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Zapis ze schiize vyboru GSGM konané dne 5. prosince 2002

Pfitomni: S. Zadrazil, J. Doskat, S. Rosypal, J. Dvotak, P. Pikalek, M. Slaninova,
J. Relichov4, J. Smarda, J. Fajkus, M. Vojtiskova

Omluveni: E. Miadokova, M. Ondfej, A. Kormut'ak, P. Rab, D. Vicek

Program:

1. Informace o londynském zasedani FEGS

2. Zaméfeni a napln IL €. 26

3. Clenska zakladna — aktudlni stav

4. Finanéni situace spolecnosti a ¢lenské prispeévky

5. Cinnost — konkrétni informace a jednotlivé navrhy ¢lent vyboru
6. Rizné

Ad 1.

Londynského zasedani FEGSu se za na$i spole¢nost zcastnily prof. J. Relichova a doc. J.
Forstova (obé uhrada z jinych zdrojii nez GSGM). Na zasedani byli pfitomni zastupci dalSich
péti evropskych genetickych spole¢nosti. Ze zapisu ztohoto zasedani je ziejmé, ze pro
oziveni ¢innosti FEGSu je zapotiebi dobrovolnikii, ktefi budou vénovat ¢as témto aktivitam.
J. Relichova se ujala ukolu zidit web stranky, které budou provozovany pod www.fegs.info.
PIné znéni zéapisu bude zvefejnéno v IL. Z ¢astky, kterou FEGS poskytne pro ziizeni a
udrzovani stranek, obdrzi webmaster odménu 2.000,- K¢.

Ad 2.
Népli IL ¢&. 26:

a) uvefejnéni zbyvajicich referati z Genetické konference

b) budou prezentovana dalsi geneticka pracovisté, konkrétné z BFU AV CR Brno a PfF UK
Bratislava

¢) ¢lanek o vztahu VS a AV CR (S. Zadrazil)

d) zapis ze zasedani FEGSu

e) navrh na vyhlaseni ceny fy GENETICA (navrh podal J. Fajkus, vypracuje statut a
podminky)

Ad 3.
V soudasné dob& mame 142 ¢lent, 50 ze Slovenska a 92 z CR podle seznamu, ktery vede
tajemnice. J. Relichova a M. Slaninova si odsouhlasi ¢leny ze SR.

Ad 4.

Platicich ¢lent jsou asi 2/3 z piihlaSenych.

J. Dvoték informoval o stavu hlavniho uc¢tu, kde je 14.358,-K¢ + 1.000,- v hotovosti.
Podrobné vyuctovani bude provedeno ke dni 31.12.2002, véetné tctu na Slovensku.

Neplati¢i budou pfi rozesilani pfistiho ¢isla IL na tuto skutecnost upozornéni.

Soucasny ¢lensky piispévek na rok je 150,- K&/Sk (studenti a diichodci 100,-K¢/Sk)



Ad 5.

- vunoru 2004 se uskute¢ni dalSi Genetickd konference, zaméfend na genetiku virt.
Konference se bude konat v Praze a organizaci zajisti ¢lenové GSGM z PiF UK Praha (S.
Zadrazil, P. Pikalek, J. Forstova a dalsi)

- J. Relichové projedna z presidentem FEGS uskute¢néni pfistiho zasedani vyboru FEGS
v Brné

Ad 6.

Web stranky GSGM je zapotiebi aktualizovat — konkrétné doplnit sidlo a kontaktni osobu
(zajisti J. Doskar)

Zapsala: J. Relichova



Vyuctovani hospodareni GSGM za rok 2002

Zistatek ke 31.12. 2001

13 525,30 K¢

z toho:
na Uctu KB 12 954,10 K¢
v hotovosti 571,20 K¢
Prijmy v roce 2002 5110,60 Kc.
1. droky z Uctu u KB 62,60 KC.
2. Clenské prispévky:
placené na ucet 3 100,- KC.
placené hotové 1 950,- K¢.

Vydaje v roce 2002

1. poplatky KB:
za vedeni Uctu
za polozky

2. proplaceni faktury (IL)

3. ceniny v hotovosti (rozeslani IL)

6 441,80 K&.

1 560,- K&
160,- K&.

2 226,80 K&.

2 495, K&.

Ziistatek ke dni 31.12.2002
z toho:

na uctu KB

v hotovosti

Vyuctoval J, Dvorak, pokladnik

12 191,10 K&.

12 163,30 KC.
30,80 K¢.



Vyuctovanie hospodarenia slovenskej ¢asti GSGM k 31.12.2002

Zostatok k 1.1.2002 A- konto 8 690,79 SK

B- hotovost’ 4 862,60 SK
A
Bankov¢ operacie (dok.1) - 619,11 SK
Prijmy z ¢lenskych poplatkov k 31.12. 2002 (dok.1) +1 300,00 SK
Zostatok na ucte k 31.12.2002 (dok.1) 9 371,68 SK
B
Clenské prispevky (dok.2) +1 000,00 SK
Prispevok na SVK (dok.3) - 520,50 SK
Zostatok hotovosti k 31.12.2002 +5342,10 SK
Celkovy finanény stav k 31. 12.2002 + 14 713,78 SK

Bratislava, 11. 4. 2003

Vyuétovala: M. Slaninova



Federation of European Genetical Societies (FEGS)

Minutes of the FEGS Council Meeting held at the Bonnington Hotel, London
on 9th November, 2002

Present: Prof. Dr. Gérard Buttin (Société Francaise de Génétique), Prof. David Cove
(President, FEGS), Dr. Jitka Forstova (Czech and Slovak Genetical Society), Dr. Darren
Monckton (UK Genetics Society), Prof. Dr. Alfred Nordheim (Germany Genetics
Society), Prof. Dr. Isaak Rashal (Latvian Society of Geneticists and Breeders), Dr. Jifina
Relichova (Czech and Slovak Genetical Society), Prof. Dr. Dieter Schweizer (Austrian
Genetical Society)

1. Minutes of the FEGS Council Meeting held at the Bonnington Hotel, London on 10t
November 2001.

These were approved (a copy of the these is attached to these minutes at appendix 1)

2. Officers Reports

a) President

The President of FEGS, David Cove, reported verbally on his activities in the previous
year. As was agreed at the 2001 Council Meeting, he had consulted as widely as
possible with potential member societies, to obtain their views on the future of FEGS.
As part of this exercise he had circulated a questionnaire. The responses are
summarised at appendix 2. Only seven societies had responded, but these generated a
consensus that the future activities on FEGS should be directed at interacting with
European Union bodies and national governments on matters relating to genetics.
Better liaison between member societies was also ranked high. There was less support
for the organisation and holding of scientific meetings, mini symposia and
workshops. David Cove reported that although only seven societies had responded, a
number of other societies had communicated with him and expressed similar views.
The President’s report was accepted, and it was agreed that discussion on it, would be
deferred until item 4.

b) Treasurer and Secretary.

FEGS has no treasurer or secretary at the present time. FEGS accounts are being
administered by the Treasurer of the UK Genetics Society. There had been no income
in the past year, nor any significant expenditure.



3. Election of Officers

No nominations had been received for the positions on Secretary, Treasurer and
Meetings Secretary. It was agree that these positions might be filled, at least on a
temporary basis, by co-option, should suitable volunteers emerge.

4. The future of FEGS

Dieter Schweizer initiated discussions by reviewing the history of FEGS. FEGS was
set up in 1992, and its statutes were approved at a Council Meeting, held in
conjunction with the International Congress of Genetics in Birmingham in 1993.
FEGS was very active initially, organising two meetings (in collaboration with
national societies). He was disappointed that this initial momentum had not been
maintained. He highlighted that FEGS had the potential to speak for at least one third
of all the geneticists in the world.

David Cove said he was concerned that the image of Genetics was suffering as a result
of media coverage of matters relating to the subject, that was often misinformed. He
feared that in the UK this was resulting in a down-turn in support for the subject. As a
result, both the funding of basic genetics and the recruiting of students to study the
subject had become more difficult. He believed that there was role for FEGS in
improving the image of genetics both with government and with the public.

Gérard Buttin echoed these concerns, which he believed applied in France as well. He
feared that if FEGS did not prosper, then national genetical societies would also find
difficulty in continuing. For FEGS to be active, funding needed to be secure.

In a general discussion on funding, it was agreed that for 2003, member societies
should pay €1 (one Euro) per member (census date 1°* January 2003). It was
acknowledged that this level of funding would not generate sufficient money to carry
out any ambitious plans, for example funding a lobbyist based in Brussels, but it
would be sufficient for a further year of development. It was also agreed that it was
essential for FEGS to work with other European organisations, including FEBS,
EMBO and ELSF.

Darren Monckton reported that the UK Genetics Society would be willing to
subscribe, at least for 2003, at the rate of €1 per member, but the Society believed that
there would be no long term future for FEGS unless a majority of the genetical
societies in Europe belonged. Although several of the larger societies were
represented at the meeting, many were not.

Alfred Nordheim believed that FEGS aims needed to be better defined. To do this
member societies would need to work more actively together, and he suggested that
each member society, should identify a member whose priority was to participate in
FEGS affairs. This person would not necessarily be the society’s President, who
usually had too many other commitments.



This proposal received general support. It was therefore agreed, that all societies
that wished to belong to FEGS, would identify a person willing participate
actively in FEGS affairs. It was envisaged that such participation should generally
be via email. The contact person would be responsible for passing on information to
the member society, and for relaying the society’s views to the other members of
FEGS.

Immediate priorities that received general support were:

a) All potential member societies should be circulated with a report of this meeting,
to see if they wished to subscribe to FEGS and if so, to identify their contact
person. It was agreed that societies that wished to be members of FEGS, but
which believed that the subscription of €1 per member could not be
afforded, should make an application for membership with a reduced
subscription. FEGS members would then be balloted to determine if the
application should beapproved.

b) It was agreed that sum of €1000 from FEGS funds should be provided to
Dieter Schweizer and the Gregor Mendel Genetical Society ( J Relichova and
J Forstova) to update the FEGS website. The website should contain links to
those of members societies as well as providing information about FEGS. It
should be capable of development, so that information relevant to genetics could
be accessed on the site and might have other facilities including discussion and
question and answer pages.

c) It was agreed that David Cove should explore the availability of domain
names.

d) Until more people were identified who would be willing to participate actively in
FEGS affairs, it would be difficult to plan how the priorities identified in the
questionnaire that had been circulated, could be acted upon. It was likely that a
larger number of active participants would also identify further priorities.

e) It was agreed that it would be desirable for future Council meetings to be
attended not only by a society’s contact person but also by its president.
There was some support that the next Council meeting should be held earlier that
a year’s time and it was generally agreed that an appropriate location for this
meeting would be Brno.

f) Since it was agreed that FEGS must work in partnership with other European
bodies, it was agreed that David Cove should contact FEBS, EMBO and ELS
to canvass their opinions on the usefulness of FEGS, and its future
relationship with them.

g2) A number of possible initiatives in which FEGS might be involved were
considered. There was a need for a European-based stock centre for some
experimental organisms used for genetical research, and the problem of
maintaining mutant mouse lines was particularly highlighted. This represented
the sort of project, which might be aided by a strong input from FEGS.

h) Student mobility in Europe was believed to be valuable. Transfer of genetics
students between universities was sometimes difficult because syllabuses were
very different. However, in some countries, e.g. the UK, there was great variation



in genetics degree programmes between universities, and so pan-European co-
ordination was likely to be very difficult. FEGS might provide a database that
would allow universities to identify partner universities having compatible
genetics programme, with which student exchange might therefore be possible.

A high priority was to identify a secretary and treasurer for FEGS. David Cove
believed it was impractical for him to attempt to run FEGS on his own, and the
lack of progress in the past year was largely due to him being the only person
actively involved. It was agreed, that when he circulated potential member
societies, he would make clear that it was a high priority to identify a
secretary and treasurer, and he would encourage societies to put forward
nominations. It was hoped that an early task for a treasurer was to identify
further sources of income possible form commercial sponsorship.



Co nového v genetice

Padesat let existence moderni molekularni biologie a genetiky; 50.
vyroci objevu dvousroubovice DNA
z roku 1953

(k diskusi o genomice)
Stanislav Zadrazil

V dubnu letosniho roku uplynulo jiz 50 let od nejvétsiho védeckého objevu 20. stoleti,
ktery poukazal na samotny zaklad existence zivota na této planeté. Piesto, ze pii vSech
dosavadnich (uplynulych) vyroc¢ich jsou zmifovany pouze 2 zékladni prace J.D. Watsona a
F.H.C. Cricka v c¢asopise Nature z 25. dubna a 30. kvétna 1953 (A Structure of Deoxyribose
Nucleic Acid a Genetical Duplication of the Structure of Deoxyribonucleic Acid), byl objev
dvousroubovice DNA detailné a nesporné piedstaven minimalné v 6 originalnich védeckych
sd€lenich, znichz 2 dalsi (M.H.F. Wilkinse, A.R. Stokese a H.R. Wilsona — Molecular
Structure of Deoxyribose Nucleic Acids, a R. Franklinové a R.G. Goslinga — Molecular
Configuration of Sodium Thymonucleate) doprovodily a zhodnocenim mimotéadné zdaftilych
X-difrakénich spekter rizné strukturovanych vzorkit DNA ,nezavisle podpofily* prvni
Watsonovo a Crickovo sdéleni (vSechna z 25. dubna). Kvétnovy ¢lanek v Nature, podle slov
druhého z autordi, m¢l jen rozvinout genetické (biologické) dasledky, které z navrzeného
modelu ocividné vyplyvaly a zajistit prioritu i ztohoto hlediska, a byl tedy jiz vice
spekulativni. Zbyvajici 2 prace pak piredstavovaly urcity ptfehled o stavu struktury DNA,
pfedneseny a publikovany v cervnu 1953 na 18. Cold Spring Harbor Symposium o
kvantitativni biologii (W.-C.-The Structure of DNA), a o strukturnich detailech modelu DNA
zvefejnény v roce 1954 v Proceedings of the Royal Society (C.-W.- The Complementary
Structure of Deoxyribonucleic Acid), a byly povazovany za uréity program molekularné
biologického vyzkumu v nasledujicim desetileti.

