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Uvod
Vazené kolegyng,
vazeni kolegove,

setkdvame se na prvni konferenci Biomedicinského centra Lékarské fakulty v Plzni. Cilem
tohoto setkani je vzdjemné predstaveni a poznani jednotlivych vyzkumnych tymda, jejich
vyzkumného smérovani i metodologického zazemi.

Jak vite, vyzkumné spektrum Biomedicinského centra je rozdéleno do 2 vyzkumnych pro-
gram(, které se v jednotlivych tématech a disciplinach prolinaji a doplfiuji. Vyzkumny pro-
gram 1 ,Nahrada a podpora funkce Zivotné dllezitych organ(“ se obecné zaméfuje na
vyzkum mechanism{ poskozeni Zivotné dilezitych organl a na zékladé novych poznatk(
o etiopatogenezi téchto poskozeni na vyvoj novych a zdokonaleni stavajicich preventiv-
nich, diagnostickych a terapeutickych opatfeni. Konkrétnéji se zaméfuje zejména na na-
hradu funkce ledvin nejriznéj$imi metodami, dale na problematiku infekéniho orgdnového
poskozeni (napi. sepse a multiorganova dysfunkce, bakteridlni rezistence k antibiotikim)
¢i ulohu kardiovaskularniho systému v etiopatogenezi onemocnéni. Vyzkumny program 2
»Regenerace a reparace zivotné dulezitych organd“ realizuje pomérné siroce pojaty vyzkum
vlastnosti kmenovych bunék vcetné nadorovych a jejich potencialniho vyuziti pro tkanovou
terapii, regeneraci a reparaci tkani, embryogenezi a ,,in vitro“ fertilizaci i personalizovanou
Ié€bu onkologickych onemocnéni. Ve vSech pfipadech se jedna o zavazné medicinské pro-
blémy s vyznamnou morbiditou a mortalitou v industrializovanych spole¢nostech.

Véfime, ze konference a dal$i podobna setkani nam umozni co nejucinnéji propojit jednot-
livé skupiny, rozvinout vzajemnou spolupraci a na zakladé synergického efektu maximalné
zvysit produktivitu naseho centra.

doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D.
védecky reditel

doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.
manazer



Program konference
Zahajeni konference goo

spectabilis prof. MUDr. Boris Kreuzberg, CSc., doc. MUDr. Milan étengl, Ph.D.
Dopoledni blok | 9151400

predsedajici: doc. MUDr. Milena Kralickova, Ph.D., doc. MUDr. Milan étengl, Ph.D.

. Management — doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.: Koncepce rozvoje Biomedicinského

centra (10 minut)

. Pravni oddéleni - Mgr. Adam Soukal: Ochrana dugevniho vlastnictvi na LF UK v Plzni

(20 minut)

Laboratof klinického vyzkumu cévnich a srde¢nich onemocnéni (VP1) — doc. MUDr.
Otto Mayer, CSc: Matrix Gla protein jako prediktor mortality a potencialné modifikova-
telny rizikovy faktor kardiovaskularnich chorob (15 minut)

Laboratof studia interakci bunék s materialem (VP2) — doc. RNDr. Marie Hubalek Kal-
bacova, Ph.D.: Cell interactions with biomaterials (15 minut)

Experimentalni laboratof intenzivni mediciny (VP1) — MUDr. Jifi Chvojka, Ph.D.: Néhra-
da a podpora organd (15 minut)

Laboratof experimentalni kardiologie (VP1) — doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D.: Labora-
tof experimentalni kardiologie (15 minut)

. Laborator antibiotické rezistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii

(VP1) — Costas C. Papagiannitsis, Jaroslav Hrabak: Antibiotic resistance in current
medicine (15 minut)

Prestavka 11001175

Dopoledni blok Il 1115-13%

predsedajici: doc. MUDr. Tomas Reischig, Ph.D., doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar, Ph.D.

8.

10.

11.

12.

Ustav farmakologie a toxikologie (VP1) — doc. RNDr. Eva Kmoni¢kova, CSc.: Farmako-
terapeuticky potencidl seskviterpenovych lakton( (15 minut)

Laboratof farmakogenomiky (VP2) — doc. RNDr. Pavel Soucek, CSc.: Farmakogenomi-
ka nadorovych onemocnéni (15 minut)

Laboratof nadorové biologie (VP2) — Mgr. Pavel Pitule, Ph.D.: Vyzkumna témata v La-
boratofi nadoroveé biologie (15 minut)

Laboratof nadoroveé biologie (VP2) - Ing. et Ing. Jifi Polivka: Cirkulujici volna nadorova
DNA - novy biomarker v onkologii (15 minut)

Proteomicka laboratof (VP1) — MUDr. Jan Mare$§, Ph.D.: Vyzkumné zaméreni proteo-
mické laboratofe Biomedicinského centra (15 minut)



13. Mitochondridini laborato¥ (VP1) — doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D.: Uloha mitochondrii
ve zdravi a nemoci (15 minut)

14. Laboratof kvantitativni histologie (VP2) — doc. MUDr. Zbynék Tonar, Ph.D.: Laboratof
kvantitativni histologie (15 minut)

Obéd 1300-1400
Odpoledni blok | 14001530

predsedajici: prof. MUDr. Martin Maté&jovi¢, Ph.D., doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D.

15. Laboratof nadorové biologie (VP2) — MUDr. Pavel Vodi¢ka, CSc.: Genetické a epige-
netické charakteristiky DNA reparace ve vztahu k riziku a prognéze CRC (15 minut)

16. Laborator transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin (VP1) — doc. MUDr. Tomas
Reischig, Ph.D.: Recentni vyzkum v oblasti transplantace a nahrady funkce ledvin (15
minut)

17. Laboratof nadorové l1éCby a regenerace tkané (VP2) - MUDr. Vaclav LiSka: Modelovani
mikro- a makro-cirkulace jaterniho parenchymu jako nastroj jeho virtualni resekce (15
minut)

18. Laboratof preklinickych studii (zvéfinec) — Ing. Pavel Klein, Ph.D.: Prase¢i model ho-
jeni excizni rany experimentalné infikované vicedruhovym bakterialnim biofilmem (15
minut)

19. Laboratof bunécné regenerativni mediciny (VP2) — Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D.: Vy-
zkumné zaméreni Laboratore bunécné regenerativni mediciny (15 minut)

20. Laboratof bunécné regenerativni mediciny (VP2) — doc. MUDr. Daniel Lysak, Ph.D.:
Lécivé pripravky moderni terapie v hemato-onkologii (15 minut)

Prestavka 15%0-15%
Odpoledni blok I 15%-1710

predsedajici: doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D., MUDr. Karel Jezek, Ph.D.

21. Laboratof laserové mikrodisekce (VP1) — doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvorakova:
Laserova mikrodisekce a jeji vyuZiti pfi studiu genové exprese (15 minut)

22. Laboratof bunécné regenerativni mediciny (VP2) — doc. MUDr. Milena Kralickova,
Ph.D.: Folikularni tekutina — jeji vyznam pro kvalitu oocytl a jeji pfinos pro predikci
uspésnosti IéCby neplodnosti (15 minut)

23. Laboratof experimentalni neurofyziologie (VP2) — MUDr. Karel Jezek, Ph.D.: Pamét a
jeji neuronalni mechanizmy ve zdravi a nemoci (15 minut)

24. Laboratof neurodegenerativnich poruch (VP2) — MUDr. Jan Cendelin, Ph.D.: Funkéni
projevy cerebelarnich degeneraci a jejich neurotransplanta¢ni terapie u mysich model(
hereditarnich ataxii (15 minut)

25. Laboratof biofyziky (VP1) — MUDr. Jifi Bene$: Laboratof biofyziky (15 minut)
Zaver konference 177
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Ochrana dusevniho vlastnictvi na LF UK v Plzni
Mgr. Adam Soukal
Pravni oddéleni Lékarske fakulty

Prednaska bude pojednavat o systému ochrany dusevniho vlastnictvi na LF UK v Plzni
v ndvaznosti na komercializaci vysledk(l vyzkumu a vyvoje. Ugastnici se mimo jiné seznami
jakym zpUsobem postupovat v pfipadé, kdy v rdmci svych pracovnich povinnosti pfijdou
s inovativni myslenkou ¢&i vynalezem. Pfednasejici je provede zakladnimi pravnimi predpisy
CR, které se dané problematiky tykaji a s nim spojené smérnice UK, které pro dané situace
plati. V kratkosti také predstavi varianty ochrany, které Ize zvolit a na koho se obratit v pfi-
padé, Ze si nejsou akademicti a védecti pracovnici jisti, zdali je jejich napad nutné chranit.
Dale bude pojednano o motivaci, ktera bude porovnavana napf. se smluvnim vyzkumem
¢i publika¢ni €¢innosti navazanou na RIV. Pfednasejici nasledné vysvétli zakladni parametry
finalniho prodeje duSevniho vlastnictvi. PopiSe rozdil mezi prodejem patentu a udélenim
licence ve srovnani s obchodnim tajemstvim &i prodejem SW.

Druha ¢ast prednasky bude vénovana pfipadovym studiim, které jsou spojeny s pre-seed
projekty UK. Ugastnici budou seznameni o kladech i zaporech komercializace, zkugenos-
tech s jednanim s aplikaéni sférou a dalS§im potfebném know-how pro budouci projekty,
vyzkumné spoluprace a bézny prenos poznatk( a technologii v akademické sfére.
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Matrix Gla protein jako prediktor mortality a potencialne
modifikovatelny rizikovy faktor kardiovaskularnich chorob

doc. MUDr. Otto Mayer, CSc.

Laborator klinického vyzkumu cévnich a srdecnich onemocnéni (VP1)

Vychodisko: Matrix Gla-protein (MGP) predstavuje pfirozeny inhibitor tkanové kalcifikace
pficemz vitamin K je esencialnim kofaktorem jeho syntézy. MGP se vyskytuje v fadé isofo-
rem, coz je dano odliSnym stupném karboxylace a fosforylace béhem jeho biosyntézy a tyto
isoformy mohou mit zcela odliSné biologické chovani z hlediska vlastniho antikalcemického
pusobeni. Cirkulujici desfosfo-dekarboxylovana isoforma MGP (dp-ucMGP) je biologicky
jiz zcela inaktivni a odrazi predevsim nizkou dostupnost vitaminu K vedouci k malo efektiv-
ni syntéze naopak aktivnich (tj s antikalcemickym potencialem) isoforem MGP. Prokazano
bylo, Zze hodnoty dp-ucMGP Uzce koreluji s rozsahem kalcifikaci koronarnich arterii.

Metodika a vysledky: V nasi studii jsme si polozily otéazku, zdali zvySené hodnoty dp-ucMGP
predikuji mortalitu u pacientl se stabilizovanou vaskularni chorobou. V prospektivni studii
bylo sledovano celkem 799 pacientd (prdm. vék 65,1 + SD 9,3) po infarktu myokardu, ko-
ronarni revaskularizaci ¢i prvni ischemické cévni mozkové pfihodé (spojené ¢eské soubory
EUROASPIRE Il a EUROASPIRE-stroke survey) pfi¢emz stanovena byla pétiletd, celkova
i kardiovaskularni mortalita. Béhem stfedni doby sledovani 2050 dni (5,6 let) 159 pacien-
td zemielo. Po komplexni adjustaci pomoci Coxova modelu, pacienti v nejvy$sim kvartilu
dp-ucMGP (= 977 pmol/L) vykazovali signifikantné nezavisle zvysené riziko celkové i kardi-
ovaskularni pétileté mortality [HRR 1,89 (95 % CI: 1,32-2,72) a 1,88 (95 % CI: 1,22-2,90)].

V dal$i subanalyze téhoz souboru jsme se pokusili stanovit, nakolik dochazi k interakci
zvy$eného dp-ucMGP a konvenénich prediktor(l kardiovaskulaniho rizika. Obecné, pre-
diktivniho hodnota zvy$eného dp-ucMGP byla nejvy$$i u pacientl, ktefi by na zakladé
konvenéniho modelovani byli ureni jako spiSe nizkorizikovi (tj. spiSe pacienti s ICHS, nez
s mozkovou mrtvici, spiSe mladsi pacienti a spiSe nekuraci, nediabetici, atd). Jedinou vy-
jimkou predstavovala hodnota BNP (> 100 ng/L) jako ukazatele funkce levé komory sr-
decni, ktera byla jinak zdaleka nejsilngj$i prediktor celkové mortality [HRR 3,64 (95 % CI:
2,37-5,60)]. Kombinace obou téchto faktord (tj zvy$eného BNP i dp-ucMGP) souc¢asné byla
spojena s takika 6nasobné vyssim relativnim rizikem celkové mortality [HRR 5,87 (95 % CI:
3,80-9,07)], pficemz pokud byli posuzovani pouze pacienti s BNP > 100, spolupfitomnost
dp-ucMGP = 977 pmol/L zvySovala relativni riziko celkové mortality vice nez 2 x [HRR 2,26
(95 % CI: 1,39-3,67)].

Na jiném souboru, tentokrate 1087 osob (prdm. vék 54,8 + SD 13,0) jakoZto represen-
tativnim vzorku obecné populace (plzefiska ¢ast studie postMONICA) jsme se pokouseli
stanovit vztah mezi hodnotami dp-ucMGP a zvySenou rychlosti aortofemoralni pulsové viny
(@PWV), jako ukazatele cévni tuhosti a projevu predpokladaného (doposud prakticky ne-
studovaného) plsobeni porusené funkce MGP v jiné nez koronarni cévni lokalizaci. Zjistili
jsme, Ze hodnoty aPWV se vyznamné zvySovaly podle kvartild dp-ucMGP a tento vztah
zlstaval vyznamny i po komplexni adjustaci na ostatni mozné spolupodilejici se faktory.
V kategorizovaném usporadani, osoby v nejvy$Sim kvartilu dp-ucMGP (= 671 pmol/L) vy-
kazovaly nezavisle takika dvojnasobné relativni riziko zvySené tuhosti centralnich tepen
(definované jako aPWV = 9 m/sec) [OR 1,73 (95 % ClI: 1,17-2,5)].
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Souhrn: Cirkulujici koncentrace dp-ucMGP predstavuje vyznamny prediktor celkové i kar-
diovaskularni mortality u stabilisovanych pacient( v sekundarni prevenci aterovaskularnich
se neomezuje prevazné na koronarni fecisté, jak bylo doposud predpokladano. Potencialni
klinicky vyznam téchto zjisténi vyplyva zejména z faktu, Ze biologicka aktivita MGP je tera-
peuticky manipulovatelna pomoci substituce velmi nizkou davkou vitaminu K2 (menachino-
nu, MK7) s ocekavatelnym benefitem na drovni kalcifikace cévni stény a myokardu.
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Cell interactions with biomaterials

doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbacova,
Ph.D., Mgr. Lucie Ostrovska, Mgr. Pavla Sauerova

Laborator studia interakci bunék s materialem (VP2)

The research of the group is mainly focused on interactions between human cells (oste-
oblastic cell line and mesenchymal stem cells) and surfaces or nanoparticles made from
different artificial biocompatible materials with controlled properties.

