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ZAMERENI A CINNOST USTAVU

Ustav experimentélni mediciny Akademie véd, v.vi. (UEM AV CR) se zabyvéa
vybranymi problémy biomediciny se zamérenim na aplikaci v klinické mediciné.
V oblasti zakladniho neurovédniho vyzkumu jsou studovany iontové zmény
a difuzni parametry v CNS v pribéhu fyziologickych a patologickych stavd; nesynapticky
pfenos v CNS, receptory a iontové kandly, funkce gliovych bunék, Uloha glutamatergnich
receptord a vapnikovych iontl v pribéhu komunikace mezi neurony a gliovymi
burikami, morfologické a funkéni charakteristiky nervovych bunék sluchového systému
a jejich poskozeni patologickymi procesy. Ve spolupraci s Centrem bunécné terapie a tkanovych nahrad
probihad vyzkum v oblasti embryonélnich kmenovych bunék, regulace bunééného cyklu v pribéhu
gametogeneze a diferenciace, fizené diferenciace a implantace neuralnich a embryonalnich kmenovych
bunék, tvorby tkanovych nahrad na bazi hydrogel(, autolognich chondrocytt a biodegradabilnich matric
z netkanych nanovldken. V oblasti bunécné biologie se vyzkum zabyva strukturné-funkéni organizaci
bunécného jadra, dale pak studiem problematiky molekuldrnich mechanisml rozvoje rakoviny
a podstatou vnimavosti vici nddorovym onemocnénim. Soucasti tohoto vyzkumu je vyhledavani
Casnych ukazateld, indikujicich moznost maligni transformace a napomahajicich ¢asné diagnostice.

Mezi dalsi oblasti vyzkumu
patfi genotoxické a embryo-
toxické ucinky xenobiotik, mecha-
nizmy vzniku vrozenych vad,
vznik a pribéh toxickych reakci
na bunécné a tkanové drovni,
histochemie a farmakologie
oka, biochemie enzym( jako
markerd metabolickych procest
a sledovani ucinkd farmak na
imunitni reakce v pribéhu
infekénich onemocnéni.

V oblasti biotechnologickych
inovaci je ¢innost Ustavu zamé-
fena na technologicky transfer
a podporu spoluprace mezi
UEM AVCR a podnikatelskou
sférou v oboru regenerativni
mediciny prostrednictvim vzdéla- )
vani a spoledné vyzkumné [ st S AR ﬂ
a vyvojové cinnosti. Ustav je od
r. 2000 Centrem Excellence EU
s ndazvem MEDIPRA.

N vanean

Obr. Evropska spoluprace.

ENINET - SIT EVROPSKYCH NEUROVEDNICH USTAVU

Evropsky vyzkum vyznamnym zplsobem zavisi na tv{rci ¢innosti mladych vyzkumnych pracovnikd.
Jako odpovéd na tento dulezity aspekt utvofilo 12 prednich evropskych neurovédnich Ustav(
tématickou sit' ENINET (European Neuroscience Institutes Network), vénovanou podpore samostatné
prace mladych védcl. UEM AV CR je zakladajicim ¢lenem této sité. Jejim zakladatelem je prof. Erwin
Neher z European Neuroscience Institute v Gottingenu. Cinnost sité zahrnuje pravidelna setkani,
workshopy, staze studentl a vyménu know-how. Cilem sité je vytvorit pro mladé védecké pracovniky
komplexni podminky pro rozvoj jejich samostatné badatelské prace. Ustavy zabezpecuji laboratorni
prostory, infrastrukturu, vzdélavaci potfeby a dalsi formy podpory, umoziujici mladym védcim
zalozit a rozvinout malé vyzkumné tymy a vykonavat samostatnou c¢innost. Kromé oddéleni, vedenych
seniornimi a mezinarodné uznavanymi védci, tak vytvorfil UEM AV CR laboratofe pod vedenim mladych
védcl v lékarsky orientovanych oblastech vyzkumu.

Dalsi informace o siti ENINET a jejich aktivitach Ize nalézt na internetovych strankach:
http://www.eni-net.org/



Z HISTORIE USTAVU

Dneéni oblasti vyzkumu UEM AV CR navazuji na jeho historii. Ustav byl oficialné zalozen
v roce 1975 sloucenim ¢ty védeckych laboratori, které vznikly o dvacet let dfive. Tfi z nich
byly pfidruzeny ke klinickym oddélenim Univerzity Karlovy, tj. k Oddéleni plastické chirurgie,
Oddéleni oftalmologie a Oddéleni otorhinolaryngologie. Ctvrtd laboratoi byla UGzce spjata
s Oddélenim histologie na 1. Lékarské fakulté UK, se zamérenim na bunécné ultrastruktury. Pod vedenim
uznavanych profesord Buriana, Kurze, Precechtéla a Wolfa se laboratofe etablovaly v 1ékafském svété
a vyznamné prispivaly k uznani ¢eskoslovenského lékarského vyzkumu i na mezinarodni Urovni. Tyto
Ctyri laboratore, prestoze intelektualné silné a pomérné dobre vybavené, doplacely na svou izolovanost
a nedostatek moznosti pro spolupraci. Proto doSlo ke spojeni téchto laboratofi a zalozeni Ustavu
v ramci Ceskoslovenské akademie véd. Otolaryngologista, profesor Vlastimil Kusak byl jmenovan jeho
prvnim reditelem (1975-1984). Vyzkumné spektrum bylo rozsifeno prizvanim skupiny imunologd do
Ustavu (MUDr. Jifiho Frarka a MUDr. Karla Nouzy), a zaloZenim Laboratore pro vyzkum vlivu mykotoxind
na zdravi ve vychodnich Cechach (Oleénice, Orlické hory).

V sedmdesatych a osmdesatych letech se profil Ustavu vytfibil, obzvlasté po presunu vétsiny
laboratofi do budovy v Legerové ulici a naslednym jmenovanim profesora Jifiho Elise feditelem
(1984-1990). Oblasti vyzkumu byly rozsifeny o vyzkum bunécného jadra a jadérka vyuzitim elektronové
mikroskopie, zejména v krevnich burkach, mapovani morfologie nukleovych kyselin, morfologii
a imunohistochemii stitné Zlazy a slinivky, mechanismy lokalni imunity, zkoumani rakovinné imunity
a reakce transplantatu u pfijemce, biochemii a histochemii oka, kornealni patologii a testovani
kontaktnich Cocek, morfologii vnitfniho ucha a jeji zmény pod vlivem hluku, elektrofyziologii centralniho
sluchového systému, zaklady genotoxicity a teratologie, mechanismy a epidemiologii kraniofokalnich
malformaci, a testovani mykotoxin0.

Zatimco nékteré skupiny a jednotlivci dosahli vysoké Urovné védecké prace, Ustav jako celek
trpél roztfisténosti vyzkumnych témat, nedostatkem vnitfni komunikace a dalSimi prekazkami,
charakteristickymi pro sedmdesata a osmdesata léta dvacatého stoleti.

Na zacatku devadesatych let vedlo nékolik soubéznych udalosti ke sladéni védeckého zaméreni
Ustavu a jeho lidského potencidlu. Tyto procesy zahrnovaly nejen zmény politické situace v zemi, ale
také vyznamné oziveni Ustavu. V roce 1990 byl feditelem jmenovan profesor Richard Jelinek, vedouci
laboratore teratologie (1990-1994). Doslo k reorganizaci Ustavu na zakladé oteviené soutéze internich
projektl, ktera byla dale posilena vysokou Uspésnosti v soutézi o pridéleni grantli Grantovou agenturou
Akademie véd. Vzrostlo zapojeni ¢len(l Ustavu do vyuky studenti mediciny a do ekologicky zamérenych
projektll, obzvlasté do vyzkumu zaméreného na nepfiznivy vliv exogennich faktord na organismus.

K celkovému zlepsSeni vysledk(l Ustavu vyznamné pfispél pfichod dvou nové vzniklych védeckych
skupin v roce 1991- Laboratofe bunééné neurofyziologie z Ustavu fyziologickych regulaci, vedené
profesorkou Evou Sykovou a Laboratofe genetické ekotoxikologie, vedené MUDr. Radimem Sramem
(sdruzena laboratofr s Krajskou hygienickou stanici Stredoceského kraje). Skupiny orientované na klinicky
vyzkum bud’ zanikly nebo byly presunuty na pfislusné kliniky. V roce 1993 se Ustav prestéhoval do nové
budovy v Praze 4 - Kréi, kde se nachéazi nékolik dalSich instituci biomedicinského vyzkumu Akademie
véd CR. V roce 1994 byl feditelem Gstavu jmenovan profesor Josef Syka (1994-2001). Ve stejném roce
prosel Ustav Uspésné internim hodnocenim Akademie véd. Od té doby doslo k nékolika vyznamnym
zménam v organizaci Ustavu, které sjednotily jeho zaméreni a védecky profil.

V roce 2001 byla do funkce reditelky jmenovana profesorka Eva Sykova. V nasledujicim roce se
vyzkumny program ustavu rozsifil zformovanim Ctyf novych skupin a dosahl tak soucasné velikosti.
Divodem této zmény bon pr|druzen| byvalého Ustavu farmakologie AV CR a Oddéleni molekularni
embryologie z Ustavu zivocisné fyziologie a genetiky AV CR.

Od 1. ledna 2007 se Ustav pfeménil na vefejnou vyzkumnou instituci zfizenou zédkonem ¢. 341/2005
Sb., O verejnych vyzkumnych institucich.

V roce 2010 oslavil Gstav 35. vyro¢i od svého vzniku. V soucasnosti patfi Ustav experimentalni
mediciny ke skupiné instituci AV CR zaméFenych na biomedicinsky vyzkum. Je jedinou instituci v Ceské
republice zabyvajici se komplexnim Iékafskym vyzkumem. Profil jednotlivych oddéleni uvadime ve
vyrocni zpravé za rok 2010.
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ORGANY USTAVU

Zakon o verejnych vyzkumnych institucich stanovi organy
verejné vyzkumné instituce a vymezuje jejich puUsobnost.
Organy instituce ve smyslu zdkona jsou tfi — feditel, rada
instituce a dozor¢i rada. Reditel je statutarnim organem
instituce a rozhoduje ve své pUlsobnosti ve vsech vécech
organizace, pokud nejsou zdkonem svéreny do plsobnosti
rady instituce, dozorci rady nebo zfizovatele. Radu instituce
(UEM AV CR) voli shroméazdéni védeckych pracovnikd. Sklada se
z predsedy, mistopredsedy, internich a externich ¢lend. Rada
instituce dba na zachovani Ucelu zfizeni organizace, na uplatnéni
verejného zajmu v jeji Cinnosti a na fadné hospodareni, stanovuje
hlavni sméry ¢innosti organizace, schvaluje vnitfni predpisy a roz-
pocet organizace, projednava navrhy na zmény zfizovaci listiny
a vykonava dalsi ¢innosti dle zakona.

Dozor¢i rada vykonavé dohled nad cinnosti, hospodarenim
anad nakladanim s majetkem verejné vyzkumné instituce a vydava
predchozi pisemny souhlas k vybranym pravnim tkon{im. Schazi
se nejméné dvakrat ro¢né. Dozoréi rada UEM AV CR ma 5 ¢lend.

REDITELKA
prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.

RADA INSTITUCE

« interni ¢lenové:
prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc. — predsedkyné
MUDr. Radim J. Srdm, DrSc. — mistopfedseda
prof. MUDr. Josef Syka, DrSc.
doc. MUDr. Miroslav Peterka, DrSc.
doc. RNDr. Alexandr Chvatal, DrSc., MBA
RNDr. Zdenék Zidek, DrSc.
doc. MVDr. Ales Hampl, CSc.
RNDr. Pavla Jendelova, PhD.
MUDr. Pavel Vodicka, CSc.

« externi ¢lenové:
Ing. Milan Hajek, DrSc.
prof. MUDr. Rastislav Druga, DrSc.
prof. MUDr. Miroslav Ryska, CSc.
prof. MUDr. Karel Smetana, ml., DrSc.

DOZORCI RADA

RNDr. Jan Hrusak, CSc. - pfedseda 5
(Ustav fyzikdlni chemie J. Heyrovského AV CR, v.v.i)

Ing. Petr Bazant, CSc., MBA — mistopredseda

(Ustav experimentdlni mediciny AV CR, v.v.i.)

prof. MUDr. Milo$ Grim, DrSc.

(Univerzita Karlova v Praze, 1. Lékarska fakulta)
p[of. MVDr. Ivan Misek, CSc. )

(Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i)
prof. MUDr. Eduard Zvéfina, DrSc.

(Karlova Univerzita v Praze, 1. a 3. Lékarska fakulta)

VEDENI USTAVU

Reditelka:
prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.

Zastupce reditelky:
doc. RNDr. Alexandr Chvatal,
DrSc., MBA

Predsedkyné Rady instituce:
prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.

Pfedseda Dozordi rady:
RNDr. Jan Hrusak, CSc.

KONTAKTNI UDAJE

Ustav experimentalni mediciny
Akademie véd CR, v. V. i.

Videnska 1083
142 20 Praha 4-Kr¢
Ceska republika
IC: 68378041

Tel.: +420 241 062 230
Fax: +420 241 062 782
uemavcr@biomed.cas.cz
www.iem.cas.cz
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VYSLEDKY VEDY A VYZKUMU V GRAFECH
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MEZINARODNI GRANTOVE A PROGRAMOVE PROJEKTY PODPOROVANE

Z EVROPSKYCH FONDU RESENE V PRUBEHU ROKU 2010

Nézev

zastedujici prggf:;u p’;‘;éek\t/u Koordinator / fesitel Spoluresitel Rezltt;I;ke Aktivita

organizace

EU NOE DiMI — Molekularni prof. Andreas Jacobs, prof. MUDr. | Italie, Molekularni
zobrazovani v diagnostice: University of Cologne, Eva Sykova, | Belgie, zobrazovani
Sit’ pracovist’ excelence pro | Germany DrSc. Francie, v diagnostice:
identifikaci novych marker Svédsko, Sit’ pracovist’
molekularniho zobrazovani Némecko, excelence pro
pro diagnostické Ucely. / Holandsko | identifikaci
Dianostic molecular imaging: novych markerd
A network of excellence molekularniho
for indentification of NEW zobrazovani pro
molecular imaging markers diagnostické
for diagnostic purposes. Ucely.

EU CA ENINET - Sit" evropskych prof. Erwin Neher, prof. MUDr. | Némecko, Sit evropskych
Ustavd v oboru neurovéd Max-Planck-Gesellschaft | Eva Sykova, | Francie, Ustavd v oboru
/ Network of European zur Forderung der DrSc. Velka neurovéd.
Neuroscience Institutes. Wissenschaften, Britanie,

Goettingen, Germany Spanélsko,
Norsko,
Svédsko,
Svycarsko

EU STREP STEMS - Preklinické Dr. Brigitte Onteniente, | prof. MUDr. Svédsko, Preklinické
hodnoceni terapie mrtvice Institut National de la Eva Sykovd, | Dansko, hodnoceni
kmenovymi burikami / Pre- Santé et de la Recherche | DrSc. Francie, terapie mrtvice
clinical evaluation of stem Medicale, Paris, France Némecko kmenovymi
cell therapy in stroke. burnkami.

EU ITN AXREGEN prof. James Fawcett, prof. MUDr. | UK, Svédsko, | Kooperace ve
Axonal regeneration, University of Cambridge, | Eva Sykova, | Francie, vyzkumu a ve
plasticity and stem cells”/ Cambridge, UK DrSc. Polsko, vyuce v oboru
Regenerace axonl, plasticita Spanélsko, | neurovéd pro
a kmenové burky. Italie, Evropskou

Svycarsko, | excelenci.
Holandsko,
Némecko
EU Marie RegMegTeach — Jarni skola prof. Arndt Rolfs, prof. MUDr. | Svédsko, Poradani Skoly
Curie regenerativni mediciny aneb | University of Rostock, Eva Sykova, | Norsko, regenerativni
Conferen- | jak vyuzit kmenové burky ve | Rostock, Germany DrSc. Némecko, mediciny.
cesand | védé av praxi/Spring School Dansko
Training | on Regenerative Medicine
courses |- how to use neuronal
stem cells for science and
business.