Tyto skutec¢nosti poukazuji miniméaln¢ na to, ze Watsontiv a Crickiv objev, ktery
nasledoval jen 7 let, resp. 1 rok, po ,,pfedbézném® potvrzeni genetick¢é funkce DNA
(mechanismy genetické transformace a fagové infekce bakterii), byl genidlnim zavrSenim
proteint a nukleovych kyselin (uvedu jen nékterd z mnoha diilezitych jmen — C.B. Anfinsen,
W.T. Astbury, R.B. Corey, S. Furberg, E. Chargaff, J. Kendrew, L. Pauling, M. Perutz, A.R.
Todd, atd. atd.), ale i velmi Cerstvych poznatkl jejich soucasnikid, z nichz W. a C. mohli
Cerpat a kteti se podileli (kromé ,,neptehlédnutelného, ale opominutého™ L. Paulinga) jako
autofi na shora uvedenych publikacich. O vefejnych, ale i zadkulisnich, vztazich v daném
obdobi toho bylo napsano jiz velmi mnoho (napt. J.D. Watson ,,The Double Helix“, G.S.
Stent (ed.) ,,The Double Helix“ — a Norton critical edition, H.F. Judson ,,The Eighth Day of
Creation — Makers of the Revolution in Biology*) a bylo by jisté zbytecné vracet se k nim 1
pii tomto vyroci; je vSak jasné, Ze napt. Pauling se pravé v této situaci ocitl zcela mimo hru a
ze hlavni ulohu pfitom hrala Watsonova aktivita béhem pobytu v Cambridge. Pfesto 1 v tomto
ptipadé, jako konecné pfi vSech velkych objevech, vychéazejicich nutné z tirovné védniho
oboru v dané dobé, byl jednoznacné naplnén smysl znamého vyroku I. Newtona ,Jestlize
vidim dale, pak je to proto, Ze stojim na ramenech obrt*.

vvvvvv

dvousroubovice DNA v molekularni biologii a jak se mohl model DNA projevit v jejim



rozvoji. ,,Stavitelé modeli*, jak néktefi souCasnici popisovali ¢innost W. a C., kterou se
vyrazné odliSovali pravé od ,,pouhych vykladact* obrazkia difrakce X-paprski, totiz skutecné
zasahli celou oblast molekularné¢ biologickych studii nukleovych kyselin a proteint,
povazovanou dnes za éru DNA. Veskeré usili, které¢ bylo vynaloZzeno na navrh a potvrzeni
vyhradni  existence  vzijemného  pravotoCivého  Sroubovicového  vinuti  dvou
komplementarnich, antiparalelnich polydeoxynukleotidli s 3'-5" fosfodiesterovou vazbou,
umoziujici semikonservativni, symetrickou replika¢ni syntézu DNA a transkripcni
asymetrickou syntézu RNA, se mohlo postupné positivné i negativné projevovat v dalSim
vyvoji molekularni biologie a genetiky, pficemz teprve formulace Crickova ustfedniho
dogmatu v roce 1958 dostatené presvedCive poukdzala na vzajemné vztahy mezi strukturou,
obecné podminénou syntézou a funkci DNA, RNA a proteind. V témze roce ziskali G.W.
Beadle, E.L. Tatum a J. Lederberg Nobelovu cenu za zavedeni a vysvétleni biochemické
genetiky, genetické rekombinace a za charakterizaci struktur genetického materialu bakterit,
kterdzto problematika mohla piedstavovat jen pocatky ovlivnéné strukturou DNA, protoze
vétSina odpovidajicich studii byla provedena ptfed objevem dvousroubovice. NedostateCny
projev vlivu W. a C. objevu se ukdzal i v nasledujicim roce, kdy dal$i Nobelova cena byla
udélena S. Ochoovi a A. Kornbergovi za syntézu RNA a DNA in vitro pod vlivem spiSe
katabolického enzymu polynukleotidfosforylasy, resp. reparaéniho enzymu DNA-
polymerasy 1. Tento nedostate¢ny vliv mohl vychéazet i z predstavy, Ze k syntéze staci
rozvinuti dvousroubovice, komplementarita bazi matrice a prekursoru s makroergickou
esterovou vazbou (deoxynukleosidtrifosfat), aniz by byla zfetelnd potfeba néjaké specifické
enzymové funkce (,,spontanni polymerace®). Pfesto i tyto prace sehraly dilezitou Glohu pii
kone¢ném objasnéni mechanismu replikacni a reparani syntézy DNA a pii odhalovani
genetického kodu (umélé mRNA syntetizované polynukleotidfosforylasou).

Piijmeme-li tento princip pohledu na historii rozvoje molekuldrni biologie, kdy
zavislost vyvoje na nové metodologii oboru (viz Informacni listy ¢. 21 — Vyzkum a analyza
genomu) nahradime dusledkem pokracujiciho rozvoje, tj. hodnocenim dosazenych vysledki
molekularni biologie, k nejurodnéjsSimu roku 1962. Tehdy pravé byla ocenéna, v oboru
fyziologie a lékatstvi, molekularni struktura nukleovych kyselin a jeji vyznam pro pienos
genetické informace (J.D. Watson, F.H.C. Crick a M.H.F. Wilkins). Soucasn¢ vsak byly
udéleny ceny v oboru chemie za strukturu a konformaci globularnich proteinti (M.F. Perutz a
J.C. Kendrew) a dokonce i za mir L.C. Paulingovi (varovani pfed nebezpecim radioaktivniho
spadu pfi zkouSkach jadernych zbrani, kdyZ svou prvni Nobelovu cenu ziskal jiz v chemii
1954 za 1lohu slabych chemickych vazeb ve struktufe proteinti — neocenitelnd informace pro
vSechny pracovniky v oblasti struktury nukleovych kyselin). V 60. letech doséhli na stejné
ocenéni F. Jacob, A. Lwoff a J. Monod za genetickou regulaci proteosyntézy, zavislou na
specifickém usporadani genti (operonova teorie — 1965), R.W. Holley, H.G. Khorana a M.W.
Nirenberg za objasnéni genetického kodu a jeho funkce pii translaci (1968) a M. Delbriick,
A.D. Hershey a S. Luria za genetickou strukturu a replikaci vir (1969), které se pozdéji staly
zakladem klasifikace ve virologii.

Na zacatku 70. let objevili H.M. Temin a D. Baltimore, nezavisle na sob¢, retrovirovy
enzym reversni transkriptasu umoziujici integraci genomu RNA v infikované buiice, ¢imz
potvrdili jeden z ptfedpokladanych stupni ustfedniho dogmatu molekularni biologie a
podpofili hypotézu primarni existence RNA svéta ve vyvoji zivota na Zemi. Nemalou ulohu
sehral tento objev rovnéz v biotechnologiich zalozenych na rekombinantni DNA (vyuziti
cDNA knihoven v nehomologni genové expresi). Spolu s R. Dulbeccem obdrzeli v roce 1975
Nobelovu cenu za interakce nadorovych virli s genomem buniky. Dulezitym objevem pro
rekombinantni technologii DNA se v tomto obdobi presentovali i W. Arber, D. Nathans a
H.O. Smith, ktefi v roce 1978 ziskali stejné ocenéni za charakterizaci a izolaci restrikénich
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endonukleas, nejspecifictéjSich katabolickych enzymiit DNA, a za jejich aplikaci v genetice.
Poznani mechanismu rekombinace DNA in vitro znamenalo i neobvykly rozvoj metod pro
ulohu tu sehral F. Sanger, nositel Nobelovy ceny za analyzu aminokyselinové sekvence
insulinu (1958), kterému patii i zasluha za primarni strukturu jedné zprvnich tRNA
(,,fingerprintova“ technika) a prvnich velkych DNA (lambda faga a mitochondriové DNA —
plus a minus techniky a dideoxynukleotidova stop metoda). Svou druhou Nobelovu cenu
z oboru chemie tak ziskal vroce 1980 spolu s P. Bergem a W. Gilbertem za rozvoj metod
stanoveni nukleotidovych sekvenci DNA. Vyznam krystalografick¢ analyzy, kterd byla
zakladem pro studium konformace proteinil i pro objev dvousroubovice DNA, byl potvrzen
A. Klugem také pro studium komplexii nukleoproteinti, kdyz v roce 1982 obdrzel Nobelovu
cenu (rovnéz v oboru chemie) za objasnéni nukleosomové struktury chromatinu.

Uloha mobilnich genetickych elementii v kukufici, objevenych B. McClintockovou
jesté pred objevem dvouSroubovice DNA, byla mnohem pozdéji potvrzena jako vysledek
zvlastni transposicni rekombinace DNA, vyvoléavajici nestabilitu genomu u vSech organism;
mimofadny vyznam objevu autorky byl po mnoha letech ocenén samostatnou Nobelovou
cenou zroku 1983. Neddvno ukoncend analyza genomu clovéka potvrdila, Ze je zcelé
poloviny odvozen od transposibilnich elementi, které jsou vSak prevazné inaktivovany. Rok
1989 pfinesl, z pohledu udélenych Nobelovych cen, vyznamny pokrok v retrovirologii, kdyz
J.M. Bishhop a H.E. Warmus byli ocenéni za objasnéni bunééného plivodu retrovirové
onkogenese. Ve stejném roce pak S. Altman a T. Cech ziskali stejné ocenéni za dal$i podporu
existence RNA svéta jako primarni vyvojové etapy molekuldrni evoluce, kdyz prokazali
katalytické vlastnosti RNA (ribozymy), které byly az do té doby pfipisovany pouze
proteinim. Mimotadny metodicky pokrok byl zdkladem pro udéleni ceny v roce 1993. K.B.
Mullis, spolu s M. Smithem (pravdépodobnym zakladatelem principl ,,farmakogenetiky*),
navrhl a ovéfil, po dlouhodobé vSeobecné znamosti mechanismu replikace DNA, zpusob
»kKlonovani DNA molekul“ metodou polymerasové fetézové reakce (automatisovatelna
replikace fragmentii DNA in vitro).

Zaver 20. stoleti byl na trovni Nobelovych cen vénovan ocenéni nového principu
infekce — prionim (S.P. Prusiner 1997), zodpovédnym za BSE, vCJD apod., a rozpoznani
sekvenci gent kodujicich spolu s produktem i jeho signadlni aminokyselinovou sekvenci
rozhodujici o transmembranovém transportu proteinu v buiice i mimo ni (G. Blobel 1999).
V souladu srozvojem genomiky, ve smyslu uplné analyzy genomid modelovych
eukaryotickych organismu, byly prvni Nobelovy ceny 21. stoleti ud€leny pracovnikiim
studujicim bunéény cyklus téchto organismu, jako zéklad jejich ristu, vyvoje a genetické
stability, napt. Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe (L. Hartwell, P.
Nurse a T. Hunt 2001), a Caenorhabditis elegans, jako mimotadné¢ vhodného modelu pro
neurobiologii a molekuldrni biologii (S. Brenner, L. Sulston a R. Horovitz 2002).

Ptesto, Ze nebyly ohodnoceny udélenim Nobelovy ceny, je ze strukturniho i funkéniho
hlediska dtlezité pfipomenout, Ze diive nepfijatelné struktury pii vytvoreni modelu
dvousroubovice byly v pribéhu uplynulych 50 let studia nukleovych kyselin prokazany i
levotoc¢iva Z-konformace DNA, stabilni P-konformace DNA s cukr-fosfatovou pateti uvnit
molekuly DNA, tiivldknové a ctyfvlaknové Sroubovice DNA (H konformace, resp.
telomerové struktury), paralelni usporadani vlaken Sroubovic DNA, 2°-5" a 5°-5°
internukleotidové vazby v RNA a mnoho neobvyklych, ale existujicich struktur RNA,
zabezpecujicich predevsim jejich regulacni funkci v genové expresi (dalsi funkce pfipisovana
diive jen proteiniim) atd. atd., které musely byt nejdiive slozité¢ vylucovany, aby mohly byt
pozdéji velmi obtizné experimentalné znovuobjevovany.

Z dnesniho hlediska by bylo mozné i zna¢nou ¢ast zde neuvedenych Nobelovych cen,
udélenych za fyziologii a Ié€kafstvi a Castecné¢ i1 chemii, povazovat za ceny z oblasti
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molekuldrni a bunécné biologie, a to bez ohledu na dobu jejich udéleni (i pred W.-C.
objevem). To jen potvrzuje skutenost, ze molekularni biologie se dnes stala zakladem vSech
biologickych disciplin a do jisté miry jiz dfive postupné ztracela svou, ¢asto zpochybiiovanou
samostatnou existenci (ustfedni molekularni metodologie biologie) vstupem do povédomi
biologt, ktefi vSechna sva badani a objevy vedou a objasnuji na zaklad¢ projevu a interakci
slozek genomil, proteomt, transkriptomti a metabolomd, jak se dnes obecné nazyvaji soubory
vSech specifickych molekul pfitomnych v buiice a fidicich vSechny jeji projevy uvnitt i1
navenek (nukleové kyseliny, proteiny a metabolity jimi kodované, syntetizované a vSestranné
upravované). Je tedy molekularni biologie dnes mrtva nebo ,,se prevtélila®“ jako zakladni
princip biologie a mysleni biologl (ale 1 1€kaiti, technologlh a dalSich, objasiujicich nové
interdisciplinarni vztahy v biomedicing, biotechnologiich apod.) do vSech obori? Budeme se
tedy vSichni pokorné vracet ke ,klasickym* oborim, k jejichz ndzvu nebudeme muset
pridavat ptivlastek ,,molekularni®, protoze molekuldrni tiroven studia v nich bude organicky
obsazena? I tak bychom se mohli na dnesni situaci jist¢ divat a genetika by mohla byt pfimo
exemplarnim ptikladem.

Genetika jako experimentdlni obor studujici a objastiujici dédi¢nost a proménlivost
organismi byla, stejn¢ jako vSechny biologické védni discipliny, vzdy zavisla na Grovni
odpovidajici metodologie. Jeji pocatecni déleni podle predmétu studia (mikrobidlni, rostlinna,
zivoCi$nd, populacni atd.) zaCalo pomalu ztracet sviij vyznam pravé s vyraznéjSim
uplatiiovdnim molekularnich postupil, jak v oblasti pouzivanych metod, tak pozorovaného
objektu — ,molekuldrni genetika“. S postupujicim nartistem informaci o sekven¢nim
usporddani genomul a jejich €asti (rozhodujicich o genotypu) a o jejich uplatiovani na
bunécéné urovni prostiednictvim transkripce a proteosyntézy (rozhodujicich o fenotypu) se
zacalo prosazovat oznafeni genomika, opét spouzitim vétStho mnozstvi piivlastkil
(strukturni, srovnavaci, funkcni, pocitacova apod.) vlastné pro zaméieni celé genetiky. I toto
nové oznaceni, stejné jako obdobna transkriptomika, proteomika a metabolomika (pfevazné
¢asti biochemie a molekularni biologie), lze asi povazovat za doCasné¢ a prechodné, pred
opétovnym névratem k pivodni ,,pouhé genetice (dédi¢nost a proménlivost organismill na
zaklad¢ struktury a funkce gent a jejich produktii vytvarejicich odpovidajici rodiny a rozsahlé
interakéni sit€). Ke druhému extrému ve smyslu soucasného ozna¢ovani a ¢lenéni genetiky by
mohl vést vyrok neddvného lauredta Nobelovy ceny prof. S. Brennera, ktery s jistou
nadsazkou navrhuje povaZovat vSechny biology 21. stoleti za genetiky (struktura a funkce
gent je zékladem celé biologie).

Bez ohledu na to, jak budeme my a nasi pokracovatelé oznacovat vlastni badatelskou
aktivitu v oblasti, kterou pied 50 lety nesporn¢ nastartoval objev Watsona a Cricka, mizeme
byt hrdi a vdééni, Ze jsme mohli byt svédky i soucasti dosud nejvétSiho a nejrychlejsiho
rozvoje biologie v obdobi mezi objevem dvousroubovice DNA a stanovenim uplného
sekvencniho uspofddani lidského genomu, nejpodrobnéjsi genetické mapy, kterou je mozno
sestrojit, s perspektivou jejiho Gplného funkéniho naplnéni, jehoz rychlost bude zavisla na
vhodném uplatiiovani stdvajicich a novych, molekularnich metodickych ptistupti.

