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ZPRAVY

ZPRAVA O CINNOSTI BRNENSKE POBOCKY
CESKOSLOVENSKE BIOLOGICKE SPOLECNOSTI
V ROCE 2000

Clenska schiize 5. ledna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Hlavnim vyborem Cs. biologické spolecnosti
a Biologickym ustavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné
u prileZitosti 60. narozenin prof. MUDr. Augustina Svobody, CSc.)

M. Kopeckd (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Bmné): Cytoskelet u patogennich hub.

R. Janisch (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Bmé): VyuZiti laserové pinzety v bunécné biologii.

R. Veselskd (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Zmény cytoskeletu v pribéhu indukované apoptozy.

Clenska schiize 19. ledna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou anatomickou spolecnosti, Ustavem
histologie a embryologie Lékarské fakulty Masarykovy univerzity a Hlavnim
vyborem Cs. biologické spolecnosti v Brné u prileZitosti 60. narozenin prof.
MUDr. RNDr. Svatopluka Cecha, DrSc.)

D. Horky (Ustav histologie a embryologie Lékatrské fakulty Masarykovy
univerzity v Brn&): Profesor Svatopluk Cech jubilujici.

D. Horky , J. Adler' (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brn¢, 'Tkanov4d banka Fakultni nemocnice Brno-
Bohunice): Diferenciace allo- a autogennich chondrocyti a vzhled povrchu
artikularni chrupavky pri reparaci defektu.

M. Sedldckovd, J. Stastnd, J. Zdkovd* P. Ventruba* (Ustav histologie
a embryologie Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné, *1. gynekologicko-
porodnicka klinika, Fakultni porodnice Brno, Lékafskd fakulta Masarykovy
univerzity v Brn¢): Vyznam bunék cumulus oophorus pro fertilizaci lidskych
oocytu in vitro.

I Lauschovd, S. Cech (Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné): Topochemie glykogenu v tubarnim epitelu
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pohlavné nezralych mysi v normé a po stimulaci exogennim estradiolem
a progesteronem.

Clenska schtize 9. vinora 2000

D. Hrubd (Ustav preventivniho lékafstvi Lékaiské fakulty Masarykovy
univerzity v Brn¢): Folikularni tekutina — nové biologické médium pro
hodnoceni expozice xenobiotiktim.

I. Crha (1. gynekologicko-porodnicka klinika, Fakultni porodnice Brno, Lékatska
fakulta Masarykovy univerzity v Brng€): Ovliviiuje kouieni plodnost Zen?

Clenska schtize 15. biezna 2000

J. Smarda (Katedra genetiky a molekuldrni biologie Pfirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity v Brn¢): Onkogen v-myb a mozZnosti jeho suprese.

J. Smardovd (Oddéleni bun&¢né a molekularni onkologie, Masarykiv
onkologicky tstav v Brné€): Funkéni analyza nadorového supresoru p53.

Clenska schiize 12. dubna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou spolecnosti pro biochemii a molekuldrni
biologii)

V. Mikes (Katedra biochemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Molekularni mechanismy a regulace interakci mezi rostlinou
a prostiedim.

Clenska schiize 3. kvétna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Hlavnim vyborem Cs. biologické spolecnosti
a Biologickym ustavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné
u prileZitosti 75. narozenin prof. MUDr. Oldricha Necase, DrSc.)

A. Svoboda (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brn&): Prof. Ne¢as a novodob4 historie Biologického tistavu LF MU a Cs.
biologické spolecnosti.

R. Janisch (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Bmé): Necasova koncepce vyzkumu bunky na Biologickém tstavu.

M. Gabriel (Biologicky ustav Lékatské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): “O kvasinkach a lidech” na Biologickém ustavu.
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Clenska schiize 17. kvétna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Ceskou anatomickou spolecnost)

F. Tichy', 1. Misek'>, D. Horky’, 1. Kocidnovd', J. Vesely* ('Ustav anatomie,
histologie a embryologie Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brng&, *Ustav
zivocisné fyziologie a genetiky AV CR v Brng, *Ustav histologie a embryologie
Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brng, ‘Klinika plastické a estetické
chirurgie FN u svaté Anny, Lékarska fakulta Masarykovy univerzity v Brné):
Funkéni maloprimeérové cévni nahrady u prasete.

K. Witter'?, A. Opitzovd', 1. Misek"> ('Ustav anatomie, histologie a embryologie
Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brng&, *Ustav Zivoci$né fyziologie
a genetiky AV CR v Brng): Lateralni sklovinna liSta — stavebni jednotka
zubnich zaklada savci.

H. Pavlikovd', K. Witter'>, 1. Misek'> (‘Ustav anatomie, histologie
a embryologie Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brng, *Ustav Zivo&iiné
fyziologie a genetiky AV CR v Brng): Ontogeneze vestibulum oris u hrabose
mokiadniho (Microtus agrestis, Rodentia).

V. Pdral (Ustav anatomie, histologie a embryologie Veterinrni a farmaceutické
univerzity v Brné): Zvireci kosti ve stiredovéké remeslné vyrobé.

Clenska schtize 20. zari 2000

S. Jantovd (Katedra biochémie a mikrobiologie Chemickotechnologickej
fakulty Slovenskej technickej univerzity v Bratislave, Slovenskd republika):
Strategie vyhledavani novych latek ucinnych proti mikrobidalnim
a nadorovym bunkam.

Clenska schiize 4. Fijna 2000

M. Vojtiskovd, J. Kadlecovd, T. Novotny', R. Gaillyovd, 1. Grochovd, B. Semrdd'
(Oddéleni 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détskd nemocnice,
'Interni kardiologickd klinika, Fakultni nemocnice Brno, Lékatfskd fakulta
Masarykovy univerzity v Brn¢): Informacni revoluce v diagnostice srdecnich
arytmii a nastup molekularni mediciny na prahu tretiho tisicileti.

B. Ravcukovd, J. Kadlecovd, P. Kroupovd, A. Veseld, 1. Valdskovd, M.
Vojtiskovd, R. Gaillyovd (Oddéleni 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice Brno,
prac. Détska nemocnice): Molekularni genetika neurofibromatosy 1.

M. Falk, E. Silhdnovd', R. Gaillyovd, M. Vojtiskovd (Oddéleni lékarské
genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détska nemocnice, 'Oddéleni 1ékarské
genetiky Fakultni nemocnice Ostrava): Nové trendy v diagnostice myotonické
dystrofie.
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1. Valdskovd, R. Gaillyovd, A. Holcitkovd', J. Kadlecovd, B. Ravcukovd,
V. Brysovd, M. Vojtiskovd (Oddéleni 1ékai'ské genetiky Fakultni nemocnice Brno,
prac. Détskd nemocnice, 'Klinika détskych infekénich nemoci Fakultni
nemocnice Brno, prac. Dé&tskd nemocnice, Lékarskd fakulta Masarykovy
univerzity v Brné): Zavazné patologie spojené s mutacemi v CFTR genu.

R. Gaillyovd, 1. Grochovd, 1. Valdskovd, M. Vojtiskovd (Oddéleni lékarské
genetiky Fakultni nemocnice Brno, prac. Détska nemocnice): Rodinna studie
s vyskytem cystické fibrézy u druhobratranci.

Clenska schiize 18. Fijna 2000
(Schiize konand ve spoluprdci s Hlavnim vyborem Cs. biologické spolecnosti,
Biofyzikdlnim ustavem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné
a Klinikou zobrazovacich metod FN u svaté Anny v Brné u prileZitosti 70.
narozenin prof. MUDr. Ivo Hrazdiry, DrSc.)

V. Mornstein (Biofyzikalni tstav Lékatské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Profesor Ivo Hrazdira jubilujici.

