PUVODNI PRACE

DNA polymorfismus genu
pro monoaminooxidazu B ovliviiuje vnimani bolesti

Sery O., Hrazdilova 0.1, Pitelova R., Sev¢ik P.!

Laboratot neurobiologie a molekularni psychiatrie, katedra srovnavaci fyziologie Zivocicht a obecné zoologie,
Piirodovédecka fakulta MU, Brno,

vedouci katedry prof. RNDr. V. Simek, CSc.

Anesteziologicko-resuscita¢ni klinika FN U Sv. Anny, Brno,

prednosta prof. MUDr. P. Sevéik, CSc.!

Souhrn

Monoaminooxidaza B (MAO-B) je enzym, ktery se ucastni metabolismu dopaminu, benzylaminu,
fenylethylaminu, tyraminu a tryptaminu. Aktivita enzymu MAO-B byla jiz vicekrat asociovana
s nékterymi psychickymi poruchami, mimo jiné i s afektivnimi poruchami. Polymorfismus A/G
v intronu 13. genu pro MAO-B ovliviiuje variabilitu aktivity enzymu MAO-B. Cilem této studie bylo
zjistit, zda existuje vztah mezi timto polymorfismem genu pro MAO-B a intenzitou pooperaéni boles-
ti. Testovali jsme celkem 284 osob (105 muzu a 179 Zen), které se podrobily planované tonzilektomii.
Pro detekci polymorfismu byla pouzita metoda retézové polymerazové reakce (PCR) s alelové spe-
cifickymi primery. Bolest byla méiena pomoci vizualni analogové skaly VAS.

V nasi praci jsme ve skupiné muzu objevili vztah mezi polymorfismem A/G v intronu 13 genu pro
MAO-B a prumérnou intenzitou pooperac¢ni bolesti. Zjistili jsme statisticky vyznamné vyssi prumér-
nou intenzitu pooperac¢ni bolesti u muzu s alelou G ve srovnani s muzi s alelou A.

Vysledky nasi studie naznacéuji vztah mezi polymorfismem genu pro MAO-B a prumérnou intenzitou
pooperaéni bolesti u muza Ceské republiky. MoZna role MAO-B ve vnimani intenzity bolesti je dis-
kutovana predevsim v souvislosti s vlivem MAO-B na psychickou naladu.
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Summary B
Sery O., Hrazdilova O., Pitelova R., Sev¢ik P.: DNA Polymorphism of Monoamine Oxida-
se B Gene Influences Pain Feeling

The monoamine oxidase B (MAOQO-B) is an enzyme involved in the metabolism of dopamine, benzyla-
mine, phenylethylamine, tyramine and tryptamine. MAO-B activity was associated many times with
some psychiatric diseases including affective disorders. The A/G polymorphism in intron 13 of the
MAO-B gene was previously associated with a variability of the MAO-B enzyme activity. The aim of
the present association study was to examine the relationship between the A/G polymorphism in
intron 13 and postoperative pain intensity. We examined 284 subjects (105 males and 179 females)
that underwent planned tonsillectomy. PCR method with allele specific primers for the detection of
A/G polymorphism was used. The intensity of pain was tested by visual analogue scale (VAS). We
found a relationship between the A/G polymorphism in intron 13 of the MAO-B gene and average
intensity of postoperative pain in male subjects.

We found statistically significantly higher average intensity of postoperative pain in males with G
allele in comparison with males with A allele.

Results of our study indicate the relationship between the MAO-B polymorphism and postoperative
pain intensity in Czech male population. The potential role of the MAO-B in feeling of pain intensi-
ty is discussed mainly in the context of the influence of MAO-B on the mood.
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z cca 30 tisic gent lidského geonomu se podileji na
zprostiedkovani bolesti, které z nich jsou poly-
morfni a které polymorfismy jsou zodpovédné za
interindividuélni rozdily ve vniméani bolesti. Tepr-
ve nedavno se podaiilo prokazat geneticky puvod
familidrni hemiplegické migrény a kongenitalni
insenzitivity bolesti s anhidrézou.

S vyjimkou kongenitalni insenzitivity bolesti
a familiarni hemiplegické migrény prozatim neby-
ly nalezeny mutace, které by samy o sobé (mono-
genné) ovliviiovaly vnimani bolesti. Variace v sen-

vove

vove

vétstho mnozstvi gent. Ke studiu takovych poly-
gennich znakt lze v dnesni dobé uspésné pouzit
tzv. asociacni studie [1].