23.4.2003
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Analyza genomu domacich zvirat
Petr Horin
Ustav genetiky FVL VFU Brno

Druhy domacich zvifat jsou ve své existenci, véetné reprodukce, plné¢ zavislé na
¢lovéku. Populace doméacich zvifat podléhaji procesu Slechténi, ktery vyuziva selekce
vhodnych rodi¢ovskych zvifat a nasledné jejich fizeného rozmnozovani — plemenitby. Souhrn
pozadavkli na uzitkové, morfologické a dal§si vyznamné znaky u konkrétnich druhd,
respektive plemen se nazyva chovny cil. V konkrétni etapé Slechténi jsou tyto pozadavky
vyjadiené plemennym standardem.

Chovny cil zahrnuje predevsim ty vlastnosti, pro které je dany druh nebo plemeno
chovano. Samostatnou skupinu tvoii hospodaiské zvitata, jejichz chovem a Slechténim vznika
vyznamny ekonomicky efekt, protoze se chovaji zejména k produkci potravin nebo jinych
produktii Zivo€isného plivodu. Jiné druhy zvifat jsou chovany napftiklad pro ucely pracovni,
sportovni, védecké, estetické nebo citové. Cilevédomy vybér zvitat, ktery vede ke genetické
fixaci vyznamnych vlastnosti je zaloZeny na existenci jejich genetické variability. Souborné
se tyto vlastnosti, zejména u hospodaiskych zvitat, nazyvaji ekonomicky vyznamné znaky.
Patfi mezi né¢ primarné vlastnosti uzitkové v SirSim slova smyslu, ale také znaky zdravi.
Vétsina vyznamnych uzitkovych vlastnosti ma kvantitativni a komplexni povahu a je
zpravidla ovliviiovana vétSim poctem gend. Dobry zdravotni stav je predpokladem plné a
efektivni realizace genetického potencidlu uzitkovosti, ¢ili predpokladem realizace chovného
cile, ale je také neoddélitelnou soucésti chovného cile.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina vyznamnych vlastnosti, které jsou soucasti chovného cile
ma kvantitativni povahu a nizkou heritabilitu, je proces Slechténi efektivni zejména tehdy,
vyuzivame-li vném kromé¢ selekce fenotypové také selekci genotypovou. Poznani
genetického zaloZeni selektovanych rodiCovskych jedincti nebo populaci (naptiklad linii) je
mozné bud’ na zéklad¢ cilevédomé produkce testovaci skupiny potomki nebo piimym
ur¢enim genotypu v genech, které dany znak ovliviiuji (markery 1. typu), ptipadné jsou s nim
v tésné vazbé a genotyp v téchto genech neptimo signalizuji (markery 2. typu). Odhad
genotypového zalozeni na zakladé potomkil je tradicni soucasti Slechténi hospodaiskych
zvitat a nazyva se odhad plemenné hodnoty. Jeho princip je statisticky. V souCasné post-
genomické éfe je mozno ve Slechténi stdle efektivnéji vyuZzivat molekularnich metod
identifikace genii vyznamnych pro uzitkovost a zdravi a urCeni jejich funkce v realizaci
znaku. Po ¢éfe redukcionismu, kdy bylo mozno identifikovat vyznamné majorgeny
v definovanych modelovych situacich (napiiklad gen ovliviiuyjici vnimavost prasat
k prase¢imu stresovému syndromu a zaroven ovliviiyjici kvalitu masa), je mozno diky
metodologickym piistupim genomiky a proteomiky tyto geny systematicky vyhledavat a
analyzovat jejich expresi v ramci komplexni analyzy celého genomu.

Mapovani geni doméacich zvifat vyuzivd vSech pfistupii zndmych u clovéka a
laboratornich modelt. Geny, které mohou ovlivilovat vyznamné znaky - kandidatni geny - se
daji systematicky vyhleddvat metodou genomového ,,scanu“, kterd je zalozena na analyze
velkého poctu neexprimovanych markert 2. typu, zejména mikrosateliti, vybranych tak, aby
rovnomérné pokryvaly cely genom v dostatecné malych vazebnych vzdalenostech. Vazebna a
asociacni analyza nasledn¢ odhali na definované hladiné statistické vyznamnosti piipadnou
souvislost urCitych chromosomalnich oblasti vymezenych konkrétnimi markery
s fenotypovou variabilitou zkoumaného komplexniho znaku. Tyto oblasti je mozno dale
analyzovat metodami jemného mapovani a odhalovat tak kandidatni geny 1. typu, které by se
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mohly podilet na vzniku pozorované fenotypové variability. Metodami funkéni genomiky je
pak mozno studovat jejich expresi ve vztahu k této variabilité.

Z metod mapovani genti u domacich zvitat se vyuziva jak vazebné analyzy, naptiklad i
v kombinaci s metodami molekuldrni biologie (typovani jednotlivych spermii, single sperm
typing), tak metod cytogenetického mapovani. Z nich se nejcastéji vyuziva fluorescencni in
situ hybridizace (FISH) s vyuZitim homolognich i heterolognich sond (ZOO-FISH), hybrid
somatickych bunék, zejména paneld radia¢nich hybridd (RH panely), dale mikrodisekce
chromosomil a standardnich postupl, jako napiiklad bakteridlnich umélych chromosomil
(BACs). Velmi uéinnym nastrojem pii mapovani genti domadcich zvifat je vyuzivani
svétovych pocitacovych databazi (GenBank, SwissProt) s jejich obsluznym softwarem a
vyuzivani mezidruhovych homologii (srovnavaci genomika). Integrované mapy vsech
vyznamnych druhi domdcich zvitat jsou k dispozici na Internetu a jejich nalezeni pomoci
béznych vyhledavaci je velmi rychlé.

Do dnesni doby byla identifikovana fada chromosomalnich oblasti jako tzv. QTLs,
(quantitative trait loci, lokusy kvantitativnich znakt), které ovliviiuji vyznamné uzitkové
vlastnosti hospodafskych zvifat. U skotu jde zejména o chromosomalni oblasti ovliviiujici
mléc¢nou produkei, u prasat masnou produkci a reprodukéni kapacitu. U prasat bylo naptiklad
zjisténo, ze prakticky na kazdém chromozomu lezi oblast, ovliviiujici kvalitu masa. Pomoci
genetického mapovani byly dale identifikovany vyznamné majorgeny, které ovliviluji
uzitkové vlastnosti. U skotu byl identifikovan vliv lokusu koédujictho mlécnou bilkovinu
kappa kasein na kvalitu produkovanych syrii, u prasat byly mapovany konkrétni geny
ovliviiujici kvalitu masa, v€etné¢ genu pro vnimavost ke stresu piivodné oznacovaného jako
Hal, geny ovliviiujici velikost vrhu, jako napiiklad gen pro estrogenovy receptor. Tyto geny
jsou geneticky polymorfni a rizné genotypy maji rtizné u¢inky na danou uzitkovou vlastnost.
V soucasné dob¢ jsou nékteré z téchto gend rutinné genotypizovany a vysledkll je vyuzivano
v tzv. selekci podporované markery — MAS (marker-assisted selection). Soucasti genovych
map jsou také geny kodujici vyznamné kvalitativni znaky, zejména nékteré morfologické
znaky — znaky exteriéru, které jsou tradi¢nim predmétem Slechténi. Intenzivni pozornost je
napiiklad vénovana molekuldrni podstaté zbarveni zvifat, kde rychle nartstajici pocet
identifikovanych geni pfispivd mimo jiné nejen k pochopeni metabolické podstaty
fenotypové variability, ale naptiklad i ke studiu tlohy nékterych protoonkogeni.

Genové mapy zvifat obsahuji také fadu gentli, které ovliviiuji riznymi zplisoby
zdravotni stav zvifat. Jde o geny, které jsou pfi¢inou dédi¢nych onemocnéni, jako napiiklad
syndrom deficience adhesni schopnosti leukocytii skotu (BLAD), jehoz homolog je zndm u
pst (CLAD) a lidi (human LAD) nebo mutace zpusobujici vaznou kombinovanou
imunodeficienci u arabskych koni (SCID), jejiz homolog byl objeven jiz dfive u laboratornich
myS$i. U zvifat byly mapovany i geny zpisobujici dédicné vrozené vyvojové vady, jako
naptiklad syndaktylie skotu. Podobné jako pro lidskou populaci, existuje také u domdacich
zvifat elektronickd databaze vyznamnych mutaci ovliviiujicich zdravotni stav (OMIA —
Online Mendelian Inheritance in Animals).

Vyznamnou skupinou genl u zvifat jsou geny, které ovliviiuji genetickou resistenci
k nemocem. Vzhledem k heterogenité mechanismul resistence jsou tyto geny vicerého typu.
Patii sem jak geny podilejici se na genetickém fizeni imunitni odpovédi a jeji variabilité (geny
hlavniho histokompatibilitniho komplexu, geny kodujici povrchové znaky leukocytl, geny
koédujici  cytokiny, geny kodujici proteiny zOcastnéné v mechanismech bunécné
antimikrobialni obrany), tak geny hrajici ulohu v neimunitnich mechanismech genetické
resistence, napiiklad geny kodujici receptory vyznamnych patogent. Piikladem je gen
ECF88, jehoz geneticky polymorfismus je jednim z faktort, které pfispivaji k variabilité
v resistenci prasat k infekci K88 pozitivnimi kmeny Escherichia coli. Vzhledem k tomu, Ze
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geneticka resistence je z hlediska formalni genetiky casto komplexnim znakem, genomicky
ptistup se zda byt velmi vhodnym nastrojem k jeho molekuldrni disekci.

Vnasi praci se napiiklad vénujeme problematice genetické resistence
k intracelularnim baktériim v rdmeci studia mechanismi patogenese infekénich nemoci
domacich zvifat. Cilem je identifikace genti ucastnicich se procest fagocytosy u koné. Po
dekompozici komplexniho znaku na jednotlivé funkéni okruhy byly identifikovany kandidétni
geny a ty identifikovany a nésledné studovany u kon¢. Pracovni postup je demonstrovan na
ptikladu genu NRAMPI1, ktery byl u mysi identifikovan jako kandidatni gen lokusu Bcg,
ovliviyjici resistenci k intracelularnim patogeniim. Tento byl v nasi laboratofi identifikovan,
klonovan, sekvencovan, byla urena jeho genomové exon-intron organizace, byl fyzicky
mapovan, byly nalezeny intraintronové a promotorové polymorfismy a vypracovany metody
jejich genotypizace. Piedbézné byla potvrzena jeho exprese v leukocytech periferni krve
(Matiasovic et al: Characterization of the NRAMP1 (SLCI11A41) gene in the horse (Equus
caballus L.) (European Journal of Immunogenetics 29, 2002: 423-429). Jako soucast
genomického pfistupu byly studovany 1 dal$i vyznamné geny (napiiklad Hofin, P.,
MatiaSovic, J.: 4 second locus and new alleles in the major histocompatibility complex class
1l (ELA-DQB) region in the horse. Animal Genetics 33, 2002: 196-200, Matiasovic, J.,
Lukeszova, L., Hotin, P.: Two bi-allelic single nucleotide polymorphisms within the promoter
region of the horse TNF-A gene. European Journal of Immunogenetics 29, 2002: 285-286) a
fada dalSich genu je studovana jako soucast pfipravy cDNA mikrocipu, ktery by umoznil
definovat jejich specifickou roli v procesu resistence.

Shrneme-1i moznosti praktickych aplikaci analyzy genomu u domacich zvitat zjistime,
ze v souCasné dobé se vyuzivaji zejména v negativni i pozitivni selekci, ale i v produkci
aktivnich latek, naptiklad 1é¢iv nebo vakcin, dale jsou aplikovany v biotechnikach
reprodukce, jako je uméld inseminace, embryotransfer a rizné typy klonovéni, zejména na
bunécné urovni.

Jak je patrno, jsou zdkladni metodické pfistupy k analyze genomli domacich zvirat
shodné s pfistupy pouzivanymi u ¢lovéka a laboratornich modeld, 1 kdyz snaha o intenzivni
praktické vyuziti vysledkli a v nékterych ptipadech i rtiznd definice etickych omezeni jsou
pri¢inou urcitych specifik v celkové filosofii vyuziti genetiky a genomiky ve Slechténi
domadcich zvifat.
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Soucasné trendy klasické a molekularni cytogenetiky
Kyra Michalova
e-mail: kyra@vfn.cz
Centrum nadorové cytogenetiky VSeobecné fakultni nemocnice a 1. 1ékarské fakulty
Univerzity Karlovy, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky,

U nemocnice 2, 128 08 Praha 2

Uvod

Ptesny pocet lidskych chromosoml zndme teprve od roku 1956. AvSak mnozstvi
poznatkl, které byly ziskany v prvnim desetileti od stanoveni lidského karyotypu, nové
techniky barveni a studia chromosomil ¢lovéka, zavedené v letech sedmdesatych spolu s
vyuzitim metod molekularni biologie v letech osmdesatych, potvrdily pevné misto, které tento
obor ma, ptredevsim v 1ékaiské genetice.

V Ceské republice jsou cytogenetické laboratofe soucasti Oddéleni 1ékaiské genetiky,
kterd jsou ve vSech velkych méstech a zabyvaji se genetickym poradenstvim. Déle vznikaji
cytogenetické laboratote, které vysetiuji zmény chromosomi u hematologickych onemocnéni.
Cytogenetické vySetteni slouzi pfedevs§im ke stanoveni karyotypu nemocnych s vrozenymi
vyvojovymi vadami, v prenatalni diagnostice k uréeni chromosomového vybaveni ploda, k
zptesnéni diagnosy a urceni prognosy nékterych nadorovych onemocnéni. V laboratofich
hygienické sluzby se testuji mutagenni ucinky chemickych latek na lidsky organismus na
chromosomové urovni.

Klasicka cytogenetika

Cytogenetické preparaty byly barveny az do r. 1969 konven¢nimi metodami barveni,
tj. Giemsovym barvivem nebo orceinem. Od roku 1970 se ve vSech laboratofich zacaly
pouzivat techniky pruhovani chromosomu, které jsou v soucasnosti zcela bezpodmine¢nou
soucasti kazdého vysetieni karyotypu. Pruhy na savéich chromosomech umoznily identifikaci
kazdého jednotlivého autosomu i heterochromosomt.. Zdokonalil se tim i systém fazeni v
karyotypu. V roce 1971 byla uzndna zavazna Pafizskd nomenklatura pro tazeni lidskych
chromosomi, kterd pak byla doplnéna mezinarodnim systémem pro lidskou cytogenetickou
nomenklaturu (ISCN - International system for human cytogenetic nomenclature 1985).
Posledni vydani ISCN je z roku 1995 a uvadi i nomenklaturu chromosomovych zmén
zjisténych metodami molekuldrni cytogenetiky tj. in situ hybridizaci. Podobné nomenklatury
jsou také zavedeny pro fazeni chromosomil laboratornich ¢i hospodarskych zvitat.

