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1. sekce — Epidemiologie, Lékaiska mikrobiologie

DSP Epidemiologie:
Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Juraj Szanyi
(3. ro¢nik)
Skolitel: pplk. doc. MUDr. Jan Smetana Ph.D.
Skolitel-specialista: doc. MUDr. Stanislav Plisek Ph.D.
Téma sdéleni: Neuroborelioza — souc¢asna diagnostika, moznosti vyuZiti zrakovych evokova-

nych potenciali v diagnostice a nasledném monitoringu vyvoje onemocnéni

Cilem prace je na velkém souboru pacientil (cca 400) prokdzat moznost vyuziti vySetieni VEPs pii neuro-borelioze.
Vyuziti jako pomocného vysetfeni event. vyuziti pii diferencialni diagnostice i neinfekénich pti¢in (RSM).
Principem vyzkumu je VEP vySetieni pacientt (snaha o opakované vySetieni) s diagnozou neuroboreliozy
a konfrontace ziskanych vysledki s ostatnimi vysetfovacimi metodami (likvorovy nalez, sérologie, intrathekalni
syntéza antiboreliovych protilatek - index AI, MR mozku).

V soucasnosti probiha sbér a zpracovavani dat. Vysledky jsou pribézné - zatim nelze jednoznacné reprodukovat.
Po kompletaci a nasledné analyze vysledki bude provedeno celkové zhodnoceni se snahou o publikaci v odborném
casopise.

Hodnost, jméno a piijmeni: npor. MUDr. Renata SoSovitkova
(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. prof. MUDr. Roman Chlibek, Ph.D.
Téma sdéleni: Studium séroprevalence vybranych infekénich chorob

Cil price: I pies dlouhodobé vysokou proockovanost proti spalni¢kam a pifusnicim v Ceské republice, se objevuji
lokalni epidemie téchto onemocnéni. Cilem nasi prace bylo stanovit séroprevalenci IgG protilatek proti spalnickam
a pfiusnicim u dospélé populace, porovnat jednotlivé vékové kohorty, muze a zeny a skupinu ockovanych
a neockovanych jedinct.
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Metodika: Studie byla provedena v letech 2011 - 2012 u jedinct starSich 18 let. Subjektim byly odebrany vzorky
krve, které byly vySetfeny na piitomnost protilatek metodou ELISA (komer¢ni sety firmy R-Biopharm). Séra byla
hodnocena kvalitativn€ jako negativni, hrani¢ni a pozitivni. Pozitivni vysledky pak byly hodnoceny i kvantitativné.
Vysledky: Studie se zic¢astnilo 1911 osob. Nejvice séronegativnich vysledkt bylo v pripadé spalnicek ve vékové
kategorii 30 - 39 let a v pfipadé piiusnic v kategorii 18 - 29 let. Nejvyssi mira séropozitivity byla zaznamenana u
jedinct nad 50 let véku. V piipadé¢ spalni¢ek byly mediany koncentraci protilatek séropozitivnich osob nizsi u
ockovanych jedincti ve srovnani s neockovanymi. U piiusnic se medidny koncentraci séropozitivnich neockovanych
a ockovanych jedinci viceméné nelisily.

Zavér: Prodélani infekce spalnickami a ptiusnicemi zanechava dlouhodobou imunitu, zatimco po o¢kovani dochazi
v Case k poklesu protilatek v séru. Vhodna je zména vakcinadni strategie a ¢astéjsi plosné sérologické prehledy
vakcinou preventabilnich onemocnéni.

Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Markéta Dyrhonova
(4. rocnik)
Skolitel: plk. prof. MUDr. Roman Chlibek, Ph.D.
Téma sd¢€leni: Epidemiologie chronické virové hepatitidy C a kvalita Zivota 1é¢enych

pegylovanym interferonem alfa s ribavirinem

Cil primarni - analyza dat kohortové studie kvality Zivota nemocnych s chronickou hepatitidou C lécenych
pegylovanym interferonem alfa s ribavirinem, vyhodnoceni strategie vedeni 1écby a spoluprace s takto nemocnymi
k zajisténi jejich adherence k 1écbe.

Cil sekundarni - rozsifeni a uplatnéni epidemiologickych dat o HCV infekci v CR.

Metodika: Dotaznikova metoda — 5 standardizovanych dotaznikt (Skaly pro hodnoceni deprese, kognitivnich
funkei, tzkostnych poruch,...241 otdzka) na zjisténi kvality zivota nemocnych s chronickou HCV infekci
vyplilovanych bezprostiedné pred terapii interferonem a ribavirinem a ve 12. tydnu této 1écby. V 2016 projekt
rozsifen o aktivni vyhledavani osob s chronickou HCV infekci v dospélé populaci vystavené nékterému z rizik
mozného pienosu HCV — odbéry periferni krve ke stanoveni hladiny anti HCV protilatek metodou ELISA,
v piipadé reaktivniho vzorku konfirmované metodou polymerazové fetézové reakce (PCR), ke stanoveni HCV RNA.
Vysledky: Celkem do kohortové studie zahrnuto 176 muzi a zen l1écenych v 2004-2014.

Potvrzena byla stigmatizace nemocnych s chronickou hepatitidou C, negativni ovlivnéni jejich psychické a fyzické
kondice, zejména ve skupin¢ nad 40 let. Zasadni zlepSeni kvality Zivota po eliminaci viru. Z hlediska
epidemiologického, od 11/2016 do 05/2017 vySetieny anti HCV protilatky u 564 osob s alespon jednim rizikovym
faktorem mozného prenosu HCV. Anti HCV pozitivnich bylo 15 (prevalence 2,66%), z nich 2 viremicti s chronickou
HCYV infekei (prevalence 0,35%).

Zavér: Je trvala potieba edukace laické i odborné vefejnosti o virové hepatitidé C, jeji existenci v nasi populaci,
rizikovych faktorech pfenosu, potieb¢ aktivniho vyhledavani a spoluprace I¢kate s takto nemocnym, o nutnosti
vcasné diagnostiky a moznostech 1écby i o tom, Ze je souc¢asné dobé¢ virova hepatitida C jiz dobie vylécitelna.
Naproti tomu naklady jsou zatim obrovské.

Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Hana Zelena
(4. ro¢nik)
Skolitel: pplk. doc. MUDr. Jan Smetana, Ph.D.
Téma sdéleni: Klinicka charakteristika hantavirovych infekci

Cil prace: Charakteristika klinickych projev hantavirovych infekci u souboru pacienti vySetifenych v NRL
pro arboviry.

Pouzitd metodika: U pacientl s podezienim na hantavirovou infekci byly vysetfeny vzorky krve metodou ELISA
IgG, IgM (Euroimmun) a Imunoblot IgG, IgM (Euroimmun). Pro molekularni diagnostiku byla pouzita metoda
RT-PCR, pozitivni izolaty byly sekvenovany a dourcen genotyp viru. Osetfujicim Iékaiim byl rozeslan dotaznik
tykajici se klinickych ptiznakd, zavaznosti prubéhu a dlouhodobych nasledkt hantavirového onemocnéni.
Dosazené vysledky: V obdobi 2007-2017 (do 7/2017) byla sérologicky diagnostikovana akutni hantavirova infekce
u 56 pacientl, z nichz u 33 byla pozitivni také PCR. Sekvenaci byla u 30 pacientli zji§téna infekce virem

175



Korabecny: Souhrnné vysledky 11. fakultni konference studentit DSP programii

Dobrava/Belgrade (15x genotyp Dobrava, 12x genotyp Kurkino, 3x genotyp neurcen), u 2 pacientt byl prokazain
virus Puumala a u 1 pacienta virus Tula. Onemocnéni probihalo s riiznou zavaznosti véetné jednoho timrti.
Zavér: V souboru pacientli bylo onemocnéni zpiisobeno prevazné virem Dobrava/Belgrade, a to jeho genotypy
Dobrava a Kurkino, vyskytly se také infekce viry Puumala a Tula. Klinické pfiznaky maji riznou zavaznost, jejich
vyhodnocovani v soucasné dob¢ probiha, protoze se jesté nevratily vSechny dotazniky.

