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Organizaéni vybor Organizac€ni zajisténi

doc. RNDr. Sabina Sevéikova, Ph.D., pfedsedkyné Mgr. Martina Lojova, Ph.D.

doc. RNDr. Petr Varnhara, Ph.D. Tel.: + 420 604 178 156

Mgr. Martina Lojova, Ph.D. E-mail: martina.redova@gmail.com

Mgr. Lukas Moran

Programovy vybor Misto konani

prof. MUDr. RNDr. Miroslav Cervinka, CSc. Masarykova univerzita, Univerzitni kampus

prof. RNDr. Jifi Doskar, CSc. Brno-Bohunice

RNDr. Jifi Jarkovsky, Ph. D. Kamenice 5, 625 00 Brno

prof. RNDr. Juraj Kraj¢ovi¢, CSc.

Magr. Jifi Kohoutek, Ph.D. Pavilon B22, Aula

doc. MUDr. Miroslava Sedlackova, CSc. Pavilon FO1, Ustav histologie a embryologie LF MU
prof. RNDr. Ondrej Slaby: Ph.D. : - .
prof. MUDr. lva Slaninova, Ph.D. I
doc. RNDr. Sabina Sevéikova, Ph.D. <N — s
doc. RNDr. Petr Vanhara, Ph.D. o —== :
prof. RNDr. Renata Veselska, Ph.D., M.Sc. 81 T

doc. RNDr. Katefina Komrskova, Ph.D. i = =

doc. RNDr. Zuzana Zemanova, CSc.
prof. MVDr. Jifi Rubes, CSc
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» Exkurze do eh1bryo|ogiék9ch laboratori (UHE LF MU)

» Mikroskopicka stavba lidskych tkani.a organt — hands on ukazka
- " histologickych preparatd (UHE LF MU)
» Exkurze do laboratofi elektronové mikroskopie (UHE LF MU)
; » Demonstrace pokrocilé optické mikroskopie (CELLIM CEITEC MU)
* Anatomické muzeum — komentovana exkurze (AU LF MU) M
B
3
7. 9 2023 :
Brno — Univerzitnickkampus
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histologie ustav
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8. 9. 2022
Otevreni registrace | 7:30
Zahajeni konference | 8:15 |Doc. RNDr. Sabina Sevéikova, Ph. D.

Uvodni prednaska

8:20

prof. RNDr. Juraj Krajéovi¢, CSc.

Calpains — Calcium-dependent
cysteine proteases and their
bioinformatic and biomedical atractivity

1. sekce
Neobvyklé nukleové

8:50

doc. MUDr. Mgr. Marek Mraz, Ph.D.

Nekodujici RNA v biologii malignich B
lymfocytl

kyseliny a jejich role
v biomediciné

9:15

Mgr. Marek Vecera

Dlouhé nekédujici RNA jako
potencialni klinické biomarkery a
terapeutické cile solidnich nadort

doc. RNDr. Sabina
Sevéikova, Ph.D.

9:35

Mgr. FrantiSek Siegl

PIWI-interagujici RNA; biologie, vyuziti
v diagnostice a kontroverze

Babakova prednaska

10:00

prof. RNDr. Ladislav Dusek, PhD

Uzasnych 100 let cesty matematické
biologie

Prestavka

10:40

poster session

Prednaska sponzora

11:00

GENETICA

doc. Mgr. Jifi Sana, Ph.D.

Vyuziti QlAseq miRNA Library Kitu pro
analyzu kratkych RNA u nadord mozku
pomoci sekvenovani nove generace

Ing. Mariana Satrova

CLC Genomic Workbench

11:30

Mgr. Monika Vlachova

OdliSnosti v expresi mikroRNA u
pacientd s monoklonalnimi
gamapatiemi

11:45

Mgr. Bc. Karolina Smolkova

Validation of a novel reporter system for
the identification of elF4F inhibitors
using high-throughput screening

2. sekce
Studentska soutézni
sekce

12:00

MUDr. Volodymyr Porokh

Orientace prvniho mitotického déleni
jako prediktor genetické (in)stability
béhem preimplantaéniho vyvoje
lidského embrya

Doc. RNDr. Sabina
Sevéikova, Ph.D.
Doc. RNDr. Petr

12:15

Bc. Lenka KrejCi

Role stresu endoplazmatického retikula
v imunoeditaci u HER2+ karcinomu
prsu

Vanhara, Ph.D. .

12:30

Mgr. Laura OndriSova

Transkripéni faktor FoxO1 v adaptaci
chronické lymfocytarni leukémie na
cilenou léCbu

12:45

Mgr. Matéj Jasik

Development of radioresistant
glioblastoma models for the discovery
of clinically actionable therapeutic

targets.
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Prednaska sponzora 12:45 |ACELLA
Spatial omics and multiplexed
Dagmar Bezdékova imaging to explore new insights in
cancer biology
Obéd 13:15 |poster session
Kvantitativni proteomika
14:00 |[Magr. Petr Vodicka, Ph.D. diferenciace nervovych kmenovych
bunék
14:15 |Mgr. Jakub Pospisil, Ph.D. Co nabizi soucasna sveteina
mikroskopie biologlim?
3. sekce Prostorova distribuce a biologicky
Modelové organismy | efekt inhibitoru kinazy Akt v 3D
. . et modelech nadoru stanoveny
Magr. Jifi Kohoutek, Ph.D. 14:30 | Mgr. Jarmila Navratilova, Ph.D. pomoci poloautomatické
koregistrace obrazu MALDI MSI a
imunofluorescence
Metoda rentgenové pocitacové
14:45 |Mgr. Michaela Kavkova mikro tomografie a jeji vyuZiti v
dentalnim vyzkumu
Nové poznatky v oblasti regulace
15:00 [Mgr. Stjepan Uldrijan, CSc. signalni drahy ERK v malignim
4. sekce melanomu
Modelové organismy Il In vitro kultivace a testovani nadort
15:15 |Ing. Stanislava Martinkova, Ph.D. |pankreatu jako cesta k
doc. RNDr. Petr Benes, personalizované |éChé
Ph.D. 15:30 |Mgr. Jifi Pachernik, Ph.D. Proliferace kardiomyocytd in vitro ~
uloha dualné specifické fosfatazy 6
15:45 |Mgr. Sandra Thalerova In vitro studium trombolyzy
prestavka 16:00 |poster session
. - . Data NZIS jako prilezitost pro
5.sekce 16:30 RNDr. Jiri Jarkovsky, Ph.D. aplikaci pristupti umélé inteligence
Bioinformatika a "y - .
biomedicina . \/yuZziti me’Eod strOJovehg uceni a
16:45 |Mgr. Lukas Pecinka hmotnostni spektrometrie pro
RNDr. Jifi Jarkovsky klinické aplikace v nadorové biologii
Ph.D. . . Tkanove inzenyrstvi, biostatistika a
17:00 [(doc. RNDr. Petr Vanhara, Ph.D. strojové udeni
17:15 |VyhlaSeni vitéze nejlepsi studentské prednasky a nejlepsiho posteru

Ukonéeni konference

17:30
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PLATINOVY SPONZOR ZLATY SPONZOR
STRIBRNY SPONZOR

Praqolab GeneProof’

Molecular diagnostics for your routine

jiolrch

bCI ria ThermoFisher

SCIENTIFIC

SARSTEDT

PARTNERI KONFERENCE
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prof. MUDr. Martina BaresSe, Ph. D., rektora Masarykovy univerzity
prof. Mgr. Tomase Kasparovského, Ph. D., dékana Pfirodovédecké fakulty MU
prof. MUDr. Martina Repka, Ph. D., dékana Lékarské fakulty MU
JUDr. Markéty Vankové, primatorky statutarnino mésta Brna



M U N I Juniorska
M E D akademie

Juniorska akademie otevira cestu na MED
MUNI stfedoSkolskym studentum! Online a

offline prednasky, exkurze, kurzy i pomoc se
SOC.

Vyzkousej si studium na vysoké skole uz na
stredni!

Vice na webu




KLINICKY
EMBRYOLOG

e Laka Vas studium ve zcela novém studijnim programu?

e Chcete pomahat parim s poruchami plodnosti na cesté k vytouzenému ditéti?

e Zajima Vas tajemny mikrosvét, pozorovatelny jen pod mikroskopem?

e Chcete blize proniknout do podstaty a zakonitosti vzniku a vyvoje lidského zarodku?
e Chcete porozumét tomu, jak geny ovliviuji lidské zdravi?

e Bavila by Vas zodpovédna prace zdravotnického pracovnika?

Studium integruje predméty z oblasti vS§eobecného
lékarstvi, bunécné, molekularni a vyvojové biologie,
klinické genetiky a embryologie, spoleCenskovédnych
disciplin a odborné praxe.

V prvnich péti semestrech prevaZuji teoretické a
preklinické pfedméty v obdobné skladbé a rozsahu,
jako pfi studiu vSeobecného lékarstvi s rozSifenou
vyukou embryologie a genetiky a s praktickym
nacvikem obecné laboratorni prace. V dalSich péti
semestrech proniknete hluboko do specifickych
disciplin klinické embryologie, spravné laboratorni
praxe a zakladu reprodukéni mediciny.
Zaroven ziskate znalosti v oblastech managementu
kvality, prvni pomoci, zdravotnickée etiky a prava.

Tésit se mlzete také na prakticky zamérenou vyuku,
kde si v unikatnich specializovanych laboratofich
dokonale natrénujete vSechny ukony nezbytné pro
praci s vajiCky, spermiemi a embryi a naucCite se
hodnotit a interpretovat pribéh vyvojovych procesu a
vysledky analyz. Kromé tréninku v laboratofich
ziskate znalosti a dovednosti béhem odbornych praxi
ve fakultnich nemocnicich a privatnich centrech
asistované reprodukce.

Absolvovanim nové akreditovaného programu
.Bioanalyticka Ilaboratorni diagnostika ve
zdravotnictvi — Embryolog“ se v souladu s
platnou legislativou stanete Odbornym
pracovnikem v laboratornich metodach a
pripravé léc€ivych pripravka (jedna se o
regulované zdravotnické povolani).

Po absolvovani specializacniho studia a po
slozeni atestacni zkouSky se stanete
klinickymi embryology.

Budete mit znalosti a dovednosti na urovni
mezinarodniho certifikatu Clinical
Embryologist (European Society of Human
Reproduction and Embryology - ESHRE) a po
ukonCeni vySe zminéného specializacniho
studia urovné Senior Clinical Embryologist
(ESHRE).

|
i

www.med.muni.cz
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BABAKOVA MEDAILE

Babakova medaile je nejvyznamnéjsi ocenéni
Cesko-Slovenské  biologické  spolednosti, z.s.
udélované osobnostem biologického vyzkumu za
zasadni pfinos k rozvoji biologickych véd. Medaile je
pojmenovana po vyznamném Ceském fyziologu a
lékari, prof. MUDr. Edwardu Babakovi (1873-1926).

Prof. Babak stal u zrodu Vysoké Skoly
zveérolékarské jako jeji prvni rektor, poté se stal
dékanem Lékarské fakulty Masarykovy univerzity

nasledné byl jmenovan i jejim rektorem. Stal tak u

zrodu hned dvou brnénskych univerzit.

