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UVOD

Vazené kolegyné,
vazeni kolegové,

opét po roce se setkdavame na konferenci Biomedicinského centra. Letos se kona jeji
treti ro¢nik, proto Ize jiz mluvit o tradici. V pfedchozich letech bylo nasim cilem se Iépe
poznat, zjistit, ¢im se ktery tym zabyvé a vzajemné provazat nasSe vyzkumné aktivity.
Véfime, Ze toto se nam podailo, jak ostatné vyplyva i z koncepce projektd, které byly
v minulém roce zpracovany a podany. Abychom tedy neopakovali pfispévky z minu-
lych let, rozhodli jsme se pojmout zamérfeni konference odliSné. A to tak, aby kazdy
tym prezentoval svUj nejleps$i vysledek, kterého za posledni obdobi dosahl.

A jsme presvédceni, ze bude z Eeho vybirat. V roce 2016 pracovnici Biomedicinského
centra publikovali 118 praci v impaktovanych &asopisech, z toho byla jedna tfetina
(35 publikaci) zvefejnéna v ¢asopisech v prvnim kvartilu daného oboru. Kromé toho
bylo dalSich 53 publikaci uverejnéno v recenzovanych neimpaktovanych ¢asopisech.
V roce 2017 bylo do OBD dosud zafazeno 88 publikaci, z toho 59 v impaktovanych
Casopisech. Pokud tyto publikace sefadime podle vySe faktoru impaktu, zjistime, ze
na prvnich mistech jsou velmi prestizni ¢asopisy (napf. Annual Review of Patholo-
gy - IF 26,853, Lancet Infectious Diseases — IF 21,372, Intensive Care Medicine - IF
10,125).

Daiii se také ziskdvat granty z narodnich grantovych agentur (AZV, GA CR, TA CR).
V roce 2017 bylo zahajeno i feSeni dvou projektd programu HORIZON 2020, na kte-
rych pracovnici centra participuji jako spolufesitelé. Rovnéz byly ziskany dva projekty,
které jsou zaméreny na akreditaci novych Ph.D. program z vyzvy OP VVV - Vyzkum-
né infrastruktury pro vzdélavaci ucely. Bude se jednat o obory Experimentalni chirur-
gie, Lékarska mikrobiologie a Biologie. V ramci projektli budou zakoupeny i zcela uni-
katni pfistroje, které nemaiji v eskych podminkach dosud zadnou konkurenci. Dalsi
velky projekt z vyzvy OP VVV - Excelentni vyzkum, nazvany FIND (Fighting INfectious
Diseases) postoupil do druhého kola hodnoceni na velmi dobré pozici (délené 9. a
10. misto ze 118). Tento projekt by mél dale rozvijet zaméreni centra na problematiku
infek&nich nemoci a vice propojit vyzkumné zaméreni obou vyzkumnych programd.

Véfime, Ze i tato konference prispéje k prohloubeni dal$i mezioborové spoluprace jed-
notlivych laboratofi a rozvoji konkurenceschopnych védeckych témat. Pfejeme vSem
ucastnikiim, aby v pfednaskach nasli inspiraci a v kulodrech zaZili pfijemné tvarci
prostredi.

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



STANVDAR[,)NII KOI\/IERCIAI_IZACNI' P|7A'N S OHLEDEM
NA DUSEVNI VLASTNICTVI BIOMEDICINSKEHO CENTRA
A SOUVISEJICI PROJEKTY

Mgr. Adam Soukal

V kréatkosti se UCastnici dozv&di néco o komercializacnim planu a ddvodech pro¢ vibec
chrénit dusevni viastnictvi, které bylo vytvoteno na ptidé Biomedicinského centra. Ugast-
nici se mimo jiné seznami s aktualnim prehledem vynalezecké Cinnosti Biomedicinského
centra v navaznosti na komercializaéni aktivity, které v letoSnim roce probéhly a probihaji.

Nastavit procesy spojené s komercializacnimi aktivitami neni jednoduché a je potieba
vzdy dobre rozliSit, zdali se jedna o vystupy projektu nebo zabezpeceni velmi cenné-
ho nehmotného majetku. Obé varianty jsou soucasti Zivota Biomedicinského centra, ale
k obéma zplsoblm ochrany se musi pfistupovat s nélezitou opatrnosti a rozumnym
planem do budoucna. Pro¢ takové véci ma smysl rozliSovat, se také ucastnici mimo jiné
dozvédi v ramci dané prednasky.

Univerzita Karlova ziskala financovani pro projekt Univerzitni inovaéni sit. Cilem projektu
je déle rozvijet univerzitni inovacni sit prostfednictvim tzv. skautl (pro pfirodni a lékarské
obory), resp. koordinatord prenosu poznatk( (pro humanitni obory). Univerzitni inovaéni
sit (UIS) vznikla v roce 2014 v rdmci projektu KREDO a ddle ji v roce 2015 financovalo
CPPT UK. Rozvoj UIS ma probihat ve dvou zakladnich smérech. Prvni z nich je vzdéla-
vani pracovnik CPPT UK, skautll a koordinatorl pfenosu poznatk( a druhym pilifem
je propagace principl prenosu poznatkd a technologii mezi VaV pracovniky Univerzity
Karlovy, aktivni vyhledavani a navazovani kontaktt s aplikani sférou a procesni nastaveni
transferu znalosti a technologii v ramci UK.



AKUTNI POSKOZENI LEDVIN V SEPSI: OD
HEMODYNAMIKY K MOLEKULARNIM MECHANIZMUM

M. Matéjovi¢, J. Chvojka, L. ValeSova, J. Benes, J. Horak, V. Martinkova
Experimentalni laborator intenzivni mediciny, Biomedicinské centrum LF UK v Plzni

Akutni poSkozeni ledvin (AKI, acute kidney injury) je spolecné s kardiovaskularnim sys-
témem nejcastéjSi organovou dysfunkci u kriticky nemocnych s vyznamnym vlivem na
kratkodobou i dlouhodobou mortalitu. Hlavnim pfi¢inou AKI je sepse. Pokroklim v 1é¢bé
AKI zplisobeného sepsi (S-AKI, sepsis-induced AKI) vSak brani nedostate¢na znalost
jeho patogeneze. Detailni molekularni analyzy ledvinné tkané jsou u kriticky nemocnych
nedostupné — neexistuji technologie, které by bez nutnosti odbéru vzorku ledviny umoz-
nily vhled do hemodynamickych, celularnich a subcelularnich mechanizmd a provadéni
rizikovych sériovych biopsii je z etickych diivodd neproveditelné. Védecké poznatky
jsou tak prevazné odvozené z malych zvifecich modeld, jejichZ translaéni spolehlivost
je znacné limitovana. Cilem prace experimentalni laboratore intenzivni mediciny bylo
vyvinout velky zvifeci model sepse (prase domaci, sepse indukovana peritonitidou), u
kterého bude dochazet k rozvoji S-AKI se stejnou Cetnosti jako u septickych pacient(
(40-50 %). Timto zplsobem modelovani jsme ziskali jedinecny experimentalni vzorek,
ktery umozfiuje na urovni hemodynamické, mikrovaskularni a molekularni zkoumat
klicové patogenetické rozdily mezi zvifaty, kterd S-AKI vyvinou a témi, jejichz renalni
funkce zlstanou v prlbéhu sepse intaktni. Nase studie predklada prvni dynamickou
analyzu proteomu ledvin v klinicky relevantnim velkém zvitecim modelu sepse. Casna
(do 12 h od indukce sepse) exprese Siroké skupiny endogennich alarmint (DAMPS) a
jejich tubularnich receptord, véetné markerd stresu endoplazmatického retikula, pred-
chazejici zménam rendlni hemodynamiky, signalizuje vyznam primarné intrarenalnich
mechanizm( iniciace a propagace tkariového poskozeni. Casovy vyvoj proteomickych
a hemodynamickych zmén tedy ukazuje na sekundarni Ulohu zvy$ené intrarendlni cévni
rezistence v rozvoji S-AKI, poznatek dosud v literatufe velmi kontroverzni a diskutovany.
Snizena funkce kliGovych tubularnich transportérll je dobre kompatibilni s teorii meta-
bolického reprogramovani rendlnich tubull v dobé inzultu. Vysledky analyzy genové
exprese ukdazaly, Ze rozvoj S-AKI je spojen se zvySenou expresi genl ovliviujicich za-
nétlivou signalizaci (vysledky jsou v souladu s proteomickymi daty), intrarenalni vazore-
gulaci a apoptdézu a naopak se snizenou expresi genll pro mitochondrialni metabolis-
mus a biogenezi. V ledvinach s rozvojem S-AKI jsme poprvé na velkém zvifecim modelu
demonstrovali snizenou expresi PGC-1 alfa, hlavniho faktoru mitochondridlni biogeneze
a metabolismu. Je mozné, Ze protrahovana suprese PGC-1 alfa mlze hrat vyznamnou
ulohu v pfechodu z adaptivnich zmén energetického metabolismu tubularnich bunék do
bunééného poskozeni. Pozorované zmény genové exprese byly spojeny s vyznamnou
systémovou inflamaci a odliSnym rendlnim hemodynamickym fenotypem oproti septic-
kym zvifatim bez AKI, nezavisle na charakteru systémové hemodynamiky. Tyto poznat-
ky Ize oznacit za svétoveé zcela plvodni. Identifikované proteiny, geny a s nimi souviseji-
ci biologické drahy, na néz jsme poukazali, jsou podnétem k dals§imu mechanistickému
vyzkumu a mohou byt vychodiskem k hledani perspektivnich molekularnich lé¢ebnych
cili. Zasazenim nasich vysledk( do kontextu souc¢asnych védeckych poznatk( si také
dovolujeme formulovat koncepé&ni navrh patogeneze akutniho selhani ledvin v sepsi.

- Experimentalni laboratof intenzivni mediciny



H Laborator antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii

KOMPLETNI MOLEKULARNE-GENETICKA
CHARAKTERISTIKA 1ZOLATU CELEDI
ENTEROBACTERIACEA PRODUKUJICICH
KARBAPENEMAZY TYPU OXA-48 IZOLOVANYCH
V NEMOCNICICH CESKE REPUBLIKY, S PRIMYM
PRUKAZEM HORIZONTALNIHO PRENOSU REZISTENCE
KE KARBAPENEMUM

Skalova A."2, Chudgjova K.'2, Rotova V.2, Medvecky M.2, Studentové V.2
Chudéackova E."?, Lavicka P.2, Bergerova T."?, JakubU V.4, Zemlickova H.%,
Papagiannitsis C."2, Hrabak J.'?

