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ZPRAVY

ZPRAVA O CINNOSTI BRNENSKE POBOCKY
CESKOSLOVENSKE BIOLOGICKE SPOLECNOSTI
V ROCE 1999

Clenska schiize 20. ledna 1999

J. Elster (Usek ekologie rostlin, Botanicky istav AV CR Tieboti): Soucasné
vyzkumné trendy v polarni biologii a ekologii - Cesky narodni polarni program.

Clenska schiize 27. ledna 1999
Zdverecnd oponentura grantového projektu Sensitivita baroreflexu u clovéka
v prospektivni studii

B. Fiser (Fyziologicky tstav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brng):
Sensitivita baroreflexu u ¢lovéka.

N. Honzikovd (Fyziologicky ustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Metody sledovani baroreflexu u clovéka.

Z. Novdkovd (Fyziologicky ustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
v Bré): Baroreflex v prubéhu fyzické niamahy.

N. Honzikovd (Fyziologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Autonomni dysfunkce u nemocnych po akutnim infarktu myokardu.
B. Fiser (Fyziologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity v Brng):
Baroreflex u ¢lovéka - perspektivy dalSiho vyzkumu.

Clenska schiize 17. tinora 1999

Z. Lastivka (Ustav zoologie a v&elaistvi Mendelovy zeméd&lské a lesnické
univerzity v Brn€): Vzajemné ovliviiovani pocetnosti organismi a moznosti
praktického vyuziti.

M. Vanék, R. Pellarovd' (Ustav zoologie a véelatstvi Mendelovy zemé&dglské a lesnické
univerzity v Brné, 'KoZni ambulance Centra détskych odbornych zdravotnickych
sluzeb v Brn€): Zmény mikrostruktury vlast pii kongenitalni ichtyéze.

Clenska schiize 17. bfezna 1999
L. Jirmanovd, P. Dvordk (Laboratof molekuldrni embryologie Mendelovy
zem&d&lské a lesnické univerzity Brné a Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky
AV CR v Brné): Biosyntéza membrinovych proteoglykanii - vyznamny
regulacni mechanismus aktivity ristovych faktoru.
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P. Krejci, D. Dvordkovd', E. Krahulcovd', A. Hampl, P. Dvoidk (Laboratof
molekularni embryologie Mendelovy zemédé€lské a lesnické univerzity Brng
a Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR v Bmé, 'II. interni klinika-
hematoonkologickd, Fakultni nemocnice Bohunice, Lékarsk4 fakulta Masarykovy
univerzity v Brné): Fibroblastovy rustovy faktor (FGF) a leukémie. Co muze
znamenat deregulace syntézy FGF pro leukemické buriky?

E. Prusovd, P. Dvordk, A. Hampl (Laboratof molekuldrni embryologie
Mendelovy zem&d&lské a lesnické univerzity Brn& a Ustavu Zivocisné fyziologie
a genetiky AV CR v Brné): Reakce na poskozeni DNA u ¢asnych mysich
embryi je vyvojové regulovana.

Clenska schiize 14. dubna 1999

O. Necas (Biologicky ustav Lékatrské fakulty Masarykovy univerzity v Brng):
Biologie bunécného stresu.

Clenska schiize 5. kvétna 1999
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou spolecnosti pro biochemii
a molekuldrni biologii)

P. Sklddal (Katedra biochemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Studium afinitnich interakci pomoci biosensori.

Clenska schiize 19. kvétna 1999
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou anatomickou spolecnostr)

F. Tichy', D. Horky’, 1. Misek'> ('Ustav anatomie, histologie a embryologie
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brng, *Ustav Zivocisné fyziologie
a genetiky AV CR v Brng, *Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné): Strednéprimérové cévni protézy implantované
v rozsahu a. carotis externa u miniprasete.

L. Misek'?, K. Witter'?, H. Pavlikovd', P. Matulovd® ('Ustav anatomie, histologie
a embryologie Veterinirni a farmaceutické univerzity v Brng, *Ustav Zivo&iiné
fyziologie a genetiky AV CR v Brn&): Soucasny pohled na vyvojova stadia
sav¢ich zubi.

H. Cerny (Ustav anatomie, histologie a embryologie Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brné): Prenatalni morfogeneze klavikuly u vybranych druhi
Selem.

H. Pavlikovd', K. Witter'?, I. Misek'* (‘Ustav anatomie, histologie a embryologie
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brng, *Ustav Zivoci¥né fyziolo-
gie a genetiky AV CR v Brn¢): Anatomie a vyvojova historie vestibulum
oris u ovce.
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L. Kocidnovd, A. Gorosovd, F. Tichy (Ustav anatomie, histologie a embryologie
Veterindrni a farmaceutické univerzity v Brné): Ultrastruktura regio olfactoria
kocky v prenatalnim obdobi.

V. Pdral (Ustav anatomie, histologie a embryologie Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brn€): Mineralizace rostouci maxily skotu.

M. Buchtovd (Ustav anatomie, histologie a embryologie Veterinrni a farmaceutické
univerzity v Brn¢): Morfologie tarzalnich zlaz u drobnych savci.

Clenska schiize 20. Fijna 1999

V. Brysovd, D. Valik, L. Pecen (Oddéleni 1ékafské genetiky Fakultni nemocnice
Brno, prac. Détskd nemocnice, Brno): Screening chromosomalnich aberaci
a VVV plodu v L. trimestru.

A. Oltovd, Z. Hrubd, R. Gaillyovd (Oddéleni lékarské genetiky Fakultni
nemocnice Brno, prac. Détskd nemocnice, Brno): Stanoveni karyotypu plodu
v L. trimestru gravidity.

P. Kuglik (Oddéleni 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détska
nemocnice, Brno): Vyuziti metody fluorescencni in situ hybridizace
v prenatalni diagnostice.

R. Gaillyovd (Oddé€leni 1ékarské genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détska
nemocnice, Brno): Genetické poradenstvi u Zen s karyotypem 46, XY.

M. Vojtiskovd, R. Gaillyovd, B. Ravcukovd, K. Kodydkovd, Z. Lukds’, J. Hdjek’,
Z. Kadarika® (Oddéleni 1ékatské genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détska
nemocnice, 'Il. patologicko-anatomicky ustav a °Klinika détské neurologie
Fakultni nemocnice Brno, prac. Détskd nemocnice, Lékaiska fakulta Masarykovy
univerzity v Brné, *Neurologicka klinika Fakultni nemocnice Brno, Lékatska
fakulta Masarykovy univerzity v Brn€): Molekularni diagnostika progresivnich
svalovych dystrofii.

Clensk4 schiize 10. listopadu 1999
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou anatomickou spolecnosti a Ustavem
histologie a embryologie Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné
u prileZitosti 60. narozenin prof. MUDr. Drahomira Horkého, DrSc.)

S. Cech (Ustav histologie a embryologie Lékatské fakulty Masarykovy univerzity
v Brng): Profesor Drahomir Horky Sedesatnikem.

