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ZPRÁVY

ZPRÁVA O âINNOSTI BRNùNSKÉ POBOâKY
âESKOSLOVENSKÉ BIOLOGICKÉ SPOLEâNOSTI 

V ROCE 1999

âlenská schÛze 20. ledna 1999

J. Elster (Úsek ekologie rostlin, Botanick˘ ústav AV âR TfieboÀ): Souãasné
v˘zkumné trendy v polární biologii a ekologii - âesk˘ národní polární program.

âlenská schÛze 27. ledna 1999
Závûreãná oponentura grantového projektu Sensitivita baroreflexu u ãlovûka

v prospektivní studii

B. Fi‰er (Fyziologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity v Brnû):
Sensitivita baroreflexu u ãlovûka.

N. Honzíková (Fyziologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû): Metody sledování baroreflexu u ãlovûka.

Z. Nováková (Fyziologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû): Baroreflex v prÛbûhu fyzické námahy.

N. Honzíková (Fyziologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû): Autonomní dysfunkce u nemocn˘ch po akutním infarktu myokardu.

B. Fi‰er (Fyziologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity v Brnû):
Baroreflex u ãlovûka - perspektivy dal‰ího v˘zkumu.

âlenská schÛze 17. února 1999

Z. La‰tÛvka (Ústav zoologie a vãelafiství Mendelovy zemûdûlské a lesnické
univerzity v Brnû): Vzájemné ovlivÀování poãetnosti organismÛ a moÏnosti
praktického vyuÏití.

M. Vanûk, R. Pellarová1 (Ústav zoologie a vãelafiství Mendelovy zemûdûlské a lesnické
univerzity v Brnû, 1KoÏní ambulance Centra dûtsk˘ch odborn˘ch zdravotnick˘ch
sluÏeb v Brnû): Zmûny mikrostruktury vlasÛ pfii kongenitální ichtyóze.

âlenská schÛze 17. bfiezna 1999

L. Jirmanová, P. Dvofiák (Laboratofi molekulární embryologie Mendelovy
zemûdûlské a lesnické univerzity Brnû a Ústavu Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky
AV âR v Brnû): Biosyntéza membránov˘ch proteoglykanÛ - v˘znamn˘
regulaãní mechanismus aktivity rÛstov˘ch faktorÛ.
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P. Krejãí, D. Dvofiáková1, E. Krahulcová1, A. Hampl, P. Dvofiák (Laboratofi

molekulární embryologie Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity Brnû

a Ústavu Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky AV âR v Brnû, 1II. interní klinika-

hematoonkologická, Fakultní nemocnice Bohunice, Lékafiská fakulta Masarykovy

univerzity v Brnû): Fibroblastov˘ rÛstov˘ faktor (FGF) a leukémie. Co mÛÏe
znamenat deregulace syntézy FGF pro leukemické buÀky?

E. PrÛ‰ová, P. Dvofiák, A. Hampl (Laboratofi molekulární embryologie

Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity Brnû a Ústavu Ïivoãi‰né fyziologie

a genetiky AV âR v Brnû): Reakce na po‰kození DNA u ãasn˘ch my‰ích
embryí je vyvojovû regulována.

âlenská schÛze 14. dubna 1999

O. Neãas (Biologick˘ ústav Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity v Brnû):

Biologie bunûãného stresu.

âlenská schÛze 5. kvûtna 1999
(SchÛze konaná ve spolupráci s âeskou spoleãností pro biochemii 

a molekulární biologii)

P. Skládal (Katedra biochemie Pfiírodovûdecké fakulty Masarykovy univerzity

v Brnû): Studium afinitních interakcí pomocí biosensorÛ.

âlenská schÛze 19. kvûtna 1999
(SchÛze konaná ve spolupráci s âeskou anatomickou spoleãností)

F. Tich˘1, D. Hork˘3, I. Mí‰ek1,2 (1Ústav anatomie, histologie a embryologie

Veterinární a farmaceutické univerzity v Brnû, 2Ústav Ïivoãi‰né fyziologie

a genetiky AV âR v Brnû, 3Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty

Masarykovy univerzity v Brnû): StfiednûprÛmûrové cévní protézy implantované
v rozsahu a. carotis externa u miniprasete. 

I. Mí‰ek1,2, K. Witter1,2, H. Pavlíková1, P. Matulová2 (1Ústav anatomie, histologie

a embryologie Veterinární a farmaceutické univerzity v Brnû, 2Ústav Ïivoãi‰né

fyziologie a genetiky AV âR v Brnû): Souãasn˘ pohled na v˘vojová stadia
savãích zubÛ.

H. âern˘ (Ústav anatomie, histologie a embryologie Veterinární a farmaceutické

univerzity v Brnû): Prenatální morfogeneze klavikuly u vybran˘ch druhÛ
‰elem.

H. Pavlíková1, K. Witter1,2, I. Mí‰ek1,2 (1Ústav anatomie, histologie a embryologie

Veterinární a farmaceutické univerzity v Brnû, 2Ústav Ïivoãi‰né fyziolo-

gie a genetiky AV âR v Brnû): Anatomie a v˘vojová historie vestibulum 
oris u ovce.



I. Kociánová, A. Goro‰ová, F. Tich˘ (Ústav anatomie, histologie a embryologie
Veterinární a farmaceutické univerzity v Brnû): Ultrastruktura regio olfactoria
koãky v prenatálním období.

V. Páral (Ústav anatomie, histologie a embryologie Veterinární a farmaceutické
univerzity v Brnû): Mineralizace rostoucí maxily skotu.

M. Buchtová (Ústav anatomie, histologie a embryologie Veterinární a farmaceutické
univerzity v Brnû): Morfologie tarzálních Ïláz u drobn˘ch savcÛ.

âlenská schÛze 20. fiíjna 1999

V. Bry‰ová, D. Valík, L. Pecen (Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní nemocnice
Brno, prac. Dûtská nemocnice, Brno): Screening chromosomálních aberací
a VVV plodÛ v I. trimestru.

A. Oltová, Z. Hrubá, R. Gaillyová (Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní
nemocnice Brno, prac. Dûtská nemocnice, Brno): Stanovení karyotypu plodu
v I. trimestru gravidity.

P. Kuglík (Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská
nemocnice, Brno): VyuÏití metody fluorescenãní in situ hybridizace
v prenatální diagnostice.

R. Gaillyová (Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská
nemocnice, Brno): Genetické poradenství u Ïen s karyotypem 46, XY.

M. Vojtí‰ková, R. Gaillyová, B. Ravãuková, K. Kodydková, Z. Luká‰1, J. Hájek2, 
Z. KadaÀka3 (Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská
nemocnice, 1II. patologicko-anatomick˘ ústav a 2Klinika dûtské neurologie
Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská nemocnice, Lékafiská fakulta Masarykovy
univerzity v Brnû, 3Neurologická klinika Fakultní nemocnice Brno, Lékafiská
fakulta Masarykovy univerzity v Brnû): Molekulární diagnostika progresivních
svalov˘ch dystrofií.

âlenská schÛze 10. listopadu 1999
(SchÛze konaná ve spolupráci s âeskou anatomickou spoleãností a Ústavem

histologie a embryologie Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity v Brnû
u pfiíleÏitosti 60. narozenin prof. MUDr. Drahomíra Horkého, DrSc.)

S. âech (Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû): Profesor Drahomír Hork˘ ‰edesátníkem.

J. ·Èastná, M. Sedláãková (Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brnû): Cytochemick˘ prÛkaz peroxidu vodíku
produkovaného buÀkami cumulus oophorus my‰i.

M. Sedláãková, J. ·Èastná, J. Îáková1, P. Ventruba1 (Ústav histologie a embryologie
Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity v Brnû, 1I. gyne-kologicko-porodnická
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klinika, Fakultní porodnice Brno, Lékafiská fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû): Cytochemická detekce bunûk produkujících peroxid vodíku
v lidském cumulus oophorus.

