Program
a sbornik abstraktu

MASARYKOVA UNIVERZITA
BRNO 2024

Michal Jurajda (ed.)






M G
OO =
—

57 . |
STUDENTSKA
VEDECKA

KONFERENCE

Program
a sbornik abstraktu

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
00000000




© 2024 Masarykova univerzita
ISBN 978-80-280-0542-9



Slozeni odbornych komisi

Teoreticka a preklinicka sekce

doc. MUDr. Jaromir Gumulec, Ph.D. - predseda

MUDr. Adam Koudelka
MUDr. Zuzana Novakova, Ph.D.
Magr. Stjepan Uldrijan, CSc.

Sekce klinicka

prof. MUDr. Blanka Adamova, Ph.D. - predseda

MUDr. Martin Helan, Ph.D.

doc. MUDr. Richard Chaloupka, CSc.
MUDr. Adam Kfenek

MUDr. Jan Méchal, Ph.D.

Sekce postgradualni, nelékafskych obort
a stomatologicka

doc. PharmDr. Ondiej Zendulka, Ph.D. - pfedseda

PhDr. Natalia Beharkova, Ph.D.
doc. Mgr. Jan Lochman, Ph.D.
doc. Mgr. Ondrej Pe§, Ph.D.
MUDr. Jan Vichr

SUK 2024



Program jednotlivych sekci

Spoleéné zahajeni bude v mistnosti B11/234 v 8:00.

Sekce klinicka B11/327

8:30-9:30

Macek Jan
Novy experimentalni model pro studium periferni nervové regenerace v terénu reanimace
obli¢eje metodou dvojité reinervace

Kitzlerova Anezka
Chirurgicka lé¢ba karcinomu pankreatu

PetrassSkova Livia
Populaéna retrospektivna Studia pacientov hospitalizovanych s popaleninami a ich klinické
charakteristiky

Cenker Dominik
Measurement of nasal inner lining for purposes of total nasal reconstruction using
3D modelling and Heron's formula

Prestavka 9:30-9:45
9:45-10:45

Urban Teodor
Zhodnoceni potencialu neinvazivni nadorové diagnostiky v détské onkologii prostfednictvim
multimodalni analyzy volné cirkulujici DNA

Matulova Katefina
Postizeni lumbalnich extensor( u pacientll s myotonickou dystrofii 2. typu

Bergerova Veronika
Rozsiahla delécia 22912 u pacienta s obojstrannym Schwannémom, mentéalnou retardaciou,
percepénu sluchovou poruchou a epilepsiou

Filka Lukas
Perkutanni koronarni intervence (PCI): Vliv EKG parametr(l pred vykonem na vznik

post-PCl arytmii
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Prestavka 10:45-11:00

11:00-11:45

Lisa Karolina

Autonomni dysfunkce u pacientll s roztrousenou sklerézou hodnocena pomoci ¢eské

a slovenské verze dotazniku COMPASS 31

Benetinova Vanda
Lateralni switch z natalizumabu na anti-CD 20 terapii u pacient( s roztrouSenou sklerézou

Juréakova Anna
Vyuziti multimedialnich zdrojt informaci u pacient( s roztrousenou sklerézou

Sekce postgradualni, nelékafskych oboru
a stomatologicka A21/108

8:30-9:30

Cmiralova Marie
Koncept vylepSeni EIT naramku v rozpoznavani gest a uzivatelské pristupnosti

Hajkova Magdaléna
Priciny rozdilu mezi velikosti AC/A poméru uréeného gradientni metodou a vypocétem

Pilna Barbora
Vliv koufeni na endotel rohovky

Mangerova Eva
Bakterialni kontaminace brylovych obrub

Prestavka 9:30-9:45
9:45-10:45

Drapelova Katerina
Klinicka studie testujici aplikaci bioaktivnich latek pomoci zubni nité

Bartos Michal
Bacteriome of the Middle Ear in Children and Young Adults with Cholesteatoma and
Retraction Pocket: A Pilot Study
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Cakmakci Riza Can
Investigating The Role of Endoplasmic Reticulum Stress and Unfolded Protein Response
in Patient Derived Pancreatic Adenocarcinoma Cells

Portakal Tiirkan
Lipopolysaccharide-induced EMT and ER stress in expandable lung-like epithelia

Sekce teoreticka a preklinicka B11/234

8:30-9:30

Banasova Barbora

Efektivita topicky administrovaného stabilizovaného riastového fibroblastového faktoru
10 v prevenci a terapii lipopolysacharidem indukovaného ARDS na mySim modelu: pilotni
projekt

Suzuki Kanako
Mechanical Remodelling in Cancer Cells: Role of Mitochondrial Network and Substrate
Stiffness

Jakubac Leonard
Molekularna klasifikacia karcindmu endometria u vybranej kohorty pacientiek

Polednakova Anna

Vliv glutamatu a specifického antagomiru na spontanni elektrickou aktivitu hipokampalnich
neuron(

Prestavka 9:30-9:45
9:45-10:45

Ott Daniel
Moznosti a nastrahy vyuziti umélé inteligence pro potfeby vyhledavani védeckych publikaci

Snajdarova Karolina
Structures of (S)-enantioselective haloalkane dehalogenase from a pathogenic
Mycobacterium reveal a new mode of homodimerization

Jankova Natalie
Funké&ni dopad varianty S1021Qfs*98-hERG asociované s idiopatickou fibrilaci komor

Antes Josef
Vliv stimulace nervus vagus na elektrickou aktivitu srdce u laboratorniho potkana
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Prestavka 10:45-11:00
11:00-12:00

Havrilak Jan
Harnessing the Migrastatic Potential of Curcumin Derivatives and Evaluation of their Efficacy
in Cancer Therapy

Jambrichova Anna
Changes in CXCR4 and CXCR?7 in the anterior cingulate cortex neurons of the neuropathic
pain model

Litvin Matus
Anesthesia recovery time as a predictor of bleeding severity in a perforation model of suba-
rachnoid hemorrhage

Havliéek Vitézslav
Bunécna plasticita plicnich epiteliadlnich bunék pfi plisobeni bakterialnich lipopolysacharid(

Prestavka 12:00-12:15
12:15-13:15

Jan Lukas
Modelovani trojrozmérné morfogeneze nador(l pankreatu in vitro

Liséakova Barbora
Zmeny elektrickej aktivity podmienené neurodegeneraciou

Abdelrahman Moustafa
Effect of hypokalemia on the electrical activity of patient-specific cardiomyocytes with
Y4734C-RYR2 variant

Laska Michal
Vliv myokardialni remodelace na EKG u DOCA/salt modelu potkana
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Sekce teoretickych a preklinickych
oboru

Anesthesia recovery time as a predictor
of bleeding severity in a perforation model
of subarachnoid hemorrhage

NiZnikova Laura’, Litvin Matus’

1 Ustav patologické fyziologie LF MU

Subarachnoid hemorrhage (SAH) is a severe medical condition involving bleeding into the
subarachnoid space, mostly due to a ruptured intracranial aneurysm. A cascade of events
follows, which induces oxidative stress, inflammation, and cerebral vasospasm, leading to
delayed cerebral ischemia and poor neurological outcomes. While animal models are utilized
in SAH experiments, it is imperative to ensure their accuracy and reliability to extrapolate
findings to human pathology. A common challenge encountered, particularly in perforation
models, is the inability to definitively grade SAH until the animal is euthanized.

To address this challenge, we employed anesthesia recovery times as markers: for the spinal
level — pain reaction recovery time, brain stem level — spontaneous ventilation recovery time,
and neocortical level — consciousness recovery time. By integrating these markers, we aimed
to develop a comprehensive approach for assessing SAH grade. Furthermore, our study
explored how anesthesia influences these recovery times and its effects on the assessment
of SAH grade.

In our study, male Sprague-Dawley rats were divided into two groups. The first group underwent
SAH induction to study this specific pathology. The second group served as a negative cont-
rol, allowing us to investigate the effects of anesthesia independently of SAH pathology. This
control group was further subdivided based on the duration of anesthesia exposure: 40, 60,
and 120 minutes. This subdivision was designed to simulate the typical duration of the SAH
perforation model, which ranges from 40 to 60 minutes.

Our research identified that used anesthesia recovery times were all found to be indicative of
SAH severity. Additionally, our results suggest that varying the duration of anesthesia within
a range of 40 to 60 minutes does not significantly impact anesthesia recovery times, which
is valuable for standardization in experimental settings. However, the longer recovery times
observed in negative controls with 120 minutes of anesthesia demonstrate that a longer
duration of anesthesia can have a more substantial impact.
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In conclusion, our research offers a refined approach for SAH severity assessment in animal
models. These findings contribute to methodological improvements in SAH research, addre-
ssing existing challenges and advancing the predictive accuracy of experimental models.

We would like to thank MUDr. Kamil Durig, Ph.D. for his guidance, helpful advice, and support
during the completion of this project. Appreciation is extended to Mgr. Jolana Lipkova, Ph.D.,
Bc. Monika Pechodiakova, and Lea Katefina Kola&kova for their contributions.

Bunécna plasticita plicnich epitelialnich bunék
pfi plsobeni bakterialnich lipopolysacharidu

Havlic¢ek Vitézslav'

' Ustav histologie a embryologie, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Endoplazmatické retikulum (ER) je organelou sehravajici kli¢ovou roli v regulaci mnoha bunéc-
nych proces( véetné udrzeni diferencovaného fenotypu buriky. Pfi poruseni homeostazy ER
(stres ER) dochazi k aktivaci série signalnich drah, které mohou vést ke zméné morfologie
a molekularniho fenotypu bunék a které jsou asto asociovany s fibrotickymi a nadorovymi
onemocnénimi.

V této praci jsme se zaméfili na unikatni model expandovatelnych plicnich epitelialnich bunék
(ELEP) vytvofeny na naSem pracovisti a na jeho odezvu pfi expozici lipopolysacharidiim (LPS).
LPS je totiz soucasti gramnegativnich bakterii, ktery v mnoha bunécnych linii plsobi jako
induktor stresu ER a miZe souviset s rozvojem zavaznych plicnich onemocnéni.

Experimenty byly provedeny na ELEP derivovanych z lidskych embryonélnich pluripotentnich
kmenovych bunék a kultivovanych za standardnich podminek v kultivaénim médiu a na mis-
kach potazenych vitronectinem. Bunky byly vystaveny plsobeni rliznych koncentraci LPS.
K posouzeni morfologickych a molekularnich odchylek bylo provedeno srovnani s burikami
vystavenymi Gcinku tunicamycinu, ktery pusobi jako vyznamny induktor stresu ER inhibici
N-glykosylace proteina.

Pro morfometrické zhodnoceni byly zhotoveny preparaty danych bunéénych kultur pro skeno-
vaci elektronovou mikroskopii a pro barveni hematoxylinem a eosinem a naslednou svételnou
mikroskopii. Rovnéz byla provedena analyza migrace bunék prostfednictvim metody , scratch
wound healing assay*. Vysledky byly zpracovany pomoci programu Imagel) 1.54h a progra-
movaciho jazyka Python 3.7.1. Déle byla pomoci RT-qPCR stanovena hladina specifickych
mMRNA sehravajicich roli v ramci stresu ER a zméné fenotypu bunék.

Vysledky ukazuji snizenou cirkularitu, elongaci a zvySenou plochu u bunék vystavenych acinku
LPS a TN. To koreluje s jejich zvySenou migraéni schopnosti zjiSténou na zakladé ,scratch
wound healing assay". Prostfednictvim analyzy miry exprese mRNA byla u bunék pod vlivem
LPS zjisténa snizena exprese genu pro E-cadherin, jehoz zmény sehravaji dllezitou roli vrdmci
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fenoménu epitelidlné mezenchymalni tranzice. ZvySena exprese byla naopak zji§téna u genl
pro BiP a CHOP, coz odpovida zvySeni stresu ER. Hladina mRNA pro N-cadherin nebyla
signifikantné zménéna.

U ELEP byly po pisobeni LPS prokazany signifikantni zmény na bunécéné i molekularni trovni,
které mohou nasvédcovat pribéhu epitelidiné mezenchymalni tranzice. Pfredmétem dal$iho
vyzkumu je detekce specifickych proteinl pomoci imunoblotovani a imunofluorescenénich
metod. Rovnéz se budeme vénovat studiu modulace stresu ER u ELEP pfi sou¢asném plso-
beni LPS. Tyto vysledky mohou pfispét k hlubSimu pochopeni role ER v histogenezi plicni
tkané a patogenezi plicnich onemocnénich.

Chtél bych podékovat svému Skoliteli doc. RNDr. Petru Vanharovi, Ph.D. za jeho ochotu, cenné
rady a moznost pracovat na tomto projektu. Dale chci podékovat Mgr. Jarmile Herldkové, Ph.D.,
Mgr. Vendule Pelkové a Tlrkan Portakal za jejich pomoc a nesmirnou trpélivost. Prace byla
podporena projekty ¢. GA23-06675S a ¢. MUNI/A/1598/2023 a programem P-PoolL.

Efektivita topicky administrovaného
stabilizovaného ristového fibroblastového
faktoru 10 v prevenci a terapii
lipopolysacharidem indukovaného ARDS na
mysSim modelu: pilotni projekt

Banasova Barbora'-2, Lipovy Bretislav' 2

' Klinika popalenin a plastické chirurgie, Fakultni nemocnice Brno
2Vlyzkumny Ustav veterinarniho Iékarstvi, v. v. i., Brno

Cilem projektu je vyvinout novou terapeutickou strategii pro pacienty trpici syndromem akutni
respiraéni tisné (ARDS), vyuzivajici stabilizovanou formu fibroblastového riistového faktoru
10 (FGF10). ARDS predstavuje zavazné onemocnéni plicniho parenchymu, charakterizované
difaznim po8kozenim plicni tkané, které vede k akutnimu a progresivnimu selhani dychacich
funkci. V soudasnosti neexistuje specificka [é6ba ARDS a terapeutické strategie jsou primarné
zaméreny na podporu dychani a omezeni zanétu. Cilem tohoto projektu je provést preklinické
testovani uc¢innosti FGF10-STAB® firmy Enantis s.r.0., Brno, v prevenci a terapii ARDS na
mysSich modelech, pficemz se zaméFi na regeneraci akutniho poskozeni plic indukovaného
lipopolysacharidem (LPS).

V pilotni studii bylo pouzito 8 samcu laboratornich mysi (Mus musculus) kmene C57BL/6J ve
véku 5-8 tydn(. Po 14denni aklimatizaci a kontrole zdravotniho stavu byli zafazeni do expe-
rimentu. Kritériem byla hmotnost minimalné 20 g, bez klinicky zjevnych onemocnéni. Zvitata
byla rozdélena do 4 skupin po 2 jedincich (2 kontrolni skupiny, 2 Ié¢ené).V ramci samotného
experimentu doslo k inhalaénimu Uvodu do celkové anestezie (izofluran 1-3%), nasledovala
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instilace 0,3 ml roztoku (pufr, lipopolysacharid a FGF10-STAB®) do trachey realizovana formou
zavedeni kanyly 18G. Syndrom akutni respira¢ni tisné byl navozeny pomoci intratrachealni
aplikace LPS (0,3 ml — koncentrace LPS 5 mg/kg t.hm. zvifete) do dolnich dychacich cest.

Po 2-4 dnech experimentu (v zavislosti na skupiné zvirat) doslo k eutanazii v celkové anestezii
a zvifatlim byla odebrana plicni tkan a tkan trachey k histologickému vysetieni.

Tkan byla fixovana v 10% roztoku formaldehydu, zalita do parafinu, a fezana na 4 um tenkeé rezy.
Provedeno barveni hematoxylin-eosinem. U kazdé mysi byly pofizeny 3 fezy z levé a pravé plice
a 4 fezy z trachey. Vyhodnocovany byly hyperemie, zvySena vaskularizace a dilatace kapilar,
zanétlivy infiltrdt s mononuklearni nebo polymorfonuklearni pfevahou, redukce respiraéniho
oddilu a stupen zanétlivého procesu.Tyto vysledky byly vvhodnocovany semikvantitativné na
Skale 1-5 na zakladé zmén pozorovanych ve svételném mikroskopu, pfi¢emz 0 predstavovala
absenci zmén a 5 rozsahlou pfitomnost.

Skupina A—KONTROLNI SKUPINA 1: Tato skupina my3i byla podrobena aplikaci LPS, nasledné
byl po 24 hodinach podan fyziologicky roztok a na 5. den byla provedena eutanazie. Mysi
¢. 1 a €. 2 vykazovaly minimalni az mirnou hyperémii, zanétlivy infiltrat s pfevahou mononu-
klearl, minimalni redukci respiraéniho oddilu plic a mirny stuperi zanétlivého procesu.

Skupina B - KONTROLNI SKUPINA 2: Tato skupina mysi byla podrobena aplikaci fyziologic-
kého roztoku, po 24 hodinach byl aplikovan LPS a na 3. den byla provedena eutanazie. MysSi
¢. 1 a . 2 vykazovaly stfedni hodnoty v§ech méfenych parametrl, s pfevahou zanétlivého
infiltratu polymorfonuklearni povahy.

Skupina C - LECENA SKUPINA 1: Tato skupina mysi byla podrobena aplikaci LPS,
po 24 hodinach byl aplikovan stabilizovany FGF-10 a na 5. den byla provedena eutanazie. Mys
€. 1 vykazovala minimalni pfitomnost zmén, zejména bez redukce respiraé¢niho oddilu plic.
Mys ¢. 2 vykazovala rozsahlou pfitomnost zmén, pfedevsim s pfevahou polymorfonukleéarniho
zanétlivého infiltratu.

Skupina D - LECENA SKUPINA 2: Tato skupina mysi byla primarné preventivné podrobena
aplikaci roztoku stabilizovaného FGF-10, po 24 hodinach byl aplikovan LPS a na 3. den byla
provedena eutanazie. My$ €. 1 vykazovala minimélni az mirnou pfitomnost zmén, s pfevahou
zanétlivého infiltratu mononuklearni povahy. Mys &. 2 vykazovala mirné zmény na levé plici
a stfedni az rozsdhlou pfitomnost zanétlivych zmén na pravé plici.

V rdmci studie se nam podafilo zavést reprodukovatelny model lipopolysacharidem induko-
vaného ARDS na malém animalnim modelu (Mus musculus) a ziskat pilotni data potvrzujici
slibné in-vitro experimentalni vysledky z aplikace FGF10-STAB®. FGF-10 pravdépodobné
funguje Iépe jako profylakticka terapie v ochrané plicni tkané pred poSkozenim a prevenci
ARDS. Tuto tézu podporuji preklinické studie i nase vlastni pozorovani, které naznacéuje, ze
predchozi podani FGF-10 muze znizit zavaznost poskozeni plic. Z tohoto divodu je nezbytné
provést dalsi vyzkum, ktery by detailnéji prozkoumal profylakticky a terapeuticky potencial
FGF-10 v I1é¢bé ARDS. Animalni experiment, ktery navazuje na tuto studii, je jizZ schvalen
a bude probihat v kvétnu tohoto roku.
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S velkym uznanim bych rada podékovala MVDr. Katefiné Nedbalcové, Ph.D. a mému $koliteli
prof. MUDr. Bretislavu Lipovému, Ph.D., MBA, LL.M., za jejich laskavou podporu a moznost
Ucasti na tomto vyznamném projektu. Je pro mé cti a privilegiem ziskat nové zkuSenosti a byt
soudgasti védeckého vyzkumu.

