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Systém Rankmed je programovy nastroj s webovym rozhranim
slouzici k automatickému hodnoceni kvality zdravotnickych webovych
zdroju. Systém bude zafazen jako specializovany registr pod spravu KSR-
ZIS (Koordinaéni stfedisko pro resortni zdravotnické informacni systémy).
Systém by mél v budoucnu vést ke zkvalitnéni webovych zdravotnickych
zdroj.

Vychodiskem byly naSe pfedchozi prace z oblasti hodnoceni in-
formaénich zdroju na Internetu, ve kterych jsme se zabyvali stanovenim
objektivnich kvalitativnich kritérii pro hodnoceni webovych stranek. Pfi
volbé kritérii jsme vychazeli z mezinarodné uznavanych standardd pro pu-
blikovani zdravotnickych informaci na Internetu jako jsou kupf. HONcode
Principles, EC Quality Criteria for Health Related Websites ¢&i eHealth
Code of Ethics. Vybrali jsme 20 kritérii popisujici 4 hlavni oblasti webového
zdroje - Prezentace, Navigace, Funkce a Vérohodnost.

Dale jsme stanovili relativni vahy pro jednotliva kritéria. Stanoveni
dalezitosti kritérii jsme provedli pomoci dotaznikové akce mezi studenty 2.
Iékarské fakulty a mezi uzivateli zkusenymi v hodnoceni webovych zdroju.

Ve spolupraci s firmou ICZ a.s. byl vytvofen evaluaéni program,
ktery automaticky vyhodnocuje vybrané parametry stranek. Bylo vytvofeno
webové rozhrani pro komunikaci uzivateld s programem a s databazi, kde
jsou zdroje ulozeny. Vysledky evaluace jsou prezentovany ve formé grafu.

Projekt je v soucasné dobé ve fazi testovani. Webové rozhrani —
tedy administrace uzivatell, prace se zdroji a grafické vyjadfeni vysledku
je dokon&eno a je vyhovuijici. Z prvnich vysledkd testovani evaluaéniho
programu vyplyva jeho prospésnost pfi ovéfovani hodnot u vétSiny para-
metrl. DalSi vyhodou systému je uchovavani minulych méfeni a tedy
moznost srovnani z hlediska vyvoje v Case.

Prace byla podporovana vyzkumnym zamérem 2.LF J12/2000.

VYSETRENiI CGH U NEUROBLASTOMU A ODVOZENYCH REZIS-
TENTNICH LINIi

Bedrnicek J.*, Vicha A.*, Stejskalova E.*, JaroSova M.**, Eckschlager T.*

* Klinika détské onkologie UK 2. LF a FNM ,** Hemato-onkologicka klinika
FN Olomouc

Skolitel: Doc. MUDr. Tomas Eckschlager, CSc.

Neuroblastom je druhym nej¢astéjSim solidnim nadorem détského véku.
Je to nador biologicky velmi variabilni, s pribéhem onemocnéni od spon-
tanni regrese az po progresi nejmalignéjSich forem. Jiz dlouhou dobu jsou
znamy vazby mezi jednotlivymi formami pribéhu a chromozomalnimi
zménami. Mezi zmény nejCastéji popisované jako markery pojici se
s vysokym rizikem patfi amplifikace NMYC (2p24.1), delece 1p36 a zmno-
Zeni genetického materialu 17q. Na vybéru terapie se spolu s genetickymi
markery (NMYC a DNA ploidie) podileji dalsi prognostické znaky (vék, kli-
nické stadium a grade).

K prikazu cytogenetické heterogenity nadoru jsme pouzili metodu kompa-
rativni genomické hybridizace (CGH). VySetffili jsme celkem 5 neuroblas-
tomU a 3 neuroblastomové bunécné linie. TFi z nadorld byly vysokého rizika
a dva rizika nizkého.

Nejcastéji jsme chromozomalni zmény detekovali na chromozémech 1, 2,
17,11 a13.

U nadorl nizkého rizika se jednalo o zmnozeni &i deleci celého chromo-
zdmu zatimco pro nadory vysokého rizika jsou €astéji typické zmnoZeni Ci
delece genetického materialu jen €asti chromozému. U skupiny nadord
vysokého rizika jsme prokazali amplifikaci v oblasti 2p24.1 odpovidajici
onkogenu NMYC, ktery je jednoznacné nejsilnéjSim z prognostickych zna-
ki urcujicich biologickou povahu nadoru. Tuto amplifikaci jsme prokazali i
metodou FISH.

U nadorovych bunécnych linii jsme kromé klasické CGH (porovnani
s nenadorovou DNA) provedli téZ komparaci DNA matefské linie a od ni
odvozené linie resistentni k cytostatikim. Prokazali jsme vyznamné zmény
na chromozomech 1, 4, 7, 16, 17, 19, 20 a 22 u rezistence na doxorubicin,
zmény na chromozomech 5, 7, 8, 16, 17, 18 a 19 u rezistence na vincristin
a mnohotné chromozomalni zmény u rezistence na cisplatinu. Klonalita
nadoru a vznik rezistence k cytostatikiim vyznamné ovliviiuje terapeutické
moznosti a tim Uspésnost l1écby. Vysetfeni CGH tak ukazuje, Ze na vzniku
chemorezistence se podili kromé zmén exprese také chromozomalni abe-
race.



IMUNOTERAPIE DENDRITICKYMI BUNKAMI U OVARIALNIHO
KARCINOMU

BENESOVA, K., CZETS0VA, Z., SPISEK, R., POSPISILOVA, D., BAR-
TUNKOVA, J.

Ustav imunologie UK 2.LF, Praha

Skolitel: doc. MUDr. Jitina Bartarikova, DrSC.

Uvod: Dendritické buriky (DC) jsou antigen-prezentujici buriky schopné
zahdjit primarni imunitni odpovéd. Tato vlastnost je ¢inni vhodné k uziti

v konsolidaéni terapii u malignit, zvlasté ve fazi minimalni rezidualni nemo-
ci. Uginnost tohoto predpokladu byla ovéFena u nékterych hematologickych
malignit a melanomu. Nyni se zkousi dal§i malignity u nichz by bylo mozno
uzit tento zpusob lécby (karcinom prostaty, prsu, ovarii...)Cil: Nasim cilem
bylo vypracovani protokol na ziskani Cistych nadorovych antigenu z asci-
tu a nadorové hmoty u pacientek s ovarialnim karcinomem. Ziskani nezra-
lych DC z perifernich monocytd. Pulzace DC nadorovymi antige-
ny.Metodika: Nadorové buriky (antigeny) byly izolovany z ascitu pomoci
ficoll- gradientu, z nadorové masy enzymatickou digesci a nasledné fikol.
gradientem. Monocyty byly izolovany a kultivovany z periferni krve pacien-
tek s ovarialnimi karcinomy (odebrané pfed zaCatkem chemoterapie) a na-
sledné pfeméné na nezralé DC za pfitomnosti GM-CSF a IL 4 . Morfolo-
gické i fenotypické znaky DC by!}y ovéfeny FACS analysou. Nadorové an-
tigeny ve formé lyzatu z 3-5x 10° nadorovych bunék/ml byly pouzity k pul-
zaci dendritickych bunék v poméru 1:1 a 3:1 sedmy den jejich kultivace. Po
dvou hodinach byly nadorové antigeny odstranéné centrifugaci. Lymfocyty
a dendritické bunky (pulzované i nepulzované) byly kokultivovany sedm
dni za sou€asné stimulace IL 2. Proliferace lymfocyt byla méfena pomoci
na Hj; Thimidinu beta counteru. Vysledky: Podafilo se nam izolovat nado-
rové buriky v gistot& 90% a vice. Uspé&sné byly kultivovany nezralé DC

z perifernich monocytd a pulzovany nadorovymi antigeny. T lymfocyty vy-
kazovaly proliferacni aktivitu po kokultivaci s pulzovanymi DC, av§ak ne
tak vysokou jak presentuji prace vyuzivajici zralé DC. Proto jsme se

v dalSich pokusech rozhodli zafadit maturaéni faktor.

Zavér: Doufame, Ze v budoucnosti se timto smérem bude ubirat konsoli-
dacni terapie u nadorovych onemocnéni ovarii.

VLIV KLINICKY UZIVANYCH IMUNOMODULANCIi NA MATURACI
DENDRITICKYCH BUNEK

Brazova, J., Spisek, R.

Ustav imunologie UK, 2. LF a FN Motol

Skolitelka: Doc. Sediva, A.

E-mail: jitka.brazova@centrum.cz

Uvod: Dendritické buriky (DC) jsou jediné antigen prezentujici buriky
(APC) schopné vyvolat primarni imunitni odpovéd. Tuto schopnost ziska-
vaji az po procesu zvaném maturace. V tomto pokusu jsme zkoumali zda
imunostimulaéni ucinek klinicky Siroce uzivanych Iékl (BiostimR, Broncho-
vaxom®, Luivac®, Immodin®, Imudon®, Imunor”, Ribomunyl®) je zptisoben
jejich pfimym plsobenim na maturaci a aktivaci dendritickych bunék.
Material a metody: DC byly ziskany z monocyttl (moDC) periferni krve
kultivovanych v pfitomnosti GM-CSF a IL-4 v médiu X-VIVO 15. Paty den
byly k nezralym DC pfidany rizné koncentrace vySe zminénych imunomo-
dulancii. Takto zahajeny proces maturace byl nasledné hodnocen fenoty-
picky (cytometricka FACS analyza) a funkéné (sekrece IL-12 a IL-10,
schopnost fagocytézy, stimulace T-bunécné proliferace.

Vysledky: Luivac’, Ribomunyl® a v mensi mife Imunor® a Biostim” jsou
mocnymi aktivatory DC. Mira aktivace DC byla ve vSech vySetfovanych
pfipadech srovnatelna nebo dokonce vysSi nez u znamych maturacnich
stimulancii jako je Poly (I:C) nebo

LPS. Ve shodé s fenotypem zralych DC u nich byla vyrazné redukovana
schopnost fagocytdzy a zarover vyznamné vyjadiena schopnost stimulace
allogennich T lymfocytd.

Zavér: Zkoumali jsme dusledek interakce mezi maturovanymi moDC a né-
kterymi 1éky, béZné klinicky uzivanymi, k ovlivnéni imunitniho systému.
Prezentované vysledky jsou dullezité pro pochopeni mechanizmu ucinku
téchto lékl na lidsky organismus. Predepisovani imunomodulancii by mélo
byt velice uvazlivé, aby nedochazelo ke zvyseni rizika vyvolani autoimunit-
nich onemocnéni. Imunomodulancia by mohla byt pouzivana jako matu-
racni Cinidla v protokolech ex vivo produkce moDC pro klinické imunotera-
peutické pokusy.
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PLAZMATICKE HLADINY OREXINU A U OBEZNICH DETi.
Bronsky, J. ', , Nedvidkova, J. % Pechova, M., Sramkova, D.?, Prisa,
R

! Ustav klinické biochemie a patobiochemie UK 2.LF a FN Motol, Praha
2 Endokrinologicky ustav, Praha
Skolitel: Doc. MUDr. Richard Pridsa, CSc.

Orexin A je hypothalamicky neuropeptid zvySujici pfijem a tra-
veni potravy. Buriky produkujici Orexin A jsou glukosenzitivni a maji na
svém povrchu receptory pro leptin. Intracerebroventrikularni aplikace
Orexinu A pusobi na zvifecim modelu zvyseni pfijmu potravy, motility a
sekrece traviciho traktu. Kratkodoba restrikce pfijmu potravy zvySuje
koncentraci preproorexinové mRNA v lateralni hypothalamické oblasti.
U obéznich dospélych jedincl byly naméfeny snizené plazmatické hla-
diny Orexinu A.

Zjistovali jsme plazmatické hladiny Orexinu A u 24 obéznich
pacientt (18 divek a 6 chlapcu; pramérny vék 13,8 a 15,9 roku) na za-
Catku a po ukonceni 5 tydenni lazenské redukéni 1éEby obezity. Hladiny
Orexinu A byly stanoveny RIA metodou s extrakci. Dale jsme u pacien-
tl stanovovali sérové hladiny leptinu, IGF1, IGFBP-3, celkového chole-
sterolu a mnozZstvi télesného tuku.

Priimérné plazmatické hladiny Orexinu A u obéznich divek pfed
redukéni terapii byly v rozmezi 15,31 + 1,62 ng/l (mean + SEM) a po
ukonceni terapie 21,44 + 2,747 ng/l a u chlapcu 8,01 + 1,62 ng/l a
14,48 + 2,335 ng/l. Plazmatické hladiny Orexinu A byly signifikantné
vys$Si jak u divek (p = 0,0349) tak u chlapcu (p = 0,0419) po redukci té-
lesné hmotnosti. V obou skupinach jsme zjistili negativni korelaci mezi
hladinami Orexinu A a mnozstvim télesného tuku.

Bé&hem snizeni mnozstvi télesného tuku u déti se zvysuji plazmatické
hladiny Orexinu A a snizuji hladiny leptinu. Hypothalamicka produkce
Orexinu A mGze byt ovlivnéna negativni zpétnou vazbou z tukové tka-
né prostfednictvim leptinovych receptord.

Projekt byl podpofen grantem IGA MZ NB 6597-3 a Institutem DANO-

NE.

TESTOVANI VESTIBULARNI HYPOTEZY PATOMECHANISMU DOWN-
BEAT NYSTAGMU VERTIKALNIMI HEAD IMPULSY

R. Brzezny, S. Glasauer, H. von Lindeiner, Ch. Siebold, J.Jefabek, U.
Buittner

Neurologicka klinika dosp., Univerzita Karlova v Praze, 2. |[ékafska fakulta
Jméno Skolitele:doc.MUDr.Jaroslav Jefabek, CSc.

Abstrakt:

Uvod: Downbeat nystagmus (DB) je fixaéni nystagmus s rychlou fazi smé-
rovanou doll pfi pohledu pfed sebe. Patomechanismus DB neni doposud
znam. Je pfedpokladana porucha centralnich drah v ramci centralniho ves-
tibuldrniho syndromu nebo selhani neuronalniho integratoru. Cilem vy-
zkumu bylo testovani obou hypotéz vySetfenim semicirkularnich kanalkd a
vestibularnich drah u pacientl s DB. Metodika: Bylo vySetfeno 10 pacien-
td s DB a 10 zdravych vékové shodnych jedincu. Vyuzitim metodiky mag-
netického search-coilu byla zkoumana reakce vestibulo-okularniho reflexu
(VOR) na pasivni manualné provedné rota¢ni stimulace hlavy s vysokou
akceleraci — head impulsy, ve vertikalni roviné. Odpovéd systému v pro-
storu byla kvantitativné vyjadfena pomérem amplitud vstupu a vystupu v
trojrozmérném koordinatovém systému - y-gainem. Vysledky: Pacienti vy-
kazovali pomaly drift vzhru odpovidajici zakladni diagnéze od 0,6 deg/s
do 4,9 deg/s (pramértSD, 2,4+0,5 deg/s). Po odectu driftu byly srovnany
odpovédi obou skupin. Byl zjitén signifikantni rozdil mezi skupinami v
amplitudé odpovédi na rotaCni stimulaci (y-gain 0.88+0.02 pro zdravé,
0.78+0.02 pro pacienty). Nebyl zji§tén Zadny signifikantni rozdil v gainu
mezi vzhiru a doll smérfujicimi head impulsy u DB pacientu. Diskuze:
Zjisténa fakta nepodporuji hypotézu centralniho vestibularniho syndromu
jako pfi€iny DB nystagmu. Rozdily v y-gainu mezi skupinami jsou patrné z
divodu poskozeného neuronalniho integratoru, kterého spravna funkce je
krucialni pro pozdni odpovéd ve VOR.
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MEZINARODNI DATABAZE TOURETTEOVA SYNDROMU: PILOTNi
PROJEKT V CESKE REPUBLICE.