EU IP NANOEAR - prof. lllmari Pyykko, prof. MUDr. | Finsko, Vyzkum metody
Nanotechnology based University of Tampere, | Josef Syka, | Svédsko, aplikace
targeted drug delivery using | Finland DrSc. Italie, aktivnich latek
the inner ear as a model Némecko, do vnitfniho
target organ. Francie, ucha vyuzitim

Rakousko, nanocastic.
§v§/carsko,

Recko, Velka

Britanie,CR

EU NoE INTARESE — Hodnoceni D. Briggs, Imperial MUDr. Velka Hodnoceni
zdravotniho rizika College, London, UK. Radim Sram, | Britanie, zdravotniho
environmentalnich stresort DrSc. Holandsko, | rizika environ-
v Evropé / Integrated Italie, mentalnich
assessment of health risk of Finsko, stresoru
environmental stressors in Francie, v Evropé.
Europe. Recko,

Némecko
Svédsko,
§pané|sko,
Belgie,
Srbsko, SR,
CR
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Nazev

zastiesujici Nazev Na;ev Koordinator / fesitel Spoluresitel Re5|t,e Iské Aktivita
organizace | Programu projektu staty
EU 1P ESTOOLS prof. Peter Andrews, doc. Ing. CR, UK, Biomedicinsky
Platformy pro biomedicinské | University of Sheffield, | Petr Dvorak, | Némecko, vyzkum
vyzkumy s kmenovymi UK CSc,, doc. Svédsko, v oblasti
burikami / Platforms for MVDr. Ales | Italie, Finsko, | kmenovych
biomedical discovery with Hampl, CSc. | Svycarsko, | bunék.
human ES cells. Izrael,
Spanélsko
EU ITN EdU-GLIA prof. Andreas prof. MUDr. |CR, Vzdélavani
Nové techniky a modely Reichenbach, Leipzig Eva Sykovd, |Némecko, a vyzkum
pro studium neuro-gliovych | University, Germany DrSc. UK, Izrael, v oblasti
interakci/ Francie, neuro-glialnich
Innovative techniques and Svédsko, vztahd.
models to study glia-neuron Slovinsko
interactions.
EU (CP) Bioaktivni a vysoce porézni | prof. Paolo Giusti, doc. RNDr. | CR, Italie, Vyvoj novych
a injektabilni polymerni University of Pisa, Italy | Evzen Amler, | UK, bioaktivnich
nosice schopné formovat CSc. Némecko, polymernich
tkané z disociovanych kme- Francie, nosict schop-
novych bunék pro tvorbu Holandsko, |nych formovat
autolognich kardiovasku- Dansko, tkané
larnich nahrad / BlOactive Rumunsko z disociovanych
highly porous and injectable kmenovych
Scaffolds controlling stem bunék pro tvor-
cell recruitment, proliferation bu autolognich
and differentiation and kardiovaskular-
enabling angiogenesis for nich néhrad.
Cardiovascular ENgineered
Tissues.
ISCF Interna- | International Stem Cell prof. Peter Andrews, doc. Ing. Australie, Celosvétova
tional Initiative / Mezinarodni University of Sheffield / | Petr Dvorak, | Ceska mezinarodni ak-
Stem Cell | iniciativa pro kmenové Univerzita Sheffield CSc. republika, tivita, kterd ma
Forum/ | bunky. Finsko, za cil srovnani
Mezi- Izrael, biologickych
nérodni Japonsko, a molekularnich
féorum pro Kanada, vlastnosti
kmenové Singapur, linii lidskych
burky Spanélsko, | embryonalnich
Svédsko, kmenovych
USA, Velkd | bunék.
Britanie
EEA Néarodni | Kvalita a bezpedi potravy ve | MUDr. Pavel Vodicka, Ceska Védecka
Grants vzdélavaci| vztahu ke kolorektalnimu PhD,, Ustav experimen- Republika, spoluprace
fond karcinomu. Predbézna talni mediciny AV CR Norsko v oblasti
studie. Institute of Experimental kolorektalniho
Quality and safety of food in | Medicine, AS CR karcinomu.

relation to colorectal cancer
predisposition. A pilot study.
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GRANTOVE A PROGRAMOVE PROJEKTY PODPOROVANE ZE STATNIHO

ROZPOCTU CR RESENE V PRUBEHU ROKU 2010

Regitel e ] k(|
Veédecky Gtvar egistracni cislo Poskytovatel Nazev projektu pijem-| Projektu
projektu e
Spoluresitel od | do
Oddéleni prof. MUDr. Josef LC554 MSMT CR | Centrum neurovéd. 2005|2011
neurofyziologie sluchu | Syka, DrSc.
Oddéleni bunééné doc. RNDr. Alexandr | 1IM0538 MSMT CR | Centrum bunécné terapie UK 2005|2011
neurofyziologie Chvétal, DrSc., MBA a tkanovych nahrad. 2.LF
Oddéleni RNDr. Zdenék Zidek, | 1M0508 MSMT CR | Nova antivirotika UOCHB(2005(2011
farmakologie DrSc. a antineoplastika. AV CR
Oddéleni genetické Ing. Jan Topinka, 2B06150 MSMT CR | Modulace hladiny proti- VIDIA |2006 2010
ekotoxikologie DrSc. latek proti polycyklickym SIee:
aromatickym uhlovodikiim
(PAU) ve vztahu ke koureni,
nadorovému a nenddorové-
mu onemocnéni plic
a vyzkum moznosti zvySova-
ni odolnosti organizmu vidi
pusobeni PAU imunizaci.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. Eva KAN201110651 |AV CR Kombinované kontrastni UK/PF {2006 (2010
Sykova, DrSc. latky pro molekularni MR
zobrazovani.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. 2B06130 MSMT CR | Vyuziti nové syntetizovanych | VFU [2006 2011
Eva Sykova, DrSc. biomaterialt v kombinaci Brno/
s kmenovymi burikami R
v [é¢bé chorob, které posti-
huji lidské tkané derivované
z mesodermu: chrupavku,
kost, vazy a menisky.
Oddéleni genetické MUDr. Radim Srém, | 2B06088 MSMT CR | Vyuziti toxikogenomiky 2006|2011
ekotoxikologie DrSc. pfi studiu mechanismu
pusobeni cizorodych latek
v zivotnim prostredi na
lidské zdravi.
Oddéleni genetické | Ing. Jan Topinka, GA310/07/0961 | GA CR Uloha environmentalnich 20072010
ekotoxikologie DrSc. polutantll v mechanismech
regulujicich vznik a vyvoj
karcinomu prostaty.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. Eva LA321 MSMT CR | Ucast Ceské spole¢nosti 2007|2010
Sykova, DrSc. pro neurovédy na ¢innosti
Federace evropskych
neurovédnich spole¢nosti
(FENS) a Mezinarodni
organizace pro vyzkum
mozku (IBRO).
Oddéleni genetické | MUDr. Radim Sram, | SP/1B3/50/07 MZP CR | Vliv variability genomu na 2007 2011
ekotoxikologie DrSc. interakci lidského organismu
a Zivotniho prostredi.
Laborator tkanového | doc. RNDr. Evzen IAA500390702 | GA AV CR | Tkanové nosice 20072011
inzenyrstvi Amler, CSc. z nanovlakennych materiall
s vestavénymi liposomy.
Laborator bunécné RNDr. Karel Koberna, | GA206/07/0233 | GA CR Biochemicka, UK/PF 12007 (2011
biologie CSc. ultrastrukturalni a ¢astecna
proteomicka analyza
penetracniho aparatu
cerkarii ptacich schistosom.
Oddéleni mikroskopie | RNDr. Jan Malinsky, | GA204/07/0133 | GA CR Princip samovolného 2007|2011
PhD. usporadani membranu
postradajicich organel
v eukaryotickych burikach.
Oddéleni teratologie | MUDr. Renata GA304/07/0223 | GA CR Vyvojové poruchy dentice 2007|2011
Peterkova, CSc. v kontextu fylogeneze.
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Redeni

Resitel A B 5 HI. :
Védecky Utvar Registracni Cislo |5 tovatel Nézev projektu pifjem-| Projektu
projektu e
Spoluresitel od | do
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. GA304/07/1129 |GACR Polarizované kultury hepa- UK 2007|2011
Eva Sykové, DrSc. tocytli a mezenchymovych 2.LF
bunék na nanovladkennych
vrstvach v experimentalnim
bioreaktoru.
Oddéleni doc. RNDr. Eva GA305/07/0061 | GA CR Imunofarmakologicky potenci- 2007|2011
farmakologie Kmonickova, CSc. al inhibitord endoplazmatické
Ca(2+)-ATPasy (SERCA).
Oddéleni RNDr. Jifi Popelar, GA309/07/1336 |GA CR Zpracovani akustického sig- 2007|2011
neurofyziologie sluchu | CSc. nalu v neuronovych okruzich
sluchového systému.
Oddéleni molekularni | MUDr. Pavel GA310/07/1430 | GA CR Molekularni a genetické 2007|2011
biologie nadorud Vodicka, PhD. charakteristiky sporadickych
nadord tlustého streva a
konecniku sledované v ceské
populaci.
Oddéleni genetické MUDr. Radim Sram, | SP/1B3/8/08 MZP CR Studium zdravotnich dd- 2008(2010
ekotoxikologie DrSc. sledkd znecisténého ovzdusi
na Ostravsku s vyuzitim
genomiky - AIRGEN.
Oddéleni molekularni | MUDr. Pavel IAA500390806 | GA AV CR | Stanoveni exprese gen(i 2008(2010
biologie nadori Vodicka, PhD. DNA reparace a genl
bunécného cyklu v
perifernich lymfocytech lidi
exponovanych styrenu.
Oddéleni RNDr. Zdenék Zidek, | GA305/08/0535 |GA CR Vliv probiotik na procesy 2008(2011
farmakologie DrSc. urcujici farmakokinetiku éciv
Oddéleni genetické MUDr. Radim Sram, | 2B08005 MSMT CR | Nové pfistupy ke studiu toxi- 2008(2011
ekotoxikologie DrSc. city ovzdusi a jejich prispévek
ke stanoveni limitnich hodnot
vybranych polutantd.
Laborator bunécné RNDr. Karel Koberna, | KAN200520801 | AV CR Cilena exprese a transport UMG |2008|2012
biologie CSc. bioaktivnich molekul. AV CR
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. Eva KAN200520804 |AV CR Biokompatibilni nanovlakenné UMVG 2008|2012
Sykova, DrSc. konstrukty vytvafejici nové AV CR
|ékové formy pro aplikaci
biologicky a farmakologicky
aktivnich latek.
Oddéleni bunécné doc. RNDr. Alexandr | GA309/08/1381 | GA CR Fyziologické a patologické 2008|2012
neurofyziologie Chvatal, DrSc. vlastnosti NMDA receptort
astrocytl.
Oddeleni pro Ing. Jan Proksik CZ2.17/1.1.00 MHMP O.PPA Vzdélavani védeckych 2009(2010
technologicky transfer /31330 pracovnikdv oblasti transferu
biomedicinskych technologii
do praxe.
Laborator bunécné RNDr. Karel Koberna, | GA204/09/0973 | GA CR Organizace lidského 2009|2011
biologie CSc. jaderného chromatinu.
Oddéleni molekularni | doc. MVDr. Ales GA204/09/2044 | GA CR Molekularni zdroje 2009|2011
embryologie Hampl, CSc. centrozomalnich abnormalit
u lidskych embryonalnich
kmenovych bunék.
Oddéleni bunécné Ing. Miroslava GA305/09/0717 |GACR Indukce neuro- a gliogeneze 2009|2011
neurofyziologie Andérova, CSc. po ischemickém poskozeni
mozku potkana-uloha
morfogend a ristovych
faktord v priibéhu
regenerace nervové tkané.
Oddéleni neurovéd RNDr. Pavla GA203/09/1242 |GACR Modifikace povrchu UMCH 2009|2011
Jendelové, PhD. magnetickych nanocastic pro | AV (R
bunécné znaceni a in vivo
a in vitro diagnostiku.
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Reseni

Resitel Reaistracmitcisl HI. ;
. L, gistracni Cislo . : wiam-| Projektu
Védecky Utvar B Poskytovatel Nazev projektu pruceem
Spoluresitel od | do
Oddéleni genetické prof. MUDr. NS9804 IGA Genetické databaze jejich 2009|2011
ekotoxikologie Radim Brdicka, DrSc. MZ CR struktura a pouzivani.
Oddéleni bunééné Dr. José Julio GA309/09/1696 | GA CR Patologicky potencial 2009|2011
neurofyziologie Rodriquez Arellano, astroglie v pribéhu
PhD. Alzheimerovy choroby.
Oddéleni molekularni | MUDr. Pavel NS10230 IGA Racionalizace strategie UK/LF {2009 (2011
biologie nadort Vodicka, PhD. MZ CR onkologické 1é¢by radikalné |v Plzni
neoperabilnich jaternich
metastaz kolorektalniho
karcinomu.
Oddéleni molekularni | Dr. Barbara Pardini, | GP305/09/P194 |GA CR Genetické polymorfizmy 2009(2011
biologie nadort PhD. v genu MTHFR: modulace
rizika CRC a vliv na
vnimavost k terapii.
Oddéleni buné¢né Ing. Miroslava P303/10/1338 GACR Regulace bunécného 2010(2012
neurofyziologie Andérova, CSc. objemu u gliovych bunék
v pribéhu ischemie/
reperfize mozku.
Oddéleni teratologie | doc. MUDr. Miroslav | GA304/09/1579 | GA CR Vznik vyvojovych vad rezakd 2009|2012
Peterka, CSc. na mysim modelu.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. IAA500390902 | GA AV CR | Vyuziti kmenovych bunék 2009|2012
Eva Sykova, DrSc. a biomaterialG v 1écbé
misniho poranéni.
Oddéleni neurovéd doc. MUDr. Lydia GA309/09/1597 | GA CR Vliv extracelularni matrix na 2009|2012
Vargova, PhD. zmeény difdznich parametri
extracelularniho prostoru
béhem starnuti a pfi
metabolickém syndromu.
Oddéleni molekularni | MUDr. Pavel IAA500200917 | GA AV CR | Geneticka a imunologicka MU 2009(2013
biologie nadorl Vodicka, PhD. studie ¢asnych stadii AV CR
kolorektalniho adenokarci-
nomu: prostredi zanétu na
konvencnich vs germ free
zvitecich modelech a na
vzorcich z lidské tkané.
Laboratof tkahového | doc. RNDr. Evzen 7E09088 MSMT €R | BIOactive active highly 2009|2013
inzenyrstvi Amler, CSc. porous and injectable
Scaffolds controlling stem cell
recruitment, proliferation and
differentiation and enabling
angiogenesis for Cardiovas-
cular ENgineered Tissues.
Oddéleni molekularni | MUDr. Pavel 7F10069 MSMT CR | Quality and safety of food in 2010{2010
biologie nadort Vodicka, PhD. relation to colorectal cancer
predisposition. A pilot study.
Oddéleni prof. MUDr. GAP304/10/1872 | GA CR Vliv starnuti na sluchovou 2010(2012
neurofyziologie sluchu | Josef Syka, DrSc. karu ¢lovéka - MR studie.
Oddéleni neurovéd MUDr. Taras Ardan, | P302/10/P155 GA CR Matrix metaloproteinazy 2010|2012
PhD. v zavazné poskozené rohovce
a po jeji rekonstrukci trans-
plantaci kmenovych bunék.
Laborator tkanového | doc. RNDr. EvZzen P304/10/1307 GA CR Inteligentni nanovlakenné 2010|2012
inZenyrstvi Amler, CSc. kompozitni nosice s liposo-
my pro kostni regeneraci.
Oddéleni neurovéd RNDr. Pavla P108/10/1560 GA CR Novéa generace reduktivné UMQH 2010(2013
Jendelova, PhD. biodegradovanych AV CR
funkcionalizovanych matric
pro tkanové inzenyrstvi
nervového systému.
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Resitel Registraéni ¢isl HI Regen
, . egistracni Cislo . ! siam-| Projektu
Védecky Utvar Sl i Poskytovatel Nazev projektu pruceem proj
Spoluresitel od | do
Oddéleni neurovéd RNDr. Pavla P108/10/1560 GA CR Nové generace reduktivné ~ [UMCH [2010{2013
Jendelové, PhD. biodegradovanych AV CR
funkcionalizovanych matric
pro tkanové inzenyrstvi
nervového systému.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. Eva GAP304/10/0320 | GA CR Vyuziti autolognich UK |2010|2013
Sykova, DrSc. mezenchymovych bunék pfi | 2.LF
posterolateralni fuzi
u degenerativnich onemoc-
néni patere: preklinicka
a klinicka studie.
Oddéleni neurovéd prof. MUDr. Eva GAP304/10/0326 | GA CR Aplikace autolognich UK [2010(2013
Sykova, DrSc. mesenchymovych kme- 2.LF
novych bunék pfi osetreni
ruptury rotatorové manzety:
preklinicka a klinicka studie.
Oddéleni RNDr. Zdenék Zidek, | ME10116 MSMT CR | Imunomodulaéni vlastnosti 2010(2013
farmakologie DrSc. latek izolovanych z rostlin
tradisni ¢inské mediciny.
Oddéleni molekularni | Dr. Alessio Naccarati, | P304/10/1286 GA CR Oprava DNA a sporadicka 2010|2013
biologie nadortd PhD. forma rakoviny tlustého
stfeva a konecniku.
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ODDELENI NEUROVED

Vedouci: prof. MUDr. EVA SYKOVA, DrSc.

V oddéleni jsou studovdny mechanismy onemocnéni CNS, poranéni mozku a michy,
uziti kmenovych bunék a biomaterialt v jejich lécbé. Ddle jsou studovdny iontové
zmeny a difuzni parametry v CNS v pribéhu fyziologickych a patologickych stavd,
nesynapticky pfenos v CNS, receptory a iontové kandly, funkce gliovych bunék.

« LABORATOR TKANOVYCH KULTUR A KMENOVYCH BUNEK
vedouci: RNDr. Pavla Jendelova, PhD.

se zabyva izolaci, znacenim a uZitim kmenovych bunek k lécbé poranéni mozku a michy. Jsou studovdny
rizné typy bunek (mezenchymové kmenové bunky, olfaktoricka glie a embryondlni kmenové buriky)
z hlediska jejich potencidlu napomdhat regeneraci nervové tkdané. Makroporézni polymerni hydrogely
nebo nanovldkenné struktury jsou vyuZivany jako vhodné nosice pro rust bunék jak v kulturdch in vitro,
tak v in vivo implantacich jako cilené nosice bunék, které podporuji regeneraci poranéné tkané. Cilem
bunécné terapie je opravit nebo nahradit, pfipadné vylepsit biologické funkce poskozené nervové tkane.

Védecti pracovnici:

prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.
RNDr. Pavla Jendelova, PhD.
MVDr. Takashi Amemori, CSc.

PharmDr. Sarka Kubinova, PhD.
Mgr. Nataliya Kozubenko, PhD.

MUDr. Jifi Sedy, PhD.
MUDr. Ales$ Hejcl, PhD.