Effect of hypokalemia on the electrical activity
of patient-specific cardiomyocytes with
Y4734C-RYR2 variant

Abdelrahman Moustafa', Kral Martin', Zelenak Stefan2, Pachernik Jifi?, Barta Tomass,
Bébarova Markéta'*

' Department of Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University
2 Department of Experimental Biology, Faculty of Science, Masaryk University
3 Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Masaryk University
4 Department of Internal Medicine and Cardiology, University Hospital Brno
and Faculty of Medicine, Masaryk University

Hypokalemia, i.e. serum K+ levels under 3.5 mmol/|, arising from severe diarrhea, kaliure-
sis, and vomiting, can lead to arrhythmia by increasing resting membrane potential, action
potential duration, field potential duration (FPD), and refractory period as well as by affecting
cell automaticity and, thus, also cycle length (CL). We investigated these effects using pati-
ent-specific cardiomyocytes derived from human-induced pluripotent stem cells (hiPSCs) of
a proband with idiopathic ventricular fibrillation and a Y4734C mutation in the RYR2 gene,
comparing them to cells from a healthy control to assess potential deviations in electrical
activity under hypokalemic conditions.

The investigations utilized hiPSC-derived cardiomyocytes of the male proband carrying
Y4734C-RYR2 variant and healthy unrelated male control. Extracellular field potentials gene-
rated by the spontaneous electrical activity of the cardiomyocytes were recorded using the
multielectrode array (MEA) technique (60-6wellMEA200/30iR-Ti; Multi Channel Systems,
Reutlingen, Germany). During control recordings, the cardiomyocytes were washed with
isotonic Tyrode solution containing 5 mmol/l K+ (5K+; composition in mmol/I: NaCl 140,
KCI 5, MgCL2 1, CaCl2 1.8, NaH2PO4 1, HEPES 5, glucose 10; pH 7.4, NaOH). The electri-
cal activity of cardiomyocytes was initially recorded for 5 minutes using the Multi Channel
Experimenter software. Subsequently, the control solution was replaced with a hypokalemic
3 mmol/I K+ Tyrode solution (3K+), and the recording continued for another 5 minutes. The
data were then analyzed using Muti Channel Analyzer software to obtain FPD and CL. FPD
was corrected using the Bazett formula and the beating rate was computed using Microsoft
Excel. Analysis and graphical representations are further refined using the GraphPad Prism
software. Moreover, the short-term variability of CL (STVCL) was calculated and interpreted
using GraphPad. Since the data were normally distributed (Shapiro-Wilk test), arithmetic
means = S.E.M. from 5 samples are stated below and parametric statistical tests were used
to consider the statistical significance of the observed differences.
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In examining the impact of K+ level changes on FPD, CL, and STVCL, our initial experiments
revealed no significant statistical differences either between control and proband groups
or between 5K+ and 3K+ conditions. Nonetheless, several trends were noted. FPD was
comparable in proband and control cells (208.7 + 23.1 ms and 255.6 + 52.5 ms, respectively,
P > 0.05), but it showed inverse insignificant changes when K+ levels were reduced from
5K+ to 3K+, being increased in most samples of Y4734C-RYR2 cardiomyocytes
(to 253.56 + 42.3 ms, P = 0.11) and showing no change or a decrease in some samples of the
control cells (to 248.0 + 44.7 ms, P = 0.735). Similarly to FPD, CL was not different in proband
and control cells (1.02 + 0.22 s and 1.07+ 0.16 s, respectively, P > 0.05). However, analogical
changes were observed in both groups when transitioning from 5K+ to 3K+ (an insignificant
increase to 1.10 £ 0.23 s in the proband and to 1.31 £ 0.25 s in the control, P = 0.29 and 0.11,
respectively). STVCL values were not significantly different in proband and control cardiomyo-
cytes in both 5K+ and 3K+ solutions.

These observations indicate that genetic predispositions may affect cardiac reactions to
K+ changes. However, due to the statistical insignificance between the groups, we cannot say
with confidence that there is a direct correlation. The statistical insignificance between the
groups is likely due to the small difference in the data, and the low sample number, alongside
potential errors in manual data sampling, interpretation, or analysis.

Supported by GA23-05274S (Grant Agency of the Czech Republic) and MUNI/A/1547/2023
(Ministry of Education, Youth and Sports of the Czech Republic).

Funkéni dopad varianty S1021Qfs*98-hERG
asociované s idiopatickou fibrilaci komor

Jankova Natalie', Kral Martin', Svecova Olga', Pachernik Jifi2, Novotny Tomas?,
Bébarova Markéta'?

1 Eyziologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita
3Interni kardiologicka klinika FN Brno a Lékafska fakulta, Masarykova univerzita

Gen hERG (z angl. human ether-a-go-go related gene) kéduje protein Kv11.1, ktery predsta-
vuje por-formujici podjednotku kanalu zodpovédného za rychlou komponentu zpozdéného
draslikového proudu. Pri postizeni genu hERG mutaci snizujici jeho funkci (tzv. loss-of-function
mutace) dochazi ke zpozdéni repolarizace myokardu, coz je v klinické praxi obvykle asociovano
se syndromem dlouhého QT typu 2 (LQT2). V genomu nami vybrané probandky byly nalezeny
dvé mutace genu hERG (S1021Qfs*98 a A228V). Pozorované symptomy vSak nesvéd¢i pro
LQT2. Na zakladé klinickych kritérii tak byla stanovena diagnéza idiopatické fibrilace komor.
Cilem této studie je provést funk&ni analyzu detekovanych mutaci v genu hERG a posoudit
jejich mozny patogenni charakter.
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Pro analyzu proudu generovaného kanalem obsahujicim protein Kv11.1 byla pouzita metoda
whole cell patch clamp, konkrétné v médu voltage clamp. VSechny experimenty byly pro-
vadény pfi teploté 37 °C na burikach linie CHO (z angl. Chinese hamster ovary) pfechodné
transfekovanymi plazmidy nesoucimi gen hERG bez mutace (WT, z angl. wild type) nebo
s mutaci S1021Qfs*98.

Z analyzy kapacity buné€&né membrany vyplyva, Zze soubory bunék jsou velikostné srovnatelné
(12,9 pF uWT vs. 15,7 pF u S1021Qfs*98; P > 0,05, n = 19 a 23 u WT, resp. S1021Qfs*98). Pri
nasledné statistické analyze pak byla pro zptesnéni vysledkl pouzita i data ziskana mérenim
proudu generovaného bunkami, které nebyly plazmidy transfekovany.

Pro popis chovani kanalu v pribéhu aktivace byla provedena analyza proudu vzniklého
v reakci na stimulaéni impulz, kdy byl zaznamenan 70% pokles registrovaného proudu
(pfi 0 mV: 219,4 pA u WT vs. 65,3 pA u S1021Qfs*98; P < 0,01, n = 17 a 18 u WT,
resp. S1021Qfs*98). Srovnani napétové zavislosti ustalené aktivace u obou skupin bunék
nevykazovalo vyznamné rozdily (V1/2 = -2,75 mV a k = 8,64 u WT vs. V1/2 = 4,06 mV
ak=8,90uS1021Qfs*98; P >0,05,n =17 a 18 u WT, resp. S1021Qfs*98).

Pri analyze ¢asové konstanty deaktivace (tdeact) nebyly rovnéz zaznamenany zadné
statisticky vyznamné zmény (pfi -90 mV: 122,1 ms u WT vs. 144,2 ms u S1021Qfs*98;
P> 0,05 n=15a 16 u WT, resp. S1021Qfs*98). Stejné tak tomu bylo i u ¢asové konstanty
inaktivace (pfi 0 mV: 5,9 ms u WT vs. 6,0 ms u S1021Qfs*98; P > 0,05, n = 15 a 14 u WT, resp.
S$1021Qfs*98).

V pribéhu aktivace kanalu doslo k 70% poklesu registrovaného proudu, coz poukazuje na
loss-of-function charakter varianty S1021Qfs*98. Jelikoz nedoslo ke statisticky vyznamnym
zménam napétové zavislosti aktivace a rovnéz ¢asovych konstant deaktivace a inaktivace,
zlstava pavod poklesu proudu nejasny. Predpokladame mozné zmény v celkové nebo povr-
chové expresi kanalu, coz bude provéreno v dalSich pokusech.

Nasledovat pak bude analyza arytmogenniho potencialu druhé z variant nalezenych v genomu
probandky, A228V-hERG, a studium plsobeni obou variant sou¢asné.

Podporeno z projektu NU22-02-00348 (Ministerstvo zdravotnictvi CR) a z projektu
MUNI/A/A 547v/2023 specifického vysokos$kolského vyzkumu (Ministerstvo Skolstvi, mladeze
a télovychovy CR).

18 MED.MUNI.C2Z



Harnessing the Migrastatic Potential of
Curcumin Derivatives and Evaluation of their
Efficacy in Cancer Therapy

Havrilak Jan'-2, Novakova Kristyna' 2, Filipova Daniela' 2, Jakubek Milan?,
Abramenko Nikita?, Kalfeft David*, Masafik Michal" 2, Fojti Michaela'?

' Department of Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University

2 Department of Pathological Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University

3 BIOCEV (Biotechnology and Biomedicine Center in Vestec), First Faculty of Medicine,
Charles University

4 Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, University Hospital
Motol, First Faculty of Medicine, Charles University

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the seventh most prevalent cancer
worldwide with continually rising incidence rates. Current treatment protocols for advanced
HNSCC often entail invasive surgical procedures in addition to chemo- or chemoradiotherapy,
with potential ramifications for patients in subsequent stages of treatment. Furthermore,
patients diagnosed with human papillomavirus (HPV)-negative HNSCC tumours face poorer
prognosis and reduced overall survival, whose treatment represents a significant challenge
of invaluable clinical need.

To address this pressing problem, we evaluated the possible migrastatic properties of cur-
cumin, a natural polyphenolic compound derived from the turmeric plant (Curcuma longa).
Curcumin’s high migrastatic potential, which refers to its ability to inhibit cancer cell migra-
tion, is closely linked to its potent inhibitory effect on tumour cell invasion and formation of
secondary tumour lesions. Due to the higher frequency of metastasis in patients diagnosed
with HNSCC tumours, the characterization of new curcumin analogues could be beneficial
for advancing the future treatment of these malignities.

We employed a molecular docking method in our in silico design of the most promising
curcumin derivatives. Subsequently, we assessed and quantified their binding affinity to
dihydroorotate dehydrogenase (DHODH), hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a) and
hypoxia-inducible factor 2-alpha (HIF-2a), all of which appear to be promising pharmacological
targets in recent cancer therapy. The in vitro cytotoxic properties of curcumin derivatives were
examined via MTT assays on a panel of commercially available HNSCC cell lines. Based on
these results, further analysis of their in vitro migrastatic capabilities was conducted in real
time following cell treatment with curcuminoids.

Our in silico analysis identified several therapeutically viable curcumin derivatives, among
which V_Ind demonstrated the highest potential. Notably, V_Ind exhibited a greater binding
affinity to DHODH compared to Leflunomide, a pharmaceutically used inhibitor of DHODH.
Consistent with these results, our in vitro experiments confirmed the strong inhibitory effect
of V_Ind on tumour cell migration in HNSCC cells.
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In conclusion, our preliminary findings highlight the significant promise of curmuminoid
derivatives and their possible pharmacological use in the treatment of complicated HNSCC
tumours with poor prognosis. Although further testing is necessary, our aim is to elucidate
the biological effects of novel therapeutic agents that could be brought closer to the bedside
of a patient.

The authors would like to collectively thank the Ministry of Health for the funding of this project
(Functional Nanorobots for Navigated Combination Cancer Therapy; ID: NU21-08-00407).

Changes in CXCR4 and CXCR7 in the anterior
cingulate cortex neurons of the neuropathic
pain model

Jambrichova Anna', Bretova Karolina', Bago Anna', Boadas-Vaello Pere', Dubovy Petr!

' Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Masaryk University

The anterior cingulate cortex (ACC) plays a pivotal role in regulating mood, motivation, cog-
nition, and action. Additionally, it exerts influence on the affective aspects of neuropathic
pain. The functional signaling of chemokine CXCL12 is mediated by CXCR4 and is subject
to modulation by a scavenger receptor, CXCR7.

In our study we investigated changes in CXCR4 and CXCR?7 protein levels in ACC neurons
in a mouse model of neuropathic pain induced by spinal cord injury (SCI). We explored the
therapeutic potential of polyphenolic compounds from grape stalk extract (GSE) and coffee
extract (CE) in modulating CXCR4 and CXCRY7 levels, leveraging their antioxidant and neuro-
protective properties. The cellular distribution of CXCR4 and CXCR7 immunofluorescence
was quantified in the ACC neurons of lamina Il and Il from naive, sham-operated, and SCI-
-operated mice, as well as those that had undergone treatment with GSE and CE.

A significant increase in CXCR4 levels was detected in ACC neurons of lamina Il and Il in
sham-operated mice compared to those of the naive mice. Measurement revealed that
SCl-compared to sham-operation resulted in a decreased level of CXCR4 protein. No signi-
ficant changes in CXCR4 levels were obtained in GSE-treated mice, while CE treatment led
to a significant increase in CXCR4 immunofluorescence intensities in the ACC neurons. The
intensities of CXCR7 immunofluorescence differed from those of CXCR4 in ACC neurons
of lamina Il and Ill. The levels of CXCR7 immunofluorescence were significantly reduced in
ACC neurons from sham- and SCl-operated mic, with no difference between lamina Il and llI.
Treatment with GSE led to CXCR7 levels that were similar to those detected in naive control.
Surprisingly, a significant reduction of CXCR7 levels was induced in ACC neurons following
CE treatment, in comparison to those from the SCl-saline-treated mice. Our findings indica-
ted a different level of CXCR7 protein between lamina Il and Ill, whereas this was not found
in the case of CXCRA4.
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The results of our study demonstrated the effects of GSE and CE on the protein levels
of CXCR4 and CXCR7 in the ACC neurons of a neuropathic pain model induced by SCI.

Supported by MUNI/A/1238/2022 and La MARATO de TV3 Foundation (201705.30.31).

Mechanical Remodelling in Cancer Cells:
Role of Mitochondrial Network and Substrate
Stiffness

svrq

Suzuki Kanako', Huéavova Ema', Navratil Jifi', Klimovié Simon?, Gumulec Jaromir'

' Department of Pathological Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University
2 CEITEC MU, Masaryk University

Cancer cell invasiveness requires both energetic plasticity and the rearrangement of a cyto-
skeletal network of tumor cells. Given the importance of oxidative phosphorylation, we
manipulated the mitochondrial function and ATP production by uncoupler carbonyl cyanide
m-chlorophenylhydrazone (CCCP), Mitochondrial Fusion Promoter M1, and Drp1 inhibitor
(Mdivi-1). This investigation focuses on the impact of mitochondrial structural alterations
on cellular stiffness and migration rates. Additionally, we explored the influence of culturing
cells on a gel substrate, which mimics more natural environments.

PC-3, used as a model of prostate carcinogenesis, was cultured under standard conditions and
on a hydrogel substrate to simulate a physiologically relevant microenvironment. Mitochondrial
structural changes were induced using CCCP, The mitochondrial fusion promoter M1, and
Mdivi-1. Confocal microscopy was used to capture morphological changes, while Atomic
Force Microscopy (AFM) quantified cell stiffness in response to CCCP treatment. Mitograph
software and in-house software were used to assess mitochondrial architecture. Oxygen
consumption rates were measured using seahorse and protein by Western blotting.

Higher concentrations of CCCP induced mitochondrial fragmentation and swelling, including
the formation of doughnut-shaped structures. In live PC3 cells, 10uM CCCP concentrations
significantly reduced mitochondrial connectivity. Cell stiffness was measured using AFM,
revealing no clear relationship between mitochondrial structural changes and cell stiffness
under standard conditions. However, a noteworthy observation was made: cells exhibited
softening immediately after the removal of applied CCCP. Also, cells cultured on a gel sub-
strate exhibited a decrease in Young modulus compared to standard conditions.

Mitochondrial network architecture is relevant for cancer cell invasiveness. Cells cultured on
a gel substrate exhibit Young modulus reduction compared to standard conditions, indicating
potential influences of the microenvironment on cellular biomechanics.
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I would like to express my sincere gratitude to Ing. Jifi Navratil and doc. MUDr. Jaromir Gumu-
lec, Ph.D., for their guidance, support, and valuable feedback throughout this project. | also
want to thank Mgr. Ema Hug&avova, Mgr. Simon Klimovi&, Mgr. Dana Honsova, Mgr. Klara
Hanélova, Mgr. Tamara Jurindkova for their helpful discussions and work.

Modelovani trojrozmérné morfogeneze nadoru
pankreatu in vitro

Jan Lukas'

1 Ustav histologie a embryologie, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Duktalni karcinom pankreatu je onkologické onemocnéni s rostouci incidenci a velmi nepfiz-
nivou prognézou. Nadorové burky odvozené z epitelii vyvodnych cest pankreatu tvofi se stro-
malnimi bunkami nadoru komplexni mikroprostredi, které ovliviwuje jeho vlastnosti, napfiklad
tvorbu metastaz a rezistenci k [éEbé cytostatiky.

V této praci se vénujeme vytvareni trojrozmérnych struktur in vitro z primarnich nadorovych
a stromalnich bunék izolovanych z realnych adenokarcinom slinivky bfigni. Cilem této prace
je porovnat rizné metody pripravy sféroidd.

Pro modelovani sféroidd z bunék duktalniho karcinomu pankreatu vyuzivame zejména tfi
metody:

Prvni spociva v potazeni dna 96 jamkové desti¢ky agarosou, na kterou je nasledné pipetovana
bunécéna suspenze obsahujici pfiblizné 500 bunék (agarose coated wells).

Druha vyuziva agarosové formy, ktera obsahuje 7 x 5 mikrojamek. Do této formy je nasledné
napipetovana bunééna suspenze tak, aby na jednu mikrojamku pfipadalo pfiblizné 500 bunék
(agarose molds).

Posledni pouzitd metoda byla tzv. ,hanging drop*“. Ta spoc¢iva v nakapani buné&éné suspenze
na vnitfni stranu vicka Petriho misky, které je nasledné preklopeno pres vlastni misku, ve
které je fosfatovy pufr.

Takto pripravené bunééné suspenze se nechajivinkubatoru pfi 37 °C a atmosfére 5% CO?po
dobu dvou dn(ll. Formované sféroidy jsme nasledné snimkovali prvni i druhy den na stereo-
mikroskopu Leica M165 FC a nasledné analyzovali pomoci programu Imagel se zamérenim
na velikost plochy a cirkularitu.

Vysledky ukazaly, ze metody produkuji sféroidy pfiblizné stejné velikosti, v éem se ale vyznamné
li8ily, je smérodatna odchylka. Smérodatna odchylka ve velikosti plochy byla u metody hanging
drop témér 3,5nasobna. Mezi ostatnimi metodami nebyl pozorovan vyznamny rozdil.

22 MED.MUNI.C2Z



Vysledky z analyzy cirkularity sféroidd koreluji s vysledky z analyzy velikosti plochy, tj. metoda
hanging drop oproti ostatnim metodam produkovala sféroidy s velmi variabilni cirkularitou.

Z vysledkl je patrné, Zze metody agarose coated wells a agarose molds produkuji sféroidy
vyrazneé lépe nez metoda hanging drop. Metody agarose coated wells a agarose molds produ-
kovaly sféroidy srovnatelné kvality, tyto metody se vSak liSi v asové i materidlové naro¢nosti,
v éemz se metoda agarose molds jevi jako vhodnégjsi.

Rad bych timto podékoval svému Skoliteli panu doc. RNDr. Petru Variharovi, Ph.D. za jeho
vedeni, ochotu a poskytnutou pfilezitost podilet se na tomto projektu. Dale bych chtél podé-
kovat v8em &lenlim nasi vyzkumné skupiny za jejich rady a pomoc. Prace byla podporena
té&mito projekty NU23-08-00241, MUNI/A/1598/2023 a programem P-PoolL.

