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MARIE BICIKOVA®*, LUDMILA MACOVA? LUCIE
KOLATOROVA?, MARTIN HILL? DOBROSLAVA
JANDOVAP, JAROSLAV NOVOTNY¢, JAN
KUBANEK®, PAVLA FORMANOVA®

aEndokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha; 3. LF UK
Praha, Ruska 2411/87, 100 00 Praha 10; Priessnitzovy
lécebné lazné a.s, Priessnitzova 299, 790 03 Jesenik
mbicikova@endo.cz

Naprosta vétSina pacientd se po pobytu v laznich citi
zdravotné 1épe. Tato skutecnost je ov§em pouze subjektivni a
odpurci lazenské 1écby, ktera je bezesporu nakladna, tvrdi, ze
subjektivni dobry pocit je vyvolany pouze tim, ze dotyény
pacient je zbaven dennich starosti o praci a o rodinu. Pravda
je jind. Positivni efekt 1é¢ebného lazeniského pobytu se
projevuje dlouhou dobu i po navratu do béznych vsednich
dni. Objektivni hledisko pro hodnoceni stavu pacienta, které
by bylo neoddiskutovatelné, stale chybi.

V ptedlozené praci prezentujeme vysledky nasi snahy o
nalezeni objektivnich parametri pro hodnoceni vysledka
lazeniské 1écebné rehabilitaéni péée u osob s chronickym
onemocnénim a u osob s psychickymi poruchami tj. na
prvnim misté klienti s indikaci IX (psychiatricka pfevazné
nepsychotickd onemocnéni). Do souboru byli zafazeni i
jednotlivei  chronicky nemocni se zavaZznymi nemocemi
dychacimi, které jejich onemocnéni integraln¢ doprovazi
anxiozné-  depresivni  symptomatologie a  nékolik
onkologickych klientl po prodélaném zhoubném nadoru
rovnéZ s anxiozné- depresivni symptomatologii.

Pfi navrhu studie jsme vychazeli z naSich zkuSenosti s
neuroaktivnimi steroidy a neurosteroidy, které hraji zasadni
roli v psychické pohodé¢ pacientd. Je znamo, ze mozek jako
nejvetsi zlaza s vnitini sekreci, produkuje celou fadu de novo
vznikajicich nebo z prekurzori vzniklych steroidnich
hormont, které se nazyvaji neurosteroidy. Neurosteroid, které
jsou vlastné podskupinou neuroaktivnich steroidd mohou
pusobit na receptorech, které funguji jako iontové kanaly.
Positivni modulace neurosteroidy obsazovanych receptorti
pusobi de facto proti sobé a zaruCuje tak rovnovahu
organizmu.

DalSimi faktory podilejicimi se na zlepSeni zdravotniho
stavu klienttl 1azni jsou z endokrinologického hlediska velmi
citlivé a dulezité ukazatele aminokyselina homocystein a
serotonin. Homocystein je aminokyselina vznikajici pfi
metabolizmu esencidlni aminokyseliny metioninu jako
vedlejsi produkt, ktery je bud’ recyklovan opét na methionin,
nebo na uzite¢nou neesencidlni aminokyselinu cystein, ktera
je vyznamnou slozkou bilkovin. Metabolizmus homocysteinu
je ovliviiovan kyselinou listovou (B9), vitaminem B6 a B12.
Jestlize vyjmenované vitaminy nejsou pfitomny Vv
dostate¢ném mnozstvi, dochazi k porucham- dysfunkcim a to
na prvnim misté v centralnim nervovém systému. Pokud se
naopak homocystein nadmémé hromadi v krvi, vznika
takzvana hyperhomocysteinemie a s jistotou muzeme fici, ze
vysoké koncentrace homocysteinu jsou pro organizmus
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Skodlivé. Nahromadéni homocysteinu muize vést az k
oxida¢nimu stresu, ktery patii k soucasnym nejvetSim
nepiatelim clovéka. Vedle kardiovaskularnich onemocnéni,
je v soucasnosti hyperhomocysteinemie potvrzovana u celé
fady civilizacnich onemocnéni jakymi jsou naptiklad:
deprese, Alzheimerova choroba, parkinsonismus, roztrousena
skleréza mozkomisni, migrény, chronicky Unavovy syndrom,
alergie, sniZzena imunita a dalSi.

O blahodarnosti serotoninu neni potieba se Sifit.
Prekurzor (L-tryptofan) tohoto ,.hormonu §tésti“ je mozné
koupit jako potravinovy dopln€k snad v kazdé 1ékarné.
L-tryptofan je esencidlni aminokyselina (jedna z osmi
esencialnich aminokyselin = nezbytnych stavebnich prvki
bilkovin), které télo musi ziskavat ze stravy (napiiklad z
banant). Na trhu se Ize setkat s celou fadou potravinovych
dopliikd obsahujicich L-tryptofan, které by mély podpofit
tvorbu serotoninu.

Vysledky vysetieni sledovanych latek z odbéra krve je
v ¢iselné podobé vyjadieny jako relativni rozdil v procentech.
Serotonin u vSech pacientek stoupl v souhrnu o relativnich 23
%, zatimco homocystein klesl 0 17,1 %. Uz tyto dvé& hodnoty
ukazuji na pozitivni vliv lazenské 1écby. Vysledky skupiny
steroidd, svédci o aktivaci klry nadledvin. Jeji funkce ma u
pacienti s rOznymi, zpravidla tlumicimi farmaky,
dalekosahly vyznam. ZvySeni hladiny kortizolu (o 18,3 %)
zlstalo vzdy v ramci referen¢nich mezi, tzn. kortizol dosahl
fyziologické hladiny. Odborna literatura u n€kterych pacienti
s psychickymi poruchami poukazuje na utlumeni funkce osy
hypotalamus - hypofyza - nadledvina. Narast hladin
kortizolu lze tedy interpretovat jako tendenci k normalité
funkce kiry nadledvin. Pregnenolon stoupl o relativnich 44,5
%. Tento steroid stoji na zac¢atku vzniku vSech steroidnich
hormoni a je povazovan odbornou vetejnosti za latku
zvySujici mentélni aktivitu a neuroprotektivni latku. O
podobnych  relativnich 40,6 %  stoupl  3a,50-
tetrahydroprogesteron - allopregnanolon, endogenni latka se

""" ucinkem. Positivné moduluje
GABAA receptory s naslednym uklidiiujicim uc¢inkem. Nalez
zvySenych hladin DHEA a pregnenolon sulfatu (o 16,4 %),
které pozitivné moduluji N-methyl-D-aspartatové receptory
vedou k celkové stimulaci organizmu, zbystfeni a
pozitivnimu  mysSleni.  Vysoce pozitivni je nalez
7a-OH-DHEA, stoupl o 15,7 %. Tento steroid je silnym
imunoprotektivem a pasobi proti autoimunitnim reakcim,
kterymi jsou klienti/ s psychickymi poruchami ohrozeni.

Zvysené hladiny konjugovanych steroidd at' jiz
glukuronidit nebo sulfatd jsou rovnéz vysoce dilezité,
protoze jejich pozitivni ucinek je dlouhodoby. Lze tedy
usuzovat, Ze celkové zlepseni duSevniho stavu pacienti,
zvySeni imunitu podporujicich latek a latek chranicich proti
autoimunitnim reakcim se po ukonceni lécby v laznich
dlouhodobé udrzi.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky tstav - EU,
00023761).



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 16, 307-322 (2018)
ENDOKRINNI DISRUPTORY
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Zivot zévisi na schopnosti normélniho vyvoje a
reprodukce, coZ neni mozné bez zdravého endokrinniho
systému. Latky, které mohou interferovat s timto systémem,
se nazyvaji endokrinni disruptory (ED). Endokrinologicka
spolecnost! v roce 2012 definovala endokrinni disruptory
jako exogenni chemikalie nebo smés chemikalii, které mohou
interferovat v jakékoliv souvislosti s hormonalni akci, a
Vv roce 2015 zdlraznila, Ze nejzavaznéjsi je vliv expozice ED
pfi vyvoji. ED jsou pfedev$im primyslové vyrabéné latky
chemicky velmi heterogenni, casto lipofilni, jako jsou
persistentni organické polutanty, napt. 209 polychlorovanych
bifenylti, 209 polybromovanych difenyletert, perfluorované
uhlovodiky, organohalogenové pesticidy DDT, DDE,
polychlorované dioxiny, ftalaty, parabeny, organometalické
latky a nanocastice, diethylstilbestrol, bisfenol A,
kontraceptiva, ale i pfirodni latky typu fytoestrogent. ED
kontaminuji vzduch, vodu, potraviny i vyrobky slouZici
k osobni pé¢i a mohou tak negativné ovliviiovat reprodukéni
funkci, zptisobovat abnormalni rtst a opozdovat vyvoj
nervové soustavy u déti, ménit imunitu, negativné ovliviiovat
funkci Stitné Zlazy, zvySovat riziko wvzniku obezity,
metabolického syndromu i malignich onemocnéni apod. ED
jsou nejvice ohrozeny t€hotné Zeny a jejich déti, pficemz vliv
ED se muze projevit az v dospélosti, ale muze byt i
transgeneracni.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky ustav - EU,
00023761).
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KARDIOTONICKE STEROIDY A NOVE MOZNOSTI
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Moznosti zmény klinické indikace (repurposing)
standardné¢ schvélenych a pouzivanych API (active
pharmacetical ingredient) jsou v soucasné dob¢ velmi lakavé.
Doposud ziskané informace o latce by umoznily podstatné
zkraceni vyzkumného a schvalovaciho procesu, ktery
obvykle vede k eventuelnimu zavedeni nového lé¢iva do
praxe. Navic, pokud je API pfirodni slouceninou, je dalsi
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vyuZziti obnovitelného zdroje ekonomickym faktorem, ktery
je velmi zadouci, mj. i ze soucasného pohledu na ,,cirkularni
ekonomiku*.

Rostliny s obsahem kardioglykosidti jsou v lidové
mediciné znamy po mnoho tisic let a byly uzivany jako
droga. Jejich pouziti jako emetika, k podpofe srde¢ni
¢innosti, proti otokim je dokumentovano ve starovékém
Egypté i Cing, davno pied 3000 lety!. V novodobé humanni
mediciné¢ jsou kardiotonické steroidy uzivany k 1écbé
méstnavého srde¢niho selhani a arytmii.

