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10:35 Natdlia Andelové: Proteomicka profilizacia srdcovych mitochondria
V podmienkach metabolického preconditiongu
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PROTEOMICKA PROFILIZACIA SRDCOVYCH MITOCHONDRII
V PODMIENKACH METABOLICKEHO PRECONDITIONINGU

Andelova, N.%, Kancirova, LY, Jasova, M.Y, Szeiffovda Bacova, B.!, Farkasova V.!, Waczulikova, 1.2,
Ferko, M.

L Centrum experimentdlnej mediciny SAV, Ustav pre vyskum srdca, Bratislava, Slovensko
2 Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, FMFI UK, Bratislava, Slovensko

Uvod: Predkladana $tudia prispieva k objasneniu kardioprotektivnej funkcie srdcovych mitochondrii
v podmienkach metabolického preconditioningu (MPC). Do signalizatnych drdh a adaptaénych
mechanizmov navodenych prostrednictvom MPC s zapojené aj mitochondrialne pory prechodnej
permeability (mPTP). Vzhl'adom na ich multienzymovy charakter su na stidium a charakterizaciu mPTP
vhodnym nastrojom prave proteomické analyzy. V suvislosti s regulaciou mPTP sme sa zamerali na
mitochondridlnu kreatinkindzu (mtCK) ako enzym udrzujici v pohotovosti intracelularne ATP pri

zvysenych energetickych narokoch.

Metodika: MPC reprezentovany modelom akutneho diabetes mellitus bol vyvolany jednorazovym
podanim streptozotocinu (65 mg/kg, i.p.) potkanom kmena Wistar 8 dni pred planovanym experimentom.
Priprava vzorky na proteomicku analyzu pozostdvala z izol4dcie mitochondrii zo srdca potkana, 1D
gélovej elektroforézy a zo Stiepenia proteinov v géli. Na analyzu bola vyuzitd kvapalinova chromatografia

a hmotnostna spektrometria (LC/MS).

Vysledky: Vytvorili sme profil mitochondrialnych proteinov zdravej kontrolnej skupiny a skupiny
ovplyvnenej MPC. Vysledky analyz poukazujl, Ze prave proteiny podiel’ajiice sa na regulacii a Struktire
mPTP patrili k abundantnym. Z proteinov tvoriacich komplex mPTP sme pomocou databazy String

vytvorili proteinovu interakénti siet. MPC dokazal udrzat” aktivitu mtCK na Grovni zdravého myokardu.

Zaver: Vysledky tejto Stadie nam buda sluzit pri nasmerovani d’alSiecho vyskumu v oblasti
kardioprotekcie. Zachovana aktivita mtCK v skupine s MPC podporila predstavu o pozitivnej remodelacii
mitochondrii srdca vedlcej k zvySenej energetickej udrzatelnosti aj v podmienkach patologicky

zatazen¢ho myokardu.

Praca bola podporena grantami: VEGA 2/0121/18, APVV-15-0119.



3D TISK PRIPRAVKU PRO LOADING IZOLOVANYCH SRDECNICH BUNEK
FLUORESCENCNI SONDOU FURA 2

Bartak, F.» 2, Jarkovska, D.*2, Dejmek, J.> 3 Nalos, L."2, Stengl, M."2

! Ustav fyziologie LF UK, Plzen, Ceskd republika
2 Biomedicinské centrum LF UK, Plzen, Ceska republika
8 Ustav biofyziky LF UK, Plzen, Ceskd republika

Uvod. Cilem prace bylo navrhnout, vyrobit a v praxi vyzkouset piipravek, ktery by umoznil vytvofit na
mikroskopickém sklicku spolehlivé vymezenou zoénu odpovidajici aktivni zéné fluorescencéniho

mikroskopu, ve které 1ze bezpecné provadét loading fluorescenéni sondou bez rozlévani média.

Metodika. Navrh piipravku byl po tvarové optimalizaci zpracovan do vykresové dokumentace. Pokus o
vyrobu ve fakultni vyvojové dilné¢ byl pro nedostate¢né vybaveni pracovisté neuspésny, a proto byla
zvolena metoda 3D tisku s pouzitim chemicky 1 biologicky inertniho plastického materidlu, realizovana

ve spolupraci s Ustavem biofyziky.

Vysledky. Realizovany ptipravek se sklada ze dvou desticek, z nichz v jedné je prohluben s profilovanym
dnem, které¢ slouzi k umisténi mikroskopického sklicka a druhd, kryci desticka s vymezujicim otvorem
utésnénym tenkym silikonovym krouzkem je ke sklicku pfitlacena dv€ma Srouby. Vysledek ilustruje

pocitaova vizualizace:

vizualizace 3D modelu (spodni dil) vizualizace 3D modelu (horni dil)

Zavér. Praxe ukazala, Ze s ohledem na praci v zatemnéné laboratofi je vhodngj$i pouzit prisvitny
materidl, z n¢hoz byly vyrobeny kone¢né vzorky uspé$né vyzkousSené v praxi. Pfipravky byly vyrobeny

z materialu PLA (polymlé¢na kyselina) tiskarnou Trilab DeltiX.

Prace byla podporena programem rozvoje vednich oborii Univerzity Karlovy (Progres Q39)



FUNKCNi ANALYZA MUTA,Ci ASOCIOVANYQH SE SYNDROMEM
DLOUHEHO QT TYPU 1: VYZNAM KONFOKALNIi MIKROSKOPIE

Bébarova, M., Svecova, 0., Baiazitova, L.2, Policarova, M., Hosek, J.%, Novotny, T.*

! Fyziologicky vistav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

2 Ustav biomedicinského inzenyrstvi, Vysoké uceni technické v Brné, Brno, Ceskd republika

3Ustav molekuldrni biologie a farmaceutické biotechnologie, Farmaceutickd fakulta, Veterindrni a
farmaceutickd univerzita Brno, Brno, Ceskd republika

4 Fyziologicky ustav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

Uvod. Syndrom dlouhého QT typu 1 (LQT1) vznika na podkladé mutace v genu KCNQ1, ktery koduje
strukturu a-podjednotky kanalu vedouciho pomalou slozku zpozdéného K* proudu z buiky (Iks). V této
studii jsme se zabyvali funkéni analyzou t¥ mutaci nalezenych u pacientti s diagnézou LQT1 v Ceské

republice, konkrétné mutace T3091 nachézejici se v poru kanalu a dvou C-terminélnich mutaci R562S a

R591C.