Molekularna klasifikacia karcindmu endometria
u vybranej kohorty pacientiek

Jakubaé Leonard’

' Ustav patoldgie, Lekarska fakulta, Masarykova univerzita

Karcinédm endometria je jedna z najcastejSich gynekologickych malignit. Za posledné roky sa
jej diagnosticky pristup vyrazne zmenil po prijati WHO nomenklatury, opierajucu sa o moleku-
larne-biologicku klasifikaciu. Predchadzajice rozdelenie podla histologického obrazu na
typ | a typ Il dostato¢ne neodrazalo charakter nddorového ochorenia. Aktualne je delenie na
4 subtypy: POLE ultramutovany, mismatch repair deficientny (MMRd), s neSpecifickym moleku-
larnym profilom (NSMP) a p53 mutovany. Identifikdcia POLEmut je vyznamnym prognostickym
faktorom, predurcéujuci lepSie chovanie. Opak predstavuje p53 mutovany tumor s vyrazne
agresivnejSim priebehom. Cielom prace bolo vyhodnotenie molekularnej klasifikacie u kli-
nicky definovanej kohorty.

Z klinickej databazy bola identifikovana kohorta 35 pacientiek. Do kohorty bolo zaradenych
celkom 5 pacientiek s clear cell karcindbmom bez ohladu na §tadium v dobe diagnézy, 5 paci-
entiek vo véasnom klinickom s$tadiu (Stadium | a 1), u ktorych doslo k relapsu a 25 pacientiek
v klinickom §tadiu lll s kompletnou adjuvantnou lieGbou v podobe chemoradioterapie po
resekcii. U v8etkych pacientiek bol z FFPE vzoriek tumoru vyhodnoteny status genu POLE
metdédou Sangerovho sekvenovania a vyhodnotena imunohistochemicky expresia mismatch
repair proteinov MLH1 (klon ES05, Dako, RTU), MSH2 (klon FE11, Dako, RTU) MSHS6 (klon
PU29, Dako, 1:70), PMS2 (klon EP51, Dako, RTU) a proteinu p53 (klon DO-7, Dako, 1:200).

Privyhodnoteni molekularneho subtypu je nutné brat v ivahu existenciu tzv. ,multiple classi-
fiers". Su to pripady, u ktorych méze byt p53 aberantna expresia/mutécia pritomna sekundarne
pri POLE-ultramutaénom (POLEmut) stave ¢i mismatch repair deficiencii (MMRd). Tieto pri-
pady klasifikujeme ako POLEmut respektive MMRd a nie ako p53 mutované. Podobne mézu
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MMR deficiencie vzniknut na zaklade POLEmut stavu, preto pri su¢asnej pozitivite oboch,
hodnotime ako POLEmut subtyp.

Molekularna klasifikacia jednotlivych skupin pacientiek z kohorty boli nasledovné: U ziadnej
pacientky sme nepreukézali POLEmut. Zo skupiny clear cell MMRd 2, NSMP 2, p53mut 1.
Zo skupiny Stadia | a Il endometroidnych MMRd 1, NSMP 2, p53mut 1 a nonedometroidnych
MMRd 0, NSMP 0, p53mut 1. Zo skupiny Stadia |ll endometroidnych MMRd 9, NSMP 5,
p53mut 2 a nonendometroidnych MMRd 0, NSMP 2, p53mut 7. Celkovo bolo POLEmut O,
MMRd 12, NSMP 11, p53mut 12. Nepozorovali sme ziadny pripad tzv. ,multiple classifiers".

VSetky serézne karcindmy vykazovali aberantnu expresiu p53. V skupine endometroidnych
karcindbmov boli tri pripady p53mut, u vSetkych sa jednalo o high grade karciném.

Cielom nasej prace bolo vyhodnotenie molekularnej klasifikadcie u kohorty 35 pacientiek
s karcindomom endometria. Na zaklade vySetrenia mutaéného stavu génu pre POLE a expresie
proteinov p53 a MMR, sme pacientky zaradili do jednotlivych subtypov POLEmut, MMRd,
NSMP a p53mut. U v8etkych pacientiek sa ndm podarilo stanovit molekularny subtyp nadoru.
Finalne molekularny status vysiel celkovo POLEmut u 0, MMRd u 12, NSMP u 11, p53mut
u 12 pacientkach.

Projekt bol podporeny z finanénych prostriedkov MZ CR - RVO (FNBr, 65269705) a z finang-
nych prostriedkov programom P-PooL LF Masarykovej univerzity.

Velka vdaka patri MUDr. Jitke Hausnerovej za mentorstvo, Mgr. Lenke ZIémaI’ikovej
a PhDr. Kvétoslave Matulovej za odborny dohlad pri laboratérnej ¢innosti a celému Ustavu
patologie FN Brno.

Moznosti a nastrahy vyuziti umélé inteligence
pro potieby vyhledavani védeckych publikaci

Ott Daniel

' Ustav patologické fyziologie, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Rozvoj umélé inteligence (Al) je fenoménem, ktery posledni roky hybe svétem a dochazi k jeji
implementaci ve stale vice odvétvich, Iékafstvi nevyjimaje. Al méa vysoky potencidl, vtom ze
muze praci zefektivnit a zrychlit tim, Ze za nas zvladne zpracovat velké kvantum informaci, se
kterymi bychom museli pracovat jednotlivé. Idedlni program umélé inteligence pro potieby
vyhledavani védeckych publikaci by mél zvlddnout hledat informace v hlubSich souvislostech,
rozlisit relevanci jednotlivych vysledk(, extrahovat z textu zasadni informace a Cerpat data
z dostate¢né velké databaze. Cilem této prace bylo zjistit, zda existuji programy Al, které tyto
pozadavky splfuji, ukazat jejich zakladni funkce a tim udélat jakysi nahled do této problematiky.
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Pro demonstraci vdech sou¢asnych moznosti, kterych je uméla inteligence v sou€asné chvili
schopna v tomto sméru nabidnout, byla snaha o testovani co nejvétSiho vzorku webovych
stranek/pocitacovych programd. Vybrano a otestovano bylo 18 rlznych subjekt(.

Pro jednotné srovnani byl v kazdém programu zadan ukol, aby odpovédél na dotaz: ,Prognos-
ticky vyznam zanétlivych parametrd u subarachnoidalniho krvaceni. Tento Gkol mél za Gcel
ukazat, zda umeéla inteligence dokaze pracovat s komplexni tématikou jako zanét a jeho
markery v terénu této patologie a zda pfipadné dokaze odhalit konkrétni souvislosti. Dalsi
sledovanou vlastnosti bylo, zda program dokaze tfidit jednotlivé vysledky, dle jejich relevance
a jestli dokaze vyextrahovat z textu podstatné informace.

Testované Ukoly zcela splnilo 5 programd, pficemz jako nejlepsi z nich se osvéddil Scopus
Al diky jeho vSestrannosti. Pro demonstraci velkého spektra funkci, které tato oblast nabizi
jsem dale vybral jako pfiklad Elicit a Research Rabbit. Zbylé subjekty tkoly splnily bud netpiné
nebo zcela nedostateéné.

Scopus Al je nové spusténa umeélainteligence spole¢nosti Elsevier. Je schopna odpovidat na
polozené dotazy, pfic¢emz dava odkaz na zdroj studie, ze které vychazi. Dale vytvori myslen-
kovou mapu, se kterou pracuje, vytvori seznam expertl na dané téma a navrhuje dopliujici
otazky k tématu. Pracuje s velkou databazi.

Research Rabbit je jedineény program zdarma, ktery na zakladé vybéru/kolekci ¢lanka se
kterymi pracujeme, vytvofi doporuceni studii novych, které mohou téma rozsirit.

Elicit prokazal nejvétsi schopnosti pfi praci s textem. Dokaze odpovédét na dotaz na zakladé
shrnuti studii na dané téma, extrahovat data z PDF souboru a vytvofit seznam pojmd, kterym
se studie na jednotlivé ttma mohou zabyvat. Program je placeny.

Pti praci s programy umeélé inteligence je tfeba podcitat s tim, ze to jsou v drtivé vétSiné pro-
gramy zcela nové a nejsou zdaleka neomylné. Pro praci s nimi je stale potfeba jejich praci
kontrolovat a mit pfehled a znalosti v oblasti, ve které je vyuzivdme. Nicméné v tuto chvili mohou
znacneé urychlit manualni praci prohledavani databézi a sumarizaci dat, kdy potfebné ukony
zvladnou béhem nékolika malo vtefin. Lze zcela jisté pfedpokladat, ze v nasledujicich letech
dojde k jejich inovaci a zdokonaleni algoritmi a tim se i vyrazné zvy$i moznost jejich vyuziti.

Chtél bych podékovat MUDr. Kamilu Durigovi, Ph.D. za jeho €as, ochotu, cenné rady, a hlavné za
to, ze mé inspiroval pro praci na tomto tématu. Dale bych chtél také podékovat MUDr. Michalu
Jurajdovi Ph.D. za jeho pomoc, ¢as a hodnotnou zpétnou vazbu.
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Structures of (S)-enantioselective
haloalkane dehalogenase from a pathogenic
Mycobacterium reveal a new mode of
homodimerization

Snajdarova Karolina'2, Marques Sergio Manuel'3, Damborsky Jifi':3, Bednaf David™ 3,
Marek Martin'2

' Loschmidt Laboratories, Department of Experimental Biology and RECETOX,
Faculty of Science, Masaryk University

2 Faculty of Medicine, Masaryk University

3 International Clinical Research Center, St. Anne's University Hospital Brno

Haloalkane dehalogenases (HLDs) are a family of a/B-hydrolase fold enzymes that employ SN2
nucleophilic substitution to cleave the carbon-halogen bond in diverse chemical structures,
the biological role of which is still poorly understood. Their most important biotechnological
applications include (i) biodegradation of environmental pollutants such as 1,2-dichloro-
ethane or 1,2,3-trichloropropane, (ii) decontamination of the warfare agent sulfur mustard,
(iiif) synthesis of optically pure compounds for the pharmaceutical industry and (iv) HaloTag
cell imaging. Atomic-level knowledge of both the inner organization and supramolecular
complexation of HLDs is thus crucial to understand their catalytic and non-catalytic functions.

Recently, genomic database mining searches for HLDs with novel properties identified a new
haloalkane dehalogenase, DmmarA, encoded in the genome of a waterborne pathogenic
bacterium Mycobacterium marinum M. A structural biology workflow was employed to explain
the enzyme’s (S)-enantioselectivity and dimeric form, both rare within the HLD enzyme family.
The DmmarA dehalogenase was produced recombinantly in E. coli, purified using affinity
and size-exclusion chromatography, crystallized, and its X-ray structure was solved. Structural
analysis, molecular modelling, and small-angle X-ray scattering were further utilized to clarify
its enantiopreference and oligomerization.

In our work, crystallographic structures of this (S)-enantioselective enzyme were determined
at 1.6 and 1.85 A resolution. The structures show a canonical apa-sandwich HLD fold with
several unusual structural features. Mechanistically, the atypical composition of the proton-
-relay catalytic triad (aspartate-histidine-aspartate) and uncommon active-site pocket reveal
the molecular specificities of catalytic apparatus that exhibits a rare (S)-enantiopreference.
Additionally, the structures reveal a previously unobserved mode of homodimerization, which
is predominantly mediated through L5-to-L5 loop interactions. This homodimeric association
in solution is confirmed experimentally by data obtained from small-angle X-ray scattering.
Utilizing the newly determined structures of DmmarA, molecular modelling techniques were
employed to elucidate the underlying mechanism behind its atypical enantioselectivity. The
(S)-preference can be attributed to the presence of a distinct binding pocket and variance in
the activation barrier for nucleophilic substitution.
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Collectively, we have solved the first high-resolution molecular structure of an (S)-enan-
tioselective haloalkane dehalogenase. Our findings highlight key molecular features that
distinguish the DmmarA enzyme from other members of the HLD family. The enzyme is now
fully characterized biochemically and structurally, enabling further protein engineering and
potential biocatalysis applications.

The authors would like to express their thanks for financial support to the Czech Science
Foundation (22-09853S).

Vliv glutamatu a specifického antagomiru na
spontanni elektrickou aktivitu hipokampalnich
neuronu

Polediiakova Anna', Golia§ova Zita?, Svecova Olga', Kral Martin', Brazdil Milanz?,
Bébarova Markéta'

' Fyziologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2 CEITEC, Masarykova univerzita
1. neurologicka klinika FNUSA a Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Epilepsie je chronické neurologické onemocnéni, na jehoz rozvoji se podili pfedevsim nerov-
novadha mezi excitaéni a inhibi¢ni neurotransmisi. Hlavni excitaéni neurotransmiter v CNS,
glutamat, mize pfi svém nadbytku prispét k hypersynchronni excesivni elektrické aktivité
neuron( a dle nékterych studii Ize jeho aplikaci do kultury neuronalnich bunék vytvofit model
epilepsie in vitro. Do epileptogeneze rovnéz zasahuji zmény exprese specifickych miRNA,
které jsou v soudasné dobé intenzivné zkoumany jako potencialni terapeutické feSeni farma-
korezistentni epilepsie. Tento pilotni projekt si kladl za cil posouzeni mozného excitaéniho
vlivu glutamatu a inhibi¢niho vlivu specifického antagomiru na spontanni neuronalni aktivitu.

Studie byla provedena na hipokampalnich neuronech izolovanych z neonatalnich potkan,
které byly kultivovany v médiu N/Basal obohaceném o doplriky B27, L-glutamin, penicilin/
streptomycin, plasmocin, BDNF (brain-derived neurotrophic factor) a NGF-B (nerve growth
factor ) na multielectrode array (MEA) €ipu (37°C, 95% 02 + 5% CQO2). Mé&feni elektrické
aktivity neurond jsme provadéli pomoci techniky MEA (Multichannel Systems; Reutlingen,
Némecko) od 7. dne in vitro (DIV7) pfi vzorkovaci frekvenci 25 kHz (5 min ustaleni + 10 min
zdznam pro analyzu).

V bézich RN002-RN006 byl do vybrané skupiny MEA vzork( aplikovan 10 uM glutamat
(10minutov aplikace s naslednym vyplachem; DIV12) a 6 dn(l pfed planovanym ukonéenim
snimani jsme aplikovali 30 nM antagomir pro snizeni exprese miR-142-5p, nasledovalo méreni
2., 3. a 5. den po jeho aplikaci. V bézich RNO07-RN012 jsme se soustfedili pouze na vliv
inhibitoru, ktery byl do experimentalni skupiny vzorkd pridan DIV21. Po jeho aplikaci byly
zaznamenany dal8i 3 méfeni, opét 2., 3. a 5. den.
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U vybranych vzorkl jsme pracovali s medianem frekvence hrotovych potenciald (tzv. spiki)
na jednotlivych elektrodach a po&tu aktivnich elektrod. Vzhledem k tomu, ze normalni rozlo-
Zeni dat bylo zamitnuto (Shapiro-Wilk test), bylo ovéreni signifikance pozorovanych rozdild
provedeno s vyuzitim neparametrickych t-testll (Wilcoxon a Mann-Whitney test).

Béhem kultivace doslo k signifikantni narGstu frekvence spikl i poc¢tu aktivnich elek-
trod jak u kontrolnich MEA vzorkd, tak u vzorkd s prechodnou aplikaci glutamatu
(n=7,P <0,05, resp. n =8, P <0,01). Median spike frekvence v den 0 (tj. v den aplikace
glutamatu) byl u kontrol 0,93 Hz (min. 0,36 Hz; max. 1,61 Hz) a u glutamatovych vzorku
1,18 Hz (min. 0,29 Hz; max. 3,36 Hz). Median poctu aktivnich elektrod byl ve dni O u kon-
trolnich vzorkd 23 (min. 12; max. 42) a u glutamatovych vzorkd 11(min. 1; max. 56).
Po 14 dnech kultivace signifikantné vzrostl median spike frekvence u kontrolnich vzork(
na 7,51 Hz (min. 4,53 Hz; max. 13,78 Hz; P < 0,05) a u glutamétovych vzorkd na 8,23 Hz
(min. 0,76 Hz; max. 20,73 Hz; P < 0,01). Median po¢tu aktivnich elektrod v tento den byl signifi-
kantné vy$sinez ve dni 0, v pfipadé kontrol 40 (min. 27; max. 52; P < 0,05) a u glutamatovych vzorkt
24,5 (min. 6; max. 59; P < 0,01). Mezi vyvojem elektrické aktivity u obou zkoumanych vzorku
nebyl patrny zadny vyznamny rozdil.

Ze souhrnné statistiky béhd RN002-RN012, ve které bylo hodnoceno 8 kontrolnich
a 9 antagomirovych vzorkd, vyplynulo, Ze frekvence spikl po aplikaci 30 nM antagomiru
vykazovala nesignifikantni sestupny trend a pfi porovnéani s kontrolou byl median frekvence
spikll posledni den méreni, tj. den 19, zhruba polovi¢ni (5,00 Hz po aplikaci antagomiru,
min. 1,43, max. 12,54, vs. 2,88 Hz u kontrolnich vzorkd, min. 0,50, max. 5,06; P = 0,11). Poget
aktivnich elektrod byl stabilni.

Dle naSich dosavadnich dat nelze pfechodnou 10minutovou aplikaci glutamatu vyuzit jako
model epilepsie in vitro. Pilotni data poukazuji na mozny inhibi¢ni vliv antagomiru proti miR-
-142-5p na spontanni elektrickou aktivitu neurond. Pokud toto potvrdi i finalni data, bude
mozné zvazit snizeni exprese této miRNA jako alternativni Ié¢bu farmakorezistentni epilepsie.

Podporeno z projektu GA23-05274S (Grantova agentura CR) a z projektu MUNI/A/1 547/?023
specifického vysokoskolského vyzkumu (Ministerstvo $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR).

Vliv myokardialni remodelace na EKG
u DOCA/salt modelu potkana

Laska Michal', Novakova Marie', Stracina Tibor’

'Fyziologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Jednim z dasledku hypertenze je myokardialni remodelace. Ta zpoc¢atku umoziiuje zachovat
Cerpaci funkci srdce, a i za zvySeného krevniho tlaku udrzet adekvatni dodavku kysliku do tkani.
Remodelace v§ak mize dale progredovat za rozvoje myokardialni fibrozy. Fibréza vznika na pod-
kladé aktivace fibroblast(i a méni elektrofyziologické vlastnosti srde¢ni tkané. Nezastupitelnou
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roli ve vyzkumu myokardialni fibrézy hraji animalni modely. Pfestoze je vS§eobecné znamo,
ze se remodelace srdce (fibr6za) projevuje i na EKG, nebyl tento fakt u animalnich modeld
dosud zkouman. Cilem této prace je charakterizovat zmény EKG a popsat souvislosti téchto
zmeén s navozenou remodelaci srdce u DOCA/salt modelu potkana.

V praci bylo pouzito 11 samcl potkana kmene Sprague-Dawley ve véku 6 tydn(. Zvifata byla
nahodné rozdélena do dvou skupin. Zvifata ze skupiny F (n = 6) podstoupila v celkové anestezii
unilateralni nefrektomii a byl jim aplikovan deoxykortikosteron acetat (DOCA, 20 mg/tyden,
s.c.; vehikulum: arasidovy olej, 0,2 ml). Do vody jim byla pfidavana smés soli (0,9 % NaCl,
0,3 % KCI). Zvirata kontrolni skupiny C (n = 5) podstoupila sham operaci a bylo jim podavano
vehikulum ve stejném aplika¢nim rezimu. Do vody jim nebyly pfidavany soli. Na zagatku expe-
rimentu, a nasledné ve druhém a tfetim tydnu bylo u zvifat provedeno méreni strukturalnich
(8ite stény a prGmér levé komory, frakéni objem myokardu (MFV)) a funkénich parametrt
srdce (ejekéni frakce levé komory (LVEF)) pomoci magnetické rezonance (pfistroj Bruker 9,4 T,
UPT AV CR). Tti tydny od indukce modelu byla viechna zvitata uvedena do celkové anestezie
a byl naméren 15minutovy zdznam EKG pomoci vpichovych elektrod a systému PowerlLab
(AD Instruments). V EKG zaznamu byla hodnocena délka P viny a PQ intervalu, Sitka QRS
komplexu a délka QT intervalu (korigovano dle Hodgese). Poté byla zvifata usmrcena, srdce
bylo odebrano a fixovano v neutralnim formalinu pro histopatologickou analyzu. Remodelace
srdce byla hodnocena na tenkych fezech barvenych hematoxylinem-eozinem a Goldnerovou
zeleni. Fibréza byla kvantifikovana jako pomér plochy fibrézni tkané viici celkové plose vzorku
vyjadfeny v procentech.