Neékteré asociatni studie vniméni bolesti jiz
byly publikovany. Ke spise farmakogenetickému
typu studii patii prace, kterou publikovali Klep-
stad a kol. [14]. Klepstad a kol. [14] zkoumali
vztah nékolika polymorfism genu pro opioidni
receptor £ (OPRM1) na tc¢innost 1é¢by bolesti mor-
finem u pacienta s rakovinou. Byl objeven statis-
ticky vyznamny vztah s A118G polymorfismem
genu pro OPRM1. Pacienti s genotypem GG potre-
bovali vice morfinu pro zvladnuti bolesti nez hete-
rozygoti nebo homozygoti AA.

Kim a kol. [12] zkoumali vztah mezi variabilitou
ve vnimani bolesti (variability in human pain sen-
sitivity) a pohlavim, etnicitou, temperamentem
a polymorfismy gent pro TRPV1 (vanniloid recep-
tor subtype 1), & opioidni receptor — subtyp 1
(OPRD1) a katechol-O-metyltransferazu (COMT).
Zajimavé na této praci bylo experimentalni vyvola-
ni bolestivého stimulu. Bolest byla u pokusnych
osob vyvolana jednak vlozenim ruky do nadoby
s ledovou vodou, jednak aplikaci termalniho sti-
mulu o teploté 35, 43, 44, 45, 46, 47, 48 a 49 stup-
nu Celsia na spodni ¢ast predlokti. Métreni bolesti
bylo provadéno pomoci vizualni analogové skaly
(VAS). Celkovy pocet pétiset studovanych osob
v této praci je uctyhodny. Ameri¢anky evropského
pavodu homozygotni pro Val585 alelu genu pro
TRPV1 zanechaly ruku v nadobé s ledovou vodou
statisticky signifikantné déle nez heterozygotni
zeny téhoz etnického puvodu nebo Zeny homozy-
gotni pro alelu Ille 585. Dale Zeny homozygotni pro
C307 alelu genu pro OPRD1 mély vyssi teplem
sia nez heterozygotni Zeny nebo Zeny homozygotni
pro alelu T307. Muzi heterozygotni pro polymorfis-
mus Phe27Cys genu pro OPRD1 vykazovali nizsi
nich Celsia nez obé homozygotni skupiny muzu.

Solovieva a spol. [22] zkoumali vztah mezi
bederni bolesti zad a polymorfismy interleukinu 1
(IL-1) a antagonisty interleukinu 1 (IL-1RN) a zji-
stili vztah mezi intenzitou bolesti méirenou pomoci
VAS a alelou T889 genu pro IL-1a a alelou A1812

genu pro IL-1RN. Alela T3954 genu pro IL-1B byla
asociovana s po¢tem dnt doprovazenych bolesti
zad.

Hiihne a kol. [10] studovali vztah mezi polymor-
fismem I/D ACE a komplexnim regionalnim boles-
tivym syndromem typu I (CRPSI) s negativnim
vysledkem.

Compton a kol. [2] studovala vztah mezi tole-
ranci na bolest a polymorfizmy C17T, A118G
a mikrosatelitnim polymorfismem genu pro
OPRM1. Bolest byla testovana jednak pomoci tla-
kového algometru, kdy tlakovy stimul byl apliko-
van na palec tyc¢inkou o plose 0,5 cm? (Somedic
A/B, Svédsko), jednak pomoci nadoby s ledem.
Osoby, které zanechaly ruku v ledové lazni vice
nez 300 sekund, byly charakterizovany jako ,pain
tolerant®, pokud nedokazaly udrzet ruku v lazni
ani 60 sekund, byly charakterizovany jako ,pain
intolerant“. Compton a kol. [2] nenalezli vztah
mezi uvedenymi polymorfismy a toleranci na
bolest.

V nasi studii jsme se zamérili na zkoumani
vztahu mezi polymorfismem A/G v intronu 13
genu pro MAO-B a vnimanim pooperaéni bolesti,
kdy pro model bolesti byli pouziti pacienti, kteii se
podrobili planované tonzilektomii.