FIALA O., RUZICKA E., Neurologicka klinika UK 1. LF a VFN, Praha
Skolitel: Prof. MUDr. EvZen Ruzi¢ka, DrSc.

Touretteliv syndrom (TS) je neuropsychiatrické onemocnéni charakterizo-
vané mnohodetnymi motorickymi a zvukovymi tiky a ¢asto doprovazené
poruchami chovani. V roce 1992 byla zaloZzena mezinarodni databaze TS,
za ucelem lepSiho porozumnéni klinickému obrazu této nemoci. Na pre-
hledu, ktery zahrnul 3500 pacientl, se podilela odborna pracovisté z 22
statl (Freeman et al. 2000). Od roku 2001 se projektu u¢astni Centrum ex-
trapyramidovych onemocnéni Neurologické kliniky 1. LF UK a VFN v Pra-
ze. Nasi pacienti byli zafazeni podle diagnostickych kritérii Tourette Syn-
drome Study Group. Krom zaclenéni naSich dat do mezinarodni databaze
jsme provedli kritické srovnani nasich vysledkl s udaji z celé databaze. Do
konce dubna 2002 bylo do souboru zahrnuto celkem 50 osob, z toho 36
muz( a 14 zen. Primérny vék pacientl byl 21,9 let (od 9 do 76). Primérny
vék objeveni prvnich pfiznaku byl 7,6 let (2—19). Vék pfi urceni diagnézy
¢inil 16,2 roku (5-50), coz je o tfi roky vice, nez je celosvétovy primér
(13,2 roku). Pozitivni rodinnou anamnézu mélo 21 (42%) pacientd. Vznik ¢i
prudké zhorSeni tiki po prodélané infekci udavalo 6 (12%) nemocnych.
Prenatalni nebo perinatalni problémy mélo 15 (30%) pacientt. Medikaci
pro lécbu tikd uzivalo 41 (82%) pacientd, coz je 0 22% vice néz vysledek
mezinarodni databaze (60%). 8 (16%) pacientld nemélo kromé tiki zadné
jiné potize (Cisty TS). Porucha pozornosti byla zjiSténa u 17 (34%) nemoc-
nych, obsedantn&-kompulzivni porucha u 11 (22%) a sebeposkozovani u 8
(16%). Nase vysledky poskytuji cenné informace o klinickém obrazu TS v
Ceské republice a diky detailni dokumentaci nasich pacientt se tato data
stavaji dulezitym vychodiskem pro dalSi genetické, klinické ¢i farmakolo-
gické studie.

Ref.: Freeman et al. An international perspective on Tourette syndrome:
selected findings from 3500 individuals in 22 countries. Dev Med Child
Neurol 2000;42:436-47



HYPEROXIE BRANI ZVYSENi FRC ZPUSOBENE APLIKACi KARAGI-
NINU U POTKANU

FiSarkova, B.,Vizek, M.

Ustav patofyziologie, 2.LF UK a Centrum experimentéiniho vyzkumu cho-
rob srdce a cév, Praha, Ceska republika

Skolitel: prof. MUDr M.Vizek

Pneumonie zpusobena aplikaci karagininu nebo paraquatu zvysSuje
funkéni rezidualni kapacitu plic (FRC) u potkand. Mechanizmus tohoto
zvysSeni neni jasny, ale za jednu z moznych pficin je povazovano snizeni
pO,. Pro ovéfeni této hypotézy jsme se pokusili eliminovat snizeni pO, tim,
Ze jsme potkany, kterym byl aplikovan karaginin, umistili do hyperoxické
komory.

29 potkan( bylo rozdéleno do 4 skupin. Potkantim z 1. skupiny byl apli-
kovan intratrachealné karaginin (0,5ml 0,7% ve fyziol. roztoku) a byly
umisténi na 7 dni do hyperoxie (FiO, 0,78-0,84, skupina Ka-
rag+hyperoxie), potkantim z 2. skupiny byl aplikovan stejnym zpusobem
karaginin, ale byly ponechani na vzduchu (Karaginin), 3. skupina potkanu
byla umisténa na 7 dni do hyperoxie (Hyperoxie) a 4. skupina byla kontrol-
ni (Kontroly). Po tydnu jsme zvifata v anestezii intubovaly a zméfili jsme je-
jich ventilaéni parametry a FRC béhem dychani vzduchu.

Aplikace karagininu méla za nasledek zvyseni FRC (Karaginin
2,0+0,2ml, Kontroly 1,6+0,1ml, pramér+SEM). U potkan( umisténych po
aplikaci karagininu do hyperoxie k tomuto zvySeni nedoslo (Ka-
rag+hyperoxie 1,6+0,1ml). Hyperoxie samotna hodnoty FRC neovlivnila
(Hyperoxie 1,5+0,1ml). Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze snizeni pO,
hraje vyznamnou ulohu pfi zvySeni FRC indukované aplikaci karagininu u
potkana.

Tato prace byla podporovana grantem GACR
305/97/S070 a Vyzkumnym zamérem MSM ¢.11300002.

DEVELOPMENT OF A RAT MODEL OF CHRONIC INTESTINAL OB-
STRUCTION. Galvez Y, Skaba J. Pracovisté: Klinika détské chirurgie LF
Motol Praha. Skolitel: Doc. MUDr. Richard Skaba CSc

Background: Clinical observations support the notion of a relationship
between intestinal obstruction and enteric dysplasia. Only few studies,
however, have investigated the response of the enteric nervous system
(ENS) to chronic intestinal obstruction (ClO). Studies on animals have
showed that, (1) The intestine of the rat is in general terms similar in
structure to the human bowel; (2) Marked developmental changes, howe-
ver, can be observed during the early postnatal life in the rat;(3) Surgical
techniques for CIO are critical in securing appropriate survival; and, (4)
Immunostaining techniques used in the study of the structure of human
ENS or CNS may not work properly in rats. On this basis, the aim of our
study was to develop a rat model of CIO suitable for the study of ENS
anomalies. Methodology: A cut-off time point of 6 weeks was set for CIO.
Three different surgical techniques intended to cause CIO (at distal colon
level) in Winstar rats were tested, as follows: Procedure A, serosal partial
external suture; Procedure B, external partially-strangulating Goretex ring;
Procedure C, external partially-strangulating encircling ligature fixed to the
mesenterium. Constant monitoring on the development of symptomatology
of acute obstruction, enterocolitis and perforation/sepsis was secured. A
panel of histochemical staining techniques was additionally tested for use
in the study of the ENS in rats. Results: Procedure A caused compensato-
ry bowel dilation that lowered the degree of effective intestinal obstruction
to about 10% of the bowel lumen (as assessed by contrast study). Fourte-
en of 20 rats survived longer than 6 weeks (survival time range: 2 weeks to
6 months). Procedure B produced enterocolitis and perforation/sepsis in all
animals (n=7). The cut-off CIO time point was not reached in this group
(range: 1 to 4 weeks). Procedure C was better tolerated, 4 out of 7 sub-
jects survived to the cut-off point (range: 3 to 8 weeks). Staining techni-
ques that allowed appropriate identification of ENS structures included
AChE, NADH, hematoxylin-eosine and anti S-100 protein. Conclusions:
Procedures A and C might be used for the development of different degre-
es of surgical CIO in rats. Procedure C does not cause compensatory
bowel dilation. The degree of obstruction can be controlled by tightening
the ligature. AChE, NADH, hematoxylin-eosine and anti S-100 protein stai-
nings allow appropriate differentiation of ENS structures.



FERTILITA NBS HETEROZYGOTEK

Gebertova, K.

Pracovisté: Ustav biologie a lékafské genetiky 2.LFUK, Klinika détské neu-
rologie 2.LFUK

Skolitel: prof. MUDr. Seemanova E., DrSc.

E-mail autora: katerina.gebertova@tiscali.cz

Nijmegen breakage syndrom (NBS) je jednim z autozomalné recesivné
dédi¢nych syndrom( chromozomalni instability. NBS je podminén dédic-
nou poruchou reparace DNA. Odpovédny gen, NBS1, je lokalizovan na
8921 a je tumor supresorovym genem.

NBS se vyskytuje s vysokou frekvenci ve slovanské populaci a je disled-
kem homozygotni delece 5bp (657del5) . Vysoka frekvence této mutace jiz
nem(ize byt vysvétlena genetickym driftem v izolovanych subpopulacich a
vede nas k hypotéze, ze NBS heterozygoti mohou mit selekéni vyhodu
oproti normalnim homozygotiim pfedstavovanou vyssi reprodukéni zdat-
nosti.

Studie v 18 rodinach s vyskytem NBS sledovala reprodukci 94 Zen, jejichz
genotyp byl zjistén DNA analyzou (Seemanova et al., 2002). Reprodukce
Zen heterozygotnich pro NBS mutaci byla charakterizovana vy$Sim po-
¢tem porodu a niz§im poc¢tem spontannich potratd ve srovnani s jejich
Zenskymi pfibuznymi bez NBS mutace, coZ podporovalo hypotézu vy$Si
genetické zdatnosti heterozygotek.

Studii jsme rozsifili na sledovani reprodukce 162 Zen z 22 NBS rodin a 4
rodin onkologickych pacientd heterozygotnich pro germinalni mutaci

v NBS1 genu.

Primérny pocet porodl nebyl v obou skupinach signifikantné odlisny (2,7
resp. 3,0) a pocCet porodli dvoj¢at odpovidal v obou skupinach vyskytu v
populaci. Procento spontannich potratu bylo nizsi ve skupiné zen NBS he-
terozygotnich. Chromozomalni aberace predstavuji az 80% etiologie spon-
tannich potrat, nizsi frekvence spontannich potrat u NBS heterozygotek
muze byt disledkem jejich lepSi ochrany pfed nondisjunkci.

HYPOXIA A REOXYGENACIA ZVYSUJU PRODUKCIU H,0, U
POTKANOV.

Hitka, P., Wilhelm, J'a Vizek, M.

Ustav patologické fyziologie a 'Ustav Iékafské chemie a patobiochemie,
Univerzita Karlova, 2. |ékarska fakulta, Praha

Pre sledovanie zmien produkcie reaktivnych Kkyslikovych
zlu€enin (ROS) v plucach v priebehu prechodu z hypoxie do normoxie
sme merali produkciu peroxidu vodika v expirovanom vzduchu potkanov
dychajucich hypoxicki zmes, vzduch, alebo 100 % kyslik na konci 72
hodinovej expozicii hypoxii. 21 samcov potkanov Wistar (200 - 280 g) bolo
rozdelenych do jednej z troch skupin. Dve experimentalne skupiny boli 72
hodin v normobarickej hypoxickej komore (F/O, 0,1), kontrolné skupiny
boli len na vzduchu. Na konci expozicie potkany boli anestetizované,
intubované, vlozené do telového pletyzmografu abola merana ich
ventilacia a produkcia H,O,. Produkcia H,O, bola merana ako mnozstvo
H,O, v kondenzate expirovaného vzduchu zberaného 1 hodinu podlia
navrhnutého systému: v kontrolnej skupine dvakrat v priebehu dychania
vzduchu, v prvej experimentalnej skupine v hypoxii (F/O, 0,1) a potom
v priebehu dychania vzduchu (H-H-V skupina), v druhej experimentalnej
skupine najprv v priebehu dychania vzduchu a nasledne v hyperoxii (F/O,
1,0, H-V-0O,). Koncentracia H,O, vkondenzate bola stanovena
chemiluminiscencne.

Produkcia H,O, kontrolnych skupin bola nizka a podobna
voboch po sebe iddcich meraniach (20£10 a 13+5 pmol/h,
priemer+SEM). Expozicia 72-hodinovej hypoxie zvysila produkciu HO; na
10518 pmol/h pri merani v hypoxii. Nasledné zvySenie bolo vidiet pri
prechode do normoxie (366+19 pmol/h v priebehu merania na vzduchu v
H-H-V a 421+24 pmol/h pri merani na vzduchu v H-V-O,). Prechod
z dychania vzduchu k hyperoxii nemeni produkciu H,O, (373125 pmol/h,
H-V-0y,).

Tato praca bola podporena grantmi GACR 305/01/0794 a IGA MZCR
NE/6450-3
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HEREDITARNI TROMBOFILIE U RIZIKOVYCH SKUPIN PACIENTU -
VYSLEDKY GRANTOVEHO PROJEKTU

Hladikova, E.!, Hadacova, 1.2, Vaviincova, |.°, Petrak, B.*, Dvofakova, H.°,
Vilimova, S.", Brandejska, M.°, Spalova, 1.°, Macek, M., Jr.”

