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SLOVO UVODEM ®

Vazené kolegyné, vazeni kolegové,

dostava se Vam do rukou sbornik jiz 8. ro¢niku studentské védecké konference, konané na 1. |ékarské fakulté UK.

Navrat k poradani studentskych védeckych konferenci povazuji za velmi pozitivni krok a pomoc nasim studentfim
naucit se prezentovat svoje prvni vysledky védecké prace. Budou to zase oni, ktefi budou jednou na nasi praci navazo-
vat a rozvijet ji.

Tradice védeckych konferenci, ktera byla obnovena a jeji letosni konani jen potvrdilo, Ze tento krok pro podporu rozvoje
tvlréiho potencialu pregradualnich, postgradudlnich a nové také studentd bakalarskych obord byl krokem spravnym.
V akademickém roce 2006/2007 byla Ucast na studentské védecké konferenci zarazena mezi volitelné predméty.

Letosni 8. rocnik studentské védecké konference byl mimoradny nejen poctem pfihlasenych praci — bylo jich celkem
87, ale také tim, Ze byl rozSifen o sekci nelékarskou — sekci bakalarskych praci. Kvalita vSech 87 praci, které byly do
soutéze prihlaseny, byla i v letosnim roce velmi dobra. Byl bych velmi rad, kdyby se v budoucnu na téchto konferen-
cich prezentovali vice pregradualni studenti a ziskali tak jistotu pro prostredi védeckych kongrest, kterych se budou
v budoucnosti Gcastnit.

Bylo ocenéno celkem 15 vitéznych praci a 3 zvlastni ceny pro tfi vybrané ocenéné vitéze jesté navic udélovaly redakce
Medical Tribune, Zdravotnickych novin a nakladatelstvi Galén. Jako kazdy rok i letos nejlepsi vybrané prace postoupi do
celostatniho kola, které se bude konat na podzim 2007.

Dovolte mi, abych podékoval za praci predsedfim a véem ¢lendim hodnoticich komisi a také pracovnicim oddéleni pro
védeckou ¢innost a zahrani¢ni styky a oddéleni vnéjsich vztahd 1. LF, které se na pfipravé letosni studentské konference
podilely.

Chci podékovat firmam MSD, Schering-Plough, Sanofi Aventis, nakladatelstvi Galén, s.r.o., nakladatelstvi Grada Pub-
lishing a.s., redakci Medical Tribune a redakci Zdravotnickych novin, které podpofily nasi studentskou konferenci cenami
pro nejlepsi prace.

Zejména bych rad podékoval vsem uciteldm, ktefi se pregradudlnim a postgradualnim studentlm vénuji po cely rok
a zasvécuiji je do krasy badani a objevovani nepoznaného. Objevovani neznamého je touhou Cloveéka od pocatku jeho
existence. Uvédomme si, Ze i malé objevy zapadaji do mozaiky svétového poznani a prispivaji k obohaceni lidského
spolecenstvi.

Preji véem studentlim, ktefi se z(castni celostatniho kola studentské védecké konference mnoho Uspéchd a nam
vSem, aby i budouci ro¢niky studentské veédecké Cinnosti na nasi 1. lékarské fakulté byly stejné tak Uspésné, jako byl
ten letosni.

prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc.,, MBA
dékan Univerzity Karlovy v Praze, 1. Iékarské fakulty
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8. STUDENTSKA VEDECKA KONFERENCE
1. lIékarské fakulty
konana pod zastitou dékana 1. LF
prof. MUDr. Tomase Zimy, DrSc., MBA
22. KVETNA 2007
Univerzita Karlova v Praze
1. Iékarska fakulta

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

Studentska védecka konference bude uspofadana ve tfech sekcich. Sekce postgradualnich praci, sekce pregradualnich
praci a sekce nelékarskych — oSetrovatelskych praci.

SEKCE PREGRADUALNICH PRACI bude probihat 22. kvétna 2007 od 8.15 hodin v poslucharné Stomato-
logické kliniky 1. LF, Katefinska 32, Praha 2.

SEKCE POSTGRADUALNICH PRACI bude probihat 22. kvétna 2007 od 8.15 hodin ve Velké zasedaci mist-
nosti dékanatu 1. LF, Na Bojisti 3, Praha 2.
Prezentace probéhne na zakladé hodnoceni komise formou pirednasky nebo posteru.

SEKCE OSETROVATELSKYCH PRACT bude probihat 22. kvétna 2007 od 8.15 hodin v seminarni mistnosti & 123.

Prace mohou byt prezentovany v ¢eském i anglickém jazyce. Doba pirednasky bude maximainé 10 minut
a prostor pro diskusi 5 minut. K dispozici bude dataprojektor, zpétny projektor a diaprojektor s moznosti
dvouprojekce a postery (rozmér 160x120 cm).

Ucastniky konference zadame, aby si pfinesli sviij osobni notebook.
K pozvance je pfilozen casovy harmonogram jednotlivych vystoupeni.

prof. MUDr. Ale$ Zak, DrSc. prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA
prodékan pro védeckou c¢innost, akreditaci a evaluaci dékan Univerzity Karlovy, 1. IékaFské fakulty

Veskeré informace o konani SVK:

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

e-mail: karolina.havelkova@If1.cuni.cz

PFijméte, prosim pozvani na slavnostni vyhlaseni vysledki 8. studentské védecké konference 1. LF, které
se bude konat dne 14. 6. 2007 ve 14.30 hod. v Akademickém klubu 1. LF, Faustiiv dtim, Karlovo nam. 40,
Praha 2.

prof. MUDr. Tomds Zima, DrSc. MBA
dékan Univerzity Karlovy, 1. Iékarské fakulty
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SEKCE PREGRADUALNI — TEORETICKA CAST o

Autor: Jan Benes, 5. roc.
Skolitel:  doc. MUDr. Jaromir Myslivecek, Ph.D., Fyziologicky ustav 1. LF UK

C-fos je povazovan za jednoho z nejvyznamnéjsich Gcastnikd nitrobunécné signalizace. Proto také hypotéza, kterou
jsme zvolili pro predikci zmén, které v nitrobunécné signalizaci nastanou po jeho vyrazeni (brano u laboratorni mysi),
predpokladala, Ze tak zasadni zména v signalizaci nebude zpétné vést ke zménam v hustoté receptorll ani v centralnim
nervovém systému (CNS: kortex a mozecek) ani v periferii (plice, srdce). Sledovali jsme vliv vyfazeni genu c-fos na
vazebné charakteristiky vybranych receptord, které jsou sprazeny s G-proteiny. Studovany byly nasledujici receptory:
a,-adrenoreceptory (AAR), B-adrenoreceptory (BAR), muskarinové receptory (MR), D,-like dopaminové receptory (D,R),
D,-like dopaminové receptory (D,R). Vazebné vlastnosti muskarinovych receptorli, dopaminovych receptord a adreno-
recetorl (a-adrenoceptorll, B-adrenoceptorl) byly zkoumany za pouziti vazby radioligandu 3H-QNB (pro muskarinové
receptory), *H-SCH23390 (pro D,-like dopaminové receptory), *H-spiperonu (pro D,-like dopaminové receptory), *H-
-prazosinu (pro o,-adrenoreceptory) a *H-CGP 12177 (pro p-adrenoreceptory). Aktivita fosfolipazy C se méfila pomoci
enzymatického stanoveni mérenim vzniklého radioaktivné znaceného 3H-inositoltrisfosfatu za pouziti substratu H-fos-
fatidylinositolbisfosfatu.

Zcela v protikladu k navrhované hypotéze jsme pozorovali vyznamné zmény v receptorové hustoté a to jak v periferii tak
i v CNS. Jak hustoty MR tak i BAR byly v srdci a v plicich vyrazné zvySeny. V CNS se efekt vyfazeni genu c-fos projevil
selektivnéji. Obecné vzato, receptory, které aktivovaly signalni drahu vedouci pres Gg-protein, fosfolipazu C a proteinki-
nazu C (AAR, MR) byly ovlivnény, zatimco ostatni (které aktivuji nebo inhibuji adenylylcyklazu: BAR, D,R, D,R) ovlivnény
nebyly. Zcela v protikladu k receptorovym hustotam byla aktivita fosfolipazy C v mozecku snizena. Tyto vysledky naznacu-
ji, Ze vyFazeni genu c-fos vyraznym zplisobem ovliviiuje nejenom hustotu receptord, ale i vyuZiti jednotlivych signalnich
drah a interakci mezi nimi. Tyto mechanismy mohou byt chapany jako jeden z adaptacnich mechanismd, kterymi se
organismus vyrovnava s tak vyraznym zasahem do signalizace, kterym vyrazeni genu c-fos bezesporu je.

Autofi: Michaela Fujakova, 5.roc¢., Tomas Palenicek
Skolitel: MUDr. Tomas Palenicek, Psychiatrické centrum Praha

Uvod: U nemocnych schizofrenif byly zjistény réizné abnormity v elektroencefalografickém zaznamu (EEG) v zavislosti na
prevaze pozitivni i negativni symptomatologie. 2C-B (4-bromo-2,5-dimetoxyfenyletylamin) je synteticka halucinogenni
droga s predpokladanym agonistickym Gcinkem na serotoninovych receptorech (5-HT R) (Acuna-Castillo et al., 2002;
Bronson et al., 1995; Glennon et al., 1980; Glennon et al., 1992; Lobos et al., 1992; Nichols 2004; Parrish et al., 2005;
Villalobos et al., 2004). U lidi v zavislosti na davce vyvolava v nizsich davkach euforii, ve vysokych davkach pak zietelné
psychedelické ucinky jako halucinace, stavy depersonalizace, derealizace (Shulgin et al., 1991; Shulgin et al., 1975)
a psychické zmény, které jsou podobné akutnimu psychotickému procesu (Nichols 2004; Vollenweider 1998).V nasi praci
jsme se rozhodli zkoumat vliv 2C-B na zmény v EEG spektrech a koherencich u potkana a posoudit potencidlni pfinos
této metody jako modelu psychotického procesu .

Metodika: Samci potkan(i kmene Wistar o hmotnosti 250 — 300g byly sedm dni pred registraci EEG podrobeni v cel-
kové halotanové anestézii stereotaktické implantaci 14 stfibrnych elektrod. Den pfed registraci EEG byly zvifatiim opét
v kratkodobé (10-15 min) celkové halotanové anestezii pficementovany redukce / konektory pro pfipojeni k EEG sou-
pravé. EEG bylo registrovano po dobu 70 min, v prvnich 10. minutach byl registrovan klidovy zaznam, nasledné byla
aplikovana latka 2C-B (10 nebo 50 mg/kg s.c.). Po celou dobu registrace se zvifata mohla volné pohybovat ve své kleci.
Pro analyzu EEG zdznamu byl pouZit software Neuroguide.

Vysledky: V ramci spektralni analyzy obé davky 2C-B 10 mg/kg i 50 mg/kg signifikantné zvysily hodnoty spekter v delta
i theta pasmu a soucasné snizily spektralni hodnoty v pasmu beta. Davka 2C-B 10 mg/kg zvysSila bilateralné fronto-
-temporalni koherence v delta pasmu a soucasné vedla ke sniZeni koherenci (diskonekci) temporo-temporalni v beta 3
pasmu. Davka 2C-B 50 mg/kg zvysila EEG koherence frontoparietalné v theta pasmu a soucasné opét vedla k diskonekci
temporo-temporalni tentokrat vSak v celém beta pasmu, zejména pak beta 1 a beta 2.

Zaveér: Vzhledem k predpokladanému hlavnimu vlivu 2C-B je pravdépodobné Ze pozorované zmény jsou nasledkem
aktivace téchto receptorll s naslednou modulaci kortikalnich excitacnich a inhibi¢nich rytm& (Acuna-Castillo et al.,
2002; Bronson et al., 1995; Glennon et al., 1980; Glennon et al., 1992; Lobos et al., 1992; Nichols 2004; Parrish et al.,
2005; Villalobos et al., 2004). Presto Zze zmény v sledovanych EEG parametrech nebyly zcela identické s daty zjiSténymi
u schizofrennich pacientd, vykazuje tento model uréité podobnosti, které ndm mohou pomoci vice porozumét nékterym
psychotickym procestim jako jsou napfiklad halucinace ¢i bludy.

Tato préce byla podporena grantem IGA MZCR NR-8785-3 a MSMT CR 1M0002375201
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Autofi: Juraj Gall, 6. roc., Jan §krhg, Eva Sedlackova, Karina Verébova, Richard, Buchal, Jan Platenik
Skolitel: MUDr. Jan Platenik, PhD., Ustav lékaFské biochemie 1. LF UK

Otevreni ,megakanalu® ve vnitfni mitochondridlni membrané (mitochondrial permeability transition, MPT) hraje vy-
znamnou Ulohu v mechanismu nekrotické i apoptotické smrti bunék. Hlavnim induktorem tohoto fenoménu je kalcium,
uplatnit se mlze i oxidacni stres, v podminkach organismu prakticky vzdy katalyzovany ionty pfechodnych kovl (Fe,
Cu). V této praci studujeme vliv mikromolarniho Zeleza na indukci MPT v mitochondriich izolovanych z krysich jater.
Mitochondrie jsou energizovany substraty, bud’ sukcinatem nebo malat/pyruvatem a stimulovany pfidavkem Ca?*
nebo Fe*. Méfime jejich bobtnani (pokles rozptylu svétla), potencial vnitfni membrany (pomoci fluorescencni sondy
JC-1), stav oxidace purinovych nukleotidd (fluorescence 340 nm/465 nm) a uvolnéni cytochromu ¢ (Western blotting).
S obéma substraty plsobi Ca?* i Fe?* depolarizaci s bobtnanim inhibovatelnou cyklosporinem A (MPT). Bylo popsano,
Ze Fe?* plsobi MPT pres zatizeni antioxidacni ochrany vedouci ke zméné poméru NADH/NAD* smérem k oxidaci. Tomu
odpovida vyssi Gcinnost Fe?* se sukcinatem (substrat pro komplex II) nez s malat/pyruvatem (poskytuji NADH pro
komplex I). Je-li ale k mitochondriim respirujicim na sukcinatu pridan rotenon (inhibitor komplexu I, zvySuje NADH),
pfipadné jesteé acetacetat (kompletné oxiduje NADH) nebo 30H-butyrat (naopak udrzuje redukovanou formu NAD*),
ma to na Fe?* indukované zmény potencialu a bobtnani maly nebo zadny vliv. UCinek Fe?* na potencial a bobtnani, ale
nikoliv na oxidaci NADH, je kompletné inhibovan chelatory jako EDTA nebo EGTA (vysledny komplex nepronika pres
membrany), a také rutheniovou Cerveni (klasicky inhibitor kalciového uniportu). Je-li potencial vnitfni mitochondrialni
membrany zrusen pomoci FCCP (zkratuje protonovy gradient) a pak teprve pfidame Fe*, bobtnani nenastane. Z toho
vyvozujeme, Ze Fe?* musi byt nejprve importovano do matrix mitochondrie, zfejmé kalciovym uniportem zavislym na
potencialu vnitfni membrany, aby mohlo indukovat MPT. Oxidaci pyridinovych nukleotidd mlze Fe?* zplsobit i zvenku,
ale pfinejmensim v nasem experimentalnim usporadani to nema zésadni vyznam pro indukci MPT. Popsané Ucinky Fe**
se mohou Ucastnit patogeneze jaterniho poskozeni pfi vSech stavech selhavani sekvestrace cytosolového Zeleza (pf.
hemochromatdza, alkoholickd nemoc jater).

Autofri: Michaela Krupkova, 5. roc., Michaela Jankd, Franti$ek LiSka, Drahomira Kfenova, Lucie Sedova, Vladimir

. KFen, Ondiej Seda . 3

Skolitelé: prof. MUDr. Vladimir Kfen, DrSc., MUDr. Ondfej Seda, Ph.D., Ustav biologie a Iékarské genetiky 1. LF UK
a VFN

Uvod: Mutantni gen Lx je odpovédny za syndrom polydaktylie-luxace u polydaktylniho kmene potkana PD/Cub a jeho
hlavnim projevem je preaxialni polydaktylie zadnich koncetin. Kandidatnim genem pro mutaci Lx potkana, je trakskripcni
faktor Plzf. Tento gen jsme sledovali ve tfech Urovnich: 1. komparativni analyza DNA sekvence u PD/Cub a normodak-
tylnich kmen(; 2.interakce Plzf s teratogennim plsobenim kyseliny retinové (RA); 3. interakce Plzf s Gi¢inkem RA na
aspekty metabolického syndromu.

Material a metody: Byl pouzit kongenni kmen SHR.Lx PD5, ktery obsahuje na 1,4 Mb Useku chromozomu 8 pouze
14 genl darcovského kmene PD/Cub (véetné mutantni alely Plzf). Teratologické experimenty zahrnovaly aplikaci RA
v davce 50 mg/kg 13.-16. den gravidity samicim homozygotnim nebo heterozygotnim v mutantnim Plzf. Odebrané féty
byly diferencialné barveny na kost a chrupavku a podrobeny morfometrické analyze malformaci. Pfi metabolickém
pokusu byla RA aplikovana dospélym samclim SHR.Lx a SHR kazdodenné v davce 15 mg/kg po dobu 17 dnli a zmény
metabolickych parametrd (OGTT, lipidovy profil) byly vyhodnocovany v nékolika ¢asovych intervalech.

Vysledky: ZvySovani davky mutantni alely Lx vede ke zvySeni frekvence i miry postizeni koncetin teratogennimi tcinky
RA a tato interakce je navic stadiové specifickd. V metabolickém pokusu jsme pozorovali vyrazny rozdil v efektu RA
u SHR a SHR.Lx.

Zaveér: Prokazali jsme interakci RA s mutaci Lx jak na teratologické, tak metabolické Grovni.

Authors: Nikol Mladkova, Kiyomasa Nishii, M.D., Ph.D
Supervisor: Kiyomasa Nishii, M.D., Ph.D, Tokyo medical and Dental University, Dep. of Cell Biology

Objective: We performed series of experiments to monitor morphological and functional changes in Murine Embryonic
Fibroblasts and Murine neurons due to Regulator of Chromosome Condensation (Rccl) allele knock-out.

Introduction: RCC 1 is a guanine nucleotide exchange factor for the nuclear binding Gprotein Ran playing a central
role in nucleocytoplasmic transport through the nuclear envelope. It regulates the function of proteins which faciliate
the import to the nucleus or export to the cytoplasm. Ran is essential in nuclear transport and also for spindle assembly,
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chromosome alignment and nuclear envelope formation. Its role might be important in both mitotic and post-mitotic
cells.

Methods: Murine Embryonic Fibroblasts (MEFs) were cultured for two and nine days. First half of the culture had ade-
novirus added and the second part underwent a temperature change from 33,5 C to 37,0 C. A temperature-sensitive
loss ofRccl was induced and analysed using phase-contrast image and protein electrophoresis (SDS PAGE). Neurons
were cultured at 37 degrees centigrade for 5 days and stained with adenovirus analysesd using phase-contrast image
and adenovirus labelling.

Results: After two days of culturing no obvious change occured in any ofthe MEF cultures. However after 9 days of
culturing the approximate cell number seemed to be significantly lowered in virus-transfected cultures. SDS P AGE
showed singnificant cell amount in both virus-trasfected and virus-free cultures. Apparent morphological changes were
not present. Neuronal cultures did not undergo changes in cell morphology and this migh be due to the long half-time
of Rec 1.

Conclusions: Rec 1 mutation might cause metabolic or/and morphological changes in variety of cell types. In accor-
dance with our results, Rec 1 is present in neuronal cells, and may play an important role in control of apoptosis. Due
to the longer than expected half-time of Rec 1, more time might be needed for observance of changes in morphology
of neuronal cells.

Autofi: Marie Morysova, 3.ro€., M. Jankd, L. Sedova, D. Kienova, F. Liska, P. Hamet, V. Kfen, O. Seda
Skolitel:  odb. as. MUDr. Ondiej Seda, Ph.D., Ustav biologie a Iékarské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Geneticky definované zviteci modely predstavuji vyznamny nastroj pro vyzkum multifaktorialnich onemocnéni
vCetné stavll spjatych s porusenou glukézovou toleranci a dyslipidémii. V nasi studii jsme posuzovali vliv specifického
Useku genomu na metabolicky a transkriptomicky profil dvou nové vytvorenych kongennich kmend.

Metody: U 2 novych kongennich kmen( potkana (PD.SHR4/D4Rat7 a PD.SHR4/116-Cd36) bylo pfenesenim riizné dlou-
hych Gsekl chromozomu 4 spontanné hypertenzniho (SHR) kmene potkana na pozadi genomu polydaktylniho (PD)
kmene potkana dosaZzeno kombinace genetické vybavy dvou zavedenych modelli metabolického syndromu. Rozsah
diferencidlnich segmentd jsme urcili pomoci sady polymorfnich mikrosatelitnich markerd. U dospélych samcd obou
kongennich kment a kmene PD, krmenych standardni dietou, byl proveden oraini glukdzovy toleranni test, stanovena
hladina inzulinu, volnych mastnych kyselin, adiponektinu, lipidemickych parametrl a stanoven morfometricky a tran-
skriptomicky profil (Affymetrix Exon array, jatra).

Vysledky: Diferencialni segmenty SHR plvodu byly vymezeny markery D4Rat139-D4Rat222 (160Mbp) a D4Rat248-
-D4Rat151 (29Mbp) u jednotlivych kongennich kmen@. Pozorovali jsme signifikantni rozdily mezi kmeny v nékolika
sledovanych parametrech — napt. la¢na glykémie a inzulinémie jsou u kmene PD vyS$si nez u obou kongennich kmen(,
naopak hladina LDL cholesterolu u kmene PD.SHR4/D4Rat7 vyrazné prevysila hodnoty zbyvajicich 2 kmen(. Identifikovali
jsme rovnéz skupinu diferencialné exprimovanych transkriptd.

Zaveér: Ustavili jsme 2 nové kongenni modely pro funkéné genomickou analyzu metabolického syndromu.

Autor: Josef Pleticha, 3. roc.
Skolitel:  doc. MUDr. Jaromir Myslivecek, Ph.D., Fyziologicky ustav 1. LF UK

Mutantni mysi typu Lurcher jsou postizeny funkéni mutaci &2 glutamatovych receptor, které jsou exprimovany pre-
devsim v Purkyriovych burikach a hraji klicovou dlohu v mozeckovych funkcich. Tyto mysi jsou postiZeny ataxii a maji
snizenou schopnost motorického ucenl. Cilem této prace bylo objasnit zmény v dopaminergnim systému zplisobené touto
mutaci u mutantf C57Bl a C3H Lurcher. Proto jsme studovali jednak behavioralni ¢inek (prostorové uceni v Morrisové
vodnim bludisti) aktivace a inhibice DI dopaminergnich receptom a jednak zmény v DI-like a D,-like dopaminergnich
receptorech ve striatu, mozecku a hippocampu (vazebnymi pokusy s 3, -, 23390 (specificky ligand pro D1-like dopami-
nové receptory) a 3,-,iperonem (specificky ligand pro D2-like dopaminové receptory). Zjistili jsme, ze mutantni mysi
vykazuji zhorsené prostorové uceni, ale oba typy mysi reagovaly shodné na podani agonisty (beze zmény) a antagonisty
(zhorseni) DI-dopaminergnich receptom. V hippocampu byla u kmene C57BI nalezena zvy$ena denzita obou typl recep-
tom (0 288% u DI-like a 0 411% u D2-like skupiny), zatimco u kmene C3H pouze DI-like skupiny (o 143%). V mozecku
byla u kmene C57BI denzita DI-like dopaminergnich receptorl snizena (o 66%), zatimco denzita D2-like nezménéna.
Ve striatu byly hodnoty obou typ@ receptorll nezménény. Tyto vysledky naznacuji specifickou Ulohu dopaminergniho
receptorového systému pfi adaptaci na olivocerebellami degeneraci.
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Author: Pavel Riha 6. ro¢.
Supervisor: Priv. - Doz. Dr. med. Albert Smolenski Institute of Biochemistry II, University of Frankfurt Medical
School, Frankfurt am Main, Germany

Platelets are discoid anuclear cell fragments involved in cellular mechanisms of blood clot formation. ADP and thrombin
induced platelet shape change is a crucial part of platelet adhesion, activation and aggregation. Platelet shape change
is mediated by rapid reorganization of platelet cytoskeleton as actin filaments are uncapped and rebuilt. Vasodilator-
-stimulated phosphoprotein (VASP) is a multifunctional organizer of actin polymerization and formation of filopodia.
Endothelium-derived nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGL,) trigger VASP phosphorylation in platelets. Phosphorylated
VASP induces F-actin barbered ends capping resulting in inhibition of actin filament assembly and platelet shape chan-
ge. 14-3-3 proteins bind phosphoserine or phosphotreonine motifs specifically and thus modulate enzymatic activity,
localization or interaction of target phosphoproteins. In order to yield further insights into the regulation of platelet
shape change, we investigated interaction of VASP with 14-3-3 proteins. 14-3-3 proteins (beta and zeta isoforms) were
identified as new binding partners of VASP. The VASP/14-3-3 interaction was tested by pull-down assays as well as
co-immunoprecipitations in transfected cells. The binding of 14-3-3 to endogenous VASP was verified in platelet lysa-
tes. The VASP/14-3-3 binding site was mapped by mutational analysis of VASP. Platelet activation by ADP or thrombin
increases 14-3-3 binding to VASP. Conversely, inhibition of platelets by NO and PGI, disrupts VASP/14-3-3 binding.
These results indicate that the regulation of VASP/14-3-3 binding is a novel intersection of major platelet activation and
inhibition pathways and define a new mechanism that might contribute to endothelial inhibition of platelet adhesion
and aggregation.

Autofi: Stépénka SenkyFova, 4. ro¢., Drahomira Kienova, Lucie Sedova, Ludmila Kazdova, Vladimir Kien, Ondiej
Seda
Skolitelé: odb. as. MUDr. Ondiej Seda, Ph.D., Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Nutrigenetika se zabyva vztahem mezi genetickou vybavou jednince a jeho odpovédi na kvalitativni a kvantitativ-
ni parametry pfijimané potravy. Pfi modelovani téchto komplexnich vztahl se s vyhodou pouzivaji geneticky definované
modely.

Material a metody: Porovnavali jsme vliv osmitydenniho kontinualniho a diskontinualniho (3 nasledujici dny v tydnu)
podavani vysokosacharézové diety na metabolické a morfometrické parametry u dospélych samct dvojice kmend labora-
torniho potkana, inbredniho kmene Brown Norway (n = 22) a kongenniho kmene BN-Lx (n = 23), ktery nese diferencidini
segment 8. chromozému plvodem od modelu metabolického syndromu, polydaktylniho kmene potkana PD/Cub.
Vysledky: Analyza rozptylu pro 2 faktory (kmen, dieta) ukazala vyznamnou interakci pro toleranci glukézy (p=0,0003),
relativni hmotnost srdce (p=0,0002), jater (p<0,0001), ledvin (p=0,005), epididymalniho (p=0,02) a retroperitonedlini-
ho tuku (p=0,002). Oproti publikované akcentaci intolerance glukdzy po kratkodobé sacharézové dieté jsme u kmene
BN-Lx trend, kdy ve srovnani s kmenem BN/Cub byla rezidualni plocha pod glykemickou kfivkou vyssi na standardni
dieté, neliSila se na kontinualni sacharézové dieté a byla nizsi na diskontinualni sacharézové dieté.

Zavér: Identifikovali jsme specifickou Ulohu oblasti chromozému 8 potkana v interakci s dietami s vySSim obsahem sacha-
rozy. Tyto vysledky poukazuji na nutnost zahrnuti Casovych charakteristik do interpretace nutrigenetickych interakci.
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Autorky:  Renata Bartakova, 4. roc., Matéjh Katefina, 4. roc.
Skolitel: MUDr. Roman Skuleg, II. interni klinika — klinika kardiologie a angiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Jednim z rizik prodélané srdecni zastavy je nevratné postizeni centralniho nervového systému. Indukce mirné
hypotermie (MH) u nemocnych po srdecni zastavé co nejdfive po obnoveni spontanni cirkulace (ROSC) je jediny zna-
my postup, ktery toto riziko snizuje. Pfestoze je metoda MH jiz soucasti doporuceni pro kardiopulmonalni resuscitaci,
literdrni (idaje svedCi o tom, Ze je pouZzivana nedostatecné. V zapadni Evropé a USA ji aplikuje pouze 13-28% jednotek
intenzivni péce. Jaky je stav pouzivani této metody v Ceské republice neni znamé. y

Cil: Zjistit, jak Casto a jakym zplsobem je terapeuticka MH u nemocnych po srdeCni zastavé pouzivana v Ceské repub-
lice.

Metoda: Na zakladé analyzy seznamu nemocnic a vefejnych internetovych zdrojll jsme sestavili seznam vSech jedno-
tek intenzivni péce v Ceské republice. Tyto jsme obeslali v obdobi od prosince 2006 do bfezna 2007 strukturovanym
dotaznikem sestavajicim z 23 otazek. Ziskané odpovédi jsme zpracovali zakladni statistickou analyzou.

Vysledky: Obeslali jsme 594 jednotek intenzivni péce, respondence byla 31%. Pacienty po srde¢ni zastavé pravidelné
oSetfuje 63,4% vSech respondentd (116 pracovist'). Z nich pouzilo metodu MH u nemocnych po srde¢ni zastavé alespon
jednou 57 pracovist’ (49,1% ze vSech respondentd, ktefi peCuji o nemocné po srdecni zastavé). Nejcastéjsim divodem
nepouzivani metody byl nedostatek informaci o metodé a fakt, Ze metoda neni zpracovana ¢eskymi doporucenimi. Naplni
Ustniho sdéleni budou i dalsi podrobné proceduralni Gdaje o pouZivani metody.

Zavér: Z analyzovaného souboru respondent( vyplyva, ze metodu terapeutické mirné hypotermie po srdecni zastavé
pouziva v Ceské republice pouze 49,1% jednotek intenzivni péce pecujicich o nemocné po srdecni zastavé. K dalSimu
rozsitreni metody by pravdépodobné prispéla vétsi informovanost odborné verejnosti a implementace této terapeutické
metody do doporuceni o péci o nemocné po srdecni zastave.

Autorka:  Eva Horova, 6. roc.

Skolitel: Martin Prazny, Jana Jezkova, Viktéria Lazarova, Vaclav Hana, Jan Kvasnicka, Ladislav Pecen, Josef
Marek, Jan Skrha, Michal Krsek, as. MUDr. Martin Prazny, CSc., PhD., III. interni klinika- klinika
endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Cil prace: Cushinglv syndrom je vzacné endokrinni onemocnéni spojené s endogenni nadprodukci kortizolu. Cilem
studie bylo vySetfeni mikrovaskularni reaktivity u pacientd s Cushingovym syndromem s prihlédnutim k pfitomnosti
diabetu a arterialni hypertenze.

Metody: Do studie bylo zafazeno celkem 29 pacientd s aktivnim Cushingovym syndromem a 16 zdravych osob, které
slouzily jako kontrolni skupina. K méreni kozni mikrovaskularni reaktivity na predlokti byla pouzita metoda laser-doppler.
Byly provedeny stimulacni testy s ischémii (post-okluzivni reaktivni hyperémie — PORH) a se zahfatim na 44 °C (termalni
hyperémie — TH), pii kterych byla méfena maximalni perflze a rychlost vzestupu perfiize. Hodnoty jsou uvedeny jako
prlmér + SD.

Vysledky: Pacienti s diabetes mellitus a arterialni hypertenzi méli vyrazné nizsi maximalni perflzi pti PORH nez paci-
enti normotenzni bez diabetu a také nez kontrolni skupina (33,8 + 14,9 vs. 70,2 + 30,9 PU, p<0,01 a 64,2 + 25,0 PU,
p<0,005) a podobné byly nizsi hodnoty maximalni perfuze pfi TH (87,4 + 41,7 vs. 197,2 + 112,2 PU, p<0,01 a 171,6
+ 68,1 PU, p<0,005). U pacientll s diabetem a hypertenzi byly snizeny i hodnoty rychlosti vzestupu perflize pfi PORH
a TH ve srovnani s pacienty bez téchto komplikaci (3,0 + 1,8 vs. 6,8 + 3,4 PU/s, p<0,02a 1,0 + 0,8 vs. 2,3 + 1,1
PU/s, p<0,03). Mezi pacienty bez pridruzenych komplikaci (bez diabetu a hypertenze) a kontrolni skupinou nebyl zjistén
v mikrovaskularni reaktivité statisticky vyznamny rozdil.

Zavér: Mikrovaskularni reaktivita u pacientd s Cushingovym syndromem je nejvice ovlivnéna hodnotami krevniho tlaku.
Pacienti s kombinaci arteridlni hypertenze a diabetes mellitus méli nejvice vyjadrenou poruchu mikrovaskularni reaktivity.
Intenzivnéjsi IéCba diabetu a arterialni hypertenze by mohla sniZit vyskyt cévnich komplikaci a kardiovaskularniho rizika
u pacientd s Cushingovym syndromem.

Podporeno vyzkumnym zamérem MSM0021620807 Ministerstva skolstvi CR.

Autofi: Martin Janega, Adam Rehaéek, Tat'jana Dostalova, Irena Pipkova
Skolitelka: prof. MUDr. Tat'jana Dostalova, DrSc., MBA, Détska stomatologicka klinika, 2. LF UK a FN Motol

Ve stomatologii se pouziva cela fada kovovych slitin ze skupiny uslechtilych a neuslechtilych kov@. Je znamé, Ze kovo-
keramické korunky velice ¢asto zplsobuji namodralé aZ fialové probarveni marginalni gingivy. Jednim z projevi uvolfio-
vani iontd jsou napadné, ohranicené metalické skvrny vznikajici prostupem migrujicich kovovych ¢astic . Tyto zmény se
projevuiji jako tetovaz a jejich odstranéni je velmi obtizné V nasledujicim kasuistickém sdéleni chceme demonstrovat
moznosti parodontologicko-protetického Feseni.
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Parodontolog proved!| jednoduchou gingivectomii v rozsahu zubu 21 s degranulaci zanétlivé gingivy a osteoplastikou
kosti nad zubem, rana byla kryta parodontologickym obvazem. Po 3 tydnech byla u nastavby provedena korekce prepa-
race a polohy schiidku. Scanovanim a CAD/CAM technikou jsme ziskali keramickou kapnicku . Nasledné byla v labora-
tofi dohotovena celokeramicka korunka, kterou jsme pritmelili skloionomernim cementem. U natmeleného zubu doslo
k pfihojeni gingivy, ktera je zdrava, bez metalickych skvrn .

Autofri: Bohumil Majtan, 6. roé., Daniel Smutek, Jaromir Bélaéek, Zelinka Tomas, Petrak Ondfej, Strauch
. Branislav, Widimsky Jifi Jr., Robert Holaj
Skolitel: MUDr. Robert Holaj, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Vychodisko: V cévach nemocnych s primarnim hyperaldosteronismem (PHA) ve srovnani s nemocnymi s esencialni
hypertenzi (EH) dochazi k vétSimu zmnozeni kolagenu vedoucimu k zvySeni cévni tuhosti a mozna i nardstu intimomedi-
alni tloustky. Kvalitativni zmény v sonografickém obrazu cévy u téchto nemocnych vsak dosud nebyly publikovany.
Cil: V nasi praci jsme se snazili pomoci analyzy textury sonografického obrazu karotid na zakladé péti texturnich pfizna-
k& vychazejicich z Haralickovy analyzy obrazu najit kvalitativni rozdily mezi nemocnymi s PHA a EH.

Metodika: Intimomedialni komplex distalniho Useku spolecné karotidy jsme podrobili digitalni analyze u souboru 15
nemocnych s PHA ve véku 58 + 8 let, z toho 5 Zen a 12 nemocnych s EH ve véku 53 + 6 let, z toho 4 Zeny. Nemocni
se nelisili vékem ani vyskou systolického resp. diastolického krevniho tlaku.Ke zpracovani obrazu a vypoctu texturnich
priznak( byl pouZit script vytvoreny v programu Matlab.

Vysledky: Haralickovy texturni pfiznaky jsou uvedeny v tabulce 1. Za signifikantni jsme povaZovali rozdily na hladiné
vyznamnosti p<0,05.

Texturni PHA EH P hodnota
pfiznak median rozpéti median rozpéti median rozpéti
Entropie 0,0134789 0,0021259 0,0131155 0,0012901 0,12 0,04
Kontrast 0,0003468 0,0003563 0,0002957 0,0002406 0,17 0,13
Homogenita 0,0015632 0,0001750 0,0015892 0,0001111 0,16 0,07
Korelace 0,9633058 0,0905678 0,9601596 0,0584975 0,75 0,48
Uniformita 0,0000010 0,0000014 0,0000013 0,0000008 0,04 0,02

Zavér: Vyznamné rozdily v sonografickém obrazu karotid mezi nemocnymi s PHA a EH se nami zvolenymi texturnimi
priznaky nepodaftilo doposud spolehlivé prokazat.

Podporeno grantem IGA NR/8155-5.

Autor: Lenka Novakova, 5.r.
Skolitel:  MUDr. Karin Malickova, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Nespecifické stievni zanéty (inflammatory bowel disease, IBD) jsou chronickd stfevni zanétlivd onemocnéni,
primarné se projevujici v gastrointestinalnim traktu bolestmi bficha a prlijmy. NejddlezitéjSimi predstaviteli IBD jsou
ulcerdzni kolitida (UC) a Crohnova nemoc (CN). U mnohych postizenych se vyskytuji Cetné extraintestindlni projevy,
pricemz nejcast&jsimi jsou asymetrické migrujici artritidy a spondylitidy s prevalenci mezi 7% az 25%. Kloubni postizeni
u IBD je nasledkem imunopatologického zanétu, ktery je charakterizovan mj. vysokou aktivitou indukovatelné syntetazy
oxidu dusnatého (iNOS). Ta zpdsobuje citrulinaci (deiminaci) proteind, vedouci ke zvySeni antigenticity téchto proteind.
Test na pritomnost protilatek proti citrulinovanému cyklickému peptidu (anti-CCP) je v soucasné dobé pouzivan jako
vysoce specificky a senzitivni pro diagnostiku revmatoidni artritidy, kdy jsou protilatky detekovatelné jesté pfed nastu-
pem klinického kloubniho postiZzeni. Mym zdjmem byla detekce anti-CCP u pacientli s CN. V této skupiné nemocnych
jsem hledala souvislost mezi sérovou koncentraci anti-CCP a vyskytem zanétlivych kloubnich obtizi.

Metodika: VySetfila jsem 71 sér nemocnych s CN. Vzorky byly vybrany prostym nahodnym vybérem ze souboru nemoc-
nych s CN, vySetfenych v UKBLD VFN v roce 2006. Z lékarfské dokumentace jsem zjistila informace o misté a rozsahu
stfevniho postiZeni pacientl a o vyskytu mimostfevnich komplikaci. U 14 osob (19,7%) ze souboru byl zjistén vyskyt
artralgii az artritid. Vzorky sér jsem analyzovala na pritomnost anti-CCP, ke stanoveni protilatek jsem pouZila enzymovou
imunoanalyzu (Immunoscan RA, EuroDiagnostica, Nizozemsko). Vysledky jsem statisticky analyzovala Mann-Whitneyo-
vym testem.
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Variable

KL- — — |

KL+ — —_—

5 10 15 20 25 30 IU/ml

Vysledky: U pacientt s CN bez kloubnich komplikaci byly sérové hladiny anti-CCP velmi nizké. U nemocnych s artritidami
byly nalezeny vyssi hodnoty (Obrazek 1), rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (p=0,2). Hladiny anti-CCP nekorelovaly
s hodnotami ostatnich autoprotilatek, bézné uZivanych k diagnostice CN.

Zavér: Nenasla jsem signifikantni korelaci mezi hodnotami anti-CCP a extraintestinalnimi kloubnimi projevy IBD. Z vy-
sledkd usuzuiji, Ze vyznam anti-CCP pro predikci artropatii u IBD je nutno dale ovéfit v prospektivnich studiich. Bylo by
dobré rozsifit rozsah vybéru tak, aby bylo mozné uplatnit parametrické statistické metody a zvysit tak statistickou silu
vyzkumu.

Autori: Adam Rehaéek, 2. rod., Martin Janega
Skolitel:  prof. MUDr. Dostalova Tat'jana, DrSc., Détska stomatologicka klinika 2. LF UK a FN Motol

Abstrakt: Pocitacem navigované planovani a vlastni provedeni chirurgickych vykon0 snizuje invazivnost téchto metod,
zvySuje presnost a zlepsSuje chirurgické planovani a analyzu. Kraniofacialni anomalie a jemné anatomické detaily u Ura-
z0 v orofacialni oblasti mohou byt velmi dobfe sledovany pomoci téchto zobrazovacich technik. Soucasny technicky
pokrok v této oblasti pfinesl fadu novych technologii i metod dovolujicich analyzovat zmeny v oblasti obliceje ve dvou
nebo tfech rovinach. Jednou z takovychto metod je kefalometrie. Celistni a obli¢ejova chirurgie stale Castéji vyuziva 3-D
zobrazovani pro porovnani stavu pred a po operaci, k dosazeni funkcniho i estetického maxima. Je to idealni metoda
popisujici zmény tvrdych a mékkych tkani s velkou pFesnosti, umozriujici detailni morfometrickou analyzu 3-D modeld.
Cilem nasi prace je proméfit rentgenové snimky hlav vétsiho poctu zdravych pacientd bez jakychkoli ortodontickych
anomalii a z naméfenych hodnot vypodist stfedni hodnoty lebecnich parametrd a parametrl mékkych tkani primérného
(idedIniho) ceského muze a Ceské Zeny.