DSP Lékaiska mikrobiologie:

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Markéta Benkova
(3. ro¢nik)

Skolitel: PharmDr. Jan Marek, Ph.D.

Téma sdéleni: Testovani antimikrobidlni ii¢innosti nové syntetizovanych latek jako po-
tencialnich aktivnich slozek dekontaminacnich smésic¢i dezinfekénich
pripravki

Cilem dizertaéni prace je znovuzavedeni metodik testovani antimikrobialni uc¢innosti na pracovisti a testovani
nékolika skupin nové pfipravenych latek na bdzi kvartérnich amoniovych soli (KAS) jako potencidlnich
dezinfekc¢nich latek.

V ramci projektu jiz byla zavedena metodika testovani antimikrobialni ucinnosti - mikrodilu¢ni bujonova
antimikrobialni latky, ktera zastavi rtist mikroorganismt), minimalnich baktericidnich (MBC) a fungicidnich
(MFC) koncentraci antimikrobialnich latek (nejnizs$i koncentrace, ktera usmrti bakterie/vlakn. houby
a kvasinky).

Byly stanoveny bakterialni MIC a MBC u vSech skupin latek na bazi kvartérnich amoniovych soli s riiznou
strukturou. Tyto hodnoty byly nasledné porovnany s komeréné pouzivanymi latkami, tj. benzalkonium
chloridy/bromidy. Nyni nasleduje stanoveni MIC a MFC na vlaknitych houbach a kvasinkach. V ramci rozsiteni
metodiky jsou na tfimési¢ni zahrani¢ni stazi vybrané latky testované také difuzni metodou a také proti mikrofasam
Pseudokirchneriella subcapitata zkouskou inhibice ristu sladkovodnich zelenych fas.

Ziskana data budou publikovana v zahrani¢nim periodiku s impakt faktorem a z nejnadéjnéjsich latek se budou
formulovat smési, které budou podrobeny dal$imu testovani.

2. sekce — Infekéni biologie, Vojenska radiobiologie

DSP Infekcni biologie:

Hodnost, jméno a piijmeni: Ing. Miloslava Duracova
(2. ro¢nik)

Skolitel: PharmDr. Jana Klimentova, Ph.D.

Téma sdéleni: Detekee a identifikace vysoce rizikovych agens pomoci proteomickych
metod

Cil prace: Vyvoj metody cilené proteomické analyzy pro detekci toxinti bakterie Clostridium perfringens
Pouzitd metodika: Kultivacni metody, Polymerazova fetézova reakce, Izolace DNA, Klonovani do expresnich
systémd, Elektroforetické metody, Separa¢ni metody, Metody hmotnostni spektrometrie, Bioinformatické
analyzy

Dosazené vysledy: Optimalizace protokolu pro kultivaci bakterialnich kment Clostridium perfringens,
jez produkuji pozadované toxiny v riiznych kombinacich. Charakterizace kmenti Clostridium perfringens pomoci
rustové kiivky. Ptiprava rekombinantnich proteind, produkovanych bakteridlnim expresnim systémem, konkrétné
Escherichia coli. Identifikace proteinovych toxini pomoci hmotnostni spektrometrie.

Zavér: Pro potieby cilené proteomické analyzy byly pfipraveny rekombinantni standardy proteinovych toxinu.
Po vytvofeni hmotnostné spektrometrické metody bude nasledovat otestovani téchto metod na komplexnich
matricich.
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Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Monika Kopec¢kova
(2. ro¢nik)

Skolitel: PharmDr. Ivona Pavkova, Ph.D.

Téma sdéleni: Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza — moonlighting protein Francisella
tularensis

Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) je protein, ktery kromé své zdkladni enzymatické funkce
v procesu glykolyzy plni i celou fadu dalsich pfidatnych tzv. ,,moonlighting funkci. U mnohych patogennich
bakterii pak byl prokazan vztah tohoto proteinu i k virulenci. Z in vivo a in vitro provedenych experimentd v ramci
mé prace vyplyva, ze u intracelularni patogenni bakterie Francisella tularensis (F. tularensis) ma GAPDH také
vztah k virulenci. Moje prace je zamétena na hledani potencialnich interakénich partnerd na Grovni bakterie i uvnitf
hostitelské buiiky, pomoci kterych bude mozné objasnit ptipadné dalsi neenzmytické funkce GAPDH u F tularensis.
K témto ucelim pouzivam metody Far-western blot, Solid phase binding assay a afinitni purifikaci v kombinaci
s kvantitativni SILAC MS/MS analyzou. Z piedbéznych vysledkd vyplyva, ze se protein GAPDH vaze k ex-
tracelularnim proteinim eukaryotnich bunék napt. plazminogen, fibrinogen, fibronektin. Prvni experimenty také
naznacuji schopnost GAPDH interagovat s dal$imi proteiny v ramci F. tularensis. Ziskané poznatky piispivaji
k poznani molekularnich mechanismu patogeneze F. tularensis.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Pavla Stojkova

(2. ro¢nik)
Skolitel: RNDr. Petra Spidlova, Ph.D.
Téma sdéleni: Francisella HU protein

Nukleoid asociovany protein HU je maly DNA-vazebny protein v bakterialni bunice, ktery ovliviiuje dulezité
bunécné procesy, jako je napiiklad transkripce, translace, bunééné déleni a v neposledni fadé expresi gent kodujici
faktory virulence. HU protein je sekvenéné nespecificky, nicméné vykazuje vyssi afinitu ke strukturalné narusenym
usekiim DNA, které vznikaji napiiklad béhem ristu ve stresovych podminkach. Vysledky této prace dokazuji
nezbytnost tohoto proteinu ve virulenci a rustu Francisella tularensis. Mutantni kmen postradajici tento protein
neni schopen normalniho rstu v podminkéch navozujici oxidativni stres a je defektni i v intracelularni replikaci v
mysich kostné dfenovych makrofazich. Snizeni virulence bylo prokazéano i v in vivo systému. Mutantni kmen nebyl
schopen vyvolat tularémii u mysi a navic navozoval protektivni i€¢inky vici divokému kmeni FSC200. Jeho Sirokou
skalu psobnosti naznacuje i proteomicka studie, ktera, mimo jiné, detekovala snizenou produkci proteinti z ostrova
patogenity F. tularensis.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Magdaléna ProksSova
(3. ro¢nik)
Skolitel: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.
Téma sdéleni: Studium protein-proteinovych interakeci hostitel-patogen

Cil prace: Cilem prace je identifikovat klicové proteiny bakterie Francisella tularensis, které cestou interakci
s proteiny hostitelské bunky fidi prubéh infekce ve svlij prospéch.

