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PLEUROTUS OSTREATUS (OYSTER MUSHROOM),
A COMMONLY USED DIETARY SUPPLEMENT,
MAY INCREASE THE ACUTE TOXIC EFFECTS

OF HEXAVALENT CHROMIUM IN RATS

M. Bludovska, D. Kotyzova, P. Bilikova, M. Bradova,
H. Hajickova, L. Hronova, V. Eybl

Department of Pharmacology and Toxicology, Charles University in Prague,
Faculty of Medicine in Pilsen, Czech Republic

Funghi are important resources of biologically active substances (1). Pleurotus ostreatus
(oyster mushroom) is an edible mushroom. Pleurotus ostreatus and its main active
substance, the polysaccharide pleuran (B-1,3/1,6 glucan, a major component of cell walls),
are widely used as immunomodulatory nutritional supplements (2, 3). Pleurotus ostreatus
and pleuran have been shown not only to enhance the defence against infections, but also to
lower cholesterol, to have antitumor, anticoagulant, antiinflammatory, antinociceptive and
hepatoprotective properties (4—9). Recently, the research has focused on their antioxidant
properties (10—13). Administration of B-glucan or Pleurotus ostreatus was effective in
decreasing oxidative stress in various organs (liver, kidneys, heart, brain) in rats intoxicated
with carbon tetrachloride and acetaminophen and in the liver of mice intoxicated with
thioacetamide (14—17).

Chromium (Cr) is a naturally occurring metal that exists in many oxidation states,
but the trivalent form — Cr(IlI) and the hexavalent form — Cr(VI) occur most frequently
in the environment (18). While Cr(III) is an essential nutrient involved in glucose and
lipid metabolism and improving insulin sensitivity by enhancing intracellular signalling
(19-22), Cr(VI) is a toxic and carcinogenic pollutant (23). Occupational exposure and
Cr(VI) and contamination of the environment is a result of an extensive use of hexavalent
chromium compounds in diverse industries (stainless steel production, chrome plating,
leather tanning, manufacturing of colour pigments, wood treatment) (24, 25).

Reactive radical species play an important role in the pathogenesis of Cr(VI) toxicity.
Cr(VI) readily enters cells and undergoes an intracellular reduction to Cr(III), during which
reactive Cr intermediates Cr(V) and/or Cr(IV), as well as superoxide, hydrogen peroxide,
and hydroxyl radical are generated (26—29).

The present study was designed to investigate the antioxidant and protective effects
of Pleurotus ostreatus in acute intoxication with hexavalent chromium in the liver and
kidneys of rats.



MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Commercially available preparation of finely powdered Pleurotus ostreatus was used in
the experiment (Terezia Company). Potassium dichromate (K,Cr,0,) was purchased from
Lachema Brno. Commercial kits for the determination of serum activities of ALT, AST
and GLDH were purchased from DiaSys Diagnostic System, Germany. All other reagents
were of analytical grade purity.

Animals and treatment

Male Wistar rats, weighing (180200 g Anlab Prague, CZ) were housed at standard
laboratory conditions (temperature 22 + 2 °C, relative humidity 50—-60%, 12-h light—dark
cycles). The animals had free access to standard pellet diet and drinking water. After 5 days
of adaptation, the rats were randomly assigned to three groups of eight rats each: group I —
the control, group II — Cr(VI) group, group III — Cr(VI) + Pleurotus.

Animals were treated as follows (tab. 1): Group III: Finely powdered Pleurotus ostreatus
was administered via gavage once daily (500 mg/kg body weight/day as a suspension in
distilled water) for 10 consecutive days. Groups I and II received distilled water. A single
dose of K,Cr,0, was administered intraperitoneally (40 mg/kg body weight, dissolved in
saline) to the animals in groups II and III on the 10th day of the experiment. Rats in group
I were given saline alone.

Tab. 1 The design of the experiment

Days Day Day
Group Treatment 1-9 10 1
distilled water p.o. 1 l
I control —
saline i.p. l
distilled water p.o.

I Cr(VI) : p ! ! end o.f the

K,Cr,0, i.p. ! experiment
- Cr(VI) + Pleurotus o. p.o. l l
Pleurotus K,Cr,0, i.p. 1

24 hours after the last dose animals were killed in ether anaesthesia, blood and tissue
samples were collected for analyses and used immediately or stored frozen at —70 °C until
analysed.

The experimental treatment protocol was approved by the local Animal Care and Use
Committee.
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Biochemical Assays

Lipid peroxidation (LP) was estimated in liver and kidney homogenates by measuring
the products formed in the thiobarbituric acid (TBA) reaction (30). Tissue homogenates
(0.25 g / 2.5 ml of 1.15% potassium chloride (KCI) were mixed with 1.5 ml of 1%
phosphoric acid (H,PO,) and 0.5 ml of 0.6% TBA aqueous solution. The samples were
heated at 95 °C for 1 hour. After cooling, 2 ml of n-butanol were added, mixed vigorously
and the butanol phase was separated by centrifugation. The absorbance of butanol layer
was measured at 520 and 535 nm; the difference between the determinations was used to
calculate concentration of TBA reactive substances (TBARS). The results are expressed
in nmole TBARS/gram of tissue.

Reduced glutatione (GSH) level was estimated in the deproteinized supernatant
fraction of liver and kidney homogenates (0.2 g / 8 ml of 0.02 M EDTA) using
5,5'-dithiobis*itrobenzoic acid) (DTNB, Ellman’s reagent) and reading absorption at
412 nm.(31). The results are expressed in pmol GSH/g of tissue.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was assayed in liver and kidney homogenates
by a coupled test system, in which GR is employed for the regeneration of reduced
glutathione and butyl hydroperoxide used as the acceptor substrate (32). The decrease
in NADPH concentration was registered photometrically at 340 nm. The GPx activity is
expressed in pumol NADP+/min/g of tissue.

Glutathione reductase (GR) assay is based on the reduction of oxidized glutathione
(GSSG) by NADPH in the presence of glutathione reductase. The formed GSH reacts
with 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid). The increase in absorbance at 412 nm was
measured (33). The reaction system contained 0.1M phosphate buffer (pH 7.5),
1 mM EDTA, 2 mM GSSG and 3 mM DTNB solution. Reactions were started by the
addition of 2 mM NADPH and the increase in absorbance was measured at 412 nm.

Serum activities of ALT, AST and GLDH were estimated photometrically using the
commercial kits (DiaSys Diagnostic System, Germany), according to the manufacturer’s
protocol.

Analysis of Cr and essential elements

For the estimation of Cr and essential elements, the tissues were dry-ashed in a muffle
furnace under temperature-controlled program overnight; the ash was solubilized with
3 M HCI. Appropriately the diluted samples were analyzed for Cr, Zn, Cu and Fe by atomic
absorption spectrometry (SpectrAA 220 FS Varian, Australia Ltd.).

Statistical Analysis

The statistical significance of the differences between the groups was determined by
unpaired Student’s z-test after ascertaining the homogeneity of variance between treatment
groups. The data are presented as mean + SD values. Significant difference: * P < 0.05;
** P <(.01 and *** P<0.001.
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RESULTS

Effects of Pleurotus ostreatus and K,Cr,0, on
markers of oxidative state (tab. 2, 3)

Administration of Cr(VI) caused a significant increase in LP in liver (by 494 % vs.
controls, p <0.001) and a decrease in renal LP (by 21% vs. controls, P <0.01). Pretreatment
with Pleurotus ostreatus further decreased the LP in kidneys — by 13% vs Cr(VI) group
(p <0.05) but had no effect on hepatic LP.

Hepatic content of GSH did not significantly change in Cr(VI) group compared to
controls, but there was a significant increase in GSH level in Cr(VI) + Pleurotus group
compared to Cr(VI) group (by 10%, p < 0.05). The content of GSH in kidneys was
decreased by Cr(VI) administration (by 33% compared to control group, P < 0.001) and
was not influenced by Pleurotus ostreatus (tab. 2).

Tab. 2 The effect of K,Cr,0, administered alone and in a combination with Pleurotus ostreatus on the levels of
LP and GSH in the liver and kidneys of rats

Group Liver Kidneys
1 control 37.6 + 10.9 63.4 + 8.2
LP I Cr(VI) 200.6 + 89.3 ok 49.9 + 4.7 #*
(nmol
TBARS/g) | | VD 105 + 85.6 %% | 438 + 5.0 *k#
Pleurotus
1 control 5.18 + 0.37 3.23 + 0.16
GSH I Cr(VI) 4.64 + 0.80 2.22 + 0.15 ***
(pmol/g) +
11 Cr(VD) 5.70 + 0.65* 2.17 + 0.18 **
Pleurotus

Values represent means +£SD, n = 8. Significant difference: ** p < 0.01 and *** p < 0.001 vs. controls;
#p <0.05 vs. Cr(VI) group.

Tab. 3 The effect of K,Cr,0, administered alone and in a combination with Pleurotus ostreatus on the activities
GPx and GR in the liver and kidneys of rats

Group Liver Kidneys
I control 22.8 + 2.4 13.0 + 0.8
GPx 11 Cr(VD) 22.8 + 24 9.5 + 0.6 ***
(umol/g/min)
mo | SO s + |09 9.0 | 0.gxer
Pleurotus
1 control 4.01 + 0.43 7.01 + 0.76
GR 11 Cr(VD) 4.59 + 0.30 ** 4.29 + 0.50 ***
(Ulg) ¥
il Cr(VI) 4.03 + 0.31 # 3.67 + 0.40 *x*.#
Pleurotus

Values represent means +SD, n = 8. Significant difference: ** p <0.01 and *** p <0.001 vs. controls;
#p <0.05 and #* p < 0.01 vs. Cr(VI) group.
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No change was seen in the activity of GPx in the liver of Cr(VI) or Cr(VI)+ Pleurotus
groups. On the contrary a significant decrease in GPx activity was seen in kidneys of both
Cr(VI) and Cr(VI) + Pleurotus groups (by 27% and 31% resp., p < 0.001).

The activity of hepatic GR was significantly increased in Cr(VI) group (by 14%,
p <0.01). Pretreatment with Pleurotus ostreatus prevented this effect. In kidneys, the activity
of GR was significantly decreased by Cr administration (by 39% vs. control, p < 0.001)
and the decline was further enhanced by preatreatment with Pleurotus ostreatus — by 14%
vs. Cr(VI) group (p < 0.05).

Effects of Pleurotus ostreatus and K,Cr,0,
on markers of hepatotoxicity in serum (Fig. 1)

Chromium significantly (p < 0.001) increased the activities of ALT, AST and GLDH (by
59%, 71% and 72% resp. compared to controls). Pretreatment with Pleurotus ostreatus did
not influence the activity of ALT but significantly augmented the increase in the activities
of AST (by 34%, p < 0.05) and GLDH (by 103%, p < 0.01) induced by Cr(VI).

550 AST ks GLDH Sdk
- ED -
500 - # "
450 -
400 - Fkk
350 - 40 -
= 300 = ek
= 250 =}
200 - i
150 { —F— 20 I
100 -
50 |
0 T o T T
control Cr(V1) Cr(Vvl) + control Cr(V1) Cr(VI) +
Pleurotus Pleurotus
ALT
180 -
160 -
140 4 Kk **
120 -
= 100 - '|'
= 80 I
60 - .
40 .
20 -
0 T T
control Cr(VI) Cr(Vl) +
Pleurotus

Fig. 1 The effect of K,Cr,0, administered alone and in a combination with Pleurotus ostreatus on the activities
of ALT, AST and GLDH in the serum of rats. Values represent means +SD, n = 8. Significant difference:
** P<0.01, *** p <0.001 vs. controls; # p < 0.05; # p < 0.01 vs. Cr(VI) group
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The level of essential elements in the liver and kidneys (tab. 4)

A significant increase in hepatic Zn and Fe levels and a decrease in renal Cu and
Fe levels were observed in Cr(VI)-exposed rats. Pretreatment with Pleurotus ostreatus
influenced just the effect of Cr(VI) on Fe level in the liver: In Cr(VI) + Pleurotus group
the increase of hepatic Fe was not significant vs. controls.

Tab. 4 The effect of K,Cr,0, administered alone and in a combination with Pleurotus ostreatus on zinc, copper
and iron concentrations in the liver and kidneys of rats. Element concentrations are expressed as microgram per
gram of wet tissue weight

Group Zn Cu Fe
I control | 26.8 + 1.7 3.14 + 0.20 84.5 + 12.7
. 1I Cr(VI) 347 + 2.2 *** | 371 + 0.19 102.2 + 12.6 *
Liver
+
11 Cr(VI) 32.9 + 4.1 ** | 312 + 0.24 914 + 18.0
Pleurotus
I control 21.7 + 0.7 6.34 + 1.09 29.8 + 3.0
+ + sk + seksk
Kidneys 11 Cr(VI) 21.1 0.8 3.66 0.49 234 1.6
11 Cr(VI) + 20.3 + 1.3 3.66 + 0.58 *** | 24.2 + 4.0 **
Pleurotus

Values represent means £SD, n = 8. Significant difference: ** p <0.01 and *** p <0.001 vs. controls.

Chromium content in the liver and kidneys

A significant increase in the content of Cr was found in the liver (by 35%, p < 0.001)
and kidneys (by 12%, p < 0,01) of rats in Cr(VI) + Pleurotus ostreatus group compared to
animals in Cr(VI) group (Fig. 2).

50 - Cr content in the liver 160 - Cr content in kidneys
i 140 - i
401 120 -
° 34 2100 I
2 1 250
20 80 -
10 - 40 1
20 4
0 T 0 T
Cr(VvI) Cr(Vl) + Cr(V1) Cr(vI) +
Pleurotus Pleurotus

Fig. 2 Chromium content in the liver and kidneys of rats. Concentrations are expressed as microgram per gram
of wet tissue weight. Cr content in controls was < 0.3 microgram/g tissue.
Values represent means +SD, n = 8. Significant difference: # p < 0.01 and ## p <0.001 vs. Cr(VI) group
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DISCUSSION

Administration of K,Cr,0; at a dose of 40 mg/kg body weight caused a significant
increase in LP in liver 24 h after the administration (by 49.4% vs. controls, p < 0.001)
and a decrease in renal LP (by 21% vs. controls, p < 0.01). Our previously published
results showed that a single i. p. dose of 20 mg/kg K,Cr,0, induced LP in both organs;
however the levels of LP were markedly higher in the liver compared to kidneys (34).
The dose of Cr(VI) and the duration of exposure is considered to be of great importance
for the effect of Cr(VI) on LP and a dual role of Cr(VI) in inducing LP has been already
described (29, 35, 36). A decrease in LP in both the liver and kidneys, and an increase in
testicular and cerebral LP was described by Dey (37) in rats exposed to subchronic Cr(VI)
intoxication.

Pretreatment with Pleurotus ostreatus in our experiment did not significantly influenced
the increase in hepatic LP, but further decreased the LP lowered by Cr(VI) in kidneys.

We observed a decrease in GSH in kidneys (by 33% compared to control group,
p <0.001), but no significant change of GSH was seen in the liver in Cr(VI) group.
In our previously published results, we described slightly different effect of potassium
dichromate: a single dose of K,Cr,0, (20 mg/kg) increased hepatic GSH and did not
change renal GSH levels 24 hours after the injection (34). The difference could be due to
the higher dose of Cr(VI) we used in the present experiment. Standeven and Wetterhahn
(38) reported an initial decrease in hepatic and renal GSH levels followed by marked
increase between 5th and 26th hour after i.p. injection of 20 mg Na,Cr,0,/kg to rats.
The possible dose-dependent response of GSH level in the liver can be also seen in
contradictory results of published studies of subacute Cr(VI) intoxication in rats: Dey
(37) described increased hepatic and decreased renal GSH content after subacute
administration of 8 mg/kg chromium trioxide daily for 28 days; Soudani (39) observed
a significant decrease in glutathione (GSH) levels in the liver of rats which were given
700 ppm K,Cr,0; in drinking water for 21 days.

Pretreatment with Pleurotus ostreatus had not influenced the effect of Cr(VI) on renal
GSH. In the liver, the combination of Pleurotus ostreatus + Cr(VI) in lead to an increase
in GSH content compared to Cr(VI) group. This effect of Pleurotus ostreatus could be
considered to be protective, but contradictory data exist about the role of GSH in Cr(VI)
toxicity. The protective effect of GSH as well as potentiation of the Cr(VI) toxicity has
been described (40—43).

In the presence of reducing agents reactive intermediates Cr(V) and Cr(IV) are
generated. GSH can act as a reductant for Cr(VI) and reactive intermediates and the
generated hydroxyl radical or another reactive oxidative species may be responsible for the
toxic effects of Cr(VI) (44). It was reported, that GSH depletion provided partial protection
from the effects of Cr (V1) on cell viability in freshly isolated hepatocytes (45). Gunaratnam
(46) also showed that during the metabolism of Cr (VI), the activity of GR was markedly
reduced and GSH levels decreased in isolated hepatocytes, whereas the expression of the
protein was increased 2-fold concomitantly, presumably as a compensatory mechanism. In
pre-treated cells where GR was inhibited, the effects of Cr (VI) were ameliorated.
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In our experiment, the activity of renal GR was significantly decreased by Cr (VI)
administration (and the decline was further enhanced by preatreatment with Pleurotus
ostreatus.

The depletion of GSH in kidneys after Cr(VI) administration could explain the
difference in the levels of LP we found between the liver and kidneys. The depletion of
GSH in kidneys could decrease the production of reactive Cr intermediates. The inhibition
of GR activity and GSH depletion could also activate compensatory antioxidant responses
that lead to the observed decrease of renal LP.

A different situation was seen in the liver: the activity of hepatic GR was increased,
possibly as a compensatory response and the content of GSH in the liver was not significantly
changed in Cr (VI) intoxicated rats compared to controls. There was significant increase
in GSH level in the liver in Cr(VI) + Pleurotus group. We also observed the highest level
of hepatic LP in this group.

No change in the activity of GPx was seen in the liver of Cr(VI) intoxicated rats,
whereas a significant decrease in GPx activity was seen in kidneys. The experiment
confirmed a difference in the susceptibility of renal and hepatic GPx to Cr(VI), that we
have already described (34).

Cr(VI) significantly elevated the activities of ALT, AST and GLDH. Pretreatment with
Pleurotus ostreatus further significantly augmented the increase in the activities of AST
and GLDH. The increase in GLDH, an important marker of toxic liver damage, shows,
that Pleurotus ostreatus augments the toxic effect of Cr(VI) in the liver. The mechanism of
this effect is not clear yet.

Significantly higher content of Cr(VI) was found in liver tissue of animals in Cr(VI) +
Pleurotus group in comparison with animals in Cr(VI) group. This influence of Pleurotus
ostreatus on Cr distribution may be partly responsible for the increased toxicity of Cr(VI)
in the presence of Pleurotus ostreatus. The content of Cr(VI) was also increased in kidneys
in animals pretreated with Pleurotus ostreatus.

Our pilot experiments in rats as well as a search in the literature confirmed that
administration of Pleurotus ostreatus alone does not induce any significant changes
in the oxidative state in liver or kidney tissues or in markers of liver damage in serum
(47—-49). The only effect we observed in pilot experiments in rats was a decrease in copper
content in liver tissue (by 11% vs. controls; p < 0.01). Higher doses (5% in the diet),
compared to our experiment, increased the levels of reduced glutathione in the liver and
stimulated the activities of catalase and glutathione peroxidase in rats after 52 weeks of
administration (50).

The doses of Pleurotus ostreatus we used in the experiment are higher, than is the usual
recommended human dosage for Pleurotus ostreatus in nutritional supplements. The doses
in our experiment were based on published studies in rats where the hepatoprotective
and antioxidant effects of Pleurotus ostreatus were described (10, 14, 15, 17). However,
some nutritionists and nutrition websites recommend taking up to 15,000 mg of
Pleurotus ostreatus per day. Similarly high doses were used in clinical studies where the
antihyperlipidemic effects of Pleurotus ostreatus (15 g /day) was studied (47).
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Pleurotus ostreatus is widely used immunomodulatory nutritional supplement, which
is sold over the counter. The dosage that is used and length of the treatment are usually
not consulted with the doctor. The ability of Pleurotus ostreatus to increase some of the
hepatotoxic effects of hexavalent chromium (a known environmental pollutant) has not
been previously described. Because the occupational exposure or a contact with Cr(VI) in
the environment are not rare, the fact that Pleurotus ostreatus can influence the distribution
of Cr in tissues is of high importance. The described effect and the exact mechanism of it
should be further studied.

Supported by the research grant MSM 0021620819 of the Ministry of Education of the
Czech Republic.

SUMMARY

Pleurotus ostreatus (P. 0.), oyster mushroom, is widely used immunomodulatory
nutritional supplement. P. 0. and pleuran ($-1,3/1,6 glucan from P. 0.) have been shown
not only to enhance the defence against infections, but also to lower cholesterol, to
have antitumor, anticoagulant, anti-inflammatory, antinociceptive and hepatoprotective
properties. Recently, the research has focused on their antioxidant properties. Hexavalent
chromium [Cr(VI1)] is a toxic and carcinogenic pollutant. Production of reactive oxygen
species plays an important role in the pathogenesis of Cr(VI) toxicity. The study was
designed to investigate possible protective and antioxidant effects of Pleurotus ostreatus
in acute intoxication with hexavalent chromium. Wistar albino male rats were divided into
three groups: control, Cr(VI), and Cr(VI) + P. 0. Finely powdered P. 0. (500 mg/kg b.w./day)
was administered in a form of suspension via gavage for ten consecutive days. K,Cr,0,
(40 mg/kg b.w./day) was administered i.p. as a single dose on the tenth day of the experiment.
24 hours after the administration of Cr the experiment was terminated and liver and tissue
and blood samples were collected. Lipid peroxidation, reduced glutathione, the activities
of glutathione peroxidase and glutathione reductase and Cr content were estimated in liver
and kidney homogenates. ALT, AST and GLDH were determined in serum. The supposed
antioxidant effect has not been proved. Administration of Cr(VI) significantly elevated the
activities of ALT, AST and GLDH. Pretreatment with P. o. further significantly augmented
the increase in the activities of AST and GLDH. Significantly higher content of Cr(VI)
was found in the liver and kidneys of animals in Cr(VI) + P. o. group in comparison with
Cr(VI) group. The influence of P. 0. on Cr distribution may be partly responsible for the
increased toxicity of Cr(VI). The ability of P. 0. to increase some of the hepatotoxic effects
and the tissue distribution of hexavalent chromium has not been previously described.
Because P.o. is commonly used, the observed effect and the exact mechanism of it should
be further studied.
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Pleurotus ostreatus (hliva usti'icna), béZné pouZivany
doplnék stravy, md schopnost zvySovat akutni toxické ucinky
Sestimocného chromu u potkanii

SOUHRN

Pleurotus ostreatus (P. 0.), hliva Ustficna, se Casto pouziva jako imunomodulaéni
doplnék stravy. Bylo prokazano, Ze P. o. a pleuran (p-1,3/1,6 glukan obsazeny v P. 0.) kromé
zvySovani obranyschopnosti proti infekcim také snizuji cholesterol, maji protinadorove,
antikoagulacni, protizanétlivé, antinociceptivni a hepatoprotektivni ucinky. V posledni dobé
se vyzkum zaméfuje i na jejich antioxidaéni tiginky. Sestimocny chrom je toxicky polutant
s karcinogennimi u¢inky. V mechanismu jeho toxicity hraje vyznamnou roli produkce
reaktivnich forem kysliku. Cilem studie bylo ovéfit mozné protektivni a antioxidacni
ucinky pii akutni intoxikaci chromem. Potkani — samci kmene Wistar byli rozdéleni do
tfi skupin: kontrola, Cr(VI) a Cr(VI) + P. o. Suseny P. 0. ve form¢ prasku byl podavan
peroralné sondou jako suspense v destilované vode (500 mg/kg tél. hmotnosti/den) po dobu
deseti dni. K,Cr,0, (40 mg/kg t&l. hmotnosti/den) byl aplikovén i.p. jednorazove desaty
den od zacatku pokusu. Zvifata byla usmrcena 24 hodin po podani chromu a byly odebrany
vzorky tkani a krve. V homogenatech jater a ledvin byla stanovena hladina peroxidace
lipiddi, redukovaného glutathionu, aktivity glutathionperoxiddzy a glutathionreduktazy
a obsah chromu. V séru byly stanoveny hladiny ALT, AST a GLDH.

Pfedpokladany antioxidacni u€inek nebyl prokazan. Podani chromu vyznamné
zvySovalo hladiny ALT, AST a GLDH. Ve skupiné Cr(VI) + P. o. byly hodnoty AST a GLDH
proti skupiné Cr(VI) jest¢ vyznamné vyssi. Také obsah chromu v jatrech a ledvinach byl
ve skupiné Cr(VI) + P. 0. vyznamné vyssi nez ve skupiné Cr(VI). Schopnost zvySovat
toxické ucinky chromu v jatrech a jeho distribuci do tkani nebyla u P. 0. az dosud popsana.
Vzhledem k béznému pouzivani dopliikd stravy s P. 0. by mél byt pozorovany efekt a jeho
mechanismus dale studovan.
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TEACHING CZECH AS A FOREIGN LANGUAGE FOR
STUDENTS OF DENTISTRY THROUGH E-LEARNING

D. Machackova

Department of Languages, Faculty of Medicine, Pilsen, Czech Republic

At the Medical Faculty in Plzen, dental students in the English program take Czech
language classes for the first two years of study. During the grant period, there are four
lessons a week, but given the fact that Czech is a challenging, inflected language, this
relatively short period of instruction is inadequate to ensure that by the end of the second
year, students are able to communicate with patients and medical personnel in the Czech
language. This situation is further complicated by the fact that textbooks for these courses
are non-existent. Therefore, a course for foreign Czech dentistry students was created
which utilizes an e-learning curriculum, blended-learning, and serves as additional form
of full-time teaching. This is now used in the 4th semester.

CHARACTERISTICS OF TEACHING CZECH FOR DENTISTS

During the first two semesters, students learn the most frequent cases of basic declination
pardigms of nouns and adjectives, particularly pronouns, and present tense of Czech verbs
(including irregular verbs). The content of the third semester focuses on past and future
tenses, modal verbs, conjunctions and gradation of adjectives and adverbs. The fourth
semester is designed to simulate the communications between doctors and patients and
doctors to nurses. This incredibly busy and intensive schedule obviously has resulted in
a significant reduction in other grammatical and lexical units in favor of the specific needs
of our students. Additionally, more difficult words and phenomena (especially in regards
to technical terms) are not easily comprehended when merely translated into English, and
accompanying photographic representations are invaluable when teaching such material.

REASONS AND BENEFITS OF DEVELOPING E-LEARNING COURSES

The previous model of instruction was comprised of simple handouts and in-class
instruction, and such, was very limited in providing students with a relateable,
comprehensive language experience. With the intent of broadening the scope of the
curriculum to provide students with a more expansive experience in Czech language
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for medical purposes, it was necessary to develop a platform that would allow for the
inclusion of multimedia elements, such as; images, photos, videos, online documents, and
other media not possible under the previous system of standards. The resulting platform
was e-learning, which allowed all of these elements to be blended seamlessly into one
universally accessable online course.

Online courses save the students, teachers, and the Department many costs, such
as those incurred for copied materials, school supplies, and others inherent of in-class
instruction. Seemingly simple additions, such as the ease of including color photographs,
have profound effects in engaging students, and the universal access addresses the
attendance concerns; it is important to note that in the second year, the percentage of
student absences significantly increases, largely due the challenging schedule of the fourth
semester. This significance is reduced by an ease of access for students.

E-courses are more flexible and adaptable to students’ busy schedules; they can choose
how many times they return to the lesson material, go at their own pace, and revisit material
they might have missed in class. This also eliminates confusion pertaining to what to study,
where to find it, and how it relates to the overall lesson plan. Furthermore, this design
allow for students to employ self-checking methods, and by doing so, personally evaluate
their comprehension of course material at any given time. This function also allows for the
instructor to maintain an high level awareness of student participation and comprehension,
whether in the form of chapter tests or online consultations (chat, forums, etc.) initiated by
either student or teacher.

Students still retain the potential for cooperation and collaboration with this form
of instruction, and it is most beneficial out of the classroom when time constraints are
less of an issue, and students are futher encouraged to use lesson material outside of the
classroom in order to develop their interactions with Czech society. It is all too common
for foreign students to simply revert to either English or non-verbal communications in
order to operate in Czech culture, and thus they often lack any significant motivation to
use the Czech language in day-to-day interactions. The result of this is that in the third
year, when students of clinical dentistry begin to work with patients and colleagues, they
often find that that they are lacking in the capacity to do so despite the fact that they have
finished the required Czech language courses. Lastly, the ability to provide scenario-based
role-playing exercises allow students pracitce with real-life, on-the-job interactions with
patients, and these scenarios are much more effective than conventional lessons utilizing
textbooks and chalk boards. These excercises provide excellent feedback to teacher,
and allows them more flexibility in their resposes to educational and vocational needs.
Furthermore, the platform allows such excercises to possess an evolutionary element; they
are easily adapted with each lesson based on student performance. Unlike basic, script-
based learning courses, e-learning courses are limited only by the needs of students and
the ingenuity of their teachers.
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CONTENTS AND FEATURES E-LEARNING COURSE

The course itself was created in Moodle, and it is structured in the traditional manner,
ie. it is divided into chapters (or subsections) that contain text in addition to study tasks,
exercises, self-tests and a discussion forum. The course is moderated, and since the basic
structure follows the standard model, it will not be covered here, instead the specifics of
the course will be detailed.

The guidelines reflect the specific communications needs of students, it is focused on
Imedical language in a dental environment. Students learn important concepts of their future
profession (dental caries, dental chair, fillings, crowns, probes etc.), basic phrases used in
contact with the patient (history) with some form (medical card patients) and acquired
communication skills with patients or colleagues. During the course, students are educated
on topics such as anatomy of the tooth, human teeth, diseases of the teeth and oral cavity,
examination of the patient, dental hygiene, and dental instruments and pharmacology.

The study text is qualitatively and quantitatively reduced so that the students are
provided with crucial and relevant vocabulary and material, but not innudated with
irrelevant, insignificant coursework. An integral part of the images and pictures are only
illustrative, but they also help to understand more complex words and phenomena (eg.
A root canal, dental instruments) and thereby improve the fixation of the curriculum in
mind.

CHRUP

V této kapitole se budeme uéit néco o zubech.

) oruny zusy
[ anatoMiE zuBY
&) Tretr stolika - Ukol
[B) eLeni cHrupy
B po&asny cHruP
&) Ciselné nazvy zubi - kol
B sty cHrup
& chrup zvitat - tkol
[®) peNTALNI KRiZ
&) Dentélnf kiiz ve vasi zemi

Slovnik a test

[ sLovnik - cHrUP

@ TEST - CHRUP

Fig. 1 The structure of the chapter Teeth
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SONDA (zubni) / patradlo
probe / explorer

“zdroj: Dentamed, www dentamed.cz”

Fig. 2 Photos of the probe in the dictionary

Osetfeni zubniho kanalku - Ukol

Pripravte’sijpopis osetreni Zubnino/Kanalky:

CELKEM HODNOCENI

Fig. 3 The task of the chapter Diseases of teeth and oral cavity

Tasks are assigned so that the students are forced to operate in a Czech language
environment without the knowledge of grammatical and lexical units of the text. Therefore
it requires students to seek out the basic information or photographic material as it relates
to professional events (for example, the definition of tooth decay, a video of brushing
your teeth, or complete a table). Another type of task is collaborative content creation,
which allows any student to request specific material from the instructor according to their
particular needs, which is not possible under the restrictions of traditional, textbook based
lessons. This content is then translated into the Czech language and is further processed
didactically.

The exercises are focused on repetition of vocabulary and grammar. These exercises are
not usually mandatory, and students complete them either of their own volition or at the
recommendation of a tutor. Experience has proven that it is necessary to constantly revise
course material, eg. Conjugation of modal verbs, vocative and addressing or conjugation
of some irregular verbs.
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Continuous testing allows students and teachers to assess whether and how well the
curriculum is adopted, and is also preparing for the written part of the examination, which
is composed at the end of the 4th semester.

The course is moderated in English and Czech. Linguistically complex instructions
are given in English, but simple and repetitive instructions are in Czech (ie. ‘search for
an Internet video’, ‘send picture’) — it is clear and linguistically appropriate, although the
quality of the language is diminished.

se mléény zub profeZe pred 3. mésicem viku, je to ni.

Vyberte jednu z nabizenjch maZnostl:
© Pravda

& Nepravda /'

Vybomé! @
Spravnd odpovid je ‘Nepravda'

Okementovat nebo prapsat znémku
Historie odpovédi
Krok  Cas Akce Stav Body
1 29,05.2015 11:10 Zahéjeno Dosud nezodpovzeno
2 29.05.2015 11:13 UloZeno: Nepravda Odpovéd uloZena
3 20.05.201511:13 Pokus ukongen Sprévné 1

Fig. 4 Self-Test evaluated in Chapter Teeth

DOCASNY CHRUP

[E—
« Dogasny chrup (mié&né zuby) tvoli 20 zubd.

Profezavanl prvnich zubd zatina kolem 6. mésice po narozeni ditéte.

Kdy? se profeZe dotasny zub pled koncem 3. mésice véku, miuvime o pledéasném profezavanl (dentitio praecox).

|KdyZ se neprofede 2adny delasny zub do 10. mésice véku, miuvime o opoZdéném profezavani (dentitio tarda).
|
1 roce ma dité asi 8 zubd, ve 2 letech 16 zubl a nejpozdéji ve 3 letech ma cely dofasny chrup.

Typ zubu Horni celist
:Doba profezivani

prvni fezaky (jednicky) 58 mésicl

druhé feziky (dvojky) 19 mésicd

Splcaky (trojky) |16-20 mésicl

prvni stollEky (Etyfky) |12-16 mésicl

druhé stoliEky (pétky) [20-30 mésicd

Fig. 5 The study material in Chapter Teeth
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The course has a blended-learning format and it takes in the fourth semester, which
means that is final course before the final examination. A primary advantage of the course is
that foreign students have an opportunity to learn the Czech language through tehcnologies
which they are already familiar with, and therefore do not find themselves overburdened
or confused by unfamiliar methods or teaching styles.