Tato stfedni hodnota umozni pocitacové simulovat vysledek chirurgického feseni, kdy budou zobrazeny jak zmény tvrdych
tkani, tak i zmény morfologie tkani mékkych.

Autor: Lucia Skacikova, 6. roc. i i
Skolitel: as. MUDr. Helena Mareckova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN a Ustav klinické
biologie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

NK buriky (natural killers) jsou lymfocyty schopné rychle zabijet nékteré nadorové a virem infikované buriky. Stanovuji
se pritokovou cytometrii (CD3-/CD16+,56+) a produkuiji rlizné cytokiny véetné interferonu gamma (IFNy). Hladiny IFNy
jsou zvySené u rdznych imunopatologickych stavd véetné nami sledovanych pacientl s roztrousenou sklerdzou a paci-
entek s poruchou fertility. Rutinné se IFNy méfi v séru metodou ELISA, jeji nevyhodou je nizka citlivost a neschopnost
urceni subpopulace bunék produkujicich tento cytokin. To Ize napf. testem stanoveni produkce intracelularnich cytokind
cytometrem. ReSeni Uskali této metody bylo cilem nasi prace. Stimulaci bunék, nutné pro nizkou produkci cytokind
v klidovém stavu, klesa exprese nejuzivanéjsiho znaku pro charakteristiku NK bunék - CD56, a proto jsme hledali jiny
vhodny znak. Po porovnani rliznych molekul na povrchu NK bunék jsme vybrali molekulu CD94. Ta je v malém mnoZstvi
zastoupena i na subpopulacich T lymfocyt(, a tak jsme poufZili Sestibarevnou pritokovou cytometrii pro urceni dalSich
znakd odlisujicich populace s moznou expresi CD94.
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Metodika: 37 pacient(, periferni krev po odbéru stimulovana phorbo myristate acetatem a ionomycinem za pfitomnosti
brefeldinu A, nasledovala permeabilizace a znaceni monoklonalnimi protilatkami (proti IFNy, IFNy-receptoru, CD3, CD4,
CD8, CD94 — BD Bioscience) a analyza na priitokovem cytometru FACSCanto.

Vysledky: produkce IFNy byla v priiméru u 48,6% CD94+ bunék (s =13,0) a u 24,3% CD3+ bunék (s=10,1), pomér
produkce IFNy v CD94/CD3 byl v rozmezi 0,86—4,78.

Zavér: Prace demonstruje vhodnost vyuziti nasi metodiky pro stanoveni produkce cytokint NK burikami.

Autofi: Andrea Speldova 2. ro&., MUDr. M. Ingrischova, II. interni klinika — klinika angiologie a kardiologie 1. LF
. UK a VFN, MUDr. B. Jindrova KARIM 1. LF UK a VFN
Skolitel:  odb. as. MUDr. V. Vavra, Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny 1. LF UK a VFN

Uvod: laické prvni pomoc — jeji véasné a spravné poskytnuti méiZze zabranit ireverzibilnim zménam v CNS. Tyto nastavaji
po tfech az péti minutach hypoxie. Jak praktické, tak teoretické védomosti absolventd nami pofadanych kurzd umozni
poskytnuti neodkladné prvni pomoci do prijezdu odborné Iékarské sluzby (RZP, RLP). Vyuka laické prvni pomoci zcela
vymizela z vyukovych osnov na vSech stupnich vzdélani. Kurz prvni pomoci je strukturovan jako dvouhodinova lekce
rozdélena na teoretickou a praktickou Cast. V teoretické Casti jsou Ucastnici seznameni se zaklady kardiopulmonalni
resuscitace (KPR) a s dalSimi postupy v Zivot ohroZzujicich situacich. V praktické ¢asti maji UCastnici moznost si techniku
KPR vyzkouSet na modelu. Pfednasky probihaji pravidelné 1x mésicné v Akademickém klubu a prilezitostné na stred-
nich Skolach a jinych mistech. Na vyuce se podili mladi Iékafi VFN a studenti 1. LF UK pod vedenim odb. as. MUDr. V.
Vavry.

Metodika: Pomoci dotazniku jsme srovnavali znalosti KPR odborné a laické verejnosti.

Vysledky: Z dotaznikového Setfeni vyplynulo, Ze laicka vefejnost ma obecné malé povédomi o poskytovani KPR.
Zavér: Z vyse uvedeného vysledku vyplyva potreba kontinualniho vzdélavani laické verejnosti v proble-
matice KPR. Od vzniku projektu v roce 2005 do dubna 2007 bylo proskoleno pies 2000 tGcastnikii.
Zajem o znalost zakladnich technik laické prvni pomoci se stale zvysuje.

Autor: Bc. Zdenék Telicka, 1. roc.
Skolitel: MUDr. Jan Jiskra, Ph.D., III. interni klinika-klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

K zaznamenavani sledovanych informaci ziskanych vysetfenim pacientt (klinickym, laboratornim a zobrazovacimi metoda-
mi) pouzivaji lékafi v klinickém vyzkumu nej¢astéji tabulkové procesory. Dvodem je absence vhodného programového
prostfedku, ktery by byl sou¢asti nemocnicniho informacniho systému a ktery by umoznil ukladani predem definovanych
parametr{, které |ékafi poZzaduji sledovat. Nedostatkem tabulkovych procesort je nemoznost sdilet databazi pacientd
mezi vice lékafi a Casova narocnost, protoze Iékar je nucen béhem vysetieni pacienta zadavat informace do nemocnic-
niho informacniho systému a nasledné si zapsat Udaje, které hodla sledovat.

Projekt se zabyva vyvojem relacni databazové aplikace a jejiho uZivatelského prostiedi, kterd umozni ukladani pozado-
vanych dat, ale hlavné zjednodusi jejich zpracovani pro klinicky vyzkum. Databaze rovnéz umoznuje sdilet data mezi
rliznymi pracovisti kliniky a zvysit efektivitu prace vyzkumnych tymd. Struktura databazové aplikace je navrhovana
v Uzké spolupraci s lékari tak, aby maximalné pokryvala potteby klinickych pracovist, ale zaroven tak, aby jeji pouzivani
nekladlo zvySené Casové naroky na vysetfeni pacienta. Soucasti vyvijené aplikace jsou funkce na oboustrannou vyménu
dat s nemocni¢nim informacnim systémem. Pfi vySetieni pacienta |ékaf zadava informace pouze jednou. V jediné data-
bazi maji |ékafi k dispozici parametry klinickych vysetfeni, zobrazovacich metod a laboratornich vysledkd.

z moduld, které jsou navrzeny pro jednotliva pracovisté III. interni kliniky. V souc¢asné dobé aplikaci vyuZzivaji endokri-
nologicka pracovisté a pfipravuje se jeji rozsiteni pro osteocentrum. Databaze jiz nyni obsahuje data ziskana od stovek
pacientl, coz ji ¢ini vykonnym nastrojem v klinickém vyzkumu.
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Autofi: Karel Dvorak, Tima L., Svestka T., Zeman M., Zak A., Britha R.
Skolitel: doc. MUDr. Radan Briiha, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK
a VFN

Uvod: Nealkoholicka steatohepatitida (NASH) je charakterizovéna steatotickym postizenim jater (vétSinou makroveziku-
larni steatdzou), které neni zplsobeno alkoholem. Nejcastéjsi pricinou NASH je metabolicky syndrom charakterizovany
pritomnosti obezity, diabetu, hypertenze a hypertriglyceridémie. Zakladnim patofyziologickym podkladem tohoto syndromu
je pravdépodobné inzulinova rezistence. Na rozdil od prosté steatdzy, ktera je benignim onemocnénim, prechazi NASH
az u 20% pacientl do stadia jaterni cirhdzy a je tak asi nejcastéjsi pricinou tzv. kryptogenni cirhdzy. Cilem pilotni studie
bylo zjistit Cetnost jaterniho poskozeni u pacientll s diabetem 2 typu sledovanych na nasem pracovisti a posoudit, zda
pritomnost jaterni Iéze souvisi s dlouhodobou kompenzaci diabetu.

Pacienti a metody: Bylo vySetfeno 262 pacientl (151 muzd a 111 Zen) ve véku od 24 do 89 let (priimér 61,7), kterym
byl v prlibéhu roku 2006 vysetfovan na IV.interni klinice VFN glykosylovany hemoglobin. Skupina byla rozdélena na pa-
cienty se Spatné kompenzovanym diabetem a pacienty kompenzované. Jako parametr kompenzace diabetu byla zvolena
hodnota glykosylovaného hemoglobinu. Kritériem pfitomnosti jaterniho poskozeni bylo zvySeni ALT ¢i AST nad normu.
Vysledky: 67,8% pacientd mélo dobfe kompenzovany diabetes, u 32,2% pacientd byl diabetes kompenzovan Spatné
(glykovany hemoglobin nad 0,06). Patologické jaterni testy (ALT, AST) mélo 18,8% pacientl s dobfe kompenzovanym
diabetem a 18,4% pacientl s diabetem kompenzovanym Spatné. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v Cetnosti
jaterniho poskozeni mezi obéma skupinami pacientd.

Zaveér: Zda se, ze aktuaini stav kompenzace diabetu nema vliv na Cetnost ¢i zavaznost jaterniho poskozeni u pacien-
t0 s diabetem 2. typu. Etiologickym faktorem tedy nejspiSe neni samotna hyperglykémie, ale pravdépodobné faktory
vedouci ke vzniku samotného diabetu — napt. inzulinova rezistence.

Authors: Daniela Forniistkova, 3. roé., Stibiirek L, Pejznochova M, Zeman J
Supervisor: Prof. MUDr. J. Zeman, DrSc, Department of Paediatrics, Charles University in Prague, First Faculty of
Medicine

COXB5A is one of 13 structural subunits of cytochrome c oxidase (COX), the terminal enzyme of respiratory chain. We
used RNAI to analyze impact of decreased steady-state of COX5A on COX assembly. RNAi down-regulate post-transcripti-
onally gene expression by siRNAs or miRNAs. We chose plasmid-based RNAi expressing short hairpins embedded within
a miRNA context from the naturally occurring miR30 to mimic a natural microRNA primary transcript.

We constructed seven derivatives of the plasmid coding for hairpins aimed at different positions of COX5A mRNA. A long
halflife of COX5A (the level of the protein is at least 48 hours post nucleofection unchanged on Western Blot) contradict
the screening of RNAI using imunodetection of endogenous COX5A in transiently transfected cells. Thus we optimized
screening method that estimate silencing potential of candidate shRNAs. In principle, the method is based on detection
of marker, which is translated from transcript with RNAi-target sequence using Western Blot or FACS (the higher the
level of marker the higher the leakage of individual hairpin-mediated RISC systems).

Based on the above-mentioned method, we chose three candidate shRNAs and prepared stable cell lines, where deple-
tion of COX5A level was confirmed using SDS immunoblotting. Also specific activity of COX was revealed decreased.
BN-PAGE showed diminished level of COX holoenzyme and its assembly intermediates.

Supported by grants GAUK 1/2006/R and GACR 303/03/H065.

Authors: Hana Glierova, 3. ro¢., Panigaj M., Zivny 1., Holada K., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK
a VFN", Ustav patologické fyziologie 1. LF UK
Supervisor: Dr. Ing. Karel Holada, Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Cellular prion protein (PrPc) is a membrane glycoprotein which plays a key role in pathogenesis of neurodegenerative
disorders known as transmissive spongiform encephalopathies (TSE). Erythroid cells specific a-hemoglobin stabilizing
protein (AHSP) is one of potential markers of TSE. Its expression is downregulated in the course of prion infection
suggesting possible connection between erythropoesis and TSE pathogenesis.

Our previous data showed that induction of erythroid differentiation of MEL cells le ads to increased expression of PrPc.
To study involvement of PrPc in erythropoesis an acute haemolytical anemia was induced in wild type (WT) and PrPc
knock out mice (PrP-/-) by i.p. administration of phenylhydrazine (PHZ). A rapid decrease in hematocrit (HCT) in both
mice during first day after induction of anemia was followed by increased expression of erythropoetin (EPO) mRNA
in kidneys and higher plasma levels of EPO. However the normalization of HCT levels in PrP-/- mice was significantly
protracted. To confirm the role of PrPc expression we compared the effect of PHZ in PrP-/- and Tga20 mice (PrP-/- with
randomly reintroduced Prnp gene). Again the course of anemia was significantly deeper in PrP-/- mice. Our results
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imply that PrPc plays a role in erythropoesis or affects the ability of PrP-/- erythroid cells to deal with the oxidative
stress caused by PHZ.

GACR 310/04/0419, 310/05/H533, MSM 0021620806

Authors: Katefina Homolova, 3. roC., Petra Zavad'akova and Viktor Kozich
Supervisor: doc. MUDr. Viktor KozZich, CSc., Ustav dédicnych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN

In a cohort of 9 cblE patients of European origin with disease causing mutations in methionine synthase reductase gene
(MTRR) 7 patients carry nonsense mutations in one or both alleles. The most common pathogenic mutation in the MTRR
gene is an unusual intronic substitution c.903+469T>C, which causes an aberrant splicing of MTRR transcript and stop
codon formation. RT-PCR analysis revealed that the extent of missplicing is incomplete as we detected normally spliced
mRNA even in homozygous patients. The aim of our study was to quantify normal, mutant and total MTRR mRNA in
primary human fibroblasts from 9 cblE patients and 5 controls using a real-time RT-PCR. Amplification with SYBR Green
detection was highly specific for desired splice variants and was sensitive to one gene copy per reaction. All data were
normalized to average expression of 3 internal control genes HPRT1, TBP and GAPDH validated by geNorm program
(M = 0.42). The expression of total MTRR transcript in 5 patients carrying c.903+469T>C in one or two alleles was
significantly 2-fold lower (p < 0.05) confirming the instability of aberrantly spliced mRNA, whereas expression in 4 cblE
patients with other mutant MTRR alleles was not changed compared to controls. Expression of total MTRR transcript
in two patients homozygous for ¢.903+469T>C is decreased to 26% compared to controls. The abundance of MTRR
mRNA in heterozygous patients varies from 17% to 93% depending on mutation present in second allele. Our results
also showed that up to 16% of correctly spliced mRNA is formed from mutant transcript in homozygous patients howe-
ver it accounts for only 4% of wild type MTRR mRNA production in controls. On the other hand, even healthy controls
produce very small amount (< 0.5) of aberrantly spliced isoform. Our results suggest that the intronic substitution leads
to an expression shift between two MTRR splice variants towards unstable truncated isoform. The setting up of RT-qPCR
technique for quantification of MTRR splicing variants provides a valuable tool for monitoring of effects of therapeutic
interventions known to influence splicing.

This study was supported by grant No. 303/03/H065 from the Grant Agency of Czech Republic and by Research project
of Charles university No. VZ MSM CR 0020620806.

Authors: Markéta Kalmarova, 6. roc., Evgeny Smirnov, Martin Masata, Karel Koberna, Helena Fidlerova, Ivan
Raska

Supervisor: prof. RNDr. Ivan Raska, DrSc., Qstav bunécné biologie a patologie 1. LF UK a Oddéleni bunécné
biologie, Fyziologicky ustav AV CR

It is widely accepted that chromosomes occupy more or less fixed positions in mammalian interphase nucleus. However,
relation between large-scale order of chromosome positioning and gene activity remains unclear. We used the model
of the human ribosomal genes to address specific aspects of this problem. Ribosomal genes are organized in clusters
termed nucleolus organizer regions (NORs). Only some NORs, called ,competent®, are transcriptionally active, while
the rest remain silent. Importantly in this respect, the regularities in distribution of active and non-active NORs among
the specific chromosomes were already established in two human-derived cell lines: transformed Hela and primary
LEP cells. In the present study, using FISH and immunocytochemistry, we found that in HelLa and LEP cells the large-
-scale positioning of the NOR-bearing chromosomes with regard to nucleoli is closely linked to the transcription activity
of rDNA. Namely, the tendency of rDNA-bearing chromosomes to associate with nucleoli correlates with the number
of transcriptionally active NORs in the respective chromosome homologs. Most of the silent NORs are included in the
nucleoli. Some intranucleolar NORs (supposedly silent) are situated on elongated chromatin protrusions connecting
nucleoli with respective chromosome territories spatially separated from nucleoli.

This work was supported by grants from the Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic MSM0021620806
and LC535, the Grant Agency of Sciences of the Czech Republic Av0250110509, the Wellcome Trust 075834/04/Z and
the Grant Agency of the Czech Republic 304/04/0692, 304/05/0374, 304/06/1662 and 304/06/1691.
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Autor: Jan Krtil, 6. roc. i
Skolitel: prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky
1. LF UK a VFN

Uvod: Podocyty jsou terminalné diferencované epitelidini buriky, které vytvareji zevni vrstvu glomerularni filtracni bari-
éry. Jejich poskozeni vede k rozvoji proteintrie. Obecné se predpoklada, Zze podocyty maji velmi omezeny regeneracni
potencial, nicméné je naznaCovana moznost jejich proliferace po poskozeni. Cilem nasi prace bylo zjistit, zda primarné
kultivované podocyty poskozené aminonukleosidem puromycinu (PAN) maji tendenci proliferovat béhem restituce po
poskozeni.

Metodika: Primarné kultivované diferencované potkanni podocyty byly in vitro poskozeny PAN (10 a 50 pg/ml, 24
hod.). Po inkubaci s PAN bylo médium odstranéno a nahrazeno béznym kultivacnim médiem s 10% FBS. Po 1, 4 a 7
dnech restituce byla analyzovana celkova metabolicka aktivita podocytl MTT testem a proliferacni aktivita expresi PCNA
(Western blotting). Pfed a po aplikaci PAN byla imunofluorescenci stanovena hustota vitalnich bunék a sledovana exprese
nékterych podocytarnich proteinl (WT-1, synaptopodin, CD2AP).

Vysledky: Hustota viabilnich bunék je redukovana v zavislosti na koncentraci PAN. Metabolicka aktivita podocytl po
PAN 10 ég/ml stoupa od 1. dne restituce. Exprese PCNA se zvySuje béhem 1. dne restituce, poté dochazi opét k poklesu
v zavislosti na koncentraci PAN.

Zaveér: Nizka koncentrace PAN mlize indukovat urcitou regenerativni odpovéd’, zatimco vysoka koncentrace plsobi na
podocyty vyhradné toxicky.

Autofi: Lukas Lacina, 3. ro¢., Dvofankova B., Cada Z., Smetana K. Jr.
Skolitel: prof. MUDr. Karel Smetana, DrSc., Jr., Anatomicky ustav 1. LF UK

Uvod: Interakce mezi epitelem a mezenchymem jsou dilleZité nejen pro vyvoj kiize a sliznic prenatalné, ale uplatfiuji
se i v prlibéhu regenerace pfi rozvoji malignich nadorovych onemocnéni. Zda se, Ze pravé tato interakce se mlze spo-
lupodilet na agresivité vznikajiciho nddoru a jeho schopnosti metastazovat.

Cil studie: Sledovani vlivu bunék nadorového stromatu izolovanych z bazoceluldrniho /BCC/ a spinocelularniho /SCC/
karcinomu na fenotypové zmény interfolikularnich keratinocytl navozené v priibéhu kokultivace.

Metodika: Fenotyp lidskych malignich nador (BCC a SCC) byl porovnavan s fenotypem normalnich interfolikularnich
keratinocytl kokultivovanych in vitro s rliznymi typy fibroblastd, véetné fibroblastd izolovanych ze stromatu BCC a SCC.
Imunocytochemicky byla detekovana exprese keratind (K8, K14, K19), tfi typl endogennich lektinG tj galektinu (Gal-1,
Gal-3 a Gal-7) a vazebnych mist pro ne, proliferacniho markeru Ki-67, nukleolarniho proteinu nukleosteminu a membrano-
vého epitelidiniho antigenu Ber-EP4. Zaroven byl studovan i fenotyp a karyotyp fibroblastu izolovanych ze stromatu BCC
a SCC. Tumorigenicita techto stromalnich bunek byla testovana jejich implantaci do podkozi NOD/LtSz-Rag1inull mysi.
Vysledky: U sledovanych stromalnich bunek nebyla pokusem in vivo prokdzana jejich tumorigenicita. Naopak pri ko-
kultivaci s normalnimi keratinocyty in vitro dokazaly tyto bunky indukovat v epitelu fenotypové zmeny blizké fenotypu
nadoru, ze kterého byly stromalni bunky izolovany (K-19, Ber-EP4, K-8), zaroven doslo k expresi nekterych markeru
poukazujici na nizkou uroven diferenciace epitelidinich bunek (vazebnd mista pro Gal-1 a nukleostemin). Provedeni ko-
kultivace v insertovém systému (oddeleni ruznych typu bunek membranou) ukazalo, Ze vyvolané zmeny nejsou zavislé
na primém kontaktu bunek.

Zavér: Fenotypové zmény indukované u normalnich keratinocytd vlivem nadorovych stromalnich fibroblastli poukazuji
na vyznam role stromatu v procesu nadorového onemocnéni. Nadorové stroma se tak mlize aktivné podilet na tvorbé
specifického mikroprostfedi nutného k rozvoji maligniho onemocnéni a jeho resistenci k terapeutickym zasahtim.

Autofi: Martin Lenicek, 4. ro¢., J. Zelenka, M. Bortlik, M. Lukas, L. Vitek
Skolitel: doc. MUDTr. Libor Vitek, PhD., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Stanoveni malabsorpce Zlucovych kyselin (BAM) predstavuje, zejména v gastroenterologii, déleZity diagnosticky
nastroj. Pfekvapivé je jen velmi malo metod, které Ize k ureni BAM pouZit. Takzvany ,zlaty standard" 7°SeHCAT neni
v celé fadé zemi povolen (vcetné CR) a stanoveni mnozstvi zZluCovych kyselin (BA) ve stolici za 24 hodin se prakticky
neprovadi. BAM Ize urcit pomoci sérovych koncentraci 7a-hydroxy-4-cholesten-3-onu (cholestenu), meziproduktu syntézy
BA. Stanoveni tohoto analytu vyZaduje komplikovanou extrakci na pevné fazi pfi 64°C, coz brani rutinnimu pouziti.
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Metodika: Tento limitujici krok jsme obesli navrzenim nové metody extrakce. Cholesten je extrahovan chloroform:
methanolem (2:1 v/v) a v toluenu nanesen na kiemikovou predkolonku za pokojové teploty. Po promyti hexanem
a hexan-isopropanolem (99,6:0,4 v/v) je eluovan 1ml isopropanolu. Vzorek je po odpareni a rozpusténi v acetonitrilu
separovan pomoci HPLC (kolona C18, mobilni faze acetonitril:voda 95:5 v/v, detekce 241nm). 7B-hydroxy-4-cholesten-
3-on slouZi jako vnitfni standard.

Vysledky: Popisovana metoda je presna, citliva a linearni v Sirokém rozmezi (2 to 500 ng/ml). Na souboru Citajicim asi
400 jedinct byl stanoven median sérové koncentrace cholestenu na 12ng/ml u zdravych jedincl, zatimco u pacientt
s Crohnovou chorobou po resekci terminalniho ilea byly koncentrace az 450ng/ml (median 129ng/ml).

Zavér: Nové popisovana metoda nabizi spolehlivy nastroj k urceni BAM, ktery miize byt jednoduse uveden do rutinniho
laboratorniho provozu.

Autofi: Igor Linetskiy, 3. roc., Hubalkova H., Starcuk Z.
Skolitelka: doc. MUDr. Hana Hubalkova, PhD., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Kvalita vysledk( vysetfeni metodou magnetické rezonance v oblasti hlavy a krku mize byt vyrazné ovlivnéna pfitomnymi
kovovymi pfedméty. Nejcastéji to jsou fixni protetické prace zhotovené z rliznych dentélnich slitin, dentalni implantaty,
fixni ortodontické aparaty a chirurgické dlahy. Jejich interakce s magnetickymi poli MR pfistroje mize zplsobit vznik
artefaktu vysledného obrazu. Obvykle se projevuje jako vypadek Casti obrazu v podobé Cerné diry ktery omezuje,
a v nékterych pripadech i znemozriuje vyhodnoceni vysledkd vysetfeni. Velikost a tvar artefaktu jsou pfimo zavislé na
magnetické susceptibilité kovového predmétu. Na vysledcich MR testovani 47 dentalnich slitin od ¢eskych a zahranicnich
vyrobcl a stanoveni hodnot jejich magnetické susceptibility autofi hodnoti zavislost velikosti a tvaru artefakt(i zplsobe-
nych dentalnimi kovovymi pfedméty a vyslovuji doporuceni pro klinickou praxi .

Autor: Filip Majer, 3. ro¢. i
Skolitel:  doc. RNDr. Frantisek Smid, CSc., Hepatologicka laboratof, Ustav klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Glykolipidy jsou vyznamnou slozkou vnéjsi vrstvy lipidni dvojvrstvy plasmatické membrany. Maji ddleZitou roli
jako markery a receptory bunécného povrchu, a jejich rigidnéjsi molekuly Cini povrch bunky mechanicky stabiln&jsi
a chemicky resistentni. U estrogeny idukované cholestazy, ktera je modelem cholestazy indukované oralnimi kontracep-
tivy a téhotenské cholestazy, byl zjistén pokles tekutosti plasmatické membrany.

Metody: V nasi studii jsme srovnavali slozeni gangliosid{ v jatrech potkana kmene Wistar se slozenim v jatrech potkan(,
u nichZ byla indukovana cholestaza 17-a-ethinylestradiolem (EE) (5mg/1 kg b.wt) po dobu 18 dnl. Celkové gangliosidy
v jaternim homogenatu byly stanoveny spektrofotometricky a jednotlivé gangliosidy denzitometricky po rozdéleni na TLC
s detekci resorcinolovym cinidlem. Na histologickych fezech byla provedena detekce gangliosidt pomoci bakterialnich
toxind vazajicich gangliosidy a membranovych transportérl k uréeni lokalizace gangliosidd v ramci jaterniho lalécku
a hepatocytu. Déle byla stanovena hladina mRNA dvou vytipovanych enzymd podilejicich se na biosyntéze gangliosidd
metodou RT-PCR.

Vysledky: Vysledky ukazuji na zvySeni mnozstvi gangliosidd, hlavné b-vétve biosyntézy. Dale jsme prokazali pfesun
gangliosidu GM1 do sinusoidalnich prostord. Hladiny mRNA GD3 a GM1-syntazy se ukazali jako nezménéné.

Zaveér: Vysledky ukazuji, Ze zvySeni celkovych gangliosidi odpovida narlistu gangliosidd b-vétve biosynthesy, které by
mohly byt zodpovédné za zvySeni rigidity membrany. Zmény v lokalizaci GM1 mohou souviset s reakci hepatocytl na
detergentni Gcinek zlucovych kyselin u cholestazy.

Podporeno IGAMZ 9366-3

Autorky:  Hana Malinska, 5. ro€., M. BureSova, I. Markova, L. Kazdova
Skolitelka: RNDr. Eva Tvrzicka, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Adiponektin je protein produkovany v tukové tkani, ktery je secernovéan do cirkulace, kde jsou jeho koncentrace
1000x vyssi nez inzulinu. Jeho exprese a plasmatické koncentrace jsou snizeny pfi obezité, inzulinové rezistenci a dia-
betu 2 typu. V soucasné dobé chybi podrobnéjsi poznatky o regulaci jeho sekrece, zapojeni do lipidového metabolizmu
a glukoregulace pfi inzulinové rezistenci. V provedené studii jsme u experimentalnich model inzulinové rezistence
asociované s obezitou a bez obezity sledovali sérové koncentrace adiponektinu ve vztahu k vaze epididymalniho tuko-
vého télesa jako ukazatele visceralni tukové tkane, k sérovym koncentracim triglyceridG a rezistenci svalové a tukové
tkané k Ucinku inzulinu.
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Metody: Pokusy byly provedeny u dospélych samcl a) u neobesnich hypertriglyceridemickych potkand (HHTg) ve
stafi 4 a 18 mésicl, b) u obéznich potkand kmene Zucker a c) u neobéznich spontanné hypertenznich potkand (SHR)
krmenych po dobu 2 tydnd dietou obsahujici 60% fruktdzy. Kontrolni skupiny tvofili neobézni normotriglyceridemicti
potkani odpovidajiciho véku a kmene. Koncentrace adiponektinu byly stanoveny metodou ELISA (B-Bridge Inc., USA.)
Resistence kosternich svalll (m. soleus) a tukové tkané k Gcinku inzulinu byla sledovana podle inzulinem stimulované
inkorporace “C-U-glukdzy do glykogenu a lipid@.

Vysledky: U obéznich potkant byly nizké hladiny adiponektinu spojeny s vyssi vahou tukového télesa a vyrazné zvysenou
hypertriglyceridemii a s témér Uplnou rezistenci tukové a svalové tkané k Gcinku inzulinu. Naproti tomu u neobéznich
HHTg a kontrolnich potkan{ nebyly koncentrace adiponektinu rozdilné ve stafi 4 ani 18 mésicl, prestoze HHTg potkani
méli vyssi triglyceridemii a zhorSenou inzulinovou rezistenci svalové a tukové tkané. U obou téchto skupin doslo v pri-
béhu starnuti ke stejnému poklesu sérovych koncentraci adiponektinu. Podavani fruktozové diety, které zvysilo sérové
triglyceridy a inzulinovou rezistenci tkani, koncentrace adiponektinu neovlivnilo.

Skupina Epid. tukové s- triglyceridy s-adiponektin
téleso, g/100g mmol/I ug/ml
K-Wistar 4 més. 1,55 + 0,07 0,85 £+ 0,072 3,17 £ 0,312
K-Wistar 18 més. 1,72 £ 0,07 1,17 £ 0,072 2,25 £ 0,122
HHTg 4 més. 1,39 £ 0,06 ° 2,95+ 0,21° 3,32 £0,18°
HHTg 18 més. 1,87 £ 0,09 ® 3,83 £0,41° 2,44 £0,20°
SHR 4 més. 1,05 + 0,05 0,54 £ 0,09¢ 6,16 £ 0,61
SHR 4 més. + fruktdza 1,05 £ 0,04 0,99 £ 0,18¢ 5,63 £0,92
Zucker-obézni 4 més. 2,75 £ 0,09 2,81 £ 0,26 1,86 £ 0,17

Hodnoty oznacené stejnym indexem jsou statisticky vyznamné rozdilné.

Zaveér: Zjisténa korelace mezi vahou epididymalniho tukového télesa a sérovymi koncentracemi adiponektinu (r=-0,82,
p<0,02) podporuji hypotézu o zavislosti sekrece adiponektinu na mnozstvi tukové tkané. Vysledky naznacuiji i tlohu
snizenych koncentraci adiponektinu pfi zhorSovani inzulinové senzitivity tkani s pribyvajicim vékem. Naproti tomu he-
reditarni hypertriglyceridemie ani nutri¢né indukovana inzulinova rezistence nebyly spojeny s rozdilnymi hladinami
adiponektinu v séru.

Authors: Martin Panigaj, 4. roc., Karel Holada
Supervisor: Dr. Ing. Karel Holada, PhD., Institute of Imnmunology and Microbiology First Faculty of Medicine and
General Teaching Hospital

Although cellular prion protein (PrP¢) is of a great medical importance, its role in physiological processes remains
enigmatic. Our preliminary study suggested its involvement in murine erythropoesis. In order to search for its function
in erythroid differentiation, we employed RNA interference to inhibit expression of PrP¢ gene (Prnp) in murine erythro-
leukemia cells (MEL), which represent well established model for in vitro erythroid differentiation. For this purpose we
designed model system constituted by retroviral vector expressing short hairpin RNA (shRNA) under the U6 promotor.
For these shRNA we utilized one published and two own designed sequences targeted along the Prnp mRNA molecule.
Retroviral vectors with inserted shRNA sequences were transfected to MEL cells and selected with puromycin. Screening
of individual cell populations after transfection revealed that published sequence reached modest inhibition (~50%) of
Prnp, but own-designed sequences were not effective. Preliminary results led us to hypothesize that a) selected cell
populations are heterogeneous, so we must distinguish cell clones with distinctive Prnp inhibition b) promotor U6 may
not be preferred in MEL cell line c) vector may became partially inactivated and finally d) it may be necessary to try
more sequences. All these hypothesis are now under investigation. Establishment of stable transfected MEL cell line
with inhibited Prnp gene would allow us to test its importance in erythroid differentiation under physiological conditions
and also under model conditions of prion infection.

Autofi: Martina Pejznochova, 3. roc., M. Tesaiova, T. Honzik, H. Hansikova, M. Magner a J. Zeman
Skolitelé: prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc. a RNDr. Hana Hansikova, Ph.D., Klinika détského a dorostového lékaFstvi
1. LF UK a VFN

Uvod: Mitochondridlni DNA (mtDNA) je cirkuldrni dvouretézcova molekula kédujici 13 proteind, které jsou soucsti
systému oxidativni fosforylace (OXPHOS). Proces jeho maturace béhem fetalniho vyvoje neni dosud zcela objasnén,
pricemz bylo zjisténo, Ze mnozstvi mtDNA v burice mdZe ovlivnit fetalni vyvoj. Cilem této studie bylo kvantifikovat zmény
v mnozstvi mtDNA v leukocytech pupecnikové krve v priibéhu fetdlniho vyvoje.
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Material a metody: Byl nasbiran soubor 107 vzork& pupecnikové krve, které byly odebrany z placentarni ¢asti pupecniku
po porodu dono$enych a nedonoSenych novorozencd, ktefi se narodili mezi 25. a 41. tydnem gestace. Leukocytarni DNA
byla izolovana metodou selektivni lyze erytrocytll. Kvantifikace mtDNA byla provedena metodou kvantitativni PCR.
Vysledky: Byla zavedena metoda real-time PCR pro relativni kvantifikaci zmén v mnozstvi mtDNA v leukocytech pupec-
nikové krve. Vyznamna negativni korelace byla zjisténa mezi pomérem Ct (mtDNA) / Ct (nDNA) v leukocytech pupecni-
kové krve a gestacnim vékem v prlibéhu fetalniho vyvoje (r = - 0,54; p < 0,01).

Zaver: Zjisténa negativni korelace svédci o poklesu relativniho mnoZstvi mtDNA pripadajiciho na bunku v leukocytech
pupecnikové krve v priibéhu poslednich 13 tydn{ gestace. Tento trend miize byt zplisoben rostoucim mnoZzstvim leu-
kocytd a zménami jejich bunéénych parametrd v souvislosti s probihajicim pfesunem hematopoesy z fetalnich jater
do kostni dfené.

Tato prace byla podpofena grantem GACR 303/03/H065.

Autor: Mgr. Jana Prochazkova, 4. roc.
Skolitel:  prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového lékafstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Hereditarni koproporfyrie (HC) je autozomalné dominantné dédéné onemocnéni zplisobené snizenim aktivity
enzymu koproporfyrinogenoxidazy (CPO), Sestého enzymu metabolické drahy syntézy hemu. Hlavnimi klinickymi sympto-
my akutnich atak jsou kiecovité bolesti bficha, zvraceni, nevolnost, tachykardie, zacpa, kiece, deprese, parézy koncetin.
Gen pro CPO je lokalizovan na 3. chromozomu (3q12) blizko centromery. Gen je slozen ze sedmi exonl a Sesti intrond,
zaujima asi 14 kilobazi. V lidském genomu je CPO gen zastoupen jen jednou, ma dva polyadenylacni signaly. Protein CPO
je aktivni jako dimer a ma témér globularni tvar. CPO protein o monomerni velikosti 39 kD je slozen ze dvou domén.
Metodika: Byla izolovana genomicka DNA u 2 nemocnych s klinicky a biochemicky stanovenou diagnosou HC a jedné
nemocné s podezienim na HC. Mutacni analyza CPO genu byla provadéna metodami zaloZenymi na PCR, amplifikované
fragmenty byly sekvenovany nebo Stépeny restrikénimi endonukledzami.

Vysledky: Diagnosu hereditarni koproporfyrie jsme na zakladé pfitomnosti mutace v genu pro CPO potvrdili u vSech ti
vySetfovanych. Dvé nalezené mutace jsou v literature dosud nepopsané. U prvniho nemocného mutace vedla k zaméné
kodonu pro Trp27 za STOP kodon a k predc¢asné ukoncené translaci. U druhého nemocného jsme prokazali mutaci pod-
minujici zaménu aminokyseliny Phe377 za Leu. Deleci tfi bazi pti zachovani ¢teciho ramce, ktera vede k deleci Gly390,
jsme nalezli u dalSi nemocné s Gilbertovym syndromem a akutni porfyrickou atakou v anamnéze.

ZAaveér: Znalost konkrétni mutace charakteristické pro danou rodinu s HC umozni odhaleni vSech nositelll patologické
mutace a umozni prevenci akutnich porfyrickych atak. Exprese a charakterizace mutované CPO umozni hlubsi pochopeni
molekularni patologie HC.

Podpoteno granty GACR/303/03/H065, MSMT 0021620806.

Authors: Martina SpiSakova, 5. roC., Zdenék Cizek, Zora Mélkova
Supervisor: MUDr. Zora Mélkova, Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Vaccinia virus (VV), a typical member of the Poxvirus family, has been used in the past for vaccination against smallpox,
leading to eradication of this disease by 1980. Nevertheless, understanding the processes underlying VV infection is
increasingly more important for various reasons, namely for vaccination purposes and for defense against potential
bioterrorist attacks.

We have previously observed inhibitory effects of ethacrynic acid, a redox-modulating agent, on VV growth. Consequent-
ly, we studied changes in the growth of VV after treatment with a panel of several other redox-modulating agents:
L-ascorbic acid, dithiothreitol, B-mercaptoethanol and o-lipoic acid (LA), with LA being the only effective agent. We
observed a decrease in the growth of VV and in luciferase activity expressed by VV with increasing concentrations of LA
(250 uM, 500 uM and 1 mM). This inhibitory effect could be observed in different cell types — epithelial cell lines HeLa
G and BSC-40, fibroblasts L929, and in macrophages 1774.G8.

Consequently, we characterized the step in VV growth cycle that is inhibited by LA. We inhibited VV DNA
replication by cytosine arabinoside and analyzed activity of luciferase expressed by VV recombinants under
control of VV early/late or late promoters. Activity of luciferase under the late promoter was inhibited by
LA, suggesting that LA inhibits VV DNA synthesis or expression of viral late proteins. The effect of LA on
VV DNA synthesis is currently being analyzed using quantitative real-time PCR.

Understanding the mechanism of LA-mediated inhibition of VV growth is important for future design of
new anti-VV agents.
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Authors: Lukas Stibarek, 4. ro¢., Daniela Forniliskova, Laszlo Wenchich, Hana Hansikova and Jifi Zeman
Supervisor: prof. MUDr. Jifi Zeman DrSc., Department of Pediatrics and Center of Applied Genomics, Charles
University in Prague, First Faculty of Medicine

The Oxal translocase was identified in fungi as a crucial component of the inner mitochondrial membrane export
machinery that mediates the insertion of both mitochondrially and nuclear encoded proteins into the inner membrane
from the mitochondrial matrix. The predicted human homologue, Oxall, was originally identified by partial functional
complementation of the respiratory growth defect of yeast oxal mutant. Here we demonstrate that both the endogenous
human Oxall, with an apparent molecular mass of 42 kDa, and the Oxall-FLAG chimeric protein localize exclusively
to mitochondria in HEK293 cells. Furthermore, human Oxall was found resistant to alkaline carbonate extraction, and
using two-dimensional blue native/denaturing PAGE, the majority of the protein was identified as part of a 600-700
kDa complex that co-migrated with the ATP synthase holoenzyme. The stable shRNA-mediated knockdown of Oxall in
HEK293 cells resulted in markedly decreased steady-state levels and ATP hydrolytic activity of the F,F -ATP synthase
and moderately reduced levels and activity of NADH:ubiquinone oxidoreductase (complex I). Taken together, our results
indicate that human Oxal1l represents a mitochondrial integral membrane protein required for biogenesis of the F F -ATP
synthase and NADH:ubiquinone oxidoreductase complexes.

Autofi: Zuzana Stranska’, 2. roC., Martin Matoulek, Petr Fabin?, Zdenék Vilikus?
Skolitel: prof. MUDr. Stépan Svacina, DrSc., MBA® 'IIL. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1.
LF UK a VFN, 2 Ustav télovychovného lékarstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Existuji prace, které dokladaji, Ze pohybova aktivita prispivéa ke zlepseni lipidového profilu sledovanych osob, ale
musi byt provozovana pravidelné a dostatecné dlouho.

Cile: Porovnani zmén v hladinach celkového cholesterolu (C-CH), LDL-cholesterolu (LDL-C), HDL-cholesterolu (HDL-C),
ateroindexu (AI) a triglyceridli (TG) ve sledované skupiné na zaCatku a po skonCeni Fizené fyzické zatéze.

Metodika: 25 netrénovanych dobrovolnikd (18 Zen a 7 muzd) s BMI nad 25 kg/m? odcviCilo za 3 mésice 36 hodin,
z toho minimalné 24 hodin pod dohledem Skoleného instruktora v Rekondi¢nim centru VSTJ Medicina Praha. VyluCovaci
kritéria: souCasna pohybova aktivita vice nez dvakrat tydné, nekontrolovana arterialni hypertenze, Iéky ovliviujici srdecni
frekvenci, manifestni ICHS, onemocnéni vyluCujici doporucenou pohybovou aktivitu a agresivni redukce v poslednich 2
letech. Nebyly hodnoceny subjekty s vice nez tydenni prestavkou v programu.

