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Uvod

Vazené kolegyné,
vazeni kolegové,

rok 2015 znamenal pro fungovani Biomedicinského centra podstatnou zménu. K 30.
¢ervnu byl ukoncen projekt ,,Biomedicinské centrum Lékarské fakulty v Plzni“ spolufi-
nancovany z Opera¢niho programu Vyzkum a vyvoj pro inovace (OP VaVpl). Ten do
té doby pokryval vétSinu nakladd souvisejicich s vyzkumem, veskeré mzdové nakla-
dy pracovnik( Biomedicinského centra, ale také rezijni vydaje spojené s provozem.
Velkym uspéchem bylo ziskani projektu LO1503 ,,BIOMEDIC* — Narodniho programu
udrzitelnosti v plné pozadované vysi, ktery pokryva 50 % veskerych nakladd centra
na dobu 5 let. Ve verfejné soutézi Narodniho programu udrzitelnosti bylo hodnoceno
11 projektd (z toho 1 nesplnil formalni pozadavky a nepostoupil do faze vécného
hodnoceni, maximalni dotace udélena 2 projektim, u 6 projektl byla dotace kracena
a 2 projektim nebyla udélena). V roce 2015 ziskali pracovnici Biomedicinského cen-
tra grantové prostifedky ve vysi 11 479 959 K¢ od tuzemskych grantovych agentur
(Interni grantovéa agentura Ministerstva zdravotnictvi, Agentura zdravotnického vyzku-
mu, Grantova agentura Ceské republiky a dal$i). Ze smiluvniho vyzkumu bylo ziskano
celkem 5 408 078 KC&. V letoSnim roce Cini rozpocCet centra 62 331 000 K¢&. Polovinu
z téchto prostfedku tvofi grantové projekty, penize institucionalnino vyzkumu a smluv-
ni vyzkum s komer¢ni sférou. | zde se dafi tyto prostfedky naplriovat.

Dalsim uspéchem bylo i ziskani projektu ,Biomedicinské centrum — pfistrojové vy-
baveni 2015, ktery umoznil pofidit pfistrojové vybaveni v hodnoté 19 milion korun
(85 % z dotace financovano EU prostfednictvim Evropského fondu pro regionalni
rozvoj (ERDF), 15 % financovéno statnim rozpoétem CR), které vyznamné rozsifuje
potencial centra v oblastech experimentalni neurofyziologie, mitochondrialni fyziolo-
gie, experimentalni kardiologie, analyzy bunék a ¢astic, mikrobiologie, biochemické
analyzy, experimentalni chirurgie, analyzy genetickych dat, kvantitativni histologie a
laserové mikrodisekce.

Kvalitu védecko-vyzkumné prace nejlépe doklada publikacni €innost. Celkova pu-
blikacni produkce centra za r. 2015 ¢inila 121 publikaci (z toho 72 impaktovanych)
a byla podana 1 narodni patentova pfihlaSka. Smluvni vyzkum vykazoval v r. 2015
silné rostouci tendenci (pro srovnani: v r. 2014 ¢inil 1 747 tis. K&, v roce 2015 5 408
tis. KE&). V soucasné dobé je v systému OBD uvedeno 61 praci v ¢asopisech s IF (18
¢lankd v ¢asopisech bez IF), které jsou dedikovany Narodnimu programu udrZitelnosti
LO1503.

Zavérem lze shrnout, Ze rok 2015 a prvni polovina roku 2016 bylo obdobim Uspésné-
ho prfechodu Biomedicinského centra z realizaéni faze do faze bézného provozu. Diky
Siroké mezioborové spolupraci v tradi¢nich oblastech, ve kterych fakulta dlouhodobé
dosahuje excelence, i rozvoji novych témat a technologii se Biomedicinskému centru
jiz dafi vyznamné pfispivat védecko-vyzkumnému vykonu fakulty a v§echny vykonové
parametry centra vykazuji vzestupnou tendenci.

doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D. doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.
védecky feditel manazer



Hosté prvni vyrocni konference Biomedicinského centra 11. 6. 2015 — prof. MUDr. Pavel
Martasek, DrSc., feditel BIOCEV, prof. MUDr. Milan Kolaf, Ph.D., dékan Lékarské fakulty
Univerzity Palackého Olomouc a Ing. Libor Kraus (vlevo v pozadi).
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Ugastnici prvni vyroéni konference Biomedicinského centra 11. 6. 2015.



Seznam laboratori Biomedicinského centra

Vyzkumny program 1

Vedouci: prof. MUDr. Martin Maté&jovi¢, Ph.D.

1.

Experimentalni laborator intenzivni mediciny - prof. MUDr. Martin Matéjovic,
Ph.D.

. Laborator antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mi-

krobiologii — Dr. Constantinos Papagiannitsis, Ph.D.

Laborator transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin — doc. MUDr. Tomas
Reischig, Ph.D.

Laboratof experimentalni kardiologie — doc. MUDr. Milan étengl, Ph.D.
Proteomicka laboratof — MUDr. Jan Mares, Ph.D.

Laboratoi klinického vyzkumu cévnich a srdeénich onemocnéni — prof.
MUDr. Jan Filipovsky, CSc., Ph.D.

Mitochondrialni laborator — doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D.

Laboratof laserové mikrodisekce — doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvora-
kova, Ph.D.

Biofyzikalni laborator — MUDr. et MUDr. Jifi Benes, Ph.D.

Vyzkumny program 2

Vedouci: prof. MUDr. Milena Krali¢kova, Ph.D.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

19.

20.

Laboratof neurodegenerativnich poruch — doc. MUDr. Jan Cendelin, Ph.D.
Laboratof experimentalni neurofyziologie — MUDr. Karel Jezek, Ph.D.
Laboratof nadorové biologie — Mgr. Pavel Pitule, Ph.D.

Laboratof farmakogenomiky — doc. RNDr. Pavel Souc¢ek, CSc.

Laboratof nadorové Ié¢by a regenerace tkané — MUDr. Vaclav LiSka, Ph.D.
Laboratoi bunééné regenerativni mediciny — Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D.

Laborator studia interakci bunék s materidlem — doc. RNDr. Marie Hubalek
Kalbacova, Ph.D.

Laboratof reprodukéni mediciny — Ing. Jan Nevoral, Ph.D.
Laboratof kvantitativni histologie — doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar, Ph.D.

Servisni laboratore

Laboratof vSeobecné biochemie a hematologie — prof. MUDr. Jaroslav Racek,
DrSc.

Laboratof preklinickych studii — Ing. Pavel Klein, Ph.D.



Program konference
Zahajeni konference goe
spectabilis prof. MUDr. Boris Kreuzberg, CSc., doc. MUDr. Milan étengl, Ph.D.
. blok 915-1100

predsedajici: prof. MUDr. Martin Maté&jovi¢, Ph.D., doc. MUDr. Milan étengl, Ph.D.

1. Management — doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.: Biomedicinské centrum v Cis-
lech za rok 2015

2. Pravni oddéleni — Mgr. Adam Soukal
3. Experimentalni laboratof intenzivni mediciny (VP1) — prof. MUDr. Martin Maté&jo-
vi¢, Ph.D.
4. Laboratof experimentalni kardiologie (VP1) — doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D.
5. Mitochondrialni laboratof (VP1) — doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D.
6. Laboratof nadorové biologie (VP2) — Mgr. Pavel Pitule, Ph.D.
7. Laboratof antibiotické rezistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikro-
biologii (VP1) — Dr. Constantinos Papagiannitsis, Ph.D.
Prestavka 11001178
Il. blok 1115-13%

predsedajici: Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D., MUDr. Vaclav LiSka, Ph.D.

8. Laboratof neurodegenerativnich poruch (VP2) — MUDr. Jan Cendelin, Ph.D.
9. Laboratof experimentalni neurofyziologie (VP2) — MUDr. Karel Jezek, Ph.D.
10. Laboratof bunécné regenerativni mediciny (VP2) - Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D.

11. Laboratof studia interakci bunék s materialem (VP2) — doc. RNDr. Marie Hubalek
Kalbacova, Ph.D.

12. Laborator kvantitativni histologie (VP2) — doc. MUDr. Zbynék Tonar, Ph.D.

13. Laboratof farmakogenomiky (VP2) — doc. RNDr. Pavel Soucek, CSc.

14. Laboratof nadorové léCby a regenerace tkané (VP2) — MUDr. Vaclav Liska, Ph.D.
Prestavka 13009 400

Il. blok 1400_4 445

predsedajici: Ing. Pavel Klein, Ph.D., doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.

15. Laborator preklinickych studii (zvéfinec) — Ing. Pavel Klein, Ph.D.

16. Laborator laserové mikrodisekce (VP1) — doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvo-
rakova, Ph.D.

17. Laboratof reprodukéni mediciny (VP2) — Ing. Jan Nevoral, Ph.D.
Zaver konference 144
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Prof. MUDr. Boris Kreuzberg, CSc., délan lékarské fakulty UK v Plzni, a MUDr. Vaclav
Simanek, Ph.D., feditel Fakultni nemocnice v Plzni.

Doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D., prof.v MUDr. Boris Kreuzberg, CSc., prof. MUDr. Martin
Matéjovi¢, Ph.D., a doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D.