The e-learning course for Czech dentistry students is appreciated as interesting,
beneficial and entertaining. It is an important tool in teaching Czech for future dentists not
only for faculty in Plzen, but also in other faculties in the country. The course is available
at the website Faculty in Plzen (http://lms.Ifp.cuni.cz/), and the password is available upon
request from the author.

SUMMARY

Foreign students studying in the English program at the Medical Faculty in Plzen,
Czech Republic, take four hours of Czech courses a week for the first two years. In the
first year, students learn the basics of Czech at level A1 and A2. The second year of their
education concentrates on communication skills and places an emphasis on communication
with patients. Students are therefore acquainted with the necessary terminology, phrases
and customs that should be learned for successful preclinical dentistry in the third year.
Since there are no textbooks that focus on dental issues in Czech, and acknowledging that
standard instruction methods are quickly becoming obselete, it was necessary to develop
an e-learning program in order to incorporate mulitiple forms of media in order to optimize
Czech language courses for foreign dentistry students.

Vyuka Cestiny pro cizojazycné studenty stomatologie
za podpory e-learningu

SOUHRN

Zahrani¢ni studenti studujici v anglickém programu na LF UK v Plzni maji CeStinu
v prvnich dvou letech studia, pfi ¢asové dotaci ¢tyfi hodiny tydné. V prvnim ro¢niku se
studenti uéi zaklady Cestiny pfiblizné na trovni Al a A2. Ve druhém roce se jejich komu-
nika¢ni schopnosti prohlubuji a klade se diraz na komunikaci s pacientem. Studenti jsou
proto seznamovani s terminologii, frizemi a zvyky, které je tifeba si osvojit pro usp&sné
zvladnuti preklinického zubniho 1ékafstvi ve tietim rocniku a kontakt s pacientem a Iékai-
skym personalem vibec. JelikoZ neexistuje ucebnice, ktera by se zaméfovala na stomato-
logickou problematiku ¢estiny pro cizince, byla pfipravena e-learningova podpora, ktera
supluje chybg&jici ucebnici.
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AND MAXILLOFACIAL SURGERY
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However the progress in 3D printing for medical purposes has improved on
commercially based services and the development of 3D printing devices is decreasing;
there are challenges for increase the quality of printing techniques for biomedical purposes.
The aim of this project was to evaluate the limits and possibilities of different non-
commercial on site 3D printing devices for instant model and templates production.

In oral and maxillofacial surgery standard protocols for 3D CAD/CAM production of
patient specific implants, surgical templates and others are becoming frequently used. In
some instances not only the high pricing and time delay in production is a problem which
should be solved with on-site 3D printers. A test template for comparing the accuracy and
parameters of different printing techniques was used.

METHODS

Based on CT scans a SW 3D reconstruction is performed, in cases of unilateral
involvement a mirroring is used to reconstruct the missing structure pattern. Realignment
of the reconstruction to the original structures was made. The final step was 3D print of
the required 3D structure, to be used for patient specific implant fabrication or just simple
implant premolding before entering the operating theater. This method enables to create
exact models of even the smallest anatomical structures.

CASE REPORT

A patient presented to the faculty hospital in Pilsen with severely displaced and defective
orbital fracture to the left face. Based on medical imaging of computed tomography
(Fig. 1), the 3D reconstruction image reveals the severity of fragment displacement. The
missing structures of the lateral orbital wall and zygomatic bone was created by mirroring
the contralateral side using the open source Meshmixer SW (Fig. 2). For the production
of a sterelolithographic model using a Formlabs Photopolymerysitation 3D printer used,
firstly the model alignment and suport post were created (Fig. 3). The manufactured
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final model (Fig. 4) was used as a preoperative tool to perform the proper pattern of
reconstructive Titanium mesh for maintaining precise perioperative fragment reduction
(Fig. 5). However the surgical intervention was performed by simple plates (Fig. 6) because
there was a possibility to realign all fragments precisely, the 3D template was used to bend
any plate to the necessary shape. The final post-operative result in 3D CT reconstruction,

Fig 2 Reconstruction by
mirroring the contralateral
side (MeshMixer SW)

Fig 1 Patient with defective
orbital fracture

Fig 4 Sterelolithographic
model produced from
photopolymer

Fig 3 Plan for production of
sterelolithographic model
(Formlabs Printer)

Fig 5 3D preshaped mesh for Fig 6 Orbital reconstruction
orbital reconstruction surgery
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Fig 7 Postoperative image
showing restoration
of orbital contour

showed adequate reduction of facial contours (Fig. 7). 3D virtual planning is a useful tool
for preoperative and perioperative hardware adaptation for orbital reconstruction in order
to re-create patient’s pre-injury bony contour, adequate facial symmetry, functional and
aesthetic results. Moreover, it can be used as a communication tool for explanation of
surgery to patient and for educational purpose as well.

FINDINGS AND CONCLUSIONS

It is feasible to produce high quality templates for patient specific implant by using
simple and open source SW tools. The overall easy access to 3D printers makes it
possible to produce sufficient hardcopy templates as tools for reconstruction of bones
in maxillofacial surgery within few hours on a reasonable price level. This can improve
the quality of bone reconstruction surgeries. The use of 3-D models has proven to greatly
decrease surgical operating time, decrease time under general anesthesia, and decrease
wound exposure time. The regulations for Patient specific implants production in different
countries must be respected.

SUMMARY

Nowadays 3D printing for biomedical purpose is effective method to improve not only
the quality of the produced model, but price reduction as well. In past 3 years, we tried
different 3D printing technics for use in Maxillofacial Surgey mainly for pre-operative
planning and re-shaping of Osseosyntetic materials. This article discusses the use of
available SW and 3D printing to create model for surgical reconstruction of defective /
missing orbital structures.

31



VyuZiti 3D tisku v maxilofacialni chirurgii
SOUHRN

Vyuziti 3D tisku pro biomedicinské aplikace se stava dostupnou a efektivni metodou
nejen v souvislosti se snizujici se cenou, dostupnosti 3D tiskaren, ale také se zvySuje
kvalita produkovanych modelt. V uplynulych 3 letech jsme testovali rizné 3D tiskové
techniky pro vyuziti v maxilofacialni chirurgii, zejména pro predoperaéni planovani a pie-
tvarovani osteosyntetického materialu. Piispévek dokumentuje pouziti volné dostupnych
SW prostiedka a vlastni 3D tiskarny pro vytvofeni modelu chybéjicich struktur oénice pro
rekonstruk¢ni chirurgicky vykon.
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ACRYLAMIDE TOXICITY
P. Sobotka
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The mankind in the contact with the external environment is all the time exposed to
huge amount of different pollutions. Conventionally it concerns atmosphere, watercourses,
land, industries and foodstuffs. In the last years attention was devoted to the toxic action
of acrylamide. As an important industrial chemical acrylamide (AA) and its polymers are
used for floculants of waste waters, production of paper and pulp and for preparation of
gels applied in chromatography and electrophoresis.

Acrylamide C;H;NO (CAS No 79-06-01) is a colorless and odorless crystalline solid
soluble in water. As a monomer it is formed in heated starchy food as a result of Maillard
reaction (40, 48). AA is a type — 2 alkene a chemical class that includes structurally
related electrophilic environmental pollutants and endogenous mediators of cellular
oxidative stress (35). Chromatographic methods enable fast, accurate and reproducible
determination of AA (3, 52). AA is metabolized primarily to glycidamide. It also undergoes
detoxification by conjugation with glutathione (34). Decomposition products of AA may
participate on its toxicity (27, 29, 51). There were assest values of LDy, of AA and its
derivatives in experimental animals (70). Hemoglobine adducts of AA and glycidamide
have been measured as a biomarkers of AA exposure in a represenatative sample of the
USA population. Smoking was significantly correlated with these adducts (4, 69). AA is
present in commonly used foods (31). Amount of AA in different products are published
(34, 48). AA content in dry foodstuffs for dog and cat are also determined (68). Dietary
intake of AA differs greatly among European adults residing in different geographical
regions (18). Poland young population consumes the highest amount of AA (73). Specially
the AA content in baby food products is even dozen times higher than the exposure
estimated for the total Polish population (40).

Neurotoxic effects of AA were proven in laboratory animals in vivo and in vitro. They
ivolve the peripheral and the central nervous system by the damage of the nerve ternimals
through membrane fusion mechanisms and tubulovesicular alterations. Changes in neural
specific mRNA are sensitive to neurotoxic damage (67). In cultured fibroblast cell lines
AA is responsible for neurite disintegration (71). Similar effects are with rat dorsal root
ganglia (63). There are alterations in the axonal transport of proteins, glycoproteins and
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gangliosides in sensory neurons of rat sciatic nerve (24), inhibition of creatine kinase
from brain or sciatic nerve (37). Reduction of protein delivery contributes to axonal
degeneration (57). Progressive deficits in retrograde axon transport precede degeneration
of motor axons (41). There are extensive pathological changes at the neuromuscular
junctions (13) and heteregenous visceral nerve changes (17). Axonal atrophy can masc
the development of neurofilamentous axonal swelling (21). The incubation of AA with
rat brain homogenates was followed by a decrease in catalase activity (65). Changes in
the phosphorylation of phospholipids and protein in the nerves are the component of
AA neurotoxic mechanism (5). Voltage clamp and electronmicroscopic analysis of rat
sciatic nerve confirmed distal axon degeneration (8). Well documented is neurotoxicant
effect due to cerebellar Purkinje cell damage and central-peripheral distal axonopathy.
In rats the damage of far-field somatosensory evoked potentials may occure through the
system including the spinal cord, dorsal column nuclei, medial lemniscus, thalamus and
sensory radiation (7). Neuropathy involving sensitive nerves of the rat urinary bladder
leads to severe urinary retention (1). Neuropathy in dogs abolished the cough reflex (25).
In cats were described spinal cord deffects and peripheral neuropathy (22), in monkeys
loss of vibration sensitivity (38), loss of regulation in axoplazma of myelinated rat tibial
nerve fibers (35). There is also inhibition of rat mitochondrial energy production (39).
Russom et al. (53) describe acute toxicity and behavioral effects of acrylates in juvenile
fathead minnows.

AA produces developmental and postnatal effects in mouse and rat offsprings following
administration to pregnant dams. It also produces neurotoxic effects in the neonates at
levels that are not toxic to the dam. Chromosomal changes indicate its clastogenic potential
and genotoxic effects (9, 11). Lower fertilizing ability of the sperm plays a major role
in the reduced reproductive competence in rats (62). The same effect has in mice the
decrease sperm count and abnormal sperm morphology (55). Mammalian spot test revealed
mutagenic and teratogenic effects (42).

Animal experiments provide evidence that AA induces not only mutagenecity but
especially mammary gland tumors in female rats (35). Many other tumors were observed,
e. g. adenocarcinoma of different organs, papiloma and carcinoma of oral cavity,
mesothelioma, pituitary adenoma and adenocarcinoma (12). In a chronic study with AA in
drinking water various tumors were found as astrocytoma, oligodendroglioma of the brain,
pheochromocytoma of the adrenal gland, malignant leukemia (26) and abberations in the
bone marrow (11). In the contact with the skin AA produces in mice irritation, scabbing,
hyperceratosis, papillomas, carcinomas and melanomas (72).

The consequences of AA contact in human are not uniform. Association between
chemical exposure and selfreported symptoms should be interpreted with great caution,
because in tunnel workers previously exposed to grout containing AA there were not
found health outcomes as measured by the chosen neuropsychological tests (20). Contrary
occupational health hazard in profesional exposition to AA is generally accepted (19). For
the most part there are described variable objective unfavourable consequences. Prevail
peripheral neuropathies with paresthesia, pain, cramps, attacs of white fingers, hands and

34



feet accompanied with sweating, numbness and fatigue (50), neurovegetative and neurotic
disturbances (30), emesis and diarrhea (70). Often occure allergic contact dermatoses
and occupational asthma (28) connected with generalized urticaria in laboratory workers.
There are also midbrain, cerebellar and optic nerve alterations. EEG changes were
described in workers exposed to AA in laboratory and semibusiness conditions (55). Due
to nerve terminal damage AA may contribute to the development of Alzheimer disease
(51). Exposure to acrylnitrite was followed by accumulation of acrylate adducts with
erythrocytic hemoglobin (4, 65). In a prospective European mother-child study both AA
and glycidamide hemoglobin adducts were associated with significant lowering in birth
weight and head circumference. Thus dietary intake of AA should be reduced among
pregnant women (46). Also the Norwegian mother and child cohort study proved that AA
intake during pregnancy was negatively associated with fetal growth (15).

In human there is lack of an increased risk of most types of cancers from exposure
to AA. The main association that reqieres further monitoring involves kidney cancer
(49). In a prospective study from 10 European countries the dietary intake of AA was
not associated with an increased risk of the pankreas adenocarcinoma (44). Also no
association was observed between AA intake and endometrial cancer. However a positive
association with type I was observed in women who were nonusers of oral contraceptives
and never smokers (43). A cohort of 2293 man from the USA and the Netherlands exposed
to AA showed no trend of increased risk of mortality from several cancer sites (10). The
mortality of 371 employes did not support a cause effect relation between exposure to AA
and overal mortality, total malignant neoplasms or any specific cancers (58). Contrary in
a Danish cohort of postmenopausal women the prediagnostic exposure to AA was related
to mortality of endocrine related types of breast cancer patients (45).

There are efforts to elaborate strategies for mitigation of unfavourable effects of AA.
Preventive measures are based on the use of the asparaginase and thermal imput reduction
and vakuum treatment aimed to remove the already formed AA from the product (2).
There are procedures to reduce AA in the main foods (48). Some dietary components as tea
polyphenols in green tea, resveratol in grapes, diallyltrisulfide in garlic, flavonoids in citrus
and tomato are able to ameliorate AA toxicity (51). The negative impact of AA on structure
and innervation of the small intestine wall in mice can be abolisheed by dietary potato fiber
preparations (14). Selenium dietary supplement can prevant the biochemical changes in
the liver in rats (66). Fish oil has a neuroprotective effect on the AA induced neurotoxicity
in rats (32). Treatment with gangliosides stimulates the regenerative potential of AA
damaged nerves (61). ACTH and related peptides improve recovery from neuropathy in
rats (60).

SUMMARY

In a review there are described toxic consequences of acrylates in animal experiments,
and in man in industry business, in laboratories and in foodstuffs.
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Toxicita akrylamidu
SOUHRN

V piehledu jsou popsany toxické ucinky akrylatt v pokusech na zvifatech a u lidi
v priumyslovych provozech, v laboratofich a v potravinach.
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MARKERY PROGRESE A VZNIKU METASTAZ
U OVARIALNIHO KARCINOMU SLEDOVANE
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Maligni epitelialni ovarialni nadory (EOC) jsou nejcastéjsi pficinou umrti na gyne-
kologické malignity. Onemocnéni je kvili absenci efektivniho screeningu prediktivnich
markerti u obecné populace diagnostikovano u vice nez 70 % Zen az v pokrocilém stadiu
(FIGO III a 1V). Pravdépodobnost pétiletého pieziti se pak pohybuje pouze 20—40 %
(1, 2), protoze nador byva jiz diseminovany a 1écba je komplikovana Castym vyskytem
recidiv spojenych s rezistenci vic¢i pouzité chemoterapii (3). Diagnostika ovaridlnich kar-
cinnomu zahrnuje urceni subjektivnich potizi pacientek a gynekologické vysetieni, nejvét-
§i vyznam vSak ma stanoveni nadorovych markerti (CA125 a HE4) a expertni ultrazvukové
vySetfeni (4).

Geneticka povaha EOC neni dosud diikladné prostudovana a stanoveni genetickych
markeri se v bézné klinické praxi nevyuziva. Se vznikem ovarialnich karcinomt je here-
ditarné spojovana mutace geni BRCA1/2 (5). Pomoci sekvenovani nové generace (Next
Generation Sequencing, NGS; 6) byly odhaleny kombinace mutaci BRCA1/2 u 11 %
pacientek s high-grade serosnim ovarialnim karcinomem (HGSC). Pro prognézu ova-
ridlnich nadord pfitom hraji mutace BRCA1/2 pozitivni roli, jak bylo pomérné nedavno
zjisténo (7, 8, 9), a rovnéZ v retrospektivnich studiich australské populace (n = 1001; 10)
¢i etnicky heterogenni skupiny (n = 190; 11) korelovaly mutace BRCA1/2 s del$im pte-
zivanim pacientek s EOC. V 1é¢bé 1ze mutace genti BRCA vyuzit pfi podavani inhibitorti
PARP (12). Nedavna studie vSak naznacila, ze rozsifeni spektra sledovanych gen (napf.
CHEK2, ATM, PALB2) u pacientek s nemutovanymi BRCA1/2 geny (13) nebo sledovani
mutaci geni RAD51C/D (14) by spole¢né s detailni rodinnou anamnézou vzhledem k rizi-
ku vzniku EOC mohlo pfinést klinicky dopad. V rutinni diagnostice ovarialnich nadort se
zatim mutace BRCA1/2 ¢i dalSich genti nesleduyji.

Na zakladé molekularnich genetickych studii, klinického obrazu, morfologie a histopa-
tologie se ale podafilo rozdélit ovarialni karcinomy na 5 histologickych typi [high-grade
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serosni (70 %), endometroidni (10 %), svétlobunééné (10 %), mucinosni (3 %), a low-grade
serosni karcinomy (< 5 %)], které v celku zastupuji 95 % piipadt (15). Mohou byt navic
klasifikovany do dvou skupin oznacovanych jako typ I a typ II. Typ I tvofi low-grade
serosni karcinomy (grade 1), low grade endometroidni (grade 1 a 2), mucinosni a svétlo-
bunééné karcinomy. Mezi nadory II. typu jsou pak fazeny high-grade serosni (grade 2 a 3)
a high-grade endometroidni (grade 3) karcinomy (16, 17). Tyto typy se lisi jak prognostic-
kymi faktory, povahou rozsevu a odpovédi na 1é¢bu, tak molekularni podstatou, rozdilnym
genetickym profilem a rozdily v epidemiologickych a genetickych faktorech spojenych
s rizikem vzniku ovaridlniho karcinomu. Uvedena klasifikace ovaridlnich nadort predsta-
vuje prvni krok k vyuziti sledovani genovych expresnich profild v diagnostice a prognoze
ovarialnich karcinomui.

Vzhledem k hlavnim pfic¢inam Gmrti na ovarialni karcinomy, tedy rozvoji rezistence
a metastatickému rozsevu, byla, na zakladé genetickych profill, nalezena fada konkrét-
nich markerd souvisejicich s resistenci na podavanou chemoterapii, napt. NRF2, TP53,
DACHI, EVII1, SKILL, RUNX, PRKCI, GPX3, APC, BAG3, S100A10, EGFR, ITGAE,
MAPK3/ERK1, TAP1/ABCB2, BNIP3, MMP9, a FASLG (18-23). Dressman a kol. nasli
genové profily konzistentni s aktivaci onkogennich signalnich drah Src a Rb/E2F u che-
moresistentnich pacientli s potencialnim vyuzitim v cilené terapii zaméfené pravé na tyto
drahy. Aktualni informace a nejvyznamnéjsi data k vyuziti komercénich microarrays pro
meéfeni genovych expresnich profild u ovaridlnich malignit zejména ve vztahu k 1é¢ebné
odpovédi ¢i rozvoji rezistence onemocnéni jsou shrnuty v Tab. 1. Z tabulky 1 a recentni
prace (24) je patrné, ze existuje pies 40 studii sledujicich genovy expresni profil u velkych
souborl pacientek s ovarialnimi nadory. Nicméné, i pies identifikaci fady zajimavych kan-
didatnich genti a paneld, zatim nebylo pro ovarialni nadory doporuéeno vyuziti jednotného
panelu gent s prognostickym ¢i prediktivnim vyznamem (na rozdil od karcinomu prsu, kde
takové panely jsou jiz pouzivany, napi.: Oncotype DX ¢i Mammaprint).

Specifické genetické markery metastatického rozsevu zatim u EOC rovnéZz znadmy
nejsou. Obecné u EOC existuji téi zplisoby rozsevu metastaz. Méné obvyklymi zpiso-
by jsou rozsev krevni cestou vedouci ke vzniku vzdalenych metastaz v jatrech, mozku
a dalSich organech a propagace nadorovych bunék do lymfatickych uzlin a lymfatického
ob¢hu. Nejbéznéjsi cestou rozsevu metastaz u EOC je Sifeni po peritoneu (25). Pii metasta-
zovani dochazi ke zmén¢ epitelidlnich bun€k na mezenchymalni v procesu zvaném epite-
lidlné-mezenchymalni tranzice (EMT). Mezenchymalni buriky jsou totiz diky své odlisné
polarizaci schopny migrace. Béhem EMT se pak buiky ze solidniho primarniho nadoru
§ifi, adheruji a proliferuji. Lécba takto pokroc€ilych stadii onemocnéni spociva v cytore-
duktivnim chirurgickém zakroku odstraiujicim primarni nador s naslednou chemoterapii
zpravidla karboplatinou v kombinaci s paklitaxelem (26). ProtoZe u fady pacientti dochazi,
i pfes chirurgicky zakrok a chemoterapii, k opétovnému vyskytu peritonealnich metastaz,
jsou hledany alternativni cesty podani chemoterapie. Podani cytostatik pfimo do bii$ni
dutiny umoziuje dosahnout mnohem vyssich koncentraci cytostatik pfimo v peritoneal-
nim prostoru a tim zvysit cytotoxicky Gc¢inek. V soucasnosti probiha 18 klinickych studii
sledujicich vyhody intraperitonealniho podani cytostatik a to predevsim za pomoci intra-
operativni IP chemoterapie v hyperthermickych podminkach (HIPEC; 27).
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Soucasné technologie genetického vyzkumu umoziuji studovat genetickou heteroge-
nitu, mutaéni a transkripéni profil, post-transkripéni regulaci genové exprese a vyuziti
téchto informaci k uréeni klicovych molekularnich faktord rozvoje, progrese onemoc-
néni i rozsevu metastaz. Vzhledem k odpovédi na 1é¢bu se pro odhad nasledné remi-
se nebo relapsu onemocnéni zdaji byt zajimavé geny transportu cytostatik (28—30). Jde
o membranové ABC transportéry (ATP binding cassette, ABC) a SLC transportéry (solute
carrier, SLC) vazajici ATP. Velmi nedavno se objevily prace spojujici oba typy transpor-
tért s 1ékovou rezistenci in vitro v ovaridlnich nadorovych bunkach (31) a s terapeutic-
kym vystupem 1é¢by ovarialnich nadort, napt. v praci Hedditch a kol. (32), kde vysoké
hladiny ABCA transportéri (ABCA1, ABCA6, ABCA8 a ABCA9) korelovaly s hor§im
prezivanim pacientek s high-grade serosnim karcinomem (HGSC). Byl nalezen vztah
také mezi imunohistochemickou pozitivitou ABCC1 transportéru a gradem EOC a vztah
mezi hladinou ABCC4 a krat$im piezivanim do znamek progrese EOC u 127 pacien-
tek s ovarialnim karcinomem a riznorodym histotypem (33). V bunkach karcinomu prsu
vedla aktivace EMT, indukovana epidermalnim ristovym faktorem, ke zvySeni exprese
ABCCS3 transportéru (34) podobné jako v predchozi praci, kde indukce EMT a schopnost
migrace nadorovych bunek invazivniho karcinomu mlécné zlazy souvisela se zvysenou
expresi 16 ABC transportéru (35). Tyto vysledky ukazuji na vztah mezi EMT, agresivnim
fenotypem nadoru, rezistenci vi¢i chemoterapii a expresi membranovych transportért.
Z téchto duvodu se jevi ucelné sledovat jejich expresni profil i u ovarialnich nadort, kde
tyto vztahy zndmy nejsou.

Epidermalni ristovy faktor je soucasti klicovych procesti aktivace EMT (34). V souvis-
losti s tim byla sledovana i role receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) v ova-
rialnich nadorovych buiikach. EGFR hraje dulezitou roli v regulaci bunééného cyklu,
proliferaci, diferenciace a prezivani bunek. U ovarialnich nadorovych bunék i v klinickych
vzorcich byla nalezena zvysena exprese EGFR (36). Navic se EGFR spole¢né se STAT3
podili na zprosttedkovani EMT v nadorovych buiikach (37). Aktivace EGFR byla rov-
néz pozorovana v souvislosti se zvySenou invazivitou a schopnosti migrace ovarialnich
nadorovych bunék rezistentnich viéi cisplating (38). Z ostatnich povrchovych receptort je
zvysen¢ exprimovan ERBB2 (HER2) v svétlobunéénych karcinomech ovaria (39) a jeho
zvySena exprese byla nalezena i u pozdnich stadii endometroidniho typu ovarialniho kar-
cinomu, kde souvisela jak s celkovym tak s prezivanim bez znamek onemocnéni (40).

Eliminace a pisobeni 1é¢iv neni ovliviiovano jen jejich membranovym transportem, ale
také biotransformaénimi procesy uvniti bun€k, ¢i deaktivaci za ucasti celé fady enzymi
L. aIl. faze biotransformace. U ovarialnich nadort byla v této souvislosti nalezena zvysena
exprese antioxidaénich enzymu superoxiddismutasy 2 (SOD2), glutaredoxinu (GLRX)
a glutathion-3 peroxidasy (GPX3) ve tkanich svétlobunééného EOC oproti ostatnim histo-
logickym typim. Tento histotyp mé pfitom horsi prognozu nez jiné histotypy (39). SOD2
byla rovnéz zvysené exprimovana v in vitro podminkach v invazivnich SKOV3.ip1 nado-
rovych ovarialnich burnikach ve srovnani s ptivodnimi SKOV3 bunkami (41). Zda se tedy,
ze zvySena aktivita enzymi odpovidajicich na oxidativni stres, spolu se zvySenou meta-
bolickou aktivitou, miize souviset s agresivnéjsi povahou nadoru a naslednym rozvojem
metastaz.
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V neposledni fadé€ je ucinnost 1é¢by i povaha nadorového procesuje ovlivnéna geny,
které se ucastni regulaénich a fidicich procest v burikach a DNA repara¢nich mechanismt.
Jednim z kliCovych genti je pritom TP53. Jedna se o tumor-supresorovy gen, ktery regu-
luje programovanou smrt bunék (apoptozu) véetné apoptotické odpovedi na radioterapii
a chemoterapii. Jeho mutace ¢i deregulace jsou nejéastéjs$imi abnormalitami v nadoro-
vych bunkach. Zmény v expresi proteinu pS3 byly pozorovany u riznych histologickych
typt ovarialnich karcinomu (42, 43). ZvySena exprese pS3 (gen TP53) spole¢né s Ki67
(gen MKI167) nalezena u mucinosnich ovarialnich karcinomi v porovnani s mucinéznimi
borderline nadory (43) naznacuje, ze p53 mize byt i markerem diferenciace a agresivity
jednotlivych histotypi.

Z velmi §iroké problematiky DNA reparace se jevi jako zasadni uloha genti tzv. DNA
mismatch reparace. Snizena exprese nékteré¢ho z geni této drahy (MSH2, MSH3, MSHS6,
MLH1, MLH3, PMSI1, and PMS2) byla nalezena az u 29 % ptipadi EOC (44).

Tato pilotni studie méla za cil prostudovat expresi vybrané kazety genli (membranové
transportéry, geny regulace bunééného cyklu a DNA repara¢nich mechanismil) ve vzorcich
benignich ovarii, primarnich EOC a peritonealnich metastaz EOC. Hlavnim cilem bylo
porovnat rozdily v hladinach exprese vSech genii mezi nenadorovu, nadorovu a metasta-
tickou tkani, vysledovat trendy ve zménach exprese a nalézt vztahy mezi klinicko-patolo-
gickymi idaji pacientek a mirou genové exprese. Na zaklad¢ zjisténych vztahi byly for-
mulovany kandidatni genetické markery rozvoje nadoru a vzniku metastaz, které poslouzi
k cilenym studiim pro zpiesnéni prognozy pacientek a k hledani novych terapeutickych
cili ovarialnich nadort.

MATERIAL A METODY

Pacientky a vzorky

V této pilotni studii bylo analyzovano 23 vzorkdi EOC a 16 vzorkl peritonealnich
metastaz EOC, které byly ziskany z Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemoc-
nice v Plzni od pacientek diagnostikovanych v letech 2005-2014. Jako kontrolni skupina
bylo pouzito 14 vzorkti nezhoubnych tkani ovarii (benigni cysty, leiomyomy apod.) ziska-
nych z Fakultni nemocnice Motol v Praze. VSechny diagnozy byly histopatologicky ové-
feny. U pacientek byly sledovany klinicko-patologické charakteristiky uvedené v Tab. 2.
Vsechny pacientky podepsaly formulatf informovaného souhlasu ve shodé¢ s Helsinskou
deklaraci a studie byla schvalena etickymi komisemi Statniho zdravotniho ustavu a kli-
nickych pracovist’ v Praze a Plzni.

Vzorky tkani byly ihned po odebrani zmrazeny a uchovavany v —80 °C pied dal$im
zpracovanim. RNA byla ze vzorkt izolovana pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu
(Qiagen, Hildesheim, Némecko) dle instrukci vyrobce. Celkova RNA byla kvantifikovana
pomoci Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kitu (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Pro
syntézu cDNA bylo pouzito 0,5 pg celkové RNA a kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva). Pfipadna kontaminace genomovou
DNA byla posouzena PCR amplifikaci diive popsanou metodou (45). Nasledné byla
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Tab. 2 Klinicko-patologicka data pacientek s primarnimi nadory nebo peritonealnimi metastazami EOC

Charakteristika Prim;ir(l:/ifl oc M;t z(l(s)/t:’;zy
Prameérny vék v dobé diagnozy 63,0 + 8,1 62,0+ 12,6
FIGO stadium

I 3(13,0) 0

I 3(13,0) 0

I 16 (69,6) 13 (81,3)
v 1(4,3) 3(18,8)
EOC vyp

HGSOC 16 (69,6) 12 (75,0)
jiné typy 7(30,4) 3(18,8)
neur¢eno 0 1(6,3)
Histologicky grade

1 3(13,0) 1(6,3)

2 2(8,7) 14 (87,5)
3 18(78,3) 1(6,3)
Vzdalené metastazy

Ml 1(4,3) 3(18,8)
MO 15 (65,2) 7 (43,8)
neurceno 7 (30,4) 6 (37,5)

cDNA preamplifikovana. Preamplifika¢ni smés obsahovala 5% PerfeCTa PreAmp Super-
Mix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, Maryland, USA), smés TagMan Gene Expression
Assays (0,2x kazda; Life Technologies, Foster City, Kalifornie, USA; seznam pouzitych
assays je uveden v Tab. 3, 10x fedénou cDNA a ultracistou vodu v celkovém mnozstvi
25 pl. Bylo pouzito 14 preamplifikacnich cykli podle doporuceni vyrobce. Preamplifiko-
vana cDNA byla uchovavana pii —20 °C pied vlastni PCR kvantifikaci.

Analyza genového expresniho profilu pomoci real-time PCR

Stanoveni relativni hladiny exprese kazety genti uvedenych v (Tab. 3) bylo provedeno
pomoci pfistroje ViiA7 Real-Time PCR System (Life Technologies). Reakéni smés obsa-
hovala 2x TagMan Gene Expession Master Mix (Life Technologies), 20x TagMan Gene
Expression Assay specifickou pro kazdy sledovany gen (Tab. 3), 2 ul cDNA fedéné 32x
v TE pufru a byla dopInéna ultracistou vodou do celkového objemu 5 pl. Podminky PCR
amplifikace v redlném Case byly nasledujici: pocatecni aktivace HotStar Taq polymerazy
2 min pii 50 °C, Gvodni denaturace 10 min pii 95 °C nasledovana 45 cykly sestavajicimi
se z denaturace 15 sec pii 95 °C a annealingu/extenze 60 sec pii 60 °C. VSechny vzorky
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Tab. 3 Seznam studovanych genti a TagMan Gene Expression Assays pouzitych pro méfeni genové exprese
pomoci real-time PCR

Symbol TaqMan Gene Bank Nazev genu Délka
genu Assay ID Acces. No. & amplikonu [bp]
PPIA Hs99999904 m1 NM_021130.3 Peptidylprolyl isomerase A 98
UBC Hs00824723_ml NM_021009.5 Ubiquitin C 71

Tyrosine 3-monooxygenase/
YWHAZ | Hs03044281 gl | NM_001135700.1 tryptophan 5-monooxygenase 106
activation protein, zeta polypeptide

ABCAI | Hs00194045 ml | NM_ 0055023 | ATP-Pinding cassetie, sub-family A 125

- - (ABC1), member 1

ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA2 | Hs00242232_ml NM_212533.2 (ABC1), member 2 58
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA3 | Hs00184543 ml NM_001089.2 (ABC), member 3 77
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA7 | Hs00185303_ml NM_019112.3 (ABC1), member 7 80
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA8 | Hs00992371 _ml NM_007168.2 (ABC1), member § 85
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCAY9 | Hs00329320_ml NM_080283.3 (ABC1), member 9 145
a ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA10" | Hs00365268 ml NM_080282.3 (ABC1), member 10 127
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCAI12 | Hs00292421 ml NR 103740.1 (ABC1), member 1 77
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA13 | Hs01110169 ml NM_152701.3 (ABC1), member 13 80
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCBI1 | Hs00184491 ml NM_000927.4 (MDR/TAP), member 1 110
Transporter 1, ATP-binding cassette,

ABCB2 | Hs00388677_ml NM_000593.5 sub-family B (MDR/TAP) 60
Transporter 2, ATP-binding cassette,

ABCB3 | Hs00241060_ml NM_018833.2 sub-family B (MDR/TAP) 66
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCB4 | Hs00240956_ml NM_018850.2 (MDR/TAP), member 4 73
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCBI1 | Hs00184824 ml NM_003742.2 (MDR/TAP), member 11 63
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC1 | Hs00219905_ml NM_004996.3 (CFTR/MRP), member 1 74
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC2 | Hs00166123_ml NM_000392.3 (CFTR/MRP), member 2 75
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC3 | Hs00358656_ml NM_003786.3 (CFTR/MRP), member 3 98
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC4 | Hs00195260 ml NM_005845.3 (CFTR/MRP), member 4 86
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCCS | Hs00981089 ml NM_005688.2 (CFTR/MRP), member 5 68

Pii real-time PCR byla standardni teplota 60 °C, 2teplota annealingu 62 °C, bteplota annealingu 58 °C.
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byly analyzovany v duplikatech. Negativni kontrolni reakce obsahovala vodu misto vyset-
fované cDNA. Jako referen¢ni geny pro normalizaci vysledki byly pouzity PPIA, UBC
aYWHAZ.

