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UVOD

Vazené kolegyné,
vazeni kolegové,

opét se setkavame na tradi¢ni konferenci Biomedicinského centra Lékarské fakulty
v Plzni. V loriském roce jsme poprvé uskuteCnili konferenci ve zkouskovém obdobi
tak, aby se ji mohlo zU¢astnit co nejvice kolegl i studentd. Véfime, Ze i v letoSnim roce
se tento model osveédci.

Jak se ukdzalo v minulych ro&nicich, je kazdorocné poradana konference Biomedi-
cinského centra to nejlepsi platformou, kde dochazi k vzajemnému propojovani vy-
zkumu jednotlivych laboratofi. Jak vite, podafilo se nam v predchozich letech ziskat
nékolik vyznamnych projektd, jako na pfiklad projekt FIND nebo AMTMI. Stejné jako
koncici Narodni program udrzitelnosti povedou tyto projekty zcela jisté ke zvySovani
excelence naseho centra a jeho pevné ukotveni v oblasti vyzkumu infek&nich nemoci,
experimentalni chirurgii a neurovédach. Vyznamnym uspéchem bylo ziskani projektu
ERA Chairs programu Horizont 2020 Evropské komise. Na pozici podporovanou timto
projektem se podairilo ziskat excelentniho pracovnika v oblasti nadorové epidemiolo-
gie — prof. Kariho Hemminkiho, ktery se jiz do ¢innosti Biomedicinského centra zapajil.

Jak vidite z programu konference a pfilozenych abstrakt(, kazdy z tym jiz prezentuje
své nejlepsi vysledky dosazené za pfedchozi obdobi. Je potéSujici, ze fada z téchto
vysledk jiz byla uplatnéna v prestiznich ¢asopisech, pfipadné vyustila v podané pa-
tentové prihlasky.

V8em Ucastnikiim letosni konference Biomedicinského centra si dovolujeme poptat
inspirativni zazitky nejen béhem prednasek, ale také pfi kuloarnich diskusich nad vy-
sledky spole¢ného vyzkumu.

prof. MUDr. Milan Stengl, Ph.D. doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.
védecky feditel manazer
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KAPSAICIN — NOVY VAZOPRESOR?

Jan Horak™?, Lukas Nalos™, Jan Benes'*, Michala Peltanova's, Vaclav Tegl"?, Milan
Stengl'4, Martin Matéjovi¢'?

"Experimentalni laboratof intenzivni mediciny, Biomedicinské Centrum, LF UK v Plzni;
21, interni klinika LF a FN Plzen; ¥KARIM LF a FN Plzen; 4 Ustav fyziologie LF UK v Plzni.

Vazoplegie je fenoménem doprovazejicim septicky Sok. Snizena rezistence cévni
stény spolu se zvySenim srdecniho vydeje predstavuje klasickou sepsi indukova-
nou zménu krevniho obéhu, ktera dilem pfispiva k rozvoji a progresi multiorganové
dysfunkce v sepsi a vyznamné mortalité kriticky nemocnych. Navzdory tendencim
k ,dekatecholaminizaci“ jednotek intenzivni péce, pfedstavuje kontinualné podava-
ny noradrenalin prvni linii vazopresorické podpory. Eskalaci davky noradrenalinu pfi
progredujicim Soku dochazi k postupné ztraté ucinnosti tohoto katecholaminu a Sok
se stava refrakternim. Relativné uzké spektrum latek (agonisté vazopressinovych re-
ceptorl - argipressin, terlipressin, agonista AT receptoru — angiotenzin Il) je pak k dis-
pozici v ramci 1éCby refrakterniho Soku. Kapsaicin, alkaloid zodpovédny za pdlivou
chut’ nékterych druhl paprik, a jeho synteticky analog nonivamid, pfedstavuji latky
s potencialnim vazopresorickym uc¢inkem, jenz byl v minulosti demonstrovan na my-
§im modelu.

Efekt kontinualni aplikace kapsaicinu a nonivamidu byl evaluovan na 24 anestezova-
nych zvifatech rozdélenych do 6 skupin zahrnujicich kontrolni zvifata a zvifata s indu-
kovanou progresivni peritonedlni sepsi. Anestezovana zvirata byla extenzivné hemo-
dynamicky monitorovana a dale v pravidelnych Sestihodinovych intervalech probihal
odbér materialu pro laboratorni analyzu.

Predbézna analyza zakladnich hemodynamickych parametr(i v rdmci pilotnich expe-
rimentd pfinesla pozitivni signal ve smyslu ovlivnéni sepsi-indukovanych zmén hemo-
dynamiky pfi kontinudlni aplikaci uvedenych latek.

Povzbudivé vysledky naznaduji existenci alternativnich molekularnich mechanizma
kontroly cévniho tonu za stav(i vyznamné systémové inflamace a mohou byt impul-
sem k vyvoji novych non-katecholaminergnich |é€iv.

m Experimentalni laboratof intenzivni mediciny



M Laboratof antibiotické resistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii

MOZNOSTI GENOVE TERAPIE V PREVENCI éjﬁ%/ENi
ANTIBIOTICKE REZISTENCE A LECBE INFEKCNICH
NEMOCI

Hrabék J., Svec M.

Laborator antibioticke rezistence a aplikaci hmotnostni spektrometrie v mikrobiologii,
Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK v Plzni, Ustav mikrobiologie, Lékarska
fakulta UK a Fakultni nemocnice v Plzni

Prijeti exogenni genetické informace burikou je jednim ze zakladnich krok{ biotech-
nologie a genového inzenyrstvi. Molekula nukleové kyseliny je do eukaryotické nebo
prokaryotické buriky vnesena procesem zvanym transfekce (eukaryotické bunky),
resp. horizontalnim pfenosem genetické informace (prokaryotické buriky). V pfipa-
dé prokaryotickych bunék horizontalni pfenos genetické informace zahrnuje vneseni
nukleové kyseliny metodou transformace, transdukce a konjugace. PfedevSim konju-
gace je vyznamna pro $ifeni genl antibiotické rezistence v pfirozenych podminkach.
Geneticka informace je do eukaryotickych bunék a v nékterych pripadech i do pro-
karyot v podminkach in vivo cilené vnasena viry nebo nevirovymi pfenaseci V pfipa-
dé virovych vektorll se obvykle jedna o defektni partikule, neschopné samostatné
replikace a tim i nekontrolovatelné replikace vnasené genetické informace. U euka-
ryot jsou obvykle vyuzivany retroviry, adenoviry a herpes simplex viry. U prokaryot
se jedna o bakteriofagy. DalSimi metodami jsou postupy fyzikalni a chemické. Jako
pfiklad fyzikalnich metod Ize jmenovat injektaz nukleové kyseliny pomoci jehly, balis-
tickou metodu, ktera vyuziva k vneseni nukleové kyseliny obvykle zlatych nano&astic,
sonoporaci, vneseni nukleovych kyselin pomoci ultrazvuku, elektroporaci, fotopora-
ci prostfednictvim laseru, magnetickou, nebo hydroporaci. K efektivnimu priniku do
bunék je dale vyuzivano spojeni nukleové kyseliny a chemického nosice (molekula/
polymer), ktery umozni efektivni prostup negativné nabité nukleové kyseliny pres cy-
toplasmatickou membranu. Mezi chemické nosiCe patfi anorganické ¢astice (kfemik,
zlato, méd, stfibro, Zelezo apod.), biologicky odbouratelné Castice (kationtové lipidy,
peptidové vektory) a polymery (polyetylenimin, polymetakrylat apod.). V nasi laborato-
fi se posledni dva roky vénujeme vyvoji nereplikativnich genetickych elementd, které
by bylo mozné vyuzit predevSim pro transformaci prokaryotickych bunék a transfekci
bunék eukaryotickych. Cilem bylo vyvinout komplex nukleové kyseliny s transportni
molekulou, ktery by bylo mozné pouzit pro odstranéni plazmidd nesoucich geny re-
zistence z bakterialni buriky (Celed Enterobacterales). Dale jsme chtéli ovéfit, zda Ize
zkonstruovat komplex, ktery by byl schopny usmrtit bakterii vnesenim genu pro maly
toxin. Podafilo se vyvinout strukturu, ktera spliiuje podminky stability vici nukleazam
a efektivné prostupuje pfes bunécnou sténu. V budoucnu se chceme dale vénovat na
priklad ovlivnéni virulence mikrobU a tim i jinému pfistupu k Ié¢bé bakterialnich infekci.



VZTAHY MEZI CMV A BKV PO TRANSPLANTACI LEDVINY

Reischig'?, KaCer M'2, Hes O%*3, Machova J'2, Némcova J?, Lysak D4, Jindra P24,
Pivovarcikova K, Bouda M'?

. interni klinika, Lékarska fakulta UK v Plzni, Fakultni nemocnice Plzen; 2Biomedicinské
centrum, Lékarska fakulta UK v Plzni: 3SikiCiv Ustav patologie, Lékarska fakulta UK
v Plzni, Fakultni nemocnice Plzen; *Hematologicko-onkologické oddéleni, Fakultni
nemocnice Plzen

