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v aorte potkana
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poruch autistického spektra
Gabriela Repiska
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stresu u deti
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Tomas Havranek
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Denisa Mihajl
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Lydia Mihalcikova
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Barbora Cechova
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Jan Jedlicka
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anestezovaného morcete
Anna Bartakova

22. Regulace bunééné motility semaforiny a moZnosti jejiho
farmakologického ovlivnéni
Michaela Kripnerova

23. Neurobiolégia nadororov v animalnych modeloch
Miroslav Tibensky

24.0Optimization of different separation techniques from spiked blood
for future sepsis diagnostics with 3rd generation sequencing
Michal Tamas

25.Integracia vyucéby klinického myslenia a rozhodovania
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Silvie Hnilicova



SBORNIK ABSTRAKT

EKG PARAMETRE V CELKOVEJ ANESTEZE U POTKANA

Svorc P
Ustav fyziolégie, Lekérska fakulta UPJS, Kosice, Slovenskd republika

Ve $pecifickych in vivo kardiovaskularnych, alebo toxikologickych studiach sa sleduja zmeny
v selektovanych elektrokardiografickych (EKG) parametroch na postdenie vzniku a vyvoja
poruch srdcového rytmu a to po réznych zasahoch. Kedze kazdy EKG parameter ma svoj
diagnosticky vyznam, zamerali sme sa na bezne hodnotené EKG parametre, ako je srdcova
frekvencia, trvanie PR intervalu, trvanie viny P, amplitidda viny P, trvanie komplexu QRS,
trvanie intervalu QT a QTc, amplitida viny R a amplitdda viny T pri réznych typoch celkovej
anestézy na potkanoch. Studie, v ktorych sa robili kardiovaskularne alebo toxikologické in vivo
experimenty na potkanoch, boli ziskané z vyhladavania prac publikovanych najma v rokoch
2000 az 2021 v databaze Web of Science. Celkovo sa pri vyhladavani ziskalo 123 ¢lankov.
Parametre EKG, ktoré boli uvedené ako vychodiskové (baseline), alebo kontrolné hodnoty,

sa zosumarizovali a vypocitala sa priemerna hodnota s prislusnym rozsahom. V diskusne;j
¢asti mnohych in vivo §tudii sa vysledky porovnavaji uz s predtym publikovanymi zisteniami.
Baseline, alebo kontrolné hodnoty EKG parametrov, ktoré sa spominaji v samotnych pracach,
su ¢asto udavané bez zohladnenia typu anestézy pouzitej v experimentoch. Pri akatnych in
vivo experimentoch sa taktiez ¢asto vébec neberie do Gvahy ¢as dia, kedy sa experimenty
vykonadvaju, alebo adaptacia zvierat na cyklus svetla a tmy a pohlavie. Ak sa v§ak EKG
parametre povazuju za délezité indikatory arytmogenézy a vychodzie hodnoty su a priori
rozdielne, tak to moze naznacovat rozdiel v elektrickej stabilite myokardu. Ak vezmeme do
avahy len najdélezitejSie prognostické parametre pre posudenie tendencie k rozvoju porach
srdcového rytmu (HR, PR [PQ] a QT interval), méZeme konstatovat, Ze u samcov su tieto
parametre ovplyvnené celkovou anestézou. Ak prijmeme Udaje uvadzané v telemetrickych
stadiach ako referenéné hodnoty — napriek problematickej povahe tohto postupu — HR

by bola mimo rozsahu pre ketaminovi/xylazinova anestéziu (bradykardicky G&inok) a pre
izofluran a hraniéna pre pentobarbitalovi anestéziu (tachykardicky uginok). Interval PQ

sa javi ako stabilny pri uvedenych typoch anestézie s vynimkou ketaminovej/xylazinovej
anestézie. Najvacsia variabilita bola zistena pri uretanovej anestézii. Ak akceptujeme hodnoty
QT intervalu z telemetrickych s§tadii ako pozadované referenéné hodnoty, potom trvanie QT
intervalu (prediZenie) je mimo rozsahu pre anestézu pentobarbitalom, ketaminom/xylazinom,
s najvacsou variabilitou pri anestéze izofluranom. Tato analyza naznacuje, Ze ketaminova/
xylazinovéa anestéza nie je vhodnym typom celkovej anestézie v in vivo experimentoch na
potkanoch, ked sa hodnotia elektrokardiologické parametre. Preto, pri interpretéacii vysledkov
a v diskusiach o mechanizmoch, ktoré zakladaju dany typ arytmie, je dblezité byt opatrny,
nakolko uz pociatocné parametre EKG mozu byt do urcitej miery ovplyvnené celkovou
anestézou, ako aj pohlavim a dennou dobou, kedy sa robili experimenty



ZMENY EKG PARAMETRU PO ABSOLVOVANI TERAPIE TMOU

Strakos J, Jarkulis V, Michal&ak T, Skopelidou V, Zdvadovéa A, Diomin E, Svorc P, Jr, Skrda D,
Cieslarova J, Malis M
Lékarska fakulta Ostravské univerzity, Ostrava, Ceska republika

Uvod: Tato studie si kladla za cil vyhodnotit efekt terapie tmou na EKG parametry vybranych
probandl. Terapie tmou je povazovana za [é¢ebnou metodu, jez je zaloZzena na pobytu v
Uplné tmé. Jejim Ucelem je zlepsit zdravi lidi Zijicich v neustalém stresu a z psychologického
hlediska se rovnéz jedna o metodu sebepoznani, kdy je jedinec mnohem intenzivnéji
konfrontovan se svymi vlastnimi myslenkami. Kromé toho by tato metoda také mohla
ovliviovat celou fadu fyziologickych funkci, véetné elektrofyziologie myokardu.

Metodika: Do této prospektivni studie bylo zahrnuto 32 studentd ve vékovém rozmezi

19 az 26 let, umistnénych na 96 hodin do specialni mistnosti se 100 % absenci svétla. Misto
pobytu spliiovalo podminky pro pohodli probandl a bylo umisténo na tichém misté.

Pobyt v tmavé komote vzdy absolvovala pouze 1 osoba. Ugastnici béhem pobytu dostévali
jidlo a piti dle potfeby a nepouzivali Zadné zafizeni, které by vydavalo svétlo anebo ukazovalo
aktudlni ¢as. Jednotlivda méreni probihala den pfed nastupem na pobyt, v den ukoncéeni
pobytu cca 30 minut po vystupu ze tmy a nasledné ¢tvrty a sedmy den po pobytu. Mezi nami
sledované parametry pak patfily intervaly PQ, QT a QTc (odeéitané z II. kon&etinového svodu
12svodového EKG) spolu s tepovou frekvenci.

Vysledky: Disledkem pobytu probanda v tmavé komofe je sniZzovani tepové frekvence.

QT interval byl signifikantné delsi v den vystupu, ackoli ke zménam QTc intervall nedoslo.
Zavér: 96 hodin terapie tmou mélo vliv na tepovou frekvenci ve smyslu jejiho snizeni.

Tento efekt je Zadouci, jelikoZ vysoka tepova frekvence je rizikovym faktorem
kardiovaskularnich onemocnéni. Prodlouzeni QT intervalu je markerem pro vznik a vyvoj
moznych komorovych arytmii, nedoslo vSak k prodlouzeni QTc intervalu, coz znamena,

Ze terapie tmou nezvysSuje moznou predispozici pro vznik a vyvoj komorovych arytmii.

KDE SE VZALA TERAPIE TMOU?

Jarkuli§ V, Michal&sk T, Skrda D, Svorc P Jr.
Ustav fyziologie a patofyziologie, LF Ostravské univerzity, Ostrava

Terapie tmou (v originéle ,dunkelterapie®) pfedstavuje jednu z technik omezené zevni
stimulace, ktera skyta slibny potencial svého |é¢ebného ¢i terapeutického uplatnéni. | pfesto
v nasich podminkach zatim nepronilkla do hlubsiho povédomi Sirsi verejnosti, stejné jako se ji
prozatim nedostalo uznani ve védeckych kruzich. Terapii tmou Ize charakterizovat jako



preventivni a zaroven i [é¢ebnou techniku zalozenou na pobytu v absolutni tmé, umoznujici
zlepseni lidského zdravi, zejména ve smyslu mirnéni dopadl vystaveni neustalému stresu.
Metoda spogiva v cileném pobytu v prostiedi snizené vnéjsi stimulace (tj. tma, ticho, samota),
tzv. chamber REST (Restricted Enviromental Stimulation). Vyzkum této lé¢ebné metody
nasvédcuje tomu, Ze terapie tmou mulze mit pFiznivy dopad na symptomy a kvalitu Zivota
osob trpicich autismem, mizZe rovnéz pfispivat k redukci stresu u lidi s manickymi stavy,
Alzheimerovou chorobou ¢i fobiemi a relapsy u téchto postizeni. V souvislosti s poruchami
emoci mize terapie tmou zmiriiovat deprese a stabilizovat néalady u bipolarni poruchy,
umoznujici na psychiatrické Grovni snizeni davek antipsychotik. Rovnéz se zkouma uplatnéni
terapie tmou pro l1é¢bu akutnich manickych stavl. Lécebny potencial terapie tmou se mize
projevovat zejména v kombinaci s dal§imi procedurami. Existuji napfiklad dlikazy o Usp&sném
pouziti terapie tmou jako pomocné techniky pfi odvykani zavislostem, zejména koureni.

Jako doplnék ke konvenénim metodam mediciny se tato technika vyuziva také pfi [éCeni
chronopatologickych poruch spogivajicich ve snizené produkci &i dysregulaci melatoninu (1j.
insomnie, migrény, chronicka Gnava). V souasné dobé nejsou k dispozici studie popisujici
zmény ve fyziologii kardiovaskularniho a autonomniho nervového systému.

Sdéleni navazuje na témata mych kolegl z LF Ostravské univerzity.

DYNAMIKA ZMEN SRDECNI VARIABILITY PO DLOUHODOBE EXPOZICI TMOU
(CHAMBER-REST)

Svorc P Jr', Strakos J', Jarkuli§ V', Michal&sk T', Zdvadova A, Skrda D', Cieslarova J?,
MalGs M?, Diomin E', Skopelidou V'

'"Ustav fyziologie a patofyziologie, Lékarskd fakulta, Ostravska Univerzita,

Ostrava, Ceskd republika

2(Jstav psychologie, Filozofickd fakulta, Ostravska Univerzita, Ostrava, Ceska republika

Uvod: Terapie tmou je terapeuticka, relaxaéni a meditaéni technika, jejiz hlavni podstatou je
senzoricka deprivace. Jinym oznacenim je REST, neboli Restricted Environmental Stimulation,
prficemz se v nasi studii jednalo o metodu Chamber-REST, kdy senzoricka deprivace neni
absolutni a ¢lovék ma zachované hmatové, chutové, kinestatické a sluchové vijemy.

V pribéhu feseni se projekt zaméroval na sledovani zmén kardiovaskularniho, endokrinniho,
senzorického (zrak) a v nasem pfipadé& autonomniho nervového systému. Vliv senzorické
deprivace na ANS, ktery predstavuje dynamicky fidici systém, ktery citlivé reaguje jak na
vniténi, tak i zevni podnéty, byl sledovan pomoci analyzy HRV (Heart Rate Variability). Jedna
se o neinvazivni metodu, umoziujici kvantifikovat autonomni regulace na kardiovaskularni
systém a rovnéz posoudit podil obou jeho hlavnich slozek — sympatiku a parasympatiku.
Cilem bylo sledovani a evaluace zmén srdecni variability, ktera odrazi funkci ANS, po
dlouhodobé expozici tmou pomoci metody Chamber-REST.



Metodika: Studie se zucastnilo celkové 32 studentl ve véku od 19 do 26 let, ktefi byli
ubytovani po dobu 96 hodin ve specialné pFizplsobené mistnosti, ktera spliiovala podminky.
Samotna méfeni se provadéla pomoci pfistroje DIANS PF8 pfed nastupem na pobyt (celkové
3 méfeni, jejichz vysledek byl zprimérovan), v den ukonéeni pobytu cca 30 minut po vystupu
ze tmy a nasledné ¢tvrty a sedmy den po pobytu. Pro méfeni se pouzil orto-klino-staticky test
a byly hodnoceny parametry power LF, power HF a LF/HF.

Vysledky: Power HF vykazoval signifikantni zménu mezi prvnim a druhym mérenim

v horizontalni poloze (p=<0,05), ktera méla pretrvavajici déle trvajici trend i b&éhem tietiho

a ¢tvrtého méreni. Pomér mezi LF/HF poukazoval na modulaéni vliv jak sympatiku,

tak i parasympatiku béhem ortostatického testu taktéz bez signifikance.

Zavér: Z vysledkl studie je patrné, Ze se zvysila pfedevsim aktivita HF divize ANS, z ¢ehoz

se da usoudit, Zze procedura Chamber-REST s nejvétsi pravdépodobnosti méla pozitivni vliv
na regulaci aktivity parasympatiku u sledovanych probandd.

Prezentujici bude dvojice spoluautori Skopelidou V. a Diomin E.

AKTIVACIA PPARIr A NRF2 POPRI ANTIOXIDANTOV, NOS, RXR
U HYPERTENZIE

Dovinova I', Kluknavsky M', Macejova D?, Brtko J?, Balis P!, Baranéik M’
'Centrum Experimentalnej Mediciny, SAV, Bratislava, Slovensko, 2Biomedicinske Centrum,
SAV, Bratislava, Slovensko

Peroxizomovym proliferatorom aktivovany receptor gama (PPARYy) je jadrovy receptor, ktory
sa podiela na bunkovej signalizacii a slizi ako potencialny ciel pri liecbe metabolického
syndrému, kardiovaskularnych chordb a hypertenzie [1,2]. Aktivacia PPARy agonistami,

ako je pioglitazén (P1O), je spojena s aktivaciou faktora 2 suvisiaceho s erytroidnym jadrovym
faktorom 2 (Nrf2), ktory sa vyznamne podiela na reguldcii génovej expresie antioxidaénych

a detoxika&nych enzymov v oxida&nom strese [3-5]. V nasich experimentalnych §tadiach sme
skamali vplyv podavania PIO na vyvoj hypertenzie, tvorbu superoxidu a génovu expresiu
antioxidaénych a detoxikaénych enzymov v obli¢kach mladych (5 -tyzdnovych)

a dospelych (12 -tyzdnovych) samcov hraniéne hyperteznych (BHR) a spontanne hyperteznych
potkanov (SHR). Vyvoj krvného tlaku bol detegovany pletyzmografickou meédou.
Genomické ucinky PIO boli stanovené qPCR metdédou a sledovali sa zmeny expresie PPARy,
Nrf2, superoxiddimutazy 1,2 a 3 (SOD1, SOD2, SOD3), endotelovej NO syntazy (eNOS),
hemooxygenazy 1 (HO-1) a NAD(P)H chinén dehydrogenazy 1 (NQO-1). Aktivita NOS bola
stanovend konverziou radioaktivného [3H]-L-argininu na rdaioaktivny [3H]-L-citrulin.

Aktivita SOD bola stanovena kolorimetrickou reakciouza pomoci UV-VIS spektrofotometrie.
Tvorba superoxidu bola stanovena chemiluminiscenénou reakciou s lucigeninom. Terapia
prostrednictvom PPAR gama agonistu PIO (10 mg/kg/den, po dobu 2 tyZdnov)



aktivovala Nrf2, zlepsila a znizila krvny tlak-syndrém hypertenzie zlepsuje zmeny v oxidaénom
strese. Oddelenie NOS bolo vylepsené ¢innostami NO-syntazy produkovanej terapeutickej
modifikacnej biologickej dostupnosti produkcie NO, aktivity SOD a RXR v PPAR gama.

Pri oblickovej signalizacii sme zistili vazby medzi PPAR gama a Nrf2 a antioxida¢né reakcie
SOD. PPAR gama, Nrf2 a SOD, NOS v BHR a SHR a aktivované detoxikac¢né vysledky RXR
NQO1, HO-1, ktoré zlepsili mlady hypertenzivny BHR. V endoteli a v pravej srdcovej komore
sa znizila produkcia superoxidu. Hlavné Gcinky na krvny tlak a NO-syntazy boli pozorované u
vekovo zavislého hypertenzného BHR s pouzitim PIO agonistu.

[1]. Kvandova M. et al. Physiol Res 2016, 65, Suppl. 3: S343-S363. [2]. Wu KL. Et al.,
Hypertension 2014, 64 (4), 815—-824 [3]. Tain YL et al. Int J Mol Sci, 2016, 17 (1), 20. [4].
Baran&ik M. et al. Physiol. Res. 2016, 65, Suppl 1, S1-10. [5]. Dovinova | et al. Physiol Res 2020,
69, Suppl 4: S541-S553.

KARDIOVASKULARNE ZMENY POCAS FOTOTERAPIE NOVORODENCOV

Javorka K', Javorka M', Uhrikova Z?, Nandraziova L2, Czippelova B3, Matasova K2, Zibolen M?.
"Utav fyzioldgie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
Martin, Slovensko; 2Neonatologicka klinika, JLF UK a Univerzitna nemocnica, Martin,
Slovensko; SBioMed JLF UK, Martin, Slovensko

Uvod: Fototerapia — lie¢ba hyperbilirubinémie aplikaciou svetla ur&itej vinovej dizky — patri
medzi najCastejSie terapeutické intervencie na novorodeneckych oddeleniach. Cielom prace
bolo zistit zmeny kardiorespiraénych parametrov vyvolané fototerapiou.

Metodika: Vysetrenych bolo celkove 53 novorodencov s hyperbilirubinémiou s indikaciou
fototerapie a 40 kontrolnych deti s fyziologickymi hodnotami bilirubinémie Charakteristiky
novorodencov sa s vynimkou hladin bilirubinu od seba neodli$ovali. Systémovy tlak krvi (TK)
a frekvenciu srdca (FS) sme registrovali ultrazvukovym tonometrom a elektromanometrom,
resp. monitorom Carescape V100 Dinamap. Variabilita frekvencia srdca (VFS) bola
registrovana systémom VarCor PF6 a PF7 Neonat (DIMEA Olomouc) a hodnotena metédami
casovej a frekvenénej analyzy, resp. symbolickej dynamiky (hodnotenie indexu komplexity —
NCI a normovaného indexu nepredpovedatelnosti — NUPI). Merala sa frekvencia dychania,
saturéacia krvi kyslikom (SpQO2), rektélna a koZna teplota. Pred a po ukon&eni fototerapie bola
uréena bilirubinémia, hodnoty PaO2, PaCO2 a acidobazickej rovnovahy.

Vysledky: TK (systolicky, diastolicky a stredny) po&as fototerapie signifikantne klesal uz
pocas 1. hodiny. Pretrvavajici pokles TK bol potvrdeny i 1 hodinu po preruseni fototerapie.
Zvysovanie frekvencie srdca boli zrkadlovym obrazom zmien TK. Pocas fototerapie bol pokles
celkovej VFS v dosledku zniZenia spektralnych vykonov v nizkofrekvenénom

i vysokofrekvenénom pasme. Metéda symbolickej dynamiky ukazala, Ze pocas fototerapie
je pri chronotropnej regulécii srdca posun sympatiko-vagovej



rovnovahy smerom k dominancii sympatika. Frekvencia dychania bola pocas fototerapie
zvysena, saturacia krvi kyslikom, ako aj PaO2, PaCO2 a parametre acidobazickej rovnovahy
sa nemenili. Po¢as fototerapie bolo Statisticky vyznamné zvySenie koznej, ako aj rektalnej
teploty. U deti kontrolnej skupiny nedochadzalo pocas sledovania zékladnych parametrov

k ich signifikantnym zmenam.

Zaver: Pocas fototerapie novorodencov dochadza k zmenam kardiovaskularnych parametrov,
vratane VFS poukazujuce na diskrétny pokles aktivity parasympatika a/alebo vzostup aktivity
sympatika. Frekvencia dychania, ako aj kozna a rektalna teplota su zvySené pri nezmenenej
saturacii krvi kyslikom a acidobazickej rovnovahe. Predpokladéame, zZe tieto adaptacné zmeny
st dokazom fungujucej reguldcie KVS novorodencov, mézu mat priaznivy efekt pri znizovani
hyperbilirubinémie fototerapiou (vazodilatacia kozného rieéiska) a pomahaju udrziavat
homeostazu.

Bukovinska Z, et al. Pediatria, (Bratisl.) 2012, 7(1): 23-27; 2. Javorka K, Zavarska L. Cesko-
Slovenska Pediat. 45 (4): 230-232, 1990; 3. Nandraziova L, et al.: Cesko-Slovenska Pediat. 74
(8): 449-457, 2019; 4. Uhrikova Z, et al.: Early Hum Dev, 91:351-356, 2015.

MODULACIA ANGIOTENZINOVEJ SIGNALIZACIE U SPONTANNE
HYPERTENZNYCH POTKANOV A JEJ DOSLEDKY NA OXIDACNY STAV
A VLASTNOSTI ERYTROCYTOV

Jasenovec T', Radosinska D?, Kollarova M', Balis P3, Bernatova I> Zorad S4, Vrbjar N3,
Cacanyiova S°, Radosinska J*3

'Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, 2lmunologicky ustav,
Lekarska fakulta Univerzity Komenského v Bratislave, *Centrum experimentélnej mediciny
SAV, Bratislava, “Biomedicinske centrum SAV, Bratislava

Ciel: Rdzne patolégie (vratane COVID-19) st spojené s abnormalitami vlastnosti erytrocytov.
Hypertenzia predstavuje nepriaznivy stav pre kvalitu erytrocytov a je najcastej$im rizikovym
faktorom u pacientov s COVID-19. ZniZzena dostupnost angiotenzin konvertujiceho enzymu
2 (ACE2), ktora je typicka pre tychto pacientov, mdze dalej zhor3ovat kardiovaskularne
zdravie jedinca; jej dosledky na vlastnosti erytrocytov v§ak zatial nie st zname. Cielom prace
bolo preskiimat ucinok inhibicie ACE2 ako aj potencialny priaznivy u¢inok ACE inhibitora
zofenoprilu na oxidagny stav a erytrocyty u spontanne hypertenznych potkanov (SHR).
Aktivita SOD bola stanovena kolorimetrickou reakciouza pomoci UV-VIS spektrofotometrie.
Tvorba superoxidu bola stanovena chemiluminiscenénou reakciou s lucigeninom. Terapia
prostrednictvom PPAR gama agonistu PIO (10 mg/kg/den, po dobu 2 tyZzdnov) Metédy:
Inhibicia ACE2 bola indukovana podavanim MLN-4760 v davke 1 mg/kg/den pocas 2 tyzdnov.
Podévanie zofenoprilu (10 mg/kg/den) za&alo po 4 diioch ACE2 inhibicie. Experimentélne
zvierata boli rozdelené do 4 skupin: kontrolné SHR, kontrolné SHR liecené zofenoprilom,



SHR s inhibiciou ACE2, SHR s inhibiciou ACE2 a lie¢ené zofenoprilom. Markery oxida¢ného
stresu (pomer GSH/GSSG), antioxida&ného stavu (FRAP a TAC), karbonylového stresu (AGEs
a fruktézamin), oxidacie proteinov (AOPP) a peroxidécie lipidov (TBARS) boli stanovené

v krvnej plazme a v hemolyzate erytrocytov pouzitim spektrofotometrie

a spektrofluorometrie. Z parametrov erytrocytov sme sa zamerali na ich morfolégiu,
deformabilitu, osmoticku rezistenciu, produkciu oxidu dusnatého a enzymovu kinetiku
Na,K-ATPazy.

Vysledky a diskusia: Inhibicia ACE2 viedla k zhor$eniu morfolégie a osmotickej rezistencie
erytrocytov. Pomer GSH/GSSG sa v plazme zvysil, ¢o mbze predstavovat systémovu
adaptacnu odpoved na ACE2 inhibiciu u SHR. V hemolyzate erytrocytov bol v§ak tento pomer
nizsi a parameter FRAP vyssi, ¢o poukazuje na zhor$enie oxida¢nej rovnovahy

v intracelularnom kompartmente. Podavanie zofenoprilu malo za nasledok neo¢akavané
zvysenie plazmatickych hladin angiotenzinu Il u kontrolnych SHR ako aj u SHR s inhibiciou
ACEZ2, ale viedlo k normalizacii osmotickej rezistencie u SHR s inhibiciou ACE2. Zofenopril
zvysil enzymovu aktivitu Na,K-ATPazy v erytrocytovych membranach u kontrolnych SHR,

nie v§ak po inhibicii ACE2. Rozdielny uc¢inok zofenoprilu u kontrolnych a ACE2 inhibovanych
SHR bol pozorovany aj pri hematokrite a deformabilite erytrocytov. Z toho vyplyva, ze lie¢ba
hypertenzie nemusi byt postacujica v podmienkach inhibicie ACE2.

VLASTNOSTI ERYTROCYTOV V MONOKROTALINOVOM MODELI PLUCNEJ
ARTERIOVEJ HYPERTENZIE

Jasenovec T, Radosinska D, Balis P, Trubacova S, Paulis L, Vrbjar N, Kollarova M, Radosinska J
Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave, Bratislava,
Slovensko

Uvod: Plucna artériova hypertenzia (PAH) je zavazné ochorenie so zlou prognézou.
Monokrotalin (MCT) predstavuje toxicky alkaloid, ktorého jednorazové podanie spdsobuje
u experimentalnych zvierat rozvinutie PAH. MCT je po podani metabolizovany v peceni a
erytrocytmi transportovany do plic. V prostredi plicnych prekapilarnych arteriol a kapilar,
kde sa MCT vplyvom zvysenej saturacie krvi kyslikom uvoliiuje z erytrocytov, nastava
poskodenie endotelovych buniek, ¢o vedie k zvyseniu vaskularnej rezistencie, remodelacii
ciev, zvyseniu pulmonaélneho tlaku a nasledne k zlyhaniu pravej komory srdca. Bosentan

je antagonistom endotelinového receptora pouzivanym pri liecbe PAH. Endotelin je silny
vazokonstriktor a mitogén hladkého svalstva a jeho receptory maja doélezita alohu

v patogenéze PAH. U pacientov s PAH dochéadza k zhor$eniu viacerych parametrov
erytrocytov ako napriklad ich deformability, agregability, &i distribuénej 3irky (RDW). Zmeny
tychto, ale aj inych parametrov erytrocytov (produkcia oxidu dusnatého

(NO), funkcia Na,K-ATPazy) vak zatial neboli popisané v MCT modeli PAH. Preto sme sa v
nasej §tadii zamerali na charakterizaciu parametrov erytrocytov v MCT modeli PAH



ako aj na mozny vplyv lieCby bosentanom.

Metédy: Pokus sme uskuto&nili na 10 tyzdhovych Wistar potkanoch (n = 30), ktoré sme
rozdelili do troch skupin: 1. kontrolna skupina; 2. skupina so subkutdnne podanym MCT

(60 mg/kg); 3. skupina s podanym MCT a lie€bou bosentanom (300mg/kg/den).

Po 4 tyzdinoch sme potkany usmrtili a odobrali krv na analyzu. Deformabilitu erytrocytov sme
stanovili filtracnou metédou, produkciu NO pomocou fluorescenénej sondy

DAF-2 DA, funkciu NA, K-ATPazy sme hodnotili pomocou kinetickych merani. Parametre
oxida¢ného stavu v plazme a osmoticku rezistenciu erytrocytov sme merali spektrometricky/
spektrofluorometricky.