Biomedicinské centrum Lékarské fakulty v Plzni, Univerzita Karlova; 2Ustav
mikrobiologie LF UK a FN v Plzni; 3Vyzkumny Ustav veterinérnth lékarstvi, Brno;
“Narodnf referencni laborator pro antibiotika, SZU

V soucCasné dobé jsme svédky alarmujiciho vzestupu bakterialni rezistence ke kar-
bapenemlm, patficich mezi tzv. rezervni antibiotika. Jednim z epidemiologicky nej-
degradace molekuly karbapenemu. Siteni karbapenemaz typu OXA-48 piispélo v po-
slednich 3 letech k rapidnimu zvyseni vyskytu karbapenemaza-pozitivnich kmend
v nemocniénich zafizenich na tzemi CR, ktery byl doposud sporadicky. Na tomto
faktu se vyznamnou mirou podili obtizné rozpoznani tohoto mechanismu rezistence a
schopnost explozivniho Sifeni cestou horizontalniho pfenosu.

Cilem studie bylo provedeni kompletni molekularné-genetické analyzy veSkerych
referovanych izolatl &eledi Enterobacteriaceae produkuijicich karbapenemazy typu
OXA-48, detekovanych v nemocnicich na tzemi CR do konce roku 2015. Bylo ana-
lyzovano celkem 26 izolat(, ziskanych od 20 pacientl hospitalizovanych v 7 &eskych
nemochnicich. Prostfednictvim sekvenovani nové generace byly identifikovany 3 typy
plazmidd spojené s Sifenim gentl blaOXA-48-like na Uzemi Ceské republiky. Klico-
vou roli v diseminaci celosvétového rozméru pak predstavuje pOXA-48-like plazmid a
plazmidy z néj odvozené, které byly detekovany i u vétsiny Geskych izolatd. Analyza
dat odhalila dosud nepublikované molekularné-genetické aspekty u 2 podtypl odvo-
zenych od pOXA-48-like plazmidu.

Disledna detekce, monitorace a potazmo zabranéni Siteni kmend produkujicich kar-
bapenemazy je pro zachovani terapeutickych moznosti bakterialnich infekci zcela za-
sadni. Vyznam téchto opatteni vzrista v souvislosti s repatriaci pacientl ze zemi, kde
je vyskyt rezistence tohoto typu vysoky.



VYZNAM VIROVE NALOZE A DOBY VZNIKU ,
CYTOMEGALOVIROVE REPLIKACE NA DLOUHODOBE
PREZIVANI STEPU PO TRANSPLANTACI LEDVINY

Reischig T.'2, Kager M."2, Hruba P.22, Jindra P.24, Hes O.2°, Lysék D.?3, Bouda M."?,
Viklicky O.226

"I, interni klinika Lékarské fakulty UK v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen; 2Biomedicinské
centrum Lékarskeé fakulty UK v Plzni; *Transplanacéni laborator, Institut Klinické a
Experimentalni Mediciny, Praha; “Department of Hemato-oncology, Charles University
Medical School and Teaching Hospital, Pilsen, Czech Republic; *Department of
Pathology, Charles University Medical School and Teaching Hospital, Pilsen, Czech
Republic; ®Department of Nephrology, Institute for Clinical and Experimental Medicine;
Prague; Czech Republic

Vychodisko: Asymptomaticka cytomegalovirova (CMV) infekce je spojena s dysfunk-
ci a selhanim $tépu. Zadna studie vSak dosud nezkoumala vliv CMV virové naloze na
riziko selhani §tépu.

Metodika: V prospektivni kohorté pacientl po transplantaci ledviny jsme hodnotili vliv
CMV DNAemie na celkové preziti Stépu a na vyskyt stfedné tézké az tézké interstici-
alni fibrozy a atrofie tubuld (IF/TA) v protokolarni biopsii ve 36. mésici. CMV DNAemie
byla rozdélena podle vySe virové naloze.

Vysledky: Celkem 180 pacientd transplantovanych od Fijna 2003 do ledna 2011 bylo
zahrnuto do studie a sledovano po dobu 4 let; 87 (48 %) pacient( bylo lé¢eno tfimé-
si¢ni profylaxi valacyclovirem a 45 (25 %) valganciclovirem; 48 (27 %) bylo vedeno
pomoci preemptivni éEby. V pribéhu 12 mésicl po transplantaci vznikla CMV DNAe-
mie u 102 (57 %) pacientd, z nichZ 36 (20 %) mélo virovou naloz =2000 kopii/ml. Mul-
tivariaéni Coxova analyza identifikovala CMV DNAemii jako nezavisly rizikovy faktor
pro selhani stépu (HR = 3,42, P = 0,020); nicméné po stratifikaci na hodnotu virové
naloze zlstala vyznamnd pouze CMV DNAemie =2000 kopii/m| (HR = 7,62, P<0,001).
Jak ¢asna (<3 mésice, P = 0,048) tak pozdni (>3 mésice, P<0,001) CMV DNAemie
>2000 kopii/ml byly rizikovymi faktory selhani $té€pu. Vyskyt stfedné tézkeé az tézké IF/
TA nebyl CMV DNAemii vyznamné ovlivnén.

Zavéry: Pacienti po transplantaci ledviny s CMV DNAemii s vySSi virovou nalozi bez
ohledu na dobu vzniku jsou ve zvy$eném riziku ztraty Stépu.

ﬂ Laboratof transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin



n Laboratof experimentalni kardiologie

BUNECNE MECHANISMY I\/IYOKARDIALNI'VDEPRESE
V PRASECIM MODELU SEPTICKEHO SOKU

Jarkovska D., I\/Iquové M., Horék J., Nalos L., Benes J., AI—Obeidallah M., Tdma Z.,
Sviglerova J., Kuncova J., Matgjovi¢ M., Stengl M.

Laborator experimentalni kardiologie ve spolupraci s Experimentalni laboratofi intenzivni
mediciny a Mitochondrialni laboratofi Biomedicinského centra LF UK v Plzni

Komplexni patogeneze sepse zahrnuje myokardidlni depresi, jejiz mechanismy zU-
stavaji nejasné. V této studii jsme se zaméfili na buné&né mechanismy myokardialni
deprese v klinicky relevantnim modelu sepse a septického Soku u velkého zvirete.
Sepse byla navozena fekalni peritonitidou u 8 mechanicky ventilovanych a instrumen-
tovanych prasat obou pohlavi v celkové anestézii, ktera byla nasledné sledovana po
24 hodin.

U 8 kontrolnich zvifat probéhl analogicky experiment, ale bez vyvolani sepse. In vitro
analyza srde¢nich funkci zahrnovala méfeni akéniho napéti a kontrakce pravokomo-
rovych trabekul, méfeni sarkomerické kontrakce, vapnikovych prechod( a vapnikové-
ho proudu na izolovanych srde¢nich myocytech a analyzu mitochondridlni respirace
ultrasenzitivni oxygrafii.

ZvySené hodnoty SOFA skére a sérového laktatu potvrdily rozvoj sepse/septického
Soku, ktery byl doprovazen obrazem hyperdynamické cirkulace s vysokou srdecni
frekvenci, zvySenym srdecnim vydejem, periferni vazodilataci a snizenym systolickym
objemem. V septickych trabekulach bylo zkraceno trvani akéniho napéti a snizena
sila kontrakce. V septickych srde¢nich myocytech doslo k utlumu sarkomerické kon-
trakce, vapnikovych prechod( i vapnikového proudu L typu. Podobna relaxaéni tra-
jektorie fazového diagramu zavislosti sarkomerické délky na intracelularnim vapniku
svédcila pro nezménénou vapnikovou citlivost myofilament. Mitochondrialni respirace
byla inhibovana na drovni komplexu Il a IV.

Poskozené vapnikové hospodarstvi se snizenymi vapnikovymi prechody a potlace-
nym vapnikovym proudem spole¢né s inhibici mitochondrialni respirace pravdépo-
dobné predstavuji dominantni bunétné mechanismy myokardialni deprese u septic-
kého Soku.



JEDNODUCHE, g“:AsovE NENAROCNE BARVENI
GLYKOPROTEINU NA 1D FLEKTROFORETICKYCH
GELECH POMOCI MIKROVLNNEHO OHREVU

Moravec J., Mare$ J.
Proteomicka laborator Biomedicinského centra LF UK v Plzni

Prace vychazi z dlouhodobé zavedeného barveni glykoproteinl na elektroforetickych
gelech Schiffovym ¢inidlem (adukt triarylmethanového barviva pararosanilinu a oxi-
du sificitého). Cukerna ¢ast glykoproteinl (glykan) je pred barvenim oxidovana ky-
selinou jodistou, ktera selektivné oxiduje vicinalni diolové struktury na odpovidajici
dialdehyd a ten nasledné reaguje s Schiffovym ¢&inidlem za vzniku ¢ervenofialového
produktu, kterym je oznaceno umisténi glykoproteinu na gelu. Toto barveni trva podle
standardniho protokolu zhruba Sest hodin a s provedenim elektroforézy zabere cely
pracovni den. V nedavné minulosti byly publikovany prace zabyvajici se zrychlenim
barveni elektroforetickych geld ohfevem v mikrovinné troubé. Timto zplsobem byly
optimalizovany protokoly barveni Coomassie Blue, stfibrem i fluorescentnim barvi-
vem SYPRO Ruby. Optimalizaci a urychlenim mikrovinnym ohfevem jednotlivych kro-
ki protokolu standardniho barveni glykoproteinl jsme cely postup zkratili z 6 hodin
na méné nez 10 minut s pouzitim standardnich chemikalii. Zaroven jsme ukazali, ze
takto zrychlené barveni glykoproteind je pfinejmensim stejné citlivé jako bézny pfi-
stup. V8echny glykoproteiny barvené MAPAS postupem byly uspésné identifikovany
za pouziti MALDI TOF/TOF hmotnostni spektrometrie. Zkraceni doby zbarveni gelu a
zjednoduseni barviciho protokolu vyznamné zvySuje mnozstvi vzorkd, ve kterych je na
elektroforetickych gelech mozno detekovat glykoproteiny.

Ing. Pavel Klein, Ph.D., Ing. Jifi Moravec, Ph.D., doc. MUDr. Jan Cendelin, Ph.D., Mgr. Yaroslav Kolinko, Ph.D.
a dalsi t¢astnici Druhé vyroéni konference Biomedicinského centra 16. listopadu 2016.

15

ﬂ Proteomicka laboratof



H Laborator klinického vyzkumu cévnich a srdecnich onemocnéni

I\/IUI_TICENTRIC/KA,STUDIE KREVNIHO TLAKU MERENEHO
V SEPAROVANE MISTNOSTI VE SROVNANI S KLASICKYMI
METODAMI MERENI

Filipovsky J., Mlikova Seidlerova J., Matefankova M., Mayer Jr. O.