Prof. MUDr. Edward Babak
(1873-1926)

V roce 1921 prof. Babak spolu s prof. FrantiSkem K. Studni¢kou a dalSimi
prednimi védeckymi a akademickymi osobnostmi zalozil v Brné Biologickou spoleCnost,

jako prvni odbornou platformu pro biologické védy v ¢eskych zemich.

V roce 1924 ma Biologicka spoleCnost jiz
celonarodni plsobnost, coz se odrazi i v jejim nazvu
- je prejmenovana na Ceskoslovenskou biologickou
spoleCnost. | po sto letech a pfes existenci dvou
samostatnych statl je Cesko-slovenska biologicka
spoleCnost stale aktivni a sdruzuje Ceske i slovenské
biology pIlné v duchu tradic profesorll Babaka a
Studnicky.
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Prof. RNDr. LADISLAV DUSEK, PhD.

Prof. RNDr. Ladislav Dusek, Ph.D., je
profesorem na Lékarské a Prirodovédecké
fakulté Masarykovy university a vedoucim
Institutu biostatistiky a analyz LF MU. Od roku
2014  pusobi  jako  feditel  Ustavu
zdravotnickych informaci a statistiky CR.

Mezi jeho odborné zajmy patfi zejména
analyza klinickych a biologickych dat a

zdravotnicka informatika.

V soucCasnosti se jeho védecka prace soustfedi na vybudovani Narodniho
zdravotnického informacniho systému a na vyvoj moderni datové a informacni zakladny
Ceské onkologie. V oblasti numerické a prediktivni onkologie pusobi v fadé

mezinarodnich a narodnich odbornych projektu a iniciativ.

Podle databaze Web of Science je autorem ¢&i spoluautorem 348 pulvodnich
védeckych praci s vice nez 7 000 citacemi (H index 46). Publika¢ni ¢innost dale zahrnuje
14 monografii a monografickych vydani odbornych €¢asopist a 21 internetovych portalt s
autorizovanym SW. Prof. DuSek pusobi v fadé védeckych a oborovych rad odbornych
instituci a vysokych Skol, je Skolitelem PhD v oborech |ékarska biologie, onkologie a

biomedicinska informatika. Celkem ved| 12 uspésné obhajenych PhD praci.

Profesor DuSek zasadné pfispél k rozvoji
biostatiky a matematické biologie a jejich
aplikaci v klinické medicing, zejména v
onkologii. Mimo to, je prof. DusSek také
nepfehlédnutelnou pedagogickou osobnosti.
N Jeho prednasky v kurzech biostatistiky se staly

pro generace studentl nezapomenutelnym

zazitkem.
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STUDNICKOVA CENA ZA NEJLEPSiI STUDENTSKY PRISPEVEK

NejlepsSi studentska prednaska a poster
flep P P F I Sprrelecss

Biologickych dnu ziskaji cenu pojmenovanou po
profesoru FrantiSku K. StudniCkovi, jejiz
soucasti je i financéni odména.

prof. MUDr. FrantiSek K. Studnicka,
byl svétové uznavany Cesky biolog a lekar prvni
poloviny 20. stoletii Byl zakladatelem
Histologicko-embryologického ustavu Lékarské
fakulty Masarykovy univerzity a podilel se i na
koncepci a vedeni jejiho Ustavu pro véeobecnou
biologii. Pfi tom v8em stacil vyu€ovat histologii a
embryologii i néjaky Cas na Vysoké Skole
zveérolékarské a velmi aktivné participovat na
védeckém déni v Brné jako neunavny

prednasejici a diskutér, ale i spolkovy €inovnik v

Prirodovédeckém klubu nebo v Moravské

fyziologem prof. MUDr. E. Babakem zalozil Prof. MUDr. Frantidek K. Studnicka
Ceskoslovenskou biologickou spoleénost. (1877-1955)

prirodovédecké  spole¢nost. Spolecné s

Svoji prvni védeckou praci uverejnil jesté jako gymnazialni student ve Verhandl. d. Zool.-
botan. Gesellschaft Wien (1888). Spolu se studiem na |ékafské fakulté Ceské univerzity v Praze se s
nadSenim ponofuje do studia zoologie, kde mu byl u€itelem vyznamny ¢esky anatom a zoolog prof. F.
Vejdovsky. Jesté jako medik 5. roCniku se prezentoval na sjezdu Spole€nosti némeckych anatomu
(Anatomische Gesellschaft) ve Strasbourgu (1894). Pozdéji byla hlavnim védeckym zajmem prof.
Studnicky ,exoplasmova terorie“ — sou¢asnou terminologii se zabyval aktivni roli extracelularni matrix
v biologii bunék a tkani. Studni¢kova bibliografie zahrnuje ale také studie ze srovnavaci anatomie a
embryologie, cytologie a histogeneze tkani. Vyznamné také pfispél k rozvoji mikroskopické techniky,
jako autor vubec prvni metodické pfirucky praktické mikroskopie. Zasadné se zaslouzil o uznani
priority objevi J. E. Purkyné v mezinarodni védecké komunité. Prof. StudniCka byl dvakrat

nominovany na Nobelovu cenu za fyziologii a |€kafstvi.

Cech S.: 50 let od smrti profesora Frantiska
Karla Studnic¢ky. Univerzitas 38 (4), 2005, 55-57
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UVODNIi PREDNASKA

KALPAINY — CYSTEINOVE PROTEAZY ZAVISLE OD VAPNIKA A ICH
BIOINFORMATICKA A BIOMEDICINSKA PRITAZLIVOST

Juraj Krajéovi¢'!, Dominika VeSelényiova'

1Ustav biolégie a biotechnoldgie, Fakulta prirodnych vied, Univerzita sv. Cyrila a Metoda v
Trnave, Trnava, Slovenska republika, juraj.krajcovic@ucm.sk

Kalpainy (EC 3.4.22.17) su enzymy, ktoré patria do superrodiny cysteinovych proteaz
zavislych od vapnika. Na rozdiel od inych proteaz, nie je funkciou kalpainov degradacia ich
substratov, ale ich Specifické Stiepenie. Kalpainy su Strukturne rozmanité, no zdielaju
univerzalny a Specificky motiv - katalyticki doménu CysPc - bohatu na cystein, ktora je
vysoko evolucne konzervovana. Klasické kalpainy su heterodimeéry, atypické kalpainy su
monoméry. Kalpainy su primarne cytosolické, nelyzozomalne proteiny, ktoré boli
identifikované u Sirokého spektra organizmov, od baktérii az po Cloveka. Tieto proteazy su
zapojené do mnohych bunkovych procesov a ich nespravne fungovanie vedie k vzniku
mnohych patologickych procesov nazyvanych aj kalpainopatie, vratane diabetu typu 2,
svalovej dystrofie, neurodegenerativhych a kardiovaskularnych ochoreni, ale aj rakoviny. Z
tohto dévodu su kalpainy predmetom stale vzrastajuceho biomedicinskeho zaujmu a ich
inhibitory predstavuju sfubnu buducnost ako potencialne terapeutické nastroje. Na druhej
strane génova terapia by mohla byt odpovedou na nedostato¢nu aktivitu kalpainov.
Bioinformaticka identifikacia novych kalpainov, resp. ich homolégov u druhov organizmoyv,
ktoré su menej zlozité, moze priniest nové informacie o ich funkcii a byt uzitoCna pre ich
biomedicinske a biotechnologické aplikacie. Na in-silico identifikaciu kalpainov v
jednobunkovych eukaryotickych organizmoch z taxonu Euglenozoa sme pripravili skryty
Markovov model (HMM), ktory sme potom pouzili na hfadanie proteinov podobnych
kalpainom v transkriptomoch tychto prvokov. Sekvencie, ktoré boli najdené pomocou HMM,
sme dalej analyzovali, aby sme urcili ich Strukturu: konzervované domény a katalytické
zvysky, bunkovu lokalizaciu, 3D Strukturu, ako aj na urCenie ich homologie s kalpainmi z
inych organizmov. Tiez sme sa blizSie pozreli na pévod a evoluciu kalpainov, a to aj medzi
prokaryotickymi organizmami, najma vybranymi cyanobaktériami a archedénmi vratane
archaického taxénu Azgard. U vacsSiny cicavcov je exprimovanych 16 génov kodujucich
kalpainy, u ludi 15, no u rastlin iba jeden. AvSak u prvokov z taxonu Euglenozoa (napr. z
rodov Leishmania a Euglena) bolo identifikovanych viac ako 20 kalpainov



1. Sekce: Neobvyklé nukleové kyseliny a jejich role v biomediciné

Nekodujici RNA v biologii malignich B lymfocyti
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Signalizace prostfednictvim B bunééného receptoru (BCR) je zdsadni pro zrani, pfeziti a
proliferaci normalnich i1 malignich B lymfocytd. Vyznam BCR signalizace je zdlraznén
vysokou klinickou tu¢innosti inhibitorii zacilenych na kinazy BTK a PI3K asociované s BCR,
zejména u chronické lymfocytarni leukémie (CLL). Rozdily v mife BCR signalizace pfispivaji
k variabilni prognéze u CLL a dal$ich ,,maturovanych® B malignit a bylo prokazéano, ze kratké
nekodujici RNA jako miR-150, miR-155, miR-34a nebo miR-17-92 hraji v tomto procesu
diilezitou roli. Nicméné zustava nejasné, zda dlouhé nekddujici RNA (IncRNA) také regulujic
BCR signalizaci a souvisejici interakce v mikroprostfedi. Pfednaska se zaméii na roli
nekodujicich RNA (ncRNA) v regulaci BCR signalizace a dalSich interakei v mikroprostiedi
malignich B buné¢k a také na souvisejici zmény béhem terapie cilenymi 1é¢ivy. PrednaSka bude
zahrnovat poznatky o ncRNA pusobicich jako synchronizatory BCR signalizace a interakci B-
T bungk.

Podpoteno Evropskou radou pro vyzkum (ERC) pod H2020 - 8. ramcovym programem EU pro
vyzkum a inovace (grantovd dohoda ¢. 802644); Narodnim Ustavem pro vyzkum rakoviny
(Program EXCELES ¢. LX22NPO5102) - Financovano Evropskou unii - Next Generation EU).
Podpofeno ministerstvem zdravotnictvi CR (grant NU20-03-00292, NU22-03-00117 a NU23-
08-00448). MH CZ-DRO (FNBTr,65269705) a MUNI/A/1224/2022.
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Dlouhé nekodujici RNA jako potencialni klinické biomarkery a
terapeutické cile u solidnich nadori
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Protoze nejvétsi prekazky 1é€by nadorovych onemocnéni, jako je rezistence na 1écbu a Casna
recidiva, nebyly dosud pfekonany, hledani novych klinickych biomarkert a terapeutickych cilit
v téchto agresivnich onemocnénich neustale pokracuje. Velice slibnou skupinou jsou tzv.
nekodujici RNA — transkripty znacné rizné délky bez schopnosti kodovani proteinti. Ackoli se
diive myslelo, ze jde o transkripéni Sum bez zjevné funkce, bylo pozdéji potvrzeno, ze plni
strukturni a regulacni roli jak v normalni bunécné fyziologii, tak ve vyvoji a progresi
onemocnéni véetné nadort. Nekodujici RNA se déli na dva odlisné podtypy dle délky
transkriptu — kratké a dlouhé nekddujici RNA (IncRNA; delsi nez 200 nukleotidil). LncRNA
jsou charakterizovany piitomnosti v bunécném jadie a cytoplazmé, tkéanoveé specifickou
expresi, niz§i mirou mezidruhové konzervace a podileji se na regulaci genové exprese na vSech
urovnich. NaSe dosavadni studie ukazuji, ze IncRNA jsou dysregulované v solidnich nadorech a
mohly by potencialné slouzit jako klinické biomarkery glioblastomu (GBM), nddoru mozku
s pivodem v astrocytech, ktery se vyznacuje agresivnim difuznim ristem a ¢asnym relapsem.
Néplni prednaSky bude shrnuti nejnovéjSich poznatkli o IncRNA v kontextu solidnich
nadorovych onemocnéni a dosavadnich vysledka nasi studie tykajici se klinické vyuzitelnosti
a role IncRNA v GBM. Vyzkum byl podpoien projektem Narodniho Ustavu pro vyzkum
rakoviny (program EXCELES, ID: LX22NPO5102 — financovano Evropskou unii — Next
Generation EU).