Béhem tfi tydnl doslo u skupiny F k signifikantnimu zvétseni Site stény levé komory v systole
(pfed indukci 3,50 + 0,41 mm; 3 tydny po indukci 4,49 + 0,66 mm; p = 0,0180). U skupiny
F byl rovnéz zjistén signifikantni nardst frakéniho objemu myokardu a ejekéni frakce ve
druhém (MFV: 65,39 + 3,02 %, p = 0,0034; EF: 85,60 + 2,70 %, p = 0,0412) i tfetim tydnu
(MFV: 70,86 + 4,64 %, p = 0,0013; EF: 87,63 + 1,62 %, p = 0,0391) ve srovnani s méfenim pred
indukci (MFV: 61,98 + 5,50 %, EF: 76,56 + 4,47 %). Pti porovnani se skupinou C doslo u skupiny
F k signifikantnimu néarUstu frakéniho objemu myokardu a ejekéni frakce, a to jak ve druhém
(p = 0,0477), tak i ve tietim tydnu experimentu (p = 0,0011). Analyza EKG prokazala, Zze PR
interval byl signifikantné prodlouzen u skupiny F (55,6 + 4,5 ms) v porovnani se skupinou C
(43,0 £ 1,1 ms; p = 0,0333). Ve skupiné F doslo u QRS komplexu (19,6 + 1,3 ms) k signifi-
kantnimu rozsireni proti skupiné C (17,3 = 1,5 ms; p = 0,0486). Intersticialni, perivaskularni
i replacement fibréza byla detekovana ve vSech vzorcich skupiny F (0,86 + 0,73 % tk&né vzorku
postiZzeno fibrézou), naopak u skupiny C nebyla fibr6za pozorovana viibec (p = 0,0346). | kdyz
vysledek korelaéni analyzy nebyl signifikantni, je patrny vztah mezi Sitkou QRS komplexu a MFV
(r=0,6298; p = 0,0510).

Tato prace jednoznacné doklada, ze u DOCA/salt modelu u potkana dochazi béhem tfi
tydnU k myokardialni remodelaci, coz se projevuje zvétSenim §Site stény levé srde¢ni komory,
myokardialniho frakéniho objemu a vznikem myokardialni fibrézy. Tyto zmény vSak nejsou
spojené s poklesem ejekéni frakce levé komory. Remodelace myokardu se u potkan( rovnéz
projevuje na EKG, a to prodlouzenim intervalu PR a roz8ifenim komplexu QRS. To naznacduje
prodlouzeni vedeni depolarizace jak v sinich, tak v komorach. Model DOCA/salt u potkand
poskytuje prostor pro zkoumani dopadll remodelace na elektrofyziologické vlastnosti myo-
kardu. S vyuzitim pokrocilych metod a zavedenych animalnich model se tak oteviraji nové
moznosti vyzkumu nejen remodelace myokardu.
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Dékujeme MUDr. Michalu Hendrychovi (1. Gstav patologie, FN USA a LF MU) za histologickou
analyzu vzork(, doc. Ing. Radovanu Jifikovi, Ph.D. a Ing. Jitimu VitouSovi (Ustav pfistrojové
techniky, AV CR) za méFeni a analyzu parametri pomoci magnetické rezonance. Prace byla
podporena projekty MUNI/A/1343/2022 a MUNI/A/1547/2023.

Vliv stimulace nervus vagus na elektrickou
aktivitu srdce u laboratorniho potkana

Antes Josef!

1 Ustav patologické fyziologie, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Nervus vagus (VN) je jednim z 12 hlavovych nerv(. Jak uz jeho jméno naznacuje, bloudivy nerv
inervuje organy po celém téle — od svalll mékkého patra az po lienalni flexuru tlustého streva.
Praveé Sife jeho plsobnosti napfi¢ mnoha organovymi systémy je dlivodem, pro¢ je stimulaci
bloudivého nervu vénovana védeckou obci zna¢na pozornost. Klinicky se jiz rzné varianty
stimulace VN pouzivaji k Ié¢bé farmakorezistentnich epilepsii a depresi. Dale se intenzivné
studuji dopady stimulace na kardiovaskularni systém a na modulaci sepse. Cilem naseho
projektu bylo pozorovat vliv levostranné a pravostranné stimulace VN na EKG laboratorniho
potkana. A nasledné vyhodnotit, zda-li na EKG bude pozorovatelny rozdil mezi levostrannou
a pravostrannou stimulaci.

Jako modelovy organismus byli pouziti samci laboratorniho potkana ve varianté Sprague-
-Dawley s hmotnosti 275-329 gram(. Soubor 12 zvifat byl rozdélen do 2 stejné pocetnych
skupin. Ve skupiné LR byl jako prvni stimulovan levy vagus, poté pravy nerv. Ve skupiné RL bylo
poradi opa¢né. Pro experiment byli potkani anestezovani pomoci isofluranu, nasledné byli
zaintubovani kanylou a napojeni na umélou plicni ventilaci. Pro anestezii byl pouzit isofluran
ve smési kysliku a medicinského vzduchu v poméru 30 % / 70 %. Inicialné byla pouzita 5%
koncentrace isofluranu, nasledné byla kontrakce snizena na 3 %.

Nasledovalo rozstfihnuti klize mezi bradovym vybézkem a manubrium sterni. Svalovou vrstvu
jsme preparovali tupou preparaci pomoci mikrochirurgickych pinzet pod kontrolou chirurgic-
kého mikroskopu. Tato preparace méla za kol zpfistupnit nervus vagus v trigonum caroticum.
Nervus vagus zde probiha podél arteria carotis communis. Preparaci jsme na obou stranach
odistili bloudivé nervy a jeden z nich byl nasledné zavéSen na dvé hakovité bipolarni elektrody,
pomoci kterych probihala pfima stimulace (20 Hz, 1 mA). Ve skupiné LR byl prvné vyvésen levy
nerv, ve skupiné RL naopak pravy. Dale byly do podkozi v oblasti koznich virG axil a pravého
tfisla vpraveny elektrody pro sniméani jednosvodového zaznamu EKG. Na celou operaci bylo
vyhrazeno 15 minut.

Ze zaznamu EKG kazdého zvirete byla spocitana primérna srdecni frekvence (SF) v nasledu-
jicich minutovych Usecich: Gvodni klidovy zdznam elektrické aktivity srdce (C1), 5minutova
stimulace nervus vagus (L/R 1-5), poté minuta klidového zaznamu po prvni a pfed druhou
stimulaci (C2-3), nasledovala 5minutova stimulace kontralateralniho nervu (R/L 1-5) a nakonec
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opét klidovy zaznam (C4-5). Z analyzy dat nasledné vyplynulo, Ze existuje statisticky vyznamny
pokles SF pfi zahajeni prvni stimulace u obou skupin (C1 vs. L/R1). Pfi zahajeni druhé stimu-
lace byl prokazan statisticky vyznamny pokles ve skupiné RL (C3 vs. L1), nicméné v druhé
skupiné uz prokazan nebyl (C3 vs. R1).

Experiment ndm umoznil ziskat pfedstavu o reakci SF potkana na elektrickou stimulaci ner-
vus vagus v zavislosti na tom, ktery nerv je stimulovan. Silngjsi efekt jsme mohli vypozorovat
u levostranné stimulace bez ohledu na to, jestli se jednalo o prvni nebo druhou stimulaci.
Déle bychom mohli testovat hypotézu, zda by i pfi vétSim poctu zvifat ve vzorku zUstal pokles
SF v iseku C3 - R1 statisticky nevyznamny. P¥i vét§im poctu pokusl by bylo mozné zaméfit
se i navyvoj SF béhem stimulace. V neposledni fadé by v vahu pfipadalo i sledovani arytmii
typu AV blokéad, které se béhem stimulaci sporadicky vyskytovali v nasich pokusech.

Rad bych podékoval mym 8koliteldm MUDr. Michalu Jurajdovi, Ph.D a MUDr. Kamilu
Duriovi, Ph.D. za jejich pomoc pfi vyzkumu, pfedani teoretickych i praktickych znalosti a sta-
tistické zpracovani dat. Dale bych chtél pod&kovat mé kolegyni Klafe Zembové za spolupraci
pfi provadéni vSech experimentll a Matusi Litvinovi a Laufe Niznikové za pomoc s aneste-
ziologickou &asti operaci.

Zmeny elektrickej aktivity podmienené
neurodegeneraciou

Liséakova Barbora', Angelovski Andrijana’, Svecova Olga', Hfibkova Hana?,
Sedmik Jifi?2, Bohac¢iakova Dasa?, Klimes Petr3, Kolajova Martina®, Brazdil Milan?,
Bébarova Markéta'

' Fyziologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

2 Ustav histologie a embryologie, LékaFska fakulta, Masarykova univerzita

2 Ustav pfistrojové techniky, Akademie véd Ceské republiky

41. neurologicka klinika, Fakultni nemocnice u sv. Anny a Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita

Etiolégia zvySenej elektrickej aktivity je u mnohych pacientov s epilepsiou neobjasnena.
Nedéavne zistenia poukazuju na pritomnost proteinov asociovanych s neurodegeneraciou
(NAPs, z angl. Neurodegeneration-Associated Proteins) u epileptickych pacientoch. ZvySene
riziko rozvoja epileptickych zachvatov vykazuju aj pacienti trpiaci Alzheimerovou chorobou,
ktorej kauzalne proteiny patria prave medzi NAPs. Neuralne tkanivo s potencidlom rozvoja AD
teda predstavuje adekvatny model pre pozorovanie zmien v elektrickej aktivite a ich pripadné
prepojenie s vyskytom NAPs, ¢im dava moznost hlbSie porozumiet vzniku epileptogenného
substratu a patogenéze epileptickych ochoreni.

In vitro analyza elektrickych zmien v pritomnosti neurodegeneracie bola uskutoénena na
cerebralnych organoidoch pripravenych z neurénov diferencovanych z ludskych indu-
kovanych pluripotentnych buniek (hiPSC, z angl. human induced pluripotent stem cells)
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pacienta s familidrnou formou AD (nAD = 5) a zdravého nepribuzného jedinca (nNWT = 6).
Zaznam elektrickej aktivity bol uskutoéneny prostrednictvom systému multielectrode array
(MEA; MEA2100-Lite-System, 60MEA-200/30iR-Ti, Multichannel Systems). Organoidy boli kul-
tivované na MEA kompatibilnych ¢ipoch a ich aktivita bola zaznamenavana v diferenciaGnych
dnioch D72 az D139 (37 °C). Analyza aktivity prebehla v 5.-15. minute zdznamu. Detekované
boli hrotové vyboje o kratkom trvani, tzv. spikes, a skupiny hrotovych vybojov, tvz. bursts. Kedze
data nevykazovali normalne rozlozenie (Shapiro-Wilk test), overenie signifikancie vybojovych
parametrov bolo uskutoénené prostrednictvom Mann-Whitney testu.

Pri analyze burst aktivity v jednotlivych diferenciaénych tyzdfioch bol zaznamenany sig-
nifikantny rozdiel v poéte aktivnych elektréd (DW13: WT 2,54 vs. AD 8,48 %, DW15: WT
2,54 vs. AD 15,25 %, DW16: WT 4,24 vs. AD 22,03 %, DW17: WT 2,54 vs. AD 16,50 %;
P < 0,05) pricom vo vSetkych vzorkach zaberal organoid celd snimaciu plochu tj. 60/60
elektréd. Dal$i vyznamny rozdiel bol zaznamenany v priemernej dizke trvania burstu
( DW17: WT 199,0 vs. AD 373,2 ms, DW19: WT 188,9 vs. AD 262,8 ms, P < 0,05) a v poéte
hrotovych potencialov v burste (DW17: WT 7,0 vs. AD 14,0, DW19: WT 6,0 vs. AD 9,3; P < 0,05).
Rozdiely medzi AD a WT v burst-frekvencii (tj. po¢et burstov za minutu), interburstovom inter-
vale a frekvencii hrotovych vybojov v burste neprekrogili hladinu signifikantnosti v ziadnom
z meranych tyzdnov. AD organoidy teda vykazovali vy8Siu elektricka aktivitu ako WT organoidy.

ZvySena aktivita v doterajSich pozorovaniach poukazuje na spojitost medzi vyskytom AD
a zvySenim elektrickej aktivity v neuradlnom tkanive a to hlavne v celkovej aktivite organoidov
v ramci poc¢tu aktivnych elektréd. AD tkanivo mé tendenciu udrziavat dlhSie trvanie burstov
s vy§8im obsahov hrotovych potencialoch v nich

Podporené projektmi NU22-04-00366 (Ministevrstvo zdravotnictva CR), LX22NP051VO7
(Ministerstvo 8kolstva, mladezZe a telovychovy CR), 24-12028S (G[antové agentura CR)
a MUNI/A/1547/2023 (Ministerstvo 8kolstvi, mladeze a télovychovy CR).
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Klinicka sekce - chirurgické obory

Novy experimentalni model pro studium
periferni nervové regenerace v terénu
reanimace obli¢eje metodou dvojité reinervace

Macek Jan', Bayezid K. Can', Kubiékova Lucie?, Joukal Marek?, Streit Libor!

' Klinika Popalenin a Plastické chirurgie, Fakultni Nemocnice Brno
2 Anatomicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Jednim ze slibnych novych pristupl v reanimaci obliGeje je duélini reinervace. Mezi nejvy-
znamnéjsi determinanty klinického vysledku patfi vybér vhodného nervu pro reinervaci. Tato
technika se jevi jako velmi slibna, nicméng, evidence-based data pro fradné zhodnoceni této
metody v literatufe stale chybi, stejné jako zvifeci model.

Cilem této prace je predstavit zvifeci model reanimace oblieje technikou dvojité reanimace
v potkanech Wistar a ovéfit jeho technickou a anatomickou funkénost.

Ctrnact potkant bylo rozdéleno do &tyF experimentalnich a jedné kontrolni skupiny dle poétu
stazi operace (jedna ¢&i dvé) a anastomotického pfistupu. Nejprve byl odhalen a odebran
n. suralis pro pouziti jako Cross facial nerve graft (CFNG). Nasledné byla provedena anasto-
moéza s kontralateralni bukalni vétvi n. facialis a CFNG protazen subkutannim tunelem na
ipsilateralni stranu.

CFNG a motoricky nerv k m. masseter byly koaptovany s ipsilateralnim (prferusenym) n. faci-
alis, jeden technikou end-to-side a druhy technikou end-to-end (u druhé skupiny obracené).
Praméry a délky nervd byly zméfeny a zaznamenany.

Po Sesti mésicich byl potkantim aplikovan Fluoroemeraldovy tracer a po 24hodinové inkubaci
a utraceni zvitat byly odebrany vzorky perifernich nervi a mozkového kmene pro analyzu pod
fluorescenénim mikroskopem.

Zakrok byl technicky proveditelny (z hlediska délky a prdmeéru nervll) u vSech jedendcti zvirat
pokusné skupiny. Z téchto jedenacti zvifat prezilo devét Sestimésicni regeneracni periodu.
Aktivita traceru byla pozorovana u kazdé z pokusnych skupin, indikujici rlist axon( skrz ana-
stomdzu. Délka zakrok( u jednotlivych skupin se zasadné neliSila.

N&s model je z technického i anatomického hlediska funk&ni, reanimaci obli¢eje technikou
dvoijité reinervace jsme u potkant Wistar provedli s vysokou Uspésnosti. Aplikace traceru,
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odbér vzorku a mikroskopicka evaluace byly provedeny bez vyznamnych technickych prekazek,
coz do budoucna umoziuje Sirokou Skalu experiment( proveditelnych na nasem modelu.

Rad bych podékoval za vSechnu pomoc a vedeni svému Skoliteli, panu doc. MUDr. Streitovi PhD.
a stejné tak panu doc. MUDr. Joukalovi, Ph.D. za cenné rady a konzultace. Velky dik patfi téz pani
MVDr. Kubickové, Ph.D. za nekone&nou trpélivost a pomoc nejen s fluorescenéni mikroskopii.

Chirurgicka lééba karcinomu pankreatu

Kitzlerova Anezka', Hlavsa Jan', Prochazka Vladimir’

' Chirurgicka klinika FN Brno a Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Duktalni adenokarcinom pankreatu (KP) je nej¢ast&j$im malignim nadorem slinivky bfisni.
Predstavuje jednu z nejagresivnéjsich solidnich malignit, pétileté preziti pacientli se pohybuje
mezi 2-9 %. Za jediny potencialné kurativni vykon je povazovana chirurgicka resekce. V dobé
diagnozy Ize chirurgicky odstranit méné nez 20 % nadoru. Nejcasté;jsi pri¢inou je diseminace
a lokalni pokrocilost. Median pfreziti se po resekci pankreatu pro duktalni adenokarcinom
pohybuje mezi 17 a 40 mésici. Cilem prace je analyza vysledkd chirurgické Ié¢by vybranych
pacientl s KP operovanych na Chirurgické klinice FN Brno a LF MU.

Analyzovana byla data 10 vybranych pacientd, ktefi na Chirurgické klinice FN Brno a LF MU
podstoupili hemipankreatoduodenektomii pro duktalni adenokarcinom pankreatu. U jednotli-
vych pacientu byly sledovany a hodnoceny nasledujici parametry: pohlavi, vék, klinické stadium,
grade nadoru, pocet patologem vySetfenych uzlin, radikalita resekce, tfimésiéni morbidita,
doba hospitalizace, onkologicka Ié&ba, doba bez nemoci, typ recidivy a celkové preziti.

Radikalita resekce byla dle hodnoceni bez Leedského protokolu klasifikovana jako RO v 90 %, pfi
hodnoceni dle Leedského protokolu bylo jako RO klasifikovano 20 % resekci. Ostatni pfipady byly
hodnoceny jako kategorie R1. Klinické stddium nadoru bylo zastoupeno nasledovné: T1 -0 %,
T2-10%,T3-90%,NO-10%, N1-40%, N2 -50 %, MO - 100 %, M1 -0 %. Nador byl u 70 %
pacientu klasifikovan jako G2, u 30% jako G3. Celkova doba hospitalizace ¢inila v prdméru
23 dni (min 12, max 57). Klinicky vyznamné komplikace byly zaznamenany u 1 pacienta (10 %).
U 5 pacient( (50 %) byly zaznamenany méné zavazné komplikace. Adjuvantni chemoterapie
(adjCHT) byla doporu¢ena u 8 pacient(i (80 %), u 1 pacienta doporuéena nebyla. Jeden pacient
byl pfedlé€en neoadjuvantni chemoterapii. Prvni linii adjCHT dokongili 4 pacienti. U ostat-
nich pacientl nebyla prvni linie dokonéena.Priimérna doba bez nemoci (DFS) byla 9 mésicu.
Nejcastéji se onemocnéni vracelo ve formé metastaz do jinych organt (70 %), ve zbyvajicich
pripadech (30 %) se jednalo o kombinaci vzdalené metastazy a lokalni recidivy. Median
celkového preziti dosahl 16,5 mésicll. Celkové preziti bylo deli u pacientli s nadorem gradu
2 oproti pacientim s gradem 3 (median: 20 mésicl vs. 13 mésica). U skupiny pacientd,
ktefi absolvovali kompletni prvni linii terapie, bylo ve srovnani s pacienty, ktefi z néjakého
divodu adjuvantni lé¢bu nedokongili, zaznamenano delsi DFS i celkové preziti (11,25 mésicl
resp. 19,25 mésicu vs. 9,25 mésicu resp. 14 mésich).
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Nase vysledky potvrdily, Ze progndza pacientl operovanych pro KP neni pfizniva. U vétSiny
pacientl nemoc v pomérné kratkém case recidivuje a celkové preziti je u vétSiny pacientl do
20 mésicl. Dlouhodobé vysledky pacientll mize zlepsit podani adjuvantni IéEby po operaci,
pro kterou je nutny dobry klinicky stav pacienta. Operaéni vykon je ale spojen s relativné ¢as-
tym rozvojem pooperacnich komplikaci a dlouhou dobou hospitalizace. To mlze znemoznit
podani adjuvantni lé&by. Uplné dokoné&eni adjuvantni lé&by spoleéné s niz&im gradem nadoru
také pusobilo jako faktor zlepSujici vyhledy pacienta.