I. Lauschová (Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty Masarykovy
univerzity v Brnû): Cytologie tubárního epitelu-ultrastrukturní charakteristika
bunûãn˘ch typÛ a podtypÛ.

F. Tich˘, I. Kociánová, A. Goro‰ová (Ústav anatomie, histologie a embryologie
Veterinární a farmaceutické univerzity v Brnû): Ultrastruktura ãichového
epitelu kotûte.

J. Lokaj (Ústav klinické imunologie a alergologie, Fakultní nemocnice u Sv. Anny,
Lékafiská fakulta Masarykovy univerzity v Brnû): Vrozené vady profesionálních
fagocytÛ. 

âlenská schÛze 8. prosince 1999

J. Kulhav˘ (Ústav ekologie lesa Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity
v Brnû): Základní informace o ústavu - dosavadní zamûfiení a v˘sledky.

E. Klimo (Ústav ekologie lesa Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity
v Brnû): Ekosystémová anal˘za a metody v˘voje lesních ekosystémÛ (na
pfiíkladu kolobûhu elementÛ).

J. âermák (Ústav ekologie lesa Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity
v Brnû): Nûkteré charakteristiky vodního provozu a struktury lesních dfievin.

E. Kula (Ústav ekologie lesa Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity
v Brnû): Problematika hmyzích ‰kÛdcÛ v lesních ekosystémech. 

E. Bednáfiová (Ústav ekologie lesa Mendelovy zemûdûlské a lesnické univerzity
v Brnû): Zji‰Èování latentního po‰kození lesních dfievin s vyuÏitím anal˘zy
epikutikulárních voskÛ.

ABSTRACTS

M. Vanûk, R. Pellarová1 (Department of Zoology, Mendel University of Agriculture and
Forestry, Brno, 1Ambulance of Dermatology, Center of Children Health Special Services, Brno):
Changes of hair microstructure in congenital ichthyosis.

Changes of hair microstructure were studied in the boy (J. F.) of 14 years afflicted by
erythrodermia ichthyosiformis congenita non bullosa. Since his birth, he has suffered from dermal
keratinisation. This defect is manifested over the whole integument by differently intensive
erythema, squamae formation and deposits of up to 2 cm in plicae of extremities, on the neck and
in inguinal region, which continues to be renewed; here and there, fissures arise. During several
next years, ectropia of eyelids has even occurred in the patient. His intellect and other organs were
not afflicted.

The patient’s hair under study was hand-whipped for treating by scanning electron microscope
(SEM). The standard processing protocol was used, i. e., cleaning of the hair scape with acetone
using the ultrasound apparatus Teson 1 - type VC 005 AJ for 3 min. After acetone bath, 9 cm of
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supradermal part from the hair scape were clipped into cca. 1.5 cm particles, which were
subsequently mounted at points with conductive cement onto metal handles. After it, they were
metallized 10 nm with 24 carat Au using the apparatus of SCD 030 type working on the principle
of ionic steaming of the Sputering system. Electronmicrographs were taken by the Tesla BS 300
scanning electron microscope at magnifications of 900x, 1500x and 1800x.

In all electronmicrographs obtained, transverse cuticular ruptures reaching to the cortical hair
layer were seen. Isolated segments of epidermicule without close contacts to the hair cortex were
occasionally observable. In several electronmicrographs, a longitudinal fissure in the hair scape
(trichoptilosis) occurred, or cortex may be swollen and loose in demarcated points of the hair scape
(trichorrhexis nodosa). These defects were typical of the intermediate as well as distal segments of
the hair scape under study.

It is known that congenital ichthyosis occurs sporadically as compared with ichthyosis vulgaris.
The observations presented show that scanning electron microscopy may be explored as useful
complementary method for the diagnosis of erythrodermia ichthyosiformis congenita non bullosa.
The SEM in study of surface microstructural hair abnormalities was previously recommended and
used by Barto‰ová, Jorda and ·Èáva (1982).

L. Jirmanová, P. Dvofiák (Laboratofi molekulární embryologie Mendelovy zemûdûlské
a lesnické univerzity Brnû a Ústavu Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky Akademie vûd âR v Brnû):
Biosyntéza membránov˘ch proteoglykanÛ - v˘znamn˘ regulaãní mechanismus aktivity
rÛstov˘ch faktorÛ.

Proteoglykanové molekuly tvofiené osov˘m proteinem a velk˘m mnoÏstvím postranních
oligosacharidov˘ch fietezcÛ jsou souãástí membrány vût‰iny bunûk. V práci je podrobnû popsána
role proteoglykanov˘ch sacharidov˘ch ektodomén v regulaci aktivity rÛstov˘ch faktorÛ bûhem
embryogeneze, a to na pfiíkladu fibroblastového rÛstového faktoru-2 (FGF-2) a jeho sacharidov˘ch
koreceptorÛ.

Protein FGF-2 je v prÛbûhu v˘voje embrya indukãním faktorem v procesech jako je implantace
embrya, indukce mesodermu, diferenciace neuroektodermu nebo angiogenese. Aby mohl plnit svoji
biologickou funkci, je nutná jeho oligomerizace vazbou proteoglykanov˘ch sacharidov˘ch fietezcÛ
heparinového nebo heparan sulfátového typu, coÏ umoÏnuje navázání FGF-2 na specifické tyrosin-
kinásové receptory a jejich aktivaci.

Funkci koreceptoru v‰ak mÛÏe plnit také sacharidov˘ epitop (Galβ 1-4 [Fucα 1-3] GlcNAcβ)
naz˘van˘ Lewis X (LeX ), kter˘ se podílí zejména na adhezi leukocytu a nádorov˘ch bunûk; epitop
je souãástí embryonálních proteoglykanÛ a jeho úloha bûhem embryogeneze je‰tû není zcela
vyjasnûna. Enzymatickou modifikací lze LeX upravit na sulfatovanou nebo sialylovanou isoformu.
Funkce jednotliv˘ch isoforem a zpÛsob jejich exprese vykazují vysokou specificitu a jsou souãástí
regulace signalizaãních procesÛ v mezibunûãn˘ch interakcích.

Inhibice syntézy LeX ektodomény na povrchu embryonálních kmenov˘ch (ES) bunûk in vitro
viditelnû neovlivÀuje adhezní a agregaãní vlastnosti bunûãn˘ch kolonií. Je velmi pravdûpodobné, Ïe
adheze a agregace nediferencovan˘ch embryonálních bunûk jsou zprostfiedkovány jin˘mi
molekulami neÏ LeX, kter˘ zde asi plní jinou funkci.

Experimenty na ES buÀkách, s normální expresí LeX, ukazují siln˘ stimulaãní vliv
sulfatovaného LeX na proliferaãní aktivitu FGF-2. Desetkrát zv˘‰ená koncentrace neutrálního
a sulfatovaného LeX (av‰ak ne sialylovaného LeX) zpÛsobuje inhibici této mitogenní aktivity. Pfii
vysoké molární koncentraci exogenního koreceptoru pravdûpodobnû dochází k obsazení v‰ech tfií
vazn˘ch míst pro sacharidové fietûzce na molekule FGF-2. DÛsledkem je pfiednostní tvorba
monomerÛ FGF-2, které nemohou aktivovat specifické tyrosin-kinásové receptory.

Syntéza membránov˘ch proteoglykanÛ a enzymatická modifikace jejich sacharidov˘ch
ektodomén mÛÏe tedy b˘t procesem regulujícím nejen adhezivní vlastnosti bunûk, ale také aktivitu
rÛstov˘ch faktorÛ.
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P. Krejãí, D. Dvofiáková1, E. Krahulcová1, A. Hampl, P. Dvofiák (Laboratory of Molecular
Embryology, Mendel University Brno and Institute of Animal Physiology and Genetics, Academy
of Sciences of the Czech Republic, 12nd Department of Internal Medicine - Hematooncology,
Faculty Hospital Bohunice, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno): Fibroblast growth
factor 2 (FGF2) and leukemia. What might be the significance of the increased FGF2 synthesis
for leukemia cells?