Pravni oddéleni
Adam Soukal
Lékarska fakulta UK v Plzni

Prednaska bude pojednavat o transferu technologii a znalosti v ramci Biomedicinské-
ho centra a celé Lékarské fakulty UK v Plzni. Ugastnici se mimo jiné seznami s ak-
tualnim prehledem vynalezecké Cinnosti na fakulté v navaznosti na komercializa¢ni
aktivity, které v letoSnim roce probéhly a probihaji.

V kratkosti budou predstaveny vizitky jednotlivych laboratofi Biomedicinského centra,
které fakulta poskytla do celouniverzitniho katalogu sluzeb, ktery Ize nalézt na webo-

Na praktickych prikladech pfednasejici vysvétli, jak postupovat v neobvyklych pfipa-
dech. Konkrétné probere situace, kdy vynalezecka ¢innost probiha v kooperaci né-
kolika instituci. Déle predstavi vhodné zplsoby vyuZiti vynalezu, pokud se instituce
rozhodne pro spolupraci s aplika¢ni sférou. V neposledni fadé poskytne prednasejici
uceleny prehled finanénich narokd na jednotlivé varianty nakladani s vysledky vyzku-
mu a vyvoje v navaznosti na prak-
tické zkusenosti z minulych let i
s ohledem na budouci mozny vyvoj
financovani vyzkumnych organizaci
v tomto odvétvi.

Mgr. Adam Soukal, vedouci pravniho oddéleni LF UK v Plzni.
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http://www.cuni.cz/UK-6899.html
http://www.cuni.cz/UK-6899.html

Experimentalni laborator intenzivni mediciny
Martin Matéjovi¢

Biomedicinské centrum; I. interni klinika

Tym laboratore pracoval v pribéhu roku 2016 na nékolika paralelnich projektech:

A) Experimentalni vyzkum mechanizmd a l1é¢by akutniho poskozeni a selhani organd
Vv sepsi:

1.

Publikovali jsme celosvétové prvni exploratorni data popisujici u velkého zviteci-
ho modelu vyvoj tkariového proteomu ledvin v prib&hu progresivni sepse (Shock
2016). Vysledky ukazuji na dynamické a ¢asto tranzitorni zmény renalniho prote-
omu, jehoz hlavni charakteristikou je fenotyp bunécného distresu.

. Publikovali jsme jako prvni data poskytujici fyziologicky profil mitochondrialniho

proteomu kiry a diené ledvin selete (Clin Exp Nephrol 2016) a souhrnny meto-
dicky ¢lanek k tématu (Biomed Pap 2016). Vysledky predstavuji vychozi referenci
pro studium mitochondridlni dysfunkce ledvin za patologickych stavl s vyuzitim
velkého sav¢iho biomodelu.

V recenznim fizeni je publikace, ktera popisuje rozdily v tkarfovém transkriptomu
u ledvin bez rozvoje a s rozvojem selhani jejich funkce v pribéhu sepse (BMC
Nephrol). Vysledky studie jsou vyznamné v genezi novych hypotéz

Ve spolupraci s mitochondridlni laboratofi byly dokonéeny analyzy vlivu rdizné
tize sepse na mitochondrialni funkce ledvin, manuskript je v pfipraveé.

Ve spolupraci s laboratofi experimentalni kardiologie byla publikovana experi-
mentalni studie o variabilité srde¢ni frekvence (Crit Care 2016).

V prdbéhu celého roku probiha Uspésné feseni grantového projektu AZV, zkou-
majiciho terapeuticky pfinos mezenchymalnich kmenovych bunék. K dispozici
jsou pilotni data.

B) Projekty mezinarodni spoluprace:

1.

V Journal of the American Society of Nephrology (IF 9.3, nejvyssi ranking v kate-
gorii nefrologie) jsme publikovali jako sou¢ast mezinarodniho panelu expert( sérii
¢lankd, které jsou kritickou analyzou sou¢asného vyzkumu akutniho poskozeni
ledvin s navrhem relevantnich lé¢ebnych cil( pro dal$i vyzkum.

Pracovisté je narodnim koordinatorem a ¢&lenem steering committee multicent-
rické studie STOP-AKI.

Ve spolupraci s univerzitnim pracovistém v némeckém Ulmu jsme publikovali
vysledky studie hodnotici pfinos hyperoxie a hypotermie jako soucast resusci-
tacniho protokolu hemoragického Soku (Crit Care Med 2016).

Vysledkem mezinarodni spoluprace je publikace shrnujici sou¢asné koncepty
tekutinové resuscitace kriticky nemocnych (Biomed Res Int. 2016).

Ugast na dvou mezindrodnich projektech k tématu tekutinové resuscitace s pu-
blikacnim vystupem (Globe-ICU — J Crit Care 2016 a Fenice study - Intensive
Care Med 2016).



C) Klinicky vyzkum a edukacni aktivity:
1. Publikace ¢eské muItivcentrické prospektivni studie prvné popisujici vysledky a
kvalitu 1é€by sepse v CR (projekt EPOSS, Vnitr Lek 2016).

2. Publikace souhrnného ¢lanku, ktery je kritickou analyzou nové definice sepse
(Vnitr Lek 2016).

3. Publikace studie srovnavajici pfesnost dvou POCT analyzatorl koncentrace he-
moglobinu v podminkach urgentniho pfijmu (J Clin Monit Comput).

4. Probiha pfiprava manuskriptu analyzujiciho zmény humannich trombocytt a je-
jich vztah k rdznym fenotyplm sepse.

Prof. MUDr. Martin Matéjovi¢, Ph.D., vedouci experimentalni
laboratore intenzivni mediciny.
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Laborator transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin
Tomas Reischig
Biomedicinské centrum, |. interni klinika

Our transplantation research is focused on the impact of viral infections on post-
-transplantation outcomes and the development of optimal preventive strategies
against viral infections. Asymptomatic cytomegalovirus (CMV) infection is associated
with graft dysfunction and failure. However, no study assessed CMV viral load in ter-
ms of the risk for graft failure. We present a long-term study of kidney transplant reci-
pients in which we assessed the impact of CMV DNAemia on the overall graft survival
and the incidence of moderate-to-severe interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA)
in protocol biopsy at 36 months. CMV DNAemia was stratified by viral load in whole
blood. A total of 180 patients transplanted from October 2003 through January 2011
were included and followed for 4 years; 87 (48%) patients received 3-month prophy-
laxis with valacyclovir and 45 (25%) with valganciclovir; 48 (27 %) were managed by
preemptive therapy. Within 12 months of transplantation, CMV DNAemia developed
in 102 (57 %) patients with 26 (14%) having a viral load of =2000 copies/ml. Multiva-
riate Cox analysis identified CMV
DNAemia as an independent risk
factor for graft loss (hazard ratio
3.42, P=0.020); however, after
stratification by viral load, only
CMV DNAemia =2000 copies/
ml (hazard ratio 7.62, P<0.001)
remained significant. Both ear-
ly-onset (<3 months, P=0.048)
and late-onset (>3 months,
P <0.001) CMV DNAemia =2000
copies/ml were risk factors for
graft loss. The incidence of mo-
derate-to-severe IF/TA was not
significantly influenced by CMV
DNAemia.

In conclusion, kidney transplant
recipients having CMV DNAemia
with a higher viral load irrespecti-
ve of the time to onset are at in-
creased risk for graft loss.

While currently available preven-
tive strategies do not enable to
completely avoid CMV DNAemia
we believe our study findings of
relatively safe low grade CMV
DNAemia may trigger new rese-
arch on CMV prevention.

Doc. MUDr. Tomas Reischig, Ph.D., vedouci laboratore
transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin.
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Laborator experimentalni kardiologie

Milan Stengl
Biomedicinské centrum; Ustav fyziologie

Laboratof se zaméfuje na studium kardiovaskularnich funkci ve zdravi i nemoci. V kli-
nicky relevantnim modelu sepse u prasete byl nalezen vyrazny pokles variability srdec-
ni frekvence béhem rozvoje septického Soku. Tento pokles nastal v prdbéhu nékolika
hodin po vyvolani peritonitidy a znacné predchazel rozvoji dalSich klinicky zjevnych
projevd sepse, hemodynamickych i biochemickych. Frekvenéni analyza ukazala, Ze
k dominantnimu poklesu dochazi ve vysokofrekvenéni komponenté signalu, ktery od-
povida pfevazné parasympatické srde¢ni modulaci. Pokles variability srde¢ni frekven-
ce pfi sepsi by mohl slouzit jako citlivy a €asny indikator rozvijejici se sepse a pfispét
k roz&ifeni terapeutického okna pro &asné intervence. Casny pokles variability srde&ni
frekvence byl nasledné nalezen i ve skupiné prasat s mirnou sepsi bez organového
selhani, ¢imz byla potvrzena zna¢na citlivost tohoto parametru k systémové infekci.