Tato prace byla podpoiena GA20-18889S, MZE-RO0518, BBMRI-CZ LM2018125, a
CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000495.
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PIWI-interagujici RNA; biologie, vyuziti v diagnostice a kontroverze
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PIWI-interagujici RNA (piRNA) jsou kratké nekodujici RNA, jejichz hlavni funkci je
udrzovani stability genomu skrze inhibici mobilizace transpozibilnich elementii u zdrode¢nych
bunék, napfi¢ fadou organismu. piRNA vykonavaji svou funkei v rdmci piRISC komplexu, kde
interaguji se specifickymi PIWI proteiny, které navadeji na komplementarni sekvence RNA.
V piipad€ interakce s piepisujicimi se transpozondlnimi sekvencemi dochazi k zastaveni
transkripce a navozeni heterochromatinizace cileného lokusu. V pfipadé cileni jiz
transkribované transpozonélni RNA dochézi k jejimu $tépeni a vzniku novych piRNA molekul.
V somatickych bunkéch byla fada piRNA molekul popsana jako zapojena do regulace genové
exprese na posttranskripcni Grovni, stabilizace mRNA ¢i aktivaci translace. Jejich pfesné role
v téchto bunikach vSak stale zlistavd neobjasnéna. piRNA byly také popsany jako vyznamné
dysregulované u fady onemocnéni a jsou povazovany za potencidlni biomarkery, schopné ¢asné
a presné¢ diagndzy onemocnéni, stanoveni jeho prognozy ¢i predikce 1écebné odpovédi.
Navzdory tad€ slibnych studii zabyvajicich se piRNA molekulami ve vztahu k 1écbé a
diagnostice onemocnéni, jejich budouci vyuziti je limitovano piedevSim nizkou
replikovatelnosti vysledkll, Spatnym stavem piRNA databazi, nevhodnym experimentalnim
designem ¢i malym souborem pacientl. Pro naprostou vétSinu téchto molekul navic chybi
valida¢ni experimenty, potvrzujici jejich spravnou anotaci jako piRNA. V soucasném stavu,
piRNA databéze z ¢asti funguji jako odkladisté pro fadu molekul, které nelze zatadit do jinych,
I1épe specifikovanych, skupin kratkych nekodujicich RNA. Budouci vyzkum na poli piRNA
biologie tak stoji pted n€kolika vyzvami, jako jsou identifikace a popis pfesnych roli téchto
molekul vramci biologie somatickych bunck, kompletni popis jejich biogeneze vcetné
transkripce specifickych klastrii a v neposledni fad¢ identifikace zda-li molekuly popsané jako
piRNA, do této skupiny skutecné patii a jaky biologicky kontext miiZe jejich dysregulace mit
u patologickych stavi.

Tato studie je podpofena z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. &.
NV19-03-00501. Veskera prava podle pfedpisi na ochranu duSevniho vlastnictvi jsou
vyhrazena.
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Monoklonélni gamapatie jsou skupinou onemocnéni charakteristickych zvySenou produkci
monoklondlniho imunoglobulinu, k ¢emuz dochazi v disledku klondlni expanze maligné
transformovanych plazmatickych bun€k. Onemocnéni ztéto skupiny zahrnuji napiiklad
mnohocetny myelom (MM), extramedularni onemocnéni (EMD) ¢i plazmocelularni leukémii
(PCL). Rada téchto onemocnéni ziistiva bohuZel jen obtizné léCitelna. V piipadé MM
plazmatické bunky infiltruji kostni dien, u EMD naproti domu dochazi ke ztrat€ jejich zavislosti
na kostni dfeni a tvorbé 1ézi v mekkych tkanich. Plazmoceluldrni leukémie je pak
charakteristickd pfitomnosti plazmatickych bunék v periferni krvi.

MikroRNA (miRNA), jednofetézcové nekddujici RNA o délce cca 20-25 nt, se podileji na
regulaci genové exprese, ¢imZ ovliviiuji mnoho biologickych procestl, a to jak fyziologickych,
tak 1 patologickych. V ptipadé¢ nadorovych onemocnéni tyto procesy mohou byt soucasti
progrese onemocnéni, relapsu ¢i rozvijejici se rezistence. Molekuly miRNA jsou mimo jiné
slozkou exozomt, tedy extracelularnich vezikull o velikosti 30-100 nm, jejichZ pfitomnost byla
prokdzana v fad¢ tkéni 1 té€lnich tekutin (periferni krev, matetské mléko, moc etc.).

Cilem nasi prace bylo identifikovat odli$né exprimované miRNA ziskané z exozomu plazmy
kostni diené od pacienti s MM, EMD a PCL, k ¢emuz bylo vyuzito sekvenovani nové generace
na platformé Illumina. Kandidatni miRNA byly validovany s vyuZitim RT-qPCR, jejich analyza
zahrnovala také porovnani s klinickymi daty. Vysledky naznacuji, ze miRNA by v budoucnu
mohly byt vyuzity jako minimalné invazivni diagnostické ¢i prognostické biomarkery.

Podpora: Vyzkum byl podpofen grantem AZV CR NU21-03-00076 a projektem Narodniho
ustavu pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) — Financovéano
Evropskou unii — Next Generation EU.
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The elF4F translation initiation complex is a promising therapeutic target in cancer cells.
However, the spectrum of available eIF4F inhibitors is limited, and none is in clinical use. One
of the reasons could liein the relative complexity of techniques used to identify new inhibitors
of e[F4F-mediated translation. Here we report a unique cell-based reporter system suitable for
the high-throughput identification of novel eIF4F inhibitors in small molecule
compoundlibraries.We identified several elF4F-regulated pathways controlling cancer cell
proliferation in a proteomic screen. Usinga promoter of one of the elF4F-controlled genes,
webuilta reporter system, responding to eIF4F inhibition by changes in luciferase expression in
a dose-dependent manner. The systemwas then validatedin a panel of cell lines, determining the
impact of elF4F inhibition on luciferase activity. We assessed the performance of the luciferase-
based reporter system and confirmed its high sensitivity to elF4F inhibition. The system
validation in 384-and 1536-wellformat brought excellent results, with a stable dose-dependent
response to Rocaglamide A, known to block elF4F by trapping its elF4A subunit. These
analyses verified the system's applicability for HTS of bioactive compounds.The current state-
of-the-art eIF4F inhibitor screening assays, such as the proximity ligation (PLA), have several
limitations in the high-throughput mode. Our novel elF4F activity reporter system is not only
specific and suitable for HTS; it isalso less cost-intensive, significantly faster, and does not
require expensive fluorescent microscopy/image analysis equipment.

This work was funded by the European Regional Development Fund -Project ENOCH (No.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868), the European Union —Next Generation EU -the project
National Institute for Cancer Research (Programme EXCELES, Project No. LX22NPO5102),
Masaryk University (MUNI/11/ACC/2/2022), Brno city municipality (Brno Ph.D. Talent
Scholarship), RVO: 68378050-KAV-NPUI and by the Ministry of Education, Youth and Sports
of the Czech Republic (project number LM2023052).
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Prvni mitotické déleni oplozeného vajicka ptredstavuje zdsadni milnik béhem vyvoje nového
jedince. U mnoha Zivo€iSnych druhl prostorova organizace prvniho mitotického déleni je
precizné regulovana, jelikoz naslednd segregace chromozomil a cytoplazmatickych faktort
ovliviiuje vyvojové trajektorie vzniklych bunék. Lidskd embrya Casto vykazuji abnormdlni
prabéh mitotického déleni, které ve mnoha piipadech vede k zastavé dalSiho vyvoje.
Mechanismus abnormalni segregace chromozoml béhem prvni embryondlni mitézy vSak
zUstava nejasny.

V prezentované studii jsme se zam¢tili na analyzu prostorové organizace prvniho mitotického
déleni v 300 lidskych zygotach, jejichz vyvoj byl zakoncen porodem zdravého ditéte. Analyza
klinickych  retrospektivnich zaznami  ziskanych pomoci c¢asosbérné mikroskopie
preimplantacnich embryi ukazala, Ze prvni embryonalni mit6za v lidskych embryich probiha
typicky v pravém uhlu ke konecné poloze prvojader. Odchylka od této optimalni konfigurace
byla asociovéna se snizenou schopnosti kondenzovat obsah prvojader na jejich rozhrani a jako
nasledek vedla k multinukleaci ve dvoubunééném stadiu. Dale, vyskyt alternativni prostorové
organizace prvni embryonalni mitdézy vykazoval silnou pozitivni korelaci s vékem Zeny. Nase
data tak ukazuji, Ze orientace prvniho mitotického d€leni u lidi pfedurcuje presnost segregace
chromozomt po oplozeni a pfispiva k narustu aneuploidie spojené s vékem.