Materials studied by our research group are of different chemistry — titanium (nanostructu-
red and ultra fine titanium), biodegradable nanocomposites (based on aliphatic polyester
nanofibers with collagen, calcium phosphate nanoparticles and sodium hyaluronan), silicon
(silicon nanoparticles doped with boron and phosphorus), carbon (nanocrystalline diamond
(particles) and graphene) and hyaluronic acid (hydrogels, complexes with surfactants)).
Used materials are tested as solid surfaces for interaction with adhesion cells (implantology,
sensing, etc.) and as nanoparticles for sensing, imaging and drug delivery.

The research group is currently composed of the Pl and two PhD students and intensively
collaborates with other members of BC and researchers at 1st Faculty of Medicine in Pra-
gue, thus the team producing results is bigger.

The members of the group regularly present their results at conferences (national and inter-
national) and in peer reviewed journals.

The research group collaborates with many Czech institutions (other faculties of Charles
University, institutions of Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno University of
Technology, Czech Technical University in Prague, etc.) as well as with international part-
ners (research groups in Germany, U.S.A., Japan and Slovakia).
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Nahrada a podpora organt
MUDr. Jifi Chvojka, Ph.D.
Experimentalni laborator intenzivni mediciny (VP1)

Syndrom multiorganové dysfunkce (multiple organ dysfunction syndrom, MODS) je jednim
z nejcastéjsich dlivodd umrti pacientll na jednotkach intenzivni péce. Nejcastéjsi pri¢inou
MODS je tézka sepse a septicky Sok, jejichz mortalita a morbidita je neumérné vysoka. Za-
kladni vyzkum na klinicky relevantnich experimentalnich modelech je pilifem poznani nejen
patofyziologickych procesl, které v rozvoji sepse a MODS hraji roli, ale zaroverh umoz-
nuje zkoumat moznosti nédhrady a podpory selhavajicich organ(. Takto ziskané poznatky
pak mohou v budoucnu pfiznivé pfispét k snizeni incidence MODS u populace kriticky
nemocnych. Tym experimentalni laboratofe intenzivni mediciny pracuje na etablovaném
kvalitnim modelu zvifeci sepse a s vyuzitim modernich technologii se dlouhodobé zabyva
touto problematikou. Pfednaska stru¢né seznamuje s dosavadnimi vysledky a s novymi
perspektivami v dané vyzkumné oblasti. Zaroven kratce predstavuje jednotlivé Cleny vy-
zkumného tymu.
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Laborator experimentalni kardiologie
doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D.

Laborator experimentalni kardiologie (VP1)

Poskozeni, zménéna funkce ¢i zména narokl na funkci rlznych organli vede zpravidla
k odpovidajicim zménam krevniho obéhu a zejména jeho centralniho organu, srdce. Srdce
se zménénym podminkam a naroklm pfizplsobuje intenzivni prestavbou, kterou oznacu-
jeme jako remodelace srdce. Remodelace je zpravidla komplexni, dochazi ke strukturalnim
(hypetrofie, fibroza) i funk&nim zménam (elektrofyziologické, kontraktilni zmény). Remode-
lace ma zprvu kompenzatorni charakter a pfispiva k optimalizaci Cerpaci funkce srdce za
danych podminek, postupné se v8ak mdze stat detrimentalni (napf. zvySené riziko Zivot
ohrozujicich srde¢nich arytmii, vyvoj srde¢niho selhani).

Skupina experimentalni kardiologie se dlouhodobé zabyva funk&nimi zménami a remode-
laci myokardu pfi zdvaznych onemocnénich (sepse, renalni selhani, diabetes, hypertrofie
myokardu, hypercholesterolémie...) s vyuzitim Sirokého spektra experimentalnich zvifecich
modell (potkan se streptozotocinovym diabetem, chronickym renalnim selhanim v disled-
ku 5/6 nefrektomie, sympatektomii, objemovym pretizenim, kralik s hypercholesterolémii a
Carlssonlv model arytmie, prase s hyperdynamickym septickym Sokem). Metodologické
postupy sahaiji od in vivo experiment( (méfeni a analyza EKG, analyza variability interval()
k celé fadé metodik in vitro na izolovaném srdci (Langendorfflv preparat), multicelularnich
preparatech (méreni membranového napéti a kontrakce v papilarnim svalu a trabekule) i izo-
lovanych bunkach — kardiomyocytech (méfeni membranovych iontovych proudd technikou
patch-clamp, méfeni vapnikovych pfechodd a kontrakce v izolovanych kardiomyocytech).

Recentni vysledky skupiny (vesmés publikované v impaktovanych Casopisech) zahrnuiji
analyzu zmén vapnikového proudu a repolarizace srde¢niho akéniho napéti pfi sepsi, analy-
zu srde¢ni autonomni inervace, zmén kontraktility a elektrofyziologie srdce véetné pravole-
vych rozdill pfi renalnim selhani, analyzu variability srdeéni frekvence pfi sepsi, kontraktilni
a elektrofyziologickou remodelaci srdce pfi chronickém objemovém pretizeni, ucinek cho-
lesterolu na nachylnost k arytmiim a dalsi. V letoSnim roce skupina ziskala 2 grantové pro-
jekty (agentury GACR a AZV).
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Antibiotic resistance in current medicine
Dr. Costas C. Papagiannitsis, Ph.D., doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.

Laborator antibioticke rezistence
a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii (VP1)

Antibiotic resistance is an emerging problem worldwide. Spread of multiresistant, carba-
penemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) and Pseudomonas spp. has been docu-
mented in many countries across the world. These bacteria are usually resistant to almost
all effective antibiotics (as beta-lactams, aminoglycosides, fluoroquinolones, etc.), limiting
the therapeutic options to a few choices (as colistin and/or combination therapy) with
unpredictable results.

Until 2010, the Czech Republic reported low occurrence of carbapenem-resistant bacte-
ria, with only sporadic cases of carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae (VIM-1,
KPC-2), Serratia marcescens (VIM-1) and P. aeruginosa (VIM-2, IMP-7). However, the inci-
dence of those bacteria has recently increased. In 2011, two outbreaks of KPC-3-produ-
cing and VIM-producing K. pneumoniae occurred in two Prague’s hospitals. Additionally, in
2013, the first Enterobacteriaceae producing OXA-48-type carbapenemases were detected
in hospitals throughout the country. Of note was the description of a VIM-1-producing Lec-
lercia adecarboxylata that was isolated from the hands of the medical staff in a Prague’s
hospital with no previous report of detection of CPE. Such a finding indicates the spreading
potential of carbapenemase genes via routes that remain largely unknown.

Besides medical settings, carbapenemase-producing bacteria have been detected, also, in
environmental samples including samples from sewage water, and veterinary and wildlife
origin. In 2012, a VIM-1-producing E. coli was isolated on a pig farm. While in 2013, a NDM-
-1-producing Salmonella Corvalis was isolated from a wild bird in Germany. Furthermore,
studies from Czech Republic have shown that wild birds, especially those associated with
water, are important reservoirs of clinically relevant bacteria such as Enterobacteriaceae
being resistant to fluoroquinolones and cephalosporins.

Notwithstanding the alarming epidemic situation in carbapenem-resistant Enterobacteria-
ceae, data from Israel have shown that nosocomial infections, caused by carbapenem-resi-
stant Enterobacteriaceae, can be controlled by strict epidemiological intervention. For such
a successful intervention, there is an urgent need for diagnostic laboratories to introduce ra-
pid and sensitive methodologies for the detection of carbapenemase producers. Recently,
new highly sensitive and rapid methods for the direct detection of carbapenemase activity
were developed (MALDI-TOF MS meroepenem hydrolysis assay, and Carba NP test).

In 2011, our research group published the first method for the detection of carbapenema-
se-producing bacteria in routine diagnostic laboratories, by the use of MALDI-TOF MS. This
method was based on the visualization of meropenem and its degradation products. The
described procedure performed well with most types of carbapenemase producing bacte-
ria. However, false-negative results can appear for isolates producing OXA-48-type-type
carbapenemases. Recently, our research group showed that addition of NH4AHCO3 to the
reaction buffer of MALDI-TOF MS assay can increase the reliability of OXA-48-type pro-
ducers’ detection. The modified version of MALDI-TOF MS assay correctly detected 98 %
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of carbapenemase producers demonstrating this method as a reliable tool for detection of
carbapenemase activity in routine, as well as reference laboratories.

Applications of MALDI-TOF MS have been increasingly used in the laboratories due to their
time- and cost-effectiveness. In 2014, our research group described the development of
a new assay for the identification of beta-lactamases in clinical enterobacterial isolates by
MALDI-TOF MS. As the first group of enzymes for the design and evaluation of the method,
we used CMY-2-like beta-lactamases of the Citrobacter freundi origin. The new method
is based on the extraction of periplasmic proteins and the detection of CMY-2-like beta-
-lactamases by MALDI-TOF MS according to their molecular weight (a ca 39,850-m/z peak)
(Czech National Patent Nr. 304833). The latter method was also able to detect peaks with
an increased m/z of approximately 383, representing the acyl-enzyme complex (complex of
CMY-2 beta-lactamase with the meropenem molecule). Those results indicated the ability
of the described method to explore the behavior of beta-lactamases into the bacterium cell.

In general, the research activities of our group, ‘Laboratory of Antibiotic Resistance and
Applications of Mass Spectrometry in Microbiology’, are mainly focused on mechanisms
of resistance to antibiotics, especially to expanded-spectrum cephalosporins and carba-
penems, in Gram-negative bacteria (Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.). The research
projects aim to execute molecular epidemiology of factors affecting dissemination of multi-
-drug resistance among nosocomial pathogens. The second main objective of the research
projects is intending in the development of new techniques for the detection and study of
resistance mechanisms using MALDI-TOF mass spectrometry and Raman spectroscopy.
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Farmakoterapeuticky potencial seskviterpenovych lakton(
doc. RNDr. Eva Kmoni¢kova, CSc.

Ustav farmakologie a toxikologie

Ustav farmakologie a toxikologie Lékarské fakulty UK v Plzni se dlouhodobé zabyva studi-
em vlivu latek znecistujicich Zivotni prostredi (zejména tézkych kovd), IéCiv a xenobiotik na
funkceschopnost organli metabolismu a eliminace (jatra, ledviny). Na$ experimentalni pro-
gram je zaméfen na studium oxidativniho stresu jako jednoho z vyznamnych faktor( orga-
noveé toxicity. Pracovnici Ustavu hledaji latky, které by branily oxidativnimu poskozeni pa-
renchymatosnich organd. V této souvislosti studujeme latky pfirodniho plvodu (resveratrol,
quercetin, curcumin, seskviterpenové laktony aj.) Farmakologicky a toxikologicky vyzkum
u nas a v mnoha dalSich laboratofich umoznil poznat biologické ucinky vySe jmenovanych
latek a vysvétlit molekularni podstatu jejich plsobeni. V soucasnosti probihaji ¢etné klinické
studie tykajici se zejména jejich antioxidacniho potencialu, protizanétovych, protinadoro-
vych a antimikrobidlnich U¢inkl (viz napf. PubMed/Clinical Trials). Intoxikace a oxidativni
stres a zmény v imunitnim systému jsou na nasem pracovisti studovany na organové a
bunécné urovni. Mame vypracovany in vivo modely akutni a chronické toxicity a na in vitro
urovni jsme schopni interpretovat cytotoxické a imunomodulacni U€inky latek. Modely hod-
lame do budoucna rozsifit.

Je tfeba pfipomenout, Zze asi 70 % |éCiv uzivanych v klinické praxi ma svij plvod v latce
izolované z pfirodnich zdrojli (zejména z rostlin). Farmakologicky vyzkum pfirodnich la-
tek proziva v poslednich letech obrozeni. Divodu je vice. Jednim z nich jsou pokrocilé me-
tody chemické identifikace a separace latek. Dale je to obrovska chemicka diverzita latek,
ktera je pfirodou poskytovana a zatim ne zcela vyuZita.

Seskviterpenové laktony (SL) jsou podskupinou terpenovych latek. Jde o sekundarni me-
tabolity vytvarené predevsim v Celedi Asteraceae, a dale Umbelliferae a Magnoliaceae. Se-
skviterpenové laktony jsou tvoreny 3 izoprenovymi jednotkami, charakteristikou celého
15-C skeletu je laktonovy kruh. Strukturné-aktivitni analyza predurcuije tyto latky jako vhod-
né kandidaty pro Ié¢bu malignit a pro prevenci/lécbu zanétl. Zajimavou molekulou mezi
mnoha seskviterpenovymi molekulami se jevi thapsigargin. Tento SL guaianolidového typu
je znam jako inhibitor Ca2+-ATPasy sarko-endoplazmatického retikula (SERCA). Do nedav-
na byl takto vyuzivan pouze experimentalné pro zvyseni koncentrace volnych iontl vapniku
v bunce. V sou¢asné dobé je thapsigargin jako prodrug v Il. fazi klinického zkous$eni pro
|éEbu nadoru prostaty a pokrocilého hepatocelularniho karcinomu. Mechanismem uUc&inku
je trvalé zvyseni koncentrace kalciovych iontl a de facto navozeni apoptdzy. Nase nedav-
né studie ukazaly, Ze thapsigargin ma jesté dalsi farmakologicky ucinek. Tim je exprese
inducibilni synthasy oxidu dusnatého a sekrece cytokind IL-2 a IFN-gama v makrofazich.
Spoluprace s chemiky na UOCHB AV CR a VSCHT nas dovedla ke studiu trilobolidu. Jde
chemicky o latku strukturné velmi blizkou thapsigarginu. Jedinym publikovanym uc¢inkem
byla rovnéz inhibice SERCA. Jak jsme s kolegy z UEM AV CR pred nékolika lety zjistili, imu-
nostimulaéni ucinky trilobolidu jsou jesté vyznamnéjsi (Czech patent). V ramci sou¢asného
projektu GACR 303/14-04329S nyni ovéfujeme strukturné aktivitni vztahy trilobolidu a jeho
derivatd, které indukuji v imunitnich burikach sekreci Th1 cytokinl. Zarover chceme objas-
nit vztah mezi intracelularni koncentraci vapenatych iontd a imunomodulaénimi efekty inhi-
bitorll Ca2+-ATPasy (SERCA). Vztah mezi biologickymi U¢inky a intracelularni lokalizaci tri-
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lobolidovych molekul sledujeme na kulturach makrofagl a nékolika typech nadorovych linii
pomoci originalné pfipravenych (na VSCHT) trilobolidovych konjugatt. Caso-prostorova,
molekularni a farmakologicka in vitro analyza testovanych SL v kombinaci s matematickym
modelovanim umozni navrhnout a syntetizovat cilené analogy trilobolidu pro individualni
bunécné typy. Nékteré diléi vysledky jsme jiz publikovali. Stihli jsme pfipravit 2 typy konju-
gatl s trilobolidem. Zjistili jsme, Ze pfipravené fluorescenéni konjugaty trilobolidu a konju-
gaty trilobolidu s porfyrinem pronikaji do bunék a maji cytotoxické a imunobiologické ucinky
podobné trilobolidu. Intenzita Ucinku je ve vztahu ke strukture konjugatu a zavisi rovnéz na
typu sledovanych bunécnych linii. Vysledky mohou byt podkladem pro vyvoj smérovanych
|é¢iv zejména pro protinddorovou a imunomodulaéni terapii.