Infekce polyomavirem BK je u pacientl po transplantaci ledviny pfi¢inou polyomavi-
rové nefropatie (PVAN), ktera vede k destrukci renalniho parenchymu, inflamaci s na-
slednou fibrézou a pfed¢asnému selhani Stépu. Role cytomegalovirové (CMV) infekce
a jeji prevence na vyskyt BKV virémie a PVAN neni dosud prozkoumana. V prospek-
tivni studii jsme analyzovali 207 pacientll po transplantaci ledviny, ktefi byli zahrnu-
ti do dvou navazujicich randomizovanych studii, které porovnavaly rizné zplsoby
prevence CMV. U vSech nemocnych byla rutiné monitorovana CMV a BKV virémie
pomoci PCR. Pacienti s funk&nim stépem podstoupili protokolarni biopsii $tépu ve 3
letech k zhodnoceni vyskytu stfedné tézké a tézkeé intersticialni fibrézy s atrofii tubu-
IG (IFTA). V ramci prevence CMV dostavalo 59 pacientl profylaxi valganciclovirem a
100 pacientd profylaxi valacyclovirem, 48 pacientll bylo vedeno pomoci preemptivni
IéCby. Incidence BKV virémie a PVAN ve 3 letech byla 28 % a 5 %. Tranzientni (<3
mésice) BKV virémii mélo 70 % pacientl, zatimco perzistentni (=3 mésice) 30 %.
Vysoka virova naloz (=10,000 c/mL) byla detekovana u 18 %, nizka naloz (< 10,000
c/mL) u 61 %; u 21 % nebyla virova naloz stanovena. CMV DNAémie vznikla u 55 %
a CMV nemoc u 6 % pacientl. Riziko vzniku BKV virémie (42 % vs. 23 % vs. 21 %,
P=0,006) i PVAN (12 % vs. 2 % vs. 2 %, P=0,011) bylo signifikantné vy$si u pacientl
léCenych profylaxi valganciclovirem v porovnani s valacyclovirem nebo preemptivni
Ié€bou. Multivariacni analyza (Cox proportional hazard regression) potvrdila profylaxi
valganciclovirem jako nezavisly prediktor vzniku BKV virémie (HR=2,38, P=0,002)
a PVAN (HR=4,73, P=0,026). Naopak riziko vzniku BKV virémie po pfedchozi CMV
DNAémii bylo snizené (HR=0,50, P=0,018). Vyskyt stfedné tézké nebo tézké IFTA
byl vyrazné zvy$en u pacientl s vysokou BKV virovou nélozi (71 %; OR, 12,1; 95 %
Cl, 1,62-90,0; P=0,015) nebo perzistentni BKV virémii (67 %; OR, 6,33; 95 % Cl,
1,19-33,7; P=0,031) s korespondujicim narlstem histologického skére intersticialni
fibrézy + tubularni atrofie. Pouze pacienti s tranzientni BKV virémii s nizkou virovou
nalozi méli podobny vyskyt a progresi IFTA jako skupina bez BKV virémie. V horizontu
5ti let bylo zhorsené prezivani $tépl prokazano pouze u skupiny nemocnych s PVAN.
V souhrnu, nase data ukazuji, ze profylaxe valganciclovirem v ramci prevence CMV
infekce mlze byt spojena se zvySenym rizikem vzniku BKV virémie a PVAN. CMV
DNAémie nevede k narlstu nasledné BKV virémie. Pouze tranzientni BKV virémie
s nizkou virovou nalozi je bezpe¢na z pohledu progrese fibrézy Stépu. Naopak perzis-
tujici BKV virémie nebo BKV virémie s vysokou virovou naloZi je spojena s excesivnich
rizikem progrese fibrozy stépu do pokrogilych forem.

ﬁ Laboratof transplantace ledvin a nahrady funkce ledvin



m Laboratof experimentalni kardiologie

TERAPIE I\/IEZENCHYI\/IALNH\/I[ KMENOVYMI BUNKAMI
V KLINICKY RELEVANTNIM MODELU SEPSE

Jan Horak, Lukas Nalos, Vendula Martinkova, Vaclav Tégl, Lucie Vistejnova, Jitka
Kuncova, Michaela Kohoutova, Dagmar Jarkovska, Jan Benes, Milan Stengl, Martin
Matgjovic

Laborator experimentalni kardiologie, Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK
v Plzni

Vyznamny terapeuticky potencial mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) pfi se-
psi byl opakované demonstrovan ve studiich s experimentalnimi modely hlodavcu.
Tyto povzbudivé vysledky nebyly nicméné nikdy ovéfeny na velkém zvifecim modelu
s vySSi klinickou relevanci. V této studii jsme proto prozkoumali bezpecnost a ucin-
nost 1éCby MSC odvozenymi z kostni dfené v klinicky relevantnim modelu sepse na-
vozené progresivni peritonitidou u prasete.

32 anestezovanych, mechanicky ventilovanych prasat bylo nahodné rozdéleno do
4 skupin po 8 zvifatech: 1) kontrolni skupina, 2) kontrolni skupina s aplikaci MSC, 3)
septicka skupina a 4) septicka skupina s aplikaci MSC. Peritonealni sepse byla vyvo-
lana inokulaci kultivované autologni stolice. MSC (1x106/kg) byly aplikovany nitrozilné
6 h po vyvolani sepse.

Parametry systémové, regionalni a mikrovaskularni hemodynamiky, funkce rliznych
organ(, mitochondridlni funkce, systémové imunitné-zanétlivé odpovédi a oxidativni-
ho stresu byly zméreny bezprostfedné pred a 12, 18 a 24 h po vyvolani peritonitidy.
Podani MSC kontrolnim zvifatdm nevyvolalo Zadné méfitelné akutni Gc¢inky. Podani
MSC septickym zvifatdm nedokéazalo omezit sepsi navozené hemodynamické zmé-
ny ani postupny narlst skore organového selhani (SOFA). Podani MSC nezabranilo
rozvoji septické bunétné myokardialni deprese ani mitochondrialni dysfunkce. MSC
rovnéz nedokazaly modulovat dysregulovanou imunitné-zanétlivou odpovéd.

Intravendzni aplikace MSC odvozenych z kostni diené zdravym zvitatim byla dobfe
tolerovana. Nicméné, v klinicky relevantnim modelu sepse na velkém zvifeti, podani
MSC nedokazalo zvratit ani omezit Zadnou ze septickych poruch na rliznych Grovnich
biologické slozitosti (od organel po cely organismus).



PROTEINY AVDS,ORBOVANEVK PVOLYSUI_FONOVE',
HEMODIALYZACNI MEMBRANE BEHEM CITRATOVE A
HEPARINOVE ANTIKOAGULACE

Mare$ J, Tima Z, Moravec J, Richtrova P, Matejovi¢ M
[. interni klinika, Lékarska fakulta UK v Plzni

Cilem studie bylo pomoci proteomické analyzy biofilmu srovnat na molekulové urovni
ucinky (resp. interakci mezi krvi a dialyzacni membranou) za podminek regionalni cit-
ratové a systémoveé heparinové antikoagulace.

Deset pacientl podstupuijicich pravidelnou hemodialyzu bylo vySetfeno ve zkfizeném
designu za podminek dvou riznych antikoagulaénich rezima, tj. citratové a heparino-
vé antikoagulace a v rezimu bez antikoagulace (kontrolni soubor). Na konci standardni
hemodialyza¢ni procedury (4 hodiny, polysulfonova dialyzaéni membrana) byly dialy-
zatory proplachnuty a povrchovy biofilm byl uvolnén pomoci kyseliny octové. Protei-
nové slozeni vyplachu bylo analyzovano za pouziti dvourozmérné gelové elektroforé-
zy, rozlozeni proteinovych frakci bylo porovnano mezi jednotlivymi antikoagulaénimi
rezimy. Proteiny, v jejichZ zastoupeni byly zjiStény vyznamné rozdily byly identifikova-
ny hmotnostni spektrometrii.

Citratova antikoagulace byla provazena vyznamné mensi adsorpci proteinl k dialy-
zacni membrané v porovnani s heparinovou antikoagulaci (2,2 [1,1-2,9] mg vs. 6,5
[2,9-11,6] mg, P = 0,009). Mezi proteiny, jejichz zastoupeni se nejvice lisilo, prevladaly
fragmenty a fetézce fibrinu s molekulovou hmotnosti mensi nez 40 kDa. U téchto frag-
mentd pak analyza aminokyselinové sekvence prokazala absenci zesitovani (cross-
-links). Naproti tomu heparinova antikoagulace zabranila adsorpci a $tépeni nékolika
protein(l s afinitou k heparinu, zejména faktoru komplementu FHR3, transportnich
protein( pro ristovy faktor IGFBP 2, 4 a 5, nebo chemerinu.

V porovnani s heparinem vede citratova antikoagulace k mensi adsorpci protein
k dialyzacni membrané a brani zesitovani fibrinového koagula. Selektivni adsorp&ni
vlastnosti dialyzaéni membrany jsou vyznamné ovlivnény rezimem antikoagulace.

ﬁ Proteomicka laboratofr
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LIDDLEUV SYNDROM — DETEKCE NOVE MUTACE

MUDr. St&pan Mares, Prof. MUDY. Jan Filipovsky, CSc., doc. RNDr. Martin Pesta, Ph.D.,
doc. Ing. Jaroslav Hrabak, Ph.D.

II. Interni klinika, Lékarska fakulta UK v Plzni

Liddletv syndrom je dédi¢na forma arteridlni hypertenze. Jedna se o vzacné onemoc-
néni, nicméné prevalence bude patrné vyrazné podhodnocena vzhledem k tomu, ze
pouze zlomek suspektnich jedincl podstoupi genetické vysetieni a jsou vedeni pouze
jako hypertonici rezistentni na terapii. Liddle(iv syndrom je zplsoben mutaci v genu
pro epitelidini sodikovy kanal. Dochazi k jeho zvySené funkci, coz vede k nadmérné-
mu vstfebavani Na+ zpét do krve, nasledné volumexpanzi a arterialni hypertenzi. Dal-
Simi projevy byvaji hypokalémie a nizka hladina aldosteronu. Tyto znaky vSak nejsou
vzdy vyjadfeny a navic byvaji ovlivnény lIé€bou, coz dale ztéZzuje diagnostiku. Protoze
nastup hypertenze je jiz v ¢asném véku, dochdazi béhem Zivota pacienta k brzkému
organovému poskozeni a je tedy nutné zacit co nejdfive s ucinnou antihypertenzni
IéEbou. Tou je inhibitor epitelidlniho sodikového kandlu — amilorid. U vétsiny pacient(
staci ke kontrole vysokého krevniho tlaku pouze monoterapie timto Iékem. VySet-
fili jsme suspektni rodinu ve tfech generacich celkové o 13 probandech. U 7 jsme
identifikovali dosud nepopsanou mutaci v genu SCNN1B zpUsobuijici vznik stop ko-
donu (Tyr604*). U 3 nejmladsSich asymptomatickych ¢lend rodiny potvrzeni diagnézy
Liddleova syndromu umoziiuje zafazeni do dispenzarni péce a predeijiti nasledkdim
postupné se rozvijejici hypertenze.




VLIV POHYBOVE AKTIVITY NA I\/IITOCHOONDRIALNi
FUNKCE TKANI A ORGANU POTKANU F-344
V POKROCILEM VEKU

Jan Jedlicka'?, Jana Toimova?, Jitka évfglerové‘-a, Dagmar Jarkovska'?, Annu Kala*,
Karel Jezek*s, Milan Stengl"®, Jitka Kuncova'?

