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Konference mladych védeckych pracovniku
S mezinarodni ucasti 2012
na FVL VFU Brno

Odborny program
Sekee |

Predsedajici: E. Matalova/J. Doubek, poslucharna Sekce anatomie a
fyziologie FVL, budova ¢. 34

8:00-8:30 registrace, zahdjeni konference
8:30-9:00 Middle ear — from development to function
(L. Joshi, UK)
9:00-9:30 3D models of physiological tissue interactions
(C. A. Zimmermann, BRD)

Sekece 11

Piedsedajici: E. Matalova/M. Buchtova, seminarni mistnost Ustavu
fyziologie FVL, budova ¢. 34

9:30-9:45 c-Myb transcription factor and tissue differentiation
(V. Lungova)

9:45-10:00 Stem cells, Myb transcription factors and apoptosis
related molecules in hair follicle development and
maintenance (B. Veseld)

10:00-10:15 Physiological function§ of caspase-7 in hard tissues
(E. Svandova)

10:15-10:30 prestavka s obCerstvenim
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10:30-10:45 | BMP6 in postnatal development of mouse molars and
surrounding tissues (V. Oralova)
10:45-11:00 Separase and MPF interaction during meiosis in
mammals (A. Danylevska)
11:00-11:15 | Age-related aneuploidy in mouse oocytes (J. Sebestova)
11:15-11:30 Explant cultures in pharmacological inhibition of
molecules with physiological impact (J. Kudélova)
11:30-11:45 Dynamics of caspase activation and inhibition —
quantification at one cell level (I. Chlastakova)
11:45-12:00 Biochemical characterization of novel haloalkane
dehalogenase for production of optically pure
compounds (L. Chrast)
12-13 h poledni prestavka
13:00-13:15 Vyvoj fezakl horni Celisti u prasete (I. Putnova)
13:15-13:30 | Microarray analyza regionalizace dolni Celisti u mysi
(S. Balkova)
13:30-13:45 | Detekce receptorti pohlavnich hormonti v ovarialni tkani
mordete domaciho (S. Stehlikova)
13:45-14:00 | Neinvazivni hodnoceni pohlavnich hormoni: biologicka
validace EIA metody pro gibony (J. PetraSova)
14:00-14:15 Funkce FGF pti vyvoji koncetin (D. Horakova)
14:15-14:30 | Morfologické zmény v tkanich laboratorniho potkana po
podani reaktivatorti acetylcholinesterasy (P. Jiraskova)
14:30-14:45 prestavka s obCerstvenim
14:45-15:00 | Uloha hypoxie v regulaci exprese ABC-transportért
asociovanych s MDR u kmenovych bunék (M. Lanova)
15:00-15:15 Studie terapeutické ekvivalence generickych lécivych
ptipravki (E. Adamova)
15:15-15:30 | Prase jako experimentalni model pro klinicky kranio-
maxilo-facialni vyzkum (J. Stembirek)
15:30-15:45 Dlouhé kosti prasete - model pro testaci tensometru
(M. Pyszko)
15:45-16:00 | Femur psa - klinicky vyznamné morfologické aspekty
(L. Cihlatova)
16:00-16:15 Detekce mutaci fibrillinul u psii s rupturou aorty
a podezienim na Marfantiv syndrom (E. BoZenkova)
16:30 h ukonceni konference

4




Sekce 111

Piedsedajici: J. Doubek/V. Celer, poslucharna Sekce anatomie a fyziologie

FVL, budova ¢. 34

9:30-9:45 Nebezpeti babeziozy v Ceské republice
(J. Konvalinova)
9:45-10:00 Pfipad aviarni tuberkul6zy u supa krahujového
(L. Frgelecova)
10:00-10:15 Ptipad kutanni mastocytozy u psa plemene Sarpej
(K. Pavlicova)
10:15-10:30 prestavka s obcerstvenim
10:30-10:45 Prognostické markery u mastocytomt pst
(N. Kruzikova)
10:45-11:00 | Sledovani vybranych parametrii nespecifické imunity
kocek ve vztahu k urcitym zoon6zam (leptospirdza,
borrelioza) (D. Maskova)
11:00-11:15 Incidence kataralni hore¢ky ovci u volné Zijicich
prezvykavei v CR (2011-2012) (A. Sperlova)
11:15-11:30 | Monitoring promofenosti klist'at na patogenni Borrelia
burgdorferi sensu lato na dvou lokalitach v Brné a
studium promotenosti voln¢ zijicich hlodavci (jejich
rozto¢u) na ruznych lokalitach (H. Kuéerova)
11:30-11:45 | Mycoplasma bovis — antimikrobialni citlivost izolatd ze
stada dojnic postizeného mastitidou (J. Pospichalova)
11:45-12:00 | Molekularni detekce potencialné zoonotickych ptivodct
virovych gastroenteritid u klinicky zdravych prasat v CR
a fylogeneticka analyza terénnich kmeni
(L. Dufkova)
12-13 h poledni prestavka
13:00-13:15 Hodnoceni sepse u novorozenych hiibat
hospitalizovanych na jednotce intenzivni péce
(T. Hytychova)
13:15-13:30 | Prognostické ukazatele u pacientd s dilataci a volvulem
zaludku (I. Uhrikova)
13:30-13:45 Kontinualni monitoring diabetického pacienta
(D. TarkoSova)
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13:45-14:00 Vliv Pithyum oligandrum na prubéh dermatofytoz
malych zvifat v porovnani s klasickou terapii
(M. Naceradska)
14:00-14:15 Kvantitativni analyza histologickych zmén
semenotvorného epitelu varlat kocourt pfi supresi
pohlavni aktivity GnRH agonistou deslorelinem
(R. Novotny)
14:15-14:30 | Docasna suprese fije u ko¢ek pomoci GnRH agonisty
deslorelinu (M. JanoSovska)
14:30-14:45 prestavka s obCerstvenim
14:45-15:00 Vliv opakovaného odbéru ejakulatu hiebce na
mrazitelnost semene (M. Mrackova)
15:00-15:15 Elektromyografie v diagnostice neuromuskularnich
onemocnéni pst a kocek (I. Hajek)
15:15-15:30 | Rentgenologicky patrné zmény patelarniho vazu u psi
po operaci TTA (L. Stehlik)
15:30-15:45 Fraktury antebrachia, jejich feSeni a komplikace
(I. Blazek-Fialova)
15:45-16:00 Sledovani koncentrace manganu ve vztahu matka -
mladé v den porodu u koz (E. Zvonareva)

16:00-16:15 | Vliv dotace riznych forem a davek selenu na vybrané

ukazatele bachorové tekutiny a krve u ovci (A. Panev)
16:30 ukonceni konference

* Xk
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MIDDLE EAR - FROM DEVELOPMENT TO FUNCTION
Eyal mice as models for understanding middle ear morphogenesis and
joint formation

Joshi L., Tucker A.S.

Department of Craniofacial Development and Stem Cell Biology, King's
College London, UK

Introduction: The mammalian middle ear is composed of three bony
ossicles, the malleus, incus and stapes which function to conduct sound
from the external ear via the tympanic membrane, to the inner ear through
the oval window (Fig. 1). Normal development of these three ossicles and
the formation of a tissue and liquid free middle ear space are integral for
this transduction of sound, defects resulting in conductive deafness (1).

)

4
G

Fig. 1: Sound conduction in the middle ear through the ossicle chain. (tm)
tympanic membrane, (M) malleus (I) incus (S) stapes.

Most vertebrates can sense their environment through some form of
hearing. Middle ear function specifically ranges from basic bone
conduction through the reptilian jaw to a fully specialised mammalian
middle ear apparatus. Hearing plays an integral role in response, survival
and communication and is additionally important in humans for speech
development from birth (2). As hearing has greatly influenced our
evolution as social animals, deafness can be a profoundly isolating
condition. In the UK alone 9 million people are estimated to suffer from
hearing impairments (www.nhs.uk). These largely fall into two categories,
sensorineural hearing loss caused by a functional defect in the inner ear or
conductive hearing loss associated with the middle and external ear.
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Branchio-oto-renal syndrome is a disorder of craniofacial development
which causes developmental defects in both the middle and inner ear
structures and accounts for 2 % of profoundly deaf children worldwide.
Sufferers of this syndrome possess autosomal dominant mutations in the
Eyal gene which encodes a transcription factor.

Aims: Analysis of Eyal mouse as a model of BOR syndrome to understand
the role of Eyal in middle ear development.

Material and Methods: Comparative investigation of wild type and Eyal
mutant mice.

Results: Eyal mice exhibit signs of deafness as assessed by the prayer
reflex response test. This is where a brief auditory stimulus is provided near
to the mouse external ear and movements of the external ear (pinna) are the
observed, absence of pinna movement suggesting deafness. Eyal
heterozygous mice have malformed ossicles which form as a result of
ectopic joints and bone fusions (Fig. 2).

+/+ +/-

E18.5 | |
r— <
ﬂ

k

Fig. 2: An ectopic joint in the Eyal +/- middle ear (arrow).

This provides us with a tool to investigate the mechanisms of ossicle
morphogenesis and cartilage joint formation in the middle ear (3).

Discussion: Middle ear defects are often a byproduct of severe craniofacial
abnormalities where middle ear ossicles can be absent, malformed,
hypoplastic and often fused. In some syndromes the persistence of an
ossified Meckel's cartilage in newborns has even been reported. This
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condition results in a fused immobile Meckel's cartilage-middle ear
structure which is unable to conduct sound efficiently.

Ossicular synostoses is one of two main causes of conductive deafness
observed in syndromes of developmental abnormalities. The second cause
concerns the mesenchyme of the middle ear. During human embryonic
development the middle ear cavity is filled with mesenchyme which
embeds the ossicles and prevents their movement. This mesenchyme is
gradually cleared from the middle ear cavity in the last trimester in humans
and within the first two post-natal weeks in mice. Without effective
clearance the middle ear ossicles remain fixed in the mesenchyme and are
unable to vibrate and transduce sound, resulting in conductive deafness.
Residual mesenchyme into childhood is also thought to increase the risk of
otitis media. Theories for mesenchymal clearance have been proposed
although none are conclusive. There are therefore several clinical
motivations in understanding the mechanisms of mesenchymal clearance

(Fig. 3).

Fig 3: Cavitation of the middle ear. The mouse middle ear cavity is filled
with mesenchyme on the day of birth (P0O) but is gradually cleared during
postnatal development.

Conclusion: Eya 1 is one of several genetic factors influencing the
development of the branchio- oto- renal syndrome. In addition, the Eyal
mice also show abrogated development of Meckel’s cartilage and are
further predisposed to developing otitis media in adult life, implicating
Eyal as a regulator of embryonic and postnatal middle ear development.

References:

(1) Richter C.A. et al. 2010: Hum Mol Gen 19: 1551-1560, (2)
Stelmachowicz D. et al. 2004: Ear Hearing 25: 47-56, (3) Amin S., Tucker
A.S. 2006: Dev Dyn 235: 1326-1333
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3D MODELS OF PHYSIOLOGICAL TISSUE INTERACTIONS
A Procedural Method for computer-assisted 3D-Reconstructions and
their Importance for the Depiction of Tissue Interactions illustrated on
the Example of Tooth-Bone-Development

Zimmermann C., Renz H., Radlanski R.J.
Charité - Campus Benjamin Franklin at Freie Universitdt Berlin, Germany

Introduction: Embryological development is a 3-dimensional process
during which biochemical tissue interactions correlate with a sequence of
morphological changes, spatial impediment being a morphogenetic factor
itself (20). For a full understanding of organogenesis a 3-dimensional
visualization is therefore necessary. Neither anatomical preparation — due
to its inevitable destruction of removed tissues — nor mere microscopy of
histological sections — due to the great influence the cutting angle has on
the appearance of a sliced structure (12) — suffice to attain this goal. The
limitations mentioned above express the need for 3-dimensional models
and led to the development of mechanical model building techniques based
on the analysis of histological serial sections (18, 3, 7, 1, 21, 16, 4, 2, 11).
These techniques became replaced by computer-assisted graphical
reconstruction methods (22, 6, 14, 8, 15) which entail the advantage of
allowing "virtual dissection" and the analysis of changing volumes and
relationships of tissues as well as the application to, or combination with
techniques such as immunochistochemistry (10) or in situ hybridization (19).
Competing alternative nondestructive 3D-imaging techniques include
optical projection tomography (13), x-ray micro computed tomography (9),
microscopic magnetic resonance imaging (17), microscopic ultrasound
imaging (5), optical coherence tomography (23) and confocal laser
scanning or multiphoton microscopy, all of which are fast developing
technologies used in research practice yet. Nevertheless there are different
limitations concerning resolution, partly required but on dead material not
applicable preconditioning with contrast agents, deficient depth of
penetration for adequate 3D-imaging or lacking compatibility with
histopathological staining which still prevent these technologies from
replacing the method of computer-assisted 3D-reconstructions based on
histological serial sections.
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Aims: To introduce and illustrate a procedural method for computer-
assisted 3D-reconstructions by exemplarily answering selected questions
from current research into tooth-bone-development.

Material and Methods: Human embryos and fetuses with a CRL of 19 to
270 mm were processed according to standard histological procedure.
Selected sections were photographed with a camera connected to a light
microscope providing magnification in the range of 1.25-10 x. The pictures
taken were subsequently processed with the digital imaging software
analySIS (Olympus, Berlin GER).

Results: In a first step the photos were manually aligned using the contours
of well characterized landmarks like Meckel's cartilage as fiducial markers
(6) (Fig.1). Subsequently manual segmentation of the tissues of interest (e.
g. alveolar bone, enamel organ, dental papilla etc.) was performed on each
of the aligned photographs. Additionally the histomorphological
differentiation of the cells lining the bony surface was analyzed. Zones of
bone resorption and apposition, characterized by osteoclasts respectively
osteoblasts, were marked by manual segmentation as well (Fig. 1). By
active triangulation the software then created a 3-dimensional object, "wire-
framing™ the serially stacked 2-dimensional outlines of the manually
segmented structures (Fig.1). The completed 3D-reconstruction could now
be analyzed from random angles of view beyond the original section plane,
preparation-like steps could be taken by virtually removing selected
structures or clipping of 3-dimensional elements with a virtual microtome.
In addition morphometrical analysis became possible.

Fig. 1 (left): Human fetus of 190 mm CRL. Stack of pictures after manual
alignment has been performed. Exemplarily selected photograph of an H.
E. stained horizontal section shows the anterior part of a fetal human
mandible, right half, containing the dental primordia of the deciduous

14



central and lateral incisor and of the canine (from left to right). Fig. 1
(centre): Human fetus of 190 mm CRL. Photograph of an H. E. stained
horizontal section of the anterior part of a fetal human mandible, right half.
After manual segmentation has been performed, the outlines of the
manually plotted polygons of structures to be reconstructed are depicted in
various colours: bone ( ), dental papilla (pink) and enamel organ
(blue) belonging to the dental primordia of the deciduous central (i;) and
lateral (i,) incisor. The magnifying clip in the upper left corner of the
picture visualizes the marking of zones of bone resorption (green) and
apposition (red) dependent on the identification of osteoclasts or
osteoblasts on the surface of the bone. Fig. 1 (right): Human fetus of 190
mm CRL. Partial 3D-reconstruction of the anterior part of a fetal human
mandible, right half, cranial view. The dental primordia of the deciduous
central (i;) and lateral (iy) incisor are pictured slightly transparent for
better view on the inside of the dental crypts. The surface of the bone
(ochre) is marked green for bone resorption and red for bone apposition.

Discussion: By employing these options of analysis it was shown that the
formation of the dental crypts as well as the formation of the interdental
and the interradicular bone is the result of a mixture of resorptive and
appositional processes. Whereas bone resorption can mostly be found on
the inside of the dental crypts, predominantly where the distance between
tooth bud and surrounding bone falls below 200 um, bone apposition takes
place on the outer walls of the crypts and adds to vertical growth and the
formation of interdental septa.

Conclusion:

This newly gained knowledge about the occurring morphological changes
and the spatial arrangement of the tissues described yet needs to be linked
to biochemical findings which will be object to further research.

Acknowledgement: Supported by grant Ra 428/1-9 Deutsche Forschungs-
gemeinschaft, Gesellschaft fiir Zahn-, Mund- und Kiefer-heilkunde
(DGZMK), and the GACR 524/08/J032.

References:
The list of references can be requested from the authors.
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MYB TRANSCRIPTION FACTORS AND HARD TISSUE
DIFFERENTIATION

Lungovéa V."?, Matalova E.**

'Department of Zoology, Faculty of Science, UP Olomouc, Olomouc,
’Department of Physiology, FVM UVPS, Brno, °Institute of Animal
Physiology and Genetics AS CR, v.v.i., Brno, Czech Republic

Introduction: Myb family proteins represent transcriptional activators that
control proliferation, differentiation and cell survival (1). They are
generally expressed in mitotically active cells during embryogenesis (2,3),
later in cells with very high turnover such as in bone marrow
(hematopoietic system) and intestinal or mammary epithelial tissues (4).
c-Myb is the best characterized member of the Myb family proteins, found
also in embryogenesis (4). Its presence in differentiated cells was reported
in a few cases, as in cell of the mouse adult brain (5) or in B and T
lymphocytes during their progressive state of differentiation (3). We have
earlier demonstrated c-Myb positive cells among differentiated ameloblasts
and odontoblasts during prenatal odontogenesis. These data suggest that c-
Myb could be involved in the dental hard tissue production (6).

Aims: 1) to specify the differentiation phase of odontoblasts and
ameloblasts associated with c-Myb expression; 2) to find out whether c-
Myb is also produced in differentiated fibroblasts, cementoblasts and bone
cells that mature during later postnatal stages, 3) to explain the
physiological function of c-Myb during hard tissue differentiation.

Materials and Methods: Immunohistochemistry of serial sections (c-Myb,
PCNA) using biotinylated primary antibodies and POD-DAB visualization
system, paraffin embedded serial sections of postnatal mouse lower jaws up
to eruption of the first molar (P16), hematoxylin-eosin staining.

Results: During the postnatal M1 development, c-Myb positive cells were
concentrated in the proliferating zones of the dental primordium as well as
in differentiated cells such as odontoblasts, ameloblasts (Fig. 1), periodontal
fibroblasts, cementoblasts and differentiated bone cells, c-Myb expression
was apparently not related to proliferating cells (Fig. 2). c-Myb production
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was particularly associated with early stages of their differentiation. As
cells matured the c-Myb expression was donwregulated.
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Fig. 1: c-Myb positive cells in ameloblasts (arrows) at postnatal day 6 of
mouse development.
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Fig. 2: c-Myb expression in non-proliferating cells of the periodontium and
cementoblast populations at postnatal day 12 of mouse development.
Arrows point to c-Myb and PCNA positive cells, respectively.

Discussion: In this study, we investigated the distribution of c-Myb during
postnatal murine odontogenesis in order to extend our previous results (6)
demonstrating c-Myb protein production in differentiated ameloblasts and
odontoblasts. c-Myb was shown also in differentiated fibroblasts,
cementoblasts and bone mass cells during later postnatal stages of
odontogenesis. Nevertheless, c-Myb production is particularly associated
with early stages of differentiation, when cells are highly active and secrete
cell specific proteins principally to form their extracellular matrices. As the
cells mature and their protein synthesis slows down, c-Myb production is
downregulated. As far as the function of the c-Myb protein in differentiated
cells is concerned, one hypothesis supported by our findings could be a role

20



of c-Myb in calcium metabolism via control of intracellular calcium
concentration (7). Another possible explanation is based on combinatorial
interactions of c-Myb with other transcription factors in cells to control
their target genes, such as amelogenins in immature ameloblasts (8),
transcriptional regulation of DSPP (dentin sialophosphoprotein) during
odontoblast differentiation (9) and Collal (collagen type 1), BSP (bone
sialoprotein) and osteocalcin (10) in osteoblasts. Collal has been reported
in the literature to be one of the Myb target genes (6), and is highly
expressed in bone cells, cemetoblasts and peridontal fibroblasts, as it forms
a necessary constituent of the bone, cementum and the periodontal
ligaments.

Conclusion: c-Myb protein is present in differentiated ameloblasts,
odontoblasts, fibroblasts, cementoblasts and odontoblasts. Therefore, there
is likely to be a yet novel function of this molecule in hard tissue formation.

Acknowledgement: The research was supported by the Grant Agency of
the Czech Republic (project P302/12/J059). The IAPG laboratory runs
under AVOZ 50450515.

References:

(1) Weston K. 1998: Cur Opin Genet Dev 8: 76-81, (2) Ness S.A. 1996:
Biochim Biophys Acta 1288: F123-F139, (3) Ramsay R.G., Gonda T.J.
2008: Nat Rev Cancer 8: 523-534, (4) Ess J. et al. 1999: Oncogene 18:
1103-1111, (5) Hwang J. et al. 2007: Neurochem Res 32: 1091-1097, (6)
Ness S.A. 2003: Blood Cell Mol Dis 31: 192-200, (7) Matalova E. et al.
2011: Dev Growth Differ 53: 793-803, (8) Bein A. et al. 1997: J Cell
Physiol 173: 319-326, (9) Xu J. et al. 2007: J Biol Chem 282: 29882—
29889, (10) Chen L. et al. 2008: J Biol Chem 283: 19359-19370
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STEM CELLS, TRANSCRIPTION FACTORS AND APOPTOSIS
RELATED MOLECULES IN HAIR FOLLICLE DEVELOPMENT
AND MAINTENANCE

Vesela B.Y, Matalova E.}?

YInstitute of Animal Physiology and Genetics, AS CR, v.v.i, “Department of
Physiology, FVM UVPS Brno, Czech Republic

Introduction: Hair follicles are ectodermal structures which can give rise
to the hair. This structure is composed of the bulb filled with matrix cells,
the mesenchymal dermal papilla, the hair shaft, root sheaths, the bulge and
associated structures, the sebaceous gland and the arrector pili muscle. Hair
follicles show periodic changes in their growth activity: anagen-active
growing and producing keratinized hair, apoptosis-driven regression at the
catagen stage and relative resting at the telogen stage. Hair follicles change
their size and morphology during cycling. The catagen stage least two days
(in the mouse) and within this time, lower part of the follicle except a
dermal papilla is withdrawn. Renewal of cycling starts from the proximal
part of the hair follicle, the bulge. In the bulge area, a stem cells niche is
located (1).

The Myb family of transcription factors is known to be involved in
proliferation, differentiation and apoptosis. B-Myb appears to be highly
abundant in embryonic stem cells (2), and c-Myb is in general present in
undifferentiated cells (3).

Aims: The aim of this study is detection of transcription factors c-Myb and
B-Myb in focus on stem cells area and apoptotic signals, particularly Fas-
FasL-FADD and executive caspases in mouse hair follicles.

Material and methods: Immunohistochemistry was applied on serial
sections of adult mouse dorsal skin. Bulge specific keratinocytes were
detected by immunostaining of CD34 surface antigen (marker of stem
cells). B-Myb and c-Myb were colocalized with proliferating cell nuclear
antigen (PCNA). TUNEL technique was used for visualization of apoptotic
cells. TUNEL marked cells were compared with expression of Fas, Fas-
Ligand (Fas-L) Fas-Associated protein with Death Domain (FADD),
caspase-3 and caspase-7.
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Results: Both, c-Myb and B-Myb proteins were found in mouse hair
follicles. Focused on the bulge area, c-Myb positive cells were abundant,
but only some cells expressed B-Myb and none of them copied the CD34
pattern (Fig. 1).

Fig. 1: Detail of CD34 positive cells in the stem cell niche of the hair
follicle (positive cells are brown), counter-stained by hematoxylin (blue
nuclei).

Moreover, strong c-Myb and B-Myb expression was observed in CD34
negative parts of the follicle including hair follicle matrix (Fig. 2), outer
root sheath and sebaceous gland.

Fig. 2: Expression of B-Myb in hair follicle bulbs, positive cells are brown
(arrows), counter-stained by hematoxylin (blue nuclei).
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In telogen/early anagen stages, TUNEL and caspase-3 positive cells were
detected in lower parts of the follicles and in the dermis and subcutis.
Caspase-7 expression was evident particularly in the interfollicular space.
Fas, Fas-L and FADD expression was detected in the bulge region. Cells of
sebaceous glands were Fas-positive, whereas some interfollicular cells
appeared FasL-positive.

Discussion: The recent data suggest that in adult stem cells, neither B-Myb
nor c-Myb are specific for hair follicle stem cell niche. However, both
proteins are present in hair follicles and sebaceous glands and thus seem to
have a role in development and maintenance of these structures. Fas
mediated signalling was described as an important pathway in homeostasis
of several organs. As the Fas receptor is present in catagen hair follicles (4),
this signaling may be involved also in hair cell apoptosis and also
regeneration (5). Further cellular and molecular networks are recently
under study.

Conclusion: Myb transcription factors were found in the stem cell niches
of the hair follicles but were not restricted to this region. Apoptosis related
molecules FasL-FasR-FADD and caspases play role in hair follicle
homeostasis, detailed investigations are in process.

Acknowledgement: The research was supported by the Grant Agency of
the Czech Republic (project P502/12/1285). The IAPG laboratory runs
under AVOZ 50450515.
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PHYSIOLOGICAL FUNCTIONS OF CASPASE-7 IN HARD
TISSUES

Svandova E.*?, Matalova E.*?

YInstitute of Animal Physiology and Genetics, AS CR, v.v.i. Brno, *Faculty
of Science, Masaryk University, Brno, *Department of Physiology, FVM
UVPS Brno, Czech Republic

Introduction: Apoptosis is one of processes involved in tooth and
surrounding bone development (1,2) being involved in tooth shape
formation as well as for dental eruption, exfoliation and ameloblast or
odontoblast population reduction. In the alveolar bone, some osteoblasts
have to die via apoptotic mechanisms to allow for integrate of the
developing tooth into the surrounding bone. Apoptosis accompanies all
stages of tooth development, however the most intensive incidence of
apoptotic cells is in the region of the enamel knot.

Caspase-7 is a member of executioner pro-apoptotic caspase group that acts
together with caspase-3. Mice knock-out studies showed that caspase-3,
caspase-9 and Apaf-1 molecules are essential for apoptosis in the signalling
centres of developing tooth germs (3). Moreover, several reports suggest
importance of caspases, particularly of caspase-3 also in non-apoptotic
processes. As caspase-7 acts in a similar manner as caspase-3, examination
of caspase-7 cleavage during odontogenesis and analysis of mutant
phenotype have been performed.

Aims: The aim of the study was to investigate engagement of caspase-7 in
molar tooth and surrounding bone development.

Material and methods: Immunohistochemistry (anti-caspase-7 antibody)
and TUNEL staining on serial sections of mouse embryonic and postnatal
heads (E15, E17.5, PO, P5, P10, P20), analysis of caspase-7 knock-out
mice, microCT and statistical evaluation.

Results: Cleaved caspase-7 is present in the signalling centres of the
enamel knot where it positively correlates with apoptosis. However, along
with development, it gradually appears in non-apoptotic area and becomes
restricted particularly to differentiating odontoblasts and ameloblasts (Fig.
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1). In the surrounding bone, cleaved caspase-7 appears already at E15 (Fig.
2). In caspase-7 knock-out mice, no changes in apoptosis distribution were
observed. There were slight alterations in the mineralisation of molar teeth
(Fig. 3), however, significant changes were observed in the incisor and
bone tissue which are subjected to further analysis.

Fig. 1: Cleaved caspase-7 odontoblasts and ameloblasts at P10, POD-DAB
immunohistochemistry, hematoxylin counterstain).

o

Fig. 2: Cleaved caspase-7 (arrows) in the enamel knot and tooth
surrounding bone at E15, POD-DAB immunohistochemistry, hematoxylin).

Fig. 3: MicroCT analysis of caspase-7 knock-out (left) vs. wild type tooth
phenotype (right).
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Discussion: Caspase-7 belongs to execution group of pro-apoptotic
caspases, however, the role of caspase-7 in odontogenesis may differs from
caspase-3. Compared to caspase-3, caspase-7 deficiency did not cause any
changes in apoptosis, thus perhaps caspase-3 is the leading caspase. It is
likely, that caspase-3 can compensate caspase-7 but not vice versa,
indicating non essential role of caspase-7 as an executioner caspase in
dental knot apoptosis. Notably, cleaved caspase-7 was detected in
differentiating/differentiated odontoblasts and ameloblasts, this location
support the idea about a new role of caspase-7 in non-apoptotic processes
during tooth and bone development. This would agree with previous
studies showing that caspases participate in non-apoptotic processes such
as lens development, hematopoiesis or keratinocytes differentiation (4, 5).

Conclusion: Caspase-7 is not the key execution caspase for apoptosis in
dental apoptosis. However, caspase-7 apparently participates in non-
apoptotic pathways involved in odontoblast, ameloblast and osteoblast
differentiation and further hard tissue mineralization.

Acknowledgement: The research was funded by the Grant Agency of the
Czech Republic (P502/12/1285). Knock-out mice were provided by prof.
Vanden Berghe and Vandenabeele (Ghent University), microCT was
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BMP6 IN POSTNATAL DEVELOPMENT OF MOUSE MOLARS
AND SURROUNDING TISSUES

Oralova V.12, Chlastakova 1.>*, Matalova E.**

YInstitute of Animal Physiology and Genetics AS CR, v.v.i, “Faculty of
Science, Masaryk University, Brno, *Department of Physiology, FVM
UVPS Brno, Czech Republic

Introduction: The morphogenesis of tooth is initiated by dynamic
interactions between ectodermally derived epithelium and neural crest
derived mesenchyme. The corresponding epithelial-mesenchymal
signalling drives the tooth development from a bud to the cap and later bell
stage followed by tissue mineralization.

Teeth develop in context of other orofacial structures, particularly the bone.
Mouse molars develop under different mineralization condition of the
surrounding bone, as the first (M1) and second (M2) molars form
prenatally but the third molar (M3) starts its budding perinatally. In
differentiation of both, odontoblasts and osteoblasts is involved a subsets of
molecules, such as BMP (bone morphogenetic proteins), which belong to
the transforming growth factor beta superfamily of proteins (TGF-p), the
major regulator of bone formation. BMP6 (bone morphogenetic protein 6)
mediated osteoblast differentiation plays a key role in skeletal development
and bone disease (1). Expression of BMP6 was reported dramatically
increased in the DF and was found up-regulated in human periodontal
ligament, which is derived from DF (2,3) and seems to have an important
function in tooth eruption (2).

Aims: This study aims to use all three mouse molars as a model system to
follow BMP6 expression 1) at different stages of tooth development, 2) at
different mineralization stage of the surrounding bone tissue, and 3) in
context of tooth eruption.