J. Stastnd, M. Sedldckovd (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné€): Cytochemicky prikaz peroxidu vodiku
produkovaného buiikami cumulus oophorus mysi.

M. Sedldckovd, J. Stastnd, J. Zdkovd', P. Ventruba' (Ustav histologie a embryologie
Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné, 'I. gyne-kologicko-porodnicka
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klinika, Fakultni porodnice Brno, Lékatskd fakulty Masarykovy univerzity
v Brn€): Cytochemicka detekce bunék produkujicich peroxid vodiku
v lidském cumulus oophorus.

I Lauschovd (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty Masarykovy
univerzity v Brné): Cytologie tubarniho epitelu-ultrastrukturni charakteristika
bunéénych typu a podtypa.

F. Tichy, 1. Kocidnovd, A. Gorosovd (Ustav anatomie, histologie a embryologie
Veterindrni a farmaceutické univerzity v Brné): Ultrastruktura cichového
epitelu kotéte.

J. Lokaj (Ustav klinické imunologie a alergologie, Fakultni nemocnice u Sv. Anny,
Lékatska fakulta Masarykovy univerzity v Brné): Vrozené vady profesionalnich
fagocyti.

Clenska schiize 8. prosince 1999

J. Kulhavy (Ustav ekologie lesa Mendelovy zemé&dg&lské a lesnické univerzity
v Bmé): Zakladni informace o ustavu - dosavadni zaméieni a vysledky.

E. Klimo (Ustav ekologie lesa Mendelovy zem&d&lské a lesnické univerzity
v Brné): Ekosystémova analyza a metody vyvoje lesnich ekosystémi (na
prikladu kolobéhu elementi).

J. Cermdk (Ustav ekologie lesa Mendelovy zemé&dglské a lesnické univerzity
v Brné): Nékteré charakteristiky vodniho provozu a struktury lesnich dievin.

E. Kula (Ustav ekologie lesa Mendelovy zemé&d&lské a lesnické univerzity
v Brné): Problematika hmyzich Skudca v lesnich ekosystémech.

E. Bedndiovd (Ustav ekologie lesa Mendelovy zemé&d&lské a lesnické univerzity
v Brné): Zjistovani latentniho poskozeni lesnich dievin s vyuzitim analyzy
epikutikularnich voski.

ABSTRACTS

M. Vanék, R. Pellarovd' (Department of Zoology, Mendel University of Agriculture and
Forestry, Brno, 'Ambulance 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 Bartosovd, Jorda and Stdva (1982).

L. Jirmanovd, P. Dvordk (Laboratof molekuldrni embryologie Mendelovy zemédélské
a lesnické univerzity Brn& a Ustavu Zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR v Brng):
Biosyntéza membrinovych proteoglykanii - vyznamny regulaéni mechanismus aktivity
rustovych faktori.

Proteoglykanové molekuly tvofené osovym proteinem a velkym mnoZstvim postrannich
oligosacharidovych fetezcli jsou soucasti membrany vétSiny bunék. V prici je podrobné popsidna
role proteoglykanovych sacharidovych ektodomén v regulaci aktivity rastovych faktori b&hem
embryogeneze, a to na piikladu fibroblastového ristového faktoru-2 (FGF-2) a jeho sacharidovych
koreceptort.

Protein FGF-2 je v priibéhu vyvoje embrya indukénim faktorem v procesech jako je implantace
embrya, indukce mesodermu, diferenciace neuroektodermu nebo angiogenese. Aby mohl plnit svoji
biologickou funkci, je nutné jeho oligomerizace vazbou proteoglykanovych sacharidovych fetezcl
heparinového nebo heparan sulfatového typu, coZ umoZnuje navazani FGF-2 na specifické tyrosin-
kindsové receptory a jejich aktivaci.

Funkci koreceptoru v§ak muZe plnit také sacharidovy epitop (Gal} 1-4 [Fuca 1-3] GlcNAcp)
nazyvany Lewis X (Le*), ktery se podili zejména na adhezi leukocytu a nddorovych bunék; epitop
je soucasti embryondlnich proteoglykani a jeho tloha béhem embryogeneze jeSt€ neni zcela
vyjasnéna. Enzymatickou modifikaci 1ze Le* upravit na sulfatovanou nebo sialylovanou isoformu.
Funkce jednotlivych isoforem a zpuisob jejich exprese vykazuji vysokou specificitu a jsou soucasti
regulace signalizaCnich procesti v mezibunécnych interakcich.

Inhibice syntézy Le* ektodomény na povrchu embryondlnich kmenovych (ES) bunék in vitro
viditelné neovliviiuje adhezni a agrega¢ni vlastnosti buné¢nych kolonii. Je velmi pravdépodobné, Ze
adheze a agregace nediferencovanych embryondlnich bunék jsou zprostfedkovany jinymi
molekulami neZ Le*, ktery zde asi plni jinou funkci.

Experimenty na ES builkdch, s normdlni expresi Le*, ukazuji silny stimulacni vliv
sulfatovaného Le* na proliferacni aktivitu FGF-2. Desetkrat zvySend koncentrace neutrdlniho
a sulfatovaného Le* (av8ak ne sialylovaného Le*) zplsobuje inhibici této mitogenni aktivity. Pfi
vysoké molarni koncentraci exogenniho koreceptoru pravdépodobné dochézi k obsazeni vSech ti{
vaznych mist pro sacharidové fet€zce na molekule FGF-2. Dusledkem je pfednostni tvorba
monomertt FGF-2, které nemohou aktivovat specifické tyrosin-kindsové receptory.

Syntéza membrinovych proteoglykanli a enzymatickd modifikace jejich sacharidovych
ektodomén muZe tedy byt procesem regulujicim nejen adhezivni vlastnosti bunék, ale také aktivitu
rustovych faktort.
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P. Krejci, D. Dvordkovd', E. Krahulcovd', A. Hampl, P. Dvordk (Laboratory of Molecular
Embryology, Mendel University Brno and Institute of Animal Physiology and Genetics, Academy
of Sciences of the Czech Republic, 2nd 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. PriSovd, P. Dvordk, A. Hampl (Laboratof molekularni embryologie Mendelovy zeméd€lske
a lesnické univerzity Brné a Ustavu Zivoc¢i$né fyziologie a genetiky Akademie véd CR v Brn¢):
Reakce na poskozeni DNA u ¢asnych mysich embryi je vyvojové regulovana.

Vyznamnou vlastnosti v§ech bunék je schopnost modulace progrese bunééného cyklu, kterd je
fizena komplexem regulacnich procest. Centrlni tlohu v regulacnich mechanismech hraje pfitom
modulovand aktivita cyklin-dependentnich kindz (CDK). Schopnost regulace cyklu umoZiiuje
reagovat na antiproliferacni signaly, napf. poSkozeni DNA. Dochdzi k aktivaci procesti vedoucich
k zastaveni buné¢ného cyklu, nejcastéji v G1/S ¢i G2/M fazi. Pfedpoklada se, Ze pferuseni bunécné
progrese poskytuje buiikdm cas nezbytny pro uskutecnéni reparacnich procest. Pfipadné defekty
v tomto mechanismu mohou znamenat vznik mutaci ¢i umozZnit nekontrolovanou proliferaci, kterd
je charakteristickd pro nddorové buiiky.

