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UCINEK ROSIGLITAZONU

JE U MODELU INZULINOVE REZISTENCE
A DYSLIPIDEMIE MODULOVAN
GENETICKYM POZADIM

Ondfej Seda"2, Ludmila Kazdové?, Drahomira Kienov4', Vladimir Kien'
"Ustav biologie a Iékarské genetiky 1. LF UK a VFN, Praha
20ddéleni metabolismu diabetu, Centrum experimentalni mediciny, IKEM Praha

Thiazolidindiony (TZD), ligandy nuklearniho receptoru PPARYy, jsou v souc¢asné dobé hojné pouzivany v terapii diabetu 2. ty-
pu a inzulinové rezistence. Pfesny mechanizmus jejich Gi€inku vSak jesté nebyl objasnén. Ukazuje se, ze efekt terapie TZD
a vyskyt nezadoucich Géink(i (edémy, obezita, hepatotoxicita) je zavisly mj. na genetické , dispozici“ pacienta. Geneticky
definované modely mohou pravé v takovych pfipadech vyznamné pomoci k identifikaci alel téch gen(, které se zminéné
interakce Ucastni. Predmétem této studie bylo zjistit, existuje-li a pfipadné, jak vyznamna je farmakogeneticka slozka plso-
beni dnes Siroce pouzivaného zastupce TZD (rosiglitazonu) na metabolické parametry a inzulinovou senzitivitu perifernich
tkani u dvou modeld dyslipidémie a inzulinové rezistence, polydaktylniho kmene potkana PD/Cub a kongenniho kmene
BN.SHR4 a rovnéz u ,kontrolniho“ kmene BN/Cub, ktery spontanné tyto odchylky metabolizmu nevykazuje. VSechny tfi
kmeny vykazaly znacné specifickou reakci na podani rosiglitazonu, shodny tcinek byl pozorovan jen u ¢tyrech sledovanych
parametri (sniZzeni sérovych koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin spoleéné s nezménénou koncentraci celko-
vého cholesterolu, obsahu cholesterolu v jatrech a celkovou télesnou hmotnost). Kmen BN.SHR4 se od ostatnich dvou mo-
dell odlisoval v nejvétSim mnozZstvi pfipadd, z éehoz je patrné, Ze geny v diferencialnim Gseku chromozomu 4 jsou do této
farmakogenetické interakce silné zapojeny, ale rozhodné nejsou jejimi jedinymi protagonisty. Ackoli nelze zjisténé vztahy
pfimo prenaset do oblasti lidské fyziologie, je jasné, Ze pfi terapii agonisty nukledrnich receptorii obecné bude nezbytné
zapojit do terapeutické rozvahy i farmakogenetické aspekty.

Klicova slova: farmakogenetika, thiazolidindiony, kongenni kmeny, Cd36/Fat.

THE EFFECT OF ROSIGLITAZONE IS MODULATED BY THE GENETIC BACKGROUND IN MODELS OF DYSLIPIDEMIA AND
INSULIN RESISTANCE

Thiazolidinediones (TZD), ligands of the nuclear receptor PPARY, are currently widely used in therapy of type 2 diabetes
and other insulin resistant conditions. The exact mechanism of their action still remains to be elucidated. It is beco-
ming clear that the therapeutic effect of TZD and the occurrence of its side-effects (edema, obesity, hepatotoxicity)
is dependent, among others, on the genetic dispositions of a patient. In such cases, the genetically defined models
can significantly facilitate the identification of the alleles participating in the described interactions. The aim of this
study was to determine if there is a pharmacogenetic component involved in action of a widely used TZD (rosiglita-
zone) on metabolic parameters and the insulin sensitivity of peripheral tissues using two models of dyslipidemia and
insulin resistance, the polydactylous rat strain (PD/Cub) and a congenic rat strain BN.SHR4, as well as the “control”
strain BN/Cub, which does not spontaneously show neither of the metabolic disturbances. All three strains displayed
specific reactions to rosiglitazone administration, common effects were observed for four parameters only (reduction
of non-esterified fatty acid levels, no change in serum and liver cholesterol levels and total body weight). The BN.SHR4
congenic strain showed most cases of unique reaction different from the other two strains, suggesting the genes pre-
sent in its chromosome 4 differential segment to be substantially involved in the studied pharmacogenetic interaction,
but not exclusively. Though it is not possible to translate the ascertained phenomena directly to human physiology,
it is clear that pharmacogenetic aspects will have to be an integral part of any therapeutic procedures using nuclear
receptor agonists in general.