V posledni dobé se objevuji prace, které pouzivaji
kardiotonickeé steroidy i k jinym 1é¢ebnym G¢eltim, jako napt.
antimalarika?, antivirotika® aj. Nicméng&, mnoho praci uvadi
jejich mozné vyuziti jako latek protirakovinnych®.

Zahdjili jsme mensi projekt, ktery ma ukazat
vyznamnou protinddorovou aktivitu 19-oxokardenolidi.
Zaméiujeme se napfiklad na to, ze farmakologicka lécba
nemalobunééného karcinomu plic je neuspokojiva a je tieba
hledat nova 1é¢iva a postupy. Jednou ze strategii zasahu
nadorovych bungk je pietrvavajici zvySeni intracelularnich
iontd vapniku vedouci k apoptdze. Kardenolidy se jevi jako
kandidati této strategie, nebot’ jako inhibitory Na*/K*-
-ATPasy zvysuji koncentraci kalcia v buiice. Nase pilotni
studie ukazuji jak inhibici pumpy (enzymu), tak cytotoxicky
ucinek jednoho z kardenolidti (hyrkanosid) v nadorovych
butikich®. Piedkladame hypotézu, Ze hyrkanosid ma
protinadorovy potencial u plicniho karcinomu. Pro cilenou
aktivaci apoptozy nadorovych bunék budeme zkoumat moznost
zvysit  uéinek  19-oxokardenolidd  synergii s inhibitory
sarko/endoplasmatické Ca®*-ATPasy a reaktivatorem proteinu
p53, uvedené na podobném mechanismu jako je princip
syntetické letality. Molekularni modelovani, in vitro a in vivo
experimenty uplatnéné v projektu umozni ziskat nové poznatky
pro racionalni kombinace malé molekuly hyrkanosidu s dalsi
protinadorovou terapii a pro syntézu cileného kardenolidu v
1€¢bé plicnich nadord. Cilem nového projektu je studovat cyto-
toxické G¢inky 19-oxokardenolidd, inhibitord Na*/K*-ATPasy v
modelu nemalobunééného nadoru plic v podminkach in vitro a in
vivo, definovat molekularni podstatu bunééné smrti pfi
racionalni kombinaci s jinou protinddorovou lécbou a
navrhnout semisynteticky targetovany derivat.

Tato préce vznikla na podporu grantu GA CR 19-04483S a
za podpory grantu MSMT CR LOI1304.
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Mikrobiota tvofici stfevni floru jsou v soudasnosti
V popfedi zajmu pro své pozoruhodné — pifiznivé i neptiznivé
uéinky na lidsky organismus. Lidsky stfevni mikrobiom
obsahuje kolem 10 organismi, jeho hmotnost se pohybuje
mezi 1-2 kg. Tvoii jej bakterie, houby a viry. Utastni se
zpracovani latek, prochazejicich zazivacim tstrojim, predevsim
potravy, ale i cizorodych latek z vnéjsiho prostedi vcetné, 1kt
a toxinl. Vyrazné zasahuji do imunity a jsou soucasti ochrany
proti patogenim. Ve stievni mikroflofe probihd celda fada
biosyntetickych a metabolickych pochodl, jez dopliiuji
celkovy metabolismus hostitele. Mcrobiota vyrazné ovliviiuji
traveni, veetné Stépeni komplexnich sacharidi. Zvlastni
vyznam ma tvoba mastnych kyselin s kratkym fetézcem, jez
jako neurotransmitery zasahuji do neuroendokrinnich
mechanisml. Vztah mezi sttevnim mikrobiomem a hostitelem
je oboustranny, tzn. reguladni systémy hostitele — nervovy,
imunitni a endokrinni - ovliviji sloZeni a funkce mikrobiomu
a obracené.

Z biologicky ucinnych latek, jez tvoii stfevni mikroflora
na druhé strané hostitel, patii v neposledni mife i hormony
resp. hormonalné€ uc¢inné pusobky. Z nich pak nejvic poznatkt
bylo ziskano o steroidech. Mikrobiom je vybaven prakticky
kompletnim arsenalem biosyntézy i metabolismu steroidnich
hromonti — glukokortikoidii, mineralokortikoidti, androgenti I
estrogent. Steroidy snadno piechédzeji stfevni sténu v obou
smérech:  Steroidy zcirkulace podléhaji ve stfevech
metabolickym pfeménam (zmifime zde napft. vysokou aktivitu
11beta-hydroxysteroidni dehydrogenasy 1. Typu) a naopak
steroidy tvotfené ¢i metabolizované sttevnimi mikroflorou tvoii
soucast cirkulujicich hormontt a ovliviiuji tvorbu a sekreci
hypotalamickych a hypofyzarnich hormont. Casto se mluvi o
ose stievo-mozek (gut — brain axis). Bylo dokonce prokazéano,
ze nepfiznivé zmény stfevniho mikrobiomu jsou asociovany
s rozvojem neurodegenerativnich chorob jako Alzheimerova
demence ¢i Parkinsonismus.

Steroidy tvofené stfevni florou nejsou jedinymi
hormonaln¢ u¢innymi latkami, jez ovliviuji endokrinni
regulace. Stievni mikrobiom produkuje celou tadu

proteinovych faktord (cytokiny, adipokininy, ristové faktory) i
latky slouzici jako neurotransmitery, jez ovSem nelze vidy
odlisit od hormont tvofenych buiikami gastrointestinalniho
traktu. Skladbu i funkci stievniho mikrobiomu ovliviuji i
hormony §titné zlazy, coz se opét odrazi ve fungovani osy
sttevo-mozek.

Vtomto piehledu budou struéné shrnuty soucasné
poznatky o tom, jak stfevni mikroflora zasahuje do
endokrinnich regulaci a naopak jak cirkulujici hormony méni
sttevni mikrobiom, spolu s nejvyznamnéjSimi patologickymi
dopady.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Gstav - EU,
00023761).
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ZMENY STEROIDNICH PROFILU U
SUBKLINICKEHO HYPERKORTIZOLIZMU A
NEFUNKCNICH NADLEDVINOVYCH ADENOMU
MERENE GC-MS?2

MARTIN HILL?, MARTA VELIKOVA?, VACLAV
HANA Jr.>, MIKULAS KOSAKP

aEndokrinologicky Gstav, Narodni 8, 116 94 Praha; °l11.
interni klinika, VFN a 1. LF UK, U nemocnice 1, 128 08
Praha 2

MHill@endo.cz

Zkvalitnéni zobrazovacich technik vede v disledku
k nardstu poctu nalezenych nadledvinovych incidentalomd,
vétsinou adenomi. Pro rutinni hormonalni hodnoceni téchto
mozné hormonalni hypersekrece u téchto patologii se dosud
vyuZiva jen nékolik nejznaméjsich steroidd, av§ak komplexni
obraz zmén steroidniho metabolomu dosud nebyl publikovan.
Pfedmétem studie byla kvantifikace hladin 91 sérovych
endogennich steroidi u pacientd s unilaterlnimi a
bilateralnimi  nadledvinovymi incidentalomy s cilem
zhodnotit zmény steroidogenezy a steroidniho metabolizmu u
pacientl se subklinickym hyperkortizolizmem (SH) pficemz
§lo o prifezovou studii zahrnujici 52  pacienti
s nadledvinovymi incidentalomy (unilateralni (n = 29),
bilaterdlni (n = 23), z toho byla ¢ast nefunkénich (NF, n =
11)) a ¢ast s SH (n = 41). NF a SH se pak porovnavaly
vzajemné a proti vékove a pohlavné odpovidajicim kontrolam
z obecné populace (n=26). Stanoveni 91 steroidi probihalo
simultanné z jediného vzorku séra metodikou GC-MS2
Stanoveni pilno¢niho kortizolu, kortizolu v moc¢i za 24 h a
ACTH bylo provedeno s vyuZzitim imunoanalytickych metod.
Z91 sérovych steroidi 10 vykazovalo signifikantné nizsi
hladiny u pacientt s SH (DHEAS, androsteronsulféat, epi-
androsteronsulfat, androstenediolsulfat, konjugovany 5a-an-
drostan-3p,17p-diol, konjugovany S5a-androstane-3a,17p-di-
ol) i vptipadé¢ oddéleného hodnoceni podskupin podle
unilateralnich a bilateralnich incidentalomt ¢i pohlavi. Dale
sérové hladiny 5-androsten-38,7B,17p-triolu, konjugovaného
5B-androstan-3a,17p-diolu, 7-oxo-DHEA, a 20a-dihydro-
pregnenolonsulfatu byly nizsi u unilateralnich, bilateralnich
incidentalomti u Zen a u muzi rovnéz, avSak zde rozdily
nedosahly statistické vyznamnosti. Pfi pouziti ROC kiivek
byla nejlepsi diskriminace mezi pacienty a kontrolami u
DHEAS adale pak nasledovaly pulno¢ni sérovy kortizol,
epiandrosteronsulfat, androsteronsulfat, ACTH, a 160-hyd-
roxypregnenolon.

Zavérem lze fici, ze SH je spojen se snizenymi
hladinami fady steroidi pficemz GCMS? se ukazal jako
uéinny nastroj pro kvantifikaci dosud nepopsanych zmén
steroidniho metabolizmu u této patologie.