Material and Methods: Serial sagittal sections of formalin-fixed paraffin
embedded mouse postnatal (P) mandibles from PO to P26; hematoxylin-
eosin staining (morphology), immunohistochemistry (anti-BMP6, Abcam,
ab15640).
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Results: The results showed that during perinatal crown formation of M1
(Fig. 1A;) the expression of BMP6 increased in the surrounding bone (Fig.
1B;). Some scattered positive cells were identified also in the mesenchymal
dental sac. At the postnatal (P) stage P8, when the M3 passed the same
developmental stage as M1 at PO (Fig. 1A,), the expression of BMP6 was
similar to M1 (Fig. 1A,). Initiation of root development in M1 started at the
stage P4, where BMP6 positive cells were found in the mesenchymal dental
sac near the Hertwig’s epithelial root shealts (HERS). BMP6 positive cells
in HERS of the M3 were identified around P13. In the later stages of tooth
development, before tooth eruption, expression of BMP6 became reduced
to the dental pulp and some positive cells were identified in AB. Tooth
eruption (M1-M2-M3) occurs between P17-P26.

Stage PO

Fig. 1: BMP6 expressmn at a comparable developmental stage of M1 and
M3 but in different conditions of the surrounding bone. A-hematoxylin-
eosin, B-BMP6 immunohistochemistry (positive cells in brown).

Discussion: M3 starts development postnatally (PO) approximately 8 days
after initialization of MJ1. Therefore, M3 develops under different
environmental condition of the surrounding bone than M1 and thus
resembles secondary dentition in human. Nevertheless, the expression of
the BMP6 in the bone was shown tooth-stage dependent indicating
developmental signals allowing the tooth to actively create supportive
structures for its eruption. The exact signalling networks and functional
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explanations are under study, however, expression of BMP6 can be
involved in development of the connective fibres of the tooth supporting
apparatus (Sharpey’s fibres of periosteum). The fact that peripherial ends of
these fibres are embedded in a compact bone supports this hypothesis.

Conclusion: Based on the temporospatial results, BMP6 protein apparently
positively correlates with formation of supportive bone mass prior/during
eruption of molar teeth.
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SEPARASE AND MPF INTERACTION DURING MEIOSIS IN
MAMMALS

Danylevska A.
Veterinary Research Institute, v.v.i., Brno, Czech Republic

Outlines: Separase is a cysteine protease, which plays key role during both
types of cell division - mitosis and meiosis — triggering sister chromatids
and homologues chromosomes segregation. Two regulatory mechanisms
controlling Separase activity are known: binding in complex with Securin
and phosphorylation by MPF (Maturation Promoting Factor) composed of
Cdk1 and its regulatory cyclin — Cyclin B1. For controlling function of
MPF formation of a stoichiometric complex with Separase is required.
Activity of MPF fluctuates during cell cycle. For meiosis | exit MPF needs
to be transiently inhibited in anaphase 1. It has been presented in several
studies that forming complex with Separase could be one of the
mechanisms causing decrease of MPF activity. To discover relations
between Separase and MPF we have performed single cell histone H1
kinase assays using mice strain with Separase gene deleted specifically in
oocytes. Results of our experiments show no difference in Cdk1 activity in
Separase depleted and control oocytes, suggesting that Separase doesn’t
affect the activity of MPF in vivo.
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AGE-RELATED ANEUPLOIDY IN MOUSE OOCYTES
Sebestova J.
Veterinary Research Institute, v.v.i., Brno, Czech Republic

Outlines: Increasing maternal age leads to significantly higher risk for
trisomic pregnancies, spontaneous abortions and infertility. Aneuploid eggs
and embryos mostly originate from aberrant chromosome segregation and
spindle abnormalities during first meiotic division, which involves the
segregation of replicated homologous chromosomes. Spindle assembly
checkpoint is mechanism that control correct chromosomal attachment to
spindle prior to cell division. This mechanism prevents anaphase efficiently
in mitotic cells but it seems that meiotically divided cells have to align only
critical mass but not all of the chromosomes. In our study, we used oocytes
from naturally aged outbreed mice without any hormonal stimulation.
Oocytes from 3-4 months and 18-20 months old mice were examined for
aneuploidy rate after first meiotic division by kinetochore counting assay.
Time-lapse confocal video microscopy was used for observation of
chromosomal movement from prophase of meiosis | to metaphase of
meiosis Il. Our experiments reveals that chromosomes in old oocytes are
aneuploid and do not correctly establish metaphase plate in meiosis | but
cell division is not arrested by spindle assembly checkpoint mechanism. So
we suggest that this could be the reason for increasing reproductive
problems.
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EXPLANT CULTURES IN PHARMACOLOGICAL INHIBITION
OF MOLECULES WITH PHYSIOLOGICAL IMPACT

Kudélova J.}, Doubek J*, Matalova E.*?

'Department of Physiology, FVM UVPS Brno, ZInstitute of Animal
Physiology and Genetics, CAS, v.v.i., Brno, Czech Republic

Introduction: Pharmacological inhibitors are widely used in research and
tested also for clinical applications. Important target molecules are caspases
being involved in apoptosis and inflammation. Limb digitalisation
represents a classic example of the role of apoptosis in morphogenesis and
development (1). Different studies established that interdigital necrotic
zones regression occurs through a caspase-dependent apoptotic process and
the central caspase-3 has been identified in regressing interdigits (2).
However, the final separation of digits happens even in the absence of this
protease as shown in the knock-out mice (3). A possible alternative is a
compensatory network among caspase, another one alternative
mechanisms, such as necrosis (4). Lack of caspase-3 may cause a temporal
defect in development before alternative pathway may start as shown in
other systems and in the case of other apoptotic molecules (such as Apaf-1,
a molecule upstream of caspase-3).

Aims: To follow any temporal impact of specific inhibition of active
caspase-3 on interdigital cell removal using an ex vivo approach.

Material and methods: Culture of mouse limbs, embryonic day (E) 12.5
on membrane discs supported by a metal grid (Fig. 1), DMSO+10% FBS
medium, humidified atmosphere (37°, 5% CQO,), culture up to 72 h. Design:
the first group of samples - cultivation control (medium only), the second
group - vehicle control (1% DMSOQ), and the third one - caspase-3 inhibitor
(R&D System, FMK 004). Samples were harvested after 24, 48 and 72
hours to perform further microscopic analysis of apoptosis (TUNEL assay),
proliferation (PCNA IHC) and active caspase-3 (IHC).

Results: First, pattern of caspase-3 in the interdigital tissue was followed
using immunohistochemistry and correlated with apoptosis (Fig. 2). As
active caspase-3 was not present in the interdigit region up to E13, the
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E12.5 limbs were selected for initiation of inhibition. Growth of the
cultures was monitored by PCNA marker. In the control groups, there were
localized TUNEL and caspase-3 positive cells in the interdigital spaces.
However, there was no sign of apoptotic bodies or TUNEL positive cells
after 24 hours in the caspase-3 inhibited samples. After 48 hours in culture,
TUNEL positive cells reappeared in the interdigital tissue of the caspase-3
inhibited samples, however, webbing was still apparent between the digits,
when compared to controls.

Fig. 1: Culture of mouse limbs — culture setting (left) and starting
separation of digits ex vivo (right).

Fig. 2: TUNEL staining of E14.5 mouse front limbs. Apoptotic regression is
apparent in the interdigital mesenchyme (arrows). Hematoxylin staining
(blue) was used to counterstain TUNEL positive cells (brown).
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Discussion: Our findings show that caspase-3 inhibition alone can cause a
temporal block in interdigital apoptosis and consequently in limb
digitalization. This short delay may be caused by a switch to an alternative
mechanism. One possibility is that other caspases can compensate in our
cultures, and in vivo, for the lack of caspase-3. It has been proposed that the
effector caspases-3, -6 and -7 act redundantly as they share several target
proteins (5). It is also possible that a necrotic and caspase-independent
mechanism starts to act in the cultures after 48 hours, similar to that
observed in Apafl mutants or after general caspase inhibition where
caspase redundancy was excluded (4).

Conclusion: Caspase-3 is engaged in interdigital apoptosis, however, is not
essential. Nevertheless, absence of caspase-3 causes delay in digit
separation before onset of compensatory mechanisms.
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DYNAMICS OF CASPASE ACTIVATION AND INHIBITION -
QUANTIFICATION AT ONE CELL LEVEL

Chlastakova L%, Matalova E.*?

'Department of Physiology FVM UVPS Brno, “Institute of Animal
Physiology and Genetics, AS CR, v.v.i., Brno, Czech Republic

Introduction: Apoptosis as a physiological type of cell death is preciously
regulated and mostly requires cooperation of molecules called caspases
(cystein proteases). Caspase-3 is the main executioner caspase activated by
cleavage and targeting several apoptotic substrates (1). Caspases can be
regulated in vivo by different molecules of activators or inhibitors (IAPs,
FLIP, calpain) or ex vivo by different apoptogens and synthetic caspase
inhibitors (2,3,4). Modulation of caspases has been investigated in several
studies because caspases can be implicated in pathogenesis of many
diseases (2,5) and the knowledge can be applied in therapeutic approaches.
Only few studies, however, deal with caspase activation/inhibition
dynamics and exact quantification.

Aims: The aims of this study were 1) to investigate the dynamics of
caspase-3 activation after camptothecine (CPT) treatment in embryonic
mesenchymal micromass culture systems and 2) to evaluate the dynamics
of caspase-3 inhibition after CPT induced apoptosis peak.

Material and Methods: Front limbs at embryonic day (E) 12.0 were
obtained from wild type pregnant mice, individual cells were mechanically
and enzymaticaly disintegrated, equal aliquots were used to make spots in
cultivation plates, these were further cultured in the CO, incubator. Four
parallel groups were run: 1) control (medium only), 2) vehicle control
(medium+DMSOQO), 3) experimental group - activation (CPT), 4)
experimental group — inhibition (FMK after CPT peak). The spots were
harvested in corresponding intervals (hours for activation, each minutes for
inhibition experiments), Caspase-Glo®™ 3/7 assay was applied for detection
of caspase-3 activity and chemiluminescence (CL) emission was
monitored. The maximum signal was taken as a representative value
proportional to the amount of caspase-3 which was finally expressed as the
amount per cell.
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Results: Caspase-3 activation peak was detected in the experimental group
treated with CPT and compared with control group without any treatment
(Fig. 1). The difference between control and experimental group started to
be clear 6 hours after CPT application with a peak after 8-10 h.
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Dynamics of inhibition with FMK caspase-3 inhibitor was evaluated after
addition of FMK inhibitor at the CPT peak time (Fig. 2). The inhibitor
entered the cells within 1 min and the inhibitory effect was completed

within 30 min.

44



Discussion: CPT is a very potent apoptogen and has been reported to
possess antitumor activity used especially in anti-cancer chemotherapy (6).
It is known that CPT is effective in different concentrations and in our
study we used concentration based on study of Saeki et al. (7). The photon
counting precise method allowed for evaluation of caspase-3 amount per
one cell, thus at femtogram level. The results indicate a strong onset of
caspase-3 activation after 6 hours of apoptosis induction which culminates
8 h after CPT treatment. Effect, particularly penetration and timing, of
FMK inhibitor in cells has been often discussed. Our results showing
dynamics of caspase inhibition indicate effectiveness of FMK inhibitor in a
short time period of minutes (4).

Conclusion: The photon-counting chemiluminiscence method has been
shown as a potent tool to evaluate dynamics of cellular events at femtogram
levels as demonstrated in the activation experiment. FMK inhibitor
penetrates cells within one minute and displayes a rapid effect on caspase-3
inactivation.
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CHARACTERIZATION OF NOVEL HALOALKANE
DEHALOGENASE FOR PRODUCTION OF OPTICALLY PURE
COMPOUNDS

Chrast L., Chovancové E., Koudeldkova T., Damborsky J.,
Chaloupkova R.

Loschmidt Laboratories, Department of Experimental Biology and
Research Centre for Toxic Compounds in the Environment, Faculty of
Science, Masaryk University, Czech Republic

Introduction: Optically pure compounds are important for the production
of fine chemicals and pharmaceuticals (1). Preparation of optically pure
enantiomers by organic synthesis or by separation from racemic mixtures
can be challenging. Enzymatic resolution of enantiomers makes
enantioselective enzymes the valuable biocatalysts (2). Enantioselectivity
of haloalkane dehalogenases has been recently described for the wild type
enzymes (3) and the mutants prepared by the directed evolution (4).
Haloalkane dehalogenases can be used for the production of optically pure
alcohols, haloalcohols and haloalkanes (5).

Aims: The aim of this study was to characterize a novel haloalkane
dehalogenase DmxA isolated from extremophilic organism Marinobacter
sp. ELB17.

Material and Methods: The sequence of putative haloalkane dehalogenase
enzyme has been identified by the database searching. The artificially
synthesized dmxA gene was subcloned into pET21b vector. The enzyme
was overexpressed in Escherichia coli BL21(DE3) cells and purified to
homogeneity by metallo-affinity chromatography. Correct folding and
thermostability of DmxA was analyzed by using of circular dichroism (CD)
spectroscopy. Substrate specificity of DmxA was assayed towards a set of
30 halogenated substrates by a colorimetric Iwasaki method (6) and
statistically analyzed by Principal component analysis (7). Effect of
temperature and pH on activity of DmxA was determined by activity
measurement with 1,3-diiodopropane. Steady-state kinetic parameters of
the enzyme were determined towards 1,3-dibromopropane and 1-
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chlorobutane. Enantioselectivity of DmxA was tested with selected a-
brominated esters and f-substituted alkanes.

Discussion: Similarly to other haloalkane dehalogenases, DmxA exhibited
CD spectrum with one positive peak at 195 nm and two negative maxima at
208 and 222 nm, characteristic of a-helical content. The melting
temperature of DmxA was determined to be T, = 65.9 °C, representing the
the most thermostable enzyme from all previously characterised haloalkane
dehalogenases (Fig. 1).
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Fig. 1: Comparison of the melting temperatures of DmxA and related

members of HLD-I1 subfamily.

DmxA exhibited activity towards 26 out of 30 tested substrates with the
slight preference towards brominated and bromo-chlorinated alkanes and
the highest activity towards 1,3-dibromopropane. Statistical analysis
clustered DmxA to the substrate specificity group I. The highest activity of
DmxA towards 1,3-diiodoopropane was detected at 55 °C and pH 6.6-9.
Kinetic measurement revealed complex mechanism of 1,3-dibromopropane
dehalogenation, employing positive cooperativity and substrate inhibition
(Kos =0.15£ 0.01; Ky =2.05 £ 0.12 s, n = 13.8 £ 1.9; Ky = 1.46 £ 0.2
mM). The steady-state kinetics of DmxA measured with 1-chlorobutane
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exhibited, in agreement with other family members, Michaelis-Menten
dependence. High enantioselectivity of DmxA was observed in the reaction
with ethyl-2-bromobutyrate (E > 200), methyl-2-bromobutyrate (E > 200)
and 2-bromopentane (E = 100). Determined E-values make DmxA one of
the most enantioselective haloalkane dehalogenase.

Conclusion: The novel haloalkane dehalogenase DmxA isolated from
extremophilic microorganism was biochemically characterized. Observed
unique properties, such as high thermostability and enantioselectivity, make
DmxA suitable catalyst for practical application in the biosynthesis of
optically pure compounds.
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PUVOD REZAKU HORNIi CELISTI U PRASETE
Putnova L.}, Buchtova M.2, Tichy F.!

YWstav anatomie, histologie a embryologie, FVL VFU Brno, 2Ustav
Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i, Brno

Uvod: Vyskyt roz§tépu rtu a/mebo patra je u humannich pacienti
doprovazen ve vysokém procentu poruchou erupce zubl, zejména pak
lateralniho fezaku na postizené stran¢. Jedna se zejména o nadpocetny
fezak nebo naopak jeho absenci, Casty je vyskyt nejriznéjSich tvarovych
abnormalit (1). Vzéicnéji je mozné pozorovat u postizenych jedinct
pritomnost tzv. natalnich nebo neonatalnich zubi, kdy jsou v dutin¢ Gstni
pritomny nékteré profezané zuby jiz v okamziku narozeni, ¢i béhem kratké
doby post partum (dentitio praecox) (2). S tim koresponduji nalezy poruch
erupce zubi u selat postizenych nékterou z rozstépovych vad pysku a/nebo
patra. Zdravy neonatus prasete se rodi s profezanymi fezaky (i3, lateralni
fezak) a Spicaky (c) ve vSech zubnich kvadrantech.

Cile: Uvedené nalezy nas vedly k vysloveni hypotézy, Ze embryonalni
puvod téchto zubli bude odlisny od plivodu prvniho a druhého fezaku a
budou pravdépodobné pochazet z oblasti maxilarni prominence, zatimco
prvni dva fezaky z oblasti frontonazalni masy. Cilem nasi prace tedy bylo
tuto teorii potvrdit ¢i vyvratit.

Material a metody: Jako studijni materidl nam slouzila selata se
sledovanymi vadami, ktera jsou shromazd’ovana z nékolika vybranych
chovii v CR. Do studie jsou zahrnuti kiiZenci landrase x &eské bilé
uslechtilé a miniprasata z experimentalniho chovu v Libéchové. Kadavery
téchto selat jsou na misté zmrazeny a poté transportovany na VFU Brno.
Hlavy selat postizenych sledovanymi kraniofacialnimi malformacemi byly
zobrazeny metodou metodou magnetické rezonance (obr. 1) a pocitacové
tomografie (obr. 2). Pro vlastni studii embryonalniho ptivodu fezakt byla
provedena trojrozmérna rekonstrukce (3D) zubni listy horni Celisti prasete
ve vyvojovych stadiich E30, E35 a E36 (E-den embryonalniho vyvoje). Pro
vlastni analyzu byly pouZzity sériové transverzalni fezy hlavové ¢asti embryi
miniprasat obarvené piehlednym barvenim hematoxylinem-eosinem, k
naslednému sestrojeni 3D obrazu (obr. 3) pak software WinSurf.
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Vysledky: Tvorba patra zaCind u prasete v tfetim tydnu prenatalniho
vyvoje (E20) a nasledné dochézi k iniciaci osifikace premaxily (E24). Treti
tezak (i3) se vyviji kaudalné za oblasti fize primarniho a sekundarniho
patra u normalnich embryi.

Jednostranny
rozstép rtu
Rozstép patra
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Obr. 2: CT analyza selat s rozstépem pysku a/nebo patra.

Diskuse: V piipadé¢ selat postizenych nékterou z rozstépovych vad pysku
a/nebo patra se objevuje Siroké spektrum poruch erupce zubl. Nejcastéji se
jedna o zuby piedCasné profezané (il, i2, p), které se za normalnich
okolnosti objevuji v dutin€ stni az n€kolik tydnti po narozeni. Dulezitym
zjisténim je fakt, Ze ve vSech nami zaznamenanych ptipadech se lateralni
fezak a Spi¢ak nachazely vzdy az za linii rozstépu (obr. 4).
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Obr. 3: 3D rekonstrukce zubni listy horni Celisti embrya prasete (E36).

T s

Obr. 4: Priklady rozstépii pysku a/nebo patra u prasete.

Zavér: Metodou trojrozmérné rekonstrukce jsme potvrdili nasi hypotézu o
odlisném embryonalnim ptvodu tfetiho fezaku u prasete. Tento zub se
skute¢né zaklada v oblasti maxilarni prominence, zatimco prvni dva fezaky
vznikaji v oblasti frontonazalni masy.

Podékovani: Interni grantové agenture Veterinarni a farmaceutické
univerzity Brno (grant 28/2010/FVL) za financni podporu.

Literatura:
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MICROARRAY ANALYZA REGIONALIZACE
DOLNI CELISTI U MYSI

Balkova S.*?, Buchtova M.}?

YWstav zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, V.V.i., Brno, *Lékarskd
fakulta, MU, Brno *Ustav anatomie, histologie a embryologie, FVL VFU
Brno

Uvod: Mys domaci (Mus musculus var. alba) sloui jiz znaénou dobu jako
oblibeny modelovy organismus pro studium vyvoje zubl a Celisti. Vyvoj
Celisti zaCind formovanim stomodea, kolem kterého rostou a zvétsuji se
jednotlivé obli¢ejové vybézky. Maxilarni prominence a nasledné horni
Celist vznika z postoptického mezenchymu, mandibularni prominence
vznika zprvniho faryngedlniho oblouku (1). V obdobi E11,5 (E -
embryondlni den) dochazi u mysi k rozliSeni maxilarniho a mandibularniho
vybézku predevs§im z divodu intenzivniho rdstu obou prominenci. Vyvoj
zubll je iniciovan v podob¢ epitelového ztlusténi podél Celisti.
V nasledujicim obdobi (E12,5) pak dochazi k rozvoji jazyka a v Celistech
probiha rlst epitelovych cepli zubnich primordii do mezenchymu (2). U
mysi se zakladaji pouze dva typy zubu — fezaky a molary, které od sebe
oddéluje diastema. Dodnes bylo prezentovano nékolik hypotéz, které
vysvétluji vznik rozdilnych tvar@ zubli v riznych oblastech celisti. Teorie
klondt (obr. 1) predpoklada, ze zneuralni listy putuji klony bunék s jiz
determinovanym osudem vyvoje (3). Tedy tvar zubu je pieduréen jiz
v okamziku vzniku zubniho primordia. Teorie morfogenetickych poli (obr.
2) predpoklada existenci morfogenetickych gradienti podél zubni listy (4),
které urcuji budouci tvar zakladu. Tato teorie byla pozd¢€ji potvrzena
expresi homeoboxovych genti (5). Soucasny vyzkum vsak ukazuje, Ze se
ziejme na vyvoji tvaru zubtl podili kombinace vSech vySe zminénych teorii.

Obr. 1: Teorie klonii (upraveno dle Osborne, 1978).
55



A MM

Obr. 2: Teorie morfogenetickych poli. Cervend oblast predurcuje vyvoj
jednohrbolkovych vezakii, modra vicehrbolkovych molaru (upraveno dle
Butler, 1939).

Vyvoj ektodermalnich derivatt, mezi které pafi i zuby, je regulovan
sekvenci reciprocnich reakci mezi epitelidlni a mezenchymalni slozkou.
Signalni molekuly, které fidi jejich vyvoj, nalezi do né&kolika rodin
parakrinnich faktort (BMP, FGF, WNT, SHH). Piesna lokalizace jak
signdlnich molekul, tak jejich specifickych receptort je fizena epitelo-
mezenchymalnimi interakcemi. Neékteré signalni molekuly jsou omezeny
jen na urcité vyvojové stadium, v mnoha piipadech se uplatnuji opakovane
be&hem jednotlivych stadii morfogeneze.

V Casném zubnim epitelu byla v rostralnim useku celisti exprese Bmp4,
ktery indukuje expresi homeoboxového transkripéniho faktoru Msx1l a
Msx2 v mezenchymu. Fgf8 je exprimovan v epitelovych buiikich kaudalni
Casti Celisti, ktera odpovida budouci oblasti molara (6,7,8). V mezenchymu
této oblasti je stimulovana exprese gentu DIx1, DIx2 a Barx1 (obr. 3).

Obr. 3: Exprese homeoboxovych genii v epitelu (a) a mezenchymu (b)
(upraveno dle Sharpe, 1995).

Cile: Cilem na$i prace bylo pomoci metody microarray zjistit kompletni
profil exprese gend podilejicich se na stanoveni rostro-kaudalni osy dolni
Celisti a poptipadé odhalit nové geny, které se podileji na fizeni vyvoje
identity a tvaru zubu.
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Material a metody: Z tkan¢ odebrané z rostralni a kaudalni oblasti dolni
Celisti mysi ve dvou vyvojovych stadiich (E11,5 a E12.5) byla izolovana
RNA, ktera byla nasledn& zaslana na analyzu do UEM AV CR, v.v.i. Pro
hybridizace byly pouzity ¢ipy GeneChips Mouse Genome 430A 2.0 Array
(Affymetrix). Data byla vyhodnocena v programu Gene Spring GX
(Agilent Technologies), ve kterém byla provedena i statistickd analyza
(ANOVA, p<0,05). Nasledn¢ jsme srovnaly rozdily exprese genli mezi
rostralnim a kaudalnim segmentem celisti stadii stejného staii.

Vysledky: Pro rostralni oblast byla charakteristickd vysoka exprese gent
Bmp4, Msx1, Msx2, Pax3, Alx3 a Satb2. V kaudalnich tsecich byly nejvice
zvySeny geny typické pro molarovou oblast (Fgf8), otickou oblast
(Neurodl, Ina) nebo ganglia (Neurogl). Navic byly odhaleny dalsi geny,
které nebyly v predeslych analyzach spojovany s modelovanim zubd a
Celisti. Tyto kandidatni geny budou nasledné podrobeny dal$im analyzam
pro potvrzeni lokalizace jejich exprese metodou in situ hybridizace. Patii
mezi né naptiklad Elavl4, ktery byl dosud spojovan s vyvojem karcinomu
plic nebo gen Sncg, jehoz mutace jsou spojovany s neurodegenerativnimi
onemocnénimi nebo rakovinou prsu.

stadium/oblast molarova oblast Fezakova oblast
E11,5 149 genti 72 genil
E12,5 202 gent 124 genii

Zavér: Vyuziti microarray technologie umoznilo ziskat komplexni profil
genové exprese rostralni a kaudalni oblasti mandibuly, ktery bude nasledné
vyuzit pro identifikaci novych genti podilejicich se na rostro-kaudalnim
modelovani Celisti a jednotlivych typt zubti heterodontni dentice.
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DETEKCE RECEPTORU POHLAVNICH HORMONU
V OVARIALNI TKANI MORCETE DOMACIHO

Stehlikova S.}, Machatiova J., Stranska T.%, Hauptman K.%, Matalovéa E.*?

YWUstav fyziologie, FVL VFU Brno, 2UZFG AV CR, v.v.i., Brno, *Klinika
chorob ptakii, plazii a drobnych savcu, FVL VFU Brno

Uvod: Luteinizaéni hormon (LH) a folikuly stimulujici hormon (FSH) patfi
do skupiny gonadotropini produkovanych adenohypofyzou. FSH stimuluje
rust ovaridlnich folikulli u samic a spermatogenezi u samct (1,2). LH u
samic indukuje ovulaci a naslednou luteinizaci, u samcti je odpovédny za
sekreci testosteronu (2). Pii prenosu signalu se FSH i LH musi vazat na
specifické receptory pro FSH (FSHR) a LH (LHR). Oba typy receptort se
nachdzeji na bunkach pohlavnich zlaz. U samic jsou FSHR lokalizovany
pouze na granuloznich bunkach ovarii (3). LH receptory jsou u samic
lokalizovany na thekalnich, granuloznich, lutedlnich a intersticialnich
bunkach ovarii (4,5,6). Po aktivaci receptoru je spusténa kaskada dé&ju
vedoucich ke specifické biologické odpovédi, u FSH proliferaci,
diferenciaci folikuld a zrani oocytt, u LH k ovulaci (1,3,7). V souasné
dob¢ patii morée domaci mezi nejvice chované drobné savce. Jedno z
nejcastéjSich onemocnéni, které se vyskytuje jak u samic morcat
zatazenych do reprodukce, tak u jedincii chovanych samostatné, patfi
ovarialni cysty. Ovarialni cysty se mohou vyskytovat na vajeénicich jak
unilateralné, tak bilateralné (8). Cystické struktury obsahuji ¢irou tekutinu a
postupem Casu se stdvaji hormonaln€¢ aktivni. Na zadkladé¢ zvySené
hormonalni aktivity dochazi k hypotrichoze az symetrické bilateralni
nepruritické alopecii, v pozdé&jSich stadiich dochazi k dysmikrobii (9).
Folikularni cysty vznikaji pravdépodobné na zdklad¢ nepoméru FSH a LH
hormoni (v neprospéch LH). V dusledku absence LH nedochazi k ovulaci
folikuld. Ty naopak perzistuji na vajeCnicich a mohou vést k rozvoji
folikularnich cyst (10).

Cile: Detekce a lokalizace LH a FSH receptori v ovariich morcete
domaciho.

Material a metody: Vzorky ovarialni tkané z klinicky zdravych samic
moréete domaciho (18 mésici), u kterych byla provedena
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ovariohysterektomie. Sériové histologické fezy ovarialnich tkani, 1. fez
barveny hematoxylinem a eosinem, dalsi fezy urfeny pro
imunohistochemickou detekci FSH (FSH Receptor Antibody, Novus
Biologicals, NLS2231) a LH (LH Receptor Antibody, Novus Biologicals,
NLS1436) receptorti. Standardni protokol s citratovym ptedplisobenim,
aplikace primarni protilatky 1 h pfi laboratorni teploté a koncentraci 1:200.

Vysledky: Z dosazenych vysledk je patrné exprese FSH a LH receptorti v
burnikach vrstvy theca externa a intersticialnich buiikich v ovarialni tkani
morcat (obr. 1, 2).

! = s i * G »

Obr. 1: Exprese FSH receptorii v ovarialni tkani morcete (pozitivni burnky
hnédé). Detailni zdaber (vpravo) ukazuje expresi v bunkdch vrstvy theca
externa (Cervend Sipka) a intersticialnich bunkdch (Cerna Sipka).

Obr. 2: Exprese LH receptorii v ovarialni tkani morcete. Pozitivni burnky
(hnédé) v theca externa (Cervena Sipka) a intersticialnich buikdach (Cernd
Sipka). Detailni zabér (vpravo) ukazuje expresi v intersticialnich busikach.
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Diskuse: Na zakladé zpracovanych vzorkil byla v ovarialni tkani zjisténa
exprese FSH a LH receptori na builkach intersticialnich a thekalnich.
Exprese na granuldéznich bunikdch nebyla potvrzena. Zména lokalizace
mize byt zplUsobena tim, Ze vzorky pochazeji od morcat ve vékové
kategorii, kdy se zacinaji tvofit cysty na vajeénicich, i kdyZ histologicky
cysty nebyly potvrzeny. Vzhledem Kk vysoké prevalenci vyskytu syndromu
polycystickych ovarii u moréat jsou tato vhodnym experimentalnim
modelem pro sledovani interakci pohlavnich hormontit (FSH, LH) a
soucasné porovnani téchto interakci u vzork se syndromem
polycystickych ovarii a vzorkli kontrolnich (zdrava tkan). U samic morcat
s polycystickymi ovarii lze o¢ekavat zménu exprese receptorii pro LH a
FSH. Rovnéz predpokladdme zménu exprese receptorti na ostatnich ¢astech
pohlavniho aparatu (d€loha, pochva). Sledovani exprese receptorti na
vajeCnicich, déloze a pochvé u morcat s polycystickymi ovarii, bude
pfedmétem navazujici studie.

Zavér: Tato prace piinesla prvni vysledky tykajici se lokalizace receptor
v ovaridlni tkani, ktera dosud nebyla u morcat provadéna. Data budou
pouzita v dalsich studiich tykajicich se korelace rozlozeni receptorii pro
dané hormony a vyskytu ovarialnich cyst.