Prace je podporovana z prostiedkd GACR 303/14-043298S.
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Farmakogenomika nadorovych onemocnéni
doc. RNDr. Pavel Soucek, CSc.

Laborator farmakogenomiky (VP2)

Pavel Soucek'?, Veronika Brynychova'?, Radka Vaclavikova', Viktor Hlavac'?, Marie Ehrli-
chova'?, Simona SUsova'?, Tereza Kunicka'?, Katefina Elsnerova'?, Beatrice Mohelnikova-
-Duchonova'?, Vaclav Liska>*

'Oddéleni toxikogenomiky, Statni zdravotni Ustav, Praha; ?Biomedicinské centrum, Lékar-
ska fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Plzef; 2Onkologicka klinika, Fakultni nemocnice,
Lékarska fakulta, Univerzita Palackého, Olomouc; “Chirurgicka klinika Fakultni nemocnice,
Lékarska fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Plzen

Obecné vzato existuji tfi cesty jak snizovat incidenci a mortalitu nadorovych onemocnéni:
1) identifikovat rizikové faktory jak v genetické vybavé populace, tak oblasti exposice vnéj-
&im vlivim pracovniho i Zivotniho prostredi a tyto znalosti vyuZivat v prevenci, 2) neustale
zlepSovat diagnostické a skrininkové programy za ucelem odhaleni nemoci v ¢asnych sta-
diich, nejlépe ve stavu prekancerdz, 3) zkoumat zakonitosti U¢inkd IéCby a pokouset se je
vyuZzit ku prospéchu pacientl. Laboratof farmakogenomiky se zabyva zejména hledanim
vhodnych prognostickych a prediktivnich biomarkerl pro hodnoceni pfeZivani a odpovédi
nadorovych pacientl na terapii.

Nase pracovni hypotéza vychazi z predpokladu, ze existuji genetické, epigenetické a fe-
notypické markery, které koreluji s vysledkem chemoterapie nadorovych onemocnéni. Exi-
stence téchto marker( byla naznacena fadou studii za pomoci modelovych bunécnych
linii, transgennich zvifecich modell a studii na tkanovych vzorcich pacientl. V predcho-
zich projektech jsme identifikovali genetické markery, které vyznamné koreluji s prognézou
i s vysledkem chemoterapie pacientl s karcinomy prsu, kolorekta, ovaria a slinivky bfigni.
V prezentaci budou uvedeny typické pfiklady studii, s jejichz pomoci budou demonstro-
vany skupiny studovanych gend, design studii i jejich vysledky a dal$i sméfovani naseho
vyzkumu.

Jednim z témat naseho vyzkumu je studium genetické variability v oblasti funkéni domény
NBD1 (nucleotide binding domain 1) kandidatniho genu z predchozich studii — efluxniho
transportéru ABCC1 u 540 pacientek s karcinomem prsu (C50, OMIM: 114480). Variabili-
ta, vyjadiena sadou jednonukleotidovych polymorfismG pokryvajicich kompletni haplotyp
NBD1 s pfiléhajicimi oblastmi korelovala s molekularnim i klinickym fenotypem karcinomu
prsu. Nalezli jsme vztah mezi nékterymi polymorfismy a expresni hladinou ABCC1 v nado-
rové tkani i vztahy polymorfismi k preziti pacientek. Nase studie (Kunicka et al. Plos ONE
2014) tak poprvé ukazala, Ze geneticka variabilita ve funkéni doméné NBD1 transportéru
ABCCH1, ktery in vitro pfenasi cytostatika (anthracykliny, taxany, apod.), vyznamné ovliviiuje
hladinu transkriptu v cilové tkani i vysledek terapie karcinomu prsu. Nase pozorovani Cini
z tohoto transportéru atraktivni kandidatni molekulu (biomarker) pro farmakogenomiku a
eventudlné i cil pro vyvoj IéCby uréené ke zlepseni odpovédi pacientl na terapii.

V dal$im projektu se soustfedime na validaci nami dfive pozorovanych a publikovanych po-
znatkU o vlivu expresniho profilu genti ABC (ATP Binding Cassette) transportérd na vysledky
chemoterapie a prezivani pacientd s kolorektalnim karcinomem (C18-21, OMIM: 114500).
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Na pilotnim souboru 52 pacientd v rlznych stadiich onemocnéni jsme nalezli fadu kandi-
datd (Hlavata et al. Mutagenesis 2012;27:187-96), které jsme dale sledovali na valida¢nim
souboru 70 pacientl ve stadiu Il. Radu marker(i se ndm podafilo validovat a nejzajimavéjsi
vysledek ukazal, Ze hladina ABCD4 transportéru souvisi s bezpfiznakovym prezivanim pa-
cientl. Pacienti s vysokymi hadinami ABCD4 v nadorech prezivali del$i dobu bez progrese
nez pacienti s nizkou expresi ABCD4. V soucinnosti s klinickym pracovi§tém nyni provadi-
me ovéreni hladin kandidatnich proteind pomoci imunohistochemie na skupiné zhruba 150
pacientq.

Karcinom pankreatu (C25, OMIM: 260350) patfi k nadorovym onemocnénim s velmi Spat-
nou prognozou a to zejména diky pozdni diagnostice. Chemoterapie karcinomu pankreatu
je, na rozdil od fady solidnich nadorl, velmi malo Gc¢inna a ani moderni klinické studie,
v&etné cilenych molekul, neprokézaly zasadni zlepSeni prezivani pacientd. Rada studii na-
znadila, Ze expresni profil transportér(, které prenaseji 1é¢iva, miZe byt jednou z hlavnich
pficin nizké odpovédi pacientd na systémovou Ié¢bu. V nasi, zatim nejkomplexnéjsi, studii
jsme stanovili expresni profil vSech lidskych ABC a vybranych Iékovych SLC (Solute Carri-
er) transportérd v pilotnim souboru nadorovych a parovych nenadorovych tkani u pacientd
s radikalné operovanym karcinomem pankreatu (n=32). V nadorech vétsiny pacientd jsme,
ve srovnani s parovou nenadorovou tkani, nalezli vyznamné zvysenou expresi ABC trans-
portérd exportujicich cytostatika z bunék do mezibunééného prostoru a souc¢asné snize-
nou expresi SLC transportérd importujicich IéCiva dovnitf (Mohelnikova-Duchoriova et al.
Pancreas 2013 a Cancer Chemother Pharmacol 2013). Tyto vysledky podporuji sou¢asnou
predstavu o tom, Ze exprese transportérd prenasejicich 1é¢iva mize vyznamné modifikovat
progndzu pacientd s karcinomem pankreatu. Analyze biologického mechanismu zji§ténych
vztahU nyni vénujeme mimoradnou pozornost.

Ve vlastnim vyzkumu vyuzivame genomickeé, epigenomické, proteomické a metabolomické
pristupy k hodnoceni biomarker( v tkanovych preparatech pacientl dodanych klinicky-
mi pracovisti. Hlavni vyuZiti prediktivnich biomarker( vidime v oblasti stratifikace pacient(
do jednotlivych Ié¢ebnych rezim(. Nalezeni a validace prognostickych biomarker( rovnéz
mUze prispét k vyvoji terapeutik pro cilenou IéCbu.

Vyzkum farmakogenomiky je podporovan granty GACR P301/12/1734, IGA 14329-3, AZV
15-25618A, GAUK 1200314 a projektem CZ.1.05/2.1.00/03.0076 Evropského fondu pro
regionalni rozvoj.
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Vyzkumna témata v Laboratori nadorove biologie
Mgr. Pavel Pitule, Ph.D.

Laborator nadoroveé biologie (VP2)

Mgr. Pavel OstaSov, Ph.D., Dipl.-Biol. Jana-Aletta Thiele, Eva Kralovcova, Ing. Petr HoSek,
Ing. et Ing. Jifi Polivka, RNDr. Martin Pesta, Ph.D., Dr. James Hicks, MUDr. Pavel Vodicka,
CSc., MUDr. Ludmila Vodickova, CSc., Jan VojtiSek, Ondrej Sorejs, Pavel Vintrych

Cilem Laboratore nadorové biologie je pfispét k poznani vzniku a vyvoje malignich onemoc-
néni, véetné zplsobu jejich diseminace a tvorby sekundarnich lozisek ve vzdalenych orga-
nech. Hlavni pozornost je vénovana kolorektalnimu karcinomu a glioblastomu, v dil¢ich pro-
jektech se vénujeme i dal$im typlm nadorovych onemocnéni. Zasadni pro nase témata je
spoluprace s chirurgy, onkology a patology z Fakultni nemocnice v Plzni a s kolegy z dalSich
skupin v ramci Biomedicinského centra, pfedevsim s pracovniky Laboratore nadorové lé¢-
by a regenerace tkani, Laboratore farmakogenomiky a Laboratore kvantitativni histologie.

Soucasné projekty se snazi pokryt cely proces rozvoje nadorového onemocnéni od gene-
tickych a epigenetickych zmén pfi vzniku primarniho nadoru aZz po diseminaci nadorovych
bunék krevnim obé&hem do ostatnich tkani. Soucasti vyzkumu je také snaha o identifikaci
kli¢ovych genll a genomovych oblasti pro vyvoj a Siteni nadoru a jejich vyuZiti pro diagnos-
tiku a progndzu u onkologickych pacientd. Z tohoto diivodu vyzkum probiha pfednostné na
vzorcich ziskanych od pacientl, nicméné pro bliz§i porozuméni danym procestdm a ovéreni
ziskanych poznatkU jsou doplrikové vyuzivany i vhodné bunécéné linie a zviteci modely. Mezi
soucasnymi projekty Ize zminit napfiklad identifikaci Ulohy rodiny tetraspaninovych proteind
¢i vybranych dlouhych nekddujicich ribonukleovych kyselin (IncRNA) v kolorektalnim kar-
cinomu a jejich vyuziti jako prediktivnich a prognostickych znakd. Tetraspaniny jsou geny
kddujici transmembranové proteiny s vyznamnou Glohou pfi tvorbé exosom, ¢imz reguluji
mezibunécnou komunikaci, ktera je podstatna i pro rozvoj nadorového onemocnéni. Nékte-
fi zastupci jiz maji popsané pro i proti nadorové efekty u rliznych typl epitelialnich malignit.
Cilem projektu je zmapovat expresni zménu mezi zdravou a nadorovou tkani pacientl s ko-
lorektalnim karcinomem u kompletni tetraspaninové rodiny, tedy u 33 gen(, a spojit naleze-
né diference s rozvojem onemocnéni a jeho odpovédi na podanou lé¢bu. Podobné cile ma
i druha studie, zamérena na IncRNA. Zastupci této relativné nové popsané skupiny tran-
skriptl hraji vyznamnou roli v regulaci bunéénych déjl, véetné ovliviiovani tvorby proteind
pomoci regulace jejich transkripce a translace. Do studie byly zafazeny IncRNA u kterych
Ize na zakladé existujici literatury nebo predpovézenych funkci pfedpokladat schopnost
ovlivnit vyvoj kolorektalniho karcinomu.

Projektem, kterému je nyni vénovana nejvétsi ¢ast usili, je detekce a charakterizace cirkulu-
jicich nadorovych bunék (CTC) v krvi pacientl s metastatickym kolorektalnim karcinomem.
Analyza CTC je povazovana za jednu z cest fluidni biopsie, ktera umozni z klasického krev-
niho odbéru pomoci specifické selekce nadorovych bunék uvolnénych do cévniho recisté
ziskat mnoho informaci o povaze nadoru, riziku vzniku sekundarnich lozisek i odpovédi na
podanou léCbu, to vSe opakovatelné a bez rizik spojenych s klasickou biopsii. Experimen-
talné a Castecné i v klinické praxi jiz existuji postupy pro detekci CTC, zalozené na poca-
te¢nim obohaceni vzorku o buriky epitelialniho plivodu a odstranéni lymfocytarni populace.
Nami testovany postup HD-CTC, na kterém spolupracujeme s laboratofi Dr. Kuhna z USC
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LA, pracuje s kompletni populaci jadernych krevnich bunék, ¢imz se vyhybame ztraté po-
tencialnich nadorovych bunék, které prosly epitelo-mesenchymalni tranzici a tim padem
ztratily epitelidlni znaky pouzivané bézné pro selekci cilové bunééné populace. V ramci této
metody jsou potencidlni CTC vyhledany na zakladé jejich specifickych znakl detekovanych
mikroskopicky s pomoci fluorescenéné znacenych protilatek, coz umoznuje vzit do hod-
noceni i faktory jako je tvar bunék a jejich jader, distribuce fluorescenéniho signalu v ramci
buriky nebo vznik bunéénych agregatll. Metoda dale umozniuje jednotlivé zvolené bunky
izolovat a podrobit dal$im analyzam, napfiklad celogenomovému sekvenovani. V sou¢asné
dobé probiha sbér a priprava vzorkl a zavadéni jednotlivych metodickych postupl. Zaro-
ven s CTC budou izolovany a analyzovany i volné cirkulujici nukleové kyseliny jako dalsi
soucast fluidni biopsie. Cilem projektu je pfinést metodiku schopnou pribézné sledovat
ucdinnost Iéby u pacientd s metastatickym kolorektalnim karcinomem a umoznit rychlou
reakci na pfipadny rozvoj rezistence a progresi nadorového onemocnéni.