Tato studie vznikla za podpory Masarykovy Univerzity (MUNI/IGA/1127/2021;
MUNI/A/1301/2022). Piistup k anonymizovanym klinickym zdznamim byl poskytnut na
zakladé smlouvy o spolupréci s akreditovanym klinickym pracovis§tém. Projekt byl schvalen
etickou komisi kazdé instituce.
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HER2+ karcinom prsu (BC) pfedstavuje jeden z nejagresivnéjSich subtypti BC. Jsou s nim
asociovany casté relapsy, vysokd incidence metastdz a rozvoj rezistence vici 1écbé. BC se tfadi
mezi imunogenni typy nadord. Interakce imunitnich (IC) a naddorovych bunék (CC) probiha
v nadorovém mikroprosttedi (TME), charakteristickém nizkym pH, hypoxii a dalSimi faktory
ptispivajicimi k rozvoji stresu endoplazmatického retikula (ERS). Hlavni bunécnou odpovédi
je aktivace signalnich drah ,,reakce nesbalenych proteinti* (UPR), které u CC vedou ke snizené
expresi MHC1 molekul, zvySené rezistenci k terapii a hypoxii, zatimco u IC k expresi
protumorigennich cytokinti, snizené antigenni prezentaci, a indukci apoptdzy. U BC se zd4, ze
se ERS a UPR podili na vétSin€ hlavnich nadorovych ryst, a protoze je UPR ve zdravé tkani
pfevazné inaktivni, mohly by molekuly UPR signalizace pfedstavovat vhodné kandidaty pro
cilenou terapii BC. Predpokladame, ze IC jsou v TME vystaveny pusobeni ERS, coZ brani
efektivni imunitni reakci. Zmirnéni ERS by mohlo pfedstavovat vhodnou cestu k podpoie
protinadorové imunity. Cilem préace je studium role ERS v interakci IC a HER2+ bun¢k BC
(BCC), v efektivité cilené anti-HER2 terapie v in vitro preklinickych modelech, a v odpovédi
na rezistenci na terapii v klinickych vzorcich HER2+ BC. U ko-kultur BCC s IC modulujeme
ERS chemickym chaperonem TUDCA a inhibitorem N-glykosylace Tunicamycinem.
Analyzujeme bunécnou viabilitu, genovou expresi a hladiny proteinii ve 2D 1 3D podminkéch.
Vysledky korelujeme s pacientskymi vzorky HER2+ BC, kde porovnadvame expresni profily u
kohort: (1) relaps do 1 roku od ukonéeni 1é¢by, (2) dlouhodoba remise. Utlumeni ERS vedlo u
IC k poklesu exprese markerti ERS, ptedev§im HSPAS/BiP a DDIT3/CHOP. Spole¢né s dalSimi
vysledky to poukazuje na vyssi efektivitu imunitni reakce po sniZzeni ERS. U klinickych vzorkt
pozorujeme pozitivni korelaci mezi zvysSenou infiltraci IC, hladinou stresovych markerti v BCC
a pozitivnim vysledkem terapie. Dal$i vyzkum muzZe pfispét ke zlepSeni moZnosti soucasné
terapie.
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Inhibitory signdlni drahy B-buné¢ného receptoru (tzv. BCR inhibitory) zaznamenaly revoluci
v 1é€bé chronické lymfocytarni leukémie (CLL). Mezi mechanismy jejich U€inku patii
zablokovani dilezitych interakei leukemickych bunék v mikroprostiedi lymfatickych organt
vedouci k vyplaveni leukemickych bun€k do periferni krve, tj. lymfocytdze, kde piekvapive
dlouho piezivaji. Mechanismus této brzké adaptace na BCR inhibitory zatim neni jasny.

Jiz dtive jsme ukézali, Ze transkripcni faktor FoxO1 piispiva k pfezivani bun€k v periferni krvi
CLL pacientti a zarovei se podili na migraci CLL bunék zpatky do mikroprostiedi (Seda et al.,
2021). Zde ukazujeme, ze hladiny FoxOl jsou zvySené po lécbé ibrutinibem tj. BCR
inhibitorem cilicim kindzu BTK. Analyza vazby FoxO1 na lidsky genom metodou CUT&RUN
odhalila jeho vy$si aktivitu v bunééné linit MECI, kterd byla vystavena ibrutinibu in vitro.
Studium signalnich drah regulovanych FoxO1 a nasledné analyza parovych primarnich vzorka
od pacientil 1écenych ibrutinibem odhalila, Ze zvySena aktivita FoxO1 vede k navyseni hladin
proteinu Rictor, ktery nasledné v mTORC2 komplexu aktivuje Akt kindzu, molekulu duilezitou
pro piezivani CLL bunck. ZvySené hladiny aktivovaného Akt asociovaly s vyssi a delsi
lymfocyt6zou indukovanou ibrutinibem. Inhibice FoxO1 vedla ke sniZeni viability a proliferace
CLL bungk, a tento efekt byl potencovan kombinaci FoxO1 inhibitoru s ibrutinibem.

NaSe experimenty poprvé popsaly negeneticky mechanismus adaptace na cilenou 1écbu BCR
inhibitory u CLL, ktery zahrnuje FoxO1-Rictor-Akt drahu. Déle jsme ukazali, Ze FoxO1 muze
byt potencialnim novym terapeutickym cilem u CLL, a to samostatné nebo v kombinaci s BCR
inhibitory.

Podpoteno Evropskou radou pro vyzkum (ERC) pod H2020 - 8. réimcovym programem EU pro
vyzkum a inovace (grantova dohoda €. 802644); Narodnim ustavem pro vyzkum rakoviny
(Program EXCELES ¢. LX22NPO5102) - Financovéano Evropskou unii - Next Generation EU.
Podpoteno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. NU22-03-00117,
NU20-03-00292 a NU23-08-00448. Podpofeno MH CZ-DRO (FNBr,65269705) a
MUNI/A/1224/2022.
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Glioblastoma, IDH-wildtype (GBM), is the most aggressive primary brain tumor among adults.
It's marked by its significant resistance to radiation therapy and a limited array of treatment
options. The need to create cell models that accurately replicate the radioresistant nature of
GBM is vital for identifying new targets for therapy and improving patient outcomes. Our
objective in this research was to establish and thoroughly characterize GBM cell models that
mirror the radioresistant traits observed in clinical contexts. These models could serve to
uncover the genes driving radioresistance. Presently, the M059] and M059K cell lines, both
originating from a single patient, constitute the sole existing GBM radioresistance model
accessible through major cell line repositories. The distinction in radiosensitivity between these
lines is attributed to DNA-PK deficiency in M059J cells. However, this model represents an
instance of treatment-independent radiosensitivity, not acquired radioresistance which is the
topic of our study. Inspired by existing literature, we performed a comparative study using two
distinct establishment methods with a focus on ensuring the clinical relevance of these models,
achieved either through radiation dose per fraction or an administration regimen. Given that the
cells in vitro do not survive 30 fractions of 2 Gy radiation over 5 weeks, which corresponds to
the clinical treatment, we tailored our accordingly to closely simulate clinical treatment while
allowing cells to survive and evolve radioresistant characteristics. Preliminary findings indicate
that the dose-escalation protocol, commencing at 0.5 Gy with increments after each cycle up to
2 Gy/day, is superior in establishing radioresistant phenotype. This contrasts with the widely
employed approach of a single 2 Gy dose per week as reported in the literature. Additionally,
the dose-escalation protocol proved more time efficient and likely more clinically relevant due
to the radiation delivery schedule fully mimicking the clinical setting in the last two weeks of
the establishment process. Our investigation revealed unique patterns of radiation response
among cell lines in terms of dose-dependent survival, apoptosis rates, and G2/M cell cycle arrest
and escape within our radioresistant models. Our future course involves delving deeper into the
driver genes behind these traits. We plan to conduct functional genomics CRISPR screening
coupled with transcriptomic profiling and survival analysis of GBM patients, with the aim of
identifying clinically actionable therapeutic targets.
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Kvantitativni proteomika diferenciace nervovych kmenovych bunék
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Necilend/screeningova LC-MS/MS proteomika je klasickou metodou pro studium souboru
proteinil pfitomnych v dané bunétné populaci ¢i tkéni. Cilend proteomika, zaloZzena na
sledovani vybranych reakci (selected reaction monitoring; SRM), oproti necilenym metodam
nabizi vysokou citlivost, reproducibilitu a ptesnost kvantifikace mensi skupiny piedem
vybranych proteinti. Vyhody obou téchto pfistupti se pak snazi kombinovat metody na datech
nezavislé akvizice (data independent acquisition, DIA), jako je napiiklad metoda sekvencni
akvizice vSech teoretickych fragmentovych MS spekter (SWATH).

Na ptikladu modelového systému in vitro diferenciace lidskych nervovych kmenovych bun¢k
v komitované populace neuroni a glii ukazujeme moznosti DIA/SWATH analyzy
v charakterizaci proteomu bunéénych populaci. Lidské H9 NSC byly diferencovany in vitro po
dobu 28 dnti bud’ pouze odebranim riistovych faktorit EGF a bFGF z kultiva¢niho média nebo
odebranim EGF/bFGF a suplementaci BDNF/GDNF. SWATH MS analyza odhalila zmény
v regulaci velkého mnozZstvi proteini zejména v ¢asnych stadiich diferenciace, a vétsi rozdily
mezi spontanni a BDNF/GDNF podpofenou diferenciaci v pozdé&jSich stadiich. Mezi
identifikované regulované signalni drahy patii zeyména HIF-1, Wnt a VEGF signalizace. Dale
jsme na stejném modelu vyvinuli a ovéfili cilenou SRM metodu pro rychlou citlivou
multiplexni analyzu vybranych biomarkert jednotlivych bunéénych typii (napt. SOX2, MAP2,
GFAP). Tato metoda miZe slouzit k rychlé charakterizaci populaci kmenovych bunék napiiklad
pti praktickém vyuZiti v regenerativni medicing.

Tato prace byla podpofena projektem GACR 22-24983S.
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Co nabizi soucasna svételna mikroskopie biologiim?
Jakub Pospisil'
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Svételna mikroskopie je nepostradatelnym nastrojem biologického vyzkumu, ktery nam
umoziuje nahlédnout do jinak neviditelného svéta zivych organismti. Pomoci viditelného svétla
a specialnich barvicich technik jsme schopni pozorovat nejen morfologii organel/bunék/tkani,
ale 1 dynamické procesy, které v nich pravé probihaji. Svymi rozliSovacimi schopnostmi se
navic soucasné svételné mikroskopy blizi k mikroskoplim elektronovym, které ale mohou
pozorovat pouze fixované/zmrazené preparaty.

Diky tomu tak dokazeme sledovat Zivé nativni preparaty s nanometrovou piesnosti.

Sdilend laboratof Bunééného zobrazovani (CELLIM) je core facilita, ktera zajiStuje piistup
uzivatelim k nejmoderngjsimu pfistrojovému vybaveni a technikdm v oblasti svételné
mikroskopie. Nase laboratof nabizi nejen standardni epifluorescenéni a konfokalni mikroskopy,
ale 1 pokrocilé super rozliSovaci a lightsheet mikroskopy. Nedilnou souc¢asti nasich sluzeb jsou
také analytické metody kvantifikace obrazovych dat. Sdilend laboratof je soucasti evropské
vyzkumné infrastruktury EuroBiolmaging a narodni vyzkumné infrastruktury Czech-
Biolmaging, ktera je financovana Ministerstvem S$kolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské
republiky.
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Prostorova distribuce a biologicky efekt inhibitoru kinazy Akt v 3D
modelech nadoru stanoveny pomoci poloautomatické koregistrace obrazu
MALDI MSI a imunofluorescence
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Klinicka GspéSnost 1é¢iv je velmi nizkd. Jednim z dlivodl jsou nevhodné modely pouzivané pro
jejich pre-klinické testovani. Do vyzkumu jsou proto zavddény 3D modely nadorové tkané,
které na rozdil od tradicné vyuZzivanych monovrstev 1épe vystihuji naddorové specifické
mikroprostfedi, mezibunécné interakce a bariéry pro prinik 1é¢iv. V soucasnosti chybi néstroje
pro korelaci hladiny 1é¢iv v 3D podminkéch s biologickou odezvou. V nasi praci jsme vystavili
sféroidy rostouci z bunék kolorektalniho karcinomu plsobeni perifosinu, klinicky testovaného
inhibitoru kindzy Akt. Prinik lé¢iva do sféroidu jsme stanovili metodou zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci/ionizaci za pomoci matrice (matrix-assisted
laser desorption/ionization mass spectrometry imaging - MALDI MSI). Ve stejném fezu
analyzovaném MSI jsme fluorescencni imunohistochemii detekovali markery apoptozy
(Stépena kaspaza 8), proliferace (Ki67) a migrace/invazivity (SNAIL/SLUG). Koregistrace
obrazti MS a IHC byla provedena pomoci referencnich znacek. Kvantifikace signalu MS a
fluorescen¢ni mikroskopie na koregistrovaném obrazu probéhla s pomoci specidlné
vytvorenych algoritmi. Timto zpisobem jsme stanovili omezeny a velmi heterogenni prunik
1é¢iva do sféroidu. V oblastech se zvySenou hladinou perifosinu jsme zaznamenali pokles
hladiny SNAIL/SLUG a vzrust §t€pené¢ formy kaspazy 8. Vzrast apoptdzy indukované
perifosinem jsme odliSili od apoptdzy vznikajici v disledku hypoxie/nedostatku zivin. I po 24
hod. pilisobeni léCiva se ve sféroidu vyskytovaly oblasti bez perifosinu pozitivni na
SNAIL/SLUG a/mebo Ki67. Nami navrhovand metodologie multimodéalniho zobrazeni a
nasledné analyzy obrazu umoznuje piesngjsi testovani efektivity 1é¢iv ve sféroidech.
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Metoda rentgenové pocitacové mikro tomografie a jeji vyuziti v dentalnim
vyzkumu
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Rentgenova pocitacova tomografie (CT, X-ray Computed Tomography) se fadi mezi Siroce
roz§itené 3D zobrazovaci metody pouzivané nejen k pokrocilé diagnostice v medicing ale také
pro analyzu vzorkil a optimalizace v ramci pramyslové vyroby. Vyuziti této metody vsak v
posledni dobé nachazi stdle vétsi uplatnéni také v oblasti primarniho biologického a
biomedicinského vyzkumu. Pro ucely velmi pifesného 3D zobrazovani biologickych vzorki
jsou pak vyuZzivany jak priméarné primyslové CT zafizeni, tak i1 specialni védecké CT, které jsou
schopné generovat datasety s vysokym prostorovym rozli§enim.