Metodika: Byl vybran minimalisticky experimentalni piistup, kde jsou geny pro vybrané bakterialni proteiny spolu
s afinitni kotvou FLAG-tag exprimovany v eukaryotnich HEK293T bunkach, ktera umoziuje jejich naslednou purifikaci
pres specificky sorbent. Spolu s bakterialnimi proteiny by se mély ko-purifikovat silné interagujici eukaryotni proteiny.
Tyto proteiny jsou nasledn¢ identifikovany pomoci nanoHPLC-MS/MS. Pro rozliSeni spravné pozitivnich interakci
od falesné pozitivnich miize poslouzit SILAC kultura ptivodnich HEK293T bunék znacena tézkymi aminokyselinami.
Dosazené vysledky a zavér: Imunoblotem i LC-MS metodikou byla potvrzena exprese vybranych bakteridlnich
proteini v HEK293T buiikdch. Pomoci stejnych metodik byla potvrzena ptitomnost proteinti v eluatu po afinitni
purifikaci prostiednictvim FLAG-tag kotvy. V soucasné dobé se snazime o snizeni pozadi nespecificky
purifikovanych proteinti a kombinaci afinitni purifikace se SILAC experimentem. Byla piipravena SILAC kultura
HEK293T bungk, s téméf 100% metabolickou inkorporaci t€zkych aminokyselin Lys a Arg do proteint a mini-
malizovéana biochemicka konverze Arg na Pro.
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Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Valeria Sesko
(3. ro¢nik)
Skolitel: prof. MUDr. Jifi Stulik, CSec.
Téma sdéleni: Piiprava systému pro expresi proteini s imunostimulaénim potencialem

v mikrobu Francisella tularensis

Cilem prace je hledani vhodnych kandidatnich proteint bakterie Francisella tularensis s imunostimulacnim
potencialem. VSechny rekombinantni proteiny, které uz byly otestovany, byly pfipraveny v expresnim systému
E. coli, kde ale nejsou zachovany ptivodni modifikace proteinti (napf. glykosylace), coz mize vyznamné ovlivnit
jejich imunostimulaéni potencial a protektivni schopnosti. Vyvoj systému produkce proteint pfimo v bakterii
F. tularensis, které budou mit v§echny posttranslaéni modifikace, je proto dal§im nezbytnym krokem k pfipravé
ucinné podjednotkové vakciny proti F. tularensis.

Razné typy regulovanych bakteridlnich promotord byly naklonovany do vektoru schopného se replikovat
ve F.tularensis. Pro kontrolu exprese byly vybrany proteiny FTT 1029, FTT 1368 a GFP jako marker. Schopnost
indukovat expresi byla testovana jak v buiikach E. coli, tak i v buitkdch F.tularensis. Uroven exprese byla stanovena
pomoci Western blotu a méteni fluorescence. Jen vybrané promotorové systémy se jevily jako funkéni a mohly by
byt pouzity v dalsich studiich.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Lenka Plzakova
(4. rocnik)
Skolitel: plk. gst. doc. RNDr. Zuzana Kro¢ova, Ph.D.
Téma sdéleni: Uloha B lymfocytii v ¢asné fazi imunitni odpovédi proti intracelularnimu

patogenu Francisella tularensis

Cil prace: Cilem disertacni prace je charakterizovat tlohu B lymfocytl v ¢asné fazi imunitni odpovédi proti
intracelularnimu patogenu Francisella tularensis. Mezi diléi cile pak patii urceni aktiva¢nich znakd v peritoneu
a slezin¢ v prubéhu infekce F. tularensis u BALB/c mysi, uréeni mechanismu vstupu F. tularensis do B lymfocyta
pomoci blokace receptort dilezitych pro vstup a dale ,trafficking™ F. tularensis v B lymfocytech.

Pouzita metodika: Pro popis mechanismu vstupu F. tularensis do B lymfocyti a detekce aktivacnich znaki byla
vyuzita metoda prutokové cytometrie. , Trafficking F. tularensis v B lymfocytech byl sledovan pomoci
fluorescenc¢niho mikroskopu.

Dosazené vysledky a zavér: Byla provedena detekce mechanismu vstupu F. tularensis do B lymfocytti pomoci
blokace komplementovych receptord CR1/2, CR3 a CR4, dale pak pomoci FcyR a BCR receptori. Na mys$im
modelu BALB/c byly pomoci infekce F. tularensis také definovany podminky vstupu F. tularensis do jednotlivych
B bunéénych subtypt. Ziskané vysledky poukazuji na to, ze rozhodujici vliv pii vstupu do CD19+ bunék maji
receptory BCR a CR1/2. U méfeni aktivacnich znakl bylo prokazano zvyseni aktivaéniho znaku MHC II u vSech
méfenych B bunécnych podtypt (tedy B-1a, B-1b a B2) v peritoneu, ve sleziné to byl naopak znak CD69. Dale
byla provedena detekce kolokalizace F. tularensis v B lymfocytech, ktera byla sledovana pomoci fluorescenc¢niho
mikroskopu. Pfi niz jsme prokazali maximum kolokalizace s EEA1 a s LAMP-1 do 30 minut po infekci, coz se
shoduje s bunéénym osudem F. tularensis u monocytt a makrofagu.

DSP Vojenska radiobiologie:

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Marcela Jelicova
(2. ro¢nik)
Skolitel: plk. g&t. doc. MVDr. Zuzana Sinkorova, Ph.D.
Téma sdéleni: Elektrochemicka detekce poskozeni DNA po gama ozareni

Cil prace: Stanovit zpétné obdrzenou davku ionizujiciho zafeni pomoci nové vyvinuté elektrochemické metody,
ktera detekuje miru strukturniho poskozeni nukleovych kyselin po ozafeni, dvojitych zlomi DNA v lymfocytech
periferni krve. V soucasné dob¢ probihd optimalizace metody.
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Pouzita metodika: Z elektrochemie byla pouzita diferencni pulsni voltametrie a tisténa uhlikova elektroda, na které
byly testovany roztoky vybranych interkalatorti a standard DNA z teleciho brzliku. Pro srovnani metodického
pristupu byl dale pouzit mikrojaderny test metodou optické mikroskopie. Pomoci prutokové cytometrie byl
stanoven histon YH2AX.

Dosazené vysledky: Byly zvoleny Casové intervaly (1, 4 a 24hod po ozafeni) a rozmezi davek (0,5 — 5Gy) a pro
kazdy interval byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky. Soucasné€ byly vytvotfeny biodozimetrické kiivky zpétného odectu
davek obou srovnavacich biodozimetrickych metod. Pomoci elektrochemie byly charakterizované vybrané
interkalatory a byla jimi detekovana DNA.

Zavér: Kalibracni kiivky odpovidaji vysledkiim dosazenym v odbornych publikacich. Predem ocharakterizované
interkalatory byly pouzity pro detekci DNA ve vzorku, podafilo se DNA zachytit pfi povrchu elektrody pfi
pozadovaném zeslabeni signalu inerkalatoru.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Lucie Cechikova
(3. ro¢nik)
Skolitel: pplk. doc. PharmDr. Ales Tichy, Ph.D.
Téma sd€leni: Radiosenzibilizace nadorovych bunék: vyznam modulace autofagie

Cil prace: Pacienti s nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) jsou z prevazné vétSiny léceni pomoci
radioterapie, nicméné radiorezistence NSCLC pfispiva k castym relapsiim. Je proto zadouci vyuziti vhodnych latek
zvysujicich u€inek ionizujiciho zateni (IZ) na nadorové bunky. Cilem prace je sensibilizace NSCLC bun¢k (H1299)
k 1Z pomoci specifickych autofagickych inhibitort - Spautinu-1 a Lys05, jelikoz inhibici autofagie bunky ztraci
dilezity cytoprotektivni mechanismus.

Pouzita metodika: Vhodné koncentrace inhibitorti a davky IZ byly stanoveny pomoci real-time monitoringu
bunécné proliferace systémem xCELLigence. Protein p62/SQSTMI, ktery je soucasti signdlni drahy autofagie,
byl detekovan metodou ELISA. Morfologicka analyza ovlivnénych bunék byla provedena pomoci elektronové
mikroskopie. RT-PCR byla vyuzita ke stanoveni zmén exprese autofagickych genti.