Prdce byla podpoiena granty AZV CR 17-30528A ,,Predikce
gestacniho diabetu na zdiklade metabolizmu steroidit*, MSMT
(OP VWV, Excelentni vyzkum - ENDO.CZ, MZ CR - RVO (Endo-
krinologicky ustav -EU 00023761), OPPK CZ.2.16/3.1.00/21518
"Pristroj pro metabolomicky vyzkum" a Operacni program
Praha — Pl riistu CR CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000381.
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SKUPINOVE SELEKTIVNI IMUNOANALYTICKY
SYSTEM PRO DETEKCI SUTHERLANDIOSIDU

LUKAS HUML?, N. NGUYEN®, W. R. FOLK®, PETRA
MIKSATKOVA?, J. TAUCHEN®, OLDRICH LAPCiK?

aUstav chemie piirodnich latek, FPBT, VSCHT v Praze,
Technicka 5, 166 28 Praha 6; "Div. Biochem., University of
Missouri-Columbia, MO 65211-7020, Columbia, USA
Katedra kvality zemédélskych produktii, FAPPZ, CZU

v Praze, Kamycka 129, 165 21, Praha 6

humllu@vscht.cz

Sutherlandia frutescens je vyznamna jihoafricka 1é¢ivka
jejiz majoritni terpenovou slozkou a zaroven chemotaxono-
mickym markerem je skupina cykloartanovych glykosidd,
sutherlandiosidy A-D. U této skupiny latek se pfedpoklada
podil na pozorovanych ucincich sutherlandie. Pro ucely
ovéfeni compliance pacientti v prubéhu klinického testovani
byla vyvynuta nepfima kompetitivni ELISA, vyuzivajici pro
detekci metabolitt  sutherlandiosidi v moc¢i skupinové
selektivni polyklonalni antisérum. Pfi pfimém stanoveni bez
upravy vzorkt byla metoda zatizena efektem matrice, jenz se
projevoval Spatnou reprodukovatelnosti vysledka. Z tohoto
divodu byl hledan vhodny postup tGpravy vzorku, ktery by
nebyl c¢asové ani finanéné piili§ ndkladny. Nakonec jsme
zvolili fedéni moci 1:4 v20 mM fosfatovém pufru se
zahtatim na 95°C po dobu 5 minut. 1 pfesto, Ze jsme
pozorovali u takto oSetfenych vzorkli vyrazné snizeni
detekované imunoreaktivity, reprodukovatelnost metody byla
vyznamné zlepSena. Dosavadni vysledky naznaduji, ze tuto
metodu bude mozné pouZit pro ovéteni compliance pacienti.

Financovano z ucelové podpory na specificky vysokoSkolsky
Vizkum (MSMT ¢ 21-SVV/2018).

FLUORESCENCNI SONDY PRO SLEDOVANI
TRANSPORTU CHOLESTEROLU A PORUCHY
LYSOZOMALNIHO UKLADANI

JARMILA KRALOVA2* MICHAL JURASEKS, LUCIE
KRCOVAS, BOHUMIL DOLENSKY?¢, IVAN NOVOTNY?,
MICHAL DUSEKY, MICHAL KAHLE?, PAVEL
DRASARS, PETR BARTUNEK?, VLADIMIR KRALE®

aCZ-OPENSCREEN, bLight Microscopy Core Facility, Ustav
molekularni genetiky AVCR, v.v.i., Videriska 1083, Praha 4,
CZ-142 20; Ustav chemie prirodnich latek, FPBT, VSCHT
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6; YFyzikalni Gstav
AVCR, v.v.i., Na Slovance 1999/2, Praha 8, CZ-182 21
*kralova@img.cas.cz

Monitorovani intracelularni homeostdzy a transportu
cholesterolu v zivych bunikdch je velmi dulezité, protoze
nerovnovaha miiZze vést k mnoha patologickym staviim!. V
pfispévku pfedstavim navrh a syntézu kationickych
fluorescencnich sond (FS) pro rozpoznavani cholesterolu a
demonstruji jejich vlastnosti na zivych burikach. Syntetizovana
série 14 sond byla zalozena na sterolovych heterocyklickych
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(pyridinovych) derivatech znaCenych riznymi fluorofory.
Nejslibn€jsi  sonda, zelené emitujicim BODIPY znaceny
konjugat FS-5, byla podrobné analyzovana. FS-5 vykazovala
intenzivni fluorescenéni barveni bunéénych membran nasledo-
vanou intracelularni redistribuci do rtiznych organel bohatych
na cholesterol. FS-5 ma silngjsi signal s rychlejsi kinetikou nez
komer¢ni sonda TopFluor cholesterol?. Buiiky s farmakologic-
ky pferusovanym transportem cholesterolu (U18666A) nebo s
genetickou mutaci proteinu NPC1 transportujiciho cholesterol
vykazovaly silny a rychly signal FS-5 v endo / lysosomalni
struktufe, kolokalizujici s filipinovym barvenim cholesterolu.
Tato data naznacuji vysoky potencial sondy FS-5 pro sledovani
distribuce (jeho poruch) cholesterolu v Zivych systémech.

Tato prace vznikla za podpory grantu GACR 17-02836S a
MSMT CR LO1304.

LITERATURA
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MAREK A JEHO STEROIDOGENEZE

BOZENA KALVACHOVA

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
bkalvachova@endo.cz

Kazuistika chlapce, ktery se v novorozeneckém véku
jevil jako vrozena adrenalni hyperplazie (CAH) z deficitu
P450c21se solnou poruchou. Chlapec na klasické 16¢bé sice
dobie prospival, zatal se vsak opozdovat v ristu. Rada
pozdéjsich vysetieni, i po kratkodobém pieruseni substituéné-
supresni 1écby prokazala, ze pres stoupajici ACTH zstavaly
cirkulujici hladiny 17- hydroxyprogesteronu, androstendionu
i kortizolu subnormalni nativn& i po stimulaci, také odpad
aldosteronu v mo¢i byl nizky. Nalezy odpovidaly diagnoze
vrozené adrenalni hypoplazie (AHC), ktera patii mezi tézké
formy nadledvinového selhani a bez 1é¢by je zpravidla
letdlni. Diky spolupréci se steroidni laboratoii EU jsme ji
mohli posléze stanovit. Naslednd molekularni geneticka
analyza prokazala v DAX-1 genu missense mutaci, ktera u
chlapcti zplsobuje také zdvazné poruchy sexualniho vyvoje.
Marek je jeden z prvnich dvou pacienti stouto diagnézou
v Ceské republice.
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IMUNOANALYZA DIMETHYLTRYPTAMINU A JEHO
ANALOG V BIOLOGICKEM MATERIALU

JAKUB EOJTI'K,' MICHAL MARVYSKA, MARTIN
KUCHAR, LUKAS HUML, OLDRICH LAPCIK

Ustav chemie pFirodnich latek, FPBT, VSCHT v Praze,
Technicka 5, 166 28 Praha 6
lapciko@vscht.cz

N,N-Dimethyltryptamin (DMT) | je pfirodni agonista
serotoninovych receptorti s psychedelickymi 0¢inky. DMT
byl ve stopovych mnoZstvich detegovan v mozku ¢lovéka i
dalich obratlovcd a vsupernatantu tkanovych kultur
melanomu. Radové vyssi koncentrace, postacujici k vyvolani
psychickych efektti, se nachazeji v nékolika desitkach druht
rostlin (napf. Psychotria viridis - ayahuasca, Mimosa
hostillis), strukturné blizké psychoaktivni tryptaminy se
nachédzeji v n&kterych houbach (napf. Psilocybe spp.,
Panaeolus spp). a zivocisich (napt. Bufo alvarius). DMT je
dostupny rovnéz synteticky.

Pro vyvoj imunochemické metody byl pfipraven hapten
I1, a standardni karbodiimidovou metodou navizan na hovézi
sérovy albumin (BSA). Konjugat DMT-BSA byl poté vyuzit
k imunizaci kraliki i jako imobiliza¢ni antigen pro potaZeni
polystrenovych mikrotitraénich desticek pro nepfimou
kompetitivni ELISA. Wyvinutd ELISA metoda dosahuje
detekéniho limitu pro DMT viadu 10 pg/ml a hodnoty
Is0 250 pg/ml. Vedle DMT metoda vykazuje citlivost vici
strukturng¢ blizkym tryptaminim: 5-methoxydimethyltryp-
tamin (100 %), psilocin (12 %), 5-methoxy-N-methyl-N-iso-
propyltryptamin (2,3 %), 5-methoxy-N,N-diallytryptamin
(1,2 %). Fosforylované tryptaminy (psilocybin, baeocystin,
norbaeocystin) kiizove nereaguji.

Metoda byla testovana pro detekci DMT a jeho analog
v extraktech z rostlin rodt Psychotria a hub rodi Psilocybe a
Panaeolus. Namétena data byla porovnana s vysledky analyz

metodou HPLC-MS.
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Tato prace vznikla za ucelové podpory na specificky skolsky
vzkum MSMTE. 21-SW/2018.

MIMOKOSTNI UCINKY VITAMINU D

LUDMILA MACOVA, MARIE BICIKOVA

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
Imacova@endo.cz

Od dvacatych let minulého stoleti, kdy byl poprvé
popsan novy vitamin G¢inny pii 16¢bé kiivice!, byl vitamin D
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sledovan predevsim jako tzv. antirachiticky hormon, ktery se
podili na udrzeni kalciofosfatového metabolismu.
V poslednich letech se stale Cast&ji ukazuje, ze vitamin D
pisobi také ,,mimokostnimi“ uéinky. Cetné studie hovoii
nejéastéji o imunomodulaénich, neuroprotektivnich a
antioxidacnich ucincich vitaminu D, jehoz nedostatek je
rizikovym faktorem pro rozvoj diabetu, obezity, hypertenze,
nadort, chiipky, ale i neuropsychiatrickych onemocnéni jako
Alzheimerova choroba, roztrousend skler6za, schizofrenie,
migréna nebo autismus.

Klasicka piedstava genomového mechanismu ucinku
vitaminu D zahrnuje regulaci aktivovanym jadernym
receptorem pro vitamin D (VDR) na (Grovni genové
transkripce. Po vazb¢ vitaminu D na VDR se aktivovany
komplex specificky vaZze do promotorovych oblasti
responzivnich genti pro vitamin D. Naopak rychlé
negenomové Ucinky jsou zprostiedkovany VDR umisténymi
na membrandch bun€k a nezavisi na transkripci. Jako
membranovy receptor VDR reguluje uvolfiovani druhych
posli a tim reguluje signalni drahy negenomového charakteru
se zapojenim kinas, fosfatas a iontovych kanalu.

Nedavnd studie provedend v Endokrinologickém
ustavu, pii které byly vySetfeny hladiny vitaminu D u déti ve
véku 4-7 let, vedla Kk alarmujicimu zji§téni. Pramérné hladiny
25 (OH) vitD byly 70,35 + 20,7 nmol/l a celkem 62% déti
mélo suboptimalni hladiny vitaminu D (tj. <75 nmol/l).