Metodika. Méteni ks byla provedena pomoci techniky whole cell patch clamp pii 37°C, a to u lidskych
Iks kanald bez mutace (WT) a s jednotlivymi mutacemi exprimovanych na bunééné linii Chinese hamster
ovary. Bunécna lokalizace téchto kanalii oznacenych vazbou s GFP byla studovana pomoci konfokalni

mikroskopie.

Vysledky. V souladu s tplnou absenci lks u kanald s mutacemi T3091 a R591C nebylo mozné detekovat
tyto kanaly pomoci konfokélni mikroskopie na bunééné membrané. Kotransfekce mutace T3091 nebo
R591C s WT kanaly (tj. simulace stavu u heterozygotnich nosicll) prokazala haploinsuficientni charakter
téchto mutaci (pokles Iks 0 55, resp. 43 %). U mutace T309I byl v tomto ptipad¢ patrny posun napétové
zavislosti aktivace doprava a zpomaleni kinetiky aktivace kanall. U kandlti s mutaci R562S nebyla
exprese vV povrchové membrané vyznamné narusena a méfeny lks se vyznacoval poklesem o 49 % a
zpomalenou aktivaci s posunem do vysSich aktivacnich napéti. Koexprese s WT variantou kanalu nebyla

V tomto piipad¢ jesté provedena.

Zavér. Kanaly s mutacemi T3091 a R591C se vyznacuji uplnou ztratou funkce v disledku jejich
naruSen¢ho transportu do bunééné membrany. Mutace R562S vedla pouze k mirné dysfunkci kandlu,
jehoz pfitomnost na membrané byla srovnatelna s WT kandly. Patogenni charakter této mutace bude tedy

jesté nutno provefit.

Prace byla podporena grantem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky ¢. 16-30571A.



HLADINY SULFANU U PACIENTOV S DIABETES MELLITUS 2. TYPU:
METODICKA STUDIA A PILOTNE VYSLEDKY

Martin Fabsik™?, Zuzana Kas¢akova®?, prof. PharmDr. Petr Babula Ph.D.!, MUDr. Jan Novak'?

L Fyziologicky tistav Lékarské fakulty Masarykovy Univerzity, Brno

2 1. Interni klinika Fakultni nemocnice u Svaté Anny v Brné a Lékatské fakulty Masarykovy Univerzity,
Brno

Uvod. Sulfan (H2S) bol dlho povazovany len za toxicky plyn. Vyskumy poslednych rokov viak ukazuju,
ze v organizme pdsobi jako gasotransmitter, podobne ako oxid dusnaty (NO) a oxid uholnaty (CO).
Ovplyviiuje hodnoty krvného tlaku, zlepSuje prekrvenie tkaniv a v B-bunkéch pankreasu ovplyviiuje ich
prezivanie €1 sekréciu inzulinu. V praxi boli v8ak hladiny H2S stanovované len na relativne malych
kohortach diabetickych pacientov. Cielom naSej prace bolo po zavedeni metodiky stanovenia H2S v
télesnych tekutinach v porovnat’ hladiny plazmatického H2S u pacientov s diabetom mellitom 2. typu

(DMZ2T) a s kontrolnymi subjektami.

Metodika. V praci sme vyuzili fluorescenénti metédu stanovenia koncentracie H2S v plazme. Metdda
vychadza zo schopnosti sulfanu redukovat’ 7-azido-4-metylkumarin na 7-amido-4-metylkumarin, ktory
vykazuje fluorescenéné vlastnosti. Reakcia je Specifickd a nie je ovplyvnena pritomnostou reaktivnych
foriem kysliku, siry ¢i dusiku, sirnych aminokyselin alebo GSH. Plazma bola odobrand vSetkym
ucastnikom po no¢nom la¢neni do EDTA skumaviek a do d’alSieho spracovania uchovana pri teplote -
80°C. V prvej faze sme do Stadie zaradili pacientov s DM2T (n=6) a zdravé kontroly (n=5). V druhej faze
sme porovnavali skupinu pacientov s DM2T (n=11) so skupinou pacientov s hypertenziou (HT) bez
DM2T (n=15).

Vysledky. V prvej ¢asti Stidie sme u pacientov s DM2T namerali vysSie hladiny sulfanu ako u kontrolnej
skupiny (DM2T vs. kontroly: 90,54 + 3,43uM vs. 73,06 £ 5,89 uM, p = 0,008). V druhej casti, pri

porovnani skupin DM2T vs. HT sme nepreukdzali Statisticky vyznamny rozdiel.

Zavér. Porovnavali sme hladiny H>S u pacientov s DM2T, s hypertenziou bez DM2T a u zdravych
kontrol. U pacientov s DM2T sme oproti kontrolam namerali vyznamne vysSie hladiny. Medzi

pacientami s DM2T a hypertonikmi nebol vyznamny rozdiel.

Tato prace vznikla na Masarykové univerzité v ramci projektu Diferencialni diagnostika a odhad
prognozy internich nemoci 2 (DIDIPRON2), ev. cislo MUNI/A/1221/2017,podporeného z prostredkii
licelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum, kterou poskytlo MSMT v roce 2018.