J. Skorpikovd (Biofyzikélni ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Biologické ucinky ultrazvuku.

E. Kotuldnovd (Klinika zobrazovacich metod Fakultni nemocnice u svaté
Anny v Brné, Lékafskd fakulta Masarykovy univerzity v Brn¢): Harmonické
zobrazeni — vyhody pro abdominalni ultrasonografii.

Z. Hlinomazovd (Oftalmologicka klinika Fakultni nemocnice Brno, Lékarska
fakulta Masarykovy univerzity v Brné¢): Ultrasonografie v oftalmologii — v€era

a dnes.

Workshop 30. rijna 2000
”Animal Environment Interaction” BRNO 2000
(Akce porddand ve spoluprdci s Ustavem zoohygieny Fakulty veterindrni
hygieny a ekologie Veterindrni a farmaceutické univerzity Brno
a Osterreichisches Ost- und Siidosteuropa —Institut Auf3enstelle Briinn)

P. Novdk (Ustav zoohygieny Fakulty veterinarni hygieny a ekologie
Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno): The evaluation of the stable
climate influence on farm animals.

G. Schauberger (Institut fiir Medizinische Physik und Biostatistik
Veterindrmedizinische Universitdt Wien): Steady-state balance model to calculate
the indoor climate of livestock buildings demonstrated for finishing pigs.

L. Zeman (Ustav vyZzivy a krmeni hospodafskych zvifat, Agronomicka fakulta
Mendelovy zeméd€lské a lesnické univerzity v Brn€): The relation of animal
feeding to the climatic condition.
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L. Novdk (Lékatska fakulta Masarykovy univerzity v Brné): New possibilities
for modeling the growth of farm animals from the data about the feeding and
climatic conditions used in the breeder’s practice.

Clenska schiize 29. listopadu 2000

I. Ingr (Ustav technologie potravin, Agronomicka fakulta Mendelovy
zemé&dé€lské a lesnické univerzity v Brné): Jakost a spotieba potravin jako
faktor lidského zdravi.

ABSTRACTS

M. Kopeckd', M. Gabriel', A. Svoboda', K. Takeo’, M. Yamaguchi’, K. Hata’,
M. Ohkusu’, S. Yoshida® (‘Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk
University Brno, Czech Republic, *Research Center for Pathogenic Fungi and
Microbial Toxicoses, Chiba University, Japan): Cytoskeleton in pathogenic
fungi.

Present knowledge of functions of cytoskeleton in cell reproduction of
budding yeast Saccharomyces cerevisiae and fission yeast Schizosaccharomyces
Jjaponicus led us to pose two questions: 1) How is the cytoskeleton organized in
two human fungal pathogens Cryptococcus neoformans and Aureobasidium
pullulans? 2) Is the fungal pathogenity somehow related to its cytoskeleton?

Our methods used for detection of actin and microtubular cytoskeleton in
yeasts S. cerevisiae and S. japonicus were applied to both human fungal
pathogens.

The results obtained showed: (i) The topology of actin patches, cables and
rings in basidiomycetous budding yeast Cryptococcus neoformans resembled to
ascomycetous budding yeast Saccharomyces cerevisiae, while microtubules were
extended along the cell axis reminding the microtubular organization of
ascomycetous fission yeast Schizosaccharomyces japonicus. (ii) In filamentous
ascomycete Aureobasidium pullulans typical actin structures (patches, cables)
were not seen yet, while microtubular cytoskeleton was abundant and similar to
ascomycetous fission yeast, Schizosaccharomyces japonicus. Microtubules were
also demonstrated to extend to developing conidia.

It is concluded that well developed actin and microtubular cytoskeleton enable
reproduction of uniform cells of pathogenic basidiomycetous yeast Cryptococeus
neoformans in contrast to deficient actin structures and rich microtubules in A.
pullulans that may result in fungal polymorphism and cause resistance to
fungicides. Cytoskeleton may be essential for vectorial character of secretion of
hydrolytic enzymes necessary for invasive growth of pathogenic fungi in host
organism.
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R. Janisch (Biologicky ustav Lékaiské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Vyuziti laserové pinzety v bunécné biologii.

Optickd pinzeta vyuZivd laserové svétlo pro neinvazivni manipulaci
s mikroskopickymi nebo submikroskopickymi casticemi a je proto velmi
vyhodnym mikromanipulacnim néstrojem pro manipulace s bunéénymi
strukturami. Princip tzv. optické pasti je znam jiZ od sedmdesatych let. Pokroky
v oblasti laserové technologie v druhé poloviné osmdesatych let umoZnily celou
fadu cennych biologickych experimentt. Aplikace této metody ma v soucasnosti
jiz i praktické a komer¢ni vyuZiti.

Aparaturou sestrojenou na Ustavu pfistrojové techniky AV CR v Brng se
podafilo vyuZzit pro prvni neinvazivni mikromanipulace s celymi volné
pohyblivymi butikami i vnitrobunéénymi kulturami a v pokusech s transportem
bunéénych struktur uvnitf buiiky. Jako bunéné modely byly pouZity volné
pohyblivé buriky protozoi Euglena, Colpidium, Paramecium, volné€ suspendované
buiiky kvasinek a buniky tkanovych kultur adherované na sklenéném povrchu.
Byly pofizeny videozdznamy dokumentujici vnitrobunécné mikromanipulace
s pohlcenymi latexovyni ¢asticemi o velikosti 5-10 pm i vlastnimi bunénymi
organelami, mitochondriemi a lysozomalnimi méchyiky o velikosti 3-7
Mm v builkich nilevnikti Paramecium caudatum a plicnich fibroblastech ve
tkanovych kulturdch. Mitochondrie a lysozomdlni méchyiky lze u paramecii
i tkanovych bunék pifesouvat po drize az 30 Pm, nikoliv vSak libovolnym
smérem. Draha pfesunu je vymezena sloZitou siti cytoplazmatickych
mikrotubult,, aktinovych mikrofilament i intermedidrnich filament. Tyto
mikromanipulacni pokusy ukazuji, Ze v eukaryontni burice jsou cytoskeletalnimi
strukturami ureny drdhy po nichZ se vnitrobunécny transport miiZe uskutecniovat.

U bunék tkanovych se podafilo zachytit Castici bezprostfedné pod
plasmatickou membréanou a pii snaze odstranit ji z buiiky lze vytdhnout vybéZek
plasmatické membrany dlouhy nékolik um. Po vypnuti laseru se vybéZzek velmi
rychle kontrahuje zpét a povrch builky ma pivodni vzezieni. Tyto manipulace,
které lze demonstrovat na tomtéZ misté¢ opakované svéd¢i o velké plasticité
a pruznosti plasmatické membrany.

D. Horky , J. Adler' (Ustav histologie a embryologie Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné, 'Tkafiovd banka Fakultni nemocnice Brno-
Bohunice): Diferenciace allo- a autogennich chondrocytu a vzhled povrchu
artikularni chrupavky pfi reparaci defekti.

Cilem experimentu na zvifatech bylo zhodnoceni 1éCebného efektu
autolognich a allogennich chondrocytii pti oSetfeni defekti kloubni chrupavky
s moznosti vyuZiti ziskanych poznatkl v klinické humanni praxi.

Do uméle vytvorenych defektii artikularni chrupavky o priméru 5 mm,
sahajicich k subchondralni kosti, byly u 5ti prasat na kondylech femuru a tibie
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implantovidny allo- a autochondrocyty v tissucolu (tkdnové “lepidlo”) po
predchozi kultivaci in vitro. Zvitata po operaci provedené v celkové anestezii se
normalné pohybovala. Po 90, resp. 70 dnech byly odebrény jednak vzorky
implantdtd, jednak vzorky artikularni chrupavky kondyli pro svételnou,
transmisni a rastrovaci elektronovou mikroskopii.