Vysledky: Podanie MCT viedlo u experimentalnych zvierat k znizeniu hematokritu

(p = 0,02). Deformabilita erytrocytov sa po lie¢be bosentanom u potkanov vystavenych MCT
zvysila (p = 0,024). Podavanie MCT viedlo k zvy$eniu poé&tu aktivnych molekal Na,K-ATPazy
v membranach erytrocytov, av§ak k zhorseniu vazobnych vlastnosti Na,K-ATPazy pre Na+.

V porovnani s MCT skupinou, lie¢cba bosentanom signifikantne znizila hladinu pokrocilych
produktov oxidécie bielkovin - AOPP (p = 0,025) a fruktozaminu (p < 0,0001) a vplyvom lie¢by
nastalo zvy3enie pomeru redukovaného a oxidovaného glutatiénu - GSH/GSSG (p = 0,037).
Nepozorovali sme zmeny medzi skupinami v nasledujicich parametroch: AGEs (pokrogilé
produkty glykéacie), TBARS (markery peroxidéacie lipidov), FRAP (schopnost plazmy redukovat
Zelezité anidny), TAC (celkovéa antioxida&néa kapacita plazmy), po&et erytrocytov, RDW-SD,
MCYV (priemerny objem erytrocytu), osmoticka rezistencia erytrocytov a produkcia NO
erytrocytmi.

Zaver: Nase vysledky ukazuju, ze v ramci pozorovanych erytrocytovych parametrov ma
podanie MCT priamy vplyv iba funkciu Na,K-ATPazy. Podanie MCT zhorsilo vazobnu
vlastnosti Na,K-ATPazy pre Na+, ¢o pravdepodobne viedlo ku kompenzaénému zvyseniu
poctu aktivnych molekul tohto enzymu. Liecba bosentanom viedla k zlepSeniu deformability
erytrocytov u zvierat, ktorym bol podany MCT. Tento efekt je s najvac¢sou pravdepodobnostou
spdsobeny antioxidadnym Géinkom bosentanu. Styri ty?dne po podani MCT sa vaésina
skimanych vlastnosti erytrocytov vyznamne nezhorsila, ¢o sa nezhoduje

s nalezmi u pacientov s PAH.

INTERMITENTNY HYPOXICKY PRECONDITIONING ZLEPSUJE SRDCOVU
KONTRAKTILITU V ANTRACYKLINOVEJ KARDIOMYOPATII U POTKANOV

Galis, P, Bartosova, L', Szobi, A, Farkasova, V2, Kova¢ova, D?, Duris-Adameova A', Rajtik, T’
'Katedra farmakoldgie a toxikoldgie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Komenského, Bratislava
2(Jstav pre vyskum srdca SAV, Bratislava

3Ustav patologickej fyziolégie, Lekarska fakulta UK, Bratislava

Uvod: Intermitentny hypoxicky preconditioning (IHP) je dobre popisana kardioprotektivna
procedura v modeloch I/R poskodenia. Je schopna zmieriiovat znaky narusenej kontraktility
réznymi komplexnymi mechanizmami, ako st nadexpresia HIF-1-a alebo



TRPV-mediovana vazodilatacia a normalizacia aktivity Ca2+-dependentnej ATPazy sarko/
endoplazmatického retikula 2a (SERCA2a) vedica k zlep$eniu kontraktility. V modeloch
srdcového zlyhavania je vyznam IHP doposial nejasny, av§ak antracyklinova kardiomyopatia
je znama downregulaciou Ca2+ a preto vplyv IHP na Ca2+ homeostazu prostrednictvom
TRPV-SERCAZ2a osi mdze byt potencidlnym terapeutickym cielom v tejto patoldgii.

Metédy: V naSom experimente sme pouzili dospelé samce potkanov Wistar. Antracyklinova
kardiomyopatia (skupina DOX) bola vyvoland i.p. podavanim 4 mg/kg doxorubicinu po&as

4 tyzdhov (kumulativne 16 mg/kg). Kontrolnej skupine (C) bolo i.p. podavané vehikulum
(roztok NaCl). Lie¢ena skupina bola po&as 2 tyzdiiov pred podavanim doxorubicinu vystavena
intermitentnej hypoxii (skupina IHP). Na sledovanie srdcovych parametrov sa pouzila
echokardiografia. Na konci experimentu boli zvierata usmrtené v celkovej anestézii.

Na vypreparovanych srdciach bola vykonana imunoblotova analyza vybranych proteinov.
Vysledky: IHP dokéazal ispesne napravit znizeny srdcovy vydaj spésobeny DOX. Potkany

v DOX skupine mali znizent expresiu TRPV iénovych kanalov a zniZzenu aktivaciu

CaMKIl stanovenu ako expresia jej fosforylovanej pThr286 formy, teda naznak k poklesu
intracelularneho Ca2+. IHP na tieto expresie nemal Ziaden vplyv. IHP napriek tomu zvysoval
expresiu dblezitej Ca2+ regulujicej ATP-azy SERCA2a, ku ktorej doslo aj bez vplyvu na
expresiu HIF-1-a.

Zaver: Vyznam HIF-1-a a TRPV kanalov v kardioprotekcii mediovanej IHP sme v tomto
experimente na Urovni ich expresii nepozorovali. Uvazujeme, Ze zlepsenie srdcového vydaja
v modeli DOX kardiomyopatie prostrednictvom IHP mohlo byt sp6sobené zvysenim expresie
SERCAZ2a. Tieto vysledky prinasaju mozny vyznam IHP v antracyklinovej kardiomyopatii, ale
potencidlne aj vinych modeloch srdcového zlyhavania.

Klucové slova: antracyklinova kardiomyopatia, hypoxia, preconditioning, kardioprotekcia
Podakovanie: VEGA 1/0775/21, APVV-15-607, FaF UK/13/2021

MARKERY REMODELACIE SRDCA V ANIMALNOM MODELI DIABETES
MELLITUS
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Ciel: Kardio-vaskularne komplikacie st u pacientov s diabetes mellitus (DM) najéastejSou
pri¢inou ich morbidity a mortality. V patogenéze DM sa zuc¢astiuju aj matrixové



metaloproteinazy (MMP), ktoré predstavuja rodinu multifunkénych proteolytickych enzymov.
MMP st skimané ako mozné prediktory vyvoja kardio-vaskuldrnych ochoreni, najma
remodelécie srdca po infarkte myokardu a pri srdcovom zlyhavani. V nasej §tudii sme sa
zamerali na MMP-2 a MMP-9, ktoré patria do skupiny Zelatinaz, kedZe zatial nie je zname,
ako sa menia ich aktivity v zavislosti od §tadia DM. Pri zvy§enom oxidaénom strese sa MMP
dokazu aktivovat priamo, preto sme sledovali aj vybrané parametre oxida¢ného stresu

a antioxida¢nej kapacity.

Metddy: Pracovali sme s plazmou a homogenatmi pravej a lavej srdcovej komory 38
-tyzdnovych potkanov. Zvierata boli rozdelené do 4 skupin: Zucker Diabetic Fatty

s hyperglykémiou (DIA), Zucker Diabetic Fatty bez hyperglykémie (FAT), Zucker Lean
(chuda kontrola) a Wistar (absolatna kontrola). Aktivitu MMP-2 a MMP-9 sme stanovili
elektroforetickou metédou Zelatinovej zymografie. Parametre oxidacného stresu

a antioxida¢ného stavu sme stanovili spektrofotometrickymi a fluorescenénymi metédami.
Vysledky: U Zucker Lean bola v plazme aktivita MMP-2 vys$sia (p=0,0193) a aktivita MMP-9
nizsia (p<0,0001) v porovnani s DIA. Zucker Lean mali tieZ vy33iu aktivitu MMP-2 (p<0,0001)
v porovnani s FAT. Porovnanim DIA s FAT sme zistili signifikantne nizsie aktivity MMP-2
(p=0,0062) aj MMP-9 (p<0,0001) v skupine FAT. Aktivita MMP-2 v lavej srdcovej komore bola
vys$sia u DIA (p=0,019) aj u FAT (p=0,008) v porovnani s Zucker Lean. Skupina Zucker Lean
mala vysSie aktivity MMP-2 v srdci v porovnani s absolatnou kontrolou Wistar (p=0,035).
Aktivita MMP-2 v pravej komore bola vy$sia u Zucker Lean v porovnani s Wistar (p=0,049).
Aktivita MMP-9 nebola v srdcovych komorach detegovatelna. AOPP, fruktozamin a TBARs
vykazovali v skupinach FAT a DIA signifikantne vys$sie hodnoty v porovnani s kontrolnymi
skupinami. TBARs boli signifikantne vyssie v skupine FAT v porovnani s DIA a fruktozamin
naopak, signifikantne nizsi v skupine FAT v porovnani s DIA. Produkty oxidaéného poskodenia
vykazovali zvySené koncentracie v skupine FAT aj DIA.

Zaver: Nasa praca monitoruje rozdielnu aktivaciu MMP-2 a MMP-9 v animéalnom modeli DM
v zavislosti od klinickej zavaznosti. Obézne potkany s genetickou zatazou DM, u ktorych sa
eSte nerozvinula hyperglykémia, maju nizsiu plazmaticka aktivitu MMP-2 a

MMP-9 v porovnani s hyperglykemickymi. Zistili sme, Zze u Zucker Lean je aktivacia MMP-2
v lavej komore vyssia v porovnani s Wistar. Zvysena aktivita srdcovej MMP-2 poukazuje na
remodelaciu favej komory u obéznych aj hyperglykemickych zvierat. Ziskané poznatky

by mohli pomdéct k poznaniu tlohy MMP ako v patogenéze, tak aj v rozvoji komplikacii

DM typu 2.

Tento vyskum bol ¢iasto¢ne podporeny z grantov VEGA 1/0314/19 a UK/78/2021.



VLIV HORMONALNI ANTIKONCEPCE NA KARDIOVASKULARNI SYSTEM

Pirek O, Budinskaya K, Novékova Z
Fyziologicky ustav, LékaFskd fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

Uvod: Peroralni antikoncepci pravidelné uziva pres 150 milionl Zen, co? ji fadi mezi
nejpouzivanéjsi antikoncepéni prostfedky na svété. Pfestoze soucasna generace téchto Iéka
obsahuje pouze minimalni davky hormond, jejich uzivani ma negativni vliv na kardiovaskularni
systém — je rizikovym faktorem pro vznik hypertenze, mize vést ke vzniku zZilnich trombéz

a zaroven zvysuje tuhost tepen.

~Zlatym standardem® pro uréeni tepenné tuhosti je méreni rychlosti pulzové viny pomoci
aplanacni tonometrie, v soucasnosti Ize ke stanoveni tepenné tuhosti vyuzit také pristroj
VaSera. Cilem této studie bylo odhalit zmény parametrd kardiovaskularniho systému, ke
kterym by mohlo dojit u Zen uzivajicich peroralni antikoncepci.

Metody: Studie se zGcastnilo 24 Zen, které byly rozdéleny do dvou skupin — do skupiny

?en uzivajicich antikoncepci A (14 Zen; vék: 20,6+1,3 let; BMI: 20,16%1,46 kg/m2) a do
kontrolni skupiny N (10 Zen; 21,4+1,5 let; 22,08+3,05 kg/m2). V rdmci obou skupin byly Zeny
rozdéleny dle faze menstruacniho cyklu v dobé méreni. V§echny Zeny v antikoncepéni
skupiné uzivaly monoféazickou kombinovanou hormonalni antikoncepci. K uréeni parametr
kardiovaskularniho systému byly pouzity pfistroje SphygmoCor (AtCor Medical, Australie)

a VaSera (Fukuda Denshi, Japonsko). Systolicky (SBP) a diastolicky tlak krve (DBP) byl
kazdé z ucastnic zméren pomoci pfistroje VaSera. Déle byl pomoci pfistroje VaSera zméren
Ankle brachial index (ABI) a Cardio-ankle vascular index (CAVI) na obou polovinéach téla.
Pfistroj SphygmoCor byl vyuzit k uréeni karotido-radialni rychlosti pulzové viny (crPWV),
augmentadéniho tlaku (AP), augmentaéniho indexu (Al) a subendocardial viability indexu (SVI)
vzdy na dominantni poloviné téla. Ke statistické analyze dat byl vyuzit software Statistica 13.5.
Vysledky: VSechny sledované parametry se u obou skupin respondentek nachazely ve
fyziologickém rozmezi. Statisticky vyznamny rozdil mezi antikoncepéni a kontrolni skupinou
jsme zjistili u nasledujicich parametr: DBP (74,7+5,1 mmHg vs. 62,8+8,1 mmHg; p<0,01), SVI
(159,0+13,1 % vs. 179,0+13,8 %; p<0,01), crPWV (7,1+0,8 m/s vs. 6,5+0,7 m/s; p<0,05). Rozdily
ostatnich méfenych parametrt (CAVI, ABI, SBP, AP, Al) mezi skupinami nebyly statisticky
vyznamné.

Zavér: Navzdory fadové nizsi koncentraci estrogen(ll v sou¢asné peroralni antikoncepci
systém. Parametry ovlivnéné pfevazné stavem perifernich tepen (crPWYV, DBP) jsou u
antikoncep¢éni skupiny v porovnani s kontrolni skupinou vyznamné zvyseny, coz svédci pro
jejich zvysenou tuhost. Nase vysledky tak ukazuji, Ze uzivani peroralni antikoncepce ma vliv
prevazné na funkci periferni ¢asti kardiovaskularniho systému. Zaroven jsme nasli

u antikoncepéni skupiny i vyznamné snizeny parametr SVI, ktery popisuje kvalitu zasobeni
myokardu kyslikem, coz svéd¢i o ovlivnéni také centralni ¢asti kardiovaskularniho systému.



Podékovani: Tato studie vznikla v ramci projektu Specifického vyzkumu Masarykovy
Univerzity “Od buriky k mediciné* MUNI/A/1133/2021 a v rdmci programu P-PooL.

OVLIVNENI VZNIKU A VYVOJE EXPERIMENTALNIHO EDEMU MOZKU
METHYLPREDNISOLONEM

Kozler P, Maresova D, Pokorny J
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Praha, Ceskd republika

Cil: Edém mozku neni onemocnéni, ale zavazny klinicky symptom. Plsobi zvétSeni objemu
mozku a nezfidka fatalni intrakranialni hypertenzi. Sou¢asna klasifikace edému mozku
rozliSuje dva druhy — cytotoxicky a vazogenni a t¥i typy — jeden celularni (cytotoxicky)

a dva extracelularni (iontovy a vazogenni). Preklinicky vyzkumu ma najit metodu, ktera by
zabranila vzniku nebo rozvoji edému mozku v jeho poc¢atku. Za timto Gc¢elem dlouhodobé
testujeme G&inek methylprednisolonu (MP) v experimentélnich modelech edému mozku

na laboratornich potkanech. Cilem sdéleni je prezentace soucasné klasifikace edému

mozku a vysledkl naseho preklinického vyzkumu s pouzitim kontinualniho monitorovani
intrakranialniho tlaku (ICP) a zobrazeni edému mozku magnetickou rezonanci (MRI).

Metody: K neuroprotekci je vyuZzita predevsim antioxidaéni schopnost MP, ktera zasahuje do
patogenniho procesu v nervovych burikach na rlznych Grovnich, od lipidovych membran po
fadu buné&nych systéma. Pro svou vysokou molekulovou hmotnost (MW>50 kDa), nepronika
MP za fyziologickym podminek intaktni hematoencefalickou bariérou (HEB), proto aplikujeme
MP pf¥i oteviené HEB (po indukci edému). Nadasovani aplikace je uréeno farmakokinetikou
MP - poloé&as vylou&eni 1,8 az 5,2 hodiny. Uginna davka MP je podle re$er$e dosud
publikovanych vysledkl 30—105 mg/kg.

K indukci experimentalniho extracelularniho edému mozku uzivame metodu osmotického
otevieni HEB (20 % manitol = 200 g ad 1000 ml aqua pro injectione, 1098 mosml/I,

davka 5 ml/kg, rychlost 0,12 ml/sec, aplikace selektivné do vnitini karotické tepny na krku),
pro navozeni experimentalniho celularniho edému mozku uzivdme metodu intoxikace

vodou — WI (destilovana voda — DV, celkova davka = 20% hmotnosti zvifete + 0.032 mg / kg
desmopressinu — blokuje vylu¢ovani vody ledvinami a navozuje diluéni hyponatremii, aplikace
intraperitoneélné — i.p. ve tiech dil&ich davkach/24 hodin). Kontinualni monitorovani ICP
(soubor 40 potkand po osmi v kazdé skupiné) po dobu jedné hodiny s pouzitim fibrooptického
systému s mikrosnimac¢em zavedenym subduralné frontalné u spontanné dychajicich potkani
v inhalaéni anestezii. Poc¢itatovy software systému stanovil primérné hodnoty ICP ve skupiné
zdravych potkant, u potkant s indukovanym edémem intoxikaci vodou a u dalSich skupin

s rozdilnym zpUlsobem podani MP. V MRI studii byly stanoveny primérné hodnoty ADC
(apparent diffusion coefficient) v mozkové kiFe a hippokampu (soubor 32 potkanl po osmi

v kazdé skuping). Méfeni probé&hlo u skupiny kontrolni a dale 24 hodin po dokoné&eni
intoxikace vodou u skupiny s indukovanym edémem a u dal$ich skupin s rozdilnym zptsobem
podani MP.



Vysledky: Priimérné hodnoty ICP (mmHg + SEM) u osmi potkani v jednotlivych skupinach:
kontrolni skupina 4.62+1.24, skupina s indukovanym edémem 14.25+2.12 - signifikantné

vy$$i ICP (p < 0.1), znagici poruchu tlakové objemové homeostazy, MP v davce 100mg/kg

byl aplikovan frakcionované spolu s aplikaci DV (5.52+1.32) nebo jednorazové po dokon&eni
intoxikace vodou (6.23+0.73) - obé& hodnoty jsou signifikantné nizsi, nez hodnota ICP u skupiny
s edémem (p < 0.1) znadici obnovu tlakové objemové homeostazy. Priimé&rné hodnoty

ADC (10-6 mm?/s + SEM) u osmi potkant v jednotlivych skupinach: kontrolni skupina

754 + 46, skupina s indukovanym edémem 793 * 44 - signifikantné vy3si ADC (p <0.05)

znacici extracelularni edém, skupina s MP v davce 100 mg/kg aplikovanym i.p. 759 + 50 -
signifikantné nizsi (p <0.05) znaéici mensi edém, skupina s MP v ddvce 50 mg/kg aplikovanym
do vnitini karotické tepny 730 + 48 - signifikantné nizsi (p <0.05) znaé&ici mensi edém.

Zavéry: V experimentalnich modelech byla schopnost MP ovliviiovat procesy lipidovych
membran a fady bunéénych systému vyuzita. Dokumentovany neuroprotektivni efekt MP

a extracelularniho edému indukovaného intoxikaci vodou, respektive osmotickym otevienim
HEB bez spoluticasti jiného patologického stavu, napfiklad experimentalniho modelu ischemie
¢i Urazu.

DOPAD PANDEMIE COVID-19 NA DUSEVNE ZDRAVIE RODIN S DETMI
S PORUCHOU AUTISTICKEHO SPEKTRA ALEBO NEUROTYPICKYMI DETMI

Polényiova, K, Belica, I, Celusakova, H, Jansakova, K, Kopéikova M, Raskové R, Szapuovid Z,
Ostatnikova D

Akademické centrum vyskumu autizmu, Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita
Komenského, Bratislava, Slovenska republika a Vyskumny ustav detskej psycholdégie

a patopsycholdgie, Bratislava, Slovenska republika

Cielom nasho vyskumu je dlhodobo sledovat dopad pandémie COVID-19 na dusevné zdravie
slovenskych rodin s detmi s poruchou autistického spektra (PAS) a rodin s neurotypickymi
detmi. Zamerali sme sa predovsetkym na prevalenciu depresie, Uzkosti a stresu u rodi¢ov

a maladaptivneho spravania a spankovych problémov ich deti. Zber dat prebiehal formou
online dotaznika a nasu vyskumnu vzorku tvorilo 332 rodi¢ov, z ktorych 155 ma dieta s PAS,
179 rodicov bolo oslovenych pocas prvej viny a 153 pocas druhej viny pandémie COVID-19.
Uz pocas prvej viny sme zistili zvy$enu Uzkost u rodi¢ov deti s PAS. Poc¢as druhej viny stupla
miera prezivanej Uzkosti, depresie a stresu u rodi¢ov z oboch skupin, avéak vyznamne viac

u rodicov deti s PAS. Taktiez medzi prvou a druhou vinou vyznamne stuplo internalizované
maladaptivne spravanie deti s PAS. Prejavy depresie, Uzkosti a stresu rodi¢ov pozitivne
korelovali s maladaptivnym spravanim autistickych ako aj neurotypickych deti, ¢o naznacuje
potrebu terapeutickych intervencii pre celé rodiny. Prezentované budu tiez predbezné



vysledky ziskané pocas aktualne prebiehajlcej 3. viny.
Praca bola podporena grantmi APVV 15-0045, APVV 15-0085, APVV-20-0070, APVV 20-0139.

ZMENY SYNAPTICKYCH PROTEINOV V TRANSGENNOM MODELI AUTIZMU

Bakos /"2, Bukatova S', Reichova A', Meliskova V'?, Mihalj D', Mravec B'"?, Ostatnikova D?,
Bacova Z,

'Ustav experimentalnej endokrinolégie, Biomedicinske centrum, SAV, Bratislava, Slovensko
2Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava, Slovensko

Zmeny rovnovahy excitaénej a inhibi¢nej neurotransmisie predovsetkym v skorych stadiach
vyvinu mozgu su povaZované za stcast patofyziolégie autizmu. V poslednych rokoch viaceré
studie preukazali, Ze synaptické abnormality pozorované v experimentdlnych modeloch
autizmu, suvisia s deficitmi v hladinach a interakcii cytoskeletovych a skafoldovych proteinov.
V nasich predchéadzajucich aj si¢asnych studiach sa snazime s pouZitim transgénnych

»~SH3 and multiple Ankyrin repeat domains 3“ (Shank3) deficientnych mysi, ktoré vykazuji
behavioralnu symptomatolégiu portuch autistického spektra, o poskytnutie celkového obrazu
o vyvinovych mechanizmoch zmien excitacnej a inhibi¢nej neurotransmisie. Preukazali sme
vyrazné regionalne rozdiely v mozgovych oblastiach v expresii excitacnych glutamatergickych
markerov a postsynaptickych skafoldovych proteinov u mladat aj dospelych Shank3
deficientnych mysi. Pozorovali sme zniZenie expresie inhibiénych GABAergickych markerov a
podjednotiek GABA receptorov v mozgu Shank3 deficientnych mysi. Dal$ie analyzy poukazujt
na nizsie hladiny GABAergickych markerov v dopaminergickych oblastiach mozgu dospelych
transgénnych mysi. Potvrdili sme, Ze deficit v Shank3 je sprevadzany abnormalitami v pocte a
diZke neuritov hipokampalnych neurénov. Tranzientny silencing expresie Shank3 génu viedol
k zniZeniu hladin niektorych adhéznych synaptickych proteinov (neurexinov, neuroliginov).
Tieto vysledky naznaéuju, Ze abnormality v Shank3 vedu k nerovnovahe Struktirnych
proteinov podielajtcich sa na tvorbe excitacnych aj inhibi¢nych synapsii. Patofyziologické
zmeny inhibiénej neurotransmisie v dopaminergicych oblastiach mozgu je potrebné brat do
uvahy pri vysvetlovani etioldgie poruch autistického spektra. Praca bola podporena grantami
APVV-15-0205, APVV-20-0114, VEGA 2/0155/20, VEGA 2/0148/21



OPTIMALIZACE PROTOKOLU PRO STANOVENI POSKOZENI
HEMATOENCEFALICKE BARIERY U PACIENTU PO ISCHEMICKE CEVNI
MOZKOVE PRIHODE POMOCI MRI

Kala D, Svoboda J, Prysiazhniuk Y, Sulc V, Olserovéa A, Sanda J, Tomek A, Kyné&l M, Otéhal J
Fyziologicky tstav AVCR, Praha, Ceska republika Fakulta elektrotechniky CVUT v Praze,

Praha, Ceskd republika Fakultni nemocnice v Motole, Praha, Ceska republika

Uvod: Cévni mozkova pfihoda (CMP) je tieti nejcastéjsi pric¢innou smrti a vyznamnym
socioekonomickym bfemenem celosvétové. Poskozeni hematoencefalické bariéry (HEB) je
Casty patofyziologicky jev souvisejici s CMP a ackoliv je intenzivné studovan u lidi

i pomoci zvifecich modell, ¢asovy profil predevsim v del§ich ¢asovych bodech je nejasny.
Integritu HEB lze ur&it pomoci magnetické resonance (MRI), kdy je pacient sniman pfed

a po, popfripadé v prabéhu, intravenézniho podani kontrastni latky. Kontrastni latka ztstava

v pfipadé zdravé HEB zcela uvniti cévniho recisté. Naopak pfi poskozeni HEB pronika
kontrastni latka do mozku, kdy mira tohoto pronikani odpovida mife poskozeni HEB. Pro
méreni integrity HEB pomoci MRI se vyuziva cela fada metod. BéZzné pred-po kontrastni
metody a analyza pomoci farmakokinetického modelovani zachycuji rychly prechod
kontrastni latky pfes HEB. Nejnovéjsi studie vSak ukazuji opoZzdéné pronikani kontrastni latky,
které tyto metody rutiné nezachyti. Z toho dlivodu byly navrzeny novéjsi metody pokryvaijici
delsi Casové okno od podani kontrastni latky. Tyto metody vSak vyZaduji del$i ¢as méreni

a v kombinaci s jiz zavedenymi metodami se celkovy ¢as straveny v magnetické rezonanci
stava pfrilis dlouhy a je pacienty obvykle obtizné snasen. Cilem této prace bylo implementovat
dostupné metody do bézné klinické praxe ve fakultni nemocnici v Motole, porovnat jejich
vysledky a pfinosnost pro pacienty po CMP a nasledné vybrat optimalni kombinaci metod pro
dosazeni co nejvyssi klinické informace o stavu HEB za cenu Ginosného ¢asu méreni.

Metody: Pro ucely objasnéni vlivu poskozeni HEB po CMP jsme vytvofili specialni MRI
protokol obsahujici citlivé strukturdlni, difazni a kontrastni sekvence. K uréeni integrity HEB
byly pouzity MRI sekvence s podanim kontrastni latky. Kromé sekvenci detekujicich rychlou
dynamiku prestupu kontrastni latky pfes HEB za pomoci farmakokinetického modelovani

a béznych kontrastnich sekvenci zalozenych na diferenci pred a po-kontrastnich snimkd byly
zarazeny nové sekvence monitorujici déle trvajici pfestup pres HEB. Navrzenym protokolem
bylo vysetfeno pét pacientd po CMP. Kazdy z nich podstoupil méreni ve tfech ¢asovych
bodech (16-48 hod, 6-8 den a 12-15 den po vyskytu CMP).

Vysledky: U péti pacientld po CMP bylo naméreno spektrum riznych MRI protokoll uréenych
pro stanoveni poskozeni HEB a to ve tfech ¢asovych bodech, béhem nichz byl zachyceny
vyvoj sledovaného poskozeni. V ramci tohoto datasetu byly zdokumentovany rozdily mezi
pouzitymi metodami a byl navrzen optimalni protokol. Podékovani: Prace byla financovana

z projekti Agentury pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky NU21-08-00228 and
NU21-02-00289. Dalsi podpora byla v ramci projektu LM2018129 Czech-Biolmaging.