Nizké hladina vitaminu D zvla$t€ v prenatalnim a ¢asné
raném vyvoji predstavuje vyznamny rizikovy faktor pro
rozvoj mnohych autoimunnich a neurodegenerativnich
onemocnéni. Mechanismus U¢inku vitaminu D je vSak
potieba hodnotit ze §ir§i perspektivy. Uginek vitaminu D
nezavisi pouze na aktualni sérové koncentraci, ale je
v lidském organismu ovlivnén dal§imi faktory. Jedna se
predevsim o riiznou citlivost VDR v cilovych tkanich, dale
pomér biologicky aktivniho vitaminu D, ktery je nepiimo
umérny mnozstvi vazebného proteinu (DBP) nebo rtiznou
afinitu  DBP v(¢i metabolithm vitaminu D. Nckteré
nejnovejsi prace navrhuji u vybranych skupin pacienti
sledovat spise hladiny volného nez rutiné stanovovaného
celkového vitaminu D2.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Gstav - EU,
00023761).
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PARALELNI STANOVENI NEKTERYCH STEROIDU
METODAMI GCMS?, LCMS2 a RIA

IVONA KRALOVA2 MARTA VELIKOVA?, LUCIE
KOLATOROVAZ, JANA VITKU2, MARKETA
SIMKOVA®? DOBROSLAVA JANDOVAP, MARTIN
HILL?3 MARIE BICIKOVA? CLUBOSLAV STARKA?

2Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha;
bPriessnitzovy lécebné lazné a.s., Priessnitzova 299, 790 03
Jesenik

ikralova@endo.cz

K modernim vysoce u¢innym analytickym metodam patii
V soucasnosti zejména kapalinova chromatografie s hmotnostni
detekci trojitym kvadrupélem (LC-MS?) a jeji ekvivalent
plynovd  chromatografie ~shmotnostni  detekci  trojitym
kvadrupélem (GC-MS?). V oblasti analyzy endogennich steroidi
ma kaZda z metodik své piednosti i nedostatky. Zatimco LC-MS?
je v soucasnosti rozsifenéjsi a robustnéjsi a je tudiz vhodné;jsi pro
rutinni laboratorni stanoveni, jeji nizsi selektivita, pokud jde o
soucasné stanoveni izomerd, pon¢kud omezuje jeji vyuziti pro
metabolomicky ~ vyzkum.  V Endokrinologickém  Gstavu
vyuzivame ob¢ analytické metody jak pfi rutinnim stanoveni, tak
ve vyzkumu. Pfedmétem tohoto pfispévku je srovnani stanoveni
vybranych steroidii v séru obéma metodami a v ptipade kortizolu
navic jesté radioimunoanalytickou metodikou (RIA). Vzhledem
k nekonstantnimu rozptylu experimentalnich bodi byla pro
srovnani pouzita robustni Passing-Bablokova regrese, ktera pro
odhady smérice a tiseku pouziva mediany smémic a usekll pro
vSechny kombinace dvojic experimentalnich bodi mezi
metodikou s pfedpokladanou niZ$i chybou stanoveni (zde
vybréana robustngjsi LC-MS?) a metodikou porovnavanou (zde
GC-MS?). Déle byly metodiky hodnoceny také Bland
Altmanovou metodou rozdilt vynasejicich do grafu rozdily mezi
vysledky méfeni metodik proti jejich primémé hodnoté
u kazdého experimentalniho bodu. Vzhledem k unikatnosti
metodik pro stanoveni nékterych steroidli byly zahrnuty jen
nékteré spoledné stanovované analyty, jako jsou 17-hy-
droxypregnenolon, dehydroepiandrosteron (DHEA), 7o-hy-
droxy-DHEA, testosteron a kortizol. Nejlepsi shody bylo
dosazeno v piipadé DHEA, kdy 95% interval spolehlivosti
smérnice zahrnoval hodnotu 1 a 95% interval spolehlivosti Gseku
zahrnoval hodnotu 0. Metodiky tedy byly z hlediska vysledka
zaménitelné. Také korelace mezi metodikami byla pro DHEA
tésna a to s korelacnim koeficientem 0.928. JeSté t&snéjsi
korelace byla nalezena pro testosteron (r=0.977), avak v tomto
pfipadé metodika GCMS? systematicky Vv priméru o 28.7%
nadhodnocovala proti LCMS?, pficemz 95% interval
spolehlivosti Gseku (0.458 — 0.652 nM) neobsahoval hodnotu 0 a
95% interval spolehlivosti smérnice (1.191 — 1.363) neobsahoval
hodnotu 1. V ptipadé pregnenolonu i 17-hydroxypregnenolonu,
GC-M$? systematicky podhodnocovala i kdyz t&snost byla u 17-
hydroxypregnenolonu pomémé vysokd, (r=0.944), nicméné u
pregnenolonu byla nizké (r=0.751). U 7a-hydroxy DHEA byla
shoda rovnéz nizka (r=0.664), avsak zde GC-MS? systematicky
nadhodnocovala se smémici v intervalu (1.073 — 1.544) a Gsek
byl vyznamné zaporny (-0.581—0.056 nM). V piipadé kortizolu
GC-MS? proti LC-MS? systematicky nadhodnocovala se
smérnici v intervalu (1.075 — 1.354), Gsek byl jeSt¢ vyznamné
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kladny (7.922—102 nM) a tésnost proloZeni byla uspokojiva
(r=0.838). Pii srovnani RIA proti GC-MS? byl zji§tén vyznamny
Usek (64.2 — 194 nM) avsak smémice byla nevyznamné odlisna
od hodnoty 1 (0.807 — 1.077), coz naznaduje piitomnost vyrazné
interference s jinymi latkami spiSe v piipadé RIA.

Zavérem lze fici, 7e kvantitativni stanoveni LC-MS$? a
GC-M$? se pro jednotlivé analyty lisi steroid od steroidu a
ackoliv hodnoty naméfené obéma metodikami jsou prevazné
srovnatelné nelze je obecné z hlediska vysledktl povazovat za
zcela zamenitelné.

Préce byla podporena granty AZV CR 17-30528A ,,Predikce
gestacniho diabetu na zdkladé metabolizmu steroidii*’, MSMT
(OP VW, Excelentni vyzkum ENDO.CZ, MZCR RVO (Endo-
krinologicky tstav EU, 00023761), OPPK CZ.2.16/3.1.00/21518
wPristroj pro metabolomicky vyzkum* a Operacni program
Praha — Pol riistu CR CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000381.

KORELACE PARAMETRU BUNECNE IMUNITY,
AUTOIMUNITNICH PROTILATEK PROTI STITNE
ZLAZE A DALSICH TYREOIDALNICH PARAMETRU
U PACIENTU S ONEMOCNENIM STITNE ZLAZY

PETR MATUCHA, KAROLINA ABSOLONOVA, IVAN
STERZL

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
pmatucha@endo.cz

U 54 pacientll s onemocnénim §titné zlazy (primémy veék
42,1 £15,6 let), z nichZ bylo 10 muzi (pramémy vék 45,4 +16,2
let) a 44 Zen (praimémy vek 41,4 £15,5 let) jsme stanovovali
parametry bunééné imunity pomoci imunofenotypizace, hladiny
autoprotilatek proti Stitné zlaze a dalSi tyreoidalni parametry.
Pacienti spadali do 5 diagn6éz: 19 pacientt do E063:
Autoimunitni tyroiditida, 11 pacientd do E050: Tyreotoxikoza s
difuzni strumou, 14 pacienti do E890: Hypotyredza po
operacnich a jinych vykonech, 5 pacienti do E059:
Tyreotoxikéza a 5 pacientd do E040: Difuzni netoxicka struma.
Pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVWy jsme zjistili rozdil mezi
skupinami dle diagn6z pouze u hladin TRAKu, pfi¢emz skupina
s diagnézou E063 se vyznamné lisila od skupin s diagnézou
E040, E050 a E890.

V celém souboru jsme nalezli Spearmanovy korelace mezi
hladinami cytotoxickych lymfocyta a autoprotilatek proti Tg (r=-
0,282, p=0,039), T-lymfocyta a autoprotilatek proti Tg (=-0,322,
p=0,018), T-lymfocytt a TSH (r=0,393, p=0,003), B-lymfocyti
a FT3 (=0,363, p=0,007), NK buné¢k a autoprotilatek proti Tg
(r=0,323, p=0,017), NK bun&k a TSH (r=-0,357, p=0,008), Treg
bunck a autoprotildtek proti Tg (1=0,50949, p=0.0001), Treg
bun¢k a TSH (r=-0,319, p=0,019), Treg bun¢k a FT4 (r=0,360,
p=0,008), Treg bun¢k a TRAKu (1=0,294, p=0,031).

Nase studie potvrzuje vyznam stanoveni bunééné slozky
imunity pfi rozvoji autoimunitnich tyreopatii, to ndm potvrzuje
korelace napiiklad Treg bunék s autoprotildtkami proti Tg
(r=0.711, p=0.0006) a proti TPO (r=0.569, p=0.011).

Podpoieno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Gstav - EU,
00023761)
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GEN CaSR - ZAVEDENI MOLEKULARNE
GENETICKE DIAGNOSTIKY FAMILIARNI
HYPOKALCIURICKE HYPERKALCEMIE TYPU 1

JITKA MORAVCOVA?, JANAVRBIKOVA?,
LYUDMILA KANCHEVAP¢, ELISKA PAULIKOVA?,
JOSEF VCELAK®, KATERINA ZAJICKOVAP

a0ddeleni molekularni endokrinologie; ?Oddéleni klinické
endokrinologie; Oddéleni steroidii a proteofaktorii,
Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
jmoravcova@endo.cz

Gen CaSR koduje kalcium-senzitivni receptor (z angl.
calcium-sensing receptor, CASR). Protein CASR je
plazmaticky membranovy receptor, ktery je exprimovan
nejen na povrchu bunck pfistitnych télisek, ve kterych
reguluje syntézu a sekreci hormonu parathormonu, ale je
pfitomen i na povrchu bunék renalnich tubuld, ve stievech a v
kostech. Parathormon hraje vyznamnou roli pii udrzovani
homeostazy véapniku v téle. ZvySuje koncentraci vapniku v
séru tim, Ze se Ucastni uvolovani vapniku z kosti, reabsorpce
vapniku z primarni mo¢i a zvySuje absorpci vapniku z
gastrointestindlniho traktu prostfednictvim vitaminu D.
Udrzovani homeostazy véapniku je nezbytné pro normalni
fyziologické funkce, jako je bunéfnd signalizace, nervova
a svalova funkce (vcetn€ srde¢ni kontraktility), uvoliiovani a
regulace hormont a kostni metabolismus. Mutace v genu
CaSR mohou zpusobovat hyperkalcémii (inaktivacni mutace)
nebo hypokalcémii (aktivaéni mutace). Heterozygotni
inaktivaéni mutace mohou vést k familidrni hypokalciurické
hyperkalcémii typu 1 (FHH1), ktera je ¢asto oznaovana jako
benigni forma hyperkalcémie. Homozygotni inaktivacni
mutace  mohou  vést kté&Zkému  novorozeneckému
hyperparathyroidismu (NSHPT), ktery je charakterizovan
extrémni  hyperkalcémii,  demineralizaci  skeletu a
bez parathyreoidektomie je cCasto fatalni. Heterozygotni
aktivaéni mutace mohou Vvést K autosomalné dominantni
hypokalcémii a Barrterové syndromu typu V, pii kterém je
poruseno vylucovani elektrolytl ledvinami.