Somatické buiiky k regulaci pribéhu bunééného cyklu vyuZivaji mimo jiné transkripci gend.
Zygoticka exprese genti u mysich embryi zacind aZ v pozdni G1 fazi prvniho mitotického cyklu
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a plné se rozviji béhem 2-bunétného stadia. Minimalné v tomto ohledu jsou ¢asna vyvojova stadia
embryi limitovdna. Schopnost Casnych embryi reagovat na poSkozeni DNA piesto byla
prokdzana.Tato studie pfinasi informace o reakci ¢asnych mySich embryi na indukované poSkozeni
DNA, s cilem vytvofit modelovy systém k analyze molekuldrnich mechanismu.

Autofi analyzovali reakci 1- a 2-buné¢nych mySich embryi na poSkozeni DNA. Poskozeni bylo
indukovdno UV-C zéifenim (254 nm) davkou 15J/m?, kterd aplikovdna na 1-buné¢nd embrya 5 h p.
ins. (pronukledrni stadium) vyvolala zastaveni buné¢ného cyklu u 50% zarodku. Po aplikaci stejné
davky na 2-bunéfnd embrya té€sné po rozdéleni (z divodu kritké G1 faze) doSlo k zastaveni
bunécného cyklu u 40% embryi. V obou piipadech $lo o reverzibilni reakci.

Ke sledovani pribéhu bunécného cyklu ozédfenych embryi byl pouZit bromodeoxyuridin
(BrdU), homolog thymidinu, ktery je do DNA v pribéhu jeji syntézy inkorporovin. Analyza
inkorporace BrdU ukdzala, Ze poSkozeni DNA indukované UV zifenim vedlo u 1-bunéénych
embry{ spiSe ke zpomaleni priibéhu S faze a prodlouZeni buné¢ného cyklu neZ k zastaveni v G1/S ¢i
v G2/M fézi, zatimco vyvoj ozafenych 2-bunécnych embryi byl zastaven v G2/M fazi.

V soucasnosti autofi studuji moZnou ucast regulacnich molekul p53, p21 a retinoblastoma
proteinu u 1- a 2-bunéénych embryi po navozeném poskozeni DNA.

P. Sklddal (Katedra biochemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné):
Studium afinitnich interakci pomoci biosensoru.

Soucasny rozvoj ptirodnich véd vyZaduje spolupréci védeckych pracovniki ze zna¢né odlehlych
odvétvi. Ndzornym piikladem je vyzkum biosensorl - progresivni obor na rozhrani biologie, chemie,
fyziky a matematiky, jehoZ aplikacni vystupy zasahuji do mediciny, zeméd€lstvi, fermentacniho,
potravinafského a farmaceutického primyslu, a i do Zivotniho prostfedi a vojenstvi. Biosensor
je analytické zatizeni sestdvajici z biologické slozky (enzym, protildtka, antigen, receptor, lektin,
nukleovd kyselina), kterd rozpoznava stanovovany analyt, a z fyzikdlniho prevodniku, ktery tuto
biointerakci pfevadi na méfitelny signal.

Primé afinitni biosensory umoZiiuji pribézné sledovéani vzniku afinitnich komplexti bez nutnosti
znaceni. Nejznaméj$im zéstupcem je systém BIAcore firmy Pharmacia. Je zaloZeny na rezonanci
plazmont na rozhrani kov/dielektrikum, vznikajici pfi totdlnim odrazu dopadajiciho svétla (surface
plasmon resonance). Pii navdzani biomolekul na kovové vrstvé dochédzi k posunu rezonan¢niho
minima, coZ umoziuje sledovat vazebné déje. Dal§im rozsifenym systémem je [Asys (Affinity
Sensors) vyuZivajici techniku rezona¢niho zrcadla. Pfimé optické biosensory jsou velmi ndkladni
zafizeni vhodna pouze pro laboratorni pouZiti. Mnohem levnéj$im pfevodnikem pro afinitni studie
jsou piezoelektrické biosensory, u nichZ zména rezonan¢ni frekvence oscilujiciho piezoelektrického
krystalu zdvisi na hmotnosti navdzanych biomolekul, systém tedy funguje jako chemické
mikrovdzky. Mimo béZného stanoveni koncentraci analytll je moZné s pomoci téchto technik
sledovat v redlném Case interakce biomolekul (vazba protildtek s antigeny, hybridizace nukleovych
kyselin, vazba ligandli na receptory) a urcovat kinetické parametry (rovnovdzné a rychlostni
konstanty).

Priklady z naSeho pracoviSt€¢ zahrnuji aplikace piezosensorli pro charakterizaci interakci
protilitek s antigeny a hapteny - modelovymi herbicidy ze skupin fenoxyalkanovych kyselin
a triazind. Vyvinuté imunosensory umoZiiuji stanovit velmi nizké koncentrace (0.1 pg/l) pesticida
ve vod€. Vznik imunokomplext byl sledovén v pfitomnosti smési vody a organickych rozpoustédel,
specifickd vazba haptenu byla pozorovdna v pfitomnosti 50% methanolu. Imunostanoveni
v organické fazi maji znany vyznam pro nepolarni latky nerozpustné ve vod€. U rekombinantni
protilatky (scFv fragment) proti parathionu byla studovédna interakce s parathionem a samovolna
dimerizace scFv. Zajimavy byl vliv teploty na pevnost vazby secalinu (zdsobni bilkovina Zita) na
nativni IgG a Fab fragment. Pfi nizké teploté vyrazné poklesla rychlost disociace imunokomplexu.
Srovndvaci studie piezoelektrického biosensoru a systému IAsys prokdzala, Ze oba poskytuji pfi
kinetickych studiich shodné vysledky.
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F. Tichy', D. Horky’, 1. Misek'> (‘Ustav anatomie, histologic a embryologie, Fakulta
veterindrniho 1ékafstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, *Laboratof genetiky
a embryologie, Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR Brno, *Ustav histologie
a embryologie, Lékaiska fakulta Masarykovy univerzity v Brné): Stifednépriimérové cévni
protézy implantované v rozsahu arteria carotis externa u miniprasete.

Metodou svételné mikroskopie byla studovédna struktura stény cévni protézy po 90-ti denni
implantaci v rozsahu a. carotis externa u miniprasete. Protézy o priméru 5 mm a délce 60 mm byly
odebriny od péti jedincii (oboustranné, tj. 10 vzorkl), véetné pfilehlého kranidlniho a kauddlniho
useku arterie.