Statisticka analyza dat

Rozdily v hladinach genové exprese mezi kontrolami, primarnimi nadory a metastaza-
mi EOC byly stanoveny pomoci softwaru REST 2009 (Qiagen). Mira exprese vzhledem
ke klinicko-patologickym datiim byla hodnocena pomoci softwaru SPSS v16.0 (SPSS Inc,
Chicago, Illinois, USA). Hodnota P < 0,05 byla povaZovana za signifikantni a vzdy byla
vystupem oboustrannych testii. Kontrola pomérného mnozstvi falesné pozitivnich vysled-
ki byla provedena pomoci FDR testu (False Discovery Rate) dle Benjaminiho a Hochber-
ga a Q-hodnoty byly vypocitany pro kazdé porovnani.

VYSLEDKY A DISKUSE

Expresni profil 61 genti byl stanoven ve vzorcich benigni ovarialni tkané ziskanych
od 14 pacientek, ve vzorcich primarnich karcinomt ovaria od 23 pacientek a ve vzorcich
peritonealnich metastaz EOC od 16 pacientek. Cilem studie bylo najit kandidatni markery
rozvoje EOC a markery souvisejici s metastatickym potencidlem, které hraji roli pfi vzniku
metastdz EOC. Takové markery by byly dale vyuzitelné k prognéze a odhadu progrese
onemocnéni, k uréeni maligniho potencialu suspektnich 1€ézi ¢i in situ karcinomd a pro
prognézu metastatického Sifeni rakoviny vajecniki.

Porovnani genové exprese v benigni ovarialni tkani
a v primarnich nadorech

Pfi porovnani primarni nadorové tkan€ a benigni ovarialni tkané bylo nalezeno 19 genii
se snizenou a 13 gend se zvySenou expresi v nddorové tkani (Tab. 4). Z genli s vyznam-
né nizsi expresi v nadorové tkani ovarii byly geny ABCAS8/9/10/12, ABCBI1, ABCC?9,
ABCD3, ABCE1, ABCF3, ABCG2, ATP11B, ATP7A, EGFR, NR1H4, SLC16A14,
SLC22A3, SLC22A5, SLC47A1 a TRAPI potvrzeny i FDR korekei pro vicenasobné tes-
tovani. Z gend s vyznamné vyssi expresi v nddorové oproti benigni tkani ovarii byly FDR
testem potvrzeny geny ABCA2/7/13, ABCC3/C5/C10, HER2, MKI167, MSH2, NR111,
PLK1 a SLC22A18.

Z dosud ojedin€lych vystupti v literatute sledujicich expresi konkrétnich transportérii
nase soucasna data potvrzuji nedavno nalezenou, vice nez desetindsobn¢ snizenou, expresi
ABCAS v EOC oproti kontrolni tkani (46). Potencialni vyznam ABCAS pro prognézu
onemocnéni (32, 46) ale v nasi pilotni studii nalezen nebyl. Z dalSich ABC transportéri
byla nalezena zvySena exprese ABCC3 v EOC v porovnani s benignimi tkanémi také v dfi-
ve publikované praci (47). Vyznamné zvySeni exprese ABCCS5 a ABCC10 v primarnich
nadorech v nasi soucasné studii pak naznacuje, Ze nedavno nalezena ucast té€chto genti v in
vitro resistenci vuci plating (48) a taxantim (49) je relevantni pro EOC.
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Tab. 4 Porovnani exprese genti mezi kontrolni tkani, primarnimi EOC a metastazami EOC

Gen Typs E.xpresni Primarni EOC vs. Metz?st&'fzy ,EOC VS,
diference kontroly primarni EOC
P-hodnota Trend P-hodnota Trend
PPIA REF 1,05
UBC REF 0,84
YWHAZ REF 1,14
ABCAl TRG 1,00 0,994 0,291
ABCAI10 TRG 5,30 <0,001 l 0,918
ABCAI12 TRG 0,06 0,018 l 0,295
ABCAI13 TRG 0,07 <0,001 T 0,952
ABCA2 TRG 0,36 0,019 0 0,674
ABCA3 TRG 0,69 0,115 0,887
ABCA7 TRG 5,30 <0,001 0 0,029 i
ABCAS TRG 0,06 <0,001 l 0,556
ABCA9 TRG 0,07 <0,001 l 0,920
ABCBI1 TRG 0,36 <0,001 l 0,095
ABCBI1 TRG 3,46 0,124 0,312
ABCB2 TRG 1,61 0,074 0,147
ABCB3 TRG 1,62 0,033 i 0,124
ABCB4 TRG 0,55 0,098 0,228
ABCC1 TRG 1,25 0,090 0,100
ABCCI10 TRG 1,34 0,012 T 0,913
ABCC2 TRG 1,29 0,130 0,012 1
ABCC3 TRG 6,76 <0,001 i 0,764
ABCC4 TRG 1,25 0,211 0,188
ABCC5 TRG 1,68 0,001 i 0,440
ABCC6 TRG 1,18 0,581 0,744
ABCC9 TRG 0,19 <0,001 l 0,073
ABCD1 TRG 1,04 0,818 0,142
ABCD2 TRG 1,01 0,960 0,051
ABCD3 TRG 0,80 0,017 l 0,080
ABCD4 TRG 1,02 0,893 0,855
ABCELl TRG 0,70 <0,001 l 0,333
ABCF1 TRG 1,09 0,475 0,535
ABCF2 TRG 1,10 0,395 0,357
ABCEF3 TRG 0,74 0,003 l 0,109
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Gen Typs E'xpresni Primarni EOC vs. Meta}sté,zy ,EOC Vs.
diference kontroly primarni EOC
P-hodnota Trend P-hodnota Trend

ABCG1 TRG 1,06 0,789 0,203
ABCG2 TRG 0,13 <0,001 1 0,913
ABCGS TRG 0,77 0,738 0,641
ATOX1 TRG 1,18 0,192 0,833
ATP11B TRG 0,55 <0,001 1 0,635
ATP7A TRG 0,42 <0,001 1 0,457

ATP7B TRG 1,22 0,258 0,029 l
EGFR TRG 0,39 <0,001 | 0,670
GLRX TRG 1,06 0,827 0,131
HER2 TRG 1,46 0,013 1 0,319
MKI67 TRG 48,18 <0,001 i 0,276
MSH2 TRG 1,45 0,002 1 0,093
NROB2 TRG 0,90 0,877 0,119

NR1H4 TRG 0,01 <0,001 1 0,050 l
NRI1I1 TRG 10,13 <0,001 i 0,889
NR112 TRG 1,13 0,684 0,678
PLK1 TRG 14,18 <0,001 i 0,551
PLK2 TRG 1,03 0,891 0,414

PMS1 TRG 0,88 0,286 0,038 l
SLC16A14 TRG 0,17 <0,001 l 0,506
SLC22Al1 TRG 1,23 0,337 0,531
SLC22A18 TRG 1,64 0,003 T 0,819
SLC22A3 TRG 0,09 <0,001 l 0,206
SLC22A4 TRG 1,21 0,472 0,927
SLC22A5 TRG 0,73 0,022 1 0,098
SLC31Al TRG 1,37 0,055 0,970

SLC31A2 TRG 1,03 0,903 0,034 i
SLC47A1 TRG 0,33 0,008 ! 0,894
SOD2 TRG 1,02 0,923 0,342
TP53 TRG 0,76 0,150 0,749
TRAPI TRG 0,71 <0,001 l 0,889

aREF = referencni gen, TRG (target gene) = cilovy gen; | = sniZeni genové exprese, 1 = zvysSeni genové
exprese; Sedou barvou jsou podbarveny vzorky, které byly potvrzeny FDR testem, tu¢né jsou zobrazeny
vzorky s vyznamnym trendem v expresnim profilu



Zvysena exprese genu PLK1 souhlasi s nedavnou studii porovnavajici EOC a benigni
ovaria, ale v této praci byla zjisténa i up-regulace TP53 (50), kterou soucasna studie nenalez-
la. Nelze tedy potvrdit existenci propojeni zvySenych hladin exprese PLK1 a TP53 s pozd-
nim stadiem onemocnéni, gradem a hor$im prezivanim EOC pacientek nazna¢eného pied-
chozi studii. Vice svétla by do problému mohla vnést analyza mutaci TP53, ktera je ¢astym
jevem charakteristickym pro HGSC (TP53 mutace u 96 % z nich) dle TCGA studie (51).

Porovnani genové exprese primarnich nadori a metastaz

Tkang peritonealnich metastaz EOC se lisily od primarnich nadori mnohem mén¢ nez
oproti kontrolni tkani. Metastazy tedy maji expresni profil srovnatelny s nadorovou tkani
s nékolika vyznamnymi rozdily. Z 61 sledovanych gent byla v metastazach oproti pri-
marnim nadoriim u 3 gend snizena exprese (ATP7B, NR1H4 a PMS1) a u 3 gend zvysena
(ABCA7, ABCC2 a SLC31A2; Tab. 4). Zadny z téchto vztahd nebyl v toleranci FDR
korekce, coz ukazuje na moznou faleSnou pozitivitu nékterych vysledki. Z tohoto diivodu
jsme se zaméfili na tendenci a smér zmén genové exprese téchto genti mezi jednotlivymi
typy vzorkl ovarialnich tkani. Zajimavy se ukdzal byt expresni profil genu ABCA7, jehoz
exprese vyznamn¢ nartstala v rdmcei rozvoje nadoru smérem: kontrolni tkan < primarni
EOC < EOC metastaza. Oproti tomu gen NR 1H4 mél opa¢nou tendenci, tzn. exprese byla
vyznamné niz§i v nadorech oproti benigni ovarialni tkani a jesté nizs$i v metastazach: kon-
trolni tkan > primarni EOC > EOC metastaza. Tyto konzistentni vysledky nas opraviuji
k ptedpokladu, Ze se jedna o vyznamné zmeény, jejichZ potencialni souvislost s rozvojem
ovarialniho karcinomu, by bylo vhodné validovat na vétSim poctu vzorkd.

Zvysena exprese ABCA7 byla zatim pozorovana v karcinomech pankreatu (28) a prsu
(29). Jevi se byt ale spise pozitivnim prognostickym faktorem, protoze dosud jedina pra-
ce korelujici vztah ABCA7 exprese s progndzou byla provedena u pacientl s kolorektal-
nim karcinomem a ukazala souvislost nizké hladiny ABCA7 s krat$im bezpfiznakovym
prezivanim a zvySenym rizikem progrese (30). Tento gen zajimavy pro dalsi studium je
effluxnim transportérem fosfolipidd a cholesterolu z bunék do extracelularniho prostoru
(52). Zvysena exprese ABCA7 nejspiSe nebude pfispivat ke vzniku rezistence na 1éCiva
pouzivana v terapii EOC, protoze na jejich transportu se, dle dostupnych tdajt, nepodili.
Pravdépodobnéjsim se jevi kauzalni spojeni s jeho fyziologickou funkci, kterd vyznamné
ovlivituje metabolismus lipidii a s nim spojené bun&cné procesy nutné pro vyzivu a pieziti
nadorovych bun¢k. ABCA7 tak predstavuje dalsi z moznych cilti pro vyvoj biologické
terapie nadoru.

Druhym zajimavym genem je NR1H4 (Farnesoid x-activated receptor), ktery se podili
na regulaci metabolismu Zlucovych kyselin, lipidd, cholesterolu a glukosy (53, 54). Sni-
zena hladina NR1H4 genu je spojovana s progresi karcinomu stteva, EMT (55) a horsi
progndzou (56). V souladu s témito daty a v soucasné studii nalezenym umléovanim expre-
se NR1H4 béhem progrese nadoru se ukazuje, Ze cilena manipulace hladiny NR1H4 by
mohla byt slibnym terapeutickym nastrojem nadorové terapie. Ani jeden z gent ABCA7
a NR1H4 dosud nebyl vzhledem k rozvoji EOC, progresi onemocnéni ¢i metastatickému
rozsevu studovan a jejich potencialni vyuziti jako prediktivnich markeri EOC progrese je
nutné do detailu prozkoumat. MiiZe existovat funkéni propojeni obou téchto geni, protoze
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napfiklad byla nalezena interakce NR1H4 s dal§im z ABC transportért, genem ABCB1,
v procesu aktivace transportéru na mySim modelu (57).

Korelace genové exprese s klinicko-patologickymi daty pacientek

Na zaklad¢ rtiiznorodého profilu genové exprese v nasich vzorcich jsme dale hledali
souvislosti mezi expresi sledovanych markerti v nadorové tkani, stadiem, histologickym
typem a gradem nadoru a ptitomnosti vzdalenych metastaz u pacientek s EOC. Vyssi hla-
dina exprese ABCA3 byla nalezena u HGSC (P = 0,018) v porovnani s ostatnimi his-
tologickymi typy nadoru. Tumor supresorovy gen TP53 a mismatch repair gen MSH2
mély vyznamné niz$i hladinu exprese v nadorech pacientek ve vyssim stadiu onemocnéni
(P=0,030; P=0,022). Kvili malému poé¢tu vzorkt ve srovnavanych skupinach je ovsem
treba brat tyto vysledky jako pilotni, odkazujici na potencialni kandidatni markery, které
bude nutno ovéfit na vétsim validacnim setu vzorkd.

Protein p53 je znamym tumor supresorem a souvislost jeho nizké exprese na Girovni
transkriptu s pozdnim stadiem EOC, kterou zjistila soucasna studie, podporuje piedcho-
zi Gdaje o jeho protinadorovém pulisobeni. Sledovanou skupinu vzorkd ze 70 % tvorily
HGSC spadajici do typu II ovarialniho karcinomu. Vysoké hladiny TP53 byly nalezeny
i v ¢asném stadiu HGSC a imunoprecipitaci u mucinosniho karcinomu (43) spadajiciho
do typu I ovarialnich karcinomi. Vysledky tak dokazuji alteraci exprese p53 vzhledem
k histotypu a stadiu onemocnéni.

Dalsim genem, jehoz exprese byla vyznamné zvysena v nadorové oproti kontrolni tka-
ni, je jeden z kli¢Covych MMR gentit MSH2. Nestabilita mikrosateliti (MSI) je u EOC
pomérné Casto pozorovanym jevem (58) a sniZeni exprese nékterého z MMR gent bylo
pozorovano u témét 30 % EOC (44). Nicméné tloha MMR genil v prognoze, progresi
i vzniku metastaz EOC dosud nebyla dikladné prostudovana. V souéasné praci byla nale-
zena zvysSena exprese MSH2 v nadorech pacientek s pozdnim stadiem nadoru, coz nazna-
¢uje jeho vyznam v progresi EOC. Na druhou stranu absence deregulace exprese MSH2
v metastazach naznacila, Ze tento gen pro metastaticky rozsev pravdépodobné nema zasad-
ni vyznam. V souladu s timto pfedpokladem diive Shilpa a kol. (58) na urovni proteinu
nepozorovali deregulaci exprese MMR gentt (MLH1, MSH2, PMS2) ve vzorcich EOC
oproti normalnim ovariim, ptesto Ze MSI byla nalezena u vice jak 60 % nadord a rovnéz
byla detekovana methylace MLH1 genu. Chybé&jici korelace MSI, methylace a exprese
proteinu dale naznadily moznost nezavislé existence téchto fenoménd.

Na zavér lze konstatovat, ze soucasna pilotni studie ukazala na mozny vliv geni
ABCA3, ABCA7, MSH2, NR1H4 a TP53 v progresi EOC. Vysledky bude tfeba ovéfit jak
valida¢ni studii na vétSim poctu pacientek tak i na funkéni Grovni.
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SOUHRN

Karcinom vajec¢niki je nejcastéjsi pfi¢inou umrti na gynekologické malignity. Mole-
kularni mechanismy vzniku karcinomu vajeénikl nejsou dikladné prozkoumany a chybi
specifické genetické markery progrese a rozvoje metastdz malignich epitelialnich ova-
ridlnich nadorti (EOC) vyuzitelné jak v prognoze, tak pii navrhu co nejefektivnéjsi indi-
vidualni terapie. Cilem této studie bylo poskytnout informaci o expresnim profilu genti
(membranovych ABC a SLC transportéri, gend souvisejicich s metabolismem a deakti-
vaci cytostatik, regulaci buné¢ného cyklu a opravnym mechanismem DNA) v primarni
nadorové tkani EOC, tkani intraperitonealnich metastaz EOC a v ovariich nepostizenych
malignim procesem. Tato studie rovnéz poskytla pilotni data o vztazich expresniho profilu
studovanych gent ke klinickym charakteristikdm EOC. U 32 z 61 gent vybranych do stu-
die byla nalezena odli$na exprese v primarni nadorové tkani oproti nenadorové ovarialni
tkani. Exprese Sesti gent se vyznamné liila v metastazach oproti primarnim EOC tkanim.
Nejvyznamnéjsi se zda byt tendence zvysujici se exprese genu ABCA7 od benigni tkané
ptes tkan primarniho nadoru az k metastdzam a naopak snizujici se exprese genu NR1H4
ve stejném sledu tkani. Exprese gent ABCA3, TP53 a MSH2 v nadorové tkani korelovala
s klinicko-patologickymi charakteristikami EOC. V této studii byly tedy nalezeny nékte-
ré nové kandidatni markery progrese EOC, zejména: ABCA3, ABCA7, MSH2, NR1H4
a TP53, jejichZ potencialni vyuziti v klinickém testovani bude dal hodnoceno na vétsim
souboru pacientek.

Markers of progression and development
of metastases in ovarian carcinomas estimated
using gene expression profiles

SUMMARY

Ovarian cancer is the most lethal gynecological malignancy. Molecular mechanisms
of ovarian cancer development are not fully understood. Specific genetic markers of
epithelial ovarian cancer (EOC) progression and development of metastases enabling better
prognostication and targeted therapies are lacking. The aim of this study was to give an
overview of gene expression profiling (ABC and SLC transporter genes, genes associated
with drug metabolism and inactivation, cell cycle regulation and mismatch DNA repair
mechanism) between primary EOC tissues, EOC metastases, and benign ovaries. This
study also provided information about associations of gene expression profile with clinico-
pathological features of EOC patients. Overall, among 61 estimated genes, 32 genes were
deregulated in primary EOC compared to controls. Moreover, six genes were deregulated
in metastases compared to primary tumors. Increasing tendency in ABCA7 expression in
direction benign ovaries < primary tumors < metastases and opposite tendency for NR1H4
expression was observed. MSH2 and TP53 gene expression significantly associated with
EOC stage and that of ABCA3 gene was significantly increased in high-grade serous
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tumors. Our study revealed several novel markers of EOC progression; ABCA3, ABCA7,
MSH2, NR1H4, and TP53 genes seem to be the most interesting ones. The potential
clinical utility of these candidate markers needs to be validated by a larger independent
study.
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PRISTUP CESKYCH ZDRAVOTNIKU
K HIV POZITIVNIM OSOBAM

J. Skélova

Katedra antropologie, Filozoficka fakulta, Zapado¢eska univerzita v Plzni

Vzhledem k pomérné rychlému nartstu pocti HIV pozitivnich jedinci je v soucasné
dobé HIV/AIDS jednou z infekci stojici v popfedi zajmu nejen medicinského, ale také
socialné-védniho vyzkumu. Zatimco z pozice mediciny je tato problematika v Ceské
republice zpracovana pomérn¢ detailn€, nahled na HIV/AIDS z pozice socialnich studii
v Ceské republice chybi. Cilem predkladaného textu, ktery vychazi z vyzkumu zaméteného
na zivot HIV pozitivnich jedinct v eské spolecnosti, je zprostiedkovat nahled téchto osob
do jejich Zivotnich zkuSenosti, a to ve zdravotnickych zafizenich.! Text nejprve piedstavuje
metodu vyzkumu, dale strucny teoreticky nahled do problematiky HIV/AIDS ze socialné
veédni perspektivy, nejzajimavéjsi zjisténi a posledni ¢ast se vénuje diskuzi o pfistupu zdra-
votnickych pracovniki k HIV pozitivnim osobam.

METODIKA

Vyzkum probihal ve dvou fazich. Prvnim krokem bylo dotaznikové Setieni, které
mapovalo sociodemografické charakteristiky respondentti a rovnéz pomoci otevienych
otazek jejich zkusSenosti zivota s HIV/AIDS. Dotaznik zaroven obsahoval motiva¢ni vyzvu
k zapojeni se do druhé faze vyzkumu ve formé hloubkovych rozhovort. Dotaznik, umis-
tény na webovych strankdch Domu svétla, Art For Life a iBoys.cz vyplnilo od 31. 1. do
21.9.2014 celkem 1122 osob (8 Zen a 104 muzt), 19 z nich (17 muzi a 2 zeny) nasledné
souhlasilo s osobni schlizkou za ucelem provedeni rozhovoru, 1 osoba byla dotazovana
dvakrat. Zde prezentované vystupy vychazeji z obou etap sbéru dat, tzn. jak z dotazniko-
vého Setfeni, tak z osobnich hloubkovych rozhovort.3

I Vyzkumu mapoval rovnéZ zkusenosti v kontextu rodinnych pfislusniki, partnerd, spolupracovnikii a vrstev-
nickych kolektivi.

2 Jedna se pfiblizné o 5 % z evidovanych HIV pozitivnich osob v Ceské republice.

3 Vyzkum byl podpoten VGR FF ZCU 2013. Citace z dotazniki jsou oznaeny pofadovym fadkem, v textu
pouzita jména informatord jsou smyslena.
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Zivot s HIV

Jakakoliv nemoc s sebou nese kromé ptiznaki a obtizi také symbolickou stranku, ktera
je z pozice moderni, racionaln¢ orientované mediciny tézko uchopitelna (1). Onemoc-
néni HIV/AIDS, které ovlivnilo nejen védu, ale také celou spolecnost (2), je spojeno se
spolecenskou panikou praveé proto, ze napadeni organismu virem HIV je chapano jako
definitivni, trvaly a nezvratny proces, byt’ se nemoc navenek, alespon v jejich pocatecnich
fazich nijak zésadné neprojevuje. Otazky spojené s HIV/AIDS se mohou dotykat inter-
nich subjektivnich obav kazdého z nas, pficemz tyto obavy byvaji mnohdy transformo-
vany v iraciondlni strach z nédkazy a potazmo ve strach z HIV pozitivnich osob. Byt HIV
pozitivni znamena nést stigma a Celit riznym diskrimina¢nim praktikdm pramenicim ze
zakofenénych a reprodukujicich se predsudki ve vSech spolecnostech (3). Nemocni jedinci
Celi jednak izolaci od vétSinové spolecnosti a zarovenn mohou celit riiznym trovnim diskri-
minace (napfiklad ztratou pracovni pozice, vyclenénim z kolektivu ¢i rodiny) (4). Stézejni
bariéru k plnému zapojeni ¢lovéka do spolecenského zivota nevytvaii nemoc samotnd, ale
obavy, povéry a nedorozuménti, které ji doprovazeji (5). Tuto situaci lze nazvat ,,spolecen-
skou smrti“, ktera pfedchazi smrti fyzické (4).

(Ne)spokojenost se sdélovanim vysledku

Soucasti dotazniku byla otazka tykajici se doby zjisténi diagndzy a spokojenosti s pii-
stupem diagndzu sdélujiciho 1ékare. Nespokojenost s pristupem diagnézu sdélujiciho 1éka-
fe mezi lety 1995 a 2014 klesa (17, resp. 12 %), za ¢imz lze spatfit vzrustajici informo-
vanost zdravotnického personalu o infekci HIV/AIDS. Spokojenost, tak i nespokojenost
s pristupem diagnozu sdélujiciho 1ékare byla vyjadrena participanty vyzkumu: ,,Super pii-
stup, rovnou na rovinu, [...] odborny, ptatelsky ptistup* (Libor). ,,Strasny, tristni. Viibec
ze by se zkusil zamyslet nad tim, jak je tomu ¢lovéku, kterému to sdéluje, Zadna empatie
tam nebyla, prosté to fekl, jako kdyby si objednéval tlacenku s cibuli. [...] kdyz se 1¢kar
snazi o n&jaky lidsky pfistup, je to potom daleko snesitelnéjsi, ale tim ze fekne, jsi HIV
pozitivni, Cau a uz me nezajimas. Tamhle jdi na aids centrum, at’ si s tebou délaji, co chtéji*
(Alan). Vypovéedi dokladaji, ze pacient si ceni nejen odbornosti, ale také empatie ze strany
1ékare. Pristup lékaie by mél zahrnovat respekt a zajem, znalost problematiky a komuni-
kaci ve smyslu naslouchani pacientovi (6). Rozhodovani a pfistup lékare ke zdravotnimu
stavu pacienta miize mit na jeho zivot vyznamny moralni dopad. Je nepfijatelné degradovat
nemocného na troveil diagnozy a soucasné nezbytné neopomijet v procesu 1écby jeho sub-
jektivni hlediska. Cinnost 1ékate a zdravotnického personalu se ¥idi ,,pfedem dohodnutym
konsenzem a souhrnem etickych a pravnich norem* (1). Etické normy nevznikaji na zakla-
dé apriornich univerzalnich ptedpokladii, ale jsou vyrazem preferenci dané spolecnosti
a ukazatelem obecné pfijimanych norem v ni (1).

ZkuSenosti v kontextu zdravotnictvi

Dalsi zkuSenosti ve zdravotnickych zafizenich hodnoti respondenti dotaznikového
Setfeni ambivalentné. Témét v poloviné pfipadl uvedli, ze byli béhem HIV pozitivity
hospitalizovani. V 15 % m¢li negativni zkuSenost s hospitalizaci, jak doklada vypoveéd
jednoho z respondentt: ,,HIV byla diagnostikovana v ramci 1é¢by na dermatovenerologii.
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Lékafii byli pIné informovani, néktefi ptisobili arogantné, opovrzené (¥. 74). Nespoko-
jenost s postupy zdravotnického personalu je vSak vyjadifovana témi, ktefi byli hospita-
lizovani mimo AIDS centra. Kritizovana je predevs$im jejich odtazitost a neochota. Hos-
pitalizaci v AIDS centrech naopak hodnoti velmi kladnég, a to zejména pro profesionalni
a neodtazity, da se fici pratelsky pfistup: ,,Tim, Ze spadam jenom pod Bulovku [...] tak
jsem byl vzdycky hospitalizovany na Bulovce, na tom oddé€leni a tam vzdycky probihalo
vSechno naprosto koser, naprosto v poradku, v pohod¢. Naopak sestticky, co tam byly na
zacatku, tak ty tim asi, Ze si toho pros$ly, nechci fikat umirani, ale asi to tim bylo pozna-
menané, prosté to byly zenské, velikanské L, jako lidi, prosté strasné velikanské srdce, az
m¢ piekvapovalo, ze piesto v§echno, Ze je to prace, ze tomu davaji tolik, protoZe s nééim
takovym jsem se nesetkal jesté” (Tomas).

Celkem 61 % respondenti dotaznikového Setieni se ocitlo v situaci, kdy sdélovali svo-
ji diagnozu HIV pozitivity 1ékati ¢i 1ékafce mimo AIDS centrum. Béhem ambulantnich
navstév zdravotnickych zafizeni mimo AIDS centra se pfiblizn€ tfetina respondenti/tek
setkala s negativnim, resp. neprofesionalnim pfistupem lékati ¢i 1ékaiek: ,,Naopak mam
horsi zkuSenosti, jak to pfijali moji 1ékafi, kterym jsem to musel ze zakona oznamit, viz
jeden miyj prakticky 1ékaf, a¢ to byl i muj spoluzak ze studii, tak od té doby co jsem mu
to oznamil, tak mi uz ruku nepodal [...]. A néco podobného jsem zaZil u mého gastroen-
terologa, tak tomu kdyz jsem to oznamil, tak samoziejmé diiv mé vzdy vital, nabizel mi
i kavu, nyni uz mi tu ruku nepodal a ani uz nepoda a pokazdé, kdyZ jsem tam byl, tak mé
vySetiil, aspon prohmatal bficho, jestli nejsou zvétSend jatra, ted’ uz ne, ani se mé nedo-
tkne a samoziejmé pak si nefekne ani o tficet korun, abych si jo nestéZoval, Ze si bere
tficet korun, aniz mé vySetfil, takze ted’ je to v podstaté v tomto stylu™ (Jan). Je ziejmé, Ze
predsudky a stereotypy spojené s onemocnénim HIV/AIDS a s HIV pozitivnimi osobami
1ze identifikovat i v profesnim, medicinském prostiedi, které by se mélo téchto stanovi-
sek oprostit. Casto je to pravé lékat ¢i 1ékaika, v néz nemocny vklada divéru tykajici se
pomoci v kontextu probihajici nemoci. Zklamani divéry ve zdravotnika (at’ jiz 1ékafe nebo
jiny zdravotnicky personal) mlize vést k zanevieni pacientii na cely medicinsky systém
a naslednému vyhybani se 1é¢bé.

Témér polovina respondentti dotaznikového Setfeni se rovnéz domniva, ze piistup
k oSetfeni HIV pozitivnich osob ze strany lékait/1ékaiek pracujicich mimo AIDS centra
se v porovnani s témi, ktefi v nich pracuji, odliSuje: ,,Mimo AIDS centra je to dost pro-
blematické, neochota, $titivost, odmitavost. Ale mam i kladné zkuSenosti, hlavné u mladsi
generace 1ékart.” (f. 13)]. [,,V AIDS centru jsou na to pfipraveni a vi, o co jde, mimo cen-
trum je to porad tabu, koukaji na vas jako na né&jakou $pinu a radioaktivniho ¢lovéka, na
kterého se boji sahnout a kdyZz uz sahaji, tak se dvéma vrstvami rukavic® (i. 33). Vybrané
citace dokladuji, Ze stigmatizace HIV pozitivnich osob ve vztahu s jejich zobrazenim ve
spole¢nosti ma rovnéz dopad na jejich 1é¢bu a na péci o né€ (7). Fyzické projevy onemoc-
néni AIDS mohou byt okolim vnimany jako jasné znamky moralné nezadouciho chovani,
stigmatizace HIV pozitivnich osob mtize byt disledkem nahlizeni spole¢nosti na chovani
téchto osob nekorespondujicim s upfednostiiovanymi mravnimi zdsadami. Mnoho HIV
pozitivnich zaziva pocity hanby, a to nikoliv nutn€ v pfimém spojeni s nemoci, ale jako
odezvu na reakce zdravotnického personalu. Strach z pfedsudkt majoritni spolecnosti
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a obavy ze stigmatizace a odsuzovani problematizuji pfistup téchto osob k diagnostice
a nasledné 1é¢bé, pricemz neprofesionalni piistup 1ékait a zdravotnického personalu psy-
chicky nemocného zatézuje. Tyto negativni vlivy nalezici mezi stresové faktory mohou
nepiiznivé ovliviiovat pribéh nemoci (8).

Vzhledem k absenci 1éki a vakciny proti viru HIV je pé¢e o HIV/AIDS nemocné oblas-
ti, se kterou se bude zdravotnicka péée, potazmo zdravotnicky personal potykat pravde-
podobng jesté velmi dlouho. Oblasti tykajici se pfistupu zdravotnického personalu k péci
o HIV pozitivni jsou studovany ve svétovém méfitku pomérné intenzivné (9)*. Vyzkumy,
které se zamétuji na zdravotnickou pé¢i o HIV nemocné, dokladaji, Ze $patna informova-
nost o prenosu a prevenci infekce HIV vede k negativnim postojim a diskrimina¢nim prak-
tikam ze strany zdravotnického personalu k HIV pozitivnim. Nedostatky znalosti mohou
v kone¢ném disledku znamenat odmitnuti péce o HIV pozitivni a pfedani téchto osob na
jiné zdravotnické oddé€leni. Detailnéjsi znalosti v oblastech pfenosu viru HIV snizuji miru
stigmatizace HIV pozitivnich osob (10) a stoji za vytvafenim otevienéjsiho postoje.

Hlavnim cilem 1écby HIV pozitivnich jedinct je co nejdéle prodlouzit kvalitni zivot
s co mozna nejmensimi zdravotnimi komplikacemi. Je vSak zfejmé, ze HIV pozitivni se
musi béhem 1é¢by potykat s mnoha problémy, jakymi jsou nezadouci u¢inky 1€k, dostup-
na a odpovidajici zdravotni péce, podpora socialniho okoli. VSechny tyto faktory mohou
nasledn¢ ovlivnit pribéh 1é¢by. Proto aktivni zaclenéni pacienta do procesu 1é¢by a poro-
zuméni jeho ocekavani, tzv. adherence k 16¢bé¢, je dulezitym momentem, ktery prispiva
ke zkvalitnéni 1é¢ebného procesu. Pacient porozuménim a naslednym postojem, ktery
zahrnuje pochopeni pravidel 1é¢by a zajem je dodrzovat, 1é¢bu pozitivné ovliviiuje. Moti-
vovany pacient si je védom, ze managament 1éCby je dulezitym bodem v jejim procesu,
nebot’ nedodrzeni pravidel mize v kone¢ném dusledku vést k resistenci vird a selhani
1écby (11).

Je Zadouci, aby zakladnim pfedpokladem kvalitni zdravotni péée byl otevieny postoj
zdravotnického personalu k sexualni identité (vzhledem k poc¢tu HIV pozitivnich homo-
sexualné orientovanych osob) a zaroven snaha zahrnout rodinu a ptatele do 1é¢ebného
procesu. Pokud nemocny postrada vztahy s rodinou, tak tsili zdravotnického personalu
0 navazani a souéasné posileni téchto vazeb lze povazovat za nesmirné dilezité pro zvla-
dani pribéhu nemoci. Nelze opominout dostate¢nou informovanost ze strany zdravotniku,
ktera by méla zahrnovat nejen informace o aktualnim stavu nemoci, ale také o moznos-
tech 1écby. V konecném dusledku vse zminéné vede k lepsi psychické pohodé nemocného
a k uspokojivéj§imu zvladani stresu, ktery nemoc provazi (13). Nékteré vyzkumy doka-
zuji, Ze 1 dostate¢na informovanost o infekci HIV a jejim pfenosu u zdravotnikti nemusi
vést k mensim obavam z nakazy, ale vedou z jejich strany k dusledné;si péci. Napiiklad
Campbell et al. (14) na zaklad¢ zavéra studie tvrdi, Ze negativni postoje k HIV pozi-
tivnim ze strany 1ékafského personalu plynou jednak z nedidvéry v informace, kterymi
disponuji, dale z nedostatku zkusenosti s pé¢i o HIV pozitivni a v neposledni fad¢ ze

4 Text Corless a Nokes [1995] uvadi ¢etné zahrani¢ni studie, napfiklad Armstrong a Hewitt 1990, Barrick 1998,
Blumenfield, Smith, Milazzo, Seropian a Wormser 1987 a mnoho dalsich. King a McKeown dokladuji na
vysledcich studie, ze existuje nedostatek empatie ze strany I¢kaiti a neschopnost ptijmout a pochopit gay nebo
lesbickou identitu (12).