Rada bych podékovala MUDr. Janu Hlavsovi, Ph.D. za odborné vedeni prace
a doc. MUDr. Vladimiru Prochazkovi, Ph.D. za moznost pracovat na tomto projektu.

Measurement of nasal inner lining for purposes
of total nasal reconstruction using 3D
modelling and Heron's formula

Cenker Dominik', Kubat Martin', Dvorak Zdenék'

' Department of Plastic and Aesthetic Surgery, St. Anne's Faculty Hospital, and Medical
Faculty of Masaryk University

The reconstruction of the full-thickness defect is a challenging surgical procedure. Recon-
struction of inner lining (IL) is one of the essential parts during reconstruction. A larger flap
is commonly harvested than necessary and is trimmed by a surgeons during the operation
which lead to bigger donor site morbidity and extension of operation time. The aim of this
study was to create reliable, reproducible preoperative planning for IL flap calculated from
external nose parameters and comparison of the accuracy of calculations with CT scan.
We hypothesize that personalized IL area can be calculated with modified mathematical
Heron's formula from 3D scans data of external nose and can lead to preoperatively plan
and harvest smaller flap.

The study included DICOM data from head CT scans of 60 Caucasian patients (30 males and
30 females). The data was imported into Slicer software. Using the manual thresholding tool,
we created a 3D model of the nose and its inner lining. The surface area of the inner lining was
then precisely calculated using the area measurement tool (Method 1). These measurements
and results were used for comparison with a faster, less expensive, and less time-consuming
method, namely calculating the area of the inner lining using Heron's formula based on the
external dimensions of the nose (Method 2).

In men group, the mean area of the septal inner lining (SIL) was 6.86 cm? for Method 1 and
6.60 cm? for Method 2. The mean area of the alar inner lining (AIL) was 7.52 cm? for Method
1 and 7.76 cm? for Method 2. The mean total inner lining area (TIL) was 28.76 cm? for Method
1 and 28.72 cm? for Method 2. The mean difference between the two methods was -0.26 cm?
for the SIL, +0.24 cm? for the AlL, and -0.04 cm? for the TIL.
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In women group, the mean area of the SIL was 5.91 cm? for Method 1 and 5.49 cm? for Method
2. The mean area of the AlL was 6.51 cm? for Method 1 and 6.37 cm?2 for Method 2. The mean
TIL was 24.85 cm? for Method 1 and 23.73 cm? for Method 2. The mean difference between
the two methods was -0.42 cm? for the SIL, -0.14 cm? for the AIL, and -1.12 cm? for the TIL.

The study demonstrates that the area and dimensions required for inner lining creation in
total nasal reconstruction can be accurately determined using external nasal parameters and
mathematical calculation. By achieving an accurate flap size, the invasiveness of the procedure
is reduced, effectively preventing complications such as airway obstruction and the need for
revision surgery. The mathematical calculation-based measurement method is accurate, fast,
and replicable, making it a valuable tool for surgeons. By adopting this method, surgeons can
achieve a more aesthetically pleasing and functionally optimal reconstructed nose, leading
to lower donor site morbidity, shortening of operation time and higher patient satisfaction.

I would like to express my deepest gratitude to MUDr. Kubat and doc. MUDr. Dvoréak for provi-
ding me with the opportunity to work on this research project, for their exceptional guidance
and for the invaluable advice they shared with me. Special thanks to Mgr. Natalia JankaniGova
from ICRC for her work on statistical analysis. This project was supported by project grant
EIPPRSIV MUNI/A/1610/2023.

Populaéna retrospektivna
Studia pacientov hospitalizovanych
s popaleninami a ich klinické charakteristiky

PetrasSkova Livia', Selecka Dusana’, Rucki Janusz', Kotradyova Marianna’,
Bartkova Jilia’

' Klinika popalenin a plastickej chirurgie, Fakultnd nemocnica Brno, Lekarska fakulta,
Masarykova univerzita

Popaleniny, z pohladu zdravotnej starostlivosti, predstavuju vyzvu a vyzaduju kompv)lexny
pristup. V priemere 3% pacientov, zo vSetkych nemocni¢nych oSetreni popélenin v Ceskej
republike, potrebujld hospitalizaciu.

Zber dat pre retrospektivnu Studiu prebiehal v priestoroch Kliniky popalenin a plastickej
chirurgie Fakultnej nemocnice Brno, manualne cez nemocni¢ny systém.

Do §tudie bolo zaradenych 1378 pacientov. Selek&nymi kritériami boli vek v ¢ase Urazu
miniméalne 18 rokov, pritomnost popaleninového poranenia a hospitalizadcia v obdobi
od 1.1.2016 do 31. 12. 2022.
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Priemerny vek pacientov nasej $tudie bol 47,54 + 17,94 rokov (IQR = 32,25-61), s vyraznejSim
zastupenim muzského pohlavia (n = 992, 66,91%). Index telesnej hmotnosti bol v priemere
27,01 £ 5,67 kg/m2 (IQR = 22,91-29,89).

Popaleninu 3. stupfia sme zaznamenali u 1030 pripadov (74,75%). 59 pacientov (4,28%)
utrpelo inhalaéné trauma. Priemerny rozsah popalenin (TBSA - Total Body Surface Area) bol
7,11 + 8,98% (min. 0, max. 88). NajcastejSim ABSI skére (Abbreviated Burn Severity Index)
bola kategoéria 4-5 (n = 724; 52,5%), s priemernym skoére 5,24 + 1,53.

Stredna dizka hospitalizacie bola 16,64 + 14,24 dni (IQR 7-22; min. 1; max. 154). Ako fak-
tory predlzujlice hospitalizaciu sme zaznamenali vek (p < 0,001), TBSA (p < 0,001), ABSI
skére (p < 0,001) a pritomnost diabetes mellitus Il (p = 0,003). Preklad na jednotku intenziv-
nej starostlivosti bol nevyhnutny pre 275 pacientov (19,96%), s priemernou dizkou pobytu
21,01 + 17,67 dni (IQR 8-27; min. 1; max. 129).

U etioldgie popalenin sme pozorovali rozdiel medzi pohlaviami — muzi naj¢astejSie utrpeli
popaleninu ohifiom (n =476; 51,63%), zatial o u Zien prevladalo oparenie hordcimi tekutinami
(n =220; 48,25%). Vacésina traum bola nadhodnych (n = 1355; 98,40%).

Zrozumitelné spracovanie epidemiolégie u pacientov hospitalizovanych s popaleninami
je nevyhnutné pre zlepSenie ich zdravotnej starostlivosti, rovnako ako pre rozvoj v oblasti
prevencie tychto urazov. Objektivne a porovnatelné vysledky mézu byt zdkladom pre medzi-
narodnu databazu.

Podakovanie patri tutorke MUDr. Julii Bartkovej, MBA a Klinike popélenin a plastickej chirurgie
Fakultnej nemocnice Brno.
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Klinicka sekce - interni obory

Autonomni dysfunkce u pacienti

s roztrousenou skler6zou hodnocena pomoci
ceské a slovenské verze dotazniku
COMPASS 31

Lisa Karolina', Srotova Iva', VIékova Eva', Koléava Jan', Kogica Jan',
Hladikova Magdalena', Adamova Blanka', Lisa Iveta?, Lisy Lubomir?

' Neurologicka klinika a FN Brno, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
211. neurologicka klinika LFUK a UNBA
% Neurologicka klinika SZU a UNBA

Autonomni dysfunkce (AD) je u pacientll s roztrouSenou sklerézou (RS) ¢asta. Jeji preva-
lence se dle raznych studii pohybuje v rozmezi 45-85 %. Nejcastéji se jedna o postizeni
kardiovaskularniho systému, sfinkterovou a sexualni dysfunkci. Pfestoze klinické projevy
AD maiji negativni vliv na stav pacientl byvaji ¢asto poddiagnostikované. Nejdostupné&jsim
diagnostickym nastrojem ke zhodnoceni AD jsou cilené dotazniky, napfiklad The Composite
Autonomic Symptom Scale 31 (COMPASS-31). Cilem prezentované prace je posoudit ¢etnost
a charakteristiky AD u pacient( s RS ve srovnani se zdravymi kontrolami (ZK) u ¢eské a sloven-
ské skupiny a zjistit vztah mezi AD a charakteristikami onemocnéni RS (trvani onemocnéni,
rozs$irena skala stavu postizeni (EDSS)).

Prlrezova studie zahrnuje 100 ¢eskych pacientl s RS (priimérny vék 43,3 + 10,7 let; 70 % Zen)
a 118 ZK (primérny vék 40,3 + 11,7 let; 74 % zen). Druhou skupinou byla slovenska vzorka
66 pacientl s RS (priimérny vék 41,5 + 21 let; 66,6 % Zen) a 66 zdravych control (prdmérny
vék 45 + 21 let; 69,7 % Zen) V8ichni pacienti byli klinicky vySetfeni vé. hodnoceni jejich funké-
niho postizeni pomoci Skaly EDSS (Expanded Disability Status Scale). AD byla u RS pacient
i ZK hodnocena pomoci ¢eské a slovenské verze skére Composite Autonomic Symptom
Score-31 (COMPASS-31).

Vice nez 94 % zarazenych ¢eskych pacientl s RS uvadélo zmény ve > 2 doménach dotazniku
COMPASS-31 (skére > 0). U slovenské skupiny 8lo az o0 96,9 %. U ¢eskych ZK byly zmény
ve = 2 doménéch u 79 %, u slovenskych ZK Slo o 83 %. U obou skupin vidime statistickou
vyznamnost (p<0,01). Ve srovnani se ZK vykazovali pacienti s RS v ¢eské i slovenské sku-
piné statisticky vysoce vyznamné vyssi celkové skore COMPASS-31 (p<0,001). Taktéz bylo
prokazané signifikantné vysSi dil¢i skére v jednotlivych hodnocenych doménach u ceské
skupiny pacient(: ortostaticka intolerance p < 0,001; sekretomotoricka dysfunkce p = 0,002;
sfinkterova dysfunkce p < 0,001; pupilomotorika p = 0,004. U slovenské skupiny pacienti s RS
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vyslo signifikantne vyssi dil&i skére vdoméne sekretomotorické (p = 0,005), gastrointestinalni
(p = 0,007) a pupilomotorické dysfunkce (p = 0,0004). Celkové COMPASS-31 skére u Eeské
skupiny vykazovalo stfedné silnou pozitivni korelaci s celkovou hodnotou EDSS (Spearmantv
koeficient p = 0,45). U slovenské skupiny tato korelace byla mirné slabsi (Spearmantv koe-
ficient p = 0,2). Stfedné silna pozitivni korelace byla prokazana u ¢eské skupiny mezi domé-
nami reflektujicimi sfinkterovou dysfunkci v ramci EDSS a v ramci dotazniku COMPASS 31
(p = 0,49). Naopak korelace mezi dobou trvani onemocnéni a celkovym skére COMPASS 31
nebyla prokdzana ani u jedné sledované skupiny (p = 0,03). Rozdily ve vysledcich dotazniku
mezi slovenskou a ¢eskou skupinou nevykazovali statistickou vyznamnost (p>0,05).

Prezentovana studie potvrdila pfedpoklad, ze AD je u pacient( s RS ¢asta. NejCastéji se jedna
o sfinkterovou dysfunkci, ortostatickou intoleranci, sekretomotorickou, gastrointestinalni
a pupilomotorickou dysfunkci. Tize AD pozitivné koreluje s funkénim postizenim pacient(
hodnocenym pomoci EDSS.

Vyskum vznikl ve spolupréaci s centrem pro roztrousenou sklerézu neurologické kliniky FN
Brno, Il. neurologické kliniky LFUK a UNBA (Bratislava, SK) a neurologické kliniky SZU a UNBA
(Bratislava, SK). Cht&la bych podé&kovat moiji $kolitelce MUDT. Ivé Srotové Ph.D. za vedeni pfi
realizaci této prace.

Lateralni switch z natalizumabu na anti-CD 20
terapii u pacientu s roztrousenou sklerézou

Benetinova Vanda', Srotova Iva', Hladikova Magdalena', Flaarova Sabina’,
VIckova Eva'

" Neurologicka klinika Fakultni nemocnice Brno, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Roztrousena sklerdza (RS) je chronické autoimunitni onemocnéni s prvky neurodegenerace,
které postihuje ¢astéji zeny nez muze. Prvni klinické symptomy se objevuji vétSinou mezi
20-40 lety. Onemocnéni se vyznacuje velkou variabilitou klinického prabéhu (od velice rychle
progredujicich forem vedoucich b&éhem nékolika let k t6zké invalidizaci pacienta, az po formy
relativné mirné). Nemoc v sou¢asnosti neumime zcela vylécit, ale diky ¢asnému zahajeni

Lécba vSak musi byt adekvatni tizi zakladniho onemocnéni a prizplisobena individualnim
potfebam pacienta.

V rdmci prezentované studie se zamérime na lateralni switch (tedy vyménu terapie za pfipra-
vek stejné linie) u pacientl s RS, ktefi byli [é¢eni monoklonalni protilatkou natalizumabem,
a u kterych probéhlo vysazeni natalizumabu a nasazeni na Ié¢bu monoklonalnimi protilatkami
zamérenymi proti znaku CD20 B lymfocytl tzv. anti-CD20 protilatky, jako jsou humanizovana
protilatka ocrelizumab a plné humanni protilatka ofatumumab.
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Dlvodem pro zménu nebyla neefektivita stavajici éCby, ale bezpecénosti riziko, pfedev§im
riziko rozvoje vzacného, infekéniho a velice zavazného onemocnéni - progresivni multifokalni
leukoncefalopatie (PML). Riziko rozvoje PML roste Umérné s délkou terapie natalizumabem
u pacientu, ktefi maji pozitivni protilatky proti John Cunningham viru, jehoz reaktivace u imu-
nosuprimovanych osob toto onemocnéni zplsobuje.

V rdmci retrospektivni studie byla vyhodnocena data celkem 25 pacientt (21 zen, pramérny
vék 52,1+ let) s relaps remitentni RS, u kterych byl proveden lateralni switch z natalizumabu
na anti-CD 20 terapii.

Retrospektivné se hodnotila klinicka a radiologicka stabilita pacientt po vysazeni natalizumabu
a v nasledujicich 12 mésicich od nasazeni anti-CD 20 terapie.

VétSina pacientl 21 (84 %) zvladla vysazeni natalizumabu a nasazeni na anti-CD 20 medikaci
bez klinické a radiologické progrese. U 1 pacienta doslo k radiologické progresi bez korelatu
v klinickém zhorseni. U 2 pacientek béhem 12 mésict na anti-CD20 terapii doslo k mirnému
narustu disability.

Kvolbé terapie je vzdy nutné pfistupovat maximalné individualné a pravidelné vyhodnocovat
pomér rizika a dlouhodobé efektivity terapie.

Limity této studie jsou kratkodobé sledovani pacientt a relativné nizky pocéet pacientd, coz
vyplyva i z dalSich studii. Do budoucna bude vhodné prodlouzit délku sledovani i rozsifit
soubor pacient(.

Prace byla podporena projektem spegifického vyzkumu ¢. MUNI/A/1525/2023 a projektem
institucionalni podpory FN Brno MZ CR - RVO (FNBr - 65269705).

Chtéla bych podé&kovat MUDT. lvé Srotové Ph.D. za vynikajici vedeni ve véech aspektech této
prace. Jeji motivujici pfistup a cenné rady pfispély ke zdarnému dokonceni této studie. Dékuji
také MUDr. Sabiné FlaSarové a MUDr. Magdalené Hladikové Ph.D. za vstficnost a pomoc pfi
zpracovani dat. V neposledni fadé dékuji vedeni Neurologické kliniky FN Brno za moznost
podilet se na tomto projektu.
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Perkutanni koronarni intervence (PCI): Vliv EKG
parametru pred vykonem na vznik post-PCI
arytmii

Filka Lukas®

" Interni kardioangiologicka klinika, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brnég,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Perkutanni koronarniintervence (PCI) je nechirurgicky zakrok, ktery se pouZiva k revaskularizaci
koronarnich tepen a zlep$eni krevniho zadsobeni myokardu. Pocet téchto zakrokll celosvétové
roste a Ceska republika se fadi mezi zemé s nejvy$sim podtem vykonG na milion obyvatel.
| kdyz PCI pfinasi nesporné benefity pro pacienty s koronarnim arteridlnim onemocnénim, je
nutné zdUraznit i potencialnirizika komplikaci. Mezi ¢asté komplikace patii postproceduralni
arytmie (post-PCl arytmie). Tato studie se zamérFuje na posouzeni asociace mezi vybranymi
parametry z elektrokardiogramu (EKG) pofizeného pred PCI a vyskytem postproceduralnich
arytmii u pacientl podstupujicich elektivni PCI.

Do retrospektivni observaéni studie bylo zafazeno celkem 432 pacientd, ktefi podstoupili
elektivni perkutanni koronarni intervenci (PCI) v roce 2019. Data byla shroméazdéna z elek-
tronické zdravotnické dokumentace a zahrnovala: demografické charakteristiky, anamnéza
onemocnéni a komorbidity, preopera¢ni medikace, laboratorni parametry, echokardiografické
parametry, perioperacni data. pooperaéni komplikace (véetné vyskytu a typu post-PCl aryt-
mif), preoperac¢ni EKG zaznamy. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin: skupina s post-PCI
arytmiemi (n = 85), skupina bez post-PCl arytmii (n = 347). V obou skupinach byly porovnany
Udaje. Pro statistické vyhodnoceni byly pouzity vhodné statistické testy (t-test, Chi-kvadrat
test, Fisherliv exaktni test) v zavislosti na typu proménné. K identifikaci prediktort post-PClI
arytmii z preoperacénich EKG parametrl byla pouzita mnohonésobna logisticka regrese.