Laboratofr klinického vyzkumu cévnich a srdecnich onemocnéni, Biomedicinské centrum
LF UK v PIzni, Il. interni klinika LF UK a FN Plzen

Cile: Krevni tlak méfeny automatickou metodou (AutoTK) ve zdravotnickém zafizeni
bez pfitomnosti personadlu mize eliminovat efekt bilého plasté. Studovali jsme jeho
vztahy ke krevnimu tlaku (TK) méfenému béznym zpUlsobem Iékafem (auskultacné —
AusTK - i oscilometricky — OscTK) a ke 24-hodinovému ambulantnimu monitorovani
TK (AMTK).

Metodika: Do studie, ktera probihala ve ¢tyfech akademickych centrech (Plzeri, Hra-
dec Kréalové, 2 x Brno), byli zafazeni stabilni dlouhodobé sledovani nemocni s esen-
cidlni hypertenzi. AutoTK byl méfen 6 x pfistrojem BPTru; po automatickém méreni
v oddélené mistnosti nasledovalo méreni TK v ordinaci, a to 3 x auskultaéné (povinné
méreni) a nasledné 3 x oscilometricky (nepovinné méfeni, provadéné u vSech jedincl
ve dvou centrech). AMTK bylo provedeno do jednoho tydne od klinické navstévy.

Vysledky: Byla zpracovana data 172 jedincl ve véku 63.7+12.4 let s AusTK
127.6+12.1/77.6+10.0 mm Hg. AutoTK byl 0 8.5+9.0/3.0+6.1 mm Hg niz8i nez AusTK
(p<0.0001); tento rozdil byl relativné homogenni ve vSech centrech. Rozdil se zvySo-
val s urovni AusTK (p=0,030 v mnohocetné regresi) a nezavisel na zadném z dalSich
sledovanych faktor( (vék, laboratorni parametry, druh 1é¢by, doba od uziti medikace).
Individualni rozdil mezi AusTK a AutoTK, testovany pomoci Bland-Altmanovych grafd,
byl velmi variabilni a pohyboval se od +40 do —12 mm Hg pro systolicky TK a od +21
do -15 mm Hg pro diastolicky TK. OscTK se liSil od AutoTK obdobné jako AusTK:
rozdil ¢inil 8.6+8.6/1.9+5.7 mm Hg. 24 hodinovy primér AMTK byl 0 4.2+12.1/3.5+7.8
mm Hg niz8i nez AusTK a o 4.3+11.0/0.5+6.9 mm Hg vySSi nez AutoTK (p<0.0001
pro v8echny rozdily); korelaéni koeficienty 24 hodinového prlimérného TK s AusTK a
s AutoTK se neliSily (p pro rozdil =0.13).

Zavéry: AutoTK poskytuje vyznamné nizsi hodnoty jak systolického, tak diastolické-
ho TK neZ AusTK, OscTK i nez 24-hodinovy primér AMTK; vztahy AusTK a OscTK
hujicich, ze AutoTK ma tésnéjsi asociaci k AMTK nezli bézné méfeny TK v ordinaci.
Vyznam konkrétniho typu méfeni pro klinickou praxi je dan tim, zda predikuje progné-
zu nemocného vice nez zavedena méreni a zda existuji terapeutické studie. Takova
data zatim nejsou dostatecna, a proto automatické méfeni TK v separované mistnosti
zUstava pouze doplitkovou metodou.



DICHLORACETAT ZWéQJE MITOCHONDRIALNI
RESPIRACI LEVOKOMOROVEHO MYOKARDU POTKANA
PO PERIODE ANOXIE

Markova M., Kancirova I., Tima Z., Ferko M., Kuncova J.

Ustav fyziologie LF UK v Plzni, I\/Iitocpondriélni IaboratQF, Proteomicka laborator,
Biomedicinské centrum LF UK v Plzni, Ceska republika; Ustav pre vyskum srdca SAV,
Bratislava, Slovenska republika

Preconditioning, tj. zvy$eni odolnosti myokardu vGci ischemicko-reperfuznimu posko-
zeni Ize indukovat pomoci relativné jednoduchych experimentalnich postupl nebo
metabolickych intervenci. Ischemicky preconditioning je zalozeny na navozeni opako-
vané kratkodobé koronarni okluze pred naslednou prodlouzenou ischémii myokardu,
metabolicky preconditioning je mozné vyvolat hyperglykémii po aplikaci streptozoto-
cinu (STZ) dospélym potkanlim. Oba zpUsoby Ize v klinické praxi tézko uplatnit, proto
je ve vyzkumu vénovana velka pozornost jejich pfipadnym alternativam, které by meély
stejnou ucinnost, ale lepsi praktickou proveditelnost. Jednou z mnoha moznosti je
cileny zasah do metabolismu myokardu na urovni pyruvatdehydrogenazového kom-
plexu (PDH), jehoz inhibice specifickou kinazou (PDK) byla u mnohych onemocnéni
srdce prokazana. PDH je multienzymovy komplex mitochondridlni matrix, ktery pre-
ménuje pyruvat na acetylkoenzym A (acetyl-CoA) a sméruje tak uhlikové atomy ziska-
né metabolismem glukdzy k oxidaci v mitochondriich. Dodavka acetyl-CoA aktivaci
PDH soucasné tlumi jeho zisk z mastnych kyselin.

Ugelem nasi studie bylo stanovit charakter respirace mitochondrii levokomorového
myokardu potkana kmene Wistar po aplikaci inhibitoru PDK dichloracetatu (DCA).

Pouzili jsme celkem 22 potkan(, z nichZ 11 byl aplikovan v pfedstihu 8 dnli STZ. V den
vlastniho experimentu byl potkandm aplikovan DCA (1,5 mmol/kg, i.p. — DCA-K a
DCA-STZ) nebo fyziologicky roztok (K-K a K-STZ). Mitochondrialni spotfeba kysliku
byla méfena pomoci vysoce uc&inné respirometrie (oxygraf Oroboros, Rakousko) na
hrubé& homogenizovanych vzorcich levé komory standardnimi titracnimi protokoly, je-
jichz analyzou byly stanoveny standardni respiracni stavy LEAK (spotfeba kysliku nut-
na k udrzeni membranového potencialu), OXPHOS (kapacita oxida¢ni fosforylace pfi
aktivaci komplex( |, | po aplikaci pyruvatu, I+, Il), ROX (rezidualni spotfeba kysliku) a
CIV (aktivita komplexu IV pfi stimulaci umélym substratem). Spotieba kysliku byla ko-
rigovana na ROX a vztaZzena na mg hmotnosti. U ¢asti vzorkd byla v prdbéhu méreni
snhizena koncentrace kysliku v komUrkach na 0 nmol/l na 20 min. Aktivita citratsyntazy,
ktera slouzi jako ukazatel poCtu mitochondrii, byla stanovena spektrofotometrickou
metodou.

Potkani po aplikaci STZ méli mitochondridlni respiraci signifikantné vyssi nez kon-
troly. DCA signifikantné zvySil nejen vSechny stavy OXPHOS vztazené ke komple-
xu |, ale také OXPHOS I+Il, OXPHOS Il a CIV u kontrolnich potkand. U hypergly-
kemickych STZ potkant byl jeho Ucinek také signifikantni, ale relativné nizsi nez
u kontrol a respirani parametry mezi DCA-K a DCA-STZ potkany se vyznam-
né neliSily. Kratkodoba anoxie (20 min) vedla ke snizeni respiracnich paramet-
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rd kontrolnich i STZ vzork(l srde¢ni tkané, ale v myokardu potkanl po aplika-
ci DCA in vivo do$lo je$té k dalSimu narGstu OXPHOS I+, OXPHOS Il a CIV.
Vysledky studie naznaluiji, Ze inhibice PDK in vivo vede ke znacnému zlepSeni mi-
tochondrialni respirace myokardu levé komory potkana. Potvrzuji také hypotézu, ze
DCA mze zvySovat odolnost mitochondridlni respirace po vystaveni periodé anoxie.

Podpofeno programem PROGRES Karlovy univerzity (projekt Q39), Narodnim pro-
gramem udrzitelnosti LO1503, grantem GACR 15-15716S a projektem specifického
vysokoskolského vyzkumu SVV 260394/2017.

Doc. MUDr. Jitka Kuncova, Ph.D., vedouci mitochondriaini laboratore Biomedicinského centra.



VLIV APLIKAGE TAA NA EXPRES PgLASICKYCH )
NEUROMEDIATORU V SRDCI POTKANU OBOU POHLAVI

Chottova Dvorakova M."2, Jarkovska D."2, Mistrova E."2, Kotyzova D.3, Krizkova V.4,
Slavikova J.", Bludovska M.®

Biomedicinské centrum, 2Ustav fyziologie, 3Ustav farmakologie a toxikologie, “Ustav
histologie a embryologie, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova

Thioacetamid (TAA) je latka s hepatotoxickym ucinkem, ktera je pouzivana k indukci
jaterniho selhani u drobnych laboratornich zvifat. Chronicka aplikace TAA vyvola u
laboratorniho potkana jaterni fibrozu s histologickym obrazem srovnatelnym s jaterni
fibrézou u €lovéka. Jaterni cirhdza je mimo jiné spojena poskozenim srdecni inervace,
humoralini a nervovou dysregulaci a elektrofyziologickymi abnormalitami, coz v du-
sledku vede ke vzniku poruch kardiovaskularnich funkci.

Cilem nasi studie bylo (1) vytvofit optimalni model chronického jaterniho selhani u
laboratorniho potkana, (2) zjistit pfipadné rozdily v reakci potkana na aplikaci TAA
zplsobené rozdilnym pohlavim, (3) stanovit vliv jaterniho selhani na expresi enzym(
zodpovédnych za syntézu klasickych mediatorli autonomniho nervového systému
v srdci laboratorniho potkana.

Dospélym potkandim kmene Wistar obou pohlavi byl intraperitonealné aplikovan TAA
po dobu 12 tydnl. Za dalSich 8 tydnl byli usmrceni a potfebné vzorky krve a tkani
byly odebrany. Z nich byla nasledné zjisténa Uroven peroxidace v srdci a jatrech. Dale
byla vyhodnocena funkce jater prostfednictvim stanoveni hladiny jaternich enzymu
v séru. Reakce jaterni tkané na TAA aplikaci byla dale hodnocena pomoci histolo-
gického vysetreni. Relativni exprese tyrosinhydroxylazy (TH), dopamin-B-hydroxylazy
(DBH) a cholinacetyltransferazy (ChAT) byla stanovena v levych srdecnich sinich kon-
trolnich potkan( a potkand po TAA aplikaci.