Podékovani: Tato studie vznikla na zdkladé financni podpory IGA VFU
Brno 56/2012/FVL a rovnéz diky pomoci MVDr. Petra Fictuma, Ph.D.,
ktery vzorky histologicky zpracoval.
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NEINVAZIVNI HODNOCENI POHLAVNICH HORMONU:
BIOLOGICKA VALIDACE EIA METODY PRO GIBONY

Petrasova J.}, Korytarova M.%, Bolechova P.%3

1Ustavﬁ/ziologie, FVL VFU Brno, 2Katedra obecné zootechniky a etologie,
FAPPZ CZU Praha, 3Zoologickd zahrada Liberec

Uvod: V dobg, kdy z planety postupné mizi mnohé Zivo¢isné druhy a
velka cast se stavad ohrozenym nebo kriticky ohrozenym druhem (1), je
moznost ziskavani dat o téchto zvifatech neinvazivnim zptsobem diilezitou
soucasti vyzkumu (2). Kromé srsti a moce je nejsndze ziskatelnym
materialem trus, ktery je vyuzivan nejen pro populacni genetiku, ¢i detekci
mikroorganismii, ale v poslednich letech i na ziskani dat o endokrinnim
statusu zvitat (2,3,4). Giboni rodu Nomascus patii ke kriticky ohrozenému
druhu, o kterém zéaroven chybi velké mnozstvi zdkladnich informaci o
fyziologii reprodukce (1). I kdyz ovarialni cyklus byl stanoven na zakladé
dat o fiji, dob& a zptisobu pafeni, bohuZzel jen néktera data byla ziskana na
zakladé€ analyz hormonalnich zmén v moci nebo trusu (5,6). Sporna je vSak
vypoveédni hodnota, protoze vétSina analyz byla provedena jen na jednom
jedinci. Pouziti neinvazivnich metod pro sledovani hladin hormoni je
dulezité, jak z hlediska pozadovanych informaci o fyziologii reprodukce,
tak z hlediska zachovani welfare zvifat. Pro zaji$téni interpretovatelnosti
EIA metody byla zvolena biologickd validace, kterd prokazuje, Ze
hormonalni hladiny ptesné odrazeji fyziologické déje organismu, konkrétne
jednotlivé stadia reprodukce (7).

Cile: Zakladni cile tohoto projektu jsou nasledujici: 1) stanoveni mnozstvi
metabolith progesteronu z trusu dospélych samcii a samic, 2) statistické
vyhodnoceni dat a tim validity EIA metody pro rod Nomascus.

Material a metody: Do projektu byli zahrnuti dospéli samci a samice
S pravidelnym ovaridlnim cyklem (v€k 9-27 let). Vzorkovani 14 jedinct
rodu Nomascus gabriellae (5 samcti a 9 samic) a 10 jedincd Nomascus
leucogenys (5 samcii a 5 samic) probihalo v zoologickych zahradach CR a
SR. Jednou tydn€ v rozmezi 5 az 8,5 mésicii u samic a 1-2 mésice u samci
byl od kazdého sledovaného zvifete odebran Cerstvy vzorek trusu, nejdéle 2
hodiny po defekaci a zamrazen na -20 °C. Vzorky trusu o hmotnosti 0,5 g
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byly fixovany 80% metanolem, odstfedény a =ziskana Supernatantova
frakce. Mikrotitraéni desticky byly pokryty progesteron-polyklonalni
protilatkou (CL425, C. Munro, University of California, USA). V ramci
kompetitivni enzymové imunoreakce byl pouzit progesteron konjugovany
s peroxidazou a byla také sledovana zkiizena reaktivita progesteronovych
protiladtek. VSechna stanoveni hormonti byla provadéna duplicitné pro
vypocet koeficientu variability. Vysledky byly propocteny na steroidni
metabolity progesteronu v ng/g vlhkého trusu. Pro statistické vyhodnoceni
byl pouzit neparametricky Mann-Whitney test.

Vysledky: Délka ovarialniho cyklu (OC) samic rodu Nomascus gabriellae
byla 24,7+4,8 dni, s primérné nejnizSimi hladinami metaboliti
progesteronu 104,02 ng/g trusu ve fazi folikularni a nejvyss§imi hladinami
327,28 ng/g trusu ve fazi lutealni. U dvou samic byla zachycena také cast
faze gestace, kdy hladiny metaboliti progesteronu byly v rozmezi 1414,3 —
3516,7 ng/g trusu u jedné samice a 1511,92 — 2887,42 ng/g trusu u samice
druhé. Délka OC samic rodu Nomascus leucogenys byla 25,1+4,5 dni, s
nejvysSimi hladinami 349,1 ng/g trusu ve fazi lutedlni. Primérné hladiny
metabolitl progesteronu samct byly 131,2 ng/g (Nomascus gabriellae) a
122,8 ng/g (Nomascus leucogenys). Pramérné hodnoty byly vyneseny do
grafu (obr. 1).

Srovnani rozdild hladin metaboliti progesteronu samci s nejvySSimi
hladinami samic v ramci OC bylo statisticky vyznamné (Z=-2,73388;
statisticky nevyznamné (Z=0,594322; p=0,552297). Z davodu
nedostatecného mnozstvi vzorkd od gravidnich samic nebylo mozné
testovat rozdil mezi hladinami v Case ovaridlniho cyklu a gestace, ale
hodnoty v obdobi gravidity byly u jedné samice o 200 % a u druhé o 150
% vyssi nez v piku jejich ovarialniho cyklu. Senzitivita analyzy byla 2,3
pg/jamka pro progesteron a koeficienty variability byly intra-assay <10 % a
inter-assay <14 %.

Zavér: Na zakladé dosazenych vysledkt je mozné konstatovat, ze byla
uspésn¢ zavedena a biologicky validovana EIA analyza pro stanoveni
metabolitl progesteronu ztrusu primatd rodu Nomascus a ze délka
ovarialniho cyklu u obou druhii je v souladu sudaji dostupnymi v
literature.
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Obr. 1: Priimérné hodnoty hladin metabolitii progesteronu v ng/g trusu u

vy

a gestace.

Podékovani: Tento projekt vznikl ve spolupraci se Zoo Bojnice, Zoo
Bratislava, Zoo Chleby, Zoo Jihlava, Zoo Liberec, Zoo Olomouc, Zoo
Ostrava a Zoo Usti nad Labem. Prdce byla financoviana 1GA VFU Brno
(33/2011/FVL).
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FUNKCE FGF PRI VYVOJI KONCETIN
Horakova D.l’z, Cela P.%%, Buchtova M.*?

YWstav anatomie, histologie a embryologie, FVL VFU Brno, 2Ustav
Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, V.v.i., Brno, *Ustav experimentdlni
biologie, PFF MU, Brno

Uvod: Rodina fibroblastovych ristovych faktord (FGF) reguluje mnoho
vyvojovych procest, mezi které patii i vyvoj koncetin (1). Do soucasné
doby bylo popsano 22 ¢lenti rodiny FGF (2). V konceting je zdrojem FGF
zejména apikdlni ektodermalni hieben lezici na distdlnim okraji
koncetinového pupene. Dochazi zde ke tvorbé FGF4, FGF8, FGF9 a
FGF17 (3). Po vazbé¢ ligandu na ptislusny receptor (FGFR1- 4) se nasledné
spousti signalizaéni kaskada dé&ju v buiice. Dojde-li Kk naruseni této
signaliza¢ni drahy, vznikaji rizné vyvojové poruchy (4).

Cile: Cilem nasi prace bylo sledovat efekt plsobeni rtuznych FGF
inhibitorh na vyvoj koncetin a kraniofacidlni oblasti. Pro nasi praci jsme
pouzily Ctyfi inhibitory — SU5402, NF449, PD161570 a PD173074.
Inhibitory SU5402 a PDI161570 antagonizuji vSechny FGF receptory,
PD173074 je inhibitorem FGFR1 i FGFR3, a NF449 inhibuje selektivné
FGFR3 (5,6,7). Zaméftily jsme se na porovnani externi morfologie kiidel a
nasledné detailnéji na zmény skeletu. Dale jsme také zjistovaly, zda dojde
vlivem inhibitorti FGF ke zvySeni poctu apoptotickych bunck.

Material a metody: Jako modelovy organismus jsme zvolily kufeci
embrya ve stadiu HH20-22, ktera jsou snadno pfistupna manipulacim.
Embrya maji vtomto obdobi jiz dobfe vyvinuté koncetinové pupeny.
Inhibitory byly pomoci mikromanipulatoru a mikroinjektazniho zatizeni
aplikovany do pravého zakladu kiidla, zatimco leva koncetina slouzila jako
kontrolni. Embrya byla po aplikaci inhibitorti inkubovéna pfi 37,8 °C. Pro
analyzu zmén skeletu byla za 10 dni odebrana kiidla do 100% etanolu a
nasledné obarvena 3% alcianovou modii a 0,1% alizarinovou Cerveni.
Vzorky pro sledovani vlivu inhibitorii na apoptézu byly odebrany po 24
hodinové inkubaci do 4% pufrovaného formaldehydu, zality do parafinu a
ve zhotovenych fezech byla detekovana apopt6za pomoci ApopTag® In
situ Apoptosis Detection Kit (ProMega).
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Vysledky: Pfi pouziti inhibitoru SU5402 (1 mg/ml a 2,5 mg/ml) nebyly ve
veétsing pripadll pozorovany makroskopické zmény, ani nedoslo k naruSeni
vyvoje skeletu pravého kiidla. Inhibitor NF449 (200 uM) zpiisobil zkraceni
a deformaci kiidla, ale tato embrya vétSinou piezila pouze do stadia HH25-
29. U embryi, kterd ptezila stadium HH30 nebyly pozorovany zadné
fenotypové zmény. Testovany byly tfi rizné koncentrace inhibitoru
PD173074 (ImM, 25 mM a 50 mM). Po aplikaci 1mM roztoku jsme
pozorovaly mensi autopodium, krat$i a ten¢i koncetinovy pupen nebo
deformaci celého kiidla (obr. 1).

PD173074 (1mM)

Obr. 1: Zména autopodia po aplikaci ImM roztoku inhibitoru.

Pti pouziti koncentrace 25 mM a 50 mM doslo k uplné redukcei koncetiny,
pfipadné byl vyvinut jen maly rudiment.
PDA7:3074)(25mM)

Obr. 2: Redukce koncetiny po aplikaci 25 mM roztoku inhibitoru.
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V nékterych piipadech doSlo ke vzniku rozs§tépu horniho zobaku,
potvrzujici, ze inhibitor neptisobi jen lokalné, ale ve vysSich koncentracich
mize byt krvi translokovan i na vétsi vzdalenosti. Po obarveni skeletu se
ukazalo, ze dochazelo k uplné redukci kosti vietenni nebo ¢lankt prsti a
zkraceni metakarpalnich kosti (obr. 3).

PD173074 (1mM)

L
Obr. 3: Skeletalni zmény po aplikaci 1 mM roztoku inhibitoru.

Posledni pouzity inhibitor PD161570 (1mM) mél podobny efekt jako
PD173074 v odpovidajici koncentraci. U zadného z pouzitych inhibitort
jsme nezaznamenaly zvySeni pocétu apoptotickych bun€k pii porovnani
levého kontrolniho a pravého experimentalniho kiidla.

Zavér: Porovnani fenotypu embryi po aplikaci riznych FGF inhibitord
ukédzalo rozdilny efekt jednotlivych inhibitort. Zjistily jsme, ze
nejvyraznéji dochazi k ovlivnéni vyvoje kiidla po aplikaci PD173074 a
PD161570, po jejichz pouziti vznikaji ve srovnani s SU5402 a NF449 velké
skeletalni defekty a soucasné neni zvySen pocet apoptotickych bunék u
zadného z injektovanych inhibitort.

Podékovani: Tento projekt je financovin GA CR (304/09/0725) a IRP
IPAG AVOZ 5045015.
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MORF(,)LOGIOCKE ZMENY V TKANICH PO PUSOBENI
REAKTIVATORU ACETYLCHOLINESTERASY (HI-6, K027) A
ANTICHOLINERGIK TAKRINU A 7- MEOTA

Jiraskova P.}, Novotny L.*?

YUstav patologické morfologie a parazitologie FVL VFU Brno, *Ustav
histologie a embryologie LF UK v Hradci Krdlové

Uvod: Acetylcholoinesteresa (AChE) je esencidlni enzym pii pienosu
vzruchl na cholinergnich receptorech u vsech eukaryotnich organismu.
Neurotransmiterem na konci nervovych zakonceni je acetylcholin (Ach),
ktery je enzymem rozkladan na cholin a acetylkoenzym A (1). Takrin a 7-
methoxytakrin (7- MEOTA) reverzibilné¢ inhibuji AChE, coz vede
k nahromadéni Ach na cholinergnich receptorech a nasledné k nadmérnému
drazdéni cholinergnich receptori jak v centralnim, tak i v perifernim
nervovém systému (2). Oxim HI-6 a nové syntetizovany K027 naopak
antagonizuji uc¢inek nahromadéného Ach na nervovych synapsich (3).

Cile: Cilem projektu bylo experimentalné zjistit morfologické zmény na
albinotickych potkanech kmene Wistar po podani latek 7-MEOTA, takrin,
HI- 6 a K027 v subakutnim 14 dennim testu toxicity. Do prvni skupiny
sledovanych latek jsou zatazeny reaktivatory AChE (HI-6, K027), které se
pouzivaji jako terapeutika v pripad¢é intoxikace nervoveé paralytickymi
latkami (NPL) nebo pesticidy na bazi organofosfatii. V dalsi skupiné jsou
takrin a 7-MEOTA, coz jsou anticholinergicky pusobici latky, uréené
K terapii pii intoxikaci bojovou chemickou latkou 3-quinuclidinyl benzilate
QB (BZ), (4). Vysledky ziskané timto experimentem piispély k rozsiteni
znalosti o u€incich vyse uvedenych latek pfi jejich dlouhodobém podavani.

Material a metody: Albinoti¢ti potkani samc¢iho pohlavi kmene Wistar o
hmotnosti 320-370 g byli rozdé€leni do 5 skupin po 7 jedincich pro kazdou
testovanou latku, pticemz 7-MEOTA byl podavan ve 2 rozdilnych davkach,
a tudiz byl testovan na 2 skupinach potkant, kazda po 7 jedincich. Sestd
skupina citajici 6 jedincti byla kontrolni. Takrin byl testovan v davce 5,15
mg.kg'v per oralnim testu toxicity. 7-MEOTA byl testovan ve dvou
koncentracich a to v 37,65 mg.kg” a 5,01 mg.kg™. Reaktivatory HI-6 a
K027 byly aplikovany intramuskularné a to v davce 39,00 mg.kg™ a 22,30
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mg.kg™". Na zavér pokusu byli potkani utraceni v atmosféie CO,, P¥i pitvé
byly odebirany vzorky =z jater, ledvin, srdce a mozku. U peroralné
aplikovanych latek navic i vzorky ztenkého a tlustého stfeva. Ziskané
vzorky byly zpracovany klasickou parafinovou technikou a barveny
hematoxylin eosinem. Stupent poskozeni tkani v histopatologickych
vzorcich byl vyjadien pomoci stupnice 0 az 5 (TDS- tissue damage score),
kde 0 = normalni morfologie a 5 = zavazné ireversibilni poskozeni tkani
(nekrosa).

Vysledky: Nejveétsi rozsah morfologickych zmén v tkanich laboratornich
potkanti jsme dle TDS zaznamenali po podani 7-MEOTA v davce 37,65
mg.kg" U ostatnich testovanych latek byly zmény méné vyrazné, ale stale
charakteru dystrofii.

Tissue Damage Score

| l l l . l
?

kontrola akrin 0,05 0.005 HI-6 K027
Meota Meota

Diskuse: Dystrofické zmény zjisténé v parenchymatdznich organech
laboratornich potkanti nebyly specifické pro intoxikaci at’ inhibitory, ¢i
reaktivatry AChE a mohly souviset s ovlivnénim metabolismu v danych
organech, nicméné jejich frekvence vyskytu byla vyssi nez u kontrolni
skupiny. Otazkou zlstava relevantnost aproximace ziskanych vysledki u
laboratornich potkanii na cloveéka s veédomim, Ze metabolismus jak
inhibitort, tak reaktivator se mize vyznamné mezidruhoveé lisit (5).
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Zavér: Po subchronickém puasobeni reaktivatort HI-6, K027 a
anticholinergicky pusobicich latek takrin a 7-MEOTA V testovanych
koncentracich byly histopatologickym vySetienim zjiStény ve tkanich
laboratornich potkant jen mirné morfologické zmény typu dystrofii.
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ULOHA HYPOXIE V REGULACI EXPRESE
ABC-TRANSPORTERU ASOCIOVANYCH S MDR
U (EMBRYONALNICH) KMENOVYCH BUNEK

Lanova M., Kucera J., Kotasova H., Prochazkova J., Pachernik J.

Oddéleni fyziologie a imunologie Zivocichii, Ustav experimentdlni biologie,
PFF MU Brno

Uvod: Exprese ABC transportéri (ATP-binding cassette) asociovanych
s multilékovou rezistenci (MDR — multidrug resistance) je charakteristicka
pro kmenové a nadorové buiiky rizného typu. Aktivita t€chto proteinti je
vyznamna z hlediska ochrany bunék, ale soucasné jsou tyto proteiny
odpovédné za nedostate¢nou Gcinnost 1é¢iv. Za MDR klicovym zptisobem
odpovidaji tfi typy ABC transportéra: ABC Bla/b (MDR1, Pgp), ABC Cl
(MRP1) a ABC G2 (BCRP) (1).

Soucasné poznatky ukazuji, Ze na zachovani kmenovosti se vyznamné
podili distribuce kysliku a Zivin. Niche adultnich kmenovych bunék in vivo
byva hypoxické. Experimenty s kultivaci riznych typt kmenovych bunék
in vitro také potvrzuji pozitivni tlohu hypoxie pro zachovani kmenovosti
(2). Zajimalo nas, zda se hypoxie podili také na regulaci exprese a funkce
MDR transportérti u kmenovych bunék. Jako modelové bunky pro in vitro
experimenty jsme pouzili embryonalni kmenové (ES — embryonic stem)
bunky, které se v zakladnich znacich kmenovosti shoduji s adultnimi
kmenovymi bunikami, siln€ exprimuji MDR transportéry a predstavuji
vysoce homogenni populaci bunék v in vitro kultuie.

Hypoxie u bunék indukuje stabilizaci hypoxii indukovaného faktoru (HIF),
ktery reguluje celou fadu gend odpovédnych za adaptaci na hypoxii, ale i
jeji eliminaci. Hypoxie také indukuje produkci reaktivnich kyslikovych
metabolitti (ROS — reactive oxygen species) a intracelularni oxida¢ni stres.
Nedavno byla na modelu ES bunék prokazana tloha ABC G2 ve stabilizaci
jejich intracelularni redoxni rovnovahy a zachovani kmenovosti (3).

Cile: V nasi praci jsme studovali zmény v expresi MDR transportérd u ES
buné€k v dusledku hypoxie. Déle pak na ulohu HIF1a a kinazy p38a (kinaza
citliva na ROS a zaroven jeden z klicovych regulatori bunécné odpoveédi
na oxidativni stres) v regulaci této exprese.
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Material a metody: Pouzit¢ bunécné linie, jejich kultivace a analyza
exprese MDR transportérii pomoci qRT-PCR byly popsany jiz diive
(4,5,6). Hypoxii (1 % O,) byly bunky vystaveny po 24 h v inkubatoru
s regulovanou atmosférou CO; a N,.

Vysledky: Analyza exprese mRNA MDR transportéri (ABC Bla, ABC
Blb, ABC C1, ABC G2) uruznych linii mES bunék ukazala nejvyssi
expresi mRNA pro ABC G2, nejnizsi pak pro ABC Blaa ABC Blb.
Vystaveni bun€k hypoxii (1% O,) po dobu 24h vedlo k mirnému snizeni
exprese piislusnych mRNA s vyjimkou mRNA pro ABC C1. Toto snizeni
bylo ptekvapivé zavislé na pritomnosti HIF1a u bunék s depleci HIF1a
(HIF1a ™) jsme toto snizeni nezaznamenali (obr. 1).

Obr.1.
0,040 +
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Obr.2.
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0,040 +
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0,008

i
= uwd

ABCBla ABCBIlb ABCC1 ABC G2

Relativni hladina exprese

Jako kontrola hypoxie byly pouzity cilové geny HIF (PGKI1, VEGF),
jejichz exprese se dle ocekdvani v hypoxickém prostfedi zvySovala (data
nejsou ukézana). Experimenty s linii neexprimuji p38a (p387) a kni
pivodni linii W17 (p38*") opét ukézaly sniZeni exprese mRNA pro MDR
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transportéry v disledku hypoxie s vyjimkou ABC Cl1. Navic je exprese
MDR transportéri ABC Blb a ABC C1 u bunck p38'/' mirn¢ sniZena i
v normoxickych podminkach. (obr. 2).

Diskuse: V nasSich experimentech jsme potvrdili expresi MDR transportérti
u mES bunék. Nejvétsi expresi vykazoval transportér ABC G2, u néhoz byl
jiz diive prokézan vyznam pro ochranu kmenovych bunék pted oxidativnim
stresem (3). Vystaveni mES bunék hypoxii po dobu 24 h vedlo ke snizeni
exprese studovanych transportért S vyjimkou ABC C1. Pokles lze vysvétlit
indukci diferenciace studovanych bun¢k v disledku nami pouzité nizké
koncentrace O,. Tento fakt byl potvrzen i analyzou exprese mRNA genti
spojenych s pluripotenci (Oct4, Nanog, Zfp42, ALP) a ¢asnou diferenciaci
(FGF5) ES bunék (neni ukazano). Zajimavé je zjisténi, ze sniZzeni exprese
ABC Blb je zavislé na piitomnosti HIF 1o, protoze u linie HIF1a * jako
jediné z testovanych nedoslo v disledku vystaveni bunék hypoxii ke
snizeni exprese mRNA tohoto transportéru.

Zavér: Vyznam kinazy p38a vregulaci exprese MDR transportéri
v diisledku hypoxie jsme neprokézali. Buiiky p38” viak vykazuji mirng
niz§i hladinu exprese ABC Blb a ABC Cl1, coz ziejmé souvisi s jejich
diferencovanéjS§im fenotypem, jak ukazuji nase dosud nepublikované
studie. V dalSich experimentech se zaméfime na funk¢ni analyzu aktivity
jednotlivych MDR transportéric pomoci jejich specifickych substrata
a inhibitord, a také na detekci hladin téchto transportnich proteinii pomoci
protilatek. NaSe predbézné vysledky funkcni analyzy studovanych MDR
transportérii totiz naznacuji, Ze exprese prislusSnych mRNA nekoreluje
S jejich realnou aktivitou u bun¢k.

Podékovani: Studie je financovina vramci Programu rektora
(MUNI/C/0836/2011).
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STUDIE TERAPEUTICKE EKVIVALENCE GENERICKYCH
LECIVYCH PRIPRAVKU

Adamova E., Zavadilova R.
Ustav farmakologie a farmacie, FVL VFU Brno

Koncept: Generické pfipravky obsahuji stejné ucinné latky ve stejné
koncentraci a 1ékové formé jako ptipravky originalni. Uvedeni generika na
trh je mozné az po vyprSeni patentové ochrany originalnich ptipravka.
Generické ptipravky nemusi prochazet kompletnimi klinickymi zkouskami,
ale musi splilovat stejné naroky na bezpecnost a efektivitu, jako ptipravky
origindlni. Priikkaz ucinnosti generika v porovnani s originalnimi
(referencnimi)  pfipravky lze prokazat bioekvivalencni  studii.
Bioekvivalencnimi studiemi prokazujeme, ze genericky piipravek uvoliuje
aktivni slozku do krevniho ob&hu ve stejném mnozstvi a stejnou rychlosti.
V piipadé koznich/usnich kapek prokazujeme terapeutickou uc€innost, ktera
se provadi v podminkach in vivo na zakladé cytologického,
mikrobiologického a parazitologického vysetfeni. SoucCésti mikro-
biologického vySetfeni je prikaz danych patogent, jejich citlivost na
ucinnou latku a sledovani rezistence. Jako podplrnd data lze vyuzit
vysledky testovani in vitro. Na zakladé¢ dat ziskanych z klinického
hodnoceni je mozné podat zZadost o registraci generického ptipravku.
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PRASE JAKO EXPERIMENTALNI MODEL PRO KLINICKY
KRANIO-MAXILO-FACIALNI VYZKUM

Stembirek J.*2, Kyllar M.%, Putnova 1.2, Stehlik L*, Dangk Z.°,
Buchtova M.*?

YKlinika ustni, Celistni a oblicejové chirurgie, FN Ostrava, 2Ustav Zivocisné
fyziologie a genetiky 4V CR, v.v.i., Brno, *Ustav anatomie, histologie a
embryologie, FVL VFU, Brno, *Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU
Brno, °Klinika ustni, celistni a oblicejové chirurgie, FN Brno

Uvod: Prasete se vyuziva jako zvifeci model pro experimenty vzhledem
k jeho relativni anatomické a fyziologické podobnosti s ¢lovékem (1).
Vyuziva se jako modelovy organismus pro vyzkum rakoviny a jinych
onemocnéni u ¢loveéka, pro farmaceutické studie a testovani toxicity 1€k,
v tkdnovém inzenyrstvi nebo ve vyvoji novych operacnich technik a
chirurgickych materiald (2,3,4). 1 pires relativni podobnost né&kterych
anatomickych struktur prasete s ¢lovékem je v soucasnosti k dispozici malo
informaci o oro-facialnim regionu (napf. o€nice, maxilarni sinus, slinné
zlazy, Celistni kloub atd.). Diagnostické zobrazovani této oblasti pomoci
vypocetni tomografie (CT) a nuklearni magnetické rezonance (MRI) se
V humanni mediciné rutinné vyuziva. Ve veterinarni medicin€ se vSak tyto
metody vyuzivaji u prasat pouze okrajove.

Cile: Analyza praseci o¢nice s vyuzitim modernich zobrazovacich metod.

Material a metody: Provedli jsme anatomickou pitvu a dale vysetfeni
pomoci CT a MRI. Vysledky jsme porovnali s CT, MRI a chirurgickymi
ptistupy k ocnici u lidi s dGrazem na vyznamné anatomické struktury.
Celkem jsme analyzovali 10 prasecich hlav. Prasata pochazela jednak
z chovu v Libéchové (linie LiM) a dale pak z jatek (Steinhauser, TiSnov).
Jejich vek kolisal v rozmezi 6-24 mésici. Hlavy Sestimésicnich prasat byly
vysetfeny vypocetni tomografii (Synergy, GE Healthcare, USA), hlavy 24
meésict starych prasat byly vySetfeny magnetickou rezonanci (Magnetom
Trio 3T, Siemens, Némecko) vV T2 modu na Klinice zobrazovacich metod
(IKEM, Praha) podle standardniho protokolu pro orofacidlni oblast.
Nasledné byla provedena pitva o¢nice (obr. 1).
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Obr. 1: Pitva praseci orbity.

Vysledky: Praseci orbita pfedstavuje prostor ohrani¢eny ¢tyimi sténami, z
nichz tfi jsou kosténé (obr. 2). Medialni sténa je zhruba obdélnikového
tvaru. Je tvofend slznou kosti, jafrmovou kosti a ocnicovou casti horni
Celisti. Strop je sloZen z kosti Celni a kiidla kosti klinové. Dno orbity je
velmi kratké, omezené pouze na 1 cm za infraorbitalni okraj, prudce se
svazujici do fossa pterygopalatina. Kaudolateralni sténa se sklada z
mekkych tkani tvofenych o¢nicovym vazem, ktery probihd mezi jafmovym
vybézkem cCelni kosti a ¢elnim vybézkem jafmové kosti. Zakladem vicek
jsou okrouhlé svaly. Tyto svaly jsou pfipojeny pomoci kratkych vazi na
urovni obou oc¢nich koutkl. Senzitivni inervace je odvozena zejména od
¢elniho nervu (zadni ¢ast drahy) a jarmo-oblicejového nervu (ventralni ¢ast
drahy), coz jsou vétve trojklaného nervu. Cévni zasobeni je zajisténo
maxilarni tepnou a jejimi vétvemi.

Diskuse: Ackoliv velikosti o¢nice, strukturou vi¢ek ¢i uloZenim svald je
praseCi o€nice relativné podobna lidské, tvar praseci orbity je odlisny.
Navic v kaudolateralni Casti je praseci orbita ohrani¢ena pouze vazivovym
pruhem. Vystupy nervt v okoli o¢nice se nachazeji ve vyrazné jiné pozici
nez u cloveéka.

Zavér: Praseci ocnice se obecné jevi jako vhodna pro experimentalni
medicinu (napf. rozvoj chirurgickych technik ¢i vyvoj novy chirurgickych
materiall), nicméné pifi planovani experimentli je nezbytné vzit v ivahu
zminéné anatomické odliSnosti.
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Obr. 2: Zobrazeni praseci orbity z riznych uhli pohledu pomoci 3D
reformatu, které byly ziskany z CT skenii.

Obr. 3: MR skeny v riiznych castech praseci ocnice v korondrnich (A, B, C)
a sagitalnich rezech (D, E, F).

Literatura:

(1) Bustad L.K., McClellan R.O. 1966: Science 152: 1526-1530, (2)
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DLOUHE KOSTI PRASETE - MODEL PRO TESTACI
TENSOMETRU

Pyszko M., Paral V.

Ustav anatomie, histologie a embryologie, FVL VFU Brno

Uvod: Obecné je znamo, Ze pii rizné mechanické zatézi kosti dochazi ke
zmeéné napéti v kostni tkani. Pfesné zjisténi tohoto napéti a jeho piipadné
ovlivnéni by mohlo pfispét ke zlepSeni chirurgického feSeni fraktur a
dalsich traumat kosti ¢lovéka i zvitat. Z tohoto divodu bylo specializované
pracovisté strojni fakulty CVUT v Praze poZadano o navrZeni, zhotoveni a
otestovani snimace (obr. 1, 2), ktery by toto napéti v kostech mohl aktudlné
stanovovat (1).

Obr. 1: Schématické znazornéni tensometroveho snimace.

- .

Obr. 2: Zpuisob zavedeni snimace do kosti.
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Cile: Cilem naSi prace bylo zjistit a popsat makroskopickou stavbu i
mikroskopickou strukturu vybranych kosti prasete, které by mohly byt
vhodnym modelem pro testaci tensometrového snimace.

Material a metody: Studovany material — skelety hrudnich a panevnich
koncetin z 12 jedinct prasete domaciho (Sus scrofa f. domestica), pochazel
ze zvifat 6-7 mésict starych s zivou hmotnosti kolem 110 kg. Ze skelet
byly pro dalsi studie odebrany pouze kosti stylopodii (humerus a femur) a
vetsi kosti zeugopodii (radius a tibia). Pouzili jsme metody makroskopické,
a to morfometrii a méteni tloustky kompakty (2) a metody mikroskopické s
pomoci svételné mikroskopie kostnich vybrust (3).