Vysledky: IS 95 IS 95 Vyznamnost
C-CH_1 4,93 0,83 4,87 0,89

C-CH_2 4,81 0,82 4,76 0,85 NS

HDL-C_1 1,25 0,33 1,29 0,33

HDL-C_2 1,35 0,29 1,28 0,31 o < 0,05; B <0,2
LDL-C_1 3,02 0,68 2,95 0,78

LDL-C_2 2,87 0,68 2,87 0,57 NS

Al 1 3,13 0,9 3 2,5

Al_2 2,7 0,75 2,4 0,9 o <0,05;p<0,2
TG_1 1,47 0,59 1,33 0,51

TG_2 1,17 0,45 0,92 0,6 o < 0,05; p<0,2

C-CH-celkovy cholesterol, HDL-C — HDL cholesterol, LDL-C — LDL cholesterol, Al — ateroindex, TG — triglyceridy, Cislo

1 za oznadenim proménné jsou hodnoty na zacatku pokusu, ¢islo 2 hodnoty po jeho ukonceni, —aritmeticky prmér, IS
95 — 95% interval spolehlivosti aritmetického prméru, — median, IS 95 — 95% interval spolehlivosti medianu; vsechny
hodnoty jsou v mmol/L. Vyznamnost: NS — rozdil v hodnotach pfed cvi¢enim a po ném neni vyznamny na 95% hladiné
vyznamnosti, a —pravdépodobnost chyby I. druhu, B — pravdépodobnost chyby II. druhu

Zavér: Ve sledovaném souboru jsme prokazali na 5% hladiné vyznamnosti signifikantni vzestup HDL-C, pokles TG
a pokles Al, coz doklada, ze aerobni fyzickou aktivitou Ize docilit zmény lipidogramu v nasich podminkach i u osob
s vysokou télesnou hmotnosti.

Podporeno grantem IGA MZ-CR 8384-3
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Neurologicka klinika 3. LF UK a FN Kralovské Vinohrady, 5 Psychiatrické centrum 3. LF UK

Cilem studie bylo porovnat hladiny antitubulinovych protilatek v mozkomisnim moku (CSF) a séru stanovené pomoci
dvou rlznych ELISA metod. U jedné byl jako antigen pouZit hovézi tubulin (anti-TUb protilatky), u druhé synteticky
oktapeptid specificky pro neuronalni tubulin (anti-TUs protilatky).

Antitubulinové protildtky jsme stanovili ve vzorcich séra a mozkomisniho moku 52 pacientt [39 pacientl s roztrousenou
sklerdzou (MS) a 13 pacientd s jinymi neurologickymi onemocnénimi (CD)] a 17 normalnich kontrolnich jedincd (CN).

Ve skupiné pacientl s roztrousenou sklerdzou i ve skupiné pacientd s jinymi neurologickymi onemocnénimi byly zjisté-
ny statisticky vyznamné zvysené hladiny protilatek v mozkomiSnim moku ve srovnani s kontrolni skupinou (MS vs CN
- anti-TUb p<0,005; anti-TUs p<0,0005; MS vs CD - anti-TUb p<0,05; anti-TUs p<0,02). U sérovych antitubulinovych
protilatek nebyl nalezen rozdil mezi skupinou MS a CN ani u jedné ELISA metody. V obou skupinach pacientd (MS a CD)
a u kontrolnich jedincl (CN) byla zjiSténa statisticky vyznamna korelace mezi obéma ELISA metodami pfi vySetfovani
protilatek v mozkomisnim moku (MS r=0,92, p<0,0001; CD r=0,85, p<0,0001; CN r=0,89, p<0,0001), zatimco u sé-
rovych protilatek korelace nebyla pozorovana.

Pomoci obou ELISA metod jsme prokdzali zvySenou hladinu antitubulinovych protilatek v mozkomiSnim moku pacientd
s roztrousenou sklerdzou oproti kontrolnim jedinc@m. Z vysledkd dale vyplyva, Ze populace antitubulinovych protilatek
v séru se lisi od populace protilatek v mozkomisnim moku.

Prace byla podpofena vyzkumnym zamérem MSM Patofyziologie neuropsychiatrickych onemocnéni a jeji klinické apli-
kace ¢. 0021620816.

Autor: Mgr. Dana Ulbrichova, 4. roc.
Skolitel: prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF UK a VFN

Mutace v genech kddujicich proteiny biosyntetické drahy hemu vedou k porucham nazyvanym porfyrie. Porfyrie jsou
skupinou vétsinou vrozenych poruch, které délime na jaterni a erytropoetické, a podle klinické manifestace na akutni
a chronické. Mezi akutni jaterni porfyrie se fadi akutni intermitentni porfyrie (AIP), porfyria variegata (PV), hereditarni
koproporfyrie (HCP) a velmi raritni porfyrie s defektem ALA-D (ALAD-P).

AIP (OMIM 176000) je autozomalné dominantné dédéné onemocnéni, jehoz pricinou je ¢astecné snizeni aktivity por-
fobilinogen deaminazy (PBGD, EC 4.3.1.8), tfetiho enzymu biosyntetické drahy. Projevuje se akutnimi atakami (sym-
ptomatologie abdominalni, neurologicka, psychiatricka), které mohou byt vyvolany fadou faktorl. Vzhledem k tomu,
Ze mezi spoustéci faktory patfi i Iéky (napf. barbituraty, sulfonamidy), jsou akutni jaterni porfyrie klasifikovany jako
onemocnéni farmakogeneticka. Priblizné 10 % postizenych vykazuje velice réiznorodé klinické projevy, u zbyvajicich 90
% se porucha vyskytuje v latentni formé.

Ve spolupraci s klinickymi genetiky jsme analyzovali DNA nové diagnostikovanych nemocnych s AIP a jejich rodinnych
prislusnik(. Molekularni diagnostika byla provadéna pomoci PCR, DGGE a DNA sekvenovani. Bylo objeveno devét muta-
ci v genu pro PBGD, z toho cCtyfi nové (610 C>A, 675 delA, 750 A>T, 966 insA) a pét jiz popsanych (76 C>T, 77 G>A,
518 G>A, 771+1 G>T, 973 insG). V ramci studia vlivu nové objevenych mutaci v genu na strukturu proteinu (korelace
genotyp/fenotyp) jsme exprimovali konstrukty se zvolenymi mutacemi v E. coli a provedli enzymologické studie. Studi-
um vlivu mutaci na strukturu a funkci proteinu pfinasi d@lezité informace o molekuldrni podstaté onemocnéni. Uréeni
mutaci a jejich nositelll v jednotlivych rodinach s AIP je dilezité pro prevenci akutnich atak a rovnéz pro genetické
poradenstvi.

Podpora grantem MSMT 0021620806.

Autor: MUDr. Marek VIk, 3. roc. .
Skolitel: prof. MUDr. Jifi Mazanek, DrSc., as. MUDr. Roman Smucler, CSc., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Fotodynamicka terapie (déle PDT), ktera je sou¢asnou onkologii uznavanou alternativni metodou v 1é¢bé super-
ficialniho basaliomu (dale BCC) kdze, je zaloZena na selektivni nekrotizaci tumoru chemickou reakci fotosenzibilizatoru
po svételné expozici. Abychom dosahli stejnych vyhod (zejména estetického vysledku Iécby) i u noduldrniho basaliomu,
je tfeba zvysit Ucinnost metody. Pokusili jsme se toho dosahnout simultanni aplikaci pulzniho barvivového laseru (dale
PDL), ktery kromé aktivace PDT by mél fotoselektivni koagulaci destruovat tumor.
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Metodika: Jedna se o prospektivni studii. Terapeuticky protokol se zahajuje skarifikaci kéize v oblasti loZiska BCC, ¢imz
se zvySuje prinik fotosenzibilizatoru k nadorovym bunkam. Poté se nanasi v tenké vrstvé fotosenzibilizator ve formé
masti (methylester kys. aminolevulové- pfipravek Metvix). Nutna je tfihodinova okluze k zajisténi dostatecné penetrace.
Dale aktivujeme senzibilizator v metodé A cervenym svétlem (Omnilux, vinova délka 635 nm a vykon 4 W) po dobu 20
minut, v metodé B pak PDL (ScleroPlus,Candela, 20Jcm2).

Vysledky: Do studie bylo zahrnuto celkem 31pacient, vékovy primeér ¢inil 62,5 roku. U pacientd se recidiva objevila pfi
uziti metody A po 1 mésici ve 28,6 %, po 6 mésicich u 7 % a po 12 mésicich ve 28,6 %, pfi uziti metody B po 1 mésici
v 5,9 %, po 6 mésicich zadna a po 12 mésicich v 11,8 %. Subjektivni hodnoceni obou metod bylo pacienty vnimano
bez statisticky signifikantniho rozdilu.

Zaveér: Aktivace PDT pomoci PDL je efektivnéjsi (p<0,05) i kdyz teoreticky by tomu mélo byt naopak. Projevuje se
pravdépodobné synergicky efekt fotokoagulace nutritivnich cév. Tato pilotni studie je svétové prioritni a proto nyni
probiha multicentricka verifikace k zjiSténi dlouhodobych vysledkd. Samotna PDT je pro BCC malo u¢inna oproti jinym
metodam, kombinace poskytuje efektivitu jinych metod s vybornym estetickym Gcinkem.

Author: Lucie Vojtova, 3. roc. i
Supervisor: prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK
a VFN

Background. The urinary protein in healthy people does not exceed 150 mg/day and its increase above 250 mg/day
indicates kidney damage. Proteinuria higher than 3,5 g/ 24h is typical for the nephrotic syndrome, usually indicating
severe primary or secondary glomerular damage and also plays roles in progression of renal diseases. Thirty urine
samples of patients with nephrotic syndrome and other diagnoses were analyzed by 2D electrophoresis method. The
study was focused on 2D technique optimization, comparison of the urinary proteomes and on identification of the
specific proteins.

Methods. The proteins were devided by isoelectric focusing method using polyacrylamide strips (pH 3-10 linear). The
second dimensional SDS electrophoresis was performed in 12 % polyacrylamide gel. The proteins were visualized by
silver method and selected proteins were identified by MALDI-TOF MS.

Results. We found out that without adding protease inhibitors we can detect proteolysis, with increased quantity of
proteins manifested in the area about 10 kDa and decreased quantity of proteins detectable in the area with molecular
weights about 50 kDa. We evaluated that protease inhibitors (serine, cystein, aminopeptidase) block the changes of
urinary proteins and samples are then suitable for 2D electrophoresis and following proteomic analysis. The urinary
maps comparison brought out that there are significant proteins” changes, which are typical for Fabry ‘s disease and
other nephropathies. Also albumin, transferrin, alpha-1 antitrypsin and transthyretin precursor were identified by MAL-
DI-TOF MS.

Conclusions. Changes of urinary proteins should be important for renal diagnosis and progression.

Autor: Mgr. Daniela Zahorakova, 5. roc.
Skolitel:  prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového lékafstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Rettdv syndrom je jednou z nejéast&jsich pricin mentalni retardace a vyvojového regresu u divek. Vétsina pfipa-
dd je zplisobena de novo mutacemi v X-vazaném MECP2 genu. Jeho produktem je metyl-CpG vazebni protein 2, ktery
plni ddlezitou funkci v regulaci genové exprese a chromatinové struktury. Cilem nasi prace byla mutacni analyza MECP2
genu u pacientek s klinickou diagndzou Rettova syndromu a dale studium vztahu mezi genotypem a fenotypem.
Metodika: Vychazeli jsme ze souboru 87 pacientek s klinicky stanovenou diagnézou Rettova syndromu. Metodou pfi-
mého DNA sekvenovani jsme provedli analyzu celé kodujici sekvence a prilehlych nekddujicich oblasti MECP2 genu.
Nalezené mutace byly potvrzeny pomoci RFLP. Rozsahlé delece/duplikace v MECP2 genu byly analyzovany metodou MLPA.
Viypracovali jsme dotaznik o klinickych projevech a prlibéhu onemocnéni a rozeslali ho rodi¢dm pacientek s potvrzenou
kauzalni mutaci. Hodnotili jsme zejména pocatek regrese, postizeni feci, jemné motoriky, chlize a celkovy klinicky obraz
(pfitomnost zakladnich a podplrnych kriterii Rettova syndromu).

Vysledky: Mutacni analyzou MECP2 genu jsme identifikovali kauzalni mutaci u 68 pacientek. 8 mutaci bylo novych (6
z nich jsme nedavno publikovali). Pfi studium korelace mezi genotypem a fenotypem jsme pozorovali obecné mirnéjsi
pfiznaky onemocnéni u pacientek s missense mutacemi ve srovnani s pacientkami, které maji vlivem nonsense mutaci
a deleci postizenou jednu nebo obé funkéni domény MeCP2 proteinu.

Zavér: Identifikace genetické priciny Rettova syndromu pfinesla moznost ¢asného a presného urceni diagndzy a moz-
nost genetického poradenstvi v postizenych rodinach. Klinicky stanovenou diagnézu Rettova syndromu jsme definitivné
potvrdili na molekularni Grovni u 68 pacientek. Analyza genotyp vs. fenotyp prokazala, Ze zavaznost klinickych priznakd
Castecné koreluje s typem a lokalizaci kauzalni mutace.

Prace vznikla s podporou projektu IGA 8355-3.
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Autofi: Peter Zanvit, 6. roC., Martina Havlickova, Marie Jirkovska, Ivan Sterzl, Ludmila Prokes$ova
Skolitelka: doc. MUDr. Ludmila Prokesova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Chripkové vakciny pouzivané v sou¢asné dobé& nenavozuji dostate¢nou kiizovou protekci. Jako vice efektivni se
jevi slizni¢ni imunizace inaktivovanym chfipkovym virem. Aplikace samotného viru je ale ¢asto malo efektivni v navozeni
dostatec¢né imunitni odpovédi, proto jsme kladli dliraz na zesileni imunitni odpovédi pomoci adjuvans. Jako adjuvans
jsme pouzili G+ nepatogenni bakterii Bacillus firmus, u které byly prokdzany vyrazné imunostimulacni vlastnosti.
Metodika: BALB/c mysi byly imunizovany intratrachedlné, formaldehydem inaktivovanymi viry chfipky typu A (A/PR/8/34
(H1N1) a A/California/7/04 (H3N2)). Jako adjuvans byla pouzita delipidovana forma Bacillus firmus (DBF). Produkce
protilatek byla detekovana metodou ELISA. Lokalni projevy imunizace v plicich byly sledovany histologicky. Dale byla
sledovana exprese cytokind v plicich pomoci metody qRT-PCR. Protektivni efekt imunizace byl ovéfen experimentem
in vivo.

Vysledky: Po imunizaci samotnym virem chfipky A dochazelo k navozeni dostatecné imunitni odpovédi, ale po poufZiti
adjuvans byla tato odpovéd’ vyrazné zvysena. Intratrachealni imunizace indukuje tvorbu vysokych hladin slizni¢nich
protilatek tfidy IgA a také IgG v dolnich cestach dychacich. Pfi infekénim pokusu in vivo byla prokazana vyrazna kfizova
protekce mezi subtypy chfipky A.

Zaveér: DBF je uc¢inné adjuvans pro imunizaci mysi inaktivovanym chfipkovym virem cestou respiracniho traktu. Vysledna
imunitni odpovéd’ méla protektivni charakter a byla prokazana i kfizova protekce.

Tato prace vznikla za podpory grantli Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy CR MSM 0021620806 a Grantové
agentury CR 310/07/0675.

Autofi: Jaroslav Zelenka, 3. roc., Martin Lenic¢ek, Marie Zadinova, Donald Ostrow, Libor Vitek
Skolitel: doc. MUDr. Libor Vitek, Ph.D., MBA, Hepatologicka laboratof, Ustav klinické biochemie a laboratorni
diagnostiky 1. LF UK a VFN

Uvod: Bilirubin je hlavni produkt odbouravani hemu v lidském organismu vykazujici antioxida¢ni, antiproliferacni a cy-
toprotektivni Gcinky pfi fyziologickych koncentracich, ale zplsobujici novorozeneckou encefalopatii za patologickych
podminek. Studium dynamiky metabolismu bilirubinu na Grovni bunék a tkani je vyznamné predevsim pro pochopeni
mechanismu vzniku civilizacnich chorob, je vSak komplikovano malou stabilitou bilirubinu, a proto dosud neexistuje
vhodna metodika. Cilem nasi prace bylo vyvinout analytickou metodu umozniujici stanoveni bilirubinu ve tkanich a tka-
novych kulturach.

Metodika: Pro experiment byli pouZiti samci potkan& kmene Gunn s vrozenou téZkou nekonjugovanou hyperbilirubinémii
a jako kontroly jejich heterozygotni sourozenci s normalnimi hladinami bilirubinu. Zvifata byla v anestezii zbavena krve
a jejich organy byly zmrazeny v dusiku. Pfi analyze byl pfidan mesobilirubin jako vnitfni standard, tkané zhomogenizovany
a bilirubin byl extrahovan smési rozpoustédel.Vzorek byl analyzovan pomoci HPLC s reverzni fazi a detekci absorbance
pfi 440 nm. Bilirubin byl kvantifikovan pomoci kalibracni kfivky vytvorené metodou standardniho pridavku.

Vysledky: Byl vyvinut postup extrakce bilirubinu z tkani, ktery minimalizuje jeho degradaci, a pfitom je kompatibilni
s kvantitativnim stanovenim na HPLC. Zaroven byla adaptovana HPLC metoda pro stanoveni bilirubinu v séru tak, aby
byla maximalizovana jeji citlivost a byla rutinné pouzitelna. Novou metodou se podafrilo kvantifikovat bilirubin ve vSech
studovanych organech vcetné jater a mozku a hodnoty z hyperbilirubinemickych zvifat souhlasily s hodnotami dive
publikovanymi.

Diskuse: Podafilo se vyvinout novou analytickou metodu umoznujici kvantifikovat bilirubin ve tkanich a tkanovych
kulturach. Ve srovnani s dosud pouzivanymi pristupy, které byly pouZitelné pouze pro analyzu tkani za podminek tézké
hyperbilirubinemie, je jeji vyhodou predevsim vysoka specificita a citlivost umoznujici pouzit pouhych 20 mg normobi-
lirubinemické tkané. Metoda je dostatecné presna a spravna, aby mohla byt pouzita pro studium zavislosti produkce
a distribuce bilirubinu na biologickych podminkach.
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Autofi: Stépanka Balkova, Lubor Mrklas, Zdenék Broukal
Skolitel:  prof. MUDr. Zdenék Broukal, CSc., Vyzkumny Ustav stomatologicky 1. LF UK a VFN

Rada zahrani¢nich studii prokazala, 7e se socioekonomické postaveni (SES) jedinctl vyznamné odrazi ve stavu jejich
oralniho zdravi. Cilem studie bylo ovéfit tento vztah na populaci mladistvych a dospélych Ceské republiky. Metodika.
V celostatnim Setfeni v roce 2006 bylo vysetfeno 5769 18letych a 38998 35-44letych. Rozdéleni vySetfenych podle SES:
18leti — studujici — pracujici, 35-44leti — 10 skupin (International Standard Classification of Occupations (ISCO-88) — 1.
Vedouci pracovnici, 2. odborni dusevni pracovnici, 3. technicti, zdravotnicti a pedagogicti pracovnici, 4. nizsi administra-
tivni pracovnici, 5. provozni pracovnici, 6. kvalifikovani zemédélsti délnici, 7. Femeslnici a kvalifikovani délnici, 8. obsluha
strojl a zarizeni, 9. pomocni a nekvalifikovani pracovnici a 10. nepracujici. Standardni ukazatele ordlniho zdravi jako
kazivost, stav parodontu a potfeba oSetfeni byly propocitany pro kazdou skupinu. Signifikace rozdil& - Student t test
a FischerQv test (P=0,05). Vysledky. 18leti — pracujici vs. studujici: prGimeér KPE 8.30 vs. 6.82 (P<0.05), CPI=3 (%) - 2.6
vs. 0.7 (P<0.05). 35-44leti: primér KPE 17.91 — ISCO-88 skupiny 1.-3. (16.81, 16.29 resp.17.31) nizsi, skupiny 4.-18.
(16, 5. —18.14, 6. — 19.04, 9. — 20.17 a 10. — 18.61) vyssi (P<0.05). Prevalence pocinajici parodontitidy (CPI=3) Cinila
16.1 procent (skupiny 1.-4. - 14.8, 13.2, 13.4 resp.14.9, skupiny 6. -9. - 19.4, 18.2, 17.9 resp. 22.0) (P<0.05). Prevalen-
ce pokrocilé parodontitidy (CPI=4) Cinila 3.3 procent (skupiny 2.-4. — nizsi, skupiny 6 -9. — vyssi) (P<0.05). Zaveér. Stav
chrupu a parodontu byl signifikantné horsi a potfeba oSetfeni vyssi u skupin s nizsim SES (ISCO-88). Preventivni opatreni
a programy podpory zdravi by proto mély byt adresovany zejména populacnim skupinam v nizSim SES postaveni.
Grant IGA MZ CR ¢.NR/8331-3.

Autofi: Ondrej Beran, Jarmila Hnykova, Olga DZupova, Michal Holub
Skolitel:  doc. MUDr. Michal Holub, Ph.D., III. klinika infek¢nich a tropickych nemoci 1. LF UK a FN Na Bulovce

Uvod. Navzdory pokrok&im v antibiotické terapii je bakteridlni meningitida (BM) onemocnénim s vyznamnou morbiditou
a mortalitou. Klinicky pribéh a komplikace BM mohou byt pfiznivé ovlivnény imunomodulacni 1é¢bou glukokortikoidy,
nicméné dosud nebyl studovan vyznam endogenniho intratekalniho kortisolu pfi zanétlivé odpovédi v subarachnoidealnim
prostoru. Zamérem studie byla analyza zavislosti hladin kortisolu v likvoru i periferni krvi na produkci zanétlivych cyto-
kin& u pacientd s BM a posouzeni vztahu téchto mediator(l ke klinickému pr@ibéhu BM. Rovnéz byla stanovena vyuZitel-
nost méreni kortisolu v likvoru v diferencialni diagnostice BM a aseptické meningitidy (AM). Metodika. Do studie bylo
zarazeno 47 pacient(l s BM, 37 pacientd s AM a 13 kontrolnich osob. V likvoru a séru byly kromé rutinnich parametrd
stanoveny koncentrace kortisolu, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 a TNF-a.

Vysledky. Prlimérna koncentrace kortisolu v likvoru u pacientd s BM byla 133+26 nmol/I. Hladina kortisolu v likvoru
pozitivné korelovala s jeho sérovou koncentraci (r = 0,587, p < 0,001). Dale byl prokazan vztah intratekalniho kortisolu ke
klinickému skére APACHE II (r = 0,763, p < 0,001), SOFA (r = 0,65, p < 0,001) a GCS (r = -0,547, p = 0,001). Naopak
v pfipadé koncentraci cytokind v likvoru ani v séru nebyla prokazana jejich korelace s tizi prlibéhu. Hladina kortisolu
v likvoru u pacientd s AM byla vyznamné nizsi oproti BM (p < 0,001). Statistickou analyzou byla zjiSténa koncentrace
46,1 nmol/I jako optimalni hrani¢ni hodnota pro diagndzu BM se senzitivitou 82 % a specificitou 100 %.

Zavér. Koncentrace intratekalniho kortisolu u pacientd s BM je velmi zvySena a souvisi, na rozdil od hladin zanétlivych
cytokind, s tizi pribéhu onemocnéni. Nase vysledky rovnéz prokazuji, Zze by stanoveni kortisolu v likvoru mohlo slouzit
jako dalsi uziteCny biomarker v rozliSeni BM a AM.

Studie byla podporena grantem IGA MZ CR ¢&. 8014-3, grantem GACR &. 10/05/H533 a vyzkumnym zamérem MSMT
CR ¢. 0021620806.

Autor: MUDr. Ernest Biros, I. chirurgicka klinika — bfiSni, hrudni a Grazova chirurgie 1. LF UK a VFN
Skolitel: prof. MUDr. Emanuel Necas DrSc., Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

Uvod: Lidsky proteom, tedy soucet véech protein lidského téla, je odhadovan na 500 000 bilkovin.Velka vétsina téchto
proteint je zatim neprobadana, podobné jako vztah exprese bilkovin séra k jednotlivym patologickym staviim. Teprve
zdokonaleni hmotnostni spektrometrie k identifikaci proteinl na konci 90.let minulého stoleti umoznilo detailni vyzkum
proteomu v Sirokém méfitku. Aplikace metodik hmotnosti spektrometrie k vyzkumu proteomu (proteomicka analyza) je
nadéjna cesta k nalezeni novych neinvazivnich onkomarkerd s tolik o¢ekavanou specificitou a senzitivitou pro jednotliva
onkologicka onemocnéni véetné kolorektalniho karcinomu (CRC).

Metodika: Pouzitim hmotnostni spektrometrie typu MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation Time
of Flight Mass Spectrometry) spolecné s mikrochromatografickou separaci séra typu CLINPROT se pokusime detekovat
rozdily v proteinovém slozeni séra zdravych jedinc{l a pacientd s kolorektalnim karcinomem. Ziskané rozdily v proteinovém
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sloZeni — tzv. proteinové piky — podrobime dalSimu testovani a identifikaci ve snaze potvrdit jejich senzitivitu a specificitu
pro onemocnéni kolorektalnim karcinomem.

Vysledky: Metoda Clinprot MALDI-TOF-MS se vyznacuje vysokou citlivosti (schopnosti detekce protein€ a peptidl v fa-
dech fentomol) a kapacitou - tedy schopnosti zpracovani nékolika desitek vzorkd najednou. Z toho dlivodu t.¢. probiha
teprve sbér klinickych vzork{ jednak od pacientd s CRC, dale od pacientd s benigni kolorektalni patologii a v neposledni
fadé taky od zdravych jedincl s potvrzenym negativnim pankolonoskopickym nalezem. Teprve po ziskani dostate¢ného
mnozstvi vzorkd provedeme vlastni analyzu s pouzitim vySe jmenované metody.

Zavér: Nas projekt neni t.¢. ve stadiu hodnoceni vysledk. Prace zahranic¢nich autor( s pouZitim proteomického profilovani
u ovarialniho karcinomu, karcinomu pankreatu a jinych malignit vSak jiz pfinesly povzbudivé vysledky s objevem novych
proteinovych nador-specifickych profilll a onkomarker@. V&fime, ze nasim vyzkumem na poli proteomického profilovani
u CRC nalezneme sérové biomarkery, které budou vykazovat superioritu nad soudobymi neinvazivnimi diagnostickymi
testy a umozni drivejsi diagnostiku tohoto v Ceské populaci velice rozsifeného maligniho onemocnéni.

Autofri: Lenka Bosanska, Lacinova Z., Dolezalova R., Dolinkova, M., Mraz M., Roubicek T., KFemen M., Haluzikova
. D., Matoulek M.
Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF a VFN

Uvod: Cytoadhezivni molekuly (CAM), proteiny exprimované na povrchu endotelovych bunék, se Géastni inicialnich
fazi rozvoje endotelidni dysfunkce. Viyssi hladiny solubilnich CAM byly zaznamenany u pacientl s ateroskler6zou nebo
diabetikd 2.typu. Cilem nasi prace bylo stanovit cirkulujici koncentrace a mRNA expresi ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1), VCAM-1 (vascular adhesion molecule 1) a E-selektinu v subkutanni tukové tkani obéznich Zen a vyhodnotit
vliv 3-tydenni nizkokalorické diety na vybrané parametry. Metodika: Do studie bylo zafazeno 12 obéznich Zzen (BMI
45,7+6,7) a 12 stihlych zdravych Zen (BMI 24+4,3). Genova exprese CAM v subkutanni tukové tkani byla stanovena
metodou RT-PCR, sérové koncentrace CAM multiplexovou imunoanalyzou.

Vysledky: Cirkulujici koncentrace sICAM-1 a E-selektinu byly vstupné vyssi u obéznich pacientek proti zdravym kontrolam
(138,3+71,99 vs. 77,79+28,6 ng/ml; 23,74+10,81 vs. 9,13+4,7 ng/ml, p<0,05). Po 3-tydennim podavani nizkokalorické
diety obéznim pacientkam doslo k signifikantnimu poklesu BMI a koncentrace E-selektinu. Exprese mRNA pro E-selektin
v subkutanni tukové tkani byla vstupné nizsi u obéznich Zen proti kontrolni skupiné. Po dieté doslo ke zvySeni exprese
mRNA pro ICAM-1 a VCAM-1 (p<0,05) v subkutanni tukové tkani obéznich Zen.

Zaveér: Nase vysledky ukazuji, Ze subkutanni tukova tkarn neni u obéznich jedincli zasadnim zdrojem cirkulujicich koncen-
traci studovanych cytoadhezivnich molekul a Ze jejich lokalni exprese v subkutanni tukové tkani je regulovana rozdilné
od jejich sérovych koncentraci.

Podporovano grantem: IGA MzCR 8302-5 a MZO 00064165

Autori: Pavel Burda, Nikola Cufik, Juraj Kokavec, Arthur I. Skoultchi, Jifi Zavadil, Tomas Stopka
Skolitel: MUDr. Tomas Stopka, PhD., Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

Vyvoj leukémie je doprovazen zménami exprese a mutacemi transkripcnich faktor( Fidicich krvetvorbu. Modelovym
prikladem leukemogeneze je dysregulace exprese myeloidniho transkripéniho faktoru PU.I (Sfpil, Spi-l), jez vede ke
vzniku mysi erytroleukemie (MEL). V burikach MEL transkripcni faktory PU.1 a GATA-| vzajemné interaguji a tim reprimuiji
jeden druhému transkripcni iniciaci cilovych gend. PouZitim kondicialnich transgend GA T A-I nebo PU.| jsme dosahli
reaktivace erytroidni, respektive myeloidni diferenciace v MEL bufikach doprovazené zastavou bunécného cyklu. Tento
proces diferenciace leukemickych bunék in vIfl'O jsme zkoumali globalnimi metodami celogenomové exprese na Urovni
messenger RNA, mikroRNA a chromatinové lokalizace proteinti na DNA. Identifikovali jsme geny, jeZ jsou ¢asnym cilem
vzajemného antagonismu GATA-l a PU.1, a jez hraji roli v indukci diferenciace MEL bunék. Zjistili jsme specifické chroma-
tinové zmény na Grovni modifikace histonovych proteind v regulacnich oblastech téchto gend. V této studii navrhujeme
model indukce leukemickych bunék v zavislosti na GATA-I a PU.I se zapojenim koaktivatorovych transkripénich faktord
a chromatinovych enzymd.

Granty: NR902I-4, 301/06/093, LC06044, 2B06077.

Autofri: Zdenék Cada, Jan Bouéek, Barbora DvoFfankova, Martin Chovanec, Jan Plzak, Roman Kodet,
. Jan Betka, Hans-Joachim Gabius, Karel Smetana Jr.
Skolitel: prof. MUDr. Karel Smetana, DrSc., Jr., Anatomicky ustav 1. LF UK

Uvod: Nadory hlavy a krku predstavuji 5% véech nador(i, 90% z nich je tvoreno dlazdicovymi karcinomy. I pres in-
tenzivni rozvoj v diagnostice a terapii je 5-ti leté preziti pacientl s témito nadory velmi malé. Jednou z moznosti jak
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zlepsit véasnou diagnostiku je hledani vhodnych markerd, které by umoznily lépe definovat charakter nador@. Jednim
z nich by mohl byt protein nukleostemin, jehoZ exprese je charakteristicka pro kmenové buriky rliznych tkani a z nich
odvozenych nador(.

Cile prace: Zmapovani vyskytu exprese nukleosteminu v burikach normalnich epitell orofaryngu, laryngu a z nich od-
vozenych nador{l v korelaci s dalSimi znaky jako keratiny, p-kateninem, galectinem-1 a proliferacnim markerem Ki-67.
Material a metodika: Vzorky normalni sliznice orofaryngu a laryngu a karcinomy téchto tkani byly zmrazeny, nakraje-
ny a nucleostemin byl znazorfiovan spolu s endogennim lektinem, galektinem 1, keratiny, a-kateninem a proliferacnim
znakem Ki67 metodou mnohotného znaceni na Grovni 1 buriky. Vysledky byly studovany pomoci fluorescencniho mikro-
skopu Eclipse 90i (Nikon) a analyzatoru obrazu LUCIA (5.1).

Vysledky: Ackoliv nucleostemin byl pfitomen i v jadércich diferencovanych bunék normalnich epiteld, jeho vyskyt byl
vyrazné vyssi v malignich epitelech. Tento nalez naznacuje, Ze studium tohoto nukleolarniho proteinu by mohlo pfinést
nové poznatky o chovani nadorovych bunék transformovanych epitelll a snad byt vyuZito i pfi diagnostice.

Studie byla podporena grantovou agenturou Ministerstva zdravotnictvi No. NR 9049-3, Ministerstvem Skolstvi No. MSM
0021620806 a No. 1M0021620803 a EC Marie Curie Research Training Network grant No. MRTN-CT-2005-019561.

Iv\utorka: MUDr. Irena Cervena
Skolitel: doc. MUDr. Jan Handzel, CSc., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Interceptivni stomatologie je souhrn opatifeni a metod vedoucich ke zpomaleni a zastaveni infek¢niho onemocnéni
zubni kaz. Témito metodami se oSetfuji jednotlivé, jiz postizené, plosky jednotlivych zubd pfi souasném zachovani
maximalniho mnoZzstvi tvrdych zubnich tkani. Diky tomu, Ze interceptivni stomatologie byla vyvinuta détskymi zubnimi
Iékafi pravé pro oSetfovani déti a mladeze, jsou brany v potaz specifika détského véku — kromé odlisSnosti docasnych
zub( také limitovana schopnost spoluprace détského pacienta, omezena komunikace i pfirozeny strach ditéte ze vseho
neznamého a potencialné bolestivého.

Pro oSetfeni pacienta metodami interceptivni stomatologie je nezbytna ¢asna diagnostika infekéniho onemocnéni zubni
kaz. Nasleduji klinické vykony vedouci ke kontrole plaku (mechanické i chemické), zajisténi privodu fluoridd z lokalnich
fluoridovych preparatd i skloionomernich vyplni, aplikovanych mnohdy jako ,lak". Materialy i nastroje jsou voleny s ohledem
na rlizné povrchy zubu (hladka volna ploska, jamka, fisura, aproximalni ploska) i moznou spolupraci pacienta. Nedilnou
soucasti interceptivni péce v ordinaci je poradenstvi - velka a naprosto nezbytna je ¢ast péce, aplikovana rodici a pacienty
doma — dokonald hygiena dutiny Ustni, domaci aplikace fluoridd a dodrzovani spravnych stravovacich navyka.
Lécebny plan je mozné rozdélit na 4 faze — akutni oSetfeni, zvladnuti chorobného procesu, konzervacni osetfeni a sta-
noveni rizika vzniku kazu s navrhem programu dalsiho sledovani pacienta.

VySe uvedené metody i Ié¢ebny plan demonstrujeme na dvou klinickych pfipadech (Anezky, 32 mésicl, poslana na nase
pracovisté k oSetteni v celkové anestezii; a Mikulase, prisel ve svych 34 mésicich s periostitis acuta; oba byli primarné
Jneosetfitelni™). Obé déti byly oSetfeny bez pouziti CA ¢i sedace, dnes maji sanovany chrup a nejen Ze se zubare ne-
boji, dokonce chodi do ordinace rady a s ismévem. Diky spolupraci rodi¢d je riziko vzniku nového zubniho kazu velmi
malé.

Interceptivni stomatologie je détmi diky bezbolestnosti velmi dobre akceptovatelna a prinasi dlouhodoby vysledek. Jedna
se o0 oSetfeni relativné naroc¢né na Cas i trpélivost personalu a nezbytna je teké spoluprace rodicd. Je také nutno dofesit
otazku Uhrady interceptivni péce, nebot’ se jedna o velmi icinnou pomoc zejména pii péci o déti a dorost.

Autori: Zdenék Cizek, Martin Vokurka, Zora Mélkova
Skolitelka: MUDr. Zora Mélkova, Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Virus vakcinie (VV) byl v minulosti vyuzivan k Uspésnému ockovani proti ¢ernym nestovicim, zplsobenym pFibuznou
variolou, které vedlo k eradikaci této choroby. V souvislosti s moZnymi bioteroristickymi Gtoky nékteré zemé znovu za-
¢inaji s ockovanim vybranych skupin obyvatelstva (zdravotnictvi, armada). Ockovani plvodni vakcinou, obsahujici Zivy
virus vakcinie, ma vsSak fadu nezadoucich reakci, zatimco nové typy vakcin jsou teprve ve stadiu klinického zkouseni.
Z téchto dlvodd je tfeba hledat nové latky obecné ucinné proti poxvirové infekci.

V nasi laboratofi jsme pozorovali inhibicni efekty kyseliny ethakrynové (EA) na rlst VV v epitelidlnich bunécnych liniich
HelLa G a BSC-40, makrofazich a fibroblastech. V navaznosti na predchozi pokusy pokracujeme v analyze ucinku EA na
VV, ktery je studovan také in vivo na mysich.

Z nasich vysledk{ vyplyva, Zze zvysuijici se koncentrace EA inhibuje rst viru vakcinie, a to 5 uM cca 10x a 10 uM cca
100x. Efekt inhibitoru DNA syntézy, cytosin arabinosidu, na aktivitu luciferazy exprimované pod rliznymi promotory VV
naznacuje, ze EA neinhibuje expresi Casnych virovych protein{, zatimco expresi pozdnich protein{i ano. Snizena exprese
pozdnich virovych proteint byla potvrzena i western blot analyzou. V kontrastu s inhibici exprese pozdnich virovych pro-
tein{ vSak EA neovliviiuje replikaci virové DNA, coz bylo prokazano pomoci kvantitativni real-time PCR analyzy. Inhibicni
efekt EA na rlist VV tak Ize pfedpokladat na Urovni exprese pozdnich virovych protein(.

Efekty EA byly dale zkoumany i na mysich infikovanych virem vakcinie. Avsak z dosud provedenych experiment{ se
zda, Ze EA inhibuje celkovou imunitni odpovéd’ organismu, pravdépodobné diky jejimu nedavno popsanému efektu na
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transkripCni faktor NFk-B. Nicméné EA ¢i jeji derivat vhodné vhodné smérované do vybranych typd bunék by mohly byt
potencionalné klinicky vyuzitelné.

Autofi: Ladislava Duffkova, Ale$ Zak, Marie Jachymova, Eva Tvrzicka
Skolitel: MUDr. Miroslav Zeman CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Metabolicky syndrom (MS) je jednim z nejvyznamnéjsich zdravotnich problémé préimyslové rozvinutych zemich
svéta a jeho Iécba je hlavnim cilem prevence kardiovaskularnich onemocnéni. Na jeho rozvoji se podili faktory genetické
i faktory Zivotniho stylu (pfedevsim zvySeny energeticky prijem a snizena fyzicka aktivita. Mikrosomalni triglyceridovy
transferovy protein (MTP) ma nezastupitelnou Ulohu pfi sestavovani a sekreci lipoprotein VLDL a chylomikrond. Gen
pro MTP (4g24) je polymorfni; promotorova aktivita minoritni alely -493T je vyssi nez aktivita bézné alely — 493G a je
spojena se sekreci objemnych Castic VLDL-1, jejichz metabolickou preménou pak mohou vznikat malé denzni LDL. Cilem
studie bylo zjistit vliv polymorfismu -493 G/T MTP, MS a pohlavi na parametry metabolismu lipid& a glukosy.
Metodika: Vysetfili jsme 270 probandd; ze 143 muzd mélo 50 MS a ze 127 Zen byl MS pFitomen u 36. Za Gcelem zjisténi
vlivu polymorfismu — 493G/T byli vySetfeni rozdéleni do skupin homozygotd GG a nositell alely T (TT a GT). Jednotlivé
skupiny vySetfenych osob se navzajem neliSily frekvenci alel €2, 3, ¢4 genu pro APOE. Antropometrické i biochemické
parametry byly méreny standardnimi vySetfovacimi metodami.

Vysledky: Nositelé alely T se od homozygott GG liSili pouze ve skupiné muzd s MS. Pfitomnost alely —T zde zvySovala
koncentrace insulinu 0 48 % (P < 0.01), index HOMA IR o0 64 % (P < 0.05) a koncentrace NEFA 0 49 % (P < 0.05);
koncentrace plasmatického cholesterolu byly zvyseny o 14 % (P < 0.05), triglycerid@ o 95 % (P < 0.01), a hladiny
konjugovanych dien€i v LDL 0 29 % (P < 0.01). Skupiny Zen bez ohledu na pfitomnost MS a alely T se v uvedenych
parametrech nelisily.

Zavér: Nase vysledky ukazuji na vyznam interakce genetickych, metabolickych a pohlavné podminénych faktorl pfi
zhorseni nékterych metabolickych komponent syndromu insulinové rezistence.

Podporovéano vyzkumnym zamérem Ministerstva $kolstvi, mladeze a télovychovy CR ¢. MSM 0021620820.

Autofi: Petr Dusek, R. Jech, J. Wackermann, J. Vymazal
Skolitel: as. MUDr. Robert Jech, Ph.D., Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Cas se dileZitym aspektem zpracovani senzorické informace, kognitivnich proces i produkce motorické odpo-
védi. Nase znalosti o0 mechanismech jeho vnimani jsou vSak omezené. Cilem nasi prace bylo nalézt “akumulator” Casu,
tzn. oblast mozkové kéry kam je ukladana informace o délce ¢asového intervalu.