Z pohledu biologického vyzkumu ptindsi mikro CT analyza moznost piesného kvalitativniho 1
kvantitativniho srovndni fenotypovych zmén a patologickych stavii zasazenych jedincl se
zdravou kontrolou. V ramci pokrocilé analyzy ziskanych dat ve specidlnich programech je
mozné porovnavat vzorky na zdkladé presného méteni objemt a délek sledované struktury nebo
napiiklad méfenim Sifky stén a orientaci vlaken. Tyto pokrocilé analyzy 3D modelli dokazi
zachytit 1 drobné&jSich zmény anatomickych struktur v 3D prostoru, které by klasické 2D
histologické metody neidentifikovaly a zasadit tyto zmény do kontextu ke svému okoli.

Pfedmétem této prednasky bude popsat principy mikro CT analyzy, nastinéni moznosti analyzy
dat ve specializovanych programech a ukazky aplikace téchto postupli v ramci projekti
vyzkumu a regenerace zubd.
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Nové poznatky v oblasti regulace signalni drahy ERK v malignim
melanomu
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Maligni melanom je agresivni nadorové onemocnéni, na jehoz vyvoji se podili
konstitutivni aktivace signalni drahy kinazy ERK mutacemi onkogent NRAS a BRAF'. Klinicky
vyuzivané inhibitory kindz BRAF a MEK, kter¢ cili na signalni drdhu ERK, mohou ucinné
zpomalit progresi tohoto onemocnéni, u vétSiny pacientli se vSak brzy rozvine rezistence na
1é¢bu. Proto je tfeba pochopit molekularni mechanismy vedouci k rezistenci s cilem nalézt nové
moznosti 1écby pacienti s rezistentnimi nadory.

Jednim zneddvno popsanych mechanismi podilejicich se na vzniku rezistence
zvySeni aktivity tohoto proteinového komplexu muize castecné¢ kompenzovat sniZeni aktivity
drahy ERK za pfitomnosti inhibitort BRAF a MEK. V nasem vyzkumu jsme se proto zaméfili
na hlubsi pochopeni vzajemnych interakci elF4F a signalni drahy ERK. NaSe vysledky ukazuji,
ze elF4F se nepodili jen na vzniku rezistence melanomu k cilené 1é€bé, ale aktivita tohoto
komplexu je nezbytnd pro udrZeni optimalni aktivity drdhy ERK v bunikich melanomu.
Inhibitory eIF4F mohou vyvolat hyperaktivaci ERK, ktera neni slucitelna s riistem a prezitim
nadorovych bunék. NaSe vysledky tedy naznacuji terapeuticky potencial nizkomolekuldrnich
inhibitorti eI[F4F v malignim melanomu.

Podpoteno z Evropského fondu pro regiondlni rozvoj — projekt ENOCH (reg.c.:
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868), grantem GA CR (reg. &. 22-30397S) a projektem
Narodni ustav pro vyzkum rakoviny (Program EXCELES, ID: LX22NPO5102) — Financovéano
Evropskou unii — Next Generation EU.
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In vitro kultivace a testovani nadori pankreatu jako cesta k
personalizované 1é¢bé
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Pankreaticky duktalni adenokarcinom (PDAC) ptedstavuje nejagresivngj$i formu
rakoviny slinivky bfisni a ¢asto byva diagnostikovan az v pokrocilém stadiu nemoci. PDAC je
znamy svou schopnosti vyvinout rezistenci vici lé¢ebnym metoddm, coz zhorSuje prognézu
pacientli. Komplexni genetické analyzy a in vitro testovani citlivosti PDAC na
chemoterapeutika, piipadné¢ na kombinace jinych terapeutickych latek, jest¢ pired samotnym
zahdjenim 1écby mohou piispét k pfesnéjSimu zacileni a zvySeni efektivity 1é¢by u pacientt
s PDAC. Cilena terapie by mohla, s ohledem na velkou heterogenitu nadoru mezi jednotlivymi
pacienty, pfedstavovat zptisob nejvhodnéjsiho vybéru 1écebného rezimu a zlepsit tak prognozu
pacientd.
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Proliferace kardiomyocytii in vitro — iloha dualné specifické fosfatazy 6
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Pracovni buitky myokardu, kardiomyocyty, ptipravené in vitro z pluripotentnich kmenovych
bun¢k (PSC — pluripotent stem cell) pfipadné pfimym reprogramovanim napt. fibroblastu,
ptedstavuji atraktivni zdroj materialu pro vyzkum a bunécnou terapii myokardu. Jejich ptiprava
je vSak stale naro¢na a vytéznost bunék je pro Sirsi praktické vyuziti nizka. Proto se zamétujeme
na hleddni mechanismi, které by proliferaci téchto bun¢k podpofily. Jednim z cilt pro podporu
proliferace kardiomyocytli se jevi dudlné specificka fosfataza 6 (DUSP6), jejiz aktivita je
spojena s inhibici mitogenni signalizace zprostiedkované extracelularné¢ regulovanymi
kindzami 1 a 2 (ERK1/2). Pomoci linii embryonélnich kmenovych bun¢k s depleci DUSP6 a
pomoci inhibitori DUSP6 jsme ukézali, Ze v zavislosti na stupni vyvoje kardiomyocytu,
kombinace inhibice aktivity DUSP6 spolu s mitogenni stimulaci podporuje proliferaci téchto
kardiomyocytl in vitro. Diky tomu tak miizeme vyznamné navysit poCty in vitro vzniklych
kardiomyocytl pro dal$i pouziti.
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Data NZIS jako prileZitost pro aplikaci pristupti umélé inteligence
Jiri Jarkovsky'~
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Niérodni zdravotnicky informaéni systém (NZIS), ktery je v gesci Ustavu zdravotnickych
informaci a statistiky (UZIS) CR piedstavuje propojenou soustavu zdravotnickych registrti s
cilem sbéru informaci k hodnoceni zdravotniho stavu obyvatelstva a jeho vyvoje,
epidemiologii onemocnéni, jako podklad pro hodnoceni ucelnosti a efektivity diagnostickych
a léCebnych postupil a fadé dalSich otazek souvisejicich se zdravotnim stavem obyvatel a
zdravotnictvim CR.

Zpracovani obsahlych zdravotnickych dat NZIS doposud vyzaduje velky podil ru¢ni expertni
prace a jejich vyuZiti je proto vyrazn¢ limitované lidskou kapacitou. Tato data vSak obsahuji
velké mnozstvi informaci, které maji potencial véas a s vysokou granularitou odhalit potieby
obcanil v ptistupu ke zdravotni péci, definovat heterogenity v jejim poskytovani i bild mista,
kde konkrétni typ péce neni obCaniim pfistupny. Zavedeni uzivani umélé inteligence ve
zpracovani dat NZIS muze vyrazné zvysit jejich vyuziti pro planovani a efektivizaci
poskytovani zdravotnich sluzeb. Novy pftistup ke zpracovani zdravotnickych dat tak napomiize
zlepsit kvalitu vefejnych sluzeb a zajisti obéaniim Ceské republiky rovny piistup ke zdravotnim
sluzbam.
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Vyuziti metod strojového uceni a hmotnostni spektrometrie pro klinické
aplikace v nadorové biologii
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S rostoucimi naroky na analyzy biologickych vzorkl ve slozitych matricich roste i zdjem o
vyvoj a optimalizaci hmotnostné¢ spektrometrickych (MS) metod. MS analyza intaktnich bunék,
vzorkil plazmy, ale také i ostatnich biologickych materialit ma velky vyznam pro sledovani a
objasiiovani biologickych procesi v organismu a poskytuje dilezit¢é informace o
pheno/genotypu organismu. Ve dvou zde prezentovanych tématech jsou pifedstaveny rtizné
techniky, které se zabyvaji studii téchto biologickych vzorkti. MALDI MS intaktnich bun¢k se
jiz pouziva v klinické mikrobiologii a diagnostice. V poslednich letech byla zavedena také do
bunécné biologie, imunologie a studie nadort.

Prvni téma se zamétuje na klasifikaci bun€k rakoviny vajecnikl s riznym procentudlnim
podilem bunéénych populaci s potlacenou expresi genu (TUSC3). Metoda MS byla
kombinovéna s vicerozmérnymi statistickymi algoritmy a metodami strojového uceni (ML),
napi. PLS-DA, ANN a RF. VSechny vypocetni modely byly sestaveny s vyuZitim
programovaciho jazyka R. Optimalizaci byla MS intaktnich buné€k spojena s metodami ML pro
sledovani zmén TUSC3 genu. Data ziskand z hmotnostnich spekter byla analyzovana pomoci
vyvinutého skriptu v jazyce R. Byla popsana metodika pro pfedzpracovani dat, ktera vedla ke
sniZeni technické variability datasetu. Metodika byla popséna s vyuZitim souboru dat Citajicim
175 hmotnostnich spekter. Celkem bylo vytvofeno a porovnano 5 klasifikatori zaloZzenych na
riznych algoritmech, které byly déale optimalizovany. Jako model s nejlepsi klasifikaéni
schopnosti se 100% piesnosti (95% interval spolehlivosti, Cl = 94,7-100 %) pro validacni data
byla ur¢ena diskrimina¢ni analyza ¢astecnych nejmensich ¢tvercti (PLS-DA). VySe popsana
metoda byla pouzita i pro dalSi modelové studie, napiiklad pro sledovani diferenciace
embryonalnich kmenovych bunék (hESCs) do expandovatelnych plicnich epiteli (ELEP) a
piipadnych odchylek od optimdlni trajektorie. Zde byla provedena vizualizace diferenciacni
trajektorie pouze na zaklad¢ spektralnich dat a odhalili jsme také nckteré fenotypoveé
abnormality souvisejici s poCtem pasdzi a zastupné s aneuploidnim stavem hESC.

