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Sekce teoretickych a preklinickych
oboru

Development of microfluidic platform
for screening drug candidates against
Alzheimer’s disease

Cesnek Jan'?, Legrand Anthony'?, Song Chao?, Kunka Antonin’, Havlasek Martin', deMello
Andrew*, Damborsky Jifi'?, Stavrakis Stavros* Prokop Zbynék'?

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

2Faculty of Medicine, Masaryk University

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

4Institute for Chemical and Bioengineering, Department of Chemistry and Applied Bio-
sciences, ETH Zirich

Nowadays, dementia afflicts approximately 50 million people all over the world, two thirds of
them with Alzheimer's disease (AD). A major factor behind this disease is a self-aggregating,
membrane-permeating peptide: amyloid beta 42 (Ap42). Although perturbing the aggregation
process of AB42 is a promising concept for drug development, we lack a robust, time- and
cost-effective method to monitor AB42’'s aggregation and membrane permeation activities
in vitro, delineate its oligomerization mechanism, and screen for candidate drugs. Here,
we are developing a microfluidic platform to perform high-throughput monitoring of Ap42
aggregation in a native-like membrane environment.

AB42 was heterologously expressed in E. Coli BL21-DE3 cells and purified by anion exchange
and size exclusion chromatography. Fibril formation kinetics were measured using the
fluorescent dye Thioflavin T (ThT), and membrane toxicity was monitored by leakage assay
using Giant Unilamellar lipid Vesicles (GUVs) loaded with 8-Hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic
acid (HPTS). GUV lipid composition will mimic the composition of a neuron plasma mem-
brane's outer leaflet. Several PDMS microfluidic chips were fabricated: (1) to create GUVs
by double emulsion (water — octanol — water); (2) to separate octanol from the GUVs; (3)
to encapsulate GUVs together with AB42, its known protein partners (e.g. ApoE), and/or
candidate drugs (e.g. tramiprosate, a promising drug currently undergoing phase Il clinical
trials, and candidates from in silico screening), in oil droplets; and (4) to trap the droplets for
fluorescence monitoring and imaging.

Several factors affecting AB42 aggregation kinetics and pore formation were measured using
conventional methods (i.e., micropipette mixing and monitoring with a plate reader). This
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data matched with literature and can serve as a gold standard for the development of our
high-throughput microfluidic platform. We optimized chip fabrication, surface modification
of microchannels and GUV generation, to obtain stable, high-quality, homogenous GUVs with
specific lipid compositions to mimic neuronal cell plasma membranes. These GUVs were
successfully encapsulated in oil droplets, paving the way for future droplet manipulation (e.g.,
trapping in a microfluidic chip) and fluorescence imaging.

In conclusion, we developed a microfluidic system to generate, encapsulate, trap and image
GUVs. The technology is currently being used to perform a detailed, combinatorial analysis
of AB42's aggregation and membrane permeation activities, as a function of lipids, protein
partners and potent drugs. The outlook of this project is the in silico and in vitro (on-chip)
identification of new AP42 aggregation inhibitors, to reveal potent drug candidates against AD.

The authors would like to express their thanks for financial support to the European Regional
Development Fund - Project INBIO (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008451).

Fibrin selective alteplase with improved
thrombolysis and inhibition resistance
engineered by rational design

Slonkova Veronika'?, Toul Martin'3, Mi¢an Jan'?, Marek Martin'?, Bednar David"?, Mikulik
Robert?3, Viteéek Jan®#, Thalerova Sandra®#, Scheer Petr®®, Hlozkova Jana®5, Prokop Zby-
nék'3, Damborsky Jifi'3

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

2Faculty of Medicine, Masaryk University

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

4Institute of Biophysics of the Czech Academy of Sciences

SMasaryk University, Department of Pharmacology and Toxicology

Cardiovascular diseases are the leading cause of all deaths worldwide, with stroke being
the second most common cardiovascular disease. Since 1996, the only FDA-approved drug
for the treatment of stroke remains alteplase. However, alteplase still has many limitations,
including limited ability to achieve complete recanalization, risk of intracranial hemorrhage,
short half-life, and neurotoxicity.

We implemented a comprehensive multidisciplinary workflow to develop an improved throm-
bolytic with increased safety and efficiency. We employed a rational protein engineering appro-
ach and computational design. The designs comprised alteplases with mutations suppressing
the side effects, reconstructed ancestral alteplases, and database-mined sequences related to
alteplase or a vampire bat thrombolytic desmoteplase. These candidates were biochemically
characterized for the following properties: (i) enzymatic activity; (ii) stimulation by fibrinogen
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and fibrin; (iii) selectivity; (iv) fibrin affinity; (v) inhibition resistance (vi) clot penetration (vii)
biological half-life.

One of the candidates, denoted as Alt04, showed fascinating properties. The improvements
included (i) remarkable stimulation by fibrin, (ii) 1,000-times improved selectivity towards
fibrin clots, (iii) five times increased inhibition resistance, and (iv) improved clot penetrability
by decreased fibrin affinity. Subsequent testing of blood clots lysis and recanalization in
vitro and in vivo in rat models confirmed retained thrombolytic activity, while simultaneously
improving useful properties of Alt04 compared to the wild-type alteplase.

Collectively, our results provide a new modified drug candidate with a promising therapeutic
potential of becoming a safer and more effective thrombolytic.

The authors would like to express their thanks for financial support to the European Regional
Development Fund - Project INBIO (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_026/0008451). Computational
resources were supplied by the project ,e-Infrastruktura CZ" (e-INFRA CZ LM2018140) sup-
ported by the ELIXIR-CZ project (LM2018131).

Lékarska genetika — prekoncep¢éni vySetrovaci
projekt

Brazdil Dominik’, Valaskova Iveta?
'Lekarska fakulta Masarykovy univerzity
2Ustav lékarské genetiky a genomiky, Détska nemocnice Brno

Prekoncepéni screening prenaseé je definovan jako detekce statusu prenasecél recesiv-
nich onemocnéni u dvojic nebo osob, které nemaiji a priori zvySené riziko na zakladé osobni
nebo rodinné historie, Ze budou prenasedi. Cilem screeningu pfenasedu je identifikovat pary,
u kterych existuje zvySené riziko postizeni ditéte, a usnadnit tak informované rozhodnuti
o reprodukci. V predchozich dekadach byl screening prenasecu obvykle provadén pro jednu
nebo nékolik relativné béznych recesivnich poruch spojenych s vyznamnou morbiditou,
snizenou délkou Zivota a ¢asto kvuli vy§si frekvenci pfenaded v uréité populaci u nékterych
onemocnéni. Nové technologie genetického testovani umoznuji rozSifeni screeningu vice
chorob, gent nebo sekvenénich variant.

Byl vytvoren seznam gen( a variant, které jsou testovany a interpretovany, tedy strategie tes-
tovani a vykazovani variant, ktera je optimalni pro maximalizaci klinické citlivosti, ekonomické
efektivnosti a informativnosti vysledk( screeningu pii minimalizaci kontraproduktivnich efekta.
Jsou pecdlivé zvazeny charakteristiky testovanych chorob a samotny rozsah prekoncepéniho
screeningového programu. Prekoncepéni screening pomoci masivné paralelniho sekvenovani
s vyuzitim panelu analyzovanych genud provedeny v rdmci tohoto projektu umozriuje zpres-
néni populaéné specifické frekvence variant v medicinsky relevantnich genech. Tento test
nahradil rizné laboratorni metody, které jsou pouzivany pro prekoncepcéni testovani pacientd,
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a sluduje je do jednoho laboratorniho vySetfeni. Mym ukolem je zhodnoceni klinické relevance
nalezenych variant a jejich interpretace.

V ramci projektu bylo analyzovano 6 koncipujicich pard. Byly u nich nalezeny patologické
varianty. Ty byly klinicky interpretovany. Byla hodnocena kompatibilita u téchto 6 pard.

Vyuziti masivné paralelniho sekvenovani substituovalo riizné laboratorni postupy aplikované
pro prekoncepéni screening a umoznuje jejich sjednoceni.

Rad bych podékoval a vyjadril svou vdéénost své Skolitelce RNDr. lveté Valaskové, Ph.D. za
jeji ochotu, vstficnost a ¢as, ktery mi vénovala. Diky ni se mohu na tomto projektu podilet.

Vliv stimulace nervus vagus na imunomodulaci
u laboratorniho potkana

Zembova Klara'
"Lékarska fakulta Masarykovy univerzity

Sepse a jeji 1éEba je predmétem zajmu mnoha studii. Nékteré studie se sepsi snazi fesit
pomoci imunomudulace cestou stimulace nervus vagus. Nyni pldnovany experiment nava-
zuje na predchozi studii, ktera prokazala, Ze efekt stimulace nervus vagus neniv pfipadé piné
rozvinutého zanétu efektivni. Tato studie obsahovala i pilotni experimenty, v rdmci kterych se
V ramci nyni planovaného experimentu hodlame ovéfitimunomodulaéni plsobeni pfimé sti-
mulace na mirnou sepsi, kterad bude navozena u laboratornich potkant podanim nizké davky
bakterialniho lipopolysacharidu. V sou¢asné dobé je zvladnuty model experimentu a planuje
se prechod na samotny experiment.

Jako modelovy organismus jsme pouzili samce laboratorniho potkana ve varianté Sprague-
-Dawley s hmotnosti 235-365 gramu.

Pro experiment byli potkani anestezovani pomoci isofluranu, nasledné byli zaintubovani
kanylou a napojeni na umélou plicni ventilaci. Pro anestezii byl pouzit isofluran ve smési kys-
liku a medicinského vzduchu v poméru 30 % / 70 %. Inicialné byla pouzita 5% koncentrace
isofluranu, nasledné byla kontrakce snizena na 3 %.

Nasledovalo rozstfihnuti k(ize mezi bradovym vybézkem a manubrium sterni. Nasledné byla
odhalena svalova vrstva. V prvni fazi experimentu bude podan lipopolysacharid v mnozstvi
0,2 mg/kg. Svalovou vrstvu jsme preparovali tupou preparaci pomoci mikrochirurgickych
pinzet pod kontrolou chirurgického mikroskopu. Tato preparace mé za ukol zpfistupnit nervus
vagus. Preparaci se dostaneme do trigonum caroticum, kde se nervus vagus nachazi. Nervus
vagus zde probiha podélné podél arteria carotis commmunis. Pomoci preparace je potfeba
tyto dva Utvary od sebe oddélit bez toho, aniz by doslo k jejich poSkozeni. Vypreparovany nerv
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je nasledné zavéSen na dvé hakovité bipolarni elektrody, pomoci kterych bude probihat pfima
stimulace. Na vypreparovani nervus vagus je vyhrazeno 15 minut. Po dokon&eni nacviku pre-
parace nervu byla rdna uzaviena pomoci pokracujiciho stehu. Nacvik modelu experimentu je
ukon&en podanim terminalni anestezie o koncentraci 5 % isofluranu. Ve experimentu budou
v tuto chvili jesté odebirany vzorky krve pro uréeni hodnot markera zanétu.

V této chvilimadme naudené experimentdalni postupy — podani anestezie laboratornimu potka-
novi, intubace a nasledné pfipojeni na umélou plicni ventilaci. Zvladnutou mame i preparaci
nervus vagus za asistence chirurgického mikroskopu ve stanoveném patnacti minutovém Case
a také spravné vyvéseni nervus vagus na hakové bipolarni elektrody. V této fazi bude nasledné
mozné proveést pfimou stimulaci nervus vagus. Zaroven jsme zvladli ukon&eni experimentu.
Ukongeni experimentu bude provedeno pomoci uzavieni operagni rany pokracujicim stehem
a nasledné bude podéana terminalni anestezie.

Zvladnuti operaéniho modelu je zasadni k provedeni experimentl. V tuto chvili se dojde
k dofedeni poslednich technickych detail(l tykajicich se experimentl a k nau¢eni se podavani
lipopolysacharidi a méfeni EKG. Posléze prob&éhnou samotna experimentalni méreni.

Data ziskana z experimentalnich méreni budou vyhodnocena a dojde k rozhodnuti, zda ma
prima stimulace nervus vagus pfi nizkych hodnotéch lipopolysacharid(i pozitivni imunomo-
dulac¢ni efekt nebo jestli byl jev pozorovany v pilotni studii zpldsobem pouze malym mnozstvim
meéfeni. Pozitivni vysledek by naznacoval mozné vyuziti stimulace nervus vagus k potla¢eni
rozvoje zanétu v samotném pocatku pfi védomi skuteénosti, Ze na plné rozvinuty zanét jiz
stimulace nervus vagus efekt nema.

Rada bych podékovala mému skoliteli MUDr. Kamilu Durigovi, Ph.D. za jeho pomoc pfi vyzkumu,
odborné rady, pfedani teoretickych i praktickych znalosti a podporu pfi vyzkumu. Déle bych
chtéla podékovat mému kolegovi Josefu Antesovi za spolupraci na modelu experimentu a za
pomoc v pribéhu nacviku. V neposledni radé bych chtéla podékovat MUDr. Karlu Macovi,
Ph.D za zprostfedkovani tohoto vyzkumu.