Specialni podékovani patfi laborantim Veronice Borovcové a Janu Brhelovi za skvélou
technickou podporu.

HODNOCENIi BUNECNEHO ENERGETICKEHO METABOLIZMU MOZKOVE KURY
POMOCI MIKROSKOPICKEHO ZOBRAZEN|i DOBY DOHASINANI FLUORESCEN-
CE NADH IN VIVO

Otshal J, Svoboda J, Kala D, Danaéikova S, Vondrasek D, Hadraba D
Fyziologicky tstav AVCR, Videriska 1083, 142 20, Praha 4

Mozkova kiira vyZaduje pro svoji spravnou funkci kontinualni pfisun krve, ktera pfinasi
dostate¢né mnozstvi energetickych substrati a kyslik. Substraty jsou transportovany

pres hematoencefalickou bariéru do gliovych a nervovych bunék, kde probiha jejich

dal3i zpracovani. Podle teorie glukozo-laktatového &lunku (shuttle) gliové buriky preferuji
cytoplazmatickou glykolytickou cestu, zatimco neurony mitochondrialni aerobni fosforylaci.
V pribéhu rozvoje fady neurologickych onemocnéni dochazi k postupné alteraci
energetického metabolizmu, které se projevuji zménou poméru glykolyzy a fosforylace.
Redukovany kofaktor NAD(P)H se v buiice vyskytuje bud ve volném stavu (free NAD(P)

H) anebo je vazany na buné&né bilkoviny (bound NAD(P)H). Pravé pomér vazaného a

volného NAD(P)H umoziiuje zhodnotit energeticky metabolizmus. Vzhledem k tomu, Ze
NADH a NADPH ve volné i vazané formé vykazuje stejné fluorescenéni emisni spektrum, je
zna&né obtizné béZnou intenzitni fluorescenci tyto stavy molekul odlisit. Interakce NAD(P)

H s bilkovinami v§ak vede k ovlivnéni elektronl dvojnych vazeb a zméni se dohasinani
fluorescence po pulsnim osvitu molekuly. Cilem prace bylo zavést in vivo metodu
mikroskopického zobrazeni doby dohasinani fluorescence (FLIM) NADH v mozkové ke

u anestezovanych mysi. Dvoufotonovy mikroskop Bruker Ultima s 80MHz laserem Chameleon
Discovery TPC (Coherent), detektorem H10770PB-40 (Hamamatsu) a modulem FLIM SPC-150
TCSPC Becker&Hickl byl odladén pomoci série experimentl se standardy NADH. Dale byl
vyuzit kumarin, ktery vykazuje na koncentraci nezavislou mono-exponencialni charakteristiku
dohasinani fluorescence a Ize jej proto vyuzit pro kalibraci systému. Samotné in vivo
experimenty byly provedeny na anestezovanych mysich C57/BI6 s chronickym kranialnim
oknem implantovanym nad senzomotorickou kirou. Namérena data byla hodnocena

v programu FLIMfit 5.1.1. pomoci bi-exponencialniho fitu a zaroven pomoci fazorového grafu.
Vysledky ukazuji, Ze tato metoda je vhodna pro hodnoceni energetického metabolizmu
mozkové kiry az do hloubky 500pum od povrchu mozku.

Podékovani: Prace byla podpofena projekty GACR 22-28265S a 21-17564S, GAUK 343421,

a dale infrastrukturou LM2018129 Czech-Biolmaging.



GASTROINTESTINALNA DYSFUNKCIA A NUTRICNA SELEKTIVITA A ICH
KORELACIE S BEHAVIORALNYMI CHARAKTERISTIKAMI U DETI A
ADOLESCENTOV S PORUCHAMI AUTISTICKEHO SPEKTRA

Babinska K, Celusékové H, Belica I, Szapuové Z, Waczulikova I, Nemcsicsova D, Tomova A,
Ostatnikova D
Univerzita Komenského, Lekarska fakulta, Fyziologicky ustav, Bratislava, Slovenska republika

Poruchy autistického spektra (PAS) st skupinou neurovyvinovych poruch, ktorych jadrové
priznaky zahffaju poruchu socialnej interakcie a komunikéacie spolu s repetitivnym a
stereotypnym spréavanim a zaujmami. U vac¢siny jedincov s PAS sa prejavuji i symptémy
dal$ich pridruzenych poruch zdravia. Medzi najcastejSie patri gastrointestinalna dysfunkcia
a nutri¢né problémy, najma selektivita a konzumacie obmedzeného repertoaru potravin.
Predpoklada sa, Ze narusena signalizacia z traviaceho systému prostrednictvom osi ¢revo -
mozog sa podiela na vzniku behavioralnych prejavov PAS. Nutriéna selektivita ma suvis s Gzko
vymedzenymi, repetitivnymi zaujmami, charakteristickymi pre PAS, vplyv maju aj kognitivne
deficity.

V stadii sme zistovali prevalenciu Gl dysfunkcie a nutriénych problémov, ich korelacie so
zavaznostou priznakov PAS, ako aj diétnymi intervenciami a podavanim doplnkov vyzZivy.
Subor zahfnal 247 deti a adolescentov s PAS a 267 kontrol vo veku 2—-18 rokov. Jedinci boli
zaradeni do stboru s PAS na zaklade diagnostickych nastrojov ADOS-2 a ADI-R, ktoré
reprezentuju aj behavioréalne charakteristiky probandov. Udaje o Gl funkciach a vyzive v
poslednych 3 mesiacoch sa ziskavali anamnesticky.

V stibore sme zistili vysoku prevalenciu Gl symptémoyv, ktoré boli signifikantne Castejsie u
deti a dospievajacich s PAS (88,9 %) neZ u neurotypickych kontrol (79 %). Vyznamne &astejsi
vyskyt bol u dievéat ako u chlapcov. Zistila sa vysokad miera potravinovej selektivity pri

PAS (69,1 % vs 37,1 %). V stbore s PAS sme zistili signifikantné korelacie medzi zdvaznostou
PAS vo vsetkych troch hlavnych doménach (porucha sociélnej interakcie, narusena
komunikécia, repetitivne spravanie) a frekvenciou Gl a nutri¢nych problémov-u jedincoy,
ktori vykazovali vy$§iu mieru priznakov PAS, bol zisteny aj astejsi vyskyt Gl dysfunkcie i
nutri¢nej selektivity. Multivariana analyza preukazala, Ze aj pri zohladneni veku a pohlavia,
pritomnost Gl dysfunkcie, ako aj nutri¢nych $pecifik je signifikantne asociovana s PAS.
Vysledky modelovania naznacuji, Ze najma u dievcat pritomnost Gl dysfunkcie zvysuje
pravdepodobnost, Ze ide o jedinca s PAS. V stibore jedincov s PAS sme zistili 4- ndsobne
CastejSie dodrziavanie diétneho rezimu nez u kontrol, va¢sinou zalozeného na obmedzovani
lepku a mlieka, a to aj u deti vykazujucich nutri¢nu selektivitu. Vyzivové doplnky uzivalo 66,7
% jedincov, najma vitaminy/mineraly, probiotika a omega-3 mastné kyseliny. Podévanie diét
a doplnkov vyzivy u jedincov s PAS vychadza z vedecky nedostato¢ne potvrdenej hypotézy
predpokladajucej, Ze diétna modifikacia navodi metabolické zmeny vedice k zmierneniu
jadrovych prejavov PAS, ako aj Gl a nutricnych problémov.

Zaverom kons$tatujeme, Ze v sibore deti a adolescentov s PAS sme preukazali



vysoky vyskyt gastrointestinalnej dysfunkcie, problémov suivisiacich s prijmom potravy, ako
aj diétnych obmedzeni bez lekarskeho odporucania, ¢o moéze mat negativny dopad na ich
vyzivovy a zdravotny stav. V ramci komplexnej a multiprofesijnej starostlivosti o osoby s PAS
je potrebné venovat uvedenym porucham pozornost, cielene ich vyhladavat a riesit. Vysledky
naznacuju, ze pritomnost Gl dysfunkcie, najméa u dievéat moéze byt dopliiujicim markerom
podporujucim diagnézu PAS, ako aj mozné suvislosti medzi mechanizmami vzniku Gl a
nutriénych poruch a jadrovych prejavov PAS.

Podporené grantmi APVV-20-139, APVV-20-0070, APVV-15-0085

DEPOZICE FLUORESCENTNICH INDIKATORU V MOZKOVE VASKULATURE: IN
VIVO STUDIE DVOUFOTONOVE FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE U MYSI

Svoboda J'3, Kala D**, Vondrasek D?, Hadraba D?, Danaéikova S', Varha I*, Yeva Prysiazhniuk’,
Otahal J'

'Fyziologicky stav Akademie véd Ceské republiky, 2Biomatematicky tstav Akademie véd
Ceské republiky, 3Fakulta télesné vychovy a sportu Univerzity Karlovy, Ceska republika,
“Ceské vysoké uceni technické v Praze

Nedavné studie ukazaly, Ze po sériovém podani kontrastnich latek na bazi gadolinia pro
vy$etieni magnetickou rezonanci dochazi k jeho usazovani v riznych ¢astech mozku. Ackoli
nebyly hlaSeny zadné klinické korelaty téchto depozit, rozvinula se intenzivni diskuse, do

jaké miry by to mohlo byt skodlivé. Navic pitevni histopatologicka analyza odhalila ukladani
gadolinia ve sténach mozkovych cév, zatimco v extracelularni tkdni mozku pozorovano nebylo.
Provedli jsme tedy in vivo studii k popisu dynamiky fluorescence komplexu Evansova modf

— albumin uvnitf lumen a stény mozkovych cév. Samci kmene C56BL/6 (n=4) s chirurgicky
pfipravenym kranialnim oknem (4 aZ 6 tydnd po zakroku) v oblasti primarni senzorické kdry,
podstoupili aplikaci (i.p.) indikatoru Evansova modf (4 ug/g télesné hmotnosti, 0,5% roztok).
Nasledoval nekontinualni monitoring po dobu 14 dn. Pro ziskani dynamiky fluorescen¢niho
signalu v ¢ase byly zaznamy pofizeny akutné 1, 2, 3, 6, 8 a 14 dni po aplikaci indikatoru.
Anestetizovana zvifata byla umisténa do dvou-fotonového mikroskopu (Ultima IntraVital,
Bruker) a ve stejnych oblastech zajmu byla provedena zobrazovaci sekvence sestavajici

z akvizice z-stack( (v rozsahu O — 200um) s vysokym rozlienim. Ziskana data byla prostorové
koregistrovana, nasledné analyzovana v Matlabu a ru¢né zpracovéana v softwaru Imaged.
Pozorovali jsme vyssi intenzitu signdlu v cévni sténé ve srovnani s lumen. Tento fenomén byl
pfitomen po celou dobu pozorovani. Nase data naznacuji, Ze fenomén je omezen zejména na
vétsi tepny a arterioly, jako jsou napfiklad terminalni vétve arteria cerebri media. Nenasli jsme
vyznamny rozdil v chovani mezi sténami kapilar nebo Zil. Nase data ukazuji, ze jedina aplikace
fluorescenéniho indikatoru vazajiciho albumin vede k jeho pfitomnosti v cévni sténé, jak je
detekovano zvysenym fluorescenénim signalem az 2 tydny po aplikaci.

Prace byla podporena projekty GACR 22-28265S a 21-17564S, GAUK 343421, a dale
infrastrukturou LM2018129 Czech-Biolmaging.



INTRANASAL OXYTOCIN IN A GENETIC ANIMAL MODEL OF AUTISM

Szabd J, Mlynar M, Fejes A, Borbélyova V, Renczés E, Ostatnikova D, Celec P
Institute of Molecular Biomedicine, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava,

Slovakia

introduction: Autism spectrum disorder (ASD) is a group of neurodevelopmental disorders
mainly characterized by deficient sociability and repetitive behaviors. Behavioral
interventions have very limited effectivity. Pharmacotherapy, on the other hand, is only
focused on the secondary symptomatology, while an effective treatment for the core
symptoms is still lacking. Oxytocin (OXT) is a neuropeptide known for its prosocial impact,
making it a candidate drug for ASD treatment. Its neurobehavioral effects have been widely
researched but the outcomes reported by clinical studies are ambiguous. The present study
aimed to investigate the effect of one month long intranasal OXT treatment on the ASD-like
phenotype in Shank3-deficient mice as a widely used animal model of ASD.

material and methods: Fifty-four Shank3-deficient and wild-type mice of both sexes were
intranasally administered OXT (0.8lU/kg) or saline daily for a period of one month. The effect
of treatment on the ASD-like phenotype was examined in reciprocal interaction test and
open field test using EthoVisionXT software (Noldus, Wageningen, the Netherlands). Animals
were tested after 2 weeks and 4 weeks of treatment and 4 weeks following the treatment
termination.

results: Shank3-deficient mice treated with OXT spent twice as much time interacting with
the social partner after 2 weeks of daily OXT treatment (p<0.001) in comparison with their
saline-treated controls. After 4 weeks of administration, the explorative behavior of OXT-
treated Shank3-deficient mice was reduced by 50% in comparison to controls (p<0.001).

No treatment effect was observed in repetitive behavior of animals. The OXT-effect of
increased sociability and decreased exploration lasted even 4 weeks following the treatment
termination. However, while the social disinterest of control groups was steadily decreasing
across the measurements, OXT-treated mice did not exhibit this reduction (p<0.001),
indicating a form of social ambivalence.

conclusion: Our results support the therapeutic potential of intranasal OXT in alleviating the
social shortfalls in a genetic mouse model of ASD. Whether and how the outcomes of animal
experiments can be translated to humans requires clinical research. Further experimental
studies are also needed to elucidate the benefits and risks of the long-term OXT treatment.
The project was supported by research grants VEGA [1/0635/20], KEGA [045UK-4/2020],
APVV-20-0185 and APVV-20-0070.



VPLYV TDCS MOZOCKA NA SEMANTICKU PAMAT

Besterciova D, Rovny R, Marko M, RieCansky |
Centrum experimentdlnej mediciny SAV, Bratislava, Slovenska republika

V sti¢asnosti pribida ¢oraz viac dékazov o Glohe mozocka nielen v modulécii motorickych ale
aj kognitivnych a afektivnych funkcii. Na §tidium mozockovych funkcii u ludi sa v si¢asnosti
Coraz Castejsie vyuzivaju metddy neinvazivnej stimulécie, a to najma transkranialna stimulacia
jednosmernym pridom (tDCS). Principom tejto metddy je moduléacia neuréalnej aktivity
pomocou slabého elektrického prudu pretekajicim medzi dvomi povrchovymi stimulaénymi
elektrédami, anédou a katdédou. S vyuzitim tDCS uz bolo preukazané mozockové zapojenie
do viacerych nemotorickych procesov, spojenych najma s paméatou a jazykovymi funkciami.
Spdsob, akym sa mozocek zGc¢astiiuje na koordinacii nemotorickych procesov, vsak stéle

nie je objasneny. Ciefom nasej prace bolo preskimat tlohu mozocka v sémantickej paméti
pomocou anodalnej a katodalnej tDCS. Studie sa zG&astnilo 140 dospelych zdravych
probandov, ktori boli ndhodne rozdeleni do troch skupin (anodélna tDCS, katodélna tDCS,
sham tDCS). Véetkym probandom boli administrované dve behavioralne alohy zamerané

na rozdielne aspekty sémantickej pamati. Prvou bol test slovnych asociécii, v ktorej boli
participanti in§truovani generovat slovné asociacie a disociacie podla vopred danych
podmienok. Druhou behavioralnou ulohou bol test sémantickej predikcie, v ramci ktorého
participanti dokoncovali vety. Prezentované vety boli rozdelené do dvoch skupin podla

miery prediktability ich kontextu (vysoko predikovatelné a nepredikovatelné vety). Ulohy

boli vykonavané pred a okamzite po tDCS. Samotna stimulacia trvala 20 minat, intenzita
elektrického priadu bola 2 mA. Anodélna tDCS pozitivne ovplyvnila kontinualnu generaciu
slovnych asociacii, zatial ¢o ostatné parametre lexikdlno-sémantického spracovania informacii
ostali nezmenené. Katodalna tDCS nemala vplyv na Ziaden sledovany parameter. Nase
vysledky naznacuju, ze mozockové funkcie mézu byt ispesne modulované pomocou tDCS

a ze mozocek mdze byt zapojeny do niektorych aspektov sémantickej paméti. Praca bola
podporena projektami VEGA 2/0059/20 and APVV-19-0570.

PORUCHY SPANKU A HLADINY 6-SULFATOXYMELATONINU AKO MOZNE
PREDIKTORY ADAPTIVNEHO, MALADAPTIVNEHO SPRAVANIA A ZAVAZNOSTI
JADROVYCH PRIZNAKOV U DETi S PORUCHAMI AUTISTICKEHO SPEKTRA

Bartakoviova K, Keményova P, Belica I, Janik Szapuové Z, Raskova B, Stebelova K,
Waczulikova I, Ostatnikova D, Babinska K
Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave, Slovenska republika

Poruchy autistického spektra (PAS) patria medzi neurovyvinové ochorenia charakterizované
deficitmi v oblasti komunikacie, sociélnej interakcie a repetitivnym spravanim. U deti s PAS



s poruchy spanku velmi ¢asto sa vyskytujucou komorbiditou s prevalenciou 50-80 %.
Melatonin je hormén, ktorého hlavnou ulohou je regulacia spankového cyklu. V nasej
predchadzajlicej §tadii sme u jedincov s PAS preukazali vyssiu prevalenciu spankovych
poruch a nizsie hladiny 6-sulfatoxymelatoninu (aMT6s), hlavného odpadového produktu
melatoninu, vo vzorke ranného mocu v porovnani so zdravou populaciou. Adaptivne spravanie
je definované ako miera samostatnosti jedinca pri plneni kazdodennych aktivit potrebnych
pre bezny Zivot. Deti s PAS sa vyznacuju vyznamne horsim adaptivhym spravanim, ako

aj Gastej$im vyskytom tzv. maladaptivneho spravania (napr. agresia, Uzkost, depresia).
Cielom nasej studie bolo analyzovat v sibore deti s PAS ¢i poruchy spanku a koncentracia
6-sulfatoxymelatoninu vo vzorkach ranného mocu moézu sluzit ako prediktory adaptivneho
spravania a zavaznosti jadrovych priznakov porich autistického spektra. Vyskumny stibor
predstavovalo 56 deti s PAS (50 chlapcov a 6 dievéat), diagnéza PAS bola stanovena
standardnymi metédami ADOS-2 a ADI-R. Priemerny vek bol 5,3 roka s vekovym rozpatim
2,8-13,3 roka. Adaptivne spravanie sme hodnotili pomocou Vinelandskej §kaly adaptivneho
spravania. Hladiny sulfatoxymelatoninu v moc¢i boli stanovené ELISA metédou, spankové
parametre sme hodnotili dotaznikom CSHQ. Za signifikantné povazujeme zistenia, Ze poruchy
spanku negativne korelovali s celkovym skére a socializa¢nou skalou adaptivneho spravania a
boli spojené s vy$sou prevalenciou maladaptivneho spravania, t.j. vac¢sia zavaznost spankovej
dysfunkcie predikovala vyraznejsie narusenie adaptivneho spravania. Nase vysledky tiez
naznacujl, Ze znizené vylu€¢ovanie melatoninu poc¢as noci sa spéaja so zavaznej$§im narusenim
socidlneho afektu, ako aj vy$Sou celkovou mierou priznakov PAS podla ADOS-2, a tym
podporuju hypotézu o moznej tlohe melatoninu v patomechanizmoch PAS.

Praca bola podporena grantmi APVV-20-139, APVV-20-0070, APVV-15-0085

ZMENY VE STATICKE PERIMETRII BEHEM PROCEDURY CHAMBER REST

Zavadovd A', Strakos J', Jarkulis V', Skrda D', Cieslarové J?, Mals M?, Diomin E', Skopelidou
V', Svorc P Jr* Michal&sk T'

'"Ustav fyziologie a patofyziologie, Lékarskd fakulta, Ostravska Univerzita, Ostrava, Ceskd
republika 2Ustav psychologie, Filozofickd fakulta, Ostravskd Univerzita, Ostrava, Ceskd
republika

Uvod: Cilem bylo pozorovat zmény citlivosti sitnice na osvit v ndvaznosti na pobyt ve
specialné upravené tmavé komofe na podkladé senzorické deprivace (,metoda CHAMBER
REST®). Vysledky této experimentalni |é&ebné metody, ktera je zaloZzena na pobytu v Gplné
tmé za Ucelem zlepSeni zdravi lidi pod neustalym stresem a vlivem vnéjsiho prostiedi,
napovidaji, Ze by mohla také pfiznivé ovliviiovat stav citlivosti sitnice a jeji regeneraci.
Metodika: Hodnoceni probihalo u 26 studentl ve véku od 19 do 26 let, umistnénych na 96
hodin do specidlni mistnosti s maximalni tmou. Mistnost spliiovala podminky pro pohodlny
pobyt a byla umisténa na tichém misté. Udastnik béhem pobytu nepouzival 24dné zafizeni,
které by vydavalo svétlo. Pro méfeni byla vyuzZita metoda statické perimetrie a vyhodnoceni
probihalo v programu macula threshold. Probandi podstoupili méreni celkové 4x, zvlast pro
levé a pravé oko. Prvni méfeni bylo provedeno den pred zahajenim terapie, dal$i zpravidla do
30 minut po skoné&eni pobytu ve tmé, ndsledovaném dvéma mérenimi 4. a 7. den po vystupu



z temné komory. Pro vyhodnoceni dopadu pobytu v tmavé komore na zorné pole a citlivost
sitnice byl pouzit parametr MD (,Mean Defect®), ktery charakterizuje stfedni ztratu citlivosti v
zorném poli, a tedy vypovida i o celkovém poskozeni zorného pole.

Vysledky: Ve studii pro zpracovani vysledki se porovnaly primarné vysledky parametru MD,

a to z méreni den pred nastupem do tmy a 7. den po pobytu. V experimentalni skupiné doslo
u 71 % studentll ke zlep$eni u obou oéi, u 21 % studentl ke zlep$eni pouze u jednoho oka a u
zbylych 7 % studentl nedoslo k Zadnému zleps$eni citlivosti sitnice. Po celkovém statistickém
vyhodnoceni celé experimentalni skupiny po prvnim a poslednim méfeni se objevila vyssi mira
signifikantnosti (p=0,0167).

Zavér: Z téchto vysledkd mizeme usuzovat, ze 96hodinovy pobyt ve tmé po 7 dnech od
vystupu zlepsuje stav citlivosti sitnice lidského oka u mladych a zdravych jedincl. Zaroven je
vS§ak nutné ovérit toto tvrzeni na vétsim souboru lidi.

OBRANNE REAKCE HMYZiHO TELA PROTI VCELIMU JEDU A ULOHA
ADIPOKINETICKEHO HORMONU V NICH

Cerny J', Bodldkova K', Stérbova H', Gurar R, Zitka 02, Kodrik D'

'Entomologicky ustav, BC a Pfirodovédecka fakulta, JU, Ceské Budéjovice, Ceskd republika
2(Jstav chemie a biochemie, Agronomicka fakulta, MU a CEITEC, Viysoké uéeni technické,
Brno, Ceska republika

V¢ely si svij zihadlovy aparat a vceli jed plvodné vyvinuly jako velmi sofistikovanou
mechanickou a chemickou zbran proti jedinciim svého vlastniho druhu nebo proti jinym
predatorskym hmyzim druh@m. Uginnost té&chto zbrani proti ptakdim a savciim se na evoluéni
scéné objevila mnohem pozdéji, a jak je zndmo, diky svému nespecifickému mechanismu

je velmi vysoka. Je zajimavé, Ze o biologickych a biochemickych obrannych reakcich vici
véelimu jedu v hmyzim téle je znamo relativné malo. Proto jsme v této studii sledovali
fyziologické reakce v téle modelového hmyzu svdba amerického, Periplaneta americana po
aplikaci véeliho jedu. Injekce jedu do té&la $vaba vyvolala silnou stresovou reakci (LD50 = 1.063
ul jedu) spojenou s vyznamnym navy$enim hladiny stresového adipokinetického hormonu
(AKH) v centralni nervové soustavé (CNS) i v hemolymfé. Jed vyvolal také rozsahlou destrukci
ultrastruktury svalovych bunék, obzvlasté pak myofibril a sarkomer, pficemz soucasna
aplikace jedu a §vabiho AKH (=Peram-CAH-II) tomuto destruktivnimu G&inku z vétsi &asti
zabranila. Jed v téle §vaba dale moduloval hladinu glycidd, lipidd a protein v hemolymfé,

a také aktivitu travicich amylaz, lipaz a proteaz ve stfednim strevé. Také hladina vitellogeninl
v hemolymfé samic §vaba se vyznamneé sniZila po oSetfeni jedem. Je zajimavé, Ze hladina
dopaminu a glutathionu (GSH a GSSG) vzrostla v CNS po aplikaci jedu jenom mirng&, avdak
hladinu dopaminu se vyznamné navysila po aplikaci AKH i sou¢asné aplikaci jedu a AKH,
zatimco hladina GSH a GSSG se vyznamné zvysila jen po soucasné aplikaci obou agens.
Vysledky prokazuji celkovou reakci §vabiho téla na osetfeni véelim jedem a alespoi ¢aste¢nou
Glohu AKH v téchto reakcich.



Podpofeno projekty RVO 60077344 (ENTU, BC) a CEITEC 2020 (LQ1601).

EXTRACELULARNA DNA V PATOGENEZE REUMATOIDNEJ ARTRITIDY

Macakova K', lllésova J', Mlynarikova V?, Lesayova A', Kone¢na B', Borbélyova V', Tekelova M',
Steriova E3, Celec P**5, Vlkova B'

'"Ustav molekuldrnej biomediciny, Lekéarska fakulta Univerzity Komenského, 81108 Bratislava,
Slovenska republika, 2Narodny tstav reumatickych choréb, 92101 Piestany, Slovenska
republika, 3l. Internd klinika Lekarskej fakulty Univerzity Komenského a Univ

Uvod: Reumatoidn4 artritida (RA) je chronicka zapalova choroba, ktora postihuje az 1%
populacie, avsak jej etiopatogenéza stéle nie je objasnena. Liecba, hoci je najucinnejsia aku
pacienti s RA v histérii mali, nemoze byt kauzalna. Navyse, existuje nezanedbatelna skupina
pacientov, ktora na aktualnu protizapalovu liecbu neodpoveda optimalne. Pacienti

s RA maju v plazme vysoki koncentraciu extracelularnej DNA (ecDNA). Mdze ist o dosledok
zapalového procesu a teda zaujimavy biomarker, ale ecDNA mdze byt aj suc¢astou patogenézy
a teda moznym terapeutickym cielom. Cielom nasej stadie bolo popisat dynamiku ecDNA u
pacientov s RA pred a podas lie¢by biologickymi antireumatikami (o DMARDs) RA a otestovat
vplyv exogénnej DNazy v animalnom modeli RA.

Metody: Pacientom (n=40) s potvrdenou RA bola odobraté krv pred zadatim lieby

s bDMARDs, ako aj po 3 a 12 mesiacoch lie¢by. V plazme bola analyzovana ecDNA a jej
subcelularny pévod pomocou fluorometrickych metéd a real time PCR. Dynamika ecDNA
bola analyzovana vo vztahu k DAS28 a C-reaktivnemu proteinu. V animalnom experimente bol
vyuzity model RA indukovany pomocou protilatok voéi kolagénu typu Il. Cast mysi dostéavala
kazdych 12 hodin deoxyribonukleazu (10 mg/kg) po dobu 8 dni. Ako vystupné parametre boli
sledované artritické skére a opuch labiek pomocou pletyzmometra.

