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Prehledovy ¢lanek

Nédory $titné zladzy — molekularné genetické
pri¢iny a moznosti cilené léby

Béla Bendlovd, Sarka Dvordkova, Vlasta Sykorova, Eliska Vaclavikova,
Tereza Halkova

Endokrinologicky Gstav Praha, Oddé&leni molekularni endokrinologie

SOUHRN

Karcinomy stitné Zlazy jsou nejb&znéjsi malignitou endokrinniho systému. Hlavnimi genetickymi zménami jsou bodové mutace v RET proto-
onkogenu (somatické & zérodeéné) v piipadé medulérniho karcinomu, u karcinomd pochézejicich z folikulérnich bungk se jedné predeviim
o bodové mutace v genech BRAF a RAS & vznik tzv. RET/PTC preskupeni. Molekulérné-genetickd diagnostika RET mutaci u pacientd
s medulérnim karcinomem a jejich pribuznych je v soucasné dobg jiz soucdsti klinické praxe. Nyni se poznatky o genetické pficing nédor
zacinaji aplikovat také do cilené genové terapie, které umoziivje presnsjsi zacileni novych léciv a véti individualizaci lécby. Clanek shrnuje
hlavni genetické pficiny nddord 3tiné 2lézy a jejich vyuZiti v cilené terapii.

Kli¢ova slova: RET, karcinomy ititné zldzy, mutace, genové terapie.

SUMMARY

Bendlové B, Dvorakové 5, Sykorova V, Vaclavikové E, Halkova T. Thyroid tumors — moleculargenetic causes and choices for target therapy
Thyroid tumors are the most common endocrine malignancy. The main genetic changes are point mutations in the RET proto-oncogene (somatic
or germ-line) in medullary thyroid carcinoma and point mutations in BRAF and RAS genes or RET/PTC rearrangements in carcinomas developing
from follicular cells. Moleculargenetic diagnosis of RET mutations in patients with medullary thyroid carcinoma and their relatives is now the part
of clinical approach. Currently, knowledge about genetic causes of thyroid tumors has begun applying into target gene therapy providing new
therapeutic drugs and more individualized treatment. This review summarizes main genetic causes of thyroid tumors and their application in

target gene therapy.
Key words: RET, thyroid carcinoma, mutations, gene therapy.
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uvob

Nadory §titné Zlazy jsou nej¢astéjSi malignitou endokrinni-
ho systému. Karcinomy §titné Zlazy tvofi nehomogenni sku-
pinu nadord, lisicich se morfologicky i biologickym chovanim.
Mezi nadory vznikajici z folikularniho epitelu patfi dobfe dife-
rencované karcinomy (DTC) (papilarni — PTC a folikularni —
FTC), které si jsou podobné nékterymi klinickymi vlastnostmi,
malo diferencované karcinomy (poorly differentiated thyroid
carcinoma — PDTC), ozna€ované také jako insularni karcino-
my, a velmi agresivni nediferencované karcinomy (anaplas-
tické — ATC). Od parafolikularnich bunék (C-bunék produku-
jicich kalcitonin) je odvozen medularni karcinom §titné zlazy
(MTC) (1).

VsSechny tyto karcinomy vznikaji v disledku urcitych gene-
tickych zmén vedoucich k aktivaci proteinkinaz zapojenych do
dvou signalnich drah — MAPK (mitogen-activated protein ki-
nase), ktera je dllezitd v bunééné proliferaci, diferenciaci
a programované bunééné smrti, a PISK-AKT, ktera hraje roli
v regulaci glukézového metabolismu, v pfezivani, adhezi
a motilité bunék (2). Uplatriuji se zde pfedevsim dva moleku-
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larni mechanismy — bodové mutace, tzn. jednonukleotidové
zmény v DNA, a chromozomalni preskupeni, pfi kterém do-
chazi ke zlomu a spojeni dvou genu na stejném ¢&i odliSném
chromozomu. Etiologie obou mechanismi je odliSna. Chro-
mozomalini preskupeni mohou vznikat plisobenim radiacni-
ho zareni (terapeutické ¢i nahodné ozareni, napf. po ¢erno-
bylské havarii) ¢i v dusledku blizkosti fragilnich
chromozomalnich mist. Bodové mutace vznikaji pravdépo-
dobné chemickou mutagenezi, uvazuje se také o roli vyso-
kého pfijmu jédu (1). VétSina téchto mutaci je somatickych,
tzn. nachéazejicich se pouze v nadoru, zarode¢né mutace jsou
pfic¢inou familiarniho medularniho karcinomu (3). Identifikace
genetickych zmén a objasnéni jejich role v karcinogenezi je
ddlezitd nejenom z diagnostického a prognostického hledis-
ka, ale poznatky mohou byt aplikovany i v lé¢bé, pfedevSim
v podobé rozvijejici se cilené genové terapie.

HLAVNI GENY ZAPOJENE DO
KARCINOGENEZE STITNE ZLAZY (tab. 1)

RET proto-onkogen

RET (REarranged during Transfection) proto-onkogen je
lokalizovan na 10. chromozomu (10q11.2) a ma 21 exond.
Kdduje transmembranovy tyrozinkindzovy receptor s kli¢o-
vou ulohou v bunééném rastu, diferenciaci a preziti bunék
(4). Sklada se ze tfi funkénich domén — extracelularni se
Ctyfmi kadherinu podobnymi oblastmi, doménou vazajici
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Tab. 1. Hlavni geny zapojené v karcinogenezi §titné zlazy

—¢—

Gen Geneticka zména Typ karcinomu Vyskyt (%)
bodové mutace zarodec¢né familiarni MTC 95
RET bodové mutace somatické sporadicky MTC 50
. i PTC 20
preskupeni — P
PTC spojeny s ozarenim 50-80
. PTC 29-69
bodové mutace
ATC 30-40
BRAF
. . PTC 1
preskupeni — —
PTC spojeny s ozarenim 11
PTC 10-20
RAS bodové mutace FTC 40-50
ATC 20-40
. ) PTC 5-10
NTRK1 preskupeni — —
PTC spojeny s ozarenim 3
. - FTC 10-30
PIK3CA bodové mutace nebo amplifikace
ATC 25-45
FTC 8-10
PTEN ztrata nebo bodové mutace
ATC 6
TP53 ztrata nebo bodové mutace ATC 60-70
CTNNB1 bodové mutace ATC 65
PTC 1-5
PPARy preskupeni
FTC 30-35

vapnik a cysteinové bohatou doménou, dale z transmem-
branové a tyrozinkindzové domény. Mezi cysteiny se tvofi
disulfidické vazby, které jsou rozhodujici pfi formovani ter-
ciarni struktury RET proteinu. Po vazbé ligandu na extra-
celularni oblast receptoru dochazi diky cysteinové bohaté
oblasti k dimerizaci a autofosforylaci intracelularnich tyro-
zinovych zbytk(. Aktivovany protein stimuluje nékolik sig-
nalnich drah, kromé MAPK a PI3K-AKT signalni drahy, ta-
ké p38MAPK, Src/JAK/STAT3, JNK a proteinkinazu C (5).
Za normalnich okolnosti je RET protein exprimovan v ra-
nych vyvojovych fazich pouze v bunkach odvozenych z ne-
uralni listy. Je tedy nepostradatelny pro vyvoj &titné zlazy,
ledvin a sympatického, parasympatického a enterického
nervového systému. V pfipadé stitné zlazy se vyskytuje pou-
ze v parafolikularnich bunkach. Aktivace RET proteinu je
velmi pfisné regulovany, tkanoveé specificky proces. Pokud
dojde k jeho poruSe, stava se ucinnym onkogenem. U kar-
cinom( §titné zlazy se uplathuji oba vy$e popsané mole-
kularni mechanismy, které zplsobi na ligandu nezavislou
aktivaci.

U papilarniho karcinomu je RET proto-onkogen aktivovan
pomoci tzv. RET/PTC preskupeni, kdy dochazi ke spojeni
tyrozinkindzové domény RET genu s jinym bézné exprimo-
vanym genem. Druhy gen poskytuje promotor a dimeriza¢-
ni funkci, a tim dochazi k expresi aktivaéni domény RET ge-
nu, ktery za normalnich okolnosti ve folikularnich bunkach
Stitné zlazy prepisovan neni. Neporusena tyrozinkinazova
doména RET genu umoznuje RET/PTC proteinu aktivovat
MAPK signélni drahu (6). V sou€asné dobé je znamo 12 rGiz-
nych genU tvoficich s aktivaéni doménou RET genu 18 ty-
pG RET/PTC pfeskupeni, nej¢astéjsi je RET/PTC1 (s ge-
nem CCDCS86, diive H4) a RET/PTC3 (s genem NCOA4,
neboli ELET) (2). Zajimavé je, ze vSechny zlomy v RET ge-
nu jsou v 11. intronu. RET/PTC se vyskytuje asi u 10 az
20 % PTC a je pro tento typ karcinomu specificky. Vyskyt
RET/PTC je ¢astéjSi u déti a u pacientl s radiacni historii.
Prevalence RET/PTC preskupeni v nadorovych tkanich je
spojena s geografickou variabilitou, ale li§i se i v zavislosti
na pouzité molekularné genetické metodé (1). V naSem sou-
boru jsme za pouziti standardnich metod nalezli RET/PTC

124

preskupeni u 25,5 % pacientd s PTC. NaSe pilotni studie
ukazuje, ze vznik RET/PTC preskupeni mohou ovliviiovat
i nékteré polymorfismy v RET genu.

U medularniho karcinomu je RET proto-onkogen aktivo-
van bodovymi mutacemi a hraje kli€ovou roli pfedevsim
u familiarnich forem (MEN2A a MEN2B syndromy a FMTC),
kde se jedna o zarode¢né mutace, na rozdil od sporadic-
kého MTC, kde se somatické mutace vyskytuji pouze v na-
dorové tkani (7, 8). U MEN2A témér 90 % mutaci postihu-
je koddén 634 (11. exon), zatimco u FMTC jsou mutace vice
rozptyleny v extracelularni doméné bohaté na cystein (10.,
11., 13., 14. exon). Tyto mutace zpUsobuji dimerizaci mu-
tovanych proteind a na ligandu nezavislou konstitutivni ak-
tivaci RET kinazy. U syndromu MEN2B se vétSina zaro-
de¢nych mutaci naléza v kodonu 918 (16. exon)
v intracelularni tyrozinkinazové doméné RET proteinu (9,
10). Pfedpoklada se, ze tato mutace méni substratovou
specificitu RET kinazy, zplsobujici fosforylaci neobvyklych
intracelularnich protein. Nase vysledky detekce mutaci
v RET proto-onkogenu, rozdéleni mutaci vzhledem k fe-
notypu a zachyt mutaci udavaji tabulky 2 a 3. U sporadic-
kych MTC postihuje vétSina somatickych mutaci kodén 918
(16. exon), coz odpovida i u naseho souboru nadorovych
tkani (11). Detekce zarode¢nych mutaci umoznuje identi-
fikovat pfibuzné pacienta, ktefi maji vysoké riziko vzniku
MTC a u kterych se proto doporu€uje profylakticka opera-
ce. Podle klinické zavaznosti se dle novych americkych kri-
térii jednotlivé mutace rozdéluji do Ctyf rizikovych skupin
A az D s doporu€enym vékem a rozsahem profylaktické
operace (12). Do skupiny D se fadi nejagresivnéjSi muta-
ce v koddénech 918 a 883. U téchto pacientl se doporucu-
je profylakticka operace jiz do jednoho roku zivota. Skupi-
na C zahrnuje mutace v kodénu 634 s doporuc¢enim
operace do 5 let zivota. U skupiny B (mutace v kodénech
609, 611, 618, 620 a 630) se doporucuje operace také do
5 let zivota, ale je mozné ji provést i pozdéji. Nejméné agre-
sivni jsou mutace v kodénech 768, 790, 791, 804 a 891
(skupina A). U téchto pacientl je mozné provést profylak-
tickou operaci az po 5. roce Zzivota, pfipadné az pfi zvySe-
né hladiné kalcitoninu.
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Tab. 2. Zarode¢né mutace RET proto-onkogenu detekované v ¢eskych rodinach s MTC

Pocet rodin s detekovanou mutaci
Exon | Mutace Baze Spor. MTC FMTC MEN2A MEN2B
5 Gly321Arg GGG/AGG - 1 - -
10 Cys609Tyr TGC/TAC 1 - - -
Cys611Arg TGC/CGC 1 - - -
Cys611Tyr TGC/TAC 1 - - -
Cys618Arg TGC/CGC - 1 - -
Cys620Arg TGC/CGC - - 1 -
Cys620Phe TGC/TTC - - 1 -
11 Cys634Arg TGC/CGC - - 8 -
Cys634Phe TGC/TTC 1 - - -
Cys634Ser TGC/AGC 1 - 1 -
Cys634Ser TGC/TCC - - 1 -
Cys634Tyr TGC/TAC - - 1 -
Cys634Trp TGC/TGG - 1 - -
13 Glu768Asp GAG/GAC - 1 - -
Leu790Phe TTG/TTT 1 - - -
Tyr791Phe TAT/TTT 3 2 1 1
14 Val804Leu GTG/TTG 1 - - -
Val804Met GTG/ATG 4 1 - -
16 Met918Thr ATG/ACG - - -
pocet testovanych rodin 342 12 14 9

Tab. 3. Procentudlni zachyt zarode¢nych mutaci RET proto-onkogenu a vysledky genetické analyzy u probandl a jejich pfibuznych v ¢es-

kych rodinach s MTC (celkem testovano 725 osob)

Fenotyp rodin s MTC Spor. MTC FMTC MEN2A MEN2B Celkem
Pocet testovanych rodin 340 12 14 9 375
zachyt RET mutace 14 7 13 9 43
procentualni zachyt 4% 58 % 93 % 100 %

Pocet probandti s MTC 340 11 14 8 373
zachyt RET mutace 14 6 13 8 41
neinformativni vysledek 326 5 1 0 332
Pocet rodinnych pfislusniku 202 61 69 20 352
zachyt RET mutace 13 19 25 3 60
negativni vysledek 20 20 43 17 100
neinformativni vysledek 169 22 1 0 192

BRAF proto-onkogen

Gen BRAF koéduje serin-threoninovou proteinkinazu, ktera

je soucasti MAPK signalni drahy. Gen miZze byt aktivovan bo-
dovymi mutacemi, malymi delecemi ¢i inzercemi v ramci Cte-
ciho ramce nebo chromozomalnim preskupenim
(AKAP9/BRAF). V soucasné dobé je znamo jiz pfes 40 mu-
taci, ale 98-99 % BRAF mutaci nalezenych u karcinomu §tit-
né zlazy tvori substituce V60OE v 15. exonu (13). Tato muta-
ce zpusobuje konformaéni zménu, ktera imituje fosforylovanou
formu proteinu, a dochazi tak k neustalé aktivaci signalni dra-
hy bez jinak nezbytné stimulace aktivovanym RAS proteinem
(14). Mutace V600E je nejc¢astéjSi mutace nalézana u PTC
a je pro tento typ nadoru specificka. Je nalézana i u 20-40 %
PDTC a 30-40 % ATC, ale tyto karcinomy se mohou vyvinout
z PTC, jak doklada nalézana koexistence obou typl karcino-
mu (1). V nasem souboru 242 ¢eskych pacientl s PTC byla
mutace detekovana u 33,5 % papilarnich, 16,7 % malo dife-
rencovanych a jednoho anaplastického karcinomu. U medu-
larnich karcinom(l mutace detekovana nebyla. Mutace byla
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daleko méné ¢asta u folikularni varianty PTC (13,2 %) nez
u klasické papilarni varianty (46,4 %). Jeji pfitomnost byla spo-
jena s vy$sim vékem v Case diagndzy, vétsi velikosti nadoru
a vySSi agresivitou, pfedevsim s pfitomnosti metastaz v lym-
fatickych uzlinach, pokrocilej§im TNM stadiem a recidivou
onemocnéni (15). RET/PTC a BRAF se jen vzacné vyskytuji
zaroven, v naSem souboru jsme nalezli obé alterace soucas-
né u péti pacientl s PTC.

RAS proto-onkogen

RAS proteiny aktivuji MAPK, PI3K-AKT a dal$i signalni dra-
hy a tim reguluji proliferaci a pfeziti bunék. Jsou soucasti ro-
diny GTP vazebnych protein(. V patogenezi nadorl jsou du-
lezité tfi geny — H-RAS, K-RAS a N-RAS, které se nachazeji
na rdznych mistech v genomu, ale vykazuji velkou homolo-
gii. Mutace se vyskytuji pfedevSim v GTP vazebné domé-
né (12. a 13. kodon), kde zpUsobuji zvySenou afinitu ke GTP,
av GTPazové doméné (61. kodon), kde brani hydrolyze GTP
(16). Oba typy mutaci zpUsobuiji stabilizaci aktivni formy pro-
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teinu, a tim také neustalou stimulaci signalni drahy. Mutace
RAS genl se nachdzeji az u 30 % vsech lidskych nadord, ale
zatimco u vétsiny nadorl jsou nejcastéjsi mutace ve 12. a 13.
kodonu K-RAS genu, u tyroidalnich tumorl jsou nejc¢astéjsi
mutace v 61. kodonu N-RAS genu a 61. kodonu H-RAS ge-
u (17). Mutace RAS se nachazeji u véech nadoru stitné zla-
zy, u 10-20 % PTC (v podstaté vSechny u folikularni varian-
ty PTC), 2040 % folikularnich adenom(, 40-50 % FTC
a 20-40 % PDTC a ATC (1). Byly nalezeny také u MTC (18).
V naSem souboru 98 pacientd jsme u folikularni varianty PTC
nalezli i nékolik novych genetickych zmén RAS genl(, z nichz
néktereé by dle in silico analyzy mohly vyrazné ovlivhovat struk-
turu proteinu, a hrat tak vyznamnou roli v patogenezi PTC.

Dalsi geny

PAX8/PPARYy preskupeni vznikd chromozomalni transloka-
ci a fuzi genu PAXS8, ktery kéduje transkripéni faktor, a genu
PPARy koédujici jaderny receptor (peroxisome proliferator-ac-
tivated receptor). PAX8/PPARy je detekovan u 30-35 % FTC,
ale také u 2-13 % FTA a 1-5 % folikularni varianty PTC (1).

NTRK1 gen (NTRK1 — neurotrophin tyrosine kinase re-
ceptor 1, neboli TrkA) je lokalizovan na 1g21-22. Kéduje trans-
membranovy receptor nervového ristového faktoru a za nor-
malnich okolnosti je exprimovan v perifernich nervovych
gangliich. Ve folikularnich bunkach je aktivovan pomoci fuze
tyrozinkinazové domény NTRK1 genu s jednim ze tfi gen(.
Jsou znamy ¢tyfi formy vyskytujici se u méné nez 10 % PTC
(19). U mélo diferencovanych a anaplastickych karcinom( se
kromé vySe popsanych mutaci nachazeji jesté dalsi genetic-
ké zmény, pfedevSim v tumor-supresorovych genech TP53,
CTNNB1 (beta-katenin) a genech ucastnicich se PISK-AKT
signalni drahy (geny PIK3CA, PTEN a AKT1). U onkocytar-
nich (Hurthleho) karcinom(l se nachazeji mutace v tumor-sup-
resorovém genu GRIM-19 (NDUFA13), kitery kéduje protein
regulujici apoptézu a u€astni se mitochondridlniho metabo-
lismu (2).

MOLEKULARNE CiLENA TERAPIE

Klasickou lé¢bou karcinom0 §titné zlazy je vétSinou radi-
kalni chirurgicky vykon — totalni tyreoidektomie. Jak bylo zmi-
néno, u familiarnich forem MTC je tento vykon indikovan
i u dosud asymptomatickych pfibuznych pacienta — nositeld
patogenni zarode¢né mutace RET genu. U diferencovanych
karcinom0 nasleduje po operaci lIé¢ba radiojédem. Nékteré
karcinomy ovSem radiojod nepfijimaji, pfedevs§im PTC s po-
zitivni BRAF mutaci (13). Navic karcinomy §titné zlazy recidi-
vuji i po mnoha letech, proto je nezbytné dozivotni sledovani
pacienta. Lé¢ba malo diferencovanych karcinom( a anaplas-
tickych karcinom(, které jsou ¢asto neoperovatelné, je obtiz-
né a prognéza téchto pacientl velmi nepfizniva. Pro pokroci-
lejSi metastatické karcinomy a méné diferencované Cci
anaplastické karcinomy se proto hledaji nové moznosti Ié¢-
by. V poslednich letech se intenzivné studuje pfedevsim mo-
lekularné cilena lécba, tedy moznost inhibice abnormalné ak-
tivovanych proteint zahrnutych do signdlnich drah, které
pfimo vedou ke vzniku karcinomu §titné Zlazy, nebo dal$ich
signalnich drah, které rist nadoru a angiogenezi obecné pod-
poruji. V prvnim pfipadé se jedna o vySe popsané proteiny
RET a BRAF, ve druhém predevsim o receptorové kinazy rlis-
tovych faktord EGFR (epidermal growth factor receptor),
PDGFR (platelet-derived growth factor receptor) a VEGFR
(vascular endothelial growth factor receptor), které se podile-
ji na angiogenezi endotelialnich bunék a jejichz exprese je
u karcinomu &titné Zlazy ¢asto zvySena (20, 21).

Pro inhibici téchto proteind je k dispozici nékolik strategii,
zahrnujicich RNA interferenci k zastaveni exprese genu, ge-
novou terapii s dominantné negativni mutantni alelou nebo vy-
uziti malych molekul, které slouzi jako inhibitory tyrozinkinaz.
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Obr. 1. Pusobeni inhibitord na signalni drahu

Genova terapie je pro lé¢bu nadorti §titné zlazy zvlasté atrak-
tivni, protoze je zde moznost selektivniho zacileni terapeu-
tickych gend do nadorovych bunék aplikaci tkanové specific-
kych promotort, jako je napF. kalcitoninovy promotor u MTC,
¢imz dochazi ke snizeni mimonadorové toxicity. Moznosti jsou
zatim testovany zejména in vitro na tkanovych kulturach ne-
bo na zvifecich modelech (22, 23).

Jiz v klinickeé fazi je testovani inhibitort tyrozinkinaz (TKI)
(24, 25). Mechanismus jejich pusobeni spociva v blokaci ATP
vazebného mista kindzy. Tim se zabrani navazani bunééné-
ho ATP, fosforylaci a stimulaci signalnich drah. Vyhodou TKI
je peroralni podavani, relativné mala toxicita, nevyhodou je
mala specificita inhibitor(i pro uréitou kindzu a postupna rezi-
stence nadoru k pouzitému inhibitoru. Tato rezistence je pri-
marné zplsobena klondlni expanzi naddorovych bunék ne-
soucich sekundarni mutace, které mohou chranit kinazu
zménou konformace nebo pfimo méni vazebné misto pro TKI.

Proti aktivaci RET proteinu bylo vyvinuto nékolik malych
molekul TKI, jejichz testovani nejen in vitro a in vivo, ale
i v preklinickych a klinickych studiich pfineslo slibné vysledky
pro terapii MTC a PTC. Jsou to inhibitory s firemnimi nazvy
Vandetanib, Sunitinib, Sorafenib, Motesanib, Imatinib, CEP-
-751, CEP-701, XL-880, XL-184 a RPI-1, jejichz pUsobeni na
signalni drahu je zobrazeno na obrazku 1. Klinické studie uka-
zaly Uspésnost lééby pomoci TKI u 30-50 % pacientd s me-
tastatickym MTC. Nejslibn&jSim kandidatem z testovanych po-
tencidlnich [éCiv se zatim jevi Vandetanib (ZD6474).
Vandetanib je v prvni fadé inhibitorem VEGFR-2, ale efektiv-
né blokuje i RET a EGFR (26, 27). Inhibuje tak nadorovy rist
a plsobi zaroven jako antiangiogenni agens, pfitom ma rela-
tivné nizkou toxicitu pro okolni tkané. Vandetanib blokuje rist
nadorovych lidskych linii nesoucich nej¢astéjsi mutace RET
genu spojené s MEN2B, MEN2A a FMTC i RET/PTC pre-
skupenim, ale neni schopny inhibovat aktivaci zplsobenou
mutaci v kodonu 804. Proto je dllezité pfed nasazenim Iéc-
by provést u pacienta genotypizaci RET genu. U pacientd
s metastatickym MTC po podani Vandetanibu klesla hladina
kalcitoninu v plazmé a zastavil se nadorovy rdst. Sunitinib je
dalsim multikinazovym inhibitorem pusobicim proti aktivaci
RET (v€etné RET/PTC), ale také proti PDGFR a VEGFR2
(28).

Bylo identifikovano a testovano i nékolik inhibitord BRAF
proteinu. Jejich pouziti je vyhodné predevsim diky vysokému
zachytu mutace BRAF u PTC a jeji asociaci s dediferenciaci
nadoru a resistenci na radioterapii. Navic, v MAPK signalni
kaskadé je BRAF protein az za RET a RAS proteiny, a tak
inhibitory BRAF mohou pUsobit efektivné i v nadorech s jiny-
mi mutacemi této signalizaéni drahy (obr. 1). Sorafenib
(BAY43-9006) byl pdvodné vyvinut jako inhibitor BRAF pro-
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VEGFR-2, VEGFR-3, PDGFR-beta a RET (v¢etné RET/PTC
a mutace v kodonu 804) (29, 30). Inhibuje proliferaci PTC,
MTC a ATC bunék a angiogenezi indukci endotelidlni apo-
ptézy. Efektivné blokuje normalni i mutovanou V600E BRAF
kinazovou aktivitu. Tento inhibitor byl uspésné testovan u pa-
cientd s metastatickym PTC, FTC a MTC. DalSimi inhibitory
proti BRAF jsou PLX4032 a XL281. Oba se vazi i na aktivni
formu BRAF proteinu, na rozdil od Sorafenibu, ktery se vaze
pouze na inaktivni formu a udrzuje ji v inaktivni konformaci
(31). Inhibitorem VEGFR je také Axitinib (AG-013736), ktery
je vice specifickym proti VEGFR nez vy$e zminéné TKI. Blo-
kuje také aktivitu PDGFR kinazy (32).

ZAVER

Nadory §titné zlazy, stejné jako vSechna nadorova one-
mocnéni, jsou zplsobeny genetickymi poruchami, nejcastéji
aktivaci proto-onkogen( &i inhibici tumor-supresorovych ge-
nd. Znalost téchto genetickych poruch je dllezita nejen z po-
hledu zakladniho vyzkumu, ale zejména z diagnostického
a prognostického hlediska. Nedavné pokroky v molekularni
onkologii umoznily vyvoj novych Ié€ebnych strategii, které jsou
velkym pfislibem pro Ié¢bu pacientll, zejména s agresivnimi
formami nadort §titné Zlazy, u kterych jsou moznosti Ié€by vel-
mi omezené. Pribézné vysledky probihajicich klinickych stu-
dif, které ovéfuji uc¢innost nékterych inhibitord tyrozinkinaz vy-
padaji velmi nadéjné. Mozna se v dohledné dobé dockame
i cilené genové terapie téchto nadoru, ktera by umoznila spe-
cifictéjSi zasah a vétsi individualizaci 1é¢by.

Zkratky

ATC — anaplasticky karcinom §titné zlazy

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DTC — diferencované karcinomy §titné zlazy
EGFR - receptor pro epidermalni ristovy faktor
FMTC  — familiarni medularni karcinom §titné zlazy
FTC — folikularni karcinom §&titné Zlazy

GTP — guanozin trifosfat

MAPK - proteinkinaza aktivovana mitogeny

MEN2A - mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2A
MEN2B - mnohocetna endokrinni neoplazie typu 2B

MTC — medularni karcinom §titné zlazy

PDGFR - receptor pro riistovy faktor pochazejici z desticek

PDTC - malo diferencovany karcinom &titné zlazy
PPAR  —kodujici jaderny receptor
PTC — papilarni karcinom §titné zlazy

TKI — inhibitory tyrozinkinazy
TNM — tumor-node-metastasis
VEGFR - receptor pro vaskularni endotelialni ristovy faktor
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Prehledovy ¢lanek

Autofagie a jeji Uloha v obranné a pogkozuijici
zénétové reakci*

Jan Krejsek, Lucia Hrné&iFova, Drahomira Holmannovd, Irena Berglova,
Mouhammed Abuattieh, Ctirad Andrys

Univerzita Karlova v Praze, LékaFskd fakulta v Hradci Kralové, Ustav klinické imunologie a alergologie FN

SOUHRN

Autofagie je souddsti biologické strategie buiky prekonat nepiiznivé Zivotni podminky. Je vyznamnou slozkou obrany cytoplazmatického
kompartmentu buitky pred intracelularnimi patogeny. Abnormity v autofagii jsou jednou z pficin nedostatecné kontroly mikrobiomu streva
nemocnych s Crohnovou chorobou a podileji se na jeji imunopatogenezi. Deregulace autofagie prispiva k prezivéni autoreaktivnich T-lymfocytd,
a uplatiiuje se tak v imunopatogenezi roztrousené sklerézy.

Kli¢ova slova: autofagie, imunita, zanét, roztrousend skleréza, Crohnova choroba.

SUMMARY

Krejsek J, Hrnéifova L, Holmannova D, Berglova I, Abuattiech M, Andrys C. Autophagy and its role in protective and damaging inflammatory
response

Autophagy is an integral part of cell strategy to overcome adverse living conditions. Moreover, autophagy participates in the protection of
cytoplasm against invasion of the intracellular pathogenic bacteria. Abnormalities in the autophagy are participating on the inability of Crohn’s
disease patients to maintain gut microbiome homeostasis ultimating in the development of immunopathological reaction in these patients.
Autophagy can enhance the survival of autoreactive T cells in multiple sclerosis patients thus contributing to the disease induction and progression.

Key words: autophagy, immunity, inflammation, multiple sclerosis, Crohn'’s disease. Kr.
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*Rukopis je dedikovan jako souéast pfipomenuti 150. vyroé&i vzniku Casopisu |ékaft éeskych.

uvobD

Organismy si evolu¢né vytvofily velmi U¢inné a rozmanité
strategie jak prezit. Vrcholu svého ,umu® dosahla v tomto ohle-
du evoluce v Homo sapiens. V tomto pfehledovéem sdéleni
se pokusime stru¢né vysvétlit jeden z adapta¢nich mecha-
nismu, ktery vyuziva ke svému preziti zakladni funkéni jed-
notka organismu — burika. Konkrétné se budeme zabyvat pro-
cesem autofagie, ktery plvodné zajistoval burice preziti za
nepfiznivych podminek. Od této zakladni ulohy autofagie se
postupné oddélily dalsi vyznamné funkce. Autofagie se podi-
Ii na udrzeni integrity buriky na urovni makromolekul a orga-
nel. Sehrava vyznamnou roli v obrané proti nitrobunééné lo-
kalizovanym patogennim mikroorganismiim a uplatiiuje se
v regulacnich i efektorovych funkcich imunitniho systému. Au-
tofagie, ktera byla jeSté v nedavné dobé tématem vyzkumu
pro specialisty v bunééné biologii, se v souasnosti dostava
do popredi zajmu mnoha odborniki v klinické mediciné. Jsou
totiz jiz nyni k dispozici Udaje, Ze autofagie se fyziologicky i pa-
tofyziologicky podili na udrzeni bunééné i celkové homeosta-
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zy. Uplatiiuje se v patogenezi zanétlivych a degenerativnich
procesl, které jsou pfi¢inou vzniku a rozvoje zavaznych one-
mocnéni a urcuji i starnuti ¢lovéka (1-3).

AUTOFAGIE - HOMEOSTATICKY BUNECNY
MECHANISMUS

V pribéhu Zivotniho cyklu bunky, ktery za¢ina vznikem no-
vé buniky a kon¢i nékterou z forem bunécné smrti (apoptoza,
nekrdéza, pyroptdza, pyronekrdza, autofagie aj.) jsou v pro-
cesu proteosyntézy tvofeny nové proteiny (4, 5). Proteosyn-
téza je slozité strukturovany dgj, ktery je na mnoha urovnich
regulovan. Pfesto vznikaji i za fyziologickych okolnosti prote-
iny, které jsou strukturné a funkéné alterované. Pravdépo-
dobnost tvorby alterovanych molekul se zvySuje vlivem bu-
nécného stresu ¢i starnuti buriky. Burika mize ¢ast defektnich
konformacéné zménénych bilkovin opravit prostfednictvim stre-
sovych proteinl Hsp, patficich do rodiny chaperon(. Vétsina
alterovanych makromolekul nebo agregatii bilkovin v§ak mu-
si byt degradovana. Burika jejich degradaci sleduje dva cile:
odstranuje potencialné Skodlivé makromolekuly a jejich re-
cyklaci ziskava energii a vychozi slozky pro nové biosyntézy.
Pro degradaci bilkovin vyuziva tzv. proteazomovou cestu, kdy
je protein denaturovan, oznacen ubikvitinem a smérovan do
specializované organely, proteazomu, k degradaci. Zvlastni
postaveni v této cesté zaujimaji tzv. imunoproteazomy, které
vytvareni peptidové fragmenty nasledné transportované do en-
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Obr. 1. Autofagie — nitrobunéény mechanismus

doplazmatického retikula prostfednictvim transportnich systé-
mu TAP. V endoplazmatickém retikulu tyto antigenni frag-
menty vytvareji komplexy s molekulami HLA I. tfidy a jsou po
vystaveni na buné&né membrané rozpoznavany cytotoxicky-
mi CD8* T-lymfocyty.

Degradace alterovanych makromolekul je realizovana
i teprve v nedavné minulosti popsanou cestou autofagie. Au-
tofagii mohou byt odstranény velké bunééné struktury, napfr.
mitochondrie, jejichz degradace prostfednictvim proteazomu
neni pochopitelné mozna. Autofagie spociva v ohrani¢eni
a sekvestraci alterovanych makromolekul, agregatd ¢i naru-
Senych organel v urcitém okrsku cytoplazmy dvoji cytoplaz-
matickou membranou. Vznika tak autofagozom, ktery je na-
sledné smérovan k fuzi s lyzozomem. Ve vzniklém
autofagolyzozomu je ohrani¢eny material proteolyticky rozlo-
Zen. Takto popséna je tzv. makroautofagie. Kromé ni se na
smeérovani materialu do endozomalniho/lyzozomalniho kom-
partmentu podileji je$té mikroautofagie a autofagie zpro-
stfedkovana chaperony. Jak jiz bylo fe¢eno, autofagie pro
burku zajisti odstranéni potencialné Skodlivych makromole-
kul. Degradace oxidativné ¢i enzymaticky modifikovanych
makromolekul, ale i zdravych komponent cytoplazmy vSak
umozni i pfeziti bunky za situace bunécné metabolické krize,
nutriéni, oxidativni, informacni &i jiné deprivace buriky. Zde
¢astecna konzumpce vlastnich bunéénych struktur da burce
moznost pfekonat obdobi metabolické Ci jiné deprivace. Kii-
¢ovou regula¢ni molekulou, ktera slouzi jako senzor nitrobu-
nécné urovné energie a zivin, tj. ATP a volnych aminokyse-
lin, je kindza mTOR. Nutrienty a riistové faktory udrzuji kinazu
mTOR aktivni a procesy autofagie jsou jejim prostfednictvim
blokovéany (1).

Autofagie zahrnuje tfi kroky: inicia¢ni, ve kterém vznika
z biomembran dtvar ve tvaru ptlmésice, zvany fagofor; dale
elongaéni a uzaviraci krok, ve kterém je v kompletni autofa-
gozom uzavfen a obklopuje material uréeny k degradaci (car-
go). Poslednim je maturacéni krok charakterizovany pfeménou
autofagozomu do degradacni organely — autofagolyzozomu,
ktery vznika jeho fuzi s pozdnimi endozomalnimi a lyzozo-
malnimi organelami. Lze konstatovat, ze nasSe predstavy o mo-
lekularnim zakladu tohoto procesu jsou zatim neuplné. De-
tailni popis je za ramcem tohoto sdéleni, a proto odkazujeme
na puvodni literaturu. RAmcové lIze konstatovat, ze kinaza
mTOR spolu s dald§imi komponentami zajisti tvorbu fagoforu
vychazejiciho z endoplazmatického retikula. Tohoto procesu
se zucastni cytoplazmatickd membrana, endoplazmatické re-
tikulum, mitochondrie, proteinové a lipidové komponenty, na-
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pf. fosfatidyletanolamin a fosfatidylserin, které jsou odvozeny
pravé z mitochondrii. S ohledem na dal$i vyklad uvedeme,
ze iniciacni faze autofagie reguluji molekuly beclin a mATG14.
V kroku elongace konjuguji molekuly ATG5-ATG12 s ATG6L,
které se regulacné podileji na vytvoreni organely, tvofené dvo-
jitou biomembranou, ktera obklopi obsah pro naslednou ly-
zu. V tfetim, maturaénim kroku, fuzuje autofagozom s lyzo-
zomy opét uCinkem slozitych molekulovych komplexu,
obsahujicich beclin. Po fuzi je vnitfni membrana autofagozo-
mu lyzovana a proteolyticky je degradovan i obsah autofago-
lyzozomu (2) (obr. 1).

AUTOFAGIE A IMUNITNIi ODPOVED

Od zakladni funkce autofagie, tj. udrzovat homeostazu buni-
ky a umoznit jeji preziti v nepfiznivych podminkach, je evo-
luéné odvozena uloha autofagie v regula¢nich a efektorovych
funkcich imunity. Vhled do této mimofadné komplexni oblas-
ti imunologie umoznil fundamentéalni paradigmaticky novy po-
hled na vrozenou imunitu. V uplynulych 15 az 20 letech byla
znovu objevena a Sifeji pochopena zasadni role vrozené imu-
nity na udrzeni homeostazy, jak byla formulovana jiz v roce
1883 lljou Mecnikovem. Ve zcela zkratkovitém prehledu zda-
raznime nékolik klic¢ovych aspektu.

Bylo prokazano, ze buriky vrozené imunity, zvlasté den-
dritické a makrofagové elementy, ale v urcité mife vSechny
ostatni burky téla véetné epitelovych a endotelovych bu-
nécnych struktur exprimuji receptory, které oznacujeme jako
receptory PRR (pattern recognition receptors). Receptory
PRR jsou schopny odliSit nebezpecné vzory, tj. takové struk-
tury, které pfimo nebo zprostfedkované naruSuji homeosta-
zu ¢loveka. Protikladem k signaliim nebezpeci, na které mu-
si télo reagovat zanétovou odpovédi, jsou bezpe€né signaly,
které homeostdzu nenarusi a télo na né nebude reagovat.
Kazda obranna reakce téla je spojena s metabolickymi na-
klady a jistou mirou poskozeni vlastnich struktur. Proto je
koncepce ,nebezpeéné” vs. ,bezpecné” tak vyznamna. Re-
ceptory PRR jsou lokalizovany na bunéénych membranach
nebo se nachazeji v nitrobunéénych kompartmentech — na-
pf. v.endozomu. Nékteré jsou vSak rozptyleny i volné v cy-
toplazmé. V télnich tekutinach, napf. plazmé, se nachazeji
solubilni receptory PRR. Receptory PRR jsou v sou¢asnos-
ti pfedstavovany jiz nékolika desitkami pIné definovanych
struktur (6, 7).
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Jak jiz bylo fe€eno, receptory PRR identifikuji signaly ne-
bezpedi, které mazeme rozdélit na nebezpeéné vzory nacha-
zejici se ve vnéjSim prostfedi — exogenni a na signély ne-
bezpeci, které vznikaji v organismu — endogenni signaly
nebezpedi. Exogenni nebezpecné vzory jsou tézko popsatel-
nou smeésici nebezpecénych podnétd rizného plvodu a rliz-
ného charakteru. Pro naSe Uvahy se soustfedime pouze na
nebezpecné vzory charakterizujici patogenni mikroorganismy.
Velmi zjednodu$ené lze fici, ze patogenni mikroorganismy
jsou charakterizovany pfitomnosti PAMP (pathogen associa-
ted molecular patterns) a indukuji obrannou zanétovou reak-
ci. Naopak nepatogenni mikroorganismy véetné pfirozené
mikrofléry lovéka vzory PAMP neobsahuji a zanétovou reakci
neindukuji. Timto zplsobem je vyfeSen paradox klasického
paradigmatu fungovani imunitni soustavy postaveny na roz-
poznavani ,ciziho“ a toleranci ,vlastniho“. Je zfejmé, ze v mo-
delu mikrobialniho svéta by realizace této koncepce vedla k re-
akci i na nepatogenni mikroorganismy, pfipadné na slozky
vlastni mikrofldry, protoze i tyto se jevi specifické imunité ja-
ko cizi. Koncepce receptorll PRR jako charakteristickych roz-
poznavacich struktur vrozené imunity, ale také epitelovych a ji-
nych bunéénych struktur téla schopnych odlisit vzory PAMP
a reagovat na né rozvojem zanétové reakce resi (8, 9).

Teprve s asovym odstupem byla propracovana koncepce
endogennich signall nebezpeci. Jakékoliv inzulty, které po-
Skodi integritu bunék a tkani, jsou pfi¢inou vzniku alterova-
nych struktur nebo jsou odpovédné za bunécénou smrt cha-
rakteru nekrozy, Ize oznadit jako endogenni nebezpeéné vzory
DAMP (danger associated molecular pattern). Opét Ize stézi
provést vycet vzord DAMP, které v priibéhu Zivota ¢lovéka
vznikaji. Velmi zjednodusené Ize za vzory DAMP povazovat
chemicky nebo oxidativné modifikované molekuly (oxLDL),
konformaéné zménéné proteiny (tau protein), agregaty bilko-
vin, ale také pfitomnost krystall uratd. Vyraznymi vzory DAMP
jsou struktury translokované do jinych nez fyziologickych kom-
partment( buriky. Takovym pfikladem mohou byt nukleopro-
teiny (HMGB-1), které se z jaderné lokalizace pfi nekréze do-
stédvaji mimo tento kompartment. Extracelularné zvySené
koncentrace primarné intracelularné lokalizovanych molekul,
napf. ATP ¢&i eflux drasliku, jsou opét identifikovany recepto-
ry PRR jako pfitomnost endogennich signald nebezpedi
(10-12).

K identifikaci exo- i endogennich signall nebezpeci ma buri-
ka k dispozici omezené mnozstvi nékolika desitek v soucas-
né dobé definovanych receptorli PRR. Tyto receptory jsou spo-
jeny s nitrobunéénymi signalnimi drahami, které obvykle
vedou k aktivaci transkripéniho faktoru NFxB a aktivaci kinaz
MAPK. Cestou NFkB je stimulovan prepis gend s obecné pro-
zanétovymi aktivitami. Tyto kroky jsou realizovany v ¢asnych
fazich rozvoje zanétové odpovédi, na kterych se podileji sloz-
ky vrozené imunity a jinych bunéénych systému téla. Zapoje-
ni specifické imunitni odpovédi, pfedevsim T lymfocytarniho
systému, pfedstavuje naslednou etapu rozvoje zanétové od-
povédi. Je dobfe dolozeno, ze T lymfocytarni specificka imu-
nitni odpovéd je podminéna funkci bunék vrozené imunity,
predevsim dendritickych bunék a makrofagu, které slouzi ja-
ko buriky prezentujici antigen. Z naznaceného je tedy zfej-
mé, ze specificka T lymfocytarni imunita je rozvijena pouze za
situace, kdy buriky vrozené imunity identifikovaly nebezpec-
né vzory, zpracovaly je a antigenni fragmenty prezentovaly
T-lymfocytdm v kontextu kostimulaénich molekul a v kontex-
tu optimalniho cytokinového mikroprostredi (13).

VysSe uvedeny struény narys sou¢asného paradigmatu fun-
govani imunitni soustavy byl nutny pro nasledujici popis, jak
je do funkce imunitni soustavy integrovan fenomén autofa-
gie. Autofagie ve vztahu k imunitni reakci totiz musi vyrazné
kooperovat s nékterymi komponentami imunitniho systému
(14). Rozhodujici je uvodni faze, ktera je na pocatku autofa-
gické masinérie. Autofagie se spolupodili na udrzeni bezmik-
robniho prostfedi buriky, pfedevsim jejiho cytoplazmatického
kompartmentu. Schopnost patogennich bakterii vstupovat do
tohoto kompartmentu pfedstavuje vyznamny mechanismus
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uniku této skupiny patogend imunitnimu dozoru. Cytoplazma
bunky slouzi pro patogenni bakterie jako idedlni zdroj zivin.
Navic jsou bakterie v tomto kompartmentu skryty slozkam imu-
nitniho dozoru. Intracelularné parazitické bakterie si evoluc-
né vytvofily velmi sofistikovany zplsob jak vstupovat do hos-
titelskych bunék, zvlasté do bunék vrozené imunity. Vyuzivaji
k tomu i receptory vyjadfené na povrchu bunék. Jiné skupiny
bakterii maji schopnost pomoci sekre¢nich systéma, napf. se-
kre¢niho systému lll. typu, vnaSet do cytoplazmy hostitelské
buriky své nebezpecné vzory. Proto je nezbytné, aby v cyto-
plazmé bunék byly pfitomny receptory PRR, které patogenni
bakterie ¢i jejich produkty identifikuji a eliminuji (15).

V cytoplazmé jsou lokalizovany receptory, které oznacuje-
me jako receptory NLR (16). Jejich strukturni charakteristika
je zndma. DalSimi strukturné odlidnymi senzory PRR jsou v cy-
toplazmé receptory oznacované jako RIG. Identifikace velmi
rozmanitych bakterialnich PAMP — napf. muramyldipeptidu
Gram+ bakterii, kyseliny diaminopimelové M. tuberculosis
a mnoha jinych prostfednictvim receptorti NLR vede k sesta-
veni tzv. inflamazomu. Opét velmi zjednodusené uvadime,
ze inflamazom je definovan jako multimolekulovy komplex,
ktery funkéné vede k aktivaci latentni prokaspazy-1 za vzni-
ku aktivni kaspazy-1. Ta $tépi biologicky neaktivni prekurzo-
ry interleukinu-1B (IL), IL-18 a zfejmé také IL-33 za vzniku
v pfipadé IL-183 a IL-18 zfetelné pluripotentnich prozanétovych
cytokin, které stimuluji rozvoj zanétové odpovédi na v cyto-
plazmé pfitomné mikroorganismy. Imunobiologické efekty
IL-33 jsou komplikovanéjsi a nebudou v tomto pfehledu dis-
kutovany (17, 18).

Pro vytvofeni prozanétovych podminek jako odpovédi na
intracelularné lokalizované patogenni bakterie vedle sebe pu-
sobi jednak signalni draha NF«B, ktera vede k zvy$ené tvor-
bé latentnich forem prolL-13, prolL-18, prolL-33 a dalSich cy-
tokind (19). Soucasné je vySe popsanym zpUsobem
stimulovano sestaveni inflamazomu, ktery konvertuje latentni
formy interleukini na zminéné mimoradné potentni prozané-
tové plsobky (20). Soucinnost signalni drahy NFxB a sesta-
veni inflamazomu jako nutné podminky tvorby pluripotentnich
prozanétovych cytokinli pfedstavuje vyznamny regulaéni pr-
vek zanétové reakce. ZvySena tvorba prozanétovych cytoki-
na je charakteristickd pravé pro ¢asné faze obranné reakce
proti mikroorganismim. Paradoxné vSak nefesi vlastni sana-
ci nitrobunécénych kompartmentt od invadujicich patogennich
mikroorganisma (21). Jejich eliminace je mozna cytotoxickou
aktivitou, pfi které je v3ak infikovana burika likvidovana. Vhod-
néjsi zplUsob, ktery neni spojen se ztratou infikované buriky,
je nitrobunécna ocista. Na ni se podili pravé autofagie. Velmi
zjednodus$ené je autofagie vyuzita k tomu, aby identifikované
patogenni bakterie byly vyS§e popsanymi zplsoby obklopeny
autofagozomalnim membranovym aparatem, a tak sekvest-
rovany od zbytku cytoplazmy. V dalSim kroku je potom auto-
fagozom smérovan k endozomalnimu &i lyzozomalnimu apa-
ratu bunky, se kterym fadzuje. Vytvorfeni autofagozomu
obklopujiciho patogenni bakterie v Uvodnich krocich vyzadu-
je soucinnost s receptory NLR, které mikroba identifikuji. Po
vytvoreni autofagolyzozomu jsou bakterie v agresivnim pro-
stfedi usmrcovany a proteolyticky rozkladany. Vznikaji z nich
vyuzitelné ziviny (22).

Vy$e uvedené predstavy o iniciaci autofagie prostrednic-
tvim receptort NLR jsou v sou¢asné dobé postupné doplrio-
vany o hlubsi poznani podilu dal$ich molekulové odliSnych cy-
toplazmatickych receptord signdld nebezpeci. Neékteré
z receptort TLR jsou lokalizovany intracelularné, a mohou tak
slouzit jako inicializa¢ni receptory procesu autofagie. Takovato
vazba byla prokazana mezi heterodimery TLR2/TLR1, dale
TLR3 a TLR7/8. Dal$imi z nich jsou receptory ozna¢ované ja-
ko SLR (sequestosome-like-receptors). SLR jsou definovany
jako autofagické receptorové/adaptorové molekuly, které roz-
poznavaji substraty ur¢ené pro autofagii ubikvitinaci. Byla pro-
kazana uloha receptord SLR v autofagii nitrobunécné lokali-
zovanych bakterii rodd Salmonella, Shigella, Listeria
a Streptococcus (23).
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Je obecné pfijimano, Ze v procesu autofagie jsou nékteré
cytoplazmatické proteiny, které jsou pfivedeny do procesu au-
tofagie prostfednictvim SLR zpracovany tak, ze jejich rozlo-
zenim v autofagolyzozomu dochazi k jejich uplnému rozkla-
du na jednotlivé aminokyseliny, které jsou pouzitelné pro
anabolické potfeby buriky. Z pohledu imunity je vSak unikatni
moznost, ze ¢asteénym proteolytickym rozstépenim téchto cy-
toplazmatickych substratl vznikaji peptidové molekuly, které
maji vlastnosti antimikrobialnich peptidi. Mohou se bezpro-
stfedné podilet na autofagozomovém usmrceni sekvestrova-
nych patogent (mykobakterii). Maji vSak i signalni ulohy pro
rozvoj imunitni reakce, protoze antimikrobidlni peptidy, napf.
defenziny jsou povazovany za vyznamné endogenni nebez-
pecné vzory stimulujici vznik a rozvoj zanétové odpovédi. Pro
tyto vlastnosti se oznacuji jako tzv. alarminy (24). Alarminy sti-
muluji diferenciaci dendritickych bunék a zpracovani antigend
v téchto burikach s naslednym rozvojem specifické T lymfo-
cytarni odpovédi. Defenziny a jiné antibakterialni peptidy te-
dy v sobé nesou dualni funkce, tj. regulaéni i efektorové. Pod-
statnou pro dalSi kroky imunitni odpovédi je vSak tvorba
peptidovych fragmentd, které jsou navdzany na HLA moleku-
ly 1. tfidy a prezentovany pomocnym CD4* T-lymfocytdm. Tak
je aktivovana specificka T-bunécéna imunita, ktera mnohymi
zpUsoby, napf. tvorbou interferonu-y zesiluje mikrobicidni ak-
tivity makrofagu a jinych bunék téla.

Autofagie je efektorovym antimikrobialnim mechanismem,
ktery vychazi z funkce molekul IRG (imunity-related GTPases).
U clovéka byla prokazana vyznamna uloha IRGM v indukci
autofagické obranné reakce nutné pro eliminaci M. tubercu-
losis v makrofazich. IRGM jsou rovnéz aktivni v epitelovych
burikach zvlasté stfevni sliznice, kde se uplatiuji v eliminaci
mikrobidlnich podnéta.