PSEUDOHYPOXIA V PODMIENKACH METABOLICKEHO
PRECONDITIONGU: POTENCIALNA STRATEGIA V KARDIOPROTEKCII NA
UROVNI SRDCOVYCH MITOCHONDRII

Ferko, M.}, Kancirova, 1.}, Jasova, M.., Andelova, N.}, Kuncova, J.?, Markova, M.?, Szeiffova Bacova,
B.1, Farkasova V.1, Ravingerova, T.}, Waczulikova, 1.3

L Centrum experimentdlnej mediciny SAV, Ustav pre vyskum srdca, Bratislava, Slovensko
2 Biomedicinske centrum, Lékarska fakulta v Plzni, UK, Ceskd republika
2 Katedra jadrovej fyziky a biofyziky, FMFI UK, Bratislava, Slovensko

Uvod. Metabolicky preconditioning (MPC) reprezentovany experimentalnym streptozotocinom
indukovanym diabetes mellitus predstavuje kardioprotektivnu stratégiu Gc¢inni pre kompenzaciu
energetickej deficiencie v podmienkach patologickej zat'aze myokardu. Mitochondrie (MIT) ako hlavny
energeticky zdroj bunky sa ukazuju byt koncovym efektorom v procesoch zabezpecujicich adaptaciu

myokardu na patologické podmienky spojené s obmedzenym prisunom kyslika.

Metodika. MPC bol navodeny jednorazovym podanim streptozotocinu (65 mg.kg?, i.p.). 1zolované
mitochondrie boli podrobené proteomickej analyze vyuzitim hmotnostnej spektrometrie. MIT Mg?*-ATP-

azovu aktivitu sme stanovili spektrometricky.

Vysledky. MPC udrzal aktivitu Mg?*-ATPazy na trovni kontrolnej skupiny. ZniZzena aktivita
pyruvatdehydrogenazy naznacuje indukciu hypoxickych génov a ich zapojenie do metabolickych zmien v
podmienkach sledovaného MPC. Energeticky metabolizmus bol popisany proteomickym profilom

ziskanym z analyzovanych vzoriek MIT.

Zaver. Charakterizdcia membran srdcovych MIT z hladiska biochemickych a proteomickych aspektov
poskytuje do znacnej miery cenné informécie o tlohe mitochondrii v adapta¢nych a funkénych procesoch
myokardu.

Vyuzitie anaerdbnej glykolyzy sa v podmienkach MPC v désledku poskodeného elektron-transportného
retazca ukazuje byt pre myokard v stave pseudohypoxie ako vyhodné. Adapticia vplyvom MPC na
hypoxické podmienky by mohla byt kI'icovym faktorom pre objasnenie iniciacie kardioprotektivnych

mechanizmov.

Praca bola podporena grantami: VEGA 2/0121/18, APVV-15-0119.
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VYZNAM BIOIMPEDANCNEJ PULZOVEJ KRIVKY U DIABETIKOV

Hidegova, S.}?, Jakubik, J.}%, Svaginova, J.1?, Nedoma, D.}?, Sieglova, H.?, Kas¢akova, Z.12, Fabsik,
M.12, Hruskova, J.12, Vinciguerra, M.2, Novak, J.1, Novékova, Z.!

L Fyziologicky istav, Lékaiska fakulta Masarykovy univerzity, Brno, Ceska republika
2ENUSA-ICRC, Kardiovize 2030, Brno, Ceskd republika

Uvod. Do skupiny parametrov hodnotenia poskodenia artérii vplyvom diabetu mellitus patri hribka
intima-media (IMT) alebo meranie pulzovej viny, ktoré je doteraz bez definovaného Standardu merania.
Pomocou multikanalového bioimpedancného monitoru bol zavedeny Standard bioimpedancnej pulzove;j
viny (BI-PWV). Ciel'om §tudie bolo dokazat' diagnosticky vyznam metody BI-PWV, ktora umoziuje
spolahlivé urcenie pulzovej viny s moznost'ou snimania celého hemodynamického systému.

Metodika. V rokoch 2017-2018 absolvovalo meranie 15 pacientov s diagnézou diabetes mellitus typu 2
a 15 zdravych jedincov. VySetrenie pozostavalo z merania IMT, BI-PWV a antropometrickych tudajov.
Ultrazvukovym pristrojom ESAOTE MyLabClass (ESAOTE S.p.A., Genova, Italy) s linearnou sondou 4-
13 MHz boli ur¢ené hemodynamické parametre na oboch a. carotis, semi-automatickym programom
namerané IMT. BI-PWYV ziskala multikanalova bioimpedancia MBM (MBM; ISIBRNOMPM 14.1, UPT,
Brno, Ceska Republika) v kI'udovej polohe a polohovacom manévri v 45°. Pristroj InBody (InBody 370;
BIOSPACE Co. Ldt., Korea) ziskal antropometrické tidaje.

Vysledky. Skupina diabetikov bola s priemernym vekom 68 (£5,3) v poéte 10 muzov a 5 Zien. Skupina
zdravych bola priemerného veku 23 (£1,9), pocet muzov 8, Zien 7. Hodnotenie merania bolo delené na
sledovanie rozdielov IMT a BI-PWV medzi diabetikmi a zdravymi, BI-PWV pri zmenach polohy tela a
sledovanie BI-PWYV diabetikov v koncatinach. Analyza dokazala vyznamné rozdiely v IMT oboch karotid
(434 a 696 pum, p=0,00002) a ich priemeru (6,6 a 8,06 mm, p=0,00126). Sledovanie prietokovej viny
v kl'ude potvrdilo vyznamné rozdiely u oboch karotid vo vSetkych sledovanych parametroch — systolicky
a diastolicky tok, pulzatilny index, rezistivny index a stredna rychlost’ toku (108,3 a 70 cm/s, p=0,00004;
22,2 a 18,5 cm/s, p=0,02995; 2,5 a 1,6, p=0,0006; 0,8 a 0,7, p=0,01663, 34,9 a 26,6 cm/s, p=0,0137).
Tiltova $tudia potvrdila vyznamne vys$ie hodnoty BI-PWV diabetikov (6,46 a 10,74 m/s, p=0,0004).
Rozdiel BI-PWYV hornych konéatin bol $tatisticky nevyznamny v oboch polohach (p=0,14 a p=0,12). Bl-
PWYV dolnych koncatin diabetikov v kl'ude bola vyznamne vyssia (5,82 a 8,87 m/s, p=0,00004).

Zaver. Metoda BI-PWV zrovnand so Standardnym parametrom IMT potvrdila svoju spolahlivost.
Analyza pulzovej viny odhalila vyznamné rozdiely PWV v kl'ude apri zmene polohy v dolnych

koncatinach.