U potkanl s objemovym pretizenim v dlsledku aortokavalni pistéle byla nalezena
vyznamna hypertrofie srdce, vy-
raznéji vyjadrena v pravé komo-
fe. Hypertrofie byla doprovazena
funkéni remodelaci elektrickych
vlastnosti  (prodlouzeni  trvani A
akéniho napét) i vapnikového 'ﬂ
hospodarstvi (vy$si klidova hla- ~
dina intracelularniho vépniku a
nizsi relativni amplituda vapni-
kového prechodu). Terapeutické
ovlivnéni trandolaprilem (inhibi-
tor ACE) a sildenafilem (inhibitor
PDE5) sniZzovalo umrtnost a po-
tlacilo elektrickou remodelaci, na
srde¢ni hypertrofii ani vapnikové
hospodarstvi vsak vliv nemélo.
Tyto vysledky naznacuji arytmo-
genni mechanismus smrti u vy-
znamného podilu zvitat ve sledo-
vaném obdobi.

Doc. MUDr. Milan Stengl, Ph.D., vedouci laboratore experi-
mentalni kardiologie.
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Mitochondrialni laborator
Martina Grundmanova'?, Dagmar Jarkovska'2, Annabell SuB', David
Meireles’, Zdenék Tima?, Michaela Markova', Zdenék Grundman', Ahmed

El-Kadi', Miroslava Cedikova'?, Milan Stengl'2, Jitka Kuncova'2?
1Ustav fyziologie; 2Biomedicinské centrum; 2Ustav biofyziky

Propofol (2,6-diisopropylfenol) je kratkodobé plsobici hypnotikum podavané nitroZil-
né k vyvolani a udrzovani celkové anestezie a sedaci. Ke stejnym uceldim je pouzivan
také ve veterinarni a experimentalni mediciné. Aplikace propofolu mize byt doprova-
zena nezadoucimi vedlejSimi ucinky, k nimz patfi zejména pokles arterialniho krevniho
tlaku a srdeéniho vydeje diky snizeni srdeéni frekvence i systolického objemu. U&elem
této studie bylo posoudit u¢inky propofolu na mitochondrialni respiraci a kontraktilni a
elektrofyziologické parametry myokardu levé i pravé komory potkana (LK, PK).

Mitochondridlni spotfeba kysliku byla méfena na mechanicky permeabilizovanych
vzorcich svaloviny z proximalni oblasti prfedni stény obou komor metodou vysoce
ucinné respirometrie. Respiracni aktivita mitochondrii in situ byla stanovena ve sta-
vech LEAK (stav nutny k udrzeni membranového potencialu), OXPHOS (kapacita oxi-
dativni fosforylace) a ROX (rezidualni spotfeba kysliku). Z obou komor byl vystfizen
papilarni sval (resp. trabekula), na némz byly snimany izometrické kontrakce a mem-
branové napéti. Vliv propofolu na uvedené parametry byl stanoven v koncentracich
0,025-0,5 ymol/ml.

V8echny sledované respiracni parametry byly u kontrolnich vzork( vy$si v levé komo-
fe ve srovnani s pravou. Propofol snizoval aktivitu komplexu | (OXPHOSI) v zavislosti
na koncentraci, absolutni hodnoty ostatnich méfenych parametrl vyznamné neovliv-
fioval. Propofol také snizoval pomér LEAK/OXPHOS, ktery je indikatorem rozprazeni
mitochondrialni oxidace a fosforylace a svédé&i o nizsi Uucinnosti mitochondrialniho
metabolismu. Vlivem propofolu (pfi koncentraci 0,1 pmol/ml a vy$si) doslo k vyznam-
nému poklesu sily kontrakce, ktery byl vyraznéjsi v LK. V trvani akéniho potencialu se
neprojevila zadna zmeéna ani pfi jedné z pouzitych koncentraci propofolu.

Vysledky studie ukazuji, Zze propofol pfimo ovliviiuje mitochondridlni respiraci kardi-
omyocytl srde¢nich komor, a to v koncentracich, které jsou blizké jeho tkanovym a
plazmatickym hladinam pfi celkové anestezii. Pfi provadéni experimentl na zvitatech
anestezovanych propofolem je tfeba pfi zkoumani mitochondridlniho metabolismu
tento Ucinek zohlednit a odliit od pfipadnych zmén zplsobenych uméle navozenymi
patologickymi stavy.

Podpora: NPU | - LO1503, PRVOUK P36, SVV 260281/2016 a GACR 15-157168S.



Laborator nadoroveé biologie

Pavel Pitule, Pavel Ostasov, Martin Pesta, Jifi Polivka, Pavel Vodicka,
Ludmila Vodi¢kova, Jana Aletta Thiele, Petr HoSek

Biomedicinské centrum

Nové pristupy k prognéze a predikci nadorovych onemocnéni

Laboratof nadorové biologie se zabyva analyzou znak( a proces( spojenych se vzni-
kem a rozvojem nadorovych onemocnéni s cilem umoznit personalizaci onkologické
Ié¢by. Podstatnou soucasti personalizace je véasna diagnostika samotného onemoc-
néni, odhad jeho reakce na podanou lé¢bu i sledovani zmén nadorové tkané v prd-
béhu terapie. Pro identifikaci optimalnich znakl vyuzivame analyzu periferni krve,
studium nadorovych vzorkd i praci s bunéénymi liniemi.

V periferni krvi detekujeme pfitomnost a vlastnosti cirkulujicich nadorovych bunék
(CTCQ) i volnych cirkulujicich nukleovych kyselin (cfDNA). Nase studie ohledné CTC
je zamérena na pacienty s metastatickym karcinomem tlustého stfeva a konec¢niku,
ktefi podstupuiji chirurgickou a nasledné onkologickou lé¢bu. U pacient( s timto ty-
pem nadoru nejsou CTC natolik uspé&Snym prognostickym faktorem jako napfiklad u
nadoru prsu &i prostaty, jednim z ddivod( ale mGze byt nelplny vybér CTC pfi vyuziti
standardnich metod. Aktualnim vysledkem nasi studie je katalog typd CTC u kolo-
rektalniho karcinomu a vybér doplnujiciho znaku pro specifikaci CTC pochazejicich
z gastrointestinalniho traktu (exprese proteinu CDX2), pficemz dalsi set znakd je tes-
tovan. Analyza cfDNA je nejdale u pacientd s lokalizovanym a lokalné pokroc&ilym me-
lanomem. V ramci ¢asovych odbérd je hodnocena pfitomnost mutace genu BRAF na
pozici V600, ktera ma vztah k nasledné Iécbé. Cilem je urCeni vzajemné konkordance
mutacniho profilu nalezeného ve vzorku nadoru a cfDNA z krevni cirkulace a detekce
minimalni rezidualni choroby po chirurgickém zasahu s kurativnim zamérem na za-
kladé dynamiky poklesu cfDNA v predoperacnim a pooperacnich krevnich vzorcich.
Novy vyskyt mutantni podoby cfDNA v cirkulaci po stadiu remise mdze byt nasledné
¢asnym pfiznakem relapsu onemocnéni.

Nadorovou tkarn vyuzivame v projektech vénujicich se detekci zménéné exprese riiz-
nych typl nukleovych kyselin. U kolorektalniho karcinomu testujeme vztah 20 dlou-
hych nekddujicich RNA s klinickymi parametry s cilem vyuzit jejich hladiny k prognéze
nadorové agresivity. U pacientl s nemalobunéénym plicnim karcinomem testujeme
dalsi typ RNA ucastnicich se regulace genové exprese, v tomto pfipadé mikroRNA
ovliviiujici geny, jejichz produkty se podileji na efektivité IéCby a mohli by tak pfinést
informace o UspésSnosti indikované terapie. V pfipadé klasickych mRNA jde pak na-
pfiklad o detekci cytokeratinu 19 v lymfatickych uzlinach nemocnych s primarnimi Ci
sekundarnimi nadory plic novou metodikou zvanou RT-LAMP. Zde test v pfipadé pozi-
tivniho vysledku ukazuje na pfitomnost nadorovych bunék v uzliné. Cilem je porovnani
senzitivity detekce mikrometastaz v hilovych a mediastinalnich lymfatickych uzlinach
primarnich a sekundarnich nadord plic pomoci imunohistochemického vySetfeni a
metody RT-LAMP.

Za projekty pracujici s buné€nymi liniemi bychom zminili zacinajici praci zamérenou
na moznost zvyseni efektu chemoterapie pomoci reaktivace proteinu p53 na mode-
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lu buné&&nych linii nemalobunécného plicniho karcinomu. Modulaci aktivity proteinu
p53, klicové molekuly zprostfedkovavajici efekt fady onkologickych IéCiv, by mélo byt
mozné zvratit proces prezivani nadorovych bunék smérem k aktivaci jejich apoptézy.

Zminéné projekty by nebylo mozné fesit bez vynikajici spoluprace s klinickymi praco-
visti i s dal$imi laboratofemi nejen v ramci Biomedicinského centra.

Ing. et Ing. Jifi Polivka.



Laborator antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni
spektrometrie v mikrobiologii

Constantinos Papagiannitsis

Biomedicinské centrum; Ustav mikrobiologie

Our group is mainly focused on molecular epidemiology of factors affecting dissemi-
nation of resistance mechanisms to carbapenems, in Gram-negative bacteria (Ente-
robacteriaceae, Pseudomonas spp.). Also, we are interested in the development of
new techniques for the detection of resistance mechanisms using MALDI-TOF mass
spectrometry. During the last year, four projects focused on the two latter tasks, were
studied.

