (235 kDa). Tyto heterodimery se
mohou sdruzovat v tetramery, které se vazi na aktin, kalmodulin a mikrotubuly®. Molekuly a-fodrinu maji
vysoce konzervovanou strukturu u jednotlivych Zivocisnych druhd.

Zdenka Varikova

Junctional complex Cytoskeletton: schemed picture

Ankyrin Glycophorin

OBR.1: SCHEMA MEMBRANOVEHO CYTOSKELETU (MOLEKULA FODRINU ZNAZORNENA CERVENE).

Podjednotka & je v bufikach infikovanych virem EBV tésné pred navozenim apoptézy degradovana na pro-
dukty o vaze 120 kDa a 150 kDa®. Na indukci apoptdzy se podili rlizné stimuly — TNF-3, interakce Fas — FasL
nebo granzym B (viz.obr.2). Proteolyza je pravdépodobné provadéna kaspazou 3 a cysteinovou proteindzou
zavislou na Ca?* (calpain I)é4%. Nadmira tvorby tohoto enzymu se diskutuje rovnéz v mechanismu patogeneze
RA. Neni tedy prekvapujici, Zze a-fodrin, substrat pro calpain I, se podili na rozvoji SS.
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OBR.2: SCHEMA APOPTOZY MOLEKULY ALFA-FODRINU

Existuji urcité diikazy, ze 120kDa fragment a-fodrinu hraje kritickou roli ve vyvoji exokrinopatie. Autoprotilatky reaguji
pouze s timto Stépnym produktem, ne s celou molekulou &-fodrinu. ProtoZe tento fragment vznika za Ucasti kaspazy
3, inhibice tohoto enzymu u mysi skuteéné zabranila vzniku SS®. Dlkazy pro uUlohu a-fodrinu v patogenezi jsou: 1.
indukuje T-bunécnou odpovéd’ a produkci cytokinl Th1 burikami; 2. imunizace novorozenych mysek timto protei-
nem u nich zabranila vyvoji SS; 3. séra pacientli s primarnim SS (v 95%) i sekundarnim SS (v 65%) reagovala s timto
antigenem v imunoblotové metodé, zatimco séra pacientd se SLE, RA i zdravych kontrol byla negativni®@,

Je znamo, Ze pacienti se SS trpi projevy xerostomie, i kdyZ byla pouze mald c¢ast tkané postizena chronickym
zanétem. Pricina tohoto jevu je nejasnd, ale mozné vysvétleni nabizi a-fodrin. Bylo dokazano, Ze fragmenty fodrinu
jsou lokalizovany v apikalni membrané acinarnich epitelialnich bunék, zatimco intaktni molekuly se nachazi v periferni
cytoplazmé. Je mozné, Ze protilatky proti a-fodrinu zhorsuji funkci iontovych kanald a pump a tim navozuji dysfunkci
sekrecnich 71az®. Déle tyto protilatky blokuji vedeni nervovych vzruchll zejména pres glutamatové synapse, a tak
interferuji s nervovymi impulzy regulujicimi sekreci.

Mnohé studie se v poslednich letech zabyvaly otdzkou, nakolik specifické protilatky proti a-fodrinu jsou a porovna-
nim téchto protildtek ve tfidé IgG a IgA. Vysledky se vétSinou shoduji a uvadéji ve tridé IgA senzitivitu pres 60%,
specificitu pres 90%-9. Navic koncentrace protilatek korelovala se stupném lymfocytarni infiltrace slinnych ZIaz®.

Studie japonskych autorll u détskych pacientd se SS, juvenilnim SLE nebo juvenilni RA prokazaly, Ze na rozdil od
dospélych byly u téchto pacientl protilatky proti a-fodrinu pfitomny nejen u pacientd se SS (3/3), ale i JRA (5/9)
a SLE (5/6) bez jakékoli znamky sekundarniho SS® a Ze tedy v détském véku postradaji specificitu dospélého véku.

Lze shrnout, Ze protilatky proti a-fodrinu se z dosavadnich vysledkl uvadénych v literature jevi jako hodnotny
marker v diagnostickém postupu u SS.

2. Cil prace

Cilem této prace bylo zjistit, zda protilatky proti a-fodrinu maji diagnosticky vyznam u keratokonjunktivitidy a xerostomii
pfi Sjogrenové syndromu, jestli skutecné mohou poslouzit jako dlouho hledany dostatecné senzitivni a zaroven
specificky laboratorni marker pro toto onemocnéni a zda se primo Ucastni patogeneze diflizniho chronického zanétu
slinnych a slznych Zlaz.

3. Material a metodika

Celkem bylo vySetfeno 81 vzorkd sér. Séra byla rozdélena do 4 skupin (3 skupiny pacientt a 1 skupinu kontrolnich
vzork(): skupina A: pacienti se Sjogrenovym syndromem (n=11, z toho se 9x jednalo o primarni a 2x sekundarni SS);
skup.B: pacienti se systémovym ¢i organovym autoimunitnim onemocnénim, kromé SS (n=21, 10xSLE, 3x antifosfo-
lipidovy syndrom, 2x overlap syndrom, 2x MCTD, 2x prim.vaskulitis, 1x RA, 1x sklerodermie); skup.C: pacienti s stnim
dyskomfortem, bez prokézaného systémového a/nebo orgdnového autoimunitniho onemocnéni (n=18); skup.D:
zdravé kontroly (n=31), u nichz rutinnim laboratornim vySetfenim nebyla zjisténa prFitomnost autoprotilatek.



Pacienti se SS splfiovali tato diagnosticka kritéria: 1. sucha keratokonjunktivitida, potvrzeno Schirmerovym testem;
2. xerostomie, potvrzeno sialometrickym testem dle Skacha; 3. laboratorni priikaz vysokych titrd RF, ANAb a ENA SS-
A SS-B.

Pro stanoveni protilatek proti a-fodrinu byla pouZita metoda enzymové imunoanalyzy (ELISA) s rekombinantnim
lidskym alfa-fodrinem, stanovuijici protilatky ve tfidé IgG a IgA (komercni sada fy.Aesku.lab Diagnostika — Aeskulisa a-
Fodrin-A a G (dodava BioVendor Brno)).

Vzorky sér byly nafedény v poméru 1:101 a inkubovany v mikrotitracni destice s navazanym antigenem. Pokud je
v séru pritomna hledand protildtka, navaze se na antigen. Nenavazané protilatky jsou odmyty. V dalsi fazi je pridan
konjugat — protilatky proti lidskym Igl s navazanou peroxidazou. Po inkubaci se nenavazany konjugat odmyje. Po
pridani substratu dochazi k enzymatické kolorimetrické reakci (modra barva), ktera je zastavena fedénou kyselinou
(Zlutd barva). Intenzita zabarveni, kterou odecitd automaticky reader, je Umérnd plvodnimu mnozstvi protilatky ve
stanovovaném vzorku. Jako pozitivni byly hodnoceny vzorky s koncentraci protilatek proti a-fodrinu vice nez 15 IU/ml
(doporuceni vyrobce).

Ostatni autoprotilatky (ANAb, ENA screening, SS-A a SS-B) byly stanoveny v rutinnim provozu imunologické
laboratore UIM 1.LF UK.

4. Vysledky

Souhrnné vysledky stanoveni anti-AF protilatek ve tiidé IgA

60
| |

45 = + Sjogrenlv sy.
T = Autoimunitni onem.
= 30 = A Ustni dyskomfort
= I x Kontrolni skupina

15

N
0 $ 1 4

Souhrnné vysledky stanoveni anti-AF protilatek ve tfidé IgG
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TAB.1: VYSLEDKY U PACIENTU SE SS (SKUP.A).

Poi.&. Zena/muz Vék Diagnéza Anti-AF Anti-AF
IgG IgA
1 z 40 5SS 10,919 8,483
2 z 31 55| 10,904 1154
3 z 54 SS 9,864 9,516
4 z 41 5SS 5,26 3,661
5 z 59 55| 14,505 2,203
6 z 56 SS 14,207 10,549
7 ¥ 49 SLE, sek.SS 10,287 10,402
8 z 53 SS 14,188 9,293
9 z 34 5SS 10,739 11,609
10 z 49 55| 5,963 8,261
11 z 45 myasthenia gravis, SS 6,273 0




TAB.2: VYSLEDKY U PACIENTU SE SYSTEMOVYM A/NEBO ORGANOVYM AUTOIMUNITNIM ONEMOCNENIM (SKUP.B)

Por.c. Zena/muz Vék Diagndza Anti-AF Anti-AF
IgG IgA

1 z 34 SLE 12,78 17,432
2 z 27 prim.vaskulitis 21,832 21,325
3 z 47 overlap sy 9,467 12,967
4 m 27 antifosfolipidovy sy 15,782 16,859
5 b 25 SLE 33,181 41,094
6 m 54 SLE 76,532 56,439
7 V4 17 antifiosfolipidovy sy 14,508 14,118
8 m 70 susp.prim.vaskulitis 33,703 11,937
9 z 18 SLE 26,383 14,499
10 z 28 SLE 23,794 18,813
11 z 34 SLE lupoidni nefritis 8,237 8,653
12 z 46 MCTD 12,49 10,224
13 z 40 SLE lupoidni nefritis 32,243 2,514
14 z 53 MCTD 8,243 3,579
15 b2 39 RA 11,287 10,828
16 z 26 sklerodermie 12,677 9,296
17 z 14 SLE 35,506 10,958
18 b4 17 SLE 11,386 9,136
19 z 32 overlap sy 18,235 11,07

20 z 34 antifosfolipidovy sy 69,318 22,707
21 m 19 SLE 26,79 27,416

TAB.3: VYSLEDKY U PACIENTU S USTNIM DYSKOMFORTEM (SKUP.C).

PoF.¢. Zena/muz vék Anti-AF Anti-AF
IgG IgA

1 m 41 9,772 8,422
2 m 49 12,58 10,113
3 m 50 12,94 11,591
4 3 69 6,071 2,883
5 m 54 3,759 8,981
6 3 39 6,693 11,752
7 V4 54 8,648 19,661
8 z 35 13,597 15,955
9 m 40 12,143 11,401
10 V4 39 4,015 3,44
11 z 54 12,69 10,939
12 V4 60 3,428 0

13 z 60 6,984 9,067
14 z 38 13,532 10,395
15 m 43 8,388 14,56
16 z 25 10,373 12,879
17 m 45 10,999 11,983
18 z 51 10,844 10,747




TAB.4: VYSLEDKY U ZDRAVYCH JEDINCU (SK.D).

Poi.é. | Zena/ | VEk | Anti-AF Anti-AF PoF.¢C. | Zena/ | Vék | Anti-AF Anti-AF
muz 1gG IgA muz 1gG IgA
1 z 24 7,969 7,419 16 z 12 13,309 14,6
2 m 69 13,708 11,155 17 3 57 8,5 11,152
3 b2 90 14,646 11,806 18 b2 36 6,213 10,082
4 7 27 7,847 3,594 19 7 49 6,694 2,117
5 m 39 6,552 11,325 20 3 37 6,519 9,592
6 V4 51 11,022 2,019 21 V4 25 9,37 12,44
7 b2 27 14,425 8,964 22 7 27 8,071 8,151
8 3 45 23,253 15,125 23 m 58 13,309 11,416
9 z 33 10,094 13,892 24 z 44 11,857 11,945
10 m 67 7,55 15,369 25 b4 50 7,051 3,299
11 z 32 12,212 10,325 26 z 61 0,885 3,81
12 b2 33 7,209 1,919 27 7 45 9,522 12,414
13 3 26 24,499 15,816 28 3 16 2,893 7,449
14 z 40 16,841 14,966 29 z 46 6,891 8,021
15 b4 30 32,297 16,129 30 m 47 27,96 11,374
31 m 37 47,811 8,314
5. Diskuze

Ve tfidé IgG bylo zaznamenano celkem 17 pozitivnich vysledkd (z toho 12 ve skup.B, 5 ve skup.D, Zadny ve
skup. A a C). Ve tfidé IgA bylo jako pozitivni stanoveno 14 vzorkd (Zadny ve skup.A, 8 ve skup. B, 2 ve skup.C
a 4 ve skup.D).