Bylo zjisténo, Ze po této dobé ve vSech pfipadech doslo k resorpci tissucolu.
Jak allo-, tak autochondrocyty se intenzivné d€lily, proliferace byla vyjadiena
rovnéZ produkci fibrildrni a interfibrilarni hmoty. Novotvofend tkan méla ve
vSech piipadech strukturu vazivové chrupavky se zietelnou tvorbou teritorii
s chondrocyty v lakunidch a vytvofenou peri- a intercelularni matrix. Povrch
implantatu byl ve srovnini s okolni chrupavkou nerovny, pod urovni okoli
a v nékterych pfipadech byl od okolni chrupavky ohrani¢en zafezem, patrnym
i makroskopicky. V bezprostiedni blizkosti implantdtu doslo pravdépodobné
vlivem mechanického podrdzdéni k intenzivnimu dé€leni chondrocytli okolni
artikuldrni chrupavky a tvorbé ndpadné velkych isogenetickych skupin, patrnych
i v blizkosti povrchu. V ndmi sledovaném obdobi nebyly zjiSt€ny rozdily ve
struktufe implantatd allo- nebo autograftt.

Z naSich pozorovani vyplyvd, Ze je tieba prodlouZit postimplantacni interval
k definitivnimu posouzeni kvality nové vytvofené chrupavkové tkané
a k posouzeni stupné premény vazivové chrupavky ve chrupavku artikuldrni
(pokud vibec k takové dokonalé pfeméné dojde).

M. Sedldckovd, J. Stastnd, J. Zdkovd* P. Ventruba* (Ustav histologie
a embryologie Lékarské fakulty Masarykovy univerzity v Brné, *1. gynekologicko-
porodnicka klinika, Fakultni porodnice Brno, Lékaiskd fakulta Masarykovy
univerzity v Brn¢): Vyznam bunék cumulus oophorus pro fertilizaci lidskych
oocytd in vitro.

Na podkladé srovnani vysledkl klinické metody fertilizace oocytu in vitro
v pfitomnosti masy cumulus oophorus a po jejim odstranéni mnozi autofi dospé€li
k zavéru, Ze kumulus pfiznivé ovliviiuje nejen fertilizaci oocytu, ale i dalsi vyvoj
embrya. Vzhledem k tomu, Ze exaktni tidaje o rolich kumulu v pribéhu fertilizace
in vitro jsou velmi netiplné, bylo cilem studie srovnat submikroskopickou stavbu
kumulidl zralych a zdravych preovulac¢nich oocytd, se stavbou kumuld oocyti,
které byly uspé$né oplozeny, ryhovaly se a po transferu embryi bylo dosazeno
gravidity.

Celkem bylo studovadno 12 vzorki masy kumulli mechanicky odd€lenych od
zralych preovulacnich oocytd a 50 vzorkd inseminovanych kumuld po 20
h kultivace v inseminaénim médiu. Obé skupiny vzorkd byly zpracoviny
standardni technikou pro Gc¢ely transmisni elektronové mikroskopie.

Kumuly preovulac¢nich oocytli obsahovaly vice ¢i méné uniformni populaci
svétlych bunék, v jejichZ cytoplazmé byly dominantnimi organelami granularni
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endoplazmatické retikulum a struktury Golgiho aparatu. Tato organelova vybava
svédéi, v souladu s vétSinou literarnich udaji, o aktivni ucasti bunék
preovula¢nich kumulil na produkci extracelularni matrix. Zastoupeni lipidovych
kapek spolecné s tubuly a vacky hladkého endoplazmatického retikula je
projevem pocinajici luteinizace bunék kumuld.

V kumulech aspé$né oplozenych oocyti doSlo k rozliSeni piivodni jednotné
populace svétlych bunék kumuld na dvé morfologicky distinktni skupiny — tmavé
a svétlé buiiky.

Tmavé buiiky v bunécné populaci kumultt dominovaly. Byly charakterizovany
vetsi denzitou jadra i cytoplazmy, narGstem poctu lipidovych kapek a struktur
hladkého endoplazmatického retikula. V mitochondriich se objevily
v proménlivém poctu tubuldzni kristy. Tmavé buiiky pravidelné obsahovaly, ¢asto
ve vy$Sim poctu, fagocytované spermie, ojedinéle i krevni elementy a zbytky po
rozpadlych buiikdch kumulu.

Svétlé buiiky se svym vzhledem podobaly svétlym buiikdm preovulacnich
kumul, liSily se od nich vSak podstatné v tom, Ze pravidelné vykazovaly znamky
degenerace. Typické bylo ztuZeni aZ obliterace perinukledrniho prostoru a cisteren
granularniho endoplazmatického retikula, ibytek aZ vymizeni na né véazanych
ribosomil. Pravidlem byly i redukce poctu ostatnich bunéénych organel a jejich
degenerativni zmény. Urcitd Cast svétlych bunék vykazovala rizné pokrocilé
morfologické znamky nahodilé bunéc¢né smrti.

Z uvedenych vysledki vyplyvé, Ze funkce bunék kumulu terminem fertilizace
oocytu nekonci. Pivodné svétlé buiiky prodé€ldvaji v pribéhu kultivace
v insemina¢nim médiu diferenciaci ve sviij findlni fenotyp, tmavé buiiky, které jak
vyplyva z jejich organelové vybavy jednak produkuji steroidni hormony, jednak
pecuji o zdravé kultivaéni mikroprostfedi svymi fagocytdrnimi aktivitami. Svétlé
buiiky, charakterizované atrofickymi a degenerativnimi zménami, snad
predstavuji ¢ast ptivodni populace bunék kumulu, kterd nebyla stimulovina ke
steroidogenni prestavbé. Pricinou jejich pfedcasného zaniku by mohlo byt
chybéni receptorti pro gonadotropni hormony.

Préce byla feSena s finan¢ni podporou IGA MZ CR reg. ¢. 5164-3.

I Lauschovd, S. Cech (Ustav histologie a embryologie Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné): Topochemie glykogenu v tubarnim epitelu
pohlavné nezralych mysi v normé a po stimulaci exogennim estradiolem
a progesteronem.

Cilem prace bylo zjistit rozloZeni glykogenu v buiikdch tubdrniho epitelu
pohlavné nezralych myS$i a ovéfit, zda a jak se méni po aplikaci exogennich
ovaridlnich steroidnich hormont.

Byly pouZity vejcovody samicek pohlavné nezralych mys$i [C 57 BL/10
x CBA (P1)] o stafi O (novorozené) az 49 dnti; odbéry vejcovodil byly provedeny
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v tydennich intervalech, tj. v 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 a 49 dni. Exogenni estradiol
a progesteron byly aplikovény i. p. 14, 21 a 28 dennim zvitatlim, zahrnujicim tfi
experimentdlni podskupiny s pracovnim oznacenim 1- “estrogenizovand” zvifata,
2 - “progesteronizovand” zvitata a 3 - kontrolni zvifata. Vejcovody byly fixovany
a zality podle protokolu uZivaného v transmisni elektronové mikroskopii
a ultrastrukturni vizualizace glykogenu byla provedena pomoci PA-TSC-SP
metody v kombinaci s kontrolnimi testy (J.-P. Thiéry, J. Microscopie 6, 1967,
987). Nekontrastované fezy byly prohliZzeny a fotografovany elektronovym
mikroskopem Tesla BS 500 pfi urychlovacim napéti 60 kV.