Procesy vedouci k autofagii jsou iniciovany nejenom iden-
tifikaci exogennich nebezpeénych mikrobialnich vzord PAMP
v cytoplazmé bunék, ale autofagie mize byt iniciovana i iden-
tifikaci endogennich nebezpeénych vzorli DAMP (25). Témi
jsou napftiklad krystaly urat(, nukleoproteiny uvolnéné z na-
ruSeného jaderného aparatu buriky (HMGB-1), extracelularné
lokalizované ATP, ale také eflux kalia. Jejich pfitomnost vede
k prozanétovym aktivitam mimo jiné spojenych s funkci infla-
mazomu. Na pfikladu nukleoproteinu HMGB-1 mlzeme uka-
zat, ze jeho translokace do cytoplazmy vede k jeho oxidaci
na cysteinu. DalSi dva cysteinové zbytky (C23, C45) potom
vytvareji mlstky s autofagozomalni adaptorovou molekulou
Beclin1, a stimuluji tak proces autofagie. Timto zplsobem
HMGB-1 reguluje pfeziti bunék v nepfiznivych podminkach.
Pokud HMGB-1 je z bunék uvolnéno v procesu nekrozy, je
identifikovano buné&nymi povrchovymi receptory PRR, zvlas-
té bunék vrozené imunity. Typickym receptorem pro HMGB-1
jsou receptory RAGE, které jsou pojmenovany podle své pri-
marni schopnosti identifikovat produkty pokrocilé glykace
(advanced glycation end products — AGE). Kromé AGE
a HMGB-1 v8ak receptory RAGE patfici do rodiny imunoglo-
bulinG, identifikuji fadu dalSich molekul charakteru alarmind
¢i DAMP. Na konci je vzdy prozanétova aktivita (26, 24).

AUTOFAGIE - VYZNAMNY CINITEL
IMUNOPATOLOGICKYCH PROCESU

Fenomén autofagie ovliviiuje mnoho aspektl fyziologické
zanétové odpovédi. Mimo jiné i tim, Ze vyznamnym zplsobem
zasahuje do fungovani imunitniho systému, ktery je jednim
z Ustfednich prvka zanétové odpoveédi. Nejvice informaci, jak
vyplyva z pfedchoziho textu, je k dispozici v oblasti antiinfekéni
obranné reakce (23). V poslednich letech jsou v8ak jiz k dis-
pozici experimentalni udaje na zvifecich modelech a vysled-
ky prvnich klinickych studii, které naznacuji podstatnou ucast
autofagie v patogenezi imunopatologickych a autoimunitnich
onemocnéni. Pro nase sdéleni jsme vybrali jako model dvé
imunopatologické nemoci, a to Crohnovu chorobu a roztrou-
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Senou skleréozu mozkomisni. Tato dvé zavazna a frekventni
onemocnéni se zasadné odliSuji ve své patogenezi. Podle nej-
noveéjsich konceptl je podstatnou soucasti vzniku a rozvoje
Crohnovy choroby nedostate¢nost slizni¢niho imunitniho
systému kontrolovat stfevni mikrofléru. Dasledkem je proni-
kani prozanétove plsobicich slozek ¢i celych mikroorganis-
mu do epitelovych struktur s naslednym rozvojem zanétové
odpovédi. Je to proces, ktery zahrnuje jak burnky imunitniho
systému, tak epitelové struktury stfevni sliznice. Paradoxné
muZzeme velmi zjednodu$ené fici, Ze v pfipadé Crohnovy cho-
roby se zfejmé jedna primarné o ,nedostate¢nost” imunitniho
systému (27, 28).

RoztrouSena skler6za mozkomisni je podle stavajiciho pa-
radigmatu povazovana za prototypovou autoimunitni imuno-
patologickou nemoc, v jejichz patogenezi jsou zatim za nejdu-
lezitéjsi povazovany autoreaktivni T-lymfocyty. Ty rozpoznavaji
jiz velmi dobfe charakterizované molekulové terCe, které jsou
soucasti myelinové pochvy neurond (MBP). Diky skute€nosti,
ze pro mozkomisni sklerézu existuje zvifeci experimentalni mo-
del experimentalni autoimunitni encefalitidy (EAE), je imuno-
patogeneze této nemoci velmi detailné poznana na bunécné
i molekularni drovni. Autoreaktivni T-lymfocyty subpopulace po-
mocnych CD4* T-lymfocyt(l patfi do subsetu TH1 T-lymfocyt(.
Ve spolupréaci s dalSimi komponentami imunitniho systému je
u nemocnych s mozkomi$ni sklerézou rozvijena imunopatolo-
gicka reakce V. typu. Pravé subset autorektivnich T-lymfocyt(,
jeho vznik a udrzovani jsou vyznamné regulovany prostrednic-
tvim autofagie. Rychle pfibyvaji dikazy, ze dosavadni diraz
na patofyziologické plsobeni specifické bunécné imunity bra-
ni pochopit imunopatogenezi roztroudené sklerézy v celé Sifi.
Je postupné docefiovana uloha protilatek. Pfedevsim vSak za-
¢indme vidét zfetelné fundamentalni tlohu mechanismd vro-
zené imunity.

AUTOFAGIE A IMUNOPATOGENEZE
CROHNOVY CHOROBY

Crohnova choroba je zavazné imunopatologické onemoc-
néni, které postihuje travici trubici. Studiu imunopatogeneze to-
hoto pomérné ¢astého onemocnéni je vénovana znacna po-
zornost. Pfesto i v takto dobfe a dlouhodobé studované lidské
nemoci |ze ziskat nové prekvapivé pohledy (29, 30). Ty pfine-
sla aplikace novych metod, které umozniuji analyzu lidského ge-
nomu po jednotlivych nukleotidech. Takovyto pfistup je ozna-
¢ovan GWS (genome-wide studies) (31). Prekvapivé bylo
v pfipadé Crohnovy choroby v nékolika nezavislych studii za-
hrnujicich etnicky odliSné rozsahlé soubory nemocnych zjisté-
no, ze nejvyznamnéji predisponuji k rozvoji Crohnovy choro-
v molekulach PRR, které jsou lokalizovany intracelularné. Jde
o receptory NLR NOD1,2 a senzorové molekuly inflamazomu
NLRP3 (32, 33). Molekula NOD2 se sklada ze dvou N-termi-
nalnich segment(i, odpovédnych za vazbu kaspazy-1 (Useky
CARD), které jsou spojeny s centralné umisténou ¢asti vazaji-
ci nukleotidy (NOD). Na C terminalni ¢asti se nachazi doména
bohata na leucin (LRR), ktera je odpovédna za identifikaci ne-
bezpeénych vzorll. Pro rozvoj Crohnovy choroby predisponuiji
jedinci se zaménami na tfech pozicich nukleotidd v oblasti do-
mény LRR. Receptory NOD2 jsou konstitutivné exprimovany
v myeloidnich bunkéach, zvlasté makrofazich, neutrofilech
a dendritickych burikach. Zasadni pro stfevni homeostazu je je-
jich exprese ve stfevni sliznici, kde jsou lokalizovany v Pane-
thovych bunkach. Vlivem prozanétovych pluripotentnich cyto-
kinG TNF-a a interferonu-y je jejich pfitomnost indukovana
i v intestinalnich epitelovych burikach. Fyziologicky jsou recep-
tory NOD2 schopny identifikovat komponenty bakterialni stény
gram-pozitivnich mikroorganismu, konkrétné muramyldipeptid.
Polymorfismy SNP v doméné LRR nemocnych s Crohnovou
chorobou jsou odpovédny za ztratu schopnosti receptoru iden-
tifikovat bakteriélni signaly nebezpedi (loss of function) (obr. 2).
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Obr. 2. Receptory NLR, jejich polymorfismus a funkce

Autofagie je vysledkem slozité kaskady interakci adapto-
rovych a efektorovych bilkovin. Za kli¢ovou je povazovana
molekula ATG16L1, ktera vytvari komplex s dalSimi dvéma
molekulami ATG5-ATG12. Tento adaptorovy komplex je od-
povédny za membranovou kolokalizaci autofagické kaskady
a tvorbu autofagoforu s naslednym vytvorenim autofagozomu.
Struktura molekuly ATG16L1 je kompletné znama. V jejim
stfedu se nachazi doména odpovédna za multimerizaci spo-
lu s nékolika opakujicimi se sekvencemi kyseliny aspartové
a tryptofanu (WD). Prostfednictvim GWAS studii bylo ukaza-
no, ze SNP polymorfismus, ktery vede substituci treoninu za
alanin na pozici 300 (T300A) v karboxitermindlni ¢asti mole-
kuly ATG16L1, je spojen se zvySenou vnimavosti k rozvoji
Crohnovy choroby. Takto alterovana molekula neumozni, aby
doslo ke kolokalizaci receptoru NOD2 spolu s komplexem
ATG5-ATG12 na cytoplazmatické membrané. Tato kolokali-
zace je nutnou podminkou pro pribéh autofagie. Posledni no-
vé objevenou molekulou predisponujici pro rozvoj Crohnovy
choroby je molekula IRGM. Ta je ¢lenem rodiny interferon-y
inducible immunity-related guanosine phosphatases (IRGs).
Molekuly IRGM se velmi zjednodu$ené podileji na odstrano-
vani patogenni mikroorganismu z cytoplazmy bunék. IRGM je
exprimovana v burikach riznych tkani, napf. epitelovych bu-
nék tlustého stfeva, tenkého stfeva, granulocytech a mono-
cytech. Mnohocetné SNP v genu pro IRGM jsou asociovany
vyznamneé s rozvojem Crohnovy choroby (2).

Imunopatogeneze Crohnovy choroby je spojena s SNP po-
lymorfismy vedoucimi k defektim ve funkcich receptortl NLR.
K nim se pfipojuji jako vysoce rizikové CNP polymorfismy
v molekulach vyznamné se podle souc¢asnych znalosti podi-
lejicich na procesu autofagie. K tomu je tfeba pficist jesté sku-
te¢nost, ze v Panethovych burikach nemocnych s Crohnovou
chorobou jsou opét z divodu SNP tvofeny v mensi mife an-
tibakterialné pusobici alfa defenziny, které slouzi sou¢asné ja-
ko endogenni signdly nebezpedi charakteru alarmin(. Lze te-
dy shrnout, ze primarni pfi¢inou vzniku rozvoje Crohnovy
choroby je vlastné v jistém slova smyslu imunitni nedosta-
te€nost kontrolovat mikrobialni osidleni na povrchu sliznice
a rozvinout u¢innou zanétovou odpoveéd za situace, kdy pa-
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togenni mikroorganismy penetruji do epitelovych bunék strev-
ni sliznice. Vysledkem je nedostate¢na kontrola stfevni mik-
roflory, ktera indukuje abnormalni zanétovou reakci ve strev-
ni sténé. Poruchy ve vrozené vétvi imunity jsou nasledné
pfi¢inou abnormalni reaktivity specifické T lymfocytarni imu-
nity, ktera je smérovana k abnormalni aktivité subsetu TH17
a TH1 T-lymfocytl spojené mimo jiné se zvySenou produkci
IL-17 a IL-23 (29, 34).

AUTOFAGIE A ROZTROUSENA SKLEROZA
MOZKOMISNi

V imunopatogenezi roztrouSené sklerézy se autofagie
uplatiuje pfinejmensim dvojim zplsobem. Prvnim je Gc€ast
autofagie ve zpracovani a prezentaci primarné nitrobunéc-
nych jadernych molekul, které jsou rozpoznavany jako au-
toantigeny. Procesem makroautofagie je prostrednictvim nit-
robunééného degradacniho aparatu rozkladan endogenni
potencialné antigenni materiél a je prezentovan v kontextu
HLA I. i ll. tfidy T lymfocytarnimu systému. Pavodni pfed-
stavy, ze antigenni fragmenty, které se vazou na molekuly
HLA I. tfidy a stimuluji CD8* cytotoxické T-lymfocyty, jsou
zpracovany proteazomovou cestou zcela odliSnou od ces-
ty zpracovani extracelularné lokalizovanych antigennich
podnétu, které jsou po internalizaci rozkladany v endozo-
malnim/lyzozomalnim kompartmentu, se ukazaly jako ne-
pfesvédcivé. Analyzou navazanych antigennich fragmentd
na molekulach HLA 1. ¢&i Il. tfidy bylo prokazano, ze tako-
véto striktni oddéleni, které by zjednodusilo procesy regu-
laci imunitni odpovédi, neexistuje. Ukazuje se, ze moleku-
ly HLA Il. tfidy jsou mozna az z jedné pétiny obsazeny
antigennimi fragmenty odvozenymi od vnitrobunéénych
struktur. Pfedpoklada se, Ze je to zprostfedkovano prave
procesem autofagie.

Zpracovani a prezentace antigennich fragmenta stoji i na
samém vzniku bunikami zprostfedkované T lymfocytarni imu-
nity (32). Pfi intratymovém vyzravani jsou tymocyty, které ne-
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sou receptor TCR nahodné vznikly v procesu preskupeni ge-
novych segment(l, exponovany molekuldm HLA a poté kom-
plexim molekul HLA a antigennich fragment( endogenniho
puvodu. Prezentace molekul HLA I. a Il. tfidy prostfednictvim
kortikalnich tymovych epitelovych bunék uréi v prvnim kroku
v procesu tzv. pozitivni selekce, zda bude dany T-lymfocyt pre-
zivat a zda bude pfipustén k dal$im diferenciaénim krokdm.
Urcuje také, do které funkéné odlisné vétve (CD4* vs. CD8")
se dany tymocyt bude diferencovat. V pozitivni selekci pre-
vazna cast vyzravajicich tymocytd hyne, protoze nebyly
schopny efektivné interagovat s vlastnimi molekulami HLA.
Dal&i diferencia¢ni krok, tzv. negativni selekce, spojeny s pre-
zentaci vlastnich struktur navazanych v podobé antigennich
fragmen( na molekuly HLA je opét provazen apoptézou vy-
zravajicich T-lymfocytd, které s vysokou afinitou reagovaly
s vlastnimi antigennimi fragmenty, tj. klon autoreaktivnych
T-lymfocytll. Tento proces je, jak bylo doloZeno experimentem
na zvifatech, zfetelné uréovan aktivitou autofagie.

Rozvoj autoimunitniho procesu je disledkem neadekvat-
nich homeostatickych regulaci autoreaktivnich T-lymfocyta.
U nemocnych s roztrou$enou skler6zou bylo prokazano na
urovni mRNA a také prikazem exprese proteint zvySené za-
stoupeni molekuly ATG5 v T-lymfocytech periferni krve
a T-lymfocytech, které infiltruji postizenou mozkovou tkan.
Jejich podil byl dale zvySen u nemocnych s relabujici remi-
tujici formou roztrouSené sklerézy v dobé relapsu. Tyto vy-
sledky pfinejmensim implikuji, Ze procesy autofagie se vy-
znamné zapojuji do regulaci prezivani a proliferace
autoreaktivnich T-lymfocytd jak v experimentalni modelu
EAE, tak u nemocnych s mozkomi$ni roztrouSenou sklero-
zou (35, 36). Moznost manipulace s autofagii otvira dalsi po-
tencialni moznosti jak ovlivnit poSkozujici zanétovou reakci
u nemocnych s roztrouSenou skler6zou. Oteviena v tomto
ohledu jsou i jind onemocnéni postihujici mozek a nervovy
systém (37-40).

Zkratky
AGE — produkty pokrocilé glykace
(advanced glycation end products)
ATG — autophagy-related gene
DAMP — endogenni nebezpecéné vzory
(danger associated molecular patterns)
EAE — experimentalni autoimunitni encefalitida
(experimental autoimmune encephalitis)
GWS — celogenomova analyza (genome-wide studies)
HMGB — nukleoprotein HMGB (high-mobility group box)

IL — interleukin

IRG — GTPazy spojené s imunitou (immunity-related
GTPases)

MAPK — mitogenem aktivované proteinové kinazy (mitogen
activated protein kinase)

MBP — myelinovy bazicky protein (myelin basic protein)

NF«B — transkripéni faktor kappa B (nuclear factor kappa B)

NLR —nod like receptors

NLRP — slozka inflamazomu

PAMP — nebezpeéné vzory patogend (pathogen associated
molecular patterns)

PRR — receptory nebezpeénych vzorll (pattern recognition
receptors)

RAGE — receptor pro produkty pokrocilé glykace
(receptors for AGE)

SLR — sequestasome-like-receptors
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Prehledovy ¢lanek

B&znd détska obezita
a jeji metabolické nasledky

1Zlatko Marinov, 2Dalibor Pastucha

'FN Motol a 2. LF UK, Détské poliklinika, Détska obezitologickd ambulance, Praha
2Fakultni nemocnice Olomouc, Klinika t&lovychovného lékaistvi a kardiovaskularni rehabilitace

SOUHRN

Podle soucasnych statistickych Gdajo je v promérné ordinaci praktického détského lékare registrovéno okolo sedmdesati déti s obezitou, z toho
je padesét déti indikovéno k dlouhodobé 16¢bé obezity ze zdravotni indikace, patnéct déti je uréeno k cilené Gpravé jidelnicku a témér v kazdé
ordinaci je jedno dité s patognomickou obezitou. V sou¢asné dob& jsme vystaveni pandemii alimentarni polygenné vézané obezity, kterd je
chronickym metabolickym onemocnénim s celospolecenskymi nésledky. B&Znd alimentérni obezita se projevuje predevsim &asnym ndstupem
kardiometabolického rizika, ale klinicky obraz komplikaci détské obezity je $irsi a zahrnuje vedle tohoto Zivot omezujiciho rizika i komplikace
respiragni, gastrointestinalni, neurologické, ortopedické, endokrinologické a zavaznou psychosociélni problematiku. Nésledky zposobené
détskou obezitou jsou v pocatku reverzibilni a &asné stanoveni a lé¢ba je vyznamnou klinickou vyzvou v predchézeni rozvoje zavaznych
metabolickych, orgédnovych, psychickych a celospoleenskych komplikaci.

Kli¢ova slova: détska obezita, kardiometabolické riziko, metabolicky syndrom, jaterni steatéza, syndrom obstrukéni spénkové apnoe.

SUMMARY

Marinov Z, Pastucha D. Children obesity and its metabolic outcomes

According to current statistics, there are, at an average child’s general practice about seventy children registered with obesity, including
fifty children indicated for long-term treatment of obesity due to medical indications, fifteen children are intended for targeted
modifications in their diet, and in almost every practice there is a child with a pathognomonic obesity. Currently, we are exposed to
food-borne pandemic coupled polygenic obesity, which is a chronic metabolic disease with societal consequences. Alimentary obesity
mainly reflects an early onset of cardio-metabolic risk, but the clinical picture of complications of childhood obesity is broader and
includes not only the risk of life-limitation, but also respiratory, gastrointestinal, neurological, orthopaedic and endocrine complications
along with serious psychosocial problems. The effects caused by childhood obesity are reversible initially, and early identification and
treatment is a major clinical challenge in preventing the development of serious metabolic, organ, psychological and societal
complications.

Key words: obesity in children, cardio-metabolic risk, metabolic syndrome, liver steatosis, obstructive sleep apnea syndrome. Ma.
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V Ceské republice v sou¢asnosti 50 % dospélych obyvatel
bojuje s nadvahou a 20 % je obéznich. Ve srovnani s tim by
se mohlo zdat 5-10 % obézni détské populace (1) jako po-
druzny problém. V détské populaci se jedna predevsim o na-
rist bézné obezity, kterd v soucasnosti tvofi 95-99 % obéz-
nich, kdy mnozstvi patognomické obezity se zasadné neméni
(2). Bézna alimentarni obezita vznika na polygennim podkla-
dé jako typicke civilizatni onemocnéni rozvinutych svétovych
ekonomik. Charakterizovana je pozvolnym nastupem a roz-
vojem typickych komplexnich metabolickych zmén. Sjedno-
cujicim prvkem genetickych polymorfismu je ztrata fyziologic-
kych regulaénich mechanism( a pfevaha stfadavych
programU uchovani energie. Rozvoj souasné pandemie
obezity méa své zakonitosti a postupuje ve ¢tyfech fazich (3),
které se vzajemné prolinaji.
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Prva faze — faze naristu epidemie obezity se rozvijela kon-
cem sedmdesatych let 20. stoleti ve Spojenych statech ame-
rickych a postupné byla nasledovana rozvinutymi zapadoev-
ropskymi staty. Pfiblizné s desetiletym zpozdénim se pfidal
nas vychodoevropsky region a dalny vychod, ktery byl nasle-
dovan asijskym a jihoamerickym regionem. V prvé fazi epide-
mie obezity doslo k naristu nadvahy a prosté obezity v ram-
ci celého populacniho spektra. Za toto posledni Ctvristoleti
doSlo v Ceskeé republice ke zdvojnasobeni (1) a v USA a ve
Velké Britanii k ztrojnasobeni po¢tu obéznich déti.

Druha faze — faze komplikaci epidemie obezity je charak-
terizovana rozvojem zdravotnich komplikaci, které doprova-
zeji nadvahu a obezitu (tab. 1). Jeji inicialni faze byla v USA
datovana zacatkem nového tisicileti a v naSem regionu se ny-
ni za€ina rozvijet. Bézna obezita je zakladnim kamenem roz-
voje metabolického syndromu. Pfes rozvoj inzulinové rezi-
stence vede k rozvoji ¢asného diabetes mellitus 2. typu,
jaternimu poskozeni, potencované ateroskleréze a nasledné
pfes rozvoj hypertenze k ¢asné manifestaci kardiovaskular-
nich komplikaci. V sou€asnosti je v Evropskeé unii pfes 20 000
obéznich déti, které maji diabetes mellitus 2. typu, 400 000
déti s poruchou glukézové tolerance. Pres milion obéznich dé-
ti ma znamky kardiovaskularniho onemocnéni véetné hyper-
tenze a nardstu cholesterolu a ma tfi nebo vice zndmek me-
tabolického syndromu. Pfes 1,4 milionu méa rané stadium
jaterniho poskozeni (4). Vedle toho détska obezita stoji za
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Tab. 1. Klinické jednotky spojené s obezitou u détské populace
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Respiracni
spankova apnoe
astma bronchiale

obstrukce hornich dychacich cest, ortopnoe, zhorSeny prospéch
zatézoveé astma, zkraceni dechu pfi cviceni

Kardiovaskularni
kardiomyopatie obéznich
hypertenze

dyslipidémie

chronicky prozanétlivy stav

zatézova dyspnoe, snizend ventrikularni funkce
proteinurie, levostranna ventrikularni hypertrofie
hypercholesterolémie, nizky HDL cholesterol
endotelialni disfunkce

Neurologické
pseudotumor cerebri

cefalea, zvraceni, zmény visu

Renalni
glomeruloskleréza

steat6za

Ortopedické

skluzna femoralni epifyzeolyza
pretézovani opérného systému
vadné drzeni téla

kulhani, omezeni rozsahu pohybu v ky¢elnim kloubu, bolesti ky¢li
tibia vara, genua valga, bolesti kolen, plocha noha
disproporéni muskulatura, bolesti zad

Gastrointestinalni
steatohepatitida
gastrointestinalni reflux
cholelitiaza

zacpa

zvySené aminotransferazy, jaterni steatéza, fibréza
abdominalni diskomfort, zvraceni

Endokrinologické

inzulinova rezistence
diabetes mellitus 2. typu
syndrom polycystickych ovarii
pseudohypogonadismus
urychleny nastup puberty

acanthosis nigricans

polyurie, polydipsie

hirsutismus, nepravidelny cyklus
u chlapct

Psychologické

deprese

nizké sebevédomi

Sikana

poruchy pfijmu potravy

snizeni vzdélavaciho potencialu

Spatné Skolni vysledky, suicidalni predstavy
odmitani socialnich a Skolnich aktivit
odmitani 8kolni dochazky

no¢ni prejidani, bulimie, bazeni

urychlenym nastupem puberty (5) doprovazeném snizenim ko-
necné vysky a zaroven za vznikem zavaznych psycho-social-
nich problémd, protoze obézni dité je velmi ¢asto vystaveno
neumérnému spolecenskému tlaku ze strany spolecensko-
-estetickych norem.

Rozvoj treti faze — faze komplikaci epidemie obezity se
ocekava ke konci tfeti dekady tohoto stoleti. Tato faze bude
charakterizovana rozvojem zdravotnich nasledkd, které do-
provazeji nadvahu a obezitu (6, 7). Détska obezita v 70 az
80 % prestupuje i do dospélosti, kdy se tito jedinci budou fa-
dit k chronicky obéznim dospélym se zavaznymi zdravotnimi
a psychosocialnimi komplikacemi, které se pIné rozvinou jiz
v produktivnim véku. Na podkladé diabetes mellitus 2. typu

to budou ¢asné amputace dolnich koncetin, ledvinné selhani
a Casna slepota, na podkladé steatohepatitidy s cirh6zou se
predpoklada rozvoj jaterniho selhani, posun nadorovych one-
mocnéni, ikth a infarktd do nizSich vékovych skupin v pro-
duktivnim véku. Na jedné strané dojde ke snizeni ekonomic-
kého a spole€enského uplatnéni téchto jedincl a na druhé
k enormnimu zvySovani zdravotnickych a celospole¢enskych
nékladd (8). Komplex obezita — metabolicky syndrom — dia-
betes mellitus 2. typu — kardiovaskularni ischémie spotfebo-
vava jiz v sou€asnosti az 10—15 % uhrnnych zdravotnich na-
kladG. Obézni dospéli zaméstnanci pfi BMI nad 40 maji
dvakrat vyssi kompenzacni naroky a dvanactkrat vice pra-
covni neschopnosti. Naklady zdravotni péce jsou u obéznich

Tab. 2. Organové specifické symptomy spojené s hyperinzulinismem a inzulinovou rezistenci

Kuaze
hyperkeratoticka acanthosis nigricans, bilé strie, hirsutismus,
frontalni alopecie

Gastrointestinalni
jaterni steatéza, pankreatitida, cholecystitida, kolorektalni nadory

Tukova tkan
androidni obezita, zvySeni intraabdominalniho tuku, tukova infiltrace
svalu, jater, pankreatu

Gonady
virilizace, hirsutismus, nepravidelnosti cyklu, perzistujici akné,
hyperhydréza, infertilita, pfedéasné pubarché

Kardiovaskularni
hypertrofie arterii, endotelialni dysfunkce, ¢asna aterosklerdza,
iktus, hypertenze

Nadledviny
adrenarché, zvySena produkce adrendlnich androgen(

Ledviny
fokalni segmentélni glomeruloskler6za

Hypotalamogonadalni osa
pseudoakromegalie, akcelerovany linearni rist a kostni vék,
snizena sekrece rGstového hormonu

Imunitni
asthma bronchiale, ekzém, zvy$ené nadorové riziko, alterovana
bunééna imunita

Celkova zanétliva reakce
zvySena hladina CRP, zvy$ena sedimentace erytrocytl a tumor
necrosis faktor o, autoimunitni tyroiditida

Psychologické
deprese, nizké sebevédomi

Neurologické
iktus, pseudotumor cerebri

Respiracni
hypoventilaéni syndrom, spankova apnoe

Ortopedickeé
degenerativni artritida, dna, svalové kfece
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Tab. 3. Kritéria komplexnich metabolickych zmén v détské obezitolo-
gické ambulanci détské polikliniky FN Motol

Vék 3 az 16 let:

nadvaha a obezita > 85. percentil BMI
+ obvod bficha/vyska > 0,5
+ 2 z nasledujicich

triacylglycerol > 1,6 mmol/l

HDL-cholesterol < 1,2 mmol/I

kyselina moc¢ova > 340 pumol/l

glykémie na la¢no > 5,6 mmol/l nebo C-peptid > 1300 umol/l
nebo HOMA IR > 2,5

ALT > 0,6 pkat/l
hs-CRP > 2 mg/l po vylouceni bakterialniho infektu

TK nad 95. percentil véku

o polovinu a naklady na léky dvakrat vy$Si nez u bézné po-
pulace.

Ctvrta faze — faze fixace epidemie obezity bude nejspi$ po-
stupné prolinat tfeti fazi a bude charakterizovana pfenosem
obezity do nésledujicich generaci. Vlastnosti typickou pro béz-
nou obezitu je tendence ke sdruzovani a vytvafeni skupin
s podobnym hodnotovym systémem (9). Ve fertilnim véku na
jedné strané dojde k selektivnimu vybéru mezi mladymi do-
spélymi s nadvahou a obezitou a na druhé strané samotna
obezita matek jesté pred koncepci negativné ovliviiuje vyvoj
programingu plodu ve smyslu jeho energetické rovnovahy (10)
a zaroven zvysSuje vyskyt vrozenych vyvojovych vad. Pdvod-
né epigeneticka modifikace geonomu (11) prestoupi selektiv-
nim vybérem do fylogenetiky a v nasledujicich generaci evo-
luénim tlakem i do ontogenetiky specifickych populaci (12).
Predpoklada se, ze proces nasledkd a komplikaci spojenych
s nadvahou a obezitou se geneticky zafixuje, cely cyklus se
urychli (13) a dojde k vyznamnému zkraceni stfedni délky zi-
vota celych populaci. Ekonomické progndzy zacinaji ve vzta-
hu k ristu obezity v jednotlivych populacich kalkulovat se sni-
zenou spolecenskou produktivitou prace, naklady na zménu
normativll vefejnych prostor, zvy$enim nakladd na potraviny,
o8aceni a transport.
dobé fadime néasledky spojené s metabolickymi zménami pod-
minujici rozvoj kardiovaskularniho onemocnéni s hypertenzi,
akcentovanou aterosklerézou a poruchy metabolismu — po-
rusena glukézova tolerance, hyperurikémie, porucha lipido-
vého metabolismu (14). Metabolické nasledky obezity se sta-
vaji zivot limitujici pfedevsSim ve své vzajemné potencujici
kombinaci popisované pod obrazem metabolického syndro-
mu. Neméné zavaznymi nasledky détské obezity vSak jsou
enterohepatalni metabolické nasledky, které usti v nealkoho-
lickou steatohepatitidu (15) a sekundarni metabolické na-
sledky spojené s obstrukéni spankovou apnoi (16).

KARDIOMETABOLICKE NASLEDKY = |
A METABOLICKY SYNDROM U BEZNE DETSKE
OBEZITY

Tukova tkan je nejvétS§im endokrinnim organem v téle
a pfi jejim nadmérném zmnozeni dochazi k pozvolnym, ale
rozsahlym metabolickym zménam (17). Z pohledu chronic-
ky metabolicky nasledkl je nejaktivnéjsi visceralni tukova
tkan, ktera se nejvyznamnéji podili na rozvoji relativniho hy-
perkortikalismu, hyperestrogenismu, inzulinové rezistence
a hyperkoagulace. Tento chronicky stav v fadu desetileti je
potencovan prolongovanym selhanim B-bunék pankreatu,
proaterogennim a proimunosupresivnim stavem. Komplex-
ni metabolické zmény, které plsobi ve vzajemné vazbé,
jsou zakladnim kamenem rozvoje metabolického syndromu.
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Metabolicky syndrom je charakterizovany absolutni inzuli-
novou rezistenci, endotelialni dysfunkci a dyslipidémii. Dys-
lipidémie vedle podpory aterogeneze vede k chronickému
steatotickému zanétu jater. Pfes rozvoj inzulinové rezisten-
ce (tab. 2) vede cesta k rozvoji ¢asné cukrovky 2. typu, zry-
chluje se ateroskleréza a nastup hypertenze zahy dopro-
vazi kardiovaskularni komplikace mnohdy se smrtelnymi
nasledky (4). Obezita a metabolicky syndrom se staly v po-
slednich letech hlavnim nepfitelem preventivni kardiologie
a druhym nejvétSim nepfitelem preventivni onkologie po
koureni (18).

Komplexni metabolické zmény charakterizuje soubéh pa-
tologickych laboratornich nalezlil ve vazbé na model Reave-
nova syndromu X (19). Pohled na kritéria metabolického syn-
dromu se stale vyviji a postupné i plivodni model opousti.
Obecné platna definice byla stanovena poprvé roku 1998 pod-
le Svétové zdravotnické organizace, dale modifikovana v ro-
ce 2001 podle Adult Treatment Panel Ill a v sou€asnosti plat-
na podle Mezinarodni diabetické federace z roku 2005.
Kritéria Mezinarodni diabetické federace byla v roce 2007 mo-
difikovana pro détskou populaci, ktery metabolicky syndrom
v pediatrii definuje od 10. roku véku do 16. roku véku ve vaz-
bé nad 90. percentil BMI (20).

V pediatrii se ale poukazuje na fakt, ze kritéria metabolic-
kého syndromu stanovena pro dospélou populaci, jsou pro
détskou populaci nevyhovuijici a pro klinickou praxi nepouzi-
telnd (21). ZvySenéa glykémie na laéno v détské populaci
v ramci kritérii metabolického syndromu ztraci svuj preven-
tivni charakter a je jiz ukazatelem organového postizeni. Vz-
hledem k velké vulnerabilité détského metabolismu je tfeba
poruchu glukézové tolerance verifikovat pomoci oGTT (oral-
né glukézovy toleranéni test). ,Zlatym standardem® pro do-
spély vék je metoda tzv. euglykemického ,clampu®. VySetre-
ni ma celou fadu nevyhod, pro détsky vék je nepfijatelné
invazivni, je provadéno za nefyziologickych podminek a pro
uréeni celého spektra rezistence je zapotrebi test opakovat
s riznymi davkami inzulinu. Pfedevsim je vSak pro lékafe
i pacienta velmi pracna a naro¢na (a také draha) a z téchto
dlvodl nepouzitelna pro klinickou nebo epidemiologickou
praxi (22).

Proto byly vyvijeny zjednodu$ené metody, mezi nimz se
nejvice ujal tzv. Bergman(v minimalni model. Béhem intra-
venozniho glukézového toleranéniho testu (jednorazové in-
travendzni zatéze glukézou) je v kratkych intervalech mno-
hokrat odebirana katétrem krev a v ni je vy$etfovan inzulin
a glykémie. Z téchto hodnot je vypocitana zavislost mezi kon-
centracemi glukézy a inzulinu v podobé tzv. indexu inzulino-
vé senzitivity (S;). Tento index koreluje s euglykemickym clam-
pem u nediabetik(l. U diabetikd je vSak jeho citlivost mensi,
nebot okamzitd odpovéd na zmény koncentrace glukdzy — coz
je zékladni determinanta tohoto postupu — je u nich snizena.
NerozliSuje se také mezi ulohou periferniho a jaterniho me-
tabolismu glukézy a vysledky jsou ¢asto velmi variabilni. Ta-
ké tento test je ale pfili§ slozity a drahy pro hromadné pouzi-
ti v pediatrické praxi.

Proto byly hledany jiné moznosti, jak jednodu$e posoudit
homeostatické vztahy mezi inzulinem a glykémii. Rust kon-
centrace inzulinu by mél byt za fyziologickych okolnosti pro-
vazen poklesem glykémie a naopak. Porucha tohoto vztahu
je projevem nedostate¢né ucinnosti inzulinu a je podkladem
tzv. homeostatickych modelll posuzovani inzulinové rezi-
stence HOMA IR. Inzulinémie a glykémie je stanovovana za
standardnich podminek nala¢no a index je vypocitavan na-
sobenim koncentrace inzulinu v pU/ml koncentraci glukozy
v mmol/l a délenim tohoto soucinu 22,5 (HOMA IR = inzulin
nala¢no (ulU/ml) x glykémie nala¢no (mmol/1)/22,5). Podob-
nym vypoctem lze stanovit i homeostaticky index sekrece in-
zulinu B-burikami HOMA Bb (HOMA Bb = 20 * inzulin na-
laéno (ulU/ml)/glykémie nalaéno (mmol/l) — 3,5). Citlivost
tohoto indexu vSak byla — na rozdil od indexu HOMA IR —
zpochybnéna jiz pfi jeho tvorbé, a proto se v praxi nevyuzi-
va (23).
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Schéma 1. Vztahy kardiometabolického rizika

,Nejmladsim“ pfedstavitelem homeostatickych index je in-
dex QUICKI (QUICKI = 1/log inzulin nalaé¢no (ulU/ml) + log
glykémie nalaéno (mg/100ml), tj. 1/log inzulin nalac¢no (ulU/ml)
+ log glykémie nala¢no ((mmol/l) * 18,182), zalozeny taktéz
na predpokladu zpétnovazebnych vztahd mezi inzulinem
a glukézou, koreluje s clampovymi metodami jesté tésnéji (24,
25).

Bez této korekce az 50 % déti v klinickych studiich pro-
padne sitem kritérii metabolického syndromu. Taktéz hodno-
ceni zvySeného krevni tlaku v ramci preventivnich kritérii se
jevi jako pozdni znak. Pro preventivni ucely je v pediatrii vhod-
néjsi urcit jednotlivé slozky komplexnich metabolickych zmén
(tab. 3), stanovit jejich provazanost a odhadnout budouci kar-
diometabolické riziko (schéma 1) (26).

Komplexni metabolické zmény maji u déti typicky klinicky
obraz. Jsou to déti s obezitou centralniho typu, akantézou nig-
ricans v misté zvySeného tfeni v zatylku nebo podpazdi, bily-
mi striemi, hyperpil6zou nad extenzory a gynekomastii. Dia-
gnostika komplexnich metabolickych zmén neni jen
akademickou otazkou, ale prfedevsim vyznamnou klinickou vy-
zvou. U déti s komplexnimi metabolickymi zménami je jejich
organismus ¢asné vystaven organové specifickym zménam
spojenym s hyperinzulinismem a inzulinovou rezistenci.

Rozvoji komplexnich metabolickych zmén nejsou déti
uchranény a v souc€asnosti tvofi 1/3 obezitologickych ambu-
lanci (27, 28). Déti s komplexnimi metabolickymi zmé&nami
jsou uréené k intenzivni redukci hmotnosti a ucelné farmako-
terapii (2). Neléceny metabolicky syndrom vede v fadu dese-
tileti k rozvoji diabetes mellitus 2. typu, ktery se mdze proje-
kde diabetes mellitus 2. typu u hispanskych a afroamerickych
adolescentl 4krat prevysuje vyskyt diabetes 1. typu. Posun
nastupu rozvoje metabolického syndromu do détského véku
vede v soucasnosti v USA a ve Velké Britanii k realistickému
konstatovani, ze poprvé v historii USA a Velké Britanie je pre-
dikce stfedni délky Zivota nastupujici generace nizsi nez ge-
nerace soucasné.

ENTEROHEPATALNi METABOLICKE NASLEDKY
A NEALKOHOLICKA JATERNI STEATOZA

Mikrobialni stfevni fléra — mikrobionta — se vyznamné tcast-
ni metabolickych pochodl na drovni energetické homeosta-
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* ovlivnitelné

abdomindlni obezita
ektopicka tukova depozice
inzulinova rezistence
proaterogenni dyslipidémie
chronicky prozanétlivy stav

zy, toxikologie a hormonalni modifikace traviciho traktu. V lid-
ském stfevé je mnozstvi mikroorganism(, které s rozsahem
104 baktérii dvojnasobné prevysuji genetickou informaci
vSech lidskych bunék (29). Zdrojem této stfevni mikrofléry pro
novorozence je jeho matka béhem prichodu porodnim kana-
lem a nasledné se jen mirné modifikuje dle vnéjSich podmi-
nek. Na unikatni lidské stfevni mikrofléfe se podileji specific-
ké mikroorganismy na jednotlivych drovnich v odliSnych
ekologickych spole¢enstvech. Stejné negativné jak soudoba
civilizace zasahuje do makro-ekosystémud vyznamné nega-
tivné zasahuje i do mikro-ekosystému traviciho traktu. Obez-
ita mdze byt spojena s redukci gram-negativnich Bacteroides
a proporcionalnim navy$enim gram-pozitivnich Fermicutes
v distalni ¢asti stfeva. Omezeni tukl a sacharidl ve stravé ne-
vede jen ke snizeni hmotnosti, ale i v fadu tydn( k Upravé mik-
robialnich pomérli ve stfevé. Potencial metabolické aktivity
stfevni mikrobionty je shodny s metabolickym potencidlem
jaterni tkané. Stfevni mikrofléra v hostitelském organismu se
Ucastni energetické homeostazy na Urovni pfijmu a ukladani
zasob. Mdze ovliviiovat inzulinovou rezistenci, glukézovy a li-
pidovy metabolismus, ukladani tuk( a nasledné télesnou
hmotnost (30). Pfi zvySeném pfijmu tukd fermentaéni proce-
sy stfevni mikroflory vedou ke zvy$ené oxidaci mastnych ky-
selin. Protektivni cholin miZze konvertovat na hepatotoxické
metaaminové formy, které podporuiji jaterni steatdzu. Lipoper-
oxidace zluovych kyselin vede k zédsahu do energetického tu-
kového metabolismu a ukladani triglycerid(l. Hyperperoxida-
ce podporuje inzulinovou rezistenci a chronickou zanétlivou
reakci indukovanou nizkou hladinou lokélni endotoxemii. Otaz-
kou zUstava nejen proliferativni potencial stfevni mikrofléry na
specifické buriky traviciho traktu a pseudohormonalni aktivita
produktl a fermentace mikrobionty, ale i cela fada zatim ne-
probadanych a netusenych vazeb unikatniho ekospolecenstvi,
které se pfimo podileji na rozvoji nealkoholické jaterni stea-
tézy.

Nealkoholicka jaterni steatdza se stava nejrozsifenéjsi pfi-
¢inou onemocnéni jater v pediatrii v rozvinutych zemich a do-
provazi epidemii obezity i v détské obezitologii. U obéznich
adolescenty se vyskytuje az v 80 % pfipadud (31). Jeji histo-
logicky obraz zacina u prosté nealkoholické jaterni steatézy
a pres nealkoholickou steatohepatitidu maze vést nasledné
k rozvoji cirhézy a jaternimu selhani. Hlavnim rizikovym fak-
torem rozvoje nealkoholické jaterni steatézy je nadvaha
a obezita. Jeji klinicky obraz byva némy bez vyraznéjsich sub-
jektivnich obtizi. Pfi vySetfeni se setkavame s elevaci ALT,
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dyslipidémii a inzulinovou rezistenci doprovazené echogra-
fickym obrazem jaterni steat6zy. Inicialni stadium pfi plso-
beni komplexnich metabolickych zmén muize v ¢asovém pru-
obrazu steatohepatitidy, nekrotizujiciho zanétu a fibrozy. Vys-
kyt nealkoholické steatohepatitidy narista se stupném obez-
ity, zvySenim triglyceridd, se stupném inzulinové rezistence,
s vyskytem spankové apnoe, s vékem a muzskym pohlavim,
resp. androgeny. Protektivnim v rozvoji steatohepatitidy se je-
vi snizeny obsah tukd a glycidil ve stravé, snizena inzulino-
rezistence a zenské pohlavi, resp. estrogeny. Klinické jedno-
tky v souCasné dobg Ize ovérovat pouze jaterni biopsii, k jejiz
indikaci nejCastéji vede chronicky elevované aminotransfera-
zy s dominanci GGT a pozitivni ASMA (32). Pfi 1é¢bé neal-
koholické jaterni steatdzy je nutné se pfedevsim vyvarovat
nizkoenergetickym dietam, které mohou podporovat oxida-
tivni stres a mitochondrialni dysfunkci v jaterni tkani. Postup-
né snizeni hmotnosti a adekvatni pohybova aktivita vede k po-
klesu ALT a jaterni steatdzy, ke snizeni sterilniho zanétu
a nekrdzy, ale jiz nevede k Upraveé vzniklych fibrotickych zmén.

SEKUNDARNI METABOLICKE NASLEDKY
SPOJENE SE SYNDROMEM OBSTRUKCNI
SPANKOVE APNOE

Castou respiraéni komplikaci u détskych pacient(i s obezi-
tou byva syndrom obstrukéni spankové apnoe. Jeho inciden-
ce stoupa od 12 let se stupném BMI a trojnasobnou pfeva-
hou chlapcu pfed dévcaty (33). Nekvalitni spanek je pficinou
naru$enych kognitivnich funkci, poruch soustfedéni a mlze
se u déti projevovat hyperaktivitou s poruchou soustfedéni.
U déti s vy$Sim stupném obezity vede hromadéni tuku v kr-
¢ni oblasti k obstrukci hornich dychacich cest a v abdominal-
ni oblasti ke snizeni dychani a rozviji se hypoventilace. V té-
le se hromadi oxid uhlicity, ktery zpUsobuje vyraznou spavost
s usinanim béhem dne. Pfi dlouhodobém plsobeni dochazi
k pravostrannému srde¢nimu selhani, plice se nemohou do-
state€né rozepnout a je ztizeno dychani. Tento stav je zna-
my pod pojmem Pickwicklv syndrom a dochazi k nému u 5 %
morbidné obéznich pacientli a korelatem je vyskyt obstruké-
ni spankové apnoe > 5 epizod/hod nebo > 30/noc. Respirac-
ni acidoza je zpoc€atku limitovana pouze na spanek, ale dlou-
hodobym nasledkem je hypoventilaéni syndrom obéznich.
Dochazi k progresivni desenzitizaci respirac¢niho centra na
zprvu no¢ni hyperkapnii a postupny rozvoj respiracni insufi-
cience typu ll, kde je hlavnim motorem respirace hypoxie. Pro-
jevem je centralni apnoicka pauza bez dechového usili. V du-
sledku nizké fyzické aktivity se €asto zhorSuji projevy po
zatézové dusnosti a u obéznich déti se ¢asto zhorSuji ast-
matické obtize. Vedle toho samotné patofyziologické mecha-
nismy obezity ovliviiuji mechanické vlastnosti dychacich cest
a stimuluji prozanétlivé pochody v respiraénim traktu. Proto-
Ze se neprokazala souvislost hmotnosti s vyskytem atopie
a ani nebyla prokazana souvislost miry fyzické aktivity na in-
cidenci astmatu, je podkladem zvySené incidence astma bron-
chiale u obéznich chronicky prozanétlivy stav zpusobeny na-
dmérnou hmotnosti a nikoli nedostatkem pohybu (34).

ZAVER

Hlavni dGvody pro lé¢bu obezity v sou¢asné dobé spociva-
ji v 1é€bé s ni spojenych zdravotnich nasledkl. Obezitologie
si nestanovuje neredlné cile redukce hmotnosti do normoste-
nickych hodnot, ale redukce metabolicky aktivni tukové hmo-
ty v fadu kilogram0 (2). Dospély pacient s obezitou ma vzhle-
dem k metabolickym zménam zvySené riziko pfedéasného
umrti v rozmezi dekady oproti neobéznim (35). Na jedné stra-
né jsou dobfe zmapovany nasledky pandemie obezit u dospélé
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populace, ale na druhé strané jsou dlouhodobé nasledky dét-
ské obezity stale otaznikem. V détské obézni populaci strmé
nardsta vyskyt komplexnich metabolickych zmén se stupném
obezity, vékem a preferenci muzského pohlavi. V détské po-
pulaci je trojnasobné vyssi vyskyt komplexnich metabolickych
zmén oproti sou¢asnym kritériim metabolického syndromu
a u obéznich adolescentll se v 60 % vyskytuji komplexni me-
tabolické zmény. Naplnéni katastrofické vize nasledkd nadva-
hy a obezity jsou velkou vyzvou, protoze zalezi bez nadsazky
na nas vsech, jestli se ndm podafi zvratit sou¢asné negativni
trendy. Hlavni roli v tomto snazeni hraje nesporné prevence
(2). V plné mife totiz plati, Ze o co obtizn&jsi je 1é¢ba détské
obezity, o to jednodussi je prevence jejiho vzniku. | kdyz se
jevi komplexni problematika détské obezity na prvni pohled
jako velmi slozita, ve skute€nosti je mozné stanovit jednodu-
cha a ucelna preventivni pravidla (36). Za svUj Zivotni styl a zi-
votni styl svych déti sice odpovida v prvni fadé jedinec, ale
boj proti obezité nemuze byt jen bojem jednotlivcll. Jen dobre
informovany jedinec ma $anci na racionalni zménu zivotniho
stylu. V souc€asnosti se pravé prevence vzniku bézné obezity
jevi jako jedina ucelna ,lécba“ obezity.
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Pivodni préce

Faktory ovliviujici experimentovani s koufenim:

vysledky studie ELSPAC

"Hrubé Drahoslava, 2Okrajek Petr, 2Kukla Lubomir

'"Masarykova univerzita v Brng, Lékaiskd fakulta, Ustav preventivniho |éka¥stvi
2Masarykova univerzita v Brng, Lékaiskd fakulta, Vyzkumné pracovisté preventivni a socidlni pediatrie

SOUHRN

Vychodisko. Mezi pFiciny kouteni déti a adolescentd a mechanismy, které vedou ke vzniku zévislosti, patti faktory genetické i vlivy prostiedi:
individudlni, sociélni a spolegenské. Evropskd longitudindlni studie t&hotenstvi a détstvi (ELSPAC) shromazduje pomoci mezindrodné
standardizovanych dotaznikd Gdaje o kohorté déti z Brna a okresu Znojmo v predem stanovenych etapéch véku, v rozpéti od 18. tydne
prenatélniho Zivota do 19 let. D&ti ve véku 11 let poprvé podavaiji informace samy o sob&. Cilem préce byla analyza vybranych aspekto
podminek Zivota jedendctiletych brnénskych déti, které se lisi svym kuFéckym chovénim.

Metody a vysledky. Respondenti vypliiuji dotaznik v domacim prostiedi; jsou identifikovatelni a jejich odpovédi mohou kontrolovat rodice, coz
m0ze ovlivnit pravdivost vypovédi. Z kohorty 2160 déti z Brna byly vytvoreny i skupiny: nikdy nekouficich (79,8 %), s ojedinglym kutéckym
pokusem (15,3 %) a opakovanym koutenim (4,9 %). Rozdily byly hodnoceny standardnimi statistickymi testy. Anamnestické vy3etieni prokazalo,
Ze vyznamnd &ést této populace experimentuje s legalnimi drogami — koutenim cigaret (20 %) a pitim alkoholu (tretina nekouficich, tFi étvrtiny
kouficich) a ojedingle i s jinymi psychotropnimi latkami. Kritickou dobou byl u v&iny déti vék 9-10 let. Koufici déti East&ji pobyvaly
v zakouFeném prostiedi, Zily v nghradnich & neharmonickych rodinach, mély horsi vztah ke kole i skolni prospéch, trévily volny &as nedéelné.
Castji udavaly rozné zdravotni problémy a urité poruchy chovani.

Zéavéry. Udaje ziskané od jedendctiletych déti studie ELSPAC potvrdily, ze v Ceské republice jsou legélni drogy dobfe dostupné uz détem
mladsiho $kolniho véku a neni vénovéna dostateéna pozornost napliovéni nékterych cild nérodniho programu Zdravi 21.

Kli¢ova slova: ELSPAC, déti, vék 11 let, iniciace kouFeni, determinanty, komorbidita.

SUMMARY

Hruba D, Okrajek P, Kukla L. Factors influencing the experimentation with smoking: Observed in ELSPAC Study

Background. The causes of children’ and adolescents’ smoking, along with mechanisms which lead to addiction, include both genetic and
environmental factors: individual, social and societal. The European Longitudinal Study of Pregnancy and Childhood (ELSPAC) collects data about
the cohort of children from Brno and district Znojmo at scheduled stages from 18th week of prenatal to 19th year of age, using an international
standardized questionnaire set. At the age of eleven the children first reported information on themselves. The aim of this study was to analyse
different life conditions of 11-year-old children from Brno with different smoking behaviour.

Methods and Results. Respondents filled in at home a questionnaire; according which they could be personally identified, and their answers
reviewed by parents. These conditions could influence the truthfulness of statements. The cohort of 2160 children was divided into the 3 groups:
never smokers (79.8%), with one single attempt (15.3%) and repeatedly smoking children (4.9%). The differences were evaluated using standard
statistical fests. An important part of the reviewed population experimented with legal drugs: cigarette smoking (20%) and alcohol drinking (one
third of never smoking and three quarters of smoking children); there were also sporadic experiments with other psychotropic substances. The
age of 9-10 years was critical for the majority of children in relation to their first experiments with addictive drugs. Smoking children were more
offen exposed to passive smoking, they lived in substitute or non-harmonic families, had the worse relations to school and poorer school results,
their leisure time was useless. They had more health problems and some conduct disorders.