V ramci Biomedicinského centra jsou pro projekty Laboratofe nadorové biologie vytvoreny
optimalni podminky z pohledu pfistrojového vybaveni — real-time PCR systémy, motorizo-
vany fluorescenéni mikroskop, sekvenator nové generace, automaticka pipetovaci stanice,
skener mikro¢ipt a dalsi. O zkuSenosti s jejich pouZivanim se radi podélime a jsme naklo-
néni spolupraci nad zajimavymi tématy.
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Cirkulujici volna nadorova DNA — novy biomarker v onkologii
Ing. et Ing. Jifi Polivka
Laborator nadoroveé biologie (VP2)

Jifi Polivka jr."22, Filip Jank{*, Martin Pesta®, Jan Dolezal®, Milena Krélickova'?, Jifi Polivka®

Ustav histologie a embryologie; ?Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Uni-
verzita Karlova v Praze; ®Neurologicka klinika, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova
v Praze a Fakultni nemocnice Plzen; “Department of Investigational Cancer Therapeutics,
The University of Texas MD Anderson Cancer Center, Houston, USA; sUstav biologie, Lé-
karska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze; éChirurgicka klinika, Lékarska fakulta
v Plzni, Univerzita Karlova v Praze a Fakultni nemocnice Plzer

Pres obrovské pokroky v moderni onkologii jsou pokrocila stadia nadorovych onemocnéni
stale velmi obtizné IéCitelna. V souCasné éfe personalizované mediciny zavisi vybér lé¢-
by na detailni analyze nadorového genomu a identifikaci ovlivnitelnych mutaci v nadorové
tkani konkrétniho nemocného. Podstatnou limitaci je vSak ziskani tkané z heterogennich
oblasti nadoru. Odstranény nador pfipadné biopsie z nadoru byly po dlouhou dobu jedinou
moznosti verifikace typu nadoru a zjisténi Ié€bou ovlivnitelnych molekularné-genetickych
mutaci. AvSak pfi rozvijejici se heterogenité nadoru zejména v jeho pokrocilych stadiich by
pro detekci takovych mutaci byly nutné opakované biopsie z primarniho nadoru a z jeho
metastaz, coz je v praxi nemozné. Proto je velké Usili vénovano minimalné invazivnim po-
stuplm umoznujicim detekci ovlivnitelnych onkogennich mutaci. Jednim z nich je analyza
volné nadorové DNA cirkulujici v télesnych tekutinach — krvi, modi a u nadorl postihujicich
nervovy systém pfipadné v mozkomisnim moku. Takové metody se nazyvaji také fluidni
biopsie, respektive ,liquid biopsy*“. Fluidni biopsie pfinasi unikatni moznost monitorovat na-
dorovou chorobu a jeji pribéh v ¢ase u individualniho nemocného. V blizké budoucnosti se
fluidni biopsie pravdépodobné stane vyznamnou soucasti péce o nemocné s onkologickym
onemocnénim, napfiklad v ¢asné detekci nemoci, sledovani vyvoje choroby v Case, predik-
ci uziti cilené 1é€by, hodnoceni jeji ucinnosti i detekci vznikajici rezistence.

Podporovéno projektem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky pro konceptudlni rozvoj
vyzkumné organizace 00669806 — Fakultni nemocnice Plzen a projektem ED2.1.00/03.0076
Evropského fondu pro regionalni rozvoj.
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Vyzkumné zamereni
proteomickeé laboratore Biomedicinského centra

Ing. Jifi Moravec, Ph.D., Ing. Zdenék Tima, MUDr. Jan Mares, Ph.D.

Proteomicka laborator (VP1)

Proteomicka laboratof poskytuje zazemi proteomické technologie ostatnim tymim BC,
resp. jeho smluvnim partnerlim, ale také organizuje vlastni metodické, experimentalni i kli-
nické studie.

Schiffovo barveni (periodic acid —Schiff's staining-PAS) je metoda umozniujici detekci gly-
koprotein( na elektroforetickych gelech, membranach ale také v histologickych vzorcich.
Informace o tom zda dany protein je nebo neni glykoprotein je uzite¢na jak kvili volbé
vhodného postupu pro dalsi analyzu vzorku, tak pfi screeningovém provedeni mize pfimo
dokazovat existenci onemocnéni. Samotné barveni je zaloZzeno na selektivni oxidaci cuk-
erné Casti glykoprotein( kyselinou jodistou na dialdehydy, které reakci s ¢ervenym barvi-
vem fuchsinem vytvareji na gelech riizové az fialové bandy nebo spoty. Pdvodni Schiffovo
barveni glykoproteind na gelech je ¢asové zna¢né naro¢né a trva nékolik hodin. Barveni
histologickych preparatd Schiffovym cinidlem se jiz fadu let urychluje mikrovinnym ohfe-
vem, tento postup ale nebyl dosud aplikovan na elektroforetické gely. Tato metodicka prace
popisuje vyuziti ohfevu v mikrovinné troubé k rychlé detekci glykoproteind na elektrofore-
tickych gelech s vyuzitim standardniho Schiffova Cinidla. ZjednoduSeny protokol se sklada
z péti krokd, které mohou byt dokonéeny za dobu krat$i nez 10 minut. Zrychlené barveni ma
mez citlivosti dvakrat vy$si nez standardni protokol PAS (odpovidaji 100 ng HRP). Po excisi
a nasledujici digesci trypsinem jsou takto vizualizované glykoproteiny identifikovatelné po-
moci hmotnostni spektrometrie.

Mitochondrie jsou dllezitymi dodavateli energie pro procesy aktivniho transportu la-
tek v ledvinach. Zmény mitochondrialniho metabolismu ledvin jsou pozorovany pfi cho-
robach (napt. sepse, akutni selhani ledvin, diabetes) nebo pfi plsobeni xenobiotik. Prote-
omika dokaze poskytnout informaci metabolismu mitochondrii pfi patologickych stavech.
Vychozim bodem pro zkoumani proteomu mitochondrii v patologickych situacich je analyza
mitochondrialniho proteomu ve fyziologické situaci. Pro analyzu byly mitochondrie izolova-
ny z klry a diené ledviny prasete pomoci diferencialni centrifugace. Proteiny mitochondrii
byly separovany dvojrozmérnou gelovou elektroforézou. Proteiny, jejichz kvantita vykazo-
vala nejméné dvojnasobny rozdil mezi mitochondriemi kliry a dfené, byly identifikovany
pomoci hmotnostni spektrometrie. Enzymy beta oxidace, metabolismu aminokyselin a glu-
koneogeneze byly hojnéji zastoupeny v mitochondriich kdry ledvin. To odpovida vétS$imu
vyuZiti beta oxidace jako zdroje energie v ke ledvin bohaté na kyslik. Metabolismus ami-
nokyselin je v ledvinach soustfedén v proximalnim tubulu, kde dochazi k jejich reabsorpci
z glomerularniho filtratu. V mitochondriich dfené ledviny byly nalezeny hojné&jsi proteiny
zapojené v respiracnim systému, enzymy citratového cyklu a mitochondrialni poriny. Zvy-
Sena exprese téchto proteinll byla dfive doloZena u tkani a bunék reagujicich na hypoxii.
Vysledky odpovidaji rozloZeni segmentl nefronu v ledviné a odraZeji dostupnost kysliku ve
tkani ledviny. Procesy naro¢né na pfisun kysliku jsou soustfedény v kife ledviny, zatimco
mitochondrie difené jsou pfizplsobeny k udrzeni metabolismu v prostfedi s omezenou do-
stupnosti kysliku.
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Postupy vyuZivajici rizné formy mimotéinino obéhu jsou ¢im dal tim ¢astéjs$i v mnoha obo-
rech moderni mediciny — od klasické hemodialyzy, pres kontinualni ocistovaci metody az
po membranovou oxygenaci pfi kardiochirurgickych vykonech. Spole€nym jmenovatelem
vSech téchto metod je kontakt krve s umélym materidlem a tedy nevyhnutelné také od-
povéd humoranich i bunécnych mechanism(. Chemické vlastnosti cizorodého materialu,
kontaktni plocha, délka i opakovani expozice a stav pacienta jsou hlavni faktory ovliviujici
tuto reakci.

Cilem prezentované studie bylo porovnat slozeni proteinového biofilmu vznikajiciho na po-
vrchu hemodialyzaéni membrany t¥i modernich, biokompatibilnich dialyzatord a jeho po-
tencialni vztah ke zménam propustnosti membrany. Béhem procedury byly méfeny kon-
centrace vybranych proteinli (molekulova hmotnost 11, 17, 21 a 27 kDa) v krvi a dialyzatu,
po jejim ukonceni byl proteinovy biofilm vyplachnut z dialyzatoru a analyzovan technikou
gelové proteomiky.

Pfi dialyze do$lo k vyznamnému poklesu permeability vSech tfi dialyzator(, a to zejmé-
na pro vétsi proteiny. Snizeni propustnosti nebylo v pfimém vztahu k celkovému mnozstvi
proteinu v biofilmu. Rozdily ve slozZeni biofilmu mezi dialyzatory byly prokazany u 48 z 231
detekovanych frakci. Nejvétsi rozdil byl pozorovan v pfipadé téchto proteinl: complement
factor H-related protein 3 (FHR3), insulin-like growth factor binding protein 4 (IBP4) a nékoli-
ka fragmentd fibrinu (FIBG, FIBB). Tyto proteiny maji vztah nejen ke koagulaci (a tedy vlastni
propustnosti), ale také k aktivaci zanétu, resp. jejich deplece v dlsledku procedury mdze
mit dal$i, neCekané dopady na pacienty.
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Uloha mitochondrif ve zdravi a nemoci
doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D.
Mitochondrialni laborator (VP1)

Ustav fyziologie, Ustav biofyziky, Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univer-
zita Karlova v Praze, alej Svobody 76, 323 00 Plzen

Mitochondrie jsou membranové organely, které maji v eukaryotickych burkach mnoho
funkci. Podileji se na procesech umozniujicich obnovu a preziti buriky, ale i na déjich, které
vedou k jeji smrti. Kromé procesu oxidaéni fosforylace, ve kterém je na systému protei-
novych komplext ukotvenych do vnitfni mitochondrialni membrany ziskavana energie ve
formé ATP, probiha v mitochondriich cela fada metabolickych déji poskytuijicich elektrony
respiraénimu systému nebo substraty dalSich dil¢ich metabolickych drah (Krebstv cyklus,
beta-oxidace mastnych kyselin, metabolismus pyruvatu, ¢ast syntézy mocoviny, hemu aj.).
Mitochondrie jsou také vyznamnym zdrojem kyslikovych radikald, podileji se na apoptoze,
produkci tepla, kontrole nitrobunéénych zasob vapniku a proteosyntéze.

Poruchy funkce mitochondrii hraji rozhoduijici roli v patofyziologii onemocnéni, ktera jsou
primarné spjata s dédi¢nou nebo nové vzniklou mutaci mitochondridlni nebo jaderné DNA,
jez vede ke zménam funkce protein ¢i RNA s pfimym dopadem na metabolismus mi-
tochondrii. Primarni mitochondrialni onemocnéni (mitopatie) postihuji ¢asto komplexy re-
spiraéniho systému a projevuji se zejména poruchami tkani a organd, které maji vysokou
spotfebu energie (srdce, kosterni svaly, mozek).

Sekundarni mitochondrialni poruchy vznikaji narusenim jedné nebo vice mitochondrial-
nich funkci jinym patologickym procesem, coz mize vést k dal§imu zhor$eni zakladniho
onemocnéni. Za prokazany se ma podil mitochondridlni dysfunkce na rozvoji nékterych
neurodegenerativnich poruch (Parkinsonovy nemoci, Alzheimerovy choroby). Zmény v mi-
tochondrialnim metabolismu byly také zjistény u fady dalSich patologickych stav(i rozma-
nité etiologie: diabetu mellitu, srde¢niho selhani, chronického selhani ledvin, sepse, obezity
a mnohych jinych. V mnoha pfipadech vSak neni jasné, zda popsané zmény mitochondrial-
nich funkci hraji roli v dalSim rozvoji zakladniho onemocnéni nebo se jedna o adaptaci, ktera
napomaha rozvoj choroby alespon ¢astecné zpomalit.

Nase laboratof se zabyva hodnocenim respiraéni aktivity mitochondrii v izolovaném stavu
nebo in situ, tj. v chemicky nebo mechanicky permeabilizované tkani a v izolovanych bun-
kach. Laboratof je vybavena tfemi oxygrafy OROBOROS, které umoznuiji simultanni analyzu
az 6 vzork( tkané vysoce citlivou polarografickou metodou, ktera je zaloZzena na méreni
koncentrace kysliku v uzavieném objemu komUrky za konstantni teploty pomoci modifi-
kované Clarkovy elektrody, na jejiz zlaté katodé dochazi k redukci kysliku na vodu a na
anodé k oxidaci stfibra. Vznikly elektricky proud je pfimo umérny parcialnimu tlaku kysliku
v komdrce oxygrafu, ktery pokles koncentrace kysliku v komUrce prevadi zaporné vzatou
derivaci vzniklé kfivky na spotrebu kysliku v pmol/(s*ml). Metoda je unikatni svou citlivosti
a reprodukovatelnosti. Pfidatné moduly umozZznuji simultanni analyzu produkce kyslikovych
radikald a ATP a méFeni mitochondridlniho membranového potencialu.
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Analyza spotieby kysliku jednotlivymi komplexy respiraéniho systému mdze byt podle po-
treby dopInéna stanovenim exprese mitochondridlnich proteinli metodou western blot a
spektrofotometrickym stanovenim aktivity nékterych mitochondrialnich enzymd.