'"UBLG — Molekularné geneticka laboratof CF Centrum a Laborator repro-
dukéni biologie a mediciny , 20Odd.klinické hematologie, ®Il.DK, “Détska
neurologicka klinika, >Gynekologicko-porodnicka klinika, 6Neurologickél kli-
nika ; vSichni FN Motol a 2.LF UK Praha;

Skolitel: MUDr. Milan Macek Jr. DrSc. Eva.Hladikova@Ifmotol.cuni.cz

Trombofilie je nerovnovazny stav prokoagulacnich, antikoagulaénich a fib-
rinolytickych mechanismu pacienta, ktery vede ke zvySenému riziku trom-
bozy jak v Zilnim, tak i arterialnim Fecisti. Na jejim vzniku se vhledem K jeji
multifaktorialni patogeneze podili velké mnozstvi ziskanych i hereditarnich
rizikovych faktor(l. Na nasem pracovisti byly od roku 1999 molekularné ge-
neticky vySetfeny markery hereditarni trombofilie: Leidenska mutace-FV-L
1691G->A v genu pro faktor V, Fll 20210G-> A v genu pro protrombin (FII)
a polymorfismus 677C->T v genu pro metylentetrahydrofolatreduktazu
(MTHFR) u celkem 34 déti/193 dospélych pacientd s hlubokou Zilni trom-
bozou, 25 déti/76 dospélych s ischemickymi cévnimi mozkovymi pfihoda-
mi, 157 Zzen s komplikacemi v t€hotenstvi (opakovanymi spontannimi po-
traty v 1. a ll. trim, preeklampsii, intrauterinni ristovou retardaci plodu a po-
rody mrtvého plodu). V ramci ovéfovani selekéni vyhody mutace FV-
Leiden pro ¢asnou embryonickou implantaci jsme vy3etfili také 79 pacien-
tek s opak. neusp. IVF technik do 35 let véku. Nejprve jsme stanovili popu-
lacné specifické frekvence trombofilnich mutaci u 218 nahodné vybranych
zdravych jedincud v reprodukénim véku: FV-L 25/436-5,7%, Fll 20210G->A
3/130-2,3%, MTHFR 677C->T 74/198-37,4%. Dale jsme provedli case
control studie s celkem 596 pacienty s trombofilni anamnézou, ktefi byli
rozClenéni podle klinickych a laboratornich kritérii do jednotlivych, vySe
uvedenych soubor(l. Statisticky signifikantni asociace s trombofilii na pod-
kladé mutace FV-Leiden (chi square—xz) byla nalezena u détského a do-
spélého souboru s hlubokou Zilni trombdzou a plicni embolii (12/68-17.6%
resp. 57/386-14.7% p<0.001), u dospélych pacientd s ischemickymi cév-
nimi mozkovymi pfihodami ve véku > 45 let (10/84-11.9% p<0.05).
V reprodukénich patologiich byla nalezena asociace FV-L v souboru paci-
entek s anamnézou porodu mrtvého plodu (11/80-13.8% p<0.01). U sou-
boru pacientek s opak. neuspéchy IVF technik vySetfovaného v ramci na-
Seho studia selekéni vyhody mutace FV-Leiden byla nalezena hrani¢né

signifikantné& sniZena frekvence mutace FV-L oproti kontrolam (3/158-1.9%
p=0.034, 1-sided Fisher exact test). Vzhledem k souhrnné povaze tohoto
abstraktu neuvadime data, které nedosahly statistické vyznamnosti (frek-
vence FIl 20210G->A vs kontroly a MTHFR 677C->T vs kontroly). Nase
vysledky potrvrzuji u uvedenych skupin patologii ucelnost vySetfeni ales-
pon Leidenské mutace.

Podpofeno granty: NM 6250-3, 00000064203 od IGA MZ CR a VZ
111300003, LNOOA079 od MSMT CR.



EXPOZICE CHRONICKE HYPOXII NEBRANI VZNIKU ARTERIALNI HY-
POXEMIE

Hodyc D, Herget J. Ustav fyziologie Univerzity Karlovy 2. Lékarské fakulty
a Centrum experimentalniho vyzkumu chorob srdce a cév.

Hypoxicka plicni vazokonstrikce (HPV) je fyziologickym regulaénim me-
chanismem, ktery snizuje perfuzi Spatné ventilovanymi oblastmi v plicich.
Tim omezuje podil vendzni pfimési a brani vzniku arterialni hypoxémie.
V minulé sérii pokusu, jejichz vysledky byly prezentovany na loriské SVK,
jsme zjistovali vyznam tohoto regulaéniho mechanismu pfi celkové venti-
la¢ni hypoxii plic (ventilace plic smési plynd s 10, 3 a 0 % kysliku). Proka-
zali jsme nepfimo umérnou zavislost mezi velikosti HPV a poklesem parci-
alniho tlaku kysliku méfeného ve vytokové plicni kanyle. Dospéli jsme
k zavéru, Ze i v podminkach celkové ventilani hypoxie plic brani HPV
vzniku arterialni hypoxémie. Pravdépodobnou pfi€inou je nerovnomérna
distribuce kritickych uzaviracich tlaka v plicnich cévach. V prezentované
studii jsme se zabyvali otazkou, zda je tento regulaéni mechanismus ovliv-
nén dlouhodobym pobytem v hypoxickém prostredi.

Pokusy byly provadény na samcich laboratorniho potkana, pfi¢emz jed-
nu skupinu zvifat jsme na 12 — 16 dni umistili do hypoxické normobarické
komory (koncentrace kysliku ve vdechovaném vzduchu byla 10%), druha,
kontrolni skupina, byla ponechana na vzduchu. PouZili jsme preparat izo-
lovanych plic perfundovanych konstantnim priitokem (4 ml/min/100 g t.
hm.) solnym roztokem s 4% albuminem, L-NAME (5x10'5M) a meklofena-
matem (17x10°M) a ventilovanych 21% O, + 5% CO, a nebo 10, 3 a 0%
O, + 5%CO0,. V priibéhu pokusu byl kontinualné registrovan arterialni per-
fuzni tlak a parcialni tlak O, ve vytokové plicni kanyle.

Zjistili jsme, Ze pokles parcialniho tlaku O, pfi ventilaci hypoxickou smési
plynt (3% a 0% O,) je vyrazné vysSi u zvifat vystavenych chronické hypo-
xii nez u zvifat normoxickych (p<0,001) a ze vystaveni chronické hypoxii
zvySuje prah pro akutni hypoxickou vazokonstrikci. PFi porovnavani zmén
perfuzniho tlaku a parcialniho tlaku kysliku jsme neprokazali zadnou zavis-
lost mezi velikosti vazokonstrikéni odpovédi a poklesem pO, ve vytokové
plicni kanyle (R=0,021). PFi chronické hypoxii dochazi ke zmnoZeni pojiva
a hladkého svalu v plicnich cévach, coz vede ke snizeni jejich poddajnosti
a zaroven chronicka hypoxie inhibuje hypoxickou vazokonstrikéni odpo-
véd.

Zavér: Chronicka expozice ventilaéni hypoxii sniZzuje u€innost mecha-
nismu hypoxické plicni vazokonstrikce a tedy nebrani vzniku arterialni hy-
poxémie pfi akutni hypoxii.

MOLEKULARNE CYTOGENETICKA ANALYZA MARKER CHROMO-
ZOMU A JEJi VYZNAM PRI PRENATALNI DIAGNOSTICE

Hrabékové, J., Strnad, M., Panek, M., Koc¢arek, E.
Ustav biologie a Iékafské genetiky UK 2. LF
Skolitel: RNDr. Eduard Kocarek, Ph.D.

Moderni vySetfovaci metody umozriuji vysvétlit a odhalit mnozstvi
geneticky podminénych onemocnéni jiz pfed narozenim jedince. Vyznam-
nou roli v prenatalni diagnostice hraje vysetfeni chromozomalnich aberaci.
V soucasné dobé jsme schopni stanovit nejen karyotyp plodu, ale moder-
nimi molekularn& cytogenetickymi metodami vyS3etfit mikrodele¢ni syndro-
my a submikroskopické chromozomalni pfestavby. Ukazuje se, Ze i mala
zména muze byt klinicky velmi vyznamna. V nasi prezentaci dokumentu-
jeme a diskutujeme moZznosti prenatélni a postnatalni diagnostiky marker
chromozom( s uréenim mozné klinické zavaznosti a miry postizeni. Pro
ureni pavodu téchto dysmorfickych, zpravidla nadpocetnych chromozomu
pouzivame metodu fluorescencni in situ hybridizace (FISH) s alfa centro-
merickymi a lokus specifickymi sondami, které umoznuji nejen objasnit pa-
vod marker chromozomu ale z&asti také mapovat jeho rozsah. V praci je
kladen diraz na markery vzniklé jako pseudoizodicentrické chromozomy
z akrocentrického chomozomu 15. Na zakladé publikovanych vysledkl a
vlastnich pozorovani prezentujeme navrh algoritmu, jenz by mohl vést k
pfesnéjSimu stanoveni miry postizeni plodu a bliz§imu odhadu jeho dalSi
progndzy. To je dllezité zejména u téhotenstvi, kde byl u plodu prokazan
izodicentricky chromozom 15. Nas soubor obsahuje 21 pacientd, u kterych
byl cytogeneticky prokazan marker chromozom, z ¢ehoz u 4 pacientl
der(15). Funkénost prezentovaného postupu dokumentujeme nékolika ka-
zuistikami a srovnavame s publikovanymi nalezy. Prace byly finanéné
podporeny granty FRVS 2482/2002 a IGA6912-4 a vyzkumnym zamérem
UK 2.LF €.111300003.



KVANTITATIVNiI SLEDOVANiI DNA HERPETICKYCH VIRU POMOCI
REAL-TIME PCR U PACIENTU PO ALOGENNi TRANSPLANTACI HE-
MATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK.

Hubagek, P.", Cinek, O.", Sedlakova, P.", Voslarova, S. ", Zajac,

M.2, Stary, J.", Sedlagek, P.’

'Laboratof mol. genetiky II. détské Kliniky 2. LFUK, ?Ustav lék. mikrobiolo-
gie 2. LFUK

Skolitel: Prof. MUDr. Petr Goetz, CSc.

Email: petr.hubacek@lfmotol.cuni.cz

Virové infekce byvaji vaznou komplikaci u pacient(l po alogeni transplan-
taci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT). U skupiny herpesvirt je
mozna diky tézké imunosupresi reaktivace latentnich stadii infekce.

V letech 2001 a 2002 jsme prospektivné vySetfili celkem 1104 vzorku od
48 pacientl po HSCT. Virova naloz byla retrospektivné vySetfena také u
vzork( dalSich &tyf pacientll s EBV lymfoproliferativnim onemocnénim
(EBV-LPD). P¥i prospektivnim sledovani byl pramérny veék 9,7 let + 5,8 ro-
ku a pramérny pocet vzork(l 24 na jednoho. Zastoupeni diagnos pro které
byli pacienti transplantovani : ALL (25%), CML (13,6%), SAA (13,6%),
AML (9%), MDS (9%), SCID (4,5%), MPS (4,5%), WAS (2,3%), NHL
(2,3%), HLH (2,3%) a dal8i . DNA byla izolovana z bunék separovanych
z periferni krve. V téchto vzorcich byla kvantifikovana virova néloz EBV,
CMV, HHV; a pocet kopii genu pro albumin pomoci real-time PCR. Vy-
sledky byly normalizovany na pocet genomickych ekvivalentd (GE).

Pro jasné pozitivni nalez jsme si stanovili hranici 50 kopii na 10* GE. Nad
tuto hranici se dostalo 11 pacientt u EBV (u 24 byla pozitivita nizsi), 8 pa-
trospektivné vysetfovani pacienti zemfeli na EBV-LPD pfekrocili hranici
10* kopii / 10* GE. U dvou pacientt byl detekovan prudky narist EBV viro-
vé naloze. Diky v€asnému zachytu jim byl podan Rituximab/Mabthera (anti
CD 20) a u obou virova naloz klesla. U 4Pacientﬁ jsme detekovali pfed
podanim virostatik az 10° kopii CMV / 10° GE. Zatim jsme nenalezli Zadny
klinicky korelat HHV; infekce u déti po HSCT. V uvedeném obdobi i diky
preemptivni terapii Zadny pacient na infekci témito herpetickymi viry neze-
mrel.

KLINICKE STUDIE V CESKE REPUBLICE

Ale$ JANDA., Theodor ADLA, Ustav IékaFské informatiky UK 2. UK,
Skolitel: Pavel Kasal

Cil prace: Vyhodnoceni randomizovanych kontrolovanych studii (RCT)
uvefejnénych v &asopisech CLS JEP a zpétné posouzeni téchto studii
v ramci renomovanych bibliogr. databazi. Metodika: Byly prohledany on-
line dostupné obsahy Casopist vydané v r. 1999-2002 Nakladatelskym a
tiskovym stfediskem CLS JEP (NTS CLS JEP). Zaznamenany byly prace,
které v nazvu nebo v abstraktu uvadéji, Zze se jedna o RCT; sledovana byla
také pritomnost RCT mezi klicovymi slovy; zaslepeni, ev. kvalita studii
nebyly zohledhovany. Nasledné byly zadany dotazy na vyhledani RCT do
bibliografickych databazi Bibliographia Medica Cechoslovaka (BMC), Me-
dline, Embase a bylo sledovano, zda byly nalezeny i studie ziska-
né manuelné. Vysledky: Celkem bylo nalezeno 46 studii, u zadné z nich
nebylo RCT mezi klicovymi slovy. V roce 1999 bylo publikovano 7 studii,
v nasledujicich letech pak 11, 19, 11, ato v téchto ¢asopisech (v zavorce
pocet studii, M — Casopis indexovan v Medline, E — Casopis indexovan v
Embase): Acta Chirurgiae Plasticae (2, M, E), Anesteziologie a neodklad-
na péde (7), Central European Journal of Public Health (4, M, E), Casopis
lékait Seskych (2, M, E), Cesko-slovenska dermatologie (1, E), Ceska a
slovenska gastroenterologie a hepatologie (3, E), Ceska gynekologie (4,
M, E), Ceska a slovenska oftalmologie (1, M, E), Ceskéa a slovenska psy-
chiatrie (1, E), Ceska radiologie (1), Ceska revmatologie (1, E), Cesko-
slovenska pediatrie (3, E), Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie (1, M),
Klinicka biochemie a metabolismus (2, E), Otorinolaryngologie a foniatrie
(1, E), Rozhledy v chirurgii (4, M), Vnitfni lékafstvi (8, M, E). Z téchto 16
gasopist jsou v databazi BMC indexovany véechny, v databazi Medline 8
a v Embase 13 Casopist. Pfi hledani RCT v téchto databazi bylo zobraze-
no 13.0% (indexovano 46), 53.9% (indexovano 26), resp. 57.6% (inde-
xovano 33) manualné nalezenych studii. Zavér: Vysledky ukazuji soucas-
ny stav publikovani vysledk RCT v ramci &asopist CLS JEP. Z prace dale
jednoznacéné vyplyva nutnost lepSiho oznaceni RCT v bibliogr. databazich.
Prace byla podporovana vyzkumnym zamérem UK 2. LF &. 111300003.



DYNAMIKA PCR POZITIVITY U PACIENTU S INVAZIVNIM MENINGO-
KOKOVYM ONEMONENIM - PRVNi VYSLEDKY

Jindfichova, E."?, Mare$ova, V.2, Kfizova, P.", Kalmusova, J.", Dzupova,
0.

' Narodni referenéni laboratof pro meningokokové nakazy, SZU, Praha
21. infekéni klinika Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha

Skolitel: MUDr. Pavla Kfizova, CSc., Doc. MUDr. Vilma MareSova, CSc.
e-mail autora: e.jindrichova@seznam.cz

PCR metoda je stale vice pouZivana v diagnostice invazivniho
meningokokového onemocnéni (IMO). Dynamika PCR pozitivity nebyla
zatim studovana. Uvadime prvni vysledky nadeho projektu, ktery je zamé-
fen na zjisténi Casové periody po nasazeni antibiotické terapie, kdy je DNA
Nesseria meningitidis (N.m.) jesté detekovatelna v raznych klinickych ma-
terialech (likvor, krev).