Na zdkladé ziskanych vysledkil lze protézy rozdé€lit na neprichodné (nefunkéni), protézy
s omezenou prichodnosti (dubidzni) a protézy priichodné (funkéni).

Nefunkéni protézy (5 pfipadll) byly v celém rozsahu zcela obturovany fibrézni vazivovou tkéni
se zna¢nym zastoupenim tenkosténnych cév rtizného kalibru. Vazivové snopce se propagovaly
sténou protézy do centra, kde se obloukovité stacely a ziskdvaly longitudinilni orientaci. V oblasti
obou anastomoz se vyskytovala i chondroidni tkan s mineralizovanymi okrsky.

U protéz dubidznich (2 ptipady) byl zachovan centrdlni, misty nesouvisly, podélné probihajici
kandlek, ponékud rozmérnéjsi v trovni obou anastomoéz, kde jeho vystelku tvofily oplo$télé buiiky
s hyperchromatickymi jadry. Ve stfedni ¢sti kandlku se souvisla vystelka nevyskytovala. Tkan
v okoli kandlku obsahovala pocetné fibroblasty a misty i objemné krevni lakuny.

Protézy funk¢ni (3 ptipady) byly charakterizovdny ptitomnosti rozmérného, centrdlné
uloZeného kandlu, jehoZ vystelku tvofily ploché, intenzivné se barvici butiky s hyperchromatickymi
jadry. V trovni obou anastoméz vykazovala tkdn v okoli kandlku ,,rohoZovité” usporddéani jak
vldknité, tak bunécné slozky.

Ve vSech piipadech obklopovala cévni protézu vazivova kapsula s Cetnymi Sté€rbinovitymi
cévnimi splavy s plochou jednovrstevnou vystelkou.

L. Misek?, K. Witter'?, H. Pavlikovd', P. Matulovd® (‘Ustav anatomie, histologie a embryologie,
Fakulta veterindrniho 1ékafstvi, Veterinarni a farmaceutickd univerzita Brno, *Laboratof genetiky
a embryologie, Ustav Zivociiné fyziologie a genetiky Akademie véd CR Brno): Soucasny pohled
na vyvojova stadia savéich zubu.

Seridzni vyzkum vyvoje sav¢i dentice se datuje od konce minulého stoleti, kdy zdklady tohoto
poznani poloZili pfedevSim Kiikenthal (1891), Leche (1892), Rise (1892) a Wilson a Hill (1897).
Vzhledem k relativni rozmanitosti ndzort na stadiovani vyvijejiciho se chrupu vyvstala nutnost
sjednotit ndzvoslovi a pfesné definovat vyvojové etapy (stadia) jednotlivych zubt. Jako velmi
zdarily se ukdzal model Lecheho (1892, 1895), ktery zaloZil svoji nomenklaturu na pozorovéni
vyvoje dentice vybranych druht placentalnich savci a va¢natci. Leche oznacuje zékladni vyvojova
stadia jako pupen (Knospenstadium), pohdrek (Kappenstadium) a zvonek (Glockenstadium); ne
vSemi vSak byla tato terminologie akceptovina, ¢ehoz diisledkem je aZ do neddvna pretrvavajici
nejednotnost v rozliSovani jednotlivych vyvojovych stadii. Se sjednocujici mySlenkou priSel Luckett
(1993), ktery pouZil ptivodni Lecheho ndvrh a na ziklad€ detailnich histologickych studii ¢asové
upfesnil rozdily mezi jednotlivymi stadii a jejich vzdjemné piechody. ,,.Bud stage®, ,,cap stage*
i ,,bell stage” rozdélil do tii podstadii (Casné, stfedni a pozdni), kterd jsou jasné¢ morfologicky
determinovdna. Lze konstatovat, Ze v soucasné dobé existuje urcitd shoda v akceptovani vyse
navrZeného modelu, nicméné dosud pretrvavaji nejasnosti napiiklad v oznacovéani smérd na zubnim
oblouku, postupu rozvoje a segmentace zubni liSty u riznych druht savct, charakteru a prabéhu
erupce zubl i zplisobech homologizace zubu.

H. Pavlikovd', K. Witter”?, 1. Misek'” ('Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta
veterindrniho 1ékafstvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno, *Laboratof genetiky
a embryologie, Ustav ZivoCisné fyziologie a genetiky Akademie véd CR Brno): Anatomie
a vyvojova historie vestibulum oris u ovce.
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Vestibulum oris (VO) je prostor ohrani¢eny na jedné strané pysky a tvafemi a na druhé strané
zubnimi oblouky a ddsnémi. Podle dosavadnich predstav se VO vyviji z vestibulérni liSty, coZ je
vchlipeni epitelu dutiny dstni do mesenchymu Celisti. Rozpadem bunék v centrdlni ¢asti liSty
vznikne prostor, ktery oddé€luje zéklad rtu a gingivélni val. Tento prostor tvoii VO.

Cilem préce bylo objasnit ontogeneticky vztah mezi zédkladem VO a vestibularni li§tou u ovce
doméci. Mikroskopicky byly vySetfeny sériové histologické fezy 13 embryi a fétl ovce domici
0o zndmém stifi. Embryologické studie byly doplnény vySetfenim anatomickych pomért VO
u dospélych ovci.

Vestibularni liSta u ovce doméci je tvofena po celé délce obou Celisti nékolika vrstvami velkych
polygondlnich bunék a podle vztahu k okolnimu mesenchymu ji 1ze rozdélit na oddil zanofeny
a vynofeny. Makroskopicky i mikroskopicky bylo zjiSténo, Ze VO ovce zahrnuje tii Césti.
V tezdkové Casti je VO vymezeno pysky a fezdky (na horni Celisti je v§ak misto fezdkl vytvofena
vazivova plotna pulvinus dentalis). Je zde patrny hluboky fornix vestibuli. Zdklad VO predstavuje
vestibularn{ li§ta zanofend.

V oblasti diastematu je vestibulum oris ohrani¢eno pouze laterdlné tvafemi, medidlni ohraniceni
chybi. Materidl vestibuldrni liSty u fetd se v této oblasti zacind postupné vynofovat nad okolni
mesenchym. V mezidlni ¢asti diastematu je zdkladem VO vestibulérni liSta zanofend. V distalni ¢4sti
diastematu je patrnd pouze vestibuldrni liSta vynofend, kterd neni zdkladem pro VO. VySetfenim
Zivé ovce bylo zjisténo, Ze v této tvarové oblasti prechazi bukdlni sliznice pfimo do sliznice patra,
resp. do sliznice, kterd kryje margo interalveolaris dolni Celisti bez vytvofeni fornix vestibuli.

V molarové ¢4sti dutiny tstni je VO ohraniceno tvifemi a moldry, fornix vestibuli je hluboky. Na
histologickém fezu je VO uloZeno labidlné od materidlu vestibuldrni liSty, ktery leZi volné€ na gingivalnim
valu a neni zde zékladem pro VO. Pfedsiil dutiny tstni vznikd v této oblasti vytvofenim tvaii.