Lékarska fakulta UK v Plzni: "Ustav fyziologie; 2Mitochondrialni laborator, Biomedicinské
centrum; 3Laborator experimentalni kardiologie, Biomedicinske centrum; 4Laborator
experimentalni neurofyziologie, Biomedicinské centrum; *Ustav patologické fyziologie

Vliv fyzické zdatnosti na odolnost vici zatézovym situacim je diskutovanym téma-
tem ve fyziologii i klinickych disciplinach. Ve vy$sim véku, kdy nemocnost populace
prudce stoupd, mlze byt zahajeni pravidelného cviceni obtizné z déivodl omezené
pohyblivosti, pfidruzenych chorob i nejasného benefitu. S celkovou fyzickou zdat-
nosti Uzce souvisi schopnost mitochondrii produkovat biologicky dostupnou energii
ve formé ATP. Mnoha studiemi jiz bylo potvrzeno, ze pravidelnym cvi€enim kapacita
mitochondrialniho respiracniho systému v kosternim svalu stoupa, méné je znamo
o vlivu pravidelného cvi¢eni na mitochondrialni funkce parenchymatéznich organda,
zejména ve vysSSim véku.

Cilem nasi prace bylo zjistit vliv pravidelného cvi¢eni na mitochondridlni respiraci riiz-
nych tkani a organ( potkana kmene F-344 v pokrocilém véku 24 mésicl. Po tydenni
adaptaci na béhaci pas byli samci i samice podrobeni zatéZovému testu, kde byla
zjiStovana maximalni rychlost, ve které zvife vydrzi 3 minuty. Po rozdéleni pokusnych
zvifat do 4 skupin po 10 jedincich (samci a samice bez dodatkové fyzické namahy
— MS a FS, samci a samice v tréninku — MT a FT) byli MT a FT potkani podrobeni
chronické zatézi odpovidajici 60 % maximalni rychlosti, ktera trvala 4 tydny, vzdy
5 dni v tydnu po 25 minutach. U skupin MT a FT byl opét proveden zatézovy test,
v dal$im dnu byla zvifatdm v anestezii zaznamenana kiivka EKG a nasledné byla Se-
trné usmrcena. Svalovina levé a pravé komory byla pouzita pro elektrofyziologicka
méfeni a analyzu mitochondridlni respirace, ktera byla provedena také v hipokampu,
mozecku, kosternim svalu, kiife ledvin, jatrech a izolovanych trombocytech. Spotfeba
kysliku byla stanovena pomoci standardizovanych titraénich protokoll na oxygrafech
Oroboros O2k (Oroboros, Rakousko) tak, aby odpovidaly metabolické aktivité dané
tkané v klasickych respiracnich stavech tj. LEAK (stav nutny k udrZzeni membrano-
vého potencidlu), OXPHOS (kapacita oxidativni fosforylace pfi aktivaci komplex( | a
Il u vzorkd z hipokampu a mozec¢ku, pfipadné flavoproteinu prenasejiciho elektrony
z metabolismu mastnych kyselin a komplext | a Il u vzorkd z kosterniho a srde¢niho
svalu, jater a ledvin), ETSC (kapacita elektrontransportniho systému) a ROX (rezidualni
spotreba kysliku). Na izolované trombocyty byl aplikovan titraéni protokol pro intaktni
bunky, tj. méfeni bazalni respirace, stavu LEAK po aplikaci oligomycinu, ETSC po
injekci rozprahova¢e FCCP do komor oxygrafu a ROX po pfidani antimycinu A.

Pravidelna fyzicka zatéz neméla statisticky vyznamny vliv na zdatnost experimental-
nich zvifat, u samic neovlivnila Zadny z méfenych respiracnich parametr( v zadném
organu, ani v trombocytech, kromé tzv. respiracni rezervy desticek, tj. rozdilu ETSC a
bazalni respirace, ktera u samic po tréninku signifikantné vzrostla. U samct doslo do-
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konce ke statisticky vyznamnému poklesu mitochondrialni spotfeby kysliku v obou sr-
decnich komorach a v jatrech, v intaktnich trombocytech signifikantné vzrostly bazalni
respirace a stav LEAK, takZe spotreba kysliku odpovidajici produkci ATP se vyznamné
nezménila. Trombocytarni respiraéni parametry nekorelovaly s mitochondridlni spo-
tfebou kysliku v analyzovanych tkanich.

NasSe studie ukazala, ze ve vysokém véku nemusi mit pravidelna fyzicka zatéz bla-
hodarny vliv na mitochondrialni kondici pficné pruhované svaloviny, mozkové tka-
né a vnitfnich organ(. Pro stanoveni typu a velikosti zatéze, ktera by pfipadné méla
v pokrocilém véku pozitivni vliv na bioenergetiku tkani, je zapotrebi provést dalsi
experimenty, které by pfipadnou intenzitu ,cviceni“ lépe prizplsobily individualnim
podminkam starnouciho organismu. Nizka korelace mezi mitochondrialni aktivitou
trombocytl a zkoumanych tkani nesvéd¢i pro moznost vyuziti trombocytl k odhadu
bioenergetické situace vnitfnich organd.

Prace byla podpofena Programem rozvoje védnich oborl Univerzity Karlovy (PRO-
GRES - projekt Q39), projektem Specifického vysokoskolského vyzkumu Univerzity
Karlovy €. 260394, projektem CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787, Centrum vyzku-
mu infekénich onemocnéni, udéleného MSMT CR, financovaného z EFRR, Narodnim
programem udrzitelnosti | €. LO1503 poskytovanym Ministerstvem skolstvi, mladeze
a télovychovy.




ANALYZA LCM VZORKU POMOCI KAPILARNIHO WB
Pandey S.'2, Tdma Z.", Smrhova T.2, Pesta M.8, Chottova Dvordkova M.!2
Lékarska fakulta UK v Plzni: 'Biomedicinské Centrum; 2Ustav fyziologie; 3Ustav biologie.

Mikrodisekce za pomoci laseru (LCM) v kombinaci s genomickou, transkriptomickou
nebo proteimickou analyzou je vykonnym nastrojem studia bunéénych subpopulaci
nebo jednotlivych bunék heterogennich tkani. Mohou tak byt zjiStény informace mak-
rodisekci nedosazitelné. Metodika pouzita pfi viastnim zpracovani izolovanych vzorkl
je rozhodujici pro ziskani kvalitnich informaci. Hlavnimi pfekazkami je pfedevsim malé
mnozstvi vzorku a vicestupriové zpracovani, ale také riziko vzniku chyby v kazdém
kroku. Hlavnim cilem této studie je integrovat proteomickou analyzu - automatizovany
kapilarni western blotovy pfistroj (capWB) s LCM pro ziskani hlubSich, senzitivnéjsich
a reprodukovatelngjSich informaci o prostorové definovanych regionech. Integrace
LCM-capWB tedy nejen poskytne jedine€nou platformu pro analyzu proteomickych
informaci o konkrétnim typu bunék, ale navic mlze pomoci pochopit patofyziologické
procesy probihajici v rliznych burkach v souvislosti s rliznymi patologickymi stavy,
protoZze umoziiuje analyzu dysregulace proteind.

P¥i realizaci tohoto projektu jsme postupovali v nasledujicich krocich: a) Standardiza-
ce capWB pomoci LCM vzork( riznych velikosti. b) Odhad limitu kvantifikace (LOQ)
pro vzorky LCM na capWB. c) Optimalizace capWB s pouzitim protilatky anti B-aktin
a vzorku LCM o velikosti 0,5 mm2. d) Multiplexovani na LCM vzorku s pouzitim anti
B-aktinu v kombinaci s dal$imi protilatkami.

Zjistili jsme, Ze optimalizovana metoda pro stanoveni bilkoviny B-aktinu prostrednic-
tvim capWB s rdiznou velikosti vzorkd LCM, a to konkrétné 0,5 mm?, 0,25 mm? a 0,125
mm?, vykazovala linearitu s koeficientem variability (CV), ktery byl 17,7 %, 20 % a
29 %, resp.

Pro stanoveni LOQ byly analyzovany LCM vzorky ziskané z tkariového fezu ledviny
laboratorniho potkana tloustky 10 pm o plose 0,5 mm?, 0,25 mm?, 0,125 mm? a 0,062
mm?. Pfi nasledné analyze jsme pouzili jednak protilatku proti 3-aktinu (vysoce za-
stoupeny protein) a dale protilatku proti proteindm asociovanym s mikrotubuly 1A/1B
proteinu 3A lehkého fetézce (LC3AB; nizko zastoupeny protein). Minimalni velikost
LCM vzorku potfebna pro analyzu za pomoci capWB je 0,125 mm?, avSak nejnizsi CV
bylo ziskano pro vzorek o velikosti 0,5 mm?2. Nasledné jsme porovnali vysledky z ca-
pWB a tradi¢niho WB a také jsme za pomoci protilatek proti B-aktinu, PCK-2, VDAC2,
GABT ¢i koktejlu subcelularnich organel zkoumali a poté potvrdili moznost analyzy
proteind o rizné molekulové hmotnosti v jedné kapilafe capWB.

Nami vypracovana metodika integrace LCM a capWB je oproti konvenénimu WB
méné pracna, rychlejsi, robustnéjsi, vysoce reprodukovatelna a citliva. Navic umoz-
fuje stanovovat vice nez jeden protein v jedné kapilare, coz dale zvySuje efektivitu,
ale i vyuzitelnost capWB. Nami popsana metodologie byla pouzita pro tkanové rezy
ledvin, ale stejny postup mlze byt pouZit pro fadu dalSich typ( tkani. Podafilo se vy-
tvofit metodiku, ktera umozriuje efektivné analyzovat, prostrednictvim capWB, vzorky
ziskané za pomoci LCM.