Conclusions. Data obtained from 11-year-aged children from the ELSPAC study have confirmed that in the Czech Republic legal drugs are easily
available for young-school aged children, and inadequate attention is addressed to realisation of some goals of the National Programme Health 21.
Key words: ELSPAC, children, age 11 years, smoking initiation, determinants, co-morbidity. Hr.
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uvoD ceptovan, stejné jako dikazy o tom, ze déti a dospivajici jsou
ke Skodlivym nasledkim koufeni vnimavejsi nez dospéli (1).
Nazor, Ze koureni je nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem Prestoze odbornici stale hledaji pfi¢iny koufeni déti

a ohrozuje zdravi kufaku i nekurakl Sirokym spektrem po-  a adolescentl i mechanismy, které vedou ke vzniku zavis-
Skozeni vEetné podstatného zkraceni Zivota, je vSeobecné ak-  losti, shoduji se v tom, Ze vedle vlivi genetickych se vy-
znamné uplatnuji i vlivy prostfedi. Ty je mozné rozdélit do
tfi skupin determinant: individualni (znalosti a postoje), so-
cialni (kufactvi rodi¢li, ostatnich pfibuznych a vrstevnikd,

ADRESA PRO KORESPONDENCI: socioekonomicky stav rodiny a samotného kuraka) a spo-
Prof. MUDr. Drahoslava Hruba, CSc., leGenské (legislativa, reklama a propagace, prezentace hro-
Ustav preventivniho Iékafstvi LF MU madnymi sdélovacimi prostfedky, tolerance spole¢nosti

Kamenice 5, 625 00 Brno

e-mail: hruba @ med.muni.cz k sebeposkozujicimu chovani a jeho nasledkiim) (2). Soci-

alni i spolecenské podminky maji urcité geografické a his-
torické odlisnosti véetné zmén v prlibéhu ¢asu, a je proto
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dllezité opakované analyzovat jejich vlivy v lokalnich i na-
rodnich studiich.

Evropska longitudinalni studie o teéhotenstvi a détstvi
(ELSPAC), do niz se Ceska republika zapoijila v roce 1990,
shromazduje pomoci mezinarodné standardizovanych dotaz-
nikd udaje o kohorté déti z Brna a okresu Znojmo. Data jsou
ziskavana v pfedem stanovenych etapach véku cilové popu-
lace v rozpéti od 18. tydne prenatalniho zivota do 19 let. Kro-
mé deskriptivniho popisu incidence a prevalence sledovanych
znaku a trendd jejich vyvoje umoznuje studie i analytické hod-
noceni vztahll mezi podminkami zivota, zplisobem Zzivota
a zdravim déti. Vzhledem k tomu, ze ¢asové narocné kodo-
vani a zadavani dat k pocitatovému zpracovani bylo prove-
deno nejprve pro brnénské ucastniky studie, vztahuji se ana-
lyzy k tomuto souboru.

SOUBOR DETi A POUZITE METODY

Prvni obdobi, kdy anamnestické informace o kohorté déti
ze studie ELSPAC podavaly kromé rodi€u, Iékafa a ucitell
také samy déti, byl jejich vék 11 let. Tato prace analyzuje riiz-
né aspekty chovani a pocitt déti, které se lisi svym kurackym
chovanim. V dotazniku byly mimo jiné tazany, zda uz zkou-
Sely koufit, a mohly si vybrat ze Ctyf variant odpovédi: jesté
nikdy, jen jednou, vickrat nez jednou a mnohokrat.

Tab. 1. Expozice déti zakoufenému prostfedi (% odpovédi)

—¢—

Z obsahlého dotazniku zahrnujiciho otazky z péti sekci, by-
ly vybirany znaky, které umoznily hodnotit:

* kufacké prostfedi v rodiné ditéte,

e uzivani dalSich legalnich (alkohol) i ilegalnich drog dité-

tem,

e socialni prostfedi ditéte v rodiné a ve $kole, véetné zpu-

sobu traveni volného &asu,

e vyskyt vybranych poruch chovani ze sebehodnoticiho po-

hledu ditéte,

* subjektivni pocity (zdravi a Stésti) v poslednich 6 mési-

cich.

PFi posuzovani kufackého prostiedi v rodiné nekladli auto-
fi dotazniku pfimé otazky na kuractvi rodi¢l a dalSich pfi-
buznych, s nimiz se déti stykaji, nebot dospéli by mohli tyto
dotazy pokladat za zasah do soukromi. Proto déti odpovida-
ly na otdzku, zda a jak asi dlouho pobyvaji v zakoufeném pro-
stfedi ve v8edni dny a ve dnech volna.

Rozdily byly hodnoceny statistickymi testy Mantel-Haens-
zel, Yates, 2 v programu EPI INFO, verze 6.04a a testem
ANOVA.

VYSLEDKY

Z celkového poctu 2179 déti z Brna, které byly sledovany
v této etapé studie ELSPAC, jich na otazku o jejich experi-

Koufril -

opakované jednou Nekouril ps < P2 <
N déti 97,0 329,0 1734,0
% déti 4,9 15,3 79,8
Expozice — v8edni dny
— vibec 67,0 70,9 82,8 ,001 ,01
— méné nez hodinu 10,1 16,8 10,6
— nékolik hodin 12,7 9,8 4,8 ,05 ,05
— vétSinu dne nebo cely den 2,1 2,4 1,8
Expozice — volné dny
— vibec 49,5 54,5 72,0 ,001 ,001
— méné nez hodinu 26,3 28,0 18,4 ,05 ,05
— nékolik hodin 18,9 14,3 6,7 ,05 ,05
— vétsinu dne nebo cely den 53 3,0 2,8
Celkem expozice
— v8edni dny 33,0 29,1 17,2
— volné dny 50,5 455 28,0
ps < ,05 ,001 ,001

Pozn.: Statisticka vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi a nekoufici-
mi détmi (p,) a mezi po¢tem exponovanych ve vSednich a ve volnych dnech (p;).

Tab. 2. Socialni prostfedi v rodiné (% déti)

Kouril o
-~ - Nekouril
opakované jednou pi < P2 <

Odlouéeni od matky 10,3 9,8 7,7
QOdlouceni od otce 26,8 21,7 14,4 ,001
V rodiné nahradni rodi¢ 9,3 7,6 3,7 ,01
Casté rozpravéni s rodici 80,9 81,5 84,3
Casté neshody s rodici 14,7 7,4 5,8 ,01

Pozn.: Statisticka vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi a nekoufici-

mi détmi (p,).
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Tab. 3. Socialni prostfedi ve Skole (% déti)

Kouril -

opakované jednou Nekouril p: < P2 <
Détmi je ctén/uznavan 39,6 48,8 42,8
Détmi je pfijiman/tolerovan 51,0 46,7 52,1
Détmi je trpén/odmitan 6,0 1,5 2,6
Jind odpovéd 3,4 3,0 2,5
U déti je celkem oblibeny 79,5 80,4 72,0
Ma alespon jednoho dobrého kamarada 28,4 18,3 7.9 ,01 ,001
Détmi byva napadan 18,5 19,0 15,3 ,06
Byl Sikanovan 15,8 12,1 10,0 ,06
Do $koly chodi rad 20,0 39,9 42,2 ,001 ,001
Nékdy/malokdy chodi rad 65,2 52,9 52,8 ,05
Nikdy nechodi rad 14,7 71 5,0 ,001 ,01
Dostava Spatné znamky 45,8 42,0 30,5 ,01 ,01

Pozn.: Statisticka vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi
a nekouficimi détmi (p,).

Tab. 4. Zajmova €innost déti (% odpoveédi)

Kouril
- Nekoufil
opakované jednou p; < P2 <
Jen tak se tould — v8edni den
— vic jak 3 hodiny 8,5 2,8 1,5 ,001 ,01
— méneé nez 2 hodiny 36,2 26,3 21,7 ,01
— nikdy 55,3 70,9 76,8 ,001
Jen tak se tould — volny den
vic jak 3 hodiny 10,8 47 2,5 ,001 ,05
méné nez 2 hodiny 33,3 27,4 20,2 ,01
nikdy 55,9 67,8 77,3 ,001 ,01
Nicnedélani — vSedni den
— vic jak 3 hodiny 3,3 1,9 2,0
— méné nez 2 hodiny 47,8 43,3 42,7
— nikdy 48,9 54,8 55,4 ,05
Nicnedélani — volny den
— vic jak 3 hodiny 7,6 2,5 2,8
— méné nez 2 hodiny 435 43,8 43,5
— nikdy 48,9 53,7 53,7
Sledovani televize
— skoro porad 38,1 31,3 24,8
— jednou denné 51,5 60,4 67,2
— jen zfidka/viibec 10,4 8,2 8,0
Sledovani videa
— skoro porad 12,4 7,7 6,3
— jednou denné 17,5 13,2 13,0
— jen zfidka/viibec 70,1 79,1 80,7
Sportuje, protoze holji to bavi 83,5 85,3 79,1
Cte moc rad 19,6 23,6 38,3 ,001 ,001
Cte celkem rad 36,9 36,2 35,3
Cteni holji nebavi 30,4 33,6 22,7 ,05 ,01
Nedcte 13,1 6,6 3,8 ,01

Pozn.: Statisticka vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi
a nekouficimi détmi (p,).

mentovani s koufenim neodpovédélo 19, takze vysledky se  jednou a odpovéd ,koufil jsem mnohokrat‘ vybralo 0,9 % dé-
tykaji 2160 déti. Z nich vétSina jesté nekoufila (79,8 %), 15,3 %  ti. Pro dalSi praci s daty byly déti, které koufily opakované (tj.
méa jedinou zku$enost s prvni cigaretou, 4,0 % koufilo vic nez  vic nez jednou a mnohokrat), slou¢eny do jedné skupiny.
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Tab. 5. Poruchy chovani v poslednich 6 mésicich (% odpovédi)

Koufil .
— - Nekoufil
opakované | jednou pi < P2 <

Lhani,vymysleni
— Casto 21,7 16,1 8,9 ,001 ,01
— nékdy 54,3 52,1 46,5
— nikdy 24,0 31,8 44,6 ,001 ,01
Brani cizich véci
— Casto 6,5 4,5 3,2 ,05
— nékdy 20,4 14,9 12,4 ,05
— nikdy 73,1 80,5 84,4 ,01
Zaskolactvi 3,3 1,6 1,4

Pozn.: Statistickd vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi a nekouficimi
détmi (p,).

Tab. 6. Subjektivni pocity v poslednich 6 mésicich (% odpovédi)

Kouril Nekouril

opakované jednou p; < P2 <
Roztékanost, neklid
— stéle/Casto 40,0 40,7 28,1 ,01 ,01
— zfidka 40,0 32,6 38,9
— nikdy 20,0 26,7 32,9 ,05
Neposednost
— stéle/Casto 59,6 52,4 39,1 ,001 ,001
— zfidka 24,5 23,6 29,9
— nikdy 15,9 24,0 30,9 ,001 ,05
Roztrzitost
— stéle/Casto 38,4 33,0 23,2 ,001 ,001
— zfidka 44,2 41,2 37,2
— nikdy 17,4 25,8 39,6 ,001 ,01
Nervozni
— stale/Casto 40,7 43,2 34,7
— zfidka 40,7 36,8 444
— nikdy 18,6 20,0 20,9
Zlostny, nahnévany
— stale/Casto 31,6 34,4 24,7 ,06
— zfidka 442 42,6 43,5
— nikdy 24,2 23,0 31,8 ,05
Bojacny
— stale/Casto 14,3 16,8 19,8
— zfidka 44,0 38,1 38,4
— nikdy 41,8 45,2 41,8
Nestastny
— stale/Casto 12,8 15,6 9,8
— zfidka 38,9 41,0 41,9
— nikdy 47,8 43,4 48,2
Soustredény
— stale/Casto 29,3 52,7 61,6 ,001 ,001
— zfidka 44,6 33,3 30,0 ,01
— nikdy 26,1 14,0 8,4 ,001 ,05
Nemocny, bolest hlavy, bficha
— stale/Casto 31,3 23,6 19,4 ,01 ,001
— zfidka 36,5 39,0 38,8
— nikdy 32,2 37,4 41,8 ,01
Celkové pocity
— stale/skoro porad dobre 75,2 74,2 87,7 ,001 ,001
— nékdy Spatné 18,6 20,7 13,8 ,05
— Casto/porad Spatné 4,2 3,0 2,1
— neumi definovat 2,1 2,1 2,0

Pozn.: Statisticka vyznamnost hodnotila rozdily mezi opakované kouficimi a nekouficimi détmi (p,), mezi jednorazové kouficimi
a nekouficimi détmi (p,).
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Déti, které uz zkouSely koufit, byvaji vyznamné &astéji ex-
ponovany zakoufenému prostfedi svych domov( nez déti, kte-
ré jesté neabsolvovaly prvni pokus. Dobu expozice odhaduji
déti na jednu az nékolik hodin kazdy den, témér 50 déti z ce-
Iého souboru je v&ak exponovano vétsinu dne ¢i cely den. Po-
Cet exponovanych déti vyznamné narlsta ve dnech volna
(tab. 1).

Mezi opakované a jednorazoveé kouricimi détmi nebyly vy-
znamné rozdily ve véku, kdy zkusily svoji prvni cigaretu: nej-
Castéji mezi 9. az 10. rokem (cca 75 %). Dfive — mezi 7. az
8. rokem koufilo cca 14 % déti a kolem 6 % déti uvedlo, zZe
meély svij prvni pokus jesté v predskolnim véku. Jen 4 % dé-
ti zkouSelo koufit v dobé vyplfiovani dotazniku, tj. mezi
11. a 12. rokem.

Déti experimentujici s cigaretami uvadély vyznamné castéji
i konzumaci alkoholickych napoji: 84,2 % opakovanych ku-
faka a 70,9 % jednoradzovych kurakl ve srovnani s 33,2 %
nikdy nekouficich déti (p < 0,001). Vice nez polovina opako-
vané kouficich pila alkohol vickrat (az mnohokrat); tuto frek-
venci uvedla také tfetina jednordzovych kurékl a necelych
15 % nekouficich déti. Také u iniciace ochutnavani alkoholu
bylo pro vétSinu déti (cca 60 %) kritické obdobi mezi 9. a 10.
rokem, v pfedSkolnim véku se seznamilo poprvé s alkoholem
témeér dvojnasobné vic déti nez s cigaretou (cca 10 %).

Vypovedi o zkuSenostech s ostatnimi drogami byly jen oje-
dinélé: jeden opakovany kufak zkouSel jiné drogy, dva jedno-
razovi kufaci a dva nekuraci ochutnali ,houbi¢ky“ (lysohlav-
ky) a pét déti (Ctyfi nekoufici déti a jeden jednorazovy kurak)
zkusili ,Cichat“. Vék téchto experimentl byl znovu nejcastéji
kolem 10 let.

Prestoze vétsina déti ze vSech skupin (vice nez 80 %) shod-
né uvadéla, ze si s nimi rodiCe ¢asto povidaji a ze jim neby-
lo télesné ublizovano, koufici déti popisovaly Castéji vyskyt
stresujicich situaci v jejich rodinach: odlou¢eni od matky ne-
bo od otce, Ziti v rodiné s nahradnim rodi¢em i ¢asté nesho-
dy s rodici. Ve srovnani s nekuraky byla frekvence téchto zna-
ka signifikantné castéjSi u opakované kouficich déti (tab. 2).

Témér dvé tretiny kouficich a cca 58 % nekouficich déti do-
stava pravidelné kapesné, které v priméru pfesahuje 100 K&
mésicné (130 K& u opakovanych kufakl, 102 K& u kufaki s je-
dinym pokusem a 112 K& u nekufaku). Rozdily mezi jednotli-
vymi skupinami ve vysi primérného kapesného nejsou sta-
tisticky vyznamné. Jako maximalni mésiéni pfijem byly
uvadény hodnoty: 650 K¢ u opakovanych kufakud, 800 K& u dé-
ti, které zkusily koufit jen jednou, a 1000 K¢& ve skupiné déti,
které nikdy nekoufily. DalSi ¢tvrtina déti v kazdé skupiné do-
stane penize na urcity ucel, kdyz o né pozada. Zhruba 10 %
déti dostava penize jako odménu a nékolik déti (celkem 109
z celého souboru) zadné penize nedostava.

Své postaveni mezi spoluzaky hodnoti déti ze vSech tfi sku-
pin podobné, vétSinou jako vcelku harmonické. Opakované
koufici déti sice Casteji vybiraly odpovédi, ze jsou spoluzaky
trpény &i odmitany, ze byvaji napadany a dokonce Sikanova-
ny; rozdily proti frekvenci odpovédi ve skupiné nikdy nekou-
ficich déti vSak byly jen na hranici statistické vyznamnosti
(p = 0,06). Koufici déti vyznamné Castéji nez ty, které nikdy
nekoufily, uvadély, ze maji alespon jednoho dobrého kama-
rada. Ve skupinach kurakd se vSak vyznamné castéji vysky-
tovala odpovéd, ze nemaji Skolu rady (trvale nebo dost Cas-
to), také jich vic dostava Spatné znamky (tab. 3).

Vyznamné vice opakované kouficich déti travi mimoskolni
¢as toulanim se po ulicich, a to jak ve vSednich, tak i ve vol-
nych dnech. Vice ¢asu vénuji také sledovani televize a videa,
ale v tomto ohledu se frekvence pasivnich divakl neliila od
skupiny dosud nekouficich statisticky vyznamné (tab. 4). Vét-
Sina déti ze vSech skupin (cca 80 %) popisovala, ze sportu;ji
a ze je to bavi, zbyvajici se vénuji sportim kvuli svym rodic¢tm
nebo kamaraddm. Zadné dité neuvedlo, Zze vibec nesportu-
je. Déti s riznymi kurackymi zkuSenostmi odliSuje vyrazné je-
jich vztah ke kniham: déti, které jiz koufily, vyznamné méné
volily odpovéd, ze ¢tou ,moc rady“, naopak Casté&ji uvadély, ze
je ¢teni nebavi, resp. ze nectou vlbec (tab. 4).
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Mezi kouficimi détmi se Castéji vyskytovaly vypovédi o po-
ruchach jejich chovani (drobné kradeze, Ihani ¢i vymysleni si).
ZaSkolactvi bylo naopak vcelku ojedinélé ve vSech hodnoce-
nych skupinach: pfiznalo se celkem 32 déti z celého souboru
(tab. 5).

Koufici déti, zejména pak ty, které koufily opakované, vy-
znamné Castéji nez nekufaci popisovaly v poslednich 6 mé-
sicich mezi subjektivnimi pocity vyskyt hyperaktivity a snize-
né schopnosti soustfedéni a také zhorSeného zdravi (bolesti
hlavy, bficha). | kdyz vétSina déti nakonec na dotaz ,jak se cel-
kové citi“, zvolila odpovédi ,stéle ¢i skoro porad dobfe”, byla
mezi kouficimi détmi frekvence téchto odpovédi vyznamné
méné Casta nez mezi témi, které jesté nemaji zkuSenosti
s kourenim (tab. 6).

DISKUZE

VétSina epidemiologickych studii zalozenych na dotazni-
kovych Setfenich zarucuje anonymitu respondentd, nebo ales-
pon diskrétnost tykajici se zjistovanych dat. Ve studii ELSPAC
jsou naopak dospéli i détsti respondenti identifikovatelni, do-
ma vyplfiované dotazniky jsou odesilany spole¢né. Lze tedy
pfedpokladat, Ze alespori ¢ast déti mohla vypovédi, které se
tykaly ozehavych otazek jejich prostfedi a chovani, ménit
v obavé prfed prozrazenim rodi¢lim.

Etapa sbéru dat od jedenactiletych déti souboru ELSPAC
je datovana do let 2002/3. V roce 2010 byly ziskany udaje
o koureni od souboru stejné starych déti sledovanych v ram-
ci intervenéni longitudinalni studie k ovéreni G€innosti primar-
né preventivniho programu ,Normalni je nekoufrit”. Vétsina de-
ti z této pozdéjsi studie je rovnéz z Brna, pfipadné z byvalych
okresnich mést, dotazniky vyplfiuji ve Skole, anonymné (3).
V obou studiich je obdobny pocet déti, které zkouSely koufit
jen jednou (15,3 %, resp. 17,2 %). V souboru z roku 2010 vSak
trojnasobné vic déti uvedlo, Ze koufily opakované (15,4 % vs.
4,9 % v ELSPAC) a méné déti, které jesté nikdy nekoufily
(67,5 % vs. 79,8 %); rozdily proti udajim ze studie ELSPAC
jsou statisticky vysoce vyznamné (p < 0,001). Z dostupnych
materiald nelze soudit, zda jsou tyto rozdily ovlivnény odlis-
nou metodikou sbéru dat (adresné vs. anonymni Setfeni), ne-
bo zda se béhem necelych 10 let zhorSila situace v oblasti
koufeni déti ve véku nastupuijici puberty.

Ceska republika se pravidelné zapojuje do mezinarodni stu-
die Svétové zdravotnické organizace HBSC (Health Behavi-
our on School-Aged Children), monitorujici mimo jiné konzu-
maci legélnich a ilegalnich drog na reprezentativné vybranych
souborech Skolnich déti ve véku 11, 13 a 15 let. Anonymni do-
tazniky byly vyplfiovany v letech 1994, 1998 a 2002 (4). Bo-
huzel, kritériem pro posouzeni kufactvi byla definice pravi-
delného kuraka, ktery koufi alespon jednu cigaretu tydné; téch
bylo v roce 2002 mezi jedenactiletymi zaky 5. tfid 2 %. Ve
zpravé neni uveden pocet déti, které jesté nikdy s koufenim
neexperimentovaly, takZze obé studie nelze porovnat.

Detailné&jsi rozliseni kurakl bylo ve studii HBSC délano az
pro vékovou kategorii patnactiletych, mezi nimiz bylo 64,4 %
dospivajicich, ktefi jesté nezkouseli koufit, tedy jen o malo mé-
né (nesignifikantné) nez v souboru jedenactiletych déti z ro-
ku 2010. Toto porovnani by spise sveédcilo pro hypotézu o ros-
toucim trendu experimentovani s koufenim mezi zaky prvniho
stupné zakladnich 8kol v uplynulém desetileti.

Pres vySe uvedené pochybnosti o pravdivém uvadéni po-
zadovanych informaci o koufeni, potvrzuji vysledky souboru
ELSPAC obvykle nachazené vztahy mezi koufenim a ostat-
nimi podminkami, v nichz déti ziji.

Cetné studie z raznych ¢asti svéta i z domaciho prostredi
popisuji, ze déti, které uz zkou$ely koufit, mivaji ¢astéji kou-
fici rodiCe, pfipadné dalsi ¢leny domacnosti a pfibuzné, s ni-
miz jsou v ¢astém kontaktu (nap¥. 4-12). Blizci pfibuzni tim-
to zpUsobem vyznamné ovliviuji postoje ke kufactvi, které déti
z kuféackych rodin pokladaji za normalni soucast Zivota do-
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spélych a chtéji je napodobovat (13). V rodinach kufaku jsou
détem rovnéz snadnéji dostupné cigarety (14, 15) a pravidla
o koufeni v byté €i auté bud neexistuji, nebo jsou jen velmi
volna (16, 17). Novéjsi studie z Hong Kongu zjistila, ze k ini-
ciaci koureni déti statisticky vyznamné pfispiva i samotna
chronicka expozice pasivnimu koufeni, nezavisle na kuractvi
rodica (18).

Studie ELSPAC tyto zavéry potvrdila, koufici déti uvadély
vyznamné Castéji expozici zakoufenému prostredi svych do-
movU nez déti, které jesté neabsolvovaly prvni pokus. Pocet
exponovanych déti se vyznamné zvySoval ve dnech volna,
kdy dospéli kuraci zUstavaji pohromadé s rodinou.

Déti ELSPAC experimentujici s koufenim uvadély vy-
znamné ¢astéji i konzumaci alkoholickych napojl, coz je rov-
néz v souladu nejen s nasimi starsimi (19-21) i novejSimi zjis-
ténimi (4, 11, 22), ale i s Cetnymi vysledky zahrani¢ni literatury
(napf. 23—26). Rlzné lokalni i reprezentativni studie ukazuiji,
ze konzumace alkoholickych napoja v détské populaci je vel-
mi naléhavy problém. Pfestoze legalni vék pro prodej a uzi-
vani statem tolerovanych drog (alkoholu, tabaku) je 18 let,
mnoho rodi¢l a pfibuznych déti legislativni normy ignoruje
a détem uzivani téchto drog nejen toleruje, ale i nabizi. Zej-
ména popijeni alkoholu o vyznamnych svatcich a rodinnych
oslavach je spojeno s jejich nabidkou détem (11).

Podle retrospektivnich vypovédi patnactiletych responden-
tl Ceské studie HBSC vétsina déti ochutnava prvné alkohol ve
véku 11-12 let (4), ale dotazovanim jedenactiletych déti v sou-
boru ELSPAC, kde udaje byly zjiStovany rovnéz retrospektiv-
né, byl kritickym obdobim pro vétSinu (75 % déti) vék mezi 9.
a 10. rokem. V prospektivhim sledovani studie programu ,,Nor-
malni je nekoufit vSak pfiznavalo ochutnavani alkoholickych
napoju 60 % sedmiletych zakl 2. tfid zakladnich $kol, o rok
pozdéji se frekvence pozitivnich vypovédi ve stejné kohorté
zvySila o dalSich 10 % (11). Lze soudit, Ze retrospektivné zis-
kavana data od détskych respondentll mohou byt zatizena
zna¢nymi nepfesnostmi v odhadu véku prvnich zkusenosti s ri-
zikovym chovanim.

Celkem prekvapuijici jsou informace o experimentovani dé-
ti ze studie ELSPAC s nelegalnimi drogami, omamnymi lat-
kami pouzivanymi k ¢ichani a konzumaci hub obsahujicich
psychoaktivni latky. Uvadély je nejen déti majici zkuSenosti
s cigaretami, ale i ty, které dosud ani jednou nekoufily. Tyto
Udaje poskytovali pouze jednotlivci a nelze vyloucit, Ze pravé
u téchto otdazek mohly mnohé déti pravou skutecnost zatajit
z obav pred vyzrazenim. Ve studii HBSC bylo uzivani nele-
gélnich drog zjiStovano pouze v souboru patnactiletych ado-
lescentll a s vyjimkou marihuany, u které pfiznalo alespor jed-
no experimentalni uziti 31 % hochl a 23 % divek, byly ostatni
zkoumané drogy uvadény spiSe vzacné. Nicméné autofi stu-
die varuji, ze déti ze druhého stupné zakladnich $kol se po-
hybuji v prostfedi, kde jsou drogy snadno dostupné (4). Na-
Se vysledky ukazuji, Ze ve stejné dobé se s nimi mohly setkat
i déti z prvniho stupné zékladni Skoly.

Socidlni postaveni ditéte v rodiné a pozice, jakou zaujima
dité mezi svymi vrstevniky, je velmi vyznamna pro ziskavani
zkuSenosti a proces socializace. Vliv rodiny se vyznamné
uplatiiuje béhem détstvi, v obdobi puberty a dospivani slabne
ve prospéch vlivu vrstevnikl (27). Prostredi v rodiné, Skole,
v zajmovych skupinach i v $irSi spole¢nosti je vzdy charakte-
rizovano ur€itymi normami a pravidly, ktera si déti postupné
uvédomuiji, a pokud chtéji do urcité socialni skupiny patfit, tak
je akceptuji a fidi se jimi béhem procesu jejich socializace (28).
Vnimavost ke vlivim socialniho prostfedi, zejména pak k pu-
sobeni vrstevnikd, se mize béhem Zivota ménit (29).

Nékteré studie uvadgji, ze chronicky stres a deprese zvy-
Suji u déti a dospivajicich jejich vnimavost k socialnim fakto-
rim spojenych s kourfenim (30). Tabak poskytuje kurakovi ule-
vu a odménu prostfednictvim nikotinu, ktery aktivaci
~nikotinovych* receptorli plisobi na uvolfovani neurotransmi-
tert (pfedevsim dopaminu) a na aktivaci sympatikoadrenergni
osy (31). U déti mohou byt zdrojem jejich chronického stresu
podminky v rodiné nebo ve skole.
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Uloha rodi¢t neni jen ve vytvafeni modelu chovani, ale
vyznamna je jejich role kontrolni a podporujici. Mnohé stu-
die se zaméfily na analyzu téchto roli podle struktury rodi-
ny a shodné dospély k zavérim, Ze nejlepsi podminky za-
jiStuje détem uplna rodina se dvéma biologickymi rodici (14),
zatimco v neuplnych rodinach &i v rodinach s nahradnim ro-
di¢em je prostfedi, které vede déti a adolescenty k Castéj-
S§imu uzivani legalnich, pfipadné nelegalnich drog (4,
32-35). OvSem tyto vztahy nékteré studie nepotvrdily (12,
36, 37). Také v souboru déti z programu ,Normalni je ne-
koufit“ se dvoustranny vztah mezi rodinnym stavem a inici-
aci koureni déti nepotvrdil (38). AvSak po zahrnuti znaku
»vzdélani rodi¢u“ bylo vyznamné vice jedenactiletych déti,
které jeSté nezkousely koufit, v uplnych rodinach se dvé-
ma biologickymi rodi¢i, kdyz matka méla vysokoskolské
vzdélani (39).

V souboru ELSPAC zily koufici déti Castéji v nahradnich ro-
dinach, uvadély ¢astéji odlouc¢eni od matky nebo od otce
a Casté neshody s rodi¢i. Ve srovnani s nekuraky byla frek-
vence téchto znaku signifikantné vy$$i u opakované kouficich
déti. | v tomto pfipadé studie ELSPAC potvrdila jinymi autory
dfive popisované souvislosti mezi stres vyvolavajicim rodin-
nym prostfedim a koufenim.

Pozice déti s riznym kufackym chovanim mezi spoluzaky
byla hodnocena détmi ze vSech tfi skupin studie ELSPAC po-
dobné, vétsinou jako vcelku harmonicka. Kuraci dokonce ¢as-
téji popisovali, ze maji dobrého kamarada, ale také vice déti
z této skupiny uvadélo pozitivni vypovédi o odmitani az Sika-
né; rozdily proti frekvenci téchto Udaji mezi nekufaky vSak ne-
byly statisticky vyznamné. Zdanlivy paradox téchto vypovedi
muze svédCit o tom, ze kufaci mohou chépat pojem ,kama-
radstvi“ povrchnéiji, jejich rodice pini nedostate¢né roli mode-
ratorll pfi navazovani kamaradskych vztah(i a ,,ochrancu pred
Spatnymi prateli (28).

Nicméné Skolni prostfedi pfedstavuje pro nékteré zaky
5. tfid ze souboru ELSPAC stres, coz se projevilo vyznamné
Castéjsi frekvenci odpovédi kuraku, Ze nechodi do $koly radi.
Velmi dulezitou pfi¢inou neobliby Skoly je jisté Spatny pro-
spéch, ktery se rovnéz Castéji vyskytoval mezi opakované kou-
ficimi détmi. S tim souvisi i CastéjSi neucelné traveni volné-
ho ¢asu toulanim se po ulicich, neobliba ¢teni, které rozviji
pfedstavivost a inspiraci. Tato zjisténi jsou v souladu se za-
hraniénimi poznatky a jsou varovna zejména z toho dlvodu,
Ze patfi k faktorlim, které vyznamné ovliviuji vyvoj od kufac-
kych experiment( k pravidelnému koufeni a k postupnému
rozvoji zavislosti (40, 41).

Stresujici rodinné a Skolni prostfedi je provazeno psychic-
kym dyskomfortem a m(ze vést az k rozvoji depresivnich sta-
vU. VétSina studii, které se zaméfily na hledani vztahll mezi
kuractvim a vyskytem depresi, nasla pozitivni asociace (42).
Nicméné neni zcela uspokojivé zodpoveézena otazka, jaké jsou
Casové souslednosti téchto dvou faktord: Zda deprese vede
ke kufactvi, nebo naopak zda koufeni mize vyvolat depresi.
Pro obé teorie existuji biologicky pfijatelnd vysvétleni: lidé
s pocity Uzkosti a deprese mohou zacit koufit proto, zZe niko-
tin — prostfednictvim neurotransmiterti — jim pomaha nepfi-
jemné néalady a psychické stavy zvladnout. Naopak, u psy-
chicky zdravych kufakl se muze postupné vyvijet deprese
nasledkem dysregulace hypotalamicko-pituitralniho-adrener-
gniho systému a hypersekrece kortisolu, ktery reguluje biolo-
gické a psychické odpovédi organismu na stres.

Obdobi puberty a dospivani je kritické jak pro rozvoj de-
presivnich symptom(, tak pro zahajeni koufeni. V adolescenci
probihaji dramatické vyvojové a neurobiologické zmény, kte-
ré mohou ovlivnit jak vnimavost k u¢inkim drog, tak i citlivost
k podnétim vyvolavajicim depresi (43). V pfehledném analy-
tickém zpracovani studii publikovanych v letech 1990 az 2007
byly potvrzeny obé hypotézy. Pro primarni depresi, kterou po-
stizeni alespon v za¢atcich zvladali pomoci koufeni, svédcilo
12 praci. Naopak 6 jinych praci prokazalo, Ze prvotni bylo kou-
feni, které vedlo k rozvoji depresi. V obou pfipadech byly vzta-
hy statisticky vysoce vyznamné (44).
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Vysledky v souboru ELSPAC naznacuiji, ze vice jedenacti-
letych déti Zijicich ve stresujicim prostfedi rodinném a/nebo
Skolnim experimentuje s koufenim. To by svédcilo pro to, Ze
zejména opakované koufici déti hledaji a nalézaji v koufeni
pomoc pfi zvladani jejich nepfiznivych nalad. Protoze vSak
koufi i déti, které tyto nepfiznivé podminky ve svém Zivoté ne-
popisuji, nelze vylougit, Ze mezi nimi by mohlo dojit v horizontu
nékolika pfistich let k rozvoji psychickych depresivnich poruch.
Studie ELSPAC umozni patrat po téchto souvislostech v dal-
Sich etapach Setfeni, nebot sbér dat je ukoncen v 19. roce vé-
ku respondentd.

Mezi kouficimi détmi ELSPAC (jednorazové i opakované)
se Castéji vyskytovaly udaje o poruchéach jejich chovani (uce-
lové Ihani, drobné kradeze, vybuchy zlosti), hyperaktivity (ne-
klidu, neposednosti), poruch pozornosti (roztékanost, roztrzi-
tost, neschopnost se soustfedit). Koufici déti rovnéz castéji
popisovaly pocity nemoci (bolesti hlavy, bficha, unavu). Nao-
pak signifikantné méné kouficich déti vypovidalo, Ze se v po-
slednich 6 mésicich citily pofad nebo skoro porfad dobfe, jak
po strance zdravotni, tak i psychické.

Ve stejné kohorté déti se poruchy chovani, charakterizo-
vané negativismem, agresivitou, Spatnou schopnosti se sou-
stfedit a nepfiméfenymi reakcemi (zachvaty vzteku), vysky-
tovaly jiz v 7 letech jejich véku pfi vySetfeni u Iékare s frekvenci
4,4 %. Mezi témito détmi byl i signifikantné ¢astéjsi vyskyt vy-
razné hyperaktivity, poruch psychomotorického vyvoje, opoz-
déni skolni zralosti a poruch spanku. V dalsi etapé Setfeni,
ve véku 8 let, potvrzovali ucitelé, Ze u téchto déti s porucha-
mi chovani je ¢astéjSi horsi prospéch v matematice a &teni,
i horSi socialni pfizplisobivost v prostredi Skoly. V pfi¢innych
souvislostech byl ve vztahu k porucham chovani a dal§im ko-
morbiditdm vyznamny vliv koufeni matek béhem téhotenstvi
(45). Frekvence vsech sledovanych ukazatell chovani v pred-
chazejici etapé Setfeni vSak byla pfi vySetfovani druhou oso-
bou (Iékafem, ucitelem) niz8i nez v subjektivnich udajich pro-
bandl v dobé, kdy dosahli véku jedenacti let.

Mnohalety vyzkum pfi€in antisocialnich poruch chovani vy-
skytujicich se v détstvi odhalil jak vlivy genetické, tak i vlivy
prostfedi (46). V posledni dobé vSak do popfedi zajmu od-
bornikd vstupuji faktory ovliviujici jedince pfed narozenim.
Opakované se potvrzuje, ze suboptimalni podminky intraute-
rinniho vyvoje mohou vyvolat rizné projevy maladaptace za-
hrnujici snizeni kognitivnich schopnosti, mentalni retardaci,
antisocialni chovani, pfipadné poruchy pozornosti a hyperak-
tivitu (47). Mezi zkoumané faktory, které narusuji v prenatal-
nim obdobi vyvoj mozku, patfi pfedevsim expozice cigareto-
vému koufi. Minimalné 40 studii potvrdilo, Zze koufeni
v téhotenstvi zvySuje u potomku signifikantné vyskyt riznych
neurologickych dysfunkci, antisocialniho chovani, které se ma-
nifestuji v détstvi i v dospélosti (48). Je pravda, ze u ¢lovéka
jsou poruchy chovani vysledkem pusobeni komplexu mnoha
faktortl, které ztézuji urcit, zda koufeni ma vliv kauzalni, nic-
méné vztahy s prenatalni expozici koureni byly prokazany i na
zvifecich modelech (49).

V této praci nebyly analyzovany vztahy mezi vybranych
Udaiji ziskanych od déti a jejich prenatalni expozici faktorim,
které mohly negativné ovlivnit jejich intrauterinni i postnatalni
vyvoj, které byly nalezeny v pfedchozich etapach; to bude
pfedmétem jiného sdéleni.

ZAVER

Anamnestické vySetfeni brnénskych déti ve studii ELSPAC
prokazalo, ze ve véku 11 let vyznamna ¢ast této populace
experimentuje s legalnimi drogami — koufenim cigaret a pi-
tim alkoholu a ojedinéle i s jinymi psychotropnimi latkami.
U kouficich déti byly potvrzeny nejen podminky, které jsou po-
kladany za klasické pficiny iniciace tohoto autoagresivniho
chovani (expozice pasivnimu koureni, rodinné prostfedi, ne-
obliba $koly, nedostatek podnéti v mimoskolni dobé), ale
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i CastéjSi vyskyt dalSich znakl problémového chovani a hor-
Siho zdravi.

V nékolika cilech svétového programu Zdravi 21, které pre-
vzal i narodni program Ceské republiky, je zd(iraziiovano vy-
tvareni podminek pro osvojeni si zdravého zpusobu zivota dét-
mi a dospivajici mladezi (50). Na pInéni konkrétnich cild se
musi podilet stat a jeho instituce, rodina i kazdy jednotlivec.
Z raznych studii jsou doklady o tom, Ze pfes nékteré dilCi Us-
péchy nevénuje Ceska republika témto cillim dostate¢nou po-
zornost. K témto zavérim pfispivaji i zjiSténi ziskana ve stu-
dii ELSPAC.

Zkratky
ELSPAC — Evropska longitudinalni studie téhotenstvi a détstvi
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SOUHRN

HPH (Health Promoting Hospitals) je mezindrodni sit ,Nemocnic podporujicich zdravi”. Sdruzuje jiz vice nez 800 subjektd — jednotlivych
zdravotnickych zafizeni a ndrodnich siti z celého svéta. P¥i vzniku této organizace stéla myslenka, Ze nemocnice je misto vhodné nejen k lécbé
nemoci, ale i k aktivitam zdravi podporujicim a upeviiujicim. Cilem sité je zvySovat kvalitu a bezpeénost zdravotni péce pomoci intervenci
zamétenych na nékolik zékladnich oblasti, napt. na pohybovou aktivitu, léebu zavislosti na tabdku, alkoholu a dalsich drogéch, na zlepseni
komunikace mezi pacienty a persondlem, pristup k psychologické podpore, zajisténi ndvaznosti na dalsi zdravotni péci aj. Tyto akfivity jsou
zaméfeny jak na pacienty, tak i zaméstnance nemocnic, jsou zalozeny na védecky ovétenych metodéch (evidence-based medicine), a pro Geely
plénovani i nasledné kontroly prehledng zpracovany do HPH standards. Clanek informuije o kurzu koordindtort HPH sité v Ceské republice
a podzimni tkole WHO/HPH 2011 v Praze.

Kli¢ova slova: nemocnice podporujici zdravi, lécba zévislosti na tabéku, hodnoceni kvality.

SUMMARY

Stépankova L., Kalvachova M., Kofinkové I. Seminar for HPH coordinators (Health Promoting Hospitals) and WHO HPH Autumn School 2011
held in Prague

Health Promoting Hospitals (HPH) is an international network of more than 800 health care subjects. The HPH initiative is based on an idea of
a hospital being an appropriate place not only to treat illnesses, but also to actively promote health. It aims to improve the quality and safety of
health care via specialized interventions targeting a few key areas, such as tobacco and other dependences, physical activity, psychological
support, or patient-professional communication. Activities are oriented toward both patients and hospital staff and use only methods of evidence-
based medicine. To facilitate programme implementation and evaluation, the hospital quality goals are summarized in five HPH standards. The
present paper informs about the seminar for HPH coordinators in Czech Republic as well as about the WHO HPH Autumn School 2011 held in

Prague.

Key words: health promoting hospitals, tobacco dependence treatment, quality evaluation. St
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Program WHO Health Promoting Hospitals (HPH) — Ne-
mocnice podporujici zdravi (NPZ) ma tyto zakladni zaméry
a cile:

1. Podporovat zemé pfi zméné kultury nemocniéni péce
orientaci na interdisciplinarni praci, transparentni rozho-
dovani a aktivni zapojeni pacientl a partnerd.

2. Podporovat zemé v zavedeni a hodnoceni aktivit pod-
porujicich zdravi ve zdravotni péci a ve vybudovani za-
kladny pro evidenci v této oblasti.

3. Podporovat zemé v zaclenéni indikatorl a standardd
podpory zdravi do existujiciho systému Fizeni kvality pé-
¢e v nemocnicich na narodni urovni.

ADRESA PRO KORESPONDENCI:

MUDr. Lenka Stépankova

Centrum pro zavislé na tabaku, . interni klinika

1. LF UK a VFN

Karlovo namésti 32, 128 00 Praha 2

fax: +420 224 966 612, e-mail: lenka.stepankova@seznam.cz
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PILOTNi KURZ PRO KOORDINATORY PROJEKTU

V Ceské republice probihal od po&atku roku 2011 do &erv-
na pilotni kurz pro koordinatory projektu z ¢lenskych ne-
mocnic a z dalSich zafizeni, které Clenstvi teprve zvazuji.
Jednalo se o Ctyfi ucelené jednodenni moduly. Zucastnilo
se jich 34 posluchacl ze 17 zdravotnickych zafizeni Ces-
ké republiky. Témata se tykala rlznych aspektl podpory
zdravi a jeji zaclenovani do standard(i nemocnic a klinické
praxe.

Modul 1. Principy, cile a typy programi podpory zdravi, ak-
tualni situace v Ceské republice. Perspektivy sité, moznosti
mezinarodni spoluprace.

Modul 2. Navaznost program0 podpory zdravi na doporu-
¢eni EU o bezpecnosti pacientd, spoluprace ENSH a HPH:
Tobacco Free Unit. Standardy podpory zdravi a jejich praktic-
k& implementace do systému kvality péce, prakticka prace
s manudlem pro sebehodnoceni standard(i podpory zdravi,
tvorba akéniho planu

Modul 3. Dokumentace podpory zdravi v klinické praxi,
praktické naplanovani standard(l a sebehodnoceni, pozice ko-
ordinatora v programu podpory zdravi a koordinaéni tym. Ba-
riéry, rizika, motivace.
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Modul 4. Problematika koufeni jako rizikového faktoru v ob-
lasti zdravotni péce. Moznosti 1éCby zavislosti na tabaku, sit
specializovanych center. Navstéva referenéniho centra pro za-
vislé na tabaku. Program a cile ENSH, implementace opat-
feni kontroly tabaku v nemocnicich, zaélenéni do standardu.

Toto posledni téma je aktualni i vzhledem k planovanému
zakazu koufeni nejen ve vnitfnim (plati jiz od roku 2005), ale
i vnéj§im prostoru nemocnic. Navrhovana novelizace zakona
379/2005 by znamenala vyraznou zménu nejen pro pacienty,
ale i personal nemocnic. Podle poslednich prizkum totiz
v Ceské republice koufi cca 40 % zdravotnich sester a 15 az
20 % lékara. U nezdravotnického personalu nemocnic je toto
procento jesté vySSi. Nemocnice, které se zaméfi na lécbu za-
vislosti na tabaku v fadach personalu dfive, budou mit v pfi-
padé schvaleni zékona nezanedbatelnou organiza¢ni vyhodu.

STANDARDY PRO PODPORU ZDRAViI

Vystupem z celého kurzu byly mj. zpracované akéni plany
jednotlivych nemocnic, které zahrnuji konkrétni kroky a opat-
feni ke zlepSeni sledovanych parametri. Kazda nemocnice
si sama zjistila souc¢asny stav (oblast vyzivy, pohybové akti-
vity, odvykani koufeni, komunikace s pacienty aj.) a vybrala si
priority, kterym se chce v dalSich letech vénovat. Bodové se
poté ohodnotila dle navrzenych standardd.

Tyto byly v roce 2002 vytvofeny mezinarodni pracovni sku-
pinou pfi WHO a pilotné odzkouSeny ve spolupracujicich ne-
mocnicich.

Pét sledovanych standard( podpory zdravi v nemocni-
cich:

1. politika managementu,

2. posuzovani potfeb pacienta,

3. informovani pacientll a opatieni na podporu zdravi,

4. podpora zdravého pracovniho prostredi,

5. kontinuita a spoluprace.

Standardy pro podporu zdravi byly vybrany tak, aby nava-
zovaly a vhodné doplriovaly existujici standardy kvality, kte-
ré se bezprostfedné na podporu zdravi nezaméruiji.

PODZIMNi SKOLA WHO

Nejlépe zpracované akéni plany jednotlivych nemocnic by-
ly pfedstaveny na konferenci ,Nemocnice podporujici zdra-
vi — Podzimni $kola WHO-HPH v Ceské republice* v Pra-
ze ve dnech 12. az 13. zafi 2011 v prostorach ministerstva
zdravotnictvi.

Jednalo se o prvni vyznamnou pfilezitost, kdy se Ceska
zdravotnicka vefejnost mohla seznamit s jednim z klicovych
programi Svétové zdravotnické organizace (WHO). Za
ucasti vysoce kvalifikovanych a mezinarodné uznavanych
expertd z oblasti vyzkumu a implementace podpory zdravi
byla U¢astnikim konference poskytnuta pfilezitost k vza-
jemné inspiraci a k zapojeni jak do narodni, tak mezinarodni
spoluprace. ,Podzimni S§kola WHO" byla vysledkem spolu-
prace Ministerstva zdravotnictvi (MZ) CR, kancelafe WHO
v Ceské republice, WHO Collaborating Centre for Eviden-
ce-Based Health Promotion in Hospitals and Health Servi-
ces v Kodani a spole¢nosti Consult Hospital, s.r.o. zamére-
né na zvyseni informovanosti a implementaci jednoho
z programt WHO do systému zvySovani kvality péce v Ces-
kych nemocnicich.

Kromé predstaveni akénich planl a diskuze o nich s pred-
staviteli WHO Collaborating Centre for Evidence-Based He-
alth Promotion, Hannou Tonnessen a Jeffem Svanem, byl sou-
Casti akce i dalSi odborny program o souvisejicich tématech.
Velmi pfinosna byla také panelova diskuze predstaviteld MZ,
pojistoven a dalSich zasnénych subjektt o efektivité a cené
programi podpory zdravi.
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Obr. 1. Srovnani pooperacnich komplikaci u intervenéni skupiny lé-
¢ené pro zavislost na tabaku a kontrolni skupiny kurakl (pfevzaty
z pfednasky prof. Hanne Tonnesen na podzimni Skole WHO/HPH
v Praze)

Obr. 2. Rozlozeni Center pro zavislé na tabaku a nemocnic v Ceské
republice

* Centra pro zavislé na tabaku, H — HPH (Health Promoting Hospi-
tals)

V8echny posluchace véetné pfitomného ministra zdravot-
nictvi doc. MUDr. LeoSe Hegera, velmi zaujal pfispévek pred-
neseny prof. Hanne Tonnesen o poctu komplikaci chirurgic-
kych zakrok( u kufakl. Pfedstavovana data prezentovala
skute¢nost potvrzenou vice nez tfemi sty observacnich stu-
dii, ze koufeni je asociovano s vyrazné vyssi postoperacni
morbiditou. Z intervenénich studii prof. Tonnesen uvedla na-
pfiklad praci Mollera et al. (Lancet 2002), ve které komplika-
ce po nahradé kolenniho &i ky€elniho kloubu v kontrolni sku-
piné kufakl byly 52% a v intervenéni skupiné (intenzivni
intervence pro odvykani koufeni) pouze 18%. Pouha reduk-
ce poctu vykourenych cigaret vSak nevykazala zadné snize-
ni pooperacnich komplikaci! Podobné studie Lindstroma et al.
(Ann Surg 2008) hodnotici skupinu 102 pacientd po chirur-
gickém vykonu, ktefi absolvovali intenzivni intervenci pro za-
vislost na tabaku s po¢atkem 4 tydny pfed operaci, konstato-
vala 41 % komplikaci v kontrolni versus 21 % intervenéni
skupiné (obr. 1).

Z uvedenych a dalSich udaji vyplyva jednoznacéné dopo-
rueni pro pacienty v€as prestat koufit a pro Iékafe provadét
intenzivni intervenci k odvykani koufeni v preoperaénim ob-
dobi tak, aby pacienti nekoufili alespori 4 tydny pfed vykonem.
V drtivé vétsiné evropskych a dalSich vyspélych statl je moz-
né pacienta odeslat pfi potfebé intenzivni intervence do am-
bulanci ¢i center specializovanych na lé€bu zavislosti na ta-
baku. Tuto moznost maji pacienti i lékafi jiz od roku 2005
i v Ceskeé republice.
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Z mnoha dal$ich pfispévk, které zaznély na podzimni Sko-
le WHO/HPH v Praze, bychom proto zminili sdéleni o Cent-
rech pro zavislé na tabaku a jejich spolupraci se siti HPH.

Centra pro zavislé na tabaku poskytuji specializovanou Ié¢-
bu zavislosti na tabaku (psychobehavioralni podpora + far-
makotepie), funguji v sou€asnosti jiz ve vSech krajich Ceské
republiky — v soucasnosti je jich 39 (obr. 2). Navstévy v nich
jsou hrazeny zdravotniho pojisténi. Seznam center a aktual-
ni kontakty je mozné nalézt napf. na strankach Spole¢nosti
pro lé¢bu zavislosti na tabaku: www.slzt.cz.

Vytvoreni centra je jisté dobrym startovnim poc¢inem vede-
ni nemocnice pro zapojeni do sité nekurackych nemocnic
(ENSH): je benefitem jak pro zaméstnance (pfestavaji koufit),
tak pro pacienty (lékafi i sestry Castéji intervenuiji, 1éCba za-
vislosti na tabaku je aktivné nabizena). Aktivity nemocnic pod-
porujicich zdravi (HPH) jsou zaméreny Sifeji — nejen na kou-
feni, ale i na kontrolu hmotnosti, pohybovou aktivitu,
naduzivani alkoholu aj.; nicméné i v rdmci tohoto programu
je lécba zavislosti na tabaku a lepsi kontrola uzivani tabako-
vych vyrobk( obecné dllezitou sou¢asti programu.