Enzym monoaminooxidaza (MAO, EC1.4.3.4)
katalyzuje oxidativni deaminaci mnoha neurot-
ransmitéra a potravinovych amina. Jedna se
0 membranové vazany mitochondrialni enzym exi-
stujici ve dvou formach — MAO-A a MAO-B. MAO-
A preferenéné katalyzuje oxidativni deaminaci
serotoninu, noradrenalinu a adrenalinu, MAO-B
katalyzuje preménu benzylaminu a fenylethylami-
nu. Substratem pro obé formy enzymu jsou dopa-
min, tyramin a tryptamin. Geny pro oba enzymy
byly lokalizovany na chromozomu X. Garpen-
strand a kol. [4] studovali vztah polymorfismu A/G
ve 13. intronu genu pro MAO-B a aktivitou MAO-
B a zjistili, Ze osoby s alelou A vykazuji signifi-
kantné niZzs§i enzymovou aktivitu nez osoby s ale-
lou G (p=0,019).

MATERIAL A METODIKA

Do asociacni studie bylo zatrazeno 284 pacienti
¢eské bélosské populace, 178 Zen a 106 muzu, kte-
ti se podrobili planované tonzilektomii v letech
2002 az 2004. Studie byla schvalena etickou komi-
si Fakultni nemocnice U Sv. Anny v Brné. Vsichni
pacienti podepsali informovany souhlas.

Zdravotni stav pacienta byl klasifikovan podle
ASA (American Society of Anesthesiologists),
nabyvajici hodnot I (zdravy pacient) az V (mori-
budni pacient). Do studie byli zarazeni pouze ASA
I pacienti. Pied operaci byla zaznamenavana zku-
Senost pacienta s bolesti — do studie byli zafazeni
pacienti, ktefi se podrobili maximalné dvakrat
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opera¢nimu vykonu, ktery nebyl spojen s polytrau-
matem. Zarazeny nebyly ani osoby se stanovenou
diagnézou diabetes mellitus I. i II. typu, hyperto-
nici (mozny blizky geneticky podklad s vnimanim
bolesti), pacienti s nadorovym onemocnénim (moz-
ny podobny geneticky podklad, pravdépodobna
zkusSenost s bolesti). Ze studie byli vylouceni paci-
enti se zkuSenosti s polytraumatem, psychiatric¢ti
pacienti trpici depresivnimi ¢ tzkostnymi poru-
chami a osoby, které uzivaji ¢i uzivaly psychofar-
maka v prabéhu poslednich deseti let. Pro moz-
nost zkresleného vnimani pooperaéni bolesti
nebyli do studie zatazeni pacienti pravidelné uzi-
vajici nesteroidni protizanétlivé 1éky a kortikoidy.

Den pted operaci byl proveden turniketovy test,
povazovany za model ischemické bolesti. Test
zahrnoval nafouknuti manzety na méieni tlaku na
hodnotu 50 mm Hg nad hodnotu naméieného
systolického tlaku na dominantni horni koncetiné.
Pacienti hodnotili intenzitu vzniklé bolesti pomoci
100milimetrové vizualni analogové skaly (VAS).

Vlastni vykon byl provadén v celkové anestezii.
7 opioidu byl vzdy pouzit pouze sufentanil v davce
25 ug pro pacienty s vahou do 60 kg a v davce 35
ug pro pacienty nad 60 kg, podany nejpozdéji 30
minut pied koncem operaéniho vykonu. V pripadé
potteby byl podan sufentanil ve zvySené davce
oproti protokolu. Poté byla zaznamenavana celko-
va davka sufentanilu a ¢as jeho posledniho podéani.
Pooperaéni bolest byla u vSech pacientt lééena
metamizolem v jednotlivé davce 1 g podanym
pomalou infuzi. Prvni davka analgetika byla paci-
entovi podéna, jakmile intenzita jeho bolesti dosa-
hla hodnoty VAS 30. Délka tohoto ¢asového inter-
valu byla zaznamenavana a hodnocena jako
tolerance bolesti. Intenzita bolesti byla monitoro-
vana prostirednictvim VAS poprvé ihned po extu-
baci pacienta a dale kazdou hodinu, v pétihodino-
vém pooperaénim obdobi. Spolu s hodnotami VAS
byly zaznamenavany stupen sedace pacienta
(nabyvajici hodnot 0-3, kdy 0 — plné probuzeny
pacient, 1 — pacient po vétSinu ¢asu probuzen,
obcas somnolentni, snadno probudny, 2 — pacient
po vétsinu ¢asu somnolentni, probudny na oslove-
ni a 3 — pacient spici), krevni tlak, pulz a dechova
frekvence pacienta.