Dosazené vysledky: Inhibitory autofagie i samotné IZ vedlo k poklesu bunééné proliferace, pricemz kombinace
obou nox tento efekt jesté vice prohloubila. Hladina proteinu p62/SQSTMI1 byla zvysena u bunék ovlivnénych
Lys05, ale i samotnym IZ, coz svédci o inhibici autofagie i po pouhém ozafeni. Tento vysledek byl rovnéz potvrzen
metodou elektronové mikroskopie.

Zavér: Inhibice autofagie byla signifikantné zvysena u bunék ovlivnénych jak Lys05, tak samotnym zafenim,
ale také v kombinaci s IZ. Pouziti inhibitorG autofagie se tak jevi jako perspektivni lécebna strategie pro eradikaci
NSCLC bun¢k H1299. Nase vysledky potvrzuji, Ze oba inhibitory - Spautin-1 1 Lys05, které v kombinaci s 1Z
zpusobuji pokles proliferace rakovinnych bunék, vedou k u¢inné radiosenzibilizaci H1299 bun¢k a mohou najit
uplatnéni v protinadorové terapii.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Anna Lierova
(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. git. doc. MVDr. Zuzana Sinkorové, Ph.D.
Téma sdéleni: Testovanie nanocastic z kyseliny hyalurovenej in vitro a in vivo

Cielom tejto price bolo stanovit’ u¢inky nanocastic z kyseliny hyaluronovej (NP). Prvotné experimenty boli
zamerané na zistenie pripadnej toxicity rozdielne vel'kych nanocastic (84,5 a 124 nm) a taktiez nanocastic
s rozdielne modifikovanym povrchom. V druhom sete experimentov sa NP aplikovali in vivo a boli sledované ich
ucinky v kombindcii s celotelovym a parcidlnym ozarovanim.

Pouzita metodika: Na zistenie pripadne toxicity NP in vitro bola pouzita proliferacna esej - WST test. Bunkova
linia J774.2 bola vystavena rozsiahlej koncentracnej rade NP a taktiez rozdielnym davkam ionizujiiceho
ziarenia. Mysiemu kmenu C57Bl/6 boli intra-trachealne aplikované NP a nasledné bol vystaveny davke 8 Gy
(celotelové oziarenie) a 17 Gy (parcidlne oziarené hrudnika). Pomocou mnohofarebnej cytometrie boli
imunofenotypizované populécie buniek v periférnej krvi a v pl'icach. Plica boli nasledne podrobené histopa-
tologickej a imunofluorescencnej analyze.

Dosazené vysledky: NP sa nejavili ako toxické. Najvacsi narast viability bol zaznamenany v koncentraénom
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bode 0,1 mg/ml. U skupiny ktorej boli aplikované NP bol periférnej krvi stanoveny zvyseny pocet lymfocytov
v porovnani s len oziarenou skupinou. V pl'ucnom tkanive vSak doslo pri parcidlnom ozarovani k zhorSeniu
sledovanych parametrov.

Zavér: Nanocastice z kyseliny hyaluronovej o vel'kosti 84,5 a 124 nm nevykazuju protektivny ucinok po intra-
trachealnom podani pri rozvoju radiaéného poskodenia pluc.

Hodnost, jméno a piijmeni: npor. Ing. Markéta Némcova
(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. g&t. doc. MVDr. Zuzana Sinkorova, Ph.D.
Téma sdéleni: Zmény ve vyvoji thymocyti po vnitini kontaminaci a celotélovém ozareni

experimentalniho modelu mysi

Prace je zaméfena na odliSnosti procesu migrace prekurzorovych kostnédienovych bunék po vnitini
kontaminaci vojensky vyznamnymi radioizotopy Sr®>, Cs'** a celotélovém gama ozafeni mysiho
experimentalniho modelu. Zmény v procesu migrace jednotlivych subpopulaci jsou vztazeny k neovlivnéné
kontrole.

Pokus byl proveden na experimentalnim modelu mysi C57BL/6. Pro vnitini kontaminaci mysi byly pouzity kapalné
radionuklidy Sr%5, Cs'** v chemickém slozeni roztoku 20 mg SrCl,/L + 3 g HCI/1 a 20 mg CsCly/1 + 3 g HCI/I. K
celotélovému ozafeni byl vyuzit zdroj ionizujiciho zateni Co®.Charakterizace populaci subpopulaci thymu
a periferni krve probihala metodou mnohobarevné pratokové cytometrie. Pro méfeni vnitfni kontaminace bylo
vyuzito gamaspektrometrické trasy a kapalinové scintilace.

Celotélové ozafeni epxperimentalniho modelu mysi davkou 9 Gy vedlo v intervalu 17 dni k postupnému tbytku
erytrocytti, do 10 dni k poklesu leukocyt a v prubéhu 10 dni k postupnému nértstu monocytt. U vzorkt thymu
i periferni krve dale dochazi k vyplavovani jednotlivych populaci ve vlnach. Z vyvoje jednotlivych subpopulaci
je vsak patrné, ze 3. a 17. den dochazi k depleci v tkani thymu. Opétovny nartst bunck thymu je zavisly na vyplaveni
krevnich elementt z kostni diené, jejich migraci periferni krvi a nasledné citlivé vyladénym procesem diferenciace
pro-thymocyta.

Blizsi pohled na pusobeni IZ na thymus a mechanismy s nim spjaté muze vést k rozvoji a uceleni pohledu
na probihajici procesy v ozafeném nebo kontaminovaném organismu.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Martin Ondrej
(3. ro¢nik)
Skolitel: pplk. doc. PharmDr. Ales Tichy, Ph.D.
Téma sdéleni: Radiosensibilizace nadorovych bunék pomoci modulace autofagie: fosfo-

proteomicka analyza

Cil prace: Prace je zamétena na studium fosforylovanych proteinti v nadorovych bunkach nemalobunééného
karcinomu plic H1299 po ovlivnéni inhibitorem autofagie Lys05 v kombinaci s ionizujicim zafenim. Hlavnim
pfedmétem zajmu je charakterizace signalnich drah uplatiujicich se v radiosensibilizaci s ohledem na moznou
cytoprotektivni roly autofagie u nddorovych bunék.

Metodika: Pro studium biologickych procest probihajicich v ozatenych buiikach ovlivnénych inhibitorem autofagie
Lys05 byla pouzita metoda SILAC s naslednym stanovenim pomoci hmotnostni spektrometrie. Jako experimentalni
model byla vybrana bunécna linie nemalobunééného karcinomu plic. Experimentalni postup byl postaven na
zakladech ,,shotgun® proteomiky, pticemz frakce fosfopeptidi byla ziskana obohacenim pomoci TiO, mikropartikuli
a nasledné identifikovana/kvantifikovana pouzitim LC-MS/MS.

Vysledky: Celkové bylo identifikovdno vic nez 1100 proteinti, na kterych bylo identifikovano pies 6000
fosforylacnich mist. Signifikantné modifikované fosfoproteiny se podilely na regulaci biosyntetickych a metabol-
ickych procest a také bunééné odpovédi na stres. Kromée toho byly identifikovany proteiny podilejici se na regulaci
drahy mTOR, hlavni regulacni drahy autofagie.

Zavér: Provedli jsme pilotni studii zmén molekularnich mechanismi vlivem inhibitoru autofagie Lys05
v kombinaci s ionizujicim zafenim s vysledky naznacujicimi ovlivnéni hlavnich regulacnich drah autofagie. Dalsi
experimenty budou zaméfeny na verifikaci ziskanych vysledku.
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Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Adéla Kmochova
(4. ro¢nik)

Skolitel: pplk. doc. MUDr. Jaroslav Pejchal, Ph.D.