Postgradualni studenti:
Mgr. David Arboleda

Mgr. Miroslava Kapcalova
MUDr. Karolina Turnovcova
MUDr. Serhiy Forostyak
MUDr. Petr Lesny

Mgr. Vaclav Vanécek

Mgr. Magdalena Kulijewicz

Pregradualni studenti: Mgr. Dana Marekovév ,
Bc. Jifi Razicka Mgr. Lenka Baranovic¢ova

Y . Mgr. Assimina Argyriou
Technicti pracovnici:

Pavlina Mackova
Michal Doudéra

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) LECBA CHRONICKEHO PORANENI MICHY POMOCI HYDROGELU OSAZENYCH KMENOVYMI
BUNKAML

Kmenové bunky patfi mezi nadéjnou terapii pro 1écbu Urazl i degenerativnich onemocnéni mozku
a michy. Jejich jednotlivé typy mohou riznym zplisobem pfispét k funkcni i morfologické rekonstrukci
poranéné tkané. Embryonalni kmenové bunky nebo prekurzorové bunky CNS jsou schopny generovat
nové neurony a glie a nahradit tak poranéné bunky (tzv. Repair effect). Naopak, hlavnim pfinosem
dospélych kmenovych bunék,
napf. mezenynchymovych bunék
z kostni dfené (MSC) je zachrana
poskozenych bunék v rozvijejici se
[ézi (tzv. Rescue effect).

Obr. 1. (A) Hydrogelovy implantat je
po 5 meésicich od implantace prorostly
vrUstajicimi axony, které jsou myelinizovany
Schwannovymi burikami (B). V implantatu
jsou rovnéz astrocyty (C) a cévy (D, bilé
Sipky). Kmenové bunky kostni drené
v implantatu prezivaly po celou dobu (D,
zelené bunky).
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Dospélé kmenové bunky plsobi tim, ze produkuji rdstové faktory, cytokiny, indukuji proliferaci
endogennich kmenovych bunék, podporuji myelinizaci axon(, revaskularizaci, redukuji atrofii a rozvoj
posttraumatickych kavit a astroglialni jizvu. U modelu chronického poranéni michy bylo mozné vzniklou
lézi v miSe premostit biokompatibilnim hydrogelem osazenym kmenovymi burnkami kostni drené
(,spinobridge”). U implantovanych zvifat se statisticky vyznamné zlepsila motorika a sensitivita zadnich
koncetin. Po 6 mésicich byl implantat infiltrovan axony (obr. 1A, B), astrocyty (obr. 1C), cévami (obr. 1D)
i Schwannovymi bunkami, které myelinizovaly vristajici axony (obr 1 B). Kmenové bunky v hydrogelu
prezivaly do konce sledovani, tj. jeSté 5 mésict po implantaci (obr. 1D). Morfometricka analyza ukazala,
Ze implantace hydrogelu s kmenovymi bunkami kostni dfené statisticky vyznamné redukuje misni
atrofii kaudalné i kranidlné od centra poskozeni. Z téchto pokust vyplyva, Zze kombinovana implantace
biomateriald a kmenovych bunék se mdze uplatnit pri 1écbé chronického misniho poranéni.

2) CHARAKTERIZACE A VYUZIT{ NEURALNICH PREKURSORU DERIVOVANYCH Z LIDSKYCH
EMBRYONALNICH KMENOVYCH BUNEK.

Lidské embryonalni kmenové burky (ESC) maji ohromny diferenciacni potencial. Nicméné riziko
tvorby tumor(l nebo teratomi je velké. PIné diferencované neurony neni mozné transplantovat
aproto je tieba vytvorit populacineuralnich prekursor(, které by bylo mozné transplantovat do poskozené
nervové tkané. Z ceské linie ESC jsme pomoci diferenciacniho protokolu vytvofili populaci neuralnich
prekursorq, které jsme charakterizovali povrchovymi znaky v zavislosti na délce a podminkach kultivace.
Rlzné populace (pasaze) téchto bunék jsme transplantovali potkanm s modelem iktu a sledovali jsme
preziti, diferenciaci a tvorbu tumor(. Z takto ziskanych vysledkd jsme sestavili idealni profil povrchovych
znak( nami vytvorenych neuralnich prekurzord. Nejlépe vyhovovala pasaz 8, ze které transplantované

< burky mlgrovaly do okoli
poranéni (obr. 2A, B) a vy-
kazovaly fadd znaku typickych
pro dozravajici nervové bunky
(obr 2C-E).

Obr. 2. (A) Rozlozeni transplan-
tovanych neuralnich prekursor(
v okoli ischemické léze. (B) De-
tekce transplantovanych bunék
pomoci lidského jaderného pro-
teinu. Transplantované bunky
nesly znaky dozravajicich nervo-
vych bunék (C) NCAM, (D) NSE,
(E) Nestin

3) VYVOJ NOVYCH TYPU BIOMODIFIKOVANYCH HYDROGELU PRO APLIKACE V TKANOVEM
INZENYRSTV] .

Jako vhodny material pro
vyvoj konstruktl k nahradam
a reparaci poskozené tkané
jsou vyvijeny hydrogely na
bazi poly(2-hydroxyethyl
100 methakrylatu) (PHEMA), které

jsou biokompatibilni a jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti
Ize rdzné modifikovat.

Obr. 3. Neuralni kmenové bunky
kultivované na (A, C, E, G, I, K)
PHEMA-SH a (B, D, F, H, J, L) Ac-
CGGASIKVAVS-OH-modifikovaném
poréznim PHEMA hydrogelu (A-D)
1tyden, (E-H) 2 tydny a (I-L) 4 tydny.
Immunofluorescencni barveni na
(A, B, E, F, I, J) BII-tubulin/DAPI, (C,
D) nestin, (G, H) NF70/DAPI a (K, L)
synaptophysin/DAPL
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Modifikace PHEMA pomoci peptidické sekvence Ac-CGGASIKVAVS-OH odvozené od lamininu,
byla vyvinuta k vytvoreni porézniho hydrogelu, ktery umoznuje bunécnou adhezi a podporuje neuralni
diferenciaci. Peptid Ac-CGGASIKVAVS-OH byl imobilizovan prostrednictvim sulfhydrylovych skupin
vazbou na 2,2'-dithiodipyridin reakci s 2-[4-(2-pyridyldisulfanyl)butanamido]ethyl methakrylatem.
Superporézni  Ac-CGGASIKVAVS-OH-modifikovany PHEMA hydrogel vyznamné zvySoval pocet
a celkovou plochu adherovanych mesenchymalnich kmenovych bunék v pritomnosti i absenci séra
v kultivacnim médiu. Ac-CGGASIKVAVS-OH peptid dale zvySoval adhezi, proliferaci, diferenciaci
a tvorbu vybézki lidskych fetalnich neuralnich kmenovych bunék béhem prvnich dvou tydn( expanze
a prispival k tvorbé vyssiho procentualniho zastoupeni zralych neuralnich bunék po ctyftydenni expanzi.
Modifikace peptidickou sekvenci SIKVAV efektivné zvysuje bioadhezivni vlastnosti PHEMA hydrogelu
a umoznuje jeho vyuziti pro aplikace v tkdnovém inzenyrstvi. Vyvoj takto biomodifikovanych hydrogelt
se dale zaméruje na jejich pouziti jako konstrukt(i k pfenosu kmenovych bunék a ndhradé poskozené
misni tkané. Pripravuji se biokompatibilni hydrogelové implantaty s orientovanou porozitou a vhodnymi
mechanickymi vlastnostmi.

PATENT UDELENY V ROCE 2010

Horak, D., Sykova, E., Babi¢, M., Jendelova, P, Hajek, M., Methods of preparation of superparamagnetic
nanoparticles based on iron oxides with modified surface and superparamagnetic nanoparticles
obtained by such a method. Ustav makromolekularni chemie AV CR / Ustav experimentalni mediciny
AV CR. Datum podani pfihlasky: 23. 2. 2007. Datum udéleni patentu: 8. 9. 2010. EP 1991503 B1

« LABORATOR DIFUZNICH STUDIf A ZOBRAZOVACICH METOD
vedouci: prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc.

studuje zmeny extraceluldrniho prostoru, které vznikaji behem fyziologickych a patologickych stavi.
K tomuto ucelu se pouzivd nekolik modeldi na zvifatech, které napodobuji patologické stavy a nemoci
nervového systému, nadpr. ischemického poskozeni, nddord, zmén behem stdrnuti, poranéni mozku
a michy, Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby. Cilem vyzkumu je zlepseni terapeutickych a diagnostickych
metod pro onemocnéni CNS a prevence poskozeni nervového systému. Studie jsou zaméreny na vyzkum
a pochopeni mechanizmt udrzovdni iontové a objemové homeostdzy v CNS, extraceluldrniho prostoru
a jeho funkce komunikacniho kandlu, difiznich parametrd, nesynaptického ,objemového” prenosu
a ulohy gliovych bunék pfi prenosu signaldi, chovani a regenerace.

védecti pracovnici: doktorandi:

prof. MUDr. Eva Sykova, DrSc. mggkenj?cr?%ﬂfg
Doc. MUDr. Lydia Vargova, PhD. ’
Mgr. Ivan Vofrisek, PhD. laboranti/technicky personal:
MUDr. Ales Homola, PhD. Hana Hronova
Helena Pavlikova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) VLIV PROTEINU BRAL-1NA FORMOVANI DIFUZNICH BARIER A RYCHLOST VEDENI NERVOVEHO
SIGNALU.

Béhem saltatorniho Sifeni akéniho potencidlu preskokem mezi Ranvierovymi zarezy (RV)
myelinizovanych axon( probihéa pfi depolarizaci membrany rychld vyména iontd mezi extracelularnim
prostredim a vnittkem axonu. Dosud maélo prozkoumanou oblast vlivu vlastnosti extracelularniho
mikroprostfedéni v okoli RV na rychlost propagace signalu jsme studovali za pouziti unikatniho kmene
geneticky modifikovanych mysi, deficientnich pro spojovaci protein Bral-1.

Bral-1 je pro mozek specificky spojovaci protein (brain-derived link protein), ktery stabilizuje
extracelularni matrix v oblasti RV bilé hmoty mozku tvorenou komplexy hyaluronové kyseliny
s glykoproteiny. Ukazali jsme, ze u Bral-1 deficientnich mysi dochazi k poruse struktury a k vymizeni
typické akumulace extracelularni matrix v tésné blizkosti Ranvierova zarezu. Méreni rychlosti propagace
signalu v optickém nervu prokéazalo, ze vodivost myelinizovanych axon( u Bral-1 deficientnich mysi je
znacné zpomalena (obr. 4).
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Pouziti iontoforetické metody v redlném case a difizné-vazené magnetické rezonance odhalilo,
Ze mnozstvi diflznich bariér je z divodu absence extracelularni matrix snizeno a difdze v extracelularnim
prostredi je do zna¢né miry usnadnéna. Nase vysledky naznacuji, ze extracelularni matrix napomaha
vy$si akumulaci predevsim sodnych iontl (Na+) v blizkosti RV a to pravdépodobné jak vazbou
kationtdl na negativné nabité skupiny, tak tim, ze extracelularni matrix tvofi difuzni bariéry, omezujici
difuzi volnych iontl v bezbrostfednim okoli Ranvierova zarezu. Tim se vytvofi “zasobarna” sodnych
iontli, které pfi otevreni kanalli béhem propagace akcniho potencidlu masivné vstupuji dovnitf
axonu a depolarizuji membranu (obr. 4). Chybéni této “zasobarny” u Bral-1 negativnich zvirat vede
k prodlouzeni ¢asu potfebného k depolarizaci mebrany a vzniku akéniho potencialu a tudiz ke zpomaleni
Sifeni nervového signalu axonem.
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(B) Schema mikroprostfedi Ranvierova zafezu. U Bral-1 pozitivnich zvifat s intaktni extracelularni matrix jsou ionty akumulovany
v tésné blizkosti Ranvierova zérezu a v okamziku akéniho potencialu dochazi k rychlému vstupu Na+ do axonu. U Bral-1 -/-
tato akumulace chybi a depolarizace je mensi a pomalejsi.

2) DIFUZNI PARAMETRY V EPILEPTICKE TKANI U LIDi — FOKALNI KOROVE DYSPLAZIE.

Vyvojové malformace mozkové klry, jako jsou fokalni korové dysplazie (FCD), jsou jednou
z nejcastéjSich pricin farmakorezistentni epilepsie u lidi. Mechanizmus vzniku epilepsie u FCD
je pravdépodobné multifaktoridlni a zndmé pfic¢iny zpUlsobujici poruchy synaptického prenosu
v epileptickém lozZisku zahrnuji napf. pfitomnost aberantnich neuronalnich okruhd, porusenou
rovnovahu mezi excitacnimi a inhibi¢nimi neurony, a poruchy homeostatickych funkci glie. Nervové
bunky vsak mohou kromé synaptického prenosu komunikovat rovnéz extrasynapticky, tj. pomoci diflize
neuroaktivnich latek extracelularnim prostorem (ECP). Tato komunikace je ovliviiovana zménami velikosti
a geometrie ECP, které doprovazeji rlizné fyziologické i patologické stavy, predevsim ty, u kterych
dochézi ke strukturalni prestavbé tkané. Iontoforetickou metodou v realném case jsme studovali zmény
difuznich parametr(i ECP ve vzorcich tkané chirurgicky [é¢enych epileptickych pacientl a korelovali jsme
je s histologickym nalezem (FCD typu [, typu II) (obr. 5). Vzorky tkané bez strukturalni aberace byly
pouzity jako kontrola. Objem ECP ve fokalnich dysplaziich I. ani II. typu se nelisil od kontrolnich
hodnot, ale hodnota tortuozity, odrazejici mnozstvi difdznich bariér, byla u obou typl zvysena (vice
u FCD II; obr. 5). Zpomaleni difuze v ECP byly u FCD I a II spojeny s vySsi intenzitou barveni na GFAP
a astrogliotickou prestavbou tkané, u FCD II navic predstavuji velkou cast difuznich bariér molekuly
extracelularni matrix (obr. 5). Spolecné s nizSim poctem inhibicnich interneurond, mize zpomaleni
difuze prispivat k lokalni akumulaci neuroaktivnich latek, jako je glutamat a usnadnit tak vznik a rozvoj
epileptické aktivity. Zména difGznich parametr ECP a s ni spojena porucha extrasynaptického prenosu
mUze tudiz reprezentovat dalsi faktor epileptogenicity ve fokalnich dysplaziich kdry.
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Obr. 5. Histologicky obraz zdravé tkéané (kontrola), FCD typu I a II (orig. zvétSeni 100x) a odpovidajicich difuznich krivek,
jejichz matematickou analyzou byly ziskany hodnoty extracelularni objemové frakce (o) a tortuozity (A). Zakladni barveni na
hematoxylin-eosin (HE) nebo kresyl-violet (CV u FCD typu I) ukazuje, Ze typicka struktura vrstev zdravé tkané u obou typt
fokalnich dysplazii chybi, u FCD II jsou navic pfitomné aberantni balénové bunky (inset, orig. zvétSeni 400x). U obou typl
dysplazie bylo zvysené barveni na GFAP pozitivni reaktivni glii; patologicka akumulace extracelularni matrix (napf. tenascin C)
byla detekovéana pouze u FCD typu II Tvar difiznich kivek i vypocitané parametry ukazuji zvySenou tortuozitu v obou typech
FCD (vice u FCD II), tj. pomalejsi extracelularni difizi, zatimco objem extracelularniho prostoru se vyznamné nelisi od kontrolni
tkané (pro srovnani Seda silueta reprezentuje krivku ve zdravé tkani).

« LABORATOR HISTOCHEMIE A FARMAKOLOGIE OKA
vedouci: doc. MUDr. Jitka Cejkova, DrSc.

zkoumda priciny Spatné se hojicich lézi predniho ocniho segmentu pri riznych ocnich onemocnénich
nebo poranénich. Hledd pozitivni mozZnosti jejich prevence nebo lécby umoZriujici hojeni, pfipravuji
se postupy vyuzivajici k lécbe defekti rohovky kmenové buriky.

Védecti pracovnici: Postgradualni student:
doc. MUDr. Jitka Cejkova, DrSc. Ing. Cestmir Cejka

MUDr. Taras Ardan, PhD. Technicky pracovnik:

Jana Herlova

24



VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) TREHALOZA REDUKUJE POSKOZENi OKA, VYVOLANE OXIDACNIM A NITROSACNIM STRESEM.

Disacharid trehaloza je syntetizovan nizsimi i vy$Simi organizmy (ne savci) jako obrana proti stresu
rlizného pudvodu. U savcich bunék je popsano, Ze je trehaloza Gc¢inné chrani proti vysychani (desikacnimu
stresu). My jsme prokazali, ze trehaloza aplikovana lokalné na povrch krali¢iho oka, snizuje poskozeni
oka, vyvolané oxidacnim a nitrosacnim stresem, indukovanym UVB zéfenim. Trehaloza snizuje zmény
transmise svétla rohovkou, sniZzuje apoptozu rohovkovych epitelialnich bunék a redukuje rohovkové
poskozeni, vyvolané reaktivnimi produkty kysliku a oxidem dusnatym. ProtoZze u keratoconjunctivitis
sicca, suchého oka, jsou zmény povrchu oka zplsobené desikacnim, oxidac¢nim a nitrosacnim stresem,
je trehaloza perspektivni pro jeho léceni (obr. 6).

Obr. 6 Imunohistochemicky prikaz peroxynitritu (markru oxidacniho stresu),
vzniklého reakci superoxidu s oxidem dusnatym v kryostatovych fezech kralici
rohovky (pomoci nitrotyrosinovych residui) po aplikaci fyziologického roztoku,
nebo trehalozy na povrch oka béhem ozarovani UVB paprsky (davkou 0,5 J/cm?
po dobu 4 dna).

(A) V rohovce, na kterou byl aplikovan fyziologicky roztok v pribéhu ozarovani
UVB paprsky, je v epitelu rohovky E a v bunkéach zanétlivého infiltratu (Sipky) ve
stromatu rohovky vysoka exprese peroxynitritu.

(B) Po aplikaci trehalozy v priibéhu ozarovani je exprese peroxynitritu podstatné
nizsi v epitelu rohovky E i ve stromatu v zanétlivych bunkach (Sipky), které jsou
ojedinéné.