Kromé pruhovacich barvicich metod ptispélo k dalSimu rychlému rozvoji klinické
cytogenetiky zavedeni novych systémi kultivace a sychronizace bunééného déleni
somatickych 1 nadorovych bunck in vitro. Vyrazné se zlepSila kvalita chromosomovych
preparati, nasly se nové metody pruhovani chromosoml a tim se i1 zvySila citlivost
cytogenetickych metod. Dusledkem jsou ndlezy dalSich, diive neidentifikovanych ptestaveb,
jako jsou translokace malych ¢asti chromosomi, inverze, duplikace, delece a inzerce, z nichz
mnohé se ukazaly byt zcela specifickym markerem urcitého syndromu, pokud jsou vrozené.
Ziskané¢ zmény chromosomii u nadori miiZzeme rozdélit na specifické a ndhodné; ty
specifické, které jsou v mnoha ptipadech identifikovatelné jen molekularné cytogenetickymi
metodami, se staly dulezitymi diagnostickymi ukazateli.
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Pruhy, které se tvofi na chromosomech obsahuji 5 - 10 megabazi DNA. Tkanové
specifické geny méni nacasovani replikace DNA v zavislosti na stavu transkripce. Rizné typy
bunék mohou mit rizny replika¢ni Cas pro specifické geny. Tato skute¢nost vSak neni
pozorovatelnd podle zmény ve sledu pruht na chromosomech. Sled pruhti totiz odrazi primér
replikacnich Casti nékolika megabazi DNA a nemtize proto rozliSit replikaci individudlniho
genu od replikace DNA, kterd tento gen obklopuje. Toto je zakladni problém, ktery
poznamenava rozliSovaci moznosti souc¢asnych klasickych cytogenetickych metod.

Molekularni cytogenetika

Zakladni metodou molekularni cytogenetiky je hybridizace in situ, kterd se pouziva v
ruznych metodickych obménach podle pouZitych typti sond DNA. Metody hybridizace in situ
jsou postaveny na schopnosti vazby jednofetézcové DNA s komplementarnimi useky cilové
znaceny radioaktivné, vétSinou kombinaci tfi nukleotidd oznacenych tritiem nebo isotopy
jodu nebo siry. V soucasnosti jsou vétSinou pouzivany neradioaktivné znac¢ené sondy a priukaz
navazani sondy se provadi nepifimou nebo pifimou imunofluorescenci ve fluorescencnim
mikroskopu. Molekularnimi metodami studované fragmenty DNA jsou pfiblizné¢ 200 - 300 kb
velké. Metoda fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je uspésné v klinické cytogenetice
vyuzivana pfi:

e Studiu karyotypu bun¢k v metafazi nebo interfazi a lokalizaci gend.

e Urcovani pocetnich a ptesna identifikace strukturnich chromosomovych odchylek a
markerovych chromosomu.

e Detekci minimalni rezidudlni choroby nebo ¢asného relapsu u leukémii a zhoubnych
nadort.

e Detekei typu bungk, které jsou zahrnuty v neoplastickém procesu.

e Urceni zda se jedna o maligni proces, klonalni evoluci nebo benigni proliferaci.

Princip metody

Zahiivanim dvousroubovicové molekuly DNA na vyssi teplotu (70° C ) zanikaji
vodikové vazby a vladkna DNA se od sebe oddéluji (denaturace). Pokud se jednotliva vldkna
setkaji se svymi komplementarnimi partnery, mohou za piiznivych podminek (teplota,
vlhkost, molarita) vytvorit zpétné dvojitou Sroubovici DNA. Je-li komplementarni vlakno
DNA (sonda DNA) oznaeno radioaktivni latkou nebo neradioaktivné jinym zplisobem
(biotin, digoxigenin, piimé znafeni nukleotidii fluorochromy), mtizeme vzniklou molekulu
DNA prokazat autoradiograficky nebo ve fluorescencnim mikroskopu, ktery je vybaven
odpovidajicimi filtry. Schéma FISH je na obr €. 1.

Dalsi moznost identifikace signalu pfinasi pocitacova analyza obrazu mikroskopu
vybaveného velmi vykonnou CCD (charge coupled device) kamerou, napojenou na pocitac se
specidlnim programem pro FISH. Citlivost metody se zvySuje o n€kolik fadi. Obraz ziskany
na monitoru je kvalitnéjsi nez ten, ktery vidime v mikroskopu, protoze CCD kamera je pro
zachyceni signdlu citlivéjsi nez lidské oko a pocitacovy program dovoluje Upravu obrazu ve
smyslu zesileni signdlu a potlaceni nespecifického pozadi. Pocitatova analyza obrazu
umoznuje kvantitativni zpracovani ziskanych dat, méteni vzdalenosti jednotlivych signalt a
vytvareni jednoho obrazu z vice zaznami.
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Sondy

Sondy pouzivané k uréeni vrozenych a ziskanych chromosomovych odchylek mtzeme
rozdelit do tfi hlavnich skupin a jsou schematicky znazornény na obr. €. 2.

1. Sondy, které hybridizuji se specifickymi chromosomovymi strukturami, coz
jsou obvykle centromerické oblasti obsahujici alfa a beta satelitni sekvence DNA. Satelitni
DNA pfitomna v centromerické oblasti je pro vétSinu chromosomu specifickd, je vysoce
repetitivni a tandemové uspotfadani zasahuje oblast az 4000 kb velkou. Kromé
centromerickych sond existuji také sondy na telomerické oblasti lidskych chromosomtl.

2. Sondy, které hybridizuji s jedineénymi sekvencemi DNA. Jsou to obvykle
genomické klony, které se 1i$i velikosti v zavislosti na klonovacim vektoru, kterym miize
byt plasmid (500bp - 5kb), kosmid (20-50kb), bakteriofag lambda (8 - 15kb) nebo umélé
kvasinkové chromosomy (YAC klony 50 - 1000 kb), umélé bakteridlni chromosomy
(BAC), P1 klony a dalsi.

3. Sondy, které hybridizuji s mnohocetnymi chromosomovymi sekvencemi. Tyto
sondy jsou obvykle ptipraveny ze specifickych knihoven DNA, Ize jimi oznalit cely
chromosom (tzv. chromosome painting - malovani chromosomi), nebo jsou ziskany
mikrodisekei urCité casti chromosomu, cilené odebranou pod mikroskopem pomoci
mikromanipuldtoru z fixovanych preparati a ziskand DNA je pak dale amplifikovana
metodou DOP-PCR.

Srovnavaci genomova hybridizace (CGH)

Molekularni cytogenetickd metoda, kterd je schopnd degekovat a mapovat relativni
pocet kopii jednotlivych sekvenci mezi rliznymi genomy se nazyva srovnavaci genomova
hybridizace (CGH - z angl. comparative genomic hybridization) a byla popsana
KALLIONIEMIM a kol. v roce 1992. Normalni a studovand DNA jsou odliSn¢ oznaceny
nékterymi z haptentl a jsou simultané kohybridizovany na normalni metafasické chromosomy.
Oblasti zmnozeni nebo ztraty DNA sekvenci jako jsou delece, duplikace nebo amplifikace
jsou zvyraznény rozdilnou barvou homologi. To je zplisobeno zménou poméru intenzity
signalu obou fluorochromt méiené podél cilovych, normalnich chromosomii. Pomér intenzit
signall je zpracovan nejméné u 10 mitos pomoci pocitatového programu, ktery urci mista v
nichZ pak nalezneme piislusnou zménu ve smyslu delece nebo amplifikace. Schematické
znazornéni CGH je na obr. ¢. 3. CGH detekuje zmény, které jsou pritomny ve vice nez 50%
nadorovych bun¢k ( t.j. klonalni aberace). Ma vysokou vypovidaci hodnotu pro delece,
komplexni zmény karyotypu a pro identifikaci markerovych chromosomti. CGH nelze vyuzit
u jednoduchych translokaci, inverzi a inzerci, pfi kterych se neméni pomér poctu kopii
sevenci DNA. Na stejném principu jako CGH je zalozena metoda mikroc€ipi.

Matrix CGH

Konvenéni CGH analyza vyuzivd jako cil pro hybridizaci pfipraveny preparat s
chromosomy bunc¢k v metafasi. Snaha o zvySeni citlivosti cytogenetickych metod vedla k
vyvoji nové koncepce metody tzv. matrix CGH, u které jsou chromosomy nahrazeny
imobilizovanymi DNA fragmenty umisténymi na pevném, nejcastéji sklenéném podkladu
(Lichter a spol. 2000). Predpoklddame, ze matrix CGH bude stile vice pronikat do
diagnostiky zhoubnych nadort.
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Multibarevné karyotypovani lidskych chromosomii (mFISH a mBAND)

Od r. 1996 je mozné rozlisit kazdy jednotlivy par autosomti a pohlavni chromosomy
barevné a to tak, Ze kazdy chromosom ma svou pfidélenou barvu. Jde o dalsi variantu FISH
metody, pii které jsou péti fluorochromy kombinatoridlnim zpisobem oznaceny jednotlivé
pary autosomu, vysledny obraz je analyzovdn pomoci pocitate a podle barev a intenzity
fluorescence dale zpracovan ptifazenim pseudobarev. Na podobném principu je postavena i
metoda mnohobarevného pruhovani s vysokou rozliSovaci schopnosti mBAND. Metody
mnohobarevné analyzy jednotlivych chromosomu slibuji vyuziti piredev§im v néadorové
cytogenetice, stejné jako i v klinické cytogenetice pfi studiu komplexnich zmén karyotypu.
Schéma kombinatoridlniho znaceni jednotlivymi fluorochromy je na obr. €. 4.

Budoucnost nadorové cytogenetiky

V Narodnim tustavu pro vyzkum rakoviny v USA (National Cancer Institute - NCI)
byl zapocat projekt, ktery se nazyva Cancer Chromosome Aberration Project (CCAP), ktery
ma za ukol pfipravit fyzikdlni a genetické mapy lidského genomu zalozené na
cytogenetickych datech zjisténych pii sledovani chromosomovych piestaveb v buitkach
zhoubnych nadori ¢lovéka. Cile bude dosazeno mapovanim gent, které byly lokalizovany v
lidském genomu na zéklad¢ lokalizace pomoci metody fluorescencni in situ hybridizace
(FISH) s klony bakteridlnich umélych chromosomti (BAC) umisténych ve vzdalenostech 1 -
2 Mb po celé délce lidského genomu. Mapa bude volné pristupna a bude dobie srovnatelnd s
dal§imi genomovymi databazemi jako napif. s odchylkami uvadénymi v Katalogu
chromosomovych aberaci prof. Mitelmana, ktery je volné pfistupny na Internetu na adrese
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman/recurrent/aberrations. Vysledky tohoto
projektu umozni mapovani zlomovych mist na chromosomech, které piimo souvisi se
vznikem maligniho procesu u hematologickych nebo solidnich nddord. Predpoklada se, Ze
lokalizace piiblizn¢ 3000 CCAP BAC sond umozni ptipravu DNA ¢Cipli pro tzv. matrix
srovnavaci genomovou hybridizaci, kterymi bude mozné lokalizovat geny, dilezité¢ v
kancerogenesi. DalSim produktem by pak mohly byt sondy DNA, které by byly dalezitym
pomocnikem diagnostiky v interfasické cytogenetice pifi ur€ovani chromosomovych aberaci
na cytologickych a histologickych preparatech. Bliz§i tdaje mize zajemce ziskat na
Internetové adrese http//www.ncbi.nlm.nih.gov/CCAP.

Od r. 1970, kdy se zacaly chromosomy barvit pruhovacimi technikami, bylo u nadora
popsano vice nez 1800 zlomovych mist na chromosomech. Jde o chromosomové zmény, které
se opakuji a nejsou ndhodné. Da se proto piedpokladat, ze jsou zahrnuty v procesu iniciace
nadorového bujeni i v rozvoji onemocnéni. Pocet zjisténych chromosomovych odchylek u
malignit narasta takovou mérou, Ze neni mozné si je dale pamatovat, zvlasté¢ s ohledem na
jejich klinické a biologické charakteristiky. Proto vznikl Atlas genetiky a cytogenetiky v
onkologii a hematologii (http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer) jako dalsi volné
piistupnd databaze na internetu, kterd pifinaSi cytogenetické a klinické ndlezy u malignich
onemocnéni, a je pfipravenad pro volné pouziti cytogenetiky, molekularnimi genetiky a l1ékati
ve vSech lékarskych odvétvich, ktera jsou zainteresovana v onkologii. Od doby kdy byly
zavedeny metody FISH, u solidnich nadora pfedevS§im metoda, kterou nazyvame srovnavaci
genomova hybridizace (CGH), bylo zjisttno mnoho novych poznatkli o delecich a
amplifikacich genti nebo celych ¢éasti chromosomli. Malovacimi celochromosomovymi
sondami pak byly identifikovany dosud neznadmé translokace. VSechny cytogenetické
skriningové metody jsou limitovany citlivosti, kterd je udavana okolo 2 - 10 Mb. I pfi tak
nizké sensitivité byla cytogenetiky vytypovana fada mist zlom@ na chromosomech, které pak
byly déale molekularné-biologickymi metodami klonovany. Déle byly pfipraveny sondy DNA,
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které jsou jednak dilezité pti diagnostice zhoubnych nadort, ale jsou vyuzivany i ve vyzkumu
pii integraci cytogenetickych map do fyzikalnich map lidského genomu.

Prvni dva chromosomy jejichz BAC klony byly mapovany jsou autosomy ¢. 7 a 22.
Byly pfipraveny bakteridlni umélé chromosomy o délce pfiblizné 1 - 2 Mb, které pak po
klonovani byly metodami dvojbarevné FISH s vysokou rozliSovaci schopnosti mapovany na
chromosomech bunék v prometafasi a metafasi.

V budoucnosti budeme kombinovat informace, které poskytnou nejriiznéjsi databaze
chromosomovych zmén u vrozenych syndromi, hematologickych malignit a u solidnich
nadord ve form¢ translokaci, inzerci, inverzi a deleci a s nimi souvisejicich zlomovych mist
na chromosomech, pfipadné zmén v poctu genovych kopii. Pfispéjeme tak k piesnéjsi
diagnostice onemocnéni a roz§ifime poznatky o vzniku fady chorob.
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Obr. 1. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH)
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Obr. 2. Typy sond

(a) Sondy pro specifické chromosomové struktury

centromerické telomerické

(b) Sondy pro jedine¢né DNA sekvence (lokus-specifické):

(c) Sondy pro mnohocetné chromosomové sekvence (malovaci):

celochromosomové parcialni

23



Obr. 3. Srovnavaci genomova hybridizace (CGH)
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Obr. 4. Kombinatoridlni zna¢eni DNA sond pro mFISH:
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Prokaryoticky genom
Jirt Doskar
Katedra genetiky a molekularni biologie, PiF MU v Brné
Uvod

Analyza kompletni genomové sekvence vice nez 100 bakterialnich a archealnich
druhtt vedla krevizi ustdlené piedstavy o jednoduché organizaci genetické informace
prokaryot. Genom prokaryot se vyznacuje vysokou plasticitou, kterd se promita ve zna¢nych
rozdilech jak do jeho velikosti, tak i do informa¢niho obsahu u blizce pfibuznych druhi i
jednotlivych kmeni. Jeho zna¢na ¢ast byva tvorena variabilnimi genetickymi elementy, které
jsou zpravidla postradatelné a mnohdy se udrzuji jen pod selekénim tlakem prostiedi.
Charakteristickym rysem téchto elementli je jejich horizontalni pienos, k némuz dochazi
s vysokou frekvenci a muize probihat i mezi zastupci taxonomicky vzdalenych skupin.
Diisledkem tohoto pfenosu jsou pak vyrazné a dynamické zmény ve struktufe
prokaryotickych genomti, které zodpovidaji za jejich mozaikovy charakter.