Vysledky: Lie¢ba bDMARDs zlepsila vyrazne klinicky stav u vaésiny pacientov (92,5%).
DAS28 a CRP poklesli v priemere 0 54% a 43% uz po 3 mesiacoch liecby. Plazmatickd ecDNA
klesla vyznamne (o0 60%) len u pacientov, ktori odpovedali na lie¢bu bDMARDs dobre podla
klinickych kritérii. U pacientov s miernou az slabou odpovedou na liecbu pokles ecDNA
pozorovany nebol. Hoci v animalnom modeli aplikacia exogénnej deoxyribonukleazy zvysila
plazmatick( deoxyribonukleazovu aktivitu o 83%, neboli zistené Ziadne rozdiely

v sledovanych parametroch medzi lie¢enou a nelie¢enou artritickou skupinou.

Zaver: Na zaklade vysledkov stadie mézeme predpokladat, Ze ecDNA by mohla byt dobrym
prognostickym markerom Uspesnosti liecCby, avsak pre klinicku aplikaciu treba skimat skoru
dynamiku zmien ecDNA po nasadeni bDMARDs. Animalny experiment nepreukazal, ze by
ecDNA bola vhodnym cielom pre nové terapeutické pristupy. Av§ak to méze suvisiet

s rozdielmi medzi klinickou RA a jej pouzitym animalnym modelom. Pre lepsie pochopenie
ulohy ecDNA v RA je potrebna analyza jej pévodu, mechanizmov vzniku ecDNA pri RA aich
cielenej inhibicie.

Tento projekt bol podporeny vyskumnym grantom APVV-18-0366.



POROVNANI CITLIVOSTI HEPATOMOVYCH LINIi HEPG2 A HEPARG VUCI
LIPOTOXICKEMU PUSOBENi MASTNYCH KYSELIN

Maseko TE, Elkalaf M, Melek J, Peterova E, Cervinkovéa Z, Kuéera O
Univerzita Karlova, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, Hradec Krélové, CR

Uvod: Nealkoholové tukové onemocnéni jater (NAFLD) je nejéast&jsi chronické onemocnéni
jater v zapadnich zemich a jeho prevalence déle stoupd. Patogeneze tohoto onemocnéni je
davana do souvislosti s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem, nicméné neni
zcela objasnéna. Pro studium NAFLD existuje fada in vivo modeld, ale je jen velmi limitovany
pocet vhodnych modell v podminkéach in vitro.

Cil: Hlavnim cilem této prace bylo porovnat citlivost 2 bunéénych hepatomovych linii vici
lipotoxickému pusobeni dvou volnych mastnych kyselin (FFAs) v riznych koncentracich

a pomeérech. Dal§im cilem bylo vybrat vhodnéjsi bunécnou linii a optimalni pomér

a koncentraci FFAs pro indukci steatézy jako model NAFLD in vitro.

Metodika: Bunky HepG2 a HepaRG linii byly kultivovany dle doporuéenych protokold k
dosazZeni pozadované density, ev. diferenciace. Poté byly buiiky vystaveny 24h plsobeni
oleatu (OA) a palmitatu (PA) v riznych koncentracich (0—2 mmol/I) a rGznych pomérech (3/0;
2/1;1/1; 1/2 a 0/3). Steatdza byla ovéfena mikroskopicky a stanovenim obsahu triacylglycerol
(TAG) v buinkéach (Triglyceride Colorimetric Assay). Lipotoxicky G&inek byl hodnocen pomoci
aktivit bun&&nych dehydrogenaz (WST-1), laktatdehydrogenazy (LDH) a kaspazy-3 a tvorby
reaktivnich forem kysliku (ROS, DCFDA). Mitochondriadlni membranovy potencial (MMP)

byl vizualizovan pomoci fluorescenéni mikroskopie (fluorescenéni sonda JC-1). Respirace
mitochondrii byla hodnocena pomoci méfeni konzumpce kysliku (OCR, Agilent Seahorse
XFe96 analyzer).

Vysledky: Oleat i palmitat vykazuji na davce zavislou toxicitu u obou bunéénych linii.
Lipotoxicita PA je signifikantné vyssi nez OA, coz potvrzuje pokles viability jiz po expozici 1
mM PA (p<0,001), vy$si aktivita kaspazy-3, LDH leakage a rovnéz vyssi pokles MMP u HepG2
i HepaRG bunék. Zajimavym nédlezem je nizsi toxicita kombinace obou mastnych kyselin ve
stejné celkové koncentraci nez toxicita samotného PA ¢i OA u HepG2 bunék. Pfekvapivym
nalezem je vys$si produkce ROS u HepG2 vystavenych vys§im koncentracim OA nez po
expozici PA. HepG2 burnky po expozici FFAs akumuluji efektivnéji TAG nez HepaRG buniky.
Dalsim zajimavym nalezem je rozdilna toxicita OA a PA u HepG2 bunék kultivovanych v
absenci ¢i pfitomnosti kolagenu. Zatimco kultivace HepG2 bunék na kolagenu sniZuje toxicitu
2 mM OA (p<0,001), toxicita PA je naopak v pfitomnosti kolagenu vy$si (p<0,001), coz dokazuji
vysledky aktivity kaspazy-3 a LDH leakage. Tento efekt nebyl pozorovan u HepaRG bunék.
Zavéry: Kombinace FFAs vykazuje nizsi toxicky u¢inek na HepG2 i HepaRG buriky, nez
samotny PA ¢&i OA, pficemz lipotoxicita PA je vyrazné vyssi nez OA. Zajimavym nalezem

je zvyseni toxicity PA a snizeni toxicity OA pfi kultivaci bunék HepG2 linie v pFfitomnosti
kolagenu.

Podpofeno grantem GAUK (336221) a programem Univerzity Karlovy Cooperatio.



LAMP AKO POTENCIALNA DIAGNOSTICKA METODA INFEKCNYCH CHOROB

Ivaskova N, Téthova L
Ustav molekularnej biomediciny, Lekérska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava,
Slovenska republika

Uvod: V diagnostike infek&nych choréb je jednou z hlavnych metéd polymerazova retazova
reakcia (PCR). Jej pouzitie vyZzaduje nevyhnutné kroky ako izolacia nukleovych kyselin

a nasledna amplifikacia $pecifického génu. PCR metdda s vysokou senzitivitou deteguje
pritomnost DNA, avs$ak prinasa so sebou aj negativa ako drahé laboratérne vybavenie

a ¢asovu naroc¢nost. Tieto obmedzenia viedli k vyvoju novej metddy, ktora prepaéja rychlost,
jednoduchost a vysoku $pecifickost. Slu¢kami sprostredkovana izotermicka amplifikacia
(LAMP), resp. jej obmena s pridanim reverznej transkriptazy (RT-LAMP), obsahuje 4 alebo

6 primerov viazucich sa na 6 alebo 8 oblasti cielového génu. Amplifikacia za konstantnej
teploty redukuje naro¢nost vybavenia na termostat s nastavitelnou teplotou. Metéda ma
Siroky potencial v testovani v mieste starostlivosti a v rozvojovych krajinach. V nasom
vyskume sa zameriavame na vyuzitie LAMP metddy v detekcii virusovych patogénov,
§pecialne pri chorobe COVID-19 ako aj detekciou bakteridlnych patogénov spdsobujucich
infekcie mo&ovych ciest (IMC). Ddlezitou suéastou predkladanej prace je optimalizécia
metddy s dérazom na zvySenie senzitivity a Specificity.

Metédy: COVID-19: V experimente sa testovala detekcia SARS-CoV-2 pomocou zmesi
primerov v sline zdravych dobrovolnikov. Vzorky dobrovolnikov (n=5) boli teplotne spracované
po dobu 5 minat na 95°C a zmiesané v pomere 9:1 so supernatantom bunkovej kultary SARS-
CoV-2. Reakéna zmes v celkovom objeme 20 pl obsahovala 10 ul WarmStart® Colorimetric
LAMP 2x Master Mix with UDG (New England Biolabs, Massachusetts), 2 ul zmesi primerov,
5 pl vody a 3 pl templatu. Reakénl zmes sme inkubovali po dobu 40 minat pri 65 °C. Overenie
pozitivneho vysledku prebiehalo vizualne vyhodnotenim farebnej zmeny reakcie (pozitivny-
2Ita farba, negativny-ruzova farba) a prostrednictvom gélovej elektroforézy sme potvrdili
pritomnost amplikénov. Nasledne sme skimali vplyv aditiv: 1xPBS; 0,5 mol Tris; 1xTris — EDTA;
1% TWEEN20; 1% Triton; DNA/RNA Shield; GuHCI; BST 3.0; reverzna transkriptaza. IMC
bakterialny panel: Podla dostupnej literattiry sme zvolili 11 zmesi primerov detegujlcich gény
¢asto vyskytujucich sa patogénov spésobujucich IMC. ZloZenie reakénej zmesi bolo rovnaké
ako pri COVID-19. Ako templat boli pouzité vzorky DNA izolované z bakteridlnych kultur
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi

a Staphylococcus aureus).

Vysledky: Pévodnym protokolom sme boli schopni detegovat virus SARS-CoV-2 vo vzorke
slin, ak bolo pritomnych aspoi 125 képii virusu v reakénej zmesi. Pouzitie PBS na rozriedenie
slin v pomere 1:1 zvysilo citlivost testu a virus sme boli schopni detegovat, ak sa vo vzorke
nachdadzalo aspon 30 képii virusu. Pridanie TWEEN20 a reverznej transkriptazy dalej zvysilo
senzitivitu, kedy sme boli schopni detegovat virus uz pri pritomnosti 15 képii virusu vo
vzorke. Naopak, pridanie Tris a DNA/RNA Shieldu do reakénej zmesi nezvysilo senzitivitu. Pri
bakterialnych patogénoch sme po pouziti 11 $pecifickych primerov vedeli identifikovat



prislusné bakteridlne kmene, ak bolo v reakénej zmesi pritomnych aspon 10 pg prislusnej
bakteridlnej DNA. Avsak, vo vysledku bola pritomna aj cross-reaktivita.

Zaver: Metéda LAMP ma mnoho vyhod, vratane nizkych nakladov, rychlosti, jednoduchosti a
znizenia nakladov na vybavenie. V prezentovanom vyskume sme dokazali, Zze detekcia SARS-
CoV-2 pomocou LAMP metédy je mozna. Vysledky potvrdzuju, ze pridanie aditiv k povodnym
reakénym zmesiam LAMP moéze viest k zvyS$eniu senzitivity. Pre vyuzitie metédy LAMP v
diagnostike bakteridlnych patogénov je potrebné overit ziskané vysledky aj na klinickych
vzorkach IMC, resp. na vzorkach mocu ziskanych z experimentalneho modelu IMC.

Projekt bol podporeny grantami APVV-18-0287 a APVV-20-0472.

EXTRACELULARNA DNA V EXOZOMOCH IZOLOVANYCH Z PLAZMY
ZDRAVYCH JEDINCOV

Licha K', Kone¢na B', Pastorek M', Repiska G?, Celec P"**

'"Ustav molekuldrnej biomediciny, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Slovensko 2Ustav fyzioldgie, Lekdrska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave, Slovensko
3Ustav patologickej fyziolégie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave,
Slovensko 4Katedra molekularnej biolégie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v
Bratislave

Extracelularna DNA (ecDNA) je DNA nachéadzajica sa v mimobunkovom priestore.

Je pritomna v mnohych telesnych tekutinach, ako napriklad v krvi, v krvnej plazme alebo

v moci. ECDNA méze slazit ako diagnosticky biomarker réznych choréb, avsak na

druhej strane méze tiez podnecovat vznik zapalu v tele, ak je pritomna v patologickych
koncentraciach. Z tohto dévodu organizmus reguluje jej koncentracie v krvi prostrednictvom
deoxyribonukleaz, ktoré za fyziologickych okolnosti ecDNA degraduju. V cirkulacii existuje
viacero foriem ecDNA. Méze byt volna alebo viazana v nukleozémoch alebo virtozémoch.
Predpoklada sa, Ze jednou z jej foriem mdzu byt exozomy. Exozémy su extracelularne
vezikuly uvolfiované fyziologicky takmer véetkymi bunkami v tele a nachadzaju sa vo
véetkych telesnych tekutinach. Maju lipidovu dvojvrstvu, ktora pomaha chranit ecDNA pred
degradaciou deoxyribonukledazami. Tym by mohli prispievat k zvy§enym koncentraciam
ecDNA v cirkulacii. Cielom tejto studie bolo potvrdit pritomnost ecDNA v exozémoch
izolovanych z ¢erstvej ludskej plazmy zdravych jedincov, zistenie lokalizacie a subcelularneho
povodu ecDNA asociovanej s exozdmami, ako aj odhad pribliznej koncentracie DNA v
jednom exozéme. Vo vyizolovanych vzorkach bol prostrednictvom transmisnej elektréonovej
mikroskopie potvrdeny typicky tvar exozémov. Metédou analyzy nanocdastic bola namerana
najvyssia koncentracia Castic vo velkosti 123 nm. Pritomnost exozomalnych markerov

CD9 a TSG101 bola potvrdena western blotom. Zistili sme, Ze 60-75 % DNA je prilepene;j

na povrchu exozémoyv, ale ¢ast DNA je lokalizovana vo vnatri exozomov, kde je chranena
pred degradaciou deoxyribonukeldzami. Zaroven bola potvrdena pritomnost jadrovej aj
mitochondridlnej DNA v exozémoch. Exozémy izolované z plazmy zdravych ludi obsahuji za



fyziologickych podmienok jadrovi aj mitochondridlnu ecDNA. Vac¢sina DNA asociovanej s
exozOmami je nalepena na povrchu, ale ¢ast DNA je vo vnutri exozémov chranena lipidovou
membranou pred degradaciou deoxyribonukledzami. Exozémy sa mézu vdaka ochrane
ecDNA pred posobenim deoxyribonukleaz podielat na jej zvySenych koncentraciach v
organizme. Zvysené koncentracie ecDNA maju nasledne potencidl viest k rozvoju choréb, ako
napriklad autoimunitnych.

Tato praca bola podporena grantom Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a Sportu Slovenskej
republiky (VEGA 1/0674/21).

TERAPIA ARDS MODIFIKOVANYM PRASACIM SURFAKTANTOM PO ASPIRACII
KYSELINY HCL A NASLEDNOM VENTILATOROM INDUKOVANOM
POSKODENI PLUC

Mikolka P, Kosutova P, Kolomaznik M, Mokra D, Calkovska A
Ustav fyzioldgie a Martinské centrum pre biomedicinu, Jesseniova lekérska fakulta v Martine,
Komenského Univerzita v Bratislave, Martin, Slovensko

Uvod: Syndrém akutnej respiraénej tiesne (Acute Respiratory Distress Syndrome-ARDS) je
zavazny, zivot ohrozujuci stav, ktory je charakterizovany poskodenim alveolarneho epitelu,
difGznym zapalom a inaktivaciou endogénneho surfaktantu. Multifaktoridlna etiolégia ARDS
stazuje diagnostiku a samotnu lie¢bu ochorenia, ktora sa primarne zameriava na zleps$enie
oxygenacie. Avsak v zavaznych pripadoch nevyhnutna umela plicna ventilacia moze prispiet
k zvySeniu zapalovej aktivity a spOsobit dalSie ventilatorom indukované poskodenie plic
(Ventilator-induced lung injury-VILI). Suplementéacia exogénnym surfaktantom a tym zniZenie
povrchového napatia v plicach moze zmiernit vplyv VILI a poskodenie plic. Cielom studie
je overit terapeuticky potencial surfaktantu zivo¢isneho pévodu, poractant alfa, na plicne
funkcie a zapal na klinicky relevantnom modeli ARDS indukovanom aspiraciou kyseliny HCI
a VILI.

Metodika: Intratrachedlnym (i.t.) podanim kyseliny HCI (3 mL/kg, pH 1.25) v kombinacii

s ventilatorom indukovanym pogkodenim plic (VT 20 ml/kg) sme dospelym Novozélandskym
bielym kralikom indukovali zavazny ARDS (definovany ako pokles pomeru parcialneho tlaku
kyslika v arterialnej krvi k celkovej ventilaénej frakcii kyslika — P /F <10 kPa). Nasledne bol
podany bolus exogénneho surfaktantu poractant alfa (Curosurf) i.t. (2.5 mL/kg, 200 mg
PL/kg), alebo vzduch i.t. u modelovych nelie€enych zvierat, alebo fyziologicky roztok i.t.

v rovnakom objeme (3 mL/kg) namiesto HCI u kontrol (kazda skupina n=8). Krvné plyny

a ventilacné parametre boli sledované dalSie 4 hodiny po podani terapie. Post mortem

sa stanovil plicny edém, krvny obraz a hladiny cytokinov v plazme. Vysledky: Poractant

alfa zlepsil pomer P/F, oxygenacny index, alveolarno-arterialny gradient pocas celého
experimentu, znizil hladiny cytokinov v plazme a tvorbu plticneho edému v porovnani s
neliecenym ARDS modelom. Pozorovali sme vyznamne zhorsenie véetkych sledovanych
parametrov u ARDS modelu s dvojitym inzultom v porovnani s fyziologickou skupinou.



Zaver: Terapia modifikovanym prasacim surfaktantom zlepsuje pltcne funkcie, zmieriiuje zapal
a znizuje plicny edém na experimentalnom modeli ARDS, ktory zachytava multifaktorialnu
etioldégiu ochorenia.

PLUCNY SURFAKTANT V ERE COVID-19

Calkovska A
Ustav fyzioldgie, Jesseniova Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Martin, Slovensko

Plicny surfaktant ma vyznamnu tlohu v obrane hostitela proti respiraénym patogénom vratane
nového koronavirusu. Podla najnovsej hypotézy surfaktant poskodzuje obal SARS-CoV-2

a umoznuje uvolnenie jeho obsahu do prostredia. V dolnej ¢asti dychacieho systému virus
vyuziva pre vstup do bunky bielkovinovy receptor ACE2 (angiotenzin-konvertujici enzym 2) v
spojeni so serinovou protedazou TMPRSS2, exprimovany predovsetkym alveolarnymi bunkami
typu Il (ATII). ATIl bunky ako hlavny zdroj surfaktantu sa tak jednym typom cielovych buniek
pre SARS-CoV-2. Ich infekcia a nasledné poskodenie mdze mat vazne dosledky, vyplyvajlice
o.i. z redukcie mnozstva surfaktantu, alebo jeho inaktivacie. Poskodenie vedie k naruseniu
alveolarno-kapilarnej bariéry, plicnemu edému, zapalu, poruche vymeny plynov, zhorseniu
mechaniky pltc a znizenej oxygenacii. Priznaky pripominaju syndrém akutnej respiracnej tiesne
(ARDS) inej etiologie. ATIl bunky infikované virusom stracaja schopnost obnovy a ztGé&astnuju
sa na fibroproliferacii. Vyznamna je sekrécia rastovych faktorov a prozapalovych molekul, ¢o
vyusti do plucnej fibrézy ako sucasti intersticidlneho plticneho ochorenia.

Poznatky o tom, Ze poskodenie epitelovych buniek ATIl a zniZzenie mnozstva alebo poskodenie
funkcie surfaktantu su klfG¢ovymi prvkami v patogenéze respiracnej formy COVID-19, tvoria
racionalny zaklad pre pouzitie exogénneho surfaktantu u pacientov s ARDS indukovanym
novym koronavirusom. Podanie surfaktantu chrani pltca pred poskodenim, a to aj vdaka jeho
protizapalovym vlastnostiam. Konecny efekt lieCby surfaktantom u pacientov s COVID-19
zavisi od niekolkych premennych vratane spésobu a na¢asovania podania, davkovania a typu
preparatu, ako aj mechanickej ventilacie.

Plucny surfaktant, ktory je pri infekcii SARS-CoV-2 na jednej strane cielom, na druhej strane sa
stava efektivnym prostriedkom v boji s touto infekciou.

Praca je sucastou projektov VEGA 1/0055/19, VEGA 1/0004/21 and APVV-17-0250.



MITOCHONDRIALNi DYSFUNKCE KURY A DRENE LEDVIN SUBTOTALNE
NEFREKTOMOVANYCH POTKANU

Jedli¢ka J, TGma Z, Grundmanové M, Sviglerové J, Rajdl D, Stengl M, Kuncové J
Ustav fyziologie a Biomedicinské centrum LF UK v Plzni, Ceska republika

Uvod: Agkoliv je mitochondrialni dysfunkce &asto zmifiovana jako kli¢ovy faktor progrese
chronického onemocnéni ledvin, analyzou mitochondrialni respirace kiry a zejména diené
ledvin se dosud zabyval jen maly pocet experimentalnich studii. Cilem nasi prace bylo
posoudit vliv chronického rendlniho onemocnéni na mitochondridlni spotfebu kysliku v

ke a dfeni ledvin za 10 tydnl po navozeni chronické ledvinné nedostatecnosti subtotalni
nefrektomii (SNX) ve srovnani s kontrolnimi zvifaty stejného véku.

Metody: Dospéli samci potkana byli podrobeni 5/6 nefrektomii provedené ve dvou dobach.
Kontrolni zvifata (SHAM) prosla obdobnymi zédkroky kromé redukce ledvinné tkané. V
pribéhu nasledujicich 10 tydnl byly sledovany hladiny kreatininu, mocoviny a minerald v
séru a méren systolicky a diastolicky krevni tlak pletysmograficky. Na konci experimentu
byla stanovena clearance kreatininu a po anestezii a Setrném usmrceni byly zvaZzeny srdce a
ledviny. Mitochondrialni spotifeba kysliku byla stanovena pomoci vysoce G¢inné respirometrie
(oxygraf Oroboros O2k, Rakousko) na mechanicky permeabilizovanych vzorcich kiry a
drené ledvin. Po aplikaci substratd a inhibitor( jednotlivych komplexl respiraé¢niho systému
byly uréeny stavy LEAK (spotfeba kysliku nutna k udrzeni membranového potencialu),
OXPHOS (kapacita oxidaéni fosforylace p¥i aktivaci komplext I, I+, II), ETSC (kapacita
elektrontransportniho systému po rozpfazeni oxidace a fosforylace), ROX (rezidudlni spotfeba
kysliku) a CIV (aktivita komplexu IV pfi stimulaci umélym substratem). Spotieba kysliku byla
korigovéana na ROX a vztazena na mg hmotnosti. Aktivita citratsyntazy (CS), ktera slouzi jako
ukazatel mnozZstvi mitochondrii, byla stanovena spektrofotometrickou metodou.

Vysledky: U SNX potkant doslo k signifikantnimu zvy$eni koncentrace kreatininu a mocoviny
v séru, systolického i diastolického krevniho tlaku a hmotnosti srdce. Zmény mitochondrialni
spotieby kysliku byly vyraznéjsi ve dfeni, kde doslo k signifikantnimu poklesu témér vsech
sledovanych respira¢nich parametri s vyjimkou stavu LEAK, a to pfi normalizaci spotieby
kysliku na mg vihké tkané i jednotku aktivity CS. V kilre ledvin SNX potkan byla respirace
vyjadiena na mg vlhké tkané také snizena, ale pfi prepoctu na jednotku aktivity CS se rozdily
mezi skupinami SNX a SHAM znac¢né zmensily. Kromé toho doslo v kiife SNX potkana k
signifikantnimu snizeni poméru ETSC/OXPHOS a v klre i dfeni ke zvySeni poméru LEAK/
ETSC.

Zaveér: Z vysledku vyplyva, ze chronické renalni selhani u potkana pravdépodobné zplsobuje
nejen mitochondrialni respiraéni dysfunkci (zejména ve dfeni), ale také adapta&ni zmény
spocivajici ve vyuziti funkéni rezervy elektrontransportniho systému smérujici k alespon
&asteéné kompenzaci spotieby kysliku pfi probihajici fosforylaci (snizeni poméru ETSC/
OXPHOS u SNX).

Podpora: PROGRES (projekt Q39), NPU LO1503, projekt FIND a SVV 260538/2020.



UCINEK TELMISARTANU NA NUTRICNE NAVOZENOU NEALKOHOLOVOU
STEATOHEPATITIDU U MYSIi

Kué&era O, Starikova P, Peterova E, Melek J, Maseko T, Podhola M, Cervinkova Z
Univerzita Karlova, Lékarska fakulta v Hradci Kralové, Hradec Krélové, CR

Uvod: Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD) je chronické metabolické onemocnéni
jater a je povazovano za jaterni projev metabolického syndromu. Nealkoholova
steatohepatitida (NASH) je klinicky zavazna forma NAFLD, u které je vyznamné vy3si riziko
vzniku komplikaci nez u prosté jaterni steatézy. Protoze dosud neexistuje specificka |écba
tohoto onemocnéni, je vénovano velké Usili hledani novych terapeutickych pfistupt. Jednim
z t&chto pfistupd je i blokada receptord pro angiotensin Il (AT1).

Cile: Cilem nasi prace bylo zjistit, jaky vliv vykazuje telmisartan (antagonista AT1 receptor)
na NASH nutri¢né navozeny u mysi. Zaméfili jsme se zejména na zmény v mitochondrialni
respiraci jater.

Metodika: Samci mysi C57BI/6J byli krmeni ad libitum po dobu 30 tydni standardni dietou
(PicoLab RD 20) a vodou (kontrolni skupina), nebo dietou zdpadniho stylu (AIN-76A)

a glukézo-fruktézovym sirupem (WD skupina) k navozeni NASH. Poté pokra&ovalo dalsich
6 tydnl krmeni vy$e uvedenymi dietami s tim, ze ¢asti mysi byl podan telmisartan

(p. 0. gavaz, 5 mg/kg télesné hmotonosti / d). Po ukoné&eni experimentu byly stanoveny
aktivity transaminaz v plazmé& (ALT, AST), exprese vybranych proteini a mRNA a pfipraveny
z jater histologické preparaty (hematoxylin-eosin, Sirius red). Mitochondriélni respirace
jaternich homogenét( byla hodnocena pomoci vysokouginné respirometrie (OROBOROS
Oxygraph 2k).

Vysledky: Pfitomnost NASH u mysi byla potvrzena histopatologickymi nélezy (steatéza,
lobularni zanét, fibréza, NAS skére), zvysenym obsahem TAG v jatrech i zvysenymi
plazmatickymi aktivitami ALT a AST. U WD skupiny byla rovnéz v jaternich homogenatech
snizena celkova respiraéni kapacita (OXPHOS kapacita i ETS kapacita) a respirace aktivovana
sukcinatem. Podavani telmisartanu u mysi krmenych WD dietou vedlo ke snizeni absolutni

i relativni hmotnosti jater (p<0,001), hmotnosti visceralniho tuku (p<0,001) a obsahu
cholesterolu v jatrech (p<0,001). Telmisartan rovn&z u této skupiny zvifat signifikantné snizil
plazmatické aktivity ALT a AST (p<0,001), stupeh steatézy a NAS skére (p<0,05) a také zvysil
snizenou celkovou respiraci (stavy OXPHOS a ETS) a respiraci aktivovanou sukcinatem
(p<0,05).

Zavér: V nasem nutricnim modelu u mysi je telmisartan schopen zastavit a zvratit progresi
NASH.

Podpofeno programem Univerzity Karlovy Cooperatio.