Post-PCl arytmie se vyskytly u 20 % (n = 85) pacientl. NejcastéjSimi typy arytmii byly: bra-
dykardie (57,6 %) — nova bradykardie nebo signifikantni zhorSeni stavajici (nutna zména
medikace, pokles o vice nez 10 tepl za minutu). Supraventrikularni tachykardie (9,4 %),
cetné komorové extrasystolie (24,7 %). Méné &asté typy: atrioventrikularni blokady (3,5 %),
asystolie (2,4 %), fibrilace sini (4,7 %), ventrikularni fibrilace (1,2 %), ventrikularni tachykardie
(2,4 %). Mezi pacienty s a bez post-PCIl arytmiemi byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
v 10 z 17 hodnocenych EKG parametru. DelSi primér QRS, delsi pramér QTc interval, nizsi
primér iCEB. Cast&ji vyskyt u pacientd s arytmiemi: ST elevace, prodlouzeny QRS interval,
prodlouzeny QTc interval, rS komplex ve svodu lll, S vina v I. svodu, R vina v aVL svodu, iCEB
<3,14. Logisticka regrese ukazala, Ze nezavislymi prediktory post-PCl arytmii jsou: QTc interval,
R vina v aVL. Z hodnocenych zakladnich charakteristik se statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami s a bez post-PCl arytmiemi projevil v 5 parametrech: Ejekéni frakce (EF%), Glome-
rularni filtracni rychlost (GFR), uzivani nizko-hmotnostnich heparin (LMWH), antiarytmické
medikace, a historie arytmie v dokumentaci.
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Studie prokéazala, Ze nékteré preoperaéni EKG parametry, R aVL, QTc interval, jsou spojeny
s vyskytem post-PCl arytmii u pacientl podstupujicich elektivni PCI. Identifikace pacientd
s témito EKG abnormalitami m(ze byt klinicky vyuzitelna pro stratifikaci rizika aimplementaci
preventivnich strategii. Vysledky jsou v souladu s pfedchozimi pracemi, které poukazuji na
asociaci mezi abnormalitami na EKG a zvySenym rizikem arytmii. Omezeni studie vyplyva,
Ze se zaméfila pouze na pacienty podstupuijici elektivni PCl a nemusi byt generalizovateln3,
nema kauzalni design, byla provedena v jediné zemi a centru. Je dale potfebi multicentrickych
studii s vétsSim vzorkem pacientd pro potvrzeni vysledkl a generalizaci na SirSi populaci.

Rad bych podékoval MUDr. Karlovi L&brovi, Ph.D. za cenou kritiku a rady pfi praci na této studii.

PostiZzeni lumbalnich extensori u pacientl
s myotonickou dystrofii 2. typu

Matulova Katefina', KrkoSka Peter', Kokosova Viktoria', Dostal Marek' ?,
Adamova Blanka'

" Neurologicka klinika, ERN-EURO NMD centrum, Fakultni nemocnice Brno,
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

2 Klinika radiologie a nuklearni mediciny Fakultni nemocnice Brno, Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita

Myotonicka dystrofie 2. typu (MD2) je autozomalné dominantni multisystémové onemocnéni,
jedna se o nejCastéjsi svalovou dystrofii dospélého véku. Typickou manifestaci je triada
priznakd: myotonie, katarakta a svalova slabost postihujici zejména proximalni svaly dolnich
koncetin a paraspinalni svaly. Paraspinalni svaly jsou dllezitymi posturalnimi svaly, které
stabilizuji patef. K lumbalnim paraspinalnim svaltm (lumbalnim extensor(im) patfi m. erector
spinae (ES) a mm. multifidi (MF). Dysfunkce téchto svall je povazovana za rizikovy faktor
pro rozvoj chronické bolesti zad. Cilem prace bylo zhodnotit funkci a morfologii lumbalnich
extensord u pacientli s MD2 a porovnat se zdravymi kontrolami.

Do studie bylo zarazeno 37 pacient s MD2 a 90 zdravych kontrol (ZK), pro dalsi analyzu bylo
potieba vytvorit dvojice (pacient s MD2 versus ZK), které se nelisi pohlavim, vékem a BMI.
Pomoci propensity skoére bylo vytvofeno celkem 35 dvojic. U obou skupin bylo provedeno
funkéni vySetieni lumbalnich extensord, byla hodnocena maximalni isometricka sila exten-
sorll vleze, vsedé a vestoje a dale vytrvalost extensor(i pomoci Biering-Sgrensenova testu.
Dale bylo provedeno MR vySetfeni lumbalnich extensor( s vyuzitim 6bodové Dixon gradient
echo sekvence (mDixon Quant), kde jsme hodnotili mnozstvi intramuskularniho tuku (fat
fraction - FF) v ES a MF.

Pacienti s MD2 vykazovali statisticky vyznamné nizSi maximalni isometrickou svalovou
silu lumbalnich extensorl ve vSech 3 polohach (p nabyvalo hodnot pro jednotlivé polohy
0,015 az < 0,001) i nizsi vytrvalost (Biering-Sgrensen test: median pro MD2 64 s, median pro
ZK 148 s, p < 0,001) ve srovnani se zdravymi kontrolami. Tukova frakce lumbalnich extensoru
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se rovnéz statisticky signifikantné liila u pacientd s MD2 (nabyvala vy$sich hodnot) ve srov-
nani se zdravymi kontrolami (median FF pro ES 20,0 % vs. 9,1 %, pro MF 25,9 % vs. 15,8 %,
p < 0,001). Chronické bolesti zad udavalo 17 pacientd s MD2 (48,6 %).

Pacienti s MD2 vykazuji snizeni svalové sily i vytrvalosti a vy3&i tukovou infiltraci lumbéalnich
extensor(. Tyto vysledky ukazuji na funkéni i morfologické poskozeni lumbalnich extensort
u pacientll s DM2. Byl také prokazan Casty vyskyt bolesti dolni ¢asti zad u pacientd s MD2.
Toto zjisténi je cenné pro planovani rehabilitace (cvi¢eni) u pacientl s MD2. MR lumbalnich
extensorl u pacientl s MD2 se jevi jako slibnd metoda k hodnoceni postizeni svalll a mGze
byt uzite€na pfi sledovani dynamiky svalovych zmén v ase.

Rada bych podékovala své Skolitelce prof. MUDr. Blance Adamové, Ph.D. za odbornou
pomoc, ochotu a ¢as mi vénovany. Prace byla podpofena projektem specifického vyzkumu
&. MUNI/A/1525/2023 a projektem institucionalni podpory FN Brno MZ CR - RVO
(FNBr - 65269705).

Rozsiahla delécia 22g12 u pacienta

s obojstrannym Schwannémom, mentalnou
retardaciou, percep¢énu sluchovou poruchou
a epilepsiou

Bergerova Veronika'#, Trizuljak Jakub'22, Duben Jakub?, Blahakova Ivona'?,
Vrzalova Zuzana'?, Staiio Kozubik Katefina'22, Stika Ji¥i', Radova Lenka’,
Mejst¥ikova Sofia'?, Hofinova Véra24, Janéalek Radims, Pospisilova Sarka'23,
Doubek Michael'%3

' Stfedoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita

2 Ustav lékarské genetiky a genomiky, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
a Fakultni nemocnice Brno

% Interni hematologicka a onkologicka klinika FN Brno, Lékarska fakulta Masarykovy uni-
verzity a Fakultni nemocnice Brno

* Nemocnice Jihlava

5 Neurochirurgicka klinika Fakultni nemocnice u Sv. Anny v Brné

Snazili sme sa objasnit geneticku pri€inu zdravotnych problémov probanda: trpi obojstran-
nym Schwannémom, mentalnou retardaciou, percepénou sluchovou poruchou a epilepsiou.
ISlo o zrelého novorodenca z lll. gravidity, pérod prebiehal zahlavim, boli pouzité forceps
z dévodu podozrenia na asfyxiu. Po pérode bol resuscitovany a 4 dni stravil v inkubatore.
Kratko po p6rode bola zistena rozStepova vada, ktora bola vo veku dvoch rokov plasticky kori-
govana. Psychomotoricky vyvoj bol spomaleny. Po 10. roku zivota postupne stracal sluch a od
13. roku sa unho rozvijala epilepsia. V 25. roku mu bol diagnostikovany obojstranny Schwan-
ném akustiku, ktory bol parciadlne resekabilny a po operacii proband trpi pravostrannou tazkou
parézou n. VII.
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Kratko po porode bol vySetreny karyotyp bez nalezu patolégie. Cestou DPM UDMP VFN Praha
bol vykonany screening metabolickych choréb s negativhym nalezom.V KDDL VFN Praha pre
podozrenie zo syndrému Cornelia de Lange vySetrovali sialované formy transferinu, nalez bol
fyziologicky. Preto sme vykonali NGS vySetrenie nadorového panelu BRONCO. Z tychto dat
sme testovali CNV (variacie po&tu képii), kde sme zistili podozrenie na heterozygotnu stratu
dvoch génov na chromozéme 22. Deléciu jedného z génov sme dalej vySetrovali metédou
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). KedZe dané gény sa nachadzaju
velmi blizko jeden druhého, predpokladali sme génovu vazbu a rozhodli sme sa objasnit
rozsah delécie vy$etrenim aCGH (array Comparative Genomic Hybridization). Nasledne sme
deléciu hladali aj u rodiGov probanda. Potom sme pripad probanda porovnavali s doteraz
publikovanymi pripadmi delécii v danej oblasti chromozému 22 a snazili sme sa néjst geno-
typovo-fenotypové korelacie.

NGS vySetrenie naddorového panelu BRONCO odhalilo iba prenaSadstvo pravdepodobne
patogénnej varianty c.2T>A v géne pre fumarat hydratadzu (FH). VySetrenim CNV sme zistili
heterozygotnu stratu génov CHEK2 a NF2. CHEK2 je tumor supresorovy gén pre protein CHK2
zapojeny do oprav DNA, zastavenia bunkového cyklu a apoptézy v pripade poSkodenia DNA.
Gén NF2 kéduje protein merlin (Schwannomin, neurofibromin 2) délezity pre udrziavanie
spravneho tvaru bunky, bunkového rastu a bunkovej adhézie. Tiez sa jedna o tumor supreso-
rovy gén. Jeho heterozygotnu stratu sme overili aj pomocou MLPA. aCGH odhalilo rozsiahlu
3.8 Mb deléciu 22q12.1—22q12.3 zahrnujucu 58 zndmych protein-kédujucich génov. U rodiov
probanda sa delécia nepotvrdila, predpokladdme preto deléciu de novo.

Genotyp a fenotyp pacienta sme porovnali s dal8imi 25-imi pripadmi v literatare. V rdmci
genotypu sme sa zamerali na 7 génov spdsobujlcich choroby s medelovskou dedié¢nostou
(MN1, TTC28, CHEK2, NF2, LIF, MORC2, DEPDC5). Vramci fenotypu sme sledovali kranio-
facialne abnormality (rdzStep podnebia, uvula bifida, velofaryngealna insuficiencia, vysoké
podnebie), mikrocefaliu, mikrognaciu, hypertelorizmus, intelektualny postih, srdcové defekty,
hypoplaziu korpus callosum (resp. velké mozgové komory), Schwanndémy, epilepsiu a stratu
sluchu. Vysledky sme zhrnuli do rozsiahlej tabulky a nasledne do nazorného grafu. Dizka
delécii sa pohybovala v rozmedzi 0.28 Mb az 8.0 Mb.

Proband sa narodil z raz§tepom podnebia, no nemé deléciu génu MN1. Predpokladame, ze
za tuto vadu su zodpovedné viaceré gény v oblasti 22q12.

Epilepsia Uzko korelovala s deléciou génu DEPDCS5, preto je vysoko pravdepodobné, Ze tento
gén je za fiu zodpovedny.

Podla literatury je delécia génu NF2 zodpovedna za rozvoj Schwannému s 95% penetran-
ciou.Zo 17 pripadov delécie NF2 (vratane probanda) v8ak v ¢ase publikacie danych pripadov
Schwannémom trpelo len 8 pacientov. Vysvetlujeme si to tym, Zze median nastupu ochorenia
je medzi 17-tym a 22-hym rokom zivota, kym mnohi pacienti boli vySetrovani v ranom detstve
- Schwanndm sa teda u nich eS$te nevyvinul.

Vzhladom na deléciu de novo nejde o zvySené genetické riziko pre ostatnych rodinnych
prisludnikov.
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Chcela by som podakovat svojim Skolitelom a tiez vetkym spoluautgrom. Tato praca bola pod-
porena Masarykovou univerzitou (grant MUNI/A/1558/2023), MZ CR (DRO FNBr, 65269705)
a Narodnym ustavom pre vyskum rakoviny (Program EXCELES, ID project no. LX22NP0O5102).

Vyuziti multimedialnich zdroja informaci
u pacientu s roztrousenou skler6zou

Juréakova Anna', Benetinova Vanda', Srotova Iva', Hladikova Magdaléna’

" Neurologicka klinika Fakultni nemocnice Brno, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

V dnesni dobé pacienti ¢im dal ¢astgji vyuzivaji internet, socialni sité a mobilni aplikace s cilem
nalézt informace o svém onemocnéni, ale také ziskat podporu, pochopeni a moznost sdileni
svych pocitll. Problematika ziskavani informaci v digitalnim svété se tak Uzce dotyka pravé
i roztrouSené sklerézy (RS), a to proto, Ze se jedna o onemocnéni, které postihuje predevsim
mladé pacienty ve véku 20-40 let a také proto, ze jeji terapie se velmi dynamicky méni. Je
velmi dilezité umét s informacemi, které pacienti ziskavaji na internetu, spravné pracovat
a pozitivné je vyuzivat. Soucasné je také podstatné, aby si pacienti uvédomili, jaké pocity
v nich vyhledavani a sdileni informaci vyvolava a dokazali s témito pocity efektivné pracovat.

V rdmci prezentované studie jsme oslovili 200 pacientd (159 Zen, primérny vék 40,1 let)
s roztrouSenou skler6zou a pomoci jednoduchého dotazniku, ktery jsme sami vytvofili, jsme
zmapovali, jak pacienti vyuzivaji a do jaké miry je ovliviiuji zdravotni informace, které ziskaji na
internetu, v socialnich médiich a v mobilnich aplikacich. Dotazniky byly zpracovany anonymné.
Distribuce dotaznikd probihala osobné v ramci RS centra nebo pfimo emailem a poté v ramci
socialnich siti (pacientské skupiny a oficialni stranky pacientskych organizaci). Vyplnéni
dotazniku zabralo v priméru 4-5 minut a pacienty byl hodnocen jako srozumitelny a zajimavy.

VétSina pacienttd (113 pacientd, 56,56 %) uvedla, Ze na internetu vyhledava o RS informace
pouze v Geském jazyce, a to z divodu jazykové bariéry. Zplsob vyhledavaniinformaci vét§inou
spociva v zadani klicovych slov (nejcastéji roztrousena skleréza a/nebo konkrétni problematika
- napfiklad Unava) do internetového vyhledavace. V mnohem mensi mire pacienti navstévuji
pfimo webové stranky uréené pro pacienty s RS.

Ve vétsiné pripadl (143 pacientl, 73 %) pacienti také pfili§ nevyuzivaji mobilnich aplikaci
k monitoraci nebo eventualné ke zlepseni jejich zdravotniho stavu. Pokud ano, tak se vétsi-
nou jedna o aplikace na méfeni chize (55 pacientd, tzn. 97 % pacientl vyuzivajicich mobilni
aplikace).

Z vysledku otazek zamérenych na vyuziti socialnich siti vyplyva, ze 41 % (82 pacientu) oslove-
nych v ramci dotaznikd nevyuziva socialni sité, pokud je vyuzivaji, tak nejéastéji jako Ucastnici
pacientskych skupin (58 pacientu, 52 %) a vétSinou pusobi jen jako ,pozorovatelé” diskuzi
ostatnich aktivnich uzivatel( a nejvice se zajimaji o osobni zkuSenosti jinych pacientl s RS
a jejich zkusenost s konkrétni terapii.
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Socialni sité u uzivatelll s RS nevyvolavaji negativni emoce a spiSe je pacienti vnimaiji jako
zdroj informaci.

Uvedena studie je zatim prvni studii tohoto typu. Kromé ziskani pfehledu o tom, jak pacienti
vyuzivaji multimédia k ziskavani informaci, tak ¢asteéné pfispéla i k osvété mezi pacienty.
V rdmci dotazniku byly uvedeny webové stranky uréené pro pacienty, o kterych ¢asto pred-
tim pacienti nevédéli a mohli ziskat lepSi pfedstavu o vyuziti konkrétnich mobilnich aplikaci
(napfiklad podcastovych aplikaci, které jsou cilené pro pacienty s RS).

Chtéla bych podé&kovat své skolitelce MUDTr. Ivé Srotové Ph.D. Vechna pomoc, trpélivost
a podpora, kterou mi v prabé&hu prace poskytla, vyrazné pfispéla k dokonéeni a zkvalitnéni
tohoto projektu. Zvlastni podékovani patfi také v§em pacientlim, ktefi se zapojily do vyzkumu
a zdravotnim sestram RS centra, které pomohly s distribuci dotaznikd.

Zhodnoceni potencialu neinvazivni nadorové
diagnostiky v détské onkologii prostrednictvim
multimodalni analyzy volné cirkulujici DNA

Urban Teodor' 2, Pokorna Petra' 2, Stérba Jaroslav?, Slaby Ondiej' 2

' Biologicky ustav Lékarské fakulty, Masarykova univerzita
2 Stredoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita
% Klinika détské onkologie, Fakultni nemocnice Brno,

Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

V onkologické diagnostice je standardem vyuziti reprezentativniho vzorku nadorové tkane,
jehoz zisk muze byt limitovan anatomickou lokalizaci tumoru. Zaroven odrazi stav onemocnéni
pouze vdany moment a neumoznuje skrz invazivitu odbéru sledovani jeho vyvoje v ¢ase. Jako
alternativa prekonavaijici tyto limitace je ¢im dal Castéji testovano vyuziti tzv. tekuté biopsie,
v ramci které jsou v télnich tekutinach studovany cirkulujici biomarkery, nejéastéji tzv. volna
DNA. V oblasti détskych solidnich nadort je tento koncept stale minimalné rozsiren. Tato pilotni
studie si tak klade za cil zhodnotit jeho potencial komplexni analyzou vzorku 8 pacientd |éCe-
nych na Klinice détské onkologie a naslednym srovnanim s vysledky vySetfeni naddorové tkané.

Do studie byly zafazeny 4 vzorky likvoru pacientl s nadory centralni nervové soustavy
a 4 vzorky plazmy u pacientu s extrakranialnimi solidnimi nadory. Pro izolaci cirkulujici volné
DNA (ccfDNA) z tekuté biopsie byla pouZita sada QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen).
K nasledné analyze byla vyuzita kombinace dvou metod, a to cileného DNA sekvenovani
a celogenomového sekvenovanis nizkym pokrytim. Cilené DNA sekvenovani slouZzilo k detekci
jednonukleotidovych zameén (SNV) a kratkych inzerci/deleci a celogenomové sekvenovani
k zachytu zmén pocétu kopii a strukturalnich aberaci, zejména fuznich gend. Sekvenacni
knihovny pro cilené DNA sekvenovani byly pfipraveny pomoci sady QlAseq Targeted DNA
Panel - Comprehensive Cancer Panel (Qiagen) pokryvajici 275 klinicky relevantnich gent
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a sekvenace byla provedena na pfistroji NextSeq 500 (Illumina). Knihovny pro celogenomové
sekvenovani byly pfipraveny pomoci sady KAPA HyperPlus Kit (Roche) a sekvenace probéhla
na pristroji NovaSeq 6000 (lllumina). Ziskana sekvena&ni data byla nasledné bioinformaticky
zpracovana a vyhodnocena. Ziskané vysledky byly porovnany s daty z analyz provedenych
na vzorcich naddorové tkané, které zahrnovaly celoexomové sekvenovani, RNA sekvenovani,
array CGH nebo metodu MLPA.