Praca bola podporend: projekt MUNI/A/1157/2017, projekt MUNI/A/1221/2017; no.LQ1605; Project
MAGNET(No.CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000492).
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SPECKLE TRACKING ECHOKARDIOGRAFIE: PODSTATA METODY A JEJi
REPRODUKOVATELNOST

Jakubik, J.1, Sva¢inova, J.1, Hruskova, J.1, Podrouzkova, H.?, Stipalova, T.2, Novakova, Z.

L Ryziologicky iistav, LF, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika
21 IKAK, Fakultni nemocnice u sv. Anny, Brno, Ceskd republika

Cil

Speckle tracking echokardiografie (STE) kvantifikuje kontraktilni funkci levé komory (LK) podélnou
(GLS) a cirkumferencialni (GCS) deformaci. Nachdzi zna¢né klinické vyuziti pii diagnostice n€kterych
onemocnéni podminénych piredev§im depozici amyloidu v myokardu. Navzdory mnohocetné snaze
vyzkumnikt, se skrz jeji znacnou subjektivni povahu nepodafilo metodu kvantifikovat absolutné.
S ohledem na pfinos metody je studie spiSe zaméfend na jeji reprodukovatelnost. Cilem studie je tedy
objasnit dopad hodnotitelské urovné zkuSenosti na korektnost STE analyzy. Bylo taktéz cilem urcit, zda
existuje vztah mezi kvalitou vstupnich dat a rozdilem ve vystupech STE analyzy provedené rliznymi

hodnotiteli.

Metodika

Echokardiograficka data 119 subjektii byla shromdzdéna od 3 nezavislych sonografistl. K akvizici byl
pouzit piistroj GE Vingmed Vivid E9. Datova sada jednotlivych subjektli zahrnovala GLS 4 dutinové
(4CH), 2 dutinové (2CH) a 3 dutinové (APLAX) apikalni projekce LK a GCS LK v parasternalni kratké
ose na urovni papilarnich svalti (SAX). STE analyza byla provedena paralelné hodnotiteli s riznou Grovni
zkuSenosti (A - velmi zkuSeny: > 2000 ptipadd, > 200 STE analyz, B — stfedné pokrocily: > 100 ptipadd,

instruovano STE). Kvalita dat byla ohodnocena na stupnici 1-4 zkusenym externim sonografistou.

Vysledky

Vyznamny rozdil mezi hodnotitelem A a B byl pfitomen pouze u 4CH GLS (A: -18,43%, B: -17,60%, p
<0,001) a SAX (A: -20,03%, B: -20,63%, p <0,01). Primérné absolutni chyby (MAE) v pfislusnych
projekcich odpovidaji nasledujicim hodnotam v %; 4CH: 1,05 (0,53-2,18), 2CH: 1,27 (0,62-2,13),
APLAX: 1,1 (0,43-1,73), SAX: 1,73 (0,67-2,95). Vysledky Wilcoxonova testu potvrdili shodu
hodnotiteld v ptisluSnych projekcich i s ohledem na kvalitu vstupnich obrazovych dat.

Zavér

Projekce (SAX) ukazala stalé podhodnoceni hodnoty deformace méné zkuSenym hodnotitelem. ZkuSeny
hodnotitel mél tendenci k nadhodnoceni deformace v apikalni 4CH projekci. Vysledky komplexni STE
analyzy (GLS a GCS) nebyly silné¢ ovlivnény zkuSenosti hodnotitele. Vysledky analyzy nebyly rovnéz

statisticky signifikantné rozdilné i pii pouziti vstupnich dat riizné obrazové kvality.

Prace byla podporena projektem projektem cislo MUNI/A/1157/2017.



RECIDIVUJICI TROMBUS LEVE SINE U PACIENTA NA UCINNE
ANTIKOAGULACNI TERAPII — KAZUSTIKA

Masérova, L., Novak, J.23, Pesl, M., Ondrasek, J.4, Seménka, J.%, Simarova, E.°, Panovsky, R.!

L 1. Interni kardioangiologicka klinika LF MU a FNUSA, Brno, Ceska republika
2 11 Interni klinika LF MU a FNUSA, Brno, Ceska republika

3 Fyziologicky vistav LF MU, Brno, Ceskd republika

4 Centrum kardiovaskularni a transplantacni chirurgie, Brno, Ceskad republika

5 Klinika zobrazovacich metod LF MU a FNUSA, Brno, Ceskd republika

N 24

je vznik tromb, které nasledné mohou ze sin¢ vycestovat do arteridlniho fecisté a vést ke vzniku cévni
mozkové ptihody (CMP), ¢i jinych embolickych piihod. Jako prevence vzniku téchto piihod je u pacientt

uzivana antikoagulacni terapie.

Popis pripadu: V predkladané kazuistice prezentujeme 73letého pacienta, u néhoz byla v roce 2001
zjiSténa FS. Béhem nésledujicich let byla opakované elektricky a farmakologicky vertovéana, avSak od
roku 2009 jiz netispésné, proto zvolen rezim kontroly frekvence a zahéjena antikoagulace warfarinem. Na
I. Interni kardioangiologickou kliniku byl pacient referovan v roce 2017 pro nékolik let se zhorSujici
namahovou dusnost. Na vstupnim echokardiografickém vySetteni zjiSténa giganticka leva siii a vyznamna
mitralni regurgitace. Vzhledem k stavajicimu néalezu byl proveden kardiochirurgicky vykon — ndhrada
mitralni chlopné bioprotézou, anuloplastika trikuspidalni chlopné a uzavér ouska levé sing, po vykonu
nastavena antikoagulace warfarinem. Tfi mésice po operaci pacient ptichdzi na pravidelnou kontrolu,
klinicky bez obtizi, avSak dle echokardiografického vySetfeni 1 vySetfeni magnetickou rezonanci zjiSténa
masa levé sin€ a bylo vysloveno podezieni na poruchu funkce bioprotézy. Pacient byl proto reoperovan,
béhem operace masa levé sin€ resekovana — histologicky potvrzen trombus. Pacient opét nastaven ne
terapii warfarinem posilena o antiagregacni terapii avsak i pfi dalsi klinické kontrole opét zjistén trombus

Vv gigantické levé sini.