Vestibularni liSta u ovce doméci tedy nepiedstavuje zdklad VO v celé délce horni i dolni Celisti.
Na formovani VO se v distdlni ¢asti diastematu a v oblasti premolard a molara podili vedle zubniho
oblouku sténa tvafi.

I Kocidnovd, A. Gorosovd, F. Tichy (Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta
veterindrniho 1ékai'stvi, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno): Ultrastruktura regio
olfactoria kocky v prenatalnim obdobi.

Metodou TEM byla studovana struktura ¢ichového epitelu v posledni tfetin€ intrauterinniho
vyvoje kocky. Autofi se zaméfili zejména na strukturu apikalnich ¢asti smyslovych bunék, stavbu
dendritickych usekti a ¢ichovych zakonceni, vyvoj a strukturu ¢ichovych fasinek odstupujicich
z termindlnich zakonceni a stavbu ¢ichovych axond.

Vzorky byly odebrany z fetlh kocky ve stafi 38, 45 a 57 dnt intrauterinniho vyvoje. U vSech
tii vékovych kategorii byl epitel regio olfactoria urcen jako vicefady. Epitel je tvofen tfemi
zdkladnimi typy bunék, které se vzajemné odliSuji strukturou cytoplazmy, lokalizaci a vzhledem
jader a utvafenim volného povrchu. UZ na pocitku sledovaného obdobi byla diferenciace
jednotlivych typti bun€k zietelnd, pfi¢emZ maturacni procesy byly pozorovdny hlavné v jejich
apikdlnich usecich.

U smyslovych bunék se prodluZuji dendritické vyb&zky a probihd diferenciace jejich
termindlnich zakonceni, tzv. knobl. V nich byla patrnd intenzivni replikace centriold, jejich
presun k cytoplazmatické membrdné v podob& bazdlnich télisek fasinek. V 57. dnu
intrauterinniho vyvoje jsou jiZ vytvofeny cetné proximdlni segmenty cichovych fasinek
odstupujicich z termindlnfho zakonceni dendritu. Distdlni segmenty fasinek nebyly u tohoto
vyvojového stadia pozorovény.

U podplrnych bunék dochdzi k vytvofeni termindlni sit€ mikrofilament, diferenciaci
mikroklkéi a prodluZovéani apikdlnich tsekil. Casto se vyskytuji &etné $tihlé a vysoké
cytoplazmatické prominence volného povrchu. V cytoplazmé podplrnych elementi byly
pozorovany i sekre¢ni vezikuly s jemné zrnitym obsahem.
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U vSech sledovanych fét byly pfi bazdlni membrané jednotlivé uloZeny malo diferencované
buriky prevdzné€ nepravidelného tvaru, zvané buiiky bazdlni. NejCetnéj$i byly v 57. dnu
intrauterinniho vyvoje.

M. Buchtovd (Ustav anatomie, histologie a embryologie, Fakulta veterinarniho lékafstvi,
Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno): Morfologie tarzalnich zlaz u drobnych savcu.

Tarzélni 7lazy (glandulae tarsales) jsou mazové Zlazy holokrinniho typu, Gstici na tupy volny
okraj vicka. Pfi tarzdlni ploténce vytvafi vZdy jednu fadu. V rdmci fadu hlodavct (Rodentia)
dochdzi k pomérné znacnému kolisani poctu téchto Z14z u jednotlivych druht, pficemZ jejich pocet
je vzdy druhové charakteristicky. Velky pocet tarzalnich 7Z1dz m4 veverka obecnd, Sciurus vulgaris
(Sciuridae), coZ je druh s typicky denni a nadzemni aktivitou. Vr#is' (1928) u ni popsal pfitomnost
az 40 drobnych Zlazek jednoduché stavby v hornim a dolnim vicku. Mensi pocet Zlaz, tj. 14-25 byl
zjiStén u nornika rudého, Clethrionomys glareolus (Arvicolidae) (Quay, 1954), ktery je aktivni ve
dne i v noci. Buduje si rozvétvené chodby, ale vice neZ jiné druhy hrabos$u se zdrZuje na povrchu
zemé&. U hrabose polniho, Microtus arvalis (Arvicolidae), ktery je aktivni pfedevsim v noci, Sulc
(1929) popsal kolisdni poctu tarzalnich Z1az mezi 3-8. Autorka u jedinci druhu Microtus arvalis,
které vySetfila, nalezla pouze 4 tarzdlni Z1azy, u kaZdého vicka a koutku tstila jedna Zldza. Zlazy
umisténé v okoli laterdlniho koutku byly pomérné masivni a zfetelné rozvétvené na rozdil od
drobnych Zlazek u Sciurus vulgaris. Tyto Zlazy se Casto rozrlstaji mimo region vicek a jsou
oznacovany jako extrapalpebralni Zlazy.

Z nalezl je zfejmé, Ze hrabavy zplsob Zivota zejména u druhl s pfevazné no¢ni a soumracni
aktivitou vedl k redukci zrakového aparatu. U druhd s hrabavym zplsobem Zivota je pocet
tarzélnich 714z redukovan a jsou zvétSeny, pravdépodobné nasledkem nérokil na zvySenou sekre¢ni
ochranu oka.

A.Oltovd, Z. Hrubd, R. Gaillyovd (Oddéleni lékafské genetiky, Fakultni nemocnice Brno,
pracovisté Détska nemocnice Brno ): Stanoveni karyotypu plodu v 1. trimestru gravidity.

Prenatélni diagnostika jako vysoce preventivni obor mediciny umoZiuje odhalit velké procento
vrozenych vyvojovych vad in utero. Nékteré z téchto vad jsou s Zivotem neslucitelné nebo vedou
k téZkému postizeni novorozence a takovd téhotenstvi je moZno na zdkladé svobodného
a informovaného rozhodnuti rodi¢t ukoncit.

V souladu s celosvétovym trendem posunu prenatdlnich vySetfeni do nejcasnéjSich stadii
téhotenstvi, byly pro stanoveni karyotypu plodu vyvinuty v poslednich letech dvé velmi vyznamné
metody. Jednou z nich je biopsie choria (z angl. CVS), druhou pak tzv. ¢asnd amniocentéza (AMC).
Ob¢ vyznamnou mérou pfispivaji k detekci chromosomdlnich aberaci v prenatdlnim obdobi,
zejména v L. trimestru gravidity.

Metoda pfipravy mitotickych preparatii z choriovych klki, kterd vede k rychlému stanoveni
karyotypu plodu v I. trimestru gravidity miZe v kone¢ném dusledku pfinaSet fadu problému jako
napf. mozaicismus, ktery miiZe a nemusi byt pfitomen u plodu (Kalousek a Dill, 1983, Kalousek et al,
1987) a s tim spojené fale$né pozitivni a faleSné negativni vysledky (Simoni et al, 1987; Leschot et
al. 1990). Vzhledem k uvedenym diivodiim byla postupné zavadéna tzv. casnd AMC jako alternativni
metoda k biopsii choriovych klki a jejich cytogenetickému vySetfeni (Nagel et al, 1998).