Druhym tématem je vyvoj metody pro analyzu vzorkt lidské plazmy pomoci MALDI MS.
Cilem je vyvinuti metody pro rozliSeni pacientii s mnohocetnym myelomem (MM) a pacienty
s plazmocelularni leukémii (PCL) a extrameduldrnim onemocnénim (EMD). Pro analyzu
vzorkli byl vyvinut dvoustupnovy protokol extrakce proteind. Intenzita v celém pouzitém
rozsahu m/z se pifi pouziti extrakéniho protokolu zvysila pfiblizn¢ 50x (v porovnani
s neupravenymi vzorky plazmy). Klasifikace pomoci ML algoritmti (RF, PLS-DA a ANN)



doséhla ptesnosti 80-90 % pro trénovaci soubor dat a 79-87 % pro testovaci soubor dat. Tato
zjisténi mohou pomoci urychlit integraci MALDI MS do klinického pouziti a zpfesnit diagnézu
téchto onemocnéni.

Podpoieno Masarykovou univerzitou projekt ¢ MUNI/A/1298/2022,
MUNI/A/1301/2022, MUNI/11/ACC/3/2022, ministerstvem zdravotnictvi CR projekt ¢.:
NU21-03-00076 a grantovou agentura Ceské republiky projekt ¢.: GA23-06675S.



5. sekce: Bioinformatika a biomedicina

Tkanové inZenyrstvi, biostatistika a strojové uceni.
Petr Vaihara!'>
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Tvorba funkénich bunéénych typi a tkani in vitro predstavuje vyznamny nastroj pro
biomedicinsky vyzkum, regenerativni medicinu a vyvoj pokrocilych personalizovanych
medicinskych ptipravkd. Pluripotentni kmenové bunky jsou diky své neomezené proliferacni
kapacité schopnosti diferenciace do derivati vSech tii zdrodecnych listl potom nezastupitelnym
zdrojem pro histogenezi in vitro. Nicméné, jako u kazdého bunétného systému, geneticka
nestabilita, nezddouci plasticita kmenovych bun¢k a progenitorG a jejich adaptace ke
kultivaénim podminkéch vyznamné limituji jejich technologické i klinické aplikace. Metody,
které umozni odhalit takové neZadouci zmény jsou proto klicové pro jejich bezpecné vyuziti.
V soucasné¢ dobé nabyvaji na vyznamu robustni modely strojového uceni, které dokazi
identifikovat a klasifikovat specifické vzory v komplexnich bioanalytickych datech, a pfifadit
je konkrétnimu bunénému stavu nebo fenotypu. S vyuZzitim modelu expandovatelnych
plicnich epitelii (ELEP) pfipravenych z pluripotentnich kmenovych bunék in vitro, a
primarnich pankreatickych nadorovych bunék, jsme demonstrovali vyuZziti hmotnostni
spektrometrie intaktnich bun€k a pokrocilé biostatistiky a strojového uceni pro identifikaci
nezadoucich fenotypovych alteraci a monitorovani diferenciacnich trajektorii.

Tato prace byla podpofena Grantovou agenturou CR (& projektu GA23-066758S),
Ministerstvem zdravotnictvi CR (€. projektu NU23-08-00241), Masarykovou univerzitou (&.
projektu MUNI/A/1301/2022) a Interni grantovou agenturou Lékaiské fakulty Masarykovy
univerzity (€. projektu MUNI/11/ACC/3/2022).
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Fosfatidylserin-pozitivni extracelularni vacky a jejich role v mezibunéc¢né
komunikaci

Jan Balvan'?, Martina Raudenskal? Klara Hané&lova?, Kvéta Pilafova?, Maria Bugajoval, Jifi
Navratil?, Jaromir Gumulec?, Michal Masatik®?.

'Fyziologicky ustav LF MU Lékaiska fakulta, Masarykova univerzita, Brno
2Ustav patologické fyziologie, Lékaiska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

< masarik@med.muni.cz

Extracelularni vacky (EVs) jsou uvoliiovany téméf vSemi buiitkami mnohobunécnych
organizmu. Nachazeji se ve vSech télnich tekutinach, a jejich vyzkum v poslednich dekadach
priladkal velkou pozornost. Existuji rizné typy EVs, liSici se jak mechanizmem jejich vzniku,
tak 1 velikosti, denzitou ¢i biomechanickymi vlastnostmi. Zatimco ptivodné byly povazovany
za ,.kontejnery* exportujici odpadni latky z buriky, v dnesni dob¢ je znama jejich diilezita role
V mezibunééné komunikaci, zejména v komunikacie naddorovych bun¢k s dal§Simi bunikami v
mikroprostredi nadoru.

Fosfatidylserin (PS) je zaporné nabity fosfolipid, jehoz lokalizace je obvykle omezena na
vnitini ¢ast plazmatické membrany. Béhem apoptodzy se PS presouva na povrch plazmatické
membrany, coz je charakteristické i pro EVs produkované apoptotickymi buitkami. Bylo vsak
prokazano, ze nadorové buinky vystavuji PS také béhem nekroptézy nebo ferroptozy.
Extracelularni vacky pozitivni na fosfatidylserin (PS+EVs) jsou tedy ¢asto spojovany s procesy
bunécné smrti. Nicméné, zvySenou hladinu exponovaného PS mohou mit i Zivotaschopné
nadorové bunky. PS+EVs se mohou podilet na bunééné signalizaci v nadorovém
mikroprostiedi.

V této praci jsme izolovali PS+EVs naddorovych bunék hlavy a krku i fibroblastii asociovanych
s nddorem a analyzovali jejich proteinové slozeni, morfologické, biomechanické a funkéni
vlastnosti. Zjistili jsme, Ze pozitivita na fosfatidylserin neni pouze znakem EVs produkovanych
béhem procesii bunééné smrti, ale naopak je pfitomnost PS typicka pro membrany témét vSech
EVs uvoliiovanych nadorovymi buitkami s velikosti a markery typickymi pro EVs, které
nazyvame exozomy (50-150 nm). Zjistili jsme také, Ze PS+EVs mohou pfispivat k modulaci
metabolismu a fenotypu fibroblastl. PS+EVs produkované specifickym typem fibroblast
asociovanych s naddorem (fibroblasty s vysokou expresi aSMA/smooth muscle actin) ptsobi
protektivné na nadorovou bunécnou linii FaDu a chrani tyto buiiky pted apoptozou.



Navozeni neovaskularizace keramického nosi¢e pomoci lidskych
mikrovaskularnich fragmenti

Leo§ Benak®, Martin Kucirek!?, Jan Kocandal?, Jan Sklensky? Daniel Drdlik®, Pfemysl
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Vaskularizace predstavuje zasadni proces, ktery se uplatituje pfi vyvoji, reparaci nebo
regeneraci tkané. Cévy zajistuji piivod zivin vcetné kysliku pro buiiky, ale zaroven také odvadi
odpadni produkty metabolismu, ¢imz se podili na homeostaze. Vaskularizace ma také velky
vyznam v oblasti tkafiového inzenyrstvi. Difuize zivin do arteficialnich konstrukta je limitovana
jeho velikosti. Tudiz ¢asné navozeni vaskularizace je klicovy element pro pieziti bun¢k sté€pu
Vv téle pacienta. Slibnym prostfedkem pro navozeni vaskularizace jsou lidské mikrovaskularni
fragmenty (MVF), které spolu s lidskymi mesenchymalni stromalnimi buiikami (MSC)
izolujeme z lidské tukové tkané. MVF 1 MSC vyuzivame pro kolonizaci keramickych nosi¢t
za Ucelem navozeni neovaskularizace a osteogeneze nosice. Nami pfipravené Stepy by mohly
v budoucnu poslouzit pro meziobratlovou fizi patete.

V ramci projektu (NU20-08-00402, AZV 2020-2023) jsme spolecné s tymem ortopedi a
tymem odbornikd na materialové inzenyrstvi z CEITEC VUT optimalizovali postupy pro
izolaci lidskych MSC a MVF z lidské tukové tkané. Izolované MVF jsme charakterizovali a
potvrdili, ze hydrogel z metakrylované Zelatiny ptedstavuje vhodné prostiedi pro jejich rist a
vétveni. Zjistili jsme, Ze MVF dosahuji nejbohat§iho vétveni 14. den kultivace, a Ze v
podminkach in vitro kultury neztraceji sviyj fenotyp. Optimalizovali jsme pomér kokultivace
MSC ku MVF v prostfedi hydrogelu a navrhli jsme zptlsob, jak suspenzi bun€k v hydrogelu
kolonizovat keramické nosice. Vytvofili jsme protokoly pro zpracovani a vizualizaci buikami
kolonizovanych keramickych nosi¢i a v soucasné dobé zkouméame chovani takto
kolonizovanych nosi¢t in vivo v imunodeficientnich mysich.

Projekt je podpofen grantem Agentury pro zdravotnicky vyzkum MZ CR (reg. & NU20-08-
00402).



Zmény v dynamické funk¢ni konektivité u prodromalniho stadia demence s
Lewyho télisky
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Dynamicka funk¢ni konektivita (DFC) rozsifuje metody bézné funkéni konektivity o
dynamické charakteristiky konektivity v ¢asové doméng. Tato prace se zamécfuje na vyuziti
DFC k nalezeni charakteristickych ryst prodromalniho stadia demence s Lewyho télisky (MCI-
LB) v klidovych fMRI datech (resting state fMRI). K DFC analyze jsme vyuzili dataset 30
participantii s MCI-LB (veék 68.3 £ 6.0, 15 Zen) and 55 zdravych kontrol (HC) (67.7 £+ 6.4, 33
zen). Z predzpracovanych fMRI dat bylo vytazeno prvnich 10 skenil signdlu pro odstranéni
prechodovych jevi. Provedli jsme DFC analyzu metodou plovouciho okna (okno délky 61
skentl, 32 seedii (Gao a Lin 2012), které jsou uzly 5 klidovych siti): frontalni parietalni kontrolni
sit’ (FPCN), zrakova sité, dorzalni pozornostni sit’ (DAN), motoricka sit’ a default mode sit’
(DMN). Z DFC parametri byl pouzit primérny c¢as strdveny v daném stavu. Byla
identifikovana pfitomnost 4 stavli mozku. Ve stavu 4 (pfipravny stav, pozitivni korelace DMN
se zrakovou, poroznostni a DAN siti) travi HC v priméru vice ¢asu, nez MCI-LB (Wilcoxon p
=0.033). Primérna doba stravena ve stavu 4 navic u MCI-LB koreluje se z-skorem pro pamét’
(Pearson r=0.37, p = 0.046). U HC tato korelace neni ptfitomna (Pearson r = 0.08, p = 0.554).
Analyza DFC parametrli ukazuje uzZiteCné rozSifeni béZnych metod statické konektivity.
Odhaleny rozdil mezi skupinou MCI-LB a zdravymi participanty v praimérné dobé stravené ve
stavu 4 (pfipravném stavu) milze souviset s kompenzatornimi mechanismy, které jsou v
prodromalni fazi demence s Lewyho télisky aktivni. Pozorovana ptima pozitivni korelace mezi
dobou stravenou ve stavu 4 a skory pro pamét’ a vizuospacialni pamét'ovy test muze souviset s
riznou fazi MCI-LB onemocnéni. Participanti s vys$simi skory travi v piipravném stavu 4 vice
Casu, ¢imZ se dynamika tohoto stavu vice blizi kontrolni skupiné.