Key words: pharmacogenetics, thiazolidinediones, congenic strains, Cd36/Fat.

Nesporné uspéchy molekularni biologie
a genetiky v podobé identifikace kauzélnich
mutaci u nékolika set pfevdzné monogenné
podminénych nemoci (vétSinu Ize nalézt ve
vefejné pfistupné databazi Online Mendeli-
an Inheritance in Man — OMIM) kontrastuji
jen s mirnym pokrokem, pokud jde o gene-
tické determinanty tak prevalentnich one-
mocnéni, jakymi jsou obezita, hypertenze,

aterosklerdza nebo diabetes mellitus 2. ty-
pu. Jednou z pfi¢in tohoto stavu je zfejmé
komplexni povaha téchto chorob, na jejichz
patogenezi se podili celd fada vzajemné
interagujicich gend, které jsou navic silné
ovliviiovany faktory negenetickymi, jako
jsou napf. vék, stres, fyzicka aktivita, dieta
a v neposledni fadé také medikace. Pravé
dynamika nastupu pandemie obezity a dal-

Sich civilizaénich“ onemocnéni jiz nejen
v prdmyslové vyspélych zemich naznaduje,
Ze dochdzi k interakci genetické vybavy
souCasné lidské populace s kvalitativné
novymi a relativné rychle se ménicimi pod-
minkami ,prostfedi“. Komplikovanost vztah(
mezi jednotlivymi komponentami, které se
ucastni patogeneze komplexnich metabo-
lickych onemocnéni je divodem, pro¢ pro
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jejich objasnéni jsou velmi ¢asto voleny
geneticky definované sav¢i modely, pfede-
vSim inbredni kmeny laboratorniho potkana
a mysi, jejichZ genomy byly jiz sekvenovany.
Metody komparativni a integrativni genomi-
ky pak umozfiuji ucinnéji posoudit relevanci
experimentélnich vysledkd pro patofyziolo-
gii lidskych onemocnéni.

Thiazolidindiony (TZD), ligandy nukledr-
niho receptoru PPARY (1, 2), jsou v soucas-
né dobé hojné pouzivany v terapii diabetu
2. typu a inzulinové rezistence (2). Pfesny
mechanizmus jejich uéinku vak jesté nebyl
objasnén. Ukazuje se, Ze efekt terapie TZD
a vyskyt nezadoucich Géinki (edémy, obezi-
ta, hepatotoxicita) je zavisly mj. na genetické
Jdispozici“ pacienta. Geneticky definované
modely mohou pravé v takovych pfipadech
vyznamné pomoci k identifikaci alel téch
gen(, které se zminéné interakce Ucastni.
Pfedmétem této studie bylo zjistit, existuje-li
a pfipadné jak vyznamna je farmakogenetic-
ka slozka plisobeni dnes Siroce pouzivaného
zastupce TZD (rosiglitazonu) na dva modely
dyslipidémie a inzulinové rezistence, poly-
daktylni kmen potkana PD/Cub (3) a kongen-
ni kmen BN.SHR4 a rovnéz ,kontrolni“ kmen
BN/Cub (4), ktery spontanné tyto odchylky
metabolizmu nevykazuje.

Metody
Experimentdlni kmeny

Vysoce inbredni kmen polydaktylniho
potkana PD/Cub (identifikacni kdd Rat Ge-
nome Database (RGD ID, http://rgd.mcw.edu):
728161) je na Ustavu biologie a lékarské gene-
tiky 1. LF UK a VFN chovén od roku 1969. Je
vyuzivan jako model vyvoje koncetin a terato-
geneze (5), rovnéz u néj byla zjisténa zvysend
koncentrace triacylglycerold (6) a v nedavné
dobé byl ustaven jako novy model syndromu
inzulinové rezistence (7). Diky specifické
reakci na agonisty nukledrich receptord
(fibraty, retinoidy) byl také navrzen jako far-
makogeneticky model pro zkouméni jejich
acinkd (8). Kmen PD/Cub vykazuje hypertri-
acylglycerolémii, hyperinzulinémii, zvySenou
hmotnost epididymalniho tukového télesa
(marker obesity centralniho typu), zvySenou
koncentraci nenasycenych mastnych kyselin
a vyraznou inzulinovou rezistenci; v mnohych
parametrech tento kmen vykazuje vyraznéjsi
odchylky metabolizmu sacharidl a lipidl
nez kmen spontadnné hypertenzniho potkana
(SHR), ktery je celosvétové nejéastéji uziva-
nym modelem primarni hypertenze a dalSich
atribut(i metabolického syndromu (7).