Stadium stresovej odpovede nadorovej bunky

Szabé6 Zoltan'?
"Masarykova univerzita
2Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie

Udrzovanie proteinovej homeostazy aktivaciou stresovej odpovede umoziuje nadorove;j
bunke kompenzovat stres sp6sobeny genetickou nestabilitou a nadmernou proteosyntézou.
Stresova odpoved - Heat shock response (HSR) je umoznena traskripénym faktorom HSF1
a nim exprimovanymi molekularnymi chaperonmi. Zavislost nadorovych buniek na HSF1
a chaperonoch, ich €ini terapeutickymi ciefmi.
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Zo znamych mikrotubularnych inhibitorov sa v protinadorovej lie¢be osvedg¢ili len vinca alko-
loidy a taxany. Tieto inhibitory stabilizuju mikrotubuly, prirodzene dynamické Struktary, a tym
ich agreguju v bunke.

Cielom tejto prace je ukazat, &i mikrotubularnymi inhibitormi vyvolany stres vedie k aktivacii
HSF1, a &i tdto odpoved ma vplyv na prezivanie nddorovych buniek.

Experimenty sa uskutocnovali na geneticky modifikovanych tkanivovych kultdrach ludského
nemalobunkového karcinému pluc linie H1299.

Na sledovanie dynamiky bunkového cyklu bol pouzity fluorescenéni senzor PIP-FUCCI so
stalou expresiou. Tieto bunky boli vyuzité aj k uréeniu miery Specifickej toxicity danych latok.

Experimenty prebehli oSetrenim bunkovych linii koncentraénou radou vincristinu, paclitaxelu,
kolcemidu, nocodazolu a AUY ako pozitivnej kontroly.

Na hodnotenie vyznamu stresovej odpovede mikrotubularnych inhibitorov boli pouzité bunky
s inaktivovanymi génmi pre HSF1 a HSF2. Toxicita latok aj ich G€inok na bunkovy cyklus boli
pozorované technikou snimania buniek a analyzy obrazu v redlnom &ase.

Aktivacia HSF1 po pdsobeni mikrotubularnych inhibitorov bola detekovana pomocou fluores-
cencénej mikroskopie a nativnej gélovej elektroforézy. Pomocou real time PCR sa zhodnotila
génova expresia sprostredkovana HSF1. Overenie prebehlo aj pomocou izolacie proteinov
z bunecénej kultury a naslednou kvantifikaciou HSF1, Hsp70, Hsp90 pomocou Western blotu.

Vinca alkaloidy a taxany, na bunkovych kulttrach s fluorescenéne znacenym HSF1, vyvola-
vaju aktivaciu HSF1, ktord sme pozorovali ako Nuclear stress bodies a potvrdili menovanymi
metdédami. Stresova odpoved spustena HSF1 vedie k zvySeniu expresie molekularnych cha-
peronov Hsp70, Hsp90 a inych. Antiagregadény efekt chaperonov, ktoré prispievaju k skladaniu
a nadobudaniu spravnej konformacie proteinov, chrani bunky pred proteotoxickym stresom.

Toxicita vinca alkaloidov a taxanov bola vyznamne vy$Sia v bunkach s knock-out HSF1 a HSF2.
Koreluje to s faktom, Ze tieto bunky moznost spustenia popisovaného HSR nemaju.

Podobne boli otestované aj mikrotubularne inhibitory (kolcemid a nocodazol) veduce k depo-
lymerizacii mikrotubul. Toxicita na kultdrach so znagenym HSF1 a bez HSF1, HSF2 bola
porovnatelna. S tym koreluju aj data ziskané ostatnymi metédami. Tieto inhibitory zjavne
nevyvolavaju proteotoxicky ani iny druh stresu veduci k aktivacii HSR.

Vinca alkoloidy a taxany, na rozdiel od inych mikrotubularnych inhibitorov, vyvolavaju pro-
teotoxicky stres veduci k aktivacii HSF1 a expresii molekularnych chaperonov ako Hsp70
a Hsp90. Toxicita zmienenych tubulinovych inhibitorov zavisi na schopnosti buniek aktivovat
HSF1, a tym spustit proces stresovej odpovede. Tento fakt naértdva moznost v budicnosti
pouzit zaroven inhibitory drahy HSR a vinca alkaloidy, pripadne taxany, k potenciacii protina-
dorového efektu lie¢by. Vhodnych kandidatov na ovplyvnenie drahy HSR je zatial malo, ale
ostava len dufat, Ze sa tato situacia ¢oskoro zmeni. Schopnost zasiahnut do fylogeneticky
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konzervovanej a vyznamnej drahy HSR by mohla znamenat vyrazny pokrok v lie€be mnohych,
nielen nadorovych ochoreni.

Najvacsie pvod'akovanie patri méjmu Skolitefovi MUDr. Petrovi Mllerovi PhD. za jeho mentor-
sku pracu. Dakujem tiez vSetkym pracovnikom RECAMO. Na zaver by som chcel podakovat
aj pracovnikom LF MUNI, ktori sa podielaju na programe P-pool.

Varianta Y4734C-RyR2 asociovana

s idiopatickou fibrilaci komor a jeji dopad
na elektrickou aktivitu pacient-specifickych
kardiomyocytt

Hohl Adam', Zelenak Stefan?, Svecova Olga', Bébarova Markéta'
"Fyziologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2Ustav experimentalni fyziologie, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita

Ryanodinové kanaly typu 2 (RyR2), nachazejici se v membrané sarkoplazmatického retikula,
jsou klicovym proteinem vazby excitace s kontrakci u kardiomyocytd. Mutace v genu RyR2
jsou obvykle podkladem tzv. katecholaminergni polymorfni komorové tachykardie (CPVT), one-
mocnéni charakterizovaného fyziologickym klidovym EKG a vznikem polymorfni ¢i bidirek&ni
komorové tachykardie béhem fyzické zatéze. Mutace v genu RyR2 mohou byt asociovany
i s tzv. idiopatickou fibrilaci komor (VF), tj. VF u pacienta bez strukturalnich i funk&nich zmén
v srdci. V rdmci této pilotni studie jsme se zabyvali viivem mutace Y4734C-RyR2 na elektrickou
aktivitu kardiomyocytl derivovanych z lidskych indukovanych pluripotentnich bunék (hiPSC)
pacienta s idiopatickou VF.

Méreni probihala za teploty 37 °C technikou multielectrode array (MEA 60 - 6 well 200/30
iR, Multichannel Systems) na pacient-specifickych diferencovanych srdeénich burikach.
Konkrétné jsme vyuzili 3 kloni s mutaci Y4734C-RyR2 (CI1, Cl4 a CI7), u kterych jsem z pofi-
zeného zaznamu vyhodnocoval délku cyklu (CL z angl. cycle length), jako vzdalenost mezi
dvéma po sobé nasledujicimu depolarizaénimi signaly, ktera je analogicka intervalu RR na
EKG a jejiz pfevracena hodnota udava frekvenci spontannich vyboji mérenych bunék. Rovnéz
jsem odec¢ital tzv. field potential duration (FPD), ktery poskytuje podobnou informaci jako
interval QT na EKG. V8e jsme porovnavali s nepfibuznou kontrolni hiPSC kulturou (klon M67).
Méreni vzdy zacinalo v kontrolnim Tyrodové roztoku (v mM: NaCl 140, KCI 5, MgCI2 1, CaCl2
1,8, NaH2P0O4 1, HEPES 5, glukéza 10; pH 7,4 nastaveno pomoci NaOH) a posléze byly tes-
tované buriky vystaveny pasobeni 1 uM isoprenalinu s cilem imitovat in vitro podobny stav,
k jakému dochazi pfi fyzické zatézi. Analyza méla 2 hlavni cile. V prvni fadé srovnat CL a FPD
u pacient-specifickych klont Y4734C-RyR2 a nepfibuznych kontrolnich bunék za kontrolnich
podminek (tj. v Tyrodové roztoku). Nasledné byly srovnavany zmény po aplikaci 1 uM isopre-
nalinu. Normalni distribuce dat byla ovéfena pomoci Shapiro-Wilk testu. Ovéreni signifikance
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pozorovanych rozdill bylo provedeno s vyuzitim neparového t-testu nebo one-way ANOVA
testu s Bonferroniho post-testem.

Analyza srovnani nepribuzné kontrolni skupiny kardiomyocytd (M67) a kloni s mutaci Y4734C-
RyR2 v Tyrodové roztoku poukazuje na snizeni hodnoty CL a v nékterych pfipadech i FPD
u kardiomyocyt s mutaci Y4734C-RyR2. CL, ktera byla u kontrolnich bunék v praméru 1,62
+ 0,07 s (n =26), se snizilana 0,78 +0,03, 1,25 +0,16 a 0,99 +0,07 s u CI1, Cl4, resp. CI7 s mutaci
Y4734C-RyR2 (P < 0,001, P > 0,05, resp. P < 0,001; n = 5, 9, resp. 14). U FPD byla primérna
hodnota v kontrolnich podminkéach 0,548 +0,023 s (n = 26) a u jednotlivych klont se do riizné
miry nesignifikantné snizila (0,524 +0,108, 0,435 +0,029 a 0,618 0,024 s u CI1, Cl4, resp. CI7
s mutaci Y4734C-RyR2; P > 0,05 u v8ech; n = 5, 9, resp. 14). Po pfidani 1 uM isoprenalinu se
dle o&ekavani CL napfi¢ méfenymi vzorky bunék nesignifikantné zkratila napt. z 1,62 +0,07
s (n = 26) na 1,47 +0,07 s (n = 24) u kontrolniho klonu M67 a z 0,99 +0,07 s (n = 14) na 0,84
+0,05 s (n = 12) u CI7 s mutaci Y4734C (P > 0,05 v obou pfipadech). U FPD nedoslo u kontrolni
linie M67 k zddné zméneé po aplikaci 1 uM isoprenalinu, u CI1 a Cl4 mutovanych hiPSC jsme
zaznamenali nesignifikantni zvySeni FPD, zatimco u CI7 doSlo k mirnému, signifikantnimu
snizeni FPD z 0,518 +0,024 s na 0,453 +0,015 s (P < 0,05 n = 14, resp. 12).

Pilotni data ukazala tendenci pacient-specifickych kardiomyocytli s mutaci Y4734C-RyR2
k rychlejsi frekvenci spontannich vybojl u vétsiny testovanych klond. Naopak nebyla nale-
zena vyznamna zmeéna FPD a rovnéz nebyly pozorovany vyznamné zmény elektrické aktivity
v8ech testovanych souborl béhem b-adrenergni stimulace isoprenalinem. Pokusy prozatim
neprokazaly jasnou proarytmogenni aktivitu pacient-specifickych kardiomyocytl, coz neni
vzhledem k obvykle fyziologické elektrické aktivité pacienta s idiopatickou VF prekvapivé
(fyziologické EKG v klidu a po zatézi). Kromé doplnéni dalSich méreni pro dosazeni vhodné
velikosti jednotlivych soubor( se budeme zabyvat zejména hledanim podminek, které by
mohly vést u naSeho pacienta k iniciaci VF.

Podporeno z projektu & NU22-02-00348 poskytnutého Ministerstvem zdravotnictvi CR a z pro-
jektu €. MUNI/A/1133/2021 specifického vysokoskolského vyzkumu, ktery poskytlo Minis-
terstvo Skolstvi, mladeze a télovychovy CR.

Mesdopetam: challenging antipsychotics
effects of a novel psychomotor stablizer

Skoliakova Katarina', Salholm Kristoffer!
'Umead Universtitat

Psychosis occurs as either a constant or a transient symptom of different neurological disor-
ders, e.g., Parkinson's disease (PD). Understanding and treatment of psychosis have developed
rapidly in recent decades, but the development of pharmacological approaches to treat this
phenomenon remains an important task to tackle. Current antipsychotic drugs mainly affect
the dopamine system of the brain and, in particular, the dopamine D2 receptor (D2R). Use of
these drugs often leads to the aggravation of motor symptoms associated with PD. The need
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for both psychosis and dyskinesia management in PD has led to the development of drugs
preferentially targeting the dopamine D3 receptor (D3R), with relatively lower affinity for D2R.

Prepulse inhibition (PPI) of the startle response can provide an operational index of sen-
sorimotor gating disruption (i.e., a reduction of PPI) under psychosis-like conditions, such
as in animals treated with NMDA receptor blockers. We used this behavioural paradigm to
explore the antipsychotic-like effect of IRL-790 (mesdopetam), a new D3R-preferring drug
from a family of so-called psychomotor stabilizers.

We found IRL-790 to significantly counteract PPI deficits in rats treated with the psychotomi-
metic NMDA receptor blocker MK-801 independently to prepulse amplitude.

Our findings suggest that mesdopetam displays antipsychotic-like effects in the PPI paradigm.

| would like to express my special appreciation and thanks to my advisor Kristoffer Salholm
(Assistant professor at Department of Integrative Medical Biology IMB), Umea University) for
his kind and patient and supportive guidance.