Ve skupiné nemocnych s pokrocilym Sjogrenovym syndromem (skup.A) jsem prekvapivé nalezla statisticky
vyznamné nizsi hladiny protilatek proti alfa-fodrinu ve tfidé IgG i IgA nez ve skupiné nemocnych s jinymi
systémovymi a/nebo organovymi autoimunitnimi onemocnénimi (skup.B) (p<0,01 ve tf¥idé IgA, p<0,009 ve
tfidé IgG). Naproti tomu se koncentrace protilatek proti alfa-fodrinu ve tfidé IgG ani IgA u nemocnych s
pokroCilym Sjogrenovym syndromem statisticky vyznamné neliSily od skupiny nemocnych s jinym ustnim dyskom-
fortem (sk.C) nebo od zdravych jedinct (sk.D).

Vysoké titry protilatek proti alfa-fodrinu u systémovych/organovych autoimunit nasvédcuji tomu, Ze tyto
autoprotilatky by mohly mit v podstaté ochrannou roli, zatimco v pfipadé jednoznacné manifestace sicca
syndromu je pritomnost téchto autoprotilatek ,zbytecnd", protoze poskozeni dosahlo takového stupné (ire-
verzibility), Ze ochranna funkce autoprotilatek se jiz nemdze uplatnit.

Na zakladé téchto prvnich zjisténi se domnivam, Ze by pritomnost vysokych titrl protilatek proti alfa-fodrinu
mohla nasvédCovat moznému poskozeni exokrinnich Zlaz (slinnych a slznych) v budoucnosti - podobné, jako
bylo prokazano u nemocnych s DM anebo s autoimunitni thyreoiditidou.

Pro lepsi pochopeni mechanizml mozného poskozovani slinnych a slznych Zlaz autoprotilatkami proti alfa-
fodrinu by bylo vhodné sledovat dynamiku hladiny protilatek proti alfa-fodrinu u pozitivnich pacientd se systé-
movym a/nebo organovym autoimunitnim onemocnénim, pFipadny rozvoj klinickych pfiznakd SS a korelaci
pritomnosti a titru téchto autoprotildtek s morfologickym nalezem exokrinnich Zlaz.

V dobé provedeni této prace byla na trhu pouze jedind komercné dostupna sada pro stanoveni protilatek
proti alfa-fodrinu. Nyni se vSak na trhu objevila dalsi, bylo by tedy jisté zajimavé srovnat vysledky dosazené
obéma sadami.

Jak vyplyva z vysledkd, pozitivni nalezy byly zaznamenany i u skupiny zdravych jedincl, a to vice ve tfidé
IgG. Ve tfidé IgA byla u vSech 4 pozitivnich vzorkd jen nepatrné prekroCena hladina 15 IU/ml, doporudena
vyrobcem jako cut-off hodnota. Je tedy tfeba zvazit, zda by pro pfip. rutinni pouZiti stanoveni téchto protila-
tek nebylo vhodné tuto hodnotu posunout. Pfitomnost vyssich hladin protilatek u zdravych jedincl ve tfidé
IgG nez ve tfidé IgA odpovida udavané veétsi specifiCnosti stanoveni protilatek proti alfa-fodrinu ve tfidé IgA.



6. Zavér

Z vysledkl vyplyva, Ze k odhaleni SS nestadi stanoveni titru protilatek proti a-fodrinu. Stanoveni téchto
autoprotilatek ale zfejmé ma smysl, nebot’ tyto autoprotildtky mohou mit ochrannou roli a pfitomnost vyso-
kych titr@ by mohla nasvédc¢ovat moznému poskozeni exokrinnich Zlaz (slinnych a slznych) v budoucnosti.
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Introduction

ATP production by OXPHOS system, localised in the inner mitochondrial mem-
brane, is the essential metabolic pathway in the cell. OXPHOS system is compo-
sed of five multisubunit complexes, four of them contain subunits encoded by -
mtDNA (Figure 1) as well as nDNA. ATP synthase (complex V) catalyses the ATP  Daniela Forniskova
synthesis of ADP and Pi, the final step of OXPHOS pathway. This synthesis is driven by proton motive force
generated by other OXPHOS complexes. ATP synthase comprises a rotary catalytic portion, F1-ATPase,
a transmembrane part Fo, and two stalks that link F1 and Fo. Two of the subunits (subunits 6 and 8) of Fo
part are encoded by mitochondrial DNA and they are essential for the assembly of the whole complex.
Mutations in the MT7ATP6 gene lead to severe clinical phenotype.

In the boy with lactate acidosis, we have identified, for the second time (Seneca et al. 1996), microdele-
tion 9205delTA in mtDNA. This mutation cancels the stop-codon of M7ATP6 and changes the cleavage site
between ATPase6 and COIII mRNAs. Here, we present the results of molecular and biochemical study in
affected family.

Case report

The boy was born in term from the second uncomplicated pregnancy with birth weight 3 450 g and length
52 cm. Failure to thrive, spastic quadruparesis and microcephalia were observed since the third months of life
followed on with practical arrest of any psychomotor development. He is four years old, now. Both parents
are healthy, an older brother with fatal infantile encephalopathy and lactic acidosis died due to respiratory
failure.

Metabolic investigations revealed intermittent hyperlactacidemia (B-lactate 0.95 — 3.4 mmol/l, controls
< 2.1mmol/l) with increased level of lactate and alanine in cerebrospinal fluid (CSF-lactate 4.8 mmol/l, con-
trols <1.8 mmol/l; CSF-alanine 36 mmol/l, controls < 34 mmol/l).

Methods

Sequencing

Total genomic DNA from muscle and cultured fibroblasts was isolated by fenol extraction. Entire mtDNA
was amplified in six overlapping fragments by PCR. Purified fragments were subsequently sequenced using
cycle sequencing with 41 cy5-labelled internal sequencing primers.

Restriction analysis, heteroplasmy

To determine the the amount of mtDNA containig microdeletion, PCR — RFLP analysis method was dvelo-
ped using the mismatched primers: 5 TAGTA AGGCC TCTAC CTGCA CTACA TCACA (forward) and 5 GTTAC
ATCGC GCCAT CATT (reverse) which introduce a novel MsII restriction site in the case of the mutant copies.
PCR products were radioactively labeled [a32P]dCTP in additional 5 cycles of PCR and run on a 10% nonde-
naturing polyacrylamide gel after complete digestion. The proportion of wild — type and mutant mtDNA was
measured densitometrically by the Phosphor Imager, using ImageQuant software (Molecular Dynamics).

Spectrophotometry

The activities of respiratory chain complexes, NADH-coenzyme Q,; oxidoreductase (NQR, complex I), suc-
cinate-coenzyme Q,, oxidoreductase (SQR, complex II), coenzyme Q, -cytochrome ¢ oxidoreductase (QCCR,
complex III), cytochrome c¢ oxidase (COX, complex IV) and NADH-cytochrome c reductase (NCCR, complex
I+III), and citrate synthase (CS) were measured spectrophotometrically in isolated muscle mitochondria and
cultured skin fibroblasts. Protein was determined by the method of Lowry.

BN-PAGE, 2D electrophoresis

BN-PAGE was used for separation of samples in the first dimension on 6 — 15% polyacrylamide gradient gel.
Mitoplast or mitochondria were solubilized with 1% lauryl maltosid at a protein concentration 1 mg/ml. For
two-dimensional analysis, strips of the first dimension gel were incubated for 45 min with 1% SDS and 1% b-



mercaptoethanol and then subjected to 10% polyacrylamide SDS-PAGE for separation in the second dimen-
sion. The gels were were stained with Commassie Brilliant Blue and then by silver staining.

ATP production
The rate of ATP synthesis by digitonized cultured skin fibroblats was measured as described by Wanders et al,
1993.

Oxygen consumption
The oxygen electrode from OROBOROS, Austria, was used to measure the oxygen consumption of fibro-
blasts. Oxygen consumption by cultured fibroblasts was determined at 30°C according to Hofhaus et al,m 1996.

Western blot
COX and ATPase subunits were detected by Western blot using panel of monoclonal as well as polyclonal
antibodies (Housték et al, 1999).

Results

Electrophoretic analysis of muscle mitochondrial OXPHOS complexes by BN-PAGE in the first dimension reve-
aled severe decrease in amount of complex V (ATP synthase). The amount of other OXPHOS complexes was
unchanged compare to control. No assembly intermediates were present (Figure 2).

Monoclonal antibodies against F1 a - subunit did not detect complex V or unassembled subunits in muscle,
but fully assembled complex V and its assembly intermediates were found in fibroblasts. Polyclonal antibody
against complex IV disclosed lower amount of cytochrome c oxidase subunits in fibroblasts compare to control.

Sequencing of the whole mitochondrial genome from muscle tissue revealed except several described poly-
morphisms deletion of two bases TA at position 9205, 9206 resp (Figure 3).

The level of heteroplasmy of this microdeletion was 69% in muscle. 9205delTA was present in fibroblasts
(85%) and blood cells (68%) of the patient. This microdeletion was found also in his mother's (64%) and
grandmother’s (4%) blood (Figure 4).

In isolated muscle mitochondria, spectrophotometrical measurement of activities of respiratory chain comple-
xes revealed a decrease in activity of complex III (residual activity was 54% of the low border of reference
range). In cultured fibroblast, extreme decrease in activity of complex IV (residual activity was 13%) and its
ratio to CS were observed (Table 1).

Digitonised cultured fibroblast showed decrease in ATP production (residual activity of ATP synthase 20% of
control). The endogeneous respiration stimulated by pyruvate, malate succinate and ADP was only 47% of
control in patient’s fibroblasts (Figure 5).

Discussion and Conclusions

Results of biochemical analysis of patient’s fibroblasts and muscle tissue led us to investigation of mitochond-
rial DNA, especially genes for structural subunits of cytochrome c — oxidase and ATP synthase. Direct sequenci-
ng revealed 2-bp-deletion TA at position 9205, 9206. This microdeletion, described in one patient six years ago,
causes the loss of stop codon in MTATP6 gene.

The mtDNA gene expression system produces large polycystronic precursor transcripts. Within these trans-
cripts, tRNA structures function as signals for the RNA processing enzymes that generate the mature rRNA,
tRNA and mRNA molecules. Genes for subunits ATP8, ATP6, and COIII are not separated by tRNA (Figure 1).
There are probably tRNA-like secondary structures which can be recognized by the processing machinery and
two mature mRNAs are released: one for the COIII subunit and the other for polycistronic ATP8 and ATP6
mRNA - contains two overlapping reading frames.