Ve vejcovodech 0, 7 a 14 dennich samicek byl obsah glykogenu v tubarni
vystelce nejvyssi. VEtSina epitelovych bunék, bez ohledu na typ, obsahovala hojni
difdzné rozptylena [-granula, a velmi vzdcné i o-granula. U nékterych
mikroklkovych a diferencujicich se sekre¢nich bunék byla evidovdna pobliz
jejich jader riizné€ rozsdhlé depozita polysacharidu, sloZend z volné asociovanych
[B-¢astic. Spole¢né obéma uvedenym buné¢nym liniim bylo to, Ze glykogenové
partikule byly pravideln€ evidovany mezi hladkymi membranami koncentrickych
télisek, oznacovanych také jako glykogenova téliska. U populace fasinkovych
bunék byly pfileZitostné zastiZeny v bazdlnich téliskdch fasinek jednotlivé
B-Castice, event. jejich shluky. V piipadé 21, 28 a 35 dennich samicek vykazoval
polysacharid velmi podobnou lokalizaci jako u pfedeslych skupin, av§ak Cetnost
glykogenovych castic byla zfeteln€ zredukovéana. Standardné€ nizky pool
glykogenu obsahovala tubdrni vystelka 42 a 49 dennich samicek, ve které témét
polovina epitelovych bunék zlstala po barveni PA-TSC-SP metodou negativni.
Buiiky s mikroklky mohly vzacné obsahovat jesté glykogenova téliska.

Po podani exogenniho estradiolu a progesteronu bylo zji$téno signifikantni
sniZzeni hustoty glykogenovych castic v buiikdch tubarni vystelky u vSech
studovanych skupin (14, 21 a 28 dnl) v porovnini s kontrolnimi zvifaty.
S uvedenymi ndlezy napadné kontrastuji vysledky ultrahistochemické vizualizace
polysacharidu v lamina propria tubérni sliznice, v niZ ¢ast vazivovych bunék,
zejména podél krevnich vliseCnic, necekané stfddala glykogen ve formé
rozsahlych loZisek. Detailni verifikace nalezi a specifikace vazivovych bunék
jsou pfedmétem dal§iho vyzkumu.

D. Hrubd, H. Matéjovd (Ustav preventivniho lékatstvi Lékatské fakulty
Masarykovy Univerzity v Brné): Folikularni tekutina: nové biologické
medium pro detekci expozice chemickym latkam.

Od roku 1978 se zacaly nové 1écebné procedury — fertilizace in vitro (IVF)
a metodika asistované reprodukce (AR) — pouZivat pro neplodné pary, u nichZ se
konvencni zplsob 1é¢by neplodnosti nesetkal s ispéchem.

Folikularni tekutina ziskand pfi odbéru oocytil byla jiz v fadé studii pouZita
jako novy druh biologického materidlu, v némzZ je moZno sledovat expozici Zen
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vici riznym xenobiotikim. Folikularni tekutina se tvofi postupnym pfilivem
tekutiny, kterd je deriviatem krevni plasmy a obsahuje dile latky syntetizované
a sekretované folikularnimi burikami. Z tohoto divodu je sloZeni folikuldrni
tekutiny odrazem sloZeni krevni plasmy a sekrecni aktivity bunék vaje¢niku.

V soucasné dobé€ je koufeni pokldddno za nejvyznamnéjsi externi rizikovy
faktor pro poruchy reprodukce cClovéka. Je moZno konstatovat, Ze prinik
chemickych Skodlivin z cigaretového koufe do vajecniku a do folikul4rni tekutiny
byl jednoznacné prokdzin: ve folikularni tekutiné aktivnich i pasivné
exponovanych kufacek byly nalezeny méfitelné hladiny kotininu (metabolitu
nikotinu) se zfetelnou zavislosti na po¢tu vykoufenych cigaret.

U kouficich Zen jsou ve folikuldrni tekutiné vy$8i hodnoty kadmia, jehoZ
vyznamnym zdrojem je tabak. Ve srovnani se zahrani¢nimi pacientkami jsou
v CR hodnoty rezidui kadmia ve folikuldrni tekuting asi 7 krat nizsi.

Aktivni kufacky mély v priméru trojndsobné a pasivni kuracky dvojnasobné
vy$8i hodnoty adduktii BaP-DNA v butikich membrana granulosa, aspirovanych
spolu s folikuldrni tekutinou, neZ nekoufici pacientky. Jde o diikkaz, Ze do
folikularni tekutiny pronikaji i PAU.

Ve folikuldrni tekutin€ je moZno stanovovat i nékteré nutrienty: dosud byly
vySetieny zinek, Zelezo, kyselina askorbova.

Préce vznikla za podpory grantu IGA MZ CR ¢&. 40783 a programu PHARE

I. Crha, D. Hrubd* (1. gynekologicko-porodnicka klinika, Fakultni porodnice
Brno, Lékarskd fakulta Masarykovy univerzity v Brn&,*Ustav preventivniho
1ékarstvi Lékatrské fakulty Masarykovy univerzity v Brné): Ovliviiuje koureni
plodnost Zen?

V roce 1998 Augood v meta-analyze 12 studii prokézal zvySeni relativniho rizika
neplodnosti u kufacek (OR=1,6). V experimentdlnich i klinickych studiich byl
prokdzan toxicky vliv cigaretového koufe na oocyty i folikdrni buriky, nebot do
ovaridlnich tkéni a folikularni tekutiny prokazateln€ pronikaji nikotin, polycyklické
aromatické uhlovodiky i kadmium. Vysledkem je poSkozeni DNA oocytil a ovariélni
steroidogeneze. Ke klinickym projeviim patfi sniZeni ovaridlni rezervy, poruchy
menstrua¢niho cyklu a neplodnost. Cigaretovy koui zpomaluje ¢asny vyvoj embrya
a poSkozuje blastocystu, coZ vede k poruSe implantace a preklinickym potratim.
Nikotin ptisobi na motilitu vejcovodu a transport embrya a vysledkem je zvySené
riziko ektopické gravidity. Cigaretovy kouf méni reakci endometria na ovaridlni
steroidy, koncentrace nikotinu v nitrodéloZznim sekretu je azZ 10x vysSi neZ v plasmé,
coz ztéZuje implantaci. Koufeni poskozuje vyvoj téhotenstvi, charakteristickd je
nizk4 porodni hmotnost plodu (fetilni tabdkovy syndrom). Nepiiznivy vliv
cigaretového koufe byl popsén i pfi 1é¢bé neplodnosti metodou in vitro fertilizace
(IVF). Hughes v meta-analyze prokézal vyrazné zhorSeni fertilizace oocyt kufacek
(OR=0,57). Nepfiznivy vliv na vysledky lécby ma také koufeni muZzi.
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Ve vlastnich studiich jsme sledovali vliv kutfackého chovéni residui kadmia ve
folikuldrni tekutiné na vysledky 1éC¢by neplodnosti metodou IVF. Koufeni
signifikantné zhorSovalo vysledky 1é¢by a jeho vliv byl zavisly na délce expozice
a poctu vykoufenych cigaret. Koncentrace kadmia ve folikuldrni tekuting byly
nizké a nesouvisely s kufdckycm chovanim a dosaZenim téhotenstvi. Partnefi Zen
t€hotnych po IVF byli signifikantn€ méné ¢asto kufici neZ partneti Zen, které po
16¢bé neotéhotnély.

Koufeni je vyznamnym faktorem neplodnosti Zen i muZzi, zhorSuje vysledky
1é¢by neplodnosti a vyznamné se podili na t€hotenskych patologiich. Cigaretovy
kouf je nejrozsitenéjsi reproduk¢ni Skodlivinou.

Studie byla feSena s podporou grantu IGA MZ CR C. 4078-3 a programu
PHARE.

J. Smarda (Katedra genetiky a molekuldrni biologie Pfirodovédecké fakulty
Masarykovy univerzity v Brn¢): Onkogen v-myb a moznosti jeho suprese.