EXTRACELULARNA DNA V ANIMALNYCH MODELOCH AKUTNEHO
ZLYHANIA PECENE

Gromova B!, Vasekova M', Celec P*?3, Gardlik R"?

"Ustav Molekuldrnej Biomediciny, Lekarska fakulta Univerzity Komenského, Bratislava,
Slovensko 2Ustav Patologickej Fyzioldgie, Lekarska fakulta Univerzity Komenského, Bratislava,
Slovensko *Katedra Molekularnej Biolégie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského

Uvod: Pri akitnom zlyhani pe&ene dochadza k zvy$eniu extracelularnej DNA (ecDNA),
jadrového i mitochondrialneho pévodu. Ci uz ide o DNA z odumierajticich hepatocytov alebo
z neutrofilmi produkovanych extracelularnych pasci (NETs), vysokd ecDNA méze indukovat
sterilny zapal a prispiet k progresii poskodenia pecene. Cielom tejto prace bolo popisat
dynamiku ecDNA a mozny efekt jej odstranenia aplikaciou deoxyribonukleazy v animalnych
modeloch akdtneho zlyhania pe&ene. Vyuzitim mysi s deficitom PAD4 (peptidyl arginin
deiminaza 4 ako regulétor tvorby NETs) a CRAMP (katelicidin ako klu&ovy komponent NETS)
sme chceli overit vyznam NETs pri akitnom zlyhani pecene.

Material a metody: Zlyhanie pecene bolo indukované dospelym C57BL/6J mysSiam pomocou
intraperitonealnej aplikacii acetaminofénu (APAP, 300mg/kg) alebo tioacetamidu

(TAA, 200mg/kg). Koncentracia celkovej ecDNA v plazme sa stanovovala fluorometricky a jej
subcelularny pévod pomocou real time PCR po 12, 24 a 48 hodinach. Experiment s podanim
APAP bola aplikovana aj Model indukovany podanim APAP bol realizovany aj na mysiach s
deficitom PADA4, resp. CRAMP a bolo pri nom testovany aj t¢inok podavania DNazy |
(10mg/kg). DN&azova aktivita sa merala gélovou radialnou diftziou.

Vysledky: Koncentracia plazmatickej ecDNA v oboch modeloch akitneho zlyhania pecene
bola najvyssia 24 hodin po indukcii. V pripade APAP to bolo 9x viac a v pripade TAA
induktora az 17x viac v porovnani s kontrolou. Endogénna DN&zova aktivita bola najvyssia po
12 hodinach od indukcie v oboch modeloch. Systémové podanie exogénnej DNazy | viedlo

k zniZzeniu jadrovej a mitochondriélnej, ale nie celkovej ecDNA (18x a 10x) v plazme. Deficit
PADA4, ani CRAMP zasadne neovplyvnil koncentracie ecDNA.

Zaver: Experimentalne modely akatneho zlyhania pec¢ene vedu k rychlemu zvyseniu
plazmatickej ecDNA. Aplikacia DN&zy sice znizi koncentréciu jej subcelularnych frakcii, ale
neodstrani ju GUplne, ¢o mozno vysvetlit vy§§ou fragmentaciou. To zaroven méze byt pri¢inou
chybajldceho G¢inku na priebeh zlyhania. NETs zrejme nie sa hlavnym zdrojom ecDNA pri
poskodeni pecene. Dalsi vyskum by sa mal zamerat na farmakologické moznosti ovplyvnenia
tvorby a rozpoznavania ecDNA, ale aj na odliSnosti experimentalnych modelov od patogenézy
zlyhavania pecene v klinickej medicine.

Tato praca bola podporena grantom Ministerstva Skolstva, vedy, vyskumu a $portu SR VEGA
1/0649/21 a grantom Agentlry na podporu vyskumu a vyvoja APVV-17-0505.



VPLYV OVARIEKTOMIE NA SPRAVANIE MYSi S MUTACIOU V SHANK3
GENE - ANIMALNEHO MODELU AUTIZMU

Borbélyova V', Renczés E', Géréiova D?, Fejes A2, Ostatnikova D3, Celec P'**

'Ustav Molekuldrnej Biomediciny, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava,
Slovensko

2Katedra zZivocisnej fyziolégie a etolégie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského,
Bratislava, Slovensko
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Uvod: Vyssia prevalencia autizmu u chlapcov zatial nie je objasnena. Vyskum sa zameriava
na vyznam testosterénu v ré6znych stadiach vyvinu mozgu. Ale je mozné, Ze klicové budu
protektivne GCinky Zenskych pohlavnych horménov. Na testovanie tejto hypotézy sme vyuzili
geneticky model autizmu. Ciefom nasho experimentu bolo popisat vplyv ovariektémie (OVX)
na spravanie dospelych samiciek mysi s mutaciou v SHANK3 géne.

Metodika: Dospelé zvierata boli rozdelené podla genotypu (WT a KO) a randomizované

do skupin s OVX a SHAM operaciou. S odstupom 1 mesiaca boli nasledne mysi testované

na sociabilitu (trojkomorovy socialny test), repetitivne (test zahrabavania guligiek),
lokomotorickd aktivitu (test otvoreného pola), uzkost (test otvoreného pola, vyvysené
bludisko v tvare plus, test preferencie svetla a tmy), a depresivne spravanie (test nateného
plavania).

Vysledky: KO mysi prejavili niz§iu socialnu preferenciu (o 17%) v porovnani s WT my$ami,
ktord OVX normalizovala (0 7%, p<0,05). KO mysi neprejavili vy3siu mieru repetitivneho
spravania, aviak v porovnani s WT my3ami boli viac Gzkostné (o 50%, p<0,05). OVX tzkost

u KO zvierat vyrazne redukovala (o 53%, p<0,01). OVX ale zarovef mierne zvy$ovala depresii
podobné spravanie (o 39%, p<0,05). Ostatné sledované behaviorélne charakteristiky sa medzi
skupinami neodliSovali.

Zaver: SHANK3 KO mysi vykazuju niektoré autistické ¢rty a su viac uzkostné. Kedze OVX
tieto Crty upravila, estradiol pripadne iné ovaridlne hormény nepdsobia z tohto hladiska
protektivne a nie si zodpovedné za pohlavné rozdiely v autizme. Nase vysledky mozno
interpretovat len v ramci pouzitého genetického modelu autizmu. Dal$i vyskum by mal

byt zamerany na analyzu vplyvu moduléacie estrogénovej signalizacie na autizmu podobné
spravanie, idealne u predpubertalnych zvierat.

Projekt bol podporeny grantom VEGA [1/0635/20], KEGA [045UK-4/2020], APVV-20-0185
and APVV-20-0070.



VYVOJ IN VITRO METOD PRO PERSONALISOVANOU DIAGNOSTIKU
EPILEPTOGENNICH MUTACI

Danadéikové S, Kofinek V, Otahal J
Fyziologicky tstav AV CR, v. v. i., Praha, Ceskd republika; Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
V. V. i., Praha, Ceskd republika

Epilepsie je nej¢astéjsi chronické neurologické onemocnéni, které postihuje priblizné

1-2 % svétové populace. Onemocnéni se vyznacuje opakovanymi spontannimi zachvaty,
zpUsobeny nadmérnou a synchronni aktivitou neuront v mozku. Existuje fada pFi¢in vzniku
epilepsie, mezi které se fadi genetické faktory, porodni komplikace, poranéni mozku, infekéni
choroby, ¢i mozkové nadory. Vzhledem k multifaktorialni podstaté onemocnéni je soucasna
farmakologicka Ié¢ba symptomaticka a je zaméFena na potladeni zachvat(, avsak pfiblizné

u 30 % pacientl neni G¢inna. V soucasnosti je stale ¢astéji vyuzivan personalizovany pfistup
pro diagnostiku a Ié¢bu epilepsie s cilem identifikovat potencialné patologické mutace v
genech souvisejicich s epilepsii. Ve spolupraci s Fakultni nemocnici v Motole jsme vybrali
potencialné patologické mutace ve vybranych genech (napf. PIK3CA, DCX) u pacient( s
epilepsii. Pro testovani efektu konkrétni mutace in vitro vyuzivame metodu reprogramovani
perifernich krevnich mononuklearnich bunék na indukované pluripotentni kmenové bunky
(iPSCs). U ziskanych buné&k je nejprve nutné charakterizovat jejich pluripotentni stav. iPSCs
je mozné diferencovat smérem k neuralni linii. Pomoci CRISPR/Cas9 systému je mozné do
kontrolni linie iPSCs zavést potencialné patologickou mutaci a nasledné diferencovat smérem
k neuralni linii. Dale budeme sledovat vliv mutace na zménu morfologie neuralnich bunék,
genové exprese nebo metabolickych vlastnosti. Z dlouhodobého hlediska ma tento pfistup
potencidl pFispét k presnéjsi diagnostice epilepsie a vybéru vhodné farmakologické l1écby pro
konkrétniho pacienta

MECHANIZMUS VZNIKU KRANIOCEREBRALNIHO PORANENI U CHODCU PRI
SRAZCE S TRAMVAJI

Hylmarova D, Kubovy P, Otahal J, Jelen K
Fakulta télesné vychovy a sportu Univerzity Karlovy, Praha, Ceskd republika

Kraniocerebralni traumata v sou¢asnosti pfedstavuji vyznamnou pfi¢inu invalidity, snizeni
kvality Zivota a zna¢nou socioekonomickou zatéz. Kolejova vozidla se vyuzivaji v méstské
hromadné dopravé v hojné mite. V rozmezi let 2007-2020 bylo na zékladé informaci Policie
CR evidovéno 76 nehod, kdy nasledkem stfetu tramvaje s chodcem doslo k usmrceni, a pfi
dal$ich 245 vznikla tézka zranéni. Tyto alarmujici udaje upozoriuji na nutnost dal$iho



vyvoje inovativnich technickych feseni pro minimalizaci negativnich dopadu téchto srazek.
Cilem studie bylo analyzovat vzajemné silové plsobeni tramvaje a chodce, véetné G¢inkl na
télo sledované osoby. Precizni analyza srazky ve vztahu ke vzniku kraniocerebréalniho poranéni
umozni vylepsit a validovat virtualni model chodce, ktery bude vyuzit v rdmci konstrukéniho
procesu k tvarovym Upravam Cela tramvaje a minimalizaci rizika vzniku zdvaznych poranéni.
Data pro vytvareni modelu jsme ziskali na zakladé analyzy 33 crash-testl probihajicich na
zkusebnim useku depa Dopravniho podniku hlavniho mésta Prahy. Byla pouzita figurina
predstavujici typického pfedstavitele muzské populace (Jasti Hybrid Ill). Vérohodnost
reprezentace biomechanickych vlastnosti segmenta a jejich kloubnich spojeni je u ni
povazovana za vysokou, stejné tak moznosti jejiho pfistrojového vybaveni. Figurina je osazena
akcelerometry a goniometry. K zaznamu dat byly déle vyuzity dvé rychlokamery, systém pro
zdznam a analyzu pohybu MoCap-Qualisys a dvé tenzometrické desky Kistler pod chodidly
figuriny. Byla provedena série méfeni, kdy pfi rychlostech v rozmezi 5-20 km/h doslo

k pfimym ¢elnim a bo&nim stfetdm figuriny s tramvaji.

Prabéh srazky mizeme na zékladé analyzy rozdélit na tyto tfi Casové Useky: faze primarniho
narazu, faze odrazeného padu a faze dopadu. Jako velmi dllezity se ukazuje vliv tfeni mezi
podlozkou a botami figuriny. Vyznamné néasledky miva dopad figuriny na zem, ktery je
dusledkem akcelerovaného padu. Z dosavadnich experimenti se ukazuje, Ze velikost a mira
poranéni je ovliviiovdna zejména tvarem Celni ¢asti vozu, ktery urcuje kinetiku figuriny pfi
primarnim narazu a poté pribéh kinematiky srazené figuriny a disledky sekundarniho narazu.
Nejkritictéjsi Casti téla z hlediska zavaznosti a ¢etnosti zranéni je hlava. K impaktu dochazi
béhem primarniho narazu a poté i pfi kontaktu se zemi pfi dopadu, popfipadé narazem na
jinou prekazku. Jako zasadni se ukazuje kombinace pomérné velké vysledné setrvacnosti
hlavy a mechanickych predispozic lebky, kréni patefe a mékkych tkani krku. Klicovym
parametrem pro odhad miry poranéni je pribéh zrychleni hlavy. Ve vétsiné pfipadd dochazi
béhem stietu ke kombinaci linedrniho a angularniho zrychleni. Své maximalni hodnoty
dosahuje zrychleni hlavy zpravidla aZ ve fazi dopadu (sekundéarni naraz). Vznikaji zavazna
kraniocerebralni poranéni, kdy zejména v disledku krvaceni mize v omezeném prostoru
lebeéni dutiny rychle dochazet ke zvyseni nitrolebniho tlaku a ke kompresi mozku.

Ziskana data umozni zefektivnit proces simulace srazek chodce s kolejovymi vozidly, a tak
navrhnout optimalni tvar ¢ela vozidel, aby se minimalizovalo riziko vzniku zdvaznych poranéni
mozku.

Tato préace je podporovana grantovym projektem ,Analyza nehodovych déji chodec tramvaj —
validace simulaénich model(“ Op VVV s registraénim ¢islem CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008
401.



ZMENY POHYBOVE AKTIVITY U M4 MYSiCH KNOCKOUTU PO OVARIEKTOMII

Janisova K, Kfizova M, Myslive¢ek J
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Praha, Ceskd republika

M4 muskarinové acetylcholinové receptory v bunéénych membranach neuronli maji dllezitou
roli v regulaci pohybové aktivity. U M4 mysich knockoutl (M4KO) byly v jejich aktivni &asti
dne popsany zmény biorytmu v mnoha parametrech. Tyto zmény jsou zavislé na pohlavi,
nastdvaji pouze u samic. V nasi praci jsme se zaméfili na sledovani téchto zmén u M4KO mysi
a mys$i kmene WT (C57BI/6NTac) u samiéiho pohlavi po ovariektomii. Srovnavali jsme je

s kontrolnimi skupinami M4KO a WT bez ovariektomie.

Mysim byly voperovany do bfisni dutiny telemetrické sondy E-Mitter 4000 sledujici
pohybovou aktivitu a zaroven byla dvéma sledovanym skupindm-M4KO a WT odebrana
ovaria. Nasledné byl telemetrickym systémem se softwarem Vital-View provadén

v minutovych intervalech sbér dat po dobu 14 dni a ziskana data byla vyhodnocena pomoci
programu Chronos-Fit. U samic M4KO po ovariektomii bylo prokazano snizeni pohybové
aktivity béhem jejich aktivni faze dne, poklesl mesor biologického rytmu, zatimco u samic WT
rozdil v mesoru prokazan nebyl.

Z vysledkl experimentu vyplyva, ze samici pohlavni hormony se spolupodileji na regulaci
pohybové aktivity M4 muskarinovymi receptory.

ZMENY BIOLOGICKYCH RYTMU MUSKARINOVYCH RECEPTORU M4 A M1 Z
HLEDISKA RIZENIi LOKOMOCE

Mysliveéek J, Janisova K, Kfizova M
Fyziologicky ustav 1. LF UK, Praha, Ceska republika

V nasi nedavné praci [1] jsme identifikovali struktury CNS zodpovédné za fizeni biologickych
rytmd lokomoce M4 a M1 muskarinovymi receptory (MR). Nyni jsme sledovali biologické
rytmy MR (autoradiograficky) ve strukturach, které jsme dfive identifikovali jako kli¢ové

pro MR Fizené biologické rytmy lokomoce (striatum, thalamus a mezigenikulatovy laldéek
[IgL]) spole&né s dal§imi strukturami, které by potencialné k t&émto zmé&nam mohly pfispivat
(motoricky kortex, zadni hypothalamicka oblast [PHA], subparaventrikularni zéna [SPVZ]

a suprachiazmatické jadro [SCN]), jednak u kontrolnich zvitat (WT), jednak u zvifat, jimz chybi
M4 MR (M4 KO). U M4 KO doslo k fazovému posunu biologického rytmu (fazové zdrzeni)

v IgL, SPVZ a PHA. V SCN doslo ke zvyseni poctu ultradidnnich period, coz ve vysledku vedlo
ke zvyseni mesoru biologického rytmu ve striatu a motorickém kortexu. V thalamu se hodnoty
nelisily. U M1 MR doslo pouze k fazovému predstihu ve striatu.



Predpokladame, ze tyto zmény vedou k ndmi pozorovanému navyseni lokomoce v aktivni fazi
u zvitat, jimz chybi M4 MR.

1. Riljak, V.; Janisova, K.; Myslivecek, J. Lack of M4 muscarinic receptors in the striatum,
thalamus and intergeniculate leaflet alters the biological rhythm of locomotor activity in mice.
Brain Struct Funct 2020, 225, 1615—-1629, doi:10.1007/s00429-020-02082-x.

NEINVAZIVNA IN VIVO DETEKCIA ZAPALU CREVA A EX VIVO DETEKCIA KRVI
V STOLICI MYSi POMOCOU LUMINOLU AKO DIAGNOSTICKEHO NASTROJA
ZAPALOVYCH CREVNYCH OCHORENI

Belvonéikova P!, Kone¢na B', Gromova B', Gardlik R’
'Ustav Molekuldrnej Biomediciny, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava,
Slovensko

Crevné zéapalové ochorenia (IBD) oznaduji chronické nespecifické zapaly traviaceho traktu,
ktorych prevalencia v populécii neustéle narasta. Etiopatogenéza IBD nie je

v sucasnosti dostatocne objasnend a diagnostikovani pacienti su lie¢eni zva¢sa protizapalovou
liecbou. Animalne modely tvoria déleziti sicast vyskumu IBD u [udi s ciefom objasnit
imunopatogenézu a zefektivnit diagnostiku IBD. Mézeme u nich sledovat napr. pokles telesnej
hmotnosti a markery zapalu v sére, ktoré st nepriamymi ukazovatelmi zapalu. Histologicky

je mozné priamo zobrazit patologické procesy, no nevyhodou je relativna invazivnost a
obmedzené mnozZstvo odberov materiélu. Preto je v si¢asnej dobe kladeny déraz na in vivo
zobrazovacie techniky, ktoré by umoznili priamu diagnostiku a dlhodobé sledovanie progresie
IBD. Prikladom je endoskopia, ktora vSak predstavuje riziko infekcie a krvacania. Menej
invazivne ultrazvuk a pyCT st doplnkové zobrazovacie metdédy nedostato¢né na diagnostiku
experimentalnej kolitidy. Potencialne zaujimavou metdédou je zobrazovanie zapalu in vivo
prostrednictvom emisie chemiluminiscencie $pecifickou reakciou chemickej latky luminol

a volnych radikalov pritomnych v ¢reve pocas zapalu. Preto bolo cielom projektu pomocou

in vivo chemiluminiscencénej techniky sledovat zapal ¢reva a jeho progresiu v akitnom

a chronickom animalnom modeli kolitidy. Vysledky studie boli doplnené o
chemiluminiscenénu ex vivo detekciu krvi v stolici, ako jedného zo znakov kolitidy. V tomto
experimente bola modelovym mysiam z kmefia C57BL/6J (n=20) chemicky indukovana
kolitida roztokom dextranu sulfatu sodného (DSS) podavanym v pitnej vode. Po&as doby
trvania experimentu boli sledované markery kolitidy ako pokles hmotnosti, konzistencia
stolice (skore 0-3) a pritomnost krvi v stolici. V akitnom modeli bol podéavany 2% a 4% DSS
po dobu 7 dni nepretrzite. . V chronickom modeli bol podavany 2% DSS a voda (wash-out)

v 7-dnovych cykloch po dobu 6 tyzdnov.



Vznik zapalu v priebehu ¢asu a pritomnost krvi v stolici ex vivo boli sledované
prostrednictvom emisie chemiluminiscencie reakciou s latkou luminol pomocou pristroja
IVIS® SpectrumCT In Vivo Imaging System.

V akitnom animalnom modeli kolitidy sa nepodarilo chemiluminiscenéne preukazat
pritomnost zapalu v ¢reve 2% a 4% DSS skupin mysi v porovnani so zdravou kontrolnou
skupinou mysi. Napriek tomu bola u 2% skupiny mysi chemiluminiscené¢ne detegovana
pritomnost krvi v stolici od 5. dita podavania DSS, a 4% DSS skupiny od 3. dha podéavania
DSS. Vizuélne bola krv v stolici pozorovana u 50% mysi 2% DSS skupiny na 6. den, u 4%

DSS skupiny na 5. den experimentu. V 4% DSS skupine bol pozorovany vyraznejsi pokles
hmotnosti (18+6%) v porovnani s 2% DSS skupinou (10£7%) vzhladom na pog&iato&nu
hmotnost. V chronickom modeli kolitidy bol pozorovany postupny narast chemiluminiscencie
2% DSS mysi v priebehu ¢asu so signifikantnym zvySenim pocas 5. tyzdna. U 2% DSS skupiny
mysi bola chemiluminiscenéne detegovana pritomnost krvi v stolici, ktorej vyskyt zodpovedal
obdobiam relapsu. U 2% DSS skupiny bol pozorovany rastici pokles hmotnosti na konci

1. (523%), 3. (5+6%) a 5. (8+5%) DSS tyzdia.

Na zaklade nasich vysledkov méZzeme konstatovat, ze zapal v ¢reve je mozné detegovat
chemiluminiscenéne neinvazivnou in vivo metdédou iba pri chronickej kolitide a to najma
pocas aktivnej fazy choroby. Zauzivané sledovanie telesnej hmotnosti a konzistencie stolice
neodhaluje zapal hned na jeho pociatku. Detekcia krvi v stolici luminolom je citlivejSia, dokaze
odhalit pritomnost zapalu v ¢reve pred jej viditelnym vyskytom v stolici a ndstupom prvych
klinickych priznakov. Tato metdda teda predstavuje potencidlny nastroj na dlhodobé

a opakované sledovanie aktivity relapsujico remitujiacich IBD bez potreby invazivneho
zakroku a to nie len v predklinickom vyskume, ale aj v klinike. Predmetom nasho sic¢asného
vyskumu vSak nadalej ostava neinvazivne odhalenie prebiehajlcej patoldgie traviaceho traktu
pred nastupom znakov a priznakov choroby a to najma v pripade akutnej formy, respektive
remisie chronickej formy IBD.

Finan¢né prostriedky na realizaciu tohto projektu boli cerpané z grantov VEGA 1/0674/21

a VEGA 1/0649/21.

VPLYV ELEKTROMAGNETICKEHO POLA A MIR-34A-5P NA MIGRACIU A
GENOVU EXPRESIU NA BUNKOVU LINIU KOLOREKTALNEHO
KARCINOMU DLD1

Jendriskova S, Herichova |
Katedra Zivo&isnej fyziolégie a etolégie, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského,
Bratislava, Slovensko

Uvod: Funkcia endogénnych miRNA spoéiva v RNA interferencii s ciefovymi mRNA, ku ktorym
st komplementarne. Vysledkom tejto interferencie je zniZena expresia cielovych génov.



Hladiny miRNA mo6zu byt ovplyvnené roznymi patologickymi ochoreniami, medzi ktoré

patri aj kolorektalny karcindm. Hladina miR-34a-5p je v tkanivach kolorektéalneho karcindmu
deregulovana a pozitivne koreluje s prezivanim pacientov. Cast G&inkov miR-34a-5p moze
byt sprostredkovana cez regulaciu cirkadianneho bunkového oscilatora, ktory popisuje
transkripéno-transla¢na slucka. Transkripéné faktory BMAL1a CLOCK sa viazu ako
heterodimér na E-box v prométorovej oblasti per a cry génov, ¢im spustaju ich transkripciu.
Nasledne sa komplex proteinov PER/CRY prestva do jadra, kde inhibuje heterodimér CLOCK/
BMAL1, a tym inhibuje svoju vlastnu expresiu. V literature je popisanych niekolko regulatorov
molekularnej transkripéno-translac¢nej slucky. Prikladom je aj cirkadianne regulovany protein
SIRT1 s kapacitou prispievat k degradacii komlexu CLOCK/BMAL1 a proteinu PER2. Podla

in silico analyzy ma miR-34a-5p védzobné miesto na mRNA hodinového génu per2 a génu
sirtl. Génova expresia mdze byt ovplyvnena nielen edogénne, prostrednictvom miRNA, ale

aj environmentalnymi faktormi — ako je elektromagnetické pole (EMP), ktoré Medzinarodna
agentura pre vyskum rakoviny (IARC) v roku 2011 klasifikovala ako potencialne karcinogénne
pre ludi. Expresia hodinového génu per2 je v tkanivach KRK signifikantne znizena v porovnani
so zdravym prilahlym tkanivom. Hodinovy gén per2 byva skloriovany aj v kontexte jeho
mozného tumorsupresorového Gcinku.

Metodika: V in vitro pokusoch bola pouzitéd bunkova linia DLD1 odvodena od buniek
kolorektalneho karcinédmu. Kultivacia buniek prebiehala pri standardnych podmienkach,

a to v médiu RPMI 1640 s fetdlnym hovadzim sérom a antibiotikami (penicilin a streptomycin,
ampicilin) pri 37°C a 5% CO2. Vysiate DLD1 bunky boli rozdelené podla faktora
elektromagnetického pola na kontrolnu a experimentalnu skupinu. V experimentalnej
skupine boli bunky vystavené pdsobeniu 2.4 GHz s intenzitou 70 mW/m2 kontrolna skupina
nebola vystavena pésobeniu EMP. Obe skupiny boli transfekované mimic alebo inhibitormi
miR-34a-5p, respektive ich prislusnou negativnou kontrolou. Nasledne bola analyzovana
migracia buniek pomocou wound healing. Po vyizolovani mRNA a miRNA a naslednej syntéze
komplementarnej cDNA bola pomocou real time PCR odmerana expresia génov per2 a sirt1.
Vysledky: Transfekované oliga v kontrolnej skupine nemali signifikantny vplyv na expresiu
per2 a sirt1 (ANOVA, p > 0,05). Na druhej strane, transfekcia olig v experimentalnej skupine
(EMP) preukazala signifikantné rozdiely v expresii per2 medzi skupinami transfekovanych
olig. Bunky transfekované mimic miR-34a-5p vykazovali signifikantne nizsiu expresiu per2 v
porovnani s negativnou kontrolou mimic (ANOVA, p < 0,05). Preukézali sme trend k zniZzenym
hodnotam per2 u buniek transfekovanych mimic miR-34a-5p v EMP skupine v porovnani

s kontrolnou skupinou (t test, p = 0,055). Transfekcia mimic miR-34a-5p v experimentalne;j
skupine (EMP) preukazala trend k zniZenej v expresii sirt1 (ANOVA, p = 0,091). Transfekcia olig
nemala vyznamny vplyv na migraciu DLD1 buniek v kontrolnej skupine. Transfekcia mimic
pre-miR-34a-5p v skupine s faktorom EMP viedla k trendu znizenej migracie DLD1 buniek

v porovnani s kontrolnou skupinou (t test, 0,065).

Zaver: Faktor EMP v stGc¢innosti s mimic miR-34a-5p maju kapacitu ovplyviiovat fyziologické
parametre ako je génova expresia a migracia buniek. Signifikantne zniZzena hladina per2 po
transfekcii mimic miR-34a-5p s faktorom EMP poukazuje na fakt, Ze koincidencia



faktorov moze sumovat efekt jednotlivych faktorov. V kone¢nom désledku, tato sumacia moze
byt jednym z faktorov ovplyvnujlcich vznik resp. progresiu nadorovych ochoreni, vratane
kolorektalneho karcinému.