In our patient, the mutation removes part of the translation stop codon of the M7ATP6 gene: ACATAATG —
> ACAATG and destroys the normal cleavage site. There are currently two possible impacts on protein expres-
sion. First, mutation would lead to translation of polyA stretch in posttranscriptionally processed mRNA (Figure
6a). C — end of ATP6 peptid, which normally ends by threonin, would continue by lysin segment. Second,
mutation would destroy the normal cleavage site of polycistronic precursor between ATP6 and COIII. This can
lead to production of abnormal mature mRNA containing sequences for the ATP8, ATP6 and COIII subunits
(Figure 6b). If this mRNA is translated, normal ATP8 and COIII subunits (start codon of the COIII gene is not
affected by the mutation) can be produce in addition to the “fusion protein” ATP6 + COIII. The abnormal
protein can interfere with the assembly of the fully functional complexes IV (cytochrome c oxidase) and V (ATP
synthase).

To elucidate the pathogenic mechanism of 2-bp-deletion 9205-delTA in mtDNA, further investigations are
necessary including imunochemical methods and detailed analysis of the transcripts (some of these are cur-
rently under investigation).
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Fig. 2. BN-PAGE of muscle OXPHOS complexes. Separation of
samples in the first dimension on 6 — 15% polyacrylamide gradient
Fig. 1. Map of the human mitochondrial genome 16 569 bp). gel. The gels were stained with Commassie briliant blue.
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Fig. 4. PCR — RFLP (MsII) analysis of blood. Separation of samples
on 2% agarose gel. The DNA was stained with ethidium bromide.
Upper band, PCR product (221 bp), represents wild type
molecules. Lower band, restriction product (192 bp), represents
mutant molecules.

Fig. 3. 2-bp-deletion TA at position 9205, 9206 (between  first line — PCR product after digestion Msli; second line —
nucleotides in frame). 7he microdeletion disrupts the stop codon  undigested PCR product

of the ATP6 gene. ? — there was no genetic material to analyse
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Fig. 5. Oxygen consumption by digitonised cultured skin fibroblasts, the endogenous respiration stimulated by pyruvate, malate,
succinate and ADP in patient s fibroblasts was only 47% of control.

a) DNA » transcription ® mRNA
stop
wt 5..GAC AAC ACA TA 3 5 .. GAC AAC ACA UA(A)N
patient 5 ..GAC AAC ACA 3 5.. GAC AAC ACA AAAn
Lys
b) AUG microdeletion stop codon
5 ATP 6 COX III 5

fusion mRNA

ATP6 and COXTIII fusion protein

defect of complex V and complex IV

Fig. 6. The possible impacts of 9205delTA mutation on protein expression.
a) The mutation disrupts the translation termination
b) The mutation destroys the normal cleavage site of polycistronic precursor between ATP6 and COIII and leads to fusion mRNA
creation.

TAB. 1. THE SPECTROPHOTOMETRICALLY MEASURED ACTIVITIES OF RESPIRATORY CHAIN COMPLEXES IN ISOLATED MUSCLE
MITOCHONDRIA AND CULTURED SKIN FIBROBLASTS. RESIDUAL ACTIVITY IS PERCENTAGE OF THE LOW BORDER OF
REFERENCE RANGE; (ND — NOT DONE)

Isolated musle mitochondria Fibroplast
Enzyme | Activity Reference Residual Activity Reference Residual
range activity range activity
nmol min* mg of protein™ nmol min* mg of protein-*
(00) ¢ 371 287-1077 2,4 18-40 13%
Ccs 284 200-640 42,52 45-70 94%
COX/CS 1,3 0,66-2,25 0,05 0,17-1,17
SCCR 98 50-206 nd nd
NCCR 43 20-108 10,61 7-35
QCCR 54 100-257 54% 14,1 7-30
NQR 192 194-354 98% 33,78 15-50
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UvoD

Familiarni hyperaldosteronismus typu I. (dale jen FH I.) je geneticky determinovany
podtyp primarniho hyperaldosteronismu (dale jen PH), autozomalné dominantné -
dédicny, Klinicky se projevujici predevéim jako hypertenze stfedniho az t&kého stup- David Zogala

né, ktera ustupuje po podani glukokortikoid@l. Vyskyt hyperaldosteronismu, jenz je potlacen po aplikaci glukokor-
tikoidd, zachycuji synonyma FH 1.- dexametazonem supresibilni hyperaldosteronismus nebo Glucocorticoid-Remedi-
able Aldosteronism v literatufe anglické. Tento syndrom byl poprvé popsan Sutherlandem et al. v roce 1966 jako
hypokalemicky hypertenzivni stav u 2 pacientd, otce a syna, a v pocatcich byl v literatufe zachycovan jako jednot-
ka odpovidajici klasickému popisu stavu s nadbytkem mineralokortikoid(l, zahrnujici hypertenzi, hyporeninémii
a hypokalémii. Soucasné vysledky vSak ukazuji, Ze takto pIné je fenotyp vyjadfen jen u malé ¢asti pacientd.

Za fyziologickych podminek je v organismu sekrece aldosteronu regulovana systémem renin-angiotensin: juxta-
glomeruldrni aparat v ledviné reaguje na pokles TK, pokles natrémie, vzestup kalémie sekreci reninu, ktery
v konecném dUsledku zplsobi vzestup plazmatické koncentrace angiotenzinu II, jenZ vedle pfimych hypertenziv-
nich Gcinkd také stimuluje zona glomerulosa nadledvin k produkci aldosteronu. Konkrétné je stimulovana exprese
genu pro aldosteron-syntazu, kterd je koneCnym enzymem na cesté syntézy mineralokortikoidnich hormond.
Aldosteron svymi Gcinky na distalni tubulus ledviny zplsobuje reabsorbci sodného iontu vyménou za iont draselny
a s tim spojenou osmotickou reabsorbci vody a zvétSeni cirkulujiciho plazmatického objemu, potazmo krevniho
tlaku.

Zcela jinou smyckou je ve zdravém organismu regulovana sekrece glukokortikoidd- pfi vystaveni stresovym
podminkdm (a také s diurnalnim rytmem) stimuluje hypotalamus prostfednictvim CRH adenohypofyzu k sekreci
ACTH. Ten ovliviiuje opét nadledvinu, v ni vSak gen pro 11b-hydroxyldzu (CYP11B1), jez je enzymem syntézy
glukokortikoid@. Jeji zvySend exprese zplsobuje zvyseni koncentrace kortizolu v plazmé. Kortizol ma Siroké spekt-
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Obr. 1 Patogeneze FH 1.




rum Gcinkd, zejména na metabolismus (hyperglykemizuje, méni distribuci télesného tuku, ma imunosupresivni
Ucinky, atd.) a jeho zvySena koncentrace v krvi zpétné inhibuje tvorbu ACTH v adenohypofyze.

Zakladnim momentem v patogenezi FH I. je inekvalni crossing-over a vznik chimerického genu z gendl pro 11b-
hydroxyldzu (CYP11B1) a aldosteron-syntazu (CYP11B2) na 8. chromozomu. Kddujici sekvence téchto dvou genl
vykazuji vysoky stupen homologie (>90%). Chimericky gen je tvofen promotorem genu pro 11b-hydroxylazu (Cili
je ovliviiovan ACTH) a kodujicimi sekvencemi genu pro aldosteron-syntazu. Sekrece aldosteronu se tak dostava
pod kontrolu ACTH, aldosteron je tvofen ve zvySené mife a je utlumena fyziologickd regulace pres RAAS. Po
aplikaci exogenniho glukokortikoidu se obnovuje zpétny inhibi¢ni vliv na adenohypofyzu, klesa koncentrace ACTH,
chimericky gen neni stimulovan k nadbytecné produkci aldosteron-syntazy (...aldosteronu) a navraci se regulace
sekrece aldosteronu pres RAAS. Patogenezi FH 1. shrnuje obr. 1.

V klinickém obrazu FH 1. dominuje hypertenze stfedniho az vyssiho stupné. Charakteristicky je pro ni nastup
v mladsim véku, Spatna ovlivnitelnost béznou antihypertenzivni terapii a interindividualni variabilita v postiZzenych
rodokmenech. Dale je zjistitelna zvySena hladina aldosteronu v krvi, snizena plazmaticka reninova aktivita a zvyseny
pomér aldosteron-renin v plazmé. Bylo by logické ocekavat u nemocnych snizenou hladinu draselného iontu v krvi,
ukazuje se vsak, Ze vétSina pacientl je normokalemickych, mechanismus je neznamy. U pacientl s FH 1. je dale
pozorovan zvyseny vyskyt hemoragickych mozkovych cévnich ptihod v mladSim véku, spojeny s vysokou mortalitou
(61%).

CiL PRACE

Cilem studie bylo zavést metodu genetické diagnostiky FH I. na III. int.
klinice VFN a s jeji pomoci pak urit prevalenci FH I. na velkém souboru pacientl s potvrzenym primarnim
hyperaldosteronismem.

METODIKA

Vychozi soubor se skladal ze 422 pacientl (276 zen, 146 muzll, prim. vék 51 let) s hypertenzi stfedniho az
vyssiho stupné. Zakladni charakteristiky vySetfenych pacientl zachycuje tab. 1.U téchto pacient(l byla alespor 14
dni pfed vySetfenim vysazena antihypertenzivni terapie a pak béhem kratké (3-5 denni) hospitalizace podstoupili
blok diagnostickych postupd. Prvnim krokem studie bylo v tomto souboru odhalit pacienty s PH. K tomu bylo
pouzito nasledujicich metod (v zavorkach jsou uvedeny hodnoty, jejichz dosazeni bylo povazovano za kriterium
diagnozy PH):

1. méfeni plazmatické koncentrace aldosteronu (PA>150 ng/l)- komercni RIA metoda

2. méfeni plazmatické reninové aktivity (PRA < 0,7 ng/ml/h)- komercni RIA metoda (oboji Immunotech, France)

3. vypocet poméru aldosteron-renin (aldosterone/renin ratio, ARR > 50 (ng/100ml)/(ng/mi/h))

4.diagn6zu PH potvrzoval zatézovy test s infuzi soli (absence poklesu nebo pouze mirny pokles koncentrace

aldosteronu po infuzi)- test byl provadén rano, po nejméné 8 hodinovém setrvani pacienta vleze.

U pacientll, u kterych byl takto zjistén PH, byla pak po izolaci DNA z perifernich leukocytd provedena geneticka
analyza formou jednoduché PCR (5), jejiz reakéni smés obsahovala primer 210 (5 -AAACACAGGCCCTGACCCGTAT-
CCC-3’, antisense), primer 212A (5 -GAGCGTCATCAGCAACCGAAACCCT-3’, antisense), primer 209 (5 -CCCAT-
GACGTGATCCCTCTCGAAGG-3 ", sense), 200 mmol kazdého nukleotidu, 200-400 ng DNA pacienta, 1,5 mmol
MgCl,, 50 mmol KCl, Tris (pH 9), 0,01% Zzelatinu, 0,1% Triton X-100 a 2,5 jednotky Taq polymerazy (AmpliTaq,
Perkin-Elmer). Reakcni program byl 35x94°C 1 min., 64°C 2 min. a 72°C na 5 min. Produkt PCR byl pak rozdélen
elektroforézou a vizualizovan po nabarveni etydiumbromidem pod UV svétlem. U pacientd s chimernim genem
produkuji primery 209 a 212A specificky fragment o velikosti 4,4 kbp. U vzork{ od zdravych jedinc( je detekova-

TAB. 1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKY PACIENTU S PH

parametr primér SD
vék 51 11
syst. TK 167 22
diast. TK 103 11
plazm K+ (mmol/l) 3,51 0,55
plazm. aldosteron (ng/I) 422 369
PRA (ng/ml/h) 0,22 0,19
ARR ((ng/100 ml)/(ng/ml/h) 459 733
BMI (kg/m?2) 29,2 5,4
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Obr. 2 Genetickd diagnostika FH 1.

telny pouze fragment o velikosti 2,7 kbp, ktery se amplifikuje diky primeru 210, jenz tak slouzi jako kontrola. PCR
metodiku zachycuje schema na obr 2.
K odhaleni jinych pfi¢in PH a sekundarni hypertenze byly pouzity obvyklé morfologické a laboratorni metody.