ﬁ Laboratof laserové mikrodisekce
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REKAPITULACE CINNOSTI BIOFYZIKALNI LABORATORE
ZAR. 2019

Bolek L', Dejmek J'?, Kuncova J?, Rizicka J'?, Benes J'2

"Biofyzikalni laborator, Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK v Plzni; 2(Jstav
biofyziky, Lékarska fakulta UK v Plzni

Sekce — Mimotélni okruhy

Vyvoj konstrukci mimotélnich okruh( a jejich pouZiti v experimentech probihaly v Gzké
spolupraci s tymem Laboratore nadorové 1é€by a experimentalni mediciny doc. LiSky

V roce 2019 probéhlo 8 pilotnich experimentd v ramci hodnoceni metody zplsobu
shizeni srazlivosti krve v okruhu pfistroje pro nahradu funkce ledvin. Experimenty na-
dale probihaly s jiz pIlné standardizovanym operac¢nim setem, operaénim postupem,
anestezii a zpracovanim biochemickych a hematologickych vzork(. Dvé tfetiny zis-
kanych dat z analyz odebranych vzork(d byly prvotné zpracovany a vysledky konzul-
tovany s doc. Kuncovou a doc. BeneSem. Z vysledk( diskuze pak vySel plan daliho
zpracovani dat v r. 2020.

V ramci spoluprace s tymem doc Lisky jsme upravili, doplnili a uspésné odzkouseli
novou variantu okruhu pro podporu krevniho obéhu pfi provadéni transplantace jater.
Vr. 2019 jsme ji pouzili pfi kazdé probéhlé transplantaci, kterych bylo dvacet.

V r. 2019 jsme téz provedli Upravu a doplnéni specialniho setu pro decelularizaci jater
opét pro tym doc. Lisky. Obdobné jako vySe jsme se pokazdé zucastnili probihajicich
decelularizaci s tim, Ze jsme cely systém obsluhovali.

V8echny sety (desitky) jsme pro potiebu experimentl vyrabéli sami a zajiStovali také
veskerou logistiku s tim spojenou. Zaroven jsme k experimentdm pfivedli dva nové
studenty fakulty. TéZ jsme provadéli zaskolovani ¢lenl chirurgického tymu pro praci
se sety na opera¢nim sale.

Pro zjednoduseni Fizeni setll a sbéru dat z nich jsme zapocali s vyvojem univerzalni
biokonzole s fadou programovatelnych fidicich a méficich funkci.

Sekce — Mikrohyperbarie

Tkarova laboratof na Ustavu Biofyziky byla oproti planu (z ddvodu zpozdéni a kom-
plikaci s VR) dokong&ena aZ v listopadu 2019. Z tohoto dfivodu nebylo mozné provést
plvodné planované experimenty uvedené v cilich vyzkumu pro r. 2019. Po zprovoz-
néni laboratofe koncem roku probéhli uspésSné pilotni pokusy a pfipravou lidskych
svalovych bunék kosterniho svalstva pro testovani metabolickych intervenci na jejich
respiraci.

Sekce — Hyperbarie

V roce 2019 byla doplnéna zvifata (3 jedinci) v pokusu ve schvaleném vyzkumu vliv
HBO na hojeni rany u ZDF potkana. Stavajici poCet nyni umoznuje statistické hodno-
ceni. Data jsou doplfiovana na histologii, zbyva doplnit imunochemii ze zamrazené

20



plazmy. Po publikaci neplanujeme v této vétvi vyzkumu prozatim pokracovat, z diivo-
du dal8ich aktivit.

Hyperbaricka komora byla v r. 2019 technicky dopInéna o systém sledovani kon-
centrace oxidu uhelnatého. Tuto adaptaci budeme v r. 2020 testovat a zprovoznovat
s pilotnimi zvifaty tak, aby bylo mozné domluvit a zacit s experimenty ve spolupraci
s neurofyziologii BC (vliv otravy CO na ¢innost VNC a studované procesy paméti.).

Dalsi aktivity

e Podana 3 oznameni objevu a vynalezu, vedenim LF vSechna schvélena k po-
stoupeni k ochrané cestou uzitného vzoru, narodniho patentu a mezinarodni pa-
tentové prihlasky PCT.

e Ing. Jifi Dejmek zpracoval za tym projektovou Zadost do vyzvy GAMA TACR
s nazvem: ,Modullar Scaffold System* a predlozen na UK k hodnoceni.

e MUDr. Lukas$ Bolek se stal odbornym hodnotitelem TACR.

e Aktivni U¢ast na konferencich XLII Dny Iékarské biofyziky, Sbornik abstrakt, Ko-
lin, 29.5. - 31.5.2019 a XXIIl. Kongres Ceské spoleénosti hyperbarické a letecké
mediciny — celkem 4 pFispévky.

Studie byla financovana z Narodniho programu udrzitelnosti | (NPU 1) &. LO1503 po-
skytovaného Ministerstvem Skolstvi, mladeze a télovychovy. Podporeno Programem
rozvoje védnich obord Univerzity Karlovy (Progres Q39). Podporeno projektem Cent-
rum klinické a experimentalni jaterni chirurgie UNCE/MED/006. Podporeno projektem
Centrem vyzkumu infekénich onemocnéni CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787.

21

ﬁ Biofyzikalni laboratof



22



23



H Laboratof neurodegenerativnich poruch

HIPOKAMPALN[ I\/I[TOCHQNDRIAIV_/NI' DYSFUNKCE
A ABNORMALNI CHOVANI MYSIHO MODELU
SPINOCEREBELARNI ATAXIE 1

Filip Tichanek'2, Martina Salomova'2, Jan Jedlicka#, Jitka Kuncova®¢, Pavel Pitule®,
Tereza Macanova®, Zuzana Petrankova', Zdenék Tama’, Jan Cendelin'?

Lékarska fakulta UK v Plzni: 'Ustav patologické fyziologie; 2Laborator
neurodegenerativnich poruch, Biomedicinské centrum; 2Ustav fyziologie;
4Mitochondrialni laborator, Biomedicinské centrum; ®*Laborator nadoroveé biologie,
Biomedicinské centrum; ¢Ustav biologie; ”Proteomicka laborator, Biomedicinské
centrum.

Spinocerebelarni ataxie typu 1 (SCA1) je dosud neléCitelné neurodegenerativni one-
mocnéni zplsobené mutaci genu kédujiciho protein Ataxin-1. PrestoZe je mutovany
gen exprimovan v mozku difuzné, onemocnéni je spojené zejména s degeneraci mo-
zeCku a souvisejicim narusenim hybnosti. Mnoho pacientd ale trpi i rdznymi psychi-
atrickymi obtizemi, zejména depresemi, apatii a narusenim paméti. Dosud ale neni
jasné, do jaké miry jsou tyto psychiatrické potize zplsobeny pfimo neuropatologii
mozec€ku ¢i jinych oblasti CNS, a do jaké miry jsou spiSe psychologickou reakci na
krutou diagndzu a progresivné se zhorsujici hybnost.

V prezentované studii jsme se zaméfili na chovani mysiho transgenniho (knock-in)
modelu lidské SCAT1. Zijistili jsme, Ze SCA1 mysSi vykazuji fadu dosud nepopsanych
abnormalit v chovani, které jsou analogické psychiatrickym obtizim lidskych pacient.
Vyrazné bylo zejména ,uzkostné“ a ,,depresivni“ chovani, zhor§ena schopnost inhi-
bovat ulekovou reakci na predvidatelny stimulus a narusena kognitivni flexibilita. Tyto
abnormality se prekvapivé vynofily v mladSim véku nez naruSeni pohyblivosti. SCA1
mysSi mély navic snizeny objem hipokampu, struktury mozku kli¢ové pro emoce, pa-
mét a kognitivni flexibilitu. Hipokampalni atrofie pfedchazela mozeckové degeneraci a
byla spojena s mensim poctem neurond, snizenou neuroplasticitou, poklesem hladiny
trofického faktoru BDNF a dramaticky poSkozenou neurogenezi, tj. schopnosti hipo-
kampu produkovat nové neurony. Hipokampalni atrofie navic pfimo odrazela individu-
alni miru nékterych abnormalit v chovani, zejména ,,depresivniho” chovani a kognitivni
flexibility. Mitochondrialni respirometrie navic ukazala vyraznou mitochondrialni dys-
funkci v hipokampu SCA1 mysi, ale prekvapivé ne v jejich mozecku.

Ve svétle t&chto poznatkl se SCAT1 jevi jako velmi komplexni neurodegenerativni one-
mocnéni zahrnujici i komponentu ne-motorickych postizeni, ktera jsou zcela nezavisla
na mozec¢kové degeneraci a ztraté pohyblivosti. Nase vysledky zaroven naznaduji, ze
by stimulace mitochondridlnich funkci a/nebo zvySovani hladin trofickych faktor( v hi-
pokampu mohly pfedstavovat novou nadéjnou cestu ve vyzkumu terapie nékterych
funkénich postizenich u SCA1.

Prace byla podporena projektem grantem GAUK ¢&. 652217, NPU | &. LO1503 MSMT,
PROGRES - projekt Q39, projektem SVV €. 260 394 a projektem CZ.02.1.01/0.0/
0.0/16_019/0000787, Centrum vyzkumu infekénich onemocnéni, udéleného MSMT,
financovaného z EFRR.
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PORUCHY ZPRACOVAC[\II' NEURALNI INFORMACE BEHEM
SPANKU U MODELU ALZHEIMEROVY CHOROBY A
GENERALIZOVANEHO ZANETU

Karel Blahna, Karel Jezek

Laborator experimentalni neurofyziologie, Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK
v Plzni.

Jednim z cild pracovisté je hlubsi pochopeni mechanisml spanku u zdravého nebo
funkéné poskozeného mozku. Soustfedujeme se na studium spankové dynamiky, jez
ma kauzalni vztah k vy$$im kognitivnim funkcim, zejména k proceslm uchovani a
opétovnému vybaveni epizodické paméti. Nase pozornost sméfuje zejména k popisu
narusené spankové dynamiky u vybranych patofyziologickych stavd, jako je Alzhei-
merova choroba, schizofrenie a sepse.

Pro efektivni fungovani mozku, ale i imunitniho systému nebo metabolismu, je zcela
zésadni udrzovani spravné choreografie spanku. Ta je obvykle strukturovana pomo-
ci metodam elektroencefalografie a elektromyografie na alternujici faze hlubokého
spanku NREM (Non- Rapid Eye Movement) s typickym vyskytem pomalych vin a REM
(Rapid Eye Movement), jenZ se svym charakterem podoba stavu bdélosti a je dopro-
vazen relaxaci kosterniho svalstva a pohybem oc¢nich bulbd.