Casna AMC je invazivni prenatdlni metoda, pfi niZ se pod kontrolou ultrazvukem providi mezi
12. a 14. tydnem gravidity transabdomindlni odbér plodové vody.

Kazd4 z presentovanych metod ma své vyhody a nedostatky a zdleZi jen na podminkich
a zkuSenostech laboratofe, kterou metodu upfednostni. Existuji pracovisté, kterd preferuji
cytogenetické vySetfovini choriovych klkii a naopak laboratofe, které uzndvaji jako jedinou
vySetfovaci metodu pro stanoveni karyotypu plodu v I. trimestru ¢asnou AMC.

Na Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno byla zahdjena kultivace amniocytl ziskanych ¢asnou
AMC v lednu 1996. Za obdobi od 1.1. 1996 do 31.8. 1999 bylo zpracovino a cytogeneticky
vySetfeno 304 vzorkli plodové vody odebranych v I. trimestru gravidity. Amniocyty byly
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kultivovany v kultivaénim mediu AMNIOMAX fy. Gibco BRL, délka kultivace se pohybovala od 10
do 14 dnt, zpracovani a pfiprava prepariti byly provadény rutinni metodou pouZivanou pro
amniocyty z klasické AMC. K cytogenetickym vySetfenim slouZily mitotické preparaty po aplikaci
dnes jiZ klasické metody G-pruhovéni.

Indikacemi k cytogenetickym vySetfenim v I. trimestru byl nejcastéji v€k matky ( 35 let v roce
porodu a vice, pfipadné soucet v€ku obou rodi¢li pfesahujici 70 let), nilez pfi ultrazvukovém
vySetieni ve 12. t. grav. (ztlu§téni v oblasti nuchdlni linie vét8i neZ 3 mm a pfipadné nalezené srde¢ni
vady) a n€které méné Casté, ale velmi zdvazné indikace tykajici se vyskytu chromosomadlnich
aberaci v rodiné.

Tab. 1.
Prehled indikaci k ¢asné AMC
Indikace Pocet vySetieni Pocet patologii Y%
Vek 22 65 22
UZ nilez 28 5 17,9
Ostatni * 50 0 0

* nékteré méné Casté indikace k AMC jako napf. nosi¢stvi balancované translokace u rodici,
vyskyt chromosomadlnich aberaci v rodiné, zvySend frekvence tzv. ziskanych chromosomélnich
aberaci v somatickych buiikéch atd.

Celkovy zéchyt patologickych karyotypt ve v8ech indika¢nich skupinéch: 3,3%.

Toto ¢islo odpovida zéchytu patologii z cytogenetickych vySetfeni amniocytil po klasické AMC.

Prehled patologickych ndlezli zachycenych z amniocytl ziskanych casnou AMC podava
tabulka ¢. 2.

Tab. 2.
Prehledny z4chyt patologickych karyotypii
Patologicky nalez pocet Indikace
+21, Downllv syndrom 5 3x vék, 2x UZ nalez
+18, Edwardstiv syndrom 4 2x vek, 2x UZ nélez
-X, Turneriv syndrom 1 UZ nilez

Z obou tabulek je zfejmé, Ze nejvySsi zédchyt chromosomadlnich aberaci byl v I. trimestru ve
skupingé, kde u téhotnych Zen byla Casnd AMC indikovdna na zdklad¢ patologickych
ultrazvukovych nalez.

Riziko komplikaci po ¢asné AMC, které vedou k potraceni plodu, se dle dostupnych informaci
z riznych zahrani¢nich pracovist, pohybuje v rozmezi 0,6-6,2% (Sundberg et al, 1996; Diaz Vega
et al, 1996; Daniel et al, 1998; Nagel, 1998; Tharmaratnam, 1998). V nasi laboratofi, pokud se ndm
podafilo zjistit zpétné informace o pribéhu gravidity a porodu, se frekvence abortli po ¢asné AMC
pohybuje v rozmezi 0,6—-1,0 % v jednotlivych letech a nelisi se tedy od frekvence abortil po klasické
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AMC. Nutno zdlraznit, Ze velikost rizika je zdvisld predevSim na zkuSenostech pracovnika, ktery
odbér provadi.

Zavedeni metody Casné AMC souvisi se snahou provadét prenatdlni vySetfeni za ucelem
stanoveni karyotypu plodu v I. trimestru a podat tak informaci t€hotné Zené o pripadné patologii
plodu co nejdiive. Prvni zminky o této metodé se datuji do konce 80. let (Johnson a Godmilow,
1988; Rooney, 1989).

Vzhledem k nizkému gesta¢nimu stéfi a s tim souvisejicim malym objemem plodové vody je nutno
omezit odebrané mnoZstvi na minimum. V praxi to znamend, Ze pocet ml odebrané plodové vody
odpovida poctu tydni t€hotenstvi v dobé odbéru. Toto mensi mnoZstvi plodové vody obsahuje i mensi
mnoZstvi kultivace schopnych bunék, coZ miZe mit za ndsledek problémy spojené s prodlouZenim
doby kultivace a s naslednym hodnocenim. Je obtiZné srovnédvat tento problém s vysledky
zahrani¢nich pracovist, protoZe predevsim kultiva¢ni podminky v nasi laboratofi a na zahrani¢nich
pracovistich vyspélych zemi jsou velmi odliSné.

Diskrepance souvisi pfedevsim s pouZitym kultivaénim mediem s vysokou nutri¢ni hodnotou,
které je pro nasi laboratof z finan¢nich diivodii nedostupné.

I pres vSechny zminéné okolnosti tykajici se pouZivaného kultivaniho media a z toho
plynouciho vy$§iho kultivatniho netspéchu ve srovnédni s klasickou AMC, byla tato metoda
zatazena do vySetfovaciho programu nasi laboratofe a je nabizena t€hotnym Zendm jako alternativni
metoda stanoveni karyotypu plodu v I. trimestru.

M. Vojtiskovd, R. Gaillyovd, B. Ravcukovd, K. Kodydkovd, Z. Lukds', J. Hdjek’, Z. Kadarika’
(Oddéleni 1ékarské genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détskd nemocnice, 'II. patologicko-
anatomicky ustav a *Klinika détské neurologie Fakultni nemocnice Brno, prac. Détskd nemocnice,
Lékarska fakulta Masarykovy univerzity v Brné, *Neurologick4 klinika Fakultni nemocnice Brno,
Lékarska fakulta Masarykovy univerzity v Brné): Molekularni diagnostika progresivnich
svalovych dystrofii.