Prace byla podporena Specifickym vyzkumem MUNI/A/1221/2017.
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HLADINY VYBRANYCH PLAZMATICKYCH mikroRNA U PACIENTU PO
SRDECNI TRANSPLANTACI ODRAZEJIi PROBIHAJICI CELULARNI
REJEKCI STEPU — PRIMARNI VYSLEDKY SEKVENACI

Novak, J.1?, Machackova, T.!, Novakova, T.3, Mlejnek, D.3, Godava, J.3, Hude, P'33 Zampachové, V.4
Oppelt, J.1, Némec, P.°, Bedaiova, H.%, Slaby, 0., Bienertova-Vasku, J.2, Krejéi, J.3, Spinarova, L.

L Stredoevropsky technologicky instituci (CEITEC) MU, Brno, Ceska republika
2 Ustav patologické fyziologie LF MU, Brno, Ceskd republika

81 Interni kardioangiologicka klinika LF MU a FNUSA, Brno, Ceskd republika
4 Patologicky tistav LF MU a FNUSA, Brno, Ceskd republika

S Centrum kardiovaskuldrni a transplantacni chirurgie, Brno, Ceskd republika

24

transplantace a vsoucasné dobé je mozné ji monitorovat pouze pravidelnym provadénim
endomyokardidlnih biopsii (EMB). Cilem studie je zjistit, zda by k monitoraci rejekce nebylo mozné

vyuzit cirkulujici molekuly mikroRNA.

Metodika. Prospektivni monocentricka studie. Bylo zatazeno 23 pacientl po srde¢ni transplantaci
s ukoncenym jednorocnim sledovdnim. Pacienti podstupovali pravidelné kontroly, béhem nichZz byla
provedena EMB a odbér vzorki krve. Behem prvniho roku byla akutni celularni rejekce (ACR) stupné IB
a vyssi detekovana u 8 pacientt. Vzorek plazmy pted ACR, béhem ACR a po ACR byla zvoleny k izolaci

RNA a nasledné k profilovani malych RNA pomoci sekvenovani nové generace.

Vysledky. Ve vzorcich plazmy bylo identifikovano celkem 1274 riznych mikroRNA. Ve srovnani jejich
exprese pred, béhem a po ACR, bylo identifikovano 14 miRNA, které byly statisticky signifikantné
dysregulovany, mezi nimi napf. hsa-miR-150-3p, tedy mikroRNA v soucasné literatufe spojovana s

aktivaci zanétlivé odpoveédi.

Zavér. Identifikovali jsme 14 miRNA, jejichz plazmatické hladiny jsou dysregulovany u pacientd po
srdecni transplantaci béhem probihajici ACR. Podati-li se vysledky zvalidovat na vét§Sim souboru
pacientl, predstavuji tyto mikroRNA potenciondlni biomarkery, které by umoznily neinvazivni

diagnostiku rejekce $t€pu a mohly by tak snizit mnozstvi provadénych EMB.

Prace byla podporena grantem Agentury pro Zdravotnicky Vyzkum (AZV) Ministerstva Zdravotnictvi
Ceské republiky s evid. cislem 16-30537A. Vsechna prava vyhrazena.
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STUDIUM KARDIOPROTEKTIVNICH UCINKU ACE INHIBITORU PROTI
ROZVOJI CHRONICKE ANTRACYKLINOVE KARDIOTOXICITY IN VIVO

Pokorna Z.}, Brazdova P., Jirkovsky E.2, Adamcova M.%, Stérba M.1

L[ ékaiskd fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova, Ceskd republika
2 Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova, Ceska republika

Uvod. Chronickd antracyklinova (ANT) kardiotoxicita a nasledné srde¢ni selhani (SS) jsou obavané
komplikace chemoterapie. Inhibitory angiotenzin-konvertujiciho enzymu (ACEi) se bézné¢ pouzivaji k
1é¢bé srdecni dysfunkce indukované ANT a v posledni dobé se zkouma i moznost jejich protektivniho
ucinku pii uziti v profylaxi kardiotoxicity. Nicméné neni ale jasné, zda ACEi skute¢né¢ mohou zabranit
nastupu kardiotoxicity ANT a tim poskytnout G¢innou a dlouhodobou kardioprotekei 1 po jejich vysazeni

podobné¢ jako je tomu u dexrazoxanu.

Metodika. Cilem této studie bylo vyhodnotit kardioprotektivni u¢inky perindoprilu (PER) na zavedeném
modelu chronické kardiotoxicity ANT (daunorubicin - DAU, 3 mg/kg, tydné po dobu 10 tydnt) u kralika.
PER byl podavan v pitné vod¢ v klinicky relevantnich davkach (0,05 a 0,1 mg/kg/denn¢) pocinaje tyden
pred podanim prvni davky DAU a konce 3 dny po posledni ddvce DAU. Kralici byli poté randomizovani
ke katetrizacnimu vySetfeni LK a néslednému ukonceni pokusu, anebo k nasledujicimu 3 tydennimu

obdobi bez podavani 1é¢iv (follow-up, FU).

Vysledky. Béhem lé¢ebné periody se zabranilo DAU-indukované mortalité a poklesu ejekéni frakce (EF,
hodnoceno echokardiograficky). Katetriza¢ni vySetfeni odhalilo signifikantné nizs$i pokles systolické
funkce (index dp/dtmax) oproti samotnému DAU, ale také signifikantni pokles oproti kontrolam. V obdobi
FU, po vysazeni 1éCiv, doSlo u vyssi davky PER k dvéma pied¢asnym thyniim a vySe jmenované
parametry systolické funkce se mély tendenci postupné zhorSovat casto az na uroven samotného DAU.
V dalsi ¢asti jsme se tedy vénovali delSimu néaslednému sledovani bez podavani ACEi (10 tydna FU).
Predbézné vysledky naznacuji pokracujici zhorSovani vétSiny sledovanych parametrli a rozvoje té€zSich

forem SS s vyznamnou mortalitou.

