Sarkoplazmatické retikulum hraje vétsi roli v regulaci tonu plicnich cév u samic
néz u samcu

A. Banasova, J. Bibova, V. Hampl
Ustav fysiologie, UK 2. LF, Centrum experimentalniho vyzkumu chorob srdce a cév

Rozdily mezi muzi a Zenami ve vlastnostech obéhového systému jsou bé&zné pfijimanym
faktem, avSak mechanismy, které za né zodpovidaji, nejsou dostate¢né jasné. V ramci
studia podilu uvolnéni Ca®" ze sarkoplazmatického retikula (SR) na mechanismu
hypoxické plicni vazokonstrikce jsme zaznamenali rozdilné vysledky u samcu a samic.
V této praci jsme proto testovali hypotézu, Ze podil Ca** ze sarkoplazmatického retikula
v regulaci tonu plicnich cév se lisi mezi pohlavimi.

Izolované plice laboratornich potkani kmene Wistar, anestezovanych thiopentalem (40
mg/kg IP), jsme ventilovali normoxickou smési plynd (21%02 + 5% CO2+ % Ny). K
perfuzi jsme pouZili solny roztok s albuminem (4g/100ml), meklofenamatem (17 x 10°M)
a L-NAME (5x 10°M). Ulohu SR jsme studovali pomoci vysoce selektivniho blokatoru
Ca?" ATP-asy SR (SERCA), thapsigarginu (10°°M).

Méfili jsme zvySeni perfuzniho tlaku po podani angiotenzinu Il (0.2ug) a pfi hypoxii
(0%0, + 5% CO2 + 95% Ny). Prutok byl konstantni, a proto zmény perfuzniho tlaku
pfimo odrazely zmény plicni cévni rezistence.

Zjistili jsme, Ze u samic thapsigargin signifikantné sniZuje tlakovou odpovéd jak na
angiotenzin (2.2 £ 0.8 vs. 9.9 £ 2.5, p <0.05), tak i na hypoxii (4.6 + 1.2 vs. 21.2 £ 2.0,
p< 0.001), zatimco u samcu se statisticky vyznamné neméni ani odpovéd na aniotenzin
(6.5 +1.3vs. 8.2+ 3.7, p=0.60), ani odpovéd na hypoxii (12.5 +3.5 vs. 17.3 £ 2.8,
p=0.21).

Tyto vysledky tedy ukazuiji, Ze Ca®* ze SR se vyznamné podili na mechanizmu plicni
vazokonstrik€ni odpovédi na hypoxii a angiotensin Il, aviak pouze u samic. U samcl je
podil retikula na téchto odpovédich minimalni.

Prace je financovana grantem GACR 305/00/1432



VysSetieni generalizovaného neuroblastomu metodami molekularni a klasické
cytogenetiky

Bedrnicek J., Ku€erova H., Vicha A., Stejskalova E., Eckschlager T.

Klinika détské onkologie - laboratof pratokové cytometrie a molekularni biologie, UK
2.LF

Skolitel: Doc. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.

Na kazuistice tfileté pacientky s generalizovanym neuroblastomem se snazime
dokumentovat moznosti a vyznam metod molekularni i klasické cytogenetiky.
Komparativni genomicka hybridizace (CGH) je molekularné cytogeneticka metoda
vhodna k detekci amplifikaci a deleci, ktera se vyuziva zvlasté u nadora. Jeji vyhodou je
moznost vySetfeni i nedélicich se bunék v€etné archivniho materialu.

Pomoci CGH jsme zjistili ztratu genetického materialu 1p, 1q, chromozému 3, 10q, 13q
a 22p a zmnozeni 2p, 13q, 17q, chromozému 19 a 22q. Prokazali jsme i zmény
nejCastéji popisované jako markery nepfiznivé biologické povahy nadoru - amlifikace
NMYC (2p24.1), delece 1p36 a zmnozeni genetického materialu 17q. Tyto zmény, které
se u neuroblastomu vyskytuji ¢astéji, jsme potvrdili i fluorescencni in situ hybridizaci
(FISH). VySetifenim karyotypu jsme potvrdili monozomii chromozému 3. Porovnanim
cytogenetického vysetieni s vysledky CGH jsme dospéli k zavéru, ze amplifikace NMYC
byla ve formé double minutes. Chromozomalni zmény zjisténé klasickym
cytogenetickym vySetfenim zahrnovaly komplexni pfestavby, v€etné ring chromozému ¢i
translokace €asti 1q na 3. chromozém. Cytometricka DNA analyza neprokazala
aneuploidii.

VySe uvedenou kazuistiku demonstrujeme jako pfiklad komplexné pojaté cytogeneticke
diagnostiky pacienti se zhoubnymi nadory. Cilem vySetfeni je zpfesnéni prognostiky
nadoru tak aby byla mozna adekvatni terapie (tzv. risk adapted therapy).



Exprese preproorexinové mrna v lateralnim hypothalamu sibirskych kiecku.

Bronsky J.", Prasa R.", Mercer J.G.?
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Skolitel: doc. MUDr. Richard Prusa, CSc.

Orexiny A a B jsou hypothalamické neuropeptidy vznikajici ze spoleéného
prekurzoru - preproorexinu. Podileji se na regulaci pfijmu potravy a energetické
rovnovahy organismu. Studium jejich exprese za podminek razné délky osvétleni a
pfi omezeném pfijmu potravy muze objasnit, zda se orexiny ucastni zmén
spojenych s uvedenymi vlivy. Néktefi savci méni v pribé&hu rocnich obdobi svou
hmotnost v zavislosti na dobé osvétleni. Sibifsky kfeCek za podminek zkracené
doby osvétleni (,short day“; 8 hodin svétlo, 16 hodin tma) snizi svou hmotnost az o
30% béhem 18 tydnl ve srovnani s kontrolami (,long day*; 16 hodin svétlo, 8 hodin
tma). Stim spojené zmény v expresi hypothalamickych neuropeptidid jsou
organismem vnimany jako fyziologické. Naopak restrikce pfijmu potravy vyvola
pokles hmotnosti, ktery je vniman jako inadekvatni a hypothalamické regulacni
peptidy jsou exprimovany odliSné. V nasem experimentu bylo letni a zimni obdobi
imitovano zménou umélého osvétleni. PFitomnost preproorexinové mRNA
v lateralnim hypothalamu byla zjiStovana metodou in situ hybridizace s pouzitim
cRNA sondy znaéené *°S nebo digoxigeninem. Na zakladé pogitadové analyzy
20um kryostatickych Fezl hypothalamické oblasti nebyl zjistén statisticky vyznamny
rozdil v expresi preproorexinové mRNA za podminek rizné doby osvétleni nebo pfi
omezeném pfijmu potravy ve srovnani s kontrolni skupinou. Orexiny se tedy
pravdépodobné vyznamnym zpusobem nepodileji na uvedenych zménach u téchto
organismU. U Clovéka mlze stanovovani plazmatickych hladin orexini poukazat na
jejich ulohu v patofyziologii riznych onemocnéni.

Prace byla podporena stipendiem Danone institutu.



VLIV VERGENCE NA VESTIBULOOKULARNI REFLEX
Brzezny R., Cerny R., Jefabek J.
Neurologicka klinika dospélych, UK 2.1f a FN Motol
Skolitel: Doc.MUDTr. J.Jefabek,Csc.

Vzajemna interakce semicirkularnich kanalkl a otolitovych struktur je zakladnim
pfedpokladem pro percepci a regulaci pohybu. Semicirkularni kanalky detekuji uhlovou
akceleraci, otolity akceleraci linearni. Excentricka sinusova rotace umoznuje zkoumat
interakci linearniho a uhlového vestibulookularniho reflexu (VOR).

Zatimco uhlova akcelerace je nezavisla na excentricité rotace (angular VOR) , je
linearni tangencialni akcelerace na tuto excentrickou rotaci linearné vztazena (linear
VOR). Linearni akcelerace interaguje s angularnim VOR, coz vede k modulaci intensity
VOR (gainu) béhem excentrické sinusové rotace. Ulozenim vySetfovaného subjektu
mimo osu rotace dojde ke zvySeni gainu VOR. Vyslednou reakci Ize ovlivnit zrakovou
fixaci a vyznamny vliv zde hraje vzdalenost fixacniho bodu. ZvySeni gainu je pfiblizné
linearné vztazeno a nepfimo umérné ke vzdalenosti od sledovaného objektu. Ulozenim
sledovaného objektu mezi centrum a subjekt, dochazi k sniZzeni gainu a stejné tak
k inversi faze VOR.

Pokusné osoby byly sinusové rotovany s frekvenci 1Hz, aby byl vySetien vliv
otolitového systému a vyloucen vliv plynulych sledovacich pohybl( oc¢nich. Hlava byla
umisténa excentricky a byla dislokovana 50 cm do zaklonu, pfi¢emz byla zachovana jeji
anteflexe shodna s centrickou rotaci, aby byly stejné stimulovany polokruhové kanalky.
Zaznam ocnich pohybl byl provadén standartni elektronystagmografickou metodou
(ENG), ktera vyuziva metodu zaznamu elektrického dipolu z povrchovych elektrod
lepenych v o€nich koutcich.

Vysledky analyzy ENG potvrzuji, Ze umisténi fixacniho bodu mezi centrum rotace a
excentricky umisténou hlavu pokusné osoby, statisticky vyznamné méni fazovy posun a
dochazi k obraceni sméru funkce VOR. P¥i fixaci bodu stejné vzdaleného je odpovéd
modulovana excentrickym umisténim hlavy.



P-GLYKOPROTEIN U RECIDIVUJICIiCH NADORU

Cerna D., Kuéerova H., Eckschlager T.

Klinika détské onkologie - laboratorf pritokové cytometrie a molekularni biologie, FN
Motol

Skolitel: Doc. MUDr. Tomas Eckschlager

P- glykoprotein (PGP) je membranovy fosfoglykoprotein patfici do rodiny ABC-
transportnich proteini, to znamena do skupiny bilkovin bunéné membrany, které
vyuzivaji k transportu latek energii z fosfatovych vazeb. PGP je kédovan mdr1 a 3
genem lokalizovaném na dlouhém raménku 7. chromozomu (obl. q36) a je zodpovédny
za vznik mnohocetné Iékové rezistence (MDR). Pfi¢inou vzniku rezistence je zvySené
vyplavovani jinak ucinného cytostatika (antracykliny, aktinomycin D, vinca alkaloidy
apod) z bunky, coz znemozni jeho pusobeni v nadorové bunce. PGP se za normalnich
okolnosti vyskytuje i v bunkach zdravého organismu napf. v nadledvinach, v lumen
ledvin, jater a stfeva. U nadorl se nachazi typicky u AML i ALL, CML, NHL,
neuroblastomu, a to zvlasté po chemoterapii, coz svédCi o adaptaci tumorosnich bunék
na |éCbu. U nékterych nadorl jiz bylo prokazano, ze je znamkou nepfiznivé prognosy
(AML nékteré sarkomy).

Cile: Ovéfit zda je u recidivujicich nadora vySsi exprese PGP.

Metoda: PGP byl prokazan imunologicky prutokovym cytometrem v suspenzich nadoru.
MenSi Cast pacientl byla vySetfena i nové zavadénym bunéCnym testem s
fluorescenénim barvivem Rhodamin 123. VySetfili jsme 150 nadord, z toho 32 v dobé
relapsu.

Vysledky: Cést pacientl s relabujicimi nadory (42%) zvy$ené& exprimovala PGP. Pfi
podrobnéjSi analyze prokazujeme zvySené hodnoty PGP u chemorezistentnich nadoru.
U ¢&asti relabujicich pacientl jsme prokazali i jeho funkci.

Zavéry: Vysetfeni PGP umozni odhalit nadory rezistentni k fadé cytostatik. Vyznam,
tohoto vySetfeni pro klinickou praxi je zatim sporny, i kdyz probihaji klinické studie s
inhibitory funkce PGP neboli chemosenzitory (napf. blokatory kalciového kanalu,
imunosupresivni latky, antibiotika atd.).



ALELICKA DISKRIMINACE POMOCiI PCR V REALNEM CASE: STUDIE GENU
NEUROD1

Pavel Drevinek, Ondrej Cinek, Pavlina Sedlakova, Jan Vaviinec
2.détska klinika 2.LF UK
Skolitel: Prof. P. Goetz, CSc.