Analyzou vzorkd nadorové tkané metodou celoexomového sekvenovani, ktera slouzila k porov-
nani s vysledky cileného DNA sekvenovani vzorkd tekuté biopsie, byly u 7 z 8 pacientu iden-
tifikovany 1-4 znamé ¢&i potencialné vyznamné SNV ¢&i kratké inzerce/delece. U 5 z téchto
pacientl (71 %) byla alespon jedna alterace detekovana také ve vzorku tekuté biopsie. Kon-
krétné byly detekovany alterace genli H3-3A, TP53, SMARCB1, NF1, ATRX ¢i BCOR. U jednoho
pacienta byla oproti vzorku naddorové tkadné v tekuté biopsii zachycena odliSnd zaména v genu
NRAS, ktera vSak zasahovala stejny kodon. Alelicka frekvence variant se napfi¢ vzorky tekuté
biopsie pohybovala v rozmezi 3,5-54 %. Analyzou vzorku nadorové tkané metodou cileného
RNA sekvenovani, ktera slouzila k porovnani schopnosti detekovat strukturni prfestavby ze
vzorku tekuté biopsie metodou celogenomového DNA sekvenovani s nizkym pokrytim, byla
u 3 z 8 pacientd nalezena pfitomnost klinicky relevantniho fzniho genu. Zadna z t&chto
prestaveb vSak nebyla ve vzorku tekuté biopsie detekovana. Co se ty€e analyzy zmén pod&tu
kopii a jejiho srovnani s vysledky analyz nddorové tkdng, vyhodnoceniv sou¢asné dobé teprve
probiha.

Dosavadni vysledky poukazuji na to, Ze je tekuta biopsie u vétsiny pacient schopna reflekto-
vat vybrané s nddorem asociované alterace, zejména SNV a kratké inzerce/delece. Detekce
strukturnich prestaveb byla s vyuzitim zvoleného metodického pfistupu neldspésna a pro
pfipadnou klinickou implementaci je tak nutna dalSi optimalizace metody ¢i zvazeni volby
odliSného metodického pfistupu. Zavérem Ize konstatovat, Ze ziskana data podporuji vyu-
Ziti analyzy tekuté biopsie jako nastroje pro neinvazivni diagnostiku u détskych pacient(
se solidnimi nadory, je v8ak potfeba provedeni rozsahlejSich studii na této cilové populaci
a celkova standardizace preanalytické a analytické faze laboratorniho procesu k dosazeni co
nejspolehlivéjsich vysledk.

Rad bych podékoval panu prof. RNDr. Ondfeji Slabému, Ph.D. za zastfeSeni mé prace v ramci
projektu P-PooL a pani magistfe Petfe Pokorné za odborné vedeni mé prace.
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Sekce nelékarskych oboru

Bakterialni kontaminace brylovych obrub

Bc. Mangerova Eva'-2

' Katedra optometrie a ortoptiky, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2 Mikrobiologicky ustav Fakultni nemocnice u svaté Anny v Brng, Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita

Brylové obruby jsou denné vystaveny interakci s lidskou kizi, potem, prostfedim a rlznymi
Gisticimi prostiedky, coz mize pfFispét k hromadéni bakterii a dal8ich mikroorganism( na
jejich povrchu. Tato mikrobialni kontaminace mUze mit negativni dopad na zdravi nositele
a mUze predstavovat riziko pfenosu infekci. Studie je zaméfena na bakterialni kontaminaci
jednotlivych &asti obruby. V praci je porovnani znedisténi jednotlivych ¢asti obruby. Cilem
prace je prostfednictvim dotaznikového Setfeni a mikrobialniho vyzkumu zjistit, jaké faktory
ovliviiuji miru mikrobialni kontaminace brylovych obrub a jakym zplisobem je péce o brylové
obruby provadéna respondenty.

Studie probihala v o¢ni optice Optik Krouman v Brng, kde nejprve 110 probandi vyplnilo
dotaznik tykajici se péce o brylové obruby. 100 respondentim byly odebrany vzorky z bry-
lové obruby, které se otiskly do krevniho agaru. Do krevniho agaru se otiskl brylovy stfed,
prava stranice a pravé sedlo. K pfesnéjSimu vyhodnoceni otisknuté plochy bryli se pofidily
fotografii jednotlivych vzork( a zakreslily se ¢asti obruby vyuzité k otiskim na papirovou
predlohu. Pro vyhodnoceni velikosti plochy byly vyuzity fotografie vzorkd, které se porovna-
valy s naskenovanymi papirovymi nakresy v grafickém editoru. Jednotlivé vzorky byly umis-
tény do doby prevozu v lednici a uchovavaly se pfi teploté 4 °C. Do 24 hodin byly otisky
pfevezeny na Mikrobiologicky Ustav, kde se nasledné krevni agary pretiskly do diagnostické
pldy Uriselect. Vzorky byly uloZzeny do termostatu ke kultivaci, ktera probihala 16-24 hodin
pfi 37 °C. Po kultivaci byly otisky vyhodnoceny mikrobiologem a pfipadné patogenni nalezy byly
uréeny pomoci pristroje MALDI-TOF. V den vyhodnoceni byly spoéitany jednotlivé kolonie na
krevnim agaru pro jednotlivé ¢asti brylové obruby a byly pofizeny fotografické snimky naleza.
Po naskenovani nakresu otisténych brylovych obrub a porovnani s jednotlivymi fotografiemi
v grafickém editoru byla nasledné vypoditdna plocha otisku a pocet kolonii na urgité &asti
obruby. Z mnozstvi kolonii se vypoditala hustota kolonii na mm?2 obruby. Z téchto vypocta Ize
urcit miru znecisténi brylové obruby

Dotaznikového Setieni se zUc¢astnilo 110 probandt (79 Zen a 31 muza). Primérny vék dotazo-
vanych byl 42,87 let. NejmladSimu u&astnikovi bylo 21 let a nejstarSimu bylo 86 let. Z dotazni-
kového Setieni, vyplyva, Ze vice nez polovina respondentu si Cisti své bryle vicekrat do tydne.
35 respondent( si Cisti své bryle kazdy den. 79 respondentu si Cisti jen brylové ¢ocky na
svych brylich. Nej¢astéji k Cisténi vyuzivaji mydlovou voda a latkovy hadfik. 40 dotazovanych
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si nechava distit bryle v optice. Z celkového po&tu dotazovanych mélo kovovou obrubu
57 respondentll. Sedla brylové obruby si nechava vyménovat 48 % z 57 dotazovanych.

Z mikrobiologického vyzkumu vyplyva, Ze nejvice znecisténou plochou byl anatomicky nos-
vyskytovala na brylovém stfedu obruby, kontaminace ¢&inila 0,062 kolonii/mm?. V porovnani
plastovych a kovovych obrub vychazi niz8i mira znedisténi u plastovych obrub, vysledné
primeérné znecisténi ¢inilo 0,072 kolonii/mm?2, kovové obruby byly primérné kontaminovany
0,127 kolonii/mm?2,

Celkem z otiskd bylo uréeno 13 rodd. Na obrubach se vyskytovaly rody Staphylococcus,
Bacillus, Peribacillus, Paenibacillus, Pantoea, Exiguobacterium, Neobacillus ,Acinetobacter,
Enterobacter, Pseudomonas, Enterococcus a Aerococcus. Celkovy pocet koagulaza-pozitiv-
nich stafylokokd (Staphylococcus aureus) byl 8, vSechny néalezy byly MRSA negativni.

Z vysledkd plyne, Ze je vhodné edukovat vice klienty o¢nich optik o moznostech ¢isténi bry-
lovych obrub a o vyméné sedel u kovovych obrub. Dale je vhodné pro klienty o¢nich optik
trpicimi ¢astéjSimi koznimi onemocnénimi v oblasti obli¢eje, doporugit plastovou obrubu,
ktera se snadnéji Cisti. V praci se dale zjistilo, ze Cisténi celych bryli snizuje miru kontaminace
obrub. Celkoveé Ize tedy konstatovat, ze mikrobialni kontaminace brylovych obrub muize byt
ovlivnéna nejen frekvenci ¢iSténi, ale i materidlem samotné obruby. Diky této praci by méla
byt vefejnost vice informovana o dllezitosti péce a ¢isténi nejen brylovych ¢ocek, ale celych
obrub, ¢imz by se mohlo vyrazné snizit riziko bakterialni infekce spojené s noSenim bryli.

Podékovani patfi mému vedouci diplomové prace, panu MUDr. Ondfeji Zahradnickovi, za
odbornou pomoc a pfipominky, které mi byly uzite€né pfi zpracovani této prace. Zaroven chci
podékovat vSem pracovnikim Mikrobiologického Ustavu ve Fakultni nemocnici u svaté Anny
v Brng, za jejich laskavost a pomoc pfi zpracovavani vyzkumu.

Koncept vylepseni EIT naramku v rozpoznavani
gest a uzivatelské pristupnosti

Cmiralova Marie', Holubafova Anna', Bulva Vitézslav', Karlicek Marek':2,
Solc Vojtéch', Mikulka Jan'

' Ustav teoretické a experimentalni elektrotechniky, fakulta elektrotechniky
a komunikaénich technologii, Vysoké ueni technické v Brné

2 Ustav fyziky, fakulta elektrotechniky a komunikaé&nich technologii,
Vysoké uéeni technické v Brné

Elektrickd impedanéni tomografie (EIT) se ukazuje jako slibna cesta k pokroku a vyvoji v oblasti
zarizeni s rllznorodym uplatnénim ve zdravotnictvi, komunikaci ¢lovéka s vypocetnitechnikou
a dalSich oblastech. EIT funguje na principu impedance - odporu kladenému stfidavému
elektrickému proudu v materialu ¢i tkani. Tato metoda vyuziva slabého elektrického proudu
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prochéazejiciho skrze elektrody umisténé na povrchu materialu nebo téla. Nasledné méri
vysledné napéti. Analyzou zmén v impedanci umoznuje EIT nahlédnout do vnitfni struktury
zkoumaného materialu nebo tkané.

S ddrazem na zlepSeni ergonomiky naramku a jeho pfesnosti rozpoznavani gest se nase
vyzkumna prace zabyva zmenSenim dosavadni robustni struktury ndramku. Prostfednictvim
teoretickych model( a algoritm( si klademe za cil vylepsit schopnost zafizeni interpretovat
gesta rukou s vy$si pfesnosti. Za vyuziti poznatk(l z oblasti zpracovani signald a strojového
udeni, se nas tym snazi vytvofit zafizeni, které se snadno integruje do kazdodenniho zivota
uzivatelU a zaroven nabidne moznosti ovladani vypocetnitechniky pomoci gest ruky. Naramek
chceme mit z kvalitniho a pfijemné nositelného materialu a elektrod, které nebudou uzivateli
prekazet a vytvaret pocit nepohodli.

Prozatim jsme ve fazi vyvoje prvniho prototypu. Pro prvni orientaéni méfeni bioimpedance za
Ucelem zisku orientaénich dat jsme vybrali plastovy feminek pro fitness naramek a médéné
elektrody, které planujeme pozdéji v naSem projektu nahradit za biokompatibilng&jsi variantu.
Inspiraci ¢erpame z ¢lanku: https://dl.acm.org/doi/10.1145/3472749.3474758 a volné dostup-
nych dat z GitHubu: https://github.com/HCIELab/EIT-kit_open-source.

Predstavenim tohoto konceptu chceme pfispét k rozvoji EIT zafizeni s potencialni aplikaci
napfi¢ rdznymi odvétvimi. Prozatim je EIT brana jako levna neinvazivni metoda, ktera by se
dala vyuzit v mnoha odvétvich mediciny. Dosud se uvazuje nad aplikaci pfi vySetfovani plicnich
chorob a karcinomu prsu. Na§ naramek vyuzivajici stejnou technologii by mohl usnadnit zZivot
lidem s postizenim pohybového aparatu, napfiklad jemné motoriky nebo by ji mohl nahradit
hrubou motorikou. Témto lidem i mnoha dalSim by na§ naramek usnadnil kazdodenni zivot
moznosti bezdotykoveé ovladat rlizna elektronicka zatizeni.

Nase podékovani patfi doc. Ing. Janu Mikulkovi, Ph.D. za jeho podporu v pribéhu naseho
probihajiciho vyzkumu. Dale také dékujeme Vysokému uceni technickému v Brné za zpfi-
stupnéni prostoru laboratofi pro nas vyzkum a finan¢ni podporu v ramci soutéze FEKTTeams.

Priciny rozdilu mezi velikosti AC/A poméru
uréeného gradientni metodou a vypoctem

Hajkova Magdaléna’

' Katedra optometrie a ortoptiky, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

AC/A pomér, neboli akomodaéni konvergence ku akomodaci, nema v dnesni dobé stale takové
docenéni v optometristické praxi, jaké by si zaslouzil. Dllezity je pfi strabologické diagnos-
tice, nebot u vétSiny lidi se vyskytuje pfinejmensim urcity stupen heteroforie, u nékterych
dokonce i heterotropie. Velikost poméru muze poslouZit nejen pfi stanoveni spravné diagndzy,
ale také pfi volbé ideédlniho feSeni binokularni poruchy. Problémem vSak je rozdilna velikost
AC/A poméru pro rlizné metody méreni. Prace si polozZila za cil porovnat dvé nejcastéji
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pouzivané metody — gradientni a vypocetni. Vyzkum se také zaméfil na rizné modifikace
testu a jejich vliv na vysledny AC/A pomér.

Vyzkum probihal v O¢nim Centru Visual v Kroméfizi. Naméreno bylo 36 probandd, jiz byli
vybirani z béznych klientd Centra. Aby mohli byt zafazeni do studie, museli splfiovat nékolik
vstupnich kritérii — normalni binokularni vidéni, obé o¢i bez patologie a bez manifestniho
strabismu, nepfitomné amblyopie, vék maximalné 38 let a jedinci museli byt navic schopni
udrzet tablet a slovné popsat smérové strany. Z 36 namérenych osob bylo 24 zen a 12 muzd.
Nejmladsimu bylo 8 let a nejstarsi dosahoval 38 let. Méreni probihalo u vSech probandi stejné
a za totoznych podminek. Nejprve byla zmérfena heteroforie do délky, kterd byla potfebna
k uréeni AC/A poméru vypocetni metodou. Prvné byl pouzit test bez akomodaéniho pod-
nétu. Nasledovalo stejné méreni navic vSak s akomodaénim podnétem, ktery slouzil také
jako kontrola ostrosti testu. Do blizka probihalo méreni heteroforii obodbnym zptsobem, ale
navic byly zméreny také udaje pro gradientni metodu. K tomu poslouzila ¢o¢ka -1 D, ktera se
predfazovala pred jedno oko. Celkové byly do blizka pouzity tfi odliSujici se testy. Prvni byl opét
bez akomodaéniho podnétu a druhy s nim. Posledni varianta také obsahovala akomodaéni
podnét, ale liSila se drzenim testu samotnym vySetfovanym. VSechny naméfené hodnoty byly
zaneseny do tabulky a poslouzily k vypoctu jednotlivych AC/A pomérd.

Vysledky vyzkumu potvrdily bézné v literatufe uvadénou informaci, ze vypocitany AC/A pomér
nabyva vy$Sich hodnot nezli pomér gradientni. Nas rozdil ve vSech tfech mérenich presahoval
4 pD/D. Porovnavany téz byly vysledky testl bez akomodacéniho podnétu a s nim. Ob& metody
vykazovaly vét§i miru priimérného AC/A poméru pfi pouziti podnétu, ale pouze u metody
gradientni tuto myslenku potvrdila navic nadpoloviéni vétSina probandd, u kterych ke zvy$eni
poméru skute¢né doslo. U vypocetni metody, tak zvySeni nastalo spiSe jen ndhodné. Opacéné
zavéry nastaly pfi porovnani testll s akomodaénim podnétem v rukach vysetiujiciho a vyset-
fovaného. Predpoklad, Zze drzeni testu nema na velikost AC/A poméru vliv, se potvrdil pouze
pro vypocetni metodu, nebot se u vice nez 2/3 mérenych zjistil Zadny ¢i jen mirny rozdil mezi
testy. Gradientni metoda se naopak ukézala na uchopeni testu zavisl3, jelikoz vice probandl
spadalo do skupiny s velkym rozdilem mezi testy.

Cilem prace bylo porovnat velikost AC/A poméru uréeného gradientni a vypocetni metodou,
a to bylo naplnéno. Ukazalo se v§ak, ze gradientni metoda podléha vliviim snizujici vysledek
vUc¢i bézné udavanym hodnotam v literatufe. Z porovnani s dal$imi studiemi a jednotlivymi
testy v naSem vyzkumu vyplyva, Ze vyhodngjsi se k uréeni poméru zda byt metoda vypodetni.
V pfipadé, Ze je zvolena metoda gradientni, je vhodné pouzit alespori test s akomoda&nim
podnétem, nebot takovy AC/A pomér se nejméné odliSoval od predpokladanych hodnot. Nej-
lepsi je volit navic test, ktery nebude drzet pfimo méreny jedince. Vypoc&etni metoda naopak
na drzeni tesu zavisla neni, a proto Ize zvolit takové usporadani, které je vS8em nejpohodIngjsi.

Chtéla bych velice podékovat predevsim panu Mgr. Pavlu KFizovi, Ph.D. za vS8echny jeho napady,
postiehy, podnéty a rady poskytnuté b&éhem celého projektu. Podékovani patfi téz celému

tymu O&niho Centra Visual v KroméfFizi za spolupraci a nejvhodné;jsi podminky k uskuteénéni
vyzkumu.
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Vliv koureni na endotel rohovky

Pilna Barbora'’

' Katedra optometrie a ortoptiky, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Koufeni je v nasi spole¢nosti Casto spiSe spoleCenskym statusem nez vidinou realné hrozby.
Pravidelny kurak si pfi zapéaleni cigarety bézné nezvédomuje nebezpedi, ktera tato jeho rutina
objektivné prfedstavuje. Pokud uz se takovyto ¢lovék nad riziky spojenymi s koufenim zamysli,
budou to na prvnim misté pravdépodobné nejéastéji choroby spojené s dychacim ustrojim.
Malokdo si uvédomi spojitost s o€nim zdravim. Vznikaji stale nové vyzkumy, které potvrzuji,
Ze koureni a jeho néasledky v lidskych tkdnich maji pomé&rné vyrazny vliv nejen na rohovkovy
endotel, ale obecné na celé oko. Cilem této prace je zjistit, jaky vliv ma pravidelné uzivani
tabakovych vyrobkd pravé na endotel rohovky, konkrétné na pocéet endotelovych bunék, jejich
velikost a tvar.

Vyzkum probihal ve Fakultni nemocnici u Sv. Anny na Oddéleni o¢nich nemoci a optomet-
rie. Probandi vyzkumu byli pfevazné pacienti tohoto oddéleni. Studie se zG¢astnilo celkem
41 proband( ve véku 30 az 60 let. Dolni hranice tficeti let je stanovena s ohledem na potiebu
zahrnout do studie jedince, ktefi méli prostor legalné pravidelné koufit alespori par let. Naopak
horni hranice Sedeséti let je stanovena z divodu statisticky vysSiho pramérného Ubytku hus-
toty endotelovych bunék u lidi starSich pravé Sedeséati let. Studovany soubor byl rozdélen na
dveé skupiny - kuraky (studovany soubor; v po¢tu 40 o¢&i) a nekuraky (kontrolni soubor; v pocétu
40 o¢i). Kazdy z proband( vyplnil kratky dotaznik tykajici se jeho celkového a o¢niho zdravi,
a v pripadé kuraku také frekvence a dlouhodobosti koureni. Nasledovala kontrola predniho
segmentu oka na §térbinové lampé. Vylu€ovaci kritéria zahrnovala: degenerace a dystrofie
rohovky, jizvy rohovky, stav po nitroo¢ni operaci ¢i refrakénim vykonu na rohovce, nitroo¢ni
zanét v anamnéze, Spatna spoluprace pfi vySetfeni ¢i nekvalitni snimek z endotelového
mikroskopu. Samotné méreni endotelovych bunék probihalo na endotelovém mikroskopu
NIDEK CEM-530.Z nasbiranych hodnot byly u obou soubord porovnavany priimérné hodnoty
bunééné denzity (CD), jejich hexagonality (HEX) a indexu variaéniho koeficientu (CV). Tyto
pramérné hodnoty byly dale statisticky vyhodnoceny.