Efekt aminofylinu na elektrickou aktivitu
kardiomyocytt derivovanych z lidskych
indukovanych pluripotentnich bunék

Zak Ondfej', Zelenak Stefan?, Svecova Olga', Bébarova Markéta'
1Ifyziologicky Ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
2Ustav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita

Aminofylin (smés teofylinu a etylendiaminul) je latkou vyuzivanou v terapii respiraénich one-
mocnéni, konkrétné k potlacdeni dusnosti vyvolané chronickou obstrukéni plicni nemoci &i
astmatem. Vime, Ze teofylin, a tedy i aminofylin pisobi neselektivni inhibici adenosinovych
receptorl a fosfodiesteraz, coz mlze vysvétlit vznik vedlejsich kardiovaskularnich acinkd
téchto latek. Jak se zd4, na indukci arytmii u pacientl 1é¢enych teofylinem/aminofylinem
se v8ak miiZze podilet i jejich vliv na srdec¢ni iontové proudy, ktery jiz byl u nékterych proudi
prokéazan. V této praci jsme se zaméfili na studium vlivu aminofylinu v klinicky relevantnich
koncentracich na elektrickou aktivitu kardiomyocytl derivovanych z lidskych indukovanych
pluripotentnich bunék.

Meéreni byla provedena metodou multielectrode array (MEA) na hiPSC-derivovanych kardi-
omyocytech pfi teploté 37 °C. Pfipravené kardiomyocyty vykazovaly minimalni elektrickou
aktivitu v kultivaénim médiu, a proto méreni probihala v tzv. Tyrodové roztoku (v mM: NaCl
140, KCl 5, MgCl2 1, CaCl2 1,8, NaH2PO4 1, HEPES 5, glukéza 10; pH 7,4 nastaveno pomoci
NaOH). Po nasnimani kontrolniho zdznamu byla postupné zvySovana koncentrace aminofy-
linu v méfici komarce (30 puM, 100 pM, 300 uM a 1 mM) a nasledné byl proveden vyplach
zakladnim Tyrodovym roztokem. Takovymto zplsobem bylo ziskano celkem Sest zaznamd.
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Vyhodnocena byla jednak frekvence spontannich vyboju téchto bunék a rovnéz tzv. field
potential duration (FPD), ktery je pfibliznou analogii intervalu QT na elektrokardiogramuj;
vSechna hodnoceni probéhla v ustaleném stavu, konkrétné béhem posledni minuty kazdé
aplikace. Zjisténé hodnoty FPD byly navic korigovany na aktualni frekvenci vybojli pomoci
bé&znych korekénich rovnic (Bazett, Fridericia) a vSechna ziskana data byla nasledné statis-
ticky zpracovana.

Ziskané zaznamy elektrické aktivity hiPSC-derivovanych kardiomyocytl vykazuji pravidelné
stfidani velmi rychlych depolariza¢nich a pomalejsich repolarizaénich komplexd pfipomi-
najici klasicky elektrokardiograficky zaznam. Kontrolni hodnoty frekvence a FPD byly 1,68
+0,27 Hz, resp. 0,407 +0,061 s. Ani u jednoho z téchto parametri nedoslo k signifikantnim
zménam pti plsobeni aminofylinu v rozmezi koncentraci 30 uM a 1 mM (P > 0,05). Pomérné
velka a statisticky signifikantni zména frekvence vybojl nastala pfi vymyvani aminofylinu
zakladnim Tyrodovym roztokem; plvod tohoto jevu je nejasny. Hodnoty FPD korigované na
frekvenci vyboji byly mirné niz8i nez nekorigované hodnoty FPD, ale rovnéz jsme u nich
nezaznamenaly signifikantni zmé&ny pfi aplikaci aminofylinu. Lze zde pozorovat jen zkraceni po
vymyti aminofylinu, coz je ale jen artefakt vznikajici v disledku vy$e zminéného vyznamného
navySeni frekvence vybojl u této skupiny dat.

Ziskana data nepotvrdila jakykoli vyznamny vliv klinicky relevantnich koncentraci aminofylinu
na zakladni parametry popisujici elektrickou aktivity hiPSC-derivovanych kardiomyocytu.
Z(stava otazkou, zda absence zmén svédci pro absenci pfimého Uéinku aminofylinu na srdeéni
bunéé&nou elektrofyziologii. Vzhledem ke zna¢né nezralosti dostupnych hiPSC-derivovanych
kardiomyocytl (spontanni elektricka aktivita, odliSna exprese srdeénich iontovych kanala)
se jedna o sice atraktivni, ale také problematicky model. Tato nezralost mize modifikovat
odpoveéd pfi aplikaci farmak. Bude tedy zfejmé nezbytné ovérit ziskané vysledky u lidskych
¢i zvifecich dospélych kardiomyocyt(, at uz na enzymaticky izolovanych kardiomyocytech &i
na myokardialnich fezech.

Podpoieno z projektu ¢. MUNI/A/1133/2021 specifickvého vysokoskolského vyzkumu, ktery
poskytlo Ministerstvo Skolstvi, mladeZe a télovychovy CR.
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Vliv Gasné socialni izolace na dobutaminem
indukovanou tachykardii u samci a samic
laboratorniho potkana

Rafc¢ikova Julie!, Nadenicek Jaroslav', Novakova Marie', Strac¢ina Tibor’
"Laborator experimentalni kardiologie, Fyziologicky ustav LF MU

Absence socialnich vztaht je asociovana se zvySenym rizikem morbidity a mortality, a to do
stejné miry jako napfiklad konzumace alkoholu anebo ob&asné koureni. Socialniizolace jako
takova je dnes jiz znamym zdrojem chronického stresu a fadi se také k rizikovym faktor(im
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Casna socialni izolace navic ovliviiuje vyzravani
centralniho nervového systému, a proto mize mit vliv na projevy chovani i na fizeni mnohych
autonomnich funkci organismu. Cilem této studie bylo zjistit, zda ¢asna socialni izolace
u potkant ovlivni reakci jejich kardiovaskularniho systému na sympatickou stimulaci a zda
v této reakci existuji mezipohlavni rozdily.

Do studie bylo zafazeno 12 samc( a 12 samic potkana kmene Wistar ve véku 3 tydnd, roz-
délenych do dvou skupin: izolované ustajeni jedinci (n = 6 samcu, n = 6 samic) umisténi
v chovnych nadobach samostatné a bez pfimého zrakového kontaktu s okolnimi zvifaty; kon-
trolni skupina (n = 6 samcu, n = 6 samic) tvofena jedinci ustajenymi v socialnich skupinach.
V ustajeni byla zvifata ponechéna 13 tydnd. BEhem pokusu bylo pomoci standardizovanych
behavioralnich testll hodnocena lokomoce a anxietni chovéani. Po 13 tydnech byla zvirata
uvedena do celkové anestezie smési ketaminu a xylasinu (i.p.) a byl proveden dobutaminovy
test. Dobutamin (0,2 mg/ml, i.v.) byl podavan infuzni pumpou do jugularni Zily ve dvou davkach
D1 (6 ml/h, 2 min) a D2 (12 ml/h, 2 min), nasledovanych vzdy fazi zotaveni (2 min). Podavani
dobutaminu predchéazela faze stabilizace (4 min). Elektricka aktivita srdce byla registrovana
v jednom bipolarnim svodu. B€éhem dobutaminového testu byla pomoci rektalni sondy kon-
tinudlné mérena télesna teplota. Po ukoncéeni testu byla zvifata usmrcena a byly odebrany
vzorky srdeéni tkdné pro stanoveni exprese vybranych gen(. Ziskana data byla analyzovana
off-line. Prob&hla automaticka analyza EKG s manudlni korekci R kmitd. Byla stanovena srde¢ni
frekvence a hodnoceny poruchy srde&niho rytmu: poéet supraventrikularnich a komorovych
extrasystol v jednotlivych fazich a klasifikace zavaznosti arytmii. Vysledky jsou prezentovany
jako prtimér +SD. Jako signifikantni bylo hodnoceno p <0,05.

Hmotnost potkan( se u obou pohlavi zasadné neodliSovala od standardni rlstové krivky
pro dany kmen. Zajimavy se jevi trend patrny u obou pohlavi v poslednich tydnech ustéajeni:
socialné izolovani jedinci vykazuji o néco vyssi praimérnou hmotnost nez skupinové ustajena
zvirata (ve 12. tydnu ustajeni u samc(i 513,2+25,1 g vs. 497,0+34,8 g; u samic 314,0£18,9 g vs.
291,8+9,7). Tyto rozdily ale nejsou statisticky vyznamné. Signifikantni rozdil mezi pohlavimi
byl nalezen v télesné teploté. Priimérna rektalni teplota na poc¢atku dobutaminového testu
byla u samic signifikantné vy$si nez u samcu. Tento trend byl zachovan po celou dobu méreni.
P¥i porovnani srdeéni frekvence na konci stabilizace byla patrna tendence k vySSi frekvenci
u samic nez u samcuU. Tento rozdil ale nebyl statisticky vyznamny. Rovnéz nebyl nalezen
signifikantni rozdil v srde&ni frekvenci mezi pohlavimi ani v dalSich fazich dobutaminového
testu. U obou pohlavi byla pozorovana o¢ekavana reakce srdecni frekvence na podavani
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dobutaminu — na davce zavisly narust frekvence srdce béhem aplikace a jeji pokles béhem
faze zotaveni. PFi porovnani srdeéni frekvence socialné izolovanych a skupinové ustajenych
zvirat bylo zjisténo, ze socialni izolace nema povSechny vliv na reaktivitu srde¢ni frekvence
v dobutaminovém testu (two-way ANOVA). Poéet a zavaznost arytmii se rovnéz mezi pohlavimi
ani mezi experimentalnimi skupinami nelisily.

Casna socialniizolace u laboratorniho potkana nevykazala zadny statisticky vyznamny vliv na
srdeéni frekvenci a vyskyt arytmii v dobutaminovém testu. Teplota t€la, ktera byla signifikantné
niz8i u samcu, véak mohla do jisté miry ovlivnit elektrickou aktivitu srdce. U izolované ustéje-
nych samct i samic byl pozorovan trend k vy$8i hmotnosti, coZ je mozné vysvétlit zvySenym
prijmem potravy ¢i snizenou fyzickou aktivitou zplisobenou socialni izolaci.

Rada bych podékovala svému Skoliteli MUDr. Tiborovi Straginovi, Ph.D. za vedeni a cenné rady.
Déle chci podékovat véem ¢lentdim teamu Laboratofe experimentalni kardiologie z Fyziologic-
kého Ustavu LF MU za spolupraci. Prace byla podpofena projektem Specifického vyzkumu MU
,Od bunky k mediciné” MUNI/A/1133/2021 a studentskym védeckym programem P-PoolL.

Indukce feroptézy a jeji evaluace pomoci
biochemickych a optickych zobrazovacich
metod

v

Vana FrantiSek', Balvan Jan', Kratochvilova Monika', Navratil Jifi', Hanélova Klara'
"Masarykova univerzita

Feroptodza je jedna z modalit regulované nekrotické bunééné smrti charakterizovana poprvé
roku 2012 v praci Dixona a jeho tymu. Je hlavnim typem bunééné smrti v odpovédi na nezvla-
datelny oxidac¢ni stres v dusledku lipoperoxidace polynenasycenych mastnych kyselin (dale
jen PUFA). V dUsledku lipoperoxidace dochazi k ruptufe membrany a wyliti intracelularniho
obsahu, které muaze vést k rozvoji zanétu. Na rovnovahu redoxniho prostiedi buriky méa vyznam
fada aspektl Citajice jak rlizné antioxidacni systémy (obzvlasté gluthathionperoxidasa GPX4),
tak i metabolismus prechodnych kov( prostfednictvim Fentonovy reakce. Z terapeutického
hlediska je proto dilezité védét, které latky dokazou vyvolat feroptozu.

K experimentim byly pouzity buriky z linie PC-3 , kultivované v RPMI s ATB (pen/strep) a PBS.
Feroptéza byla indukovana pomoci hematitu (dale jen HEM), FeCl2 a ZnCl2. Pozitivni kontrola
byla provedena pomoci RSL3, inhibitoru GPX4. Stanoveni CD50 bylo provedeno pomoci MTT.

Buriky byly nasledné analyzovany pomoci fluorescenéni mikroskopie, kterou byla sledovana
peroxidace mastnych kyselin po plsobeni pouzitych latek (Image IT lipid peroxidation kit).
Buriky byly poté zobrazeny pomoci holografické mikroskopie, kterd nam umoznuje v realném
Gase zaznamenat dynamiku bunééné hmoty a jejiho rozlozeni. Nasledné jsme pak pomoci
western blotu sledovali negativni a pozitivni markery autofagie p62, LC3 a dale pak GPX4,
aktin a Stépeny PARPS3.
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Fluorescenéni mikroskopie i western bloty ve vSech pfipadech prokazaly intenzivné probiha-
jici lipoperoxidaci a zvy$enou aktivitu GPX4. Holografickd mikroskopie zachytila nekroticky
fenotyp umirajicich bunék a bude podrobena strojovému uceni ve snaze umoznit nezavislé
rozeznani feroptdzy pomoci této zobrazovaci metody. Na western blotu byla patrna zvy$ena
hladina p62 u hematitu, ZnClI2, FeCl2.