(C) V normalni rohovce se peroxynitrit nevysky.

¥ (D) V kontrolnim fezu (bez primarni protilatky v inkubaénim médiu) se barvi
G D pouze bunécna jadra dobarvenim.

2) AKTINOQUINOL V KOMBINACI S KYSELINOU HYALURONOVOU V OCNICH KAPKACH CHRANI
OKO PRED POSKOZENIM UV ZARENiIM.

Zanét oka zplsobeny slunecnim UV zafenim je velmi nebezpecny. Je vyvolan UV zafenim o kratsi
vinové délce, UVB zafenim. U¢inna ochrana oka je nezbytna. Az doposud byla zndma ochrana oka pied
slunec¢nim zarenim pomoci bryli s UV filtrem, anebo kontaktnich ¢ocek s tc¢innym UV filtrem. My jsme
zjistili na modelu kréli¢iho oka, ze actinoquinol v kombinaci s kyselinou hyaluronovou ve formé ocnich
kapek je velmi ucinnym UV absorbérem. Chrani oko pred mikroskopickymi i optickymi poruchami,
vyvolanymi UV zafenim. O¢ni kapky s UV absorbérem jsou perspektivni pro sportovni aktivity lidi za
slune¢ného pocasi.

Obr. 7. Makroskopicky a mikroskopicky obraz kralici
rohovky (immunohistochemickd exprese antioxidacniho
enzymu aldehyddehydrogenazy 3A1, ochranujici oko pred
ucinkem oxyradikald, indukovanych UVB zarenim), na
kterou byl aplikovan (kapanim) aktinoquinol kombinovany
s kyselinou hyaluronovou, nebo fyziologicky roztok, v pri-
béhu ozarovani UVB paprsky davkou (0.5 J/cm2) odpovi-
dajici UVB paprskim ze slunecniho UV zareni, dopadajicich
na lidskou rohovku v pribéhu 5 hod pobytu na slunci.

(A) Exprese aldehyddehydrogendzy 3Al je snizena
v rohovkovém epitelu E po aplikaci fyziologického roztoku
v prabéhu ozarovani UVB paprsky.

(B) Rohovka je po aplikaci fyziologického roztoku
v pribéhu ozarovani UVB paprsky vaskularizovana (Sipka)
a neprihledna.

(C) Po aplikaci UV absorbéru v pribéhu ozarovani
UVB paprsky neni exprese aldehyddehydrogenazy 3Al
v rohovkovém epitelu E signifikantné snizena v porovnani
k normalu (vlevo dole).

(D) Rohovka neni po aplikaci aktinoquinolu s kyselinou
hyaluronovou v pribéhu UVB ozafovani vaskularizovana
a transparence rohovky je zachovana. Cévy (Sipka) jsou
pouze pripraveny na korneoskleralnim rozhrani.

(E) Normalni rohovka s vyraznou expresi aldehyddehydro-
genazy 3A1 v rohovkovém epitelu E.

E F (F) Normalni oko s prdhlednou rohovkou.
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ODDELENI NEUROFYZIOLOGIE SLUCHU

Vedouci: prof. MUDr. JOSEF SYKA, DrSc.

studuje morfologické a funkcni charakteristiky nervovych bunék sluchového systému
a jejich poskozeni patologickymi procesy. Elektrofyziologické a histologické ndlezy
Jsou korelovany se zménami v chovdni laboratornich zvifat hodnocenych na zdklade
behaviordlnich testu.

« LABORATOR FYZIOLOGIE A PATOFYZIOLOGIE SLUCHU
vedouci: prof. MUDr. Josef Syka, DrSc.

studuje predevsim struktury a funkce sluchového systému u zvifat za normalnich podminek a sleduje zmény
béhem vyvoje, starnuti a po ptsobeni riiznych patologickych ciniteli na sluchovy systém, jako je napr:
hluk nebo léky poskozujici sluch. PFi vyzkumu jsou pouzivdny imunohistochemické techniky, registrace
aktivity jednotlivych neuronti nebo sluchovych vyvolanych odpovédi z mozku, méreni otoakustickych
emisi a behaviordlni testy. Zmeny sluchu béhem starnuti jsou sledovany u rychle starnouciho kmene
potkana Fischer 344, ktery slouzi jako experimentdalni model pro pozndni mechanismd vzniku a vyvoje
presbyakuze u cloveka. Viysledky vyzkumu mechanismu poskozeni sluchu po expozici intenzivnimu hluku,
provddeného na potkanech, jsou v praxi ovéfovdny na pacientech a dobrovolnicich v ramci spoluprdce
s ORL klinikami prazskych nemocnic. Na tento vyzkum navazuje projekt EU NANOEAR, zabyvagjici se
vlivem lokdlne podanych nanocdstic na funkci vnitiniho ucha. Dalsi smér predstavuje analyza kédovani
akustickych signaldi sitémi neuront v centrdlnim sluchovém systému. Bylo prokdzdno, Ze sluchovad kira
potkana ma lateralizovanou funkci, pravd hemisféra se specializuje na zmény ve frekvenci zvuku, leva na
casové parametry zvukového signdlu. Poznatek méni predstavu o fylogenezi savciho mozku.

Védecti pracovnici: Postgradualni studenti:

prof. MUDr. Josef Syka, DrSc.
MUDr. Daniela Buckiova, CSc.
Ing. Zbynék Bures, PhD
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VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) LATERALIZACE FUNKCI SLUCHOVE KURY JE PRITOMNA I U NIZSiCH SAvVCU, JAKO JSOU
POTKANI

Schopnost diferenciace sméru frekvenéni modulace (frekvenéni diferenciace) je u potkana porusena
po lézi sluchové kiry vpravo, zatimco schopnost diferenciace ¢asovych parametr(i zvukového podnétu
jako je rozdilny rytmus ¢i trvani pauzy v Sumu (Casova diferenciace) je vyznamné horsi po inaktivaci
sluchové kiiry vlevo. U¢inek léze pravé a levé sluchové kary je tedy podobny jako u ¢lovéka.

Schopnost frekvencniho nebo casového rozliSovani byla u potkana testovana behavioralni
metodou operantniho podminovani s negativnim posilenim. Vyziznéni potkani byly nauéeni pit vodu
pfi zaznéni jednoho podnétu (napriklad stoupajici frekvence tonu nebo rychle se opakujiciho vyskytu
pauzy v sSumu) a museli prestat pit pfi zaznéni opaéného podnétu (klesajici frekvence tonu nebo ridceji
se vyskytujici pauzy v Sumu).

Nespravna reakce byla trestana slabym elektrickym podnétem do packy. Po dosazeni vykonu
60-70% spravnych odpovédibyla provedena u narkotizovaného zvirete léze bud pravé nebo levé sluchové
kdry (permanentni mechanicka léze nebo docasna inaktivace sluchové kiry aplikaci 30 ug muscimolu).
Po zotaveni zvifete byl potkan opét testovan na schopnost frekvencniho nebo casového rozliSovani
a jeho vykon byl porovnan s dosazenym vykonem pred lézi sluchové kary.
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Obr. 1. Schopnost rozlisovani sméru frekvenéni modulace (A) je u potkana vice porusena po lézi sluchové kiry vpravo (modry
sloupec), zatimco schopnost rozlisovani vyskytu pauzy v sumu (B) je vyznamné horsi po inaktivaci sluchové kiry vlevo (¢erveny
sloupec).

Vysledky ukazaly, Zze schopnost frekvenéniho rozliSovani byla vyrazné zhorsena u potkant s lézi
sluchové kiliry vpravo (Rybalko a spol., 2006; obr. 1A), zatimco schopnost ¢asového rozliSovani byla
signifikantné snizena u potkan(, u nichz byla provedena léze levé sluchové kiry (Rybalko a spol., 2010;
obr. 1B). Tento vysledek ukazuje, Ze lateralizace funkci sluchové kilry levé a pravé hemisféry, ktera je
znama u ¢lovéka, je pritomna i u nizsich savcl jako jsou potkani.

2) KRATKA EXPOZICE INTENZIVNIMU HLUKU V MLADI MUZE zPUSOBIT VAZNE PORUCHY
SLUCHOVE FUNKCE U DOSPELYCH JEDINCU

Potkan se rodi s nevyzralym sluchovym systémem, zacina slySet az 12. den po narozeni. Proto
slouzi jako vhodny model pro studium vlivu hluku na sluch v ranych stadiich vyvoje. Kratka expozice
intenzivnimu hluku, kterou jsme provedli u potkana 14. den po narozeni (Sirokopasmovy Sum, 125 dB
SPL, 8 min), vyvolala trvalé zmény funkce neuron( sluchového jadra stfedniho mozku colliculus inferior
v dospélosti, které je mozné charakterizovat jako zhorseni frekvencni citlivosti nervovych bunék zvlasté
na vysokych frekvencich (Grécova a spol., 2009), ale také jako zmény reaktivity neuron( colliculus
inferior na intenzitni parametry podnétu (Bures a spol.,, 2010).

Zhorsena citlivost neuronl colliculus inferior se projevila predevsim v rozsifeni tzv. frekvencnich
prahovych kfivek zejména neuron(, naladénych na frekvence zvuku presahujici 8 kHz, sluchovy prah
pfitom nebyl zhorsen proti neurontm u kontrolnich dospélych potkant. Zmény frekvencnich prahovych
krivek se tykaly jejich excitacnich ¢asti, inhibicni zony nebyly proti kontroldam zménény (obr. 2A). Soucasna
studie prokazala, Ze kratkodoba hlukova expozice v raném stadiu vyvoje ma za nasledek i zmény reakci
neurond colliculus inferior dospélého potkana na intensitni parametry zvukovych podnét(i (obr. 2B).
Prestoze odpovédi neuronl snimané ve sluchovém jadre colliculus inferior u potkan ohlusenych
v mladi mély stejny sluchovy prah jako kontrolni potkani, dynamicky rozsah odpovédi zejména
vysokofrekvencnich neuron(i na zmény intenzity zvuku byl proti kontrolam signifikantné uZzsi, reakce
neurond se vyznacovaly vétSim sklonem zavislosti velikosti odpovédi na zvySovani intenzity podnétu,
mensi maximalni odpovédi, mensim podilem neuron(i s monotonnim prdbéhem zavislosti a tudiz bylo
pfitomno vétsi procento neurond s nemonotonnim typem odpovédi. Testovali jsme také subjektivni
vnimani zmény v intenzité zvuku u v mladi ohlusenych potkand. Pouzili jsme behavioralni metodu
registrace Ulekové reakce, tj. motorické odpovédi na kratky zvukovy podnét (acoustic startle response,
obr. 2C, D) a jeji inhibici predchazejicim podnétem (prepulsni inhibice). Vysledky ukazaly, ze u dospélych
potkan(, ktefi byli v mladi exponovani hluku, byla maximalni velikost Glekové reakce na zvukovy podnét
vyrazné snizena pfi pouziti vysokych frekvenci zvuku (napf. 8 kHz) v porovnani s kontrolnimi potkany
(obr. 2E). Také zavislost Ucinku prepulsni inhibice byla u hlukem exponovanych potkan( rozdilna
oproti neovlivnénym kontrolnim jedincim. Vysledky behavioralni prace Uzce koreluji s vyse popsanymi
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« LABORATOR SYNAPTICKE FYZIOLOGIE

vedouci: RNDr. Rostislav Turecek, CSc.

se zameruje na zkoumdni mechanizmi excitacniho a inhibicniho synaptického prenosu pomoci
elektrofyziologickych a imunohistochemickych technik. Studium je provddéno na supravitdlnich fezech
mozkového kmene potkana nebo mysi.

Védecti pracovnici: Postgradualni studenti:
RNDr. Rostislav Turecek, CSc. Mgr. Bohdana Hruskova
Ing. Michaela Kralikova, PhD. Mgr. Kateryna Pysanénko

Mgr. Johana Trojanova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010
- DISTRIBUCE PRESYNAPTICKYCH GLYCINOVYCH RECEPTORU SLEDUJE VYSKYT ENDOGENNICH
ZDROJU GLYCINU.

Glycin je hlavni inhibi¢ni neuroprenase¢ v mozkovém kmeni a patefni mise. Jeho cinnost je
zprostredkovana aniontovymi kanaly aktivovanymi glycinovymi receptory (GlyR), cozZ jsou pentamerické

28



proteiny slozené z podjednotek al-4 a B. Pomoci immunohistochemickych a elektrofyziologickych
metod se nam dfive podafilo identifikovat al homomerické GlyR na obfich glutamatergnich nervovych
zakonéenich, tzv. Heldovych kalisich ve sluchovém jadfe mozkového kmene potkana (medialni jadro
trapézového télesa). Aktivace téchto receptorl exogennimi agonisty vedla ke zvySenému vylevu
glutamatu z Heldova kalichu. V roce 2010 jsme zkoumali mechanismus zvyseného vylevu a zpUsoby
aktivace GlyR endogennimi agonisty pomoci imunoelektronové mikroskopie. Sledovali jsme distribuci
presynaptickych GlyR na trojrozmérné rekonstruovanych castech Heldova kalichu (obr. 3). Zjistili
jsme, Ze presynaptické GlyR vykazuji difuzni distribuci se zvySenou cetnosti vyskytu v bezprostiednim
okoli glutaméatovych aktivnich zdn, inhibi¢nich nervovych zakonéeni a pfi povrchu postsynaptického
neuronu. To naznacilo, ze GlyR jsou in vivo aktivovany jak somatodendritickymi prenaseci, tak i glycinem
pochézejicim z glycinergnich vldken. Nase nalezy dale ukazuji, ze GlyR zvysuji vylev glutamatu pfimo
aktivaci napétoveé zavislych vapnikovych kanald.

Obr. 3. Analyza distribuce inhi-
bicnich  glycinovych  receptord
na presynaptickych  nervovych
zakoncenich ve sluchovém jadre
mozkového kmene potkana (me-
dialni jadro trapézového télesa).
(A) Snimek z elektronové mikrosko-
pie ukazuje pricny rez tzv. Heldo-
vou synapsi (viz. vyrez v dolni ¢asti),
skladajici se z postsynaptického
hlavniho neuronu (hn) s viditelnym
jadrem (n) a obriho nervového za-
konceni, Heldova kalichu (Hk).

(B, C, C") Rozmisténi glycinovych
receptor( (¢ervené body) na povr-
chu rdznych, trojrozmérné rekon-
struovanych vétvi Heldova kalichu.
U snimku (B) stoji za povsimnuti
nahromadéni receptord na axo-
nalnim hilusu, na strané privracené
k postsynaptické bunce (C) a v bliz-
kosti glutamatovych aktivnich zén
(zeleng, C).

SOFTWARE

Bures, Z.
Softwarovy generator signalu pro méreni spektrotemporalnich receptivnich poli neuronl (STRF).
[Software generator for spectrotemporal receptive field (STRF) measurement.]

Bures, Z., Rybalko, N.
Softwarovy systém pro fizeni a vyhodnocovani behavioralnich experimentd.
[Software system for controlling and evaluation of behavioral experiments.]

Bures, Z., Popelar, J.
Softwarovy systém pro vyhodnocovani odpovédi neurond.
[Software system for evaluation of neuronal responses.]

Jilek, M.
Technologie vyroby miniaturni kulickové elektrody.
[The miniature ballpoint wire electrode technology.]

Jilek, M., Popelat, J.
Zarizeni pro chlazeni a méreni teploty mozkové kary.
[Brain cortex cooling and temperature measuring device.]
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ODDELENI BUNECNE NEUROFYZIOLOGIE

Vedouci: Ing. MIROSLAVA ANDEROVA, CSc.

se zabyvd morfologickymi a elektrofyziologickymi vlastnostmi astrocytt a NG2
gliovych bunék v patofyziologii mozkové ischemie a progresi Alzheimerovy choroby,
a mechanismy vdpnikové signalizace u arginin-vasopresin- a oxytocin systemi za
fyziologickych i patologickych podminek.

« LABORATOR MOLEKULARNI NEUROFYZIOLOGIE
vedouci: doc. RNDr. Alexandr Chvatal, DrSc., MBA

je zamérena na studium bunécnych a molekuldrnich zdkladi integrace neurdlnich siti prostiednictvim
charakterizace mezibunécnych signalii mezi neurony a gliovymi burikami a vnitrobunécnych signdlnich
mechanizmi v neuronech a gliovych burikdch v pribéhu fyziologickych a patologickych stavd.

Védecti pracovnici: Postgradudlni student:
doc. RNDr. Alexandr Chvatal, DrSc., MBA Mgr. Magdaléna Kuliewicz
prof. MUDr. Alexei Verkhratsky, PhD., DSc.

José Julio Rodriguez Arellano, PhD.

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

+ SOUCASNA ATROFIE ASTRpCYTfJ A ASTROC?LIC)IZA UoMYﬁiHO MODELU ALZHEIMEROVY
CHOROBY - U TRANSGENNICH MYSi S MUTACE TRT GENU.