Ve studii jsme vysetfili 19 pacientll hospitalizovanych na Infekéni
klinice FNB s laboratorné potvrzenou diagnézou IMO. Likvor byl odebiran
v den prijeti a kontrolni vzorek v pribéhu hospitalizace podle zdravotniho
stavu. Vzorky krve byly sbirany od 1. do 7. dne hospitalizace. Isolace DNA
jsme provadeéli komeréné dostupnym Qiagen kitem. VySetfili jsem 29 vzor-
kil likvoru a 62 vzorkd krve metodou PCR se specifickymi primery pro N.m.
PCR produkty jsme detekovali na 2% gelové elektroforéze.

Likvor: V den pfijeti 16 ze 17 vzorku likvoru bylo pozitivnich, 6
z nich bylo odebrano po nasazeni antibiotické terapie. U 12 pacientl byla
provedena kontrolni lumbalni punkce: 6 krat s pozitivnim a 6 krat
s negativnim vysledkem. Krev: V den pfijeti 9 ze14 vzorki{ bylo pozitivnich,
3 z nich odebrany po zahajeni ATB terapie. V kontrolnich vzorcich ode-
branych 3 a vice dni po nasazeni ATB terapie nebyla DNA N.m. detekova-
na.

Ze ziskanych vysledku usuzujeme, Ze do 3. dne po nasazeni anti-
biotické terapie je vétSina vzork( jesté pozitivnich. Pretrvavani pozitivity
DNA se jevi delSi v likvoru. NejdelSi perioda, kdy jsem prokazali etiologické
agens byla 7 dni po nasazeni ATB terapie. Hodnoceni PCR pozitivity ma
vyznam pro stanoveni spravného a spolehlivého diagnostického postupu
pfi podezfeni na IMO.
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INTERHEMISFERALNI INTERAKCE A SiRENi EPILEPTICKE AKTIVITY
DETEKOVANE METODOU FAZE/KOHERENCE.

Jirugka P."?, Proks J.2

'Ustav fyziologie 2. LF, ?Klinika détské neurologie 2. LF

3Katedra teorie obvodd FEL CVUT

Skolitel: G.Brozek

email:jiruskap@seznam.cz

Jedna z charakteristickych vlastnosti epileptického loziska je, Ze se je-
ho aktivita midzZe propagovat do okolnich oblasti mozku, homolateralnich,
¢i kontralateralnich. Mize se jednat o aktivitu jak interiktalni, tak iktalni.
Doba propagace epileptické aktivity muze trvat nékolik milisekund, az né-
kolik sekund. V pfipadé velmi rychlé propagace je obtiZzné zrakové rozlisit
oblast mozku, ze které aktivita vychazi, od oblasti, do které se propaguje.
EEG obraz tak mlze budit dojem, Ze aktivita se v pFislusnych elektrodach
objevuje simultanné a zaznam tak maze byt myiné interpretovan jako syn-
chronni. V tomto pfipadé Ize vyuzit k detekci Casového zpozdéni mezi
dvéma signaly metody Cislicového zpracovani. AvSak pouziti klasickych
metod méfeni Casového zpozdéni, jakymi jsou napfiklad méfeni mezivr-
cholové vzdalenosti, nebo primérovani, mize byt omezeno v disledku
komplikované morfologie analyzovanych signal. Tento problém ¢aste¢né
feSi metoda vypoctu faze/koherence. Tato metoda ma dvé varianty. Prvni
varianta vyuziva k vypoctu koherence, faze a &asového zpozdéni algorit-
mus rychlé Fourrierovy transformace. Jeji nevyhodou je nezbytnost delSich
segmentl signalu, nebo potfeba pramérovani. Alternativou je metoda vy-
poctu faze/koherence s pomoci autoregresniho modelovani, ktera k ziska-
ni signifikantnich odhadl koherence a faze nevyzaduje dlouhé useky sig-
nalu.

Tyto metody maiji praktické vyuziti v klinické epileptologii. Mohou na-
pomahat lokalizovat epileptické lozisko, rozliSovat primarni a sekundarni
bilateralni synchronii, ¢i ur€ovat hemisferalni predominanci epileptogenici-
ty. Vysledky téchto analyz mohou mit nasledné efekt na volbu adekvatni
farmakoterapie, pfipadné na volbu epileptochirurgického vykonu. Tuto me-
todu Ize také vyuzit v experimentalnim vyzkumu za ucelem pochopeni pa-
tofyziologickych mechanismu epilepsie a mechanismd neuronaini syn-
chronizace. Zaroven se jedna o univerzalni metodu méfeni asového
zpozdéni, kterou Ize vyuZit ke zpracovani jakéhokoliv signalu, nejenom
elektroencefalogramu.



VLIV VIGILITY NA FREKVENCI LiZANi U LABORATORNIHO POTKA-
NA

Jiruska P.", Vajnerova O.", Bielavska E.?, Brozek G.'

'Ustav fyziologie UK 2.LF, *Fyziologicky ustav AVCR,

Skolitel:G.Brozek

Lizani je mechanismem pfijmu tekutin u laboratorniho potkana.
Zakladni rytmus lizani je generovan centralni generatorem v mozkovém
kmeni. Frekvenci lizani Ize ovlivnit zmé&nami v konfiguraci piti. Pokud je
konfigurace piti konstantni, frekvence lizani mize byt do urcité miry
ovlivnéna faktory jakymi jsou mira deprivace tekutin, typ roztoku, ¢i faze
pokusu. Cilem této prace bylo prokazat, zda frekvenci lizani laboratorniho
potkana ovliviiuje uroven vigility.

Pokustm pfedchazela faze spojena s deprivaci tekutin. V priibéhu
pokusu byla zvifata umisténa do boxu s elektrickym senzorem lizani, ktery
umoznoval registraci a vypocet nasledujicich parametru: interval mezi
jednotlivym liznutim ( LLI), doba trvani kontaktu jazyka s nastavcem pro
vodu (CD) a interval mezi jednotlivymi kontakty jazyka s nastavcem (ICI).
Zvitata byla rozdélena do dvou skupin. Zvifata ze skupiny S (somnolentni)
byla umisténa v klidném prostfedi laboratofe a pfi behavioralnim sledovani
nevykazovala motorickou aktivitu a dechova frekvence byla nizka (75 de-
chd/min.). Registrace probéhla v sedmi sezenich v dobé mezi 9:45 a
13:00. Osma registrace byla provedena okamZité po pfedchozim sezeni a
pred jejim zapo&etim bylo do boxu umisténo dalsi zvife. Druha skupina
zvitat V (vigilni) byla umist&na v sousedni rusné mistnosti. Zaznamenali
jsme u nich pohybovou aktivitu a frekvence dechu byla vysoka (nad 130
dechd/min.). Navic prvni registraci kazdého zvifete ze skupiny V pfedcha-
zel kontakt s jinym zvifetem. Tim byla zajidté€na plna vigilita a byla prove-
dena prvni registrace (kolem 13:00). Pfed zaCatkem druhé registrace bylo
do boxu umisténo dalsi zvife.

Vysledky naméfenych dat prokazaly, ze frekvence lizani byla ovlivné-
na urovni vigility. Frekvence lizani ve 13:00 u somnolentnich zvifat skupiny
S byla 5,96 Hz (LLI 167,9 ms), zatimco u vigilnich potkand ze skupiny
V byla frekvence lizani 6,57 Hz (LLI 152,1 ms). V pfitomnosti druhého zvi-
fete v boxu doSlo u obou skupin ke zvy3eni frekvence lizani (skupina
S: 6,49 Hz, LLI 154,0 ms; skupina V: 6,82 Hz, LLI 146,6 ms). Z téchto po-
zorovani vyplyva, ze uroven vigility je dalSi faktor, ktery ovliviiuje frekvenci
lizdni a mél by byt bran v uvahu pfi experimentech zaméfenych na studi-
um mechanismu lizani. Zavérem Ize také pfedpokladat podobny vliv Grov-
né vigility na jiné centralni generatory.
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KVANTITATIVNI DETEKCE EXPRESE GENU WT1 U DET-
SKYCH AKUTNICH MYELOIDNICH LEUKEMIi: PROGNOSTICKY VY-
ZNAM A SLEDOVANI REZIDUALNi NEMOCI

Kalinova, M. (1,2), Sramkova, L.(1,2), Hrusak, O. (1,3), Stary, J. (2), Trka,
J. (1,2)

(1) CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague; (2) II. DK; (3) Ul UK
2.LF

Skolitel: Doc. MUDr. Jan TRKA, Ph.D.

marketa.kalinova@|fmotol.cuni.cz

Vyznam exprese genu WT1 v malignich myeloblastech neni jesté zcela
objasnén. VySetfovali jsme hladinu exprese WT1 v €ase diagndzy akutni
myeloidni leukemie (AML) u 47 détskych pacientll pomoci kvantitativni re-
verzneé transkriptazové PCR (RQ-RT-PCR). Nalezli jsme signifikantné nizsi
hladiny exprese genu WT1 u pacientl s AML M5 (p=0.0015); zadnou spoji-
tost jsme nenasli mezi urovni exprese WT1 a pohlavim, poctem leukocytl
pfi diagnoze a karyotypem. Naopak statisticky signifikantni korelace existu-
je mezi nizkou expresi WT1 pfi diagnoze (<K562'4) a vynikajici prognézou
(EFS 100% vs. 30%; p=0.0014; median sledovani = 413 dni). Korelaci
jsme také nalezli mezi vysokou inicialni expresi (>K562'2) a Spatnou pro-
gnozou (EFS 16% vs. 66%; p<0.03). Analyzovali jsme expresi genu WT1
v pribéhu lé¢by u 28 pacientl v celkem 222 vzorcich kostni dfené a po-
rovnavali jsme dynamiku hladin transkriptu WT1 s méfenim minimalni rezi-
dualni nemoci (MRN) pomoci tfibarevné pratokové cytometrie (3-FC). Ze
14 pacientl s vysokou inicialni hladinou WT1 (>K562'2; median sledova-
ni=531 den) 8 prodélalo relaps onemocnéni a u 7 z nich korelovala dyna-
mika exprese genu WT1 s prtbéhem nemoci a 3-FC. Pét pacientu s trvale
nizkou nebo nulovou expresi WT1 a nizkou 3-FC MRN zlstalo v prvni
kompletni remisi. Jeden pacient remise nedosahl a jeho hladiny WT1 z({-
staly trvale vysoké. U dalSich 14 pacientl s nizkou inicialni hladinou WT1
nedoslo v prabéhu lécby ke zméné exprese — dvanact z nich zUstalo
v prvni remisi a u dvou doslo k relapsu doprovazenému vzestupem 3-FC
MRN (median sledovani = 642 dny). Podle naSich vysledkl je sledovani
exprese genu WT1 pomoci RQ-RT-PCR slibnou alternativou pro sledovani
MRN u pfiblizné poloviny détskych pacientll s AML. Vyznam pro uréeni
progndzy pacientd musi byt dale ovéfen.

Podporovano granty #9718 FN Motol a #111300005 a #111300003 MSMT
CR.



EPILEPSIE ZHORSUJE NEKTERE PRiZNAKY PORUCH
AUTISTICKEHO SPEKTRA

R. Kulisek, M. Hrdli¢ka, L. Propper, Détska psychiatricka klinika FN Motol,
2.LF UK, Praha; V. Komarek, A. Zumrova, L. Faladova, Détska neurolo-
gicka klinika FN Motol, 2.LF UK, Praha; M. Blatny, T. Urbanek, Psycholo-
gicky ustav, Akademie véd CR, Brno.

Skolitel: Doc. MUDr. Vladimir Komarek, Csc. Skolitel konzultant: Doc.
MUDr. Michal Hrdli¢ka, Csc.

Vyskyt epilepsie u autistického spektra poruch je udavan v rozmezi 4,8 —
26,4%. Cilem studie bylo objasnit vztah mezi touto komorbiditou a autistic-
kou psychopatologii. Byl zkouman soubor 77 pacientl autistického spektra
(61 chlapct, 16 divek) o primérném véku 9,1+5,3roku. Dle kritérii ICD—
10 jsme diagnostikovali 48pacientu s détskym autismem, 19 pacient(

s atypickym autismem, 3 pacienty s desintegraéni poruchou, 4 pacienty

s Aspergerovym syndromem, 3 pacienty s jinou pervazivni vyvojovou po-
ruchou. K vySetfeni psychopatologického profilu byla pouzita observaéni
Skala CARS a semistrukturované interview ADI-R. Klinické neurologické
vysSetfeni, centrované na zhodnoceni epilepsie zahrnovalo také EEG vy-
Setfeni. 79,7% pacientl v souboru bylo mentalné retardovanych. Epilepsie
se vyskytovala u 17 pacientl ( 22,1%). Celkové pramérné skére CARS by-
lo 37,316,7 a nekorelovalo vyznamné s vyskytem epilepsie. Pfitomnost
epilepsie vyznamné kladné korelovala s polozkami Skaly CARS €.2 ( ,,Imi-
tace, p<0,001) a ¢.7 (,Zrakova reakce", p=0,001) a se subSkalami dotaz-
niku ADI-R ,Neschopnost sdilet vzajemné potéseni ( p=0,020), ,Neschop-
nost kompenzovat chybéjici jazyk gesty” ( p=0,006) a Chybéni spontanni
symbolické nebo socialné napodobivé hry* ( p=0,012). S pfitomnosti epi-
lepsie nekorelovalo zadné z celkovych skort ADI-R. Rozdil mediant vy-
znamné korelujicich polozek €inil 0,75-1bod v pfipadé Skaly CARS a 2,5-
2,75bodu v pfipadé ADI-R.
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PREVENTIVNi PODANi ANTIOXIDANTU N — ACETYLCYSTEINU (NAC)
BRANI POSKOZENI PLICNICH CEV CHRONICKOU HYPOXII.
V. Lachmanova, O. Hnilikova, J. Herget, Ustav fyziologie, UK 2. LF
a Centrum experimentalniho vyzkumu chorob srdce a cév, Praha.
Skolitel: V. Hampl

Prestavba plicniho cévniho fedisté pfi hypoxické plicni hypertenzi
je vysledkem poskozeni stény perifernich plicnich cév v €asnych fazich
hypoxie. Poskozeni je zahajeno uvolnénim radikalt kysliku a/nebo oxidu
dusnatého. Abychom vysveétlili tlohu radikal v patogenezi hypoxické plicni
hypertenze, vystavili jsme dospélé samce laboratornich potkant 5 denni
izobarické hypoxii (FiO2 = 0,1) a podavali jsme jim antioxidant (NAC 20g/
ve vodé na piti). NAC byl podavan preventivné (5 dni pfed zagatkem hy-
poxie), terapeuticky (béhem hypoxie) nebo v kombinaci (pfed i v pribéhu
hypoxie). Kontrolni zvifata byla umisténa v normoxii. U potkani vystave-
nych hypoxii podani NAC inhibovalo hypoxii indukovany vzestup nitrotyro-
sinu v séru. Nitrotyrosin je marker pfitomnosti peroxynitritu (produkt inter-
akce NO a superoxidu).Hypoxicka zvifata s NAC méla koncentraci nitroty-
rosinu 131 + 12 nM a u hypoxickych zvifat bez NAC byla jeho koncentrace
250 + 36 nM, p < 0,001). Plicni hemodynamika byla studovana na prepara-
tu izolovanych ventilovanych plic laboratornich potkant. Plice byly perfun-
dovany solnym roztokem s 4% albuminem. Reaktivita preparatu izolova-
nych plic na akutni hypoxii (10, 5, 3 a 0% O2) byla 5 - denni hypoxii poten-
covana a hyperreaktivité se pfedeslo podanim NAC. Vztah mezi perfuznim
tlakem a pratokem (méreni rezistence plicniho fecisté) byl chronickou hy-
poxii posunut smérem k vy$Sim tlakiim, tento posun byl vyznamné mensi
u skupin zvirat, ktera dostavala NAC. Preventivni a preventivni + terapeu-
tické podavani bylo u€innéjsi nez pouze podavani terapeutické .