Zavér. Kardioprotektivni ucinky ACEi se vyznamné 1i§i od DEX inhibitoru, protoZe benefit

zaznamenany v prub&hu terapie se vyznamné snizuje po vysazeni ACEi a nasledném sledovani bez 1é€by.

Prace byla podporena grantem GAUK 680216
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EXPERIMENTALNI MERENI EKG U LABORATORNICH POTKANU
Stratina, T.!, Nadeni¢ek, J.1, Dufek, D., Mohr, J.A.%, Novakova, M.1?

! Fyziologicky tistav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika
2 Mezindrodni centrum klinického vyzkumu, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné, Brno, Ceskd republika

Laboratorni potkan je v experimentalni kardiologii bézn¢ vyuzivané pokusné zvife. Historicky se
Vv experimentalni praxi vyuzivalo méfeni EKG pouze u anestezovanych potkand. Nicméné pii
dlouhodobém experimentu jsou opakované anestezie pro zvife znacné zatézujici, navic anestezie muze
ovlivnit kardiovaskularni funkce, a znehodnotit tak méteni. Proto jsou neustale vyvijeny nové metodické
ptistupy. Piehledova pfednaska pojednava o zkuSenostech autoril se tfemi pfistupy — neinvazivni méfeni
pomoci ecgTunnel (emcaTechnologies), telemetrické métfeni pomoci telemetrického systému Stellar
(TSE Systems) a méfeni elektrogramu na izolovaném srdci perfundovaném dle Langendorffa (Compact
Langendorff Apparatus, MDE).

Nejvetsi vyhodou neinvazivniho méfeni s ecgTunnel je moznost provést méfeni na neanestezovanych
zvitatech. Nicméné méteni je spojeno s kratkodobou imobilizaci, kterd predstavuje pro potkana stres.
Telemetrické méfeni je pro zvife minimalné zatézujici. Je spojenou s jednou celkovou anestezii, béhem
které se zvifeti implantuje telemetricka méfici sonda. Po nutné rekonvalescenci mohou méfeni probihat
opakované i dlouhodobé&. Délka méfeni je limitovana kapacitou baterie telemetrické sondy. JelikoZ zvitata
nejsou béhem meéteni nijak omezovana v pohybu, signal miZe byt ruSen myopotencidly. Izolované srdce
perfundované dle Langendorffa pfedstavuje zlaty standard izolovaného srdecniho preparatu. Snimani
elektrogramu je mozné bezkontaktné pomoci elektrod umisténych ve vnitini sténé€ laznicky, v které je
srdce umisténo. Vyhodou je méfeni bez jinych extrakardidlnich vlivii (myopotencialy, vliv stresu).
Nicméné se jednd o izolovany preparat, ktery muize byt v experimentalnich podminkéach drzen je po
kratkou dobu.

Pro snimani EKG u potkanii neexistuje standardni metoda. Kazdd z vySe uvedenych metod ma sva

specifika, ktera musi byt brana v potaz pti designu experimentu i pfi samotném méfeni.
Prace byla podporena projektem ¢. LQ1605 (MSMT CR, NPU II) a projektem ,, Kardiovaskuldrni systém

napric obory — od molekularni diagnostiky po klinicka vysetreni* cislo MUNI/A/1157/2017 podporeného
z prostiedkii iicelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum, kterou poskytlo MSMT v roce 2018.
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POUZITI SEKVENOVANI NOVE GENERACE PRI HLEDANI KANDIDATNICH mikroRNA
JAKO BIOMARKERU REKURENCE FIBRILACE SINI PO KATETROVE ABLACI - PILOTNI
DATA

Sustr F*2, Machackova T2, Opplet J3, Slaby O®, Starek Z*, Novak J&23

! Fyziologicky vistav Lékarské fakulty Masarykovy Univerzity, Brno, Ceskd republika

2 II. interni klinika FNUSA v Brné a LF Masarykovy Univerzity, Brno, Ceskd republika
8 Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC) LF MU, Brno, Ceskd republika

4 I Interni kardioangiologicka klinika FNUSA v Brné a LF MU, Brno, Ceskd republika

Uvod: Fibrilace sini (FS) je nejéast&jsi setrvala porucha srdeéniho rytmu. U trvale symptomatickych
pacientll je indikovadna katétrova ablace. K rekurenci FS vSak dochazi u 20-30% pacientii. Cilem této
studie bylo identifikovat kandidatni plazmatické mikroRNA jakozto vhodné biomarkery zpestiujici vyber

pacientt, ktefi budou profitovat z katétrové ablace.

Metodika: Prospektivni monocentricka studie. Do studie bylo zafazeno 12 pacientl po katétrové ablaci
FS, z nichz béhem Sestimésicniho sledovani u 6 nedoslo a u 6 doslo k rekurenci FS. Pacientim byla po
zafazeni do studie odebrana nesrazliva krev, separovana plazma a z ni izolovana celkova RNA. Nasledné
byly ziskany kompletni profily mikroRNA nachdzejicich se v plazmé pomoci sekvenovani nové generace

(QIAseq). Data byla zpracovana vicerozmérnou statistikou s vyuzitim algoritmi edgeR a DESeq2.

Vysledky: Celkové bylo identifikovano 2069 riznych mikroRNA z pouzitych vzorkt. Statisticky
signifikantni rozdil v hladinach mikroRNA (p < 0,05) byl zachycen u 59 rGznych mikroRNA. Po
vyclenéni mikroRNA s vy$§im poctem piecteni bylo ziskano 17 mikroRNA pfii uziti algoritmu edgeR a
26 mikroRNA pfi uziti algoritmu DESeq2. Vziajemnym piekrytim nalezenych mikroRNA bylo
identifikovano 10 mikroRNA (mir-29¢c-5p, mir-183-5p, mir-190b, mir-206, mir-326, mir-505-5p, mir-
548b, mir-574-3p, mir-1294, mir-1296-5p), které tak predstavuji potencionalni biomarkery predikujici

rekurenci FS.

Zavér: Pti mikroRNA profilovani plazmy pacientti s FS bylo nalezeno 10 potencionalnich mikroRNA,
které by mohly byt vhodnym markerem pro vybér pacientli, ktefi by profitovali z provedeni katetrové

ablace.