Velikost a struktura prokaryotického genomu

Velikost genomu se u prokaryot pohybuje v pomérné velkém rozmezi hodnot od 580
kbp (Mycoplasma genitalium) az po zhruba 10 Mbp u myxobakterii. Paradox hodnoty C u
nich vSak neplati a velikost genomu je proporcionalni jejich metabolické a morfologické
komplexité. VSechny organismy s velikosti genomu mensi nez 1,5 Mbp jsou bud’ obligatni
intracelularni parazité anebo vykazuji vysoké naroky na kultivaci (tzv. specialisté:
mykoplasmata, borelie, riketsie). U druhd, které vyuzivaji vice zdrojii uhliku a energie a maji
obvykle malo rustovych pozadavku (tzv. generalisté), ¢ini primérnd velikost genomu zhruba
5 Mbp. Ze soucasnych udaji vyplyva, ze u volné zijicich prokaryot je spodnim limitem
velikost genomu okolo 1,6 Mbp.

Velikost genomu zna¢né kolisa jak uvnitf rodu (napf. u treponem témeéft tiikrat, u
mykoplasmat vice nez dvakrat), tak 1 druhu (napf. u ptirodnich izolath E. coli se pohybuje
zhruba od 4600 do 5300 kbp). Tyto variace jsou €asto zplisobeny riiznym poctem plasmidl a
dalSich variabilnich slozek genomu (viz dale).

Topologie genomu je znama vice nez u 50 prokaryotickych druhii. I kdyz vétSina
bakterii a archei obsahuje kruznicové replikony, byly jiz u fady rodt prokdzany jak linearni
chromosomy tak i plasmidy (napt. u Streptomyces, Borrelia, Thiobacillus, Klebsiella,
Coxiella burneti, Agrobacterium tumefaciens). U Str. lividans mize dochazet k reverzibilni
linearizaci kruznicového chromosomu bez negativniho dopadu na reprodukci bunék, z ¢ehoz
plyne, ze forma replikonu neni pro jeho zachovani rozhodujici a replikacni aparat je schopen
se ji prizplsobit. Struktura telomer se vSak u jednotlivych druht 1i8i. U borelii a A.
tumefaciens jsou telomery chromosomu i linedrnich plasmidi tvofeny kovalentné uzavienymi
vlasenkami, zatimco u streptomycet jsou konce telomer oteviené s kovalentné¢ navazanymi
proteiny, které se zifejmé& podileji na jejich replikaci. Existuji naznaky, ze linearizace
chromosomil miize byt disledkem zaclenéni linedrnich plasmida nebo bakteriofagh.

Z hlediska soucasnych poznatkd o struktufe prokaryotickych genomt a funkci jeho
slozek se jevi jako znacné zjednodusSeny tradi¢ni pohled definujici bakterialni chromosom
jako replikon vyzadovany pro zakladni Zzivotni funkce a plasmidy jako postradatelné
extrachromosomalni elementy. Svéd¢i o tom napf. struktura genomu a jeho uspofadani u
Borrelia burgdorferi, jejiz linearni chromosom ma velikost 910 kbp a nese 853 gentl, dale
obsahuje alesponi 17 linearnich nebo kruznicovych plasmidl, které dohromady piedstavuji
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533 kbp a minimaln¢ 430 gentl. Vétsina plasmidi je postradatelnych pro rist in vitro, ale jsou
vyzadovany pro velmi specializovany rast v ¢lenovcich a obratlovceich, tj. jsou nezbytné pro
paraziticky zpiisob zivota a tvofi tudiz esencidlni slozku genomu. Je proto ziejmé, ze u
nckterych prokaryot je genom sloZzen zné€kolika nezavislych molekul DNA a rozdéleni
genetické informace do vice replikoni spiSe odrazi dynamickou povahu bakteridlnich
genomu. Bylo prokézdno, Ze homologni rekombinace mize vytvoftit jeden replikon ze dvou
nebo z jednoho dva, jak je tomu napt. u Bacillus cereus; jeho genom o velikosti zhruba 5 Mbp
je u nckterych kment soustfedén do jednoho chromosomu, u jinych je rozlozen do
chromosomu o velikosti 2,4 Mbp a zbyvajicich 2,6 Mbp piipada na n¢kolik mensich plasmidi
(replikontl). Z uvedenych fakt vyplyva, ze alespoil v nékterych piipadech by bylo vhodnéjsi
takové plasmidy oznacovat spiSe jako minichromosomy.

Geneticka organizace a informacni obsah prokaryotického genomu

Genetickd informace je v genomech prokaryot ulozena velmi Usporné s malymi
prostory mezi jednotlivymi geny. Charakteristickym rysem prokaryot je uspofadani jejich
genu do operont, kde jsou oddéleny obvykle jen n€kolika nukleotidy. U E. coli je asi 600
operont, z nichz kazdy ma 2 nebo vice gent. Ve vétsing ptipadi koduji geny operonu sadu
proteinti tykajicich se téze biochemické aktivity, coz umoziuje jeji velmi ucinnou regulaci
(napt. pfi metabolismu cukrii nebo biosyntéze aminokyselin). U nckterych druht archei
(Methanococcus jannaschii) 1 bakterii (Aquiflex sp.) vSak existuji operony s geny bez
ziejmych biochemickych vztahl (napf. u Aquiflex je zndm operon se 6 geny, z nichz dva
koduji proteiny pro rekombinaci, dal$i pak proteiny pro motilitu a enzymy pro syntézu
nukleotidl a lipidfi). Diivody pro takové uspotradani nejsou zatim jasné.

Po stanoveni sekvence genomu prvnich mikrobt nebylo piekvapujici, Ze se nepodafilo
ke zhruba poloving¢ identifikovanych ORF piifadit zddnou ze zndmych funkci (Tab. 1). Tento
pocet se vSak podstatné nesnizil ani po stanoveni sekvence dalSich desitek genomil. Navic je
zhruba jedna c¢tvrtina potencialnich geni u kazdého druhu jedinecnd a nema signifikantni
homologii k Zddné znamé proteinové sekvenci.

Funkce jiz znamych ORF u jednotlivych prokaryotickych druhii byly odvozeny
z odpovidajicich proteinovych sekvenci. Na zdklad€¢ srovnani dosud znamych genomovych
sekvenci lze dojit k zavéru, ze pocet operacnich gent (napt. genl pro transkripci a translaci)
je vkazdém genomu zhruba stejny, i kdyz se jejich velikosti podstatné 1isi. Pocet proteind
v jinych funkcnich kategoriich (kédovanych tzv. opera¢nimi geny), jako je biosyntéza
aminokyselin, tvorba energie, transport a regula¢ni funkce, je naproti tomu mnohem
variabilnéjsi a zvétSuje se se vzrustajici velikosti genomu. Jednou z pficin zvétSovani genomu
je zvySovani poctu paralognich genil, které jsou zejména vysledkem genovych duplikaci.
Proporce paralogli u genomu s velikosti 1 Mbp €ini 12-15%, zatimco u genomu s velikosti
vetsi nez 3 Mbp je to jiz 50%. V tad€ pripadi koduji paralogni geny funkcéné piibuzné
enzymy, které katalyzuji v zasadé¢ tytéz reakce, avSak jejich mirné odliSnosti zajistuji vetsi Sifi
odpovédi organismu v rtiznych prostifedich a vyrazné tak zvétSuji jeho schopnost adaptace.
V tomto ohledu bude zajimavé zjistit, zda bakterie s mensimi genomy maji skutecné pro
kazdou metabolickou drahu jen jedinecnou sadu enzymd.

Vysledky sekvencovani vyvratily diivéjsi predpoklad, Ze kompaktni genomy
prokaryot budou obsahovat jen malo repetitivni DNA. Prakticky u vSech prokaryotickych
druhti jsou repetice pravidelnou soucasti genomu. Z kodujicich sekvenci jsou to rDNA,
inzer¢ni elementy a dalSi transposony, které se obvykle vyskytuji v menSim poctu kopii.
Fascinujici je rozmanitost a celkovy pocet mnohokopiovych elementii, mezi néz patii desitky
riznych typt kratSich i dlouhych repetici. Struéné lze uvést jen jejich zdkladni ptehled a
nekteré priklady.
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Tandemové opakované kratké sekvence typu polytrinukleotidd (GTG nebo GCC)
jsou vysoce repetitivni v genomech E. coli, S. typhimurium a Shigella sp. Heptanukleotidova
kratkad opakovani (STRR) byla zjisténa u sinice Calothrix. Polymorfni pifimé tandemova
opakovani (MPTR) o délce 10 bp u Mycobacterium tuberculosis a dalSich mykobakterii
vykazuji podobnost s misty Chi u E. coli. Patii sem i nonamer AAGTGCGGT (,,uptake signal
sequence*) nezbytny pro rozpoznani exogenni transformujici DNA u H. influenzae (vyskytuje
v poctu 1465 kopii). Prototypem kratkych roztrousenych repetitivnich sekvenci jsou REP-
elementy (repetitivni extragenové palindromové sekvence) s délkou 38 bp, vyskytujici se
v poctu 500 kopii u E. coli. Sekvence jim podobné se vyskytuji u mnoha dal§ich bakterialnich
druhii. Dlouhé roztrouSené repetitivni elementy (vétsi nez 50 bp) se vyskytuji v menSim
poctu kopii v nekddujicich oblastech genomu. Piikladem jsou intergenové opakujici se
jednotky (IRU) nebo sekvence ERIC (enterococcal repetitive intergenic consensus) s délkou
126 bp nebo krat§imi analogy, které se vyskytuji v celé bakterialni fisi. Rozdili v jejich poctu
a lokalizaci se s vyhodou vyuziva jako jedné z genotypizacnich metod k identifikaci druhti a
diferenciaci kmend. Mozaikové repetitivni elementy (BIME) jsou tvofeny kombinacemi
riznych repetitivnich elementt. U E. coli jich je asi 500 a jsou slozeny z REP-elementl a
sedmi dalsich repetitivnich motivii.

Repetitivni sekvence jsou substratem pro homologni a mistné specifické rekombinace,
jejichz disledkem jsou rozsahlé genomové piestavby (viz dale). Mohou vSak navozovat téz
zmeény exprese genul, jak je tomu napi. u S. pneumoniae, kde ptitomnost BOX-elementu
zodpovida za fazové variace projevujici se zménou morfologie kolonii. Tandemova
opakovani jednoduchych sekvenci (mono-, di- a trinukleotidi) se vyskytuji uvnitf nebo
pobliz gent virulence a zména jejich poctu ¢asto méni expresi téchto genli a projevuje se
napf. variacemi antigent.

Variabilni sloZka prokaryotického genomu

Vedle zékladni sady gena jsou pravidelnou slozkou genomu témét vSech skupin
prokaryot variabilni genetické elementy, mezi nez se fadi plasmidy, transposony, integrony,
retrony, profagy a genomické ostrovy. Charakteristickym rysem vSech téchto elementl je
jejich mobilita (v rdmci genomu i mimo builku) a vyskyt omezeny jen na urCité kmeny
daného druhu, u nichz vSak mohou mit zasadni vyznam pro pieziti (faktory virulence,
rezistence k antibiotikiim atd). Pokud dojde k inaktivaci genli pro mobilitu, stava se element
imobilni a geny, které nejsou pro hostitele pfinosné, postupné mutuji nebo jsou deletovany.
Geny pro hostitele prospé$né se mohou udrzet a dale evolu¢né vyvijet (napf. geny pro
virulenci u defektnich profagh) a stavaji se tak béhem evoluce stabilni soucasti genomu.

Chromosomové piestavby

Genom prokaryot se podrobuje rychlym zméndm. Pfi¢inou velmi cetnych vnitinich
piestaveb replikonli je pfitomnost rtznych typt repetici, které jsou substrdtem pro
rekombinace navozujici inverze, delece nebo duplikace. Jelikoz vzdéalenost repetici miize byt
znacna, postihuji tyto mutacni zmény mnohdy rozsahlé useky genomu. Duplikace a jejich
reverze byly prokazany u mnoha druhii. U E. coli byly zjistény duplikace o délce az 320 kbp
(7% délky chromosomu), u salmonel dokonce az 22% (napt. duplikace laktosového operonu
po selekcei na rychlejsi rist na laktose). Frekvence vzniku duplikaci je vysoka: u salmonel byla
u vybranych populaci prokazana piitomnost duplikaci n€které z oblasti chromosomu az u
10% bunék, coz svéd¢i o jejich zdsadnim vyznamu pro evoluci genomdu. Patii tak zfejmé
k nejvyznamng¢j§im mechanismim, kterymi prokaryota mohou zvysit davku genli anebo
vytvofit redundantni DNA pro naslednou genetickou divergenci, znasobovat nebo
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pozménovat jednotlivé funkce a adaptovat se tak na nové podminky, aniz by se vSak musely
soucasn¢ podrobit ireversibilni ztraté genti.

Horizontalni pFenos geni

Slozeni prokaryotickych genomil (zejména jeho variabilni slozka) se mizZe velmi
rychle a dramaticky meénit horizontdlnim pfenosem gend zprostfedkovanym procesy
transdukce, transformace a konjugace véetné¢ konjugativni transposice (a patrné 1 dalSimi
mechanismy, které nejsou dosud piesné znamy). Horizontalni pfenos gent vyrazné pfispiva k
vytvafeni mozaikové struktury prokaryotickych genomi a zodpovidd za jejich klicové
evoluéni zmény a speciaci. Proporce horizontalné prenesenych genti odhadovana z analyzy
kompletni sekvence genomi miize dosahovat az 20%, z nichZ ptfevazujici €ast tvofi geny
operac¢ni (Tab. 1). Od zbyvajici ¢asti genomu se 1isi obsahem GC, odlisnym vyuzivanim
kodonli a pfitomnosti sekvenci, kter¢é maji vztah k mobilit¢ DNA. V bezprostfedni
blizkosti horizontalné¢ ptenesené DNA se casto vyskytuji inzeréni sekvence, které se
pravdépodobné podileji na jeji integraci do genomu. U E. coli se horizontalné pfenesené geny
velmi Casto nachazeji téz v blizkosti genii pro tRNA, které jsou preferencnimi misty pro
zaclenovani mirnych bakteriofagi.