Gen neurod1 kdéduje jeden z transkripEnich faktord inzulinového genu. Lezi v oblasti
lokusu IDDM7, pro néhoz byla nalezena vazba s diabetes mellitus (DM) 1. typu. Na
genu je popsano nékolik jednonukleotidovych polymorfismd (SNP), z nichZz Ala45Thr
vykazuje v nékterych populacich asociaci s DM 1. typu. Cilem této prace bylo vySetfit
asociaci dvou SNP, Ala45Thr a Pro197His, s DM 1. typu v Ceské populaci a k rozliSeni
jednotlivych alel neurod1 vyuzit potencialu real-time PCR.

Do studie bylo zafazeno 311 pacientt s DM 1. typu (160 chlapcu, 151 divek, vék
manifestace 0-18 let, 8,0+4,3 roku) a 290 zdravych nediabetickych kontrol bez znamek
autoimunity (vék 8,5+3,9 roku). Vzorky byly vySetfeny na oba polymorfismy pomoci PCR
v realném Case. Prvnich 300 vzorku bylo paralelné testovano na Ala45Thr metodou
PCR-RFLP.

Detekce SNP pomoci PCR v real-time formatu je provadéna parem reakci se sekvencéné
specifickymi primery (SSP). Kazda reakce urcuje jednu z alel daného SNP; vysledek
téchto dvou reakci ukazuje homozygotni ¢i heterozygotni stav genu. Navic je v kazdé
reakci pfitomen systém pro amplifikaci konzervativni sekvence (albumin), ktery slouzi
jako interni kontrola probéhlé PCR.

PFi porovnani vysledkul ziskanych standardni metodou (RFLP) s nové vyvinutou real-
time PCR-SSP byla zjisténa diskrepance ve dvou pfipadech z 300 vzorkd. Real-time
PCR metodika tedy nabizi validni vysledky bez nutnosti elektroforetické post-PCR
analyzy. Rozlozeni alelickych variant Ala45Thr se signifikantné liSi mezi pacienty s DM
1. typu a kontrolami po adjustaci na pfitomnost HLA molekul, které jsou pro DM 1. typu
rizikové, a na genotyp polymorfismu inulinového genu —23Hphl. Genotyp Ala/Thr pfinasi
riziko diabetu OR=2,01 (Cl 95% 1,26-3,26) a genotyp Thr/Thr riziko OR=2,10 (Cl 95%
1,07-4,09) vztazeno ke genotypu Ala/Ala. Alelické frekvence Pro197His se mezi
pacienty a kontrolami signifikantné neliSi.Tento nalez potvrzuje asociaci polymorfismu
Ala45Thr genu neurod1 s DM 1. typu, ktera je pravdépodobné ovlivnéna interakci s HLA
molekulami.

Podporeno granty GAUK 58/2001, IGA 6503 a Nadaci na podporu a ochranu déti a nezletile mladeze
Lvice, CR



Hodnoceni posturalnich funkci ditéte se zamérenim na
véasnou identifikaci odchylek od fyziologického vyvoje

Robert Frei
E’racoviété: Klinika rehabilitace FN Motol
Skolitel: Doc.PaedDr.Pavel Kolar

Dité se rodi s funkéné nezralym CNS. Motorické chovani v postnatalnim obdobi
spoleCné s CNS teprve maturuje. S timto dozravanim jsou spojené téz funkcni
zmeény v oblasti pohybovych projevu. V ramci fyziologického postnatalniho vyvoje
existuje Casoveé specificka posloupnost kvalitativné odliSné motoriky. Neni-li vyvoj
optimalni, je mozné patologii odhalit pravé z odklonu od chronologie i ze zmén
kvality pohybovych dovednosti.

Pro hodnoceni postnatalni ontogeneze CNS a s ni provazanych zmén v motorickém
chovani je mozné vyuzit pozorovani vyvoje spontanni motoriky, posturalni reaktivity
a dynamiky ,primitivnich“ reflexa.

Standardizace vySetfovacich postupll se zamérenim na vySe uvedené vyvojové
zmény znamena pfesné vymezeni zakladnich modell spontanniho chovani ditéte,
dynamiky ,primitivnich“ reflextl a posturalni reaktivity ve zmifiovaném obdobi
postnatalniho ontogenetického ,boomu® CNS.

Spravna interpretace ziskanych udaju dokaze |ékafe upozornit na relevantni
odchylky jiz do 3 mésice Zivota ditéte.

VCasna diagnostika, brzka adekvatni terapie, vysSi uspésnost |eCby s jejim
CasnéjSim zahajenim.



Plica mediopatellaris — novy pohled

MUDTr. Petr Gefabek, MUDr. Petr Sebesta
E’racoviété funkéni anatomie 2.LF UK Praha
Skolitel: Prof. MUDr. Ivan Dylevsky, DrSc.

Plica mediopatellaris se dnes, s masivnim rozvojem artroskopie, stala velmi ¢astou
diagnosou s nejasnou etiologii, zejména v détském véku. Jako dg. je charakterisovana
zejména bolestivosti, dyskomfortem, ,maltrackingem® ¢ésky a omezenou hybnosti.
Jedna se v podstaté o pouhou duplikaturu synovialni vystelky kloubu, tenkou a jemnou
strukturu, ktera se opakovanou traumatisaci muze zménit v patologickou (zbytnélou a
fibrotisovanou) a vést k mechanickému poskozeni kloubni chrupavky.

Proti vzitému nazoru, Ze se jedna o zbytek embryonalni mesenchymaini tkané
persistujici v téle od narozeni je tfeba se ohradit, nebot’ déje probihajici pfi formovani
kolenniho kloubu jsou velmi dobfe popsané a pro toto tvrzeni neni zadny realny podklad
(na rozdil od obdobnych struktur infra- a suprapatellarné). Naopak se zda, Ze plika se
v kloubu vyviji az nasledkem né&jakého primarniho urazu Ci zasahu, ktery nemusi byt
velky, ale zpUsobi do€asnou instabilitu kloubu, pro zménu v patologickou pliku pak je
potfeba dalSi insult. (Teprve poté se plika stane bolestivou, do té doby v ni nejsou
sensitivni nervova zakoncent)

Jako obranny mechanismus proti instabilité ma télo k disposici 2 mechanismy: jednak
reflexni zvySeni tonu okolnich svall, coz je reakce akutni a kratkodoba, jednak
stabilisace kloubu zesilenim pouzdra, tedy vytvofenim pliky. Pfi typickém urazovém
mechanismu, kdy nasili pfichazi z lateralni strany, dojde k poSkozeni medialniho
pouzdra, lateralisaci CéSky a zvétSeni valgosity v zatézi. Logicky pak plika vznika pravé
na medialni strané a pusobi tak proti uvedenym skutec¢nostem. Pfinos pro kliniku je
zfejmy — jednak je potfeba velmi uvazlivé pfi artroskopii rozhodovat o eventualni discisi,
ta by se méla provadét jen pfi patologické plice, zarover se zda vhodné u leh&ich urazu
kolenniho kloubu fixovat pouze antalgicky a ¢asné mobilisovat, zejména pak posilovat
medialni vastus.

Nasi teorii jsme ovéfili experimentalné na kadaverech Cerstvych i fixovanych,
méfenim na RTG snimcich, vySetfovanim operovanych pacientl a pomoci dotazniku a
vSe zatim nasvédcuje spravnosti nasi teze.

Traumatologie détské horni koncetiny s ohledem na kostni maturaci.
Havlas V. ,Ortopedicka klinika déti a dospélych UK 2. LF a FN Motol.

Autofi ve své pfednadce hodnoti typy urazi horni kon&etiny v jednotlivych rastovych
etapach vyvoje skeletu horni koncetiny u ditéte. Snazi se najit pfimou zavislost mezi
danym vyvojovym stupném skeletu a dominujicim typem poranéni skeletu horni
koncetiny. Z rozboru vyplyva zavislost dana determinaci obdobimi relativniho ristového
klidu a naopak obdobi ristovych akceleraci. Tato souvislost se ukazuje zifejma.



Podani antioxidantu N-acetyl-L-cysteinu inhibuje hypoxii indukovanou
kolagenolytickou aktivitu v plicich

Daniela Hermochova', Jana Novotna?, Jan Herget'

'Ustav fyziologie 2. Lékarské Fakulty University Karlovy, Praha

2Ustav lékai'ské chemie a biochemie 2.Lékarské Fakulty University Karlovy, Praha,
2Centrum experimentalniho vyzkumu chorob srdce a cév. Skolitelka: RNDr Jana
Novotna, CSc

Chronicka hypoxie plasobi plicni hypertenzi, jejiz pficinou je strukturalni rekonstrukce
plicniho fecCisté. Nase predeslé vysledky nasvédcuji tomu, Ze v patogeneze hypoxické
plicni hypertenze (HPH) se uplatiuji reaktivni sloueniny kysliku tim, ze aktivuji
kolagenolytické enzymy, matrixové metalloproteinazy (MMP). Nastépenim kolagenu
vznikaji nizkomolekularni kolagenni fragmenty, které stimuluji k proliferaci hladké
svalové buriky a fibtoblasty medie plicnich arterii. Podani antioxidantu brani rozvoiji
(HPH) (1). V nasem pokuse jsme se snazili prokazat, ze antioxidant N-acetyl-L-cystein
(NAC) inaktivaci radikali maze inhibovat chronickou hypoxii navozenou zvySenou
kolagenolytickou aktivitu v plicni tkani.

Experiment jsme provadéli na Ctyfech skupinach dospélych laboratornich potkanut (n=5).
Prvni skupina dostavala NAC v pitné vodé (davka 20g/l H,O) po 8 dnu. Prvni 4 dny v
normoxii, druhé 4 dny v hypoxii (Fi02=0,1). Druha skupina byla vystavena po 4 dny
hypoxii a nedostavala NAC. Treti skupina slouzila jako normoxické kontroly bez NAC.
Ctvrta skupina dostavala po 8 dni NAC v normoxii.Odebrali jsme vzorky celé plicni tkané
a pomoci zymografie (substrat - Zelatina) identifikovali obsazené enzymy. Vysledné gely
byly zpracovany pomoci programu pro denzitometrické vyhodnocovani
polyakrylamidovych gelt Elfoman 2.0. Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci
ANOVA.

Exposice chronické hypoxii plisobila signifikantni (P<0,005) zvySeni proenzymu i
aktivniho enzymu zelatinazy B (MMP-9). ZvySeni byla inhibovana (P<0,01) podanim
NAC hypoxickym zvifatim a hodnoty proMMP-9 a MMP-9 se neliSily od téch,
nalezenych u zvifat normoxickych. Aktivita datSich sledovanych metaloproteinas
(proMMP2, MMP2, proMMP13 a MMP13) nebyla hypoxii ani podavanim NAC
signifikantné ovlinéna.

Podani antioxidantu NAC brani hypoxické remodelaci plicniho cévniho fecisté inhibici
kolagenolyzy.

1. Herget, J. et al.: Physiol. Res. 49: 493 - 501, 2000.

Prace je financovana grantem GACR 305/97/S070



Refrakéni aspekty chirurgie katarakty u tézkych hypermetropt

Hlozanek M., Korynta J.
Oc¢ni klinika UK 2.LF a FN Motol, Praha
Skolitel: doc. MUDr. Jifi Korynta, CSc.

Abstrakt:

Operace $edého zakalu se provadi v riznych modifikacich asi 4000 let. Dlouha staleti
se operativa omezila na reklinaci Cocky. Az v r.1949 Ridley naimplantoval do oka prvni
umélou nitrooéni ocku (IOC). V soudasnosti je technika operace véetn& implantace 10C
jiz natolik rutinni vykon, ze v jeho indikacich se zaCina objevovat i odstranéni Ciré Cocky
z refrakénich duvodu a operace €ocky tak jiz dnes spada do podoboru refrakéni
chirurgie. Uspé&ch operace z hlediska pooperaéni refrakce je do znaéné miry zavisly na
pfedoperacnich vypoctech. K nim je zapotfebi pfesné proméfeni délky oka ultrazvukem
a optické mohutnosti rohovky, neméné vSak i pfesny vzorec k vypoctu pozadovane
pooperacni refrakce.