DNA byla izolovana ze 17 vzorkl periferni krve u
pacientl s podezienim na FHH1. Vzorky byly analyzovany
pomoci masivné paralelniho sekvenovani PCR produktt
vSech kodujicich ¢asti genu CaSR (exony 1-7) kitem Nextera
XT (Illumina) na sekvenatoru MiSeq (Illumina).

U ti probandl byly detekovany Ctyii rizné mutace v
genu  CaSR  (Gly557Glu,  Asp398Asn,  Pro55Thr
a Leu666ProfsTer33). U  prvniho  probanda  byly
identifikovany dvé varianty. Prvni varianta GlyS57Glu byla
jiz popséna ujaponské rodiny, kde byla asociovana
s hyperkalcémii a druhda varianta Asp398Asn je v databazich
oznacovana jako pravdépodobné benigni. U dalSiho probanda
byla identifikovana mutace Pro55Thr, kterd se stejné jako
Gly557Glu fadi mezi inaktivaéni mutace a je spojena
s FHH1. U této pacientky jsme potvrdili mutaci Pro55Thr i u
jejiho otce, ktery mél podobné klinické projevy. U tiech
dalsich rodinnych ptislusnikd s normokalcémii nebyla tato
mutace detekovana. U tiettho probanda s variantou
Leu666ProfsTer33 doSlo k posunu &teciho ramce inzerci
dvou nukleotidli s naslednym vznikem pred¢asného stop
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kodonu. CASR poté funguje jako monomer, proto se tento
typ mutace obecné¢ projevuje mirngjsi hyperkalcémii. Tomu
odpovida i mirny biochemicky obraz FHH1.

Na Oddéleni molekularni endokrinologie se nam
podafilo zavést rutinni vySetfeni genu CaSR. V naSem
souboru byly detekovany 4 mutace, z nichz tii se fadi mezi
inaktivaéni mutace a jsou spojeny s FHH1. Vzorky pacientl
smutaci Gly557Glu aPro55Thr jsou pravé podrobeny
funkéni analyze ve spolupracujici laboratofi v Montrealu k
potvrzeni inaktiva¢niho ucinku.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky Ustav - EU,
00023761).

DETEKCE FUZNICH GENU U PAPILARNIHO
KARCINOMU STITNE ZLAZY

BARBORA PEKOVA? VLASTA SYKOROVA?, SARKA
DVORAKOVA? ELISKA VACLAVIKOVA?,
GABRIELA VACINOVAZ PETR LASTUVKAP, JAN
PLZAK?Y, P, BAVORS, RAMI KATRAY, PETR VLCEK®,
P. SYKOROVAE, D. KODETOVA', JOSEF VCELAK?,
BELA BENDLOVA?

80ddélent molekuldrni endokrinologie, Endokrinologicky
Gstav, Narodni 8, 116 94 Praha; Klinika ORL a chirurgie
hlavy a krku, 1. LF UK a FN Motol; ¢Chirurgicka klinika;
dKlinika usni, nosni a krént; *Klinika nuklearni mediciny a
endokrinologie; ‘Ustav patologie a molekularni mediciny, 2.
LF UK a FN Motol, V Uvalu 84, Praha 5, 150 06

Fuzni geny jsou chromozomalni pfestavby hrajici
vyznamnou roli u karcinomu $titné zlazy. V diasledku inverze,
translokace, inzerce nebo delece dochazi ke spojeni Casti
dvou odlisSnych gend a vznikd chimericky protein
(transkrip¢ni faktor, kinasa) se zménénou funkei a aktivitou.
Tato preskupeni byla nalezena u riznych typa karcinomi
Stitné Zlazy, jak u diferencovanych (papilarni a folikularni
karcinom), tak 1 vzdcné u nizce diferencovanych a
nediferencovanych karcinomi ¢i u medularniho karcinomu.
U papilarntho karcinomu (PTC) je nejcastéjsim faznim
genem RET/PTC vznikly spojenim genu RET kddujiciho
tyrozinkinasovy receptor s riznymi partnerskymi geny.
Nasim cilem bylo detekovat dva nejcastéjsi typy RET/PTC
pteskupeni - CCDC6/RET (RET/PTC1) a NCOA4/RET
(RET/PTC3).

Soubor tvofilo 528 pacientt s PTC vcetné déti a
dospivajicich. Z odoperovanych zamraZenych tkani byla
izolovdna RNA, kterd byla reverzni transkripci pfevedena na
cDNA. RET/PTC pieskupeni bylo pomoci specifickych
primeri detekovano metodou Real Time PCR (LC480,
Roche).

RET/PTC pteskupeni jsme detekovali celkem u 44
pacientt s PTC (8,3%) - 29 RET/PTCl (659%) a 15
RET/PTC3 (34,1%). Castdji se vyskytovalo u déti a
dospivajicich nez u dospé€lych pacientt (20,5% vs. 6,2%).

Vzhledem k tomu, Ze RET/PTC pteskupeni jsme nalezli
celkem u 8,3 % pacientti a k tomu, Ze bylo mnohem ¢ast&jsi u
détskych a dospivajicich pacientt, ktefi jsou dle literatury na
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tento typ genetickych zmén citlivéjsi, rozhodli jsme tento
soubor dale testovat. V soucasné dob¢ probiha masivné
paralelni sekvenovani RNAscan panelu (Qiagen), diky némuz
je mozné kromé jiz zndmych pieskupeni zachytit i nové
dosud nepopsané fuzni geny. Na konferenci budou
predneseny prvni vysledky.

Podporeno projekty AZV 16-326654 a MZ CR-RVO
(Endokrinologicky Ustav - EU, 00023761).

ANABOLICKYMI STEROIDY INDUKOVANY
HYPOGONADISMUS

LUBOSLAV STARKA? MICHAELA DUSKOVA?,
OLDRICH LAPCiK®aP

agndokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha; PUstav
chemie prirodnich latek, FPBT, VSCHT v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6

Istarka@endo.cz

Anabolické vlastnosti neékterych androgenti a od nich
odvozenych syntetickych steroidti byly ptivodné lékarsky
vyuzivany pro rychlejsi realimentaci véalecnych zajatct
zvalky v Tichomoti a krychlejSimu hojeni popalenin
zejména u obéti namoini valky. Brzy si vSak tyto latky nasly
mnohem SirSi uplatnéni v zlepSovani sily a télesného sloZeni
a také bojovnosti nejdiive u vykonnostnich sportovct a
pozdéji i u b&znych sportoveid nebo v komunitach, kde vyssi
gangy, Zeny v manaZerskych pozicich apod.)

Ve sportu se hojné€ji pocaly objevovat problémy
s anabolickym dopingem pfi olympiadé v Melbourne (1956),
ale k zdkazu anabolickych steroidti ve sportu doslo az vr.
1975. O zdravotnich komplikacich po uziti anabolik je fada
zprév, ale ve sportu je jejich zneuZziti spiSe etickym nez
zdravotnim problémem. Nejcéast&jsi nezadouci duasledek
uzivani anabolickych steroidd je vznik anabolickymi steroidy
indukovaného hypogonadotropniho hypogonadismu (ASIH).
Androgeny blokuji sekreci LH, sniZuji vlastni testikularni
produkci testosteronu a ten pak pfimo ve varleti nedosahuje
koncentrace potfebné pro spermiogenezu. Disledkem mutize
byt pak i poSkozeni hypotalamo-hypofyzarni regulace
gonadotropintl, kterd mtize pretrvavat i dlouho po vysazeni
dopingu nebo muze pfejit na trvalé poSkozeni. Porucha se
pak projevi v pfiznacich sexudlni nedostate¢nosti nebo i ve
fertilité. Bylo zjisténo, ze plna pétina hypogonadismii ve
véku od 30 do 40 let ma v anamnéze zneuziti steroidnich
anabolik. Takovy pacient sextrémnimi nebo naopak zcela
nizkymi hodnotami celkového testosteronu mize byt
diagnostickym problémem, jak uvadi kasuistika.

Anabolika mohou ovlivnit nékteré z naméfenych
laboratornich hormonalnich hodnot, jejichz pti¢inu odhali az
pfiznani pacienta k steroidnimu dopingu, coZz nebyva
obvyklé. Analyza zneuzitych dopingovych latek neni
s vyjimkou dopingovych laboratofi dosazitelna, nadto je
Casto riizné vypracovanymi triky zamaskovana.

Je-li pficina ASIH zndma, pomahd vétSinou vysazeni
kauzalniho anabolika. Navrat knormalu byvad az
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nékolikameésicni a nékdy k nému nedochdzi vibec. Pak je
mozno zkusit obnoveni normalni centralni regulace sekrece
gonadotropintt jejich substituci, ale lécba nepfinasi vzdy
zadany ucinek. Jinym pfistupem je uziti selektivnich
modulatora estrogennich receptorid (klomifen, tamoxifen,
raloxifen) nebo inhibitorli aromatasy, ale pfiznivy vysledek je
spise ojedinély.

Podporeno MZ CR - RVO (Endokrinologicky ustav - EU,
00023761).