VYSLEDKY

Pomoci vySe uvedenych kritérii byl PH urcen celkem u 97 pacientd (23%). Nejcastéjsi pricinou PH ve vySetfova-
né skupiné byl idiopaticky hyperaldosteronismus (41%) a aldosteron produkujici adenom (36%). FH 1. byl po
provedeni genetické analyzy uréen u 3 pacientd (3% z PH, resp. 0,7% z vychoziho souboru). Vysledky shrnuje
graf na obr. 3.

obr. 3 Relativni zastoupeni jednotlivych pficin PH ve vySetfované skupiné.

DISKUZE

Do soucasné doby nebyla dle nasich védomosti publikovana data popisujici vyskyt FH I. v CR. Vysledky je mozno
porovnat se studiemi provedenymi v Chile (3)(design studie analogicky nasi, u 309 pacientl s ,esencialni® hyper-
tenzi nalezen ve 29 pfipadech PH, FH I. geneticky potvrzenu u 2) a v Itdlii (4) (ze 117 pacientll 60 pozitivné
zareagovalo na dexametazonovy supresivni test, gen. analyzou nebyl FH I. potvrzen u Zadného pacienta). Jejich
vysledky jsou konzistentni s naSimi a naznacovaly by, Ze v prevalenci FH I. nejsou vyrazné geografické rozdily,
k potvrzeni této hypotézy by vSak bylo tfeba porovnat vysledky z vétSiho poctu regiond.

Nase studie zachytila pomérné vysoky vyskyt PH v hypertenzni populaci (23%-obvykle se udava mezi 1-10%),
tento fakt pficitdme jisté preselekci pacientd zahrnutych do studie. Neselektivni hypertenzivni populaci Ize vsak
velmi obtizné definovat. PH se zda byt nejcastéjsi pricinou endokrinné podminéné hypertenze.

Genetickad analyza genu pro FH 1. je metodou, kterd je pfi spravném provedeni 100%-né senzitivni a specificka.
Oproti dexametazonovému supresivnimu testu (100% specifita, 92% senzitivita (6)) méné zatézuje pacienta
(pouze jeden odbér vendzni krve) i personal. Pro DST také neni zpracovana jednotnd metodika (kratké trvani
testu zplsobi vyssi zachyt faleSné pozitivnich vysledk( a naopak trvani delsi pak diky reaktivaci fyziologické regulace
sekrece aldosteronu pres RAAS zvysuje vyskyt vysledk( faleSné negativnich).

Vypocet poméru aldosteron-renin se pfi pouZziti dostatecné vysoké cut-off hodnoty ukazuje jako vhodna scre-
eningova metoda pro detekci PH ve skupiné pacientll s hypertenzi. Hodnota PAR > 50 je pak spolehlivéjsi nez
obvykle uzivané hodnoty v rozmezi 20-30.

ZAVER

Zda se, ze familiarni hyperaldosteronismus I. Typu (FH I) je vzacnou formou mineralokortikoidni nadprodukce.
Genetickd analyza se ukazuje byt vhodnou a vysoce citlivou metodou ke stanoveni diagnozy FH I. a vypocet
poméru aldosteron-renin v plazmé jako vhodnd metoda ke screeningu PH.
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1.Introduction

Dipeptidyl peptidase-1V (DPP-1V, EC 3.4.14.5, CD26) was for many years believed to be a unique cell
membrane protease cleaving X-Pro dipeptides from the N-terminal end of peptides and proteins. DPP-IV has
been implicated in numerous physiological functions, although the precise underlying mechanisms await fur-
ther clarification (Sedo and Malik, 2001).

Subsequently, a number of other molecules exhibiting DPP-IV-like enzyme activity, thus possibly sharing
similar set of catalytic partners, was discovered. A term “DPP-IV activity and/or structure-homologues” (DASH)
has been coined for the group comprising DPP-IV, Fibroblast activation protein-a, DPP6, 8, 9, Attractin, N-
acetylated-a-linked-acidic dipeptidases I, II and L, Quiescent cell proline dipeptidase, Prolyl carboxypeptidase,
Thymus-specific serine protease, DPPV-IV-é etc. Furthermore, biological functions mediated by DASH indepen-
dently on their hydrolytic potential (Sedo and Malik, 2001) likewise “on-demand” expression of enzymatically
active or inactive form of DASH were suggested (Malik et al.2001, Tang et al.2000). Molecular complexity of
DASH could explain some seeming contradictions of formerly hypothesized DPP-IV roles (Sedo and Malik,
2001). Functional studies of most of DASH are still lacking and particular biological functions of these mole-
cules as yet remain mostly speculative rather than proven. However, the possible ability of DASH to comple-
ment and/or functionally substitute DPP-IV/CD26 — on the level of its enzymatic activity — implies that DASH
may be involved in analogous processes like DPP-IV. Similar substrate specifity combined with differences in
other enzymatic properties of particular DASH may be the reason why a subtle difference in their expression
pattern might be of biological relevance.

The objective of our work is to analyse complexity of DPP-IV-like enzymatically active DASH molecules in
transformed neuroectodermal cells.

2.Methods

Panel of neuroectodermal cell lines of different growth rate and degree of malignity was used (Tab.1).
Cells were cultured under the standard conditions according to provider (ETCC) instructions. Proliferation

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE NEUROECTODERMAL CELL LINES STUDIED

Cell line us7 U138 T98G U373 Hs683 SK-MEL-1 SK-MEL-28 Hs294T
Origin*/grade G/IV G/IV G/IV G/III G/1 M M M
Proliferation rate

(S phase%) 18 23 31 20 25 n.d. 19 19
GFAP +++ - - +++ - n.d. n.d. n.d.

“G — glioma, M — melanoma; n.d. — not determined

rate was quantified in exponentially growing cells by DNA flow cytometry, expression of glial differentiation
marker GFAP was determined by immunohistochemistry.

In experiments with quiescent cells, culture media were devoid of foetal calf serum.

Expression of particular DASH mRNA was assayed using reverse transcription PCR, the specificity of PCR
products was confirmed by cyclic sequencing using the same PCR primers. Enzyme activities were measured
by continuous fluorimetric assay. Further characterization of enzymatic and molecular properties of individual



DASH was performed by inhibition studies, subcellular localization, gel filtration and gradient polyacrylamide
gel electrophoresis (GPAGE) with fluorescent contact print enzyme activity detection. Abovementioned
methods were used as we described before (Malik et al. 2001).

3.Results

3.1. Expression of DASH mRNA
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Figure 1. RT-PCR analysis of DASH expression in neuroectodermal cell lines in proliferating and *quiescent populations.

As shown in Fig.1, mRNA of DPP8, QPP, Attractin, DPP-IV and FAP-a ?is expressed in most cell lines studied,
cultured both under standard or serum-deprived conditions (“proliferating” and “quiescent” cells respective-
ly). Negative results were observed in case of DPP-IV/CD26 in SK-MEL-28 and T98G cells. Moreover, FAP-a
?was absent in SK-MEL-28 cells and downregulated by withdrawing of serum in T98G cells.

3.2. Characterization of DASH enzymatic and molecular properties
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Figure 2. Distribution of DPP-1V-like activity from neuroectodermal cell lines after Sephacryl S-300 gel filtration. Vertical axes: relative
DPP-1V-like enzyme activity measured with GP-NHMec as a substrate,; horizontal axes.: number of fraction. Solid line: pH 7.4, dashed
line: pH 5.5. 669, 440, 140 (kDa) MW markers were eluted in fractions 7, 13, 25 respectively. Panel A: U373, T98G, SK-MEL-28,
HS294T Panel B:U87, U138, Hs683

There are basically two patterns of DPP-IV-like enzyme activity after the gel chromatography separation of
the cell line extracts. They comprise 2 or 3 peaks of Glycyl-Prolyl-7-amino-4-methycoumarin (G-P-NHMec)
cleaving enzyme activity, differing in the molecular weight and pH preference. Two peaks (2 and 3 in Fig.2A)
were found in U373, T98G, SK-MEL-28 and HS294T, whereas three peaks (1-3 in Fig.2B) in U87, U138 and
Hs683 cells. Enzyme activity in fractions from peaks 1 and 3, in contrast with the ones from peak 2, was
trypsin treatment resistant.




Inhibition studies (Tab.2) shown some preferences toward DPP-IV-like activity from peaks 1-3: Ala-Pyrr-CN
1>2>>3; Diprotin A: 1>2>>3; b-mercaptoethanol inhibits preferentially enzyme activity of peak 3, whereas

TABLE 2. IC,, OF SELECTED INHIBITORS OF DPP-IV-LIKE ENZYME ACTIVITY IN PEAKS FROM GEL FILTRATION

Peak No 1 2 3
Ala-Pyrr-CN 0.01 mM 0.1 mM >10 mM
Arg(PMC)-Pyrr-CN 0.005mM | 0.05mM 1mM
Ile-Thia 0.5 mM 2 mM >20 mM
Ile-Pyr 0.5 mM 2mM > 20 mM
Diprotin-A 1mM 5mM 20 mM
Diprotin-B 5mM 5mM > 30 mM
Bestatin 10 mM > 50 mM > 50 mM
b-mercaptoethanol | 2% 1% < 1%

Bestatin is a potent inhibitor of DPP-IV-like activity of peak 1, with almost no effect toward the enzyme
activity from peaks 2 and 3. Moreover, DPP-IV-like activity of peak 1 was trypsin resistant (not shown). The
efficiency of all inhibitors was very similar in all cell lines tested. Considering all these observations, we assume
the DPP-IV-like enzyme activity might be, eventhough not exclusively, carried by Attractin in peak 1. Indeed,
immunoreactivity of Attractin has been observed in peak 1 from U87 cells previously (Malik et al. 2001). Acidic

SK-MEL-1
SK-MEL-28
Hs294T

Figure 3. Non-denaturing GPAGE of DPP-IV-like enzyme activity from neuroectodermal cell lines.

pH optimum suggests presence of QPP in peak 3. Molecular species carrying DPP-IV-like enzyme activity in
peak 2 could only be speculated.

Non-denaturing GPAGE argues for further cell line specific DASH heterogeneity. (Fig.3). This heterogene-
ity may be caused by presence of more DASH, differences in posttranslational processing, existence of more
splice variants of particular DASH as well as by the presence of naturally existing heterodimers (Scanlan et al.
1994) or artificial complexes of some DASH molecules. However, absence of slowly migrating bands observed
in GPAGE combined with no detectable levels of DPP-IV and FAP? mRNA (Fig.1) in material from T98G and SK-
MEL-28 cells should be noticed.