Tento ptispévek vznikl za podpory grantu AZV NU21J-04-00077.



Matematické modelovani subklonalni kooperace nadort
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Suklonalni heterogenita ptredstavuje jeden ze zdkladnich mechanismti nddorové heterogenity.
Komplexni nadory tak prakticky vzdy zahrnuji vice naddorovych klond liSicich se spektrem
mutaci 1 fadou konkrétnich fenotypovych charakteristik, vcetné téch, které definuji stupen
nadorové transformace, jako je rychlost proliferace, motilita a invazivita, charakteristiky
bunééného metabolismu nebo terapeuticka citlivost ¢i rezistence. Koexistence ruaznych
geneticky a biologicky odlisnych klonti v ramci komplexnich nadord s sebou nese koncepcéni
problém, jak vysvétlit, Ze nejrychleji proliferujici klon neeliminuje pomaleji proliferujici klony,
¢imz by se nador stal monoklonalni. Nejpravdépodobnéjsim mechanismem je ristova interakce
mezi klony. Biologicky odlisné nédorové bunécné linie ustavené na identickém genovém
pozadi, nejlépe z jednoho individualniho nadoru, umoznuji pfimy prikaz rastové interklondlni
interakce porovnanim bunééné proliferace v kokultufe s proliferaci cistych nadorovych
bunéénych linii, a porovnanim kalkulované a skute¢né populacni dynamiky v kokultufe.
S vyuzitim tohoto principu matematického modelovani se nam podafilo prokéazat rastovou
interakci u dvou dvojic klondlné¢ piibuznych sarkomovych bunécnych linii, a to mySich
fibrosarkomovych linii JUN-2 — JUN-3 (1), a lidskych mixofibrosarkomovych linii MUG-Myx
2a a MUG-Myx 2b (2)

1. Kripnerova M, Parmar HS, Sana J, et al. J Clin Med. 2021 May 25;10(11):2297
2. Lohberger B, Stuendl N, Glaenzer D, et al. Sci Rep. 2020 Feb 3;10(1):1682



Stidium DNA markerov asociovanych s parodontitidou a autoimunitnymi
ochoreniami
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Parodontitida predstavuje multifaktorialne zapalové ochorenia ordlnej dutiny, ktoré vedie ku
destrukcii spojivového tkaniva a alveolarnej kosti. K najhlavnejS$im faktorom indukujucim
vznik uvedeného ochorenia su predovsetkym gram-negativne obligatne anaerébne baktérie. Pri
kolonizacii Ustnej dutiny tymito patogénmi v miestach tzv. gingivalneho vacku dochadza
k nadmernej produkcii prozapalovych mediatorov. Neregulovana imunitna reakcia organizmu
na uvedenu infekciu méze viest ku vzniku ochorenia parodontitidy. V ramci mechanizmu
rozvoja tohto ochorenia plnia vyznamnu Ulohu najmi cytokiny IL1A alIL1B, ktoré su
zodpovedné za silny prozapalovy efekt. Dalsim doleZitym faktorom je aj modulator imunitnych
odpovedi TNFA, zodpovedny za destrukciu kostného tkaniva. V odbornej literatire je TNFA
asociovany so zvysSenym rizikom psoriazy a reumatoidnej artritidy, autoimunitnych ochorent,
ako aj so zvySenym rizikom srdcového infarktu ¢i mrftvice. KI'ucova tlohu v patogenéze
ochorenia parodontu taktiez plni aj pritomnost’ alely *04 v géne HLA-DRBI1, ktora je
povazovany za rizikovy faktor resorpcie kostnej hmoty. Alely HLA-C*06 sa podielaji na
prezentacii auto-antigénov CD8+ T lymfocytom, ktoré ndsledne aktivujii produkciu d’al§ich
cytokinov a chemokinov. Podl'a odbornej literatury je pritomnost’ uvedenej alely asociovana
S autozépalovym procesom veducim k vzniku ochorenia psoridzy. Cielom naSho vyskumu je
sledovat u vybranej skupiny pacientov s parodontitidou asocidcie DNA polymorfizmov
u zapalovych markerov prip. ich spolo¢nu pritomnost’ s paropatogénnych baktérii cerveného
komplexu.



Sekvenovani dlouhych nekdédujicich RNA v exozémech u pacienti s
kolorektalnim karcinomem
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Prognoza pacienti s kolorektalnim karcinomem (CRC) zavisi predev§im na rozsahu
onemocnéni v dobé stanoveni diagnozy, proto je v€asny zachyt jednim z hlavnich pfedpokladi
uspesné 1écby. Soucasny vyzkum ukazuje, ze exozomalni dlouhé nekodujici RNA (IncRNA)
jsou spojeny s rozvojem nadorového onemocnéni. Vzhledem k tomu, Zze IncRNA jsou ¢asto
tkanove specifické, jejich kvantifikace v exozémech by mohla slouzit jako neinvazivni metoda
pro v€asnou detekci CRC. V této studii jsme se zaméfili na optimalizaci protokolu pro analyzu
exozomalnich IncRNA z krevniho séra pacienti s CRC jako potencialnich diagnostickych
biomarkert.

Exo0zémy byly izolovany pomoci gelové chromatografie ze 150 pl séra pacientii s CRC a
zdravych darct. Jejich kvalita a mnoZstvi byly potvrzeny elektronovou mikroskopii a DLS
analyzou a proteinové markery byly detekovany pomoci Western blotu. Po izolaci RNA byly
ze vzorku pfipraveny knihovny cDNA a sekvenovany pomoci NextSeq 550.

Uspéiné jsme izolovali exozomy a ovéfili jejich vlastnosti nékolika réiznymi metodami.
Knihovny byly pfipraveny ze vSech vzorki i pfes velmi maly objem vstupniho materidlu.
Sekvenac¢ni data potvrdila pfitomnost jak protein-kodujicich (50 %), tak nekodujicich RNA,
kterou tvofily pfedevS§im IncRNA (28,2 %), pseudogeny (15,2 %) a jiné typy RNA (6,5 %).
Vysledky také ukazaly vyznamné zmeénéné hladiny nékterych IncRNA, jejichZ exprese
dokazala odlisit vzorky od pacientti s CRC od zdravych kontrol. Pomoci analyzy GSEA jsme
pozorovali vyznamné obohacené tfidy gend souvisejicich s opravami DNA nebo regulaci
bunécéného cyklu.

NaSe pilotni data naznacuji, Ze IncRNA predstavuji vyznamnou cast RNA piitomné v
exozomech a jejich rozdilné hladiny maji schopnost odliSit pacienty s CRC od zdravych kontrol.
Analyza obohacenych genil také ukazala vyznamné zastoupeni IncRNA zapojenych do
regulace bunééného cyklu a oprav DNA, coZ naznacuje jejich moznou ucast v karcinogenezi.
Vysledky je vSak tfeba ovéfit na veétSim souboru pacientil.



Porovnani vysledki sekvenacnich analyz zamérenych na oblasti V1/V2 a
V3/V4 v genu pro 16S rRNA z oralnich a ezofagealnich vzorku
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Sekvenace 16S ribozomalni DNA (rDNA) se pouziva pfi studiu lidského bakteriomu. Vybér
hypervariabilnich podoblasti 16S rDNA genu pro sekvenaci muze ovlivnit vyslednd data
v nékolika rovinach, a tedy i pfesnost molekuldrniho taxonomického rozliSeni. Cilem této
metodické studie bylo porovnat vysledky ziskané sekvenovanim oblasti V1/V2 a V3/V4 16S
rDNA genu.

Do studie jsme zaradili 6 pacientl s refluxni chorobou jicnu. U kazdého pacienta prob¢hla
analyza z oralniho stéru, biopsie zjicnu s patologickym nalezem a biopsie bez viditelné
patologie. DNA z celkem 18 vzorki byla izolovana pomoci AllPrep DNA/RNA Kit (Qiagen).
Oblast V1/V2 16S rDNA genu byla amplifikovana pomoci PCR za pouziti modifikovanych
primerd 68Fmod a 338R. Metagenomicka knihovna byla sekvenovana na pfistroji Miniseq za
vyuziti MiniSeq High Output Kit (Illumina). Sekvena¢ni knihovna pro analyzu V3/V4 16S
rDNA genu na stejnych vzorcich byla pfipravena pomoci Illumina primerd. DNA byla navic
obohacena o komer¢ni mock komunitu (Zymo Research; interni standard). Metagenomicka
knihovna byla sekvenovana na pftistroji MiSeq pomoci MiSeq Reagent Kit v3 (Illumina).
Vsechny vzorky byly osekvenovany s poctem vice nez 10 000 ¢teni na vzorek. Pocet Cteni na
vzorek byl vyssi u vzorka sekvenovanych pomoci ptistupu zamétené¢ho na V3/V4 oblast, coz
vedlo k lepsimu taxonomickému rozliseni, nez tomu bylo u sekvenace V1/V2 oblasti. U nalezl
z VI1/V2 analyzy dominovaly rody Haemophilus, Veillonella, Fusobacterium a
Rhodopseudomonas. Mezi nejvice abundantni rody pti V3/V4 analyze patiily Streptococcus,
Veillonella, Haemophilus, Prevotella a Fusobacterium.



Zatimco pii sekvenaci V1/V2 oblasti 16S rDNA genu je ordlni a ezofagealni zastoupeni rodu
Streptococcus piekvapivé minoritni, tak zvoleny sekvenacni ptistup V3/V4 oblasti poskytuje
vysledky komparabilni se studiemi zaméfenymi na analyzu bakteriomu dutiny ustni a jicnu.

Tato studie byla podpoiena Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky, grant ¢. NU20-03-
00126 a Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky — koncepcni rozvoj vyzkumné organizace
(FNBr, 65269705). Cdst prace byla provedena za podpory Vyzkumné infrastruktury RECETOX
(ID LM2023069, MSMT). Dékujeme za sekvenacni sluzby core facilité Genomics CEITEC
podporované vyzkumnou infrastrukturou NCMG (LM2023067 financované MSMT CR).
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Skolioza je jednou z nejcastéji se vyskytujicich deformit patete, a to zejména u déti pod
13 let. Az 80 % ptipadl vznikd z nezndmych pficin, hovotime tedy o tzv. idiopatické skolioze
(IS), ktera je povazovana za komplexni onemocnéni. Do dneSniho dne neexistuji zadné klinické
biomarkery progrese, které by skytaly moznost individualizace 1é€by. Takovymi biomarkery
by mohly byt cirkulujici mikroRNA (miRNA). Zména hladin téchto molekul byla pozorovana
u ruznych patologickych stavii. Cilem této studie je zhodnoceni prognostického potencidlu
cirkulujicich miRNA u pacienti s IS.