ZAVEDENI GENETICKEHO VYSETRENI Z BIOPS’Ii
TENKOU JEHLOU U PACIENTU S ONEMOCNENIM
STITNE ZLAZY

VLASTA SYKOROVA? SARKA. DVORAKOVA?,
JITKA MORAVCOVA?, ELISKA VACLAVIKOVA?,
BARBORA PEKOVA? JOSEF VCELAK® TEREZA
GRIMMICHOVA?P, PETRA PACESOVA?, ZDENEK
NOVAK?, LIBUSE SRBOVA?, JANA VRBIKOVA?,
MARIE HLAVACKOVA?, BELA BENDLOVA?

2Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha

b11. interni klinika, Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady,
Srobarova 1150/50, 100 34 Praha 10

vsykorova@endo.cz

Biopsie tenkou jehlou (FNAB) patii pii podezieni na
malignitu §titné zlazy vedle sonografického vySetfeni k
zakladnim diagnostickym postupim. Odebrany material je
cytologicky vyhodnocen dle Klasifikace Bethesda do Sesti
kategorii se vzrustajicim rizikem malignity. V poslednich
letech je upfena velkd pozornost na moznost genetického
vySetieni, které by mohlo pfispét k presnéjsi diagnoze a
prognéze onemocnéni. Hlavnimi geny u nadoru §titné zlazy
jsou geny BRAF, RAS, RET a TERT. NaSim cilem bylo zavést
genetickou analyzu téchto gend u FNAB.

Od roku 2017 jsme geneticky vySetfili celkem 267
vzorkl od 259 pacientli s onemocnénim §titné zlazy. VSechny
vzorky byly cytologicky vyhodnoceny dle Kklasifikace
Bethesda a vysetfeny na pfitomnost mutace V60OE v BRAF
genu pomoci alelicky specifické Real Time PCR. U 51
pacientd byla pomoci sekvenovani nové generace (NGS)
provedena analyza kitem Thyro-ID zaméfenym na vybrané
exony genl spojenych s nadory S§titné zlazy. U jedné
pacientky s podezienim na medularni karcinom byla
provedena kapilarni sekvenace 16. exonu RET genu.

BRAF mutace V600E byla detekovana celkem u 11
vzorkl (4 %) - 2 Bethesda IV (9,5 %), 5 Bethesda V (31,3 %)
a 4 Bethesda VI (57,1 %). Analyzu se nepodafilo provést u tii
pacienti (1,1 %) pravdépodobné kvuli nedostatecnému
mnozstvi & kvalité genetického materidlu. U pacientky s
cytologicky suspektnim meduldrnim karcinomem byla
detekovana somatickd mutace M918T v RET genu. Pomoci
panelu Thyro-ID byly detekovany mutace celkem
U 22 pacientt (43,1 %) — 4 Bethesda Ill (16 %), 6 Bethesda
IV (60 %), 6 Bethesda V (50 %) a 3 Bethesda VI (75 %).
Kromé 8 BRAF V600E mutaci (15,7 %) byly u 7 pacienti
detekovany mutace v genu NRAS (13,7 %), u jednoho



Czech Chem. Soc. Symp. Ser. 16, 307-322 (2018)

pacienta v genu HRAS (2 %), u jednoho pacienta v genu
KRAS (2 %) a u tfi pacientll byly pfitomny kromé¢ BRAF
mutace i mutace v genu TERT (5,9 %). U jedné pacientky
byla v BRAF genu detekovana vzacnéjsi mutace K601E.

U pacientli s onemocnénim §titné zlazy byla uspésné
zavedena analyza BRAF mutace V600E, ktera se
v Endokrinologickém ustavu stala jiz rutinni soucasti
vySetfeni. Mutace byla detekovana v Bethesda kategoriich
IV-VI (9,5-57,1 %). Diky NGS panelu byly kromé BRAF
mutace detekovany jesté mutace v NRAS, KRAS, HRAS a
TERT genu u Bethesda I1I-VI (16-75 %). Zatimco BRAF,
RET a TERT mutace jsou u FNAB spojeny s téméf 100%
rizikem malignity a je dle doporuceni spole¢nosti ETA z roku
2017 doporuc¢ovana TTE, u detekovanych mutaci v RAS
genech, jejichz klinicky vyznam je zatim nejasny, je riziko
malignity nizsi (41-95 %) a je doporucovana spise
lobektomie.

Podporeno projekty AZV 16-326654 a MZ CR-RVO
(Endokrinologicky Ustav - EU, 00023761).
POKROKY V ANALYZE NUKLEOVYCH KYSELIN

FRANTISEK STUMR, BARBARA STUMROVA

MeDilLa spol. s r.0., Strossova 1931, Pardubice
frantisek.stumr@medila.cz

Molekularné biologické postupy pouzivané v rutinni
analyze nukleovych kyselin zaznamenaly v poslednich 3
desetiletich neobycejné bouilivy rozvoj. Jejich praktické
vyuziti piinasi velké mnozstvi vyznamnych informaci
pro fadu obort.

Nejcastej$im je vyuziti v laboratorni medicing. Analyza
extrahumanniho  genomu  vrozliénych  biologickych
materidlech umoziiuje zjistit piitomnost nebezpecnych
patogent v organismu — bakterii, virdi, paraziti a hub. V této
souvislosti dostavaji 1ékati i fadu dalSich informaci — napf.
pro vybér terapie (genotyp patogenu a citlivost k 1ékiim) a
monitoring terapie (semikvantitativni (daje o mnoZstvi
patogenu). Molekularné biologické postupy jsou v nékterych
ptipadech jedinou cestou k objektivnimu zjisténi pFitomnosti
daného patogenu (napt. pro nemoznost kultiva¢niho vySetieni
a nespolehliva serologicka vySetieni).

Analyza huméanniho genomu je wvelice rozsahlou
kapitolou této discipliny. Vyvoj zacal identifikaci gent,
odpovidajicich za monogenni onemocnéni. S postupem
moznosti sekvenace nukleovych kyselin bylo zahy zjisténo,
ze fada vrozenych poruch je zavisld na zménach ve vice
genech. Doprovodnym jevem tohoto vyvoje se tak bohuZzel
stala skuteCnost, ze vyznamnou c¢ast ziskanych informaci je
zatim velmi obtizné interpretovat a dale vyuzit. Piesto jsou
tyto postupy stale S$ifeji uplatiiovany v onkologii,
gynekologii,  kardiologii, hematologii a v dalSich
medicinskych oborech.

Lidské zdravi je také ohroZzovano nebezpeénymi
zoondzami, tedy nemocemi, pienaSenymi ze zvifat na
Clovéka a které mame moznost takto identifikovat. Stredem
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pozornosti odbornikti je i vyuziti uvedenych postupti pro
zdravi zvifat a rostlin.

Dalsim dulezitym oborem, kde jsou tyto postupy
rutinné vyuzivany, je vyroba potravin, kontrola jejich
bezpecnosti a také ptivodu.

Velmi vyznamné je i forenzni vyuziti (vySetfovani
nezékonnych ¢&ini) a vojenské vyuziti (zjistovani a
identifikace biologickych zbrani).

Pokroky zaznamenalo v poslednich letech velké
mnozstvi ptirodovédnych obort, a to diky vyuziti pravé
molekuldrné biologickych postupti pro analyzu nukleovych
kyselin.

V ptednasce budou zvySe uvedeného pohledu
prezentovany praktické pfiklady vyuziti molekularné
biologickych postupli, pokroky v technologii, spoluprace
laboratofi a klinikd, instituci a statni spravy, etické aspekty
genetické analyzy a dalsi.

Hlavnim zdrojem této prednasky jsou predevSim
poznatky z uplynulych 14ti roénikll nasi konference RANK
(Rutinni Analyza Nukleovych Kyselin), ktera je pravidelné
potadana kazdy rok na prelomu ledna a Gnora v Pardubicich.

MNOHOCETN,A El\iDOIV(RII}INi NEOPLAZIE TYPU 2
A GENETICKE VYSETRENI V DESETI LETECH
EXTERNI KONTROLY KVALITY

ELISKA VACLAVIKOVA, JOSEF VCELAK, BELA
BENDLOVA

Odd. molekularni endokrinologie, Endokrinologicky Ustav,
Narodni 8, 116 94 Praha
evaclavikova@endo.cz

Mnohoéetna endokrinni neoplazie typu 2 (MEN2) je
autozomalné  dédiéné  onemocnéni, jehoz  hlavnim
symptomem je hereditarni medularni karcinom §titné zlazy
(MTC), feochromocytom a dalSi neoplazie, jako je
hyperparathyre6za v piipadé MEN2A a ganglioneuromatoza,
slizniéni neurinomy a marfanoidni habitus v piipadé
MEN2B. Genetické vysetieni predstavuje sekvenacni analyzu
exonu 8, 10, 11, 13-16 RET proto-onkogenu (NM_020975.4)
u pacienti s MTC a rodinnych piislusnik? pacientd s MEN2
s cilem detekovat aktivaéni zadrode¢nou mutaci.

Externi kontrolu kvality pro genetické vysetieni MEN2
potfadad the European Molecular Genetics Quality Network
(EMQN) sidlici v Manchesteru, UK. Od roku 2008, kdy bylo
otevieno pilotni schéma pro MEN2, se nase laboratof jako
jedind z Ceské republiky tohoto schématu kazdoroénd
Ucastni. Analyzovany jsou tii vzorky DNA pacientl, zaslané
s popisem osobni a rodinné anamnézy, kterd je podkladem
pro genetické vySetfeni. Vysledky odesilame ve forme zpravy
obsahujici také klinicko- genetickou interpretaci vysledku.
Posuzuje se tak nejen spravnost genetického vysledku a
nomenklatury detekovanych mutaci, ale také interpretace
vysledku a forma a piesnost udaji ve vysledkovém listu.

Klinickd interpretace vysledku vychazi z nejnovéjsich
doporuceni ATA pro management pacientd s MTC zr. 2015.
Nesmi byt nedostate¢na ¢i zavadé¢jici. Zprava by méla byt
kratkd, zaméfena na klicové body, aby nezapadly dulezité
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informace. Pfi pozitivnim vysledku nesmi chybét kratky
popis biologického efektu mutace, je nezbytné vyjadrit riziko
agresivntho MTC a 50% riziko pfenosu na potomstvo a
odkazat na genetické poradenstvi a moznost prediktivniho
testovani potomkt. U pozitivniho prediktivniho vySetieni se
upozorni na doporuceni profylaktické TTE a screeningu pro
feochromocytom a hyperparathyredzu. Negativni nalez u
rodinného pfislusnika potvrdi vylouceni zvySeného rizika
MTC, ale je nutné uvést rozsah, limity a senzitivitu pouZité
metody. Nové se i u neinformativniho vysledku (tj.
snormalnim  genotypem) doporucuje dalsi sledovani
pacienta.