Onkogen v-myb byl pivodné popsan jako vlastni pricina fatdlni monoblastické
leukémie vyvolané virem ptaci myeloblastézy (AMV) u kufat. Podobné jako
u dalSich akutné transformujicich retrovirt se predpokladd, Ze AMV vznikl
rekombinaci genomu replikaéné kompetentniho retroviru a sekvencemi
buné¢ného pivodu. Pfi tomto procesu byl gen c-myb ve zkrdcené podobé, zvané
v-myb, pfenesen do sekvence retroviru a stal se jeho stdlou soucésti. Protein v-
Myb je ve srovnani s proteinem c-Myb zkrdcen na obou koncich, takZze jeho
molekulovd hmotnost je zhruba o jednu tfetinu sniZena. Zkrdceny protein c-Myb
se timto méni na onkoprotein v-Myb, ktery ucinné transformuje
myelomonocytické buiiky. Proteiny v-Myb a c-Myb se svymi N-koncovymi
doménami vidZou na specifické nukleotidové sekvence DNA a reguluji transkripci
svych cilovych gent, o kterych se soudi, Ze se ac¢astni regulace krvetvorby. Buiiky
transformované AMV svym vzhledem pfipominaji monoblasty, které jsou
naprogramovany k diferenciaci na makrofagy. Tuto diferenciaéni drdhu lze
u monoblastll transformovanych v-myb obnovit ptisobenim nékterych induktort
typizovanych forbolovym esterem TPA, a to i pfes pokracujici pfitomnost
proteinu v-Myb v buiikach. Tato latka, kterd patfi mezi tzv. nddorové promotory,
vyvolava diferenciaci fady leukemickych buné&Cnych leukémii. Jeji vysoka
toxicita v8ak znemoZiiuje tuvahy o pfipadném klinickém vyuZiti pfi
diferenciacnich terapiich leukémii.

Abychom blize prozkoumali mechanismy fidici procesy diferenciace
a proliferace v leukemickych butikdch a zarovein se pokusili nalézt podminky, pfi
kterych dochézi k potlaceni transformacniho ucinku onkogenu v-myb, provadéli
jsme postupné cilené zmény exprese urcitych genil v linii ptac¢ich monoblastl
transformovanych onkogenem v-myb (BM2) a zkoumali, jaké fenotypové zmény
témito zasahy v burikdch vyvolame. Jako prvni jsme v buiikich BM2 stimulovali
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expresi genu c-myb, a to proto, Ze buiiky transformované v-myb endogenni c-myb
nikdy neexprimuji. K tomu nds motivovala potieba zjistit, zda je transformacni
ucinek onkogenu v-myb podminén absenci proteinu c-Myb v buitkdch. NaSe
vysledky vSak prokdzaly, Ze exprese c-myb je kompatibilni s transformaci
proteinem v-Myb, a Ze v-Myb nevypiné expresi c-myb. Naopak, onkoprotein v-
Myb miZe patrné transformovat pouze ty buiiky, ve kterych doSlo k vypnuti
exprese c-myb v disledku jejich pfirozené diferenciace.

Dal3imi geny, jejichZ expresi jsme v buiikich cilené stimulovali, byly geny
kodujici receptory pro retinoidy. V buiikdich BM2 jsme postupné exprimovali
c¢DNA koédujici lidsky receptor (pro kyselinu retinovou (RARO), receptor ( pro
retinoid X (RXR() a receptor (pro retinoid X (RXR[). Ve vSech piipadech jsme
prokdzali, Ze aktivované retinoidové receptory tlumi riist bunék BM2 ve fazi G
buné¢ného cyklu a stimuluji jejich diferenciaci do podoby adherentnich bunék
podobnych makrofaghm. Zatimco indukce diferenciace bunék BM?2
retinoidovymi receptory je doprovizena zietelnym sniZenim transkripcné
aktiva¢ni schopnosti onkoproteinu v-Myb, zpomaleni proliferace nastavd i za
podminek, pfi kterych si protein v-Myb svou transkripné aktiva¢ni schopnost
uchovava. Z toho usuzujeme, Ze proteiny regulace proliferace a diferenciace jsou
vzijemné nezavislé.

V buiitkich BM2 jsme rovnéZ exprimovali geny fos a jun, jejichZ produkty
tvoii transkripcni faktor AP-1. NaSe vysledky ukazuji, Ze exprese genu fos a genu
Jjun zpusobuje Castecnou inhibici ristu a doasnou diferenciaci bunék BM2. Pri
nékolikadenni indukci exprese téchto genti vSak dochazi k dediferenciaci bunék
BM?2 a obnoveni jejich pivodni rychlosti proliferace. Z toho usuzujeme, Ze
produkty gent fos a jun jsou zapojeny do fizeni diferenciace a proliferace bunék
BM2, ale pro dosaZeni nevratné diferenciace do kone¢ného stadia makrofagu, je
potiebna ptitomnost dalSich proteinti. Pfi téchto experimentech jsme nadto zjistili,
Ze protein Jun vyznamné zvySuje citlivost bunék BM2 na kyselinu retinovou.
Toto zajimavé pozorovani lze vysvétlit napf. tim, Ze protein Jun mé schopnost
indukovat expresi endogenniho receptoru pro kyselinu retinovou v butikich BM2.
Na potvrzeni této hypotézy se v soucasné dobé pracuje.

Sponzorovéno grantem &. 312/98/0679 GACR.

J. Smardovd (Odd&leni bun&né a molekularni onkologie, Masarykiv
onkologicky tstav v Brné¢): Funkéni analyza nadorového supresoru p53.

Zména ve struktufe genu pro nddorovy supresor p53 je nejcastéjsi genetickou
zménou detekovanou v buitikach lidskych nidort. Pro uréeni patologickych zmén
p53 v klinickém materidlu se pouZivaji: imunohistochemické metody,
molekuldrni analyzy (sekvenovani DNA, SSCP, apod.) a funk¢ni metody.
Funk¢ni testy méfi biologické vlastnosti proteinu p53, napf. jeho schopnost
vyvolédvat apoptézu jako nasledek poSkozeni DNA, blokovat fazi Gi bunécného
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cyklu, anebo méfi transaktivaéni schopnost proteinu p53, kterd ma piimou
souvislost s jeho naddorové supresivni funkci.

Jednou z metod zaloZenych na méfeni transaktiva¢nich schopnosti proteinu
pS53 je funk¢ni analyza separovanych alel v kvasinkdch — FASAY (functional
analysis of separated alleles in yeast) (1). V této metodé€ je centrdlni ¢4st genu p53
odvozend RT-PCR z mRNA izolované z nadorovych bunék vnesena do
kvasinkovych bunék kmene yIG397, jejichZ fenotyp je Ade. Tyto buiiky obsahuji
reportérsky gen ADE2 s predfazenym minimalnim promotorem a regulacni
sekvenci RGC, kterd je specificky rozpoznidvana proteinem p53. Kvasinky
rostouci na plotnach s nizkou koncentraci adeninu tvofi bud velké bilé kolonie,
jestliZe je reportér ADE2 aktivovan funk¢nim proteinem p53, nebo malé Cervené
kolonie, jestlize reportér aktivovan neni (kolonie jsou mensi, protoZe jejich rist je
limitovan nizkou hladinou adeninu v médiu a Cervené zbarveni je zplsobeno
akumulaci ¢erveného produktu metabolismu adeninu).

Metodu FASAY jsme pouZili k uréeni stavu genu p53 u 44 nadort prsu. Ve 24
pripadech (55%) jsme nalezli jen funk¢ni alely genu p53, ve 20 ptipadech (45%) jsme
detekovali také mutované alely (procento Cervenych kolonii bylo od 19.9 do 99.4).
Tyto vysledky jsme porovndvali s vysledky rutinniho imunohistochemického
stanoveni a zjistili jsme pomérné vysokou shodu ve vysledcich obou metod (94%) (2).