Podporeno MUNI/A/1221/2017 v ramci projektu Diferencidlni diagnostika a odhad prognozy internich
nemoci. Podporu poskytlo MSMT v roce 2018.
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PORUCHA REGULACE KREVNIHO TLAKU U PACIENTU S PORANENIM
MICHY

Svacinova, J.1, Ondrusova, K., Javorka, M.?

! Fyziologicky vistav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika
2Ustav fyziologie, Jesseniova Lekarskad fakulta v Martine, Univerzita Komenského v Bratislave, Martin,
Slovensko

Uvod. Pacienti s poranénim michy (SCI) maji porusenou regulaci krevniho tlaku (TK). To je zptisobené
porusenim miSnich sympatickych nervovych drah a tedy i cévni vétve baroreflexu. Parasympaticka
regulace srdce ztstava anatomicky nedotéena. To vede k hypotenzi v klidu a zvlasté béhem ortostazy.
Ovsem 1 funkce srde¢ni vétve baroreflexu miize byt porusena. K ortostatické hypotenzi (OH) u SCI

prispiva také snizené plnéni srdce zpisobené poruchou mechanismi zilniho navratu.

Metodika. Bylo vysetieno 9 pacientti s hrudni (ThSCI), 13 s kréni misni 1ézi (CSCI) a k nim 13 vékove
(20 — 35 let) odpovidajicich kontrol (Kon). VSem byl kontinualné¢ méten TK vsedé a béhem vertikalizace.
U 10 CSCI byla navic provedena vertikalizace za pouziti kompresnich puncoch slouzicich k prevenci
zilni staze. Z TK byly odecteny sekvence systolického (STK), diastolického (DTK) a pulzového (PTK)
TK a srde¢nich intervali (SI). Z STK a SI pak byly spolitdny parametry funkce srdecni vétve
baroreflexu: citlivost baroreflexu (BRS; zména SI vyvolana zménou STK) a koherence (Coh; parametr
synchronizace mezi STK a SI). CSCI byli dotazovani, zda jim kompresni pomucky subjektivn¢ pomohly

ve snaseni ptiznakt OH.

Vysledky. BRS a koherence se mezi skupinami nelisily vsed¢, ale vertikalizace zptsobila pokles BRS u
CSCI a nartist Coh u Kon a ThSCI. Ve vysledku tedy méli CSCI oproti zbylym dvéma skupinam nizsi
BRS a Coh. Pouziti kompresnich pomicek u CSCI vedlo k vyS§imu BRS a Coh v porovnani
s vertikalizaci bez pomtcek. SI se zkratily u vSech, ale pokles STK a PTK byl nejsignifikantnéjsi u CSCI.
Kompresni pomucky vSak pokles STK a PTK zmirnily. Polovina CSCI potvrdila zlepSeni ptiznakit OH

pii pouziti kompresnich pomticek, druha polovina nepocitila ptiznaky OH vilibec.

wvewr

kompresnich pomicek zlepsilo Zilni ndvrat u CSCI a tedy PTK, dopomohlo tak ke zmirnéni OH a jeho
ptiznaki u poloviny CSCI. Predpokladame, ze zmény BRS jsou dané nelinedrnim vztahem SI-STK, ne

poruchou funkce baroreflexu.

Prace byla podporena grantem No. MUNI/A/1157/2017, VEGA ¢.1/0117/17
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VYHODY A OMEZENI NOVE METODY PRO STANOVENI KAPACITY
TUBULARNI MEMBRANY U SRDECNICH BUNEK

Svecova, O., Bébarova, M., Simurdova, M., Simurda, J.

Fyziologicky vistav, Lékarska fakulta, Masarykova univerzita, Brno, Ceskd republika

Uvod. Systém t-tubulti hraje vyznamnou roli ve funkci srde¢nich bun¢k. Naruseni jeho struktury a funkce
doprovazi néktera srdecni onemocnéni, napt. hypertrofii srdce ¢i srdecni selhani. Nase nedavno navrzena
origindlni metoda umoziuje opakovan¢ stanovovat kapacitu (piipadné dal§i vlastnosti) tubularniho

systému u intaktni bunky. V této studii jsme se zamétili na analyzu vyhod a omezeni navrhované metody.

Metodika. Méfeni byla provadéna technikou whole cell patch clamp na enzymaticky izolovanych
buiikdch z pravé srdecni komory potkana. Kapacitni proud byl méfen pied a po aplikaci izotonického
roztoku sachar6zy (IRS) do bezprostiedni blizkosti méfené buiiky. Tim se vyrazné zvysil elektricky odpor
lumenu tubull, coz umoznilo elektrické oddéleni tubularni a povrchové membrany. Ziskana data byla

vyhodnocena a podle nove navrzenych kritérii byly vybrany burniky pro kone¢nou analyzu.

Vysledky. V prubéhu aplikace IRS byly pozorovany prechodné zmény bazalniho membranového proudu,
ze kterych 1ze usuzovat na casovy prib¢h difuze IRS
v tubuldrnim systému. Bunika byla popsdna elektrickym nahradnim schématem zahrnujicim systém
povrchové a tubularni membrany. Nasledn¢ byl sestaven matematicky model, pomoci kterého bylo
mozno pozorované zmeény v proudu vyhodnotit. Zaroven byla vyhledana a definovéana kritéria pro vybér
bunék zahrnutych do kone¢né analyzy. Analyza ukazala, Ze kapacita t-tubularni membrany (Cy)
piedstavuje v pruméru 43% celkové kapacity bunééné membrany. Pokud bunky spliuji stanovena

kritéria, neptesahuje chyba zpisobena neptesnosti ve vypoctu Ci+ 5 %.

Zavér. Nova metoda umoziuje elektricky oddélit povrchovou membranu od membrany tubularniho
systému a nasledné& stanovit jejich kapacity, piipadné i dal$i parametry. Hlavnim pfinosem metody je, Ze
ponechéava bunky intaktni a umoZznuje opakovand méteni na rozdil od béZzné€ uZivané techniky detubulace.
Nové definovand kritéria umoziiuji vyjmout z analyzy nespolehlivé buiky, a tim zvySit pfesnost

ziskanych vysledku.