Mitochondridlni laboratof dosud fesila nékolik projektl samostatné nebo ve spolupraci s ji-
nymi pracovisti. Prvnim Ukolem bylo standardizovat metodiku permeabilizace vzork( tkané
klry a dfené ledvin prasete a potkana a stanovit dobu, po jakou Ize vzorky bez poskozeni
mitochondrialni funkce skladovat. Byly zjistény vyrazné rozdily mezi respiracnimi parametry
klry a dfené u obou ZivociSnych druhl i rozdilna odolnost tkani vici chladové ischemii.

Méfili jsme také respiracni aktivitu mitochondrii kliry a dfené ledvin potkana po 5/6 nefrekto-
mii — zjistili jsme signifikantni pokles spotfeby kysliku, vyraznéjsi ve dfeni ledvin. Hypertrofie
pahylu ledviny nebyla spojena s odpovidajicim nardstem v respira¢ni aktivité mitochondrii
nebo jejich poctu.

Ve spolupraci s Ustavem histologie a embryologie LF UK v Plzni jsme stanovili respiraéni
aktivitu mitochondrii v lidskych spermiich, standardizovali metodiku méreni a stanovili vliv
propolisu na pohyblivost spermii a jejich spotfebu kysliku. Zjistili jsme také, Zze u asteno-
zoospermie je mitochondrialni respirace vyrazné snizena.

Ve spolupraci s Ustavem biologie LF UK v Plzni pracujeme na charakterizaci mitochond-
ridlni spotfeby kysliku réiznych typ nadorovych bunék a hledame vztahy k metastatickému
potencidlu a lokalni invazivité nadorl, od kterych jsou zkoumané linie odvozené. Vysledky
podporuji hypotézu schopnosti metabolické adaptace nadorovych bunék a potvrzuji znac¢-
nou kapacitu mitochondrialniho respiracniho systému i v bunfikach odvozenych od invaziv-
nich tumord.

Dalsim feSenym projektem (ve spolupraci s I. IK FN Plzeri) bylo stanoveni respiracni aktivity
a kapacity mitochondrialniho elektrontransportnino systému v kife a dfeni ledvin prasete
s experimentalné navozenou sepsi. U lehéi formy sepse, kterd nebyla doprovazena vy-
raznou dysfunkci ledvin, doslo v pribé&hu onemocnéni ke zvySeni nékterych respiracnich
parametrd, kterému vétsinou predchazela zvysena perfuze ledvin.

Na praci laboratofe se vyznamné podileji pregradualni i postgradualni studenti. V posled-
nich 2 letech zkoumali vliv propofolu a thiopentalu na mitochondridlni respiraci vzorkl led-
vin, srdce a jater a studovali vliv osmotického stresu na spotfebu kysliku permeabilizovanou
klrou a dfeni ledvin, v nejbliz§i dobé se budou vénovat vlivu hyperbarie na produkci pe-
roxidu vodiku a ATP v bunkach. Podileji se také na standardizaci protokold vhodnych pro
hodnoceni respiraéni aktivity adipocytd, kardiomyocytl a trombocytd.
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Kvantitativni histologie

doc. MUDr. Zbynék Tonar, Ph.D.v,
Mgr. Bc. Tereze Kubikova, Bc. Markéta Slajerova

Laborator kvantitativni histologie (VP2)

Pracovnici laboratofe vyhodnocuji mikroskopickou stavbu tkanovych a organovych blocku
meékkych i tvrdych tkani. K tomu vyuzivaji systematické a nestranné vzorkovani pfi odbé-
ru organl a blockdl, vybéru histologickych fezli a mikroskopickych zornych poli. Slozeni
vzork( je vizualizovano Sirokou $kdlou piehlednych barvicich metod a imunohistochemie.
Z mikroskopickych metod je nejvice vyuzivano vySetreni ve svétlém poli a polarizacni mik-
roskopie, méné Casto fluorescenéni mikroskopie a Nomarského diferencialni interferenéni
kontrast. Pomoci stereologickych metod pro pocitani mikroskopickych objektl, méfeni dé-
lek, ploch, objemU, hodnoceni hustoty mikrocév, ploSnych a objemovych podild vicefazo-
vych struktur, tortuozity vlaknitych struktur a shlukovani objektd je sloZeni vzorkd popsano
pomoci spojitych kvantitativnich proménnych.

V ramci vlastni ¢innosti se pracovnici laboratofe zabyvaji hodnocenim sloZeni cévni stény,
zanétlivé infiltrace, hojeni tkani pfi implantaci biomaterialt a analyzou mikrocév.

V rdmci smluvniho vyzkumu nabizi laboratof vyzkumnym tymdm kompletni histologickou
analyzu experimentl u béznych laboratornich zvitat (potkan, mys, kralik, prase, ovce) podi-
naje resSersi zadaného problému, navrhem designu experimentu s ohledem na jeho pozdéj-
§i vyhodnotitelnost, pfes formulaci testovatelnych hypotéz pouzitelnych pro zodpovézeni
biologické otazky, provedeni pilotni studie a navrh optimalni strategie vzorkovani vysetro-
vanych organl pro histologickou analyzu pfi maximalni efektivité vyroby preparatl a sou-
¢asné unosnou mirou vzorkovaci chyby, aZ po vlastni analyzu véetné fotodokumentace a
zéakladniho statistického vyhodnoceni morfometrickych dat. K dosud realizovanym tkol&m
patfi hodnoceni snasenlivosti biomaterial(, posouzeni tkariové reakce organd pfijemce u
zvitecich modell zkoumajicich podporu hojeni experimentalnich defektl tvrdych i mékkych
tkani in vivo, kvantifikace zanétlivé odpovédi, formovani fec€isté mikrocév a zrani kolagenu
typu | v jizvé experimentalnich defektll, posouzeni rovhomérnosti distribuce novotvorené
kosti v hojicich se experimentalnich defektech. Dalsi otazkou z oblasti humanni mediciny
bylo vyhodnoceni zanétlivého osidleni koronarnich cév u explantatd lidskych srdci odebra-
nych v ramci transplanta¢niho programu.

Laboratof spolupracuje s ostatnimi laboratofemi Biomedicinského centra a pracovisti LF
UK v Plzni, zejména s Siklovym Ustavem patologie, s Chirurgickou klinikou a Klinikou zob-
razovacich metod LF UK a FN v Plzni. Vypracovala metodiku morfometrie jaterniho pa-
renchymu pro hodnoceni experimentd s regeneraci jater ¢i metodu kvantifikace mikrocév
v centralnim nervovém systému. Pracovnici centra se v sou¢asnosti podileji na pinéni tkoll
ti grant(l a na projektu Prvouk P36. Laboratof vyuziva zazemi a podpory Ustavu histologie
a embryologie LF UK v Plzni. Metodikou a pracovnimi standardy odpovidaji metody i vy-
sledky laboratofe sou¢asnym mezindarodné uznavanym pozadavkim na publikovatelnost
histologickych analyz.
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Genetické a epigenetické charakteristiky DNA reparace
ve vztahu K riziku a prognoze CRC

MUDr. Pavel Vodic¢ka, CSc.

Laborator nadoroveé biologie (VP2)

Vodicka P, Vymetélkové V., SlySkova J., Svoboda M., Jiraskova K., Kroupa M., Vodenkova
S., Bartd L., Cumova A., Rejhova A., Bendova P, Naccarati A., Vodi¢kova L

Nadory tlustého stfeva a konecniku (CRC) vznikaji v dlsledku souhry ¢etnych genovych
variant s faktory zivotniho prostredi. Nékteré teorie podtrhuji vyznam somatickych mutaci,
jiné spiS zmény v zevnim prostredi i mikroprostredi, ale ani jedna z nich pIné nepostihuje
vSechny zvlastnosti a heterogenitu nadord.

Oprava DNA je komplexni biologicky proces, kontrolujici genomovou instabilitu, ve kterém
je arbitrarné rozliseno nékolik drah: oprava jednotlivych metylovanych guanind (MGMT), ex-
cizni (bazi a nukleotidll) drahy BER a NER, oprava chybné sparovanych nukleotidd (MMR),
homologni (HR) a nehomologni oprava (NHEJ), a oprava dvojfetézcovych zlomt (DSB re-
pair). V nasi laboratofi studujeme predevsim excizni drahy, MMR a nové i DSB.

Draha BER a NER opravy zajistuji genomovou integritu bunék; zamezuji akumulaci muta-
ci v rizikovych genech a poSkozeni replika¢ni vidlicky s naslednym replikaénim stresem,
genomovou a chromozomalni nestabilitou (CIN). Zatimco genomova instabilita obecné
predstavu akumulaci mutaci, CIN je komplexnéjSim procesem, zahrnujicim epigenetické
zmény nebo somatické mutace v supresorovych genech (APC, TP53, SMAD nebo MUTYH)
a onkogenech (KRAS, PIK3CA) spolu s poruchami HR. Fenotyp mikrosatelitni instability,
charakterizovany defekty v MMR genech a mutacemi v BRAF onkogenu, je klinickym odra-
zem instability genomové.

V nasi komplexni studii, jsme sledovali dynamiku NER v souvislosti s Iécbou CRC, nebot
DNA oprava muze pfedstavovat vyznamny mechanismu rezistence viéi cytostatikm. PG-
vodné jsme do prospektivni studie zahrnuli 100 incidentnich CRC pacientd, u nichz jsme
odebirali krev ve tfech 6 mésicnich intervalech (prvni odbér pfi stanoveni diagndzy) a namé-
fené parametry porovnavali s hodnotami u 46 zdravych osob. DNA oprava byla charakteri-
zovana mRNA transkripci 40 gen DNA opravy, kapacitou NER a hladinou poSkozeni DNA.
Geny NER a BER vykazuji vyznamné snizeni exprese u pacientdl v dobé diagndzy v porov-
nani s kontrolnimi osobami (P=0.020), rovnéz klesala NER aktivita (P=0.031), zatimco po-
$kozeni DNA vyznamné vzristalo (P=0.013). Pfi druném odbéru (po ukonéeni 1éCby) aktivita
NER vzrostla (P=0.002) nezavisle na zménach v genové expresi. V dobé tfetiho odbéru se
aktivita NER i hladiny genovych expresi vyznamné odliovaly od parametrd naméfenych
v dobé diagnosy pred rokem a dosahly hladin srovnatelnych s kontrolni populaci. Je velmi
zajimave, ze se DNA oprava po nadoroveé resekci a systémoveé |éEbé postupné restituovala.
Genova exprese MUTYH vzrlstala u pacientd s adjuvantni IéGbou, ale byla potlacena u
pacientl neléCenych. Z gend NER (XPB) a BER (POLB) mRNA si udrzovala konstantni ex-
presi po dobu sledovani u Ié¢enych pacientd, zatimco u nelé¢enych byl pozorovan vzestup
v obdobi odbérd.
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NasSe vysledky ukazuiji na zasadni podil DNA opravy v etiologii CRC a molekularni profil DNA
opravy v krevnich burikach mize slouzit k rozliSeni mezi aktivnim onemocnénim a zotavo-
vanim po lé¢bé. Podrobny rozbor vysledkl ukazuje, ze véem tfem odbérlim se podrobili
pouze pacienti dobfe odpovidajici na Ié¢bu, pripravujeme pokracovani studie na vétSim
souboru pacientl s cilem zmapovat i osoby s niz8i odezvou na terapii.

Zabyvame se rovnéz epigenetickym umi¢ovanim genl DNA reparace u pacientll s CRC,
nebot aberantni DNA metylace hraji vyznamnou roli v nadorové iniciaci. Vysledky promoto-
rovych metylaci v CpG ostrlvcich u genti DNA opravy MUTYH, hOGG1 a XPC, stanovené
metodou Methylation-Sensitive High Resolution Melting (MS-HRM) u 53 CRC pacientd,
naznacuji absenci aberantnich metylaci. V roce 2014 byla dokon&ena metylaéni array u
pilotni skupiny 12 CRC pacientd (bioptické vzorky nador(l a nenadorové sliznice). Nalezli
jsme vyznamné zmény v metylaci u Sesti z analyzovanych 85 genli DNA reparacnich drah:
dva geny (NEIL1, NEIL3) hraji roli v bazové excizni reparaci, dva (GTF2H5, CCNH) v nukleo-
tidové excizni reparaci a dva (DCLRE1C and NHEJ1) v cesté DSB reparace (nehomologni
spojovani konct DNA fetézce-NHEJ).

Prakticky chybéjici hypermetylace v DNA reparacnich genech naznacuji, ze tato regulaéni
epigeneticka draha jen malo ovliviiuje tento pomérné konzervovany biologicky systém.

MikroRNA, ¢asto deregulovany v nadorech, maiji vysokou biologickou stabilitu a jsou proto
slibnymi kandidaty pro mozné vyuziti v diagnostice a predikci 1é¢ebné odpovédi nadoro-
vych onemocnéni. MiRNA mohou ovliviiovat bunéénou odpovéd na poskozeni DNA. V na-
Sich studiich se zaméfujeme na souhru NRF1/NFKB drahy, drah DNA opravy a specifickych
miRNA v souvislosti se specifickym poskozenim DNA u buné&nych linii.

Nase nedavné studie na SNPs ve vazebnych mistech miRNA gen( opravy DNA odhalili vliv
nékterych gend DNA opravy a genl regulujicich bunéény cyklus na riziko vzniku rakoviny,
celkové preziti a ucinnost terapie u pacientll s CRC. Varianty spjaté s rizikem CRC a/nebo
celkovym prezivanim jsou rovnéz funkéné testovany. Zvlasté nas zajimala lécba zaloze-
na na 5-fluorouracilu (5-FU), plsobici jednak mechanismem inhibice thymidylat syntazy,
jednak inkorporaci 5-FU do molekuly DNA s cytotoxickymi ddsledky.Jezto takto vzniklé
poskozeni DNA je rozpoznavano BER s participaci fady gend, které mohou byt post-tran-
skripéné regulovany miRNA, studovali jsme polymorfismy ve vazebnych mistech miRNA
v 3'UTR oblasti BER genl v souvislosti s rizikem, progresi a prognézou CRC. Nalezli jsme
vztah mezi variantami v genech SMUG1 (glykosylaza odstranujici misinkorporovany uracil
v DNA) a NEIL2 (oprava oxidovanych pyrimidin{) a celkovym prezivanim u CRC pacientd.
PreZivani se pak vyrazné prodluzuje u pacientl s TT genotypem v SMUG1 rs2233921 genu,
ktefi byli sou¢asné léCeni 5-FU (Kaplan-Meyer p=5.6x10-5). Vzhledem k frekvenci vyuziti
5-FU u nadorovych pacientl je tento vysledek velmi vyznamny.