2 ml nesrazlivé zilni krve, potfebné pro izolaci
DNA z leukocytt, byly odebrany z periferniho zil-
niho katétru zavadéného pacienttim pre-

5“GGA TTT ACT TTG CAG GCA CC-3‘. Amplifi-
kaéni reakce probihala v celkovém objemu 50 pl,
obsahujicim 100 ng genomické DNA, 0,5 M dNTP,
5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI1 (pH 8.4), 50 mM
KCl, 1 uM kazdého z primerd a 1 U Taqg-Purple
DNA polymerazy (Top-Bio, CR). Po inicialni dena-
turaci pti 94 °C po dobu 2,5 min, byla DNA ampli-
fikovana v tiikrokovych cyklech: denaturace pii
94 °C 30 sekund, annealing pii 59 °C 30 sekund
a extenze pti 72 °C 30 sekund. Pro amplifikaci byl
pouzit termocyklér Techne Gradient (Cambridge,
Anglie). Po 32 cyklech probéhla finalni extenze p¥i
72 °C po dobu 7 minut. Délka amplifikovaného
fragmentu byla 663 bp. PCR produkt byl analyzo-
van prostrednictvim agarézové gelové elektroforé-
zy (2% agaréza EliPhore, ELISABETH
PHARMACON, CR). DNA byla barvena ethidium
bromidem a zviditelnéna pomoci transiluminatoru
v UV svétle. Vysledny gel byl fotografovan digital-
nim fotoaparatem Camedia 3030 (Olympus).

Pro statistické vypoCty byl pouzit statisticky
software CSS Statistica (Statsoft, Tulsa, USA).
Pramérna hodnota intenzity pooperacni bolesti
byla vypoéitana tak, ze pro kazdého pacienta suma
hodnot intenzit bolesti métenych po operaci pomo-
ci VAS byla délena poétem téchto hodnot. Prumér-
na intenzita pooperaéni bolesti byla jako pramér-
na hodnota testovana pomoci Mann-Whitney
U testu.

VYSLEDKY

Vgech 284 osob bylo genotypizovano pro poly-
morfismus A/G v intronu 13. genu pro MAO-B.
Vysledky genotypizace jsou uvedeny v tabulce 1.
Po rozdéleni souboru na muze a Zeny bylo mozné
u souboru muzi pozorovat statisticky vyznamny
rozdil mezi genotypy A a G v intenzité primeérné
pooperaéni bolesti (p=0,021). Muzi s genotypem G
vykazovali vy$si primérnou intenzitu pooperacéni
bolesti (VAS skore = 3,96) nez muzi s genotypem
A (VAS skére = 3,45). U celkového souboru muzu
a Zen ani u souboru Zen nebyl pozorovan statistic-
ky vyznamny rozdil mezi genotypy a prumérnou
pooperaéni bolesti.

operacneé. Tab. 1. Pramérna intenzita pooperaéni bolesti (PIPB) u polymorfis-
Genomickd DNA byla izolovana muA/G ve 13. intronu genu pro MAO-B.

z krve za pouziti komercéniho izolaéniho [ Qsoby Celkem Genotyp

kitu chemagic Blood100 Kit (chemagen, AAA) AC GG (@

Némecko). Genotypy byly urceny pomoci [ piam 105 53 - 52

alelové specifickych primera. PCR byla PIPB 3,71 (1,31) 3,45% (1,28) | - 3,96+ (1,31)

provadéna podle prace Garpenstrand Teny 179 63 56 80

a kol. (4). Sekvence primerd byly: pro | 57pp 356 (1,62) | 8,60 (1,55) | 3,39 (1,45) | 3,68 (1,56)

alelu A 5“CAC TGG CAA ATA GCA AAA
GT-3, pro alelu G 5“CAC TGG CAAATA
GCA AAA GC-3° a spoleény primer

*Statisticky vyznamny rozdil (p<0,03).
V zavorkach jsou uvedeny smérodainé odchylky.
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DISKUSE A ZAVER

Nase pozorovani naznacuje, Ze primeérna inten-
zita pooperacni bolesti u muza je ¢astecné ovlivneé-
na funkénim polymorfismem genu pro MAO-B.
Muzi s genotypem G uvadéji pomoci vizualni ana-
logové skaly vyssi prumérnou intenzitu pooperac-
ni bolesti nez muzi s genotypem A. Je znamo, Ze
osoby s alelou A vykazuji signifikantné nizsi enzy-
movou aktivitu MAO-B nez osoby s alelou G [4].
Lze tici, Ze v nasi studii by mohla byti vyssi akti-
vita genu pro MAO-B spojena s alelou G asociova-
na s vyssi prumérnou pooperacni bolesti.