Naopak v rdmci celostatni sité Center pro zavislé na taba-
ku je dllezité zaméstnance i management motivovat ke sna-
ze o zapojeni jejich domovskych nemocnic do sité ENSH
a HPH, a zvysit tim zapojeni ¢eského zdravotniho systému do
programu podpory zdravi a do ochrany pred disledky aktiv-
niho i pasivniho koufeni.

ZAVER

Na zakladé aktivit MZ a WHO a jisté i vySe popsaného kur-
zu koordinator(l a Skoly WHO/HPH v Praze se zapojilo do HPH
sité dalSich Sest nemocnic z Ceskeé republiky. Cast ¢lenskych
nemocnic HPH sité se zu¢astni jiz v roce 2012 planované mul-
ticentrické randomizované studie Recognition, ktera ma pro-
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stfednictvim postupného zavedeni standard(i podpory zdravi
do nemocnic a nasledného nezavislého mezinarodniho audi-
tu potvrdit vliv HP aktivit na kvalitu poskytované zdravotni pé-
Ce.
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Osobni zpravy

Ve stfedu 22. Unora 2012 ve véku 56 let
zemrel po kratké téZké nemoci vazeny pan
profesor MUDr. Petr Zatloukal, CSc.

Narodil se 6. ¢ervna 1955. Po absolvova-
ni gymnéazia v Pferové studoval v letech
1974-1980 na Fakulté vSeobecného lékar-
stvi Univerzity Karolovy v Praze. Atestoval
z interniho lékafstvi, poté ziskal nastavbo-
vou atestaci tuberkul6zy a respiracnich ne-
moci a klinické onkologie. Od roku 1980 do
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Zemtel prof. MUDr. Petr Zatloukal, CSc.

ledna 1997 pracoval na I. klinice tuberkulé-
zy a respiracnich nemoci VFN v Praze, od
roku 1990 jako zastupce prednosty pro LPP.
V lednu 1997 se stal prednostou Kliniky
pneumologie a hrudni chirurgie 3. |ékarské
fakulty UK a FN Na Bulovce, kde pracoval
dosud.

V listopadu 1997 se stal vedoucim kated-
ry TRN Institutu postgradualniho vzdélavani
ve zdravotnictvi, pfedsedal atestaénim ko-
misim a byl skvély spravedlivy examinator.
Podilel se na vyuce studentu 1. Iékarské fa-
kulty a od roku 1997 i 3. |Iékarské fakulty.
Pravidelné prednaSel v postgraduéinim
vzdélavani Iékaru, vedl kurzy a Skolici staze
v pneumologii a pneumoonkologii. V roce
1999 habilitoval v oboru interniho Iékafstvi
a v roce 2004 byl jmenovan profesorem in-
terniho Iékafstvi.

Velmi vyznamna byla jeho role ve védec-
ko-vyzkumné cinnosti. Byl feSitelem 22 vy-
zkumnych projektl a vyzkumnych zameérd
ministerstva zdravotnictvi, publikoval vice jak
50 praci v ¢asopisech s IF, pfednasel na do-
macich a mezinarodnich konferencich, kde
byl i pfedsedajicim v fadé sekci. Byl ¢lenem
reakéni rady ¢asopisu Lung Cancer, edito-
rem Journal of Clinical Oncology a byl i pfed-
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sedou redakéni rady ¢asopisu Studia pneu-
mologica. Pan profesor byl znamy i v fadé
zahrani¢nich spole¢nosti a vybord. Byl ¢le-
nem vyboru Central European Lung Cancer
Board, International Academy of Cytology,
European Organization for Research and
Treatment of Cancer, kde byl ¢lenem Lung
Cancer Cooperative Group, dale pak praco-
val v International Association for the Study
of Lung Cancer, byl lenm American Socie-
ty of Clinical Oncology a European Society
for Medical Oncology. Velmi se zaslouzil
0o rozvoj predev§im ¢Eeské pneumologie
a pneumoonkologie. Jeho Zzivotni pracovni
doménou se stala diagnostika a prfedevsim
|é¢ba bronchogenniho karcinomu. Je auto-
rem fady novych lé¢ebnych postupl, které
jsou mezinarodné uznavany. Byl velmi ak-
tivni a predsedal Spole¢nosti klinické cyto-
logie CLS JEP, byl pitedsedou kooperativni
skupiny pro Ié¢bu plicni rakoviny, pracoval
v Pneumologické spolegnosti CLS JEP. Byl
uznavanym odbornikem nejenom v Ceské
republice, ale i v zahranigi.
Pan profesor nam bude vSem chybét!
Cest jeho pamatce!

prim. MUDr. Norbert Pauk, Ph.D.
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XV. celostétni konference DNA diagnostiky

Jiz XV. celostatni konference DNA diagnostiky se 24. az
25. listopadu 2011 tentokrat po nékolika letech vratila opét do
Prahy. Diky laskavosti vedeni Ustavu molekularni genetiky
Akademie véd Ceskeé republiky jsme pro konferenci mohli vy-
uzit auditorium Milana Haska v¢etné pfilehlych prostor. Pfed-
naskovy sal pojme témér 300 Gcastnikl a pocétem registro-
vanych Gcéastnikll (274) jsme se k tomuto poctu pfiblizili. Sal
je vybaven modernim technickym zazemim a je obhospoda-
fovan spolec¢nosti Czech-In, ktera zajiStuje vSechny s pofa-
danim konferenci spojené sluzby. Tato spole¢nost naro¢nym
ukollim spojenym s poradanim konference spojenych obsta-
la na vybornou, jisté také diky tomu, ze ma jiz v téchto zale-
zitostech dostatek zkuSenosti.

Dostate¢né prostory umoznily rovnéz prezentaci postero-
vych sdéleni (21) a také aktivni U¢ast sponzord (19), ktefi zde
mohli mit i vlastni stanky.

Pocet prihlaSenych (registrace diky sponzorskym pfispév-
kdm nebyla zpoplatnéna) dosahl 274. V obou dnech zasedani
se zucastnili v po¢tu dosahujicim dvou set s tim, Zze néktefi
si pochopitelné vybrali jen jeden ze dnli programu podle své-
ho zajmu.

Seminar pfevazné edukativniho rdzu se pdvodné mél konat
ve velké zasedaci mistnosti dékanatu 1. Iékarské fakulty, ale po-
zdéji musel byt vzhledem k velkému zajmu pfesunut do audito-
ria Lékarského domu, které ucastnici zcela zaplnili. Zabyval se
modernimi technologiemi sekvenovani, které zacinaji pronikat
i do Ceské republiky, bohuzel ve zcela nekoordinované a z to-
hoto hlediska zna¢né neekonomické podobé. Pfednasky pfi-
nesly kromé zékladnich informaci i kriticky pohled na moznos-
ti téchto technologii, ktery je z tohoto hlediska zvlast cennym
zdrojem informaci pro ty, ktefi o nakupu takovych strojii uvazuii.

Abstrakta prfednasek z viastni konference i pfedkonferenc-
niho seminare jsou k dispozici zajemclim na www.dnakonfe-
rence.cz a pozdéji se pfesunou na web Spole¢nosti |ékaFské
genetiky (www.slg.cz). Brzy na web doplnime i samotné pred-
nasky z predkonferenéniho seminare a snad se nam povede
doplnit i pfednasky z konference.

i MUDr. Marek Turnovec
Ustav lékafské biologie a genetiky 2. LF UK, Praha
prof. MUDr. Radim Brdicka, DrSc.

Ustav hematologie a krevni transfuze 1. LF UK, Praha

Pfednasky

RNA diseases
David Stanék
Oddéleni biologie RNA,
Ustav molekulérni genetiky AV CR, v. v. i., Praha

Exprese naprosté vétsiny lidskych genl zahrnuje krok na-
zyvany RNA sestfih, pfi kterém se vystépi nekddujici useky
a spoji sekvence obsahujici informaci pro syntézu bilkovin.
Rozpoznani hranice mezi kédujicimi a nekédujicimi Useky je
zalozeno na celé fadé vazeb mezi mRNA a sestfihovymi pro-
teiny & snRNA. Mutace, které ovliviiuji tyto vazby, mohou mit
negativni vliv na RNA sestfih i na vkladani jednotlivych kédu-
jicich sekvenci. Mutace v zakladnich sestfihovych proteinech
zpUsobuji dédiéné onemocnéni oka retinitis pigmentosa. Na-
Se vysledky ukazuiji, Zze mutace v proteinu hPrp31 inhibuje
spravné formovani aktivnich sestfihovych komplext. Naopak
mutace v hBrr2 nema vliv na skladani sestfihovych komplex,
ale ovliviuje kinetiku sestfihové reakce a alternativni sestfih.
Dale je diskutovan vliv mutaci SMN na formovani sestfihovych
komplexd a mutace v regulaé¢nich mRNA sekvencich, které
negativné ovliviiuji RNA sestfih.

Non-kontinualni duplikace v DMD genu
v rodiné pacienta s Duchennovou
svalovou dystrofii
Iveta Valddkova' 2, Vaclava Curtisova3,
Jitka Kadlecova' 2, Renata Gaillyova' 2
'0Oddeéleni Iékarské genetiky FN, Brno
2| ékarska fakulta MU, Brno
SUstav lékarské genetiky a fetéini mediciny FN, Olomouc

Duchennova svalova dystrofie (DMD) onemocnéni vazané
na chromozom X, které postihuje pfiblizné jednoho z 3600 az
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6000 Zivé narozenych chlapcd, patfi rychlosti progrese a pro-
ni jsou pseudohypertrofie lytek, kolébava chize v hyperlor-
dose a pro kontraktury Achillovych Slach s chiizi po Spi¢kach.
Asi u 30 % déti je popsana mentalni retardace. Schopnost sa-
mostatného pohybu mizi mezi 8. az 13. rokem. Na voziku se
obvykle rychle rozviji skoliéza, pozdéji i kardiomyopatie. Me-
zi 20. az 30. rokem se objevuji ventilani obtize, ¢asto pak
s letédlnim koncem. Svalova biopsie ukazuje degenerativni
zmeény, proliferaci tukové tkané, loziska nekrdzy i regenerace.
Jednoznaénym diagnostickym prilkazem je zjisténi absence
dystrofinu a ureni typu mutace dystrofinového genu (DMD;
locus Xp21.2).

Duchennova svalova dystrofie je ve vétsiné pfipadl zpQ-
sobena frame-shift nebo in-frame delecemi a duplikacemi
stavbou u postizenych chlapcll (65 % pacient(), ale duplika-
ce zahrnujici az nékolik exonll se také vyskytuji v signifikant-
nim poctu pfipadi (5—15 %).

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)
je metoda aktualné pouzivana k prikazu deleci a duplikaci
vSech 79 exoni DMD genu. Pomoci této metody jsme de-
tekovali u suspektni DMD prenaSecky raritni komplex geno-
vé prestavby, a to dvé non-kontinudlni duplikace zahrnujici
exony 55 a 58. Tento nalez byl verifikovan pomoci metody
quantitatve High-Resolution Meeting Curve Analysis (QHRM),
sekvenovanim a vazebnou analyzou. Byla provedena ana-
lyza DMD genu u matky, zdravého bratra a plodu muzské-
ho pohlavi probandky. Vysledky téchto metodickych postu-
pl a zjisténé DMD genotypy ¢lenll rodiny probandky nam
umoznily navrhnout teoreticky model formovani této gene-
tické varianty.
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Paralelny pristup v molekularnej diagnostike
pletencovych muskularnych dystrofii
Zoja VI¢kova', Peter Iglauer®, Arpad Nagy?,
Juraj Mestanek?, Martina Hikkelova?,
Andrej Gencik?, Martin Gen¢ik'
"Praxis fiir Humangenetik, Wien, Rakousko
2Medgene, Bratislava, Slovenska republika
3Diagenos, Osnabrtick, Rakousko
YADINIS, Trava, , Slovenska republika

Progresivne muskularne dystrofie zahfhaju X-viazané
dystrofinopatie, autozomalne recesivne a menej ¢asté auto-
zomalne dominantné pletencové muskularne dystrofie, tzv.
LGMD. Oboje sa u postihnutych jedincov prejavuju ubytkom
svalovej hmoty v oblasti ramenného a panvového pletenca
a postupnym Sirenim svalovej slabosti aj na distalne svaly.
V pociato€nom Stadiu ich prakticky nie je mozné od seba kli-
nicky odlisit. Hlavnymi diagnostickymi nastrojmi su dalej ana-
lyza rodokmena, biopsia svalu a molekularno-geneticka ana-
lyza dystrofinového génu a skupiny génov zodpovednych za
rozne formy LGMD.

Tab. 1. Génovy panel LGMD

I‘épMD Génovy produkt SI;;tLI:a Lol;aginzécia
LGMD1A myotilin MYOT 5931
LGMD1B lamin A/C LMNA 1922
LGMD1C caveolin 3 CAV3 3p25
LGMD2A calpain 3 CAPN3 15q15.1
LGMD2B dysferlin DYSF 2p13.3
LGMD2C sarcoglycan, gamma SGCG 13q12
LGMD2D sarcoglycan, alpha SGCA 17921
LGMD2E sarcoglycan, beta SGCB 4q12
LGMD2F sarcoglycan, delta SGCD 5q33-q34
LGMD2I fukutin-related protein FKRP 19913.32
LGMD2K pro_tt?g‘r;gfggggﬂsy" POMT1 9q34.1

Tento prispevok struéne referuje o stave molekularnej dia-
gnostiky pletencovych muskularnych dystrofii na naSom pra-
covisku. DoterajSi pristup Standardne pozostaval z priame-
ho sekvenovania koédujucich a splice-relevantnych oblasti
prislusného génu Sangerovou metédou v kombinéacii s MLPA
vySetrenim doty&nych oblasti na pripadné velké delécie/du-
plikacie. Tymto spésobom bolo vySetrenych 33 vzoriek pa-
cientov s podozrenim na LGMD, ktoré k nam boli v uplynu-
lom obdobi zaslané a u ktorych boli vylu¢ené dystrofinopatie,
s nasledujucimi vysledkami: 21 negativnych nalezov, 12 po-
zitivnych nalezov; z toho u 7 pacientov (rodinnych prislus-
nikov) bolo potvrdené prenasaéstvo jednej z recesivnych fo-
riem LGMD, u 5 pacientov bola diagnéza AR LGMD
potvrdena nalezom dvoch kauzalnych mutacii. Najdené bo-
li tri v literature popisané mutacie v géne CAPNS:
p.Thr184ArgfsX36, p.Phe200_Leu204del, p.Thr417Met; jed-
na v literature popisana mutacia v géne SGCG: p.Phe175Le-
ufsX20; jedna dosial nepopisand mutécia v géne SGCG:
p.Thr251AspfsX68.

Sucastou doterajSej diagnostickej stratégie v pripade ne-
gativneho nalezu a pretrvavajuceho podozrenia na niektoru
z foriem LGMD bolo sukcesivne vySetrovanie dalSich zod-
povednych génov. Vdaka zavedeniu metdd sekvenovania
druhej generacie pomocou pristroja Roche GS Junior v na-
Som laboratériu a ich Uspesnej aplikacii v molekularnej dia-
gnostike napr. neurokutannych ochoreni (NF, TSC), gene-
ralizovanej epilepsie (GEFS+) a i., aj v pripade LGMD
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nahradzame tento sukcesivny pristup paralelnym vySetrenim
vo forme génového panelu LGMD (tab. 1). V pripade pa-
cienta, ktory nema vylu¢enu dystrofinopatiu, je mozné do pa-
nelu zahrnut aj DMD. Z praktického hladiska o¢akavame cel-
kové zefektivnenie diagnostiky LGMD, a to predovSetkym
zvySenie zachytnosti. Pomerne nizke pocet potvrdenych po-
zitivnych pacientov (Statistiku skresluju vySetrovani rodinni
prisluSnici) m6ze byt spdsobeny nedovySetrenim dalSich gé-
nov z kategérie LGMD, a teda pred€asnym ukonéenim dal-
Sej finan¢ne a ¢asovo naro€nej diagnostiky. Tento problém
je mozné eliminovat systematickym vyuzivanim masivne pa-
ralelnych met6éd sekvenovania druhej generacie, ktoré umoz-
nuju vyrazné znizenie celkovych nakladov, ako aj dizky
trvania vySetrenia.

Identifikace nové mutace v genu OPA1
podminujici autozomalné dominantni atrofii
optiku, hluchotu, ptézu, oftalmoplegqii,
Polyneuropatii a ataxii
Petra Lidkova'2, Markéta Tesafova®, Hana Meldova?,
Pavel Diblik2, Petr T&$ina®, Olga Ulmanova®,
Marcela Votruba
'L aboratof biologie a patologie oka UDMP, 1. LF UK a VFN, Praha
20¢ni Klinika 1. LF UK a VFN, Praha
SLaboratof pro studium mitochondrialnich poruch KDDL,

1. LF UK a VFN, Praha
“Neurologickéa ambulance, D&&in
5Ustav molekularni genetiky AV CR, V.v.i., Praha
SNeurologicka klinika a Centrum Klinickych neurovéd 1. LF UK a VFN,
Praha
’School of Optometry and Vision Sciences, Cardiff University,
Velka Britanie

Uvod. Extraokularni neurologick&a symptomatologie u pa-
cientd s autozomalné dominantni atrofii optiku podminénou
mutacemi v opaT genu byla nedavno popsana az u 20 % po-
stizenych jedinci. Gen OPA1 se nachazi na chromozomu
3029 a sklada se ze 30 exon0. Protein OPA1 je nezbytny pro
fuzi vnitfni mitochondrialni membrany.

Metodika. Osm ¢len jedné rodiny s multisystémovym po-
stizenim absolvovalo neurologické, oftalmologické a audio-
metrické vySetfeni. Molekularné geneticka analyza byla pro-
vedena u Sesti z nich. Sekvenovany byly vSechny exony
a prilehlé intronové oblasti genu OPAT.

Vysledky. U Sesti vySetfenych ¢lenl rodiny byla zazna-
menana znacéna fenotypova heterogenita s variabilni kom-
binaci a stupném zrakového, sluchového a neurologického
postizeni. Prvnim pfiznakem byla u vétSiny jedincd poru-
cha vizu s po¢atkem v prvni az tieti dekadé a variabilni stu-
pen ptézy a/nebo oftalmoplegie. Percepéni hluchota, poly-
neuropatie a ataxie se rozvinuly pozdéji, typicky ve tfeti
a Ctvrté dekadé. V genu OPAT byla zjisténa nova mutace
¢.1345A>C v exonu 14 vedouci na proteinové urovni k za-
méné threoninu v pozici 449 za prolin (p.Thr449Pro). Tato
zména segregovala v dané rodiné s projevy onemocnéni.
In silico analyza podpofila patogenni ulohu této nové zjis-
téné varianty.

Zaveér. |dentifikace nové patogenni varianty v genu OPAT
u nami studované rodiny potvrzuje ulohu tohoto genu v mi-
tochondrialnim metabolismu. NaSe prace rozsifuje spektrum
mutaci OPAT, pro které Ize provést korelaci genotypu s fe-
notypem. Molekularné genetickd pfic¢ina autozomalné do-
minantni atrofie optiku byla u ¢eskych pacientl popsana po-
prvé.

Prace byla podporfena vyzkumnymi zaméry MSM0021620806
a MSM0021620849.
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Analyza génu GJB2 u pacientov s bilateralnou
senzorineuralnou poruchou sluchu na
Slovensku - uvod do Studie
Ivica Masindova', Lukas Varga' 2, Miloslava
Huckova', Gabriela Pavlovginova?d,

Martina Balogova', Jana Jakubikovas, Iwar Klimes?",
Milan Profant?, Daniela Ga$perikova'

' aboratdrium diabetu a poruch metabolizmu, Ustav experimentéinej
endokrinoldgie SAV, Bratislava, Slovenska republika
2], Otorinolaryngologicka kiinika LF UK, Bratislava, Slovenska republika
3Detska ORL klinika LF UK, Bratislava, Slovenska republika

Uvod. Prevalencia vrodenej senzorineuralnej straty sluchu
sa celosvetovo pohybuje okolo 1 : 1000 zivonarodenych de-
ti. AZ u polovice pripadov vznika v dosledku genetickych pri-
¢in v jednom z doposial 50 znamych génov. Zmeny v géne
GJB2 (kddujucom konexin 26) su naj¢astejSou pricinou tejto
poruchy sluchu, s réznou frekvenciou vyskytu v ramci etnic-
kych skupin. V sucasnosti je popisanych priblizne 100 pato-
génnych mutéacii génu GJB2, ktoré sa vyznacuju najma auto-
zémovo recesivnym (80 %), ale aj autozémovo dominantnym
(20 %) sposobom dedi¢nosti. Poskodenie sluchu sa u nosite-
lov recesivnych mutécii prejavi, ak je dana mutacia v homo-
zygotnej forme alebo vo forme zloZzeného heterozygota, ke-
dy kazda alela génu GJB2 nesie ind mutaciu. Senzorineuralna
porucha sluchu méze vSak vzniknut aj désledkom mutacii pri-
tomnych v dvoch odliSnych génoch (GJB2, GJBE).

Ciel. Cielom tejto prace bolo vykonanie DNA analyzy gé-
nu gjb2 a gjbé, ur€enie mutacného spekira a percenta najca-
stejSich mutécii v Studovanom subore.

Metoédy. Nas subor tvorilo 150 probandov s bilateralnou ne-
syndréomovou senzorineuralnou poruchou sluchu z I. ORL kli-
niky LF UK, detskej ORL kliniky LF UK a internatnych 8kél
pre deti so sluchovym postihnutim v Bratislave, vo veku 2-56
rokov. VSetci jedinci boli podrobeni analyze oboch exénov gé-
nu GJB2 metédou priameho obojsmerného sekvenovania
a 85 jedincov suboru bolo analyzovanych aj metédou MLPA.
Metdéda MLPA bola pouzita na detekciu najéastejSich ,hot-
spot“ mutécii a delécii v géne GJB2 a GJBE6 ako aj delécii dal-
Sich génov spésobujucich poruchy sluchu.

Vysledky. V géne gjb2 u 150 probandov suboru bolo identifi-
kovanych 10 mutécii (c.35delg, c.101t>c, c.167delt, c.1-3201g>a,
c.71g>a, c.109g>a, ¢.229t>a, ¢.313_326del, c.269t>c, c.224g>a),
niekolko polymorfizmov (c.79g>a, ¢.380g>a, c.457g>a, c.475g>a,
c*84t>c) a jeden variant (¢.*3C>A). Uvedené mutacie sa v ho-
mozygotnej forme vyskytovali u 26 % jedincov a vo forme zlo-
zenych heterozygotov u 12 %. U tychto dvoch skupin bola po-
tvrdend geneticka pricina vzniku poruchy sluchu. Samotné
heterozygotné mutacie boli pritomné u 8 % jedincov, ktorych pri-
tomnost vSak nie je dostacujica na prejavenie sa poruchy slu-
chu. Podiel negativnych probandov, bez nalezu aspor jednej pa-
togénnej mutécie dosahoval priblizne 52 %. NajfrekventovanejSou
mutaciou nasho suboru bola delécia ¢.35delG (61 jedincov —
40,7 %), druhou intrénova substitucia ¢.1-3201G>A (8 jedincov
— 5 %) a tretou v poradi mutécia indického pévodu c.71G>A
(6 jedincov — 3,8 %). U jedného probanda s mutaciou v géne
GJB2 (c.35delG) bola pomocou metddy MLPA identifikovana aj
delécia v géne GJB6 (delD13S51830), u ktorého kombinacia tych-
to dvoch mutacii sposobila poruchu sluchu.

Zaver. Vysledky dna analyzy na$ej $tudie podali nielen ob-
raz o zastupeni jednotlivych mutécii tohto génu v Studovanom
subore, ale umoznili aj potvrdit geneticku pricinu poruchy slu-
chu u 57 pacientov, ktord je klu¢ovou inform&ciou pre gene-
tické poradenstvo, klinicki prognézu a do buducna i moznu
personalizovanu terapiu.

Praca s podporou grantov APVV 0148-10, VEGA 1/0465/11
a UK/7/2011.
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QIAGEN - kompletni feSeni od vzorku
po vysledky
Ludmila Lukeszova
BIO-CONSULT Laboratories s.r.o.

Predstaveni nejzajimaveéjsich produktt v ramci celého pra-
covniho postupu od odbéru vzorkd az po vysledek. Firma
QIAGEN v soucasnosti nabizi kompletni feSeni od pfistrojo-
vého vybaveni, pfes kompletni kity i jednotlivé reagencie az
po intuitivni vyhodnocovaci software, a to pro technologie ja-
ko PCR, RealTime PCR vcetné HRM, pyrosekvenovani.

Molekularné geneticka diagnostika u vzacnych
dédiénych neurodegenerativhich onemocnéni
- Niemann-Pickovy choroby typu C a X-vazané
adrenoleukodystrofie
Lenka Dvofakova', Hana Vlaskova'!, Gabriela
Storkanova', Michaela Boudkova-Hnizdoval,
Larisa Stolnaya', Helena Jahnova', Jifi Zeman?,
Milan Elleder?, Martin Hfebigek!

"Ustav dédicnych metabolickych poruch 1. LF UK a VFN, Praha
2Klinika détského a dorostového lékarstvi 1. LF UK a VFN, Praha

Niemann-Pickova choroba typu C (NPC, OMIM #257220)
je zavazné autozomalné recesivni neurovisceralni onemoc-
néni charakterizované hepatosplenomegalii a rozvojem neu-
rologickych pfiznakl. Nastup klinickych pfiznak(l muze nastat
od novorozeneckého véku az do pozdni dospélosti. Preva-
lence onemocnéni v Ceské republice je 0,9 na 100 000 zivé
narozenych déti.

Z&kladnim rysem onemocnéni je lyzozomalni stfadani vol-
ného cholesterolu a glykolipidl v dusledku poruchy transpor-
tu lipida. Pri¢inou onemocnéni jsou mutace v jednom ze dvou
genl — NPC1 (25 exonl) nebo NPC2 (5 exonl), které koduiji
funk&né kooperujici proteiny neenzymové povahy lokalizova-
né v pozdnich endozomech/lyzozomech. Naprosta vétsina
(95 %) pacientl nalezi do skupiny NPC1, zbylych 5 % pak
do skupiny NPC2.

Diagndzu jsme potvrdili u 33 pacientd. V jedné rodiné byl
v rdmci genetického poradenstvi vySetfen nepfibuzny part-
ner pfenasecky, ktery nemél rodinnou zatéz. U tohoto partnera
byla identifikovana z literatury znama rekurentni mutace
p. Pro1007Ala (exon 20), ktera byla v souboru ¢eskych pa-
cientd nalezena na dalSich 9 alelach. Tento pfiklad ukazuje,
Ze molekularné genetické vySetieni nepfibuznych partnerd
muze mit vyznam i u velmi vzacnych onemocnéni.

X-vazana adrenoleukodystrofie (X-ALD, OMIM #300100) je
neurodegenerativni metabolické onemocnéni s gonozomalné
recesivnim typem dédi¢nosti. Klinicka manifestace onemoc-
livou demyelinizaci bilé hmoty mozkovych hemisfér a je témér
vzdy doprovazena poruchou funkce klry nadledvin. One-
mocnéni je vyvolano poruchou peroxizomalni B-oxidace na-
sycenych velmi dlouhych mastnych kyselin (VLCFA; C > 22:0)
a mutacemi v genu ABCD1 (Xg28), ktery kdduje peroxizomalni
membranovy protein ALDP.

Molekularné genetické vySetreni potvrdilo diagnosu u pro-
bandl ze 20 ¢eskych a slovenskych rodin. Pfiklad pacienta
s X-ALD ukazuje na problémy s vyhodnocenim vysledk( ce-
logenomového sekvenovani a svéd¢i pro vyznam Sangero-
vy metody v ramci diagnostického algoritmu.

Préce je podporovdna granty VZ MSM CR 0021620806,
MZOVFN2005 a IGA MZ CR NT12239-5/2011.
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Nalez rozsahlych deleci zahrnujicich NF1 gen
u pacientlli s NF1 onemocnénim
Jitka Kadlecova'-?, Silvie Dudova'2, Martina
Vanaskoval, lveta Valadkova'2, Jana Soukalova'?2,
Zdenék Kalina'2, Renata Gaillyova'?
T0Oddéleni lékaiské genetiky FN, Brno
°l ékarska fakulta MU, Brno

U 5-10 % NF1 pacientud jsou pfi¢inou vyvoje onemocnéni
neurofibromatézou typu 1 mikrodelece, které zahrnuji cely
NF1 gen spole¢né s variabilnim poétem sousednich genu. By-
ly popsany tfi subtypy téchto velkych deleci NF1genu: typ1,
typ 2 a atypické NF1delece. U vétSiny NF1 pacientl se nej-
Castéji vyskytuje mikrodeleéni typ1 — 1,4Mb mikrodelece,
charakterizovdna bodem zlomu v proximalni oblasti NF1-
REPa a v distalni oblasti NF1-REPc, zahrnuje 14 genu vcet-
né NF1 genu a mikrodeleéni typ 2 — 1,2Mb mikrodelece s bo-
dem zlomu v oblasti genu SUZ12 a jeho pseudogenu SUZ12P,
delece zahrnuje13 gend. Mikrodelec¢ni typ 3 — atypické NF1
delece se vyskytuji u pacientd s mnohem mensi ¢etnosti nez
pfedchozi dva typy mikrodeleci a jsou charakterizovany spe-
cifickymi neopakujicimi se body zlomu zahrnujici NF1 gen.
mocnéni nez pacienti s detekovanou intragenovou mutaci. Fe-
notyp asociovany s NF1 mikrodeleci koreluje s projevy fa-
cialniho dysmorfismu, signifikantné zvySenym vyskytem
mnohocetnych neurofibrom(, zvySenym rizikem MPNSTs
(malignant peripheral nerve sheath tumor) a jsou popisovany
vyrazné potize s uéenim €i snizena inteligence.

V souboru 60 nepfibuznych NF1 pacientd byly pomoci me-
tody MLPA ( P0O81/P082 a P122 NF1 area, MRC Holland) de-
tekovany velké delece NF1 genu (typ1/typ2) u 5 pacient. De-
tekce delece NF1 genu byla u vSech pacientl ovéfovana
pomoci QF PCR (Light Cycler 480, Roche s.r.0). V sou¢asné
dobé probihd DNA analyza STR oblasti pro zjisténi plvodu
deletované alely genu NF1. Nalez velké delece NF1 genu ko-
reluje u vSech pacientl s vyraznéjSim fenotypovym projevem
NF1 onemocnéni.

Vice nékdy neni |épe - kazuistika rodiny
se SMA
Petra Hedvicakova, Markéta VIckova
Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha

Spinalni muskularni atrofie je druhou nej¢astéjsi letalni au-
tozomalné recesivni détskou chorobou po cystické fibréze s in-
cidenci 1 : 10 000 zivé narozenych déti a frekvenci hetero-
zygotl uvadénou pro kavkazskou populaci 1 : 35.
Onemocnéni je charakterizované progresivni svalovou sla-
bosti, zpisobenou degeneraci a ubytkem bunék prednich ro-
hd misnich. Podle nastupu a prib&éhu onemocnéni je nemoc
klasifikovana do tfi nebo vice klinickych subtypli (SMA | Werd-
nig-Hoffmann, SMA II, SMA Il Kugelberg-Welander, SMA IV
adultni forma).

Molekularné-geneticka diagnostika je zaloZzena na stano-
veni pfitomnosti exonu 7 SMN1 genu, protoze 95-98 % pa-
cientd se SMA s mutaci v SMN1 genu méa homozygotni de-
leci tohoto exonu. Asi 2-5 % pacientl jsou slozeni
heterozygoti (delece/mutace). Zhruba 2 % postizenych jedin-
cU maji mutaci, ktera vznikla de novo.

Stanovenim poctu kopii SMN1 genu je mozné vysetfit sta-
tus prenasecstvi v pfipadé, Ze se nejedna o bodovou mutaci.

Situaci zejména komplikuje skute¢nost, ze néktefi prena-
Seci mohou mit obé zjiténé kopie genu na jednom chromo-
zomu (v cis pozici). Test na pfenaSecstvi je proto nutné in-
terpretovat v kontextu kazdého konkrétniho pfipadu.

Literarni udaje se ve stanoveni vypoctu rizika v pfipadé pfi-
tomnosti dvou kopii SMN1 genu znaéné rozchazeji.

Na pfipadu rodiny z na8i ambulance chceme upozornit, ze
je tfeba s moznosti komplexni situace pocitat a ze ma smysl
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vySetfovat i leny rodiny se zdanlivé jasnou genetickou pro-
gndzou.

Vysledky byly ziskany s podporou MZOFNMZ2005.

Novinky v reagenciich New England BiolLabs
pro molekularni genetiku
Daniela Fulinova
BioTech

Jednim z novych produktl firmy New England BiolLabs je
kit s nazvem Single Cell WGA Kit, ktery amplifikuje DNA uz
z jedné buriky. DalSi novinkou jsou reagencie na pfipravu vzor-
ki pro Next Genaration Sequencing, a to jak vzorkd DNA, tak
i RNA pro sekvenatory Roche 454 Junior, llumina, Solid a lont
Torrent.

Molekularné geneticka diagnostika Walker-
-Warburgova syndromu - kazuistika
Lucie Kaluzova, Pavlina Plevova, Eva Silhanova
Oddéleni lekarske genetiky FN, Ostrava

Walker-Warburgdv syndrom je vzacné autozomalné rece-
sivni onemocnéni, které je charakteristické kongenitalni mu-
skularni dystrofii, lysencefalii, hydrocefalem a malformacemi
oka. Jedna se o nejzavazngjsi formu kongenitalni muskular-
ni dystrofie vedouci k signifikantnimu zpozdéni vyvoje a pred-
pokladanou délkou pfezivani mensi 3 let. Toto onemocnéni
byva ve 40 % pfipadd zplsobeno mutacemi v Sesti genech
(POMT1, POMT2, POMGNT1, FKTN, FKRP a LARGE). Pod-
statou téchto mutaci je poruseni procesu glykosylace o-dys-
troglykanu. Dystroglykan je exprimovan na povrchu svalovych
a neurdlnich bunék a interaguje s mnoha extracelularnimi
komponenty matrix. PorusSeni jeho pfirozené funkce vede
ke svalovym, mozkovym a oénim defektlim.

Prenatalné byl zjistén u plodu romského etnika tézky hyd-
rocefalus. Postnatalné byla patrna vrozena vyvojova vada le-
vého bulvu-buphthalmus a mikrophalmus bulvu pravého. Do-
date€né byla zjisténa vysoka hladina sérové kreatinkinazy
a neurologické vySetfeni potvrdilo ndlez neuropatie. Neobvy-
kle tézky hydrocefalus a atypicky fenotyp novorozence nas
pfivedl k podezfeni na Walker-Warburglv syndrom. Byla pro-
vedena pfima sekvence celé kédujici sekvence, tj. exonl
1-19, genu POMT1, jehoz mutace jsou nej¢astéji nachazeny
u déti s touto diagndézou. Byla nalezena sestfihova mutace
€.280+1G>T v homozygotnim stavu. Tato mutace jiz byla v li-
teratufe popsana jako patogenni. U novorozence tedy byla po-
tvrzena diagn6za Walker-Warburgova syndromu na moleku-
larni drovni.

Molekularné biologicka analyza pacientu
s feochromocytomem a;aaragangliomem
Zdenék Musil', Ale$ Vicha?, Tomas Zelinka?,
Lenka Foretova*, Anna Kiepelova®, Jan Vaclavik®,
Zdenék Fry8ak?’, Alena Puchmajerova®,
Martina Simandlova®, Jifi Widimskys3,
Milada Kohoutova'

"Ustav biologie a lékafské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
?Klinika détské hematologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, Praha
SlIl. interni klinika 1. LF UK a VFN, Praha
40ddeéleni epidemiologie a genetiky nédord MOU, Brno
5Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha
81, interni kiinika FN a LF, Olomouc
“Ill. interni Klinika FN a LF, Olomouc

Feochromocytom je neuroendokrinni nador vychazejici
z chromafinnich bunék dfené nadledvin, které maji schopnost
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nejen produkovat, ale také metabolizovat katecholaminy. Pa-
ragangliomy jsou pak tumory, které pochazeji z chromafinnich
bunék bud ze sympatického nervového systému bficha, pan-
ve nebo hrudniku, jez produkuji katecholaminy, nebo z chro-
mafinnich bunék parasympatického nervového systému, kte-
ré se nachazeji nejastéji v oblasti hlavy a krku a jsou vétSinou
sekre€né némé. Pro vyskyt feochromocytomu donedavna pla-
tilo pravidlo 10 % — v 10 % jako extraadrenalni (tedy para-
gangliom, dnes v8ak spiSe 20—25 %), v 10 % maligni (i v tom-
to pfipadé byva vyskyt vyssi), v 10 % u déti (u nich se
vyskytuje Castéji extraadrenalné).

Feochromocytom muze byt soucasti téchto genetickych
syndrom{: mnohoc¢etné endokrinni neoplazie 2. typu (mul-
tiple endocrine neoplasia type 2, MEN 2) se zarode¢nymi
mutacemi v protoonkogenu RET, syndromu von Hippel-Lin-
dau (VHL) se zarode¢nymi mutacemi v tumorsupresorovém
genu VHL) a méné ¢asto neurofibromatézy 1. typu (choro-
ba von Recklinhausen, NF1) se zarode¢nymi mutacemi ge-
nu NF1, dale syndromu mnohocetné familiarni paragangli-
omatdzy, kdy se mlzZe jednat o mutace B-podjednotky
mitochondrialniho enzymu sukcinatdehydrogenazy (tyto mu-
tace jsou velmi ¢asto spojeny s malignim prdb&éhem one-
mocnéni) a dale mutaci D-podjednotky uvedeného enzymu,
jez pacienta predisponuje spiSe k mnoho¢etnym paragang-
liom{m.

Doposud se nam podafilo shromazdit 173 pacientd s feo-
chromocytomem a paragangliomem (z toho 12 détskych pa-
cientll). V tomto souboru jsme zachytili celkem 17 mutaci
v kandidatnich genech.

Kazdému pacientovi s feochromocytomem nebo para-
gangliomem by mélo byt nabidnuto genetické vySetfeni. Mo-
lekularné biologickou analyzu genti SDHB, SDHD, a RET za-
jistuje Mgr. Z. Musil v UBLG 1. LF UK a VFN, analyzu genu
VHL provadi MUDr. A. Kiepelova v UBLG 2. LF a FNM, CGH
analyzu provadi MUDr. A. Vicha v KDHO FN Motol.

Studie byla podpofena vyzkumnym zémérem MSMT CR
MSM0021620808 a SVV 262 511.

Molekularna analyza génu COL1Af1

u pacientov s osteogenesis imperfecta
Alzbeta Vazna', Martina Tothova’,

Miroslava Krkavcova', Miloslav Kuklik?,

Ivo Mafik?, Alica Baxova®, Elsa Zeméankova?,
Marie Korabe¢na® °

'GENvia, s.r.0., laboratof lékaf'ské genetiky, Praha
2Ambulantni centrum pro vady pohybového aparétu, Praha
SUstav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha

4Geneticka ambulance, Benesov
5Ustav biologie LF UK, Plzeri

Dedi¢né ochorenie osteogenesis imperfecta (Ol) patri do
heterogénnej skupiny tzv. kolagénopatii, ktorych spolo€énym
rysom je porucha niektorého z 27 znamych typov kolagénu,
ktoré su hlavnou zlozkou spojivového tkaniva. V su€asnosti
sa popisuje osem klinicky rozdielnych typov Ol, s vysokou fe-
notypovou variabilitou od lahkej az po velmi tazku formu.
Ochorenie sa dedi autozomalne dominantne, okrem typov VIl
a VIII, ktoré su autozomalne recesivne. Zvy$ena lamavost kos-
ti, charakteristicka pre Ol, je spésobena poruchou hlavného
proteinu spojivovych tkaniv, kolagénu typu I. Tento protein je
tvoreny dvoma réznymi peptidovymi retazcami, kodovanymi
génmi COL1A1a COL1A2. Mutacie v génoch pre kolagén ty-
pu | boli najdené len u prvych Styroch typov Ol, av§ak objas-
fuju az 90 % tychto pripadov. Kym u pacientov s [ahSim po-
stihnutim byva castejSi familiarny vyskyt mutacii v géne
COL1A1 alebo COL1A2, tazSie fenotypy su zvyCajne vysled-
kom de novo zmien.

V ramci projektu bolo doteraz analyzovanych celkom 50
vzoriek s podozrenim na osteogenesis imperfekta typu -1V
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alebo inou kolagénopatiou s poruchou v géne COL1A1. Mo-
lekularno-geneticka analyza génu COL1A1 bola zaloZzena na
sekvenacnej analyze PCR produktov pokryvajucich celu ko-
dujucu oblast, tzn. 51 exénov.

Z 50 pacientov zo 45 nepribuznych rodin sa mutacia v gé-
ne COL1A1 na$la v 33 pripadoch. Vsetky mutacie, s jednou
vynimkou, boli jedineéné a lezali po celej dizke génu, od exé-
nu 2 az po intrén 49. U 17 pacientov sa ziadna patogénna
zmena v géne COL1AT1 neidentifikovala. U pacientov bez pa-
tologického nalezu je moznost pokra¢ovat dalSou sekvenac-
nou analyzou kddujucej oblasti génu COL1A2, regulaénych
oblasti oboch génov COL1A1i COL1A2 alebo inymi moleku-
larno-genetickymi metédami.

lon Torrent™ - personal genome machine -
prvni sekvenator DNA opravdu ,,nové
generace”
Marco Pirotta, Ondfej Holena
Life Technologies

Moznost propojeni téméf neomezenych moznosti, které
poskytuje digitalni a polovodi¢ova technologie s analyzou
biologickych latek — a v prvni fadé DNA — zaméstnava vy-
zkumniky i vyvojafe v mnoha laboratofich na celém svété.
V systému lon Torrent, ktery firma Life Technologies uved-
la na trh v tomto roce, bylo toto Usili poprvé uspésné do-
vedeno k realité. Nakladné a ¢asto komplikované hodno-
ceni fluorescenénich nebo chemiluminscenénich signald,
které zname z tradi¢nich kapilarnich sekvenatord nebo al-
ternativnich NGS systému je u lon Torrentu nahrazeno jed-
noduchym mérenim vodikovych iont( uvolnénych v pribé-
hu polymerazové reakce. Jednoduchost ale zaroven
spolehlivost a rychlost tohoto postupu je zaloZzena na po-
lovodi¢ovém ¢ipu, ktery obsahuje deset miliénd submis-
kropickych cell, ve kterych probiha v redlném ¢ase analy-
za lokalnich zmén pH. A pravé skutecnost, Ze jediny
limitujici faktor celé technologie je kapacita polovodi¢ové-
ho &ipu, garantuje uzivatellim, ze i v budoucnu budou mo-
ci sekvenovat DNA i RNA se stale stoupajici kapacitou,
rychleji a v neposledni rfadeé i levnéji.

Mutacéni analyza genli podminujicich
idiopaticky nefroticky syndrom
Markéta Safafikova'2, Lena Obeidova'?, Hana
Safrankova?, Petr Lnéni¢ka', Jana Reiterova'?,
Jitka Stekrova', Vladimir Tesai?, Milada Kohoutova'
Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
2Klinika nefrologie 1. LF UK a VFN, Praha

Mezi hlavni znaky nefrotického syndromu (NS) patfi ne-
froticka protenurie, hypalbuminémie, hypercholesterolémie
a otoky. Dédi¢nost je autozomalné dominatni i autozomal-
né recesivni. NS se vyskytuje u primarnich i sekundarnich
glomerulopatii. K nej¢astéjsim pfi¢inam nefrotického syn-
dromu z priméarnich forem patfi fokalni segmentalni glome-
ruloskleréza (FSGS), membrandzni glomerulonefritida
(MGN) a minimalni zmény glomeruld (MCN), ze sekundar-
nich forem pak amyloiddza ledvin, diabeticka nefropatie a lu-
pusova nefritida. Nefroticky syndrom Ize rozdélit podle vé-
ku nastupu na kongenitalni, juvenilni a adolescentni nebo
podle pficiny na primarni (téz nazyvany idiopaticky) a se-
kundarni. Pfiblizné 18 % pfipadu idiopatického nefrotické-
ho syndromu (INS) vznika na zékladé genetického podkla-
du. Do dnesni doby bylo ve spojitosti s INS popséno 7 gend,
kterymi jsou NPHS1, NPHS2, CD2AP, PLCE1, ACTN4,
TRPC6 a INF2.

PLCE1 gen koduje fosfolipazu C epsilon 1. CD2AP gen ko-
duje CD2 asociovany protein, ktery v ledvinach hraje neza-
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stupitelnou ulohu pfi spravné funkci slit diapragm. INF2 gen
kéduje tzv. inverted formin 2 protein patfici do forminové ro-
diny. Tento protein ovliviiuje funkci aktinového cytoskeletu
v podocytech. TRPCS6 je gen kddujici iontovy kandl pro va-
penaté kationty. S nefrotickym syndromem finského typu je
spojovan NPHS1, jehoz produktem je nefrin, ktery se speci-
ficky nachazi ve slit diapragm podocytl. V podocytech je ta-
ké exprimovan gen NPHS2, ktery kdduje podocin a je spojo-
van s nefrotickym syndromem rezistentnim k 1éCbé steroidy.
ACTN4 kéduje a-aktinin 4.Tento protein vaze a spojuje F-ak-
tinova vlakna.

V ramci mutaéni analyzy gentd ACTN4, TRPC6 a NPHS2
provedené v Laboratofi molekularni diagnostiky Ustavu bio-
logie a Iékarské genetiky 1. LF UK a VFN, byla analyzovana
DNA pacientll s nefrotickym syndromem, jejichz histologicky
néalez z biopsie ledvin prokazal FSGS nebo MCN. Analyza by-
la provedena pomoci High resolution melting (HRM) metody
s naslednou sekvenaci suspektnich vzork(. U pacientl byly
ve vSech zkoumanych genech nalezeny jiz znamé polymor-
fismy a mutace, dosud nepopsané polymofismy, ale také jed-
nobodovéa zameéna, u které je mozné predpokladat kauzalni
vyznam. Tato zaména c.NM_004924.3: 2242A>G
(p.Asn748Asp) v genu ACTN4 se vyskytla u jednoho pacien-
ta, avSak nebyla nalezena u zadného testovaného zdravého
kontrolniho vzorku. Z vy¢tu nalezenych popsanych zmén je
tfeba také poukazat na zaménu c.NM_004924.3: ¢.1279C>A
(p.Ala427Thr) v genu ACTN4, ktera je oznaCovana jako tole-
rovana zména. V naSem souboru pacientd s NS se vyskytla
v jednom pfipadé, avSak nebyla nalezena u zadné testované
zdravé kontroly.

Préce je podporovéna grantovym projektem IGA MZCR &. NS9779-4.

Nové enzymy pro molekularni biologii od firem
KAPA Biosystems a MOBIO
Radim Staif, Dana Vargova
Elisabeth Pharmacon spol. s r.o.

Firemni pfednaska na téma novych produktd KAPA Bio-
systems a MOBIO. Dle ¢asovych moznosti délka pfispévku
v rozsahu 5—10 minut. V pfipadé zajmu o uvedeni abstraktu
prosim kontaktujte autora pfispévku.

Vyznam RAGE polymorfizmov v progresii
diabetickej nefropatie
Katarina Kuricova', Veronika Tanhduseroval,
Vendula Bartakova', Petra Linhartova', Luka$ Pacal,
Jan Svojanovsky?, Darja Krusova?,
Jindfich OlSovsky?, Jana Bélobradkova?,
Jitka Rehofovad, Katefina Karkova'
Ustav patologické fyziologie LF MU, Brno
2ll. interni Klinika FN u sv. Anny v Brné
Sinterni gastroenterologické klinika FN, Brno

Uvod. Zvy$ena tvorba neskorych produktov glykacie
(advanced glycation end-products — AGE) je jednym z neZia-
ducich metabolickych efektov dlhodobej hyperglykémie. AGE
su schopné priamo modifikovat makromolekuly (proteiny a li-
pidy), ¢o ma za nasledok zmenu ich Struktury a funkcie. Tak-
tiez sa viazu na Specifické receptory RAGE (receptor for AGE)
vyskytujuce sa na membranach r6znych buniek, ¢im ich akti-
vuju. Systém AGE/RAGE je jednym z klu¢ovych mechaniz-
mov hyperglykémiou indukovaného poskodenia buniek u di-
abetu. Cielom tejto Studie bolo zistit, ¢i existuje vztah medzi
variabilitou v géne kddujucom RAGE, progresiou diabetickej
nefropatie (DN) a morbiditou a mortalitou asociovanou s dia-
betom.

Metéda. Do prierezovej Studie bolo zaradenych celkom
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423 diabetikov 1. a 2. typu (trvanie 3—10 rokov) s r6znym
stuprfiom postihnutia obli¢iek definovanym na zaklade mnoz-
stva albuminu v moc¢i: normoalbuminuria (n = 77), mikroal-
buminuria (n = 126), proteinuria (n = 169) a terminalne zly-
hanie obli¢iek (ESRD, n = 51). Kohorta (mimo ESRD
pacientov) bola sledovana po dobu 39 mesiacov. DNA bola
izolovana z leukocytov periférnej krvi. Genotypizacia vari-
ant RAGE (-429T/C, -374T/A, G82S, 1704G/T, 2184A/G,
2245G/A) bola prevedena metdédami zalozenymi na poly-
merazovej retazovej reakcii. Haplotypy sme rekonstruovali in
silico pomocou software PHASE. Klinické end-points: 1. re-
nalna udalost (progresia DN o §tadium dalej alebo dosiah-
nutie ESRD), 2. kardiovaskularna udalost (MCVE: nefatal-
ny infarkt myokardu), 3. kardiovaskularna mortalita (CVM:
fatalny infarkt myokardu alebo mozgova prihoda, nahla smrt)
a (4) celkova mortalita (ACM).

Vysledky. Progresie DN bolo dosiahnuté u 22,9 % sub-
jektov, MCVE u 8,2 %, CVM u 10 % a ACM u 19,8 %. Nas-
li sme rozdiel v alelovych i genotypovych frekvenciach po-
lymorfizmu 2245G/A medzi diabetikmi bez DN a s DN
(p = 0,001 a 0,0004). U ostatnych polymorfizmov rozdiel zi-
steny nebol. Pri rekonstrukcii haplotypov a naslednom po-
rovnani medzi skupinami bola najdené vysSia frekvenciae
haplotypu RAGE2 u diabetikov s DN (p > 0,001, permutac-
ny test). Vplyv RAGE polymorfizmov na dosiahnutie jedno-
tlivych klinickych end-points bol Studovany pomocou Ka-
plan-Meierovy analyzy. V jednolokusovej analyze nebol
najdeny ziadny vztah, pri haplotypovej analyze bol identifi-
kovany haplotyp RAGE2 ako rizikovy vo vztahu ku kardio-
vaskularnej mortalite (p = 0,04, log-rank test).

Zaver. Interindividualna variabilita v géne kédujucom RAGE
predstavuje potencidlne vyznamny geneticky rizikovy faktor
kardiovaskularnej mortality diabetikov.

Préca bola podporena grantom IGA MZ CR (NT/11405-6).

Structurally-functional study of mutant
proteins - misfolding of cystathionin beta-
synthase as a model
Ale$ Hnizda, Viktor KozZich
1. lékarska fakulta UK a VFN, Praha

Loss of protein stability due to missense mutation is the
most common cause of monogenic diseases. Generally,
aminoacid substitution in the protein does not often target key
functional residues but rather leads to misfolded protein with
disrupted native structure.