Growth and differentiation of mammalian cells is under the control of negative and positive
growth signals that are mediated by various growth factors and their corresponding receptors. The
ability of cells to respond to the growth factors produced by cells themselves (autocrine stimulatory
loop) is one of cell transformation mechanisms. This mechanism was demonstrated for several
peptide growth factors, including members of fibroblast growth factor family (FGF). For example
FGF4, which acts as signal molecule in developing mouse embryo, is simultaneously considered as
an oncogene because of its ability to induce tumours in adults. Here, we provide an evidence that
some autocrine stimulatory loop can exist in human leukemia cells for another member of FGF
family, FGF2.

In chronic lymphoblastic leukemia of B-origin (B-CLL) we detected elevated concentration of
secreted FGF2 in plasma, which significantly differs from controls and is accompanied by abundant
synthesis of secreted and nuclear located isoforms of FGF2 in circulating leukemia cells. Indeed, we
demonstrated that leukemia cells release FGF2 into culture medium and thus may serve as the
cellular source for plasma FGF2. FGF-mediated signals are transduced via transmembrane tyrosine
kinases represented by FGF-receptor family (FGFR). To date, four FGFR classes (FGFR1-4) with
more than 50 variants are known. We characterised expression of FGFR1-4 mRNA in B-CLL
leukemia cells. In these cells, we revealed the expression of three classes of FGFR (FGFR1, 3, 4)
from which FGFR1 has been described to bind FGF2 with high affinity. These results were further
confirmed by detection of FGFR1 protein. Currently, the experiment on FGF2-mediated stimulation
of B-CLL cells is under investigation.

FGF2 is nearly ubiquitous in distribution and regulates many distinct biological activities
including hematopoiesis. In “normal” hematopoiesis FGF2, synthesised by stromal fibroblasts
functions as a multilineage stimulatory cytokine which affects both early and late progenitors as
well as mature blood cells. We extrapolate that in B-CLL paracrine effect of FGF2 on various
peripheral and bone marrow cellular targets results in stimulation of hematopoiesis. Increasing
evidence describing correlations between the FGF2 overexpression and tumorigenicity of cancer
cells suggest that aberrant FGF2/FGFR interaction may be critical for tumour progression. B-CLL
is characterised by slow accumulation of monoclonal small lymphocytes, the majority of which is
nondividing. Thus, we suggest that FGF2 autostimulatory loop contribute rather to the delayed
senescence and resistance of B-CLL cells to apoptotic stimulus than to enhanced cell growth and
proliferation.

E. PrÛ‰ová, P. Dvofiák, A. Hampl (Laboratofi molekulární embryologie Mendelovy zemûdûlské
a lesnické univerzity Brnû a Ústavu Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky Akademie vûd âR v Brnû):
Reakce na po‰kození DNA u ãasn˘ch my‰ích embryí je vyvojovû regulována.

V̆ znamnou vlastností v‰ech bunûk je schopnost modulace progrese bunûãného cyklu, která je
fiízena komplexem regulaãních procesÛ. Centrální úlohu v regulaãních mechanismech hraje pfiitom
modulovaná aktivita cyklin-dependentních kináz (CDK). Schopnost regulace cyklu umoÏÀuje
reagovat na antiproliferaãní signály, napfi. po‰kození DNA. Dochází k aktivaci procesÛ vedoucích
k zastavení bunûãného cyklu, nejãastûji v G1/S ãi G2/M fázi. Pfiedpokládá se, Ïe pfieru‰ení bunûãné
progrese poskytuje buÀkám ãas nezbytn˘ pro uskuteãnûní reparaãních procesÛ. Pfiípadné defekty
v tomto mechanismu mohou znamenat vznik mutací ãi umoÏnit nekontrolovanou proliferaci, která
je charakteristická pro nádorové buÀky.

Somatické buÀky k regulaci prÛbûhu bunûãného cyklu vyuÏívají mimo jiné transkripci genÛ.
Zygotická exprese genÛ u my‰ích embryí zaãíná aÏ v pozdní G1 fázi prvního mitotického cyklu
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a plnû se rozvíjí bûhem 2-bunûãného stadia. Minimálnû v tomto ohledu jsou ãasná v˘vojová stadia
embryí limitována. Schopnost ãasn˘ch embryí reagovat na po‰kození DNA pfiesto byla
prokázána.Tato studie pfiiná‰í informace o reakci ãasn˘ch my‰ích embryí na indukované po‰kození
DNA, s cílem vytvofiit modelov˘ systém k anal˘ze molekulárních mechanismÛ.

Autofii analyzovali reakci 1- a 2-bunûãn˘ch my‰ích embryí na po‰kození DNA. Po‰kození bylo
indukováno UV-C záfiením (254 nm) dávkou 15J/m2, která aplikována na 1-bunûãná embrya 5 h p.
ins. (pronukleární stadium) vyvolala zastavení bunûãného cyklu u 50% zárodkÛ. Po aplikaci stejné
dávky na 2-bunûãná embrya tûsnû po rozdûlení (z dÛvodu krátké G1 fáze) do‰lo k zastavení
bunûãného cyklu u 40% embryí. V obou pfiípadech ‰lo o reverzibilní reakci.

Ke sledování prÛbûhu bunûãného cyklu ozáfien˘ch embryí byl pouÏit bromodeoxyuridin
(BrdU), homolog thymidinu, kter˘ je do DNA v prÛbûhu její syntézy inkorporován. Anal˘za
inkorporace BrdU ukázala, Ïe po‰kození DNA indukované UV záfiením vedlo u 1-bunûãn˘ch
embryí spí‰e ke zpomalení prÛbûhu S fáze a prodlouÏení bunûãného cyklu neÏ k zastavení v G1/S ãi
v G2/M fázi, zatímco v˘voj ozáfien˘ch 2-bunûãn˘ch embryí byl zastaven v G2/M fázi. 

V souãasnosti autofii studují moÏnou úãast regulaãních molekul p53, p21 a retinoblastoma
proteinu u 1- a 2-bunûãn˘ch embryí po navozeném po‰kození DNA.

P. Skládal (Katedra biochemie Pfiírodovûdecké fakulty Masarykovy univerzity v Brnû):
Studium afinitních interakcí pomocí biosensorÛ.

Souãasn˘ rozvoj pfiírodních vûd vyÏaduje spolupráci vûdeck˘ch pracovníkÛ ze znaãnû odlehl˘ch
odvûtví. Názorn˘m pfiíkladem je v˘zkum biosensorÛ - progresivní obor na rozhraní biologie, chemie,
fyziky a matematiky, jehoÏ aplikaãní v˘stupy zasahují do medicíny, zemûdûlství, fermentaãního,
potravináfiského a farmaceutického prÛmyslu, a i do Ïivotního prostfiedí a vojenství. Biosensor 
je analytické zafiízení sestávající z biologické sloÏky (enzym, protilátka, antigen, receptor, lektin,
nukleová kyselina), která rozpoznává stanovovan˘ analyt, a z fyzikálního pfievodníku, kter˘ tuto
biointerakci pfievádí na mûfiiteln˘ signál.

Pfiímé afinitní biosensory umoÏÀují prÛbûÏné sledování vzniku afinitních komplexÛ bez nutnosti
znaãení. Nejznámûj‰ím zástupcem je systém BIAcore firmy Pharmacia. Je zaloÏen˘ na rezonanci
plazmonÛ na rozhraní kov/dielektrikum, vznikající pfii totálním odrazu dopadajícího svûtla (surface
plasmon resonance). Pfii navázání biomolekul na kovové vrstvû dochází k posunu rezonanãního
minima, coÏ umoÏÀuje sledovat vazebné dûje. Dal‰ím roz‰ífien˘m systémem je IAsys (Affinity
Sensors) vyuÏívající techniku rezonaãního zrcadla. Pfiímé optické biosensory jsou velmi nákladná
zafiízení vhodná pouze pro laboratorní pouÏití. Mnohem levnûj‰ím pfievodníkem pro afinitní studie
jsou piezoelektrické biosensory, u nichÏ zmûna rezonanãní frekvence oscilujícího piezoelektrického
krystalu závisí na hmotnosti navázan˘ch biomolekul, systém tedy funguje jako chemické
mikrováÏky. Mimo bûÏného stanovení koncentrací analytÛ je moÏné s pomocí tûchto technik
sledovat v reálném ãase interakce biomolekul (vazba protilátek s antigeny, hybridizace nukleov˘ch
kyselin, vazba ligandÛ na receptory) a urãovat kinetické parametry (rovnováÏné a rychlostní
konstanty). 