Hodnoceni genotypové/vysledkové casti béhem nasi
10leté ucasti v EHK je vpraméru 99,5%, hodnoceni
interpretacni ¢asti  95%. Souhrnné vyhodnoceni vsech
ucastnicich se laboratofi pak upozorni na chyby a doporuci,
co musi byt nezbytnou soucasti zpravy. Neustale se vyviji a
reaguje na poznatky z vyzkumu a vyvoj novych technik.
Zajistuje tak, aby evropské i mimoevropské laboratote
vydavaly presné a srovnatelné vysledky molekularné
diagnostickych laboratornich test a neustale se zlepSovaly.

Prace byla podporena grantovymi projekty AZV 16-32665A a
MZ CR - RVO (EU, 00023761).

OVLIVNENI pRI‘fJBF:HU ORAVLN,iHO
GLUKOSOVEHO TOLERANCNIHO TESTU GENEM
NME7

JOSEF VCELAK?, MARKETA VANKOVA?, DANIELA
VEJRAZKOVA?, PETRA LUKASOVA? BELA
BENDLOVA?, LUCIE SEDOVAP, ONDREJ SEDA®

agndokrinologicky Gstav, Narodni 8, 116 94 Praha; PUstav
molekularni genetiky AV CR, v.vii., Videnska 1083, 142 20

Praha; Ustav biologie a lékai'ské genetiky 1. LF UK a VFN
Praha, Albertov 4, 128 00 Praha 2

jvcelak@endo.cz

Rada studii je v posledni dob& zaméFena na tvar kiivky
béhem OGTT. Tvar kiivky glykémie, ktera odrazi dynamiku
odpovédi na glukosovy podnét, je povazovana za prediktor
pro poruSenou glukosovou toleranci nebo pozdgji vznik a
rozvoj diabetu 2. typu.

Cilem nasi studie bylo zjistit, 1) zda charakteristiky
glykemické kiivky, tj. tvar kiivky a cas dosazeni
maximalniho vrcholu hodnoty glykémie, souvisi s poruSenou
glukosovou toleranci, 2) zda jsou tyto charakteristiky dany
genetickym pozadim vybranych geni a 3) nakolik jsou
sledované charakteristiky stalé v casovém odstupu.

Do studie jsme zatadili 1481 3-hod OGTT kiivek s
intervalem odbért glykémie po 30 minutach. Po 5 az 10
letech jsme opakované vysettili 262 kiivek. Soubor zahrnoval
997 zen (veék 33494 let) a 222 muzi (vek 34+12,1 let) s
riznou glukosovou toleranci. Opakované jsme vySetfili 216
zen a 46 muza.

Kiivky byly rozdéleny podle tvaru na monofazické,
bifazické, trifazické a na kiivky se 4 a vice vrcholy a na
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zakladé této klasifikace byly porovnany metabolické
parametry osob v jednotlivych skupinéach.

Genotypizace polymorfizmt v genech NME7, ATP1B1,
BLZF1, GCK, KCNJ11, LRP5, PPARGCI1A, PPARG a
SLC30A8 byla provedena technologii TagMan SNP
genotyping assays na pristroji RealTime LC480 (Roche).
Vysledky: Vétsina kiivek byla monofazicka (735; 49,6 %),
dale trifazicka (398; 29,9%), bifazicka (274; 18,5 %), se 4 a
vice vrcholy (70; 4,7 %) a 4 ktivky (0,3 %) byly
nezaraditelné.

Osoby v monofazické skupiné byly star§i (p<0.001),
mély vyssi BMI (p<0.001) a oproti ostatnim mély vyssi
plochu pod kiivkou glykémie (AUC glykémie; p<0.0001),
horsi inzulinovou senzitivitu (HOMA-R, Matsuda index;
index; p<0.0001). Posun maximalniho vrcholu hodnoty
glykémie ze 30. minuty do pozdg€jsich fazi OGTT znamenal
dalsi zhorSeni sledovanych parametri. Z opakovani kiivek s
Casovym odstupem jsme zjistili, ze 39 % kiivek zlstalo ve
stejné skupiné, 17 % se zhorsilo, tj. presunuly se do skupiny
monofazickych kfivek, a 27 % se naopak piesunulo se ze
skupiny monofazickych kiivek do jinych skupin.

Tvar kiivky pozitivné asocioval s polymorfizmy v genu
NME?.

Tvar OGTT kiivek je znacné variabilni a zda se, Ze zde
existuje souvislost s genetickymi faktory. ZhorSena
glukosova tolerance a s ni souvisejici metabolické
komplikace jsou charakteristické pfedevsim pro monofazické
kiivky. Ze studovanych genti mél nejvétsi vliv gen NME7.

Podporeno granty GACR 17-13491S, MZ CR - RVO (EU,
00023761).

PROJEKT ,,SOFTWAROVE NASTROJE PRO
ODHALENI PREDISPOZICE CI DIAGNOSTIKU
JATERNICH TEHOTENSKYCH KOMPLIKACI* JE
SPOLUFINANCOVAN EVROPSKOU UNII

HELENA VCELAKOVA

Endokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha
jvcelakova@endo.cz

Cilem projektu je pfiprava softwarovych nastroju k
odhaleni predispozice k intrahepatické cholestdze v
téhotenstvi a jejich zavedeni do klinické praxe. Vcasné
odhaleni predispozice vede ke sniZzeni rizika trvalého
poskozeni ¢i smrti plodu.

Problémem diagnostiky intrahepatické cholestazy v
tehotenstvi (intrahepatic cholestasis of pregnancy - ICP) s
vysokou prevalenci (pfedstavujici zhruba 60 az 150
t&hotenstvi roéné v Praze a v celé Ceské republice pak zhruba
440 az 1 100 t&hotenstvi roéné) je absence metody (v CR i ve
svéte) pro odhad rizika predispozice k ICP jeste pied
zapocetim tE€hotenstvi a existence pouze jediného pracovisté
v CR s vysoce i¢innou metodikou pro v&asné odhaleni ICP v
téhotenstvi (stanoveni celkovych Zzlu€ovych kyselin v krvi
matky). Bude vyvinuta, zatim neexistujici vysoce uéinna
metodika pro odhad rizika predispozice k ICP jest¢ pted
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zapocCetim t¢hotenstvi na zaklad¢ zmén hladin 5-10 steroidti a
tato metodika bude wvtélena do softwarového produktu
HEPAPRED umoziujiciho vypocet pravdépodobnosti
vyskytu ICP v té€hotenstvi. Tim bude umoznéno sousttedit se
na zeny s vysokou pravdépodobnosti vyskytu ICP v
téhotenstvi po otéhotnéni, zvlasté pak ve 3. trimestru gestace.
Pro v¢asné odhaleni ICP béhem tohoto obdobi u rizikovych
pacientek i dalSich Zen bude slouzit metodika zaloZena
rovnéz na zakladé zmén hladin 5-10 steroidti a vtélena do
softwarového produktu HEPAGEST umoziujiciho vypodet
pravdépodobnosti pfitomnosti ICP u té¢hotnych Zen. Jedna se
o zcela inovativni projekt, ktery bude feSit oba problémy
uvedené vySe. Vyzkumna skupina Ing. Martina Hilla, DrSc. -
odborného garanta projektu, je jedinym pracovistém v Ceské
republice a jednim ze zhruba péti pracovist’ na svéte, které se
dlouhodobé zabyva vyzkumem steroidniho metabolomu v
prubéhu a okoli t&hotenstvi.

Projekt spolufinancovany Evropskou unii a Magistratem hl.
m. Prahy v ramci Operacni hrogramu Praha — pol ristu

CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000381.
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Ewropské strukturaind a investini fondy PRA|GA
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ODRAZ INTRAPERITONEALNE APLIKOVANEHO
PREGNANOLON GLUTAMATU V HIPOKAMPU
KRYSICH MLADAT, POSTRANNI METABOLISMUS
PREGNANOLONU

MARTA VELIKOVA?, MARTIN HILL?, IVONA
KRALOVA?, K. VALESPS, P. MARESP, P. MOHR,
LUBOSLAV STARKA?

aEndokrinologicky Ustav, Narodni 8, 116 94 Praha;
beziologick)? ustav AVCR, Videniska 1083, 142 20 Praha 4;
®Narodni Ustav duSevniho zdravi, Topolova 748

250 67 Klecany

mvelikova@endo.cz

Hypoxicko-ischemické poskozeni mozku je nejCastéjsi
pfi¢inou perinatalnich mozkovych postizeni vedouci k trvalym
nasledkiim naptiklad ve formé pozdéjsich epileptickych
zachvati. Kli¢ovou roli v této patologii hraji d&je na molekularni
Grovni  spojené smasivnim uvoliiovanim excitotoxického
glutamétu, ktery aktivuje ionotropni glutamatové receptory a
extrémné zvySuje influx prevazné vapenatych iontd do
nervovych bunék, coz miize byt fatalni zejména u vyvijejiciho se
mozku plodu. Soucasné studie pfitom naznacuji, Ze v této situaci
Ize snizit riziko trvalého poSkozeni aplikaci exogennich
negativnich modulatorit  NMDA receptori a pozitivnich
modulatort GABA receptorti typu A (GABAR)!. V obou
ptipadech 1lze wvyuzit derivati pregnanolonu, ktery je
nejhojnéj$im pregnanolonovym izomerem v téhotenstvi. Volny

pregnanolon a znamé;jsi allopregnanolon, ktery je hojn&j$i mimo

thotenstvi, jsou nejsilngjSimi  endogennimi  pozitivnimi
modulétory neuroinhibi¢nich GABAR?, zatimco

pregnanolonsulfat je GCinnym inhibitorem glutamétovych
receptortl, tedy NMDAR® a AMPA receptori (AMPAR)*
Z exogennich derivati pregnanolonu byl na laboratornich
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zvitatech Uspé$né ovéfen neuroinhibicni ucinek pregnanolon
glutaméatu (PG) na NMDAR. Otazkou zistava, v jakych cilovych
formach mulze intraperitonedlné podavany PG pulisobit na
vyvijejici se mozek, nebot’ 1ze predpokladat jeho transport skrze
hematoencefalickou bariéru (blood-brain barrier, BBB)® jednak
Vplvodni formé a rovnéz ve formé volného pregnanolonu,
podobné  jako v ptipadé periferné aplikovaného
pregnenolonsulfatu®, a kone¢n& ve form& rliznych metaboliti,
znichz u nékterych lze rovnéz prepokladat neuroprotektivni
ucinky. Pokus byl sestaven nasledujicim zptisobem vzdy po péti
zvitatech ve skuping (krysi samci): intaktni zvifata (skupina I),
zvifata, kterym byl podavan roztok cyklodextrinu (skupina C) a
zvitata, kterym byl podavan PG vroztoku cyklodextrinu
(skupina P). Byla studovana zvifata ve stafi 12 dnd a 25 dntl. PG
byl aplikovan i.p. vdavece 1 mg/kg, a hladiny steroidii byly
stanovovany v hippocampu zvitat s vyuzitim platformy GCMS2.
Celkem bylo v uvedenych Sesti skupinach kvantifikovano 64
steroidd ve volné a/nebo konjugované forme.