Taken together, decisive identification of cell line specific patterns of DPP-IV-like enzyme activity bearing
molecules of different MW is still not possible.

3.3.DASH enzyme activities in quiescent cells

To study the modifying effect of cell growth rate on the specific DASH expression pattern, DPP-IV-like
enzyme activities were evaluated in quiescent cells deprived of growth factors by withdrawal of serum from
culture medium. The effect was monitored within 6 to 72 hours period. This treatment caused different
results in the individual cell lines.

In glioma IV grade U87 and U138 cells, the enzyme activity attributable to Attractin increased three times,
whereas the remaining two DPP-IV-like activity fractions remained unchanged. On the contrary, about double
elevation of the hypothetical QPP, together with a similar increase in Attractin activity, was observed in glioma
I grade Hs683 cells. Double rise of QPP was found also in Attractin negative T98G glioma IV grade cells. Slight
elevation of QPP activity was also observed in melanoma cell lines SK-MEL-28 and Hs294T. All these changes
were time dependent.



4.Concluding remarks

Final matching of the particular DPP-IV-like enzyme activity with individual DASH molecule in the panel of
cell lines used in this study still remains partially speculative. However, our data suggests the following conclusions:

(i) DASH expression pattern and its changes during transition of cells from the proliferation to the quies-
cent stage of growth probably depend on cell type. Its functional impact may finally depend on the availability
of catalytic partners in the vicinity of the particular cell.

(ii)Change of DASH formula, seemingly hidden behind the whole DPP-IV-like hydrolytic activity, may shift
particular substrate preference, resulting in modified response of the cell to the signals carried by biologically
active DASH substrates. It may therefore be not only the inappropriate production of a regulatory molecule,
but also the disordered regulation of its processing system which could be of pathogenetic relevance. Toge-
ther, we assume that DASH molecules may represent an important phenotypic feature related to the actual
cell growth properties. Such conclusion is indirectly supported also by our preliminary studies of DASH down-
regulation by RNAIi (Elbashir et al. 2002). Inhibition of cell proliferation and decreased survival was observed in
cells exposed to Attractin-specific siRNAs, whereas downregulation directed to other DASH (DPP-1V, 8, 9,
FAP?, QPP) have only slight effect on cell growth (unpublished results).

(iii)Inhibitors of DPP-IV-like enzymatic activity are expected to be of a significant therapeutic value in the
treatment of HIV infection, diabetes mellitus and as immunosuppressants in the transplantation surgery and
autoimmune diseases, including multiple sclerosis (Augustyns et al. 1999). Due to an almost ubiquitous ex-
pression and multifunctional nature of the majority of DASH, it may be difficult to predict the final physiologi-
cal consequences of inhibition of a particular DASH in different organ systems. Hence, the prerequisite for
exploiting DASH as the pharmacological targets is understanding the subtle differences in their enzymatic
activity parameters, “specifity” derived from their organ/tissue dependent expression patterns and their
dynamics, which are at least in some cases determined by the functional status of the cell (Sedo and Malik
2001). Despite of these objections, modulation of DASH enzyme activity may be an attractive therapeutic
option in the future.
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INTRODUCTION

In neonates, the postnatal adaptation to extrauterine life depends critically on
the rapid switch in metabolic pathways relevant to energy provision from foetal
anaerobic glycolysis to the neonatal oxidative phosphorylation. Premature neo-  7omas Honzik

nates are the major contributors to neonatal morbidity. Most diseases are secon-

dary to immaturity of organ systems. The lower availability of free carnitine, lower carnitine tissue stores and
potencial restriction of fatty acid oxidation capacity may be connected with worse postnatal adaptation.

L-Carnitine is ubiquitous in mammalian tissues and is derived mainly form exogenous sources (75%) and in
part from endogenous synthesis. Two aminoacids lysin and methionin are crutial in carnitine synthetic pa-
thway. The main source of carnitine in the fetus seems to be transplacental transfer and in the newborn
seems to be breast milk or carnitine-supplemented formulas. Endogenous syntesis plays a minor role in early
life because the activity of g-butyrobetaine hydroxylase is very low. 98% of carnitine is localised in muscle and
in tissues. In blood carnitine constitutes only 2% of carnitine stores. Carnitine in blood is 20-60 times less
concentrated than in tissue.

The aim of our study was 1) analyse the concentrations of free carnitine (FC), total carnitine (TC) and
acylcarnitines (AC) in preterm and full term neonates in cord blood and during the first days of life. 2)
compare two methods for carnitine measurement, electrospray-tandem mass spectrometry and radioenzyma-
tic method and 3) study the effect of enteral and parenteral nutrition to carnitine concentrations in prema-
ture neonates and term newborns.

MATERIAL AND METHODS

Patients and blood specimen collection: Two group of neonates were studied 35 healthy term AGA (ap-
propriate-for-gestatinal-age) neonates (16 boys and 19 girls, birth weight 3485 £+ 309g) and 28 premature
neonates, AGA (12 boys and 16 girls, birth weight 1855 + 765 g, range 590-2620g, gestational age 222 + 42
days ( 23-37 wk). Blood samples from the umbiliacal vein were taken immediately after birth collected and
transferred into the tubes containing natrium citrate. Two drops of blood were than spotted on a Guthrie
card and the odd blood was rapidly centrifugated and fresh plasma was immediately frozen at - 70°C until
assay. A second blood sample was obtained on the postnatal day 4-6 in term neonates and 7-9 in premature
neonates by heel-stick puncture during routine neonatal metabolic screening. In premature neonates enteral
feeding was started during the first day of life with expressed breast milk or a preterm milk formula. Enteral
feeding was increased daily as tolerated. Additional parenteral nutrition without carnitine supplementation
was carried out untill full enteral feeding was established.

Sample preparation and measurementAll dried blood spots were investigated by means of electro-
spray-tandem mass spectrometry. One 3-mm diameter dot per sample was punched out from a 10- mm
diameter dried blood spot into a vial of a 96-well microtiter plate. The samples were eluted in 200 ul of the
methanol stock solution containing deuterium labelled (marked, stamped) standarts of aminoacids and acyl-
carnitines for 25 minutes. They were evaporated to dryness and then 100 ul 3 N HCI in butanol were added.
The microtiter plates were sealed and incubated at 60 st C in a forced air oven for 30 minutes. After removal
of the seal, excess HCl-butanol was evaporated to dryness. The derived samples were reconstituted with 100
ul acetonitril/water (1:1), containing 0,02% formic acid analysed in ESI-MS/MS. Acylcarnitine concentrations
were summarized to obtain levels for short (C2-5), medium (C6-12) and long-chain acylcarnitines (more than
C12). Short, medium and long chain acylcarnitines were again summarized to yield total acylcarnitine concen-
trations.

Plazma carnitine levels were assayed by a radioenzymatic tachniques of McGarry and Foster in 1976, Di
Donato et al 1984 (9). The fraction of ACs was determined by subtraction of FC from the amount of TC
which is assessed after alkaline hydrolysis of all carnitine esters. A method is based on the conversion of
carnitine into [**C ] acetylcarnitine by carnitine acetyltransferase (CAT) using [**C ] acetyl-CoA as a substrat.
Radiolabeled product acetylcarnitine is separeted from the substrate by ion exclusion chromatography with
an anion exchange resin. The labeled substrate is retained by the resin, whereas the radiolabeled product
acetylcarnitine is excluded from the anion-exchanger and remains in the eluent. The eluate is collected into
a scintillation vial, than scintillation fluid is added, mixed and counted.



Ethics: The study was approved by the Medical Ethics Committees of all the collaborating institutions.
Informed consent was obtained from the parents.

Statistical Analysis: The program STATISTICA version 4.5 was used for statistical analyses. Cord blood
samples of the term and premature neonates were compared with the samples taken on postnatal day 7-9 or
5 respectively and tested with T test for paired samples. The Student’s test for unpaired samples was used
to test for differences between the individual groups. Simple linear regression was used to test for the
interaction between carnitine concentrations and gestational age or birth weight. Differences were regarded
statistically significant at a p-level < 0.05.

RESULTS

Concentrations of carnitine evaluated by radioenzymatic method in plasma obtained from cord blood in full-
term and premature neonates were lower in comparison with levels obtained by MS/MS method.

Plasma level of FC, AC and TC in cord blood estimated by radioenzymatic method were significantly higher
in premature neonates in comparison with term neonates. On the contrary, the total blood pool of FC and TC
in cord blood evaluated by MS/MS method were significantly lower in premature neonates in comparison with
term neonates (Fig. 1)

In all neonates positive correlation was observed between free carnitine level in cord blood estimated by
MS/MS method and birth weight and gestational age (Fig.2)

In both groups of neonates the blood level of TC decreased significantly during the first 4-6 days of life in
term neonates and during 7-9 days after birth in preterm neonates in comparison with levels in cord blood
(Tab.1). During the same period the blood concentration of FC decreased in term newborns and blood level
of AC decreased in premature neonates resulting in similar AC/FC ratio in premature and term neonates.

In both groups of neonates the blood level of short chain acylcarnitines decreased and the blood level of
medium chain acylcarnitines increased 4-6 and 7-9 days after birth, respective (Tab. 1). No significant chan-
ges were found in the level of long chain acylcarnitines.

In premature neonates in cord blood the ratio FC/TC was below 0,7 and ratio AC/FC above 0,4 as a marker
of carnitine deficiency and insuficiency, respective. These values normalised during first week of life. Never-
theless the concentration of free carnitine was not below 20 umol/l as other sign of decrease carnitine
reserves.

In premature neonates in the age of 7-9 days no correlation was found between levels of carnitine in blood
and the amount of maternal milk or preterm milk formula intake in comparison with premature newborns
without carnitine supplementation. The average concentrations of FC, TC and AC in mother’s milk were 47,4
mmol/l, 71,65 mmol/l and 24,3 mmol/l, respective. We observed no change of carnitine content in human
milk after pasterisation and in fresh and defrosted milk.

CONCLUSION

The MS/MS method is more appropriate for carnitine measurement and enables to gain more information
about carnitine stores than measurement of plasmatic pool by radioenzymatic method.

Higher concentration of carnitine in premature neonates than in term newborns probably result from
higher maternal carnitine concentration and higher placental transfer during earlier stage of gestation.

We found significant positive correlation between FC and gestational age and birth weight and negative
correlation between AC and gestational age and birth weight using MS/MS method. These findings promote
thesis of increasing carnitine stores and increasing enzymes activity that participate of fatty acid metabolism.

In both groups the concentration of TC significantly decreased during the first week of life. This is probably
caused by decreasing carnitine reserves during the period of inappropriate intake of exogenous carnitine. In
premature neonates during the first week of life, no correlation was found between levels of carnitine and
the amount of maternal milk intake.
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Fig 2: Concentration of free carnitine (FC) in cord blood measured by MS/MS method with increasing gestational age and birth weight.



TABLE 1: SUMMARY OF CARNITINE VALUES (MMOL/L + SD) IN CORD BLOOD AND WHOLE BLOOD OBTAINED DURING THE FIRST
WEEK OF LIFE ANALYSED BY MS/MS IN INFANTS OF VARIOUS GESTATIONAL AGE.