Téma sdéleni: Terapeutické moZnosti ovlivnéni poskozeni epitelialnich tkani ionizujicim
zafenim

Cil prace: Cilem projektu je zhodnotit uc¢inek epidermalniho ristového faktoru (EGF) a keratinocytarniho ristového
faktoru (KGF) stran poskozeni plic pfi lokalnim ozafeni hrudniku.

Pouzitia metodika: V roce 2016/2017 byly provedeny 2 experimenty. V 1. modelu byly mysi (C57Bl/6) rozdéleny
do skupin: 0 Gy, 15 Gy,15 Gy + EGF (8 davek, Img/kg) a 15 Gy + EGF (21 davek, 1mg/kg). Odbér vzorkt prob&hl
191. den po ozafeni. V 2. modelu byly mysi (Balb/c) rozdéleny do skupin: 0 Gy, 10 Gy, 10 Gy + KGF (8 davek,
Smg/kg). Odbér vzorkl probéhl 114. den po ozafeni. V obou modelech byl hodnocen krevni obraz, histopatologické
zmeény, infiltrace imunitnimi bunikami a zmény v cytokinovém profilu plic.

Dosazené vysledky: V 1. modelu doslo u 1t aplikace EGF k signifikantnimu zvySeni bilé krevni fady. V plicich
doslo k signifikantnimu zvyseni cytokinit TNF-a, MCP-1,TGF-B, MMP-2 a MMP-9 a k poklesu KC. U 3t aplikace
EGF je nartst vyraznéjsi a u vSech cytokint. 1t aplikace vedla k statisticky vyznamnému poklesu infiltrace plicni
tkané granulocyty. U 3t aplikace EGF doslo ke snizeni vzdusnosti plicni tkané. Ob¢ aplikace vedly k statisticky
vyznamnému nartstu ukladani kolagenu. U 2. modelu doslo k signifikantnimu nartstu cytokinit TNF-o, MCP-1,
MIP-1a, IFN-y, IL-6, TGF-B, MMP-2, MMP-9 a KC. Dale doslo ke snizeni vzdusSnosti plicni tkané a k nartistu
akutnich zanétlivych parametrt a ukladani kolagenu.

Zavér: Experimenty ukazuji, ze aplikace rustovych faktor musi byt kratsi nez 1 tyden, tak, aby nevyvolavala
zanétlivé zmeény v plicni tkani.

Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Ales Hlavka

(5. ro¢nik)
Skolitel: emeritni prof. RNDr. Jifina Vavrova, CSc.
Téma sdéleni: Vyznam IGRT v 1é¢bé karcinomu prsu

Cil prace: Pro spravné ozareni je nutné zajistit piesné nastaveni polohy pacienta. Standardné pouzivané znacky
na kuzi vyzaduji Siroky bezpecnostni lem. Cilem prace je zjisténi mozné redukce bezpecnostniho lemu
pii pouziti IGRT bez rizika poddavkovani cilového objemu a tim zajisténi Setfeni okolnich tkani (plice, srdce,
druhy prs).

Pouzita metodika: Méfime rozdil v nastaveni pacientek na ozatovaci (jejich polohu téla vici svazku linearniho
urychlovace) pii pouziti standardnich znacek na kuzi a pii provedeni 2D/2D ortovoltaznich snimkii zobrazovacim
zafizenim linedrniho urychlovace.

Dosazené vysledky: Mame dokoncen sbér dat (vice nez 6.500 méteni ziskanych od vice nez 200 pacientl) a jejich
statistické zpracovani. Piipravena jejich publikace v odborném casopisu. Pfipravena piednaska.

Zavér: Z namétenych hodnot je ziejmé, ze standardné uzivany bezpecnostni lem 1cm (k expanzi z CTV na PTV)
je unékterych pacientek zafenych bez pouziti IGRT nedostate¢ny. Z toho diivodu jsme na nasem pracovisti zaradili
IGRT u pacientek lé¢enych s karcinomem prsu jako standardni metodu.

3. sekce — Preventivni medicina a ochrana veiejného zdravi, Vojenska chirurgie, Vojenské vnitini 1ékarstvi

DSP Preventivni medicina a ochrana veiejného zdravi:

Hodnost, jméno a piijmeni: Ing. Lenka Vymlatilova
(2. ro¢nik)
Skolitel: pplk. MUDr. Jana Fajfrova, Ph.D.
Téma sdéleni: Utinnost kognitivné behavioralni terapie aplikované ve skupinovych

kurzech redukce télesné hmotnosti na zménu antropometrickych a bio-
chemickych parametra
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Spole¢nost STOB vypracovala strukturovany 12ti tydenni program pro redukei télesné hmotnosti vychazejici
z terapeutického sméru kognitivné behavioralni terapie (KBT).

Nase studie sledovala efektivitu tohoto programu na zménu antropometrickych a biochemickych parametrt a také
na zménu stravovacich a pohybovych navyki.

Studie se tcastnilo prozatim 44 Zen, které podstoupily na pocatku a na konci kurzu KBT antropometrické (piistroj
Tanita BC-545) a biochemické vySetieni (celkovy cholesterol, HDL a LDL cholesterol, triglyceridy, glykémie
a kyselina mocova). Dale bylo provedeno zhodnoceni tydennich jidelnich zaznamii na pocatku a na konci studie
pomoci nutri¢niho programu NutriDan 2 a po celou dobu studie byla monitorovana pohybova aktivita ti€astnic
pomoci akcelerometru InBody band.

Pramérny veék zen ve studii byl 41,2 + 11,8 let. Vstupni prumérna hmotnost byla 93,7 = 17,5 kg a primérny
vstupni BMI byl 32,7 + 6,1 kg.m-2. Redukce télesné hmotnost byla zaznamenana u 40 zen (tj. 91%). Primérny
véhovy ubytek byl - 4,6 + 2,6 kg, z toho ubytek tukové hmoty - 4,5 + 2,4 kg. Ubytek svalové hmoty byl
nevyznamny - 0,1 + 1,4 kg. Ve vyzivovych zvyklostech byl zaznamenan pozitivni trend ve snizeni pfijmu energie,
sacharidi a tukd, a naopak zvyseni pfijmu vlakniny. Zeny v priméru za cely kurz nachodily 11.388 + 2654 krokt
denné.

KBT je efektivni metoda pii zméné stravovacich a pohybovych navykt. Ugastnice kurzu redukuji efektivng
nadbytecné kilogramy, coz se pozitivné projevilo na zlepSeni antropometrickych i biochemickych ukazateld.
Ve studii budeme i nadale pokracovat. Studie se nové rozsifila i na analyzu stfevniho mikrobiomu pied zahajenim
intervence a jeho zménu po ukonceni intervence.

Hodnost, jméno a piijmeni: Ing. Sarka Salajkova
(3. ro¢nik)
Skolitel: doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.
Téma sdéleni: Povrchové aktivni slou¢eniny potencidlné vyuZitelné v diagnostice nebo

terapii onkologickych onemocnéni

Kvartérni amonné soli jsou povrchové aktivni slou¢eniny majici Siroky potencial vyuziti zejména diky svému
permanentnimu naboji, ktery mtze usnadiiovat prostup slouceniny do bunky, pfipadné interagovat s bunéénou
membranou. Tyto slouceniny jsou Casto vyuzivané v prumyslu jako desinfekéni ¢i konzervacni €inidla, napf.
pyridinioné soli v o¢nich kapkach. V dnesni dobé¢ jsou povrchové aktivni latky zkoumany a vyuzivany také jako
ligandy pro nanocastice vyuzitelné nejen v biomedicing. Cilem prace je piiprava vhodnych kvarternich amonnych
soli, které budou pouzity na povrchovou Gpravu zlatych nanocastic, resp. zlatych nanotycinek. Takto upravené zlaté
nanoty¢inky by mély byt dale testovany jako potencialni teranostika (diagnostika, imaging, terapie) u onkologickych
onemocnéni. V této praci je popsana synthesa novych kvartérnich amonnych soli s postrannim pegylovym fetézcem
a koncovou thiolovou skupinou, jejich charakterizace a in vitro testovani.