Pseudomonas aeruginosa is a leading cause of nosocomial infections, in Czech hos-
pitals, but also worldwide. Carbapenemase-producing isolates of P aeruginosa are
resistant to virtually all B-lactams, and are difficult to treat. Therefore, in this study,
we aimed to molecular characterize carbapenemase-producing P, aeruginosa isolates
collected from Czech hospitals, during 2015. Preliminary results showed that the ma-
jority of the isolates produced the IMP-7 metallo-B-lactamase. MLST identified that
ST357 was the most prevalent suggesting the spread of one major clone, producing
IMP-7 metallo-B-lactamase, in Czech hospitals. In discordance, the study of the po-
pulation structure of non-carbapenemase-producing P. aeruginosa observed a huge
variety of STs. Finally, lllumina sequencing showed that ST357 P. aeruginosa harbored
the class 1 integron In-p110, containing bla,e_;, integrated into their chromosomes.

The occurrence of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae (CPE) was rare
between 2009 and 2013. However, an increase in the occurrence of CPE was ob-
served, during 2014 and 2015, mainly due to the spread of OXA-48-like-producing
Enterobacteriaceae. Thus, the aim of this project was to characterize the OXA-48-like
producers detected in Czech hospitals, from 2014 till 2015. Totally, twenty Klebsiella
pneumoniae, three Escherichia coli and one Enterobacter cloacae producing OXA-
-48-like carbapenemases were isolated from 20 patients. Four of the patients were
colonized/infected by two or three different OXA-48-like producers. K. pneumoniae
isolates were classified into nine STs, with ST101 being the predominant (n=8). E.
coli were of different STs, while E. cloacae isolate belonged to ST109. Twenty-four
isolates carried blagy, 45, Whilst two isolates carried blagys.1g; OF blagys os0- Almost all
isolates (n=22) carried blagy, ,s—positive plasmids of similar size (~60 kb), except the
two isolates producing OXA-181 or OXA-232. In a ST45 K. pneumoniae and a ST38
E. coli, S1 profiling plus hybridization indicated a chromosomal location of the bla-
oxaqs- Sequencing showed that the majority of blagy, 4s-Carrying plasmids exhibited
high identity with pOXA-48-like plasmid, pE71T. Additionally, two novel pE71T de-
rivatives were observed. The blagy, s;—Carrying plasmid was identical to the IncX3
plasmid pOXA181_EC14828, while the blayy, ,;,—carrying plasmid was a ColE2-type
plasmid, being a novel derivative of pOXA-232. Finally, sequencing data showed that
ST45 K. pneumoniae and ST38 E. coli harbored the IS 1R-based composite transpo-
son, Tn6237, containing blagy, 45, integrated into their chromosomes. These findings
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underlined that horizontal transfer of pOXA-48-like plasmids has played a major role
in the dissemination of blagya.s in the Czech Republic.

In the third project, the performance of MALDI Colonyst (BioVendor Instruments, Brno,
Czech Republic), a new machine for automatic deposition of microbes on MALDI tar-
get plate, was evaluated. In the first stage, the machine was tested against a group
of 50 gram-negative, 67 gram-positive and 18 anaerobic bacteria, and 38 yeasts. The
performance was compared with that of three methods (direct spotting, semi-extrac-
tion and wet deposition) for manual deposition of microbes on MALDI target. Resul-
ts showed that automatic deposition exhibited the best average identification score
(2.193) with the error rate (no spectra acquisition — error rate) of 16 % of colonies. In
the second stage of the validation procedure, 483 routine samples were processed
using MALDI Colonyst. For gram-positive bacteria and anaerobes, significantly higher
identification scores were obtained for MALDI Colonyst than the routine manual pro-
cedure. These results demonstrated that automatic wet deposition can significantly
improve identification of microbes. In addition, automatic deposition, by the use of
MALDI Colonyst, can decrease the consumables cost (tips).

Data from previous studies have shown that nosocomial infections, caused by car-
bapenem-resistant Enterobacteriaceae, can be controlled by strict epidemiological
intervention. Thus, the fourth research task of our group was to develop and evaluate
a kit for detection of carbapenemase-producing organisms. HRC (High Resolution
Carbapenemase) assay is designed to work both in mass spectrometers and spectro-
photometers. The HRC assay was tested against a group of 124 Enterobacteriaceae.
Almost, all carbapenemase producers were correctly detected both in mass spectro-
meter and spectrophotometer. Additionally, false-positive results were not observed
among non-carbapenemase producers. These results demonstrated that this assay is
a reliable tool for detection of carbapenemase activity in routine laboratories.

In conclusion, the prevalence of carbapenemsae-producing bacteria has significantly
increased the last two years, in the Czech Republic. However, the improvement of
diagnosis (espe-
cially of carba-
penemase activi-
ty) may decrease
the prevalence of
those organisms.

Dr. Constantinos Papagiannitsis, Ph.D., vedouci laboratore antibiotické resistence
a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii.
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Laborator neurodegenerativnich poruch
Jan Cendelin, Jan Tima, FrantiSek Vozeh
Biomedicinské centrum; Ustav patologické fyziologie

Experimentalni neurotransplantacni terapie u modelll cerebelarni degenerace

Mozecek je nezbytny pro koordinaci pohybd, udrZzovani vzpfimeného stoje a pro mo-
torické uceni. Je zapojen také do kognitivnich a afektivnich funkci a kontroly chova-
ni. Hereditarni cerebelarni degenerace vedou postupné k tézkému postizeni nejen
motoriky pacienta, ale také ke zménam psychickym. V soucasnosti neni dostupna
skute¢né ucinna kauzalni [éEba degenerativnich onemocnéni mozecku. Ur€itou nadéji
predstavuji neurotransplantace. | ty jsou vSak zatim ve stadiu experimentalniho vyzku-
mu, jehoz nastrojem jsou mutantni mysi modely cerebelarnich degeneraci. Pres velké
mnozstvi studii provedenych v poslednich témér 30 letech stéle nelze jednoznac¢né
fici, jaké faktory podmiriuji vyvoj transplantatu a jeho U¢inky na narusené funkce mo-
zeCku. Zda se, ze u modell mnoha nemoci mohou transplantace riiznych typl bunék
zpomalit rozvoj patologickych zmén a funkéniho deficitu. LéCbu je v8ak nutné zahajit
véas. Sporny zUstava predevsim pfinos transplantaéni terapie jiz rozvinutého posko-
zeni mozecku, ktery by vyZadoval substituci zaniklych neuronl transplantovanymi
burikami a jejich integraci do nervovych okruht. Cilem nasi prace bylo zkoumat moz-
nosti neurotransplantaéni terapie u mysi Lurcher a Purkinje cell degeneration (pcd)
postizenych Uplnou ztratou Purkyriovych bunék a vyraznou degeneraci dalsich typ(
neuront mozec¢ku.

Transplantat ziskany z mozeCku mysich embryi jsme aplikovali do moze¢ku dospé-
lych mysi Lurhcer a pcd s plné vyvinutou degeneraci mozecku a zdravym kontrolnim
zvitatlm. Vyvoj transplantatu jsme hodnotili histologicky. U mysi Lurcher jsme testo-
vali motorické funkce vySetfenim chlize a na rotarodu.

Transplantat prezival u vétSiny operovanych zvifat i po 6 mésicich po transplantaci a
jeho stav se prakticky nelisil od transplantatu nalezeného u mysi vysetfenych v kratSim
intervalu po operaci. U mysi Lurcher vSak nejevil znamky integrace do tkané hostitele.
Naproti tomu u zdravych mysi a u mySi pcd byla patrna jista tendence k osidlovani
kdry mozecku hostitele transplantovanymi Purkyriovymi burikami a k rdstu nervovych
vlaken z transplantatu do okoli. Transplantace buné¢né suspenze presto vedla u mysi
Lurcher k mirnému zleps$eni parametrt chlize ve srovnani s nelééenymi kontrolami.

Vzhledem k absenci integrace transplantatu do moze¢ku mysi Lurcher Ize pfedpo-
kladat, Ze funkéni pfinos transplantatu byl zprostfedkovan spise jeho trofickym puso-
benim a podporou plasticity, nez nahradou zaniklych neuront. Specifické plsobeni
transplantatu Ize o¢ekavat spiSe u mysi pcd, u nichz je detailni posouzeni funkéni-
ho efektu Ukolem dalSich studii. OdliSny vyvoj transplantatu u mysi Lurcher nejen ve
srovnani se zdravymi zvifaty, ale i s mutanty pcd znamena, Ze pies obdobny pribéh
degenerace je plsobeni hostitelské tkané na transplantované buriky jiné. Nalezeni
faktord, které ovliviuji funkéni integraci transplantatu, by umoznilo pfedpovédét, ktera
z mnoha degenerativnich onemocnéni mozec¢ku by mohla byt potencialné Iécitelna
neurotransplantaci a u kterych je naopak vyznamny ucinek méné pravdépodobny.
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Kromé toho by tyto faktory mohly byt cilem intervence k podofe integrace transplan-
tatu.

Podporeno Narodnim programem udrzitelnosti | (NPU I) €. LO1503 a Vyzkumnym pro-
jektem Univerzity Karlovy €. P36. Na studii se podileli Dr. Z. Purkartova, Dr. V. Babuska
a Dr. Z. Houdek.