Histologické vysetfeni prokazalo pfitomnost fibrotickych zmén v jaterni tkani jedincl
obou pohlavi. Samci vykazovali vy$Si stuper nachylnosti k oxidativnimu stresu vyvo-
lanému chronickou aplikaci TAA nez samice. Podavana davka byla dostate¢na k vze-
stupu Urovné peroxidace lipidd u samcd, ale u samic tento efekt pozorovan nebyl.
Exprese mRNA pro DBH a CHAT byla po aplikaci TAA snizena u samic, av§ak u samct
se TAA skupina od kontrolni vyznamné neliSila. Exprese TH nebyla experimentalnimi
podminkami ovlivnéna ani u jednoho pohlavi.

Dosavadni vysledky ukazuji, Ze reakce tkani laboratorniho potkana na oxidativni stres
vyvolany aplikaci TAA je vyznamné ovlivnén pohlavim. Rovnéz exprese enzymi zod-
povédnych za tvorbu neuromediatord jsou v srde¢nich sinich ovlivnény aplikaci TAA
rozdilné u samcll a samic. Zavérem Ize konstatovat, Ze vliv pohlavi by mél byt bran
v potaz pfi studiich na potkanech, kde je pouzita aplikace TAA.
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DL‘_’JLEZTE /WSLEDKY DOSAZENE BIOFYZIKALNI
LABORATORI ZA OBDOBI LEDEN 2016 — SRPEN 2017

Bolek L., Dejmek J., RdZicka J., Benes J.
Biofyzikalni laborator Biomedicinského centra Lékarské fakulty UK v Plzni

Oblasti zaméreni Biofyzikalni laboratore:

1. Vyvoj specifickych metod, technologii, pfistroji a prostredk( vyuzivajicich fyzikalni
a biofyzikalni principy.

2. Vlyzkum hyperbarického prostredi v souvislosti s ovliviiovanim vlivu tohoto prostre-
di na kultivaéni média, buriky a bunécné systémy

Dosazené vysledky:

1. Vyzkum metody zplisobu snizeni srazlivosti krve v okruhu pfistroje pro nahra-
du funkce ledvin

V r. 2016 byl zkonstruovan univerzalni experimentalni set pro funkéni testovani vyme-
nikd uréenych pro ovéfeni metody snizeni srazlivosti krve. Na prelomu r. 2016/17 byla
s pozitivnim vysledkem ovérovana hydrodynamicka funkénost setu s vodni naplni
v okruhu odstredivého Cerpadla BIO CONSOLE 550 — unikatni ¢erpadlo pouzivané pfi
kardiochirurgickych operacich v extrakorporalnim obéhu. Laskavosti KCH bylo Eerpa-
dlo pro experimenty slibeno k zapUj¢eni. Nicméné se nam podafilo toto ¢erpadlo jako
pouzité a nefunkéni ziskat za nékolik desitek tisic KE z USA a nasledné zrekonstruovat
a uvést do pIné funkce, ¢imz jsme nejen usetfili pfes 1 mil. K&, ale hlavné ziskali moz-
nost Cerpadlo trvale vyuZivat pfi pfipravé a realizaci experimentd.

Zaroven byly dlouhodobé planovany experimenty na zvifeti, sestavovan tym, ktery se
bude experimentd G¢astnit a detailné rozpracovan a diskutovan plan biochemickych
a hematologickych vySetfeni. Za velky uspéch povazujeme zahéjeni pilotnich experi-
mentd na prasatech v ¢ervenci 2017 s tim, Ze od té doby probéhly zatim tfi planované
piloty. V sou€asné dobé (srpen 2017) probiha analyza ziskanych technickych, fyzikal-
nich, biochemickych a hematologickych vysledk(. Pfedbézné vyhodnoceni vysledkU
zatim potvrzuji spravnost technického feSeni experimentu a predpoklad minimalniho
vlivu pouzitého Cerpadla a konstrukce vyménikl na vlastnosti krve.

Na zakladé podrobné analyzy vysledkl dosavadnich experimentl pak pla-
nujeme do konce r. 2017 provést dle finanénich a &asovych moZnosti jes-
té dalSi pilotni experiment(y), kde se bude ovéfovat vliv opakovaného zchla-
zovani krve nejméné o 18 °C a nasledného ohfati zpét na teplotu 38 °C
v extrakorporalnim obéhu dle naseho navrhu a to pfi snizené davce heparinu.
Podékovani za konzultace a cenné rady patfi prof. Matéjovi€ovi a za vynikajici spo-
lupraci pii experimentech tymu doc. Lisky z BC, MUDr. Skorpilovi a Mgr. Stazskovi
z KCH, doc. Kuncové a MUDr. Nalosovi z Ustavu fyziologie a prof. Rackovi, MUDr.
Sigutové a Mgr. Florové z UKBH.
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2. Projekt: Cirkulaéni temperaéni pfistroj se zvySenou ucinnosti (COOILER 2)

DalSim uspéchem bylo v r. 2016 ziskani grantu na konstrukci pfistroje, ktery vyvijime
pro efektivni vyuziti tepelnych vyménikd zmifiovanych v pfedchozim bodu. Projekt
je financovan z TACR — GAMA (TG20160302 ,Podpora procesu komercializace vy-
sledkl vyzkumu a vyvoje na Univerzité Karlové v Praze“). ZaGatek projektu zafi 2016,
konec projektu prosinec 2017.

Aktudlné jsou dokoncovany jednotlivé elektronické méfici a fidici moduly pfistroje a
hlavné dokoncujeme Upravy temperacniho jadra pfistroje nasi konstrukce, které po-
vedou ke zvySeni vykonu celého pfistroje. Zaroven pripravujeme podklady pro ochra-
nu dusSevniho vlastnictvi, tj. pro podani zadosti o zapsani uzitného vzoru a uznani
patentu na nasi novou konstrukci.

3. Studium vlivu zvySeného parcialniho tlaku kysliku na mitochondrialni respiraci
lidskych bunék HFL1

Na konci r. 2016 byla dokon&ena experimentalni bunécna laboratof v prostorach
Ustavu biofyziky, ve které je nyni mozné provadét precizni ptipravu bunééného mate-
ridlu. Laboratof disponuje unikatni mikrohyperbarickou komurkou, ktera vyzkum vlivu
téchto odliSnych fyzikalnich podminek umoznuje.

V roce 2017 se podarilo odstranit problémy s kontaminaci bunécnych kultur. V sou-
Casné dobé jsou protokoly kultivace a ovliviiovani zoptimalizovany a probiha sbér dat
z experimentd. Vysledky budou publikovany v roce 2018.

Ovlivnéni diabetického defektu u potkana hyperbarickou oxygenoterapii

Vysledkem pracovisté experimentalni hyperbarické komory je uskutec¢néni pilotnich
experimentl se zdravymi potkany. Pét potkan( podstoupilo 20 expozic, pfi tlaku
izokompresni faze 0,25 MPa, 90 min. Pozorovani ani klinické vySetfeni u potkant
neprokazalo zadné odchylky od normalu a tak byla potvrzena pouzitelnost stavajici
adaptace zafizeni. DalSim vysledkem je vypracovani Projektu pokusu a Netechnic-
kého shrnuti pokusu — studie vlivu hyperbarického kysliku na hojeni ran, specifiky na
animalni model diabetického defektu.

5. Dosazeni patentt

e US patent Cislo: US 9,500,415 B2: ,Heat exchanger with laminarizer publikova-
ny dne 22. 11. 2016. Plvodci: Bolek et al.

e EU patent Cislo: EP 2 678 628 B1: ,,Heat exchanger with laminarizer” publikova-
ny dne 1. 2. 2017. Plvodci: Bolek et al. EP 2 678 628 je validovan v Némecku,
Francii a Britanii. Platnost patent( je od 20. 7. 2017.

e Nérodni (CZ) patent UPV &islo: 306496: , Termoelektricky tepelny vyménik s inte-
grovanym rezervoarem* publikovany dne 15. 2. 2017. Plvodci: Bolek et al.

e Narodni (CZ) patent UPV &islo: 306496 ,Diagnosticky systém pro zjistovani a
sledovani bioimpedance hrudniku a stanoveni emergentnich stav( hrudniku® pu-
blikovany dne 21. 6. 2017. Plvodci: Rizi¢ka et al.

Studie byla financovana z NPU | ¢. LO1503 poskytovaného MSMT. Podporeno Pro-
gramem Progres Q39 UK. Podporeno projektem TACR - GAMA TG20160302 ,,Podpo-
ra procesu komercializace vysledkl vyzkumu a vyvoje na Univerzité Karlové v Praze“.

21

H Biofyzikalni laboratof



H Laboratof neurodegenerativnich poruch

,VAIIBVNORI\/IALNI' STRESOVA REAKTIVITA NEVNI' I—,|LAVNI'W
PRICINOU PORUCHY PROSTOROVEHO UCENI U MYSI
LURCHER

Tdma J."?, Kolinko Y.24, Jelinkova D."?, Hilber P.5, Cendelin J."?

"Ustav patologické fyziologie, LF UK v Plzni, 2Laboratof neurodegenerativnich poruch,
Biomedicinské centrum, LF UK v Plzni, 3Laborator kvantitativni histologie, Biomedicinské
centrum, LF UK v Plzni, “Ustav histologie a embryologie, LF UK v Plzni, SLaboratory
of Psychology and Neurosciences of Cognition and Affectivity. EA 4700, University of
Rouen Normandy, France

Lidé i laboratorni zvifata s poskozenim mozecku trpi kromé mozeckové ataxie téz po-
ruchami kognitivnich schopnosti, emoci a chovani, které pfipominaji nékteré projevy
poruch autistického spektra. Mutantni mysSi s degeneraci mozecCku selhavaji v testech
prostorového uceni a zaroven vykazuji abnormalni chovani v anxiogennich situacich.
Cilem studie bylo zkoumat vztah zmén stresové reakce souvisejicich s poSkozenim
mozeCku a vykonu v testu prostorového uceni a paméti. Dospélé mutantni mysi Lur-
cher s geneticky podminénym degenerativnim onemocnénim mozec¢ku byly vystaveny
vodnimu prostredi bez moznosti aktivniho Uniku a poté podrobeny testu v Morrisové
vodnim bludisti, v némz maji moznost Uniku pomoci skrytého ostriivku. Jako ukazatel
intenzity stresu jsme méfili kortikosteron, hlavni mysi glukokortikoid, v moc¢i pokus-
nych mysi. Dale jsme hodnotili objem jednotlivych ¢asti nadledvin. Pres vyrazny defi-
cit prostorové navigace si mySi Lurcher ¢aste¢né udrzely schopnost uceni. Mély vSak
vyraznéjsi vzestup kortikosteronu po expozici vodnimu prostfedi nez zdravé mysi typu
wild. V pribéhu testu prostorového uceni nedochazelo ani u mysi Lurcher, ani u mysi
wild k poklesu intenzity odpovédi, ackoliv bylo u obou typl mysi patrné zlepSovani
vykonu v bludisti. Zona fasciculata a zona reticularis kiry nadledvin, které produkuiji
glukokortikoidy, i dfefi nadledvin mély vétSi objem u mysSi Lurcher, coz odrazi jejich
vySSi reaktivitu na stresor. Vodni prostredi bylo pro oba typy mysi natolik silnym stre-
sorem, ze béhem experimentu nedoslo k habituaci. Ani stoupajici schopnost uniknout
z vodniho prostredi, a tim plsobeni stresoru aktivné kontrolovat, neomezila intenzitu
stresové reakce. Pretrvavajici stresova reakce pfitom nebranila procesu u¢eni. Zda se
tedy, ze nadmérna stresova reakce neni hlavnim faktorem, ktery by vysvétlil poruchu
prostorového u¢eni u mozeckovych mutantd Lurcher.