In our study, we focused on structural mechanisms
underlying protein misfolding of cystathionine beta synthase
mutant enzymes. We described conformational properties of
nine pathogenic variants directly in crude cell extracts by
proteolytic approaches using thermolysin. Other nine CBS
mutants were successfully purified after expression in E.coli
and subsequently characterized by common spectroscopic
and biochemical techniques. We found that the altered
degree of protein unfolding is a common structural
mechanism for the major disease-causing mutation.General
methological strategy for assessment of mutations
pathogenicity will be discussed.

This work was supported by the Research Project from
the Ministry of Education of the Czech Republic No.
MSMO0021620806, by the grant No. 7310 from Grant Agency
of Charles University in Prague and by the grant SVV262502
from the Charles University in Prague.
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Od RFLP po NGS - vyvoj molekularné-
genetické analyzy u pacientll s polycystickou
_ chorobou ledvin
Jitka Stekroval, Jana Reiterova':2,
Veronika Elisakova', Petr Lnéni¢ka', Miroslav Merta’,
Vladimir Tesaf?, Milada Kohoutova'
"Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
2Klinika nefrologie 1. LF UK a VFN, Praha

Autozomalné dominantni polycysticka choroba ledvin
(ADPKD - autosomal dominant polycystic kidney disease) je
nejc¢astéjSim dédi¢énym onemocnénim ledvin. Onemocnéni je
charakterizovano progresivnim ristem renalnich cyst a po-
stupnou ztratou rendini funkce. Onemocnéni muze byt zpu-
sobeno mutaci genu PKD1 (MIM 601313; 85 % pfipad) ne-
bo genu PKD2 (MIM 173910; 14 % pfipadu). Proteinové
produkty obou gen0, polycystin-1 a polycystin-2, jsou mem-
branové proteiny, které v komplexu s dalSimi proteiny regulu-
ji rast a diferenciaci renalnich bunék jiz v ¢asné embryogene-
zi. Mutacni analyza genu PKD1 je komplikovana vysoce
homologni duplikaci 2/3 genu a jeho znacnou variabilitou.
V mezinarodni databazi mutaci (PKD database: http://
pkdb.mayo.edu) je v souasnosti uvedeno 864 sekvencnich
variant genu PKD1 a 139 sekvencnich variant genu PKD2.

Presymptomatickda DNA diagnostika se v nasi laboratofi
provadi jiz vice nez 20 let metodou vazebné analyzy; v prvni
poloviné devadesatych let 20. stoleti se provadéla pouze ana-
lyza genu PKD1 s vyuzitim metody RFLP (Restriction Frag-
ment Length Polymorphism). Od druhé poloviny devadesatych
let se vazebna analyza provadi v lokusech obou genl s vyu-
zitim vysoce polymorfnich mikrosatelitnich markerti. Uvede-
nymi metodami bylo vySetfeno jiz vice nez 500 nepfibuznych
rodin s vyskytem ADPKD.

Pfima detekce mutaci v genech PKD1, 2 je v naSi laboratofi
provadéna prevazné v ramci vyzkumnych projektd. V genu
PKD1 bylo dosud detekovano 54 rliznych mutaci v 57 nepfi-
buznych rodinach. Pouze dvé mutace byly detekovany opako-
vané. Ostatni identifikované mutace jsou unikatni pro jednotlivé
rodiny; 42 z identifikovanych mutaci nebylo dfive popsano. V ge-
nu PKD2 bylo dosud detekovano 17 kauzalnich mutaci ve 36
nepfibuznych rodinach. Pét mutaci bylo detekovano opakova-
né; 14 identifikovanych mutaci je unikatnich pro nasi populaci.

Technologie NGS (next generation sequencing) na analyza-
toru GS Junior (Roche) byla vyuzita k analyze genu PKD1 v Ses-
tiClenné rodiné s velmi variabilnim fenotypem ADPKD. V rodi-
né bylo identifikovano velké mnoZzstvi substituci a Ize sestavit
rizikovy haplotyp; nelze vSak urcit jednozna¢né kauzalni muta-
ci, ktera je odpovédna za onemocnéni v rodiné. Na zakladé sou-
Casnych znalosti Ize obdobny vysledek s nejednoznacnou in-
terpretaci ocekavat zhruba u 50 % rodin s ADPKD. Nové
technologie mohou jednoznacné zrychlit a zlevnit identifikaci no-
vych mutaci, které pfispéji k nalezeni funkéné dllezitych domén
polycystind a k objasnéni molekularniho mechanismu vzniku
tohoto zavazného onemocnéni. Do budoucnosti Ize o¢ekavat
rozSifeni mezinarodnich databazi sekvenénich variant, které
mohou mit vyznam pro interpretaci vysledkd, stanoveni pro-
gnozy, prevence a lécebnych zdsahu u jejich nositeld.

Molekularné-biologické metody, zejména vazebna analyza,
v soucasnosti umoznuji v rodinach s ADPKD presymptoma-
tickou, prenatélni a preimplantacni diagnostiku.

Podporovano VZ MSMT 0021620806.

Vyuziti metod sekvenovani nové generace na
pfistroji GS Junior v diagnostice
Jaroslav Vohéanka
Roche s. s r.o.

V minulém roce firma Roche pfedstavila stolni sekvenator
GS Junior — ,sekvenator nové generace”. ACkoliv se jedna
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0 vysoko-kapacitni sekvenator (v porovnani s kapilarnimi se-
kvenatory), je urcen pfedevsim pro bézné laboratore, zaby-
vajici se molekularni biologii, at jiz védecké ¢i diagnostické.
Tato velmi Uspésna platforma 454 sekvenovani je dnes jiz ru-
tinné vyuzivana v mnoha ¢eskych laboratofich. Cilem tohoto
sdéleni proto bude ukazka hlavnich aplikaci a moznosti prak-
tického vyuzivani sekvenatoru GS Junior v diagnostice. Vz-
hledem k rostoucimu zajmu o diagnostické kity pro GS Ju-
nior vyviji nejen firma Roche tyto ,ready to use“ soupravy.
Usnadnéni a zrychleni diagnostiky pomoci téchto souprav bu-
de rovnéz diskutovano.

Diagnosticky potencial volnych
nukleovych kyselin
Ale$ Hofinek, Marie Korabec¢n4,
Eva Pazourkova, Pavel Skrha
1. lékarska fakulta UK a VFN, Praha

Kvantitativni a kvalitativni analyza volnych nukleovych ky-
selin (cfDNA, mRNA a miRNA) se v posledni dobé stala jed-
nim ze slibnym diagnostickych pfistupl. Volné nukleové ky-
seliny (VNK), a to pfedevsim volné cirkulujici DNA (cfDNA),
jsou lehce izolovatelné jak krevniho obéhu, tak i z ostatnich
télnich tekutin: Jejich analyza ma vysokou vypovédni hod-
notu, a tim se staly zajimavym prognostickym a diagnostic-
kym neinvazivnim epigenetickym markerem, pfedevsim pak
ve vztahu ke studiu karcinogeneze, detekce nadord, monito-
rovani jejich rozvoje €i uspésnosti terapie. Soucasnost je pak
charakterizovana snahou o vyuziti kvantitativni analyzy VNK
v krevnim obéhu i jako prognostického markeru u pacient(
s polytraumaty, mozkovou pfihodou ¢i akutnim infarktem my-
okardu. Vedle analyzy VNK v krevnim obé&hu se dnes diky vy-
soké citlivosti detekénich metod stala i analyza VNK v mogi
dalezitym diagnostickym néstrojem, zejména u onkologickych
pacientd, napfiklad u nadoru mocového méchyfre. | pfes ma-
Ié koncentrace VNK v mo¢i, dnesSni metody dovoluji jejich
kvalitativni i kvantitativni hodnoceni v navaznosti na klinicka
data.

V oblasti neinvazivni fetalni diagnostiky byl objev volné
DNA fetalniho pivodu v matefské plazmé pfi¢inou nastu-
pu efektnich diagnostickych strategii umoznujicich ¢asnou
neinvazivni prenatalni diagnostiku, pfedevsim pak detekci
pohlavi plodu, rutinni stanoveni RhD statusu plodu i dia-
pfedevsim pak trizomie 21. chromozomu — Downova syn-
dromu. Kvantitativni analyza VNK se stala i nastrojem ¢as-
né diagnostiky patologického pribé&hu téhotenstvi, pre-
devSim  preeklampsie, fetomaternalniho krvaceni,
polyhydramnionu, ristové retardace plodu &i invazivni pla-
centace.

Podporeno grantem IGA MZ CR NT12417-5.

Metylace promotort gent imunitni odpovédi
ve volné DNA hemodialyzovanych pacient(
Marie Korabe¢na', Eva Pazourkova', Ales Hofinek?,
Magdalena Mokrejsova?, Vliadimir Tesaf3
"Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK, Praha
23. LF UK a FNKV, Praha
SNefrologicka Klinika 1. LF UK, Praha

Uvod. DNA volné cirkulujici v lidské plazmé (cfDNA) je
v souc¢asné dobé intenzivné studovana jak po strance kvanti-
tativni, tak kvalitativni ve vztahu k nejriznéj$im patologickym
proceslim. Vysetreni fetalni cfDNA cirkulujici v materské krvi
nachazi uplatnéni v prenatalni diagnostice. Metylace gend ma-
jicich vztah ke karcinogenezi je vyhodnocovana jako poten-
cialni biomarker u onkologickych pacienti. U hemodialyzo-
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vanych pacient( byl opakované prokazan vyznamny vzestup
koncentrace celkové DNA béhem hemodialyza¢ni procedu-
ry, kvalitativné vSak tato cfDNA studovana nebyla. Pfedpo-
klada se, ze vyznamnym zdrojem cfDNA pfi hemodialyze je
apoptéza leukocytl na membrané dialyzatoru. Experimental-
né bylo prokazano uvolfiovani cfDNA i Zivymi burikami. V pre-
zentované pilotni studii jsme se zaméfili na charakter metyla-
ce promotorl 24 genll majicich vztah k imunitni odpovédi
a analyzu zmén metylacniho profilu po hemodialyzaéni pro-
cedure.

Metodika. Analyzovali jsme vzorky cfDNA ziskané z plaz-
my 22 pacientl odebrané bezprostfedné pfed hemodialyzag-
ni procedurou a tésné po ni. K vySetfeni metylace promoto-
rd 24 genl jsme pouzili Immune Response Methyl-Profiler
DNA Methylation PCR Array System (Qiagen). Vysledky jsme
podrobili statistickému zpracovani a klastrové analyze.

Vysledky. Nalezli jsme statisticky vyznamné zmény v me-
tylaci promotort gent IL-7, IL-13 a IL- 17C. Pro v8echny tyto
interleukiny jsou publikovany studie na proteomické urovni po-
tvrzujici jejich vyznam u hemodialyzovanych pacientl: IL-7
podporuje udrzeni a vyvoj populace T-lymfocytl, zvySené hla-
diny IL-13 byly nalezeny u hemodialyzovanych pacientt Spat-
né odpovidajicich na léCbu erytropoetinem, zvySené hladiny
IL-17C byly nalezeny u pacientd s end-stage renal disease
a nikoliv u kontrol. Klastrova analyza ukazala, Zze metylaéni
profily jednotlivych pacientt nesou podobné rysy, provazani
s klinickymi daty je zatim vzhledem ke zna¢né heterogenité
hemodialyzované populace obtizné.

Zavér. Na urovni cfDNA izolované z plazmy je mozné pro-
vadeét analyzu metylace promotor genli zahrnutych v imunit-
ni odpovédi. U hemodialyzovanych pacientl dochazi béhem
hemodialyza¢ni procedury ke statisticky signifikantnim zme-
nam metylace u jednotlivych genud. Vyhodnoceni metylaénich
profilll v navaznosti na podrobna klinicka data se mize stat
zdrojem novych biomarker se vztahem k jesté hlubsi indivi-
dualizaci [é¢ebného postupu a predikci vyvoje komorbidit u he-
modialyzovanych pacientd.

VySetreni volné nadorové DNA v plazmé
pacientl s kolorektalnim karcinomem: od
vyzkumu ke klinickému vyuziti
Lucie Benesova', Ludmila Lipska?,
Barbora Bel8anova', Petra Minarikovas,
Gabriela Vepfekovas, Miroslav Levy?,
Vladimir Visokai2, Miroslav Zavoral3,
Marek Minarik1
"Centrum aplikované genomiky solidnich nadort, Genomac, Praha
2Chirurgicka Klinika 1. LF UK a FTNsP, Praha
Sinterni kiinika 1. LF UK a UVN, Praha

Uvod. Sporadické formy kolorektéalniho karcinomu (KRCa)
jsou provazeny fadou zmeén ve tkanové morfologii doprova-
zenych defekty na urovni DNA. Soucasti tohoto procesu je
i nekrotizace nadorové tkané v jejimz dusledku dochazi k uvol-
flovani DNA z nadorovych bunék do krevniho ob&hu. Vznik-
lou volnou DNA (cell-free DNA — cfDNA), Ize izolovat z krev-
ni plazmy a je mozné ji vyuzit pro monitorovani progrese
onemocneni. V poslednich 4 letech jsme se zabyvali vyvoje
metodik pro zachyt cfDNA. Zavére€nou fazi naSeho projektu
je predstaveni moznosti vyuZiti vyvinutych postup v klinické
praxi.

Metodika. Ve studii bylo celkem 204 pacientu s verifikova-
nym KRCa ve stadiich .—IV., néktefi z nich podstupujici chi-
rurgickou 1éCbu. Zaznamenavali jsme lokalizaci naddoru, sta-
ging dle zobrazovacich technik, pooperacni staging, grading
a pribézné hodnoty nadorovych markeru. CFDNA byla vy-
Setfovana pomoci detekce panelu mutaci, ktery zahrnoval on-
kogeny KRAS, BRAF a PIK3CA a tumor supresory APC
a TP53.Mutacéni analyzy byly provadény s pouzitim kitu Ge-
noscan.
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Vysledky. U 71 % pacientl jsme v primarni tkani tumoru
zachytili nékterou ze sledovanych mutaci. Prokazali jsme ko-
relaci vyskytu cfDNA se stadiem mutace a déle souvislost s lo-
kalizaci nadoru (tra¢nik proximalni vs. distalni vs. rektum). Da-
le jsme pozorovali jednoznacny vztah pooperac¢niho vyskytu
cfDNA s radikalitou provedeného opera¢niho zakroku. Pro-
centudlni zachyt cfDNA byl pro jednotliva stadia pIné srovna-
telny s mirou pozitivity sledovanych tumor markeri.. CFDNA
byla vSak ¢asto zachycena u pacientd s progredujicim one-
mocnénim, ktefi méli nizké hladiny CEA a CA19-9.

Zavér. Uvedenad vySetfeni mohou byt snadno pfevedena do
klinické praxe. O¢ekavame, Ze sledovani cfDNA mize mit vy-
znam predevsim v oblasti monitorovani a detekce progrese
u pacienttl s KRCa. Tento projekt byl podporen z grantu IGA
MZ NS9809.

Somatic mutations in MLH1 gene and MSI
status as molecular characteristics of
sporadic colorectal cancer
Fabian Caja'23, Lucie Schwarzova',
Michaela Schneiderova' 4, Petr Lnéni¢ka’,

Jitka Stekrova', Pavel Vodi¢ka'2, Milada Kohoutova'
TInstitute of Biology and Mediical Genetics, First Faculty of Medicine
and General Teaching Hospital, Charles University in Prague, Czech
Republic
ZInstitute of Experimental Medicine, Academy of Sciences, Czech
Republic
SDepartment of Cell Biology, Faculty of Science, Charles University in
Prague, Prague, Czech Republic
41st Surgical Department, First Faculty of Medicine, Charles University
in Prague and General Teaching Hospital in Prague, Czech Republic

Colorectal carcinoma (CRC) is one of the most prevalent
malignancies in the Czech Republic. In general there are two
molecular pathways leading to CRC. One pathway is
characterized by chromosomal instability, the other by the
deficiency in DNA mismatch repair (MMR) genes. MLHA1
gene is one of the MMR gene-family members and
represents a key component of the MMR system, responsible
for recognition of nucleotide mismatches occurring during
DNA replication, and for the recruitment of repair proteins to
correct the replication errors. Germline mutations in MLH1
are responsible for Lynch syndrome or hereditary non-
polyposis colorectal cancer (HNPCC) that accounts for 2—-3%
of all CRC. Somatic mutations in MLH1 gene hallmark
sporadic, MMR deficient, CRC cases.

Our aim was to detect somatic mutations in MLH1 and
therefore we have analysed MSI status and MLH1 gene
mutations in DNA samples from 100 CRC patients from
General teaching hospital in Prague. The mutations have
been screened by high resolution melting (HRM) curve
analysis. HRM involves precise monitoring of the change in
fluorescence caused by the release of an intercalating DNA
dye from a DNA duplex as it denatures at high temperatures.
Positive cases in each run were subsequently controlled by
automatic sequencing.

In summary, we have found only few mutations in MLH1
gene. The prevailing one represents polymorphism (c. 655
A>G, p. lle219Val), located in exon 8 and detected in 50
patients. Its role in CRC risk has been recently discussed in
literature. We have found three novel mutations, in exon 2 (c.
204 C>G, p. lle68Met) and in exon 11 (c. 973 C>T,
p. Arg325Trp). The third one is located in intronic region at
position ¢. 1731+19 T>C. These findings require verification
on a larger scale of CRC patients. Four previously described
mutations in exon 16 (c. 1733 A>G, p. Glu578Gly), in exon 19
(c. 2146 G>A, p. Val716Met), in exon 17 (c. 1959 G>T,
p. Leu653Leu) and c. 1558+14 G>A have been detected . All
detected mutations are germ-line, except of that in exon 11
(c. 973 C>T, p. Arg325Trp) which seems to be sporadic. MSI-
H status was determined in 9 cases, the other tumours (91
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cases) were considered as MSI-stable. Further task will be
the investigation of the role of epigenetic mechanisms,
mainly methylation in promoter region of MMR genes, in
relation to the development of CRC.

In conclusion, we have found three new mutations in MLH1
gene (c. 204C>G, p. lle68Met in exon 2; c. 973C>T,
p. Arg325Trp in exon 11 and intronic one c. 1731+19 T>C) on
the cohort of 100 patients so far. It seems that somatic
mutations play minor role in the development of sporadic
form of CRC and different mechanisms play the main role,
probably epigenetic changes or promoter polymorphisms.

Supported by the VZ MSM0021620808 and by GACR 310/07/1430
of the Czech Republic.

Genetické vySetieni toxicity 5-fluorouracilu
Monika Koudova, Martina Bittbova, Romana VI¢kova,
Renata Alanova, llona Slepi¢kova, Eva Lavicka,
Monika Hlavacéova, Vanda Indrakova
GHC Genetics, s. s r.o. — NZZ, Praha

Uvod. Analog pyrimidinu 5-fluorouracil (5-FU) je pouZivén
samostatné nebo v kombinaci k chemoterapii fady solidnich
nadord. Pro jeho metabolismus je kli¢ova funkce enzymu DPD
(dihydropyrimidin dehydrogenazy). Enzym DPD je kédovan
genem DPYD. Mutantni alela DPYD*2A je zpUsobena vroze-
nou mutaci v sestfihové oblasti intronu 14 (IVS14+1 G>A) ge-
nu DPYD. Pacienti s mutantni alelou DPYD*2A produkuji ne-
funkéni enzym DPD, proto pfi terapii 5-FU dochazi
k hromadéni toxickych metabolitli v organismu, coz muize vést
k zavaznym az letalnim toxickym reakcim.

Metodika. Celkem bylo vySetfeno 210 zen a 212 muzu Ces-
ké populace ve véku 18-69 let. Material pro izolaci DNA byl
ziskan stérem sliznice dutiny ustni odbérovou soupravou pro
bukalni stér (Flocked Swabs) nebo odbérem periferni nesraz-
livé Zini krve. DNA byla izolovana pouzitim separacnich kolo-
nek Qiagen pomoci kitu QIAmp DNA Minikit dle modifikova-
ného protokolu a vyuzitim pfistroje pro semiautomatickou
izolaci DNA QuickGene 810. Detekce mutace IVS14+1 G>A
genu DPYD byla provedena pouzitim originalni metody strip
assay certifikovanou soupravou PGX-5FU a nové navrzené
metody “high resolution melting analysis” na pfistroji Ligh-
tScanner. Byly porovnany vysledky molekularné genetického
vySetfeni obéma pouzitymi metodami navzajem a vyhodno-
cena frekvence alely DPYD*2A v souboru ¢eské populace.

Vysledky. Alela DPYD*2A byla prokazana v heterozygot-
nim stavu u 3/422 (0,7 %) kontrol, v homozygotnim stavu pro-
kazana nebyla. Frekvence vyskytu DPYP*2A alely 0,36 % ne-
koreluje s daty evropské populace, je 2,5krat nizsi oproti
uvadéné frekvenci 0,91 % v evropské populaci. Vysledky mo-
lekularné genetického vySetieni obéma pouzitymi metodami
byly navzajem zcela shodné.

Zaveér. Byla zavedena a zvalidovana nova, méné naklad-
na metodika HRM detekce alely DPYD*2A.Testovani
DPYD*2A alely je doporuc¢eno pied zahajenim onkologické
|é¢by, nebot u heterozygotl jsou doporu€eny nizsi davky pfi
terapii 5-FU a u homozygotu je pro vysoké riziko toxické re-
kace nutné zvolit chemoterapii jinymi preparaty. Soucasné je
vhodné u pozitivnich pfipadi v ramci prevence doporucit ge-
netické vySetreni této alely u pokrevnich pfibuznych v riziku.
Vzhledem k nizké zachytnosti alely DPYD*2A predpokladame
pfitomnost dalSich mutaci v DPYD genu v ¢eské populaci,
véetné mutaci dalSich gen(l ovliviujicich metabolismus 5-FU
(napf. TYMS, MTHFR). Z tohoto divodu nyni planujeme pro-
vést sekvenovani DPYD genu a molekularné genetickou ana-
lyzu genu TYMS u Ceskych kontrol (analyzu variant genu
MTHFR u €eskych kontrol jsme provedli v uplynulém roce)
a dle vysledku pak optimalizovat spektrum mutaci a genu
vhodnych k vySetfeni ¢eskych pacientd pfed zahajenim on-
kologické lé¢by s 5-FU.

160

—¢—

PNA based platform in diagnostics
Robert Fedi¢
PentaGen s.r.o0., Kladno

In this presentation, we would like to present our Peptide
Nucleic Acid (PNA) based platform and its possibility in the
cancer, viral and gene therapy. Use of PNA probes in the
FISH, PCR and microarray techniques will be described as
well. At the end we outline new directions in the use of PNA
technology.

Searching for mutations in the kinase domain
(KD) of BCR-ABL causing drug resistance in
patients with chronic myeloid leukemia by
ultra-deep sequencing (UDS)

Adéla Brouckova', Hana Klamova', Caterina De
Benedittis?, Michele Baccarani?, Giovanni Martinelli2,
Simona Soverini2, Katefina Machovéa Polakova'
TInstitute of Hematology and Blood Transfusion,

Prague, Czech Republic
2Department of Hematology/Oncology L.e A. Seragnoli,
University of Bologna, Bologna, Italy

Mutations in the KD of the fusion protein BCR-ABL are
the most common mechanism of resistance to the
treatment of chronic myeloid leukemia by tyrosinkinase
inhibitors. An early knowledge of the type of mutation may
have a crucial impact on the therapy modification. Until
now more than 100 types of mutations in the BCR-ABL KD
have been published in relation to the disease treatment.

Currently, the Sanger sequencing for mutation detection
in the cDNA of BCR-ABL KD is used as the gold standard.
The sensitivity of the Sanger sequencing is approximately
20% of mutation present in the sample with a minimum of
100 copies of BCR-ABL transcripts. UDS is based on the
clonal amplification of each molecule and its subsequent
sequencing on the principle of pyrosequencing. Thus,
a huge amount of reads of every single molecule is
achieved giving a higher sensitivity than Sanger
sequencing.

Retrospectively, we analyzed altogether 40 samples
from 4 patients who developed KD mutations in BCR-
ABL during the first line treatment with imatinib. We
followed the kinetics of mutations from diagnosis to the
development of resistance to imatinib. In patients who
were subsequently switched to the treatment with
second-generation inhibitors, we monitored the rate of
eradication of the mutant clone and the presence of
other, hidden mutations. Interestingly, at the time of
diagnosis, we detected a series of minor variants,
similarly as we found in the kinase domain of non-fused
ABL gene of healthy donors. Furthermore, we found that
using UDS we are able to detect mutations causing
resistance to the treatment much earlier (by more than 1
year) than with Sanger sequencing.

From our preliminary data it seems that UDS is a very
capable tool for the detection of BCR-ABL KD mutations at
ultra-low levels and to detect mutations in the samples with
less than 100 copies of BCR-ABL transcript. UDS may
provide very early information about a possible drug
resistance development with an impact in the therapy
individualization. To determine the impact of UDS of KD
mutations in BCR-ABL into the clinical practice, as well as
for understanding of mutations development in the
leukemic clones we plan to retrospectively and
prospectively analyze a broader set of patient samples.

Supported by MZCR IGA NT11555.
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VysokorozliSovaci analyza kfivek tani (HRM)
jako nastroj moderni diagnostiky
Radek Blatny
KRD, Praha

VysokorozliSovaci analyza kfivek tani (HRM) je vysoce cit-
liva a rychla metoda, kterou Ize vyuzivat k zachytu jedno- i vi-
cenukleotidovych zdmén a indelll v DNA v heterozygotnim
stavu. Vysokého rozliSeni je dosahovano pouzitim tzv. DNA
saturujicich barviv, napfiklad barviva LCGreen (IdahoTech-
nology Inc., USA) nebo ResoLight (Roche, USA) atd., a po-
moci pfistroji s vysoce presnou a stabilni kontrolou ¢asové-
ho teplotniho gradientu (LightScanner 96 od firmy
IdahoTechnology Inc., LightCycler 480 od firmy Roche atd.).
Béhem postupného zahfivani dochazi k taveni dvousroubo-
vice DNA, ¢imz se z ni barvivo uvolfiuje a dochazi k poklesu
fluorescence. Pfitomnost heteroduplexu v analyzovaném am-
plikonu DNA méni tvar kfivky tani, ktery je charakteristicky pro
konkrétni zaménu na konkrétni pozici daného amplikonu
a v nékterych pfipadech umoziuje dokonce zachyceni ho-
mozygotni varianty polymorfnich oblasti. HRM Ize v moder-
nich diagnostickych laboratofich vyuzivat k detekci nadoro-
vych onemocnéni, jelikoz az 10 % z nich je zplsobeno
dédi¢nou dispozici. V rodinach s opakovanym vyskytem urci-
tych nadoru je proto vhodné provadét preventivni geneticka
vysSetreni.

Servisni laboratof KRD, vybavena pfistroji LightScanner
a LighCycler 480, nabizi navrh eseji i komereni zpracovani vzor-
kd pomoci microarray analyzy, real-time kvantitativni PCR a vy-
sokorozliSovaci analyzy kfivek tani (HRMA) pro akademické
i komer¢ni subjekty. V roce 2011 byl zahajen vyvoj novych ko-
merénich kitd, na bazi HRM, detekujicich mutace, které jsou
znadmymi dédi¢nymi nadorovymi predispozicemi u relativné béz-
nych (nadory prsou, kolorektalni karcinom, karcinom vajecni-
kd, karcinom plic) i vzacnych dédi¢nych variant nékterych one-
mocnéni (dermopatie, myopatie, dystrofie, neurodegenerativni
choroby, neuropatie, progerie). HRM eseje jsou navrhovany po-
moci softwaru LightScanner Primer Design (Idaho Technology
Inc., USA) a jejich specificita a nepfitomnost nezadoucich se-
kundarnich struktur nasledné ovéfena pomoci volné dostup-
nych nastroji funkéni genomiky (UCSC genome browser,
dbSNP, Beacon Designer od fi. Premier Biosoft). Po pocatec-
nim testovani na kontrolnich vzorcich je jejich funkce duklad-
né ovérena na vétsim poctu pacientskych vzorku.

Nezanedbatelnym aspektem HRM analyzy je moznost zlev-
néni sou€asnych béznych klinickych diagnostickych postupd,
obvykle zalozenych na pfimém sekvenovani. Kombinaci pre-
skenovaci HRM analyzy a nasledného selektivniho sekveno-
vani Ize naklady na tato vySetfeni nékolikanasobné snizit.

Real Time PCR systém Eco (lllumina Inc.)
Boris Bartos
Genetica s. s r. 0.

V réamci pfednasky bychom Vas radi seznamili s inovativ-
nim systémem pro Real Time PCR Eco od americké spolec-
nosti lllumina(R), znackovym kompaktnim pfistrojem pro pro-
vadéni kvantitativni PCR s vysokym vykonem a jednoduchou
obsluhou za velmi nizkou cenu, vhodnym pro v§echny typy la-
boratofi.

Validace metod v molekularné-genetické
diagnostice
Alexandra Stambergova
Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha

V soucasné dobé stale vice molekularné genetickych la-
boratofi zavadi systém managementu kvality dle mezina-
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rodni normy CSN EN ISO 15 189. Zmiflovana norma fize-
ni kvality pozaduje, aby laboratofe pouzivaly pouze meto-
dy vhodné pro dané pouziti. Vhodnost metody musi ovéfit
jeji validaci. Norma ale dale nespecifikuje jak a v jakém roz-
sahu validaci metody provést. Tato prezentace je praktic-
kou ukazkou tfech rliznych pfistupl pfi validaci molekular-
né genetickych metod v laboratofi Centra cystické fibrozy.
Prvnim pfikladem je metoda vyvinuta v laboratofi, u které
byla provedena plna validace. Dale zkracena validace, {j.,
verifikace byla pouzita u metody vyuzivajici CE/IVD kit pfes-
né dle pokyn( vyrobce. Na zavér retrospektivni pFistup k va-
lidaci metody, ktera byla jiz dlouhodobé pouzivana v labo-
ratofi a zafazena do programu Externi kontroly kvality
(EQA).

Verifikace CE certifikovanych DNA
diagnostickych kita dle norem CSN EN
. ISO/IEC 17025 a 15189
Véra Siffnerova, Renata Macnerova, Milena Vrana,
Marie Dobrovolna
Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Oddéleni HLA genotypizace NRL pro DNA diagnostiku se
zabyva genotypizaci HLA systému dospélych a détskych pa-
cientll potencialné indikovanych k transplantaci hematopoe-
tickych bunék, jejich pfibuznych a nepfibuznych darct a také
pacientl s nékterymi metabolickymi ¢i neurologickymi one-
mocnénimi.

Genotypizace péti lokust HLA (HLA-A, -B, -C, DRBH1,
-DQB1) je v nasi laboratofi provadéno dvéma metodami,
polymerazovou fetézovou reakci se sekvenéné specificky-
mi primery (PCR-SSP) a sekvenacni analyzou. Ro¢né zpra-
cujeme pfiblizné 1500 vzorkl. VS§echny ndmi pouzivané ki-
ty maji CE certifikaci. Soucasti akreditovaného rezimu nasi
laboratorfe je jejich verifikace dle norem 17025 a 15189
a dle pozadavkl Evropské federace pro imunogenetiku
(EFI) a na zakladé doporugeni Spole¢nosti |ékafské gene-
tiky CLS JEP.

V nedavné dobé jsme v ramci flexibility provadéli verifika-
ce nékolika sekvenaénich kit pro HLA genotypizaci od riz-
nych vyrobcu (Conexio, Inno-train, Protrans, Rose). V prvnim
kroku jsme teoreticky zhodnotili vhodnost pro pouziti v nasi
laboratofi. U vybranych kitll jsme dale detailné ovéfovali né-
kolik parametrd — opakovatelnost (zpracovani vzorku v sérii
béhem jednoho dne jednim pracovnikem), reprodukovatelnost
(rdzni pracovnici v rizné dny), meze detekce a robustnost
(vnimavost metody k odchylkdam — rizna mnozstvi vstupnich
komponent, Sarze enzym(, termocyklery). Z provedenych va-
lidaci jednoznacéné vyplynulo, Ze kity rliznych vyrobcl se vza-
jemné liSi nejen cenou, ale i svou robustnosti, pracnosti la-
boratorniho zpracovani a pfesnosti ziskanych vysledk(. Mezi
testovanymi kity nebyl zadny jednoznacné nejlepsi. Po kom-
plexnim zhodnoceni jsou do rutinniho provozu zavadény dva
vybrané kity s nejlepSim pomérem vSech sledovanych uka-
zatelU.

Zavedeni pravidelné kontroly kvality kitd ma vliv na efekti-
vitu prace, snizeni provoznich nakladd a rychlost zpracovani
vzorkd.

Pilotni projekt vykazovani novych vykonu
molekularni genetiky
Ivan Subrt
Spolecnost lékarské genetiky CLS JEP

Pfednaska pojednava o aktualnim stavu pilotniho projek-
tu, v ramci kterého jsou vybranymi pracovisti v ramci odbor-
nosti 816 kromé souc¢asnych kédu pro molekularné genetic-
ké vykony vykazovany i nové navrhované vykony.
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Etika biobank zfizenych za Gu¢elem vyzkumu
Véra Frankova
Ustav pro humanitni studia v Iékarstvi 1. LF UK a Ustav dédicnych
metabolickych poruch 1. LF UK, Praha

Biobanky jsou souborem biologickych vzorkd a k nim pfi-
druzenych medicinskych dat. Ve vétSiné pfipadl jsou zfizo-
vany za ucelem vyzkumu a jeho nasledné aplikace v medici-
né.

Mezi nej¢astéji diskutované etické problémy spojené s pro-
vozem biobank patfi ochrana soukromi a ddvérnosti informa-
ci a s nimi spojena anonymizace vzork( a dat. Uplna anony-
mizace, kterd se zda byt z hlediska ochrany soukromi jako
nejvhodnéjsi, mize do znacné miry narusit Uroven vyzkumu.
Hledaji se proto moznosti kddovani vzorkl a dat, které by za-
rucily ochranu soukromi a zaroven by umoznily ziskavat a do-
plfiovat vSechna medicinska data potfebna ve vyzkumu.

Druhym zasadnim problémem, ktery v souvislosti s bio-
bankami vyvstava, je informovany souhlas. Jednim ze za-
kladnich etickych pozadavku ve vyzkumu je, aby udéleny sou-
hlas byl zcela specificky, tj. souhlas s konkrétnim vyzkumnym
projektem. Pouze takovyto souhlas Ize povazovat za infor-
movany. VétSina biobank je zfizovana za uc¢elem dlouhodo-
bého provozu. Vzhledem k tomuto faktu neni mozné v dobé
udéleni souhlasu veskery budouci vyzkum pfedvidat. Za etic-
ky pfipustny je proto nyni povazovan i souhlas obecny,
nékdy nazyvany jako ,otevieny“ souhlas.

Biobanky neumoznuji jednotlivetm pfimou individualni kon-
trolu nad jejich osobnimi Udaji. Ta je svéfena do rukou insti-
tuce, ktera musi byt pro véechny zainteresované strany du-
véryhodna. Biobanky musi mit vyvinuté systémy a postupy
zarudujici ochranu dlvérnosti a soukromi osob, jejichz data
shromazduiji, uchovavaji a zpfistupnuji tak,aby bylo zajisténo
etické vyuziti téchto dat, ktera jim byla s timto pfedpokladem
svérena.

Mezilaboratorni porovnavani zkousek (MP2Z)
v oblasti diagnostiky a molekularniho
monitorovani BCR-ABL v CR
Karla Zemanova, Adéla Brouckova,
Martina Souckova, Katefina Machova Polakova
Laborator diagnostiky a molekularniho monitoringu CML
a Ph+ onemocnéni, NRL pro DNA diagnostiku,

Ustavu hematologie a krevni transfuze

Chronickéa myeloidni leukémie (CML) je charakterizova-
na pfitomnosti fuzniho genu BCR-ABL. Jeho detekce v pe-
riferni krvi (PK) nebo kostni dfeni (KD) pacient( je potvrze-
nim diagnézy CML. Hladina transkriptu BCR-ABL je
spolehlivym markerem pro molekularni monitorovani odpo-
védi pacienta na Ié€bu tyrozinkinazovymi inhibitory (TKI)
a pro kontrolu minimalni rezidualni choroby (uplatnéno
i u pacientl po transplantaci kostnich bunék). U nékterych
pacientl dochdazi k vyvoji rezistence na lécbu TKI. Nejcas-
teéjsi pficinou této rezistence jsou bodové mutace vedouci
k aminokyselinové zaméné v kindzové doméné (KD) chi-
merického proteinu BCR-ABL. Pfitomnost mutaci je u pa-
cientl, ktefi vykazuji znamky rezistence k 1é¢bé, detekova-
na v cDNA KD BCR-ABL.

Na$e pracovisté, Laboratof diagnostiky a molekularniho
monitoringu CML a Ph+ onemocnéni, NRL pro DNA dia-
gnostiku, Ustavu hematologie a krevni transfuze, provadi na-
sledujici akreditovana vysetfeni:

* diagnostické vysetfeni genu BCR-ABL metodou multiplex

RT-PCR,

¢ molekularni monitorovani transkriptu BCR-ABL,

* detekce mutaci v kinazové doméné BCR-ABL.

Nage laboratof byla povéfena Ceskym institutem pro akre-
ditaci (CIA) k mezilaboratornimu porovnavani zkousek pro ta-
to tfi vySetfeni:
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1.V MPZ pro diagnostické vySetieni genu BCR-ABL zu-
Castnéné laboratofe uréuji pfitomnost transkriptu BCR-ABL
a charakterizuji typ pfestavby fuzniho genu. Toto vySetreni za-
hrnuje izolaci RNA z bunék PK nebo KD, reverzni transkripci
a multiplex PCR s pouzitim doporu¢ené kombinace 2 prime-
rovych pard. V roce 2011 se této kontroly kvality zi¢astnilo 10
laboratofi, které obdrzely dva pozitivni vzorky a jeden nega-
tivni vzorek.

2.V MPZ pro oblast stanoveni hladiny transkriptt BCR-
-ABL je zuCastnénym laboratofim zasilana fedici fada BCR-
-ABL pozitivnich vzorkd (n = 4). Na zakladé stanovené hladi-
ny transkriptd BCR-ABL jsou kontrolovany parametry metodik
zucastnénych pracovist zahrnujici napf. miru linearity vysled-
ki stanoveni a citlivost detekce. Stanoveni hladiny transkrip-
tl BCR-ABL zahrnuje izolaci leukocytd z periferni krve, izola-
ci celkové RNA, reverzni transkripci a kvantitativni real-time
PCR. V letoSnim roce se MPZ v oblasti molekularniho moni-
torovani transkriptd BCR-ABL Uc¢astnilo vSech pét laboratofi,
které toto vySetfeni spolu s UHKT v Ceské republice posky-
tuji.

Nase laboratof je rovnéz povéfenou referenéni laboratofi
pro vypocCet a validaci pfepoctového koeficientu pro vydava-
ni vysledku v mezinarodnim méfitku (IS). Tato €innosti pro-
biha v ramci mezinarodniho programu EUTOS for CML (ELN;
European LeukemiaNet).

3. V roce 2010-2011 na$e laborator organizovala 1. kolo
mezilaboratorniho porovnavani zkousek pro detekci mu-
taci v KD BCR-ABL pomoci Sangerova sekvenovani. Toho-
to preliminarniho kola se zatim zu¢astnily dvé laboratore. La-
boratofim bylo zaslano Sest vzorkd (Ctyfi pozitivni a dva
negativni). Pozitivni vzorky nesly 1-2 rizné typy mutaci s riz-
nou urovni zastoupeni ve vzorku.

Pravidelné externi kontroly kvality zkouSek v oblasti dia-
gnostiky a molekularniho monitorovani BCR-ABL jsou pro la-
boratofe velmi vyznamné v souvislosti se zajisténim vysoce
kvalitniho laboratorniho servisu s pfimym dopadem pro kli-
nickou praxi. Na zakladé vysledkd z molekularniho monitoro-
vani BCR-ABL u pacientll s diagnézou CML |ékaf — zadava-
tel rozhoduje o individualni Ié¢bé pacienta.

Mezilaboratorni kontrola kvality vySetfeni
familiarniho defektu apolipoproteinu B100,
izoforem apolipoproteinu E a paternity
Ales Hofinek
1. lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha

Mezilaboratorni porovnani 2011 ,,Stanoveni
HLA znak( asociovanych s chorobami*
Milena Vrana, Hana Vondrackova, Marie Dobrovolna
NRL pro DNA diagnostiku UHKT, Praha

Kontrola kvality ,Stanoveni HLA znakd asociovanych
s chorobami“ probéhla v ¢ervnu az zafi 2011. Testovany by-
ly tyto HLA znaky: HLA-B*27 — asociace s reumatoidnimi
artritidami (tfi vzorky); alely DQB1 lokusu asociované s ce-
liakii (pét vzork(l) a DQB1*06:02 — asociace s narkolepsii
(dva vzorky).

Kontroly kvality se uc¢astnilo celkové osm laboratofi. V&ech-
ny provedly testovani vzorkld pro asociace HLA s celiakii, pét
laboratofi testovalo i vzorky B*27 a jedna laboratof testovala
vzorky DQB1*06:02.

Oproti roku 2010 doSlo k vyraznému zlepSeni. Celkové
bylo letos dosazeno 100% spravnosti vSech vysledki vSech
zucastnénych laboratofi. V roce 2011 doSlo i ke zvazeni vy-
povédni hodnoty uvedenych laboratornich zhodnoceni
0 souvislosti testovaného znaku s asociovanou chorobou.
Nicméné v mnoha pfipadech toto zhodnoceni stale neni
uvedeno.
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V pfistim roce planujeme organizaci této kontroly kvality
stejnym zplsobem jako v roce 2011.

Mezilaboratorni kontrola kvality v rdmci
soustavy DNA diagnostickych laboratofi
v CR a SR
Zuzana Hruba
Centrum molekularni biologie a genové terapie IHOK FN, Brno

V ramci mezilaboratorni kontroly kvality byly rozeslany tes-
tovaci vzorky pro tato onemocnéni: syndrom fragilniho X-chro-
mozdému (FRAXA), deficit alfa-1-antitrypsinu (AAT), fenylke-
tonurie (PKU), Smith-Lemli-Opitz syndrom (SLOS).

Vzorky byly rozeslany do sedmi laboratofi v Ceské repub-
lice a do jedné laboratore na Slovensko. V prfednasce zazné-
lo vyhodnoceni vysledk( jednotlivych laboratofi.

Mezilaboratorni kontrola kvality prace v ramci
DNA laboratofi v CR 2011 - stanoveni pohlavi
a vySetreni mikrodeleci azoospermatického
faktoru (AZFa,b,c)

Iveta ValasSkova
Oddéleni lékarske genetiky FN, Brno

4. roénik EQA QF-PCR 2011
Martina Putzova, Lucie Dohnalova
Gennet, Praha

Mezilaboratorni kontrola kvality molekularné-
genetické diagnostiky cystické fibrozy
pro rok 2011

) Tereza Piskackova, Marek Turnovec
Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha

Mezilaboratorni kontroly kvality se letos zu€astnilo 27 la-
boratofi, z toho tfi ze Slovenskeé republiky. VSechny laborato-
fe v ramci jimi pouzivanych diagnostickych metod identifiko-
valy mutace spravné.

Modifikace fragmentacni analyzy pro vySetfeni
genu PHOX2B v rodiné s Ondininou kletbou
Jifi Drabek'2, Eva Klaskova', Vratislav Smolka',
Josef Srovnall:2, Jana Stranska'=2,

Veronika Holinkova®2, Miroslava Rab&anova'2,
Marian Hajduch?2
1Détska Klinika LF UP a FN, Olomouc
2Ustav molekularni a transladni mediciny LF UP, Olomouc

Podle germanské mytologie je Ondina (Undine) vodni vila,
kterou podved| smrtelnik, do néhoz se zamilovala. Potrestala
nevérnika prokletim, kvlli némuz ve snu zapominal dychat.

Kongenitalni primarni syndrom alveolarni hypoventilace
(CCHS MIM 209880) se projevuje jako spankova apnoe
s hypoventilaci, jako Zivot ohrozujici zastavy dechu zpravi-
dla jiz v novorozeneckém véku, kdy si vyzada ventilaéni pod-
poru. Velmi vzacna je tzv. late onset forma, ktera se mani-
festuje v pozdéjsim véku, ¢asto pod obrazem akutniho cor
pulmonale. Na viné je chyba centralniho neurologického me-
chanismu, kdy postizeny jedinec ztraci ve spanku automa-
tické fizeni dechové aktivity. Tato podobnost realné choro-
by s mytologii zplsobila, Ze se pro nemoc vzil nazev
Ondinina kletba.
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Zakladem terapie je uméla (synchronizovana intermitentni)
plicni ventilace; v prvnim roce zivota trvale, u vice nez 2/3 pa-
cientl se dafi odpojeni od umélé plicni ventilace po prvnim ro-
ce zivota. Jinak dochazi k hypoventilaci a poklesu saturace
s narGstem parcialniho tlaku oxidu uhli¢itého (pCO,). Nemoc
je zpusobena mutaci v genu paired-like homeobox 2b
(PHOX2b), manifestované jako polyalaninova expanze repe-
tic.

Na Détské klinice LF UP a FN Olomouc bylo hospitalizo-
vano pétitydenni dévce pro pfiznaky CCHS. V zahraniéni la-
boratofi byla zjisténa u probandky kauzalni mutace
€.741_755dup15 ve 3. exonu genu PHOX2b v heterozygotni
formé.

V tomto projektu jsme optimalizovali metodu fragmentacni
PCR analyzy polyalaninové expanze a analyzovali dalSi Cle-
ny rodiny probandky. GC obsah ve sledované sekvenci do-
sahuje 85-90 % (zalezi na umisténi primerl), proto bylo po-
tfebné modifikovat PCR pfidavky aditiv.

Mutaci jsme prokazali u probandky a jejiho otce, u dalSich
suspektnich ¢lend rodiny mutace prokazana nebyla. Na elek-
troforeogramu nebyl rozdil délky fragment oéekavanych 15
nukleotidl, ale 11 nukleotidll. Pro rozliSeni této diskrepance
planujeme sekvenovani za pouziti deazaguaninu.

Projekt byl institucionalné podporen z grantu CZ.1.05/2.1.00/01.0030,
MPO TIP FR TI1 525.

Postery

Aku Skalu genetickych testov pouzit pri
diagnostike Angelmanovho syndrému?
Livia Lukackova'2, Robert Petrovi¢?, Jan Chandoga’
"Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a kiinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava, Slovenska republika
2Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského,
Bratislava, Slovenska republika

Angelmanov syndrom (AS) patri medzi neurogenetické
ochorenia, ktorych podstata spo€iva v chybach spésobenych
pri epigenetickej regulacii génovej expresie. Jedna sa o poru-
chy pri zakladani genémového imprintingu, reverzibilného pro-
cesu, kde funk&nost génu zavisi od pohlavia rodi¢a, od kto-
rého bol zdedeny. Tento syndrom s prevalenciou 1 : 25 000
az 1:10 000 je spésobeny deficitom proteinov, ktorych pro-
dukcia je podmienena parentalnym pévodom génov lokalizo-
vanych na chromozéme 15 v oblasti q11-q13. Konkrétne ide
o stratu expresie Specifickych génov maternalneho pévodu,
¢o sa klinicky prejavi v poruchach rovnovahy a chodze, ata-
xiou, hypermotorikou, tazkym poSkodenim reci, epileptickymi
zachvatmi a i.

Prvym krokom v laboratérnej diagnostike je odliSenie roz-
dielneho vzoru metylacie parentalnych aliel vdaka chemickej
reakcii premeny cytozinov na uracily, priom metylované cy-
toziny ostavaju nezmenené. Néasledne pristupujeme k dvom
nezavislym metédam, a to k metylacne Specifickej amplifika-
cii SNRPN génu (kandidatneho génu PWS/AS kritickej oblasti)
spojenej s RFLP analyzou a alelovo Specifickej Real-time
PCR. Po potvrdeni diagn6zy uréujeme molekularno-genetic-
ku podstatu vzniku syndromu (uniparentalna izodizémia/he-
terodizémia, delécia) pomocou multiplex-PCR zameranej na
polymorfizmus dvojnukleotidovych opakovani na lokusoch
PWS/AS kritickej oblasti a na kontrolnych lokusoch lokalizo-
vanych na dlhom ramene chromozému 15 spojenej s frag-
mentacnou analyzou. Bodové mutacie v UBE3A géne, ktorych
vysledkom je 10-15 % pripadov AS, diagnostikujeme pomo-
cou amplifikacie desiatich translatovanych exénov a nasled-
nej sekvenacnej reakcie.

V sucasnosti je medzi odporic¢ané diagnostické postupy za-
radend MS-MLPA (Methylation-Specific Multiplex Ligation-de-
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pendent Probe Amplification). Pre odhalenie menej frekven-
tovanych pricin vzniku AS, akymi su duplikacie a poruchy
v ramci ICR, je potrebné vyuzit aj tuto metodu.

Kombinaciou vysSie uvedenych metdd sa dosiahne spo-
[ahlivejSia diagnostika a predikcia ochorenia.

Detection of CAG - repeat length in
Huntington’s disease genetic testing
Iveta Boronova', Jarmila Bernasovska?,

Ivan Bernasovsky?, Lucia Kulikova'
TExcellence Centre of Animal and Human Ecology, FHPV,
University of PreSov, Presov, Slovakia
ZInstitute of Romany Studies, University of Presov, PreSov, Slovakia

Huntington’s disease (HD) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder due to a trinucleotide (CAG)
repeat expansion in IT 15. It most commonly presents in the
third or fourth decade of life with slowly progressive cognitive,
behavioral and motoric dysfunction. Gross pathology of HD is
limited to the brain, with atrophy most prominent in the
caudate, putamen, and cerebral cortex. Brain weight may be
reduded by as much as 25-30% in advanced cases HD is
spread worldwide and it is generally accepted that few
mutational events account for the origin of the pathogenic
CAG expansion in most populations. The prevalence rate of
HD in the most of Europe is 5 cases per 100 000 individuals.
HD gene encodes the protein huntingtin of 3136 amino acids.
The mutation of huntingtin produces an expanded stretch of
glutamine (GIn) residues. The HD locus spans 180 kb and
consists of 67 exons ranging in size from 48 bp to 341 bp with
an average of 138 bp. The molecular basis of the disease is
the expansion of the trinucleotide CAG in the first exon of the
huntingtin gene in chromosome 4p16.3. Diagnosis of HD has
been greatly simplified by the direct triplet repeat gene test. In
the PreSov region (1998-2009) CAG repeat lenghts in the HD
gene were tested in twelve patients with suspected diagnosis
of HD. Genomic DNA was extracted from blood samples by
standard extraction procedures. PCR products were resolved
on capillary electrophoresis with ABI technology. In seven
affected patients clinical diagnosis of HD was confirmed by
molecular-genetic methods. The sex ratio in the cases, in
which the diagnosis of HD has been confirmed was 4:3 in
favor of female individuals. The mean age of patients in the
time of diagnosis Huntington disease was 44.1 and ranged
from 28 to 62 years. This confirms the affirmation of onset of
symptoms typically in the third and fourth decade of life.
Mapping the occurance of HD in the PreSov region is a part
of population-genetic analyses and monitoring of PreSov
region population health status.

Direct PCR - vyuziti v rychlé prenatalni
diagnostice trizomie chromozomu 21
Kristina Kovacovicova':3, Iveta Valagkova'=2, Jitka
Kadlecova'?, Eva Makaturova', Renata Gaillyova'?
TOddeéleni Iékar'ské genetiky,

Laboratof molekularni diagnostiky FN, Brno
2l ékari'ska fakulta MU, Brno
SPrirodovédecka fakulta MU, Brno

Trizomie chromozomu 21 pfedstavuje nej¢astéj$i aneu-
ploidii u ¢lovéka slucitelnou se Zivotem. Udavana frekvence
vyskytu je 1 : 600 novorozencU, pficemz vice jak 60 % gra-
vidit kon¢i smrti plodu jesté pfed porodem. Je nej¢astéjsi pfi-
¢inou mentalni retardace, zahrnuje témér 25 % vsech pfipa-
dd mirné a tézké formy mentalni retardace déti v pfedSkolnim
véku.