Nové naucena informace je ve spanku aktivné zpracovavana coby soucast procesu
konzolidace, a to odliSnym zplsobem v NREM a REM fazi. V souCasné dobé Ize
pfimo kvantifikovat tzv. spankové biomarkery konsolidace pamétové stopy rozpo-
znatelné z typického charakteru popula¢nino chovani velké skupiny neuronl. Tyto
kratkodobé epizody synchronie, nazyvané jako Sharp Wave Ripples (SWR) byly nej-
prve objeveny v hipokampu béhem NREM faze spanku, ale pozdéji byly popsany i za
klidového stavu v pribéhu bdéni . Neuronovou aktivitu b&éhem SWR Ize detekovat,
dekddovat a nasledné Ize studovat jeji informacni obsah.

V poslednich dvou letech se intenzivné vénujeme studiu struktury spanku a dynamiky
konsolidace pamétové stopy v hipokampu u transgenniho potkaniho modelu Alzhei-
merovy choroby TgF344 AD. Z naSich méreni je zfejma naruSena struktura spanku
u starych zvifat (12-18 mésicll) bez ohledu na to, zda je pfitomna mutace nesouci
pozitivitu genu zvysSujiciho produkci amyloidu beta &i nikoliv. Kvantitativni EEG méreni
vlastnosti SWR rovnéz neukazalo vyznamné rozdily mezi experimentalnimi TgF344
AD + a kontrolnimi TgF344 AD - skupinami zvifat. Hlavnim pfedmétem naseho zajmu
vSak bylo studovat populaéni neuronovou dynamiku, jez by poodhalila schopnost vy-
branych mozkovych struktur plasticky kddovat nové informacni vstupy v porovnani se
starymi. Nase dosavadni analyzy ukazuji na stejnou uroven reaktivace kodujici novou
a dlouhodobou pamét u starych TgF344 AD+/- zvifat v porovnani s mladsimi jedinci
(6 -9 mésict) TgF344 AD+/- , kde podle o¢ekavani sledujeme vyraznou pfevahu reak-
tivace pro recentni pamét oproti paméti dlouhodobé.

Podobna uroven kédovani informaci rozdilného stari v hipokampové neuronové siti
u starych TgF344 AD+/- zvifat nas pfivedla k myslence vzajemné porovnat vzorce
neuronové aktivity napfi¢ nékolika spankovymi epizodami. Vysledky téchto analyz
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prekvapivé ukazaly u starych TgF344 AD + zvifat na pomérné vysokou homogenitu
neuronové populaéni aktivity zaznamenané z nékolika nezavislych spankovych epi-
zod, jez obvykle nasledovaly po odliSnych behavioralnich ulohach,. Ostatni skupiny,
tzn. TgF344 AD - stara zvifata nebo TgF344 AD+/- mlada zvifata naopak vykazovala
vyraznéjsi heterogenitu mezi jednotlivymi spanky. Tento vysledek poukazuje na vyraz-
né rigidni stav neuronové sité starych TgF344 AD + zvifat, jez zfejmé plasticky neod-
povida na ménici se informacni vstupy, ale spiSe vykazuje stereotypni vzorce aktivity.

V projektu dedikovaném struktufe spanku u lipopolysacharidového modelu gene-
ralizovaného zanétu u laboratorniho potkana v celkové anestezii jsme zjistili, Ze po
indukci zanétu se vyrazné méni stabilita jednotlivych REM a NREM period. Zatimco
za normalnich okolnosti jsou jednotliva stadia obvykle stabilni po dobu az nékolika
desitek minut, pfi generalizovaném zanétu délka period klesa na uroven sekund ci
max. minut. Vnitfni kinetika obou stavi pak ukazuje dals$i odli$nosti od fyziologickych
hodnot. Tyto vysledky sméfuji k pochopeni mechanizm( vedouci k vyznamnému kog-
nitivniho deficitu u mnoZstvi pacientd preZivsich generalizovany zanét napf. v souvis-
losti se sepsi. V dal$im horizontu budeme usilovat o zavedeni modelu sepse s prezitim
a o navrzeni intervenénich metod normalizujici spankovou dynamiku s perspektivou
zlep$eni kognitivni progndzy lidskych pacientd.
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BIOLOGIE NADORU V IMUNOTERAPI|

Holubova M., Ostasov P!, Pitule P.", Machova I.!, Cedikova M.!2, Klieber R."?,
Maceckova D.'®, Navvabi N."2, Jindra P a Lysak D.*

Lékarska fakulta UK v Plzni: 'Biomedicinské centrum; 2Ustav fyziologie; Ustav
histologie a embryologie. *Hematologicko-onkologické oddéleni, FN Plzer.

Imunoterapie predstavuje rozvijejici se obor v onkologické problematice a stava se
soucasti bézné zavedenych terapeutickych modalit. Vedle protilatkové terapie se
v souCasné dobé zacina pouzivat také buné€na imunoterapie pomoci imunokompe-
tentnich bunék. Ty se daji vyuzit jednak na podporu protinadorové odpovédi (napf.
iNKT) anebo se vyuziva jejich pfima schopnost zabijet nadorové bunky (pf. NK buriky).

Nadorové buriky si vyvinuly mnohé mechanizmy Uniku imunitnimu dozoru a proto je
pro optimalni fungovani bunécné imunoterapie nejprve potieba senzibilizovat nado-
rové bunky. Toho se da dosahnout bézné dostupnymi prostfedky, jako je napf. che-
moterapie, ktera dokaZe navodit up-regulaci stres-asociovanych molekul, cozZ jsou
ligandy pro aktivaéni receptory NK bunék &i cytotoxickych T-lymfocytll (Tc) (pfede-
v8im NKG2D receptor se schopnosti silné stimulace protinadorové imunitni reakce).
Do této skupiny patfi proteiny MICA, MICB, které se vazi na NKG2D receptor, ktery
ma schopnost vyrazné aktivace NK &i Tc bunék. Tento postup je vyuzivan napfiklad
pfi imunoterapii akutni myeloidni leukemie pomoci NK bunék, kde aplikace chemote-
rapie podporuje cytotoxicky potencial NK bunék. Pozitivni signalizace AML bunék pro
aktivaci NK bunék je také zplsobena dalS$im stres-asociovanym proteinem zvanym
kalretikulin, jehoZ vysoka exprese zvysuje pfirozenou protinadorovou imunitu a zlep-
Suje vyhlidky pacientl s AML. Pri¢iny rozdilné expresni hladiny kalretikulinu u AML
bunék prozatim nejsou znamy. Jednou z teorii je vliv alternativniho sestfihu, ktery stoji
za vznikem rliznych proteinovych izoform, které nemusi byt na povrchu bunék expri-
mované/detekovatelné. Alternativni sestfih ma také mnohdy za nasledek rezistenci
bunék na chemoterapii ¢i Unik imunitnimu dozoru.

Buné&na imunoterapie ma v onkologické problematice neodmyslitelny vyznam, nic-
méné stale nejsou vyfeseny vSechna jeji Uskali. Jednim z hlavnich problém je véasna
aplikace bunék. U mnohych pacientd je nadorovd masa detekovana az v pokroci-
lejSim stadiu, kde ma jiz imunoterapie znaénou pocetni nevyhodu, a zaroven je jiz
v nadorovém lozisku vytvoreno silné imunosupresivni prostredi obsahuji jak proti-za-
nétlivé bunky a cytokiny, tak nador asociované bunky se schopnosti modulovat imu-
nitni systém, jako napf. mesenchymalni kmenové buriky. Casnému zéchytu, a tedy
efektivnéjsSimu vyuziti bunééné imunoterapie, by v budoucnu mohly pomoci nové dia-
gnostické metody, jako jsou biopsie vyuzivajici tekutou slozku krve (plasma, sérum)
ke zjisténi pfitomnosti a kinetiky nador-asociovanych molekul. Tyto metody umozni
sledovat chovani nadoru v priibéhu terapie a zaroven véasné zachytit pfipadny relaps
onemocnéni.

Studium nadorovych bunék, a to z hlediska jejich pfi€iny vzniku ¢€i chovani, hledani
mechanizm( umozniujicich zvyseni G¢innosti imunoterapeutického zasahu a zlep$eni
detekénich metod se schopnosti véasného odhaleni nadorového bujeni, mize vy-
znamné ovlivnit progndzu onkologickych pacientl a zvysit relapse-free prezivani.
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VYUZITINGS PRO FARMAKOGENOMIKU SOLIDNICH
NADORU

Viktor Hlavac'?, Radka Vaclavikova'?, Petr Holy'?, Karolina Seborova'?, Lenka
Cervenkova®*, Vaclav Liska®®, Lukas Rob®, Jifi Bouda’, Beatrice Mohelnikova-
Duchoniova?®, Vessela N. Kristensen®, Pavel Soucek'?

"Laborator Farmakogenomiky, Biomedicinské Centrum, LF UK v Plzeni; 20Oddéleni
Toxikogenomiky, Statni zdravotni Ustav, Praha; 3Laborator nadoroveé lécby a regenerace
tkang, Biomedicinské Centrum, LF UK v Plzeni: *Ustav patologie, 3. LF UK, Praha;
5Chirurgicka klinika, LF UK v Plzni a FN Plzen; ¢Gynekologicko-porodnicka Klinika, 3
LF UK a FN Kralovské Vinohrady, Praha; “Gynekologicko-porodnicka klinika LF UK v
Plzni a FN Plzen; 80Onkologicka klinika a Ustav molekularni a translaéni mediciny, LF UP,
Olomouc; ®Institute for Clinical Medicine, Faculty of Medicine, University of Oslo, Norway

Farmakogenomika solidnich nadord je nosné téma, kterym se nase laboratof zabyva
del8i dobu. Jednim z modernich pfistupl ke studiu tohoto problému je sekvenova-
ni nové generace (NGS z angl. ,next-generation sequencing“). NGS umozriuje jak
studium genomické informace (DNA sekvenovani), tak studium transkriptomu (RNA
sekvenovani). Nedavno jsme publikovali praci o Uloze zarodecnych variant v progno-
ze a predikci vysledku [éEby pacientek sledovanych pomoci NGS panelu vybranych
gend u karcinomu prsu. V soucasné dobé se zaméfujeme i na studium vyznamu so-
matickych variant u solidnich nador( pankreatu, kolorekta, prsu a ovarii pomoci cile-
ného sekvenovani panelll kandidatnich genl a celoexomového sekvenovani (WES).
Priprava sekvenacnich knihoven je provadéna metodou cileného obohaceni Usekl
DNA pomoci kit SeqCap (Roche Nimblegen) nebo SureSelect (Agilent). Vysledné
knihovny jsou podrobeny zavadécim béhlim na nizkokapacitnim pfistroji MiSeq a po
vyhodnoceni, pfipadné Upravé protokold, odeslany ke komercni sekvenaci na vyso-
kokapacitnich pfistrojich HiSeq, NextSeq nebo NovaSeq (lllumina), na zakladé veli-
kosti cileného useku, poctu vzorkl a ekonomického hlediska.