Vypodet optické mohutnosti implantované IOC prodé&lava neustaly vyvoj. V sou¢asnosti
jsou uzivany vzorce V. generace, jejichz zakladnim rysem je, Ze uzivaji k vypoctu
jednak matematické zakony optiky a jednak nékteré parametry vypoctu empiricky
modifikuji dle vysledkl zpracovani velkych soubort odoperovanych pacientd. Spojuji tak
v sobé dva zakladni sméry dosavadnich vzorcu, z nichz pfesnéjsi byly oproti oCekavani
empirické vzorce. Pfes neustalé zpfesnovani soucasné Casto slozité vzorce stale
zaostavaiji pfi vypo&tu emetropické 10C u 08i s extrémni axialni délkou.

Jelikoz nepfesnost vypoctu u dlouhych o€i souvisi zejména s jejich obtiZznou
méFitelnosti, soustfedili se autofi na zpresnéni vypoétu I0C u hypermetropd. Spolupraci
se 4 pracovisti z CR byl vytvofen soubor 429 oé&i. V tomto souboru pfevazovaly bulby s
kratkou axialni délkou (AL): 304 oCi s AL < 22 mm, primérna AL souboru 21,54 mm.
Nékolika ucelenymi matematickymi kroky vytvorili autofi upravu nejuzivanéjSiho vzorce
soucasnosti. Tento novy vzorec vykazuje vySSi pfesnost nez bézné uzivaneé vzorce.



Plicni vazokonstrikce brani arterialni hypoxémii

Hodyc D., Lachmanova V.
Ustav fysiologie, UK 2. LF, Centrum experimentalniho vyzkumu chorob srdce a cev.
Skolitel: Prof. MUDr. Jan Herget, DrSc.

Hypoxicka plicni vazokonstrikce je zakladni regulacni mechanizmus, ktery ¢ini
optimalnim transport kysliku plicemi pfi nerovhomérné plicni ventilaci. ZvySeni odporu
pratoku krve v hypoventilovanych oblastech plic brani vendzni pfimési. Nejasny je
vyznam HPV pfi globalni plicni hypoxii (vdechovani vzduchu chudého na O,). Podle
nasi hypotézy i v tomto pfipadé muze HPV vzhledem k odliSnostem v distribuci
kritického uzaviraciho tlaku v jednotlivych ¢astech plicniho cévniho fecisté branit vzniku
arterialni hypoxémie.

Pokusy byly provadény na izolovanych plicich ze samcu laboratorniho potkana,
perfundovanych solnym roztokem s albuminem (4g/100ml), L-NAME (5x10°M),
meklofenamatem (17 x 10° M) a ventilovanych 21% O, + 5% CO, a nebo 10, 5, 3 a 0%
O3 + 5%CO;, pfi vyvolavani akutni hypoxie. Plice byly perfundovany konstantnim
pritokem (4 ml/min/100 g t. hm.) a byl registrovan arterialni perfuzni tlak. Plicni venézni
PO, (P,O;) bylo kontinualné registrovano O, elektrodou pfipojenou odtokem k vendzni
kanyle. Zjistili jsme , Ze P,O; je v nepfimé umérnosti k velikosti HPV. Inhibice HPV
nitroprusidem (20 uM) pfi ventilaci plic smési 0%0O, + 5% CO, pUsobila prohloubeni
hypoxémie v plicni venozni krvi. Pfed podanim nitroprusidu P,O5 pokleslo pfi hypoxii o
32,8 + 0,7 (SEM) torr, po podani o 58 + 7,9 torr (n=5, P<0,005). Nasledné zvyseni
perfuzniho tlaku pfidanim 30 mM K* P,O, zvysilo. Vzhledem k tomu, Ze byly plice
perfundovany solnym roztokem s albuminem, jsou zmény PO, vyraznéjsi, nez by bylo
mozno oCekavat pfi perfuzi mediem obsahujicim hemoglobin.

Zavér: V podminkach celkové ventilaéni hypoxie plic plicni vazokonstrikce brani vzniku
hypoxémie.

Prace je financovana grantem GACR 305/97/S070



INHIBIN B, FOLIKLY STIMUEUJini HORI\’IION,ULUTEINIZACVINi HORMON A
TESTOSTERON U CHLAPCU V DETSTVI A BEHEM PUBERTY

'Chada M., ' Prasa R., ?Lisa L.
! Ustav klinické biochemie a patobiochemie 2. LF UK a FN v Motole, Praha
2], détska klinika 2. LF UK a FN v Motole, Praha

Inhibin B je gonadalni heterodimericky polypeptidovy hormon. Je produkovan v Sertoliho
burikach v testes a reguluje pomoci negativni zpétné vazby syntézu a sekreci folikly
stimulujiciho hormonu (FSH) z adenohypofyzy.

Cil studie: Stanovit hormonalni profily ve vyluCovani inhibinu B, FSH, luteinizacniho
hormonu (LH) a testosteronu u chlapct v détstvi a béhem puberty. Urcit jejich vzajemné
vztahy v regulaci hypotalamo-hypofyzarni-gonadalni hormonalni osy.

Metodika: 78 zdravym chlapcim rozdélenym do 11 vékovych skupin, od narozeni do
konce puberty, byly standardnim zplsobem odebrany vzorky srazlivé krve. Stadia
pubertalniho vyvoje byla ur€ena metodou dle Tannera. Ve v3ech vzorcich séra byly
stanoveny inhibin B (ELISA), FSH, LH (chemiluminescent microparticle immunoassay —
CMIA) a testosteron (RIA). Vysledky byly vyjadieny jako primér * stfedni chyba
pruméru (mean = SEM). Pomoci Mann-Whitney U testu byly porovnany praméry
jednotlivych vékovych skupin. Regresni analyza urcila korelani koeficienty. Hodnota pfi
p<0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.

Vysledky: Po porodu se zacCaly zvySovat sérové hladiny inhibinu B, FSH, LH a
testosteronu a dosahly nejvysSich hodnot ve 3.- 4. mésici: inhibin B (313,9 = 11,1 pg/ml;
mean + SEM), FSH (1,83 + 0,14 Ul/l) a LH (0,89 + 0,21 Ul/l). Poté doSlo k postupnému
snizovani sérovych hladin vS8ech hormonl a k dosazeni prepubertalnich hodnot.
S rozvojem puberty byla pozorovana statisticky vyznamna elevace sérovych hladin.
Inhibin B dosahl nejvysSich hladin v pubertalnim stadiu G2 (174,5 £ 11,1 pg/ml), poté
jeho hladina mirné poklesla. Sérové hladiny FSH, LH a testosteronu se zvySovaly
s postupujicim pubertalnim vyvojem. Béhem prvnich 2 let po porodu byl pozorovan
velmi silny vztah mezi inhibinem B a FSH, LH a testosteronem (r = 0,83; 0,65; 0.58;
p<0,001; respektive). V pubertalnim stadiu G2 mél inhibin B silny vztah kLH a
testosteronu (0,62; 0,64; p<0,05). Ve stadiu G3 si inhibin B vytvofil velmi silnou vazbu
k FSH (-0,57; p<0,05).

Zavér: Inhibin B hraje dullezitou roli v regulaci hypotalamo-hypofyzarni-gonadalni
hormonalni osy, ktera je aktivovana v prvnich mésicich po porodu a na zacatku puberty.
Inhibin B je pfimym markerem pfitomnosti Sertoliho bunék nezbytnych pro zrani
germinalnich bunék.



Gap junctions a jejich uloha pri objemovych zménach bunék v miSe potkana

A. Homola (1,2), L. Vargova (1,2), E. Sykova (1,2)

1) Ustav neurovéd a Centrum buné&&né terapie a tkafovych nahrad, 2.LF, UK, Praha
2) Ustav neurovéd, Ustav experimentalni mediciny, AVCR, Praha

Objemové zmény bunék jsou ¢astym pruvodnim jevem fady patologickych stavu v
centralnim nervovém systému. Jejich podstatou jsou pfesuny nékterych iont a vody
mezi intra- a extracelularnim prostfedim, které v disledku vedou ke zménam objemu
bunék (pfedevsim gliovych), velikosti a prostorového uspofadani extracelularniho
prostoru (ECP). Sledovanim zmén difuznich parametri ECP (objemové frakce a a
tortuosity 1) v realném €ase mizeme nepfimo posuzovat i zmény objemu bunék. Cilem
nasi studie bylo posoudit ulohu gap junctions v téchto pochodech pomoci jejich funkéni
blokady. Nase pokusy byly provedeny na 400-500 um silnych fezech ziskanych z
izolované michy 10-12 dni starych potkanu. ZvétSeni objemu bunék bylo vyvolano
aplikaci fyziologického roztoku s vy$$im obsahem K* (50 mM) nebo aplikaci kainatu v
koncentraci 10*M, blokada gap junctions byla navozena predchozi inkubaci fezu s
carbenoxolonem. Po celou dobu aplikace jsme sledovali zmény difuznich parametrd
ECP. V dalSich pokusech jsme pomoci K" selektivnich mikroelektrod korelovali tyto
zmény se zvysenim koncentrace extracelularniho K* (K*.). Vysledky nasich pokusu
ukazaly statisticky vyznamné rozdily ve zménach objemové frakce ECP: po aplikaci 50
mM roztoku K™ doslo po blokadé& gap junctions k poklesu a. na 0.06 + 0.01, v
kontrolnich fezech byl pokles o nizsi (0.09 + 0.04) ; po aplikaci kainatu byl maximailni
pokles o na 0.12 £ 0.02, v kontrolnich fezech byl pokles opét nizSi (oo = 0.17 £ 0.01).
Blokada gap junctions byla doprovazena vétsim vzrastem koncentrace K. (13 mM) po
podani kainatu nez v kontrolnich fezech (8 mM). Uzavirame, Ze po blokadé gap
junctions carbenoxolonem dochazi k vyznamnéjSimu zvétSeni objemu bunék a k vétsi
zméné koncentrace K'.. Gap junctions v gliovych burikach tudiz hraji dllezitou Glohu v
udrzovani homeostazy objemu ECP.



Evidence-based medicine (EBM) -
algoritmus vyhledavani relevantnich informaénich zdrojt v mediciné.
Demonstrace na konkrétnich prikladech v pediatrii.

Janda A"?, Adla T.", Feberovd J.", Kasal P.’

T Ustav lékarské informatiky UK 2. LF, Praha

21. détska klinika Fakultni nemocnice Motol a 2. Iékafské fakulty Univerzity Karlovy,
Praha

Skolitel: Doc. MUDr. Pavel Kasal, Csc.

Prace se zabyva metodologii pouzivani informacnich zdroju ve zdravotnictvi,
nazyvané ,Evidence-based medicine“, Cesky ,Medicina zaloZzena na dukazech®. EBM je
postup usnadrujici |ékafi orientaci v odborné literatufe, umoznuje mu Kklinické
rozhodovani na zakladé kritického zhodnoceni zdravotnickych informaci s rliznou silou
dikazu. Pouzivani tohoto postupu a zdroju, které vznikly s pouzitim principl EBM, by
mélo lékafim umoznit racionalné vyuzivat vysledky klinického vyzkumu v praxi a tim
zefektivnit péci o pacienty.

Formou vyvojovych diagram je pfedstaven postup pfi vyhledavani informaci v
databazich vychazejicich z EBM principu (TRIP, DARE, MEDLINE, EMBASE, Cochrane
Library of Systematic Reviews, ACP Journal Club and Best Evidence a Clinical
Evidence). Soucasti prace je charakteristika jednotlivych databazi, se zaméfenim na
procentni podil typa studii (metaanalyzy, systematické prehledy, randomizované studie,
klinické studie atd.), a jejich dostupnost v Ceské republice.

Na konkrétnich pfikladech z klinické praxe pediatra, které se tykaji etiologie,
diagnozy, |éCby, prevence a prognézy onemocnéni détskych pacientu, je demonstrovan
vySe popsany postup. Zaroven je zde srovnavan vysledek vyhledavani v bézné
dostupnych tisténych uc€ebnicich s vystupy vzesSlymi z EBM databazi, jak z hlediska
Casové naroc¢nosti, sensitivity a specifity vyhledavani, tak pfedevsim sily dikazu, ktera
v literature pfedkladané argumenty podporuje. Zavérem je uveden seznam publikaci o
Evidence based medicine v ¢estiné. Z prace, mimo jiné, vyplyva jednoznaéné
doporuceni k nakupu licence zahrnujici EBM databaze pro FN Motol.