60



vzrustajiciho stigmatu, které je HIV pozitivnim ve spole¢nosti pri¢itano. Lécba poskytnuta
HIV pozitivnim osobam by vSak méla byt nejen bezpe¢na, ale zaroven dostupna, empa-
ticka a efektivni (9).

ZAVER

V soucasné dobé¢ se stale Castéji setkavame s limity moderni mediciny, u nékterych
nemoci neni dosud znama 1écba, ktera by vedla k trvalému uzdraveni. To je i pfipad HIV/
AIDS. HIV/AIDS stejné jako fadu dalsi chorob, které jsou charakteristické chronickym
pribéhem, jiz nestaci 1é¢it jen s pomoci medicinského pristupu. Soucasti 1é¢by by méla byt
komplexni péce, nebot’ na tzv. well-being (neboli kvalitni Zivot) jedince se velkou mérou
podili i jeho psychicky stav. Psychosocialni stranka 1é¢by tudiz miize mit nezanedbatel-
ny dopad na 1é¢ebny proces. Proto by soucasna medicinska praxe méla byt orientovana
celostng, tzn. také se zdiraznénim psychoterapeutického piistupu (1). V soucasné dob¢ je
nezbytné vzdélavat Iékafe v ramci studia mediciny vSestrannéji. Lékarské fakulty by mély
budouci l1ékare vzdélavat nejen v biologickych, ale i v psychosocialnich oborech. Navazat
s pacientem kvalitni partnersky vztah a vztahnout jeho zdravotni obtize ke specifikim
individualniho Zivota, je dlleZitou a cenénou slozkou l¢karské profesionality.

SOUHRN

Text se zabyva infekci HIV/AIDS z pozice socidlnich studii. Dotaznikového Sette-
ni zaméfeného na zivot s HIV pozitivitou v ¢eské spole¢nosti se zucastnilo 112 osob,
19 z nich nasledné souhlasilo s osobni schiizkou za G¢elem provedeni hloubkového rozho-
voru. Cilem vyzkumu bylo zmapovat zkusenosti HIV pozitivnich osob s pfistupem zdra-
votnického personalu. Pozitivni zkuSenosti s ptistupem diagndzu sdélujiciho 1ékate vyja-
dtilo celkem 83 resp. 88 % dotazanych. Hospitalizaci respondenti dotaznikového Setfeni
hodnoti ve vétsing ptipadd kladné, kladné hodnocena je vSak témét vyhradné hospitalizace
probihajici v AIDS centrech. Pfistup zdravotniki pracujici mimo AIDS centra je témér
polovinou respondentl nahlizen negativné, resp. jako neprofesionalni.

Czech Medical Staff Attitude to HIV Positive Persons
SUMMARY

The text discuses infectious disease HIV/AIDS from the social studies perspective. The
questionnaire survey focused on the life with HIV positivity in Czech society completed
112 respondents, 19 of them agreed with personal appointments and with the in-depth
interview. The research goal was to map an experience of HIV positive people with an
attitude of medical staff. The positive experience with the attitude of the diagnosis informing
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physician expressed 83—88% respondents. Respondents evaluated hospitalization in most
cases positively, however, positively is evaluated only hospitalization in the AIDS centers.
The attitude of medical staff working outside the AIDS centers is viewed by half of the
respondents negatively or rather like access unprofessional.
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JE HYPERGLYCINEMIE JEDINOU PRIiCINOU
GLYCINOVE ENCEFALOPATIE?
Dedikovano Ing. Jitimu Safandovi, CSc. (1933-2015)

J. Kotyza

Ustav lékatské chemie a biochemie LF UK v Plzni

BIOLOGICKY VYZNAM GLYCINU

Glycin je jedine¢ny svou minimalistickou strukturou — je prostym alfa-aminoderivatem
octové kyseliny, H,N-CH,-COOH, postradajicim jak postranni fetézec, tak pfisluSnost
k L- nebo D-tfidé¢ aminokyselin. Nazev glycin, stejn¢ jako alternativni nazev ,,glykokol*
se vztahuje k jeho sladké chuti. Latkové mnozstvi v krvi je u ¢lovéka na druhém misté
po kyseliné glutamové, u nékterych zivocichl v§ak glycin zaujima prvé misto (2). Glycin
je tradi¢né pokladan za neesencialni aminokyselinu, coz je v souladu s fadou endogen-
nich zdroja, ze kterych miize byt vytvoren. Glycin mtze vznikat ze serinu, threoninu,
glyoxylatu, sarkosinu, pfipadné z hydroxyprolinu (8). Vysledky bilan¢nich pokust na
zvitatech i dobrovolnicich vSak naznacuji, ze metabolickd hotovost glycinu, jmenovité
v ¢asném postnatalnim obdobi, nemusi vzdy kryt jeho potiebu. Zda se tedy realistictéjsi
pokladat glycin za aminokyselinu podminén¢ esencialni (10, 15). Je tfeba také zohlednit,
ze zhruba 1/3 alimentarniho glycinu je odbourdvéana stfevnimi bakteriemi na amoniak
a oxid uhlicity.

Glycin je z 50—-80 % vyuzivan na biosyntézu proteind, stejné dulezita je vSak ucast
glycinu nebo jeho $tépnych produktl pifi biosyntéze serinu, purinil, kreatinu, porfyrint,
konjugacnich produktti a glutathionu, hlavniho bunééného redukéniho pufru (obr. 1). Gly-
cin také zasahuje do methylacnich procest vzhledem k tomu, ze ¢ast jednouhlikovych
rozkladovych produktt se po redukci zucastni regenerace methioninu z homocysteinu.

Pokud posuzujeme glycin jako stavebni jednotku proteint, je nutno uvést, ze je klico-
vou aminokyselinou pro syntézu kvantitativné nejvyznamnéjsiho proteinu lidského téla,
kolagenu. V kolagenovych fetézcich zaujima kazdé tfeti aminokyselinové misto, coz je
predpokladem pro vznik trojSroubovicové sekundarni struktury.

Glycin je nezastupitelny také ve své volné, molekularni podobé, a to jako regulator akti-
vity inhibi¢nich miSnich receptorti a mozkovych glutamatovych receptort NMDA typu.
Kromé své neuromodulaéni funkce ovliviiuje volny glycin i chovani bunék imunitniho
systému, kde reguluje chloridovy kanal podobn¢ jako v nervové tkani (3). Jeho ucinek se
uvadi do souvislosti s utlumem zanétovych reakci a protekei vici nasledkiim ischemie.
Navyseni glycinu snizilo reperfuzni posSkozeni krysiho mozku (16), byly zvetejnény i tda-
je o potlaceni nadorového rustu u hlodavci (1).
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Obr. 1 Schéma metabolického zapojeni glycinu sestavené z literarnich udaji (Kotyza 1990, 7).
Uzité zkratky: ,,C1“ — ¢asteéné oxidovany jednouhlikovy fragment, GCS — Glycine Cleavage System,
SHMT - serinhydroxymethyltransferasa

GLYCINOVY STEPNY SYSTEM (GCS/GLYCINSYNTHASA) A JEHO REGULACE

V mitochondriich je pfitomen enzymovy komplex schopny za uréitych podminek
vytvafet glycin z jednoduchych zdroji jaké piedstavuje amoniak, oxid uhlicity a oxido-
vany jednouhlikovy fragment (,,C1%). V enzymové klasifikaci mu byl ptridélen nazev gly-
cinsynthasa, a to piesto, Ze glycinsynthasa se na biosyntéze glycinu vyraznéji podili jen
v anaerobnich podminkach, zatimco ve fyziologickych, aerobnich podminkach, je hlavnim
zdrojem glycinu serin (4). Vznik glycinu touto cestou proto nemtze v Zadném piipadé
nahradit glycin z jinych zdroju (10). Popsana syntéza tedy pfedstavuje minoritni aktivitu
reverzibilniho enzymového systému, nasmérovaného témer vyhradné katabolicky. Jeho
funkci proto 1épe vystihuje pojem ,,glycinovy stépny systém* (,,glycine cleavage system,
GCS*). U cloveka je GCS funkeéni predevsim v jatrech, ledvinach a mozku. Myokard
napfiklad schopnost §tépit glycin postrada.

Svou strukturou je glycinsynthasa heterotetramer, s jasn¢ vyhranénymi funkcemi jed-
notlivych subjednotek (obr. 2). Protein ,,P* je na pyridoxylfosfatu zavisla dekarboxylaza
glycinu. Na protein ,,H* se vaze prostfednictvim kyseliny lipoové dekarboxylovany frag-
ment glycinu, aminomethylova skupina. Aminomethyl-protein H je substratem pro enzym
,» 1", zavislém na tetrahydrofolatu (THF). Na tomto stupni dochéazi k uvolnéni amoniaku
a vazbé C1 fragmentu na THF. Zavérecna dehydrogenacni reakce je katalyzovana pro-
teinem ,,L*, ktery je piikladem dihydrolipoamidové dehydrogenasy vyzadujici flavinovy
a nikotinamidovy koenzym. Takové zakonceni maji i jiné mitochondrialni dehydrogena-
sy, jmenovité pyruvatdehydrogenasovy komplex a alfa-ketoacyldehydrogendzy vétvenych
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aminokyselin. Bylo zji$téno, Ze dihydolipoamidova dehydrogenasa je translaéni produkt
jediného genu a jako mobilni jednotka spolupracuje se vSemi uvedenymi dehydrogenaso-
vymi komplexy. Jmenované enzymy sdileji i regula¢ni principy. Jsou shodné stimulovany
oxidovanymi a inhibovany redukovanymi formami koenzymi (12). Tyto vztahy by mohly
vysvétlit pozorovani, podle kterych jsou aktivity jednotlivych komplexti potlacovany sub-
straty komplex1 ostatnich.

V Safandové neurobiochemické laboratoti, zaméfené na regulaci aktivity GCS moz-
kovych mitochondrii krys, bylo prokézano, Ze stoupajici koncentrace pyruvatu, substratu
pyruvatdehydrogenasy, vyrazné inhibuji funkci GCS, méfenou jako produkci C!'* CO,
z glycinu radioaktivné zna¢eného na C-1 (13). Biosyntéza glycinu byla naproti tomu anti-
dromné stimulovana (6) (obr. 4). Ukazalo se, Ze aktivita GCS mozkovych mitochondrii
novorozenych krys je pomérné nizka, v postnatalnim obdobi se v§ak za¢ina exponencialné
zvySovat (5).

Jak jiz bylo uvedeno, je metabolismus glycinu zce propojen s metabolismem serinu.
Serin odstépenim C1 fragmentu vytvaii glycin, glycin naopak po pfijeti C1 fragmentu
z glycinového $tépného systému prechazi na serin (obr. 1, 3). Kdyz byl 1N glycin peroral-
n¢ podan dospélym dobrovolnikiim, polovina znac¢ky se zabudovala do serinu, zbytek do
mocoviny a ostatnich aminokyselin (9).

+ -
N H3-CH2-C00

THF

NADH NAD"

Obr. 2 Organizace glycinového §t&pného systému (GCS) v mitochondriich (upravil Safanda a spol.

dle Olsona (12))

GCS obsahuje Ctyfi proteinové slozky. Protein ,,P* je na pyridoxylfosfatu zavisla dekarboxylaza glycinu.

Na protein ,,H* se vaze prostfednictvim kyseliny lipoové dekarboxylovany fragment glycinu, aminomethylova
skupina. Aminomethyl-protein H je substratem pro enzym ,,T*, zavislém na tetrahydrofolatu (THF). Na tomto
stupni dochazi k uvolnéni amoniaku a vazbé C1 fragmentu na THF. Protein ,,L* je dihydrolipoamidova
dehydrogenasa, vyuzivajici flavinovy a nikotinamidovy koenzy.

65



1003
- Glycine Synthesis e
'c 050f €
E .
e ooz T2
E v
N s
= 025+ ) %-.
i Glycine Cleavage 41001 =
z 0z
0 0
0 1 2 3

[PYRUVATE] mM

Obr. 3 Postaveni glycinového $tépného systému v pfeménach glycinu, serinu a v metabolismu
jednouhlikovych fragmentt (upravil Safanda a spol. dle Olsona (12))

Tetrahydrofolat (THF) vaze C1 fragment ve fomé& N3, N19-methylen-THF. Na urovni THF muize dojit

k dehydrogenaci methylenové skupiny na ,,methenyl*-THF, pfipadné CO,. C1 glycinového piivodu miize
byt také pienesen na dal§i molekulu glycinu za vzniku serinu. Methylen-THF miize byt navic redukovan
na N3-methyl-THF (na obrazku neni vyznaceno), ktery se miZe podilet na regeneraci methioninu (viz text).

. G .
I\H3~CH-COO‘ NH4-CH,-C00"
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NH4-CH,-C00 NADP*
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Obr. 4 Stépeni a syntéza glycinu v mozkovych mitochondriich v zavislosti na koncentraci pyruvatu

(Safanda a spol. (6, 13))

Funkce glycinového $tépného systému byla méfena jako produkce C'#4 CO, z glycinu radioaktivné zna¢eného
C!4 na C-1, glycinova syntéza jako inkorporace C'#-hydrogenkarbonatu do nové vytvareného glycinu.
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SOUCASNE NAZORY NA PATOGENEZI GLYCINOVE ENCEFALOPATIE

Selhani funkce glycinového $tépného systému se projevuje jako hyperglycinemie pro-
vazena zavaznou poruchou funkce CNS. Proto byl tento stav nazvan glycinova encefalopa-
tie. Molekularni pfi¢inou blokady GCS jsou vrozené defekty subjednotek glycinsynthasy.
Alternativni nazev neketoticka hyperglycinemie odrazi skute¢nost, ze hyperglycinemii
zpusobuji i poruchy metabolismu jinych molekul, pfedevs§im vétvenych aminokyselin,
doprovazené ketoacidozou. Glycinova encefalopatie se vyznacuje hypotonii, apnoicky-
mi stavy a zachvaty kieci. Pokud se projevi jiz v ¢asném postnatalnim obdobi, konéiva
letalné, pti pozdéj$im nastupu vyustuje v tézkou psychomotorickou retardaci. Glycino-
va encefalopatie je druhou nejcastéjsi vrozenou poruchou metabolismu aminokyselin po
fenylketonurii.

Podobn¢ jako u fenylketonurie je molekularni podstata glycinové encefalopatie zjevna,
patogeneze vsak stale neni uspokojiveé osvétlena. Hypoteticky by nezadouci projevy mohly
byt vyvolany 1) toxickym ptisobenim glycinu samotného, 2) nedostatkem C-1 fragmentti
glycinového §tépného systému, ptipadné 3) kombinaci obou uvedenych mechanismd.

Co se tyce povSechného vlivu glycinu na zZivo¢i$ny organismus, uzite¢nou informaci
prinaseji 1 standardni dietologické studie. V ptedchozich letech byla naptiklad intenzivné
studovana suplementace glycinem per os u selat, obdobné byl sledovan vliv glycinu poda-
ného rtiznymi cestami potkaniim. Praktickou souc¢asti vyzkumu bylo stanoveni bezpeéné
hranice ptidavkid. Zatimco navySovani glycinu uvnitt tohoto pasma (naptiklad do 4,5 g
glycinu/kg hmotnosti potkani/den) mélo blahodarné u¢inky v mnoha ohledech, ptekro¢eni
této hranice vyvolavalo riiznorodé piiznaky véetné poruch ristu, zvySeni intrakranialniho
tlaku, morfologickych zmén gliovych bunék a poruch myokardu (15). Tyto jevy lze v§ak
také diskutovat jako poruseni aminokyselinové rovnovahy, analogicky s porusenim rov-
novahy mezi jinymi nutrienty.

Studium patogeneze encefalopatii je tradiéné doménou neurofyziologického vyzkumu.
Zakladnim cilem je v tomto piipad€ posouzeni vlivu glycinu na funkce inhibi¢nich misnich
receptorti a/nebo mozkovych glutamatovych receptorit NMDA typu. Je znamo, ze inhibi¢ni
zasahy do funkce miSnich receptorl se projevuje kieCovymi stavy, jak doklada intoxika-
ce strychninem. NavysSeni glycinu pak dle o¢ekavani vyvola snizeni motility kosternich
sval(4). Zvlastni pozornost byla pfirozené¢ vénovana ucinku na glutamatové receptory
NMDA typu. Neuronové dysfunkce by totiz bylo mozno vysvétlit masivnim pranikem
kalciovych iontl do nervovych bunék nasledkem otevieni kalciovych kanalti po stimulaci
glycinem. Ukazalo se vsak, Ze tento mechanismus neni pravdépodobny, protoze pii zjiste-
né Kd = 5,9 nM pro vazbu glycinu je koncentrace glycinu v té€lnich tekutinach obnasejici
1-2 mM vice nez dostate¢na k saturaci glycinovych vazebnych mist. K tomu pfistupuje
i fakt, ze zvys$ena nabidka glycinu nikterak nenavysuje funkei receptoru (11).

Zcela nové podnéty k osvétleni patogeneze encefalopatie vSak piinesla analyza meta-
bolickych navaznosti neketotické hyperglycinemie. Glycin a serin jsou hlavnimi produ-
centy jednouhlikovych fragmentt, které zasahuji nejen do syntéz prekurzort nukleovych
kyselin, ale také do transmethyla¢nich procesti nezbytnych pro regulaci exprese genetické
informace. Je tedy na misté predstava, Ze zakladni pri¢inou encefalopatie neni nadbytek
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glycinu jako takovy, ale spiSe nedostatek jeho stepnych produktii, Cl1 fragmentii. Je znamo,
ze na biosyntézu kazdého purinu je kromé molekuly glycinu tfeba navic inkorporace dvou
C1 fragmentt. C1 fragmenty jsou rovnéz vyzadovany pro biosyntézu deoxythymidylatu
z deoxyuridylatu. Zasah do tohoto procesu, stejné jako do regenerace dihydrofolatu, jsou
jiz dlouho vyuzivany v ramci cytostatické terapie. Nedostate¢na produkce thymidintri-
fosfatu postihuje také reparaéni systémy DNA, které zabranuji apoptotické bunééné smrti
pusobené jednovlaknovymi zlomy. Nedostatkem C-1 fragmentd utrpi navic methylaéni
procesy, zprosttedkované S-adenosylmethioninem. Methionin je regenerovan z homocys-
teinu THFA vazanymi C1 fragmenty redukovanymi na methylovou skupinu. Bylo zji$téno,
ze genetické poruchy methylentetrahydrofolatreduktazy se promitaji do celé fady chorob
a patologickych stavii, véetné poruch vyssich nervovych funkci (4).

Lze uzavfit, Ze na soucasné Grovni poznani nelze vyloucit toxické uc¢inky samotného
glycinu, mechanismus toxicity vSak postrada vysvétleni na molekularni arovni. Na druhé
strané byly piedlozeny piimé i nepiimé argumenty vysvétlujici poruchy CNS zasahem
do metabolismu jednouhlikovych fragmenti a navazujicich methyla¢nich procest. Tim
jsou postizeny zakladni molekularné biologické procesy ovlivijici zivotnost mozkovych
bunék (4).

SOUHRN

Glycin se fadi mezi kli¢ové aminokyseliny pro svou ucast ve specifickych proteinech
jako je kolagen a strukturach jako puriny, porfyriny, thymin, glutathion a metabolické
konjugaty. Glycin rovnéz uéinkuje jako regulator inhibi¢nich misnich receptort
a mozkovych glutaminergnich teceptort NMDA typu. Metabolismus glycinu je uréovan
zejména interakci se serinem a degradacni/syntetickou drahou zvanou glycinovy $tépny
systém / glycinsynthasa. Poruchy tohoto multifaktorialniho komplexu se mohou projevit
jako hyperglycinemie neketotického typu, znamou jako glycinova encefalopatie. Za pfi¢inu
tohoto mozek devastujiciho onemocnéni byl tradi¢né oznacovan toxicky vliv glycinu,
postupné vSak vychazi najevo, Ze stejné zavazny by mohl byt nedostatek jednouhlikovych
fragmentt, hlavnich produktt glycinového §tépného systému.

Is hyperglycinemia a single cause of glycine encephalopathy?
SUMMARY

Glycine is one of the key amino acids due to its incorporation into specific proteins
like collagen, or structures like purines, porphyrines, thymine, glutathione, and
metabolic conjugates. Glycine also serves as a regulator in spinal cord glycine inhibitory
receptors and the brain glutaminergic type NMDA receptors. Metabolism of glycine is
primarily determined by a close interaction with serine and by the glycine degradative/
synthetic pathway, termed glycine cleavage system/glycine synthase. Disorders of this
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multifactorial complex may result in hyperglycinemia of nonketotic type, known as glycine
encephalopathy. A putative toxic effect of glycine was traditionally blamed for this brain-
wasting condition but it has gradually become apparent that the secondary shortage of one-
carbon species, major glycine cleavage products, may provide supplementary plausible
explanation.
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VYZIVOVY STAV A STRAVOVACI ZVYKLOSTI
DETI PLZENSKEHO KRAJE

P. Sedlacek!, J. Langmajeroval, Z. Weber3, T. Hirschner?, J. Dvofakoval,
D. Miillerova!

1 Ustav hygieny a preventivni mediciny, Univezita Karlova v Praze, Lékaiské fakulta v Plzni, 2 Plzefiska sportovni
unie, 3Plzefisky kraj, Krajsky ufad Plzetiského kraje

Celosvétova pandemie nadvahy a obezity a s nimi souvisejicich komorbidit zasahuje
nejen populaci dospélych, ale 1 déti a dospivajicich. V rozvoji nefyziologického vyzivo-
vého stavu se mimo genetické faktory jiz od détstvi uplatiuji rizikové faktory Zivotniho
stylu, tj.: nespravna vyziva a nedostatek pohybové aktivity (1).

Pozitivni usmérniovani téchto faktord v détstvi je dilezitym predpokladem pro zdravi
dospélych. Pro vypracovavani efektivnich primarné preventivnich komunitnich programut
s pfedpokladanym dopadem i na dalsi generace je pak zasadni dostate¢né mnozstvi valid-
nich dat o stavajicich stravovacich a pohybovych zvyklostech a o vyvoji vyzivového stavu
détské populace.

Cilem této prace je vyhodnoceni stravovacich navykt déti Plzenského kraje a vySetfeni
jejich vyzivového stavu s ohledem na ptitomnost nadvahy a obezity.

METODIK A

Data byla sbirana v ramci prufezové studie ,,Zmapovani stavu zdravi a obezity $kolni
mladeze v Plzeniském kraji“, ktera probéhla v r. 2013 ve spolupraci Plzeniské sportovni
o.p.s. a Ustavem hygieny a preventivni mediciny Lékatské fakulty UK v Plzni, pod zasti-
tou Plzenského kraje v rdmeci projektu Zdravy Plzensky kraj. Studie byla schvalena etickou
komisi FN Plzen a LF UK v Plzni. Do studie byly zafazeny pouze déti, jejichz rodice
souhlasili s provedenym vySetfenim.

Studie se zucastnilo celkem 914 déti, (respondence 46 %), z toho 8—9letych ve 2. tfidach
479 (244 chlapcu, 235 divek), 12—13letych déti z 6. tfid bylo 435 (198 chlapci, 237 divek).
Skoly byly vybrany stratifikovanym vybérem podle velikosti §koly a lokality s ohledem
k demografické struktuie Plzenského kraje. Celkové bylo vybrano 80 ttid, s oslovenim
reprezentativniho vzorku 2000 zaka (tab. 1).

Vlastni Setfeni bylo provadéno studenty LF UK v Plzni za pfitomnosti zastupci skoly.
Jednalo se o vySetfovani vyzivového stavu a vyzivovych zvyklosti. Stravovaci zvyklos-
ti déti byly zjistovany jednak pomoci frekvencéniho potravinového dotazniku (NUTRI-
-SCHOOL-FFQ), jednak metodou inventorni analyzy stravovaciho zaznamu: analyzou
jednodenniho vzpominaného jidelni¢ku s vyuzitim pocitaového programu NutriDan II.
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Tab. 1 Zakladni rozloZeni vySetieného souboru podle velikosti a lokality koly v Plzeniském kraji

Lokalita Pocet zii¢astnénych déti / % zastoupeni v celém souboru
Plzen 605 /66

Klatovy 167/ 18

Tachov 19/2

Horni Bfiza 13/2

Susice 89/10

Klenci 21/2

Byl vypracovan vlastni NUTRI-SCHOOL-FFQ, obsahujici 50 otazek se Skalou odpovédi
v 7 kategoriich od téméf nikdy do Ctytikrat a vicekrat denné.

Byly zméteny zakladni antropometrické znaky (hmotnost a vyska) a vybrané obvodové
charakteristiky (2). Byl vypoéten body mass index (BMI = hmotnost v kg/vyska v m?2).
Vyzivovy stav déti byl hodnocen dle metodiky Statniho zdravotniho Gstavu s vyuZzitim
referencnich dat percentilovych grafu z celostatniho méteni v roce 1991 pro ceskou popu-
laci ve véku 0 do 18 let (3).

Ziskana data byla zpracovana statistickym softwarem MS Excel 2010.

VYSLEDKY

Vyhodnoceni vyZivového stavu

Nadvéaha a obezita byla hodnocena u 8-9letych a 12—13letych déti. V porovnani s 10 %
déti s nadvahou a obezitou z 1. 1991 s vyuzitim uvedenych hrani¢nich hodnot pro BMI se
soucasna prevalence nadvahy a obezity déti Plzeniského kraje téméf zdvojnasobila: celkove
byla nadvaha a obezita zjisténa u 19,7 % déti ve Skolnim véku (u 19,5 % 8-9letych déti
au 19,8 % 12—13letych déti).

Vice podrobnosti o antropometrickych ukazatelich a vyzivovém stavu je uvedeno
v tab. 2 a 3.

Tab. 2 Antropometrické charakteristiky vysetfovanych déti

Divky 8-9 let | Divky 12—13 let | Chlapci 8-9 let | Chlapci 12—13 let

Charakteristika | Jednotky

X SD X SD X SD X SD
Hmotnost kg 28,5 5,0 46,4 9,2 29,8 58 48,3 10,4
Vyska cm 130,9 5,9 155,7 7,7 132,5 6,2 156,9 7.8
BMI kg x m™2 16,6 22 19,0 2,9 16,9 2,5 19,5 33
Obvod pasu cm 56,8 6,3 64,6 7,1 58,8 5,6 70,1 8,8
Obvod paze cm 18,3 2,3 22,1 2,4 18,6 2,1 22,6 2,8
Obvod boku cm 68,8 8,4 83,1 7,1 69,4 5,4 83,9 7.9

X = primeér; SD = smérodatna odchylka
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Tab. 3 Vyzivovy stav vySetfovanych déti

Podvéha (%) | Nadvéha (%) | Obezita (%) Nadc:illl::n? (‘:,'/’:;Zita
Chlapci 45 1 6,9 18
8-9 let Divky 5.1 9 12 209
Celkem 48 10 9,5 19,5
Chlapei 51 1,1 1,1 2,2
12413 let Divky 04 8.4 8.9 173
Celkem 28 9.8 10 19,8

Tab. 4 Frekvence piijmu vybranych potravinovych skupin v celém souboru déti

NUTRI- Tnflir:le;r ll_rfé:iia 1x tydné tzy_d6n:‘: 1x denné dze_n3:é a vic‘::krét
H L-FF 9 °

SCHOOL-FFQ (%) (%) () (%) *%) (%) | denn& (%)
zelenina syrova 4,9 6,4 11,0 35,5 29,0 11,1 2,2
zelenina vafena 12,3 19,6 31,6 29,7 5,7 1,0 0,1
zelenina 42,6 32,7 17,9 5.9 0,6 02 0,0
konzervovana

ovoce syrové 2,3 4,0 8,9 31,8 32,4 18,5 2,2
ovoce . 38,9 39,6 14,7 53 1,0 04 0,1
konzervované

napoje s cukrem,
typu kola, 18,6 25,6 234 13,1 10,8 5,1 3,4
limonady, sirupy

dietni nebo ,,light*

R 81,1 9,9 45 2,5 0,6 0,9 0,5
slazené napoje

hamburgery, pizzy,

27,2 65,5 6,3 0,6 0,2 0,0 0,1
apod.

Vyhodnoceni stravovacich zvyklosti

Frekvencni potravinovy dotaznik (NUTRI-SCHOOL-FFQ) poskytl udaje o cetnosti
konzumace vybranych druhl potravin. Z odevzdanych vyplnénych dotaznikti mohlo byt
po kontrole Gplnosti vyhodnoceno 811 zaznamt.

Dostatecny pfijem zeleniny a ovoce je vyznamny nejen z hlediska prevence kardio-
vaskularnich a nadorovych onemocnéni, ale i z hlediska prevence obezity (4). Nejcastéjsi
frekvence pfijmu nize vyjmenovanych potravinovych skupin byla celkové: syrova zele-
nina (2—-6x tydné), varena zelenina (1-6x tydn¢), konzervovana zelenina (téméf nikdy),
ovoce syroveé (1x denné), ovoce konzervované (1-3x za mésic), slazené napoje (1-3x za
mesic), ,,light* napoje (téméeft nikdy), fast food potraviny (1-3x za mésic). Toto rozlozeni

4

bylo typické i pro déti 8-9leté, kde byla udavana pouze relativné castéjsi frekvence piijmu
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varené zeleniny a to 1-6x tydné, u starSich déti narostla ¢etnost frekvence slazenych napo-
juna 1x tydné a poklesla frekvence ptijmu syrového ovoce na méné nez 1x denné, nejcas-
t&ji tak byla udavana frekvence prijmu 2—6x% do tydne.

Zatimco praimérny pocet porci ovoce zeleniny a ovoce denné dosahuje u 8—9letych
déti hodnoty 3,3 u 12—13letych se tato situace zhorsuje a dosahuje pouze 2,5 porci oproti
doporuc¢ovanym 5 porcim denné (tab. 6 a 7).

U starSich déti zaroven narostla frekvence piti slazenych napoji na 1x tydné a poklesla
frekvence piijmu syrového ovoce na méné€ nez 1x denné, nejcastéji tak byla udavana fre-
kvence piijmu 2—6% do tydne.

Tab. 5 Frekvence piijmu vybranych potravinovych skupin s rozliSenim véku déti

NUTRI- Tém&F | 1-3xza | 1xtydnd |2-6x tydn&| 1x denné | 2-3x avic‘:krét
_ . X s o 0 0 (1) & (9

SCHOOL-FFQ nikdy mésic (%) (%) (%) (%) denné (%) denné (%)
Vek [roky] 89 |12-13 | 8-9 | 12-13 | 8-9 [ 12-13 | 8-9 | 12-13 | 8-9 | 12-13 | 8-9 [ 12-13 | 8-9 | 12-13
zelenina 44| 55| 49| 80| 96| 12,5 |343] 368 [32,2] 25,5 [12.8] 93 | 19| 2,5
Syrova
zelenina 73] 17,8 |157] 23,8 |347| 28,3 [34,7] 245 | 68| 45| 09 10|00/ 03
varena
zelenina 1 ol un g (314 340 193] 164 | 60| 58| 02| 1.0 02| 0300 00
konzervovana
ovoce syrové 23| 23| 26| 55| 61| 12,0 |31,3] 32,3 [34,6] 30,0 [21,5] 153 | 1,6 | 2.8
ovoce o |419] 358 35,0 444 |167] 127 | 52| 53| 07| 13| 05| 03]00] 03
konzervované
napoje
s cukrem, 223 14,6 |26,6| 24,5 |20,0| 270 |11,4] 149 [107] 109 | 52| 51|38 3.0
typu kola,

limo, sirupy

dietni nebo
LHlight 87,71 74,1 | 7,5 12,6 | 19| 72| 14| 36| 0,7 05| 05| 1,3 02| 0,8
slazené napoje

hamburgery,

. 34,11 19,8 (60,5 70,9 | 5,2 7,5 0,0 1,3 02| 03| 0,0f 00|00 ]| 03
pizzy, apod.