Material a metodika: Studie se z(castnilo 9 zdravych osob, ktefi béhem fMRI vySetfeni fesili Glohu reprodukce Casovych
intervalll (TRT). Uloha spocivala ve vizualni prezentaci Casovych interval(l o 8 rliznych délkach v intervalu 5 az 17 s (faze
prezentace). Ukolem subjektu bylo zapamatovat si a nasledné reprodukovat délku ¢asového intervalu pomoci stisku
tlacitka (faze reprodukce). Data byla zpracovana dvéma zp(soby. 1) pomoci event-related analyzy s vazbou na jednotlivé
faze Ulohy a 2) pomoci parametrické analyzy (tzn. korelace vzristu/poklesu aktivace s délkou ¢asového intervalu)
Vysledky: Event-related analyza prokazala zvySenou aktivitu v fadé oblasti pravé hemisféry (mozecek, suplementarni
motoricka oblast (SMA), dorsolateralni prefrontaini kiira (DLPFC), cingulum a parietalni kéira). Vlevo se aktivovaly pri-
marni a sekundarni sensorické oblasti a insula. Bilateralni aktivaci jsme pozorovali v dolnim frontalnim a ve fusiformnim
gyru.

Pomoci parametrické analyzy jsme ve fazi prezentace zaznamenali inverzni korelaci aktivity s délkou ¢asového intervalu
v levém DLPFC a pravém prednim cingulu. Ve fazi reprodukce se kromé deaktivace objevila i akumulace aktivity. K té
doslo v levé DLPFC a primarnim motorickém kortexu, v pravém kaudatu a v SMA bilateralné. Deaktivace byla pozoro-
vana predevsim v precuneu.

Zavér: Event-related analyza sice dobfe popsala ¢asovy vyvoj postupného zapojovani mozkové kéry do feSeni jednotli-
vych fazi TRT ulohy, ale nedokazala odliSit oblasti, které souvisely s dalSimi paralelnimi procesy, které exekutivni Glohu
bézné doprovazeji. Oblasti identifikované parametrickou analyzou vSak mechanismy Casové percepce reflektovaly Iépe.
Zavislost Grovné aktivace na délce vnimaného intervalu je proto neprimym ddkazem existence ,,akumulatord" ¢asu v fadé
oblasti mozkové klry. Nase vysledky jsou pfitom v souladu s pfedchozim vyzkumem vnimani Casu, ktery poukazal na
vyznam DLPFC a bazalnich ganglii.
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Autor: MUDr. Jana Fabianova
Skolitel: MUDr. Pavel Friihauf, CSc., Klinika détského a dorostového lékafstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Pojem alergie na bilkovinu kravského miéka (dale ABKM) je chapan jako imunologicky podminéna reakce na
nékterou z bilkovin kravského miéka. Neexistuje imunologicky test, ktery by jednoznacné urcil diagnézu ABKM. Zlatym
standardem je terapeuticky pokus zaloZeny na eliminaci kravského mléka z vyZivy a nasledna reexpozice s opétnou
manifestaci ABKM. Celosvétova incidence ABKM je podle prospektivnich studii, s provedenym reexpozicnim testem, 1,9
- 2,5% u déti mladsich tfi let. V Ceské republice nebyla zatim provedena Zadna prospektivni studie zabyvajici se danou
problematikou. V roce 1999 byla realizovana dotaznikova retrospektivni studie s vyslednou incidenci 0,26%.

Cile: Hlavnim cilem bylo zjistit incidenci ABKM potvrzenou reexpozici formou prospektivni studie, popsat klinické projevy
ABKM a zhodnotit zplsob vyzivy sledovanych déti.

Metodika: Soubor byl ziskan na neontologickém odd. Gynekoloficko-porodnické kliniky 1.LF UK a VFN. Do studie byly
zarazené donosSené déti narozené od 02/2004 do 11/2004. PFi propusténi z porodnice byl zajistény telefonicky kontakt
na matky a nabidnuta mozZnost vySetfeni ditéte pfi potizich. Studie byla realizovana formou telefonického interview
s matkou ve 3., 6., 12. a 18. més. véku ditéte. Ke dni 30.8.2006 bylo ukonceno sledovani 500 déti (divky 273, chlapci
227), z toho 200 déti bylo vyrazeno pro ztratu tel. kontaktu.

Vysledky a zavéry: Bylo diagnostikovano 9 déti s ABKM, tj. 3% sledovaného souboru, coz odpovida literarnim tdajiim
z evropskych statd. 33,3% déti mélo bezprostredni reakci po podani mlécné formule (oralni alergicky syndrom, uratika,
Quinckeho edém s dyspnoi), u 66,6% déti se ABKM rozvijela pozvolnéji pfi kojeni (kojenecké koliky, ryma a zahlenéni,
atopicka dermatitida).

Autofi: Markéta Fojtikova, Marie Cerna, Pavlina Cejkova, Ctibor Dostal
Skolitel: prof. MUDr. Ctibor Dostal, DrSc., Revmatologicka klinika 1. LF UK

Uvod: Prolaktin je polypeptidovy hormon sehrévajici roli nejen v laktaci a reprodukci, nybrz i v imunoregulaci organismu.
Prolaktin plsobi jako cytokin a ovliviiuje zrani a diferenciaci imunitnich bunék. Je exprimovan v ¢etnych mimohypofyzarnich
lokalitach vcetné T, B lymfocytl a monocyt(i. Mimohypofyzarni exprese prolaktinu je Fizena alternativnim promotorem,
lezicim cca 5,8 kb od hypofyzarniho. V oblasti distélniho promotoru byl popsan jednonukleotidovy polymorfismus: -1149
G/T SNP. G alela tohoto polymorfismu je spojena s vyssi produkci prolaktinu v lymfocytech. Vyssi frekvence G alely byla
popsana u nemocnych SLE v britské studii (Stevens, 2001), nepotvrzena vSak analyzou italskou (Mellai, 2003).
Metodika: Testované skupiny: 156 SLE nemocnych, prmérny vék 43.4 let; 134 (85.9%) Zen a 22 (14.1%) muZz{i a 123
zdravych jedinc@, primérny vék 38.7 let; 40 (32.5%) Zen a 83 (67.5%) muz{. Usek 137 parl bazi (bp) distalniho pro-
moteru genu pro prolaktin byl amplifikovan pomoci PCR, poté bylo restrikéni endonukledzou Apo I provedeno restrikéni
Stépeni. Homozygotni genotyp TT se skladal ze 120 bp + 17 bp, homozygot GG 85 bp + 35 bp + 17 bp a GT heterozygot
120 bp + 85 bp + 35 bp + 17 bp Gsekd DNA. Vysledky byly zpracovany pomoci + test s Bonferroniho korekci.
Vysledky: Nezjistili jsme rozdil v distribuci alel a genotyp( -1149 G/T SNP mezi skupinou nemocnych a kontrolni ¢eskou
populaci. Sledovali jsme klinické charakteristiky nemocnych SLE (postizeni CNS, plic, srdce, kloub, kéize) ve vztahu
k tomuto polymorfismu. Zde jsme zjistili asociaci mezi vyskytem G alely a artritidou (Pc = 0.0086, OR = 2.56, CI 1.51-
4.33). Déle jsme se zaméFili na vék pacientd pfi diagndze SLE. Tuto veli¢inu jsme sledovali, nebot’ SLE se manifestuje
zejména u Zen ve fertilnim véku. Zde jsme zjistili asociaci GG genotypu a SLE pacient(, u kterych nemoc propukla mezi
20-40 lety v porovnani s ostatnimi (Pc = 0.023; OR 2.94, CI 1.43-5.96). Nebyl nalezen zadny rozdil u nositel& jednotli-
vych alel a vyjadrenym autoprotilatkovym syndromem.

Zaveér: G alela a GG genotyp je spojen s urcitymi klinickymi charakteristikami SLE — artritidou a vékem, kdy se SLE
manifestuje.

Autor: MUDr. Peter Habara, KIA — Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF a VFN, Klinika

. nefrologie 1. LF UK a VFN )

Skolitelka: MUDFr. Helena Mareckova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF a VFN a Ustav klinické biochemie
a laboratorni diagnostiky 1. LF a VFN

Podocyty jsou Ustfednimi burikami v glomerulu podilejici se na filtraci plazmy pfi tvorbé primarni moci. Na svém povrchu
exprimuji sialoglykoprotein Podocalyxin. U rdznych typ@ glomerulopatii byla popsana pfitomnost Zivych podocytd nebo
jen jejich tlomk@. Kvantum téchto elementl v moci koresponduje s mirou aktivity poskozujiciho procesu glomerulu na
rozdil od proteinurie, ktera informuje hlavné o tizi poSkozeni glomerulu. Zamérem nasi prace je zavést metodu kvantifi-
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kujici pocet podocalyxinovych elementd v moci na pritokovém cytometru.

Pfi vyvoji metody jsme narazeli na fadu Uskali jako je vysoka autofluorescence moci, ktera interferuje s emitovanym
svétlem fluorochromu monoklonalni protilatky. Dalsim problémem byla kvantifikace. Klasickou prdtokovou cytometrii
Ize ziskat pouze relativni Cisla a procentuelni zastoupeni jednotlivych ¢astic v populacich. V modi je tento vysledek neak-
ceptovatelny, protoze celkovy pocet elementl se u pacientd, ale i zdravych jedinc( lii, a proto jsme absolutni vysledky
ziskali modifikaci metody pro absolutni pocitani krevnich elementd. Dal$im problémem je rlizna pfitomnost proteind
v moci zplisobujici nespecifickou vazbu monoklonalnich protilatek.

Jako vzorek odebirame stfedni proud prvé ranni modi, ke které priddme nas prezervacni roztok, ktery umozni hodnoceni
vzorku bez ztraty na kvalité i po 2-3 dnech. Na identifikaci pouzivame anti-podocalyxinovou monoklonalni protilatku,
absolutni poCet stanovujeme pomoci specialnich zkumavek s definovanym poctem kulicek.. Dosud jsme vysetfili 30paci-
entl a 10 zdravych kontrol. U pacient se hodnoty pohybuji od desitek aZ po stovky elementd na ml modi, u zdravych
kontrol 0-5/ml modi.

Predbézné vysledky ukazuji, Ze metoda je schopna rozlisit jedince s aktivni nemoci od zdravé populace. Hlavnim zameé-
rem je ukazat, Ze metoda bude schopna sledovat dynamiku aktivity nemoci poskozujici glomerulus a tim zlepSit moz-
nosti monitorace Uspésnosti IéCby pacientli se zejména glomerulonefritidami, morbus Fabry a predikce rizika rozvoje
preeklampsie u téhotnych Zen.

Autofri: Jifi Hrdy, Peter Zanvit, Olga Novotna, Jan Zizka, Raja Lodinova-Zadnikova, Ingrid Kocourkova, Ivan
. Sterzl, Ludmila Prokesova i
Skolitel: doc. MUDr. Ludmila Prokesova, CSc., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Vyskyt alergickych onemocnéni neustale stoupd, proto na vyznamu nabyva sledovani prognostickych znak
ukazujicich na vznik alergickych onemocnéni s moZnosti zavedeni preventivnich opatfeni. Jako vhodny prognosticky
znak ukazujici na zvysené riziko vzniku alergie se jevi exprese cytokinl v burikach pupecnikové krve.

Metodika: Pomoci real-time PCR jsme porovnavali expresi IL-1p, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-13, INF-y, TNF-o. @ TGF-B
v bunkach pupecnikové krve déti alergickych a zdravych matek. Metodou ELISA jsme méfili koncentraci vySe zminénych
cytokin@l v séru pupecnikové krve.

Vysledky: U déti alergickych matek byla exprese cytokin IL-4, IL-8, INF-y, IL-1B, TGF-p signifikantné nizsi a IL-10 vyssi
ve srovnani s détmi zdravych matek. Snizena exprese INF-y u déti alergickych matek ukazuje na méné vyrazny Thi typ
bunécné odpovédi a tim snazsi rozvoj Th2 bunécné odpovédi podporujici rozvoj alergie. Rovnéz tak zvySena exprese
IL-10 v bunikach pupecnikové krve déti alergickych matek ukazuje na prevahu Th2. Snizena exprese TGF-B u déti alergic-
kych matek mdze prispivat k pomalejsimu vyzravani stfevniho epitelu novorozenct, a tim usnadnovat priichod antigend
(alergen() a tedy i snazsi navozeni alergie. TGF-B je klicovym cytokinem izotypového pfesmyku protilatek na IgA, ktery
pIni ochranou funkci na slizni¢nim povrchu stfevnich epitelii. Metodou ELISA jsme zjistili statisticky signifikantni rozdily
v séru pupecnikovych krvi déti alergickych a zdravych matek u IL-10 a EGF. JelikoZ se EGF vyznamnou mérou podili na
vyzravani stfevniho epitelu, tak jeho nizsi koncentrace miize negativné ovliviiovat vyvoj stfevni sliznice.

Zaveér: Jiz na Urovni bunék pupecnikové krve (respektive séra pupecnikové krve) je zfejmy alergicky fenotyp, ktery
upozoriiuje na zvySenou moznost pozdéjsiho vzniku alergie.

Tato prace vznikla za podpory grantli Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy CR MSM002162080 a Grantové
agentury CR 310/03/H147.

Autori: Petra Havrankova, Robert Jech, Nolan Walker, Josef Vymazal, EvZen RGzicka
Skolitel: as. MUDr. Robert Jech, Ph.D., Neurologicka klinika 1. LF UK a VFN

Uvod: Cilem studie bylo prokazat terapeuticky vliv repetitivni transkranidlni magnetické stimulace (rTMS) u pacientd
s pisarskou kreci. Jednalo se o placebem kontrolovanou, jednoduse zaslepenou studii.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 9 pacientek (prdmérny vék 42,4 let + (SD) 9 let) s pisarskou kiedi, pravacek. Kazda
z pacientek absolvovala v priibéhu studie dva 5 denni bloky s nizkofrekvenéni (1 Hz) rTMS aplikovanou po dobu 30
minut. Prvni blok spocival v pouziti ,redlné" rTMS, druhy v aplikaci ,placebo" rTMS. Redlna rTMS byla cilena na primarni
somatosensoricky kortex kontralateralné k postizené koncetiné. Placebo rTMS byla provedena s naklonem civky o 90s.
Pacientky byly v prlibéhu studie opakované klinicky testovany. Pred a po realné rTMS bylo provedeno vysetieni funkéni
magnetickou rezonanci (fMRI) béhem Ulohy s aktivnimi a pasivnimi pohyby prstl pravé ruky.

Vysledky:_U ¢ty pacientek jsme po skonceni bloku rediné rTMS pozorovali bezprostiedni subjektivni ¢i objektivni zlepseni
pisma a pocitll pfi psani. ZlepSeni trvalo 2 — 6 tydnd. U jedné z pacientek doslo k subjektivnimu zlepseni az za tyden po
skonceni realné rTMS. Po aplikaci placebo rTMS nebylo patrno zlepSeni u zadné z pacientek. U pacientek s bezprostied-
nim pozitivnim klinickym efektem, jsme prokazali v obraze fMRI zvySeni aktivity v levostranném somatosensorickém
kortexu v oblasti ruky. Toto zvySeni bylo pfitomno béhem aktivnich i pasivnich pohybd postizenou koncetinou. Aktivni
pohyby byly navic spojeny se zvySenou aktivaci v pravostranné hemisféfe mozecku. U pacientek, u kterych nedoslo po
rTMS ke zlepSeni, nebyla v obraze fMRI zaznamenana zadna zména.
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Zaver: V etiopatogenezi fokalni dystonie se vedle poruchy motorického systému uplatfiuji i abnormity somatosensoric-
kého systému. To podporuji i nase nalezy. rTMS vyvolala aktivaci somatosensorické kéry podminénou ziejmé funkcni
reorganizaci nebo zménou kortikalni excitability, coZ se nasledné projevilo zlepsenim dystonie.

Autofi: Ales Hnizda, Janosik Miroslav, KoZich Viktor
Skolitel:  doc. MUDr. Viktor KozZich, CSc., Ustav dédi¢nych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN

Cystathionin B-synthasa (CBS) je tetramerni protein, ktery katalyzuje kondenzaci serinu s homocysteinem a jehoZ deficit
je nejcastéjsi pricinou homocystinurie. Regulace aktivity tohoto enzymu je klicova pro metabolismus sirnych aminoky-
selin; jeji mechanismus ale dosud neni na atomové Urovni znam, nebot’ trojrozmérna struktura enzymu jesté nebyla
zjisténa. Hlavni prekazkou je hydrofobni charakter C-koncové Casti CBS, ktery znemoznuje vznik kvalitniho krystalu,
nutné podminky pro podrobnou strukturni analyzu.

Cilem této prace je studium trojrozmérného usporadani CBS metodou mapovani povrchové dostupnych postrannich
fetézcl aminokyselin, jejiz pomoci Ize popsat alespon ¢astecné strukturni aspekty studovaného proteinu. Tato metoda
vyuziva specificka modifikacni cinidla aminokyselinovych postrannich Fetézc(i; po modifikacni reakci je protein Stépen
vhodnymi proteolytickymi enzymy a vysledna smés peptid analyzovana pomoci hmotnostni spektrometrie na principu
MALDI-TOF. Modifikace postrannich Fetézcl je pak identifikovana na zakladé definovaného posunu molekulové hmot-
nosti reagujicich peptidd.

Pro optimalizaci metody povrchového mapovani jsme pouzili CBS bez C-terminalni ¢asti (tzv. aktivni jadro); zkracena
forma enzymu vykazuje katalytickou aktivitu a jeji krystalograficka struktura je jiz popsana. Plsobeni diethylpyrokarbo-
natu, bézné uzivaného k modifikaci histidinovych zbytkd, vedlo k oznaceni imidazolovych zbytkd His17, His22, His203
a His411, jez mlZeme povazovat za povrchové dostupné. Nativni elektroforézou a méfenim enzymové aktivity aktivnino
jadra jsme oveérili, Ze modifikacni zasah vyznamné nenarusuje jeho strukturni a katalytické vlastnosti. Data ziskana
timto pfistupem jsou také v souladu s informacemi ziskanymi rentgenostrukturni analyzou. Stejnym zplisobem budeme
studovat povrchovou dostupnost postrannich fetézcd plnodélkové formy CBS a sledovat jejich zmény vlivem interakce
C-terminalni domény s aktivnim jadrem. Tento pfistup by mohl vést k popisu nékterych strukturnich ryst CBS a ve
spojeni s predikénim modelovanim ke zjisténi trojrozmérného usporadani tohoto enzymu.

Tato prace byla podporovana z grantu &. 303/03/4065 GA CR.

Autor: MUDr. Ing. Radek Jirman, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN
Skolitel:  prof. MUDr. Jifi Mazanek, DrSc., Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN

Temporomandibularnimi (TM) poruchami trpi v soucasné dobé 20 % populace a odhaduje se, ze jenom 40 % postize-
nych se Uspésné vyléci a zbavi obtizi. Z anatomického a mechanickéhu Uhlu pohledu je temporomandibulami kloub
(TMK) slozity bikondilarni kloubni komplex, ktery je jednim z nejvice zatéZovanych kloub( v lidském téle. Navic jedinec-
nost spociva predevsim v tom, Ze dva stejné klouby se vyskytuji na jedné kosti, dolni Celisti, a tak jakykoliv pohyb nebo
funkeni odchylka jednoho z nich ovliviiuje i kloub druhy.

Tato prace je soucasti vétsiho projektu, jehoz cilem je vytvorit konstrukéni navrh nového typu totalni ndhrady TMK.
Totalni ndhrada temporomandibularniho kloubu bude koncipovana jako individualni nahrada. Tato problematika je celo-
svétové velice aktualni, bohuzel stale neni uspokojivé vyresena.

V této praci byla provedena rekonstrukce celé lebky z CT a MRI snimkd. Takto vytvofeny geometricky model byl vysit'o-
van Sestisténnymi elementy a byla provedena vypoctova analyza pomoci metody konec¢nych prvkd (MKP) v programu
ABAQUS. Vypocet byl uvazovan jako nelinearni kontaktni Uloha, kde kontakt byl definovan mezi TM diskem s kosti
spankovou a dolni Celisti. Pouzité materidlové modely pro jednotlivé ¢asti modelu (lebecni kosti, kloubni disk, vazy) byly
uvazovany jako nelinedrni a nehomogenni. Velikost a zplisob zatizeni TMK byl zvolen tak, aby odpovidal situaci pfi skusu.
Z provedené analyzy byly ziskany velikosti a rozloZeni napéti spolu s deformacemi plsobici na TMK.

Autori: Martina Kasperova, Jifi Votava
Skolitel:  doc. MUDr. Jifi Votava, CSc., Klinika rehabilitacniho lékafstvi 1. LF UK a VFN

Mezinarodni klasifikace funkcnich schopnosti, disability a zdravi (dale MK) je alfanumericky kddovaci systém, kterym je
moZno popsat zdravotni stav, aktivity a osobnost kazdého jedince. V anglickém jazyce tato klasifikace byla publikovana
v roce 2001 ,International Classification of Functioning, Disability and Health®.

Do Ceského jazyka ji prelozil profesor Pfeiffer. WHO pracuje na vzniku Sirokouhlé klasifikaci od roku 1972. Vyznam MK
je predevsim v tom, ze dava moznost hodnotit numericky nejen zdravotni stav jedince, ale i miru handicapu, osobnost
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a prostredi ve kterém se pacient pohybuije.

MK je ¢lenéna na dvé Casti. Prvni Cast popisuje funkEni schopnosti a zdravotni postizeni a druha spolupdisobici faktory.
Casti jsou rozdéleny na komponenty, komponenty na domény. Zakladni jednotkou domény je kategorie. Stupen problému
v konkrétni kategorii se hodnoti pomoci kvalifikatord. Hodnotit Ize na tfech Grovnich podrobnosti v zavislosti na vyuZiti
vystupnich dat. Pro ¢asovou narocnost neni mozno pouzivat vsechny kédy u jednoho pacienta, proto byly vytvoreny
vybérem kategorii vztahujicich se ke konkrétnimu onemocnéni. tzv. ,Zakladni sestavy" (CORE SETS).

Klinika rehabilitacniho Iékarstvi se UCastni této mezinarodni studie od roku 2004 a pouziva ji u diagndz RS, poranéni
mozku a artrdzy.

Radi bychom seznamili posluchace s vysledky nasi prace, ktera zahrnuje soubor 100 pacientl s tézkou artrézou kolen-
niho ¢i kyCelniho kloubu hodnoceny pomoci ,zakladnich sestav" na druhé Urovni podrobnosti MK. Prace rozpracovava
i tzv. osobni faktory, které jsou zahrnuty v klasifikaci, ale nejsou podrobnéji definovany.

Sbér dat probihal u pacientd hospitalizovanych na ortopedicko-traumatologickém oddéleni Oblastni nemocnice Pfibram
a.s. Jedna se vétsinou o pacienty indikované k aloplastice kolenniho nebo kycelniho kloubu. Soucasti dokumentace je
informovany souhlas pacienta, dotaznik o zdravotnim stavu a subjektivnich obtiZzich._

Autofi: Vladimir Kmoch, Hana Papezova, Anna Yamamotova
Skolitel:  prof. MUDr. Petr Zvolsky, DrSc., Psychiatricka klinika 1. LF UK a VFN

INTRODUCTION: Clinical reports indicate that 5-9% of adolescents injure themselves deliberately (3). Studies of self-
-injurious behaviour point to higher rates in patients with personality disorders, mental retardation or eating disorders
(ED) where deliberate self-harm (DSH) is present in 30-40%. We are examining the relationship between DSH, pain and
body image perception (BIP) in ED patients. An elevated pain threshold is a consistent finding in eating disorders (2).
METHODS: Our preliminary data include comparison of 3 groups: ED (n=20), ED with DSH (n=10) and controls (n=20)
were age, BMI, illness duration and diagnoses matched. Body image perception and dissatisfaction is measured by
Anamorphic Micro software, Body attitude test (BAT) and Somatoform dissociation questionnaire (SDQ-20). We dia-
gnosed the comorbidity with Mini International Neuropsychiatric Interview. Pain threshold latencies for thermal stimuli
were measured using the Analgesia meter (IITC Life science USA-Model 33) under mental arithmetic stress and rest
conditions.

RESULTS: 10 patients from the total of 93 had displayed DSH in the past. The ED-DSH group didn’t show any differen-
ces in pain threshold from the controls (contrary to ED), but we found that the stress analgesia of the ED-DSH group
was significantly lower than controls (p=0,01) and ED (p=0,03). Dissatisfaction characteristics from Anamorphic Micro
correlated with BAT (r=-0,82; p=0,007) but not significantly with SDQ-20.

CONCLUSION: We found lower stress analgesia in the ED-DSH group and we suppose that further pain and body
perception studies are promising for understanding neuropathophysiology in ED.

Autofi: Jarmila Klies¢ikova, Jacob Lorenzo-Morales, Eva Nohynkova
Skolitelka: RNDr. Eva Nohynkova, Ph.D., Oddéleni tropické mediciny — III. kliniky infekc¢nich a tropickych nemoci 1.
LF UK a FN Na Bulovce

Patogenni volné Zijici améby rodu Acanthamoeba mohou byt plivodci zavaznych infekci ¢lovéka. Loziskovy zanét mozku
je téméF vzdy smrtelny, zanét rohovky, ktery ohrozuje zrak, Ize I€cit, ale IéCba je zdlouhava a mlze selhat. Jednim
z ddvodl je absence ucinnych a specifickych 1ék{, které by dokazaly plsobit i na klidova rezistentni stadia — cysty.
Mechanizmus diferenciace akantaméb ve zralé cysty s dvouvrstevnou sténou zatim nebyl detailné prostudovan, i kdyz
je zfejmé, ze dllezitou soucasti tvorby cystové stény je syntéza celuldzy, ktera je jednou z hlavnich stavebnich slozek
obou vrstev stény cysty akantaméb. Celuléza je polysacharid sloZzeny z glukézovych podjednotek spojenych $(1,4)-
-vazbou. Vzhledem k tomu, Ze k encystaci dochazi také pfi nedostatku Zivin, trofozoiti musi obsahovat vhodny zdroj
UDP-glukdzy. Glykogenfosforylaza je hlavnim enzymem Stépicim glykogen za vzniku glukdzo-1-fosfatu. V nasi praci jme
sledovali pribéh encystace a syntézy celuldzy pfi soucasné inhibici exprese mRNA tohoto enzymu prostiednictvim RNA
interference. Glykogenfosforylaza je u akantaméb exprimovana od 8 do 24 hodiny po indukci encystace. V dlsledku
inhibice exprese tohoto enzymu dochazi ke tvorbé nezralych jednosténnych ,precyst" se snizenou odolnosti k neptiz-
nivym podminkam vnéjsiho prosttedi. ProtoZe zvySeni obsahu glukdzy v médiu v pfitomnosti interferujici RNA (siRNA)
nevede k tvorbé dvouvrstevné cystové stény je ziejmé, Zze pravdépodobnym zdrojem glukdzy pro syntézu celuldzy ve
vnitfni vrstvé cysty je glykogen.
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Autofi: Jana Kodydkova, Lucie Vavrova, FrantiSek Novak, FrantiSek Novak, Jr., Ales Zak
Skolitel: RNDr. Eva Tvrzicka, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Oxidacni stres a antioxidacni rovnovéha jsou v souc¢asné dobé velmi diskutovanou otazkou v oblasti akutni me-
diciny a intenzivni péce. K oxidacnimu stresu dochazi pfi poruseni rovnovahy mezi vznikem a odstrafiovanim reaktivnich
sloucenin kysliku a dusiku (RONS). Predpoklada se vliv oxidacniho stresu v patogenese infekcnich (sepse a septicky
Sok), endokrinnich (diabetes mellitus), gastrointestinalnich (akutni pankreatitida), kardiovaskularnich (atherosklerosa)
a neurodegenerativnich (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba) chorob. Infekéni onemocnéni a jejich celkové
priznaky v podobé sepse patfi i pres pokroky v mediciné stale k zavaznym pfi¢inam onemocnéni a umrti pacientd.
AntioxidaCni enzymy jako je glutathionperoxidasa (GP,) a glutahionreduktasa (GR) se podileji na udrZeni antioxidaCni
rovnovahy. Studie byla zaméfena na sledovani pacientt se sepsi a srovnani se dvéma kontrolnimi skupinami — kriticky
nemocnymi osobami bez pritomnosti sepse a zdravymi kontrolami.

Metodika: Kontrolni skupiny byly parovany podle pohlavi a véku (zdravé osoby) a podle pohlavi, véku a skore APACHE
IT (kriticky nemocni bez sepse). Aktivity enzym byly stanoveny v erytrocytech kinetickymi spektrofotometrickymi me-
todami.

Vysledky: Byly zjistény snizené aktivity glutathionperoxidasy v erythrocytech u pacientli v sepsi v porovnani se zdra-
vymi kontrolami (40,45+13,10 U/g Hb vs. 57,68+7,02 U/g Hb; n=13; p<0,05). S uzdravovanim pacienta aktivita GPX1
rostla. Mezi glutathionperoxidasou a selenem byla prokazana positivni korelace (r=0.615, p<0,00001). Nizka koncent-
race selenu byla pravdépodobné jednou z pficin snizené aktivity GPX1. Aktivita GR byla u septickych pacientd vyssi nez
u ambulantnich kontrol (8,86+2,73 U/g Hb vs. 6,61+1,12 U/g Hb, p<0,05), v prlibéhu uzdravovani pacienta se snizila
na hodnoty srovnatelné se zdravymi osobami.

Zaveér: Na zakladé ziskanych vysledkd by mohla byt do budoucnosti pouZita stanoveni aktivit GPX a GR jako marker(
probihajici sepse u kriticky nemocnych pacientd.

Podporovano grantem Ministerstva zdravotnictvi CR ¢ NR/8943-4 IGA a vyzkumnym zamérem Ministerstva Skolstvi,
mladeze a télovychovy CR ¢. MSM 0021620820.

Autofi: Jana Kopecka, Hnizda Ales and Kozich Viktor
Skolitel: doc. MUDr. Viktor Kozich, CSc., Institute of Inherited Metabolic Diseases, Charles University in Prague,
First Faculty of Medicine

Homocystinuria due to cystathionine beta-synthase (CBS) deficiency is the most common defect in sulphur amino
acids metabolism, which is caused by pathogenic mutations in the CBS gene. Misfolding and aggregation of mutant
polypeptides have been proposed to play role in pathogenesis of CBS deficiency. Pharmacological chaperones — a class
of chemical compounds , which at low concentrations stabilize mutants and prevent aggregation — are being recently
explored as a treatment modality in different genetic disorders. Our study was aimed at determining the effect of possible
pharmacological chaperones on quaternary structure and activity of a panel of 27 pathogenic mutations, representing
two thirds of patient-derived alleles.

Two natural ligands of CBS — delta-aminolevulinic acid (d-ALA), a precursor of heme, and allosteric activator S-adenosyl-
-L-methionine (SAM) — were used in an E.coli expression system and their effect on mutants was examined by native
western blotting and radiometric assay. Presence of 0.5 mM d-ALA during expression facilitated formation of correctly
folded tetramers for 5 mutants (increase by 10-40 % compared to medium without d-ALA); in P78R, V180A and R266K
mutations the improved folding was accompanied by a 2-3 fold increase in catalytic activity. In contrast, we did not
observe any effect of 0,5mM or 1 mM SAM on quaternary structure and/or activity of mutants. These data suggest
that co-translational elevation of heme concentrations may promote correct folding and assembly of a subgroup of CBS
mutants, which in turn rescues their enzymatic activity. In summary, this ongoing study exapands the understanding of
molecular mechanisms in CBS deficiency and suggests that for patients with CBS deficiency novel therapeutic strategies
may emerge in future.

This work was supported by the Wellcome Trust Senior Fellowship and by grant 303/03/H065 from GA CR.

Autofi: Marta Kopeckova, Kiepelova Anna, Goetz Petr, Petrasek Jan
Skolitel: doc. MUDr. Ivo Paclt, CSc., Psychiatricka klinika, 1. LF UK a VFN

Hyperkineticky syndrom / porucha pozornosti (ADHD) pfedstavuje zavazny socialnémedicinsky problém, protoze postihu-
je znacnou Cast détské populace (3-10%). Klinicky charakterizovan nepozornosti, impulzivitou a hyperaktivitou. ADHD
je onemocnéni multifaktorialni a geneticky heterogenni a v soucasné dobé je znamo vice nez 30 genll podilejicich se na
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vzniku a vyvoji onemocnéni. Jednotlivé alely téchto genl mohou byt v populaci relativné ¢asté, protoze nepfedstavuji
klasické mutace, ale polyrnorfismy, které jsou priCinou arteficialni aktivity produktu.

Studium jednotlivych transmiterovych systémd, které jsou do patogeneze ADHD zapojeny, a poznani vlivu genetického
podkladu na jejich funkéni zmény mize v budoucnosti pomoci pfi volbé vhodného psychofarmaka vzhledem k tomu, Ze
v léCbé hyperkinetické poruchy se uplatfiuji latky s rliznym mechanismem Gcinku. Ke studiu byly proto vybrany geny
systému dopaminergniho (DRD2, DRD3 a DAT1), noradrenergniho (DBII) a serotoninergniho (5-H1T) u nichZ byla
provedena molekularné-geneticka analyza 11 polymorfism{ se zakladni strategii zaloZzenou na asociacnim studiu ,,pfi-
pad-kontrola“. Pfitomnost rizikovych alel byla porovnana v souboru 100 déti s ADHD a v kontrolni skupiné 100 jedinc(,
u nichZ byly pfiznaky ADHD vylouceny testem Connersové. Vysledky naseho vyzkumu svédci pro asociaci genti DRD2,
5-HTT, DA T1 a DBH s ADHD. Konkrétné po korekci vysledkd na mnohocetné testovani, korekci na pohlavi a po prove-
deni power-analyzy plati: 1) riziko ADHD je signifikantné zvySeno u nosi¢d polyrnorfui alely v genech DRD2 (7,5~ krat),
5-H1T (2,7-krat) a DAT] (I,6-krat); 2) riziko ADHD je signifikantné zvySeno u homozygoru pro polyrnorfni alely v genech
DRD2 (54-krat), 5-H1T (6,7-krat) a DATI (6,6krat); 3) riziko ADHD je signifikantné zvyseno u nosi¢d polymorfni alely
DBH +444A, ktefi jsou soucasné nosici polymorfni alely DBH +1603T(14,9-krat).

Genetické pristupy ve vyzkum ADHD maji zasadni vyznam nejen teoreticky, ale také prakticky. Oteviraji perspektivu
volby farmaka podle genetické etiologie. Farmakologicky pfistup je v soucasnosti nejucingjsi formou IéCby a jeho vcasna
aplikace brani rozvoji sekundarnich poruch.

Autor: Mgr. Lubomir Kralik
Skolitel: prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc., Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Menkesova choroba je vzacné se vyskytujici recesivni genetické onemocnéni vazané na chromosom X s tézkou
poruchou metabolismu médi. PostiZzeni muZi trpi celkovym nedostatkem médi v disledku chybné distribuce médi v téle
projevujici se snizenim pevnosti pojivovych tkani a vaznymi neurodegenerativnimi poruchami. Choroba je zplisobena
mutaci Menkesova genu (ATP7A), ktery zaujima asi 140 kb genomové DNA a obsahuje 23 exon(, které koduji 1500 ami-
nokyselin dlouhou transmembranovou ATPasu typu P UCastnici se pfenosu médi v bufice.

Metodika: Genomova DNA ctyf nepfibuznych nemocnych s Menkesovou chorobou z Ceska a Slovenska byla vysetfena
pro pfitomnost mutaci v genu ATP7A vyuzitim pfimého sekvenovani vsech 23 exond, které byly namnozeny pomoci PCR.
Zjisténé mutace byly nasledné rovnéz ovéreny restrikcni analyzou.

Vysledky: U vysetfovanych nemocnych byly v genu ATP7A nalezeny: Q724X, G727R, E1249X a Q1288X. Mutace Q724X
a E1249X dosud nebyly publikovany.

Zaveér: V genu ATP7A jsme nasli nové mutace - Q724X a E1249X. Tyto mutace vedou k pred¢asnému ukonceni Men-
kesova proteinu. Nalez vede k hlubsimu pochopeni molekularni podstaty Menkesovy choroby a je dllezity rovnéz pro
prenatalni diagnostiku tohoto letalniho onemocnéni v postizenych rodinach.

Podporeno granty GAUK 109/06, GACR/303/03/H065, MSMT 0021620806.

Autor: MUDr. Jan Krupicka
Skolitel: prof. MUDr. Jaromir Hradec, CSc., III. interni klinika - klinika endokrinologie a metabolizmu
1. LF UK a VFN

Uvod: Kardialni dysfunkce vede k neurohormondini odpovédi, jejimz vysledkem jsou i zvy$ené plazmatické hladiny
natriuretickych peptidd (NP). PFi srde¢nim selhani (SS) maji NP vyznam diagnosticky a prognosticky. Objevily se také
zpravy, ze pomoci NP Ize fidit [é¢bu nemocnych se SS.

Cil prace: Posoudit, zda lécba SS se snahou docilit normalni hladinu natriuretického peptidu typu B (BNP) povede ke
snizeni vyskytu kardiovaskularnich pfihod.

Usporadani studie: Do studie bude zafazeno 100 pacient{ hospitalizovanych pro akutni SS (primomanifestace i zhor-
dle klinického stavu (klinicka skupina). Nemocni budou sledovani v 3 mésicnich intervalech po dobu 2 let. Sledovanym
klinickym ukazatelem je soucet vSech Umrti, hospitalizaci pro SS a zhorSeni SS bez nutnosti hospitalizace.

Vysledky: K datu odeslani abstraktu bylo zafazeno 32 pacientl primérného véku 73 let, s prdmérnou hodnotou
vstupniho BNP 669 pg/ml. BEhem roc¢niho sledovani byl nizsi vyskyt epizod dekompenzace SS ve skupiné BNP oproti
skupiné klinické (12 vs 15). Pouze u 2/3 pacientd bylo mozné pfi intenzifikované farmakologické 1é¢bé dosédhnout nor-
malni hladinu BNP.

Zavér: Vzhledem k malému poc¢tu nemocnych nelze zatim predbéznd data statisticky hodnotit. Prvni vysledky vsak
naznacuji, ze stanovovani hladin BNP u pacientd s chronickym SS midZe pomoci ¢asnému odhaleni hrozici kardialni de-
kompenzace a umozfiuje upravit 1ébu jednotlivym pacientdm na miru se snahou dosahnout cilovou hodnotu BNP. Ne
u kazdého pacienta vsak Ize dosahnout normalizace této hodnoty.
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Autorka:  Martina Krenova
Skolitelka: prof. MUDr. Daniela Pelclova, CSc., Toxikologické informacni stfedisko, Klinika nemoci z povolani 1. LF
UK a VFN

Uvod: Pfedmétem prace je zhodnoceni priib&hu akutni intoxikace a dlouhodobych nasledké po poziti vybranych latek
s hepatotoxickymi a nefrotoxickymi Gcinky.

Metodika: Studie byla provadéna retrospektivné v letech 2000-2004 na zakladé informaci ziskanych z dokumentace
intoxikovanych pacientl muchomlirkou zelenou (Am. ph.) nebo etylénglykolem (EG) léCenych ve spolupraci s Toxikolo-
gickym informacnim stfediskem v Praze nebo toxikologickymi laboratofemi na Uzemi Ceské republiky.

Vysledky: Hodnotili jsme 37 propoustécich zprav intoxikovanych osob Am. ph. Ze 35 pacientl, ktefi preZili akutni fazi
intoxikace, bylo hepatotoxické poskozeni potvrzeno u 17 osob a nefrotoxické poskozeni u 9 osob. Pét osob nebylo dale
sledovano. Funkce jater se upravila u 8 osob do 1 mésice, u 3 osob do 6 mésicl a u 1 muze do 18 mésicll po otrave.
Funkce ledvin se upravila u 5 osob rychle béhem hospitalizace po rehydrataci, u 2 osob do 9 mésicll az 2 let po otraveé.
Pacientka s agenezi jedné ledviny, s hypertenzi a s diabetem zemrela za 20 mésicd po otravé (pretrvavalo renalni po-
Skozeni). U jediné Zeny trva poskozeni ledvin s nutnosti hemodialyzy jesté po 4 letech od intoxikace. U této pacientky
vSak nebyla mikroskopicka analyza spor provedena, nelze proto vyloucit poZziti jiné nefrotoxické houby. Ziskali jsme 206
propoustécich zprav intoxikovanych osob EG. Z poctu 182 pacientd, ktefi prezili akutni fazi intoxikace, se nefrotoxické
poskozeni objevilo u 50 osob. Deset osob nebylo dale sledovano. U 19 osob se funkce ledvin upravila do 1 mésice,
u 13 osob do 6 mésicli, u 3 osob v rozmezi 8 mésicl az 2 let po otravé. U 5 osob pfi posledni kontrole v dobé za 19-
50 mésicl zatim nedoslo k pIné Upravé, nebyla jiz u nich nutnd hemodialyza. Jejich koncentrace kreatininu podstatné
poklesly, posledni hodnoty byly v rozpéti 119-200 mmol/I. Hlavnimi pfi¢inami delSi rekonvalescence bylo nejzavaznéjsi
rendlni poskozeni v akutni fazi otravy u pacientl ve vysokém véku s hypertenzi.

Zaveér: Z naseho sledovani vyplyva, Ze toxické organové poskozeni po otravé Am. ph a EG je vétsinou plné reverzibilni.
Prechod do chronicity je velmi vzacny. Vyznamnou roli mlze hrat zejména predchozi onemocnéni téchto organd.

Préce byla podpofena vyzkumnym zamérem ¢ MSM 0021620807 MSMT Ceské republiky

Autorky:  Jana Liskova, Zora Mélkova
Skolitelka: MUDr. Zora Mélkova Ph.D., Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK a VFN

Ve vétsiné bunécnych typl zplisobuje infekce virem vakcinie lyzu buriky, ktera se povaZzuje za ekvivalent nekrdzy. V na-
Si laboratofi jsme vSak pozorovali zvySenou aktivaci kaspaz ve vakcinii infikovanych burkach (linie BSC-40 a HelLa G)
v porovnani s neinfikovanymi burikami.