V poslednich letech doSlo k prohloubeni poznini pfi¢in variabilniho klinického obrazu
progresivnich svalovych dystrofii odhalenim skupiny sarkoplasmatickych proteint, zahrnujicich
dystrofin—glykoproteinovy komplex. Mutace v genech, kddujich jednotlivé proteiny komplexu,
vedou k riznému klinickému projevu. Mutace v genu pro dystrofin, leZici na kritkém raménku
X chromosomu v lokusu 21.1 vedou podle typu a zdvaznosti bud k letidlni form¢é Duchennovy
svalové dystrofie nebo k mirnéjsi alelické Beckerové formé onemocnéni. Byly jiZ popsdny mutace
v genu pro lamininovy alfa 2 (merosin) fetézec (6q22-23), které vedou z divodi nefunk¢nosti
kédovaného proteinu k jedné z forem kongenitdlni svalové dystrofie. Ctyfi formy pletencové
dystrofie (LGMD) jsou zplsobeny mutacemi genit pro alfa (17q11.2-21), beta (4q12), gama
(13q12) a delta (5q33-34) sarkoglykany. K proteiniim dystrofin—glykoproteinového komplexu se za
patologickych stavii na membrané svalovych bunék pfifazuje utrofin. Diferencni diagnostika na
zaklad¢ imunohistochemického vySetieni bioptického materidlu od pacientii dovoli urcit jednotlivé
proteiny s poruchou exprese a tim ndslednou mutacni analyzu pfisluSného genu, nesouciho
patologii. Cilem prace bylo komplexni vySetieni souboru 33 pacientll s klinickou diagnosou
Duchennovy nebo Beckerovy svalové dystrofie.

Na zédkladé klinického stavu pacient a vysledkli imunohistochemického vySetfeni, které
prokdzalo deficit v nékteré ze tfi zdkladnich domén dystrofinu byla provedena mutacni analyza
dystrofinového genu.

Duchennova/Beckerova forma svalové dystrofie (D/BMD)je zavaZné na pohlavi véazané
dédi¢né onemocnéni s frekvenci 1 /3500 novorozenych chlapcil. V populaci se onemocnéni udrzuje
s 30% frekvenci vzniku de novo mutaci. Obé formy D/BMD jsou zpiisobeny mutacemi velkého
dystrofinového genu (2,5 .10°bazi) lokalizovaného na kriatkém raménku X chromosomu v lokusu
Xp21.1. Gen obsahuje 79 exont a prestavuje tak 1% bédzi DNA pfinaleZejicich k X chromosomu
a 0.05% vSech bazi lidského genomu (6. 10°b.). Dystrofinovy gen kdduje protein dystrofin
o molekulové hmotnosti 427 kilodaltonti (kD) sloZeny z 3 685 aminokyselinovych zbytku.
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V piipadé imunohistochemicky prokdzaného deficitu dystrofinu (Lukd$ et al, 1994) byl bud
z Casti bioptického materidlu nebo z periferni krve izolovan vzorek DNA a provedena muta¢ni
analyza na urovni DNA pro detekci velkych deleci nebo duplikaci dystrofinového genu pomoci
techniky multiplex PCR pro 22 exonl a promotorovou oblast dle Abbse et al. (1991,1996). Vysledky
vySetieni prokdzaly u 65% pacientd ztratu genetického materidlu dystrofinového genu v rozsahu
jednoho aZ nékolika exontl, pfedstavujici dele¢ni mutace s lokalizaci pfedevSim v oblasti exonl
45-52, ¢ili do oblasti tzv. ,hot spot®, mutacné horkého mista spojeného se zvySenou frekvenci
rekombinace vice jak 4% .

Ve spolupraci s dr. Fajkusovou z VUZD Brno u 35% pacientii bez detekovatelné dele¢ni mutace,
bylo provedeno vySetfeni na mutace, vedouci ke zkriceni nebo zméné molekulové hmotnosti
dystrofinu a to na zaklad€ analyzy mRNA a testu na zkraceny protein (PTT) dle metody navrZené
Gardnerovou et al.(1995).

V rodindch s vyskytem potvrzené dg. D/BMD byla provedena segregacni analyza pomoci
vybranych vysoce polymorfnich intragenovych mist dystrofinového genu a zjiStén haplotyp
patologické alely s moZnosti odhalit pivod vzniku mutace de novo a urCit asymptomatické
Zeny-prenaSecky. Cilem komplexniho vySetieni na zdklad€ spoluprace klinika, patologa, genetika
a molekuldrniho biologa je potvrdit diagnosu zavazné formy svalové dystrofie na vSech
molekuldrnich trovnich od odhaleni mutace v nukleotidové sekvenci gend, pfes transkript mRNA
aZ po expresi proteinu tak jak bylo demonstrovino na pifikladu souboru pacienti s dg. D/BMD.

J. Stastnd, M. Sedldckovd (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty Masarykovy
univerzity v Brn&): Cytochemicky prikaz peroxidu vodiku produkovaného buiikami cumulus
oophorus mysi.

Peroxid vodiku spolu s ostatnimi kyslikovymi radikédly a reaktivnimi formami kysliku hraje
fadu dilezitych roli ve fyziologickych procesech spojenych s fertilizaci. Je zndmo, Ze zdrojem
peroxidu vodiku mohou byt jak oocyty, tak spermie. Cilem studie bylo zjistit, zda na jeho produkci
participuji i butiky cumulus oophorus, které oocyt obaluji v terminu oplozeni.

Cytochemicky prukaz peroxidu vodiku byl proveden na postovula¢nich komplexech oocyt
a jejich kumull na submikroskopické trovni cytochemickym médiem obsahujicim chlorid cerity.
Ten tvofi s peroxidem vodiku v elektronové mikroskopickém obraze denzni precipitity
perhydroxidu ceria.

Buriky kumulu tvofily z hlediska vysledki cytochemické reakce heterogenni populaci.
Produkce peroxidu vodiku nebyla zji§téna nikdy v morfologicky intaktnich buiikdch. V buiikdch
jevicich i inicidlni zndmky nahodilé bunécné smrti byla nejcastéji mistem produkce peroxidu vodiku
buné¢nd membrina. Pfi pokrocilejSich zménich se objevoval reakéni produkt i na mitochondriich.
V buiikdch se zndmkami apoptézy byly primdrnim zdrojem peroxidu vodiku mitochondrie.
Prevdzna vétSina bun€k kumulu produkujicich peroxid vodiku méla bunécnd jadra normélni
submikroskopické stavby.

Z vysledku studie vyplyvé, Ze produkce peroxidu vodiku buiikami kumulu pravdépodobné
predchazi obecné zndmé morfologické zmény bunécného jadra typické pro bunénou smrt.

M. Sedldckovd, J. Stastnd, J. Zdkovd', P. Ventruba' (Ustav histologie a embryologie Lékai'ské
fakulty Masarykovy univerzity v Brné, 'I. gynekologicko-porodnicka klinika, Fakultni porodnice
Brno, Lékafska fakulty Masarykovy univerzity v Brn€): Cytochemicka detekce bunék
produkujicich peroxid vodiku v lidském cumulus oophorus.