Group A B C D P-values

Gestational age 38-42 24-37 38-42 24-37

(wk) (n) 35 28 35 28

Age (days) Cord blood 4-5 7-9 A:B C:D A:C B:D
umol/I

TC (total carnitines) 61,36 + 20,3 50,3 + 10 49,74 + 14,47 | 43,05 + 13,67 <0,01 NS <0,005 <0,05

FC (free carnitines) 46,87 + 13,9 329+6,7 35,55+ 11,03 | 31,51 + 12,57 <0,001 NS <0,0001 | NS

tAC (acylcarnitines) 14,49 + 8,7 174 + 3,9 1419+ 5,1 11,53 +2,1 NS <0,01 NS <0,001

tAC/FC ratio 0,31 +0,13 0,53 + 0,07 041 +0,13 04+0,11 <0,001 NS <0,0005 | <0,001

FC/TC ratio 0,77 + 0,07 0,65 + 0,03 0,71 + 0,06 0,73 + 0,05 <0,001 NS <0,001 <0,001

C2-5 114+79 139 + 3,8 7,49 + 3,93 6,48 + 1,78 NS NS <0,02 <0,001

(short chain acylcarnitines)

C6-C12 1,27 + 0,25 1,35+ 0,36 2,37 + 0,78 2,15 + 0,56 NS NS <0,002 <0,001

(medium chain acylcarnitines)

C12 2,2+0,76 2,16 + 0,75 442 +28 2,56 + 1,07 NS <0,005 NS NS

(long chain acylcarinitines)

Carnitine esters 13,78 + 8,3 16,7 + 3,8 13,11 + 4,96 10,56+ 1,98 NS <0,02 NS <0,001

with saturated chain

Carnitine esters 0,72 + 0,49 0,56 + 0,14 1,08 + 0,52 09+03 NS NS <0,005 <0,001

with monounsaturated chain
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DETEKCE VARIABILITY V REGULACNICH
OBLASTECH GENU PRO APO(A)
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Souhrn

Ateroskleroticka onemocnéni jsou nejcastéjsi priCinnou umrti v moderni spolec-
nosti. Jedna se o multifaktoridlni onemocnéni s vlivem celé fady exogennich a endo-
gennich faktord. Jednim z nejvyznamnéjsich endogennich rizikovych faktord se uka-
zala byt zvySend hladina lipoproteinu(a) [Lp(a)], jehoZ fyziologickd funkce nebyla
doposud objasnéna. Koncentrace lipoproteinu(a) je témér pod vyhradni kontrolou
jediného lokusu, kterym je gen kddujici apolipoprotein(a) [apo(a)]. Snahou tohoto  mgr: Kkatefina Zidkova
projektu je odhalit miru variability v regulacnich oblastech jmenovaného genu. Exis-
tence relativné Castych mikrovariant v regulacnich oblastech apo(a) genu a jejich odlisna kombinace u rliznych
jedincl by mohla do znacné miry vysvétlovat rozsahlou variabilitu v hladiné apo(a), respektive Lp(a), mezi jedinci.

Uvod

Navzdory velké fadé faktord podilejicich se na rozvoji aterosklerotickych onemocnéni Ize za nejcastéjsi pficinu
jejich vzniku povaZovat poruchy v transportu a metabolizmu lipid@. Lipidy jsou transportovany krevnim recistém
pomoci lipoproteinovych Castic. Rozlisujeme pét zakladnich lipoproteind (chylomikrony, VLDL, IDL, LDL, HDL),
které se liSi typem a mnozstvim obsaZenych lipid& a proteinovou slozkou. Netypickym lipoproteinem je lipopro-
tein(a) [Lp(a)], jehoz fyziologickd funkce nebyla doposud objasnéna. Lp(a) se skladd z LDL Castice, kterd je pro-
stfednictvim proteinu, apolipoproteinB-100, kovalentné vazana na dalsi protein, apolipoprotein(a) [apo(a)]. Apo(a)
je zodpovédny za strukturni a funkcni specifity Lp(a) Castice. Rada prospektivnich a retrospektivnich studii proka-
zala, Ze zvysena hladina Lp(a) je u svych nositel& vyznamné spojena s vyssi incidenci predCasnych infarktd (3)(4).

Na rozdil od zakladnich lipoproteind je hladina Lp(a) jen nepatrné ovlivnéna endogennimi a exogennimi faktory
a jevi vysoky koeficient dédivosti (h > 0.9)(1). Tato vysoka genetickd determinovanost znaku je prekvapivé témér
zcela (>90 %) vazana na jediny lokus, kterym je gen pro apo(a)(2).Vzhledem ke skutecnosti, Ze jedinci s odliSnymi
hladinami Lp(a) jevi stejny podil katabolizovanych ¢astic musi byt rozdily v hladiné tohoto lipoproteinu dany na
Urovni syntézy a nikoliv degradace (7). Limitnim krokem pro syntézu Lp(a) je dostupnost apo(a), tedy jeho
koncentrace, pro vazbu s LDL Castici. Soucasti genu pro apo(a) je rozsahla tandemova repetice kringlovych domén
o variabilnim poctu (3-43). Odlisné hladiny apo(a) mezi jedinci v populaci jsou tak ze 40-60% (v zavislosti na
populaci) vysvétlovany délkovym polymorfizmem genu. Zbyvajici rozdily mohou byt vysvétleny jak odliSnou stabili-
tou mRNA, tak predevsim rozdilnou efektivitou exprese tohoto genu u, v daném ohledu, odliSnych alel. Pravé
vyzkumem regulacnich oblasti genu pro apo(a) se zabyva i fada soucasnych studii (5)(6)(9)(10).

Podrobné&jsi analyze byla podrobena predevsim oblast promotoru. V proximalnim promotoru se nalézaji nezbytné
transkripCni elementy a elementy zodpovédné za specifickou expresi genu v jaterni tkani. Polymorfizmus +93C®T
vytvari alternativni startovni kodon a méni tak expresi genu na Urovni translace. Zadny dalsi z doposud nalezenych
polymorfizm{ z této oblasti nejevil charakteristickou souvislost s hladinou Lp(a). V distalni ¢asti promotoru se na-
chazi pentanukleotidovy mikrosatelit (TTTTA, ,). N&které studie poukazuji na korelaci mezi urcitou délkovou vari-
antou tohoto lokusu a hladinou Lp(a) v krvi (8). To mlZe byt zplsobeno vazbou na funkéné vyznamny a dosud
neobjeveny polymorfizmus.

Kromé vyse zminéné esencialni promotorové oblasti byla objevena dalsi dvé regulacni mista ve vzdalenosti 20
a 28 kb od genu, které maiji charakter zesilovace. Ke specifické aktivaci téchto zesilovacd v jaterni tkani dochazi
pravdépodobné na urovni konformacnich zmén ve vyssich stupnich chromatinu. Zesilovac¢ ve vzdalenosti 20 kb od
genu je soucasné promotorovou oblasti inaktivniho L1 retrotranspozénu. Populacni studie testujici miru variability
ve zminénych zesilovacich zatim nebyly publikovany.

Vyse uvedené skutecCnosti staly za rozhodnutim otestovat miru variability v regulacnich oblastech genu pro
apo(a) na nahodném souboru jedincd. Nejprve bude analyzovana oblast zesilovace ve vzdalenosti 28 kb od genu,
do budoucna i ve vzdalenosti 20 kb od genu, dale bude hledana variabilita v proximalnim promotoru a pro uplny
obraz o mife variability v regulacnich oblastech zminéného genu bude soucasné provedena i genotypizace mikrosa-
telitu v distalni ¢asti promotoru.

Material a metody
Soubor jedinct pro analyzu je nahodné vybrany z DNA banky lipidologické laboratore IILinterni kliniky, 1.LF a VFN UK.

Pro analyzu regulacnich oblasti apo(a) genu bude uZito molekuldrné genetickych metod: polymerazova retézova
reakce (PCR), denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE), restrikéni analyza (RFLP) a fragmentacni analyza.



Po nalezeni variability bude nova varianta potvrzena sekvenaci (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) a pomoci databaze
vazebnych mist ucinén predbézny odhad jejiho funkéniho vyznamu (http://transfac.gbf.de/programs.html). V pfipadé
potfeby bude rovnéZ proveden vypocet vazebné nerovnovahy.

Sekvence byly ziskany pomoci NCBI databaze. Primery byly navrZzeny pomoci programu Primer3, restrikéni enzym byl
nalezen pomoci programu NEBcutter V1.0. Zminéné programy jsou volné pfistupné na internetovych strankach.

RozlozZeni teplotnich domén u fragment& uréenych pro DGGE analyzu bylo provedeno pomoci programu WinMelt
distribuovaného firmou Bio-Rad. Urceni optimalniho gradientového rozpéti pomoci perpendikularni denaturacni gradien-
tové gelové elektroforézy bylo provedeno na pristroji DCode™ od firmy Bio-Rad.

Vysledky

Pred vlastni DNA analyzou bylo nutné provést fadu pripravnych krok@. Na zakladé informaci z literatury bylo nalezeno
umisténi zesilovace a pomoci NCBI databaze ziskana jeho sekvence (gi:2625011). Obdobné se postupovalo i u promo-
torové oblasti (gi:2323518). Fragmenty urcené k DGGE analyze byly /in silico otestovany na rozlozeni teplotnich domén
a na zakladé tohoto vysledku byly provedeny potfebné Upravy, predevsim pfidany GC klempy. Navazanim GC klempu
k jednomu, druhému nebo k obéma primerlim se vytvari uméld doména s nejvyssi teplotou tani (obr.B), ktera umozriu-
je Uspésnou detekci neznamych variant po celé délce analyzovaného fragmentu. Pomoci pfislusného programu byly
navrzeny primery pro amplifikaci vybranych Usek@. Délka amplikonu u promotorové oblasti je 346 bp a u zesilovace 266
bp (obr.A). K urceni vhodného denaturacniho gradientu byla pouZita specialni varianta DGGE analyzy tzv. perpendikularni
denaturacni gradientova gelova elektroforéza s gradientem od 0-100% (obr.C). Pro detekci znamého polymorfizmu
+93C®T nachazejiciho se v proximalnim promotoru byl nalezen restrikéni enzym, ktery po nastépeni promotorového
fragmentu 346 bp vytvafi fragmenty o délce 57 a 291 bp. Délka amplikonu uréeného pro fragmentacni analyzu je od
154 bp(5 repetic) — 184 bp (11 repetic) v zavislosti na délce mikrosatelitového lokusu.

Pro oba fragmenty v nichZ budou hledany neznamé varianty o neznamé frekvenci byly navrzeny mutacni primery,
které do prislusného fragmentu uméle zanaseji zménu. Tato zména je navrzena tak, aby se nalézala v doméné o nejvyssi
teploté tani u plvodniho (neklempovaného) fragmentu a tim pokryva oblast s teoreticky nejobtiznéjsim zachytem
variability (obr.B). Fragmenty s takto uméle vloZenou variabilitou poslouzi ke konecnému potvrzeni spravnosti vybranych
podminek a soucasné budou fungovat jako pozitivni kontroly pfi viastni DNA analyze.

Diskuze

Stanovenim podminek pro analyzu regulacnich oblasti genu pro apo(a) byl ucinén nezbytny a Casové narocny krok
nutny ke zmapovani miry variability ve zminénych oblastech. Oblast proximalniho promotoru a oblast zesilovace ve
vzdalenoti 28 kb od vlastniho genu bude podrobena hledani neznamych variant s moznym funkénim vyznamem.
V proximalnim promotoru bude soucasné detekovan jiz popsany polymorfizmus +93C®T , ktery méni efektivitu exprese
genu na Urovni translace. V distalnim promotoru bude provedena genotypizace délkovych variant pfitomného mikrosa-
telitu za pomoci fragmentacni analyzy. Nyni nezbyva nez provést tyto analyzy na vybraném souboru jedinc(l a zpracovat
ziskané informace.