Inbredni kmen Brown Norway (BN/Cub,
RGD ID: 737899). Jedna se o kmen, ktery je
normotriacylglycerolemicky a normotenzni
a byva pouzivan jako kmen kontrolni ve stu-
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Obrazek 1. Pfehled parametrd, které byly kvalitativné stejné (konkordantni) a rizné (dis-
kordantni) ovlivnény rosiglitazonem u vSech tfi modelovych kment. NEMK - neesterifiko-

vané mastné kyseliny, TG - triglyceridy. Adiposita — zahrnuje dva nezavislé diskordantni
znaky - relativni hmotnost epididymalniho a retropertinoealniho tukového télesa. Inzulinova

senzitivta perifernich tkani - viz text

ROSIGLITAZON

BN/Cub

PD/Cub

BN.SHR4

konkordantni

diskordantni

celkova télesna hmotnost
cholesterolémie
NEMK
obsah cholesterolu v jatrech

diich zabyvajicich se metabolickym syndro-
mem. Neni bez zajimavosti, Ze pravé genom
tohoto kmene byl sekvenovén, jak vyplyva
z velmi recentni (1. dubna 2004) publikace
v Nature (9).

Kongenni  kmen  BN.SHR-II6/Cd36
(BN.SHR4, RGD ID:728142) byl vytvofen
vnesenim segmentu chromozomu 4 SHR
plvodu na genetické pozadi kmene BN/Cub
(10). Soucéasti tohoto segmentu je i defektni
gen pro translokdzu mastnych kyselin Cd36/
Fat, ktery se zasadnim zplsobem podili na
metabolickych poruchach popsanych u kme-
ne SHR (11, 12).

Protokol

V8echny experimenty byly provadény
v souladu s platnou legislativou o ochrané
zvifat proti tyrani. Dospélym samciim kmend
PD/Cub (n=15), BN.SHR4 (n=12) a kontrol-
niho kmene BN/Cub (n=10) byla dva tydny
podavana dieta s vysokym obsahem sacha-
rézy (70% energetického obsahu). V rdmci
jednoho kmene byly od poéatku vytvofeny dvé
skupiny — kontroIni (pouze dieta) a experimen-
talni, které byl zaroved podavan rosiglitazon
(Avandia, 0,4 mg/100 g télesné hmotnosti), jak
bylo popsano dfive (3, 4).

Metabolickd stanoveni

Ordlni glukézovy tolerantni test (OGTT)
byl provadén u potkand po celonocnim lacné-
ni. Krev pro stanoveni glykémie v pribéhu tes-
tu byla odebirana z ocasni zily potkan( v dobé
podani glukdzy (3 g/kg télesné hmotnosti, 30%
vodny roztok) intragastrickou sondou a poté
po 30, 60 a 120 minutach od doby podani. Pro
stanoveni glykémie, stejné jako koncentrace
sérovych triacylglyceroll a cholesterolu, byly
pouzity komercné dostupné kity (Lachema,

triglyceridémie
glykémie
inzulinémie
obsah TG v jatrech
adipozita
inzulinova senzitivita perifernich tkani

Bmo, CR). Koncentrace neesterifikovanych
mastnych kyselin (NEMK) v séru byla uréena
pomoci kolorimetrického kitu na bézi acyl-CoA
oxidazy (Roche Diagnostics GmbH, Mannhe-
im, SRN). Sérové koncentrace inzulinu byly
stanoveny pomoci radioimunoeseje (RIA kit
Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd., Little
Chalfont, England).