Nekteré genetické elementy prenesené z jinych organismi tvoii v genomu dobie
odliSitelné oblasti, oznaCované jako genomické ostrovy (podle funkce oznaCované za
ekologické, saprofytické, symbiosové a na ostrovy patogenity, kam lze pfiradit i integrony,
které maji podobné rysy; definice genomickych ostrovii neni zatim vzhledem k jejich zna¢né
variabilit¢ ustalena). Jejich potencidlni mobilita je podminénd inzer¢nimi sekvencemi,
transposony, integrasovymi geny nebo piipojovacimi misty (att) pro mirné fagy. Byly zjistény
v genomech mnoha druhli prokaryot, pficemz charakteristickym rysem je jejich omezeni
pouze na nékteré z ptirodnich izolat. Typické jsou zejména ostrovy patogenity predstavujici
oblasti na chromosomu patogennich bakterii s velikosti az 200 kb a obsahujici shluky genii
kodujicich faktory virulence (toxiny, proteiny pro adsorpci a invasivitu, aj.) a geny pro
rezistenci k antibiotikiim. Jiné genomické ostrovy nesou napi. geny pro nové metabolické
aktivity nebo pro obranu proti imunitnimu systému hostitele, ¢imz umoznuji frakci kmenti
daného bakterialniho druhu osidlovat dalsi, casto velmi specializovand prostiedi.

Odhad minimalniho poctu genii prokaryotického genomu

Stanoveni kompletni sekvence genoml H. infuenzae a M. genitalium iniciovalo
pokusy o odhad minimélni genové sady schopné zajistit autonomni Zzivot prokaryotické
buiiky. Pro stanoveni tohoto odhadu byly uvedené organismy vybrany velmi ptihodné€, nebot
patii ke vzdalenym vétvim bakterii a je proto pravdépodobné, ze geny konzervované u obou
druhti budou pfedstavovat pravé ty, které jsou nezbytné pro zivot jakékoliv bunky. Dalsi
vyhodou muze byt zjednoduSeni jejich genomu béhem adaptace na paraziticky Zivot, ktera
vedla ke ztrat¢ fady metabolickych a regula¢nich drah. Oba druhy si ale zachovavaji
schopnost rastu in vitro, byt v bohatych mediich.

Nejdiive bylo v databazich srovndno 469 geni M. genitalium s 1703 geny H.
influenzae, coz umoznilo vymezit 240 ortolognich gent (tj. genti odvozenych vertikalné ze
spole¢ného piedka). Proteiny kddované témito geny byly zatazeny do funkénich kategorii a ze
znalosti metabolickych drah vyhodnocenych ze znamych nutri¢nich pozadavk obou druhta
bylo asi 10% gent M. genitalium funkéné prefazeno. Sada ortologli byla pak doplnéna o
chybéjici enzymy pro esencidlni metabolické drahy vhodnymi kandidaty ze zatim malo
prostudovanych ortologi a témi, které vznikly neortologni ndhradou. To vedlo k definici
minimalniho genomu sestavajiciho asi z 250 genii. Tato minimalni sada gend kdéduje cely
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translacni aparat a redukované, ale funkcni systémy pro replikaci DNA, reparaci a transkripci.

Aplikaci principu parsimonie bylo pak vybrano 128 gentl, které by mohly piedstavovat sadu

zéakladnich genti predchidct souc¢asnych organismt.

Pti druhém, experimentdlnim pfistupu, byly v genomech M. genitalium a M.
pneumoniae vytvareny transposonové mutace a za postradatelné geny byly pak povazovany
ty, vnichz byly v zivotaschopnych buiikdch lokalizovany transposony. Tento pfistup vedl
k odhadu 285 genid nezbytnych pro preziti. Ukazuje se vSak nepravdépodobné, Ze néktera
buiika v populaci ponese vice nez 100 funkéné nulovych mutaci, nebot’ pocet postradatelnych
genu se lisi pfi postupné eliminaci jednotlivych geni a pfisoucasné inaktivaci gentl
zajistujich redundantni nebo céastené redundantni funkce, kdy muize byt tolerovana
inaktivace jednoho genu, ne vSak obou. Navic se ukazuje, ze eliminace ,,postradatelnych*
gen vede ke snizeni fitness bunék, kterou vSak lze kompenzovat zménami ve
slozeni ristového media. Nezbytnost kvantifikovat snizeni fitness ve vztahu k prostiedi
ukazuje na obtiznost definice pojmu ,,minimalni genom®.

Zarazejici je skuteCnost, ze u tietiny esencidlnich genii (tj. téch, které se nepodatilo
inaktivovat) neni znama jejich funkce. Tento fakt silné zasahuje do vzité pfedstavy o naSich
znalostech o fundamentalnich funkcich Zivota; je vSak téz mozné, ze fada genl s neznamou
funkci u M. genitalium ptedstavuje nerozpoznatelné ortology, které zajistuji dobfe zndmé
funkce u E. coli.

Vysledky obou analyz spolu spoznatky o informacnim obsahu ostatnich
analyzovanych genomi vedou k zavéru, ze v prokaryotickych genomech lze nalézt dva typy
genii:

1. Geny zodpovédné za zakladni zivotni funkce, tj. zajiSt'ujici procesy replikace, transkripce
a translace, produkci energie, transport zivin a udrzeni bunéné¢ homeostase. Tyto geny
jsou esencialni v kazdém prostiedi a je nepravdépodobné, ze budou zjistény organismy, u
kterych z této sady bude vétsi pocet genti chybét.

2. Geny, které rozsifuji metabolické drahy nebo biosynteticky potencidl a slouzi tak
k dosazeni selektivnich vyhod nebo umoziuji adaptovat se na nova prostiedi. Pocet téchto
gent je u jednotlivych druhii (resp. kmenil) znacné variabilni, odrazi jejich zptisob zivota i
prostiedi, ve kterém Zziji.

DalSi sméry ve studiu prokaryotickych genomii a perspektivy jejich vyuZziti

Ocekava se, ze hlavni pozornost bude tak jako dosud zamétena piredevsim na analyzu
genomi patogennich bakterii, které ptedstavuji stdlou hrozbu pro zdravi i zivoty lidi a zvifat.
Cilem bude vyhledani novych tercl (genti nebo jejich produktit) pro piipravu ucinnych 1éciv.
V tomto sméru se jiz nyni vyuZzivaji genomické a proteomické ptistupy, které umoziuji vedle
rychlé identifikace dosud neznamych genii objasiiovat i jejich funkce a zplsob regulace
exprese. Stim uzce souvisi snahy o pfipravu vakcina¢nich kmeni, kde se pocita
s intenzivnéjSim vyuzitim genového inzenyrstvi (napft. pii piipravé DNA-vakcin). Slibné se
rozviji téz vyuziti bakterii pfi 1écb¢ nadorovych onemocnéni, napt. aplikaci bakteridlnich
toxind k destrukci nadora nebo jejich pouziti jako vektora pro genovou terapii.

Dalsi  perspektivni  oblasti je  pfiprava novych  produkénich  kment
pro biotechnologické postupy pii vyrobé potravin, surovin pro chemicky pramysl anebo
farmak pfipravovanych heterologni expresi eukaryotickych genli v bakteriich. Nadéje se
vkladaji téz do extrémofilnich bakterii a archei, jejichz metabolicky potencidl a dosud malo
prostudované biochemické drahy mohou umoznit ziskavani novych produkt nebo zpracovani
netradi¢nich substrati.

Nové poznatky o struktufe genomtl piispéji téz k dalSimu zpfesnéni diagnostiky
mikroorganismil. V této oblasti 1ze pocitat zejména s rozvojem technologie DNA-Cipa pro
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vyhledani genli a sekvenci specifickych pro jednotlivé druhy (druhova identifikace) stejné
jako pro detekci vnitrodruhovych rozdilii podminénych variabilnimi genetickymi elementy
pfi typizaci kmend.

Tab. 1. Zakladni parametry genomu a odhadovany pocet horizontalné pienesenych geni
u vybranych druhti bakterii a archei

Velikost Horizontalné
Druh genomu | Pocet ORF prenesené ORF
(Mbp)

Proteobacteria pocet %
Escherichia coli 4,64 4289 381 9,6
Haemophilus influenzae 1,83 96 96 6,2
Helicobacter pylori 1,67 1553 89 6,4
Rickettsia prowazekii 1,11 834 28 3,6

Gram-pozitivni bakterie

Bacillus subtilis 4,21 4100 537 14,5

Mycoplasma genitalium 0,58 480 67 14,5

Mycoplasma pneumoniae 0,82 677 39 5,9

Mycobacterium tuberculosis 4,41 3918 187 5,0
Spirochaetae

Borrelia burgdorferi 0,91 850 12 1,56

Treponema pallidum 1,14 1031 77 8,3
Chlamydiae

Chlamydia trachomatis 1,04 894 36 4,3

Deinococcus radiodurans 2,65 2580 95 3,92

Synechocystis sp. 3,57 3169 219 7,5

Thermotoga maritima 1,86 1846 198 11,63

Archaea

Aeropyrium pernix 1,67 2694 370 14,0

Methanobacterium therm. 1,75 1869 179 10,3

Methanococcus jannaschii 1,66 1715 77 5,0

Pyrococcus abyssi 1,76 1765 124 7,35
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Predstavujeme geneticka pracovisté

Prirodovedecka fakulta Univerzity Komenského v Bratislave
Mlynska dolina , 842 15 Bratislava

Katedra genetiky

Katedra genetiky Prirodovedeckej fakulty UK v Bratislave bola zaloZena v roku 1968.
Neskor bola vytvorend katedra genetiky a molekularnej biolodgie spojenim povodnej katedry
genetiky s katedrou molekularnej biologie. V roku 1993 sa katedra rozdelila na samostatné
katedry genetiky a molekuldrnej biologie. V Case vzniku katedry genetiky a potom katedry
genetiky a molekuldrnej biologie bol jej vedicim prof. Jan Dubovsky, neskor bol vedicim
katedry prof. Daniel Vi¢ek a v sucasnosti je vedicim katedry prof. Jan Grolmus. Veducim
katedry molekularnej bioldgie bol v jej zaciatkoch (do zluCenia s katedrou genetiky) prof.
Vladimir Sekerka. Po osamostatneni katedry v r. 1993 bol jej vedicim doc. Vladimir Ferdk a
v sucasnosti je vediucim doc. Jan Turila. Katedry genetiky a molekularnej bioldgie
zabezpecuju vyuku genetiky a molekularnej bioldégie na odbornom Stadiu bioldgie, na
ucitel'skom Studiu (kombindcie s bioldgiou) ana odbore biotechnoldgia. Vyskum so
zameranim na genetiku sa popri katedrach genetiky a molekuldrnej biologie eSte robi na
fakulte v spolo¢nom laboratériu katedier genetiky a biochémie, d’alej na Ustave bunkovej
biolégie PRIF UK a ¢ast’ vyskumnej problematiky je venovana genetike aj na Katedre
mikrobiologie PRIF UK v Bratislave.

Vyskum na katedre genetiky je zamerany na tieto problémové okruhy:
Genetika mikroorganizmov

(prof. RNDr. Daniel Vléek, DrSc., doc. RNDr. Viera VIckova, CSc., RNDr. Miroslava
Slaninovéa, PhD., RNDr. Andrea Sev¢ovicova, PhD., prof. RNDr. Eva Miadokova, DrSc.)

V ramci genetiky mikroorganizmov je vyskum zamerany na repara¢né systémy opravujice
poskodenia molekuly deoxyribonukleovej kyseliny. Ako modelové objekty sa pouzivaja
fotoautotrofné  a heterotrofné¢  mikroorganizmy  (Chlamydomonas  reinhardtii a
Saccharomyces cerevisiae). Hlavnym cielom vyskumu u fotoautotrofnych mikroorganizmov
je skompletizovat’ poznatky o zakladnych repara¢nych drahach (exciznych, rekombinacnej a
mutagénnej) cestou genetickej a molekuldrnobiologickej analyzy mutantnych (reparacne-
deficitnych) kmenov izolovanych v nasom laboratériu, ako aj tych, ktoré boli izolované na
zahraniénych pracoviskdch a v sucasnosti st sustredené v nasom laboratériu. Vyuzijuc
genetické a molekuldrnobiologické metodicke postupy bol doteraz u vacSiny mutantnych
kmenov Specifikovany typ poruchy opravy DNA a mutantné kmene boli zaradené do
prislusnych opravnych drah; preStudovali sa interakcie medzi opravou DNA na svetle
(fotolyaza) a opravnymi procesmi, ktoré mozu prebiechat’ v tme, pricom sa zistil iny typ
interakcii v porovnani s heterotrofnymi baktériami a kvasinkami; boli zmapované a
lokalizované prvé reparacné gény v génovej mape fotoautotrofnych mikroorganizmov.
V stiasnosti je pozornost’ zamerana na Studium regulacného prepojenia medzi opravou DNA
a priebehom bunkového cyklu. U heterotrofnych mikroorganizmov spolupracujeme pri rieSeni
vyskumnych tloh s oddelenim molekularnej genetiky Ustavu experimentalnej onkologie
SAV, slIng. Jelou Brozmanovou, DrSc.. Hlavnd pozornost sa venuje funkcnej analogii
reparaénych génov prokaryotov (E. coli) anizSich eukaryotov (S. cerevisiae) za ucelom
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detailnejSicho pochopenia reparaénych procesov u S. erevisiae anaslednej extrapolacie
vysledkov aj na vysSie eukaryoty. Pozornost’ je tieZ venovana objasneniu opravy oxidacnych
poskodeni r6znymi opravnymi drahami. Na zaklade analyzy komplementacie poruch opravy u
S. cerevisiae s reparatnymi génmi E. coli (ada, recA, nth) na autonoémne sa replikujlicich
kyvadlovych vektoroch alebo integrativnych vektoroch sme prispeli k objasneniu funkcie
reparacnych génov S. cerevisiae podielajicich sa na rekombinacnej oprave poskodenej DNA
(RAD51, RADS?2) ako aj na oprave oxida¢nych poskodeni DNA (PSO3). Podobnym postupom
sme zistili komplementaciu poruchy opravy alkylacnych poSkodeni v mutantnych kmenoch
kvasiniek v nukleotidovej exciznej oprave a transléznej mutagénnej oprave a tak upresnili
rozsah poskodeni opravovanych tymito reparacnymi drdhami. V sucasnosti je pozornost
venovana prepojeniu roznych reparacnych drah pri oprave oxidacnych poskodeni DNA u S.
cerevisiae.

Vyskum bol, resp. je podporovany zahraniénymi a domacimi grantami: medzinarodny grant
v programe Copernicus, bilateralne granty s pracoviskami v Nemecku a v Ceskej republike
a doméce grantové agentury.

Spolupraca:

Department of Biochemistry, School of Medicine, University of South Dakota, Vermillion,
USA (prof. G.D. Small)

Paterson Institute for Cancer Research, Manchester, Anglicko (Dr. G.P. Margison)

Federal University Rio Grande do Soul, Porto Alegre, Brazilia (prof. J.A.P. Henriques)
Lehrstuhl fiir Genetik, Regensburg, Nemcko (Dr. Wolfgang Mages)

Laboratof buneénych cykla, Mikrobiologicky ustav AVCR, Tteboti, Ceska republika (Dr.
Vilém Zachleder)
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Brozmanova J., V. Vi¢kova, E. FarkaSova, A. Dudas, D. Vlasakova, M. Chovanec, Z.
Mikulovské, 1. Fridrichova, J. Saffi, J.A.P. Henriques: Increased DNA double strand
breakage is responsible for sensitivity of the pso3-1 mutant of Saccharomyces cerevisiae
to hydrogen peroxide. Mutation Research, 485, 2001, 345-355.