Aktivaci kaspaz jsme méfili dvéma metodami vyuZivajicimi prdtokovou cytometrii, a to pomoci CaspACE (fluorescenc-
ni pan-kaspazovy inhibitor) a Rhodamine 110-bis-aspartate (fluorescencni nespecificky substrat kaspaz). Dale jsme
metodou western blottingu pozorovali Stépeni substratu kaspaz cytokeratinu 18 a vznik jeho specifického neoepitopu
(M30) po stépeni kaspazami. Jiny typicky cil kaspaz PARP vsak v bunkach infikovanych vakcinii stépen neni. Abychom
se ujistili o specifité detekce aktivity kaspaz, provedli jsme kompetici fluorescencniho kaspazového inhibitoru CaspACE
a jeho nefluorescencniho ekvivalentu. Nefluorescencni inhibitor kaspaz vyrazné snizil fluorescenci infikovanych bunék,
zatimco kontrolni inhibitory specifické pro calpain tuto fluorescenci nesnizovaly. Podobné kompeticni experimenty jsme
provedli i s inhibitory specifickymi pro jednotlivé kaspazy (kaspazu 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9,10, 13). Ukazalo se, Ze v burkach
infikovanych virem vakcinie jsou vyrazné aktivovany kaspazy 2 a 4, mirné také kaspaza 3. V soucasné dobé se zabyvame
ovérenim aktivity téchto kaspaz western blottingem a pomoci specifickych fluorecencnich substratd.

Aktivace exekutorové kaspazy 3 je zfejmé omezena diky cetnym antiapoptotickym faktorlim kédovanym virem vakcinie.
Uloha kaspaz 2 a 4 v apoptdze neni zcela jasna, ale ziejmé se obé podileji i na zanétlivé signalizaci, coz by mohlo byt
vyznamné pro typ imunitni odpovédi organismu pfi infekci virem vakcinie.

Autofri: Petra Liskova, Rhian Gwilliam, Neil D. Ebenezer, Marike Pretorius, Alison J. Hardcastle,
. Martin Filipec, Shomi S. Bhattacharya
Skolitel: prof. MUDr. Martin Filipec, DrSc., Laborator biologie a patologie oka 1. LF UK a VFN

Uvod: Cilem prace byla identifikace mutaci v Sesti ¢eskych vzajemné nepiibuznych a ctyfech britskych rovné? vzajemné
nepribuznych rodinach se zadni polymorfni dystrofii rohovky (ZPD); relativné vzacného o¢niho onemocnéni.
Metodika: Pomoci pfimého sekvenovani byl proveden screening kodujicich exond a hranic intrond s exony vSech tfech
genl (VSX1, COL8A2 a ZEB1/TCF8), které byly zatim popsany jako ZPD podmiriujici . V Ceskych rodinach bylo dale
provedeno genotypovani marker( v lokusu 20p11.2 za Ucelem testovani mozného zakladatelského efektu.

Vysledky: Identifikovany byly Ctyfi nové patogenni mutace ve Ctyfech rodinach; dvé delece, jedna terminacni mutace
a jedna duplikace v exonu 7 ZEB1 genu nachazejicim se v lokusu 10p11.2. Genotypovani Ceskych rodin neprokazalo
stejny haplotyp jako u jinych dfive popsanych dvou rodin mapovanych do oblasti 20p11.2 .
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Zaveér: Nase prace potvrzuje roli ZEB1 genu v patogenezi ZPD a poukazuje na genetickou heterogenitu tohoto onemoc-
néni. Absence nalezu pri¢innych mutaci v Sesti rodinach naznacuje, ze ZPD je pravdépodobné zplsobena dalsimi dosud
neidentifikovanym(i) genem nebo geny.

Autofri: Milo$ Mraz', J. Kfemen*, J. Blaha?, M. Matias?, P. Kopecky? J. RuliSek? E. Kotrlikova?, T. Roubicek?,

L. Bosanska?, S. Svacina?, R. Hovorka3, M. Haluzik?, III. interni klinika — klinika endokrinologie

a metabolizmu 1. LF UK a VFN, 2 Klinika anesteziologie, resuscitace a intenzivni mediciny 1. LF UK a VFN,
. 3 Clinical School of Medicine, University of Cambridge, Velka Britanie
Skolitel: doc. MUDr. M. Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu 1. LF UK a VFN

Uvod: Inzulinovou rezistenci navozena hyperglykémie je ¢astym jevem u kriticky nemocnych pacienté a vyskytuje se
jak u diabetikd, tak u pacientd bez pfedchozi anamnézy diabetu. Bylo prokazano, ze udrzeni normoglykémie pomoci
intenzivni inzulinové terapie vyznamné snizuje morbiditu i mortalitu u téchto pacientd. Cilem nasi studie bylo srovnani
pocitaCového algoritmu s variabilnim intervalem pro méfeni glykémie (eMPC — enhanced Model Predictive Control)
a standardniho protokolu pro intenzivni inzulinovou terapii u kriticky nemocnych pacientl pouzivaného na pooperacni
JIP kliniky kardiovaskularni chirurgie 1. LF UK a VFN.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 60 pacient, ktefi podstoupili elektivni kardiochirurgicky vykon (aortokoronarni
bypass, chlopenni nahrada), 30 pacientd bylo randomizovano pro lé¢bu pomoci eMPC algoritmu, 30 pro l1é¢bu pomoci
standardniho protokolu. Cilova glykémie byla 4,4-6,1 mmol/I, délka studie byla 24 hodin od zacatku operace. Glykémie
byla méfena a rychlost inzulinové infuze byla upravovana v 1-4 hodinovych intervalech v zavislosti na pozadavku algo-
ritmu, resp. protokolu.

Vysledky: Primérna hodnota glykémie dosahovala 6,15 + 1,11 mmol/I ve skupiné |é¢ené pomoci eMPC algoritmu, oproti
7,21 + 1,08 mmol/I ve skupiné Ié¢ené pomoci standardniho protokolu, v cilovém rozmezi se nachazelo 60,4 + 22,8% vs.
27,5 £ 16,2% namérenych hodnot. Doba v hyperglykémii byla 7,4 + 4,7 vs. 16,7 £ 4,1 hodin, v Zadné skupiné nebyla
zaznamenana epizoda zavazné hypoglykémie (<2,9 mmol/l). Primérna rychlost inzulinové infuze byla 4,67 + 3,34 vs.
2,57 + 1,66 IU/h, primérny interval mezi jednotlivymi méfenimi byl 1,46 + 0,31 vs. 2,10 £ 0,22 hodin.

Zaveér: Vysledky nasi studie ukazuji, Ze algoritmus s variabilnim intervalem pro méreni glykémie je k udrzeni cilovych
hodnot glykémie u kriticky nemocnych pacientl efektivnéjsi nez standardni protokol.

Autofri: Edgar Oganessian, Milada Kostifova, Zdenék Broukal
Skolitel:  prof. MUDr. Zdenék Broukal, CSc, Vyzkumny Gstav stomatologicky, 1. LF UK a VFN

Uvod: Odhad pfijmového pozadi fluoridu z vyZivy u kojencd a batolat je rozhodujici pro indikaci fluoridové suplemen-
tace. Obsah fluoridu v matefském mléce je obvykle velmi nizky, stejn€ jako v balenych kojeneckych vodach doporuco-
vanych pro obnovovani instatni mlécné vyzivy (IMV) (Oganessian E.: Ces. Stomatol., 2007, v tisku). Cilem studie bylo
stanovit obsah fluoridu v produktech IMV od vyrobctl Hero, Nestlé a Nitricia dostupnych v Ceské republice. Analyzy byly
provedeny v 8 produktech IMV pro déti od jednoho do tfi mésict, v 8 produktech pro déti 4-10 mésicl a v 6 produktech
pro déti starsi 10 mésic.

Metodika: Substance IMV byly rozpustény jednak v deionizované vodé a jednak v balenych kojeneckych vodach ob-
sahuijicich 0,15 a 0,56 ppm fluoridu. Obsah fluoridu byl stanoven po extrakci mikrodifuzi za pomoci hexametyldisiloxanu
(van Staden, van Rensburg: Analyst, 1991;116:807-10) inotové selektivni elektrodou ELIT 8221 (Nico, USA) a ionomet-
rem InolLab pH/ION 735P (WTW, Germany). V pfipravné fazi studie jsme ovéfili, Ze pouZita extrakéni metoda ma ztraty
mensi nezZ tfi procenta fluoridu pfi pouziti roztokd o znamé koncentraci.

Vysledky: Obsah fluoridu v méfenych vzorcich produktd IMV: 0,01 az 0,66 ppm pfi rozpusténi v deionizované vodé,
0,02 az 1,06 ppm a 0,56 az 1,25 ppm pfi rozpusténi v kojeneckych vodach s obsahem 0,15 a 0,56 ppm fluoridu. Produkt
IMF, Sunar Complex Premium (Hero), ma vyrobcem upraveny obsah fluoridu na 0,50 mg F/100 g prasku. Jeho obsah
fluoridu po rozpusténi v deionizované vodé a v kojeneckych vodach s obsahem 0,15 a 0,56 ppm F byl v rozmezi od 0,67
do 1,08, od 0,85 do 1,24 a od 1,05 do 1,45 ppm fluoridu.

Zaveér: Standardni produkty IMV tedy nepfispivaji vyznamnou mérou k prijmovému pozadi fluoridu u kojenct a batolat.
Sunar Complex Premium by vSak mél byt obnovovan kojeneckymi vodami nebo balenymi vodami vhodnymi pro kojence
s nizkym obsahem fluoridu. U déti Zivenych timto produktem IMV se podavani alimentarni fluoridové suplementace
formou tablet nedoporucuje.

Grant & NR/8331-3, IGA, MZCR.
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Autofri: Tomas Roubicek, Jaromir Kfemen, Jan Blaha, Markéta Dolinkova, Lenka Bosanska, Stépan Svadcina,
. Martin Haluzik
Skolitel: doc. MUDr. Martin Haluzik, CSc., III. interni klinika — klinika endokrinologie a metabolizmu

1. LF UK a VFN

Uvod: Zvy3eni glykémie nad normalni mez je u kriticky nemocnych pacientd ¢astym jevem a to nejen u nemocnych
s anamnézou diabetu, ale i u pacientd s dosud normalnim metabolizmem glukdzy. Bylo prokdzano, Ze na vzniku inzuli-
nové rezistence u téchto pacient se podili i tukova tkan produkci mnoha prozanétlivych cytokind. V posledni dobé je
podrobnéji zkouman lokalni renin-angiotensinovy systém tukové tkané s ohledem na mozny podil pfi vzniku inzulinové
rezistence. Dosud vSak chybély Udaje o lokdlni zméné renin-angiotensinového systému tukové tkané u kriticky nemoc-
nych pacientt. Cilem nasi studie bylo studovat zmény lokalni produkce renin-angiotensinového systému tukové tkané
pfi kardiochirurgickém zakroku.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 10 pacientd, ktefi podstoupili planovanou kardiochirurgickou operaci. Na zaCatku
a na konci operace byly odebrany vzorky subkuténni a epikardidlni tukové tkané. Ve vzorcich byla stanovena exprese
mRNA pro angiotensinogen, angiotensin-konvertujici enzym, a receptor pro angiotensin II. typ 1.

Vysledky: Exprese mRNA pro angiotensinogen vyznamné vzrostla v epikardidlni tukové tkani na konci operace. Expre-
se mRNA pro angiotensin-konvertujici enzym a receptor pro angiotensin II. typ 1. zlstala v subkutanni i epikardialni
tukové tkani nezménéna.

Zaveér: Zvysena produkce angiotensinogenu epikardialni tukovou tkani mdlze ovliviiovat vznik pooperacni inzulinové
rezistence.

Autofi: Monika Szakacsova, Babjuk M., Mares J., Soukup V., Pesl M., Duskova J., Dvoracek J.
Skolitel: doc. MUDr. Marko Babjuk, CSc., Urologicka klinika 1. LF a VFN

Cil: Zhodnotit prognosticky vyznam mikrosatelitové analyzy na 3. chromozomu u pacientd s konvenc¢nim nadorem
ledvin.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 63 pacientl (vék 33 - 85 let, primérny vék 69,1 roku) s histologicky prokazanym
lokalizovanym konvencnim (svétlobunécnym) rendlnim karcinomem, u kterych byla provedena nefrektomie nebo resekce
ledviny. Velikost nadord se pohybovala od 2 do 12cm, diferenciace nadoré dle Fuhrmanové byla hodnocena jako G1 u 36,
jako G2 u 25 pacientd. Ve tkani tumor{ byla provedena analyza mikrosatelitd analyzou markert D351289 a D351560
K analyze byl pouZit pristroj ABI PRISM 1300 AVANT. Vysledky byly korelovany s klinickopatologickymi charakteristikami
nadord a prlibéhem onemocnéni.

Vysledky: Marker D351289 byl informativni u 82,5 % pacientd (52/63), D351560 u 84,1 % pacient(l (53/63). Ztrata
heterozygozity (LOH) v D351289 byla detekovana u 57,1 % (36/63) a v D3S1560 u 55,6 % (35/63) sledovanych.
Soucasny nalez LOH v obou lokusech byl detekovan u 42,9 % (27/63). U obou pacientli s nadorem G3 byla prokazana
LOH v obou lokusech. Béhem priimérné doby sledovani 29,57 mésicl se objevila progrese onemocnéni u 7 pacientd.
U kazdého z nich byla prokazana LOH alespori v jednom lokusu, u 4 z nich pak v obou lokusech (NS).

Zavér: LOH v lokusech D351560 a D351289 je Castym nalezem ve tkani lokalizovaného konvencniho renalniho karcino-
mu. Byt jsme zatim neprokazali statisticky vyznamny rozdil, ukazuji nase vysledky urcitou korelaci mezi ndlezem LOH
a priibéhem onemocnéni.

Prace byla podporena VZ 0021620808.

Autofi: Miroslav Spadek, 2Bélohlavek, O., 2Votrubova, 1., 3Sebesta, P., ‘Tosovsky J.
Skolitel: doc. MUDr. Jan Tosovsky, CSc., II. chirurgicka klinika - kardiovaskalarni chirurgie, VFN, 1. LF UK, 2 PET
centrum, Nemocnice Na Homolce, *oddéleni cévni chirurgie, Nemocnice Na Homolce

Cil prace: Infekce cévni protézy je jednou z nejzavaznéjsich komplikaci v kardiovaskularni chirurgii. Standardné uzivané
diagnostické metody Casto selhdvaji prave v pripadé nizce virulentni infekce cévni protézy a nalezeni vhodné diagnostic-
ké modality je tedy stale vyzvou. Cilem prace je vyhodnoceni citlivosti nové hybridni diagnostické modality FDG-PET/CT
v této indikaci. y

Material a metodika: Ctyficet pét pacientd, nositel& 53 cévnich protéz, podstoupilo kontrastni FDG-PET/CT vysetfeni
pro podezfeni na nizce virulentni infekci cévni protézy, v priméru 16 mésicll (1-33) po provedené tepenné rekonstruk-
ci. Analyzované parametry PET byly: vizualné posouzené fokalni a difuzni uptake FDG (negativni-mirny-intenzivni)
a pomérné hodnoty maximalni intensity FDG uptake v oblasti cévni nahrady vztazené k referencni oblasti suprarenalni
aorty. K posuzovanym CT parametrdm patfi transaxialni plocha infiltratu, iritace ohraniceni loziska predpokladané infek-
ce a pritomnost pseudoaneurysmatu. Dale jsme provedli analyzu hodnot CRP a leukocytdzy v dobé vysetfeni. VSechna
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data jsme porovnali se zlatym standardem — chirurgickém nalezu pfi reoperaci (39 graft) nebo, v pripadé negativnich
nalez@, klinické sledovani (14 graftd) s primérnou dobou trvani 15 mésicl (3-26). Diagnosticka hodnota sledovanych
parametr(l byla vyhodnocena pomoci statistickych testd. Pfesnost metody je vyjadfena jako senzitivita, specificita,
negativni a pozitivni prediktivni hodnota, vetné 95% confidence intervalu.

Vysledky: Nalez infekce cévni protézy byl pozitivni ve 40 pripadech, ve 13 pak negativni. Vizualné posouzeny fokalni
uptake FDG se ukazuje jako nejlepsi diskriminator (p<0.0001); ostatni vyhodnocené parametry neposkytuji dalsi zasadni
informaci (p>0.1) (stepwise logistic regression). Vizualné posouzeny mirny FDG uptake ve 13 pripadech (25%) odpovi-
dal peroperac¢nimu nalezu 7 infikovanych a 6 neinfikovanych graftd, tedy takovy nalez byl shledan jako nediagnosticky.
VSech 6 pripadd negativnich PET nalez{ bylo potvrzeno negativnim klinickym sledovanim. V 34 pfipadech intensivniho
fokalniho uptake FDG byla infekce potvrzena operacnim nalezem v 33 pripadech.. Tyto vysledky znamenaji sensitivitu
metody 100% (CI: 87-100%), specificitu 86% (CI: 42-99%), PPV 97% (CI: 93-100%), NPV 100% (CI: 52-100%).
VSechny ostatni sledované parametry a jejich vzajemné kombinace nepfinasi dalsi zpfesnéni.

Zaveér: Vizualné vyhodnoceny FDG uptake je nejvhodnéjsi parametr PET/CT pfi diagnostice malo virulentni infekce cévni
protézy. Mirny FDG uptake je hodnocen jako nediagnosticky (25%). Zadny, resp. vysoky FDG uptake (75%) velmi dobre
vyloudi, resp. potvrdi infekci.. CT Cast vySetfeni je zcela zasadni pro presnou lokalizaci patologického procesu, avsak
nepfinasi zadnou vyznamnou informaci pro rozhodnuti, zda se jedna ¢i nejedna o infekci cévni nahrady.

Authors: MUDr. Lenka Stepankova?, Kralikova E.2

Supervisor: MUDr. Eva Kralikova, CSc., ! 3rd Medical Department, First Faculty of Medicine and General Teaching
Hospital, 2 Institute of Hygiene and Epidemiology and 3rd Medical Department First Faculty of
Medicine and General Teaching Hospital

Epidemiological research - What\'s new in nicotinic receptor research and what does it contribute towards understan-
ding nicotine dependence

Introduction and aim: A complex and circular relationship between smoking, depression and other psychiatric illnesses
has been well documented - psychiatric comorbidity is often seen in smokers. A high number of psychiatric patients are
smokers and high rates of anxiety and depression exist usually in patients attending smoking cessation clinics. Our aim
is to evaluate psychiatric comorbidity (depression) in our patients, and to assess different characteristics in depressed
and non- depressed patients. Methods: We analyzed sample of our patients concerning their age, gender, level of nico-
tine dependence (Fagerstrom Test of Nicotine Dependence, FTND), and CO in expired air at baseline visit. Psychiatric
comorbidity was assessed by asking every patient. Our sample included all patients with current depression (treated
by pharmacotherapy), who visited our clinic (first visit) during 2005. We compared characteristics of this sample with
all patients enrolled in 2005. Results: In our patients (N = 379) we found = 16.62% (63/379) patients with current
depression. The average level of nicotine dependence (FTND score 0 - 10) in depressed patients was 6.36, compared
to 5.38 in the whole group. Concerning the gender, 70 % of depressed patients were female, and 30 % male, while
we had 50 % of both female (190/379) and male (189/379) patients in the whole group. Average number of visits in
the depressed sample was higher: 4.68 compared to 3.31 in all patients. Concerning pharmacotherapy, in depressed
patients nicotine replacement therapy (NRT) was used in 84 % (53/63) compared to 91 % (344/379) in the whole
group, and/or bupropion was used in 10 % (6/63) and 6 % (23/379), respectively. Conclusion: About each sixth patient
of our clinic suffered with depression compared to 5 % of depression point prevalence in the Czech population (each
twentieth). Depressed smokers were more nicotine dependent and heavier smokers than the rest of our patients, and
were more likely to be female.

Autofi: Jana Tajtlova, Zemanova Z., Pavlistova L., Grosova L., Berkova A., Michalova K. i
Skolitelky: prof. Ing. Kyra Michalova, DrSc., RNDr. Zuzana Zemanova, CSc., Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav
klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Mnohocetny myelom (MM) je heterogenni onemocnéni, které se vyznacuje individualnimi rozdily v klinickych projevech,
léCebné odezvé a progndze. V posledni dobé je za jeden z nejdllezitéjsich prognostickych faktorll u nemocnych s MM
povazovan nalez klonalnich chromosomovych aberaci v plasmatickych bunkach. K nejcasté&jSim a prognosticky nejvy-
znamnéjs$im cytogenetickym nalezlm patfi zejména delece RB1 genu v oblasti 13q14 a/nebo ztrata celého chromosomu
(stfedni az Spatna progndza) a dale translokace IgH genu v oblasti 14q32. Gen IgH vstupuje do translokaci s rdzny-
mi partnerskymi geny a tyto prestavby jsou vétsinou spojeny s velmi Spatnou progndézou. Vyjimku tvori translokace
t(11;14)(q13;932), ktera byva spojena s delsim celkovym prezitim a je povaZovana za priznivy prognosticky ukazatel.
K dal$im nalezfim patfi amplifikace oblasti 1921 a del(17)(p13.1), které jsou spojovany se $patnou progndzou .
Pacienty s nové diagnostikovanym MM vysSetfujeme metodou interfazické fluorescencni in situ hybridizace v kombinaci
s imunofluorescencnim znacenim plasmatickych bunék (cIg-FISH). Pouzivame lokus-specifické DNA sondy (Abbott-Vysis™,
KREATECH) a specifické protilatky znacené fluorochromy (Vector Laboratories). Zaméfili jsme se na identifikaci aberaci
dlouhych ramen chromosomu 13, prestavby genu IgH, amplifikace oblasti 121 a delece genu p53.
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Metodou cIg-FISH jsme vysetfili celkem 240 nové diagnostikovanych pacientd a chromosomové aberace jsme detekovali
celkem u 194 nemocnych (80,8%). Aberace chromosomu 13 jsme prokazali u 122 nemocnych (50,8%), prestavby genu
IgH jsme potvrdili u 155 pacientd (64,6%), amplifikaci oblasti 1g21 jsme nalezli u 44 pacientl (40,7%) a deleci genu
p53 jsme identifikovali u 19 pacientd (17,6%). Vysledky molekularné cytogenetické analyzy porovnavame s klinickymi
parametry.

Metoda cIg-FISH vyznamné prispiva k detekci chromosomovych aberaci v plasmatickych burikach u nemocnych s MM.
Jejich identifikace upfesnuje diagnozu, stanoveni progndzy a Ize predpokladat, ze povede i k individualizaci 1éCby dle
stanoveného rizika.

Podporovano grantem IGA NR/8183-4 a MSM 0021620808.

Autofri: Jana Tukova, Milo$ Hroch, Jaroslav Chladek, Pavla Dolezalova
Skolitelka: doc. MUDr. Pavla DoleZalova, CSc., Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF UK a VFN

Uvod: Metotrexat (MTX) predstavuje nejicinnéjsi Iék 2. volby v pediatrické revmatologii. Pro nekonstantni farmakokine-
tiku je mezi jednotlivymi pacienty velka variabilita v odpovédi na léCbu. Klinicky Gcinek zavisi na davce. Zplsob zahajeni
terapie ma zasadni klinicky dopad. MUze dochazet k oddaleni klinického G¢inku poddavkovanim nebo naopak ke zvyseni
rizika toxicity agresivni vysokodavkovou terapii. Dle predchozich studii méze koncentrace polyglutamatll MTX v erytro-
cytu (EMTX) odpovidat biologické dostupnosti MTX a jejich stanoveni by mohlo pfispét v casném obdobi vedeni terapie
stejné jako v dalSim monitorovani terapie. Cilem nasi prace je posoudit pfinos stanoveni EMTX pro optimalni davkovani
na zakladé porovnani hodnot EMTX mezi détmi dobte reagujicimi na terapii a nereagujicimi dostatecné.

Metodika: 28 déti s juvenilni idiopatickou artritidou jsme rozdélili podle odpovédi na I1é¢bu dle opakovaného standardi-
zovaného hodnoceni aktivity choroby (core set of JIA outcome measures; pedACR). Terapeuticka odpovéd’ byla Uplna
(inaktivni onemocnéni), ¢astecna (t pedACR 50) a Zadna odpovéd’ (£ pedACR 30). Pacienti dostavali stabilni davku léku
minimalné 6-8 tydnd, jeji velikost byla titrovana podle klinického Gcinku. EMTX jsme méfili pomoci kapalinové chroma-
tografie (HPLC) s fluorescencni detekci.

Vysledky: Déti s ¢asteCnou a nedostatecnou odpovédi dostavaly vyssi davky MTX, presto se jejich EMTX nelisi od déti
s dobrou odpovédi. Po prepoctu EMTX na davku 10 mg/m? se EMTX mezi skupinami lisi (P=0,02) a jsou nizsi u déti
s nedostatecnou odpovédi oproti détem s dobrou odpovédi (P<0,05, post-hoc test).

Zaveér: Predbézné vysledky této studie ukazuji rozdilnou kinetiku MTX u déti dobfe a nedostatecné odpovidajicich na
|éCbu. Déti s nedostatecnou odpovédi mozna vyzaduji vyssi terapeutické koncentrace EMTX. Hledani ucinné davky
s vyuzitim EMTX by mohlo byt pfinosné. Dokud tento predpoklad nebude potvrzen prospektivni studii, doporucujeme
méfeni EMTX pouze k ovéFeni compliance pacient.

Autori: Lucie Vavrova, Jana Kodydkova, FrantiSek Novak, Frantisek Novak, Jr., Ale$ Zak
Skolitelka: RNDr. Eva Tvrzicka, CSc., IV. interni klinika — klinika gastroenterologie a hepatologie
1. LF UK a VFN

Uvod: Pfi metabolickych procesech v organismu vzniké fada reaktivnich slou¢enin kysliku a dusiku (reactive oxygen
and nitrogen species, RONS), které hraji vyznamnou roli v patogenesi celé fady chorobnych stavll. Pfedpoklada se, ze
RONS prispivaji vyznamné ke vzniku atherosklerosy, ischemické choroby srdecni, Sedého zakalu, diabetu mellitu, zanétd
a septickych stav(l a podporuji starnuti organismu. Sledovani vzniku volnych radikald a jejich plisobeni v organismu se
proto stalo velmi aktualni problematikou moderni mediciny. Katalasa (CAT) je enzym, ktery se nachazi témér ve vsech
aerobnich burikach a je zodpovédny za jejich ochranu pred toxickym Gcinkem peroxidu vodiku. Katalysuje rozklad per-
oxidu vodiku na vodu a kyslik Studie byla zaméfena na sledovani pacientd se sepsi a srovnani se dvéma kontrolnimi
skupinami — kriticky nemocnymi osobami bez pfitomnosti sepse a zdravymi kontrolami.

Metodika: Kontrolni skupiny byly parovany podle pohlavi a véku (zdravé osoby) a podle pohlavi, véku a skore APACHE
II (kriticky nemocni bez sepse). Aktivita enzymu byla stanovena v erytrocytech kinetickou spektrofotometrickou meto-
dou.

Vysledky: Ve studii byly prokazany snizené hodnoty aktivity CAT v pocatcich sepse oproti ambulantnim kontrolam
(162.4£20.2 kU/g Hb vs. 224.5+28.8 kU/g Hb, n=13, p<0.001), v pribéhu uzdravovani byl zaznamenan trend rdstu
hodnot aktivity CAT a pacienti po uzdraveni dosahovali hodnot srovnatelné vysokych se zdravymi kontrolami. Hodnoty
aktivit katalasy neseptickych kriticky nemocnych pacientd a zdravych kontrol se statisticky vyznamné nelisily. Byla zjis-
téna vyznamna negativni korelace mezi koncentraci CRP a aktivitou CAT (r=-0.383, p<0.01) a positivni korelace mezi
koncentraci Zeleza v séru a aktivitou CAT (r=0.537, p<0.0001).

Zavér: Do budoucnosti by stanoveni aktivity katalasy mohlo vyznamné pomoci v diagnostice sepse.

Podporovano grantem Ministerstva zdravotnictvi CR & NR/8943-4 IGA a vyzkumnym zémérem Ministerstva $kolstvi,
mladeze a télovychovy CR ¢. MSM 0021620820.
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lv\uto‘r'i: Jana Volna, David Kemlink, Karel Sonka
Skolitel: prof. MUDr. Karel Sonka, DrSc., Neurologicka klinika, 1. LF UK a VFN

Uvod: Poruchy spanku &i jind onemocnéni se vyskytuji az u 80% osob pracujicich ve sménném provozu. Zamé¥ili jsme
se na testovani parametrd bdélosti zdravotnich sester.

Metodika: K testovani byl pouZit Performance Vigilance Task (PVT-192). PVT je ambulantni metoda uZivana k testovani
vlivu spankové deprivace, poruch pozornosti a denni spavosti. Testovana osoba reaguje na nepravidelné se objevujici
svételné impulsy na displeji pistroje. Test trva 10minut a PVT software umoznuje statisticky zhodnotit reakcni Casy
a pocet chyb v prlibéhu testu. Soucasti vySetfovani byla visualni analogova skala ospalosti (VAS) a vybrané spankové
anamnestické Udaje. VySetfeno bylo celkem 20 zdravotnich sester pracujicich ve 12-ti hodinovém sménném pracovnim
provozu neurologické kliniky. ViyluCovacimi kriterii byly léky ovliviiujici spanek, anamnesticky pritomna spankova porucha
a komorbidita. Kazda ze sester podstoupila celkem 4 PVT testy, pred nastupem do sluzby (denni ¢i nocni) a po ni.
Vysledky a zaveér: Median reakcniho ¢asu (RT) byl pfed denni sluZzbou 261,3ms (SD+38,7), po denni 260,1ms (SD+33,1),
pred no¢ni sménou 251,3ms (SD+23,5), po nocni 260,5ms (SD+26,1). Signifikantni byly rozdily mezi RT pred nocni
sménou a po ni a mezi RT obou vecernich méfeni. Rozdil v RT pred a po sluzbé je signifikantné vyssi po nocni sméné.
Celkovy pocet chyb (TE) byl pred denni sménou 10 (SD+2,3), po ni 25 (SD+5,4), pred nocni sménou 13 (SD+2,8), po
nocni 5 (SD*1,4). Signifikantni korelace byly nalezeny pro vSechna méfeni, nejsilnéji pak mezi TE po denni a po nocni
sméné. Subjektivni hodnoceni denni spavosti dle VAS bylo pred denni sménou 3,3 (SD+2,2), po ni 3,5 (SD+2,8), pfed
nocni 3,1 (SD+2,4), po no¢ni 5,9 (SD+2,3). Signifikantni byla korelace VAS pred nocni sménou a po ni a korelace rozdilu
VAS mezi zaCatkem a koncem smény po nocni sméné oproti denni. Zjistili jsme dale negativni korelace véku ¢i poctu
déti a doby spanku po nocni sluzbé, vysledky testl u kuracek a nekuracek nebyly statisticky vyznamné. Je patrno, ze
cirkadianni aspekt hraje v testovani velkou roli.

Autofi: Mgr. Karina Vargova, Kokavec J., Podskocova J., Majumdar R., Skoultchi A. I., Stopka T.
Skolitel: = Tomas Stopka, MUDr. PhD., Ustav patologické fyziologie 1. LF UK

DNA a histonové proteiny tvofi v bunétném jadfe opakujici se chromatinové jednotky sloZzené z osmi histonovych proteind
a 147-bdzového Useku DNA oznacované jako nukleozém. Chromatin-remodelujici faktor Snf2h z helikdzové podrodiny
ISWI (Imitation SWItch) je schopen sestavit a posunovat nukleozémy po DNA, v procesu oznacovaném v literature
jako ,nucleosome assembly" a ,sliding". Snf2h je nepostradatelny pro embryonalni vyvoj a krvetvorbu (Stopka 2005).
Zjistili jsme, Ze Snf2h je lokalizovan jak v heterochromatinu tak i v transkripéné aktivnim euchromatinu. To podporuje
predchozi prace o roli Snf2h v progresi bunécného cyklu skrze S-fazi vedle dalSich potencidlnich funkci v regulaci genové
exprese. Studujeme strukturu chromatinu metodou konfokalni mikroskopie v mysich embryich s inaktivovanym Snf2h,
jez zplisobuje embryonalni letalitu v obdobi ¢asné gastrulace. Nasim hlavnim cilem je studovat roli Snf2h v pribéhu on-
togeneze a v dospélych tkanich, a proto jsme pripravili tfi kondicionalni knock-out (cKO) konstrukty, které nam umoziuji
fizenou deleci vybranych exon(i v ATPazové doméné Snf2h v rliznych tkanich a stadiich vyvoje. Mechanismem homologni
rekombinace v embryonalnich kmenovych burikach jsme pfipravili fadu bunécnych linii pro blastocystovou injekci a nyni
pracujeme na tvorbé gen-inaktivovanych mysi ve fazi kfizeni chimerickych mysi. Pro studium specifické role ATPazové
domény Snf2h jsme metodou cilené mutagenezy piipravili 2 mutace ATP-vazebného mista (K210R) a DExH boxu (D307A).
Genetické modely funkce Snf2h v mysi pfispéji k poznani role remodelace chromatinové struktury.

Granty: NR9021-4, 301/06/093, LC06044, 2B06077.
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Autorka:  Bc. Jana Holoubkova, DiS., 2. r.
Skolitelka: PhDr. Helena Chloubova, Ustav teorie a praxe osetfovatelstvi 1. LF UK

Uvod: Bolest m& zakladni pozitivni obrannou a signini funkci organismu. Upozorfiuje nds na poskozeni naseho téla,
omezuje dalsi namahani a pretéZzovani. V urcitych pfipadech ma bolest negativni vyznam, mdZe stat vlastni nemoci,
prinasi nadbytecné utrpeni vedouci k rozvolnéni rodinnych a socidlnich vazeb a ve svych dlsledcich az ke zménam
osobnosti. Jedna se predevsim o ty pfipady, kdy intenzivni bolest je hlavnim pfiznakem onemocnéni a nebo kdy jeji délka
zabyvaji Centra pro léCbu bolesti, ktera pomahaji nemocnym trpicim chronickou bolesti tuto strast IéCit a pfistupuji k ni
individualné, komplexné a multidisciplinarné.

Metody: Pfedmétem vyzkumu bylo zhodnoceni rozlozeni a popis hlavnich funkci Center léCby bolesti (CLB) v celé
Ceské Republice. Jako zakladni metoda kvantitativniho neexperimentalniho vyzkumu bylo zvoleno dotaznikové Setreni.
Dotazniky byly rozeslany do vSech akreditovanych pracovist’ IéCby bolesti, které byly zaregistrovany do 31. prosince
roku 2006. Vyzkum spocivajici v dotaznikovém Setfeni byl anonymni a obsahoval 18 otazek. Dotaznikové Setfeni bylo
doplInéno o studium dokumentace v CLB v Plzni. Vybrala jsem 3 nejCastéjsi oSetrovatelské kazuistiky, které jsou typické
a velmi Casté v Ié¢bé chronické bolesti.

Vysledky: Bylo zjisténo, ze v kazdém kraji funguji alespon 2 pracovisté, ktera se specializuji na Iébu bolesti, na 100
tisic obyvatel pfipada asi 1 CLB. Dale bylo zjiSténo, Ze nevhodny Zivotni styl je ve vétSiné pripadl pfi¢innou chronické
bolesti. Mezi nejcastéjsi faktory nezdravého Zivotniho stylu patfil nedostatek pohybu a s nim souvisejici obezita. Byl
také patrny staly nardst klientely CLB, kdy od roku 2002. Vékova hranice klientd s bolesti se stale rozsifuje a zeny trpi
chronickou bolesti vice nez muzi. CLB navstévuji nejvice lidé s neonkologickymi diagnézami (pfevazuje vertebrogenni
algicky syndrom) a bolesti trpi nejvice lidé v invalidnim nebo starobnim dfichodu.

Zaveér: Chronicka bolest je stale jesté opomijenym problémem a je ¢asto bagatelizovana. PéCe o tlumeni a odstranovani
bolesti musi byt v souladu se zajisténim péce o potfeby nemocnych. Dilezita je tymova prace a to nejen Iékare a sestry,
ale vzajemna spoluprace, kde hlavni roli hraje pacient. CLB jsou neodmyslitelnou slozkou komplexni péce o nemocné
trpici chronickou bolesti.

Autorka:  Bc.Jana Novotna, 2.r.
Skolitelka: PhDr. Helena Chloubova, Ustav teorie a praxe osetfovatelstvi 1. LF UK

Ma prace se zabyva problematikou lidi postizenych vadou zraku. Jejich ¢astecna nebo Uplna ztrata schopnosti vizualné
se orientovat v nasem svété s sebou nese nejrliznéjsi obtize, s nimiz se zejména stafi lidé velmi Spatné vyrovnavaj.
Nékterym z nich se zhorsila kvalita Zivota, nedokazali se s Gdélem postupné ztraty zraku vyrovnat Ci se uzavreli pred
okolim. Setkala jsem se s lidmi, ktefi skrz sv@j handicap nedokazali nalézt cestu a novy zpdsob Zivota.

Metodika: Strukturovany rozhovor vlastni konstrukce s audiozéznamem s volnymi vypovéd'mi respondentd; Pozorovani;
Sledovani dokumentace a anamnestickych (dajli; Kazuistiky

Vysledky: Po sdéleni oftalmologické diagndzy uvadéji respondenti v nemocnic¢nim prostiedi negativni prozivani. 22%
téchto respondentd ma problémy s vyrovnanim se se zrakovou vadou. Pouze 9% respondentd pFipousti, Ze se s vadou
dokazali vyrovnat. 72% vsech respondentd si mysli, Ze béhem jejich onemocnéni zrakového Ustroji nedoslo k naruseni
socialnich vazeb s jejich blizkym okolim. 31% respondentl pfipousti, Ze nejzavaznéjsi udalosti v jejich Zivoté byla smrt
blizké osoby. Také 25% respondentd tvrdi, Ze nic tak zavazného, jako je postizeni zraku, nikdy nezaZili. 66% responden-
t0 déla nejvétsi problém orientace a pohyb v cizim prostfedi, ¢teni a prace v domacnosti. Nadpolovicni vétsinu respon-
dentll (64%) tvori lidé, ktefi kompenzacni pomdcky, uréené lidem se zrakovym postizenim nepouZivaji. Stejny pocet
respondent(i (64%) nenavstévuje Zadnou organizaci pro zrakové postizené. 72% respondentd je spokojeno se svym
Zivotem. 59% z nich uvadi, Ze jejich Zivot neprobihd podle jejich ocekavani.

Zavér: Jelikoz jsem sledovala respondenty po devét mésicll, vzdy v tfimésicnich ¢asovych odstupech, mohu po zhod-
noceni fici, Ze doslo u respondent(l k podstatnym pozitivnim zménam. Srovnavala jsem dvé skupiny respondentd.
Respondenty oslovend v nemocni¢nim prostredi a v rekvalifikacnim centru. Mezi témito skupinami byli patrné velké
rozdily. Respondenti v rekvalifikacnim centru se Iépe integrovali do bézné ,spolecnosti*. Délali si plany do budoucnosti,
méli mnoZstvi mimopracovnich aktivit. Lépe se vyrovnavali s postizenim zraku. Dokazali si pfipustit, ze maji problémy
a pouzivali kompenzacni poméicky. Z toho vyplyva, Ze je zapotfebi, aby se na lidi s postupnou ztratou zraku zaméfovala
vEtsi pozornost. Aby péce o né byla kontinualni s navaznosti na mimooborovou spolupraci. Je potfeba zefektivnit meto-
dy, jakymi jsou zrakové postizenym lidem podavany informace.

Autorka:  Mgr. Zuzana Vodehnalova
Skolitelka: doc. MUDr. Olga Dlouha, CSc., Foniatricka klinika 1. LF UK a VFN

vavr

prozivani i socialni kompetence osob a afazii i jejich bezprostifedniho okoli. Z dostupnych dat mapujicich problematiku
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cévnich mozkovych pfihod Ize odévodnéné predpokladat, ze roste pocet osob s afazii (trvale rostouci pocet hospitalizo-
vanych pro cévni onemocnéni mozku a klesajici hospitalizacni letalita), stejné jako life expectancy. Pribyva tedy osob
terapie, kterou nasim klientlim s afazii nabizime, skute¢né positivné dopada na kvalitu jejich Zivota a zdaje tedy efektivni.
Koncept na zdravi vazané kvality Zivota (HRQoL) nabizi holisticky pohled na osobu s afazii a umoznuje méfit dopad afazie
na kvalitu Zivota. Pfednaska nabizi Gvodni vhled do problematiky kvality Zivota osob s afazii a jejiho méreni, prezentaci
pouzivanych nastrojli méfeni a moznosti akcentace psychosocialni roviny afazie v klinické praxi. Na Foniatrické klinice
VFN a 1.LF je druhym rokem Uspésné realizovan projekt skupinové reedukace osob s afazii, ktera positivné ovliviiuje
nejen faktické, ale i psychické a socialni dovednosti osob s afazii.

Vitézové 8. ro¢niku studentské védecké konference se sesli v Akademickém klubu 1. LF UK ve Faustové domé, aby prevzali
ceny.
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Blood platelets are discoid anucleate cell fragments involved in cellular mechanisms of blood clot formation, repair
of endothelium and regulation of inflammation [1]. Blood platelets are of the central importance in the development
of arterial thrombosis and cardiovascular diseases. No other single cell type is responsible for as much morbidity and
mortality in humans as platelets [2, 3].