Z toho vyplyva, ze narlst kyslikovych radikal(i se uplatfiuje v patogenezi
hypoxické plicni hypertenze. Preventivni podavani antioxidant( brani vzni-
ku hypoxickeé plicni hypertenze u laboratornich potkant.



NAHLA UMRTi KOJENCU V CESKE REPUBLICE - EPIDEMIOLOGIC-
KA STUDIE

Matéji E., Gopfertova D., Bouska I., Zikmund J., Ustav soudniho lékafstvi
2. LF UK, Praha a Ustav epidemiologie 2. LF UK, Praha

Skolitelé: Prof. MUDr. lvan Bouska, CSc a Doc. MUDr. Dana Gépfertova,
CSc.

SIDS, Sudden Infant Death Syndrome = Syndrom nahlého umrti kojenct,
je stale jednim z nejzahadnéjSich umrti u déti do jednoho roku Zivota, ne-
bot’ jeho pfi€ina neni zatim objasnéna. Podle celé fady studii je etiologie
SIDS multifaktorialni.

Nahla umrti v kojeneckém véku jsou vyznamnou souéasti tzv. kojenecké
umrtnosti (j. umrtnosti déti do 1. roku Zivota). Kojenecka umrtnost je vy-
znamnym demografickym ukazatelem, ve kterém se odrazi urover celkové
zdravotni, socialni a ekonomické situace spolecnosti.

Tato studie je prvni sondou do problematiky SIDS v ramci celé Ceské re-
publiky v obdobi let 1999 — 2001. V téchto tfech letech zemfelo celkem 557
déti ve véku 7 dnl az 1 rok zivota, z celkového poctu 271 096 zZivé naroze-
nych déti. Z 557 umrti bylo 94 nahlych. Ve 14 pfipadech postmortalni vy-
Setfeni objasnilo pfiinu umrti. U 80 déti byla zavérecna pitevni diagndza
SIDS.

V priméru se jednalo o 27 (26,67) pfipadu SIDS za rok a incidence tohoto
syndromu na 1000 Zivé narozenych déti Cinila 0,30. Tato studie se dale
soustfedi na epidemiologické aspekty SIDS pfipadu, jako napf. sezonnost,
den a hodina umrti, podet pfipadt SIDS v jednotlivych krajich Ceské re-
publiky.
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113-HYDROXYSTEROIDDEHYDROGENASA V PLACENTE
HYPERTENZNICH POTKANU

Mazancova K., Kunes J., MikSik |. a Pacha J.

pracovisté: Fyziologicky ustav AV CR, Videfiska 1083, 142 20 Praha 4-Kr¢
Skolitel: prof. RNDr.Vaclav Pelouch, CSc.

e-mail: mazancok@biomed.cas.cz

Studie u normotenznich potkand ukazuji, ze nadmérny pfisun gluko-
kortikoid(i z téla matky do plodu zplsobuje hypertenzi v pozdéjSim véku.
Ztejmé je tento jev zplUsoben snizenou enzymovou aktivitou 11p-
hydroxysteroiddehydrogenasy (11HSD) v placenté. Existuji 2 isoenzymy:
11HSD2 katalyzuje oxidaci kortikosteronu na C11, zatimco 11HSD1 kata-
lyzuje redukci. Cilem této prace bylo zjisténi mozného pozménéni této pla-
centarni bariéry u dvou modell hypertenznich potkan(: spontanné hyper-
tenzni (SHR) a normotenzni (WKY) potkan, Dahl{iv potkan citlivy (DS) a
necitlivy (DR) k zvySenému pfijmu soli.

Real-time RT-PCR analyza prokazala v placenté obé isoformy
11HSD. V expresi mRNA pro 11HSD2 nebyly nalezeny rozdily mezi jed-
notlivymi kmeny, zatimco exprese 11HSD1 byla 2,4x vys$Si u WKY nez u
SHR a 9,6x vy88i u DS oproti DR. Enzymova aktivita 11HSD2 neukazala
zadné rozdily u studovanych potkan(. Oproti tomu 11-oxoreduktasova ak-
tivita 11HSD1 byla vysSi u WKY a DS nez-li u SHR a DR. Net aktivita
11HSD (11B-dehydrogenasova minus 11-oxoreduktasova) byla nizsi u DS
oproti DR a ukazuje na celkovou dehydrogenaci kortikosteronu.

Tato data prokazuji, ze 1) v placenté prevlada inaktivace kortikoste-
ronu a 2) placentarni bariéra pro glukokortikoidy neni snizena u SHR opro-
ti normotenznim kmendm WKY, ale je mensi u DS nezZli u DR potkan.
Tento rozdil v placentarni bariéfe u Dahlovych potkant by mohl vést
k citlivosti krevniho tlaku na zvySeny pfijem soli.


mailto:mazancok@biomed.cas.cz

CYTOMETRIE DETSKE AKUTNi LYMFOBLASTICKE LEUKEMIE
Mejstiikova E."?, Kalina T"?., Frofikova E."* Ridoskova J."?, Pospisilova
K."2 Trka J."® Stary J.° Hrusak 0."?

'CLIP-Childhood Leukemia Investigation Prague, “Ustav imunologie a
*|1.détska klinika LF2 UK a FN Motol

ester.mejstrikova@Ifmotol.cuni.cz

Skolitel: MUDr.Ondrej Hrusak, PhD

Uvod.Ve stadiu minimalini rezidualni nemoci (MRN) nenachazime blasty v
optickém mikroskopu. Blasty Ize detekovat jen citlivéjSimi metodami, jaky-
mi jsou napfiklad pritokova cytometrie nebo polymerasova fetézova reak-
ce (PCR). Metody.1.11.2002 byl zahajen protokol pro 1é€bu détské akutni
lymfoblastické leukémie BFM ALL IC 2002. V ramci ného koordinujeme
studii sledovani MRN pomoci ¢tyfbarevné pratokové cytometrie MiniMini.
Zaroven naSe laboratofe koordinuji studii MiniRisk, ktera sleduje MRN po-
moci PCR. U ALL z B fady, resp. T fady méfime Ctyfi, resp. tfi tyfkombi-
nace protilatek. Tyto kombinace méfime u vSech pacientd pfi diagnéze a
ve stanovené dny [éCby.Cil studie. Vytvoreni standardniho nastroje pro
sledovani MRN pomoci prutokové cytometrie.Stanoveni backgroundu pro
jednotlivé kombinace v regenerujici se dfeni.Zjisténi eventualnich rozdild v
imunofenotypu ALL pfi diagnéze v jednotlivych zemich. Uréeni pacientd,
ktefi jsou v protokolu BFMAIEOP |é&eni jinak nez v protokolu ALL IC. Vy-
sledky. Do studie jsme dosud zafadili 23 ¢eskych pacient(, 20 pacientd
sledujeme pomoci kombinaci pro B fadu a 3 pacienty pomoci kombinaci
pro T fadu. V uvodni fazi [éCby je zifetelnd zména intenzity exprese antige-
nG CD20, CD10 a CD34. Zavér. Jsme schopni detekovat MRN s citlivosti
10™. Ke dni odeslani abstraktu jsme vySetfili 11 vzork( u T ALL a 81 vzor-
ki u B prekurzorové ALL. Vytvofili jsme standardy pro vyhodnocovani a
srovnavani MRN v nové mezinarodni studii MiniMini, kterou koordinujeme.
Préce byla podpofena VZ MS 111300001 a VZ FNM 00000064203.
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MORFOLOGICKE ZMENY OVARIi U DOSPIVAJICICH DIVEK S POZI-
TIVITOU ATIOVARIALNICH PROTILATEK

Mi¢ochova Hana, Hofejsi Jan, Martinek Jindfich, Leo$ Teslik

Klinika déti a dospivajicich UK 2.LF a FNM,Ustav histologie a embryologie
UK

Prof. MUDr Jan Hofejsi, DrSc.

PfedCasné ovarialni selhani je onemocnéni definované jako nefyziologické
ukongeni menstruacniho cyklu po puberté a pfed 40 rokem . Frekvence
tohoto onemocnéni je asi 1%. Hormonalni hladiny vykazuji hypergonado-
tropni hypoestrismus (FSH vétsi nez 40 1U/l). Nastup onemocnéni muze
byt pozvolny. Po menarchae a cyklech mohou nasledovat poruchy cyklu —
oligomenorhea az po sekundarni amenorheu. Jednou z pfi€in vzniku pfed-
¢asného ovarialniho selhani je autoimunni poskozeni ovaria, které mize
nastoupit kdykoliv od puberty po reprodukéni obdobi.

V nasi studii jsme provedli vyzkum vyskytu antiovarialnich pprotilatek u
pacientek dispenzarizovanych v péci gynekologicko-porodnické kliniky
FNM a 2.LFUK pro poruchy menstruacniho cyklu a v indikovanych pfipa-
dech, kdy byla provedena biopsie ovarii, jsme sledovali rozvoj autimunniho
poskozeni tkdné ovaria u téchto pacientek. Pro srovnani jsme pouZili kont-
rolni skupinu zdravych pacientek k zmapovani vyskytu protilatek u zdravé
populace Zzen v CR.

Na zakladé vysledkl sledovani sérovych antiovarialnich protilatek, hladin
hypofyzarnich, ovarialnich hormonud a bioptickych nalezll Ize konstatovat,
Ze je mozné s dostateCnou pFesnosti interpretovat aktualni stav neurohu-
moralni regulace, imunni odpovéd organismu a také odhadnout stav posti-
Zenych gonad. Vlastni pribéh autoimunitniho onemocnéni ovaria Ize za-
chytit jen ve vyjime¢né, naproti tomu ve v8ech pfipadech je zfejma stimu-
lace atretickych proces( a to az po uplny deficit rozvoje folikularniho apa-
ratu. Tyto procesy jsou asociovany s fibrotizaci stromatu kdry ovaria. Pre-
konani fagocytarni ovarialni bariery vysvétluje moznost vzniku endogen-
nich antigennich determinant pro protilatkovou odpovéd a tedy vyskyt sé-
rovych antiovarialnich protilatek.

VétSina pacientek soustfedénych v dispenzarni péci s ovéfenym vyskytem
antiovarialnich protilatek byla Ié€ena nahradni hormonaini |é€bou. To
umoznilo nastartovat zprvu arteficielni cyklické procesy postmenarchalniho
obdobi. Témér kompletni ispé&Snost zvoleného terapeutického postupu

v navozeni cyklickych zmén se odrazila i v profilu vyskytu antiovarialnich


mailto:ester.mejstrikova@lfmotol.cuni.cz

protilatek a ve 28% jejich uplné vymizeni po nejméné 6 mésiénim odstupu
od uvodniho stavu.
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CASOVY PRUBEH POSKOZENi MOZKU POTKANA PO OZARENI
LEKSELLOVYM GAMA NOZEM DAVKOU 50 GY - MRI STUDIE
K.Naméstkova, D.Jirak, V.Herynek, M.Burian, Z.Simonova, R.Li§&ak,
M.Hajek, E. Sykova Ustav neurovéd UK 2.LF
Skolitelka Prof. E. Sykova
Lécba Leksellovym gamma nozem je pro urcité indikace neinvazivni alter-
nativa otevieného neurochirurgického zakroku. V nasem pokuse jsme sle-
dovali reakci mozkové tkané potkana na ozareni in vivo pomoci MRI a tes-
tovani funkce hippocampu v pribé&hu 18 mésicl po ozareni. Potkani kme-
ne LE (n=8) byli ozafeni davkou 50 Gy pomoci 4 isocenter pokryvajicich
cely hippocampus. Jedenkrat za mésic byli potkani v isofluranové anestesii
sledovani na 4,7 T Bruker MR spectrometru. V intervalech 6, 9, 12 a 16
meésicu po ozafeni byli testovani Morrisové vodnim bludisti (MWM) kde by-
la méfena rychlost u¢eni nové pozice ponofeného ostrivku béhem 5 dnu.
18 mésicl po ozareni byla zvifata perfundovana a fezy mozku byly obar-
veny kresylovou violeti. BEéhem 6 mésicl po ozafeni nebyly pozorovany
zZadné zmény na T2 obrazech, po 7 mésicich se vyvinul obraz edému je-
hoz rozsah dosahoval maxima v obdobi 9 az 12 mésicu po ozareni. U po-
loviny zvifat doSlo k vyznamnému zmenSeni edému ve 14 mésici. U
zbyvajici poloviny zvifat signal zvySeného obsahu vody pfetrvaval az do
16 mésice, nalez poukazoval na vyvoj hydrocefalu. Testovani 6 mésicl po
ozafeni neprokazalo rozdil mezi vykonem kontrolnich zvifat a zvifat oza-
fenych. Po 9-tém mésici byla pozorovana porucha navigace v MWM, ktera
trvala i ve 12 mésici. Porucha schopnosti u€eni nastala v obdobi nalezu
8jSi Histologické
zpracovani po 18 mésicich potvrdilo MRI nalez. U vSech zvifat doSlo k re-
dukci objemu corpus calosum (CC). U poloviny z nich byly nalezeny nekro-
tické zmény v oblasti CC, CA1 a prilehlé klry tvofici kavitu. Nase studie
popisuje rozvoj funkéni poruchy a morfologickych zmén mozkové tkané po
ozafeni davkou 50 Gy, ktera byla doposud povazovana za subnekrotickou.
Projekt byl podpofen granty J13/98111300004, LNOOA065, AVOZ5039906



MOZNOSTI VYUZITi BLOCK DESIGN TESTU V EEG ANALYZE
NEUSCHLOVA L.

Laboratory for Dynamics of Emergent Intelligence, RIKEN Brain Science
Institute

Yamaguchi Y.

neuschloval@seznam.cz

Block Design Test je béznou soucasti testovacich skal pro posouzeni inte-
lektu a hodnoti schopnost zpracovat vizualné-prostorovou informaci. Test
byl pfizptisoben potfebam EEG analyzy. U&elem této kratké studie bylo
zjistit , zdali ma mozkova Cinnost pfi FeSeni tohoto testu elektrofyziologické
korelaty hodnotitelné pomoci EEG analyzy, které by bylo moZno studovat
prostfednictvim rdznych obmén testu. To by umoznilo ziskat podklad pro
vyzkum pacientd s nékterymi kognitivnimi poruchami, napf. détskym au-
tismem nebo Williamsovym syndromem, ktefi vykazuji pfi feSeni tohoto
testu specifické zvlastnosti.