Variabilita o vyznamné frekvenci v regulacnich oblastech apo(a) genu by podporovala hypotézu, Ze rozsahly rozptyl
v hladiné Lp(a) je u rdznych jedincl do zna¢né miry uréovan odliSnou efektivitou transkripce apo(a) genu.V pfipadé
odhaleni takovychto potencionalné vyznamnych polymorfizm& se do budoucna pocita s otestovanim jejich vlivu na miru
transkripce za Ucelem vybrani funkcnich variant. Varianty regulacnich oblasti i jejich kombinace zvysSuijici expresi apo(a)
genu by mély u svych nositelll zvySovat riziko predc¢asnych infarktd. Jejich znalost by tak umoZnovala presymptomaticky
urcit jedince se zvySenym rizikem rozvoje aterosklerotickych onemocnéni.
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Obr. A) Fragmenty pro zesilovac a promotor amplifikované PCR metodou a délené ve 2% agardzovém gelu s naslednou vizualizaci
pomoci EtBr. Jednotlivé stupné Zebricku se lisi o 50 bp.

Obr. B) Obrazky ukazuji rozloZeni teplotnich domén u fragment@ uréenych k DGGE testovanych pomoci programu WinMelt. U obou
fragmentd je zietelné vidét uméle viozend doména (GC klemp) s nejvyssi teplotou tani. Sipka oznacuje misto, kam byla zanesena zména
pomoci mutacnich primerd pro Ucely pozitivni kontroly.

Obr. C) Obrazky ukazuji vysledky perpendikuldrni DGGE. Fragmenty jely v 8% PAD, 1 I' h p¥i napéti 130 V. Sipkama jsou oznatena
mista, kde zacina a konci denaturace analyzovaného Useku a odpovidajici koncentrace denaturacniho Cinidla
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COMPARISON OF CODEINE LEVELS IN SALIVA
AND SERUM AFTER AN ORAL CODEINE
ADMINISTRATION

Author: Vilma Habrdova
Advisor: doc. Ing. Marie Balikova, CSc., Institute of Forensic Medicine and
Toxicology, First Faculty of Medicine, Charles University in Prague

The use of saliva or oral fluid specimens for drug analysis has been of great
interest for years. Particular interest has been expressed for roadside drug te-
sting of potentially intoxicated drivers because of advantages of saliva as a te-
sting specimen e.g. non-invasive collection under direct observation. Similarly as
other drugs, opiates may enter the oral cavity from two sources: they remain in
the oral cavity after insufflation or inhalation of heroin or opium smoking, and/or  Vilma Habrdova

opiates and their metabolites can be transferred into the oral cavity from blood.

The aim of the first part of the present study was to develop and validate a toxicological method for opiate
determination in serum and saliva. The second part concerns with the experimental evaluation of the relati-
onship between saliva and serum levels after oral codeine administration to volunteers.

Three drug-free volunteers were administered a single 60-mg dose of codeine phosphate. Saliva and
serum specimens were collected at various times for 9 h after administration. The samples were prepared for
GC-MS (gas chromatography — mass spectrometry) analysis using solid-phase extraction on SPEC Plus DAU
discs and derivatized by silylation.

The average LOD (limit of detection) value for various opiates was 3 ng/ml in saliva and 5 ng/ml in serum.
The coefficients of variation at concentration levels 10 and 100 ng/ml ranged between 1.7 - 6.0% for saliva,
and 1.0 - 7.0% for serum. In authentic samples of volunteers, codeine levels were 2 to 4 times higher in saliva
than in serum (the mean codeine concentrations 1 h after dose were 444 ng/ml for saliva compared to 97
ng/ml for serum). However, morphine levels in saliva were comparable to those determined in serum.

The relationships between serum and saliva drug levels strongly depend on the pH-value of saliva, conta-
mination of oral cavity, salivary flow rate, and on the intensity of plasma protein binding of the drug. There-
fore, there is no direct relationship between blood and saliva concentration values.
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EXPRESE TRANSKRIPCNiIHO
FAKTORU C-MYB V KURECIM
EMBRYU A JEHO ROLE _

VE VYVOJI NEURALNI LISTY

Autofi: Ing. Eliska Krejéi, MUDr. Pavel Snajdr
Skolitelé: prof. MUDr. Milo§ Grim, DrSc, Anatomicky l.
ustav, 1. LF UK, RNDr. Michal Dvorak, CSc.,

Ustav molekularni genetiky, AV CR

Transkripcni faktor c-Myb je zatim znédm jako jeden
z klicovych regulacnich prvk{l definitivni krvetvorby.
Ucastni se udrzovani populace nezralych myeloidnich
a erythroidnich bunék. V prlibéhu jejich termindini  Ing. Eiska Krejci MUDr: Pavel Snajdr
diferenciace exprese c-myb klesa az vymizi. Podle

nepocetnych literarnich Udajl je c-myb exprimovan i v nékolika nekrvetvornych tkanich. O jeho pfipadné
Uloze v Casnych fazich embryonalniho vyvoje dosud neni nic znamo.

Ve svych experimentech jsme se soustredili pravé na tato Casna stadia vyvoje kufeciho zarodku (stadium 2
— 18 podle Hamburgera a Hamiltona). Expresi genu c-myb jsme detegovali pomoci technik Western a Nor-
thern blot, hybridisaci /n situ a imunohistochemicky. Dale jsme pomoci inhibice exprese endogenniho c-myb
(antisense oligonukleotidy) a nadexprese exogenniho c-myb, studovali na tkanovych explantatech neuralni
trubice a neurdlni ploténky roli tohoto transkripéniho faktoru ve vyvoji neurdini listy.

Zjistili jsme, Ze v kufecim embryu je c-myb exprimovan jiz velmi brzy, ve stadiu tvoficiho se primitivniho
prouzku. Jeho pfitomnost neni omezena pouze na urcité primordialni struktury, ale detegujeme ji ve vétSiné
bunék. Vyjimku tvofi pravdépodobné jiz diferenciované krevni bunky v primitivnich cévach (krevni ostrlivky
c-myb exprimuji) a také individudlni burniky uvnitf celého embrya, které mohou predstavovat rdizné bunécné
typy. Pfedpokladame, Ze vSechny burky, které neexprimuji c-myb, jiz ztratily proliferativni potencial.

Aplikace antisense oligonukleotidl na tkanové explantaty neurdlni trubice vede k redukci poctu migrujicich
bunék neuralni listy. Tato redukce mdze byt kompenzovana expresi exogenniho c-myb. Navic antisense oligo-
nukleotidy blokuji indukci bunék neurdlni listy v neuralni ploténce, navozenou BMP4.

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze v Casnych fazich vyvoje kufeciho embrya je c-myb exprimovan témér ve vsech
proliferujicich burnikach. PFi vyvoji neurdlni listy je c-Myb zfejmé nezbytny pro jeji indukci a pro epithelo-mesen-
chymovou transformaci

Podporeno granty:VZ 111100003-3 a GACR 304/03/0463
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ZMENY OBJEMU STRIATA V ZAVISLOSTI NA VEKU
A JEJICH PREDIKCE ZA POUZITI JEDNODUCHEHO
MERENI

Autor: Jifi Brabec

Skolitel: prof. MUDr. Pavel Petrovicky, DrSc., Anatomicky Gstav, 1. LF UK

Uvod: Volumetrie basélnich ganglii je v posledni dobé velmi pouzivanou metodou
pfi stanoveni klinické diagnosy a prognosy mnoha onemocnéni. Pfedpokladem je
jen dostatecné mnozstvi normalnich, kontrolnich hodnot. To vSak chybi ve vét-
Siné dosud publikovanych praci. Cilem nasi prace bylo (1) shromazdéni velkého
souboru normalnich volumetrickych Gdajli, potfebnych ke (2) stanoveni primér-
ného objemu striata, (3) s vyhodnocenim jeho vékovych zmén a (4) nalezeni
jednoduchého méreni, které by mohlo slouzit jako indikator velikosti striata. Ji7 Brabec
Metodika: Klasickymi anatomickymi metodami a NMR jsme u 108 zdravych dospé-
lych (18-89 let) stanovili objemy striata; v rozdéleni na komplex: caudatum-accumbens (CD-Acc) a putamen
(Put), a statisticky je zpracovali. Vysledky: Primérné hodnoty objemu striata jsou 7,48 cm? (SD=0,94) pro
muze a 7,42 cm?® (SD=0,95) pro zeny. Z toho na putamen v prdméru pfipada 51% a 50,3% ve stejném
poradi. Intersexualni ani interhemisféricky rozdil nebyl v absolutnich objemech nalezen. Striatum se v zavislosti
na véku zmensuje (p<0,0001). Ve vékovém rozmezi 20-50 let pokles objemu ¢ini 14,3% u muz a 16,9% u
zen. Rozdéleni na dvé Casti ukazalo, ze u muzl se komplex CD-Acc zmensi ve stejném vékovém rozmezi o
16,2%, zatimco u Zen toto zmenSeni nebylo prokazano. Putamen se u muzl zmensuje o 12,3%, u Zen o
23,15%.

Plocha striata v fezu vedeném skrze commissura anterior vykazuje vysokou korelaci k jeho celkovému obje-
mu (p<0,0001, r=0,668). Procentualni podil tohoto Fezu (1cm silny) je k celkovému objemu striata 28,56%
(SD=3,05). Je proto velmi vhodny k orientaCnimu méfeni.
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Souhrn

Uvod: Cast vyuky 5. ro¢niku na Ustavu Hygieny a epidemiologie 1. LF UK
v Praze je vénovana tzv. terénni stazi, jejimz predmétem je seminar vedeny —
mediky se studenty praZskych stfednich $kol zamé&feny na prevenci HIV/AIDS Jaromir Kremen

a dalSich pohlavnich chorob. Soucasti seminafe je anketni Setfeni zakladnich znalosti dospivajici mladeze
v této zavazné problematice.

Metodika: Své Setfeni jsem rozsifil o Udaje ziskané svymi kolegy v letech 2000-2003, ¢imzZ vznikl sou-
bor 910 studentl 13 prazskych stfednich Skol ve véku 14-19 let, z toho byli 303 studenti 4 gymnazii, 367
studentd 7 stfednich prlmyslovych Skol, 161 student 1 stfedni zdravotni Skoly a 79 studentd 1 umélecké
stfedni Skoly. Do souboru jsem vybral respondenty, kterym byly zadany shodné otazky. Anketa byla zamé-
fena na znalosti v problematice HIV/AIDS a dalSich STD (zplsoby pfenosu, projevy onemocnéni, ochrana
pred nimi, poc¢ty HIV pozitivnich osob v CR a ve svété).