Astrocyty, které nezbytné pro udrzovani homeostazy mozku, jsou stfedem zajmu vyzkumu
neurologickych onemocnéni, véetné Alzheimerovy choroby (ACH). V této studii jsme sledovali zmény
v morfologii astrocytl v zavislosti na progresi ACH béhem starnuti. Pouzili jsme imunohistochemickou
analyzu, jez ndm umoznila urc¢it doménu glidiniho cytoskeletonu zmérenim plochy a objemu astrocyt(,
a soucasné objasnit vztah mezi astrocyty a neuritickymi plaky. Astroglie jsme studovali v hipokampu
transgennich mysi, u kterych jsou mutovany tfi geny (3xTg-AD). Tento model simuluje progresi ACH
u lidi. Ukazali jsme, ze celkovy pocet astrocytl neni ovlivnén ani vékem ani progresi ACH, nicméné, jiz
u 6 mésicnich mysi jsme zaznamenali signifikatni snizeni povrchu i objemu astrocytl na zakladé GFAP
immunoreactivity, které pretrvavalo v gyru dentatu 12-18 mési¢nich mysi, zatimco v CAl oblasti se
u téchto mysi atrofie astrocytl objevuje az ve véku 18 mésicl. Tato atrofie cytoskeletonu je provazena
signifikantnim poklesem objemu bunééného téla. Prestoze atrofie astrocytll se zdy byt obecnym
procesem, soucasné se v hipokampu v blizkosti plakli objevuji i hypertrofované astrocyty, které na

Control

3xTg-AD

DG

CA1

Obr. 1. (A) Mikrograf ziskany pomoci konfokalniho mikroskopu ilustruje na zékladé GFAP barveni atrofii astrocytd u 3xTg-AD
mysi v gyrus dentatus DG a CA1 oblasti hipokampu CA1 ve srovnani s kontrolou. (C) Mikrograf ziskany pomoci konfokalniho
mikroskopu ilustruje na zakladé GFAP barveni a beta-amyloid imunoreactivity zmény v profilu GFAP u astrocytt v blizkosti
plakd (B). S vyuzitim kombinované imunohistochemické analyzy (GFAP -zelena a beta-amyloid -Cervend) obrazek (C) ukazuje
akumulaci astrocytd v blizkosti plakd beta-amyloidu a deposita beta-amyloidu u cév u 3xTg-AD mysi. Astrocyty, které obklopuji
plaky vykazuji charakteristiky hypertrofovanych-reaktivnich astrocytd.
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zakladé GFAP profilu vykazuji zvyseny povrch i objem bunécného téla. Progrese ACH ma tak rozdilny vliv
na populace astrocytd v zavislosti na jejich asociaci s plaky; atrofie/hypertrofie astrocytl poukazuje na
progresivni poruseni neuronovych siti a naruseni homeostazy neurotransmiterd, kterd ma za nasledek
kognitivni dysfunkci u Alzheimerovy choroby.

« LABORATOR NEUROBIOLOGIE
vedouci: Ing. Miroslava Andérova, CSc.

se zabyva objasnénim ulohy gliovych bunék v patofyziologii mozkové ischemie a v ndsledné regeneraci
nervové tkdné s vyuzitim elektrofyziologickych, imunohistochemickych, fluorescencnich zobrazovacich
metod a 3D-kofokalni morfometrie.

Védecti pracovnici: Postgradualni studenti:
Ing. Miroslava Andérova, CSc. MUDr. Helena Neprasova
Mgr. Iva Prajerova, PhD. Mgr. Jana Benesova

Mgr. Olena Butenko
Mgr. Pavel Honsa
Mgr. David Dzamba

Pregradualni studenti:
Bc. Veronika Dlouha
Bc. Michaela MikeSova
Bc. Lenka Harantova Technicti pracovnici:
Bc. Marcela Filipova Helena Pavlikova
Markéta Valova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

. ROZDiLN\:( VLIV SONIC HEDGEHOG A WNT-7A NA DIFERENCIACI NEONATALNICH NEURALNICH
KMENOVYCH/PROGENITOROVYCH BUNEK

Obr. 2. Vliv morfogent
Sonic hedgehog (Shh)
a Wnt-7a na diferenciaci
neonatéalnich kmeno-
vych/progenitorovych
(NK/P) bunék (A, Q)
Imunocytochemické bar-
veni na neuralni marker
MAP-2 ukazuje, Ze oba
morfogeny podporuji
diferenciaci v neurony.

(B) Typické morfologie,
proudové charakteristiky
a imunocytochemicka
identifikace 3 bunéc-
nych typG 8 dni po

{20 pm indukci  diferenciace
a jejich  procentické
B D n=50 n=60 n=63 zastoupeni v kontrole
= [ GFAP-positivni bufiky a v bunécnych kulturach
2 40 80 vykazujici pasivni exprimujicich Shh nebo
ey *%%x k%% proudy
g 30 o, 60 o Wnt-7a.
=Ry % I NG2-positivni bufiky (D) Hvézdicky zobrazuji
22 9op 40 vykazujici komplexni ik 7 p
=3 proudy staélllstlc Y viznamlny
o rozdil mezi kontrolou
h 10 20 S
o B MAP-2-positivni bufiky o oz
% 5 8 vykazujici neuronalni a kfulturou exprimujici
kontrola Shh Wnt-7a kontrola Shh Wnt7a P moriagen.
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Morfogeny Sonic hedgehog (Shh) a Wnt maji vyznamnou Ulohu jak ve vyvoji nervového systému,
tak i v neurogenezi a gliogenezi nervové tkané dospélého jedince. Jejich role v postnatalni neurogenezi
avregeneraci poskozené nervové tkané neniplné objasnéna a je proto predmétem intenzivniho vyzkumu.
Studie byla zamérena na objasnéni tlohy Shh a Wnt-7av proliferaci a diferenciaci neonatalnich neuralnich
kmenovych/progenitorovych (NK/P) bunék in vitro, které byly transdukovany plasmidem nesoucim Shh
nebo Wnt-7a. Soucasna exprese morfogen(i a GFP ndm umoznila studovat morfologii diferenciovanych
bunék, bunky exprimujici pouze GFP byly pouzity jako kontrola. Ukazali jsme, Ze Shh a Wnt-7a odlisné
ovliviiuji diferenciaci neonatélnich NK/P bunék a podporuji morfologicky, imunocytochemicky
a elektrofyziologicky odlisné populace neuralnich progenitorovych bunék. Zatimco oba morfogeny
zvysuji expresi neuronalnich markerll béhem in vitro diferenciace, pouze Wnt-7a podporuje rlst
a yvoj neuronalnich vybézkd a vyznamné potlacuje gliogenezi. Elektrofyziologickd analyza ukazala,
ze Wnt-7a zvysuje vyskyt bunék, které vykazuji mebranové vlastnosti charakteristické pro neurony,
zatimco Shh udrzuje populaci bunék, ktera vykazuje mebranové vlastnosti neurélnich progenitord
a potlacuje jejich dalsi diferenciaci ve funkéni neurony.

« LABORATOR FYZIOLOGIE VAPNIKOVE SIGNALIZACE
vedouci: Govindan Dayanithi, PhD.

Jje zamérena na vdpnikové signalizace arginin-vasopresin a xytocin systému za fyziologickych
[ patologickych podminek. Neurony dorzdlnich ganglii a gliové bunky jsou analyzovdny s pouZitim
fluorescencni zobrazovaci metody, kterd umozriuje sledovani intraceluldrnich hladin vdpniku.

Védecky pracovnik: Postgradualni student:
Govindan Dayanithi, PhD. MUDr. Oksana Forostyak

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) TRANSGENNI POTKANI EXPRIMUJICI FLUORESCENCNI PROTEINY POD PROMOTOREM
OXYTOCINU NEBO VASOPRESINU.

V ramci projektu, ktery je zaméren na vazopresinové a oxytocinové signalizace v centralnim
a perifernim nervovém systému, tj. v komunikaci neuronil a gliovych bunék, v nocicepci, pfi poranéni,
gravidité a laktaci, byli vygenerovani transgenni potkani, u kterych je gen pro oxytocin (OXT)
fuzovan s modrym fluorescencnim proteinem (eCFP) a gen pro vazopresin (AVP) fuzovan se zelenym
fluorescencnim proteinem (eGFP). OXT-eCFP a AVP-eGFP potkanijsou vhodnym modelem pro identifikaci
a studium fyziologie neuronl produkujicich oxytocin/vazopresin a jejich terminald.

Obr. 3. Konfokalni snimky neuront
dorzélnich ganglii izolovanych
z OXT-eCFP transgennich potkan(
- doba kultivace 48 hodin.
Kombinované barveni pro oxytocin
(OT, cervené) a neuronalni marker
— B-II tubulin (zelené). Neurony
vysilaji dlouhé neurity a vytvareji
kontakty s gliovymi burikami. CFP
fluorescence kolokalizuje s OT
barvenim a je intenzivni v jadre
neurond i glif.

Obr. 4. Konfokalni snimky neurond
dorzalnich  ganglii izolovanych
z OXT-eCFP transgennich potkant
- doba kultivace 115 hodin.
Endogenni e-CFP fluorescence, DAPI
barveni a immunobarveni na NF-
160. Bunky positivni na neuronalni
marker NF160, vysilaji mnohocetné
dlouhé vybézky a vytvareji kontakty
s gliovymi bunkami. Endogenni
e-CFP fluorescence je detekovana
predevsim u neurond.
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ODDELENI TERATOLOGIE

Vedouci: doc. MUDr. MIROSLAV PETERKA, DSc.

studuje priciny a mechanizmy vzniku vrozenych vad pomoci dvou experimentdlnich
modeld (vyvijejici se kureci zarodek a vyvijejici se zuby u mysi) a pomoci klinicko-
epidemiologickych studii. Cilem je pfispet k poznatkiim o normdlnim a abnormalnim
vyvoji, etiopatogenezi vyvojovych vad a moZnostech jejich prevence.

« LABORATOR EMBRYOLOGIE « LABORATOR ODONTOLOGIE

vedouci: doc. MUDr. Miroslav Peterka, DSc. vedouci: MUDr. Renata Peterkova, CSc.
Jje zaméfena na vyzkum oblicejovych rozstépt se zaméruje na vyvoj zubl za normdlnich,
a ostatnich vyvojovych vad. patologickych a experimentdlnich podminek.
Védecti pracovnici: Védecti pracovnici:
doc. MUDr. Miroslav Peterka, DSc. MUDr. Renata Peterkova, CSc.
RNDr. Zbynék Likovsky Mgr. Maria Hovorakova, PhD.

Pregradualni student: Mgr. Frantisek Spoutil, PhD.

Bc. Michaela Janikové Pregradualni student:

_ Bc. Luci ckova
Postgradualni student: . Lucie Smrckova

Mgr. Natélie Hrozinkova Postgradualni studenti:
Mgr. Svatava Churava
Mgr. Jan Prochazka
Mgr. Michaela Rothova

Technicti pracovnici:
Ivana Koppova
Mgr. Petra Herlova

Bc. Bronislava Rokytova Technicti pracovnici:
RNDr. Simona Vojtéchova Ing. Lenka Hajna
Zdenka Lisa Sarka Dvorakova

VYZNAMNE VYSLEDKY ODDELENI V ROCE 2010

1) DEDICTVI EVOLUCE VE VYVOJI ZUBU.

Béhem evoluce hlodavcl postupné vymizely zuby mezi fezdkem a stolickami a vznikla bezzuba
mezera - diastema. Prestoze k redukci zubl doslo pred vice nez 50 miliony let, nase drivéjsi studie
prokazaly u mysich embryi existenci rudimentarni primordii zaniklych zubd, jejichz dalsi vyvoj je
potladen za Ucasti bunécné smrti (apoptdzy). Rudimenty zaniklych tfenovych zubl (premolard)
dosahuji prechodné takové velikosti, Ze jejich struktura, specifické signalni centrum i k nim se vztahujici
molekularni nalezy jsou vseobecné pfisuzovany riiznym stupnim vyvoje budouci prvni funkéni stolicky
(M1). Takovato zaména vSak mUze vést ke zkreslené interpretaci vysledku vyvojovych studii na nejcasté;ji
pouzivaném modelu odontogeneze u mysi. S pouzitim hybridizace in situ, Dil mikroinjekéniho znaceni
signalnich center a ¢asoprostorového snimani in vitro, histologie a 3D rekonstrukci se nam podafilo
prokazat, Ze vyvojoveé nejpokrocilejsi zubni primordium v dolni ¢elisti mysi na ¢asnych stadiich je opravdu
pouze rudimentarni struktura, a nikoli M1, kterd vznikd pozdéji a vice vzadu (obr. 1). Rudimentarni
zubni primordia tak determinuji polohu M1 v sekvencni fadé tvarovych zubd. Experimentalné jsme
prokazali, Ze nejvice vzadu lokalizované rudimentérni premolarové primordium se posléze pfipojuje
k prednimu pélu M1, a tato fuze odpovida za vznik specifického prodlouzeni predni casti M1 oproti
zadnéjsim stolickdam (M2, M3). Nase vysledky nabizeji zcela novy pohled na regulaci pocatku zubniho
vyvoje a na interpretaci existujicich molekularnich dat ziskanych doposud na mysim modelu: ¢ast z nich
se totiZ nevyhnutelné vztahuje k regulaci zaniku rudimentarnich zubnich primordii, nikoli k regulaci
progresivniho vyvoje budouciho funkéniho zubu — M1. Zminéna flze zubnich primordii za vzniku
komplexnéjsiho zubu M1 experimentalné doklada existenci mechanizmu, ktery mlze byt efektivné
vyuzit pfi pfipravé biologickych zubnich implantatl: z jednoduchych zubnich primordii in vitro by bylo
mozné jejich spojovanim vytvaret patficné typy mnohohrbolkovych zubt. Vysledky studie také prakticky
dokumentuji ndzor Darwina o vyznamu rudimentd pfi vyvoji funkénich struktur.
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Obr. 1. Exprese
Shh v dolni celis-
ti mysich embryi
odrazi postupné
objevovani sig-
nalnich  center
rudimentarnich
zubnich primor-
dii a prvniho
molaru.

(A) Vyskyt exprese Shh v zadni casti dolnich celisti embryi Shh-EGFP mysi serazenych podle jejich vyvojové pokrocilosti.
Barevna pole oznacuji vyskyt Shh exprese na embryonalnim dni (ED) 12,7 — modra, ED 13,3+13,7 — Cervend, ED 14,3 - zluta.
Perioda, ve které nebyla exprese Shh detekovatelnd, je oznacena Sedé. Pod tabulkou je fotografie Shh pozitivni mandibuly
z kazdé expresni periody; jeji dalsi zpracovani umoznilo kolokalizovat Shh expresni doménu s morfologicky popsanymi zub-
nimi primordii (prednim premolarovym rudimentem - MS, zadnim premolarovym rudimentem — R2, nebo prvni stolickou/
molarem — M1) na 3D rekonstrukcich a histologickych rezech zubniho epitelu (Cerné obtazeny).

(B) Caso-sbérna mikroskopie organové kultury in vitro. Barevné Sipky ukazuji Shh pozitivni periody (srv. A) béhem 60 h
kultivace. Bila Sipka sméfuje na oblast nekrotickych bunék s vysokou autofluorescenci. Slouceni obrazkd (Overlay picture), kde
byla pozorovana Shh exprese ukazalo, ze jednotlivé expresni domény se neprekryvaji, ale lezi v predo-zadni sérii.

2) MESODERM PRISPIVA KE VZNIKU ZUBU.

Zuby se vyvijeji z epitelu a mezenchymu a tyto dvé komponenty se vzajemné ovliviuji za vzniku
zubniho orgénu, ktery produkuje zub. Zubni papila, kterd vznikd béhem embryonalniho vyvoje,
je z pfevazné vétsiny tvorena burikami mezenchymovymi, které pochazeji z bunék neuralni listy. Nasim
cilem bylo zjistit, zda také buriky mezodermového plvodu pfispivaji ke vzniku zubni papily, ze které
pozdéji vznika zubni dren. K této studii jsme vyuZili transgenni reportérovou mys Mesplcre/R26R,
u které jsou specificky oznaceny buriky mezodermového plvodu. Nase vysledky ukazaly, ze u mysi
bunky mezodermového plvodu migruji do zubni papily béhem pozdniho stadia zubniho poharku (mysi
embryonalni den 15) (obr. 2). Naslednou analyzou jsme urcili, Zze tyto buriky vytvari sit endotelovych
bunék tvofici kapilary, které budou zajistovat pfisun krve do zubni diené plné vyvinutého zubu. Znalost
pUdvodu a presného nacasovani migrace bunék mezodermového pivodu je dilezitym pfinosem pro
porozumeéni zubnimu vyvoji a pro nasledné studie s cilem vytvaret bionahrady zub.

Obr. 2. Imigrace bunék mesoderového ptvodu
béhem vyvoje prvni stolicky u transgenni
mysi  Mesplcre/R26R. Modré jsou bunky
mezodermového puvodu (nékteré oznaceny
Sipkou).

(A) Embryonalni den 14.0, stadium, kdy epitel
(Epi) ma podobu tzv. pozdniho pupene.
Priléhajici zubni mesenchym se kondensuje
v misté budouci zubni papily (P).

(B) Embryonaini den 15.5, modré bunky
puvodem z mezodermu vstupuji do zubni
papily (P) a béhem dalsiho vyvoje (C, D) jich
v papile pribyva.

(C) Embryonalni den 16.5, stadium zvonku.
(D) Postnatalni den 5, vznikajici zubni dren.

(E) Postnatalni den 18. Profezany zub se
zretelnou siti modrych, plvodem mezo-
dermovych, bunék v zubni dreni.
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ODDELENI GENETICKE EKOTOXIKOLOGIE

Vedouci: MUDr. RADIM SRAM, DrSc.

ma jako hlavni ndpln vyzkumu genetické poskozeni zplsobené toxickymi
a karcinogennimi ldatkami jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich
derivdty, alkeny, apod. Ucinek téchto ldtek je studovdn jak na bunéénych kulturdch, tak
in vivo v lidskych translacnich molekuldrné epidemiologickych studiich a pozorovacich
epidemiologickych studiich.

+ LABORATOR MOLEKULARNI EPIDEMIOLOGIE
vedouci: MUDr. Radim Sram, DrSc.

provddi molekuldrné epidemiologické studie s pouZitim biomarker( expozice mutagentim a karcinogenim
(DNA adukty, chromosomové aberace, mikrojadra, oxidacni poskozeni DNA, proteind a lipidd,
genotypizace, stanoveni RNA expresnich profilti), studie vlivu Zivotniho prostredi na vysledky tehotenstvi
a studium zdravotniho stavu déti ve vztahu k Zivotnimu prostredi.