Slaninova, M., A. Sev&ovitova, B. Nagyova, E. Miadokova, V. VIckova, D. Vicek:
Chlamydomonas reinhardtii UVSII gene is required for cell cycle arrest in response to
DNA damage. Arch. Hydrobiol., Algol. Stud., 107, 2002, 97-107.

Genetika rastlin

(RNDr. Miroslav Svec, CSc., RNDr. Marta Miklovi¢ova, CSc., RNDr. Elena Hlinkova, CSc.
doc. RNDr. Viola Duhova, CSc., RNDr. Svetozar Plesnik)

Hlavny akcent je vramci genetiky rastlin kladeny na Studium genetickej podmienenosti
hostitel'sko-parazitickych vztahov v patosystémoch Triticum (Hordeum) — Blumeria graminis
f.spp. ato na urovni populacnej (fungicidna senzitivita a analyza virulencie regionalnych
populacii mucnatky trdvovej) i1molekularno-biochemickej (Studium proteinov spojenych
s patogenézou — PR-proteiny 3.typu, chitindzy, glukandzy). Sledujeme mechanizmy
rezistencie rastlin (tvorba halo efektov, papil, hypersenzitivne reakcie) asme schopni
identifikovat’ gény Specifickej rezistencie aj stanovit® stupeil neSpecifickej rezistencie
genotypov hostitel'a. Okrajovo sa venujeme aj indukcii mutacii u hospodarsky délezitych
plodin a stidiu expresie génov pre syntézu auxinu a cytokininov v rastlinich tabaku
transformovanych pomocou Agrobacterium tumefaciens.
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Geneticka toxikologia

(prof. RNDr. Eva Miadokova, DrSc., doc. RNDr. Viera Vickova, CSc., doc. RNDr. Viola
Duhové, CSc., doc. RNDr. Méria Trebaticka, CSc., prof. Ing. Jan Grolmus, CSc., prof. RNDr.
Daniel Vicek, DrSc.)

Praca v oblasti genetickej toxikologie je zamerana na detekciu genotoxickych ucéinkov
roznych exogénnych aendogénych environmentalnych agensov (chemické mutagény
/karcinogény, promutagény/prokarcinogény) aplikovanych na rozne genetické modelové
systémy s akcentom na objasnenie molekuldrneho mechanizmu ich uc€inku. Nalezita
pozornost’ sa venuje Studiu bioprotektivnych, predovsetkym antimutagénnych ucinkov latok
prirodného charakteru na réznych genetickych objektoch a na réznych stupfioch organizacie
genetického materidlu (molekularna, subcelularna az populac¢nd). Vyuzitie rdznych
prokaryotickych a eukaryotickych modelovych objektov umoznuje jednak uskutocnit
komparativnu mutagenézu, jednak antimutagenézu na mikroorganizmoch, rastlinach
a zivocichoch a zamerat' sa na determinaciu celej Skaly genetickych zmien (endpoints).
Jednym z ciel'ov prace je aj optimalizacia a Standardizacia medzinarodne akceptovatelnych
metod a modelovych systémov na stanovenie genetoxicity priamych mutagénov/karcinogénov
a promutagénov/prokarcinogénov, ako aj na detekciu antimutagénov/antikarcinogénov.
Experimentalnu pracu realizujeme v ramci vyskumnych grantovych projektov.
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Genetika Drosophila melanogaster
(prof. Ing. Jan Grolmus, CSc., doc. RNDr. Maria Trebatickd, CSc., RNDr. Licia Medved’ova)

Vyskum je zamerany na dva okruhy problémov:

1. Analyzu mutagénnych a karcinogénnych t¢inkov chemickych latok v zivotnom prostredi
z hladiska vyskumu procesu genetickych zmien a prinosu v prevencii a pri odhade
zdravotnych a vSeobecne biologickych rizik.

2. V spolupraci s RNDr. Robertom Farkasom, CSc. z Ustavu experimentalnej endokrinologie
SAV sa skiima geneticka regulacia procesov diferencidcie v ontogenéze drozofily. Pozornost’
je venovand detekcii spolo¢nych molekularnych mechanizmov vo funkcii nuklearnych
receptorov medzi drozofilou a cicavcami; identifikdcii mechanizmov regulécie na Urovni
transkripcie v jednotlivych tkanivach organizmu pomocou molekularnej a genetickej analyzy
Specifickych usekov hormonalne responzivnych génov u drozofily a ich ortologov u
cicavcov, so zretel'om na koordinaciu a Specifitu hormonalnej odozvy.
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Doktorandi katedry: RNDr. Regina Weisenpacherova, RNDr. Denisa Lyszekova, RNDr.
Barbara Nagyova, Mgr. Judita Sddovskd, RNDr. Robert Petrovi¢, Mgr. Alena Zakovicova.
PDS: RNDr. Silvia Kucharova-Mahmood, RNDr. Peter Danis.

Biocentrum: Spolocné laboratorium katedier genetiky a biochémie Prirodovedeckej fakulty
Univerzity Komenského v Bratislave

(doc. RNDr. Cubo Tomaska, CSc., doc. RNDr. Jozef Nosek, CSc.)

Laboratorium, zriadené spolo¢nym usilim katedier biologickej a chemickej sekcie PriF UK v
roku 1993, sa zameriava na rieSenie dvoch problémov:

1. Ako su replikované a stabilizované teloméry mitochondridlnych a jadrovych gendémov
kvasiniek?

2. Aké st molekuldarne mechanizmy komunikécie jadra a mitochondrii eukaryotickej
bunky vo vztahu k jej morfogenéze?

1. Problém replikacie a stabilizacie koncov linearnych DNA je jednou z najvzrusSujiacejsich
oblasti sucasnej molekuldrnej biologie, predovsetkym v dosledku vztahu replikacie telomér
k mitotickej nestabilite spojenej s nadorovou transformdciou na jednej strane a bunkovym
starnutim (senescenciou) na strane druhej. Hoci je replikacia telomér jadrovych chromozémov
Casto realizovana Specidlnym enzymom, telomerdzou, tento ribonukleoprotein nie je jedinym
nastrojom udrziavania koncov chromozomov. Prave alternativne, od telomerdzy-nezavisleé,
mechanizmy replikdcie telomér su predmetom zaujmu laboratéria. Projekty spojené s touto
problematikou vychadzaju z univerzalnosti problému replikéacie telomér pre vSetky linedrne
DNA genofory, véitane linearnych mitochondridlnych gendémov kvasiniek, na ktorych
objaveni sa laboratorium podielalo. U ré6znych druhov kvasiniek boli identifikované odlisné
typy mitochondrialnych telomér, ktoré naznaCuji pomerne Siroky repertoar riesenia
problémov spojenych so stabilizdciou koncov linedrnych molekial DNA. Bola zahajena
charakterizacia mitochondridlneho ,telozomu®, ktord viedla k identifikécii jeho prvého
proteinového komponentu. Pred neddvnom boli v mitochondridch niektorych druhov
kvasiniek s linedrnou mitochondrialnou DNA identifikované cirkularne molekuly DNA
pozostavajuce exkluzivne z telomerickych sekvencii. Fakt, Ze o niekol’ko mesiacov neskor
boli podobné extrachromozomdlne telomerické DNA identifikované v jadrach rdznych
druhov organizmov dokazuje vSeobecny vyznam Studia linedrnych mitochondridlnych
genoférov. Vysledky =z posledného obdobia zaroven naznaCuju isté trendy v evoldcii
mitochondrii aich gendémov, priCom tieto implikdcie su v sucasnosti experimentdlne
testované. Zaroven bola pred nedavnom iniciovand elektron-mikroskopickd analyza
chromatinovej Struktiry jadrovych telomér kvasiniek Saccharomyces cerevisiae a
Schizosaccharomyces pombe s cielom identifikovat’ analdgie a odliSnosti kvasinkovych
a cicav¢ich jadrovych telomér. Predpoklada sa, ze zo ziskanych vysledkov bude opat’ mozné
vyvodit’ univerzalne platné zavery s vyznamom pre evolu¢nu biologiu i1 klinicki medicinu.

2. Jednou z najzaujimavejSich biologickych tém uz od ¢ias D'Arcy W. Thompsona je vzt'ah
medzi formou a funkciou. Molekuldrne mechanizmy zodpovedné za definovanii morfologiu
organizmov a ich buniek nie su zatial’ detailne preskimané. Regulacia bunkovej diferenciacie
nie je pritom len fenoménom spojenym s ontogenézou vyssich organizmov, ale prejavuje sa aj
na urovni mikroorganizmov, ktoré zmenou tvaru buniek reaguji na zmeny vonkajSicho
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prostredia. Rozne druhy kvasiniek su schopné za definovanych podmienok rast v
kvasinkovej a hyfalnej forme. Prechod medzi oboma formami (dimorficka tranzicia) je okrem
iného vuzkom vztahu s virulenciou kvasinkovych patogénov a S$tidium ma preto aj
potencidlny klinicky vyznam. Morfologické prepinanie je pomerne komplikovany
a energeticky naro¢ny proces, vyzadujuci preciznu koordinaciu vsetkych bunkovych organel.
Ustredna tilohu pritom plni predovsetkym komunikacia bunkového jadra a mitochondrii. Na
stadium kvasinkovej morfogenézy su v laboratériu vyuzivané viaceré druhy kvasiniek.
U kvasinky Yarrowia lipolytica, bolo izolovanych niekol’ko mutantov neschopnych
dimorfickej tranzicie a bola zahéjena analyza prislusnych génov a proteinovych produktov.
Laboratérium sa podielalo na odhaleni pritomnosti komplexu I respiraéného retazca
v mitochondriach Y. lipolytica a nasledne na zavedeni tejto kvasinky ako modelu pre stidium
ulohy komplexu Ivbunkovej morfogenéze, ako aj pre analyzu principov biogenézy
mitochondridlnej NADH dehydrogenazy s potencidlnym vyznamom odhalenie molekularne;j
podstaty niektorych l'udskych mitochondridlnych ochoreni. Paralelne so §tidiom dimorfizmu
a bioenergetiky Y. lipolytica s podobnym smerom vyuzivané d’alSie kvasinkové modely,
véitane S. cerevisiae, ,,gigantickej* kvasinky Dipodascus magnusii a patogénnej kvasinky
Candida parapsilosis. Kazdy z tychto modelov umoznuje Studovat’ Specifické aspekty nukleo-
mitochondridlnej komunikacie a preto sa oakavaju navzdjom sa komplementujuce vysledky,
umoziujuce ziskanie komplexného pohl'adu na eukaryoticka bunku.

Emeritny profesor: Ladislav Kova¢
Doktorandi: Mgr. Martin Kucej, Mgr. Blanka Kucejova, Mgr. Adriana Rycovska, Mgr. Jalia
Zemanova, Mgr. Judita Sadovska

Vyskum v laboratériu je podporovany zahraninymi grantmi Howard Hughes Medical
Institute (USA) a Fogarty International Research Collaboration Award (USA) a slovenskymi
grantovymi agentirami VEGA a APVT.

Spoluprdca:

Dr. Monique Bolotin-Fukuhara, Institut de Génetique et Microbiologie, Université de Paris
X1, Orsay, Francuzsko.

Dr. Hiroshi Fukuhara, Institut Curie, Centre Universitaire Paris XI, Orsay, Francuzsko.

Dr. Jack D. Griffith, Lineberger Cancer Center, University of North Carolina, Chapel Hill,
USA.

Dr. Jifi Fajkus, Biofysikélni ustav AVCR a Masarykova Universita, Brno, Ceska republika.
Dr. H. Yde Steensma, Institute for Molecular Plant Sciences, Leiden University, Holandsko.
Dr. Ullrich Brandt, Universititsklinikum Frankfurt, Frankfurt am Main, Nemecko.

Dr. Choukri Ben Mamoun, Center for Microbial Pathogenesis, University of Connecticut
Health Center, Farmington, USA.

Dr. Frangoise Foury, Unité de Biochimie Physiologique, Louvain-la-Neuve, Belgicko.

Dr. Claude Gaillardin, INRA, Paris-Grignon, Franctuzsko.

Dr. Gennadi I. Naumov, State Research Institute of Genetics and Selection of Industrial
Microorganisms, Moscow, Ruska federacia.
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Tomaska, L., Nosek, J., and Kucejova, B. (2001). Mitochondrial single-stranded DNA
binding proteins: In search for new functions. Biological Chemistry 382, 179-186.

Tomaska, L., Nosek, J., Makhov, A., Pastorakova, A., and Griffith, J.D. (2000). Extragenomic
double-stranded DNA circles in yeast with linear mitochondrial genomes: Novel players in
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Katedra molekularnej bioldgie

Laboratorium molekularnej genetiky cloveka
(doc.RNDr. Vladimir Ferdk, CSc., RNDr. Cudovit Kadasi, CSc.)

Toto laboratérium je spolo&nym pracoviskom Prirodovedeckej fakulty UK a Ustavu
molekularnej fyziologie a genetiky SAV. Jeho hlavnou pracovnou ndpliou je Stadium
genetickych ochoreni na trovni DNA a$tidium polymorfizmu l'udskej DNA. V tejto
suvislosti pracovisko preStudovalo spektrum mutdcii na génoch, zodpovednych za
najzavaznejSie a najcastejSie monogénne ochorenia v slovenskej populécii, predovsetkym
cystickej fibrozy, fenylketonurie, alkaptontrie, hemofilie A a B, spindlnej svalovej atrofie,
Duchenneovej svalovej dystrofie a niektorych d’alSich, s cielom optimalizovat’ postup priame;j
DNA-diagnostiky tychto ochoreni. Na DNA-diagnostike tychto (a dalSich) ochoreni pre
potreby zdravotnickej praxe sa pracovisko aj priamo zcastiiuje.

Zvlastna pozornost’ sa venuje molekularnemu Studiu genetickych ochoreni, ¢astych
v romskej populdcii. Ked'ze ide o geneticky izolat s mimoriadne vysokym koeficientom
inbridingu, u vac¢Siny preStudovanych monogénnych ochoreni sa v tejto populéacii nasla
lokusova aj alelovd homogenita, ¢o ulahcuje identifikdciu zodpovednych génov
a kauzativhych mutacii. Pracovisko identifikovalo lokus a mutaciu na tomto lokuse,
zapri¢iujicu autozomalne recesivnu formu primarneho kongenitalnehio glaukému -
zéavazného ochorenia s mimoriadne vysokou incidenciou v rdmskej populdcii, a vypracovalo
jednoduchy skriningovy test na detekciu tejto mutacie. V sti¢asnosti sa venuje molekuldrnemu
Studiu nesyndrémovej formy straty sluchu aautozémovo recesivnej formy retinitis
pigmentosa v romskej populécii, v ktorej st tieto ochorenia nadpriemerne Casté.

Dal$ou sférou vyskumného zaujmu pracoviska je polymrfizmus Pudskej DNA a jeho
vyuzitie jednak pri nepriamej diagndze genetickych ochoreni a pri hl'adani asociacii medzi
polymorfizmom DNA a genetickymi ochoreniami, jednak pri identifikdcii 0sOb
v kriminalistickej a forenznej praxi.