Metodou FASAY se nam podafilo zachytit zajimavy piipad vzicné mutace
v genu p53, kterad vede k zdménég jedné aminokyseliny v oligomeriza¢ni doméné&
proteinu p53 (3). Takto pozménény protein ma pouze CasteCnou aktivitu, je
akumulovan v jadrech niddorovych bunék a jeho struktura se 1i$i od struktury jak
standardniho tak typicky mutovaného proteinu p53. Analyzou stavu genu p53
v periferni krvi metodou FASAY jsme potvrdili somaticky ptivod této mutace.

(1) Flaman J.-M. et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 3963-3967.

(2) Smardova J. et al. (1999) Neoplasma 46: 384—389.

(3) Smardova J. et al. (2000) Tumor Biol. — In press.

Studie byla podpofena grantem IGA MZ CR &. MN/16-3.

V. Mikes (Katedra biochemie Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity
v Brn€): Molekulairni mechanismy a regulace interakci mezi rostlinou
a prostiedim.

Pii interakci s patogenem se uplatiiuje pasivni a aktivni ochranna bariéra
rostliny. Pasivni bariéra je tvofena kutikulou, sekundarnimi metabolity
a obrannymi proteiny. Aktivni obrannd bariéra je spo¢iva v interakci produktl
obrannych gent rostliny a patogenu. Produkty obrannych genii patogenu (geny
avirulence) jsou elicitiny vyvolavajici obrannou (hypersensitivni) reakci rostliny.
Elicitiny se vdZou na specifické receptory na povrchu plasmatické membrany
rostliny (geny rezistence). Tato interakce se projevi sledem rychlych reakci
vedoucich aZz k apoptéze, to je odumieni bunék v okoli ataku, nebo dokonce
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celych organd rostliny. Tyto reakce vedou casto k ziskdni nespecifické c¢i
specifické systémové rezistence (obdoba imunity). Sekvence téchto signalli tvoii
sloZitou kombinatorickou sit, jejiZ struktura je dnes pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Tato sit zahrnuje G-proteiny, kalcium-dependentni proteinkindzy
a mitogen-activated proteinkinazy (MAPK).

Interakce mezi rostlinou a patogenem je dokumentovdna na ptikladu
bilkovinnych elicitori houby Phytophthora parazitujici na tfadé hospodarsky
vyznamnych rostlin. Tyto elicitory tvoii fadu vysoce homolognich bilkovin, oviem
s riznou biologickou ucinnosti. Podafilo se prokézat, Ze tyto latky funguji jako
pfenaSece sterolil. Byla stanovena 3-D struktura né€kterych elicitori se sterolem.
Pomoci metody bodové mutageneze bylo zkonstruovano nékolik mutanti s riiznou
schopnosti vazat steroly a vyvolavat hypersenzitivni reakci. Ukazuje se, Ze aktivni
formou vézajici se na povrchovy receptor je ziejmé komplex elicitor-sterol.

R. Janisch (Biologicky tustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
v Brné): Necasova koncepce vyzkumu buiiky na Biologickém ustavu.

JiZ v dobé, kdy profesor Necas pfisel na Biologicky tstav jako student byla
vyzkumnd tématika profilovdna pod vedeni prof. Her¢ika predevS§im na oblast
radiobiologie, vyzkum bakteriofdga a také molekularni biologii. Profesor Necas,
prednosta Biologického tstavu LFMU v Brné v letech 1961-92, od pocatku své
védecko-vyzkumné prace experimentoval s kvasinkami a jejich protoplasty, které
slouzily jako experimentalni model pro studium morfogenetickych procesi buiiky
v rdmci fyziologické a predevSim reparativni morfogeneze bunécnych struktur.
Zékladni idea byla vyuzit rGznych zplsobil poSkozeni buiiky a reparace jejich
struktur a funkce ke studiu zdkonitosti morfogeneze. Od prevzeti vedeni tstavu
prof. NecCasem veSkery experimentilni vyzkum buiiky na Biologickém ustavu
nese jeho charakteristické rysy a rukopis jeho mysleni. Predev§im je to Siroké
spektrum modell, na které se vyzkum postupné rozSifoval. Kromé kvasinek
zacaly byt vyuZivany dal$i jednobunécné modely — protozoa, fasy a houby,
pozdéji také Zivoci$né buiiky ve tkdfiovych kulturach.

Dal3im vyraznym rysem vyzkumné strategie prof. Necase byl proziravy vybér
aktudlni a perspektivni tématiky, v niZ dochizelo k postupné specializaci.
Pocatecni Siroce pojatd koncepce regenerace buiiky se zuZzila na vyzkum tlohy
povrchll v regeneraci a morfogenezi a pozd€ji vyustila ve studium funkce
cytoskeletu v zdkladnich Zivotnich procesech buiiky.

Prof. Necas dokédzal i v obtiZznych podminkach optimaln€ zajistit
experimentdlni vyzkum organizacng€, pfiméfenym pfistrojovym vybavenim,
zavedenim tymové spoluprdce vnitroustavni i v SirSim méfitku tehdejSiho
Statniho planu badatelského vyzkumu. Velmi rozmanitym se stalo také spektrum
metodickych pfistupd. Pivodni skromné vybaveni laboratoifi monokuldrnimi
mikroskopy Meopta bylo postupné doplnéno mikroskopy elektronovymi
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transmisnimi i skanovacim, ultramikrotomy, aparaturou freeze-etching,
fluorescen¢nimi mikroskopy a zavedenim techniky nepfimé imunofluorescence.

V 90. letech prof. Necas iniciuje dalSi novy perspektivni vyzkumny smér
v experimentdlni bunécné biologii - studium bunécného stresu, reakce cytoskeletu
a schopnosti butiky stresu Celit za Gc€asti stresovych proteintl. Vedle jiZ zminénych
modelll jednobunéCnych organismii byla pfi ustavu vybudovéina laboratof
tkafiovych kultur poskytujici vynikajici prileZitost pravé pro studium této
problematiky. Ve spoluprici s fadou dalSich pracovi$t napt. Biofyzikdlnim
istavem LF MU, Biofyzikdlnim astavem AV CR, Ustavem pfistrojové techniky,
se nyni na bunéénych kulturdch jako stresové faktory zkouSeji ultrazvuk, UV
zafeni, gama zafeni, vliv mechanického poSkozeni bunék mikromanipulaci
mechanickymi mikromanipula¢nimi néstroji, mikrurgickymi zasahy pulsnim
laserem a optickou pinzetou a uUlohy cytoskeletu v apoptoze. Ve spoluprici
s Laboratofi molekularni embryologie AV CR na MZLU a jejich konfokélniho
laserového mikroskopu se dafi s vétSi pfesnosti pozndvat nové podrobnosti
o stavbé sloZitého systému cytoskeletu normalnich i po§kozenych bunék.

Pii formovéni koncepce vyzkumu Biologického tstavu vyraznym zpisobem
prispély nékteré velmi praktické zdsady a organiza¢ni ustanoveni, které prof. Necas
prosazoval napt. kazdy den provést alespoil jeden maly experiment, pravidelné
pracovni porady, vzdélavaci semindie a zavedeni centrdlnich tstavnich sluzeb. Za
mimofadnou lze povaZovat schopnost Prof. Necase pomoci systémového pfistupu

-----

zobecnovat.

M. Gabriel (Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk University
Brno): Oldrich Necas and the history of yeast model on Department of
Biology of the MU Faculty of Medicine Brno.