Vysledky: Pro instalaci testovaného snimace byl stanoven pozadavek
minimalni tloustky kompakty 2,3 mm. Tuto podminku spliiovala diafyza
kosti vietenni ve své stfedni Casti a tibia v Casti stfedni i distalni. Tyto
useky obou kosti jsou i dobfe chirurgicky pfistupné v piipad€ instalace
testovanych snimact do kosti zivych experimentalnich zvitat. Pii pouziti
izolovanych kosti, vypreparovanych zkadaver, jsou k danému ucelu
vhodné i obé€ kosti stylopodii, ve stfedni ¢asti svych diafyz.

Diskuse: Je tfeba vzit vavahu fakt, ze vrstva kompakty, i kdyz je
dostate¢né robustni a tak makroskopicky vhodna pro umisténi testovaného
zafizeni, neni u mladych prasat ve véku 6 — 7 mésicii tvofena zcela
»dospélou® sekundarni piestavénou kostni tkani. Klasickda ucebnicova
stavba kostni tkané tedy vrstva zevnich plastovych lamel, homogenni
vrstva longitudinalnich Haversovych systémi a vrstva vnitinich plastovych
lamel, nebyla u studovanych kosti vyvinuta v zadné ¢asti. Kompakta byla
vétSinou rozdélena na dve vrstvy a to na tzv. periostalni vrstvu s osteony
orientovanymi cirkularné, plexiformné ¢i Sikmo a vnitini endostalni vrstvu
s osteony longitudinalnimi (obr. 3).

Zavér: Zavérem lze fici, Ze pozadované tloustky dosahuje jen sténa
diafyzy humeru ve stfedni a distalni ¢asti (urovenn B a C), diafyza femuru
ve stiedni ¢asti (urovenn B) a v proximalni ¢asti jen v kranialnim useku.
V piipadé radiu je vhodny pouze medialni tisek jeho proximalni Casti
(Groven A) a useky lateralni a kaudalni ve stiedni casti diafyzy (iroven B).
Pti vyuziti tibie je dostate¢né robustni cela stiedni Cast jeji diafyzy (Groven
B) a v distalni ¢asti (aroven C) jsou vhodné jen tiseky lateralni a medialni.
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Mikroskopickou studii bylo zjisténo, Ze kompakta diafyz vSech kosti zvitat
ve véku 6-7 mésict vykazuje znamky mladé, rostouci a vyvijejici se kosti.

Obr. 3: Kostni vybrus, zvétseni 40x.

Literatura:

(1) Driesch A. 1976: Measurement of animal bones, 137 stran, (2) Maat G.
J. R. et al. 2001: Internat J Osteoarcheol 11: 366-374, (3) Volf J. et al.
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FEMUR PSA - KLINICKY VYZNAMNE
MORFOLOGICKE ASPEKTY

Cihlafova L., Pyszko M., Paral V.
Ustav anatomie, histologie a embryologie, FVL VFU Brno

Uvod: Je obecné znamo, Ze jedny z nejéast&jsich problémi tykajicich se
psiho skeletu, jsou nemoci a poruchy vyvoje kycelniho kloubu, ktery se
sklada z acetabula a hlavice kosti stehenni. O vyznamu acetabula na rozvoji
dysplazie ¢i osteoartrozy tohoto kloubu existuje mnoho studii a odbornych
praci (1, 5), ale o vlivu hlavice kosti stehenni na rozvoji téchto patologii se
vi velmi malo.

Cile: Cilem naSi prace proto bylo posoudit klinickou vyznamnost
nekterych vybranych struktur na proximalnim konci femuru psa. Pozornost
byla zaméfena zejména na tzv. ,kaudolateralni kurvilinearni osteofyt®
(CCO - Caudolateral Curviliner Osteophyte, obr. 1), ktery je v posledni
dobé casto diskutovanou strukturou a o jehoz vyznamu pii vzniku
degenerativnich kloubnich onemocnéni (DJD) je zatim polemizovano (2, 3,
4). Studovali jsme i vzidjemny vztah mezi vyskytem CCO a vybranymi
morfometrickymi charakteristikami (délky a thly, obr. 2), cetnost vyskytu
této struktury u rtiznych plemen psi, vékovych kategorii a pohlavi. Také
jsme porovnavali nalezy CCO na RTG snimcich a na zkoumanych kostech,
abychom ovéfili spolehlivost rentgenodiagnostiky.

Obr. 1: CCO na femuru.
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Material a metody: Do studie bylo zahrnuto celkem 63 pst z 27 rliznych
plemen tak, aby byla zajiSténa statisticky vyznamna variabilita vysledka.
Rovnéz zastoupeni obou pohlavi a vékovych skupin bylo rtznorodé,
abychom se vyhnuli ptipadnym chybam zptisobenym nedostatecné pestrym
souborem studovanych jedinct. K dosazeni vytyCenych cilit byly pouzity
metody makroskopické (méteni délek, hodnoceni pfitomnosti CCO a
hodnoceni artrotickych zmén), morfometrické (méteni thld) a hodnoceni
RTG snimkd.

Vysledky: Odpoveédét na otazku ,,zda se jedna o strukturu fyziologickou ¢i
patologickou se nam bohuzel nepovedlo, nebot’ i v této praci bylo
prokazano, ze se CCO nachdzi jak v kloubech patologicky zménénych, tak i
naprosto zdravych. Zjistili jsme také, ze velikost studovanych uhlu alfa,
beta a gama, tedy vzajemné vztahy mezi dlouhou osou femuru, funkéni
osou femuru a dlouhou osou kr¢ku studované kosti, nejsou v zaddném
vztahu k vyskytu CCO. Pfi ovéfovani spolehlivosti rentgenodiagnostiky
pro prukaz ptitomnosti CCO bylo zjisténo, ze jen 29 % piipadi CCO bylo
rentgenologicky prokazatelnych. Nejspolehlivéj§i prokazatelnost tohoto
osteofytu pfitom byla na kostech s vysokym stupném artrotickych zmén.

Obr. 2: Morfometrie femuru.
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Zavér: 1) Vztah mezi CCO a DJD neni jednozna¢ny. U kloubd
s artrotickymi zménami bylo CCO vZdy, u kloubl zdravych jen v 59 %
ptipadid. 2) Souvislost mezi CCO a méfenymi délkami a uhly se
neprokazala. 3) CCO nalezen u 26 plemen z 27 studovanych. 4) Vyskyt
CCO je napii¢ ve€kovymi kategoriemi i pohlavni pfislusnosti. 5)
Prokazatelnost CCO na RTG snimcich je jen 29 %.

Literatura:
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DETEKCE MUTACI FIBRILLINU 1 U PSU
S AORTALNI RUPTUROU A PODEZRENIM NA MARFANUV
SYNDROM

Bozenkova E.}, Fictum P.2, Buchtova M.*®

YWstav zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, V.V.i.,’ Brno, *Ustav
patologické morfologie a parazitologie, FVL VFU Brno, *Ustav anatomie,
histologie a embryologie, FVL VFU Brno

Uvod: Marfaniv syndrom (MFS) je autozomélné dominantng dédi¢na
choroba z heterogenni skupiny vrozenych onemocnéni pojivové tkané.
Pfi¢innou jsou mutace genu pro fibrillin 1(FBN-1) lokalizovaného u
¢lovéka na chromozomu 15 (1), popf. mutace geni TGFBR 1 a TGFpR 2
na chromozomu 9 (2). Frekvence vyskytu tohoto syndromu je cca 1/10 -20
tisic porodd. U 45 % pacientil je pozitivni rodinnd anamnéza, u 25-30 %
z nich vznikaji nové nezdédéné mutace. Lidé trpici MFS maji poruchy
zejména kosterniho, svalového a kardiovaskularniho systému. Z hlavnich
symptomii mtzeme jmenovat deformace kosti, dislokaci o¢ni Cocky,
poruchy srde¢nich chlopni, aneurysma a rupturu aorty. V literatuie bylo
zaznamenano pouze n€kolik ojedinélych kazuistik, které popisuji obdobny
nalez u pst. Etiologie této nemoci u pst vSak nebyla dosud zjisténa.
Z tohoto divodu jsme se rozhodli pokracovat v analyze vzorkl s cilem
prokazat ¢i vyvratit moznou souvislost postizeni u psu s vyskytem mutaci
FBN-1, jakozto prokazatelného etiologického faktoru tohoto onemocnéni u
Cloveka. Fibriliin 1 je u pst lokalizovan na chromozomu 30 a obsahuje
celkem 30 exonil (obr. 1).

I ——siReverse strand 128.78 Kb I

Obr. 1: Gen FBN-1 u psu (www.ensembl.org).

Cile: Cilem projektu je pomoci metody scanningu analyzovat pfitomnost
mutaci ¢i polymorfisml v genu FBN-1 porovnanim nélezi od postizenych
pst se zdravymi kontrolami.
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Material a metody: Na Ustavu patologické morfologie a parazitologie
VFU Brno byla provedena pitva dvou §ténat uhynulych ve staii Sesti tydnu.
Pro prvni analyzu byly odebrany tkané ze 14 zdravych kontrol a 2
uhynulych probandd s podezienim na MFS. Vzorky aorty byly fixovany,
zality do parafinu a barveny hematoxylinem-eosinem a orceinem pro
analyzu uspofadani elastickych vlaken. Dale byly odebrany a zmrazeny
vzorky svaloviny pro izolaci DNA a naslednou PCR.

Vysledky: Pii patomorfologické i histopatologické analyze byly zjistény
symptomy vykazujici znacnou podobnost s MFS znamym u lidi, jehoz
vyskyt byl prokazan i u skotu (obr. 2).

Obr. 3: Barveni orceinem. A - aorta zdravého psa, B - strukturdlni
abnormality ve strukture elastickych vidken ve sténé aorty nemocného psa.
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Diskuse: Do soucasné chvile byla provedena analyza prvnich 15 exont.
V oblasti exonu 2 byly zjistény u jednoho z postizenych pst dvé sekvenéni
zmény, a to T/A a G/A. Analyza sekvencnich kfivek ukazala moznost
vyskytu heterozygocie. Dalsi sekvenéni zména T/C byla zjisténa u jedné ze
zdravych kontrol v oblasti exonu 7. Sekvencni kiivka v této oblasti ukézala
rovnéz na mozny vyskyt heterozygocie a tedy i moznou pfirozenou
variabilitu v psi populaci. Ve vsech trech ptipadech se jedna o zmény, pii
nichz dochazi k zatazeni jiné aminokyseliny do polypeptidického fetézce.
Tyto nélezy je nezbytné potvrdit sekvenci s vyuzitim druhostrannych
primert.

) ) SEEEEEE—
T/A
Jeden z probandii s {kys.glutamova/valin)
podezienim na MFS Exon 2 G/A
{prolin/leucin})
— -—
 SEEEEE— e —_—
Jedna ze zdravych T/C
kontrol Exon7 {izoleucin/valin)
—_— — -

Zavér: V soucasné dobé probihd analyza nasledujicich exonti 16-30 a
navysSeni poctu kontrol pro zjisténi pripadné variability v populaci psu.
Rovnéz se snazime ziskat vzorky tkané ¢i krve od arabskych chrtt sloughi,
aby mezi zdravé kontroly byly zafazeny vzorky stejné rasy, jaké byli
probandi s podezienim na MFS.

Podékovani: MVDr. Michalu Kyllarovi, Ph.D. za poskytnuti materialu a
JCMM za financni podporu tohoto vyzkumu.

Literatura:
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1992: J Med Genet 29: 75-80
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NEBEZPECI BABESIOZY V CESKE REPUBLICE
Konvalinova J .1, Svobodova V.2, Svoboda M.}

Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno, 2Ustav patologické
morfologie a parazitologie, FVL VFU Brno

Uvod: Babesioza psti  je protozoarni onemocnéni zpiisobené
intraerytrocytarnimi parazity rodu Babesia. Jedna se o celosvétoveé
roz$itené onemocnéni postihujici rGzné druhy domaécich i volné€ Zijicich
Vektorem je klisté Dermacentor reticulatus (1,2). Vyskyt tohoto klistéte je
v Ceské republice omezen pouze na oblast v povodi fek Moravy a Dyje na
Bteclavsku a Hodoninsku (3). Aktivita dospélcti ma 2 vrcholy. Prvni je na
jafe od konce tnora do dubna. Druhy pak na podzim v zafi. V Ceské
republice zatim nebyl zaznamenan autochtonni vyskyt psi babesidzy (4).
Prvni importovana infekce byla popsana v roce 1992 (5). Dynamika Siteni
psi babesiozy v Evropé zaznamenala v poslednich letech vyraznych zmén.
Toto onemocnéni se Sifi na Uzemi Némecka, Rakouska, Svycarska,
Madarska a Polska. (6,7,8,9). Babesioza predstavuje zavazné onemocnéni
pst. Klinické piiznaky mohou byt velmi rozmanité a pribéh onemocnéni
od mirného az po perakutni s thynem do 2 dnti. V navaznosti na infekci se
objevuje protilatkova odpovéd. Neni vSak veétSinou dostatecné silna
Kk tomu, aby doslo k uplné likvidaci babesiii v organismu a tak se zvirata
stavaji chronickymi nosici infekce (10). Protilatky se obvykle objevuji za 8
- 10 dni po infekci. Hladina protilatek se snizuje asi za 3 - 5 mésict po
infekcei. Psi jsou prumérné chranéni asi 5 - 8 mésicti po prodélané infekci
proti reinfekci stejnym druhem babesii.

Cile: Cilem nasi prace bylo vysetfit skupinu pst z lokality, kde Ize
piedpokladat prvni moZnost objeveni se infekce B. canis.

Material a metody: Od biezna do listopadu 2010 bylo vysetfeno celkem
68 vzorkll krve od 41 pst 11 plemen. V souboru bylo 22 pstu a 19 fen ve
véku od 1 do 12 let. VSichni psi pochdzeli z okresu Breclav a byli klinicky
zdravi. Nékterym psum byla krev odebirana opakované. Vzorky plné krve
byly vySetfeny metodou PCR. DNA byla ze vzorki extrahovana
komerénim  kitem QIAGEN NucleoSpin Blood (Machery-Nagel,
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Germany). Vzorky DNA byly vysetfeny pomoci primeru: forward TB-F
(5"-CTTCAGCACCTTGAGAGAAAT-3") reverse TB-R (5'-
TCDATCCCCRWCACGATGCRBAC-3"). Amplifikace: 5 min pti 94 °C,
39 cyklu, kazdy 94 °C po dobu 45 s, 62 °C po dobu 30 s a 72 °C po dobu
45 s, se zaveéreCnou extensni periodou 10 min pii 72 °C. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA izolovand od pacienta s prokazanou
importovanou infekci B. canis, pacienta nasi kliniky. K detekci
specifickych 1gG protilatek proti Babesia canis metodou nepiimé
imunofluorescence byl pouzit komeréni set Babesia canis IFA IgG
Antibody Kit (Fuller Laboratories Fullerton, California, USA).

Vysledky: Bylo vySetieno 68 vzorkli krve psii metodou PCR. Ani
v jednom z vySetfovanych vzorkii nebyla zachycena DNA B. canis.
Specifické protilatky byly detekovany u 5 psi (12,2 %). Sérologické
vySetfeni provedené metodou nepiimé imunofluorescence prokdzalo 6
pozitivnich vzorkt séra. Titr se pohyboval v rozmezi od 50 do 200. Jeden
pes byl pozitivni ve dvou odbérech vrozmezi 3 meésici. Nejvice
pozitivnich vysledktl bylo zjisténo v odbérech v mésici Cervnu. Vysledky
jsou zpracovany v tabulce 1.

Tabulka 1: Titry specifickych protilatek proti Babesia canis u pozitivnich
psit (n=5).

. | Stari Titr specifickych protilatek
Plemeno Pohlavi (roky) | Brezen Duben Cerven
Jezevcik pes 3 50 NT 50
Jagteriér fena 11 Negativni | 100 NT
Némecky ovéak | pes 5 Negativni | Negativni | 50
Jezevcéik pes 8 Negativni | NT 50
Sibirsky husky pes 8 NT NT 200

NT- netestovano

Diskuse: Na nasi klinice se setkavame s klinickymi ptipady babesiozy stale
Castéji. Zatim se vzdy jednalo o importovanou infekci, nejcastéji ze
Slovenska. Autochtonni infekce nebyla zatim v Ceské republice
zaznamenana. V na$i praci jsme vySetfili skupinu pst, kterd pochazi
z lokality vyskytu D. reticulatus. Zaroven se jednalo o skupinu psu, ktefi
se ¢asto pohybuji ve volné pfirod¢ a maji tak vétsi pravdépodobnost styku
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s klistaty. Zadny z vySetfovanych psti béhem svého Zivota neopustil uzemi
Ceské republiky. V krvi sledovanych psti se nam nepodafilo prokazat
pomoci PCR vysetfeni piitomnost babesii. Tento vysledek svédci o tom, ze
zde parazit nebyl pfitomen nebo byla jeho DNA v tak malém mnozstvi, Ze
se ndmi pouzitou metodou tuto DNA nepodafilo prokazat. Sérologické
vySetfeni prokéazalo u péti vySetfenych psi pfitomnost protilatek proti B.
canis. U jednoho z téchto pst byl pozitivni titr zjistén opakované po 3
meésicich (bfezen a Cerven, v obou pifipadech titr 50). V mésici dubnu byl
jeden pozitivni zachyt s titrem 100. Nejvice pozitivnich zachytt (4) bylo
v mesici Cervnu. V tomto mésici byl také prokazan nejvyssi zjistény titr
(200). Aktivita D. reticulatus na jafe ptripada na mésic biezen, druhy
vzestup je koncem léta. Protilatky se zacinaji tvofit za 1 - 2 tydny po
kontaktu s infekénim agens. Nami zjisténé vysledky svédéi o
pravdépodobném kontaktu vySetfovanych pst s parazitem. Pokud by byla
infek¢éni davka nizka, mohlo dojit pouze k protilatkové odpovédi, ale ne
K propuknuti onemocnéni. V tomto ptipadé by i DNA parazita mohla byt
ve vySetfenych vzorcich pod hladinou detekce nebo byl parazit eliminovan.

Zavér: Ceska republika ma v soucasné dobé ohledné vyskytu babesidzy ve
srovnani s ostatnimi sousednimi staty vyjimecné postaveni. V okolnich
statech dochazi k rozsifovani arealu vektora a zaroven Stim i k Sifeni
babesiozy. Na nasem uzemi nebyl jest€¢ autochtonni klinicky piipad
babesiozy potvrzen. V roce 2011 jsme v nasi praci detekovali specifické
protilatky u 5 (12,2 %) vysetfenych pst. I kdyZ jsme pfimym prikazem
PCR babesie nezachytili, vysledky nasi prace naznacuji, Ze se neda vyloucit
ptitomnost B. canis na nasem tzemi.

Literatura:

(1) Boozer A.L., Macintire D.K. 2003: Vet Clin Small Anim 33: 885-904,
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J. Arthropod-borne infectious disease of the dog and cat. London; Manson
Publishing Ltd.: 120-133, (3) Kubelova M., Siroky P. 2010: Veterinaistvi
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79, (5) Kucera J. 1992: Veterinafstvi 42: 371-373 (6) Foldvari G., Farkas
R. 2005: Vet Parasitol 129: 125-131, (7) Zygner W., Wedrychowicz H.
2006: Ann Agric Environ Med 13: 355-359, (8) Zygner W. et al. 2008: Vet
Parasitol 153: 139-142, (9) Hornok S., Farkas R. 2009: Med Vet Entomol
23: 41-46., (10) Vercammen F. et al. 1997: Vet Parasitol 68: 51-55
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PRIPAD AVIARNI TUBERKULOZY U SUPA KRAHUJOVEHO
(Gyps ruppellii)

Frgelecova L.}, Skori¢ M.}, Fictum P.*, Kii7 P.2, Slan4 1.2, Kaevska M.%,
Pavlik 1.2

YUstav patologické morfologie a parazitologie, FVL VFU Brno, 2Vyzkumny
ustav veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Brno

Uvod: Aviarni tuberkuléza je vyznamné infekéni onemocnéni, které
postihuje nejen domaci, ale i voln€ Zijici a exotické druhy ptakd. Rizni
autofi udavaji, ze aviarni tuberkul6za miize byt u dravct pfi¢inou thynu v 1
— 30 %. Vyssi pocty diagnostikovanych piipadd se vyskytuji u ptaka
zijicich v zoologickych zahradach. V nasem pfipadé se jednalo o volné
Zijici samici supa krahujového (Gyps ruppellii), neznamého véku, ktera
byla odchycena v roce 2007 v Jizni Africe a prodana do zoologické zahrady
v Ceské republice, kde Zila dva roky, az do svého thynu v fijnu 2009.
Viijnu 2009 byla samice supa piedvedena s klinickymi pfiznaky
nekoordinovanych pohybti, slabosti a kachexii. Opeteni kolem kloakalniho
otvoru bylo potfisnéno trusem. Po klinickém vySetfeni byl sup lécen
systémovymi antibiotiky s intramuskularni aplikaci a byla zavedena sonda
do volete, kterou byla podavana potrava tvofend syrovym masem a vejci.
Prestoze byla nasazena terapie, pacient do druhého dne uhynul. Kadaver

byl zaslan na VFU Brno na nekroptické a eventualni dalsi vysetfeni.
Cile: Cilem bylo zjistit pfi¢inu thynu samice supa krahujového.

Material a metody: Bylo provedeno patomorfologické vysetieni. Vzorky
tkani (srdce, trachea, plice, jatra, ledviny, slezina, zaludek, stfeva a mozek)
byly odebrany na histopatologické vySetieni. Vzorky tkani byly fixovany v
10% formalinu, odvodnény a vlozeny do parafinu. Nasledné byly krajeny
na tloustku 4 um a obarveny hematoxylin-eosinem (HE) a specidlnim
barvenim pro detekci mykobakterii Ziehl-Neelsenem (ZN). Dale byly
vzorky jater odebrany ke kultivaci a na vySetfeni kvantitativni Real — time
PCR.

Vysledky: Nekroptickym vySetfenim byla zjisténa kachexie a dehydratace
— vyrazn€ prominujici prsni kost a zapadlé oba o¢ni bulby v orbité. Nalezen
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byl mirny edém podkoZi ve ventralni ¢asti téla v oblasti kloaky. Slezina
byla vyrazné zvétSend a deformovéna ptitomnosti tuhych mnohocetnych
nodulii bélavé az zluté barvy, velikosti v priméru 0,1 — 1,5 cm. Noduly
Casto splyvaly a u nékterych byla patrna centralné nekroticka tkan (obr. 1).
Jatra byla difuzné zvétSena, s oblymi okraji a v parenchymu byly patrny
bélavé multipni noduly (obr. 1). Dale byla pozorovana hyperemie sleziny,
jater, ledvin a plic a dilatace pravé komory srdeCni. V télni dutin€, zejména
mezi stfevnimi klickami, byl fibrindzni exsudat, ktery tvofil i adheze na
seroze stiev. Histopatologické vySetfeni sleziny ukazalo multipni loZiska
granulomatozniho zanétu. Nékteré mensi granulomy byly tvofeny jen
epiteloidnimi makrofagy. Nekolik vétSich granulomii mélo v centru
kasedzni nekrozu obklopenou palisddovité usporfadanymi epiteloidnimi
makrofagy a mnohojadernymi obrovskymi buikami Langhansova typu.
Lem téchto granulomt tvofilo riizné mnozstvi lymfocytt a plazmatickych
bunék (obr. 2). Histopatologickym vySetfenim jater byly prokazany drobné,
mnohocetné diseminované granulomy, tvofené pfedevSim z epiteloidnich
makrofagl a men§im mnozstvim lymfocyt. V nékterych granulomech byla
patrna centralni kasedzni nekréza. Barveni ZN v histopatologickych fezech
jater a sleziny odhalilo vysoky pocet kratkych tyCinek lokalizovanych
centralné uvniti kasedzni nekrézy granulomu a také na periferii 1éze.
Tyc¢inky byly lokalizovany volné v nekrotické mase a také v cytoplasmé
makrofagi (obr. 2). VySetfeni Real-time PCR pro detekci mykobakterii
bylo pozitivni.

Obr. 1: Slezina; sup - multipni béelave granulomy patrné na rezné plose
(vlevo), jatra; sup - multipni miliarni, granulomy v parenchymu (vpravo).
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Obr. 2: Slezina; sup - granulom s centrdlni nekrozou obklopeny
epiteloidnimi makrofagy a na periferii lymfocyty (vlevo), slezina, sup -
mykobakterie v granulomu (vpravo), ZN, 200x, HE, 400x.

Diskuse: Tuberkuloza je béznou pfi¢inou thynu u dravci. Mrchozrouti
jsou ale pfirozené rezistentni k mykobakteridlnim infekcim, proto se na
vzniku infekce mohl podilet napf. vysoky ve€k zvifete souvisejici s
oslabenim imunity nebo jinou konkuretni infekci. Patoanatomické zmény a
vyskyt 1ézi vyvolanych mykobakterialni infekci zavisi od druhu ptaciho
druhu. U vétSiny piipadi aviarni tuberkuldzy se patologické 1éze prezentuji
diseminovanou formou ve visceralnich organech, zejména v jatrech a ve
slezin€. Granulomy ve stfev€ a parenchymatdznich organech jsou typické
pfi mykobakteridlni infekci u dravcl. Aviarni tuberkuléza ma velky
zoonoticky potencial, zvlasté u pacienti postizenych HIV / AIDS. Klinicka
diagnostika u dravct je ztizena nevyraznymi nebo chybéjicimi klinickymi
pfiznaky a 1écba je <casto nelspéSnd. Histopatologické vySetfeni
postizenych organt, kultivace a Real — time PCR jsou spolehlivé metody
k stanoveni diagnozy post mortem.

Zavér: U samice supa byla ze vzorkd jater a sleziny kultivaci a PCR
vySetfenim prokazana infekce Mycobacterium avium subsp. avium.

Literatura:
Souvisejici literatura k dispozici u autort.
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PRIPAD KUTANNI MASTOCYTOZY U PSA PLEMENE SARPEJ
Pavlicova K.}, Fictum P.}, Kruzikova N.?

YUstav patologické morfologie a parazitologie, FVL FVU Brno, *Klinika
chorob psut a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: Mastocytéza je obecny termin pouzivany pro popis riiznorodé
skupiny reaktivnich nebo nadorovych onemocnéni charakteristickych
akumulaci mastocytl ve tkanich (1). Neoplastické mastocytdozy nemaji
znamou etiologii a predstavuji jednu =z nejcastéjSich  kutannich
neoplastickych proliferaci u psit (2,3) Primarni kutdnni mucindza je
charakterizovana nadmérnym hromadénim mucinéznich latek v dermis. Je
to vzacné degenerativni onemocnéni kiize u pst, s vyjimkou plemene Sarpej

(4).

Cile: Cilem vyseteni bylo zjistit diagnézu tumoru na LPK a jeho dalsi
progndzu pro pacienta.

Material a metody: Pacientem byl pes, kastrat, plemene Sarpej priblizné
ve véku 9 let. Biopsie se odebirala z kiize LPK a to z difuznich, vakovitych
koznich zmén. Druhy odbér byl proveden po aplikaci kortikoidii
(prednisonu) za 2 mesice - Z kozniho nodulu a kiize na LPK. Tyto biopsie
se zpracovaly klasickou metodou zaliti do parafinovych blockt a nasledné
se fezy barvily metodou hematoxylin-eosin a specifickym barvenim dle
Giemsy.

Vysledky: Histopatologickym vySetfenim dvou vzorkdl (prvni biopsie)
ktze z LPK se diagnostikovala vyrazna akumulace bezstrukturni bazofilni
substance mezi kolagennimi vlakny v dermis (vyrazna difuzni kozni
mucindza). Dale v dermis byla zjisténa vyrazna difuzni infiltrace dobte
diferencovanych mastocytl. Jednalo se o mitoticky inaktivni populaci.
Histopatologickym vySetfenim vzorku znodulu na LPK (druha biopsie)
byla klasifikovana 1éze jako mastocytom grade I-II (mirné az stfedné
pleomorfni populace). Tato populace byla opét mitoticky inaktivni. Dale
zjisténo loziskové rozvolnéni kolagennich vldken (mirna fokalni kozni
mucindza).
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Obr. 1: Lokalita pro biopticky odber (vlevo)(foto N. Kruzikova),
mastocytoza — barveni hematoxylin-eosin (vpravo).

Obr. 2: Mastocytoza — barveni dle Giemsy — Romanowskyho.

Diskuse: Pokud pacient s mucinézou nereaguje na lébu, mél by byt
vySetfovan dalSimi diagnostickymi metodami (cytologie, histopatologie),
kvtili moznosti koexistenci mastocytozy (2) Z ditvodu difuzniho charakteru
léze (prvni biopsie) a predispozici Sarpeju, se diagnostikovala kozni
mastocytéza v terénu vyrazné kozni mucindzy. Vzhledem k nodularnimu
charakteru 1éze, se ve vySetfovanych fezech kozniho bioptatu (druha
biopsie) diagnostikoval mastocytom grade I-1l. V pfipadé popsanych
nalezi z prvniho odbéru pred podanim kortikoidi se miize jednat o
souvislost z piedchozi diagnézou kozni mastocytdézy. V piipadé vyrazné
kozni mucinézy se po 2 mésicich po podavani kortikoidli diagnostikovala
jiz mirna fokalni kozni mucinoza.

Zavér: Mastocytom je jedno z nejcastéjSich neoplastickych onemocnéni u
pst, na rozdil od mastocytozy, ktera byva diagnostikovana vzacné (4). Je
uvadéno, ze koncetiny, tfiselna a perianalni oblast jsou predisponovanymi
lokalitami pro mastocytomy s horSimi biologickymi vlastnostmi u
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nekterych plemen pst, vcetné plemene Sarpej, coz se ukazalo i v tomto
pripadé (5).