Pfiíklady z na‰eho pracovi‰tû zahrnují aplikace piezosensorÛ pro charakterizaci interakcí
protilátek s antigeny a hapteny - modelov˘mi herbicidy ze skupin fenoxyalkanov˘ch kyselin
a triazinÛ. Vyvinuté imunosensory umoÏÀují stanovit velmi nízké koncentrace (0.1 µg/l) pesticidÛ
ve vodû. Vznik imunokomplexÛ byl sledován v pfiítomnosti smûsí vody a organick˘ch rozpou‰tûdel,
specifická vazba haptenu byla pozorována v pfiítomnosti 50% methanolu. Imunostanovení
v organické fázi mají znaãn˘ v˘znam pro nepolární látky nerozpustné ve vodû. U rekombinantní
protilátky (scFv fragment) proti parathionu byla studována interakce s parathionem a samovolná
dimerizace scFv. Zajímav˘ byl vliv teploty na pevnost vazby secalinu (zásobní bílkovina Ïita) na
nativní IgG a Fab fragment. Pfii nízké teplotû v˘raznû poklesla rychlost disociace imunokomplexu.
Srovnávací studie piezoelektrického biosensoru a systému IAsys prokázala, Ïe oba poskytují pfii
kinetick˘ch studiích shodné v˘sledky.
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F. Tich˘1, D. Hork˘3, I. Mí‰ek1,2 (1Ústav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta
veterinárního lékafiství, Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 2Laboratofi genetiky
a embryologie, Ústav Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky Akademie vûd âR Brno, 3Ústav histologie
a embryologie, Lékafiská fakulta Masarykovy univerzity v Brnû): StfiednûprÛmûrové cévní
protézy implantované v rozsahu arteria carotis externa u miniprasete. 

Metodou svûtelné mikroskopie byla studována struktura stûny cévní protézy po 90-ti denní
implantaci v rozsahu a. carotis externa u miniprasete. Protézy o prÛmûru 5 mm a délce 60 mm byly
odebrány od pûti jedincÛ (oboustrannû, tj. 10 vzorkÛ), vãetnû pfiilehlého kraniálního a kaudálního
úseku arterie.

Na základû získan˘ch v˘sledkÛ lze protézy rozdûlit na neprÛchodné (nefunkãní), protézy
s omezenou prÛchodností (dubiózní) a protézy prÛchodné (funkãní).

Nefunkãní protézy (5 pfiípadÛ) byly v celém rozsahu zcela obturovány fibrózní vazivovou tkání
se znaãn˘m zastoupením tenkostûnn˘ch cév rÛzného kalibru. Vazivové snopce se propagovaly
stûnou protézy do centra, kde se obloukovitû stáãely a získávaly longitudinální orientaci. V oblasti
obou anastomóz se vyskytovala i chondroidní tkáÀ s mineralizovan˘mi okrsky.

U protéz dubiózních (2 pfiípady) byl zachován centrální, místy nesouvisl˘, podélnû probíhající
kanálek, ponûkud rozmûrnûj‰í v úrovni obou anastomóz, kde jeho v˘stelku tvofiily oplo‰tûlé buÀky
s hyperchromatick˘mi jádry. Ve stfiední ãásti kanálku se souvislá v˘stelka nevyskytovala. TkáÀ
v okolí kanálku obsahovala poãetné fibroblasty a místy i objemné krevní lakuny.

Protézy funkãní (3 pfiípady) byly charakterizovány pfiítomností rozmûrného, centrálnû
uloÏeného kanálu, jehoÏ v˘stelku tvofiily ploché, intenzívnû se barvící buÀky s hyperchromatick˘mi
jádry. V úrovni obou anastomóz vykazovala tkáÀ v okolí kanálku „rohoÏovité“ uspofiádání jak
vláknité, tak bunûãné sloÏky.

Ve v‰ech pfiípadech obklopovala cévní protézu vazivová kapsula s ãetn˘mi ‰tûrbinovit˘mi
cévními splavy s plochou jednovrstevnou v˘stelkou.

I. Mí‰ek1,2, K. Witter1,2, H. Pavlíková1, P. Matulová2 (1Ústav anatomie, histologie a embryologie,
Fakulta veterinárního lékafiství, Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 2Laboratofi genetiky
a embryologie, Ústav Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky Akademie vûd âR Brno): Souãasn˘ pohled
na v˘vojová stadia savãích zubÛ.

Seriózní v˘zkum v˘voje savãí dentice se datuje od konce minulého století, kdy základy tohoto
poznání poloÏili pfiedev‰ím Kükenthal (1891), Leche (1892), Röse (1892) a Wilson a Hill (1897).
Vzhledem k relativní rozmanitosti názorÛ na stadiování vyvíjejícího se chrupu vyvstala nutnost
sjednotit názvosloví a pfiesnû definovat v˘vojové etapy (stadia) jednotliv˘ch zubÛ. Jako velmi
zdafiil˘ se ukázal model Lecheho (1892, 1895), kter˘ zaloÏil svoji nomenklaturu na pozorování
v˘voje dentice vybran˘ch druhÛ placentálních savcÛ a vaãnatcÛ. Leche oznaãuje základní v˘vojová
stadia jako pupen (Knospenstadium), pohárek (Kappenstadium) a zvonek (Glockenstadium); ne
v‰emi v‰ak byla tato terminologie akceptována, ãehoÏ dÛsledkem je aÏ do nedávna pfietrvávající
nejednotnost v rozli‰ování jednotliv˘ch v˘vojov˘ch stadií. Se sjednocující my‰lenkou pfii‰el Luckett
(1993), kter˘ pouÏil pÛvodní Lecheho návrh a na základû detailních histologick˘ch studií ãasovû
upfiesnil rozdíly mezi jednotliv˘mi stadii a jejich vzájemné pfiechody. „Bud stage“, „cap stage“
i „bell stage“ rozdûlil do tfií podstadií (ãasné, stfiední a pozdní), která jsou jasnû morfologicky
determinována. Lze konstatovat, Ïe v souãasné dobû existuje urãitá shoda v akceptování v˘‰e
navrÏeného modelu, nicménû dosud pfietrvávají nejasnosti napfiíklad v oznaãování smûrÛ na zubním
oblouku, postupu rozvoje a segmentace zubní li‰ty u rÛzn˘ch druhÛ savcÛ, charakteru a prÛbûhu
erupce zubÛ i zpÛsobech homologizace zubÛ.

H. Pavlíková1, K. Witter1,2, I. Mí‰ek1,2 (1Ústav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta
veterinárního lékafiství, Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 2Laboratofi genetiky
a embryologie, Ústav Ïivoãi‰né fyziologie a genetiky Akademie vûd âR Brno): Anatomie
a v˘vojová historie vestibulum oris u ovce.
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Vestibulum oris (VO) je prostor ohraniãen˘ na jedné stranû pysky a tváfiemi a na druhé stranû
zubními oblouky a dásnûmi. Podle dosavadních pfiedstav se VO vyvíjí z vestibulární li‰ty, coÏ je
vchlípení epitelu dutiny ústní do mesenchymu ãelistí. Rozpadem bunûk v centrální ãásti li‰ty
vznikne prostor, kter˘ oddûluje základ rtu a gingivální val. Tento prostor tvofií VO.