Méreni citlivosti perifernich tkdni na
inzulin

Pro pfimé zjisténi citlivosti tkani k uéinku
inzulinu jsme pouzili nasledujici in vitro meto-
dy: inkorporaci radioaktivné znacené glukdzy
(14C-U glukoza) do glykogenu, resp. CO,
v pfiéné pruhovaném svalu (musculus soleus)
a do celkovych lipid epididymalniho tukového
télesa (vzdy s anebo bez pfidani inzulinu do
media) — metody dale v textu oznacované jako
glykogeneze, oxidace glukdzy a lipogeneze
(13, 14).

Po dekapitaci byl musculus soleus pfi-
pevnén k nerezovému ramecku a in situ byl
separovan od ostatnich sval(i a pojivové tkané
a okamzité byl inkubovén (v zachované in vivo
délce) v Krebs-Ringerové bikarbondtovém
pufru (37 °C, plynna faze 95 % O, + 5% CO,,
pH=74), ktery obsahoval 5,5 mM neznagené
glukézy, 0,1 pCi/ml 14C-U glukdzy a 3 mg/
ml BSA (Armour, Fraction V) s anebo bez
250 pU/ml inzulinu. Po dvouhodinové inkubaci
bylo do centralniho kompartmentu inkubaéni
nadobky injikovano 0,3 ml jednomolarniho
hydroxidu hyaminu a 0,5 ml 1M H,SO, do hlav-
niho kompartmentu, aby doslo k uvolnéni CO,.
Nadobky byly inkubovany dalSich 30 minut,
poté byl hydroxid hyaminu kvantitativné pfene-
sen do scintilaéni zkumavky, kterd obsahovala
10 ml scintilaéni tekutiny na bazi toluenu a byla
provedena kvantifikace radioaktivniho zafeni.
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Tabulka 1. Srovnani metabolickych a morfometrickych parametrd experimentalnich skupin.
Vysledky dvoucestné analyzy rozptylu (hodnoty p) jsou uvedeny pro faktory KMEN (BN/Cub,
PD/Cub a BN.SHR4), DIETA (sachardza, sacharéza + rosiglitazon) a pro interakci obou faktoru.

OGTT...oralni glukézovy tolerancni test, AUC...plocha pod kfivkou, NEMK...neesterifikované
mastné kyseliny, n. s.... nesignifikantni. Parametry oznacené jako lipogeneze, glykogeneze
a oxidace glukézy jsou podrobné popsany v textu

méfeny parametr faktor KMEN

faktor DIETA interakce K * D

celkovd télesna hmotnost 0,01 n.s. n.s.
triglyceridy — syté, vychozi <0,0001 n.s. n.s.
triglyceridy — nalacno <0,0001 0,0038 <0,0001
triglyceridy — syté <0,0001 < 0,0001 < 0,0001
cholesterol n.s. n.s. n.s.
OGTT 0 min. - glukéza 0,027 0,029 n.s.
OGTT 30 min. — glukéza 0,0074 n.s. 0,016
OGTT 60 min. — glukéza 0,0015 0,0002 n.s.
OGTT 120 min. - glukéza n.s. 0,01 n.s.
OGTT-AUC 0,0004 0,0068 0,034
inzulin < 00001 0,0001 0,0004
NEMK - vychozi 0,0003 n.s. n.s.
NEMK <0,0001 0,002 n.s.
epididymalni tuk /100 g <0,0001 <0,0001 <0,0001
retroperitonealni tuk /100 g <0,0001 n.s. n.s.
jatra/100 g <0,0001 n.s. 0,0003
cholesterol v jatrech n.s. n.s. n.s.
triglyceridy v jatrech <0,0001 <0,0001 0,0006
lipogeneze —inzulin 0 <0,0001 0,0268 0,0019
lipogeneze — inzulin 250 <0,0001 n.s. 0,0028
glykogeneze — inzulin 0 n.s. 0,0023 n.s.
glykogeneze - inzulin 250 0,042 0,0024 n.s.
oxidace glukdzy — inzulin 0 0,0027 n.s. n.s.
oxidace glukdzy — inzulin 250 <0,0001 0,038 n.s.