Endothelium-derived nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGL,) are potent physiological inhibitors of platelet adhesion
and aggregation [4-6]. NO and PGI, activate guanylyl- and adenylyl cyclises in platelets. Synthesized cGMP and cAMP
activate cGMP- and cAMP-dependent protein kinases (cGK and cAK, respectively) that phosphorylate substrate proteins.
Nevertheless, few direct connections between NO and PGI, triggered protein phosphorylation and platelet inhibition
have been revealed yet [7].

VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein) is one of major targets of NO and PGI, signalling in platelets. VASP is
a regulator of actin cytoskeleton rearrangements. It protects actin barbered ends from capping and thus promotes actin
polymerization, formation of filopodia and platelet shape change. VASP comprises of N-terminal Ena/VASP homology
domain 1 (EVH1), central proline-rich region (PRR) and C-terminal Ena/VASP homology domain 2 (EVH2). EVH1 binds
proteins containing FPPPP-motifs and plays an essential role in VASP targeting to focal adhesions. PRR interacts with
profilin, Src-homology domains and WW-domains. EVH2 binds G- and F-actin, protects actin barbered end against cap-
ping and its coiled-coil region mediates tetramerization of VASP [8-10]. NO and PGI, trigger phosphorylation of VASP
on serine 157, serine 239 and threonine 278. Since phosphorylated VASP does not protect actin barbered end against
capping, actin filament assembly diminishes and platelet shape change is inhibited [11-13].

Many protein phosphorylation effects on signalling are mediated by 14-3-3 proteins [14]. 14-3-3 proteins constitute
a ubiquitously expressed evolutionary conserved exclusively eukaryotic protein family. 14-3-3 proteins bind phosphose-
rine and phosphothreonine motives specifically. An interaction with 14-3-3 proteins causes conformational changes or
occlusions of specific domains of target phosphoproteins. This results in modulation of enzymatic activity, localization
and interactions of target phosphoproteins [14, 15]. 14-3-3 proteins form homo- and heterodimers. 14-3-3 isoforms §, y
and ¢ are highly expressed in platelets [16]. In spite of more than 200 interaction partners of 14-3-3 proteins have been
identified in human cells [17], only two has been described in human platelets: GPIb (a part of the von Willebrand fac-
tor receptor [18]) and Rap1GAP2 (an inhibitor of integrin ., B, dependent platelet adhesion and aggregation [7, 19]).
In order to yield a better understanding of molecular mechanisms of platelet activation and thrombus formation, we
identified 14-3-3 proteins as VASP binding partners and assessed the regulation of VASP/14-3-3 interaction in human
platelets.

Materials — Human thrombin, ADP, sodium-nitroprusside (SNP) and forskolin were obtained from Sigma, PGI, was
from Cayman Chemical. Vardenafil was donated by Bayer Pharma. Antibodies anti-FLAG (Sigma), anti-myc (Upstate),
anti-VSV P5D4 (Sigma), anti-VASP M4 (immunoGlobe), anti-VASP 16C2 (Upstate) were used for protein detection. Se-
condary antibodies HRP-coupled goat-anti-rabbit and goat-anti-mouse were from Dianova. Protein A/G Agarose was
from S.C. Biotechnology.

Mutagenesis — Site-directed mutagenesis of VASP was performed by polymerase chain reaction amplification of VSV-
-VASP-pcDNA3 using mutagenic primer pairs, Pfu DNA polymerase (Stratagene), digestion with DpnI (Fermentas) and
transformation in XL-10 Gold bacteria.

Fusion proteins — 14-3-3p and 14-3-3( cDNAs were cloned into pGEX-4T3 vector (Amersham) containing glutathion-
-S-transferase (GST) cDNA. GST-14-3-3 fusion proteins were expressed in E. coli BL21 and purified on GSH-sepharose
(Amersham).

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

Platelet preparation — Venous blood was drawn from healthy volunteers taking no medications, who gave their in-
formed consent according to the declaration of Helsinki. Washed platelets were obtained by sequential centrifugation
as previously described [20].

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

Co-immunoprecipitation and pull-down experiments — Proteins were immunoprecipitated from 500 pl of cell
lysate by corresponding antibody (amount according to the manufacturer’s instructions) and 5 pl Protein A/G Agarose
at 4 °C overnight. In pull-down experiments, 5 pl of GSH-sepharose bead suspension saturated with GST-14-3-38,
GST-14-3-3¢ or GST-GFP were added to 500 pl of platelet or cell lysate and incubated at 4 °C overnight. The beads
were washed 5 times with the lysis-buffer before adding 20 pl 3x Laemmli-buffer and boiling for 5 minutes. Proteins
were separated by SDS-PAGE and identified by immunoblotting as described before [19]. All shown experiments were
performed at least 3 times and produced similar results.

14-3-3 proteins were identified as binding partners of VASP by pull-down assays in human platelet lysates. 14-3-38 and
¢ isoforms, both highly expressed in platelets [16], bound to the endogenous VASP with a similar affinity, while control

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

GST-GFP fusion protein did not interact with VASP (Fig. 1).

In order to identify 14-3-3 binding site(s), we tested 14-3-3 binding to separated VASP domains EVH1, EVH1-PRR,
PRR-EVH2 and EVH2. Further, we assessed 14-3-3 binding to not phosphorylable serine or threonine to alanine point
mutants of previously described VASP phosphorylation sites serine 157, serine 239 and threonine 278 [11] either alone
or in combination (VASP-S157A, VASP-S239A, VASP-T278A or VASP-S157A-S239A, VASP-S157A-S239A-T278A). However,
only subtle differences in VASP/14-3-3 binding were observed in co-immunoprecipitation and pull-down experiments
that did not allowed identifying 14-3-3 binding site(s) (data not shown).

In order to assess the regulation of VASP/14-3-3 interactions, intact human platelets studied ex vivo were treated by
ADP and thrombin and the VASP/14-3-3 interaction was analysed in pull-down experiments. 14-3-3 precipitated VASP,
phosphoserine 157 VASP (denoted as a shift in VASP mass from 46 to 50 kDa), phosphoserine 239 VASP and total
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Freshly isolated human platelets were treated without or with 10 uM ADP or with 1 u/ml thrombin for the indicated times. After
lysis, equal amounts of GST-14-3-3 coupled to GSH-sepharose beads were used for precipitation. Bound proteins were eluted from
the beads and visualized by immunoblot analysis with anti-VASP (upper panel). The middle panel shows phosphoserine 239 VASP
(detected by phosphoserine 239 VASP specific antibodies) and the lower panel the expression level of protein VASP. Phosphoserine
157 VASP is apparent as a shift of VASP molecule mass from 46 to 50 kDa.

VASP were measured by immunoblot in platelet lysates. The ADP and thrombin triggered an increase in VASP/14-3-3
binding (Fig. 2).

Since VASP/14-3-3 interaction was enhanced by platelet activation pathways, the opposite effect of platelet inhibition
pathways was hypothesized.

The cAMP production in platelets was stimulated by treatment with the receptor agonist PGI, or forskolin, a direct ade-
nylyl cyclase activator. After the treatment, platelets were lysed and GST-14-3-3 was used to precipitate endogenous
VASP. 14-3-3 precipitated VASP, phosphoserine 157 VASP, phosphoserine 239 VASP and total VASP were assessed. Both
treatments reduced VASP/14-3-3 interaction (Fig. 3).

The cGMP production was stimulated by NO-donor SNP. After the treatment, platelets were handled as previously
described. SNP treatment reduced VASP/14-3-3 interaction similarly as PGI, (Fig. 4). This effect was intensified by
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Freshly prepared washed human platelets were treated with PGI, as indicated. Then platelets were lysed and analysed as described
in Fig. 2.
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Washed human platelets were treated without or with vardenafil for 30 minutes followed by SNP treatment as indicated. Then plate-
lets were lysed and analysed as described in Fig. 2.

61



® SEKCE PREGRADUALNI — TEORETICKA CAST

preincubation of platelets with vardenafil (Fig. 4), a potent inhibitor of phosphodiesterase 5 (PDE5) that hydrolyses
cGMP efficiently [4].

We identified VASP as a new binding partner of 14-3-3 proteins in human platelets and resolved the regulation of VASP/14-
3-3 interactions in human platelets.

The phosphosphorylation site necessary for 14-3-3 binding and the identity of an appropriate protein kinase remain to
be determined.

The 14-3-3 binding site within VASP was not revealed likely due to an interference with endogenous wild-type VASP,
involvement of probable not yet described VASP phosphorylation sites and possible multiple 14-3-3 binding sites within
VASP molecules.

As VASP/14-3-3 interaction is increased by ADP and thrombin signalling, a potential kinase could be protein kinase B
or C (PKB or PKC, respectively), since both are established elements of regulation pathways downstream of ADP and
thrombin [6]. In fact, VASP can be phosphorylated on serine 157 not only by cAK and cGK, but also by PKC [21, 22].
PKC (and possibly PKB) might phosphorylate VASP on other residue(s) creating 14-3-3 binding site(s).

Since VASP is involved in actin dependent processes in platelets and it is one of major targets of NO and PGI, signalling,
tight regulation of VASP/14-3-3 binding by both platelet activation and inhibition pathways may represent an important
molecular switch.

VASP/14-3-3 interaction could trigger changes in VASP localization, block cAK and cGK phosphorylation sites or allow
VASP to interact with another 14-3-3 binding proteins. 14-3-3 proteins might play a role in an apparent shift of VASP
molecule mass from 46 to 50 kDa by serine 157 phosphorylation as well.

Precise regulation of platelet activation is an essence for proper blood vessel functions and effective cardiovascular the-
rapy. Our results indicate that the regulation of VASP/14-3-3 binding is a novel intersection of major platelet activation
and inhibition pathways (Fig. 5). This finding defines a new mechanism that might contribute to both platelet activation
and endothelial inhibition of platelet adhesion and aggregation. Our data could at least partially explain molecular basis
of dipyridamole effects in platelets as well [23].

So far only three binding partners of 14-3-3 proteins have been described in platelets: GPIb [18], Rap1GAP2 [7] and
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ADP and thrombin signalling result in increase of VASP/14-3-3 binding, promotion of actin filament assembly and following platelet
shape change. Stimulation of NO/cGMP and PGL,/cAMP signalling pathways induce phosphorylation of VASP on serine 157, serine
239 and threonine 278 followed by detachment of 14-3-3 proteins. This multiple phosphorylated VASP does not protect actin barbe-
red ends from capping and thus it inhibits actin filament assembly.
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VASP. Interaction of all named proteins with 14-3-3 is regulated in a similar way. Platelet activation results in the increase
of 14-3-3 binding to these proteins, whereas platelet inhibition diminishes 14-3-3 binding suggesting a new common
molecular switch mechanism in human platelets.

The author would like to thank his tutor Albert Smolenski for the kind support and valuable advices, members of Platelet
Signalling Group Oliver Danielewski, Meike Hoffmeister, Simone Kobe de Oliveira and Olga Neumiiller and last but not
least Prof. Werner Milller-Esterl. A special acknowledgement belongs to all blood donors and Bayer Pharma for providing
vardenafil.
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C-fos je povazovan za jednoho z nejvyznamnéjsich Gcastnik{l nitrobunécné signalizace.

Ovlivnéni c-fos ma zasadni vliv pro spravny prlibéh mnoha rozdilnych fyziologickych

pochod, diferenciace nervového systému, jeho spravnou funkci, spravnou diferenciaci

osteoklastd a dalSich organovych systémd. C-fos hraje ale vyznamnou roli i u mnoha patofyziologickych mechanismi-
Gcastni se mechanismd vedoucich k hypertrofii kardiomyocyt@, hraje roli pfi reakci dfené nadledvin na exogenni in-
zult. Role c-fos byla ale popsana i u pochod( resultujicich z abusu navykovych latek- napfiklad tetrahydrocannabinolu
(THC).

Cilem prace bylo popsat zmény, které u laboratorni mysi vyfazeni genu c-fos vyvola. JelikozZ c-fos hraje tak zasadni roli
v bunécné signalizaci, je s podivem, Ze tento knock-out neni pro organismus letdlni. Cilem prace bylo zkoumat zmény
v signalizacnich systémech, které knock-out genu c-fos vyvold. Sledovali jsme vliv vyfazeni genu c-fos na vazebné
charakteristiky vybranych receptord, které jsou sprazeny s G-proteiny. Studovany byly nésledujici receptory: o,-adreno-
receptory (AAR), B-adrenoreceptory (BAR), muskarinové receptory (MR), D,-like dopaminové receptory (D,R), D,-like
dopaminové receptory (D,R). Dale jsem se zabyvali zmé&nami v aktivité fosfolipazy C (PLC).

Vazebné vlastnosti vSech receptorovych systémi byly zkoumany nasledujicim zplisobem: u vSech receptord byly pro-
vedeny saturacni experimenty k ziskani saturacnich kfivek. Cilem bylo ziskat zékladni parametry, které popisuji vazbu
receptoru k ligandu- B, a K, Dalsim krokem bylo provedeni jednobodovych kompetic (OPA) pii poutziti jiz saturujici
koncentrace ligandu. Pro vazebné pokusy byly pouZity nasleduijici radioligandy: *H-prazosin pro a,-adrenoreceptory, *H-
-CGP 12177 pro p-adrenoreceptory, *H-QNB pro muskarinové receptory, *H-SCH23390 pro D,-like dopaminové receptory
a *H-spiperon pro D,-like dopaminové receptory. Aktivita fosfolipazy C byla stanovena pomoci enzymatického stanoveni
méFenim vzniklého radioaktivné znaceného *H-inositoltrisfosfatu (*H-IP,) za poutZiti substratu *H-fosfatidylinositolbisfos-
fatu (*H-PIP,). Pro pokusy byla pouZita pokusna zvifata ve stafi mezi 93- 107 dny. Data byla statisticky vyhodnocena
pomoci programu GraphPad Prism 3.0- pouzit byl studentlv t-test.

V plicich i srdecnich komorach byl pozorovan signifikantni narlist u beta-adrenergnich a muskarinovych receptord.
V obou pfipadech se jednalo Cisté o narlist v poctu receptord, vlastnosti receptorl (B, a K,) byly u WT i KO zvifat
srovnatelné.

V CNS se efekt vyrazeni genu c-fos projevil selektivnéji. Obecné vzato, receptory, které aktivovaly signalni drahu vedouci
pres Gg-protein, fosfolipazu C a proteinkinazu C (AAR, MR) byly ovlivnény, zatimco ostatni (které aktivuji nebo inhibuji
adenylylcyklazu: BAR, D,R, D,R) ovlivnény nebyly.

max

BAR MR
*p < 0,05 *p < 0,05
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Zcela v protikladu k receptorovym hustotdm byla aktivita fosfolipazy C v mozecku snizena. £- ‘i\\

*kp < 0,001

Tyto vysledky naznacuiji, ze vyfazeni genu c-Fos vyraznym zplsobem ovliviiuje nejenom hust
Ziti jednotlivych signalnich drah a interakci mezi nimi. Tyto mechanismy mohou byt chapany j
mechanismd, kterymi se organismus vyrovnava s tak vyraznym zasahem do signalizace, kte
bezesporu je. Interpretace téchto zmén neni jednoznacné mozna bez dalSich pokusd. Faktem je, ZeMaffoMorgbeivatvori
s dimery s proteiny s Jun proteiny (AP1 komplex), které slouZi jako transkripcni faktory pro expresi dalSich gend. Pri
chybéni proteinu c-Fos je AP1 komplex tvoren jinymi proteiny. Zatimco proteiny fos rodiny (c-Fos, FosB, Fra-1) mohou
tvorit dimery pouze s proteiny Jun rodiny, proteiny Jun rodiny (c-Jun, JunB, JunD) mohou tvofit bud’ heterodimer s fos
proteinem nebo homodimer s jinym ¢lenem Jun rodiny. Pfedpokladame tedy, Zze AP1 komplex tvofeny proteiny, které
supluji c-Fos ovliviiuji transkripci mRNA pro dalSi receptory. Na problematiku se je mozné podivat i z jiného Uhlu, je také
tfeba mozné, Ze diky absenci c-Fos je porusen prenos signalu na Grovni G-proteinu (uncoupling), takze pro aktivaci PLC
je potieba vétsi mnoZstvi receptord s navazanym ligandem.

Na zavér bych chtél podékovat prof. Richardu Kvetfianskému, DrSc. za poskytnuti tkani. Evé Simakové bych potom chtél
podékovat za technickou pomoc. Tento projekt byl podpofen grantem GAUK 289/07.
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Chybové krivky odpovidaji standardni od-
chylce prliméru. Statisticka vyznamnost je znazornéna pro faktor KMEN v analyze rozptylu nasledovné: * p<0,05; ** p<0,01.

laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Metabolicky syndrom je multifaktorialné podminéné onemocnéni, zahrnujici nékolik klinickych symptom{ (dyslipidémie,
hyperinzulinémie, inzulinova rezistence, obezita a hypertenze), z nichZ kazdy predstavuje komplexni znak, na jehoz
vzniku se tedy podili jak komponenta geneticka, tak vlivy prostfedi. Zkoumani zodpovédné genetické slozky u Clovéka
narazi na nékolik obtizné Fesitelnych problém{ (velka geneticka heterogenita obecné populace, kratka generacni doba,
izky pocCet potomkd atd.), proto se ve vyzkumu genetiky komplexnich znak( s vyhodou vyuziva geneticky definovanych
vifecich modell. K nejCastéji pouzivanym modellim patfi kmeny hlodavcd, jejichz genomova sekvence je sekvenci DNA
lovéka a primatl z ostatnich savCich modeld evolucné nejblizsi. Nase prace spocivala v pgsouzeni vlivu cilené kombi-
ace genomd dvou inbrednich modelll metabolického syndromu, konkrétné vneseni definoyaného Useku chromozomu
pochazejiciho od spontanné hypertenzniho kmene potkana na vybrané parametry metabolického syndromu u dvod
ovych kongennich kmend.

xperimentalni kmeny. Spontanné hypertenzni kmen potkana (SHR/Olalpcv) se fadi k [nejvyuZivané&jsim model&m
sencialni hypertenze a téz inzulinové rezistence.
olydaktyIni kmen potkana (PD/Cub) vykazujici syndrom polydaktylie — luxace slouZil plivodné ke studiim vyvoje dolnich
oncetin a teratogenetickym vyzkum@m (1). Déle vSak bylo zjiSténo, Ze kmen vykazuje také zvySenou hladinu triglyce-
id& a nasledné byl ustaven jako model metabolického syndromu (2-4).
nasi studii jsme pouzili dva nové kongenni kmeny PD.SHR4/D4Rat7 a PD.SHR4/1I6-Cd36, I kterych dochazi ke kombiA

aci genetické vybavy dvou vySe zminénych zavedenych modell metabolického syndromu, inbrednich kmen& PD/Cub

SHR. Této kombinace bylo dosaZzeno prenesenim definovaného Useku 4.chromozomu $HR plvodu, na kterém jiz
predchozi studie prokazaly pfitomnost QTL (quantitative trait loci) pro metabolicky syndrom (5, 6), na genetické pozad
polydaktylniho kmene potkana. Derivace kongennich kmen( probéhla zpétnym kfizenim metodou speed congenics, kdy
se v generaci zpétnych k¥izencli za pomoci genotypizace markerd v cilové oblasti (marker-assisted metoda), vyberou
jedinci, ktefi nesou poZadovany Usek a co nejméné zbytku genomu od druhého progenitora.
Genotypizace. Typizaci mikrosatelitnich markerd polymorfnich mezi progenitorovymi kmeny pomoci metody polyme-
razové fetézové reakce (PCR) jsme vymezili diferencialni segment chromozomu 4 SHR plvodu, kdy jiz pfedtim jsme
potvrdili kongenicitu kmend celogenomovou typizaci vybranych marker@. Testovali jsme DNA izolovanou z potkanich
ocasti obou kongennich kmen@ (PD.SHR4/D4Rat7, n = 8; PD.SHR4/116-Cd36, n = 6) a progenitorovych kmenl PD/Cub
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a SHR. Bylo pouZito 54 mikrosatelitnich markerd.

Fenotypizace. Fenotypizaci byli podrobeni dospéli samci kmen& PD.SHR4/D4Rat7, PD.SHR4/116-Cd36 a parentalniho
kmene PD/Cub (vzdy 8 zvifat/ kmen). Projekt pokusu byl schvalen odbornou komisi pro praci s laboratornimi zvifaty
1.LF UK podle § 11 vyhlasky ¢. 207/2004 Sb., o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat. Zvifata méla po celou dobu
pokusu volny pfistup k potravé (standardni dieta) a vodé. Ve véku ¢ty mésicl byl u vSech jedincl proveden oralni
glukdzovy tolerancni test, uréena inzulinémie, dale byl stanoven lipidemicky profil (cholesterol ve 20 lipoproteinovych
frakcich, triglyceridy ve 20 lipoproteinovych frakcich, glycerol, velikost CM, VLDL, LDL a HDL) pomoci specialni metody
kapalinové chromatografie (HPLC), hladina volnych mastnych kyselin a adiponektinu pomoci komerénich kitl. Na zavér
byl zjistén morfometricky profil (té€lesna hmotnost, hmotnost srdce, jater, ledvin, nadledvin, epididymalniho tuku a retro-
peritonealniho tuku). Namérené hodnoty byly porovnavany analyzou rozptylu ANOVA, statisticka vyznamnost parovych
srovnani byla hodnocena post-hoc Tukeyho testem.

Transkriptomicky profil. Pomoci exonovych Cipl Affymetrix GeneChip® Rat Exon 1.0 ST Array, umozfiujicich hodnotit
expresi az 850 000 exonovych klastr{, byl stanoven transkriptomicky profil zvifat kmene PD.SHR4/D4Rat7 a progenito-
rového kmene PD. Poolovana RNA izolovana z jater ¢tyfmésicnich samcd kmend PD.SHR4/D4Rat7byla v sérii nékolika
krok{ pfevedena do znacené a fragmentované komplementarni cDNA, ktera byla dale hybridizovana k exonovym Ciplim
(PD/ 3 Cipy; PD.SHR4/D4Rat7/ 2 Cipy). Po vyhodnoceni hybridizace, kontrole kvality, normalizaci dat pomoci algoritmu
robust multi-array analysis (RMA) byla provedena analyza rozdilu exprese mezi kmeny PD a PD.SHR4/D4Rat7 na Urovni
gend (PARTEK Genomics Suite).

Genotypizace. Testovanim 54 mikrosatelitnich markerd jsme detailné charakterizovali a vymezili diferencialni segmenty
— u kmene PD.SHR4/D4Rat7 mezi markery D4Rat139 - D4Rat222 (cca 16 Mb), u kmene PD.SHR4/116-Cd36 Usek mezi
markery D4Rat248 - D4Rat151 (cca 29 Mb).

Fenotypizace. Vysledky fenotypizace prokazaly signifikantni rozdily mezi kmeny v nékolika sledovanych parametrech
(p < 0.05 pro faktor kmen v analyze rozptylu):lacna glykémie, glykémie — 60 min OGTT, glykémie — 120 min OGTT, gly-

Vitéz pregradudlni sekce — teoretické &asti Pavel Riha prebira cenu.
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Renata Bartakova

Jednim z rizik prodélané srdecni zastavy je nevratné postizeni centralniho nervového
systému. Indukce mirné hypotermie (MH) u nemocnych po srdecni zastavé co nejdrive
po obnoveni spontanni cirkulace (ROSC) je jediny znamy postup, ktery toto riziko sniZuje.
PrestoZe je metoda MH jiz soucasti doporuceni pro kardiopulmonalni resuscitaci, literarni
udaje svédci o tom, Ze je pouzivana nedostatecné. V zapadni Evropé a USA ji aplikuje
pouze 13-28% jednotek intenzivni péce. Jaky je stav pouzivani této metody v Ceské
republice neni znamé.

Zjistit, jak Casto a jakym zplisobem je terapeuticka MH u nemocnych po srdecni zastavé )
pouzivana v Ceské republice. N
Katefina Maté&jd

Na zakladé analyzy seznamu nemocnic a vefejnych internetovych zdrojli jsme sestavili seznam vSech jednotek intenziv-
ni péce v Ceské republice. Tyto jsme obeslali v obdobi od prosince 2006 do bfezna 2007 strukturovanym dotaznikem
sestavajicim z 23 otazek. Ziskané odpovédi jsme zpracovali zékladni statistickou analyzou.

Obeslali jsme 594 jednotek intenzivni péce, respondence byla 31%. Pacienty po srdecni zastavé pravidelné oSetfuje
63,4% vsech respondentt (116 pracovist)). Z nich pouZzilo metodu MH u nemocnych po srde¢ni zastavé alespori jednou
57 pracovist’ (49,1% ze vSech respondentd, ktefi pecuji o nemocné po srdecni zastavé). Nejcastéjsim dlivodem nepo-
uzivani metody byl nedostatek informaci o metodé a fakt, Ze metoda neni zpracovana ¢eskymi doporucenimi. Naplni
Ustniho sdéleni budou i dalsi podrobné proceduralni Gdaje o pouZzivani metody.

Z analyzovaného souboru respondentd vyplyva, Ze metodu terapeutické mirné hypotermie po srdecni zastavé pouZziva
v Ceské republice pouze 49,1% jednotek intenzivni péce pecujicich o nemocné po srdecni zastavé. K dalsimu rozsireni
metody by pravdépodobné prispéla vétsi informovanost odborné verejnosti a implementace této terapeutické metody
do doporuceni o péci o nemocné po srdeCni zastave.
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Cushingliv syndrom je vzacné endokrinni onemocnéni spojené s endogenni nadprodukci kortizolu. Mezi nejzavaznéjsi
komplikace hyperkortisolismu patfi arterialni hypertenze, diabetes mellitus, aterosklerdza a zvysené riziko vaskularnich
komplikaci. Cushingv syndrom se vyskytuje ve dvou formach. U centralni formy je pfitomen adenom hypofyzy s nadpro-
dukci ACTH a u periferni formy adenom nadledvin s nadprodukci kortizolu. Cilem studie bylo vySetfeni mikrovaskularni
reaktivity s pouZitim metody laser doppleru u pacientd s Cushingovym syndromem s pfihlédnutim k pfitomnosti diabetu
a arterialni hypertenze. Vysledky byly nasledné porovnany s kontrolni skupinou.

Do studie bylo zafazeno celkem 29 pacientd s aktivnim Cushingovym syndromem (8 muz{ a 21 Zen ve vékovém rozmezi
21 — 60 let). Ddvodem hyperkortisolismu byl u 22 pacientd adenom hypofyzy, u 6 pacientd adenom nadledvin a u 1
pacienta ektopicka produkce ACTH. 15 pacientd (52%) z této skupiny mélo diabetes mellitus a u 17 pacientd (59%)
byla pfitomna arterialni hypertenze. Jako kontrolni skupina bylo do studie zafazeno 16 zdravych osob (4 muzi a 12 Zen
ve vékovém rozmezi 29 — 62 let).

K méreni kozni mikrovaskularni reaktivity byla pouZita metoda laser-doppler. Je to citlivda moderni metoda k hodnoceni
funkce malych céy, ktera umoZiiuje zjiSténi a hodnoceni Casnych patologickych zmén v mikrocirkulaci. Mikrovaskularni
reaktivita byla méfena pfistrojem PeriFlux PF 4001 Master a PeriTemp 4005 Heater (Perimed, Svédsko). Hodnoty jsou
uvedeny v perfuznich jednotkach (PU), které jsou arbitrarni a nejsou vztazeny k objemu méfené tkané. Perfuze je pak
nasobek rychlosti krvinek a jejich mnozstvi. Kozni mikrovaskularni reaktivita byla méfena neinvazivne, pomoci sond na
ventralni strané predlokti a na tfetim prstu nedominantni horni koncetiny. Hloubka méfeni byla cca 1,5 mm.

Klidové hodnoty perfuze bez stimulace neposkytuji dostatecnou vypovédni hodnotu, proto byly provedeny stimulacni
testy. Test s tfiminutovou ischémii pfi okluzi arteria brachialis pomoci manZety tonometru insuflované na suprasystolic-
kou hodnotu tlaku (post-okluzivni reaktivni hyperémie — PORH) a test s lokalnim zahratim kéize na 44 °C termostatickou
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Statisticka vyznamnost rozdilu mezi DM-AH+ nebo DM+AH+ a kontrolami (+p<0,01, ++p<0,005), a DM-AH+ nebo DM+AH+ a
DM-AH- (*p<0,03, **p<0,01)
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Statisticka vyznamnost rozdilu mezi DM-AH+ nebo DM+AH+ a kontrolami (+p<0,01, ++p<0,005), a DM-AH+ nebo DM+AH+ a
DM-AH- (*p<0,03, **p<0,01)

sondou (termalni hyperémie — TH). PFi téchto stimulacnich testech byla méfena maximalni perfize (PORHmax a THmax)
a rychlost vzestupu perfliize (PORHmax/t a THmax/t).

Pacienti s diabetes mellitus a arterialni hypertenzi méli vyrazné nizsi maximalni perfizi pfi PORH neZ pacienti normo-
tenzni bez diabetu a také nez kontrolni skupina (33,8 + 14,9 vs. 70,2 + 30,9 PU, p<0,01 a 64,2 + 25,0 PU, p<0,005)
a podobné byly nizsi hodnoty maximalni perfuze pfi TH (87,4 £ 41,7 vs. 197,2 + 112,2 PU, p<0,01 a 171,6 £ 68,1 PU,
p<0,005). U pacientt s diabetem a hypertenzi byly snizeny i hodnoty rychlosti vzestupu perfiize pfi PORH a TH ve srovnani
s pacienty bez téchto komplikaci (3,0 + 1,8 vs. 6,8 + 3,4 PU/s, p<0,02 a 1,0 + 0,8 vs. 2,3 £+ 1,1 PU/s, p<0,03). Mezi
pacienty bez pridruzenych komplikaci (bez diabetu a hypertenze) a kontrolni skupinou nebyl zjistén v mikrovaskularni
reaktivité statisticky vyznamny rozdil. Tyto vysledky jsou zndzornény na grafu 1, 2 a 3.
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Statisticka vyznamnost rozdilu mezi DM-AH+ nebo DM+AH+ a kontrolami (+p<0,01, ++p<0,005), a DM-AH+ nebo DM+AH+ a
DM-AH- (*p<0,03, **p<0,01)
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Mikrovaskularni reaktivita u pacientd s Cushingovym syndromem mdZe byt ovlivnéna mnoha faktory. Nejvice ji ovliviiuje
pritomnost sekundarni arterialni hypertenze. Pacienti s kombinaci arterialni hypertenze a diabetes mellitus méli nejvice
vyjadienou poruchu mikrovaskuldrni reaktivity. Neni jasné, zda porucha mikrocirkulace souvisi pfimo i s makrovasku-
larnimi komplikacemi, ale pokud by tomu tak bylo, intenzivnéjsi l1éCba diabetu a arteridlni hypertenze by mohla snizit
vyskyt cévnich komplikaci a kardiovaskularniho rizika u pacientl s Cushingovym syndromem.
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Primarni hyperaldosteronismus (PHA) je jednou z forem endokrinné podminéné hypertenze charakterizovanou vysokym
krevnim tlakem, hypokalémii, suprimovanou reninovou aktivitou a neadekvatni produkci aldosteronu. Prevalence PHA
mezi nemocnymi s arterialni hypertenzi je pravdépodobné vyssi, neZ bylo dfive akceptované 1% (1-3). Tohoto zvyseni
frekvence zachytu mohlo byt dosazeno presnéjsi identifikaci nemocnych v ddsledku Siroce vyuZivaného testu poméru
aldosteronu ku reninu (4). Tfebaze PHA je povazovan za kurabilni onemocnéni za pfedpokladu odstranéni adenomu
nadledviny nebo podavani antagonistli receptoru pro aldosteron, v mnoha pfipadech hypertenze mize pretrvavat i po
zaléceni (5).

Primarni hyperaldosteronismus byl dlouho povaZovan za relativné benigni formu hypertenze spojenou s nizkym vyskytem
organovych komplikaci (6). To bylo vSeobecné pfipisovano supresi osy renin angiotenzin, ke které dochazi v disledku
zvyseni cirkulujiciho volumu navozeného aldosteronem (7). Nicméné nedavno publikované experimentalni studie pred-
pokladaiji, Ze dlouhodoba expozice zvySenym hladinam aldosteronu mdZe vést ke kardiovaskularnimu (8) a ledvinnému
(9,10) strukturdlnimu poskozeni, a to nezavisle na vysce krevniho tlaku. U nemocnych s PHA se projevily ukazatele
kardiovaskularniho poskozeni, jako je endotelialni dysfunkce, strukturalni zmény v rezistentnich cévach, hypertrofie levé
komory srdeCni a porucha jeji diastolické funkce (11). Nepfimy dlikaz o poSkozeni tkani navozeném aldosteronem byl
ziskan z klinickych studii probihajicich u nemocnych se srde¢nim selhanim, ktefi byli 1é¢eni antagonisty receptorll pro
aldosteron s vyznamnym snizenim podilu mortality (12,13).

Experimentalni prace prokazaly, Ze aldosteron je schopen navodit hypertrofii a hyperplazii cévni svaloviny (14). Aldoste-
ron stimuluje rdst bunék a remodelovani cév, coz midze vést, jak bylo pozorovano v observacnich studiich, ke zvyseni
hmotnosti levé komory srdecni (15-17) nebo ke zvySeni poméru médie ku prliméru cévy u nizkorezistentnich tepen ve
srovnani s nemocnymi s esencialni hypertenzi (18). Nicméné aldosteron také vyvolava hluboké zmény v extracelularni
matrix, vedouci k ukladani kolagenu (19) a tim ke zvyseni tuhosti cév (20) a fibrze myokardu (21-23).

V cévach nemocnych s PHA ve srovnani s nemocnymi s esencialni hypertenzi (EH) dochazi k vétSimu zmnoZeni kola-
genu vedoucimu k zvySeni cévni tuhosti a mozna i narlistu intimomedialni tloustky. Kvalitativni zmény v sonografickém
obrazu cévy u téchto nemocnych vSak dosud nebyly publikovany.

V nasi praci jsme se snazili pomoci analyzy textury sonografického obrazu karotid na zakladé péti texturnich pfiznakd
vychazejicich z Haralickovy analyzy obrazu najit kvalitativni rozdily mezi nemocnymi s PHA a EH.

Intimomedialni komplex distalniho Gseku spolecné karotidy jsme podrobili digitalni analyze u souboru 15 nemocnych
s PHA a 12 nemocnych s EH. Nemocni se nelisili vékem ani vyskou systolického resp. diastolického krevniho tlaku. Ke
zpracovani obrazu a vypoctu texturnich pfiznakd byl pouZit script vytvoreny v programu Matlab.

Charakteristika souboru je uvedena v tabulce 1, Haralickovy texturni pfiznaky jsou uvedeny v tabulce 2. Za signifikantni
jsme povazovali rozdily na hladiné vyznamnosti p<0,05.
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PHA (n=15) EH (n=12)
Vék (roky) 58 £ 8 536
Pohlavi (M/Z) 10/5 8/4
BMI (kg/m2) 29,7 £ 4,28 30,1 + 3,42
Systolicky TK (mm Hg) 162 + 8 161 £ 20
Diastolicky TK (mm Hq) 95+ 8 94 + 13
IMT (mm) 1,01 + 0,19% 0,92 0,12
*P<0,05
Texturni PHA EH
priznak median rozpéti median rozpéti
Entropie 0,0134789 0,0021259* 0,0131155 0,0012901
Kontrast 0,0003468 0,0003563 0,0002957 0,0002406
Homogenita 0,0015632 0,0001750 0,0015892 0,0001111
Korelace 0,9633058 0,0905678 0,9601596 0,0584975
Uniformita 0,0000010%* 0,0000014* 0,0000013 0,0000008
*P<0,05

Formalni statistickou analyzou se nam podafilo pomoci nékolika Haralickovych pfiznakd (uniformita, entropie) prokazat
statisticky vyznamné rozdily mezi nemocnymi s PHA a EH.

Na zakladé sonografického obrazu formalni analyzou texturnich vzorcl diagnézu PHA od EH vSak doposud bezpecné
rozlisit neumime.

Podporeno grantem IGA MZCR NR/8155-5.
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Rezidentni kmenové buriky stratifikovanych epiteld jsou v poslednich letech intenzivné Lukag Lacina

zkoumany jako populace zodpovédna za udrZovani morfologickych a funkcnich viastnosti

téchto tkani. Novéji je vénovana pozornost nadorovym kmenovym burikam, které hraji analogickou roli v patologic-
kych situacich. Je znamo, Ze kmenové buriky se ve stratifikovanych epitelech vyskytuji pouze ve vazbé na specifické
mikroprostredi. Tyto oblasti jsou bézné oznacovany jako niche. Mikroenviromentalni faktorty definujici niche umoziuji
kmenovym burikam udrzet si nizkou Uroven diferenciace a zaroven neomezenou moznost proliferace, tedy dvé klicové
vlastnosti kmenovych bunék. Predpoklada se, Ze na tvorbé tohoto specifického mikroprostiedi se podileji jak kme-
nové bunky, tak i okolni bunééné populace. Interakce mezi epitelem a mezenchymem jsou dileZité nejen pro vyvoj
k@Ze a sliznic prenatalné, ale uplatfiuji se i postnatalné v priibéhu regenerace. Stejné tak se mezenchym nutné podili
i pfi rozvoji malignich nadorovych onemocnéni. Zda se, Ze praveé tato interakce se mlZe spolupodilet na nékterych
vyznamnych vlastnostech nadord, jako je napfiklad jejich agresivita, i rezistence v(ci terapii.

Cilem této studie je sledovani vlivu bunék nadorového stromatu izolovanych z bazocelularniho /BCC/ a spinocelularniho
/SCC/ karcinomu na fenotypové zmény interfolikularnich keratinocyt navozené v priibéhu kokultivace.

Fenotyp lidskych malignich nador@ (bazocelularniho a spinocelularniho karcinomu) byl porovnavan s fenotypem normal-
nich interfolikuldrnich keratinocytll kokultivovanych in vitro s rliznymi typy fibroblast(. Jako model nadorového stromatu
byly pouzity fibroblasty izolované z biopsii z bazocelularniho a spinocelularniho karcinomu. Jako kontrolni fibroblastova
populace poslouzila mysi embryonalni linie 3T3, dale humanni fetalni plicni fibroblasty linie LEP a adultni humanni
fibroblasty pfipravené z dermis zdravych darcl. Imunocytochemicky byla detekovana exprese keratind (K8, K14, K19),
tfi typd endogennich lektin{ tj galektind (Gal-1, Gal-3 a Gal-7) a vazebnych mist pro né, proliferacniho markeru Ki-67,
nukleoldrniho proteinu nukleosteminu a membranového epitelidiniho antigenu Ber-EP4. Zaroven byl studovan i fenotyp
a karyotyp fibroblastll izolovanych ze stromatu BCC a SCC. Tumorigenicita téchto stromalnich bunék byla testovana
jejich implantaci do podkoZzi NOD/LtSz-Raginull mysi.

U sledovanych stromalnich bunék nebyla pokusem in vivo, pfi némz byly tyto burky implantovany do podkoZzi NOD/
LtSz-Rag1null mysi, prokazana jejich tumorigenicita. Stanoveny karyotyp prokazal v pfipadé bunék ze stromatu bazoce-
lularniho karcinomu hrubé odchylky od normy (aneuploidie), obdobné vysetreni bunék ze stromatu spinocelularniho kar-
cinomu prokazalo euploidni stav. Zasadni odliSnost od bé&znych fibroblastt (linie 3T3, LEP a adultni dermalni fibroblasty)
prokazaly bunky izolované ze stromatu nador@ pfi kokultivaci s normalnimi interfolikularnimi keratinocyty. Tyto buriky pfi
kokultivaci s normalnimi keratinocyty in vitro dokazaly vyvolat v epiteliich fenotypové zmény, nasledkem kterych ziskaly
zdravé keratinocyty nékteré rysy kmenovych bunek a zaroven nekteré charakteristiky shodné s nadorem, ze kterého byly
stromalni bunky izolovany. Kokultivaci navozena pozitivita membranového antigenu Ber-EP4 je v dobré shodé s imuno-
histochemicky prokazovanym fenotypem bazocelularniho karcinomu, obdobné je tomu tak i s detekci pozitivity keratinu
19 v nékterych pripadech téhoz typu karcinomu. Stromalnimi burikami SCC indukovana exprese keratinu 8 je znacné
neobvyklym nalezem, tento keratin neni totiz postnatalné exprimovan v lidské nenadorové tkani. Naopak u nékterych typ
nadord (SCC) je exprese keratinu-8 povazovana za marker poukazujici na moznost klinicky krajné nepfiznivého préibéhu
onemocnéni pacienta. Prokazana exprese vazebnych mist pro Galectin-1 poukazuje na nizkou diferenciaci epitelidlnich
bunék kultivovanych pod vlivem fibroblastt izolovanych ze stromatu nadord (BCC a SCC). Obdobné Ize hodnotit i na-
vozenou pozitivitu exprese nukleolarniho proteinu Nukleosteminu a keratinu 19. Keratin 19 je etablovan jako jeden ze
znakl epidermalnich kmenovych bunék. Na rozdil od doCasné exprese keratinu 19 , ktera navazuje na readhezi bunék
in vitro, je pozitivita navozena v kokultufe se stromalnimi burikami dlouhodobéjsiho charakteru.