Cílem práce bylo objasnit ontogenetick˘ vztah mezi základem VO a vestibulární li‰tou u ovce
domácí. Mikroskopicky byly vy‰etfieny sériové histologické fiezy 13 embryí a fétÛ ovce domácí
o známém stáfií. Embryologické studie byly doplnûny vy‰etfiením anatomick˘ch pomûrÛ VO
u dospûl˘ch ovcí. 

Vestibulární li‰ta u ovce domácí je tvofiena po celé délce obou ãelistí nûkolika vrstvami velk˘ch
polygonálních bunûk a podle vztahu k okolnímu mesenchymu ji lze rozdûlit na oddíl zanofien˘
a vynofien˘. Makroskopicky i mikroskopicky bylo zji‰tûno, Ïe VO ovce zahrnuje tfii ãásti.
V fiezákové ãásti je VO vymezeno pysky a fiezáky (na horní ãelisti je v‰ak místo fiezákÛ vytvofiena
vazivová plotna pulvinus dentalis). Je zde patrn˘ hlubok˘ fornix vestibuli. Základ VO pfiedstavuje
vestibulární li‰ta zanofiená.

V oblasti diastematu je vestibulum oris ohraniãeno pouze laterálnû tváfiemi, mediální ohraniãení
chybí. Materiál vestibulární li‰ty u fetÛ se v této oblasti zaãíná postupnû vynofiovat nad okolní
mesenchym. V meziální ãásti diastematu je základem VO vestibulární li‰ta zanofiená. V distální ãásti
diastematu je patrná pouze vestibulární li‰ta vynofiená, která není základem pro VO. Vy‰etfiením
Ïivé ovce bylo zjistûno, Ïe v této tváfiové oblasti pfiechází bukální sliznice pfiímo do sliznice patra,
resp. do sliznice, která kryje margo interalveolaris dolní ãelisti bez vytvofiení fornix vestibuli.

V molárové ãásti dutiny ústní je VO ohraniãeno tváfiemi a moláry, fornix vestibuli je hlubok˘. Na
histologickém fiezu je VO uloÏeno labiálnû od materiálu vestibulární li‰ty, kter˘ leÏí volnû na gingiválním
valu a není zde základem pro VO. PfiedsíÀ dutiny ústní vzniká v této oblasti vytvofiením tváfií.

Vestibulární li‰ta u ovce domácí tedy nepfiedstavuje základ VO v celé délce horní i dolní ãelisti.
Na formování VO se v distální ãásti diastematu a v oblasti premolárÛ a molárÛ podílí vedle zubního
oblouku stûna tváfií.

I. Kociánová, A. Goro‰ová, F. Tich˘ (Ústav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta
veterinárního lékafiství, Veterinární a farmaceutická univerzita Brno): Ultrastruktura regio
olfactoria koãky v prenatálním období.

Metodou TEM byla studována struktura ãichového epitelu v poslední tfietinû intrauterinního
v˘voje koãky. Autofii se zamûfiili zejména na strukturu apikálních ãástí smyslov˘ch bunûk, stavbu
dendritick˘ch úsekÛ a ãichov˘ch zakonãení, v˘voj a strukturu ãichov˘ch fiasinek odstupujících
z terminálních zakonãení a stavbu ãichov˘ch axonÛ.

Vzorky byly odebrány z fetÛ koãky ve stáfií 38, 45 a 57 dnÛ intrauterinního v˘voje. U v‰ech
tfií vûkov˘ch kategorií byl epitel regio olfactoria urãen jako vícefiad˘. Epitel je tvofien tfiemi
základními typy bunûk, které se vzájemnû odli‰ují strukturou cytoplazmy, lokalizací a vzhledem
jader a utváfiením volného povrchu. UÏ na poãátku sledovaného období byla diferenciace
jednotliv˘ch typÛ bunûk zfietelná, pfiiãemÏ maturaãní procesy byly pozorovány hlavnû v jejich
apikálních úsecích.

U smyslov˘ch bunûk se prodluÏují dendritické v˘bûÏky a probíhá diferenciace jejich
terminálních zakonãení, tzv. knobÛ. V nich byla patrná intenzivní replikace centriolÛ, jejich
pfiesun k cytoplazmatické membránû v podobû bazálních tûlísek fiasinek. V 57. dnu
intrauterinního v˘voje jsou jiÏ vytvofieny ãetné proximální segmenty ãichov˘ch fiasinek
odstupujících z terminálního zakonãení dendritu. Distální segmenty fiasinek nebyly u tohoto
v˘vojového stadia pozorovány.

U podpÛrn˘ch bunûk dochází k vytvofiení terminální sítû mikrofilament, diferenciaci
mikroklkÛ a prodluÏování apikálních úsekÛ. âasto se vyskytují ãetné ‰tíhlé a vysoké
cytoplazmatické prominence volného povrchu. V cytoplazmû podpÛrn˘ch elementÛ byly
pozorovány i sekreãní vezikuly s jemnû zrnit˘m obsahem.
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U v‰ech sledovan˘ch fétÛ byly pfii bazální membránû jednotlivû uloÏeny málo diferencované
buÀky pfieváÏnû nepravidelného tvaru, zvané buÀky bazální. Nejãetnûj‰í byly v 57. dnu
intrauterinního v˘voje.

M. Buchtová (Ústav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterinárního lékafiství,
Veterinární a farmaceutická univerzita Brno): Morfologie tarzálních Ïláz u drobn˘ch savcÛ.

Tarzální Ïlázy (glandulae tarsales) jsou mazové Ïlázy holokrinního typu, ústící na tup˘ voln˘
okraj víãka. Pfii tarzální ploténce vytváfií vÏdy jednu fiadu. V rámci fiádu hlodavcÛ (Rodentia)
dochází k pomûrnû znaãnému kolísání poãtu tûchto Ïláz u jednotliv˘ch druhÛ, pfiiãemÏ jejich poãet
je vÏdy druhovû charakteristick˘. Velk˘ poãet tarzálních Ïláz má veverka obecná, Sciurus vulgaris
(Sciuridae), coÏ je druh s typicky denní a nadzemní aktivitou. Vrti‰ (1928) u ní popsal pfiítomnost
aÏ 40 drobn˘ch Ïlázek jednoduché stavby v horním a dolním víãku. Men‰í poãet Ïláz, tj. 14-25 byl
zji‰tûn u norníka rudého, Clethrionomys glareolus (Arvicolidae) (Quay, 1954), kter˘ je aktivní ve
dne i v noci. Buduje si rozvûtvené chodby, ale více neÏ jiné druhy hrabo‰Û se zdrÏuje na povrchu
zemû. U hrabo‰e polního, Microtus arvalis (Arvicolidae), kter˘ je aktivní pfiedev‰ím v noci, ·ulc
(1929) popsal kolísání poãtu tarzálních Ïláz mezi 3-8. Autorka u jedincÛ druhu Microtus arvalis,
které vy‰etfiila, nalezla pouze 4 tarzální Ïlázy, u kaÏdého víãka a koutku ústila jedna Ïláza. Îlázy
umístûné v okolí laterálního koutku byly pomûrnû masivní a zfietelnû rozvûtvené na rozdíl od
drobn˘ch Ïlázek u Sciurus vulgaris. Tyto Ïlázy se ãasto rozrÛstají mimo region víãek a jsou
oznaãovány jako extrapalpebrální Ïlázy. 

Z nálezÛ je zfiejmé, Ïe hrabav˘ zpÛsob Ïivota zejména u druhÛ s pfieváÏnû noãní a soumraãní
aktivitou vedl k redukci zrakového aparátu. U druhÛ s hrabav˘m zpÛsobem Ïivota je poãet
tarzálních Ïláz redukován a jsou zvût‰eny, pravdûpodobnû následkem nárokÛ na zv˘‰enou sekreãní
ochranu oka. 