Prenatalni diagnostika zalozena na analyze bunék ziska-
nych z plodové vody je pouzivana od Sedesatych let 20. sto-
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leti. PGvodni diagnostika byla zaloZena na uréeni kompletni-
ho karyotypu plodu. Hlavni nevyhodou tohoto pfistupu je dél-
ka doby vy&etreni, ktera pfedstavuje 2—-3 tydny. Rychlejsi al-
ternativou je fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), ktera
umozriuje ziskani vysledku pro analyzované chromozomy za
24-48 hodin. V roce 1993 byla poprvé za ucelem prenatalni
diagnostiky trizomie chromozomu 21 pouzita kvantitativni flu-
orescencni PCR (QF-PCR). Tato technika je zalozena na am-
plifikaci vysoko polymorfnich kratkych tandemovych repetici
(STRs), nachazejicich se na vybranych chromozomech za
pouziti fluorescencné znacenych primera v multiplexni PCR
reakci. Pfesnost této metody byla ovéfena ¢etnymi studiemi,
¢as od pfijeti vzorku po vydani vysledku je pfiblizné 24 ho-
din.

S cilem urychlit diagnostiku aneuploidie chromozomu 21
byla vytvofena sada pro QF-PCR umoznujici zkraceni do-
by diagnostiky Downova syndromu. Za pouziti Phusion® po-
lymerazy (Phusion® Human Specimen DNA Polymerase,
Finnzymes), kterd nevyzaduje izolaci DNA a v kombinaci
s technikou fast PCR, je doba od pfijmu vzorku do stano-
veni diagndzy vyrazné zkracena. Polymeréza, odvozena od
enzymu z Pyrrococcus furiosus s pfidanym uméle vytvore-
nym vazebnym proteinem Sso7d odvozenym od Sulfolobus
solfataricus, ma 5’-3’ polymerazovou a 3’-5’ exonukleazo-
vou aktivitu. Diky uméle vytvofené vazebné doméné
(Sso7d) se vyznacuje robustnosti, vysokou procesivitou
a presnosti.

Vytvorena sada sestavajici ze dvou multiplexnich reakci ob-
sahuje primery pro 6 polymorfnich STRs lokalizovanych v kri-
tické oblasti pro vznik Downova syndromu (DSCR), dva pary
primert pro odliSeni maternalni kontaminace od trizomie chro-
mozomu 21 v mozaice (pro lokusy lokalizované na chromo-
zomech 13 a 21) a dva pary primerQ pro uréeni pohlavi plodu
(AMEL, SRY).

Doposud bylo timto pfistupem analyzovano 100 vzorkd,
z toho bylo 91 vzorkd plodové vody, pét vzorkl periferni krve
a pét vzorkld kontrolni izolované DNA s potvrzenou trizomif
chromozomu 21. 81 vzorkd plodové vody pochdzi z banky
OLG FN Brno, kde jsou uchovavany po odbéru pro pfipad dal-
Si analyzy. K témto vzorkiim je k dispozici vypracovany kary-
otyp, ktery byl porovnany s vysledky Direct QF-PCR.

Délezitost testovania
tiopurin-S-metyltransferazy
Lubica Kraj¢iova'2, Robert Petrovi¢!, Jan Chandoga’,
Peter Turéani?, Andrea Pastorakova’'
"Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a Klinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava, Slovenska republika
2. Neurologicka Kiinika LF UK, Bratislava, Slovenska republika

Tiopurin-S-metyltransferaza (TPMT) je cytoplazmaticky en-
zym podielajuci sa na katalytickej S-metylacii sulfhydrilovej
skupiny viazucej sa na aromatické a heterocyklické jadro, kto-
ra je sucastou protinadorovych lieCiv 6-merkaptopurinu
(6-MP), 6-tioguaninu (6-TG) a imunosupresiva azathioprinu
(AZA).

Bodové mutacie v TPMT géne mozu byt spojené s nizkou
(az ziadnou), strednou alebo vysokou aktivitou TPMT. U 95 %
Kaukazoidov su za deficit enzymu TPMT naj¢astejSie zodpo-
vedné iba Styri jednonukleotidové polymorfizmy. Alely znizuj-
Uce aktivitu tohto enzymu sa oznacuju ako TPMT*2 (238G>C,
Ala80Pro), TPMT*3A (460G>A, Ala154Thr a 719A>G,
Tyr240Cys), TPMT*3B (460G>A, Ala154Thr) TPMT*3C
(719A>G, Tyr240Cys).

V kaukazoidnej populacii ma priblizne 90 % jedincov vyso-
ku TPMT aktivitu a okolo 10 % ju ma strednu. Jeden z tristo
jedincov ma nizku alebo nemeratelnd enzymovu aktivitu
TPMT. Tento vrodeny nedostatok enzymu TPMT u homozy-
gotnych mutantov moéze viest pri terapii beznymi davkami
6-MP, 6-TG a AZA az k vaznej myelosupresii a fatalnej he-
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matopoetickej toxicite. Tiopurinové preparaty sa pouzivaju pri
lieCbe detskej akutnej lymfoblastickej leukémie, akutnej mye-
loidej leukémii, z velkej Casti sa pouzivany pri imunosupresii
pri autoimunnych ochoreniach, ako su ¢revné zapaly, reuma-
toidna artritida, systémovy lupus erythrematosus, Crohnovej
chorobe, skler6ze multiplex a pri transplantécii organov. Cy-
totoxicky efekt tiopurinovych lie€iv 6-TG, 6-MP a AZA nasta-
va po inkorporacii tio-deoxyguanozintrifosfatu do DNA a tio-
guanozintrifosfatu do RNA.

Pacienti so zniZzenou aktivitou TPMT netoleruju bezné Stan-
dardné davky chemoterapeutik 6-MP, 6-TG a AZA. Tito jedinci
by mali mat upravenu davku lie€iva. V pripade mutantnych ho-
mozygotov je Standardna davka znizena len na 10-15 %. Tym-
to spésobom sa u nich predchadza vzniku neziaducich ugin-
kov. Pokial nie su jedinci so znizenou TPMT aktivitou
vystaveni tiopurinovym lieCivam nevyskytuje sa u nich Ziad-
ny prejav TPMT deficiencie.

Na zaklade populacnej analyzy kontrolnej skupiny (500 je-
dincov) sme zistili, Ze priblizne 4 % slovenskej populacie je
v ohrozeni vzniku zavaznej hematopoetickej toxicity po po-
dani tiopurinovych preparatov. Takymto jedincom je vhodné
znizit davku lie€iva alebo Uplne zmenit lie€bu. Na naSom pra-
covisku sme mali aj pacienta s homozygotnou mutaciou
TPMT*3A/3A. U tohto pacienta sa vyskytli rézne neziaduce
ucinky az so Zivot ohrozujucim stavom po podani Standard-
nej davky AZA.

Aby sa zabranilo vzniku vedlajsich u€inkov pred terapiou
6-MP, 6-TG a AZA odporuca FDA (The Food and Drug Ad-
ministration) genotypovanie TPMT eSte pred predpisanim ti-
opurinovej terapie.

Prdca bola podporovana Ministerstvom zdravotnictva Slovenskej
republiky v ramci projektu Farmakogeneticky pristup pri vybere tera-
pie nddorov (MZ SR ¢islo 2007/39-FNSPBA-04).

Expression Profile of ABC Transporter Genes
in Breast Carcinoma
Viktor Hlavaé'!, Radka Vaclavikova'!, Marie
Ehrlichova', Ilvona Hlavata', Vaclav Pecha?,
Markéta Trnkova?, Ivan Gut', Pavel Souéek!
TToxicogenomics Unit, National Institute of Public Health, Prague
2Department of Oncosurgery, Medicon, Prague
SBiolab Ltd., Prague

Background. Worldwide, breast cancer comprises the fifth
most common cause of cancer-related deaths in women. Che-
motherapeutic treatment is limited by the interindividual vari-
ability in drug response and by the development of resistan-
ce of cancer cells. ATP-binding cassette (ABC) transporters
belong to a family of transporter proteins that contribute to drug
resistance via ATP-dependent drug efflux pumps, e.g. P-gly-
coprotein. Gene expression—-based assays have the potenti-
al to improve prognostic accuracy, treatment choice, and di-
sease outcomes in women diagnosed with breast cancer.
A major goal of our study is to search for candidate molecu-
lar markers with predictive potential in terms of chemothera-
py outcome. We followed the expression and variability of ABC
transporter genes and intended to evaluate their associations
with clinico-pathological data including therapy outcome of in-
dividual patients.

Methods. Expression profile of all known forty nine human
ABC transporter genes was evaluated in postoperative tissue
samples from 65 breast cancer patients treated by FAC, FEC
or taxane-based neoadjuvant chemotherapy regimens. Non-
neoplastic adjacent tissue was available from 41 patients. Ge-
ne expression was assessed using real-time PCR with relati-
ve quantification. High Resolution Melting Analysis (HRM) was
developed for the study of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) in ABCB1. HRM analysis was confirmed by direct se-
quencing.
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Results. ABC transporters were expressed in the majority
of samples (tumors and paired adjacent non-neoplastic tissu-
es) with striking inter-individual variability. Thiteen ABC tran-
sporters were significantly downregulated in tumor tissues. On
the other side, nineteen ABC transporters were signifi-
cantly upregulated in tumors (ABCA2, ABCA3, ABCA7,
ABCA12, ABCB2, ABCB8, ABCB9, ABCB10, ABCC1,
ABCC4, ABCC5, ABCC10, ABCC11, ABCC12, ABCDS,
ABCF1, ABCF2 and ABCGH1). Finally, SNPs in ABCB1 gene
coding a prototypical anticancer drug efflux pump P-gly-
coprotein (1236C>T, Gly412Gly, rs1128503; 2677G>T/A,
Ala893Ser/Thr, rs2032582 and 3435C>T, lle1145lle,
rs1045642; all in strong linkage disequilibrium) were asses-
sed by HRM with sensitivity 97.1% and accuracy 97.6%. On
the basis of the examined SNPs, one strong haplotype block
containing rs2032582 and rs1128503 SNPs was identified.
In addition, significant associations of rs2032582 SNP with sta-
ge, tumor size, expression of HER2, and family history of can-
cer were found. Significant associations of ABCC8 transcript
level with tumor grade, estrogen receptor (ER) expressi-
on (both p < 0.001), Ki67 protein expression (p=0.032) and
response to chemotherapy (p = 0.025) were found. ABCA13
level significantly associated with ER expression and tu-
mor grade. ER expression also associated with ABCC10,
ABCC13 and ABCD4 transcript levels.

Conclusions. Our results revealed new candidate genes
potentially causing the multidrug resistance of mammary tu-
mors. Validation study on these candidates will be performed
by absolute quantification in an independent patient cohort.
The association of expression profiles with therapy outcome
and disease-free survival will also be analyzed. In addition,
new HRM method that seems to be rapid, accurate and cost-
effective as well as time-effective was developed for screening
of functional ABCB1 SNPs and can analogously be applied
to other ABC gene(s).

This work was supported by grants of Grant Agency of the Minis-
try of Health of the Czech Republic, grants no.: NS9803-3 and
NS9799-4.

High-throughput SNPs genotyping analyzes in
children diagnosed with asthma bronchiale
Nana Tabashidze, Pavel Réssner jr., Jan Topinka,

Miroslav Dostal, Radim J. Sram
Institute of Experimental Medicine,
Czech Academy of Science, Prague

Asthma bronchiale likely results from a complex interplay
between genetic and environmental factors. The purpose of
this study was to evaluate a possible association of a group
of single nucleotide polymorphisms (SNPs) with asthma
bronchiale in children. We investigated 385 SNPs in samples
from 354 children aged 6-15 years, from the polluted area
of the City of Ostrava (Bartovice) and the rural towns of the
Czech Republic: Prachatice, Vimperk, Vlachovo Brezi and
Netolice. Air quality (PM2.5, c-PAHs) was continuously mo-
nitored in both regions. SNPs were selected from the Can-
cer Genome Anatomy Project SNP500 Cancer Database.
The custom made panel contains representatives from 4
groups of genes: xenobiotic metabolism and detoxification
genes, DNA repair genes, genes that mediate immune and
inflammatory responses and genes that are involved in oxi-
dative processes. The assay was performed on DNA sam-
ples extracted from children’s saliva; genetic polymorphisms
were assessed using the lllumina BeadStation 500 System.
The data were analyzed using the Illumina BeadStudio soft-
ware. We found 45 SNPs statistically significantly associa-
ted with asthma.The statistically significant SNPs from rural
towns and Ostrava are distinctive. Statistically significant
SNPs were associated with asthma from Ostrava children
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group: CYP1A1-01 rs1048943, EPHX1-14 rs2671272,
EPHX1-20 rs2854455, ERCC2-06 rs238406, ERCC2-09
1799787, IFNG -07 rs1861494, I1L13-02 rs1881457, LIG1-29
rs156641, TOLLIP-04 rs5743867. Obtained results indicate
there may be some specific SNPs associated with asthma
bronchiale from air polluted area Ostrava.

Supported by the Czech Ministry of Environment SP/1b3/50/07 and
Czech Academy of Sciences AVOZ50390512.

Interleukin-1 gene variations
in post-orthodontic external root resorEtion
Petra Linhartova'2, Pavlina Cernochovaz,
Martina Raudenska?', Jolana Lipkova?,
Lydie Izakovi¢ova Holla"?2
Department of Pathophysiology,

Faculty of Medicine Masaryk University, Brno, Czech Republic
2Clinic of Stomatology, Institutions Shared with St. Anne’s Faculty
Hospital, Faculty of Medicine Masaryk University, Brno,
Czech Republic

External apical root resorption (EARR) is a permanent
shortening of the end of the tooth root. EARR is a common
clinical complication of orthodontic treatment and is known
to occur after trauma and in response to inflammation.
Polymorphisms in the interleukin-1 (IL-1) genes play a role
in the inflammatory diseases through the modulation of
cytokine levels. The aim of this study was to associate two
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and one variable
number of tandem repeats (VNTR) polymorphism in IL-1
with EARR in the Czech population. In this case-control
association study, 32 patients with EARR (age 15.3 + 5.4
years) and 76 controls (age 15.1 + 4.0 years) were
genotyped using methods based on PCR for IL-1 gene
polymorphisms [IL-1o (-889C/T), IL-1B (+3953C/T), and
IL-1RN (IL-1 receptor antagonist, VNTR)]. While no
statistical significant association was found in the
genotype and allele frequencies of IL-1o (-889C/T) and
IL-13 (+3953C/T) between patients with EARR and
controls, marginally significant differences were observed
in the genotype and allele frequencies of IL-1RN (p = 0.08
and p = 0.07, respectively). Highly significant differences
of genotype and allele distributions were identified
between patients with EARR and controls in the subgroup
of women (p = 0.004 and p = 0.02, respectively). Although
no significant role of IL-1a (-889C/T) and IL-18
(+3953C/T) variants in EARR was confirmed, our results
suggest that IL-1RN VNTR may be associated with EARR,
especially in women.

This study was supported by projects 1M0528 and IGA NT11405-6.

Komplexni geneticka analyza u déti s mentalni
retardaci a opozdénym PMR vyvojem
Katefina Hirschfeldova', Véra Kebrdlova?,

Romana Mihalova', Jitka Stekrova', Petr Lnénicka?',

Roman Solc!, Vladimira Vranovéa?, Alice Baxova!
"Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
20ddgleni lékarské genetiky, Détska nemocnice FN, Brno

Chromozomalni pfestavby jsou nejcastéjSi znamou pfici-
nou mentalni retardace. Nicméné, rozsah takovych prestaveb
byvé vétSinou pod hranici rozliSitelnosti standardnich cytoge-
netickych metod. V téchto pfipadech nachazeji své uplatnéni
moderni metody molekularni cytogenetiky a molekularni ge-
netiky.

Projekt zpracoval soubor pacientd s diagnostikovanou men-
talni retardaci pfipadné opozdénym psychomotorickym vyvo-
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jem v kombinaci s alespon jednim z nasledujicich symptom0:
novorozenecka hypotonie, vrozené vyvojové vady, dysmorfie
obli¢eje. Soubor tvofilo 80 nepfibuznych probandl a 10 ro-
dinnych pfislusnik(. Proband byl zafazen do studie na zakla-
dé genetické konzultace provedené zku$enym specialistou na
Oddéleni Iékafské genetiky (OLG) ve spolupraci s Klinikou dé-
ti a dorostu (KDDL) a Neurologickou klinikou 1. LF UK a VFN
v Praze. U v8ech probandl byla provedena analyza pomoci
metody MLPA, kterd zahrnovala detekci nejCastéjSich mikro-
dele¢nich syndromu a analyzu subtelomerickych oblasti. Dopl-
fujicim vySetfenim byla analyza HRT, CGH, arrayCGH
a FISH, které byly provedeny jen u vybraného vzorku pa-
cientq.

Krypticka prestavba byla nalezena u celkem 12 nepfibuz-
nych probandl (15 %). Jednalo se o tfi duplikace a devét de-
leci. S vyjimkou probanda s deleci MD15, ktery byl deteko-
van metodou HRT a arrayCGH (klasicka CGH analyza byla
nejednoznacnd), byly vSechny nalezené kryptické prestavby
detekovatelné MLPA analyzou. Vedle dobfe charakterizova-
nych syndromil byly zachyceny i méné Casté prestavby, je-
jichz asociace s fenotypem probanda neni jednoznacna. Zad-
na z pouzitych metod nebyla schopna zachytit vSechny
nalezené prestavby.

Ze studie vyplyva, ze nékteré prestavby, pfedevsim dupli-
kace, jsou asociovany s nejasnym fenotypem a jejich frek-
vence v populaci mize byt podhodnocena a sou¢asné sta-
novuje vySetfeni metodou MLPA pro dany soubor jako
nejefektivnéjsi pro béznou rutinni praxi.

Studie probihala za podpory grantu IGA MZCR NS/103273/2009.

Korelace IgVH mutacéniho statusu
a charakteristickych chromozomovych aberaci
u pacienti s B-CLL
Barbora Roszkova', Aneta Strnkova',
Veronika Hodslavska', Petra Cibulkova'!, Martina
Stoklasova', Radmila Richterova', Martin Brejcha',
Marek Wrdébel!, Drahomira Klodova?,
Jaromir Gumulec?, Cecilia Bodzasova?,
Vladimira Heinzova®
TKomplexni onkologické centrum, Novy Jicin
2Fakultni nemocnice, Ostrava
3Slezskéa nemocnice, Opava

B-bunécéna chronicka lymfocytarni leukémie (B-CLL) je nej-
Castéji se vyskytujici leukémii v dospélé populaci zapadniho
svéta. B-CLL je charakterizovana zna¢né proménlivymi kli-
nickymi pfiznaky a rozdilnou prognézou pro jednotlivé pa-
cienty. V nékterych pfipadech je pribéh onemocnéni mirny,
u jinych pacientll naopak probiha nemoc agresivné, rychle
progreduje a vyrazné zkracuje predpokladanou délku Zivota.
Pro posouzeni, jak rychle bude nemoc postupovat a nakolik
bude agresivni, je proto dulezité stanovit u jednotlivych CLL
pacientll individualni prognézu, na zakladé které se aplikuje
pfislusna lécba.

Existuje fada prognostickych markerd, které se k tomuto
ucelu vyuzivaji, nicméné nezastupitelnou roli v tomto ohle-
du hraji molekularné biologické a cytogenetické prognos-
tické markery. K tém patfi zejména stanoveni mutacniho
statusu variabilni Casti tézkého fetézce imunoglobulinu
(IgVH) a urceni pfitomnosti charakteristickych chromozo-
movych zmén.

V ramci Komplexniho onkologického centra Novy Ji€in jsou
tato prognostickd kritéria stanovovana nezavisle na sobé ve
dvou laboratofich, a to v Laboratofi molekularni biologie a Cy-
togenetické laboratofi. Cilem této prace je v ramci naSeho
centra charakterizovat u vybrané skupiny 182 pacientd kore-
laci mezi IgVH mutaénim statusem a chromozomovymi abe-
racemi vzhledem k predpokladim pozitivni ¢i negativni pro-
gnozy.
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Molekularné-geneticka diagnostika genoder-
matéz
Marie Chovancikova', Lenka Kopeckova',
Lukas$ Tichy', Hana Buckova?, Renata Gaillyova3,
Lenka Fajkusova'
"Centrum molekulérni biologie a genové terapie FN, Brno
2Kozni oddéleni 1. pediatrické Kliniky FN, Brno
SOdd8leni Iékai'ské genetiky FN, Brno

Genodermatozy détského véku jsou charakteristické velkou
variabilitou a genetickou heterogenitou. V etiopatogenezi stu-
dovanych dermatdz se uplatriuje geneticky podminéna poru-
cha keratinizace a kornifikace, doprovazena abnormalni epi-
dermalni diferenciaci a deskvamaci. Vyzkum patologickych
mechanism{ genodermat6z v nedavné dobé vyrazné pokro-
¢il a vedl k identifikaci nékolika kauzalnich genu.

NaSe pracovisté uzce spolupracuje s détskou klinikou FN
Brno a patologicko-anatomickym ustavem Fakultni nemocni-
ce u sv. Anny na problematice epidermolysis bullosa. V ne-
davné dobé byla tato spoluprace rozsifena o molekularné-ge-
netické vySetfeni dalSich genodermatéz. Byla zavedena
diagnostika incontinentia pigmenti a tfi typ0 ichty6z: ichtyozy
vulgaris, lamelarni ichty6zy a X-vazané recesivni ichty6zy. In-
continentia pigmenti je neuroektodermalni onemocnéni zpu-
sobené mutaci NEMO genu lokalizovaném na Xg28. One-
mocnéni ma dominantni dédiénost s vazbou na pohlavi.
Ichtyéza vulgaris je nejCastéjS§im typem ichtyéz s autozomal-
né semidominantnim typem dédi¢nosti, je podminéna muta-
cemi v genu pro filaggrin (FLG). V sou¢asné dobé provadi-
me vySetfeni dvou prevalentnich mutaci FLG genu
popisovanych v evropské populaci (p. R501X a c.2282del4)
sekvenacni analyzou. X-vazana recesivni ichty6za je zpliso-
bena parcialni nebo Uplnou deleci genu pro steroidni sulfatéa-
zu, ktery je lokalizovan na Xp22.3. Lamelarni ichtyéza je pod-
minéna mutacemi v jednom ze S$esti gend, dédi¢nost
onemocnéni je autozomalné recesivni. V sou¢asné dobé sle-
dujeme mutace genu pro transglutaminazu 1 sekvenacni ana-
lyzou.

Vysledky molekularné-genetického vysetfeni genoderma-
t6z prohlubuji nase znalosti v détské dermatologii, pfispivaji
k efektivni terapii a poskytuji informace pro genetické pora-
denstvi postizenych rodin.

Molekularné-geneticka diagnostika Prader-
Williho syndromu - kazuistika
Jarmila Vale¢kova', Lucie Brychova', Jana Zvolska?,
Sylwia Walczyskova', Sarka Hilscherova’,
Lucie Kaluzova', Eva Silhanova’
'Oddéleni Iékarské genetiky FN, Ostrava
2Klinicky genetik, Mephacentrum, Ostrava

Prader-Williho syndrom (PWS, MIM#176270) je zpUsoben
ztratou funkce paternalné exprimovanych gen( v oblasti
15q11-q13 (o velikosti ~4 Mb). Incidence tohoto onemocné-
ni se pohybuje od 1/12 000 az 15 000 (u obou pohlavi, véech
ras). V klinickém obraze pfevazuje po narozeni vyrazna hy-
potonie, neprospivani v utlém détstvi, hypogonadismus, ma-
Ié dlané a chodidla, hyperfagie v détstvi s naslednou obez-
itou (patfi k nej¢astéjSim syndromologickym pfi¢inam obezity
u déti) a mentalni retardace rlizného stupné. Pfi¢inou PWS
je v 70 % pfipadl intersticialni de novo delece, uniparental-
ni disomie — 25 %, chybny imprint — méné nez 5 % (v di-
sledku mutace nebo delece imprintingového centra) a vzac-
né muze byt pfi¢inou chromozomova translokace (méné nez
1 %). Byly popsany také duplikace této oblasti, obecné pa-
cienti s duplikacemi maternalniho ptvodu trpi autismem ne-
bo onemocnénimi spojenymi s autismem (neuplna pene-
trance). Duplikace paternalniho pldvodu byvaji spojovany
s témérf normalnim fenotypem. Riziko rekurence je zane-
dbatelné (< 1 %).
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Prezentujeme kazuistiku 14leté divky, ktera byla odeslana
pediatrem ke klinickému genetikovi z diivodu malého vzriis-
tu, lehkého mentalniho defektu a autoimunni tyreoiditidy. Pa-
cientka po narozeni nebyla hypotonicka a neméla poruchu sa-
ni; neni obézni. Na zakladé cytogenetického vySetieni bylo
vysloveno podezieni na duplikaci v oblasti chromozomu
15q11-13 a dale bylo indikovano cilené vysetfeni PWS. Pa-
cientka nese de novo duplikaci oblasti 15q11-q12 maternal-
niho plvodu.

Ackoliv maternalni duplikace oblasti 15911.2-q13 jsou spo-
jeny s opozdénym vyvojem a autistickym chovanim, oproti
témér normalnimu fenotypu pfi duplikaci paternalniho puvo-
du, nase pacientka ma pouze mirné fenotypové znaky PWS.
Klinicka heterogenita mezi jedinci se stejnou duplikaci na-
znacuje pfitomnost jinych genetickych nebo epigenetickych
faktort, jez ovliviiuji expresi genl v této oblasti.

Mutace v KRAS, BRAF a PIK3CA genu
u pacientl s kolorektalnim karcinomem
Jarmila Simovéa'2, Barbora Kubova’',
Magdalena Uvirova'2, Irena Urbanovska’,
Michaela Jaltvkova', David Konvalinka’,
Iveta Zebrakova', Jana Dvofackova?
'CGB laborator a.s., Laboratof molekularni genetiky a patologie,
Ostrava
2| ékarska fakulta, Ostravska Univerzita, Ostrava

Uvod. Kolorektalni karcinom (CRC) patti celosvétové k nej-
roz8ifenéjSim nadorovym onemocnénim. AZ u jedné Ctvrtiny
nemocnych jsou v okamziku stanoveni diagnézy pfitomny me-
tastazy. Lé¢ebné moznosti zahrnuji chirurgické odstranéni na-
doru, radioterapii, chemoterapii a také tzv. cilenou biologickou
Ié¢bu. Cilena biologicka lécba vyzaduje identifikaci genetic-
kych zmén, které mohou predikovat ucinnost této cilené 1é¢-
by a tak pomoci s vybérem pacientd, ktefi mohou profitovat
z této Ié¢by. V soucasnosti je pro cilenou biologickou lécbu
metastatického CRC (mCRC) monoklonalnimi protilatkami
proti EGFR (cetuximab, resp. panitumumab) vyzadovano vy-
Setfeni mutacniho statutu genu KRAS. Presto 50-60 % pa-
cientl s KRAS wild-type je rezistentnich na Ié€bu pomoci an-
ti-EGFR. Sou€asné poznatky naznaduji, Ze poskozeni dalSich
proteinti v EGFR signalni draze, jako napfiklad BRAF prote-
inu a deregulace PI3K/PTEN signéaini drahy mohou vést k re-
zistenci na anti-EGFR terapii.

Metodika. Nadorova DNA pacientli s CRC byla izolovana
pfevazné z parafinovych blokd s nejvétSim zastoupenim na-
dorové tkané a s pfesnym oznacenim lokalizace nadoru, pfi-
padné z nativni nebo fixované nadorové tkané. Stanoveni pfi-
tomnosti mutaci v kodonu 12 a 13 K-ras genu provadime
zejména metodou PCR a reverzni hybridizace (KRAS Strip
Assay, ViennalLab). Analyzu mutace V600E v BRAF genu
a mutaci v exonu 9 (E542K, E545G, E545K) a exonu 20
(H1047R) v PIK3CA genu provadime pomoci sekvencné spe-
cifické PCR, primer extension analyzy (SNaPshot assay), pfi-
mého sekvenovani a real-time PCR.

Vysledky. Retrospektivné byl na pfitomnost vybranych mu-
taci v KRAS, BRAF a PIK3CA genu analyzovan soubor
221 vzorkd nadorovych DNA pacientl s CRC. Mutace v KRAS
genu byly detekovany u 79/221 pacientl (35,7 %). Mutace
V600E v BRAF genu u 11/221 pacientl (5 %). Mutace
v PIK3CA genu u 15/221 pacientt (6,8 %) — v exonu 9 u 8/221
pacientl (3,6 %) a v exonu 20 u 7/221 pacientt (3,2 %). Mu-
tace v KRAS a BRAF genu se nevyskytovaly soucasné.
U 8/221 (3,6 %) se vyskytovala mutace v KRAS a PIK3CA
souc€asné. V jednom pfipadé (0,5 %) byla rovnéz detekova-
na pfitomnost mutace BRAF sou¢asné s mutaci v exonu 20
PIK3CA genu.

Zavér. Frekvence mutaci v KRAS a BRAF genu koreluji
s publikovanymi udaji. Stejné tak koreluje koexistence PIK3CA
mutaci s mutacemi v KRAS nebo BRAF genu a vylu¢nost sou-
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¢asného vyskytu mutaci KRAS a BRAF genu. Frekvence vy-
skytu mutaci v PIK3CA genu je v naSem analyzovaném sou-
boru nizsi (cca 7%), nez je publikovana frekvence uvadéna
v literatufe (10-30 %). V personalizované protinadorové te-
rapii mCRC, s objevem fady novych potencialné ucinnych in-
hibitor(l protein( signalni drahy EGFR receptoru (MAPK2K,
BRAF, PI3K a mTOR inhibitory), nabyva na vyznamu nejen
stanoveni mutac¢niho statutu KRAS genu, ale i genetické pro-
filovani nadoru o dalsi potencialni markery. Po ovéfeni by
mohly tyto markery v budoucnu poskytnout u¢inny nastroj ne-
jen pro vybér pacient(l, ktefi mohou profitovat z cilené biolo-
gické 1éCby, ale i stanoveni efektivni strategie a volby Ié¢eb-
ného postupu u pacientt s CRC.

Mutaéni analyza genu NPHS2 u pacientt
s nefrotickym syndromem
Lena Obeidova?, Hana Safrankova’,
Jana Reiterova'?2, Petr Lnénicka?, Jitka Stekrova?,
Milada Kohoutova?, Vladimir Tesaf!
"Klinika nefrologie 1. LF UK a VFN, Praha
2Ustav biologie a lékafské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha

Nefroticky syndrom (NS) je charakterizovan unikem pro-
teind do moci, zvySenou hladinou cholesterolu v téle a vzni-
kem otok(. Pfiblizné 10 % détskych a 50 % dospélych pa-
cientl s idiopatickym NS neodpovida na imunosupresivni
|é¢bu a béhem 7 let se u nich vyvine konec¢né selhani ledvin.
V téchto pfipadech bioptované ledviny typicky prezentuji fo-
kalni segmentalni glomerulosklerézu (FSGS) ¢€i minimalni
zmény glomerull (MCD). U pacientli bylo zatim identifikova-
no sedm gend kddujicich podocytarni proteiny, jejichz muta-
ce zpusobuji NS. Mezi tyto geny patfi i NPHS2, ktery koéduje
s rafty asociovany podocytarni protein, jenz hraje roli mimo
jiné v mechanosenzorické signalizaci, udrzovani polarity po-
docytu a organizaci cytoskeletu.

V ramci projektu byla provedena mutac¢ni analyza genu
NPHS2 u 74 pacientl s NS, u kterych byla histologicky ové-
fena diagnéza FSGS ¢i MCD z bioptovanych vzorkl. Analy-
za se provadéla budto metodou PCR, ¢&i analytickou meto-
dou high resolution melting (HRM) s naslednou pfimou
sekvenaci. V souboru byly nalezeny &tyfi zamény, které vy-
ustuji ve zménu aminokyseliny. Jsou to popsané zamény
p.Val290Met, polymorfismy p.Pro20Ser a p.Arg229GIn a da-
le jeSté nepopsana zaména p.Gly97Ser. Pro 3 z nich
(p.Pro20Ser, p.Gly97Ser, p.Arg229GIn) pak byla provedena
analyza u 200-300 zdravych kontrol pro uréeni jejich kauza-
lity. Nové popsana mutace p.Gly97Ser nebyla nalezena u zad-
né zdravé kontroly, ovéem nachazi se v misté genu, které ne-
ni konzervativni.

Préce je podporovéana grantovym projektem IGA MZ CR NS/9779-4.

Mutational Analysis of the TRPC6 Gene in
Czech Adult Patients with Steroid-sensitive
and Steroid-resistant Idiopathic Nephrotic
Syndrome _
Jana Reiterova'2, Lena Obeidova?, Jitka Stekrova?,
Petr Lnéni¢ka?, Vladimir Tesaf’
'Klinika nefrologie 1. LF UK a VFN, Praha
2L aboratof molekulérni diagnostiky UBLG 1. LF UK a VFN, Praha

Background. Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS)
and minimal change disease (MCD) are frequent causes of
nephrotic syndrome (NS). About 50% of patients are resistant
to immunosuppresive therapy and progress to chronic renal
insufficiency. TRPC6 mutations are the cause of idiopatic NS
in about 2—7% of steroid-resistant patients. 11 different TRPC6
gene mutations were identified. These mutations lead to a la-
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te onset kidney disease and a variable rate of progression to
end stage renal disease. The aim of the study was the iden-
tification of mutations/polymorphisms in adult patients with
FSGS/MCD in the Czech Republic.

Methods. 40 patients (22 females, 18 males) with steroid-
resistant FSGS/MCD and 44 patients (22 females, 22 males)
with steroid-sensitive FSGS/MCD were studied. Renal biop-
sy with the histological finding of FSGS/MCD was performed
in the years 2004-2008. The mean age of the onset of NS was
39 + 20.7 years. Family history for proteinuria was positive in
3 patients. 300 healthy Czech individuals formed control group
with mean age 58.4 + 19.5 years. High resolution melting ana-
lysis (HRM) was established for all 13 exons and intron-exon
boundaries of the TRPC6 gene. Suspected samples were ana-
lysed by direct sequencing on ABI Prism™ 3130 and by am-
plicon sequencing on Roche GS Junior.

Results. Two polymorphisms were described: in exon 1
C43T (P15S) with prevalence 32.5% of heterozygotes and
in exon 4 C1211T (A404V) with prevalence 20% of heterozy-
gotes (1% of T/T homozygotes) in patients with steroid-resi-
stant FSGS/MCD. The prevalence of heterozygotes in stero-
id-sensitive patients was 13.9% for C43T polymorphism and
29.5% for C1211T polymorphism. The prevalence of hetero-
zygotes in control group was 16.5% for C43T and 20.5% for
C1211T (2.5% of T/T homozygotes). T allele of C43T poly-
morphism in exon 1 was significantly more frequent in patients
with steroid-resistant FSGS/MCD (x2, p < 0.05).

Conclusions. TRPC6 gene mutations are rare causes of
FSGS/MCD in adult patients in Czech Republic. The C43T po-
lymorphism could have some influence on the therapeutic res-
ponse and progression of the disease.

Supported by grant project IGA NS 9779-4 and by research pro-
ject ZZ MSMT 0021620806.

Pompeho choroba-moznosti diagnostiky
v Slovenskej republike 5
Slavomira Matto$ova', Anna Hlavata?, Peter Spaleks,
Danka Macekova', Jan Chandoga’
"Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a kiinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava, Slovenska republika
2ll, Detska Klinika LLF UK a DFNsP, Bratislava, Slovenska republika
SCentrum pre neuromuskuldrne ochorenia, Neurologicka kiinika SZU
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Pompeho choroba (glykogendza typu Il) je autozémovo re-
cesivne ochorenie spdsobené deficienciou enzymu a-gluko-
zidazy (kyslej maltazy). Deficit tohto enzymu vedie k akumu-
lacii glykogénu v réznych tkanivach, najviac je vsak
postihnuté kostrové svalstvo. Z hladiska veku a klinickych pre-
javov ochorenie delime na infantilnd, juvenilnd a adultnu for-
mu. Medzi jednotlivymi formami su vSak plynulé prechody. Kla-
sicka, infantilna forma je tiez najtazSou formou. Manifestuje sa
v novorodeneckom, resp. véasnom dojéenskom veku, rychlo
progreduje a temer obligatne kon&i umrtim este okolo 1. roku
zivota v dosledku kardiorespira¢ného zlyhania. Tieto deti maju
vyraznu svalovu hypotoniu a zadvaznu hypertroficku kardio-
myopatiu. Juvenilnd forma sa manifestuje oneskorenim psy-
chomotorického vyvoja, zavaznou slabostou proximalneho
koncatinového svalstva, trupového svalstva a respiracného
svalstva. Priebeh myopatie je postupne progresivny a konci
umrtim — respiraénym zlyhanim v 2. alebo 3. dekade zivota.
Adultna forma sa manifestuje v 2. az 6. dekade Zivota, tiez je
obmedzena na svaly a je podobna inym myopatiam. Pomaly
progresivna slabost svalov panvového pletenca, paraspinal-
nych svalov a branice imituje pletencové formy svalovej
dystrofie alebo polymyozitidu. Spésobuje zavazné telesné po-
stihnutie, ale postihnutie myokardu je nevyrazné alebo chyba.
Gén pre o-glukozidazu sa nachadza na chromozéme 17. Ob-
sahuje 20 exdnov a bolo v ilom popisanych priblizne 300 roz-
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liénych mutacii. NajcastejSia mutacia u kaukazskej populacie
je bazova substitucia v introne 1 ¢.-32-13T>G (IVS1-13T>G).
Tato mutacia sa nachadza u priblizne 70 % pacientov s adult-
nou formou Pompeho choroby.

Na priklade dvoch pacientok s adultnou formou Pompeho
choroby prezentujeme dostupné diagnostické moznosti u slo-
venskych pacientov zachytenych selektivnym skriningom me-
tédou suchej kvapky krvi. U pozitivnych pacientov nasledna
diagnostika spociva v stanoveni celkovych enzymovych akti-
vit v izolovanej suspenzii leukocytov a po inhibicii akarb6zou.
Molekularno-genetickym vySetrenim pomocou PCR-RFLP
sme potvrdili pritomnost najastejSej mutacie IVS1-13T>G.
Pomocou tejto metddy sme u jednej pacientky zistili pritom-
nost danej mutacie v homozygotnom stave, u druhej pacient-
ky v heterozygotnom stave. Danu mutéciu sme tiez potvrdili
sekvencnou analyzou.

Standardna enzymologicka diagnostika Pompeho choroby
je v SR dostupna, pri pozadovani vySetrenia je vSak nevy-
hnutné dodrziavat predanalytické zasady pre odber (mnozstvo
krvi) a transport vzorky. Vzhladom na vysoky podiel mutécie
IVS1-13T>G, je indikované molekularno-genetické vySetrenie
tejto mutacie ako prvy krok. Komplexna diagnostika ochore-
nia vyzaduje sekvenénu analyzu génu, ktora identifikuje moz-
né mutécie v 20 exénoch.

Srovnani metod pouzivanych pfi diagnostice
mutaci genu KRAS a EGFR u kolorektalniho
karcinomu (CRC) a nemalobunééného
karcinomu plic (NSCLCQC)

Monika Bajerova', Blanka Robesova?,
Lenka Ostfizkova', Dagmar Branéikova', Jana
Sktickova?, Marcela Tomiskova?, Jitka Kyclovas,
Jitka Hausnerova3, Jifi Mayer', Dana Dvofakova'
TInterni hematoonkologicka Klinika LF MU a FN, Brno
2Klinika nemoci plicnich a tuberkuldzy FN, Brno
SUstav patologie FN, Brno

Uvod. Mutovany stav genu KRAS je uvadén u 40 % CRC
pacientll. Mutace jsou spojovany s negativni prognézou pa-
cienta ve vztahu k cilené 1é¢bé monoklonalnimi protilatkami.
U NSCLC pacientl je analyzovan mutacni stav genu EGFR
a tyto mutace jsou spojovany s predikci lepSi odpovédi na 1é¢-
bu EGFR tyrozinkinazovymi inhibitory. Frekvence mutaci
EGFR je kolem 10 %. Stanoveni uvedenych aktivacnich mu-
taci je nezbytnym predpokladem zahdjeni individualni cilené
terapie.

Cil. Provést srovnani dostupnych laboratornich technik pro
stanoveni aktivacnich mutaci KRAS a EGFR genu z hlediska
senzitivity, metodické a finanéni narocnosti.

Metody. Pro izolaci genomové DNA byl pouzit QlAamp
DNA FFPE Tissue Kit (QIAGEN). Vychozim materialem je for-
malinem fixovana tkan zalita do parafinu (FFPE) po morfolo-
gické konfirmaci na pracovisti patologie. Pro detekci bodovych
zamén v kodonu 12 a 13 genu KRAS jsou zavedeny metody:
HRM (high resolution melt), pfima sekvenace a StripAssay
PGX K-ras (Viennalab) (10 mutaci v kodonu 12 a 13). Pro
mutacni analyzu genu EGFR metody: fragmenta¢ni analyza
FA (exon 19), alelicka diskriminace AD (L858R exon 21), pfi-
ma sekvenace (exon 19 a 21) a PNAClamp EGFR Mutation
Detection Kit (PANAGENE) (29 somatickych mutaci v exonech
18-21). Metody jsou validovany externi kontrolou kvality (UK
NEQAS).

Vysledky. Mutaéni analyza genu KRAS byla v obdobi
X1/2009-X/2011 provedena u 119 FFPE vzork( (85 pacient()
se zachytem 47 pozitivnich vzorkd (37 pacientt). Metodou
HRM byla detekovana mutace ve vzorcich 34 pacientd.
U vzorkl s vice nez 40% zastoupenim nadorovych bunék byl
typ zamény specifikovan pfimou sekvenaci. U vzork( tfi pa-
cientd byla zdména detekovana pouze StripAssay PGX K-ras
(ViennalLab). Bylo zachyceno pét typ bodovych zameén v ko-
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donu 12 a 1 v kodonu 13. Citlivost HRM dosahuje 10 %, pfi-
mé sekvenovani 25 %, StripAssay PGX K-ras (Viennalab)
2 %.

Mutaéni status genu EGFR byl v obdobi X/2010-X/2011
analyzovan u 105 FFPE vzork( (100 pacient(). Bylo deteko-
vano 10 aktivacnich mutaci: 3/100 (delece v exonu 19), bo-
dové zamény: 1/100 (exon 18), 1/100 (exon 20) a 5/100 (exon
21). Citlivost metod pro detekce deleci v exonu 19: FA 5 %,
pfimé sekvenovani 10 %. Detekéni limit pro zachyt L858R
v exonu 21: AD 5 %, pfimé sekvenovani 25 %. Citlivost
PNACIlamp EGFR Mutation Detection Kit je 2,5 %. Frekven-
ce zachycenych mutaci odpovida o¢ekavanym cetnostem:
37/85 pacientl (43,5 %) u KRAS a 10/100 pacientl (10 %)
u EGFR.

Zaveér. Uvedené techniky jsou vhodné pro rutinni genetic-
kou analyzu mutaci genu KRAS i EGFR. Jsou dostate¢né sen-
zitivni i robustni. Zafazeni kith zvySuje senzitivitu zachytu mu-
taci. Vyhodou StripAssay PGX K-ras (ViennalLab) kitu je
vysoka citlivost, Siroké spektrum zachycenych mutaci a malé
mnozstvi vstupni DNA. Nevyhodou je vy$Si naro¢nost prove-
deni. U PNAClamp EGFR Mutation Detection Kit
(PANAGENE) je pfednosti rychlost provedeni a pocet dete-
kovatelnych mutaci, nevyhodou nutnost velkého mnozstvi tes-
tovaného materidlu. Pouziti kith zvySuje finan¢ni naklady opro-
ti standardnim metodam.

Transcript levels of caspase-2 isoforms
S and L in breast cancer patients
Veronika Brynychova'-?, Viktor Hlavac'?,
Marie Ehrlichova'!, Radka Véclavikova',
Vaclav Pecha®, Markéta Trnkova*, Martin Wald5,
Marcela Mrhalova®, Katefina Kubaékova?,
Tomé$ Pikus’, Roman Kodet®,

Jan Kovéaré, Pavel Soudéek!
Toxicogenomics Unit, National Institute of Public Health in Prague,
Prague
2Third Faculty of Medicine, Charles University, Prague
SDepartment of Oncosurgery, Medicon Inc., Prague
4Biolab Ltd., Prague
5Department of Surgery, Motol University Hospital, Prague
SDepartment of Pathology and Molecular Medicine, Motol University
Hospital, Prague
’Department of Oncology and Radiotherapy,

Motol University Hospital, Prague
8Department of Cell and Molecular Biology, Third Faculty of Medicine,
Charles University, Prague

Caspase-2 (CASP2, OMIM: 600639) is a member of the
cysteine-aspartic acid protease family involved in the apoptotic
cascade. Alternative splicing of caspase-2 transcript leads to
the formation of two mRNAs encoding a long caspase-2L and
a short caspase-2S protein with antagonistic effects on
apoptosis. An important role of caspase-2 in apoptosis induced
by taxanes, used for treatment of breast cancer, was
suggested. The aim of our study was to assess transcript
levels of caspase-2L and S isoforms in tumor and control
tissues from breast cancer patients and evaluate prognostic
potential of caspase-2L, S and their ratio. Novel and specific
methods for real-time PCR-based absolute quantification of
caspase-2L and S transcripts were developed for this purpose.

The absolute level of caspase-2L transcript was significantly
higher in tumors vs. control tissues of the general set
(unselected patients, n = 50, p = 0.001) but not of the
neoadjuvant set (neoadjuvantly treated patients, n = 33).
Caspase-2S transcript level did not significantly differ between
tumor and control tissues in both sets. However, the caspase-
2S/L transcript ratio was significantly lower in tumors compared
to the controls in both sets (p = 0.001). A significantly higher
caspase-2S transcript level in premenopausal vs.
postmenopausal patients was observed in both sets (p = 0.010,
p = 0.043, respectively). Patients with high caspase-2S/L
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transcript ratio had significantly more frequently larger tumors in
the general (p = 0.028) but not in the neoadjuvant set. Patients
with the caspase-2S/L transcript ratio above or equal the cut off
had worse progression-free survival than patients with the ratio
below cut off (p = 0.058).

In conclusion, our data suggest that caspase-2S/L transcript
ratio rather than individual transcript levels should be further
studied in terms of prognosis of breast cancer patients.

This study was supported by the grant of the Czech Scien-
ce Foundation, no.: GACR 301/09/0362.

Vyskyt polymorfizmov A388G a C463A v géne
SLCO1B1 u pacientov s diabetes mellitus
Michaela Jurkovic¢ova'?, Jan Chandoga'’

Ustav lekarskej bioldgie, genetiky a Klinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava, Slovenska republika
2Katedra genetiky, Prirodovedecka fakulta UK, Bratislava,
Slovenska republika

SLCO1B1 gén je lokalizovany na kratkom ramene 12 chro-
mozému a sklada sa z 15 exdnov. Produktom spominaného
génu je transmembranovy protein OATP1B1 lokalizovany na
bazolateralnej ¢asti hepatocytov. Zabezpecuje vychytavanie
Sirokej Skaly endogénnych substratov, ako su bilirubin, zI¢o-
vé kyseliny, konjugaty steroidnych horménov, a taktiez niek-
torych liekov, ako su napriklad statiny, fexofenadin, rifampi-
cin, lopinavir, bosentan a irinotekan. V géne SLCO1B1 bolo
popisanych niekolko polymorfizmov, ktoré by mohli spdsobo-
vat modulaciu transportnej aktivity OATP1B1 proteinu. V ni-
ektorych studiach sa uvadza, ze polymorfizmy A388G a C521T
v géne SLCO1B1 su spojené so zvySenim rizika neziaducich
ucinkov statinov. Statiny patria medzi skupinu liekov, ktoré
su schopné inhibovat aktivitu 3-HMG-CoA reduktazy, enzymu
uréujuceho rychlost syntézy cholesterolu. S inhibiciou HMG-
CoA je spojena aj znizena tvorba koenzymu Q,,, ktory je déle-
zitou zlozkou bunkového metabolizmu a zabezpecuje stabili-
tu bunkovych membran. Pri jeho deficite su myocyty
nachylnejSie na posSkodenie (myopatie).

V na$ej studii sa zaoberame dvomi polymorfizmami A388G
a C463A nachadzajucimi sa v exéne 4 génu SLCO1B1. Ana-
lyzovali sme 103 pacientov s diabetes mellitus (DM) na pri-
tomnost spominanych polymorfizmov. Pomocou PCR-RFLP
analyzy sme zistili jednotlivé zastupenie danych polymorfiz-
mov u jedincov s diabetes melitus. Frekvencia polymorfizmu
A388G bola 19 %. Frekvencia polymorfizmu C463A bola 1%.
Vzhladom na vysoky vyskyt polymorfizmu spojeného s rizi-
kami statinovej terapie (19%) a astou preskripciou tychto far-
mak u pacientov s DM by bolo vhodné pred podanim tychto
lie€iv uvazovat o indikacii molekularno- genetického vysetre-
nia polymorfizmov v géne SLCO1B1.

X-viazané adrenoleukodystrofie v SR
Robert Petrovi¢, Maria Fischerova, Janka Konkolova,
Jan Chandoga, Daniel Béhmer
Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB,
Odd. molekulovej a biochemickej genetiky, Bratislava, Slovenska
republika

Peroxizémy su subcelularne Struktary, ktoré sa nachad-
zaju u eukaryotickych mikroorganizmov a vo vacsine buniek
zivoc¢isneho alebo rastlinného pévodu. Metabolické funkcie
peroxizomov zahfhaju oxidaciu Sirokého spektra latok za pri-
tomnosti kyslika. Z hladiska bunkovej patolégie su najvy-
znamnejSie procesy o- a 3-oxidacie karboxylovych kyselin,
zvlast vyznamna je B-oxidacia karboxylovych kyselin s vel-
mi dlhym retazcom (VLCFA), ktora prebieha vylu¢ne v per-
oxizomoch.
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Mutécie peroxizémovych génov spdsobuju zavazné meta-
bolické poruchy. V sucasnosti su zname takmer dve desiatky
peroxizomovych dedi¢nych ochoreni. Najfrekventovanejsim
peroxizdmovym ochorenim je X-viazana adrenoleukodystro-
fia s frekvenciou vyskytu 1 : 10 000—20 000 chlapcov. Vyzna-
Cuje sa recesivnym typom dedi¢nosti viazanym na X-chro-
mozom. Toto ochorenie je spésobené nefunkénostou génu
ABCD1, ktorého produktom je transmembranovy protein
(75kDa) patriaci k ATP-viazucim kazetovym (ABC — ATP bin-
ding cassete) transportérom.

X-adrenoleukodystrofia ma viacero klinickych fenotypov
s prejavmi v detskom, adolescentnom a adultnom veku. Exi-
stuje taktiez aj klinicky menej zavazna forma, ktora sa mani-
festuje az v dospelom veku — adrenomyeloneuropatia.

V diagnostike peroxizomovych dedi¢nych ochoreni sa vy-
uzivaju biochemické a molekularno-genetické metddy, ktoré
zachytia viaceré abnormality a zmeny prejavujice sa na roz-
nych urovniach postihnutého organizmu. Tato Skala metod
umoznuje nielen postnatalnu, ale aj prenatalnu diagnostiku.
Na naSom pracovisku, sa podarilo komplexnou diagnostikou
v priebehu poslednych desat rokov zachytit 14 rodin
s X-ALD a odhalit aj 4 nové, doposial nepopisané mutacie
v géne ABCD1. Taktiez sme uskutocnili genetické vySetrenia
u rodinnych prislusnikov postihnutych a niekolko prenatalnych
diagnostik.