Pomoci hematitu a chloridovych soli zinku a Zeleza Ize pravdépodobné vyvolat feroptézu
doprovazenou autofagii.

Chtél bych podékovat svym Skoliteliim doktoru Janu Balvanovi a doktorce Monice Kratochvi-
lové za skvélé vedeni a moznost se podilet na tomto projektu.

Prace probéhla za podpory grantu MUNI/11/05202109/2021

Uvoliiovani monomeru a derivatu
bisfenolu A z materiali pouzivanych
v ortodoncii

Zbozek Petr!
"Masarykova univerzita

V poslednich letech se v zubnim |ékarstvi vénuje stale vétsi pozornost bisfenolu A (BPA).
Vyjimkou neni ani ortodontickéa oblast. BPA se pouziva jako prekurzor pti vyrobé monomert
obsazenych v ortodontickych adhezivech, zamcich a dlahach. Navzdory rostouci popularité
téchto materiall existuji obavy ohledné nezadoucich U¢inkd na zdravi, které souviseji s jejich
pouzivanim. Materialy jsou v Ustech vystavovany degradac¢nim faktorim, coz mize zpUsobit
uvoliiovani monomeru. Touto problematikou se zabyva znaéné mnozstvi vyzkuma. Cilem
tohoto systematického prehledu bylo pfinést prehled aktualnich poznatk z mezinarodni
odborné literatury tykajicich se uvolfiovani monomeru a derivatd BPA z material(i pouzivanych
v ortodoncii.

V rdmci prace bylo provedeno vyhledavaniv zahraniénich védeckych databéazich prostrednic-
tvim pfedem zvolenych kliGovych slov. Nejhojnéji pouzivanym zdrojem byla databaze PubMed.
DalSi informace byly doplnény pomoci databazi Web of Science a Scopus. Aby bylo zajiSténo,
Ze prace bude obsahovat co nejaktualnéjsi poznatky, bylo vyhleddvani omezeno na ¢lanky
NE starsi nez 15 let (tedy publikace od roku 2007 do roku 2022). Studie, které byly nalezeny
v rdmci zminénych kritérii, byly ndsledné protfidény. Celkové bylo nalezeno 853 studii. Po
odstranéni duplikatl, prostudovani abstraktl a celych textd splnilo kritéria pro zarazeni do
analyzy pouze 27 studii. Data ze v8ech relevantnich studii zabyvajicich se ortodontickymi
materialy byla shroméazdéna a analyzovana. Zkoumano bylo zejména mnozstvi uvolnénych latek
za odliSnych podminek i v riznych ¢asovych intervalech a jejich potencialni zdravotni rizika.
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Nejcastéji analyzovanou slou¢eninou, ktera byla detekovana z mérenych vzorkd, je bisfenol
A. Dal$i monomery a jiné slozky ortodontickych material( byly v publikacich zaznamenany
méneé Gasto. Ve studiich zahrnutych v této praci existovaly rozdily v postupu pfi méreni, coz
prineslo odchylky ve vysledcich. Tyto rozdily ucinily kvantitativni srovnani vysledkl studii
neproveditelné. Jednotlivé studie se shoduji v tom, Ze nejvy88i mnozstvi slozek se z mate-
riall uvolfiuje béhem prvnich nékolika hodin az dni, protoze materialy v klinickych podmin-
kach nelze nikdy vytvrdit v plném rozsahu. V dasledku toho se mohou nezpolymerizované
latky vyluhovat. Studie prokazaly, ze spravnym vybé&rem, pouzitim a povrchovym oSetfenim
materialu Ize riziko inicialniho uvolfiovani monomeru snizit na minimum. K mnozstvi slozek
vyluhovanych z divodu nedostate¢ného vytvrzeni se pozdéji pfidavaji molekuly, které se
uvolniuji pdsobenim degradacnich faktor( v dutiné Ustni. To mlze z dlouhodobého hlediska
vést k znasobeni negativnich uéinkd na zdravi. Vyzkumy bylo dokazano, Ze pfi dostate¢nych
koncentracich uvoliiovanych monomer( a BPA v téle maji tyto latky zejména alergické, cyto-
toxické a mutagenni uc¢inky.

Navzdory rozdilim mezi jednotlivymi studiemi kvalitativni analyza ukazala urcité korelace.
VétSina studii prokazala pfitomnost BPA uvolfiovaného ortodontickymi materiély. Pozorované
koncentrace v8ak zUstavaji nizsi, nez je tolerovatelny denni pfijem, coz ale nevylu¢uje moznéa
zdravotni rizika. Materidly pouzivané v ortodoncii tedy mohou pfedstavovat celkovou zatéz
pro pacienta na zakladé oralné pfijimaného BPA. Nejvyssi hladiny BPA byly detekovény kratce
po aplikaci vzorku kvuli uvolriovani nevytvrzenych slozek materialu. Nezadouci vystaveni BPA
je mozné eliminovat dodrzovanim zasad prace s materialy a pomoci o$etfovani materiald
po aplikaci. Pro klinickou praxi bylo navrzeno nékolik doporu€eni pro praci s potencilné
rizikovymi materialy.

Obrovsky dik patfi v prvni fadé vedouci mé studentské prace doc. MUDT. Pavling Cernochové,
Ph.D. za vedeni, vstficnost a cenné rady, které mi velmi pomohly tuto praci zkompletovat. Dale
bych rad podékoval MDDr. Nele Sarteur Ph.D. za pomoc s vybérem tématu a sbérem materi-
all. Nakonec mnohokrat dékuji také své rodiné a pritelkyni za neustalou podporu i trpélivost.
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Sekce chirurgickych oboru

Bilateral prophylactic mastectomy with
immediatebBreast reconstruction in BRCA+
patients: Retrospective evaluation of early and
late complications

Bohusova Michaela'?, Feikova Katefina'?

Klinika plastické a estetické chirurgie - Spole¢na pracovisté s Fakultni nemocnici
u sv. Anny v Brné - Lékarska fakulta

2| ékarska fakulta Masarykovy univerzity

Prophylactic mastectomy with immediate breast reconstruction is an effective risk reducing
procedure for women with BRCA 1 and 2 mutations, who are more endangered by developing
breast carcinoma. Due to its significantly invasive character, this procedure represents a wide
spectrum of associated risks for the patient. The aim of this study was to evaluate the number
of early and late complications and also the number of total failures of the reconstruction
after bilateral prophylactic mastectomy (BPM) with immediate breast reconstruction in BRCA
positive patients.

From 1/1990 to 11/2019 113 women with mutations in the BRCA1 and BRCA2 underwent
BPM with immediate breast reconstruction at the Department of Plastic and Aesthetic Sur-
gery, St. Anne's University Hospital Brno. Relevant data from these patients were selected
and retrospectively assessed. Patients were divided into 8 specific groups considering 1)
type of mastectomy, when subcutaneous mastectomy (SCM), areola sparing and skin-sparing
mastectomy (SSM) were performed; 2) presence of breast ptosis before mastectomy and 3)
technique of reconstruction, using either abdominal free flap or breast implants.

Data about surgical complications from medical records about ambulant and hospitalized
patients were included in the study and particular complications (for early complications:
hematoma, mastectomy flap necrosis, failure of circulation, donor site complications,

for late complications: mastectomy flap necrosis, rotation of the implant, rupture of the
implant, PIP exchange, capsule contracture, partial necrosis of the flap) were assessed and
statistically analyzed along with separate analysis of incidence of complete reconstruction
failure (total flap necrosis or infection of implant).

Among 113 patients included in the study, the total number of complicated patients related
to 113 reconstructions performed were 41. The most significant difference in the number of
early and late complications was found to be dependent on the technique of reconstruction.
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Number of early complications was significantly higher in groups with abdominal flaps (17%)
compared with the groups with implant reconstruction (13%). Contrary, in the case of late
complications, the incidence of complications in patients with breast implants was 45% but
only 8% in patients with abdominal flap.

Considering breast ptosis correction, no significant difference was detected neither for
abdominal flap nor breast implants.

The total abdominal flap failures were demonstrated in 2 % of all patients and 6 % of the pati-
ents experienced failure of the reconstruction within the groups with implant reconstruction.

With respect to mastectomy technique, SSM seemed to be associated with slightly higher
success when 74 % patients experienced no complication on average. In contrast, only 51%
of patients with SCM did not develop any complication.

If reconstruction is performed using abdominal flap, patients are more endangered with early
complications. The risk of late complications is rare. In case of reconstruction using breast
implants, a higher chance of developing late complications is expected, while early compli-
cations are not so frequent. Additionally, the total number of complications is higher among
patients with breast implants reconstruction. There are no significant differences referring to
more complications aligned with mastopexy. The results may be distorted due to the limited
number of patients in some specific groups and also due to PIP implants removal, therefore
further research is suggested.

Warmest thanks to our supervisors Assoc. Prof. Streit and Dr. Berke§ whose kind guidance
and precious advice enabled this project to be realized.

Porovnani vytéznosti CT angiografie a digitalni
subtrakéni angiografie pfi detekci mozkovych
aneurysmat

Pur JiFi
"Lékarska fakulta Masarykovy univerzity

Chirurgické (clipping) i endovaskularni (coilling) oSetfeni mozkovych aneurysmat se opira
0 zobrazovaci metody, které detekuji lokalizaci a charakter vyduté v tepenné cirkulaci mozku.
Vyuziti nachazi CT angiografie (CT AG), digitalni subtrakéni angiografie (DSA) a MR angio-
grafie (MRA). Nejpresnéjsi a anatomicky nejvytéznéjsi je DSA, ktera je vSak spojena s vétsi
radiaéni zatéZzi pro pacienta a je invazivnim chirurgickym zakrokem. CT AG vyzaduje jedinou
invazi - intravendzni aplikaci kontrastni latky, je rychlejsi a u akutnich stavll pfinese rychlou
a vétSinou dostate¢nou informaci o pritomnosti eventuéalniho zdroje krvaceni. Cilem bylo zjistit,

jestli je nutné provadét DSA k detekci zdroje krvaceni u pacient(l s negativnim CT AG nalezem.
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Ke studii byl vyuZit soubor pacient(, u kterych bylo diagnostikovano subarachnoidalni krvaceni
s nebo bez prikazu zdroje, pacientd s incidentalnim mozkovym aneurysmatem, pfipadné
jinymi cévnimi onemocnénimi mozku, ktefi byli hospitalizovani na Neurochirurgické klinice
Fakultni nemocnice u sv. Anny v obdobi od 1.1.2015 do 12.9.2022. Celkem bylo zafazeno
195 pacientu. Byl zaznamenan typ aneurysmatu, pfipadné jiné krvacejici patologie (napf.
arterioven6zni malformace, karotidokavernézni pistél atd.), nacasovani a vysledek inicidlnich
vySetieni CT AG a DSA. Byla hodnocena i vySetfeni CT AG z jinych pracovist, ve§keré DSA
byly provedeny v naSem centru.

Ziskana data byla retrospektivné hodnocena. Byla stanovena mira shody vysledkd CT AG
a DSA a hodnocena efektivita nasledné provedeného DSA.

V souboru nebyl nalezen zadny pacient, u kterého by DSA odhalila novou patologii nezachy-
cenou na CT AG. V nékolika pfipadech DSA potvrdilo spravné vyslovenou suspekci dle CT
AG, pfipadné blize urcilo charakter cévni patologie.

Prikladem je pacient po SAK, u kterého bylo pfi vySetfeni CT AG diagnostikovano fusiformni
aneurysma na vrcholu arteria basilaris. P¥i verifikaci tohoto vysledku na DSA byla nalezena
aneurysmata dveé, jedno na pravé arteria cerebri posterior a druhé na arteria basilaris pfi
odstupu arteria cerebelli anterior inferior. Chybnost vysledku CT AG je diskutabilni vzhledem
k faktu, ze ob& aneurysmata se nachazela ve vertebrobasilarnim povodi, a tedy v tésné blizkosti
arteria basilaris, na které bylo detekovano aneurysma pfi inicialnim CT AG. Pravdépodobné tak
bylo CT AG chybné interpretovano kvili snizené prehlednosti snimku a zdanlivému splynuti
struktur aneurysmat na obraze.

Ziskané vysledky naznaduji, ze pouziti DSA po zcela negativnim vySetfeni CT AG k detekci
eventudlnich nedetekovanych Iézi ma limitovany pfinos. Zatéz pro pacienta i ekonomicka
zatéz pro systém posouva pomeér cost/benefit vyrazné v neprospéch provadéni DSA v téchto
pfipadech.

Nezastupitelnou roli si DSA ponechéava v pfipadech suspektnich nalezt na CT AG i pfi nutnosti
blizsi anatomické investigace pred zvazovanou intervenci.

Individualizovany pfistup s racionalni indikaci DSA pouze v nutnych pfipadech by mohl zname-
nat odleh&eni systému i Usporu prostiedkd. Je nutno pfipomenout, Ze nezanedbatelny vliv na
vysledek vy$etieni mGze mit i zkuSenost radiologa, vykonnost pfistroje a kvalita provedeného
vySetreni (kvalita vytvorené 3D rekonstrukce).