Védecti pracovnici: Technicti pracovnici:
MUDr. Radim Sram, DrSc. PhDr. Eva Dejmkova
Mgr. Olena Beskid, PhD. Ing. Ivo Solansky
MUDr. Miroslav Dostal, DrSc. RNDr. Milada §pétové
RNDr. Bozena Novotna, CSc. Olga Stverakova
MUDr. Anna Pastorkova, CSc. Jolana Vankova

Postgradualni studenti:
Mgr. Andrea Réssnerova
Ing. Vlasta Svecova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

- STUDIE ZDRAVOTNIHO STAVU DETI Z OSTRAVY - RADVANIC A BARTOVIC.

Cilem bylo porovnat v prvnich Sesti letech Zivota nemocnost déti narozenych a Zijicich v Ostravé
- Radvanicich a Bartovicich s nemocnosti déti narozenych a zijicich v jinych méstskych castech Ostravy.
Divodem je, Ze tato lokalita je v emisni vlecce Zelezaren Arcelor Mittal a vysoké znecisténi ovzdusi
je davano do souvislosti s vysokou nemocnosti déti tam Zzijicich. Porovnavali jsme vyskyt akutnich,
prevazné zanétlivych, onemocnéni a vyskyt alergickych onemocnéni. Pro studii bylo vybrano 10 détskych
stredisek v péti obvodech Ostravy: stfedisko v Radvanicich a Bartovicich, a stfediska v Moravské Ostrave,
Hrablivce, Zabrehu a Porubé. Z vypist dokumentace pediatr(i jsme analyzovali prodéland onemocnéni
déti od narozeni do véku 6 let, at’ jiz byla |éCena pouze pediatrem, nebo byla nutnad hospitalizace
(v kddech Mezinarodni klasifikace nemoci, desata revize). Jednotlivé diagnozy (N= 38901) byly sdruzeny
do 14 skupin onemocnéni. Nejcastéji se vyskytovala onemocnéni hornich cest dychacich (HCD: JO0-J02,
J06 — zanéty nosohltanu, hltanu, vedlejsich nosnich dutin a hrtanu).

Incidence zanétd HCD je prdmérny vyskyt nové vzniklych onemocnéni za jeden rok na jedno dité.
Po celé obdobi byla incidence onemocnéni HCD u déti ze stfedisek v Moravské Ostravé a Porubé nizsi
nez u déti ze stfedisek v Zabrehu a HrabUvce. Incidence zanétl HCD u déti z Radvanic a Bartovic (RaB)
byla vysoka v prvém roce zivota, od druhého roku se blizila incidenci zanétl HCD u déti registrovanych
ve tfech strediscich v Hrablvce (obr. 1). V RaB je z celkového poctu 218 registrovanych déti uvadéna
incidence onemocnéni HCD pro 154 déti, které se narodily a celych Sest let zZily v RaB, incidence
onemocnéni HCD u 64 déti pouze registrovanych a nezijicich v RaB byla statisticky vyznamné nizsi.
Z ostatnich akutnich onemocnéni byla v RaB v prvych Sesti letech nejvyssi incidence virdz, zanétl
spojivek, stfevnich infekci, zaZivacich potizi, angin a zanétd plic. Pfi porovnani souhrnné incidence vsech
14 skupin akutnich onemocnéni byla jejich incidence v RaB v celém sledovaném obdobi statisticky
vyznamné vyssi nez v Porubé a Moravské Ostravé a v 1. az 3. a v 6. roce Zivota vyssSi nez v Zabrehu
a Hrabuvce (obr. 2).
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Co se tyka alergii, v souboru déti narozenych

ees

a zijicich celych 6 let v RaB bylo u 38 % déti |ékarem

diagnostikovano bronchialni astma (obr. 3), a rovnéz vyskyt atopické dermatitidy (31 %) a alergické
rymy (21 %) byl vyznamné vyssi nez u déti v ostatnich sledovanych obvodech Ostravy.
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Obr. 1. Incidence akutnich zanétd hornich cest dychacich Obr. 2. Souhrnna incidence akutnich onemocnéni.

(JOO + JO1 + JO2 + JO6).

AB38.3%
AB33%

AB20.3 %

déti v RaB celkem

déti bydlici v RaB
(218)

déti nebydlici v RaB
(154)

(64)

Obr. 3. Prevalence bronchialného astmatu u déti registrovanych
v détském stredisku v Radvanicich a Bartovicich.

« LABORATOR GENETICKE TOXIKOLOGIE
vedouci: Ing. Jan Topinka, DrSc.

se zabyva mechanismy genotoxickych i epigenetickych ucinkt xenobiotik a oxidacnim poskozenim DNA,
proteind a lipid(i v bunécnych kulturach (HepG2, lidské diploidni embryondlni fibroblasty a dalsi). Studuje
také vliv environmentdlnich polutantt na mechanismy ovliviujici vznik a vyvoj rakoviny prostaty.

Védecti pracovnici:
Ing. Jan Topinka, DrSc.
RNDr. Jana Schmuczerova, PhD.

Postgradualni student:
Mgr. Helena Libalova

Technicky pracovnik:
Mgr. Alena Milcova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

+ STUDIUM MECHANISMOVPGSOBENi AEROSOLU NA AKTIVITU GENU V /N VITRO MODELECH
LIDSKYCH PLICNICH BUNEK

S pouzitim nejmodernéjSich metod genomiky jsme na modelech lidskych plicnich bunék (plicni
embryonalni fibroblasty HEL, buriky plicniho adenokarcinomu A549) prokazali, ze smési toxickych
organickych latek vazanych na jemné prachové castice ve vnéjsim ovzdusi ovliviuji aktivitu stovek
gend v zavislosti na davce (obr. 4).

Ukazali jsme, Ze zvySena Ci snizena aktivita téchto genl je spojovana s fungovanim rady velmi
dudlezitych metabolickych, signélnich a dalSich biologickych drah — bunécny cyklus, mezibunécna
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komunikace, metabolismus xenobiotik, signalni dréha p53, nukleotidové a bazova excisni oprava DNA,
metabolismus glutationu a arachidonové kyseliny apod. Tyto procesy souvisi s fadou vyznamnych
onemocnéni a proto je podrobné;jsi studium téchto zmén pro nas hlavnim Gkolem pro nejblizsi obdobi.
Vedle obvykle prokazovanych genotoxickych a mutagennich Gcink{ polycyklickych aromatickych
uhlovodiki jsme prokazali velmi vyznamnou tzv. dioxinovou aktivitu téchto latek, které se hojné
vyskytuji ve vnéjsim ovzdusi, zejména v priimyslové zatizenych lokalitach.

A) HEL { 1605 deregulated genes)

60

Ostrava
Poruba

10 [ng/ml medium]

60

30 Ostrava
Bartovice

Control Color Ke:

B) A549 (448 deregulated genes)

60

0 Ostrava
Poruba
10

2101 2
Fow I-5cone

[ng/ml medium]
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30 Ostrava

Bartovice
10
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Obr. 4. Davkové zavislost deregulace vybranych gent v lidskych plicnich embryonalnich fibroblastech (HEL) a burikéach lidského
plicniho adenokarcinomu (A549) plsobenim extraktl z jemnych prachovych castic odebranych v lokalitach Ostravy-Poruby
a Ostravy-Bartovic.

« LABORATOR GENOMIKY
vedouci: RNDr. Pavel Réssner, Jr.,, PhD.

je zamérena na studium celogenomové i specifické genové exprese a jednonukleotidové polymorfismy
(SNPs) v lidském genomu s pouZitim cipovych technologii s cilem proniknout hloubéji do mechanismt
toxického pusobeni komplexnich smesi ldtek v Zivotnim prostredi. VV ramci molekuldrné epidemiologickych
studil je studovdna rada genetickych polymorfismi ovliviujicich individudlni vnimavost jedince
k puisobeni xenobiotik.

Védecti pracovnici: Technicky pracovnik:
RNDr. Pavel Rossner, Jr., PhD. Mgr. Zuzana Novakova
prof. MUDr. Radim Brdicka, DrSc.

Postgradualni studenti:
Mgr. Nana Tabashidze
Mgr. Katefina Uhlifova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

« VZTAH ZIVOTNiHO PROSTREDI K ASTMATICKEMU ONEMOCNENI.

Asthma bronchiale je onemocnéni dychacich cest, pfi kterém dochazi k dlouhodobému zanétu
sliznic v dychacim Ustroji v reakci na riizné podnéty z vnéjsiho prostredi. Onemocnéni je charakterizovano
zachvaty a stavy dechové nedostatecnosti, které jsou disledkem zhorsené prichodnosti dychacich cest
(obr. 5).

37



Astma je komplexni onemocnéni, na jehoz vzniku a vyvoji se podili nékolik faktord — genetické
predispozice, Zivotni prostiedi a zejména jejich vzajemna kombinace. V disledku plsobeni zivotniho
prostredi dochazi ke zménadm v expresi (= aktivité) mnoha rlznych genl které maji vétsi ¢i mensi
vyznam v astmatu.

Program Ostrava

Cilem Programu Ostrava je vyhodnotit dopad znecisténého ovzdusi na zdravi lidi v Ostravském
regionu, ktery patfi rozsahem znecisténi k nejzatizendjsim mistéim v Ceské republice, dokonce i v Evropské
unii. Podprojekt zabyvajici se astmatem u déti byl iniciovan vyraznym zvysenim bronchialniho astmatu
u déti v Ostravé — Radvanicich, procento astmatickych déti zde trikrat prevysuje celorepublikovy
pramér. Pro studii bylo vybrano 100 déti s diagndzou asthma bronchiale a 100 kontrolnich (zdravych)
déti z okresu Ostrava — Radvanice a dale 100 astmatickych a 100 kontrolnich déti z okresu Prachatice
(kontrolni oblast s neznecisténym ovzdusim). Principem studie je nalezeni gend, jejichz exprese je
znacné zménéna (zvySena nebo snizena) u astmatickych déti v porovnani s kontrolnimi détmi, dale
srovnani vysledkl dvou lokalit, které se lisi stupném znecisténi ovzdusi a vyhodnoceni dopadu zivotniho
prostredi na astma. Vysledky vyzkumu mohou prispét k objasnéni mechanismu vzniku a vyvoje astmatu
a tim i k vyvoji véasné diagnostiky a vhodné 1écby.

Analyza byla provedena pomoci Cipové (microarray) technologie, ktera je v soucasnosti jednou
z nejperspektivnéjsich modernich technologii, umozniuje analyzu tisicli gent zaroven.

Vysledky studie

Porovnanim skupiny astmatickych déti se skupinou kontrolnich déti z Ostravy jsme ziskali informaci
o zménénych genech, které jsou charakteristické pro astmatiky Zijici v Ostravé. Stejnou analyzu jsme
provedli také pro skupinu astmatickych a kontrolnich déti zijicich na Prachaticku. Zjistili jsme, Ze zménéné
geny, které jsou charakteristické pro astma v Ostravé, jsou prekvapivé zcela odlisné od zménénych gent
charakteristickych pro astma na Prachaticku. Po detailnim prozkoumani funkci nejvice zménénych gent
v obou oblastech predpokladame, ze se jedna o rlizné subtypy astmatického onemocnéni, které se lisi
mechanismem a typem imunitni odpovédi.

Astma u déti na Prachaticku predstavuje tzv. alergicky typ, ktery se projevuje u atopickych jedincd,
vznikd odpovédi na alergen a tvorbou protilatek IgE, charakteristicky je pro néj zanét zplsobeny
degranulaci eozinofild (imunitni bunky). Oproti tomu astma u déti v Ostravé odpovida tzv. nealergickému
typu, ktery vznikéd u neatopickych jedincl a vyznacuje se absenci eozinofild, zanét je zprostredkovan
jinymi typy imunitnich bunék (neutrofily). Tento typ astmatu je vyvolavan iritanty, zejména znecisténym
ovzdusim, pasivnim koufenim nebo virovymi infekcemi.

Zjisténé vysledky naznacuji vyznamny vliv znecisténého ovzdusi na astmatické onemocnéni u déti
Zijicich v Ostravském regionu.

Prudusky pfi astmatickém
Normalni pradusky z4chvatu

hladkého svalstva

Submukéza s otokem

sekrece

hlenu .
Zlizeni prostoru pro

proudéni vzduchu

Zanicenasliznice

Obr. 5. Patofyziologie astmatu.

38



Vedouci: MUDr. PAVEL VODICKA, PhD.

zkoumd molekuldrni mechanizmy vzniku a rozvoje rakoviny, pfedevsim tlustého stieva

a konecniku.

« LABORATOR GENETIKY NADORU
vedouci: MUDr. Pavel Vodicka, PhD.

se zameruje na studium zdkladnich molekuldrnich
mechanism( kaskddy genotoxickych a karcino-
gennich ucinkd v souvislosti s expozici cizorodym
latkdm a s faktory individudlni vnimavosti. Pozor-
nost je zvldsté zameérena na vyzkum ulohy genu
nizké penetrance pri vzniku karcinomd sporadic-
kého typu, predevsim pak rakoviny tlustého streva
a konecniku.

Védecti pracovnici:
MUDr. Pavel Vodicka, PhD.
Barbara Pardini, PhD.
Veronika Polakova, PhD.

Pregradualni studenti:
Bc. Jitka Bila
Bc. Renata Hajkova

Postgradualni student:
Mgr. Ludovit Bielik

« LABORATOR DNA REPARACH
vedouci: Alessio Naccarati, PhD.

Jje zamérena na molekularni jevy zahrnuté v me-
chanizmech DNA reparaci. Oprava DNA hraje
klicovou roli v odstranovani poskozeni bdzi DNA,
coZ vyustuje v prevenci mutagennich a karcino-
gennich ucinkd.

Védecti pracovnici:

Ludmila Vodickova, PhD.

Pregradualni studenti:
Bc. Nina Stojceva
Bc. Fabian Caja

Postgradualni student:
Mgr. Jana Slyskova

VYZNAMNE VYSLEDKY ODDELENI{ V ROCE 2010

1) GEINETICQKE VARIANTY V GENECH KCI)DLIJJiCiCH SELENOPROTEINY A JEJICH VLIV NA RIZIKO
NADORU TLUSTEHO STREVA A KONECNIKU

Nizky pfijem selenu koreluje se zvy-
Senym rizikem nadorl tlustého streva
a konecniku (CRC). V této praci jsme
studovali genetické varianty v genech
kddujicich  selenoproteiny ve vztahu
k vnimavosti vici CRC. Vyuziti logistické
regrese odhalilo, Ze varianty v SEPP1,
GPX4 a SELS genech vyznamné ovliv-
novaly riziko nadorli tlustého streva
a konecniku, a to bez ohledu na lokalizaci
a stadium nédoru a po zahrnuti rozdilnych
zivotnich faktord a pohlavi. Binarni inter-
akce mezi genovymi variantami SOD2
a GPX4 proti TXNRD2 a SEPP1 ¢i GPX4
proti SELS zvySovaly riziko CRC jesté vy-
raznéji. Binarni interakce mezi genovymi
variantami lépe ilustruji funkeni interakce
mezi genovymi produkty. Geny kodujici
selenoproteiny hraji roli ve vyvoji nadorud
tlustého streva a konecniku a predstavuji
mozny biomarker nadorového rizika.

Genetic variants in selenoprotein genes increase risk of colorectal cancer

Genetic and biological
interactions between
selenoproteins in relation to
colorectal function

Selenium
- -

— —

~—
Inflammation & cytokine production / redox status & oxidative damage

Healthy cell Cancerous cell
Gene polymorphisms
associated with CRC cases Healthy controls
increased colorectal Genotype n=735 N=663 OR [35% 1] Palue
canecer risk
SELS (rs34713741)
cC 323 324 1.00
cT 320 284 1.14[0.91-1.42] 0.256
T 92 55 1.68[1.16-2.43] 0.006
SEPP1 (rs7579)
GG 260 269 1.00
GA 369 323 1.18[0.94-1.48] 0.158
AA 61 37 1.67[1.07-2.6] 0.023

Meplan et al., Carcinogenesis 2010

39



2) POSKOZENI DNA, OPRAVA DNA A MRNA EXPRESNI HLADINY GENU DNA OPRAVY (HOGG1,
XRCC1 A XPC) A REGULACE BUNECNEHO CYKLU (TP53, P21CDKN1A, BCL2 AND BAX) U OSOB
PROFESIONALNE EXPONOVANYCH STYRENU.

mRNA expression levels of cell cycle genes in styrene-exposed workers U osob profesionéh’]é expo-
novanych potencialné-
karcinogennimu styrénu jsme
studovali vztahy mezi posko-
zenim DNA, schopnosti opra-
vy DNA a mRNA expresnimi
hladinami genl DNA reparaci
(hOGG1, XRCC1l a XPC) a re-
gulace bunécného cyklu (TP53,
p21CDKN1A, BCL2 and BAX).
Zatimco hladina poskozeni

TP53 expression in relation to exposure — Awifinpul

= *P<0.05

50 %’ %
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o
Nes1

N=28
Styrene in air (mgim®)

mRNA levels are expressed as: ;; ol 4 h 4 DNA klesala S I’OStOUCi eXpO—
10° copies of mRNA per 1pug of total RNA . 7 v s .
" i Amplification curves by Real time PCR zici, DNA reparacni kapacita se

jevila byti dostatecnou k elimi-
naci vznikajich poskozeni DNA.
S rostouci expozici styrénu kle-
saly exprese DNA reparacnich gend, negativni korelace s expozici byly nalezeny rovnéz u mRNA expresi
TP53, BCL2 a BAX. Tyto nalezy kontrastuji s hladinou exprese p21CDKN1A, ktera se zvysSuje s rostouci
expozici styrénu a s rostouci kapacitou bazové excisni opravy u vySetfovanych osob. Tyto vysledky
potvrzuji vztah mezi genem p21 bunécného cyklu a bazovou excizni opravou. Nase studie ukazala na
biologické souvislosti mezi expozici chemickym karcinogendm, poskozenim DNA a schopnostmi jeji
opravy a transkripty klicovych gent DNA opravy a bunééného cyklu.