V pitném rezimu dominuje v ¢etnosti konzumace voda, neslazené mineralni vody
a caje. Denné pije kolu, slazené limonady, napoje s cukrem 19,7 % déti 8—9letych a 19,0 %
déti véku 12-13 let. Ovocné dzusy pije denné 13 % déti. Rozdily mezi 2. a 6. tfidou jsou
nevyznamné. Vice detailt je uvedeno v tabulkdch 4 a 5. Podrobné informace o dennim
prijmu vybranych potravinovych skupin ukazuji tab. 6 a 7.
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Tab. 6 Primérné denni frekvence piijmu vybranych potravinovych skupin 8—9letych skolakt

Potravinové skupiny ZJI;itrécl:)/l gzﬁet DOp;;::?;‘ge?lOEet
Celkem 3,38 4-5
bilé pecivo 1,72
snidanové cerealie, kase 0,53
Obiloviny jer{l.né (sladké a tucné) 0.18
pecivo
tmavé pecivo 0,44
ryze, téstoviny 0,51
Celkem 1,86 3-5
Zelenina celkem zelenina 1,40
brambory 0,47
Celkem 1,73 2-3
ovoce syrové 1,15
Ovoce
kompotované, susené 0,11
dzusy, ovocné §tavy 0,47
Celkem 2,52 2-3
mléko 0,82
MIéko a mlééné vyrobky | jogurty 0,75
syry 0,69
ostatni mlééné vyrobky 0,26
Celkem 2,06 1-2
maso 0,90
) uzeniny 0,67
vejce 0,14
lusténiny 0,12
ryby 0,14
Celkem 2,19 2-3
Volné tuky volné tuky 0,25
a jednoduché sacharidy sladkosti 1,32
slazené limonady 0,62
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Tab. 7 Primérné denni frekvence pfijmu vybranych potravinovych skupin 12—13letych Skolaka

Potravinové skupiny Zj; itré:?; g:ﬁet D(::::Z:,l/éfltflm
Celkem 3,51 4-5
bilé pecivo 1,85
snidafiové cerealie, kaSe, ... 0,49
Obiloviny jer{l'né (sladké a tu¢né) 0.17
pecivo
tmavé pecivo 0,58
ryze, téstoviny 0,42
Celkem 1,64 3-5
Zelenina zelenina 1,23
brambory 0,41
Celkem 1,62 2-3
Ovoce ovoce syrové 1,02
kompotované, susené 0,12
dzusy, ovocné §tavy 0,47
Celkem 2,53 2-3
mléko 0,78
MIéko a mlécné vyrobky | jogurty 0,72
syry 0,82
ostatni mlécné vyrobky 0,22
Celkem 2,17 1-2
maso 0,85
) uzeniny 0,84
vejce 0,17
lusténiny 0,11
ryby 0,11
Celkem 2,56 2-3
Volné tuky volné tuky 0,34
a jednoduché sacharidy sladkosti 1,55
slazené limonady 0,67

Déle byla sledovana i pravidelnost konzumace potravy béhem dne. Pravideln¢ a spiSe
pravideln¢ snidé 82,8 %, svaci 98,2 %, ob&édva (ve Skolni jideln¢) 90,1 % a veceti 99,7 %
deéti zakladnich skol Plzeniského kraje. Pitny rezim se snazi dodrzovat 97,6 % respondenttl.
S nardstajicim vékem se objevuje vyznamny negativni trend: klesa pocet pravidelné se

stravujicich déti. Podrobnosti jsou uvedeny v tab. 8.
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Tab. 8 Stravovaci zvyklosti

Pravidelné Prevazné ano Prevazné ne Ne
(%) (%) (%) (%)
8—9leté déti 74,9 15,5 8.2 1,3
Snida
12-13leté déti 57 17,6 20,7 48
8—9leté déti 84,3 14,6 1,1 0
Svaci ve Skole
12-13leté déti 78 19,4 2,4 0,2
Obédva ve 8-9leté déti 82,7 7 1,3 4,4
Skole 12-13leté dati 76,7 8.8 2,6 11,9
B 8-9leté déti 83,3 14,3 2,4 0
Pije ve skole -
12-13leté déti 80,3 17,3 1,7 0,7
Ma odpoledni | 8-9leté déti 63,7 30,1 5,1 1,1
svacinu 12-13leté dati 43,8 41,5 10 4,7
8-9leté dati 95,8 3,8 0,4 0
Veceri
12-131leté déti 92,9 6,9 0 0,2

S vyuzitim softwaru NutriDan II. byly dale analyzovany jednodenni vzpominané jidel-
nicky vySetfovanych déti. Z odevzdanych vyplnénych dotaznik mohlo byt po kontrole
uplnosti vyhodnoceno pouze 607 zaznamu. Vysledna data byla porovnana s vysledky Set-
feni provedeného stejnou metodikou v roce 2003 (tab. 9).

Oproti r. 2003 mirné poklesl energeticky pfijem, piijem bilkovin, vlakniny a tuku.
V aktualnich vysledcich pfijem vlakniny, bilkovin i podil tukii na celkovém pfijmu energie
spliiyji referenénim vyzivova doporuceni pro déti v tomto véku (5-7).

Tab. 9 Vybrané parametry hodnocenych jidelnicki déti ZS v porovnani s rokem 2003

Starsi Skolni déti
Hodnoceni jidelnicki 2003 / 2013 Mladsi $kolni déti
Hosi Divky
) 2003 7,4 8,8 6,9

celkova energie [MJ]

2013 6,9 7,7 7,1

2003 17,1 18,8 15,9
vlaknina [g]

2013 16,7 18,5 17,9

2003 74,1 85,3 63,8
bilkoviny [g]

2013 65 74,3 69

2003 36 34 32
tuk [%]

2013 32,4 33,6 30,8
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DISKUSE

Respondence souhlasicich s vySetfenim a vySetfenych vici oslovenym ¢inila 46 %.
Ve srovnani s obdobim pied rokem 1989, kdy pii podobnych studiich bylo vysetfeno pies
zvySenou mirou individualni svobody rodi¢t rozhodovat o svych détech, na druhé strané
ale i zvySenym nezajmem nechat své déti vysetfit at’ uz z obavy, ze by vysledky nedopad-
ly pro jejich dité dobte, ¢i z pouhého nezajmu délat cokoli navic, nez je nezbytn€ nutné.
Z tohoto divodu mohou byt vysledky zkreslené a mohou vykazovat pfiznivéjsi stav nez
je tomu ve skutec¢nosti.

Vyzivovy stav déti byl hodnocen dle metodiky SZU s vyuzitim referen¢nich dat Eeské
populace od 0 do 18 let. Vychozi percentilové grafy pro posuzovani vyzivového stavu
jsou konstruovany na zaklad¢ vysledki ,,Patého celostatniho antropometrického vysetieni‘
z roku 1991. Zamérné nebyly pouzity noveEjsi prizkumy, které by mély vzhledem k narts-
tajicimu vyskytu nadvahy a obezity v détské a dospivajici populaci zkreslujici dopad na
vyhodnocovani. Podle této metodiky maji jedinci s hodnotou BMI pod 10. percentilem
podvahu, nadvaha je ddna BMI v rozmezi 90. az 96,9. percentilu a obezita 97. a vy$$im
percentilem hodnot BMI referen¢niho souboru.

Z vysledka Seteni vyplyva, Ze ve 2. tiidach, tedy u 8—9letych déti byla obezita pfitomna
u 6,9 % chlapcti, 12 % divek, nadvaha pak u 18 % chlapci a 20,9 % divek. Podle vékove
srovnatelné Ceské studie 7letych déti, mélo nadvahu a obezitu v roce 1991 10 % déti, v roce
2001 13,1 % déti a v r. 2005 15,1 % déti (8). Podle nasi soucasné studie mélo v roce 2013
nadvahu nebo obezitu 19,5 % 7-9letych déti, z ¢ehoz obezitou trpélo v praméru 9,5 %
souboru. Jde tedy o pokra¢ovani, nikoli zastaveni, nartstajiciho trendu prevalence obezity
a nadvahy u 7-9letych déti. V souboru 11-12letych déti mélo nadvahu a obezitu 19,8 %
déti, z toho obezitu 10 % déti, coZ jsou vysledky podobné distribuci obezity a nadvahy
7-9letych déti. U déti 6. tiid je ale nizsi zastoupeni podvyzivy: 2,8 % oproti 4,8 % déti
2. tiid.

V porovnani 8—9letych a 12—13letych déti v tomto souboru, s vékem piibyva chlapci
jak s nadvahou a obezitou tak podvahou, naopak u divek 1ze sledovat opacny trend, kdy
zastoupeni nefyziologického BMI klesa.

Z mezinarodniho pohledu CR nedosahovala prevalence détské obezity v minulos-
ti (napf. v r. 2006) takovych rozméri, jako tomu bylo napt. v Australii, USA, Kanadé¢,
Brazilii, Chile, Finsku, Francii, Velké Britanii, Némecku, Recku a Japonsku, kde se od
zacatku sedmdesatych do konce devadesatych let prevalence obezity az zdvojnasobila ¢i
dokonce ztrojnasobila a dosahla hodnot 10 a vice procent, prevalence nadvahy a obezity
pak az 36 %. Podle nasich vysledkd dochazi k této dynamice vzestupu prevalence nadvahy
a obezity u déti v CR teprve v posledni dobé (8, 9, 10).

Domnivame se, Ze nami prezentovany narustajici trend prevalence obezity a nadvahy
déti ve skolnim véku je dan spise nedostate¢nou urovni pohybové aktivity nez pouhym
nevhodnym stravovanim. Jednak se nepodafilo prokazat zvyseni energetického piijmu
v hodnocenych jidelni¢cich v porovnani s rokem 2003 a déle z vysledku testovani zdra-
votné orientované zdatnosti u tohoto souboru déti vyplyva, Ze nadpolovi¢ni vétSina zakt
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i zacek dosahuje podprimérnych az velmi podprimérnych vysledki (11). Obdobna zjisténi
plynou z mezinarodni vyzkumné studie Svétové zdravotnické organizace zamétené na
zivotni styl déti a skolakd z roku 2010 (HBSC), kde velka ¢ast ¢eskych Skolaki je nedo-
state¢né pohybove aktivni (12).

Pravidelna snidané je vyznamnym prediktorem zdravé vyzivy déti (13). Zjistili jsme,
ze pocet nesnidajicich se s vékem zvysuje. U 8-9letych tvofi toto zastoupeni 9,5 % déti,
12—13letych jiz 25,3 % vysetienych déti. Tento negativni trend neni pfitomen jen $kolaka
Plzenského kraje, ale byl potvrzen v celorepublikovém méftitku z vysledkit HBSC 2010,
kde v porovnani 11letych a 13letych skolaku pravidelné snida 13letych o 12,5 % méné.

Pfi srovnani s nasimi vlastnimi vysledky inventorni analyzy jidelni¢ki z roku 2003,
nachazime aktualné zlepSeni pouze u divek, kde se zvysuje ptijem vlakniny, bilkovin.
RovnéZ za prospésné Ize povazovat snizeni pfijmu tukti (vyjadieno v energetickém troj-
poméru) u divek.

Za nezadouci lze povazovat trend snizené Cetnosti konzumace zeleniny a ovoce
s vékem. Na pomérn¢ vysokém podilu slazenych napojt (1 a vicekrat denné je pije 19,7 %
8—9letych a 19,0 % 12—13letych déti) v dennim piijmu tekutin se kromé chut'ové atrakti-
vity mohou podilet i marketing a reklama — zejména u napoju typu kola a v dobé¢ Setfeni
jejich snadna a neregulovana dostupnost v $kolnich automatech i kantynach (14). Prestoze
z analyzy vzpominanych jidelnicka vyplyva, ze je splnéna vyzivova referencni hodnota —
DRYV (dietary reference values) — piijmu vlakniny v této vékové kategorii, zjistény negativ-
ni trend snizovani konzumace zeleniny, ovoce a obilovin s vékem déti, je v nepfimé uméie
k stoupajici pottebé vlakniny (15). Toto mize byt divodem postupného nenapliiovani
vyzivovych doporuéeni pro obyvatelstvo Ceské republiky (16).

Domnivame se, Ze vystupy z uvedené studie, by mohly pomoci integrovat konkrétni
postupy a metody zaméfené na podporu zdravé vyzivy, télesné aktivity a na snizovani
zdravotnich rizik v Zivoté déti $kolniho véku. Osvojenim zdravéjsiho zivotniho stylu jiz
v détstvi Ize do budoucna snizit vyskyt obezity a jejich komorbidit v populaci a tim i snizit
vydaje nutné na jejich 1é¢eni (17).

SOUHRN

Prispévek informuje o prevalenci nadvahy a obezity a stravovacich zvyklostech déti
Skolniho v€ku z Plzenského kraje. Data byla ziskana v prufezové studii ,,Zmapovani stavu
zdravi a obezity Skolni mladeze v Plzenském kraji“. Studie prokazala nartstajici trend
prevalence obezity a nadvahy u déti $kolniho véku. Vyskyt nadvahy a obezity se téméf
zdvojnasobil proti roku 1991: celkové byla nadvaha a obezita zjisténa u 19,7 % déti ve
Skolnim véku (u 19,5 % 8-9letych déti a u 19,8 % 12—13letych déti). Studie sice nepro-
kéazala zvyseni energetického ptijmu déti skolniho véku v porovnani s rokem 2003, avsak
potvrdila zhorSovani neZzadoucich stereotypt s vékem — pfijem ovoce a zeleniny alespon
jednou nebo vicekrat za den spliiuje pouze necela polovina (47 %) 8—9letych déti a uz jen
37 % 12—13letych déti. V celkovém porovnani s rokem 2003 se mirné sniZila energeticka
hodnota stravy a mirné se snizil piijem tukt. Slazené napoje alespon jednou denné pije
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19,7 % deéti veku 8-9 let a 19 % Skolaki ve véku 12—13 let. Potraviny typu rychlého obcer-
stveni u déti zakladnich $kol jsou minoritni, jednou denn€ a vice je konzumuje maximalné
0,5 % déti v obou vekovych kategoriich, ale i zde lze pozorovat negativni trend v podobé
narustu ¢etnosti jejich pijmu s vzristajicim vékem. Klesa pocet pravidelné se stravujicich
deéti, ve v€ku 12-13 let je to o 15,8 % déti méné nez 8—9letych.

Projekt byl financovan Krajskym ufadem Plzenského kraje z dota¢niho grantu Zdravy
Plzensky kraj.

Nutritional status and dietary patterns of school children
in the West-Bohemian region

SUMMARY

The article informs about the prevalence of overweight and obesity and about food
habits and dietary patterns of school children in the West-Bohemian region. The data were
collected from the cross-sectional study “Mapping the state of schoolchildren’s health and
obesity in Pilsen region”. The study proved an increasing trend in the prevalence of obesity
and overweight among the school children. It has almost doubled compared to the year
1991: overall, overweight and obesity were found in 19.7% of school children (19.5% of
8-9 years old and 19.8% of 12—13 years old). Although the study did not demonstrate an
increase in energy intake of school children in comparison to our study from 2003, there
was confirmed the deterioration of undesirable habits coming with age — only less than
half (47%) 8-9 years old and only 37% of 12—13 years old school children accomplish the
intake of fruit and vegetables at least once or more times per day. In the overall comparison
to 2003, the energy value of food and fat intake have decreased slightly. 19.7 % of children
aged 8-9 and 19% of schoolchildren aged 12 to 13 drink sweetened beverages at least once
a day. Fastfood among primary school children is minor, it is eaten at most by 0.5% of
schoolchildren from both age categories, but there can be seen a negative trend in the rising
frequency of intake with increasing age. Conversely, the number of children with regular
eating habits decreases with age; at the age of 12—13 it is 15.8% less than at the age of 8-9.

The project was funded by the Regional Authority of the Pilsen Region from the grant
award called “Healthy Pilsen Region”.
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PROJEVY ADAPTACE NA TELESNOU ZATEZ U SPORTOVCU
MOHOU NAPODOBIT PATOLOGICKY STAV

V. Zeman

Ustav télovychovného 1ékaistvi LF UK Plzefi

Adaptace kardiovaskularniho systému na vytrvalostni zatéZ. Jedna se o nejcastéji
pozorované zmény vlivem aktivace nervu vagu. Ten ovlivni sinusovy uzel jako udavatele
srdec¢niho rytmu tim, Ze v ném zpomali tvorbu vzrucht. Dtsledkem je piedevsim klidova
bradykardie. Ta mize byt nékdy velmi vyrazna. Pro ilustraci uvadime EKG vytrvalostniho
bézce ve veéku 23 let (obr. 1). Sportovec byl bez potizi, echokardiograficky nalez zcela bez
patologickych zmén (interni odd. FN Plzen). Zatézovy test na béhatku provedeny na nasem
Ustavu byl bez patologickych zmén a poruch srde¢niho rytmu.

Na EKG kfivee u vytrvalostnich sportoveli mizeme pozorovat také znamky hypertro-
fie levé komory srdecni. V tom piipadé musime vyloucit patologicky ptivod zmén. Dife-
rencialné diagnosticky pfichazi v ivahu piedevsim hypertrofickd kardiomyopatie, kterou

25 imis 10 mmimy (35 Hzllad 0.3 Ha)

il
R
Ll

Obr. 1 Klidova bradykardie (TF 29) u vytrvalce (23 let, beh do vrchu)
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vylou¢i hlavné echokardiografie. U 5 % vytrvalostnich sportovcd byva prodlouzen inter-
val PQ pres 0,2 s, v zatizeni se v§ak zkracuje. Castym nalezem je inkompletni blokada
pravého Tawarova raménka (RBBB), kdy $itka QRS nepiesahuje 0,12 s. Bézné jsou také
vysoké T viny z levého prekordia.

Supraventrikulirni (SVES) a komorové extrasystoly (KES) u vytrvalostnich spor-
tovcu. SVES a KES u vytrvalostnich sportovet se vyskytuji predevsim v klidu jako disle-
dek vyrazného zpomaleni frekvence vzruchti sinusového uzlu. V takovém ptipad¢ prebiraji
aktivitu niz$i etaZe myokardu, coZ se projevuje vice, ¢i mén¢ ¢etnymi komorovymi extra-
systolami. Znamkou fyziologického pivodu SVES a KES je jejich vymizeni pfi zatizeni
a pti Atropinovém testu. To ilustruje EKG u 16 leté vytrvalostni sportovkyné (obr. 2 az 5).
U této sportovkyné pfi lehké i t€zké zatézi KES zcela vymizely. Pti zotaveni, kdyz uz se
TF zpomalila, se opét objevily KES, a to v pevné bigeminické vazbé (obr. 5).

Atropinovy test. Atropin 1 mg doplnime do 10 ml fysiologickym roztokem a vstiikuje-
me pomalu i. v. Doporucena rychlost je 1 ml/min. Do 3. min. se objevi aktivace vagu, pak
az do 10. min blokada vagu. Ta se projevi zkracenim PQ a snizenim poctu, aZ vymizenim
extrasystol.

Diving reflex je funkéni zkouska ob&hova i dechova. Aferentni drahu zajist'uje n. tri-
geminus, eferentni je zprostifedkovana n. vagem. Zkousi se reakce srdeéni ¢innosti na
ponofieni obli¢eje do studené vody. Nejprve nato¢ime klidové EKG. Pak EKG v piedklonu
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Obr. 2 Klidové EKG (16 let, vytrvalkyné)
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Obr. 4 Tataz sportovkyné, EKG pii zatézi 200 W (16 let, vytrvalkyné)
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Obr. 5 Tataz sportovkyné, EKG 4. minuta zotaveni po 200 W (16 let, vytrvalkyng)

Klid, TF — 65/min Apnoe, TF — 48/min TF — 24/min>

Obr. 6 Diving reflex

a v apnoi. Vlastni diving reflex vyvolame, kdyZz proband v piedklonu a apnoi ponofi oblicej
do studené vody. Sledujeme dobu ponoieni a provadime kontinualni EKG zdznam. Pro
vyhodnoceni vezmeme nejvétsi zpomaleni TF. Bradykardie je vzdy pfitomna, byva i pod
30 za minutu. Casto se objevuji poruchy srde¢niho rytmu. Byvaji to obvykle extrasystoly,
nebo AV blok I. az III. stupné. Zaznamenali jsme i sinoatridlni blok s pferusenim srde¢ni
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Obr. 7 Diving reflex pii apnoi 44 s (35 let, vytrvalec, TF — 44/min)

aktivity na nékolik sekund (nejdelsi az na 7 s). Spekuluje se, ze nékteré nevysvétlitelné
smrti i dobrych plavcd po ndhlém ochlazeni ve vodé (skok do studené vody) mize mit
na svédomi tento reflex. Reflex zkouSime predevsim u kanoistl na divoké vodé, ktefi se
mohou rychle a nenadale dostat do ledové vody, coz mize byt pro n¢ v dravém proudu
feky nebezpecné. Dale jej vysetfujeme u zimnich plavci, plavel vytrvalet a horolezeti
(obr. 6 a 7).

Hematopoeticky systém a reakce na zatiZeni. Po del$im intenzivnim vykonu, zvlasté
v horku, nastdva hemokoncentrace. Hematokrit stoupa az o 12 %. Pro tento stav se vzil
nazev myogenni erytrocytoza. Je to nadzev nespravny, protoze ke zmnozeni erytrocytl
nedochazi. Pravy vzestup poctu erytrocytt provazeny vzestupem retikulocyttl ptisobi az
pobyt a trénink ve vysokohorském prostiedi alespoii nad 1300 m n. m.

Leukocyty jevi vyrazny vzestup u intenzivniho vytrvalostniho vykonu nezavisle na
hemokoncentraci. Mluvime zde o myogenni leukocytéze. Dosahuje 30-50 x 10° 171,
Uvodni faze je lymfocytarni a je zptisobena vyplavenim lymfocytd ze sleziny. Nasleduje
faze neutrofilni, tj vyplaveni neutrofilnich leukocyti z dfenovych rezerv. Pokles na ptivod-
ni hodnoty nastava obvykle za 2 hodiny. Po vytrvalostni intenzivni zatézi se miZze objevit
také myogenni trombocytoza s moznosti vzniku povrchové tromboflebitis nebo hluboké
flebotrombozy. Ob¢ jsme zaznamenali po 24hodinovém béhu.

Vliv fyzického zatiZeni na funkci ledvin. Pii pohybové aktivité¢ se méni krevni
zasobeni organti. Nejveétsi podil minutového objemu v zatizeni dostanou pracujici svaly.
V disledku vyplaveni katecholamint stoupa krevni tlak, vyplavuji se NEMK a objevuje
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se vasokonstrikce ve splanchnické oblasti a ledvindch. Hemodynamické zmény zptsobi
pokles PPL a GF. Ischemie glomerult a tubuld zpisobi zvySenou propustnost glomerulii
a snizenou tubularni reabsorpci s naslednou proteinurii, leukocyturii, erytrocyturii a cylin-
drurii. Podobné zmény vyvola i chlad, bolest, vzruseni a strach. Stupen snizeni GF zavisi
na intenzité a délce trvani zatéze. Pokles GF o 18 % byl zjistén u netrénovanych pii zatézi
125 W, u trénovanych az pti 165 W. Byla zjisténa korelace mezi GF a TF. Do TF 150/min
se GF neméni, pii vyss$i TF se GF snizuje, od TF 180/min klesa na 50 %.

Proteinurie. Za normalnich okolnosti u zdravého ¢lovéka byva v rozmezi 0,03—0.08 g
za 24 h. Pti pouziti modernich metod jsou jesté piipustné hodnoty do 0,15 g za 24 h. Difuze
bilkovin glomerularni membranou je zvySena u rendlni vasokonstrikce ptisobenim kate-
cholamint. Tak je tomu pfi emocni proteinurii, pii bolesti, u proteinurie chladové, orto-
statické a zatéZzové. ZatéZzova proteinurie byva ¢asto spojena s erytrocyturii, leukocyturii
a cylindrurii. Nékdy se vyskytuji i jemné granulované valce. Stav byval diive nespravné
oznacovan jako sportovni pseudonefritis nebo praenefritis. Nejvetsi proteinurie a erytrocy-
turie byly pozorovany po maratonském béhu a po protrahovanych vykonech submaximalni
intenzity a vysvétluje se vzestupem glomeruldrni permeability a saturaci tubularni reab-
sorpce. V moci se vyskytuje piedevsim albumin. Zmeény vyplyvaji z redistribuce minuto-
vého objemu s naslednou hypoxii ledvin. Hypoxie tubull vede k degeneraci a deskvamaci
tubularnich bunék, coz je podstata tvorby granulovanych valcti. Omezena schopnost tubuli
resorbovat protein pfispiva také k velikosti proteinurie. Kortikosteroidy snizuji reabsorpci
bilkoviny v proximalnim tubulu, coz je podpirny moment vzniku zatézové i chladové
proteinurie. U sportovcl nachazime v klidu po dni odpo¢inku norméalni GF a nalez v moco-
vém sedimentu. Proto zmény v zatézi povazujeme za reverzibilni.

ZAVER
Uvedené zmény vzniklé v souvislosti se sportovni zatézi musime mit na paméti, aby-
chom se vyhnuli nespravnym diagnostickym zavéram.
SOUHRN
Prehledny clanek se zabyva nasimi zkusenostmi a literarnimi udaji o elektrokardiogra-
fickych a biochemickych zménach vyplyvajicich z reakce a adaptace organismu trénova-

ného sportovce na fyzickou zatéz. Nékteré z nich by mohl nezkuSeny 1ékat povazovat za
patologické, pokud by nevzal v uvahu souvislost s pohybovou aktivitou.
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Adaptation to physical activity in athletes
could imitate pathological situations

SUMMARY

This survey article deals with literature dates and our experience of electrocardiographic
and biochemical changes associated with responses and adaptation of trained athletes to
the high physical activity. An unexperienced doctor could consider some these changes as
pathological, if he/she does not take the context with physical activity in to account.

LITERATURA

1. Karam M., Kossaify A.: Concealed Sinus Node Dysfunction and Paradoxical Effect of Atropine during
Arrhythmia Diagnostic Pharmacological Testing. Clin. Med. Insights Case Rep. 7,2014: 99-102. — 2. Kucera M.
et al.: Sportovni medicina. Praha, Grada, 1999. — 3. Macek M., Radvansky J. et al.: Fyziologie a klinické aspekty
pohybové aktivity. Praha, Galén, 2011. — 4. Vilikus Z., Brandejsky P., Novotny V.: T¢lovychovné 1ékaistvi. Praha,
Karolinum, 2004. — 5. Zeman V.: Adaptace na chlad u ¢lovéka. Praha, Galén, 2006.

Prace byla pfednesena na veceru télovychovného 1ékatstvi 14. 1. 2015 v Plzni.

Adresa autora: V. Z., Lidicka 6, 301 66 Plzen

&9






Plzen. 1ék. Sborn., 81, 2015: 91-94

VYHODNOCENI OSTEOINTEGRACE
NANO-TITANOVYCH IMPLANTATU

O. Moztarzadeh!-2, L. Hauer!, J. Jambura!, Z. Tonar3, J. Barcal 4, D. Hru$ak!

1Stomatologicka klinika LF UK a FN Plzef, 2Ustav anatomie LF UK, 3Ustav histologie a embryologie LF UK,
4Ustav patologické fyziologie LF UK

Nano-titan je novy material slozeny z extrémné malych ¢astic. Tento material by mél
mit dobré biologické vlastnosti, a proto by mél byt vhodny pro medicinské ucely. Nano-
strukturovany titan (nTi) disponuje zvySenou pevnosti a diky své tnavové charakteristice
se zda byt perspektivnim materialem pro tyto ucely. NTi je ¢isty titan ktery pomoci spe-
cialni techniky plastické deformace dosahl nanostruktury. Jedna se o bioinertni latku, ktera
by neméla obsahovat zadné alergenni nebo toxické slozky. Navic by nanotitan mél byt
vyrazné pevnéjsi nez jakykoliv jiny titan pouZivany v dentalni implantologii. Cilem této
studie je vyhodnotit osteointegraci Sroubd vyrobenych z nanotitanu.

MATERIAL A METODY

Celkem bylo implantovano 6 Sroubi z nanotitanu do distalniho femuru a proximalni
tibie kralika v celkové anestesii smési ketaminu a xylazinu (obr. 1). Poopera¢né bylo zviie
léceno antibiotiky a analgetiky. Spravné postaveni implantati bylo ovéfeno pomoci zub-
niho RTG piistroje 14 dni po vykonu. Dale byly v intervalech 2 a 6 tydni po vykonu apli-
kovany 2 davky tetracyklinu k oznaceni oblasti aktivni novotvorby kosti. Timto zptisobem
jsme byli schopni nasledné demonstrovat mnozstvi nové vytvorené kosti pomoci konfokal-
niho laserového mikroskopu. Kralik byl usmrcen 12 tydni po vykonu a byly vyoperovany
obé kosti (obr. 2). Pozice implantatl a apozice kosti byly ovéteny pomoci série RTG snim-
ki, 3D CB CT a kostni denzitometrii (obr. 3). Dale bylo provedeno histologické vySetfeni
a byla vyhodnocena mira osteointegrace nanotitanovych sroubd.

Obr. 1 Implantované nanotitanové Srouby v kosti kralika
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Obr. 2 Tibie a femur po usmrceni zvifete

Obr. 3 Radiogram distalniho femuru se tfemi

Srouby a viditelnou apozici kosti

Obr. 4 Rez vzorkem kostniho Obr. 5 Histologicky obraz nanotitanového Sroubu

implantatu implantovaného do femuru kralika
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VYSLEDKY

Po nafezani kosti (obr. 4) a jeji fixaci v pryskyfici jsme provedli fadu mikrofotogra-
fii pod svételnym i konfokalnim mikroskopem. Cilem bylo ziskat obraz oblasti kontaktu
implantatu s kosti (obr. 5). Tento experiment ur¢il rozsah osteointegrace pomoci méfeni
BIC s vyuzitim programu Elipse od firmy ViDiTo Kosice (obr. 6). Vysledky ukazaly per-
fektni osteointegraci, coz potvrdilo primarni pfedpoklad, Ze nanotitan by mohl byt vhodny
material pro pouziti v implantologii (obr. 7).

DISKUZE A ZAVER

Osteointegrace je definovana ve studiich jako pfimy kontakt kosti s implantatem vidi-
telny pod svételnym mikroskopem. K méfeni plochy osteointegrace jsme pouzili histo-
morfometrickou analyzu. Histomorfometrie je zavedena metoda k ur¢eni rozsahu osteoin-
tegrace u dentalnich implantati. Mzeme ji pouzit k méteni BIC (Bone Implant Contact).

Implantologie je rychle se rozvijejici véda s vysokou produkei novych designi, mate-
rialtt a zptusobll Upravy povrchu. Jelikoz se naSe metoda osvéd¢ila, bude mozné ji do
budoucna pouzit k vyhodnoceni osteointegrace i u jinych druhd implantati a materiali.

Prace vznikla v ramci projektu ,,Zvyseni kapacity védecko-vyzkumnych tyma Uni-
verzity Karlovy prostfednictvim novych pozic pro absolventy doktorandskych studii®,
reg. ¢. CZ.1.07/2.3.00/30.0061.

SOUHRN

Cilem této studie byl vyhodnotit osteointegraci Sroubti vyrobenych z nanotitanu. Cel-
kem bylo implantovano 6 Sroubd z nanotitanu do distalniho femuru a proximalni tibie
kralika v celkové anestesii. Spravné postaveni implantati bylo ovéfeno pomoci zubniho
RTG pfistroje 14 dni po vykonu. Kralik byl usmrcen 12 tydnti po vykonu a byly vyopero-
vany obé¢ kosti. Pozice implantatli a apozice kosti byly ovéfeny pomoci série RTG snimk.
Po nafezani kosti a jeji fixaci v pryskyfici jsme provedli fadu mikrofotografii. Cilem bylo
ziskat obraz oblasti kontaktu implantatu s kosti. Vysledky ukazaly perfektni osteointegraci,
coz potvrdilo primarni pfedpoklad, Ze nanotitan by mohl byt vhodny material pro pouziti
v implantologii.
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Osteointegration evaluation of nano titanium implant
SUMMARY

The aim of this experiment was the examination and evaluation of osseointegration of
screws made of nano titanium. In total, six nano titanium screws were implanted into the
distal femur and proximal tibia of a rabbit under general anesthesia. The correct position
of implants was controlled by using a dental X-ray machine 14 days after the surgery. The
rabbit was euthanized after 12 weeks and the femur and tibia were removed. The position
of the screws and bone apposition was checked by taking a series of radiographical images.
After bone processing and staining, histological examination was performed and series
of microphotographic images were taken. This experiment determined the extent of
ossteointegration and the rate of healing of nano titanium implants. The results show that
nano titanium implants are excellent at ossteointegration and therefore can be a material
of choice for implantology.
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MOZECEK - OD J. E. PURKYNE PO DNESEK
F. Vozeh!:2

1 Ustav patologické fyziologie LF UK v Plzni, 2 Laboratof neurodegenerativnich poruch, Biomedicinské centrum
Lékatska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze, Alej Svobody 1655/76, 323 00 Plzen

Jan Evangelista Purkyné byl nejvyznamnéjsi osobnosti ceské fyziologie svétového
vyznamu, ktery pfinesl mnoho novych poznatki jak do biologickych, tak fyziologickych,
ale i biomedicinskych véd. Mezi mnoha systémy, kterym vénoval pozornost, to byl piede-
v§im nervovy systém a zde zejména mozecek. J. E. Purkyné byl prvni védec, ktery popsal
nejveétsi nervové bunky v mozku, de facto v mozecku a posléze je i vlastnoru¢né nakreslil.
Mezinarodni odborné vefejnosti je poté predstavil na pamatné prednasce v r. 1837. Zde ve
svych néakresech také presné znazornil 3 vrstvy mozeckové kury, kdyz ony velké bunky
tvorici prostiedni z nich nazval ,,gangliovymi télisky* (1). Pozdéji S. R. y Cajal, jedna
z nejvetsich osobnosti badajicich v nervovém systému, doporucil ve svém monumentalnim
dile (2) nazvat tyto velké neurony jménem toho, kdo je jako prvni objevil a popsal. Nejvy-
znamnéj$i tehdejsi neurovédci to akceptovali a od té€ doby Purkynovy buiky predstavuji
jeden z nejcitovanéjsich terminti v neurovédni literatufe a jméno Purkyné je (kromé jiného)
neodmysliteln€ spojeno s mozeckem.

Na zaklad¢ dalSich experimentt se zviraty vice druhti diky J. E. Purkyné (3, 1, 4), a poz-
déji 1 jeho nasledovnikiim (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11), byl poté mozecku pravem pfif¢en jeho
podil v fizeni a precizaci motoriky. Navzdory témto vyznamnym objeviim pak mozecek
po urcity ¢as vzdoroval dal§imu poznani, pfestoze védcim pripravoval dalsi pfekvapeni.
To prvni pfislo pocatkem 90. let minulého stoleti, kdy bylo zjisténo, ze klira cerebela obsa-
huje vice neurontl, nez kortex velkého mozku (12). Posléze bylo postupné dokladovéno,
ze mozecek ma i dvoustranna spojeni prakticky se vSemi vyznamnymi strukturami mozku
(13, 14, 15). Nakonec se zahy zacalo potvrzovat, Ze tak jako jinde v téle nic neni zbyte¢né,
také zde enormni pocet neuronti a ¢etné spoje cerebela nejsou samoucelné, ale predstavuji
vysoce funkéni potencial. Vysledkem bylo poznani, Ze vedle tradicni tlohy (regulace sva-
lového tonu, udrzovani rovnovahy, koordinace pohybti), se mozecek také podili na vyssich
nervovych funkcich, v¢etné kognitivnich a na emocich (16).