Podporené grantami APVV-16-0209, APVV-20-0241 a VEGA 1/0679/19.

FYZICKA AKTIVITA A ENERGETICKY VYDEJ CESKYCH TEHOTNYCH
A KOJICICH ZEN

Kovarik M "2, Kacerovsky M?, Hronek M"?
'Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Krélové, CR; 2Fakultni nemocnice Hradec
Krélové, Hradec Kralové, CR

Uvod: Neni zndmo mnoho informaci o fyzické aktivité a celkovém energetickém vydeji v
obdobi gravidity a laktace. Cilem této studie tedy bylo sledovat zmény spektra fyzickych
aktivit, celkového energetického vydeje (TEE) a klidového energetického vydeje (REE) v
raznych fazich gravidity a laktace v populaci ¢eskych zen.

Metodika: Do studie bylo zafazeno 79 zdravych gravidnich zen, které byly vySetifeny v
riznych fazich gravidity (2., 3. a pozdni 3. trimestr) a laktace (1, 3, 6 a 9 mésicl post partum).
V kazdém ze sledovanych obdobi byl stanoven REE metodou indirektni kalorimetrie a

TEE vypocétem s vyuzitim tydenniho dotazniku zaznamu fyzické aktivity. Z dotazniku byl
vyhodnocen také ¢as straveny jednotlivymi aktivitami.

Vysledky: Hodnota REE vzristala se zvysujicim se gestaénim vékem a po porodu klesla na
pregravidni Uroven. S gestaénim vékem rostla i hodnota TEE, ale po porodu zlstala na Grovni
konce gravidity. V obdobi laktace travily Zeny kromé kojeni a péce o dité vice ¢asu také chizi
v porovnani s obdobim gravidity, naopak vyznamné méné ¢asu vénovaly napf. zaméstnani,
spanku, odpocdinku, sledovani televize, ¢teni nebo dopravé.

Zavér: Tato studie popsala zmény energetického vydeje ceskych Zen v obdobi gravidity

a laktace, coz by mohlo slouzit k nastaveni doporuceni ohledné pfijmu energie v téchto
obdobich. Dokumentovala také zmény spektra kazdodennich ¢innosti v souvislosti s laktaci a
péci o potomka.

Prace byla podpofena MH CZ-DRO (UHHK, 00179906) a PROGRES Q42.



MYOGLOBINEMIE A NGAL U MARATONSKYCH BEZCU PO
ULTRAVYTRVALOSTRNIM VYKONU

Novak J', Topol&an 02, Racek J°, Stork M*

"Ustav sportovni mediciny a aktivniho zdravi LF UK v Plzni, Ceska republika

20ddéleni imunochemické diagnostiky Fakultni nemocnice v Plzni, Ceskd republika
30ddéleni klinické biochemie a hematologie Fakultni nemocnice v Plzni, Ceska republika
“Katedra elektroniky a informaénich technologii FEL ZCU v Plzni

Uvod: B&hem intenzivniho cviéeni vytrvalostniho charakteru dochazi k redistribuci krve

v krevnim obéhu. Efektivni pratok plazmy ledvinami se béhem zatéze snizuje. Pfi namahavé
télesné aktivité a za nepfiznivych klimatickych podminek muze pritok krve ledvinami
klesnout az na 25 % klidové hodnoty. Sportovni vykony tohoto druhu mohou vést k zdvaznému
az nevratnému postizeni ledvinnych funkci.

Metodika: Skupinu dobrovolniki v této studii tvofili ultramaratonsti bézci (n=28), ktefi
dokondili zavody na tfech ultramaratonskych tratich: v béhu na 100 km, v béhu na12 h

a v béhu na 24h. Jednalo se vesmés o trénované vytrvalce, ovéem se zna¢né rozdilnou
béZeckou vykonnosti. Dosazené ¢asy v béhu na 100 km se pohybovaly mezi 8:43 az 13:11

h, vzdalenost ubéhnuté za 24 h mezi 124 a 181 km. Pfed startem a po ukonéeni zavodu byly
odebrany vzorky krve z kubitalni zily. V této studii jsou uvedeny vysledky myoglobinu

a lipokalinu asociovaného s neutrofilni gelatinazou (NGAL).

Vysledky: Po vykonu v ultramaratonském zavodé méli vSichni Gi¢astnici vyznamné zvySené
hladiny myoglobinu (82,3 az 3072,3 pg/Il, P < 0,001) a NGAL (124,5 aZ 266,7 ng/ml, P < 0,001).
Mezi bézci byly vyrazné individualni rozdily nejen v pocatec¢nich ,klidovych“ hodnotéach, ale
predevsim v hodnotach po zadvodech. Nebyla v§ak pozorovana zadna korelace mezi délkou
trvani vykonu (v b&hu na 100 km) resp. v b&zich na 12 h &i 24 h a zdvaZnosti uvedenych zmén.
Diskuse a zavéry: (1) Podkozeni svall b&hem ultravytrvalostniho béhu maze vést

k rhabdomyolyze a myoglobinurii a je pfilezitostné spojeno s akutnim selhanim ledvin. Kdyz se
k zatézi myoglobinem pfida dehydratace, hypovolémie a dalsi faktory, mGze ledvina reagovat
zastavenim vyluovacich a metabolickych funkci. (2) Pozat&Zové zvyseni sérového kreatininu
a NGAL splnilo u nékterych ze sledovanych ultravytrvalostnich bézcu kritéria akutniho
poskozeni ledvin. (3) Vétsina pfipadd rhabdomyolyzy viak nevyzaduje hospitalizaci

a jedinci se zotavi do jednoho tydne. U nékterych jedincl véak mlze mit rabdomyolyza
zavazné nasledky.

Odkazy.Schiff HB et al.(1978). QUM. Int. J. Med 47(4): 463-472.Milne CJ (1988) Sports Med. 6
(2): 93-106. Lippi G. et al. (2012) CCLM 50 (9): 1585-1589



VPLYV INHIBITOROV FOSFODIESTERAZ NA ZAPAL A PLUCNE FUNKCIE PRI
EXPERIMENTALNOM POSKODENI PLUC

Kosutova, P, Mikolka, P, Calkovskd, A, Mokra D
Martinské centrum pre biomedicinu (BioMed) a Ustav fyziolégie, Jesseniova lekérska fakulta,
Univerzita Komenského, Martin, Slovenska republika

Uvod: Syndrém akutnej respiraénej tiesne (ARDS) je charakterizovany zédpalom v désledku
poskodenia alveolokapilarnej membrany, nadmernej migracie zapalovych buniek

a uvolfovania prozapalovych mediatorov. Cyklicky AMP je klu¢ovy intracelularny druhy
posol, ktory ma pri vyssich hladinach protizapalové Gcinky. Jeho koncentracia zavisi od
aktivity enzymov fosfodiesterazy (PDE). Cielom $tudie je porovnat efekt PDE inhibitorov na
experimentalny model poskodenia pluc.

Metodika: Model ARDS bol u dospelych kralikov vyvolany opakovanym lavaZzovanim plic
fyziologickym roztokom (30 ml/kg, 9+3krat), pokial hodnota PaO2 <26,7 kPa pri FiO2 1.0.
Zvierata boli rozdelené do 5 skupin: zdravé kontroly bez ARDS (Kontrola), nelie¢ena skupina
s ARDS (ARDS), zvierata s ARDS a lie¢ené PDE inhibitormi (Img/kg i.v.): neselektivny inhibitor
aminofylin (AMINO), PDE3 inhibitor olprinone (OLP), PDE5 inhibitor sildenafil (SILD). Zvierata
boli ventilované 4 hodiny a pravidelne sme zaznamenavali ventilaéné tlaky, krvné plyny,
celkovy a diferencialny po&et buniek v bronchoalveolarnej lavaznej tekutine (BALF). Tvorba
plicneho edému bola vyjadrend ako pomer suchej a vlhkej hmotnosti pluc. Stanovili sme
hladinu zapalovych markerov (IL-10, -8, -6). Vysledky boli §tatisticky vyhodnotené one-way
ANOVA testom.

Vysledky: Lie¢ba PDE inhibitormi znizila celkovy pocet buniek v BALF. Zlep$enie plicnych
funkcii bolo pozorované vo vsetkych lie¢enych skupinach poc¢as experimentu. Tvorba
plicneho edému sa znizila ve skupinach AMINO a OLP. PDE inhibitory znizili hladinu
zapalovych markerov.

Zaver: Terapia roznymi PDE inhibitormi pozitivne ovplyvnila plucne funkcie a vymenu plynov
a zmiernila zapal.

Praca bola podporena grantom VEGA ¢&. 1/0004/21, APVV-17-0250.



POROVNANIE ZAPALOVYCH A VCASNYCH FIBROTICKYCH ZMIEN V DVOCH
ROZNYCH ANIMALNYCH MODELOCH PLUCNEJ SILIKOZY

Adamdééakova J', Balentova S?, Adamkov M?, Barosova R, Hanusrichterova J', Mikolka P"3,
Prso K*, Kalenska D°, Mokra D’

"Ustav fyziolSgie, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
Martin, Slovensko

2(Jstav histolégie a embryolégie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita
Komenského v Bratislave, Martin, Slovensko

3SMartinské centrum pre biomedicinu, Jesseniova lekarska fakulta v Martine, Univerzita
Komenského v Bratislave, Martin, Slovensko
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5Ustav anatémie, Jesseniova lekdrska fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave,
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Uvod: Silikdza je neinfek&né ochorenie plic patriace medzi pneumokonidzy, ktoré je
spdsobené vdychovanim &iasto&iek prachu obsahujicich oxid kremigity (siliku). Pre toto
ochorenie je charakteristicky pociato¢ny progresivny zapal plic a nasledna fibréza tkaniva.
Moéze sa prejavit niekolko tyzdiov az rokov po vystaveni oxidu kremicitému a bezne sa
vyskytuje v povolaniach, ako je banictvo, vyroba skla a iné. Nakolko sa v literatire vyskytuju
r6zne modely silikézy s réznou metodikou ich pripravy, cielom nasej studie bolo porovnat
niektoré zapalové a v€asné fibrotické zmeny v 2 animalnych modeloch silikézy.

Metodika: V stadii sme pouzili 64 dospelych potkanov, samcov kmenu Wistar, ktoré boli
rozdelené do 8 skupin. V §tudii sme porovnali 2 modely silikézy, v ktorych bola jednorazovo
orotrachealne podavana silika vo forme suspenzie. V modeli &.1 (n=32) sme podavali siliku

s rozli¢nou velkostou ¢astic v davke 50 mg siliky/ml/kg hmotnosti zvierata. V modeli

&. 2 (n=32) bola pouzita jednotna velkost &astic siliky (1,5 pm) v davke 50 mg siliky v 1 ml
fyziologického roztoku/zviera. Kontrolnym skupindm bol podavany sterilny fyziologicky
roztok v rovhakom objeme ako v prislusnej modelovej skupine. Na zhodnotenie dynamiky
zapalovych a skorych fibrotickych zmien sme zvierata usmrtili po 14 resp. 28 dihoch od
podania siliky/fyziologického roztoku. Na konci experimentu sme odobrali vzorku krvi,

v ktorej sme stanovili celkovy a diferenciadlny pocet leukocytov. Plicne tkanivo sme pouzili
na histologicku analyzu pritomnosti emfyzému, atelektazy a pritomnosti zapalovych buniek
v intersticiu (tzv. lung injury score) a pomocou farbenia Sirius red sme stanovili pritomnost
kolagénu v stene bronchiolov a ciev. V homogenate plicneho tkaniva sme stanovili
koncentracie niektorych markerov zapalu pomocou ELISA metédy. Vysledky: ELISA analyza
plicneho tkaniva ukazala v modeli €. 2 signifikantné zvySenie koncentracie interleukinu-6 a
trend ku zvyseniu chemokinu CXCL1 po 14 diioch od podania siliky a signifikantné zvysenie
koncentracie tumor nekrotizujiceho faktora-alfa a trend ku zvy$eniu interferénu-gama po
28 dinioch od podania siliky v porovnani s prislusnou kontrolnou skupinou. V modeli ¢. 2
sme po 14 dihoch od podania siliky zaznamenali aj signifikantné zvySenie poctu neutrofilov
v krvi. Histologické analyzy ukazali, Ze model €. 2 vykazoval markantnejSie zmeny v
histopatologickych zmenach tkaniva a aj v kolagénovej prestavbe vaziva bronchiolov a ciev.



Zaver: Na zaklade porovnania dvoch réznych animalnych modelov silikézy sme dospeli k
nazoru, ze model €. 2 je vyraznejsi a stabilnejsi, a teda aj vhodnejsi pre dalSie pokracovanie
nasich experimentov.

Praca bola podporena projektom VEGA 1/0131/22 a APVV-15-0075.

ANALYZA T1 RELAXACNIHO CASU JAKO NASTROJ PRO DETEKCI
MYOKARDIALNI FIBROZY U POTKANA

Stracina T', Vitous J?, Hendrych M?, Nadenic¢ek J', Panovsky R4, Babula P4, Jifik R?,
Novékova M4

1Fyziologicky Ustav, Lékaiska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, 2Ustav pfistrojové
techniky, AV CR, Brno, 3Ustav patologie, Fakultni nemocnice u sv. Anny a LF MU, Brno,
“Mezinarodni centrum klinického vyzkumu, Fakultni nemocnice u sv. Anny, Brno

Rozvoj myokardialni fibrézy predstavuje dualezity krok v remodelaci srdce. Mize vést az

k srde¢nimu selhani a nasledné smrti. Patogeneze myokardialni fibrézy stejné jako moznosti
|éCby jsou intenzivné zkoumany v ramci preklinického i klinického vyzkumu. Na zakladé
soucasnych znalosti se zd4, Ze ¢asna detekce pocatecnich stadii fibrézy predstavuje

klicovy krok v 1éEbé tohoto zavazného stavu. Jednou z dnes jiz standardnich metod pro
detekci a kvantifikaci myokardialni fibrézy je magneticka rezonance srdce (cMRI). Tato
prace predstavuje pilotni experiment, ktery mél za cil validaci metod cMRI pro kvantifikaci
myokardialni fibrézy na celotélovém modelu laboratorniho potkana. Bylo pouzito celkem

8 samcl potkana kmene Sprague-Dawley ve véku 6 tydn(. Zvitata byla ndhodné rozdélena
do dvou skupin: jedinci s myokardialni fibrézou (FIB) a jedinci kontrolni (CON). Pro navozeni
myokardialni fibrézy byla u skupiny FIB provedena unilateralni nefrektomie. Dale byl u této
skupiny podavan deoxykortikosteron acetat (20 mg/tyden, s.c.). Tato zvifata méla navic
pfistup pouze k pitné vodé s pfidavkem soli NaCl (0,9 %) a KCI (0,3 %). Kontrolni skupina
zvitat podstoupila sham operaci, bylo podévano vehikulum (arasidovy olej; 0,2 ml/tyden, s.c.)
a zvitata pila vodu bez pfidavku soli. VSechna zvifata byla skenovdana pomoci 9,4 T nuklearni
magnetické rezonance (Brukner Biospin MRI, Ettlingen, Némecko) vZdy den pied operaci

a poté 14. a 28. den po operaci. Byly pouzity standardni metody anatomického zobrazovani
(pro kvantifikaci end-systolického a end-diastolického objemu levé komory, ejekéni frakce
levé komory a objemu myokardu), a dale byly pouzity nové metody cMRI vyvinuté pro
kvantifikaci pre-a post-kontrastniho ¢asu relaxace T1 a frakéniho extracelularniho objemu. Po
poslednim cMRI méfeni byla zvifata usmrcena a byly odebrany vzorky myokardialni tkané pro
histologické zhodnoceni pfitomnosti fibrézy v myokardu komor. Validované metody

cMRI budou dale slouzit pro kvantifikaci myokardialni fibrézy u laboratornich potkan(

v navazujicich experimentech.

Podpofeno granty MUNI/11/SUP/09/2022 (InGA LF MU), MUNI/A/1246/2020, LM2018129 a
LQ1605 (MSMT CR), CZ.02.1.01/0.0/0.0/18_046/0016045 (ERDF).



THE ROLE OF OXIDATIVE STRESS IN THE HEALING OF PRESSURE ULCERS

Babula P', Hokynkova A2, Sin P2, Novékové M
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2Department of Burns and Plastic Surgery, University Hospital Brno and Faculty of Medicine,
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Pressure ulcers are chronic wounds that represent a potential lifelong complication. They
can interfere with the patient’s physical, psychological, and social well-being and affect
significantly quality of patient’s life. In some cases, even life-threatening complications occur
(infection - sepsis, depletion of proteins, etc.).

Optimal surgical treatment can lead to healing up of pressure ulcer. Operative debridement
of pressure ulcers is safe, despite the medical co-morbidities in patients with severe pressure
ulcers. Several techniques and approaches, such as chemical debridement or maggot therapy
have been introduced. Out of them, sharp surgical debridement and hydro-debridement are
much effective than other types.

Sharp surgical necrectomy is considered as a ,gold“ standard in debridement of deep ulcers.
Next to it, the VersajetTM hydrosurgery system has become popular during the last decade
as a tool for tangential excision in surgery. It has several advantages. The small size of the
cutting nozzle and the ability of easier manoeuvre the water dissector into small spaces
makes it a potentially useful tool for debridement of areas difficult to treat - face, neck, lips,
fingers, interdigital spaces, convex and concave areas. With the Versajet System, tissue
excision is precise; moreover, it helps to avoid the damage of viable tissue and its vascular
supply. Hydrosurgical debridement is therefore safe and effective, reducing the number of
bandages and length of healing.

Reactive oxygen species are closely connected with nitric oxide and other reactive nitrogen
species, mainly nitric oxide. Nitric oxide itself is implicated in cellular and molecular events
of aspects of wound healing that is vasodilation, angiogenesis, inflammation, tissue fibrosis,
or immune responses. The results of studies overall suggest that nitric oxide synthesis is
essential to the uncomplicated cutaneous wound healing.

This work compares two debridement techniques (sharp/surgical and hydrosurgery)
regarding both macroscopic and microscopic evaluation - objective analysis of healing
process and microscopically focusing on oxidative stress parameters in systemic (plasma and
urine) and local (wound site) samples. Changes of these parameters in patients suffering with
pressure ulcer(s) were studied.

The results of this pilot study indicate that wound healing is closely connected with amounts
of reactive oxygen and nitrogen species as well as total antioxidant capacity in corresponding
tissue. In addition, these changes are in a close relation with changes in ROS and RNS
detected in samples of blood plasma, which may indicate predictive value of their levels

in would healing and possible therapeutic strategy in the patients suffering from pressure
ulcers.

Supported by NU21-09-00541 and MUNI/A/1133/2021.



EFEKTIVITA FEKALNEJ MIKROBIALNEJ TRANSPLANTACIE (FMT) CREVNEJ
MIKROBIOTY CLOVEKA MYSIAM

Tomova A', Borbélyova V2, Renczés E?, Repiskd G', Soltys K3, Soltysova M, Ostatnikovd D’
'Fyziologicky ustav, LF UK v Bratislave, Slovensko, 2Ustav molekularnej biomediciny, LF UK v
Bratislave, Slovensko, 3Katedra mikrobioldgie a virolégie PriF UK v Bratislave, Slovensko

Poruchy autistického spektra (PAS) st v si&asnosti predmetom celosvetového lekarskeho

a socialneho zaujmu kvoéli ich zvysSujucej sa incidencii. PAS su heterogénnou skupinou porich
s multifaktoralnym charakterom. Rozhodujicu tlohu v rozvoji ochorenia zohrava interakcia
genetickych a environmentalnych faktorov. Pokrok poslednych rokoch vo vyskume osi

¢revo - mozog naznacuje, ze ¢revna mikrobiota by mohla byt zapojena do vyvoja PAS na uz
existujucom genetickom pozadi. Okrem toho bolo preukézané, ze zmeny v zloZeni Erevnej
mikrobioty st asociované so zmenami v normalnom fungovani nervového systému a moduluja
mnoho aspektov spravania, vratane prejavov PAS. Takisto, vac¢sina deti

s PAS ma aj gastrointestinalne poruchy ako zapcha, hnac¢ka a problémy s vyzivou, ktorych
pricinou moze byt $pecificky zmenena ¢revna mikrobiota. Neddvne metagenomické analyzy
odhalili vyznamné zmeny v ¢revnej mikrobiote deti s PAS v porovnani s neurotypickym
detmi na Grovni kmenov a na Grovni druhov. Aby sme mohli preukazat ¢i ¢revna mikrobiota
zahrava Glohu v etioldgii a patogenéze alebo len v manifestacie PAS, mézeme urobit

fekalnu mikrobialnu transplantaciu (FMT) autistickej mikrobioty od deti my$iam a sledovat
zmeny v spravani takychto zvierat. Tato praca je metodickym experimentom na overenie

a vyhodnotenie efektivity roznych schém FMT od ¢loveka zvieratdm. FMT bola prevedena
per os gavazom jedenkrat alebo tri krat s odstupom jeden tyZzden. Nasledne bola ¢revna
mikrobiota analyzovana 16s RNA sekvenovanim po troch tyzdinoch po dvoch mesiacoch od
transplantéacie. Vsetky FMT schémy boli urobené na WT mysiach a takisto na SHANK3b-/-
mysiach, ktoré st animalnym modelom PAS. Analyza ¢revnej mikrobioty preukazala, Ze pri
FMT prichadza k zmene ¢revnej mikrobioty u WT aj SHANK3b-/- mysi, pricom je tdto zmena
vyraznejsia u SHANK3b-/-mysi. Vysledky takisto preukazali, Ze 3xFMT je efektivnejsia, ako
1XFMT. Délezitym zistenim bolo aj to, Ze po dvoch mesiacoch sa zloZenie ¢revnej mikrobioty
mysi vracia ku pévodnej mikrobiote. Na zaklade nasich predbeznych vysledkov mézeme
povedat, Ze pre analyzu Ulohy ¢revnej mikrobioty v prejavoch PAS na animalnom modeli je
mozné pouzit FMT od ¢loveka, pricom odporic¢ame opakovat tri krat a nasledne sledovat
zmeny hladin réznych biologickych markeroch jako aj zmeny sprévania v kratkom ¢asovom
intervale po FMT.

Podporené grantmi APVV-20-0114, APVV-20-0070, APVV-20-0139, VEGA 1/0062/21



SLEDOVANIE UKAZOVATELOV SYNDROMU BAKTERIALNEHO PRERASTANIA
V TENKOM CREVE V SUBORE DETi S PORUCHOU AUTISTICKEHO SPEKTRA

Nemcsicsova D*?, Tomova A', Belica I', Ostatnikova D', Babinska K’
'Fyziologicky ustav LF UK, Bratislava, Slovenska republika, 2Gastroenterologické centrum
ASSIDUO, Bratislava, Slovenska republika

Uvod: U deti s poruchou autistického spektra je pozorovany vyssi vyskyt gastrointestinalnych
poruch v porovnani s neurotypickou populéaciou. Zaujem smeruje k ¢revnej mikrobiote a jej
porucham. Iba maly pocet studii sledoval u 0sdb s poruchou autistického spektra ¢revnu
mikrobiotu v tenkom &reve. Nepriamou metdédou na stanovenie dysbiézy v tenkom &reve su
dychové testy, ktoré su zaloZzené na analyze plynov (vodika - H, metanu - MT) produkovanych
¢revnymi baktériami pri fermentacii sacharidov.

Metodika: Vyskumny stubor pozostava z dvoch skupin. Deti s potvrdenou poruchou
autistického spektra (PAS; n = 25; vek = 8.2+3.2) a kontrolny stbor neurotypickych deti (NT;
n = 19; vek 8.9+3.8 rokov). Véetky deti absolvovali dychovy test na dychovom analyzatore
Bedfont GastroCH4ECK. Vysetrenie sa realizovalo nalaéno po vypiti neresorbovatelného
sacharidu (laktul6za) a vydychovany vzduch bol merany v 20 min. intervaloch poé&as 120 min.
Zvysenie hodnoty koncentréacie vodika o =2 20 ppm a metanu o = 10 ppm oproti bazalnym
hodnotam je povazované za signifikantné pre Syndrém bakteridlneho prerastania v tenkom
¢reve. Rodicia deti vyplnili dotaznik ohladom gastrointestinéalnej dysfunkcie. Prvotna
deskriptivna analyza zahfiala vypocet strednych hodnét, charakteristik variability

a prevalencie pre obe skupiny. Nasledne — v rdmci hladania kla¢ovych rozdielov medzi PAS

a NT detmi — sme okrem hodnét dychovych testov analyzovali aj demografické (pohlavie,
vek) a gastrointestinalne ukazovatele (stav a konzistencia stolice, bolesti brucha, typ diéty).
Za pouzitia konceptu GLM sme vytvorili sériu 13-tich modelov (osobitne pre kazda testovand
premennu), na ktorych komponenty bola aplikovana analyza deviancie (02 testom). Nasledne
sme z modelov extrahovali odds ratio s 95% intervalom spolahlivosti (OR; “pomer $anci”),
ktoré pre kazdu z testovanych premennych udava, do akej miery je jej Groven zvySena
(¢astejsia) u deti s PAS.

Vysledky: Pozitivita dychovych testov (dtH, dtMT) je zhodna pre obe skupiny (dtH: PAS =
56%; Cl95% = 35-76%; NT = 47%; CI95% = 24-71%; dtMT: PAS = 20%; CI95% = 7-41% NT
=11%; ClI95% = 1-33%;). Deti s PAS v porovnani s NT vykazuja &astejsiu zapchu (OR = 10.6;
Cl95% = 1.9-205.4), tvrdu stolicu (OR = 5.2; CI95% = 1.6-34.3) , bolest brucha (OR = 4.1;
Cl95% = 1.7-13.7) a meteorizmus (OR = 2.5; Cl95% = 1.4-5.0). Modely taktieZ naznaé&uju,

2e deti s PAS vykazuja vyssiu selektivitu v jedle (OR = 2.8; C195% = 1.5-6.7) a vieobecne
problémy s travenim a vylu€ovanim su intenzivnejsie, ¢o sa tyka zavaznosti (OR = 1.8; C195% =
1.3-2.7). Vplyv veku alebo medzipohlavnych rozdielov nebol preukézany.

Zaver: Vysledky dychovych testov poukazuju, Ze Syndrém bakteridlneho prerastania v tenkom
¢reve sa u autistickych deti nevyskytuje vo zvySenej miere oproti neurotypickym detom,
napriek tomu, Ze vykazovali zvy$eny vyskyt gastrointestinalnych tazkosti. Pomerne vysoké
percento pozitivity dychovych testov v oboch skupinach deti naznacuje pritomnost dysbidzy
v tenkom Creve a su potrebné dalsie analyzy markerov ¢revnej dysfunkcie a ¢revnej
mikrobioty na vyjasnenie moznych pricin.



VLIV PRIRODNi MINERALNI VODY VINCENTKA NA ZANETLIVE ONEMOCNENI
ZALUDKU A DUODENA U LABORATORNIHO POTKANA

Budinskaya K, Nddeniéek J, Stradina T, Hendrych M, Bartakova A, Sudékovd M, Novéakova Z,
Novakova M, Babula P.
Fyziologicky ustav, LékaFskd fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

Gastritida je jedno z nejCastéjsSich onemocnéni gastrointestinalniho traktu u ¢lovéka, které se
projevuje i v dalSich ¢astech travici trubice, pfedevsim v duodenu. Jelikoz gastroenteritidy
maiji v populaci vysokou prevalenci, je cilem této pilotni studie ovéfit na zvifecim modelu
empiricky pozorované zmirnéni az vymizeni pfiznakl gastritidy u pacientt, ktefi v rémci
lazeniského pobytu prochéazeji pitnou karou pfirodni mineralni vody Vincentky.