Praca bola podporovana Ministerstvom zdravotnictva Slo-
venskej republiky v ramci projektu “Vypracovanie a transldcia
laboratdrnych, klinicko-diferencidlno-diagnostickych a terape-
utickych algoritmov pri peroxizomovych dedicnych metabolic-
kych poruchdch” ¢. 2007/38-FNSPBA-03

Zastupenie vybranych mutacii u pacientov
so suspektnou Wilsonovou chorobou
Jana Lisyova, Maria Fischerova, Rébert Petrovi¢, Jan
Chandoga
Ustav lekérskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UNB,
Bratislava, Slovenska republika

Wilsonova choroba (WD) je relativne zriedkavé genetické
ochorenie s celosvetovou prevalenciou 1 : 30 000 vyznaduju-
ce sa autozémovo recesivnym typom dedi¢nosti. Je spbso-
bena mutaciami v géne ATP7B (13q14.3), ktory kdduje med-
transportujucu ATPazu typu P ziucCastiujucu sa jednej
z posttranslaénych modifikacii apoceruloplazminu. Ma funk-
ciu biosynteticku (podiela sa na dodavani medi do sekre¢nej
cesty pri tvorbe Cu-transportéra ceruloplazminu) a homeos-
taticku (zucGastriuje sa exportu nadbyto¢nej medi z buniek). Pri
ochoreni dochadza k postupnému hromadeniu medi v tkani-
véach a jej toxickému posobeniu na organizmus. Ochorenie po-
stihuje viacero funkéne zdanlivo na sebe nezavislych organov
(najmé& pecen, mozog a obli¢ky). Vynimocnostou ochorenia
je jeho liecitelnost, na druhej strane skuto¢nost, Zze nelieCené
sa kon¢i fatalne. Klinicky obraz WD byva velmi réznorody
a podla symptomatoldgie sa rozliSuje niekolko foriem (hepa-
tickd, neurologickd, psychiatrickd). Liecba Wilsonovej choro-
by je celozivotna, vyuzivaju sa chelata¢né Cinidla (D-penici-
lamin) a zinkova terapia. Pritomnost Sirokého mutaéného
spektra (viac ako 380 znamych mutacii) podmieriuje rézne fe-
notypové prejavy a znacne stazuje diagnostiku. V stredoeu-
ropskej populécii je najfrekventovanejSou mutaciou H1069Q.
Vo svete je zodpovednd za 60 % vSetkych vyskytujucich sa
mutacii. Za u¢elom rychleho hladania tejto kauzalnej mutacie
v subore suspektnych pacientov vyuzivame na naSom pra-
covisku diagnosticki PCR metodu BI-PASA (Polékova a kol.,
2007). Dalsie $tyri rozsirené mutécie (3402delC, 1340del4,
R778G, W779X) detekujeme pomocou RFLP (Vrabelova
a kol., 2005) a fragmentacnej analyzy (Fischerova, nepubli-
kované). Od roku 2006 sme vykonali molekularno-geneticku
DNA diagnostiku Wilsonovej choroby u 523 pozadovanych
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0so6b, z ktorych u 22 sme diagn6zu WD potvrdili. Na zaklade
dbkazu pritomnosti vySetrovanych mutacii sme identifikova-
li 17 homozygotnych pacientov (H1069Q — 14 pacientov,
3402delC — 1 pacient, 1340del4 — 2 pacienti), zvySni piati su
kombinovani heterozygoti pre H1069Q a jednu z menej
Castych mutéacii (3402delC — 2 pacienti, 1340del4 — 1 pacient,
W779X — 2 pacienti). Napriek tomu, Ze u 54 pacientov sa nam
podarilo detekovat pritomnost iba jednej vySetrovanej muta-
cie, diagn6zu WD u nich vylucit nemozno. Nakolko u pacien-
tov nesucich iba jednu alebo Ziadnu kauzalnu mutéciu su po-
pri klinickom naleze pritomné aj biochemické, resp. funkéné
ukazovatele svedcCiace o WD, je pre urCenie definitivnej diag-
ndézy nevyhnutna sekvencna analyza, ktora je na pracovisku
zavedena. Vzhladom na jej naro¢nost a ekonomické naklady
v pripade WD musi byt indikacia dokladne zvazena.

Prvni ¢eska rodina s prokdzanou dominantni
mutaci v genu pro Connexin 26
Radka Pourova' 2, Marcela Malikova',
Petra Kienkova'!, Markéta Havlovicova',
Anna Kiepelova'
"Ustav biologie a lékarské genetiky 2. LF UK a FN Motol, Praha
2DNA laborator Kliniky détské neurologie 2. LF UK a FN Motol, Praha

Mutace v genu GJB2, ktery kdduje protein Connexin-26,
jsou nejcastéjsi pficinou (az 50 %) autozomalné recesivni ne-
syndromové ztraty sluchu (DFNB1, OMIM #220290). Vzacné
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jsou vSak jiné mutace v tomto genu pfi¢inou autozomalné do-
minantni ztraty sluchu, a to jak nesyndromové (DFNAS3A,
OMIM #601544), tak i nékolika riznych syndrom0 zahrnuji-
cich zejména soucasné postizeni kiize — napf. KID (#148210),
Vohwinkellv (#124500) ¢&i Bart-Pumphreylv  syndrom
(#149200). Dosud bylo publikovano pouze pét rodin s proje-
vy palmoplantarniho keratoderma a ztraty sluchu (OMIM
#148350) s prokdazanymi dominantnimi mutacemi v genu
GJB2.

Prezentujeme intrafamiliarni fenotypovou variabilitu v rom-
ské roding, jejiz tfi Elenové jsou postizeni ztratou sluchu (ZS)
a palmoplantarni keratodermatézou (PK).

Probandem je 22lety chlapec, ktery kromé HL a PK trpi epi-
lepsii s pozdnim nastupem.

Matka a sestra probanda jsou postizeny stejnym stupném
ZS, av8ak nemaji zadné znamky zachvatového onemocnéni.
U matky je jsou projevy PK mnohem mirnéjSi nez u obou po-
tomkud. Probanddv otec ztratil sluch po ¢asné meningitidé
a nema zadné znamky PK. VSichni prarodi€e jsou slySici a bez
koznich pfiznak.

Molekularné genetickd analyza odhalila u probanda, jeho
sestry i matky mutaci p.Arg75Trp (c.223C>T) genu GJB2, kte-
ra jiz byla popsana jako patogenni dominantni mutace. Mat-
ka je navic nosi¢kou mutace p.Met34Thr (c.101T>C) na dru-
hé alele. Role této mutace byla v literatufe opakované
pfehodnocovana a zlstava nejasnd. Jeji vyznam pro modifi-
kaci fenotypu budeme diskutovat v této kazuistice.

Podporeno MZOFNMZ2005 a IGA NS 9913-4.

ZPRAVY [ odbornych slozek CLS JEP

16. 4. 2012

7. konference imunologickych laborantt
Misto: Pardubice

Poradatel: Sekce imunologickych laborantl
Ceské spolecnosti alergologie a klinické
imunologie CLS JEP (CSAKI)

17.4.2012

Den rodinné terapie

Misto: Praha, Lékarsky dim

Pofadatel: Sekce rodinné terapie Ceské
psychiatrické spole¢nosti, o. s.,
psychosomaticka sekce Psychiatrické
spolegnosti CLS JEP

18.4.2012

Pracovni den sekce biochemickych
laborantii CSKB CLS JEP

Misto: Praha, Lékarsky dim

Poradatel: Sekce biochemickych laborantt
Ceské spolecnosti klinické biochemie CLS
JEP

18.4.2012

Vzdélavaci seminaF SVL CLS JEP
Misto: Jihlava

Poradatel: Spole¢nost vSeobecného
Iékafstvi CLS JEP

18.4.2012

Veéer Ustavu Iékafské genetiky FN
Plzen

Misto: Plzen

Poradatel: Spolek lékaitt CLS JEP v Plzni,
Ustav Iékaiské genetiky FN Plzen

18.-20. 4. 2012
Konference fyzik( v nuklearni mediciné
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Misto: Kolin

Potadatel: Ceskéa spoleénost nuklearni
mediciny CLS JEP, Oblastni nemocnice
Kolin

19. 4. 2012

Vzdélavaci seminai SVL CLS JEP
Misto: Praha, Ostrava

Poradatel: Spole¢nost vS§eobecného
lékafstvi CLS JEP

19. 4. 2012

Informacni systémy v pracovnim
lékarstvi

Misto: Praha, Statni zdravotni Ustav
Poradatel: Spole¢nost pracovniho Iékafstvi
CLS JEP (SPL), Statni zdravotni ustav

19.-21. 4. 2012

48. diabetologické dny

18. pracovni setkani sester
Misto: Luhacovice

Pofadatel: Ceska diabetologicka
spolegnost CLS JEP, Slovenskéa
diabetologicka spolo¢nost SLS

19.-21. 4. 2012

Stres, Uzkostné poruchy a jejich lécba
z pohledu biologické psychiatrie
Misto: Jihlava

Poradatel: Spole¢nost pro biologickou
psychiatrii, sekce biologické psychiatrie
Psychiatrické spole¢nosti CLS JEP,
Kuffnerliv nadaéni fond

20. 4.2012

Psychodynamické pfistupy u psychéz
Misto: Praha

— O

Poradatel: ngské psychoanalyticka
spole¢nost, Ceska psychoterapeuticka
spole¢nost CLS JEP

20.-21. 4. 2012

16. hradecké dny

1. kongres Ceské pneumologické

a ftizeologické spoleénosti CLS JEP
Misto: Hradec Kralové

Poradatel: Ceska pneumologicka

a ftizeologicka spoleénost CLS JEP

20.-21. 4. 2012

Komplexni vySetfeni hrtanu a hlasu

v ambulantni i klinické praxi

Misto: Hradec Krélové

Pofadatel: Ceska spole¢nost ORL

a chirurgie hlavy a krku CLS JEP,

Klinika ORL a chirurgie hlavy a krku

LF UK a FN Hradec Kralové, Klinika ORL
a chirurgie hlavy a krku FZS

Univerzity Pardubice a Pardubické krajské
nemocnice, Klinika otorinolaryngologie FN
Ostrava

21.4. 2012

Vzdélavaci seminar SVL CLS JEP
Misto: Praha, Brno, Karlovy Vary,
Olomouc, Plzen

Poradatel: Spole¢nost v§eobecného
Iékarstvi CLS JEP

21.4.2012

Vzdélavaci seminaf OSPDL CLS JEP
Misto: Brno, Hluboka nad Vlitavou
Poradatel: Odborna spole¢nost praktickych
détskych Iékafi CLS JEP
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Jedendctd konference o menopauze na Sedi
Seé, 14. az 16. fijna 2011

Ve dnech 14. az 16. fijna 2011 se v hotelu Jezerka v Seci-
Postupkach u Secské prehrady konala 11. konference o me-
nopauze, kterou pofadala Ceska menopauzalni a andropau-
zalni spole¢nost CLS JEP a Sekce pro otazky menopauzy
Ceské gynekologické a porodnické spoleénosti CLS JEP ve
spolupraci se Sekci gynekologické endokrinologie a klimak-
téria Slovenské Iékarské spole¢nosti a s odbornou spolupra-
ci Gynekologicko-porodnické kliniky Pardubické krajské ne-
mocnice.

Od roku 2007 naSe konference o menopauze nesou na-
zev Ke svétovym dnlim menopauzy a osteopordzy. Tato by-
la svym zplsobem jubilejni, konala se totiz 15 let od konfe-
rence prvni, kterou v roce 1996, rok po svém vzniku,
organizovala Sekce pro otazky menopauzy CGPS JEP. Srov-
nani obou konferenci na prvni pohled nevyznélo pro soucas-
nost pfili§ pfiznivé. V roce 1996 se konference zucastnilo pres
400 ucastnikl, pfednaskovy sal hotelu Pyramida v Praze pro
vS8echny nestacil, konference se aktivné zucastnili pfedsedo-
vé menopauzalnich spole¢nosti Francie, Némecka a Ra-
kouska. Byly tady polozeny zaklady mezinarodni spoluprace
a nasi cesty do Evropské menopauzalni spole¢nosti (EMS),
jejiz pfedseda prof. H. Rozenbaum z Pafize pfijel tehdy do
Prahy poprvé. Menopauza a hormonalni [é¢ba mély zelenou
a nova problematika pfitahovala. Trochu smutné vyzniva ucast
na menopauzalnich konferencich v poslednich nékolika letech.
Té na Seci se zucastnilo pouhych 116 Ucastnik(, chybélo bo-
huzel i hodné ¢lenli obou nasich menopauzalnich spole¢nos-
ti. Pfitom Sec¢ byla vybrana tak, aby misto konference bylo
vzdalenostmi pfiblizné stejné daleko ze vSech stran republiky
a finan¢ni zatéz konferen¢niho poplatku i ubytovani nebyla
prfehnané vysoka, jak jsme zvykli jinde. Pfed 2 roky ve Spind-
lerové Mlyné, kdy napadlo hodné snéhu, to bylo pochopitel-
né, ale na Seci byl hezky barevny podzim, byt jiz podtrzeny
rannimi mraziky. Myslim, Ze vétSina Gcastnik( vyuzila chvili
volna i k prochazce lesem &i k jezeru. Pfes urcité obavy z od-
lou¢enosti mista konference od civilizace a i pfes mensi U¢ast
na konferenci zklamani nepfislo. Pomérné bohaty odborny
program, vécna diskuze, vystavy firem, spoleCensky vecer
a kvalitni organizacni zajisténi ucinily to, ze jen maloco bylo
mozné konferenci vytknout. Snad jen maly pocet prezentaci
puvodnich praci. Naopak velky byl pocet pfehledovych pred-
nasek, kde sice bylo fe¢eno mnoho toho, co jiz bylo prezen-
tovano v minulosti, ale pfi hodnoceni celku musim konstato-
vat, Ze nékteré novéjSi a nové véci je tfeba pfipominat
opakované. Urcitd benevolence vedla i k pfetahovani ¢asl
pfednasejicimi, a tak na zavéreCné hodnoceni konference
pfedsedou CMAS a SOM zbylo minimum ¢&asu.

V uvodni pfednasce J. Donéta byla v prehledu pfipomenu-
ta 15leté historie Ceskych konferenci o menopauze.

Byly vzpomenuty i prvni zacatky klimakterické mediciny
v Ceskoslovensku konferencemi o menopauze v Bratislavé
v letech 1973 a 1985, zalozeni Spole¢nosti pro otazky me-
nopauzy — sekce CGPS CLS JEP v roce 1995, ¢lenstvi v me-
zinarodnich spole¢nostech IMS, EMS a FEMS a zaloZeni
Ceské menopauzalni a andropauzalni spole¢nosti CLS JEP
v roce 2002. Tato historie predstavuje od roku 1996 celkem
jedenact celostatnich konferenci s mezinarodni ucasti —
v Praze (1996, 1998 a 2000), v Hradci Kralové (2002, 2003
a 2005), v Ostraveé (2004), v Hradci nad Moravici (2006), v Br-
né (2007), ve Spindlerové Mlyné (2009) a v Seéi-Ustupkach
(2011). V té historii byly i ¢tyfi uspésné mezioborovové kon-
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ference v Ostravé (1996, 1999 a 2001) a v Olomouci (1998).
Byly to tfi konference pro praktické Iékafe a jedna na téma
Nadorova onemocnéni a HRT. Je na misté pfipomenout pre-
devsim 2. konferenci v Narodnim domé v Praze-Vinohradech
v roce 1998, které se aktivné zuc€astnilo jedenact vyznam-
nych svétovych predstavitelld klimakterické menopauzy
z USA, Australie, Francie, Némecka, Svycarska, Italie, Ra-
kouska, Slovenska a Polska, a 5. konferenci v Hradci Kralo-
vé v roce 2003, ktera byla zaroven i konferenci na téma Me-
dicina proti starnuti s u¢asti rakouskych prednasejicich. Od
roku 2008 poradame konference ve spolupraci se Sekci gy-
nekologické endokrinologie a klimaktéria Slovenské gyneko-

MUDr. Jana Zahradkova (vlevo) a MUDr. Marcela Burdova

logické a porodnické spoleCnosti SLS stfidavé na Slovensku
a v Ceské republice. V tomto roce se bude konference ko-
nat v Bratislavé ve dnech 7. az 8. zafi.

Druha uvodni pfednaska Jany Zahradkové s nazvem Moje
cesta s Francouzskou spole¢nosti pro studium menopauzy by-
la vénovana historii osobni spoluprace s Francouzskou meno-
pauzalni spole¢nosti, vzpominkam a poznamkam k mnohale-
tému aktivnimu &lenstvi autorky v této spole¢nosti. Pfednaska
ukazala vyvoj klimakterické mediciny ve Francii od jejiho vzni-
ku az do soucasnosti i Ulohu, kterou francouzska spolecnost se-
hrala na tomto poli mediciny v Evropé i ve svété.

Vyznamnou udalosti konference bylo vyznamenani dvou
mnohaletych ¢lenek vyborl Sekce pro otazky menopauzy
CGPS a Ceské menopauzalni a andropauzalni spole¢nosti
CLS JEP (CMAS) za dlouhou aktivni &innost na poli meno-
pauzy. Vyznamenani, které se jim bohuzel dostalo az po ukon-
¢eni jejich ¢innosti ve vyborech. Uréitou omluvou snad mlze
byt skute€nost, Ze je to udéleni prvnich €estnych €Elenstvi v his-
torii obou Ceskych menopauzalnich spolecnosti.

MUDr. Jana Zahradkova byla vyznamenéna Cestnym ¢&len-
stvim Ceské Iékafské spolecnosti JEP a ¢estnym ¢&lenstvim
CMAS u prilezitosti ukon&eni &innosti ve vyborech obou spo-
le¢nosti na vlastni zadost v souvislosti s odchodem do di-
chodu. Zdivodnéni téchto vyznamenani vyznélo ¢astecné jiz
z vySe uvedené prednasky. Byla to pfedevsim jeji aktivni ¢in-
nost a spoluprace s Francouzskou spole¢nosti pro studium
menopauzy, ktera nas pfivedla do Evropské menopauzalni
spole¢nosti (EMS) a pozdéji k nové vzniklé evropské meno-
pauzalni spole¢nosti Federace evropskych menopauzalnich
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spole¢nosti (FEMS), kde jsme se stali jednou ze zakladajicich
spole¢nosti. Prvni konference FEMS se konala pravé v Pra-
ze v roce 2000.

Druhym vyznamenanym byla MUDr. Marcela Burdova, kte-
ré bylo udéleno Cestné ¢lenstvi CMAS CLS JEP v souvislos-
ti s jejim rozhodnutim ukongit ¢innost ve vyboru CMAS. Ji rov-
néz patfi velky dik za mnohaletou aktivni praci ve vyborech
SOM a CMAS a bohatou pfednaskovou, publikaéni a osvéto-
vou ¢innost, a to nejen na poli menopauzy. Ocenéni i za to,
ze vzdy stala na strané pokroku a propagace modernich tren-
dd v hormonalni [é¢bé.

Obé vyznamenané lékarky pusobily ve vyborech SOM
CGPS a CMAS vice nez 15 let. Aktivné vystupovaly na vétsi-
né celostatnich konferenci o menopauze a spolupracovaly
s Casopisem Klimaktericka medicina, kam pfinaSely aktualni
informace, at jiz z Francie nebo z Rakouska.

Jiz jednou jsem napsal, ale rad to zopakuiji, Zze je $koda,
ze si nepotrpime na Cestné tituly jako ,zakladajici ¢len®, tak
jak ho s respektem a vaznosti uzivaji v Severoamerické me-
nopauzalni spole¢nosti. Jané Zahradkové a Marcele Burdo-
vé by tento titul pravem pfislusel.

Je tfeba se ve stru€nosti dotknout odborného programu
konference. Ve stru¢nosti proto, Ze podstatna sdéleni a pl-
vodni prace budou postupné publikovany v Klimakterické me-
diciné a v tomto ¢lanku neni prostor pro hodnoceni vSech
prfednasek. V programu prevazovaly pfednasky pfehledné,
a i kdyz vétsinou fikaly znamé a v nedavné dobé publikova-
na fakta, ¢asto se dotkly né¢eho nového a nebo néceho star-
§iho, co vyZadovalo pfipomenuti a zddraznéni. | v tom je pred-
nost Severoamerické menopauzalni spole¢nosti, ktera
kazdym rokem na svych konferencich opakuje a novelizuje
zasady pro hormonalni [é¢bu pod ndzvem Position statement:
estrogen and progestogen use in postmenopausal women
(Prohlaseni k hormonalni Ié€bé), které zaroven publikuje ve
svych Casopisech Menopause a Menopause Management.
Zda se, ze i v hormonalni 1é¢bé je opakovani matkou moud-
rosti. Tak bychom chtéli pokracovat i my na nasich konferen-
cich a v ¢asopisu Klimaktericka medicina. Posledni konfe-
rence na Seli a konec¢né i posledni Cislo Klimakterické
mediciny to dokladaji.

Na konferenci bylo pfedneseno 32 pfednasek rozdélenych
do Sesti tematickych bloku, jednoho obédového sympozia fir-
my Bayer-Schering a tfi planovanych workshopt posledni den
konference.

Tézisté programu spocivalo pfedevsim v blocich Urogeni-
talni zdravi, Kostni zdravi a Alternativni metody Ié¢by klimak-
terického syndromu. Ze zavére¢nych workshopu zaujala Me-
dicina dalného vychodu a menopauza.

V urologické sekci byla v pfehledu zhodnocena problema-
tika stres inkontinence moci a prolapsu, jejich opera¢niho Fe-
Seni, vyhody a nevyhody sitkovych implantatl pfi prolapsu pa-
nevniho dna (B. Lamprechtova et al.). L. Hor¢icka se zabyval
problematikou hyperaktivniho mo€ového méchyfe, urgence,
frekvence a inkontinence z pohledu gynekologa i praktického
lékafe a zdlraznil vyznam cilené anamnézy ve smyslu ,kdo
se neptd, nic nevi, a proto neléci“. Byly zhodnoceny metody
Ié€by stresové inkontinece. Byla zde zminka o elektrostimu-
lacni 1é¢bé. Zda se, Ze tento staronovy druh terapie nabizi
moznosti, které stoji za vyzkousSeni. Byly hodnoceny konzer-
vativni zpUsoby lé€by jako preparaty z brusinek s ué¢innou ky-
selinou elagikovou, vyznam lé¢by zanétl dolnich cest moco-
vych, |é¢ba operacni pomoci pasek a alternativni 1écba
poSevnimi kulickami. Ve vyctu byly i vyslovené pomocné
symptomatické pomucky jako absorpéni pomucky pro lehkou,
stfedni a tézkou inkontinenci, jako je tzv. ,Curokap®. S urci-
tym pobavenim jsme pfijali informaci o existenci ,potapécské
strany“ a hvézdi¢kovych potapécu, srozumitelny byl ,boj za
suchy svét“. Slovensti autofi A. Kristivkova a M. Borovsky po-
dali uceleny a prehledny pohled na management urogenital-
ni atrofie. O moznostech lokalni terapie vaginalnim estradio-
lem referoval R. Chmel. Upozornil na riziko poddavkovani,
IéEba by neméla plinit roli placeba, ale méla by byt u¢inna.
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Osobné se domnivam, Ze vaginalni terapie estradiolem neni
pfi pfiznacich urovaginalni atrofizace pIné vyuzivana a neni
nélezité zdlraznovano pravidelné uzivani v u¢inné davce. Op-
timalni by méla byt davka 10 pg vaginalniho E2 denné.
G. Hensel pfednesl zajimavé téma o inkontinenci u zen ve sta-
fi. Na vlastnim souboru prezentoval fadu pozoruhodnych vy-
sledkd. Inkontinenci ve stafi klasifikuje jako smiSenou v 63 %,
stres inkontinence se vyskytuje v 5 %. U 55 % sledovanych
zen predchazela konzervativni 1é¢ba. U starych zen byla do-
poruc¢ena v 58 % lécba konzervativni, ve 31 % operaéni 1é¢-
ba paskou a ve 3 % terapie Bulkamidem. V literatufe prof. K.
Lobodasch z Chemnitzu udava pfi [é¢bé stres inkontinence
Bulkamidem vylé&eni ve 40 % a zlepSeni ve 35 %. Svoje mis-
to v terapii inkontinence ve stafi ma i konzervativni Ié¢ba an-
ticholinergiky, jako je Desmopresin (Minirin).

V sekci Kostni zdravi podal J. Rosa pfehled vyvoje dia-
gnostiky osteoporézy od DXA po FRAX.

Model FRAX, vyvinuty WHO a dostupny na internetu, je na-
strojem vypocitavajicim 10leté riziko fraktury u dané pacient-
ky na zakladé u ni zjisténych rizikovych faktorl. Kdy vysetio-
vat, jaké jsou indikace DXA a vyznam modelu FRAX, jsou véci
aktualni a byly v Klimakterické mediciné i jinych ¢asopisech
v nedavné dobé publikovany. Stejné tak o novém druhu tera-
pie osteoporézy denosumabem (S. Kutilek) je potfebné opa-
kované referovat. Denosumab je vyznamnou novinkou v 1é¢-
bé osteopordzy, jedna se o prvni lék, ktery kauzalné zasahuje
do patogeneze osteopordzy. Je to pIné lidska monoklonalni
protilatka proti RANKL, ktery je klicovym mediatorem diferen-
ciace, funkce a prezivani osteoklastl. Denosumab snizuje ri-
ziko zlomenin a bude jisté Iékem budoucnosti. Autor uved|
vysledky studie Freedom na 8000 Zenach s osteopordzou, kte-
ra prokazala ucinnost Iéku. Denosumab, preparat Prolia, je na
¢eském trhu, je hrazen pojistovnou, indikace vyzaduje pru-
kaz osteopordzy vySetfenim DXA. Podava se subkutanné
v davce 60 mg jedenkrat za 6 mésicl. V prednasce brati-
slavskych autorll M. Borovského et al. byly komplexné zhod-
noceny souc¢asné a budouci moznosti IéCby osteopordzy. Byl
pfipomenut vyznam selektivnich modulatort estrogennich re-
ceptort tamoxifenu, raloxifenu a bazedoxifenu, které jsou bez-
pecné vUci prsu pfi pozitivnim vlivu na kost. Novy SERM ba-
zedoxifen snizuje kostni ubytek u Zzen v postmenopauze,
snizuje riziko fraktur, a pfitom je bezpecny i vi¢i endometriu,
kde ma podobny ucinek jako progestogen.

Prednasky sekce Alternativni metody lé¢by klimakterické-
ho syndromu zaméfené na cimicifugu racemosu (P. Kfepel-
ka) a soju (R. Richter) a jejich vliv na potize klimakterického
syndromu, otazku zlepSeni inkontinence (G. Handlova) a se-
xuality pfirodnimi prostfedky (P. Tur¢an) v podstaté potvrdily
znama fakta. Fytoterapie ma pozitivni vliv na fadu pfiznaki
klimakterického syndromu, jejich uc¢innost je vSak podstatné
nizsi, nez je ucinnost klasickych estrogend, a jen mirné pre-
vazuji ucinek placeba. Maji pozitivni vliv na vazomotorické
symptomy zvlasté v premenopauze a perimenopauze, na spa-
nek, urovaginalni symptomy, metabolismus lipidd a kost. Lze
je doporucit jako doplfiujici lé¢bu.

V sekci Kazdodenni praxe gynekologické ambulance by-
lo pfedneseno nékolik riznorodych prednasek co do obsa-
hu i kvality. Ty kvalitni zasluhuji publikaci v Klimakterické
mediciné. Pfedna8ka T. Faita Moznosti kardiovaskularni
prevence byla mimoradné aktuéini a vychazela ze soucas-
nych nazorli a doporuéeni IMS. Téma, které bylo dostatec-
né objasnéno a vysvétleno a je jesté stale obestirano fa-
leSnymi myty minulosti. Podobné tomu je s problematikou
karcinomu prsu. Aktualni pohled na karcinom prsu v ambu-
lanci gynekologa podala vyéerpavajicim zplsobem Z. Pet-
roviCova.

Pfednasky pardubickych autorl I. ViSriovské et al. a J.
Gobela et al. tykajici se feSeni vaginalniho prolapsu po hys-
terektomii a endometria u asymptomatickych a symptoma-
tickych Zen v postmenopauze, postavené na vlastnich vy-
sledcich, budou publikovany ve 2. &isle Klimakterické
mediciny v tomto roce.
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Zavérecné prednasky meély byt jakousi teCkou za hlavnim
programem konference. P. Koliba v aktualizovaném doporu-
¢eni IMS k hormondlni 1é€¢bé vychazel z rozsahlého materia-
lu IMS, ktery vySel ze 13. svétového kongresu o menopauze
IMS v Rimé v roce 2011 a byl publikovan v éasopisu IMS Cli-
macteric.

Pfednaska J. Donata o estrogen rezistentnim syndromu
v postmenopauze v prehledu i na konkrétnim pfipadu ukazala
moznosti a zasady hormonalni i nehormonalni |é¢by tézkého
klimakterického syndromu s atypickou symptomatologii a rezi-
stentniho k estrogenni 1é¢bé. Informovala zejména o vyznamu
antidepresantd — thymoleptik v 1é¢bé nékterych atypickych
symptomu klimakterického syndromu. Pfednaska ukazala na
zavaznost klimakterického syndromu s ohledem na predikci po-
zd&jSi osteopordzy a ischemické choroby srde¢ni a nutnost niz-
kodavkové hormonalni 1é€by i pfi jeji zdanlivé neucinnosti.

Hodnotim-li konferenci jako celek, splnila svdj ukol, vzdé-
lavani a doskolovani a kone¢né i svUj ukol spolec¢ensky. Ne-
dostatek pfednasek s pdvodnimi vysledky je problém dlou-
hodoby a netyka se jen naSich konferenci. To ov&em
neznamena, ze opakovani a rozsifovani tfeba jiz publikova-
nych vysledkd a zavérd by bylo zbyte¢né a nemélo prakticky
vyznam. Neznamena to ovSem také, ze bychom se neméli
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snazit o napravu. Inspiraci k tomu by mohla byt pfiprava Ces-
kého sympozia na 14. svétovém kongresu IMS v Cancunu
v Mexiku, které by mélo vyznit jako vizitka a pozvani do Pra-
hy na 15. svétovy kongres o menopauze.

Jménem pofadajicich spoleénosti bych chtél podékovat
prezidentovi konference MUDr. T. Faitovi, Ph.D. a védecké-
mu sekretafi CMAS a SOM J. Jenickovi, CSc., za vynikajici
management konference, spole¢nosti JS Partner za organi-
zalni zajisténi a vesdkeré praktické nalezitosti, generalnimu
sponzorovi firmé Bayer Health Care, partnerské firmé Green
Swan pharmaceuticals a ostatnim vystavujicim firmam. Ko-
nec¢né muj dik patfi véem prednasejicim i uc¢astnikiim, bez ni-
chz by se konference nemohla uskutecnit. Zvlastni dik patfi
hostlm ze Slovenska, nejen za Uc¢ast, ale i za pozvani na
konferenci Sekce gynekologické endokrinologie a klimaktéria
Slovenské gynekologicko-porodnické spole¢nosti SLS v za-
fi 2012 v Bratislavé.

prof. MUDr. Josef Donat, DrSc.
Porodnicko-gynekokologicka klinika
Pardubické krajské nemocnice
Kyjevska 44, 532 03 Pardubice
e-mail: donat.josef@centrum.cz

World Medical Association
(WMA) o socidlnich determinantach zdravi
Montevideo, 11. az 14. ¥ijna 2011

Na 62. vyroénim valném shromazdéni WMA, které se ko-
nalo v uruguayském Montevideu v fijnu 2011, bylo pfijato pro-
hlaSeni, jehoz hlavni body jsou zakladem pro dalsi jednani
o socialnich determinantach zdravi, rozsifeného vyboru WMA,
jez se bude konat v dubnu 2012 v Praze.

Socialnimi determinantami zdravi jsou sociélni podminky,
za nichz se lidé rodi, rostou, Ziji, pracuji a starnou. Socialni
determinanty zdravi ovliviuji kvalitu zivota, zdravi a dobu zi-
vota bez vétsiho omezeni (disability). Kromé socialnich pod-
minek ovliviuji kvalitu Zivota ovSem i dalsi faktory, zejména
ekonomické, environmentalni, kulturni, klimatické a dalsi.

Historicky primarni roli Iékaf( a ostatnich pracovnikd ve
zdravotnictvi je 1é¢it nemocné. Méné pozornosti bylo véno-
vano pfi¢inam nemoci, napf. koufeni, obezité, alkoholu, ne-
dostateénému pohybu. Tyto znamé faktory zivotniho stylu mo-
hou Skodit zdravi, pfi¢emz socialni podminky ovliviiuji i jejich
dopad. Prokazalo se, Ze lidé na niz§im stupni socialné-eko-
nomické hierarchie vice koufi, maji horsi kvalitu vyzivy a cel-
kové horsi kvalitu Zivota. Dllezitou roli hraje i vzdélani.

Aktualné je globalni snaha identifikovat a hodnotit vlivy jed-
notlivych determinant na zdravi a na délku a kvalitu Zivota.
Tuto snahu iniciovala Svétova zdravotnicka organizace
(WHO) jako vladni organizace, spolu s narodnimi organy
a akademickymi pracovisti. Uloha Iékafu je pfi této snaze ne-
zastupitelna v globalnim i lokalnim méfitku, a to zejména pro-
stfednictvim narodnich lékafskych spole¢nosti a lokalnich
spolkud lékarl. WMA, jez je nevladni organizaci ma pfimy styk
s narodnimi spole¢nostmi. Cilem obou téchto svétovych or-
ganizaci je informovat, vzdélavat obyvatelstvo na strané jed-
né a snazit se plsobit i na vladni ufady ve snaze minimali-
zovat nepfiznivé vlivy na zdravi.

Na uruguayském sjezdu WMA jsem se zminil o aktivitach
CLS JEP v ramci tzv. World Health Professional Alliance
(WHPA), ktera reprezentuje 600 narodnich organizaci zastu-
pujicich asi 26 miliond zdravotnickych pracovniki v 130 ze-
mich. Cleny WHPA jsou International Council of Nurses, In-
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ternational Pharmaceutical Federation, World Confederation
for Physical Therapy, World Dental Federation a WMA. Zjed-
nodudeng, cilem WHPA je zdravotni péce o jednotlivce i pro-
blematika vefejného zdravotnictvi. Podle WHPA maji social-
ni, kulturni environmentalni a ekonomické faktory
nejvyznamnéjsi vlivy na zdravi, kvalitu Zivota a délku dobré-
ho Zivota.

Na zasedani WMA v Montevideu navazovala Svétova kon-
ference o socidlnich determinantach zdravi (SDH) v Rio de
Janeiro. Konference se uskutecnila pod zastitou WHO z pod-
nétu Globalni komise o socialnich determinantach zdravi
WHO v roce 2009 a zucastnili se ji delegati ze 120 zemi. Ja-
ko hlavni socialni faktory byly uvedeny chudoba, vzdélani,
moznosti pfistupu ke vzdélani a bydleni. Hlavni referat mél
Sir Michael Marmot (€len vyboru WMA a uc¢astnik prazského
zasedani v dubnu 2012), ktery zddraznil dalSi socialni deter-
minanty, jako jsou nedostatecné transportni moznosti, neza-
méstnanost, Spatna strava, znecisténa voda a nedostate¢né
sanitarni moznosti, coz vS§e mlize mit nepfiznivé dusledky po
cely zivot ¢lovéka. Upozornil dale na analyzu vlivu chudoby
na vzdélani. V nejchudSich zemich svéta je také nejniz&i uro-
ven zdravi a nejkratsi délka Zivota.

Vyzvou pro lékare jako pro vzdélané osobnosti spole¢nosti
je uplatriovat sv(j vliv a schopnosti pfi analyze socialnich vli-
vl na zdravi pomoci statistik, diikazu, relevantnich informaci
a jejich zhodnoceni k napravé stran v danych moznostech.
Vyzdvihl i vyznam Zurnalistl (spiSe méné v poctu, ale vzdé-
lanych v této problematice). Poukazal i na pferozdélovani fi-
nanénich zdroju ve prospéch chudiny a k podpore vzdélava-
cich akci, jak se to dafi napfiklad v Brazilii, kde zhruba 28
milionim chudych byla poskytnuta finanéni pomoc. Podle ge-
neralni feditelky dr. Margaret Chan je na vladach zemi, aby
uznaly svoji zodpovédnost v oblasti socidlni politiky. Dosa-
vadni stav neni dostacujici. Jako snahu o zménu uvedla
~Arabské jaro“ a konferenci WHO o nepfenosnych chorobach.
V méné rozvinutych zemich jsou tyto choroby diagnostiko-
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vany pozdé, coz zvySuje naklady na jejich Ié€eni. V roce 2008
zemrelo na nepfenosné choroby asi 30 miliona lidi, z toho
na kardiovaskularni choroby 17 milion(, na chronické choro-
by respira¢niho systému 4,2 milionu, rakovinu 7,6 milionu,
na diabetes mellitus 1,3 milionu. Z tohoto poctu bylo postize-
no 80 % obyvatel v chudych zemich, coz znadi, ze tyto cho-
roby se nevyskytuji pfevazné v bohatsich zemich, jak se né-
kdy uvadi. Pfedpoklada se, ze do roku 2030 zemfe na tyto
choroby 52 milion0 lidi ro€né. Dr. Chan pfipomnéla ono kla-
sické ,Salus rei publicae suprema lex“. Ministryné zdravot-
nictvi USA Kathleen Sebbelius zdlraznila vSestrannou pédi
o starsi ob¢any, coz pfi demografickych trendech bude pro-
blém mimorfadné naléhavy. Nemocni diabetem a kardiova-
skularnimi chorobami stoji miliardy, ale vylohy na prevenci
jsou nizké. Zdravi neznamend jen péci o nemocné, ale pre-
svédcovat a poucovat obyvatelstvo o vyznamu prevence. (Do-
porucuje, abyste poradili svym znamym, aby vice chodili a jez-
dili na kole, aby nekoufili a rozumné konzumovali alkohol
a propagovali zdravou vyzivu.)

V diskuzi Sir Michael Marmot znovu zdlraznil nutnost po-
skytnuti détem a mladym lidem dostate¢né vzdélani ,Kaz-
dy dolar, vynalozeny na vychovu a vzdélani déti se znaso-
bi sedmkrat”. Dr. Sebbelius dodate¢né uvedla, ze v USA je
hlavnim socialnim problémem chudoba a nedostatek vzdé-
lani. Jedna tfetina déti je obéznich a 40 % afroamerickych
a hispanskych obyvatel je obézni.
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V diskuzi byla opakované zduraznéna role chudoby jako
hlavni socialni determinanty. Tak napf. 50% umrti matky pfi
porodu se vyskytuje v Africe, ktera reprezentuje jen 14 % oby-
vatelstva svéta.

Dal$imi vyznamnymi faktory je odliv mozkd (brain robbe-
ry, brain drain) a migrace. Ve svété je asi 214 milion( mezi-
narodnich migranti a 740 milion0 vnitfnich migrantd, hlavné
v Cin&é. Od osmdesatych let 20. stoleti se zvySuje zejména
pocet migrujicich zen. Z pléna bylo poukédzano na moznost
vlivu ze strany tabakového a alkoholového primysilu. ZvySe-
na pozornost se musi vénovat i domorodym a jinym nepfi-
zpUsobivym obyvatellim, ktefi jsou na nizkém stupni co do
zdravi a zivotni Urovné. Zde je zvlast nutna vychova, zajisté-
ni vzdélani, kulturniho bydleni a poskytnuti pracovnich moz-
nosti.

Jako ,dobra zprava“ bylo povazovano presvédceni, Ze sna-
ha o socialni zmény, jez by mély zlepsit svét, se Sifi ,jako
ohen*.

O problematice socialnich determinant zdravi bude mimo
jiné pokracovat diskuze i na prazském zasedani rozsifeného
vyboru WMA. Mistnim organizatorem je CLS JEP.

3 prof. MUDr. Jaroslav Blahos, DrSc.
Ceskéd lékarska spolecnost J. E. Purkyné

17. roénik onkologického sympézia na téma
,Onkologie v gynekologii a mammologii”
Brno, 6. az 7. ledna 2012

Zakladni myslenkou jiz tradi¢né pofadaného onkologické-
ho sympozia je spoluprace rliznych odbornosti pfi feSeni pro-
blematiky spojené s diagnostikou a l1é¢bou onkologickych di-
agnoz. Prvni ro€nik kongresu se konal v roce 1996 v dobé,
kdy jsem byla zaméstnana ve FN Brno. Jiz tehdy jsem si uvé-
domovala zvySenou potifebu komunikace a spoluprace s Ié-
kafi, ktefi se 1éCby onkologicky nemocnych ucastnili. Stejné
dllezité je ale téz sledovani novinek a nasledné jejich zava-
déni do klinické praxe. To byl podnét k usporadani této akce,
ktera by méla pomoci podporovat mezioborovou komunikaci
a spolupraci, nebot jediné timto zplisobem Ize dosahovat kva-
litnich vysledkl v Ié¢bé onkologicky nemocnych.

Letos se 17. ro¢nik sympozia konal ve dnech 6. az 7. led-
na 2012 za ucasti cca 150 lékafll z riznych oborll (diagnos-
tika, histopatologie, chirurgie, radiacni a klinicka onkologie
a gynekologie). Akce se zugastnili Iékafi z Cech, Moravy i Slo-
venska.

Hlavnim tématem letoSniho odborného programu byla dia-
gnostika a terapie pokrocilého, recidivujiciho a metastatické-
ho karcinomu prsu a gynekologickych malignit. Posluchadi si
mohli v Iékarské sekci vyslechnout vice jak tficet zajimavych
prezentaci, diskutovat a vyménovat si vlastni zkuSenosti.
V bloku diagnostiky vyvolala zajem zejména prehledna sdé-
leni tykajici se screeningu karcinomu prsu, informace o no-
vych diagnostickych metodach vhodnych pro diagnostiku kar-
cinomu prsu i gynekologickych malignit a prezentace tykajici
se vyuziti prognostickych a prediktivnich faktor(i v cilené é¢-
bé. V chirurgické sekci karcinomu prsu se hodné diskutovalo
0 moznostech prevence vzniku nadorového onemocnéni
u zen s BRCA1,2 a déle zde bylo prezentovano nékolik veli-
ce zajimavych kazuistik (napf. silikonova lymfadenopatie, re-
cidivujici phyllodes tumor u mladé t€hotné zeny aj.). Z dalSich
vysoce hodnocenych prezentaci byly ty, které se tykaly bio-
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logické terapie karcinomu prsu, moznosti 1é€by recidivujicich
a metastatickych nadort vaje¢nikd, hrdla i téla délozniho, ma-
nagementu lééby gynekologickych nadorl v pribéhu tého-
tenstvi a v neposledni fadé téz farmakoekonomickych aspek-
tl nddorové Iécby.

Vyhodou tohoto sympozia, kieré je zamérené na urcity
okruh diagnéz, je moznost probirat stale detailnéji danou pro-
blematiku a diskutovat téz kontroverzni témata. VS8ichni se
snazime prezentovat nejen svoje uspéchy, ale téz pojmeno-
vat svoje chyby a omyly. Vysledkem je ziskavani zkuSenosti
a obohaceni se z praxe jinych. Soucéasti kongresu je vzdy i né-
kolik souhrnnych sdéleni o vysledcich nejnovéjsich studii. Ci-
lem téchto prezentaci je dostat novinky z klinického vyzku-
mu co nejrychleji do bézné kazdodenni praxe. Panelové
diskuze pak maji za ukol pokusit se dospét ke spole¢nému
konsenzu v pfipadé ne zcela jednotnych nazorl Iékari z jed-
notlivych odbornosti na hrani¢ni situace. Prezentace a pre-
devSim diskuze tak pomahaji usnadnit pochopeni dané pro-
blematiky napfi¢ jednotlivymi odbornostmi.

Od roku 2006 je toto sympozium obohaceno o sekci, kte-
ra je vénovana pracovnikim z nelékarskych zdravotnickych
profesi. Leto$ni 7. ro€nik se zabyval tématem psychologic-
kych aspektl oSetfovatelské péce, oSetfovanim nezadoucich
Ucinkd radiaéni a systémové terapie, novinkami z prace radi-
ologickych asistentll a zasadami bezpe€né prace s cytostati-
ky. Této sekce se letos zucastnilo cca 50 zdravotnickych ses-
ter a radiologickych asistentl a mohli vyslechnout vice jak
20 prednasek. DalSich Sest sdéleni bylo uvefejnéno formou
posteru. .

Akce byla pofaddana ve spolupraci s OSL CLK Brno — més-
to, FN Brno a Gynekologicko-porodnickou klinikou MU Brno.

Zadtitu sympoziu poskytlo Ministerstvo zdravotnictvi CR, Pri-
mator statutarniho mésta Brna, Ceské onkologicka spole¢nost
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CLS JEP, Spole¢nost radiaéni onkologie, biologie a fyziky CLS
JEP, Ceska chirurgicka spole¢nost CLS JEP, Spoleénost radi-
ologickych asistentli CR, Ceska asociace sester CR, Mammo-
logicka sekcia SOS SLS, Onkologicky Ustav sv. Alzbéty a Sek-
cia zdravotnickych pracovnikov pracuijucich v onkologii pri SLS.

Program sympdzia je uverejnén na strankach COS CLK
JEP www.linkos.cz/kongresy a na strankach Obc¢anského
sdruzeni SOVA (Sdruzeni Obc¢anu pro podporu Vzdélavacich

—¢—

Aktivit) www.ossova.cz. Na stejnych adresach je uverejnén
téz sbornik s texty letoSnich prezentaci.

prim. MUDr. Renata Neumanova, Ph.D., MBA
Oddéleni radiacni a klinické onkologie
Nemocnice Znojmo

e-mail: neumanova.ren @volny.cz

/s v

10. sympozium Aktuality v détské intenzivni péci v Ostravé
Ostrava, 24. ledna 2012

Obr. 1. Doc. MUDr. Michal Hladik, Ph.D. pfi zahajeni sympozia

Klinika détského lékafstvi Lékarské fakulty Ostravské uni-
verzity a Fakultni nemocnice v Ostravé (FNO) usporadala dne
24. ledna 2012 jiz jubilejni 10. sympozium Aktuality v détské
intenzivni mediciné. Protoze se jednalo o jubilejni 10. sym-
pozium, dovolili si organizatofi maly experiment — skloubeni
naplné Iékafského a technického vysokého uceni v jedno té-
ma, které meélo nalézt spole¢né jmenovatele a spole¢nou fec.
Organizatofi zvolili uzkou spolupraci s Centrem nanotechno-
logii a Katedrou kybernetiky a biomedicinského inzenyrstvi
Vysoké Skoly banské — Technické univerzity v Ostravé. Do-
poledne bylo zaméfené monotematicky s nazvem Medicina
21. stoleti. Odpoledni ¢ast pak vénovana zahraniénimu ho-
stovi a novym postupim, které jsou uplatiované v intenzivni
mediciné na pracovistich v Ceské republice. Zastitu nad sym-
poziem prevzali rektofi Ostravské univerzity (OU) a Vysoké
8koly barské — TU (VSB TU) v Ostravé.

Uvodni pfednaska Medicina v béhu ¢asu doc. MUDr. M.
Hladika, Ph.D. (OU) priblizila IéCebné a diagnostické moznosti
od starovéku az po nastupujici nanotechnologie v lékafstvi.
Ing, . Vavra, Ph.D. (VSB TU a SAV Bratislava) uved! pfitom-
né do principd nanosvéta prednaskou Nanotechnologie ve vé-
dé, technice a pfirodé. Pak jiz nasledovaly pfednasky za-
méfené na nanocastice v mediciné. Ing. K. Dédkova (VSB
TU) nazorné pfiblizila vyznam nanomaterialt s antibakterial-
nimi vlastnostmi a jejich dal$i aplikace v medicing. Ing. J. To-
karsky (VSB TU) ukazal moznosti molekulového modelovani
novych lékovych forem. Mdze se tak nahradit dlouhodobé tes-
tovani rdznych lékovych forem. O tom, Ze nanomaterialy pfi-
nasi nejen prospéch, ale jsou pro Clovéka i rizikem, pfedne-
sla sdéleni doc. Mgr. J. Kukutschové, Ph.D (VSB TU). Ukazala
na cesty prenosu rizikovych nanocastic do centralniho ner-
vového systému a na jejich zdroje, mezi které patfi v naSich
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Obr. 2. Auditorium 10. sympozia Aktuality v détské intenzivni péci
v Ostravé

podminkach automobilovy provoz. Originalnim vysledkem vy-
zkumu VSB TU je priikaz tvorby nanoc¢astic z brzdového ob-
loZzeni automobild. O novych moznostech diagnostiky, které
mohou nahradit klasické biochemické stanovovani, pohovo-
fila v pfednasce o vyuziti Surface Plasmon Resonance pro
analyzu vzorkd v klinické biochemii Mgr. R. Sigutova. Meto-
du Ize pouzit ke stanovovani Sirokého spektra prvka a slou-
¢enin v klinice (virové a bakterialni, hormonalni a chemické
markery, l1éCiva, drogy), v surveillance Zivotniho prostfedi (na-
pf. detekce pesticidl, polychlorovanych bifenyll), v potravi-
narstvi a vojenstvi.

MUDr. J. Dvorackova, Ph.D. (OU) dokumentovala na sou-
boru vySetreni pfitomnost ¢astic kovl ve vzorcich lidskych tka-
ni a tekutin. Ukazuje se, ze nanocastice Ize najit ve tkanich
nejen postnatalné, ale i v plodové vodé a v tonzilach mrtvé
narozenych déti. Mohou byt zatim blize neurCenou iniciali-
zaci budoucich patologickych stav(i. Prof. MUDr F. Ciampor,
DrSc. (SAV Bratislava) prokazal v experimentu, jak pronika-
ji nanocastice do lidskych bunék. Ukazuje se ze jsou ohro-
zeny v8echny buriky nejen v oblasti cytoplazmy, ale i v jaderné
struktufe. Ing M. Cerny poukazal na novinky v Iékafské tech-
nice a na jejich perspektivy pfi zavadéni do praxe. Pokud by
byly technické moznosti plné vyuzité, byl by IékaF zprostred-
kovatelem diagnostiky a l1é€by mezi technickymi prostfedky
a pacientem. V navazujici pfednasce pak pfiblizil novy obor
— biomedicinsky inzenyr — a ukazal na jeho rozvoj a smérfo-
vani. Dopoledni blok uzavrel prof. Ing. J. Skafupa, CSc. pre-
zentaci zafizeni (robot stretcher) pro pfevoz zavazné ne-
mocnych pacient(, které ma plnou elektrickou vybavu. Jeho
vznik je ukdzkou multidisciplinarniho propojeni v praxi. Vyvi-
nula ho firma Reha ve spolupraci s VSB TU a Klinikou dét-
ského lékarstvi FN Ostrava.
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Odpoledni ¢ast sympozia zahdjil prof. S. Playfor z Universi-
ty Hospital of Manchester (UK), ktery v didaktické pfednasce Se-
dation and analgesia in PICU and withdrawal syndrome podal
prehled o sou¢asnych moznostech analgosedace u déti a o zpU-
sobech jejiho postupného vysazovani. MUDr. M. Hajek (Mést-
ska nemocnice Ostrava) a MUDr. J. Duda (OU) ukazali ve svych
sdélenich na vyznam hyperbarické oxygenace a na zkuSenos-
ti naseho pracovisté s timto zplsobem Ié¢by. Velmi impresivni
byl pfichod déti, které proSly hyperbarickou terapii, a mohly tak
pfimo na misté doloZit jeji pfiznivy efekt pfi zavaznych a kritic-
kych stavech, zejména pfi poSkozeni mozku.