Timto bych chtél podékovat prof. MUDr. Radimu Janéalkovi, Ph.D., MBA za vedeni této prace
a umoznéni ziskani potfebnych dat od pacientl. Chci podékovat MUDr. Hané Valekové za
cenné rady a pomoc pfi zpracovani této studie stejné jako za jeji obrovskou ochotu a lidsky
pristup. MUj dik patfi také MUDr. Martinu Barakovi a MUDr. Matusovi Nosalovi za jejich
vstficnost pfi odbéru dat.
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Evaluace nového dotazniku pro vyhodnocovani
kvality zivota v hodnoceni uspésnosti operacni
reanimace obliceje

Dubovska Nikola?, Macek Jan?, Bayezid Cadir Can?, Streit Libor"
'Klinika plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné
2|ékarska fakulta Masarykovy univerzity

Mimika hraje kliGovou roli v socialnich interakcich a nonverbalni komunikaci. Nemocni s obli-
¢ejovou obrnou jsou o tuto formu komunikace ¢asteéné pripraveni, coz ma negativni dopad
na jejich kvalitu Zivota (QOL). ZvySeni QOL je jednim z hlavnich kritérii hodnoceni Gspésnosti
reanimacnich operaci obliCeje, je proto nutné mit validni nastroje pro jeji hodnoceni.

Facial palsy disability questionnaire (FPD-Q) je novym néastrojem vytvorenym na KPECH
FNUSA a LF MU.

Cilem této studie byla evaluace dotazniku a vyhodnoceni jeho citlivosti pomoci korelace
s klinickymi §kalami (HB skore, eFACE).

Od roku 2015 do roku 2021 bylo do studie zafazeno 34 pacientu, ktefi podstoupili reanimacni
operaci. Pacienti byli pozadani o vyplnéni dotazniku pfed operaci a nasledné v ramci poope-
raCnich kontrol, nejméné 3 mésice po operaci.

Pacienti byli rozdéleni do tfi skupin dle typu operace: temporalni myoplastika (n = 22), pfe-
nos volné svalové jednotky m. gracilis (n = 7) a reinervaci licniho nervu prostiednictvim dvou
cross-face nervovych §tépl a n. V-> n. VIl neurotizace (n = 5).

Dotaznik byl upravovan na zakladé zpétné vazby klinik( a pacient. Dotaznik méa 4 ¢asti:
FPD-EYE, zabyvajici se funk&nimi problémy spojenymi s okem. FPD-FACE je zaméfena na
problémy st a mimickych svald, véetné maskovani. FPD-SYNK zjistuje rozsah a lokaci syn-
kinéz a FPD-SOCIAL se zabyva pacientovym vnimanim sama sebe a socialnim zaélenénim.

Vystupem dotazniku je numerické skére vypocétené jednak pro kazdou jednotlivou sekci
nasledujicim zpisobem: FPD-S-FACE = 100 - primérna hodnota zodpovézenych otazek
v dané sekci x 25, a dale vypocétené jako celkové skore: FPD-S = 100 - (priimérna hodnota
vSech zodpovézenych otazek-1) x 25. Skore je vyjadfeno v procentech, kde 100 % odpovida
neporusené funkci obliceje.

Soucasné v obdobnych intervalech (pfed i po operaci) byla u kazdého pacienta pofizena
standardizovana foto a video dokumentace, na zakladé, které byla zavaznost obrny hodno-
cena pomoci House Brackmannova skére a skérovaciho systému eFACE. Hodnoceni bylo
provadéno simultanné trojici vyskolenych pracovnika.

V8ech 34 pacientd, vyplnilo pre i post operaéni FPD-Q a zarover byly pofizeny jejich fotografie
a videa pro hodnoceni pomoci HB skére a nastroje eFACE. Postoperacni vyplnéni probéhlo

SUK 2022 29



po 17 (12-22) mésicich (pacienti po dvojité reinervaci), 9 (4-14) mésicich (transferu volného
gracilisu) a 18 (5-31) mésicich (pacienti po myoplastice). 64,7 % souboru tvorily Zeny a 35,3 %
muzi. Vékové rozmezi pacientl bylo 32-66 let.

Hlavni metodou hodnoceni byla korelace pre- a post operaéni zmény hodnot FPD-Q a kli-
nickych, semi-objektivnich, hodnoticich metod eFACE a HB skére. Ziskana data ukazuiji,
ze dotaznik byl schopen zachytit rozdil pre a post operacné (pramérné zlepseni o 31,2 %
(18,3-44.1 %) coz koreluje se zlep§enim klinickych ukazatel( eFACE (primérné zlepseni 0
31,6 % (16,8-46,4 %) a HB (priimérny pokles o0 1,5 (0,9-2,1 bodu).

V tabulce 1 jsou uvedeny rozdily hodnot (FPD-S, HB a eFACE) ve smyslu zlep$eni pred a po
operaci. Signifikantnost zmény byla vypod&itana pomoci Wilcoxova parového testu.

All patients (N = 34)

Pramér StatOd Median P
HB 1,5 0,6 1,0 < 0,001
eFACE* 31.6 14.8 31,0 < 0,001
FPD-S** 3,2 12,9 29,4 < 0,001

Tabulka 1: Zména vybranych parametr( u vSech pacientt pred a po operaci (*e FACE statické
skére, **FPD-S korigovano na pocet zodpovézenych otazek)

NaSe studie ukazala, ze FPD-Q je schopen citlivé rozeznat zménu QOL pred a po zakroku, a to
ve v8ech skupinach pacientd. Zména hodnoty FPD-S navic korelovala se zménami hodnot
eFACE a HB skore.

Dotaznik tohoto druhu je v ¢estiné jedine€ny a poskytuje univerzalni hodnotici nastroj v porov-
nani s cizojazy¢nymi QOL dotazniky (FACE, FDI). Dotaznik sou¢asné umoznuje vyhodnoceni
jednotlivych oblasti QOL, které koresponduiji s cili individualizované chirurgické lécby (oku-
loplastické operace, obnova postaveni a pohybu tvari, apod).

FPD-Q je komplexni a pfesny nastroj pro méfeni QOL u nemocnych s obrnou licniho nervu,
reflektuje cile individualizované chirurgické 1é&by a méa Sanci stat se jednim ze standardnich
nastroji hodnoceni Uspésnosti IéCby.

Rad bych podékoval vedoucimu prace panu doc. MUDr. Liboru Streitovi, Ph.D. za moznost
pracovat na tomto projektu, stejné jako za vS8echny cenné rady a odbornou pomoc. Stejné tak
dékuji svym spolupracovnikim MUDr. Nikole Dubovské a MUDr. Can Bayezid za trpélivost
a spolupraci.
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Vyuziti modalit MRI pro indikaci a techniku
provedeni operace mozkovych tumort

Urban Adam', Neuman Eduard’
"Masarykova univerzita

MRI je v souCasnosti standardni zobrazovaci metodou vyuzivanou v neuroonkologii. Kromé
diagnostického vyuziti se vdak nyni stale vice uplatiuje i vyuzivani tzv. funk&nich modalit MRI
(fMR), které nabizeji Sirokou $kalu zpUisob( zobrazeni aktivity mozku, prostorové zobrazeni
nadort ¢ivizualizaci pribéhu nervovych drah (traktografii) a jejich rozdéleni. Rozsahlejsi sou-
bor anatomicko-fyziologickych informaci umoziuje pfesnéjsi a 4¢inné;jsi planovani operaci
mozkovych nadorU. Cilem prace je zhodnoceni funkéniho vysledku operacéni IéEby primarnich
mozkovych nadorl s vyuzitim moznosti komplexnich predopera¢nich modalit MR.

Pacientm byly pfed operaci kromé standardniho MRI provedeny taktéz fMR a sMR, které byly
nasledné vyuzity pro vyhotoveni traktografie. Ziskané obrazy byly poté vyuzity preoperacné
k planovani operace a lokalizaci ohrozenych struktur a pfilehlych nervovych drah s dirazem
na centra feCi a motoriky. BEhem operace samotné pak slouzily jako podklad pro navadéni
pomoci neuronavigace. Navazujici sou¢asti bude zhodnoceni neurologického stavu pacienta
s del§im ¢asovym odstupem od provedeni operace a nasledné porovnani s neurologickym
stavem pred zakrokem.

MRI modality pfinesly znaény uzitek v pfipravé operacnich vykonu. Diky nim bylo mozné Iépe
pfipravit operaéni plan a zaroven snizit riziko poSkozeni center, kterd maji zdsadni dopad jed-
nak na kvalitu zivota pacienta a jednak na samotnou U¢innost primarni Ié&by. V ndvaznosti na
ocCekavané zlepSeni kvality zivota, zejména komunikacnich a motorickych schopnosti, bude
nutné posoudit aktualni stavy pacientl s dostateénym odstupem.

Vyuziti MRI modalit v neuroonkologii méa pozitivni vliv na zdarny prabéh operac¢niho vykonu
a celého lécebného procesu. Zaroven poskytuje operatériim $irSi moznosti pfi planovani
zakrokll a ochrané center pacientova mozku.

Rad bych podékoval MUDr. Ing. Eduardu Neumanovi, Ph.D. za odborné vedeni projektu
a prof. MUDr. Martinu Smrékovi, Ph.D., MBA z NCHK FNB za zastitu projektu.
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Mechanické vlastnosti jednotlivych struktur m.
flexor pollicis longus

Sacha Tom', Menousek Jan?, Dvorak Zdenék?, Navrat Tomas?, Vosynek Petr?
"Masarykova univerzita

2Fakultni nemocnice U svaté Anny v Brné

3Vlysoké uceni technické v Brné

se spolu s dalSimi svaly z velké &asti podili m. flexor pollicis longus. PFi uzaviené traumatické
avulzi dlouhého flexoru palce se Slacha trha nejcastéji pfi Uponu Slachy na kost, pficemz
vytrzeni ze svalu je velmi vzacné, diky podporné funkci okolnich tkani. Takové avulze vznikaji
nejCastéji pfi drzeni predmétl (napf. dres soupere) v distalnich ¢lancich prstd. Naopak pfi
sevieni celého palce (nejcastéji ve vyrobnich procesech, kdy je palec sevien mezi dva rotujici
vélce), dochazi k traumatické amputaci palce nejcastéji ve svalu flexorového aparatu.

Pfi anatomické pitvé na Anatomickém ustavu LF MU bylo odebrano celkové 19 vzork( z Gerstvé
rozmrazenych kadaver(. Ve 13 vzorcich se jednalo o kompletni vzorky flexorového aparatu
musculus flexor pollicis longus (Slacha s Uponem v distalnim ¢lanku palce na distalni strané
horni kon&etiny a se svalovym Gponem na kosti vietenni na proximalni strané horni kon&etiny).
Dal8ich 6 vzorkd mélo poskozeny svalovy Upon ke kosti vietenni, ale distalni Upon k distalnimu
&lanku palce byl intaktni. Flexory byly na Anatomickém Ustavu LF MU ihned po vyjmuti z kada-
ver( jednotlivé oznaceny §titky s identifikaénim ¢islem a do priloZzeného protokolu zapsany
hodnoty priiméru $lach. Poté byly poskytnuty vyzkumné laborato¥i Ustavu mechaniky téles,
mechatroniky a biomechaniky, FSI VUT v Brné&, kde nasledovalo pfed provedenim zkouSky
pevnosti pfeméreni. Namérené hodnoty byly navzajem porovnany a v pfipadé vétsiho rozdilu
nez 1 mm doslo k preméreni vzorkd. Nasledovalo zjistovani tahové krivky a mezi pevnosti
flexorového aparatu palce na trhacim stroji.

V rdmci prvni ¢asti tahovych zkousek se podafilo vyhodnotit vS8ech 13 kompletnich flexorovych
aparat(, kdy u v8ech doslo k roztrzeni ve svalu, pficemz primérna sila potfebna k roztrzeni
svalu byla 32,9 N. Déle byly z téchto vzork( odstranény zbytky svall a §lachy zkraceny tak,
aby dalS8i zkousky tahu nebyly ovlivnény pfipadnym predeslym poskozeni Slacho-svalového
prechodu. Nasledné jsme otestovali 19 nekompletnich vzork( (bez svalové a kosténé slozky).
Z ¢ehoz se podarilo vyhodnotit celkem 16 vzorkd, kdy v 50 % doslo k roztrzeni v misté Gponu
Slachy v upeviiovacich ¢elistech pfi pramérné sile 359,5 N. V dalich 50 % doslo k roztrzeni
v misté Uponu §lachy na kost distalniho ¢lanku palce, pficemz prmérna sila ¢inila 262,4 N.
Téchto 8 vzorkd bylo nasledné zkraceno v distalni ¢asti Slachy tak, Ze vzniklo 8 vzorkU Gisté
Slachové slozky aparatu, které nasledné opét podstoupily tahovou zkou$ku, pfi které se trhaly
pfi pramérné sile 313,6 N.