Literatura:

(1) O'Keefe D.A. et al. 1987: Vet Int Med 1: 75-80, (2)Yager J.A., Wilcock
B.P. 1994: Surgical Pathology of the Dog and Cat. Dermatopathology and
Skin Tumors. London: Mosby, 30-38, (3) Davis B.J. et al. 1992: Vet Pathol
29: 363-365, (4) Gross T.L. et al. 1992: Veterinary dermatopathology: A
macroscopic and microscopic evaluation of canine and feline skin diseases.
Toronto: Mosby, 1992: 228-229, (5) Miller D.M. 1995: J Vet Diagn Invest
7: 360-363
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PROGNOSTICKE MARKERY U MASTOCYTOMU PSU
Kruzikova N.
Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: Mastocytomy tvoii az 21 % vsech koznich neoplazii pst (1). Podle
Patnaika et al. (1984) se mastocytomy déli na dobfe, stiedné a malo
diferencované. Dobfe diferencované mastocytomy lze oznacit jako
prognosticky nejpfiznivejsi, naopak u malo diferencovanych je progndza
nejmén¢ prizniva a jejich vyskyt je Casto spojen s recidivou a tvorbou
metastaz (2,3). VEétSina mastocytomu je fazena mezi stfedné diferencované,
kdy lze jen tézko ptedpokladat vyvoj onemocnéni. Z toho divodu byla
sledovana tfada markerd, které by umoznily vysloveni pfesnéjsi prognozy,
pravdépodobnost recidiv a vznik metastaz. Stanoveni mitotického indexu
spoc¢iva ve sledovani poctu mitotickych figur v histologickych fezech.
Udava miru bunécné proliferace, ktera je sledovana v 10-ti zornych polich.
Je prokazano, ze pocet mitdz vétsi nez 5 je spojen s krat$i dobou prezivani,
Castéjsi recidivou a tvorbou metastaz. Jako dalsi prognosticky faktor 1ze
vyuzit PCNA (proliferating cell nuclear antigen). Nejvice je PCNA
buitkami exprimovano v S-fazi bunééného cyklu, béhem syntézy DNA (4).
AgNORs (argyrophilic nucleolar organizer regions) jsou jaderné
substruktury zapojené do ribosomalni RNA transkripce. Mnozstvi AgNORs
v jadru koreluje se stupném bunécné proliferace a rychlosti nddorového
rastu in vivo (5). Za prognosticky nejvyznamnéjsi je povazovan nuklearni
protein Ki-67, ktery je exprimovan vSemi proliferujicimi bunkami.
Proliferacni index >23 je spojen s agresivngjsi povahou nadoru, s CastejSimi
recidivami a krat§i dobou pfeziti (3). V poslednich letech byl zkouman
mozny geneticky podklad vzniku mastocytomli a bylo prokazano, ze
mutace genu c-kit hraje roli pfi vzniku mastocytomi. Jednd se o proto-
onkogen, ktery kdduje transmembranovy protein fazeny mezi receptorové
tyrosinkinazy (6). Pfitomnost mutace na exonu juxtamembranové domény
tohoto proto-onkogenu je spojena s vySSim histologickym stupném
malignity a kratS$i dobou pteziti pst (7). Zjisténi, Ze maligni transformace
mastocytl je vyvolana na zaklad¢é genetické mutace, mize byt vyuzito i ke
zvoleni vhodné adjuvantni terapie. Ta je zaloZena na vyuziti molekularnich
inhibitorti plisobicich na receptorové tyrosinkindzy mastocytomt s mutaci
c-kit.
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Cile: Komplexni stanoveni prognostickych markeri u mastocytomil
umozni presné&jsi vysloveni prognézy a zvoleni vhodné adjuvantni terapie.
Predpokladame nalez mutace proto-onkogenu c-kit u mastocytomi s
vy$$im histologickym stupném malignity.

Material a metody: Predmétem analyzy jsou vzorky nadorové tkané psi
s mastocytomem. V prvni fadé je provedeno cytologické vysetieni vzorku
nadorové tkan€. Pti histopatologickém vysSetfeni je uren stupeni malignity
dle Patnaika et al. (1984). Ze vzorku je dale izolovana RNA, pomoci RT-
PCR je ziskana cDNA. Jednotlivé pozadované tuseky jsou amplifikovany a
nasledné sekvenovany. Vysledné sekvence jsou porovnany s publikovanou
referencni sekvenci (Letard et al. 2008). VySetrovany jsou kédujici useky s
popsanym vyskytem mutaci, tzv. hot spots. Jedna se o exony 8, 9, 10, 11,
12,13,17,18 a 19.

Vysledky: Vzorek €. 1: pes, samice nekastrovana, anglicky bulteriér, stari 7
let, utvar velikosti 4x4 cm na kaudalni ploSe stehna pravé panevni
konéetiny. Histopatologické vySetfeni: mastocytom grade Il. Pfitomnost c-
kit mutace nebyla prokazana. Vzorek ¢. 2: pes, samec nekastrovany, zlaty
retrivr, stafi 8 mésict, Gtvar velikosti 2x2 ¢cm na lateralni plose stehna pravé
panevni konletiny. Histopatologické vySetfeni: mastocytom grade II.
Piitomnost c-kit mutace nebyla prokazana. Vzorek ¢&. 3: pes, samice
kastrovand, kiizenec, stati 10 let, utvar velikosti 5x3 cm lokalizovany v
podkozi  voblasti  vnitintho stehna levé panevni  koncetiny.
Histopatologické vySetfeni: mastocytom grade II-11l. Ptitomnost c-kit
mutace nebyla prokazana. Vzorek €. 4.: pes, samice nekastrovand, bernsky
salasnicky pes, stafi 5 let, utvar velikosti 3x4 cm v oblasti tarsu pravé
panevni konletiny. Histopatologické vySetfeni: mastocytom grade II.
Ptitomnost c-kit mutace nebyla prokazana.

Diskuse: KIT gen kéduje transmembranovy typ III tyrosinkinazy, coz je
receptor pro rustovy bunéény faktor (stem cell factor, SCF). Tento protein
se sklada z extracelularni casti slozené z péti imunoglobulinovych domén
(k6dované na exonu 1-9) a transmembranové domény (exon 10), a dale z
intracelularni ¢asti (exon 11-21). Ta je dale rozdélena na cytoplazmatickou
tyrosinkinazovou doménu (exon 13) a fosfotransferazové domény (exon
17). Letard et al. (2008) sledoval vyskyt c-kit mutaci u 191 psi
s mastocytomem. Pfitomnost mutace byla potvrzena u 26,2 % psi. Nejvice
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mutaci bylo zji$téno na exonu 11, vétSinou se jednalo o interni tandemovou
duplikaci mezi rezidui 571 a 590. Byly nalezeny 2 hot spots mutace na
kodonech 555-559 a 571-590. Dale pak byly zjistény mutace na exonu 8 a
9 a velmi ojedinéle i na exonu 17. V nami vysetfovanych vzorcich byly
prokazany pouze polymorfismy KIT genu, mutace c-kit jako takova nebyla
u zadného z pacientii prokazana.

Tabulka 1: Polymorfismy genui identifikované u KIT genii u psi (Letard et
al. 2008

Kodon | Publiko- | Identifi- | Nomenklatura | Amino- Frekvence
vana kovana kyselinova | (n=191)
sekvence | sekvence alterace

G442D | GGT GAT €.1325G>Ap. | Gly442Asp | 100 %

T606T | ACC ACT c.1818C>T p. | Thr606Thr | 100 %

T669T | ACA ACT €.2007A>T p. | Thr669Thr | 100 %

T425T | ACG ACA c.1275G>Ap. | Thrd25Thr | 64 %

YS577Y | TAC TAT Cc.1731C>Tp. | Tyr577Tyr | 24%

K758K | AAG AAA €.2355G>Ap. | Lys785Lys | 18%

Zavér: Piitomnost c-kit mutace nebyla potvrzena u zadného ze Ctyf
vySetfovanych vzorkid. Na zaklad¢ téchto vysledkd bylo u vSech pacienti
provedeno pouze chirurgické odstranéni tumoru. Pouziti inhibitord
receptorovych tyrosinkindz neni pifi nepfitomnosti c-kit mutace
opodstatnéno.

Podékovani: Vzorky byly vysetieny ve spolupraci s laboratori Genomia
S.I.0.

Literatura:

(1) Welle M.M. et al. 2008: Vet Dermatol 19: 321-339, (2) Patnaik A.K. et
al. 1984: Vet Pathol 21: 469-474, (3) Webster J.D. et al. 2004: Vet Pathol
41: 371-377, (4) Romanski E.M. et al. 2007: Vet Pathol 44: 335-341,(5)
Webster J.D. et al. 2007: Vet Pathol 44: 298-308, (6) Zemkel D. et al.
2002: Vet Pathol 39: 529-53, (7) Webster J.D. et al. 2006: Neoplasia 8:
104-111
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SLEDOVANI VYBRANYCH PARAMETRU NESPECIFICKE
IMUNITY KOCEK VE VZTAHU K URCITYM ZOONOZAM
(LEPTOSPIROZA, BORRELIOZA)

Maskovéa D, Zakovska A, Dugkova M.}, Opatova P.!, Schanilec P.?,
Treml F.2

YOddéleni fyziologie a imunologie Zivocichii PFF MU Brno, Klinika
chorob psit a kocek, FVL VFU Brno, 3Ustav infekcnich  chorob
a epizootologie, FVL VFU Brno

Uvod: Kocka domaci vystupuje jiz po nékolik tisicileti jako vérny
malo prozkouman. Mezi vyznamné spirochetalni onemocnéni domacich
zvitat patfi lymeska borrelioza a leptospiréza. K hlavnim pienaSecim
lymeské borreliozy patii klistata nesouci patogenni agens Borrelia
burgdorferi sensu lato a jako rezervoar pro leptospiry (Leptospira
interrogans sensu lato) slouzi drobni hlodavci. Volné se pohybujici kocky
ptichazi s klistatyi drobnymi hlodavci Casto do styku. Jelikoz kocky ziji
v uzkém kontaktu slidmi, hrozi riziko pfenosu nemoci do lidského
prostiedi.

Cile: Cilem bylo ptispét k rozsiteni poznatkii o nespecifické imunité kocek
a reakci jejich mechanismii v souvislosti s onemocnénim lymeska
borrelidza a leptospiroza.

Material a metody: Kocic¢i krev, resp. sérum, bylo podrobeno analyze
chemiluminiscen¢ni, radialni difuzi v agar6ze, ELISA a mikroskopickému
aglutinacnimu testu. Jednotlivé vzorky byly rozdéleny do tifi soubort.
Koci¢i sérum dodané z veterinarni kliniky bylo zatazeno do souboru
Pacienti, krev z utulku obsahuje soubor Utulky a v poslednim souboru,
zvaném Odchyty, je zafazena krev ziskana od odchycenych kocek z ulice.

Vysledky: Dané soubory kocek byly mezi sebou porovnavany, zdali se lisi
ve vyskytu pozitivit. Vyskyt antiborreliovych protilatek IgM byl vyrazné
vys$§i v souboru Pacienti, coz mulZze souviset stim, Ze do ambulance
pfichazi majitelé se zvitaty v Casné fazi infekce, pro kterou je typicka
produkce IgM. ZvySenou hladinu IgM lze pozorovat po 2-4 tydnech,
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kdezto hladina IgG se zvysuje po 4-6 tydnech od zacatku infekce (1). Dalsi
vysvétleni mize spocivat ve zpisobu stanoveni téchto IgM, které diky své
nizsi specifit¢ a nizsi afinit¢ mohou do urCité miry reagovat se SirSim
spektrem antigen. Rovnéz na IgM maji vliv rizné nespecifické faktory
(2). Dale bylo zkoumano, zda maji zZivotni podminky kocky vliv na dané
parametry. Soubor Utulky vykazoval vy$si hladiny lyzozymu oproti
utulku, které je pro kocky nepfirozené. Velké mnozstvi kocek na jednom
misté je pro kotky stresujici a vhodné pro pienos infekce. Zadného
vyznamného rozdilu nebylo dosazeno pfi porovnavani jak spontanni, tak
aktivované chemiluminiscence. Predpoklad vSak byl, ze by
chemiluminiscence mohla byt odlisna v diisledku jiného zptisobu odbéru
krve u t&chto soubort (soubor Utulky byl odebiran bez anestezie).

Tabulka 1: Srovnani pozitivit na patogenni agens

Borrelie IgM (%) [Borrelie 1gG (%) [Leptospiry (%)
Pacienti 17,7 8,1 11,2
Utulky 48 9,5 9,5
Odchyty 10,3 5,2 10,3
Tabulka 2: Porovndni nespecifickych parametrii mezi soubory
Potet "Pr Amer Prumér [Priamér
¥ " Pocet (CL (CL aktiv.,
kocek (lyzozym v :
lV702vm il kocek CL [spont., RLU/min)
yzozym i RLU/min)
Pacienti 242 122,49 - - -
T(Itulky 34 169,29 41 4868 44719
Odchyty 52 129,62 55 5163 53273

Tabulka 3: Viiv pritomnosti antiborreliovych a antileptospirovych Ab na
lyzozym

Pozitivita Poset Pramér [Podet koéekIlPrﬁmér
kocek

Lyzozym Pacienti (ng/ml) |Utulky+Odchyty|(pg/ml)

Negativni 178 116,11 62 148,81
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IgM 40 138,30 8 139,13
IgG 16 124,69 5 160,40
Leptospiry| 20 149,75 9 157,22

Tabulka 4: Viiv pritomnosti antiborreliovych a antileptospirovych Ab
na produkci kyslikovych radikalit pri fagocytoze

Priamér rameér
(CL spont.)|(CL aktiv.)

Pozitivita [Pocet kocéek

£ [Utulky+Odehytyf o " sk 1 Urmiiny
Negativni 73 4755 | 50490
IgM 8 8772 | 68484
19G 7 6257 | 52676
Leptospiry 10 6509 38582

Diskuse: Vzhledem k tomu, ze podobna stanoveni koncentrace lysozymu a
chemiluminiscence v plné krvi nebyla dosud u kocek publikovana a nejsou
znamy ani referenéni hodnoty, nelze ziskané vysledky zhodnotit
odpovidajicim zptisobem. Co se tyce vlivu pfitomnosti antiborreliovych a
antileptospirovych protilatek na dané parametry, vyznamny vliv pozitivity
se projevil pouze v koncentraci lyzozymu v souboru Pacienti, a to
V pozitivité na antiborreliové protilatky IgM a antileptospirové protilatky,
které vykazovaly vyssi hodnoty lyzozymu.

Zavér: Rozdily v koncentraci lyzozymu byly zjistény u kocek Zzijicich v
utulku oproti kockam zijicich na wulici a kockam oSetfovanych na
veterinarni  klinice. Zadnych rozdili nebylo shledano v intenzité
chemiluminiscence. Pfitomnost specifickych protilatek proti B. burgdorferi
s. |. a proti L. interrogans s. 1. pravdépodobné nespecifické parametry
vyrazné neovliviiuje.

Literatura:

(1) Craft J.E. et al. 1984: Yale J Biol Med 57: 561-565, (2) Opatova P.
2010: Vybrané parametry specifické imunity kocky domaci (Felis catus f.
domestica) ve vztahu k infek¢nim spirochetalnim onemocnénim Lymeska
borrelidza a leptospiroza, PiF MU, Brmo
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INDICENCE KATARALNI HORECKY OVCI U VQLNE Z1JicicH
A FARMOVE CHOVANYCH PREZVYKAVCU V CESKE
REPUBLICE (2011-2012)

gperlové A, Zendulkova D.%, Rosenbergova K.}, Lamka J.2

YUstav infekcénich chorob a mikrobiologie, FVL VFU Brno, ’Katedra
farmakologie a toxikologie, FF v Hradci Krdlové, UK Praha

Uvod: Kataralni hore¢ka ovei (KHO) je infekéni nekontagiozni
onemocnéni domacich i volné zijicich prezvykavcl prendSené tipliky r.
Culicoides. Puvodcem onemocnéni je bluetongue virus (BTV) zr.
Orbivirus, ¢el. Reoviridae, jeZ zahrnuje 26 sérotypti (1). V CR byl BTV-8
poprvé zaznamenan v r. 2007 a do roku 2009 zde bylo zjisténo 25 piipadi
KHO uskotu a bylo vyhlaSeno 14 ohnisek. Diky povinné nouzové
vakcinaci domacich ptezvykavcii se nakazova situace na nasem Uzemi
konsolidovala a od 25. 11. 2011 je CR oficialné prosta KHO a vakcinace je
zde zakazana. Voln¢ Zijici prezvykavci vsak pochopitelné vakcinovani
nebyli, a mohou tudiz slouzit jako vhodna sentinelovad zvirata (3). Proto
jsme se zamg¢fili na tuto populaci zvirat.

Cile: Cilem studie bylo zjistit incidenci pfipadd KHO u volné Zijicich a
farmové chovanych ptezvykavcii v obdobi 2011-2012.

Materidal a metody: Od dubna 2011 do bfezna 2012 jsme ziskali 258
vzorki krevnich sér ¢i plné krve s EDTA od volné Zijicich a farmoveé
chovanych ptezvykavci (Tab. 1) z riiznych oblasti CR. Z plné krve byla
odstfedénim ziskana plazma. VSechny vzorky sér a plazmy byly vysetfeny
komerénim cELISA kitem (Bluetongue Competition, ID.Vet, Francie)
k prikazu skupinové-specifickych protilatek proti BTV. Vybrané vzorky
sér a plazmy byly navic vySetfeny komerénim edELISA kitem k detekci
casnych 1 pozdnich skupinové-specifickych protilatek proti BTV
(Bluetongue Early Detection, ID.Vet, Francie). Dvanact vybranych vzorka
plné krve muflond a daikt evropskych bylo vySetieno metodou RT-nested
PCR specifickou pro BTV-8.
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Tab. 1: Druhy a pocty vysetrovanych zvirat

Druh Pocet
Muflon (Ovis musimon) 135
Dan¢k evropsky (Dama dama) 45
Koza bezoarova (Capra aegagrus) 27
Sika Dybowského (Cervus nippon Dybowski) 25
Jelen lesni (Cervus elaphus) 12
Srnec obecny (Capreolus capreolus) 11
Jelen milu (Elaphurus davidianus) 2
Paovce hiivnata (Ammotragus lervia) 1

Vysledky: Ve 2 vzorcich byly zjistény specifické protilatky proti BTV, a to
v krevnim séru muflona zobor. chovu Podcejk, ktery byl pozitivni
v cELISA testu a negativni v edELISA testu, a v séru jednoletého muflona
z obor. chovu Zleby. Ve vzorku plazmy ziskané z plné krve odebrané od 2.
pozitivniho zvifete s dvoumeési¢nim odstupem protilatky prokazany nebyly.
V témze vzorku plné krve nebyla zjisténa ani pfitomnost RNA BTV-8.
Stejné tak nebyla zjisténa RNA BTV-8 ani ve zbyvajicich 11 vzorcich plné
krve.

Diskuse: Voln¢ Zijici ptezvykavci jsou vnimavi k infekci BTV a jsou jeho
potencialnim rezervoarem (3). V Evropé byla cirkulace BTV u volné
Zijicich piezvykavcl zjisténa v Némecku (4), Belgii (5), ve Spanélsku
(6,7,8) a ve Francii (9). Autofi piispévku se vyskytem KHO u volné
zijicich piezvykavcti v CR zabyvaji od r. 2008 a do r. 2011 byl z 594
vySetienych vzorkil zjistén 1 sérologicky pozitivni piipad. V obdobi
sledovani 2011-2012 byly zjistény dal$i nové piipady — 2 sérologicky
pozitivni vzorky. V prvnim ptipadé se jednalo o krevni sérum odebrané
od tiletého muflona z obor. chovu Podc¢ejk (okr. Mlada Boleslav). Tento
vzorek byl pozitivni v cELISA testu, avSak v edELISA testu byl negativni.
U edELISA testu je vysSi riziko faleSné negativnich vysledkd, pokud
k infekci doslo pred delsi dobou (10), coz by mohlo rozdilné vysledky obou
testd vysvétlit. AvSak vzhledem k tomu, Ze nebylo mozné ziskat od tohoto
zvitete i vzorek plné krve za Ucelem prikazu virové RNA, nemlzeme
posoudit, zda se jednalo o akutni ¢i star$i infekci. Druhy pozitivni vzorek
pochazel od jednoletého muflona z obor. chovu Zleby (okr. Kutna Hora).
Vzorek byl vSak (opakované) pozitivni pouze v edELISA testu, zatimco
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v CELISA testu byl negativni (jeho % kompetice bylo 40,7, pfiCemz
pozitivni jsou vzorky s % kompetice < 40 %), coz by mohlo signalizovat
casnou infekci. Vzorky odebrané s dvoumési¢nim odstupem vSak tuto
hypotézu nepotvrdily, nebot byly ziskany negativni vysledky
Vv sérologickém vysetieni i v RT-nested PCR. Protilatky proti BTV ovSem
obvykle pfetrvavaji dlouhodobé a BTV RNA mize byt vkrvi
detekovatelnd az 6 meésicit po infekci. Moznou infekei jinym sérotypem
jsme vylou€ili vzhledem k negativnim vysledkim plazmy z 2. odbéru
vobou ELISA testech, které jsou séroskupinové specifické. VySetfeni
plazmy a séra poskytuje v testech podobné vysledky (10).

Zavér: O vyuziti Bluetongue Early Detection ELISA testu u muflont
nejsou v odborné literatufe zadné udaje. Predpokladame vsak, Ze test je
dostate¢né spolehlivy i pro stanoveni specifickych protilatek u muflond.
Uvedeny test je totiz mj. urCeny pro sérologické vysetfeni ovci domacich
(Ovis aries), které jsou muflonim geneticky velmi ptibuzné. Rozpor ve
vysledcich vysetfeni vzorkli z prvniho a druhého odbéru si tak v tuto chvili
nedovedeme vysvétlit. CR je nyni jiz oficialné prosta KHO a plati zde
zakaz vakcinace proti této nakaze. Neni vSak vylouceno, Ze se mohou
objevit nové pripady KHO vyvolané rezidualnim BTV-8, ptipadne
introdukci jiného, dosud v CR nezaznamenaného sérotypu BTV. I nadale se
proto budeme vénovat sledovani vyskytu KHO v populacich volné Zijicich
a farmove chovanych prezvykavcu.

Pod&kovani: Dékujeme uzivateliim honiteb, SLS v Hranicich a prof. J.
Pikulovi. Prace vznikla za podpory Vyzkumného zaméru MSMT CR ¢.
6215712403.
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2009: Eur J Wildl Res 55: 173-178, (8) Garcia-Bocanegra I. et al. 2011:
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MONITORING PREVALENCE PATOGENU BORRELIA
BURGDORFERI SENSU LATO (BBSL) NA RUZNYCH
LOKALITACH SE ZAMERENIM NA KLISTATA (BRNO) A NA
VOLNE Z1JiCi HLODAVCE A JEJICH ROZTOCE (POODRI,
MORAVSKY KRAS)

Kucerova H., Zakovska A., Bartoitkova N., Rasovska T., Pise R.,
Vostal K., Norek A., Gallusova M.

Ustav Experimentdlni biologie PFF MU Brno

Uvod: Borrelia burgdorferi sensu lato je obecné oznageni pro skupinu 18
bakterialnich genomospecies rodu Borrelia, kde nékteré z druhl jsou
pivodci nemoci lymeska borelioza, resp. B. afzelii, B. garinii a B.
burgdorferi sensu stricto. Jako rezervoar bakterii vystupuji drobni savci a
ptaci, velmi dutleziti jsou zejména hlodavci. Hlavnim vektorem Bbsl jsou
klist'ata, zejména klistata rodu Ixodes (1). DNA Bbsl byla také zjisténa u
nekterych jinych krev sajicich ¢lenovcid, hlavné hmyzu (komari, v§i a
blechy). V této studii se zaméfujeme na mozny vyskyt Bbsl v hlodavcich,
na nich parazitujicich roztocich, vcetn¢ klistat. Jako zdroj studijniho
materidlu byli vybrani hlodavci, jakozto rezervoar borelii a klistata jako
vyznamny vektor.

Cile: Cilem naseho vyzkumu je pfedlozit informace o prevalenci patogenu
Bbsl na vybranych lokalitach CR a to nejen odborné, ale i laické vefejnosti.
Vybrany byly lokality vyuzivané obyvateli jako oddechova mista
k odpocinku, a tudiz mista potencionalniho rizika nakazeni v ptipadé ataku
pozitivniho klistéte.

Material a metody: Sbér vzorkti metodou vlajkovani, ktera je zaloZzena na
smykani bilé plachty po vegetaci, pfiCemz dochazi k zachyceni klistat na
plachté. Odchyty hlodavct. Bylo vyuzitou dvou typtl pasti, pasti sklapovaci
a zivolovné.

Vysetteni vzorkl: DFM. VsSechna klistata a rozto¢i z hlodavcl byli
vySetieni specidlni mikroskopickou technikou DFM na piitomnost bakterie
Bbsl. PCR. Vsechna DFM pozitivni klistata a pozitivni rozto¢i byli
nasledné¢ vySetfeni na pfitomnost boreliové DNA. ELISA. Séra
odchycenych hlodavca byla vySetiena na pfitomnost protilatek proti Bbsl.
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Vysledky: Vyzkum probihal v riznych Casovych intervalech na c¢tyfech
lokalitdch: ZH (Zamilovany hajek), Pisarky, MK (Moravsky kras), Poodii,
na kterych byly sbirany vzorky: klistat, hlodavct, piipadné roztoct
z hlodavcd. Vzorky byly vySetfeny na pifitomnost patogenu Bbsl (Tab. 1).
Nejvyssi riziko nékazy timto patogenem vykazuje Zamilovany hajek
Vv Brné s pozitivitou klistat 16,3% (Graf 1).

Tab. 1: Shrnuti vysledkii dvouletého sledovani vyskytu patogenu Bbsl
V riiznych Zivocisich na ctyrech lokalitach (* vysetreni metodami DFM,
PCR, ** vySetreni metodou ELISA, *** bez vysledkii, doplnény na
konferenci)

Vzorek Lokalita Mmnozstvi Pozitivita Mmnozstvi Pozitivita

2010 2011
ZH 222 5,4% 606 16,3%
Klistata* Pisarky 684 1% 598 8,7%
MK - - 53 3,8%
n PoodFi 59 15,3% 31 X
Hlodavci MK ) i 21 ok
Rozto¢i Poodii 117 0% 76 7,9%
Z hlodaveu* MK - - 84 2,4%

Graf 1: Ukdzka promorenosti klistat na lokalité Zamilovany hdjek v Brné
na patogenni Bbsl v jednotlivych sberech behem rocniho sbéru 2011
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Diskuse: Vyzkum n¢kolikaletého pozorovani promotenosti klistat byl
provadén v devitileté studii také ve Valticich a primérnd pozitivita
vykazovala 16,8 % (2). Nizsi procento prevalence vykazoval vyzkum
prazskych parkd vl1étech 1995-1998 a 1994-1997 (3,4). U obou téchto
studii vykazovala klist'ata primérnou pozitivitu 5,0 %; 6,6 %.

Zavér: Prevalence patogenu Bbsl v klistatech ma dlouhodobé stoupajici
trend a odrazem tohoto stavu na dané lokalité¢ by pak mohla byt neptizniva
epidemiologickd situace v Brné v roce 2011(ustni konzultace s RNDr. R.
Vaverkovou - KHS).

Literatura:

(1) Radolf J. et Samuels D. S. 2010: Borrelia: Molecular Biology, Host
Interaction and Pathogenesis, Horizon Scientific Press, 574 stran, (2)
Hubalek Z. et al. 2003: Med Vet Entomol 17: 46-51, (3) Basta J. et al.
1999: Eur. J. Clin Microbiol Infect Dis 18: 515-517, (4) Plch J., Basta J.
1999: Zentralbl Bakteriol 289: 79-88
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IN VITRO STANOVENI ANTIBIOTICKE REZISTENCE IZOLATU
MYCOPLASMA BOVIS Z CHOVU POSTIZENEHO MASTITIDOU

Pospichalova J., Zendulkova D.
Ustav infekcnich chorob a mikrobiologie, FVL VFU Brno

Uvod: Mycoplasma bovis je nejvyznamngjsi z mykoplazmovych agens
vyvoléavajicich mastitidy u skotu (1). K infekci mlé¢né zlazy dochazi pies
strukovy kanal (2). Infekce se Castéji vyskytuje v pocetngjsich chovech, kde
se, kromé jiného, na vzniku infekce podileji Spatné hygienické podminky,
nekvalitni vyziva, hygienické nedostatky pfi intramamadrni aplikaci 1é¢iv a
chyby pii dojeni (1). Pro akutni infekci je charakteristicky vysoky pocet
somatickych bundk v mléce (>10°%), atrofie postizené &tvrti a postupné
roz§iteni i na dalsi Ctvrti. Bézné jsou i subklinické infekce s nepravidelnym
vylucovanim pivodce po mnoho mésict az let, coz napomaha udrzovani
infekce v prostiedi (3). Lécba mastitid zpisobenych M. bovis byva casto
neuspésna (1) jednak vlivem rezistence kment, ale i specifickou distribuci
pouzitych antimikrobialnich latek v organismu hostitele. Terapii by proto
vzdy mélo predchazet stanoveni rezistence k antimikrobialnim latkam.
Neékdy infekce spontanné odezni a zvitata se stanou kultivacné negativni.
Posuzovani jejich zdravotniho stavu by vSak mélo byt velmi obezfetné,
protoZe tato zvitata mohou byt i pfesto potencialnimi nosici infekce (4).

Cil: Cilem nasi studie bylo stanovit in vitro minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) vybranych antimikrobidlnich preparatl na izolaty M.
bovis a zpfesnit tak moznosti volby vhodného terapeutického postupu
V postizeném chovu.

Material a metody: Do studie byly zafazeny dva izolaty M. bovis (37/2011
a 38/2011), které byly ziskany od dojnic s klinickou mastitidou
pochazejicich ze stejného chovu. Identifikace izolath byla provedena
pomoci nested-PCR. Mikrodiluéni metodou byly stanoveny in vitro MIC
pro 7 vybranych antimikrobialnich latek (tylosin, tilmikosin, linkomycin,
klindamycin, erytromycin, chloramfenikol a florfenikol). Uvedené
antimikrobidlni latky byly dodény v lyofilizovaném stavu a navazany na
mikrotitraéni  desti¢ce ,,Sensitire ve specifikovanych koncentracich
(zakoupeno z Animal Health and Veterinary Laboratories Agency, UK).
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Redéni se pohybovala vrozmezi od 0.12 pg/ml do 32 pg/ml. Inokula
izolatd M. bovis byla standardizovana na pfibliznou koncentraci 5 x 10°
CFU/ml, inkubace probihala po dobu 48 h pti 37°C a poté byly vysledky
odecteny pomoci invertovaného zrcadla.