RESENi STENOZ A STRIKTUR HRTANU A PRUDUSNICE U DETi POMOCI
DILATACNICH STENTU VYROBENYCH Z KOPOLYMERU

NA BAZI POLY-HEMA / priibézna zpraval/

Janousek P. , Kabelka Z.
Klinika usni,nosni, kréni UK 2.LF, subkatedra IPVZ

Stendzy hrtanu a prudusnice tvofi vyznamnou soucast spektra diagnéz pacientt
léCenych na klinikach ORL, chirurgie hlavy a krku. Akutni |éCba ma jasné feSeni v
intubaci €i chirurgickém zpfistupnéni dychacich cest zejména tracheotomii. Pro
dlouhodobou Ié€bu chronickych stendzujicich procest neni vdak zatim spolehlivé,
dostatecné a pfitom levné feSeni. Dominantni IéEbou je radikalni chirurgicka resekce
s naslednou plastikou. U déti nenasly rozsahlé chirurgické rekonstrukce tak velkého
uplatnéni jako u dospélych. Dilatace stendz a striktur pomoci stentl se jevi jako
vyhodné pro vyuZiti u détskych pacienta.

Snahou je vyvinout takovy stent ktery bude kombinaci svych vlastnosti/ pevnost,
nasakavost, bikompatibilita, mikrobialni inertnost/ vhodny pro klinické vyuziti.

Stenty jsou vyvijeny polymeraci hydroxyethylmethakrylatu / poly-HEMA/ o rizné
koncentraci na korpusy z hedvabi polyethylentereftalatového typu/ Dakron/. Material
poly- HEMA je registrovan SUKL a dlouhodobé klinicky vyuzivan / neurochirurgie,
oftalmologie/. Vykazuje vynikajici biokompatibilitu, a dalSi vyhodné fyzikalni viastnosti/
botnavost, nasakavost/. V této indikaci — vyroba stentl — vS§ak nebyl dosud vyuzit.

Stenty jsou testovany ohledné fyzikalnich vlastnosti / pevnost v tahu, Yongav modul /.
Na samotny matarial jsou o€kovany kultury béznych oportunnich i obligatornich
patogenu hornich cest dychacich a hodnocen jejich rast. Vlastnim pokusem je pak
implantace stent do kréni ¢asti pridusnic laboratornich potkan( s pfedem
experimentalné vytvofenou sten6zou.Tato zvifata budou nadale sledovana, hodnocen
jejich stav/ pletysmografie, endoskopie/.Na zavér bude zhodnocena pfi sekci lokalni
reakce na stent.

Hodnocenim vlastnosti materialu spolu s vysledky experimentu na zvifeti bude stent
s optimalnim slozeni polymeru postoupen dalSim testim ke klinickému pouziti.



Vyuziti PCR v diagnostice a epidemiologii invazivhiho meningokokového
onemochéni

Jindfichova E."?, Mare$ova V.2 Kalmusova J.", Kfizova P."
" Narodni referenéni laboratof pro meningokokové nakazy, Statni zdravotni Ustav,
Praha
2 1. infek&ni klinika Fakultni nemocnice Bulovka, Praha

Invazivni meningokokové onemocnéni patfi stadle mezi zavazna, Zivot ohrozujici
onemocnéni s vysokou smrtnosti. B&zné dostupna diagnostika je zaloZzena na
kultivaénim prukazu Neisseria meningitidis ¢i na prikazu patogena mikroskopii nebo
latexovou aglutinaci.

V Narodni referenni laboratofi pro meningokokové nakazy (NRL) byla zavedena PCR
diagnostika invazivniho meningokokového onemocnéni (IMO), ktera rozSifuje
bezkultivatni metody a zvySuje procento laboratorné potvrzenych onemocnéni.
Umoznuje rychlé urCeni patogena i o nizké koncentraci pfimo z klinického materialu a
vykazuje vysSi specificitu (0,95) a senzitivitu (0,85). Byla vyvinuta seminested a nested
PCR metoda, umoznujici detekci species Neisseria meningitidis a identifikaci seroskupin
meningokokU.

V na$i studii sledujeme Casové moznosti pozitivity PCR metody v rdzném klinickém
materialu béhem prvniho tydne onemocnéni. Soucasné jej vySetfujeme latexovou
aglutinaci, o které je znamo, ze nejCastéji zjiStovany interval trvani pozitivity likvoru je 2.
az 6. den od pocCatku onemocnéni. Klinicky material (likvor a sérum) odebirame u
pacientd s podezfenim na IMO na Infekéni klinice Fakultni nemocnice Bulovka od 1. do
7. dne hospitalizace. PCR vyS$etfeni pak provadime v NRL. Amplifikovany produkt
detekujeme na 2% gelové elektroforéze.

Pfednosti PCR diagnostiky je detekce agens i po zahajeni kauzalni 1éCby. Vysledky
studie by mély pfispét k zpfesnéni indikace a interpretace pouZzité metody a porovnat
klasické metody detekce Neisseria meningitidis s molekularné genetickymi metodami.



ABERANTNIi ANTIGEN KOR-SA 3544 (CD66C) JE REGULOVAN NA UROVNI
TRANSKRIPCE

Kalina T, Hrusak O

CLIP (Childhood Leukaemia Investigation Prague) — spolecna pracovni skupina
Laboratofe molekulérni genetiky Il. détské kliniky a Ustavu imunologie, UK 2.LF

Skolitel O. Hrusak

Uvod

Antigen KOR-SA3544 (Nonspecific cross-reacting antigen-CD66c¢) byl nalezen na
blastech détské akutni lymfoblastické leukémie (ALL) z prekursortl B bunék (BCP). Tato
molekula ma velmi tésny vztah ke tfem prognosticky vyznamnym molekularné
genetickym kategoriim (pozitivita BCR/ABL, hyperdiploidie a negativita TEL/AML1).
Navic byla tato molekula vyznamné Castéji nalezena pfi relapsu. Velmi tésnou korelaci
mezi KOR-SA3544 antigenem a genetickymi zménami v burice tak mizeme najit u vice
nez poloviny déti s ALL. NCA spolu s ostatnimi molekulami z CEA (carcinoembrionic
antigen) rodiny je povazovan za molekulu regulujici adhezi bunék a bunéénou
signalizaci. Za normalnich podminek je exprimovan v epitelialnich bunkach a

v hematopoetickych bunikach myeloidni fady. V krvetvorné fadé byl prokazan jeho
vyznam pro diferenciaci a pro vyplavovani progenitoru z kostni difené do periferni krve a
v modelu kolorektalniho karcinomu jeho pfitomnost zvySovala metastaticky potencial
tumoru.

Metody

Metodami RT-PCR stanovujeme mRNA transkript pro NCA. Mnozstvi transkriptu
kvantifikujeme pomoci Real time PCR systému Light Cycler a jeho expresi vztahujeme
k mnozstvi house keeping genu pro beta-2-mikroglobulin.

Vysledky

Zhodnotili jsme diagnostické vzorky cDNA u 51 pacientt s ALL. V definovanych
prognosticky vyznamnych genetickych a imunofenotypickych skupinach ALL odpovidalo
mnozstvi transkriptu NCA poc¢tu KOR-SA3544 pozitivnich blasta (TEL/AML1 p=0,0001;
BCR/ABL p=0,0371; hyperdiploidie p=0,047; Zadna ze jmenovanych p=0,0026).

Zaver

Povrchova exprese CD66¢ (Nonspecific cross-reacting antigen) je u ALL z B fady
regulovana na urovni transkripce.

Podpofeno grantem GAUK 44/2001



Exprese genu pro asparagin synthetasu a vztah k citlivosti na
L-Asparaginasu u bunék akutnich lymfoblastickych leukemii

Krejci 0."2, Starkova J."?, Kalinovd M."?, Hrusdk 0."3, Madzo J."?, Stary J.? a Trka
J."

"CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague (Laboratof molekulérni genetiky)
2/{. détska klinika, UK 2.LF a FN Motol i
3Ustav imunologie, UK 2.LF a FN Motol, Praha, Ceska republika

Skolitel: Jan Trka

L-Asparaginasa (L-Asp) je latka odvozena od bakterialniho enzymu, Siroce pouzivana

v |éCebnych protokolech pro terapii akutni lymfoblastické leukemie (ALL) u déti. LéCebny
efekt L-Asp je zalozen na sniZzené funkci enzymu asparagin synthetasy (AsnS)

v leukemickych bunkach. ALL charakterisovana pfitomnosti fusniho genu TEL/AML1 -
nejCastéjSi chromosomalni aberace détskych ALL - vykazuje signifikantné vyssSi citlivost
na L-Asp. Aktivita AsnS je z velké ¢asti regulovana na urovni exprese genu. Pro
sledovani exprese gent AsnS a TEL/AML1 jsme navrhli systémy pro kvantifikaci mRNA
pomoci kvantitativni PCR v realném ¢Case, RQ-RT-PCR. Jako referencni gen (,house-
keeping®“) pro eliminaci chyb zptsobenych nestejnym poctem bunék a rozdily v isolaci
MRNA slouzil gen pro -2-mikroglobulin (B2M), ktery vykazuje stabilni expresi. V prvni
Casti studie jsme se zabyvali expresi genu AsnS pfi diagnose u skupin déti s akutni
leukemii (n=66) v porovnani s kontrolni skupinou zdravych osob (n=20) a porovnanim
jednotlivych subtypl akutni lymfoblastické a akutni myeloidni leukemie pfi diagnose.
Exprese AsnS u pacientl s akutni leukemii pfi diagnose byla signifikantné vySsi nez ve
skupiné zdravych kontrol a paradoxné nejvysSi expresi vykazovala skupina déti s ALL
nesouci gen TEL/AML1. P¥i testovani hypothesy, Ze relapsovy klon u déti s ALL maze
vychazet z bunék resistentnich na L-Asp jsme porovnavali expresi AsnS u skupiny déti
s ALL (n=23) pfi diagnose onemocnéni a pfi relapsu. Vysledky nepotvrdily hypothesu o
resistenci relapsového klonu na L-Asp zplUsobené vysSi expresi AsnS. V druhé Casti
jsme se zaméfili na in-vitro studium vlivu L-Asp na buriky nesouci fusni gen TEL/AMLA1.
Jako model jsme pouzili bunéénou linii REH, odvozenou od ALL z B lymfocytd nesouci
tento fusni gen. Pfi podani simulujicim lIé€ebny protokol ALL BFM 95 jsme sledovali rist
bunék, indukci apoptosy, rozdéleni bunék do jednotlivych fazi buné&ného cyklu a
kvantitativné expresi AsnS a TEL/AML1 genu. Prokazali jsme vliv L-Asp na rlist bunék a
indukci apoptosy. Podani L-Asp indukovalo expresi AsnS u bunék s fusnim genem
TEL/AML1, nemélo vSak vliv na expresi samotného genu TEL/AML1. Z naSich
pozorovani vyplyva, ze burnky nesouci fusni gen TEL/AML1 reaguji na podani L-Asp
zastavou bunécného déleni a bunécného cyklu, pfechodem do apoptosy a zvySenou
expresi genu pro AsnS. Analysa bunééného cyklu naznacuje, ze pod vlivem L-Asp
dochazi k akumulaci TEL/AML1 positivnich bunék na poc¢atku S faze.

Podporovéno grantem GAUK 57, IGA MZ 6509 a vyzkumnym zamérem MSMT
111300001 a 111300003.



Vyznam exprese P-glykoproteinu u détskych maligmich nadoru

Kucerova H., Sumerauer D., Bedrni¢ek J., Eckschlager T.
Pracovisté: Laboratof prutokove cytometrie a molekularni biologie, Klinika détské
onkologie UK 2. LF a FN Motol. Skolitel: Doc. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.