Odfich Necas started his experimental work with yeasts during his studies in the
Medical Faculty in Brno. As a volunteer student in Department of Biology he was
forced to repeat experiments with a recovery of viable yeast cells from protein
crystals — very popular theme in the Lysenko’s era of biology. He luckily did not
confirmed such possibility, however, yeast cells attracted him so that they remained
models for his research for more than a half of century. His first observations dealt
with the regeneration potency of cytoplasmic droplets released from pressed yeast
cells. Later on, he described a method how to prepare yeast protoplasts, cells devoid
off the cell wall, on a large scale. One of the most important findings made by Necas
was that these protoplasts are capable of reversion to normal cells. This opened way
for the wide application of the yeast protoplasts in studies of cell wall regeneration,
ultrastructure, role of the cell wall in morphogenesis, membrane transport,
immunology, membrane biophysics, somatic hybridisation, genetic engineering,
etc. A group of medical students always surrounded Professor Necas in the
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laboratory and several of them became his close collaborators and followers,
working on yeast morphogenesis, yeast mating, role of the cytoskeleton, stress
factors, etc. Yeast protoplasts became a topic of many international conferences and
symposia, two of them took place in Brno.

S. Jantovd (Katedra biochémie a mikrobiolégie Chemickotechnologickej
fakulty Slovenskej technickej univerzity v Bratislave, Slovenskd republika):
Stratégia vyhladavania novych latok ucinnych proti mikrébnym
a nadorovym bunkam.

Onkologické ochorenia spolu s infekénymi chorobami predstavuji pre
Cloveka Zivot ohrozujuce riziko. Rozvoj lieCiv pouZivanych na liecbu tychto
ochoreni je sprevadzany s neustdlym rozvojom rezistencie. A prave rezistencia je
jednou z hnacich sil, ktoré stile nutia vyhladdvat nové antimikrobne
a protinddorovo ucinné latky. V ramci stratégie vyhladdvania novych
antimikrobnych latok sa vyskum sistreduje na latky G¢inné najmé na ludské
problémové mikroorganizmy a rezistentné patogénne kmene vyvolavajlce
bakteridlne a mykotické infekcie. V sucasnosti existuji dva hlavné strategické
pristupy k ziskaniu lepSich a uaclinnych latok: zlepSenie klasickych
antimikrébnych latok ich terCovanim na rezistentné faktory a vyvoj novych
ucinnych latok s novymi mechanizmami d¢inku. Vyhlad4vanie je zamerané na
vhodne kombindcie klasickych antimikrobnych latok, modelovanie a syntézu
novych chemickych Struktar s vyuZitim aj kombintoridlnej chémie, nové
inhibitory [3-laktamdz, inhibitory faktorov virulencie a bakteridlnych efluxnych
pump a na latky zasahujice do gendmu a génovej expresie.

Recentny vyskum vyhladdvania novych protinddorovych latok je
charakterizovany dvomi hlavnymi strategickymi pristupmi: zlepSenie
farmakologickych a terapeutickych vlastnosti klasickych cytostatik a vyvoj novych
ucinych latok zasahujtcich do bunkovej prolifercie, signdlnych drah, regulacnych
procesov a procesov metastazovania. Vyhladdvanie je najmé zamerané na inhibitory
bunkového delenia, inhibitory syntézy makromolekulovych litok (nukleovych
kyselin a proteinov), inhibitory tymidylatsyntetizy, dihydrofolatreduktazy,
proteinkinidz (A, C, tyrozinkinizy), topoizomerdz (I, II) a proteinaz, inhibitory
rastovych a regula¢nych faktorov (EGF, membrinovych receptorov resp.
regulacnych peptidov, induktory apoptdzy a inhibitory metastatickej kaskady).

Dnes sa beZne a rutinne pouZiva na vyhladdvanie novych potencidlnych
cytostatik primarny screening in vitro, pri ktorom sa rdznymi metédami sleduje
citlivost nadorovych buniek rastucich in vitro na cytotoxické latky. Screening
umoziiuje hodnotenie vicSieho mnoZstva latok a rychle vyraduje inaktivne
zluceniny; umoziiuje sledovanie vztahu medzi Struktirou a cytotoxickou aktivitou
a zaroven umozZiuje Stidium mechanizmu Gc¢inku. Na detekciu cytotoxicity sa
pouZivaju rdozne koncové body, napr. sa sleduje vitalita buniek, bunkovéa
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morfologia, proliferdcia buniek, poSkodenie membrany, bunkovy metabolizmus
a genom bunky. Na sledovanie vitality a cytotoxicity sa pouZivaji kratkodobé
testy (vitalne farbenie, uvoliiovanie oxidovanej formy znaceného chréomu z bunky
a metabolické testy) — su to testy na okamZitd alebo kratkodobt odpoved bunky.
Druhou skupinou testov si dlhodobé testy. PouZivaji sa na sledovanie
proliferacnej alebo metabolickej aktivity, pricom bunky su latkou ovplyviiované
kratko alebo pocas celého experimentu. V stcasnej dobe maji pri sledovani
vitality a cytotoxicity buniek velké vyuZitie mikrotesty v mikrotitracnych
platnickdch (MTT test, NR test, KB test, uridinovy test). Ako testovacie modely
sa pouzivaji rozne bunkové linie izolované z nadorov zvierat a Tudi.

Vlastnosti potencidlnej protinddorovej latky mozu byt charakterizované roznymi
parametrami napr. antiproliferacnou aktivitou, Strukturdlnou alebo funkénou zmenou
cytoplazmovej membrany, zmenou v obsahu bunkovych makromolekil, zmenou
bunkového metabolizmu. Dal§imi parametrami charakterizujicimi protinddorovy
ucinok latok je sledovanie zmien bunkového cyklu, indukcia apoptdzy, enzymova
aktivita (tymidylatsyntétazy, dihydrofolatreduktazy, topoizomerdz, proteinkindz,
proteindz), vplyv na cytoskelet bunky a ostatné organely, na signdlne drahy,
kontrélne a regulacné procesy, genovi expresiu a represiu atd.

V rdmci primdrneho screeningu antimikrébnej aktivity sme sledovali u¢inok
154 synteticky pripravenych latok predstavujicich sedem Strukturdlne r6znych
skupin na rdoznych zbierkovych kmetioch baktérii, kvasiniek a vldknitych hub.
Aktivita sa sledovala difuznymi resp. diluénymi metédami a miera ucinku sa
charakterizovala priemerom inhibi¢nej zony resp. hodnotami IC5( a MIC. Osem
najucinnejsich derivatov sa doporucilo ako potencidlne antimikrobne latky.

V rdmci n4sho primarneho screeningu protinddorovo u¢innych latok in vitro sa
sledoval cytotoxicky ucinok 215 synteticky pripravenych chemickych latok
deviatich Strukturdlnych sérii na Tudskej nadorovej bunkovej linii HeLa,
pochédzajucich z karcinému kréka maternice. U¢inok latok sa hodnotil po ich 48
h posobeni na asynchrénne rasticu bunkovu populdciu na zdklade mnoZstva
celkovych  bunkovych proteinov  stanovenych Lowryho metéddou
a charakterizoval sa hodnotami ICse. Cytotoxicita najicinnejSich derivatov
korelovala s cisplatinou. Dalej sme pri ac¢innych latkach sledovali ich
antiproliferatnd aktivitu in vitro na roéznych nadorovych bunkovych linidch
a mechanizmus ucinku. Na zdklade ziskanych vysledkov sme osem novych
chemickych latok doporucili ako potencialne cytostatikad na dalSie $tadium.

B. Ravcukovd, J. Kadlecovd, P. Kroupovd, A. Veseld, 1. Valdskovd, M.
Vojtiskovd, R. Gaillyovd (Oddé€leni 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice Brno,
prac. Détska nemocnice): Molekularni genetika neurofibromatosy 1.