Bylo zjisténo, ze po aplikaci PG méla zvifata extrémné
zvySené hladiny konjugovaného i volného pregnanolonu,
zvySené hladiny 5B-dihydroprogesteronu pii nezménénych
hladinch 5B,200-tetrahydroprogesteronu, dale pak extrémné
zvySené hladiny wvolného i konjugovaného 5p-pregnan-
-30,200-diolu, volného 5B-pregnan-3a,17,200-triolu a volného i
konjugovaného 17-hydroxypregnanolonu. Dale byly zjistény
vyrazné zvySené hladiny volného, ne vSak konjugovaného
etiocholanolonu a nezménéné hladiny volnych i konjugovanych
5B-androstan-3o/B-diold.

Z uvedenych dat pofizenych na zvitatech lze pro situaci u
cloveéka odvodit nasledujici zavéry:

PG se dekonjuguje jiz v periférii a volny pregnanolon pak
aktivni difuzi pronikd pfes BBB a vedle toho muze PG
V podstatném mnozstvi pronikat ptimo pres BBB a jeho ¢ast se
pak mize v mozku déle dekonjugovat na volny pregnanolon,
V mozku primati je do jisté miry aktivni steroidni sulfatasa pfi
nizké aktivité steroidnich sulfotransferas’® glukuronyltransferas i
glukuronidas®.

PG se vperiférii metabolizuje pifimo tj. bez piedchozi
hydrolyzy na glukuronidy 20o-derivath a piekvapivé i na
17-hydroxyderivéta a tyto derivaty PG pak pronikaji pfes BBB
paralelné s volnymi derivaty vzniklymi zpregnanolonu po
hydrolyze PG ¢i po hydrolyze jeho 20a- a 17-hydroxy-derivatl
PG perifernimi glukuronidasami.

Ackoliv aktivita 17-hydroxylasového kroku CYP17A1
v organismu hlodavcll je podle literatury'® zanedbatelnd a
hladiny 17-hydroxy-kortikoidd a jejich prekurzori v AS
(17-hydroxypregnenolon) a A* (17-hydroxyprogesteron)
cestach jsou v hippocampu neméfitelné nizké, Dochazi ke
vzniku 17-hydroxylovanych 5a- i 5B-redukovanych metabo-
lith v tzv. postranni cesté ,backdoor pathway“, kterd byla
Vv literatufe zatim dokumentovana jen u S5a-redukovanych
steroidd!!. Tato cesta je jednoznaén& dokumentovéna i
vyraznym zvySenim hladin volného etiocholanolonu po
aplikaci PG, nebot’ neexistuje jinA moznost jeho vzniku po
ptidani PG neZ prostfednictvim lyasového kroku CYP17A1
Stépiciho v periférii  volny pregnanolon na volny
etiocholanolon, ktery pak difunduje pfes BBB. Navic absence
zvySeni konjugovaného etiocholanolonu po aplikaci PG
potvrzuje zanedbatelnou aktivitu sulfotransferas a gluk-
uronyltransferas v mozku krys. Ukazuje se tedy, Ze zatimco
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17-hydroxylace v krysich nadledvinach neprobihd, muize
probihat mimo né&, naptiklad v jatrech vykazujicich rovnéz
vysokou aktivitu CYP17A1°.

Na rozdil od etiocholanolonu, nebylo po podani PG
nalezeno zvy3eni hladin u jeho volného 11B-hydroxy-
metabolitu ani u jeho konjugované formy, coz naznacuje, ze
11p-hydroxyetiocholanolon nevznika 11p-hydroxylaci etio-
cholanolonu, ale patrné Stépenim kortikoidd katalyzovanym
CYP17A1 v lyasovém kroku.

Koneéné byly nalezeny silné vékové zavislosti steroidu
V hippocampu mladych krysich samct jak mimo podani PG,
tak i po ném naznacujici vy$si propustnost BBB u mladsich
zvifat.

Prdce byla podporena granty AZV CR 17-30528A ,,Predikce
gestacniho diabetu na zakladé metabolizmu steroidu®, MSMT
(OP VVV, Excelentni vyzkum - ENDO.CZ, MZ CR - RVO
(Endokrinologicky astav - EU, 00023761), OPPK CZ.2.16/
3.1.00/21518 ,,Pristroj pro metabolomicky vyzkum* a
Operacni  program  Praha - P6l  ristu  CR
CZ.07.1.02/0.0/0.0/16_040/0000381.

LITERATURA

1. Hirst J.J., Kelleher M.A., Walker D.W., Palliser H.K.: J.
Steroid Biochem. Mol. Biol. 139, 144 (2014).

2. Ranna M., Sinkkonen S.T., Moykkynen T., Uusi-Oukari
M., Korpi E.R.: BMC Pharmacol. 6, 1 (2006).

3. Malayev A., Gibbs T.T., Farb D.H.: Br. J. Pharmacol.
135, 901 (2002).

4. Yaghoubi N., Malayev A., Russek S.J., Gibbs T.T., Farb
D.H.: Brain Res. 803, 153 (1998).

5. Kancheva R., Hill M., Novak Z., Chrastina J.,
Kancheva L., Starka L.: Neuroscience 191, 22 (2011).

6. Wang M.D., Wahlstrom G., Backstrom T.: J. Steroid
Biochem. Mol. Biol.: 62, 299 (1997).

7. Kriz L., Bicikova M., Hill M., Hampl R.: Steroids 70,
960 (2005).

8. Kriz L., Bicikova M., Mohapl M., Hill M., Cemy I.,
Hampl R.: J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 109, 31 (2008).

9.  BIioGPS. 2011/11/13 ed: Affymetrix; 2015.

10. Luu-The V.: J. Steroid Biochem. Mol. Biol.: 137, 176
(2013).

11. Kamrath C., Hochberg Z., Hartmann M.F., Remer T,
Wudy S.A.: J. Clin. Endocrinol. Metab. 97, E367
(2012).

CILENE DERIVATY PHORBOLU
TOMAS ZIMMERMANN?, SOREN BROAGGER

CHRISTENSEN®*, HENRIK FRANZYK®, ILARI
TARVAINEN®

abUssqy chemie prirodnich latek, FPBT, VSCHT v Praze,
Technicka 5, 166 28 Praha 6; PUniversity of Copenhagen,
Department of Drug Design and Pharmacology, Jagtvej 162,

320

XXXII. Lubochia

Copenhagen @, DK-2100, Denmark; cUniversity of Helsinki,
Division of Pharmacology, Viikinkaari 5E (P.O. Box 56),
Helsinki, FIN-00790, Finland
soren.christensen@sund.ku.dk

»Phorbol-estery* jsou ptirodni produkty patfici strukturné
k tiglianovym diterpenim, nejvice se vyskytujici v rostlin-
nych rodech Croton nebo Jatropha. Diive se tyto latky
pouzivaly v tradiéni Cinské nebo Ayurvedské medicing. Sou-
Casné poznatky o ,phorbol-esterech” nejcastéji zmifuji
prozénétlivé, proapoptotické, kokarcinogenni ucinky vcetné
zvySeni hladiny Ca?* v cytosolu. Jejich aktivital spociva v
aktivaci fosfokinasy C (PKC).

PKC (cit.?) hraje diileZitou roli v drahach zodpovédnych za
ptenos signalu v buiice a pfimou fosforylaci mtize podilet na
riznych biologickych procesech jako regulace bunééného cyklu,
P53, p21, bunécna adheze, syntéza a transkripce DNA, apoptoza,
rezistence vici 1é¢ivim a bunéfné déleni. PKC isozymu je
vicero druhti a podle vSeho je pro biologicky efekt z&sadni ktery
konkrétni isozym je aktivovan. TaktéZ kokarcinogeni Gcinky
phorbol-esterti skrz aktivaci PKC byly nedavno prehodnoceny a
PKC se nyni jevi daleko vice jako tumor supresor®. Tyto uginky
byly doloZeny napiiklad schopnosti phorbol-myristat-acetatu
(PMA) spustit apoptozu u LNCaP bunék skrze aktivaci isozymu
PKC-§ (cit#). Taktéz predbénd studic PMA nebo PMA
kombinované terapie na lidech s amyelocytickou leukémif
zaznamenala Uspéch v podob€ mnohodetnych remisi nebo
podstatnému sniZeni nadorovych bungk®.

Tyto poznatky nas vedly k navrhnuti postupu pro vyvoj
proléciv, jejichz aktivni ¢ast by byly estery phorbolu. Pouzity
byly peptidy specificky Stépené v nadorovych tkanich, které
byly piedtim s uspéchem pouzity u jiného pfirodniho
cytotoxinu thapsigarginu®. Postup zahrnoval zji§téni schopnosti
vazat se na PKC a to aktivnich derivati phorbolu bez peptidu a
nasledné otestovat tyto latky na LNCaP buiikach pro jejich
cytotoxitu stejné tak jako platnost strategie peptidového cileni.
V této dob& jiz mame vysledky testd finalnich proléciv
S viceméné pozitivnimi vysledky.
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