Metody: EEG data byla ziskana od péti pokusnych osob. Stimuly byly dvo-
jice obrazcl zaloZzenych na Block Design Testu, promitané z obrazovky
pocitace. Pro kazdou ze dvou podminek bylo pouzito 100 dvojic, z toho 1/2
stejnych a 1/2 odliSnych. Ty byly randomizovany. Interstimulaéni interval
byl 3 s. EEG bylo snimano kontinualné b&hem celého testu.

Pouzité analyzy: FFT, Wavelet transform

Vysledky: Prvni vysledky ukazaly aktivitu v pasmu Theta (4-8 Hz) ve fron-
to-centralni a pravé parietalni oblasti s rozdilnou amplitudou v jednotlivych
podminkach.
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PREHLED VYSLEDKU MOLEKULARNE CYTOGENETICKYCH VYSET-
RENi MIKRODELECNICH SYNDROMU

Novotna, K., VIEkova, Z., Hrabakova, J., Novotna, D., Krutilkova, V., Hav-
lovicova, M., Ko&arek., E. Ustav biologie a lékarské genetiky UK 2LF a FN
Motol Skolitel: RNDr. E. Kogarek, PhD. e-mail:
kamilka.novotna@seznam.cz

Pfednaska shrnuje vysledky molekularné cytogenetickych vySetieni vybra-
nych mikrodele¢nich syndromu. Na ziskani dat se v letech 1999-2002 po-
dileli vyznamnou mérou studenti v rdmci grantovych projektt FRVS. Jed-
notlivi pacienti byli k vySetfeni vybrani na zakladé indikace od klinického
genetika, pfevazné se jednalo o déti do 15 let, v odlvodnénych pFipadech
byli vy8etfeni také stari osoby. VySetfovanym materidlem byly lymfocyty
periferni krve, v pfipadé prenatalnich vysetfeni buriky plodové vody. Ana-
lyzu mikrodeleci jsme provadéli metodou fluorescenéni in situ hybridizace
(FISH) s vyuzitim komeréné dodavanych lokus - specifickych sond firem od
Cytocell a Vysis. V prezentaci se zaméfujeme zejména na vysledky vyset-
feni syndromu Williams-Beuren, asociace CATCH 22, syndromu Smith-
Magenis a syndromu Miller Dieker. Syndrom Williams-Beuren je v 95%
pfipadt podminén mikrodeleci chromozomu 7q11.23. VySetfili jsme 15 pa-
cientl s klinickym podezfenim na tento syndrom, zminénou mikrodeleci se
nam podafilo prokazat u 6 (tj. 40%) pacient(. U asociace CATCH22 pro-
kazujeme mikrodeleci chromozomu 22g11.2, ktera je molekularné cytoge-
neticky zjistitelna asi u 90% pacientl s fenotypickymi znaky syndromu Di-
George. Z vySetfenych 197 pacientl se nam podafilo prokazat pfitomnost
mikrodelece 22911 u 53 osob; jeji zachyt tedy €ini 27%. Podafrilo se nam
vysetfit i 6 pfipadd familiarniho vyskytu, kde byla mikrodelece chromozo-
mu 22g11.2. nalezena u nékterého z rodic¢l nebo sourozencil. U vétsiny
téchto pfipadl se projevuje napadna variabilita fenotypu, nebot nebot po-
stizeni rodicll s prokazanou mikrodeleci 22q11 je zpravidla méné zavazné
nez u jejich déti se stejnou aberaci. Upozorfiujeme i na pfipad diskordant-
niho fenotypu u jednovajeénych dvoj¢at, ktera, ackoli jsou nositeli téze mi-
krodelece, se liSi typem a klinickou zavaznosti srde¢ni vady i dalSimi feno-
typovymi znaky. Syndrom Smith-Magenis je podminé&n mikrodeleci chro-
mozomu 17p11.2. VySetfili jsme 10 pacientd, z nich pouze u jednoho byla
tato mikrodelece prokazana. Syndrom Miller-Dieker jsme dosud vySetiovali
pouze u 4 pacientd, avSak ani v jednom pfipadé jsme mikrodeleci chromo-
zomu 17p13.3 neprokazali. NasSe prace byla finanéné podporena prede-
vSim granty FRVS 1399/G3 a 2482/2002, dale pak grantem IGA6912-4 a
vyzkumnym zamérem UK 2.LF ¢.111300003.
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VYUKOVY PROGRAM CYTOGENETIKY PRO STUDENTY

Fjének, M., Hrabakova, J., Koc¢arek, E.
Ustav biologie a Iekarskeé genetiky UK 2.LF
Skolitel: RNDr. Eduard Koc¢arek, Ph.D.

Téméf vkazdém oboru se studenti i vyuCujici potykaji
s nedostateénymi studijnimi materialy. Studenti se poté musi spoléhat na
dostateény vyklad svych pedagogl, popf. na materialy, které pedagog
z vlastni iniciativy pfipravuje a rok co rok obnovuje, aby pfedavané infor-
mace byly stéle aktualni. Vyuka lékafské biologie v druhém a hlavné ve
tfetim semestru, jakozZ i vyuka genetického poradenstvi a klinické cytoge-
netiky ve ¢tvrtém roéniku, neni vyjimkou. | zde chybi kvalitni aktualni mate-
rialy, které by dostateéné popisovaly jednotlivé vySetfovaci metody pouZi-
vané v cytogenetice. Nékteré béznéjSi metody, jako napf. PCR, jsou sro-
zumitelnou formou v dostupné literatufe vysvétleny. Na druhé strané jsou
metody nedostatecné vysvétlené. Mezi né patfi bezesporu metoda fluo-
rescencni in situ hybridizace (FISH). Proto jsme se rozhodli vyuzit moder-
nich komunikaénich prostfedk( a vytvofit pro studenty novy vyukovy pro-
gram. Systém vyuziva jednoduchosti a dostupnosti WWW stran a je rozdé-
len na dvé ¢&asti. V prvni z nich se studentim a vSem zajemcim o danou
metodu dostane uceleného vykladu se spoustou grafickych prvkd a nazor-
nych schemat. Druha ¢ast je koncipovana jako test, kterym si kdokoliv ma-
Ze své znalosti o metodé FISH ovéfit. Pro pfipadné zajemce je prvni ¢ast
systému pfipravena i pro stazeni v podobé prezentace pro Power Point.
Predkladanou praci se snazime metodu FISH pfiblizit co nejvétSimu poctu
studentd i zajemcl z fad odborné i laické vefejnosti. Cely program je do-
stupny na adrese http://atlas.vscht.cz. Pfedpokladame, Ze nas vyukovy
program bude v budoucnosti dale rozSifovan tak, aby obsahl celou téma-
tickou Sifi cytogenetickych poznatk, které se na Iékarskych fakultach pro-
biraji. Prace byla z&asti finanéné& podpofena granty FRVS 2482/2002
a IGA6912-4 a vyzkumnym zamérem UK 2.LF ¢.111300003.
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ZVYSENiI UCINKU DNA VAKCIN POMOCi KONSTRUKCE NOVYCH
FUZNICH GENU

Dana Pokorna’, Michal émahel1, Noemi Cefovskéz, Tomas Moravec?, He-
lena Synkové\2 a Jifi Veleminskyz, "Ustav hematologie a krevni transfuze,
Oddeéleni experimentalni virologie, U nemocnice 1, 128 20 Praha 2, 2Ustav
experimentaini botaniky Akademie véd Ceské republiky, Rozvojovéa 135,
165 02 Praha 6, e-mail : danap@uhkt.cz

DNA vakciny pro [é€bu cervikalniho karcinomu jsou zaloZzeny pfedevsim
na modelovém antigenu E7 lidského papilomaviru typu 16 (HPV16). Imu-
nogennost E7 genu jiz byla zvySena konstrukci rznych faznich gend,
napf. Sig/E7/LAMP-1 chiméry (Wu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995,
92:11671-5). LAMP-1 (lysosome-associated membrane protein) sfuzovany
s E7 umozhuje vstup E7 do endosomalniho a lysosomalniho kompartmen-
tu, coz se projevuje ve zvySené prezentaci E7 antigenu molekulami MHC
Il. Ke zvySeni bezpecénosti tohoto fuzniho genu jsme vnesli tfi bodové mu-
tace do pRb-vazebného mista E7. Immunogennost DNA vakciny

s vyslednym Sig/E7GGG/LAMP-1 genem byla obdobna jako u
Sig/E7/LAMP-1. Dale jsme fuzovali E7 a E7GGG antigeny s mySim protei-
nem teplotniho oku (HSP). Fuzni geny E7/HSP a E7TGGG/HSP vyvolava-
ly u imunizovanych mys&i E7-specifické imunitni odpovédi vy$si nez samot-
né E7, E7TGGG, a HSP70 geny. DalSi fuzni gen L2/CP/E7, ktery obsahuje
neutraliza¢ni epitop kapsidového proteinu L2 viru HPV16 fuzovany

s obalovym proteinem (CP) viru brambor (PVA) a s HPV16 E7 epitopem,
vykazoval zvySenou imunogennost ve srovnani s E7 a CP/E7. CP fazni
proteiny, stejné tak jako CP samotny, se spontanné skladaji do virus-like
particles (VLP). L2 epitop se vaze na neznamy bunécny povrchovy recep-
tor (Kawana et al., J. Virol, 2001, 75:2331-6). U&inek DNA vakcin byl ové-
fen na dvou bunécnych liniich transformovanych HPV16 s riznou urovni
povrchové exprese MHC | molekul: TC-1 bunééna linie pfipravena Linem a
spol. (Cancer Res., 1996, 56:21-6), ktera je MHC | pozitivni a od ni odvo-
zeny TC-1/A9 klon s redukovanou povrchovou expresi MHC |, ktery byl vy-
tvofen v nasi laboratofi. Ztrata MHC | exprese byla spojena se zvySenou
rezistenci TC-1/A9 bunék k DNA vakcinaci namifené proti E7 antigenu
(Smahel et al., Vaccine, 2003, 21:1125-36). Mysi byly imunizovany intra-
dermalné genovou pistoli 1 (g kazdého plazmidu. V preventivnim uspofra-
dani (imunizace/challenge) i v terapeutickém uspofadani (inokulace nado-
rovych bunék/imunizace) pokusu byl vyskyt i rist TC-1 nadoru signifikant-
né nizsi u mysi imunizovanych L2/CP/E7, o néco méné u mysi imunizova-
nych E7/HSP, E7TGGG/HSP a Sig/E7GGG/LAMP-1 ve srovnani s E7, nebo



E7GGG. V preventivnim uspofadani pokusu nebyla zjisténa Zadna ochra-
na proti TC-1/A9 nadordm pfi imunizaci E7/HSP, E7TGGG/HSP,
Sig/E7TGGG/LAMP-1. Z vysledkd je patrné, ze fuze HSP nebo L2/CP

s antigenem jsou dvé nadéjné strategie pro zvySeni ucinku vakcin.

VLIV IMUNOMODULACNICH GENU NA ZVYSENi UCINKU DNA VAK-
CiN PROTI NADOROVYM BUNKAM EXPRIMUJICICH HPV16 E7

S RUZNYM STUPNEM EXPRESE MHC I.

Dana Pokorna, Michal Smahel, Pavel Jinoch, Vojta Sroller, Olga Janous-
kova, Pavel Otahal, Jitka Krystofova, Ustav hematologie a krevni transfu-
ze, Oddéleni experimentalni virologie, U nemocnice 1, 128 20 Praha 2, e-
mail : danap@uhkt.cz

Lidské papilomaviry (HPV) jsou primarnim etiologickym faktorem pro vznik
cervikalniho karcinomu (CC). NejrozsifenégjSim typem je HPV16, ktery byl
nalezen u 50% pacientek s CC. Terapeutické anti-HPV vakciny jsou zalo-
Zeny na virovych proteinech E7 a/nebo EB, které jsou nezbytné pro vznik a
pretrvavani maligni transformace a které jsou jedinymi virovymi proteiny,
které jsou konstitutivné exprimovany v burikach CC. Imunogennost E7 pro-
teinu jiz byla zvySena konstrukci Sig/E7/LAMP-1 chiméry (Wu et al., Proc.
Natl. Acad. Sci USA 1995, 92:11671-5). Pro zvy3eni bezpecCnosti tohoto
fuzniho genu jsme vnesili tfi bodové mutace do pRb-vazebného mista E7.
Imunogennost DNA vakciny s vyslednym Sig/E7GGG/LAMP-1 genem byla
obdobna jako u Sig/E7/LAMP-1. Terapeuticky u€inek DNA vakcin byl hod-
nocen na dvou bunéénych liniich transformovanych HPV16 s riznou urov-
ni exprese MHC | na povrchu bunék : TC-1 bunécna linie pfipravena Li-
nem a spol. (Cancer Res. 1996, 56:21-6), ktera je MHC | pozitivni, a od ni
odvozeny TC-1/A9 klon se snizenou povrchovou expresi MHC |, ktery byl
vytvofen v nasi laboratofi. Ztrata MHC | exprese byla spojena se zvySenou
rezistenci TC-1/A9 bunék vici DNA vakcinaci namifené proti E7 antigenu.
Aby jsme dale zvysili protinadorovy ucinek Sig/E7GGG/LAMP-1 genu,
kombinovali jsme tento gen s jednim z imunomodulaénich gent (IMG) koé-
dujicich : mysi Hsp70.1 (mHsp70.1), mGM-CSF, lidsky MCP-1 (hMCP-1),
hFIt-3L, mIL-2, mIL-12, nebo mB7-1. MySi byly imunizovany dvakrat intra-
dermalné (i.d.) genovou pistoli (gene gun) 1 (/g kazdého plazmidu. Ve
vSech kontrolnich skupinach, kde mysi obdrzely pouze plazmidy s IMG, se
neprojevil Zadny protinadorovy ucinek. V pokusu, kdy inokulace nadoro-
vych bunék pfedchazela imunizaci (tzv. terapeutické uspofadani), byla in-
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cidence a rist TC-1 nadoru snizena u mysi lé¢enych kombinaci
Sig/E7GGG/LAMP-1 a hFIt3-L, mIL-12, nebo mB7-1. V pokusu

s preventivnim uspofadanim, kdy po imunizaci nasledovala challenge na-
dorovymi bufikami TC-1/A9, bylo nejvyssi ochrany pfed vznikem TC-1/A9
nadord dosazeno pfi imunizaci Sig/E7GGG/LAMP-1 v kombinaci s mGM-
CSF nebo mIL-12. Z vysledk Ize vyvodit, Ze zatimco miL-12 vyvolaval E7-
specifickou protinadorovou imunitu proti MHC | pozitivnim i negativnim na-
dorovym burikam, vliv hFit-3L, mGM-CSF, a mB7-1 byl zavisly na stupni
MHC | exprese na povrchu nadorovych bunék a/nebo na uspofadani imu-
nizacniho schématu.