Do konce roku 2019 jsme provedli panelové NGS na DNA z 18 archivnich nadorovych
vzork( od pacientd s duktalnim adenokarcinomem pankreatu a 32 parovych vzorkd
zarodec¢né (krev) i somatické (Cerstvé zmrazené nadory) DNA od pacientek s karcino-
mem prsu. U pacientd s karcinomem pankreatu jsme sledovali panel 238 gend, které
souviseji s rozvojem onemocnéni obecné a specificky s mechanismem opravy DNA.
Prioritizace variant byla provedena metodou predikce driver genli pomoci programu
Mutsig a vizualizace variant pomoci nastroje Maftools v R. Celkové pokryti ve vzorcich
nadort bylo 363 + 112 a prdmérny pocet nalezenych somatickych variant na vzorek
byl 832 + 429. Pocet patogennich variant (po¢et somatickych mutaci bez synonym-
nich zamén) se mezi vzorky znaéné lisil (50-550). Nejvice variant bylo nalezeno v ge-
nech pro titin (TTN), mucin 16 (MUC16) a spektrin (SYNE1).

U vzork( karcinomu prsu byl sledovan panel 113 gend souvisejicich se signalizacnimi
drédhami oxysteroll. Prdimérné pokryti ve vzorcich nadord bylo 597 + 83 a u vzork{
krve 177 + 22. Primérny pocet nalezenych somatickych variant na vzorek byl 6 + 7.
Pocet patogennich variant byl v rozmezi 1-18, pfi¢emz nejvice byly mutované geny
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ABCA4 (ATP Binding Cassette Subfamily A Member 4), NCOA3 (Nuclear Receptor
Coactivator 3) a AHRR (Aryl-Hydrocarbon Receptor Repressor).

Ukolem dal$i studie je porovnani zmén exomu (DNA) a transkriptomu véetné nekddu-
jicich RNA ve vzorcich nadorl od 60 pacientek s ovaridlnim karcinomem. Pacientky
byly vybrany dle odpovédi na adjuvantni onkologickou Ié€bu (dobra versus Spatna,
cca podobné pocty v obou skupinach). Celoexomova studie je ve stadiu vyhodnoce-
ni. V ramci transkriptomické studie jsme zavedli metodiku pfipravy knihoven z celkové
RNA pomoci odstranéni (deplece) ribosomalni RNA. Nasledné byl vyhodnocen profil
mRNA a dlouhych nekddujicich RNA (IncRNA) v pilotnim setu pacientek s ovarialnim
karcinomem s rozdilnou odpovédi na Ié¢bu a identifikovany kandidatni biomarkery,
napf. LINC-AKAP7-1, LINC-HTR7-10 a LINC-TSKU-1.

Zavérem je mozno konstatovat, Ze se nam podafilo zavést fadu z dostupnych NGS
metodik a identifikovat somatické varianty, v nékterych pfipadech dosud nepopsané,
ve vétsiné sledovanych gend. Uspésné jsme provedli sekvenaci vzork{ z archivnich
blo¢kd nadorl slinivky, kolorekta a vzdalenych metastaz a zavedli metodiku WES
z nadorovych tkani ovarialniho karcinomu. Vytvofili jsme bioinformaticky postup na
detekci INcRNA pomoci celotranskriptomového sekvenovani a nalezli jsme rozdily
mezi deregulovanymi IncRNA pacientek dobre a Spatné odpovidajicich na IéCbu ova-
ridlniho karcinomu. Tyto IncRNA mohou, v pfipadé ovéfeni v nezavislych studiich,
slouzit jako nové biomarkery resistence a odpovédi na Ié€bu. V dalSim obdobi budou
provedeny validaéni studie vyuzivajici vétsi poGty zafazenych pacientl a bude sledo-
van mechanismus Uc¢inku kandidatnich biomarker(, jak z oblasti somatickych variant
a gend, tak IncRNA.

Préace na zavadéni NGS v laboratofi je podporena projekty Ministerstva Skolstvi,
mladeZe a télovychovy CR &. NPUI LO1503, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787 a
INTER-COST LC190015, Grantové agentury Karlovy Univerzity ¢. UNCE/MED/006,
698119 a 1776218, Grantové agentury CR &. 19-10543S a Agentury zdravotnického
vyzkumu MZ CR &. 17-28470A, NV19-03-00097 a NV19-08-00113.
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CESTA K NOVYM JATRUM

Vaclav Liska'?, Vladimira Moulisova', Richard Palek’?, Jachym Rosendorf'2, Lenka
Cervenkova'?, Petr HoSek!, Lukas Bolek?, Jifi Dejmek?, Miroslav Jifik'5, Alena
Jonasova®, Patrik Mik"¢, Claudia Schindler’, Maria Stefania Massaro', Vladislava
Mlejnkova Dvorakova', Kristyna Bajcurova'®, Lada Eberlova'®, Lenka Haidingerova®,
Ondrej Vyéital'2, Jan Brdiha'2, Ondej Brzon', Jana Slobodova', Lukas Bednar', Jan
Sevéik!, Mojmir Bohanes', David LaszId", Alexej Razumnyj', Robert Poldk?, Viclav
Tégl'°, Marek Brousil', Tomas Kfiz', Martin Dolansky', Richard Feurich', Radim Dvorak’,
Pavel Picha', Petr Balta'®, Filip Bosek'#, Eva Kor&akova'®, Hynek Mirka'#, Zbynék
Tonar''°, Jan Vimmr®, Uta Dahmen’, Vladislav Treska?

"Biomedicinské centrum, LF UK v Plzni; 2Chirurgicka klinika, Fakultni nemocnice
Plzen, LF UK v Plzni; Ustav patologie, 3. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova; 4Ustav
biofyziky, LF UK v Plzni; SFakulta aplikovanych véd, Zapadoceska univerzita v Plzni;
6Ustav anatomie, LF UK v Plzni; 7Univerzitni klinika v Jené, Univerzita Fridricha Schillera,
Jena, Némecko; 8Klinika zobrazovacich metod, LF UK v Plzni; °Klinika anesteziologie a
resuscitace, LF UK v Plzni; ®Ustav histologie a embryologie, LF UK v Pizni

Repopulace decelularizované tkané burikami je velmi nadéjnym smérem, ktery by
mohl vyresit nedostatek organt pro transplantace veetné jater. Decelularizovany jater-
ni skelet slouzi jako idealni 3D prostfedi pro recelularizaci, nebot je v ném zachovana
tkanové specifickd mikroarchitektura proteinli extracelularni matrix (ECM) s pozi¢ni
informaci jak pro osidleni novymi burikami, tak pro jejich migraci, rist a diferencia-
ci. Pri pouziti autolognich progenitorovych bunék by navic nové konstruovany $tép
mél postradat imunogenicitu v hostitelském organismu, bylo by tedy mozné se témér
kompletné vyhnout imunosupresi, ktera je v sou€asnosti nutnou soucasti terapie po
transplantaci. Vyzkum nasi laboratore ubirajici se timto smérem se zaméruje na dva
rlizné, ale navzajem se doplnujici aspekty. Prvnim je zékladni vyzkum decelularizace a
recelularizace praseciho jaterniho skeletu in vitro, druhym je klinické praxi blizsi zvlad-
nuti kompletni transplantace jater na modelu velkého zvifete, které bude v budoucnu
nezbytné pro transplantaci in vitro pfipraveného graftu. Na poli decelularizace jsme
vyvinuli rychlou a Setrnou metodu decelularizace prasecich jater. Ziskany skelet jsme
testovali na adhezi a proliferaci potkanich endotelovych bunék a bunék hepatocelu-
larniho karcinomu ve statickém rezimu. Zaroven jsme vyvinuli prvni prototyp bioreak-
toru na perfuzni kultivaci bunék ve skeletu.

V rdmci etablovani modelu transplantace jater na praseti domacim jiz bylo odope-
rovano 15 pfijemcl jaterniho $tépu. Ortotopicka transplantace je u prasete doma-
ciho technicky naroény vykon z dlvodu kongesce krve ve splanchniku v pribéhu
anhepatalni faze. Tuto fazi pomaha preklenout extrakorporalni porto — jugularni shunt
pohanény centrifugdlni pumpou se viazenym tepelnym vyménikem. Transplantova-
na zvifata jsou po tfi tydny monitorovana a uspésnost transplantace je hodnocena
pomoci pravidelnych CT vySetfeni a analyze biochemickych marer( jaternich funkci.

Podporeno UNCE/MED/006 — Centrum klinické a experimentalni jaterni chirurgie, CZ.
02.1.01/0.0/0.0/17_048/0007280 — Aplikace modernich technologii v mediciné a prd-
myslu, LO1503 — NPU | - BIOMEDIC, Progres Q39 — Nahrada, podpora a regenerace
Zivotné dulezitych tkani a organd.
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OD POKROCILYCH NAHRAD KOSTI AZ NA MESIC

Lucie Vistejnova'?, Pavel Klein', Tomas Suchy'#, Lucy Vojtova®, Rastislav Ballay®, Martin
Bartos®”’, Tereza Blassova'?, Yaroslav Kolinko'?

"Biomedicinské centrum, LF UK v Plzni; 2Ustav histologie a embryologie, LF UK v Plzni;
SCEITEC - Brno, Vysoké uceni technické, Brno; 4Ustav struktury a mechaniky hornin,
AV CR, Praha; SFakultni nemocnice v Motole, Praha; 6V&eobecné fakultni nemocnice

v Praze; "Ustav patologické fyziologie, Lékarska fakulta v Praze, Univerzita Karlova.