Zménéné hladiny enzymu MAO-B byly jiz diive
davany do souvislosti s mnoha psychickymi i neuro-
logickymi poruchami, napt. schizofrenii, depresemi,
alkoholismem a neurodegenerativnimi chorobami.
U pacientt s depresemi byla zjisténa zvysena hladi-
na enzymu MAO-B v krevnich destickach [13].

Aktivita MAO-B v krevnich destickach inverzné
koreluje s osobnostnimi znaky jakymi jsou vyhle-
davani nového a impulzivita [17].

Girmen a kol. [5] neobjevili vztah mezi MAO-B
aktivitou v krevnich desti¢kach a vysoce polymor-
fnim dinukleotidovym repeatem (GT), v intronu 2
genu pro MAO-B. Kurth a kol. [15] objevili polymor-
fismus A/G v intronu 13. genu pro MAO-B pomoci
analyzy SSCP (single-strand conformational poly-
morphism analysis). V této studii Kurth také obje-
vil vztah mezi alelou A a Parkinsonovou chorobou.
Ho a kol. [7] zjistili, ze alela A polymorfismu A/G
v intronu 13. genu pro MAO-B se vyskytuje ve vys-
81 frekvenci u osob s Parkinsonovou chorobou
v bélosské populaci. Morimoto a kol. [16] referovali
o dvakrat vétsi ¢enosti alely A v japonské populaci
a o neprokazani vztahu mezi timto polymorfismem
a Parkinsonovou chorobou v ramci japonské popu-
lace. Costa a kol. [3] také pouzili asociaéni studii
pro studium vztahu mezi Parkinsonovou chorobou
a polymorfismem A/G v intronu 13 genu pro MAO-
B a piekvapivé zjistili vztah alely G k riziku Par-
kinsonovy poruchy. Rozdilnost vysledka, které pub-
likovali Costa a kol. [3], Kurth a kol. [15] a Ho a kol.
[7] doposud nebyla adekvatné vysvétlena a ¢eka se
na vysledky dalsich studii. Garpenstrand a kol. [15]
zjistili vztah mezi aktivitou MAO-B z krevnich
desti¢ek a polymorfismem A/G v intronu 13. genu
pro MAO-B. Osoby s alelou A mély signifikantné
niz§i enzymovou aktivitu nez osoby s alelou G.
Z tohoto hlediska jsou vysledky, které publikovali
Costa a kol. [3] vysvétlitelné vyssi aktivitou MAO-
B u subjektt s Parkinsonovou poruchou.

Vysoka hladina estrogent byla asociovana s lepsi
dusevni pohodou a nizkou hladinou depresi. Nékte-
ré dukazy nasvédcuji, Ze pozitivni uc¢inek estrogent
muzZe byt zpusoben prostiednictvim MAO. Antide-
presivni aktivita estrogentt mtze byt dana inhibici
MAO [11]. Estrogenova terapie sniZuje plazmatic-
kou aktivitu MAO u postmenopauzalnich Zen

s depresivni naladou [8]. Holschneider a kol. [9] se
na zakladé experimenti na potkanech domnivaji,
Ze estrogeny vykazuji tkanové specificky odlisnou
regulaci aktivity MAO-A a MAO-B. Skuteénost, ze
v nasi praci nebyl u Zen zjistén vztah mezi polymor-
fismem A/G v intronu 13. genu pro MAO-B a inten-
zitou pooperacni bolesti, muze byt dana ovlivnénim
MAO-B aktivity vyssi hladinou estrogent, které
maji na aktivitu MAO-B inhibiéni efekt.

Vztah genu pro MAO-B k intenzité pooperaéni
bolesti muze byt dan vice pri¢inami vzhledem
k tomu, Ze MAO-B aktivita ovliviiuje hladiny sub-
stratt jakymi jsou dopamin, benzylamin, fenylet-
hylamin, tyramin nebo tryptamin. Hladiny téchto
substrata zase mohou modulovat nékteré dalsi
neurotransmise.