Rezistence na chemoterapii vyznamné ovliviiuje vysledky lé¢by u riznych
nadoru. Mnohocetna Iékova rezistence je v sou¢asné dobé studovana u fady lidskych
nadorl. P-glykoprotein, v CD nomenklatufe zafazen jako CD 243, se uplatfuje jako
membranova pumpa pfi odstrafiovani riznych slou€enin z buriky. P-glykoprotein se
exprimuje i na nékterych normalnich tkanich. Jeho overexprese u nadorovych bunék
vede ke vzniku mnohocetné Iékove rezistence a je povazovana za hlavni mechanizmus
pfi rezistenci nadorovych bunék na chemoterapeutika. Kvantitavni a funk¢ni analyza P-
glykoproteinu je dulezita pro predikci terapeutické odpovédi. Hladina exprese P-
glykoproteinu je vyznamny prognosticky znak pro zhodnoceni uspésnosti terapie u fady
nadord.

V nasi studii jsme stanovovali hladinu exprese P-glykoproteinu u détskych
pacientl I[éCenych pro rizna nadorova onemocnéni na klinice détské onkologie.
Porovnavali jsme hladinu exprese P-glykoproteinu s histologii nador, pouzitou terapii,
klinickym stavem pacienta, s vyskytem relapsu a metastaz.

Hladinu exprese P-glykoproteinu jsme zméfili u 91 pacientl. Nalezli jsme
signifikantné vysSi expresi P-glykoproteinu u sarkomU mékkych tkani, neuroblastomu a
hepatoblastomu a také u metastazujicich nadora.

Nase data naznacuji, Ze procento bunék exprimujicich P-glykoprotein je u
nékterych nadord vyznamnym prognostickym znakem a mize mit velky klinicky vyznam.



MAKROPOREZNi GELY NA BAZI HEMA URCENE K PRENOSUM KMENOVYCH
BUNEK DO NERVOVE TKANE

P. Lesny"?, M. Pradny?, J. Fiala"?, E. Sykov&'?

"Centrum bunééné terapie a tkariovych nahrad UK, V uvalu 84, 150 18 Praha 5
2Ustav experimentalni mediciny CSAV, Videriské 1083; 142 20 Praha 4

3Ustav makromolekulérni chemie CSAV, Heyrovského nam. 6, 162 06 Praha 6

Ve spolupraci s Ustavem makromolekularni chemie CSAV jsme pfipravili fadu
makroporéznich hydrogelu na bazi kopolymerud 2-hydroxyethymethakrylatu (HEMA) s
kyselinou methakrylovou. Pfipravené hydrogely, které jsou ur€eny k implantaci do
centralni nervové tkané, byly charakterizovany po¢tem péra v jednotce objemu, velikosti
porl, obsahem vody v pérech a difuznimi parametry. Byla vyjadiena zavislost
charakterizovanych parametrd na poméru obsahu kyseliny methakrylové a 2-
hydroxyethymethakrylatu v rozmezi 0-20%. Na obsahu kyseliny methakrylové

v kopolymeru zavisi zejména objem p6ru: nejmensi (pory tvori 20% objemu hydrogelu)
je v oblasti kolem 6% kyseliny methakrylové, nejvétsi (péry tvofi az 60% objemu
hydrogelu) v obou krajnich pasmech. Hodnoty objemové frakce volného prostoru
hydrogelu lezely mezi 75% a 96%, nebyla prokazana jejich zavislost na obsahu kyseliny
methakrylové. Struktura hydrogell byla sledovana pomoci konfokalniho a elektronového
mikroskopu. Zobrazeni konfokalnim mikroskopem nam umoznilo verifikovat
predpokladané velikosti porti v hydrogelech metodami obrazové analyzy. Siroké rozmezi
fyzikalnich parametr(, které je u pfipravenych hydrogeli mozno ménit, spolu s jejich
vysokou biokompatibilitou a vyhodnymi difuznimi parametry umoznuje vyuzit hydrogely
na bazi HEMA jako médium k pfenosim kmenovych bunék do centralni nervové tkané.
Pomalejsi molekularni odpovéd na terapii predikuje Spatnou prognosu u TEL/AMLA1
positivnich akutnich lymfoblastickych leukemii: prospektivni real-time kvantitativni (RQ)-
RT-PCR studie.



POMALEJSi MOLEKULARNi ODPOVED NA TERAPII PREDIKUJE SPATNOU
PROGNOSU U TEL/AML1 POSITIVNICH AKUTNICH LYMFOBLASTICKYCH
LEUKEMIi: PROSPEKTIVNi REAL-TIME KVANTITATIVNI (RQ)-RT-PCR STUDIE

Madzo J."?, Zuna J."?, Muzikovd K."? Kalinovd M."?, Krejéi O."% Hrusdk 0."3
Stary J.? a Trka J."?

"CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague (Laboratoi molekularni genetiky)
2|l détska klinika, UK 2.LF a FN Motol

3Ustav imunologie, UK 2.LF a FN Motol, Praha, Ceské republika

Skolitel: Jan Trka

TEL/AMLA1, hybridni gen vychazejici z translokace t(12;21)(p13;922), je nejCastéjSi
chromosomalni aberaci u détskych akutnich leukemii (ALL) a je vSeobecné asociovan
s dobrou prognosou. Tento fusni gen pfedstavuje potencialni cil pro detekci minimalni
residualni nemoci (MRN) u vice nez 20% détskych ALL. Real-time kvantitativni RT-PCR
(RQ-RT-PCR) se v soucCasné dobé povaZuje za nejpfesnéjSi a nejcitlivéjSi metodu
kvantifikace MRN. Pomoci RQ-RT-PCR technologie jsme vysetfili hladiny transkriptu
genu TEL/AML1 v pribéhu léEby u 57 pacientld s nové diagnostikovanou TEL/AMLA1
positivni ALL. Hladina transkriptu genu TEL/AML1 byla normalisovana porovnanim
S expresi genu pro B-2-mikroglobulin (32M), ktery byl zvolen jako interni referencni gen
pro kompensaci variaci kvality cDNA. V in vitro experimentu na modelu bunécéné linie
REH nesouci translokaci t(12;21) jsme ovéfili, Zze exprese TEL/AML1 genu v burikach je
konstantni a neni ovlivnéna cytostatickou terapii (napf. L-Asparaginasou). Hladina
transkriptu TEL/AML1 ve vzorku tedy pfimo odpovida poctu TEL/AML1-positivnich
bodé pro predikci uspéSnosti terapie, bylo 75 % pacientdt MRN negativnich, 13 %
dosahlo hladinu < 10(-4) a ostatnich 13 % mélo positivitu na hladiné 10(-4) - 10(-2).
Zadny TEL/AML1 positivni pacient nemél v tomto éasovém bodé& hladinu vy$si nez 10(-
2). Ziskana data jsme srovnali se studii, ktera vyuzivala detekce MRN pomoci prestaveb
imunoreceptorovych genu u neselektované skupiny pediatrickych ALL (van Dongen et
al; Lancet 1998). Toto srovnani demonstruje, Ze majoritni skupina TEL/AML1-positivnich
pacientd vykazuje v dobé indukéni terapie signifikantné rychlejsi redukci MRN v den+33
ve srovnani s celou skupinou ALL (p=0,0001). Tfi z vySetfenych pacientu zatim dospél
k relapsu a vSichni patfi do skupiny s positivni hladinou MRN v den+33 (distribuce
relapsu je vysoce signifikantni: p=0,0048). U dvou pacientd byla MRN na hladiné 10(-4)
- 10(-2) a u jednoho na hladiné < 10(-4). Lze tedy konstatovat, Ze prestoze TEL/AML1
positivni leukemie maji celkové pfiznivéjsi prognosu, MRN positivita na konci indukéni
terapie kvantifikovana pomoci RQ-RT-PCR, identifikuje pacienty s rizikem relapsu.
Poprvé tak prokazujeme, Ze kvantitativni sledovani exprese genu TEL/AML1 v prabéhu
IéCby ma prognosticky vyznam.

Podporovano grantem IGA MZ 6509, 301/P055 GACR a vyzkumnym zémérem MSMT
111300001 a 111300003.



VYSETRENIE MIKRODELECIi U CESKYCH MUZOV
S PORUCHOU REPRODUKCIE

M.Machatkova, M.Maté&jékova, S.Vilimova, |.Smetanova, A.Krebsova,
M.Macek Sr.

Ustav biologie a Iékafské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha
Skolitel:Doc.MUDr.Milan Macek,CSc.

Mikrodelécie Y patria k Castym genetickym pri¢inam muzskej infertility.
U 197 Ceskych muzov s tazkou poruchou reprodukcie, charaktrizovanou
abnormalnym spermiogramom, sme vySetrili mikrodelécie chromozému Y.
MuZov sme rozdelili podfa spermiogramu do Styroch skupin. Na
stanovenie mikrodelécii chromozému Y sme pouzili multiplexné PCR
s amplifikaciou Siestich STS markerov pre AZF oblast (sY84, sY86, sY127,
sY134, sY254, sY255) a dvoch génov kratkeho ramienka chromozdému
Y(ZFY a SRY). Mikrodelécie chromozédmu Y sme nasli u 8/197 (4,1%)
vySetrenych, z toho 7/64 (10,9%) u muzov s azoospermiou a 1/20 (5,0%)
u muzov s tazkou oligospermiou. Vyskyt mikrodelécii chromozému Y sa
u ¢eskych muzov s poruchou reprodukcie neliSi od dosial uverejnenych
frekvencii.



NEGENETICKE VLIVY V ETIOPATOGENEZI DIABETES MELLITUS 1. TYPU U DETI
V CR

(Vliv pofadi narozeni, véku matky pfi porodu ditete a vzdélani matky na

riziko diabetu 1 typu u ditéte)

H. Malcova'? Z. Sumnik®, P. Dievinek’, V. Lanska®, S.Kolouskova', M.Snajderova’,
J. Vaviinec', O. Cinek’

12.détska klinika 2.LF UK a FN Motol, Praha

2 Centrum preventivniho Iékafstvi 3.LF UK, Praha

3 Oddéleni biostatistiky, IKEM Praha

Skolitel: Doc.MUDr.J.Vavfinec, CSc.; Doc.MUDr.H.Provaznikova, CSc.

Cil: Na etiologii diabetes mellitus 1.typu (DM 1) se pfiblizné stejnou mérou podileji
genetické i negenetické faktory. | kdyZz se pulsobeni vlivi zevniho prostiedi zda
nezpochybnitelné, vysledky studii zabyvajicich se timto problémem jsou nejednoznaéné
a vedou Casto k rozdilnym zavéram. Cilem nasi prace bylo posoudit podil nékterych
faktord na riziku onemocnéni DM 1 u déti.

Soubor a metodika: Pomoci strukturovaného dotazniku jsme prostfednictvim
oSetfujicich diabetologl z 51 center oslovili 1143 rodi¢u diabetickych déti, u nichz byl
DM 1 diagnostikovan v letech 1993-2000 (data byla ziskana prostfednictvim Registru
détského diabetu CR). Validni Gdaje jsme obdrzeli od 878 déti, tim bylo dosazeno 77%
navratnosti. Kontroly jsme vybrali z anonymizovanych zaznama Ceského statistického
Ufadu (zprostfedkovanych Ustavem zdravotnickych informaci a statistiky) tak, aby na
kazdy pripad pfipadlo 50 nahodné vybranych kontrol shodného roku narozeni.
Vzhledem k tomu, Zze data kontrol nejsou v elektronické podobé k dispozici z obdobi
pfed rokem 1986, do zpracovani bylo zahrnuto 647 pfipadu narozenych 1986-1999 a 32
500 kontrol. Hodnotili jsme vzdélani rodi¢u, vék rodi¢l pfi narozeni ditéte, poradi
narozeni ditéte, jeho porodni délku a hmotnost. Udaje byly zpracovany pomoci
logistické regrese.

Vysledky: Z analyzy ziskanych dat vyplyva vyssi riziko diabetu pfi vy§Sim véku matky pfi
porodu ditéte (p<10™) a niz§im poradi narozeni ditéte (p<10™), u poradi je tento efekt
nezavisly na véku matky. Vy38si vzdélani matky pusobi protektivné i po korekci na vék
matky. VyS8Si vék otce pfi narozeni ditéte je slabé rizikovy. Signifikantni vliv na riziko
diabetu nebyl prokazan u porodni delky ani hmotnosti.