Metodika: V rdémci experimentu bylo pouzito 16 laboratornich potkani kmene Wistar (samci
ve véku jednoho mésice, hmotnost 240-280 g), ktefi byli rozdéleni do dvou skupin. Jedna
(kontrolni) skupina zvifat dostéavala prvnich 7 dni orogastrickou sondou vodu v denni davce
0,9 ml/100 g aktualni télesné hmotnosti (ExKo) a druha skupina zvifat dostavala ve stejné
dévce Vincentku (ExVi). Pfed zah&jenim aplikace tekutin probihala u v8ech zvifat v rozsahu

1 tydne adaptacni faze. Osmy den byl obéma skupinam zvifat indukovan zanét zaludku
pomoci roztoku indomethacinu v dadvce 1 ml roztoku na 100 g hmotnosti zvifete podavany
orogastrickou sondou. Dvacet ¢tyfi hodin po indukci akutniho zanétu byla zvifata utracena,
intrakardialni punkci byl proveden odbér krve doprovazeny pitvou a odbérem Zaludku

a duodena. Odebrané tkané a krev byly vysetifeny standardni histologickou mikroskopif,
fadou imunohistochemickych a biochemickych metodik. Pro statistické hodnoceni byl vyuzit
program Statistika 14.0.0.15.

Vysledky: V ramci experimentu jsme nasli signifikantné vyssi hodnoty parametrt antioxidacni
kapacity plazmy krve u skupiny ExVi vesrsus ExKo: koncentrace sulfanylové skupiny 225,5
(219,9-272,0) vs. 184,6 (108,4-234,8 umol/l), p<0,05; 2,2°-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid 0,104 (0,105-0,815) vs. 0,103 (0,102-0,104 (mgGA/ml)), p<0,05. Dale pak
signifikantné nizsi parametry oxidativniho stressu: malondialdehyd

4.,22+0,76 vs. 5,49+1,32, p<0,05.

Zavér: Dle nasich pozorovani a hodnoceni v ramci histologické mikroskopie Ize konstatovat,
Ze skupina laboratornich potkand kmene Wistar (samci) vykazuje pfi sedmidennim vystaveni
sliznice gastrointestinalniho traktu G¢inkiim ,,mineralni vody Vincentka z pfirodniho lé¢ivého
zdroje“ snizené mnozstvi peptickych erozi a ulceraci Zaludku a duodena, oproti skupiné bez
»piti Vincentky“ pred aplikaci akutniho zanétu. Mizeme se domnivat, ze ,mineralni voda
Vincentka z pfirodniho |éCivého zdroje” je pravdépodobné pfi¢inou ochranujici sliznici GIT
pfed pdsobenim akutniho zanétu.

Dle vysledkl vysetfeni plazmy krve mizeme predpokladat, ze Vincentka zvysSuje antioxidaéni
schopnosti organismu. Z ndlezu mensiho mnozstvi ulceraci Zaludku u skupiny ExVi lze
usuzovat, Ze Vincentka zaroven snizuje i znamky oxidativniho stresu.

Podporeno: Vyzkumny projekt ,,Od buriky k mediciné* MUNI/A/1133/2021; vyzkumna studie
~-Ovéreni empirickych pozorovani a¢inkl ,mineralni vody Vincentka z pfirodniho lé¢ivého
zdroje”“ za vyuziti experimentalnich modeld“.



EXPOZICIA SVETLU POCAS NOCI NARUSA CIRKADIANNE REGULOVANU
MOBILITU LEUKOCYTOV POCAS FYZIOLOGICKYCH PODMIENOK AJ ZAPALU
U POTKANA

Jerigova V, Zeman M, Okuliarova M
Katedra Zivo&isnej fyzioldgie a etolégie, Prirodovedecka fakulta UK, Bratislava, Slovensko

Uvod: Fyziologické procesy, vratane imunitnych funkcii vykazuju cirkadidnne rytmy, ktoré

st synchronizované pravidelnym striedanim svetla a tmy. Vystavenie timenému svetlu pocas
noci (dLAN) zniZuje stabilitu cirkadidnneho systému, &o méze mat za nasledok narusenie
cirkadiannej kontroly fyziologickych funkcii. Nasim cielom bolo preto zistit, ¢i dLAN mdze
ovplyvnit denna variabilitu v mobilite bielych krviniek a od fazy dna zavislu akttnu zapalovu
odpoved stimulovanu lipopolysacharidom (LPS).

Metodika: Samce Wistar potkanov boli rozdelené na kontrolna skupinu s rezimom svetlo:tma
12:12 h (LD: L ~150 lux; D = 0 lux) a skupinu vystavenu timenému svetlu po&as noci (dLAN: L
~150 lux; D ~2 lux). Po dvoch tyZdioch bola polovica potkanov imunologicky stimulovana i.p.
injekciou LPS v davke 1 mg/kg a druhej polovici zvierat bol aplikovany sterilny fyziologicky
roztok (FR) bud' na za&iatku pasivnej (ZT2) alebo aktivnej fazy (ZT14) diha. V krvi sme 24 h

po LPS stimulacii pomocou prietokovej cytometrie analyzovali pocet jednotlivych populécii
leukocytov (Le), ako aj funk&nu aktivitu neutrofilov (Ne). Po deviatich dioch boli zvierata
opatovne stimulované s LPS alebo FR v ZT2 alebo ZT14. Aby sme zistili tkanivovu infiltraciu
imunitnymi bunkami v reakcii na LPS, analyzovali sme pomocou imunofluorescencie
$pecifické markery makrofagov (CD68) a Ne (myeloperoxidazu) na rezoch obli¢iek 3 hodiny
po stimulacii. Western blotom sme hodnotili expresiu proteinov asociovanych s renadlnym
zapalom (CD68 a NF-kB).

Vysledky: DvojtyZzdhova expozicia potkanov dLAN viedla k strate pozorovanej dennej
variability po&tu cirkulujucich Le, predovietkym lymfocytov (Ly) a Ne. Potkany na LD rezime
vykazovali znizenie poc¢tu Le v cirkulacii po LPS stimuléacii v ZT2 a naopak vzostup po
stimulacii v ZT14. Pocet Ne v odpovedi na LPS stipol s vyraznejsou neutrofiliou po podani LPS
v ZT14. Na druhej strane LPS indukoval pokles Ly v cirkulécii. Rovhako po&et monocytov (Mo)
sa znizil po imunitnej stimulacii v ZT2, zatial ¢o LPS aplikovany v ZT14 pocet Mo neovplyvnil.
U potkanov vystavenych dLAN sme zaznamenali narusenu od fazy dna zavisli odpoved voci
LPS, ktora sa prejavila absenciou zmeny v pocte celkovych Le, ako aj Mo. Navyse oxidacné
vzplanutie Ne bolo potencované po stimulacii LPS v ZT2 u potkanov na dLAN rezime, ¢o
viedlo k strate dennej variability pozorovanej na LD rezime. Podanie LPS zvysilo infiltraciu Ne
a makrofagov do obli¢iek LD aj dLAN potkanov a zaroven stimulovalo proteinovi expresiu
CDé68 a fosforylovanej podjednotky NF-kB/p65. Bez ohladu na imunologicku stimulaciu
expozicia potkanov dLAN zvysila pocet Ne v kdre obli¢iek $pecificky pocas pasivnej fazy dia
v porovnani s LD rezimom.

Zaver: Nase vysledky demonstruju, ze aj kratkodoba expozicia dLAN narusila dennu
variabilitu kfG€ovych imunitnych buniek v cirkulacii a zmenila ich optimalnu zapalovu
reaktivitu v zavislosti od fazy dina. Predpokladame, Ze pozorovana chronodisrupcia

imunitnej odpovede moze predstavovat dolezité mechanistické prepojenie medzi svetelnym
znecistenim a jeho nepriaznivymi désledkami na zdravie.

Podporené grantmi APVV-17-0178 a VEGA 1/0492/19.



TLMENE SVETLO POCAS NOCI OVPLYVNUJE 24 -HODINOVY PROFIL
EXPRESIE VYBRANYCH PROTEINOV V AORTE POTKANA

Sutovska, H, Mol&an, L, Zeman, M
Katedra Zivo&isnej fyziolégie a etolégie, Prirodovedecka fakulta, Univerzita Komenského v
Bratislave, Bratislava, Slovensko

Uvod: TImené svetlo v noci (ALAN) patri v siasnosti k fenoménom moderného Zivotného
§tylu, pretozZe narusuje pravidelny cyklus svetla a tmy, ktory je délezitym faktorom pre
synchronizaciu cirkadianneho systému. Cirkadidnny systém generuje 24 -hodinové rytmy
fyziologickych a behavioralnych parametrov, ¢im poméaha organizmu predikovat zataz

v priebehu diia. Nespravne nacasovanie svetla je jednym z hlavnych rizikovych faktorov
cirkadiannej disrupcie. Vystavenie ALAN preto p6ésobi ako rusivy environmentalny

faktor na fyziologické deje vratane narusenia 24 -hodinového profilu kardiovasklarnych
parametrov, av§ak jeho dosledky na molekularnej Grovni si pomerne malo preskiimané.

Ciel: Analyzovat vplyv ALAN na 24 -hodinovu expresiu vybranych proteinov zapojenych do
reguldcie vazoaktivity aorty v porovnani s pravidelnym svetelnym rezZimom. Metodika: V
experimente sme pouzili samce normotenznych potkanov kmena Wistar. Experimentélna
skupina zvierat bola vystavena ALAN (1-2 lux) po&as 2 tyzdiiov. Kontrolna skupina zvierat
bola vystavena pravidelnému svetelnému rezimu 12 hodin svetlo (150 lux) a 12 hodin tma

(0 lux). Na konci experimentu sme odobrali hrudné aorty potkanov poé&as 24 hodin (ZT02,
ZTO06, ZT10, ZT14, ZT18, ZT22; ZTOO = zaciatok svetlej fazy difa). Pomocou western blot
metddy sme merali expresiu mineralokortikoidného receptoru (MR), angiotenzinového
receptoru typu 1 (AT1R), transformujiceho rastového faktoru-g1 (TGF-B1), kindzy myozinového
lahkého retazca (MLCK), sarkoplazmatickej vapnikovej pumpy (SERCA) a fibulinu. Vysledky:
Expresia proteinov MR (p < 0,05), AT1R (p < 0,001), TGF-B1 (p < 0,01) a fibulinu (p < 0,001) bola
signifikantne odlisna v zavislosti od ¢asu odberu biologickych vzoriek, pricom expresia MLCK
a SERCA sa pocas 24 hodin signifikantne nelisila. Vystavenie ALAN signifikantne zniZilo
expresiu MR v ZT10 (p < 0,05) a ZT14 (p < 0,05) a expresiu AT1R v ZT02 (p < 0,05). Vystavenie
ALAN nemalo vplyv na expresiu TGF- g1, MLCK, SERCA a fibulinu. Zaver: ALAN znizuje
expresiu MR a AT1R u normotenznych potkanov v zavislosti od ¢asu dia. Ziskané vysledky
su v kontexte s nasimi publikovanymi pracami, ktoré demonstrovali, Ze ALAN znizil expresiu
proteinov regulujicich kontraktilitu lavej komory srdca.

Praca bola podporena grantami APVV-17-0178 a VEGA 1/0492/19



OVLIVNIi DLOUHODOBA ABSENCE SVETLA KVALITATIVNiI A KVANTITATIVNI
ASPEKTY SPANKU U CLOVEKA? (HYPOTEZA)

Cieslarovéa J', Zdvadova A2, Strakos J?, Jarkulis V2, Skrda D?, Diomin E2, Skopelidou V2, Svorc
Jr. P?, Michal&ak T?, Mal(s M’

'Katedra psychologie, Filozoficka fakulta, Ostravska Univerzita, Ostrava, Ceskd republika
2(Jstav fyziologie a patofyziologie, Lékai'ska fakulta, Ostravskd Univerzita, Ostrava, Ceskd
republika

Uvod: Spankem stravime zhruba tfetinu svého Zivota, Ize proto fict, ze spanek je nedilnou
soucasti naseho byti. Ovliviiuje témér vSechny typy tkani a systému v téle a jeho chronicky
nedostatek nebo §patna kvalita zvysuje riziko poruch v mnoha oblastech zdravi. Cilem této
studie je vyhodnotit efekt pobytl v prostfedi s omezenou zevni stimulaci (zndme také pod
nazvem Terapie Tmou) na vybrané aspekty spanku, pfedevsim, cykly spanku, délka spanku

a jeho kvalitu.

Metodika: Experimentalni skupinu budou predstavovat studenti ve véku od 19 do 26 let,
umisténych na 96 hodin do specialni mistnosti s maximalni tmou. Mistnost bude splfiovat
podminky pro pohodlny a bezpeény pobyt, zaroven bude umisténa na tichém misté. Po celou
dobu tohoto pobytu bude participant sém, bez mozZnosti pouzivat zafizeni, které by emitovalo
svétlo, zaroven mu nebude poskytnuta informace o aktualnim ¢ase. Dostatek jidla a piti bude
dle potreby zajistén. Participant bude mit béhem pobytu na svém téle pfipevnéné zafrizeni,
které bude telemetricky snimat EEG. Pro vyzkum kvality spanku bude pouzita baterie test(
skladajicich se z PSQI a MEQ. Participant vypIni dotaznik mésic pfed nastupem k pobytu,

v den ukonéeni pobytu a nasledné mésic po ukoncéeni pobytu s moznosti dalsiho monitoringu.
Vysledky: Spanek ovliviiuje témér véechny typy tkani a systém v téle, od mozku, srdce a plic
az po metabolismus, imunitni funkce, naladu a odolnost viéi chorobam, dalezitou roli hraje
pro fadu mozkovych funkci. Vyzkumy ukazuji, Ze chronicky nedostatek spanku nebo Spatna
kvalita spanku zvysuje riziko poruch véetné vysokého krevniho tlaku, kardiovaskularnich
onemocnéni, cukrovky, deprese a obezity. To jsou vSechno jiz znamé poznatky. Co neni
zkoumano, je vliv dlouhotrvajici tmy na spanek jako na jeden dulezity aspekt zivota. Nakolik
se jedna o hypotézu, je pfedpokladan efekt (pozitivni/negativni) na kvalitu a kvantitu spanku
po tak dlouhé absenci svétla.

Zavér: Ackoliv v poslednich letech pfibylo studii zabyvajicich se omezenou zevni stimulaci
(Chamber REST, Flotation REST), jeji vliv na spanek ¢lovéka neni dosud nalezité prozkouman a
adekvatné popsan. Studie ma za cil vyhodnotit dlouhotrvajici expozici tmy na kvalitu spanku u
zdravych mladych lidi, pfinést nové poznatky v tomto sméru a zjistit, zda pobyt v prostiedi

s omezenou zevni stimulaci mGze mit benefity pro spanek vseobecné.

Cieslarové J1, Zavadova A2, Strakos J2, Jarkulis V2, Skrda D2, Diomin E2, Skopelidou V2,
Svorc Jr. P2, Michaléék T2, Malis M1

1Katedra psychologie, Filozoficka fakulta, Ostravskd Univerzita, Ostrava, Ceskd republika
2Ustav fyziologie a patofyziologie, Lékai'ska fakulta, Ostravskd Univerzita, Ostrava, Ceskd
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STIMULACIA PULZNYM SVETLOM AKTIVUJE NEUROTROFICKE
A NEUROPROTEKTIVNE FUNKCIE MULLEROVYCH BUNIEK

Zloh M, Kutilek P2, Stofkova A’

"Ustav fyziologie, 3. IékaFskd fakulta, Univerzita Karlova, Ke Karlovu 4, Praha 2,

Ceska republika, 2Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, Ceské vysoké udeni technické v Praze,
nadm. Sitnd 3105, Kladno 2, Ceska republika

Miillerové bunky predstavuji dominantny typ glie v sietnici, kde sa podielaji na udrziavani
jej strukturalnej a funk&nej stability a zaroven podporuju regeneraciu poskodeného tkaniva.
Cielom tejto prace bolo charakterizovat neurotrofické a neuroprotektivne Guc¢inky stimulacie
indukovanej striedavou zmenou svetlych a tmavych podnetov a urcit podiel Miillerovych
buniek na tychto procesoch v modeloch in vivo a in vitro. V modeli in vivo boli mysi
vystavené stimulacii 12 hod denne po dobu 14 dni. Vysledky ukazali, Ze svetelna stimulacia
zvysila génovu a proteinovu expresiu BDNF v sietnici kvantifikovanu qRT-PCR a Western
blotom. Zaroven bola detegovana up-reguldcia BDNF v Miillerovych bunkach pomocou
imunofluorescencie. V experimentoch in vitro bola pouzita linia potkanich Miillerovych
buniek (rMC-1), ktoréa bola stimulovana 48 hod pulznym svetlom s rovnakou frekvenciou
zmien svetla a tmy ako v modeli in vivo. In vitro sa potvrdil neurotroficky u¢inok stimulacie
Miillerovych buniek pulznym svetlom, ktory sa prejavil zvySenou proteinovou expresiou
BDNF. Suc¢asne vysledky Western blotu ukazali, Ze stimulacia pulznym svetlom potlacila

v Millerovych bunkach aktivaciu transkripéného faktoru NF-kappaB a jadrovi expresiu
sirotskych nuklearnych receptorov Nor-1 a Nur77, ktoré sa uplatiuju v regulacii zapalovych
procesov. Pridanie exogénneho BDNF k Miillerovym bunkdm stimulovanym pulznym svetlom
potencovalo inhibiciu NF-kappaB a Nur77 a viedlo k zvy$eniu tvorby nervového induktivneho
faktora VGF. Podobné Gcinky boli pozorované aj po pridani BDNF k nestimulovanym
Miillerovym bunkam, avsak s nizsou inhibiciou aktivity NF-kappaB a niz§im narastom

tvorby VGF v porovnani s bunkami stimulovanymi pulznym svetlom. Prietokova cytometria
dalej odhalila vyrazny pokles po¢tu Miillerovych buniek exprimujicich markery reaktivnej
glidzy, nestin a GFAP, po stimulécii pulznym svetlom v kombinacii s exogénnym BDNF. Tieto
vysledky ukazuju, zZe stimulacia indukovana striedanim svetlych a tmavych podnetov priamo
posobi na Miillerové bunky a aktivuje ich neurotrofické a neuroprotektivne funkcie tym, ze
podporuje tvorbu BDNF v Miillerovych bunkach a oslabuje reaktivnu gliézu. Tieto zistenia by
mohli prispiet k rozvoju efektivnejsich terapeutickych stratégii v lieCbe neurodegenerativnych
a neuroinflamaénych ochoreni sietnice.

Grantova podpora: GAUK 378421, PRIMUS/17/MED/7, Progres Q35



NERVOVA AKTIVITA TYCINEK REGULUJE VSTUP IMUNITNICH BUNEK DO
SITNICE PROSTREDNICTVIM DOPAMINERGNI MODULACE
HEMATORETINALNI BARIERY

Stofkova A', Zloh M', Andrednské D', Fiserova I"2, Kubovéiak J?, Hejda J*, Kutilek P,
Murakami M?°

'Ustav fyziologie, 3. LF UK, Praha, CR, 2Ustav patofyziologie, 3. LF UK, Praha, CR, *Servisni
laborator funkéni genomiky a bioinformatiky, UMG AV CR, Praha, CR, “FBMI CVUT v Praze,
CR, sMolecular Psychoimmunology, Hokkaido University, Sapporo, Japan

Uvod: Poskozeni hematoretinalni bariéry (HRB) hraje dtleZitou roli v patogenezi autoimunitni
uveitidy a je hlavni pFi¢inou ztraty zraku. Nase pfedchozi studie prokazaly, Ze interakce mezi
neurony a endotelovymi buifikami sitnicovych, mozkovych a mi$nich cév vyznamné reguluji
pratok krve a propustnost bariér pro infiltraci autoreaktivnich T lymfocytl do nervové tkané
v experimentalni autoimunitni uveoretinitidé (EAU) a encefalomyelitidé. Cilem této studie
bylo objasnit vliv a mechanismus plsobeni nervové aktivity ty¢inek na HRB a vznik EAU
indukované aktivni imunizaci.

Hypotéza a metodika: Ve studii byl pouzit model mysi s mutaci rd17 s defektem exprese alfa
podjednotky ty¢inkového transducinu vedouci k dysfunkci tyCinek a Serosleposti. Zakladni
hypotézou studie byl pfedpoklad, Ze dysfunkce tycinek zplsobi remodelaci nervové tkané
sitnice, kterd ovlivni HRB a rozvoj autoimunitniho zanétu v modelu EAU. Remodelace sitnice
a jeji vliv na rozvoj EAU byly hodnoceny pomoci profilovani transkriptomu, identifikace
klicovych diferencialné exprimovanych gen( a signalnich drah a nasledného funkéniho
ovéreni jejich vyznamu v sérii in vivo a in vitro experimentl. V analyzach byly pouzity
metody: qRT-PCR, sekvenovani nové generace, Western blot, pritokova cytometie, ELISA,
imunohistochemie, oftalmoskopie a behavioralni vysetfeni zrakové ostrosti.

Vysledky: Vysledky ukazaly, Ze u mysi s dysfunkci ty€inek dochazi predevsim k remodelaci
dopaminergniho systému sitnice, ktera ma za nasledek vyznamné zhorseni pribéhu EAU,
jemuz lze ptedejit systémovym nebo lokalnim podanim L-DOPA v &asné (preklinické) fazi EAU.
Vysledky in vitro studie potvrdily, Ze dopamin plsobi na endotelové buriky sitnicovych kapilar
inhibici aktivity transkripénich faktorl NF-kappaB a STAT3 a snizenim exprese jejich cilovych
gend, jako jsou geny kédujici chemokiny, které se podileji na infiltraci T lymfocytl do sitnice.
Zavér: Studie ukazuje, ze tyCinkami zprostfedkovana aktivace retinalniho dopaminergniho
systému se vyznamné uplatiiuje v homeostatické kontrole integrity HRB a ochrané sitnice
pifed nadmérnou infiltraci imunitnich bunék. Nase studie také naznacuje, Zze |é¢ba L-DOPA by
mohla pfedstavovat novou terapeutickou strategii pro autoimunitni uveitidu u onemocnéni
spojenych s dysfunkci ty¢inek.

Grantova podpora: GACR 18-11795Y, PRIMUS/17/MED/7, Progres Q35



ASOCIACIA KONCENTRACIE VITAMINU D S MIEROU ZAVAZNOSTI
PRIZNAKOV PORUCH AUTISTICKEHO SPEKTRA

Repiska G', Jansakova K', Belica I', Bi¢ikovd M2, Celusdkova H', Madova L2, Janik Szapuova Z',
Ostatnikova D'

'Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského v Bratislave, Bratislava,
Slovenskd republika, 2Endokrinologicky ustav, Praha, Ceskd republika

Poruchy autistického spektra (PAS) sa charakterizované narusenim socialnej interakcie,
komunikacie a stereotypnym spravanim a zaujmami. Uloha vitaminu D v etiopatogenéze PAS
je diskutovanou témou, av$ak vztah medzi jeho koncentraciou a behavioralnymi ukazovatelmi
nie je doposial velmi popisany. Cielom nasej $tudie bola analyza vztahu vitaminu D u deti

s PAS a zavaznostou narusenia uvedenej triady priznakov.

Vyskumny subor tvorilo 41 chlapcov (4,91+1,7 rokov) s potvrdenou diagnézou PAS podla
diagnostickych néastrojov objektivheho pozorovania (ADOS-2) a rozhovoru s rodiémi dietata
(ADI-R). V ramci ADOS-2 sa vyhodnocuje socialny afekt a tzko vymedzené zaujmy a
repetitivne vzorce spravania. ADI-R sleduje tri domény: A (sociélna interakcia),

B (komunikécia) a C (repetitivne spravanie a zaujmy). Koncentrécie vitaminu D (kalcitriolu)
boli stanovené pouzitim ECLIA metddy.

V ramci vySetrovaného suboru neverbalnych chlapcov sme nepreukazali vyznamny vztah
koncentracie vitaminu D v plazme s mierou zdvaznosti priznakov PAS podla ADOS-2 ani podla
rozhovoru s rodi¢mi dietata ADI-R. Napriek tomu, Ze sme nepozorovali signifikatné rozdiely

v koncentracii vitaminu D u deti s PAS medzi letom a zimou, s poklesom vitaminu D v zimnom
obdobi bol spojeny narast zadvaznosti priznakov tykajucich sa kvantitativnych abnormalit v
komunikécii (podla ADI-R) (r=0,615, p=0,002).

Pre stanovenie asociacie aktualnej koncentracie vitaminu D spojenej s réznymi komorbiditami
vyskytujacimi sa u deti s PAS, napr. gastroenterologického &i spankového charakteru, ¢i
stanovenie mechanizmu a metabolickych drah, sa potrebné dalsie analyzy.

Podporené grantami APVV 15-0045, APVV 15-0085 a APVV 20-0070

AKUTNY UCINOK PSYCHOSOCIALNEHO STRESU NA UROVEN SALIVARNYCH
MARKEROV OXIDACNEHO STRESU U DETI

Belica, I'?*, Jansakova, K", Rajé¢aniova, E?, Raj¢ani, J*, Kyselicova, K', Celusakova, H',
Laznibatova, J?, Ostatnikova, D'
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Uvod: Uginok chronického stresu na koncentraciu markerov oxidaéného stresu je skimany



pomerne Casto, ale Gc¢inok kratkodobého stresu je v tomto kontexte skiimany zriedkavo.
Nasim cielom bolo zistit, ¢i akGtna psychosocialna zataz u deti spdsobuje zmeny salivarnych
ukazovatelov oxidaéného stresu a antioxida¢ného statusu.

Metodika: Vyskumny stbor tvorilo 46 neurotypickych deti vo veku 10-12 rokov. Kazdé dieta
bolo vystavené psychosocialnej zatazi v podobe Trierovho socidlneho testu stresu (TSST).
Pred aj po teste bola dietatu odobrata slina. Pocas iného dia, ktory sltzil ako kontrolny, kedy
deti neboli vystavené stresovému podnetu, boli odobrané opat dve vzorky sliny v podobnom
¢asovom rozpéati ako v den expozicii stresu. Vo vzorkach slin sme analyzovali ukazovatele
peroxidacie lipidov ako su latky reagujice s kyselinou tiobarbiturovou (TBARS), marker
karbonylového stresu akym s koncové produkty pokrogilej glykacie (AGEs), ako aj markery
antioxidaéného statusu ako celkovéa antioxidaéna kapacita (TAC) a latky schopné redukovat
elezity kation (FRAP). Statistickd analyzu sme vykonali pomocou ANOVA pre opakované
merania.

Vysledky: Po expozicii stresovému podnetu sme pozorovali vyznamny narast salivarnej
koncentracie FRAP (p = 0,005). Hoci sme nezistili zmenu koncentracie TBARS po expozicii
stresu, zaznamenali sme jeho vyznamne vys$s§iu koncentraciu v prvej aj druhej vzorke sliny
pocas dha expozicie v porovnani s prvou a druhou vzorkou sliny po¢as kontrolného dia

(p = 0,000). Nezaznamenali sme Ziadne zmeny koncentracii markerov AGEs ani TAC.