V ramci prospektivni monocentrické studie ve Fakultni nemocnici Brno byly odebrany
vzorky krevni plazmy od 24 pacientt (12 s progresi, 12 bez progrese) diagnostikovanych
S juvenilni ¢i adolescentni IS, a to ve ¢tyfech ¢asovych bodec. Dale byly jednorazové odebrany
vzorky krevni plazmy 24 zdravym jedincim pro ucely sestaveni kontrolni kohorty. Celkova
RNA byla izolovana pomoci komeréni sady miRNeasy Serum/Plasma kit. Sekvenacni
knihovny byly pfipraveny pomoci komercni sady Qiaseq miRNA UDI Library kit (oboji
QIAGEN, USA). Kvalita a kvantita sekvenacnich knihoven byla ovéfena pomoci pfistroji
Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) a 2200 TapeStation (Agilent Technologies, USA).
Sekvenacni analyza prob&hla za pouziti komer¢ni sady NovaSeq 6000 S1 v1.5 Kit (100 cykld),
na pristroji NovaSeq 6000 (oboji Illumina, USA). Po zpracovani dat nasledovalo mapovani
ziskanych dat, a to pomoci databaze miRBase v 22 a miraligner tool v 3.2. Ziskana data byla
statisticky zhodnocena v programu R environment v 4.0.4. Analyza diferencialni exprese byla
provedena pomoci DESeq2 package v 1.30.1.

Pfi porovnani pacienti sa bez progrese bylo identifikovino 26 vyznamné
dysregulovanych miRNA (p>0,05). Dale byl mezi témito dvéma skupinami porovnan vyvoj
hladin miRNA v prubéhu ¢tyt ¢asovych bodd.

Nase pozorovani naznacuji, Ze by cirkulujici miRNA mohly slouzit jako potencidlni
biomarkery progrese u pacientd s IS.

Podporovéano grantem MZ CR AZV (reg. ¢. NU21-08-00521).
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Uvod: Nejéast&jsim zptsobem 16¢by farmakorezistentni epilepsie s vysokou $anci na zlep$eni
stavu je resekce epileptické zony (EZ). Uspésnost téchto operaci ptimo zavisi na presnosti
lokalizace EZ, k jejimuz zpiesnéni lze s vyhodou vyuzit pokrocilé neuro-zobrazovaci techniky.

Metodika: Do studie bylo zahrnuto 25 tispé$né operovanych MR-negativnich pacient, v§ichni
pacienti podstoupili standardni pfedoperacni vysetieni a experimentalni MR protokol. V ramci
klinického vySetieni a experimentalniho protokolu byla na MR, PET a SPECT zméfena a
nasledné zpracovana Siroka paleta zobrazovacich metod, které lze rozdélit na strukturni a
funkéni. Strukturni metody byly méfeny pomoci MR, konkrétné T1 + FLAIR sekvence pro
morfologické analyzy a difuzni zobrazovani pro zkoumani tkanové mikrostruktury. V
multimodalnim funkénim zobrazovani zaloZzeném na MR, PET a SPECT jsme se nasledné
zamétili na analyzu prokrveni mozku v iktdlnim (SPECT) i interiktdlnim (ASL) stavu,
metabolickou aktivitu mozku (PET) a fMRI analyzy zaloZzené na pfirozenych fluktuacich
mozkové aktivity (ReHo, ALFF) méfenych pomoci BOLD odezvy. Celkem bylo zpracovano
az 37 metod na pacienta, ve kterych byly pomoci hierarchického clusterovani identifikovany
vzajemn¢ si podobné metody a zjednotlivych podobnych clusteri vybrani nejpiesné;si
reprezentanti. Nasledné€ byla u vybranych metod vyhodnocena ptesnost detekce epileptického
zO6ny pomoci porovnani s resekovanou oblasti u uspésné operovanych pacientt.

Vysledky: NejlepSich vysledk v lokalizaci EZ u operovanych pacientli dosahl PET a
ictal/interiktal SPECT (SISCOM) nasledovany MRI vypocetnimi metodami, jmenovité: Sitka
kortexu (cortical thickness), mean diffusivity, mean kurtosis, objem Sed¢ hmoty (GMV),
funk¢ni regiondlni homegenita (ReHo) a intenzita Sedé hmoty (GMC).

vvvvvv

negativni epilepsie. Na prvnim misté je PET, SISCOM a vybrané metody zpracovani MR dat.
Shoda s t¢mito metodami nejlépe predikuje lokalizaci EZ vedouci k Gspésné chirurgické 16¢bé.
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Mitochondria play an important role in cancer cells’ survival through an indirect action
mediated by reactive oxygen species or directly through mitochondrial biogenesis because
energy production also enables the synthesis of many molecules required for cellular
biosynthesis, growth and proliferation (Liu et al., 2020). Studying the mechanisms of
glycolysis, oxidative phosphorylation and changes in the mitochondrial membrane potential of
tumor cells is a perspective direction in design of effective next-generation anticancer drugs.

The effects of BF-1 (N-(5-benzyl-1,3-thiazol-2-yl)-3,5-dimethyl-1-benzofuran-2-
carboxamide) (Ostapiuk et al., 2022), PEG-based polymeric nanoparticle Th3 (Mitina et al.,
2020) and their complex Th4 on the processes of cellular respiration and changes of
mitochondrial membrane potential of murine NK/Ly lymphoma cells were studied. The rate of
oxygen uptake in intact and permeabilized NK/Ly cells was recorded by a polarographic
method using a Clark electrode. The mitochondrial potential relative values were registered
using fluorescence TMPM (Tetramethylrhodamine) dye. Fluorescence microscopy data were
analyzed using the ImageJ computer program. Mathematical and statistical processing of
research results was carried out using the Microsoft Office Excel program.

It was investigated that complex of BF1 + PEG-PN (Th4, 10 uM), but not unconjugated
BF1, significantly increased the glucose-based basal respiration rate of tumor cells. Fluorescent
microscopy showed a significant decrease in mitochondrial potential of cells with Th4, but not
with unconjugated BF1.

BF1 and its complex with PEG-containing polymeric nanoparticle significantly increase
the respiration rate and decrease mitochondrial potential of NK/Ly cells. Thus, thiazole
derivative BF1 may realize its antitumor effect on cancer cells by promoting mitochondrial
dysfunction.
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Karcinom ovaria (OC) a karcinom ledviny (RCC) jsou z divodu vysoké infiltrace T-butikami
povazovany za imunogenni typ nadoru. Navzdory tomu, ze v poslednich letech bylo Gispésné
zavedeno mnoho novych imunomodulacnich lééebnych postupli, progndéza pacientll s
pokrocilym nebo metastazujicim onemocnénim je stale neptizniva. Protinddorova imunoterapie
se stala jednim ze zdkladnich pfistupli v oblasti 1écby nadorovych onemocnéni a prokazala
terapeutickou uc¢innost u fady onkologickych onemocnéni. Imunitni odpovéd hraje Vv
komplexni interakci mezi naddorem a jeho hostitelskym prostfedim (nddorové mikroprostiedi)
dvoji roli — mize rist nadoru bud’ stimulovat, nebo tlumit. Stres endoplazmatického retikula
(ERS), charakteristicky hromadénim chybné sloZenych proteintl, je klicovym induktorem
zanétu podporujiciho vznik nddoru. Zmirnéni nebo modulace ERS by mohla potencialné zlepsit
»~imunitni dohled* a tedy 1 odpoveéd’ na imunoterapii. Podle nasi hypotézy jsou imunitni buniky
vyznamné ovliviilovany nepfiznivymi podminkami panujicimi v nadorovém mikroprostiedi.
Aby se vypotadaly s vnéj$imi i1 vnitinimi stresovymi podnéty, musi zapojit signalni drahy pro
odpovéd’ na ERS. Zmiméni ERS pomoci modulatorti stresu, kterym je napiiklad
tauroursodeoxycholova kyselina (TUDCA), by mohlo posilit protinddorovou imunitu. Jednim
z cild nasi studie bylo ovéfit, zda zmirnéni ERS pomoci TUDCA muze zvysit protinadorovy
uc¢inek imunoterapie in vivo pomoci syngennich mysich modeli OC (mys$i kmen C57BL/6JOla
+ mys$i bunécna linie ID8 modifikovand VEGF) a RCC (mysi kmen Balb/c + myS$i bunécna
linie RenCa). Na§ piispévek shrnuje dosavadni vysledky a pozorovani vyplyvajici z
optimalizace ptipravy mysich modelii, podavani TUDCA a imunoterapie.

Tato prace byla podpofena Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky, grant ¢. NU21-03-
00539.
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U mnoha onkologickych onemocnéni vykazuje imunoterapie znacnou terapeutickou ucinnost a
stava se zadkladem protinadorové 1écby. U tady pacienti se vSak vyvinou mechanismy
rezistence spojené s progresi onemocnéni. Pro pacienty s pokro¢ilym onemocnénim ptedstavuji
renalni (RCC) 1 ovarialni karcinom (OC) znacné riziko, s Sletym piezitim méné nez 20 %.

V nadorovém mikroprostfedi hraje imunitni reakce v komplexni interakci s nddorem dvoji roli
(pro-/protinadorova), se schopnosti podporovat i potlacovat rust nadoru. Faktory nadorového
mikroprostiedi jako nizké pH a hypoxie, zptisobuji stres endoplazmatického retikula (ERS).
Imunitni bunky vystavené ERS postradaji antigenni prezentaci, vykazuji supresorovy fenotyp
a mohou iniciovat apoptozu. Zmirnéni ERS miiZe byt prospésné pro imunitni dohled a odpovéd’
na imunoterapii.

V nasem vyzkumu se zaméfujeme na studium nadoroveé-imunitni interakce ve vztahu k ERS u
OC a RCC. V podminkach in vitro jsme modulovali ERS u kokultur nddorovych a imunitnich
bunék pomoci ERS induktoru tunicamycinu a chemického chaperonu TUDCA. Poté jsme
analyzovali bunécnou viabilitu, genovou expresi a hladiny markertt ERS (BiP, CHOP, PERK)
a imunitni bunétné aktivity (IL-2, IFNy, FoxP3, PD-1), migraci, interakci a formaci
nadorovych sféroidd a infiltraci imunitnich bun&k. Dale jsme analyzovali ERS a imunitni
profily v klinickych vzorcich nadorit od pacienti s OC a RCC léCenych konvenéni
terapii/imunoterapii.

Zmirnéni ERS zvysilo infiltraci imunitnich bun€k do nddorovych sféroidii a sniZilo expresi BiP
a PERK v PBMC. Zmirnéni ERS sniZilo viabilitu nddorovych bunék v kokultivaci, coz
naznacuje zvysenou ucinnost reakce imunitnich bunék. Navic jsme pozorovali omezeny riist a
migraci nddorovych bunck v téchto kokulturach spolu se zvySenou expresi BiP a CHOP a
zvySenym pomérem CHOP/BiP. Tyto vysledky davame do souvislosti s molekularnim pozadim
ERS ve vzorcich pacientl, kde pozorujeme pozitivni korelaci mezi dobrym klinickym
vysledkem, vyssi infiltraci lymfocyti v misté nddoru a zvySenymi hladinami BiP a CHOP u
nadorovych bune¢k.

Tato studie je podporovana Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky (NU21-03-00539).
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