Byly zkompletovany vysledky vazebnych mist v miRNA v 3'UTR oblasti gen DNA opra-
vy (NER, BER, DSB) v souvislosti s 1é¢bou zaloZzenou na 5-FU. Vysledky jsou v sou¢asné
dobé ve stadiu statistického zpracovavani a verifikace funkéni relevance SNPs v uvede-
nych oblastech. Soustfedili jsme se rovnéz na ulohu interindividualni variability v kritickych
genech ovliviujicich odpovéd na Ié¢bu 5-FU, celkové prezivani a eventudlni toxicitu u 218
CRC pacientl s vyhradné adjuvantni 5-FU terapii. Zvolili jsme strategii eQTL variant, které
ovliviiuji expresi celé fady gent (“master rtegulators”). Varianta rs4846126 je spjata se sni-
Zzenym jak s celkovym, tak i bezpfiznakovym prezivanim. Uvedend varianta dle dostupnych
databazi reguluje expresi 273 gen(, z nichz fada souvisi s CRC a odpovédi na 5-FU IéCbu.
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Vzhledem k fadé nalezenych rizikovych a prognostickych faktord, které reflektuji nadorovou
heterogenicitu, dalsi cilené studie budou nevyhnutelné.

Podékovani: CZ.1.05/2.1.00/03.0076 Evropsky fond pro regionalni rozvoj, GACR:
P304/12/1585, 15-14789S a 15-08239S, IGA MZCR: NT 13424, NT 14329, 14056, AZV
MZCR: 15-27580A a 15-26535A, AMVIS MSMT: LH13061 a COST.cz MSMT: LD14050.
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Recentni vyzkum v oblasti transplantace a nahrady funkce ledvin
doc. MUDr. Tomas Reischig, Ph.D.
Laborator transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin (VP1)

Reischig T, Kacger M, Eiselt J, Kielberger L, Richtrova P

Hlavni sméry vyzkumu v oblasti transplantologie zahrnuji detailni rozpoznani vlivu cytome-
galovirové a dalSich virovych infekci na poskozeni stépu na urovni klinické, histologické a
imunologické véetné zmén reaktivity lymfocytl na darcovsky specifickou stimulaci. V kli-
nickych studiich jsou testovany riizné zpUsoby prevence cytomegalovirové infekce s presa-
hem na dlouhodobé dopady uZité prevence na poskozeni $tépu a na uréeni imunologickych
dopadut. Recentni randomizované studie nasi skupiny prokazaly z dlouhodobého pohledu
vyhody preemptivni [é€by cytomegalovirové infekce v porovnani s univerzalni profylaxi. Dal-
8i prace jako prvni v klinické praxi podpofila imunosupresivni vlastnosti valgancicloviru,
ktery je uzivan v protivirové lécbé.

V oblasti biokompatibility dialyzaéni [é€by a uremické toxicity je cilem vyzkumu rozpoznani
vlivu dialyzaéni 1éCby a pfidatné Ié¢by (napf. Ié€by anémie nebo poruch kalciofosfatového
metabolismu) na vnimavost pacienta k infekénim komplikacim. U chronicky dialyzovanych
jsou testovany zplsoby regionalni antikoagulace s cilem snizit aktivaci hemostazy a infla-
maci béhem dialyzy. V posledni dobé byly publikovany vysledky prokazujici prognosticky
vyznam asymetrického dimethylargininu v progresi chronického onemocnéni ledvin. V dalsi
praci bylo ukazano, ze uziti nového dialyza¢niho roztoku obsahujiciho kyselinu citronovou
nedosahuje uspokojivych vysledkl v regionalni antikoagulaci pfi dialyze.

33



Modelovani mikro- a makro-cirkulace jaterniho parenchymu jako
nastroj jeho virtualni resekce

MUDr. Vaclav Liska, Ph.D.

Laborator nadoroveé 1éCby a regenerace tkané (VP2)

MUDr. Véclav Liska, Ph.D."?, MUDr. Hynek Mirka, Ph.D.?3, doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar,
Ph.D.4?, MUDr. Lada Eberlova, Ph.D.??, Ing. Miroslava Svobodovd, Ph.D."?, prof. MUDr. Vla-
dislav Tre$ka, DrSc.!, MUDr. Jan Brdha'?, MUDr. Ondfrej Vydital'-2, MUDr. Jaroslav Ludvik?,
Martin Skala'2, Richard Palek'2, Kristyna Bajcurova?, prof. Ing. Josef Rosenberg, DrSc.®7,
prof. Ing. Jifi Kfen, CSc.®7, prof. Dr. Ing. Eduard Rohan, DSc.%7, doc. Dr. Ing. Jana Kle¢ko-
va’®, doc. Ing. Jan Vimmr, Ph.D.87, doc. Ing. Milo§ Zelezny, Ph.D.”¢, Ing. Vladimir Luke$,
Ph.D.57, Ing. Alena Jonasova, Ph.D.%7, Ing. Miroslav Jifik”, Ing. Toma$ Ryba’?, Ing. Petr
Veelak™®, Ing. Michal Kratochvil”®, Ing. Jana Turjanicova®, Jaroslava Brasnova®.

'Chirurgicka klinika, Fakultni nemocnice Plzen a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni;
2Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni; *Klinika zobrazovacich
metod, Fakultni nemocnice Plzen a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni; 4Ustav histo-
logie a embryologie, Lékaiska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni; $Ustav anatomie, Lékaiska
fakulta Univerzity Karlovy v Plzni; ®(Katedra mechaniky, Fakulta aplikovanych véd, Zapado-
Geska univerzita v Plzni; "Nové technologie pro informaéni spole€¢nost, Evropské centrum
excelence, Fakulta aplikovanych véd, Zapadoceska univerzity v Plzni; 8Katedra informatiky
a vypocetni techniky, Fakulta aplikovanych véd, ZapadocCeska univerzita v Plzni; °Katedra
kybernetiky, Fakulta aplikovanych véd, Zapadoceska univerzita v Plzni.

Interdisciplinarni vyzkum vyuzZivajici poznatk( z technickych a medicinskych védnich disci-
plin — informatika, kybernetika, mechanika, matematika, anatomie, histologie, radiologie a
chirurgie — mlze v Uzké synergii s klinickou praxi vyrazné zefektivnit indikaci vétsiho pocétu
pacientl s malignimi procesy v jatrech k resekénimu zakroku. To je také dlouhodoby cil spo-
luprace mezi Ustavy Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni profilujicich se ve vyzkum-
nych programech pfidruzeného Biomedicinského centra, klinik Fakultni nemocnice Plzef
s vyzkumnymi pracovisti ZapadocCeské univerzity v Plzni profilujicich se ve vyzkumnych
programech Evropského centra excelence Nové technologie pro informaéni spole¢nost.
Zamérem mezioborové a meziuniverzitni spoluprace je vyvoj softwaru LISA (LIver Surgery
Analyser), ktery by mél byt vyuzity jak v klinické praxi, tak v experimentalni chirurgii. Klinicky
testovany software LISA nabidne v pfedoperacni fazi radiologlim a chirurg@im tzv. virtualni
resekci jater pro usnadnéni rozhodnuti o mozném typu a provedeni kurativni [é€by. V expe-
rimentalni chirurgii zefektivni predevsim zpracovani obrazovych dat béhem histologického
vySetfeni vzorku tkané — morfologie mikrovaskularity, klasifikace mikrostruktury jaterniho
parenchymu véetné malignich Utvard.

Béhem nékolika let interdisciplinarniho vyzkumu fady evropskych vyzkumnych center se
diky prostorové segmentaci a nasledné rekonstrukci jater a pfislusného cévniho fecisté
ukazalo, Ze segmentace jater podle tzv. Coinaudovych segment( neni dostate¢na v pre-
doperacnim planovani resekéniho zakroku. Nasim cilem je podilet se na vyzkumu, ktery
povede k nalezeni optimalni resekéni linie respektujici rozdily v segmentaci jater u kazdého
pacienta podle anatomie cévniho zasobeni jater. Nas vyzkum se opira o informace nejen
z makro- ale i z mikro-urovné cévniho stromu. Pfestoze se objevuje cela fada volné do-
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stupnych nebo komer¢nich softward, které nabizi segmentaci obrazovych dat z poéitatové
tomografie (CT) a magnetické rezonance (MRI), dosli jsme k zavéru, ze v pfipadé naseho
mezioborového vyzkumu se pokusime o realizaci vlastniho segmentaéniho modulu. Vyho-
dou naseho rozhodnuti je mozné vyuziti softwaru jak pro klinické tak experimentalni ucely.

Nejvétsi pozornost v soucasném klinickém vyuZiti vyvijenych submodull softwaru LISA
byla vénovana segmentaci jater z DICOM dat z CT abdominalni oblasti pacientd. Na soubo-
ru 30 plné anonymizovanych DICOM dat byla testovana metoda Graph-cut nabizejici jako
jedna z mnoha segmentacnich metod tzv. interaktivni segmentaci. Interaktivni segmentace
byla vyzadana experty z Kliniky zobrazovacich metod FN. Interaktivni segmentace na rozdil
od automatické segmentace se pfi segmentaci jater zda vyhodnéj$i. K tomuto faktu se
priklanéji mimo jiné i vysledky soutéze SLIVERO7 (www.sliver07.org), kde pfedni mista zau-
jimaji softwary nabizejici pravé interaktivni segmentaci. Pouziti automatické segmentace pfi
segmentaci jater z abdominalni oblasti je omezené variabilitou anatomie jater mezi pacienty
a také denzitou miry absorbce a rozptylu zareni konkrétnich voxI pofizeného obrazu jater a
okolnich naléhajicich organ( (srdce, slinivka bfisni, ledviny, atd.) ve vendzni fazi pofizenych
CT dat.

Vedle klinického testovani prosli nékteré submoduly softwaru LISA srovnanim s vysledky
z histologického méreni. PfedevSim vyvijeny histologicky analyzator, ktery nabizi urychleni
a usnadnéni prostorového zpracovani mikro-CT dat korozivnich preparatl. PFi vyvoji to-
hoto submodulu se pfihlizi ke kvantitativnimu popisu mikrostruktury korozivnich preparatt
prasat. Vedle manualniho vyhodnoceni vzorku, histologicky analyzator nabizi automatické
vyhodnoceni a tim podstatné zkracuje €as zpracovani z nékolika let na minuty. Nabizi vy-
hodnoceni délkové a objemové hustoty cév, objemovy podil cév, povrchovou hustotu cév,
méfeni kivosti (tortuozity) Usekl cév mezi bifurkacemi a stanoveni vyskytu poctu bifurkaci
ve vzorku. Histologicky analyzator je dllezitym mezikrokem od pracného potizeni koroziv-
niho preparatu jater k matematickému a pocitatovému modelovani perfuze jater s uvazo-
vanim mikrostruktury cévniho fecisté. Segmentace cév z mikro-CT dat vzorku korozivniho
preparatu je provedena metodou nar(stani oblasti patfici do skupiny metod oznacenych
sregion growing“. Dale probiha skeletonizace cév (pro zjednoduseni modelu) — reprezentace
cév jejich strfednici, ktera prevede prostorovy model na zjednoduseny jednodimenzionalni
model. Stejné jako v pfipadé ostatnich submoduld softwaru LISA i zde probihaji morfolo-
gické operace pro odstranéni Sumu pofizeného obrazového signalu — vyhlazeni. DalSim
planovanym krokem je vyuziti stereologického pfistupu k moznému morfologickému urceni
prostorové propustnosti tj. poréznosti jaterniho parenchymu a doplnéni chybéjici informace
pro matematické a pocitacové modelovani perfuze jaternim parenchymem s cilem optima-
lizovat navrh virtualni resekeni linie pro konkrétniho pacienta.

V Plzenském kraji byla navazana uspésna spoluprace mezi fakultami dvou regionalnich
univerzit, ktera je predevsim orientovana na klinickou i experimentalni chirurgii jater. BEhem
nékolika let doslo k vyraznému pokroceni v poc¢itatovém a matematickém modelovani s ci-
lem zefektivnit pfedoperacni fazi resekce jater. Nékteré diléi kroky jsou stéle jen soucasti
védeckého vyzkumu, coz je dano komplikovanosti jaterniho cévniho systému a také fadou
nejasnosti fyziologické i patologické funkce jater. Pfesto se podafilo pfistoupit i ke klinické-
mu testovani, které nabizi ddlezitou zpétnou vazbu spravné volby technického postupu pfi
aplikaci v mediciné.

V8echny kroky mezioborového vyzkumu se vzajemneé prolinaji. Diléi vystupy a uspéchy
v feSeni otazek vyplyvajicich z Castych diskusi nad komplikovanou ulohou nas neustale
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stimuluji k objevovani novych horizontl s nadéji na Uspésné feseni stanoveného cile, tj.
nabidnout vétsimu podtu pacientl resekéni zakrok a tim redlné prodlouzit délku jeho Zivota.
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PraseCi model hojeni excizni rany experimentalné infikované
vicedruhovym bakterialnim biofilmem

Ing. Pavel Klein, Ph.D.

Laborator preklinickych studii (zvéfinec)

Cilem studie bylo vyvinout klinicky relevantni model hojeni chronickeé infikované rany u pra-
sete. Model byl ovéfen na 10 miniprasatech, kterym bylo na kazdé strané, v dorsolateralni
krajiné vytvoreno 5 plnoprofilovych excizi 25 x 25 mm. Rany 6 pokusnych prasat byly expe-
rimentalné infikovany cca 500 mg in vitro pfedkultivovaného biofilmu typu Lubbock sesta-
vajiciho ze 4 izolatd baktérii ziskanych z lidskych chronickych ran: Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa a Bacillus subtilis. Rany byly po dobu
24 dnl 2x tydné prevazovany a monitorovany. Biopsie pro histologické a mikrobiologické
analyzy a genovou expresi byly odebirany ve dnech 3, 7, 10, 14 a 24. Bakterialni biofilm se
v ranach udrzel po 2 tydny, pfiCemz jeho pfitomnost signifikantné narusila proces hojeni.
Plocha rany (jako % zhojené plochy z plvodni plochy ve dnu 0) byla u kontrolnich a infiko-
vanych zvifat 45 vs. 21, 66 vs. 37 a 90 vs. 57 ve dnech 7, 10 a 14. Histologické vySetreni
i analyza experese genl v biopsiich infikovanych ran potvrdily prodlouzeni zanétové faze,
zpomaleny nastup granulace a produkce i maturace extracelularni matrix. Vzhledem k po-
dobnému mechanismu hojeni ran u €lovéka a prasete je mozno takto koncipovany model
vyuzit jak pfi preklinickém testovani krytl ran, tak i pro studium patogeneze infikované rany.
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Vyzkumné zameéreni Laboratore bunecné regenerativni mediciny
Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D.
Laborator bunécné regenerativni mediciny (VP2)

Vistejnova L., Zimova I., Miklikova M., Holubova M., Lysak D., Krélickova M.