Diskuse a zavér: Studie ukazala asociaci nékterych negenetickych vliva (poradi
narozeni ditéte, vék rodi€u pfi narozeni a vzdélani matky) s rizikem diabetu 1. typu
v Ceské détské populaci. Dostateéna navratnost pfipadd a nahodny vybér velkého
souboru kontrol z registru narozenych umoznily citlivou detekci zkoumanych faktoru.
Pozorované jevy jsou nejpravdépodobnéji druhotnym odrazem expozice infekénim Ci
vyzivovym vlivim v raném détstvi.

Studie byla podporena Ceskou diabetologickou spolecnosti, grantem FRVS 1758 a vyzkumnym
zaméry MZ 000 6042 a MSMT 111 300 003. Za poskytnuti data dékujeme Ustavu
zdravotnickych informact a statistiky CR.




HISTOLOGICKE A B!OMECHANICKE ZMENY CHRUPAVKY PO
DLOUHODOBE LECBE CHONDROITINSULFATEM.

Tré T., Dylevsky l., Masat P.
Ortopedicka klinika déti a dospélych UK 2.LF a FN Motol
Pracovisté funkéni anatomie UK 2.LF a FTVS

Skolitel: Prof. MUDr.l.Dylevsky,DrSc. ,Doc.MUDr.T.Tr&,CSc.

V nasi praci se zabyvame ucinky peroralné podavaného chondroitinsulfatu v podobé
pfipravku Condrosulf pacientim s osteoarthrosou.Tato studie probiha jiz tfeti rok a v
soucasné dobé ziskavame prvni vysledky histologického zhodnoceni chrupavky po této
|éCbé. Studie je dvojité slepa, kontrolovana placebem, aplikované davky IéCby jsou
dodany vyrobcem slepé s placebem.Teprve po skon€eni pokusu je oteviena informace,
ktery pacient byl Ié€en aktivni substanci, a ktery placebem.

Tato studie probiha ve dvou fazich.U pacientl s osteoartrosou provadime
arthroskopicky odbér chrupavky, po ro¢ni |éCbé je proveden dalSi nasledny
odbér.Samoziejmé jsou do této studie zarazeni ti pacienti, u kterych nebylo mozno
provést definitivni oSetfeni v jedné dobé. Soubézné probiha odbér dvojice
kadaveroznich vzorkl chrupavky identickou kanylou ze zatézové plochy kondylu femuru
a nasledné je provedeno biomechanické zhodnoceni viastnosti chrupavky a jeji
histologicka odezva na toto vySetfeni. V druhé fazi studie rozSifime histologické
vySetfeni chrupavky u pacient s OA pred a po I1é¢bé o biomechanicky rozbor viastnosti
chrupavky a pokusime se objektivné zhodnotit u€inek chondroitinsulfatu jak na
histologickou stavbu chrupavky, tak na biomechanické vlastnosti této tkané po ro¢ni
terapii timto preparatem.

Chondroprotektivni efekt latek je diskutovan, jejich u€inek neni zatim jednoznacné
prokazan. Z dosavadniho prub&hu studie je v histologickych nalezech velmi obtizné
diferencovat vyrazné zmény, kazdopadné neni patrna progrese stavajicich zmén. Pro
potvrzeni skute¢ného zlepSeni funkce kloubni chrupavky jsou vSak dullezité nejen
zmény v morfologické stavbé tkané, ale, a to predevsim, zmény jejich mechanickych
vlastnosti. Tato méfeni  poskytujici informaci o pfipadnych zlepSeni v odolavani
chrupavky statické i dynamické zatézi vSak teprve probéhnou ve spolupraci s fakultou
strojni pfi CVUT.
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CETNOST MUTACI FV-LEIDEN, FII-20210G->A A MTHFR 677C->T GENU U PACIENTEK
S TEZKYMI PATOLOGIEMI V TEHOTENSTVi — PREEKLAMPSIi, INTRAUTERINNI
RUSTOVOU RETARDACiI PLODU A PORODEM MRTVEHO PLODU V POROVNANI S
NAHODNOU KONTROLNi POPULACI.

Emilie Mikesova', Eva Hladikova', Ivana Hadadova?, Sarka Vilimova', lvana Spalova®,
Mo1nika Koudova', Michaela Hejtmankova®, Marie Hladikova®, Milan Macek', Milan Macek
Jr.

'Centrum pro diagnostiku a lé&bu cystické fibrozy Ustav biologie a Iékafské genetiky, 2Odd.
klinické hematologie, *Gynekologicko-porodnicka klinika, *Ustav ékafské informatiky; vsichni
Univerzita Karlova v Praze a Fakultni nemocnice v Motole, Praha ; °Gennet s r.o. Praha

Skolitel: Doc. MUDr. M. Macek jr. DrSc.

Uvod. Preeklampsie (PE), intrauterinni ristova retardace plodu (IUGR) a intrauterinni Gmrti

plodu / porod mrtvého plodu patfi v gynekologii a porodnictvi k zavaznym patologiim s vysokou

prevalenci (1-5%) a nejasnou patogenezi. Vzhledem k nékterym spoleCnym rysum, jako je

napfiklad porucha uteroplacentarni perfuze na podkladé trombdzy placentarnich cév, se

uvedené komplikace Casto vyskytuji spole¢né a/nebo se navzajem prekryvaji. Hereditarni

thrombofilie v podobé pfitomnosti ,Leidenské“ mutace (FV-L) je proto jednou z mozZnych pficin, a

to i pfestoze uvedené komplikace maji multifaktorialni patogenezi. Molekularné genetické

vySetfeni ,trombofilnich® mutaci u nosicek rizikovych alel zaijisti optimalni primarni prevenci a

IéEbu téchto komplikaci, v€etné prevence jejich rekurence cilenou Ié€bou.

Cil studie. Stanovit vliv hereditarni trombofilie na vznik preeklampsie, intrauterinni rastové

retardace plodu a intrauterinniho umrti plodu.

Soubor a metody. Provadime ,case-control“ studie spocivajici v PCR amplifikaci a restrik&ni

analyze mutaci FV-L, FIl 20210G->A a 677C->T MTHFR genu. Celkem bylo dosud vySetfeno 23

pacientek (46 alel) s anamnézou porodu mrtvého plodu, 10 pacientek (20 alel) s preeklampsii a

13 pacientek (26 alel) s IUGR. Uvedené soubory se navzajem z casti prekryvaji, vzhledem

k spoleénému vyskytu uvedenych patologii. Pro relevantni statistické zhodnoceni (Fisher exact

test) byly soubory sloueny. Ke stanoveni patogenetické asociace nalezenych ¢&etnosti

vySetfovanych alel jsme pouzili 218 jedincl z ¢eské nahodné kontrolni populace v reprodukénim

véku (vékové rozmezi 18-45 let).

Vysledky. Kontroly: FV-L (25/436 alel-5.7%), F-ll (3/130-2.3%), MTHFR 677C->T (74/198-
37.4%). Porod mrtvého plodu: FV-L (5/46-10.8%), F-1l (0/46—0.0%) a MTHFR 677C->T (13/44—
29.5%). PE: FV-L (2/20-10%), F-1l (0/20-0.0%) a MTHFR 677C->T (5/20 —25.0%). IUGR: FV-L
(3/26-11.5%), F-Il (1/26-3.8%) a MTHFR 677C->T (12/26—46.2%). Po slou¢eni: FV-L (8/74-
10.8%), F-l (1/74-1.4%) a MTHFR 677C->T (23/74-31.1%).

Souhrn: U zadné z téchto zavaznych téhotenskych komplikaci jednotlivé, ani po slouéeni soubort
jsme nenalezli statisticky signifikantni rozdily oproti kontrolni populaci v distribuci uvedenych
“thrombofilnich“ alel. Pfesto mizeme zatim poukazat az na 2x zvySenou ¢etnost mutace FV-L u
téchto pacientek a tak moznou patogenetickou asociaci. Je proto nutné navysit pocéty vysetienych
pacientek a poté opét zhodnotit tento potencialné dulezity trend.

Podpofeno granty: NM 6250-3, 00000064203 od IGA MZ CR a VZ 111300003, LNOOAO79 od

MSMT CR.



VLIV NEUROTICISMU NA SUBJEKTIVNi VNIMANI TELESNE ZATEZE U PACIENTU
S BETA-BLOKATOREM

Mgr. Klara Mockova, Doc. MUDr. Jifi Radvansky, CSc.
pracovisté: Klinika télovychovného Iékarstvi
Skolitel: Doc. MUDr. Jifi Radvansky, CSc.

Cilem naSeho sledovani bylo zjisténi, zda existuje vztah mezi neuroticismem, jako
psychologickym faktorem, a subjektivnim vnimanim télesné zatéze u pacientu

s kardiovaskularni chorobou, ktefi jsou léCeni beta-blokatory sympatiku. Pravé u téchto
pacientl je subjektivni vnimani intenzity zatéze povazovano za dullezity alternativni
parametr k srdeCni frekvenci, jejiz hladina je ovlivnéna farmakoterapii.

V nasem experimentu jsme provedli zatéZovy test na bicyklovém ergometru, ktery
obsahoval 3 stupné& submaximalni zat&Ze v rovnovazném stavu (na trovni 0,5 W.kg™,
1W.kg" a 1,5 W.kg™) a kratky kontinualni test do maxima. Timto zp(isobem jsme
vySetfili 34 pacientl (19 zen a 15 muzu) s ICHS nebo hypertenzi, Ié€enych nékterym ze
selektivnich beta-blokatori sympatiku (vék = 60,71+ 8,68, BMI= 28,58 + 4,38, VO,max=
21,7 + 4,13). Subjektivni vnimani zatéze bylo méfeno Skalou RPE (Rating of Perceived
Exertion). Mira neuroticismu pacientl byla zjistovana pomoci Eysenckova osobnostniho
dotazniku.

Vztah mezi neuroticismem a vnimanim zatéze byl sledovan na jednotlivych stupnich
rovnovazne zatéze pro celou skupinu dohromady a oddélené pro muze a Zeny. Pro
celou skupinu byl, po vylou€eni vlivu aerobni zdatnosti, prokazan vyznamny (p < 0,05)
vztah mezi témito parametry pouze na intenzité odpovidajici 1,5 W.kg'1 (r=0,42). Po
rozdéleni skupiny podle pohlavi se tento vztah ukazal byt vyznamnym pouze u skupiny
Zen, a to na trovni 1W.kg™ (r=0,63)a 1,5 W.kg" (r=0,64) s p <0,01. Na téchto
intenzitach byl zaroven zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi primérnymi hodnotami
RPE u skupiny emoc¢né vice stabilnich a emoc¢né vice labilnich jedincu. U Zen Ize tedy
konstatovat, Ze s mirou neuroticismu roste mira subjektivniho vnimani intenzity zatéze.
U muzl tento vztah mezi sledovanymi parametry prokazan nebyl.

Vysledky ukazuji na velkou ovlivnitelnost vnimani zatéZze psychologickymi faktory jako
je napf. neuroticismus zvlasté u pacientek s kardiovaskularnimi chorobami Ié€enych
beta-blokatory. To mize mit disledky v klinické praxi jak zatézového vySetfovani, tak
pohybové terapie.