Bunikdm lidského cumulus oophorus jsou pfisuzovdny v priubéhu fertilizace in vitro
pfedevsim protektivni role. Vzhledem k tomu, Ze je znamo, Ze fertilizace miZe byt inhibovéina
peroxidem vodiku, cilem této studie bylo zjistit, zda na jeho produkci mohou buiiky kumulu
participovat.

Vzorky Cerstvé odebranych kumuli byly mechanicky oddéleny z komplexti oocyt-kumulus.
Peroxid vodiku byl prokazovdn na submikroskopické urovni metodou dle Briggse et al. (J. Cell
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Biol. 1975; 67:566), pfi niZ peroxid vodiku reaguje s ceritymi ionty za vzniku elektronové denznich
precipitatt perhydroxidu ceritého. Aktivita endogenni katalazy byla blokovéna azidem sodnym.
V kontrolnich vzorcich byl azid sodny v inkuba¢nim médiu vynechén.

Vedle bunék bez reak¢niho produktu byly ve vzorcich nalezeny buiiky s riznym mnoZstvim
precipitatl perhydroxidu ceritého. Reakce byla zjiSténa ve dvou lokalizacich: na buné¢né membrané
a na mitochondriich. Butiky s pozitivni reakci téméf vzdy vykazovaly zdnikové zmény typické
vétSinou pro nahodilou, méné ¢asto programovanou buné¢nou smrt. Masivni nakupeni reak¢éniho
produktu vykazovaly dokonce i zbytky mitochondrii z rozpadlych bun€k v bunééném detritu.
Zdravé buiiky peroxid vodiku neprodukovaly. V kontrolnich vzorcich byl reakéni produkt nalezen
jen ojedinéle ve stopéch.

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze peroxid vodiku produkuji v lidském kumulu buiiky
postiZené zanikovymi zmé&nami. Vysledky reakce v kontrolnich vzorcich ale jasné ukazuji, Ze buiiky
kumulu disponuji znacnou schopnosti peroxid vodiku rozkladat.

I Lauschovd (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brn&):Cytologie tubarniho epitelu mysi - ultrastrukturni charakteristika bunéénych typa
a podtypu.

Vejcovody savcl vystyld jednovrstevny cylindricky epitel, sloZeny ze tfi zdkladnich bunéénych
typt: IL-indiferentnich bun€k s mikroklky, II.-fasinkovych a IIl.-sekrecnich bunék. Indiferentni
buriky jsou povaZovdny za vychozi elementy pro diferenciaci jak fasinkovych, tak sekre¢nich
bunék. Na zdkladé rozboru jemné struktury tubarnich epitelii u dospélych i pohlavné nezralych
samicek laboratorni mysi (C57 BL/10 x CBA) se v prici podéava jejich podrobné&jsi ultrastukturni
typizace.

Odbéry vejcovodi a vySetieni v TEM bylo provedeno podle protokolu pouZivaného na
pracovisti. Jsou popsany a evidovany tyto bunééné podtypy:

1. Neaktivni indiferentni butiky (typ Ia): Vyznacuji se stfedné elektronové denzni cytoplazmou

a relativné velkym, ovalnym jadrem s margindlné uloZenym heterochromatinem a 1-2
jadérky retikuldrniho typu; z organel obsahuji volné ribosomy, ovalné mitochondrie, maly
Golgiho apariat a kritké cisterny granuldrniho endoplazmatického retikula. Apikalni povrch
je hladky, s kratkymi a nepocetnymi mikroklky.

2. Aktivni indiferentni builky (typ Ib): Od typu Ia se odliSuji dobie vyvinutymi profily
granuldrniho endoplazmatického retikula a Golgiho aparitu, cetnymi polysomy, vy$Sim
poc¢tem mitochondrii. Subnukledrng, vzicnéji supranuklearng, bylo v buiikidch evidovdno
koncentrické télisko. Jejich apikalni povrchy byly opatfeny hust$imi, del$imi a pravidelné
uspofddanymi mikroklky.

3. Ciliogenni butiky s mikroklky (typ Ila): Buriky se svétlou cytoplazmou a ovalnym jadrem,
malym Golgiho aparatem, ojedinélymi a kratkymi cisternami granuldrniho endoplazmatického
retikula a kulatymi, popf. ovdlnymi mitochondriemi. Supranukledrné obsahovaly loZiska
ciliogenniho materidlu, reprezentovand jednak generativnimi komplexy, sloZenymi
z deuterosom a procentriold, jednak mikrotubuly a typickymi centrioly v pozici bazilnich
télisek. Apikdlni povrch byl hladky, opatfeny ojedin€lymi kratkymi mikroklky, ale bez fasinek.

4. Ciliogenni buiiky s fasinkami (typ IIb): Buiiky s ¢etnymi polysomy a ovalnymi aZ vldknitymi
mitochondriemi, 1-2 dobfe vyvinutymi Golgiho apardty, dlouhymi, tzkymi cisternami
granuldrniho endoplazmatického retikula a centrioly uloZenymi apikdlné pod plazmalemou
(= bazalni téliska). Ciliogenni vacky byly pfitomny nekonstantné. Apikdlni povrch kryji
nepocetné fasinky a rtizné dlouhé mikroklky anebo se stiidaji tseky s fasinkami s useky
s mikroklky.

5. PIné diferencované fasinkové buiiky (typ Ilc): Oproti typu IIb apexy bunék nesly bohaty
cilidrni aparét.

6. Proteosynteticky aktivni sekre¢ni butiky (typ IIla): Buiiky s ovalnym jadrem s 1-3 jadérky
retikuldrniho typu; v cytoplazmé maji malé a kulaté mitochondrie, objemny Golgiho aparat
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a hojné, Casto dilatované profily granuldrniho endoplazmatického retikula. Céast bungk
obsahovala 1-2 koncentrickd téliska v subnukledrni, vzacnéji v apikdlni pozici. Nezrald
i zrald sekre¢ni granula byla rizné velikosti. Apikalni povrchy vysilaly kratké mikroklky.

7. PIné diferencované sekre¢ni buiiky (typ IIIb): Bunééné apexy vZdy obsahuji zrald sekre¢ni
zrna. Apikdlni povrch je bud hladky (s ojedinélymi kratkymi mikroklky) anebo kyjovité
vy¢nival do lumina vejcovodu.

8. Ostatni buriky: Z nich byly zastizeny svétlé a tyCinkové buiiky, buiiky s chromosomy
a regresivni formy fasinkovych bunék.

Pomérné zastoupeni zdkladnich typl a podtypti bunék se v jednotlivych tubarnich segmentech

(preampula, ampula a isthmus) liilo a zaviselo na stafi pokusnych zvitat, fazich sexudlniho cyklu
i exogenné podanych ovaridlnich steroidnich hormonech.

Sestavil: S. Cech
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