Vyzkum v Laboratofi bunééné regenerativni mediciny je zaméren do &tyf oblasti — a) studi-
um mechanismi pdsobeni mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) v regeneraci tkané
obecné; b) studium vyuziti MSC v regeneraci jater; c) studium u¢inkd MSC na reparaci
funkce poskozenych kardiomyocytl; a d) studium role dermalnich fibroblastli v procesu
hojeni rany.

Konkrétné nas zajima, jak jsou MSC stimulovany k zahajeni repara¢niho procesu, jak jsou
nasmeérovany do mista poskozeni, a jak probiha proces samotné regenerace, tj. zda se
uplatriiuje diferenciace MSC do specifického bunééného typu, nebo zda MSC reguluji pro-
ces regenerace produkci rlstovych faktord, cytokinl a dal$ich aktivnich molekul. V rege-
neraci jaterniho parenchymu zkoumame, zda MSC mohou podporovat obnovu funkce jater
poni¢enych biliarni obstrukci. U poskozenych kardiomyocytd nas zajima, zda ko-kultivace
s MSC, poptipadé plsobky produkované MSC, vedou ke zlep$eni jejich fyziologickych pro-
jevl. A v pfipadé dermalnich fibroblast studujeme jejich schopnost zapojit se do regulace
procesu hojeni rany a zajima nas, zda mohou dermalni fibroblasty pfispivat k persistenci
chronického zanétu v rané.

K vyzkumu vyuzivame bézné zavedené metodiky bunécné izolace a kultivace véetné moz-
nosti modelovani hypoxického prostfedi rany. Diferenciaci bunék, jejich expresni zmény a
funkéni projevy mizeme studovat metodami molekularni biologie véetné kvantitativni real-
-time PCR, microarray technologie, pratokové cytometrie, western blotu ¢i imunoprecipi-
tacnich technik (ELISA, Luminex). Zmény v genetickém profilu miZeme detekovat pomoci
sekvenace nové generace a dilezité povrchové i intracelularni markery sledujeme s vyuzi-
tim svételné, fluorescencni a konfokalni mikroskopie.

Prvnim cilem naseho vyzkumu je poznani, zda MSC, sou€asny fenomén regenerativni me-
diciny, mohou skute¢né pomahat v obnové funkci poskozenych tkani, a pokud ano, jaké
mechanismy jsou zapojeny. V pfipadé, Ze by vysledky zdarné vedly k pozitivnimu efektu,
dalo by se 0 MSC uvazovat jako o vhodném a snadno dostupném terapeutickém postupu.
Druhym cilem naseho vyzkumu je popsat nové role dermalnich fibroblastd v procesu vzni-
ku a persistence chronické rany, nebot je fibroblastlim pfifazovana nejen proteosynteticka
funkce, ale za stresovych podminek jsou rovnéz producenty regulac¢ni zanétlivych molekul.
Porozuméni tomuto chovani fibroblastl umozni zahrnout je to strategii vyvoje novych tera-
pii chronickych ran.
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Laserova mikrodisekce a jeji vyuziti pfi studiu genove exprese
doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvorakova, Ph.D.

Laborator laserové mikrodisekce (VP1)

M. Chottova Dvorakova'?, E. Mistrova'?, Jana Slavikova'?

Ustav fyziologie; *Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova
v Praze, Plzef

Mikrodisekce za pomoci laseru byla vyvinuta v poloviné devadesatych let minulého stoleti
skupinou americkych védcl v ¢ele s dr. Emmert-Buckem'. P¥iblizné ve stejné dobé bylo
podobné zafizeni vyvijeno i v Evropé, a to malou némeckou firmou na mikroskopu znacky
Zeiss. V soucasnosti plsobi na trhu nékolik firem dodavajicich tato zafizeni. Pristroje od
jednotlivych dodavatelll se od sebe odliSuji technologii vlastni disekce vzorku i jeho na-
sledného transportu do sbéraci zkumavky. V biomedicinském centru se nachazi zarizeni od
firmy Olympus.

Vyznam mikrodisekce pro vyzkum je znacny, protoze umoznuje zkoumat konkrétni buriku,
a to nejen jeji morfologii, ale vyuzit pfi jejim studiu i molekularné biologické metody, napf.
reverzni transkripci nasledovanou polymerazovou fetézovou reakci sledovanou v realném
¢ase (RT-gPCR) diky niz Ize stanovit Uroven exprese konkrétnich gentl. Kromé mRNA vSak
mUGzeme z takto ziskanych vzork( analyzovat i DNA ¢&i proteiny. Dokonce je mozné z vybra-
né buiky ziskat pouze jeji ¢ast, buné&nou organelu ¢i chromozom. Buriky &i jejich ¢asti ma-
Zeme pomoci laserové mikrodisekce ziskavat jak z tkanovych fez(, tak i z bunéénych kultur.

Pred vyvinutim této metody se analyzy provadély vyhradné z homogenat( tkané, zatimco
dnes je mozné zacilit pozornost na konkrétni populaci bunék. Cilové bunky Ize uréit dle
jejich morfologickych znakd na fezech barvenych hematoxylin-eozinovym barvenim nebo
je mGzeme urcit pomoci imunofluorescenéniho znadeni. Jednim z klasickych pfikladl prak-
tického vyuziti laserové mikrodisekce je vyfiznuti a nasledna analyza nadorovych bunék.
Kromé toho tato zafizeni umoznuji manipulaci s zZivymi bunkami z buné€nych kultur. Diky
tomu je mozné ziskat homogenni kulturu z kultury plvodné obsahuijici bunky vice typd.

P¥i studiu srdce Ize laserovou mikrodisekci vyuzit napfiklad na stanoveni exprese gen( pro
rizné mediatory &i receptory v jednotlivych bunéénych populacich.

Cilena analyza konkrétnich bunék vybranych z tkanového fezu napfriklad na zakladé mor-
fologickych odli$nosti umoZznuje lepsi pochopeni déjd probihajicich v téchto burkach, coz
mUze nasledné umoznit vyvoj cilené terapie. Vyuziti této metody je Siroké, od zakladniho
vyzkumu az po analyzu patologickych bunék.

1 Emmert-Buck MR; Bonner RF; Smith PD; Chuaqui RF; Zhuang Z; Goldstein SR, et al. Laser capture microdissec-
tion. Science. 1996;274(5289):998-1001.
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LeCivé pripravky moderni terapie v hemato-onkologii
doc. MUDr. Daniel Lysak, Ph.D.
Laborator bunécné regenerativni mediciny (VP2)

Alogenni transplantace hemopoetickych bunék je pro fadu pacientd s hemato-onkologic-
kymi onemocnénimi jedinou kurativni modalitou. Pfes nespornou efektivitu tohoto l1écebné-
ho postupu se u ¢asti nemocnych mohou v potransplantacnim obdobi rozvinout zavazné
komplikace zahrnujici zejména reakci Stépu proti hostiteli (GVHD) nebo relaps nadorového
onemocnéni. Cilem vyzkumu v oblasti buné¢né terapie, ktery se realizuje na Hematologic-
ko- onkologickém oddéleni, je vyvoj a nasledna aplikace léCivych pfipravku moderni tera-
pie, které by mély pomahat zvladnout komplikace po alogenni transplantaci, zlepsit kvalitu
zivota a preziti transplantovanych nemocnych.

Aplikace mesenchymalnich stromalnich bunék (MSC) a vyuziti jejich imunomodulaénich
vlastnosti (potlaceni aktivity a proliferace lymfocytd) je jednou z modernich experimental-
nich metod Ié¢by resistentnich forem GVHD. V sou€asnosti probiha na Hemato-onkologic-
kém oddéleni klinické hodnoceni, v ramci kterého je pacientdm s GVHD aplikovan lécivy
pripravek obsahujici MSC. Tyto bunky jsou ziskany od zdravych darcl kostni dfené a na-
sledné namnozeny v in vitro podminkach. Po aplikaci MSC se sleduje klinicka odpovéd' ve
smyslu zmirnéni zavaznosti GVHD a snizeni davky imunosuprese a analyzuji se také zmény
laboratornich imunologickych parametrd.

NK bunky jsou soucasti nespecifické imunitni odpovédi a jsou jednou z hlavnich slozek pro-
tinadorové imunity. Pfipravovana klinicka studie se zabyva vyuzitim jejich mozného proti-le-
ukemického efektu. Vyvoj Ié¢ivého pripravku vyuZivajiciho NK buriky mlze byt pfislibem pro
budouci Ié¢ebnou strategii u pacientd s relabujicim onemocnénim. Buriky budou izolovany
od pacientl zhruba 1-2 mésice po transplantaci a nasledné in vitro expandovany a aktivo-
vany. Kryokonzerované NK bunky budou aplikovany v pfipadé relapsu onemocnéni nebo
v ramci jeho prevence. Cilem bude navozeni resp. udrzeni dlouhodobé remise onemocnéni,
nejcastéji akutni leukémie. Po dokonceni optimalizace vyrobniho protokolu se bude pfipra-
vovat klinické hodnoceni pro tuto terapii.

Mezi nejnovéjsi terapeutické postupy moderni imunoterapie patfi lé€Cba hemato-onkologic-
kych onemocnéni pomoci T-lymfocytl exprimujicich chimericky antigenni receptor (CAR).
Tento postup je zaloZen na izolaci T-lymfocytl a nasledné in vitro transfekci, ktera vnese
do genomu T-lymfocytl sekvenci DNA kodujici upraveny povrchovy receptor specificky
reagujici v naSem pripadé s CD19+ bunkami. Po nékolika tydenni expanzi in vitro se takto
upravené burky vrati zpét do organismu pacienta, kde maji specificky zabijet bufky expri-
mujici CD19 antigen. Tento postup by mél byt vyuzitelny k Ié€bé relabujicich a resistentnich
forem B-lymfoidnich neoplazii (chronicka lymfocytarni leukémie, akutni lymfoblasticka leu-
kémie). V soucasné dobé probihaji preklinické testy a optimalizace protokolu pfipravy CAR
T-lymfocytd.

Lécivé pfipravky moderni terapie se mohou v budoucnu stat standardni souc¢asti Ié€ebnych
strategii hematologickych malignit. Jejich aplikace povede ke zvySeni efektivity terapie,
k jeji vétsi individualizaci a také zvysi Sance na Uspésné vyléceni nadorového onemocnéni
krvetvorby.
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Folikularni tekutina — jeji vyznam pro kvalitu oocytl a jeji prinos
pro predikci uspesnosti IeCby neplodnosti

doc. MUDr. Milena Kralickova, Ph.D.
Laborator bunécné regenerativni mediciny (VP2)

Kralickova M."23, Zech N. H.#

'Ustav histologie a embryologie, Lékarska fakulta v Plzni Univerzity Karlovy v Praze; 2Bio-
medicinské centrum, LF UK a FN v Plzni; *Gynekologicko-porodnicka klinika, LF UK a FN
v Plzni; 4Institut reprodukéni mediciny a endokrinologie, IVF Centra — Prof. Zech, Plzef

Neplodnost, ktera v soucasné dobé postihuje 10-15 % parl v reprodukénim véku se bo-
huzel stava spoleCenskym problémem. Lécba neplodnosti, ani pres rychly rozvoj metod
asistované reprodukce, nedosahuje uspokojivych vysledkd — pfi prvnim kole in vitro ferti-
lizace se Uspésnost, tedy tzv. pregnancy rate, pohybuje maximalné okolo 40 %. Studium
gamet, pribéhu a mechanismd fertilizace, ryhovani a implantace tak stoji ve stfedu zajma
reprodukénich biolog.

Folikularni tekutina (FT) predstavuje mikroprostiedi, které zasadnim zplsobem ovliviiuje
vyvoj oocytu. Na jejim vzniku se podili transport prvkd krevni plasmy pres folikularni bariéru
a sekrec¢ni aktivita théky a bunék granul6zy. Biochemickeé slozeni FT hraje zasadni roli pro
kvalitu oocytu a pro jeho schopnost fertilizace. FT obsahuje fadu hormond, interleukin,
rGstovych faktor( a dal$ich plsobkd.

Prezentovany budou vysledky analyz vybranych hormond, cytokinli a parametr( oxida¢ni-
ho stresu u 164 Zen v reprodukénim véku — u 103 Zen s poruchou plodnosti a u kontrolni
skupiny zdravych a plodnych 61 darkyn oocytl. Mezi skupinou neplodnych a kontrolnich
zen byly nalezeny ve folikularnich tekutinach statisticky signifikantni rozdily v hladinach pro-
laktinu, tyroxinu, homocysteinu a také celkové antioxidaéni kapacity (TAC). Tyto byly korelo-
vany s fadou klinickych charakteristik a také s vyvojem oocytl a dosazenim téhotenstvi diky
IéCbé. Z vysledkl vyplyva, Ze oxidaéni stres a hormonalni sloZeni FT ovliviiuje kvalitu oocy-
tu. TAC Ize pokladat za biomarker nejen pro kvalitu oocyt, ale také pro ¢asny embryonalini
vyvoj, nebot koreluje s fragmentaci uvniti blastomer pfi vyvoji embrya a také se schopnosti
embrya pokra¢ovat ve vyvoji az do stadia blastocysty. Biochemické pochody v peri-fertili-
za¢nim obdobi maji vliv na dalsi vyvoj az do dokonceni pfipadné implantace embrya.
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Pamét a jeji neuronalni mechanizmy ve zdravi a nemoci
MUDr. Karel Jezek, Ph.D.

Laborator experimentalni neurofyziologie (VP2)

Cilem pracovisté je pochopeni procest zpracovani neuralni informace v mozkovych struk-
turach souvisejicich s pamétovymi a kognitivnimi funkcemi. Tato témata jsou reSena na
urovni jednotlivych neuron( a jejich siti, pfipadné pak celych systémd mozku.