Ve vysledcich vyzkumu nebyl zji§tén vliv koureni ani na jednu ze sledovanych hodnot parametrti
rohovkového endotelu, nicméné pfi interpretaci téchto vysledk( je tfeba mit na paméti limitace
této prace, z nichz nejvétsi je maly pocet probandd Ucéastnicich se vyzkumu.Vékovy pramér
méfené a kontrolni skupiny se liSil pouze o 1,91 let, proto bylo moZzné bez problém( porovnavat
primérné hodnoty sledovanych parametr( endotelu mezi obéma skupinami. Po¢et méfenych
oc¢i byl v obou skupinach rovnéz stejny. Hodnoceny byly hodnoty buné&né denzity endotelu,
variagni koeficient CV bunék a jejich hexagonalita. U zadného sledovaného parametru jsme
vSak nezjistili statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou kufakt a nekufak(. Endotel rohovky
tedy v naSi studii nevykazoval poSkozeni, které bychom mohli pfisuzovat koufeni.

Z vysledku vyplyva, Ze koufeni nema statisticky vliv na po¢et bunék rohovkového endotelu,
jejich velikost ani hexagonalitu. Nicméné vzhledem k nekonzistentnosti vysledkd podobnych
svétovych studii je zde urgitd moznost, ze koufeni jako takové zrak, a potazmo endotel rohovky,
negativné ovliviiuje. Roli zde mohou hrat rovnéz rizné doprovodné okolnosti a morbidity.
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Presto stale zUstavaji dalsi ¢etna zdravotni rizika spojena s kourenim tabakovych vyrobki
-z komplikaci tykajicich se o¢i je to vétsi riziko rozvoje VPMD a katarakt. Faktem zUstava, ze
koureni velmi nepfiznivé ovliviiuje lidsky organismus, a to nejen organismus aktivnich kuraka,
ale také téch pasivnich, na coz se tato prace snazi poukazat.

Zde bych rada podékovala své Skolitelce doc. MUDr. Karoliné Skorkovské, Ph.D. za odborné
vedeni projektu a za nespocet cennych rad a pfipominek. Dale dékuji Oddéleni o€nich nemoci
a optometrie ve Fakultni nemocnici u Sv. Anny za poskytnuti prostor k realizaci méreni.
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Stomatologicka sekce

Klinicka studie testujici aplikaci bioaktivnich
latek pomoci zubni nité

Drapelova Katefina', Hrom¢ik Filip', Holochova Pavla2, Bohm Jan?,

Kuzelova Kostakova Eva3, Zdenék Pokorny?, Janda FrantiSek®, Ruzi¢ka Filip¢,
Borilova Linhartova Petra' 27

' Stomatologicka klinika FN u sv. Anny, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2 RECETOX, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita
8 Katedra chemie, Fakulta prirodovédné-humanitni a pedagogicka,
Technicka univerzita Liberec
4 Katedra strojirenstvi, Fakulta vojenskych technologii, Univerzita obrany
5 Wikinomist s.r.o.
& Mikrobiologicky ustav FN u sv. Anny, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
" Klinika Ustni a &elistni chirurgie, FN Brno, Masarykova univerzita

Nedostate€na ustni hygiena je hlavni pfi€¢inou nejen pro vznik zubniho kazu, ale i gingivitidy
a parodontitidy. Tato onemocnéni mohou vést ke ztraté zub( a k celkovému zhorseni kvality
zivota. Zubnim plakem podminéna onemocnéni parodontu navic souvisi v pokro€ilych stadi-
ich se zvySenim systémoveé zanétlivé zatéze a s rozvojem onemocnénimi kardiovaskularniho
systému, s rizikem encefalitidy ¢i pred¢asného porodu. Progredujici zubni kaz mize vést
k systémové sepsi ¢i endokarditidé. Cilem klinického testovani bylo zhodnotit viiv pouzivani
prototypu nanovlakenné zubni niti obohacené o bioaktivni latky (Ligilactobacillus salivarius)
na mnozstvi plaku a krvacivost dasni a zjistit, zda méa obsah probiotické kultury dopad na
mikrobialni slozeni plaku.

Klinické testovani bylo navrzeno jako prospektivni randomizovana dvojité zaslepena studie
s péti kontrolnimi body po 14dennich Usecich s wash-out obdobim. Zug&astnilo se 33 parti-
cipant(, ktefi splnili stanovena kritéria a podepsali informovany souhlas schvaleny Etickou
komisi FN Brno (jednaci ¢islo 07-160222/EK, ¢islo projektu 14/22). Nikdo nebyl v pribéhu
studie vyrazen.

Dobrovolnici byli muzi ¢eského a slovenského ob&anstvi starsi 18 let s alespon 20 zuby,
celkové i parodontalné zdravi nebo s mirnou parodontitidou (max. stage 2) a s dobrymi hygie-
nickymi navyky. Pro U&ely studie byli pseudonymizovani a ndhodné rozdéleni do dvou skupin
(A -17 a B- 16 ucastnikl). Po celou dobu pro né platila jednotna opatfeni - stejny typ zub-
niho kartac¢ku a pasty, zdkaz pouzivani jinych mezizubnich pomtcek nez pro studii uréenych
a absence cileného zubniho o$etfeni vyjma zubni pohotovosti.
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U vSech Ucastnik( byly v péti dvou tydennich time-pointech hodnoceny sledované klinické
parametry — plakovy index a index krvacivosti dasni dle schématu: 1. po wash-out obdobi,
2. po pouzivani 1. niti (pro skupinu A nit kontrolni, pro skupinu B nit testovana), 3. po druhém
wash-out Useku, 4. po pouzivani 2. niti a 5. po poslednim wash-out obdobi. V jednotlivych
navstévach byl proveden odbér plaku papirovym endodontickym ¢epem z gingivalnich sulk
uzubli 12,26, 32 a 46. Ve dnech 14 a 42 probé&hlo navic pouziti pridélené niti pfimo v ordinaci
Iékafem a nasledné odbér plaku bezprostfedné po aplikaci niti.

Na zakladé statistické analyzy klinickych parametr(i byla potvrzena hypotéza, Ze 14denni pouzi-
vani prototypu zubni niti s i bez bioaktivnich latek signifikantné snizuje krvacivost dasnii vyskyt
zubniho plaku v dutiné Ustni oproti stavu pred zahajenim studie (p<0,001, WilcoxonUv test).

PFi porovnani dvou skupin Géastnik( dosahla lepsich vysledk( skupina zaginajici s nanovlaken-
nou niti s Ligilactobacillus salivatorius (nit B). U této skupiny doslo k primérnému snizeni plaku
u kazdého zubu o 18 %. VVyraznéjsiho zlepSeni v8ak participanti dosahli u indexu krvacivosti
dasni - ten se snizil primérné u kazdého zubu o 16 %, nicméné v momenté&, kdy pouzivali
nanovlakennou nit bez bioaktivnich latek, zlepSila se krvacivost vyrazné o 28 %, index plaku
opét o 18 %. Pfedpokladanym dlivodem, pro¢ skupina zaginajici s niti s probiotikem doséahla
lepsich vysledkd je jeho pretrvavajici efekt v zubnim plaku.

Dle mikrobiologické analyzy odebraného plaku bylo zji§téno, ze subgingivalni plak po pouziti
nité s probiotikem pfimo v ordinaci byl bezprostfedné obohacen o L. salivarius. Ten byl iden-
tifikovan v plaku i po 14dennim pouzivani zubni nité a mdze pretrvavat i po dalSich 14 dnech.
Zubni plak po pouzivani nanovlakenné niti s i bez probiotika obsahoval méné kariogennich
a parodontalnich bakterii.

Stav pfitomnosti plaku a krvacivosti po dvoutydennim wash-out obdobi, kdy participanti
nepouzivali Zzadné mezizubni pomicky, se nelisi od stavu pred zahajenim studie (p>0,05).

Klinicka studie dokazuje, ze prototyp nanovlakenné zubni nité bez i s probiotiky zlepSuje
uroven oralniho zdravi, nicméné je podstatné pouzivat mezizubni pomdcky na pravidelné
bazi. UZivani mezizubni nité s probiotiky (Ligilactobacillus salivarius) je inovativni cestou,
jak inkorporovat bioaktivni latky do gingivalniho sulku a snizit podil parodontalnich bakterii
v subgingivalnim plaku.

Chtéla bych podékovat MDDr. Filipu Hrom¢&ikovi, Ph.D., ktery po dobu mé spoluprace na kli-
nické studii byl skvélym mentorem, i vSem, ktefi se na 9elém projektu podileli. Tento projekt
vznikl za podpory programu Technologické Agentury CR, Projekt &. FW02020042.
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Sekce doktorandska

Bacteriome of the Middle Ear in Children
and Young Adults with Cholesteatoma and
Retraction Pocket: A Pilot Study

Barto$ Michal'?, Urik Milan'?, BureSova Lucie?, Holochova Pavla?, Budinska Eva?,
Borilova Linhartova Petra3®

' Department of Pediatric Otorhinolaryngology, University Hospital Brno
2 Department of Pediatric Otorhinolaryngology, Faculty of Medicine, Masaryk University
3 RECETOX, Faculty of Science, Masaryk University, Czech Republic

Chronic otitis media (COM) is one of the most frequent middle ear diseases in children and
young adults. The dysfunction of the Eustachian tube and bacterial infection are the main
causes of the disease. The aim of this pilot study was to describe and compare bacteriomes
of the middle ear in children and young adults with the serious form of COM, such as choles-
teatoma, and retraction pocket of the tympanic membrane, and normal healthy middle ears.

In this case-control study, swabs from middle ear were obtained during the surgery of chil-
dren with cholesteatoma (N=23), retraction pocket (N=26), and these indicated for cochlear
implantation (N=15, controls). The genomic DNA extraction with QlAamp DNA Mini Kit was
followed by creation of 16S rDNA gene library and sequencing performed using the MiSeq
reagent kit V3 on a MiSeq instrument according to the manufacturer’s instructions. Samples
with relative abundance of at least one bacterial genus > 20 % were considered as positive
for the specific bacterial genus.

The bacterial diversity was generally observed as low in the middle ear samples from patients
with COM; usually DNA content from one or two bacteria dominated in the sample. The high
abundances of DNA from eleven bacterial genera were found in samples from middle ear
of children with cholesteatoma and retraction pocket; samples were the most often positive
for DNA of Staphylococcus, Alloicoccus, and Turicella. 39.1 % samples from patients with
cholesteatoma and 38.5 % samples from patients with retraction pocket were positive for
one or more bacterial genera, these groups are similar for this characteristic (p > 0.05). Sig-
nificant difference in positivity for one or more bacterial genera between grouped patients
with cholesteatoma and retraction pocket (38.8 %) vs. patients indicated for cochlear implant
(6.7 %) was observed (p < 0.05)

While bacteriomes of middle ear with cholesteatoma and retraction pocket differed from the
bacteriomes of middle ears from controls, findings in these both pathological conditions
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were similar. These results can support the statement that retraction pocket is a pre-cho-
lesteatoma stage.

Especially thank for my lector, associate professor Milan Urik, MD. He guides me in my work
and helps me with finding of financial support for this research. | thank to RECETOX, especially
associate professor RNDr. Petra Bofilova Lihnartovd, for laboratory and professional help.

Investigating The Role of Endoplasmic
Reticulum Stress and Unfolded Protein
Response in Patient Derived Pancreatic
Adenocarcinoma Cells

Cakmakci Riza Can', Acimovic lvana', Jan Lukas’, Portakal Tiirkan', Eid Michal?,
Vlazny Jakub?, Moravéik Petr?, Kala Zdenék?, Vanhara Petr':®

' Department of Histology and Embryology, Faulty of Medicine,
Masaryk University

2 Internal Hematology and Oncology Clinic, University Hospital Brno

3 Department of Pathology, University Hospital Brno

4 Surgery Clinic, University Hospital Brno

5 International Clinical Research Center,St. Anne’s University Hospital

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is a prevalent and deadly form of cancer, often diagnosed
at an advanced stage due to lack of apparent symptoms. Survival rates are low, with most
patients surviving only 1-2 years post-diagnosis. Rapidly proliferating PDAC cells may trigger
UPR due to high protein synthesis demand, leading to the buildup of misfolded proteins in
the ER. We focused on the changes in expression of canonical markers of ER stress (BIP,
CHOP), E- and N-cadherins to investigate EMT, and ER-associated proteins with putative role
in carcinogenesis (TUSCS3, EGFR and TGF-B). Our project’s aim is to investigate the ER stress
in PDAC patient cells to provide novel molecular marker diagnostics, follow-up and targeting.

Primary tumor cells expanded in vitro from resected PDAC tumors were cultured in DMEM
enriched by 10% FBS in 37°C and humidified atmosphere. Cell viability of Tunicamycin (TN),
TUDCA and Salubrinal (SAL) was determined by MTT assay. Protein biomarkers associated
with ER stress in PDAC samples were analyzed by Western Blot using antibodies specific for
Binding immunoglobulin protein (BIP), CCAT-enhancer-binding protein homologous protein
(CHOP), Tumor Suppressor Candidate 3 (TUSC3), Transforming growth factor-g (TGF-B),
E-cadherin, N-cadherin and Epidermal growth factor receptor (EGFR). Changes in specific
marker expressions were detected by Western Blot.

Cells were passaged to three PD10 Petri dishes when confluent. Trypsin was used to detach
cells from the dishes. Before treatment, cells were proliferated in PD10 Petri dishes to appro-
ximately %70 confluency. Tunicamycin (TN) at sub-lethal concentrations (0.5 and 1 mM)
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was used to induce ER-stress by inhibition of n-glycosylation. Tauroursodeoxycholic acid
(TUDCA) and Salubrinal (SAL) with 500 nM concentrations were combined with TN to reduce
the effect of TN.

We first induced ER stress in cells by treating them with TN. TN is a widely used chemical
compound to induce ER stress by inhibiting glycosylation which is the vital part of pro-
tein function and stability. We found that the canonical Unfolded Protein Response (UPR)
signaling was activated, shown by increased expressions of BIP and CHOP upon treatment
in TN groups. TUDCA functions as a chaperone in proper protein folding within the ER
and reduces ER stress by preventing the accumulation of misfolded proteins. Therefore,
TUDCA+TN groups showed increased expression of ER stress markers compared to TUDCA
treated and untreated groups. Similar to TUDCA, SAL maintains proper protein folding and
prevents accumulation of misfolded proteins. SAL is a chemical that functions in ER stress by
inhibiting dephosphorylation of specific pathways in ER stress response. Expression of BIP
and CHOP has also increased with SAL+TN groups compared to untreated, and SAL treated
groups. TUSC3 expression decreased only in TN groups. E-cadherin expression decreased
across all groups except in the TUDCA group. N-cadherin expressions showed contradictory
results in our observations. We observed a slight increase in EGFR expression in TN groups
at 0.5 and 1 uM concentrations, which further increased in TUDCA+TN and SAL+TN groups.
There was not any noticeable changes in TGF-3 expression between the groups.

In summary, our MTT findings suggest that TN at concentrations of 0.5 and 1 uM are optimal
for observing ER stress differences. Treatment with TUDCA (500nM) and SAL (500nM) notably
reduced the expression of canonical ER stress markers. Decrease in E-cadherin expression
and increase in N-cadherin expression suggest enhanced invasion potential of PDAC cells
through epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). Additionally, the downregulation of
TUSCS3in TN-treated groups is associated with increased proliferation, migration, and invasion
in PDAC cells. Upregulation of EGFR is related with cancer cell lines. Overall, our findings
suggest that inducing ER stress may promote EMT in PDAC primary cells, contributing to
tumor cell invasiveness.

This work was supported by Ministry of Health of The Czech Republic, grant
no. NU23-08-00241 and by funds of Faculty of Medicine, Masaryk University, grant. no.
MUNI/A/1598/2023.
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Lipopolysaccharide-induced EMT and ER
stress in expandable lung-like epithelia

Portakal Tiirkan', Havlié¢ek Vitézslav', Hertidkova Jarmila', Pelkova Vendula',
Cakmakci Riza Can', Hampl Ale§" 2, Vainhara Petr':2

' Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Masaryk University
2 International Clinical Research Center, St. Anne's University Hospital

Lung inflammation induced by LPS which is found in the cell wall of gram-negative bacte-
ria, prompts an epithelial to mesenchymal transition (EMT), leading to the accumulation of
extracellular matrix. This can result in interstitial fibrosis and ultimately respiratory failure.

When misfolded proteins accumulate in the Endoplasmic Reticulum (ER), the Unfolded Protein
Response (UPR) mechanism is activated. However, when the UPR may become excessively
activated, leads to phenotypic changes in cells and even cell death.

This study aims to investigate the mechanism underlying LPS-induced EMT in expandable
lung-like epithelial cells (ELEP cells) derived from human embryonic stem cells (hESCs) and
investigate the role of ER stress.

ELEP cells were derived from human embryonic stem cells as described by us previously
(Kotasova et al. 2022). For this purpose, they were initially directed towards foregut endo-
derm using Activin A signaling, followed by lung-specific differentiation via FGF, BMP, and
Whnt signaling pathways. RA, dexamethasone, and IBMX were utilized for the maintenance of
ELEP cells. Subsequently, the lung-specific characteristics were confirmed by flow cytometry,
demonstrating TTF1 positivity.

To understand the effects of LPS on ELEP cells, both 2D monolayer and 3D cell culture by
hanging drops were conducted. Cells were treated with different concentrations of LPS,
tunicamycin, and TUDCA. Afterward, detailed analyses of the cells were performed using
PCR, Western blot, and immunofluorescence microscopy.

LPS and tunicamycin (TN) treatment increased the migration capacity of ELEP cells. gRT-PCR
results revealed an upregulation in SLUG and SNAIL after LPS treatment. In TN-treated cells,
gRT-PCR, WB, and IF analyses confirmed the activation of UPR, indicated by the increase
in BiP and CHOP expression. Treatment with TN led to an increase in both E-cadherin and
N-cadherin adhesion molecules, as determined by gRT-PCR, WB, and IF methods.

ER stress activation in cells induced by LPS was investigated through BiP and CHOP expre-
ssions. According to IF and gRT-PCR results, an increase in BiP and CHOP was observed,
although there was no significant difference in WB results. Changes in cadherin expre-
ssions with LPS were examined through qRT-PCR, WB, and IF analyses. While IF and WB
results showed an increase in N-cadherin expression, qRT-PCR results indicated an increase
in E-cadherin expression, and no significant changes were observed in N-cadherin.
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Light microscopic images showed that untreated cells formed spheroids in 7 days, while cells
treated with TN were forming spheroids on the 1st day. The spheroid formation time did not
change with the cells induced by LPS, but the spheroids were significantly larger compared
to the untreated group. qRT-PCR analyses of spheroids on the 3rd day revealed upregulation
of BiP, CHOP, E-cadherin, and N-cadherin expressions, indicating the activation of UPR by
both TN and LPS and resulting changes in adhesion molecules.

ELEP cells undergo EMT upon induction by LPS, and this possibly occurs similarly with
tunicamycin induction, due to UPR activation followed by changes in adhesion molecules.
Additionally, the acceleration of spheroid formation by tunicamycin and the larger spheroid
formation induced by LPS could be associated with EMT.

Kotasova H, Capandova M, Pelkova V, Dumkova J, Koledova Z, Rem§ik J, Souéek K, Garlikova
Z, Sedlakova V, Rabata A, Vanhara P, Moran L, Pecginka L, Porokh V, Ku&irek M, Streit L,
Havel J, Hampl A. Expandable Lung Epithelium Differentiated from Human Embryonic Stem
Cells. Tissue Eng Regen Med. 2022 Oct;19(5):1033-1050. doi: 10.1007/s13770-022-00458-0.
Epub 2022 Jun 7. PMID: 35670910; PMCID: PMC9478014.

This work was supported by the Czech Science Foundation, grant no. GA23-06675S and by
funds of Faculty of Medicine, Masaryk University, grant. no. MUNI/A/1598/2023.
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