95



FUNKCNI A MORFOLOGICKE CHARAKTERISTIKY MOZECKU

Mozecek je ¢ast mozku velmi dobfe znama i lidem, ktefi nejsou vzdélani v biologic-
kych a biomedicinskych védach. Je to piedevs§im diky jeho nadherné texture, ktera pfipo-
mina biblicky strom Zivota (latinsky arbor vitae), ale i proto, Ze Purkyiovy bunky se svymi
ketickovitymi dendrity nalezi k nejkrasnéj$im vytvorum Zivé piirody vibec.

Jako soucast zadniho mozku (rombencefala), je mozecek ulozen v zadni jamé lebni za
pontem a prodlouzenou michou. Povrch mozecku je tvofen cervem (vermis), paravermal-
nimi zénami a hemisférami. Z funkéné-morfologického pohledu se mozecek sklada ze tii
laloku.

Prvnim je lalok flokulonodularni (archicerebellum, vestibulocerebellum), nejmensi
a fylogeneticky nejstar$i ¢ast mozecku. Je situovan na jeho spodiné a dostava aferentaci
z vestibularniho nervu a pfislusnych jader. Je odpovédny za rovnovahu a stoj. Fyloge-
neticky mladsi ¢asti mozecku je predni lalok (paleocerebellum, spinocerebellum), ktery
predstavuje 1/3 mozeckovych hemisfér. Aferentace do ného piichazi z patetni michy a ¢ini
tak spinocerebellum odpovédnym za svalovy tonus. Nejvétsim lalokem je zadni, ktery je
zaroven fylogeneticky nejmladsi ¢asti mozecku (neocerebellum, pontocerebellum). Afe-
rentace prichazi z neokortexu a z toho plyne, Ze neocerebellum je odpovédné za koordi-
naci pohybut, motorické stereotypy, ale také za participaci na vyssich nervovych funkcich.
Dvojstranné spojeni mozecku s mozkovym kmenem a dal$imi ¢astmi CNS zajist'uji 3 pary
stvolu (pedunculi cerebellares inferiores, medii a superiores), kdyZ spodni obsahuji jak
aferentni, tak eferentni vlakna, zatimco stfedni vedou pouze aferentni spoje ptichazejici
z jader pontu a horni potom hlavné eferentni drahy z hlubokych mozeckovych jader (17).

Mozeckova kiira je tvofena Sedou hmotou, ktera je husté poskladana do zahybu tak, ze
povrch tvoii ptiéné, do hloubky fissurami od sebe oddélené listkovité prouzky zvané folia
cerebelli. Ty na sagitalnich fezech pfipominaji zminény strom zivota, jehoz sidlo — podle
davnych predstav — mélo byt pravé v této struktute. Toto uspofadani je divodem, pro¢
85 % povrchu mozecku je skryto, tiebaze plocha mozeckové kiry si nezada s kortexem
velkého mozku. Mozeckova kira je tvofena tfemi vrstvami, které smérem od povrchu
predstavuji: vrstvu molekularni, vrstvu Purkynovych bunék a nejhlubsi pak vrstvu bunék
granularnich (17). Aferentni vstupy do mozecku ptichazeji cestou mechovych a $plha-
vych vladken (mossy fibres, climbing fibers). Oba tyto systémy jsou glutamatergni (exci-
tata¢ni), zatimco synapse mezi cerebelarnimi kortikalnimi interneurony na strané jedné
a Purkynovymi nebo granularnimi buiikami na strané druhé, jsou GABAergni (inhibi¢ni).
GABAergni je také vystup z Purkynovych bunék do cerebelarnich jader. Takovéto zapojeni
je divodem toho, Ze funkéni efekt mozecku na ostatni ¢asti CNS je inhibiéni (18).

Vnitfek centralni ¢asti mozecku pod povrchovou $edi je tvofen bilou hmotou — dfeni
(medulla) kterou ptredstavuji nervova vlakna. Uvniti mozeckovych hemisfér jsou, obklope-
ny bilou hmotou, 4 pary mozeckovych jader. Od stiedu lateralnim smérem jsou to: nucleus
fastigii, nc. globosus, nc. emboliformis a nejvétsi z nich, nc. dentatus. Aferentace do
mozeckovych jader pfichazi z Purkyiiovych bunék (jejich axony pfedstavuji jediny vystup
z mozeckové kury) a dale jesté z mimomozeckovych center (vlakna pontocerebelarni,
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spinocerebelarni, olivocerebelarni a z retikularnich jader). Vystupy z mozeckovych jader
sméfuji do mozkového kmene (z nc. fastigii skrze dolni pedunkly), zatimco eferentni vlak-
na z ostatnich jader opousti mozecek cestou pedunkli hornich, a kon¢i v mozkovém kmeni
a v talamu (19).

Tiebaze mozecek ¢loveka tvoii pouze 1/10 objemu celého mozku, posledni vyzkumy
ukazaly, Ze mnozstvi neuronti této struktury piedstavuje 80 % vSech mozkovych nervo-
vych bunék. Kromé ¢lovéka stejny pomér mozkovych neuronti plati téz pro aguti a kombu,
zatimco u mysi mozecek obsahuje 60 %, u potkana, morcete a makaka pak 70 % vSech
neurond mozku (20). Pravé s ohledem na tak vysoky funkéni potencial proto tolik nepte-
kvapuje jiz vySe uvedené zjisténi, ze vedle tradic¢ni role pfi udrzovani rovnovahy, regulace
postoje a svalového tonu i koordinace pohybi, se mozecek podili na kognitivnich funk-
cich, utvareni feci, u€eni, paméti, ale i emocich (21). To je pak podstatou nové koncepce
cerebela v jejimz ramci Ize shrnout, Ze mozecek dostava senzorické a predzvestni stimuly,
které zahrnuji i signaly ze svalovych receptorti, kloubi a Slach (propriocepce). Tyto pak
integruje s motorickymi povely, coz vede k precizni kontrole pohybi a patfi¢né modulaci
kognitivné-emocionalnich aktivit.

CEREBELARNI PORUCHY, METODY VYSETREN({
A VYZKUMU MOZECKU

Postizeni moze¢ku zahrnuji hlavné poruchy motoriky, ale také mentalni a behavioralni
abnormality. Patii sem:

Inhibicni cerebelarni syndrom coby duisledek destrukce této struktury (urazy, krvace-
nim, ischemii, nadory, zanétem, intoxikacemi a vrozenymi neurodegenerativnimi choro-
bami) je charakterizovan:

— zvySenou svalovou pasivitou a slabosti, intenénim tfesem a ataxii,

— asynergii a hypermetrii pohybi (nedostate¢na koordinace pohybu a pfestielovani pii
snaze o dosazeni cile),

— adiadochokinezi (neschopnost provadét rychlé alternativni pohyby),

— poruchou feéi (pomalda, inkoherentni, nezietelna).

Mentalni a behavioralni abnormality, které se vyskytuji u lidskych mozeckovych
poruch, jsou zndmé jako kognitivné afektivni syndrom, ktery je typicky:
— deficitem pfi tvorbé slov,
— snizenou schopnosti planovani a abstrakce,
— poruchou pracovni paméti,
— alteraci osobnosti s otup€lymi emocemi a nepiiméfenym chovanim (22).

Vyzkumy z poslednich let také ukazuji na mozné patogenetické souvislosti mozecku se

schizofrenii (nalezy malého vermis a asymetrie hemisfér u postizenych osob) a autismem
(23, 24).
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Méné Casté jsou mozeckové poruchy typu tzv. iritacniho mozeckového syndromu, ktery
predstavuje abnormality ve smyslu patologické stimulace a je charakterizovan:
— svalovou hypertonii,
— klidovym tfesem,
— flexnim drzenim téla,
— hypokinesou.

Tyto symptomy ptipominaji hypertonicko-hypokineticky syndrom typicky pro parkin-
sonismus s postizenim mimovolni hybnosti. Pro plnost pak je na tomto misté jesté vhodné
pripomenout, Ze jednostranné mozeckové 1éze maji za nasledek funkéni poruchy na ipsi-
lateralni strané (25, 26), na rozdil od defekt velkého mozku, kde se motorické dysfunkce
vyskytuji kontralateralné (dusledek ptektizeni volni motorické drahy).

Z vySe uvedeného je zfejmé, Ze postupné ziskavané poznatky, tvotici podklad pro
novou koncepci cerebela jsou vysledkem nezmérného usili védci jak v klinickém, tak
i experimentalnim vyzkumu, vyuzivajicich klasické postupy i nové zavadéné metody, vcet-
né pouziti modernich pfistroja jak v laboratofich, tak i v medicinské praxi.

Klinické a neuro-zobrazujici postupy

Klinické 1ékatské vysetieni cerebelarnich funkci se provadi pievazné u osob podezie-
lych z poziti alkoholu, jako dopliujici k odbéru krve na stanoveni jeho hladiny a/nebo
coby predbézné neurologické vysetieni pied dal§imi diagnostickymi procedurami. VySet-
feni zahrnuje hodnoceni stoje, chlize se zavienyma o¢ima, koordinace a piesnosti pohybu,
kvalitu feci a posouzeni pisma. V dal$im — ve spolupraci s psychology — se posuzuje slovni
produkce, kde zejména u osob s poranénim cerebela dochazi k porucham v generovani
slov a vykonavani tikont, vyzadujicich piedbézné planovani. Také se vyskytuje dysgrafie
a agramatismus (27, 28, 29).

Velmi vyrazného pokroku v diagnostice i vyzkumu cerebelarnich poruch bylo dosaze-
no zavedenim modernich funkéné-zobrazovacich metod jako je PET (pozitronova emisni
tomografie) a vyuziti magnetické rezonance (MRI). PouZitim téchto postupt byla napf.
prokéazana ucast nc. dentatus mozecku v tkolech spojenych s testovanim schopnosti pla-
novani a uceni u zdravych osob (30, 31, 32).

EXPERIMENTALNI VYZKUM NA ZVIRATECH

Experimenty na zvitatech hraji v neurovédnim vyzkumu nezastupitelnou roli. Zejména
vyuziti animalnich modeli cerebelarnich poruch pfineslo neocenitelné poznatky o fyziolo-
gii a patofyziologii mozecku (33, 34, 35). V prvé fad¢ byla potvrzena ucast mozecku v riz-
nych typech uéeni paméti a u¢eni (36, 37, 38, 39,40, 41,42, 43, 44, 45). Také byla osvétlena
fada patogenetickych mechanismu cerebelarnich poruch véetné moznosti jejich ovlivnéni
jak neinvazivnimi postupy (nucena motoricka aktivita, obohacené prostiedi, farmakolo-
gicky), ale téz invazivnimi (transplantace embryonalni mozeckové tkané anebo kmeno-

vvvvv
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elektrofyziologickych stimulacnich i registracnich postupt a také vyuzitim jak klasickych

neuro-histologickych procedur, tak i modernich imunofluorescen¢nich metod (46, 47).
Zde je mozné vyzkumné vyuzit dvou skupin modelti riznych mozeckovych dysfunkci

znamych z lidské neuropatologie:

1. mysi modely vzniklé jako duisledek pfirozené vzniklych mutaci v genomu jedinct, kteti
byli nasledné mezi sebou kiizeni a chovani za i€elem experimentalniho vyzkumu.

2. mysi modely, které byly vyvinuty metodami a specialnimi postupy genetického inze-
nyrstvi jako transgenni zvitata, se kterymi musi byt zachazeno striktné podle reguli
stanovujicich zpisoby manipulace s geneticky modifikovanymi organismy (GMO).

1. PRIROZENE VZNIKLE ANIMALNI MODELY

Mutantni mysi Lurcher

Mysi Lurcher piedstavuji prvni popsané mutantni jedince prvni skupiny (48), postupné
odvozené od 4 kment mysi (DBA, C57B6, C3H, CBA). Zvitata jsou postiZzena olivocere-
belarni degeneraci v disledku semidominantni spontanni mutace Grid2Lc genu pro delta 2
glutamatovy receptor, lokalizovany na 6. chromosomu (49, 50). Heterozygotni jedinci
(+/Lc) vykazuji téméf kompletni postnatalni ibytek Purkynovych bunék a signifikantné
sniZzeny pocet granularnich buné€k a neuronti dolni olivy (NDO) v prub&hu 3 mésicti po
narozeni. Zanik Purkynovych bun¢k je typem excitotoxické apoptozy (51, 52), ktera je
dopadem zminéné vrozené mutace. Nicméné, nékteré rysy zanikajicich neurond svédéi
pro nekrotickou pii¢inu smrti (53, 54) a také autophagii (55). To znamena, Ze na smrti Pur-
kynovych bunék u mysi Lurcher se podili vice mechanismu (56, 57). Degenerace granular-
nich bunék a NDO je nasledkem ztraty cile jejich axont (Purkynovy bunky) podobné, jak
popsano nize, jako tibytek interneurontt mozecku (Golgiho, hvézdicovitych a kosickovych
bungk) (58). Homozygtni mysi Lurcher umiraji kratce po narozeni z diivodu masivni ztraty
neurond mozkového kmene v pribéhu pozdni embryogeneze. Homozygotni jedinci wild
typu (+/+) (tvoii zhruba polovinu mlad’at hnizda sdileného s postizenymi heterozygoty)
jsou zcela zdravi a slouzi jako idealni kontroly. Postizeni hlubokych mozeckovych jader
mysi Lurcher je relativné mirné (59, 60). Funkéné vykazuji mutanti Lurcher fadu neurolo-
gickych postiZeni. Vedle ataxie, ktera je viceméné typickym symptomem vSech ataxickych
cerebelarnich mysi, tyto mysi projevuji vysi stupen excitability, snizenou schopnost uéeni
a paméti, silngjsi reakci na stres a hor§i matei'ské chovani (61, 62, 63, 64, 65, 66). V dal-
$im mysi Lurcher prokazaly nizsi rezistenci NDO vuéi neurotoxinu 3-acetylpyridinu, a to
jesté pred zapocetim degenerace Purkyniovych bunék (67). Navic u nich také byly popsany
zmény v klasickém podminiovani mrkaciho reflexu (68, 69). Nicméné, mutanti Lurcher
jsou schopni uréité Grovné uceni, a to jak v kognitivnich, tak i motorickych testech. To
bylo prokazano jak u prostorové paméti testované v Morrisoveé vodnim bludisti, tak i v tes-
tech motoriky, kde nastalo signifikantni zlepSeni u trénovanych jedinct (37, 38, 40, 41).
Kromé toho byl zjistén pozitivni efekt nucené motorické aktivity a to nejen v motorickych
dovednostech, ale pokud jde o kognitivni funkce obecné, a co je nejvice pozoruhodné, byl
vyznamn¢ snizen negativni dopad véku na tyto funkce (39, 46).
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Pcd (Purkinje cell degeneration) mysi

Pcd mys$i mutanti jsou blizké mySim Lurcher a jsou charakteristické v tomto pfipa-
dé autosomalné recesivni mutaci lokalizovanou na chromosomu 13, jejimz dasledkem je
nedostatek cytosolového proteinu 1 (CCP1) (70, 71). Z toho divodu viditelné postizené
pcd mysi jsou homozygoti. Vykazuji téméf kompletni zadnik Purkynovych bunék jiz ke
konci 1. postnatalniho mésice (PM 1), jejichz smrt nese rysy jak apoptozy, tak i autofagie
(72,73, 74). Zvitata dale trpi progresivnim tibytkem 90 % granularnich buné¢k (v rozmezi
PM 3 — 20) z dvodu ztraty cile jejich axonti — Purkyiiovych bunék (75, 76). Pravdépo-
dobné v disledku zaniku aferentace z Purkyiiovych bun¢k do hlubokych mozeckovych
jader, dochazi i zde k jejich 20% redukci (PM 10) (77). Ve stejném stafi (PM 10) je také
patrny signifikantni pokles (téméf 50 %) poctu NDO, zde také jako dusledek ztraty cile
jejich axonti — Purkynovych bunck. Vedle téchto defektd, jsou pcd mysi postizeny jeste
i degeneraci retindlnich fotoreceptort (78, 79, 80), mitralnich neuronti ¢ichovych bulbt
a neuront nékterych talamickych jader (81). Navic je zde defektni spermatogeneze, ktera
je pric¢inou casté sterility pcd samcti (82). Mysi pcd dale charakterizuje subtilni habitus
a chatrné zdravi. Funkéné¢ vykazuji horsi vysledky po umisténi na otacejici se tyci (rota-
rodu), v ,,coat-hanger® testu a na pevném bievné (83). V Morrisové vodnim bludisti jsou
neschopny uspésné navigace ke skryté podlazce v porovnani s dosazenim viditelného cile,
reflexu ve srovnani s kontrolami (85), zatimco v ,,trace eye-blink conditioning® varianté
mezi nimi rozdily nebyly (86). Tyto vysledky svéd¢i o tom, Ze nervové okruhy pro ,trace
conditioning* variantu obchazeji kiiru mozecku a jsou odlisné od téch, které se ui¢astni
klasického mrkaciho podmifiovani.

Staggerer mysSi

Staggerer mysi jsou, podobné jako pcd jedinci, postizeny autosomalné recesivni mutaci
(Rorasg) genu na chromosomu 9 (87). Typickym znakem u nich je potaciva chtize, svalova
hypotonie s tfesem a mensi velikost téla. Vedle vyznamného ubytku Purkynovych bunék
(koncem PM 1 jich chybi 60—90 % dle oblasti) tak ty, které pfezivaji, maji opozdény rist
dendritickych trnti, mensi soma i dendrity. Degeneraci jsou vSak také postizeny granularni
buiiky (nad 90 %) a NDO (asi 60 %) (88, 89, 90). Pokud jde o hluboka jadra mozecku, tak
navzdory 30% redukci jejich objemu, pocet neuronti v nich ziistava nezménén (91, 92).

Hot-foot mysi

Hot foot mysi jsou opét charakterizovany autosomalné recesivni mutaci genu pro del-
ta 2 glutamatovy receptor (Grid 2ho). Ten je lokalizovany na chromosomu 6 a je iden-
ticky s onim u mys$i Lurcher (93). PostiZeni jedinci vykazuji defektni presynaptickou
inervaci Purkynovych buné¢k (dusledek ektopickych trnli) a parcidlni tbytek granularnich
bunék. Patrna u nich je ataxie s typicky neuspotfddanymi pohyby zadnich koncetin, které
pripominaji chtizi po horké podlazce (hot plate) (94). Hot-foot mysi déle charakterizu-
ji Spatné vykony na otacivé tycCi (rotarod) v ,,coat-hanger* testu i v Morrisové vodnim
bludisti. Nicméné, urcitého pokroku v uceni v testech rotarod a coat-hanger jsou schop-
ny (95, 96).
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Nervous mysi

Nervous mysi predstavuji opét disledek autosomalné recesivni mutace (nr) genu na
chromosomu 8 (97, 98), s naslednou tézkou degeneraci Purkynovych bunék a NDO. Pur-
kynovy builky vykazuji abnormalné okrouhlé mitochondrie (99) a az 90 % jich podléha
nekrotické degeneraci. Asi 10 % Purkynovych buné€k pieziva. NDO, z dGvodu retrogradni
degenerace po zaniku Purkynovych bun¢k, zanika 1/3. Nervous mysi vykazuji typickou
ataxii, hyperaktivitu a slaby vykon v testech: pevné bievno, coat-hanger a rotarod. V Morri-
sové vodnim bludisti, jsou slabé ve varianté se skrytou podlazkou avSak ne v ptipadé
s viditelnou. Nervous mysi také trpi retindlni degeneraci, kterd je v ¢asném postnatalnim
obdobi zna¢né promptni, posléze zpomaluje az do PM 17, kdy fotoreceptory sitnice témet
kompletné chybi (100, 101).

Weaver mysSi

Weaver mysi jsou postizeny autosomalni semidominantni mutaci genu na chromoso-
mu 2, kdédujiciho G-protein (102). Vysledkem této mutace je poSkozeni jak cerebelar-
nich, tak i mimocerebelarnich struktur. Na rozdil od vyse popsanych modeld cerebelarnich
poruch, v tomto pfipad¢ jsou to predev§im granuldrni bunky, které apoptoticky zanikaji,
zatimco Purkyfovy buiiky jsou relativn€ nepostizené (103, 104). Weaver homozygti vyka-
zuji 72 % a heterozygoti az 86 % normalniho poctu Purkynovych buné¢k, kdyz NDO jsou
v obou piipadech v podstat¢ intaktni (105). Na druhé stran¢, homozygtni mutanty Weaver
charakterizuje 23—-25% pokles poctu neuronti hlubokych mozeckovych jader (106). Vedle
mozecku jsou zde vSak jesté postizeny dopaminergni neurony v substantia nigra, spolu
s poklesem koncentrace dopaminu v nucleus caudatus a ve striatu (107). Dalsi morfolo-
gické zmény v podobé ztlusténi vrstvy pyramidovych bun€k byly popsany v hipokampu
Weaver mysi. Z funkéniho hlediska mutanti Weaver vykazuji $patny vykon v prostorovém
uceni v Morrisové vodnim bludisti, maji niz§i exploracni aktivitu a také si Spatné vedou
v testech pevné bievno a pohyb na miizce. Podobné jako nékteré dalsi ,,cerebelarni mysi
(napft. pcd), také homozygotni jedinci Weaver jsou sterilni z divodu zaniku zarode¢nych
bunék varlat.

Reeler mysi

Reeler mice jsou nositelkami autosomalné€ recesivni mutace genu na 5. chromosomu
a kodujiciho protein reelin extracelularni matrix, ktery je dalezity pro migraci nervovych
buné¢k (108). Disledkem této mutace je abnormalni migrace neuronti v pribéhu vyvoje
mozku (109). Atypické lokalizace ektopickych bun¢k jsou proto vedle cerebela (110, 111),
také v nekterych dalSich mozkovych strukturach (hipokampus, neokortex, dolni oliva,
¢ichové bulby, colliculus superior, substantia nigra (112, 113, 114). U homozygotnich
Reeler mysi, je redukovana velikost cerebela (115), ale téz snizeny pocet Purkyiovych
bunék na méné, nez polovinu normalniho poctu, avSak pouze kolem pfiblizn€ 5 % z nich
ma typickou lokalizaci. Asi 10 % Purkynovych bunék je uvniti granuldrni vrstvy, zatimco
nékteré granularni bunky jsou lokalizovany uvnitf vrstvy molekularni (116, 117). Také
komplex dolni olivy je redukovan ve své velikosti 0 22,6 %. Navzdory témto abnorma-
litam, specifita cerebelarnich spoji je ve vétsiné zachovana (118). Funkéné Reeler mysi

101



charakterizuji Spatné vykony v testech: aktivni avoidance, prostorové uceni ve vodnim
Morrisové bludisti, pevné bievno, coat-hanger a rotarod (119). U mysi Reeler byl téz
popsan niZsi stupeni neurogeneze spolu s inklinaci k ischemickému poskozeni mozku a epi-
lepsii (120, 121). Se zfetelem na zvlastni behavioralni abnormality, povazuji nékteti autofi
heterozygotni Reeler mysi za model schizofrenie (122, 123).

Scrambler mysi

Scrambler mysi jsou postizeny spontanni autosomalné recesivni mutaci piislusné-
ho genu na chromosomu 4 (124). Dusledkem je redukovana velikost mozecku, ktera je
u homozygotnich jedincd patrna jiz od PM 1. Pocet Purkynovych bunék je sniZen, pouze
5 % zbyvajicich ma normalni lokalizaci a mnozstvi granularnich bunék je nizsi o 80 %.
Navzdory tomu je vSak aferentni systém mozecku zachovan (125). Homozygotni Scram-
bler mysi vykazuji ataxii a celotélovy tfes jiz od druhého postnatalniho tydne. Z funkéniho
hlediska maji slabé vysledky v testech: rotarod, pevné bfevno, a coat hanger. Také v pro-
storovém uceni v Morrisové vodnim bludisti $patné naviguji jak ve varianté se skrytou, tak
i s vynofenou podlazkou (126, 127).

Toppler mysi

Mysi Toppler jsou pod vlivem autosomalné recesivni mutace specifického genu na
chromosomu 8. Dramaticky ubytek Purkynovych bunék s typickymi abnormalitami jejich
dendritickych kment jsou patrné jiz od 2. postnatalniho tydne. Vedle postizeni Purkyrio-
vych bungk je zde pfitomna i degenerace Bergmannovy glie a oba tyto procesy spolu
evidentné funkéné souviseji. Mutanti Toppler projevuji zavaznou ataxii, ktera se navic
zhorsuje s vékem a vede k vyznamné zkracené dobé doziti (8—12 mésicii). Predstavu-
ji tak uzite¢ny model pro sledovani vyvojovych interakci mezi Purkynovymi buiikami
a Bergmannovou glii (128).

Mutantni mysi Pogo

Pogo mysi predstavuji ptirozené vzniklé mutanty, odvozené od inbredniho kmene
Korejské divoké mysi. Tato autosomalné recesivni mutace postihuje gen taktéz umistény
na chromosomu 8. My$i maji projevy ataxie a tézko udrzuji stoj. Dale je zde charak-
teristicka vratka chlize s tendenci k padim, coz je patrné jiz od 2. postnatalniho tydne
a trva nadale po cely zivot a to jiz bez dalsi progrese. Morfologicky Pogo mysi vykazuji
vyznamny ubytek Purkynovych bunék, které maji ektopické trny, vychazejici z jejich pri-
marnich dendritii (129). Navic paralelni vlakna maji mnohem rozsahlejsi varikozity, nez
jsou u kontrol a néktera vlakna vytvareji synaptické kontakty az se 4 dendritickymi trny
Purkynovych bunék. Tyto mnohocetné synapse byly zjistény jak ve vermis mozecku, tak
i v hemisférach. Kromé toho granularni buriky maji ¢asto zvlastné hutna, avsak vakuolizo-
vana jadra, kdyz stejné nalezy u kontrolnich zvifat nejsou. Uvedené morfologické nalezy
svéd¢i o tom, ze u Pogo mysi dochazi mezi Purkynovymi bunikami a aferentnimi mozec-
kovymi spoji k masivnim synaptickym abnormalitam (130).
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2. TRANSGENNI ANIMALN{ MODELY

Zvitata této skupiny predstavuji pfedevsim transgenni mysi, které vznikly jako ty samé
typy dédiéné podminénych neurodegeneraci u lidi a jejichz podstatou jsou opakujici se
triplety CAG (CAG repeaty) v genetické informaci. Vedle Huntingtonovy nemoci, dentato-
rubro-palidoluyisianské atrofie, spinalni a bulbarni svalové atrofie, Niemannovy — Pickovy
nemoci a Friedreichovy ataxie sem patfi také 7 typu spinocerebelarnich ataxii (SCA 1, 2,
3,6,7, 17, 23) z vice, nez ¢tyr desitek zatim popsanych lidskych forem téchto postizeni
(131, 132). Takto rizné expandované triplety koduji v pfislusnych genech délku polyglu-
taminovych traktt polyQ) zmutovanych protein. Zavaznost a mira postizeni zavisi na
poétu CAG repeatil. Takto, pfesnou genetickou manipulaci vyvinuta transgenni zvifata tak
predstavuji mnohem ptesnéjsi modely vysSe uvedenych lidskych onemocnéni.

Mysi modely lidskych dédi¢nych mozeckovych ataxii

SCAl

Spinocerebelarni ataxie typu 1 (SCA1) predstavuje jednu z autosomalné dominantné
dedi¢nych ataxii a je pfi¢inou asi 3—16 % vSech téchto onemocnéni. Vedle pfiznaki ataxie
je SCAL spojena s tézkostmi mluveni, polykani, poruchami kognitivnich funkci a zvy-
Senymi reflexy. Onemocnéni se objevuje zpravidla uprostied 30. let véku a progreduje
rychleji, nez ostatni subtypy (133). Je zptisobena prodlouZzenymi CAG repeaty v genu pro
ataxin-1, coz rezultuje v expanzi polyQ traktu proteinu ataxin-1. Normalni délka je mezi
6-35 repeaty, zatimco u postizenych lidi je tento pocet 39—83 (134). Z divodu porozumét
patofyziologii této nemoci byly vyvinuty transgenni mysi exprimujici lidsky SCA1 gen jak
s normalnim, tak i expandovanym CAG traktem. Oba typy transgenti byly stabilni a schop-
né prenosu od rodi¢l na potomstvo. Bylo tak mozné ziskat 6 transgennich linii zvifat jak
pro normalni mysi, tak i pro ty s expandovanym CAG traktem. Zatimco jedinci v§ech
6 transgennich linii exprimujicich neexpandované lidské alely méli Purkynovy buiiky nor-
malni, u transgennich zvifat v 5 ze 6 linii s expandovanou SCAT1 alelou (nesouci 82 CAG
repeatll), se vyvinula degenerace Purkynovych bungk s typickou ataxii (135). Je zde patrny
vyznamny ubytek Purkynovych bunék s tim, Ze u pfezivajicich jsou abnormality dendritic-
kych kment. Bergmannova glie proliferuje, a molekularni vrstva je zeslabena s pfitomnou
glidzou a ektopickymi Purkynovymi bunikami. Podobné zmeény jsou i v granularni vrstve,
coz dohromady dava typicky obraz mozeckové kury SCA 1 mysi. Z funkéniho hlediska
ataxie charakteristicka kratkymi kroky nastupuje v PM 3, zatimco horsi vykon na rotarodu
je pozorovatelny jiz v pribéhu PM 2. Zavazné poruchy chiize se objevuji nasledné a to
az v PM 12 (136). Cenna data ziskana studiem téchto zvifat pfispéla k objasnéni fady
dualezitych patogenetickych mechanismi SCA 1. Piikladem je role nuklearni lokalizace
patologického proteinu ataxin 1 (137), jeho degradace protedzami (138), stejné jako efekt
expandovaného ataxinu-1 v downregulaci genti Gi¢astnych v signalni transdukci a kalciové
homeostaze, které pfedchazi manifestni patologii (139).
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SCA2

SCA2 typ autosomalné dominantni spinocerebelarni ataxie piedstavuje asi 6 az 18 %
vSech onemocnéni tohoto druhu. Vedle progresivni ataxie je SCA2 charakteristicka dys-
artrii, postojovym tfesem, pomalymi o¢nimi sakadami, hyporeflexii hornich koncetin,
dysfunkcemi vegetativniho puvodu, poruchami spanku, parézami okohybnych svalu,
demenci a parkinsonismem (140). Muze se objevit v Sirokém vékovém rozmezi od 2 az
do 65 let, pficemz priabéh onemocnéni, které vznikne pied 20. rokem Zivota ma mnohem
agresivngj$i prabéh, nez formy pozdéjsi. SCA2 je podminéna delsimi repeaty CAG zde
kédujicimi protein ataxin-2. Normalni ataxin-2 jich obvykle obsahuje 22 az 23, zatimco
u pacientt postizenych SCA2 piedstavuje poCet repeatit 32—77. SCA2 transgenni mysi
vygenerované v nékolika liniich se li§i délkou segmentit CAG repeati a tim i zavaznosti
ptiznaku této poruchy. Zvifata, kterda maji 58 CAG repeatd jsou charakteristicka zhruba
50% ubytkem Purkynovych bunék v PM 6. Mysi vSech 3 vzniklych linii SCA2 vykazo-
valy krat$i délku kroku ke konci PM 4. Dalsi zajimavé nalezy byly u transgennich jedinct
2 linii, ktefi se ve stafi 6 tydna ve vysledcich testu rotarod nelisili od kontrol wild typu,
zatimco SCA2 homozygoti a heterozygoti propadali v témze testu v PM 4 a heterozygoti

v

v

diive a naopak. Vyzkum provadény na transgennich SCA?2 zvirat pak pfinesl jesté zjisténi,
ze nuklearni lokalizace inkluzi tvofenych ataxinem-2 neni nezbytna pro vyvoj této nemoci.
V dal$im pak se ukazalo, Ze prevenci glutamatem indukované smrti Purkynovych bunék
muze byt podani dantrolenu. Tento stabilizator kalciovych iontd uzity v dlouhodobé 1é¢bé
SCA2 mysi také zmirnil motoricky deficit a ubytek Purkynovych bunék. Uvedena pozo-
rovani tak potvrdila signalni roli kalcia v patogenezi SCA2 (141).

SCA3

SCA3 typ spinocerebelarni ataxie je znamé&;jsi jako Machadova-Josephova nemoc. Je
charakteristicka progresivni moze¢kovou ataxii, areflexii, svalovymi atrofiemi, parkinson-
skymi pfiznaky, dystonii, a spasticitou (142). Navic jsou zde pfitomna i néktera jemnéj-
§i postizeni jako externi progresivni oftalmoplegie. Po¢atek nemoci variruje v rozmezi
5-75 let zivota, pfi¢emz piedstavuje asi jen 1 % ze vSech pripadi SCA. V normalnich
alelach délka CAG trinukleotidovych repeat kolisa mezi 12 az 44, u SCA3 pacientti pak
mezi 52 — 86. SCA3 transgenni mysi byly vygenerovany s polyQ trakty 64, 67, 72, 76
a 84 repeatu (143). Zavaznost ptiznakt nemoci také zde zavisi na poc¢tu CAG repeatt.
Proto také transgenni mys$i exprimujici ataxin-3 s expandovanym polyglutaminovym trak-
tem a 79 repeaty jsou vedle chiize o Siroké zakladné postizeny i tfesem, snizenou aktivitou
a progredujici ataxii po¢inaje PM 5—6 navzdory tomu, Ze ubytek neurond mozecku je
pouze mirny (144, 145). Tyto nalezy svéd¢i o tom, ze pokles cerebelarnich funkci je vice
zavisly na downregulaci exprese proteint a dysfunkci neuront, nez na ubytku Purkytio-
vych bunék. I zde vysledky vyzkumu na SCA3 mysich pfispély k porozuméni dalSich
patogenetickych mechanismu této nemoci. Jde pfedev§im o poukazani na roli alterova-
nych napétoveé aktivovanych draslikovych kanala (146), kalcium dependentnich proteaz
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kalpainového typu (147) i na disrupci vyvoje dendritd a signalni funkce metabotropniho
glutamatového receptoru Purkynovych bunék mutovanym proteinem ataxin-3 (148).