Hanova et al., Toxicol App Pharmacology 2010, Hanova et al., Carcinogenesis 2010

3) CHROMOZOMALNf ~ POSKOZENi vV PERIFERALNICH LYMFOCYTECH U NOVE
DIAGNOSTIKOVANYCH ONKOLOGICKYCH PACIENTU A U ZDRAVYCH KONTROLNICH OSOB.

Lidskd nadorova onemocnéni jsou zaloZena na neschopnosti bunék udrzet stabilitu genomu.
V nasi studii jsme zkoumali hladinu chromozomalniho poskozeni (odraZejici genomovou nestabilitu)
v lymfocytech 300 nové diagnostikovanych nadorovych pacientl a 300 zdravych kontrolnich osob.
Frekvence celkového chromozomalniho poskozeni, jakoz i chromatidovych a chromozomovych zlom(,
byly vyznamné vys$si u pacientd s nadory ve srovnani s kontrolnim osobami. Metodou binomiélni
logistické regrese jsme zjistili, ze vzestup frekvence chromozomalniho poskozeni o jedno procento
odpovida zvyseni rizika nddorového onemocnéni o 20 %. Stratifikace pro jednotlivé typy maligniho
onemocnéni ukazuje, Ze frekvence chromozomalniho poskozeni byly nejvyssi u pacientl s nadory prsu,
prostaty, hlavy a krku, zatimco prakticky zadné zvyseni nebylo zaznamenano u pacientl s novotvary
zazivaciho traktu. Nase studie poprvé prokazala zvyseni chromozomalnich poskozeni v lymfocytech
incidentnich, nelécenych, pacient(.

Chromosomal damage according to the type of malignancy
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Vodicka et al., Carcinogenesis 2010
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ODDELENI MOLEKULARNI EMBRYOLOGIE

Vedouci: doc. MVDr. ALES HAMPL, CSc.

Je detasované pracovisté tstavu v Brné. Zkouma zejména lidské embryonalni buriky.
V UEM, jako jediné instituci v CR, se podatfilo izolovat linie lidskych embryondlnich
kmenovych bunék jiz v roce 2003. Védecti pracovnici tohoto oddéleni se ucastni dvou
vyznamnych mezindrodnich aktivit zaméfenych na vyzkum embryondlnich bunék
(ESTOOLS a International Stem Cell Initiative).

Védecti pracovnici: Mgr. Dasa Dolezalova
doc. MVDr. Ales Hampl, CSc. Mgr. Vladimir Vinarsky
doc. Ing. Petr Dvorak, CSc. . .
Mgr. Monika Kubi¢kova, PhD. Technicti pracovnici:
MVDr. Martina Vodinska
Postgradualni studenti: MUDr. Klara Koudelkova
Mgr. Tomas Barta Bc. Ivana Hanakova

VYZNAMNE VYSLEDKY ODDELEN] V ROCE 2010

1) ODHVALENfZDROJlE.'J ABARIER GENETICKYCH ZMEN U LIDSKYCH EMBRYONALNICH KMENOVYCH
BUNEK.

Embryonalni kmenové (ES) bunky jsou unikatni burky, které maji svdj plvod v ¢asném embryu —
blastocysté. Jsou nejen schopné neomezeného déleni v podminkach in vitro, ale soucasné maiji také
schopnost diferencovat se do libovolného bunécného typu dospélého organismu, coz je Cini velmi
slibnym nastrojem pro bunécné terapie. Ackoli jsou lidské ES bunky studovany ve stovkach laboratofi
na celém svété, stale zUstava mnoho otazek, které musi byt zodpovézeny, aby se ocekdvana bunécna
terapie mohla stat realitou. Jednou z téchto otazek je genetickd stabilita lidskych ES bunék, jejiz
nedostatecna Uroven by mohla byt zdrojem abnormalniho chovani bunék po jejichimplantaci pacientovi.
Vroce 2010 jsme dokoncili a publikovali dvé studie, které se témito problémy zabyvaji. V prvni z nich jsme
nalezliodpovéd na otazku, zdajsou lidské ES bunky rostouci in vitro schopny aktivovat molekularni drahy,
které maiji za Ukol v reakci na poskozeni DNA brzdit progresi bunééného cyklu. Ukazali jsme, ze pfi urcité
mife poskozeni dokazi lidské ES
bunky zastavit bunécny cyklus
prfed zapocetim syntézy DNA
a ze klicovou molekulou pro tento
fenomén je fosfatdza CDC25A.
Naopak klasicky mediator reakce
na poskozeni DNA, molekula
p53, se v lidskych ES bunkach
neuplatfuje. Tyto poznatky jsou
velmi vyznamné, protoze ukazuji,
Ze lidské ES bunky nejsou v boji
se zménami jejich genetické
informace zcela bezbranné.

ey
o ta,

Obr. 1. Kolonie lidskych embryo-
nalnich kmenovych bunék rostoucich
na Petriho misce. Modre jsou
zbarvena jadra bunék, cervené jejich
cytoplazma a zelené tecky zobrazuji
centrozomy. Obrazek byl ziskan na
konfokalnim laserovém skenovacim
mikroskopu Olympus.
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Ve druhé studii jsme se snazili odhalit, zda lidské ES buriky maji néjaké vlastnosti, které mohou
vysvétlit jejich nachylnost ke vzniku chromozomalnich abnormalit. Zjistili jsme, Ze velké procento
lidskych ES bunék rostoucich in vitro obsahuje abnormalni pocet centrozomt — organel, Gcastnicich se
tvorby mitotického vieténka.

Podobnym problémem casto trpi také bunky rlznych lidskych nadorG. Typickym néasledkem
zménéného poctu centrozomi jsou abnormalni mitotické figury s tendenci nerovnomérné distribuce
chromozom( do dcefinnych bunék. Kromé tohoto prostého odhaleni jsme také popsali faktory,
které se na vzniku nadpocetnych centrozom0 v lidskych ES bunkéach podileji. Zejména identifikace
téchto faktorl je extrémné vyznamna, protoze ndm nabizi cile pro ovlivnéni a tim eliminaci rizikového
fenomenu, kterym nadpocetné centrozomy bezesporu jsou. Vysledky téchto studii byly publikovany
ve dvou samostatnych védeckych pracich v prestiznim casopisu zaméfeném na biologii kmenovych
bunék — Stem Cells. Stejné fenomény v soucasnosti studujeme také u neuralnich bunék diferencovanych
in vitro z lidskych ES bunék.

Obr. 2. Diferenciace lidskych embryonalnich kmenovych (ES) bunék do bunék neurélni linie.

(A) Kolonie nediferencovanych lidskych ES bunék (oznacena oblast) rostouci na podptrné vrstvé fibroblastd.

(B) Délici se prekurzory neuralnich bunék vzniklé in vitro diferenciaci lidskych ES bunék.

(C) Terminalné diferencované nervové bunky s typickymi vzajemné komunikujicimi vybézky. Foceno ve viditelném svétle.
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ODDELENI FARMAKOLOGIE

Vedouci: RNDr. ZDENEK ZIDEK, DrSc.

vyhodnocuje trendy ve vyvoji novych léciv, zvldsté imunofarmak. Perspektivni je
vyzkum novych ldtek posilujicich pfirozené obranné mechanizmy organizmu, coz je
vyznamné v souvislosti s nardstajicim vyskytem rezistence na antibiotika. Pracovisté
vyvinulo postupy pro raciondlni, ekonomicky pomérné nendrocné vyhleddvani
imunostimulacnich vlastnosti latek syntetického a prirodniho pivodu.

Védecti pracovnici: Techniéti pracovnici:
Doc. RNDr. Eva Kmonickova, CSc. Mgr. Jana Kfizkova
RNDr. Zdenék Zidek, DrSc. Iveta Zelenkova
Studenti:

Ing. Petra Kostecka
Jana Kracmerova

VYZNAMNE VYSLEDKY ODDELENI V ROCE 2010

1) METODOLOGIE IMUNOFARMAKOLOGICKEHO VYZKUMU, EXTRAPOLACE DAT

Oddéleni farmakologie se zabyva vyzkumem imunobiologickych vlastnosti latek s cilem pfispét
k vyvoji novych Iéciv, predevsim ze skupiny imunofarmak. Koncepce vychazi ze skutecnosti,
Ze etiopatogeneze Cetnych onemocnéni je spojena s abnormalni aktivitou imunitniho systému, napf.
se zménami v produkci oxidu dusnatého, cytokind, prostaglandinG aj. Cilem vyvoje novych IéCiv je
vyuziti jak imunostimulacnich, tak i, a to prfedevsim, imunosupresivnich vlastnosti latek. Prvni kategorie
[éCiv naléza uplatnéni ve farmakoterapii infekénich onemocnéni. Indikace imunosupresivnich 1écCiv je
mnohem S$irsi, protoze ta se mohou uplatnit v [é¢bé chronickych zanétovych, alergickych, nddorovych
a dalSich onemocnéni s vyznamnym podilem imunitni slozky.
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Obr. 1. Obrazek dokumentuje moznosti predikce imunostimulacnich ucink latek u lidskych bunék na zakladé stanoventi jejich
vlivu na biosyntézu oxidu dusnatého v makrofagach mysi.
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Hodnoceni imunobiologickych vlastnosti latek je pomérné komplikovany problém, jehoz feseni
neni uréeno zadnymi jednotnymi predpisy. Oddéleni farmakologie vypracovalo a navrhlo pro tyto
Ucely originalni metodologii, ktera je zalozena na analyze biosyntézy oxidu dusnatého (NO) makrofagy
mysi a potkand. Vzhledem k tomu, Ze aktivace inducibilni NO syntasy (iNOS) je podminéna zvysenymi
koncentracemi cytokind, stanoveni produkce NO umoznuje soucasné i predikci vlivu latek na sekreci
cytokind.

Na zakladé testovanivelmi pocetné skupiny antivirotik prof. Holého jsme prokéazali, Ze experimentalni
Udaje ziskané na bunkach laboratornich zvirat jsou extrapolovatelné na bunky plvodu lidského. Obr. 1
dokumentuje tuto skutecnost pro sekreci cytokinl véetné chemokind RANTES a MIP-1q, které zabranuji
praniku HIV do bunky.

2) VYZKUM LATEK PRIRODNIHO PUVODU - SESKVITERPENOVE LAKTONY

V souladu s celosvétovym navratem k vyzkumu latek pfirodniho plvodu, ktery byl v poslednim
desetileti umoznén pokroky v oblasti separacni a analytické chemie, se oddéleni farmakologie rovnéz
vénuje této problematice. Na rostliny je mozno pohlizet jako na velmi efektivni farmaceutickou dilnu.
Mnoho latek pfitomnych v tkanich rostlin neumi chemické laboratofe zatim syntetizovat. Pozornost
oddéleni farmakologie je vénovana seskviterpenovym lakton(im, prfedevsim z rostliny Laser trilobum L.
(obr. 2). Objevili jsme zcela nové, dosud neznamé vlastnosti laktond guianalodivého typu. Trilobolid,
predstavitel této skupiny, aktivuje produkci interferonu-a, ktery ma vyrazné Gcinky protiinfekéni. Jiny
typ laktonu, laserolid, ma naproti tomu Gcinky inhibicni. Inhibuje mj. vaskularni endothelialni ristovy
faktor (VEGF). Vzhledem k tomu, zZe VEGF, ktery je produkovan také nadorovymi bunkami, patfi mezi
nejsilnéjsi pro-angiogenni cytokiny, je jeho inhibice povazovana za Uspésny pristup pfi |écbé nadord.

> potkan sontroby
[ S kontroly
7 ClovéEk kontrol

@ potkan+TB
B nyE+TB
s I Clovik+TB
ks 0+iivomust
* NO
% ILs6
% & IL-1P
B VEGF

Seskviterpenove laktony RI1=H;
z Laser trilobum (L.) Borkh 2= (§)2MeBut

. Laserolid inhibuje produkei 7 5 Trilobolid aktivuje sekreci
cytokinit a oxidu dusnatého A=Y interferonu-y

Obr. 2. V rostlinach se nachazeji farmakologicky zajimavé latky s biologicky protichddnymi Gcinky. Z rostliny Laser trilobum
L. byl izolovan seskviterpenovy lakton trilobolid, ktery ma ucinky stimulacni, zatimco jiny typ laktonu, laserolid, ma ucinky
inhibicni (véetné inhibice angiogenniho cytokinu VEGF).
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LABORATOR TKANOVEHO INZENYRSTVI

Vedouci: doc. RNDr. EVZEN AMLER, CSc.

je predevsim zamérena na pripravu tkdnovych ndhrad, tvorbu bunécnych nosicd,
predevsim biodegradabilnich a na bdzi nanovldken, modelovani proteinovych struktur,
ale také vyhleddvani moznosti praktického vyuziti vysledkd. Pracovisteé vyviji technologii
uvolnovani bioaktivnich ldtek s vyuZitim nanovldkennych nosici obohacenych
o lipozomy, coz umoZriuje fizeny prisun zivin a lék( pfimo do mista defektu. Pripravuji
se umélé chrupavcité nahrady pro klinické vyuZziti v ortopedii.

Védecti pracovnici: Mgr. Eva Prosecka
doc. RNDr. Evzen Amler, CSc. Mgr. Martin Plencner
RNDr. Lucie Kolaéna, PhD. Mgr. Matej Buzgo

Mgr. Eva Filova, PhD.

Mgr. Andrij Lytvynets Technicti pracovnici:

Ing. Hana Pokorna

Postgradualni studenti: Jana Zavodska st.
Mgr. Michala Rampichova Jana Zavodska ml.
Mgr. Andrea Mickova Iveta Hanusova

Mgr. Radka Jakubova
VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) FUNKCIONALIZOVANY NANOSYSTEM PRO RiZENE DODAVANI BIOAKTIVNICH LATEK

Podafilo se nam vytvofit nanovlakenné struktury na bazi jadro/plast” a funkcionalizovat je diky
imobilizaci liposomd na nanovldkenném povrchu. Zatimco tvorba nanovldken z polymerni smési
s liposomy nevedla k Uspéchu, zvysenou adhezi a lokalizaci liposom( jsme detekovali u povrchové
upravenych nanovldken s vyuzitim plasmové Upravy v rlznych atmosférach. Podafilo se nam téz
inkorporovat do nitra nékterych nanovlakennych struktur liposomy obsahujici bioaktivni latky. Tento
systém jsme vizualizovali s vyuzitim specialnich technik elektronové mikroskopie (cryoSEM). Podafilo se
nam téz prokazat, ze Ize udrzet vodu a aktivni enzymy v nativni strukture enkapsulované v nanovlaknech
i v pfipadé, kdy nanovlédkna jsou uchovavana v suchém prostredi (nejsou inkubovéana v pufru). Tento
funkcionalizovany nanosystém jsme pouzili in vitro pro zvyseni adheze a proliferace chondrocytd,
fibroblastl a mesenchymalnich bunék.

Obr. 1. Funkcionalizovana
nanovlakna.
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2) REGENERACE OSTEOCHONDRALNICH DEFEKTU /N VIVO

Nové vyvinuty nanovlakenny funkcionalizovany systém byl jiz pouzit pro prvni in vivo studii.
Byla provedena preklinickd studie s cilem feSeni osteochondralnich defektd v koleni miniprasete.
Bylo pouzito bunécnych i nebunécnych hydrogelovych nosi¢li obohacenych o funkcionalizovany
nanovlakenny systém, ktery slouzil pro postupné uvolfovani bioaktivnich latek, regenerovana tkan
byla charakterizovdna Sest mésici po implantaci makroskopicky, biomechanicky, histologicky
i imunohostologicky. Ve vSech zkoumanych parametrech bylo dosazeno dobrych vysledki. Regenerace
tkané zavisela na mnozstvi implantovanych bunék a méla svou optimalni koncentraci.

e

Obr. 2. Silné positivni imunohistochemické barveni s pouzi- Obr. 3. Negativni imunohistochemické barveni s pouzitim
tim monoklonalni protilatky proti kolagenu II v osteochon- monoklonalni protilatky kolagenu II v osteochondralnim
drélnim defektu miniprasete ze skupiny s implantovanym defektu miniprasete z kontrolni skupiny s nelé¢enym defek-
nosicem z fibrinu, kyseliny hyaluronové a kolagenu I, tem ukazuje tvorbu fidké fibrézni tkané. Zvétseni 40x.

osazenym autolognimi chondrocyty po 24 tydnech od im-
plantace dokazuje tvorbu hyalinni chrupavky. Zvétseni 40x.

Obr. 4. (A) Kolonie chondrocytl, (B) Izotropni gelovy nosic, (C) Implantace.

PATENTY UDELENE V ROCE 2010

PUV 2009 -21119 Kolagen/fibrinova sit's nanovlakny z polykaprolaktonu

PUV 2009 -21120 Sitka z polykaprolaktonu nebo z polyglykolové kyseliny nebo ze smési kyseliny
polymlécné a polyglykolové s nanovldkny

PUV 2009 -21121 Sitka obohacena nanovlakny z polykaprolaktonu nebo ze smési kyseliny
polymlécné a polyglykolové ¢i polyvinylchloridu s adherovanymi liposomy

PUV 2009 -21122 Nanovlakenna sitka s nanovlakny s dotovanymi liposomy

PUV 2009 -21123 Duté nanovldkna obohacena liposomy

PATENTOVE PRIHLASKY ZVEREJNENE V ROCE 2010

ZpUsob a zafizeni k vyrobé nanovlaken preplavovacim elektrostatickym zvlaknovanim
ZpUsob vyroby nanokapsli pfipravenych na bazi nanovlaken
Nanovlakenné nosice s fotoafinné vazanymi mikrosférami a zpUsob jejich vyroby
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LABORATOR BUNECNE BIOLOGIE

Vedouci: RNDr. KAREL KOBERNA, CSc.

se zabyvd strukturou chromatinu, replikaci DNA, cilenou expresi a transportem
bioaktivnich molekul do lidskych bunék v ramci programu ,Nanotechnologie pro
spolecnost”. Védci popsali napr: organizaci lidského replikonu v pribéhu jeho replikace
nebo roli ATP-zdvislého chromatinového remodelacniho komplexu gend.