DSP Vojenskd chirurgie:

Hodnost, jméno a piijmeni: kpt. MUDr. Ondiej Maly
(2. ro¢nik)
Skolitel: pplk. doc. MUDr. Zdenék Subrt, Ph.D.
Téma sdéleni: Inhalacni aplikace smési kysliku a vodiku jako potencionalniho antioxi-

dantu k prevenci ischemicko-reperfiizniho poskozeni jater v priibéhu
velké jaterni resekce

Cilem ptedkladaného experimentu bude vyhodnoceni antioxida¢niho potencialu vodiku u velkého laboratorniho
zvifete (prasete) podstupujiciho velkou jaterni resekci (hemihepatektomii — chirurgické odstranéni poloviny jater),
kdy po obnoveni cirkulace dochazi k rizné zavaznému tzv. ischemicko-reperfiznimu poskozeni, jehoz podkladem
je oxidativni stres. Experimenty na zvitatech tuto uc¢innost vodiku jiz ukazaly jak u repefuzniho poskozeni jater,
tak reperfuzniho poskozeni dalSich organt (napf. myokardu, plic a centralni nervové soustavy), vétsinou vsak pouze
u malych laboratornich zvifat (potkant).
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Hodnost, jméno a piijmeni: kpt. MUDr. Jan Simek
(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. doc. MUDr. Jifi Paral, Ph.D., MBA
Téma sdéleni: Operacni lécba diafyzarnich zlomenin kli¢ni kosti pomoci intramedularni

vs. extramedularni vnitini fixace

Cil prace: Zhodnoceni prubéznych vysledkti odoperovanych pacientd pro zlomeninu kli¢ni kosti ve studii
zabyvajici srovnanim vnitini intramedularni a extramedularni osteosyntézy zlomeniny stfedni tietiny klicni kosti
po 12 mésicich od operace.

Pouzita metodika: Do studie jsou zafazeni vSichni pacienti indikovani k operacni 1écbé zlomeniny diafyzy kli¢ni
kosti. Jedna se o prospektivni randomizovanou studii. Sledujeme vek, pohlavi, etiologii Urazu, misto, datum
a zpusob prvniho osetfeni, dobu ve dnech od trazu po operaci, délku operace, velikost incize, délku hospitalizace,
délku expozice RTG zateni, délku hojeni rany a kosti, délku rehabilitace a pracovni neschopnosti a jedna-li se
0 mono trauma, sdruzené poranéni ¢i polytrauma. Nutnost extrakce. Klinické a RTG kontroly jsou po 1,2,3,6 a 12
meésicich od operace. Po roce od operace je zhodnoceno Constant score.

DosaZené vysledky: Doposud jsme odoperovali 52 pacienti, 22 nitrodfeiiovou osteosyntézou a 30 pacientl
dlahovou osteosyntézou. 12 mésicti od operace je zatim 34 pacientii. Mezi nejvyznamnéjsi dosavadni vysledky
patii delsi RTG expozice u nitrodienové osteosyntézy a dle délky expozice RTG a opera¢nimu Casu se zdaji jako
nevhodna indikace k nitrodfeiiové osteosyntéze spiralni zlomeniny.

Zavér: Nutnost pokracovani ve studii k ziskani vice dat ke srovnani.

DSP Vojenské vnitini lékarstvi:

Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Tomas Grega
(2. ro¢nik)
Skolitel: pplk. MUDr. Martin Jakl, Ph.D.
Téma sd€leni: Metabolicka rizika vzniku kolorektalniho karcinomu

Cil prace: Identifikovat metabolické rizikové faktory spojené s kolorektalni neoplazii (adenomy a pokrocilé
adenomy) a vyhodnotit jejich dopad na screening kolorektalniho karcinomu.

Pouzitd metodika: Prospektivni sbér dat, pacienti ptichazejici ke kolonoskopii v ramei screeningu (TOKS pozitivni,
nebo screeningova kolonoskopie) jsou konsekutivné zatazeni do cilové a kontrolni skupiny dle ptitomnosti
definovanych metabolickych rizikovych faktort. Cilovou skupinu tvoii pacienti s diabetes mellitus 2. typu (DM 2.
typu) nebo s ptitomnosti kardiovaskularniho rizika SCORE >10 %; kontrolni skupinu tvofi pacienti bez téchto
rizikovych faktort. Demografické charakteristiky, antropometrické meéfeni, metabolické rizikové faktory
a koloskopické patologické nalezy jsou hodnoceny u pacientti v cilové a kontrolni skupiné.

Dosazené vysledky: Kolonoskopie byla provedena v obdobi od r. ledna 2016 do kvétna 2017 u 1057 pacientd.
Kompletni vysledky jsme zpracovali u 551 jedinct. Prevalence adenomil a pokroc¢ilych adenomi byla 2x vyssi
v cilové skupiné (pacienti s DM 2. typu nebo s vysokym kardiovaskularnim rizikem), nez u jedinct v kontrolni
skupiné. Kardiovaskularni riziko (SCORE >10%) se zda byt siln€jsim rizikovym faktorem vyskytu kolorektalni
neopléazie nez izolovana ptitomnost DM 2. typu.

Zavér: Pritomnost kardiovaskularniho rizika (SCORE > 10%) je silnéjSim rizikovym faktorem kolorektalni
neoplazie, nez samotna pritomnost DM 2. typu. Jedinci s kardiovaskularnim rizikem (SCORE > 10%) by m¢li byt
povazovani za vysoce rizikovou skupinu vyskytu kolorektalni neoplazie.

Hodnost, jméno a piijmeni: MUDr. Martin Hajsl
(3. ro¢nik)
Skolitel: doc. MUDr. Martin Maly, Ph.D.
Téma sdéleni: Metabolomicka studie markeri akutniho koronarniho syndromu

Komplexni “fingerprinting * lipidomu plasmy pacientd s akutnim koronarnim syndromem si klade za cil hledat
nové biomarkery a lé¢ebn¢ ovlivnitelné vztahy metabolismu lipidi. Kontrolni skupinu tvoii pacienti bez manifestniho
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postizeni véncitych tepen aterosklerozou. Metodika je zalozena na analyze lipidomu plazmy pacientd s akutnim
koronarnim syndromem v délce trvani do 6 hodin od zacéatku obtizi a kontrolni skupiny, to je pacientli s negativnim
katetrizacnim nalezem koronarnich tepen. Vzorky jsou zpracovavany kapalinovou chromatografii UHPLC-HRMS/MS
s naslednym softwarovym zpracovanim vysledkd programy firmy Agilent Technologies.

V minulém roce byl dokoncen sbér dat. V ramci projektu byla ziskana plasma od 103 pacientti s akutnim koronarnim
syndromem a 102 pacientd kontrolni skupiny. U 83 pacientti s akutnim koronarnim syndromem byly provedeny
odbéry plasmy s odstupem 3-5 dnti s jiz nastavenou terapii.