Neurofibromatosa typu 1 (von Recklinghausen) je autosomdalné dominantni
onemocnéni charakterisované ¢etnymi neurofibromy, skvrnami cafe au lait, Lisch

131



noduly o¢ni duhovky, predispozici k tumorim nervového systému, s rtiznou
klinickou expresivitou. Frekvence vyskytu je 1 na 3000. Gen NF1 leZi v oblasti
17q11.2. DNA (350kb) kéduje mRNA o velikosti 11-13kb, tvofenou 60 exony.
Exprimuje se v riiznych tkanich. Protein neurofibromin obsahuje stfedovou
doménu homologni k GTPisa aktivaénimu proteinu a sniZuje aktivitu ras
onkogenu.

Pro uréeni prenosu patologické alely v rodindch uZivime 5 mikrosatelitnich
polymorfnich mist NF1 genu: Rsal $t€pné misto v exonu 5, BsaBl §t€pné misto
v intronu 19, GXAlu (AAAT)n a IVS2TG v intronu 27b a IVS38GT v intronu 38.
Provedend segregacni analyza byla informativni v 80% vySetfenych rodin.

Gen NF1 vykazuje jednu z nejvySSich mutacnich rychlosti s vyskytem az 50%
mutaci de novo. Vysvétleni tohoto jevu miiZeme najit ve velikosti genu, existenci
homolognich pseudogenti nebo chybénim mutacni hot spot oblasti. Byly
zavedeny vyhledavaci metody mutaci — DGGE, SSCP — pro exony 37, 31, 29, 28,
12, a 6 genu NF1. Nalezené mutace byly nisledné sekvenovany a identifikovany:
popsand mutace 6791 insA.

VétSina vSech mutaci (60-70%) NF1 genu (NNFF Consortium 1999) mi za
nasledek zkraceny protein. K analyze mutaci zménéného transkriptu se vyuZziva
PTT (1) nebo cDNA SSCP analyza (2), kdy zména DNA transkriptu je nasledng
upfesnéna sekvenovanim.

V nasi laboratofi je v soucasné dobé zavadéna cDNA SSCP analyza, nebot je
mozno detekovat nejen zkraceny DNA transkript, ale i bodové zmény na DNA
(substituce, delece a inserce), které neméni velikost proteinu. Tim se zvySuje
ucinnost detekce mutaci nad 70% jak je tomu pii pouZiti PTT metody.

Nasim prvnim vysledkem je zdchyt zmény mobility pomoci cDNA SSCP
u pacienta s dg. NF1 v oblasti exonu 28-31. Poloha i typ mutace budou nésledné
potvrzeny na sekvenacni Grovni.

(1) Park V. M. and Pivnick E. M (1998) J. Med. Genet. 35: 813-820.

(2) Ars E. et al. (2000) Human Molecular Genetics, 9/ 2: 237-247.

P. Novdk, L. Novdk', G. Schauberger’, (Department of Animal Hygiene, Faculty
of Veterinary Hygiene and Ecology, University of Veterinary and Pharmaceutical
Sciences Brno, 'Faculty of Medicine, Masaryk University Brno, Institut fiir
Medizinische Physik und Biostatistik Veterindrmedizinische Universitit Wien): The
evaluation of the stable climate influence on farm animals.

Housing environment systems, health and welfare concerns relate not only to
the pigs but also to the producers. Environmental condition, especially air
temperature has a direct effect on the animal’s energy expenditure and voluntary
feed intake and therefore on the production performance of farm animals. Gases,
dusts, microorganisms can be produced not only form the animals, but also form
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manure decomposition, feeds and building materials that are generally present in
and around animals. Acceptable air quality can usually be achieved with proper
ventilation and regular sanitation.

The objective of presented work was evaluation of selected microclimatic
factors (air temperature, humidity and movement, carbon dioxide concentration,
microbiological contamination and ventilation) during all macroclimatic
conditions (scaled in steps: 1-frosty winter, 2-moderate winter, 3-spring-autumn,
4-moderate summer, 5-hot summer).

We proved the high degree of correlation between the deviation of the indoor
climate outside the range of optimal values, and the lowered body mass increase
during the fattening period. The decrease in body mass growth was accompanied
with higher mortality rate and higher number of emergency slaughtering in the
herds. Especially the period of sudden changes in the outdoor climate, heavily
influenced the ventilation of stables, and provoked remarkable worsening of the
health status in the housed pigs.

Tab.1.
Pig loses during various macroclimatic situations

Macroclimatic conditions 1 2 3 4 5
Average total number of fattening pigs 994 995 950 970 1000
Number of emergency slaughtering pigs 30 20 9 39 50
Number of death pigs 29 24 9 11 21
Total pig looses 59 54 18 50 71
% of total count 59 54 1,9 5,1 7,1

Tab.2.

Evaluation of microclimatic factors in stable for fattening pigs

Classification Thermal comfort  Carbon dioxide Microbiological air Evaluation of
concentration contamination stable ventilation

Macroclimate 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 45 12 3 45
Optimum 0 1545 67235 101276 27 0 1515 3045 0 5 10 7575
Tolerance 15 65 45 33 53 69 67 64 24 55 85 75 65 60 45 70 70 65 25 25

Stress 85 20 10 0 24 26 23 24 0 18 15 1020 1010 3025 25 0 O
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Animal environments are complex and frequently comprise several stressors
simultaneously.

Therefore it is very important for evaluation of these complex relations to use
appropriate mathematical model, which will include the climatic conditions, the
feeding, together with the maintenance and the health care.

This work was supported by Osterreichische Ost- und Stidosteuropa-Institut
Wien within the project "Model of the animal performance including nutrition,
animal care and health status as well as the ecological implication due to the
animal-environment interaction inside livestock buildings” and Research plan
FVHE VFU Brno No.J16/98: 162700004.

L. Novdk (Faculty of Medicine, Masaryk University Brno): Modeling the
growth of homeotherms and the perspectives of its use in the regulation of
the nourishment and the optimization of the environmental conditions.

The body mass growth in homeotherms between the births and the time of the
body mass maturity exhibits an S shape form. The shape of the growth curve is
described by the growth function of the logistic type (Robertson 1907, Ostwald
1908) or of the exponential one (Gompertz 1825) introduced in biology on
suggestions of Wright (1926). The imperfection of this classical approach to
describe the growth curve without respect to physiological background Ludwig
(1929) considered as an example of the pure mathematical exercice. However, the
classical growth functions are widely used and further developed in the biological
research up to the present day (Bertalanfy 1941, Brody 1945, Richards 1959,
Parks 1970, Taylor 1980, KniZetova et al. 1991, Hyanek and Hyé4nkova 1995,
Hurwitz and Talpaz 1997, Emmans 1997).

The ”Self-regulating Growth Model”’(SGM) is based on the physiological
principle of conversion mass and energy of the feed to the mass and energy of
body substance (Novdk 1996). The model was approved in experiments with
laboratory rats (Novéak and Pipalova 1996) and broilers (Novék et al. 1997, Novak
and Zeman 1997). The SGM calculates the growth curve of the organism
independently on the growth of the raised individual but directly from the
physical data on the nourishment and the environmental conditions, in which the
modeled animal lives. The biology of the individual is characterized by the
average body mass of considered species, breed and sex. This value is usually
called as the asymptotic or genetic limited body mass.

The paper extends the physiological principles of the ~’Self-regulating Growth
Model” on the biological characteristic of the genotype’s expression of total
proteins, lipids, glycides, minerals and water content in the final phenotype body
mass of the individual. The developed Biological Model of the Growth” (BIOM)
automatically differentiates the body mass increase as well as the body mass
growth of the modeled individual into the basic components of body mass, eg.
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proteins, lipides, glycides and minerals. This fact broadens the possible use of the
BIOM for the study of the body mass composition in the direct relation to the
amount of proteins, lipids and glycides in the feed served under defined
conditions of the environment, the level of maintenance and medical care paid to
raised animals.

Sestavil: S. Cech

135



136