PROBLEMATIKA MOLEKULARNE CYTOGENETICKEHO VYSETRE-
Ni MOZAIKOVYCH FOREM GONOZOMALNICH ANEUPLOIDI

Polochova, R., Travni¢kova, S., VIckova, Z., Novotna, K., Malikova, M.,
Havlovicova, M., Kocarek, E.

Lv'Jstav biologie a lékafské genetiky FN Motol a UK 2.LF
Skolitel: RNDr.Eduard Koc¢arek,PhD.

Ve své prfednasce prezetuji vysledky vySetfeni 16 pacientd, u nichZ se na
zakladé bézného cytogenetického vysetfeni pfedpokladal vyskyt gonozo-
malni aneuploidie v mozaice. Cytogeneticky nalez srovhavam s vysledkem
molekularné cytogenetického vySefeni, k némuz jsem pouzila fluorescenc-
né znaceneé satelitni sondy hybridizujici s chromozomy X a Y. Ve srovnani
s klasickou cytogenetickou analyzou umozfiuje metoda FISH rozbor ne-
srovnatelné vétsiho poc¢tu bunék, z Eehoz také plynou urcité diskrepance
mezi vysledky téchto vysetieni. Uritym problémem metody FISH je vSak
moznost vyskytu nespecifickych hybridiza¢nich signal(, které se mohou
projevit zejména pfi analyze interfaznich jader a vést tak k falesné pozitiv-
nim vysledkdm. V prezentaci se proto snazim nastinit kritéria, podle nichz
by bylo mozno vysledky molekularné cytogenetického vysetfeni co nejspo-
lehlivéji interpretovat. V dalSi ¢asti prace se blize zabyvam pfipady nékte-
rych konkrétnich pacient a srovnavam jejich fenotyp se zjiSténym moleku-
larné cytogenetickym nalezem. Prace byly z&asti finanéné podpofeny gran-
ty FRVS 2482/2002 a IGA6912-4 a vyzkumnym zdmérem UK 2.LF
¢.111300003.
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UCEBNICOVE DOGMA PADLO — T-BUNECNY RECEPTOR JE PRE-
STAVEN U NORMALNICH B LYMFOCYTU

Prouzova Zuzana (1,5), Krej¢i Ondfej (1), Horvat Ondrej (4), Trka Jan (1,2)
a Hrusak Ondrej (1,3)

(1), CLIP — Childhood Leukemia Investigation Prague, (2), 2. détska klinika
UK 2.LF, (3), Ustav imunologie UK 2.LF, (4), Ustav molekularni genetiky
AV CR, (5), UK 2.LF — 5. roénik

SKOLITEL: MUDr. Ondfej Krejéi

e-mail: zuzan_p@centrum.cz

Velka diversita T i B lymfocyt( vznika na zakladé pfestavby gentipro T
bunécné receptory (TCR), respektive imunoglobuliny (Ig). BEhem pfestav-
by téchto genu dochazi k rekombinaci genovych segmentt V(D)J. Ti B
lymfocyty vyuzivaji k uskute¢néni prestavby stejny enzymovy systém a
rozhodnuti o tom, zda dojde k pfestaveni genu TCR nebo Ig, zavisi na re-
gulacnich systémech. V literatufe a u€ebnicich se uvadi, ze gen TCR je
prestavén vyhradné u T lymfocytl. Zaroven je dlouho znama skutecnost,
Ze tento gen byva ¢asto prestavén u leukemickych blast( B-
prekursorovych ALL. Pomoci separace na pratokovém cytometru, kvantita-
tivni PCR v redlném Case, polyakrylamidové elektroforézy a sekvenace
amplifikovanych produktl jsme analyzovali potencialni pfitomnost presta-
veb genu TCR delta v normalnich B lymfocytech. Zjistili jsme, Ze v perifer-
nich B lymfocytech ziskanych od zdravych darct se vyskytuji nekompletni
prestavby V2-D3 a D2-D3. V 6-ti vySetfenych vzorcich dosahovala ¢etnost
vyskytu obou pfestaveb az 16% vSech vySetfenych alel. Tyto vysledky tak
vyvraceji tvrzeni, ze gen TCR je pfestavén vyhradné u T lymfocytarni linie
a otviraji zaroven dalSi otazky: v jakém rozsahu dochazi ve zdravych B
bunikach k prestavbam genu TCR, resp. pfestavbam Ig v T burikach,

v jakych buné&nych subtypech k pfestavbam dochazi a jaky je fyziologicky
vyznamu vzniku pfestavby pro vyvoj B nebo T lymfocytu.

Podporovéano VZ: #111300003 a #111300001 MSMT.
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DISTALNI DEDICNA MOTORICKA NEUROPATIE ( HMN II ) - KLINICKY
OBRAZ ONEMOCNENI U ROZSAHLE CESKE RODINY

M. Redlovd', P. Seemanz, R. Mazanec1, J. Haberlova?, M. Bojar1, J. lrobi -,
E. Nelis®, P. De JongheS, V. Timmerman®

1-Neurologicka klinika UK 2.LF, FNM, 2- Détska neurologicka klinika UK
2.LF, FNM, 3-Molecular Genetics Department, Flanders Interuniversity In-
stitute for Biotechnology, University of Antwerp, Antwerpen, Belgium

Dédi¢né motorické neuropatie ( HMN ) jsou skupinou onemocnéni projevu-
jici se slabosti a atrofii distalniho svalstva koncetin bez sou¢asného senzi-
tivniho deficitu. Autofi prezentuji pfipad rozsahlé ¢eské rodiny

s autozomalné dominantni HMN s postiZzenim 33 osob v Sesti generacich.
V soucasné dobé je vySetfeno 16 postizenych. Onemocnéni zacina ve vé-
ku mezi 12 az 28 let oslabenim extenzoru prstd dolnich koncetin. PFiznaky
onemocnéni postupné progreduji od slabosti az po chabou plegii dolnich
kongetin, 3 postizeni byli pfipoutani na invalidni vozik ve véku mladSim nez
50 let. Horni koncetiny jsou postizeny pozdéji a stupen postizeni je mirngj-
v budoucnu.

Dle provedené DNA vazebné analyzy byla prokazana vazba na 12. chro-
mozom, na oblast, ktera byla jiZ dfive zmapovana u belgické rodiny

s postizenim HMN typu Il

( Timmerman et al., Hum. Mol. Genet., 1996;5:1065-1069 ). DalSi genetic-
ké vySetfeni Ceskeé rodiny dava moznost zredukovat lokus obsahujici gen,
jehoZz mutace je zodpovédna za vznik onemocnéni, z rozsahu 5Mb na
1,8Mb.

Podporeno z grantu IGA NF 6504-3, VZ 111300003 a ENS
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L-ASPARAGINASA A JEJ VZTAH K EXPRESII GENU ASPARAGIN
SYNTETASY

J.Starkova (1), O.Krejci (1), B.Otova (4), J.Madzo (1,5), O.Hrusak (1,3),
J.Trka (1,2)

(1) CLIP - Childhood Leukaemia Investigation Prague; (2) II. DK; (3) Ul UK
2.LF; (4) UK 1.LF; (5) UF UK 2.LF

Skolitel: Doc. MUDr. Jan TRKA, Ph.D.

julia.starkova@lfmotol.cuni.cz

Genotypicky definovana skupina TEL/AML1[+] akutnych lymfoblastickych
leukémii (ALL) je charakterizovana vySSou citlivostou k cytostatiku L-
asparaginasa (Asnase) a lepSimi vysledkami lieCby. Na zaklade antagonis-
tického vztahu asparagin syntetasy (AsnS) a Asnase sme v in vitro podmi-
enkach sledovali zmeny expresie génu AsnS u bunkovej linie TEL/AML1[+]
(REH) a porovnali ich s bunkovou liniou TEL/AML1[-] (Nalm-6) a normal-
nou lymfoblastoidnou liniou (NC-NC). Bazalnu a indukovanu expresiu
AsnS sme detekovali pomocou RQ-RT-PCR v €asovych intervaloch 3, 6,
9, 12 hodin bez/s Asnase [4U/ml]. Bazalna hladina kontrolnej skupiny REH
a NC-NC buniek bola 3.8 a 3.9 krat nizSia ako u Nalm-6 linie. Vysledné
hodnoty expresie AsnS boli zavislé len na bazalnej hladine, indukcia po
podani Asnase bola zhodna u vSetkych linii. Na zaklade tychto vysledkov
predpokladame, Ze neexistuje priamy vztah medzi AsnS a zvySenou citli-
vostou TEL/AML1[+] buniek na Asnase. AsnS expresiu sme porovnavali u
pacientov s naslednym relapsom a bez relapsu v TEL/AML1[+] a
TEL/AMLA1[-] skupinach. TEL/AML1[+] pacienti s relapsom mali signifikant-
ne znizenu expresiu pri diagndéze (median=0.261) v porovnani s pacientmi,
ktori zostali v kompletnej remisii (n=20; median=0.823). Podobné vysledky
u ostatnych ALL pacientov neboli pozorované. Dalej sme preukazali, ze
dlhodoba kultivacia TEL/AML1[+] buniek s Asnase vedie k zastave bunko-
vej proliferacie, pricom u TEL/AML1[-] buniek sa proliferacna aktivita za-
chovala. To sme potvrdili aj pri analyze bunkového cyklu, kde REH bunky
sa kumulovali v G1/G0 faze a naproti tomu Nalm-6 bunky prechadzali do
G2/M fazy a nadalej sa delili. Predpokladame, Zze Asnase, ktora depletuje
Asn a GIn zmédia vyvolava nutricny stres, na z&klade ktorého
TEL/AML1[+] bunky na rozdiel od TEL/AML1[-] zastavuju svoju prolifera-
ciu.

Podporované grantmi #57 GACR a #111300003 a #111300001 MSMT
CR.



ULOHA VAPNIKU U\/OLNENEHO SE SARKOPLAZMATIVCKEHO RETI-
KULA V HYPOXICKE PLICNi VAZOKONSTRIKCI U MLADAT POTKANU.

V. Sedivy, Ustav fyziologie, UK 2. LF a Centrum experimentalniho vyzku-
mu chorob srdce a cév, Praha. Skolitel: Prof. MUDr Jan Herget, DrSc

Hypoxicka plicni vasokonstrikce je lokalni plicni regulacni mecha-
nizmus distribuce pratoku krve plicemi, ktery brani vzniku arterialni hypo-
xémie pfi nerovhomérné ventilaci plic. Hypoxicka plicni vasokonstrikce je
zprostfedkovana zvySenim intracelularni koncentrace vapniku. Bafiasova
a spol. ukazali, Ze na zménach intracelularniho vapniku pfi hypoxické plic-
ni vasokonstrikci podili zvySeni aktivity Ca ATP asy sarkoplasmatického
retikula (SERCA). Efekt byl pfitomen u samic a nepfitomen u samct pot-
kand ( Banasova A, a spol. Physiol. Res., 2002, p. 71P). Abychom blize
ozfejmili vyznam pohlavi pro tulohu SERCA v hypoxické plicni vazokon-
strikci studovali jsme vliv tapsigarginu na hypoxickou plicni vazokonstrikci
a na vazokonstrikci vyvolanou podanim 0,05 mg angiotensinu Il (All) u po-
hlavné nezralych mladat samcl potkant (télesna vaha 48 — 100g).

K pokustim byl pouzit preparat izolovanych plic perfundovanych
solnym roztokem s 4% albuminu. Produkce NO a prostaglandinu byla za-
blokovana 50 mM LNAME a 17 mM meklofenamatu. Plice byly ventilovany
vzduchem s 5%CO,, hypoxie byla navozovana ventilaci smési
3%02,+5%C0,+92%N,. U 7 preparatu byl podan tapsigargin 10°M rozpus-
tény v DMSO, v 5 preparatech samotné DMSO.

Podani tapsigarginu i samotného rozpustidla DMSO signifikantné
inhibovalo hypoxickou plicni vazokonstrikci, velikost inhibice se neliSila.
Vazokonstrikce vyvolana All byla tapsigarginem potencovana, DMSO ji
neovlivnilo.

Zavér: Byla zavedena metoda studia izolovanych plic mladat potlanud. Sni-
zeni hypoxické vazokonstrikce po blokadé SERCA, pozorované u krysich
samic, je nepfitomno jak u dospélych tak u pohlavné nezralych samct pot-
kanu a tedy nesouvisi s produkci muzskych pohlavnich hormon.
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CHRONICKA HYPOXIE ZVYSUJE KONCENTRACI OXIDU DUSNATEHO
VE VYDECHOVANEM VZDUCHU

Snorek, M., Zdaiil, P., Mikova, D.

Ustav fyziologie, Univerzita Karlova 2. Iékafska fakulta, Praha
Skolitel: Prof.RNDr.Vaclav Hampl, DrSc.

e-mail: michal.snorek@Ifmotol.cuni.cz

Oxid dusnaty (NO) je dllezity endogenni plsobek ovliviiujici tenzi a pro-
liferaci hladkého svalu. Jeho zvySena produkce v plicich pfi chronické hy-
poxii pravdépodobné& moduluje rozvoj plicni hypertenze. Neni ovSem jasné,
zda tvorba NO stoupa az po delSi hypoxii (pak by mohlo jit spiSe o disle-
dek plicni hypertenze) anebo jiZz v po&atcich expozice (pak by se NO mohl
podilet na vzniku plicni hypertenze). V této studii jsme proto méfili Casovy
pribéh zmén koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu u laboratornich
potkand béhem mésicni expozice hypoxii a v pribéhu nasledujiciho zota-
veni v normoxii.

Dospéli samci potkana kmene Wistar byli vystaveni hypoxii (10% O2) po
dobu 26 dni. Koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu byla prvni dva
tydny méfena kazdy den. Béhem poslednich 2 tydnu hypoxické expozice
byla frekvence méfeni mensi. Po navratu do normoxie byla produkce NO
méfena opét kazdy den. Pfi kazdém méfeni byly potkani pfeneseni
z hypoxické komory a umisténi do vzduchotésné nadoby a po 15 minutach
byla zméfena koncentrace vydychaného NO a potkani byli vraceni do hy-
poxické komory. Vydechované NO bylo méfeno odbérem vzork( vzduchu
ze vzduchotésné nadoby do CLD 77 AM chemiluminiscenéniho analyzato-
ru (EcoPhysis, Duernten, Switzerland).

Produkce NO rostla dramaticky béhem prvnich 5 dni expozice hypoxii (z
0,9+0,2na4.0+0,4 ppb/min). S pokracujici hypoxii se produkce NO po-
hybovala na pomérné stalé hladiné vysSi nez pfi normoxii (2,4 + 0,5
ppb/min 11. den; 2,5 + 0,6 ppb/min 18. den). Po ukonc¢eni hypoxické ex-
pozice zacala produkce NO okamzité klesat a do 4 dnu se vratila na uro-
ven pred umisténim potkand do hypoxie (0,8 + 0,1 ppb/min).