Doc. MUDr. Jan Cendelin, Ph.D., vedouci laboratofe neurodegenerativnich poruch.
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Laborator experimentalni neurofyziologie

Stépan Kapl, Stephanie Pefia, Frantisek Zitricky, Karel Jezek
Biomedicinské centrum

Projektové portfolio laboratore se rozvétvilo do dvou, vzajemné provazanych linii.

1) V projektu ,neurofyziologie pamétového systému mozku“ hledame nové fyziolo-
gické korelaty procesu vybaveni paméti a zplsoby dekddovani neurdlni aktivity. Re-
gistraci aktivity jednotlivych neurond tvoficich pamétové stopy a vizualni manipulaci
okolniho prostredi ziskdvame data obsahujici prechod mezi dvéma pamétovymi sta-
vy, ktery nasledné analyzujeme. Podafilo se nam objevit novy fenomén hyperaktivity
populace bunék pamétové stopy, béhem jejiho vybavovani. Jde patrné o mechaniz-
mus, kterym pamétovy systém usnadriuje zménu svych stav(, t.j. pfekonava stabilitu
dosud aktivniho pamétového vzorce, ktery ma byt nahrazen stavem novym. Ve spo-
lupraci s kolegy z Ecole Normale Supérieure a CNRS jsme vyvinuli novy typ deko-
dovani neurdlini aktivity, zaloZzeny na pouziti grafickych modelll, dosud vyuZivanych
predevsim v teoretické fyzice.

2) Druha linie nasi ¢innosti je projekci fyziologickych poznatk( do relevantni medicin-
ské problematiky.

2.1) Patofyziologické mechanizmy rozvoje Alzheimerovy nemoci jsou, pfes mimorad-
nou pozornost, jez je této chorobé vénovana, stale pfevazné neznamé. Dosavadni vy-
zkum ukazal na nékolik charakteristickych znakd — strukturalnich abnormalit mozkové
tkané, které pravdépodobné k jejimu klinickému obrazu vedou, pfedevsim formova-
ni B-amyloidovych plakd, neurofibrilarnich klubek a masivni Ubytek neuron mozkové
kary. Zcela neznamé ale jsou mechanizmy, kterymi tyto abnormality postihuji funk¢-
nost zasazenych oblasti mozku. PfedevSim se jedna o ¢asna stadia choroby, u kte-
rych se klinicky méfitelny pamétovy defekt teprve rozviji a u kterych Ize usuzovat,
Ze pribéh choroby bude v budoucnu mozno G¢inné terapeuticky ovlivnit. Cil tohoto
projektu je vyzkum neurdlnich procest, u kterych se AD manifestuje na samém po-
¢atku. Na novém transgennim potkannim kmenu Tg F344 AD, ktery nese dva lidské
geny - pro amyloid-prekurzor protein (APP) a Presenilin (PS1 €i PS2) jsme v prvni fazi
hledali vékovou hladinu s prvnimi znamkami rozvoje pameétového deficit. Pouzitim
kognitivniho testu selektivné citlivého k hipokampovému postizeni jsme identifikovali
¢asny nastup klinickych znakd(. V souc¢asnosti u téchto jedinct implantujeme mikro-
elektrodové soustavy k registraci neuronalni aktivity pro posouzeni vybranych funk¢-
nich parametrd. Analyzou bunééné a rytmické populaéni activity chceme testovat nasi
zakladni hypotézu insuficience komunikace mezi jednotlivymi ¢astmi pamétového
systému jako prvniho stadia rozvoje selhani kognitivnich funkci.

2.2) Schizofrenie, predevs§im pak jeji manickd komponenta je postizenim, jehoz
patofyziolocky mechanizmus je zcela neznamy. V naSich experimentech doka-
Zzeme iniciovat pfechodové stavy neuronové sité, které tak mohou slouzit jako
metoda pro vyvolani nestability systému. Tato plvodni metoda miZe poskyt-
nout cenna data pro dosud nezmapovanou oblast déjd, provazejici nestabili-
tu neurdlnich atraktord, jez jsou v teoretickych studiich s manickymi projevy spo-
jovany. Nas prvni experiment s farmakologickym modelem schizofrenie ukazal

24



zvySenou nestabilitu mozkovych reprezentaci a predbézné svoji validitu potvrdil.
V budoucnu laboratof bude rozvijet nové pfistupy ke studiu fyziologie mozku a pato-
fyziologie jeho chorob, zejména optické bunécné zobrazovaci metody.

MUDr. Karel Jezek, Ph.D., vedouci laboratore experimentalni neurofyziologie.
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Laborator bunécné regenerativni mediciny

Lucie Vistejnova, Anna Zavad'dakova, Azalia Mariel Carranza Trejo, lveta
Zimova a Martina DolejSova

Biomedicinské centrum

Nas pfispévek Vam priblizi dva hlavni vyzkumné sméry, kterymi se nase Laborator
bunécné regenerativni mediciny vydava. Prvnim smérem je vyzkum dermalnich fib-
roblast( v procesu hojeni chronické rany. Jiz dlouho se vi, Ze hlavni roli fibroblast(
v hojeni rany je syntéza a remodelace nové extracelularni hmoty zastoupené pre-
devSim kolageny a glykosaminoglykany. AvSak, za stresovych podminek, mezi které
spada zanétlivé prostredi chronické rany, existuje predpoklad k aktivnimu chovani
fibroblastl ve smyslu zvy$ené produkce prozanétlivych molekul (cytokiny a chemo-
kiny) a tedy k podpore zanétlivé faze hojeni. Nasim prvnim cilem je tento predpoklad
ovéfit v in vitro prostredi a popsat, jak se fibroblasty chovaji za modelovych podminek
chronické rany (bakterialni kontaminace, oxidativni stres, nedostatek zivin). Zaméfuje-
me se na jejich proliferacni a migracni schopnosti a na miru produkce prozanétlivych
molekul (interleukin 6, interleukin 8). Tyto parametry sledujeme jak ve 2D, tak ve 3D
prostfedi, nebot Ffada recentnich publikaci potvrzuje, ze bunécné vnimani mechanic-
kych vlastnosti kultivaéniho povrchu hraje ddlezitou roli v relevantnosti in vitro a in
vivo podminek.

Druhym smérem je vyzkum hepatocytl za podminek nealkoholové steatdzy a stea-
tohepatitidy (NASH). NASH je charakterizovana hromadénim triglycerid( v hepa-
tocytech, zvysSenou oxidaci volnych mastnych kyselin, zvySenou produkci volnych
kyslikovych radikald, zanétem, resp. zvy$enymi hladinami prozanétlivych cytokind,
snizenou funkci mitochondrii a endoplasmatického retikula. NASH se ¢asto vyskytuje
u pacientd s diabetem 2. typu, inzulinovou resistenci a ¢i metabolickym syndromem.
V zavaznych pfipadech mize NASH vést k jaterni fibréze, cirhdze i hepatocelularni-
mu karcinomu. Presto, Ze je znama fada klinickych, patologickych a histologickych
projevi NASH, nejsou do dnesni doby pfesné popsany intracelularni mechanismy
vedouci k NASH a pfipadnému jaternimu selhani. Nasim druhym vyzkumnym cile je
vyvinout klinicky odpovidaijici in vitro model hepatocytll za podminek NASH a popsat
signalni drahy odpovédné za persistenci tohoto onemocnéni. Opét vyuzivame kulti-
vace bunék ve 2D a 3D prostiedi, kdy zejména u primarnich hepatocytl izolovanych
z jater, je kontakt s extracelularnimi proteiny (nej¢astéji kolagenem) kli¢ovy pro jejich
udrzeni v in vitro kulture.

V prispévku Vam priblizim naSe metody, jak s dermalnimi fibroblasty a hepatocyty
pracujeme v in vitro podminkach, jak modelujeme 3D kultivacni prostfedi, jak funkce
bunék charakterizujeme a s jakymi problémy se v naSich experimentech potykame.
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Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D., vedouci laboratore bunééné regenerativni mediciny.
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Laborator studia interakci bunék s materialem
Marie Hubalek Kalbacova
Biomedicinské centrum

Laboratof se v uplynulém roce zabyvala interakci bunék s rdznymi materialy at' jiz
v planarni podobé nebo v podobé nanocastic. Ve spolupraci s Ustavy Akademie Véd
i firmami se podarilo dokongit a Uspé&sné opublikovat studie srovnavaijici vliv rizné
smacivych vrstev grafenu a nanokrystalického diamantu na kostni bunky, vliv ultra-
jemného titanu na kostni a kmenové buriky a rdst bunék na biodegradabilnich no-
sicich, které ménily své vlastnosti v zavislosti na pouzitém sitovadle. Ve spolupraci
s pracovisti chemikél a fyzik(i z Cech i zahrani&i jsme popsali pozitivni vliv kyseliny
hyaluoronové v komplexu se surfaktanty na rizné typy lidskych bunék a také jsme
popsali chovani kfemikovych nanocastic v burikach. Dosazené vysledky jsme pre-
zentovali na tuzemskych i zahrani¢nich sympoziich a vybrané vysledky jsou jiz v tisku
a jiné v recenznim fizeni. V nasledujicich mésicich budeme v rozpracovanych projek-
tech pokragovat a souéasné zaginame i nové spoluprace napi. s chemiky z VSCHT a
Madarské Akademie Véd.

Doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbacova, Ph.D., vedouci laboratore studia interakci bunék
s materidlem.
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Laborator kvantitativni histologie
Zbynék Tonar, Tereza Kubikova, Yaroslav Kolinko, Markéta élajerové

Biomedicinské centrum; Ustav histologie a embryologie

Pracovnici laboratofe vyhodnocuji mikroskopickou stavbu tkafovych a organovych
blo¢k mékkych i tvrdych tkani. K tomu vyuzivaji systematické a nestranné vzorkovani
pii odbéru organl a blockdl, vybéru histologickych fezl a mikroskopickych zornych
poli. Slozeni vzorkl je vizualizovano Sirokou $kalou prehlednych barvicich metod a
imunohistochemie. Z mikroskopickych metod je nejvice vyuzivano vySetfeni ve svét-
Iém poli a polarizacni mikroskopie, v pfipadé potfeby pak fluorescencni mikroskopie
a Nomarského diferencialni interferencni kontrast. Pomoci stereologickych metod pro
pocitani mikroskopickych objektl, méreni délek, ploch, objemd, hodnoceni hustoty
mikrocév, plosnych a objemovych podill vicefazovych struktur, tortuozity vlidknitych
struktur a shlukovani objektl je slozeni vzorkll popsano pomoci spojitych kvantitativ-
nich proménnych.

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

V ramci smluvniho vyzkumu nabizi laboratof vyzkumnym tymdam kompletni histologic-
kou analyzu experimentl u béznych laboratornich zvitat (potkan, mys, kralik, prase,
ovce) pocinaje resSersi zadaného problému, navrhem designu experimentu s ohledem
na jeho pozdéjsi vyhodnotitelnost, pres formulaci testovatelnych hypotéz pouzitel-
nych pro zodpovézeni biologické otazky, provedeni pilotni studie a navrh optimalni
strategie vzorkovani vySetfovanych organl pro histologickou analyzu pfi maximalni
efektivité vyroby preparatl a sou¢asné inosnou mirou vzorkovaci chyby, az po vlastni
analyzu véetné fotodokumentace a zakladniho statistického vyhodnoceni morfomet-
rickych dat. K dosud realizovanym Ukolim patfi hodnoceni snasenlivosti biomateriald,
posouzeni tkafové reakce organl pfijemce u zvifecich modell zkoumaijicich podporu
hojeni experimentalnich defektd tvrdych i mékkych tkani in vivo, kvantifikace zanétlivé
odpovédi, formovani recisté mikrocév a zrani kolagenu typu | v jizvé experimentalnich
defektl, kvantifikace oseointegrace kostnich implantatd pro stomatochirurgii a orto-
pedii, i posouzeni rovhomeérnosti distribuce novotvorené kosti v hojicich se experi-
mentalnich defektech. Dalsi otazkou z oblasti humanni mediciny bylo vyhodnoceni
zanétlivého osidleni koronarnich cév u explantatl lidskych srdci odebranych v ramci
transplanta¢niho programu a testovani pouzitelnosti a aterosklerotického postizeni u
ramus descendens a. circumflexae femoris lateralis jakozto alternativniho $tépu druhé
volby pro revaskularizaci myokardu.

Kromé vlastniho vyzkumného programu spolupracujeme s ostatnimi laboratofemi
Biomedicinského centra a pracovisti LF UK v Plzni. Vypracovali jsme metodiku mor-
fometrie jaterniho parenchymu pro hodnoceni experiment( s regeneraci jater, podileli
jsme se na vyvoji a testovani software pro automatizované hodnoceni korozivnich
preparatl cévniho feci§té pomoci mikro-CT, rozpracovali jsme metodu kvantifikace
mikrocév v centralnim nervovém systému. Pracovnici centra se v soucasnosti podi-
leji na pInéni Ukoll dvou grantl a na projektu Prvouk P36. Laboratof vyuziva zazemi
a podpory Ustavu histologie a embryologie LF UK v Plzni. Metodikou a pracovnimi
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standardy odpovidaji metody i vysledky laboratofe sou¢asnym mezinarodné uzna-
vanym pozadavkim na publikovatelnost histologickych analyz. K vysledkim préace
laboratore za obdobi 2014-2016 patfi mimo jiné 12 ¢lankd v ¢asopisech s faktorem
impaktu, pfiéemz u 5 z nich jsou pracovnici laboratofe korespondujicimi autory; dale
pak 4 ¢lanky v ostatnich recenzovanych ¢asopisech, 1 kapitola v knize, 1 patent a 9
vyzkumnych zprav smluvniho vyzkumu.

IL

—-‘/ = :

Doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar, Ph.D., vedouci laboratore kvantitativni histologie, a MUDr.
Jan Mares, Ph.D., vedouci proteomické laboratore.
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Laborator farmakogenomiky
Pavel Soucek
Biomedicinské centrum

Dlouhodobym cilem naSi laboratore je nalezeni vhodnych prognostickych a predik-
tivnich biomarker( pro hodnoceni prezivani a odpovédi nadorovych pacientll na te-
rapii. Tyto biomarkery hledame predevsim v drahach metabolismu, transportu a cill
cytostatik. Ve vlastnim vyzkumu vyuzivdame genomickeé, epigenomické, proteomické
a metabolomické pristupy k hodnoceni biomarker( v biologickych vzorcich pacientd
i ke studiu interakci mezi cytostatiky a nadorovymi burikami pomoci in vitro a in vivo
modell. Hlavni vyuziti prediktivnich biomarkerl vidime v oblasti lepsi stratifikace pa-
cientl do jednotlivych l1é¢ebnych rezim(. Nalezeni a validace prognostickych biomar-
kerd rovnéz muze prispét k vyvoji terapeutik pro cilenou Iécbu.

V pribéhu minulého roku jsme pokracovali ve validaci nami dfive pozorovanych a
publikovanych poznatk( o vlivu expresniho profilu gend ABC (ATP Binding Cassette)
transportérd na vysledky chemoterapie a prezivani pacient( s kolorektalnim karcino-
mem (OMIM: 114500). Na zékladé nalezenych vztahd transkripénich hladin transpor-
térd ABCC10 a ABCC11 v nadorovych tkanich s klinickymi daty pacientd (Hlavata et
al., Mutagenesis 2012;27:187-96) jsme se zaméfili na ovéreni proteinovych hladin a
klinického vyznamu téchto dvou transportér(i na vét$im souboru pacientl. Poprvé se
podafilo ukazat vztah nizkych hladin proteinové exprese transportéru ABCC10 s krat-
§im celkovym prezivanim pacientd a nizké proteinové exprese transportéru ABCC11
s vySS8im rizikem navratu onemocnéni (Krizkova et al., Cancer Chemoth. Pharm.
2016;78:595-603). Tyto vysledky jsou vyznamnym impulsem pro dal$i studium kli-
nického vyznamu téchto dvou transportérd u pacientl s kolorektalnim karcinomem.

Déle jsme u pacientl s kolorektalnim karcinomem studovali deregulaci drahy 5-fluo-
rouracilu v nadorovych i kontrolnich tkanich (Kunicka et al., BMC Cancer 2016;16:795)
ve spolupraci se skupinou Dr. Ligky (LF, Plzef) a Dr. Vodicky (UEM, Praha). U pacienttl
s kolorektalnim karcinomem nepredléCenych chemoterapii jsme odhalili, Ze exprese
aktivacnich genl drahy 5-fluorouracilu byla v nadorech zvysena a inaktivacnich gent
snizena ve srovnani s kontrolnimi mukdzami tzn., ze tito pacienti maji pfiznivy expresni
profil pro 1é¢bu 5-fluorouracilem. Navic snizena methylace genu UPB1 silné korelo-
vala s krat$im prezivanim pacientd po terapii 5-fluorouracilem. Tento poznatek mdze
mit velky vyznam pro predikci optimalniho l1é¢ebného reZzimu u pacientd se stadiem
onemocnéni Il a lll.

Ve spolupraci s pracovniky Gynekologicko-porodnické kliniky FNP, jsme publikovali
studii zaméfenou na vyznam membranovych transportér(i véetné SLC (solute carrier)
transportérd u pacientek s nadory ovaria (OMIM: 167000) (Elsnerova et al., Oncol.
Rep. 2016;35:2159-2170). Podafilo se nam identifikovat fadu geni z oblasti trans-
portu cytostatik (ABCA2/10, ABCG2, SLC16A14) jako potencialni nové biomarkery
odhadu progndézy pacientek s ovarialnim karcinomem. V Plzefiském Iékafském sbor-
niku jsme publikovali review a pilotni studii vénujici se markerdm progrese a vzniku
metastaz u ovaridlniho karcinomu na zakladé genového expresniho profilu (Vaclaviko-
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va et al., Plzen. Lék. Sborn. 2015:39-55). V navazujicich studiich se v sou¢asné dobé
vénujeme ovéfeni téchto vysledkd a funkénim studiim na in vitro modelech.