A.Oltová, Z. Hrubá, R. Gaillyová (Oddûlení lékafiské genetiky, Fakultní nemocnice Brno,
pracovi‰tû Dûtská nemocnice Brno ): Stanovení karyotypu plodu v I. trimestru gravidity.

Prenatální diagnostika jako vysoce preventivní obor medicíny umoÏÀuje odhalit velké procento
vrozen˘ch v˘vojov˘ch vad in utero. Nûkteré z tûchto vad jsou s Ïivotem nesluãitelné nebo vedou
k tûÏkému postiÏení novorozence a taková tûhotenství je moÏno na základû svobodného
a informovaného rozhodnutí rodiãÛ ukonãit.

V souladu s celosvûtov˘m trendem posunu prenatálních vy‰etfiení do nejãasnûj‰ích stadií
tûhotenství, byly pro stanovení karyotypu plodu vyvinuty v posledních letech dvû velmi v˘znamné
metody. Jednou z nich je biopsie choria (z angl. CVS), druhou pak tzv. ãasná amniocentéza (AMC).
Obû v˘znamnou mûrou pfiispívají k detekci chromosomálních aberací v prenatálním období,
zejména v I. trimestru gravidity.

Metoda pfiípravy mitotick˘ch preparátÛ z choriov˘ch klkÛ, která vede k rychlému stanovení
karyotypu plodu v I. trimestru gravidity mÛÏe v koneãném dÛsledku pfiiná‰et fiadu problémÛ jako
napfi. mozaicismus, kter˘ mÛÏe a nemusí b˘t pfiítomen u plodu (Kalousek a Dill,1983, Kalousek et al,
1987) a s tím spojené fale‰nû pozitivní a fale‰nû negativní v˘sledky (Simoni et al, 1987; Leschot et
al. 1990). Vzhledem k uveden˘m dÛvodÛm byla postupnû zavádûna tzv. ãasná AMC jako alternativní
metoda k biopsii choriov˘ch klkÛ a jejich cytogenetickému vy‰etfiení (Nagel et al, 1998).

âasná AMC je invazívní prenatální metoda, pfii níÏ se pod kontrolou ultrazvukem provádí mezi
12. a 14. t˘dnem gravidity transabdominální odbûr plodové vody.

KaÏdá z presentovan˘ch metod má své v˘hody a nedostatky a záleÏí jen na podmínkách
a zku‰enostech laboratofie, kterou metodu upfiednostní. Existují pracovi‰tû, která preferují
cytogenetické vy‰etfiování choriov˘ch klkÛ a naopak laboratofie, které uznávají jako jedinou
vy‰etfiovací metodu pro stanovení karyotypu plodu v I. trimestru ãasnou AMC.

Na Oddûlení lékafiské genetiky FN Brno byla zahájena kultivace amniocytÛ získan˘ch ãasnou
AMC v lednu 1996. Za období od 1.1. 1996 do 31.8. 1999 bylo zpracováno a cytogeneticky
vy‰etfieno 304 vzorkÛ plodové vody odebran˘ch v I. trimestru gravidity. Amniocyty byly

144



kultivovány v kultivaãním mediu AMNIOMAX fy. Gibco BRL, délka kultivace se pohybovala od 10
do 14 dnÛ, zpracování a pfiíprava preparátÛ byly provádûny rutinní metodou pouÏívanou pro
amniocyty z klasické AMC. K cytogenetick˘m vy‰etfiením slouÏily mitotické preparáty po aplikaci
dnes jiÏ klasické metody G-pruhování.

Indikacemi k cytogenetick˘m vy‰etfiením v I. trimestru byl nejãastûji vûk matky ( 35 let v roce
porodu a více, pfiípadnû souãet vûku obou rodiãÛ pfiesahující 70 let), nález pfii ultrazvukovém
vy‰etfiení ve 12. t. grav. (ztlu‰tûní v oblasti nuchální linie vût‰í neÏ 3 mm a pfiípadnû nalezené srdeãní
vady) a nûkteré ménû ãasté, ale velmi závaÏné indikace t˘kající se v˘skytu chromosomálních
aberací v rodinû.

Pfiehled patologick˘ch nálezÛ zachycen˘ch z amniocytÛ získan˘ch ãasnou AMC podává 
tabulka ã. 2. 

Z obou tabulek je zfiejmé, Ïe nejvy‰‰í záchyt chromosomálních aberací byl v I. trimestru ve
skupinû, kde u tûhotn˘ch Ïen byla ãasná AMC indikována na základû patologick˘ch
ultrazvukov˘ch nálezÛ.

Riziko komplikací po ãasné AMC, které vedou k potracení plodu, se dle dostupn˘ch informací
z rÛzn˘ch zahraniãních pracovi‰È, pohybuje v rozmezí 0,6–6,2% (Sundberg et al, 1996; Diaz Vega
et al, 1996; Daniel et al, 1998; Nagel, 1998; Tharmaratnam, 1998). V na‰í laboratofii, pokud se nám
podafiilo zjistit zpûtnû informace o prÛbûhu gravidity a porodu, se frekvence abortÛ po ãasné AMC
pohybuje v rozmezí 0,6–1,0 % v jednotliv˘ch letech a neli‰í se tedy od frekvence abortÛ po klasické
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Tab. 1. 
Pfiehled indikací k ãasné AMC

Indikace Poãet vy‰etfiení  Poãet patologií %

Vûk 22 65 2,2

UZ nález 28 5 17,9

Ostatní * 50 0 0

* nûkteré ménû ãasté indikace k AMC jako napfi. nosiãství balancované translokace u rodiãÛ, 
v˘skyt chromosomálních aberací v rodinû, zv˘‰ená frekvence tzv. získan˘ch chromosomálních
aberací v somatick˘ch buÀkách atd.

Celkov˘ záchyt patologick˘ch karyotypÛ ve v‰ech indikaãních skupinách: 3,3%.
Toto ãíslo odpovídá záchytu patologií z cytogenetick˘ch vy‰etfiení amniocytÛ po klasické AMC.

Tab. 2.
Pfiehledn˘ záchyt patologick˘ch karyotypÛ

Patologick˘ nález poãet Indikace

+21, DownÛv syndrom 5 3x vûk, 2x UZ nález

+18, EdwardsÛv syndrom 4 2x vûk, 2x UZ nález

-X, TurnerÛv syndrom 1 UZ nález



AMC. Nutno zdÛraznit, Ïe velikost rizika je závislá pfiedev‰ím na zku‰enostech pracovníka, kter˘
odbûr provádí.

Zavedení metody ãasné AMC souvisí se snahou provádût prenatální vy‰etfiení za úãelem
stanovení karyotypu plodu v I. trimestru a podat tak informaci tûhotné Ïenû o pfiípadné patologii
plodu co nejdfiíve. První zmínky o této metodû se datují do konce 80. let (Johnson a Godmilow,
1988; Rooney, 1989).

Vzhledem k nízkému gestaãnímu stáfií a s tím souvisejícím mal˘m objemem plodové vody je nutno
omezit odebrané mnoÏství na minimum. V praxi to znamená, Ïe poãet ml odebrané plodové vody
odpovídá poãtu t˘dnÛ tûhotenství v dobû odbûru. Toto men‰í mnoÏství plodové vody obsahuje i men‰í
mnoÏství kultivace schopn˘ch bunûk, coÏ mÛÏe mít za následek problémy spojené s prodlouÏením
doby kultivace a s následn˘m hodnocením. Je obtíÏné srovnávat tento problém s v˘sledky
zahraniãních pracovi‰È, protoÏe pfiedev‰ím kultivaãní podmínky v na‰í laboratofii a na zahraniãních
pracovi‰tích vyspûl˘ch zemí jsou velmi odli‰né. 

Diskrepance souvisí pfiedev‰ím s pouÏit˘m kultivaãním mediem s vysokou nutriãní hodnotou,
které je pro na‰i laboratofi z finanãních dÛvodÛ nedostupné. 