Tabulka 2. Efekt podani rosiglitazonu na diskordantni metabolické a morfometrické parame-
try experimentalnich skupin jednotlivych kmend. Vyznaéena je zména parametru v procen-
tech oproti kontrolni skupiné, pokud byl mezi nimi zjistén signifikantni rozdil pfi post-hoc

testu analyzy rozptylu. OGTT...oralni glukézovy tolerancni test, AUC...plocha pod krivkou,
NEMK...neesterifikované mastné kyseliny, inzulin 0/inzulin 250...inkubace tkdné s anebo bez
250 pU/ml inzulinu; n. s.... nesignifikantni zména (= zadny efekt rosiglitazonu). Parametry
oznacené jako lipogeneze, glykogeneze a oxidace glukézy jsou podrobné popsany v textu

maFeny parametr PI?ICub Bl:l/Cub BN:SHR4
zména (%) zména (%) zména (%)
triacylglyceroly — nalacno -494 n.s. n.s.
triacylglyceroly — syté -443 -37,9 n.s.
glykémie — nala¢no n.s. n.s. +137
OGTT-AUC n.s. -111 n.s.
inzulin -42,8 n.s. n.s.
epididymalni tuk /100 g +44.1 +18,7 n.s.
retroperitonealni tuk /100 g +94 n.s. n.s.
jatra/100 g +13,9 n.s. -10,0
triacylglyceroly v jatrech -46,5 n.s. -25.8
lipogeneze — inzulin 0 n.s. n.s. - 38,1
lipogeneze — inzulin 250 +73,7 +81,2 =211
glykogeneze —inzulin 0 +96,6 n.s. n.s.
glykogeneze — inzulin 250 +55,5 n.s. n.s.
oxidace glukdzy — inzulin 250 n.s. n.s. +214

Metoda pro stanoveni lipogeneze je obdobna
a je podrobné popsana v publikovanych sdé-
lenich (7).

Statistické hodnoceni vysledki
Pro srovnani parametrll u tfech experi-
mentélnich kmend jsme pouZili dvoucestnou

analyzu rozptylu (ANOVA) s hlavnimi faktory
KMEN a DIETA. Pro porovnavani mezi dvéma
skupinami ze souboru bylo pouzito Tukeyho
post-hoc testu. Tato metoda snizuje pravdé-
podobnost chyby prvniho druhu oproti opa-
kovanému porovndvani vyznamnosti pomoci
dvouvybérovych t-testl. Za signifikantni byl
povazovan takovy rozdil, kde pravdépodob-
nost neopravnéného zamitnuti nulové hypoté-
zy byla mensi nez 0,05, tedy p<0,05.

Vysledky
Porovnani ucinku rosiglitazonu jako z&stup-
ce thiazolidindiond u ti geneticky a fenotypicky
definovanych kmend laboratorniho potkana
pfineslo nasleduijici vysledky: stanovené meta-
bolické parametry bylo mozné podle charakteru
a statistické vyznamnosti rozdilu mezi kontrol-
nimi skupinami a skupinami, kterym byl RSG
podavan rozdélit na:
a) konkordantni, kde se pozorovany efekt
nelisil mezi kmeny
b) diskordantni, kde doSlo ke kmenové
specifickému plsobeni RSG.
Tyto vysledky jsou shrnuty v tabulce 2.

Ponékud pfekvapivé doslo pouze u ¢tyf
parametr( k shodné reakci na podani RSG
u véech kmen( - jednalo se o sniZeni séro-
vych koncentraci NEMK spole¢né s nezmé-
nénou koncentraci celkového cholesterolu,
obsahu cholesterolu v jatrech a celkovou
télesnou hmotnost. Naproti tomu napf. re-
lativni hmotnost epididymalniho tukového
télesa, kterd je pokladana za miru visceralni
obezity, doslo k jasné, kmenové specifické
reakci — na jedné strané oCekavané vyssi
hodnoty u experimentalnich skupin kme-
nd BN/Cub (0,94+0,04 vs. 1,16+0,05)
a PD/Cub (1,28+0,03 vs. 1,85+0,07), na
strané druhé Zadny efekt u kongenniho
kmene BN.SHR4. Zajimavy jev bylo mozné
pozorovat pro triacylglyceroly, kde pouze
u kmene PD/Cub do$lo k vyraznému sni-
Zeni jejich koncentraci nalaéno u skupiny,
které byl podavan RSG (3,78+0,31 vs.
1,90+0,09 mmol/l), ale syt4 triacylglycero-
[émie (TG) byla po RSG niz8i i u BN/Cub
(1,95+0,06 vs. 1,21+0,05 mmol/l) a opét
pouze kmen BN.SHR4 nereagoval na tuto
farmakologickou intervenci, spiSe byl pozoro-
vatelny trend k mirnému zvySeni TG (napf. pro
laéné TG 1,00+0,08 vs. 1,23+0,16 mmol/l). Vy-
hradné u kmene PD/Cub jsme pozorovali sni-
Zeni inzulinémie rosiglitazonem (1,10+0,08
vs. 0,63+0,02 pmol/l, p<0,0001). Kromé
relativni hmotnosti jater, ktera se signifi-
kantné snizila po RSG u PD/Cub (3,41+0,08
vs. 3,00+0,08), nezménila se u BN/Cub
(2,64+0,08 vs. 2,70+£0,02) a zvysila se
u BN.SHR4 (2,68 £0,01 vs. 2,95+0,04), bylo
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tedy mozné v souboru diskordantnich para-
metrli vzdy odlisit jeden kmen, ktery nesdilel
reakci dvou kmend ostatnich, a stanovit tak
farmakogeneticky profil obou modeld inzu-
linové rezistence a dyslipidémie ve vztahu
k plsobeni rosiglitazonu (tabulka 2).