FUNKENi A STRUKTURALNi ZMENY HIPPOKAMPU U POTKANA PO
BILATERALNIM OZARENi LEKSELLOVYM GAMA NOZEM

K. Naméstkova'?, R. Lis¢ak®, G.Brozek?, V. Mares, I. Hajek, D. Jirak, M. Burian, V.
Herynek®, E. Sykova'?

'Ustav neurovéd UK 2.LF, “Ustav Fysiologie UK 2.LF, *Oddéleni neurovéd Ustav
Experimentalni Mediciny AVCR, *Fysiologicky ustav AVCR, *Oddéleni stereotaktické a
radia¢ni neurochirurgie Nemocnice Na Homolce, °Pracoviété Experimentalni NMR IKEM

Ablace epileptického loZiska v hippocampu nekrotizujici davkou gama zafeni u pacientu
s farmakoresistentni mesiotemporalni epilepsii (MTLE) je alternativou
epileptochirurgického zakroku. Na potkanim modelu MTLE jiz subnekroticka davka
ucinné snizovala mnozstvi epileptickych zachvati. Sledovali jsme zda aplikace
subnekrotickych davek na oblast obou dorzalnich hippocampt u potkana pUsobi také
poskozeni funkce prostorové paméti. Ozarfeni epileptickych loZisek v hippocampech, by
mohlo byt pfipustnou terapii pacientu s bilateralni MTLE. Dospéli potkani kmene Long-
Evans byli ozareni tak, Zze 70% isodosa pokryvala oblast dorsalniho hippocampu.
Jednotlivé skupiny, ozafené davkami 25, 50, 75, 100 a 150 Gy, pak byly testovany v
Morrisové vodnim bludisti v intervalech 1, 3, 6 a 12 mésicl od ozafeni, opakované byly
vySetifeny na experimentalnim NMR, a nasledné byly mozky zvifat histologicky
zpracovany. Testovani ve vodnim bludisti prokazalo poruchu u€eni u skupiny ozarené
150 Gy jiz po 1 mésici a histologicky byl patrna nekréza v oblasti 90% isodosy. Zvifata
ozarena 75 Gy, vykazovala poruchu uceni teprve po 6 mésicich, ktera byla doprovazena
vyskytem Iéze na MRI i na histologickych fezech. U téchto zvifat pretrvavala porucha
uceni ve vodnim bludisti i po 12 mésicich a nalezli jsme i pretrvavajici strukturalni
zmény. NaSe vysledky ukazuji, Ze teprve po 6-12 meésicich dochazi k rozsahlejSimu
poskozeni oblasti, ktera byla ozafena davkou vy$si nez 50 Gy, coZ se projevi poruchou
ucCeni sledovatelnou nami pouzitym testem.



PRIPAD TRANSLOKACE CHROMOZOMU 15 A 21 A JEHO VYSETRENIi METODOU
FISH

Novotné K., Hrabakova J., Novotna D., Malikova, M.
Ustav biologie a Iékarskeé genetiky UK 2.LF a FNsP v Motole, Praha
Skolitel: RNDr. E. Koc¢arek,PhD.

Prezentujeme pfipad 2 letého slepého, hluchého a némého chlapce s kryptoorchismem.
Béznym cytogenetickym vySetfenim byl zjistén abnormalni karyotyp obsahuijici
derivovany chromozom 21: 45,XY,der(21), 1(15;21)(q13;922.3), - 15. Cytogeneticky
nalez byl potvrzen metodou FISH s vyuzitim centromerickych a lokus specifickych sond
(od firem Vysis a Cytocell): 45,XY,der(21), t(15;21) (913;922.3), - 15 . ish der(21)
(D1321/D21Z21+, D15Z1-, SNRPN-, UBE3A/D15S10-,
D21S270/D21S337/21S55/D21S233+, PML+). Tyto vysledky dokumentuji
haploinsuficienci kritického regionu pro syndromy Prader-Willi/Angelman na 15g11-q13.
V pFispévku soucasné upozorfiujeme na moznosti molekularné cytogenetické
diagnostiky (FISH) dalSich strukturnich aberaci chromozomu 15, zejména syndromu
Prader-Willi a Angelman (mikrodelece 15q11-q13) a marker chromozomu vzniklych
rozsahlymi pfestavbami 15.chromozomu. Diskutujeme vztahy mezi vysledky
molekularné cytogenetického a molekularné genetického vySetfeni a moznosti jejich
interpretace. Nase prace byla podporena granty FRVS 2482/2002 G3 (Fond rozvoje
vysokych Skol), IGA NE6912-4 (Interni grantova agentura Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky) a vyzkumnym zamérem Karlovy Univerzity &.111300003.



Host-range protein C7L viru vakcinie

Otahal P., Sroller V., Némeckova S.
Oddéleni experimentalni virologie, Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha.

Virus vakcinie, ¢len rodiny poxvird, je schopen replikace v Sirokém spektru bunék
sav€iho plvodu. V genomu poxvirt bylo identifikovano nékolik gend, jejichz produkty
jsou esencialni pro mnozeni viru v ur€itybunécénych liniich a proto jsou oznaovany jako
host-range geny. Geny C7L a K1L VV patfi do této skupiny gent a byl vysloven
predpoklad, Ze proteiny C7L a K1L mohou branit rozvoji apoptézy v infikovanych
bunkach a tim zvysit permisivitu bunék pro virus. Nasim cilem bylo zjistit, zdali oba tyto
geny pusobi skutec¢né antiapoptoticky a pokud ano, tak jakym mechanismem.

Nejprve jsme zkoumali schopnost replikace deleCnich mutant AC7L, AK1L,
AC7LAK1L na opic€ich burikach CV-1 a krysich bunkach RAT-1. Zjistili jsme, ze
soucasna delece C7L a K1L genu vyrazné omezi replikaci mutovaného viru na burnkach
CV-1 a u krysich bunék RAT-1 infekce navodi apoptézu. Virus s deleci pouze C7L ma
plné zachovanou schopnost replikace na burikach CV-1 avsak infekce navodi apoptdzu
na bunikach RAT-1. Schopnost replikace na burikach RAT-1 je podminéna pfitomnosti
C7L genu. Abychom mohli detekovat C7L protein monoklonalni protilatkou,
zkonstruovali jsme C7L s epitopem FLAG pfipojenym na N-konci. Tento flizni gen jsme
vloZili pod kontrolou vakciniového promotoru P7,5 do virové thymidinkinazy. Jako
rodiCovske viry jsme pouzili delecni mutanty AC7L a AC7LAK1L. lzolovali jsme klon
AC7LAK1L-C7LFLAG, ktery mél obnovenou schopnost replikace na burikach RAT-1 a
prostfednictvim monoklonalni protilatky anti-FLAG jsme na western-blotu prokazali
expresi C7TLFLAG. Subcelularni frakcionaci jsme zjistili, ze C7LFLAG je obsazen hlavné
v nuklearni a tézké membranové frakci zatimco v cytoplazmatické a lehké membranové
jfrakci je obsazen méné. Pomoci konfokalni mikroskopie jsme zjistili, ze C7TLFLAG
lokalizuje do jadra a Ize ho detekovat jiz za 7 h po infekci. K jaderné lokalizaci dochazi i
v pritomnosti cytosin-arabinosidu, coz doklada nezavislost jaderné lokalizace C7LFLAG
na replikaci virové DNA. Pro uréeni moznych molekularnich interakci C7TLFLAG jsme
provedli radio-imunoprecipitacni experiment a nalezli jsme band o velikosti cca 150 kD
specificky koprecipitujici anti-FLAG protilatkou.

Doufame, ze v dalSich experimentech se nam podafi identifikovat interagujici
protein a tim odhalit mechanismus plsobeni C7L proteinu.



Vyutziti informacnich technologii
VE ZPRACOVANI A ARCHIVACI DAT
A VE VYUCE

Autor: Ing. Martin Panek

Pracovisteé: Ustav biologie a |ékafské genetiky, UK 2.LF
Ustav pocitaCové a Fidici techniky, VSCHT Praha

Vedouci prace: RNDr. Eduard Koc¢arek, PhD.

Rozvoj informacnich technologii, databazovych systému a pocitaCovych siti
zasahl do vSech odvétvi pramyslu i vzdélavaci sféry. Medicinské obory bychom téZko
fadili do nékteré z téchto kategorii. Nicméné vyuziti modernich technologii pfimo vybizi,
pfi objemu informaci, ktery v tomto oboru je, zefektivnit praci Iékafi na jedné strané a
laborantl na strané druhé. Stejné tak usnadnit spolupraci nejen mezi jednim
pracovistém a jednou konkrétni laboratofi, ale i mezi jednotlivymi I€kafskymi obory.

Prispévek je zaméfen na vyuziti poCitatovych databazi pro shromazdovani a
archivaci veskerych dat o pacientech. Ve spojeni s celosvétové dostupnou siti internet je
mozné snadné ovladani takové databaze a je usnadnéna komunikace popf. konzultace
s jinymi pracovisti vdaném oboru. Systém je navrzen pro komunikaci mezi Iékafi v
genetickych poradnach a molekularné cytogenetickou laboratofi, umisténou mimo areal
FN Motol. Cely systém nema slouzit jen k okamzité komunikaci mezi pracovisti, ale také
k archivaci vSech ulozenych dat a vyhledavani podobnych kazuistik. Vysledkem by mél
byt pfehledné a velmi rychle podany komplexni pohled na pacienta. Takto ulozena data
jsou k dispozici 24 hodin denné, 7 dni vtydnu. Cely systém v budoucnu pocita
s moznosti zpracovani obrazu ziskanych v nasi laboratofi. Jedna se jak o ulozZeni
obraz( do databaze, tak o odstranéni ruSivych slozek a ¢aste¢né automatické vyhledani
zajimavych informaci, na které by se mél Iékaf zaméfit. VesSkeré informace jsou v témze
okamziku pfistupny vSem zucCastnénym stranam, které maji moznost si informace
vytisknout a zalozit v klasické podobé ke karté pacienta.

Systém je rozdélen na Cast pro Iékafe a pracovniky laboratofe a na Cast
s obecnymi informacemi o jednotlivych metodach, kde budou postupné uvadény novinky
v této oblasti. Tato ¢ast systému ma slouzit k pfedavani informaci nasim studentim a
vSem zajemcim o tuto problematiku. Systém neni uzavieny a je mozno jej rozSifovat
podle zajmu dalSich pracovist. Véfime, Zze nami takto zavedena inovace pomize
k rychlejSi diagnostice riznych onemocnéni.



VYTEZNOST DRUHOTRIMESTROVEHO BIOCHEMICKEHO VYSETRENI
TEHOTNYCH ZEN

SIMANDLOVA M., VEJVALKOVA $., HAVLOVICOVA M., SEEMANOVA E.
USTAV BIOLOGIE A LEKARSKE GENETIKY FNMOTOL A 2.LF UK.

Principem biochemického druhotrimestrového screeningu téhotnych zen je zhodnoceni
hladiny AFP, uk3 ( pfip. SP1) a hCG v matefském séru. Hodnoty mimo stanovené
rozmezi mohou upozornit na postizeni plodu chromozomalni aberaci nebo rozstépovou
vadou. Cilem projektu je upfesnit informace o vysledcich téhotenstvi, ktera byla pro
pozitivni screening indikovana k prenatalni diagnostice a chromozomaini, event.
rozStépova vada nebyla zjiSténa. Prace by méla odpovédét na otazku, zda abnormaini
hodnoty téhotenského screeningu mohou signalizovat upozornit na riziko jiné vyvojove
vady plodu, a s jakou spolehlivosti zachytu.

Vysetfili jsme 253 déti s matkami z 1. skupiny ( matky sledované pro pozitivni screening)
a 183 déti s matkami z 2. skupiny (matky sledované pro vysSi vék, nez 35 let.) . U
kazdého ditéte jsme rozebrali anamnesticka data, pfitomnost vrozenych vyvojovych vad
a pfitomnost onemocnéni s pfevazné ziskanou slozkou .Dale jsme se zaméfili na
eventuelni maladaptaci ditéte v kolektivu. Maminek jsme se ptali na miru stresu béhem
Cekani na vysledek karyotypizace plodu , jejich nahled na eventuelni ukonceni
téhotenstvi v pfipadé patologického karyotypu a nazor na vhodnost genetického
vySetfovani béhem téhotenstvi. Statisticky vyznamny byl rozdil v dobré ¢&i Spatné
adaptaci na kolektiv. (Lze pouze spekulovat o vlivu maternalniho stresu na plod).
Statisticky vysoce vyznamny byl rozdil v mife stresu pocitovaném Zenami z 1. a 2.
skupiny ( stupnice 0-6, 0 zadny 1 velice slaby 2 slaby 3 stfedni 4 silny 5 velice silny 6
nesnesitelny), p < 0,0005 , medianem 1. skupiny byl stuper 4, medianem 2. skupiny byl
stupen 3. Dalsi statisticky vyznamny rozdil byl v nahledu zen na event. preruseni
téhotenstvi v pfipadé chromozomalni abnormity plodu, a v nazorech na spravnost ci
nespravnost genetického vysSetfovani t€hotnych

Z nasi studie vyplyva vyznamna emocionalni zatéz Zen s pozitivnim druhotrimestralnim
screeningovym vySetfenim z matefského séra. Lze pouze spekulovat o mozném vlivu
maternalniho stresu na pozdé&jsi problémy s adaptaci ditéte v kolektivu . Nami
konsultované zeny vitaji vydani informacniho letaku o screeningu Downova syndromu.
Ke zlepSeni péCe o téhotné pfispéje jisté i stavajici tendence tykajici se posunu
screeningovych vySetfeni do prvého trimestru.