Prace byla podpofena Narodnim programem udrzitelnosti | (NPU I) &islo LO15083,
grantem MOBILITY 7AMB15FR024 poskytnutym Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
télovychovy Ceské republiky, Vyzkumnym programem Univerzity Karlovy P36 a Hu-
bert Curien Partnership Barrande Project, Campus France.
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ZMENA PAMETOVYCH STAVU
V NEURONOVYCH SITICH MOZKU

Jezek K., Zitricky F.

Laborator experimentalni neurofyziologie Biomedicinského centra Lékarské fakulty
v Plzni, Univerzita Karlova

Fyziologickou podstatou pamétoveé stopy je sit posilenych synaptickych spojeni mezi
skupinou neurontl reprezentujicich uloZzeny stimulus. K vybaveni paméti pak dojde,
kdyz se na vstupnich vlaknech objevi informace specificky aktivujici alesporn kritické
mnozstvi neurontl zminéné skupiny.

Pres svoji pfimocarost, ma tento koncept aktivace pamétové stopy své nejasnosti.

Predevsim, vybaveni paméti je témér okamzity, jen nékolik stovek milisekund trvajici
proces, ktery pfitom predstavuje globalni zménu stavu aktivity v siti. Jde o nahrazeni
aktivity jedné populace neuronll populaci jinou. Kazdy aktivni stav ale podléha sta-
biliza¢nim mechanizmdm zabrarujicim jeho spontannimu oslabeni, jeZ jsou zaji§téné
vnitfni architekturou propojeni sité a jeji plasticitou. Zprostredkuji tak nezbytnou sta-
bilitu interpretace okolniho svéta v realném tj. informacné velmi variabilnim prostredi.
Aby se nové aktivovany engram v neuronové siti za téchto podminek prosadil, musi
zminéné stabilizatni mechanizmy prekonat.

Doposud nebylo zfejmé jakym zplsobem se toto déje.

Zménu pamétového stavu studujeme prostiednictvim registrace aktivity jednotlivych
neuronl hipokampu — mozkové struktury, ktera zodpovida za prostorovou orientaci
a pamét napfi¢ vSemi savci. Poskytuje tak unikatni model vyzkumu paméti na drovni
jednotlivych bunék a jejich siti. V nasem protokolu mlzeme skokovité ménit identi-
tu okolniho prostfedi, ktera zplsobi ¢asové pfesné kontrolovatelnou zménu vstupni
informace neuronové sité. Ta je spolehlivé nasledovana i aktivaci pfislusného engra-
mu. Jiz dfive jsme popsali kinetiku zmény pamétovych stavd, ktera nastava béhem
prvnich stovek milisekund po prepnuti identity prostredi (Jezek et al., 2011), nedavno
jsme s kolegy vyvinuli novy dekodér pamétovych stavl (Posani et al., 2017) a popsali
mozny stabilizaéni model atraktord v hipokampu (Mark et al., 2017).

Nyni se nam patrné podafilo identifikovat mechanizmus, ktery okamzité vybaveni
paméti v neuronové siti umozni: nastupujici pamétova stopa tak okamzité po vnéjsi
stimulaci zacne dominovat aktivité neuronové sité, a béhem nékolika sekund se pfi-
slusny pamétovy stav pIné stabilizuje.

Po zméné vstupni kontextudlni informace jsme nejprve zaznamenali do¢asny vyrazny
narQst aktivity, trvajici cca 5 sekund. Prokazali jsme, ze nejde o pouze zvySeny po-
Get vybojl bunék, u nichZ je v dany moment aktivita oéekavana, ale o skokovity (na
cca 170 %) narQst samotného poctu aktivnich neurond. Dale, tento narlst se nety-
k& populaci bunék obou pamétovych stop, které mezi sebou v tuto chvili kompetu;ji
(v siti dochazi po nékolik sekund ke kompetitivnimu, opakovanému pfekmitéavani mezi
obéma stavy). Pfekvapenim bylo, ze selektivné je posilena pouze nové se aktivujici
pamétova stopa. Kdyz jsme ,novou‘ populaci neuronl blize charakterizovali, ukazalo
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se, ze jde o neurony, které ve stejné pamétoveé stopé kdduji spiSe mista vzdalena od
koordinaty, na které se potkan momentalné nachéazi. Dochazi proto sice k pfechodné-
mu zhorSeni presnosti kédovani pozi¢ni informace, cely jev ale pfinasi daleko masiv-
né&jSi expresi aktivovaného engramu. Fenomén jsme nazvali pracovné ,overexpression
of reactivated memory trace‘. DalSim rozborem dat jsme charakterizovali ve vysokém
¢asovém rozliSeni identitu jednotlivych pamétovych kvant (dfive jsme popsali kvan-
tum pameétového stavu jako periodu lokalni 6-11 Hz eeg oscilace v hipokampovém
neuronovém okruhu). Vypracovali jsme citlivéjSi algoritmus pro kategorizaci paméto-
vych stavi a zjistili, Ze sledovany dynamicky ¢asovy Usek, pfi némz k aktivaci paméti
dochazi, obsahuje velké mnozstvi ,mixovanych stavll‘, pfedstavujich kombinaci obou
pamétovych stop. Kdyz jsme analyzovali jaky vliv ma pfitomnost preexprimované
pamétové stopy na vyvoj kompetice mezi stopami uvnitf mixovanych stavd, nalezli
jsme, ze aktivita bunék pfislusejicich novému pamétovému stavu je posunuta smérem
k pozdéjsi fazi mixovaného Useku. To znamena, Ze popsana ,pfeexprese’ zplsobuje
Castéjsi zakon&eni kompetice mezi pamétovymi stavy dominanci nové aktivovaného
engramu nad pUvodnim stavem. Tyto nalezy tak tvofi uceleny obraz mechanizmu,
zajiStujiciho okamzitou aktivaci pamétové stopy ve vysoce kompetitivhim systému
hipokampové neuronové sité jeji facilitovanou expresi.

Podporeno programem PROGRES Karlovy univerzity (projekt Q39), Narodnim pro-
gramem udrzitelnosti LO1503, grantem GACR 15-20008S a projektem specifického
vysokoskolského vyzkumu SVV 260394/2017.

MUDr. Karel Jezek, Ph.D., vedouci laboratore experimentalni neurofyziologie a dalsi i€astnici konference (A.
Skalova, V. Rotova, C. Papagiannitsis — tym antibiotické rezistence; V. Hlavag, V. Brynychova a K. Elsnerova
— tym farmakogenomiky).
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CHARAKTERISTIKA CIRKULQJ[C[CH NADORO\{YCH
BUNEK U PACIENTU SE IV. STADIEM KOLOREKTALNIHO
KARCINOMU

Pitule P., Ostasov P, Thiele J.-A., Hicks J., vKranvcové E., HoSek P, Pesta M.,
Vodickova L., Vodicka P., Polivka J., Skéla M., Sorejs O., Fiala O., Brlha J., Vy¢&ital O.,
Kralickova M., Liska V.

Biomedicinské centrum Lékarské fakulty v Plzni, Univerzita Karlova

Uvod: Kolorektalni karcinom patfi mezi nejéast&jsi solidni nadorova onemocnéni, a
i pfes znacné pokroky v jeho 1é¢bé stale existuje vyznamny prostor pro jeji zkvalitnéni.
Kromé v€asné detekce nadorového onemocnéni je pro Uspésnost I1éCby zasadni za-
staveni invaze nadoru do dal$ich organ(, nejc¢astéji do jaterniho parenchymu. V pro-
cesu tvorby sekundarnich lozisek hraji zasadni roli buriky unikajici z nadorové masy.
Nékteré z nich je mozné zachytit v periferni krvi jako takzvané cirkulujici nadorové
buriky (CTC) a vyuZit je pro analyzu prdbéhu a rozvoje onemocnéni.

Metody: Do studie bylo zafazeno 40 pacientl s kolorektalnim karcinomem, z nichz
23 podstoupilo resekci primarniho nadoru a 17 resekci jaternich metastaz. Odbéry
periferni krve do specialnich DNA-BCT® zkumavek probéhly pred operaci, po ope-
raci, tyden od data operace a pred zahajenim onkologické lé¢by. K detekci cirkuluji-
cich nadorovych bunék byla pouzita High Definition Single Cell Analysis metoda. Ve
stru¢nosti — kompletni frakce jadernych bunék krve imobilizovanych na speciélnich
podloznich sklech byla ozna¢ena protilatkami proti CD45, pan-cytokeratinu a CDX2
v kombinaci s jadernym barvivem DAPI. Skla byla nasledné naskenovana a deteko-
vané CD45 negativni bunky kategorizovany do 5 skupin CTC dle jejich fenotypu (HD-
-CTC, Low-CK, Small-CK, cfDNA-CTC a CTM). Vybrané buriky byly mikromanipulaci
odebrany ze skla pro u¢ely genomické analyzy.

Vysledky: Ze studovaného souboru bylo 32 pacientd (80 %) pozitivnich na HD-CTC
cirkulujici nadorové bunky alespon v jednom odbéru (> 1 HD-CTC na 1 milion deteko-
vanych bunék). Mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunék vyrazné pokleslo po odstra-
néni primarniho nadoru, ale nezménilo se ve vétsiné pfipadl odstranéni metastatic-
kého loziska (p = 0,0348).

U 52,9 % predoperacnich odbérl byly objeveny cirkulujici bunééné shluky (CTM),
které maji napf. u nadoru prsu vyssi prognostickou hodnotu v porovnani se samostat-
nymi cirkulujicimi butikami. CTM byly zachyceny pfevazné u pacientl s pfitomnym
primarnim loziskem a jejich zména kopirovala vysledky u HD-CTC.