Zaver: Kratkodobé vystavenie stresu méze stimulovat antioxida¢nu aktivitu, ¢o méze
predstavovat dalSiu z mnozstva kompenzaénych reakcii organizmu pri vystaveni
psychosocialnej zatazi.

Praca bola podporena grantami: APVV 15-0045, APVV 15-0085, VEGA 1/0802/20,
APVV-20-0070, APVV-20-0139

VPLYV OXYTOCINU NA ENDOPLAZMATICKE RETIKULUM NEURONALNYCH
BUNIEK

Havranek T', Mihalj D', Bacova Z', Bakos J"?
'Ustav experimentélnej endokrinolégie, Biomedicinske centrum, SAV, Bratislava, Slovensko
2Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava, Slovensko

Uvod: Oxytocin ovplyviiuje rast a morfolégiu neuronalnych buniek a je pravdepodobné,

Zze mdze posobit aj na cytoskeletové proteiny, vezikularny aparat a endoplazmatické
retikulum. Hoci je zndme, Ze oxytocin stimuluje vyplavovanie vnatrobunkového vapnika,
nie je dostato¢né preskimané, ¢i ma oxytocin Ucinky aj na $truktiru a komponenty
endoplazmatického retikula. Cielom predkladanej studie bolo urcit kratkodoby vplyv
oxytocinu na 1) distribdciu markera endoplazmatického retikula v neuronalnych bunkach

a 2) expresiu chaperénovych proteinov, ktoré sa podielaji na $truktdrnom usporiadani
endoplazmatického retikula.

Metodika: Mys$acie hipokampalne neurondlne bunky E2 boli inkubované v pritomnosti 1 uM
oxytocinu. Po 15, 30, 60 a 120 minutach inkubacie boli vezikuly endoplazmatického retikula
$pecificky zna&ené (ER-tracker) a ich distriblucia zaznamenana fluorescenénym mikroskopom.
Distribucia intenzity signdlu bola analyzovana pomocou Image J. Génova expresia



chaperénovych molekul (Grp78 a Grp94) a oxidoreduktézy Ero1b v E2 bunkéch v pritomnosti 1
uM oxytocinu po 1, 2 a 6 hodinach bola stanovena prostrednictvom qPCR.

Vysledky: Inkubacia neuronalnych buniek v pritomnosti oxytocinu viedla k signifikantnému a
Casovo zavislému poklesu intenzity signalu endoplazmatického retikula distalne od bunkového
jadra. Aplikécia oxytocinu (1h) signifikantne zniZila expresiu chaperénovych proteinov (Grp78
a Grp94). Podobny ué&inok oxytocinu bol pozorovany v pripade oxidoreduktazy Eroib, ktora je
zapojena do tvorby disulfidovych mostikov pri maturacii endoplazmatického retikula. Podanie
oxytocinu po 6 neovplyvnilo expresiu meranych komponentov enoplazmatického retikula.
Zaver: Vysledky poukazuju na potencial oxytocinu zmenit membranové proteiny
endoplazmatického retikula neuronalnych buniek, ¢o moZe mat vyznam v transporte
proteinov potrebnych pre rast neuritov a tvorbu synaptickych spojeni.

Préaca bola podporena grantami VEGA 2/0155/20, VEGA 2/0148/21

VYVINOVY VPLYV OXYTOCINU NA INHIBICNE NEURONY BULBUS
OLFACTORIUS

Mihalj D, Bukatova S', Reichova A', Havranek T', Bacova Z', Bakos J"?
'"Ustav experimentalnej endokrinolégie, Biomedicinske centrum, SAV, Bratislava, Slovensko
2Fyziologicky ustav, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Bratislava, Slovensko

Uvod: Neuropeptid oxytocin podnecuje sociélne interakcie prostrednictvom kratkodobého
vplyvu na aktivitu inhibi¢nych interneurénov bulbus olfactorius (BO), éo umoziiuje jedincom
lepsie rozlisovat relevantné ¢uchové podnety. Tvorba inhibi¢nych synaptickych spojeni
interneurénov BO pocas postnatalneho vyvinu zavisi od expresie viacerych skafoldovych

a cytoskeletovych proteinov. Kli¢ovou skafoldovou molekulou v inhibiénych synapsiach je
gefyrin, ktory ukotvuje podjednotky receptorov pre kyselinu O-aminomaslovi (GABA)

a glycin v postsynaptickej membréane, ¢im prispieva k udrziavaniu rovnovahy medzi excitaciou
a inhibiciou. Délezitym vdzobnym partnerom gefyrinu je kolybistin, ktory sa taktiez podiela
na zoskupovani membranovych receptorov inhibi¢nej neurotransmisie. Cielom predkladane;j
§tudie bolo urgit: 1) vplyv podania oxytocinu na expresiu gefyrinu a kolybistinu v BO v troch
vyvinovych §tadiach 2) vplyv in vitro inkubécie oxytocinu na vetvenie neuritov inhibiénych

a excitaénych primarnych neurénov izolovanych z BO.

Metodiky: Neonatalnym potkanom kmerna Wistar bol subkutanne podavany oxytocin na
druhy a treti postnatalny den v koncentracii 0,1 mg/mi/kg v 50 pl. BO bol odobrany na 5., 7.

a 9. postnatalny den. Pouzitim qPCR bola stanovena génova expresia gefyrinu a kolybistinu,
kym pomocou Western blot analyzy boli hodnotené ich proteinové hladiny. Primarne neurény
izolované z BO neonatalnych potkanov boli po 7 diioch in vitro inkubované 48h v pritomnosti
1 uM oxytocinu. Néasledne boli bunky fixované a farbené pomocou protilatok vo¢i GAD65/67
(GABAergické inhibiéné neurény) a VGLUT2 (glutamatergické excitaéné neurdny). Vetvenie
neuritov bolo vyhodnotené pomocou Shollovej analyzy.

Vysledky: Oxytocin signifikantne znizil mMRNA hladiny pre gefyrin u vSetkych troch vyvinovych
stadii. Génova expresia kolybistinu bola signifikantne znizena po podani oxytocinu na deviaty
postnatalny den. Trend k poklesu proteinovych hladin gefyrinu sa prejavil na piaty



postnatalny den, kym v pripade kolybistinu sa rovnaky trend prejavil na deviaty postnatalny
den. Oxytocin neovplyvnil vetvenie neuritov GABAergickych a glutamatergickych neurénov
izolovanych z BO. Potvrdili sme nizsi pocet vetiev neuritov u GABAergickych neurénov v
porovnani s glutamatergickymi vo vzdialenosti 100-200 pym od tela buniek.

Zaver: Vysledky naznacuju, Ze oxytocin poc¢as vyvinu negativne ovplyviuje produkciu
proteinov, ktoré sa podielaji na tvorbe inhibi¢nych synapsii. Nepotvrdil sa v§ak jeho G¢inok na
morfolégiu a tvar neurénov v BO, ¢o méze byt spésobené nedostatocnou citlivostou buniek
alebo dobou expozicie oxytocinu.

Praca bola podporena grantami VEGA 2/0155/20, VEGA 2/0148/21.

VPLYV GENETICKEJ VARIABILITY MOZGOVEHO NEUROTROFICKEHO
FAKTORA NA PAMAT A UCENIE U CLOVEKA

Rovny R', Marko M', Michalko D', Vancova Z2, Dragasek J?, Rie¢ansky ['

'Oddelenie behavioralnej neurovedy, Centrum experimentalnej mediciny, Slovenska akadémia
vied, Bratislava, Slovensko; 2 1. psychiatricka klinika LF UPJS v Kosiciach a Univerzitnej
nemocnice L. Pasteura v KoSiciach, Slovensko

Mozgovy neurotroficky faktor (BDNF) je sekretoricky protein, ktory reguluje prezivanie

a diferenciaciu neurénov pocas vyvinu mozgu. V dospelosti hréa BDNF vyznamnu Glohu

v neurogenéze a reguldcii synaptickej plasticity a je preto vhodny kandidat pre vyskum
zakladnych mechanizmov pamati a u¢enia. Na déleziti Glohu BDNF v kognicii poukazuje
najma suvislost medzi znizenou produkciou tohto neurotrofinu v mozgu a starnutim ale aj
viacerymi psychiatrickymi a neurodegenerativnymi poruchami, ktorych spolo¢nou ¢rtou

sU poruchy pamati a uCenia. Pribidajuce dékazy nasvedcuju, Zze geneticka variabilita BDNF
sUvisi s rizikom vzniku viacerych dusevnych poruch ale aj kogniciou u zdravych ludi. Klinické
aj predklinické studie opakovane preukazali, Ze experimentalne zasahy, ktoré zvysuja
produkciu BDNF, zlep$uju pamat a ucenie, ¢o poukazuje na klinicky vyznam BDNF. Hoci je
uloha BDNF v kognicii v si¢asnosti ¢oraz viac diskutovanou témou, presny mechanizmus
zapojenia tohto neurotrofinu v procesoch pamaéti a u¢enia za normalnych a patologickych
podmienok je malo objasneny a predstavuje ddlezitu vyzvu pre dalsi vyskum. Nas vyskum je
zamerany na Ulohu genetickej variability BDNF v paméti a uéeni a jeho vysledky svedcia

o vplyve genotypu BDNF na konsolidaciu epizodickej pamati.

Praca bola podporena grantami VEGA 2/0170/19, APVV-19-0570 a vyskumnym grantom
Slovenskej psychiatrickej spolo¢nosti SLS ¢. 02/2018.



DOES PATERNAL METHAMPHETAMINE EXPOSURE AFFECT LOCOMOTOR AC-
TIVITY OF OFFSPRING?

Mihalé&ikova L, Ochozkova A, Slamberova R
Charles University, Third Faculty of Medicine, Department of Physiology, Prague, Czech
Republic

Drug addiction and its influence on behavior and development of offspring has become

a serious problem in our society. Methamphetamine (MA) is one of the most abused
psychostimulant in the Czech Republic and its abuse rises worldwide. Previous studies
demonstrated impairing effects of maternal MA administration on behavior of offspring.
However, the effect of paternal MA exposure is not entirely clear. The aim of the present
study was to examine the impact of paternal MA exposure on spontaneous locomotor
activity of prenatally exposed rodents. MA was administrated subcutaneously for period

of 30 days in dose of 5mg/kg to adult male rats (PD 90). The control group was exposed to
saline (SA). The spontaneous locomotor activity of their offspring was examined by Laboras
apparatus (Metris, Netherland). An acute dose of MA (1 mg/kg) or SA was administered
immediately prior to placing the animal in the Laboras cage to probe the sensitizing effect
of MA treatment. Each animal was tested separately and recorded for 1 hour in unknown
environment. The following parameters were automatically evaluated: time spent in
locomotion (s), time spent immobile (s), time spent rearing (s), time spent grooming (s),
distance traveled (m), and average speed (mm/s). Our results determinate that paternal MA
administration does not affect locomotor activity of prenatally exposed offspring. Regarding
the effect of acute MA application, our data demonstrate significant increase of locomotor
activity. In comparison of gender differences, females show more activity than males.
Financial support: GACR 18-09296S, PROGRES Q35, OPVVV PharmaBrain
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007444

EARLY METHAMPHETAMINE EXPOSURE ALONG WITH ALTERED
ENVIRONMENT AFFECTS NEUROTRANSMITTERS AND OXIDATIVE STRESS
LEVELS IN BRAIN OF LABORATORY RAT

Cechova B, Juréovidova J, Vaculin S, Sandera S, Slamberové R
Department of Physiology, Third Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech
Republic

Methamphetamine (MA), as massively abused psychoactive stimulant, has been associated
with many neurological diseases. Chronic abuse of MA leads to significant changes in
distribution and storage of brain monoamine NEUs, such as dopamine (DA), serotonin (5HT)
and noradrenaline (NA) as well as glutamate (GLU). Adolescence is a transition period



between childhood and adulthood that occurs in both human and rodents, the ongoing
development of the structure and function of neural systems implicated in emotion and
cognition, particularly the prefrontal cortex and related pathway, making adolescence more
or differentially susceptible to drug exposure.

On postnatal days 1-12, which contributes to 3th trimester in humans, male rat pups by MA
or saline (SA) as control group. During the pre-weaning or post-weaning period animals
were exposed to different environments. Pups were divided into groups which differed
based on the housing (standard cage or enriched environment (EE) cage). After weaning
pups were housed single or grouped. At PD 28,35,45 rats were sacrificed, perfused and the
striatum (STR) and hippocampus (HIP) were collected. Samples were place to freezer at —80
till further processing. Samples were then homogenized, sonicated and then analyzed by
corresponding ELISA kits according to manufacturer instructions.

The levels of NEUs differed based on the housing environment as well as the age of animals.
EE predominantly increase levels of NEUs. NA and 5HT were increased in HIP of MA exposed
animals of age PD 28. DA was increased in STR of MA-exposed PD35 animals. On the other
hand, GLU was increased in HIP of SA animals of age PD 45. As a matter of oxidative stress,
significant differences in levels of 4AHNE among groups administered by SA. We suspected
that higher levels occur within groups with standard environment before weaning. There
are lower levels in MA group with enriched environment before weaning in group vs. SA
administered with standard environment in group among PD 45 old animals. These results
suggest, that there is impact of environment and it can be beneficial but also impact of SA
administration itself as possible stressor.

The present data demonstrated, that MA administration, depending on way of exposure
and also different environment or distribution of animals had huge impact on NEU levels as
well as oxidative stress.

Financial support: GAUK 144212, 260533/SVV/2021, Progres Q35, OPVVV PharmaBrain
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_025/0007444

VLIV STARNUTIi NA MITOCHONDRIALNIi RESPIRACI RUZNYCH ORGANU
POTKANA

Jedliéka J1,2, Tima Z2, Kohoutova M1,2, Kuncova J1,2
1Ustav fyziologie LF UK v Plzni
2Biomedicinské centrum LF UK v Plzni

Uvod: Vztah mezi mitochondriemi a starnutim ziskava stéle vétsi pozornost védeckého
svéta, nebot mitochondrie jsou jednim z hlavnich regulator procesu starnuti. Vétsina

dosud publikovanych studii o vlivu starnuti na mitochondrialni respiraci tkani a organa byla
provedena na kosternim svalu a srdci, méné pak v mozku a parenchymatéznich orgdnech
(napt. ledvinach nebo jatrech). Rozdily mezi pohlavimi zatim také nejsou uspokojivé popsany.



Metody: V této studii jsme se zabyvali screeningem mitochondrialni respirace v 8 riznych
tkanich, a to: v pravé a levé srde¢ni komofre, hipokampu, mozecku, kosternim svalu, klife
ledvin, jatrech a krevnich desti¢kach. Samci a samice rychle starnoucich potkant (Fischer
344) byly rozdé&leni do 3 skupin podle v&ku — 6, 12 a 24 mésicd (n kazdé skupiny = 10).

Po dosazZeni cilového véku byly organy vyjmuty a zpracovany pro oxygrafické méfeni
standardizovanou homogenizaci (PBI-Shredder, Oroboros; Innsbruck, Rakousko) nebo
mechanickou permeabilizaci. Mitochondrialni spotfeba kysliku byla stanovena v duplikatech
vysoce Uéinnou respirometrii na 4 kalibrovanych oxygrafech O2k (Oroboros; Innsbruck,
Rakousko). Po aplikaci substrat( a inhibitord jednotlivych komplexa respiraéniho systému byly
uréeny stavy LEAK (spotfeba kysliku nutna k udrzeni membranového potencialu), OXPHOS
(kapacita oxidaéni fosforylace pfi aktivaci komplext I, | po aplikaci pyruvatu, I+I1, ), ROX
(rezidudlni spotfeba kysliku) a CIV (aktivita komplexu IV pfi stimulaci umé&lym substratem).
Spotreba kysliku byla korigovdna na ROX a vztazena na mg hmotnosti.

Vysledky: Mitochondrialni respirace v levé a pravé komore srde¢ni s vékem klesala u obou
pohlavi, coz je v souladu s vysledky vétsiny recentnich publikaci. Respirace kosterniho svalu
se s vékem sniZovala u samcu, ale nikoliv u samic. V mozec¢ku doslo k mirnému poklesu,
zatimco v hipokampu jsme nepozorovali Zddné zmény respirace souvisejici s vékem.
Mitochondridlni spotfeba kysliku v parenchymatéznich organech byla nejvyssi u nejstarsi
skupiny. Krevni desti¢ky nevykazovaly s vékem zadné signifikantni zmény v méfenych
respiracnich stavech.

Zavér: Mitochondridlni spotieba kysliku se lisi v zavislosti na véku i na pohlavi. Krevni
desticky, o kterych se mluvi jako o perifernim ukazateli celkové mitochondrialni aktivity,
neodpovidaji respiraénimu stavu jinych organ.

TESTOVANI POTENCIALNICH LECIV NA CELOTELOVEM MODELU
ANESTEZOVANEHO MORCETE

Bartakova A, Stracina T, Novakova M
Fyziologicky ustav, LékaFskd fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

Anestezované morce je vyuzivano v ramci preklinického testovani potencialnich IéCiv.
Registrace EKG na tomto modelu umoziuje posoudit eventualni arytmogenni potencial
takovych latek. Cilem této prace bylo hodnoceni arytmogenniho potencialu klinicky
uzivanych léciv s u¢inky na beta-adrenergni receptory.

Zvitata byla uvedena do hluboké anestezie inhalaci isofluranu a poté byla provedena kanylace
jugularni vény. Na hrudnik morcete byly pfipevnény vpichové elektrody a pro kontinualni
monitorovani télesné teploty byla zavedena rektalni sonda. Zvitata byla rozdélena do tfi
skupin: VEH (zvifata dostavala fyziologicky roztok), DOB (zvifata dostévala
beta-sympatomimetikum dobutamin) a ESM (zvifata dostavala beta-lytikum esmolol).
Experiment sestéval z faze stabilizace (15 min), nasledované tfemi fazemi aplikovani testované
latky ¢&i fyziologického roztoku (10, 5 a 5 min) prostfednictvim kontinudlni intravendzni infuze



a fazi zotaveni (5 min). EKG bylo registrovédno a analyzovdano pomoci LabChart
8 Pro softwaru. Hodnotili jsme RR interval (resp. srdeéni frekvenci), PR
interval, QRS komplex a QT interval. QT interval byl nasledné korigovan podle
Framinghama. Spolehlivost zavedeného modelu byla prokdzdna neménnosti
sledovanych parametri béhem celého experimentu u zvifat ve skupiné VEH.
Aplikace beta-blokatoru esmololu snizila srde¢ni frekvenci, prodlouzila PQ
interval i trvani QRS komplexu, a zdroven neovlivnila QTc. Aplikace dobutaminu
vedla ke zvyseni srde¢ni frekvence a ke zkraceni QT intervalu. Model
anestezovaného morcete je spolehlivy a cenny pro testovani léc¢iv s G¢inkem na
kardiovaskularni systém zprostfedkovanym pfes beta-adrenergni receptory.
Podporovano granty MUNI/IGA/1098/2020 a MUNI/A/1133/2021.

REGULACE BUNECNE MOTILITY SEMAFORINY A MOZNOSTI JEJIHO
FARMAKOLOGICKEHO OVLIVNENI

Kripnerova M', Pesta M', Tymecka D?, Misicka A2, Hatina J'

'"Univerzita Karlova, Lékarskd fakulta v Plzni, Ustav biologie, Alej Svobody 76, 323 00 Plzer,
Ceskd republika, 2Faculty of Chemistry, University of Warsaw, Pasteura 1, 02-093 Warsaw,
Poland

Bunécna motilita je jedna z nejdulezitéjsich schopnosti bunky, kterad vyznamnym zplsobem
prispiva ke zdarnému pribéhu fyziologickych procest, jako je embryonalni vyvoj &i hojeni ran,
ale také k nezadoucim patologickym déjim, zejména pak k tvorbé& metastaz u nadorovych
onemocnéni. Jedna se o komplexni proces, ktery vyuziva rlizné mechanismy, nicméné
nejCastéji probiha jako odpovéd na chemické signaly, které jsou pfijimany od okolnich bunék.
Jednim z mnoha popsanych aktivatori motility normalnich mezenchymalnich bunék cév nebo
nékterych typl nadorovych bunék (glioblastom, fibrosarkom) je Semaforin3A (Sema3A), ktery
je rovnéz popsan jakozto Siroce aktivni inhibitor angiogeneze. Pro transdukci signdlu Sema3A
je mimo jiné nezbytny membranovy glykoproteinovy receptor Neuropilin 1 (NRP-1), ktery
slouzi zaroven jako sou&ast receptoru pro vaskularni endotelialni rastovy faktor (VEGF) a hraje
tak dllezitou roli pfi rozvoji angiogeneze a nadorové progrese. Cilem nasi pilotni studie bylo
testovat syntetické rozvétvené pentapeptidy BPs (Tymecka et al. 2018), které maji potencialni
schopnost kompetitivné inhibovat interakci VEGF165/NRP-1 komplexu a tim G¢inné ovlivnit
nejen pfipadny rozvoj nezadouci angiogeneze, ale zejména zablokovat pfenos signélu
Sema3A pomoci spoleé¢ného ko-receptoru neuropilinu-1 a omezit tak burikdm schopnost
bunééné motility. Inhibice nezaddoucich vlastnosti nddorovych bunék pomoci peptidovych
metabolicky stabilnich inhibitorl by mohla byt vhodnym terapeutickym Fesenim nékterych
nadord zejména sarkoml, které maji aktivovanou Sema3A signalizaci a zaroven se u nich
predpoklada rozvoj nddorové angiogeneze.

Vyzkum byl podpofen projekty 4EU+/21/F1/1 a CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787 ,Fighting
INfectious Diseases ,,, udéleny MSMT CR, financovany z EFRR.



OPTIMIZATION OF DIFFERENT SEPARATION TECHNIQUES FROM SPIKED
BLOOD FOR FUTURE SEPSIS DIAGNOSTICS WITH 3RD GENERATION
SEQUENCING

Tamas, M, Liptak R*?, Strecansky T°, Kone¢na B3, Tothova L3, Hodosy J"?

'Institute of Physiology, Medical Faculty, Comenius University, Bratislava, Slovakia
2Emergency Department RuZinov, University hospital Bratislava, Bratislava, Slovakia
3Institute of Molecular Biomedicine, Medical Faculty, Comenius University, Bratislava,
Slovakia,

Background: Sepsis is a common serious condition for intensive care unit (ICU) admissions
and remains a significant challenge for modern healthcare. For successful antibiotic
treatment, rapid and accurate diagnostics and the identification of pathogens are required.
To overcome the shortcomings of slow and tedious traditional blood cultures, we would like
to adopt nanopore sequencing to identify the pathogen and its resistance. To be successful in
outlined approach, host DNA depletion and high-quality bacterial DNA content is essential.
Aim: The aim was to compare 3 different separation methods of blood (centrifugal, chemical,
and enzymatic) for bacterial DNA enrichment and isolation with subsequent product readily
suitable for nanopore sequencing in order to identify the pathogen.

Methods: In the study, blood was collected from 4 healthy subjects and spiked with either
gram-negative or gram-positive bacteria to obtain a final concentration of 100 CFU/ml of
blood. Three different separation methods alongside negative control were performed.
Spiked blood was aliquoted to obtain technical triplicates for each method. The performance
of each method was evaluated by RT-gPCR of 16S gene and B2 microglobulin.

Results: In blood spiked with gram-negative bacteria, the mean Ct value of 16S gene of
centrifugal, enzymatic, chemical methods, and negative control were 29.37 + 0.39, 29.38 +
0.92, 29.98 * 0.67, 30.64 + 0.95, respectively. In blood spiked with gram-positive bacteria the
mean, Ct value of 16S gene of centrifugal, enzymatic, chemical methods, and negative control
were 31.25 + 0.77, 29.24 + 0.78, 30.98 + 0.78, 31.45 + 0.63, respectively or 30.93 + 2.52, 31.47 +
1.34, 30.52 + 1.82, and 31.73 + 2.03, when lysozyme for bacterial cell lysis was added. Analysis
of host DNA depletion using RT-gPCR of B2 microglobulin was performed for each method
with Ct of 26.26 + 1.31, 21.89 + 2.2, 24.44 + 3.33, and 20.48 * 0.59 for centrifugal, enzymatic,
chemical methods, and negative control, respectively. Regarding the effectiveness, the

DNA depletion was significantly higher for the centrifugal method compared to others.
Reproducibility based on variability measured by the standard deviation in DNA quantity,
quality, and RT-qPCR results was highest using the centrifugation method compared to the
other three methods. Considering the turnaround time, the centrifugation method with 20
minutes procedure was faster than the chemical method lasting 30 minutes or the enzymatic
method that stretched the turnaround time to 45 minutes.

Conclusion: Separation methods can be used for bacterial DNA enrichment and isolation
with sufficient quantity and quality for further downstream processes such as RT-gPCR or
nanopore sequencing. From all tested methods, centrifugation outperformed other basic
isolation techniques considering turnaround time, reliability, and effectiveness. Further
investigation is needed to confirm our promising results in a real-life scenario with nanopore



sequencing as point-of-care testing.

Keywords: sepsis, nanopore sequencing, isolation techniques, bacteria, 3rd
generation sequencing
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INTEGRACIA VYUCBY KLINICKEHO MYSLENIA A ROZHODOVANIA
DO PREDMETU FYZIOLOGIA

Hnilicova S, Drabek R, Szadvari |, Babinska K, Ostatnikova D
FYU, LFUK, Bratislava, SR

Vyucba na lekarskych fakultach v 21. storo¢i prechadza k novym pristupom zahriiujicim
aktivny pristup, integraciu predklinickej a klinickej vyuéby, individualny na studentov
zamerany pristup a formativnu a sumativnu spatna vazbu. Velky déraz sa kladie na skoré
vystavenie Studentov simulovanym alebo realnym pacientom, s cielom integracie vsetkych
naucenych poznatkoch a zrué¢nosti pre buducu klinickd prax na turovni si¢asnych vedeckych
poznatkov v jednotlivych oblastiach mediciny. Klinické uvaZzovanie a rozhodovanie je
zavadzané od zaciatku $tudia ako sucast tohto procesu. Sucasny pristup k vyucbe klinického
uvazovania a rozhodovania vychadza z dékladného pochopenia fyziologickych a naslednych
patofyziologickych procesov a ich transformacie do symptémov pacientov, ako prvého

kroku pri tomto procese. Na lekarskej fakulte v Bratislave sme pristupili k vyucébe klinickych
pripadov simuléacii ako aj pacientskych pripadov s cielom zlep$enia pripravy nasich studentov
ku klinickému rozhodovaniu vo vyssich ro¢nikoch. Tento presun od klasickych laboratérnych
praktickych cvi¢eni ku pripadovym simulaciam a klinickym pripadom s dérazom na fyziolégiu
nam umoznili aj podmienky prechodu na online vyuébu pri pandémii COVID-19, kde sa nedali
niektoré Ulohy uskuto&iované v laboratériadch vykonat v pdvodnom rozsahu. Studenti vyuébu
vysoko ocenovali, 92% §tudentom by vyhovovalo mat takejto vyucby este viac. Fyziologicky
ustav na LFUK v Bratislave takto napomaha prechodu k modernym trendom vo vyucbe aj
prave pristupom k integracii nasej vyucby do celku ako bolo zadefinované aj nasim vedenim
LFUK ako dlhodoby ciel prestavby studia.

Projekt bol podporeny KEGA MSVVa$S SR 041UK-4/2020.
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