SCA6

Spinocerebelarni ataxie typu 6 (SCA6) je charakteristicka expanzi CAG polyQ repeati
v CACNAI1A genu kodujiciho alfa 1A napétoveé zavisly kalciovy kanal CaV2.1 (149).
Predstavuje nejfrekventnéji se vyskytujici typ ze vSech SCA (5—18 %). Nemoc je provaze-
na pomalu progredujici ataxii, dysartrii, intenénim tremorem, specifickym typem pohledem
provokovaného nystagmu, dysfagii, polohovou zavrati a deficitem jak v senzorickych, tak
i motorickych pyramidovych i extrapyramidovych aktivitach (150). Zatimco alely zdra-
vych jedincti obsahuji 4—18 polyQ repeatli, u nemocnych lidi je toto ¢islo 20-33. SCA6
vygenerované transgenni mysi, které maji polyQ trakt s 84 repeaty se vyznacujii pro-
gresivnimi motorickymi abnormalitami a agregaty patologického proteinu CACNATA.
Homozygotni zvitata vykazuji hypoaktivitu a hor$i vykony na zrychlujicim se rotarodu
(151). Heterozygoti se vizualné nelisi od zvifete wild typu az do PM 20, pfestoze v PM 19
jsou horsi v rotarod testu. Nicméné, i pies motorické dysfunkce zadny ubytek Purkytio-
vych bunék ani dalsi morfologické zmény téchto neuront nebyly do PM 20 zjistény. Ze
strany patofyziologickych mechanismi, pozorovani u SCA6 mysi s 28 nebo 84 polyQ
repeaty svedéi o tom, Ze vlastnosti iontového kandlu CaV2.1 nehraji zadnou roli v SCA6
patologii, ktera se jevi spise jako disledek zvySené akumulace zmutovanych kanald (152).

SCA7

Spinocerebelarni ataxie typu 7 (SCA7) je neurodegenerativni choroba zapfi¢inéna
expanzi CAG repeati v genu kddujicim ataxin-7. Za situace, kdy normalni pocet repeatti
je 7-19, tak patologicka alela obsahuje od 37 do vice, nez 400 CAG tripletd. SCA7, ktera
se objevuje jiz v détském véku, je charakterizovana progresivni ataxii, makularni nebo reti-
nalni degeneraci se ztratou vidéni, s pomalymi sakadami, oftalmoplegii, dysfagii, a posko-
zenim somatosenzorickych a neuropsychickych funkci (153). Mezi SCA, je jedinou, ktera
je poznamenana tézkou ataxii a zaroven slepotou. Vyvinuté transgenni mysi s 90 polyQ
repeaty maji nuklearni inkluze zmutovaného proteinu ataxin-7 jak v Purkynovych bun-
kach, tak ve fotoreceptorech a vykazuji jednak motorické abnormality, ale i poSkozeni
zraku. Nicméné, jsou zde velké rozdily ve spektru nalezi, pravé v zavislosti na délce
polyQ traktu. Naptiklad mysi s 266 CAG repeaty jsou postizeny infantilni formou SCA7
charakterizovanou ataxii, zrakovym defektem, ale vykazuji i abnormalni kratkodobou
synaptickou potenciaci a také jsou typické pred¢asnou smrti (154). Na druhé strané, mysi
s 92 polyQ repeaty a expresi ataxinu-7 ve v§ech neuronech CNS, s vyjimkou Purkynovych
bungék, trpi téZkou degeneraci pravé téchto neuront, ataxickou chiizi a typickymi nuklear-
nimi agregaty ataxinu-7, které koreluji s viditelnymi symptomy véetné piedasné smrti
(155). A naopak, transgenni mysi s 52 CAG repeaty jsou postizeny ataxii, bez vyznamného
ubytku Purkynovych bunék. Vsechny tyto nalezy svédéi o tom, Ze degenerace Purkytio-
vych bun¢k u SCA7 je bunééné-autonomni avsak také, ze v patogenezi této nemoci hraji
roli jesté i dalsi faktory, napf. zmény v genové expresi s dopadem na glutamatergni pienos,
signalni transdukci, tvorbu myelinu, axonalni transport, neuronalni diferenciaci a glialni
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funkeci (156). Tato hypotéza byla potvrzena pozorovanim, kdy potlaceni zmutovaného genu
(0 50 %), jeden mésic po vzniku ataxie, oddalilo poruchy motoriky, zredukovalo agregaty
patologického proteinu, ataxinu-7, v Purkynovych buikach a zabranilo ubytku synapsi
mezi nimi a $plhavymi vlakny (157).

SCA17

Spinocerebelarni ataxie SCA17 je degenerativni porucha s pozdnim nastupem, kte-
rd je zplUsobena expanzi polyQ repeati v proteinu TBP (TATA-box-binding protein).
Nemoc je charakterizovana progresivni ataxii, kfeCemi, kognitivnimi poruchami i neu-
ropsychickymi ptiznaky. Jsou zde dale ptitomny pyramidové i extrapyramidové piiznaky
jako spasticita, dystonie, chorea a projevy Parkinsonovy nemoci. Zatimco zdravi lidé maji
23-43 CAG polyQ repeattl, pacienty postizené touto chorobou charakterizuje polyQ trakt
s 45-63 repeaty. Nemoc se vyskytuje velmi ziidka (pod 1 % vSech SCA) (158). Piesto
byly vyvinuty 2 mysi modely tohoto typu (159, 160) a navic, jako u jediného typu SCA
jesté 1 potkanni model. Prave ten se ukazal jako velmi vyhodny a podobné jako mysi typu
SCA17 i tito potkani vykazuji téZké neurologické defekty véetné ataxie, poruchy postu-
ralnich refext, v ranych stadiich i hyperaktivitu, ktera je pozdéji vystiidana hypoaktivitou,
ubytkem télesné hmotnosti a pfed¢asnou smrti. Neuropatologické nalezy ukazuji ibytek
neurontl piedevsim v cerebelu, degeneraci Purkynovych, kosickovitych a hvézdicovitych
bunék, a zmény v morfologii dendriti. Navic, jak ve svételném, tak i v elektronovém mik-
roskopu byla zjisténa TBP-pozitivni nuklearni imunoreactivita a torpédovité axony. Zde
se také ukazalo, ze nékteré podstatné characteristiky SCA17 byly 1épe vyjadieny u TBP
potkant, nez u modelil mysich. Potkanni model byl také poprvé pouzit k vySetieni PET
a DTI (diffusion tensor imaging), kdyz PET byla poté s uspéchem pouzita téz u lidskych
pacientt s SCA17. Také vysledky s pouzitim DTI potvrdily uzitenost této metody jako
potencialniho biomarkeru u SCA 17 pacientt. (161).

SCA23

Typ SCA 23 spinocerebelarni ataxie je extrémné ztidka se vyskytujici a relativné
v pozdnim véku nastupujici neurodegenerativni onemocnéni charakterizované postupujici
ataxii patrnou na chiizi i hornich koncetinach, s dal$imi variabilnimi ptiznaky véetné peri-
ferni neuropatie a dysartrie (162). V literatufe byla nemoc popsana u jedné holandské rodi-
ny jako pozdné vznikajici autosomalné dominantni spinocerebelarni ataxie, ktera postihla
celkem 13 jejich ¢lenti ve 3 generacich. Pouze 1 pacient s nemoci trvajici 23 roki vSak byl
upoutan na pojizdné kieslo. Vysetfeni MRI ukazalo, Ze pacient mél téZkou mozeckovou
atrofii s deficitem paméti, po€inajicim kolem 50. roku zivota. Postmortem nalezy u jiného
pacienta ukazaly atrofii postihujici frontotemporalni oblasti mozku, cerebelarni vermis,
pons, dentatis nuclei a patetni michu. Vermis mozecku byl dale postizen ibytkem neuronti
patrnym také v dolni olivé, nikoliv v§ak v pontu. Navic zde bylo zji$téno zeslabeni cerebe-
lopontinni drahy a demyelinizace zadnich a postrannich provazcu patetni michy. Vysetfeni
chromosomii ukazalo na postizeni oblasti 20p12.3-p13 s mutaci v genu pro prodynorphin
(PDYN), jako pti¢inu nemoci (163). Jak se dale zjistilo, prodynorphin knock-out mysi
jsou citlivéjsi k noxiosnim podnéttim, avsak vykazuji normalni odpovédi na bézné stimuly
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(164); navic zmutované dynorfinové proteiny zvysuji neopioidni excitacni aktivity, které
mohou podminovat vyvoj SCA23. Nicméné, z hlediska fenotypické podobnosti k lidskym
SCA23 tyto mysi dosud testovany nebyly.

ZAVERY

Jak je z vy$e uvedeného ziejmé, nova koncepce cerebela — véetné dalsich detailnich
poznatkt o fyziologii a patofyziologii mozecku i jeho poruchich — by nebyla mozna bez
novych klinickych i vyzkumnych metod a sofistikovanych postupt zahrnujicich téz pouziti
experimentalnich zvitat vyse v prehledu zminénych. Pfedevsim jak pfirozené vzniklé, tak
metodami genetického inzenyrstvi vyvinuté animalni modely mozeckovych poruch tvoftily
zaklad tohoto vyznamného pokroku ve vyzkumu cerebela. Zejména studie vzniklé vyuzi-
tim tzv. cerebelarnich mutantl ptinesly neocenitelné informace o mozeckovych funkcich
a dysfunkcich, v¢etné doprovodnych pfiznakd, ale téZ o jejich patogenezi a cilené terapii.
V neposledni fadé vSak byly také stanoveny i limity pfipadné nekritické aplikace téchto
poznatkt na ¢loveka.

Tiebaze manifestace zakladnich pfiznakt cerebelarnich dysfunkci je u vétsiny mysich
modeld mozeckovych degeneraci podobna, jsou zde nékteré znaky, kterymi se od sebe
lisi. Navic, nékteré mutace maji extracerebelarni dopady, které jsou vSak integralni sou-
¢asti jednotlivych fenotypt (napf. degenerativni postizeni ¢ichového bulbu, sitnice a tala-
mu u pcd mysi). Déle jsou zde samoziejmé i druhové rozdily v anatomii, metabolismu,
chovani aj. mezi mysi a clovékem. Zde zejména spontanné vzniklé mysi mutace nejsou
obvykle identické s poruchami u ¢lovéka, a tudiz lze tyto situace chapat pouze jako
podobné piibuznym lidskym onemocnénim Na druhé strané, transgenni mysi nesouci lid-
ské patologické alely mohou byt pokladany za skuteéné modely specifickych lidskych
onemocnéni.

Nicméng, také u transgennich mysi dopady mutace se mohou lisit od lidskych mutaci,
vzniklych ptirozenou cestou. Transgeny totiz mohou byt pod vlivem rtiznych promotort
a jejich exprese se lisi od téch, které jsou patrné u postizenych lidi, zejména pokud jde
o intenzitu projevi predmétnych bunéénych elementii. Transgeny obvykle nenahrazuji
mys$i alely wild typu, jestlize tyto nejsou eliminovany (knock-out mysi). V téchto pripa-
dech ma mys oboji, tj. jak patologické, tak i plné exprimované normalni genové produkty.
Napft. kdyz autosomalné dominantni ataxie se vyskytuji u ¢lovéka vétsinou v podobé hete-
rozygotnich jedinct, tak mysi mohou byt studovany jako homozygoti. Jak experimenty
ukazaly, tyto homozygotni mysi vykazuji vaznéjsi patologické fenotypické znaky, nez
jedinci heterozygotni. To své¢i o tom, ze uvedené typy nemoci lze piesnéji studovat za
situace, ze jsou podminény semidominantné. Navzdory témto limitujicim faktorim, jsou
cerebelarni mutantni my$i cennym nastrojem pro vyzkum, jehoz cilem je lepsi porozumé-
ni patogentickym mechanismiim mozeckovych degeneraci a nalezeni skuteéné efektivni
1é¢by lidskych pacientd. Proto tyto mysi modely budou i nadale slouZit jako nezastupitelny
prostfedek v preklinickych studiich zkoumajicich cilené terapeutické postupy vhodné pro
uspésné pouziti v humanni medicing.
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Za této situace nezbyva, nez naSemu neurovédnimu vyzkumu popfat, aby jeho prota-
gonisté v ukolech, které si stanovili, uspéli alespon tak, jako J. E. Purkyné ve své dobé.

Studie byla financovana z Narodniho programu udrzitelnosti I (NPU I) ¢. LO1503
poskytovaného Ministerstvem $kolstvi, mladeze a t€lovychovy a Programem rozvoje véd-
nich obord Karlovy Univerzity (Projekt P36).

SOUHRN

Jméno Jana Evangelisty Purkyn€ho a mozecek patii neoddélitelné k sob&. On to byl,
kdo prvni uvidél a popsal nejvétsi nervové bunky v mozku, de facto v mozecku. Nejvy-
znamng&j$i badatelé v problematice mozku posléze, jako projev nejvyssiho uznani, rozhodli
pojmenovat tyto neurony jeho jménem, tedy Purkynovymi bunkami. Jak na zakladé poku-
st J. E. Purkyng, tak jeho nasledovnikti byla moze¢ku nasledné ptiznana ucast v fizeni
a precizaci motoriky. Navzdory témto vyznamnym objevim, za relativné dlouhou dobu,
presnéji v uplynulych dvou dekadach, museli védci zcela prehodnotit tradiéni koncepci
mozecku, a zformulovat postupné novou. To zapocalo poc¢atkem 90. let minulého stoleti,
kdy bylo zjisténo, Ze mozeckova kiira obsahuje vice neuront, nez kortex velkého mozku.
Kratce nato pfichazely nové nalezy svéd¢ici o tom, Ze tak enormni mnozstvi cerebelar-
nich neuronti neni samoucelné, ale Ze ma dopad na ostatni funkce celého mozku. Uka-
zalo se totiz, ze vedle jeho tradi¢ni role ve zpiesfiovani a kontrole motorickych dovednosti
se mozecek podili na vyssich nervovych funkcich, véetné kognitivnich. Tyto nové poznat-
ky byly ziskany diky zavedeni modernich vySetiovacich metod do klinické praxe, ale také
novymi experimentalnimi postupy v neurovédnim vyzkumu za vyuziti animalnich modelt
mozeckovych dysfunkei popsanych v této praci.

The cerebellum — from J. E. Purkyné to the present day
SUMMARY

The name of Jan Evangelista Purkyné and the cerebellum belong inseparably together.
He was the first who saw and described the largest nerve cells in the brain, de facto in the
cerebellum. The most distinguished researchers of the nervous system then showed him
the highest recognition by naming these neurons as Purkinje cells. Through experiments
by J. E. Purkyn¢ and his followers properly functionally was attributed to the cerebellum
share in precision of motor skills. Despite ongoing and fruitful research, after a relatively
long time, especially in the last two decades, scientists had to constantly replenish and
re-evaluate the traditional conception of the cerebellum and formulate a new one. It started
in the early 1990s, when it was found that cerebellar cortex contains more neurons than the
cerebral cortex. Shortly thereafter it was gradually revealed that such enormous numbers
of neural cells are not without an impact on brain functions and that the cerebellum, except
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its traditional role in the motor skills, also participates in higher nervous activity. These
new findings were obtained thanks to the introduction of modern methods of examination
into the clinical praxis, and experimental procedures in neuroscience research using animal
models of cerebellar disorders described in this work.
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Substance P (SP) je polypeptid fazeny spoleéné s neurokininem A a B (NKA, NKB),
neuropeptidem K a y (NPK, NPy) do rodiny tachykininti. Skupinové oznaceni tachykininy
bylo zvoleno na zakladé schopnosti vyvolat rychlou kontrakci hladké svaloviny traviciho.
Objeveni SP je datovano do roku 1931, kdy byla izolovana z vytazku konského mozku
a traviciho traktu (1). Pivodné nové objevena latka ziskala své pojmenovani substance P
neboli powder, tzn. prasek ziskany z extrak¢éniho procesu (2). V soucasné dobé¢ se substan-
ce P odvozuje od anglického vyrazu pro bolest, ,,pain®.

Sav¢i SP vznika spolu s NKA, NPK a NPy z TAC1 genu (preprotachykinin A, Ppt-A).
Gen TAC3 (Ppt-B) koduje prekurzorovou molekulu pouze pro NKB (3). Prepisem genu
TACI se vznikaji mRNA o 4 rozdilnych izoforméach a, B, y a 9, ze vSech vznika SP, zatim-
co mRNA B a y koduji pouze NKA (4, 5). To znaci, ze SP mize byt exprimovana bez
NKA, ale syntéza NKA je vzdy sdruZena s tvorbou SP. Oba tyto peptidy jsou ¢asto syn-
tetizovany, skladovany a uvoliiovany spole¢né (3). Jednotlivé mRNA se od sebe odlisu;ji
pouze v poctu exonl. Beta mRNA obsahuje v8ech 7 exontit TAC1 genu, zatimco mRNA
o a y postradaji 4. a 6. exon (5). Podrazdéni ¢i poskozeni neurond mize vést ke zménam
v biosyntéze neuropeptidii v diisledku zménéné genové exprese (6). Uginna bilkovina SP
vznika z prekurzorové molekuly ptisobenim peptidazy a je tvofena pouze 11 aminokyseli-
nami (AMK): H-Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH,. Dikladna znalost
struktury a biochemickych vlastnosti SP je nezbytna pro syntetickou pfipravu agonisti
a antagonistil SP, které jsou potencialné terapeuticky vyuzitelny.

Tvorba neuropeptidu SP probiha v télech neurond na ribozomech (8, 9). Nasleduje
zabaleni do vezikul v Golgiho aparatu a skladovani v perikaryonu. Biochemické a imu-
nohistochemické metody prokazaly, ze SP je transportovana do centralniho i periferniho
vybézku primarnich senzorickych neuront, kde probiha kone¢né enzymatické opracovani
(10, 11). Mnozstvi SP na centralni trovni v zadnich kofenech misnich je 4x nizsi v porov-
nani s nervovymi termindlami na periferii (8). Enzymy jako neutralni endopeptidaza
(NEP), substanci P degradujici enzym, post prolinova endopeptidaza nebo angiotenzin-
-konvertujici enzym (ACE) se podileji na metabolickém odbouravani SP (12-15). Mistem
ucinku NEP je mozek, spinalni micha a periferni tkané (16—18), zatimco ACE rozklada SP
v plazm¢ a mozkomi$nim moku (19).
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Jednotlivi ¢lenové rodiny tachykininlt maji stabilni a shodné pofadi AMK na hydrofob-
nim C- konci, naproti tomu terminalova N sekvence je proménliva. Tato ¢ast bilkovinné
molekuly je povazovana za rozhodujici v rozpoznani specifické ¢asti receptoru a zprostied-
kovani vazby na receptor (20). SP pisobi na cilové tkané prostiednictvim tachykinino-
vych receptori skladajicich se ze 7 transmembranovych domén spojenych s G-proteinem
(21, 22). Rozlisujeme 3 typy neurokininovych receptori NK1, NK2 a NK3 s rozdilnou
silou vaznosti k endogennim tachykinintim (23). VSichni zastupci tachykininli se mohou
vazat na kterykoli NK receptor, pficemz SP vykazuje nejvyssi afinitu vici NK1 recepto-
ru (24), NK2 receptor prednostné vaze NKA a na NK3 receptor se nejsilnéji vaze NKB
(25, 26). Naklonovany NK1 receptor vykazuje vysoky stupenh mezidruhové homologie
u ¢lovéka, mysi, potkana a morcete (20). Shoda v AMK sekvenci NK1 receptoru u ¢lovéka
a laboratorniho potkana ¢ini 92 % (27).

V neuroendokrinnim systému vede stimulace NK receptoru prostfednictvim G pro-
teinu k aktivaci fosfolipazy C, k pfechodnému nardstu inositoltrisfosfatu a vapenatych
iontl. ZvySena cytoplazmaticka hladina vapniku ma lohu druhého posla a mize zpisobit
aktivaci NO syntazy (NOS) zavislé na vapniku za vzniku oxidu dusnatého (NO). Pouziti
inhibitoru NOS, N-nitro-L arginin metyl esteru, vede k zeslabeni odpovédi na aplikaci SP
do zadnich rohd misnich, coz svéd¢i o tiéasti NO v signalni draze SP (28).

V imunitnim systému neni vazba SP zprostfedkovana znamymi a definovanymi NK
receptory, ale aktivuje riznorodé cilové buriky nezavisle na neurokininovych receptorech.
Proliferace T-lymfocytt je podpotfena vapnikem, jehoz vstup do buiiky umoznila ¢innost
G proteinu. Navazani SP na povrch B-lymfocyti a monocyt podnécuje plisobeni MAP
kinazy a fosfolipazy D.

PERIFERNI{ ROLE SP

Vysledkem vice nez 80 letého vyzkumu SP je zjisténi, ze jeji fyziologicka tloha je
znaéné Siroka. Nejdiive byl popsan jeji Géinek na gastrointestinalni trakt, kde vykazuje
hypotenzni ucinek a pozitivni ovlivnéni kontraktility hladké svaloviny (1). Kromé toho
se podili na fadé biologickych dé&jti jako napf. rist a vyvoj nervové tkané (29), stimulace
bunééného rastu in vitro (30), konsolidaci pamét'ové stopy (31), zmény dechového rytmu
na centralni i periferni tirovni (32) a ovlivnéni sekrece slin (33, 34). Dale se uplatiuje pfi
zvraceni (35-37) a v imunitnich reakcich (38).

Vysoka koncentrace SP byla u ¢lovéka prokazana v prodlouzené mise, konkrétné
v centru zvraceni, kde se podili na pribéhu reflexu zvraceni i nauzey, pocitu na zvraceni.
Antagonisté NK1 receptoru jsou v soucasné dob& pouzivany v 1é€b¢ nauzey a zvraceni
vyvolané chemoterapii a v prevenci pooperacnich nevolnosti (35-37).

P1i regulaci zanétlivych procest SP ovliviiuje ¢innost imunitnich a zanétlivych bunék
(38). SP byla identifikovana jako mediator neurogenniho zanétu. Jedna se o zanét nervo-
vé tkané vyvolany plisobenim mediatord uvoliovanych ze senzorickych nervovych vla-
ken nebo rtiznych typt bun€k na podkladé bolesti ¢i infekce, jehoz pri¢iny vzniku nejsou
dosud jednozna¢né vysvétleny. Neurogenni zanét je spoustécim mechanismem celé fady
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onemocnéni, jako je astma, dystonie travici trubice & migrény. Reseni nedavno definova-
ného zanétu za vyuziti antagonisti SP, se tyka predevs§im alergologti, pneumologd, revma-
tologl a gastroenterologti (39).

Nejvyraznéjsimi ptiznaky neurogenniho zanétu je otok a zarudnuti postizené tkané,
které jsou viditelné na povrchu kiiZze nebo skryté ve vnitinim organu. Piedpoklada se, ze SP
je schopna indukovat akumulaci a aktivaci zirnych bunék v kizi nebo v perivaskularnim
prostoru. Z peptidergnich senzorickych vlaken se uvolfiuje SP, spole¢né s CGRP i VIP,
a ovliviiyje ¢innost Zirnych bunék lokalizovanych v jejich tésném sousedstvi (40). Vzajem-
ny funkéni vztah byl prezentovan u pacientl zemielych na infarkt myokardu. V adventicii
koronarni artérie ve spojitosti s infarktovym loziskem byl vyrazné zvySen pocet Zirnych
bunék. Exocytdza zanétlivych medidtort, predevsim histaminu, ptisobi ve prospéch zanét-
livych zmén. V adventicii koronarnich arterii ¢lovéka postiZzenych aterosklerotickymi zmé-
nami byl prokdzan narist kontaktll mezi zirnymi bunkami a nervovymi vlakny v porov-
nani s intaktnimi cévami (41, 42). Hojnéjsi vzdjemna komunikace se stala voditkem pro
objeveni neurogenniho zanétu. V modelech akutniho i chronického zanétu byly prokazany
zmeény v expresi neuropeptidit v DRG, zvySené uvolnovani SP ze senzorickych zakonceni
i zvySena specificka imunoreaktivita na Grovni spinalni michy (43). Chybéni TAC1 genu
chrani srdec¢ni tkan mysi s virovou myokarditidou pied infiltraci zanétlivych bunék, ale
piimy efekt SP na zanétlivé buiiky v srdci prokazan nebyl (44).

Dysregulace SP uvoliiované z primarnich aferentnich neuronti je charakteristicka pro
bolestivy syndrom (45-46). Exprese vSech izoforem mRNA pro SP a mRNA pro NK1 je
zvySena vlivem bolestivého podnétu a neurogenniho zanétu (47).

ROLE SP V NERVOVEM SYSTEMU

SP piisobi jako neuroptenasec i neuromodulator v centralni i periferni nervové soustaveé
(48, 49). Zaroven je soucasti enterického nervového systému, kde zdrojem SP je vlastni
nervova pleten ulozena ve sténé traviciho traktu spolu se senzorickymi neurony autonom-
niho nervstva (49, 50).

Mezi mozkové struktury vykazujici SP imunopozitivitu se fadi spinalni i prodlouze-
na micha, Varoliv most, stfedni mozek, mezimozek a koncovy mozek spolu s ¢ichovou
korovou oblasti (51). SP a NK1 receptory jsou Siroce rozsifeny v limbickém systému.
Oblasti spojované s emotivnim a motivaénim chovanim, pfedev$im hipokampalni formace
a amygdalarni komplex, uvoliuji endogenni SP jako soucast neurochemické odpovédi na
strach a uzkost (52). Vyuziti téchto poznatkd pii farmakologické 16¢bé depresi a izkost-
nych stavll vSak narazi na obtizny prunik 1é¢iv k mozkové tkani (53), a proto je nutné
pokracovat ve vyzkumu nové tiidy antagonistti SP receptord. Vyuziti téchto antagonisti
pii 1é¢bé migrény a bolestivé diabetické neuropatie zatim piili§ Gispé§né nebylo (54-56).

Exprese TAC1 mRNA a ptitomnost SP proteinu byla prokazéana v centralni i periferni
komponenté autonomniho nervového systému. Stresova aktivace hypotalamu, koordina-
tora a spoustéce aktivity vegetativniho systému, vede k aktivaci obranného ¢i adaptivniho
chovani jedince a ke zménam kardiovaskularniho tonu (49). SP plni roli neuromodularu

117



v autonomnich gangliich. Nejvyssi koncentrace byla zjisténa v ggl. mesentericum inferior
a ggl. celiacum (57-59), o néco nizsi v hrudnich a krénich gangliich (60). Dale byla pii-
tomnost SP prokézana v nodéznim gangliu (61), v senzorickém gangliu trojklaného nervu
(62) a v gangliich zadnich kofenti mi$nich (63).

Nalez vysoké koncentrace SP v zadnich rozich misnich ptfivedl Lembecka na myslenku
ucasti SP na pfenosu bolestivych podnéth (64). Tuto teorii podpofil nartist imunoreaktivity
SP v perfuzatu izolované hibetni michy u novorozenych potkand po aplikaci elektric-
kych stimult (65). Intenzivni periferni stimulace spousti uvolnéni SP na tirovni zadnich
rohlt mi$nich, kde SP ptisobi jako neurotransmiter v pienosu bolestivych koznich podné-
th. Senzoricka vlakna vstupuji zadnimi kofeny misnimi do povrchovych oblasti zadnich
rohlt mi$nich a kon¢i na té€lech neuront I, I a V Rexedovy zony, ktera jsou prvni prepo-
jovaci a integracni stanici primarnich aferentnich signald. Informace dale pokracuji do
talamu a do riznych oblasti mozku (28, 66). Vlakna obsahujici SP tvoti 40 % piepojeni
nociceptivnich vlaken na Grovni michy a pouze 2 % terminal jsou ve spojeni s vlakny
nepfenasejicimi bolest.

Modulujici vliv SP na intenzitu vnimani bolestivych podnétii je umoznén zvysenim cit-
livosti neuront k excita¢nim a inhibi¢nim vstupnim informacim (67). Centralni hypersen-
zitivita je podkladem pro zpozdéni zptisobené pomalou a protrahovanou excitaci (28, 66).

SP A KARDIOVASKULARNI SYSTEM

Pritomnost SP byla potvrzena v myokardu sini i komor, kde se vlakna obsahujici tento
neuropeptid nalézaji spiSe endokardialné nez epikardialné, s vyssi koncentraci u srdeéni
baze v porovnani se srde¢nim hrotem (68). V nervovych zakonéenich senzorickych neuro-
nt, v srdeénich gangliich a ve sténé koronarnich cév se nachazi SP spole¢né s dal§imi neu-
ropeptidy, pievazné s CGRP (69, 70). T¢la senzorickych neurond lezi v gangliich zadnich
kotentt misnich v rozsahu C8-Th6 (71-73) a v nodéznim gangliu. Oboustranné odstranéni
hvézdicovitého ganglia a selektivni degenerace vagovych senzorickych zakonéeni kapsai-
cinem ma za nasledek vyrazny (asi 60%) ubytek SP v pravé sini (69). Toto zjisténi sveéd¢i
o jinych, nenervovych, zdrojich SP v srdci. V koronarnich cévach byla prokazéana existence
malé populace bunék, priblizn€ 10 % endotelialnich bunék, ktera obsahuje a vlivem hypo-
xie velmi rychle uvoliiuje SP. Buriky obsahujici SP lezi osamocené, obklopené bunikami
bez tohoto neuropeptidu (74).

Nervova vlakna obsahujici SP byla detekovana v oblasti sinoatrialniho a atrioventri-
kularniho uzlu a dale v oblasti mezikomorového septa spolu s vétvemi Hisova svazku
(68). Mista pro navazani SP jsou lokalizovana ve shlucich pojivové tkané v adventicii
koronarnich tepen, na fibrozni tkani tvofici srdecni skelet, na cipech mitralni i trojcipé
chlopng, ale dosud nebyl nalezen diikaz o pritomnosti NK receptori na povrchu kardio-
myocytl (75). Izolované kardiomyocyty novorozenych potkant exprimuji geny pro NK1
a NK3 receptory, avSak nikoliv pro NK2 (76). Divodem muze byt skute¢nost, Ze vlast-
nosti a charakteristiky kardiomyocytt se v prib&éhu postnatalniho vyvoje mohou vyrazné
lisit.
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Na periferii byly NK receptory vazajici SP prokazany ve shlucich pojivové tkané
v adventicii velkych cév, napt. a. femoralis ¢i aa. mesentericae (75).

Utinek SP je v kardiovaskularnim systému spojovan s mnoha fyziologickymi pochody.
Uvolnéna SP pasobi povzbudivé na aktivitu cholinergnich neuront, ¢imz podporuje
negativné chronotropni i inotropni vliv parasympatické komponenty autonomniho
nervového systému na srdec¢ni inervaci (77, 78). Kromé toho SP vykazuje silné vasodila-
tacni UCinky zavislé na uvolnéni a ptitomnosti oxidu dusnatého (79). K zesilené vazodi-
lataci piispivaji i endotelialni buiiky koronarnich cév, které rovnéz uvolnuji SP (80). Zdroje
SP jsou idealné umistény tak, ze mohou bezprostiedné ovliviiovat velikost koronarniho
pritoku.

SP se ukazuje byt dilezitym faktorem podilejicim se na zotaveni myokardu, jak bylo
ukazano na ischemicko-reperfuznich modelech (81). Protektivni u¢inek SP v prib&hu
ischemicko-reperfuzniho poskozeni je potencovan vazodilatatnim tG¢inkem, ktery dovo-
luje zkvalitnit reperfuzi. Nevime vsak, zda ochranny efekt SP nenastava pouze za situace,
kdy je reperfuze nasledovana ischémii. Z vysledkd experimenti lze vyvodit, Ze reperfuze
se vyznamné podili na prospésném vlivu SP (82). Pii dlouhodobém piisobni SP na srde¢ni
tkan je vSak jeji vliv nevyhodny, nebot’ indukuje zanétlivé zmény, apoptdzu, zmény extra-
celularni matrix, a tim se podili na nepfiznivé remodelaci srdecni tkané a vzniku srdec-
niho selhani. Uginek SP na srdce je komplexni a stale neni jasné, zda lze takto jednoduse
postavit do kontrastu kratkodobé a dlouhodobé G¢inky. Nicméné, souhrnné se Ize ptiklonit
na stranu prospésnosti SP v prubéhu reperfuze, alespon v akutni fazi. Z diivodu absence
dlouhodobych studii nelze potvrdit, zda SP pokracuje ve svém protektivnim ucinku i po
skonceni uvodni reperfuzni faze.

Signalni systém SP vykazuje ur€ité abnormality vlivem diabetu mellitu. Snizena expre-
se NK1 receptoru byla zjisténa v pravé sini diabetickych potkand (83). Exprese SP genu
a proteinu je signifikantné snizena v pravé sini diabetickych pacientil v porovnani s pacien-
ty nediabetickymi (84). Sérova hladina SP byla vyrazné sniZzena u pacientti s diabetem (85).
Pokles SP i receptorové exprese v srdci pod vlivem diabetu muiZze hrat roli v patogenezi
diabetické kardiomyopatie

V pribéhu riiznych onemocnéni byla pozorovana zvys$ena hladina SP, jak u lidi, tak
i u zvirat. Parazitarni i virova infekce u laboratornich mysi vede k vyraznému vzestu-
pu SP, NK1 receptoru a ke vzniku kardiomyopatie. Dochazi k pfestavbé srde¢ni tkang,
hypertrofii kardiomyocytii a apoptdze indukované pro-apoptotickymi cytokiny (86).
Zatimco mysi postradajici gen TAC1 byly uchranény pied vyvojem neptiznivé hypertrofie
i dilatace levé komory (86). Nardst hladiny SP je rovnéZ spojovan s parazitarni dilata¢ni
kardiomyopatii (87).

SOUHRN
SP je vyznamnym ¢lenem rodiny tachykinint a ptisobi predevsim jako excitaéni pie-
naSe€. Savéi SP vznika z TACI1 genu v télech neuronti. Biologicky ucinek je zprostied-
kovan neurokininovymi receptory NK1-NK3 fazenymi do skupiny receptortt spojenych
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s regulacnim G proteinem. SP se vyskytuje v centralnim i perifernim nervovém soustave,
v kardiovaskularnim, gastrointestinalni i imunitnim systému. SP se podili na Sirokém spek-
tru biologickych dé&ji jako je zvraceni, vazodilace, kontrakce hladké svaloviny ¢i podpora
zanétlivych tkanovych zmén. Na zakladé noveé ziskanych dat dochazi ke zméné pivodni
predstavy funkce SP pouze jako neuropienaSece, nebot’ SP je uvolfiovéana i z jinych typt
bunék a jeji Géinek na cilovou tkan mize byt uskuteénén nejen prostiednictvim NK recep-
torti. Agonisté a antagonisté NK receptori jsou potencionalné vyuzitelni v 16¢bé celé fady
onemocnéni.