Zbylé 3 skupiny cirkulujicich nadorovych bunék nevykazaly signifikantni zménu v Cet-
nosti v souvislosti s provedenim chirurgického zakroku.

Genomicky profil byl stanoven u >400 jednotlivych bunék a vysledky jsou aktualné
analyzovany.

Zaveéry: Na souboru 40 pacientd bylo ukazano, Ze primarni nador tlustého stfeva ma
dominantni podil na uvolfiovani cirkulujicich nadorovych bunék do cévniho fecisté a
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jeho odstranéni vyrazné snizuje mnozstvi epitelidlnich bunék v cirkulaci. Na druhou
stranu mnozstvi CTC se zdd byt nezavislé na pfitomnosti jaterni metastazy. Pfitom-
nost cirkulujicich nadorovych bunék u pacientl po radikalni resekci tudiz poukazuje
na existenci a dllezitost mikrometastatickych loZisek.

Zaroven jsme ukazali, Ze na rozdil od karcinomu prsu nebo prostaty je u kolorektalniho
karcinomu populace CTC vyrazné heterogenni bez zjevné klonality. Toto zjiténi uka-
zuje na vysokou Uroven intratumoralni heterogenity kolorektalniho karcinomu.

Podpora: Studie je podpofena z Narodniho programu udrzitelnosti (NPU I) Cislo
LO1503 poskytovaného Ministerstvem $kolstvi, mladeze a télovychovy a Programem
rozvoje védnich obort Univerzity Karlovy (Progres Q39).

Ing. Petr Hosek, Ph.D., Pavla Kolikova a Eva Kralovcova — laborator nadorové biologie; v pozadi Ing. Zdenék
Tlma z proteomické laboratore.

H Laboratof nadorové biologie
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EXPRESSION PROFILE OF OXYSTEROL PATHWAY GENES
AND CIRCULATING LEVELS OF OXYSTEROLS IN BREAST
CARCINOMAS

Soucek P.'2, Kloudova A.2, Brynychova V."2, Vaclavikova R."?, Vrana D.®, Hlavac V."2,
Gaték J.*, Mrhalova M.®°, Kodet R.°, Ueng Y.-F.6, Wei S.7, Kozevnikovova R.8,
Guengerich F. P.”

'Biomedical Centre, Medical School Pilsen, Charles University, Pilsen, Czech Republic;
2Toxicogenomics Unit, National Institute of Public Health, Prague, Czech Republic;
SDepartment of Oncology, Palacky University Medical School and Teaching Hospital,
Olomouc, Czech Republic; “Department of Surgery, Hospital Atlas, Zlin, Czech
Republic; *Department of Pathology & Molecular Medicine, Second Faculty of Medicine,
Charles University & Motol University Hospital, Prague, Czech Republic; ®National
Research Institute of Chinese Medicine, Ministry of Health and Welfare, Taipei, Taiwan;
"Vanderbilt University Medical Center, Nashville, Tennessee, United States; 8Department
of Oncosurgery, MEDICON, Prague, Czech Republic

The prognosis of estrogen receptor expressing (ER+) breast carcinoma patients de-
pends on several factors, including menopausal status, lymph node metastasis, ove-
rexpression of human epidermal growth factor receptor, and the proliferation marker
Ki67 in tumor cells. Previous studies have suggested that some oxygenated forms of
cholesterol (oxysterols), bind to antiestrogen binding sites or deregulate cholesterol
homeostasis (reviewed in Kloudova et al. Trends Endocrinol Metab 2017). Thus, the
present study investigated whether gene expression levels of key modulators of the
oxysterol signaling pathway modify the prognosis of ER+ breast carcinoma patients
via interaction with endocrine therapy. Furthermore, we explored the question of fea-
sibility of detection of selected oxysterols (7a-hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol,
25-hydroxycholesterol, and 27-hydroxycholesterol) in plasma of breast cancer pati-
ents. We also asked whether tumor removal causes detectable perturbations in levels
of oxysterols that could then be used, e.g., for estimation of the disease risk or moni-
toring of its recurrence.

The expression levels of 74 oxysterol pathway genes were detected by quantitative
real-time polymerase chain reaction in a test set composed of ER+ tumors, E-nega-
tive tumors (ER-), and non-tumor tissues. The expression levels of 24 genes were
found to be specifically dysregulated in ER+ tumors compared to ER- tumors. The-
se 24 genes were assessed in additional ER+ tumors from breast carcinoma pati-
ents (N=164) to evaluate their potential clinical significance. The expression levels
of ABCA9, ABCA10, CH25H, and ESR2 genes were found to be strongly associated
with disease stage; however, none of the gene expression levels were associated with
disease-free survival in patients treated with endocrine therapy.

Blood samples were collected from 24 patients one day before surgical tumor remo-
val (first sampling) and then from the same patient in the period 12-24 months after
surgery (second sampling). After direct extraction of oxysterols from plasma samples
spiked with deuterated standards, the level of four oxysterols specified above has
been evaluated by APCI LC/MS/MS analysis. The mean levels of oxysterols we analy-
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zed were comparable to other published data in humans. The 27-hydroxycholesterol
level was significantly lower and the 7-ketocholesterol level was higher in the second
sampling compared to the first sampling (p=0.034 and 0.013, respectively). Separate
analyses without outliers have shown that samples from the second sampling con-
tained significantly higher 7-ketocholesterol levels compared to the corresponding
first samplings (p=0.002). Bearing in mind the potential influence of personal and
lifestyle characteristics as age, menopausal status, body mass index, smoking status,
or history of steroid homeostasis-related conditions on circulating levels of oxysterols,
we addressed the role of these factors in stratified analyses. However, we have not
observed consistent trend towards modulation of 7-ketocholesterol levels by lifestyle
confounders.

Taken together, the expression of a number of oxysterol pathway genes is significa-
ntly modulated by ER expression and associated with the clinical stage of patients.
However, the expression of oxysterol pathway genes was not found to modify the
prognosis of ER+ breast carcinoma patients treated with endocrine therapy (Kloudova
et al. Clin Endocrinol 2017). Moreover, our pilot study showed that the assessment
of 7-ketocholesterol, 7a-hydroxycholesterol, 25-hydroxycholesterol, and 27-hydroxy-
cholesterol in plasma samples of breast cancer patients is feasible using LC/MS/MS.
Most importantly, our data suggest for the first time that 7-ketocholesterol levels rise
after tumor removal. Further studies are necessary to assess the reproducibility of this
observation and the mechanism behind this phenomenon before clinical utilization
can be considered (Soucek et al. Clin Chem Lab Med 2017).

Pharmacogenomics studies are supported by projects GACR P303/12/G163, 13-
25222J, AZV 15-25618A, 15-25884A, 16-28375A, 17-28231A, 17-28470, and by the
National Sustainability Program I (NPU I) Nr. LO1503 provided by the Ministry of Edu-
cation Youth and Sports of the Czech Republic.

RNDr. Filip Tichanek z laboratore neurodegenerativnich poruch a Mgr. étépén Kapl z laboratore experimen-
talni neurofyziologie.

28



EXPERIMENTALNI REGENERACE JATER

Liska V.1, TreSka V.2, Palek R.", Rosendorf J.", Tégl V.°, Mlgjnkova V.%, Benes J.5,
Haidingerova L.*, Mirka H.%, Bajcurova K.2, Tonar Z.5, Kralickova A.5, Mik P7,
Eberlova L.7, Jifik M.4, HoSek P.4, Holubec L.4, Fiala O.%, Braha J.!, Vycital O.'

'Chirurgicka klinika a Biomedicinské centrum LF UK v Plzni; 2Chirurgicka klinika LF
UK v Plzni; 2Klinika zobrazovacich metod a Biomedicinské centrum LF UK v Plzni;
“Biomedicinské centrum LF UK v Plzni; °Klinika anestezie, resuscitace a intezivni
mediciny a Biomedicinské centrum LF UK v Plzni; 8Ustav histologie a embryologie a
Biomedicinské centrum LF UK v Plzni: ?Ustav anatomie a Biomedicinské centrum LF UK
v Plzni; 8Klinika onkologie a radioterapie a Biomedicinské centrum LF UK v Plzni

Uvod: Embolizace nebo ligace vétve portalni Zily (PVE/PVL) je nedilnou soudésti eta-
povych vykon( v pfipadé nizkého objemu zbytkového jaterniho parenchymu (FLRV).
Provedeni PVE iniciuje kompenzatorni hypertrofii neokludovaného jaterniho paren-
chymu. Tato hypertrofie je stimulovana zvySenym pritokem portalni krve neokludo-
vanou vétvi portélni zily. V piipadé provedeni PVE je dosazeno adekvatniho narlstu
FLRV a tim resekovatelnosti pouze u 63-96 % pacientl. Cilem této prace je souhrn-
né demonstrovat moznosti ovlivnéni regenerace jaterniho parenchymu po provedeni
PVE/PVL v experimentu pomoci cytokint (TNF-a, IL-6) protilatkou proti TGF-B1 (MAB
TGF-B1) a mezenchymalnimi kmenovymi burikami (MSC).

Metodika: Experimentalni model PVE/PVL byl zvolen tak, aby byl maximalné kompa-
tibilni pro pfipadné vyuziti v humanni mediciné. Do jednotlivych studii bylo zafazeno 9
(kontrolni skupina), 9 (TNF-a skupina), 8 (IL-6 skupina), 6 (MSC skupina) a 7 prasat do-
macich (MAB TGF-B1 skupina). V celkové anestézii byla provedena laparotomie s PVL
pravych jaternich lalokd. V jednotlivych experimentalnich skupindch bylo aplikovano
nasledujici mnoZzstvi latek do neokludovaného kmene portalni Zily ihned po provedeni
PVL: fyziologicky roztok (kontrolni skupina) rekombinantni prase¢i TNF-a (5 pg/kg)
a rekombinantni prasedi IL-6 (0,5 pg/kg), MSC (8,75, 14,0, 17,0, 17.5, 43,0 a 61,0 x
106 MSC). V pfipadé podani MAB TGF-B1 byla vlastni aplikace u¢inné latky prove-
dena 24 hodin po provedeni PVL (40 pg/kg). V pooperaénim obdobi byly opakované
analyzovany biochemické parametry a provadéno ultrasonografické sledovani FLRV.
Experimenty byly ukon&ené 14. pooperaéni den usmrcenim zvitat v celkové anestezii.
Histologicky byly vySetfeny vzorky jaterni tkané z atrofické i hypertrofické ¢asti.