Z néasledujicich dat vyplyva, ze jednoznac&né nejslabsi slozkou kompletniho flexorového apa-
ratu palce ruky je sval. Dale bylo zji§téno, ze druhym predilek&nim mistem ruptury aparatu
je 8lacha v misté uponu na kost v distalnim ¢lanku. Jako nejsilngjsi slozka aparatu vzesla
Slacha samotna. Tato zjiSténi pomahaji ozfejmit fakt, Ze presto, Ze nejslabsi slozkou flexoro-
vého aparatu palce je sval, pfi ichopovém mechanismu Urazu, kdy jsou primarné zaklesnuty
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distalni ¢lanky prstl (napf. drzeni za dres), nej¢astéji vznika ruptura v misté Gponu Slachy na
kost. A to diky vazivovym oballim a strukturam obklopujicim dlouhy flexor palce v predlokti.
Naopak pfi mechanismu Urazu, kdy je palec zachycen a nasledné amputovan, vznika ruptura
nejéastéji ve svalu.

Dékuji doc. MUDr. Markovi Joukalovi, Ph.D., za poskytnuti kadaverud k vyzkumu a doc. Ing. Tomé-
Sovi Navratovi, Ph.D., za provedeni mechanické ¢asti studie a jeji vyhodnoceni. Prace byla
podporena GSV 2021 &. FNDN_IP211PV16AXA_PN, 01699800.
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Sekce internich oboru

Parametry pulzové viny u pacientu
s bikuspidalni chlopni - pilotni studie

Bartko Lubomir', Budinskaya Ksenia', Novakova Zuzana', Zakova Daniela?
"Fyziologicky Ustav Lékarské fakulty Masarykovy univerzity
2Klinika kardiovaskularni a transplanta¢ni chirurgie, LF MU a CKTCH

Bikuspidalni aortalni chloperi (BAV) patfi mezi nejéastéjsi vrozené abnormality srdce. Preva-
lence v populaci je udavana v rozmezi 0,5-2 %. BAV je tak vyznamnym rizikovym faktorem pro
vznik patologie v oblasti aortalni chlopné a ascendentni aorty. Nej¢astéji se u téchto pacientd
rozviji aortalni regurgitace nebo stendéza, dilatace kofene aorty &i ascendentni aorty, nebo
nemocni prodélaji epizodu infekéni endokarditidy.

Cilem nasSi studie bylo zjistit vliv BAV a patologii s ni spojenych na cévni systém, a to na zakladé
analyzy parametru karotido-femoralni pulzové viny pomoci aplanaéni tonometrie.

Ve spolupraci s Centrem kardiovaskularni a transplantaéni chirurgie jsme vySetfili soubor 27
pacientd s diagnézou BAV (pramérny vék +smérodatna odchylka: 42 +11 let; index télesné
hmotnosti BMI: 27,1 +5,2 kg/m2).

Dle patologie jsme soubor pacient( rozdélili do tfech skupin: BAV s regurgitaci nebo s regur-
gitaci spojenou s dilataci kofene aorty (skupina BR+k: 9 pacient(, vék 38+11 let), BAV s regu-
rgitaci a dilataci ascendentni aorty (skupina BRa: 10 pacient(, 43+12 let) a BAV s regurgitaci,
dilataci kofene i ascendentni aorty (skupina BRka: 8 pacientll, 42+9 let). U vSech pacientli byla
provedena analyza karotido-femoralni pulzové viny. Pfistrojem Sphygmocor (AtCor Medical,
Australia) byly stanoveny nasledujici parametry: systolicky tlak (STK), diastolicky tlak (DTK),
rychlost pulzové viny (PWV), augmentacni tlak (AP), augmentacni index standardizovany na
tepovou frekvenci 75/min (Alx75). Pro statistickou analyzu byl pouzit program STATISTICA, v.
13.0 (StatSoft, Inc.), a data byla hodnocena pomoci neparametrického Man-Whitneyho testu.

Nasli jsme nasledujici hodnoty zakladnich parametr( pulzové viny u jednotlivych skupin:

BR+k: STK 137+11 mmHg, DTK 79£12 mmHg, PWV 4,7+1,2 m/s, AP 10,2+6,3 mmHg, Alx75
18,6+13,6; BRa: STK 129+25 mmHg, DTK 78+9 mmHg, PWV 3,8+1,1 m/s, AP 15,6+11,0
mmHg, Alx75 27,9+13,2. BRka: STK 130+15 mmHg, DTK 74+7 mmHg, PWV 4,7+0,8 m/s, AP
8,8+5,5 mmHg, Alx75 11,6+15,3. Statisticky vyznamné rozdily jsme zjistili u PWV (BR+k vs.
BRa i BRa vs. BRka; p<0,01); AP (BRa vs. Brka; p<0,05); Alx75 (BR+k vs. BRa; p<0,05 a BRa vs.
BRka; p<0,01).
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Pfi porovnavani parametrt pulzové viny (karotido-femoralni) u jednotlivych skupin pacient(
s BAV se v naSem pilotnim souboru vyé&lenila skupina s problematikou dilatace ascendentni
Casti aorty, ktera vykazuje statisticky vyznamné odlisné hodnoty od skupin ostatnich. Vzhle-
dem k urgitym limitacim naSeho souboru, Ize jen spekulovat, zda by to mélo negativni dopad
na prognozu pacient( této skupiny.

Pod&kovani patfi pani dr. Daniele Zakové a jejimu kolektivu za spolupraci a véem pacient(im,
ktefi se studie ucastnili.

Podékovani také patfi studentdim mediciny Tomasi Fordinalovi a FrantiS8ku Garncarzovi za
pomoc v zacatcich studie a v prvotnim zpracovani anamnestickych dat.

Studie byla podpofena Specifickym vyzkumem MUNI/A/1133/2021.

EEG microstates in dementia with Lewy bodies:
1 year follow up

Ondracek David'?, Lamos$ Martin', Moravkova lvona'3, Rektorova Irena'3+*
"Neuroscience Programme, Central European Institute of Technology, CEITEC, Masaryk
University, Brno, Czech Republic

2Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Republic

3First Department of Neurology, St. Anne’s University Hospital and Faculty of Medicine,
Masaryk University, Brno, Czech Republic

“International Clinical Research Center, ICRC, St. Anne’s University Hospital and Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Republic

Biomarkers for mild cognitive impairment with Lewy bodies (MCI-LB) were proposed, but the
evidence is limited. EEG microstates (MS) represent transient, quasi-stable patterns of EEG.
Results of our previous work revealed that probable MCI-LB subjects as compared to healthy
controls (HC) had increased occurence of all MS. In this one year follow up (FU) study we
aimed at addressing changes of MS dynamics with the disease progression in a slightly larger
population of drug naive probable MCI-LB. Source imaging of MS was additionally performed.

Altogether, 24 probable MCI-LB (16 female, age 66.1 +5.1 years) and 24 HC (12 female,
age 63.5 +4.4 years) were assessed at baseline and at 1 year FU using validated scales and
questionnaires. All subjects underwent 5 minutes of eyes-closed resting-state evaluation
with 2566-channel scalp EEG at baseline and at FU. T1 MRI was performed at baseline. The
microstates analysis was based on the clustering of EEG topographies, using a k-means
approach. Mean MS ccurrence (MS-occ) was used as our temporal parameter of interest and
correlated with behavioural outcomes. Temporal segments of scalp EEG labelled by particular
microstate were reconstructed into the source space using LAURA inversion.
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MCI-LB subjects did not progress with regard to cognitive, motor and other behavioural symp-
toms, none of the subjects converted into DLB. Five typically occurring MS were identified,
reflecting visual (MS1), cingulo-opercular (MS2), fronto-temporal (MS3), default mode (MS4),
and frontoparietal control (MS5) brain networks. At baseline, mean occurrence of all MS was
significantly increased in MCI-LB as compared to HC. At FU visit, results were either less sig-
nificant or lost significance as compared to HC. Significant correlations were found between
baseline MS1-occ and dominant a frequency and variability (R=-0,47 and 0.63, respectively),
MS3-occ and geriatric depression scale (R=0.48), MS4-occ and excessive sleep scale (R=0.58),
while these correlations were less pronounced or insignificant at FU visit. Eight and six out
of 24 MCI-LB subjects revealed significant drop in MS1-occ and MS2-occ, respectively.

We were able to identify 5 MSs that reflect major brain networks. Overall, the MS occurrence
was increased in MCI-LB at baseline which was correlated with core and supportive symptoms
of the disease. The MS occurrence tended to drop after 1 year FU which may reflect decre-
ases in network hyperconnectivity with prodromal DLB progression. This was particularly
prominent in the visual and cingulo-opercular networks.

Chtél bych podékovat v8em pacientim a kontrolnim skupinam, které se studie Gc¢astnily.
Predevsim v8ak své Skolitelce Prof. MUDr. Irené Rektorové, Ph.D., dale Ing. Martinu LamoSovi,
Ph.D. a MUDr. lvoné Moravkové za pomoc, kterou mi poskytli.

Funkéni mozkové mikrostavy pri Ié¢bé pacientu
s depresi

Horaéek Michal', Barte¢kova Eli§ka'?, Hofinkova Jana'?, Kfenek Pavel'2, Dambroska
Alena'??

"Psychiatricka klinika, Lékarska Fakulta Masarykovy Unviverzity, Brno, Ceska republika
2Psychiatricka klinika, Fakultni nemocnice Brno, Brno, Ceska republika ;

SCEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut, Masarykova univerzita, Brno, Ceska
republika

Afektivni poruchy patfi mezi Casté a velmi zavazné psychiatrické poruchy. Vysledky nedavnych
neurozobrazovacich studii dokladaji naruseni aktivity klidovych mozkovych siti u deprese.
Aktivitu mozkovych siti je mozné studovat pomoci analyzy funkénich mozkovych mikrostava.
Mikrostav je asi 100 ms trvajici globalni stav mozkové aktivity charakterizovany stabilni
topografii potencialového rozlozeni na skalpu. Cilem studie je zjistit, zda méa antidepresivni
farmakoterapie vliv na zménu aktivity klidovych mozkovych siti u pacient( s depresi.

Do studie se zapojilo osm zdravych kontrol a osm pacient( s diagnézou alespon stfedné
tézké faze deprese. Tize deprese byla stanovena pomoci dotazniku Montgomery-Asberg
Depression Rating Scale (MADRS). Analyzovali jsme pétiminutovy zaznam klidové mozkové
aktivity snimany pomoci 128-kanalového EEG systému. Data u pacientd byla snimana pred
stabilizaci antidepresivni farmakoterapie (T1), 6 tydnd po prvnim méfeni (T2), 6 mésicl po
prvnim méfeni (T3). U zdravych kontrol probéhlo méfeni jednou. Segmentace a clustrova
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analyza topografii byla provedgna napfi¢ vSemi subjekty a méfenimi. Posuzovali jsme trvani
a Gasové pokryti mikrostavi. Casové pokryti udava, jaka ¢ast celkové délky EEG zaznamu
(v %) je pokryta danym mikrostavem.

Farmakoterapie vedla alespor doc¢asné ke klinickému zlep$eni u vSech pacientd. Primérna
tize deprese dle dotazniku MADRS byla v jednotlivych méfenich nasledujici: 27,1 +7,7; 8,4 +7,8;
13,56 +11,5. Bylo identifikovano pét mikrostavi (A-E) vzajemné se lisicich potencialovym rozlo-
Zenim na skalpu. Priimérné trvani mikrostavu u zdravych kontrol: A— 102 +7 ms; B— 97 +8 ms;
C-110 +13 ms; D - 93 t9 ms, E - 99 10 ms. Primérné trvani mikrostav( u pacientl ve
tfech ¢asech (T1,T2,T3): A-99 +9ms, 106 14 ms, 104 +19ms; B- 101 +9ms, 103 +10 ms,
100+13ms;C-136 +34 ms, 141 +38 ms, 133 £33 ms; D-96 +14 ms, 108 +27 ms, 106 +35 ms;
E-95 +8ms, 96 +8 ms, 98 +18 ms. Casové pokryti mikrostava u zdravych kontrol: A—20 +5 %;
B -18 46 %; C - 24 +5 %; D — 15 +5 %; E — 19 +6 %. Casové pokryti mikrostavil u pacient(
ve tfech ¢asech (T1, T2, T3): A-16 +5 %, 17 +8 %, 18 8 %; B - 16 +6 %, 14 +6 %, 14 +4 %;
C-37112%,35+12%,33+9%; D-17 +12%,18 +16 %, 18 +17 %; E-13 7 %, 12 6 %,
15 +£10 %.

Analyzou klidového EEG zdznamu jsme identifikovali pét funkénich mozkovych mikrostavi
(A-E). V8echny svou topografii pfipominaly jiz dfive v literatufe popsané mikrostavy. U mik-
rostavu C jsme pozorovali vy§8i pfitomnost (del$i trvani i vétsi ¢asové pokryti) u pacient(
s depresi nez u zdravych kontrol, a byla nazna¢ena normalizace téchto parametr( vlivem
farmakoterapie. Pro obecnéjsi zavéry bude potfeba statistické zpracovani na vice subjektech
a studium téchto zmén ve vztahu ke klinickému prabéhu a intenzité farmakoterapie. Analyza
mikrostavl se jevi jako slibny nastroj k posouzeni vlivu farmakoterapie na dynamiku klidovych
rozsahlych mozkovych siti u pacientd s depresi.