V minulém roce jsme rovnéz zahdjili dva projekty zamérené na studium karcinomu prsu
(OMIM: 114480). Prvni z projektl se zabyva variabilitou gend souvisejicich s G¢inkem
protinadorové terapie (véetné genl kddujicich ABC a SLC transportéry) u pacientek
s karcinomem prsu. V ramci tohoto projektu jsme zavedli metodu NGS (Next Genera-
tion Sequencing) sekvenace panelu obsahujiciho 510 gend pomoci platformy MiSeq
(Illumina) na pilotnim souboru 30 pacientek. Dale jsme u pacientek s karcinomem prsu
zapocali studii expresniho profilu miRNA (micro RNA, kratké nekddujici RNA) v tkano-
vych vzorcich karcinomu prsu pomoci miRNA MicroArrays (Agilent). Projekt je zamé-
fena na studium vlivu exprese miRNA na progresi a prezivani pacientek s luminalnim
typem karcinomu prsu (pozitivni exprese estrogenového receptoru v nadorech) léce-
nych chemoterapii. Obé studie budou pokracovat v dal$im roce (rozsifeni soubor( a
hodnoceni dat s klinickymi daty pacientek).

Vyzkum farmakogenomiky je podporovan granty GACR P301/12/1734, AZV 15-
25618A, 15-25884A a GAUK 1200314.

Cést tymu doc. Souéka — Mgr. Katefina Elsnerovd, Mgr. Tereza Kunicka a Mgr. Veronika
Brynychova

32



LLaborator nadorove leCby a regenerace tkane

LiSka V., TreSka V., Palek R., Rosendorf J., Mirka H., Vimmr J., JonaSova
A., Haidingerova L., Brzon O., Bajcurova K.

Biomedicinské centrum

Rekonstrukce portéalniho recisté v ramci chirurgického reseni pokroc€ilého
karcinomu pankreatu — experiment na velkém zvireti

Uvod: Resektabilita malignich nador(i pankreatu je v dnedni dobé limitovana infiltraci
cévnich struktur. Takto postizena portalni zila nebo horni mesentericka zila je v nékte-
rych pfipadech resekovatelna. Pro jeji rekonstrukci mize byt pouZito velké mnozZstvi
rGznych autolognich Zilnich $tépl. Jejich ziskani mlze byt svizelné. Alternativou mize
byt pouziti allogenniho $tépu dolni duté zily nebo portaini Zily,

Cile: Cilem nasi studie je ovéfit, zda jsou signifikantni rozdily mezi allogennimi Stépy
portalni zily a dolni duté Zily, které by mohly ovlivnit chovani portalniho systému po
pouziti téchto $tépa.

Metodika: U 16 prasat jsme provedli hemipankreatoduodenektomii s resekci a na-
slednou rekonstrukci portalni zily. U 8 prasat byl k rekonstrukci pouzit $tép portalni
zily, u zbylych 8 prasat Stép dolni duté zily. Pooperacni sledovani trvalo 4 tydny, kdy
byly provadény ultrasonografické kontroly véetné dopplerovského méfeni pritokd
Stépy. Déle jsme stanovovali klasické biochemické parametry jaternich funkci.

Vysledky: Dle biochemického a ultrasonografického vysSetfovani nebyly ani jaterni
funkce ani chovani portalniho fecisté ovlivnény typem pouzitého stépu.

Zavér: Oba typy $tépl jsme vyhodnotili jako srovnatelné a uziti $tépu dolni duté Zily
pro rekonstrukci portalniho fecCisté je adekvatni alternativou portalniho Stépu.

MUDr. Vaclav Liska, Ph.D., vedouci laboratore nadorové 1é¢by a regenerace tkané.
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Laborator preklinickych studi
Pavel Klein
Biomedicinské centrum

V soucasné dobé je v Centralnim uzivatelském zafizeni aktivné feSeno celkem 26
projektl pokust na zvitatech jak pro potfeby zakladniho a aplikovaného vyzkumu, tak
i vyuky. Resiteli projektl jsou védedti pracovnici Biomedicinského centra, pedagogicti
pracovnici LFP i klinici z FN Plzen. Tym CUZ zajistuje technickou podporu a odborné
poradenstvi pfi realizaci véech experiment(; v fadé pfipadl se i pfimo personalné
podili na jejich feSeni. Pokud jde o vyuziti jednotlivych in vivo modeld, nejvice projektd
bylo v roce 2016 feSeno na potkanech, nasleduji mysi, prasata a kralici. Od ledna
2016 je k dispozici vlastni chovné jadro potkana ZDF, ktery je cennym biomedicin-
skym modelem diabetu 2. typu. Prvni vyzkumny projekt s vyuzitim tohoto modelu byl
zahajen v kvétnu 2016 a dalSi jsou pfipravovany.

Ing. Pavel Klein, Ph.D., vedouci laboratore preklinickych studii — zvéfince.
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Laborator laserovée mikrodisekce
Magdalena Chottova Dvorakova

Biomedicinské centrum; Ustav fyziologie

Vyuziti laserové mikrodisekce pfi studiu lokalizace NK1 receptoru v srdci
laboratorniho potkana

Substance P (SP) patfi do skupiny tachykinind a v myokardu je uvolfiovana ze senzo-
rickych nervovych vldken typu C. Tato vlakna vytvareji pletené v okoli srde¢nich gan-
gliovych bunék, v blizkosti SA a AV uzlli a rovnéz kolem cév koronarni cirkulace. Na
cilové tkané pUsobi tachykininy prostfednictvim NK receptort. Dosud byly popsany
tfi typy téchto receptordl NK1, NK2 a NK3, pficemz SP vykazuje nejvyssi afinitu k NK1
receptoru. Trebaze byla v srdci potkana prokazana pfitomnost vazebnych mist pro SP
a to zejména v okoli koronarnich arterii a srde¢nich chlopni, podrobné informace o
lokalizaci a typu téchto receptorll dosud nejsou dostupné.

Cilem nasi studie bylo v prvni fadé prokazat pritomnost specifické mRNA a proteinu
NK1 receptoru v srdci pomoci metod kvantitativni RT-PCR a Western blotu, a dale
stanovit tkanovou distribuci NK1 v srdci intaktniho laboratorniho potkana prostred-
nictvim nepfimé imunohistochemie a laserové mikrodisekce. Nasledné jsme zjistovali,
zda a do jaké miry je exprese genu pro NK1 receptor v srdci potkana ovlivnéna chro-
nickym diabetem

Vysledky RT-gPCR provedené u vzorkd RNA vyizolované z homogenatt tkani jednot-
livych srde¢nich oddilli prokazaly pfitomnost mRNA pro NK1 receptor. Velmi vysoké
hodnoty Cq v8ak naznacuiji, ze exprese tohoto receptoru je v srdci nizka. V srdci kon-
trolnich potkan( jsme zjistili, Ze exprese genu pro NK1 receptor je nejvyssi v levé sini,
ptitemz rozdil proti zbyvajicim srde¢nim oddilim je pfiblizné stonasobny. Western
blot prokazal pfitomnost NK1 receptoru v jednotlivych srde¢nich oddilech laboratorni-
ho potkana, pfi¢emz tloustka bandu vykazujiciho imunoreakci se specifickou protilat-
kou naznaduje, Ze v sinich je obsah NK1 receptoru vyznamné vy$si nez v komorach.
Za pomoci imunofluorescence jsme zaznamenali specifickou imunoreakci na povrchu
nékterych intrakardialnich neuron(, dale v nervovych vlaknech a v malych burikéch,
které vSak nevykazovaly reakci s protilatkou proti RECA1, markeru endotelovych bu-
nék. Z toho je zfejmé, Ze se nejedna o endotelové bunky. Za ucelem presnéjsiho ur-
¢eni typu téchto bunék jsme provedli laserovou mikrodisekci bunék hladké cévni sva-
loviny koronarnich cév, kardiomyocytl a intrakardidlnich neuron(. Pfitomnost mRNA
pro NK1 receptor jsme zaznamenali pouze v jednom vzorku neuron( ze tfi, vzorky
kardiomyocytd i bunék hladké svaloviny byly negativni.

Uroveri exprese NK1 receptoru v srdci Ize celkové oznadit za velmi nizkou. V porov-
nani s expresi CRLR, coz je specificky receptor pro CGRP, peptid uvolfiovany spolu
se SP ze senzorickych nervovych zakonc&eni, se jedna o hodnoty vice nez stonasobné
niz&i. Ddvodem absence signdlu u dvou vzorkl srdeénich ganglii z laserové mikro-
disekce muze byt relativné vyssi zastoupeni neurond neobsahujicich dany receptor,
¢imz se mohlo dostat celkové mnozstvi mRNA pro NK1 receptor v téchto vzorcich
pod detekéni limit pouzité metody. Mediatorova RNA pro NK1 receptor, jez jsme pro-
kazali v komorach, by mohla pochazet z bunék vykazujicich imunoreakci s protilatkou
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proti NK1 receptoru, jejichz typ se nam nepodafilo pfesné urcit, ale predpokladame,
ze se jedna o fibroblasty. Prostfednictvim laserové mikrodisekce jsme prokazali, ze
kardiomyocyty ani buriky hladké cévni svaloviny koronarnich cév neexprimuji de-
tekovatelné mnozstvi MRNA pro NK1 receptor. Rovnéz nepfima imunofluorescence
neprokdzala pfitomnost specifické reakce téchto bunék s protilatkou proti NK1 re-
ceptoru. VysSe popsané skutecnosti tedy naznacuji absenci NK1 receptoru v téchto
typech bunék. Kromé toho jsme prostfednictvim nepfimé imunofluorescence proka-
zali absenci imunoreakce s protilatkou proti NK1 receptoru v endotelovych burnkéach.
Tento vysledek jsme nemohli potvrdit laserovou mikrodisekci, protoze touto metodou
nelze z tkariového fezu ziskat endotelové buriky v mnozstvi dostate€ném pro RT-gP-
CR analyzu.