IDENTIFIKACE PUVODU MARKER CHROMOZOMU METODOU FISH - VYBRANE
KAZUISTIKY

Strnad M., Novotna D., Novotna K., Kocarek E.
Pracovisté: Ustav biologie a lékafské genetiky UK 2.LF a FNsP v Motole,
Praha

Vedouci prace: RNDr. E. Koc¢arek,PhD.

Identifikace marker chromozomu je zajimavym diagnostickym problémem molekularni
cytogenetiky. Prezentujeme nas soubor 19 pacientl s diagnostikovanymi marker
chromozomy a vysledky jejich vySetfeni metodou FISH s vyuzitim centromerickych a
lokus specifickych sond. Mezi popsanymi pfipady pfevazuji marker chromozomy vzniklé
rozsahlymi delecemi akrocentrickych chromozomu (celkem 8 pfipadd). V kazuistické
Casti uvadime pfipad pacientky, u jejihoz potraceného plodu byl zjistén karyotyp 47, XX,
+ mar. Metodou FISH jsme zjistili, Ze marker chromozom obsahuje centromeru
chromozomu 21 a €ast kratkych ramének chromozomu 5. Tento zavér zCasti potvrzuje i
vySetfeni metodou SKY, kterym se v8ak nepodafilo identifikovat centromerickou oblast
chromozomu 21. Vysledek ukazuje nejen neobvykly nalez dysmorfického chromozomu,
ale dokumentuje také nutnost vySetfeni markerd s vyuzitim rlznych molekularné
cytogenetickych metodickych pfistupl (SKY, klasicka FISH s lokus specifickymi, resp.
centromerickymi sondami). NaSe prace byla podpofena granty FRVS 2482/2002 G3
(Fond rozvoje vysokych Skol), IGA NE6912-4 (Interni grantova agentura Ministerstva
zdravotnictvi Ceské republiky) a vyzkumnym zamérem Karlovy Univerzity ¢.111300003.



DETEKCE AMPLIFIKACE AML1 GENU U DETi S AKUTNi LYMFOBLASTICKOU
LEUKEMIlI POMOCI REAL-TIME KVANTITATIVNI (RQ-)PCR

Sramkova L., Kalinova M., MuZikova K. a Trka J.
CLIP- Childhood Leukaemia Investigation Prague (Laboratoi molekularni genetiky)
Il. détska klinika, UK 2.LF a FN Motol, Praha, Ceska republika

Skolitel: Jan Trka

AMLA1 je gen zasadné dulezity pro hematopoesu, je soucasti nékolika chromosomalnich
translokaci asociovanych s akutnimi leukemiemi vychazejicich jak z myeloidni, tak

z lymfatické fady (napf. TEL/AML1, AML1/ETO). Gen AML1 se nachazi na chromosomu
21 a u jedinct s morbus Down (trisomie chromosomu 21) se predpoklada, ze
amplifikace AML1 genu je jednou z pravdépodobnych pficin jejich vyznamné vyssiho
rizika vzniku akutni leukemie. U détskych pacientt s hyperdiploidni akutni
lymfoblastickou leukemii (ALL) je trisomie a tetrasomie chromosomu 21 jednim

z nejcastéjsich klonalnich nalezl. V poslednich letech se objevuji cytogenetické prace
metodou FISH, které dokladaji téz amplifikace AML1 genu u déti s ALL bez
nadpocetného chromosomu 21. Pomoci RQ-PCR technologie na pfistroji ABI 7700
(TagMan) jsme vySetfili 77 diagnostickych vzorktd genomické (g)DNA izolované z kostni
dfené. Standardni kfivka byla konstruovana pomoci fedéni buffy-coatové DNA na 10, 3,
1, 0.3 a 0.1%. Kvantifikace AML1 genu byla normalisovana porovnanim s kvantifikaci
genu pro albumin, aby se kompensovaly mozné rozdily v mnoZstvi a kvalité isolované
gDNA. VSechny vzorky byly vySetfovany minimalné v triplikatech. Jako kontrolu jsme
pouzili periferni krve €i kultury fibroblastl 6 pacientd s m. Down a 6 vzorkd pacient(

s nehematologickymi onemocnénimi i zdravych kontrol. Vysledky vyjadfujeme jako
pomér detekovanych kopii genu AML1 k detekovanym kopiim genu pro albumin.
Pfredpokladali jsme, ze u zdravych kontrol bude tento pomér 1.0, u pacientd s m. Down
1.5 (3 kopie AML1 vs. 2 kopie albumin) a Zze tedy u diagnostickych vzorkd déti s ALL
budeme schopni odlisit pfipadné amplifikace AML1 genu. Vysledky jsme porovnali

s vysledky cytogenetickych vySetfeni kostni dfené, byly téz korelovany s pfitomnosti
vyznamnych fuznich genu a imunofenotypem blastu. Vysledky vySetfeni zdravych
kontrol ukazaly pomér AML1/albumin 0.84-1.08 (median 0.97), u pacientd s m. Down byl
s prokazanym mozaicismem trisomie 21. Pacienty jsme rozdélili do 2 skupin dle poméru
AML1/albuminu: 1. déti s amplifikaci AML1 pfi dg. (hodnoty nad 1.2), a déti bez
amplifikace (hodnoty méné nez 1.2). Skupina pacientt s amplifikaci AML1 genu
pFedstavuje 30 déti, coz je 39% vSech vySetfenych pacientd, 13 z nich (43%) jsou
pacienti s prokazanou hyperdiploidii a trisomii €i tetrasomii chromosomu 21, ostatni
predstavuji pacienty bud s neprokazanym klonem +21 i pacienty se skute¢nou
amplifikaci AML1 genu. Metodu ovéfime prospektivnim srovnanim s metodami FISH
cilenymi na chromosom 21 a komparativni genomové hybridisace (CGH). Pokud
prokazeme jeji validitu, umozni nam rychle a jednoduse detekovat amplifikaci genu
AML1 a zhodnaotit jeji prognosticky vyznam.

Podporovéano grantem IGA MZ 6509 a vyzkumnym zamérem MSMT 111300003 a
111300005.



VLIV INHALACE AEROSOLU MINERALNI VODY NA ULTRASTRUKTURU EPITELU
TERMINALNICH BRONCHIOLU
Jifi Uhlik

Ustav histologie a embryologie UK 2. LF v Praze
Skolitel prof. MUDr. Vaclava Konradova, DrSc.

Inhalace aerosolu mineralni vody je bé&Zznou soucasti ambulantni i lazenské lécby
chronickych respiraCnich onemocnéni. Rozhodli jsme se proto v navaznosti na
pfedchozi experimenty hodnotici vliv kratkodobé inhalace tohoto aerosolu na epitel
trachey prostudovat také reakci epitelu distalnich usekd dychacich cest — terminalnich
bronchioll. Laboratorni kralici inhalovali 10 min aerosol mineralni vody pouzivané
v terapii respiracnich chorob. Material pro elektronové mikroskopické vySetfeni jsme
odebirali ihned po inhalaci. Kvantitativné jsme hodnotili ultrastrukturu epitelu
terminalnich bronchiolll, zvlasté jsme se zaméfili na posouzeni zmén cytoplazmy
sekre€nich Clara bunék. Pro hodnoceni nalezl jsme pouzili i pocitaovou analyzu
obrazu Lucia. Stejné jako u kontrolnich kraliki lemoval terminalni bronchioly kralikd po
desetiminutové inhalaci aerosolu mineralni vody jednovrstevny cylindricky epitel obsa-
hujici fasinkové a Clara bunky. Apikalni spojovaci komplexy byly intaktni, mezibunééné
prostory zuUstaly Uzké. Na apikalnich povrSich fasinkovych bunék jsme zaznamenali
tvorbu cytoplazmatickych protruzi, jez nékdy vedla k zaniku volnych kinocilii. V hlubSich
oblastech jejich cytoplazmy jsme pozorovali mirné znamky patologické alterace.
Sekre¢ni Clara buriky jevily tendenci k zvySené proliferaci. Jejich relativni Cetnost
v epitelu vzrostla statisticky vyznamné (a = 0,05) oproti nalezim u kontrolnich zvifat.
Tato proliferace nebyla doprovazena zvySenym vyluCovanim sekretu stfadaného
v sekre€nich granulech. Pocet Clara bunék obsahujicich granula v cytoplazmé se nelisil
od kontrolnich hodnot. Jen velmi mala ¢ast Clara bunék jevila znamky patologické
alterace cytoplazmy, nepozorovali jsme vSak jejich degeneraci. Nalezy patologické
alterace cytoplazmy epitelovych bunék a jejich zvySené proliferace vypovidaji o
nefyziologickém zasahu do homeostazy epitelu a nabadaji k obezfetné indikaci i takto
jednoduchych a zdanlivé neskodnych terapeutickych opatfeni.

Prace byla podpofena vyzkumnym zamérem Ministerstva Skolstvi, mladeze a
t&lovychovy CR &. 111300003.



ABNORMALITY IONTOVEHO TRANSPORTU V ERYTROCYTECH DAHLOVYCH
POTKANU SE SOLNOU HYPERTENZI

M. Vokurkova, Z. Dobesova, J. Kunes, J. Zicha
Fyziologicky ustav AV CR, Praha, Ceska republika

Na erytrocytech Dahlovych potkanu, kterym byla po odstavu podavana vysokosolna
dieta, jsme studovali vztah mezi solnou hypertenzi a abnormalitami iontového
transportu. Pozornost jsme vénovali hlavné Na,K-pumpé, Na,K-kotransportu a pasivni
membranové permeabilité (leak) pro Na® resp. Rb* (K). Sul-senzitivni (SS/Jr) kmen, v
porovnani se sll-rezistentnim (SR/Jr) kmenem, vykazoval vétsi erytrocytarni obsah Na”,
aktivita Na,K-pumpy u SS/Jr potkan(i byla provazena vétsim pomérem Na* : Rb*
(0.93£0.03 vs 0.82+0.03, p<0.025).

U F2 hybridG (n=135) krevni tlak kosegregoval s erytrocytarnim obsahem Na* (r=0.24,
p<0.01), stransportem Na® zprostfedkovanym Na,K-pumpou (r=0.25, p<0.01) a
s pomé&rem Na® : Rb" (r=0.21, p<0.02). V rozporu s nadim o&ekavanim u F, hybridd
nebyla nalezena vyznamna korelace mezi krevnim tlakem a pasivni membranovou
permeabilitou pro Na* ani pro Rb".

Zvy3eni poméru Na* : Rb" Na,K-pumpy Ize pfigist snizené vyméné mezi Rb’, a K
zpusobené vy3§im erytrocytarnim obsahem Na® resp. niZ$i plazmatickou hladinou K”.
Herrera a spol. uvadgji, Ze na zvySeném poméru Na* : Rb* se podili mutace Q276L
genu pro a4 isoformu Na,K-ATPazy (1). AvSak nase studie ve spolupraci s Dominiczak a
spol. (Western Infirmary, Glasgow) nepotvrdila hypotézu (2), Ze zménéna a4 isoforma
Na,K-ATPazy u SS/Jr potkan( hraje dulezitou ulohu v patogenezi solné hypertenze.

U F» hybrid( krevni tlak a transport Na* z buriky zprostfedkovany &innosti Na,K-pumpy
kosegreguiji s plazmatickymi hladinami celkového cholesterolu (r=0.27 a 0.21, p< 0.02).
Abnormalni metabolismus lipidi Ize tedy povazovat za spole¢nou pfi€inu vysokého
krevniho tlaku a zménéné funkce Na,K-pumpy u sul-hypertenzivnich  Dahlovych
potkanu.

1. Herrera V.L.M., Ruiz-Opazo N. Science 249: 1023-26, 1990.
2. Herrera V.L.M. et al. J Clin Invest 102: 1102-11, 1998. 5
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