V soucasné ortopedii neni stale optimalné vyfesen problém opakovanych infekci kosti
spojenych s implantaci endoprotéz a jinych kostnich nahrad. Uvadi se, Ze pfiblizné
2-5 % ortopedickych operaci ze zatizeno rizikem bakterialni kontaminace a rozvoje
infekce kosti (osteomyelitidy). Re-implantace nové nahrady predstavuje nejen kompli-
kaci pro zdravi pacienta, ale pfinasi zvy$ené ekonomické naroky na celkovou Iécbu!".
Dnes, v dobé pokrocilych materidltl a technologii umoznujici jejich pripravu a peclivou
charakterizaci, se jako feSeni nabizi modifikace povrchl kostnich nahrad materidly,
které budou jednak osteoinduktivni, tedy budou podporovat tvorbu nové kosti a pfi-
spivat k zabudovani do kosti stavajici, tak antimikrobialni, tedy budou fungovat jako
prevence vzniku a rozvoje osteomyelitidy. Jak napovida pohled zpét do roku 1987,
»the race for the surface” mezi kostnimi burikami a bakteriemi davno zacal, a stéle
neskongil 2.

Jiz &tvrtym rokem mame moznost spolupracovat na vyvoji materiald pro kostni nahra-
dy, které maji splfiovat pravé dvé vyse uvedené podminky, tedy byt osteoinduktivni a
antimikrobidlni zaroven. Jedna se pfedev$im o dva typy material, o nanovlékna na
bazi kolagenu nanesena na titanovy zaklad a obohacend o hydroxyapatit a vankomy-
cin®, a o dvouslozkovy kalcium fosfatovy cement kombinovany s termoresponsivnim
kopolymerem a obohaceny o vankomycin!. Biokompatibilita a funkce obou material(i
je nejprve testovana na modelu potkana kmene Wistar s nebo bez indukované infekce
kosti, a poté na modelu miniprasete, kdy je provedena implantace testovanych mate-
riald do femurd potkana (dle typu pokusu do meduly &i laterainiho epykondylu) ¢i do
tibie miniprasete, a po 3, 6 a 12 tydnech a po 6 mésicich (v pfipadé miniprasete) je
analyzovan stav regenerované kosti metodami histologie a puCT.

Dosavadni vysledky ukazuji schopnost materiald integrovat se do hmoty kosti a ne-
zpUsobovat lokalni zanéty. Materidly jsou kosti odbouravany a je podpofena tvor-
ba kosti nové. V pfipadé kolagenovych nanovlaken obohacenych o hydroxyapatit a
vankomycin nedochazelo k rozvoji zanétu v infikovanych kostech, coz vedlo k lepsi
kvalité novotvorené kostni hmoty. V pfipadé dvouslozkového kalcium fosfatového ce-
mentu jsou testy a analyzy v procesu a neni mozné zatim délat zavéry o jeho funkci.

Zdanlivé vedlejsi produkt nékolika let stravenych v oblasti vyvoje kostnich nahrad byla
moznost toto téma do urcité miry popularizovat. V Technickém muzeu v Brné jsme
realizovali vystavu s nazvem AZ na kost — vystava o stavbé, funkci a nahradach kosti,
ktera probéhla v obdobi 4. 6. — 29. 9. 2019. S odstupem Casu a i pfes pomérné stras-
tiplnou cestu pfipravy vystavy, ji hodnotim jako nejlepsi vysledek uplynulého obdobi.
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Testy materialll pro kostni nahrady jsou podporeny projekty: Projekt Gislo NV18-05-
00379 udéleny Agenturou pro zdravotnicky vyzkum a Ministerstvem zdravotnictvi
Ceské republiky a projekt &islo TAO4010330 udéleny Technologickou agenturou Ces-
ké republiky.

Reference:

[1]1 Chouirfa H. et al. 2019 Review of titanium surface modification techniques and coatings for antibacterial
applications. Acta Biomater. 83, 37-54.

[2] Gristina AG. 1987 Biomaterial-Centered Infection: Microbial Adhesion Versus Tissue Integration. Science.
237, 1588-1595.

[8] Suchy T. et al. 2019 Evaluation of collagen/hydroxyapatite electrospun layers loaded with vancomycin,
gentamicin and their combination: Comparison of release kinetics, antimicrobial activity and cytocompa-
tibility. Eur J Pharm Biopharm. 140, 50-59.

[4] Vojtova L. et al. 2019 The Effect of the Thermosensitive Biodegradable PLGA-PEG-PLGA Copolymer on
the Rheological, Structural and Mechanical Properties of Thixotropic Self-Hardening Tricalcium Phospha-
te Cement. Int. J. Mol. Sci. 20, 391.

HODNOCENI RESORBOVATELNYCH KOLAGEN-
HYDROXYAPATITOVYCH NANOVRSTEV S RIZENOU
ELUCI ANTIBIOTIK: POROVNANI KINETIKY UVOLNOVANI,
ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY A CYTOKOMPATIBILITY

Tomas Suchy=*9, Monika Supova®<, Pavia Sauerovacd, Marie Hubdlek Kalbadovacd, Eva
Klapkova®, Marek Pokorny', Lukas Horny"¢, Jan Zavora?, Rastislav Ballay", Frantisek
Denk?, Martin Sojka®!, Lucie Vistejnovad

aOddéleni kompozitnich a uhlikovych materidlt, Ustav struktury a mechanismu hornin,
AV CR; bFakulta strojniho inzenyrstvi, CVUT, Praha; ¢Ustav patologické fyziologie,

1. Iékarska fakulta, Univerzita Karlova; “Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta
UK v Plzni; eOddéleni lékarské chemie a klinické biochemie, 2. lékarska fakulta UK
a Fakultni nemocnice Motol; ‘Contipro a.s., oddéleni vyzkumu a vyvoje; 9Klinicka
mikrobiologie a ATB centrum, Ustav lékar'ské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1.
lékarska fakulta UK a Fakultni nemocnice v Motole; "1. ortopedicka klinika, 1. lékarska
fakulta UK a Fakultni nemocnice v Motole; Instituce mikrobiologie, Lékarska fakulta,
Slovenska lékarska univerzita, Bratislava, Slovensko.

Cilem této studie bylo vyvinout biodegradabilni nanostrukturovanou vrstvu zaloZzenou
na kolagenu (COL), hydroxyapatitovych nano€asticich (HA), vankomycin hydrochlo-
ridu (V), gentamicin sulfatu (G) ¢i jejich kombinaci (VG) pro lé¢bu infekci vzniklych pfi
vymeéné kloubnich nahrad, zabranéni septického uvolnéni kostniho implantatu vyvola-
ného osteomyelitidou &i pro samotnou prevenci vzniku infekce kosti v nékterych indi-
kovanych pfipadech. Pfipravené nanovrstvy imituji svym sloZzenim extracelularni kost-
ni matrix obsahujici rizné mnozstvi HA (0,5 a 15 % hmotnostnich), ktery ma napomoci
integraci implantatu do kosti. U rGzné pfipravenych vrstev byla testovana kinetika
uvolfiovani antibiotik in vitro, jejich antimikrobidlni aktivita proti MRSA (na methicilin
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rezistentni Staphylococcus aureus) a gentamicin-rezistentnim izolatim Staphylococ-
cus epidermidis a Enterococcus faecalis, a také jejich cytokompatibilita na drovni in
vitro (s ohledem na jejich uplatnéni v kostni chirurgii byly pro v8echny cytotoxické
analyzy vybrany buriky lidskych osteoblastt SAOS-2). Z vysledki vyplynulo, Ze vrstvy
COL/HA jsou schopné uvolfiovat vysoké koncentrace vankomycinu a gentamicinu
po dobu 21 dn( a uginné fungovat proti testovanym klinicky relevantnim bakterialnim
izolatim. Déle bylo zji§téno, Ze zatimco pfitomnost HA ve vrstvach kolagenu neovliv-
riuje kinetiku uvolfiovani vankomycinu z vrstev impregnovanych samotnym vankomy-
cinem nebo jeho kombinaci s gentamycinem, pfitomnost HA zpomaluje uvolfiovani
gentamicinu z COL/HA vrstev impregnovanych bud samotnym gentamicinem a jeho
kombinacemi s vankomycinem. Kombinace obou antibiotik méla pozitivni u¢inek na
prodlouzeni pfemény vankomycinu na jeho degradacni produkty. VSechny testované
vrstvy vykazovaly potencialni antibakterialni aktivitu s ohledem na testované izolaty
stafylokokd i na enterokoky. V pfitomnosti vankomycinu byl navic stanoven Ucinek jak
proti gentamicin-rezistentnimu Staphylococcus epidermidis, tak proti Enterococcus
faecalis. Na zakladé téchto vysledkd se tedy kombinace vankomycinu a gentamicinu
ukazala jako mozny uc€innéjsi nastroj proti MRSA, nez by tomu bylo v pfipadé samot-
ného vankomycinu. Podle vysledkld z cytotoxickych analyz byly vyluhy vSech typl
nanovrstev pro SAOS-2 buriky netoxické. Pfima interakce jednotlivych typl nanovrs-
tev s burikami vS8ak rozdily v cytotoxicité ukazala. Zatimco kombinace vankomycinu
a gentamicinu ve vrstvach COL/HA vykazovala dostateCnou cytokompatibilitu s oste-
oblasty nezavislou na obsahu HA. Samotny vankomycin vykazoval cytokompatibilitu
s osteoblasty pouze az v pfitomnosti vySSich koncentraci HA ve vrstvach COL / HA.
Samotny gentamicin byl pro tyto buriky vyznamné cytotoxicky nezavisle na obsahu
HA. Z analyzy déle vyplynulo, Ze pouzita vyssi koncentrace HA ve vrstvé podporuje
buné¢nou adhezi a nepfimo tak zvySuje odolnost bunék vici stresovému podnétu
(antibiotiku).

In vitro analyzy nanovrstev s fizenou eluci antibiotik tedy ukazaly, ze vrstvy COL/HA
s 15% HA impregnované samotnym vankomycinem nebo kombinaci vankomycinu a
gentamicinu nabizeji slibny l1éCebny pfistup — maji potencial zabranit infekci spojené
s vymeénou kostnich nahrad a zaroven jsou kompatibilni s lidskymi bufikami za pod-
minek in vitro.
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VYLECIME CHOROBY STARI UZ VE VAJICKU?