I pfies v‰echny zmínûné okolnosti t˘kající se pouÏívaného kultivaãního media a z toho
plynoucího vy‰‰ího kultivaãního neúspûchu ve srovnání s klasickou AMC, byla tato metoda
zafiazena do vy‰etfiovacího programu na‰í laboratofie a je nabízena tûhotn˘m Ïenám jako alternativní
metoda stanovení karyotypu plodu v I. trimestru.

M. Vojtí‰ková, R. Gaillyová, B. Ravãuková, K. Kodydková, Z. Luká‰1, J. Hájek2, Z. KadaÀka3

(Oddûlení lékafiské genetiky Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská nemocnice, 1II. patologicko-
anatomick˘ ústav a 2Klinika dûtské neurologie Fakultní nemocnice Brno, prac. Dûtská nemocnice,
Lékafiská fakulta Masarykovy univerzity v Brnû, 3Neurologická klinika Fakultní nemocnice Brno,
Lékafiská fakulta Masarykovy univerzity v Brnû): Molekulární diagnostika progresivních
svalov˘ch dystrofií.

V posledních letech do‰lo k prohloubení poznání pfiíãin variabilního klinického obrazu
progresivních svalov˘ch dystrofií odhalením skupiny sarkoplasmatick˘ch proteinÛ, zahrnujících
dystrofin–glykoproteinov˘ komplex. Mutace v genech, kódujích jednotlivé proteiny komplexu,
vedou k rÛznému klinickému projevu. Mutace v genu pro dystrofin, leÏící na krátkém raménku
X chromosomu v lokusu 21.1 vedou podle typu a závaÏnosti buì k letální formû Duchennovy
svalové dystrofie nebo k mírnûj‰í alelické Beckerovû formû onemocnûní. Byly jiÏ popsány mutace
v genu pro lamininov˘ alfa 2 (merosin) fietûzec (6q22-23), které vedou z dÛvodÛ nefunkãnosti
kódovaného proteinu k jedné z forem kongenitální svalové dystrofie. âtyfii formy pletencové
dystrofie (LGMD) jsou zpÛsobeny mutacemi genÛ pro alfa (17q11.2–21), beta (4q12), gama
(13q12) a delta (5q33-34) sarkoglykany. K proteinÛm dystrofin–glykoproteinového komplexu se za
patologick˘ch stavÛ na membránû svalov˘ch bunûk pfiifiazuje utrofin. Diferenãní diagnostika na
základû imunohistochemického vy‰etfiení bioptického materiálu od pacientÛ dovolí urãit jednotlivé
proteiny s poruchou exprese a tím následnou mutaãní anal˘zu pfiíslu‰ného genu, nesoucího
patologii. Cílem práce bylo komplexní vy‰etfiení souboru 33 pacientÛ s klinickou diagnosou
Duchennovy nebo Beckerovy svalové dystrofie.

Na základû klinického stavu pacientÛ a v˘sledkÛ imunohistochemického vy‰etfiení, které
prokázalo deficit v nûkteré ze tfií základních domén dystrofinu byla provedena mutaãní anal˘za
dystrofinového genu. 

Duchennova/Beckerova forma svalové dystrofie (D/BMD)je závaÏné na pohlaví vázané
dûdiãné onemocnûní s frekvencí 1 /3500 novorozen˘ch chlapcÛ. V populaci se onemocnûní udrÏuje
s 30% frekvencí vzniku de novo mutací. Obû formy D/BMD jsou zpÛsobeny mutacemi velkého
dystrofinového genu (2,5 .106 bazí) lokalizovaného na krátkém raménku X chromosomu v lokusu
Xp21.1. Gen obsahuje 79 exonÛ a pfiestavuje tak 1% bází DNA pfiináleÏejících k X chromosomu
a 0.05% v‰ech bází lidského genomu (6. 109 b.). Dystrofinov˘ gen kóduje protein dystrofin
o molekulové hmotnosti 427 kilodaltonÛ (kD) sloÏen˘ z 3 685 aminokyselinov˘ch zbytkÛ.
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V pfiípadû imunohistochemicky prokázaného deficitu dystrofinu (Luká‰ et al, 1994) byl buì
z ãásti bioptického materiálu nebo z periferní krve izolován vzorek DNA a provedena mutaãní
anal˘za na úrovni DNA pro detekci velk˘ch delecí nebo duplikací dystrofinového genu pomocí
techniky multiplex PCR pro 22 exonÛ a promotorovou oblast dle Abbse et al. (1991,1996). V̆ sledky
vy‰etfiení prokázaly u 65% pacientÛ ztrátu genetického materiálu dystrofinového genu v rozsahu
jednoho aÏ nûkolika exonÛ, pfiedstavující deleãní mutace s lokalizací pfiedev‰ím v oblasti exonÛ
45–52, ãili do oblasti tzv. „hot spot“, mutaãnû horkého místa spojeného se zv˘‰enou frekvencí
rekombinace více jak 4% .

Ve spolupráci s dr. Fajkusovou z VÚZD Brno u 35% pacientÛ bez detekovatelné deleãní mutace,
bylo provedeno vy‰etfiení na mutace, vedoucí ke zkrácení nebo zmûnû molekulové hmotnosti
dystrofinu a to na základû anal˘zy mRNA a testu na zkrácen˘ protein (PTT) dle metody navrÏené
Gardnerovou et al.(1995).

V rodinách s v˘skytem potvrzené dg. D/BMD byla provedena segregaãní anal˘za pomocí
vybran˘ch vysoce polymorfních intragenov˘ch míst dystrofinového genu a zji‰tûn haplotyp
patologické alely s moÏností odhalit pÛvod vzniku mutace de novo a urãit asymptomatické 
Ïeny-pfiena‰eãky. Cílem komplexního vy‰etfiení na základû spolupráce klinika, patologa, genetika
a molekulárního biologa je potvrdit diagnosu závaÏné formy svalové dystrofie na v‰ech
molekulárních úrovních od odhalení mutace v nukleotidové sekvenci genÛ, pfies transkript mRNA
aÏ po expresi proteinu tak jak bylo demonstrováno na pfiíkladu souboru pacientÛ s dg. D/BMD.

J. ·Èastná, M. Sedláãková (Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty Masarykovy
univerzity v Brnû): Cytochemick˘ prÛkaz peroxidu vodíku produkovaného buÀkami cumulus
oophorus my‰i.

Peroxid vodíku spolu s ostatními kyslíkov˘mi radikály a reaktivními formami kyslíku hraje
fiadu dÛleÏit˘ch rolí ve fyziologick˘ch procesech spojen˘ch s fertilizací. Je známo, Ïe zdrojem
peroxidu vodíku mohou b˘t jak oocyty, tak spermie. Cílem studie bylo zjistit, zda na jeho produkci
participují i buÀky cumulus oophorus, které oocyt obalují v termínu oplození.

Cytochemick˘ prÛkaz peroxidu vodíku byl proveden na postovulaãních komplexech oocytÛ
a jejich kumulÛ na submikroskopické úrovni cytochemick˘m médiem obsahujícím chlorid cerit˘.
Ten tvofií s peroxidem vodíku v elektronovû mikroskopickém obraze denzní precipitáty
perhydroxidu ceria.

BuÀky kumulu tvofiily z hlediska v˘sledkÛ cytochemické reakce heterogenní populaci.
Produkce peroxidu vodíku nebyla zji‰tûna nikdy v morfologicky intaktních buÀkách. V buÀkách
jevících i iniciální známky nahodilé bunûãné smrti byla nejãastûji místem produkce peroxidu vodíku
bunûãná membrána. Pfii pokroãilej‰ích zmûnách se objevoval reakãní produkt i na mitochondriích.
V buÀkách se známkami apoptózy byly primárním zdrojem peroxidu vodíku mitochondrie.
PfieváÏná vût‰ina bunûk kumulu produkujících peroxid vodíku mûla bunûãná jádra normální
submikroskopické stavby.