Nase vysledky tedy naznacuji, ze NK1 receptor je v srdci laboratorniho potkana loka-
lizovan v bunéénych télech nékterych intrakardidlnich neurond. Kromé toho se prav-
dépodobné nachazi i v bunkach jiného typu, pfi¢emz Uroven exprese stanovovaného
receptoru je v nenervovych burikach srdce nasobné nizsi nez v neuronech.

L

Doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvorakova, Ph.D., vedouci laboratore laserové mikrodi-
sekce.
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Laborator reprodukcni mediciny
Jan Nevoral, Olga Garcia-Alvarez, Miriam Stiavnicka, Milena Krali¢kova
Biomedicinské centrum; Ustav histologie a embryologie

Laboratorf reprodukéni mediciny je zaméfena na studium tvorby spermii, zrani oocy-
td, mechanizml epigenetické regulace oplozeni a ¢asného pre-implanta¢niho vyvoje
embrya v in vitro podminkach. V Laboratofi je pouzivana my$ (Mus musculus) jako
modelovy organizmus, ktery umoznuje aplikaci dosazenych vysledkl v dal$im vy-
zkumu humanni reprodukce. Mysi model je také vyuzivan pro klinické a in vivo studie
zamérené na hodnoceni environmentalnich polutantl. Mimoto, v laboratofi dochazi
také k analyzam lidského materidlu, jako jsou pohlavni bufky a téIni tekutiny repro-
dukéniho systému.

Laborator fesi nasledujici védecka témata: 1) epigenetické regulace oplozeni a ¢as-
ného embryonalniho vyvoje, 2) zapojeni gasotransmiteru sulfanu v epigenetickych
regulacich, 3) vlivy negativné postihujici kvalitu spermii a jejich oplozeni schopnost,
4) hodnoceni vlivu endokrinnich disruptor( na reprodukéni systém.

Pro studium je v laboratofi vyuzivano téchto metod: in vitro zrani mysich oocytd, oplo-
zeni oocytd a kultivace embryi, analyza spermii pomoci pritokové cytometrie, imuno-
cytochemicka analyza gamet a embryi, biochemické analyzy biologického materialu.
Laboratof reprodukéni mediciny spolupracuje s dal$imi laboratoremi Biomedicinského
centra stejné jako s ostatnimi pracovisti v Ceské republice (Vyzkumny Ustav zivociné
vyroby v.v.i., Praha; Ceska zemédélska univerzita v Praze; Ustav Zivogigné fyziologie
a genetiky, Libéchov; Fakultni nemocnice v Brné) i zahranici (SaBio IREC, Spain; Uni-
versity of Missouri, USA; Université Lille1, Sciences et Technologies, Francie; Chon-
buk National University, Jizni Korea; Slovak University of Agriculture, Slovensko).

SR N

-

Ing. Jan Nevoral, Ph.D., vedouci laboratore reprodukéni mediciny.
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Biofyzikalni laborator
Jifi Benes, Lukas Bolek, Jifi Rizi¢ka, Jifi Dejmek
Biomedicinské centrum; Ustav biofyziky

Biofyzikalni laboratof je zaméfena prevazné na aplikovany vyzkum. Cast aktivit je za-
mérena na oblast spojenou s temperaci krve v mimotélnich obézich a s tim spojeny
vyvoj vhodnych, na trhu nedostupnych nastrojd a zafizeni, jejich vyuziti v preklinickém
vyzkumu metody zpUsobu snizeni srazlivosti krve v okruhu pfistroje pro nahradu funk-
ce ledvin a zafizeni k provadéni tohoto zplsobu. V soucasné dobé finiSuji pfipravné
prace na zahdjeni preklinickych experimentl na zvitecich modelech k ovéfeni vhod-
nost téchto nasich nastrojd (pfedné tepelny vyménik s laminarizérem) ve spolupraci
s Kardiochirurgickym oddélenim FN Plzen a Laboratofi nadorové |éCby a regenerace
tkané LFP UK. Vystupem bude znalost hemolyzac¢nich vlastnosti odstfedivych Cerpa-
del pro Cerpani krve, nasich tepelnych vymeénikd, k tomuto Gcelu vyvinutému mimo-
télnimu operacnimu setu a ovéfeni samotné metody.

du, nastroje a zafizeni. Tepelny vyménik s laminarizérem podle nasi konstrukce zis-
kal ¢esky patent a v EU, US, EA byla potvrzena jeho priorita. Administrativni Ukony
k definitivnimu potvrzeni a publikovani patentu probihaji v téchto dnech. Temperaéni
jadro se zvySenou uginnosti ziskalo uzitny vzor, patentové fizeni probiha. Tym Biofy-
zikalni laboratore ziskal dva granty TACR GAMA na vyvoj Cirkulaéniho temperaéniho
pristroje se zvySenou U¢innosti, ktery je komplementarni k tepelnému vyméniku s la-
minarizérem.

Dalsim zamérenim je oblast hyperbarické oxygenoterapie, ve které jsou vyzkumné
aktivity zaméFeny na studium vlivu odli$nych fyzikalnich podminek na rdst a funkci
bunécénych linii a vyuziti metody pro klinické Ucely. Déale jsou v téchto podminkach
testovany a vyvijeny senzory se specifickymi pracovnimi parametry. K dispozici mame
pro tyto experimenty prototyp temperované hyperbarické komory s objemem 15 1.

V letos$nim roce byla dokoncena (dovybavena) experimentalni laboratof v prostorach
Ustavu biofyziky, ve které je nyni mozné provadét precizni pFipravu bunééného ma-
terialu pro vyzkum vlivu téchto odliSnych fyzikalnich podminek. V prostorach BC byla
zprovoznéna laboratof s malou hyperbarickou komorou (objem 0,6 m3) uréena k stu-
diu vlivu odlisnych fyzikalnich podminek na zivé organismy a v sou¢asné dobé probi-
haji pfipravy na spusténi pilotnich experimentd.

Vysledky vyzkumnych praci byly prezentovany na mezinarodnich konferencich. V ob-
lasti bunécné hyperbarie doslo k naplanovani vyzkumnych aktivit na rok 2017 s néko-
lika tymy z CR a zahranigi.

Vystupy chranéné dusevnim vlastnictvim (tepelny vyménik s laminarizérem) jsou
v souCasné dobé pfedmétem vyjednavani s cilem jejich prodeje €i licencovani (CPPT).
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MUDr. et MUDr. Jifi Benes, Ph.D., vedouci biofyzikalni
laboratore.
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Proteomicka laborator
Jan Mares

Biomedicinské centrum; I. interni klinika

Byla dokonc&ena a v ¢asopise s faktorem impaktu (Clinical and Experimental Nephro-
logy) uplatnéna prace s nazvem ,Mitochondrial proteomes of porcine kidney cortex
and medulla: foundation for translational proteomics®. Hlavnim vystupem této prace
bylo srovnani mitochondridlniho proteomu ledvinné kiry a diené u prasete domaciho.
Vysledky podporuji vychozi predpoklad odliSné metabolické adaptace mitochondrii
klry a dfené, pravdépodobné v zavislosti na rlizné dostupnosti kysliku v téchto kom-
partmentech.

Byl dokonéen vyvoj a validace nového postupu barveni glykoproteind pomoci Schi-
ffova cinidla (MAPAS), prace s nazvem ,A simple, time-saving, microwave assisted
periodic acid - Schiff staining for glycoproteins” nyni prochazi recenznim fizenim. Nej-
provadéciho protokolu ze 6 hodin na méné nez 10 minut pfi zvySeni citlivosti metody
a zachovani moznosti identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie

Byla dokoncena analyza pro-
teinového biofilmu z povrchu
dialyzaéni membrany tfi Kklinic-
ky pouzivanych dialyzator( téze
kategorie (moderni synteticka a
vysoce propustna membrana na
bazi polysulfonu) v ramci klinic-
kého testovani zadaného a finan-
covaného komeréni spole¢nosti
B-Braun Avitum. Slozeni biofil-
mu poskytuje informace o reakci
vnitiniho prostfedi pacientl na
kontakt s cizorodym materidlem
(biokompatibilita), ale také o se-
lektivnim odstranovani plazma-
tickych proteint v dlsledku ad-
sorbce.

Béhem celého roku probiha zara-
zovani pacientd do studie, jejimz
cilem je charakterizovat na zékla-
dé proteinového slozeni biofilmu
z povrchu membrany mimotélni-
ho oxygenatoru (ECMO) interak-
ci vnitfniho prostfedi pacienta
s timto zafizenim (jako parametr
biokompatibility). Zarazovani jsou
pacienti podstupujici zaloZeni

MUDr. Jan Mares$, Ph.D., vedouci proteomické laboratore.
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aortokoronarniho bypassu v mimotélnim obéhu za definovanych podminek zajistuiji-
cich homogenitu souboru. Cilem je prozkoumat odpovéd’ organismu na cizi material
za specifickych podminek (pfedevsim silné hyperoxické prostredi).
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