V soucasné dob¢ probiha zpracovani vysledkd. Prvni vysledky ukazuji vyrazné rozdily lipidomu jednotlivych skupin.
Nejvétsi rozdily jsou patrné v obsahu volnych mastnych kyselin a monoacylglyceroltl, zatim bez dalSiho urceni.
Po zpracovani vsech vzorki se predpoklada, ze budou objeveny nové (kandidatské) biomarkery s prediktivni
schopnosti, které piedc¢i / doplni ty, které jsou pouzivany pro tradi¢ni posouzeni rizik.

4. sekce — Toxikologie:

Hodnost, jméno a piijmeni: npor. Mgr. Tomas Kucera
(2. ro¢nik)
Skolitel: doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.
Téma sdéleni: Léciva Alzheimerovy nemoci nebo tuberkulozy? Vyuziti cross-dockingu

ve vyvoji lé¢iv

Metody vypocetni chemie nalézaji stale $irsi uplatnéni ve vyvoji 1é¢iv. Vedle dnes uz klasickych uziti, tedy
virtualniho screeningu a optimalizace struktury malych molekul, se nové prosazuji v dalSich oblastech. Jednou
z téchto oblasti je hledani biologickych cili pro malé molekuly — tedy tzv. reverzni screening. Informace o bio-
logickych cilech je pouzitelnd pro moznost nalézani novych zptisobti uziti Ié€iv i pro predikei jejich vedlejsich ucinkd.
Prace si klade za cil najit biologické cile pro nové inhibitory ABAD (3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenasa 2).

Pro praci byla zvolena metoda molekulového dockingu. Jako zéklad byla pouzita databaze lékovych cili scPDB
obsahujici vice nez 9 000 proteinti a 59 novych experimentalnich inhibitorit ABAD. Vhodnost softwaru AutoDock
Vina byla prokazana dockingem znamych ligandd a Ctyficetinasobku navnad. Vazebné misto pro molekulovy
docking bylo nastaveno individualné pro kazdy cil podle tidaji z primarni databaze. Vysledky byly vyhodnocovany
pomoci konstrukce ROC kiivek (receiver operating charakteristic curve), predikovanych vazebnych energii
i manualni inspekce vazebnych interakei.

Na zakladé vysledkl bylo predikovano 19 rtiznych biologickych cilii testovanych sloucenin. Tyto cile se lisi svou
klinickou vyznamnosti — od prospésnych (napt. antimikrobidlni efekt, protizanétlivé ucinky), pres klinicky
nevyznamné, az po nezadouci (napf. riziko 1ékovych interakci).

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Lukas§ Goérecki
Skolitel: doc. PharmDr. Kamil Musilek, Ph.D.
Téma sdéleni: Monokvarterni reaktivatory, nova skupina latek k 1écbé intoxikace

organofosforovymi inhibitory

Mezi organofosforové inhibitory patii nervove paralytické latky a pesticidy, pii jejichz intoxikaci dochazi k zivot
ohrozujicimu stavu. Soucasna terapie je pfedevsim kauzalniho charakteru a vyzaduje vcasnou aplikaci. V poslednich
letech se v oblasti vyvoje novych antidot proti organofosfatim zaméfuje nejvetsi pozornost na skupinu nekvartérnich
reaktivatord. Nekvartérni reaktivatory maji sice fadu vyhod oproti stavajicim, klinicky uzivanym antidottim,
selhavaji vSak v kli¢ovych oblastech zejména z pohledu fyzikalné-chemickych parametri (zejména nizka solubilita)
a tedy i jejich nedostacujici biologicka aktivita in vivo. Navic, diky zvySené lipofilit¢ se mize projevovat jejich
zvySend kumulace v organismu a naslednd toxicita. Bis-kvarterni reaktivatory spolu s mono kvarternim
pralidoximem tak stale zaujimaji misto prvni volby v 1écbé téchto intoxikaci. Z tohoto divodu byla navrzena
a pfipravena nova série mono kvarternich reaktivatort, které prinaseji rovnovahu mezi bis kvarternimi a nek-
vartérnimi a s tim 1 pfislib vyvoje novych a G¢innych antidot. Efektivita této série sloucenin byla racionalné
podpotena pomoci metod molekulové modelovacich studii. Biologické in vitro testovani tyto pfedpoklady potvrdilo.
Cela série je tak v porovnani s klinicky uzivanymi standardy velmi ti€¢inna nejen proti nervove paralytickym latkam,
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ale i proti organofosforovym pesticidim. Budoucim doplnénim in vivo vysledkt tak mizeme docilit potencialnich
kandidatu, které by mohly prekonat milnik klinického testovani.

Hodnost, jméno a piijmeni: Ing. David Herman

(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.
Téma sdéleni: Biomedical proficiency test (BioPT)

Hlavnim cilem bylo vyvinout, zavést a optimalizovat metody pro stanoveni markert expozice bojovou chemickou
latkou (BCHL).

Tyto metody byly vyuzity pii Gi€asti na testech zpiisobilosti pofddanych organizaci pro zdkaz chemickych zbrani
(OPCW). Dle fiktivniho scénare byly osobam, které vykazovaly symptomy otravy BCHL, odebrany vzorky plasmy
a moci. Tyto vzorky (3 vzorky plasmy, 3 vzorky moci) byly odeslany do laboratoii ke stanoveni markert expozice
BCHL s casovym limitem 14 dnti véetné reportu. Pro 1st BioPT byl jako BCHL vybran yperit a pro 2nd BioPT byl
vybran sarin.

Pro stanoveni aduktti a metabolitt BCHL byly pouzity kapalinova a plynova chromatografie s hmotnostni detekei.
Nase hodnoceni od OPCW v 1st BioPT bylo ,,D* a v 2nd BioPT bylo ,,A*.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Martina Hrabinova
(3. ro¢nik)

Skolitel: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.

Téma sdéleni: Exprese a purifikace lidského rekombinantniho proteinu beta-sekretasy
(BACE1)

Cilem prace je zisk rekombinantniho proteinu, beta-sekretasy (BACE1), ktery je dilezitym biochemickym
markerem v patologii Alzheimerovi nemoci. Na zakladé dosazenych vysledkl a reSers$ni prace byla zvolena
produkce lidského rekombinantniho proteinu v Expi293F™ burtikach.

Bylo pfipraveno celkem 6 fragmentti DNA o ruznych délkach kodujici rizné kombinace domén proteinu BACEL.
Vsechny konstrukty kédovaly na C-konci histidinovou kotvu pro potieby detekce proteinu a jeho purifikace.
Byl piipraven konstrukt kodujici protein BACE! bez lokalizacniho signalu. Exprese v Expi293 buiikach byla prokazana
pomoci imunoblotu za pouziti anti-His protilatky. Na westernblotu byly pfitomny dva prouzky o velikostech okolo
70kDa (obr. 1), coz odpovida proteinu plné §t€penému v kombinaci s proteinem nestépenym (propeptid). Byly vytvoieny
dalsi konstrukty s deleci transmembranové ¢asti proteinu, vzhledem k neschopnosti vyizolovat protein z buky.
Tyto konstrukty obsahovaly signalni peptid lidského imunoglobulinu pro sekreci proteinu do média. Nebyla detekovana
exprese pozadovaného proteinu ani u jednoho z konstruktu a protein nebyl nalezen ani v bunkéch, ani v médiu Vzhledem
k ptedchozim vysledkiim byla u dalsich konstruktii zvolena kombinace delece transmembranové ¢asti spolu s deleci
lokaliza¢niho signalu pro Golgiho aparat. Byly vytvofeny dva konstrukty, z nichz jeden konstrukt obsahoval pouze
katalytickou ¢ast (45-454) a druhy konstrukt obsahoval jesté prodoménu (22-454). Z analyzy prvnich vysledk je patrné,
ze dochazi k expresi rekombinantniho proteinu u konstruktu (22-454), ktery byl potvrzen imunodetekei anti-his
protilatkou. V tuto chvili byla provedena pouze jedna purifikace rekombinantniho proteinu, av§ak protein nebyl izolovan
v dostatecném mnozstvi pro pouziti v dalsich analyzach a pro stanoveni aktivity v kolorimetrické eseji.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Pavla Martinkova
(3. ro¢nik)

Skolitel: pplk. prof. RNDr. Miroslav Pohanka, Ph.D., DSc.