Vysledky:

Tab. 1: MIC testovanych antimikrobidlnich ldatek pro izolaty M. bovis
37/2011 a 38/2011

Typ antibiotika MIC testovanych antimikrobidlnich latek
(ng/ml)
37/2011 38/2011
Tylosin 8 8
Tilmikosin > 32 > 32
Linkomycin 1 1
Klindamycin 0,12 0,25
Erytromycin > 32 > 32
Chloramfenikol 2 2
Florfenikol 2 2
A N 0,12 pg/ml .
SN NN Legenda:
I 1.1 0,25 pg/ml T-Tylosin
e W N 05 TI-Tilmikosin
: ¥ 4 { { H , / 1 11 H
> O Drarralee pg/m L Lmkomycm
s I el Lug/ml C-Klindamycin
B A G e oo o0 oo E-Erytromycin
WA W 2ol Ch-Chloramfenikol
rY ¥ 1.7Y % 8 F-Florfenikol
S TR Q. 2o Q. e B—&\\ p'g/ml

- syw . i 32 ug/ml

TTI L CE ChF

Obr. 1: MIC testovanych antimikrobidlnich latek pro izoldt M. bovis
37/2011.
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Diskuse: Prakticti veterinarni 1ékafi spolecné s chovateli z ekonomickych
divodi stale upfednostituji moznost fesit problematiku mykoplazmovych
mastitid antimikrobidlni terapii, pfestoze je po dlouhou dobu znamo, Ze tato
terapie v terénnich podminkach casto selhava. Jednim z moznych divodi
téchto selhani je, ze i pfes in vitro prokazanou citlivost k ur€itym
antimikrobidlnim latkdm, dochdzi k jejich odlisné distribuci v téle hostitele
v podminkach in vivo (2,4,5). Vnasi studii byly hodnoty MIC u
linkomycinu a klindamycinu zji§tény jako rovnajici se nebo nizsi nez
1 pg/ml, ke stejnym vysledkim dospéli i jini evropsti autofi (5,7,8).
Hodnoty MIC stanovené pro tilmikosin (> 32 ug/ml) koreluji s vysledky
italské studie (8), ale hodnoty MIC pro tylosin jsou v nasi studii vyssi
(8 ng/ml). Na zakladé zjisténych hodnot Ize oba naSe izolaty povaZzovat za
rezistentni k erytromycinu, MIC dosahovaly urovn¢ 32 ug/ml. Stejny nazor
byl publikovan i v zamoii (4). V ptfipad¢ chloramfenikolu hodnoty MIC
byly 2 pg/ml. Terapeutické pouZiti chloramfenikolu je v Ceské republice u
potravinovych zvifat zakazano, avSak v zavaznych a odivodnénych
pripadech by mohl byt tento preparat pouzit pii 1é¢b€ vnimavych
nepotravinovych a zoo zvifat.

Zavér: Nejnizsi hodnoty MIC byly v nasi studii prokazany u linkomycinu
a klindamycinu, u florfenikolu a chloramfenikolu dosahovaly 2 pg/ml a pro
tylosin, tilmikosin a erytromycin byly rovny nebo vyssi nez 8 pg/ml.

Literatura:
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VYSKYT POTENCIALNE ZOONOTICKYCH PUVODCU
VIROVYCH GASTROENTERITID U KLINICKY ZDRAVYCH
PRASAT A FYLOGENETICKA ANALYZA TERENNICH KMENU

Dufkova L., Séigalkové I., Moutelikova R., Prodélalova J.
Vyzkumny ustav veterindarniho lékarstvi, v.v.i., Brno

Uvod: Zastupci rodt Sapovirus (Seled” Caliciviridae), Kobuvirus (Seled
Picornaviridae) a Mamastrovirus (¢eled’ Astroviridae) jsou malé neobalené
RNA viry, které zplisobuji gastroenteritidy u lidi a zvifat (1,2,3). Populace
RNA virti je charakterizovana vysokou variabilitou, kterd je dana vysokym
stupném mutaci a vyskytem rekombinaci, coz zvySuje riziko
mezidruhového prenosu (1). Tato skupina enterdlni virGi je hostitelsky
specificka, ale u n€kterych virovych druhti byl popsan pfenos na jiného
zviteciho hostitele (4). Pfitomnost sapovirii, kobuviri a astrovird ve
vykalech klinicky zdravych prasat predstavuje staly zdroj infekce v
populaci prasat a eventualné také pro jiné zvireci druhy véetné ¢lovéka.

Cile: Cilem prace bylo zjistit prevalenci sapoviril, kobuvirti a astrovirti u
klinicky zdravych prasat v Ceské republice a u vybranych kmenil stanovit
fylogenetické vztahy s referencnimi kmeny se zaméfenim na zjiSténi
podobnosti prasecich kment s lidskymi.

Material a metody: V ramci studie bylo vySetfeno celkem 196 vzorka
vykali nebo obsahu stfev prasete domaciho (Sus scrofa f. domestica) od
ruznych veékovych kategorii pochazejicich ze Sesti farem, odebranych
v obdobi 2010-2011. Jednalo se o 66 vzorki vykali sajicich selat, 46
vzorkti vykalii selat po odstavu, 33 vzorkid vykald prasnic a 51 vzorkl
obsahu tenkého stfeva jateénich prasat. V dobé odbéru prasata
nevykazovala znamky klinického onemocnéni.

Celkova RNA byla extrahovana z 10% suspenze vykald v pufrovaném
fyziologickém roztoku (0,1M, pH 7,2) pomoci TRI Reagent (Sigma, St.
Luis, USA). Sapovirova, kobuvirova a astrovirova RNA byla detekovana
metodou dvoukrokové reverzni transkripce a polymerazové fetézové reakce
(RT-PCR) s genové specifickymi primery (3,5,6). Amplifikacni produkty
byly analyzovany v 1,2% agar6zovém gelu a vizualizovany po obarveni
ethidium bromidem pod UV svétlem. Vybrané amplifikované fragmenty
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byly purifikovany a zaslany k sekvenovani (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg, Némecko). Ziskané sekvence byly upraveny v programu
BioEdit verze 5.0.9.13. a srovnany se znamymi sekvencemi dostupnymi
v GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Fylogeneticka analyza
sekvenci byla provedena pomoci neighbour-joining metody v 1000
replikacich programu MEGA verze 4.0.14.

Vysledky: V ramci studie byla stanovena prevalence prasecich sapovird,
kobuvird a astroviri u domdcich prasat v ¢eskych chovech. Z celkového
poctu 196 vzorka vykall prasat rznych vékovych kategorii bylo 89,3 %
vzorkll pozitivnich na piitomnost alesponn jednoho sledovaného viru.
Nejcastéji detekovanym virem byl kobuvirus (87,3 %). Astroviry byly
zjistény u 34,2 % a sapoviry u 10,2 % vzorkd. Prevalence sledovanych virt
vztazené na vékové kategorie jsou uvedeny v Tab. 1.

Tabulka 1: Prevalence sapovirii, kobuviri a astrovirii ve vzorcich vykalii
prasat

Vékové kategorie

Pozitivni vzorky (prevalence %)

Selata - Selata - Jate¢ni prasata -

sajici po odstavu Prasnice obsah tenkého stieva Celkem

(n=66) (n=46) (n=33) (n=51) (n=196)
Sapovirus 2(3.0) 13 (28.3) 0 5(9.8) 20 (10.2)
Kobuvirus 60 (90.9) 46 (100) 30(90.9) 35 (68.6) 171 (87.3)
Astrovirus 19 (28.8) 29 (63.0) 7(21.2) 12 (23.5) 67 (34.2)

Nejvyssi prevalence kobuvir(, astrovird a sapovirti byla zjisténa ve skuping
selat po odstavu. Z celkového poctu 175 prasat, které byly infikovany
alespofi jednim sledovanym virem, byla u 41.7% zvifat zjiSténa smésna
infekce. Nejcastéji (30.3%) byla detekovana koinfekce kobuviry a
astroviry. Sapovirova infekce se vyskytovala pouze ve smésné infekci, a to
bud’ s kobuviry nebo skobuviry a astroviry. Fylogeneticka analyza
nahodné vybranych kmeni s kmeny referencnimi potvrdila zatazeni do
roda Sapovirus, Kobuvirus a Astrovirus. Nejvétsi sekvenéni homologie
byla zjiSténa s praseCimi kmeny. Nebyly detekovany zadné kmeny blizce
ptibuzné lidskym. Pouze v ptipad¢ astroviri byla zjiSténa vyssi podobnost
aminokyselinovych sekvenci s jelenim astrovirem CcAstV/DNK (88,2 %)
(7) a s lidskym astrovirem AstV-1/UK (80,9 %) (8).
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Diskuse: Jak vyplyva z vysledkt studie, pivodci virovych gastroenteritid
se zoonotickym potenciadlem, rody Sapovirus, Kobuvirus a Astrovirus se
vyskytuji v ¢eskych chovech prasat u klinicky zdravych jedincd. Vysoka
prevalence kobuvirtt v chovech prasat potvrzuje, ze se kobuviry bézné

vvvvvv

(9) mtizeme konstatovat, Ze je prevalence sapovir v Ceské republice nizka.

Zavér: Prestoze jsme nedetekovali zadné zvifeci kmeny blizce piibuzné
S lidskymi, monitoring enteralnich vird je velmi dulezity pro ziskani
informaci o jejich prevalenci a genetické diverzité. Vyskyt ptvodci
virovych gastroenteritid se zoonotickym potencialem v chovech prasat
predstavuje stdlou hrozbu pro lidské zdravi.

Podékovani: Prace vznikla za financni podpory projektu NAZV QH81061
a AdmireVet CZ.1.05/2.1.00/01.006, ED006/01/01.

Literatura:

(1) Wang Q.H. et al. 2007: Vaccine 25: 5453-5466, (2) Reuter G. et al.
2011: Emerg Infect Dis 16: 869-870, (3) Luo Z. et al. 2011: Vet Microbiol
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HODNOCENI SEPSE A PREZITELNOSTI U NOVOROZENYCH
HRIBAT NA JEDNOTCE INTENZIVNI PECE

Hytychova T., Bezd¢kova B.
Klinika chorob koni, FVL VFU Brno

Uvod: Sepse je popisovana jako nejéastdj§i pii¢ina morbidity a mortality
novorozenych hiibat (1). Patogenni mikroorganismus je mozné odhalit
kultivaci krve. Pro okamzity vybér vhodného 1éCiva je nutné védeét, jaké
patogenni organismy byly jiz difive hemokultivaci zjistény u hiibat v dané
lokalité a jakou vykazuji citlivost (2). V Ceské republice nebyla studie
zabyvajici se sepsi u novorozenych hiibat do souc¢asné doby provedena.

Cile: Cilem naseho projektu je zjistit pomoci hemokultivace a kultivace
dalsich adekvatnich vzorkd druhy bakterialnich patogent, které se aktudlné
podili na vzniku sepse u hiibat hospitalizovanych na jednotce intenzivni
péce na Klinice chorob koni VFU Brno. Druhym cilem prace je pozorovani
ptezitelnosti a faktorti s ni souvisejicich u sledované skupiny.

Material a metody: Do studie byla zahrnuta v§echna nemocna novorozena
htibata pfijatd na Kliniku chorob koni a ta, kterd se zde narodila. Po
zakladnim klinickém vySetfeni pfi pfijmu byly odebrany vzorky krve pro
aerobni a anaerobni kultivaci a dal$i laboratorni vySetfeni. VSechny vzorky
byly odeslany k dalSimu vysetfeni a vysledky byly nasledné zhodnoceny
v korelaci s ostatnimi parametry. Dal$i vzorky pro kultivaci byly odebirany
z ptipadnych lokalizovanych mist infekce (omfaloflebitid, artritid,
pneumonii, enteritid atd.) nebo post mortem a porovnany s vysledky
hemokultivace. Ze zjisténych vysledki bylo sestaveno septické skore.

Vysledky: Do studie bylo zahrnuto 25 htibat. Dv¢ hiibata byla narozena na
Klinice chorob koni a byla bez patologickych ptiznakli onemocnéni. U 9/25
hiibat byla hemokultivace pozitivni a bylo vykultivovano 9 bakterialnich
druhti. U 3/9 byly nalezeny G+ bakterie, u 4/9 G- bakterie a u 2/9 smiSena
populace bakterii. U 11/25 htibat stanoveno septické skore >11. Devét z 25
hiibat uhynulo nebo muselo byt utraceno pro nepiiznivou prognézu (tab 1).
Prezitelnost je signifikantné vyssi ve skupiné neseptickych htibat (92 %)
nez ve skupiné septickych htibat (33 %).
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Tabulka 1: Vysledky hemokultivace, septicke skore, stanovena diagnoza
a prezitelnost jednotlivych hribat

ické _ teFil
h¥ibé selftlc ¢ hemokultivace diagnoza prezvl ?/
skore nepieZzilo
1 0 negativni inguinalni kyla pfezilo
2 4 negativni dystrie pfezilo
3 14 X sepse nepiezilo
4 4 negativni urachus patens piezilo
5 9* negativni kontraktura karpu nepiezilo
6 Bacillus circulans klinicky bez obtizi piezilo
7 negativni selhani transferu Ig piezilo
. aspiracni pneumonie, Y
8 12 negativni i fezilo
& kachexie, sepse P
9 10* |Moraxella lacunata sepse nepfezilo
10 18 negativni prematurita, sepse nepfiezilo
11 6 negativni asfyxi¢ni syndrom ptezilo
12 19* negativni sepse nepiezilo
13 5 negativni kolika piezilo
14 12 (RS sepse pezilo
Clostridium perfringens
15 14 negativni sepse prezilo
16 14 negativni prematurita piezilo
17 6 negativni klinicky bez obtizi ptezilo
18 s |Gctc idiopatick4 hematurie prezilo
casseliflavus/aallin
19 14* Slt(regtococcus RO | A st neptezilo
20 11+ [l septicka artritida nepiezilo
Staphylococcus xylosus
21 el negativni retence mekonia piezilo
22 20% Acmetf)ba}cter l_Jaumannl, sepse e
Escherichia coli
23 6 negativni rEte,nce l:nekonla, o piezilo
krvéceni z a. umbilicalis
24 10*  |Escherichia coli TSNS DEHETS, ARk, piezilo
ARF, sepse
. . sepse, perikarditida, " ..
25 22* Escherichia coli L 1
omfaloflebitida nepresto

* pro presné zhodnoceni chybi ne¢ktera data
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Diskuse: V nasem souboru byla sepse u novorozenych hiibat nejcastéjsi
pti¢inou morbidity a mortality, coz je ve shod¢ s publikovanymi tdaji. Jako
hlavni patogeny zpusobujici sepsi u hiibat jsou popsany G- bakterie
s pomalym vzestupem zastoupeni G+ bakterii (4, 5). NejcastéjSimi izolaty
byvaji Escherichia coli, Actinobacillus, Enterobacter, Enterococcus,
Streptoccocus, Klebsiella, Staphylococcus a Clostridium perfringens,
Pseudomonas, Salmonella, Acinetobacter (3, 5, 6). V nasi studii z Ceské
republiky byla hemokultivaci zjisténa pfevaha G+ izolatd (5/9). Procento
nepiezivsich septickych hiibat je bohuzel pomérné veliké, protoze hiibata
jsou casto prijata na kliniku ve stadiu znacné€ rozvinuté sepse nebo
septického Soku, coZ je pro piezitelnost limitujici (7, 8).

Zavér: Vysledky hemokultivaénich vySetieni potvrdily zvySujici se
tendenci zachytu G+ bakterii u novorozenych hiibat hospitalizovanych na
jednotce intenzivni péée v Ceské republice. V ramei Kliniky chorob koni je
sepse nejCastéjSi pricinou morbidity i mortality u novorozenych hiibat.
Prezitelnost zavisi na v€asnosti terapeutického zasahu a intenzivni péci.

Podékovani: Studie byla podporovana granty IGA VFU Brno (1/2011/FVL
a 46/2012/FLV).
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PROGNOSTICKE UKAZATELE SYNDROMU DILATACE
A VOLVULU ZALUDKU U PSU

Uhrikova 1.%2, Lexmaulova-Rauserova L.>, Machackova K., Tarabova R.},
Hlozkova J.!, Rehékova K.2

YWstav fyziologie, FVL VFU Brno, 2Klinickd laborator pro mala zvirata,
FVL VFU Brno, 3Klinika chorob psti a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: Syndrom dilatace a volvulu Zaludku (GDV) je ¢astym akutnim
onemocnénim postihujicim zejména velkd plemena psi. Patogeneze
zahrnuje rotaci a dilataci zaludku, coz vede ke kompresi v. cava caudalis
arozvoji Sokového stavu. Hypoperfuze zaludku muize vést k nekroze jeho
stény s naslednou septickou peritonitidou. Prognéza zavisi na délce trvani
klinickych ptiznakd, stupni rotace a piitomnosti komplikaci (nekréza
Zaludku, peritonitida, arytmie aj.) (1). Vzhledem k ekonomické naro¢nosti
opera¢niho zakroku povazujeme za dulezité odhalit prognostické ukazatele
indikujici vyskyt komplikaci a tudiz vyssi riziko umrti.

Cile: Cilem studie proto bylo porovnat jednotlivé hematologické
a biochemické ukazatele u pfezivSich anepfezivSich pacientd s dilataci
a volvulem zaludku.

Material a metody: Do studie bylo zahrnuto celkem 39 psti s GDV, ktefi
podstoupili terapeuticky chirurgicky zakrok na Klinice chorob pst a kocek
FVL VFU Brno. VSem jedincim byla pfedoperacné¢ odebrana krev na
hematologické (stanoveni poctu erytrocytt, leukocytd, trombocyti,
hematokritu a koncentrace hemoglobinu; Celltac Alpha, Nihon Kohden),
biochemické (stanoveni koncentrace albuminu, sodiku, drasliku, chloridd,
vapniku, fosforu alaktaitu: DCP Konelab 20i, Thermo Scientific),
acidobazické (stanoveni pH, parcialnich tlakti kysliku a oxidu uhli¢itého
s vypoctem koncentrace bikarbonatu abase excess; EasyBloodGss,
Medica) aimunologické vySetfeni (stanoveni koncentrace C-reaktivniho
proteinu a proteinu high mobility group box 1 (HMGB1); CRP, Biovendor,
HMGB1, IBL International). Zvirata byla rozdélena do skupiny piezivsich
a nepiezivsich jedinct a vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci F-
testu a T-testu (MS Excel, Microsoft Corp.).
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Vysledky: Z celkového poctu 39 jedinci bylo 31 piezivSich a 8
neptezivsich. Sedm pst bylo utraceno Vprubéhu operace z dGvodu
pritomnosti neoperabilni gastrické nekrozy, jeden pacient uhynul v prubéhu
pooperacni hospitalizace. Z hematologického vysSetfeni byl signifikantni
rozdil mezi skupinami jak v celkovém poctu leukocytl (primér piezivsich
11,1.10%1 vs. neprezivsich 16,1.109/|), tak v absolutnim poctu neutrofili
(9,6.10%1 vs. 13,7.10%/1) a eozinofilt (0,14.10%/1 vs. 0,03.10%1). Pocet tyek
(0,14.10%1 vs. 0,79.10%1) a dakryocytii (3,5 % vs. 4,3 %, obr. 1) byl sice
U nepiezivsich vyssi, ale nesignifikantné.

Obr. 1: Vyskyt echinocytu (vétsina bunék) neni prognosticky vyznamny.
Dakryocyty (Cervena Sipka) jsou u neprezivsich ve vyssim poctu, ackoliv ne
signifikantné. Naproti tomu neutrofilni granulocyty (modra Sipka) jsou
U neprezivsich vyznamné zvyseny.

V biochemickém vySetfeni byl signifikantni rozdil mezi skupinami
v koncentraci albuminu (28,4 g/l vs. 23,0 g/l) a laktatu (3,7 mmol/I vs. 8,5
mmol/l).

Acidobazické vySetfeni ukazalo signifikantni rozdily v koncentraci
bikarbonatu (23,0 mmol/l vs. 18,5 mmol/l) a base excess (-2,8 mmol/l vs. -
8,2 mmol/l), nicmén¢ pH vyznamné odlisné nebylo.
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Koncentrace C-reaktivniho proteinu (26,8 pg/ml vs. 46,7 pg/ml) a markeru
bunééné nekrozy HMGBI1, nebyly mezi pfeziv§imi a nepfezivS§imi
signifikantni, ackoliv hodnoty byly u neptezivsich pst vyssi (graf 1).

Graf 1. Koncentrace HMGBI u prezivsich (modie) a nepiezivsich
(Cerveneé).
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Diskuse: Absolutni pocet eozinofili byl jako indikator mortality u
septickych pacientd popsan také u lidi (2), ackoliv klinické vyuziti tohoto
parametru je u psu, stejné jako v humanni medicing, zna¢n¢ limitovano.
Vyznam koncentrace laktatu u pacienti s GDV jako markeru nekrozy
zaludku nebo prognézy onemocnéni byl popsan uz diive (3). Zjisténé
koncentrace proteind akutni faze jsou v rozporu s nasi predeslou studii (4),
nicméné hodnoty HMGBI jsou signifikantné vyssi u pacientl s nekrozou
zaludku oproti ostatnim.

Zavér: Ze studie vyplyva, Zze v ramci biochemického a hematologického
vySetieni existuje u GDV fada prognostickych ukazateld, kterym doposud
nebyla vénovana dostate¢na pozornost.

Podékovani: Studie byla financovina pomoci grantu IGA VFU Brno
(24/2011/FVL).

(1) Monnet E. 2003: Vet Clin North Am Small Anim Pract 33: 987-1005,
(2) Merino C.A. et al. 2011: J Crit Care In Press, (3) Green T.I. et al. 2011:
J Vet Emerg Crit Care (San Antonio) 21: 36-44, (4) Uhrikova I. et al. 2011:
Vet Clin Path 40: 587
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KONTINUALNY MONITORING DIABETICKEHO PACIENTA
Tarkos$ova D., Svoboda M.
Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: Pravidelny monitoring glykémie je zakladom pre stabiliziciu
novodiagnostikovanych a komplikovanych diabetickych pacientov. Pre
vyhodnotenie efektivity u¢inku a dizky trvania efektu inzulinu ako aj
hodnoty glukézy kazdé 2 hodiny. Pre pacientov je manipuldcia a Casté
odbery glykémii stresujuca, hlavne umaciek, a to moze skreslovat’
vysledky kvoli pritomnosti stresovej hyperglykémie (1). Vyhodou pouzitia
zariadenia na kontinualny monitoring glykémie (CGMS) je minimalizacia
stresu u pacientov, moznost’ merania v domacom prostredi, lepsSia detekcia
hypoglykémii a moznost lepsej interpretacie glykemickych kriviek (2).
Kontinualny monitoring glykémie je efektivny aj pri stabilizacii kritickych
pacientov s diabetickou ketoacidozou. Zariadenie umoznuje nastavenie
alarmu, ktory signalizuje zvolené rizikové hladiny glykémie a zabezpecuje
véasnu intervenciu rizikovych stavov ako hyperglykémia/ hypoglykémia
(3). Zariadenie na kontinualny monitoring glukézy (CGMS) sa aplikuje
subkutanne do interskapularnej oblasti alebo na lateralnu plochu hrudnika a
senzor monitoruje hladinu glukézy v intersticidlnej tekutine priblizne
kazdych 10 sekand pomocou glukézovo oxidacnej reakcie (4).
Monitorovacie zariadenia st minimalne invazivne a umoziuji sledovanie
hladin glykémie v domacom prostredi a nasledné lepsie posudenie
individualneho glykemického profilu s ohladom na dennu aktivitu, kimenie
a podavanie inzulinu (5).

Ciele: Moznost’ monitoringu glykemického profilu pacientov v domacom
prostredi za UcCelom minimalizacie stresovych faktorov a individualne
nastavenie terapie u komplikovanych diabetickych pacientov. Interpretacia
glykemickych profilov avyhodnotenie kolisanie glykémii v savislosti
s krmenim, podavanim inzulinu a pohybovou aktivitou.

Material a metoédy: U vybranych pacientov sa vyholi miesto o velkosti
10x10 cm na lateralnej ploche hrudnika alebo v interskapularnej oblasti
(individualne v zavislosti od plemena a vyzivného stavu pacienta). Miesto
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sa vydezinfikuje alkoholom a dokladne vysu$i. Potom sa pomocou
zavadzaca Enlite Serter inzertuje do podkozia senzor Enlite. Po zavedeni
senzoru sa caka 5 minat, kym sa hydratuje a potom sa pripoji digitalne
meracie zariadenie iPro2. Senzor sa pridrZi v pozicii a prilepi sa na kozu
hypoalergénnou néplastou. Po spravnej fixacii sa zariadenie prilepi eSte
zhornej strany. Fixaciu mbzeme zlepsit' prilozenim sterilnych gazovych
Stvorcov a zafixujeme prubanom.

Obr. 1: Senzor po prilepeni hypoalergénnou lepiacou paskou.

Vysledky: Zariadenie iPro2 bolo pouzité na kontinualny monitoring u psa s
komplikovanym diabetes mellitus. Pacient bol 6 ro¢ny pointer Glen, ktory
bol lieceny Caninsulinom vV aplikacii 0,5 m.j./kg dvakrat denne s. C.
U pacienta bola pozorovand vyrazna kachexia napriek polyfagii, problémy
s Castym mocenim a ubytok hmotnosti. Pocas terapie boli vyhodnocované
glykemické krivky na zaklade domaceho merania pomocou priru¢ného
glukometra Freestyle. Na zaklade dodanych hodnét sa predpokladalo
spravne nastavenie kimneho rezimu a aplikacii inzulinu. U pacienta zacal
majitel pozorovat’ rapidne zhorSovanie zraku a zhorSovanie klinickych
priznakov, preto bol indikovany kontinualny monitoring glykémie. Meranie
prebiechalo 7 dni. PocCas kazdého diia majitel’ stanovoval 4 krat pomocou
priruéného glukometra SD check kalibracné glykémie a zaznamenaval si
Cas kfmenia apohybovej aktivity. Vysledky grafov z kontinualneho
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merania ukazali potrebu zmeny casu aplikacie inzulinu, Upravu davky
Caninsulinu, a potrebu tpravy ¢asov kimenia. Na jednotlivych grafoch boli
stanovené najnizsie hodnoty glykémii, najvyssie hodnoty glykémii, dizka
trvania U¢inku inzulinu, postprandialne vykyvy glykémii a bol sledovany
vplyv pohybovej aktivity. Na zaklade parcialnych vysledkov po prvych 2
dioch bol upraveny ¢as podavania inzulinu a ¢as kimenia. V priebehu
nasledujucich dni majitel' sledoval zlepSenie klinickych priznakov a pri
kontrolnom vySetreni sme zaznamenali narast hmotnosti o 350 g za 5 dni.

Diskusia: Vyhodou pouzitia digitalneho zariadenia iPro2 je jeho velkost
a moznost’ dobrej fixacie u pacienta. Zariadenie funguje ako bezdrotové,
Cize zviera nepotrebuje Ziadne Specidlne fixaéné zariadenie a takmer ho
neobmedzuje v aktivitach. Vysledky st spracované az po ukonéeni merania
retrospektivne, takze je potrebné aby si majitel zaznamenaval presné
informacie o kfmeni, aplikacii inzulinu, pohybovej aktivite a kalibracné
hodnoty glykémii. Vysledky a informacie od majitel'a sa potom spracuju
pomocou prislusného softwaru a si vyhodnocované formou grafov. Nas
pacient zvladal priebeh merania bez problémov, na zaklade parcialnych
vysledkov bola upravena terapia ktord viedla u stabilizacii klinickych
priznakov.

Zaver: U monitorovaného pacienta sme zaznamenali dobru znaSanlivost’
na zariadenie ktoré si poCas monitoringu nevSimal a nijako ho
neobmedzovalo. Na zaklade merani z prvych dvoch dni boli odhalené
hyperglykemické epizddy a nespravny ¢as medzi aplikdciami inzulinu ktoré
boli nasledne skorigované a pacientove klinické priznaky sa upravili.
Pozorovali sme pozitivny vplyv vecernych vychadzok na hladinu glykémie.
Zariadenie iPro2 na kontinualny monitoring glykémie je napomocné
u komplikovanych a zle nastavitenych diabetickych pacientoch. Umoziiuje
nam individualny pristup a management inzulinu, kimenia a pohybovej
aktivity.

Literatira:

(1) Affenzeller N. et al. 2010: Vet J 184, 2010: 105-110, (2) Fleeman, L.M.
2010: Vet Rec 20: 204-205, (3) Reineke D. et al. 2010 J Vet Emerg Crit
Care 20: 303-312, (4) Harman-Boehm 1. 2008: Continuous glucose
monitoring in type 2 diabetes. Diabetes Res Clin Pr 8: 118-121, (5)
Affenzeller N. et al. 2011: Vet Rec 21: 169-206

145



Poznamky & komentare

146



VLIV PITHYUM OLIGANDRUM NA PRUBEH DERMATOFYTOZ
MALYCH ZVIRAT V POROVNANI S KLASICKOU TERAPII

Naceradska M., *? Lany P.,2Loucka M.}

YSoukromd veterindrni ordinace, Praha, 2Ustav infekcnich chorob a
mikrobiologie, FVL VFU Brno, 3Ustav matematiky, Vysoka skola
chemicko-technologicka v Praze

Uvod: Dermatofytdzy jsou jednou z &astych zoondz diagnostikovanych ve
veterinarni  ordinaci.  Nejcastéj$imi  plvodci  dermatofytéz  jsou
Microsporum canis a Trichophyton mentagrophytes, méné casto pak
Microsporum gypseum (1,2).

Klinické projevy mohou byt rGzné, v zacatku velmi nendpadné. Na
postizenych mistech se objevuji jemné krusty nebo drobné Supiny (1). V
pozdé€jSich fazich mohou zmény vypadat jako kruhové alopetické 1éze
S krustami a se znamkami pyodermie, pfipadn¢ granulomy rGzného
rozsahu. Pokud jsou postizeny drapy, jsou ki‘ehké a snadno se lamou (2). U
nelécenych dospélych zvifat miize dojit ke spontdnnimu vyhojeni 1ézi, ale
tento proces muze trvat i nékolik let (1). K diagnostice dermatofytozy
zpusobené M. canis je mozné ptimo v ordinaci pouzit UV svétlo Woodovy
lampy. Dal§i moznosti je pifimé mikroskopické vysetfeni zménenych
chlupt, dale také kultivace zménénych chlupti. Tu je mozné provést na
DTM (dermatophyte test medium) (1,2), ale tento test neni pfili$
spolehlivy. Nejspolehlivéjsim vySettenim je kultivace na Sabouraudove
agaru, provedena v laboratofi (3). Terapie je mozna jak lokalni
(klotrimazol, elnikonazol), tak systémova (griseofulvin, ketokonazol,
itrakonazol) antimykotika (1,2). Tlumit vyskyt dermatofytdzy, je mozné i s
pouzitim vakciny (1). K lokalni terapii lze pouzit biopreparaty vyuzivajici
piirozeny mykoparazitismus houby Pythium oligandrum (4-8).