Provedeni kokultivace v insertovém systému, pii kterém jsou bunécné populace fyzicky oddéleny mikroporézni kola-
genovou membranou umoznujici pouze prostup solubilnich latek, ne vSak prostup bunék samych, testovalo zavislost
navozenych fenotypovych zmén na pfimém kontaktu studovanych bunék. Bylo prokazano, ze v pripadé kokultivace
normalnich keratinocytd a stromalnich bunék BCC pretrva v tomto systému pozitivita keratinu 19 a Nukleosteminu,
naopak jiz neni prokazatelna exprese Ber-EP4.
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V pfipadé , Ze byly pouZity v pokusu v insertovém systému burky ze stromatu SCC, pretrvavaji navozené zmény (pozi-
tivita keratinu 8, keratinu 19 a Nukleosteminu) i po této fyzické separaci bunék.

K ovéfeni nutnosti synchronni kultivace byly provedeny experimenty, pfi kterych byl hodnocen fenotyp keratinocytd
rostoucich na podptrnych burikach kontrolni linie v médiu kondiciovaném plisobky stromalnich bunék. V pfipadé, ze
bylo médium obohaceno o solubilni faktory produkované burnikami stromatu SCC, byla ve sledovanych keratinocytech
cytochemicky prokazana pozitivita keratinu 8.

Stromalni buriky SCC byly schopny pfi vSech tfech vySe popsanych zplisobech kultivace navodit v keratinocytech, tedy
burikach ektodermového plivodu, expresi vimentinu -markeru mesenchymovych bunék. V nékterych burikach bylo mozno
detekovat kolokalizaci signalu pro keratiny spolecné se signalem pro vimentin, ktery vykazoval pozitivitu zejména v cy-
toplazmé bunécnych vybézkd. Tento fenomén mlize byt vysvétlen mechanismem epitelo-mesenchymalni transformace.
Tuto teorii podporuje i cytochemicky prikaz transkripéniho faktoru SNAIL v jadrech bunék; tento faktor se uplatiiuje
prave pri regulaci tohoto déje.

Zajimavym zjiSténim je i zavislost nékterych vySe popsanych fenotypovych zmén na proliferacni aktivité stromalnich
bunék. Bylo pozorovano, ze je-li proliferace stromalnich bunék zastavena osetfenim mitomycinem C ( priikaz negativitou
proliferacniho markeru Ki-67), pak jiz neni mozno v keratinocytech detekovat pozitivitu Nukleosteminu.

Fenotypové zmény indukované u normalnich keratinocytl vlivem nadorovych stromalnich fibroblastd poukazuji na moz-
ny vyznam role stromatu v procesu nadorového onemocnéni. Plivod stromatu mize byt objasnén tfemi mechanismy.
Ve shodé s klasickym pohledem se miZe jednat o lokalni fibroblasty, které jsou regulovany vlivem cytokinG a rlistovych
faktorl produkovanych maligné transformovanym epitelem tak, aby plnily funkce nadorového stromatu. Druhou literarné
uvadénou teorii je moznost flize maligné transformovanych epitelialnich bunék s lokalnimi fibroblasty. Takovato bunécna
flze by nutné vedla k vyraznym zménam karyotypu. Treti moznosti je vznik stromatu pfimo z maligné transformova-
ného epitelu mechanismem epitelo-mesenchymalni transformace. Nadorové stroma se mze aktivné podilet na tvorbé
specifického mikroprostfedi nutného k udrzeni a rozvoji maligniho onemocnéni. Nasledné tak mdZe byt nadorové stroma
spoluzodpovédno za nékteré biologické procesy, které mohou vést k resistenci tumoru v(ci terapeutickym zasah@im.

84



SEKCE POSTGRADUALNI — prednasky

2. MISTO

Authors:  Lukas Stibtlirek, Daniela Forniistkova, Martina Pejznochova,
Laszlo Wenchich, Hana Hansikova and Jifi Zeman

Supervisor: prof. MUDr. Jifi Zeman, DrSc., Department of Pediatrics and Center
of Applied Genomics, First Faculty of Medicine Charles University
of Prague and General Teaching Hospital

Lukas Stibtrek

The Oxal translocase was identified in fungi as a crucial component of the inner mitochondrial membra-
ne export machinery that mediates the insertion of both mitochondrially and nuclear encoded proteins
into the inner membrane from the mitochondrial matrix. The predicted human homologue, Oxall, was
originally identified by partial functional complementation of the respiratory growth defect of yeast oxal
mutant. Here we demonstrate that both the endogenous human Oxall, with an apparent molecular mass of 42 kDa,
and the Oxall-FLAG chimeric protein localize exclusively to mitochondria in HEK293 cells. Furthermore, human Oxa1ll
was found to be resistant to alkaline carbonate extraction, and using two-dimensional blue native/denaturing PAGE,
the majority of the protein was identified as part of a 600-700 kDa complex in the mitochondria of HEK293 cells. The
stable shRNA-mediated knockdown of Oxall in HEK293 cells resulted in markedly decreased steady-state levels and
ATP hydrolytic activity of the F F -ATP synthase and moderately reduced levels and activity of NADH:ubiquinone oxi-
doreductase (complex I). However, no significant accumulation of corresponding subcomplexes could be detected on
blue native immunoblots. Surprisingly, the achieved depletion of Oxall protein did not adversely affect the assembly or
activity of cytochrome c oxidase or the cytochrome bc, complex. Taken together, our results indicate that human Oxall
represents a mitochondrial integral membrane protein required for the biogenesis of F,F -ATP synthase and NADH:
ubiquinone oxidoreductase complexes.

GAUK 87607, GAUK 1/2006/R
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Stanoveni malabsorpce Zlucovych kyselin (BAM) predstavuje, zejména v gastroenterologii, dllezity diagnosticky nastroj.
Prekvapivé je jen velmi malo metod, které Ize k urCeni BAM pouzit. Takzvany “zlaty standard” *SeHCAT neni v celé fadé
zemi povolen (vcetné CR) a stanoveni mnozstvi ZluCovych kyselin (BA) ve stolici za 24 hodin se prakticky neprovadi.
BAM Ize urcit pomoci sérovych koncentraci 7a-hydroxy-4-cholesten-3-onu (cholestenu), meziproduktu syntézy BA (1-4).
Stanoveni tohoto analytu vyZaduje komplikovanou extrakci na pevnou fazi pfi 64°C, coz brani rutinnimu pouZiti (4).

Tento limitujici krok jsme obesli navrzenim nové metody extrakce. Cholesten je extrahovan chloroform:methanolem (2:1
v/v) a v toluenu nanesen na kfemikovou predkolonku za pokojové teploty. Po promyti hexanem a hexan-isopropanolem
(99,6:0,4 v/v) je eluovan 1ml isopropanolu. Po odpareni a rozpusténi v acetonitrilu je vzorek separovan pomoci HPLC
(kolona C18, 250x4 mm, velikost ¢astic 4 um; mobilni faze acetonitril:voda 95:5 v/v; detekce 241nm, referencni vinova
délka 360 nm). 7p-hydroxy-4-cholesten-3-on slouzi jako vnitfni standard.

Popisovana metoda je presna, citliva a linedrni v Sirokém rozmezi (2 az 1000 ng/ml) (Obr 1, Tab 1). Na souboru Citajicim
asi 400 jedincd byl stanoven median sérové koncentrace cholestenu na 12 ng/ml u zdravych jedinc(, zatimco u pacientd
s Crohnovou chorobou po rozsahlé resekci terminalniho ilea byly koncentrace az 450 ng/ml (median 112 ng/ml) (5).
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Koncentrace SD CV (%)
17.1 ng/ml 1,1 6,6
136.0 ng/ml 4,3 3,2

Nové popisovana metoda nabizi spolehlivy nastroj k uréeni BAM, ktery mlZe byt jednoduse uveden do rutinniho labo-
ratorniho provozu.
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Acanthamoeba spp. belongs to the group of the free-living amphizoic amoebae. It is causative agent of rarely occuring
fatal chronic disease affecting immunocompromised individuals called granulomatous amoebic encephalitis and chronic
infection of the cornea affecting immunocompetent contact lenses wearers called amoebic keratitis. The number of
the cases of both of the diseases appear to be increasing in the past decades worldwide, but the treatment is still not
always succesful (Marciano-Cabral and Cabral, 2003). One of the reasons for high resistence against available therapy
is existence of specific stages in the life cycle of the acanthamoebae called cysts. Under favourable enviromental con-
ditions trophozoites of acanthamoebae feed on bacteria in the soil and water. Once the conditions of the environment
are not favourable for the growth, the trophozoites differentiate into dormant cysts, which were shown to be viable
and still possessing pathogenic characteristics even after 15 years of storage (Mazur, T., et al. 1995) Therefore the un-
derstanding of encystation is crucial for future development of anti-amoebic therapy leading to decreased resistence
of acanthamoebae.

Cysts of acanthamoebae are double walled. Exocyst (outer wall) consists mainly of proteins and posses minor content
of cellulose. Endocyst (inner wall) consists mainly of cellulose. Cellulose is a most abundant polysaccharide in the nature
consisting of glucose residues connected by beta-1,4-linkages. We were interested in the source of the UDP-glucose for
cellulose synthesis during encystation of acanthamoebae. As the glycogen amount was already shown to be decreasing
during differentiation of amoebae and its degradation was suggested to be the the main source of glucose for cellulo-
se synthesis (Potter et al. 1971; Stewart and Weisman, 1974) we have decided to silence the expression of glycogen
phosphorylase (GP), as a main enzyme of glycogen degradation, by RNAIi. To exclude the possibility of glucose uptake
form the environment, encystation media with and without addition of glucose were used.

Different strains of acanthamoebae (A. castellanii Neff, A. polyphaga, A. astronyxis) were grown in PYG media. For
induction of encystation growing culture of trophozoites was overlaid with encystation medium (Neff, 1969).

In order to detect glycogen phosphorylase sequence in different strains of acanthamoebae, PCR with specific primers
designed with Primer3 programme based on sequence published in Genebank under accession numer EC109277 EMBL
database, was carried out.

Expression of glycogen phosphorylase during encystation was detected by Norhern blot as described by Sambrook et
al., 1989.

siRNAs targeting the glycogen phosphorylase of Acanthamoeba castellanii Neff were designed using the BLOCK-iT™
RNAI Designer (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) and synthesized by Invitrogen Ltd. (Carlsbad, CA). siRNAs were delivered
directly to the encystations media by siPORT NeoFx Agent (Ambion, Madrid, Spain) in a final concentration 20 ug/ml.
Controls with scrabled siRNA and transfecting agent alone were also used.

Cellulose synthesis during encystations was detected by Calcofluor (Sigma) staining. Nuclei were stained with Vectashi-
eld PI (Vector, USA).

Sensitivity of pseudocysts formed in the presence of GP siRNAs, and mature cysts was detected by 0.5% SDS treatment
as described before (Dudley et al. 2005). Viability was tested by inoculation of pseudocysts and mature cysts on non-
-nutrient agar covered with inactivated Enterobacter aerogenes as a food source.

After PCR amplification with the glycogen phosphorylase primer pair, a 516-bp DNA fragment was obtained for three
isolates. After blast analysis, the obtained sequences showed 98 (A. polyphaga) and 99 % (A. castellanii Neff ATCC
30010), respectively, homology with the available A. castellanii Neff glycogen phosphorylase sequence (EMBL database
accession no.: EC109277).
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Northern blot detected expression of GP in aliquots from 8%, 12t and 24™ hour after induction of encystations, while no
expression was detected in trophozoites. No expression of GP was detected in trophozoites encystating in the media
with siRNAs. Profiles of GP expression have shown no differences between media with or without addition of glucose.
Amoebae in the siRNA treated and control cultures remained as trophozoites until 12 hrs after induction of encysta-
tions, when most of them detached from the flask and rounded up. First mature cysts with double-wall architecture
appeared in control cultures after 24 hrs (Fig. 1a). Their number was constantly increasing, and reached 83% 96 hrs
after induction of encystation. siRNA treated amoebae on the other hand remained in rounded form with only one layer
of the wall present (Fig. 2a) until 96 hrs, when 4.1% formed both layers. However the number of mature cysts was sig-
nificantly lower in the siRNA treated cultures compared to the control cultures and is in accordance with known lasting
of silencing phenomena (maximum 96 hrs).

When considering the cellulose synthesis, vesicles, most probably containing active cellulose synthases appear in the
cytoplasma of trophozoites 6 hrs after induction of encystation in both siRNA treated and control cultures. 12 hrs after
induction of encystation patchy cellulose remnants appear on the cell surface of trophozoites in both cultures. 24 hrs
after induction of encystment confluent outer layer is formed in both cultures. However, in contrast to siRNA treated
cultures, first mature cysts (Fig.1b) with both layers of the cyst wall appear after 24 hrs in the control cultures also. The
number of mature cysts in control cultures is continually increasing and reaching 83% 96 hrs after induction. siRNA tre-
ated cultures were shown to develop single-layered pseudocysts within monitored interval (Fig. 2b). Even if the mature
cysts in siRNA treated cultures were detected 96 hrs after induction of encystment, the number was significantly lower
(4.1%) compared to the control cultures (83%).

Resistance of single layered pseudocysts formed in the presence of siRNA and mature cysts from control cultures was
tested by 0.5% SDS. In contrast to mature cysts, single-wall pseudocysts were shown not to be resistant to this treat-
ment and most of the cells underwent lysis within 5 min of exposure.

Both cultures (siRNA treated and control) were tested for viability by inoculation of aliquot onto non-nutrient agar covered
by Enterobacter aerogenes as a food source. Both cultures excysted within 24 hrs with significantly higher number of
trophozoites in the siRNA treated cultures, raising the possibility of faster excystment.
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It has been proven in our study, that glycogen phosphorylase has an important role during encystation in Acanthamoeba
spp. in providing the UDP-glucose for cellulose synthesis in the inner layer of the cyst wall. Even if structure of cellulose
is similar between different species, the source of glucose for its sythesis differs among them. It has been suggested,
when considered the close relation of cellulose sythases and sucrose sythase, that sucrose sythase is the main enzyme
generating glucose in plants. Cellulose sythetising bacteria are most probably delivering suitable levels of glucose via
UDP-glucose pyrophosphorylase. Dictyostelium discoideum deliberates the glucose for cellulose sythesis during spore
formation via activity of glycogen phosphorylase similarly to Acanthamoeba spp.

Glycogen phosphorylase is one of two enzymes (the second is glycogen debranching enzyme) degradating glycogen
in vivo. Its expression in mammalian cells is continuous and the activity of the enzyme is regulated post-transcripti-
onally by phosphorylation. Protozoa evolved different regulation of metabolism — some enzymes are expressed only
on demand and the regulation of the metabolism is mainly via expression. The situation is similar with acanthamoeba
GP. The enzyme is undetectable in the trophozoite state, where the metabolism is switched to increase and preserve
the energy/sugar levels. Once the encystations is induced by specific signal (Ca?*, Mg?*, alkaline pH, starvation?), the
enzyme is being expressed from 8% hour to 24% hour.

Our study has proven that interference with glycogen phosphorylase expression leads in incompetence of mature cysts
formation. Regarding the cellulose synthesis, we have proven, that acanthamoebae deprived of glycogen phosphorylase
are able to finish only the first part of the cyst walls assembly — the exocyst formation. As the amount of cellulose in
the exocyst is significantly smaller than in endocyst, there seems to be increased glucose demand while sythetising the
latter. As trophozoites encystating in the presence of siRNAs were able to form the outer layer of the cyst, there seems
to be another pathway involved in glucose formation. One of the possibilities, which cannot be definitely ruled out is
involvement of glyoxylate pathway — formation of glucose from the lipidic sources via Acetyl-CoA. It has been already
proven, that glyoxylate pathway is active during encystation and inhibition of the key enzyme of this pathway leads
to inhibition of mature cysts formation (Mehdi et al., 1987). The question still remains if this pathway is providing the
glucose for cellulose synthesis in the outer layer of the cyst wall or if it is only substituting the GP when the amount of
glycogen is not sufficient. There are further studies needed to clarify the contribution of different pathways providing
the glucose for cellulose synthesis during encystation of Acanthamoeba spp.

In conclusion, the results obtained in this study highlight the in vivo potential of RNAi technology as an attractive candi-
date as active components of future amoebicidal agents designed to successfully treat the Acanthamoeba infections.

This work was partly supported by a research project MSM 0021620806 and grants GACR 310/05/H533 and GAUK
199907. The authors would also like to thank Hlavkova nadace for financial support with intership in Spain.
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This project is the beginning of a large research work with a goal to develop a new total replacement of temporoman-
dibular (TM) joint. First aim of this work was to determine the relative displacement of the TM disc and the mandible
during mouth opening. The movement of the TM disc was studied using a magnetic resonance imaging. Sagittal static
images in revolved sections of the TM joint were obtained in various positions of jaw opening from 0 to 50 mm. The
results provided a description of the TM disc displacements as a function of jaw opening. The displacements of the
mandible and TM disc were about 16 mm and 10 mm respectively at mouth opening of 50 mm, maximum rotation of
the mandible was 34s. The results of these measurements can be used for clinical diagnostics and also they were used
as inputs for the follows finite element analysis (FEA). Second aim of this work was to create stress and strain analysis
of TM joint using non-linear FEA. Complex of TM joint consists of mandibular disc, half skull and half mandible during
normal jaw opening. The results illustrate the stress distributions in the TMJ during a normal jaw opening.

Keywords: Temporomandibular joint, Motion, Disc displacement, Kinematics, FE Analysis

Problem of face and jaw disorders is very extensive and complex, and it requires much effort to elaborate and implement
new curative procedures and renew the function and shape of the orofacial area with respect to the patient. It is estimated
that 20% of the population suffers from temporomandibular disorders (TMD). Several studies have reported disc perfo-
rations and degeneration of the articulating surfaces [10]. Any TM disc motion derangement during mouth opening will
significantly influence TMD. From the anatomical and biomechanical point of view, the temporomandibular joint (TMJ) is
a sophisticated bicondylar articulatory complex that places high demands on neuromuscular control with a frequency
of motion indicated up to 2000 periods per day. This makes the TM] one of the most frequently exerted joints in the
human body, which in conjunction with the individual uniqueness of this joint place high demands on its design and
reliability.

This project is the beginning of a large research work with a goal to develop a new total replacement of TMJ. Temporo-
mandibular joint replacement is very sophisticated and with individual approach to patient. For successful development
of the TMJ replacement is very important to know several conditions. First of them is to understand and to know how
to describe the relative motion of the system of TMJ parts. It is therefore necessary to perform experimental measure-
ments in order to observe this physiological movement. Condylar and TM disc displacements are useful in understanding
the etiology of the disease and in evaluating treatment. The movement of the TM disc during jaw opening and closure
is very sophisticated. It was difficult to depict its motion exactly, because the disc shape changes significantly during
the motion. The number of experimental studies is limited, because it is difficult to insert experimental devices, such as
strain gauges, into the joint without causing damage to its tissues and influencing their mechanical behaviour. In several
studies, condylar motion has been studied directly with the use of MRI [4, 8, 16], videoanalysis [20], or ultrasound
imaging [3]. The data obtained from this experimental measurement during jaw opening was measured only for a ma-
ximum distance between central lower and upper incisors of 17 mm. In fact, the maximum comfortable mouth opening
is greater (approx. 30-50 mm), and moreover, there were no references about TM disc displacement. Experimental and
numerical studies concerning jaw movement and the distribution of the loads in the TMJ have been performed in many
models [1, 6, 7, 14]. However, the TM disc is crucial for proper TM] function, and it has been omitted or simplified in
many numerical models and experiments [2, 7, 15].

Second necessary condition for successful development of the TMJ replacement is to know distribution of the loads in the
TMJ. Mathematical models of the human masticatory system including the TMJ have been demonstrated to be a powerful
tool to predict the loads acting on this joint [1, 5, 6, 7, 9, 12, 14, 15, 17]. However, many studies have oversimplified the
geometry and behaviour of the TM disc. Therefore, the tissue deformations and the distribution of loads inside the joint
could not be analyzed. Numerical modelling can provide with further of the understanding physiology of the joint but
also pathogenesis of the joint diseases. Application of the finite element stress analysis technique to the biomechanical
investigation of the TMJ is very suitable. Finite element analyses of TMJ were created by many authors [1, 5, 12, 14,
15], but in this analysis was used some simplification. Problems of all FE analyses are definition of the muscle forces,
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movement of the TM disc during jaw opening and definition of TM disc material properties. Some analyses were created
as 2D contact problems or separated parts were analyzed. Results of these analyses were affected by the boundary
conditions and complexity of the models. Therefore it was necessary to create complex three-dimensional model of TMJ
as global system of the skull, mandible, TM disc, ligaments and muscles. Contacts interactions were defined between
the TM disc and the skull and between the TM disc and the mandible.

The experimental measurements were obtained on one volunteer (male, 25 years old) — only one TMJ with no abnor-
malities. Our measurement method is based on [4]. Imaging was carried out at the Radiodiagnostic clinic of the 1st
Medical Faculty at Charles University. The measuring device was Intera 1.5 T (Philips), and the subject was scanned into
3 mm thick slices with the FFE dynamic scan sequence in the image plane of the slices. The head was fixed to avoid
major displacements; smaller displacements such as swallowing and position discomfort of the head were corrected
using the geometric transformation described below. The image plane was rotated from a mid-sagittal plane of 30s in
the direction of the jaw (Fig. 1). Image plane sections of TMJ were scanned in the specified location of jaw opening
from 0 to 50 mm (distance between central lower and upper incisors) using a customised 1directional “spreader” device.
We used a Vernier calliper design and proposed an appropriate shape for convenient mouth opening. Six static mouth
opening positions were obtained, starting with the maximum jaw opening (50 mm) and proceeding to closure (0 mm),
and an MR image of the TMJ was taken for each position. It was necessary to minimize the imaging time over which

the patient must keep the jaw open. This can be uncomfortable for the patient in the supine position, as saliva collects
in the back of the pharynx [8, 11].

The contours of the TMJ components: fossa mandibularis and tuberculum articulare on the skull, the mandible condyle
and the TM disc were taken from the MR images. These contours were traced in one slice (our chosen image plane) by
parametric curves defined by the number of points for each part of the joint. We assigned two points at each end of the
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curve; there were set points A, B and C, D on the skull and on the mandible condyle, respectively (Fig. 2). One reference

point (marker) was assigned for the fossa mandibularis — point E, and also for the mandibular condyle — point F (Fig.

2). The positioning of the reference point was hard to define due to the broken shapes of the biological structures. We

determined the points as intersection of normals (centre of curvature) on the above mentioned contours (points E and

F related to skull and mandible, respectively, Fig. 2). It was more difficult to decide how to deal with the disc reference

points, because the TM disc changed its shape significantly during the motion. The only solution that we found was to

define markers for each mouth opening in the location of the muscle and ligament conjunction, points G, H respectively,
because these particular points could be explicitly defined.

The displacements for each part of the TMJ were obtained from the sequence of the contour transformation (trajectories

of all points are shown in Fig. 3). First, the transformation described the position of all reference points into the local coor-

dinate system of the skull (index S). A global (index G) Cartesian coordinate system (CCS) was chosen to coincide with
the coordinate system in the MR image (Fig. 1). The first MR image (assigned as the n-th index) was established as

a reference image. Second, all markers were transformed from the local coordinates (from the above-mentioned trans-

formation) into the global coordinate system for all mouth opening positions; the temporal bone points A, B and E were

identical for all positions. This was essential, because although the head was fixed, the skull might move towards the
skin during the examination. The third was the transformation of point F into the coordinate system from the global

CCS to the local CCS of the mandible (index M). Finally, point F (local CCS of the mandible) was translated and rotated

into the global coordinate system for all mouth opening positions. The four transformations can be described by the

following instructions [18]:

1. Coordinate transformation of reference points B, C, D, E, G and H from the global (upper index G) Cartesian coor-
dinate system to local CCS of the skull (upper index S) respectively for i=1, 2,.., n, when n is position number of
jaw opening (in our case n=6) and r indicates extended radius vector.

S,r S,r

G G G G G G S S S S
I‘Bi ’rCi ’rDi ’rEi ’rGi ’rHi _)rBi ’rCi ’rDi Ei 7" Gi ’rHi

2. Correction of points B, C, D, E, G and H position in global CCS respectively for i=1, 2,..., n, when n is the number
of the jaw opening position.

S S S S S S G G G G G G
I‘Bi ’rCi ’rDi ’rEi ’rGi ’rHi - rBNi’rCNi’rDNi’rENi’rGNi’rHNi

3. Coordinate transformation of point F from global (index G) CCS to local CCS of mandible (index M)

G M
an_>an'

4, Computation of another position (i=1, 2,..., n-1) of jaw opening was done in global CCS.

The geometry of the model was obtained from the head of embalmed male cadaver, showing no abnormalities, using
a CT and MRI scans. Muscles and ligaments were additionally modeled in to the CAD program according to the anatomical
knowledge. Only half of the skull and mandible were used for simplification of the FE analysis. Geometrical model of the
TMJ is shown in (Fig. 4.). Model of the TMJ was exported from the CAD program in to the automated mesh generator
NETGEN, where were generated four-noded tetrahedral elements of the skull and mandible. TM disc was meshed by
eight-noded brick elements in to the TrueGrid® mesh program. Finally muscles were defined by connector elements.

26



SEKCE POSTGRADUALNI — postery

This special element allows various definitions of the material properties, loading forces and the element behaviour.
Connector element type axial was used for this application. This type provides a connection between two nodes where
the relative displacement is along the line separating the two nodes.

It models discrete physical connections such as axial springs, axial dashpots, or node-to-node (gap-like) contact. The
axial connection does not constrain any component of relative motion. The available component of relative motion
u acts along the line connecting the two nodes, measures the change in distance separating the two nodes. Muscles
represented by connector elements were linked with mandible and skull by distributed coupling constraints. This re-
presented muscle insertion in to the bone. The coupling constraint provides coupling between a reference node and
a group of nodes. Distributing coupling constrains the motion of the coupling nodes to the translation and rotation of
the reference node. This constraint is enforced in an average sense in a way that enables control of the transmission
of loads through weight factors at the coupling nodes. The constraint distributes loads such that the resultants of the
forces at the coupling nodes are equivalent to the forces and moments at the reference node. FE model of the TMJ is
shown in (Fig. 5.).

Material Young’s modulus [MPa] Poisson’s ratio [-]
Bone 16300 0.31

Ligaments 1200 0.28

Tooth 19000 0.3

TM Disc 16 0.45

FE analysis was defined as a nonlinear contact task and solved in ABAQUS 6.6 (Hibbit, Karlsson, Sorensen, Inc., Pro-
vidence, RI). Contact interactions were defined between the TM disc and the skull and between the TM disc and the
mandible. All contacts were defined as surface to surface slide contact. The coefficient of friction for articular surfaces
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is unknown. It was estimated that the coefficient of friction must be smaller than 0.15 because of the existence of the
synovial fluid. Coefficient of friction was estimated 0.08. The FE model consisted of 180 eight-noded elements, 54578
four-noded tetrahedral elements, and 48 connector elements. Total number of nodes was 16665. Data on the material
properties of all TM] parts were taken from published data. The bone of the skull and mandible were considered to
be isotropic and linear elastic. Tooth and ligaments were also defined as isotropic and linear elastic. Because range of
magnitude TM disc material properties in published data is big, Young’s modulus and Poisson’s ratio were estimated.
TM disc was also defined as homogenous and isotropic. All material properties assigned to the structural elements are
listed in (Table 1.) [15, 19].

Advantage of using connector element was the possibilities apply resultant forces directly. Geometrical parameters are
completely defined by the muscle insertion in the bone. Normal jaw clenching was used for this analysis and forces
were applied in connector elements. All forces were assumed to be symmetrical and had equal magnitude on the right
and left side of the mandible. Magnitudes of all applied forces were taken from published data [2, 8, 13]. Symmetry
boundary conditions were applied on the sagital surfaces of the skull and mandible. Base of the skull was constrained
and tooth displacement in the z-direction was constrained for normal jaw clenching simulation. All applied forces are
listed in (Table 2.).

Muscles Force [N]
Lateral pterygoid 378.0
Medial pterygoid 191.4
Temporalis 528.6
Masseter 340.0

The results of the experimental measurements showed the motion of the TM disc and the mandible markers during
mouth opening. Fig. 3. shows an example of the opening movement path of the reference points. We observed the
relative motion of the TM disc and the mandible in the x-axis and in the y-axis and also the rotation depending on the
mouth opening (Fig. 6., Table 3.). Regression of the measured points coordinates, depending on mouth opening, re-
presents a third- or second-order polynomial curve (Fig. 6). A correlation coefficients range from R?=0.97 to R?=0.99.
The movement of the TM disc is shown in Fig. 6 and the reference points G, H displacements are described in Table 3.
which show the TM disc behaviour during jaw opening. The motion of the mandibular condyle was investigated in two
directions and one angle. The initial position was established for a closed mouth, where the angle was considered as 0°,
so that the displayed angle was absolute. Fig. 6. and Table 3. show that the maximum displacement in the x-direction
was 15.81 mm, and in the y-direction it was 3.33 mm. So the maximum translational displacement was 15.85 mm and
the maximum rotation of the mandibular condyle was 34.39° (Fig. 6., Table 3.).
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Mandible TM disc TM disc

m [mm] a[°] Point F [mm] Point G [mm] Point H [mm]

X y X y X y
0 0 0 0 0 0 0 0
10 9.46 -6.01 -2.82 1.53 -1.31 -0.43 -3.45
20 14.75 -7.69 -3.33 1.20 -1.93 -1.40 -4.37
30 20.53 -11.26 -2.86 -2.80 -1.13 -3.55 -4.86
40 27.10 -13.51 -2.53 -4.17 0.66 -6.79 -6.38
50 34.39 -15.81 -1.10 -9.83 1.85 -6.03 -6.82

The results of the FE analysis illustrate the stress distributions in the TMJ during a normal jaw clenching. The stress
distributions from this model are given in (Fig. 7. and Figure 8.). High von-Misses stresses were seen at the mandible
near the processus coronoideus. The maximum von Misses stress was about 5.5 [MPa]. High contact pressures were
seen at the contact surface on the TM disc, contact was defined between TM disc and mandible. The maximum contact
pressure was about 6.3 [MPa]. Maximal von Misses stress on the skull were located on the arcus zygomaticus, where is
connected m. Masseter with the skull. The maximum von Misses stress was about 3 [MPa]. The forces in the ligaments
were quite small. The maximum ligament forces were located in the joint capsule (0.3 N).

The TM disc plays a crucial role in TMJ motion; it is therefore necessary to know its mechanical behaviour as well as its
movement. The displacement of the mandibular condyle was described in previous publication [4] for maximum mouth
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opening of 17 mm. This is not the maximum comfortable mouth opening, so it was necessary to broaden these measu-
rements. In addition, there was no investigation of TM disc movement. The results for mouth opening of 17 mm have
been used for computing FEA [14], but the results of this analysis must be insufficient. Our measurement method is
based on [4], but we obtained a more complex description of the mandible and especially of TM disc behaviour. From
our study we obtained the displacement of the TM disc and of the mandible condyle in relation to mouth opening. The
maximum mouth opening was 50 mm); this distance was defined between lower and upper incisors. This study shows
that the condyle first moves down and forward (downward and anteriorly) and then rotates open. This motion is shown
in Fig. 6. MRI is a non-invasive method which can be used easily and efficiently for visualization of soft tissues. Adjusting
the MRI device was crucial. There are many scanning techniques, but in most of them the disc is not easily observed.
Next, there can be significant loss due to slice thickness. Several experiments with MR specialists led to a proper scan-
ning sequence. Finally, the precision of the results is also limited by the quality of the MR images and by the accuracy
of the contours of the TMJ part. All parts were shaped according to their anatomical geometry in cooperation with an
experienced dentist. One of the main disadvantages was that the individual quasi-static images that were analyzed in
this initial study did not capture everything that was truly seen when examining the TMJ in motion. In [4] the motion of
the mandibular condyle was studied for the reference point defined on the condyle, which does not seem to be precise.
In our approach, the centre of the curvature should be a more exact description of the reference point. Another disa-
dvantage of the approach is that there were just two dimensions. Improvement into a three-dimensional scheme will
surely be one of the first future developments. The spatial conception needs to be more accurate due to the extremely
complex shape of the TM disc. A further disadvantage was that only one subject on one side of the joint was examined.
A study is already in progress to overcome this disadvantage. We intend to supplement some statistical evaluation to
enhance the statements presented here.

The study provided a three-dimensional model of the temporomandibular joint. The presented model, as far as we know,
is the first complete three-dimensional model. All parts of the TMJ were shaped according to its anatomical geometry
which was sampled with high resolution. This study verified applied model in the real situation during a normal jaw
clenching. Stresses in the joint components (disc, mandible, skull and ligaments) with a normal jaw clenching have
been analyzed. Results of this analysis shown, that the numerical simulation of this geometrically complicated joint is
possible by the FEM. Compared with the results taken from published data [1, 5, 6], the stress distribution in the TM
disc are corresponding. In this model were used simple material definitions, but this pilot study was make for model
verification. Next simplification was ligaments simulation by the connector elements. Finally the model didn’t include
deformable cartilage layers on the articulating surfaces of mandible and skull. All of these simplifications will be change
in the next generation of the TMJ model.

This study was supported by the Ministry of Education project: Transdisciplinary research in Biomedical Engineering II.,
No. MSM 6840770012 and by the Czech Science Foundation project: , Application of synthetic biomaterials for replace-
ment of orofacial parts of skull*, No. CSF 106/07/0023.
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Uvod: Cilem prace byla identifikace mutaci v Sesti ¢eskych vzajemné nepiibuznych a ctyfech britskych rovnéz vzajemné
nepfibuznych rodinach se zadni polymorfni dystrofii rohovky (posterior polymorphous corneal dystrophy; PPCD); rela-
tivné vzacného ocniho onemocnéni.

Metodika: Pomoci piimého sekvenovani byl proveden screening kédujicich exond a hranic intrond s exony vSech tfech
genl (VSX1, COL8A2 a ZEB1/TCF8), které byly zatim popsany jako PPCD podmiriujici . V Ceskych rodinach bylo dale
provedeno genotypovani marker( v lokusu 20p11.2 za ucelem testovani mozného zakladatelského efektu.

Vysledky: Identifikovany byly Ctyfi nové patogenni mutace ve Ctyfech rodinach; dvé delece, jedna terminacni mutace
a jedna duplikace v exonu 7 ZEB1 genu nachazejicim se v lokusu 10p11.2. Genotypovani ¢eskych rodin neprokazalo
stejny haplotyp jako u jinych dfive popsanych dvou rodin mapovanych do oblasti 20p11.2.

Zaveér: Nase prace potvrzuje roli ZEB1 genu v patogenezi PPCD a poukazuje na genetickou heterogenitu tohoto one-
mocnéni. Absence nalezu pfic¢innych mutaci v Sesti rodinach naznacuje, Ze PPCD je pravdépodobné zplsobena dalSimi
dosud neidentifikovanym(i) genem nebo geny.

Posterior polymorphous corneal dystrophy (PPCD) is a relatively rare bilateral eye disorder that primarily affects the
endothelium and Descemet’s membrane (Krachmer, 1985). It is usually transmitted as an autosomal dominant trait,
although an autosomal recessive mode of inheritance has also been suggested in some pedigrees (Cibis, et al., 1977;
Soukup, 1964). Clinically, PPCD is characterized by vesicles, bands and geographic opacities of the posterior corneal
layers. In a minority of cases peripheral anterior iris adhesions, iris atrophy, corectopia, corneal edema, and glaucoma
develop as secondary changes (Cibis, et al., 1977; Laganowski, et al., 1991). The disease shows significant intrafamilial
phenotypic variability with incomplete penetrance (Cibis, et al., 1977; Krafchak, et al., 2005). Ultrastructure examination
shows thickening of Descement’s membrane and fibroblastic and epithelial-like transformation of the endothelial cells,
including an ability to divide (de Felice, et al., 1985; Polack, et al., 1980; Henriquez, et al., 1984).

Posterior polymorphous dystrophy is genetically a heterogeneous disease. PPCD1 (MIM# 122000) was mapped to
chromosome 20 (Heon, et al., 1995). Mutations in a visual system homeobox gene 1 (VSX1; MIM# 605020) within the
original linked interval were implicated as disease causing in some PPCD patients (Heon, et al., 2002; Valleix, et al.,
2006). However, this finding was not confirmed by other reports which excluded VSX1 by linkage analysis and by direct
sequencing (Gwilliam, et al., 2005; Aldave, et al., 2004). Linkage data indicates that there is another, as yet unidentified,
PPCD1 gene on chromosome 20p11.2 (Gwilliam, et al., 2005). PPCD2 (MIM# 609140) is caused by the alpha-2 chain of
type VIII collagen gene (COL8A2; MIM# 120252) located on 1p34.3-p32.3 with one disease causing mutation identified
to date (Biswas, et al., 2001). Most recently, three frame shift and two nonsense mutations in five unrelated PPCD3
(MIM# 609141) families have been reported in a zinc finger E-box binding homeobox 1 gene (ZEB1; MIM# 189909),
also known as human zinc finger transcription factor 8 (TCF8), mapped to chromosome 10p11.2. It was estimated that
changes in this gene may account for about 50 % of all PPCD cases (Krafchak, et al., 2005).

We have screened the coding regions of three genes implicated in PPCD (ZEB1, COL8A2 and VSX1) in ten unrelated
families, six of Czech origin and four of British origin. Four novel pathogenic mutations within the ZEB1 gene were de-
tected in four families, supporting the importance of ZEB1 mutations in the pathogenesis of PPCD and lack of a founder
ZEB1 mutation in the Czech PPCD population.

The study followed the tenets of the Declaration of Helsinki and had local Ethics Committee approval. After obtaining
signed informed consent, 36 individuals from six white Czech and four white British families underwent standard ophthal-
mologic examination including visual acuity, intraocular pressure measurement and biomicroscopy. Patients were diagno-
sed with PPCD if they exhibited the characteristic endothelial changes in both eyes (Krachmer, 1985; Cibis, et al., 1977).
A detailed family and personal history was taken and pedigrees constructed. The Czech families in this study did not
come from the same region of the Czech Republic as the two large families with PPCD1 who were previously mapped
to chromosome 20p11.2 and in which VSX1 was excluded as a candidate gene (Gwilliam, et al., 2005).
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Blood samples (10 ml) were taken from participating family members. DNA was prepared from peripheral blood leucocy-
tes using the Nucleon III BACC3 genomic DNA extraction kit according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare,
UK). Each coding exon along with exon-intron junctions of the published reference sequences of ZEB1 (NCBI Accession
NM_030751.2), COL8A2 (NCBI Accession NM_005202.1) and VSX1 (NCBI Accession NM_014588.4 and NM_199425.1)
genes was amplified by polymerase chain reaction (PCR) using forward and reverse pairs of primers. Amplification was
carried out in a 25 pl mixture containing 12.5 pl of ReddyMix™ PCR master mix (ABgene, UK), with 50 pmoles gene-
-specific primers and approximately 50 ng of genomic DNA.

Polymorphic fluorescently-labeled microsatellite markers D20S98, D20S114, D20S48, D20S605, D20S182, M189K21,
D20S139, D20S106 were amplified in patients from all six Czech families and analyzed using an ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, USA) as previously described (Gwilliam, et al., 2005).

The PCR amplicons were purified with Montage PCR,, Cleanup Kit (Millipore, USA) and sequenced for both strands.
Direct sequencing of all gene fragments was performed using the BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Applied Biosystems) on a fluorescent sequencer (ABI 3100) in accordance with the manufacturer’s instructions.
Nucleotide sequences were compared with the published reference sequences. Mutation nomenclature follows HGVS
recommendations with +1 as A of ATG initiation codon (Antonarakis, 1998; den Dunnen and Antonarakis, 2000). One
affected individual from each of the ten families was used for initial mutational screening. Where sequence changes
were identified, other available affected and unaffected family members were sequenced to confirm segregation with
disease, as well as 51 white Czech and 94 white British unrelated population control individuals to confirm potential
pathogenicity.

Following detailed clinical examination, 24 family members (14 males, 10 females) from ten families were diagnosed with
PPCD. Previously we described a haplotype consisting of alleles for eight microsatellite markers in two Czech families
showing linkage to 20p11.2 (Gwilliam, et al., 2005). However, the six families in the current study do not exhibit a ha-
plotype similar to the previously published families indicating a lack of founder effect and further genetic heterogeneity
in the Czech population. All three previously reported PPCD genes were therefore analysed in these families.
Sequence analysis of the ZEB1 gene revealed a heterozygous single-base duplication, c.2324_2325dupA, in exon 7 that
co-segregated with all three affected members of family C1 of Czech origin (Fig. 1a) and was also found in the clinically
unaffected mother. The mutation is predicted to result in a frame shift at codon 776 (p.E776fs) leading to a termination
codon 43 residues downstream of the mutation site.
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A single-base pair transition, ¢.2157C>G, changing tyrosine to a stop codon at position 719 (p.Y719X) in exon 7, was
identified in @ member of family C2 of Czech origin (Fig. 1b). The stop codon is predicted to result in truncation of the
ZEB1 protein by 406 amino acids. Only this affected individual from family C2 was available for clinical and molecular
genetic analysis, however familial occurrence of the disease was demonstrated as clinical findings consistent with PPCD
in this patient and her sister were reported in 1964 by Soukup (1964) who also examined 18 other family members
including all first degree relatives, none of whom was clinically affected (Soukup, 1964).

A heterozygous single-base pair deletion, c.1124delT, predicted to lead to a frame shift at codon 375 (p.F375fs) and
thus to an aberrant protein with 30 additional residues was found in two members from family Blof British origin and
was absent in one unaffected first degree relative (Fig. 1c). Clinical records of individual I:1 were not available and
therefore the phenotype could not be ascertained.