Téma sdéleni: VyuZziti mobilniho fotoaparatu jako detekéniho zafizeni v toxikologické
analyze

Na diagnostickou analyzu v oblasti toxikologie se v soucasné dobé kladou ¢im dal vétsi naroky, a to hlavné v oblasti
rychlosti a pfenosnosti méficich zafizeni. Rychla analyza, at’ uz biochemickych markerd, jejichz hladiny v prabéhu
intoxikace kolisaji, nebo pfimo otravnych nox, mize zamezit rozvoji fatdlnich nasledkt otrav a zmirnit poskozeni
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organismu. V soucasné dob¢ mize méfeni biochemickych markert otrav za jakychkoli i polnich podminek zajistit
mobilni telefon. Glukéza je jeden z biochemickych markerd, jehoz hladina v pribehu intoxikace dosahuje
patologickych hodnot, napf. pii otravach organofosfaty nebo karbamaty dochazi ke znacné alteraci hladiny tohoto
markeru. Enzymaticka analyza glukozy je zalozena na reakci analytu s enzymy gluk6za oxidazou a peroxidazou, které
katalyzuji pfeménu bezbarvého chromogenu o-fenylendiaminu na zluto-oranzovy produkt. Enzymy jsme postupné
imobilizovali do sol-gelové membrany, chitosanové membrany a na povrch magnetickych ¢astic za pouziti riznych
platforem a barevna zména byla vzdy vyfotografovana a nasledné analyzovana v systému barevnych kanalt RGB.
Fotograficka detekce ve vSech piipadech vykazovala dostatecnou citlivost, ptesnost a rovnéz nebylo zjisténo ovlivnéni
metody ani interferenty (dalsi sacharidy) ani latkami, které se vyskytuji v plazmé (albumin, kyselina askorbova,
glutation, mocovina apod.). Na zaklad¢ ziskanych vysledktt miizeme fotografickou detekci kolorimetrickych metod
hodnotit jako idealni metodu pro méfeni analytd mimo laboratof, coz umozni rychlejsi analyzu, nez tomu bylo dosud.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Lubica Muckova
(3. rocnik)
Skolitel: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.
Téma sd€leni: In vitro charakterizace latek modulujicich aktivitu acetylcholinesterasy

Reaktivatory acetylcholinestarasy (AChE) maju kl'acovt tlohu pri liecbe otrdv organofosfatmi mechanizmom
preruSenia kovalentnej véizby medzi AChE a organofosfatom. Ciel'om prace bolo in vitro sledovanie zmeny hladiny
reaktivnych foriem kyslika (ROS).

Pre testovanie boli pouzité 4 bunkové linie — HepG2, ACHN, NHLF a SH-SYS5Y. Produkcia ROS bola stanovena
pomocou flourescencnej sondy 2°,7’—dichlorofluorescein diacetat a pomocou mikrokapilarnej prietokovej cytometrie,
ktoréa zalozend na detekcii ROS pomocou reagencie dihydroethidium po 4 a 24 hodinach od ovplyvnenia buniek.
Testované reaktivatory vykazovali rozdielnu zmeny intracelularnej hladiny ROS u vsetkych typoch buniek po nami
zvolenom Casovom intervale (4 a 24 hodin) od ovplyvnenia buniek. Intenzita fluorescencného signalu je zavisla
rovnako ako od koncentracie tak aj od jednotlivych latok. Na zaklade vysledkov by sme sa mohli domnievat,
ze ROS by mohli zastavat’ uréita tlohu v mechanizme cytotoxicity reaktivatorov AChE.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Martin Andr$
(3. ro¢nik)
Skolitel: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.
Téma sdéleni: Syntéza a in vitro hodnoceni inhibitori fosfatidylinositol 3-kinasam

pribuznych kinas jako potencialnich antiproliferativnich a radiosen-
sitizujicich latek

I pfes vyznamné pokroky v oblasti cilené 1écby patii radio- i chemoterapie stale mezi zakladni metody 1écby
onkologickych onemocnéni. Bohuzel, tento typ 1é€by byva spojen se zavaznymi nezadoucimi ucinky a nemusi byt
vzdy dostatecné G¢inny. Vyfazeni reparacnich drah DNA inhibici proteind, které se ucastni oprav DNA, signalizace
nebo jiné role, nam muze poskytnout moznost jak zvysit uc¢innost 1éCby, ale i specificky zacilit nadorové bunky.
Mezi celou fadu perspektivnich cilt patii i tii atypické protein kinasy piibuzné fosfatidylinositol 3-kinasam: ataxia
telangiectasia mutated (ATM), ataxia telangiectasia and Rad3-related (ATR) a DNA-dependentni protein kinasa
(DNA-PK). Pii navrhovani inhibitort téchto kinas jsme vychazeli z neselektivniho inhibitoru fosfatidylinositol
3-kinas 2-morfolin-4-yl-8-fenylchromen-4-onu (LY294002) a kofeinu, ktery také inhibuje ATM a ATR.
U pfipravenych latek se testuje jejich ucinek na jednotlivé kinasy a efekt na proliferaci bunek, jak samostatné, tak
v kombinaci s klasickymi cytostatiky nebo ozafovanim. Pfipravené inhibitory poslouzi jako zaklad pro navrh dalsich
sloucenin se zaméfenim na vyssi ucinnost a selektivitu k jednotlivym kinasam.

Hodnost, jméno a piijmeni: Mgr. Nela Vanova
(4. rocnik)
Skolitel: plk. doc. PharmDr. Daniel Jun, Ph.D.
Téma sdéleni: Sledovani biomarkeri oxida¢niho stresu HPLC metodami
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Oxidacni stres se podili na toxickém pisobeni mnoha chemickych latek véetné 1é¢iv a hraje vyznamnou roli
v patogenezi fady onemocnéni. Sledovani biomarkerti oxidacniho stresu (BOS) tak mtze poskytnout podrobnéjsi
informace o mechanizmech toxicity vybranych léciv.

Pro simultanni stanoveni BOS malondialdehydu (MDA) a 3-nitrotyrosinu (3NT) vznikajicich plisobenim oxidant
na HepG2 bunéénou linii byla vyvinuta LC-MS/MS metoda v¢etné postupu pro Gpravu a zpracovani vzorku.
Tato metoda slouzi k monitorovani oxidativniho/nitrosativniho poskozeni biomolekul in vitro. Metoda byla rozsifena
0 postupy pro zpracovani dalSich biologickych matric (plasma, moc¢) za ucelem hodnoceni vzorkl pochézejicich
z testovani 1é€iv in vivo. Za ucelem sledovani vlivu oxida¢niho agens na hladiny antioxidantti v prubéhu
experimentu byla zavedena HPLC-UV metoda pro stanoveni redukovaného/oxidovaného glutationu (GSH/GSSG).
V dal8ich experimentech budou tyto metody pouzita pro sledovani vzniku MDA, 3NT, GSH a GSSG v ramci
hodnoceni biologickych vlastnosti novych potencialnich 1é¢iv syntetizovanych na Katedie toxikologie a vojenské
farmacie FVZ UO.
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