Cile: Cilem této dotaznikové studie bylo porovnat tispéSnost a délku terapie
klasickym zpisobem s tou s vyzitim P.oligandrum u praktickych
veterinarnich 1ékaift v terénu. Dosud publikované piipadové studie
naznacovaly, ze by P.oligandrum mohlo byt uspésné v terapii dermatofytoz
(7,8).
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Material a metody: Data byla ziskavana pomoci dotazniku s 31 otazkami,
které byly rozesilany veterinarnim lékaiim emailem, pfipadné pfedavany
osobné. Studie zahrnuje 44 pst, 28 kocek, 21 hlodavci a 3 fretky. Data
byla ziskdna z 96 dotaznikli, tykajicich se terapie dermatofytézy
vyplnénych veterinati z Ceské republiky. Nejéastéji respondenti uvedli jako
pavodce M. canis (61), méné casto pak T. mentagrophytes (21),
Malassaessia spp. (14) a M. gypseum (7). Piavodce M. canis byl u 11 zvifat
diagnostikovanv laboratofi, u 41 zvifat s vyuzitim DTM pady a ve dvou
ptipadech s vyuzitim obou moznosti. Pivodce T. mentagrophytes byl u
jednoho =zvifete diagnostikovan v laboratofi a 15 zvifat na DTM.
Malassaessie byly ve vSech ptipadech diagnostikovany pod mikrokopem.
M. gypseum bylo ve 2 piipadech diagnostikovano v laboratofi a ve 4 na
DTM. U 6 zvitat nebyl ptivodce urCen. Zastoupeni pohlavi bylo témér
rovnocenné, 47 samic a 49 samcl. Z postizenych zvifat bylo 48
kratkosrstych (50 %), 34 dlouhosrstych (35 %). VétSina zvifat byla
pravideln¢ ockovana (77 %) a vétSina zvifat pochazela z mésta (6 %). U
vSech zvifat bylo provedeno klinické vySetfeni, u 48 % zvitat bylo
provedeno trichoskopické vysetieni, u 63 % zvifat byla provedena
kultivace na DTM a pouze u 17 % zvifat byla provedena kultivace v
laboratofi.

Vysledky: Délka terapie P. oligandrum byla srovnatelna s délkou terapie
ostatnimi preparaty (Klotrimazol, enilkonazol, griseofulvin, itrakonazol,
ketokonazol) (Graf 1).

Graf'1: Porovnani délky terapie
Graf: Porovnanidélky terapie
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Lokalni terapie byla Gspé$na u 24 z 37 1écenych P. oligandrum (62 %), u
ostatnich G¢innych latek 42 z 62 1éCenych (68 %) Celkova terapie byla
uspesna u 19 z 21 zvirat (90 %). Terapeuticka vakcina byla aplikovana 24 z
96 zvifat (25 %), z toho u 19 zvifat byla terapie uspés$na (79 %). Kontrola
terapie byla u 53 z 96 (55 %) provadéna pouze na zdklad¢ klinického
vySetfeni, celkem bylo zavérecné klinické vySetieni provedeno u 86 z 96
zvitat (90 %). Trichoskopie byla provedena pouze u 20 zvitat, kultivace na
DTM ptdé u 26 a kultivace v laboratoii u 8 zvifat.

Ucinnost terapie P.oligandrum byla srovnatelna s G¢innosti klasické lokalni
terapie a délka terapie byla také srovnatelna.

Zavér: Klinicky efekt 1écby P. oligandrum v publikovanych ptipadovych
studiich naznaCoval, Ze by lécba mohla trvat krat$i dobu nez u klasické
konven¢ni terapie (7,8). PredloZena studie tento vysledek nepotvrzuje, ale
mize to byt i diky méné castym aplikacim, nez v publikovanych
ptipadovych studiich. V predlozené studii pfevazuje u lokalni terapie
aplikace 2x tydné. Osobni zkuSenosti s touto 1écbou vSak ukazuji, ze je
zapotiebi 4 aplikaci tydné¢ k dobrému klinickému vysledku. Na dobré
statistické vyhodnoceni je v§ak soucasny pocet zvitat stale maly.

Literatura:
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Shadomy H.J. et al. 1980: Am J Clin Pathol 74: 197-201, (4)
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Dermatologie 1 : 151-154, (7) Naceradska M. et al. 2011: Veterinrni 1ékaf
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KVANTITATIVNI ANALYZA HISTOLOGICKYCH ZMEN
SEMENOTVORNEHO EPITELU VARLAT KOCOURU PRI
REVERZIBILNI SUPRESI POHLAVNI AKTIVITY GNRH
AGONISTOU DESLORELINEM

Novotny R.E Cizek P.Z, Vitasek R}, Bartoskova A.%, Pinosilova P2
JanoSovska M.}

YKlinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno, 2Ustav anatomie, histologie a
embryologie, FVL VFU Brno, *Vyzkumny distav veterindrniho lékarstvi,
V.v.i., Brno

Uvod: Vyuziti analogii hypotalamického GnRH v 1ékové formé, zajistujici
dlouhodobé uvoliovani, je v soucasnosti velmi efektivni moznosti suprese
pohlavni aktivity samct i samic koCky domaci (1,2,3). V piipadé kocouri
ptfinasi vyhody spojené s eliminaci samc¢iho chovani (znackovani pachnouci
moci, agresivita) (4), ale na rozdil od chirurgické kastrace nema toto feSeni
definitivni charakter. (5,6). Desensibilizace GnRH receptorti v hypofyze
vede K pferuseni produkce gonadotropinii a poklesu tvorby testosteronu.
Nasleduje snizeni libida, zastaveni spermiogeneze a infertilita. (4,7)
Histologickym vySetfenim varlat psi po dlouhodobém ptlisobeni implantatu
s GnRH agonistou bylo prokdzano potlaceni spermiogeneze na Urovenl
spermatogonii a primarnich spermatocytt (5,6).

Cile: Potvrdit kontracepéni uU€innost a bezpecnost pouziti implantatu
s GnRH agonistou deslorelinem u kocourl, na histologické trovni ovéfit
stupen suprese spermiogeneze a kvantifikovat prob&éhlé zmény.

Material a metody: 27 =zdravych, pohlavné dospélych kocourii
rozdélenych nasledovné: kontrolni skupina - n=5, skupina 1 (implantace
deslorelinu, sledovani v prib&éhu 4 mésicti po implantaci) - n=14, skupina 2
(implantace deslorelinu, 4 mésice po implantaci vyjmuti, sledovani dalsi 4
mesice) - N=8. V pribchu kontrol byla u zvitat sledovana velikost varlat,
koncentrace testosteronu po stimulaci HCG (T4) a kvalita ejakulatu. Ve
skuping 1 byli v tydnech 4, 8, 12 a 16 vzdy 3 az 4 kocouii kastrovani a
ziskana varlata histologicky posouzena. Kocourim ve skupiné 2 byl
Vv tydnu 16 implantat vyjmut a v tydnech 20, 24, 28 a 32 byli vzdy 2 samci
kastrovani a ziskana varlata histologicky zhodnocena. Histologicka analyza
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byla provedena kategorizaci pfi¢nych fezii stoenymi semenotvornymi
kanalky podle pfitomnosti nejvyvinutéj§i zarodeéné buinky. Dvé sté
pricnych fez jsme rozdélili do kategorii tt0 - nejvyvinutéjsi zarodecna
bunka spermatogonie, ttl - spermatocyt, tt2 - okrouhla spermatida, tt3 -
elongujici se spermatida, tt4 - elongovana spermatida. Podle pievazujiciho
typu tubultl jsme zafadili zvifata do skupin G1 - vétSina ttl, G2 - tt2, G3 -
tt3 a G4 - tt4. K posouzeni trovné endokrinni aktivity varlat byla méfena
prumérna plocha jader Leydigovych bunék.

Vysledky: U zvitat ve skupiné 1 doslo k signifikantnimu poklesu hladin
T4, zmenSeni varlat a poklesu celkového poctu spermii v ejakulatu. Ve
skuping 2 jsme pozorovali v priabéhu 16 tydnt od explantace navrat hladin
T4 do fyziologickych hodnot, nariist velikosti varlat a zvySeni celkového
poctu spermii v ejakulatu na hodnoty métené pred zavedenim implantatu,
nebo v kontrolni skupiné. Vysledky histologického vySetieni jsou uvedeny
v tab. 1, vysledky méteni plochy jader Leydigovych bunék v grafu 1.

Tab. 1: Vysledky histologického vySetieni

Cislo zvifete tt0 tt1 tt2 tt3 tt4 Celkem Skupina
Kontrola [ 2 0.0% 7.5% 24.5% 3.5% 100.0% G4
7 0.0% 7.5% 20.5% 9.5% | 100.0% G4
26 0.0% 0.0% 20.5% 3.0% | 100.0% G4
28 0.0% 0.0% 23.0% 3.0% | 100.0% G4
29 0.0% 0.0% 11.5% 9.5% | 100.0% G4
IMPLANTACE
1+1 15 0.0% 1.5% 13.5% 12.5% 100.0% G4
10 0.0% 0.5% 20.0% 6.0% 100.0% G4
23 0.0% 2.0% 26.5% 9.5% 100.0% G4
22 0.0% 0.0% 16.5% 4.5% | 100.0% G4
1+2 1 0.0% 0.0% 15.0% 26.0% | 100.0% G4
11 0.0% 0.0% 8.5% | 16.5% [ 100.0% G3
20 0.0% 4.5% 38.0% 9.0% 100.0% G4
1+3 24 0.0% 2.5% 17.0% 100.0% G2
13 2.5% 5.0% 38.0% 100.0% G2
21 0.0% 12.5% 9.0% 100.0% G2
1+4 14 33.5% [ 10%  [0.0% 0.0% 100.0% Gl
3 0.0% | 7.5% 100.0% G3
17 2.0% 14.5% 30.5% 100.0% G2
12 0.0% 2.0% 14.5% 100.0% G4
EXPLANTACE
E+1 19 0.0% 4.5% 35.0% 7.5% | 100.0% G4
16 0.0% 0.5% 32.5% 3.5% | 100.0% G4
E+2 9 0.0% 0.0% 32.5% 4.5% | 100.0% G4
18 0.5% 3.0% 21.0% 9.0% | 100.0% G4
E+3 6 7.5% 7.0% 34.0% 13.5% | 100.0% G4
8 0.0% 0.0% 17.0% 8.5% | 100.0% G4
E+4 5 0.0% 0.0% 22.0% 8.0% | 100.0% G4
4 5.0% 7.0% 14.5% 6.5% 100.0% G4
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Graf 1: Vysledky mereni plochy jader Leydigovych bunék

Plocha jadra Leydigovych bunék

Diskuse: SniZeni koncentrace testosteronu, velikosti varlat a celkového
poétu spermii v ejakulatu prokazuji G¢innost kontracepéni metody u
kocourt. Histologické vysetfeni semenotvorného epitelu ukazuje na
vyraznou interindividualni variabilitu a potvrzuje ptedpoklad, Ze v prvnich
dvou mésicich je nejvyznamnéjsi kontracepénim faktorem pokles libida
zpusobeny snizenim produkce testosteronu. Snizend endokrinni aktivita
byla potvrzena i vyznamnym zmenSenim plochy jader Leydigovych bunék
u kocouri ¢tyfi mesice po implantaci. Teprve po 12 tydnech od implantace
deslorelinu ~ dochazi  khistologicky = prokazatelnému  potlaceni
spermiogeneze a je tedy nutno do té doby povazovat zvife za plodné.

Zavér: Deslorelin piedstavuje u¢innou, bezpeénou a vratnou alternativu
K chirurgické kastraci kocourti, nicméné s vyraznymi individualni rozdily
v nastupu uéinku. Vzhledem k zachované spermiogenezi jesté 8 tydni po
implantaci deslorelinu, neznamena snizené libido a pokles poctu spermii
v ejakulatu jednozna¢nou sterilitu zvifete. Nastup spermiogeneze jiz 4
tydny po odstranéni implantatu potvrzuje reverzibilitu metody.

Podékovani: Studie byla financné podporena grantem 1GA VFU Brno
(49/2010/FVL).
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DOCASNA SUPRESE RIJE U KOCEK POMOCI GnRH AGONISTY
DESLORELINU

JanoSovska M., Vitasek R.
Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: V soudasnosti jsou dostupné riizné metody k potladeni fije u kodek.
Docdasnou kontracepci je mozné navodit hormonalni supresi cyklu nebo
imunokontracepci (1). Hormondalni preparaty s piimym uc¢inkem na
pohlavni organy nesou velké riziko nezadoucich uc¢inkt (patologicky rist
mlécné zlazy, pyometra, androgenizace atd.) a metody imunokotracepce
nejsou v soucasnosti dostateéné rozvinuté (1, 2). Jako ideélni se jevi GnRH
agonista v dlouhodob¢ pusobici formé, ktera umoziuje jeho uvoliiovani v
pulzech (podkozni implantat) (1).

Cile: Cilem nasi studie je vyvolani docasného anestru u kocek pomoci
GnRH agonisty deslorelinu, ve formé podkozniho implantatu Suprelorin
4,7 mg a nasledné sledovani nastupu fije po vyjmuti implantatu z podkozi.

Material a metody: Ve studii bylo zahrnuto 17 kocek riznych plemen
(v€k 1 az 5 let). VSechny kocky pochazely ze soukromych chovi a byly
zatazeny do sledovani na zékladé informovaného souhlasu majiteli.
Sestnact kocek bylo jiz minimalné jednou v fiji, jedna kocka byla zahrnuta
do sledovéni pied prvni fiji (tab. 1: Fe ¢&. 9). Ctyii kocky byly v obdobi pred
zatazenim do sledovani chovné (tab. 1: Fe ¢. 2, 5, 6, 12), 13 kocek byly
nullipary. Kocky byly v dobé zatazeni do sledovani v ruznych fazich
pohlavniho cyklu. Faze cyklu byla upfesnéna stanovenim koncentrace
sérového estradiolu (tab. 1: estr. 1) a progesteronu (tab. 1: prog. 1) pied
aplikaci implantatu. Koc¢kam byl aplikovan implantat do podkozi v oblasti
pravé lopatky. Kocky byly v domaci péci sledovany majitelem. Mésic po
zavedeni implantatu byl stanoven sérovy estradiolu (tab. 1: estr. 2) a
progesteronu (tab. 1: prog. 2). Po ctyfech (14 kocek), péti (2 kocky) a
sedmi (1 kocka) meésicich od zavedeni (tab 1), byl implantat vyjmut
(explantace) ptes drobnou kozni incizi (do 4 mm), kocky byly v celkové
anestezii (medetomidin-hydrochlorid v davce 100 pg pro toto v kombinaci
s ketaminem v davce 10 mg/kg). Po zotaveni z anestezie byla zvifata
pfedana do domaci péfe. V domacim prostiedi majitelé sledovali jejich
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chovani, a pfi prvnich pfiznacich fije pfivedli kocky k odbéru krve na
stanoveni hladiny sérového estradiolu a progesteronu.

Vysledky: Estradiol 1 ukazal, ze 7 kocek bylo na zacatku sledovani v fiji, u
ostatnich kocek byla hladina estradiolu niz§i nez 15 pg/ml (hodnota
svédcici o anestru) (3). VySetfeni sérového progesteronu déle prokazalo, ze
u dvou kocek doslo k ovulaci a probiha lutealni faze (Fe ¢. 13, 14), (4),
(tab. 1: prog. 1). Po aplikaci implantatu nebyly pozorovany zadné
nezadouci ucinky. Pfi kontrolnim odbéru krve mésic po aplikaci byly u 14
kocek hladiny estradiolu na bazalni hlading, u 3 kocek (kocky ¢. 1, 3, 4)
byly hodnoty estradiolu svédcici o probihajicim estru. Progesteron byl
zvySeny pouze u jedné kocky (tab. 1: prog. 2). U 23,5 % kocek (4 ze 17)
nebyla fije po explantaci majitelem pozorovana. Tyto kocky byly
sledovany 7 (Fe ¢. 9), 6 (Fe ¢. 10), 5 (Fe ¢. 12) a 4 (Fe ¢. 16) mésice po
vyjmuti implantatu, poté byly na zadost chovateli vykastrovany (tab. 1). U
tii kocek byly nalezeny malé vajecniky bez makroskopického nalezu
folikuld nebo zlutych télisek. U jedné kocky (Fe ¢. 12) byly na vaje¢niku
drobné folikuly (do 2 mm). U zbylych 13 koc¢ek fije nastoupila za 122+108
dni (tab. 1). Z té&chto 13 zabtezlo pii prvni fiji po explantaci 9 kocek. 3 ze 4
nebfezich kocek byly na zadost majitele vykastrovany v tiji (nalez folikull
na ovariich ve velikostech 3—6 mm) a jedna byla netspésné nakryta (Fe ¢.
5).

Tabulka 1: Hormondlni vySetreni vden 0 a den 30 po implantaci
deslorelinu, cas od zavedeni po explantaci (exp.) a sledovani nastupu a
plodnosti Fije

Estr. 1 Prog. 1 Estr. 2 Prog. 2 Rije po exp. .
Fe | Deno | Demo | Dendo | Demso | EXPza | T pa | Bei
- pg/ml ng/ml pg/ml ng/ml mésice Dny
1 30 0,4 22.2 2 4 183 Ano
2 45 0,8 49 1.7 5 49 Ano
3 60 0,3 51.7 15 4 265 Ne
4 34 1 55.8 3.7 4 382 Ne
5 455 1.2 49 0.7 4 99 Ne
6 9,5 0.3 49 0.2 4 28 Ano
7 11,4 0 4.9 0.1 4 134 Ano
8 4,9 0 4.9 0 4 55 Ano
9 49 0 4.9 0.1 4 Ne Ne
10 49 0.2 49 0.8 4 Ne Ne
11 4,9 0 4.9 0.1 4 39 Ano
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12 29 0.4 4.7 22.9 4 Ne Ne
13 16,5 16.5 4.9 0.2 4 30 Ano
14 4,9 17.6 7.6 0.3 4 190 Ano
15 14.9 0.2 4.9 0.3 5 17 Ne
16 4,9 0.1 4.9 0.2 4 Ne Ne
17 13,2 0.3 4.9 0 7 125 Ano

Diskuse: Vysledky nasi studie potvrdily, ze deslorelin ve formé
podkozniho implantatu je u¢innym prostfedkem k potlaceni fije u kocek (5,
deslorelinového implantatu doSlo Kk poklesu fekalniho estradiolu pod
bazalni hodnotu (5) byly v nasi studii hodnoty sérového estradiolu 30 dni
po aplikaci u 18 % kocek (3 ze 17) zvySené. Pokud bereme v potaz pouze
kocky, u kterych byla hodnota estradiolu zvysena jiz pfi prvnim vySetfeni
(a zarovenn u nich nedosSlo k ovulaci, kterou ukazuje hladina sérového
progesteronu), pak byl po 30 dnech estradiol stale zvySeny u 50 % kocek (3
z 6). Dvé z téchto kocek byly chovany samostatné v domacnosti a jedna s
volnym pohybem venku. U zadné z 11 kocek, které mély na zacatku
sledovani hodnoty estradiolu svédcici o anestru, nebyl mésic po aplikaci
estradiol zvySeny. Dosud z4dn4 studie nefesila nastup pohlavniho cyklu po
odstranéni implantatu z podkozi. NaSe vysledky vykazuji velmi vysokou
variabilitu v nastupu fije, coz je patrné i ve studiich, kde byl implantat
ponechan v podkozi po celou dobu ucinku (5, 6). Pies vysokou variabilitu
v dobé€ nastupu prvni fije po explantaci byla tato v 69 % plodna. Plodnost
fije neni ovlivnéna paritou sledovanych kocek. Na zaklad¢ dostupnych
informaci (5, 6) nelze pfesné urcit délku ptisobeni implantatu v podkozi.
Z nasi studie vyplyva, ze pokud je implantat z podkozi vyjmut, je doba
pretrvavajiciho ucinku deslorelinu vysoce variabilni.

Zavér: Deslorelin ve formé podkozniho implantitu je ucinny jako
kontraceptivum u koCek. Po vyjmuti implantatu z podkozi dochazi
K nastupu fije ve variabilnich intervalech.
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VLIV OPAKOVANEHO ODBERU EJAKULATU HREBCE NA
MRAZITELNOST SEMENE

Mrackova M., Vinkler A., Vavrouchova E., Sedlinska M.
Klinika chorob koni, FVL VFU Brno

Uvod: U hiebct je pro ziskani semene k umélé inseminaci jedinou
vhodnou alternativou odbér do umélé vaginy (1). Kazdy odbér a kvalitni
zpracovani ejakulatu, odstranéni semenné plazmy, ekvilibrace a zamrazeni,
je casove i personalné narocné (2,3). Jednou z moznosti, jak cely proces
zjednodusit, je dvojity odbér hiebce béhem jednoho dne. Pokud je vSak
¢asovy odstup mezi odbéry kratky, dochézi podle vysledkii nékterych studii
k poklesu koncentrace spermii v ejakulatu, jejich motility a k poklesu pH
ejakulatu (4,5). Tato prace méla ovérit, zda dvojity odbér hiebee v kratkém
¢asovém intervalu ma vliv na kvalitu spermatu a jeho mrazitelnost.

Cile: Cilem prace bylo posoudit vliv opakovaného odbéru ejakulatu hiebce
béhem jednoho dne na kvalitativni ukazatele semene a na jeho mrazitelnost.

Material a metody: Sledovani bylo provadéno u 20 licentovanych
plemennych hiebcti. Po odbéru do umélé pochvy byl ejakulat pies filtr
prelit do nahfaté kalibrované sklenéné nadobky, kde probéhlo urceni
objemu ejakulatu (ml). Hodnoceno bylo 41 dvojic ejakulatii, které byly
rozdéleny do 4 skupin podle délky ¢asového intervalu mezi jednotlivymi
odbéry. Skupina A: odbéry vrozmezi do 90 minut (n=14). Skupina B:
odbéry v rozmezi 90-120 min (n=12). Skupina C: odbéry v rozmezi 120-
180 min (n=11). Skupina D: odbéry v rozmezi delSim jak 180 min (n=4).
Mikroskopicky byla hodnocena motilita, koncentrace a morfologie. Poté
byly ejakulaty odstiedény (200G po 10 minut), supernatant byl odsat a
sediment spermii byl resuspendovan ve francouzském tedidle. Ejakulat byl
rozplnén do pejet (0,5 ml). Ty byly uzavieny a po ekvilibraci (2 h) pfi
teploté +4°C zmrazeny v kovovém toulci vychlazeném na teplotu -90°C po
dobu 10 min. Pak byly pejety pieneseny do tekutého dusiku (-196°C). Pro
zhodnoceni byly pejety rozmrazovany ve vodni lazni o teploté 38,5°C po
dobu 30 sekund. Kritériem mrazitelnosti byla motilita po rozmrazeni
posuzovana ve svételném mikroskopu (zvétseni 400x). Ejakulaty majici
motilitu pod 30% byly povazovany za Spatné¢ mrazitelné, ty s motilitou
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30% a vice byly povazovany za dobfe mrazitelné. Pro statistické
zhodnoceni vysledkti byl zvolen neparametricky Wilcoxonlv parovy test,
pro posouzeni mrazitelnosti prvnich a druhych odbért byl zvolen y-kvadrat
test.

Vysledky: Doba mezi dvéma odbéry ma vyznamny vliv na hodnoty
druhych ejakulata (tab. 1,2). Statisticky vyznamné (p<0,05) byl ovlivnén
objem ejakulatu u skupiny A. U dalsich skupin nedoslo ke zménam, u
skupiny D byla tendence k vétsimu objemu. Ovlivnéna byla koncentrace
spermii, kterd byla ve druhych ejakulatech statisticky vyznamné nizsi
(p<0,05) svyjimkou skupiny D. Sniz§i koncentraci uzce souvisi i
vyznamné snizeny (p<0,01) celkovy pocet spermii v ejakulatech opét
s vyjimkou skupiny D. Motilita spermii byla u prvnich i druhych ejakulatt
zcela srovnatelna, stejn€ jako procento morfologicky zménénych spermii.

Tabulka 1: Priimeérné hodnoty prvnich a druhych ejakulatii (skupiny A a B)
Skupina A (n=14) Skupina B (n=12)

parametr Prvni odbér Druhy odbér | Prvni odbér Druhy odbér
(pramér+SD)  (prumér+SD) | (primér+SD)  (prumér+SD)
Objem bez gelové frakce (ml) 93+40,3 68+27,1 68+30,6 66+25,1
Motilita po odbéru (%) 64+8.7 64+6,6 64+10,3 62+8,6
Koncentrace spermii (x10°/mm?) 165+52,9” 120+55,2" 195+124,7° 127,9+70,3"
Celkovy po&et spermii (x10°%) 14+4,8" 8+5,5" 12+6,5 8+4,8"
Morfol. abnormalni spermie (%) 45432 44439 36+8,8 36+9,3
Motilita po rozmrazeni (%) 2442 4 20+2.1 28+14,1 27+13,6

statisticky vyznamny rozdil - p<0,05 mezi 1. a 2. ejakulatem
statisticky velmi vyznamny rozdil = p<0,01 mezi 1. a 2. ejakulatem

Tabulka 2: Priimérné hodnoty prvnich a druhych ejakulatii (skupiny C a D)

Skupina C (n=11)

Skupina D (n=4)

parametr Prvni odbér Druhy odbér | Prvni odbér Druhy odbér
(pramér+SD)  (primér+SD) | (primér+SD)  (prumér+SD)
Objem bez gelové frakce (ml) 88+19,4 76+30,0 71+46,5 120+44.,9
Motilita po odbéru (%) 52421,0 57+12,5 58+5,0 60+0,0
Koncentrace spermii (x10*/mm®) 189+59,1" 101+38,8" 218+103,6 106,8+65,1
Celkovy pocet spermii (x1 0°%) 16+5,0™ 8+4,17 12+3,0 10+6,3
Morfol. abnormalni spermie (%) 34+13,4 39+12,7 44+3.5 47+11,6
Motilita po rozmrazeni (%) 30+17,6 31+8,6 25+8,7 25+8,7

statisticky vyznamny rozdil ~ p<0,05 mezi 1. a 2. ejakulatem
statisticky velmi vyznamny rozdil =~ p<0,01 mezi 1. a 2. ejakulatem
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Ve vsech casovych intervalech byla mrazitelnost druhych ejakulatd vyssi
(graf 1). Pfi statistickém zpracovani byl tento fakt tésné pod hranici
statistické vyznamnosti.

Graf 1: Dobre mrazitelné ejakulaty (motilita po rozmrazeni nad 30 %)

01. odbér
0 B2, odbér

SkupinaA  SkupinaB  SkupinaC  Skupina D

Diskuse: Stejné jako v jiz publikovanych studiich (4,5) jsme zjistili, Ze
vV druhych odbérech v kratkém casovém intervalu (skupina A) dochazi
K vyznamnému sniZzeni Kkoncentrace spermii a tim i k poklesu jejich
celkového poctu. Nepotvrdili jsme pokles motility spermii a pozorovali
jsme vyznamny pokles u objemu ejakulatu na rozdil od vysledkl jiz
publikované studie (4). V dalSich skupinach dochazelo k vyrovnavani
vSech sledovanych parametrii a v posledni skupiné D jiz ejakulaty vyse
uvedené zmény nevykazovaly, naopak u objemu byla tendence k jeho
zvySovani. Pfi statistickém zhodnoceni mrazitelnosti ejakulati jsme se
dostali tésn¢€ pod hranici statistické vyznamnosti. Lze ale predpokladat, ze
pfi zhodnoceni vétstho poctu ejakulati bychom mohli potvrdit lepsi
mrazitelnost ejakulatii z druhych odbért.

Zavér: Pii kratkém odstupu mezi dvéma odbéry se vyznamné méni objem,
koncentrace i celkovy pocet spermii. S prodluzujici se dobou mezi odbéry
se vSak vSechny parametry vyrovnavaji. Druhé ejakulaty jsou pfi
opakovanych odbérech vhodné k mrazeni a dokonce se zdaji i Iépe
mrazitelné nez ty z prvnich odbért.
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ELEKTROMYOGRAFIE V DIAGNOSTICE
NEUROMUSKULARNICH ONEMOCNENI PSU A KOCEK

Hajek L., Schanilec P.*, Dufek J.?

Klinika chorob psit a kocek, FVL VFU Brno, 2Privatni neurologicka
praxe/EP laborator, Brno

Uvod: Elektromyografie (EMG) jako vySetiovaci technika pouzivani
V humanni i veterinarni mediciné vznikla v navaznosti na rozvoj oboru
neurofyziologie. Patii mezi klinické postupy hodnotici funkéni stav
motorického systému (respektive senzomotorického), jehoz studium zacalo
jiz vrenesanci praci da Vinciho a védeckému zajmu podléha dodnes.
Podstatou EMG je sledovani elektrické aktivity svall, kterd neni patrna
pouze pii muskularni kontrakci, ale i u relaxovanych svall jako spontanni
aktivita v pifipadé raznych myopatii nebo u zdravych svali jako tzv.
ploténkovy Sum. Pocatek této elektrofyziologické techniky Ize datovat do
roku 1851, kdy Du-Bois Reymond s vyuzitim barnky s elektrolytem jako
prvniho typu elektrody registroval elektrickou odpovéd’ ze svalu pfi volni
kontrakci. Stale nové poznatky elektrofyziologie (elektricky naboj
membrany nervovych a svalovych bunék, schopnost zmény potencialu),
ktera podléhala velmi bouflivému rozvoji od poloviny 20. stoleti (udéleno
nékolik Nobelovych cen), pfispéla k rozvoji EMG jako nepostradatelné
metody pii vySetieni nervih a svali v celé fadé neuromuskularnich
onemocnénti.

Material a metody: Pro prezentaci byli vybrani tfi pacienti s rliznymi
neurologickymi symptomy a diagndézami. Prvnim byl tfilety nekastrovany
labrador s omezenou hybnosti ¢elisti, druhym sedmileta nekastrovana fena
WHW teriéra se spasticitou vSech koncetin a poslednim tfilety
nekastrovany kocour bengalské kocky se slabosti panevnich koncetin a
plantigradnim postojem. U vSech téchto pacienti bylo provedeno
elektromyografické vysetfeni postizenych svalovych skupin pomoci
pistroje Keypoint® Portable (Medtronic, Dansko) za pouziti koncentrické
jehlové registracni elektrody.

Vysledky: Vysetfenim mm. masseteres prvniho pacienta byla potvrzena
zachovala inzer¢ni aktivita. Dale byla zjiSténa vyznamna spontanni aktivita
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v podobé pozitivnich ostrych vin (PSW — positive sharp waves) a
fibrilacnich potenciala (FIP — obr. 1). V ziznamu volni aktivity byl
zaregistrovan jeji Ubytek (obr. 2) a loziskové byly nalezeny nizké
potencialy. U druhého pacienta byly ze svalli panevnich koncetin (m.
semitendinosus, m. semimembranosus) snimany rychlé vyboje jednotlivych
motorickych jednotek s vytvotfenim interferenéniho vzorce. U posledniho
pacienta byla zaznamenana vyrazna spontanni aktivita kaudalnich svalt
panevnich konéetin (PSW — obr. 3, m. gastrochemius), nepiitomna
Vv proximalnich svalech. Zjevné zmény tvaru potencidli nebyly
pozorovany.

Obr. 1: Spontanni aktivita — fibrilacni potencialy (FIP, kratké trifazické
potencialy o trvani do 3-4 ms s uvodni pozitivitou).

Obr. 2: Ubytek volni aktivity — frekvence aktivity motorickych jednotek je
nad 30 Hz.
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85.6 ms 11.7 Hz

Obr. 3: Spontanni aktivita - pozitivni ostré viny (PSW, monofazické
potencidaly s prudkou pozitivini vychylkou a postupnym navratem k bazalni
linii).