Védecti pracovnici: Postgradualni student:
RNDr. Karel Koberna, CSc. Mgr. Dmytro Strunin
RNDr. Anna Ligasova, PhD. o .
Alexey Karpushev, PhD. Technicky pracovnik:

Ing. Markéta Hemerova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) ZPUSOB DETEKCE POLYADENYLOVANYCH SEKVENCI IN SITU.

Vyvinuli jsme novy pfistup, ktery umoziuje vysoce efektivné a specificky odhalit polyadenylované
sekvence RNA v permeabilizovanych burkach a na bunéénych fezech. Tento pfistup je zaloZen na
inkorporaci 5’-bromo-2"-deoxyuridinu do nové syntetizovaného komplementarniho retézce cDNA
pomoci reverzni transkriptazy a jeho nasledné detekci pomoci protilatek. Ukazali jsme, ze 5'-bromo-2"-
deoxyuridin je na rozdil od dfive pouzivaného deoxyuridinu zna¢eného biotinem nebo digoxigeninem
Lneviditelny” v duplexu DNA-DNA, ale lehce odhalitelny v RNA-DNA duplexu. Navic jsme ukazali, ze
nahrada deoxytymidinu 5’-bromo-2"-deoxyuridinem vyrazné stabilizuje vznikajici duplex RNA a DNA.
Tato pozorovani dovolila vyvinout techniku, kterd nevyzaduje individualni hybridizaéni krok a tudiz je
daleko Setrnéjsi k bunécné strukture nez dfive pouzivané techniky. Popsana metoda poskytuje signal
s pomérem signal/Sum vyssim nez 130 pro permeabilizované burky, 25 pro bunky zality do akrylatové
pryskyfice LR White a 80 pro fezy mrazové fixovanymi a substituovanymi burikami.

Rovnéz jsme zjistili, Ze kromé 5'-bromo-2'-deoxyuridinu je mozné vyuzit pro stabilizaci komplexu
RNA a DNA 5'-iodo-2'-deoxyuridin a 5'-chloro-2'-deoxyuridin. VyuZziti vySe uvedenych modifikovanych
nukleotidl pro detekci polyadeny-
lovanych sekvenci je momentalné
predmétem patentové prihlasky.

Obr. 1. Detekce polyadenylované RNA na
200 nm (A, B) a 70 nm (C, D) rezech Hela
burkami.

Buiky  byly fixovany  vysokotlakou
mrazovou fixaci, dale  zpracovany
pomoci mrazové substituce a zality
do Lowikrylu HMZ20. Polyadenylovana
RNA byla nasledné detekovéana pomoci
fluorescence (A, B, zelené) nebo pomoci
elektronové mikroskopie (C, D, zlaté
Castice). Zeleny signal byl pro usnadnéni
vizualizace znacenych oblasti zesilen.
Neupraveny signél je zobrazen v casti
1B. Modra odpovida znaceni DNA
pomoci DAPL (m) mitotickda burika,
(IG) interchromatinova granula, (M)
mitochondrie, (R) ribozomy.

Méfritko: 10 pm (A, B), 200 nm (C, D).
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2) STEREOLOGICKY A ULTRASTRUKTURALNI POPIS ZLAZ PTACI SCHISTOSOMY TRICHOBILHARZIA
REGENTI.

Provedli jsme stereologicky a ultrastrukturalni popis postacetabularnich a circumacetabularnich
zlaz a hlavové 7zlazy cerkarii ptaci schistosomy Trichobilharzia regenti. Dale jsme stanovili pH
postacetabularnich a circumacetabularnich zIaz. Uvedené Zlazy produkuji specialni bioaktivni molekuly,
které slouzi k penetraci do jejich hostitele. Tyto ptaci schistosomy mohou rovnéz penetrovat lidskou
klzi a zplsobovat cerkaridlni dermatitidy. Stereologicka analyza ukazala, Ze hlavova zlaza tvofi pfiblizné
6 %, postacetabularni zlazy 15 % a cirkumacetabularni zlazy 12 % celkového objemu téla cerkarie.
pH namérfené v cirkumacetabularnich zlazach bylo cca 7,44 a v postacetabularnich zlazach cca 7,1.
Nase vysledky rovnéz ukazaly vyznamné ultrastrukturalni zmény, ke kterym dochazi v disledku pouziti
chemické fixace v porovnani s mrazovou fixaci a naslednou mrazovou substituci. Dale jsme provedli 3D
rekonstrukci sledovanych zlaz. Jednalo se o prvni rekonstrukci cerkariadlnich zIaz vibec. V souhrnu nase
vysledky ukazaly velkou podobnost mezi studovanymi zlazami u Trichobilharzia regenti a zlazami lidské
schistosomy Schistosoma mansoni.

Obr. 2. 3-D model aceta-
bulérnich zlaz.
Postacetabularni  zlazy
jsou zelené, cirkumaceta-
buléarni zlazy cervené.

ODDELENI MIKROSKOPIE

Vedouci: RNDr. JAN MALINSKY, PhD.

Jje zaméreno na formovdni, distribuci a dynamiku bunécnych struktur neohranicenych
membrdnou. Rada biomolekul je v burice soustfedéna ve specializovanych
kompartmentech, které postradaji jasné definované hranice, v disledku toho
komunikuji se svym okolim pfimou difusi. Pomoci modernich mikroskopickych metod
Jje moZné nejen presné lokalizovat riizné bunécné struktury, ale detekovat téz jejich
pohyb a potencidlni interakce na molekuldrni trovni.

Védecky pracovnik: Techniéti pracovnici:
RNDr. Jan Malinsky, PhD. Bc. Tomés Cervinka

Jitka Eisensteinova
Postgradualni studenti: Lenka Hlavinova
Mgr. Vendula Stradalova Bc. Petra Vesel4

Mgr. Michaela Blazikova

VYZNAMNE VYSLEDKY LABORATORE V ROCE 2010

1) NAVRH MODELU FORMOVANI STRUKTURNE FUNKENICH DOMEN PLASMATICKE MEMBRANY.

V rdmci plasmatické membrany koexistuji zfetelné lateralni domény specifického slozeni a funkce.
Formou prehledného clanku jsme shrnuli dosud publikované poznatky o doménach v plasmatické
membrané bunék rostlin a hub, které byly popsany na zakladé mikroskopickych pfristup@. Plasmaticka
membrana kvasinky obsahuje velké mikrodomény, které se Ucastni regulace kolobéhu proteinl
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(obr. 1). Podle argininového prenasece Canl, jehoz segregace do téchto domén byla pozorovana jako
prvni, byly nazvany MCC (z angl. membrane compartment of Canl). Popsali jsme jemnou strukturu
téchto domén a ztotoznili je se zldbkovymi invaginacemi plasmatické membrany kvasinek. Shrnuli
jsme dosavadni poznatky o téchto strukturné-funkénich jednotkach kvasnicni plasmatické membrany
a navrhli jsme model jejich formovani.

Obr. 1. Abnormalné prodlouzené MCC domény
v plasmatické membrané kvasinky. Absence Mak3,
proteinu  zdcastnéného v  N-terminalni acetylaci
protein, ma za nasledek prodlouzeni MCC domén
v plasmatické membrané pekarské kvasinky. Projekce
maximalnich intenzit distribuce MCC markeru Sur7-GFP
je presentovana ve falesSnych barvach kédujicich treti
rozmér (hloubku) preparatu.

2) OBJASNENIROLE PROTEINU NCE102 V USPORADANI PLASMATICKE MEMBRANY S. CEREVISIAE.

Plasmatickd membrana kvasinky obsahuje stabilné rozprostfené lateralni domény specifického
slozeni a struktury, nazyvané MCC. Akumulace specifickych protonovych symportérd uvniti MCC je
kontrolovana dalS$im MCC proteinem, Ncel02, ktery je sdm soucasti MCC. Ukazali jsme, ze akumu-
lace Ncel02 v MCC mé& za nasledek
lokaIni zakfiveni plasmatické membrany
v téchto doménéch a formovani specifické
a mimoradné stabilni struktury — zlabkové
invaginace. Zesilenou expresi proteino-
vych analogd Ncel02 jsme prokazali,
ze funkce téchto proteind v doménové
organizaci plasmatické membrany je za-
chovana v ramci kmene vieckovytrusnych
hub. Diskutovali jsme mozné fylogenetické
presahy a molekuldrni mechanismy této
funkce. Cilenou mutagenezi jsme oznacili
C-terminalni doménu Ncel02 jako tu cast
molekuly proteinu, kterd je zodpovédna
za popsanou funkci Ncel02.

Obr. 2. C-terminalné zkracena verze Ncel02 neni
schopna vytvaret zlabkové invaginace plasmatic-
ké membrany. Jemna struktura plasmatické mem-
brany v divokém kmeni (A) a v kmeni exprimujicim
C-terminalné kracenou verzi (B) byla porovnana
na replikach porizenych technikou mrazového
leptani. MCC domény jsou vyznaceny (hroty
Sipek). Namisto invaginaci (A), bunky exprimujici
neuplny protein obsahovaly plochou membréanu
(B). Na povrchu téchto bunék byly casto deteko-
vany hladké, podlouhlé oblasti membrany (detail
v B). Podobna situace nastava pri Uplné absenci
Ncel02 (nezobrazeno). Mérfitko: 1 pm.
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3) VYTVORENI NUMERICKEHO MODELU FORMOVANI SESTRIHOVEHO KOMPLEXU V CAJALOVYCH

TELISKACH.

Vystrizeni nekddujicich sekvenci z primarniho transkriptu genu neboli sestfih pre-mRNA je
jednou ze zakladnich podminek Uspésné exprese genu u vysSich eukaryot. U4/U6<U5 tri-snRNP
je esencialni sestfihovy, jenz je krok za krokem formovan znovu a znovu po kazdé reakci, jiz se
zUcCastni. Ackoli sled reakci vedoucich k formovani U4/U6-U5 tri-snRNP je dostatecné popsan,
malo se vi o kinetice tohoto dé&je. Ve spolupraci se skupinou Dr. Startka z UMG AV CR jsme vytvorili
Uplny matematicky model formovani U4/U6<U5 v Cajalovych téliskach v bunééném jadre (obr. 3).
Pomoci experimentalnich dat ziskanych technikou postupného obnoveni fluorescence po vybéleni
(Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP) v podminkach bunécné kultury lidského plvodu
(HelLa) proliferujici na skle jsme tento model pouzili k vypoctu kinetiky jednotlivych snRNP komplex(
a k urceni klicovych parametr( reakci vedoucich ke slozeni tri-snRNP komplexu. Vibec poprvé jsme
tak napt. odhadli rychlost formovani tri-snRNP. Nase vysledky ukazuji, Ze v Cajalovych téliskach probiha
proces skladani tri-snRNP asi desetkrat rychleji nez v okolni nukleoplasmé, coz pIné odpovida dfivéjsim
pozorovanim dilezitosti Cajalovych télisek v rychle se vyvijejicich biologickych systémech.

Obr. 3. Schéma postupného formovani tri-snRNP v Cajalové télisku. Pfehlednou formou je uveden vycet zakladnich krokd
postupného formovani U4/U6.U5 tri-snRNP z U4, U6, U5 a U4/U6 snRNP komplext, véetné disociace proteinu SART3 (S3)
ve finalni fazi tohoto procesu. Béhem fitovani parametrd modelu byla tato posledni reakce odprazena pomoci specifického
knock-downu hPrp6, proteinu nezbytného pro vazbu U5 na U4/U6 di-snRNP.
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ODDELENI TECHNOLOGICKEHO TRANSFERU /

INOVACNI BIOMEDICINSKE CENTRUM

Vedouci: Ing. PETR BAZANT, CSc., MBA

Oddeleni monitoruje a vyhodnocuje vyzvy k poddvdni projekti v tuzemskych
{ zahranicnich programech podpory v oblasti podnikdni, zdkladniho i aplikovaného
vyzkumu, inovaci a vzdélavdni. Ve vybranych pfipadech pak spolecné s vyzkumnymi
oddelenimi ustavu pfipravuje projektové Zddosti, podili se na realizaci schvdlenych
projekt(i a pripravuje periodické monitorovaci zprdvy o prubéhu projekti a jejich
udrZitelnosti v postrealizacnim obdobi.

Pracovnik: Ing. Jan Proksik

VYZNAMNE VYSLEDKY ODDELENI ZA ROK 2010

1) V ROCE 2010 BYLY PRIPRAVENY A PODANY NiZE UVEDENE PROJEKTOVE ZADOSTI:

A)

B)

0

D

~

E)

F)

Makroporézni hydrogel pro vyplii defektl miSni a mozkové tkané a prenos kmenovych bunék
do programu ALFA - Podpora aplikovaného vyzkumu a experimentalniho vyvoje Technologické
agentury CR. Zadatelem byl UEM AV (R, v.v.i, dal$imi Gcéastniky projektu jsou CellNova, s.r.o.,
CellMaGel, s.ro. a Ustav makromolekularni chemie AV CR, v.v.i.

Nanotechnologické systémy pro cilenou aplikaci a dlouhodobé skladovani Iéebné pusobicich
kmenovych bunék do Rezortniho programu TIP 2011 MPO CR.

NEUROREGION - Neurovédni vyzkum a jeho aplikace v mediciné a bioinzenyrstvi v Usteckém
kraji a v kraji Vysocina do programu Vzdélavani pro konkurenceschopnost MSMT CR, oblasti
podpory 2.3 — Lidské zdroje ve vyzkumu a vyvoji. Cilem je vybudovani novych vyzkumnych tymd
v oboru neurovéd u partnerd projektu - Krajské zdravotni a.s. v Usti nad Labem a Polytechniky
v Jihlavé.

Narodni biotechnologické a biomedicinské centrum do programu Prosperita MPO. Prijemcem
projektu je Stredocesky kraj, UEM AV CR je odbornym garantem projektu.

Vyzkumné centrum bunécné terapie a tkanovych nahrad (VCBT) do programu Praha
Konkurenceschopnost. Pfedmétem projektu je vystavba a technologické vybaveni nové budovy
vybavené laboratornimi prostory pro biomedicinsky vyzkum.

K projektu Inovacniho biomedicinského centra vybudovaného v rdmci programu
JPD2 byla obhéjena periodickd monitorovaci zprava v obdobi udrzitelnosti.

o

Obr. 1. Vyzkumné cen-
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2) REALIZACE PROGRAMU OPPA

V roce 2010 byl druhym rokem realizovan projekt ,Vzdélavani
védeckych pracovnikl v oblasti prenosu biomedicinskych
technologii do praxe” v rdamci programu OPPA. Hlavnim cilem
projektu bylo poskytnout vybranym védeckym pracovnikim
Ustavu rozsifujici profesni vzdélani zamérené na transfer
poznatkd zakladniho vyzkumu do klinické praxe.

Obr. 2. Pohled do konferencniho salu v IBC.

3) DALéj OKRUHY  CINNOSTI
ODDELENI

A) Oddéleni bylo v roce 2010 po-
véreno spravou Inovacniho biome-
dicinského centra, jehoz soucasti je:
(1) podnikatelsky inkubator pro
zacinajici firmy v oboru biomediciny
(2) centrum aplikovaného vyzkumu
v biomediciné

(3) centrum na podporu konku-
renceschopnosti na zdravotnickém
trhu.

Obr. 3. A Inovaéni biomedicinské centrum UEM AV CR.

B) Oddéleni vede pro Ustav agendu inovacnich spin-
off firem a ochrany dugevniho vlastnictvi. UEM iniciuje
vznik komeréné orientovanych spin-off firem, které
se stavaji partnery védeckych tym( Ustavu. Jsou to
vesmés spolecnosti vlastnéné soukromymi investory
nebo s jejich vyznamnym podilem. V roce 2008 UEM
se soukromym investorem zalozil dcefinou spolecnost
Biolnova, s.ro. (produktové orientovana firma s licenci
na vyrobu bunécnych IéCivych pfipravkd). V roce 2009
pak byla zalozena CellNova, s.r.o. (spolecnost pro uplat-
néni kmenovych bunék v |ékarské praxi), v roce 2010
vznikly firmy EponaCell, s.ro. (spolecnost pro uplat-  opy. 4. pohled do ¢istych prostor v IBC.

néni kmenovych bunék v oboru veterinarni mediciny)

a ArtiCell, s.r.o. (firma zamérena na aplikaci kmenovych bunék pfi 1é¢bé poranéni a poskozeni pohybo-
vého Ustroji v humanni mediciné).

C) Oddéleni vede agendu vzdélavani zaméstnancl v oboru inovacniho managementu v medicinég,
kam patfi i narodni i evropska regulacni legislativa a schvalovaci procesy pfi zavadéni novych lékd
a lécivych pripravk. UEM dosahl v nékolika medicinskych oborech vyznamnych védeckych vystupt se
znacnym komercnim potencidlem. Legislativni podminky komeréniho uplatnéni vysledkl medicinsky
orientovaného vyzkumu vsak znamenaji financné, casové i organizacné velmi naroény proces. Pfitom
outsourcovani odbornych sluzeb je financné velmi narocné a zvysuje tak riziko Uspésného uplatnéni
produktu na trhu. Proto UEM voli spise strategicky dileZitou cestu vzdélavani zaméstnanc(i a budovani
infrastruktury na podporu inovacniho cyklu.

V roce 2010 ziskala spole¢nost Biolnova, s.r.o., za asistence Oddéleni technologického transferu,
povoleni k vyrobé bunécnych lécivych pfipravkl pro humanni medicinu v ramci klinickych studii.

Inovacni ClctiCell %4 EponaCel
biomedicinské Innovative joint treatment e st el fr amimal biealth
centrum

“{Biolnova 3 CellNova
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