Diskuze

Jednim z aéinkd latek thiazolidindio-
nové skupiny pozorovanych u experimen-
talnich modelu i klinickych studii je Uprava
citlivosti tkani k u¢inku inzulinu a zlepSeni
lipidového profilu, mnohdy na dkor vzrls-
tajici adipozity. Ukazuje se, Ze konkrétni
ucinek TZD na metabolické parametry je
znaéné zavisly na genetickém pozadi (ale-
lické kombinaci), na kterém se realizuje.
To potvrzuji i zde prezentované vysledky
odliného ucinku rosiglitazonu u tfi gene-
ticky definovanych modeld. Jedineénou
reakci, a to pfedevSim ve smyslu chybéni
Lklasickych“ u¢inki podavani TZD (zlepSeni
tolerance glukézy, narist adiposity), vykazal
pfedevdim kongenni kmen BN.SHR4, ktery
nese mutovany gen Cd36/Fat. Tato zjisténi
jsou v souladu s identifikaci Cd36/Fat jako
klic¢ového zprostiedkovatele metabolickych
aéink( pioglitazonu (15) a roli Cd36/Fat
coby transportéru NEMK v tukové a svalové
tkani. Defekt Cd36/Fat tak pravdépodobné
zapfic¢inil snizenou schopnost transportu
NEMK do adipocytd (a jejich néslednou
inkorporaci do triacylglycerol@). V oxidativ-
nim pficné pruhovaném svalu jsme pozo-
rovali signifikantné vy$Si absolutni objem
utilizace glukézy, coz odpovidd posunu
k vyuzivani tohoto energetického substratu
misto NEMK (stejné jako napf. u Cd36/Fat
,knock-out* mysi (16)). Vétsina NEMK byla
tak zfejmé metabolizovana v jatrech kroky
nezavislymi na Cd36/Fat, tedy zvySenim
jaterniho vydeje glukézy a na triacylglyce-
roly bohatych ¢astic VLDL. Vyskyt defektu
CD36 je popsan u populaci se zvySenou
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frekvenci diabetu 2. typu a nékteré mutace
tohoto genu jsou asociovany s autozomalné
dominantnim diabetem a inzulinovou rezis-
tenci (17). Je tedy mozné (a¢ nelze pfimo
extrapolovat vysledky této studie na lidskou
populaci), ze u takovych pacientd |é¢enych
TZD by mohlo dochazet k obdobné farma-
kogenetické interakei.

Zavér

Vyrazné odliné plsobeni rosiglitazonu
na metabolické parametry tfi geneticky
definovanych experimentalnich kmend labo-

ratorniho potkana ukazuje na pfitomnost far-
makogenetické interakce tohoto antidiabetika
s jedine¢nym souborem gen0 a jejich variant
(genetickym pozadim), v rdmci néhoz plsobi.
Ze shrnuti dosazenych vysledkU je patrné, ze
geny v diferencidlnim Useku chromozomu 4
kongenniho kmene BN.SHR4 (véetné Cd36/
Fat) jsou do této interakce silné zapojeny, ale
rozhodné nejsou jejimi jedinymi protagonisty.
Podékovani:
Tato prace byla podpofena nasleduji-
cimi granty: GACR 301/04/0248, IGA MZ
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