Diskuse: V diagnostice onemocnéni prvniho pacienta piispélo EMG
vySetfeni spoleéné s ostatnimi nalezy k potvrzeni diagnézy myositidy
maseterd, ktera je nejcastéji zplisobena autoimunitni reakci pravdépodobné
proti nové objevenému antigenu mMyBP-C (1) ve zvykacich svalech, tato
reakce mize byt vyvolana i bakterialnimi antigeny (2). U druhého pacienta
pozorovany interferencni vzorec je elektromyografickym dikazem tetanu.
Dochézi zde krychlé a opakované aktivaci jednotlivych motorickych
jednotek. Diky absenci zmén tvart potencidlti u tetiho pacienta vylucujici
¢ist¢é myogenni poskozeni jsme ve spojeni s niz$i naméfenou rychlosti
vedeni vzruchu v n. tibialis vyslovili susp. diagnézu distalni neuropatie
bengalskych kocek, ktera se u tohoto plemene objevuje kolem jednoho roku
zivota (3).

Zavér: Elektromyografie ma nezastupitelnou roli v humanni medicing, kde
se podili na diagnostice mnoha desitek neuromuskularnich onemocnéni.
Jeji vyuziti ve veterinarnim lékafstvi je stale pomérné omezené, poskytuje
v§ak velmi cenné informace, kterych jsme uspésné vyuzili v diagnostice
prezentovanych pacientd.

Literatura:
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RENTGENOLOGICKY PA’OFRNE ZMENY LIGAMENTUM
PATELLAE U PSU PO OPERACI TTA

Stehlik L., Proks P., Fedorova P., Necas A.
Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: Pogkozeni piedniho zkiizeného vazu (ligamentum cruciatum
craniale, LCC) patfi mezi nejcast&jsi onemocnéni kolenniho kloubu
psu (1). Porusena integrita ptedniho zkiiZzeného vazu zplsobi translaéni a
rotacni instabilitu kolenniho kloubu (2). Pro dosazeni opétovné stability
kolenniho kloubu s poskozenim LCC bylo vyvinuto mnoho opera¢nich
postupti. VsSechny tyto metody se daji rozdélit na statické a
dynamické (3,4). Mezi nejpopularngjsi metody dynamické stabilizace
kolenniho kloubu patii tzv. TPLO (Tibial Plateau Leveling Osteotomy) a
TTA (Tibial Tuberosity Advancement) (3). Neékolik studii uvadi vznik
patelarni desmopatie po TPLO s riznym procentualnim
zastoupenim (1,3,5). Pouze jedind publikace se zabyvala zménami
ligamentum patellae po operaci TTA (4). Obecné plati, Ze u metody TTA je
mensi vyskyt podobnych komplikaci, vzhledem k odlisné metodé
stabilizace, a tedy mensi sile pisobici na ligamentum patellae (3).

Cile: Urcit ze snimkl nepfimé pocitaCové radiografie zmény tloustky
ligamentum patellae (obecny znak patelarni desmopatie) u psti po operaci
kolenniho kloubu metodou TTA.

Material a metody: Do studie bylo zafazeno 18 pst (20 kolennich kloubi)
s poSkozenim piedniho zk¥izeného vazu. Podminkou zafazeni do studie
byla operace kolenniho kloubu metodou TTA a rentgenologické vySetfeni
pred operaci (Cas 0), 8. (¢as 1) a 16. (¢as 2) tyden po operaci. Pro méteni
sitky ligamentum patellae byla pouzita bo¢ni mediolateralni projekce
kolenniho kloubu. Tloustka vazu byla méfend na tfech mistech, 1 cm
distalné od distalniho polu pately (PV1), uprostied ligamentum patellae
(PV2) a 1 cm proximalné od uponu ligamentum patellae na tuberositas
tibiae (PV3). Z divodu korekce zvétseni, ke kterému dochdzi na kazdém
RTG snimku, byla zméfena délka ligamentum patellae. Nasledné byly
vypoéitany poméry mezi proximalni, prostfedni, resp. distalni tloustkou
vazu a jeho délkou, a tyto byly pouZity ve vSech vypoctech. Pro statistické
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vypoclty byl pouzity program Minitab (State College, PA: Minitab, Inc.).
Pro porovnani méteni ligamentum patellae v jednotlivych ¢asovych bodech
byl pouzity Wilcoxonlv test pro parova data. Pro zhodnoceni vztahu mezi
naméfenymi hodnotami a kategoridlnimi proménnymi byla pouZita
vicerozmérna ANOVA (MANOVA).

Vysledky: Rentgenologickou kontrolu po osmi tydnech po operaci (median
52 dnii; rozsah 42 — 83 dni) absolvovalo 14 kolennich kloubti a po Sestnacti
tydnech po operaci (median 108 dni; rozsah 88 — 143 dni) 9 kolennich
kloubti. Pouze 6 kolennich kloubti mé¢lo RTG snimky zhotovené v 8. i 16.
tydnu po operaci. Vzhledem k méfenim v case 0, byl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil tloustky vazu ve vSech mistech pro Cas 1
(p<0,05) a tloustky vazu v misté PV2 pro ¢as 2 (p=0,013). Mé&feni tloustky
ligamentum patellae pro mista PV1, resp. PV3 v ¢ase 2 nevykazovala
statisticky vyznamny rozdil pti porovnani s méfenimi v ¢ase 0 (p>0,05).
Statisticky rozdil mezi tloustkami ligamentum patellae v ¢ase 1 a 2 nebyl
potvrzen (p>0,05). Ze sledovanych Kkategorialnich faktord potvrdila
MANOVA pouze vyznamny vliv ¢asu na tloustku ligamentum patellae.
Ostatni faktory (hmotnost, veék, pohlavi, typ ruptury LCC, artrotomie, Sirka
klece a poskozeni menisku) nemély vyznamny vliv na tloustku ligamentum
patellae.

Diskuse: Zbytnéni ligamentum patellae bylo popsané jako komplikace
v souvislosti s operaci TPLO (1,3,6). Boudrieau uvadi jako mozny davod
tohoto stavu zkraceni vzdalenosti Gponu ligamentum patellae od mista
kontaktu kondyld femuru s tibialnim plato (3). K tomuto zkraceni dochazi
po osteotomii tibie pii operaci TPLO. Nasledn¢ je nutna vétsi sila
k dosazeni extenze kolenniho kloubu a ligamentum patellae je vic
namahano (3). Naopak u operace TTA dochazi k prodlouzeni vzdalenosti
uponu ligamentum patellae od mista kontaktu kondylti femuru s tibialnim
platd, coz ma za nasledek mensi silu nutnou pro extenzi kolenniho kloubu,
a s tim spojenou mensi zatéz ligamentum patellae (3). Existuje pouze jedna
studie, ktera se zabyvala zménami ligamentum patellae po operaci TTA
(4). Tato studie potvrzuje vyskyt patelarni desmopatie po operaci TTA a
také uvadi vliv velikosti pouzité klece (4). Efekt velikosti klece a vliv
vysledného posunu mista uponu ligamentum patellae na zménu tloustky
tohoto vazu bude predmétem dalsiho vyzkumu.
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Zavér: Zmény tloustky ligamentum patellae jsou evidentni v porovnani s
pfedoperacnimi snimky kolennich kloubl. Z naSich vysledki je
prokazatelny pouze vliv Casu. Tento zavér je konzistentni s vysledky studie
Kiihn et al.(4). Na naSem souboru pacienti se nepodatilo dokazat
vyznamnost dal$ich faktord s ohledem na $ifku ligamentum patellae. Je
dost pravdépodobné, ze efekt na ligamentum patellae maji ne samotné
faktory, ale jejich vzajemna interakce. Tento ptedpoklad bude predmétem
dalSich studii.
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FRAKTURY ANTEBRACHIA, JEJICH RESENI A KOMPLIKACE
Blazek-Fialova 1.
Klinika chorob psii a kocek, FVL VFU Brno

Uvod: V fad¢ piipadt jsou Grazy psi spojeny se zlomeninami. Casto se
setkavame se zlomeninami ptedlokti, nejcastéji z ditvodu padu pacientt
z vysky €i autourazu. Jsme pak od majitelti zvifete postaveni pred otazku,
zda se jednolomna zlomenina piedloketnich kosti, kterd neni vyrazné
dislokovana, neda s uspéchem fesit i bez operativniho oSetieni.

Cile: Cilem na$i studie bylo sledovani komplikaci spojenych s volbou
metody oSetfeni pacientl se zlomeninami predloketnich kosti se
stanovenim vhodnosti zvolené terapie i ve vztahu k véku a plemenné
ptislusnosti pacientd.

Material a metody: Psi osetieni na Klinice chorob pst a ko¢ek FVL VFU
Brno s uzavienym typem jednolomnych diafyzarnich zlomenin obou
predloketnich kosti. Sledovali jsme vék pacientli, plemennou pfislusnost,
zvoleny zpusob terapie a komplikace v prubéhu hojeni zlomenin. Jako
primarni metodu oSetfeni zlomenin piedlokti jsme volili konzervativni
zpiisob oSetieni v piipadech minimalné dislokovanych zlomenin u pst do
stafi péti mesict. U ostatnich zlomenin piedlokti bylo majiteliim navrzeno
jejich chirurgické feseni. V pripad€é nesouhlasu majiteld s timto zpisobem
osetfeni jsme volili i u téchto pacientd konzervativni 1écbu zlomenin
predlokti, kterou bylo pfilozeni zesilené R-J bandaZze pomoci dlahy na
kaudalni stranu ptedlokti, pficemZ byla respektovana zasada znehybnéni
kloubu pod a nad linii lomu. V ojedinélych piipadech minimalné
dislokovanych zlomenin u velmi mladych jedinct jsme v né€kolika malo
pripadech pfistoupili k 1é€bé bez bandaze pouze striktnim klidovym
rezimem pacienta. Doba pfiloZzeni bandaze s dlahou u konzervativné
léCenych pacienti byla zaloZzena na individualnim zhodnoceni
rentgenologického sriistu zlomeniny, pfipadné na vzniku komplikaci
spojenych s bandazovanim koncetiny. Ke kontrolnim pfevaziim bylo
pfistoupeno okamzité podle stavu bandaze, nejméné vSak jednou za 10 dni.
Pfi chirurgickém oSetfeni jsme provadéli anatomickou repozici zlomenin
vietennich kosti s jejich naslednou fixaci neutraliza¢nim nebo kompresnim

171



typem kostni ploténky. Zlomeniny loketnich kosti byly ponechany bez
fixace. K fixaci zlomenin vietenich kosti byly pouzity nejcastéji DCP
ploténky s otvory pro fixaci 2,0 mm nebo 2,7 mm kortikalnimi Srouby.
V piipadech vétsiho traumatického zhmozdéni okolni meékké tkané
z dtvodu samotného tirazu nebo chirurgického osetieni, byla po operaci na
koncetinu pfilozena na jeden az dva dny dobfe vypodlozend R-J bandaz
k eliminaci ob&hovych obtizi na konceting. Pokud nebyly sledovany brzké
klinické obtize, pak byla nasledna rentgenologickd kontrola hojeni
zlomenin provddéna vrozmezi 6-8 tydni od operativniho oSetfeni
v zavislosti na majitelich. Pokud nebyl na téchto sekundarnich
rentgenologickych vySetfenich zjistén srlst vietenni kosti, opakovana
rentgenologickd vySetfeni byla provadéna v intervalech 4 tydnti az do
sristu zlomeniny. Pti vyskytu komplikaci byla rentgenologicka vysetfeni
provadéna dle potfeby. Pti hojeni chirurgicky oSetfenych zlomenin jsme se
zaméfili na mozny vyskyt komplikaci, ke kterym fadime Spatné se hojici
operacni ranu, selhani implantatd, osteomyelitida, prodlouzena doba hojeni
zlomeniny, nezhojeni nebo refraktura po vyjmuti implantatd u zhojené
zlomeniny. Ke komplikacim ve spojeni s konzervativni metodou oSetfeni
zlomenin piedlokti patii zejména prodloZzend doba hojeni nebo nezhojeni
zlomeniny, pfipadné zhojeni v dislokaci, ale také Casté komplikace ve
spojeni s nutnosti dlouhodobégj$iho pfilozenim bandaze. K témto
komplikacim patii abraze a nekrézy okolni mékké tkan€, omezeni rozsahu
pohybu a degenerativni zmény v okolnich kloubech, pfipadné rozvoj
hypotrofie kostni tkané. V pripadé¢ zpomalého hojeni byla provadéna
dynamizace mista lomu odebranim ¢asti implantatd, kterym byla snizena
puvodni sila fixace zlomeniny. K vyjmuti vSech implantatd bylo ptikroceno
az po dokonalém rentgenologickém srustu zlomeny vietennich kosti.

Vysledky: Hodnoceno 43 psu osmnacti riznych plemen s jednolomnymi
diafyzarnimi zlomeninami obou pfedloketnich kosti. Nejéastéji postizena
plemena byla prazsky krysafik (21 %), italsky chrtik (14 %) a yorkshirsky
teriér (9,3 %) vékové skupiny tfi mésich az jednoho roku stafi (63 %). Z 35
chirurgicky osetfenych pacientt (81,4 %) bylo dosledovano az do vyjmuti
implantatd 21 znich (60 %). Komplikace nastaly u péti chirurgicky
fesenych pacientt (14,3 %). Konzervativné jsme fesili osm pacientt (18,6
%) a u péti znich (62,5 %) nastaly komplikace spojené s touto metodou
osetfeni. Primarné konzervativné byli oSetfeni dva pacienti, hojeni
probihalo u obou téchto pacientd bez komplikaci.
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Diskuse: Konzervativni volba oSetfeni zlomeniny je vhodna pouze u
nekompletni zlomeniny (green stisk) samostatné diafyzdrni zlomeniny
jedné z predloketnich kosti nebo minimalné dislokované zlomeniny obou
predloketnich kosti zejména u mladych pst (1,2,3). Pfic¢inou zvyseného
rizika komplikaci hojeni zlomenin u této metody je nedostatecna stabilita
mista lomu spojend s poruchami neoangiogeneze a naslednym
prodlouzenim doby hojeni. Pfi nespravném piiloZzeni bandaze nebo pii
nespravné péci o obvaz dochézi velmi Casto k poskozeni mékkych tkani
koncetiny (4,5). Pokud jiz zvolime, nebo jsme nuceni volit konzervativni
metodu 1écby zlomeniny piedlokti, pak dilezitym faktorem zasahujicim do
obnoveni plné funkce poranéné koncetiny je i celkova doba bandazovani.
Dlouhodoba imobilizace a nezatézovani koncetiny vyvolavaji vznik
svalovych kontraktur, snizeni opacity kostniho podkladu distalni casti
koncetiny, s ¢imz souvisi nasledna ztuhlost zapésti a kloubt prstii a rozvoj
osteoartrézy. Zlomeninu ptedlokti utrpi nejcastéji mald a miniaturni
plemena pst, u kterych jsou pfilozeni bandaze a jeji nasledné revize
spojené s technickymi obtizemi. Nezanedbatelny je i vliv majitele, ktery
musi pfevzit zodpovédnost za pé¢i o obvaz. Komplikace po provedené
osteosyntéze jsme zaznamenali v péti piipadech.

Zavér: Ze studie jednoznacné vyplyva doporuceni chirurgickych oSetfeni
zlomenin vietennich kosti. VSechny komplikace vzniklé po chirurgickém
osetfeni nemély na budouci funkci koncetiny zadny vliv. Komplikace
spojené s konzervativnim oSetfenim byly pouze Vjednom ptipadé bez
vlivu.

Podékovani: MVDr. Milanu Dvoidkovi Ph.D. za pomoc s tvorbou tohoto
prispévku.
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SLEDOVANiI KONCENTRACE MANGANU VE VZTAHU
MATKA - MLADE V DEN PORODU U KOZ

Zvonareva E., Pechova A., Misurova L., Hauptmanova K., Pavlata L.,
Tomaskova M.

Klinika chorob prezvykavcii a prasat, FVL VFU Brno

Uvod: Koncentrace manganu V plné krvi je &asto sledovana jako ukazatel
urovné zasobeni organismu Mn, ale vysledky védeckych praci na
vypovidaci hodnotu tohoto stanoveni nejsou jednotné. Koncentrace
manganu Vv krvi je ovliviiovana vékem (1). Zasobeni matky ovliviiuje
koncentraci Mn v plodu, protoZze Mn prochazi placentou a kumuluje se
Vv plodu (2). Cilem této prace bylo sledovani koncentrace Mn v krvi koz a
jejich mlad’at pti supplementaci riznymi formami Mn.

Material a metody: Experiment byl realizovan na Klinice chorob
prezvykavett VFU Brno v roce 2009 - 2010. Do pokusu bylo zafazeno 31
zdravych biezich kratkosrstych bilych koz. VSechny kozy byly krmeny
shodnou krmnou davkou, ktera sestavala z dopliikové smési (DKS) 0,5 kg
na kus a den, dale mély adlibitni pfistup k luénimu senu, vod¢ a mineralnim
lizm. Primérny pfijem sena se pohyboval kolem 2,5 kg na kus a den.
Koncentrace Mn v senu byla v priméru 87,53 mg/ kg. Kontrolni skupina A
(n=9) dostavala DKS bez ptidavku Mn (pfirozeny obsah Mn—20 mg/kg).
Kozy pokusnych skupin dostavaly DKS, kterd byla obohacena Mn v
ruznych formach v mnozstvi 160 mg/kg. Suplementace pokusnych skupin
byla zahajena od druhého mésice gravidity. Skupina B (n=8) dostavala
DKS obohacenou anorganickym Mn ve formé¢ MnSO, v dalsich
pokusnych skupinach byly pouZity organické formy Mn — skupina C (n=6)
Bioplex Mn (15 % Mn proteinat, Alltech), skupina D (n=8) B-Traxim 2C
Mn (21 % Mn chelat glycinu, Pancosma). V den porodu byla odebrana krev
punkcei v. jugularis od koz (n=31) a jejich kuizlat (n=65) hned po porodu
pfed prvnim napitim kolostra do zkumavky s ptfidavkem heparinu. Po
odbéru byly vzorky zamraZzeny az do laboratorniho zpracovani. Analyzy
vzorkll se provadély v biochemické laboratoti KCHPY. Koncentrace Mn v
krvi byla  stanovena  elektrotermickou  atomovou  absorpcni
spektrofotometrii na pfistroji Solaar 939 (Unicam, Velka Britanie) po
mikrovinné mineralizaci na pfistroji MLS-1200 (Milestone, Italie).
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Vysledky byly statisticky zpracovany v programu Excel (Microsoft
Windows 97).

Vysledky: Koncentrace Mn vkrvi matek a jejich mladat byly
vyhodnoceny bez ohledu na pokusné skupiny (tab. 1) a podle skupin (tab.
2). Mezi jednotlivymi pokusnymi skupinami nebyly zjistény signifikantni
rozdily v koncentraci Mn vkrvi matek. Statisticky vyznamné nizsi
koncentrace Mn v krvi mladat byly zjistény u kontrolni skupiny (A) ve
srovnani s pokusnymi skupinami (p<0,05) suplementovanymi MnSO, (B) a
Mn chelatem glycinu (D). Koncentrace Mn v krvi mlad’at byla v priméru o
6 % vyssi nez u jejich matek, ale rozdily nebyly signifikantni.

Tabulka 1: Koncentrace Mn v krvi (ug/l) matek (n=31) a mladat (n=65)

Pramér SD Max. Min.
Matky 10,55 2,78 18,61 6,79
Mlad’ata 11,16 2,67 17,33 6,47

Tabulka 2: Koncentrace Mn v krvi (ug/l) matek a mladat podle pokusnych
skupin

Skupiny | A B C D
Matky 9,63 £2,52 11,35+2,95 | 11,07+£3,58 | 10,88 +1,85
Mlad’ata | 10,01 +2,44*° | 11,80 +2,49? | 10,79+ 3,05 | 11,97 +2,23°

% p < 0,05(mezi skupinami oznaenymi stejnymi pismeny)

Diskuse: V literatufe je uvadéno, ze svékem dochazi k poklesu
koncentrace manganu v krvi (1,6), na zaklad¢ nasich vysledkl vSak nelze
jednoznaéné tento vliv potvrdit ve vztahu matka a mladé. Nami zjisténé
koncentrace Mn vkrvi jsou obdobné jako hodnoty publikované
v poslednich letech u dojnic 14,0+£3,2 pg/l (3) a 5,10-12,35 pg/l (4).
Vyrazné vysSi koncentrace Mn v krvi dojnic 20-70 pg/l vSak uvadi
Underwood a Suttle (5). Domnivame se, ze tyto velké rozdily jsou dany
zménami v metodice stanoveni a predevsim pak pfistrojovém vybaveni.
V dostupné literatuie jsme nenasli informace o koncentraci Mn v krvi koz.

Regresni analyzou jsme vyhodnotili vztahy mezi koncentraci Mn v Krvi
kizlat a jejich matek. Pfi vyhodnoceni celého souboru bez ohledu na
skupiny (graf 1) jsme zjistili signifikantni pozitivni korelaci (r=0,3680;
p<0,01). Ur¢ité rozdily vSak byly zjistény pii vyhodnoceni korela¢nich
vztahi podle pokusnych skupin. Signifikantni vztah byl u skupin
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suplementovanych organickymi formami Mn (C:r= 0,7701, p<0,01; D:r=
0,5276, p<0,05), zatimco u dalSich dvou skupin signifikantni korelacni
vztah zji$tén nebyl (A:r= 0, 0462; B:r=-0,0548 ).

Graf 1: Koncentraci Mn (ug/l) v krvi koz a jejich novorozenych mladat

y=0.3468x+ 7.4435
20.00 R?2=0.1355
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Koncentrace Mn v krvi mladé

Zavér: Suplementace bfezich koz riznymi formami Mn signifikantné
neovlivnila koncentraci Mn v krvi koz. U mlad’at byly zjistény vyssi
koncentrace u skupiny dotované MnSO, a Mn chelatem glycinu. Mezi
koncentraci Mn v krvi matek a jejich mlad’at byly zjiStény signifikantni
korelac¢ni vztahy u skupin dotovanych organickymi formami Mn.

Literatura: (1) Wood R. J. 2009: Nutr Rev 67: 416-420, (2) Hostetler C.
E. et al. 2003: Vet J 166: 125-139, (3) Pechova A. et al. 2008: Acta Vet
Brno 77: 523-531, (4) Gehrke M. et al. 1997: Bull Vet. Inct. Pulawy 41:
115-119, (5) Underwood E.J. et al. 1999: Oxon: CABI Publishing: 614
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VLIV DOTACE RUZNYCH FOREM A DAVEK SELENU NA
VYBRANE UKAZATELE BACHOBOVE TEKUTINY A KRVE U
OvCl

Panev A., Hauptmanova K., Pavlata L., Pechova A., Dvoiak R., Filipek J.
Klinika chorob prezvykavcii a prasat, FVL VFU Brno

Uvod: Vyznam dostateéné saturace organismu mikroprvky vyplyva z jejich
ucasti v fadé biologickych pochodd v organismu a v jejich ovliviiovani
zdravotniho stavu, nebot' se ucCastni fady funkci, jak strukturalnich,
katalytickych i regulacnich (1). U ptezvykavel je jejich saturace
mikroprvky vyznamné ovlivnéna lokalitou, kde jsou chovani, protoze
zvitata jsou obvykle krmena rostlinnymi krmivy produkovanymi v oblasti
farmy. V jadrném krmivu se obvykle v porovnani s objemnym krmivem
nachdzi vyssi koncentrace mikroprvki. Za dilezitou je povazovana i forma,
v jaké jsou mikroprvky podavany. Ceska republika se nachazi v oblasti, kde
je vpudé nedostatek selenu, proto zde nehrozi riziko otrav, ale karenci
selenu (2,3,4). Aby bylo zasobeni zvitfat selenem adekvatni, je selen tfeba
vhodnym zpisobem zvifatim dotovat. V krmné davce piijaty selen
nepfijima vyhradné prezvykavec, velké mnozstvi selenu vstfebaji a
metabolizuji bachorové bakterie (5).

Material a metody: Pokus byl provadén na 15 skopcich, ktefi byli pied
pokusem 4 mésice krmeni a ustijeni stejnym zpisobem a pro ucely
experimentu nadhodné rozdéleni do dvou skupin (A a B). Skopci byli
ustajeni ve dvou samostatnych venkovnich kotcich. Mé&li adlibitni ptistup
k vodé. V priabéhu pokusu byla vSechna zvifata krmena stejnou krmnou
davkou, jediny rozdil byl v riznych formach a koncentracich selenu, ktery
byl ptidavan do doplitkové krmné smési (Biokron s.r.o., Blu¢ina). Krmna
davka na den a jednoho skopce se skladala ze 2,5 kg lu¢niho sena a 0,3 kg
doplitkové jadmé krmné smési s ptidavkem selenu. Davka byla rozdélena
do dvou porci rano a vecer. Skupiné A (n=8) byla podavana krmna smés
s organickou formou selenu (Sel-Plex Alltech 2000), skupiné B (n=7)
krmnéa smés s anorganickou formou selenu (selenicitan sodny - Na,SeQOs).
Nejprve byla zvifata krmena po dobu dvou tydni krmnou smési
s mnozstvim selenu 1,0 mg/kg krmné smési (den 1 az 14). Poté byla
krmena po dobu ¢&tyf tydnt (den 15 az 42) krmnou davkou s nizkou
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koncentraci selenu (0,1 mg/kg) a v posledni fazi po dobu tii tydna (den 43
az 63) krmnou davkou se zvySenou koncentraci selenu (5,0 mg/kg).
V prubé¢hu celého pokusu byly provedeny ctyii odbéry krve a bachorové
tekutiny. Bachorova tekutina byla odebirana pomoci bachorové sondy a
podtlakové pumpy vzdy po 2 hodinach po rannim krmeni. Odebirali jsme
vzdy 300 ml bachorové tekutiny. Ve stejnou dobu probihal i odbér krve z v.
jugularis. Krev jsme odebirali do dvou zkumavek, do jedné bez piidavku
antikoagula¢niho pfipravku pro ziskani séra, do druhé s pfidavkem
heparinu pro ziskani vzorku plné krve. Prvni odbér byl proveden po 14
dnech krmeni krmnou smési s obsahem selenu 1 mg/kg (14. den pokusu),
druhy odbér po 3 tydnech krmeni smési se snizenou koncentraci selenu (35.
den pokusu), tfeti odbér po prvnim nakrmeni smési se zvySenou
koncentraci selenu (43. den pokusu) a ¢tvrty odbér po tiech tydnech krmeni
smési se zvySenou koncentraci selenu (63. den pokusu). V bachorové
tekutiné¢ byly vySetfovany tyto parametry: pH, celkovad acidita, pocet
nalevnikli, koncentrace kyseliny mlécné, amoniaku, t€kavych mastnych
kyselin, procentualni zastoupeni jednotlivych kyselin (kyselina octova,
propionova, n-maselnd a n-valerova), koncentrace selenu a aktivity ALP,
ALT, AST, GMT, LDH a amylazy. Dale jsme zjistovali koncentraci selenu
V bachorové biomase. Byly vySetfovany tyto parametry v Krvi: koncentrace
celkové bilkoviny, albuminu, bilirubinu, mo¢oviny a selenu a aktivity AST,
GMT a GSH-Px.

Vysledky: Absolutni hodnoty koncentraci Se v bachorové biomase a
tekutiné¢ ve své dynamice zhruba odpovidaji mnozstvi suplementovaného
Se, kdy pii druhém odbéru doslo k priikaznému poklesu koncentrace Se
v biomase i bachorové tekutiné a nasledné¢ bezprostiedné po zacatku
krmeni vysokych davek ptidavku Se se koncentrace Se v biomase i
bachorové tekuting prikazné zvysila a vzestup koncentraci pokracoval az
do konce experimentu. Forma, vjaké byl selen podavan, neméla na
absolutni obsah selenu v bachorové biomase prikazny vliv. Nase vysledky
jsou v souladu s diive publikovanymi 0daji, ze se nejveétsi mnozstvi selenu
zjistuje v biomase a nejnizsi v bachorové tekuting, protoze selen do sebe
velmi rychle inkorporuji bachorové bakterie (5). V bachorové tekutiné byla
zjisténa vys§i koncentrace Se po podavani seleniCitanu sodného. Po
podavani krmiva se zvySenou koncentraci Se byla koncentrace Se
v bachorové tekutiné u skopcti krmenych seleniCitanem téméf dvojnasobna
(4,61£1,72 umol/l — 3. odbér 9,68+ 5,24 umol/l — 4. odbér) oproti skopciim
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krmenym organickou formou selenu (2,60+1,33 umol/l — 3. odbér,
4,88+2,16 pumol/l — 4. odbér). Rozdil mezi skupinami byl statisticky
vyznamny (p < 0,05). Pfi vyhodnoceni vztahu mezi koncentraci Se
V bachorové biomase a tekutiné jsme zjistili, Ze mezi obsahy Se v obou
materidlech existuje vysoce vyznamny korelaéni vztah (r = 0,78, p<0.001,
n=60), coz dokladuje, Ze mezi obsahem selenu v bachorové tekutiné a
biomase existuje urcita rovnovaha.

Diskuse: Aktualni pfijem selenu ovcemi se odrazi v jeho koncentraci v Krvi
a v aktivit¢ GSH-Px a také v koncentraci selenu v bachorové tekutiné a
jeste  vyznamnéji v bachorové biomase, ve které se nachazi v
mnohonésobné vysSich koncentracich nez v bachorové tekutin€. Forma,
Vv jaké je selen podavan, nema prokazatelny vliv na celkovy obsah selenu
V bachorové biomase, jeho koncentraci v Krvi, ani na aktivitu GSH-Px
Vv krvi, ale bylo mozné vysledovat tendenci k vy$§im koncentracim selenu a
aktivit¢ GSH-Px v krvi u zvifat krmenych anorganickou formou selenu a
selenu v biomase u zvifat krmenych organickou formou selenu. Po podani
vysoké davky selenu byl zaznamenan prikazny pokles poctu nalevnikl a
také prikazny vzestup aktivit GMT, LDH, ALP a AST v bachorové
tekutingé. Dalsi sledované parametry bachorové tekutiny vSak aplikaci
selenu ovlivnény nebyly.

Zavér: 1 pres zjisténé rozdily v obsahu selenu v bachorové tekuting
muizeme konstatovat, Ze dotace riiznych forem selenu nema na distribuci Se
mezi bachorovou tekutinu a biomasu zasadni prakticky vyznam — zejména
pokud budeme zohledniovat absolutni hodnoty koncentrace Se v biomase.

Podékovani: Tato price vznikla za financni podpory MSMT CR v rdmci
reSent vyzkumného zaméru ¢. MSM6215712403.
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