Hlavnim projektem pro pfistich nékolik let je studium mechanizm( aktivace jiz uloZzenych
vzpominek v pamétovych centrech mozku. Nedavno jsme identifikovali ¢asovou mikroki-
netiku aktivace pamétového stavu, objevem kvantového charakteru vyhodnocovani vzorce
prostorové paméti. Tento proces je Casové diskretizovan theta oscilaci (8—-11 Hz), globalnim
rytmem, ktery synchronizuje aktivitu mezi vzdalenymi oblastmi mozku. Kinetiku aktivace
paméti jsme dosud popsali pouze v neuronove siti hipokampu, jeZz vyhodnocuje pfichazejici
informace ze senzor( a pfifazuje ji nejblizsi ulozeny pamétovy vzorec. Hypotezujeme, ze
tato zména pamétového stavu se nasledné musi kaskadovité Sifit skrze pamétovy okruh
smérem k efektorovym oblastem mozku. Mechanizmus jeji propagace je vSak zcela nezna-
my. Navazujici projekty tedy sméfuji k popisu principu Sifeni aktivace pamétového stavu
napfi¢ zfetézenymi mozkovymi oblastmi a k identifikaci regula¢ni role mozkovych oscilaci
theta a gamma spektra.

Paralelné za¢iname studovat mechanizmus postizeni pamétovych funkci na bunééné a po-
pulaéni Urovni u Alzheimerovy choroby (AD). Pfestoze tomuto onemocnéni je celosvétové
vénovano znacné vyzkumné Usili, funk&ni poruchy na Grovni neurond a jejich populaci jsou
prostudovany minimalné. Projekt probiha na zcela novém potkanim modelu TgF344 AD,
ktery je zalozen na lidskych transgenech pro Amyloid precursor protein a Presenilin 1, spo-
jovanych s ¢asnym rozvojem AD. Po nezbytném rozSiteni a zestarnuti zvireci kolonie bu-
deme zkoumat predevsim pocatecni stadia onemocnéni jak funkéné, tak neuroanatomicky
(ve spolupraci s kolegy z Kavli Institute for Systems Neuroscience v Trondheimu, Norsko).
Testujeme hypotézu, Ze béhem &asnych fazi rozvoje Alzheimerovy choroby dochazi k pa-
métovym defektlim vlivem poruch v synchronizaci aktivity (a tedy ve vzajemné komunikaci)
mezi jednotlivymi ¢astmi pamétového systému mozku.

Zakladni metodou naseho vyzkumu je registrace aktivity jednotlivych neurond zanofenymi
mikroelektrodami pfi feSeni pamétovych uloh a naslednd matematicka analyza ziskaného
neuralniho kodu. V budoucnu se chceme vénovat novym metodam registrace jednotkové
aktivity pomoci implantovanych mikroskop(, umoZiujicich sou¢asné sledovani o rad vys-
§iho poctu neurond.
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FunkCni projevy cerebelarnich degeneraci a jejich
neurotransplantaéni terapie u mysich modelll hereditarnich ataxif

MUDr. Jan Cendelin, Ph.D.
Laborator neurodegenerativnich poruch (VP2)

Jan Cendelin, Jan Tima, Pavel Ostasov, Yaroslav Kolinko, Frantiek Vozeh

Hereditarni mozeckové ataxie predstavuji heterogenni skupinu neurodegenerativnich one-
mocnéni s rlznou dédi¢nosti a rozmanitou patogenezi. Jedna se o onemocnéni vyrazné
zasahujici do kvality Zivota pacienta, pro néz dosud neexistuje U¢inna kauzalni terapie.
Rozmanitost cerebelarnich degeneraci se odrazi i ve spektru mysich modell, které jsou
nastrojem vyzkumu onemocnéni samotnych, jejich terapie a také role mozec¢ku nejen v mo-
torickych funkcich, ale i v kognitivnich a afektivnich procesech a v kontrole chovani. Experi-
mentalni terapie hereditarnich mozeckovych ataxii se kromé symptomatické |é¢by zaméru-
je na snahu zastavit progresi nemoci cilenym ovlivnénim kli¢ovych krokd patogenetického
procesu nebo na nahradu zaniklych neuronll neurotransplantaci.

NejCastéji uzivanymi modely dédi¢nych degenerativnich postizeni mozecku jsou mutantni
mysi Lurcher a Purkinje cell degeneration (pcd). Mysi Lurcher jsou heterozygoti pro mutaci
Grid2tc v genu kodujicim delta2 glutamatovy receptor. Primarnim dUsledkem mutace je
rychla a prakticky kompletni degenerace Purkyrfiovych bunék mozecku. Druhotné pak uby-
va granularnich bunék a neurond dolni olivy. Mysi pcd jsou homozygoti pro mutaci Agtpb1
v genu kédujicim protein CCP1. Trpi rovnéz ztratou Purkynovych bunék, redukci dolni olivy
a pomalou degeneraci Purkynovych bunék. Navic u nich dochazi k degeneraci ¢ichového
bulbu, thalamu a k pomalu progreduijici retinalni degeneraci.

Srovnani chovani obou typd mutantl ukazalo rozdily ve vzorci exploraéni aktivity a vyraz-
néjsi tendenci k tzv. depressive-like behavior u mysi pcd. U obou typd mutantd byl zjev-
ny deficit navigace v Morrisové vodnim bludisti, avSak vykon mySi pcd byl vyrazné horsi.
Zatimco mysi pcd selhavaly i v testu s viditelnym cilem, u mutantd Lurcher se zda byt
visuomotoricka integrace ¢aste¢né zachovana. U mutantd Lurcher jsou projevy onemoc-
néni ovlivnény i genetickym pozadim danym zakladnim kmenem laboratorni mysi. Prestoze
funk&ni zmény dané mutaci jsou velmi vyrazné, je vysledny fenotyp souctem vlivu mutace
a kmenové specifickych vlastnosti. Ve vysledném chovani jedincl postizenych poruchou
mozeCku se patrné promita deficit kognitivnich, motorickych, afektivnich i senzorickych
funkci, které se navic vzajemné ovliviuiji, a specificky podil jednotlivych slozek poruchy neni
dosud zcela jasny.

Mezi mutanty Lurcher a pcd byly pozorovany i rozdily ve vyvoji transplantované embryo-
nalni mozeckové tkané. U mysi pcd dochazelo k prorlstani axond z transplantatu do hlu-
bokych mozeckovych jader pfijemce a ke kolonizaci molekularni vrstvy transplantovanymi
Purkynovymi burikami podobné jako u zdravych mysi. U mutant( Lurcher vSak transplantat
obvykle zUstaval ostfe ohrani¢eny. Transplantace embryonalni tkdné mozec¢ku dospélym
mys$im Lurcher vedla pouze k mirnému zlep$eni parametrl chiize. Zleps$eni v klasickych
testech motoriky popisované u mysi pcd jsme u mysi Lurcher nepozorovali. PreZivani rliz-
nych typU transplantatu je véak u mysi Lurcher velmi dobré i po nékolika mésicich od ope-
race. Embryonalni tkarh mozec¢ku ve formé solidniho transplantatu i bunééné suspenze je
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zdrojem CGetnych Purkyfiovych bunék. Naproti tomu embryondlni neuralni kmenové burky
nejevily tendenci k diferenciaci v Purkyrfiovy bunky.

Dva rdzné typy mozeckovych mutantl s velmi podobnou cerebelarni degeneraci se lisi
jak v dil¢ich aspektech funkénich projevi onemocnéni, tak ve vyvoji transplantatu aplikova-
ného do oblasti degeneraci postizeného mozecku. Lze tedy predpokladat existenci faktord
specifickych pro jednotliva, byt velmi podobna onemocnéni, které mohou modifikovat pro-
jevy poskozeni mozecCku i Uspésnost terapie a jejichz znalost by mohla napomoci k vyvoji
cilengjsi terapie a predikci jeji uCinnosti u jednotlivych forem cerebelarnich degeneraci.
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Biofyzikalni laborator
MUDr. Jifi Benes
Laborator biofyziky (VP1)

Pracovisté sdruzuje dvé zakladni linie své aktivity.

Jednou touto linii je, obecné feceno, ,,chlazeni kapalin®, odvijejici se jiz od U¢asti pracovisté
v rdmci vyzkumného zaméru MSM0021620819 ,Nahrada a podpora funkce nékterych Zi-
votné dulezitych organd“ (do r. 2011) a pozdéji v ramci PRVOUK P36 LF v Plzni, kdy vznikla
potieba vyvoje specifického chladiciho pfistroje.

V poslednim obdobi je mozno zminit nasleduijici:

Aktivity spojené s vyvojem, primyslovou vyrobou a ochranou dusevniho vlastnictvi tepelné-
ho vyméniku a prodejem licence na vyuzivani jeho patentu.

Na podporu feSeni problematiky chlazeni jsme ziskali dotaci 6 mil. K& v ramci individualni
aktivity ,, Tepelny vyménik s laminarizérem* projektu UK v OP VaVPI ,Podpora pre-seed ak-
tivit UK mimo Prahu (CZ.1.05/3.1.00/13.0284)“. Projekt bézi od 1.11.2012 a kon¢i v ¢ervnu
2015, proto jeho vysledky dedikujeme také do BC. V ramci projektu byl vyvinut vyrobni pro-
totyp a ovérena malosériova vyroba vyméniku (cca 600ks) ve vyrobnim podniku, kde jsme
pracovali od Unora 2013 do brezna 2014.

Ve spolupraci s CPPT UK a projektovym tymem pre-seed jsme vyménik prezentovali na
vlastnim vystavnim stanku na vystavé MEDTEC ve Stuttgartu. Ziskali jsme 15 kontakt( na
zajemce a s jednim (RAUMEDIC) naSe fakulta prostfednictvim CPPT UK vstoupila do na-
sledného jednani na RUK a v centrale RAUMEDIC v Némecku. Dal$i postup komercializace
je v rezii CPPT UK, které nyni zvaZuje prodej prav na patent start up firme.

Z hlediska ochrany dusevniho vlastnictvi ve vztahu k tomuto patentu byla rozSifena oblast
ochrany o Uzemi EA podanim prihlasky P10766431EA, ktera je jiz publikovana pod Cislem
201490325 A1 (30.6.2014).

Dal$i podstatnou aktivitou je pokradujici vyvoj jadra chladiciho pfistroje COOILER2 (2. va-
rianta). Na podporu tohoto vyvoje jsme zpracovali zadost o dotaéni titul z PP1 — GAMA
(TACR). Pfedmétem feseni je prototyp cirkulaéniho temperaéniho pfistroje a prototyp kon-
strukéniho prvku ,temperaéni jadro“.

Ze vSech projektl na UK, predloZenych v ramci prvniho kola projektu GAMA, jsme dosahli
nejlepsiho bodového hodnoceni a ziskali dotaci 840 tis. KE. Délka trvani dotace je 1 rok a
dotace je, kromé& mezd, urCena predevsSim na sluzby spojené s komercializaci. Té bude
predchazet podani prihlagky patentu a UV. (Podani obou zadosti na UPV aktudlné fesi CPPT
UK).

Druha linie, opét obecné feceno, je hyperbaricka medicina. V oblasti hyperbarie a hyperba-
rické oxygenoterapie ma nas Ustav jiz dlouholetou tradici.

V soucasné dobé disponujeme tzv. velkou (cca 0,6 m®) experimentalni hyperbarickou ko-

morou, ktera byla do BC prestéhovana zacatkem leto$niho roku z plvodni laboratofe v Pro-

chaskové ustavu. Stéhovani nebylo jednoduché, predchazela mu kompletni demontaz a

nyni zpétna montaz v8ech ovladacich prvkl a dal$ich technologii. Zaji$tujeme sami, proto-
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Ze komora neni komer&né vyrobené zafizeni a na zprovoznéni zafizeni nelze najmout zad-
nou firmu. Nasledné musi byt znovu provedeny vSechny revizni zkousky, jak to charakter
zafizeni dle predpist vyzaduije.

V této oblasti se rozbiha nova aktivita. V ramci projektu preseed na LF UP byla vyvinuta
s naSi uc€asti nova koncepce experimentalniho tlakového zafizeni, mikrohyperbaricka ko-
marka. Byly postaveny dva funkéni vzorky téchto komor. Jejich U¢elem bude vyuZiti pro
bunécéné a fyzikalni experimenty rliznych charakterd.

V odborné literatufe neni diky unikatnosti technologie dostatek podkladl pro plné pocho-
peni biologickych déju, které v bunéénych strukturach pfi odlisnych fyzikalnich podminkach
probihaji. Cilem aktualné provadénych experimentl je ziskani dostatku zkuSenosti, které
umozni tento typ zafizeni pInohodnotné vyuzit pro zamyslenou oblast vyzkumu.

KomUrky mame nyni zapUjcené, zacali jsme provadét prvni predbézné experimenty zamé-
fené na objasnéni fyzikalné-chemickych zmén sloZeni kultivanich roztokl (DMEM, HAM’s
F-12) a pufril (PBS, HEPES, TBS) v disledku jejich vystaveni odliSnym fyzikalnim podmin-
kam hyperbarického prostredi. Jedna se prfedevsSim o zmény pH, pO2 a degradaci nékte-
rych dalSich sloZek, jejichzZ stabilita je v prdbéhu kultivace pozadovana.

Druha ¢ast experimentd je zaméfena na testovani parametr(i a vlastnosti méficich systémd
vhodnych pro sledovani mérenych veli¢in v naro€ném prostredi hyperbarické komory.

Treti ¢ast planovanych experimentl je zaméfena na zjistovani moznosti ovliviiovani vlast-
nosti vybranych bunéénych typt v pribéhu kultivace pfi vystaveni hyperbarickému tlaku.

Domnivame se, Ze tento typ zafizeni mdze najit $irSi okruh vyuZiti p¥i pokusech na tkano-
vych &i bunéénych strukturach. Velka komora pak bude uréena predevSim na pokusy na
zvireti.

U prilezitosti Prvni vyro€ni konference Biomedicinského centra pro vlastni potfebu vydava Lékarska fakulta UK v Plzni. Projekt Biomedi-
cinské centrum Lékarské fakulty v Plzni je spolufinancovan z OP VaVpl, PO 2 ,Regionalni VaV centra“, reg. ¢. CZ.1.05/2.1.00/03.0076.
Biomedicinské centrum, alej Svobody 1655/76, 323 00 Plzer; web: www.biomedic-plzen.cz; e-mail: info@biomedic-plzen.cz.
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