Z v˘sledkÛ studie vypl˘vá, Ïe produkce peroxidu vodíku buÀkami kumulu pravdûpodobnû
pfiedchází obecnû známé morfologické zmûny bunûãného jádra typické pro bunûãnou smrt. 

M. Sedláãková, J. ·Èastná, J. Îáková1, P. Ventruba1 (Ústav histologie a embryologie Lékafiské
fakulty Masarykovy univerzity v Brnû, 1I. gynekologicko-porodnická klinika, Fakultní porodnice
Brno, Lékafiská fakulty Masarykovy univerzity v Brnû): Cytochemická detekce bunûk
produkujících peroxid vodíku v lidském cumulus oophorus. 

BuÀkám lidského cumulus oophorus jsou pfiisuzovány v prÛbûhu fertilizace in vitro
pfiedev‰ím protektivní role. Vzhledem k tomu, Ïe je známo, Ïe fertilizace mÛÏe b˘t inhibována
peroxidem vodíku, cílem této studie bylo zjistit, zda na jeho produkci mohou buÀky kumulu
participovat.

Vzorky ãerstvû odebran˘ch kumulÛ byly mechanicky oddûleny z komplexÛ oocyt-kumulus.
Peroxid vodíku byl prokazován na submikroskopické úrovni metodou dle Briggse et al. (J. Cell
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Biol. 1975; 67:566), pfii níÏ peroxid vodíku reaguje s cerit˘mi ionty za vzniku elektronovû denzních
precipitátÛ perhydroxidu ceritého. Aktivita endogenní katalázy byla blokována azidem sodn˘m.
V kontrolních vzorcích byl azid sodn˘ v inkubaãním médiu vynechán.

Vedle bunûk bez reakãního produktu byly ve vzorcích nalezeny buÀky s rÛzn˘m mnoÏstvím
precipitátÛ perhydroxidu ceritého. Reakce byla zji‰tûna ve dvou lokalizacích: na bunûãné membránû
a na mitochondriích. BuÀky s pozitivní reakcí témûfi vÏdy vykazovaly zánikové zmûny typické
vût‰inou pro nahodilou, ménû ãasto programovanou bunûãnou smrt. Masivní nakupení reakãního
produktu vykazovaly dokonce i zbytky mitochondrií z rozpadl˘ch bunûk v bunûãném detritu.
Zdravé buÀky peroxid vodíku neprodukovaly. V kontrolních vzorcích byl reakãní produkt nalezen
jen ojedinûle ve stopách.

Z uveden˘ch v˘sledkÛ vypl˘vá, Ïe peroxid vodíku produkují v lidském kumulu buÀky
postiÏené zánikov˘mi zmûnami. V̆ sledky reakce v kontrolních vzorcích ale jasnû ukazují, Ïe buÀky
kumulu disponují znaãnou schopností peroxid vodíku rozkládat. 

I. Lauschová (Ústav histologie a embryologie Lékafiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brnû):Cytologie tubárního epitelu my‰i - ultrastrukturní charakteristika bunûãn˘ch typÛ
a podtypÛ.

Vejcovody savcÛ vyst˘lá jednovrstevn˘ cylindrick˘ epitel, sloÏen˘ ze tfií základních bunûãn˘ch
typÛ: I.-indiferentních bunûk s mikroklky, II.-fiasinkov˘ch a III.-sekreãních bunûk. Indiferentní
buÀky jsou povaÏovány za v˘chozí elementy pro diferenciaci jak fiasinkov˘ch, tak sekreãních
bunûk. Na základû rozboru jemné struktury tubárních epitelií u dospûl˘ch i pohlavnû nezral˘ch
samiãek laboratorní my‰i (C57 BL/10 x CBA)  se v práci podává jejich podrobnûj‰í ultrastukturní
typizace. 

Odbûry vejcovodÛ a vy‰etfiení v TEM bylo provedeno podle protokolu pouÏívaného na
pracovi‰ti. Jsou popsány a evidovány tyto bunûãné podtypy:

1. Neaktivní indiferentní buÀky (typ Ia): Vyznaãují se stfiednû elektronovû denzní cytoplazmou
a relativnû velk˘m, ováln˘m jádrem s marginálnû uloÏen˘m heterochromatinem a 1-2
jadérky retikulárního typu; z organel obsahují volné ribosomy, oválné mitochondrie, mal˘
Golgiho aparát a krátké cisterny granulárního endoplazmatického retikula. Apikální povrch
je hladk˘, s krátk˘mi a nepoãetn˘mi mikroklky.

2. Aktivní indiferentní buÀky (typ Ib): Od typu Ia se odli‰ují dobfie vyvinut˘mi profily
granulárního endoplazmatického retikula a Golgiho aparátu, ãetn˘mi polysomy, vy‰‰ím
poãtem mitochondrií. Subnukleárnû, vzácnûji supranukleárnû, bylo v buÀkách evidováno
koncentrické tûlísko. Jejich apikální povrchy byly opatfieny hust‰ími, del‰ími a pravidelnû
uspofiádan˘mi mikroklky.

3. Ciliogenní buÀky s mikroklky (typ IIa): BuÀky se svûtlou cytoplazmou a ováln˘m jádrem,
mal˘m Golgiho aparátem, ojedinûl˘mi a krátk˘mi cisternami granulárního endoplazmatického
retikula a kulat˘mi, popfi. ováln˘mi mitochondriemi. Supranukleárnû obsahovaly loÏiska
ciliogenního materiálu, reprezentovaná jednak generativními komplexy, sloÏen˘mi
z deuterosomÛ a procentriolÛ, jednak mikrotubuly a typick˘mi centrioly v pozici bazálních
tûlísek. Apikální povrch byl hladk˘, opatfien˘ ojedinûl˘mi krátk˘mi mikroklky, ale bez fiasinek.

4. Ciliogenní buÀky s fiasinkami (typ IIb): BuÀky s ãetn˘mi polysomy a ováln˘mi aÏ vláknit˘mi
mitochondriemi, 1-2 dobfie vyvinut˘mi Golgiho aparáty, dlouh˘mi, úzk˘mi cisternami
granulárního endoplazmatického retikula a centrioly uloÏen˘mi apikálnû pod plazmalemou
(= bazální tûlíska). Ciliogenní váãky byly pfiítomny nekonstantnû. Apikální povrch kryjí
nepoãetné fiasinky a rÛznû dlouhé mikroklky anebo se stfiídají úseky s fiasinkami s úseky
s mikroklky.

5. Plnû diferencované fiasinkové buÀky (typ IIc): Oproti typu IIb apexy bunûk nesly bohat˘
ciliární aparát.

6. Proteosynteticky aktivní sekreãní buÀky (typ IIIa): BuÀky s ováln˘m jádrem s 1-3 jadérky
retikulárního typu; v cytoplazmû mají malé a kulaté mitochondrie, objemn˘ Golgiho aparát
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a hojné, ãasto dilatované profily granulárního endoplazmatického retikula. âást bunûk
obsahovala 1-2 koncentrická tûlíska v subnukleární, vzácnûji v apikální pozici. Nezralá
i zralá sekreãní granula byla rÛzné velikosti. Apikální povrchy vysílaly krátké mikroklky.

7. Plnû diferencované sekreãní buÀky (typ IIIb): Bunûãné apexy vÏdy obsahují zralá sekreãní
zrna. Apikální povrch je buì hladk˘ (s ojedinûl˘mi krátk˘mi mikroklky) anebo kyjovitû
vyãníval do lumina vejcovodu.

8. Ostatní buÀky: Z nich byly zastiÏeny svûtlé a tyãinkové buÀky, buÀky s chromosomy
a regresivní formy fiasinkov˘ch bunûk.

Pomûrné zastoupení základních typÛ a podtypÛ bunûk se v jednotliv˘ch tubárních segmentech
(preampula, ampula a isthmus) li‰ilo a záviselo na stáfií pokusn˘ch zvífiat, fázích sexuálního cyklu
i exogennû podan˘ch ovariálních steroidních hormonech.

Sestavil: S. âech

149