The fourth mutation identified was a heterozygous four-base pair deletion, ¢.1387_1390delCCTT, predicted to result in
a frame shift at codon 463 (p.P463fs) with a stop codon 28 residues after this change in two subjects from family B2
of British origin. Two unaffected relatives and a spouse did not display this mutation (Fig. 1d).

None of the novel changes identified in this study was detected in the control population of the same ethnic origin, as
determined by direct sequencing of 51 Czech (102 chromosomes) and 94 British individuals (188 chromosomes).
Sequencing of the VSX1 and the COL8A2 gene did not reveal any pathogenic sequence variants. The remaining four
Czech and two British pedigrees had no disease causing changes in any of the three PPCD genes.

PPCD is a genetically heterogeneous disease. It has recently been reported that changes within the ZEB1 gene are
responsible for the pathogenesis in a large percentage of patients with this corneal disorder (Krafchak, et al., 2005).
ZEB1 maps to chromosome 10p11.2, comprises 9 exons and encodes a transcription factor that is organized in multiple
functional domains starting with N-terminal zinc finger clusters (172-292), followed by a homeodomain (581-640), re-
pression domain (754-901), C-terminal zinc finger clusters (905-981) and acidic activation domain (1011-1124) (Ikeda,
et al., 1998). We have identified four novel disease mutations within the ZEB1 gene in subjects with PPCD, in four of
ten unrelated PPCD families. All of the mutations described in this report are in exon 7. The nature of these mutations,
leading to frame shifts and a stop codon, and the absence of these changes in control populations confirms that they
are likely to be pathogenic. Eight out of nine different mutations identified to date in the ZEB1 gene, including the four
reported in this study, were in exon 7 (Krafchak, et al., 2005). It would therefore seem useful to start ZEB1 screening
for sequence variants with this exon.

If protein were produced by these changed ZEB1 genes, and not eliminated due to nonsense-mediated decay of the
mRNA, it would lack amino acid sequences of important functional domains. The c.1124delT and c.1387_1390delCCTT
change would result in the elimination of the homeodomain, repression domain, the second cluster of zinc fingers and
the acidic activation domain, while the c.2157C>G and c.2324_2325dupA mutations would result in the complete or
partial elimination of the repression domain respectively, elimination of the second cluster of zinc fingers and the acidic
activation domain. All mutations identified in the ZEB1 gene to date (Krafchak, et al., 2005; and this study) are nonsense
or frame shift mutations predicted to lead to premature truncation of the ZEB1 protein. This suggests that haploinsuffi-
ciency is a potential disease mechanism.

Identification of ZEB1 mutations in PPCD families from two different European populations confirms that the ZEB1
gene plays an important role in the pathogenesis of this disorder worldwide. The finding in our study that in six of the
ten families there were no pathogenic changes in the coding exons of ZEB1, COL8A2 or VSX1 suggests that PPCD in
these patients might be caused by other unidentified mutations within the refined PPCD locus on 20p11.2 (Gwilliam,
et al., 2005). The possibility also exists that more novel genes remain to be identified, or that large gene deletions and
pathogenic changes in noncoding regions of the three PPCD genes may not have been detected.

PPCD caused by mutations in ZEB1 exhibits incomplete penetrance (Krafchak, et al., 2005). This feature can cause un-
certainties in establishing the inheritance pattern, as in family C2 (Fig. 1b) examined by Soukup (1964) (Soukup, 1964)
leading previously to speculation of a possible autosomal recessive inheritance (Tripathi, et al., 1974). In this study
apparent non-penetrance was present in family C1 (Fig. 1a) in a 70 year old female. Although it cannot be excluded
that disease will still develop later in her life we consider that this is unlikely given her age.

In conclusion ZEB1 appears to play a significant role in the pathogenesis of PPCD. In this study four out of 10 families
were found to carry mutations in ZEB1. Probands from the remaining six families screened for all three known genes
implicated in PPCD did not carry any pathogenic coding sequence variant, implying that in a large proportion of patients,
the disorder is probably caused by changes in as yet identified gene(s) and that VSX1 and COL8A2 are a rare cause of
PPCD. Our work supports further genetic heterogeneity for PPCD.

1. Aldave AJ, Yellore VS, Principe AH, Abedi G, Merrill K, Raber I, Small KW, Udar N. 2004. Candidate Gene Screening for Posterior
Polymorphous Dystrophy. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45(5):1526-.

2. Antonarakis SE. 1998. Recommendations for a nomenclature system for human gene mutations. Nomenclature Working Group.
Hum Mutat 11(1):1-3.

104



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

SEKCE POSTGRADUALNI — postery @

Biswas S, Munier FL, Yardley J, Hart-Holden N, Perveen R, Cousin P, Sutphin JE, Noble B, Batterbury M, Kielty C and others. 2001.
Missense mutations in COL8A2, the gene encoding the alpha2 chain of type VIII collagen, cause two forms of corneal endothelial
dystrophy. Hum Mol Genet 10(21):2415-23.

Cibis GW, Krachmer JA, Phelps CD, Weingeist TA. 1977. The clinical spectrum of posterior polymorphous dystrophy. Arch Ophthalmol
95(9):1529-37.

de Felice GP, Braidotti P, Viale G, Bergamini F, Vinciguerra P. 1985. Posterior polymorphous dystrophy of the cornea. An ultrastruc-
tural study. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 223(5):265-71.

den Dunnen JT, Antonarakis SE. 2000. Mutation nomenclature extensions and suggestions to describe complex mutations: a di-
scussion. Hum Mutat 15(1):7-12.

Gwilliam R, Liskova P, Filipec M, Kmoch S, Jirsova K, Huckle EJ, Stables CL, Bhattacharya SS, Hardcastle AJ, Deloukas P and others.
2005. Posterior polymorphous corneal dystrophy in Czech families maps to chromosome 20 and excludes the VSX1 gene. Invest
Ophthalmol Vis Sci 46(12):4480-4.

Henriquez AS, Kenyon KR, Dohiman CH, Boruchoff SA, Forstot SL, Meyer RF, Hanninen LA. 1984. Morphologic characteristics of
posterior polymorphous dystrophy. A study of nine corneas and review of the literature. Surv Ophthalmol 29(2):139-47.

Heon E, Greenberg A, Kopp KK, Rootman D, Vincent AL, Billingsley G, Priston M, Dorval KM, Chow RL, McInnes RR and others.
2002. VSX1: A gene for posterior polymorphous dystrophy and keratoconus. Hum. Mol. Genet. 11(9):1029-1036.

Heon E, Mathers WD, Alward WL, Weisenthal RW, Sunden SL, Fishbaugh JA, Taylor CM, Krachmer JH, Sheffield VC, Stone EM.
1995. Linkage of posterior polymorphous corneal dystrophy to 20q11. Hum Mol Genet 4(3):485-8.

Ikeda K, Halle JP, Stelzer G, Meisterernst M, Kawakami K. 1998. Involvement of negative cofactor NC2 in active repression by zinc
finger-homeodomain transcription factor AREB6. Mol Cell Biol 18(1):10-8.

Krachmer JH. 1985. Posterior polymorphous corneal dystrophy: a disease characterized by epithelial-like endothelial cells which
influence management and prognosis. Trans Am Ophthalmol Soc 83:413-75.

Krafchak CM, Pawar H, Moroi SE, Sugar A, Lichter PR, Mackey DA, Mian S, Nairus T, Elner V, Schteingart MT and others. 2005.
Mutations in TCF8 cause posterior polymorphous corneal dystrophy and ectopic expression of COL4A3 by corneal endothelial cells.
Am J Hum Genet 77(5):694-708.

Laganowski HC, Sherrard ES, Muir MG. 1991. The posterior corneal surface in posterior polymorphous dystrophy: a specular
microscopical study. Cornea 10(3):224-32.

Polack FM, Bourne WM, Forstot SL, Yamaguchi T. 1980. Scanning electron microscopy of posterior polymorphous corneal dystrophy.
Am J Ophthalmol 89(4):575-84.

Soukup F. 1964. [Polymorphous Posterior Degeneration of the Cornea.]. Cesk Oftalmol 20:181-6.

Tripathi RC, Casey TA, Wise G. 1974. Hereditary posterior polymorphous dystrophy an ultrastructural and clinical report. Trans
Ophthal Soc U.K. 94:211-25.

Valleix S, Nedelec B, Rigaudiere F, Dighiero P, Pouliquen Y, Renard G, Le Gargasson JF, Delpech M. 2006. H244R VSX1 is associated
with selective cone ON bipolar cell dysfunction and macular degeneration in a PPCD family. Invest Ophthalmol Vis Sci 47(1):48-
54.

105



® SEKCE POSTGRADUALNI — postery

Cenu za MUDr. Ing. Radka Jirmana, ktery obsadil v postgradualni sekci — posterové ¢asti druhé misto, prevzal prof. MUDr. Jifi

Mazanek, DrSc., jeho skolitel.
hl
e L

Treti misto v sekci postgradualni — postery obsadila MUDr. Petra LiSkova.

106






.. SEKCE ,
NELEKARSKA-OSETROVATELSKA

VITEZNE PRACE

VITEZNE PRACE IN EXTENSO
SEKCE NELEKARSKA — OSETROVATELSKA

1. misto: Mgr. Zuzana Vodehnalova, 2. r. — Foniatrickd klinika 1. LF UK a VFN
Skolitel: doc. MUDr. Olga Dlouha, CSc.

Nazev prace: ,Kvalita Zivota osob s afazii —psychosocialni rovina afazii*

2. misto: Bc. Jana Novotna, 2. r. — Ustav teorie a praxe oSetFovatelstvi 1. LF UK
Skolitel: PhDr. Helena Chloubova

Nazev prace: ,Kvalita Zivota lidi s postupnou ztratou zraku™

3. misto: Bc. Jana Holoubkova, DiS., 2. r. — Ustav teorie a praxe oSetfovatelstvi 1. LF UK
Skolitel: PhDr. Helena Chloubova
Nazev prace: ,Centra pro lécbu bolesti®



SEKCE NELEKARSKA — OSETROVATELSKA ()

1. MISTO
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Cilem prace je predstavit dlvody a moznosti méfeni kvality Zivota u osob s afazii, stejné
jako prvni praktické zkuSenosti.

Uvodem strucné o afazii samé — jedna se o neurogenni naruseni komunikacni schopnosti,
které postihuje v rlizné mife a v rliznych kombinacich vSechny modality jazyka, expresi i porozuméni. Jde o organic-
kou poruchu, jez vznika jako ddsledek loZiskového poskozeni mozku v kortikalnich i subkortikalnich oblastech, které
se podileji na detekci, rozumeéni feci, planovani projevu i expresi samé.

V poslednim desetileti se v fadach odborné afaziologické verejnosti zacina prosazovat holisticky pristup k afazii,
ktery akcentuje vedle samotného poskozeni fatickych funkci i psychosocialni diisledky s afazii spojené. Afazie ma
pochopitelné negativni dopad na psychické prozivani i socialni schopnosti. Deprese je pFitomna minimalné u 40%
osob po CMP - positivné korelujicimi faktory jsou: pritomnost nonfluentni afazie, predchazejici psychiat-
ricka onemocnéni, ztrata nebo vyrazné omezeni autonomie, koexistence jinych neurologickych syndromd
(Wirotius, Petrissans in Mazaux a kol., 2000). V nasich podminkach se vénoval studiu psychiky osob po
CMP Preiss - vysledky jasné prokazaly zvysenou hladinu depresivity u osob po CMP (Preiss, 1997). Kromé
deprese se u osob s afazii miizeme setkat se smutkem, celkovym psychomotorickym zpomalenim (vazanym
na depresi), Casta je nadmérna Unava, apatie a uzkost, bézné jsou také poruchy emocionalni kontroly
a poruchy spanku. Vzacnéji se objevuji zmény osobnosti, nezfidka miiZzeme pozorovat egocentrismus
(Wirotius, Petrissans in Mazaux a kol., 2000). Seron Fadi mezi nejvyraznéjsi psychické zmény osobnosti
afatika Castéjsi sebestiedné jednani, snizeni emotivni kontroly, omezeni iniciativy, ztratu schopnosti
planovani budoucnosti, zménu v sexualnim chovani a obtiZe pfi navazovani novych socialnich kontaktd
(Seron, 1979).

Jazykové a komunikacni obtize afatika jsou pFicinou kvantitativni zmény interakci mezi jednotlivymi Cleny
rodiny. Moderni rodina bude v tomto sméru zranitelnéjsi nez rodina tradi¢ni, protoze jeji socialni komponenty nejsou
neménné a snizena komunikacni schopnost jednoho ¢lena vyvola jeji reorganizaci. Dle vyzkumu realizovaného autory
Niemi a kol. v roce 1988! 50% respondentt po CMP oznacuje své rodinné vztahy jako ,zhorsené nebo poskozené" (North
in Mazaux a kol., 2000). Partnerské vztahy jsou zatizeny poruchami interpersonaini komunikace, mensim sexualnim
uspokojenim, ztratou spoluproZzivani a Ubytkem volnocasovych aktivit. Problémy se obvykle manifestuji az urcity ¢as
po navratu do domaciho prostredi, v dobé, kdy rodina prestava profitovat z podpory systémové péce o osoby s afazii.
Ve vztahu k détem upozorfiuje Ducarne de Ribaucourt (1986) na téZce snasenou ztratu vlivu a na nepfirozeny stav
Jpodfizenosti® rodic - afatikl. Naopak déti mohou trpét nedostatkem zajmu rodicl - afatikd zplsobenym jejich zvyse-
nou orientaci na vlastni osobu (Seron, 1979). North (in Mazaux a kol., 2000) ve své praci dale upozorfiuje na obtiznou
spolecenskou situaci rodiny, ktera se ¢asto dostava do izolace a vlivem mnohych problém@ afektivnich, materialnich i
financnich se postupné vzdava svych volnocasovych aktivit a zajm{, jez by mohly byt jednou z cest k socialni reintegraci.
Izolace celé rodiny afatika je spolecnym tématem mnoha praci. Seron (1979) piSe, ze mezi trvalymi zménami, které
jsou vysledkem restrukturalizace rodiny, patfi postupna izolace a ztrata vztahéi mimo rodinu samotnou mezi ty
nejpodstatnéjsi. Pélissier a kol. (in Herisson, 1993) ve svém vyzkumu uvadi, Ze témér 3/4 osob s afazii
po CMP jiz nenavazaly Zadné nové vztahy. Zbyvajici 1/4 dotazanych pak navazala nové vztahy prevazné
se zdravotnickym personale (s logopedem, fyzioterapeutem).

V ramci holistického pristupu k afazii se neni mozné spokojit pouze s lingvistickou diagnostikou fatickych funkci. Pové-
domi o psychickém prozivani a socialnich ddsledcich afazie je ddlezité nejen pro klinickou diagnostiku a terapii, ale i
pro zhodnoceni dopadd afazie na kvalitu Zivota. A opacné jen hodnoceni kvality Zivota mdze poskytovatellim terapeu-
tickych sluzeb nabidnout celistvy pohled na problematiku afazie a definovat vSechny oblasti, kterym je tfeba se v rdmci
nasledné péce vénovat.

Kvalita Zivota je velmi vagni pojem uzivany v mnoha oborech — pravé pro svou difusnost a snahu vnimat a kvantifikovat
Zivot Clovéka co nejkomplexnéji je jednotna definice velmi obtizna. Ekonomie a sociologie uzivaji tzv. objektivni vycho-
diska pro hodnoceni kvality Zivota, v psychologii a mediciné naopak vyuzivdme vychodiska subjektivni — kvalita Zivota je
pak vnimana jako soud jednotlivce, jako subjektivni zhodnoceni pozice v Zivoteé, a to v kontextu kultury a hodnotového
systému, ve kterém Zijeme, a v souvislosti s osobnimi cily, ocekavanimi a normami. Konkrétné v mediciné je nejcastéji
uzivan pojem ,na zdravi vazana kvalita zivota“ (HRQoL). Ten vymezuje tu ¢ast kvality Zivota, kterd je bezprostiedné
ovlivnéna zdravim a je i zdravotnickou péci ovlivnitelna. Hodnoceni kvality Zivota v sobé integruje tfi zakladni dimenze
(fyzickou, psychickou a socialni), coz pIné odpovida koncepci zdravi tak, jak je definovana WHO. Méreni kvality Zivota
v mediciné se uziva jak experimentalné — pro zhodnoceni dopadu toho kterého onemocnéni na kvalitu zivota, tak klinicky
— pro zhodnoceni efektivity toho kterého terapeutického postupu.

Zuzana Vodehnalova

! Niemi, M.L. et col.: Quality of life 4 Years After Stroke. Stroke, 1988;19(9):1101 — 1107
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Pro¢ méfit kvalitu Zivota u osob s afazii — tedy z hlediska experimentalniho - pro¢ mapovat vliv afazie na kvalitu Zivota?
Z klinické praxe je ziejmé, Ze problematika narusené komunikacni schopnosti je zatim spiSe okrajova, marginalizace
otazek spojenych s komunikaci je patrna nejen ve zdravotnictvi, ale i v socialni oblasti (pfidélovani prikazd ZTP, inva-
(jako dominujici pFicinu afazie), stejné jako jejich life expectancy (trvale rostouci pocet hospitalizovanych pro cévni
onemocnéni mozku?, klesajici hospitalizacni letalita®, obecné dobre znamy fenomén starnuti populace - srovnej napr.:
Kalvach, 19974). Je tedy tfeba zacit hledat cesty ke zvySeni kvality jejich Zivota — primarné umét ji zmapovat a méfit.
Z hlediska klinického pak je naprosto nezbytné hledat odpovéd’ na klicovou otdzku, zda terapie, kterou nasim klientdim
— pacientim nabizime, skutecné positivné dopada na kvalitu jejich Zivota — tedy je-li efektivni.

Méreni HRQoL u osob s afazii je ovSem vyrazné zkomplikovano hned nékolika faktory, mezi néz bezesporu patii faticka
porucha sama, vysoka mira unavitelnosti osob s afazii a Casté pridruzené deficity. Existuje nespocet obecnych i specific-
ky zamérenych nastrojli hodnoceni kvality Zivota. Pfes pokracujici vyzkum a nové publikace (srovnej Rev. Neurol. dec.
2004 a oct. 2005) je tfeba v souvislosti s cévnimi mozkovymi pfihodami (dale jen CMP) zminit jednak Upravu Sickness
Impact Profile (SIP 136)°, kterou publikovali v roce 1997 van Straten a kol. jako SA-SIP30¢, a jednak prvni pokus o
skutecné specificky zaméreny nastroj pro méreni kvality Zivota osob po CMP zvefejnény v roce 1999 Wiliams a kol. jako
SS-QOL’. ProtoZe pravé tyto dvé publikace se staly zakladem pro vyzkumy zamérené na HRQoL osob s afazii — resp.
na moznosti jejiho méfeni. Obé plvodni prace definovaly vazné poruchy komunikace a/nebo kognitivnich funkci jako
kriterium pro vyFazeni z projektu a to je také hlavni ddvod pro vznik a rozvoj studii zaméfenych na problematiku poruch
komunikace a méreni kvality Zivota. Aktualné byly publikovany skaly v anglictiné (SAQOL-39)? i francouzstiné (SIP-65)°,
existuje preklad SAQOL-39 do italstiny!® a fectiny.

Hilari a kol. (2001, 2003) studovali a upravili Wiliamsové skalu tak, aby odpovidala pozadavkim prace s osobami
s afazii. ,Pfesto, Ze byla vyvinuta fada nastrojt pro méreni kvality Zivota osob po CMP, vétSina vyradila afatiky a osoby
s kognitivnimi poruchami, ktefi jsou ve skutecnosti nejvice ohrozeni socialni izolaci... test vhodné upraveny pro pouZzivani
u osob s afazii je nezbytny pro klinické vyzkumy i hodnoceni." (Hilari a Byng, 2003, str. 1944) Nejnovéjsi varianta ma 39
polozek ve 4 zakladnich oblastech (fyzicky, psychosocialni stav, komunikace a energie — ve smyslu vitality) a testovana
osoba voli na péti stupriové Skale (1 — nemozné — 5 — bez problém( apod.). Test se ukazal se jako spolehlivy a validni
nastroj pro méreni kvality Zivota osob s chronickou afazii. V zavérecné Casti autorky upozorfiuji na to, Ze poufZiti testu
dostupného pfimo osobam s afazii mfize minimalizovat nutnost ziskavat informace od okoli - ty se mohou od hodnoceni
afatik8 samych vyrazné lisit. (Hilari, Byng 2003)

Bénaim a kol. vychazeli z jiz zminéného Sickness Impact Profile, ktery je standardizovan pro francouzsky jazyk. Znovu
upozoriuji na dvé zakladni prekazky, které komplikuji hodnoceni kvality Zivota u osob s afazii: poruchy porozumeéni
v obou modalitdch a snadna unavitelnost, ktera znemoziuje uziti ¢asové narocnych dotaznikd. Obecné skaly se jevi
jako prilis dlouhé a jejich jednotlivé polozky jako priliS sémanticky i gramaticky komplexni. Proto se autofi rozhodli
nékolikastupfiovym procesem zkratit a zjednodusit SIP. Vysledkem je test o 65 polozkach s dichotomickou strukturou
odpovédi. Ze studie byli vylouceni afatici s vaZznymi poruchami porozuméni, pfesto autori stejné jako Hilari a Byng,
varuji pfed neuvazenym vyuzivanim informaci ziskanych od blizkych ¢i oSettujicich osob. Ty maji tendenci podcerovat
kvalitu Zivota. SIP-65 si uchovava metrologické kvality SIP-136 a je pIné vyuzitelny v klinické praxi i pro méreni efektu
terapie (Bénaim a kol., 2003).

Z vySe uvedenych Gvodd byl na Foniatrické klinice 1.LF a VFN zahdjen projekt méreni kvality Zivota u osob
s afazii, jehoz zakladni hypotéza zni: Afazie negativné ovliviiuje kvalitu Zivota osoby s afazii, a to minimalné v té mire
jako motorické poskozeni, negativni efekt afazie neustupuje v Case. Dale byl definovan soubor faktord, jejichz vliv na
kvalitu Zivota osob s afazii se zkouma (demografické faktory, doba od vzniku onemocnéni, intenzita péce).

Pro realizaci projektu jsme zvolili Skalu SIP-65, ktera ma jednoznacné prehlednéjsi strukturu a kterou jsme méli moz-

57 622 v r. 1995 proti 65 174 v . 2002 (UZIS — Al ze 14.5. 2004)

16,9 v r. 1997 proti 12,0 v r. 2002 (UZIS — Al ze 14.5. 2004)
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nost ovérit v plivodnim jazykovém prostiedi. Ve spolupraci s lingvisty z FF UK byl pvodni dotaznik pfelozen — metodou
dvojitého prekladu a lingvistické komparace plvodni a dvakrat prelozené varianty. Aktualné bylo dotazovani podrobeno
75 osob (49 osob s afazii a 26 osob po CMP bez afazie), dalsi méreni probéhnou v zafi tohoto roku. V fijnu bude odborna
foniatricka a logopedicka verejnost informovana o predbéznych vysledcich. Celkem by mélo byt do vyzkumu zafazeno
minimalné 100 osob s afazii a 100 osob v kontrolni skupiné.

Zavérem: ,Vyssi mira utrpeni, omezena aktivita, vyssi mira narusené komunikacni schopnosti a komorbi-
dita jsou prediktory horsi kvality Zivota osob s chronickou afazii po CMP. Je tfeba, aby to poskytovatelé
zdravotnich sluzeb vzali v avahu..."!!
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Tato prace se zabyva problematikou lidi postizenych vadou zraku. Jejich ¢aste¢na nebo Uplna
ztrata schopnosti vizualné se orientovat v nasem svété s sebou nese nejriiznéjsi obtize, Jana Novotna

S nimiz se zejména stari lidé velmi obtizné vyrovnavaji. Nékterym z nich se zhorsila kvalita

Zivota, nedokdzali se s postupnym Ubytkem zraku vyrovnat i se uzavreli pred okolim. Setkala

jsem se i s lidmi, ktefi ,skrze svdj osud" nedokazali nalézt cestu a novy zplsob Zivota a zdstali ve svém svété uza-
vieni. Vyzkum sleduje proces vyrovnani se lidi s postupné se zhorsujicim zrakem. Mimo jiné napovida, co vSechno

je potfeba udinit, zlepsit, vybudovat pro lidi trpici zrakovym handicapem, aby se v budoucnu nestavalo, Ze zdstanou
sami bez pomoci a nadéje cesty ven z jejich ,temnoty".

Odpovédi na otazky jsem hledala v tfikolovém vyzkumu, kde jsem oslovila celkem 32 lidi s nejrliznéj$imi vadami zraku.
Pro lepsi prehlednost v ramci vyhodnoceni a interpretace ziskanych (dajti jsem je rozdélila do dvou skupin, respondenty
oslovené v nemocni¢nim prostredi a respondenty oslovené v rekvalifikacnim centru (dale jen RC). Jak se pozdé&ji ukazalo,
skupina respondentt oslovenych v nemocni¢nim prostredi (dale jen NP) byla vyhodnocena jako ,rizikova". Jako skupina
lidi, se kterymi je potteba spolupracovat a podavat jim pomocnou ,ruku® i mimo zdi nemocnic¢nich zafizeni.

Mezi nejzajimavéjsi vystupy vyzkumu hodnoceni kvantitativni metodou jsem zaradila tyto: Respondenti osloveni (NP)
se adaptovali na postupnou ztratu zraku velmi obtizné. 8respondentl v NP v druhém kole odmitlo dal$i spolupraci.
Domnivam se, Ze tim odmitaji i pFijeti zrakové vady. 25% z nich doufalo, Ze se jejich zrak zlepsi, nechtéli si pipustit,
Ze maji néjaké problémy. 2 z nich uvadéli inikové myslenky (smrt). S tfimési¢nimi odstupy jsem zaznamenavala u re-
spondentl nejrliznéjsi stadia smifovani se s onemocnénim. 22% respondentd NP pfipustilo, Ze maji problémy vyrovnat
se s postizenim zraku. 9% respondent( se snaZilo brat vadu zraku jako soucast svého Zivota. Zbytek respondentd NP
svém zivoté smrt blizké osoby. 25% respondentd pfiznava, ze pro né je nejtizivéjsi jejich vlastni postizeni zraku. 41%
respondentl je schopno vyrovnat se s postupnou ztratou zraku diky podpore blizkych osob. Respondenti RC radéji fesi
své problémy sami. 66% vSech respondentd popisuje nejvétsi problémy s orientaci v cizim prostredi, ¢teni a domacimi
pracemi. 64% oslovenych respondentl nepouziva Zadnou kompenzacni pomécku uréenou lidem se zrakovym postize-
nim. Pouze 36% respondentt z celkového poctu jsou ¢leny organizaci pro zrakové postizené. V oblasti integrace zrakové
postizenych do ,bézné" spolecnosti jsem zaznamenala rozpory ve vypovédich. 72% respondentd si mysli, Ze se vztahy s
jejich blizkymi nezménily, na druhou stranu 50% avsak nevi, co si jejich blizci o nich mysli a 50% respondentd pocit'uje,
Ze jsou prijimani negativné. 59% respondentd povazuje za nejvyssi hodnotu ,zdravi®. Pouze 2 respondenti pripousti, ze
se jejich Zebri¢ek hodnot od onemocnéni zraku zménil. 72% respondent( je spokojeno se svym Zivotem, naproti tomu
59% respondent{ pripousti, Ze si nepredstavovali proZit svdj zivot timto zpdsobem.

Na zakladé zjisténych informaci jsem vypracovala postup moznosti zlepSeni kvality Zivota u lidi s postupnou ztratou zraku.
Timto postupem by se do budoucna mély Fidit sestry v pozicich supervizorek, které by mély na starosti tyto nasledujici
¢innosti: na zakladé odebrané oSetfovatelské anamnézy, by vyhodnotily rizikové pacienty, ktefi by se dale sdruzovali do
skupin, dale by tyto supervizorky poskytovaly individualni nebo skupinovou psychosocialni podporu a motivacni sezeni.
Skupinova setkani by mohla mit i charakter informativni. Velmi dllezita je také mezioborova spoluprace a kontinuita
této spoluprace. Zjistila jsem, ze jsou lidem s postizenim zraku velmi ¢asto predkladany nelplné informace, se kterymi si
neumé&ji poradit. Prace ocnich Iékard a sester pracujicich v nemocni¢nim prostfedi nenavazuje na praci jinych odbornikd
v oblasti problematiky prace s lidmi se zrakovymi postizenimi. Proto je nutné vypracovat databazi nejrliznéjsich odbor-
nikd, ale i firem, které nabizi pomlcky pro lidi se zrakovym postizenim a organizaci se stejnym zaméfenim. Za velmi
daleZité povazuji to, jakym zplsobem se informace ke zrakové postizenym dostavaji. V ¢ekarnach jsou ¢asto k dispozici
nejriznéjsi informacni nebo reklamni letacky a prospekty, které si vSak Clovék s téZkou vadou zraku neprecte. Proto
navrhuji, aby v takovychto ¢ekarnach byly umistény prehravace s audionahravkami, které informuji napf. o moznosti
lécby urcitych oftalmologickych diagndz, rehabilitaci zraku, kompenzacnich a rehabilitacnich pomdckach, kontaktech
na organizace pro zrakové handicapované atd.
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3. MISTO

Autorka: Bc. Jana Holoubkov3, DiS., 2. r.
Skolitelka: PhDr. Helena Chloubova, Ustav teorie a praxe osetfovatelstvi, 1. LF UK

Bolest je stara jako lidstvo samo a témef kazdy se sni v Zivoté setkava. Je nejCastéjsi
pricinou, kterd privadi nemocné Iékari. Casto signalizuje, Ze neni s nasim organismem Jana Holoubkové
néco v poradku nebo se néco déje v psychosocialnim ¢i emocionalnim okoli ¢lovéka.

Bolest ma zakladni pozitivni obrannou a signalni funkci organismu.

Upozorniuje nas na poskozeni naseho téla, omezuje dalsi namahani a pretézovani. V urcitych pfipadech ma bolest negativni
vyznam, mdZe stat vlastni nemoci, pfinasi nadbytecné utrpeni vedouci k rozvolnéni rodinnych a socialnich vazeb a ve
svych disledcich az ke zméndm osobnosti. Jedna se predevsim o ty pfipady, kdy intenzivni bolest je hlavnim pfiznakem
onemocnéni a nebo kdy jeji délka trvani a intenzita Casto ani neodpovidaji priciné a mife poskozeni, jedna se o chronickou
bolest. Zejména chronickou bolesti se v poslednich letech zabyvaji Centra pro léCbu bolesti, ktera pomahaji nemocnym
trpicim chronickou bolesti tuto strast IéCit a pfistupuiji k ni individudlné, komplexné a multidisciplinarné. S podobnou
myslenkou pracoval jiz mlady anesteziolog John J. Bonica, ktery byl povéfen péci o nemocné s bolesti v Madiganské
vojenské nemocnici ve staté Washington v roce 1944. Pfipady, se kterymi si nevédél rady, posilal na konzultace k réiznym
specialistiim a poté s nimi o svych pacientech diskutoval. Uspéch vzajemné vymény informaci ho inspiroval k zalozeni
multidisciplinarni poradny pro léCbu bolesti ve VSeobecné nemocnici v Takomé v roce 1947. V roce 1973 zorganizoval
setkani asi 300 védcl zabyvajicich se vyzkumem bolesti v Seattlu, kde ziskal jednomysiny souhlas k zaloZeni Mezinarodni
spolecnosti pro studium bolesti. Jeji prvni prezidentkou se stala Denise Allbe-Fessard. Dnes ma tato spolecnost 55 na-
rodnich sekci ze 6 kontinent(l a pfes 6700 Clend, ktefi se schazeji kazdé 3 roky na Svétovém kongresu o bolesti. Historie
léCby bolesti v CR je spojena s anesteziologem Dimitrijem Miloschewskym a jim zaloZenou komisi pro studium a léCbu
bolesti pfi Spole¢nosti anesteziologie a resuscitace Ceské lékarské spoleCnosti Jana Evangelisty Purkyné v roce 1974.
Ve specializaCnich kurzech z anesteziologie a resuscitace prednasel problematiku bolesti jiz zacatkem sedmdesatych let.
V roce 1977 otevira spolu s neurofyziologem Ladislavem Vyklickym a neurochirurgem Karlem Sourkem prvni ambulanci
lécby bolesti ve Fakultni nemocnici Na Bulovce v Praze. V roce 1984 byl prerovsky anesteziolog Jaroslav Stimpl povéren
zaloZzenim druhé ambulance |éCby bolesti u nas. Avsak az zména totalitnich pomérd po roce 1989 umoznila, aby vznikla
samostatna Spolec¢nost pro studium a IéCbu bolesti. Prvnim predsedou se stal primar rehabilitacniho oddéleni nemocnice
v Praze 9 FrantiSek Neradilek. V té dobg se v Praze jiz provadela lécba bolesti. Teprve v3ak v roce 1992 vznikl Metodicky
pokyn pro budovani pracovist’ 1éCby bolesti Ministerstva zdravotnictvi Ceské Republiky, ktery umoznil vybudovat béhem
nasledujicich 3 let sit’ pracovist’ po celé republice. Téma této prace jsem si nevybrala nahodou. Jiz Sestym rokem pracuji
na Anesteziologicko-resuscitacni klinice ve FN v Plzni, kde je jeji soucasti i Centrum IéCby bolesti I. kategorie (nejvyssiho
typu). Pfi své praci jsem si uvédomila, Ze prace sestry je spojena i s tim, Ze se setkava s bolesti a utrpenim druhych.
Zivotnim poslanim zdravotni sestry by mélo byt i tuto bolest a utrpeni mirnit a byt nemocnym v nejtézsich chvilich na
blizku. I pres obrovsky pokrok, ktery medicina zaznamenala v poslednich letech, je stale problematika bolesti podcerio-
vana. NemdZeme se spokojit s tim, Ze bolest neodmyslitelné patfi k Zivotu. V dnesni dobé jiz existuje mnoho moznosti,
jak tlumit neztiSitelnou nebo dlouhotrvajici bolest. Tyto moznosti musime najit a vyuzit a zabranit tomu, aby nemocny
zbytecné trpél, proto se v diplomové praci vénuji pracovistim IéCby bolesti.

Predmétem vyzkumu bylo zhodnoceni rozlozeni a popis hlavnich funkci Center 1é¢by bolesti (CLB) v celé Ceské Repub-
lice. Stanovila jsem si 6 hypotéz a k nim 6 relevantnich cill. Jako zakladni metoda kvantitativniho neexperimentalniho
vyzkumu jsem zvolila dotaznikové Setfeni. Dotazniky byly rozeslany do vSech akreditovanych pracovist’ IéCby bolesti,
které byly zaregistrovany do 31. prosince roku 2006. Vyzkum spocivajici v dotaznikovém Setreni byl anonymni a obsa-
hoval 18 otazek a byl také rozdélen do vice Casti. Jeho dily odpovidaly danym cil& a hypotézam. Pro zajisténi vypovédni
hodnoty byl proveden predvyzkum u 2 zaméstnancl pracujici v CLB v Plzni. Jednalo se o zdravotni sestru a o stani¢ni
sestru. Dotaznik se skladal z otdazek uzavienych, polouzavienych a otevienych. Dale dotaznik obsahoval otazky samo-
statné a Skalovaci. Kromé otazek zamérenych na vlastni vyzkum bylo zvoleno i nékolik otdzek pomocnych (identifikacni
a kontrolni) a byl dan prostor na naméty, pripominky a vlastni vyjadfeni k tomuto tématu. K hodnoceni dotaznik{i bylo
vyuzito metod tfidéni dat a popisnych statistickych charakteristik. Toto Setfeni bylo dopInéno o studium dokumentace
v CLB v Plzni. Vybrala jsem 3 nejCastéjsi oSetfovatelské kazuistiky, které jsou typické a velmi Casté v l1écbé chronické
bolesti. Kritériem pro vybér Center a pracovist’ IéCby bolesti byla jejich platna akreditace Ministerstvem zdravotnictvi
Ceské republiky. Do vyzkumu bylo zahrnuto 53 CLB rliznych typ(, ktera byla garantovana SpoleCnosti pro studium
a lécbu bolesti. SSLB je zastitou pro jednotliva pracovisté &by bolesti a vydava pro jednotliva pracovisté ,Osvédceni®
na podkladé absolvovani kurzu ,Multidisciplinarni 1é¢by bolesti* a odbornych stazi na vybranych pracovistich. Na doporu-
Ceni regionalniho odbornika SSLB a po schvaleni vyborem SSLB vydava ,Garanci®, ktera slouzi k jednani se zdravotnimi
pojistovnami. Regionalni odbornici jsou ¢lenové vyboru SSLB a jsou odpovédni za kvalitu pracovist’ ve svém regionu
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(kraiji), provadéji jejich kontrolu a pomahaji v Cinnosti a pfi FeSeni problémd pfisludnych pracovist' IéCby bolesti. Celkem
se tedy jednalo o 53 CLB v celé Ceské Republice, mezi kterd patfila zafizeni I. — IV. kategorie statniho i soukromého
typu. Oslovenymi zaméstnanci byly zdravotnicti pracovnici vykonavajici nelékarské zdravotnické povolani, tedy vrchni
sestry, stanini a zdravotni sestry, které v danych CLB pracuji. V tomto pfipadé se jednalo pouze o Zeny. Ve své praci
jsem tedy zkoumala samotna CLB, zdravotni setry, které zde pracuiji a klienty, ktefi tato pracovisté navstévui.

Bylo zjiéténo, Ze v kazdém kraji CR funguii alespor 2 pracovisté, ktera se specializuji na lé¢bu bolesti, na 100 tisic obyvatel
pripada asi 1 CLB. Hustota CLB vétSinou odpovida hustoté obyvatel v jednotlivych krajich. Nejvice pracovist’ se nachazi
v Praze a Moravskoslezském kraji. Dale bylo zjisténo, Ze nevhodny Zivotni styl je ve vétSiné pripadd pricinnou chronické
bolesti. Mezi nejcastéjsi faktory nezdravého Zivotniho stylu patfil nedostatek pohybu a s nim souvisejici obezita. Byl také
patrny staly nardst klientely CLB, kdy od roku 2002 vzrostl pocet nemocnych pfiblizné o 21 000. Vékova hranice klientd
s bolesti se stale rozsifuje, pohybuje se v rozmezi 1-103 roku, nejCastéjsi skupinou jsou pacienti v d@ichodovém véku
a Zeny trpi chronickou bolesti vice nez muZi. Dale CLB navstévuji nejvice lidé s neonkologickymi diagnézami (prevazuje
vertebrogenni algicky syndrom ve vSech krajich CR) a bolesti trpi nejvice lidé v invalidnim nebo starobnim dtichodu.
Mezi nejcastéjsi metody tlumeni chronické bolesti patfi kombinace invazivnich a neinvazivnich technik, z nichz prevladaji
farmakoterapie a kaudalni bloky. Nejvétsim problémem CLB z{stavaji financni limity pojistoven a financni situace viibec,
ktera je mnohdy pro néktera (zejména soukroma) pracovisté existencné ddleZita.

Chronicka bolest je stale problémem a je Casto zleh¢ovana. Svou praci jsem chtéla upozornit na opomijeny fakt ze stran
Iékar@, ale i zdravotnich sester. Zejména Iékari citi u nemocnych, ktefi jsou v jejich ocich vyléceni, ale pfesto trpi boles-
ti, své selhani a nelspéch. Chronicka bolest neni jen zaleZitosti fyzickou, nybrz také psycho-socidlni. At' uz se jedna o
ambulance nebo I0zkové ¢asti jednotlivych medicinskych obord, vzdy bychom méli nemocného ujistit, Ze mu dokazeme
od jeho bolesti pomoci, nebo alespon vime o zafizeni, kde jeho trapeni s bolesti mohou vyfesit specializovani odbornici.
Neznamena to ovsem zavirat pred problémy nemocnych oci a prehazovat si je mezi specialisty jako horky brambor. Péce
o tlumeni a odstranovani bolesti musi byt tedy v souladu se zajisténim péce o potfeby nemocnych. DUleZita je tymova
prace a to nejen lékare a sestry, ale vzajemna multidisciplinarni spoluprace, kde hlavni roli hraje pacient. CLB jsou tedy
neodmyslitelnou slozkou komplexni péce o nemocné trpici chronickou bolesti, protoze byt bez bolesti je pro kazdého
Z nas naprosto prirozené, tak se u¢me tuto pfirozenost podporovat a udrzovat.

Prvni misto v sekci nelékafské — oSetfovatelské obsadila Mgr. Zuzana Vodehnalova.
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Reditel Nakladatelstvi Galén, s.r.o. p¥i predavani ceny nakladatelstvi Jakubu Minksovi.



fr' &

Sponzofi 8. ro¢niku SVK na 1. LF UK — zleva Mgr. Markéta MikSova (Séfredaktorka Zdravotnickych novin), PhDr. Lubomir Houdek
(feditel nakladatelstvi Galén, s.r.0.), Mgr. Jaroslav Horejsi (Séfredaktor Medical Tribune).

Séfredaktorka Zdravotnickych novin Mgr. Markéta Mik$ové dlouhodobé spolupracuje s 1. Iékafskou fakultou UK pfi pofadani
studentskych védeckych konferenci.



Zpracovalo Oddéleni vnéjsich vztahl 1. LF UK

Viydalo nakladatelstvi Galén, Na Bélidle 34, 150 00 Praha 5 jako Ucelovou publikaci
1. LF UK v Praze

Ilustrace, graficka Uprava a navrh obalky ak. mal. Ivan Helekal
Fotografie Mgr. Karel Meister

Sazba Katefina Dvorakova, Galén

Tisk GLOS, Spidlenova 436, 513 01 Semily

ISBN 978-80-7262-520-8