Spolupraca: viaceré oddelenia lekéarskej genetiky a d’alSie klinické pracoviskd; Unidad de
Patologia Molecular CSIC, Madrid, Spanielsko; Genetic Laboratory, Univ. Of Connecticut,
Farmington, USA

Doktorandi: Mgr. Andrej Ficek, Mgr. Gabriel Mindrik, Mgr. Iveta Zmetdkova
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Laboratéorium molekuldarnej bioldgie prokaryotov
(doc. RNDr. Jan Turnia, CSc., Doc. RNDr. Jozef Grones, CSc.)

Laboratérium je zamerané na Stadium regulécie génovej expresie v prokaryotoch,
Studium plazmidov a ich vyuzitie v biotechnoldgiach. Ako modelové systémy sa najCastejSie
vyuzivaju Escherichia coli a rod Acetobacter. V octovych baktéridch boli popisané nové
restrikéné endonukleazy a blizsie charakterizované ich plazmidové vybavenie. Vo vybranych
plazmidoch boli Studované ich pociatky replikdcie a na zaklade ziskanych poznatkov sa
konstruovali nové vektory vhodné pre klonovanie v octovych baktéridach a d’alS§ich gram
negativnych baktériach. Pracovisko rozpracovalo metddy in vivo klonovania s vyuzitim
bakteriofaga Mu a novych vektorovych systémov, ktoré boli GspeSne vyuzité pre Stadium
viacerych génov (sdh, pac, fnr, ter a d’alSich). Ako pokraCovanie tychto prac sa v sucasnosti
venuje kolektiv otdzkam horizontalneho transferu genetickej informacie.

V ostatnych rokoch sa pozornost' venuje aj aplikacii DNA metdd do oblasti typizacie a
diagnostiky bakteridlnych patogénov. V ramci domacej a medzinarodnej spoluprace st
Studované moznosti rychlej diagnostiky patogénov a molekularnej epidemiologie.

Spoluprdca: viaceré pracoviska SAV, Biotika a.s., Imuna Pharm Holding; IRC Biomedical

Materials, Queen Mary and Wesfield College, Dept. Molecular Genet.
Leiden University.
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Ustav bunkovej biolégie PriF UK v Bratislave

(doc. RNDr. Juraj Krajcovi¢, CSc. - riaditel, prof. RNDr. Libor Ebringer, DrSc. — zastupca
riaditela, RNDr. Anna Belicova, CSc., Ing. Jozef Dobias, CSc., RNDr. Roman DusSinsky,
CSc., RNDr. Pavlina Foltinova, CSc., RNDr. Livia Krizkova, CSc., RNDr. Gustav Murin,
CSc., RNDr. Milan Seman, CSc., RNDr. Rostislav Vacula, PhD., Mgr. Silvia Slavikova)

Vedecko-vyskumny profil pracoviska:

Vyskum sa ststreduje na Stddium mechanizmov mutagenézy a antimutagenézy na
eukaryotickom modeli Euglena gracilis versus niektoré prokaryotické objekty, s aplikaciou
pri detekcii biohazardnych xenobiotik v Zivotnom prostredi. Dal3ou problematikou vyskumu
je cielené vyhl'adavanie antimutagénnych latok prirodného, predovsetkym rastlinného pévodu
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a Stidium antimutagénneho a imunostimulacného G¢inku mlie¢nych baktérii. V spolupraci s
Katedrou botaniky PriF UK (doc. RNDr. Karol Micieta, CSc.) sa vyvijaju a Standardizuja
bioindika¢né metddy na monitorovanie genotoxicity pomocou rastlin. K zdkladnym
vyskumnym tilloham d’alej patri Stidium chloroplastovych génov a ich transkriptov v priebehu
vybiel'ovania euglén, regulacia expresie chloroplastovych génov, signalne sekvencie jadrom
kodovanych chloroplastovych bielkovin a komunikacia chloroplastu s jadrom. Sucastou
vyskumu je tiez DNA identifikéacia vybranych organizmov (najmai techniky na baze PCR), ich
klasifikdcia a analyzovanie pribuzenskych vztahov (hlavne enterokoky a muchy z celade
Simulidae) ako aj otdzky povodu a evolucie eukaryotickej bunky, problematika stracania a
nadobudania organel (najmi chloroplastov a mitochondrii) v evoltcii a v ontogenéze.

Spolupraca:

University of Vienna, Institute of Biochemistry and Molecular Cell Biology, Vienna, Austria,
(Wolfgang Loffelhardy).

University of Memphis, Department of Microbiology and Cell Biology, Memphis, TN, USA
(Steven D. Schwartzbach).

Ludwig-Maximilians University, Institute of Botany, Munich, Germany (Reinhold G.
Herrmann).

Masarykova univerzita v Brn€, Katedra genetiky a molekularni biologie, Pfirodovédecka
fakulta, Brno, Ceskéa Republika (Jiri Doskar).
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Katedra mikrobioldgie

(prof. RNDr. Julius Subik, DrSc., doc. RNDr. Iveta Gbelska, CSc., doc. RNDr. Margita
Obernauerova, CSc.)

Nasa skupina sa venuje vyskumu v oblasti funkénej a komparativnej genomiky kvasiniek.
Zameriavame sa na Struktaru, funkciu a evoluéni pribuznost génov, ktorych produkty sa
podiel'ajii na biogenéze a funkcii mitochondrii, resp. na odpovedi buniek na stres vyvolany
teplom alebo cytotoxickymi latkami. Ako modelové eukaryotické mikroorganizmy vyuZzivame
kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis a Candida albicans. lzolovali,
klonovali a molekuldrne sme charakterizovali gény Sc-PELI (synonymum PGSI) a KI-PGS1
Specifikujuce fosfatidylglycerolfosfatsyntdzu u S. cerevisiae a K. lactis. Tento enzym je
esencialny pre schopnost’ mitochondrii syntetizovat’ fosfatidylglycerol a kardiolipin. Mutacia
v tomto géne u petite-pozitivnych kvasiniek S. cerevisiae vyvoléva citlivost’ buniek k teplote
a stratu ich Zivotaschopnosti po kombinacii s deleCcnymi mutdciami (740”) v mitochondridlnom
genome. U petite-negativnych kvasiniek K. lactis sme izolovali, klonovali molekularne
charakterizovali a fyzikalne mapovali aj gény Specifikujice Strukturu respiracného retazca
mitochondrii (K/-CYCI, KI-CYTI a KI-COXI8), proteinu zahrnutého v transkripcnej elongacii
(KI-SPT4) aproteinu velkej podjednotky cytoplazmatickych ribozomov (K/-RPL28) zahrnutej
v rezistencii proti cykloheximidu. S cielom objasnit’ molekuldrne mechanizmy rezistencie
kvasiniek proti antimykotikam pouzivanym v klinickej praxi, resp. inym antifungalnym latkam
Studujeme Struktaru, funkciu a reguléciu expresie génov funkénych sieti PDR a YAP zahrnutych
v mnohondsobnej rezistencii voci cytoxickym latkam u laboratornych kmenov a klinickych
izolatov kvasiniek. Odhalili sme centralnu Glohu génu PDR3 v mnohondsobnej rezistencii u S.
cerevisiae. Mutacnou analyzou sme identifikovali regulaéntt doménu v Pdr3p a ukézali sme, ze
mutacie v N-termindlnej ako aj v C-terminalnej doméne tohto transkripéného faktora zvySuju
jeho transaktiva¢ny potencial a veda k nadexpresii membranovych pamp zodpovednych za eflux
cytotoxickych latok zbunky. Niektoré homology génov pekérskych kvasiniek zahrnuté
v mnohondsobnej rezistencii sa nam podarilo izolovat’, klonovat’ a charakterizovat’ aj u K. lactis
(KI-PDR5, KI-ATRI). V sucasnosti Studujeme expresiu génov Specifikujucich efluxné pumpy
mnohonésobnej rezistencie u klinickych izolatov kvasiniek a vyvijame citlivé skriningové
systémy umoziujuce identifikaciu chemickych zlucenin, ktoré by interferovali s mechanizmami
mnohonasobnej rezistencie a scitlivovali tak bunky kvasiniek na antifungélne latky pouzivané
v sucasnosti. Vyskum v uvedenych oblastiach bol, resp. je financne podporovany zahrani¢nymi
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grantami z Howard Hughes Medical Institute, USA, 5. Rdmcového programu Eurdpskej unie a
domacich grantovych agentur.

Doktorandi - Mgr. Zuzka Kozovska, Mgr. Maria Tkacova.
PDS - RNDr. Imrich Hikkek, PhD.
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Biofyzikalni tistav Akademie véd Ceské republiky (BFU AV CR)
Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel.: 541517 111 fax : 541211293
feditelka: RNDr. Jana Slotova, CSc.
e-mail: ibp@ibp.cz

web stranka: http://www.ibp.cz

Biofyzikalni uistav jako soucast Ceskoslovenské akademie véd vznikl v roce 1955 z
Biofyzikalni laboratofe CSAV pod vedenim prof. MUDr. Ferdinanda Heréika, DrSc. a vtiskl
pecet” hlavnimu sméru studia: G€inkl zafeni na Zivé systémy. V ndasledujicich letech byl
sledovan rozvoj metod, umoznujicich studium na molekularni Grovni. Biofyzikalni tstav se
stal nejen modernim pracovistém zakladniho vyzkumu, ale souc¢asné i vyznamnym centrem
novych metod molekularni biologie a genetiky pod vedenim feditelti prof. MUDr. Zdenka
Karpfela, DrSc. v letech 1967 - 1990, v nasledujicim obdobi do roku 1997 doc. RNDr. Milana
Bezdeka, CSc., a RNDr. Jany Slotové, CSc. v soucasnosti.

Hlavni smér védeckého vyzkumu je zaméfen na experimentdlni i teoretické studium
fyzikalnich a chemickych vlastnosti, struktury a interakci biomakromolekul, vyzkum
biofyzikalnich vlastnosti zivych systému na urovni molekularni, bunééné i celych organismti,
ktery v sobé zahrnuje ptisobeni vlivu externich faktorii prostiedi.

Védecka cCinnost pracovisté spociva v zajisténi vyzkumnych zdméri, které jsou feSeny
jednotlivymi Laboratofemi, sdruzenymi do péti Programu:

L. Biofyzikalni chemie makromolekul
Laboratoft biofyzikalni chemie a molekuldrni onkologie
(prof. RNDr. Emil Palecek, DrSc.)
Laboratoft fyziky biomakromolekul
(prof. RNDr. Viadimir Vetterl, DrSc.)
Laboratoft struktury a dynamiky nukleovych kyselin
(doc. RNDr. Jiri Sponer, DrSc.)

II. Biofyzika komplexii nukleovych kyselin
Laboratot molekuldrni biofyziky a farmakologie
(prof- RNDr. Viktor Brabec, DrSc.)
Laboratoi analyzy molekularnich komplexiit DNA
(RNDr. Jivi Fajkus, CSc.)
Laboratoi analyzy chromosomalnich proteina
(RNDr. Michal Stros, CSc.)

I1I. Biofyzika a bioinformatika genomu
Laboratoi CD spektroskopie nukleovych kyselin
(doc. RNDr. Michaela Vorlickova, DrSc.)
Laboratof biofyziky DNA a bioinformatiky genomu
(RNDr. Jaroslav Kypr, CSc.)
Laboratoi molekularni epigenetiky
( RNDr. Ales Kovarik, CSc.)
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IV.  Molekularni cytologie a cytogenetika
Laboratot molekuldrni cytologie a cytometrie
(RNDr. Stanislav Kozubek, DrSc.)

Laboratot vyvojové genetiky rostlin

(prof. RNDr. Boris Vyskot, DrSc.)

Laboratot molekuldrni analyzy vyvoje rostlin
(RNDr. Bretislav Brzobohaty, CSc.)

V. Kinetika bunéénych populaci
Laboratof cytokinetiky
(doc. RNDr. Alois Kozubik, CSc.)
Laboratoft patofyziologie volnych radikalt
(RNDr. Antonin Lojek, CSc.)
Laboratot experimentalni hematologie
(MUDr. Michal Hofer, CSc.)

Z oblasti genetiky ma pracovisté Ivi podil na vysledcich analyzy rostlinného genomu v
ramci feSeni programu II, III, IV, at’ se jednd o studium ulohy methylaci DNA v ontogenesi
rostlin nebo o vyzkum struktury a evoluce genomi rodu Silene, nebo pii studiu strukturné-
funk¢nich vztahtt v komplexech nukleovych kyselin s proteiny, uplatiujicich se v dynamice
rostlinnych genomi nebo genomu ¢lovéka.

V ramci feSeni programt I, 11, tykajici se struktury, funkce genetického materialu, jeho
interakci s chemickymi a protinddorové ucinnymi latkami a mechanismu reparacnich procest
proteini je vyzkum veden na mezinarodni arovni.

Experimentalni techniky in vivo a in vitro jsou uplatiovany pifi vyzkumu farmakologické
stimulace krvetvorby poSkozené ionizujicim zafenim, kombinovanym s cytostatickou terapii v
ramci programu V.

Mimo badatelskou ¢innost Gstavu je vénovéana pozornost spolupraci s vysokymi Skolami,
a to zejména s Prirodovédeckou fakultou a Fakultou informatiky MU v Brné jak pii vyuce,
tak 1 pfi tvorbé novych pocitacovych programl pro analyzu obrazu, studia prostorového
uspotadani, lokalizace a aktivity genli humanniho genomu v interfaznim jadre.

Pro ilustraci jsou dale uvedeny statistické udaje BFU AV CR z roku 2001:

Pocet VS pracovniki: 80
Studenti DSP: 57
Zahrani¢ni studenti DSP: 5

Védecka cinnost: 5 programii (uvedeno vyse)

Grantova podpora vedeckych projektii:

GA AV CR: celkem 22 grantii

GA CR: celkem 37 grantt

Grantové agentury ministerstev Ceské republiky

Mzd CR - 5 grantt, MPO CR 2 granty spolunositelé, MSMT CR - Program "Vyzkumna
centra" BFU se ti¢astni 2 jako spolunositel, Program "Fond rozvoje vysokych $kol" BFU se
ucastni 4 jako spolunositel , 4 granty Programu "COST", 3 granty Programu " Kontakt".
Grantové agentury zahrani¢ni: 10 granti
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Publikacni a prednaskova cinnost:
Prace otisténé v odbornych ¢asopisech a vydané knizné: celkem 73
Prace prednesené na konferencich a ve védeckych spole¢nostech: celkem 216

Zahranicni styky: ’
Vyjezdy pracovniki BFU do zahrani¢ni: celkem 140
Ptijeti zahrani¢nich hostl: celkem 73

Struény vyet &innosti a aktivit BFU uvedeny pouze za rok 2001 neni vy&erpavajici.
"Vycerpavajici" byl vybér, co uvést z vysledkii prace tohoto badatelského pracovisté s
dlouholetou tradici zce spjatého s brnénskym vysokym Skolstvim a ostatnimi vyzkumnymi
pracovisti, laboratofemi a jeho vyznamnym podilem na vyuce a vychové mladych védeckych
pracovnikd, s jeho nezastupitelnym mistem 1 na poli mezinarodni védy. Pro podrobnéjsi udaje
odkazuji Ctendie na web stranku: http://www.ibp.cz nebo kazdoro¢né publikovanou "Vyrocni

zpravu" BFU AV CR, Brno.

Marie Vojtiskova
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