NaSe vysledky ukazuji, Ze chronicka hypoxie zvySuje koncentraci NO ve
vydechovaném vzduchu u potkan(l. Po navratu potkand do normoxie kon-
centrace NO ve vydechovaném vzduchu klesla na plvodni hladinu. Ruast
produkce NO je nejvyraznéjSi béhem prvniho tydne hypoxie. NO muze
modulovat rozvoj plicni hypertenze od samého pocatku expozice hypoxii.



INTRAKRANIALNi EPENDYMOMY DETSKEHO VEKU:VYZNAM HIS-
TOLOGICKYCH A IMUNOHISTOCHEMICKYCH FAKTORU A PRUTO-
KOVE CYTOMETRIE PRO STANOVENi PROGNOZY

'Snuderl M., 'Zameénik J., Eckschlager T., ’Chafiova M., *Tichy M., "Kodet
R.,"Ustav patologie a molekularni mediciny, *Klinika détské onkologie, °
Neurochirurgické oddéleni, UK 2. LF a FN v Motole, Praha

Skolitelé: MUDr. Josefa Zamecnik a ve spolupraci s Prof. MUDr. R. Kode-
tem.

Uvod: Korelace histologickych znak(i s priib&hem a prognézou je u epen-
dymom détského véku nepfesna. Cil: Navrhnout schéma pro zpfesnéni
prognézy na podkladé hodnoceni histologickych a imunohistochemickych
znakU a vysledku pratokové cytometrie. Metodika: Studie zahrnuje 31 pfi-
padl diagnostikovanych v obdobi 1985-1995. Ependymomy byly klasifiko-
vany podle WHO-klasifikace na grade 2 (n = 11) a anaplastické ependymo-
my (grade 3, n = 20). Semikvantitativné jsme hodnotili 9 histologickych zna-
kd, kvantitativné bunécnost a mitotickou aktivitu (MA). Imunohistochemicky
jsme sledovali reakce s protilatkami proti markerdm kinetiky bunécéné pro-
liferace (Ki-67, topoizomeraza ll-a, cyclin D1), proteinm podilejicim se

na regulaci apoptdzy (bcl-2, caspase 3), onkoproteinu p53, GFAP, epitelial-
nimu membranovému antigenu (EMA) a cytokeratinu (CK). Prutokovou cy-
tometrii jsme stanovili proliferacni frakce a DNA-ploidii nadorovych bunék.
Vysledky byly statisticky korelovany ve vztahu k preziti nemocnych. Vysled-
ky: Z klinickych parametr(i ovliviiovala pFeziti pouze radikalita chirurgické
resekce, ze sledovanych histologickych znakl zvySena bunéénost (>300
bunék/high power field (HPF)), zvySena MA (>7 mitéz/10HPF). Markery bu-
nécné proliferace (vyjadiené procentem pozitivnich bunék — labeling index
(L1)) mimo cyclinu D1 korelovaly signifikantn& mezi sebou i s prognézou pa-
cientl. Imunoexprese p53 nebo bcl-2 byla signifikantnim znakem horsi pro-
gnoézy. U vSech ostatnich sledovanych znaku jsme Zadnou asociaci

s biologickym chovanim a prognézou nepozorovali. Zavér: Navrhujeme na-
sledujici schéma pro stanoveni nepfiznivé prognézy u intrakranialnich
ependymomu déti: p53 pozitivita a/nebo Ki- 67 LI>15% (pfi uplné resekci)
nebo

Ki- 67 LI>5% (pfi subtotalni resekci).

Podpora projektu: VZ FNM 000 00064 203, GACR 301/001394, VZ MSMT
111300005, 111300004
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MORFOLOGICKE A FUNKCNi CHARAKTERISTIKY PROCESU MATU-
RACE DENDRITICKYCH BUNEK A JEJICH VYZNAM PRO ZAHAJENI
IMUNITNI REAKCE

R.Spisek, D.Cebecauerova, A.Sediva, J.Bartiifikova

Ustav imunologie, UK 2.LF

Dendritické buriky (DC) se v organismu vyskytuji ve dvou funkénich stadi-
ich oznaCovanych jako nezralé a zralé. Pouze zrala DC je schopna zah3jit
primarni imunitni reakci, zatimco nezrala DC se zfejmé aktivné podili na
zajisténi mechanismu periferni tolerance. Proces zrani je in vivo indukovan
soucastmi patogend, cytokiny a aktivovanymi lymfocyty. V této studii jsme
studovali charakteristiky procesu maturace na in vitro modelu aktivace DC
pomoci prvni stimulace syntetickou dvojvlaknovou RNA a nasledné reakti-
vace signaly pochazejicimi z aktivovanych T lymfocytt- CD40L a IFN
gamma. Jiz kratkodoba aktivace DC byla dostate¢na k zahajeni ireverzibil-
niho procesu fenotypické maturace, ktery dale pokracuje nezavisle na dal-
§i pfitomnosti inicialniho stimulu. Kratkodobé aktivované DC vS§ak béhem
prvnich 48 h aktivace produkuji méné IL-12, nez buriky stimulované konti-
nualné po dobu 48 h. A¢koli obé skupiny aktivovanych DC (stimulované 4h
nebo 48 h) maji po 48 h stejny fenotyp typicky pro zralou DC, pouze buriky
inicialné stimulované méné nez 8 h si zachovavaji schopnost odpovédi na
dal8i aktivaéni signaly dodané aktivovanymi T lymfocyty. Ukazujeme, Ze
buriky stimulované kratSi dobu jsou ucinéjSimi aktivatory T lymfocytl a in-
dukuji polarizovangjsi Th1 typ imunitni reakce. Ziskané vysledky naznacu-
ji, Ze doba stimulace DC maturacnimi stimuly dovoluje regulovat typ indu-
kované imunitni reakce pomoci rozdilného ovlivnéni fenotypické a funkéni
maturace. Nami prezentovany model napodobuje podminky in vivo a na
zakladé vysledki je tedy mozno navrhnout obecny model zahajeni imunitni
reakce pomoci DC, ktery bude na konferenci demonstrovan. V neposledni
fadé jsou prezentované vysledy pfinosné pro protokoly pouzivané pro pfi-
pravu protinadorovych vakcin zalozenych na dendritickych bunkach.



VYZNAM SLEDOVANi MINIMALNi REZIDUALNi NEMOCI PRED
TRANSPLANTACI HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK U
DETi S AKUTNi LYMFOBLASTICKOU LEUKEMIi

Sramkova Lucie'?, Krejéi Ondiej"?, Muzikova Katefina"?, Kalinova Marké-
ta'?, Zérnerova Tereza'?, Trka Jan'?

' CLIP- Childhood Leukaemia Investigation Prague, Laboratof molekularni
9enetiky, [I. détska klinika, UK 2.LF a FN Motol

II. détska klinika, UK 2.LF a FN Motol
Skolitel: doc. MUDr. J. Trka PhD.

Hladina minimalni rezidualni nemoci (MRN) je dllezitym prognostickym
znakem u pacient( s akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), ktefi jsou indi-
kovani k allogenni transplantaci kmenovych bunék krvetvorby (SCT). Re-
trospektivni analyza nékolika mensich skupin pacientu prokazala, Ze paci-
enti s ALL, ktefi vstupujici do pfedtransplantaéni pfipravy s vysokymi hla-
dinami residualni nemoci, maji signifikantné vice relapsa a tedy horsi pro-
gnozu nez pacienti MRN negativni. Pro kvantitativni detekci MRN je vyuzi-
vana metodika detekce prestaveb imunoreceptorovych gent (IRG) — gen(
pro téZké a lehké Fetézce imunoglobulint (Ig) a T-bunéénych receptorl
(TCR), klonalita produktl se ovéfuje pomoci analysy heteroduplext a na-
sledné se provadi kvantitativni PCR v realném &ase s pouZitim “konsen-
sus” sondy a primeru a druhého primeru specifického pro konkrétniho pa-
cienta. Vzhledem k relativné malému poctu téchto pacientd vznikla mezi-
narodni skupina ESG-MRD (European Study Group for Minimal Residual
Diasease), ktera standardizovala detekci MRN a provadi prospektivni sle-
dovani hladiny MRN pfed a po transplantaci. Ceska pracovni skupina do-
sud do studie zaradila 14 détskych pacientli s ALL, ktefi byli indikovani k
SCT. U 12 pacientl byla nalezena prestavba IRG vhodna ke sledovani
MRN, 4 pacienti jsou v sou¢asné dobé sledovani pomoci dvou cill, 8 paci-
entd pomoci jednoho cile. U pacienti s BCR-ABL pfestavbou provadime
téz kvantitativni detekci transkriptu BCR-ABL. Ve skupiné pacientd
s nizkou MRN (n=9) jsme zaznamenali pouze jeden potransplantaéni re-
laps, ve skupiné s vysokou MRN (n=5) prodélali 3 pacienti potransplantaé-
ni hematologicky relaps, 1 pacient molekularné geneticky relaps a 1 ze-
mrel na potransplantacni komplikace. Preziti pacientd s vysokou pred-
transplantacni MRN je signifikantné horSi nez pacientu, ktefi vstupuji do
transplantace s nizkou MRN.
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FALESNA NEGATIVITA MOLEKULY CD8 U AUTOIMUNITNIHO LYM-
FOPROLIFERATIVNIHO SYNDROMU

Virtova M."?, Smigek P.?, Spisek R."? Muzikova K.", Starkova J."?, Kre-
pelova A.*, Hrugak 0.2

‘cLIP (Childhood Leukaemia Investigation Prague) — spole¢na pracovni
skupina Laboratofe molekularni genetiky Il. détské kliniky a Ustavu imuno-
logie UK 2.LF

?Ustav imunologie UK 2.LF a FN Motol

3I1. détska klinika FN Motol

* Ustav biologie a lékafské genetiky UK 2.LF a FN Motol

Skolitel: MUDr. Ondfej Hru8ak, Ph.D.
email:martina.virtova@lfmotol.cuni.cz

Uvod: Autoimunitni lymfoproliferativni syndrom (ALPS) je onemocnéni,
které vznika v disledku poruchy apoptézy lymfocytd. U €asti pacientl se
jedna o disledek mutace genu kédujiciho receptor Fas. Charakteristické je
vy$Si zastoupeni subpopulace lymfocyt(, které exprimuji ap T-bunéény re-
ceptor, ale nenesou CD4 ani CD8 receptor. Metody: Pacient P.V. splfo-
val klinicka kritéria ALPS, ale bez prokazané mutace Fas. Metodou pruto-
kové cytometrie bylo méfeno zastoupeni lymfoidnich  subpopulaci
v periferni krvi. cDNA Fetézce a molekuly CD8 byla amplifikovana pomoci
RT-PCR, precisténa a sekvenovana. Koncentrace solubilni formy CD8
(sCD8) v séru byla stanovena metodou ELISA. Vysledky: V periferni krvi
jsme zjistili deficit CD8+ bunék (0,02%). Ukazalo se, Ze deficit se objevuje
jen pfi pouziti standardni protilatky schvalené pro diagnostiku (klon SK1).
Suspektni mutaci CD8 jsme vyloucili sekvenaci cDNA o fetézce CD8. Dal-
Si vySetfeni ukazalo, Ze zdanlivy deficit je zpusoben sérovym faktorem. U
pacienta byla zjisténa zvySena hladina sCD8. Prokazali jsme v3sak, Ze
samotné zvySeni hladiny sCD8 nezpUsobi faleSnou negativitu CD8 na lym-
focytech. Zaveér: Protilatka anti-CD8 SK1, jejiz pouziti je schvaleno pro di-
agnostické ucely, mize byt blokovana neznamym solubilnim faktorem. Za-
tim se nepodafilo prokazat, ze timto faktorem je néktera z forem sCD8.
Prace byla podporena VZ MS 111300001 a VZ FNM 00000064203.



EXTRACELULARNI MATRIX A DIFUZNi BARIERY EXTRACELULAR-
NiHO PROSTORU V ASTROCYTARNICH NADORECH MOZKU
Zameénik J.," Vargova L.,> Homola A.,% Tichy M.,> Bene$ V.,* Kodet R.,’
Sykova E.?
"Ustav patologie a molekularni mediciny UK 2.LF, 2Ustav neurovéd a Cen-
trum bunécné terapie a tkariovych nahrad, UK 2.LF, 3Détské neurochirur-
gické oddéleni FN v Motole, 4Neurochirurgické klinika UK 1.LF, UVN a IP-
VZ, Praha
Skolitelé: Prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc., Prof. MUDr. Roman Kodet, CSc.
josef.zamecnik@lfmotol.cuni.cz
Zmeény ve velikosti, geometrii a sloZzeni extracelularniho prostoru (ECP)
vyznamné ovliviiuji biologické chovani nadord CNS. Cilem naSi prace byla
korelace strukturalnich zmén a zmén ve slozeni extracelularni matrix
(ECM) astrocytarnich nadord mozku se studiemi difdznich parametri ECP.
lontoforetickou metodou v realném Case, ktera vyuziva iontové selektiv-
nich mikroelektrod, jsme v souboru 21 astrocytarnich nadort studovali ob-
jemovou frakci ECP (a) a tortuozitu (1), odrazejici mnozstvi difiznich pre-
kazek v ECP. Tkan jsme histologicky zpracovali a stanovili mitotickou akti-
vitu, buné¢nost nadoru a hustotu vybézk( nadorovych bunék. Imunohisto-
chemicky jsme urcili proliferaci nadoru (Ki-67, topoizomeraza-lla) a slozeni
ECM (tenascin, laminin, vitronectin, fibronectin, kolagen | - VI). Pozorovali
jsme vyznamny narlst objemové frakce ECP s rostouci proliferaéni aktivi-
tou a tedy i malignitou nadoru, vzdy se sou€asnym zvySenim tortuozity.
V nadorech s nizkym stupném malignity byl narlst tortuozity tmérny hus-
toté vybé&Zku nadorovych bunék. V nadorech s vysokym stupném malignity
koreloval dramaticky vzestup tortuozity s patologickou produkci glykopro-
teind ECM, zejména tenascinu. Ke zménam tortuozity ECP v nadorové
tkani nepfispivala zvySena bunécénost tkané ani pfitomnost hyperplastic-
kych cév. S rostoucim stupném malignity astrocytomt tedy dochazi k vy-
raznému zvétSeni velikosti jejich ECP a ke zmnozeni difuznich bariér v
ECP, které tvofi zejména patologicka ECM nadorové tkané. Tyto zmény
mohou vyznamné ovlivnit jak migraci nadorovych bunék, tak difuzi 1éCiv
v nadorech.
Podpora projektu: GACR 309/00/1430, VZ J13/98:111300004, VZ
AV0Z5039906 a VZ FNM 00000064203.
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