Samotny dopamin by mohl byt soucasti efektu
MAO-B na vnimani bolesti. Striatum a striatalni
dopaminové receptory D2 se podileji na regulaci
vnimani bolesti u lidi [6]. Bolestivé stimuly zptiso-
buji zvySeni regionalniho cerebralniho pratoku
krve v lidském striatu. L-DOPA mirni bolest po
preméné na dopamin prostiednictvim D2 recepto-
ru [21]. V nasi studii jsme zjistili, Ze vy$si intenzi-
ta bolesti byla spojena s alelou, ktera zpuasobuje
vy$§§i aktivitu MAO-B, coz by znamenalo nizsi hla-
dinu extracelularniho dopaminu. Domnivame se
tedy, Ze je mozné vyloucit moznost, ze by efekt
funkéniho polymorfismu genu pro MAO-B na vni-
mani pooperacni bolesti byl zptsoben pfimym vli-
vem MAO-B na hladinu dopaminu ve striatu.

Zajimavégjsi je potencialni vliv fenylethylaminu
na naladu, coz muaze ovlivnit vniméni bolesti. Feny-
lethylamin (PEA), jeden ze substrati MAO-B, patii
mezi endogenni neuroaminy zvySujici u zvirat
pozornost a aktivitu. PEA potlacuje deprese u 60 %
depresivnich pacientt [19]. Zda se, ze deficit PEA
muze byt pri¢inou castych forem depresivnich
poruch. PEA zlepsSuje naladu tak rychle jako metam-
fetaminy, ale nevznika na néj tolerance [19]. Souhrn
literatury naznacuje, Zze mozkovy PEA muzZe byt
modulatorem aminergnich synapsi, uvoliiuje ener-
gii, zlepSuje naladu, podporuje agresi [18]. Podani
PEA nebo jeho prekurzoru L-fenylaninu zlepSuje
naladu u depresivnich pacientt 1é¢enych selektivni-
mi MAO-B inhibitory [18]. Szabo a kol. [23] zkouma-
li, zda aerobni cvic¢eni ovliviiuje hladinu kyseliny
fenyloctové (metabolitu PEA) v moéi a zjistil, Ze
mnozstvi kyseliny fenyloctové se v moci 24 hodin po
cviceni zvySuje o 77 %. Szabo a kol. [23] svou studii
uzaviraji s tim, zvySena hladina PEA muze byt pii-
¢inou terapeutického vlivu aerobniho cvieni na
deprese. V nasi praci jsme objevili alelu G (zname-
najici vyssi aktivitu enzymu MAO-B) u muz, kteii
referovali o vySsi pooperacni intenzité bolesti, coz by
mohlo byt vysvétleno nizsi hladinou PEA.

Sanchez-Blazquez a kol. [20] studovali imidazo-
linové latky ve vztahu k modulaci morfinové anal-
gezie. Byl studovan efekt vysoce selektivniho
imidazolinového ligandu na supraspinalni antino-
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cicepci indukovanou morfinem u mysi. Podani
deprenylu (ireverzibilni MAO-B inhibitor) 30
minut predem, mélo za nasledek zvySeni morfi-
nem zpusobené antinocicepce. Clorgylin (ireverzi-
bilni MAO-A inhibitor), podany 30 minut pfedem,
nemél vliv na ucinek opioida. V nasi studii, poten-
cialné niz§i MAO-B aktivita (spojena s alelou A)
u muzu s nizkou pramérnou intenzitou pooperac¢ni
bolesti mohla ovlivnit pribéh analgezie sufen-
tanilem, ktery patii mezi opiatova analgetika.

Potencialni nepresnosti v této studii mohou byt

zpusobeny predevs§im problémy se subjektivitou
interpretace intenzity bolesti pomoci VAS. Jsme si
védomi, Ze tyto nepiesnosti sami o sobé omezuji
moznost konec¢né interpretace vysledka nasi stu-
die. K provéieni nasich vysledka bude treba dal-
§ich studii na velkych souborech osob vyuZzivajici
i jiné modely bolesti.

Podekovani:
_ Tato prdce byla podporovana grantem IGA MZ
CR ¢é. NM 7146-3/2002.
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