Miriama Stiavnicka!, Jan Nevoral'2, Hedvika Rimnagova', Ladan Monsef!, Tereza
Fenclova', Jifina Havrankova'2, Marouane Chemek’, Lukas Gold'®, Vaclav Rucka', Olga
Garcia-Alvarez*, Milena Kralickova'2*°

'Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK v Plzni; 2Ustav histologie a embryologie,
Lékarska fakulta UK v Plzni; 3IVF Centrum Prof. Zech, Plzen; Health and Biotechnology
(SaBio) GrouplREC, (CSIC-UCLM-JCCM), Albacete, Spanélsko; *Gynekologicko-
porodnicka Klinika, Fakultni nemocnice Plzen a Lékarska fakulta UK v Plzni

Mitochondridlni choroby patfi mezi dédicna onemocnéni, kterd jsou zplsobena
mutaci v jaderné DNA, ovliviujici funk&nost mitochondrii, nebo pfimo v mitochon-
dridlni (mt) DNA. Vedle vzacnych syndrom{ patii k mitochondridinim onemocnénim
také Parkinsonova ¢i Alzheimerova choroba. Mnohdy je v$ak klinicky obraz a pribéh
onemocnéni znacné nespecificky a choroba je oznacena za idiopatickou. Nicméng,
spravna diagnostika a nasledna lécba, resp. prevence, se zdaji byt jedinym spravnym
pfistupem.

Jednou z €astych pficin mitochondridlnich onemocnéni je heteroplazmie, tedy vyskyt
vice nez jedné populace mtDNA v bunce a/nebo organismu. Tento jev je pomérné
béZny a jeho fenotypovy projev zavisi na charakteru mutace mtDNA a poméru muto-
vané a zdravé populace mitochondrii. Vezmeme-li v Gvahu fenomén maternalni dédic¢-
nosti mitochondrii, Ize predpokladat, ze odpovédi tykajici se zdédéné heteroplazmie
najdeme pravé ve zralém oocytu — vajicku. Na cesté od vajicka k novému jedinci totiz
zaznamenavame dva kli¢ové momenty, které se podileji na vyskytu a zavaznosti he-
teroplazmie: prvnim je tzv. efekt ,hrdla lahve”, kdy dochazi k selekci mitochondrii a
oocytl béhem zrani, napt. prostrednictvim atrézie heteroplazmickych oocytl; drunym
momentem je autofagie otcovskych mitochondrii (mitofagie) spermie po oplozeni. Je-
likoZ se oba procesy odehravaji v prostfedi vajicka, zapojeni molekularnich mecha-
nismd oocytu v selekci zdravych mitochondrii budouciho jedince je zfejmé. Z téchto
dlvodi jednim z hlavnich cilu Laboratofe bude experimentalné prokazat tlohu kli¢o-
vych post-transla¢nich modifikaci kandidatnich protein( v biogenezi mitochondrii oo-
cytu béhem oogeneze a spermie po oplozeni. Vyzkum v této oblasti pfispéje nejenom
k 1é¢bé neplodnosti, ale také kriticky zhodnoti nékteré aspekty a postupy asistované
reprodukce.
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ANGIOGENEZE, HYPOXIE A REMODELACGE STENY )
ANEURYZMATU BRISNI AORTY A DALSI KVANTITATIVNI
HISTOLOGICKE STUDIE V ROCE 2019

Tereza Blassova, Yaroslav Kolinko, Anna Maleckova, Martina Grajciarova, Patrik Mik,
Markéta Slajerova, Lucie MarS§alova, Jifina Havrankova, Zbynék Tonar

Laboratot kvantitativni histologie, Biomedicinské centrum, Ustav histologie a
embryologie, Lékarska fakulta v plzni, Univerzita Karlova

V roce 2019 byli pracovnici laboratore (Blassova, Tonar) korespondujicimi autory dvou
vysledkovych ¢lankl zvefejnénych v ¢asopisech s IF:

1. Ve studii porovnavaijici histopatologii stény vyduté bfi$ni aorty u pacientl podstu-
pujicich operaci s normalni sténou aorty jsme kvantitativné analyzovali objemové
podily a distribuci 13 slozek (aktin, desmin, elastin, kolagen | a Ill, CD31-pozitivni
endotel vasa vasorum, osteoprotegerin, CD3-pozitivni T-lymfocyty, CD20-pozitivni
B-lymfocyty, MAC387-pozitivhi makrofagy, myeloperoxidaza-pozitivni neutrofily, hy-
poxia-inducible faktor 1 alfa, pentraxin 3). Kromé jiz dfive znamych poznatkd (degra-
dace elastinu) jsme zjistili upregulaci zanétlivého mediatoru pentraxinu 3 a vyznamnou
tkanovou hypoxii, ktera postihuje sténu aneuryzmatu i pfes zvySenou angiogenezi
vasa vasorum. (Plos One, IF=2,776, Q2).

2. Ve studii mapuijici segmentalni variabilitu krkavic prasete jakozto vyznamného mo-
delu vyuzivaného k testovani malopriimérovych cévnich protéz vyvijenych pro kardio-
vaskularni chirurgii jsme popsali mikroskopickou distribuci elastinu, kolagenu a aktinu
podél celého pribéhu tepny (8-13 cm). Rovnéz jsme zjistily omezeni tohoto modelu
porovnanim se vzorky lidskych koronarnich tepen a jednoho z arterialnich tépd prvni
volby pro koronarni revaskularizaci (ITA). (Annals of Anatomy, IF=2,241, Q2).

Déle jsme prispéli histologickymi ¢astmi studii do projektd vedenych nasimi vyzkum-
nymi partnery. V impaktovanych ¢asopisech byly publikovany studie na téma prodlou-
zeni exspirace lidskych alograft( plicnice a aorty pro transplantacni ucely (Blassova,
Cell and Tissue Banking, Q3), morfologie mozeckovych $tépl u mysich modeld neu-
rodegenerace mozecku (Kolinko, Cerebellum, Q2), remodelace alogennich zilnich $té-
pU pro rekonstrukci portéini Zily u prasete po pankreatikoduodenektomii (Mik, Tonar,
Anticancer Research, Q4), osidlovani biodegradabilnich tkarovych nosi¢i kmenovy-
mi bunkami, (Blassova, Tonar, Moleular Biology Reports, Q3), testovani novych kryt(
koznich ran (Blassova, Tonar, Regenerative Medicine, Q2). V Casopisech bez IF pak
vy$ly prace o poskozeni vliasl pfi onkologické l1é¢bé (MaleCkova) a o vzniku a vyvoji
tukovych kapének (Maleckova, Tonar).

Uspé&chem mezindrodniho formatu jsou Uspé$né ukondené tFi projekty zahraniéniho
smluvniho vyzkumu s firmou SRC Biosciences (Tampa, FL, USA), ktera probiha dle
nejprisnéjSich soucasnych kritérii pro kvantitativni mikroskopii v€éetné online proto-
kolovani vSech méfeni a analyzy variability dat. Téchto velmi organizaéné, metodicky
i terminové naroénych Ukoll se ujal Dr. Kolinko, ktery rovnéz vybudoval potfebnou
pristrojovou a softwarovou infrastrukturu, nyni vyuzivanou i spolupracovniky dalSich
laboratofi BC.
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Zékladnim pilitem laboratore je spolehlivé zpracovavani tkafiovych vzorkd (Slajerova,
Marsalovd) a zabezpeceni projektd, z nichz je velka ¢ast provozu laboratofe hrazena
(Havrankova). Podafrilo se zapojit novy pfistroj Leica Bond RX (pro imunohistochemii).
Ve vybrusové laboratofi pro tvrdé tkané pribyla optimalizovana metoda zaliti vzork(
do polymeru Technovit 2000LC a vyuziti Technotray UV, coz vedlo ke zkraceni celkové
doby potiebné na zpracovani vybrusu oproti plvodni metodé (metylmetakrylat) az
o dveé tfetiny. Rovnéz se podarilo optimalizovat proces mrazeni tkané pred pouzitim
kryostatu a naslednou fixaci vzork{ na sklicku pfed imunohistochemickym barvenim.
Dékujeme touto cestou véem spolupracovnikiim z dal$ich laboratofi a pracovist BC
a celé nasi fakulty za jejich profesionalitu, odbornost, konstruktivni spole¢né usili,
pochopeni a lidskou vstficnost. Tato vzacna kombinace pomaha fesit téméf vSechny
odborné problémy i provozni potize (Ci jim dokonce predchazet) a &ini spolupraci
udrzitelnou.

’

METODA DLOUHODOBE KATETRIZACE JUGULARNI Z
U PRASETE

Pavel Klein', Lukas Nalos'2, Jifi Dejmek® a Martin Soukup*

LY

"Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta UK v Plzni; 2Jstav fyziologie, Lékarska
fakulta UK v Plzni; 3Ustav biofyziky, Lékarska fakulta UK v Plzni; 4 Otorhinolaryngologicka
klinika, FN Plzen

Prase je jednim z nejcennéjSich in vivo model( v biomedicinském vyzkumu, nicmé-
né jeho nevyhodou je nedostatek dobre pfistupnych Zil pro venepunkci. Vhodnym
feSenim je katetrizace, nicméné vétSina znamych metod je vhodna spiSe pro krat-
kodobéjsi pouziti. Cilem této metodické studie proto bylo ovéreni vylepSené metody
dlouhodobé katetrizace v. jugularis u prasat. Zvitatm byl standardné Seldingerovou
technikou zaveden do v. jugularis 420 mm dlouhy 16G PUR katétr tak, aby dosahl
v. cava cranialis. Zbyla &ast, ktera nebyla zavedena do zily, byla pomoci trokaru pod-
kozim protazena do okcipitalni krajiny, osazena jednoduchou robustni koncovkou ze
zkracené injekéni jehly 16G a suturou fixovana ke klzi zvifete. V tomto misté byla
koncovka pfistupna pro experimentatora a zaroven dobre chranéna pred poSkozenim
zvitetem. Katétry byly proplachovany fyziologickym roztokem a zamykany 4% citra-
tem pfi Castych odbérech nebo 30% citratem pfi vstupech v intervalech 24 h a vice.
Jedenkrat tydné byly katétry uzamykany 4% roztokem citratu s obsahem taurolidinu
za ucelem prevence infekce a formace bakterialniho biofilmu. Metoda byla celkem
ovéfena na 14 prestickych prasatech. Katétry byly pIné funkéni po dobu az 11 tydnd
a zadny z katétrd nebyl vyfazen z funkce v disledku infekce i trombu. S vyuzitim
této metody katetrizace Ize realizovat dlouhodobé studie s moznosti komfortnich a
bezstresovych odbérd krve.
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