Vysledky: Opakovana ultrasonograficka méreni efektu podani MSC, rpTNF-a, rplL-6
a MAB TGF-B1 porovnana s podanim fyziologického roztoku prokazala vyznam jejich
podani k akceleraci ristu FLRV. V pfipadé podani MSC bylo maximum rlstu se stati-
stickou signifikanci pozorovano mezi 3. a 7. poopera¢nim dnem, v pfipadé TNF-a 7.,
MAB TGF-B1 mezi 3. a 7. alL-6 7. pooperacni den. Sérové hladiny AST a ALT narostly
po provedeni PVL a aplikaci MSC, zatimco ostatni biochemické parametry zUstaly
bez statisticky signifikantniho rozdilu. V pfipadé porovnani vyvoje sérovych bioche-
mickych parametrl po aplikaci TNF-a, MAB TGF-B1 nebo IL-6 porovnané s kontrolni
skupinou nebyly prokazany zadné statisticky signifikantni rozdily.
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V pfipadé MSC skupiny jsme identifikovali jednotlivé MSC. Byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v poétu dvoujadernych hepatocytd, a to pfi jejich zvy$ené koncent-
raci v IL-6 skupiné.

Zaveér: Aplikace IL-6, TNF-a, MAB TGF-B1 a MSC se jevi jako vhodné stimula¢ni
agens k dosazeni rychlej$iho rlistu FLRV. Presto zlstava mnoho kontroverznich ota-
zek ve vztahu k mechanismu jejich plsobeni.

Tato studie byla podpofena programem rozvoje védnich oborl Univerzity Karlovy
(Progres Q39) a Narodnim program udrzitelnosti | (NPU [) ¢. LO1503 poskytovanym
Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a télovychovy. Dale z prostiedkl Univerzity Karlovy
v ramci specifického vyzkumu SVV 2017 &. 260392, Investi¢niho programu 2016-18
a GAUK ¢. 1206417.

, N - i
Doc. MUDr. Vaclav Liska, Ph.D., vedouci laboratore nadorové lécby a regenerace tkané, doc. MUDr. Mgr.
Zbynék Tonar, Ph.D., vedouci laboratore kvantitativni histologie a dal§i G€astnici konference.
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2D A 3D IN VITRO MODEL DERI\/IAI_NI,C,H FJBROBLASTO
V PODMINKACH CHRONICKE RANY

Stunova A", Hosek P, Klein P.", Moravec J.", Hrabak J.", Suchy T.2°, Supova M.2,
Zaloudkova M.?, Sedlacek R.%, Horny L.3, Vistejnova L.

'Biomedicinské centrum, Lékarska J‘akulta v Plzni, Unilverzita Karlova; 2Ustav struktury a
mechaniky hornin, Akademie véd Ceské republiky; sttav mechaniky, biomechaniky a
mechatroniky, Fakulta strojni, CVUT v Praze

Uvod: Dermalni fibroblasty (DF) byly po dlouhou dobu povaZzovany za pasivni buriky
kozni dermis, kdy jejich funkce spocivala v produkci a remodelaci extracelularni hmo-
ty, pfedevsim kolagenu, v proliferacni fazi hojeni rany’. Recentni studie vSak ukazuji
DF jako aktivni producenty fady molekul (cytokiny, ristové faktory, hormony) umoz-
fnujici ucast v regulacnich procesech zanétové faze hojeni, v re-epitelizaci porusené
kozni tkané Ci v angiogenezi. Tyto regulace jsou zalozeny na interakcich DF s ostat-
nimi bunkami — imunitnimi burikami, keratinocyty a endotelovymi burfikami?. Pfesné
regulaéni drahy, zejména v podminkach chronické nehojici se rany, vSak nejsou zcela
popsany. Rovnéz chybi relevantni 2D a 3D in vitro model DF v prostfedi chronické
rany, ktery by umoznoval jak definici téchto regulacnich drah, tak relevantni in vitro
testovani novych Iééebnych postupd.

Cil: Cilem prace je vyvinout a funkéné ovéfit 2D a 3D in vitro modely DF v prostredi
chronické rany. Tyto modely poskytnou nastroj pro vyzkum presnych mechanismi
ovliviujicich chovani DF za stresovych podminek chronické rany a budou slouzit jako
in vitro modely pro identifikaci novych terapeutickych latek pouzitelnych pfi lécbé
chronickych ran.

Metody: Primarni lidské DF jsou kultivovany po dobu 6-28 dni (dle typu analyzy) na
polystyrenovych povrsich (2D) nebo v hydrogelech na bazi kolagenu typu | izolované-
ho z potkanich Slach (3D). Podminky simulujici prostfedi chronické rany — bakterialni
infekce, volné kyslikové radikaly (ROS) a nizky obsah zivin — jsou zajiStény pfidanim
bakterialniho lipopolysacharidu do kultivaéniho média ¢i pfidanim inaktivovanych
bakterialnich lyzatd typickych patogend ran (S. aureus; P aeruginosa), pridanim in-
duktoru ROS (2,2’-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride, AAPH) a snizenim
mnozstvi séra. Vlivy téchto stresord na morfologii, metabolickou aktivitu, prolifera-
ci, migraci, kontraktilitu a produkci dalSich ROS a prozanétlivych interleukinl IL6 a
IL8 DF jsou sledovany pomoci mikroskopie v prochazejicim svétle, fluorescencni a
konfokalni mikroskopie, pomoci méfeni bunécné viability (mitochondridlni aktivita),
proliferace (pocitani jader), scratch testem, selektivni detekci ROS a metodou ELI-
SA. Schopnost remodelace kolagenového hydrogelu DF je sledovana mechanickymi
tlakovymi zkouskami, Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopii a elektronovou
mikroskopii.

Vysledky: Viabilita, proliferace a migrace DF v podminkach chronické rany simulova-
né pridanim bakterialniho lipopolysacharidu a nizkym mnozstvim zZivin byly jak ve 2D
tak ve 3D modelu snizeny oproti zdravym kultivaénim podminkam. Samostatné apli-
kované lyzaty patogen( ran vykazovaly stejny sniZujici efekt na viabilitu a proliferaci
DF jako lipopolysacharid, avéak smés lyzatd tyto U¢inky neméla. Schopnost DF kon-
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trahovat kolagenovy hydrogel byla pozorovana uz po 3 dnech kultivace a v podmin-
kach chronické rany byla tato kontraktilita snizena. DF v pfitomnosti ROS produkovaly
dalsi ROS a vykazovaly snizenou metabolickou aktivitu. Rovnéz byla pozorovana zvy-
$ena produkce prozanétlivych cytokin( IL6 a IL8 DF v chronickych podminkach oproti
zdravym podminkam.

Zavér: Na zakladé dosavadnich vysledk( se podafilo zavést metodu pfipravy 3D in vi-
tro modelu DF v kolagenovém hydrogelu. Byly ovéfeny metody méfeni bunécné viabi-
lity a proliferace ve 2D podminkach. Metoda sledovani proliferace ve 3D podminkach
zaloZena na kvantitativni stereologii je v procesu evaluace. Stresové faktory chronické
rany, bakterialni infekce, ROS a nedostatek zivin, naruSovaly funkce DF uplatfiované
v hojeni rany, tj. proliferaci a migraci, a podporovaly jejich prozanétlivé chovani formou
zvySené produkce IL6 a IL8. Zajimavé je pozorovani vymizeni negativniho efektu u
smési patogent rany S. aureus a P, seruginosa na viabilitu a proliferaci DF v porovnani
s negativnim efektem samotnych kmen(. Na vysvétleni tohoto pozorovani se pracuije.

Reference: 'Singer AJ, Clark RAF. Mechanisms of disease — Cutaneous wound hea-
ling. New England. Journal of Medicine, 1999; 341(10): 738-746. *Martin, P. & R. Nu-
nan (2015) Cellular and molecular mechanisms of repair in acute and chronic wound
healing. British Journal of Dermatology, 173, 370-378.

Podékovani: Tato prace je realizovana na zakladé podpory grantd NPU LO1503 po-
skytnuté MSMT, SVV 2017 260329 poskytnuté Univerzitou Karlovou, GAUK 128417
poskytnuté Univerzitou Karlovou a PROGRES Q39 poskytnuté Univerzitou Karlovou.
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Ing. Lucie Vistejnova, Ph.D., vedouci laboratore bunééné regenerativni mediciny.
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ROZDILNA ADHEZE, MIGRACE A PROLIFERACE
OSTEOBLASTU NA CHEMICKY STRUKTUROVANYCH
VRSTVACH NANOKRYSTALICKEHO DIAMANTU
HODNOCENA POMOCI MIKROSKOPIE ZIVYCH BUNEK

Broz A."?, Ukraintsev E.%, Kromka A.%, Rezek B.*#, Hubalek Kalbacova M.

"stav dédi¢nych metabolickych poruch, 1. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova,
2Fyziologicky Ustav, Akademie V&d CR, v. v. i., 3Fyzikalni Ustav, Akademie V&d CR,
V. V. i., *Fakulta elektrotechnicka, CVUT, 5Biomedicinské Centrum, Lékarska fakulta

v Plzni, Karlova Univerzita

Velkou vyzvou v implantologii, tkarovém inzenyrstvi a také v piipravé biosenzord je
moznost ovlivnéni bunécné odpovédi pomoci modulace povrchu biokompatibilnich
materiald. Tenké vrstvy z nanokrystalického diamantu (NCD) se na tomto poli ukazuji
byti slibnymi diky jejich vyjime¢nym fyzikalnim a chemickym vlastnostem a diky rdz-
nym zpUsoblm jejich strukturni nebo chemické modifikace. Pocate¢ni rozlozeni bu-
nék, rychlost adheze, rychlost a vzdalenost bunécného pohybu stejné jako proliferace
jsou ovlivnény terminaci nanokrystalického povrchu. V této studii byly bufiky monito-
rovany v realném ¢ase pomoci mikroskopie zZivych bunék s cilem prozkoumat vyse
zminéné procesy, které se odehravaji na oxidovaném a vodikovaném NCD ve snaze
objasnit dfive pozorovanou bunécnou preferenci k oxidovanému mikro-strukturova-
nému NCD povrchu. Bunky adheruji pomaleji a pohybuiji se vice na vodikovaném nez
na oxidovaném NCD povrchu. Buriky nasévané v pritomnosti fetalniho teleciho séra
v médiu se pred vlastni adhezi nejprve po povrchu volné pohybuji. V nepfitomnosti
fetalniho teleciho séra burky na povrch adheruji bezprostfedné po naseti, ale stale
vykazuji rozdily v pohybu a proliferaci na oblastech vodikem nebo kyslikem termi-
novanych. Vliv téchto efektll na vytvoreni bunéénych vzor( na mikrostrukturovaném
NCD se ve studii podrobné diskutuje.
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STUDIUM EPIGENETICKYCH REGULACI JAKO NASTROJ
PRO HODNOCENI ENDOKRINNICH DISRUPTORU
V REPRODUKCI

Nevoral J., Garcia-Alvarez O., Stiavnickd M., Rimnagova O., Kraligkova M.