Uptake and Effectiveness of Risk-Reducing
Strategies in Healthy BRCA1 and BRCA2
Carriers in the Czech Republic

Zimovjanova Martina', Biel¢ikova Zuzana', Zimovjanova Anna?3, Novotny Jan'*, Rybar
Marian®, Miskovi¢ova Michaela', Voéka Michal', Petruzelka Lubos’

"Department of Oncology, First Faculty of Medicine Charles University and General Univer-
sity Hospital in Prague, Czech Republic

2Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Repubilic.

3International Clinical Research Center (ICRC), St Anne’s University Hospital (FNUSA)
Brno, Brno, Czech Republic.

“Department of Surgery, Sunderby Hospital, Sweden

SFaculty of Biomedical Engineering, Czech Technical University in Prague, Kladno, Czech
Republic

Healthy women with BRCA1 and BRCA2 gene pathogenic alterations are at higher risk of
breast cancer (BC) and ovarian cancer (OC). Healthy BRCA carriers participate in a specific
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surveillance program and should consider prophylactic procedures such as risk-reducing
mastectomy (RRM) or risk-reducing salpingo-oophorectomy (RRSO). The rate of prophylactic
procedure uptake has been changing in past years.

In the retrospective study, we analyzed the rate, longitudinal trends, and effectivity of RRM and
RRSO uptake in healthy 496 BRCA carriers from 2000 to 2020 in the Czech Republic, Europe.

The study included 496 healthy female BRCA 1,2 carriers. The median follow-up was 6.8 years.
The primary endpoint of our study was to analyze uptake and the effectiveness of surveillance
of prophylactic surgeries for female healthy BRCA 1,2 carriers in the Czech Republic. RRM
was performed in 163 healthy BRCA carriers (32.9 %, mean age 39.3y, range 22-61y). RRSO
was performed in 242 healthy BRCA carriers (48.9 %, mean age 43.2 y, range 28-64 y). From
2005t0 2012, 12 % of newly recruited healthy BRCA carriers underwent RRM and 29 % RRSO.
From 2013 t0 2020, 31 % of newly recruited healthy BRCA carriers underwent RRM and 42 %
RRSO. A statistically significant increase in the rate of RRM and RRSO uptake was reported
between the periods 2005-2012 and 2013-2020 (p < 0.001). During the surveillance, 0.6 % of
BRCA carriers with RRM and 15.3 % of BRCA carriers without RRM were diagnosed with BC.
0 % of BRCA carriers with RRSO and 4.3 % of BRCA carriers without RRSO were diagnosed
with OC. Statistically significant differences were observed in incidence of BC in between
groups without and with RRM (HR 20.18, p <0.001) and in incidence of OC in between groups
without and with RRSO (p<0.001).)

The authors describe the uptake of the prophylactic procedures (RRM and RRSO) in BRCA
carriers from 2000 to 2020 in the Czech Republic. A significant increase in prophylactic pro-
cedures were described after 2013 (Angelina Jolie effect, progress in the health care system.
The study’s results clearly demonstrate the effectiveness of RRM on the incidence of BC and
the effectiveness of RRSO on the incidence of OC in healthy BRCA carriers.

I would like to thank all other researchers involved in the study who gave suggestions during
the research and the final review process.

CT sizing u pacientu pred vykonem TAVI

Garncarz Frantisek'?, Sikora Jifi'
'"Centrum kardiovaskularni a transplanta¢ni chirurgie
2Masarykova univerzita, Lékarska fakulta

Aortalni stendza je nejCastéjsi chlopenni vadou dospélosti postihujici az 3-5 % osob
starSich 75 let. V sou€asné dobé& mame k dispozici dvé terapeutické moznosti. Jedna se
o chirurgickou nahradu chlopné a o katetriza¢ni implantaci nové chlopné, tzv. TAVI (tran-
scatheter aortic valve implantation), o které pojednava tato prace. Pro proceduru TAVI
vyuzivdme nékolik standardizovanych velikosti chlopni.
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Rozhodovani o pouzité velikosti chlopné probiha na zakladé CT angiografického vySetreni
a nasledného zhodnoceni a méreni rozméra aortalniho anulu, kdy nas zajima zejména jeho
perimetr a plocha. Vysledky tohoto méreni se u jednotlivych 1ékart lisi, s variabilitou se
muzeme setkat pfi uréeni spravné roviny aortalniho anulu, ktera prochazi dnem Valsalvovych
sinQ, posouzeni kalcifikaci v mérené oblasti a v neposledni radé je dllezita také kvalita CT
zobrazeni, at uz jde o kvalitu naplné ascendentni aorty kontrastni latkou nebo o pfitomnost
pohybovych artefakt(. Tato prace se zabyva srovnanim vysledkd méreni 5 Iékail a zhodno-
ceni, zda se vice shoduji v méfeni plochy anulu, &i jeho perimetru a tedy, ktery parametr je
vhodnéjsi pro vybér velikosti chlopné.

Priimérna variabilita na skupiné 195 pacient(l byla v pfipadé méreni perimetru 2,1%, v pfipadé
mérfeni plochy aortalniho anulu pak 4,2%.

Pro vybér chlopné se jako pouzitelngjsi jevi pracovat s namérenymi hodnotami perimetru,
které i pfi méné kvalitn&jSim CT vySetfeni poskytuji reproducibilné;jsi vysledky.

Chtél bych podékovat MUDr. Jifimu Sikorovi za odborny dozor, umoznéni staze, poskytnuti
dat a vedeni této prace. Rad bych také podékoval vSem Iékaflim i nelékafskému personalu
katetriza¢nich salii CKTCH, se kterym jsem se béhem staze setkal, za moznost pfimo se
vykon( TAVI Gc¢astnit a zodpovézeni vech dotazl na dané téma.

Role neurodegenerativnich procesti ve
farmakorezistentni temporalni lobarni epilepsii

Sevéikova Iveta'
'I. neurologicka klinika Fakultni nemocnice u sv. Anny a LF MU, Brno

Epilepsie temporalniho laloku (TLE) patti mezi jednu z nejfrekventovanéjsich forem farmako-
rezistentni epilepsie, velmi ¢asto s pfidruzenou hipokampalni skler6zou. Jedna se o zdvazné
onemocnénim nejen s ohledem na nepfedvidatelné zachvaty, ale téz kvdli jejimu dopadu
na kognici a psychiku pacient(. V posledni dobé se ukazuje mozna spojitost s proteiny tra-
di¢né asociovanymi s neurodegenerativnimi onemocnénimi jako je napfiklad Alzheimerova
choroba. Tyto proteiny by mohly byt potencialnim cilem v 1é€bé a novymi prognostickymi
biomarkery TLE.

Resekovana tkan temporalniho laloku ziskana pfi chirurgické 1é¢bé epilepsie 93 pacientd trpi-
cich TLE byla imunohistochemicky analyzovana stran vyskytu protein(i spojenych s procesem
neurodegenerace, konkrétné amyloidu B (AB) a tau proteinu. Stuperi zatéze témito proteiny
byl kvantifikovan pomoci modifikovaného Braakova skére pro analyzu tkané z temporalni
lobektomie. Dosazené vysledky byly porovnany s rozsahlou studii neselektované populace
z literatury.
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Z 93 analyzovanych vzork( pacientl s TLE byl pozitivni hyperfosforylovany tau protein u 88
z nich. Ve vékové skupiné 11-30 let v dobé& operace (25 pacientl) v porovnani s 85 zdra-
vymi pacienty stejné vékové skupiny byla nalezena signifikantné zvy$ena zatéz tau patologii
(p<0.001). AB patologie byla prokazana u 21 z 93 vzorkd (23 %).

Nase studie dokazuje, Ze zatéz tau patologii u mladych pacientl s farmakorezistentni TLE je
vyrazné vétsi v porovnani s béznou populaci. Diky tomu se dé usuzovat, Ze neurodegenera-
tivni procesy hraji u farmakorezistentni epilepsie svou roli. Do budoucna je k verifikaci téchto
zavéru treba rozsireni souboru (jak pocetné, tak na dal$i studované proteiny) a zahrnutim
kontrolni skupiny.

Predevsim bych chtéla podékovat MUDr. Evé Zatloukalové, kterd mi je po celou dobu mé
spoluprace na studii skvélou mentorkou. Déle také celému tymu, ktery se na studii podilel,
a diky némuz mohla mé prace vzniknout.

Diabetes mellitus 1. typu a denzita o€nej
Sosovky

Kalinayova Klaudia', Vesely Petr’
'Katedra optometrie a ortoptiky, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

Praca sa zaobera problematikou ochorenia diabetes mellitus 1. typu a jeho vplyvom na denzitu
oc¢nej $oSovky. Hlavné ciele vyskumu su: (1) objektivne odmeranie denzity o¢nej SoSovky na
oboch o¢iach v skiimanej (pacienti s T1DM) a kontrolnej (pacienti bez T1DM) skupine pro-
bandov, (2) Statistické spracovanie denzitometrickych hodnot $o8ovky u pacientovs T1DM
a u pacientov bez T1DM, (3) stanovenie $tatistickej odchylky v hodnotach denzity $oSovky
medzi vyskumnymi skupinami.

Vyskumu sa zUcastnilo celkovo 40 probandov (80 oci), ktori boli rozdeleni do 2 vyskumnych
skupin. Prakticka ¢ast prace sa venuje objektivnemu meraniu denzity o¢nej SoSovky pomo-
cou pristroja Pentacam HR Oculus v skimanej a kontrolnej skupine. Pre naslednu Statisticku
analyzu boli zaznamenavané aj hodnoty glykovaného hemoglobinu a diZka trvania ochorenia.
V praci boli stanovené 3 hypotézy.

Probandi s ochorenim diabetes mellitus 1. typu mgju vysS8ie hodnoty denzity o¢nej SoSovky
v porovnani s kontrolnymi subjektami (p<0,001). DIZka trvania ochorenia a hodnota glykova-
ného hemoglobinu méa na denzitu o&nej SoSovky pozitivny, ale slaby vplyv (r= 0,2, r=0,19; r=
0,15, r=0,07).

Ochorenie diabetes mellitus 1. typu vyrazne vplyva na zvySenie denzitometrickych hodndt
ocnej SoSovky u pacientov trpiacich tymto ochorenim.

Podakovanie patri predovSetkym Skolitelovi mojej diplomovej prace, Mgr. Petrovi Veselému,
Dis., Ph.D., za jeho profesionalny pristup a rady.
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Korelace mezi refrakénimi vadami a migrénou

Konarikova Veronika', Bene$ Pavel’
"Masarykova Univerzita

Vyzkum je zamé&ren na problematiku vyskytu refrakénich vad a jejich mozny vztah na pfitom-
nou bolest hlavy. Ve vyzkumu pracuiji s klienty, u nichz je pfitomna refrakéni vada, ktera byva
$patné nebo vibec korigovana a muze takto vyvolavat bolesti hlavy — migrény.

Cilem studie je zjistit, zda pouzivani spravné korekce vede ke zminéni a zaroven snizeni
incidence obtizi. U téchto jedincl byl dale stanoven predpoklad vyskytu astigmatismu 20,5
D a rovnéz nestejny refrakéni stav mezi pravym a levym okem tzv. anizometropie 20,75 D.

Do studie bylo doposud zapojeno 25 jedinct v primérném véku 25,8 let. Korekci aktivné
pouziva 21 z celkového poctu a vysledky jsou zpracovany na zakladé dat u 14 probandu. Je
tomu tak vzhledem 3 mési&ni adaptace na optickou korekci, kdy az po této dobé je mozno
ziskat objektivni posouzeni adekvatniho uc¢inku korekce.

Stanoveny predpoklad tykajici se stanoveni odpovidajici korekce brylemi nebo kontaktnimi
¢ockami a jejiho vlivu na frekvenci a intenzitu migrén z dané skupiny probandu se potvrdil. Inci-
dence migrén poklesla u véech klient(i a nastalo zlepgeni primérné o 44,81+6,38 %. V pfipadé
problematiky intenzity bolesti hlavy do8lo ke zmirnéni obtiZi u 8 pacientl ze 14 (57 %). Pacienti
udavali zlepSeni o0 14, 63,75 %. Druha ¢ast vyzkumu je zamérena na hodnoceni refrakéni
vady. Korekce astigmatismu, ktery nabyva hodnot vétsich nebo rovno 0,5 dioptrii je pfitomna
u 13 klientd (52 %). V neposledni fadé posouzeni rozdilu korekce mezi pravym a levym okem,
ktery nabyva hodnot vétsich nebo rovno 0,75 D je pfitomen u 5 jedinct z celkového poétu 25.

Poznatek tykajici se vlivu korekce refrakéni vady na frekvenci a intenzitu migrén mdze mit
velky dopad na feSeni problematiky IéCby bolesti, ktery uplatiuji také v ambulancich neuro-
logl. Intenzita bolesti je vzdy velmi subjektivni pocit a je zaznamenavana pomoci dotazniku
MIDAS. Pacienti vétSinou prichazeji k optometristovi s tim, Ze potfebuji korekci do dalky nebo
na blizko. Az pfi anamnestickém dotazovani se setkdvame s udavanim obtizi véetné &astych
bolesti hlavy.