Substance P
SUMMARY

Substance P is a prominent member of the tachykinin family and play well-recognized
role as excitatory neurotransmitter. Mammalian SP origin from TACI1 gen. The biological
actions of tachykinins are mediated through three types of neurokinin receptors denoted
NK1-NK3 that belongs to the family of G protein-coupled receptors. SP is widely
distributed within the peripheral and central nervous systems, and in cardiovascular,
gastrointestinal and immune system. Due to broad distribution in the body, SP has many
physiological roles. SP is involved in vomiting, induction of vasodilation and inflammation.
Currently, the theory that SP acts exclusively as neuropeptide is being change, since this
neuropeptide is present in non-neuronal cells and acts via non-neurokinins receptor.
Agonists and antagonists of SP receptor could provide clinical solutions for a variety of
diseases.
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Mikrodisekce za pomoci laseru byla vyvinuta v poloviné devadesatych let minulého
stoleti skupinou americkych védci v ¢ele s dr. Emmert-Buckem (1). Tento systém byl
puvodné sestrojen za i¢elem dokonalejsi analyzy pevnych nadort. Nasledné toto zafizeni
zacala vyrabét firma Arcturus. Priblizné ve stejné dobé bylo podobné zafizeni vyvijeno
i v Evropé, a to malou némeckou firmou na mikroskopu znacky Zeiss. Pozd¢ji firma Zeiss
toto zafizeni uvedla na trh. V soucasnosti piisobi na trhu také firma Olympus a Leica.
Pristroje od jednotlivych dodavatelii se od sebe odlisuji technologii vlastni disekce vzorku
i jeho nasledného transportu do sbéraci zkumavky.

Princip ziskani vzorku je u vSech téchto zatizeni v podstaté stejny. Histologicky fez
o tloustce 5—10 um se nanese na specialni sklicko ¢i membranu. Pokud pracujeme se
zafizenim vybavenym infracervenym laserem (IR), miiZeme pouzit béZzné mikroskopické
sklo. Systémy zalozené na disekci pomoci ultrafialového laseru (UV) jsou schopné pra-
covat pouze v piipadé, Ze pouzijeme mikroskopické sklo potazené specialni membranou

Obr. 1 Postup pii mikrodisekci srde¢nich gangliovych bunék za pouziti moderniho zatizeni od firmy
Zeis. (1) Rez srde¢nimi sinémi laboratorniho potkana obsahujici gangliové buiiky. (2) Vybér jednotlivych
gangliovych bunék a jejich obkresleni pomoci pocitacové mysi. (3) Vyfiznuti bunék a jejich katapultace
do sbérného vicka za pomoci laseru. (4) Kontrola katapultovanych bun¢k ve sbérném vicku.
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nebo kovovy ramecek, v némz je tato membrana napnuta. Takto pfipraveny vzorek se
obarvi a nasledné¢ mize byt pouzit pro mikrodisekci. Ta probiha naslednym postupem
(obr. 1): (1) nejdiive si na fezu vybereme buiiky ¢i utvary zajmu (2) a piesné je obtahneme
perem na dotykovém monitoru. Nasledné spustime laser, ktery (3) vybrané utvary dle
nakreslené Cary vytizne. V poslednim kroku je (4) vyfiznuty utvar pienesen do sbérné
mikrozkumavky.

Pro ptesnou identifikaci cilovych bunék se obvykle pouziva modifikace nékterého
z klasickych histologickych barveni. Asi nejrozsifenéjsi je pouziti barveni Mayerovym
hematoxylinem. Vyhoda tohoto barveni spo¢iva pfedevsim v tom, Ze Ize vynechat barveni
eozinem, ¢imz se redukuje degradace biomolekul, pficemz vysledné zbarveni fezu se vel-
mi priblizuje klasickému hematoxylin-eozinovému barveni. Kromeé toho se nékdy pouziva
barveni toluidinovou modii nebo Nisslovo barveni (2). Dals$i moznosti, jak si vybrat cilové
bunky na zaklad€ jejich vlastnosti, je fluorescencni oznaceni konkrétniho peptidu ¢i pro-
teinu pomoci nepfimé imunofluorescence.

Jak jiz bylo zminéno v Givodu, zpiisob transportu ziskaného vzorku do mikrozkumavky
se u jednotlivych zafizeni lisi. Pivodni zafizeni vyvijené v Némecku bylo zalozené na
vybéru bunék zajmu a nasledném odstranéni nezadouci tkané v okoli téchto bunék pomoci

Obr. 2 Postup pii mikrodisekci srde¢nich gangliovych bunék za pouziti ptivodniho prototypu postaveného
na mikroskopu od firmy Zeis. (1) Rez srde¢nimi sinémi laboratorniho potkana obsahujici gangliové buiiky.
(2) Vybér skupiny gangliovych bunék a jejich vyfiznuti za pomoci laseru. (3) Odstranéni okolni tkané
za pomoci laseru. (4) Seskrabnuti vybranych bunék injek¢ni jehlou pfipevnénou k mikromanipulatoru.
(5) Kontrola, zda se vybrané buiiky nachazeji na Spicce jehly. (6) Tkanovy fez po dokonceni mikrodisekce.
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laseru. Poté byly vybrané bunky ze sklicka seskrabnuty jehlou pfipevnénou na mikroma-
nipulator (obr. 2).

V soucasnosti jsou na trhu étyfi typy systémi mikrodisekci. U zatizeni PALM Micro-
laser Technologies od firmy Carl Zeiss jsou vzorky katapultovany, zatimco mikrodisekce
firmy Leica Microsystems je charakteristicka tim, ze vyfiznuté vzorky padaji do sbérné
zkumavky pomoci gravitace. Mikrosystémy od fy Molecular Devices se vyznacuji kom-
binaci IR a UV laserd a vzorky jsou pomoci IR nachytavany na polymerovou membranu.
Firma Olympus ve spolupraci s Molecular Machines and Industries (MMI) dodava zatizeni
oznacované CellCut, u které¢ho se vzorek ziska automatickym pfilozenim vicka sbérné
mikrozkumavky, které je opatfeno adhezivni vrstvou, na niz se vyfiznuta ¢ast polymerové
membrany s vybranymi buitkami nalepi.

Vyznam mikrodisekce pro vyzkum je znacny, protoze umoziuje zkoumat konkrétni
bunku, a to nejen jeji morfologii, ale vyuzit pii jejim studiu i molekularné biologické
metody, napf. reverzni transkripci nasledovanou polymerazovou fetézovou reakcei sledo-
vanou v realném case (RT-qPCR), diky niz lze stanovit uroven exprese konkrétnich gent.
Kromé mRNA muzeme z takto ziskanych vzorkd analyzovat i DNA ¢i proteiny. Dokonce
je mozné z vybrané buiiky ziskat pouze jeji ¢ast, bunéénou organelu ¢i chromozom. Buiiky
¢i jejich ¢asti mizeme pomoci laserové mikrodisekce ziskavat jak z tkanovych ez, tak
i z bunéénych kultur.

Pfed vyvinutim této metody se analyzy provadély z homogenatt tkané, zatimco dnes
je mozné zacilit pozornost na konkrétni populaci bunék. Jednim z klasickych piiklada
praktického vyuziti laserové mikrodisekce je vyfiznuti a nasledna analyza naddorovych
bunék. Kromé toho tato zafizeni umoznuji manipulaci s zivymi butikami z bunéénych
kultur. Diky tomu je mozné ziskat homogenni kulturu z kultury ptivodné obsahujici vice
typt bunék.

Cilena analyza konkrétnich bun€k vybranych z tkanového fezu naptiklad na zaklade
morfologickych odli§nosti umoziuje lepsi pochopeni déjti probihajicich v téchto bunkach,
coz mize nasledné umoznit vyvoj cilené terapie.

Vznik této publikace byl mozny diky finan¢ni podpofe z Programu rozvoje védnich
oboru Karlovy Univerzity (projekt P36) a projektem CZ.1.05/2.1.00/03.0076 Evropského
fondu pro regionalni rozvoj.

SOUHRN

Laserova mikrodisekce byla vyvinuta v poloviné devadesatych let minulého stoleti.
Plvodni zafizeni byla od t€ doby inovovana, takze dnes jsou uzivatelsky piijemna a umoz-
nuji rychlé ziskani pozadovaného vzorku. Diky tomuto zafizeni mizeme ziskat z tkanové-
ho fezu ¢i bunééné kultury konkrétni buniky a ty nasledné analyzovat pomoci molekularné
biologickych metod. Vyuziti této metody je Siroké, od zakladniho vyzkumu az po analyzu
patologickych bungk.
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Laser assisted microdissection — the past and the future
SUMMARY

Method of laser assisted microdissection was developed in the middle nineties. The
equipment undergoes several innovations, so, they are user friendly today and they allow
quick earnings of required sample. Due to this equipment we can get specific cells from
tissue section or cell culture. Obtained cells can be evaluated by means of molecular
biologic methods. Application of laser assisted microdissection is very wide from basic
research to analyses of pathological cells.
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ZE ZIVOTA FAKULTY






K ZIVOTNIMU JUBILEU DOC. MUDR. EVY ZAHLAVOVE, CSC.

V kvétnu leto$niho roku oslavila doc. MUDr. Eva Zahlavova, CSc., vyznamné Zivotni
jubileum. Osmdesat let je v zivoté jedince dlouhé obdobi, které doc. Zahlavova dokazala
naplnit vyznamnou a uspé$nou ¢innosti.

Rodacka z Prahy absolvovala v roce 1958 s vyznamenanim stomatologicky smér na
plzeniské Lékarské fakulté UK a v témze roce nastoupila na plzefiskou Stomatologickou
kliniku jako sekundarni 1ékarka. Po Sestiletém plsobeni na détském oddéleni piesla jako
odborna asistentka na oddéleni zachovné stomatologie a od té doby zacala jeji Gispésna
védecka 1 akademicka draha.

V ramci zachovné stomatologie byla fesitelkou fady vyzkumnych projektl, zamétenych
zejména na onemocnéni zubni dené a apikalniho periodoncia. Dlouhodobé spolupracova-
la s vyvojovym oddélenim n. p. LéCiva o. z. Dental, kde se vyznamné podilela na klinic-
kém vyzkumu novych podlozkovych a vypliiovych materiald.

Vr. 1965 se stava vedoucim oddéleni zachovné stomatologie kliniky a pod jejim vede-
nim dochazi k vyznamnému rozvoji a modernizaci tohoto oddéleni. V roce 1978 obhajila
kandidatskou disertaci a po habilita¢nim fizeni byla v roce 1990 jmenovana docentkou.

Nejen pouhou pracovni naplni, ale i konickem docentky Zahlavové je vyuka poslucha-
¢u; jako Skolitelka se zapojila i do postgradualni vychovy mladych 1ékafd. Do nedavné
doby se plné€ vénovala také 1é¢ebné a preventivni ¢innosti.

Méné znama je skutecnost, ze docentka Zahlavova byla i ispéSnou sportovkyni. V mla-
di hrala zavodné kosikovou, dlouha Iéta se vénovala tenisu a v zimé lyZovani. K zalibam
jubilantky patii navstévy divadel a koncertd jak v Plzni, tak v Praze.

Piejeme milé jubilantce ke krasnym osmdesatinam predevsim pevné zdravi, neutucha-
jici zajem o stomatologii a v neposledni fadé¢ i pohodu a mnoho radosti v osobnim Zivotg.

Spolupracovnici
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75 LET DOC. MUDR. JAROMIRA KOTYZY, CSC.

Doc. MUDr. Jaromir Kotyza, CSc., se narodil 4. kvétna 1940 v Praze jako prvni ze
Ctyf sourozencu v rodiné MUDr. Frantiska Kotyzy, budouciho pfednosty ORL kliniky
Lékarské fakulty UK v Plzni. Jubilantova maminka méla rovnéz blizko k ORL specializa-
ci, pracovala jako logopedka. Jaromir navstévoval od malicka Mandlovu §kolu v nyné&jsi
Petakové ulici (dfive ul. Pionyru), v jejiz budové se nachézelo také gymnazium (nyni
opét se jménem Masarykovo gymnazium), které absolvoval v r. 1957. V témze roce zacal
studovat Iékatskou fakultu a studium ukoncil v r. 1963. Jako student pracoval zpocatku ve
védeckém krouzku na Anatomickém tstavu pod vedenim doc. Jifiho Heita. V tomto krouz-
ku zacinali i vynikajici studenti stejného ro¢niku Pavel Kucera (dnes emeritni pfednosta
fyziologického Gistavu univerzity v Lausanne, Svycarsko) a Josef Stingl (dnes pracovnik
3. LF UK, kde vedl ustav, pasobil jako prodén fakulty i jako prorektor UK). Jaromir byl
zodpovédny student, ale hlavné byl a je vSestranny sportovec. Kladny vztah k télesné
kultufe je zfejmé soucasti rodinné tradice, jeho dédecek z matciny strany byl nacelnikem
Stfedoceské sokolské zupy Jana Podlipného a ministerskym radou pro télesnou vychovu.

Po promoci v r. 1963 podstoupil MUDr. Jaromir Kotyza jako vSichni tehdejsi absolventi
tzv. umistovaci fizeni, v némz byl distribuovan do nemocnice v ASi. Nastoupil sice na
internu, ale byl vyuzivan i na chirurgii, coz rozsifilo jeho vSeobecny medicinsky rozhled.
Pozdéji ziskal také atestaci z vnitiniho 1ékafstvi. V r. 1966 se pfihlasil na vypsané misto
védeckého aspiranta (v dnesni terminologii jde o prezenéni doktorské studium) na Ustavu
1ékaiské chemie a biochemie, kde pozdéji byl preveden na misto ucitelské a na tom pracuje
dodnes. Jeho tehdejsi vyzkumné téma se ménilo, aby to nakonec byla parcialni chemic-
ka degradace DNA, ktera tehdy umoznovala alesponn néjakou pfedstavu o sekvenénim
usporadani. Kolega Kotyza studoval distribuci polypyrimidinovych usekit DNA v bak-
terialnich bunkach a ziskal vysledky zajimavé charakterizujici rizné bakterialni druhy.
Kandidatskou disertaci sepsal a podal v sedmdesatych letech, pfi¢emz osud této prace
je ptikladem absurdniho mnohaletého protrahovani souhlasu k obhajobé v tehdejsi dobé
u politicky neangazované osoby. Nicmén¢ hodnost kandidata véd po letech ziskal, habilita-
ce se vSak uskutecnila aZ po r. 1990. Jaromir Kotyza vzdy védecky pracoval a také cestoval
v rozsahu toho, co bylo mozné. V osmdesatych letech absolvoval studijni pobyt v Ustavu
molekularni biologie Akademie véd v Moskvé, v devadesatych letech realizoval pak dvou-
ro¢ni staz na University of Connecticut School of Medicine ve Farmingtonu. V té dob¢ se
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jiz n€kolik let vénoval tématu proteolyzy a inhibitoriim proteolyzy, a to z pohledu nado-
rovych i zanétlivych onemocnéni. V této oblasti ziskal zna¢né renomé. Kromé publikaci
prednésel na fadé¢ sjezdn, ziskal ocenéni pneumologické spole¢nosti a zpracoval unikatni
kapitolu o proteinovych modifikacich a o proteolyze do ucebnice biochemie.

Doc. Kotyza je vzdélany ¢lovek v tom nejlepS$im slova smyslu. Ma hluboké znalosti
vSeobecné, kulturni, jazykové, historické, geografické a mnohé dalsi. Jak jiz bylo uvede-
no, nedilnou sou&asti jeho Zivota je pohybova aktivita. Radu let byl aktivnim Géastnikem
lyzaiskych akcei jako Jizerska padesatka nebo Bila stopa SNP. Své kulturni a geografické
znalosti obohacuje a prohlubuje cestovanim. Jen namatkou uvedu nékteré cestovatelské
vykony: vystup na horu Fudzi v Japonsku, opakované vystupy na Kavkaze, vysokohorska
turistika v oblasti And v Peru, narocné pochody na tichomotskych ostrovech — to je jen
slaby vycet zazitk, které mé Jaromir Kotyza na svém konté. Na prvnim misté je u néj ale
dikladna znalost domoviny, pfedev§im domaécich hor, v to pocitaje i Slovensko a dalsi
okolni zemé&. Velkou oporou a cestovatelskou partnerkou je pro néj i partnerka zivotni, ing.
Dana Kotyzova. Své zivotni jubileum oslavil doc. Kotyza ve $tastném kruhu rodinném,
ktery tvofi kromé manzelky jesté dcera Hana (ekonomka) s manzelem a tfemi détmi a syn
Jan, 1ékat 1. interni kliniky.

prof. MUDr. R. Cerny, CSc.
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PROF. MUDR. JOSEF VANEK, DRSC. - VYRAZNA OSOBNOST
PLZENSKE LEKARSKE FAKULTY A CESKE PATOLOGIE

Vzpominka ke stému vyro¢i jeho narozeni

My, ktefi jsme na konci 50. let minulého stoleti pfichazeli jako studenti na LF v Plz-
ni, jsme od starSich kolegt slySeli, Ze na cest¢ k uspéSnému dokonceni studia jsou dve,
obrazn¢ feceno, osmitisicovky, ale po tispé§ném zdolani téchto dvou vrcholku je uz velka
nadéje na konecny uspéch. Témi vrcholky byly rigordzni zkousky z anatomie, kterou tehdy
vedl doc. J. Kos, a z patologické anatomie, kde byl pfednostou doc. J. Vanék. 100. vyroci
narozeni prof. MUDr. Josefa Vaiika, DrSc., budeme vzpominat letos 10. listopadu, je tedy
pravy cas pfipomenout si, jaké okolnosti doprovazely jeho Zivotni a profesionalni drahu.
Rodistém prof. Vaika byla jihoCeska vesnice Zlukov, kde jeho rodi¢e méli malé hospo-
dafstvi. Otec byl vedle toho zaméstnan jako Gfednik CSD v nedalekém Veseli n. Luznici,
takze starosti o hospodafstvi lezely hlavné na matce. Po absolvovani obecné skoly dojiz-
dél osm let vlakem do gymnazia v Tabote. Denné dojizdénim stravil ¢tyfi hodiny, pfesto
v roce 1934 maturoval jako premiant. Po maturité se zapsal na LF UK v Praze a brzy se
projevila jeho charakteristicka cilevédomost a houzevnatost. Chtél se stat chirurgem, ale to
nebylo romantické prani mladého nadsence. Van¢k si uvédomil, Ze vyborny chirurg musi
mit dokonalé znalosti anatomie. Vénoval se proto studiu anatomie s takovym Usilim, Ze
mu hned pfi rigorézu tehdejsi obavany a respektovany examinator prof. Weigner nabidl
misto demonstratora na anatomickém tustavu. Van¢k nabidku pfijal a dale tak zvysoval
uroven svych znalosti. Dal$im oborem, ktery chtél Van¢k zvladnout na vysoké tirovni, byla
patologie, a proto vedle svého angazma na anatomii dochazel jako ,.fiSkus“ i na patologii.
Svému systematickému vzdélavani vénoval i prazdniny. Zjistil, Ze na oddéleni patologie
v Hradci Kralové u tehdej$iho prim. MUDr. Antonina Fingerlanda je vyborné fungujici
laboratot a domluvil si tam prazdninovou staz. K rigor6zni zkousce z patologie se proto
dostavil tak dokonale pFipraven, e ho velmi p¥isny examinator prof. MUDr. Hefman Sikl
(mimochodem plzefisky rodak) zatadil mezi adepty dalsi spoluprace. Uspéch u rigoroz-
ni zkousky z patologie vSak znamenal, Ze Zivotni draha Josefa Vaiika nabrala jiny smér.
Kariéra chirurga jej sice stale ldkala, ale osobnost prof. Sikla jej ovlivnila natolik, Ze se
patologie stala jeho odbornym osudem. Bohuzel, Vanikova zkouska z patologie se konala
na jafe roku 1939, tedy v roce, kdy se 15. 3. situace v nasi zemi dramaticky zmeénila, byl
vyhlasen Protektorat Cechy a Morava. Dnes si miizeme t&zko ptedstavit, jaké trauma to
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pro ¢eské studenty i ucitele bylo, jak pevnou vili a vnitini odhodlani museli za tehdejsich
okolnosti mit, aby nebyl naruSen fadny chod skoly.

K dalsi tragické udalost toho roku doslo 17. 11. Jako nacisticka odveta za demonstraci
studentti pii pohibu Jana Opletala byla v ¢asnych rannich hodinach ptepadena Gestapem
Hlavkova a Masarykova kolej v Praze, pfitomni studenti byli odvle¢eni do véznice v Ruzy-
ni a nasledné do koncentra¢niho tabora Sachsenhausen u Oranienburgu. Vanék nebyl uby-
tovan v koleji, nybrz v penzidnu Domovina ve VySehradské ulici, takze zatéeni unikl. Mezi
zatCenymi vSak byl jeho bratr Miroslav, ktery byl spolu s ostatnimi studenty Gestapem
odvlecen z koleje a véznén az do roku 1942 v koncentraénim tabote. Ceské vysoké skoly
byly zavfeny, studia vSech ¢eskych vysokoskolaki pferusena. Vanék se vratil domu a pra-
coval n¢jaky Cas v zemé&délstvi. Chtél vsak navazat na své dosavadni studium, nasel si
proto misto laboranta na prosektui'e Ceské détské nemocnice v Praze na Karlové v Sokolské
ulici a pracoval tam od 1. 9. 1940 do konce roku 1942 pod vedenim prof. MUDr. Rudolfa
Kimly. V ¢eské Détské nemocnici na Karlové byla v dob¢, kdy tam Vangk pracoval, aktivni
odbojova skupina. V souvislosti s jeji ¢innosti byl Vanék 21. 5. 1943 zatéen Gestapem
a pfes 3 mésice véznén v Praze na Pankraci. Pfed tim, koncem roku 1942, podal prof. Sikl
oficialni zadost, aby mu byl MUC. Vangk pfidélen na jeho pracovisté v Hlavové tstavu
jako asistent. Zadost byla pfedloZena tehdej$imu Zemském ttadu, byla kladné vytizena
a predana na Ministerstvo Skolstvi. To se vSak neodvazovalo pfiznivé rozhodnout ve pro-
spéch Ceského studenta a zadost odlozilo. Po pil roce se Zemsky tGfad dotazoval, zda je
tato Zadost stale aktualni, pisemny dotaz odeslal na adresu patologicko-anatomického tsta-
vu bez blizsiho urceni a administrativa tuto pisemnost automaticky piedala do némeckého
patologického tstavu. Takto byl prof. Herwig Hamperl, ktery byl pfednostou tohoto usta-
vu, na Vaika upozornén a ihned se rozhodl, Ze ho ziska. Prof. Sikl ve svém pisemném
sdéleni z 9. 6. 1945 popsal udalost takto: ,,Oznamil mné to telefonicky soucasné s preda-
nim omylem pfijatého piipisu. O Varnkovi byl ovSem jiz dfive informovan od primare
Fingerlanda. Touto zvlastni okolnosti se tedy Vanék dostal do némeckého pathologického
ustavu a to nejprve v postaveni laboranta. Byl v té dobé bez zaméstnani, jezto prosektura
Détské nemocnice byla po zabrani Némci zruSena. Vanék se tehdy ptisel se mnou poradit,
co ma délat. Odmitnout nemohl, jezto si prof. Hamperl mohl vzdy vymoci prostiednictvim
Pracovniho tfadu jeho piidéleni. Sikl si také uvédomil vyhodu, ktera by vyplyvala z toho,
ze by mél v némeckém patologickém tustavu duveérnika, ktery by se mohl dozvédét, co
Némci zamysleji s Hlavovym ustavem. Vankovi proto prof. Sikl vysvétlil nezbytnost
tohoto kroku. Siklovo hodnoceni situace se ukézalo jako spravné. Pro Vaiika byla prace
u zkugeného patologa dobrou odbornou $kolou, pro prof. Sikla a jeho ustav byly dilezité
informace, které Vandk Siklovi piinasel z némecké patologie. Sikl v té dobé pracoval
v Hlavové ustavu ve velmi stisnénych podminkach, nebot’ fadu pracoven zabraly jiné
némecké instituce. Pro prof. Sikla byla obzvlasté dilezita informace, kterou Van&k ziskal,
kdyz si ndhodné precetl na stole sekretaiky pfti diktovani pitevniho protokolu, Ze piesvéd-
¢eny nacista doc. Sachs, prosektor v lazaretu, ktery byl pro SS zfizen v sanatoriu v Praze-
-Podoli, 74da o zabrani celého Hlavova Gstavu pro patologii SS-Wafen. Prof. Sikl s Vaii-
kem hledali feSeni. Nakonec vyuzil Vanék toho, Ze védél o antipatii, kterou prof. Hamperl
choval vii¢i doc. Sachsovi a zeptal se prof. Hamperla, co si o zabrani Hlavova tstavu
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mysli. Ukazalo se, Zze Sachs Hamperla neinformoval a toho se to velmi dotklo. Prof. Ham-
perl, ktery, jak znamo, provedl pitvu R. Heydricha, pak vyuzil svoji autoritu a své kontakty
na ifadé fi§ského protektora a pievzeti Hlavova Gistavu zbrandmi SS zabrénil. Ceska pato-
logie v Hlavové tstavu tak zistala v Siklovych rukach. Z povéteni prof. Sikla pievzal
Vanék 8. kvétna 1945 Hamperliv némecky ustav do &eské spravy, jak o tom prof. Sikl
podal pisemné svédectvi (1). Béhem prace na némecké patologii predal prof. Hamperl
Vankovi ke zpracovani piipad tzv. eosinofilniho granulomu zaludku. Vanék toto pozorova-
ni pfipravil k publikaci, ale vzhledem k evidentné se blizici porazce nacistického Némecka
se s Hamperlem domluvil, Ze praci nebude publikovat v némeckych ¢asopisech. Takto
situaci popisuje i prof. Hamperl ve svych pamétech ,,Werdegang und Lebensweg eines
Pathologen™ (2). Je to dulezité svédectvi, protoze, nehledé na blizici se konec Velkonémec-
ké fise a tim 1 Protektoratu, mohlo mit vyzrazeni této domluvy pro oba fatalni dusledky. Po
valce Vanek rozsifil praci o dalsi pozorovani a publikoval ji v r. 1949 v American Journal
of Pathology (3). Dodnes je tato afekce uvadéna v klasifikaci WHO mezi pseudotumory
zaludku jako ,,inflammatory fibroid polyp — Vaiikiiv nador®. Po osvobozeni Ceskosloven-
ska jesté v r. 1945 slozil Van€k vSechny chybéjici zkousky na znovuoteviené ¢eské LF
a v zafi 1945 promoval. Od 1. ¢ervna 1945 jiz znovu pracoval na Hlavové ustavu jako
asistent prof. Sikla, za kterého nékdy piednasel mediktim. V Hlavové Gistavu byl Vanék do
zafi 1951, za tu dobu publikoval ptes 30 védeckych praci. Mezi nimi vynika popis tehdy
smrtelné intersticialni plasmocytarni pneumonie nedonosenych novorozenct a objev jejiho
puvodce, intraalveolarniho parazita Pneumocystis carinii. Své pozorovani publikoval
v zaii 1951 v CLC (4), o presné zafazeni parazita pozadal parasitologa prof. Ottu Jirovce,
pozdéjsiho akademika. Spolecnou praci pak uvetejnili v r. 1952 v Zentralblatt fiir Bakte-
riologie (5), v nasledujicim roce se za néj stali laureaty Statni ceny. Kdyz se v 80. letech
minulého stoleti stala pneumonie zptisobena timto parazitem hrozbou pro dramaticky ros-
touci pocet nemocnych s AIDS, dosla prace Varika a Jirovce nového ocenéni a parazit byl
pfejmenovan na Pneumocystis jiroveci. V r. 1945 byla Dekretem ¢. 135 presidenta repub-
liky dr. E. BeneSe zfizena 1ékaiska fakulta v Plzni, pobocka prazské UK. Plzensky ustav
patologické anatomie vedl nejdiive prim. MUDr. Antonin Cech a od zati 1948 MUDr.
Dagmar Benesova, téZ zakyné prof. Sikla. A¢koliv dr. Bene$ové v Plzni nabizeli habilitaci,
odmitla ji a velmi si pfala vratit se do Prahy. Ptihlasila se do konkurzu na misto primafe
patologie v Thomayeroveé nemocnici v Praze Kréi a toto misto ziskala. Misto ni byl dekre-
tem Ministerstva $kolstvi, véd a uméni vedenim patologicko-anatomického tistavu LF
v Plzni ur€en k 15. zafi 1951 dr. Vanék. Habilitoval se jesté v Praze, v dubnu 1952 byl
jmenovan docentem a v zafi 1955 profesorem. V dr. Vankovi ziskala LF v Plzni vynikajici,
jiz vyzralou osobnost. Vanék, vychovan prof. Siklem, piisel do Plzné dokonale piipraven,
se skvélou védeckou erudici a s vynikajicimi organiza¢nimi a pedagogickymi schopnostmi
a zkusenostmi. Brzy vytvofil z mladych spolupracovniki dobie fungujici tym a Gstav zis-
kal respekt. Z jeho iniciativy byl v r. 1955 plzensky patologicko-anatomicky ustav pojme-
novan po jeho uditeli a nese od té doby nazev Sikliv ustav. Brzy po Vaiikové piichodu se
na néj obratil jeho pritel veterinaif MVDr. Hudecek, otec znamého houslisty, aby se zapojil
do vyzkumu tzv. Zd’arské choroby koni. U postizenych zvifat dochazelo k poskozeni jater
a k jejich selhani. Prof. Vanek experimentalné na krysach a konich potvrdil, ze podstatou
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nemoci je fibréza a cirhdza jater vedouci k jaternimu selhani (6) a Ze pfi¢inou je intoxikace
alkaloidem byliny Staréek barborkolisty (Senetio barbaraefolium). Za soubor praci s touto
tématikou (7) ziskal prof. Vanék v r. 1958 titul DrSc. Béhem svého ptisobeni v Plzni pub-
likoval prof. Van¢k kolem 200 odbornych praci. Jeho pfistup k zapadni odborné literature
byl vSak omezeny a zahraniéni odborné kontakty byly prakticky nemozné. Jen v dobé&
uvolnéni r. 1968 — 1969 byl prof. Vafikovi umoznén osmnactimésicni studijni pobyt v USA,
kam byl pozvan. Za tohoto pobytu vSak také doslo ke komplikaci. Prof. Vanék pivodné
odcestoval na pozvani do Warrenu ve staté¢ Michigan. Po pfijezdu tam vSak zjistil, Ze je pro
ného piipraven nové postaveny a skvéle vybaveny institut, jehoz se ma stat $éfem a ze se
ocekava, ze podepise pracovni smlouvu a pozada o azyl. To prof. Vanék odmitl a ocitl
se bez mista. O pomoc pozadal prof. Jana Schwarze, ktery pracoval v Jewish Hospital
v Cincinnati ve staté Ohio. Ten prosbé vyhovél a pozval prof. Varka do svého tstavu. Oba
se velmi spratelili, stejné tak jejich rodiny. Prof. J. Schwarz pozdgji prof. Vaiika a Sikltiv
ustav navstivil. Do diichodu odesel prof. Vanék v roce 1981, ale nadale pracoval na ¢astec-
ny Uvazek v dermatopatologické laboratofi kozni kliniky plzenské FN u prim. MUDr.
Huly. Tam jsme ho vyhledavali a konzultovali s nim ,,sklicka® i politické udalosti. Navrat
svobody a demokracie do tehdejsiho Ceskoslovenska piivital upfimné a s ilevou, ze zmény
se vsak tésil jen kratce, na vé€nost odesel 21. 12. 1990.

Ceho jsme si my, ktefi pokladame prof. Vaiika za svého ugitele, u ného vazili a co jsme
obdivovali. Po strance odborné jeho zplsob prace. Prof. Vanék kazdy ptipad, kazdy mik-
roskopicky preparat trpéliveé, nékdy hodiny analyzoval, zaznamenaval jednotlivé indicie
a pak je spojil v logicky zavér. Kazdé tvrzeni muselo byt podloZeno diikkazem, coz se dnes
oznacuje jako ,,evidence based medicine®. Ocenovali jsme téz jeho diislednost a piesnost.
Jestlize jsme mu ptedali rukopis své nové prace, vénoval se mu s velkou peclivosti, vazil
kazdou formulaci, kazdé slovo a rukopis nam vracel s typickymi tuzkou psanymi upra-
vami. Byl nam vzorem svoji seriéznosti. Na kazdou prednasku mediktim se vzdy peclivé
ptipravoval, totéz vyzadoval od nas a trval na pfesném dodrzeni zacatku i konce vyuky.
Ve vyctu pozitivnich vlastnosti by bylo mozno pokracovat dal. Ale zbyva jesté zminit se
o tom, kde bral prof. Van¢k ke v§emu, o ¢em byla fe¢, silu a energii. Odpovéd’ je, myslim,
jednoznaéna: ve vzorném a vyrovnaném rodinném Zzivoté a ve svych zalibach. M¢l celo-
zivotni oporu ve své milované zené Bohunce, ve svych synech a jejich rodinach. Velkym
potésenim mu byla jeho zahrada ve Sténovicich, i zde se stal ve §lechténi ovocnych stromil
uznavanym odbornikem. Mezi jeho zéky jsou profesofi, primafi, s uctou na néj jako na
skvélého pedagoga a spravedlivého a trpélivého examinatora vzpominaji stovky l1ékatt,
kteid studovali v Plzni. Dnesni Sikltv tstav, diky sou¢asnému vedeni, dosahl mimotadnych
uspéchi ve vyzkumné a publikaéni ¢innosti, produkuje témé&f 70 praci kazdy rok, vétsinou
v Gasopisech s vysokym impakt faktorem, takze se jménem plzeiiského Siklova ustavu,
které je v tirazi té€chto praci, se setkava odborna vetejnost v celém svéte. Z toho by mél jisté
prof. Vanék uptimnou radost a to je nejlepsi ovoce stromu, ktery zasadil.
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