Zavérec€ny blok zahajila MUDr. P. Pokorna (VFN Praha)
sdélenim o terapeutickém monitorovani Iékl v sepsi. Na ni
navazal doc. MUDr. J. Kobr, Ph.D. (LF Plzer) uvedenim no-
vych moznosti selektivni monitorace hemodynamiky u kritic-
ky nemocnych déti sonografickou metodou USCOM. Proble-

—¢—

matiku neuroinfekci sledovanych po dobu 1 roku na JIRP ve
FTN Praha pfednesl MUDr. M. Fajt. Sympozium uzaviela
MUDr. E. Klaskova (FN Olomouc), ktera pfiblizila problema-
tiku PRES syndromu (Posterior Reversible Encephalopathy
Syndrome), ktery mlze predstavovat diagnosticky problém.
Sympozium splnilo o¢ekavani jak po odborné strance, tak
i po strance navstévnosti, zucastnilo se ho 125 posluchacu.
VSichni registrovani ucastnici obdrzi elektronickou ISBN re-
gistrovanou publikaci se slide wiew v8ech prednasek.

doc. MUDr. Michal Hladik, Ph.D.
prednosta Kliniky détského Iékarstvi
LF Ostravské univerzity a FN Ostrava
tr. 17. listopadu 1790, 70852 Ostrava
e-mail: michal.hladik @fno.cz

Respiracni kaleidoskop

Béhem podzimu 2011 byl zahajen prvni
cyklus regionalnich vzdélavacich seminard
s nazvem ,Respiracni kaleidoskop“ organi-
zovany Ceskou spole&nosti alergologie a kli-
nické imunologie, Ceskou iniciativou pro ast-
ma o0.p.s. ve spolupraci s farmaceutickou
firmou Nycomed. Seminare pokracuiji i v le-
toSnim roce a dosud se uskutec¢nily v Par-
dubicich, Ostravé, Ceskych Budgjovicich,
Plzni, Liberci, Olomouci a Brné. Datem po-
sledniho seminare tohoto cyklu je utery dne
27. bfezna 2012 a mistem konani Kaiser-
Stejnsky palac v Praze na Malé Strané. Ta-
to vzdélavaci akce je cettifikovana Ceskou
|ékarskou komorou a je uréena predevsim
pro &leny Ceské spole¢nosti alergologie a kli-
nické imunologie, ale zucastnuji se ji také
pneumologové a prakticti 1ékafi.
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V uvodnim sdéleni vzdy vystoupi mistni
odbornik v respira¢ni problematice, alergo-
log/klinicky imunolog nebo pneumolog s in-
formaci o aktualnim pohledu na nemoci dy-
chaciho Ustroji v regionu. Nasleduje
pfednaska predniho ceského détského
a soucasné svétové uznavaného pneumolo-
ga, predsedy Ceské spolednosti détské
pneumologie a feditele Ceské iniciativy pro
astma prof. MUDr. Petra Pohunka CSc.
z Pediatrické kliniky 2. LF UK a FN Motol.
Téma jeho sdéleni je ,,Glukokortikoidy v re-
spiracni patologii“. V poradi tfetim fe¢nikem
je predseda Ceské spolecnosti alergologie
a klinické imunologie doc. MUDr. Vit Petrd,
CSc. Jeho prednaska ,Recidivujici respirac-
ni infekce” je vénovana jednomu z nejcas-
téjSich problému fesenému v ordinacich
alergologu/klinickych imunologt i praktickych
|ékari. Zavérecné vystoupeni obstarava

— O

emeritni pfednosta Détského oddéleni Ne-
mocnice Bulovka i doyen ¢eskych i sloven-
skych alergologti a klinickych imunologud
prof. MUDr. Véaclav Spicak, ktery se zamys-
li nad ,Mechanismy, na které Ize u respirac¢-
nich chorob utocit".

Uz jak nazev tohoto cyklu napovida, dis-
kutovana témata jsou pestra a kazdy ucast-
nik seminare si urcité néjakou informaci po-
tfebnou pro svoji praxi domG odnese. Od
podzimu 2012 je naplanovan Il. cyklus ka-
leidoskopu. O jeho uskutecnéni pfineseme
v Casopisu lékafli ¢eskych véas dalsi infor-
maci.

doc. MUDr. Vit Petrd, CSc.
Centrum alergologie

a klinické imunologie,
Nemocnice Na Homolce, Praha
e-mail: vit.petru @ homolka.cz
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Ladislav Chrobak

~ HISTORKY
Z MEHO ZIVOTA A CEST

Praha: Grada Publishing 2011, 102
s. ISBN 978-80-247-4011-9.

Kniha vybranych vzpominek
prof. MUDr. Ladislava Chrobaka, CSc.,
emeritniho profesora Karlovy Univerzi-
ty nas na 102 strankach provede osob-
nim a hlavné profesnim zivotem letos
85letého klinika a pedagoga z Lékarské
fakulty UK v Hradci Kralové. Autor
v uvodu vysvétluje, ze publikace vznik-
la na ¢etna prani pratel, byvalych zakd
a spoluzakd.

Prvni vzpominky zacinaji od utlého
détstvi na Opavsku, kde se Ladislav
Chrobak v roce 1927 v Hrabyni naro-
dil. V jeho détstvi hrali vedle rodi¢u ve-
likou roli prarodice, ktefi ho urcitou do-
bu vychovavali. Dédecek mu vypravél
pohadky a vzbudil v malém chlapci
fantazii a pozdéji zajem o vzdélani.
Détstvi prozival v chudé roding, ale
vzpomina na né s laskou. Gymnazial-
ni studia zacal v Ostravé, pokracoval
ve Valasském Mezifi¢i a zakoncil po
osvobozeni v Novém Ji¢iné, podle to-
ho, jak se rodi¢e stéhovali. Studium
bylo v septimé brutalné naru$eno to-
talnim nasazenim, ze kterého se mu
podafilo za velmi pohnutych okolnosti
utéci domd.

Po vélce se prehlasil ke studiu me-
diciny na Lékarskou fakultu v Praze.
Pravé pro tuto Skolu se vSeobecné na-
dany student rozhodl na zakladé své
zku$enosti s vyuéovanim nauky o ¢lo-
véku svym spoluzakim v oktave, kdyz
chybél profesor pfirodopisu na znovu-
otevieném gymnaziu. Pfednasenim ho
poveéfil feditel, ktery ho znal z mate-
matiky a ktery byl vyu€ovani pfitomen.
To bylo mozné jediné bezprostfedné
po vélce. Vzpominky na pribéh pfiji-
macich pohovorli jsou dokumentem
doby tésné po vélce. Na studiich se
mlady medik seznamil se svou budou-
ci zenou Hanou, které také svoji kni-
hu vénoval. Po promoci v roce 1951
byl pfidélen na interni kliniku v Plzni,
kde mu doc. K. Bobek umoznil rozvi-
jet se v kardiologii. Jak to bylo v pade-
séatych letech 20. stoleti bézné, byl na-
konec okolnostmi nucen pfejit na
interni kliniku Vojenské Iékafské aka-
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demie v Hradci Kralové (1953), kde ho
jeho vedouci doc. J. Libansky nasme-
roval na hematologii, které se vénoval
klinicky i laboratorné. Byl povérfen ve-
denim hematologické laboratofe pfi kli-
nice, pozdegji vedl centralni hematolo-
gickou laboratof FN a v roce 1974 se
stal zakladatelem a pfednostou oddé-
leni klinické hematologie. Koncem Se-
desatych let byl vyslan na vyzadani ku-
vajtského ministerstva zdravotnictvi
jako konzultant do Kuvajtu, kam se
vratil jesté dvakrat, naposledy v letech
1982-1984 na vyzadani kuvajtské uni-
verzity. Profesor Chrobdk zde vyuzil
nejen svoje profesionalni znalosti, ale
i znalost historie a jazykd. Mluvi aktiv-
né némecky, francouzsky, anglicky,
rusky a italsky. Naucil se vSak i zakla-
dy arabstiny, aby mohl komunikovat
s tamnimi pacienty. Diagnostikoval zde
prvni pfipady hemofilie a byl i oSetfuji-
cim Iékafem sestry Sejka Sabaha, kte-
r4 trpéla krevnim onemocnénim. Us-
meévné jsou zazitky s fizenim auta
v Kuvajtu i jak byl malem z Kuvajtu vy-
hostén a dalsi. Profesor Chrobak byl
vzdy u pacientll a studentd ve velké
oblibé, a to nejen v Hradci Kralové, ale
i v Kuvajtu, kde mu studenti opakova-
né vyjadrovali svUj vdék.

Jeho zajem o historii starych kultur,
zejména Egypta, je mimoradny a jeho
znalost obdivuhodna. Pfi vystavé Tu-
tanchamona v Petrohradé si ho splet-

li dokonce s prlvodcem. Na prebalu
knihy zaujme reprodukce papyru, kte-
ry visi nad jeho pracovnim stolem
a na kterém je v hieroglyfech napsa-
né jméno pana profesora. Je to dar
egyptské profesorky, ktera ho necha-
la zhotovit v uméleckych dilnach ka-
hirského muzea, jako ocenéni jeho
hlubokych znalosti starého Egypta.
Pfihody z kongresu a téch bylo nepo-
¢itané — od Pafize az po Baku, Se-
attle a Singapur — ilustruji Siroky od-
borny zabér profesora Chrobédka
a jeho postaveni v Mezinarodni he-
matologické spole¢nosti, ve které byl
fadu let ¢lenem vyboru. Poznamky
k cestovani letadlem jsou inspirovany
¢lankem akademika J. Charvata, kte-
rému se profesor Chrobak pfiblizil po-
¢tem nalétanych kilometrd (480 000)
pfi 260 letech. Vzdavé tak hold ¢es-
kym pilotdm a aeroliniim. Ne kazdy let
byl bezproblémovy, na palubé letadla
zachranoval i zivot, ob&as na letiStich
tlumocil, omylem se postil pfi Rama-
danu a poznal 66 letist svéta.

Kniha koné&i autorovym vyznanim
o jeho vztahu k vyuce, které se véno-
val vlastné od 8kolnich let, kdy za val-
ky daval kondice z némg¢iny, latiny a ma-
tematiky za hrudku masla a mléko, pfes
vyuku na univerzité v Kuvajtu a dlouho-
letou pedagogickou ¢innost na Lékar-
ské fakulté UK v Hradci Kralové, kde
pfednasel, zkousel a vedl prakticka cvi-
¢eni interni propedeutiky a hematologie
v ¢eském i anglickém jazyce a od de-
vadesatych let az dodnes téz dgjin lé-
karstvi. Kabinet dgjin Iékafstvi zalozil
v roce 1996. Vyznamné se zaslouzil ja-
ko polistopadovy prodékan pro zahra-
niéni vztahy prostfednictvim prof.
A. Schirgera o moznost stazi nasich
studentli na Mayo klinice v USA. V ro-
ce 2008 ho zahrani¢ni studenti poctili di-
plomem Lifetime Achievement Teacher
Award. Cesti studenti ho s oblibou voli-
li za svého promotora.

Velmi étiva publikace neni klasic-
ké curriculum vitae, ale mozaikou
historek z autorova détstvi, studia, je-
ho zivota klinika a vysokoskolského
pedagoga, obohacena o pfihody
z éetnych cest a pobyti v ciziné. Mo-
hu ji kazdému kolegovi viele dopo-
ruéit.

i MUDr. Olga Prochazkova
Ustav anatomie LF UK, Hradec Kréalové
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ZPRAVY Spolek &eskych I¢kaid v Praze

poradé v dubnu, kvétnu a éervnu 2012
pravidelné prfednaskové vecery s diskuzi.
Zacétek vzdy v 17 hodin v Lékarském domé
v Praze 2, Sokolska 31.

DNE 2. DUBNA 2012

Pfednéaskovy vecer Neurologické Kliniky 1.
LF UK a VFN

Prednosta: prof. MUDr. EvZen Rlzi¢ka, DrSc.

Hennertv vecer
Roztrousena skleréza ve 21. stoleti.

Koordinator: prof. MUDr. Eva Havrdova,
CSc.

1. E. Havrdové: Uvod (5 min)

2. E. Havrdova: Nova diagnosticka kritéria
roztrouSené sklerézy (15 min)

3. D. Horakova: Nastroje sledovani efektivity
|éEby roztrousené sklerdzy (20 min)

4. E. Havrdova: Lécba roztrousené sklerdzy:
od kortikosteroiddl k monoklonalnim
protilatkam (25 min)

Diskuze

DNE 16. DUBNA 2012

Pfednéaskovy vecer Interni kliniky 2. LF UK
a FN Motol

Prednosta: prof. MUDr. Milan Kvapil, CSc.,
MBA

Interna: Komplexni péce
v jednotlivostech

Koordinator: prof. MUDr. Milan Kvapil, CSc.,
MBA

1. R. Keil: Urgentni endoskopie na Interni
klinice 2. LF UK a FN Motol 1993-2012 (15
min)

2. M. Horackova: Nemocniéni hemodialyza
a jeji specifika na Interni klinice 2. LF UK

a FN Motol 2002-2012 (15 min)

3. J. Chaét: Zilni vstupy: Up to date (15 min)
4. P. Pithova: Péce o pacienty se
syndromem diabetické nohy (15 min)
Diskuze

DNE 23. DUBNA 2012

Prednaskovy veder Ustavu pro pééi o matku
a dité v Praze

Reditel: doc. MUDr. Jaroslav Feyereisl, CSc.

Trapliv vecer
Problematika vicecetnych téhotenstvi

Koordinator: doc. MUDr. Jaroslav Feyereisl,
CSc. i

1. L. Krofta: Uvod (5 min)

2. P. Velebil: Epidemiologie — vice¢etna
téhotenstvi (10 min)

3. J. Rezé4gova: Asistovana reprodukce

a vicecetna téhotenstvi (10 min)

4. L. Haakova, J. Vojtéch: ViceCetna
téhotenstvi v ultrazvukovém obraze (10 min)
5. L. Krofta: Komplikace vice€etnych
téhotenstvi, management, feSeni (10 min)
6. Z. Stranidk: Neonatologicka problematika
vicec€etnych téhotenstvi (10 min)

Diskuze

DNE 30. DUBNA 2012

Prednaskovy vecer Ortopedické kliniky déti
a dospélych 2. LF UK a FN Motol

Prednosta: doc. MUDr. Tomas$ Tré, CSc., MBA

Popelkiv vecer

,Konzervativni“ operativa kycelniho
kloubu

CASOPIS LEKARU CESKYCH 2012; 151 (3)

Koordinator: doc. MUDr. Tomés Tr¢, CSc.,
MBA

1. T. Tr&: Uvod (5 min)

2. P. Chladek: Preartrotické vady ky&elniho
kloubu v détském véku (10 min)

3. M. Handl: Osteoartrosa kycelniho kloubu
— etiopatogenetické faktory (10 min)

4. P. Chladek: Femoroacetabularni impin-
gement a jeho chirurgické Ié€ba (10 min)

5. T. Tré: ,Konzervativni“ endoprotetika
ky€elniho kloubu (10 min)

6. J. Kautzner: Artroskopie kycelniho kloubu
(10 min)

7. T. Tr&: Zavér (5 min)

Diskuze

DNE 7. KVETNA 2012

Prednaskovy vecer Fyziologického uUstavu 1.

LF UK
Prednosta: prof. MUDr. Otomar Kittnar, CSc.

Purkynitiv vecer
Experimentalni laborator srde¢ni
elektrofyziologie

Koordinator: prof. MUDr. Otomar Kittnar,
CSc.

1. O. Kittnar: Uvod (5 min)

2. P. Neuzil: Cile a perspektivy
experimentalni elektrofyziologie srdce (10
min)

3. M. Mi¢ek: Experimentalni
kardiofyziologicka laboratof — metody

a modely (10 min)

4. P. Ostadal: Srovnani vlivu normotermie,
hypotermie a oxidu dusnatého na oxidativni
stres, hemodynamické parametry

a organoveé poskozeni po srdecni zastavé
(10 min)

5. J. Bélohlavek: Karoticky a koronarni
pritok u protrahované srdeéni zastavy
|é¢ené ECMO (10 min)

6. S. Havranek: Frekvence fibrilace komor
pfi kompletni obéhové zastave a pii V-A
ECMO (10 min)

7. H. Skarlandtova: Stresova odpovéd
experimentalnich zvifat béhem srde¢ni
katetrizace (10 min)

8. A. Linhart: Zavére€né slovo

Diskuze

DNE 14. KVETNA 2012
Prednaskovy vecer Gynekologicko-
porodnickeé kliniky 3. LF UK a FNKV

Prednosta: doc. MUDr. Eduard Kucera, CSc.

Padovcuv vecer
Osobnost a odkaz prof. Padovce pro Cs.
gynekologii

Koordinator: doc. MUDr. Eduard Kucera,
CSc.

1. B. Svoboda: Osobnost a odkaz

prof. Padovce pro &s. gynekologii (10 min)
2. E. Kucera: Rozvoj gynekologicko-
porodnickeé kliniky 3. LF UK a FNKV (10
min)

3. K. Tikovsky: Onkologicky program
gynekologicko-porodnické kliniky (10 min)
4. A. Havrankova: Cervikalni a vulvarni
patologie (10 min)

5. M. Bendova: Senologicky program
gynekologicko-porodnické kliniky

(10 min)

6. J. Zahumensky: Péce o téhotné a rodicky
— moderni trendy (10 min)

7. B. KubeSova: Prenatélni diagnostika
(10 min)

Diskuze

— O

DNE 21. KVETNA 2012

Pfednaskovy vecer Chirurgické kliniky 3. LF
UK a FNKV

Pfednosta: prof. MUDr. Robert Grlich, CSc.

Polakuav vecer
Soucasné trendy v diagnostice a lIé¢bé
nahlych pfihod bfisnich

Koordinator: prof. MUDr. Robert Girlich,
CSc. )

1. R. Gdrlich: Uvod (5 min)

2. L. Havluj, D. Lukas$, P. Lisy: Zanétlivé
nahlé pfihody bfisni (NPB) (15 min)

3. V. Teplan, B. Mlynek, V. Duché&g: lleosni
NPB (15 min)

4. M. O¢adlik, F. Fornusek, F. Vyhnanek:
Traumata jako pfi¢ina NPB (15 min)

5. L. Vigek, J. Bafrnec, R. Kostka: Kivaceni
do GIT (15 min)

Diskuze

DNE 28. KVETNA 2012

Pfednaskovy vecer IV. interni kliniky 1. LF
UK a VFN

Ptednosta: prof. MUDr. Ale$ Zak, DrSc.

Prusikiv vecer
Choroby perikardu

Koordinator: prof. MUDr. Ale$ Zak, DrSc.

1. A. Zék: Uvod (5 min)

2. K. Gori¢an, A. Vecefova: Perikardioskopie
a biopsie perikardu — technika (10 min)

3. M. Kocik, H. Lubanda: Intraperikardialni
|é¢ba perikardialnich onemocnéni (10 min)
4. A. Vecefova, K. Gori¢an: Analyza
perikardialniho vypotku (10 min)

5. H. Lubanda, M. Kocik: Kazuistika (15 min)
Diskuze

DNE 4. CERVNA 2012

Prednaskovy vecer Spolku slovenskych
lekarov Bratislava

Predseda: prof. MUDr. I. Rie¢ansky, CSc.

14. vecer slovenskych lekarov Bratislava
Klinika detskej chirurgie LFUK a DFNsP
Bratislava

Koordinator: doc. MUDr. Jan Trnka, CSc.
1. J. Trnka: Uvod (5 min)

2. V. Cingel, J. Babala, D. Sandorova, L.
Sykora, J. Bibza, B. Duchaj, M.

Funakova, M. Smrek, J. Trnka, F. Horn:
SILS operacie v detskom veku: nasa metéda
inzercie Covidien SILS portu (20 min)

3. F. Horn, D. Dubravova, M. Smrek,

E. Valachovicova, M. Furidakova, J. Babala,
J. Trnka, V. Cingel: Vrodené chyby CNS

v rukach detského chirurga (20 min)

4. L. Sykora, R. Jager, |. Béder, J. Trnka,
V. Cingel: Vyvoj MIO v oblasti lakta

na KDCH LF UK a DFNsP v Bratislave
(20 min)

Diskuze

DNE 6. 6. 2012 — 14 hodin Karolinum,
Velka aula

Oslavy 150. let Spolku ¢eskych Iékara
v Praze

prof. MUDr. Milo$ Grim, DrSc.
védecky sekretar
prof. MUDr. Jan Kvasnicka, DrSc.
predseda
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Ocenéni Ceské lékarské
spole¢nosti JEP prof. MUDr.
Pavlu Bartakovi, CSc.

Za dlouholetou préci v redakéni radé Ca-
sopisu lékarl ¢eskych predal 7. unora 2012
vedouci redaktor asopisu ocenéni CLS JEP
prof. MUDr. Pavlu Bartakovi, CSc., ktery
v Z&fi letodniho roku oslavi 85. narozeniny.
| kdyZ mu tézka invalidizujici artréza v dol-
nich koncetinach v poslednich letech stézu-
je zivot, stale do Casopisu lékarfu ¢eskych,
v jehoz redakéni radé pasobil jako jeji aktiv-
ni ¢len pres 25 let, pfispiva.

Po ukonc¢eni studia mediciny dostal
umisténku jako sekundar na zubni klinice,
kde pracoval az do nastupu na vojnu. Do
roku pracoval 1958 jako asistent profeso-
ra MUDr. Fingerlanda v patologicko-anato-
mickém uUstavu Vojenské |ékarské akade-
mie v Hradci Kralové a po atestaci jako
klinicky patolog pfe$el na dermatovenero-
logickou kliniku. Od roku 1963 ved! histo-
patologickou laboratof Lékarské fakulty hy-
gienické Karlovy univerzity v Praze (LFH
UK). V roce 1968 byl Pavel Bartak jmeno-
van docentem. Po emigraci prof. Bielické-
ho se stal se doc. Bartak zastupujicim
prfednostou dermatovenerologické kliniky
LFH UK. V té dobé se vratil ze skoro dvou-
letého pobytu v Londyné rovnou do teh-
dejSich provérek a do zacatku tzv. norma-
lizace. Navykly na svobodu slova projevil
svUj nazor na sovétskou okupaci. A tak do

14 dnd musel opustit kliniku a mél dokon-
ce zakaz pracovat v Praze. Byla zruSena
jeho histopatologicka laboratof na klinice
a bylo mu zakazano vyucovat. Nesmél
publikovat a védecky pracovat. Byla to jen
shoda Stastnych nahod, ktera mu umozni-

la provozovat dermatologickou praxi
v OUNZ Praha 4. Protoze ale v letech
1968-1969 pracoval v londynské St. Joh-
n’s Hospital v laboratofi elektronové mik-
roskopie, podafilo se mu i pfes zakaz tra-
vit vS§echen volny ¢as svého ,védeckého
exilu“ u elektronového mikroskopu Statni-
ho zdravotniho Ustavu, pozdéji plsobil na
koznim stfedisku na Zizkové. Ani tyto uda-
losti nezastavily jeho védeckou praci na
elektronovém mikroskopu, a tak se v roce

1990 mohl stat vedoucim katedry derma-
tovenerologie IPVZ a pfednostou dermato-
venerologické kliniky 2. LF UK.

V roce 1993 byl jmenovan profesorem pro
obor dermatovenerologie a v roce 1995 ode-
$el do dliichodu. Pokracoval ale ve védecké
praci v elektronmikroskopické laboratofi
szuU.

Kromé& Casopisu lékaf &eskych byl &le-
nem redakénich rad nékolika ¢asopist. Pub-
likuje v odbornych Zurnélech doma i v za-
hranici, piSe odborné staté do denniho tisku,
byl zvan k diskuzim do rozhlasu i televize.
Pfednasel na domacich i zahraniénich kon-
gresech a na klinickych seminéfich v ne-
mocnicich Ceské republiky. Je autorem zhru-
ba 550 pfednasek, ma pres 200 Ceskych
i zahrani€nich publikaci.

Radu let je éestnym &lenem Ceské lé-
kafské spole¢nosti JEP, ¢estnym ¢lenem
@eské dermatovenerologické spole¢nosti
CLS JEP, ¢estnym ¢lenem Rakouské der-
matologické spole¢nosti, Cestnym &lenem
Némecké dermatologické spole¢nosti, ¢le-
nem Evropského dermatologického féra,
¢lenem European Society for Dermatologi-
cal Research, ¢lenem Society for Cutane-
ous Ultrastructure Research, ¢lenem Ces-
ké imunologické spole¢nosti, ¢lenem
Evropské akademie dermatologie a vene-
rologie a Spole¢nosti pro alergologii a kli-
nickou imunologii.

red, foto Helena Glezgova

Velikost endozom je
regulovana p97

Asociovana s rlznymi bunéénymi
aktivitami ATPaza p97 funguje na riz-
nych substratech jako spojova¢ mem-
bran a degradovac¢ endoplazmatického
retikula (ERAD). P¥i fuzi membran je
mu pfikladana funkce v analogii
k ATPaze NSF (N-ethylmaleimide-sen-
sitive fusion protein), uc¢inkuje na rdz-
nych proteinovych substratech v riz-
nych bunéénych procesech jako
spojova¢ membran v endoplazmatické
degradaci (ERAD). Ve fuzi membran
asi funguje v analogii s pfibuznou

180

ATPéazou NSF (N-ethylmaleimide-sen-
sitive fusion protein), ktera posiluje
membranovou fuzi neuspofadanym
SNARE- komplexem pro usnadnéni je-
jich pfemény proteazomem. Zde je
identifikovana nova funkce p97 v en-
docytickém pohybu stanovenim ¢asné-
ho endozomalniho antigenu 1 (EEA1)
jako nového p97 substratu. Je ukaza-
no, ze frakce p97 je lokalizovana u ¢as-
né endozomalni membrany, kde vaze
EEA1 via the N-terminal C,H, zinc fin-
ger domain. Inhibice p97 bud siRNA,
nebo farmaceuticky ma za nasledek
zvétSeni ¢asnych endozoml a s tim
spojené zmeény v pfesunech endocy-

— O

tickych nakladd. Mechanisticky je uka-
zano, ze inhibice p97 vyvola zvySenou
EEA1 self-associaci na endozomalni
membrané.

Autofi uzaviraji, ze p 97 mlze regu-
lovat velikost ¢asnych endozomd urcéo-
vanim olimerického stavu EEA1.

Literatura

Harish N Ramanathan, Yihong Y.
The p97 ATPase associates with EEA1
to regulate the size of early endosomes.
Cell Research 2012; 22: 346-359,
doi:10.1038/cr.2011.80

P, Bartak
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Pokyny pro autory Casopisu Iékafti éeskych

Casopis Iékaft Eeskych zpoplatiiuje publikaci €lankd s dedikaci gran-
tového ¢i jinak finanéné podporovaného vyzkumu a vyvoje z vefejnych
zdroju. Cena jedné cernobilé tiskové strany v ¢asopisu je 1800 K¢, ba-
revné strany 2000 K¢ véetné DPH a potfebnou €astku Ize ¢erpat z pro-
stfedk( na tento vyzkum.

Pokud si autor clanku preje uverejnit dedikaci grantu, vyzkumnému za-
méru apod. zasle na adresu: Nakladatelské a tiskové stiedisko CLS JEP,
Sokolska 31, 120 26 Praha 2, k rukam Marcely Havlikové (tel./fax: 224
266 226, e-mail: havlikova@cls.cz) pisemnou objednavku k publikaci pra-
ce, kterou je mozné stahnout z www. cls.cz — adresa: http://www.cls.cz/do-
kumenty/objednavka_publikace.doc). Castka bude fakturovana ve fazi ko-
rektury a danovy doklad bude autorovi zaslan po zvefejnéni ¢lanku.
Rukopisy s dedikaci bez objednavky budou sice redakci posuzovany, ale
autor bude upozornén na nutnost zaslani objednavky publikace. Pokud
ani pak NTS objednavku neobdrzi, bude dedikace v korekture vysSkrtnu-
ta.

Na stejné www strance (adresa http://www.cls.cz/dokumenty/prohla-
seni_autoru.doc) naleznou autofi i prohld$enr autord, které podepsané vse-
mi ztiéastnénymi autory zaslou na vySe uvedenou adresu NTS. Prohla-
Seni autorti je tfeba poslat ke kazdému odbornému pfispévku do
casopisu.

CASOPIS LEKARU CESKYCH

Je vydavan Ceskou lékafskou spole€nosti J. Ev. Purkyné. Je ¢asopisem
interdisciplinarnim a pfisné védeckym, publikujicim pfehledové ¢lanky a pl-
vodni védecké prace ze vSech obori mediciny. Pfinasi rovnéz informace z jed-
nani, sjezdl, abstrakta, recenze nejnovéjSich knih, kapitoly z déjin mediciny,
osobni zpravy, kazuistiky, ¢lanky o pre- i postgradualnim vzdélavani Iékard, od-
povédi na odborné dotazy ¢tenara aj.

Tyto Pokyny pro autory jsou v souladu s ,Jednotnymi pozadavky na Upra-
vu rukopisti uréenych k publikaci v l1ékarskych a biologickych ¢asopisech® (3.
revize, 1988, Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals — publikovanymi v pIném prekladu v Cas Lék ¢es 2000; 139(1): 31.

OBECNE POZADAVKY NA UPRAVU RUKOPISU

K publikaci v Casopisu lékari ¢eskych muze byt pfijat pouze ptispévek,
ktery nebyl a nebude publikovan v jiném casopisu. Vyjimku tvofi pouze
abstrakta védeckych konferenci. Rukopisy zasilejte pouze v elektronické for-
mé. Soubory vétsi nez 5 Mb posilejte na adresu vedouciho redaktora (viz
nize) na elektronickém nosici. Text v elektronické podobé graficky neu-
pravujte! Kromé emailové adresy korespondujiciho autora uvadeéjte také tele-
fonni Cislo.

PFi autorské korektufe neni dovoleno ménit ani doplfiovat text. Korektury
vracejte obratem, nejpozdéji vSak do 8 dnii od data odeslani z redakce.
Na pozdéjsi autorské korektury nemlze byt bran z ¢asovych divodu zretel.

MIRY, HMOTNOSTI, JEDNOTKY

Vysledky chemickych, fyzikalnich i klinickych vySetfeni se uvadéji v jedno-
tkach Sl normy (Systeme international deUnités). Hodnoty pulzu, teploty a krev-
niho tlaku je mozné uvadét v konvenénich jednotkach.

NAZVY LECIV
U lécivych specialit je nutné vedle vyrobniho ndzvu uvést i genericky nazev.

ZKRATKY A SYMBOLY

Pokud je pouzita zkratka, musi pfed jejim prvnim pouzitim v textu pfedchazet
plny nazev. V nadpisu a souhrnu zkratky nepouzivejte. Na zavér pfispévku
uvedte seznam zkratek s jejich vysvétlivkami v abecednim poradi.

TABULKY

Rozsahlé tabulky pfepinéné daty nebudou pfijaty. Kazda tabulka musi byt
opatfena popisem, vysvétlivkami a symboly statistického hodnoceni. Odkaz na
¢islo tabulky musi byt uvedeno na pfislusném misté v textu.

OBRAZOVA DOKUMENTACE

Obrazky, fotografie musi mit profesiondlni troveri. Pérovky, fotografie a vy-
stupy z pristroju pfijima redakce ve formatech tif, eps a jpg, grafy v pro-
gramu Excel zpracované pro jednobarevny tisk. Pokud jsou obrazky ve for-
matu jpg, je tfeba uzit velkého rozliSeni (nejlépe kompresni pomér 10-12)
z ddvodu kvality. Nazvy obrazkovych soubord musi vychazet ze jména autora
a Cisla obrazku (napf. MACEK1 . tif). Autor je povinen zbavit dokumentaci
osobnich inicial pacienta. Odkaz na €islo obrazku (grafu) musi byt uvede-
no na pfislusném misté v textu.

V privodnim dopisu pfi zasilani rukopisu vedoucimu redaktorovi je nutné
presné uvést, které obrazky maiji byt barevné, a na vySe uvedenou adresu
NTS zaslat pisemny souhlas s platbou. Barevné strany bez ohledu na to,
kolik obsahuji barevnych obrazkd, autofi hradi z vlastnich zdroja (2000 K¢
za jednu tiskovou stranu). Je tfeba uvést pfesnou adresu platce, v pfipadé
pravnické nebo podnikajici fyzické osoby také IC a DIC. Obrazova dokumen-
tace, ktera nebude mit tyto nalezitosti, bude automaticky publikovana ¢erno-
bile.

KLICOVA SLOVA
Tfi az deset kli€ovych slov uvedte pod souhrnem/abstraktem. UzZivejte ter-
minU/hesel z Index Medicus (tezaurus MeSH).

LITERATURA

Smi obsahovat jen skute¢né prameny, tj. publikace, na néz se autor v tex-
tu odvolava. Nesméji se uvadét prace jen z divodl formdlnich. Citace uva-
déjte v poradi, v jakém se vyskytuji v textu. V textu citace vyznacte &islem
v zavorce, napr. (1). Vyhybejte se odkazim na abstrakta; tzv. ,nepublikovana
pozorovani“ a ,osobni informace”. Spravnost odkazu (citace) by méla byt ové-
rena. Pfi citacich upfednostiiujte domaci autory a publikace pied zahra-
niénimi.

Priklady citaci monografické publikace (1), pfispévku v monografické pub-
likaci (2), ve sborniku (3), €lanku v ¢asopisu (4), na internetu (5):

CASOPIS LEKARU CESKYCH 2012; 151 (3)

1. Dominik J, Zaéek P. Chirurgie srde¢nich chlopni (... nejen pro kardiochi-
rurgy) ve 200 vyobrazenich. Praha: Grada Publishing 2008.

2. Jiskra J. Autoimunitni polyorganové syndromy. In: Limanova Z, et al. Tren-
dy soudobé endokrinologie, Stitna zlaza. Praha: Galén 2006; 227-237.

3. Dunovsky J. Umluva o pravech ditéte a prava déti v Ceské republice.
In: Sbornik z 1. mezinarodni konference o détskych pravech. Ceské Budéjovi-
ce: Zdravotné socialni fakulta JU 2003; 5-15. .

4. Goetz P, et al. Hrozi zneuziti — diskreditace |ékafské genetiky. Cas Lék
Ces 2008;147: 159-161.

5. Horak J. Standardni diagnosticky a terapeuticky postup u genetické (he-
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Lauredti Nobelovy ceny

EARL WILBUR SUTHERLAND

(1915-1974)

Jakysi Earl Wilbur Sutherland ved| na
pocatku 20. stoleti v kansaském mésté
Burlingame obchod se stfiznim zbozim.
Se svou zenou Edith rozenou Hartshor-
novou pfived| na svét pét déti, mezi ni-
mi jmenovce, narozeného tam 19. listo-
padu 1915. Od raného détstvi se Earl
Wilbur Sutherland mladsi na toulkach po
okolnich lesich szival s pfirodou a do-
ma hltal Lovce mikrob( Paula de Krui-
fa, coz ho pfivedlo k poznani, ze chce
byt Iékafem. Plany ohrozené rozpadem
manzelstvi rodi¢ zachranilo stipendium
pro studium na Washburnové koleji
v nedalekém mésté Topeka, kde pak
v roce 1937 dosahl Earl bakalarského
stupné.

Téhoz roku se ozenil s Mildred Rice-
ovou a zacal studovat na Lékarské fa-
kulté Washingtonovy univerzity v mis-
sourském Saint Louisu. V poslednich
dvou roénicich (1940/41 a 1941/42) pra-
coval jako asistent farmakologického
ustavu, ktery od roku 1931 vedl profe-
sor Carl Ferdinand Cori, a v Ustavni la-
boratofi viadla asistentka Gerty Theresa
Coriova. Oba v Praze narozeni manze-
|é pozvedli skromné pracovisté na vr-
cholnou uroven a pfi Earlové nastupu
v roce 1940 byl Ustav uz proslulym stfe-
diskem svétové védy. Na pokrocich po-
znani enzymatické pfemény glukézy
v glykogen se v pokusech s purifikova-
nymi enzymy podilel také student-asi-
stent Sutherland s prvnim Coriho dok-
torandem Sidneyem P. Colovickem (The
Enzymatic Conversion of Glucose-6-
Phosphate to Glycogen. J Biol Chem
1941; 140: 309-310; s Colowickem
a Corim).

S doktoratem Iékarstvi nastoupil Earl
v roce 1942 jako sekundarf ve fakultni
Barnesové nemocnici, odkud ho vSak
hned v roce 1943 vzdalilo povolani k ar-
made, s niz v nasledujicich 2 letech ja-
ko chirurg praporu absolvoval evropské
taZzeni pod velenim generala George
Smitha Pattona. Po valce se vratil do
Saint Louisu, ne vSak uz ke klinické pra-
xi, nebot Carl Cori ho pfesvedcil, aby
u ného jako instruktor vyucoval farma-
kologii. Kdyz pak byl Cori v roce 1946
jmenovan profesorem biochemie, presel
s nim Sutherland jako instruktor do no-
vé zfizeného Biochemického ustavu
Washingtonovy univerzity a tam pokra-
Coval ve vyzkumu enzym0 metabolismu
sacharidi (Mechanism of the Phosp-
hoglyceric Mutase Reaction. J Biol
Chem 1949; 181: 153-159; s Posterna-
kem a Corim).

Kladl si otazku, zda uvolfiovani glu-
kodzy plsobi epinefrin zvySenim jeji tvor-
by, nebo jejim vytlaovanim z bunky.
Tento prvni zndmy hormon byl objeven
uz koncem 19. stoleti, mechanismus pl-
sobeni hormonu vSak zUstaval stale ne-
poznan. Sutherland nejprve v roce 1950
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prokazal, ze hyperglykemicky faktor
slinivky a epinefrin pasobi uvoliova-
ni glukézy zvysenim jeji tvorby (The
Effect of the Hyperglycemic Factor of the
Pancreas and of Epinephrine on Glyco-
genolysis. Rec Prog Horm Res 1950; 5:
441-463). Toho roku byl jmenovan ,as-
sistant professor” biochemie. V roce
1951 zacal zkoumat, jak epinefrin v ja-
ternich burikach vyvolava odbouravani
glykogenu na glukézu. Brzy nato obje-
vil, Ze epinefrin plsobi aktivaci gly-
kogenfosforylazy katalyzujici uvolné-
ni  glukéza-1-fosfatu z  koncové
alfa-1,4-glykosidické vazby (Effect of Hy-
perglycemic-Glycogenolytic Factor and
Epinephrine on Liver Phosphorylase.
J Biol Chem 1951; 188: 531-543; s Co-
rim). V roce 1952 byl jmenovan ,asso-
ciate professor” biochemie Washingto-
novy univerzity.

V roce 1953 pfijal profesuru farma-
kologie na clevelandské Western Re-
serve University. V pokracovani vyzku-
mu  fosforylazy  zpoc€atku sdilel
v8eobecnou nedlvéru k analyze pliso-
beni hormonu v preparatech bunécéné
drti, ,assistant professor® Theodore
R. Rall ho v§ak pfimél k pfekonani této
neddvéry. S ,Tedem“ Rallem a W. D.
Wosilaitem pak Sutherland prokazal, ze
aktivita fosforylazy je regulovana
zménami rovnovahy fosforylace a de-
fosforylace (The Relationship of Epi-
nephrine and Glucagon to Liver Phosp-
horylase. |. Liver Phosphorylase;
Preparation and Properties. J Biol Chem
1956; 218: 459-468; s Wosilaitem. II.
Enzymatic Inactivation of Liver Phosp-
horylase. Ibid.: 469-481; s Wosilaitem.
IIl. Reactivation of Liver Phosphorylase
in Slices and in Extracts. Ibid.: 483-495;
s Rallem a Wosilaitem).

V roce 1955 prokazali Edmond Fis-
cher a Edwin Krebs v Seattlu potfebu
ATP a Mg?* pro fosforylazu. Sutherland
s Rallem zacal proto hormony do bu-
nécénych vytazkl pfidavat v pfitomnosti
ATP a Mg®+ a takto vyvolal stimulaéni
ucinky epinefrinu a glukagonu na ak-
tivitu fosforylazy v bezbunécnych
systémech (The Relationship of Epi-
nephrine and Glucagon to Liver Phosp-
horylase. IV. Effect of Epinephrine and
Glucagon on the Reactivation of Phosp-
horylase in Liver Homogenates. J Biol
Chem 1957; 224: 463-475; s Rallem
a Berthetem). S W. F. Henionem obje-
vil, ze fosforylazy se liSi imunologic-
kymi viastnostmi podle typu bunék
(Immunological Differences of Phospho-
rylases. J Biol Chem 1957; 224:
477-488; s Henionem).

S Rallem obijevil, Ze epinefrin sti-
muluje glykogenfosforylazu nepfimo
prostiednictvim ,,druhého posla“,
kterého objevil jako termostabilni faktor
v bunécéné drti, jejiz odstranéni z jater-
niho homogenatu vyradilo stimulaci fos-
forylazy, a urcil jej jako adeninnukleotid
(The Properties of an Adenine Ribonuc-
leotide Produced with Cellular Particles,

— O

ATP, Mg++, and Epinephrine or Gluca-
gon. J Am Chem Soc 1957; 79: 3608;
s Rallem), blize pak ,,druhého posla“
urcil jako cyklicky adenosinmono-
fosfat (cAMP) (Formation of a Cyclic
Adenine Ribonucleotide by Tissue Par-
ticles. J Biol Chem 1958; 232:
1065-1076; s Rallem) a vyslovil do-
mnénku, Ze jako ,,druhy posel“ uéin-
kuje cAMP i pro jiné hormony (Fracti-
onation and Characterization of a Cyclic
Adenine Ribonucleotide Formed by Tis-
sue Particles. J Biol Chem 1958; 232:
1077-1091; s Rallem).

S Rallem objevil, ze tvorbu cAMP
stimuluje epinefrin adenylatcyklazou
(Relation of Adenosine-3,5’-Phosphate
and Phosphorylase to the Actions of Ca-
techolamines and Other Hormones.
Pharmacol Rev 1960; 12: 265-299;
s Rallem. Adenyl Cyclase. |. Distributi-
on, Preparation, and Properties. J Biol
Chem 1962; 237: 1220-1227; s Rallem
a Menonem). Znadmym fosfatazam
cAMP odolaval, Sutherland v§ak s But-
cherem objevil fosfodiesterazu, od-
bouravajici CAMP na adenosin 5’-fosfat
(Adenosine 3,5-Phosphate in Biologi-
cal Materials. I. Purification and Proper-
ties of Cyclic 3’,5’-Nucleotide Phospho-
diesterase and Use of This Enzyme to
Characterize Adenosine 3',5’-Phospha-
te in Human Urine. J Biol Chem 1962;
237: 1244-1250; s Butcherem). Vy-
sledky podporily zavér, ze tkarové kon-
centrace cAMP predstavuji rovnovahu
mezi faktory syntézy cAMP (adenylat-
cyklazovy systém) a faktory odbourava-
ni cAMP (fosfodiesterazy).

Sutherland usoudil, Ze cAMP muze
slouzit jako druhy posel pro riizné hor-
mony a neurotransmitery, a vyslovil do-
mnénku, ze jiné hormony také nepro-
nikaji do bunky a pusobi na jejim
povrchu, kde stimulace adenylcyklazy
vede k tvorbé cAMP a ten pak v burice
aktivuje nebo inhibuje rizné metabolic-
ké pochody (Adenyl Cyclase. I. Distri-
bution, Preparation, and Properties.
J Biol Chem 1962; 237: 1220-1227;
s Rallem a Menonem). Tato hypotéza
bofila dosavadni predstavy a narazela
na silny odpor. Potom v8ak Sutherland
prokazal, ze cAMP je syntetizovan
v bunééné membrané (The Cellular
Location of Adenyl Cyclase in the Pige-
on Erythrocyte. J Biol Chem 1963; 238:
3016-3023; s Davorenem), zanedlouho
vyvolal jedinou latkou, cAMP, ¢etné
ucinky epinefrinu (Action of Epinephri-
ne and the Role of the Adenyl Cyclase
System in Hormone Action. Rec Prog
Horm Res 1965; 21: 623-646; s Oye-
em a Butcherem) a prokazal, ze cAMP
slouzi jako ,druhy posel“ nejméné
tuctu jinych hormoni a neurotrans-
miter0 (The Role of Cyclic 3',5'-AMP in
Response to Catecholamines and Other
Hormones. Pharmacol Rev 1966; 18:
145-161; s Robisonem).

Po rozvodu pétadvacetiletého man-
Zelstvi s Mildred Riceovou v roce 1962
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uzavrel Sutherland o rok pozdgji snatek
s Claudii Sebeste Smithovou, prodé-
kankou Vanderbiltovy univerzity ve més-
té Nashville ve staté Tennessee, a téhoz
roku tam pfijal profesuru fyziologie. Obk-
lopili ho nadani badatelé Reginald But-
cher, Joel Hardman, G. Alan Robison
a dal&i. Sutherland s nimi na krysim srd-
ci zkoumal vztah mezi biochemickym
déjem (zmény hladin cAMP) a funkéni
aktivitou (srdeéni stah) a prokazal, ze
zprostifedkovatelem pozitivné ino-
tropni odpovédi na epinefrin a jiné
beta-adrenergni stimulanty je cAMP
(The Effect of Epinephrine on Adenosi-
ne 3,5’-Phosphate Levels in the Isola-
ted Perfused Rat Heart. Mol Pharmacol
1965; 1: 168—177; s Robisonem, But-
cherem, Oyeem a Morganem). Tento
nalez pfinesl vyrazny pokrok ve farma-
koterapii kardiovaskularnich a respirac-
nich poruch, jako je hypertenze, brady-
kardie, srdeéni blokada, méstnavé
srde¢ni selhani a priiduskové astma.

V roce 1965 Sutherland s R. S. Mak-
manem necekané objevil cAMP v bak-
teriich, které jakozto jednobunécné
Ziji bez hormont (Adenosine 3’,5-
Phosphate in Escherichia coli. J Biol
Chem 1965; 240: 1309-1314; s Mak-
manem). Zjisténi u€inkd cAMP na adap-
taci jednobunéénych organismu na pro-
stfedi ukazalo, ze cAMP pIni v bakterii
ulohu primitivniho hormonu.

Sutherland predpokladal existenci
mnoha ,,druhych poslt“. S Hardma-
nem obratil pozornost od cAMP k cyk-
lickému guanosinmonofosfatu (cGMP),
nedlouho pfedtim zjisténému jako hlav-
ni organicky fosfat v krysi moci (Measu-
rement of Guanosine 3’,5’-Monophos-
phate and Other Cyclic Nucleotides.
Variations in Urinary Excretion with Hor-
monal State of the Rat. J Biol Chem
1966; 241: 4812—-4815; s Hardmanem
a Davisem). O jeden az dva fady nizsi
koncentrace cGMP nez cAMP ve tka-
nich po léta brzdila pokrok vyzkumu.
Pfesto Sutherland s Hardmanem pro-
kazal, Ze syntéza cGMP je regulovana
guanylcyklazou (Guanyl Cyclase, an
Enzyme Catalyzing the Formation of
Guanosine 3',5’-Monophosphate from
Guanosine Triphosphate. J Biol Chem
1969; 244: 6363-6370; s Hardmanem).
Pozdéjsi vyzkum odhalil cGMP jako kli-
Covy regulator fototransdukce, iontovych
kanalku a relaxace hladké svaloviny.

V roce 1971 publikoval Sutherland
monografii o ,druhém poslu“ (Cyclic
AMP. New York: Academic Press 1971;
s Robisonem a Butcherem) a ,za své
objevy tykajici se mechanismu pu-
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sobeni hormond“ byl poctén Nobelo-
vou cenou za fyziologii nebo lékarstvi.
Po kazdoro¢nim déleni ceny v letech
1962-1970 byl tu nyni opét jediny lau-
reat. Jako nashvillsky profesor se stal
Sutherland prvnim laureatem Nobelo-
vy ceny za fyziologii nebo lékarstvi
z amerického Jihu. Dne 10. prosince
1971 ho ve Stockholmu uvedl profesor
Peter Reichard z Karolinského lékaf-
sko-chirurgického institutu volnou cita-
ci Monodovy poucky o totoznosti za-
kladnich zivotnich pochodl: Co plati
pro bakterie, plati i pro slony. Zminil
zasadni rozdil mezi nimi v potfebé ko-
ordinace bunék u mnohobunécnych
organismu, kterou zajistuji hormony,
béhem poslednich sedmdesati let po-
stupné objevované jako latky dulezité
svymi funkcemi i jejich poruchami, ale
s mechanismem plsobeni zahadnym
az do chvile, kdy Sutherland zacal stu-
dovat plisobeni epinefrinu na tvorbu
glukdzy v jatrech a svalech, pfitom ob-
jevil cyklicky AMP a jeho funkci ,dru-
hého posla“ pfejimajiciho zpravu od
hormonu a odevzdavajiciho ji uvnitf
buriky, objevil misto tvorby cAMP v bu-
nééné membrané, pochopil, ze cAMP
je prostfednikem nejen pro epinefrin,
ale cestou pres specifické receptory
v membrané také pro rizné dal$i hor-
mony, a objevil tak obecny mechanis-
mus jejich pUsobeni, a nakonec obje-
vil cAMP pfekvapivé i v bakteriich, kde
reguluje adaptaci na prostiedi, takze
jej lze povazovat za prvni primitivni
hormon. Rozdil mezi jedno- a vicebu-
néénymi organismy tedy neni tak vel-
ky a pokud jde o cAMP, I1ze Monodovu
poucku také obratit: Co plati pro slony,
plati i pro bakterie. Dne 11. prosince
1971 mél Sutherland nobelovskou
pfednasku (Studies on the Mechanism
of Hormone Action. Science 1972;
177: 401-408).

V roce 1973 byl zvolen do Narodni
akademie véd a prezident Nixon ho de-
koroval Narodni medaili védy. Téhoz ro-
ku odesSel Sutherland z Nashville na
univerzitu v Miami na Floridé jako ,di-
stinguished professor” biochemie. Teh-
dy uz nékolik laboratofi hlasilo experi-
mentalni nélezy potvrzujici kli¢ovou roli
cAMP v aktivaci bunék Sirokou paletou
hormon0 véetné kortikotropinu, lutropi-
nu, tyroxinu, tyreotropinu a parathormo-
nu. Lakavé zjednodus$ujici domnénku,
ze zvySovanim intracelularni hladiny
cAMP pusobi v§echny hormony, Sut-
herland nesdilel. Pozdéjsi objevy dal-
Sich ,druhych posl(“, jako jsou vapnik,
arachidonova kyselina a jeji metabolity

eikosanoidy, oxid dusnaty, inozitoltrifos-
fat a diacylglycerol, daly mu za pravdu.

Na své badatelské i uCitelské draze
dosSel Earl Wilbur Sutherland, vécné
~Zapasici se svymi osobnimi démony*
(Rubin), za sv0j nedlouhy zivot velmi
daleko. Zemfel 9. bfezna 1974 v Miami
na pooperacni komplikace a byl pocho-
van na méstském hrbitové v kansas-
kém rodisti. Zistala po ném vdova, dva
synové, dvé dcery a dlouha fada vyni-
kajicich zakl: pfedevsim nepostrada-
telny spolupracovnik Ted Rall, dale Jo-
seph Beavo, Reginald Butcher, Joel
Hardman, Roger Johnson, G. Alan Ro-
bison, Ginter Schultz a pozdéjsi laure-
at Nobelovy ceny Ferid Murad. Na Sut-
herlandovo dilo navazali i dalsi laureati
této ceny Paul Greengard, Robert
Furchgott, Louis Ignarro, Alfred Gilman
i Martin Rodbell.
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