Chtéla bych podékovat doc. Mgr. Pavlovi BeneSovi, Ph.D., vedoucimu mé diplomové prace,
za jeho vstficné vedeni, spolupraci a cenné informace. Dale bych chtéla podékovat vSem
Gcastnikm dotaznikového Setfeni, ktefi se ho doposud zUc¢astnili, a tim mi pomohli v empi-
rické ¢asti prace.
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Sekce doktorandska

A new reporter system for high-throughput
identification and validation of elF4F inhibitors

Smolkova Karolina'?, Val¢ikova Barbora'?, Vadovi¢ova Natalia'?, Uldrijan Stjepan'?
"Department of Biology, Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno, Czech Republic
2St. Anne’s University Hospital, International Clinical Research Center, Brno, Czech
Republic

The elF4F translation initiation complex has a critical role in cancer. The complex enhanced
activity was identified as a nexus of drug resistance and a promising therapeutic target in
melanoma. However, the spectrum of available elF4F inhibitors is limited, and none of them
isin clinical use. One of the reasons could lie in the relative complexity of techniques used to
identify such inhibitors. Here we report a unique cell-based reporter system suitable for the
high-throughput identification of novel elF4F inhibitors in small-molecule compound libraries.

We identified several elF4F-regulated pathways controlling melanoma cell proliferation in
a proteomic screen. Then we used a promoter of one of the elF4F-controlled genes to build
a reporter system, responding to elF4F inhibition by changes in luciferase expression in
a dose-dependent manner. Subsequently, we validated the system in a panel of cancer and
non-cancer cell lines, determining the impact of elF4F inhibition on luciferase activity.

We assessed the performance of the luciferase-based reporter system and confirmed its
high sensitivity to elF4F inhibition. The current state-of-the-art elF4F inhibitor screening
assays, such as the proximity ligation assay (PLA), have several limitations in the high-throu-
ghput mode. Our new technique is not only highly specific and suitable for high-throughput
screening; it is also less cost-intensive, significantly faster, and does not require expensive
fluorescent microscopy/image analysis equipment.

Our new elF4F activity reporter system is sensitive and suitable for high-throughput drug
library screening for novel elF4F inhibitors. Furthermore, as the translation initiation com-
plex elF4AF appears to be a promising therapeutic target for overcoming drug resistance in
melanoma, our approach may help increase melanoma patient survival rates by identifying
new treatment options.

This research was supported by the European Regional Development Fund - Project ENOCH
(No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868), Masaryk University grants No MUNI/11/
ACC/2/2022, MUNI/IGA/1108/2021,and MUNI/A/1418/2021, and project Brno Ph.D. talent.
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elF4F reguluje aktivitu AMPK v malignim
melanomu

Vadovic¢ova Natalia'?, Val¢ikova Barbora? Kozdonova Katefina'?, Potésil David?, Zdrahal
Zbynék3, Uldrijan Stjepan™?

'Biologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita

2Mezinarodni centrum klinického vyzkumu, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné
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Onkogenni mutace proteina signalni drahy RAS-RAF-MEK-ERK jsou znamymi pfi¢inami
vzniku maligniho melanomu. Inhibitory BRAF/MEK patfi mezi nejefektivnéjsi formy terapie,
nicméné vici témto IéCivim se Casto vyvine rezistence. Jako centralni aktér této rezistence
Soubézna inhibice BRAF a elF4F vykazovala synergicky efekt pfi usmrcovani nadorovych
bunék. Z tohoto divodu jsme se rozhodli charakterizovat vzajemné plsobeni signalnich drah
ERK a elF4F v melanomu pomoci proteomického skriningu.

Ve spolupraci s CEITEC proteomics core facility jsme provedli proteomicky skrining na bunéc-
nych liniich maligniho melanomu s mutacemi v genech BRAF a NRAS. V bunéé&nych liniich
A375 (BRAFV600E-mutantni) a Melluso (NRAS-mutantni) jsme takto sledovali zmény po
pusobeni inhibitord elF4F a MEK. Identifikovali jsme nékolik regulatortl AMPK jako potencialni
cile elF4F a ERK, které byly nasledné validovany pomoci westernového prenosu. Dale jsme
pomoci westernového prenosu sledovali hladinu vybranych protein( v burikdch melanomu po
ovlivnéni nizkomolekularnimi inhibitory elF4F v kombinaci s uml¢enim exprese LKB1 a PP2A
pomoci siRNA. Pro inhibici PP2A byla pouzita kyselina okadaova.

Analyzovali jsme zmény v buikdch melanomu s mutacemi BRAFV600E a NRAS po inhibici
MEK a elF4F a objevili nékolik regulatord AMP-dependentni protein kinazy (AMPK), které by
mohly byt spoleénym cilem ERK i elF4F. V nasledujicich experimentech jsme se soustredili
na MQO25, jakoZzto souc¢ast komplexu aktivujiciho AMPK (LKB1-STRAD-MO25), a na PP2Aaq,
fosfatazu inhibujici AMPK.

Po inhibici elF4F jsme pozorovali aktivaci AMPK, ktera pfetrvavala i po snizeni exprese LKB1
pomoci RNA interference. Déle jsme potvrdili tuto aktivaci v bufikdch melanomu s mutaci
BRAFV600E, které neexprimuji LKB1. Inhibice elF4F tedy vede k aktivaci AMPK nezavisle na
LKB1, ktera je povazovana za kanonicky aktivator AMPK.

Dalsi vysledky ukazuji, Ze snizeni hladiny PP2Aa hraje dUlezZitou roli v aktivaci AMPK, jelikoz jak
po snizeni exprese PP2Aa s vyuzitim RNA interference, tak po plsobeni nizkomolekularniho
inhibitoru PP2Aaq, kyseliny okadaové, dosSlo ke zvySeni aktivity AMPK.

Bylo zjiSténo, ze drahy ERK a elF4F spolupracuji na regulaci AMPK a inhibice elF4F podné-
cuje nekanonickou aktivaci AMPK nezavislou na LKB1, pfi které hraje kli¢ovou roli snizena
exprese PP2A.
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Drivéjsi studie popisuji negativni zpétnou vazbu mezi ERK a LKB1 v burikdch melanomu
s mutaci BRAFV600E. ERK a RSK fosforyluji LKB1, ¢imz potladuji jeji schopnost aktivovat
AMPK. Nicméné nase vysledky ukazuji dalezitou roli nekanonické kontroly AMPK v burikéach
melanomu s mutaci BRAFV600E, ktera je zprostfedkovana elF4F a PP2Aaq, a zarovei nezavisla
na negativni zpétnovazebné regulaci ERK-RSK-LKB1.

Tento projekt vznikl za podpory Evropského fondu pro regionalni rozvoj - projekt ENOCH (reg.¢.:
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868) a grantti Masarykovy univerzity MUNI/A/1418/2021
a MUNI/IGA/1113/2021.

A novel Multi-locus Sequence Typing scheme
(MLST) identified three Treponema pallidum
subsp. pertenue strain types in Namatanai,
Papua New Guinea, during the WHO-initiated
yaws eradication program.
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The etiological agent of yaws, Treponema pallidum subsp. pertenue (TPE), causes exudative
ulcers largely in the children population of Papua New Guinea (PNG). The WHO-initiated
pilot study for yaws eradication was conducted between June, 2018 to December, 2019, and
discerned the effects of mass drug administration (MDA) at 1 round of baseline (control arm)
followed by subsequent rounds of targeted treatment contrary to three rounds of baseline
(experimental arm) followed by subsequent rounds of targeted treatment.

Patient samples originated from Namatanai region of Papua New Guinea. The samples were
procured during the WHO-initiated yaws eradication campaign that was held between June
2018 to Dec 2019. A total of 1,081 swab samples were tested.

The whole DNA was extracted using QlIAamp DNA mini kit as per the manufacturer’sinstructions.

Treponema pallidum subsp pertenue (TPE) positivity was assessed by PCR amplifying polA
(TPO105). Multi-locus sequence typing (MLST) was performed using three typing targets
namely TP0548, TP0488, and TP0858. According to whole-genome analyses of TPE strains
these three genes displayed sufficient genetic polymorphisms to distinguish between TPE
strains. A total of 2565 samples were fully typed TPE positives from 1.081 patient samples.
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Additionally, macrolide resistance that confers A2058G and A2059G base substitutions in
the 23s rRNA gene were detected. Nested PCR was employed for MLST. Sanger sequencing
was employed for allelic variant determination.

Fully typed samples included 32% (n = 163) 6.3% (n = 7), 18.8% (n = 35) and 17.9% (n = 50) from
round 1(baseline), round 2 (6months after MDA), round 3 (12 months after MDA) and round 4
(18 months after MDA), respectively. Sequence-based MLST was performed using TP0548,
TP0488, and TP0858. All three typing loci encode outer membrane treponemal proteins.

Based on the allelic variant information derived from each loci, we determined that our clini-
cal isolates comprised of 3 allelic profiles namely J11, T13, and S22. The most predominant
strain was J11 followed by S22 and T13.

Three patient samples displayed A2058G mutation in the 23s rRNA gene confering antibiotic
resistance.

The novel MLST scheme was successfully utilized for the WHO-yaws eradication program
in PNG to distinguish TPE strains. It assisted in ascertaining low levels of genetic diversity
in TPE strains over time. The predominant strain type in both arms and also strain type that
showed antibiotic resistance mutation was J11.

Kolateralna cirkulacia zlepSuje rekanalizaciu
poésobenim alteplazy: in vitro Studia
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"Mezinarodni centrum klinického vyzkumu, Centrum biomolekularniho a bunééného
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Ischemicka cievha mozgova prihoda patri celosvetovo medzi najCastejSie pri€iny mortality.
Prioritou lie€by je rekanalizacia uzatvorenej cievy. NajCastejSou lieCbou je intravendzna
trombolyza (IVT) alteplazou. Vyhodou IVT je velmi jednoducha aplikacia, u¢innost alteplazy
je v8ak obmedzena. Jednym z nezavislych determinantov klinického vysledku u pacientov
je pritomnost kolateralnej cirkulacie. Vplyv kolateral na mieru rekanalizacie nie je dodnes
objasneny. Mozné hypotézy su zvySena trombolyza kvéli retrogradnemu plneniu cievy alebo
zmens§enie zhutnenia trombu kvéli znizeného tlaku cez tromb. Nasim cielom bolo objasnenie
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mechanizmu vplyvu kolateral na zvy$enu rekanalizaciu pomocou (pato)fyziologicky relevant-
ného prietokového in vitro modelu.

Bol zostaveny in vitro prietokovy model strednej mozgovej s alebo bez pritomnosti kolateralnej
cievy. Model bol zostrojeny z priehladného materialu, ktory umoznuje sledovanie priebehu
experimentu v redlnom ¢ase. Tento model odraza ddlezité anatomické rysy strednej mozgove;j
tepny, vratane bifurkacie, ktord umoznila cirkulaciu média (ludska plazma) za oklGziou v sys-
tému. Okllzie bolo dosiahnuté pomocou trombov bohatych na Eervené krvinky pripravenych
z plnej ludskej krvi. Alteplaza bola aplikovanéa o koncentracii odpovedajucej klinicky relevantne;j
davke pri lie€be mrtvice. Rekanalizacia uzatvorenej cievy bola hodnotend meranim &asu reka-
nalizacie. Uginok trombolyzy bol stanoveny meranim dizky trombov a mnozstvom uvolnenych
¢ervenych krviniek. Zhutnenie trombu bolo hodnotené obrazovou analyzou.

Pritomnost kolateralnych ciev znizila rekanaliza¢ny ¢as (98123 min) v porovnani s mode-
lom bez kolateralnej cievy (130+35 min). Relevantna redukcia dizky trombov a mnozstvo
uvolnenych krviniek bolo zhodné u oboch modelov (3,8+14,9% vs 30,3+13,2%; 0,30+0,07
vs 0,27+0,09). Pritomnost kolateralnych ciev znizila tlakovy gradient cez tromb a pociato¢né
zhutnenie trombu o0 5%.

Podobne ako u pacientov, pritomnost kolateralnej cievy zlepSila rekanalizaciu. Kolateralna
cieva skratila rekanalizacny &as, znizila zhutnenie trombu, ale nezvysila trombolyzu. Vplyv
kolateralnej cievy na rekanalizaciu bol pravdepodobne sprostredkovany p6sobenim hemo-
dynamickych mechanizmov, konkrétne znizenim tlaku cez tromb, ¢o viedlo k menSiemu
zhutneniu a naslednému lahSiemu odstraneniu v dosledku ¢iastoénej trombolyzy.

Studia bola podporena Eurépskym fondom pro regionalny rozvoj - projekt INBIO (CZ.02.1.0
1/0.0/0.0/16_026/0008451) a MZ CR, grant NU21-08-00510. PK bola podporena projektom
Specifického vyskumu LF MUNI (MUNI/A/1090/2021). ST bola podporena §tipendijnym
programom Brno PhD Talent (financované Statutarnym mestom Brno). JV a AVW ziskali dal$iu
podporu od MZ CR, granty NV19-04-00270 a NU22-08-00124.
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