Vysledky: VétSina studentd naseho souboru vykazala znalosti o HIV/AIDS, kapavce a syfilis, avSak
neméla znalosti o zdravotné zdvazné Sifici se nakaze chlamydii trachomatis a hepatitidami typu C a B, i
dalSich STD jako jsou svrab, trichomoniaza, herpes genitalis, mykdzy a dalsi STD. Za zavazné povaZzuji
zjisténi, Ze mald cast respondentl povaZovala za ochranu pred Sifenim STD i hormonalni antikoncepci a
dalsi nelc¢inné metody. Pfiblizné jen pétina respondentd uvedla jako moznost prenos infekce transplacen-
tarné z matky na dité ¢i infikovanou jehlou, naopak néktefi povazuji za rizikovy i samotny dotyk s nemocnym.
40 % respondentli neuvedlo zadny specificky pfiznak STD, pouze tfetina studentll sledovaného souboru
ma predstavu o fadovych poctech hlasenych pripadl HIV/AIDS ve svété, spravné udaje pro CR udava
dokonce jen 1/5.

Zavér: Uvedené Setfeni poukazalo na minimalni znalosti dalSich zdravotné zavaznych STD, z nichZz né-
které nabraly na vyznamu zvlasté v poslednim desetileti, a to chlamydiovych infekci a hepatitidy typu C,
Sifici se hlavné mezi intravenoznimi uZzivateli drog (promofrenost této populace ¢ini az 70 %). Tyto mezery
ve znalostech vySe uvedenymi chorobami ohroZené dospivajici mladeze je nezbytné vyplnit

Cast vyuky 5. rocniku na uUstavu Hygieny a epidemiologie 1. LF UK v Praze je vénovana tzv. terénni
stazi, jejimz predmétem je seminar vedeny mediky se studenty prazskych stfednich Skol zaméfeny na
prevenci HIV/AIDS a dalSich pohlavnich chorob.

Seminafe se skladaly ze dvou casti, v Gvodu byl studentim zadan kratky dotaznik zkoumajici zakladni
znalosti dospivajici mladeze v této zavazné problematice. Hodnocenych otazek bylo celkem 5:

. Kolik hldSenych HIV pozitivnich osob je ve svété a v CR?
. Jaké znate pohlavné prenosné nakazy (STD)?

. Jaké znate zplsoby prenosu STD?

. Jaké projevy STD znate?

. Jaké znate zplsoby ochrany pfed STD?

Uu D wnN =

Druhd ¢ast seminafl byla vénovana diskusi se studenty, ve které jsme vyuZili velkého zajmu a aktivni
spoluprace studentl k odstranéni nedostatkll ve znalostech pohlavné prenosnych chorob v éfe HIV/AIDS
a nitrozilniho uzivani drog, hlavni d@raz byl kladen na rozsifeni informaci o celém spektru pohlavné pfenos-
nych nakaz, upfesnéni moznosti pfenosu a ochrany pred Sifenim infekce HIV/AIDS a dalSich STD a sezna-
meni studentd s riziky nitroZilniho uzivani drog, zvlasté pak s infekénimi hepatitidami typu B a C.

Své Setfeni jsem rozsifil o Udaje ziskané svymi kolegy v letech 2000-2003, ¢imzZ vznikl soubor 910 stu-
dentd 13 prazskych stfednich Skol ve véku 14-19 let, z toho byli 303 studenti 4 gymnazii, 367 studentd
7 strednich prmyslovych Skol, 161 student 1 stfedni zdravotni Skoly a 79 studentl 1 umélecké stfedni
Skoly.

Zakladni orientace v Ffadovych poctech hlasenych HIV pozitivnich osob ve svété a CR napomaha v
uvédoméni si rizik nakazy. V této oblasti se studenti pfiliS neorientuji a pocty spiSe odhaduji. Pouze tfetina
studentl sledovaného souboru ma pfedstavu o Fadovych poctech hlasenych pfipadl HIV/AIDS ve svété
(spravné desetimiliony), spravné udaje pro CR (stovky) udava dokonce jen 1/5. Je zajimavé, Ze aZ na
studenty umélecké Skoly pocty ve svété podhodnocuji a v CR naopak vyrazné nadhodnocuji.



1A. KOLIK PRIPADU HIV JE HLASENO VE SVETE? 1B. KOLIK PRIPADU HIV JE HLASENO V CR?
Radové | Gymnézia | SPS | SzS Um. $kola | Prmér Radové | Gymnézia | SPS | Sz5 Um. $kola | Prmér
n=128 n=78 | n=122 | n=27 n=355 n=142 n=167 n=133 | n=50 n=492
tisice 0,8 7,7 0 0 2,1 desitky | 3,5 0 0 0 1,0
10tis. | 0,8 0 2,5 0 1,2 sta 31,7 5,4 (19,5 18,0 18,7
100tis. | 6,3 3,8 | 1,5 0 7,1 tisice |16,9 17,4 |30,1 22,0 21,1
miliony | 29,7 26,9 (32,0 26,0 29,7 10tis. |24,6 28,7 |18,0 26,0 24,4
10mil. |32,0 56,4 |13,1 0 28,8 100tis. | 12,7 19,2 |18,0 8,8 16,1
100mil. | 18,0 0 5,7 11,1 9,3 miliony | 0,7 8,4 | 7,5 14,0 6,7
miliardy | 2,3 5,2 7,4 51,9 8,7 Nevi 979 20,9 6,8 12,0 12,0
Udaje v procentech Udaje v procentech

Znalost HIV/AIDS, kapavky a syfilis se da u stfedoSkolakd prepokladat, v tomto ohledu zaostavaji pouze
studenti umélecké skoly, kde kapavku Ci syfilis udalo méné nez 50 % studentd. Alarmujici je vSak témér
absolutni neznalost zdravotné zavaznych chlamydiovych infekci a vyrazné opomijeni infekénich hepatitid typu
B a C, které se Sifi zvlasté v populaci nitrozilnich uZivateld drog. Rovnéz by studenti méli znat herpesvirové,
parazitarni (svrab, munky, trichomonidza) a mykotické infekce.

2. JAKE ZNATE POHLAVNE PRENOSNE NAKAZY?

Radové |Gymnazia |SPS  |SzS Um. 8kola | Prémér
n=303 n=286 |n=142 |n=79 n=810
HIV/AIDS | 84,5 89,9 |97,9 92,4 89,5
Kapavka | 84,2 82,5 |90,1 |41,8 80,4
Syfilis 81,5 80,4 (87,3 32,9 77,4
Chlamydie| 0 0,3 0,7 0 0,2
Hepatitis | 10,2 6,3 19,0 21,5 11,4
HSv-2 3,3 1,0 2,8 0 2,1
Mykdzy |[1,0 0 2,1 3,8 3,2
Paraz. 0. | 2,9 3,1 2,8 3,8 3,2
Jiné 6,3 4,5 2,1 19,0 6,1
Nevi 2,3 2,1 0,7 0 1,7

udaje v procentech

DUlezitd je znalost Sirsiho spektra zplsobl pfenosu STD. Pfenos pohlavnim stykem ¢i krvi povazujeme za
samoziejmost. Zde bych upozornil predevsim na Casté neuvedeni mozZnosti nakazy infikovanou injekcni jehlou,
studenti by méli znat i moZnost prenosu infekce z matky na dité, at’ jiz transplacentarné, pfi porodu, ci

2. JAKE ZNATE zPUSOBY PRENOSU STD?

Radové |Gymnéazia |SPS  |SzS Um. $kola | Préimér
n=199 n=268 |n=105 |n=79 n=651

Pohlavni | 95,0 79,9 92,4 74,7 87,1

styk

Krev 80,9 94,4 (99,0 60,8 86,7

Matka- |23,6 19,4 26,7 |29,1 23,0

plod

Nakazena| 18,6 10,4 [15,2 60,8 19,6

jehla

Jinak 20,6 7,8 17,1 6,3 13,0

Nevi 0 3,4 1,0 0 1,5

udaje v procentech



2. JAKE PROJEVY STD ZNATE?

Radové |Gymnazia [SPS  |SzS Um. kola | Préimér
n=228 n=121 | n=90 n=27 n=466

Vytok 21,0 19,8 |21,1 11,1 20,1

Vred 16,7 9,9 18,9 3,7 14,5

Kozni 21 16,5 |30 3,7 20,6

projevy

Snizeni | 26,3 33,9 (14,4 0 24,5

imunity

Nespecif. | 25,9 38,0 |35,6 18,5 30,5

priznaky

Horecka |10,1 0,8 2,2 0 5,6

Terc. 4,4 5,0 7,8 0 5,0

syfilis

Jinak 8,3 38,8 |[5,6 22,2 16,5

Nevi 27,2 0 28,9 50 18,9

ddaje v procentech

matefskym mlékem. Tyto dvé moznosti neuvedlo pfiblizné 80 % respondentl. Padly i chybné odpovédi jako
pouhy dotyk nemocného, kousnuti hmyzem, apod.

Kazdy Clovék by mél znat pfiznaky pohlavné pfenosnych chorob, aby je byl schopen vcéas odhalit, vyhledat
odbornou pomoc a zabranit jejich dalSimu Sifeni, a vyhnul se tak jejich nepfijemnym komplikacim. V této oblasti
jsme dospéli k zavéru, Ze stiedoskolaci maji znacné nekonkrétni predstavy, vice neZz polovina neuvedla zadny
specificky ptiznak.

5. JAKE ZNATE zPOSOBY OCHRANY PRED STD?

Radové |Gymnazia |SPS |SzS Um. 8kola | Prémér
n=303 n=367 |n=161 |n=79 n=910

Kondom |91 86,6 90,7 68,3 87,0

Sexualni | 19,1 14,4 (13,7 |1,3 14,7

abstin.

Vérnost |22,1 24 29,4 16,5 23,6

Hormon. | 7,9 3,3 |12,4 |35,4 8,2

antikonc.

Testovani | 5,3 1,4 8,7 14,0 51

Cisté 13,2 14,2 |5,0 11,4 11,9

jehly

Jiné 8,6 52 |6,8 17,7 7,7

Nevi 0 46 |0 0 2,2

ddaje v procentech

Dokonala znalost a vyuzivani ochrany pred pohlavnimi ndkazami jsou pilifi prevence jejich Sifeni. Proto je
zavazné, ze néktefi studenti povaZzuji za ochranu pred Sitenim STD hormonaini antikoncepci (tuto moznost
uvedlo az 35% studentl umélecké Skoly) a dalsi nedcinné metody jako osobni hygienu, lubrikacni gely, nebo
metody pfimo rizikové jako je oralni sex. Rovnéz Ize za ochranu pred STD, zvlasté pak HIV/AIDS a hepatitida-
mi, povazovat pouzivani Cistych injekcnich jehel, dale vérnost, testy. Tyto moznosti vSak uvedla pfiblizné 1/10
respondentd.

K nasledné diskusi, ve které jsme se snazili studentdim vySe uvedené nedostatky objasnit, pFistupovali
studenti velmi aktivné. Snazili jsme se danym tématem zabyvat zeSiroka, abychom studenty pfilis nezahltili
kvanty informaci, ale zaroven komplexné postihli jak oblast samotnych STD, tak i aspekty s témito chorobami
souvisejici.

Pfi probirani problematiky nitrozZilniho uzivani drog jsem nabyl dojmu, Ze jsou studenti pouceni o moznych
psychosocialnich dlisledcich drogové zavislosti vice nez o vysokém riziku nakazy témito chorobami, zvlasté od



narkomanské populace, u které cini promorenost vice nez 70%. Proto jsou ohrozeni zvlasté tzv. experimenta-

tofi, ktefi se sice po jedné davce drogy zavislymi nestanou, ale s vysokou pravdépodobnosti se nakazi nebez-
pecnou chorobou, kterd jim znici cely Zivot.
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