Prace  byla  podpofena z  programového  projektu  Ministerstva  zdravotnictvi  CR

s reg. ¢. 16-30571A.
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IDENTIFIKACE POTENCIONAVLNi’CH MIKRORNA JAKO ’BIOMARKERIoJ
PLICNI EMBOLIZACE S VYUZITIM SEKVENOVANI NOVE GENERACE -
PILOTNI DATA

Lucie Ulrichova?, Jan Novak®?3

! Fyziologicky vistav Lékarské fakulty Masarykovy Univerzity, Brno, Ceskd republika

2 Stiedoevropsky technologicky institut (CEITEC) LF MU, Brno, Ceskd republika

/4 intgrm' klinika Fakultni nemocnice u Svaté Anny v Brné a Lékarskeé Fakulty Masarykovy Univerzity,
Brno, Ceska republika

Uvod. Nahle vznikla dugnost, dasto doprovazena bolesti na hrudi, je jednim z nejéastéjsich davoda
navstévy l€kare, jehoz tkolem je vylouceni akutnich a zivot ohrozujicich piicin dusnosti/bolesti na hrudi
jako jsou infarkt myokardu (IM), plicni embolizace (PE), srde¢ni tamponada, ¢i disekce aorty.
K identifikaci plicni embolizace doposud neexistuje dostateéné senzitivni a specificky sérovy biomarker,
ktery by usnadnil jeji diagnostiku. Cilem studie proto bylo na pilotnim vzorku identifikovat mozné
plazmatické mikroRNA, zvySené u pacientli s PE.

Metodika. Do studie bylo zafazeno celkem 7 pacientd s podezienim na PE (s ohledem na klinicky obraz
a pozitivitu D-dimert). PE byla vyloucena (n = 4, 64.0£9.8 let, 1 muz, 176.3+8.2 cm, 80.0+12.2 kg) nebo
potvrzena (n = 3, 65.0+£21.4 let, 3 muzi, 169.7+4.8 cm, 70.5+7.8 kg) cestou CT angiografie. Od vSech
pacientli byla po pfichodu odebrdna nesrazlivd krev, separovana plazma a z ni byla izolovana celkova
RNA. Pomoci sekvenovani nové generace (Trilink, DESeq2, edgeR) bylo provedeno kompletni
mikroRNA profilovani, data byla zpracovana vicerozmérnou statistikou s vyuzitim algoritmt edgeR a
DESeq?2.

Vysledky. Celkem bylo ze vzorkl identifikovdno 2069 rtznych mikroRNA v jednotlivych vzorcich.
Statisticky signifikantni rozdil mezi pacienty s PE a bez PE (p < 0,05) byl s vyuzitim jednotlivych
algoritmt nalezen u 37 riznych mikroRNA /miRNA-155-5p, miRNA-4306, miRNA-154-5p, miRNA-
625-3p, MIRNA-7-5p, miRNA-29a-3p, miRNA-10b-3p, miRNA-144-3p, miRNA-598-3p a dalsi/. Tyto
identifikované mikroRNA jsou zapojeny do riiznych signdlnich kaskad a nyni je nezbytné validovat
pozorované rozdily s vyuZzitim standardni qPCR.

Zavér. Identifikovali jsme 37 potenciondlnich mikroRNA, jejichz hladiny jsou zvySeny u pacienti
s plicni embolii oproti jedinciim bez plicni embolie. Nyni je nezbytna validace ziskanych vysledkli na

vétsi kohorté jedinct s vyuzitim qRT-PCR.
Tato prace vznikla na Masarykové univerzité v ramci projektu Diferencialni diagnostika a odhad

prognozy internich nemoci 2, ev. ¢islo MUNIIA/1221/2017podporeného z prostredkii ucelové podpory na
specificky vysokoskolsky vyzkum, kterou poskytlo MSMT v roce 2018.
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ANALYSIS OF BIOCHEMICAL CHANGES IN RESPONSE TO HYPERTENSION
IN THE MYOCARDIUM OF ADULT IUGR RAT OFFSPRING USING FTIR
IMAGING MICRO-SPECTROSCOPY

Zohdi, V.1, Black, M.J.2, Pearson, J.T.2, Bambery, K.R.#, Wood, B.R.# Bernatova, I.%, Ravingerova, T.°
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Introduction. Epidemiological studies suggest that intrauterine growth retardation (IUGR) is associated
with an increased risk of cardiovascular disease later in life. We have previously shown that female IUGR
rat offspring exhibit a decline in cardiac function as young adults. We aimed to compare biochemical
composition of the hearts from IUGR and control offspring and their response to induction of
hypertension.

Methods. Wistar Kyoto rats were given a low protein diet (LPD) during pregnancy and lactation; controls
received normal protein diet (NPD); at weaning the offspring received standard rat chow. At 14 weeks
hypertension was induced (ANGII 200ng/kg/min), controls received saline. Systolic blood pressure was
measured using a tail cuff method. At 18 weeks the offspring were perfusion fixed and organs collected.
Heart weights and volumes in NPD and LPD groups were determined in female normotensive and
hypertensive offspring. Heart slices were embedded in paraffin and examined using Fourier transform
infrared (FTIR) imaging micro-spectroscopy.

Results. LPD birth weights were significantly lower than NPD (6.5+0.3 vs. 7.6+0.3g), not in adulthood.
Infusion of ANGII decreased body weight in NPD and LPD groups (P<0.0002). Relative heart and LV
volumes were significantly increased due to ANGII administration. Analysis of the FTIR spectra revealed
variations in tissue macromolecular composition within the individual heart sections and between the
groups. FTIR maps of LV wall showed significant variation between the groups. FTIR images of LV
show spatial location of protein, collagen and carbohydrate density.

Conclusion. FTIR imaging spectroscopy is a promising modality for examining changes in

macromolecular chemistry of the adult IUGR heart under hypertensive conditions.

Supported partially by Grants VEGA SR 2/0141/18, APVV-16-0263 and COST EU Cardioprotection
Action - CA16225.
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