Laborator Reprodukeni Mediciny Biomedicinského centra Lékarské fakulty v Plzni,
Univerzita Karlova

Laboratof reprodukéni mediciny je zamérena na epigenetické mechanizmy regulace
oogeneze a spermatogeneze, nasledované ¢asnym embryondlnim vyvojem. V La-
boratofi je pouzivana mys$ (Mus musculus) jako modelovy organizmus, ve spolupra-
ci s partnerskymi pracovisti (University of Missouri, USA; Lille1 Université, Francie;
Chonbuk National University, South Korea; VUZV Praha) ddle model oocytu a emb-
rya prasete a zaby Xenopus leevis. Tyto experimentalni modely a jejich studium jsou
vyuzivany pro testovani biologického efektu endokrinnich disruptor(i na reprodukci
¢lovéka. Mimoto, v laboratofi dochazi také k analyzam lidského materialu, jako jsou
spermie a télni tekutiny reprodukéniho systému.

Laboratof se v sou¢asné dobé zabyva studiem endokrinniho disruptoru bisphenolu
S (BPS), ktery postupné nahrazuje BPA, jehoz Skodlivost jiz byla prokazana. Jen malo
je vSak znamo o BPS, ktery se stava byt vSudypfitomny. Studium BPS je zalozeno na
kombinaci tfi modeld: i) in vitro ovlivnéni prasecich oocytd, ii) in vivo expozice mysi, iii)
analyza lidské folikularni tekutiny a seminalni plazmy. Na zakladé méreni hladiny BPS
v télnich tekutinach byly v experimentech pouzity velmi nizké koncentrace BPS. Uka-
zalo se, ze in vivo expozice myS$i vyznamné méni epigeneticky kod oocytl a embryi
mysi. Negativni efekt BPS byl potvrzen v in vitro podminkach na prasec¢im oocytu, kdy
doslo k vyraznému poskozeni déliciho vieténka nezbytného pro Uspésné oplozeni a
embryonalni vyvoj.

Shrnuto, lidska populace je exponovana BPS, ktery predstavuje nebezpedi pro repro-
dukéni zdravi.

Vysledkl je dosazeno ve spolupraci s partnerskymi pracovisti, stejné jako s labora-
tofemi Biomedicinského centra (Proteomicka laboratof, Laboratof kvantitativni histo-
logie). Vysledky jsou jiz z&asti publikovany (Scientific Reports, IF 4.259), odeslany do
redakce (Environmental Health Perspectives, IF 9.780) nebo pfipravovany do podoby
manuskriptu.
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I_ABO/RATOF% KVA[\JTITATIVNI' HISTOLOGIE A JEJI
NEJVYZNACNEJSI STUDIE V OBDOBI 2016-2017

Tonar Z., Kubikova T., Kolinko Y., Slajerova M., Krélidkova A.

Laborator kvantitativni histologie Biomedicinského centra Lékarské fakulty v Plzni,
Univerzita Karlova

Pri analyze mikroskopické stavby mékkych i tvrdych tkani se v popisnych studiich i pfi
hodnoceni experimentl aktivné podilime na navrhu a testovani standardizovanych a
opakovatelnych postupl v optické mikroskopii tak, abychom byli schopni popsat za-
stoupeni bunééné slozky i mezibunééné hmoty pomoci spojitych kvantitativnich pro-
ménnych. Zaméfujeme se pfitom zejména na slozeni cévni stény, mikroskopické pro-
krveni organd, hojeni tkani pfi implantaci biomaterialt véetné oseointegrace. K nasim
vysledklm patfi i optimalizace vzorkovacich schémat pro zmapovani histologickych
nalezll v makroskopickém méfitku jednotlivych organd prasete, coz je znalost sice
nezbytnd pro navrh i vyhodnoceni experimentl provadénych u tohoto vyznamného a
Clovéku blizkého modelu, ale sou¢asné jen velmi malo probadana. Kromé vlastniho
vyzkumného programu spolupracujeme s ostatnimi laboratofemi Biomedicinského
centra a pracovisti LF UK v Plzni, pfisem? vyuzivame zézemi a podpory Ustavu histo-
logie a embryologie LF UK v Plzni.

V obdobi 2016-2017 byli pracovnici laboratofe korespondujicimi autory tfi studii zve-
fejnénych v ¢asopisech z prvniho kvartilu (Q1) v kategoriich dle Journal Citation Re-
ports (Journal of Anatomy, Frontiers in Neuroanatomy, Annals of Anatomy): (i) V prvni
studii jsme zmapovali rozloZeni objemu hepatocytl a poétu jejich jader v jatrech zdra-
vého prasete v rdznych jaternich lalocich a v oblastech s rliznou polohou v portalnim
recisti. Vysledky umozniuiji vypocitat mnozZstvi histologickych blo¢kd vzorkujicich jatra
prasete pfi experimentech s poSkozenim ¢i regeneraci jaterniho parenchymu. (ii) Ve
druhé studii jsme spole¢né s Laboratofi neurodegenerativnich poruch zjistili rozloze-
ni trojrozmérné hustoty mikrocév v ke, jadrech a bilé hmoté mozecku a stfedniho
mozku mysi. Pfispéli jsme tak jednak k pochopeni mikrovaskularnich disledk( neu-
rodegenerace, jednak k objasnéni rozdilll v Uspésnosti prezivani mozeckovych neuro-
transplantatd u zvifat zdravych a zvifat s neurodegeneraci. (iii) Treti studie, provedena
ve spolupraci s Oddélenim transplantaci a tkanové banky FN Motol, objasnila podil
elastinu, kolagenu, hladkosvalového aktinu, glykosaminoglykant a mikrokalcifikaci na
zménach mechanickych vlastnosti (modul pruznosti a mez pevnosti) alograft kofene
aorty a plicni tepny a jejich chlopni. Studie umozriuje objektivizovat dosud neznamou
dobu pouzitelnosti $t&pd v zavislosti na dobé kryoprezervace v tkanové bance.

| nadale je naSim cilem rozvijet a testovat v oblasti kvantitativni histologie takové me-
todické postupy, které odpovidaji sou¢asnym mezinarodné uznavanym pozadavkim
na publikovatelnost histologickych analyz a které umoziuji Setrné a optimalni vyuziti
biologického materialu v experimentalni mediciné.
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PREHLED CINNOSTI ZVERINCE
Klein P.

Laborator preklinickych studii Biomedicinského centra Lékarské fakulty v Plzni,
Univerzita Karlova

V Centralnim uzivatelském zafizeni bylo v roce 2017 aktivné feSeno celkem 29 projek-
10 pokusu na zvitatech (mysich, potkanech, kralicich a prasatech). Tym CUZ zajistuje
technickou podporu a odborné poradenstvi pfi realizaci véech experimentd; u 9 pro-
jektl se i pfimo personalné podili na jejich feSeni. V roce 2017 byly tymem CUZ a spo-
lupracovniky z LFP realizovany i 2 smluvni experimenty, jeden s ¢eskym partnerem
(potkani) a druhy s partnerem z Australie (prasata). Tym CUZ se ve spolupraci s kolegy
z LFP a FN vénuje i vlastnimu vyzkumu, ktery je orientovan na feSeni praktickych
problém( prace se zvifaty. Vysledkem za rok 2017 je zavedeni nového bezpe¢ného
zpUsobu anestézie potkanl pro naro¢né a déletrvaijici chirurgické vykony ¢i metody
katetrizace prasat robustnim katétrem umozniujicim dlouhodoby vendzni pfistup.

S

Ing. Pavel Klein, Ph.D., vedouci laboratore preklinickych studii (zvéfince) a Ing. Jifi Moravec, Ph.D. z proteo-
mickeé laboratore.
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Ing. FrantiSek Bartak, Ing. Dagmar Jarkovska z laboratofe experimentaini kardoiologie a MUDr. Miroslava
Cedikova, Ph.D. z mitochondridlni laboratore.

Doc. RNDr. Marie Hubalek Kalbacova, Ph.D., vedouci laboratore studia interakci bunék s materidlem a Mgr.
Pavla Sauerova z tézZe laboratore.
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Ing. Veronika Rotova, Dr. Constantinos Papagiannitsis, Ph.D., vedouci laboratore antibiotické resistence a
aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii; v pozadi Mgr. katefina Elsnerova z laboratore famako-
genomiky.

2 MDDr. Miroslava Chalupova, Dana Kralova, DiS. a Mgr. Katefina Chudé&jova — laboratof antibiotické resis-
tence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii.

3 Ze zasedani dozor¢iho vyboru Biomedicinského centra 16. 11. 2016: doc. Ing. Stanislav Kmoch, CSc. (1.
LF), Ing. Marie Kle¢kova (tajemnice LFP) a prof. MUDr. Pavel Martasek, DrSc. (BIOCEV).

4 Ze zasedani dozor¢iho vyboru Biomedicinského centra 16. 11. 2016: MUDr. Vaclav Simanek, Ph.D. gFedi-
tel FN Plzeni), doc. Ing. Jaroslav Hrabdak, Ph.D. (manazer BC), prof. Ing. Josef Rosenberg, DrSc. (ZCU) a
prof. MUDr. Martin Matéjovi¢, Ph.D. (vedouci VP1).

5 Prof. MUDr. Martin Matéjovi¢, Ph.D., vedouci vyzkumného programu 1 a experimentaini laboratofe inten-
zivni mediciny; primar 1. interni kliniky LF UK v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen.

6 Dr. Constantinos Papagiannitsis, Ph.D., vedouci laboratofe antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni
spektrometrie v mikrobiologii.

7 Doc. MUDr. Jan Cendelin, Ph.D., vedouci laboratofe neurodegenerativnich poruch.
8 Doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar, Ph.D., vedouci laboratore kvantitativni histologie.
9 Ing. Jan Nevoral, Ph.D., vedouci laboratore reprodukéni mediciny.

10 Mgr. Veronika Brynychova, laboratof farmakogenomiky.

11 MUDr. Karel Jezek, Ph.D., vedouci laboratore experimentalni neurofyziologie.

12 Doc. MUDr. Jan Benes, Ph.D., experimentalni laboratof intenzivni mediciny.

13 Mgr. Pavel Pitule, Ph.D., vedouci laboratofe nadorové biologie.

14 RNDr. Monika Dolejskd, Ph.D., laboratof antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mi-
krobiologii.

15 Mgr. Lucie Vrabcova, laboratof studia interakci bunék s materidlem.

16 Doc. MUDr. Magdalena Chottova Dvorakova, Ph.D., vedouci laboratofe laserové mikrodisekce.
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